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REGLUGERD FRAMKV/EMDASTJORNARINNAR (ESB) 2019/1390 2020/EES/73/11

fra 31. jali 2019

um breytingu & vidaukanum vid reglugerd (EB) nr. 440/2008 par sem melt er fyrir um préfunaradferdir samkvaemt

reglugerd Evropupingsins og radsins (EB) nr. 1907/2006 um skraningu, mat, leyfisveitingu og takmarkanir, ad pvi er

vardar efni, i pvi skyni ad laga hann ad tekniframférum (efnareglurnar (REACH)) (*)

FRAMKVZAMDASTIORN EVROPUSAMBANDSINS HEFUR,

med hlidsjon af sattmalanum um starfsheetti Evrépusambandsins,

med hlidsjon af reglugerd Evropupingsins og radsins (EB) nr. 1907/2006 fra 18. desember 2006 um skraningu, mat,
leyfisveitingu og takmarkanir, ad pvi er vardar efni (efnareglurnar (REACH)), um stofnun Efnastofnunar Evrépu, um breytingu
& tilskipun 1999/45/EB og um nidurfellingu & reglugerd radsins (EBE) nr. 793/93 og reglugerd framkvaemdastjornarinnar (EB)

nr.

1488/94, sem og tilskipun radsins 76/769/EBE og tilskipunum framkveemdastjornarinnar 91/155/EBE, 93/67/EBE,

93/105/EB og 2000/21/EB (%), einkum 2. mgr. 13. gr.,

og ad teknu tilliti til eftirfarandi:

1

2)

3)

I reglugerd framkvaemdastjornarinnar (EB) nr. 440/2008 (2) er ad finna per préfunaradferdir sem skal beitt i peim
tilgangi ad dkvarda edlisefnafredilega eiginleika, eiturhrif og visteiturhrif idefna ad pvi er vardar reglugerd (EB)
nr. 1907/2006.

Efnahags- og framfarastofnunin proar samreemdar og alpjodlega sampykktar vidmidunarreglur um profanir ad pvi er
vardar profanir & idefnum i eftirlitsskyni. Efnahags- og framfarastofnunin birtir reglulega nyjar og endurskodadar
vidmidunarreglur um préfanir ad teknu tilliti til framfara i visindum & pvi svidi.

Til ad taka tillit til teekniframfara og, pegar unnt er, til ad feekka dyrum sem eru notud i tilraunaskyni i samrami vid
2. mgr. 13. gr. reglugerdar (EB) nr. 1907/2006 tti, i kjolfar sampykktar & videigandi OECD-vidmidunarreglum um
préfanir, ad mela fyrir um tveer nyjar préfunaradferdir til ad meta visteiturhrif og niu nyjar préfunaradferdir til ad
akvarda eiturhrif a heilbrigdi manna og uppfera etti sjo préfunaradferdir. Ellefu pessara préfunaradferda tengjast
préfunum i glasi & hudatingu/-ertingu og augnatingu/-ertingu, hadnamingu, erfdaeiturhrifum og ahrifum & innkirtla.
Haft var samrad vid hagsmunaadila um breytingartilléguna.

™

@)
®

bessi ESB-gerd birtist i Stjtid. ESB L 247, 26.9.2019, bls. 1. Hennar var getid i akvordun sameiginlegu EES-nefndarinnar nr. 10/2020 fra
7. febrGar 2020 um breytingu & 1. vidauka (Taknilegar reglugerdir, stadlar, profanir og vottun) vid EES-samninginn (bidur birtingar).
Stjtid. ESB L 396, 30.12.2006, bls. 1.

Reglugerd framkvaemdastjérnarinnar (EB) nr. 440/2008 fra 30. mai 2008 par sem meelt er fyrir um préfunaradferdir samkveemt reglugerd
Evropupingsins og radsins (EB) nr. 1907/2006 um skraningu, mat, leyfisveitingu og takmarkanir ad pvi er vardar efni (efnareglurnar
(REACH)) (Stjtio. ESB L 142, 31.5.2008, bls.1).
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4) pvi etti ad breyta reglugerd (EB) nr. 440/2008 til samreemis vid pad.
5) Radstafanirnar, sem kvedio er & um i pessari reglugerd, eru i samraemi vid alit nefndarinnar sem komid var a fot skv.

133. gr. reglugerdar (EB) nr. 1907/2006.

SAMPYKKT REGLUGERD PESSA:

1.gr.
Vidaukanum vid reglugerd (EB) nr. 440/2008 er breytt i samreemi vid vidaukann vid pessa reglugerd.
2.gr.

Reglugerd pessi 6dlast gildi & tuttugasta degi eftir ad han birtist i Stjérnartidindum Evrépusambandsins.
Reglugerd pessi er bindandi i heild sinni og gildir i 6llum adildarrikjunum &n frekari l6gfestingar.
Gjort i Brussel 31. jali 2019.

Fyrir hdnd framkveemdastjérnarinnar,
Jean-Claude JUNCKER

forseti.
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VIDAUKI

Vidaukanum vio reglugerd (EB) nr. 440/2008 er breytt sem hér segir:

1) 1 stad kafla B.4 i B-hluta kemur eftirfarandi:

,B.4 BRAD HUBERTING/ATING

INNGANGUR

1. Pbessi profunaradferd jafngildir OECD-vidomidunarreglu 404 um préfanir (2015). OECD-vidmidunarreglur um
profanir & idefnum eru endurskodadar reglulega til ad tryggja ad peer endurspegli bestu fyrirliggjandi visindi. Vid
endurskodun & OECD-vidmidunarreglu 404 um préfanir var sérstaklega hugad ad hugsanlegum endurbdtum med
tilliti til velferdar dyra og ad mati & 6llum fyrirliggjandi upplysingum um préfunaridefnid til ad komast hja
onaudsynlegum profunum & tilraunadyrum. [ uppferdri Gtgafu af OECD-vidmidunarreglu 404 um préfanir
(upphaflega sampykkt arid 1981, endurskodud arin 1992, 2002 og 2015) er tilvisun i leidbeiningarskjalid um
sampeettar adferdir vid profun og mat (IATA) & hadertingu/atingu (1. heimild) par sem 16g0 er til nalgun i einingum
fyrir préfanir & hdertingu og hudeetingu. 1 leidbeiningarskjalinu um sampettar adferdir vid profun og mat er lyst
nokkrum einingum sem samflokka upplysingaveitur og greiningarteeki, og i. veittar leiobeiningar um hvernig skal
sampetta og nota fyrirliggjandi préfunargdgn og 6nnur gogn til ad meta hddertingar- og a&tingarméatt idefna, og ii.
lagdar til nalganir pegar porf er & frekari profunum (1. heimild). Ad auki er i peim leidbeiningum melt med pvi, ef
porf er &, ad profunarplastrarnir prir i fyrstu profuninni i lifi séu ekki settir samtimis & dyrid heldur hver & eftir 6orum.

2. Skilgreiningar & htdertingu og -&tingu eru settar fram i vidbaetinum vid pessa préfunaradferd.

ATRIPI SEM bARF AD HAFA | HUGA | UPPHAFI

3. Til a0 studla jafnt ad visindalegum geedum sem velferd dyra skal ekki gera profun i lifi fyrr en buid er ad meta 6ll
fyrirliggjandi gégn sem varda hugsanleg etandi eda ertandi ahrif profunaridefnisins & hid og er pad gert med
greiningu & vagi rokstuddra visbendinga, eins og sett er fram i leidbeiningarskjalinu um sampattar adferdir vid
proéfun og mat & hidatingu og -ertingu, p.e. i premur hlutum leidbeiningaskjalsins og samsvarandi einingum peirra
(1. heimild). T 1. hluta er i sj6 einingum fjallad um fyrirliggjandi gogn sem né& yfir gégn um menn, gogn um
rannsoknir i lifi, gdgn um rannsoknir i glasi, gogn um edlisefnafreedilega eiginleika (t.d. syrustig, einkum hatt
syruinnihald eda mikil basavirkni) og adferdir an profana. [ 2. hluta er gerd greining & veegi rokstuddra visbendinga.
Ef pessi greining 4 veegi rokstuddra visbendinga er enn o6fullnegjandi etti ad framkvema 3. hluta med
vidbdtarprofunum, par sem byrjad er & profunum i glasi og profanir i lifi eru adeins notadar sem sidasta Urraedi. Pessi
greining &tti pvi ad draga Gr porfinni fyrir profanir i lifi & eetandi eda ertandi ahrifum profunaridefna ef pegar liggja
fyrir fullnzgjandi visbendingar ar 6drum rannsoknum vidvikjandi pessum tveimur endapunktum.

MEGINREGLA PROFUNAR i LiFI

4.  Profunarioefnid, sem préfa 4, er borio i einum skammiti & hud tilraunadyrs og eru 6medhéndlud svaedi a hud dyrsins
notud til samanburdar. Umfang ertingar eda etingar er dkvardad og gefid stig eftir &kvednum kvarda og lyst frekar til
ad unnt sé ad meta ahrifin til fulls. Rannsoknin parf ad na yfir ndgu langan tima til ad unnt sé ad meta hvort ahrifin,
sem vart verdur, geti gengid til baka eda séu varanleg.

5. Dyr, sem syna vidvarandi merki um mikla pjaningu og/eda sarsauka & einhverju stigi profunarinnar, skulu aflifud &
mannudlegan hatt og profunaridefnid metid i samreemi vid petta. Viomidanir fyrir akvéroun um mannuddlega aflifun
daudvona og sarpjadra dyra eru vidfangsefni sérstaks leidbeiningarskjals (2. heimild).
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UNDIRBUNINGUR FYRIR PROFUN I LIFI

Val 4 dyrategund

6. Kaninuhvitingjar eru ékjésanlegustu tilraunadyrin og skal nota heilbrigdar, ungar, fullvaxnar kaninur. Ef notud er
onnur dyrategund skal pad rokstutt.

Undirbuningur dyranna

7. Um pad bil 24 klukkustundum fyrir préfun skal feldurinn & hrygg dyranna snéggklipptur. Geeta skal pess ad skada
ekki hudina og skal einungis nota dyr med heilbrigda og dskaddada hua.

8. A sumum kaninustofnum er feldurinn péttastur & afmérkudum blettum sem eru mest &berandi & akvednum timum érs.
Ekki skal nota pessa bletti vid profun.

Adbunadur og f6drun

9.  Dyrin skulu hofd hvert i sinu bari. Hiti i vistarverum tilraunadyranna skal vera 20 °C (+ 3 °C) fyrir kaninur. pott
rakastig eigi ad vera minnst 30% og helst ekki yfir 70%, nema vid prif & vistarverunum, er kjorraki 50-60%. Nota
skal gervilysingu og hafa til skiptis birtu i 12 klukkustundir og myrkur i 12 klukkustundir. Nota ma hefdbundid
rannsoknarstofufodur asamt 6takmorkudu drykkjarvatni.

PROFUNARADFERD

Proéfunarioefnid borio &

10. Profunaridefnid skal borid & litid hidsvaedi (um pad bil 6 cm?) og hulid med grisju sem haldid er fastri med plastri
sem veldur engri ertingu. Ef ekki er unnt ad bera efnid beint & (t.d. ef préfunaridefnid er fljétandi eda maukkennt) skal
setja profunaridefnid & grisjuna og leggja hana sidan & hadina. Grisjunni skal haldid i lauslegri snertingu vid hidina
med hentugum, hélflofthbéttum umbddum allan véhrifatimann. Ef préfunarioefnid er sett & grisjuna skal festa hana vid
hGdina pannig ad profunaridefnid sé i nainni snertingu vid hidina og dreifist jafnt & hana. Koma skal i veg fyrir ad
dyrid nai til grisjunnar og innbyrdi préfunaridefnid eda andi pvi ad sér.

11. Fljétandi préfunaridefni eru yfirleitt notud dpynnt. Ef préfud eru fost efni (sem ma dyfta ef pad er talio naudsynlegt)
er préfunaridefnid veett med minnsta magni af vatni (eda 6dru heppilegu burdarefni ef pess er porf) sem naegir til ad
tryggja gdéoa snertingu vid hadina. Ef notud eru onnur burdarefni en vatn mega pau adeins hafa lagmarksahrif &
hadertingarmatt profunaridefnisins.

12. T lok véhrifatimabilsins, sem er venjulega fjérar klukkustundir, skal fjarlzgja leifar af préfunaridefninu, eftir pvi sem
unnt er, med vatni eda hentugu leysiefni og varast ad breyta framkalladri svérun eda skada htidpekjuna.

Skammtasterd

13. Borinn er skammtur, sem nemur 0,5 ml af vokva eda 0,5 g af fostu eda maukkenndu efni, & préfunarstadinn.
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Upphafspréfun (hGdertingar-/htdeetingarprofun i lifi & einu dyri)

14. Hafi préfunarioefni verid deemt atandi, ertandi eda 6flokkad & grundvelli greiningar & veegi rékstuddra visbendinga
eda fyrri profunar i glasi er yfirleitt ekki porf & frekari profun 1 1ifi. T peim tilvikum par sem talin er porf & frekari
gbgnum vegna 6fullnagjandi nidurstadna er pé gerd profun i lifi fyrst med einu dyri meo eftirfarandi adferd. Allt ad
prjar préfunargrisjur eru settar, hver a eftir annarri, a dyrid. Fyrsta grisjan er fjarleegd eftir prjar minGtur. Verdi ekki
vart akafrar svorunar i hidinni er énnur grisja sett & annad svadi og fjarleegd ad klukkustund lidinni. Ef athuganir &
pessu stigi benda til pess a0 mannUdarsjénarmid leyfi ad vahrifatiminn sé allt ad fjérar klukkustundir skal pridja
grisjan sett & og fjarleegd ad fjorum klukkustundum lidnum og svoérunin flokkud.

15. Ef ®tandi ahrifa verdur vart eftir einhverja pessara priggja grisja, sem settar voru & hver & eftir annarri, skal préfun
heett tafarlaust. Verdi ekki vart @tandi ahrifa pegar sidasta grisjan er fjarlegd er fylgst med dyrinu i 14 daga nema
&ting komi fram fyrr.

16. Ef talid er ad profunaridefnid hafi ekki atandi ahrif en kunni ad vera ertandi skal hafa eina grisju & einu dyri i fjorar
klukkustundir.

Stadfestingarpréfun (htdertingarprofun i lifi & fleiri dyrum til vidbotar)

17. Verdi ekki vart &tandi ahrifa i upphafsprofuninni skal stadfesta ertingarsvérun eda neikveeda svorun med allt ad
tveimur dyrum til vidbétar og skal ein grisja sett & hvort dyr og véahrifatimabilid vera fjorar klukkustundir. Verdi vart
ertingarahrifa i upphafspréfuninni ma gera stadfestingarpréfun med radbundinni adferd eda med pvi ad lata tvo dyr til
vidbétar verda samtimis fyrir véhrifum. T pvi undantekningartilviki ad ekki sé¢ framkvaemd upphafspréfun ma
medhdndla tvd eda prju dyr med einni grisju & hvert dyr sem er svo fjarlaegd eftir fjorar klukkustundir. Ef tvd dyr eru
notud og badi syna sdmu svorun er frekari profunar ekki porf. Ad 68rum kosti er pridja dyrid préfad. Naudsynlegt
getur reynst ad nota fleiri dyr ef svdrunin er tvireed.

Athugunartimabil

18. Athugunartimabilid parf ad vera négu langt til ad unnt sé ad meta til fulls hvort ahrifin, sem vart verdur, geti gengio til
baka. Tilrauninni skal p6 heett um leid og dyrid synir vidvarandi merki um mikinn sarsauka eda pjaningu. Fylgst skal
med dyrunum i allt ad 14 daga eftir ad grisjurnar hafa verid fjarlegdar til ad akvarda hvort ahrifin gangi til baka.
Komi i 1jés, adur en lidnir eru 14 dagar, ad ahrifin ganga til baka skal tilrauninni strax hatt.

Kliniskar athuganir og flokkun hudvidbragda

19. Dyrin skulu skodud med tilliti til merkja um hérundsroda og bjug og gefin stig fyrir svorun eftir 60 minGtur og sidan
24, 48 og 72 klukkustundum eftir ad grisjan hefur verid fjarleegd. Vid upphafspréfun & einu dyri er profunarstadurinn
einnig skodadur um leid og grisjan hefur verid fjarleegd. HUdvidbrogd eru flokkud og skrad samkvaemt stigagjofinni
toflunni hér & eftir. Ef hidin hefur ordid fyrir skada sem hvorki er hagt ad flokka sem ertingu eda atingu eftir
72 klukkustundir kann ad vera naudsynlegt ad halda athugun afram fram ad 14. degi til ad akvarda hvort ahrifin ganga
til baka. Til vidbotar vid athugun & ertingu skal lysa til fulls og skra 61l stadbundin eiturhrif, s.s. ad hadfitan minnki,
og Oll altek, skadleg ahrif (t.d. klinisk merki um eiturhrif og ahrif & likamspyngd). Til greina kemur ad gera
vefjameinafraedilega rannsokn til ad skera Gr um tviraeda svorun.

20. Flokkun hadsvérunar er i edli sinu hugleeg. Til ad studla ad samreemingu & flokkun hidsvérunar, og til ad adstoda
préfunarstofur og adra hlutadeigandi adila vid athuganir sinar og talkun nidurstadna Ur peim, parf ad kenna
starfsfolkinu, sem vinnur vid pessar athuganir, negilega vel & stigakerfid sem er notad (sja tofluna hér & eftir).
Myndskreyttur leidarvisir um flokkun hudertingar og annarra vefjaskemmda geeti komid ad gédum notum
(3. heimild).
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GOGN OG SKYRSLUGIOF

21. Rannséknarnidurstddurnar skulu teknar saman i t6flu i lokaskyrslu préfunar og skal par getid allra atrida sem talin eru
upp i lié 24.

Mat & nidurstédum

22. Meta skal hudertinguna til stiga i tengslum vid edli og alvarleika vefjaskemmda og hvort skemmdirnar geti gengid til
baka eda ekki. Stigafjoldinn i hverju einstdku tilviki er ekki algild vidmidun fyrir ertingareiginleika préfunarefnis par
ed onnur ahrif efnisins eru einnig metin. 1 stad pess ber ad lita & stigagjofina i hverju einstoku tilviki sem
vidmidunargildi sem parf ad meta i samhengi vid allar adrar athuganir sem gerdar voru i rannsékninni.

23. Vid mat a ertingarsvorun skal lita til pess hvort vefjaskemmdir i hid geti gengid til baka. Ef svfrunar & bord vid
harmissi (& takmdrkudu sveedi), siggmein, vefjaauka og hrudurmyndun getir enn i lok 14 daga athugunartimabilsins
ber ad lita & préfunaridefnio sem ertandi.

Préfunarskyrsla

24. Eftirtaldar upplysingar skulu vera i préfunarskyrslunni:

Rokstudningur fyrir préfun i lifi:

— greining & vaegi rokstuddra visbendinga i gégnum sem lagu fyrir &dur en profun hofst, p.m.t. nidurstédur ar
radprofunaraztlun,

— lysing & videigandi gdgnum sem liggja fyrir ar fyrri préfunum,

— gbgn ar einstékum aféngum profunardeetlunarinnar,

— lysing & peim préfunum i glasi sem fram féru, p.m.t. itarleg lysing & peim verkferlum, sem voru notud, og
nidurstddum sem fengust med préfunar- og viomidunarefnum,

— greiningin & veegi rokstuddra visbendinga sem I til grundvallar rannsokninni i lifi.

Préfunaridefni:

— efni med einum efnispeetti: efnafredileg sanngreining, s.s. IUPAC- eda CAS-heiti, CAS-nr., SMILES- eda InChl-
kooi, byggingarformula, hreinleiki, efnakenni 6hreininda, eins og vid & og er teeknilega mogulegt, 0.s.frv.,

— fjolpattaefni, bléndur og UVCB-efni: lysing & eiginleikum eins og kostur er med efnakenni (sja hér a undan),
magnbundnu innihaldi og peim edlisefnafraedilegum eiginleikum efnispattanna sem skipta mali,

— Gtlit, vatnsleysni og adrir edlisefnafradilegir eiginleikar sem skipta mali,

— uppruni, lotunamer, ef pad liggur fyrir,

— medhondlun préfunaridefnisins/samanburdarefnisins fyrir préfunina, ef vid & (t.d. hitun og mélun),
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— stddugleiki préfunaridefnisins, sidasti notkunardagur eda dagsetning endurgreiningar, ef hin er pekkt,

— geymsluskilyrdi.

Burdarefni:

— audkenni, styrkur (ef vid &) og rdmmal efnis sem er notad,

— 1ok fyrir vali & burdarefni.

Tilraunadyr:

— tegund/stofn sem eru notud og ef notud eru 6nnur dyr en kaninuhvitingjar skal pad rokstutt,

— fjoldi dyra af hvoru kyni,

— byngd hvers dyrs i upphafi og lok préfunar,

— aldur i upphafi rannsdknar,

— uppruni dyranna, adbunadur, fodur o.s.frv.

Profunarskilyroi:

— adferd vid undirbaning sveedis fyrir grisjuplstra,

— upplysingar um grisjuefnin og adferd vid plastrun,

— upplysingar um undirblning profunaridefnisins og hvernig pad er borid & og fjarlagt.

Nidurstodur:

— toflusetning stigagjafar fyrir ertingar- eda etingarsvorun fyrir hvert dyr & hverjum athugunartima,

— lysing & 6llum vefjaskemmdum sem komu fram,

— lysing i samfelldu mali & edli og umfangi peirrar ertingar eda etingar, sem kom fram, og vefmeinafradilegar
nidurstodur,

— lysing & 68rum skadlegum, stadbundnum &hrifum (s.s. minnkun hadfitu) og altekum ahrifum til vidbétar vid
hudertingu eda hidatingu.
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Tafla
Flokkun hadvidbragda

Hérundsrodi og brunaskorpumyndun

e o T Tal ol (U gl ks (oL | IO SRRSO 0
Orlitill harundsrodi (VArt SFAANIEGUE) ........c.cvcueveeeceereeeceeeeeeee et teseeaesesee s st enss s sae s st es e senessesensnaesensnaenas 1
GreiNIEgUE NOTUNGSIOOI .....veiviviiiicecti ettt et b et st e b e e ess e b e ebeete st e s b e s e b eseeneeteabesbesrenben 2
Horundsrodi i medallagi €0a MIKIll ..............cooiiiiiii e e 3
Mikill hérundsrodi (purpurarodi) allt ad brunaskorpumyndun sem hindrar flokkun hérundsroda .............c.c.... 4

Hamarksgildi: 4

Bjugmyndun
0T T 10T T o] U o O OO SOPOTSRTPSTRRRN 0
Orlitill DJAGUE (VAT SFAANIEGUE) ..vv.vieviieriiviiesceete ettt bbbt 1
Litill bjagur (vel afmarkad sveedi med greinilegri Iyftingu) ........ccovveiieiiiiniee e 2
Bjugur i medallagi (Iyfting nemur u.p.b. 1 MM) ..o e 3
Mikill bjagur (lyfting er yfir 1 mm og naer Gt fyrir VANrfasvaedio) ........cccoverieiiiiiecec e 4

Hamarksgildi: 4

Gera mé vefjameinafraedilega rannsdkn til ad skera Ur um tviraeda svérun.
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Vidbetir
SKILGREININGAR
[8efni: efni eda blanda.

Huderting: skemmd i hid sem kemur fram eftir ad préfunaridefni hefur verid & hudinni i allt ad 4 klukkustundir og getur gengid
til baka.

Hudeting: varanleg skemmd i hid sem kemur fram eftir ad préfunaridefni hefur verid a hadinni i allt ad fjérar klukkustundir,
pb.e. synilegt drep sem ner i gegnum huadpekjuna og nidur i ledurhidina. Atandi svérun einkennist af sarum, blaedingu,
bleedandi hradri og, i lok 14 daga athugunartimabilsins, upplitun pegar hidin félnar, harlausum blettum og &rum. Til greina
kemur ad gera vefjameinafraedilegar athuganir til ad meta vefjaskemmdir sem vafi leikur & um.

Profunaridefni: sérhvert efni eda blanda sem er pr6fud med pessari préfunaradferd.
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2) 1 stad kafla B.17 i B-hluta kemur eftirfarandi:

,B.17 PROFUN [ GLASI A GENASTOKKBREYTINGUM | SPENDYRAFRUMUM MED HPRT- OG XPRT-GENUM

INNGANGUR

1.  bessi profunaradferd jafngildir OECD-vidmidunarreglu 476 um préfanir (2016). Préfunaradferdir eru endurskodadar
reglulega i 1j6si framfara & svidi visinda, porfum a nyrri 16ggjof og velferd dyra. bessi ntgildandi endurskodada Utgafa
af préfunaradferd B.17 endurspeglar naestum prjatiu ara reynslu af peirri préfun og einnig nidurstédur ar préun a
sérstakri nyrri adferd fyrir préfun i glasi 4 genastokkbreytingum i spendyrafrumum med tymidinkinasa-geninu.
Préfunaradferd B.17 er hluti af rod adferda vid erfdafredilegar eiturefnafraedipréfanir. Efnahags- og framfara-
stofnunin hefur préad skjal sem veitir gagnordar upplysingar um proéfanir vardandi erfdafraedilega eiturefnafraedi og
yfirlit yfir nylegar breytingar sem voru gerdar & vidmidunarreglunum um profanir vardandi erfdafredilega
eiturefnafraedi (1. heimild).

2. Tilgangur profunar i glasi & genastokkbreytingum i spendyrafrumum er ad greina stokkbreytingar sem idefni kalla
fram. Frumulinurnar sem eru notadar i pessum préfunum meela frumstékkbreytingar i visigenum, einkum i innrana
hypoxantin-gtaninfosforibdsyltransferasageninu (Hprt i frumum dr nagdyrum, HPRT i frumum ar ménnum, sem
visad er til i heild sinni sem Hprt-genid og HPRT-prdfunin i pessari profunaradferd), og adflutt gen fyrir xantin-
guaninfosforibosyltransferasa (gpt) (sem visad er til sem XPRT-profun). HPRT- og XPRT-stokkbreytingaprdfanirnar
greina mismunandi rof erfdafreedilegra atburda. Auk stdkkbreytingar sem HPRT-préfunin greinir (t.d. basaparaskipti,
fasabreytingar, litlar arfellingar og innskot) getur stadsetning adflutta gensins fyrir gpt a A-litningi gert kleift ad
greina stokkbreytingar sem stafa af miklum urfellingum og hugsanlegri endurrédun i jafnskiptingu sem greinist ekki
med HPRT-préfuninni pvi Hprt-genid er stadsett & X-litningnum (2.—7. heimild). Sem stendur er XPRT-prdfunin
minna notud en HPRT-profunin i eftirlitsskyni.

3. Skilgreiningar, sem eru notadar, eru gefnar upp i 1. vidbeeti.

ATRIDI OG TAKMARKANIR SEM PARF AD HAFA | HUGA | UPPHAFI

4.  Profanir, sem eru gerdar i glasi, Gtheimta ad jafnadi Gtraena efnaskiptavirkjun. Utrent kerfi efnaskiptavirkjunar getur
ekki likt fullkomlega eftir peim adsteedum sem rikja i lifi.

5.  Pbess skal gatt ad ekki komi upp adstedur sem myndu leida til nidurstadna sem eru jakveedar vegna gervinga,
(p.e. hugsanleg vixlverkun vid prdéfunarkerfid) sem eru ekki vegna beinna verkana milli profunaridefnanna og
erfdaefnis frumunnar; medal slikra adsteedna eru breytingar & syrustigi eda osmolalstyrk (8.—10. heimild), verkanir
milli efnispatta i eetinu (11. og 12. heimild) eda of mikil frumueiturhrif (13. heimild). Frumueiturhrif sem fara yfir
radlogou haestu frumueiturhrifagildin, eins og pau eru skilgreind i 19. i@, teljast of mikil fyrir HPRT-préfunina.

6.  Adur en pessi adferd til profunar 4 blondu, sem er framkvaemd til ad fa gégn sem fyrirhugad er ad nota i eftirlitsskyni,
er notud skal skodad hvort, og pa af hverju, hin geti veitt nidurstédur sem eru fullnaegjandi i peim tilgangi. Ekki er
porf & slikri skodun ef profun & bléndunni er krafa af halfu eftirlitsyfirvalda.

MEGINREGLA PROFUNARINNAR

7.  Stokkbreyttar frumur sem skortir Hprt-ensimvirkni i HPRT-préfuninni eda xprt-ensimvirkni i XPRT-préfuninni eru
polnar gagnvart frumuhemjandi &hrifum purinhlidstedunnar 6-pidéglanins (TG). Frumur med Hprt (i HPRT-
préfuninni) eda gpt (i XPRT-préfuninni) eru nemar gagnvart TG sem hindrar efnaskipti frumna og stodvar frekari
frumuskiptingu. Stokkbreyttar frumur eru pvi feerar um ad fjélga sér ef TG er i umhverfi peirra en pad geta edlilegar
frumur ekki sem eru med Hprt-ensim (i HPRT-profuninni) eda gpt-ensim (i XPRT-préfuninni).
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8. Frumur i svifblondu- eda einlagsraekt eru latnar verda fyrir vahrifum fra préfunaridefninu i heefilegan tima (3—6 kist),
baedi med og an Utreennar efnaskiptavirkjunar (sja 14. 1id), og sidan afreektadar til pess ad dkvarda frumueiturhrif og
lata svipfarstjaningu koma fram adur en stokkbrigdin eru valin (14.-17. heimild). Frumueiturhrif eru 4kvéréud med
hlutfallslegri lifun (RS), p.e. klénunarhaefni sem mald er strax eftir medhondlun og leidrétt med o6llu frumutapi i
medhdndlun borid saman vid neikvaedan samanburd (18. lidur og 2. vidbeetir). Medhdndludu reektirnar eru latnar vera
i vaxtaretinu i heafilegan tima, sem er midadur vid frumugerdina, pannig ad svipfarstjdning framkalladra
stokkbreytinga verdi pvi sem nast i hamarki (yfirleitt minnst i 7-9 daga). Eftir ad svipfarstjaning er komin fram er
tioni stokkbrigda akvordud med pvi ad sa pekktum fjolda frumna & ti, sem inniheldur valvisa efnid, i pvi skyni ad
finna stokkbreyttar pyrpingar og a @ti, sem er an valvisa efnisins, til ad akvarda klénunarhaefnina (lifvaenleikann).
Eftir reektun i hafilega langan tima eru pyrpingarnar taldar. Tidni stokkbrigda er reiknud Gt fra fjolda stokkbreyttra
pyrpinga sem er leidrétt med klénunarhafni pegar stokkbrigdin eru valin.

LYSING A ADFERDINNI

Undirbdningur

Frumur

9.  Fyrir skal liggja stadfesting & pvi ad frumugerdirnar, sem notadar eru i HPRT- og XPRT-profunum, séu namar
gagnvart efnafreedilegum stokkbreytivéldum, peer hafi mikla kl6nunarhaefni, stéduga kjarngerd og hlutfall
sjalfsprottinna stokkbrigda sé stéougt. Frumurnar sem algengast er ad nota i HPRT-profun eru frumulinurnar CHO,
CHL og V79 ur kinahamstri, eitileexlisfrumur musa, L5178Y, og TK6 sem eru eitlakimfrumur Gr ménnum (18. og
19. heimild). AS52-frumur med uppruna i CHO-frumulinu og innihalda adflutta gpt-genid (og par sem Hprt-genid
hefur verid fjarlegt) eru notadar i XPRT-profunina (20. og 21. heimild); ekki er haegt ad gera HPRT-prdfunin &
AS52-frumum pvi hprt-genid hefur verid fjarleegt. Notkun & 68rum frumulinum skal rokstydja og fullgilda.

10. Fylgjast skal ad stadaldri med frumulinum til ad ganga dr skugga um ad demigerdur litningafjéldi sé stddugur og ad
ekki sé um berfrymingasmit ad raeda (22. og 23. heimild) og ekki skal nota frumur ef pear eru smitadar eda ef
daemigerdur litningafjéldi hefur breyst. Naudsynlegt er ad vita hver er edlileg lengd frumuhrings sem er notadur i
préfunarstofunni og hin skal vera i samreemi vid Utgefnu frumueiginleikana. Einnig skal athuga tioni sjalfsprottinna
stokkbrigda i vidmidunarfrumustofninum og ekki skal nota stofninn ef tioni stokkbrigda er 6aszttanlegt.

11. Adur en raektirnar eru notadar i pessa préfun kann ad vera naudsynlegt ad fjarlegja stokkbreyttar frumur sem eru
pegar til stadar i rektunum, t.d. med rektun i HAT-eti fyrir HPRT-profun og MPA-gti fyrir XPRT-prdfun (5. og
24. heimild) (sja 1. vidbeeti). Hegt er ad geyma hreinsudu frumurnar i frosti og sidan afpida paer og nota sem
vinnslustofna. Haegt er ad nota vinnslustofninn, sem hefur nylega verid afpiddur, i préfunina eftir ad venjulegum
tvofoldunartimum er ndd. Pegar XPRT-profunin er gerd skal venjubundin reektun AS52-frumna vera vid skilyrdi sem
tryggja ad adflutta gpt-geninu verdi viohaldid (20. heimild).

FEti og raektunarskilyroi

12. Nota skal videigandi raktunareti og rektunarskilyroi (rektunarilat, rakabeztt andrumsloft med 5% CO2 og
reektunarhitastig vid 37 °C) til ad vidhalda frumum i raekt. Frumuraektum skal &vallt vidhaldio vid skilyrdi sem tryggja
ad peer vaxi i veldisvaxtarfasa. Sérstaklega er mikilvaegt ad eti og rektunarskilyrdin séu valin pannig ad voxtur
frumna & tjaningartimanum og akjosanleg klénunarhafni, badi stokkbreyttra og dbreyttra frumna, verdi i hamarki.

Undirbdningur raekta

13. Frumulinum ar stofnreektum er fjolgad, sad i reektunareeti i heafilegum péttleika til ad frumur i sviflausnum eda
einlégum haldi afram i veldisvexti & medhdéndlunar- og tjaningartimanum (t.d. tti ad fordast samrennsli frumna sem
vaxa i einlégum).
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Efnaskiptavirkjun

14. Nota skal Utreen efnaskiptakerfi pegar notadar eru frumur sem hafa 6fullnagjandi getu til Gtreenna efnaskipta. Kerfid
sem algengast er ad nota, sem radlagt er ad nota sem sjalfgefid nema rok séu ferd fyrir 66ru, er med
hvatberasneyddum frumusafa (hér 4 eftir ,,S9°), med vidbattum hjalparpatti, sem er unninn ar nagdyralifur (yfirleitt
ar rottum) og medhondladur med ensimdrvandi efnum, s.s. Aroclor 1254 (25.—28. heimild) eda blondu fendbarbitals
og B-naptdflavéns (29.—-32. heimild). Sidarnefnda samsetningin stridir ekki gegn Stokkhélmssamningnum um pravirk
lifreen efni (33. heimild) og synt hefur verid fram 4 ad hin sé jafn arangursrik og Aroclor 1254 til ad framkalla
oxidasa sem gegna mismunandi hlutverki (29. og 31. heimild). S9-patturinn er venjulega notadur i styrkleika sem er
fra 1 til 2% ad rammalshlutfalli en ma auka upp i 10% i sidasta préfunareetinu. Flokkur efnanna sem verid er ad préfa
getur haft ahrif & valid & tegund og styrk Gtreena efnaskiptavirkjunarkerfisins eda efnaskiptavakans sem er notadur
(34.-36. heimild).

Tilreidsla préfunarioefnis

15. Préfunaridefni i féstu formi skulu tilreidd i videigandi leysum og pynnt, ef vid 4, 4dur en frumurnar eru medhéndladar
(sjd 16. lio). Fljotandi prdfunaridefni ma setja beint at i profunarkerfio og/eda pynna pau fyrir medferdina i
profunarkerfinu. Loftkennd eda rokgjorn préfunaridefni skulu préfud med videigandi breytingum & stédludu
adferdarlysingunum, s.s. medhdndlun i innsigludum raektunarilatum (37. og 38. heimild). Bléndur af profunaridefni
skulu gerdar rétt fyrir medhéndlun nema gogn um stddugleika stadfesti ad efnid poli geymslu.

PROFUNARSKILYRDI

Leysar

16. Leysirinn skal valinn til ad besta leysni profunaridefna an pess ad hafa neikveed ahrif & framkveemd préfunarinnar, t.d. ad
breyta frumuvexti, hafa &hrif & heilleika préfunaridefnisins, hvarfast vid reektunarilt, hindra efnaskiptavirkjunarkerfid.
Meelst er til pess, verdi pvi vid komid, ad fyrst sé kannad hvort nota megi vatnskenndan leysi (eda rektunareeti). Vel
pekktir leysar eru t.d. vatn og dimetylstlfoxid. Almennt skulu lifreenir leysar ekki fara yfir 1% rammalshlutfall og
vatnskenndir leysar (saltlausn eda vatn) ekki fara yfir 10% rammalshlutfall i endanlega medhdndlunarmidlinum. Ef
leysarnir sem eru notadir eru ekki vel pekktir (t.d. etandl eda aseton) skal notkun peirra studd gégnum sem syna ad peir
séu samrymanlegir vid préfunarioefnin og préfunarkerfid og hafi ekki erfdaeiturhrif vid styrkleikann sem er notadur. Ef
pessi gogn til studnings liggja ekki fyrir er mikilvaegt ad baeta vid 6medhéndludum samanburdi (sja 1. vidbeeti) til ad syna
fram & ad leysirinn, sem valinn hefur verid, valdi hvorki skadlegum né stokkbreytandi ahrifum.

Meelingar & frumueiturhrifum og val a styrk vahrifa

17. Ppegar hesti styrkur idefnis i profun er dkvardadur skal fordast styrk sem getur valdid svérun sem er jakveed vegna
gervinga, s.s. styrk sem veldur 6h6flegum frumueiturhrifum (sja 20. 1id), atfellingu i reektunaraetinu (sja 21. lid) eda
greinilegum breytingum & syrustigi eda osmolalstyrk (sja 5. 1id). Ef profunaridefni veldur greinilegri breytingu a
syrustigi i eetinu pegar pvi er beett i pad skal stilla syrustigid med pvi ad jafna endanlega medhdndlunaretid pannig ad
pad komi i veg fyrir nidurstddu sem er jakveaed vegna gervinga og til ad vidhalda videigandi reektunarskilyroum.

18. Val & styrk byggir & frumueiturhrifum og 6drum atridum (sja 20.—22. 1i8). EKKki er krafist upphafsprofunar en pd getur
mat & frumueiturhrifum i upphafspréfun verid gagnlegt til ad skilgreina betur styrkleikana sem & ad nota i
adaltilrauninni. bott frummat & frumueiturhrifum sé gert er enn krafist melingar & frumueiturhrifum fyrir hverja
reektun i adaltilrauninni. Meta skal frumueiturhrif med pvi ad nota RS, p.e. klénunarhafni (CE) frumna sem er sad
strax ad lokinni medhondlun, leidrétt m.t.t. frumutaps i medhéndlun, byggt & frumufjolda, samanborid vid leidrétta
klénunarhefni i neikvaeedum samanburdum (med 100% lifun) (sja formulur i 2. vidbeeti).
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19. Meta skal a.m.k. fjéra préfunarstyrkleika (fyrir utan leysinn og jakveedu samanburdina) sem uppfylla vidmidanirnar
fyrir asattanleika (videigandi frumueiturhrif, frumufjolda o.s.frv.). P6tt radlagt sé ad nota tviteknar reektir er hagt ad
nota annad hvort stakar medhondladar raektir eda margar samhlida fyrir hvern styrkleika sem er profadur.
Nidurstodur, sem fast ar 6hadum samhlida reektunum vid tiltekinn styrkleika, skulu tilkynntar sérstaklega en par er
hegt ad hdpa fyrir gagnagreininguna (17. heimild). Yfirleitt er hefilegt ad tvo- til prefalda styrkbilin fyrir
profunaridefni sem syna litil eda engin frumueiturhrif. Ef frumueiturhrif verda skal préfunarstyrkurinn, sem er valinn,
na fra svidi sem veldur frumueiturhrifum og til styrkleika sem valda midlungi til litilla eda engra frumueiturhrifa.
Morg profunaridefni syna brattan feril styrkhadrar svorunar og til ad na yfir allt svid frumueiturhrifa, eda til ad
rannsaka styrkhada svorun itarlega, getur verid naudsynlegt ad hafa minna bil & milli styrkleika og fleiri en fjéra
styrkleika, einkum vid pau skilyrdi ad endurtekin rannsékn er naudsynleg (sja 43. 1id). Ef ein reekt er notud getur verid
sérstaklega mikilveegt ad nota fleiri en fjora styrkleika.

20. Ef hamarksstyrkur grundvallast & frumueiturhrifum etti heesti styrkurinn ad mida ad pvi ad na milli 20 og 10%
RS. Fara skal getilega vid tulkun & jakvaeeoum nidurstddum sem koma adeins fram i 10% RS eda undir (sja 43. lid).

21. Heesti greindi styrkleiki torleysanlegra préfunaridefna, sem hafa ekki frumueiturhrif i styrkleika sem er undir leegstu
leysanleikamdrkum, 4 ad framkalla grugg eda botnfall sem er greinilegt med berum augum, eda med ad nota
umhverfda smasja, vid lok medhdndlunarinnar med profunaridefninu. bott frumueiturhrif komi fram i styrkleika sem
er harri en laegstu leysanleikamdrk er radlagt ad profa vid einungis einn styrkleika sem framkallar grugg, eda synilegt
botnfall, par ed fellingin getur valdid nidurstddum sem eru jakvadar vegna gervinga. Vid styrkleikann sem framkallar
fellingu skal geett ad pvi ad fellingin trufli ekki framkveemd prdfunarinnar. bad getur verid gagnlegt ad akvarda
leysnina i reektunaraetinu fyrir tilraunina.

22. Ef hvorki koma fram felling né takmarkandi frumueiturhrif skal hasti préfunarstyrkur samsvara 10 mM, 2 mg/ml eda
2 wl/ml, eftir pvi hvort er leegra (39. og 40. heimild). Ef préfunaridefnid hefur skilgreinda samsetningu, t.d. efni med
Opekkta eda breytilega samsetningu, flékin myndefni eda liffredileg efni (p.e. efni af Opekktri eda breytilegri
samsetningu (UVCB-efni)) (41. heimild), atdrattarefni Ur umhverfinu o.s.frv., geeti heesti styrkleikinn purft ad vera
heerri (t.d. 5 mg/ml), ef frumueiturhrifin eru 6ndg, til ad auka styrk hvers og eins af efnispattunum. b6 skal pess getio
ad pessar krofur geta verid frabrugdnar fyrir lyf handa ménnum (42. heimild).

Samanburdir

23. Fyrir hvert tilraunaskilyrdi skal hafa med samskeida neikveedan samanburd (sjd 16. lid), sem byggist & pvi ad
medhdndlunarmidillinn er eingdngu leysir sem feer somu medhdndlun og medhéndludu raktirnar.

24. Samskeida jakvaedir samanburdir eru naudsynlegir til ad syna fram & getu rannséknarstofunnar til ad greina
stokkbreytivalda, vid pau skilyrdi sem tiltekin eru i adferdarlysingu préfunarinnar sem er notud, og skilvirkni Gtreena
efnaskiptavirkjunarkerfisins, ef pad & vid. Deemi um jakveeda samanburdi eru gefin i toflu 1 hér & eftir. Haegt er ad
nota 6nnur jakveed samanburdarefni ef pad er stutt rokum. par ed préfanir i glasi & erfdaeiturhrifum & spendyrafrumur
eru nzgilega stadladar ma gera préfanir par sem notud er medhdndlun med og an efnaskiptavirkjunar med eingéngu
jakvaedum samanburdi sem krefst efnaskiptavirkjunar. 1 pvi tilviki synir pessi eina svérun med jakvedri
samanburdarprofun fram & badi virkni efnaskiptavirkjunarkerfisins og svérunargetu profunarkerfisins. 1 hverjum
jakvaedum samanburdi skal nota einn eda fleiri styrkleika sem veenst er ad valdi samanburdarndkvaemri og
greinanlegri aukningu midad vid bakgrunnsgildid til ad syna fram & nemi préfunarkerfisins og svéruninni skal ekki
stefnt i haettu med frumueiturhrifum sem fara yfir morkin sem eru tilgreind i pessari préfunaradferd (sja 20. 1id).
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Tafla 1

Vidmidunarefni sem er maelt med til mats a haefni rannséknarstofu og vid val a jakveedum samanburdi

Skilyrdi vid efnaskiptavirkjun Genasati Efni og CAS-nr.

Engin Gtreen efnaskiptavirkjun Hprt Etylmetansulfonat [CAS-nr. 62-50-0]
Etylnitrosourea

[CAS-nr. 759-73-9]
4-nitrokinolin-1-oxid [CAS-nr. 56-57-5]

xprt Streptonigrin [CAS-nr. 3930-19-6]
Mitémysin C [CAS-nr. 50-07-7]

Utraen efnaskiptavirkjun Hprt 3-metylkolantren [CAS-nr. 56-49-5]
7,12-dimetylbensantrasen

[CAS-nr. 57-97-6]

Benso[a]pyren [CAS-nr. 50-32-8]

xprt Bensd[a]pyren [CAS-nr. 50-32-8]

VERKFERLI

Medhodndlun med préfunaridefni

25.  Frumur, sem eru i fjélgunarferli, eru medhdndladar med préfunaridefninu, baedi med efnaskiptavirkjunarkerfi og &n
pess. Beita skal vahrifum i hafilegan tima (venjulega eru prjdr til sex klukkustundir fullnzegjandi).

26. Lagmarksfjoldi frumna sem er notadur fyrir hverja profunarreektun (samanburdur og medhdndlun) & hverju stigi
profunarinnar, er akvedinn med tilliti til tioni sjalfsprottinna stokkbrigda. Almenna viomidunarreglan er ad fjoldi
medhdndladra frumna og umsaninga sé ndgu mikill til ad vidhalda 10 sjalfsprottnum stokkbrigdum i hverri rekt &
6llum stigum préfunarinnar (17. heimild). Tidni sjalfsprottinna stokkbrigda er ad jafnadi milli 5 og 20 x 10°°. Til ad
tidni sjalfsprottinna stokkbrigda sé 5 x 10 og til ad vidhalda nagilegum fjolda sjalfsprottinna stokkbrigda (10 eda
fleiri), jafnvel fyrir reektir sem eru medhondladar med styrkleika sem valda 90% frumueiturhrifum 4 medan &
medhondlun stendur (10% RS), er naudsynlegt ad medhdéndla a.m.k. 20 x 108 frumur. Auk pess parf ad reekta
n&gilegan fjolda frumna (aldrei feerri en 2 milljén) & tjaningartimanum og sa fyrir val & stokkbrigdum.

Svipfarstjaningartimi og maeling a tioni stokkbrigda

27. Eftir meohondlunartimann eru frumurnar reektadar til ad gera peim Kleift ad tja svipfar stokkbrigdisins. Ad jafnadi
neegja minnst 7 til 9 dagar til pess ad svipfarstjaning nylega framkalladra Hprt- og xprt-stokkbrigda verdi pvi sem
naest i hamarki. A pessu timabili eru frumur reglulega afreektadar til ad vidhalda veldisvexti peirra. Eftir
svipfarstjaningu er frumum endursad i @ti med og an valvisa efnisins (6-pidguanin) til ad annars vegar akvarda fjolda
stokkbrigda og hins vegar kldnunarhafni pegar stokkbrigdin eru valin. Heaegt er ad framkvaema saninguna i skalum
fyrir einlaga raektir eda ortitrunarbdkkum fyrir frumur i sviflausn. Fyrir val & stokkbrigdum skal s& frumum pétt til ad
tryggja bestu endurheimt stokkbrigda (p.e. fordast efnaskiptasamvinnu) (17. heimild). Bakkarnir eru hafoir i reektun
hafilega lengi (t.d. i 7-12 daga) fyrir hAmarksvoxt pyrpinga, og pyrpingar taldar. Tidni stokkbrigda er reiknud ut fra
fjolda stokkbreyttra pyrpinga sem er leidréttur med klonunarhaefni pegar stokkbrigdin eru valin (sja formdlur i
2. vidbeti).
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Heefni rannsoknarstofunnar

28. Rannsdknarstofan skal framkvama réo tilrauna med jakvedum vidmidunarefnum i mismunandi gangvirkjum (ad
lagmarki eitt virkt med og eitt virkt an efnaskiptavirkjunar sem eru valin ar efnunum sem eru skrad i téflu 1) og
mismunandi neikvedum samanburdum (med mismunandi leysum/burdarefnum) til ad stadfesta ad nagileg reynsla sé
af préfuninni adur en han er notud i venjubundnar préfanir. Svaranirnar i pessum jakvaedu og neikvaedu samanburdum
skulu vera i samremi vid heimildir. petta & ekki vid um rannséknarstofur sem pegar hafa reynslu, p.e. hafa tilteekan
grunn med rannsdknarsdgulegum gdgnum eins og skilgreint er i 30.-33. lid.

29. Kanna skal nokkur valin jakveed samanburdarefni (sja toflu 1 i 25. 1id) an og med efnaskiptavirkjun til ad syna fram a
heefni vio greiningu a stokkbreytandi idefnum, akvarda skilvirkni efnaskiptavirkjunarkerfisins og syna fram & hversu
videigandi skilyrdin til frumuvaxtar eru medan a medhondlun stendur, vid svipfarstjaningu og vid val a stokkbrigoum
og hversu videigandi talningaradferdirnar eru. Velja skal styrksvid voéldu efnanna pannig ad pad faist
samanburdarnakvaemar og styrktengdar aukningar sem eru herri en bakgrunnsgildid til ad syna fram 4 nemi og
styrksvid profunarkerfisins.

Rannsoknarséguleg samanburdargdgn

30. Rannsoknarstofan skal akvarda:

— svid og dreifingu jakveeds samanburdar samkvaemt rannséknarsdgu,

— svid og dreifingu neikvaeds samanburdar (6medhondlad, leysir) samkvaemt rannsoknarsdgu.

31. begar gagna er fyrst aflad um rannsoknarsdgulega dreifingu neikvaeeda samanburdarins skulu samskeida, neikvaedir
samanburdir vera i samreemi vid birt viomidunargdgn (22. heimild). begar fer ad beetast vid af tilraunagégnum um
dreifingu samanburdarins skal samskeida neikveedi samanburdurinn helst haldast innan 95% styrimarka peirrar
samanburdadreifingar (17., 45. og 46. heimild).

32. Rannsoknarsdgulegur gagnagrunnur rannsoknarstofunnar um neikveedan samanburd etti i upphafi ad byggjast &
10 tilraunum ad lagmarki en eskilegra veeri ad hann samanstedi af a.m.k. 20 tilraunum sem eru gerdar vid
samberileg tilraunaskilyrdi. Rannsoknarstofur skulu nota geedastyringaradferdir s.s. styririt (t.d. ,,C-charts, X-bar
charts* (47. heimild)) til ad greina hversu breytileg vidmidunargdgn peirra um jakvada og neikvada samanburdi eru
og til ad syna ad stjornun adferdanna & rannsoknarstofunni sé i lagi (46. heimild). Frekari rddleggingar um
uppbyggingu rannsdknarségulegra gagna og notkun peirra (p.e. viomidanir fyrir hvada gégn eru hofd med og hver
ekki i rannsdknarsdgunni og aseettanleikaviomidanir fyrir tiltekna tilraun) er ad finna i 45. heimild.

33.  Gogn um neikvada samanburdi skulu samanstanda af tidni stokkbrigda Ur stakri reekt eda helst samhlida reektum, eins
og lyst er i 23. 1id. Samskeida neikveedir samanburdir skulu helst haldast innan 95% styrimarka samanburda-
dreifingarinnar i rannsoknarsdgulegum gagnagrunni rannsoknarstofunnar um neikvaeda samanburdi (17., 45. og
46. heimild). Ef gégn um samskeida neikvaedan samanburd lenda utan 95% styrimarka fyrir samanburdi getur pé
verid &settanlegt ad hafa pau med i rannsdknasdgulegri samanburdardreifingu ad pvi tilskildu ad gdgnin séu ekki
mjog miklir einfarar og ad pad séu sannanir fyrir pvi ad stjornun préfunarkerfisins sé i lagi (sj& hér ad framan) og
engin merki um teknileg eda mannleg mistok.

34. Allar breytingar & adferdarlysingu tilraunar skulu gerdar med tilliti til samremis peirra vid fyrirliggjandi
rannsdknarsdgulegan gagnagrunn rannsoknarstofunnar um samanburdi. Allt verulegt dsamraemi skal hafa i for med
sér stofnun nys rannséknarsdgulegs gagnagrunns um samanburdi.
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GOGN OG SKYRSLUGIOF

Framsetning nidurstadna

35. Framsetning nidurstadna skal innihalda &1l pau goégn sem parf til ad reikna Gt frumueiturhrif (gefin upp sem RS).
Gognin fyrir baedi meohdndladar raektir og samanburdarraktir skulu innihalda fjélda frumna i lok meohdndlunar,
fjdlda frumna sem er sao strax ad meohondlun lokinni og fjolda pyrpinga (eda fjolda hola an pyrpinga ef um er ad
reeda oOrtitrunaradferdina). RS fyrir hverja rekt skal gefid upp sem hlutfall samskeida samanburda med leysi (sja
skilgreiningar i I. vidbeeti).

36. Framsetning nidurstadna skal einnig innihalda 61l pau gogn sem parf til ad reikna Gt tidni stokkbrigda. Gogn fyrir
badi medhondladar raektir og samanburdarreektir skulu innihalda: 1) fjdlda frumna sem sad er med og an valvisa
efnisins (pegar frumunum er sad fyrir val & stokkbrigdum) og 2) fjolda pyrpinga sem taldar eru (eda fjdlda hola an
pyrpinga ef um er ad reeda ortitrunaradferd) af bokkunum med og an valvisa efnisins. Tidni stokkbrigda er reiknud ut
fra fjolda stokkbreyttra pyrpinga (& bokkunum med valvisa efninu) sem er leidréttur med klénunarhafni
(af bokkunum an valvisa efnisins). Tidni stokkbrigda skal gefin upp sem fjoldi stokkbreyttra frumna & hverja milljon
lifveenlegra frumna (sja skilgreiningar i 1. vidbeeti).

37. Skra skal gégn um hverja raekt fyrir sig. Auk pess skal taka 6ll gdgn saman i toflu.

Vidmidanir fyrir asettanleika

38. Sampykki fyrir profun byggist 4 eftirfarandi viomidunum:

— Samskeida neikveedi samanburdurinn er talinn asgttanleg vidbot vid rannsdknarségulegan gagnagrunn rannsokn-
arstofunnar um neikveedan samanburd, eins og lyst er i 33. lid.

— Samskeida jakvaedir samanburdir (sja 24. lid) skulu vekja svaranir sem eru samberilegar vid paer sem er aflad i
rannsoknarsdgulega gagnagrunninum um jakveedan samanburd og valda tlfreedilega markteekri aukningu midad
vid samskeida neikveeda samanburdinn.

— Tvenn tilraunaskilyrdi (p.e. med og an efnaskiptavirkjunar) voru préfud nema eitt peirra hafi gefid jakveedar
nidurstédur (sja 25. lio).

— Neegilegur fjoldi frumna og styrkleika er greinanlegur (25., 26. og 19. lidur).

— Vidmidanirnar fyrir valinu & haesta styrkleika eru { samraemi vid pad sem lyst er i 20., 21. og 22. lid.

Mat og talkun & nidurstédum

39. AQ pvi tilskildu ad farid sé ad 6llum vidmidunum fyrir aseettanleika er préfunarioefnio talid valda greinilegri jakveedri
svorun, vid einhver af tilraunaskilyrdunum sem eru skodud, ef:

— a0 minnsta kosti einn profunarstyrkleikanna synir tolfredilega marktaeka aukningu i samanburdi vid samskeida
neikveaeda samanburdinn,

— aukningin er styrktengd i mati med videigandi leitnipréfun,
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— einhver nidurstadnanna lendir utan dreifingarinnar i rannséknarsdgulegum gégnum um neikvada samanburdi
(t.d. 95% styrimdrk fyrir samanburd byggd & Poisson; sja 33. 1id).

Ef allar pessar vidmidanir eru uppfylltar er litid svo a ad préfunaridefnio geti vakid genastdkkbreytingar i rektudum
spendyrafrumum i pessu préfunarkerfi. Radleggingar um hvada tolfreediadferdir eiga best vid er ad finna i 46. og
48. heimild.

40. Ad pvi tilskildu ad farid sé ad 6llum vidmidunum fyrir asettanleika er profunaridefnid talid valda greinilegri
neikvadri svorun, vid einhver af tilraunaskilyréunum sem eru skodud, ef:

— enginn profunarstyrkleikanna synir télfredilega markteka aukningu i samanburdi vid samskeida neikvada
samanburdinn,

— pad er engin styrktengd aukning i mati med videigandi leitnipréfun,

— allar nidurstédurnar lenda innan dreifingarinnar i rannséknarségulegum gégnum um neikveeda samanburdi (t.d.
95% styrimork fyrir samanburd byggd & Poisson; sja 33. lid).

pa er litid svo & ad profunaridefnid geti ekki vakid genastokkbreytingar i reektudum spendyrafrumum i pessu
préfunarkerfi.

41. EKKi er gerd krafa um sannprofun a skyrri, jakvaedri eda neikvaedri svorun.

42. Ef svorunin er hvorki greinilega neikveed né greinilega jakveed, eins og lyst er hér a undan, eda til ad audvelda
akvordun & liffreedilegu mikilveegi nidurstédu, skulu gdgnin metin samkveemt sérfraediliti og/eda frekari rannsdknir
geroar. bad getur verid gagnlegt ad gera endurtekna tilraun, mdgulega med pvi ad nota breytt tilraunaskilyrdi (t.d.
styrkleikabil, dnnur skilyrdi vid efnaskiptavirkjun [p.e. styrk eda uppruna S9]).

43. 1 6rfaum tilvikum gefa gégnin ekki kost & alyktunum um jakvaedar eda neikveedar nidurstddur, jafnvel eftir frekari
rannsoknir. pvi er alyktad ad svorun profunaridefnisins sé tvired (tulkud pannig ad han er jafnlikleg til ad vera
jakveed eda neikvaeod).

Préfunarskyrsla

44. Eftirtaldar upplysingar skulu vera i préfunarskyrslunni:

Préfunaridefni:

— uppruni, lotunamer, sidasti notkunardagur, ef hann liggur fyrir,

— stddugleiki profunaridefnisins, ef hann er pekktur,

— leysni og stédugleiki profunaridefnisins i leysinum, ef pekkt,

— meling & syrustigi, osmolalstyrk og botnfellingu i raektunaraetinu sem préfunaridefninu var beett i, eins og vid &.
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Efni med einum efnispeetti:

— (tlit, vatnsleysni og adrir edlisefnafradilegir eiginleikar sem skipta mali,

— efnafraedileg sanngreining, s.s. IUPAC- eda CAS-heiti, CAS-nr., SMILES- eda InChl-kdi, byggingarformila,
hreinleiki, efnakenni 6hreininda, eins og vid & og er teeknilega mégulegt, 0.s.frv.

Fjolpattaefni, UVCB-efni og bléndur:

— lysing & eiginleikum eins og kostur er med efnakenni (sja hér & undan), magnbundnu innihaldi og peim
edlisefnafraedilegu eiginleikum efnispattanna sem skipta mali.

Leysir:

— 1ok fyrir vali & leysi,

— hundradshluti leysis i lokarektunaratinu.

Frumur:

Fyrir mddurraektir & rannsoknarstofu:

— gerd, uppruni frumulina,

— fjoldi umsaninga, ef hann liggur fyrir, og rannséknarstofusaga,

— einkenni kjarngerdarinnar og/eda edlilegur fjoldi litninga

— aodferdir til ad vidhalda frumuraektum,

— upplysingar um ad frumurnar séu ekki smitadar berfrymingum,

— tvofoldunartimi frumna.

Profunarskilyroi:

— rok fyrir vali & peim styrkleikum og fjolda reekta sem eru notud, t.d. gdgn um frumueiturhrif og takmarkanir &
leysni,

— samsetning reektunaratis, styrkur CO2, rakastig,

— styrkleiki préfunaridefnisins, gefinn upp sem lokastyrkur i rektunaretinu (t.d. i pg eda mg/ml eda mM af
reektunaraeti),
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— styrkleiki (og/eda rammal) leysis og profunaridefnis sem er beett i reektunaratid,

— raektunarhiti,

— rektunartimi,

— lengd medhéndlunar,

— Déttleiki frumna vid medferd,

— gerd og samsetning efnaskiptavirkjunarkerfisins (uppruni S9, tilreidsluadferd S9-bléndunnar, styrkleiki eda
rammal S9-bléndunnar og S9 i lokareektunareetinu, geedaeftirlit med S9),

— jakveed og neikvaed samanburdarefni, lokastyrkleiki vid 61l medhondlunarskilyrdi,

— lengd tjaningartima (m.a. fjoldi frumna sem er sad, undirraektir og astlanir um neringargjof, ef vid &),

— audkenni valvisa efnisins og styrkleikur pess,

— vidmidanir fyrir asettanleika prdfana,

— adferdir sem eru notadar til ad finna fjdlda lifvaenlegra og stokkbreyttra frumna,

— adferdir sem eru notadar vid malingar & frumueiturhrifum,

— allar vidbétarupplysingar sem skipta mali vardandi frumueiturhrif og adferdina sem er notud,

— timalengd raektunar eftir saningu,

— vidmidanir til ad meta hvort nidurstddur rannsdkna séu jakveedar, neikvaedar eda tviredar,

— adferdir sem eru notadar til ad kvarda syrustig, osmolalstyrk og ttfellingu.

Nidurstodur:

— fjoldi frumna i hverri reekt sem eru medhondladar og fjoldi frumna i hverri reekt sem eru afraektadar,

— melingar & frumueiturhrifum og adrar athuganir ef par eru gerdar,

— merki um Gtfellingu og hvener han er akvoroud,
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— fjoldi frumna sem er sad i &ti med valvisa efninu og i &ti sem er ekki med valvisa efninu,

— fjoldi pyrpinga i &tinu med valvisa efninu og fjoldi pyrpinga i &tinu sem er ekki med valvisa efninu, og tengd
tioni stokkbrigda,

— tengsl milli styrks og svérunar, ef unnt er,

— gbgn um samskeida, neikveedan (leysir) og jakvaedan samanburd (styrkleikar og leysar),

rannséknarséguleg gogn um neikvaedan (leysir) og jakvedan samanburd, asamt svidum, medaltélum og
stadalfraviki og 6ryggisbili (t.d. 95%), sem og fjoldi gagna,

tolfreedilegar greiningar (fyrir stakar reektir og safnsyni samhlida profunar, ef vid &) og p-gildi ef pau liggja fyrir.

Umfjollun um nidurstédurnar.

Nidurstada
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1. viobeetir

SKILGREININGAR

Stokkbreytivaldur sem veldur basaskiptum: idefni sem valda pvi ad skipti verda a basapdrum i DNA-sameindinni.

idefni: efni eda blanda.

Klénunarhafni: Hlutfall frumna sem er sad i litlum péttleika og geta vaxid til ad mynda pyrpingu sem hagt er ad telja.

Styrkleiki: visar til lokastyrkleika préfunarioefnisins i reektunaraetinu.

Frumueiturhrif: Ad pvi er vardar rannséknir sem pessi profunaradferd ner yfir eru frumueiturhrif greind sem minnkun
hlutfallslegrar lifunar hja medhéndludu frumunum borid saman vid neikvada samanburdinn (sja videigandi lid).

Frumstokkbreyting: genastokkbreyting fra foreldragerd i stokkbrigdi sem veldur pvi ad ensimvirkni eda hlutverk tdknada
prétinsins breytist eda glatast.

Fasabreytandi efni: idefni sem valda pvi ad eitt eda nokkur basap6r beetast vid i DNA-sameindinni eda falla brott dr henni.

Erfdaeiturhrif: almennt hugtak sem ner yfir allar gerdir skada & DNA eda litningum, p.m.t. DNA-rof, vidbetur, endurrddun,
stokkbreytingar, litningabreytingar og mislitnun. Erfdaeiturhrif hafa ekki o1l i for med sér stokkbreytingar eda stddugar
litningaskemmdir

HAT-zti: &ti sem inniheldur hypdxantin, amindpterin og tymidin, notad til ad hreinsa Hprt-stokkbrigdi.

Endurrédun i jafnskiptingu: endurrédun milli samstaedra litningsprada medan & mitésu stendur, leidir hugsanlega til vakningar &
rofi DNA-tvipatta eda til taps & arfblendni.

MPA-ati: &ti sem inniheldur xantin, adenin, tymidin, amindpterin og mykofendlsyru, notad til ad hreinsa Xprt-stokkbrigdi.

Stokkbreyting: veldur arfgengri breytingu & r6d eda rddum DNA-basapara i lithingum eda breytingu & byggingu litninga
(litningabreytingum).

Tioni stokkbrigda: fjoldi stokkbreyttra pyrpinga sem greinast deilt med fjélda frumna sem er sad i @tid med valvisa efninu,
leidrétt med klonunarhaefni (eda lifveenleika) pegar stokkbrigdi eru valin.

Svipfarstjaningartimi: Timinn sem er lidinn fr& medhdndlun pegar erfdafraedilega breytingin er fest i genamenginu og allar
genaafurdir sem fyrir eru hverfa pannig ad svipfarseinkennin breytast.

Hlutfallsleg lifun (RS): RS er notud sem malikvardi & medhdndlunartengd frumueiturhrif. RS er klénunarhafni (CE) frumna
sem er sad strax ad medhdndlun lokinni, leidrétt m.t.t. frumutaps i medhondlun samanborid vid klénunarhafni i neikvaeedum
samanburdum (med 100% lifun).
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S9-lifrarpeettir: flot af lifrarjafningi eftir skiljun vid 9000 g, p.e. Gtdrattur ar hrérri lifur.
S9-blanda: blanda af S9-lifrarpaettinum og hjalparpattunum sem eru naudsynlegir fyrir virkni efnaskiptaensima.

Samanburdur med leysi: almennt hugtak til Utskyringar & samanburdarraektum sem i er eingéngu settur leysirinn sem er notadur
til ad leysa upp préfunaridefnio.

Préfunaridefni: Sérhvert efni eda blanda sem er pr6fud med pessari préfunaradferd.

Omedhoéndladur samanburdur: rektir sem eru ekki medhéndladar (p.e. hvorki med préfunaridefni né leysi) en eru unnar
samtimis og a sama hatt og raktirnar sem préfunaridefnio er sett i.

UVCB-efni: Efni af dpekktri eda breytilegri samsetningu, flokin myndefni og liffreedileg efni
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2. vidbatir

FORMULUR FYRIR MAT A FRUMEITURHRIFUM OG TIBNI STOKKBRIGDA

Frumueiturhrif eru metin med hlutfallslegri lifun, p.e. klénunarheafni (CE) frumna sem er sad strax ad lokinni medhéndlun,
leiorétt m.t.t. frumutaps i medhdndlun samanborid vid leidrétta klénunarhafni i neikveedum samanburdum (med 100% lifun)
(sja formaluna fyrir hlutfallslega lifun hér a eftir)

Leidrétt CE fyrir reekt sem er medhodndlud med profunaridefni er reiknud Gt sem:

Fjoldi frumna { lok medhdéndlunar

Leidrétt CE = Fj6ldi frumna vid upphaf medhoéndlunar

RS fyrir rekt sem er medhondlud med préfunaridefni er reiknud ut sem:

_ Leidrétt CE { medhondladri reekt
" Leidrétt CE { samanburdi med leysi

RS x 100

Tidni stokkbrigda er klénunarheafni pyrpinga med stokkbreyttum frumum i &tinu med valvisa efninu deilt med klénunarhafni i
&tinu sem er ekki med valvisa efninu, maelt fyrir sému raekt pegar stokkbrigdi eru valin.

Klénunarhaefni pyrpinga med stékkbreyttum frumum { setinu med valvisa efninu

Tidni stokkbrigda = — — - — -
8 Klénunarhaefni i setinu sem er ekki med valvisa efninu

pegar bakkar eru notadir fyrir kldnunarhaefni:

CE = fjoldi pyrpinga / fjoldi frumna sem sad er

pegar ortitrunarbakkar eru notadir fyrir klonunarhafni:

Fjoldi pyrpinga i hverri holu & ortitrunarbdkkum fylgir Poisson-dreifingu.

Klénunarhafni = LnP(0) / fjoldi frumna sem er s&d i hverja holu

Ef -LnP(0) er hugsanlegur fjoldi tdmra hola af peim holum sem s&d var i og er lyst med eftirfarandi formulu:

LnP(0) = -Ln (fjéldi témra hola / fjoldi hola sem s&0 var i )*



Nr. 73/470 EES-vidbatir vid Stjornartidindi Evropusambandsins 12.11.2020

3) I stad kafla B.22 i B-hluta kemur eftirfarandi:

»B.22  PROFUN A RIKJANDI BANAGENUM HJA NAGDYRUM

INNGANGUR

1.  Pbessi préfunaradferd jafngildir OECD-vidmidunarreglu 478 um préfanir (2016). Profunaradferdir eru endurskodadar
reglulega i ljési framfara & svidi visinda, parfa a nyrri 16ggjof og sjonarmida er varda velferd dyra. pessi breytta Utgafa
af profunaradferdinni endurspeglar ramlega prjatiu ara reynslu af peirri préfun og méguleikann a ad sampatta pessa
préfun eda sameina hana ©6drum eiturhrifapréfunum s.s. rannséknum & proska, eiturhrifum & @xlun eda
erfdaeiturhrifum; vegna takmarkana préfunarinnar og notkunar & miklum fjélda dyra er pessi greining p6 ekki atlud
sem meginadferd heldur frekar sem vidbotarprofunaradferd sem skal adeins nota ef enginn annar stadgéngukostur er
fyrir hendi m.t.t. krafna samkvaemt reglum. Med pvi ad sameina eiturhrifapréfanir er heegt ad hlifa miklum fjélda dyra
vid notkun i eiturhrifapréfunum. Efnahags- og framfarastofnunin hefur préad skjal sem veitir gagnordar upplysingar
um profanir vardandi erfdafreedilega eiturefnafreedi og yfirlit yfir nylegar breytingar sem voru gerdar & OECD-
vidmidunarreglunum um proéfanir vardandi erfoafraedilega eiturefnafreedi (1. heimild).

2. Tilgangurinn med profun & rikjandi banagenum er ad rannsaka hvort idefni kalla fram stokkbreytingar sem verda
vegna litningabreytinga i kKimfrumum. Auk pess hentar profun & rikjandi banagenum til ad meta erfdaeiturhrif par sem
peettir i efnaskiptum, lyfjahvorfum og vidgerdarferli DNA eru virk i lifi og studla ad svorun, pdtt pessir peettir séu
hugsanlega breytilegir eftir dyrategundum. Ef rikjandi banveen stokkbreyting kemur fram eftir vahrif fra
profunaridefni bendir pad til pess ad idefnid hafi haft ahrif & kimvef tilraunadyrsins.

3. Rikjandi banveenar stokkbreytingar leida til dauda fosturvisis eda fosturs. Ef rikjandi banveen stokkbreyting kemur
fram eftir vahrif fra profunaridefni bendir pad til pess ad idefnid hafi haft ahrif & kimfrumur tilraunadyrsins.

4.  Greining & rikjandi banagenum er gagnleg til stadfestingar & jakveedum nidurstédum ar préfunum par sem notadir eru
likamsendapunktar i lifi og er mikilvaegur endapunktur til ad spd fyrir um ahattu fyrir menn og ahettu &
erfdasjukdomum sem berast gegnum kimlinuna. bessi greining krefst p6 mikils fjélda dyra og mikillar vinnu og er par
af leidandi afar kostnadarsom og timafrek i framkveemd. par ed tioni sjalfsprottinna rikjandi banveenna stokkbreytinga
er mjog ha er nami greiningarinnar til ad greina litla aukningu i tioni stokkbreytinga almennt takmdrkud.

5.  Skilgreiningar & lykilhugtékum eru settar fram i 1. vidbeeti.

ATRIDI SEM PARF AD HAFA | HUGA | UPPHAFI

6.  Profunin er oftast gerd & masum (2.—4. heimild) en i sumum tilvikum geeti att vid ad nota adrar tegundir s.s. rottur
(5.-8. heimild) ef fyrir pvi eru visindaleg rok. Rikjandi banagen koma yfirleitt til vegna mikilla litningabreytinga
(breytinga & byggingu og fjélda litninga) (9.-11. heimild), en ekki er haegt ad Gtiloka genastokkbreytingar. Rikjandi
banveen stokkbreyting er stokkbreyting sem verdur i kimfrumunni sem slikri, eda i ungum fosturvisi eftir frjovgun,
sem veldur ekki truflun & starfsemi kynfrumanna en er banvaen fyrir frjovgud egg eda fosturvisi sem er ad proskast.

7. Karldyrin eru porud radbundid hvert fyrir sig med kvendyrum, sem hafa aldrei fengid fang (e. virgin female), med
hafilegum millibilum. Fjoldi parana eftir medferd fer eftir endanlegum tilgangi rannsoknarinnar & rikjandi banagenum
(23. lidur) og skal tryggja ad oll stig proskunar kimfrumna karldyra séu metin ad pvi er vardar rikjandi banagen
(12. heimild).

8.  bessi profun hentar ekki ef sannanir eru fyrir pvi ad préfunaridefnio eda umbrotsefni pess nai ekki Ut i eistu.
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MEGINREGLA PROFUNARINNAR

9. Venjulega eru karldyr latin verda fyrir vahrifum frd profunaridefninu eftir videigandi vahrifaleid og porud viéd
6medhondlud kvendyr sem hafa aldrei fengid fang. Heegt er ad prdfa dlik kimfrumustig med pvi ad nota radbundin
porunartimabil. Kvendyrin eru aflifud ad heafilegum tima lidnum eftir pdrun og leg peirra rannsokud til ad akvarda
fjolda fanga og lifandi og andvana fosturvisa. Rikjandi banveni profunaridefnis er dkvardad med pvi ad bera saman
lifandi fong & hvert kvendyr i medferdarhopnum og lifandi fong & hvert kvendyr i samanburdarhépnum sem feer
burdarefni eda leysi. Fjélgun daudra fanga & hvert kvendyr i medferdarhépnum, midad vid fjdlda daudra fanga & hvert
kvendyr i samanburdarhopnum, endurspeglar fanglat eftir hreidrun af véldum préfunaridefnisins. Fanglat eftir
hreidrun er reiknad Ut med pvi ad ékvarda hlutfallid milli daudra fanga og heildarfjélda fanga i medferdarh6pnum
midad vid hlutfall daudra fanga og heildarfjélda fanga i samanburdarh6pnum. Heegt er ad meta fanglat fyrir hreidrun
med pvi ad bera saman fjélda gulbla ad fradregnum heildarfjélda fanga eda heildarfjélda fanga & hvert kvendyr i
medferdar- og samanburdarhépunum.

SANNPROFUN A HZAFNI RANNSOKNARSTOFU

10. Til ad stadfesta hafi til ad framkveema pessa greiningu skal syna fram & getu til ad endurtaka tidni rikjandi banagena
at fra atgefnum gognum (t.d. 13.-18. heimild) med jakveedum samanburdarefnum (p.m.t. veikar svaranir), s.s. peim
sem eru talin upp i toflu 1, og med samanburdi med burdarefni, og fa fram tioni neikveedra samanburda sem er i
samraémi vid vidunandi gagnasvid (sja tilvisanir hér ad framan) eda med rannsoknarsodgulegri dreifingu samanburda
hja vidkomandi rannsoknarstofu, ef han liggur fyrir.

LYSING A ADFERDINNI
Undirbdningur
Val & dyrategund

11. Nota skal heilbrigd, kynproska dyr af algengum rannsoknarstofustofnum. Algengt er ad nota mys en einnig getur att
vid ad nota rottur. Heimilt er ad nota adrar heppilegar tegundir spendyra ef sett eru fram visindaleg rok i skyrslunni.

Adbunadur dyra og fédrun

12.  AOd pvi er vardar nagdyr skal hiti i vistarverum dyranna vera 22 °C (£3 °C). bott askilegt rakastig sé 50-60%, skal pad
ad minnsta kosti vera 40% og helst ekki fara yfir 70%, nema vid prif & vistarverunum. Nota skal gervilysingu og hafa
til skiptis birtu i 12 klukkustundir og myrkur i 12 klukkustundir. Nota m& hefébundid rannséknarstofufédur dsamt
Otakmorkudu drykkjarvatni. Val & fodri kann ad radast af pvi ad heegt sé ad blanda préfunaridefni i fodrid & videigandi
hatt pegar pad er gefid med pessari adferd. Fyrir medferd eda porun skulu nagdyr vera i bari i litlum hépum (ekki
fleiri en fimm saman) af sama kyni ef arasargirni er ekki veenst eda hin kemur ekki fram, helst i traustum barum med
videigandi umhverfisfjdlbreytni. Dyr mega vera hvert i sinu bari ef fyrir pvi liggja visindaleg rok.

Undirbuningur dyranna

13. Heilbrigdum og kynproska fullvoxnum karl- og kvendyrum er slembiradad i samanburdar- og medferdarhdpana.
Hvert dyr skal audkennt sérstaklega med mannudlegri adferd med lagmarks inngripi (t.d. med merkingu med hring,
ifestu spjaldi, orflogu eda lifkenni, en ekki afklippingu tda og moérkun eyrna) og pad latid laga sig ad
umhverfisadsteedum a rannsoknarstofunni i minnst fimm daga. Koma skal bdrunum pannig fyrir ad stadsetning peirra
hafi sem minnst ahrif. Fordast skal vixlmengun af véldum jakveeda samanburdarins og profunaridefnisins. Vid upphaf
rannsoknarinnar skal breytileiki i pyngd dyranna, sem eru notud, ad vera i lagmarki og ekki vikja meira en = 20% fra
medalpyngd hvors kyns um sig.
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Tilreidsla skammta

14. Profunaridefni i fostu formi skulu leyst upp eda bléndud i sviflausn med videigandi leysum eda burdarefnum eda
blandad i fé6dur eda drykkjarvatn adur en pau eru skdmmtud dyrunum. Gefa ma dyrunum fljétandi préfunaridefni
6blondud eda pynnt fyrir skammtagjof. Ef greina a vahrif vid inndndun ma gefa proéfunaridefni sem gas, gufu eda sem
fast/fljétandi Udaefni, allt eftir edlisefnafreedilegum eiginleikum peirra. Nota skal ferskar bléndur af préfunaridefninu
nema gogn um stodugleika stadfesti ad efnid poli geymslu og tiltaki videigandi geymsluskilyroi.

Préfunarskilyrdi
Leysir/burdarefni

15. Leysirinn eda burdarefnid skal ekki valda eiturhrifum vid peaer skammtasteerdir sem eru notadar og vissa skal vera fyrir
pvi ad efnin hvarfist ekki vid préfunarioefnid. Ef notadur er litt pekktur leysir eda burdarefni skal notkunin studd
gbgnum sem stadfesta samhafi peirra. Melst er til pess, verdi pvi vid komid, ad fyrst sé kannad hvort nota megi
vatnskenndan leysi eda burdarefni. Demi um algengan samrymanlegan leysi/burdarefni er vatn, lifedlisfreedileg
saltlausn, metylselluldsalausn, saltlausn Gr natriumkarboxymetylsellulésa, élifuolia og maisolia.

Jakveaedir samanburdir

16. Avallt skal nota dyr i samskeida jakvaedum samanburdi nema ef rannsoknarstofan hefur synt fram & hafni vid
framkvemd préfunarinnar og hefur notad profunina venjubundid nylega (t.d. sidastlidin fimm ar). b6 er ekki
naudsynlegt ad medhdndla dyr i jakvaedum samanburdi med sému ikomuleid og dyr sem fa profunaridefnid eda ad
taka syni & 6llum pérunartimabilum. Jakveedu samanburdarefnin skulu vera pekkt fyrir ad framkalla rikjandi banagen
vid skilyrdin sem notud eru i profuninni. Dyrin i samanburdarhopnum skulu f& ndkveemlega sému medhéndlun og
dyrin i medferdarhdpnum ad 60ru leyti en pvi ad pau fa ekki medferd.

17. Velja skal skammtasteerdir jakveedu samanburdarefnanna med tilliti til pess ad framkalla veeg eda medalsterk ahrif
sem gera kleift ad meta frammistddu og nemleika greiningarinnar & gagnryninn hatt, en framkalla stddugt jakvaeo
rikjandi, banveen ahrif. Demi um jakvaed samanburdarefni og videigandi skammta er ad finna i toflu 1.

Tafla 1

Dami um jadkvaed samanburdarefni.

g sty 1940 | it o
Trietylenmelamin [15-18-3](15. heimild) 0,25 (mys) 1
Sykléfosfamid [50-18-0] (19. heimild) 50-150 (mys) 5
Sykléfosfamio [50-18-0] (5. heimild) 25-100 (rottur) 1
Etylmetansulfonat [62-50-0] (13. heimild) 100-300 (mys) 5
Einliduakrylamid [79-06-1] (17. heimild) 50 (mys) 5
Kl6érambusil [305-03-3] (14. heimild) 25 (mys) 1
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Neikvaedir samanburdir

18. 1 hvert skipti sem syni eru tekin skal hafa med dyr i neikveedum samanburdi sem eru medhéndlud einvérdungu med
leysi eda burdarefni og ad 6dru leyti medhéndlud & sama hatt og medferdarhéparnir (20. heimild). Ef ekki eru fyrir
hendi rannsoknarséguleg eda utgefin samanburdargdgn sem syna ad leysirinn/burdarefnid, sem vard fyrir valinu,
framkalli ekki rikjandi banagen eda dnnur skadleg ahrif skal einnig hafa med 6medhdndlud samanburdardyr i hvert
skipti sem syni eru tekin, til ad byggja upp asettanleika fyrir burdarefnissamanburdinn.

VERKFERLI
Fjoldi dyra

19. Karldyrin eru pérud radbundid hvert fyrir sig, med fyrir fram akvednum hafilegum millibilum (t.d. vikulega, 21. og
23. lidur), helst med kvendyri sem hefur aldrei fengid fang. Fjoldi karldyra & hvern hop skal akvedinn fyrir fram til ad
hann sé nagilegur (dsamt fjolda paradra kvendyra & hverju pdrunartimabili) til ad tryggja naudsynlegan télfraedilegan
styrk til ad greina minnst tvéfoldun i tidni rikjandi banagena (44. lidur).

20. Fjoldi kvendyra & hverju porunartimabili skal einnig fyrir fram akvedinn med Utreikningum & télfraedilegum styrk til
ad gera kleift ad greina minnst tvoféldun i tidni rikjandi banagena (p.e. ndgu morg kvendyr med fangi til ad fongin
séu a.m.k. 400 i heild) (20.-23. heimild) og buist sé vid minnst einu daudu fangi & hverja greiningareiningu
(p.e. porunarhdpur & hvern skammt) (24. heimild).

Inngjafartimabil og pérunartimabil

21. Fjoldi porunartimabila eftir medferd stjornast af medferdarasetluninni og skal tryggja ad 6ll stig proskunar kimfrumna
karldyra séu metin ad pvi er vardar vakningu rikjandi banagena (12. og 25. heimild). Fyrir staka medferd med allt ad
fimm daglegum skammtagjofum skal framkveema 8 (mys) eda 10 (rottur) paranir med viku millibili eftir sidustu
medferd. begar margir skammtar eru gefnir ma feekka pérunartimabilum i hlutfalli vid lengra skémmtunartimabil, svo
fremi sem enn sé unnt ad meta 6ll stig sedismyndunar (t.d. negja fjorar vikulegar paranir til ad meta &ll stig
sedismyndunar i musum eftir 28 daga vahrifatimabil). Allar medferdar- og porunaraztlanir skulu studdar
visindalegum rékum.

22.  Kvendyr eru hofd hja karldyrum 4 timabili sem svarar til lengdar minnst eins gangferils (t.d. nar ein vika yfir einn
gangferil hja baedi misum og rottum). Kvendyr sem pdrudust ekki & vikutimabili ma nota & naesta pérunartimabili. Ad
6drum kosti par til pdrun hefur att sér stad, sem sja ma af s&di i leggdbngum eda tilvist leggangatappa.

23. Vaéhrifa- og porunardetlunin fer eftir endanlegum tilgangi rannséknarinnar a rikjandi banagenum. Ef markmidid er ad
dkvarda hvort idefni sem er gefid kalli fram rikjandi banvaena stokkbreytingu eitt og sér veri vidurkennda adferdin ad
lata heilan seedismyndunarferil (t.d. 7 vikur hja masum, 5-7 medferdir & viku) verda fyrir vahrifum og pdrun atti ad
fara fram einu sinni i lokin. Ef markmidid er hins vegar ad greina pa kimfrumugerd sem er nem fyrir rikjandi
banvenum stokkbreytingum eru véhrif i eitt skipti eda i fimm daga og sidan vikulegri pdrun akjosanlegri.

Skammtastaeroir

24. Ef engin nothef gdgn liggja pegar fyrir, sem gagnast vid val & skdmmtum, og forpréfun til ad &kvarda
skammtasteerdir er framkveemd skal hun fara fram & sdmu rannsoknarstofu og med sému tegund, stofni, kyni og
medferdaraetlun og & ad nota i meginrannsokninni (26. heimild). Markmid rannsoknarinnar skal vera ad greina
hamarkspolsskammt, sem er skilgreindur sem haesti polanlegi skammtur an visbendinga um rannséknartakmarkandi
eiturhrif, i hlutfalli vid lengd rannsdknartimabilsins (framkallar t.d. Gedlilegt atferli eda dedlileg vidbrogd, minni
hattar pyngdartap eda frumueiturhrif i bl6dfrumnamyndandi kerfi), en ekki dauda eda merki um sarsauka, pjaningar
eda hreedslu sem gerir aflifun & mannudlegan hatt naudsynlega (27. heimild).
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25. Hamarkspolsskammtur ma heldur ekki hafa skadleg ahrif & pad hvernig tokst til vié porunina (21. heimild).

26. Gera ma undantekningar fra vidmidunum fyrir akvordun skammta pegar um er ad raeda préfunaridefni sem hafa
sérheefda lifvirkni i litlum skdmmum sem kalla ekki fram eiturhrif (t.d. hormén og rasar) og idefni sem syna mettun
eiturefnahvarfaeiginleika, og pau skulu metin i hverju tilviki fyrir sig.

27. Til ad fa fram upplysingar um skammtasvérun skal i heildstaedri rannsokn taka med neikveedan samanburdarhép og
minnst prjar skammtasterdir sem eru almennt adskildar med studli sem nemur 2 en ekki meira en 4. Ef
profunarioefnid framkallar ekki eiturhrif i skammtasterdarannsokn eda byggt a fyrirliggjandi gégnum skal haesti
skammtur fyrir eina inngjof vera 2000 mg/kg likamspyngdar. Ef profunaridefnid veldur eiturhrifum skal
hamarkspolsskammtur pé vera hasti skammtur sem er gefinn og skammtasterdirnar sem eru notadar skulu helst
spanna bilid fra mestu eiturhrifum nidur i skammt sem framkallar litil eda engin eiturhrif. Ef um er ad reda idefni sem
eru ekki eitrud er haskammturinn fyrir inngjafartimabil sem er 14 dagar eda lengra 1000 mg/kg likamspyngd/dag og
fyrir inngjafartimabil sem er styttra en 14 dagar er hdskammturinn 2000 mg/kg likamspyngd/dag.

Gjof skammta

28. Taka skal tillit til fyrirsédrar vahrifaleidar fyrir menn vid tilhégun mealingar. pvi ma velja ikomuleidir vahrifa, s.s.
med faedu, drykkjarvatni, undir hio, i blased, stadbundnar, med inndéndun, um munn (med magafodrun) eda med
igradslu, sem fard eru rok fyrir. [ 6llum tilvikum skal velja ikomuleid sem tryggir nagileg vahrif & markvef(i). Alla
jafna er ekki malt med innsprautun i kvidarhol par ed hin er ekki fyrirhugud véhrifaleid fyrir menn og adeins skal
nota hana ef sérstok rok stydja pad. Ef profunaridefninu er blandad i fodur eda drykkjarvatn, einkum ef um er ad reeda
staka skdmmtun, skal pess gatt ad hlé milli neyslu fodurs og vatns og pdrunar sé negilegt til ad haegt sé ad greina
ahrifin (31. lidur). Hamarksrammal vokva sem haegt er ad gefa i einu med magafddrun eda innsprautun radst af steerd
tilraunadyrsins. Rummalid etti alla jafna ekki ad vera meira en 1 ml/100g likamspyngdar nema um sé ad reda
vatnslausnir en pa ma gefa ad hadmarki 2 ml/100g. Ef meira rimmal en pad er notad (ef 16ggjo6f um velferd dyra
heimilar pad) skal pad rokstutt. Halda skal rammalsfravikum i lagmarki med pvi ad stilla styrkleikann til ad tryggja
stddugt rammal i hlutfalli vid likamspyngdina fyrir allar skammtasteerdir.

Athuganir

29. Gera skal almennar, kliniskar athuganir & tilraunadyrunum og skra klinisk einkenni a.m.k. einu sinni & dag, helst a
sama tima eda sOmu timum & hverjum degi og med hlidsjon af pvi hvenazr venta ma hamarksahrifa af
skammtagjofinni. Oll dyr skulu skodud a.m.k. tvisvar & dag & skommtunartimabilinu med tilliti til danar- og
veikindatilvika. Oll dyr skulu vigtud vid upphaf rannséknarinnar og a.m.k. vikulega medan & rannséknum med
endurteknum skdmmtum stendur og vid aflifun. Mala skal fédurat a.m.k. vikulega. Ef préfunaridefnid er gefid med
drykkjarvatni skal einnig mala vatnsdrykkju i hvert skipti pegar skipt er um vatn og a.m.k. vikulega. Dyr sem syna
merki um umframeiturhrif sem ekki eru banvan skulu aflifud 4dur en préfunartimabilinu lykur (27. heimild).

Vefjasoéfnun og vinnsla & vef

30. Kvendyrin eru aflifud & seinni helmingi medgdngu & 13. degi medgdngu ad pvi er vardar mys og & 14.-15. degi
medgongu ad pvi er vardar rottur. Leg eru rannsdkud vegna rikjandi banvanna éhrifa til ad &kvarda fjdlda fanga,
lifandi og andvana fdsturvisa og gulbda.

31. Leghorn og eggjastokkar eru afhjlpud til ad telja gulbd og fostur eru fjarleegd, talin og vigtud. bess skal geett ad
rannsaka legid vegna fosturvisnunar, sem lifandi fostur skyggja &, og tryggja ad oll fosturvisnun sé tilgreind.
Dénartioni fostra skal skrad. Einnig skal skra fjolda kvendyra med fangi og heildarfjolda hreidrana, fangléat fyrir
hreidrun og danarhlutfall eftir hreiorun (p.m.t. snemmkomin og sidkomin fosturvisnun). Auk pess er hagt ad geyma
sjdanleg fostur i Bouin-festiefni i a.m.k. tvaer vikur og sidan rannsaka pau vegna storveegilegrar ytri vanskdpunar
(28. heimild) til ad f& vidbdtarupplysingar um ahrif préfunarefnis & exlun og proskun.
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GOGN OG SKYRSLUGIOF

Urvinnsla nidurstadna

32. Gogn skal setja fram i toéfluformi til ad syna fjolda paradra karldyra, fjolda kvendyra meo fangi og fjélda kvendyra
sem eru ekki med fangi. Nidurstéour Gr hverri pérun eru skradar sérstaklega asamt audkennum hvers karldyrs og
kvendyrs. Porunartimabil, skammtasterd fyrir medhéndlud karldyr og fjoldi lifandi fanga og daudra fanga skulu
tilgreind fyrir hvert kvendyr.

33. Fanglat eftir hreidrun er reiknad Gt med pvi ad akvarda hlutfallid milli daudra fanga og heildarfjélda fanga ar
medferdarhopnum midad vid hlutfall daudra fanga og heildarfjélda fanga Ur samanburdarhdpnum sem far burdarefni
eda leysi.

34. Fanglat fyrir hreidrun er reiknad Gt sem munurinn & fjélda gulbla og fjélda hreidradra fanga eda sem faekkun &
medalfjolda hreidradra fanga & hvert kvendyr i samanburdi vid samanburdarparanir. Ef fangléat fyrir hreidrun eru
metin skal pad skrad.

35.  Studull fyrir rikjandi banagen er aztladur sem: (fanglét eftir hreidrun/heildarfjéldi fanga & hvert kvendyr) x 100.

36. Greina skal frd gdgnum um eiturhrif og klinisk einkenni (skv. 29. 1id).

Viomidanir fyrir dsettanleika

37. Eftirfarandi viomidanir dkvarda asattanleika profunar.

— Samskeida neikveedur samanburdur er i samremi vid birtar vidmidanir fyrir rannsoknarsoguleg gogn um
neikveedan samanburd og rannsoknarsoguleg samanburdargdgn rannséknarstofunnar, ef pau liggja fyrir (sja 10.
og 18. 1id).

— Samskeida jakvaedir samanburdir vekja svaranir sem eru i samraemi vid birtar viomidanir fyrir rannsdknarsdguleg
gogn um jakvaedan samanburd eda rannsoknarsdgulegan gagnagrunn rannsoknarstofunnar um jakveedan
samanburd, ef hann liggur fyrir, og valda tolfreedilega marktaekri aukningu i samanburdi vid neikveaeda
samanburdinn (sja 17. og 18. lid).

— Neegilegur heildarfjéldi fanga og skammta hefur verid greindur (20. lidur).

— Vidmidanirnar fyrir valinu & heesta skammti eru i samreemi vid pad sem lyst er i 24. og 27. lid.

Mat og talkun & nidurstédum

38. Greina skal a.m.k. prja medhondlada skammtahdpa til ad fa naegjanleg gogn til ad framkvema greiningu &
skammtasvorun.

39. AQ pvi tilskildu ad farid sé ad 6llum vidmidunum fyrir aseettanleika er préfunarioefnio talid valda greinilegri jakveedri
svorun ef:

— a0 minnsta kosti einn profunarskammtanna synir tolfredilega markteeka aukningu i samanburdi vid samskeida
neikveaeda samanburdinn,

— aukningin er skammtatengd i a.m.k. einu tilraunaskilyrdanna (t.d. vikulegt pérunartimabil) i mati med videigandi
préfun, og

— einhver nidurstadnanna lendir utan asettanlegs svids gagna um neikveeda samanburdi eda utan dreifingarinnar {
rannséknarsdgulegum gdgnum rannsoknarstofunnar um neikvaeda samanburdi (t.d. 95% styrimork fyrir
samanburd, byggd & Poisson), ef pau liggja fyrir.
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pa er litid svo & ad profunaridefnid geti vakid rikjandi banveenar stokkbreytingar i kimfrumum tilraunadyranna.
Rédleggingar um hvada tdlfreediadferdir eiga best vid er ad finna i 44. 1id; adrar t6lfreediadferdir sem eiga best vid ma
einnig finna i 20.— 22., 24. og 29. heimild. I télfredilegum préfunum sem eru notadar skal lita & dyrid sem
tilraunaeininguna.

40. Ad pvi tilskildu ad farid sé ad 6llum vidmidunum fyrir asattanleika er profunaridefnid talid valda greinilegri
neikveedri svorun ef:

— enginn préfunarskammtanna synir tolfreedilega markteka aukningu i samanburdi vio samskeida neikvaeoa
samanburdinn,

— pad er engin skammtatengd aukning i neinum tilraunaskilyrdum, og

— allar nidurstddur lenda innan asattanlegs svids gagna um neikvaeda samanburdi eda rannsoknarségulegra gagna
rannsoknarstofunnar um neikveeda samanburdi (t.d. 95% styrimérk fyrir samanburd, byggd & Poisson), ef pau

liggja fyrir.

pa er litid svo & ad profunaridefnid geti ekki vakid rikjandi banveenar stokkbreytingar i kimfrumum tilraunadyranna.

41. EKKi er gerd krafa um sannpréfun a skyrri jakveedri eda skyrri neikvaedri svorun.

42. Ef svorunin er ekki greinilega neikvad eda jakveaed og til ad audvelda dkvordun & liffreedilegu mikilvaegi nidurstddu
(t.d. veeg eda dviss aukning) skulu gognin metin samkveemt sérfraedidliti og/eda frekari rannsoknir gerdar med
fyrirliggjandi tilraunargdgnum s.s. athugun hvort jakvad nidurstada lendir utan &saettanlegs svids gagna um neikveeda
samanburdi eda rannsoknarsdguleg gégn rannsoknarstofunnar um neikvaeda samanburdi (30. heimild).

43. 1 orfaum tilvikum gefa gégnin ekki kost & alyktunum um jakvaedar eda neikvaedar nidurstddur, jafnvel eftir frekari
rannsoknir, og pvi er alyktad ad peer séu tvireedar.

44. 1 tolfredilegum préfunum sem eru notadar skal lita & karldyrid sem tilraunaeininguna. b6 ad talningarggn (t.d. fjoldi
fanga & hvert kvendyr) geti verid Poisson-dreifd og/eda hlutfoll (t.d. hlutfall daudra fanga) geti haft tvilida dreifingu
eru slik gogn oft of mikid dreifd (31. heimild). Til samraemis vid pad skal vid tdlfreedilega greiningu fyrst nota préfun
vegna of litillar eda of mikillar dreifingar med breytileikapréfunum eins og Cochran-tvilidubreytileikapréfun
(32. heimild) eda C(a)-profun Tarones vegna of mikillar tvilidudreifingar (31. og 33. heimild). Ef ekkert fravik fra
tvilidudreifingu greinist m& gera préfun & leitni i hlutfollum fyrir allar skammtasterdir med Cochran-Armitage-
leitnipréfun (34. heimild) og & parasamanburdi med samanburdarhépnum med nakvemnipréfun Fishers (35. heimild).
A sama hatt, ef ekkert fravik fra Poisson-dreifingu greinist, ma gera préfun & leitni i talningu med Poisson-adhvarfi
(36. heimild) og & parasamanburd med samanburdarhépnum innan ramma Poisson-likansins, med pvi ad nota
paraandstaedur (36. heimild). Ef of litil eda of mikil dreifing, sem telst marktaek, greinist er malt med stikalausum
adferoum (23. og 31. heimild). par & medal eru préfanir sem byggja & rodun, s.s. Jonckheere-Terpstra-leitniprofun
(37. heimild) og Mann-Whitney-préfanir (38. heimild) fyrir parasamanburd med samanburdarhdpnum sem fer
burdarefni eda leysi, asamt préfunum med umrédun, endursynatdku eda handahoéfsirtakanalgun fyrir samanburd a
leitni og parasamanburd med samanburdarhopnum (31. og 39. heimild).

45. Jakveed greining a rikjandi banagenum veitir sénnun & erfdaeiturhrifum profunaridefnisins i kimfrumum
medhondladra karldyra af profunartegundinni.

46. Athugun & pvi hvort meld gildi eru innan eda utan rannsoknarsogulegs svids fyrir samanburdinn getur verid til
leidbeiningar vido mat & liffreedilegu mikilvaegi svorunarinnar (40. heimild).
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Préfunarskyrsla

47. Eftirtaldar upplysingar skulu vera i préfunarskyrslunni:

Samantekt.

Préfunaridefni:

— uppruni, lotunamer, sidasti notkunardagur, ef hann liggur fyrir,

— stodugleiki profunaridefnisins, ef hann er pekktur,

— leysni og stédugleiki profunaridefnisins i leysinum, ef pekkt,

— meeling & syrustigi, osmdlalstyrk og botnfellingu i reektunarmidlinum sem profunaridefninu var bett i, eins og vid 4.

Efni med einum efnispaetti:

— tlit, vatnsleysni og adrir edlisefnafraedilegir eiginleikar sem skipta mali,

— efnafradileg sanngreining, s.s. [IUPAC- eda CAS-heiti, CAS-nr., SMILES- eda InChl-kddi, byggingarformdla,
hreinleiki, efnakenni 6hreininda, eins og vid & og er teeknilega mégulegt, o.s.frv.

Fjolpattaefni, UVCB-efni og bléndur:

— lysing & eiginleikum eins og kostur er med efnakenni (sj& hér ad framan), magnbundnu innihaldi og peim
edlisefnafraedilegu eiginleikum efnispattanna sem skipta mali.

Tilreidsla préfunaridefnis:

— rok fyrir vali & burdarefni,

— leysni og stddugleiki profunaridefnisins i leysinum/burdarefninu, ef pau liggja fyrir,

— tilreiosla blandna i f6dur, drykkjarvatn eda til innéndunar,

— magngreiningar & samsetningum (t.d. stéougleiki, einsleitni, nafnstyrkur), fari peer fram.

Tilraunadyr:

— tegundir/stofn sem eru notud og rokstudningur fyrir pvi vali,

— fjoldi, aldur og kyn dyra,
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— uppruni, adbunadur, fodur o.s.frv.,

— aoferd til ad audkenna dyrin hvert um sig,

— a0 pvi er vardar skammtimarannsoknir: likamspyngd hvers karldyrs vid upphaf og lok préfunar; ad pvi er vardar
rannsoknir sem standa lengur en eina viku: likamspyngd hvers dyrs medan rannsékn stendur yfir og fédurat. Hafa
skal med dreifisvid likamspyngdar, medalpyngd og stadalfravik fyrir hvern hép.

Proéfunarskilyrdi:

— g06gn um jakvaedan og neikveedan samanburd (burdarefni/leysir),

— gbgn ar skammtasterdarannsokninni,

— rok fyrir vali & skammtasteerd,

— upplysingar um tilreidslu préfunaridefnisins,

— upplysingar um pad hvernig préfunaridefnid er gefid,

— 1ok fyrir vali & ikomuleid,

— adferdir vid mealingar 4 eiturhrifum i dyrum, p.m.t. fyrir vefjameinafraedi- eda blédgreiningar og tidni athugana
og vigtunar & dyrum, ef paer liggja fyrir,

— aodferdir vid ad stadfesta ad profunaridefnio hafi ndd til markvefjanna, eda komist i almenna hringras, ef
neikveedar nidurstodur fast,

— raunskammtasterd (mg/kg likamspyngdar/dag) reiknud Gt fra styrkleika préfunaridefnisins (i milljénarhlutum) i
fédri/drykkjarvatni og ut fra neyslu, ef vid 4,

— upplysingar um geedi fodurs og vatns,

— upplysingar um umhverfisfjdlbreytni i blrum,

— nékveem lysing & medferd og synatdkuasetlunum og rékstudningur fyrir valinu,

— aodferd vid verkjastillingu,

— adferd vid aflifun,

— verklag vid einangrun og vardveislu vefja,

— uppruni og lotuntmer allra setta og hvarfmidla (ef vid &),
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— adferdir vid dkvordun & heildarfjélda rikjandi banagena,

— pOrunaraztlun,

— aoferdir sem eru notadar til ad akvarda ad pdrun hafi att sér stagd,

— aflifunartimi,

— vidmidanir til ad kvarda ahrif rikjandi banagena, p.m.t. gulbu, fong, fésturvisnanir og fanglat fyrir hreidrun,
lifandi fong, daud fong.

Nidurstoour:

— é&stand dyranna fyrir préfunina og & medan henni stendur, p.m.t. merki um eiturhrif,

— likamspyngd karldyranna & medferdar- og pérunartimabilum,

— fjoldi paradra kvendyra,

— tengsl milli skammts og svérunar, ef unnt er,

— gbgn um samskeida neikvaeedan samanburd og rannsdknarsdguleg gégn um neikvaedan samanburd, dsamt svidum,
medaltdlum og stadalfravikum,

— gOgn um samskeida jakvaedan samanburd,

— gobgn i toflum fyrir hverja médur, p.m.t.: fjoldi gulbla & hverja médur, fjéldi fanga & hverja médur, fjoldi
foésturvisnanna og fanglata fyrir hreidrun & hverja modur, fjéldi lifandi fanga & hverja médur, fjoldi daudra fanga
& hverja modur, pyngd fdstra,

— samantekt ofangreindra gagna fyrir hvert pérunartimabil og fyrir hvern skammt dsamt tidni rikjandi banagena,

— tolfredilegar greiningar og adferdir sem eru notadar.

Umfjéllun um nidurstdéournar.
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1. viobaetir

SKILGREININGAR

[8efni: efni eda blanda.

Gulbl: hormonaseytandi samsetning sem verdur til i eggjastokknum par sem eggbd hefur losad egg. Fjoldi gulbla i
eggjastokkunum samsvarar fjolda eggja sem voru losud.

Rikjandi banvan stokkbreyting: stokkbreyting sem verour i kimfrumu, eda er fest ad lokinni frjévgun, og leidir til dauda
fésturvisis eda fosturs.

Frj6semishlutfall: fjoldi paradra kvendyra med fangi midad vio heildarfjolda paradra kvendyra.

Porunartimabil: timabilid milli loka vahrifa og pdrunar medhoéndladra karldyra. Med pvi ad stjorna pessu timabili er haegt ad
meta efnafreedileg ahrif & mismunandi kimfrumugerdir. A pérunartimabili masa, 4 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7. og 8. viku eftir lok
vaéhrifa, eru mald ahrif & szdi, péttar forseedisfrumur, hringlaga forsaedisfrumur, sadfrumuvisa a 3. stigi profasa ryriskiptingar,
sadfrumuvisa & fyrsta stigi, sérheefdar sadstofnfrumur, sadstofnfrumur & sérhafingarstigi (e. differentiating) og frjomadur-
stofnfrumur.

Fanglat fyrir hreidrun: munurinn & fjélda fanga og fjolda gulbla. Einnig er heaegt ad axtla pad med pvi ad bera saman
heildarfjolda fanga & hvert kvendyr i medhdndlada hdpnum og samanburdarhépnum.

Fanglat eftir hreidrun: hlutfallid milli daudra fanga i medferdarhépnum midad vid hlutfall daudra fanga og heildarfjélda fanga i
samanburdarhépnum.

Profunaridefni: sérhvert efni eda blanda sem er profud med pessari profunaradferd.

UVCB-efni: efni af 6pekktri eda breytilegri samsetningu, flékin myndefni og liffreedileg efni.
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2. viobeetir

TIMASETNINGAR SADISMYNDUNAR HJA SPENDYRUM

Mys 6 14
Rottur 10.5 19
Menn 19
Stofn- Sadstofnfrumur & Sadfrumuvisar (i ryri- Forsaedisfrumur Seedisfrumur i eistum
frumur sérheefingarstigi skiptingu) (eftir og eistalyppum
(fyrir ryriskiptingu) ryriskiptingu)

Mynd 1: Samanburdur a timalengd (i dégum) proskunar karlkyns kimfrumna hja masum, rottum og ménnum. DNA-vidgero a
sér ekki stad & peim timabilum sem eru skyggo.

Hér ad framan er skyringarmynd af sedismyndun hja masum, rottum og ménnum (Gr Adler, 1996). Osérhafdar sadstofnfrumur
eru m.a.: Saostofnfrumur sem eru A-stakar, A-pdr og A-runur (Hess og de Franca, 2008). A-stakar sadstofnfrumur teljast vera
stofnfrumur og til ad meta ahrif & stofnfrumur skulu par af leidandi lida a.m.k. 49 dagar (hja mdsum) milli sidustu innsprautunar
profunaridefnisins og pérunar.

Tilvisanir

Adler, ID (1996). Comparison of the duration of spermatogenesis between rodents and humans. Mutat Res, 352:169-172.

Hess, RA, De Franca LR (2008). Spermatogenesis and cycle of the seminiferous epithelium. I: Molecular Mechanisms in
Spermatogenesis, C. Yan Cheng (Ed), Landes Biosciences and Springer Science Business Media:1-15.
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4) | stad kafla B.23 i B-hluta kemur eftirfarandi:

,B.23 PROFUN A LITNINGABREYTINGUM i SADSTOFNFRUMUM SPENDYRA

INNGANGUR

1.  bessi profunaradferd jafngildir OECD-vidmidunarreglu 483 um préfanir (2016). Préfunaradferdir eru endurskodadar
reglulega i 1j6si framfara & svidi visinda, parfa & nyrri 16ggjof og sjonarmida er varda velferd dyra. Pessi breytta Gtgafa
af profunaradferdinni endurspeglar margra ara reynslu af peirri greiningu og moguleikann & ad sampeetta pessa profun
eda sameina hana 6drum eiturhrifa- eda erfdaeiturhrifapréfunum. Med pvi ad sameina eiturhrifarannséknir er haegt ad
feekka dyrum sem eru notud i eiturhrifapréfunum. bessi préfunaradferd er hluti af rod adferda vid erfdafraedilegar
eiturefnafraediprofanir. Efnahags- og framfarastofnunin hefur préad skjal sem veitir gagnordar upplysingar um
préfanir vardandi erfdafraedilega eiturefnafredi og yfirlit yfir nylegar breytingar sem voru gerdar & OECD-
vidmidunarreglunum um préfanir vardandi erfdafraedilega eiturefnafraedi (1. heimild).

2. Tilgangurinn med profun i lifi & litningabreytingum i sadstofnfrumum er ad sanngreina hvort idefni valdi
byggingarlegum litningabreytingum i sadstofnfrumum spendyra (2., 3. og 4. heimild). Auk pess hentar pessi préfun til
ad meta erfdaeiturhrif par sem peettir i efnaskiptum, lyfjahvérfum og vidgerdarferli DNA eru virk i lifi og studla ad
svOrun, pott pessir peettir séu hugsanlega breytilegir eftir dyrategundum. pessi préfunaradferd er ekki atlud fyrir
meelingu & fravikum & fjolda; pessi greining er ad jafnadi ekki notud i peim tilgangi.

3. Med pessari profun er unnt ad greina byggingarlegar litningabreytingar (ba&di i litningum og litningspradum) i
sddstofnfrumum i skiptingu og pvi er pess veenst ad hin geti nyst til ad spa fyrir um framkéllun arfgengra
stokkbreytinga i pessum kimfrumum.

4. Skilgreiningar & lykilhugtékum eru settar fram i vidbeetinum.

ATRIDI SEM PARF AD HAFA | HUGA | UPPHAFI

5. Nagdyr eru venjulega notud til pessarar préfunar en i sumum tilvikum geeti att vid ad nota adrar tegundir ef fyrir pvi
eru visindaleg rok. I stédludum frumuerfdafraedilegum fullbinum synum Ur eistum nagdyra myndast midfasar i
jafnskiptingu (saostofnfrumur) og ryriskiptingu (sadfrumuvisar). Midfasar i jafnskiptingu og ryriskiptingu eru greindir
& grundvelli byggingar litninganna (4. heimild). bessi frumuerfdafreedilega profun i lifi er notud til ad greina
byggingarlegar litningabreytingar i jafnskiptingu sadstofnfrumna. bessi préfunaradferd er ekki notud fyrir adrar
markfrumur.

6. Til ad0 greina litningspradarbreytingar i sadstofnfrumum skal skoda frumur i fyrstu jafnskiptingunni eftir lok
medhdndlunar &dur en pessum breytingum er umbreytt i litningabreytingar i nastu frumuskiptingum & eftir. Unnt er
ad afla frekari upplysinga um medhondlada sédfrumuvisa med litningagreiningu, par sem byggingarlegra
litningabreytinga er leitad, i stigum fra 5. stigi fyrri préfasa til midfasa | og Il i ryriskiptingu.

7. 1 eistunum er fjdldi kynsl6da sédstofnfrumna (5. heimild) og pessar mismunandi kimfrumugerdir geta verid
misnemar fyrir medhéndlun med idefnum. Litningabreytingarnar sem koma fram syna pvi samlodunarsvorun
medhondladra sadstofnfrumupyda. Meirihluti frumna i jafnskiptingu i fullbdnum synum Gr eistum eru B-
sadstofnfrumur med frumuhring sem nemur u.p.b. 26 klst. (3. heimild).

8.  bessi profun hentar ekki ef sannanir eru fyrir pvi ad préfunaridefnid eda umbrotsefni pess nai ekki i eistad.
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MEGINREGLA PROFUNARADFERDARINNAR

9.  Alla jafna eru dyrin Iatin verda fyrir vahrifum fra profunaridefninu eftir videigandi vahrifaleid og eru sidan aflifud
pegar medferdin hefur stadid hafilega lengi. Dyrin eru medhéndlud fyrir aflifun med metafasastodvandi efni (t.d.
kolsisini eda Colcemid®). Litningasyni eru pvi nast Gtblin ar kimfrumum og litud og frumur i midfasa sidan
skodadar i leit ad litningabreytingum.

SANNPROFUN A HZEFNI RANNSOKNARSTOFU

10. Til ad staofesta hafi til ad framkvama greininguna skal syna fram & getu til ad endurtaka peer nidurstédur sem reiknad
er med varoandi tioni byggingarlegra litningabreytinga i sadstofnfrumum med jakvedum samanburdarioefnum (p.m.t.
veikar svaranir), s.s. peim sem eru talin upp i téflu 1, og til ad fa fram tidni neikvaedra samanburda sem er i samraemi
vid vidunandi svio samanburdargagna i birtum heimildum (t.d. 2., 3., 6., 7., 8., 9. og 10. heimild) eda meo
rannséknarsdgulegri dreifingu samanburda hja vidkomandi rannséknarstofu, ef han liggur fyrir.

LYSING A ADFERDINNI
Undirbdningur
Val & dyrategund

11. Nota skal ung, heilbrigd, fullvaxin dyr af algengum rannsoknarstofustofnum. Alla jafna eru notadar karlkyns mys en
p6 er heimilt ad nota karldyr af 66rum heppilegum tegundum spendyra ef sett eru fram visindaleg rok og til ad gera
pad kleift ad gera pessa préfun i tengslum vid adra préfunaradferd. Visindaleg rok fyrir notkun a 6drum tegundum en
nagdyrum skulu sett fram i skyrslunni.

Adbunadur dyra og fédrun

12. A& pvi er vardar nagdyr skal hiti i vistarverum dyranna vera 22 °C (+3 °C). pdtt askilegt rakastig sé 50-60%, skal pad
ad minnsta kosti vera 40% og helst ekki fara yfir 70%, nema vid prif & vistarverunum. Nota skal gervilysingu og hafa
til skiptis birtu i 12 klukkustundir og myrkur i 12 klukkustundir. Nota ma hefdbundid rannsoknarstofufédur asamt
otakmorkudu drykkjarvatni. Val & f6dri kann ad radast af pvi ad heaegt sé ad blanda préfunaridefni i fo0rid a videigandi
hatt pegar pad er gefid med pessari adferd. Nagdyr skulu vera i bari i litlum hépum (ekki fleiri en fimm saman) ef
arasargirni er ekki veenst, helst i burum med gegnheilu gélfi med videigandi umhverfisfjélbreytni. Dyr mega vera
hvert i sinu bari ef fyrir pvi liggja visindaleg rok.

Undirbuningur dyranna

13. A4 jafnadi eru notud heilbrigd, ung, fullvaxin karldyr (sem eru 8-12 vikna gémul i upphafi medferdar) og eru valin af
handahofi i samanburdar- og medferdarhopa. Hvert dyr skal audkennt sérstaklega med mannudlegri adferd med
lagmarks inngripi (t.d. med merkingu med hring, ifestu spjaldi, 6rflogu eda lifkenni, en ekki mdrkun eyrna og
afklippingu tda) og pad Iatid laga sig ad umhverfisadsteedum & rannsoknarstofunni i minnst fimm daga. Koma skal
bdrunum pannig fyrir ad stadsetning peirra hafi sem minnst ahrif. Fordast skal vixImengun af véldum jakveeda
samanburdarins og profunaridefnisins. Vid upphaf rannsoknarinnar etti breytileiki i pyngd hvers dyrs ad vera i
lagmarki og ekki meiri en + 20%.

Tilreidsla skammta

14. Préfunaridefni i fostu formi skulu leyst upp eda bléndud i sviflausn med videigandi leysum eda burdarefnum eda
blandad i fodur eda drykkjarvatn &dur en pau eru skdmmtud dyrunum. Gefa ma dyrunum fljétandi préfunaridefni
Oblondud eda pynnt fyrir skammtagjof. Ef greina a vahrif vid inndndun ma gefa profunaridefni sem gas, gufu eda sem
fast/fljétandi Udaefni, allt eftir edlisefnafreedilegum eiginleikum peirra. Nota skal ferskar bléndur af préfunaridefninu
nema gogn um stédugleika stadfesti ad efnid poli geymslu og tiltaki videigandi geymsluskilyroi.
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Profunarskilyrdi - leysir/burdarefni

15. Leysirinn eda burdarefnid skal ekki valda eiturhrifum vio paer skammtasterdir sem eru notadar og skal ekki geta
hvarfast vid préfunaridefnid. Ef notadur er litt pekktur leysir eda burdarefni skal notkunin studd gdgnum sem
stadfesta samhafi peirra. Melst er til pess, verdi pvi vid komid, ad fyrst sé kannad hvort nota megi vatnskenndan leysi
eda burdarefni. Daemi um algengan samrymanlegan leysi/burdarefni er vatn, lifedlisfredileg saltlausn,
metylsellul6salausn, saltlausn Gr natriumkarboxymetylsellulésa, olifuolia og maisolia. Ef ekki eru fyrir hendi
rannséknarsdguleg gogn eda utgefin samanburdargdgn sem syna ad 6demigerdi leysirinn/burdarefnio, sem vard fyrir
valinu, framkalli ekki byggingarlegar litningabreytingar og 6nnur skadleg ahrif skal gera upphafsrannsokn til ad
byggja upp asettanleika fyrir leysis-/burdarefnissamanburdinn.

Jakvaedir samanburdir

16. Avallt skal nota dyr i samskeida jakvadum samanburdi nema ef rannsoknarstofan hefur synt fram & haefni vid
framkvemd préfunarinnar og hefur notad préfunina venjubundid nylega (t.d. sidastlidin fimm ar). Ef samskeida
jakveedur samanburdarhopur er ekki hafdur med skal vera talningarsamanburdur (synisgler med festum og dlitudum
synum) i hverri tilraun. Pessu er hegt ad na fram med pvi ad hafa med i talningu rannsoknarinnar videigandi
vidmidunarsyni, sem hafa verid tekin og geymd, ar adskilinni tilraun med jakveedum samanburdi sem fer reglulega
fram (t.d. & 6-18 manada fresti) & rannsoknarstofunni par sem profunin er gerd, t.d. medan & haefnispréfun stendur og
reglulega eftir pad, ef naudsyn krefur.

17. Jékvaed samanburdarefni skulu framkalla med &reidanlegum heetti greinanlega aukningu & frumum med
byggingarlegar litningabreytingar umfram magn sjalfsprottinna breytinga. Velja skal skammtastaerdir fyrir jakveedan
samanburd sem framkalla skyr &hrif en pd pannig ad talningaf6lk geti ekki strax sanngreint kodudu synin. Demi um
jakvaed samanburdarefni er ad finna i toflu 1.

Tafla 1

Deaemi um jakveed samanburdarefni

Efni [CAS-nr.] (tilvisunarnimer)

Sykléfosfamio (ménéhydrat) [CAS-nr. 50-18-0 (CAS-nr. 6055-19-2)] (9. heimild)

Sykléhexylamin [CAS-nr. 108-91-8] (7. heimild)

Mitémysin C [CAS-nr. 50-07-7] (6. heimild)

Einliduakrylamio [CAS-nr. 79-06-1] (10. heimild)

Trietylenmelamin [CAS-nr. 51-18-3] (8. heimild)

Neikvaedir samanburdir

18. T hvert skipti sem syni eru tekin skal hafa med dyr i neikvadum samanburdi sem eru medhondlud einvordungu med
leysi eda burdarefni og ad 6oru leyti medhdndlud & sama héatt og medferdarhoparnir. Ef ekki eru fyrir hendi
rannsdknarsdguleg eda Utgefin samanburdargdgn sem syna ad leysirinn/burdarefnid, sem vard fyrir valinu, framkalli
ekki litningabreytingar eda dnnur skadleg ahrif skal einnig hafa med 6medhdndlud samanburdardyr i hvert skipti sem
syni eru tekin, til ad byggja upp asattanleika fyrir burdarefnissamanburdinn.
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VERKFERLI

Fjoldi dyra

19. Hopasterdir vid upphaf rannséknarinnar skulu akvardadar med pad fyrir augum ad med peim faist a.m.k. 5 karldyr &
hvern hép. pessi fjoldi dyra & hvern hop telst naegilegur til ad veita videigandi tdlfreedilegan styrk (p.e. alla jafna er
hegt ad greina a.m.k. tvofoldun i tioni litningabreytinga pegar neikvaed samanburdargildi eru 1,0% eda herri og
likindin eru 80% og marktekni 0,05) (3. og 11. heimild). Til leidbeiningar vardandi deemigerdan hamarksfjolda dyra
myndi rannsékn & tveimur synatékutimum med premur skammtahépum og samskeida neikveedum og jakveedum
samanburdarhép (hver peirra samanstendur af fimm dyrum & hvern hdp), Gtheimta 45 dyr.

Medferdarazetiun

20. Préfunaridefnin eru yfirleitt gefin einu sinni (p.e. i einni medferd); nota mé adra skémmtunarazetlun, ad pvi tilskildu
ad han sé visindalega rokstudd.

21. Hja peim hopi sem feer steersta skammtinn eru syni tekin tvisvar sinnum eftir medferd. bar ed besti timinn til ad greina
litningabreytingar er hugsanlega undir pvi kominn hversu langan tima upptaka og efnaskipti profunaridefnisins eda
-efnanna taka, sem og éahrif pess eda peirra & hrada frumuhringsins, eru syni tekin einu sinni snemma og einu sinni
seint, u.p.b. 24 og 48 klukkustundum eftir lok medferdar. Pegar um er ad raeda adra skammta en stersta skammtinn
skal taka syni snemma innan 24 klukkustunda (&dur en eda pegar frumuhringstima B-sadstofnfrumna lykur til ad likur
séu mestar & ad geta metid fyrstu midfasa eftir medferd) ad lokinni medferd nema vitad sé ad annar synatfkutimi henti
betur og pad rokstutt.

22. Taka ma syni & 6drum timum. Ef t.d. um er ad reeda idefni sem hafa ahrif sem eru 6h&d S-fasa getur verid heppilegt ad
taka syni fyrr (p.e. innan 24 klukkustunda).

23. Heimilt er ad nota medferdaraztiun vid endurtekna skammta s.s. i tengslum vid préfun & 6drum endapunkti par sem
28-daga inngjafartimabil er notad (t.d. préfunaradferd B.58) en po pyrfti fleiri dyrahdpa til ad taka mid af mismunandi
synatokutimum. Til samreemis vid pad parf ad feera visindaleg rok fyrir pvi, i hverju tilviki fyrir sig, hvort slik &atlun
sé videigandi.

24.  A8dur en dyrin eru aflifud er hafilegum skammti af midfasastddvandi idefni (t.d. Colcemid® eda kolsisini) sprautad i
kvidarhol peirra. Eftir pad eru syni tekin ar dyrunum med hafilegu millibili. Ad pvi er vardar mys og rottur er petta
millibil u.p.b. 3-5 klukkustundir.

Skammtastaeradir

25. Ef engin nothef gdgn liggja pegar fyrir sem gagnast vid val a skommtum og framkvaemd er forprofun til ad akvarda
skammtasteerdir skal hin fara fram & sému rannséknarstofu og med sému tegund, stofni, og medferdaraatlun og a ad
nota i meginrannsokninni samkvemt radleggingum vid framkvemd skammtasterdarannsokna (12. heimild).
Markmid pessarar rannsoknar skal vera ad greina hamarkspolsskammt, skilgreindur sem skammturinn sem vekur
smaveegileg eiturhrif i hlutfalli vid lengd rannsoknartimabilsins (t.d. 6edlilegt atferli eda vidbrogd, minni hattar
pyngdartap eda frumueiturhrif i blédfrumnamyndandi kerfi) en ekki dauda eda merki um sarsauka, pjaningar eda
hraedslu sem gerir aflifun dyranna naudsynlega (13. heimild).

26. Einnig ma skilgreina staersta skammt sem pann skammt sem kallar fram einhver merki um eiturhrif i sédstofnfrumum
(t.d. pau ad hlutfallid milli jafnskiptinga sadstofnfrumna og fyrsta og annars midfasa i ryriskiptingu minnkar). pessi
minnkun ma ekki fara yfir 50%.
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27. Gera ma undantekningar fra vidmidunum fyrir akvordun skammta pegar um er ad raeda préfunaridefni sem hafa
sérheefda lifvirkni i litlum skdmmum sem kalla ekki fram eiturhrif (t.d. hormén og rasar) og idefni sem syna mettun
eiturefnahvarfaeiginleika, og pau skulu metin i hverju tilviki fyrir sig.

28. Til ad fa fram upplysingar um skammtasvérun skal i heildstedri rannsékn taka med neikvadan samanburdarhép
(18. lidur) og minnst prjar skammtasterdir sem eru almennt adskildar med studli sem nemur 2 en ekki meira en 4. Ef
profunaridefnid framkallar ekki eiturhrif i skammtasterdarannsokn eda byggt a fyrirliggjandi gégnum skal haesti
skammtur fyrir eina inngjof vera 2000 mg/kg likamspyngdar. Ef profunaridefnid veldur eiturhrifum skal
hamarkspolsskammtur pé vera hasti skammtur sem er gefinn og skammtasterdirnar sem eru notadar skulu helst
spanna bilid fra mestu eiturhrifum nidur i skammt sem framkallar litil eda engin eiturhrif. Ef eiturhrif i markvefjum
(p.e. eistum) koma fram vid allar skammtasterdirnar sem eru profadar er radlagt ad gera frekari rannséknir a
skdmmtum sem eru ekki eitradir. I rannséknum, sem eru @tladar til ad lysa megindlegum upplysingum um
skammtasvérun & ennpad itarlegri hatt, getur purft vidbdétarskammtahdpa. pessi mork geta verid breytileg ef um er ad
reeda tilteknar gerdir préfunaridefna (t.d. lyf handa monnum) sem falla undir sértekar krofur. Ef profunaridefnio
framkallar eiturhrif skal velja haskammtinn &samt tveimur minni skémmtum (eins og lyst er hér ad framan).
Héaskammturinn fyrir inngjafartimabil sem er 14 dagar eda lengra er 1000 mg/kg likamspyngd/dag og fyrir
inngjafartimabil sem er styttra en 14 dagar er hdskammturinn 2000 mg/kg likamspyngd/dag.

Gjof skammta

29. Taka skal tillit til fyrirsédrar vahrifaleidar fyrir menn vid tilhégun melingar. bvi ma velja ikomuleidir vahrifa, s.s.
med feedu, drykkjarvatni, stadbundnar, undir hid, um munn (med magasléngu), med innéndun eda med igraedslu, sem
faerd eru rok fyrir. T 6llum tilvikum skal velja ikomuleid sem tryggir nagileg vahrif 4 markvef. Alla jafna er ekki maelt
med innsprautun i kvidarhol, nema pad sé stutt visindalegum rékum, par ed han er yfirleitt ekki lifedlisfredilega
videigandi vahrifaleid fyrir menn. Ef préfunarioefninu er blandad i fédur eda drykkjarvatn, einkum ef um er ad reeda
staka skdmmtun, skal pess geett ad hlé milli neyslu fodurs og vatns og synatéku sé nagilegt til ad haegt sé ad greina
ahrifin (sja 33. lid). Hamarksrimmal vokva sem haegt er ad gefa i einu med magasléngu eda innsprautun reedst af
steerd tilraunadyrsins. RUmmalid atti alla jafna ekki ad vera meira en 1 ml/100g likamspyngdar nema um sé ad reeda
vatnslausnir en pa ma gefa ad hdmarki 2 ml/100g likamspyngdar. Ef meira rimmal en pad er notad (ef 16ggjoéf um
velferd dyra heimilar pad) skal pad rokstutt. Halda skal rimmalsfravikum i lagmarki med pvi ad stilla styrkleikann til
ad tryggja stodugt rammal i hlutfalli vid likamspyngdina fyrir allar skammtasteerdir.

Athuganir

30. Gera skal almennar, kliniskar athuganir & tilraunadyrunum og skra klinisk einkenni a.m.k. einu sinni & dag, helst &
sama tima eda sOmu timum & hverjum degi og med hlidsjon af pvi hvenazr venta ma hamarksahrifa af
skammtagjofinni. Ol dyr skulu skodud a.m.k. tvisvar 4 dag med tilliti til danar- og veikindatilvika. Oll dyr skulu
vigtud vid upphaf rannsoknar, a.m.k. vikulega medan & rannsoknum med endurteknum skémmtum stendur og vid
aflifun. I ranns6knum sem vara i a.m.k. eina viku skal meela fodurat a.m.k. vikulega. Ef préfunaridefnid er gefid med
drykkjarvatni skal einnig maela vatnsdrykkju i hvert skipti pegar skipt er um vatn og a.m.k. vikulega. Dyr sem syna
merki um umframeiturhrif sem ekki eru banvan skulu aflifud a4dur en préfunartimabilinu lykur (13. heimild).

Undirbdningur litninga

31. Kimfrumusvifblondur eru fengnar Gr 68ru eda badum eistum strax eftir aflifun dyranna, settar i undirprysta lausn og
festar samkveemt vidurkenndri adferdarlysingu (t.d. 2., 14., 15. heimild). Frumunum er sidan strokid & synisgler og
bar litadar (16. og 17. heimild). Oll synisglerin skulu kddud til pess ad audkenni peirra sé ekki adgengilegt
talningafdlkinu.

Greining

32. Telja skal a.m.k. 200 vel dreifda midfasa fyrir hvert dyr (3. og 11. heimild). Ef gildi rannsdknarsdgulegra neikvadra
samanburda er < 1% skal telja fleiri en 200 frumur/dyr til ad auka tolfreedilegan styrk. Nota skal litunaradferdir sem
gera Kkleift ad sanngreina praohaft.
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33. Breytingar i litningum og litningspradum skulu skrédar adskilid og peer flokkadar samkvemt undirgerdum (rof,
vixlun). Skord skulu skrad en ekki tekin med pegar dkvardad er hvort idefni framkalli marktaeka aukningu & tidni
frumna med litningabreytingum. Verkferlin sem notud eru & rannséknarstofunni skulu tryggja ad greiningar &
litningabreytingum séu gerdar af vel pjalfudu talningafdlki. bar ed vidurkennt er ad undirbuningur synisglerja leidir
oft til pess ad hluti frumnanna i midfasa rofnar sem leidir til pess ad peer tapa vid pad litningum skal fjoldi pradhafta i
peim frumum, sem eru taldar, ekki vera innan vid 2n = 2 par sem n er fjéldi einlitna litninga fyrir viokomandi tegund.

34. bott tilgangur préfunarinnar sé ad greina byggingarlegar breytingar i litningum er mikilvaegt ad skra tioni fjéllitna
frumna og tioni frumna med innrena tvéfoldun pegar slikra breytinga verour vart (sja 44. 1ig).

GOGN 0OG SKYRSLUGIOF

Urvinnsla nidurstadna

35. Gogn fyrir hvert einstakt dyr skulu sett fram i tofluformi. Fyrir hvert dyr skal akvarda fjolda frumna med
byggingarlegri litningabreytingu eda byggingarlegum litningabreytingum og fjélda litningabreytinga fyrir hverja
frumu. Breytingar i litningsprddum og litningum sem eru flokkadar samkveemt undirgerdum (rof, vixlun) skulu
skradar adskilid, med fjdlda peirra og tidni, fyrir tilrauna- og samanburdarhdpa. Skord eru skrad adskilid. Tioni skarda
er skrdd en er ad jafnadi ekki tekin med i greiningunni 4 heildartidni byggingarlegu litningabreytinganna. Ef fjéllitnun
og frumur med innreena tvoféldun koma fram er greint fr4 hlutfallinu.

36. Greina skal frd gdgnum um eiturhrif og klinisk einkenni (skv. 30. lid).

Viomidanir fyrir dsettanleika

37. Eftirfarandi viomidanir dkvarda asattanleika profunar.

— Samskeida neikveedur samanburdur er i samremi vid birtar vidmidanir fyrir rannsoknarsdguleg gégn um
neikvaedan samanburd, sem alla jafna er gert rad fyrir ad sé > 0% og < 1,5% frumna med litningabreytingum, og
rannsoknarséguleg samanburdargdgn rannsoknarstofunnar, ef pau liggja fyrir (sja 10. og 18. lid).

— Samskeida jakveedir samanburdir kalla fram svaranir sem eru i samreemi vid birtar viomidanir fyrir rannsokn-
arséguleg gdgn um jakvaedan samanburd eda rannsoknarsdgulegan gagnagrunn rannsoknarstofunnar um
jakveedan samanburd, ef hann liggur fyrir, og valda télfraedilega marktaekri aukningu i samanburdi vid neikvaeda
samanburdinn (sja 17. og 18. lid).

— Neegilegur fjoldi frumna og skammta hefur verid greindur (sja 28. og 32. 1id).

— Vidmidanirnar fyrir valinu & heesta skammti eru i samreemi vid pad sem lyst er i 25. og 26. lid.

38. Ef baoi jafnskipting og ryriskipting sjést i synunum skal akvarda hlutfallio milli jafnskiptinga i sddstofnfrumum og
midfasa fyrstu og annarrar ryriskiptingar sem melikvarda a frumueiturhrif hja 6llum medferdardyrum og dyrum i
neikveeda samanburdinum i heildarsyni med 100 frumum i skiptingu fyrir hvert dyr. Ef adeins sést jafnskipting i
synunum skal dkvarda jafnskiptingarhlutfallid i a.m.k. 1000 frumum fyrir hvert dyr.

Mat og talkun & nidurstédum

39. Greina skal a.m.k. prja medhdndlada skammtahdpa til ad fa naegjanleg gogn til ad framkvaema greiningu & skammta-
svorun.
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40. A bvi tilskildu ad farid sé ad dllum vidmidunum fyrir asattanleika er préfunaridefnid talid valda greinilegri jakveedri
svorun ef:

— a0 minnsta kosti einn préfunarskammtanna synir tdlfredilega markteka aukningu i samanburdi vid samskeida
neikveeda samanburdinn,

— aukningin er skammtatengd a.m.k. & einum synatékutima og

— einhver nidurstadnanna lendir utan settanlegs svids gagna um neikveeda samanburdi eda utan dreifingarinnar i
rannsoknarségulegum gdgnum rannsoknarstofunnar um neikvaeda samanburdi, ef pau liggja fyrir (t.d. 95%
styrimdrk fyrir samanburd, byggd & Poisson), ef pau liggja fyrir.

P4 er litid svo & ad profunaridefnid geti vakid litningabreytingar i sadstofnfrumum tilraunadyranna. Radleggingar um
hvada télfreediadferdir eiga best vid ma einnig finna i heimildunum (11. og 18. heimild). I tolfredilegum profunum
sem eru notadar skal lita & dyrid sem tilraunaeininguna.

41. AJ pvi tilskildu ad farid sé ad 6llum vidmidunum fyrir &settanleika er préfunaridefnid talid valda greinilegri
neikveedri svorun ef:

— enginn profunarskammtanna synir tolfredilega markteeka aukningu i samanburdi vid samskeida neikvaeda
samanburdinn,

— pad er engin skammtatengd aukning i neinum tilraunaskilyrdum, og

— allar nidurstddur lenda innan &sattanlegs svids gagna um neikvaeda samanburdi eda rannsoknarsdgulegra gagna
rannséknarstofunnar um neikvaeda samanburdi (t.d. 95% styrimork fyrir samanburd, byggd & Poisson), ef pau

liggja fyrir.

pa er litid svo & ad profunaridefnid geti ekki vakid litningabreytingar i sddstofnfrumum tilraunadyranna. Radleggingar
um hvada tolfreediadferdir eiga best vid ma einnig finna i heimildunum (11. og 18. heimild). Neikvad nidurstada
Gtilokar ekki moguleikann & ad idefnid geti vakid litningabreytingar & sidari proskastigum, sem eru ekki rannsékud,
eda genastokkbreytingar.

42. EKKi er gerd krafa um sannpréfun & skyrri jakveedri eda skyrri neikvaedri svorun.

43. Ef svorunin er ekki greinilega neikvad eda jakveed og til ad audvelda akvordun & liffreedilegu mikilvaegi nidurstddu
(t.d. veeg eda dviss aukning) skulu gognin metin samkvemt sérfreedialiti og/eda frekari rannsoknir gerdar med
fyrirliggjandi tilraunargdgnum s.s. athugun hvort jakvad nidurstada lendir utan asaettanlegs svids gagna um neikveeda
samanburdi eda rannsoknarsdguleg gogn rannsoknarstofunnar um neikveeda samanburdi (19. heimild).

44. 1 orfaum tilvikum gefa gégnin ekki kost & alyktunum um jakvaedar eda neikvadar nidurstddur, jafnvel eftir frekari
rannsoknir, og pvi er alyktad ad peer séu tvireedar.

45. Ef fjollitna frumum fjélgar getur pad verid visbending um ad profunaridefnid geti hamlad jafnskiptingarferlum og
studlad ad breytingum 4 litningafjélda (20. heimild). Ef frumum med innreena tvéfoldun i litningum fjélgar getur pad
verid visbending um ad préfunarioefnid geti stodvad framras frumuhringsins (21. og 22. heimild), sem er annad
gangvirki sem framkallar breytingar & fjélda litninga en pad sem hamlar jafnskiptingarferlum (sja 2. 1id). bpvi skal tioni
fjollitna frumna og frumna med innrana tvofoldun skrad adskilid.
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Préfunarskyrsla

46. Eftirtaldar upplysingar skulu vera i préfunarskyrslunni:

Samantekt.

Préfunaridefni:

— uppruni, lotundmer, sidasti notkunardagur, ef hann liggur fyrir,

— stodugleiki profunaridefnisins, ef hann er pekktur.

— leysni og stddugleiki profunaridefnisins i leysinum, ef pekkt,

— meeling & syrustigi, osmdlalstyrk og botnfellingu i reektunarmidlinum sem profunaridefninu var bett i, eins og vid &.

Efni med einum efnispaetti:

— tlit, vatnsleysni og adrir edlisefnafradilegir eiginleikar sem skipta mali,

— efnafraedileg sanngreining, s.s. IUPAC- eda CAS-heiti, CAS-nr., SMILES- eda InChl-kédi, byggingarformdla,
hreinleiki, efnakenni 6hreininda, eins og vid & og er teeknilega mogulegt, o0.s.frv.

Fjolpattaefni, UVCB-efni og bléndur:

— lysing & eiginleikum eins og kostur er med efnakenni (sj& hér ad framan), magnbundnu innihaldi og peim
edlisefnafraedilegu eiginleikum efnispattanna sem skipta mali.

Tilreidsla préfunaridefnis:

— rok fyrir vali & burdarefni,

— leysni og stddugleiki préfunaridefnisins i leysinum eda burdarefninu,

— tilreidsla blandna i f6dur, drykkjarvatn eda til innéndunar,

— magngreiningar & samsetningum (t.d. stéougleiki, einsleitni, nafnstyrkur), fari peer fram.

Tilraunadyr:

— tegund/stofn sem eru notud og rékstudningur fyrir notkun,

— fjoldi og aldur dyranna,

— uppruni, adbanadur, fédur o.s.frv.,
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— adferd til ad audkenna dyrin hvert um sig

— a0 pvi er vardar skammtimarannsoknir: pyngd hvers dyrs vio upphaf og lok profunar; ad pvi er vardar rannséknir
sem standa lengur en eina viku: likamspyngd hvers dyrs medan rannsokn stendur yfir og fédurat. Hafa skal med
dreifisvio likamspyngdar, medalpyngd og stadalfravik fyrir hvern hép.

Profunarskilyroi:

— g06gn um jakvaedan og neikvaedan samanburd (burdarefni/leysir),

— g0gn ar skammtasterdarrannsékn hafi han verid gerd,

— rok fyrir vali & skammtasteerd,

— 1ok fyrir vali & ikomuleid,

— upplysingar um tilreidslu préfunaridefnisins,

— upplysingar um pad hvernig préfunaridefnid er gefid,

— rok fyrir vali & aflifunartimum,

— adferdir vid mealingar 4 eiturhrifum i dyrum, p.m.t. fyrir vefjameinafraedi- eda blédgreiningar og tidni athugana
og vigtunar & dyrum, ef paer liggja fyrir,

— aodferdir vid ad stadfesta ad profunaridefnio hafi ndd til markvefjanna, eda komist i almenna hringras, ef
neikveedar nidurstodur fast,

— raunskammtasterd (mg/kg likamspyngdar/dag) reiknud Gt fra styrkleika préfunaridefnisins (i milljénarhlutum) i
fédri/drykkjarvatni og ut fra neyslu, ef vid 4,

— upplysingar um geedi fodurs og vatns,

— nékveem lysing & medferd og synatdkuastlunum og rékstudningur fyrir valinu,

— aoferd vid aflifun,

— aoferd vid verkjastillingu (ef notud),

— verklag vid einangrun vefja,

— audkenni midfasastédvandi idefnis, styrkur pess og hversu lengi medferd stendur,

— adferdir vid undirblning synisglerja,
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— vidmidanir fyrir talningu breytinga,

— fjoldi frumna sem er skodadur ur hverju dyri,

— vidmidanir til ad meta hvort nidurstddur rannsékna séu jakveedar, neikvaedar eda tviredar.

Nidurstoour:

— éastand dyranna fyrir préfunina og & medan henni stendur, p.m.t. merki um eiturhrif,

— likamspyngd og pyngd liffeera vid aflifun (ef margar medferdir eru notadar skal mala likamspyngd medan &
medferdum stendur),

— merki um eiturhrif,

— jafnskiptingarhlutfall,

— hlutfall milli jafnskiptinga i sadstofnfrumum og midfasa fyrstu og annarrar ryriskiptingar, eda adrar visbendingar
um vahrif a markvefinn,

— tegund og fjéldi breytinga, tilgreint sérstaklega fyrir hvert dyr,

— heildarfj6ldi breytinga fyrir hvern hdp asamt medaltali og stadalfraviki,

— heildarfjéldi frumna med breytingum fyrir hvern hop dsamt medaltali og stadalfraviki,

— tengsl milli skammts og svorunar, ef unnt er,

— tolfreedilegar greiningar og adferdir sem eru notadar,

— g0Ogn um samskeida, neikvaedan samanburd,

— rannsoknarsdguleg gégn um neikveedan samanburd asamt svidum, medalt6lum, stadalfrdvikum og 95%
Oryggisbili (ef pad liggur fyrir) eda birt rannsdknarséguleg gégn um neikvaedan samanburd sem eru notud til ad
meta hvort nidurstdour Ur préfun séu aseettanlegar,

— gbgn um samskeida jakvaedan samanburd,

— breytingar a litnun, komi peer fram, p.m.t. tidni fjéllitnunar og/eda innraen tvéféldun i frumum.
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Vidbetir

SKILGREININGAR

Mislitnun: &1l fravik fra edlilegum fj6lda tvilitna (eda einlitna) litninga sem nema einum eda fleiri litningum en ekki ef um er ad
reeda heilt sett eda heil sett litninga (fjollitnun).

bradhaft: sveedi a litningi par sem spélupraedir festast medan & frumuskiptingu stendur og pad gerir détturlitningunum kleift ao
faerast skipulega ad skautum doétturfrumnanna.

idefni: efni eda blanda.

Fjolbreytni litninga: fjdlbreytni i 16gun (t.d. midheftir, endaheftir 0.s.frv.) og sterd litninga.

Litningspradarbreyting: skemmd & byggingu litnings sem lysir sér i pvi ad stakir litningspraedir rofna eda peir rofna og tengjast
sidan aftur 6drum pradum.

Litningabreyting: skemmd & byggingu litnings sem lysir sér i pvi ad badir litningspraedirnir rofna & sama stad eda peir rofna
badir 4 sama stad og tengjast sidan aftur.

Efni sem veldur litningabrenglun: 611 idefni sem valda byggingarlegum litningabreytingum i frumuhépum eda lifverum.

Skard: litlaus skemmd sem er mjorri en sem nemur breidd eins litningspradar og par sem upprédun litningspradanna er nalegt
pvi ad vera edlileg.

Erfdaeiturhrif: almennt hugtak sem nzr yfir allar gerdir skada & DNA eda litningum, p.m.t. rof, Grfelling, vidbatur, breytingar a
nutkledtidum og tengingar peirra, endurrédun, stokkbreytingar, litningabreytingar og mislitnun. Erfdaeiturhrif hafa ekki oll i for
med sér stokkbreytingar eda stddugar litningaskemmdir.

Jafnskiptingarhlutfall: hlutfallid milli fjlda frumna i midfasa og meelds heildarfjélda frumna i frumuhépi, visbending um hve
or fjélgunin er i pessum frumuhopi.

Jafnskipting: skipting frumukjarnans sem skiptist oftast i forfasa, formidfasa, midfasa, sidfasa og lokafasa.

Stokkbreyting: veldur arfgengri breytingu & r6d eda rddum DNA-basapara i lithingum eda breytingu & byggingu litninga
(litningabreytingum).

Breyting & fjolda: breyting a fjolda litninga fra pvi sem edlilegt er hja peim dyrum sem eru notud.

Fjollitnun: margfeldi & fjolda einlitna litninga (n), ad tvilitnun undanskilinni (p.e. 3n, 4n o.s.frv.).

Byggingarleg breyting: breyting & byggingu litnings sem kemur fram vid smasjarskodun & midfasa frumuskiptingar sem
urfellingar og butar, vixlanir.

Profunaridefni: sérhvert efni eda blanda sem er profud med pessari profunaradferd.

UVCB-efni: efni af dpekktri eda breytilegri samsetningu, flékin myndefni og liffreedileg efni.
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5)

| stad kafla B.40 i B-hluta kemur eftirfarandi:

,»B.40  RANNSOKN I GLASI A HUBATINGU: PROFUNARADFERD VID MZLINGAR A RAFVIDNAMI GEGNUM HUD
(TER)

INNGANGUR

1.  Pbessi préfunaradferd jafngildir OECD-viomidunarreglu 430 um proéfanir (2015). Med hGdetingu er att vid varanlega
skemmd i hao, sem birtist sem synilegt drep sem naer i gegnum hudpekjuna og nidur i ledurhddina, eftir ad
préfunaridefni hefur verid borid & hana, samkvemt skilgreiningu i hnattsamremdu kerfi Sameinudu pjédanna til
flokkunar og merkingar & idefnum (HSK) (1. heimild) og reglugerd (EB) nr. 1272/2008 um flokkun, merkingu og
pokkun (reglugerdin um flokkun, merkingu og pdkkun) (2). Pessi uppferda profunaradferd B.40 felur i sér profun i
glasi sem gerir kleift ad sanngreina 6ztandi og @tandi efni og bléndur i samraemi vio hnattsamraemt kerfi Sameinudu
pj6édanna til flokkunar og merkingar a idefnum (HSK-Spb) (1. heimild) og reglugerd (EB) nr. 1272/2008 um flokkun,
merkingu og pdkkun.

2. Mat a htdetandi ahrifum hefur oftast falid i sér notkun tilraunadyra (profunaradferd B.4, sem jafngildir OECD-
vidmidunarreglu 404 um préfanir, upphaflega sampykkt arid 1981 og endurskodud arin 1992, 2002 og 2015)
(2. heimild). Auk fyrirliggjandi profunaradferdar B.40 hafa adrar adferdir til profunar i glasi, til profunar &
hGdatingarmeetti idefna, verid fullgiltar og sampykktar sem préfunaradferd B.40a (sem jafngildir OECD-
vidmidunarreglu 431 um profanir) (3. heimild) og préfunaradferd B.65 (sem jafngildir OECD-vidmidunarreglu 435
um profanir) (4. heimild), sem geta einnig sanngreint undirundirflokka &tandi idefna ef porf krefur. Nokkrar fullgiltar
adferoir til profunar i glasi hafa verid sampykktar sem préfunaradferd B.46 (sem jafngildir OECD-vidmidunarreglu
439 um profanir) (5. heimild) sem nota skal til préfunar & hadertingu. | leidbeiningarskjali Efnahags- og
framfararstofnunar um sampeettar adferdir vid préfun og mat & hideetingu og hudertingu er lyst nokkrum einingum
sem samflokka ymsar upplysingaveitur og greiningarteeki, og i. veittar leidbeiningar um hvernig skal sampzatta og
nota fyrirliggjandi préfunargdgn og 6nnur gogn til ad meta hidertingar- og etingarmatt idefna, og ii. lagdar til
nalganir pegar porf er & frekari préfunum (6. heimild).

3. Pessi profunaradferd vardar hudaetingu sem endapunkt med tilliti til heilbrigdis manna. HGn grundvallast &
profunaradferd vid melingar & rafvionami gegnum rottuhid (TER), par sem notadir eru hidflipar til ad sanngreina
tandi efni eftir heefni peirra til ad skada hornlag hidarinnar og draga dr talmavirkni hennar. Samsvarandi OECD-
vidmidunarregla um préfanir var upphaflega sampykkt &arid 2004 og uppferd ario 2015 til ad visa til
leidbeiningarskjalsins um sampattar adferdir vid préfun og mat (IATA).

4. Til ad meta profun i glasi & htdaetingu i eftirlitsskyni voru gerdar forfullgildingarrannsoknir (7. heimild) og fylgt eftir
med formlegri fullgildingarrannsékn & préfunaradferd vid melingar & rafvidndmi gegnum rottuhlGo til ad meta
htdetingu (8.—11. heimild). Nidurstddur pessara rannsokna urdu til pess ad meelt var med pvi ad profunaradferdin vid
melingar & rafvidndmi gegnum hid (einnig nefnd fullgilta vidmidunaradferdin (e. Validated Reference Method —
VRM) yrdi notud i eftirlitsskyni vid mat i lifi & hidetingu (12.—14. heimild).

5. Adur en hagt er ad nota tillagda samsvarandi eda breytta préfunaradferd i glasi vid malingar & rafvidnami gegnum
hGd & hudeetingu i eftirlitsskyni, adra en fullgiltu vidomidunaradferdina, skal &kvarda areidanleika hennar, gildi
(nékvaemni) og takmarkanir midad vid tillagda notkun til ad tryggja ad hdn sé samsvarandi fullgiltu
vidmidunaradferdinni, i samreemi vid krofurnar i nothefisstodlunum (15. heimild). Gagnkveema sampykkt gagna,
samkvamt samkomulagi Efnahags- og framfarastofnunarinnar, er adeins hagt ad tryggja eftir ad blid er ad
endurskoda og fella inn i samsvarandi OECD-viomidunarreglu um profanir allar tillagdar, nyjar eda uppfaerdar
profunaradferdir samkveemt nothafisstddlunum.

SKILGREININGAR
6.  Skilgreiningar, sem eru notadar, eru gefnar upp i vidbatinum.
ATRIDI SEM bARF AD HAFA | HUGA | UPPHAFI

7. Fullgildingarrannsokn (10. heimild) og adrar birtar rannséknir (16. og 17. heimild) hafa synt ad med préfunaradferd
vid melingar & rafvionami gegnum rottuhtd er hagt ad greina & milli pekktra hidztandi efna og datandi efna med
heildarnemi sem nemur 94% (51/54) og sérteeki sem nemur 71% (48/68) fyrir gagnagrunn med 122 efnum.

@)

Reglugerd Evrépupingsins og radsins (EB) nr. 1272/2008 fra 16. desember 2008 um flokkun, merkingu og pdkkun efna og blandna, um
breytingu og nidurfellingu 4 tilskipunum 67/548/EBE og 1999/45/EB og um breytingu & reglugerd (EB) nr. 1907/2006 (Stjtid. ESB L 353,
31.12.2008, bls. 1).
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8.  bessi préfunaradferd vardar hideetingu i glasi. Han gerir kleift ad sanngreina 6ztandi og @tandi profunaricefni i
samreemi vid HSK Sh/reglugerd (EB) nr. 1272/2008 um flokkun, merkingu og pékkun. St takmérkun er & pessari
profunaradferd, eins og synt er fram & i fullgildingarrannsoknunum (8.—11. heimild), ad han gefur ekki feri &
undirflokkun etandi efna og blandna i samraemi vid HSK Sb/reglugerd (EB) nr. 1272/2008 um flokkun, merkingu og
pokkun. Notkun pessarar préfunaradferdar akvardast af gildandi regluramma. b6 ad pessi préfunaradferd veiti ekki
fullnzegjandi upplysingar um hadertingu skal pad tekid fram ad préfunaradferd B.46 vardar sérstaklega rannsokn i
glasi & ahrifum hidertingar & heilbrigdi (5. heimild). Fyrir fullt mat & stadbundnum ahrifum & had eftir vahrif & hid i
eitt skipti er melt med pvi ad fletta upp i leidbeiningarskjali Efnahags- og framfarastofnunarinnar um sampeettar
adferdir vid profun og mat (6. heimild).

9. Margvisleg idefni, sem eru adallega efni, hafa verid profud vio fullgildinguna sem liggur til grundvallar pessari
préfunaradferd og gagnasafn fullgildingarrannséknarinnar, byggt a athugunum, nadi yfir 60 efni sem na yfir margs
konar idefnaflokka (8. og 9. heimild). A grundvelli fyrirliggjandi heildargagna hentar profunaradferdin fyrir margs
konar idefnaflokka og edlisastand, p.m.t. vokva, halffést efni, fost efni og vaxkennd efni. bar ed préfunarefni med
videigandi tilvisunargégnum eru ekki audveldlega adgengileg fyrir tiltekid edlisastand skal bent & ad frekar litill fjoldi
vaxkenndra efna og etandi fastra efna voru metin i fullgildingunni. Vékvarnir mega vera vatnskenndir eda ekki
vatnskenndir og fostu efnin mega vera uppleysanleg eda 6leysanleg i vatni. I tilvikum par sem unnt er ad syna fram &
ad profunaradferdin sé ekki nothaf fyrir tiltekinn flokk efna skal ekki nota profunaradferdina fyrir pann tiltekna flokk
efna. bar sem pessi profunaradferd hentar efnum telst hin ad auki henta bléndum. bar ed bléndur na yfir breitt svid
flokka og samsetninga og sem stendur eru adeins takmarkadar upplysingar fyrirliggjandi um proéfanir & blondum skal
p6, i peim tilvikum par sem unnt er ad syna fram & onothefi profunaradferdarinnar vardandi tiltekinn flokk af
bléndum (t.d. &zetlun fylgt eins og meelt er med i Eskes et. al. 2012) (18. heimild), ekki nota préfunaradferdina fyrir
pann tiltekna flokk blandna. Adur en pessi adferd til profunar 4 bléndu, sem er framkvaemd til ad fa gégn sem
fyrirhugad er ad nota i eftirlitsskyni, er notud skal skodad hvort, og pa af hverju, hin geeti veitt nidurstédur sem eru
fullnzegjandi i peim tilgangi. Ekki er porf & slikri skodun ef préfun & bléndunni er krafa af halfu eftirlitsyfirvalda. Ekki
er enn buio ad meta lofttegundir og Gdaefni i fullgildingarrannséknum (8. og 9. heimild). b6 ad pad sé hugsanlegt ad
haegt sé ad prdfa lofttegundir og Udaefni med préfunaradferdinni vid melingar & rafvidnami gegnum hud er ekki heegt
ad profa pau med nlverandi profunaradferd.

MEGINREGLA PROFUNARINNAR

10. Préfunaridefnid er I4tid liggja i allt ad 24 klukkustundir & yfirbordi hudpekju hudflipa i tveggja hélfa préfunarkerfi par
sem hudflipinn gegnir hlutverki skilrdma milli hdlfanna. Hudfliparnir eru teknir af 28-30 daga gémlum rottum sem
hafa verid aflifadar & mannudlegan hétt. /tandi idefni eru sanngreind eftir haefni peirra til ad skada hornlag
hGdarinnar og draga Or talmavirkni hennar en petta melist sem lekkun & rafvionami hadar nidur fyrir
vidmidunarmork (16. heimild) (sj& 32. 1id). Fyrir rafvidnam gegnum had hja rottum hefur préskuldsgildio 5 k verid
valid & grundvelli umfangsmikilla gagna fyrir vitt svid efna par sem mikill meirihluti gildanna var ymist vel yfir
(oft > 10 kQ) eda vel undir (oft < 3 kQ) pessu gildi (16. heimild). Profunaridefni, sem eru 6standi i dyrum en eru
ertandi eda Oertandi, leekka ad jafnadi ekki rafvionamid gegnum hud nidur fyrir petta proskuldsgildi. Enn fremur getur
notkun annarra hiohluta eda annars bnadar breytt proskuldsgildinu og par med gert frekari fullgildingu naudsynlega.

11. Lidur i profunarferlinu er &fangi med leysilitarbindingu sem er stadfestingarprofun & jakveedum nidurstédum vardandi
rafvidnam gegnum hid, p.m.t. & gildum i kringum 5 kQ. Afanginn med leysilitarbindingu synir hvort aukning &
joénalekt er vegna efnislegrar eydileggingar & hornlagi hidarinnar. Maling & rafvionami gegnum had hefur synt sig ad
vera areidanleg adferd (i lifi) til ad segja fyrir um etandi eiginleika hja kaninum sem metnir eru med préfunaradferd
B.4 (2. heimild).

SYNT FRAM A HAFNI

12.  Adur en profunaradferdin vid malingar & rafvidnami gegnum rottuhud, sem fylgir pessari profunaradferd, er tekin til
reglubundinnar notkunar skulu rannséknarstofur syna fram & teeknilega hafni sina med pvi ad flokka med réttum haetti
heaefnisefnin toIf sem malt er med i t6flu 1. Ef efni & skranni er ekKki tilteekt, eda pegar slikt er réttleetanlegt, er heimilt
ad nota annad efni ef fullnaegjandi tilvisunargdgn i lifi og i glasi liggja fyrir um pau ( t.d. af skrénni yfir
vidmidunaridefni (16. heimild)) ad pvi tilskildu ad somu valvidmidunum, eins og lyst er i toflu 1, sé beitt.
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Tafla 1
Skra yfir hafnisefni (1)
Undirflokkur bjr”f‘l’]'ﬁg:’l't‘r';
':esgﬁ:srgif vidmidunar-
Efni CAS-nmer | faefnaflokkur () | (EB)nr. 1272/ |, 20ferdar | Bdlis- | )
. | byggté&nid- | astand
2008 byggt & X 5
. . .| urstodum Gr
nidurstéoum Gr profun {
profun i lifi (3) glasi
Atandi efni 1 lifi
N,N’-dimetyldiprépylentriamin 10563-29-8 lifreenn basi 1A 6xC Vokvi 8,3
1,2-diamindprdpan 78-90-0 lifreenn basi 1A 6xC Vokvi 8,3
Brennisteinssyra (10%) 7664-93-9 Olifreen syra | (1A/)1B/1C 5xC Vokvi 1,2
1xNC
Kaliumhydroxid (10% vatnslausn) 1310-58-3 olifrenn basi | (1A/)1B/1C 6xC Vokvi | 13,2
Oktan- (kapryl-)syra 124-07-2 lifren syra 1B/1C 4xC Vokvi 3,6
2xNC
2-tert-batylfendl 88-18-6 fenol 1B/1C 4xC Vokvi 39
2xNC
Oetandi efni i lifi
isosterinsyra 2724-58-5 lifreen syra NC 6 x NC | Vokvi 3,6
4-amin6-1,2,4-triasol 584-13-4 lifreenn basi NC 6 x NC Fast 55
efni
Fenetylbrémid 103-63-9 rafsaekin NC 6 x NC | Vokvi 3,6
4-(metylpid)-bensaldehyd 3446-89-7 rafsaekin NC 6 x NC | Vokvi 6,8
1,9-dekadien 1647-16-1 | hlutlaus lifreen NC 6 x NC | Vokvi 3,9
Tetrakloretylen 127-18-4 hlutlaus lifreen NC 6 x NC | Vokvi 45

Skammstafanir: aq =
NC = 6ztandi.

vatnskenndur, CASRN = CAS-nimer, VRM = fullgild viomidunaradferd, C = etandi,

(1) Hefnisefnin, sem voru fyrst flokkud i annars vegar etandi og hins vegar 6ztandi, sidan eftir etandi undirundirflokki og loks
ioefnaflokki, voru valin ar efnunum sem voru notud i fullgildingarrannsokn Evropumidstédvarinnar um fullgildingu
stadgonguadferda & préfunaradferd vid melingar & rafvidnami gegnum rottuhd (8. og 9. heimild). Nema annad sé tekid fram
voru efnin pr6fud & pvi hreinleikastigi sem pau hofou pegar pau voru keypt & almennum markadi (8. heimild). Valid innihélt, ad
pvi marki sem hagt var, efni sem: i. eru deemigerd fyrir svirunarsvid tingar (t.d. éztandi; fra litilli til mikillar &tingar) sem

fullgilta vidmidunaradferdin getur melt eda spad fyrir um, ii.

eru demigerd fyrir idefnaflokkana sem eru notadir i

fullgildingarrannsokninni, iii. endurspegla nothafiseiginleika fullgiltu vidmidunaradferdarinnar, iv. hafa vel skilgreinda
efnafraedilega byggingu, v. kalla fram endanlegar nidurstodur i viomidunarpréfunaradferdinni i lifi, vi. eru faanleg & markadi og
vii. peim fylgir ekki 6asettanlegur forgunarkostnadur.
() Iidefnaflokkur, samkvaemt Barratt et al. (8. heimild).
(3 Samsvarandi pokkunarflokkar Sp eru I, Il og Ill, eftir pvi sem vid &, fyrir undirflokka 1A, 1B og 1C samkvemt HSK
Sb/reglugerd (EB) nr. 1272/2008 um flokkun, merkingu og pokkun.
(4 pH-gildin eru fengin Gr Fentem et al. (9. heimild) og Barratt et al. (8. heimild).
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VERKFERLI

13. Stadladar verklagsreglur eru tilteekar fyrir profunaradferdina vio melingar & rafvidndmi gegnum rottuhid ad pvi er
vardar hudetingu (19. heimild). Profunaradferdirnar vid melingar & rafvionami gegnum rottuh(d, sem pessi
préfunaradferd neer yfir, skulu uppfylla eftirfarandi skilyroi:

Dyr

14. Nota skal rottur par ed adur hefur verid synt fram & naemi hadar peirra fyrir efnum i pessari préfunaradferd
(12. heimild) og par ed rottuhtd er eina hidin sem hefur verid formlega fullgilt (8. og 9. heimild). Aldur rottanna
(pegar hudin er tekin) og stofn eru sérstaklega mikilveegir peettir til ad tryggja ad harsekkir peirra séu i hvild 4dur en
voxtur & fullordinsharum hefst.

15. Hér & baki og sidum & ungum, u.p.b. 22 daga gdmlum, karl- eda kvenrottum (af Wistar-stofni eda sambeerilegum
stofni) er fjarleegt geetilega med litlum harklippum. Dyrin eru sidan pvegin vandlega med rékum klat medan klippta
sveedid er badad i syklalyfjalausn (sem inniheldur t.d. streptomysin, penisillin, kléramfenikol og amfoterisin i
styrkleikum sem nagja til ad hindra bakteriuvoxt). Dyrin eru pvegin aftur med syklalyfjalausn & pridja eda fjorda degi
eftir fyrsta pvottinn og eru notud innan priggja daga fr 6drum pvotti pegar hornlag hidarinnar hefur jafnad sig eftir
ad harin voru fjarlaego.

Undirbdningur hudflipa

16. Dyrin eru aflifud & mannudlegan hétt pegar pau eru 28-30 daga gémul, pessi aldur er mikilveegur. pvi nest er hidin
flegin af baki og sioum hvers dyrs og 61l umframfita fjarleegd af undirhidinni med pvi ad kroppa hana getilega af
hadinni. Fjarleegdir eru hudflipar, hver um sig u.p.b. 20 mm i pvermal. Hidina méa geyma adur en fliparnir eru notadir
par sem synt er ad jakveed og neikveed samanburdargdgn eru jafngild peim sem fast med nyrri hud.

17. Hver huoflipi er settur yfir annan endann & rori ar PTFE (pdlytetraflGoretyleni) pannig ad éruggt sé ad yfirboro
hadpekjunnar sé i snertingu vid rorid. Til ad htdin haldist & sinum stad er O-laga gimmihring pryst pétt yfir endann &
rorinu og umframvefur skorinn burt. Sidan er pétt med vaselini & milli O-gimmihringsins og endans & PTFE-rérinu.
Rorinu er haldid uppi med fjadurklemmu inni i vidtakaholfi sem inniheldur magnesiumsulfatlausn (154 mM) (mynd
1). Dyfa skal hudflipanum & kaf i magnesiumsulfatlausnina. Heegt er ad nd 10-15 hudflipum Ur einni rottuhud. Mal
rorsins og O-hringsins eru gefin & mynd 2.

18. Adur en profunin hefst er rafvidnam gegnum had meelt 4 tveimur hidflipum til ad gedaprofa hidina af hverju dyri.
Baadir fliparnir &ttu ad gefa heerra rafvidnamsgildi en 10 kQ ef haegt & ad vera ad nota afganginn af flipunum fyrir
profunaradferdina. Ef viondmsgildid er minna en 10 kQ skal farga flipunum sem eftir eru af peirri hid.

Notkun proéfunaridefnisins og samanburdarefna

19. Nota skal samskeida jakvaedan og neikvaeedan samanburd fyrir hverja keyrslu (tilraun) til ad tryggja fullnaegjandi
frammist6du tilraunalikansins. Nota skal htdflipa fra einu dyri i hverri keyrslu (tilraun). Ra816gd jakveaed og neikveed
samanburdarpréfunaridefni eru 10 M saltsyra og eimad vatn, i peirri rod.

20. Fljotandi préfunarioefnum (150 pl) er dreift jafnt & yfirbord hadpekjunnar inni i rérinu. begar efni i fostu formi eru
profud er negilegt magn af fasta efninu sett jafnt & flipann til ad tryggja ad allt yfirbord hudpekjunnar sé pakid.
Afjénudu vatni (150 pl) er sidan hellt ofan & fasta efnid og rorid hrist varlega. Til ad n& hdmarkssnertingu vid hudina
getur purft ad hita fost efni upp i 30 °C til ad breeda eda mykja profunaridefnio eda mala pau til ad mynda korn eda
duft.
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21. brir hadéflipar eru notadir fyrir hvert profunar- og samanburdaridefni i hverri profunarkeyrslu (rannsokn).
Préfunaridefnin eru latin liggja & i 24 klukkustundir vid 20-23 °C. Préfunaridefnid er fjarleegt med pvi ad skola pad af
undir kranavatnsbunu vid allt ad stofuhita par til baio er ad fjarleegja allt efni sem haegt er.

Malingar a rafvidnami gegnum hao

22. Samvidnam hudar er melt & sama hatt og rafvionam gegnum hid med pvi ad nota Wheatstone-bri med lagspenntum
ridstraumi (18. heimild). Almennar forskriftir fyrir brina eru 1-3 volta vinnsluspenna, 50-1000 Hz, sinuslaga eda
ferhyrndur ridstraumur og a.m.k. 0,1-30 kQ meelisvid. Bruin, sem er notud i fullgildingarrannsékninni, melir span,
rymd og vidnam i gildum upp i 2000 H, 2000 pF og 2 MQ, i pessari rod, vié tidnirnar 100 Hz eda 1 kHz, med notkun
radtengdra eda hlidtengdra gilda. A8 pvi er vardar rafvidnam gegnum hdd eru malingar & etandi ahrifum skradir i
vidnami, vid tidnina 100 rid og med pvi ad nota radgildi. Fyrir melingu & rafvidnami er yfirbordsspenna hidarinnar
minnkud med pvi ad pekja hadpekjuna med nagilegu magni af 70% etandli. Eftir nokkrar sekdndur er etandlid
fjarleegt Ur roérinu og vefurinn er sidan vatnadur med pvi ad bata vid 3 ml af magnesiumsilfatlausn (154 mM).
Rafskaut briarinnar eru sett hvort sinum megin & hadéflipann til ad mela vidnamid sem kQ/hidflipa (mynd 1).
A mynd 2 ma sja mal rafskautanna og lengd pess hluta rafskautsins sem er undir krokodilaklemmunum. Klemman &
innra rafskautinu er latin hvila & toppi PTFE-rérsins medan & vionamsmalingunni stendur til ad tryggja ad lengd pess
hluta rafskautsins, sem er ofan i magnesiumsulfatlausninni, haldist 6breytt. Ytra rafskautinu er komid fyrir inni i
vidtakahdlfinu pannig ad pad hvili & botni holfsins. Fjarleegdinni milli nedsta hluta fjadurklemmunnar og botns PTFE-
rorsins skal haldid stédugri (mynd 2) par ed pessi fjarleegd hefur ahrif & meeligildi vidndmsins. Af somu astedu skal
halda fjarleegdinni milli innra rafskautsins og hudflipans stédugri og sem minnstri (1-2 mm).

23. Ef malda vidndmsgildid er hearra en 20 kQ getur &stedan verid st ad leifar af préfunaridefninu pekja yfirbordio &
hidpekju hudflipans. Reyna ma ad fjarlegja petta pekjandi efni, t.d. med pvi ad halda fyrir PTFE-rérid med
hanskakleeddum pumalfingri og hrista pad i u.p.b. 10 sekdndur; magnesiumsulfatlausninni er sidan fleygt og
vidnamsmalingin endurtekin med nyju magnesiumsulfati.

24. Eiginleikar og mal préfunarbinadarins og tilraunaadferdin, sem er notud, geta haft ahrif & gildin sem fast fyrir
rafvionam gegnum had. Vidmidunarmérkin 5 kQ fyrir etandi ahrif voru akvérdud at fra gdgnum sem aflad var med
peim tiltekna banadi og verkferli sem er lyst i pessari préfunaradferd. Mismunandi vidmidunarmérk og
samanburdargildi kunna ad eiga vio ef adstedum vid préfun er breytt eda 6druvisi bunadur notadur. bvi er
naudsynlegt ad kvarda adferdina og vidmidunargildin fyrir vidndmid med pvi ad gera profanir & r6d hafnisefna, sem
valin eru ur efnunum sem notud eru i fullgildingarrannsokninni (8. og 9. heimild), eda Ur idefnaflokkum sem likjast
efnunum sem verid er ad rannsaka. Nokkur videigandi hefnisefni eru tilgreind i toflu 1.

Adferdir vid bindingu leysilitar

25. Vahrif fra tilteknum o6etandi efnum geta ordid til pess ad vidndmid laekkar nidur fyrir proskuldsgildid 5 kQ svo ad
jonir geta farid i gegnum hornlag hadarinnar og leekkad pannig rafvionamid (9. heimild). Til deemis geta hlutlaus,
lifren efni og efni med yfirbordsvirka eiginleika (s.s. pvotta- og hreinsiefni, yruefni og énnur yfirbordsvirk efni)
fjarleegt huolipid og aukid jonalekt gegnum tdlmann. Ef gildin fyrir rafvionam gegnum hid, sem slik idefni kalla fram,
eru undir eda i kringum 5 kQ og engar skemmdir er ad sja & hadflipunum skal meta hversu djupt leysiliturinn prengir
sér i samanburdar- og medferdarvefina til ad akvarda hvort meeldu gildin fyrir rafvionam gegnum haé voru vegna
aukins gegndraepis hadarinnar eda vegna hiudetingar (7. og 9. heimild). I sidarnefnda tilvikinu, par sem hornlag
hGdarinnar er rofid, smygur leysiliturinn stlforhddamin-B hratt i gegnum hadyfirbordid, pegar hann er borinn & pad,
og litar undirliggjandi vef. bessi tiltekni leysilitur er stddugur gagnvart margs konar efnum og Utdrattaradferdin, sem
lyst er hér & eftir, hefur ekki ahrif & hann.

Leysiliturinn sulforh6damin B settur & og fjarlaegdur

26. A0 loknu mati & rafvidnami gegnum hid er magnesiumsulfatinu Ur tdpunni hent og hidin skodud vandlega med tilliti
til greinilegra skemmda. Ef engar greinilegar skemmdir eru (t.d. gotun) eru 150 pl af 10% (pyngd midad vié rammal)
lausn leysilitarins stlforhddamins-B (Acid Red 52, C.l. 45100, CAS-nr. 3520-42-1) i eimudu vatni latnir liggja &
yfirbordi htudpekju hvers hadflipa i tvaer klukkustundir. bessir htdflipar eru sidan skoladir undir kranavatnsbunu vid
allt ad stofuhita i u.p.b. 10 sekdndur til ad fjarlegja umframmagn leysilitar eda ébundinn leysilit. Hver hudflipi er
tekinn getilega af PTFE-rorinu og settur i hettuglas (t.d. 20 ml glas til sindurmalinga) sem inniheldur afjénad vatn
(8 ml). Hettuglésin eru hrist varlega i 5 minGtur til ad fjarlegja allar leifar af obundnum leysilit.
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217.

28.

29.

30.

31.

32.

petta skolunarferli er sidan endurtekid og hadfliparnir pvi nest fjarlegdir og settir i hettuglos med 5 ml af 30% (massi
midad vio rammal) natriumdddekylsulfati i eimudu vatni, og hafdir i hitaskap yfir nétt vid 60 °C.

Eftir petta er hver hudflipi fjarleegdur og honum fleygt og lausnin, sem eftir er, skilin i skilvindu i 8 mindtur vid 21 °C
(hlutfallslegur midfléttakraftur ~ 175 x g). pa er 1 ml synis af flotinu pynntur i rdmmalshlutfallinu 1 4 méti 5 (p.e. 1
ml + 4 ml) med 30% (massi midad vid rammal) natriumddédekylstlfats i eimudu vatni. Ljospéttni lausnarinnar er
meeld vid 565 nm.

Utreikningur & leysilitarinnihaldi

Innihald leysilitarins sulforhddamins-B i hverjum flipa er reiknad Gt fra ljéspéttnigildunum (9. heimild)
(moledlisgleypnistudullinn fyrir leysilitinn stlforhddamin-B vid 565 nm = 8,7 x 10% sameindapyngd = 580).
Leysilitarinnihaldid er akvardad fyrir hvern hadflipa med pvi ad nota videigandi kvérdunarferil og medalleysilitar-
innihaldid er sidan reiknad at fyrir alla hudflipana.

Viomidanir fyrir dsettanleika

Medalgildi nidurstadna ur melingum & rafviondmi gegnum hao er tekid gilt ef samskeida, jAkvaedu og neikvaedu
samanburdargildin falla innan vidurkenndra marka fyrir adferdina sem er notud & profunarstofunni. Vidurkennd
vidnamssvid fyrir adferdina og bunadinn, sem lyst er hér ad framan, eru gefin i eftirfarandi toflu:

Samanburdur Efni Vidnamssvid (kQ)
Jakvadur 10 M saltsyra 0,5-1,0
Neikvaeour Eimad vatn 10-25

Medaltal nidurstadna fyrir bindingu leysilitar er tekid gilt med pvi skilyrdi ad gildi Ur samskeida samanburdinum séu
innan vidurkenndra marka fyrir adferdina. Tillogur ad &settanlegum dreifisvidum leysilitarinnihalds fyrir
samanburdarefnin, adferdina og bunadinn, sem er lyst hér ad framan, eru settar fram i eftirfarandi t6flu:

Samanburdur Efni Dreifisvid leysilitarinnihalds (ug/flipa)
Jakvadur 10 M saltsyra 40-100
Neikvadur Eimad vatn 15-35

Tulkun nidurstadna

proskuldsgildi fyrir rafvionam gegnum had, sem greinir &tandi fra 6zetandi préfunarioefnum, var akvardad vid bestun
profunaradferdarinnar, préfad & forfullgildingarstigi og stadfest med formlegri fullgildingarrannsokn.

Spalikan fyrir préfunaradferd vid mealingar a rafvidndmi gegnum rottuhGd (9. og 19. heimild), sem tengist
flokkunarkerfi HSK/Sp/reglugerd (EB) nr. 1272/2008 um flokkun, merkingu og pokkun, er sett fram hér fyrir nedan:
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Préfunaridefnio telst ekki vera hlidaetandi:

i. ef medalgildid fyrir rafvionam gegnum had, sem faest fyrir profunaridefnid, er haerra en (>) 5 kQ eda

ii. ef medalgildid fyrir rafvidnam gegnum had, sem faest fyrir profunaridefnid, er minna en eda jafnt og (<) 5 kQ og

— hadfliparnir eru ekki med neinar greinilegar skemmdir (t.d. gétun) og

— ef medalleysilitarinnihald flipans er minna en (<) medalleysilitarinnihald flipans i samskeida jakveeda
samanburdinum med 10 M HCI (sja 30. lid fyrir gildi jakveedar samanburdarins).

Préfunaridefnid telst vera hidaetandi:

i. ef medalgildid fyrir rafvidndm gegnum hud, sem faest fyrir profunaridefnid, er minna en eda jafnt og (<) 5 kQ og
hadfliparnir eru greinilega skaddadir (t.d. gatadir) eda

ii. ef medalgildid fyrir rafvidnam gegnum had, sem faest fyrir profunaridefnid, er minna en eda jafnt og (<) 5 kQ og

— hudfliparnir eru ekki med neinar greinilegar skemmdir (t.d. gétun) en

— medalleysilitarinnihald flipans er meira en eda jafnt og (=) medalleysilitarinnihald flipans i samskeida
jakveeda samanburdinum med 10 M HCI (sjé 30. lid fyrir gildi jAkveeda samanburdarins).

33. Préfunarkeyrsla (tilraun) & a.m.k. premur samhlida hadflipum etti ad neegja ef flokkun préfunarefnisins er 6tvired. Ef
nidurstddur eru dvissar, t.d. ef 6samsvorun er i samhlida melingum og/eda medalgildi rafviondams gegnum hud er
jafnt og 5 £ 0,5 kQ, skal tekid til athugunar ad gera adra 6hada profunarkeyrslu (tilraun), sem og pa pridju ef
6samraemi er & milli nidurstadna ar fyrstu keyrslunum (tilraununum) tveimur.

GOGN OG SKYRSLUGJIOF

Gogn

34. Viodnamsgildi (k) og qgildi fyrir leysilitarinnihald (ug/flipa), eftir pvi sem vid &, skulu sett fram i téfluformi fyrir
profunaridefnid og jakveed og neikveed samanburdarefni, p.m.t. gdgn fyrir hvern einstakan samhlida hudflipa i hverri
profunarkeyrslu (tilraun) og medalgildi + stadalfravik. Greina skal fra 6llum endurteknum tilraunum. Greina skal fr&
skemmdum & hadflipum fyrir hvert préfunarioefni.

Préfunarskyrsla

35. Eftirtaldar upplysingar skulu vera i préfunarskyrslunni:

Profunaridefni og samanburdarefni:

— efni med einum efnispeetti: efnafreedileg sanngreining, s.s. IUPAC- eda CAS-heiti, CAS-nr., SMILES- eda InChl-
kéoi, byggingarformula, hreinleiki, efnakenni éhreininda, eins og vid & og er teeknilega mogulegt, 0.s.frv.,



12.11.2020

EES-viobetir vid Stjornartioindi Evropusambandsins Nr. 73/505

— fjolpattaefni, UVCB-efni og blanda: lysing & eiginleikum eins og kostur er med efnakenni (sja hér & undan),
magnbundnu innihaldi og peim edlisefnafradilegu eiginleikum efnispattanna sem skipta mali,

— (tlit, vatnsleysni og adrir edlisefnafradilegir eiginleikar sem skipta mali,

— uppruni, lotunamer, ef pad liggur fyrir,

— medhondlun préfunaridefnisins/samanburdarefnisins fyrir préfunina, ef vid & (t.d. hitun og mélun),

— stodugleiki profunaridefnisins, sidasti notkunardagur eda dagsetning endurgreiningar, ef han er pekkt,

— geymsluskilyrdi.

Tilraunadyr:

— stofn og kyn,

— aldur dyranna pegar pau eru notud sem gjafadyr,

— uppruni, adbanadur, fédur o.s.frv.,

— lysing & undirbdningi hadhlutans.

Profunarskilyroi:

— kvordunarferlar fyrir préfunarbdnad,

— kvordunarferlar fyrir framkvaemd profunar & bindingu leysilitar, bandsia til melingar & ljéspéttnigildum og
linuleikasvid malibunadar fyrir ljospéttni (t.d. litrofsmeelir), ef vid 4,

— upplysingar um préfunarferlid sem er notad vid melingar & rafvidnami gegnum huo,

— upplysingar um préfunarferlid sem er notad vid mat & leysilitarbindingunni, ef vid &,

— profunarskammtar, lengd véahrifatimabils eda vahrifatimabila og hitastig vid vahrif,

— upplysingar um verkferli vid pvott eftir vahrifatimabilid,

— fjoldi samhlida hudflipa fyrir hvert préfunaridefni og hvern samanburd (jakvaedur og neikvaedur samanburdur),

— lysingar & 6llum breytingum & préfunaradferdinni,
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— tilvisanir i rannséknarséguleg gégn um likanid. I peim skal eftirfarandi felast an pess p6 ad einskordast vid pad:

i. asattanleiki gilda fyrir rafvionam i gegnum had (i kQ) fyrir jakveeda og neikveeda samanburdinn, med
tilvisun i vidnamssvid jakveeda og neikvaeda samanburdarins

ii. asettanleiki gilda fyrir leysilitarinnihald jakvaeda og neikvada samanburdarins (i ng/hudflipi), med tilvisun i
gildissvid leysilitarinnihalds jakvaeda og neikvaeda samanburdarins

iii. asettanleiki nidurstadna ar préfun med tilvisun i rannséknarsdgulegan breytileika milli samhlida hudflipa

— lysing & vidmidunum fyrir akvardanir/spalikani.

Nidurstoour:

— gbgn ar maelingum & rafviondmi gegnum had og leysilitarbindingu (ef vid &) skulu sett fram i téfluformi fyrir
hvert profunaridefni og hvern samanburd, fyrir hverja profunarkeyrslu (tilraun) og hvern samhlida hadflipa (hvert
dyr og hvert hadsyni), medaltal, stadalfravik og fraviksstudul,

— lysing & 6llum &hrifum sem vart verdur,

— afleidd flokkun med tilvisun i spalikanid/akvérdunarvidmidanir sem eru notadar.

Umfjéllun um nidurstéournar
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Mynd 2
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Mikilveegir pattir binadarins sem syndur er hér ad framan:

— innra pvermal PTFE-rorsins,

— lengd rafskautanna i hlutfalli vio PTFE-rorid og vidtokurorid: rafskautin eiga ekki ad snerta hudflipann og
rafskaut af stadallengd 4 ad vera i snertingu vid magnesiumsulfatlausnina,

— magnid af magnesiumsulfatlausn i vidtokurdrinu: dypt vokvans, i hlutfalli vid hadina i PTFE-rérinu, & ad
vera eins og synt er a mynd 1,

— huodflipann parf ad festa nagilega vel & PTFE-rorid til ad rafvionamid sé raunsénn meling & eiginleikum
hadarinnar.
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Vidbetir

SKILGREININGAR

Nakvaemni: Melikvardi & pad hversu naleegt sampykktu vidmidunargildi nidurstada Gr préfun er. Nakveemni er melikvaroi a
nothafi profunaradferda og einn pattur gildis. Hugtakid er oft notad i stad hugtaksins ,,samsvorun® til ad lysa hlutfalli réttra
nidurstadna ur préfunaradferd (20. heimild).

C: Atandi.

idefni: Efni eda blanda.

Samsvorun: Mealikvardi & nothafi préfunaradferdar, pegar um er ad reda profunaradferdir sem gefa afdrattarlausar
nidurstédur, og er einn pattur gildis. Hugtakid er stundum notad i stad hugtaksins ,,nakveemni og er skilgreint sem hlutfall allra
profadra idefna sem eru rétt flokkud sem jakveed eda neikvaed. Samsvorun er ad miklu leyti had pvi hversu algeng jakveed
svorun er i peim gerdum préfunaridefna sem rannsakadar eru (20. heimild).

HSK (hnattsamraemt kerfi til flokkunar og merkingar & idefnum (SP)): Kerfi til flokkunar idefna (efna og blandna),
samkveemt stédludum tegundum og stigum edlisrennar hettu, heilbrigdishaettu og umhverfishattu, sem tekur til samsvarandi
hettubodsatrida, s.s. skyringarmynda, vidvOrunarorda, heettusetninga, varnadarsetninga og Oryggisblada til ad midla
upplysingum um skadleg ahrif peirra til verndar folki (p.m.t. vinnuveitendur, starfsmenn, flytjendur, neytendur og bradalidar)
og umhverfinu (1. heimild).

IATA: Sampettar adferdir vid profun og mat.

Blanda: Blanda eda lausn tveggja eda fleiri efna.

Efni med einum efnispeetti: Efni, skilgreint af magnbundinni samsetningu, par sem einn adalefnispattur er fyrir hendi ad
a.m.k. 80% (massahlutfall).

Fjolpattaefni: Efni, skilgreint af magnbundinni samsetningu, par sem fleiri en einn adalefnispattur er fyrir hendi i styrk sem
nemur > 10% (massahlutfall) og < 80% (massahlutfall). Fjolpattaefni er afleiding af framleidsluferli. Mismunurinn 4 blondu og
fjolpattaefni er sa ad blandan fast med bléndun tveggja eda fleiri efna an efnahvarfs. Fjolpattaefni er afleiding af efnahvarfi.

NC: Oztandi.

OD: Ljospéttni.

PC: Jakvadur samanburdur, samskonar syni sem inniheldur alla patti préfunarkerfis og er medhéndlad med efni sem vitad er
ad framkallar jakveeda svorun. Til ad tryggja a0 heegt sé ad meta breytileika i svorun jakveeda samanburdarins yfir tima skal
pessi jakveaeda svorun po ekki vera of kroftug.



12.11.2020 EES-viobetir vid Stjornartioindi Evropusambandsins Nr. 73/511

Nothefisstadlar: Stadlar, byggdir & fullgiltri préfunaradferd, sem eru grundvollur fyrir mat & samanburdarhefi tillagdrar
profunaradferdar sem er samsvarandi fullgiltu adferdinni med tilliti til verkunarméata og virkni. Medal peirra eru i.
grundvallarpettir préfunaradferdarinnar, ii. lagmarksskra yfir vidmidunaridefni sem valin eru Gr peim idefnum sem voru notud
til ad syna fram & éaszttanlegt nothefi fullgiltu préfunaradferdarinnar og iii. gildi fyrir areidanleika og ndkvaemni sem eru
svipud peim sem fengust med fullgiltu profunaradferdinni og sem eiga ad fast med tillogdu profunaradferdinni pegar han er
metin Gt fra lagmarksskranni yfir viomidunaridefni (9. heimild).

Gildi: Lysing & sambandi préfunaradferdarinnar og ahrifanna, sem miodad er vid, og hvort sambandid hefur merkingu og er
gagnlegt midad vid tiltekinn tilgang. Gildid lysir pvi ad hvada marki profunaradferdin ner ad mala rétt eda spa fyrir um
liffredilegu ahrifin sem midad er vio. Gildi felur i sér umfjéllun um nakvemni (samsvérun) proéfunaradferdar (20. heimild).

Areidanleiki: Mzalikvardi & pad ad hvada marki er hagt ad framkvama profunaradferd med samanburdarnakvamni hja hverri
rannséknarstofu og hja mismunandi rannsdknarstofum i tiltekinn tima pegar hin er framkvemd samkvemt sému
adferdarlysingu. Areidanleiki er metinn med pvi ad reikna Gt einseturssamanburdarnakveemni og fjélsetra samanburdar-
nakvaemni (20. heimild).

Neemi: Hlutfall allra jAkveedra/virkra idefna sem eru rétt flokkud med préfunaradferdinni. Neemi er malikvardi & nakveemni
profunaradferdar sem gefur afdrattarlausar nidurstodur og er mikilveeg forsenda i mati & gildi profunaradferdar (20. heimild).

Huoeeting i lifi: Varanleg skemmd i hid sem kemur fram eftir ad préfunaridefni hefur verid & hadinni i allt ad fjorar
klukkustundir, p.e. synilegt drep sem ner i gegnum hidpekjuna og nidur i ledurhidina. Atandi svdrun einkennist af sarum,
blaedingu, bleedandi hridri og, i lok 14 daga athugunartimabilsins, upplitun pegar hadin félnar, harlausum blettum og érum. Til
greina kemur ad gera vefjameinafradilegar athuganir til ad meta vefjaskemmdir sem vafi leikur & um.

Sérteki: Hlutfall allra neikvadra/dvirkra idefna sem eru rétt flokkud med profunaradferdinni. Sérteeki er melikvardi a
ndkveemni profunaradferdar sem gefur afdrattarlausar nidurstdédur og er mikilveeg forsenda i mati & gildi préfunaradferdar
(20. heimild).

Efni: Frumefni og efnasambdnd pess, nattiruleg eda framleidd, p.m.t. 61l aukefni, sem eru naudsynleg til ad vidhalda
stodugleika pess, og 61l éhreinindi sem verda til i vinnslunni en pé ekki leysiefni sem skilja ma frd an pess ad pad hafi ahrif &
stodugleika efnisins eda breyti samsetningu pess.

(Profunar)keyrsla: Stakt préfunaridefni i samskeida profun & a.m.k. premur samhlida hadflipum.
Préfunaridefni: Sérhvert efni eda blanda sem er préfud med pessari profunaradferd.

Rafviondm gegnum hud (TER): Melikvardi & samvidndm hadarinnar, sett fram i kiloomum. Petta er einfold og traust adferd
til ad meta tAlmavirknina med pvi ad skra ferd jona gegnum hudina med Wheatstone-brua.

UVCB-efni: Efni af 6pekktri eda breytilegri samsetningu, flokin myndefni eda liffreedileg efni.
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6)

| stad kafla B.40a i B-hluta kemur eftirfarandi:

,.B.40a RANNSOKN 1 GLASI A HUPZATINGU: PROFUNARADFERD MED ENDURGERDRI HUBDPEKJU MANNS

(RhE)
INNGANGUR

1.  Pbessi préfunaradferd jafngildir OECD-viomidunarreglu 431 um préfanir (2016). Med hGdetingu er att vid varanlega
skemmd i hao, sem birtist sem synilegt drep sem ner i gegnum huadpekjuna og nidur i ledurhGdina, eftir ad
préfunaridefni hefur verid borid & hana, samkvemt skilgreiningu i hnattsamreemdu kerfi Sameinudu pjédanna til
flokkunar og merkingar & idefnum (HSK) (1. heimild) og reglugerd (EB) nr. 1272/2008 um flokkun, merkingu og
pokkun (reglugerdin um flokkun, merkingu og pékkun) (2). Pessi uppferda profunaradferd B.40a felur i sér profun i
glasi sem gerir kleift ad greina éatandi og @tandi efni og bléndur i samremi vid hnattsamraeemt kerfi Sameinudu
pjédanna til flokkunar og merkingar a ioefnum (HSK-SP) og reglugerd (EB) nr. 1272/2008 um flokkun, merkingu og

pokkun. Han gefur einnig faeri & undirflokkun etandi efna ad hluta til.

2. Mat & atingarmetti idefna hefur oftast falid i sér notkun tilraunadyra (préfunaradferd B.4, sem jafngildir OECD-
vidmidunarreglu 404 um préfanir, upphaflega sampykkt &rid 1981 og endurskodud arin 1992, 2002 og 2015)
(2. heimild). Auk fyrirliggjandi profunaradferdar B.40a hafa tveer adrar profunaradferdir i glasi til profunar &
gtingarmeetti idefna verid fullgiltar og sampykktar sem préfunaradferd B.40 (sem jafngildir OECD-vidmidunarreglu
430 um proéfanir) (3. heimild) og préfunaradferd B.65 (sem jafngildir OECD-vidmidunarreglu 435 um préfanir)
(4. heimild). Enn fremur hefur préfunaradferd B.46 i glasi (sem jafngildir OECD-vidmidunarreglu 439 um profanir)
(5. heimild) verid sampykkt fyrir profun & hidertingarmeetti. [ leidbeiningarskjali Efnahags- og framfararstofnunar um
sampeettar adferdir vid préfun og mat vardandi hudeetingu og hidertingu er lyst nokkrum einingum sem samflokka
upplysingaveitur og greiningarteeki, og i. veittar leidbeiningar um hvernig skal sampetta og nota fyrirliggjandi
profunargdgn og dnnur gogn til ad meta hudertingar- og @tingarmatt idefna, og ii. lagdar til nalganir pegar porf er &
frekari préfunum (6. heimild).

3. bessi profunaradferd vardar hudetingu sem endapunkt med tilliti til heilbrigdis manna. [ henni er notud endurgerd
hidpekja manns (sem er fengin Gr oGummyndudum hyrnisfrumum manns) sem likir nakvaemlega eftir
vefjafreedilegum, formfraedilegum, lifefnafraedilegum og lifedlisfredilegum eiginleikum efri hluta mannshadar, p.e.
hidpekjunnar. Samsvarandi OECD-vidmidunarregla um profanir var upphaflega sampykkt arid 2004 og uppferd arid
2013 til ad han nadi yfir fleiri profunaradferdir par sem likén med endurgerdri hidpekju manns eru notud og pann
moguleika ad nota adferdirnar til ad stydja undirflokkun ztandi idefna, og uppfeerd arid 2015 til ad visa til
leidbeiningarskjalsins um sampettar adferdir vid préfun og mat (IATA) og innleida notkun annarrar adferdar til ad
mela lifveenleika.

4.  Pbessi profunaradferd neer yfir fjogur fullgilt likdn med endurgerdri hidpekju manns sem eru faanleg & almennum
markadi. Forfullgildingarrannsoknir (7. heimild), sem fylgt er eftir med formlegri fullgildingarrannsékn til ad meta
hGdetingu (8.—10. heimild), hafa verid framkveemdar fyrir tvd pessara préfunarlikana sem eru faanleg & almennum
markadi, EpiSkin™ Standard Model (SM) og EpiDerm™ Skin Corrosivity Test (SCT) (EPI-200) (sem i eftirfarandi
texta eru kalladar fullgiltar vidmidunaradferdir). Nidurstddur ar peim rannsoknum urdu til pess ad melt var med pvi
ad fullgiltu viomidunaradferdirnar tveer, sem getid er hér ad ofan, yrou notadar i eftirlitsskyni til ad greina eetandi efni
(C) frd dzetandi efnum (NC) og ad EpiSkin™ yrdi auk pess notud til ad stydja undirflokkun etandi efna (13.-15.
heimild). Tvd dnnur préfunarlikon til rannséknar & hadeetingu i glasi med endurgerdri hidpekju manns, sem eru
faanleg & almennum markadi, hafa synt svipadar nidurstddur og fullgilta vidmidunaradferdin EpiDerm™ samkvaemt
fullgildingu byggdri & nothafisstédlum (16.—18. heimild). Um er ad reeda SkinEthic™ RHE (2) og epiCS® (adur nefnt
EST-1000) sem einnig er unnt ad nota i eftirlitsskyni til ad greina etandi efni fra dzetandi efnum (19. og 20. heimild).
Rannsoéknir eftir fullgildingu, sem framleidendur likansins med endurgerdri htidpekju manns (RhE) framkvemdu &
arunum 2012-2014 med endurbeettri adferdarlysingu sem leidrétti truflanir af voldum &sértekrar afoxunar MTT
vegna profunaridefnanna, baettu haefni til ad greina & milli eetandi og 6&tandi efna og til ad stydja undirflokkun atandi
efha (21. og 22. heimild). Frekari tolfraedilegar greiningar 4 gognum eftir fullgildingu, sem er aflad med EpiDerm™
SCT, SkinEthic™ RHE og EpiCS®, hafa verid gerdar til ad greina 6nnur spalikén sem bettu spagetu ad pvi er vardar
undirflokkun (23. heimild).

@)

®

Reglugerd Evrépupingsins og radsins (EB) nr. 1272/2008 fra 16. desember 2008 um flokkun, merkingu og pdkkun efna og blandna, um
breytingu og nidurfellingu & tilskipunum 67/548/EBE og 1999/45/EB og um breytingu & reglugerd (EB) nr. 1907/2006 (Stjtid. ESB L 353,
31.12.2008, bls. 1).

Skammst6funin RhE (= endurgerd hidpekja manns) er notud fyrir 6ll likon sem byggja & RhE-teekni. Skammstofunin RHE sem er notud |
tengslum vid SkinEthic™ likanid taknar pad sama en er skrifad med hastéfum par ed hin er hluti heitis pessarar tilteknu profunaradferdar
eins og hun er sett & markad.
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5. Adur en hagt er ad nota tillagda samsvarandi eda breytta profunaradferd i glasi med endurgerdri hadpekju manns i
eftirlitsskyni, adrar en fullgiltu vidmidunaradferdirnar, skal dkvarda areidanleika hennar, gildi (ndkvaemni) og
takmarkanir midad vid tillagda notkun til ad tryggja ad hin sé samsvarandi fullgiltu vidmidunaradferdunum, i
samreemi vid krofurnar i nothafisstodlunum (24. heimild), sem settar eru fram i samremi vid meginreglur
leidbeiningarskjals Efnahags- og framfarastofnunarinnar nr. 34 (25. heimild). Gagnkveema sampykkt gagna er adeins
heegt ad tryggja eftir ad buid er ad endurskoda og fella inn i samsvarandi vidmidunarreglu um préfanir allar tillagdar,
nyjar eda uppferdar profunaradferdir samkveemt nothafisstodlunum. Profunarlikonin, sem sG vidmidunarregla um
profanir ner yfir, er unnt ad nota til ad uppfylla krofur landa um nidurstddur Ur préfunaradferdum i glasi & htdatingu
og njota um leid géds af gagnkvaemri sampykkt gagna.

SKILGREININGAR

6.  Skilgreiningar, sem eru notadar, eru gefnar upp i 1. vidbeeti.

ATRIDI SEM PARF AD HAFA | HUGA | UPPHAFI

7.  bessi préfunaradferd gerir kleift ad sanngreina datandi og standi efni og bléndur i samraeemi vid hnattsamreemt kerfi
Sameinudu pjédanna til flokkunar og merkingar & idefnum og reglugerd (EB) nr. 1272/2008 um flokkun, merkingu og
pokkun. pessi préfunaradferd styour enn frekar undirflokkun standi efna og blandna i valkvaedan undirundirflokk 1A
i samremi vid HSK Sb (1. heimild) sem og samsetningu undirflokkanna 1B og 1C (21.-23. heimild). Pessi
préfunaradferd er takmorkud ad pvi leyti ad han gerir ekki kleift ad greina & milli htdztandi efna i undirundirflokki
1B og undirundirflokki 1C i samreemi vid HSK Sk og reglugerdina um flokkun, merkingu og pokkun, vegna
takmarkads fjolda vel pekktra atandi idefna i undirflokki 1C sem eru hudaetandi i lifi. Med préfunarlikbnunum
EpiSkin™, EpiDerm™ SCT, SkinEthic™ RHE og epiCS® er hagt ad undirflokka (p.e. greina 4 milli 1A og 1B/1C
og 6atandi efna (NC)).

8.  Margvisleg idefni, sem eru adallega stok efni, hafa verid profud vid fullgildinguna til studnings préfunarlikénunum
sem pessi préfunaradferd neer yfir pegar pau eru notud til greiningar & 6ztandi og @tandi efhum; gagnasafn
fullgildingarrannsdknarinnar, byggt & athugunum, nadi yfir 60 idefni sem né yfir margs konar idefnaflokka (8.—10.
heimild). Honnudir préfunaradferdarinnar gerdu profun til ad syna fram & neaemi, sérteeki, nakvemni og
samanburdarndkveemni greiningarinnar innan rannsdknarstofu ad pvi er vardar undirflokkun og Efnahags- og
framfarastofnunin for yfir nidurstodurnar. A grundvelli fyrirliggjandi heildargagna er profunaradferdin nothaf fyrir
vitt svid efnaflokka i ymsu edlisastandi, p.m.t. vokva, halffost efni, fost efni og vaxkennd efni. Vékvarnir mega vera
vatnskenndir eda ekki vatnskenndir og fostu efnin mega vera uppleysanleg eda 6leysanleg i vatni. Fostu efnin skulu
molud i fint duft &dur en pau eru borin &, ef pess er nokkur kostur, en engin 6nnur formedhdndlun & syninu er
naudsynleg. 1 tilvikum par sem unnt er ad syna fram & ad préfunarlikénin sem pessi profunaradferd ner yfir séu ekki
nothef fyrir tiltekinn flokk préfunaridefna skal ekki nota pau fyrir pann tiltekna flokk préfunaridefna. par sem pessi
préfunaradferd hentar efnum telst han ad auki henta blondum. par ed bléndur na yfir breitt svid flokka og samsetninga
og sem stendur eru adeins takmarkadar upplysingar fyrirliggjandi um préfanir & blondum skal p6, i peim tilvikum par
sem unnt er ad syna fram & dnothefi préfunaradferdarinnar vardandi tiltekinn flokk af bléndum (t.d. &atlun fylgt eins
og melt er med i 18. heimild), ekki nota préfunaradferdina fyrir pann tiltekna flokk blandna. Adur en pessi adferd til
profunar & blondu, sem er framkveemd til ad fa gogn sem fyrirhugad er ad nota i eftirlitsskyni, er notud skal skodad
hvort, og pa af hverju, hin gati veitt nidurstddur sem eru fullnaegjandi i peim tilgangi. Ekki er porf & slikri skodun ef
préfun & bléndunni er krafa af hélfu eftirlitsyfirvalda. Ekki er enn buid ad meta lofttegundir og Udaefni i
fullgildingarrannséknum (8.—10. heimild). b6 ad pad sé hugsanlegt ad hagt sé ad prdfa lofttegundir og Udaefni med
teekninni sem notar endurgerda hudpekju manns er ekki hagt ad préfa pau med niverandi préfunaradferd.

9.  Préfunaridefni sem gleypa ljés a sama svidi og MTT-formasan og préfunarioefni sem geta afoxad liflitinn MTT beint
(i MTT-formasan) geta truflad mealingar & lifvaenleika vefs og porf er & adlégudum samanburdi til leidréttingar. Gerd
adlagads samanburdar sem kann ad vera porf & fer eftir pvi hvers konar truflun préfunaridefnid veldur og eftir
adferdinni sem er notud til ad maela MTT-formasan (sja 25.-31. lid).
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10.

11.

12.

13.

P06 ad pessi profunaradferd veiti ekki naegilegar upplysingar um hadertingu skal pad tekid fram ad med préfunaradferd
B.46 eru einkum ahrif hidertingar & heilbrigdi rannsékud i glasi og hin byggist & sama préfunarkerfi med endurgerdri
hadpekju manns, pott notud sé dnnur adferdarlysing (5. heimild). Fyrir fullt mat & stadbundnum &hrifum & had eftir
vahrif & hao i eitt skipti er maelt med pvi ad fletta upp i leidbeiningarskjali Efnahags- og framfarastofnunarinnar um
sampaettar adferdir vid préfun og mat (6. heimild). bessi ndlgun med sampattum adferdum vid préfun og mat neer yfir
profanir i glasi & hideetingu (eins og lyst er i pessari préfunaradferd) og hidertingu 4dur en metid er hvort gera skuli
profanir & lifandi dyrum. Vidurkennt er ad notkun mannshidar er med fyrirvara um sidferdilega petti og skilyrdi &
lands- og alpjoédavisu.

MEGINREGLA PROFUNARINNAR

Profunaridefnio er borid stadbundid & privitt likan med endurgerdri hidpekju manns sem samanstendur af
o6umbreyttum hyrnisfrumum manns sem hafa verid rektadar til a0 mynda marglaga, mjog adgreint likan af hidpekju
manns. Likanid samanstendur af grunn-, pyrni- og kornalagi og marglaga hornlagi sem i eru, milli frumna,
fitulagapynnur sem eru deemigerdar fyrir helstu flokka lipida, hlidsteedum peim sem finnast i lifi.

Préfunaradferd med endurgerdri hidpekju manns byggist & peirri forsendu ad atandi idefni geti gengid inn i hornlag
hidpekjunnar med flaedi eda rofi og séu frumudrepandi fyrir frumur i undirliggjandi 16gum. Lifveenleiki frumna er
meeldur med umbreytingu med ensimum & liflitnum MTT [3-(4,5-dimetylpiasol-2-yl)-2,5-difenyltetrasoliumbréomia,
piasolyl-blar-tetrasoliumbromid, CAS-nr. 298-93-1] i blatt formasansalt sem er malt megindlega eftir Gtdratt ar
vefjum (27. heimild). Atandi idefni eru greind eftir haefni peirra til ad minnka lifveenleika frumna nidur fyrir
skilgreind viomidunargildi (sja 35. og 36. 1id). Adferd til préfunar & hideetingu med endurgerdri hidpekju manns
hefur synt sig ad vera areidanleg adferd i lifi til ad spa fyrir um hidatandi ahrif hja kaninum sem metin eru samkvamt
profunaradferd B.4 (2. heimild).

SYNT FRAM A HAFNI

Adur en fullgiltu profunarlikdnin fjsgur med endurgerdri hudpekju manns, sem fylgja pessari profunaradferd, eru
tekin til reglubundinnar notkunar skulu rannsoknarstofur syna fram & teeknilega haefni sina med pvi ad flokka med
réttum heetti haefnisefnin tolf sem tilgreind eru i t6flu 1. Ef adferd er notud til undirflokkunar skal einnig syna fram &
rétta undirundirflokkun. Ef efni & skranni er ekki tilteekt, eda pegar slikt er réttleetanlegt, er heimilt ad nota annad efni
ef fullnaegjandi tilvisunargdgn i lifi og i glasi liggja fyrir um pau ( t.d. af skranni yfir vidmidunaridefni (24. heimild))
ad pvi tilskildu ad sému valvidmidunum, eins og lyst er i téflu 1, sé beitt.

Tafla 1

Skré yfir haefnisefni (1)

12.11.2020

Undirflokkur .
Undirflokkur
':?zs;;:f fullgiltrar
g (EgB) viomidunaradf MTT-
Efni CAS-nimer | Idefnaflokkur (2) nr. 1272/2008 er_6ar b)_/_ggt & | sfoxari ) Edlisastand
bvaat 4 nidurstddum
Y99 . Ur profun i
nidurstddum ar lasi (%)
profunlifi @) | @
Undirundirflokkur 1A etandi efni i lifi
Broméediksyra 79-08-3 Lifreen syra 1A (3) 1A — S
Bortrifldoriodihydrat 13319-75-0 | Olifren syra 1A (3) 1A — L
Fenol 108-95-2 Fenol 1A (3) 1A — S
Dikldroasetylklorid 79-36-7 Rafszakin 1A (3) 1A — L
amsetning etandi efna i lifi i undirundirflokkum 1B og 1C
Glyoxylsyruménéhydrat 563-96-2 Lifren syra 1Bog1lC |[(3)1BoglC — S
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14.

15.

DRdrokkr | Undirflokkur
realugerdar fullgiltrar
9 (EgB) viomidunaradf MTT-
Efni CAS-nimer | Ioefnaflokkur (2) nr. 1272/2008 er_éar b)./.ggt & | sfoxari ) Edlisastand
. nidurstédum
byggt a Ur profun i
nidurstddum ar pro
e e glasi (%)
préfun i lifi (3)
Undirundirflokkur 1A etandi efni i lifi
Mjélkursyra 598-82-3 Lifren syra 1BoglC |[(3)1BoglC — L
Etan6lamin 141-43-5 Lifraenn basi 1B (3)1Bog 1C Y Seigfljétan
di
Saltsyra (14,4%) 7647-01-0 | Olifraen syra 1Bog1C |(3)1BoglC — L
Owetandi efni i lifi
Fenetylbrémio 103-63-9 Rafsekin NC (3)NC Y L
4-amin6-1,2,4-triasol 584-13-4 Lifreenn basi NC (3)NC — S
4-(metylpid)-bensaldehyd 3446-89-7 Rafsaekin NC (3)NC Y L
Larinsyra 143-07-7 Lifreen syra NC (3)NC — S

Skammstafanir: CASRN = CAS-numer, VRM = fullgilt viomidunaradferd, NC = éaetandi, Y = ja, S = fast efni, L =

vokvi

(1) Hefnisefnin, sem voru fyrst flokkud i annars vegar atandi og hins vegar éatandi, sidan eftir atandi undirundirflokki og loks
eftir idefnaflokki, voru valin Gr efnunum sem eru notud i fullgildingarrannséknum Evrépumidstddvar um fullgildingu
stadgonguadferda a4 EpiSkin™ og EpiDerm™ (8.—10. heimild) og ur rannséknum eftir fullgildingu sem byggjast & gdgnum fra
honnudum EpiSkin™ (22. heimild), EpiDerm™, SkinEthic™ og epiCS® (23. heimild). Nema annad s¢ tekid fram voru efnin
profud & pvi hreinleikastigi sem pau héfdu pegar pau voru keypt & almennum markadi (8. og 10. heimild). Valid innihélt, ad pvi
marki sem hagt var, efni sem: i. eru demigerd fyrir svorunarsvid etingar (t.d. 6atandi, fra litilli til mikillar @tingar) sem
fullgiltu vidmidunaradferdirnar geta mealt eda spad fyrir um, ii. eru demigerd fyrir idefnaflokkana sem eru notadir i
fullgildingarrannsoknunum, iii. hafa vel skilgreinda efnafradilega byggingu, iv. kalla fram samanburdarnakvamar nidurstodur
fullgiltu vidmidunaradferdinni, v. kalla fram endanlegar nidurstédur i vidmidunarpréfunaradferdinni i lifi, vi. eru faanleg a
markadi og vii. peim fylgir ekki 6asettanlegur forgunarkostnadur.

(® Idefnaflokkur, samkvaemt Barratt et al. (8. heimild).

(3) Samsvarandi pokkunarflokkar Sp eru I, Il og Ill, eftir pvi sem vid &, fyrir 1A, 1B og 1C samkvaemt HSK Sb/reglugerdinni um
flokkun, merkingu og pékkun.

(%) Spérnar dr fullgiltu vidmidunaradferdunum i glasi, sem greint er fra i pessari toflu, eru fengnar med EpiSkin™ og EpiDerm™
profunarlikénum (fullgiltar vidmidunaradferdir) i préfunum sem honnudir préfunaradferdarinnar framkveemdu eftir fullgildingu.

(%) Gildi fyrir lifvaenleika sem fengust i fullgildingarrannséknum Evrépumidstddvar um fullgildingu stadgénguadferda & hudatingu
voru ekki leidrétt ad pvi er vardar beina afoxun MTT (i fullgildingarrannséknunum voru ekki gerdir samanburdir med daudum
vef). Gognin eftir fullgildingu, sem hoénnudir préfunaradferdarinnar 6fludu og eru sett fram i pessari toflu, fengust p6 med
adlogudum samanburdum (23. heimild).

Meelt er med pvi ad notandinn sannprofi talmaeiginleika vefjanna eftir viotoku peirra, samkveemt leidbeiningum fra
framleidanda likansins med endurgerdri hidpekju manns, til ad syna fram & heefni. betta er sérstaklega mikilveegt ef
vefirnir eru fluttir um langan veg eda flutningurinn tekur langan tima. pegar profunaradferd hefur verid notud &
drangursrikan hatt og synt hefur verid fram & hafni i notkun hennar pa er ekki naudsynlegt ad sannpréfa hana ad
stadaldri. Ef préfunaradferd er notud ad stadaldri er p6 meelt med ad pvi ad haldio sé afram ad meta tdlmaeiginleikana
med reglulegu millibili.

VERKFERLI

Eftirfarandi er almenn lysing & pattum og tilhdgun préfunarlikananna med endurgerdri hudpekju manns til ad meta
hadaetingu sem pessi préfunaradferd neer yfir. Likdnin med endurgerdri hidpekju manns sem vidurkennd eru sem
visindalega gild til notkunar innan pessarar profunaradferdar, p.e. likonin EpiSkin™ (SM), EpiDerm™ (EPI-200),
SkinEthic™ RHE og epiCS® (16., 17., 19. og 28.-33 heimild), fast & almennum markadi. Stadladar verklagsreglur
fyrir pessi fjogur likén med endurgerdi hudpekju manns eru tiltekar (34.-37. heimild) og helstu paettir
préfunaradferdarinnar eru teknir saman i 2. vidbeti. Malt er med pvi ad fletta upp i vidkomandi st6dludum
verklagsreglum pegar eitt af likdnunum er innleitt og notad & rannsdknarstofu. Préfun med préfunarlikénunum fjérum
med endurgerdri hadpekju manns, sem pessi préfunaradferd ner yfir, skal uppfylla eftirfarandi:
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PATTIR | PROFUNARADFERD MED ENDURGERDRI HUPPEKJU MANNS
Almennar adstedur

16. Nota skal 6umbreyttar hyrnisfrumur manns til ad endurgera pekjuna. I henni skulu vera mérg 16g af lifveenlegum
pekjufrumum (grunnlag, pyrnilag, kornalag) undir virku hornlagi. Hornlagid skal vera marglaga med
grundvallarfitusnidi til ad veita virkan, traustan talma gegn pvi ad frumudrepandi vidmidunaridefni, t.d.
natriumdodekylsulfat eda Triton X-100, gangi hratt inn i pad. Syna skal fram & tdlmavirknina og hana méa meta,
annadhvort med pvi ad dkvarda vid hvada styrk viomidunaridefni dregur dr lifveenleika vefjanna um 50% (ICso) eftir
fastan véhrifatima eda med pvi ad ékvarda hve langan véhrifatima parf til ad draga Ur lifveenleika frumna um 50%
(ETs0) pegar vidmidunaridefnid er sett & i tilteknum, fostum styrk (sja 18. 1id). Afmorkunareiginleikar likansins skulu
koma i veg fyrir ad efni flytjist um hornlagid ad lifveenlegum vef en pad myndi skerda getu likansins med endurgerdri
hadpekju manns til ad lysa vahrifum & had. Likanid med endurgerdri hidpekju manns skal vera laust vid smit af
voldum bakteria, veira, berfryminga eda sveppa.

Virkniadstaeour
Lifvenleiki

17. Greiningin sem er notud til ad magngreina lifveenleika vefja er greining med MTT-lit (27. heimild). Lifveenlegar
frumur i vefjalikani med endurgerdri hudpekju manns afoxa liflitinn MTT i atfellingu af blau MTT-formasani sem er
svo dregin Ur vefnum med is6propandli (eda svipudum leysi). Ljospéttni hreins atdréattarleysis skal vera nagilega litil,
p.e. < 0,1. Haegt er ad magngreina Utdregid MTT-formasan med annad hvort stadalgleypni (ljospéttni) eda
litr6fsmalingaradferd med haprysti/-Gthaprystivokvaskiljun  (e. HPLC/UPLC-spectrophotometry procedure)
(38. heimild). Notendur likans med endurgerdri hidpekju manns skulu ganga ur skugga um ad hver framleidslulota
notads likans med endurgerdri hidpekju manns uppfylli skilgreindar vidmidanir fyrir neikveedan samanburd.
Hoénnudur eda birgir likansins med endurgerdri hidpekju manns skal stadfesta asattanlegt svid (efri og nedri mork)
fyrir 1jospéttnigildi neikvada samanburdarins. Asattanlegt svid fyrir 1jospéttnigildi neikvada samanburdarins fyrir
fullgiltu préfunarlikénin fjdgur med endurgerdri hidpekju manns, sem pessi profunaradferd neer yfir, er tilgreint i
toflu 2. Notandi litr6fsmelingar med haprysti-/ithaprystivokvaskiljun skal nota ljospéttnisvid fyrir neikvaedan
samanburd, sem er tilgreint i t6flu 2, sem sampykktarviomioun fyrir neikvaeda samanburdinn. Skjalfest skal ad
vefirnir, sem eru medhondladir med neikveedum samanburdi, séu stédugir i raektun (gefi svipadar ljospéttnimalingar)
medan vahrifatimabil stendur yfir.

Tafla 2

Asettanlegt svid ljospéttnigilda neikvaeds samanburdar fyrir gaedaeftirlit med framleidslulotum

Nedri dszettanleikamork Efri aseettanleikamork
EpiSkin™ (SM) >0,6 <15
EpiDerm™ SCT (EPI-200) >0,8 <28
SkinEthic™ RHE >0,8 <30
epiCS® >0,8 <28

Talmavirkni

18. Hornlagid og samsetning lipidanna i pvi etti ad nagja til ad koma i veg fyrir ad tiltekin frumudrepandi
vidmidunaridefni (t.d. natriumdodekylsulfat eda Triton X-100) gangi hratt inn i pad, midad vio ICso eda ETso (tafla 3).
Honnudur eda seljandi likansins med endurgerdri hadpekju manns skal syna fram & talmavirkni hverrar
framleidslulotu likansins med endurgerdri hudpekju manns sem er notad pegar vefirnir eru afhentir endanlegum
notanda (sja 21. lig).
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Formfradi

19. Gera skal vefjafredilega rannsékn a likaninu med endurgerdri hidpekju manns til ad syna fram & ad bygging hennar
sé marglaga og lik hidpekju manns sem inniheldur grunnlag, pyrnilag, kornalag og hornlag hidar og synir fitusnid
sem svipar til fitusnids i hidpekju manns. Honnudur eda seljandi likansins med endurgerdri hidpekju manns skal
veita upplysingar um vefjafraedilega rannsokn a hverri framleidslulotu likansins med endurgerdri hidpekju manns par
sem synt er fram a videigandi formfraedi vefjanna pegar vefirnir eru afhentir endanlegum notanda (sja 21. lid).

Samanburdarnakvaemni

20. Notendur préfunaradferdarinnar skulu syna fram & samanburdarnakvaemni préfunaradferdanna til lengri tima med
jakvaedum og neikvaedum samanburdum. Enn fremur skal eingdngu nota préfunaradferdina ef hénnudur eda birgir
likansins med endurgerdri hadpekju manns leggur fram gégn sem syna fram a samanburdarnakvaemni til lengri tima
med &tandi og 6xtandi idefnum ar t.d. skranni yfir haefnisefni (tafla 1). Ef um er ad reeda notkun profunaradferdar til
undirflokkunar skal einnig syna fram & samanburdarnakvaemni ad pvi er vardar undirflokkun.

Gadaeftirlit

21. Likanid med endurgerdri hidpekju manns skal eingdngu notad ef honnudur eda birgir synir fram & ad hver
framleidslulota likana med endurgerdri hudpekju manns, sem er notud, uppfylli skilgreindar vidmidanir fyrir
afhendingu framleidslunnar en af peim skipta lifvaenleiki (17. lidur), talmavirkni (18. lidur) og formfraedi (19. lidur)
mestu mali. Notendur préfunaradferdarinnar fa gégn um pau atridi afhent svo peir geti haft paer upplysingar med i
préfunarskyrslunni. Adeins er hagt ad sampykkja nidurstéour, sem fast med vefjalotum sem eru vidurkenndar
samkveemt geedaeftirliti, sem &reidanlegar til ad spa fyrir um atingarflokkun. Hénnudur eda birgir likansins med
endurgerdri hidpekju manns stadfestir asattanlegt svid (efri og nedri mork) fyrir 1C50 eda ET50. Asattanlegt svid
fyrir fullgiltu adferdirnar fjérar er gefid i toflu 3.

Tafla 3

Gaedaeftirlitsviomidanir fyrir afhendingu framleidslulota

Nedri &seettanleikamork Efri &seettanleikamork
EpiSkin™ (SM) I1Cs0 = 1,0 mg/ml I1Cs0 = 3,0 mg/ml
(18 Klukkustunda medhdndlun med
natriumdédekylsulfati) (33. heimild)
EpiDerm™ SCT (EPI-200) ET50 = 4,0 Kist. ET50 = 8,7 Kist.
(1% Triton X-100) (34. heimild)
SkinEthic™ RHE ET50 = 4,0 Kist. ET50 = 10,0 klst.
(1% Triton X-100) (35. heimild)
epiCS® ET50 = 2,0 kist. ET50 = 7,0 Kist.
(1% Triton X-100) (36. heimild)

Préfunar- og samanburdaridefni sett &

22. Nota skal a.m.k. tvd samhlida vefjasyni fyrir hvert préfunaridefni og samanburdinn fyrir hvert vahrifatimabil. Nota
skal nagilegt magn profunaridefnisins, baedi pegar um er ad raeda fljotandi og fost idefni, til ad pekja yfirboro
hadpekjunnar jafnt en pé ekki 6takmarkadan skammt, p.e. nota skal minnst 70 ul/cm? eda 30 mg/cm?. Me8 hlidsjon af
pvi um hvada likan er ad reda skal vata yfirbord hadpekjunnar med afjonudu eda eimudu vatni adur
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en fost idefni eru sett 4 til ad tryggja goéda snertingu profunaridefnisins vid yfirbord hidpekjunnar (34.-37. heimild).
Profa skal fost efni i fingerdu duftformi pegar pvi verdur vid komid. Notkunaradferdin skal hafa préfunaridefninu (sja
t.d. 34-37. heimild). I lok véahrifatimabils skal skola préfunaridefnid vandlega af hidpekjunni med vatnskenndri
jafnalausn eda 0,9% NaCl. Med hlidsjon af pvi hvert af fullgiltu préfunarlikénunum fjérum med endurgerdri
hGdpekju manns er notad eru tvd eda prju vahrifatimabil notud fyrir hvert profunaridefni (fyrir 611 fjogur fullgiltu
lik6nin med endurgerdri htidpekju manns: 3 min. og 1 klst.; fyrir EpiSkin™ vidbotarvahrifatimi sem nemur 4 klst.).
Med hlidsjon af préfunarlikaninu med endurgerdri hidpekju manns sem er notad og vahrifatimabili sem er metid
getur raktunarhiti medan & vahrifum stendur verid a milli stofuhita og 37 °C.

23. Nota skal samskeida neikveedan og jakveedan samanburd i hverri keyrslu til ad syna fram a ad lifvaenleiki (med
neikvaeda samanburdinum), talmavirkni og n@mi vefjanna, sem af henni leidir (med jakvaeda samanburdinum), séu
innan skilgreinds, rannséknarsogulegs asattanleikasvids. Tillogd idefni fyrir jakveedan samanburd eru isedik eda 8N
KOH med hlidsjon af pvi likani med endurgerdri hidpekju manns sem er notad. bad skal tekid fram ad 8N KOH er
beinn MTT-afoxari og porf geeti verid & adldgudum samanburdum eins og lyst er i 25. og 26. lid. Malt er med 0,9%
(massi midad vid rammal) NaCl eda vatni fyrir neikveeda samanburdi.

Melingar & lifvenleika frumna

24. Greiningu med MTT, sem er megindleg adferd, skal nota til ad mala lifveenleika frumna i pessari profunaradferd
(27. heimild). Vefjasynid er sett i MTT-lausn i hafilegum styrk (0,3 eda 1 mg/ml) i 3 klukkustundir. Utfellt, blatt
formasan er svo dregid ut ar vefnum med leysi (t.d. isépropandli, siru iséprépandli) og formasanstyrkurinn er maldur
med pvi ad &kvarda ljospéttni vid 570 nm & siukvardabili sem er ad hdmarki + 30 nm eda med litr6fsmeelingaradferd
med haprysti-/uthaprystivokvaskiljun (sja 30. og 31. 1id) (38. heimild).

25. Préfunaridefni geta truflad greiningu med MTT, annad hvort med beinni afoxun MTT i blatt formasan og/eda med
litatruflun ef préfunaridefnid gleypir i sig, annad hvort fr4 nattlrunnar hendi eda vegna medhdndlunar, & sama
Ijospéttnisvidi og formasan (570 + 30 nm, adallega bl og fj6lubla idefni). Nota skal vidbdtarsamanburdi til ad greina
og leiorétta hugsanlega truflun pessara préfunaridefna, s.s. samanburdinn fyrir Osérteka afoxun MTT og
samanburdinn fyrir 6sérteeka litun (NSC) (sja 26. og 30. lid). betta skiptir einkum mali pegar tiltekid profunaridefni er
ekki skolad algerlega af vefnum eda pegar pad gengur inn i hidpekjuna og finnst pvi i vefjunum pegar préfun &
lifvaenleika MTT er gerd. 1 stodludu verklagsreglunum fyrir préfunarlikénin (34.—37. heimild) er itarleg lysing & pvi
hvernig unnt er ad leidrétta beina afoxun MTT og truflanir fra litunarefnum.

26. Til ad greina beina MTT-afoxara skal bata hverju profunaridefni at i nytilreitt MTT-ati (34.-37. heimild). Ef MTT-
blandan sem inniheldur préfunaridefnid verdur bl&/fjolubla er gert rad fyrir ad préfunaridefnid afoxi MTT-litinn beint
og framkveema skal frekari athuganir & virkni & dauda hadpekju, 6had pvi hvort notud er st6dlud ljospéttn-
igleypnimaling eda litrofsmaeliadferd med haprysti/-Gthaprystivékvaskiljun. 1 pessari vidbétarathugun & virkni er
notadur daudur vefur sem hefur einungis eftirstandandi efnaskiptavirkni en gleypir i sig svipad magn profunaridefnis
og lifveenlegur vefur. Hvert idefni sem afoxar MTT er sett & a.m.k. tvd samhlida syni Gr daudum vef i hverjum
vahrifatima, sem gangast undir alla préfunina & hideetingu. Raunverulegur lifveenleiki vefjar er sidan reiknadur Gt sem
hundradshlutfall lifvenleika vefjar, fengid med lifandi vef sem var latinn verda fyrir vahrifum fra MTT-afoxara, ad
fradregnu hundradshlutfalli osérteekrar afoxunar MTT sem er fengid med daudum vef sem var latinn verda fyrir
vahrifum af sama MTT-afoxara, reiknad Gt i samanburdi vid neikvaeda samanburdinn sem er keyrdur samskeida
préfuninni sem er leidrétt (NSMTT).

27. Til ad greina hugsanlega truflun af litudum préfunaridefnum eda préfunaridefnum sem litast pegar pau komast i
snertingu vid vatn eda isopropandl og til ad akvarda hvort porf sé & vidbotarsamanburdum skal framkvaema
tioniréfsgreiningu préfunaridefnis i vatni (umhverfi & medan & vahrifum stendur) og/eda isoprépandli (Gtdrattarlausn).
Ef préfunarioefnio i vatni og/eda isépropandli gleypir i sig ljos a svidinu 570 £ 30 nm, atti ad framkveema frekari
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samanburdi med litgjofum eda, ad 6drum kosti, nota litréfsmalingu med haprysti/-Gthaprystivokvaskiljun, en i pvi
tilviki er ekki porf & pessum samanburdi (sja 30. og 31. lid). begar meeling & stadalgleypni (Ijéspéttni) er gerd er hvert
truflandi litada profunaridefni sett & minnst tvo lifveenleg samhlida vefjasyni i hverjum vahrifatima, sem gangast undir
alla préfunina & hGdeetingu en eru raektud i ati i stad MTT-lausnar & medan & MTT-raktunarprepi stendur til ad fa
samanburd fyrir 6sérteeka litun (NSCiifandi). Samanburdur NSCiiranai Skal gerdur samskeida i hverjum véhrifatima fyrir
hvert litad préfunaridefni (i hverri keyrslu) vegna edlislaegs liffreedilegs breytileika lifandi vefjar. Raunverulegur
lifveenleiki vefjar er sidan reiknadur Gt sem hundradshlutfall lifvenleika vefjar, fengid med lifandi vef sem er latinn
verda fyrir vahrifum af truflandi profunaridefninu og reektadur med MTT-lausn, ad fradregnu hundradshlutfalli
oOsértaekrar litunar, sem er fengid med lifandi vef sem er latinn verda fyrir vahrifum af truflandi préfunaridefninu og
reektadur i &ti an MTT, sem er keyrour samskeida préfuninni sem er leidrétt (%NSCiifandi).

28. A0 pvi er vardar préfunarioefni sem sanngreint er ad valdi badi beinni afoxun MTT (sja 26. lid) og litatruflun (sja 27.
1id), er porf & pridju gerd af samanburdi, auk samanburdar fyrir dsérteeka afoxun MTT og samanburdar NSCiifandi S€mM
er lyst i undangengnum lidum, vid melingu & stadalgleypni (ljospéttni). petta a yfirleitt vid um dokklitud
profunaridefni sem trufla greiningu med MTT (t.d. blar, fjolublar, svartur) par ed edlisleegur litur peirra hindrar mat &
getu peirra til beinnar afoxunar MTT, eins og lyst er i 26. 1id. bessi préfunaridefni geta bundist badi lifandi og
daudum vef og pvi getur samanburdur med 6Osérteekri afoxun MTT ekki eingbngu leidrétt hugsanlega beina afoxun
MTT af voldum profunaridefnisins heldur einnig litatruflun sem kemur til vegna bindingar préfunaridefnis vid daudan
vef. betta geeti leitt til tvofaldrar leidréttingar & litatruflun, par ed samanburdur NSCiitanai leidréttir pegar litatruflun
sem kemur til vegna bindingar préfunaridefnisins vid lifandi vef. Til ad koma i veg fyrir mogulega tvofalda
leidréttingu litatruflunar parf ad gera pridja samanburdinn fyrir dsértaeka litun med daudum vef (NSCgausur). | pessum
vidbotarsamanburdi er profunaridefnid sett & minnst tvd samhlida syni Ur daudum vef i hverjum vahrifatima, sem
gangast undir allt profunarferlid en eru reektud i eti i stad MTT-lausnar & medan & MTT-raektunarprepi stendur. Stakur
samanburdur NSCaausur N&gir fyrir hvert profunaridefni, 6had fjdlda 6hadra préfana/keyrsina sem gerdar eru, en skal
gerour samskeida samanburdi med Osérteekri afoxun MTT og, ef unnt er, med sému vefjalotu. Raunverulegur
lifveenleiki vefjar er sidan reiknadur Ut sem hundradshlutfall lifveenleika vefjar, fengid med lifandi vef sem er latinn
verda fyrir vahrifum af profunaridefninu, ad fradregnu %NSMTT, ad frddregnu %NSCiifandi, 80 Vidbeettu
hundradshlutfalli 6sérteekrar litunar sem er fengid med daudum vef sem er latinn verda fyrir vahrifum af truflandi
profunaridefninu og reektadur i &ti &n MTT, reiknad Ut i samanburdi vid neikvaeda samanburdinn sem er keyrour
samskeida profuninni sem er leidrétt (%NSCaausur).

29. Mikilveegt er ad taka mid af pvi ad Osérteek afoxun MTT og Osérteekar litatruflanir geta valdid pvi ad aflestur
vefjautdrattar & litr6fsmeaelinum verdi ofan linuleikasvids. A peim grundvelli skal hver rannsoknarstofa akvarda
linuleikasvid fyrir sinn litrofsmeeli med MTT-formasani (CAS-nimer 57360-69-7) af almennum markadi adur en
préfun & préfunaridefnum i eftirlitsskyni hefst. Einkum er meling & stadalgleypni (ljospéttni) med litréfsmeeli
videigandi til ad meta beina MTT-afoxara og préfunaridefni sem trufla litun pegar jospéttni vefjadtdrattar, sem faest
med profunaridefninu &n leidréttingar vegna beinnar afoxunar MTT og/eda litatruflunar, malist innan linuleikasvids
litréfsmeelisins eda pegar 6leidrétt hundradshlutfall lifvaenleika sem er fengid med préfunaridefninu skilgreinir pad
pegar sem atandi efni (sja 35. og 36. lid). Engu ad sidur skulu nidurstddur fyrir profunaridefni sem valda %NSMTT
og/eda %NSCiitandi > 50% af neikvaeda samanburdinum teknar med fyrirvara.

30. AOQ pvi er vardar litud profunaridefni, sem samrymast ekki malingu & stadalgleypni (ljospéttni) vegna of mikillar
truflunar vid greiningu med MTT, ma nota stadgonguadferdina litréfsmaelingu med haprysti-/athaprystivokvaskiljun
til ad meela MTT-formasan (sja 31. lid) (37. heimild). Litréfsmeelingakerfi med haprysti-/ithaprystivokvaskiljun gerir
kleift ad skilja MTT-formasan fra préfunaridefninu fyrir magnakvordun (38. heimild). Af pessum sékum er ekki porf
4 NSCiifansi €2 NSCoausum Samanburdi pegar litrofsmaling med héaprysti-/Gthaprystivokvaskiljun er notud, 6had
idefninu sem er profad. Engu ad sidur skal nota samanburdi fyrir dsérteeka afoxun MTT ef grunur leikur & ad
profunaridefnid sé beinn afoxari MTT eda ef litur pess hamlar mati & getu til beinnar afoxunar MTT (eins og lyst er {
26. 1id). Pbegar litréfsmaeling med haprysti-/Uthaprystivokvaskiljun er notud til ad meala MTT-formasan er
hundradshlutfall lifvaenleika vefjar reiknad Gt sem hundradshlutfall toppflatarmals MTT-formasans, sem faest med
lifandi vef sem er latinn verda fyrir vahrifum fra préfunaridefninu, i samanburdi vid toppgildi MTT-formasans sem er
fengid med samskeida neikveedum samanburdi. Ad pvi er vardar profunaridefni sem geta afoxad MTT beint er
raunverulegur  lifvaenleiki  vefjar reiknadur Gt sem hundradshlutfall lifvaenleika vefjar sem  faest
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med lifandi vef sem er latinn verda fyrir vahrifum fra préfunaridefninu, ad fradregnu %NSMTT. AJ lokum skal tekid
fram ad ekki er unnt ad meta beina afoxara MTT, sem geta einnig truflad litun, sem verda eftir i vefjum eftir
medhondlun og afoxa MTT ad svo miklu leyti ad peir leida til ljospéttni (med notkun stadladrar ljospéttnimelingar)
eda toppflatarméls (med litr6fsmelingu med haprysti-/athaprystivékvaskiljun) préfads vefjaltdrattar sem lendir utan
linuleikasvids litréfsmeelisins, p6 ad ekki sé buist vid ad slikt gerist nema i undantekningartilvikum.

31. Litréfsmeelingu med haprysti-/Gthaprystivékvaskiljun ma einnig nota med 6llum gerdum préfunaridefna (litud, 6litud, efni
sem afoxa MTT-litarefni og efni sem gera pad ekki) til ad meela MTT-formasan (38. heimild). Vegna fj6lbreytni
litréfsmeaelingakerfa med haprysti-/Uthaprystivokvaskiljun skal syna fram a hefi litréfsmelingakerfisins med haprysti-
[uthaprystivokvaskiljun adur en pad er notad til ad magngreina MTT-formasan Gr vefjatdraetti med pvi ad syna ad
sampykktarvidmidanirnar séu uppfylltar fyrir stadlada meelipeetti fyrir haefi, & grundvelli peirra sem lyst er i leidbeiningum
Matveela- og lyfjaeftirlits Bandarikjanna fyrir idnadinn um fullgildingu lifgreiningaradferda (38. og 39. heimild). pessir
helstu meelipaettir og sampykktarvidmidanirnar peirra eru synd i 4. vidbeti. Um leid og sampykktarvidmidanirnar, sem eru
skilgreindar i 4. vidbeeti, eru uppfylltar telst litrofsmelingakerfid med haprysti-/ithaprystivokvaskiljun heft til malingar &
MTT-formasani samkveemt rannsdknarskilyrdunum sem lyst er i pessari préfunaradferd.

Vidmidanir fyrir asettanleika

32. 1 hverri préfunaradferd par sem fullgilt likon med endurgerdri hidpekju manns eru notud skulu vefir, sem eru
medhdndladir med neikvaeda samanburdinum, syna ljospéttni sem endurspeglar gadi vefjanna, eins og lyst er i t6flu
2, og skulu ekki vera undir rannsoknarsogulega fastsettum mdrkum. Vefir sem eru medhondladir med jakveeda
samanburdinum, p.e. isediki eda 8N KOH, skulu endurspegla getu vefja til ad syna svorun vid atandi idefni vid
skilyrdi profunarlikansins (sjd 2. vidbati). Breytileikinn milli samhlida vefjasyna med prdfunaridefninu og/eda
samanburdaridefnum skal vera innan &asattanlegra marka krafnanna fyrir hvert fullgilt likan med endurgerdri
hidpekju manns (sj& 2. vidbeeti) (t.d. skal mismunurinn i breytileika milli pessara tveggja samhlida vefjasyna ekki
fara yfir 30%). Ef annad hvort neikvaedi eda jakveedi samanburdurinn i keyrslu lendir utan asettanlegs svids telst
keyrslan ekki hef og skal hun endurtekin. Ef breytileiki profunaridefnis er utan skilgreinds svids skal endurtaka
profunina.

Tulkun & nidurstédum og spalikan

33. Nota skal ljospéttnigildin, sem fast med hverju prdéfunaridefni, til ad reikna Gt lifveenleika i hundradshlutum i
samanburdi vid neikveeda samanburdinn sem er fastsettur vid 100%. Ef litrofsmeling med haprysti-/
uthaprystivokvaskiljun er notud er hundradshlutfall lifveenleika reiknad Gt sem hundradshlutfall toppflatarmals MTT-
formasans sem faest med lifandi vef, sem er latinn verda fyrir vahrifum af profunaridefninu, i samanburdi vid
toppgildi MTT-formasans sem er fengio med samskeida neikveedum samanburdi. broskuldsgildi fyrir hundradshluta
lifveenleika frumna, sem greinir eetandi préfunaridefni fra daetandi préfunaridefnum (eda greinir milli mismunandi
undirundirflokka atandi efna), eru skilgreind hér fyrir nedan i 35. og 36. lid fyrir hvert préfunarlikan sem pessi
profunaradferd nar yfir og skulu notud vid tdlkun & nidurstédunum.

34. Stok profunarkeyrsla & a.m.k. tveimur samhlida vefjasynum etti ad naegja ef nidurstadan gefur oOtvireda flokkun
préfunaridefnisins. Ef nidurstédur eru ovissar, t.d. ef 6samsvorun er i samhlida malingum, ma taka til athugunar ad
framkvaema adra keyrslu, sem og pa pridju ef 6samraemi er & milli nidurstadna Ur fyrstu keyrslunum tveimur.
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35. Spalikanid fyrir EpiSkin™:-likanid til proéfunar & hideetingu (9., 34. og 22. heimild), sem tengist flokkunarkerfi HSK
Sb/reglugerdinni um flokkun, merkingu og pékkun, er synt i toflu 4:

Tafla 4
Spalikan EpiSkin™
Lifveenleiki meldur eftir vahrifatimapunktum (t=3, 60 og 240 mindtur) Spa sem parf ad hafa i huga
< 35% eftir vahrif i 3 min. Atandi:
* Valkvaedur undirundirflokkur 1A (*)
> 35% eftir vahrif'i 3 min. OG AEtandi:
< 35% eftir vahrif { 60 min. » Samsetning valkvaedra undirundirflokka 1B og
EPA 1C
> 35% eftir vahrif i 60 min. OG
< 35% eftir vahrif i 240 min.
> 35% eftir vahrif i 240 min. Oatandi

(*) Samkveemt gdgnum sem aflad var med pad fyrir augum ad meta hvort préfunarlikénin med endurgerdri hidpekju manns nytist
til ad stydja undirflokkun var synt fram 4 ad u.p.b. 22% nidurstadna ur profunarlikaninu EpiSkin™, sem syndu undirundirflokk
1A, geetu i raun verid efni/bléndur i undirundirflokki 1B eda 1C (p.e. of ha flokkun) (sja 3. vidbeti).

36. Spalikonin fyrir likonin til proéfunar 4 hadeetingu, EpiDerm™ SCT (10., 23. og 35. heimild), SkinEthic™ RHE
(17., 18., 23. og 36. heimild) og epiCS® (16., 23. og 37. heimild), sem tengjast flokkunarkerfi HSK Spb/reglugerdinnni
um flokkun, merkingu og pékkun, eru synd i t6flu 5:

Tafla 5
EpiDerm™ SCT, SkinEthic™ RHE og epiCS®

Lifveenleiki meldur eftir vahrifatimapunktum

(t=3 og 60 mindtur) Spa sem parf ad hafa i huga

SKREF 1 fyrir EpiDerm™ SCT, fyrir SkinEthic™ RHE og epiCS®

< 50% eftir vahrif i 3 min. Aetandi

> 50% eftir vahrif i 3 min. OG < 15% eftir vahrif i |Atandi
60 min.

> 50% eftir vahrif i 3 min. OG > 15% eftir vahrif i|Oatandi
60 min.

SKREF 2 fyrir EpiDerm™ SCT - fyrir efni/blondur sem eru greind sem atandi i skrefi 1

< 25% eftir vahrif i 3 min. Valkvadur undirundirflokkur 1A *
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Lifveenleiki meldur eftir vahrifatimapunktum

(t=3 og 60 mindtur) Spa sem parf ad hafa i huga

SKREF 1 fyrir EpiDerm™ SCT, fyrir SkinEthic™ RHE og epiCS®

>25% eftir vahrif i 3 min Samsetning valkveedra undirundirflokka 1B og 1C

SKREF 2 fyrir SkinEthic™ RHE - fyrir efni/bléndur sem eru greind sem atandi i skrefi 1

< 18% eftir vahrif i 3 min. Valkvadur undirundirflokkur 1A *

< 18% eftir vahrif i 3 min Samsetning valkveedra undirundirflokka 1B og 1C

SKREF 2 fyrir epiCS® - fyrir efni/blondur sem eru greind sem etandi i skrefi 1

< 15% eftir vahrif i 3 min. Valkvaedur undirundirflokkur 1A *

> 15% eftir vahrif i 3 min Samsetning valkveedra undirundirflokka 1B og 1C

GOGN OG SKYRSLUGIOF
Gogn

37. Setja skal gogn fyrir samhlida vefjasyni innan hverrar profunar (t.d. ljospéttnigildi og reiknadan hundradshluta fyrir
lifveenleika frumna fyrir hvert profunaridefni, auk flokkunar) fram i téflu, p.m.t. gégn ar endurteknum tilraunum, ef
vid &. Auk pess skal setja fram medaltal, lifveenleikasvid og fraviksstudla milli samhlida vefjasyna fyrir hverja préfun.
Vixlverkanir vio MTT-hvarfmidil med beinum MTT-afoxurum eda litudum préfunaridefnum skulu tilgreindar fyrir
hvert profad idefni.

Préfunarskyrsla

38. Eftirtaldar upplysingar skulu vera i préfunarskyrslunni:

Profunar- og samanburdaridefni:

— efni med einum efnispeetti: efnafraedileg sanngreining, s.s. IUPAC- eda CAS-heiti, CAS-nr., SMILES- eda InChl-
kéoi, byggingarformula, hreinleiki, efnakenni éhreininda, eins og vid & og er teeknilega mogulegt, 0.s.frv.,

— fjolpattaefni, UVCB-efni og blanda: lysing & eiginleikum eins og kostur er med efnakenni (sja hér a undan),
magnbundnu innihaldi og peim edlisefnafradilegu eiginleikum efnispattanna sem skipta mali.

— (tlit, vatnsleysni og adrir edlisefnafradilegir eiginleikar sem skipta mali,

— uppruni, lotunamer, ef pad liggur fyrir,

— medhondlun préfunaridefnisins/samanburdarefnisins fyrir préfunina, ef vid a (t.d. hitun og mélun),

— stddugleiki profunaridefnisins, sidasti notkunardagur eda dagsetning endurgreiningar, ef hin er pekkt,
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— geymsluskilyrdi.

Likan med endurgerdri hudpekju manns og adferdarlysing sem er notud asamt rokstudningi fyrir valinu (ef vid &)

Proéfunarskilyrdi:

— likan med endurgerdri hidpekju manns sem er notad (p.m.t. nimer framleidslulotu),

— kvdrdunarupplysingar um meelibanadinn (t.d. litrofsmalir), bylgjulengd og bandsia (ef vid 4) til a0 magngreina
MTT-formasan og linuleikasvid meliblnadar,

— lysing & adferdinni sem er notud til ad magngreina MTT-formasan,

— lysing & hefi litréfsmalingakerfis med haprysti-/Gthaprystivokvaskiljun, ef vid &,

— heildarupplysingar til studnings notkun & tilteknu likani med endurgerdri hudpekju manns, p.m.t. nothafi pess.
peim skal eftirfarandi felast an pess p6 ad einskordast vid pad:

i. lifvenleiki,

ii. talmavirkni,

iii. formfraedi,

v. samanburdarndkveemni og forspargeta,

v. gaedaeftirlit med likaninu,

— tilvisanir i rannsoknarséguleg gogn um likanid. I peim skal felast, an pess p6 ad einskordast vid pad, asattanleiki
gaedaeftirlitsgagna med tilvisun i rannsoknarsoguleg gogn um framleidslulotur,

— synt fram & hefni vid framkvaemd préfunaradferdarinnar fyrir reglulega notkun med pvi ad préfa haefnisefnin.

Profunaradferd:

— upplysingar um préfunaradferdina sem er notud (p.m.t. skolunaradferdir sem eru notadar eftir vahrifatimabilid),

— skammtar préfunarioefnis og samanburdaridefnis sem eru notadir,

— lengd véhrifatimabils eda vahrifatimabila og hitastig vid vahrif,

— tilgreining & samanburdinum sem var notadur fyrir beina afoxara MTT og/eda litandi profunaridefni, ef vid §,
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— fjoldi samhlida vefjasyna sem eru notud fyrir hvert préfunaridefni og samanburdir (jakveedur samanburdur,
neikveedur samanburdur og 6sérteek afoxun MTT, NSCiitandi 09 NSCausur, €f vid &) i hverjum vahrifatima,

— lysing & akvordunarvidmidunum/spalikani sem er notad, & grundvelli likansins med endurgerdri hidpekju manns
sem er notad,

— lysing & 6llum breytingum & préfunaradferdinni (p.m.t. skolunaradferdum).

Sampykktarviomidanir fyrir keyrslur og préfanir

— medalgildi fyrir jakvadan og neikveedan samanburd og asa&ttanleikasvid & grundvelli rannséknarsdgulegra gagna,
— é&sattanlegur breytileiki milli samhlida vefjasyna fyrir jakvaedan og neikvaedan samanburd,

— asettanlegur breytileiki milli samhlida vefjasyna fyrir préfunaridefnid.

Nidurstodur:

— toflusetning gagna fyrir stok préfunaridefni og staka samanburdi, fyrir hvert vahrifatimabil, hverja keyrslu og hverja
samhlida melingu, p.m.t. ljospétini eda toppflatarmal MTT-formasans, hundradshlutfall lifveenleika vefja,
medalhundradshlutfall lifveenleika vefja, mismunur milli samhlida syna, stadalfravik og/eda fraviksstudlar, ef vid &,

— ef vid 4, nidurstddur ur samanburdum sem eru notadir fyrir beina afoxara MTT og/eda profunaridefni til litunar,
p.m.t. ljospéttni eda toppflatarmal MTT-formasans, %NSMTT, %NSCiitandi, %NSCdausur, mismunur milli
samhlida vefjasyna, stadalfravik og/eda fraviksstudlar (ef vid &), og endanlegt rétt hundradshlutfall lifvaenleika
vefja,

— nidurstddur sem fengust med profunaridefninu eda préfunaridefnunum og samanburdaridefnunum i tengslum vid
skilgreindar sampykktarvidomidanir fyrir keyrslur og profanir,

— lysing & 66rum &hrifum sem fram komu,

— afleidd flokkun med tilvisun i spalikanid/akvordunarvidmidanir sem eru notadar.

Umfjéllun um nidurstédurnar
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1. viobeetir

SKILGREININGAR

Nakvaemni: Malikvardi & pad hversu naleegt sampykktu vidmidunargildi nidurstada ar préfun er. Nakveemni er melikvardi a
nothafi profunaradferda og einn pattur gildis. Hugtakid er oft notad i stad hugtaksins ,,samsvorun® til ad lysa hlutfalli réttra
nidurstadna Ur préfunaradferd (25. heimild).

Lifveenleiki frumna: Malipattur sem melir heildarvirkni frumuhdps, t.d. getu frumubundinna vetnissvipta i hvatberum til ad
afoxa liflitinn MTT (3-(4,5-dimetylpiasdl-2-yl)-2,5-difenyltetras6liumbromid, piasélyl-blar) sem, had endapunktinum sem
meldur er og tilhégun préfunar, samsvarar heildartdlu og/eda lifsprétti lifandi frumna.

idefni: Efni eda blanda.

Samsvorun: Samsvorun er malikvardi 4 nothafi profunaradferdar, pegar um er ad reda profunaradferdir sem gefa
afdrattarlausar nidurstdour, og er einn pattur gildis. Hugtakid er stundum notad i stad hugtaksins ,,nakvaeemni og er skilgreint
sem hlutfall allra profadra idefna sem eru rétt flokkud sem jakvad eda neikveed. Samsvorun er ad miklu leyti had pvi hversu
algeng jakveed svorun er i peim gerdum préfunaridefna sem rannsakadar eru (25. heimild).

ETso: Haegt ad meta med akvordun & peim vahrifatima sem parf til ad draga Ur lifveenleika frumu um 50% vid notkun
vidmidunaridefnis vid tilgreindan, fastan styrk, sja einnig ICso.

HSK (hnattsamraeemda kerfid til flokkunar og merkingar a idefnum): Kerfi til flokkunar idefna (efna og blandna),
samkvamt stéoludum tegundum og stigum edlisreennar heettu, heilbrigdishaettu og umhverfishattu, sem tekur til samsvarandi
haettubodsatrida, s.s. haettumerkja, vidvérunarorda, hattusetninga, varnadarsetninga og 6ryggisblada, til ad midla upplysingum
um skadleg ahrif idefnanna i pvi skyni ad vernda folk (b.m.t. vinnuveitendur, launafélk, flytjendur, neytendur og bradalida) og
umhverfid (1. heimild).

HPLC: Héaprystivokvaskiljun.

IATA: Sampattar adferdir vid profun og mat.

1Cs0: Heegt ad meta med akvordun & peim styrk vidmidunaridefnis sem dregur Ur lifveenleika vefjanna um 50% (ICso) eftir
fastan vahrifatima, sjé einnig ETso.

Otakmarkadur skammtur: bad magn profunaridefnis sem er borid & hudpekjuna og er umfram magnid sem parf til ad hylja
yfirbord hudpekjunnar fullkomlega og jafnt.

Blanda: Tvo eda fleiri efni i bléndu eda lausn sem pau hvarfast ekki i.

Efni med einum efnispeetti: Efni, skilgreint af magnbundinni samsetningu, par sem einn adalefnispattur er fyrir hendi ad
a.m.k. 80% (massahlutfall).
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MTT: 3-(4,5-dimetylpiasdl-2-yl)-2,5-difenyltetraséliumbromid, piasolyl-blatt tetrasdliumbromid.

Fjolpattaefni: Efni, skilgreint af magnbundinni samsetningu, par sem fleiri en einn adalefnispattur er fyrir hendi i styrk sem
nemur > 10% (massahlutfall) og < 80% (massahlutfall). Fjélpattaefni er afleiding af framleidsluferli. Mismunurinn & bléndu og
fjdlpattaefni er sa ad blandan fast med blondun tveggja eda fleiri efna an efnahvarfs. Fjolpattaefni er afleiding af efnahvarfi.

NC: Oztandi.

Samanburdur NSCaausur: Samanburdur fyrir 6sérteeka litun i daudum vef.

Samanburdur NSCiifandi: Samanburdur fyrir dsértaeka litun i lifandi vef.

NSMTT: Osértek afoxun MTT.

OD: Ljospéttni

PC: Jakvadur samanburdur, samhlida syni sem inniheldur alla petti profunarkerfis og er medhondlad med idefni sem vitad er
ad framkallar jakveeda svorun. Til ad tryggja ad heaegt sé ad meta breytileika i svorun jakveeda samanburdarins yfir tima skal
pessi jakvaeda svorun po ekki vera of kroftug.

Nothafisstadlar: Stadlar, byggoir & fullgiltri préfunaradferd, sem eru grundvollur fyrir mat & samanburdarhafi tillagdrar
profunaradferdar sem er samsvarandi fullgiltu adferdinni med tilliti til verkunarméata og virkni. Medal peirra eru i.
grundvallarpettir préfunaradferdarinnar, ii. lagmarksskra yfir viomidunaridefni sem valin eru Gr peim idefnum sem voru notud
til ad syna fram & é&sattanlegt nothefi fullgiltu préfunaradferdarinnar og iii. gildi fyrir &reidanleika og ndkvaemni sem eru
svipud peim sem fengust med fullgiltu préfunaradferdinni og sem eiga ad fast med tillégou préfunaradferdinni pegar han er
metin Gt fra lagmarksskranni yfir viomidunaridefni (25. heimild).

Gildi: Lysing & sambandi prdéfunaradferdarinnar og ahrifanna, sem midad er vid, og hvort sambandid hefur merkingu og er
gagnlegt midad vid tiltekinn tilgang. Gildid lysir pvi ad hvada marki préfunaradferdin ner ad mela rétt eda spa fyrir um
liffreedilegu &hrifin sem midad er vid. Gildi felur i sér umfjollun um ndkveemni (samsvorun) profunaradferdar (25. heimild).

Areidanleiki: Malikvardi 4 pad ad hvada marki er hagt ad framkvaema préfunaradferd med samanburdarnakvamni hja hverri
rannsoknarstofu og hja mismunandi rannsoknarstofum i tiltekinn tima pegar hin er framkveemd samkvemt sému
adferdarlysingu. Areidanleiki er metinn med pvi ad reikna Ut einseturssamanburdarnakveemni og fjélsetra samanburdar-
nakveemni (25. heimild).

Keyrsla: Keyrsla samanstendur af einu eda fleirum préfunarioefnum sem eru profud samskeida med neikveedum samanburdi
0g jakvaedum samanburdi.

Neemi: Hlutfall allra jAkveedra/virkra idefna sem eru rétt flokkud med préfunaradferdinni. Neemi er malikvardi & ndkvaemni
profunaradferdar sem gefur afdrattarlausar nidurstddur og er mikilveeg forsenda i mati & gildi préfunaradferdar (25. heimild).
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Hudeeting i lifi: Varanleg skemmd i hid sem kemur fram eftir ad préfunarioefni hefur verid & hadinni i allt ad fjérar
klukkustundir, p.e. synilegt drep sem ner i gegnum hidpekjuna og nidur i ledurhidina. Atandi svérun einkennist af sarum,
blaedingu, bleedandi hridri og, i lok 14 daga athugunartimabilsins, upplitun pegar hidin félnar, harlausum blettum og 6rum. Til
greina kemur ad gera vefjameinafradilegar athuganir til ad meta vefjaskemmdir sem vafi leikur & um.

Sérteeki: Hlutfall allra neikvaedra/6virkra idefna sem eru rétt flokkud med profunaradferdinni. Sérteki er melikvardi a
nakvemni préfunaradferdar sem gefur afdrattarlausar nidurstéour og er mikilveeg forsenda i mati a gildi préfunaradferdar
(25. heimild).

Efni: Frumefni og efnasambdnd pess, nattdruleg eda framleidd, p.m.t. 61l aukefni, sem eru naudsynleg til ad vidhalda
stodugleika pess, og 61l 6hreinindi sem verda til i vinnslunni en p6 ekki leysiefni sem skilja ma fra an pess ad pad hafi ahrif &
stddugleika efnisins eda breyti samsetningu pess.

Préfunarioefni: Sérhvert efni eda blanda sem er préfud meo pessari préfunaradfero.
UPLC: Uthaprystivékvaskiljun.

UVCB-efni: efni af pekktri eda breytilegri samsetningu, flokin myndefni eda liffreedileg efni.



2. vidbatir

HELSTU PATTIR PROFUNARLIKANA MED ENDURGERPRI HUPPEKJU MANNS SEM HAFA VERID FULLGILT TIL PROFUNAR A HUBPATINGU

pettir préfunarlikans

EpiSkin™

EpiDerm™ SCT

SkinEthic™ RHE

epiCsS®

Yfirbord likans

0,38 cm?

0,63 cm?

0,5 cm?

0,6 cm?

Fjoldi samhlida vefjasyna

Minnst 2 i hverjum véhrifatima

2-3 i hverjum vahrifatima

Minnst 2 i hverjum véhrifatima

Minnst 2 i hverjum vahrifatima

Medhondlunarskammtar og notk-
un

Vokvar og seigfljotandi efni: 50 pl
+ 3 pl (131,6 pl/cm?)

Fost efni: 20 + 2 mg (52,6 mg/cm?)
+ 100 pl + 5ul NaCl-lausn (9 g/l)

Vaxkennd/limkennd efni: 50 + 2 mg
(131,6 mg/cm?) med nzelonmoskva

Vokvar: 50 pl (79,4 pl/cm?) med eda
&n nelonmoskva

Samrymanleiki  préfunaridefnis  vid
nelonmdskva fyrir préfun:

Halffost efni: 50 pl (79,4 ul/cm?)

Fost efni: 25 pl H20 (eda meira ef
naudsyn krefur) + 25 mg (39,7 mg/
cm?)

Vaxkennd efni: fl6t flipalaga stykki,
um 8 mm i pvermal, sett ofan & vefinn
sem er bleyttur med 15 pl H20.

Vokvar og seigfljotandi efni: 40 pl
+ 3ul (80 ul/cm?) med nelonmoskva
Samrymanleiki  préfunaridefnis  vid
nelonmdskva fyrir préfun:

Fost efni: 20 pl + 2pl H20 + 20 + 3 mg
(40 mg/cm?)

Vaxkennd/limkennd efni: 20 + 3 mg
(40 mg/cm?) med nelonmoskva

Vokvar: 50 pl (83,3 pllcm?) med
nelonmdskva

Samrymanleiki  préfunaridefnis  vid
nelonmdskva fyrir profun:

Halffost efni: 50 pl (83,3 ul/cm?)

Fost efni: 25 mg (41,7 mg/cm?) + 25 ul
H20 (eda meira ef naudsyn krefur)

Vaxkennd efni: flot kokulaga stykki,
um 8 mm i pvermal, sett ofan & vefinn
sem er bleyttur med 15 pl H20.
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peettir préfunarlikans

EpiSkin™

EpiDerm™ SCT

SkinEthic™ RHE

epiCsS®

Forathugun beinnar

afoxunar MTT

vegna

50 wl (vokvi) eda 20 mg (fast efni)
+2mlMTT

0,3 mg/ml lausn i 180 = 5 min vio
37 °C, 5% COz2, 95% rakastig

— ef lausnin verdur bla/fjolubla skal
gera adlagadan samanburd med vef
sem hefur verid drekkt i vatni

50 ul (vokvi) eda 25 mg (fast efni)
+1mlMTT

1 mg/ml lausn i 60 min vid 37 °C, 5%
COz, 95% rakastig

— ef lausnin verdur bla/fjolubla skal
gera adlagadan samanburd med vef
sem hefur verid drepinn med frystingu

40 pl (vokvi) eda 20 mg (fast efni)
+1mlMTT

1 mg/ml lausn i 180 + 15 min vid
37 °C, 5% COz, 95% rakastig

— ef lausnin verdur bla/fjolubla skal
gera adlagadan samanburd med vef
sem hefur verid drepinn med frystingu

50 pl (vokvi) eda 25 mg (fast efni)
+1mlMTT

1 mg/ml lausn i 60 min vid 37 °C, 5%
COz, 95% rakastig

— ef lausnin verdur bl&/fjélubla skal
gera adlagadan samanburd med vef sem
hefur verid drepinn med frystingu

Forathugun vegna litatruflunar

10 pl (vokvi) eda 10 mg (fast efni)
+ 90 ul H20 blandad i 15 min vid
stofuhita

— ef lausnin litast skal gera adlagadan
samanburd med lifandi vef

50 ul (vokvi) eda 25 mg (fast efni)
+ 300 pl H20 i 60 min vid 37 °C, 5%
COz, 95% rakastig

— ef lausnin litast skal gera adlagadan
samanburd med lifandi vef

40 pl (vokvi) eda 20 mg (fast efni)
+ 300 pl H20 blandad i 60 min vid
stofuhita

— ef profunaridefnid er litad skal gera
adlagadan samanburd med lifandi vef

50 pl (vokvi) eda 25 mg (fast efni)
+ 300 pl H20 i 60 min vid 37 °C, 5%
COz, 95% rakastig

— ef lausnin litast skal gera adlagadan
samanburd med lifandi vef

Vahrifatimi og hitastig

3 min, 60 min (x 5 min) og 240 min
(= 10 min)

[ loftraestum skap, stofuhiti (18—28 °C)

3 min vid stofuhita og 60 min vid
37 °C, 5% COz2, 95% rakastig

3 min vid stofuhita og 60 min vid
37 °C, 5% COz2, 95% rakastig

3 min vid stofuhita og 60 min vid 37 °C,
5% COz2, 95% rakastig

Skolun

25 ml 1x fosfatstillt saltlausn

(2 ml/keyrsla)

20 sinnum med stddugu léttu streymi
af 1x fosfatstilltri saltlausn

20 sinnum med stddugu léttu streymi
af 1x fosfatstilltri saltlausn

20 sinnum med stédugu léttu streymi af
1x fosfatstilltri saltlausn
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peettir préfunarlikans

EpiSkin™

EpiDerm™ SCT

SkinEthic™ RHE

epiCsS®

Neikvadur samanburdur

50 ul NaCl lausn (9 g/l)

Pro6fad i hverjum vahrifatima

50 ul H20

Profad i hverjum vahrifatima

40 pl H20

Profad i hverjum vahrifatima

50 ul H20

Pro6fad i hverjum vahrifatima

Jakvaedur samanburdur

50 pl isedik

Préfad i adeins 4 klukkustundir

50 pl 8N KOH

Préfad i hverjum véhrifatima

40 ul 8N KOH

Préfad i adeins 1 klukkustund

50 pl 8N KOH

Préfad i hverjum véhrifatima

MTT-lausn

2 ml 0,3 mg/ml

300 pl 1 mg/ml

300 pl 1 mg/ml

300 pl 1 mg/ml

MTT-raektunartimi og hitastig

180 min (£ 15 min) vid 37 °C, 5%
COz2, 95% rakastig

180 min vid 37 °C, 5% CO2, 95%
rakastig

180 min (£ 15 min) vid 37 °C, 5%
COz, 95% rakastig

180 min vid 37 °C, 5% CO2, 95%
rakastig

Utdrattarleysir

500 pl syrt is6propandl
(0,04 N vetnisklorid i isdpropanoli)

(einangradur vefur, allur & kafi)

2 ml iséprépanol

(Otdrattur ofan og nedan af innskots-
bolla)

1,5 ml is6prépandl

(Otdrattur  ofan  og  nedan  af

innskotsbolla)

2 ml iséprépanol

(Otdrattur  ofan og nedan  af

innskotsbolla)

Utdrattartimi og -hitastig

Yfir nott vio stofuhita, vario 1jési

Yfir n6tt an hristings vid stofuhita eda i
120 min med hristingi (~ 120 sndn./
min.) vid stofuhita

Yfir nott an hristings vid stofuhita eda i
120 min med hristingi (~ 120 snun./
min.) vid stofuhita

Yfir nétt an hristings vid stofuhita eda i
120 min med hristingi (~ 120 snin./
min.) vid stofuhita

020C'1T°CT
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peettir préfunarlikans

EpiSkin™

EpiDerm™ SCT

SkinEthic™ RHE

epiCsS®

Meling & ljospéttni

570 nm (545-595 nm) an viémidun-
arsiu

570 nm (eda 540 nm) an vidmidunarsiu

570 nm (540-600 nm) an viémidun-
arsiu

540-570 nm an viomidunarsiu

Gaodaeftirlit med vef

18 klukkustunda meohdndlun med
natriumdédekylsulfati

1,0 mg/ml < ICsp < 3,0 mg/ml

Medhdndlun med 1% Triton X-100

4,08 klst. < ETso < 8,7 klst.

Medhdéndlun med 1% Triton X-100

4,0 klst. < ETs0 < 10,0 klst.

Medhondlun med 1% Triton X-100

2,0 klst. <ETso < 7,0 klst.

Vidmidanir fyrir asettanleika

1. Medaltal ljospéttni samhlida
vefjasyna sem eru medhdndlud med
neikvaedum samanburdi (NaCl) skal
vera > 0,6 og < 1,5 i hverjum
véhrifatima

2. Medallifvenleiki samhlida vefjasyna
sem eru latin verda fyrir vahrifum i 4
klukkustundir med jakveeda saman-
burdinum (isedik), gefinn upp sem
hundradshlutfall neikveeda saman-
burdarins, skal vera <20%

3. A bilinu 20-100% fyrir lifvanleika
og fyrir ljospéttni > 3,0, skal
mismunur & lifvenleika  milli
samhlida vefjasynanna tveggja ekki
vera meiri en 30%

1. Medaltal  ljospéttni  samhlida
vefjasyna sem eru medhondlud
med neikvaedum samanburdi (H20)
skal vera > 0,8 og < 2,8 i hverjum
véhrifatima

2. Meaallifvaenleiki samhlidoa
vefjasyna sem eru latin verda fyrir
vahrifum i 1 klukkustund med
jakveeda  samanburdinum (8N
KOH), gefinn upp sem hundrads-
hlutfall neikveeda samanburdarins,
skal vera < 15%

3. Abilinu 20-100% fyrir lifvanleika
skal fraviksstudullinn milli
samhlida vefjasyna vera 30%

1. Medaltal  ljospéttni  samhlida
vefjasyna sem eru medhodndlud
med neikvaedum samanburdi (H20)
skal vera > 0,8 og < 3,0 i hverjum
vahrifatima

2. Medallifvenleiki samhlida
vefjasyna sem eru latin verda fyrir
véhrifum i 1 klukkustund (og i 4
klukkustundir, ef vid &) med
jakveeda  samanburdinum (8N
KOH), gefinn upp sem hundrads-
hlutfall neikvaeda samanburdarins,
skal vera < 15%

3. A bilinu 20-100% fyrir lifvaenleika
og fyrir ljospéttni > 3,0 skal
mismunur & lifvenleika  milli
samhlida vefjasynanna tveggja ekki
vera meiri en 30%

1. Medaltal ljéspéttni  samhlida
vefjasyna sem eru medhéndlud med
neikvaedum samanburdi (H20) skal
vera > 0,8 og < 2,8 i1 hverjum
vahrifatima

2. Meaallifvaenleiki samhlida
vefjasyna sem eru latin verda fyrir
vahrifum i 1 klukkustund med
jakveeda  samanburdinum (8N
KOH), gefinn upp sem hundrads-
hlutfall neikveeda samanburdarins,
skal vera 20%

3. A bilinu 20-100% fyrir lifvanleika
og fyrir ljospéttni > 3,0 skal
mismunur & lifveenleika  milli
samhlida vefjasynanna tveggja ekki

vera meiri en 30%
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EES-viobetir vid Stjornartioindi Evropusambandsins

Nr. 73/535

3. vidbeetir

ARANGUR PROFUNARLIKANANNA VARDANDI UNDIRFLOKKUN

Taflan hér fyrir nedan synir arangur préfunarlikananna fjogurra sem er reiknadur Gt a grundvelli 80 idefna sem
préfunarhonnudirnir fjérir hafa préfad. Skrifstofa Efnahags- og framfarastofnunarinnar sa um Utreikningana og peir voru

endurskodadir og sampykktir af undirhopi sérfreedinga (21. og 23. heimild).

Med profunarlikonunum EpiSkin™, EpiDerm™, SkinEthic™ og epiCS® er hagt ad undirflokka (p.e. greina &4 milli 1A og

1B/1C og 6ztandi efna (NC)).

Arangur, tidni of harrar flokkunar, tidni of lagrar flokkunar og nakveemni (forspéargeta) profunarlikananna fjogurra & grundvelli
80 idefna, 61l profud i 2 eda 3 keyrslum i hverju profunarlikani:

TOLFRADILEGAR UPPLYSINGAR UM SPAR FENGNAR FYRIR OLL IDEFNIN

(n=80 idefni profud i 2 6hadum keyrslum fyrir epiCS® eda 3 6hadum keyrslum fyrir EpiDerm™ SCT, EpiSkin™ og
SkinEthic™ RHE, p.e. 159 (*) eda 240 flokkanir, eftir pvi sem vid &)

EpiSkin™ EpiDerm™ SkinEthic™ epiCS®
Of haar flokkanir:
1B/1C flokkad of hatt sem 1A 21,50% 29,0% 31,2% 32,8%
NC flokkad of hatt sem 1B/1C 20,7% 23,4% 27,0% 28,4%
NC flokkad of hatt sem 1A 0,00% 2,7% 0,0% 0,00%
Flokkad of hatt sem aetandi 20,7% 26,1% 27,0% 28,4%
Heildarhlutfall of harrar flokkunar (allir flokkar) 17,9% 23,3% 24,5% 25,8%
Of lagar flokkanir:
1A flokkad of lagt sem 1B/1C 16,7% 16,7% 16,7% 12,5%
1A flokkad of lagt sem NC 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
1B/1C flokkad of lagt sem NC 2,2% 0,00% 7,5% 6,6%
Heildarhlutfall of lagrar flokkunar (allir flokkar) 3,3% 2,5% 5,4% 4,4%
Réttar flokkanir:
1A rétt flokkad 83,3% 83,3% 83,3% 87,5%
1B/1C rétt flokkad 76,3% 71,0% 61,3% 60,7%
NC rétt flokkad 79,3% 73,9% 73,0% 71,62%
Heildarndkvaemni 78,8% 74,2% 70% 69,8%

NC: Oatandi

(*) eitt idefni var profad einu sinni i epiCS® vegna skorts & adgengi (23. heimild)
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EES-vidbatir vid Stjornartidindi Evropusambandsins

4. vidbatir

Helstu mealipattir og sampykktarvidmidanir fyrir hefi litrofsmeaelingakerfis med haprysti-/uthaprystivokvaskiljun til malingar &
MTT-formasani sem er dregid Ur vef endurgerdrar hidpekju manns

Adferdarlysing ur leidbeiningum matveela- og lyfjaeftirlits

Melipéattur Bandarikjanna (37. og 38. heimild) Sampykktarviomidanir

Valvisi Greining & isépropandli, lifandi blanksyni (isdprop- | Svaditrufiun < 20% af svaediLLog (1)
andlatdrattur  Gr lifandi vef endurgerdrar hadpekju
manns an medhondlunar), dautt blanksyni (iséprép-
andlatdrattur ar daudum vef endurgerdrar hudpekju
manns an medhdndlunar)

Samkvaemni Geadaeftirlit  (p.e. MTT-formasan vid 1,6pg/ml, | FS < 15% eda < 20% vegna LLOQ
16 pg/ml og 160 pg/ml) i isdpropandli (n=5)

Nakveemni Geedaeftirlit i isopropandli (n=5) % fravika < 15% eda < 20% vegna

LLOQ

Ahrif efnividarins

Gdaeftirlit f lifandi blanksyni (n=5)

85% < ahrif efnividarins < 115%

Yfirfersla

Greining & isopropandli eftir stadli ULOQ (?)

Svaditrufiun < 20% af sveediLLog

Samanburdarnakvemni
(innan sama dags)

Prir 6hadir kvordunarferlar (& grundvelli sex samfelldra
pynninga MTT-formasans i isdpropanol i hlutfollum
1:3, par sem byrjad er 4 ULOQ, p.e. 200 pg/ml).
Gadaeftirlit i iséprépandli (n=5)

Samanburdarnakvemni
(innan sama dags)

1. dagur: Einn kvérdunarferill og gaedaeftirlit i
isdpropanoli (n=3)
2. dagur: Einn kvordunarferill og gaedaeftirlit i
isdpropanoli (n=3)
3. dagur: Einn kvordunarferill og gaedaeftirlit i

isdpropanoli (n=3)

Kvordunarferlar: % fravika < 15% eda
<20% vegna LLOQ

Gaodaeftirlit: % fravika < 15% og FS
<15%

Skammtima stodugleiki
MTT-formasans i Gtdreetti ur
vef Ur endurgerdri hidpekju
manns

Geedaeftirlit i lifandi blanksyni (n=3), greint & degi
tilreidslu og eftir 24 kist. geymslu vid stofuhita

% fravika < 15%

Langtimastodugleiki MTT-
formasans i utdraetti Ur vef ar
endurgerori hudpekju
manns, ef porf krefur

Geedaeftirlit i lifandi blanksyni (n=3), greint & degi
tilreidslu og eftir nokkurra daga geymslu vid tiltekio
hitastig (t.d. 4 °C, —20 °C, —80 °C)

% fravika < 15%

(1) LLOQ: Nedri magngreiningarmork, skilgreind til ad na yfir 1-2% lifveenleika vefjar, p.e. 0,8 pg/ml.
(®» ULOQ: Efri magngreiningarmérk, skilgreind pannig ad pau eru am.k. tvofalt heerri en hesti styrkur MTT-formasans i
isdpropandlitdrattum ur neikveedum samanburdum sem buist er vid, p.e. 200 pg/ml.«

12.11.2020



12.11.2020 EES-viobetir vid Stjornartioindi Evropusambandsins Nr. 73/537

7) 1 stad kafla B.46 i B-hluta kemur eftirfarandi:

‘B.46 IN VITRO SKIN IRRITATION: ,,B. 46 RANNSOKN [ GLASI A HUPERTINGU: PROFUNARADFERD MED
ENDURGERDPRI HUBPEKJU MANNS

INNGANGUR

1. bessi profunaradferd jafngildir OECD-vidmidunarreglu 439 um préfanir (2015). HGderting er skemmd i hid sem
kemur fram eftir ad préfunarefnio hefur verio a hadinni i allt ad 4 klukkustundir og getur gengid til baka [eins og
skilgreint er i hnattsamremdu kerfi Sameinudu pjédanna (SP) til flokkunar og merkingar & idefnum (HSK)]
(1. heimild) og reglugerd Evrépusambandsins (ESB) 1272/2008 um flokkun, merkingu og pokkun efna og blandna
(reglugerdin um flokkun, merkingu og pokkun) (). bessi préfunaradferd er adferd i glasi sem haegt er ad nota til
hettugreiningar & ertandi idefnum (efnum og bléndum) i samremi vid 2. undirflokk HSK Spb/reglugerdina um
flokkun, merkingu og pokkun (2. heimild). A svadum sem hafa ekki sampykkt hinn valkvada 3. undirflokk HSK Spb
(veegt ertandi efni) er einnig haegt ad greina Oflokkud idefni med pessari profunaradferd. Med hlidsjon af
reglurammanum og flokkunarkerfinu sem notad er ma pvi nota pessa préfunaradferd til ad akvarda hadertingu idefna
annad hvort sem sjalfsteda stadgdngupréfun & hadertingu i lifi eda sem stadgdngupréfun ad hluta til innan
préfunaraztlunar (3. heimild).

2. Mat & hadertingu hefur oftast falid i sér notkun tilraunadyra [profunaradfero B.4, sem jafngildir OECD-
vidmidunarreglu 404 um prdéfanir, upphaflega sampykkt arid 1981 og endurskodud arin 1992, 2002 og 2015]
(4. heimild). Til préfunar & hudeetingu hafa prjar fullgiltar préfunaradferdir i glasi verid sampykktar i
Evrépusambandinu sem préfunaradferd B.40 (sem jafngildir OECD-vidmidunarreglu 430 um préfanir),
préfunaradferd B.40a (sem jafngildir OECD-vidmidunarreglu 431 um préfanir) og profunaradferd B.65 (sem
jafngildir OECD-vidmidunarreglu 435 um profanir) (5.—7. heimild). 1 Ieidbeiningarskjali Efnahags- og
framfararstofnunar um sampettar adferdir vid préfun og mat vardandi hidetingu og hudertingu er lyst nokkrum
einingum sem samflokka upplysingaveitur og greiningarteki, og i. veittar leidbeiningar um hvernig skal sampatta og
nota fyrirliggjandi préfunargdgn og 6nnur gdgn til ad meta hadertingar- og etingarmétt idefna, og ii. lagdar til
nalganir pegar porf er & frekari préfunum (3. heimild).

3. Pessi profunaradferd vardar hidertingu sem endapunkt med tilliti til heilbrigdis manna. Han byggist & profunarkerfi i
glasi med endurgerdri hudpekju manns (RhE), sem likir nakveemlega eftir lifefnafreedilegum og lifedlisfreedilegum
eiginleikum efri hluta mannshidar, p.e. hadpekjunnar. | profunarkerfi med endurgerdri hidpekju manns eru
oummyndadar hyrnisfrumur manns notadar sem frumugjafi til ad endurgera likan Ur hudpekju med demigerdri
vefjafreedi og frumuuppbyggingu. Nothafisstadlar eru tilteekir til ad audvelda fullgildingu og mat & samsvarandi og
breyttum préfunaradferdum sem byggjast & endurgerdri hidpekju manns i samremi vid meginreglurnar i
leidbeiningarskjali Efnahags- og framfarastofnunarinnar nr. 34 (8. og 9. heimild). Samsvarandi vidmidunarregla um
profanir var upphaflega sampykkt arid 2010, uppferd arid 2013 til ad han neadi yfir fleiri likén med endurgerdri
hidpekju manns og uppfaerd arid 2015 til ad visa til leidbeiningarskjalsins um sampattar adferdir vid proéfun og mat
(IATA) og innleida notkun annarrar adferdar til ad mela lifvenleika.

4. Rannsdknum & forfullgildingu, bestun og fullgildingu er lokid fyrir fjogur likdn til profunar i glasi sem féast a
almennum markadi (10.—28. heimild) sem byggjast & préfunarkerfi med endurgerdri htidpekju manns (nemi 80%,
sérteeki 70% og nakvemni 75%). Pessi profunaradferd ner yfir pessi fjogur profunarlikén og eru pau skrad i
2. vidbati par sem einnig eru veittar upplysingar um gerd fullgildingarrannséknarinnar sem notud var til ad fullgilda
vidkomandi profunaradferdir. Eins og fram kemur i 2. vidbeeti hefur fullgilta vidmidunaradferdin verid notud til ad
proa fyrirliggjandi profunaradferd og nothafisstadlana (8. heimild).

5. Adeins er haegt ad tryggja gagnkvaeema sampykkt gagna Efnahags- og framfarastofnunarinnar fyrir préfunarlikén sem
eru fullgilt samkvemt nothafisstédlunum (8. heimild) ef préfunarlikonin hafa verid endurskodud og sampykkt af
Efnahags- og framfarastofnuninni. Profunarlikdnin sem pessi préfunaradferd neer yfir og samsvarandi OECD-
vidmidunarreglu um préfanir er unnt ad nota jafnt til ad uppfylla kréfur landa um nidurstddur ar préfunaradferdum f
glasi & hudertingu og njota um leid géds af gagnkvaemri sampykkt gagna.

6.  Skilgreiningar & hugtokum sem eru notud i pessu skjali eru gefnar upp i 1. vidbeeti.

ATRIDI OG TAKMARKANIR SEM bARF AP HAFA | HUGA | UPPHAFI

7. Su takmérkun er & préfunaradferdinni, eins og synt er fram & i vidteeku framskyggnu fullgildingarrannsékninni til
mats og lysingar & préfunaradferdum med endurgerdri hidpekju manns, ad hin gefur ekki feri & flokkun idefna i
valkvadan 3. undirflokk hnattsamreemds kerfis Sb (veegt ertandi efni) (1. heimild). Notkun pessarar préfunaradferdar
akvardast pvi af regluramma adildarrikjanna. Ad pvi er vardar Evropusambandid pa er ekki buid ad taka 3. undirflokk
upp i reglugerdina um flokkun, merkingu og pékkun. Fyrir fullt mat & staSbundnum ahrifum & hud eftir vahrif & hio i
eitt skipti er melt med pvi ad fletta upp i leidbeiningarskjali Efnahags- og framfarastofnunarinnar um sampeettar
adferdir vid profun og mat (3. heimild). Vidurkennt er ad notkun mannshidar er med fyrirvara um sidferdilega peetti
og skilyrdi a lands- og alpjodavisu.

(1) Reglugerd Evrépupingsins og radsins (EB) nr. 1272/2008 fra 16. desember 2008 um flokkun, merkingu og pékkun efna og blandna, um
breytingu og nidurfellingu & tilskipunum 67/548/EBE og 1999/45/EB og um breytingu & reglugerd (EB) nr. 1907/2006 (Stjtid. ESB L 353,
31.12.2008, bls. 1).
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8.  bessi profunaradferd vardar hudertingu sem endapunkt med tilliti til heilbrigdis manna. b6 ad pessi préfunaradferd
veiti ekki fullnegjandi upplysingar um hadetingu skal pad tekid fram ad préfunaradferd B.40a (sem jafngildir
OECD-vidmidunarreglu 431 um profanir) um hddatingu byggist & sama préfunarkerfi med endurgerdri hidpekju
manns pott notud sé onnur adferdarlysing (6. heimild). bessi préfunaradferd er byggd a likonum med endurgerdri
hGdpekju manns sem i eru notadar hyrnisfrumur manns og eru pvi demigerd i glasi fyrir marklifferi
dyrategundarinnar sem midad er vid. Auk pess nar han yfir upphafsstig kedjuverkunar eda gangvirki bdlgunnar
(frumu- og vefjaskemmdir sem leida af sér stadbundinn skada) sem verdur medan & ertingu i lifi stendur. Margvisleg
ioefni hafa verid préfud vid fullgildinguna, sem liggur til grundvallar pessari préfunaradferd, og gagnasafn
fullgildingarrannséknarinnar nadi yfir alls 58 idefni (16., 18. og 23. heimild). Profunaradferdin a vid um fost efni,
vokva, halffost efni og vaxkennd efni. Vokvarnir mega vera vatnskenndir eda ekki vatnskenndir og fostu efnin mega
vera uppleysanleg eda dleysanleg i vatni. Féstu efnin skulu molud i fint duft &dur en pau eru borin &, ef pess er nokkur
kostur, en engin 6nnur formedhdndlun & syninu er naudsynleg. Ekki er enn buid ad meta lofttegundir og Udaefni i
fullgildingarrannsékn (29. heimild). 6 ad pad sé hugsanlegt ad heaegt sé ad préfa lofttegundir og Udaefni med
teekninni sem notar endurgerda hidpekju manns er ekki haegt ad préfa pau med ndverandi préfunaradferd.

9. Adur en pessi adferd til profunar & blondu, sem er framkvaemd til ad fa gégn sem fyrirhugad er ad nota i eftirlitsskyni,
er notud skal skodad hvort, og pa af hverju, hin geati veitt nidurstédur sem eru fullnaegjandi i peim tilgangi. Ekki er
porf & slikri skodun ef préfun & bléndunni er krafa af halfu eftirlitsyfirvalda. bar ed bléndur na yfir breitt svid flokka
og samsetninga og sem stendur eru adeins takmarkadar upplysingar fyrirliggjandi um préfanir & bléndum skal po, i
peim tilvikum par sem unnt er ad syna fram & énothafi préfunaradferdarinnar vardandi tiltekinn flokk af bléndum
(t.d. aeetlun fylgt eins og melt er med i Eskes et al. 2012 (30. heimild)), ekki nota profunaradferdina fyrir pann
tiltekna flokk blandna. Einnig skal geeta vardar ef i ljos kemur ad tilteknir idefnaflokkar eda edlisefnafraedilegir
eiginleikar eigi ekki vid um fyrirliggjandi préfunaradferd.

10. Profunaridefni sem gleypa ljos & sama svidi og MTT-formasan og profunaridefni sem geta afoxad MTT-liflitinn beint
(i MTT-formasan) geta truflad melingar & lifveenleika frumna og porf er & adldgudum samanburdi til leidréttingar (sja
28.-34.1i0).

11. Stdk profunarkeyrsla & premur samhlida vefjasynum @tti ad nagja ef flokkun préfunarefnisins er Otvired. Ef
nidurstdour eru dvissar, t.d. ef dsamsvorun er i samhlida malingum og/eda medalhundradshluti lifveenleika er jafnt og
50 + 5%, skal tekid til athugunar ad gera adra keyrslu, sem og pa pridju ef 6samreemi er & milli nidurstadna ur fyrstu
keyrslunum tveimur.

MEGINREGLA PROFUNARINNAR

12. Préfunarefnid er borid stadbundid & privitt likan med endurgerdri hidpekju manns sem samanstendur af Gumbreyttum
hyrnisfrumum manns sem hafa verid rektadar til ad mynda marglaga, mjog adgreint likan af hadpekju manns.
Likanid samanstendur af grunn-, pyrni- og kornalagi og marglaga hornlagi sem i eru, milli frumna, fitulagapynnur
sem eru demigerdar fyrir helstu flokka lipida, hlidsteedum peim sem finnast i lifi.

13. Huderting af voldum idefna, sem kemur adallega fram sem hérundsrodi og bjagur, er afleiding kedjuverkandi atburda
sem hefjast pegar idefni fara i gegnum hornlag hidar og kunna ad valda skada & undirliggjandi 16gum hyrnisfrumna
og 6drum hadfrumum. Skéddudu frumurnar geta annad hvort Iatid fra sér bolguvaldandi millilidi eda leitt til
kedjuverkunar bélgu sem hefur einnig ahrif & frumurnar i ledurhGdinni, einkum frumurnar i uppistdduvef og innpekju
blédaeda. Pad er Gtvikkun og aukid gegndreaepi frumnanna i innpekjunni sem framkallar hérundsrodann og bjaginn
(29. heimild). pegar engin &dun er fyrir hendi i profunarkerfinu i glasi mela profunaradferdirnar med endurgerdri
hidpekju manns einkum upphafsatburdina i kedjuverkuninni, p.e. frumu- eda vefjaskemmdir (16. og 17. heimild),
med pvi ad nota lifvaenleika frumna sem malikvarda.

14. Lifveenleiki frumna i likdnum med endurgerdri hidpekju manns er maldur med umbreytingu med ensimum &
liflitnum MTT [3-(4,5-dimetylpiasol-2-yl)-2,5-difenyltetrasoliumbrémid, piasolyl-blar, CAS-numer 298-93-1] i blatt
formasansalt sem er melt megindlega eftir Gtdratt ar vefjunum (31. heimild). Ertandi idefni eru greind eftir heefni
peirra til ad minnka lifveenleika frumna nidur fyrir skilgreind vidmidunargildi (p.e. < 50% fyrir 2. undirflokk HSK
Sh/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pokkun. idefni, sem framkalla lifveenleika i frumum sem er meiri en
skilgreint vidmidunargildi, ma lita & sem efni sem eru ekki ertandi (p.e. > 50% utan flokka), med hlidsjon af
regluramma og notkunarsvidi préfunaradferdarinnar.
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15.

16.

SYNT FRAM A HZEFNI

Adur en einhver af fullgiltu profunarlikénunum fjorum, sem fylgja pessari profunaradferd (2. vidbetir), eru tekin til
reglubundinnar notkunar skulu rannséknarstofur stadfesta teeknilega heafni sina med hafnisefnunum tiu sem tilgreind
eru i toflu 1. Ef t.d. skrad efni er ekki tiltekt er heimilt ad nota annad efni ef fullnaegjandi tilvisunargdgn i lifi og i
glasi liggja fyrir um pad ( t.d. af skranni yfir viomidunaridefni (8. heimild)), ad pvi tilskildu ad sému valvidmidunum,
eins og lyst er i toflu 1, sé beitt. Ef annad hafisefni er notad skal pad rokstutt.

Melt er med pvi ad notendur sannprofi talmaeiginleika vefjanna eftir vidtdku peirra samkvaemt leidbeiningum fra
framleidanda likansins med endurgerdri hudpekju manns, til ad syna fram & haefni. betta er sérstaklega mikilvaegt ef
vefirnir eru fluttir um langan veg eda flutningurinn tekur langan tima. begar préfunaradferd hefur verid notud &
arangursrikan hétt og heefni i notkun hennar hefur verid nad og synt fram & hana pa er ekki naudsynlegt ad sannpréfa
hana ad stadaldri. Ef préfunaradferd er notud ad stadaldri er p6 melt med ad pvi ad haldid sé afram ad meta
talmaeiginleikana med reglulegu millibili.

Tafla 1

Heefnisefni (1)

Efni CAS-nr. Stig i lifi (2) Edlisastand Undirflokkur HSK Sb
OFLOKKUD EFNI (UTAN FLOKKA HSK Sb)
naftalinediksyra 86-87-3 0 Fast efni Utan flokka
isépropanol 67-63-0 0,3 Vokvi Utan flokka
metylsterat 112-61-8 1 Fast efni Utan flokka
heptylbutyrat 5870-93-9 1,7 Vokvi Utan flokka (valkvaedur 3.
undirflokkur) (3)
hexylsalisylat 6259-76-3 2 Vokvi Utan flokka (valkveedur 3.
undirflokkur) (3)
FLOKKUD EFNI (2. UNDIRFLOKKUR HSK Sb)
syklamenaldehyd 103-95-7 2,3 Vokvi Undirflokkur 2
1-brémhexan 111-25-1 2,7 Vokvi Undirflokkur 2
kaliumhydroxid (5% vatnslausn) 1310-58-3 3 Vokvi Undirflokkur 2
1-metyl-3-fenyl-1-piperasin 5271-27-2 3,3 Fast efni Undirflokkur 2
heptanal 111-71-7 34 Vokvi Undirflokkur 2

(t) Heefnisefnin eru hlutmengi efnanna sem eru notud i fullgildingarrannsokninni og valid byggist & eftirfarandi viomidum: i.
idefnin fast & almennum markadi, ii. pau eru deemigerd fyrir allt svid Draize-ertingarstiganna (fra ekki ertandi til mjog ertandi),
iii. pau hafa vel skilgreinda efnafreedilega byggingu, iv. pau eru demigerd fyrir efnafreedilegu virknina sem notud er i
fullgildingarferlinu i glasi, v. pau hafa gefid samanburdarndkvaemar nidurstodur i moérgum préfunum og mérgum
rannsoknarstofum, vi. spdd var rétt fyrir um pau i glasi, og vii. pau hafa ekki mjog mikla eiturhrifaeiginleika (t.d.
krabbameinsvaldandi ahrif eda eiturhrif & exlunarfeeri) og peim fylgir ekki 6asettanlegur forgunarkostnadur.

(» stig i lifi i samreemi vid profunaradferd B.4 (4. heimild).

() T pessari profunaradferd er litid 4 hinn valkvaeda 3. undirflokk HSK Sb (vaegt ertandi efni) (1. heimild) sem utan flokka.
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VERKFERLI

17. Eftirfarandi er lysing a pattum og tilhégun préfunaradferdar med endurgerdri hidpekju manns til ad meta hidertingu
(sja einnig 3. viobeti ad pvi er vardar melipatti i tengslum vid hvert profunarlikan). Tiltekar eru stadladar
verklagsreglur fyrir likdnin fjogur sem eru i samraemi vio pessa préfunaradferd (32.—35. heimild).

PATTIR | PROFUNARADFERD MED ENDURGERDRI HUDPEKJU MANNS
Almenn skilyroi

18. Nota skal 6umbreyttar hyrnisfrumur manns til ad endurgera pekjuna. T henni skulu vera mérg 16g af lifveenlegum
pekjufrumum (grunnlag, pyrnilag, kornalag) undir virku hornlagi. Hornlagio skal vera marglaga, med
grundvallarfitusnidi til ad veita virkan, traustan talma gegn pvi ad frumudrepandi vidmidunaridefni, t.d.
natriumdddekylstlfat eda Triton X-100, gangi hratt inn i pad. Syna skal fram & tdlmavirknina og hana ma meta,
annadhvort med pvi ad akvarda vio hvada styrk vidmidunaridefni dregur ar lifvaenleika vefjanna um 50% (ICso) eftir
fastan vahrifatima eda med pvi ad akvarda hve langan vahrifatima parf til ad draga ur lifvenleika frumna um 50%
(ETso0) pegar vidmidunaridefnid er sett & i tilteknum, fostum styrk. Afmérkunareiginleikar likansins skulu koma i veg
fyrir ad efni flytjist um hornlagid ad lifveenlegum vef en pad myndi skerda getu likansins med endurgerdri hidpekju
manns til ad lysa vahrifum & hdd. Likanid med endurgerdri hidpekju manns skal vera laust vid smit af voldum
bakteria, veira, berfryminga eda sveppa.

Virkniadstaeour
Lifveenleiki

19. Greiningin sem er notud til ad magngreina lifvaenleika er greining med MTT-lit (31. heimild). Lifveenlegar frumur i
vefjalikani med endurgerdri hudpekju manns geta afoxad liflitinn MTT i atfellingu af blau MTT-formasani sem er svo
dregin ar vefnum med isdpropanoli (eda svipudum leysi). Ljdspéttni (OD) hreins utdréattarleysis skal vera neegilega
litil, p.e. OD < 0,1. Heegt er ad magngreina Utdregid MTT-formasan med annad hvort stadalgleypni (ljospéttni) eda
litr6fsmalingaradferd med haprysti/-Gthaprystivokvaskiljun  (e. HPLC/UPLC-spectrophotometry procedure)
(36. heimild). Notendur likans med endurgerdri hidpekju manns skulu ganga Ur skugga um ad hver framleidslulota
notads likans med endurgerdri hudpekju manns uppfylli skilgreindar vidmidanir fyrir neikveedan samanburd.
Hoénnudur eda birgir likansins med endurgerdri hidpekju manns skal stadfesta asattanlegt svid (efri og nedri mork)
fyrir ljospéttnigildi neikvaeda samanburdarins (vid adstedur samkvaemt préfunaradferdinni fyrir hadertingu).
Aszttanlegt svid fyrir fullgiltu profunarlikonin fjgur med endurgerdri hidpekju manns, sem pessi profunaradferd
naer yfir, er tilgreint i t6flu 2. Notandi litrofsmalingar med haprysti-/ithaprystivokvaskiljun skal nota ljospéttnisvid
fyrir neikveedan samanburd, sem er tilgreint i t6flu 2, sem sampykktarvidmidun fyrir neikvaeda samanburdinn.
Skjalfest skal ad vefirnir, sem eru medhdndladir med neikveedum samanburdi, séu stddugir i reektun (gefi svipadar
lifveenleikamelingar) medan véahrifatimabil stendur yfir.

Tafla 2

Aseettanlegt svid ljospéttnigilda neikvaeds samanburdar fyrir profunarlikénin sem pessi profunaradferd naer

yfir
Nedri asettanleikamork Efri aszttanleikamork
EpiSkin™ (SM) >0,6 <15
EpiDerm™ SIT (EPI-200) >0,8 <28
SkinEthic™ RHE >0,8 <3,0
LabCyte EPI-MODEL24 SIT >0,7 <25

Talmavirkni

20. Hornlagid og samsetning lipidanna i pvi etti ad nagja til ad koma i veg fyrir ad frumudrepandi viomidunaridefni, t.d.
natriumdddekylsulfat eda Triton X-100, gangi hratt inn i pad, midad vid I1Cso eda ETso (tafla 3).
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Formfradi

21. Gera skal vefjafreedilega rannsokn & likaninu med endurgerdri hidpekju manns til ad syna fram & ad bygging hennar
sé lik haopekju manns (p.m.t. marglaga hornlag hadar).

Samanburdarnakvaemni

22. Nidurstdour Ur jakvaeda og neikveeda samanburdinum skulu syna fram & samanburdarndkvaemni i langan tima.

Gadaeftirlit

23. Likanid med endurgerdri hidpekju manns skal eingdngu notad ef honnudur eda birgir synir fram & ad hver
framleidslulota likana med endurgerdri hidpekju manns, sem er notud, uppfylli skilgreindar vidmidanir fyrir
afhendingu framleidslunnar en af peim skipta lifvaenleiki (19. lidur), talmavirkni (20. lidur) og formfradi (21. lidur)
mestu mali. Notendur préfunaradferdarinnar skulu fa gdgn um pau atridi afhent svo peir geti haft paer upplysingar
med i profunarskyrslunni. Honnudur eda birgir likansins med endurgerdri hidpekju manns skal stadfesta asettanlegt
svid (efri og nedri mork) fyrir ICso) eda ETso. Adeins er haegt ad sampykkja nidurstddur, sem fast med vidurkenndum
vefjum, sem areidanlegar til ad spa fyrir um ertingarflokkun. Aszttanlegt svid fyrir profunarlikénin figur, sem pessi
profunaradferd ner yfir, eru gefin i toflu 3.

Tafla 3
Gaedaeftirlitsviomidanir fyrir afhendingu framleidslulota fyrir préfunarlikénin sem pessi préfunaradferd neer
yfir
Nedri asettanleikamork Efri &seettanleikamork
EpiSkin™ (SM) 1Cs0 = 1,0 mg/ml 1Cs0 = 3,0 mg/ml
(18 klukkustunda medhondlun  med
natriumdddekylsulfati) (32. heimild).
EpiDerm™ SIT (EPI-200) ETso = 4,0 Kst. ETso = 8,7 klst.
(1% Triton X-100) (33. heimild)
SkinEthic™ RHE ETso = 4,0 Klst. ETso = 10,0 Kklst.
(1% Triton X-100) (34. heimild)
LabCyte EPI-MODEL24 SIT 1Cs0 = 1,4 mg/ml I1Cs0 = 4,0 mg/ml
(18 klukkustunda medhondlun  med
natriumdddekylsulfati) (35. heimild).

Préfunar- og samanburdaridefni sett &

24. Nota skal a.m.k. prji samhlida syni fyrir hvert profunarioefni og fyrir samanburdinn i hverri keyrslu. Nota skal
nagilegt magn profunaridefnisins, baedi pegar um er ad raeda fljotandi og fost idefni, til ad pekja yfirbord
hadpekjunnar jafnt en p6 ekki 6takmarkadan skammt, p.e. & bilinu 26 til 83 I/cm? eda mg/cm? (sja 3. vidbati). Ef um
er ad rada fost idefni skal veeta yfirbord hudpekjunnar med afjonudu eda eimudu vatni 4dur en pau eru sett 4 til ad
tryggja géoa snertingu profunaridefnisins vid yfirbord hidpekjunnar. Profa skal fost efni i fingerdu duftformi pegar
bvi verdur vid komid. I sumum tilvikum er hagt ad nota neelonméskva til ad audvelda dreifingu (sja 3. vidbeti). I lok
vahrifatimabils skal skola préfunaridefnid vandlega af yfirbordi hudpekjunnar med vatnskenndri jafnalausn eda 0,9%
NaCl. Vahrifatimabilid er & bilinu 15-60 minGtur, med hlidsjén af pvi hvada likén med endurgerdri hidpekju manns
eru notud, og synid er latid standa vid hitastigid fra 20-37 °C. bessi vahrifatimabil og hitastig eru bestud fyrir hverja
einstaka profunaradferd med endurgerdri hidpekju manns og eru demigerd fyrir mismunandi edliseiginleika
profunarlikananna (t.d. tdalmavirkni) (sja 3. vidbeeti).

25. Nota skal samskeida neikveedan og jakveedan samanburd i hverri keyrslu til ad syna fram & ad lifvaenleiki (med
neikveeda samanburdinum), talmavirkni og nami vefjanna, sem af henni leidir (med jakveeda samanburdinum), séu
innan skilgreinds, rannséknarsdgulegs aszttanleikasvids. Lagt er til ad notad sé 5% natriumdddekylsulfat i vatnslausn
vid jakveedan samanburd. Lagt er til ad notad sé annadhvort vatn eda fostfatjofnud saltlausn vid neikveedan
samanburd.
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Malingar a lifvaenleika frumna

26. Samkvemt profunaradferdinni er naudsynlegt ad lifveenleikinn sé ekki maldur um leid og profunaridefnin hafa verio
borin & heldur eftir ad skoladur vefurinn hefur verid latinn standa i hafilega langan tima i nyju eti eftir
medhéndlunina. A peim tima near vefurinn badi ad jafna sig af vagt frumudrepandi ahrifum og greinileg,
frumudrepandi ahrif koma i 1jés. Vid bestun tveggja profunarlikana med endurgerdri hidpekju manns, sem liggja til
grundvallar pessari préfunaradferd, reyndist best ef stdoutimi eftir medhodndlun var 42 klukkustundir (11.-15.
heimild).

27. Greining med MTT er st6dlud megindleg adferd sem skal nota til a0 meala lifvenleika frumna i pessari
préfunaradferd. HUn samraemist notkun i prividu vefjalikani. Vefjasynid er sett i MTT-litarlausn i hefilegum styrk
(t.d. 0,3-1 mg/ml) i 3 klukkustundir. Lifveenlegar frumur breyta MTT { blatt formasan. Utfellt, blatt formasan er svo
dregid Gt ar vefnum med leysi (t.d. is6propandli, stru isépropandli) og formasanstyrkurinn er meldur med pvi ao
akvarda ljospéttni vio 570 nm a siukvarodabili sem er ad hamarki = 30 nm eda med litréfsmealingaradferd med
haprysti-/Gthaprystivokvaskiljun (sja 34. 1id) (36. heimild).

28. Ljosfreedilegir eiginleikar profunaridefnisins eda efnafraedileg verkun pess & MTT (t.d. geta idefni komid i veg fyrir
litarmyndunina eda snuid henni vid sem og valdid henni) geta truflad greininguna og leitt til rangs mats & lifvenleika.
Petta getur gerst pegar tiltekio préfunaridefni er ekki skolad algerlega af vefnum eda ef pad gengur inn i htdpekjuna.
Ef profunaridefni hefur beina virkni & MTT-litinn (t.d. er afoxari MTT-litar), er litad fra nattGrunnar hendi eda litast
vid medhondlun vefjarins skal vidbotarsamanburdi beitt til ad greina og leidrétta truflandi ahrif préfunaridefnisins &
adferdina sem er notud til malinga & lifveenleika (sja 29. og 33. lid). I stédludu verklagsreglunum fyrir fullgiltu
likonin fjogur sem pessi profunaradferd neer yfir (32.-35. heimild) er itarleg lysing & pvi hvernig unnt er ad leidrétta
beina afoxun MTT-litar og truflanir fra litarefnum.

29. Til ad greina beina MTT-afoxara beint skal beta hverju préfunaridefni ut i nytilreidda MTT-litarlausn. Ef MTT-
blandan sem inniheldur préfunaridefnid verdur bla/fjolubla er gert rdd fyrir ad préfunaridefnid afoxi MTT-litinn beint
og framkvama skal frekari athuganir & virkni 6lifvenlegs vefjar endurgerdrar htidpekju manns, 6h&d pvi hvort notud
er stodlud ljospéttnigleypnimaeling eda litréfsmeeliadferd med haprysti/-Gthaprystivkvaskiljun. 1 pessari
vidbdtarathugun & virkni er notadur daudur vefur sem hefur einungis eftirstandandi efnaskiptavirkni en gleypir i sig
préfunaridefnid & svipadan hatt og lifveenlegur vefur. Hvert préfunaridefni sem afoxar MTT-litinn er sett & a.m.k. tvd
samhlida syni ur daudum vef sem gangast undir alla préfunaradferdina til ad fa 6sérteeka afoxun MTT (NSMTT) (32.—-
35. heimild). Stakur NSMTT-samanburdur nagir fyrir hvert préfunaridefni, an tillits til 6hadra profana/keyrsina sem
gerdar eru. Raunverulegur lifveenleiki vefjar er sidan reiknadur Ut sem hundradshlutfall lifveenleika vefjar, fengid med
lifandi vef sem var latinn verda fyrir vahrifum fr4 MTT-afoxara, ad fradregnu hundradshlutfalli dsérteekrar afoxunar
MTT sem er fengid med daudum vef sem var Iatinn verda fyrir vahrifum af sama MTT-afoxara, reiknad ut i
samanburdi vid neikveeda samanburdinn sem er keyrdur samskeida préfuninni sem er leidrétt (%NSMTT).

30. Til ad greina hugsanlega truflun af litudum préfunarioefnum eda profunaridefnum sem litast pegar pau komast i
snertingu vid vatn eda isoprépandl og til ad &kvarda hvort porf sé & vidbdtarsamanburdum skal framkvaema
tioniréfsgreiningu préfunaridefnis i vatni (umhverfi & medan & vahrifum stendur) og/eda isépropandli (Gtdréttarlausn).
Ef profunaridefnid i vatni og/eda isdprépandli gleypir i sig 1jos & svidinu 570 + 30 nm, @tti ad framkveema frekari
samanburdi a litgj6fum eda, ad 6drum kosti, nota litrofsmeelingu med haprysti/-Gthaprystivékvaskiljun, en i pvi tilviki
er ekki porf & pessum samanburdi (sja 33. og 34. 1id). Pegar maling & stadalgleypni (ljéspéttni) er gerd er hvert
truflandi litada profunaridefni sett & minnst tvo lifvaenleg samhlida vefjasyni sem gangast undir alla préfunaradferdina
en eru rektud i eti i stad MTT-lausnar & medan & MTT-reektunarprepi stendur til ad f4 samanburd fyrir dsértaeka litun
(NSCiifandi). Samanburdur NSCiitangi Skal gerdur samskeida profuninni a litada profunaridefninu og ef um er ad reeda
margar profanir skal gera éh&dan samanburd NSCiitanai fyrir hverja framkvaemda préfun (i hverri keyrslu) vegna
edlisleegs liffredilegs breytileika lifandi vefjar. Raunverulegur lifveenleiki vefjar er sidan reiknadur sem
hundradshlutfall lifveenleika vefjar, fengid med lifandi vef sem er latinn verda fyrir vahrifum af truflandi
préfunaridefninu og raektadur med MTT-lausn, ad fradregnu hundradshlutfalli 6sértaekrar litunar sem er fengid med
lifandi vef sem er latinn verda fyrir vahrifum af truflandi préfunaridefninu og raektadur i eti &n MTT, sem er keyrdur
samskeida profuninni sem er leidrétt (Y%NSCiifandi).

31. AQ pvi er vardar préfunaridefni sem sanngreint er ad valdi badi beinni afoxun MTT (sja 29. 1id) og litatruflun (sja 30.
1id), er porf & pridju gerd af samanburdi, auk samanburdar fyrir dsérteeka afoxun MTT og samanburdar NSCiifandi Sem
er lyst i undangengnum lidum, vid melingu & stadalgleypni (ljospéttni). petta & yfirleitt vid um dokklituo
profunaridefni sem trufla greiningu med MTT (t.d. bléar, fjolublar, svartur) par ed edlisleegur litur peirra hindrar mat &
getu peirra til beinnar afoxunar MTT, eins og lyst er i 29. lid. bessi préfunaridefni geta bundist badi lifandi og
daudum vef og pvi getur samanburdur med osértakri afoxun MTT ekki eingdngu leidrétt hugsanlega beina afoxun
MTT af voldum préfunaridefnisins heldur einnig litatruflun sem kemur til vegna bindingar préfunaridefnis vid daudan
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vef. betta geaeti leitt til tvofaldrar leidréttingar & litatruflun, par ed samanburdur NSCiifandi leidréttir pegar litatrufiun
sem kemur til vegna bindingar profunaridefnisins vid lifandi vef. Til a0 koma i veg fyrir mogulega tvofalda
leidréttingu litatruflunar parf ad gera pridja samanburdinn fyrir dsértaeka litun med daudum vef (NSCgausur). I pessum
vidbdtarsamanburdi er profunaridefnid sett 4 minnst tvd samhlida syni Gr daudum vef sem gangast undir allt
profunarferlio en eru rektud i ti i stad MTT-lausnar & medan & MTT-reektunarprepi stendur. Stakur samanburdur
NSCaausur Neegir fyrir hvert préfunaridefni, 6had fjolda 6hadra profana/keyrsina sem gerdar eru, en skal gerdur
samskeida samanburdi med 6sértekri afoxun MTT og, ef unnt er, med sému vefjalotu. Raunverulegur lifveenleiki
vefjar er sidan reiknadur ut sem hundradshlutfall lifvaenleika vefjar, fengid med lifandi vef sem er latinn verda fyrir
véhrifum af profunaridefninu, ad fradregnu %NSMTT, ad fradregnu %NSCiifandi, a0 Vvidbaettu hundradshlutfalli
oOsértaekrar litunar sem er fengid med daudum vef sem er latinn verda fyrir vahrifum af truflandi préfunaridefninu og
reektadur i a&ti an MTT, reiknad Gt i samanburdi vid neikvaeeda samanburdinn sem er keyrdur samskeida préfuninni
sem er leidrétt (Y%oNSCdausur).

32. Mikilvegt er ad taka mid af pvi ad 6sértek afoxun MTT og Osértekar litatruflanir geta valdid pvi ad aflestur
vefjatdrattar & litrofsmalinum verdi ofan linuleikasvids. A peim grundvelli skal hver rannsoknarstofa akvarda
linuleikasvid fyrir sinn litr6fsmali med MTT-formasan (CAS-nUmer 57360-69-7) af almennum markadi adur en
préfun a préfunaridefnum i eftirlitsskyni hefst. Maling & stadalgleypni (Ijospéttni) med litr6fsmeeli er videigandi til ad
meta beina MTT-afoxara og préfunarioefni sem trufla litun pegar ljospéttni vefjaltdrattar, sem faest med
profunaridefninu an leidréttingar vegna beinnar afoxunar MTT og/eda litatruflunar, meelist innan linuleikasvids
litrofsmeelisins eda pegar dleidrétt hundradshlutfall lifvaenleika sem er fengid med profunaridefninu er pegar < 50%.
Engu ad sidur skulu nidurstddur fyrir profunarioefni, sem valda %NSMTT og/eda %NSCiitandi > 50% af neikvada
samanburdinum, teknar med fyrirvara par ed pad er proskuldsgildi sem er notad til ad skilja & milli flokkadra og
o6flokkadra idefna (sja 36. 1id).

33. AOJ pvi er vardar litud préfunarioefni, sem samrymast ekki melingu & stadalgleypni (ljospéttni) vegna of mikillar
truflunar vid greiningu med MTT, ma nota stadgonguadferdina litréfsmeelingu med haprysti-/athaprystivokvaskiljun
til ad meela MTT-formasan (sjé 34. 1id) (36. heimild). Litréfsmalingakerfi med haprysti-/uthaprystivokvaskiljun gerir
kleift ad skilja MTT-formasan fra préfunaridefninu fyrir magndkvordun (36. heimild). Af pessum sokum er ekki porf
& NSCiifansi €da NSCaausum Samanburdi pegar litréfsmealing med haprysti-/Gthaprystivokvaskiljun er notud, 6had
idefninu sem er profad. Engu ad sidur skal nota samanburdi fyrir dsérteeka afoxun MTT ef grunur leikur & ad
profunarioefnid sé beinn afoxari MTT eda ef litur pess hamlar mati & getu til beinnar afoxunar MTT (eins og lyst er i
29. 1id). Pegar litréfsmeeling med héprysti-/Gthdprystivokvaskiljun er notud til ad mela MTT-formasan er
hundradshlutfall lifvaenleika vefjar reiknad Ut sem hundradshlutfall toppflatarméals MTT-formasans, sem faest med
lifandi vef sem er latinn verda fyrir vahrifum fra préfunarioefninu, i samanburdi vio toppgildi MTT-formasans sem er
fengid med samskeida neikveedum samanburdi. Ad pvi er vardar profunaridefni sem geta afoxad MTT beint er
raunverulegur lifvaenleiki vefjar reiknadur Gt sem hundradshlutfall lifvenleika vefjar sem feest med lifandi vef sem er
latinn verda fyrir vahrifum fra profunaridefninu, ad fradregnu %NSMTT. AJ lokum skal tekid fram ad ekki er unnt ad
meta beina afoxara MTT, sem geta einnig truflad litun, sem verda eftir i vefjum eftir medhondlun og afoxa MTT ad
svo miklu leyti ad peir leida til ljospéttni (med notkun stadladrar ljospéttnimeelingar) eda toppflatarmals (meo
litr6fsmaelingu med haprysti-/uthaprystivokvaskiljun) préfads vefjaltdrattar sem lendir utan linuleikasvids
litr6fsmaelisins, p6 ad ekki sé buist vid ad slikt gerist nema i undantekningartilvikum.

34. Litrofsmelingu med haprysti-/thdprystivokvaskiljun mé einnig nota med éllum gerdum préfunaridefna (litud, dlitud,
efni sem afoxa MTT-litarefni og efni sem gera pad ekki) til ad mala MTT-formasan (36. heimild). Vegna fjolbreytni
litr6fsmalingakerfa med haprysti-/athaprystivokvaskiljun skal syna fram & hefi litréfsmalingakerfisins med haprysti-
/athéprystivokvaskiljun adur en pad er notad til ad magngreina MTT-formasan Ur vefjadtdraetti med pvi ad syna ad
sampykktarviomidanirnar séu uppfylltar fyrir stadlada meelipeetti fyrir hafi, & grundvelli peirra sem lyst er i
leidbeiningum Matvela- og lyfjaeftirlits Bandarikjanna fyrir idnadinn um fullgildingu lifgreiningaradferda (36. og 37.
heimild). Pessir helstu melipettir og sampykktarvidmidanirnar peirra eru synd i 4. vidbeti. Um leid og
sampykktarvidmidanirnar, sem eru skilgreindar i 4. vidbeeti, eru uppfylltar telst litr6fsmeelingakerfid med haprysti-
/athéprystivokvaskiljun heft til melingar & MTT-formasani samkvaemt rannsoknarskilyrdunum sem lyst er i pessari
profunaradferd.

Vidmidanir fyrir asettanleika

35. Fyrir hverja préfunaradferd med fullgiltum framleidslulotum likana med endurgerdri haopekju manns (sja 23. 1id)
skulu vefir, sem eru medhondladir med neikvaeda samanburdinum, syna ljospéttni sem endurspeglar gadi vefjanna
sem hafa farid gegnum 6ll skref sendingar- og vidtokuferlisins og alla medhondlun samkvamt adferdarlysingu.
Lj6spéttnigildi samanburdarins skulu ekki vera undir vidurkenndum, rannséknarsdgulegum mérkum. A sama hétt
skulu vefir sem eru medhdndladir med jakvaeda samanburdinum, p.e. 5% natriumdodekylsulfati i vatnslausn,
endurspegla getu peirra til ad syna svorun vid ertandi idefni vid skilyrdi profunaradferdarinnar (sja 3. vidbeeti og, fyrir
frekari upplysingar, stadladar verklagsreglur fyrir préfunarlikonin fjdgur sem pessi viomidunarregla um préfanir neer
yfir (32.-35. heimild)). Tengdar og videigandi melingar a breytileika milli samhlida vefjasyna, p.e. stadalfravik (SD),
skulu vera innan &szttanlegra marka sem fastsett eru fyrir profunarlikanid sem er notad (sja 3. vidbati).
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36.

37.

38.

Tulkun & nidurstédum og spalikan

Nota ma ljospéttnigildin, sem fast med hverju préfunaridefni, til ad reikna at lifveenleika i hundradshlutum, stadladan
vid neikveeda samanburdinn sem er Iatinn gilda 100%. Ef litr6fsmeling med haprysti-/athaprystivokvaskiljun er notud
er hundradshlutfall lifveenleika reiknad Gt sem hundradshlutfall toppflatarmals MTT-formasans sem faest med lifandi
vef, sem er latinn verda fyrir vahrifum af préfunaridefninu, i samanburdi vié toppgildi MTT-formasans sem er fengid
med samskeida neikveedum samanburdi. broskuldsgildi hundradshluta lifveenleika frumna, sem skilur & milli ertandi
ioefna og Oflokkadra profunaridefna, og su tolfredilega adferd eda adferdir, sem eru notadar til ad meta
nidurstddurnar og greina ertandi idefni, skulu skyrt skilgreind og skjalfest og syna skal fram & ad pau séu eins og vid &
(sja stadladar verklagsreglur fyrir préfunarlikénin, til upplysingar). proskuldsgildi til ad spa fyrir um ertandi ahrif eru
gefin hér & eftir:

— Préfunaridefnid reynist purfa flokkun og merkingu i samraemi vio HSK Sb/reglugerdina um flokkun, merkingu
og p6kkun (1. eda 2. undirflokkur), ef medalhundradshlutfall lifvaenleika vefjar eftir vahrif og reektun ad lokinni
medhondlun er minna en eda jafnt (<) 50%. Par ed ekki er haegt ad greina & milli 1. og 2. undirflokks HSK
Sh/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pokkun med préfunarlikbnunum med endurgerdri hidpekju
manns, sem pessi profunaradferd neer yfir, er porf & frekari upplysingum um hGdetingu til ad akvarda
lokaflokkun [sja einnig leidbeiningarskjal Efnahags- og framfarastofnunarinnar um sampettar adferdir vid profun
og mat (3. heimild)]. Er profunaridefnid reynist daetandi (t.d. & grundvelli préfunaradferdar 40, B.40a eda B.65)
og synir lifvenleika vefjar eftir vahrif og rektun eftir medhondlun sem er minni eda jafn (<) 50%, er
préfunaridefnid talid hidertandi i samraemi vid 2. undirflokk HSK Sb/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og
pokkun.

— HA&d reglurammanum i adildarrikjum ma lita svo & ad profunaridefnid sé ekki ertandi fyrir hag, i samraeemi vid

flokkun sem utan flokka i HSK Sb/reglugerdinni um flokkun, merkingu og pokkun, ef lifvaenleiki vefjanna eftir
vahrif og reektun ad lokinni medhdndlun er meiri en (>) 50%.

GOGN OG SKYRSLUGJIOF

Gogn

Setja skal gogn fyrir samhlida vefjasyni innan hverrar keyrslu (t.d. ljospéttnigildi og gdgn um reiknadan
hundradshluta fyrir lifvenleika frumna fyrir hvert préfunaridefni, auk flokkunar) fram i toflu, p.m.t. gégn ar
endurteknum tilraunum, ef vid &. Auk pess skal tilgreina medaltal + stadalfravik fyrir hverja keyrslu. Vixlverkanir vid
MTT-hvarfmidil og litud préfunaridefni skulu tilgreindar fyrir hvert profad idefni.

Préfunarskyrsla

Eftirtaldar upplysingar skulu vera i préfunarskyrslunni:

Profunar- og samanburdaridefni:

— efni med einum efnispeetti: efnafreedileg sanngreining, s.s. IUPAC- eda CAS-heiti, CAS-nr., SMILES- eda InChl-
kooi, byggingarformula, hreinleiki, efnakenni éhreininda, eins og vid & og er teeknilega mogulegt, 0.s.frv.,

— fjolpattaefni, UVCB-efni og blanda: lysing & eiginleikum eins og kostur er med efnakenni (sja hér & undan),
magnbundnu innihaldi og peim edlisefnafradilegu eiginleikum efnispattanna sem skipta mali.

— (tlit, vatnsleysni og adrir edlisefnafradilegir eiginleikar sem skipta mali,

— uppruni, lotunamer, ef pad liggur fyrir,

— medhondlun préfunaridefnisins/samanburdaridefnanna fyrir profunina, ef vid & (t.d. hitun og mélun),
— stddugleiki profunaridefnisins, sidasti notkunardagur eda dagsetning endurgreiningar, ef hin er pekkt,

— geymsluskilyrdi.
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Likan med endurgerdri hidpekju manns og adferdarlysing sem er notud (og rokstudningur fyrir valinu, ef vid &)

Profunarskilyroi:

— likan med endurgerdri hidpekju manns sem er notad (p.m.t. nimer framleidslulotu),

— kvdrdunarupplysingar um melibanadinn (t.d. litr6fsmeelir), bylgjulengd og bandsia (ef vid &) til ad magngreina
MTT-formasan og linuleikasvid malibinadar; lysing a adferdinni sem er notud til ad magngreina MTT-formasan,

— lysing & hefi litr6fsmelingakerfis med haprysti-/ithaprystivokvaskiljun, ef vid &, heildarupplysingar til studnings
notkunar 4 tilteknu likani med endurgerdri hidpekju manns, p.m.t. nothafi pess. I peim skal eftirfarandi felast an
pess p6 ad einskordast vid pad:

i. lifvenleiki,
ii. talmavirkni,
iii. formfradi,
iv. samanburdarndkvaemni og forspargeta,
v. gaedaeftirlit med likaninu,

— tilvisanir i rannsoknarséguleg gégn um likanid. | peim skal felast, &n pess p6 ad einskordast vid pad, dsettanleiki
geedaeftirlitsgagna med tilvisun i rannsoknarséguleg gégn um framleidslulotur.

— synt fram & heefni vid framkvaemd profunaradferdarinnar fyrir reglulega notkun med pvi ad profa haefnisefnin.

Préfunaradfero:

— upplysingar um proéfunaradferdina sem er notud (p.m.t. skolunaradferdir sem eru notadar eftir vahrifatimabilid),
skammtar préfunaridefnis og samanburdaridefnis sem eru notadir,

— véhrifatimi, hitastig vid vahrif og stédutimi eftir vahrif,
— tilgreining & samanburdinum sem var notadur fyrir beina afoxara MTT og/eda litandi préfunaridefni, ef vid &,

— fjoldi samhlida vefjasyna sem eru notud fyrir hvert préfunaridefni og samanburdir (jakveedur samanburdur,
neikveaedur samanburdur og 6serteek afoxun MTT, NSCiifandi 09 NSCausur, €f Vi &),

— lysing & akvordunarvidmidunum/spalikani sem er notad, a grundvelli likansins med endurgerdri hidpekju manns
sem er notad,

— lysing & 6llum breytingum & préfunaradferdinni (p.m.t. skolunaradferdum).

Sampykktarvidmidanir fyrir keyrslur og préfanir

— medalgildi fyrir jakveedan og neikveedan samanburd og asattanleikasvid & grundvelli rannséknarsdgulegra gagna,
asaettanlegur breytileiki milli samhlida vefjasyna fyrir jakveedan og neikvadan samanburd,

— asettanlegur breytileiki milli samhlida vefjasyna fyrir préfunaridefnid.
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Nidurstodur:

— toflusetning gagna fyrir stok préfunaridefni fyrir hverja keyrslu og hverja samhlida meelingu, p.m.t. 1jéspéttni eda
toppflatarmal MTT-formasans, hundradshlutfall vefjalifvaenleika, medalhundradshlutfall vefjalifveenleika og
stadalfravik,

— ef vid &, nidurstddur Gr samanburdum sem eru notadir fyrir beina afoxara MTT og/eda préfunaridefni til litunar,
p.m.t. ljospétini eda toppflatarmal MTT-formasans, %NSMTT, %NSCiifandi, %6NSCqausur, Stadalfravik og
endanlegt rétt hundradshlutfall lifvenleika vefjar,

— nidurstédur sem fengust med profunaridefninu eda préfunarioefnunum og samanburdum i tengslum vid
skilgreindar sampykktarvidmidanir fyrir keyrslur og préfanir,

— lysing & 6orum ahrifum sem fram komu,
— afleidd flokkun med tilvisun i spalikanid/akvérdunarvidmidanir sem eru notadar.

Umfjéllun um nidurstédurnar
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1. viobeetir

SKILGREININGAR

Nakvaemni: Malikvardi & pad hversu naleegt sampykktu vidmidunargildi nidurstada ar préfun er. Nakveemni er melikvardi a
nothaefi profunaradferda og einn pattur gildis. Hugtakio er oft notad i stad hugtaksins ,,samsvorun® til ad lysa hlutfalli réttra
nidurstadna Ur profunaradferd (9. heimild).

Lifveenleiki frumna: Malipattur sem melir heildarvirkni frumuhdps, t.d. getu frumubundinna vetnissvipta i hvatberum til ad
draga 0r liflitnum MTT (3-(4,5-dimetylpiasél-2-yl)-2,5-difenyltetras6liumbromid, piasélyl-blar) sem, had endapunktinum sem
meldur er og tilhdgun préfunar, samsvarar heildartélu og/eda lifsprotti lifandi frumna.

idefni: efni eda blanda.

Samsvorun: Samsvorun er malikvardi & nothefi pegar um er ad reeda profunarlikon sem gefa afdrattarlausar nidurstédur, og er
einn pattur gildis. Hugtakid er stundum notad i stad hugtaksins ,,ndkvemni“ og er skilgreint sem hlutfall allra préfadra idefna
sem eru rétt flokkud sem jakveaed eda neikveed. Samsvorun er ad miklu leyti had pvi hversu algeng jakveed svorun er i peim
geroum profunaridefna sem rannsakadar eru (9. heimild).

ETso: Haegt ad meta med akvordun & peim vahrifatima sem parf til ad draga Ur lifveenleika frumu um 50% vid notkun
vidmidunaridefnis vid tilgreindan, fastan styrk, sja einnig ICso.

HSK (hnattsamraemt kerfi Sameinudu pjédanna (SP) til flokkunar og merkingar idefna): Kerfi til flokkunar idefna (efna
og blandna), samkvaemt stédludum tegundum og stigum edlisreennar hattu, heilbrigdishaettu og umhverfishattu, sem tekur til
samsvarandi hattubodsatrida, s.s. skyringarmynda, vidvorunarorda, hettusetninga, varnadarsetninga og oryggisblada til ad
midla upplysingum um skadleg ahrif peirra til verndar folki (p.m.t. vinnuveitendur, starfsmenn, flytjendur, neytendur og
bradalidar) og umhverfinu (1. heimild).

HPLC: Héaprystivokvaskiljun.

IATA: Sampeettar adferdir vid préfun og mat.

1Cs0: Heegt ad meta med akvordun & peim styrk vidmidunaridefnis sem dregur Ur lifveenleika vefjanna um 50% (ICso) eftir
fastan vahrifatima, sjé einnig ETso.

Otakmarkadur skammtur: bad magn profunaridefnis sem er borid a hidpekjuna og er umfram magnid sem parf til ad hylja
yfirbord hudpekjunnar fullkomlega og jafnt.

Blanda: Blanda eda lausn tveggja eda fleiri efna.

Efni med einum efnispeetti: Efni, skilgreint af magnbundinni samsetningu, par sem einn adalefnispattur er fyrir hendi ad
a.m.k. 80% (massahlutfall).
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MTT: 3-(4,5-dimetylpiasdl-2-yl)-2,5-difenyltetraséliumbromid, piasolyl-blatt tetrasdliumbromid.

Fjolpattaefni: Efni, skilgreint af magnbundinni samsetningu, par sem fleiri en einn adalefnispattur er fyrir hendi i styrk sem
nemur > 10% (massahlutfall) og < 80% (massahlutfall). Fjolpattaefni er afleiding af framleidsluferli. Mismunurinn & bléndu og
fidlpattaefni er sa ad blandan fast med blondun tveggja eda fleiri efna an efnahvarfs. Fjolpattaefni er afleiding af efnahvarfi.

NSCodausur: Samanburdur fyrir 6sérteeka litun med daudum vef.

NSCiitandgi: Samanburdur fyrir 6sérteeka litun med lifandi vef.

NSMTT: Osértaek afoxun MTT.

Nothefisstadlar: Stadlar, byggdir & fullgiltri préfunaradferd, sem eru grundvollur fyrir mat & samanburdarhefi tillagorar
profunaradferdar sem er samsvarandi fullgiltu adferdinni med tilliti til verkunarmata og virkni. Medal peirra eru i)
grundvallarpeettir préfunaradferdarinnar, ii) lagmarksskra yfir vidmidunaridefni sem valin eru Gr peim idefnum sem voru notud
til ad syna fram & &settanlegt nothafi fullgiltu préfunaradferdarinnar og iii) gildi fyrir nakveemni og areidanleika sem eru
samsvarandi peim sem fengust med fullgiltu préfunaradferdinni og sem eiga ad fast med tillégdu préfunaradferdinni pegar hin
er metin Ut fra lagmarksskranni yfir viomidunaridefni (9. heimild).

PC: Jakvadur samanburdur, samhlida syni sem inniheldur alla patti préfunarkerfis og er medhdndlad med idefni sem vitad er
ad framkallar jakvaeda svorun. Til ad tryggja ad heaegt sé ad meta breytileika i svorun jakveeda samanburdarins yfir tima skal
pessi jakveeda svorun po ekki vera of kroftug.

Gildi: Lysing & sambandi préfunarinnar og ahrifanna, sem midad er vid, og hvort sambandid hefur merkingu og er gagnlegt
midad vid tiltekinn tilgang. Gildid lysir pvi ad hvada marki préfunin ner ad meela rétt eda spa fyrir um liffreedilegu hrifin sem
midad er vid. Gildi felur i sér umfjollun um ndkvaemni (samsvorun) préfunaradferdar (9. heimild).

Areidanleiki: Melikvardi 4 pad ad hvada marki er hagt ad framkvama profunaradferd med samanburdarnakveemni hja hverri
rannsoknarstofu og hja mismunandi rannsoknarstofum i tiltekinn tima pegar hdn er framkveemd samkvaemt sému
adferdarlysingu. Areidanleiki er metinn med pvi ad reikna Gt einseturssamanburdarnakveemni og fjdlsetra samanburd-
arndkvemni (9. heimild).

Stadgonguprofun: Préfun sem er hénnud til ad koma i stad préfunar, sem notud er ad stadaldri og sampykkt til heettugreiningar
og/eda ahattumats, og sem hefur verid synt fram & ad verndar heilbrigdi manna eda dyra eda umhverfid, eftir pvi sem vid 4, til
jafns vid eda betur en sampykkta préfunin vid allar hugsanlegar préfunaradsteedur og fyrir 6ll hugsanleg profunaridefni
(9. heimild).

Keyrsla: Keyrsla samanstendur af einu eda fleirum profunaridefnum sem eru profud samskeida med neikveedum samanburdi
og jakvaeedum samanburadi.

Neemi: Hlutfall allra jakveedra/virkra profunarefna sem eru rétt flokkud med préfuninni. Nemi er malikvardi & nakvaemni
profunaradferdar sem gefur afdrattarlausar nidurstédur og er mikilvaeg forsenda i mati & gildi préfunaradferdar (9. heimild).
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Huderting i lifi: Framkollun & skemmd i hid sem getur gengid til baka og kemur fram eftir ad préfunaridefnid hefur verio a
hadinni i allt ad 4 klukkustundir. Huderting er stadbundin svérun vidkomandi hadvefjar sem kemur i lj6s stuttu eftir drvun
(38. heimild). Han kemur til vegna stadbundinna holguvidbragda i nattlrulegu (6sérteeku) oneemiskerfi hudvefjarins.
Adaleinkenni hennar er ad hin gengur til baka, veldur bolguvidbrogdum og flestum kliniskum einkennum ertingar
(hérundsroda, bjug, klada og sarsauka) sem tengjast bélguferli.

Sérteeki: Hlutfall allra neikvaedra/ovirkra préfunaridefna sem eru rétt flokkud med profuninni. Sérteki er melikvardi a
nakvemni préfunaradferdar sem gefur afdrattarlausar nidurstéour og er mikilvaeg forsenda i mati & gildi préfunaradferdar
(9. heimild).

Efni: Frumefni og efnasambdnd pess, nattiruleg eda unnin med framleidsluferlum, p.m.t. 811 aukefni, sem eru naudsynleg til ad
vidhalda st6dugleika pess, og 6ll 6hreinindi, sem stafa fra vinnslunni, en pé ekki leysiefni sem skilja ma fra an pess ad pad hafi
ahrif a stodugleika efnisins eda breyti samsetningu pess.

Préfunarioefni: Sérhvert efni eda blanda sem er préfud meo pessari préfunaradfero.
UPLC: Uthaprystivékvaskiljun.

UVCB-efni: Efni af 6pekktri eda breytilegri samsetningu, flokin myndefni eda liffredileg efni.
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2. vidbeetir
PROFUNARLIKON SEM PESSI PROFUNARABDFERD N/R YFIR
Nr. Heiti préfunarlikans Gerd fullgildingarrannsoknar Tilvisanir
1 EpiSkin™ Viotek framskyggn fullgildingarrannsékn (2003-|2., 10., 11., 14., 15, 16.,

2007). bettir pessa likans voru notadir til ad

17., 18, 19, 20., 21., 23,

skilgreina naudsynlega préfunaradferdarpaetti i
upprunalegum og uppferoum nothafisstodlum
Evropumidstodvar um fullgildingu stadgonguadferda
(39., 40. og 21. heimild) (*). Auk pess voru gognin
Ur adferdinni vardandi greiningu 6flokkadra og
flokkadra efna helsti grundvéllurinn ad skilgreiningu
a4 gildum fyrir sérteki og nemi i upprunalegu
nothefisstédlunum (*).

32., 39. og 40. heimild

EpiDerm™ SIT (EPI-200) EpiDerm™  (upprunalegt):  Upphaflega  for
profunarlikanid i gegnum vidteka framskyggna
fullgildingu &samt nr. 1 fr4 2003-2007. peettir pessa
likans voru notadir til ad skilgreina naudsynlega
préfunaradferdapeetti i upprunalegum og uppferdum
nothafisstodlum Evropumidstddvar um fullgildingu
stadgonguadferda (39., 40. og 21. heimild) (*).
EpiDerm™ SIT (EPI-200): Breyting & upprunalegu
EpiDerm™  var fullgilt med upprunalegum
nothafisstodlum Evropumidstddvar um fullgildingu
stadgonguadferda (21. heimild) &rid 2008 (*).

2, 10, 12, 13, 15, 16,
17., 18, 20., 21., 23,, 33,
39. og 40. heimild 2., 21.,
22.,23., 09 33. heimild

SkinEthic™ RHE Fullgildingarrannsékn  byggd & upprunalegum
nothafisstddlum Evropumidstddvar um fullgildingu

stadgdnguadferda (21. heimild) arid 2008 (*).

2., 21, 22, 23, og 3L
heimild

LabCyte EPI-MODEL24 SIT | Fullgildingarrannsékn ~ (2011-2012)  byggd &
nothafisstodlum (PS) i OECD-vidmidunarreglu 439
um préfanir (8. heimild) sem byggja & uppferdum
nothafisstodlum Evropumidstddvar um fullgildingu

stadgonguadferda (*) (39. og 40. heimild).

24., 25., 26., 27., 28., 35,
39. og 40. heimild og not-
heefisstadlar pessarar vid-
midunarreglu um préfanir
(8. heimild) (*)

(*) Upprunalegir nothefisstadlar Evropumidstodvar um fullgildingu stadgonguadferda (PS) (21. heimild) vorud préadir arid 2007 pegar

framskyggnu fullgildingarrannsékninni (16. heimild) var lokid, par sem &rangur préfunarlikananna nr. 1 og 2 var metinn ad pvi er vardar
flokkunarkerfid, eins og lyst er i 28. breytingu & tilskipun Evrépusambandsins um hettuleg efni (41. heimild). Arid 2008 komu til
framkveemda HSK Sb (1. heimild) og reglugerdin um flokkun, merkingu og pokkun, par sem proskuldsgildi sem skilur & milli 6flokkadra
og flokkadra efna var feaert i raun ar 2,0 stigum i lifi i 2,3 stig. Til ad adlagast breyttri krofu samkvaemt reglum var skrain yfir
nakvamnisgildin og vidmidunaridefni i nothafisstédlum Evrépumidstédvar um fullgildingu stadgdnguadferda uppfaerd arid 2009 (2., 39.
og 40. heimild). Likt og upprunalegu nothafisstadlarnir voru uppfaerdu nothafisstadlarnir ad miklu leyti byggdir & gdgnum fra likdnum nr.
1 og 2 (16. heimild) en til vidbotar voru notud gégn um vidmidunaridefni fra likani nr. 3. Arid 2010 voru uppferdir nothafisstadlar
Evropumidstddvar um fullgildingu stadgdnguadferda notadir til ad meala fyrir um nothefisstadlana sem tengjast pessari viomidunarreglu
um préfanir (8. heimild). Ad pvi er vardar pessa profunaradferd telst EpiSkin™ fullgilta vidmidunaradferdin par sem pad var notad til ad
préa allar vidmidanir nothafisstadlanna. itarlegar upplysingar um fullgildingarrannsoknir, samantekt & gégnum sem var aflad sem og
bakgrunnsupplysingar um naudsynlegar breytingar & nothafisstédlunum i kjolfar framkvemdar HSK Sb/reglugerdar um flokkun,
merkingu og pokkun ma finna i bakgrunns- og skyringarskjali Evropumidstddvar um fullgildingu stadgénguadferda/Stofnunar
Sambandslydveldisins byskalands fyrir ahattumat (Bundesinstitut fir Risikobewertung, BfR) samsvarandi OECD-vidmidunarreglu 439
um profanir (23. heimild).

SIT: Préfun & hidertingu (e. Skin Irritation Test)
RHE: Endurgerd hidpekja manns (e. Reconstructed Human Epidermis)




Nr. 73/554

EES-vidbatir vid Stjornartidindi Evropusambandsins

12.11.2020

3. vidbeetir

MZALIPATTIR | ADFERDARLYSINGU SEM ERU SERTZKIR FYRIR HVERT PROFUNARLIKAN SEM PESSI PROFUNARADFERD

NZAR YFIR

Lik6nin med endurgerdri hudpekju manns eru med mjog svipadar adferdarlysingar og einkum er i peim &llum notad 42 Kist.
timabil eftir stédutima (32.—35. heimild). Mismunurinn vardar adallega prja malipetti i tengslum vid mismunandi talmavirkni
préfunarlikananna og er tilgreindur hér: A) timi og magn fyrir reektun, B) préfunaridefnin sett & og C) magn eftir reektun

EpiSkin™ (SM)

EpiDerm™ SIT (EPI-200)

SkinEthic RHE™

LabCyte EPI-MODEL24 SIT

A) Fyrir reektun

Raektunartimi

18-24 Klst.

18-24 Kist.

< 2 Klst.

15-30 klst.

Magn atis

2mi

0,9 ml

0,3edalml

0,5 ml

B) Profunaridefnid sett &

Fyrir vokva 10 pl (26 plicm?) 30 pl (47 plicm?) 16 pl (32 plicm?) 25 pl (83 pl/icm?)
Fyrir fost efni 10 mg (26 mg/cm?)| 25 mg (39 mg/cm?) + 16 mg (32 25 mg (83 mg/cm?) + EV

+EV (5 ul) DPBS (25 ul) mg/cm?) + EV 25ul)

(10 ul)
Notkun nzlonmdskva Ekki notadur Ef porf krefur Notadur Ekki notadur
Heildarasetningartimi 15 minatur 60 minatur 42 minGtur 15 minatur
Asetningarhitastig SH a) vid SH i 25 minatur SH SH
b) vid 37 °C i 35 minatur

C) Magn eftir raektun
Magn eetis 2ml 0,9ml x 2 2ml 1ml
D) Hamark asattanlegs breytileika
Stadalfravik milli samhlida SD<18 SD<18 SD<18 SD<18
vefjasyna
SH: Stofuhiti

EV: eimad vatn

DPBS: Fosfatjéfnud saltlausn Dulbecco
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4. vidbatir

HELSTU MZLIPATTIR OG SAMPYKKTARVIPMIDANIR FYRIR HAEFI LITROFSMALINGAKERFIS MED HAPRYSTI-
JUTHAPRYSTIVOKVASKILIUN TIL MELINGAR A MTT-FORMASANI SEM ER DREGID UR VEF ENDURGERDRAR HUPPEKJU

MANNS

Adferdarlysing ur leidbeiningum matveela- og lyfjaeftirlits

Meelipattur Bandarikjanna (36. og 37. heimild) Sampykktarvidmidanir

Valvisi Greining & isépropandli, lifandi blanksyni (is6prop- | Sveeditrusiun < 20% af svaediLLog (1)
anolatdrattur ar lifandi vef endurgerdrar hudpekju manns
an medhondlunar), dautt blanksyni (isépropandlatdréttur
Ur daudum vef endurgerérar hGdpekju manns an
medhdndlunar)

Samkvaemni Gaedaeftirlit (p.e. MTT-formasan vid 1,6pg/ml, 16 ug/ml | FS < 15% eda < 20% vegna LLOQ
0g 160 pg/ml) i is6propandli (n=5)

Nakveemni Gaedaeftirlit i isoprépandli (n=5) % fravika < 15% eda < 20% vegna LLOQ

Ahrif efnividarins

Gaedaeftirlit i lifandi blanksyni (n=5)

85% < ahrif efnividarins < 115%

Yfirfaersla

Greining & isdprépandli eftir stadli ULOQ (2)

Sva0itrufiun < 20% af svediLLog

Samanburdarnakvemni
(innan sama dags)

prir 6h&dir kvordunarferlar (& grundvelli sex samfelldra
pynninga MTT-formasans i is6propandl i hlutféllum 1:3,
par sem byrjad er 4 ULOQ, p.e. 200 ug/ml).

Gadaeftirlit i isdpropandli (n=5)

Samanburdarnakvemni
(innan sama dags)

1. dagur: Einn kvordunarferill

isépropandli (n=3)

0og gaoaeftirlit |

2. dagur: Einn kvodrdunarferill
is6propandli (n=3)

og gxdaeftirlit i

3. dagur: Einn kvoérdunarferill
isépropandli (n=3)

og gxdaeftirlit i

Kvordunarferlar: % fravika < 15% eda <
20% vegna LLOQ

Gadaeftirlit: % fravika < 15% og FS <
15%

Skammtima stodugleiki
MTT-formasans i Ut-
dreetti ur vef ar endur-
gerdri htdpekju manns

Gadaeftirlit i lifandi blanksyni (n=3), greint & degi
tilreidslu og eftir 24 kist. geymslu vid stofuhita

% fravika < 15%

Langtimastodugleiki
MTT-formasans i Ut-
dreetti ar vef Gr endur-
gerdri hadpekju manns,
ef porf krefur

Gadaeftirlit i lifandi blanksyni (n=3), greint & degi
tilreioslu og eftir nokkurra daga geymslu vid tiltekid
hitastig (t.d. 4 °C, —20 °C, -80 °C)

% fravika < 15%"

(t) LLOQ: Nedri magngreiningarmork, skilgreind til ad n yfir 1-2% lifveenleika vefjar, p.e. 0,8 pg/ml.
(®» ULOQ: Efri magngreiningarmork, skilgreind pannig ad pau eru am.k. tvofalt heerri en hasti styrkur MTT-formasans i
is6propanolatdrattum Gr neikveedum samanburdum sem buaist er vid, p.e. 200 pg/ml.

Nr. 73/555
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8) 1 B-hluta er eftirfarandi koflum baett via:
,.B.63 SKIMUNARPROFUN FYRIR EITURHRIF A ZEXLUN/PROSKUN

INNGANGUR

1.  Ppessi profunaradferd jafngildir OECD-vidmidunarreglu 421 um préfanir (2016). OECD-vidmidunarreglurnar um
profun idefna eru endurskodadar reglulega i ljési framfara & svidi visinda. Upprunaleg vidmidunarregla 421 um
skimunarprofanir var sampykkt 1995 a grundvelli adferdarlysingar fyrir ,,Preliminary Reproduction Toxicity
Screening Test“ (Bradabirgdaskimunarprofun fyrir eiturhrif 4 exlun) sem reedd var 4 tveimur fundum sérfredinga i
London 1990 (1. heimild) og i Tokyo 1992 (2. heimild).

2. bessi profunaradfero hefur verio uppferd med endapunktum sem skipta mali fyrir innkirtlatruflandi efni sem
eftirfylgni vegna forgangsadgerdarinnar sem Efnahags- og framfarastofnunin hafoi frumkvaedi ad arid 1998 til ad
endurskoda fyrirliggjandi viomidunarreglur um profanir og til ad préa nyjar vidmidunarreglur um préfanir fyrir
skimun og profun a hugsanlega innkirtlatruflandi efnum (3. heimild). OECD-viomidunarregla 407 um préfanir
(28 daga rannsokn & eiturhrifum hja nagdyrum vid endurtekna skammta um munn, kafli B.7 i pessum vidauka) var t.d.
batt arid 2008 med videigandi melipattum til ad greina virkni profunaridefna & innkirtla. Markmidid med
uppferslunni & viomidunarreglu 421 um préfanir var ad taka med nokkra endapunkta sem skipta mali fyrir

innkirtlatruflandi efni i vidmidunarreglunum um skimunarpréfanir par sem véahrifatimabilin nd yfir nokkur af
vidkveemu proskunartimabilunum (timabilin fyrir eda fyrst eftir got).

3. Voldu vidbettu endapunktarnir sem skipta mali fyrir innkirtlatruflandi efni, sem eru einnig i vidmidunarreglu 443 um
préfanir (Framlengd einnar kynslédar rannsokn 4 eiturhrifum a axlun, kafli B.56 i pessum vidauka), voru felldir inn {
vidmidunarreglu 421 um préfanir & grundvelli hagkvemniathugunar par sem fjallad var um visindalegar og
teeknilegar spurningar i tengslum vid innfellingu peirra sem og hugsanlegar breytingar sem pyrfti ad gera & tilhdgun
profunarinnar vegna innfellingar peirra (4. heimild).

4.  Pbessi profunaradferd er atlud til ad fa fram takmarkadar upplysingar vardandi ahrif profunaridefnis & timgunargetu
karl- og kvendyra s.s. kynkirtlastarfsemi, pérunarhegdun, getnad, proskun fangs og got. Han er hvorki annar valkostur
né kemur i stad fyrirliggjandi préfunaradferda B.31, B.34, B.35 eda B.56.

ATRIDI SEM PARF AD HAFA | HUGA | UPPHAFI

5.  Heagt er ad nota pessa skimunarpréfunaradferd til ad fa fyrstu upplysingar um hugsanleg ahrif & a&xlun og/eda
proskun, annadhvort & fyrri stigum i mati 4 eiturefnafreedilegum eiginleikum idefna eda & idefnum sem gefa tilefni til
dhyggna. Einnig er haegt ad nota hana sem hluta af upphaflegum skimunarpréfunum & fyrirliggjandi idefnum par sem
litlar eda engar eiturefnafreedilegar upplysingar eru tilteekar, sem skammtastaerdarannsokn fyrir itarlegri rannséknir &
&xlun/proskun eda pegar pad telst videigandi af 6drum &steedum. Pegar rannsdknin er gerd skal fylgja peim
leidbeinandi meginreglum og atridum sem lyst er i leidbeiningarskjali Efnahags- og framfarastofnunarinnar nr. 19 um
kennsl, mat og notkun & kliniskum einkennum sem manndlegum endapunktum fyrir tilraunadyr sem eru notud vid
Oryggismat (5. heimild).

6.  Pessi profunaradferd veitir ekki teemandi upplysingar um alla peetti exlunar og proskunar. Einkum gefur hin einungis
takmarkada moguleika til ad greina birtingarform sem tengjast vahrifum fyrir got, eftir gotid eda ahrif sem kunna ad
stafa af vahrifum eftir got. Vegna (m.a.) tiltélulega farra dyra i skammtahopunum, sérvirkni endapunktanna og pess
hversu stutt rannsdknin stendur yfir er ekki haegt ad nota pessa adferd til ad sanna afdrattarlaust fullyrdingar um ad
engin ahrif komi fram. Ef ekki liggja fyrir gogn ur 6orum préfunum & eiturhrifum & exlun/proskun eru jékvaedar
nidurstddur par ad auki gagnlegar fyrir fyrsta haettumat og til ad taka akvardanir ad pvi er vardar naudsyn pess ad
framkvaema vidbétarprdfanir og um timasetningu peirra.

7. Nidurstodurnar, sem fast med melipattum sem tengjast innkirtlum, skal skoda i tengslum vid ,,OECD Conceptual
Framework for Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals” (hugtakarammi Efnahags- o9
framfarastofnunarinnar fyrir profun og mat & innkirtlatruflandi idefnum) (6. heimild). T pessum hugtakaramma er
baettri OECD-vidmidunarreglu 421 um préfanir haldid a 4. prepi eins og greiningu i lifi sem veitir upplysingar um
skadleg ahrif & endapunkta i tengslum vid innkirtla. Innkirtlabod (e. endocrine signal) telst p6 e.t.v. ekki nagileg
sonnun ein og sér um ad préfunaridefnid sé innkirtlatruflandi efni.

8. I pessari profunaradferd er gert rad fyrir ad profunaridefnid sé gefid um munn. bad getur reynst naudsynlegt ad gera
breytingar ef adrar véhrifaleidir eru notadar.
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9. Adur en pessi adferd til profunar 4 blondu, sem er framkveemd til ad fa ggn sem fyrirhugad er ad nota i eftirlitsskyni,
er notud skal skodad hvort, og pa af hverju, hin gati veitt nidurstédur sem eru fullnaegjandi i peim tilgangi. Ekki er
porf & slikri skodun ef préfun & blondunni er krafa af halfu eftirlitsyfirvalda.

10. Skilgreiningar sem eru notadar eru gefnar upp i 1. vidbeeti.

MEGINREGLA PROFUNARINNAR

11. Nokkrum hopum karl- og kvendyra er gefid profunaridefnio i stigskiptum skdmmtum. Karldyr skulu fa skammta i
a.m.k. fjorar vikur, til og med dagsins fyrir axtladan aflifunardag (ad lagmarki i tveer vikur fyrir pdrun, &
pérunartimabilinu og i u.p.b. tvaer vikur eftir pérun). 1 1josi pess hversu takmarkad skémmtunartimabilid er hja
karldyrum fyrir pérun er frjésemi e.t.v. ekki sérlega neemur melikvardi & eiturhrif a eistu. bvi er naudsynlegt ad
framkvaema itarlega, vefjafredilega rannsokn & eistunum. Samsetning tveggja vikna skémmtunartimabils fyrir pdrun
og seinni athuganir & porun/frjdsemi asamt heildarskdmmtunartimabili sem er a.m.k. fjérar vikur, sem er fylgt eftir
med itarlegri vefjameinafradilegri rannsokn & kynkirtlum karldyranna, telst fullnaegjandi til ad gera kleift ad greina
meirihluta dhrifa & frjésemi karldyra og sedismyndun.

12.  Kvendyr skulu f& skammta medan & rannsokninni stendur. betta ner yfir tveer vikur fyrir pérun (med pad ad markmidi
ad na yfir a.m.k. tvo heila gangferla), breytilegan tima fram ad getnadi, lengd medgéngunnar og a.m.k. prettan daga
ad loknu goti, til og med dagsins fyrir dtladan aflifunardag.

13. Lengd rannsoknar eftir adlégun og mat & gangferli fyrir skammtagjof fer eftir hattalagi kvendyrsins og er u.p.b.
63 dagar, [a.m.k. 14 dagar fyrir porun, (allt ad) 14 daga pérun, 22 daga medgdngutimi, 13 daga mjolkurskeid].

14. Dyrin eru skodud vandlega daglega & inngjafartimabilinu til ad greina merki um eiturhrif. Dyr, sem drepast eda eru
aflifud medan & profunartimabili stendur, eru krufin og i lok préfunar eru eftirlifandi dyr aflifud og krufin.

LYSING A ADFERDINNI

Val a dyrategund

15. bessi profunaradferd er etlud til profunar & rottum. Ef malipattirnir, sem tilgreindir eru i pessari profunaradferd, eru
rannsakadir i ddrum nagdyrum skal rokstydja pad itarlega. | alpjodlegu fullgildingarastluninni til ad greina
innkirtlatruflandi efni i OECD-vidmidunarreglu 407 um préfanir (sem samsvarar kafla B.7 i pessum vidauka) var
rottan eina tegundin sem var notud. Ekki skal nota stofna ef frjdsemi peirra er litil eda vitad er ad proskunargallar eru
algengir. Nota skal heilbrigd dyr, sem hafa aldrei fengid fang, sem hafa ekki verid notud adur vid tilraunir. Tilgreina
skal tegund, stofn, kyn, pyngd og aldur tilraunadyranna. Vid upphaf rannsoknarinnar etti breytileiki i pyngd dyranna,
sem eru notud, ad vera i lagmarki og ekki vikja meira en 20% frd medalpyngd hvors kyns um sig. Ef rannsdknin er
gerd sem forrannsékn langtimarannséknar eda rannsoknar & heilli kynsldd er akjosanlegt ad dyr af sama stofni og
uppruna séu notud i badum rannséknunum.

Adbunadur og fédrun

16. OIll verkferli skulu vera i samreemi vid stadbundna stadla um uménnun tilraunadyra. Hiti i vistarverum
tilraunadyranna skal vera 22 °C (+ 3 °C). bott rakastig eigi ad vera minnst 30% og helst ekki yfir 70%, nema vid prif a
vistarverunum, er kjorraki 50—60%. Nota skal gervilysingu og ljéslotan skal vera 12 klukkustundir af birtu og myrkur
i 12 klukkustundir. Nota ma hefdbundid rannsoknarstofufédur asamt 6takmaérkudu drykkjarvatni. Val a féori kann ad
radast af pvi ad haegt sé ad blanda préfunaridefni i foorid a vioeigandi hatt pegar pad er gefid med pessari adferd.
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17. Dyrin skulu vera i bari med litlum hépum af sama kyni en pau ma hafa hvert i sinu bari ef feerd eru visindaleg rok
fyrir pvi. begar dyr eru saman i bari skulu pau ekki vera fleiri en fimm i hverju bari. P6run skal fara fram i barum sem
eru til pess hentug. Koma skal kvendyrum med fangi hverju fyrir sig i bar og lata pau fa efni til ad gera sér beli.
Mjélkandi kvendyrum er komid hverju fyrir sig i bar d&samt afkvaemum peirra.

18. Greina skal foorid reglulega med tilliti til adskotaefna. Halda skal til haga syni Gr feedunni par til skyrslan er tilbdin.

Undirbuningur dyranna

19. Heilbrigdum, ungum, fullvéxnum dyrum er slembiradad i samanburdar- og tilraunahépana. Koma skal bdrunum
pannig fyrir ad stadsetning peirra hafi sem minnst ahrif. Dyrin eru audkennd, hvert um sig, & einkveeman hatt og hofo
i birum sinum i a.m.k. fimm daga fyrir rannséknina til ad lata pau venjast umhverfisadsteedum & rannsoknarstofunni.

Tilreidsla skammta

20. Melt er med pvi ad profunaridefnid sé gefid um munn nema adrar ikomuleidir séu taldar heppilegri. Pegar inngjéf um
munn er valin er profunaridefnid yfirleitt gefid med magafodrun; p6 mé ad 6drum kosti gefa profunaridefni inn med
f6ori eda drykkjarvatni.

21. Ef naudsyn krefur er profunarioefnid leyst upp eda utbuin ar pvi svifblanda i heppilegu burdarefni. Melt er med pvi
ad nota helst lausnir/svifbléndur i vatni, ef pess er kostur, en ad 6drum kosti lausnir/yrulausnir i oliu (t.d. maisoliu) en
ad peim slepptum geta lausnir med 6drum burdarefnum komid til greina. Ef notud eru 6nnur burdarefni en vatn skulu
eitureiginleikar peirra vera pekktir. Akvarda skal stédugleika og einsleitni profunaridefnisins i burdarefninu.

VERKFERLI
Fjoldi og kyn dyra

22. Melt er med pvi ad hver hdpur innihaldi i upphafi a.m.k 10 karldyr og 12-13 kvendyr. Gangferill kvendyranna er
metinn fyrir vahrif og pau dyr sem syna ekki hefdbundinn 4-5 daga gangferil skulu ekki h6fd med i rannsokninni; pvi
er malt med pvi ad hafa aukakvendyr til ad n& upp i 10 kvendyr i hvern hép. Baist er vid ad petta gefi a.m.k.
8 kvendyr med fangi i hverjum hop, sem er venjulega sa lagmarksfjoldi sem telst vidunandi af kvendyrum med fangi i
hverjum hop, nema ef um er ad raeda greinileg eiturhrif. Markmidio er ad fa fram nagilega margar punganir og
afkveemi til ad marktaekt mat faist & meetti préfunaridefnisins til ad hafa ahrif a frjosemi, medgdngu, atferli madra og
mjo6lkurgjof, voxt og proskun F1-afkveemanna fra getnadi fram ad 13. degi eftir got.

Skammtur

23.  Almennt skal nota a.m.k. prja profunarhopa og samanburdarhdp. Skammtastaerdir geta verid byggdar & upplysingum
ar préfunum & bradum eiturhrifum eda & nidurstédum ar rannséknum med endurteknum skdmmtum. Dyrin i
samanburdarhépnum skulu fa ndkvemlega sému medferd og dyrin i tilraunahopnum ad 6dru leyti en pvi ad pau fa
ekki profunaridefnid. Ef burdarefni er notad vid inngjof préfunaridefnisins skal samanburdarhdpurinn fa steersta
skammt sem er notadur af burdarefninu.

24. Velja skal skammtasteerdir med hlidsjon af 6llum tilteekum gdgnum um eiturhrif og eiturefnahvorf. Einnig skal taka
tillit til pess ad pad kann ad vera munur & nemleika dyra med fangi og dyra sem eru ekki med fangi. Steersta
skammtasteerdin skal valin med pad fyrir augum ad han valdi eiturhrifum en ekki dauda eda miklum pjaningum. Eftir
pad skal velja rod stigminnkandi skammta til ad syna fram & vensl svfrunar og mismunandi skammtasterda, ef
einhver eru, og ad engin merkjanleg, skadleg ahrif komi fram vid minnstu skammtasteerd (NOAEL). Oft er
dkjosanlegt ad nota studulinn 2—4 pegar bil milli stigminnkandi skammta eru dkvedin og oft er betra ad bata fjorda
préfunarhépnum vid en ad nota mjog stdr bil & milli skammtasteerda (t.d. steerri en sem nemur studlinum 10).
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25. Ef almennra eiturhrifa verdur vart (t.d. minni likamspyngd, &hrif & lifur, hjarta, lungu eda nyru o.s.frv.) eda annarra
breytinga sem eru e.t.v. ekki eiturefnasvorun (t.d. minna fédurat, steekkun lifur), skulu pau ahrif sem verdur vart &
nema endapunkta innkirtla talkud med fyrirvara.

Markpréfun

26. Ef rannsokn a gjof um munn med einni skammtasterd sem er a.m.k. 1 000 mg/kg likamspyngdar & dag eda
samsvarandi hundradshluti i f6dri eda drykkjarvatni, par sem notud eru verkferlin sem lyst er fyrir pessa rannsokn,
framkallar engin merkjanleg eiturhrif og ef eiturhrifa er ekki ad veenta samkvemt gdégnum um efni med skylda
efnabyggingu kann fullnadarrannsokn med moérgum skammtasterdum ad teljast 6naudsynleg. Markprofunin gildir
nema pegar vahrif & menn benda til pess ad gefa purfi sterri skammt um munn. begar ikomuleid er énnur, t.d.
inndndun eda um had, akvardast sa hamarksstyrkur sem haegt er ad nad oft af edlisefnafreedilegum eiginleikum
préfunaridefnanna.

Gjof skammta

27. Dyrunum er gefid préfunaridefnid daglega, sjo daga vikunnar. Ef profunaridefnid er gefid med magafodrun skal pad
gert i einum skammti med magasléngu eda heppilegri inngjafarsléngu. Hamarksrimmal vokva, sem gefa ma i einu,
reedst af sterd tilraunadyrsins. RUmmalid skal ekki vera meira en 1 ml/100 g likamspyngdar nema um sé ad raeda
vatnslausnir en p4 mé gefa 2 ml/100 g likamspyngdar. Ef ekki er um ad reeda ertandi eda etandi préfunaridefni, sem
venjulega hafa i for med sér peim mun verri ahrif sem styrkleikinn er meiri, skal halda préfunarrimmalinu sem
jofnustu med pvi ad stilla styrkleikann pannig ad rammalid haldist stodugt vid allar skammtasteerdir.

28. Pbegar um er ad raeda profunaridefni sem er gefid inn med fodri eda drykkjarvatni er mikilveegt ad tryggja ad magn
profunaridefnisins raski ekki venjulegu neringar- eda vokvajafnvaegi. begar profunaridefni er gefid inn med foori ma
nota annadhvort fastan styrk (i milljonarhlutum) eda fasta skammtasteerd, midad vid likamspyngd dyranna og skal
taka pad fram hvor leidin er farin. Ef préfunarioefnio er gefid med magafodrun skal gefa skammtinn & svipudum tima
& hverjum degi og stilla hann a.m.k. vikulega svo ad skammtasteerdin sé alltaf st sama midad vid likamspyngd
dyrsins.

Tilraunaaaetlun

29. Skommtun hja b&ddum kynjum skal hefjast a.m.k. tveimur vikum fyrir pérun eftir ad pau hafa verid latin adlagast
adsteedum i a.m.k fimm daga og kvendyrin hafa verid skimud fyrir edlilegum gangferlum (& tveggja vikna
formedferdartimabili). Rannsoknin skal skipulégd pannig ad mat & gangferli hefjist fljotlega eftir ad dyrin hafa nad
fullum kynproska. betta getur verid adeins breytilegt milli mismunandi rottustofna & mismunandi rannsoknarstofum,
t.d. hja rottum af stofninum Sprague Dawley pegar paer eru 10 vikna gamlar og hja rottum af stofninum Wistar pegar
peer eru u.p.b. 12 vikna gamlar. Maedur med afkvaemi skal aflifa & 13. degi eftir got eda stuttu sidar. Gotdagurinn (p.e.
pegar goti er lokid) er skilgreindur sem dagur 0 eftir got. Kvendyr sem syna engin merki um mékun eru aflifud 24-26
dogum eftir sidasta dag porunartimabilsins. Skdmmtun er haldid &fram hja badum kynjum & porunartimabilinu.
Karldyr skulu afram fa skammta eftir pdrunartimabilid a.m.k. par til ad lagmarki 28 daga heildarskdmmtunartimabili
hefur verid nad. pau eru sidan aflifud eda, ad 6drum kosti, skémmtun er haldid afram fyrir hugsanlega p6run i annad
skipti ef asteeda pykir til.

30. Kvendyr af foreldrakynslodinni skulu afram fa daglega skammta medan & medgdngu stendur og a.m.k. fram ad
13. degi eftir got og ad honum medtdldum eda pangad til daginn fyrir aflifun. Ad pvi er vardar rannsdknir par sem
préfunaridefnid er gefid vid inndndun eda med ikomuleid um hid skal halda skémmtun afram a.m.k. fram ad 19. degi
medgdngu og ad honum medtdldum og hefja skal skémmtun aftur eins fljétt og audio er og ekki sidar en a 4. degi
eftir got.

31. Skyringarmynd af tilraunaaeetluninni er ad finna i 2. vidbeeti.

Porunaradferd

32. Ad jafnadi skal nota 1:1 pdrun (eitt karldyr fyrir hvert kvendyr) i pessari rannsokn. Fravik geta komid upp ef um er ad
reeda ad karldyr drepast. Kvendyrid skal haft hja sama karldyrinu par til visbendinga um mdékun verdur vart eda tveer
vikur eru lidnar. A hverjum morgni er leitad ad s@di eda leggangatappa i kvendyrunum. Dagurinn pegar stadfestar
visbendingar eru um porun (leggangatappi eda s&di finnst) telst vera dagur 0 & medgdngu. Ef pdrun mistekst ma
reyna ad para kvendyrid saman vid karldyr ar sama hépnum sem hefur reynst frjétt.
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Steerd gots

33. A 4. degi eftir got ma adlaga sterd hvers gots med pvi ad fjarleegja aukaunga med slembivali til ad eftir verdi, eins
nalegt pvi og mogulegt er, fjorir eda fimm ungar af hvoru kyni i hverju goti med hlidsjon af venjulegri gotsteerd hja
peim rottustofni sem er notadur. Taka skal bl6dsyni Gr tveimur umframungum, hépa pau og nota til ad akvarda magn
T4 i sermi. Valvis fjarleeging unga, t.d. & grundvelli likamspyngdar eda bils milli endaparmsops og ytri kynfaera, er
ekki videigandi. pegar fjoldi karlkyns eda kvenkyns unga gefur ekki kost & fjorum eda fimm af hvoru kyni i hverjum
goti ma nota 6fullkomna adlogun (t.d. sex karldyr og fjégur kvendyr). Engir ungar skulu fjarleegdir pegar gotsterdin
fer undir aflifunarviomidiod (8 eda 10 ungar/got). Ef einungis er einn ungi umfram aflifunarvidmioid skal einungis
fjarleegja einn unga og nota til bl6dsdfnunar fyrir hugsanlegt mat & T4 i sermi.

34. Ef gotsterd er ekki adlégud eru tveir ungar Ur hverju goti aflifadir & 4. degi eftir got og blédsyni tekin til ad mala
styrkleika skjaldkirtilshormona i sermi. Ef hagt er skulu ungarnir tveir Gr hverju goti vera kvendyr, til ad geyma
karlkynsungana fyrir mat & geymd geirvértu, nema fjarleeging pessara unga verdi til pess ad engin kvendyr verdi eftir
fyrir mat vid lok préfunarinnar. Ekki skal fjarleegja unga pegar gotsteerd er undir 8 eda 10 ungar/got (meo hlidsjon af
venjulegri gotsterd hja peim rottustofni sem er notadur). Ef einungis er einn ungi umfram venjulega gotsteerd skal
einungis fjarleegja einn unga og nota til blédséfnunar fyrir hugsanlegt mat & T4 i sermi.

Athuganir i lifi
Kliniskar athuganir

35.  Almennar kliniskar athuganir skulu gerdar a.m.k. einu sinni & dag allt préfunartimabilié og oftar ef merki hafa fundist
um eiturhrif. Helst & ad gera peaer & sama tima/sému timum & hverjum degi ad teknu tilliti til pess hvenzr venta ma
hamarkséhrifa af skammtagjofinni. Skra skal breytingar & atferli sem mali skipta, merki um erfitt eda langvarandi got
og Ol merki um eiturhrif, ad dauda medtdldum. bessar skraningar skulu innihalda upplysingar um merki um eiturhrif,
hvener pau koma fram, hve mikil pau eru og hve lengi pau vara.

Likamspyngd og fodurat/vatnsdrykkja

36. Karl- og kvendyr skulu vigtud & fyrsta degi skommtunar, a.m.k. vikulega eftir pad og vid lok préfunar. Kvendyr skulu
vigtud a medgdngunni & degi 0, & 7., 14. og 20. degi og innan 24 klst. eftir got (dagur 0 eda 1 eftir got) og a.m.k. &
4. 0g 13. degi eftir got. pessar athuganir skal skra fyrir hvert fullvaxta dyr um sig.

37. Mzala skal fodurat a.m.k. vikulega a timabilinu fyrir pérun, & medgongu og & mjolkurskeidi. Malingar & foourati &
porunartimabilinu eru valkveedar. Einnig skal mala vatnsdrykkju & pessum timabilum pegar préfunaridefnid er gefid
inn med drykkjarvatni.

Gangferlar

38. Vakta skal gangferla 4dur en medferd hefst til ad velja kvendyr med reglulega gangferla fyrir rannsoknina (sja 22.
1id). Strok ar leggdngum skal einnig vakta daglega fra upphafi medferdartimabilsins par til stadfest er ad pdrun hafi
att sér stad. Ef dhyggjur vakna af brddum streituéhrifum, sem geetu breytt gangferlum, vid upphaf skdmmtunar geta
rannsoknarstofur 14tid tilraunadyrin verda fyrir vahrifum i tveer vikur og sidan safnad stroki Ur leggéngum daglega til
ad vakta gangferil i a.m.k. tveer vikur & timabilinu fyrir pérun og haldid voktun &fram & pdrunartimabilinu par til
stadfest er ad porun hafi att sér stad. Pegar frumur eru teknar Gr leggdngum eda leghalsi skal geeta vartdar svo ad ekki
verdi roskun & slimhtid sem geeti leitt til syndarpungunar sidar (7.—8. heimild).

Melipattir sem varda afkvaemi

39. Lengd medgongutima skal skrad og han er reiknud fra degi 0 a medgdngu. Rannsaka skal hvert got eins fljétt og hagt
er ad loknu goti til ad akvarda fjélda og kyn unganna, fjélda andvana feeddra unga, fjélda lifandi unga, 6fullburda
unga (unga sem eru talsvert minni en samsvarandi samanburdarungar) og stdrsajan afbrigdileika.
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40. Lifandi ungar skulu taldir og kyn peirra dkvardad og gotid skal vigtad innan 24 klst. eftir got (dagur 0 eda 1 eftir got)
og a.m.k. & 4. og 13. degi eftir got. Auk athugananna sem er lyst i 35. lid skal skra allt 6edlilegt atferli afkvaemanna.

41. Mela skal bilid milli endaparmsops og ytri kynfaera hvers unga & sama degi eftir got, & bilinu fra degi O eftir got fram
til loka 4. dags eftir got. Mala skal likamspyngd unganna sama dag og bilid milli endaparmsops og ytri kynfeaera er
meelt og bilid milli endaparmsops og ytri kynfeaera skal stadlad midad vid mealieiningu fyrir steerd unga, helst pridju rot
af likamspyngd (9. heimild). Telja skal fjdlda geirvartna/vrtubauga hja karlkynsungum & 12. eda 13. degi eftir got,
eins og melt er med i leidbeiningarskjali Efnahags- og framfarastofnunarinnar nr. 151 (10. heimild).

Klinisk lifefnafraedi

42. BI6dsyni eru tekin ur skilgreindum stad & grundvelli eftirfarandi atlunar:
— Ura.m.k. tveimur ungum i hverju goti a 4. degi eftir got ef fjdldi unga gerir pad kleift (sja 33.-34. lid)
— 0r 6llum madrum og a.m.k. tveimur ungum i hverju goti vid lok préfunarinnar & 13. degi, og
—  0r 6llum fullvéxnum karldyrum vid lok profunarinnar.
Oll blédsyni eru geymd vid videigandi skilyrdi. Blodsyni Gr ungum & 13. degi og fullvéxnum karldyrum eru metin
m.t.t. styrkleika skjaldkirtilshorména (T4) i sermi. Framkvaema skal frekara mat & T4 i bl6dsynum ar madrum og

ungum & 4. degi, ef vid 4. Annar valkostur er ad mala 6nnur hormén, ef vid 4. Heegt er ad hdpa bl6d ar ungum eftir
goti til greiningar & skjaldkirtilshorménum. Skjaldkirtilshorména (T4 og TSH) skal helst mala sem eitt heildargildi.

43. Eftirfarandi peettir geta haft ahrif & breytileika og hreinan styrk vid akvordun & horménum:
— aflifunartimi vegna daglegs breytileika i hormdnastyrkleikum
— adferd vio aflifun til ad koma i veg fyrir dparfa &lag & dyrin sem geati haft ahrif & hormonastyrkleika
— profunarsett fyrir akvardanir & horménum sem geta haft mismunandi stadalferla.

44. Blddvokvasyni, sem eru sérstaklega @tlud til akvordunar & hormdnum, skal taka & svipudum tima dags. Tolugildin
sem fast pegar hormonastyrkleikar eru greindir eru breytileg eftir pvi hver hinna ymsu greiningarsetta & markadi eru
notud.

Meinafradi

Storse krufning

45. Skooda skal fullvoxnu dyrin med berum augum eftir aflifun eda ef dyrin drepast i rannsokninni til ad leita ad
afbrigoileika eda sjuklegum breytingum. Gefa skal liffeerum axlunarkerfisins sérstakan gaum. Skra skal fjélda tilvika
hreidrunar. A6 morgni krufningardags skal skoda strok ar leggéngum til ad akvarda hvar dyrin eru stédd i
gangferlinum og til ad na fram samsvorun vid vefjameinafraedilega rannsokn & eggjastokkum.

46. Skera skal alla adliggjandi vefi fra eistum og eistalyppum, sem og blédruhalskirtli og sadblédrum med hlaupkirtlum {
heild sinni, allra fullvaxinna karldyra, eftir pvi sem vid &, og pessi liffeeri skulu vigtud blaut eins fljott og haegt er eftir
krufningu til ad komast hja pvi ad pau porni. Ad auki er valkveett ad vigta fleiri liffeeri s.s. lyftivédva endaparms og
klumbu- og vattarvédvann, klumbukirtla og redurhifu karldyra og eggjastokka (blautvigt) og leg (p.m.t. leghéls)
kvendyra; ef pessar vigtanir eru hafdar med skulu peer framkveemdar eins fljott og haegt er eftir krufningu.

47. Dauda unga og unga sem eru aflifadir & 13. degi eftir got eda stuttu sidar skal a.m.k. skoda vandlega m.t.t. storsarra
afbrigdileika. Gefa skal sérstakan gaum ad ytri exlunarferum og skoda hvort par sjéist merki um fravik fra edlilegri
pbroskun. A 13. degi skal vardveita skjaldkirtillinn ur 1 karlkynsunga og 1 kvenkynsunga i hverju goti.
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48. Vardveita skal eggjastokka, eistu, aukalifferi kynkerfis (leg og leghdls, eistalyppu, blédruhalskirtil, s4dblodru med
hlaupkirtlum), skjaldkirtil og 61l lifferi, sem syna storsajar vefjaskemmdir, ar éllum fullvdxnum dyrum. Ekki er mealt
med formalini sem festingu fyrir venjubundna rannsokn & eistum og eistalyppum. Notkun & Bouin-festiefni eda
breyttu Davidsons-festiefni fyrir pessa vefi er asattanleg adferd (11. heimild). Gata ma hvithjipinn varlega og grunnt
med nél & badum endum lifferisins til ad audvelda gegnumflaedi festiefnisins.

Vefjameinafraedileg rannsdkn

49. Framkveema skal itarlega vefjafredilega rannsokn a eggjastokkum, eistum og eistalyppum (par sem sérstok ahersla er
1090 4 stig sedismyndunar og vefjameinafreedilega rannsékn a byggingu millifruma i eistum) dyranna i hpnum sem
fékk steersta skammtinn og samanburdarhdpnum. Onnur vardveitt liffeeri p.m.t. skjaldkirtill Gr ungum og fullvéxnum
dyrum, mé rannsaka pegar porf krefur. byngd skjaldkirtils er haegt ad mela eftir festingu. Einnig skal skorid frd med
mikilli varid og eingdngu eftir festingu til ad koma i veg fyrir vefjaskemmdir. Vefjaskemmdir geta spillt
vefjameinafraedilegri greiningu. Rannsoéknirnar skulu einnig na til dyra Gr 68rum skammtah6pum ef breytingar finnast
i hopnum sem feer stzersta skammtinn. T leidbeiningum um vefjameinafradi (11. heimild) er ad finna fleiri upplysingar
um krufningu, festingu, sneidingu og vefjameinafradilega rannsokn & innkirtlavefjum.

GOGN OG SKYRSLUGJOF
Gogn

50. Skra skal gogn um hvert einstakt dyr. Ad auki skal taka 61l gégn saman i toflu par sem fram kemur, fyrir hvern
profunarhop, fjoldi dyra vid upphaf profunar, fjoldi dyra sem drapust i préfuninni eda voru aflifud af
mannudarastedum, timi daudsfalla eda aflifana af mannidarasteedum, fjoldi frjorra dyra, fjoldi kvendyra med fangi,
fjéldi dyra sem syna merki um eiturhrif, lysing & peim merkjum sem koma fram um eiturhrif, p.m.t. hvenar pau koma
fram, hve lengi pau vara og hve alvarleg eiturhrifin eru og hvers konar vefjameinafradilegar breytingar urdu, auk allra
gagna um gotid sem mali skipta. Snid yfirlitsskyrslu i tofluformi, sem hefur reynst mjég gagnleg vid mat & ahrifum &
axlun/proskun, er ad finna i 3. vidbeeti.

51. Vegna takmarkads umfangs rannsoknarinnar hafa tolfredilegar greiningar i formi profana m.t.t. ,marktekni®
takmarkad gildi ad pvi er vardar marga endapunkta, einkum exlunarendapunkta. Ef tolfreedilegar greiningar eru
notadar skal adferdin, sem valin er, hafa dreifingu breytanna sem rannsakadar eru og hun skal valin &dur en
rannsdknin hefst. Tolfraedileg greining a bili milli endaparmsops og ytri kynfera og & geymd geirvortu skal byggjast &
gdgnum fyrir hvern unga, ad teknu tilliti til &hrifa fra goti. Eftir pvi sem vid & er gotid greiningareiningin. Tolfredileg
greining & likamspyngd unga skal byggjast & gégnum fyrir hvern unga, ad teknu tilliti til steerdar gotsins. S6kum pess
ad hopurinn er litill getur notkun & sdgulegum samanburdargdégnum (t.d. fyrir steerd gots), ef pau liggja fyrir, einnig
verid gagnleg til ad audvelda talkun & rannsékninni.

Mat & nidurstédum

52. Meta skal nidurstddurnar Ur pessari rannsokn & eiturhrifum med tilliti til peirra &hrifa sem verdur vart, nidurstadna Gr
krufningum og smasjarrannséknum. Matid skal né til tengsla milli skammtsins af préfunaridefninu annars vegar og
pess hvort fravik koma fram eda ekki og tidni og alvarleika afbrigdileika hins vegar, p.m.t. stérsajar vefjaskemmdir,
tiltekin marklifferi, 6frjosemi, klinisk fravik, ahrif & exlun og got, breytingar & likamspyngd, ahrif & danartidni og 6ll
onnur eiturhrif.

53. SOkum pess ad medferdartimabil karldyranna er stutt skal skoda vefjameinafreedilega rannsokn & eistum og
eistalyppum asamt frjosemisgdgnunum pegar ahrif & axlun karldyra eru metin. Notkun rannsoknarsdgulegra
samanburdargagna um a&xlun/préun (t.d. um sterd gots, bil milli endaparmsops og ytri kynfara, geymd geirvortu,
magn T4 i sermi), ef pau liggja fyrir, getur einnig verid gagnleg til ad audvelda talkun a rannsékninni.

54. Ad pvi er vardar gedaeftirlit er malt med pvi ad rannséknarsdgulegum samanburdargdgnum verdi safnad saman og
ad fraviksstudull veroi reiknadur ut fyrir téluleg gogn, einkum fyrir melipaettina sem tengjast greiningu &
innkirtlatruflandi efnum. Pessi gogn ma nota til samanburdar pegar raunverulegar rannséknir eru metnar.
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Préfunarskyrsla

55. Eftirtaldar upplysingar skulu vera i préfunarskyrslunni:

Préfunaridefni:

— uppruni, lotuntmer, sidasti notkunardagur, ef hann liggur fyrir

— stdougleiki préfunaridefnisins, ef hann er pekktur.

Efni med einum efnispeetti:

— (tlit, vatnsleysni og adrir edlisefnafradilegir eiginleikar sem skipta mali,

— efnafradileg sanngreining, s.s. [IUPAC- eda CAS-heiti, CAS-nr., SMILES- eda InChl-kddi, byggingarformdla,
hreinleiki, efnakenni 6hreininda, eins og vid & og er teeknilega mégulegt, o.s.frv.

Fj6lpattaefni, UVCB-efni og bléndur:

— lysing & eiginleikum eins og kostur er med efnakenni (sj& hér & undan), magnbundnu innihaldi og peim
edlisefnafraedilegu eiginleikum efnispattanna sem skipta mali.

Burdarefni (ef vid &):

— rok fyrir vali & burdarefni, ef pad er ekki vatn.

Tilraunadyr:

— tegund eda stofn sem er notadur,

— fjoldi, aldur og kyn dyra,

— uppruni, adbanadur, fédur o.s.frv.,

— byngd hvers dyrs vid upphaf préfunarinnar,

— rokstudningur fyrir 6drum tegundum en rottum.

Profunarskilyroi:

— rok fyrir vali & skammtasteerd,

— upplysingar um samsetningu préfunaridefnisins eda bléndun pess i fédur, styrk sem nadist og stédugleika og
einsleitni blondunnar,

— upplysingar um pad hvernig préfunaridefnid er gefio,

— umreikningur & styrk préfunaridefnisins (i milljonarhlutum) i foédri/drykkjarvatni yfir i raunskammtasteerd (mg/kg
likamspyngdar & dag), ef vid &,
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— upplysingar um geedi fédurs og vatns,

— nékveem lysing & verklagi vid slembirédun vid val & ungum sem skal aflifa, ef aflifun fer fram.

Nidurstoour:

— likamspyngd/breytingar & likamspyngd,

— fddurat og vatnsdrykkja, ef pad liggur fyrir,

— g06gn um eiturefnasvorun eftir kyni og skammti, p.m.t. frjésemi, medganga og 6ll énnur merki um eiturhrif,

— lengd medgdngu,

— eiturhrif eda dnnur ahrif & &xlun, afkvaemi, voxt eftir got 0.s.frv.,

— edli peirra atrida sem koma fram vid kliniska athugun, alvarleiki peirra og varanleiki (hvort pau geta gengid til
baka eda ekki),

— fjoldi fullvaxinna kvendyra med edlilegan eda afbrigdilegan gangferil og gangferilslengd,

— fjoldi lifandi feddra unga og fdsturlata eftir hreidrun,

— upplysingar um likamspyngd unga,

— bil milli endaparmsops og ytri kynfara allra unga (og likamspyngd sama dag og bilid milli endaparmsops og ytri
kynfaera er melt),

— geymd geirvortu hja karlkynsungum,

— skjaldkirtilshorménagildi, ungar & 13. degi og fullvaxin karldyr (og madur og ungar & 4. degi, ef mald),

— fjoldi unga med storseejan afbrigdileika, almennt mat & ytri kynfeerum, fjéldi 6fullburda afkveema,

— daudastund i rannsékninni eda hvort dyrin lifa til loka rannséknarinnar,

— fjoldi hreidrana, gotsterd og pyngd gots a skraningartimanum,

— likamspyngd vid aflifun og gégn um pyngd liffeera ar dyrum af foreldrakynslod,

— nidurstédur krufningar,

— itarleg lysing & vefjameinafraedilegum nidurstédum,
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— gbgn um frésog, liggi pau fyrir,
— tolfredileg Grvinnsla nidurstadna, eftir pvi sem vid a.

Umfjéllun um nidurstodur.

Alyktanir.

Tualkun nidurstadona

56. | pessari rannsokn eru eiturhrif & eexlun/proskun metin i tengslum vid endurtekna skammtagjof (sja 5. og 6. 1id). Hin
getur gefid visbendingar um naudsyn pess ad gera frekari rannsoknir og veitir leidbeiningar um Utferslu & sidari
rannsoknum. Stydjast skal vid leidbeiningarskjal Efnahags- og framfarastofnunarinnar nr. 43 vid talkun nidurstadna
ar rannsoknum & axlun og proskun (12. heimild). I leidbeiningarskjali Efnahags- og framfarastofnunarinnar nr. 106
um vefjafraedilegt mat préfana & innkirtlum og e&xlun nagdyra) (11. heimild) eru veittar upplysingar um undirbdning
og mat & (innkirtlum) liffeerum og stroki ur leggdngum sem getur verid gagnlegt fyrir pessa vidmidunarreglu.
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1. viobaetir.

SKILGREININGAR (SJA EINNIG LEIDBEININGARSKJAL EFNAHAGS- OG FRAMFARASTOFNUNARINNAR NR. 150 (6.
HEIMILD))

Andrégenvirkni: eiginleiki idefnis til ad virka eins og nattarulegt andrégenhormdn (t.d. testdsterén) i spendyri.

(and)andrdgenvirkni: eiginleiki idefnis til ad beela nidur virkni nattirulegs andrégenhorméns (t.d. testésteréns) i spendyri.

(and)estrogenvirkni: eiginleiki idefnis til ad beela nidur virkni nattirulegs estrégenhormons (t.d. estradiols 178) i spendyri.

(and)skjaldkirtilsvirkni: eiginleiki idefnis til ad beela nidur virkni nattarulegs skjaldkirtilshorméns (t.d. T3) i spendyri.

[8efni: efni eda blanda.

Eiturhrif & proskun: birtingarform eiturhrifa & &xlun i formi gerdarrasks (e. structural disorder) eda starfsemistruflunar hja
afkvaeemunum fyrir fedingu, i fedingu eda eftir feedingu.

Skémmtun: almennt hugtak sem er notad um skammt, hversu oft hann er gefinn og hve lengi.

Skammtur: pad magn profunaridefnis sem er gefid. Skammturinn er gefinn upp sem pyngd profunaridefnis & hverja
likamspyngdareiningu tilraunadyrs (t.d. mg/kg likamspyngdar & dag) eda sem stédugur styrkur i fodri.

Augljos eiturhrif: almennt hugtak sem lysir greinilegum merkjum um eiturhrif i kjolfar pess ad profunaridefni er gefid. pau attu
ad nzgja fyrir heettumat og vera pess edlis ad blast megi vid ad aukning & gefnum skammti leidi til pess ad merki um alvarlega
eitrun komi fram og leidi liklega til dauda.

Skerding a frjosemi: roskun a timgunarstarfsemi eda timgunargetu karl- eda kvendyra.

Eiturhrif & médur: skadleg ahrif & kvendyr med fangi sem eiga sér stad annad hvort a sértaeekan hatt (bein ahrif) eda 6sértaekan
hétt (6bein ahrif).

NOAEL: skammstofun & ,,no observed adverse effect level“ sem merkir ,,mérk um engin merkjanleg, skadleg ahrif*. betta er
steersta skammtasteerdin sem veldur engum merkjanlegum, skadlegum, medferdartengdum &hrifum vegna medferdarinnar.
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Estrogenvirkni: eiginleiki idefnis til ad virka eins og nattdrulegt estrégenhormon (t.d. estradiol 178) i spendyri.
Eiturhrif & @xlun: skadleg ahrif a afkveemi og/eda skerding & timgunarstarfsemi eda timgunargetu karl- og kvendyra.
Profunaridefni: sérhvert efni eda blanda sem er pr6fud med pessari préfunaradferd.

Skjaldkirtilsvirkni: eiginleiki idefnis til ad virka eins og nattarulegt skjaldkirtilshormén (t.d. T3) i spendyri.

Fullgilding: visindalegt ferli hannad til ad lysa rekstrarlegum kréfum og takmérkunum préfunaradferdar og til ad syna fram &
areidanleika og veegi i tilteknum tilgangi.
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2. viobeetir.

SKYRINGARMYND AF TILRAUNAAZETLUN SEM SYNIR HAMARKSLENGD RANNSOKNAR, BYGGT A HEILU 14 DAGA
PORUNARTIMABILI

KARLDYR/FEBDUR VALKVZAED FRAMLENGD VAHRIF
KARLDYR KARLDYR KARLDYR
+ KVENDYR MED FANGI MADUR
KVENDYR
. . UNGAR
KVENDYR KVENDYR
KVENDYR EKKI MED FANGI
Fyrir vahrif Fyrir pérun Porun Medganga Mjolkurskeid
(14 dagar) (14 dagar) (hamark 14 dagar) (u.p.b. 22 dagar) (13 dagar)

| 7 14 21 28 35 42 49 5 64 77
Upphaf rannsoknar Blodfraesi/klinisk Krufning karldyra/fedra Got (dagur 0 13. dagur eftir got

efnafreedi ad pvi Athugun & starfraeenum eftir got) til 4. Krufning kvendyra og unga
Mat & gangferlum er vardar karldyr pattum hja karldyrum dags eftir got: Krufning karldyra/fedra
fyrir vahrif sem er og kvendyr (valkveett) Bil milli (valkveett) Athugun &
fylgt eftir med (valkveett) Blodfraedi/klinisk efnafraedi endaparmsops starfreenum pattum hja
daglegri voktun & ad pvi er vardar karldyr, og ytri kynfeera & karldyrum (valkveett) og hja
stroki ur leggébngum pegar pau eru aflifud (ad 6llum ungum kvendyrum
fr& upphafi _ Skémmtun An skémmtunar loknu a.m.k. 4 vikna (dagur 0 eftir got BI()éfryaeéilinnisk efnafraedi
medferdar par til = skommtunartimabili) — 4. dags eftir ad pvi er vardar karldyr og
stadfest er ad porun | ] I | got, sama dag) kvendyr (valkveett) Geymd
hafi att sér stad Aflifun tveggja geirvortu hja karlkynsungum

unga i hverju

goti fyrir T4
(4. dagur eftir
got)
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YFIRLITSSKYRSLA | TOFLUFORMI UM AHRIF A £XLUN/PROSKUN

3. viobeetir.

ATHUGANIR

GILDI

Skammtur (einingar)

0 (saman-
burdarsyni)

Dyr sett saman i pér (N)

Gangferill (a.m.k. medallengd og tidni
oreglulegra ferla)

Kvendyr sem syna merki um moékun (N)

Kvendyr sem hafa fest fang (N)

Getnadur, dagar 1-5 (N)

Getnadur, dagar 6—... (*) (N)

Medganga < 21 dagur (N)

Medganga = 22 dagar (N)

Medganga > 23 dagar (N)

Medur med lifandi nyfeedda unga (N)

Medur med lifandi unga & 4. degi eftir got
(N)

Fang/mdadir (medaltal)

Lifandi ungar/madur vid got (medaltal)

Lifandi ungar/maedur & 4. degi (medaltal)

Kynjahlutfall (kk/kvk) vid got (medaltal)

Kynjahlutfall (kk/kvk) & 4. degi (medaltal)

Gotspyngd vid got (medaltal)

Gotspyngd a 4. degi (medaltal)

pyngd unga vid got (medaltal)

pyngd unga pegar bil milli endaparmsops og
ytri kynfera er melt (medaltal karldyra,
medaltal kvendyra)
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ATHUGANIR GILDI

0 (saman-

Skammtur (einingar) burdarsyni)

Bil milli endaparmsops og ytri kynfera unga
& sama degi eftir got, fra gotdegi — 4. dags
(meoaltal  Kkarldyra, medaltal kvendyra,
athugasemdir & sama degi eftir got)

pyngd unga & 4. degi (medaltal)

Geymd geirvortu hja karlkynsungum &
13. degi (medaltal)

pyngd unga & 13. degi (medaltal)

AFBRIGDILEGIR UNGAR

Madur med 0

Madur med 1

Madur med 2

TAP AFKVAEMA

Fyrir got/eftir hreidrun (hreidrun minus lifandi feeddir ungar)

Kvendyr med 0

Kvendyr med 1

Kvendyr med 2

Kvendyr med 3

Eftir got (lifandi feeddir ungar minus lifandi & 13. degi eftir got)

Kvendyr med 0

Kvendyr med 1

Kvendyr med 2

Kvendyr med 3

(1) sidasti dagur pérunartimabilsins
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B.64 SAMEINUD RANNSOKN A EITURHRIFUM VID ENDURTEKNA SKAMMTA OG SKIMUNARPROFUN FYRIR
EITURHRIFUM A ZEXLUN/PROSKUN

INNGANGUR

1. bessi profunaradferd jafngildir OECD-vidmidunarreglu 422 um proéfanir (2016). OECD-vidmidunarreglurnar um préfun
idefna eru endurskodadar reglulega i ljosi framfara a svidi visinda. Upprunaleg vidmidunarregla 422 um skimunarpréfanir
var sampykkt 1996 4 grundvelli adferdarlysingar fyrir ,,Combined Repeat Dose and Reproductive/Developmental
Screening Test* (Sameinud skimunarpréfun vid endurtekna skammta og eiturhrif & @xlun/proskun) sem redd var a
tveimur fundum sérfraedinga i London 1990 (1. heimild) og i Tokyo 1992 (2. heimild).

2. bessi profunaradferd sameinar hlutann um skimun fyrir eiturhrifum & axlun/proskun, sem byggir & fenginni reynslu i
adildarrikjunum af notkun upprunalegu adferdarinnar fyrir fyrirliggjandi storframleidsluidefni og i rannsoknarpréfunum
med jakvaedum samanburdarefnum (3. og 4. heimild), og hlutann um eiturhrif vio endurtekna skammta i samraemi vid
OECD-viomidunarreglu 407 um profanir (28 daga rannsékn a eiturhrifum hja nagdyrum vid endurtekna skammta um
munn, kafli B.7 i pessum vidauka).

3. Pessi profunaradferd hefur verid uppfeerd med endapunktum sem skipta mali fyrir innkirtlatruflandi efni sem eftirfylgni
vegna forgangsadgerdarinnar sem Efnahags- og framfarastofnunin hafdi frumkveedi ad &rid 1998 til ad endurskoda
fyrirliggjandi viomidunarreglur um préfanir og til ad préa nyjar vidmidunarreglur um profanir fyrir skimun og préfun &
hugsanlega innkirtlatruflandi efnum (5. heimild). T pessu samhengi var vidmidunarregla 407 (sem samsvarar kafla B.7 i
pessum vidauka) bett arid 2008 med videigandi melipattum til ad greina virkni préfunaridefna a innkirtla. Markmidid
med uppferslunni & vidmidunarreglu 422 um préfanir var ad taka med nokkra endapunkta sem skipta mali fyrir
innkirtlatruflandi efni i viomidunarreglunum um skimunarpréfanir par sem véhrifatimabilin né yfir nokkur af vidkvemu
proskunartimabilunum (timabilin fyrir eda fyrst eftir got).

4. Voldu vidbattu endapunktarnir sem skipta mali fyrir innkirtlatruflandi efni, sem eru einnig i viomidunarreglu 443 um
préfanir (Framlengd einnar kynslddar rannsokn & eiturhrifum & exlun sem samsvarar kafla B.56 i pessum vidauka), voru
felldir inn i vidmidunarreglu 422 um préfanir & grundvelli hagkveemniathugunar par sem fjallad var um visindalegar og
teeknilegar spurningar i tengslum vid innfellingu peirra sem og hugsanlegar breytingar sem pyrfti ad gera & tilhdgun
préfunarinnar vegna innfellingar peirra (6. heimild).

5. Pessi profunaradferd er etlud til ad f4 fram takmarkadar upplysingar vardandi &hrif profunaridefnis & timgunargetu karl-
og kvendyra s.s. kynkirtlastarfsemi, pérunarhegdun, getnad, proskun fangs og got. Hun er hvorki annar valkostur né
kemur i stad fyrirliggjandi préfunaradferda B.31, B.34, B.35 eda B.56.

ATRIPI SEM PARF AD HAFA | HUGA | UPPHAFI

6. Vid mat & eitureiginleikum profunaridefnis méa akvarda eiturhrif um munn med inngjéf endurtekinna skammta eftir ad
fyrstu upplysinga um eiturhrif hefur verid aflad med préfunum & bradum eiturhrifum. Med pessari rannsokn fést
upplysingar um hugsanlegar heilbrigdishattur vegna endurtekinna vahrifa i tiltdlulega takmarkadan tima. Adferdin felst i
grunnrannsokn & eiturhrifum vid endurtekna skammta sem hagt er ad nota fyrir idefni par sem ekki er tilefni til ad nota
90 daga rannsokn (t.d. pegar framleidslumagnid fer ekki yfir tiltekin mork) eda sem forrannsokn langtimarannséknar.
Pegar rannsdknin er gerd skal fylgja peim leidbeinandi meginreglum og atridum sem lyst er i leidbeiningarskjali
Efnahags- og framfarastofnunarinnar nr. 19 um kennsl, mat og notkun & kliniskum einkennum sem mannudlegum
endapunktum fyrir tilraunadyr sem eru notud vid 6ryggismat (7. heimild).

7. Huan felur enn fremur i sér skimunarprdfun fyrir eiturhrifum & aexlun/proskun og er pvi haegt ad nota hana til ad fa fyrstu
upplysingar um hugsanleg ahrif & timgunargetu karl- og kvendyra s.s. kynkirtlastarfsemi, moékunarhegdun, getnad,
proskun fangs og got, annadhvort & fyrri stigum i mati 4 eiturefnafraedilegum eiginleikum idefna eda & idefnum sem gefa
tilefni til &hyggna. bessi préfunaradferd veitir ekki temandi upplysingar um alla peetti @xlunar og proskunar. Einkum
gefur han einungis takmarkada moguleika til ad greina birtingarform sem tengjast vahrifum fyrir got, eftir gotid eda ahrif
sem kunna ad stafa af vahrifum eftir got. Vegna (m.a.) sérvirkni endapunktanna og pess hversu stutt rannséknin stendur
yfir er ekki heaegt ad nota pessa adferd til ad sanna afdrattarlaust fullyrdingar um ad engin ahrif komi fram &
&xlun/proskun. Ef ekki liggja fyrir gogn ur 6drum préfunum & eiturhrifum & aexlun/proskun eru jakveedar nidurstodur par
a0 auki gagnlegar fyrir fyrsta heettumat og til ad taka akvardanir ad pvi er vardar naudsyn pess ad framkvama
vidbétarpréfanir og um timasetningu peirra.
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8. Nidurstddurnar, sem fast med melipattum sem tengjast innkirtlum, skal skoda i tengslum vid ,,OECD Conceptual
Framework for Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals* (hugtakarammi Efnahags- o0g
framfarastofnunarinnar fyrir profun og mat & innkirtlatruflandi idefnumy) (8. heimild). I pessum hugtakaramma er battri
OECD-vidmidunarreglu 422 um préfanir haldid & 4. prepi eins og greiningu i lifi sem veitir upplysingar um skadleg ahrif
& endapunkta i tengslum vid innkirtla Innkirtlabod (e. endocrine signal) telst pé e.t.v. ekki naegileg sdnnun ein og sér um
ad profunaridefnid sé innkirtlatruflandi efni.

9. [ pessari profunaradferd er einnig 16gd ahersla 4 taugafradileg ahrif sem sérstakan endapunkt og ahersla er 16gd &
vandlegar kliniskar athuganir & dyrunum til ad fa fram eins miklar upplysingar og unnt er. Adferdin midar ad pvi ad
sanngreina idefni sem geta valdid taugaeiturhrifum og slikt getur gefid tilefni til meiri og itarlegri rannsékna. Ad auki
getur aoferdin einnig veitt grunnabendingar um ahrif & dnemiskerfid.

10. Ef ekki liggja fyrir gdgn ar 66rum rannsoknum & altekum eiturhrifum, eiturhrifum & axlun/proskun, taugaeiturhrifum
og/eda 6naemiseiturhrifum eru jakvaedar nidurstdour gagnlegar fyrir fyrsta heettumat og til ad taka akvardanir ad pvi er
vardar naudsyn pess ad framkvaema vidbotarpréfanir og um timasetningu peirra. Préfunin getur einkum verid gagnleg sem
hluti af ,,OECD Screening Information Data Set* (SIDS) (upplysingagagnasafn OECD vegna skimunar) til ad meta
fyrirliggjandi idefni sem litlar eda engar eiturefnafreedilegar upplysingar eru tilteekar fyrir og getur verid annar valkostur i
stad pess ad gera tvaer adskildar préfanir, annars vegar & eiturhrifum vid endurtekna skammta (OECD-vidmidunarregla
407 um profanir, sem samsvarar kafla B.7 i pessum vidauka) og hins vegar & eiturhrifum & axlun/proskun (OECD-
vidmidunarregla 421 um prdfanir, sem samsvarar kafla B.63 i pessum vidauka). Einnig er heaegt ad nota hana sem
skammtastaerdarannsokn fyrir itarlegri rannsdknir & &xlun/proskun eda pegar pad telst videigandi af 63rum &steedum.

11. Almennt er gert rad fyrir ad munur sé & neemleika dyra med fangi og dyra sem eru ekki med fangi. Af pessum sékum getur
verid floknara ad akvarda skammtasteerdir i pessari sameinudu profun, sem eru fullnegjandi til ad meta badi almenn,
alteek eiturhrif og tiltekin eiturhrif & @xlun/proskun, en pegar sjalfsteedar profanir eru framkveemdar. Par ad auki getur
talkun nidurstadna Ur préfunum, ad pvi er vardar almenn, altek eiturhrif, verid erfidari en pegar adskilin rannsékn med
endurteknum skémmtum er framkveemd, einkum pegar breytur sem varda sermi og vefjameinafradilegar athuganir eru
ekki metnar & sama tima i rannsokninni. Vegna pessa teknilega fleekjustigs parf umtalsverda reynslu af profunum &
eiturhrifum til ad framkvama pessa sameinudu skimunarpréfun. A hinn béginn, ad pvi undanskildu ad faerri dyr eru
notud, getur sameinada préfunin bodid upp & betri leidir til ad greina & milli beinna ahrifa & aexlun/proskun og ahrifa sem
leida af 6drum (alteekum) dhrifum.

12. 1 pessari profun er skémmtunartimabilid lengra en i hefdbundinni 28 daga rannsokn med endurteknum skémmtum. i henni
eru po6 notud ferri dyr af hvoru kyni i hvern hép pegar borid er saman vio astandid pegar hefdbundin 28 daga rannskn
med endurteknum skdmmtum er framkvaemd til vidbdtar vid skimunarprdfun fyrir eiturhrifum & sexlun/proskun.

13. 1 pessari profunaradferd er gert rad fyrir ad profunaridefnid sé gefid um munn. Pad getur reynst naudsynlegt ad gera
breytingar ef adrar vahrifaleidir eru notadar.

14.  Adur en pessi adferd til préfunar & bléndu, sem er framkvaemd til ad fa gégn sem fyrirhugad er ad nota i eftirlitsskyni, er
notud skal skodad hvort, og pa af hverju, hin geeti veitt nidurstddur sem eru fullngegjandi i peim tilgangi. EKki er porf &
slikri skodun ef préfun & blondunni er krafa af halfu eftirlitsyfirvalda.

15. Skilgreiningar sem eru notadar eru gefnar upp i 1. vidbeeti.

MEGINREGLA PROFUNARINNAR

16. Nokkrum hépum karl- og kvendyra er gefio profunaridefnid i stigskiptum skdmmtum. Karldyr skulu fa skammta i a.m.k.
fjorar vikur, til og med dagsins fyrir aetladan aflifunardag (ad lagmarki i tveer vikur fyrir pérun, & pérunartimabilinu og i
u.p.b. tveer vikur eftir pérun). I lj6si pess hversu takmarkad skdmmtunartimabilid er hja karldyrum fyrir pérun er frjosemi
e.t.v. ekki sérlega nemur melikvardi & eiturhrif & eistu. pvi er naudsynlegt ad framkvema itarlega, vefjafreedilega
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rannsokn & eistunum. Samsetning tveggja vikna skdmmtunartimabils fyrir pérun og seinni athuganir & pérun/frjésemi
asamt heildarskdmmtunartimabili sem er a.m.k. fjérar vikur, sem er fylgt eftir med itarlegri vefjameinafradilegri rannsékn
& kynkirtlum karldyranna, telst fullnzgjandi til ad gera kleift ad greina meirihluta &hrifa & frjdsemi karldyra og
sedismyndun.

17. Kvendyr skulu fa skammta medan a rannsokninni stendur. betta neer yfir tveer vikur fyrir pérun (med pad ad markmidi ad
na yfir am.k. tvo heila gangferla), breytilegan tima fram ad getnadi, lengd medg6ngunnar og a.m.k. prettan daga ad loknu
goti, til og med dagsins fyrir aetladan aflifunardag.

18. Lengd rannséknar eftir adlogun og mat a gangferli fyrir skammtagjof fer eftir hattalagi kvendyrsins og er u.p.b. 63 dagar,
[a.m.k. 14 dagar fyrir porun, (allt ad) 14 daga porun, 22 daga medgongutimi, 13 daga mjélkurskeid].

19. Dyrin eru skodud vandlega daglega a inngjafartimabilinu til ad greina merki um eiturhrif. Dyr, sem drepast eda eru aflifuo
medan a préfun stendur, eru krufin og i lok préfunar eru eftirlifandi dyr aflifud og krufin.

LYSING A ADFERDINNI
Val a dyrategund

20. Pessi profunaradferd er etlud til profunar & rottum. Ef meelipaettirnir, sem tilgreindir eru i pessari vidmidunarreglu 422,
eru rannsakadir i 6drum nagdyrum skal rokstydja pad itarlega. [ alpjodlegu fullgildingarastluninni til ad greina
innkirtlatruflandi efni, ad pvi er vardar vidmidunarreglu 407, var rottan eina tegundin sem var notud. Ekki skal nota stofna
ef frjosemi peirra er litil eda vitad er ad proskunargallar eru algengir. Nota skal heilbrigd dyr, sem hafa aldrei fengid fang,
sem hafa ekki verid notud &dur vid tilraunir. Tilgreina skal tegund, stofn, kyn, pyngd og aldur tilraunadyranna. Vid upphaf
rannsOknarinnar etti breytileiki i pyngd dyranna, sem eru notud, ad vera i lagmarki og ekki vikja meira en £ 20% fra
medalpyngd hvors kyns um sig. Ef rannséknin er gerd sem forrannsékn langtimarannsoknar eda rannséknar & heilli
kynslod er akjosanlegt ad dyr af sama stofni og uppruna séu notud i badum rannséknunum.

Adbunadur og fodrun

21.  Oll verkferli skulu vera i samrami vid stadbundna stadla um uménnun tilraunadyra. Hiti i vistarverum tilraunadyranna
skal vera 22 °C (+ 3 °C). Rakastig skal vera a.m.k. 30% og helst ekki yfir 70%, nema vid prif & vistarverunum. Nota skal
gervilysingu og ljoslotan skal vera 12 klukkustundir af birtu og myrkur i 12 klukkustundir. Nota ma hefdbundid
rannsknarstofufédur asamt Otakmorkudu drykkjarvatni. Val & foori kann ad rddast af pvi ad haegt sé ad blanda
préfunarioefni i fo0rio & videigandi hatt pegar pad er gefid med pessari adfero.

22. Dyrin skulu vera i bari med litlum hépum af sama kyni en pau mé hafa hvert i sinu bari ef faerd eru visindaleg rok fyrir
pvi. begar dyr eru saman i buri skulu pau ekki vera fleiri en fimm i hverju buri. Pérun skal fara fram i barum sem eru til
pess hentug. Koma skal kvendyrum med fangi hverju fyrir sig i bar og lata pau fa efni til ad gera sér bali. Mjdlkandi
kvendyrum er komid hverju fyrir sig i bur &samt afkveemum peirra.

23. Greina skal fodrid reglulega med tilliti til adskotaefna. Halda skal til haga syni ur fedunni par til skyrslan er tilbdin.

Undirbdningur dyranna

24. Heilbrigd, ung, fullvaxin dyr eru valin af handahdfi og skipad i medferdarhopana og barin. Koma skal burunum pannig
fyrir ad stadsetning peirra hafi sem minnst ahrif. Dyrin eru audkennd, hvert um sig, & einkveeman hétt og héfé i burum
sinum i a.m.k. fimm daga fyrir rannséknina til ad lata pau venjast umhverfisadsteedum & rannsdknarstofunni.

Tilreidsla skammta

25. Melt er med pvi ad profunaridefnid sé gefid um munn nema adrar ikomuleidir séu taldar heppilegri. begar inngjof um
munn er valin er profunaridefnio yfirleitt gefid med magafédrun; p6 ma ad 6drum kosti gefa préfunaridefni inn meo féori
eda drykkjarvatni.
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26. Ef naudsyn krefur er préfunarioefnid leyst upp eda Gtbuin ar pvi svifblanda i heppilegu burdarefni. Melt er med pvi ad
nota helst lausnir/sviflausnir i vatni, ef pess er kostur, en ad 8drum kosti lausnir/sviflausnir i oliu (t.d. maisoliu) en ad
peim slepptum geta lausnir med 6drum burdarefnum komid til greina. Ef vatnslaus burdarefni eru notud skulu
eitureiginleikar peirra vera pekktir. Akvarda skal stodugleika og einsleitni préfunaridefnisins i burdarefninu.

VERKFERLI

Fjoldi og kyn dyra

27. Melt er med pvi ad hver hopur innihaldi i upphafi a.m.k 10 karldyr og 12-13 kvendyr. Gangferill kvendyranna er metinn
fyrir vahrif og pau dyr sem syna ekki hefébundinn 4-5 daga gangferil skulu ekki h6fd med i rannsokninni; pvi er malt
med pvi ad hafa aukakvendyr til ad na upp i 10 kvendyr i hvern hép. Buist er vid ad petta gefi a.m.k. 8 kvendyr meo fangi
i hverjum hop, sem er venjulega sa lagmarksfjoldi sem telst vidunandi af kvendyrum med fangi i hverjum hép, nema ef
um er ad raeda greinileg eiturhrif. Markmidid er ad fa fram naegilega margar punganir og afkvaemi til ad marktekt mat
faist & meetti préfunaridefnisins til ad hafa ahrif & frjosemi, medgongu, atferli madra og mjolkurgjof, voxt og proskun
F1-afkvemanna fra getnadi fram ad 13. degi eftir got. Ef &form eru um ad aflifa dyr i tilrauninni skal fj6lga tilraunadyrum
sem nemur peim fjélda dyra sem atlunin er ad aflifa fyrir lok tilraunarinnar. Vega skal og meta ad bzta vid fimm dyra
fylgihdp af hvoru kyni i samanburdarhopinn og hopinn sem faer staersta skammtinn svo ad heagt sé ad fylgjast med peim i
am.k. 14 daga eftir medferd til ad kanna hvort alteek eiturhrif ganga til baka, eru pravirk eda sidkomin. Dyr Gr
fylgihdpunum eru ekki pérud og af peim sékum eru pau ekki notud til ad meta eiturhrif & exlun/proskun.

Skammtur

28. Almennt skal nota a.m.k. prja profunarhdpa og samanburdarhép. Ef ekki eru til videigandi gégn um almenn eiturhrif er
haegt ad gera skammtasteerdarannsékn (med dyrum af sama stofni og uppruna) til ad audvelda akvordun & pvi hvada
skammta skuli nota. Dyrin i samanburdarh6pnum skulu f& ndkveemlega sému medferd og dyrin i tilraunah6pnum ad 6oru
leyti en pvi ad pau fa ekki profunaridefnio. Ef burdarefni er notad vid inngjof préfunaridefnisins skal gefa
samanburdarhdpnum stersta skammtinn af burdarefninu.

29. Velja skal skammtasteerdir med hlidsjon af 6llum tiltekum gdgnum um eiturhrif og eiturefnahvorf. Einnig skal taka tillit
til pess ad pad kann ad vera munur & nemleika dyra med fangi og dyra sem eru ekki med fangi. Steersta skammtasteerdin
er valin med pad fyrir augum ad han valdi eiturhrifum en ekki dauda eda greinilegum pjaningum. Eftir pad skal velja réo
stigminnkandi skammta til ad syna fram & vensl svérunar og mismunandi skammtasterda, ef einhver eru, og ad engin
skadleg ahrif komi fram vid minnstu skammtastaerd. Oft er akjésanlegt ad nota studulinn 2—4 og oft er betra ad beeta fjoroa
préfunarhdpnum vid en ad nota mjog stor bil milli skammtasteeroa (t.d. steerri en sem nemur studlinum 10).

30. Ef almennra eiturhrifa verdur vart (t.d. minni likamspyngd, ahrif & lifur, hjarta, lungu eda nyru o.s.frv.) eda annarra
breytinga sem eru e.t.v. ekki eiturefnasvérun (t.d. minna fodurét, stekkun lifur), skulu pau &hrif sem verdur vart & nema
endapunkta innkirtla talkud med fyrirvara.

Markpréfun

31. Efrannsokn & gjof um munn med einni skammtastaerd, sem er a.m.k. 1 000 mg/kg likamspyngdar & dag eda samsvarandi
hundradshluti i fodri (byggist & akvordun likamspyngdar), par sem notud eru verkferlin sem lyst er fyrir pessa rannsékn,
framkallar engin merkjanleg eiturhrif og ef eiturhrifa er ekki ad veenta samkvemt gdgnum um efni med skylda
efnabyggingu kann fullnadarrannsékn med moérgum skammtasteerdum ad teljast 6naudsynleg. Markprdfunin gildir nema
pegar vahrif & menn benda til pess ad nota purfi sterri skammtastaerd. begar ikomuleid er énnur, t.d. innéndun eda um
hid, dkvardast hdmarksvahrif sem heaegt er ad na oft af edlisefnafraedilegum eiginleikum préfunaridefnanna.

Gjof skammta

32. Dyrunum er gefid préfunaridefnid daglega, sjo daga vikunnar. Ef préfunaridefnid er gefid med magafodrun skal pad gert i
einum skammti med magaslongu eda heppilegri inngjafarslongu. Hamarksrammal vokva, sem gefa ma i einu, raedst af
steerd tilraunadyrsins. Rummalio skal ekki ad vera meira en 1 ml/100 g likamspyngdar nema um sé ad reda vatnslausnir
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en pa ma gefa 2 ml/100 g likamspyngdar . Ef ekki er um ad reeda ertandi eda etandi préfunaridefni, sem venjulega hafa i
for med sér peim mun verri ahrif sem styrkleikinn er meiri, skal halda préfunarrimmalinu sem jéfnustu med pvi ad stilla
styrkleikann pannig ad rimmalid haldist stddugt vid allar skammtasteerdir.

33. Pbegar um er ad reda profunaridefni sem eru gefin inn med f6dri eda drykkjarvatni er mikilveegt ad tryggja ad magn
préfunaridefnisins raski ekki venjulegu nzringar- eda vokvajafnveegi. begar profunaridefni er gefid inn med f6dri ma nota
annadhvort fastan styrk (i milljénarhlutum) eda fasta skammtastaerd, midad vid likamspyngd dyranna og skal taka pad
fram hvor leidin er farin. Ef profunaridefnio er gefid med magafédrun skal gefa skammtinn & svipudum tima & hverjum
degi og stilla hann a.m.k. vikulega svo ad skammtasterdin sé alltaf s sama midad vid likamspyngd dyrsins. Ef sameinud
rannsokn er undanfari langtima- eda fullnadarrannséknar & eiturhrifum & axlun skal f6drid vera pad sama i badum
rannséknum.

Tilraunaaztlun

34. Skommtun hja badum kynjum skal hefjast tveimur vikum fyrir pdrun eftir ad pau hafa verid latin adlagast adstedum i
a.m.k fimm daga og kvendyrin hafa verid skimud fyrir edlilegum gangferlum (& tveggja vikna formedferdartimabili).
Rannsoknin skal skipulogd pannig ad mat & gangferli hefjist fljotlega eftir ad dyrin hafa nad fullum kynproska. petta getur
verid adeins breytilegt milli mismunandi rottustofna & mismunandi rannsoknarstofum, t.d. hja rottum af stofninum
Sprague Dawley pegar paer eru 10 vikna gamlar og hja rottum af stofninum Wistar pegar per eru u.p.b. 12 vikna gamlar.
Maour med afkvaemi skal aflifa & 13. degi eftir got eda stuttu sidar. Til ad gera pad kleift ad lata maedur fasta néttina fyrir
blodséfnun (ef pessi kostur er valinn) er ekki naudsynlegt ad aflifa maedurnar og afkvaemi peirra & sama degi. Gotdagurinn
(p.e. pegar goti er lokid) er skilgreindur sem dagur O eftir got. Kvendyr sem syna engin merki um mékun eru aflifud
24-26 dogum eftir sidasta dag porunartimabilsins. Skémmtun er haldid &fram hja badum kynjum & pérunartimabilinu.
Karldyr skulu &fram f&4 skammta eftir pdrunartimabilid a.m.k. par til ad lagmarki 28 daga heildarskémmtunartimabili hefur
verid nad. bau eru sidan aflifud eda, ad 6drum kosti, skommtun er haldid afram fyrir hugsanlega pérun i annad skipti ef
asteeda pykir til.

35.  Kvendyr af foreldrakynslodinni skulu &fram fa daglega skammta medan & medgdéngu stendur og a.m.k. fram ad 13. degi
eftir got og ad honum medtéldum eda pangad til daginn fyrir aflifun. Ad pvi er vardar rannsoknir par sem préfunaridefnid
er gefid vid inndndun eda med ikomuleid um hud skal halda skommtun afram a.m.k. fram ad 19. degi medgdngu og ad
honum medtdldum og hefja skal skdmmtun aftur eins fljott og audid er og ekki sidar en & 4. degi eftir got.

36. Dyr ur fylgihopi sem er a&tladur til eftirfylgniathugana, ef hann er hafdur med, skulu ekki porud. beim skal haldid i a.m.k.
14 daga til vidbotar eftir fyrstu aeetlada aflifun madra, &n medferdar, til ad kanna hvort eiturhrifin eru siokomin, pravirk
eda ganga til baka.

37. Skyringarmynd af tilraunadatluninni er ad finna i 2. vidbeeti.

Gangferlar

38. Vakta skal gangferla adur en medferd hefst til ad velja kvendyr med reglulega gangferla fyrir rannsoknina (sja 27. 1ig).
Strok ar leggdngum skal einnig vakta daglega fra upphafi medferdartimabilsins par til stadfest er ad pérun hafi att sér stad.
Ef ahyggjur vakna af bradum streitudhrifum, sem geetu breytt gangferlum, vid upphaf skémmtunar geta rannséknarstofur
latid tilraunadyrin verda fyrir vahrifum i tveer vikur og sidan safnad stroki ar leggéngum daglega til ad vakta gangferil i
a.m.k. tveer vikur & timabilinu fyrir pérun og haldid voktun afram & pdrunartimabilinu par til stadfest er ad porun hafi att
sér stad. begar frumur eru teknar Ur leggdngum eda leghalsi skal geta vartdar svo ad ekki verdi roskun & slimhd sem
geeti leitt til syndarpungunar sidar (8.—9. heimild).

Porunaradferd

39. AOQ jafnadi skal nota 1:1 porun (eitt karldyr fyrir hvert kvendyr) i pessari rannsokn. Fravik geta komid upp ef um er ad
reeda ad karldyr drepast. Kvendyrid skal haft hja sama karldyrinu par til visbendinga um mékun verdur vart eda tvaer vikur
eru lidnar. A hverjum morgni er leitad ad s@di eda leggangatappa i kvendyrunum. Dagurinn pegar stadfestar visbendingar
eru um porun (leggangatappi eda s&di finnst) telst vera dagur 0 & medgdngu. Ef pérun mistekst mé& reyna ad para
kvendyrid & ny saman vid karldyr ar sama hépnum sem hefur reynst frjott.



12.11.2020 EES-viobetir vid Stjornartioindi Evropusambandsins Nr. 73/577

Steerd gots

40. A 4. degi eftir got ma adlaga steerd hvers gots med pvi ad fjarlaegja aukaunga med slembivali til ad eftir verdi, eins nalaegt
pvi og mogulegt er, fjérir eda fimm ungar af hvoru kyni i hverju goti med hlidsjon af venjulegri gotsterd hja peim
rottustofni sem er notadur. Taka skal bl6dsyni Gr tveimur umframungum, hépa pau og nota til ad akvarda magn T4 i
sermi. Valvis fjarleeging unga, t.d. & grundvelli likamspyngdar eda bils milli endaparmsops og ytri kynfaera, er ekki
videigandi pegar fjoldi karlkyns eda kvenkyns unga gefur ekki kost & fjorum eda fimm af hvoru kyni i hverjum goti ma
nota 6fullkomna adlégun (t.d. sex karldyr og fjégur kvendyr). Engir ungar skulu fjarleegdir pegar gotsteerdin fer undir
aflifunarviomidid (8 eda 10 ungar/got). Ef einungis er einn ungi umfram aflifunarvidmidid skal einungis fjarlegja einn
unga og nota til blédsdfnunar fyrir hugsanlegt mat & T4 i sermi.

41. Ef gotsterd er ekki adlogud eru tveir ungar Ur hverju goti aflifadir 4 4. degi eftir got og blédsyni tekin til ad mela
styrkleika skjaldkirtilshormoéna i sermi. Ef heegt er skulu ungarnir tveir ar hverju goti vera kvendyr, til ad geyma
karlkynsungana fyrir mat & geymd geirvortu, nema fjarlaeeging pessara unga verdi til pess ad engin kvendyr verdi eftir fyrir
mat vid lok préfunarinnar. Ekki skal fjarleegja unga pegar gotsteerd er undir 8 eda 10 ungar/got (med hlidsjon af venjulegri
gotsteerd hja peim rottustofni sem er notadur). Ef einungis er einn ungi umfram venjulega gotstaerd skal einungis fjarleegja
einn unga og nota til blédséfnunar fyrir hugsanlegt mat & T4 i sermi.

Athuganir

42.  Almennar kliniskar athuganir skulu gerdar a.m.k. einu sinni & dag, helst & sama tima eda sému timum & hverjum degi og
med pad i huga hvener veenta ma hamarksahrifa af skammtagjofinni. Skra skal heilbrigdisastand dyranna. Oll dyr eru
skodud a.m.k. tvisvar & dag med tilliti til danar- og veikindatilvika.

43. Gera skal itarlegar kliniskar athuganir & 6llum dyrum af foreldrakynslad, i eitt skipti & undan fyrstu vahrifum (til ad koma
megi vid samanburdi hja hverju einstdku dyri), og a.m.k. vikulega eftir pad. pessar athuganir skulu fara fram i st6dludu
rymi utan bars dyranna og helst alltaf & sama tima daglega. bar skulu vandlega skradar og helst skal stydjast vid stigakerfi
sem profunarstofan hefur skilgreint vandlega. Aridandi er ad tryggja ad profunarskilyrdi séu sem jéfnust og askilegt er ad
peir sem athuga dyrin pekki ekki til medferdarinnar. Merki sem fylgst er med skulu fela i sér, en ekki takmarkast vid,
breytingar i had, feldi, augum og slimhud, tilvik af seytingu og urgangslosun og dsjalfradri starfsemi (t.d. taramyndun,
harrisi, sterd augasteins og 6venjulegu dndunarmynstri). Einnig skal skrd breytingar & goéngulagi, likamsstéou og
vidbrogd vid medhondlun, svo og vidvakippi og vodvaspennu, stadnad atferli (t.d. ef dyrin snyrta sig i sifellu eda ganga
stddugt i hringi), erfitt eda langvarandi got eda afbrigdilegt atferli (t.d. sjalfsskdddun eda ef dyrin ganga aftur & bak)
(10. heimild).

44. Einu sinni medan & rannsokninni stendur skal meta skynvidbrogd vid areiti af ymsu tagi (t.d. hljéo- og sjonrenu areiti og
areiti 4 stddu- og hreyfiskynfeeri) (8.-9. og 11. heimild), mat & gripstyrk (12. heimild) og mat & hreyfistarfsemi
(13. heimild) hja fimm karldyrum og fimm kvendyrum sem eru valin af handahéfi Gr hverjum hdépi. Nanari lysing &
verkferlunum, sem fylgja ma, er ad finna i peim heimildum sem visad er til. Hins vegar ma einnig nota annars konar
verkferli en pau sem visad er til. Hjad karldyrum skal gera pessar athuganir & starfrenum pattum undir lok
skdmmtunartimabils peirra, skommu fyrir &axtladan aflifunardag en fyrir blédsynatdku fyrir bloofredi eda kliniska
efnafreedi (sja 53.-56. lid, p.m.t. 1. nedanmalsgrein.) Kvendyr skulu vera i svipudu lifedlisfreedilegu astandi medan &
pessum starfreenu profunum stendur og skal helst framkvama profanir & peim einu sinni i sidustu viku mjélkurskeidsins
(t.d. & 6.-13. mjolkurskeidsdegi), skémmu fyrir dztladan aflifunardag. Lagmarka skal adskilnadartima madra og unga ad
pvi marki sem mégulegt er.

45. Sleppa ma athugunum 4 starfreenum pattum, sem gerdar eru einu sinni undir lok rannséknarinnar, pegar um er ad reda
forrannsokn sem er gerd sem undanfari 90 daga rannsoknar & héalflangvinnum eiturhrifum eda langtimarannsoknar. T peim
tilvikum ettu athuganir & starfrenum pattum ad vera hluti af sidari rannsdkninni. Hins vegar geta upplysingar um
athuganir & starfreenum pattum Ur pessari rannsékn med endurteknum skammti audveldad valid & skammtasteerdum fyrir
sidari rannsdknir & halflangvinnum eiturhrifum eda langtimarannsoknir.

46. 1 undantekningartilvikum méa einnig sleppa athugun & starfreenum péattum pegar um er ad rada hopa sem syna svo
greinileg merki um eiturhrif ad pad myndi hafa veruleg ahrif & nidurstédur Gr préfunum & starfreenum pattum.

47. Lengd medgdngutima skal skrad og hun er reiknud fra degi 0 & medgdngu. Rannsaka skal hvert got eins fljott og haegt er
ad loknu goti til ad akvaroa fjélda og kyn unganna, fjélda andvana feeddra unga, fjélda lifandi unga, éfullburda unga (unga
sem eru talsvert minni en samsvarandi samanburdarungar) og stérsajan afbrigdileika.

48. Lifandi ungar skulu taldir og kyn peirra dkvardad og gotid skal vigtad innan 24 Kist. eftir got (dagur 0 eda 1 eftir got) og
a.m.k. & 4. og 13. degi eftir got. Auk athugana & dyrum af foreldrakynsldd (sjé 43. og 44. 1id) skal skra allt edlilegt atferli
afkvaemanna.
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49. Mela skal bilid milli endaparmsops og ytri kynfeera hvers unga 4 sama degi eftir got, & bilinu fra degi 0 eftir got fram til
loka 4. dags eftir got. Mela skal likamspyngd unganna sama dag og bilid milli endaparmsops og ytri kynfera er malt og
bilid milli endaparmsops og ytri kynfera skal stadlad midad vid melieiningu fyrir sterd unga, helst pridju rot af
likamspyngd (14. heimild). Telja skal fjolda geirvartna/vortubauga hja karlkynsungum & 12. eda 13. degi eftir got, eins og
melt er med i leidbeiningarskjali Efnahags- og framfarastofnunarinnar nr. 151 (15. heimild).

Likamspyngd og fédurat/vatnsdrykkja

50. Karl- og kvendyr skulu vigtud & fyrsta degi skdmmtunar, a.m.k. vikulega eftir pad og vid lok préfunar. Kvendyr skulu
vigtud & medgongunni a degi 0, 4 7., 14. og 20. degi og innan 24 kist. eftir got (dagur 0 eda 1 eftir got) og a.m.k. & 4. og
13. degi eftir got. pessar athuganir skal skra fyrir hvert fullvaxta dyr um sig.

51. Mela skal féourat a.m.k. vikulega a timabilinu fyrir porun, & medgdngu og & mjolkurskeidi. Malingar & foédurati a
poérunartimabilinu eru valkveedar. Einnig skal mala vatnsdrykkju a pessum timabilum pegar proéfunaridefnio er gefid inn
med peim mioli.

Bloofraedi

52. Blodrannsdknir vardandi eftirfarandi peetti skulu fara fram einu sinni medan & rannsékninni stendur & fimm karldyrum og
fimm kvendyrum sem eru valin af handahofi ar hverjum hdpi: blddkornaskil, blédraudastyrkur, raudkornafjoldi,
netfrumur, heildarhvitkornafjoldi og deilitalning hvitkorna, bl6dflogufjoldi og meeling & storknunartima og storkunarhaefni
bl6ds. Adrar dkvardanir, sem skulu gerdar ef préfunaridefnid eda meint umbrotsefni pess hafa eda eru grunud um ad hafa
oxunareiginleika, eru m.a. akvardanir & methemdglobinstyrk og Heinz-innlyksum (e. Heinz bodies).

53. Taka skal blédsyni & tilteknum stad. Kvendyr skulu vera i svipudu lifedlisfreedilegu astandi medan a synatdku stendur.
I pvi skyni ad fordast drdugleika i framkvamd i tengslum vid breytileika vid upphaf medgéngu er hagt ad safna blodi ar
kvendyrum i lok timabilsins adur en pdrun & sér stad i stad sofnunar rétt fyrir eda i tengslum vid aflifun dyranna. Bl6dsyni
Ur karldyrum skal helst taka rétt fyrir eda i tengslum vio aflifun dyranna. Ad 6drum Kosti er einnig er haegt ad safna bl6di
Ur karldyrum i lok timabilsins adur en porun & sér stad ef sa timapunktur var valinn fyrir kvendyr.

54. Geyma skal 61l bl6dsyni vid videigandi skilyrdi.

Klinisk lifefnafreedi

55. Gera skal kliniskar, lifefnafreedilegar maelingar & bl6dsynum, sem tekin eru ur peim fimm karldyrum og fimm kvendyrum
sem valin eru Ur hverjum hépi, til ad rannsaka helstu eiturhrif i vefjum, einkum &hrif & nyru og lifur. Melt er med pvi ad
dyrin séu latin fasta nottina 4dur en blédsynin eru tekin (). Rannsoknir & blodvokva eda sermi skulu na yfir natrium,
kalium, glukdsa, heildarkolesterdl, pvagefni, kreatinin, heildarprdtin og albimin, a.m.k. tvd ensim sem geta bent til &hrifa
& lifrarfrumur (t.d. alaninamindtransferasa, aspartatamindtransferasa og sorbitélvetnissvipti) og gallsyru. Melingar & fleiri
ensimum (Ur lifur eda 6drum liffeerum) og gallrauda geta i sumum tilvikum gefid gagnlegar upplysingar.

56. BIl6dsyni eru tekin Ur skilgreindum stad & grundvelli eftirfarandi aeetlunar:
— Ura.m.k. tveimur ungum i hverju goti & 4. degi eftir got ef fjoldi unga gerir pad kleift (sja 40.-41. lid)
— 0r 6llum madrum og a.m.k. tveimur ungum i hverju goti vid lok préfunarinnar & 13. degi, og
— Ur 8llum fullvoxnum karldyrum vid lok préfunarinnar.

Oll blédsyni eru geymd vid videigandi skilyrdi. BI6dsyni tr ungum & 13. degi og fullvéxnum Kkarldyrum eru metin m.t.t.
styrkleika skjaldkirtilshormoéna (T4) i sermi. Framkveema skal frekara mat & T4 i blédsynum Gr madrum og ungum &
4. degi ef vid a. Annar valkostur er a8 mala 6nnur hormén, ef vid 4. Heegt er ad hopa bl6d dr ungum eftir goti til
greiningar & skjaldkirtilshorménum. Skjaldkirtilshorména (T4 og TSH) skal helst mala sem eitt heildargildi.

(*) Vid allmargar meelingar & sermi og bl6dvokva, einkum pegar glukési er meldur, er betra ad lata dyrin fasta yfir nétt. Adalasteedan er st ad
6hjakveemilega verda nidurstddur breytilegri ef dyrin eru ekki latin fasta og pad getur falid pau ahrif sem eru litt dberandi og gert talkun
erfidari. A hinn béginn geeti fasta yfir nétt haft ahrif & almenn efnaskipti dyranna (med fangi), truflad mjélkurmyndun og gjéf, og pad geti
einkum truflad dagleg vahrif fra préfunaridefninu, einkum i rannséknum par sem efnid er gefid med f6dri. Ef dyrin eru latin fasta yfir nétt
skulu kliniskar, lifefnafreedilegar meelingar gerdar eftir ad athuganir & starfrenum pattum hja karldyrum i 4. viku rannséknarinnar hafa
farid fram. Madrum skal haldid eftir i einn dag til vidbotar eftir ad ungarnir eru fjarlegdir, t.d. & 13. degi eftir got. Madur skulu latnar
fasta yfir nott fra 13.—14. mjélkurskeidsdegi og bl6did fra lokum rannséknarinnar er notad sem peettir i kliniskri lifefnafraedi.
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57. Valkvett er hvort eftirfarandi greiningar eru gerdar & pvagsynum sem tekin eru med timasettri sofnun pvags ar fimm
karldyrum, sem eru valin af handahdéfi ar hverjum hépi, i sidustu viku rannséknarinnar til akvérdunar &: Gtliti, rammali,
osmdlalstyrk eda edlishbyngd, pH-gildi, prétini, glikésa og blédi/blédkornum.

58. A0 auki kemur til alita ad rannsaka sermimerki sem benda til almennra vefjaskemmda. Adrar melingar sem atti ad gera
ef pekktir eiginleikar préfunaridefnisins geta haft, eda grunur leikur & ad peir hafi, ahrif & tilsvarandi efnaskiptamynstur
eru melingar a kalsiumi, fosfati, priglyserioi vio fostu og glikoésa vid fostu, tilteknum horménum, methemdglébini og
kélinesterasa. betta parf ad greina i hverju tilviki um sig.

59. Eftirfarandi peettir geta haft ahrif & breytileika og hreinan styrk vid akvéroun a horménum:
— aflifunartimi vegna daglegs breytileika i hormdnastyrkleikum
— aoferd vio aflifun til a0 koma i veg fyrir 6parfa alag & dyrin sem geeti haft ahrif & hormdnastyrkleika
— profunarsett fyrir dkvardanir 4 hormonum sem geta haft mismunandi stadalferla.

60. Blddvokvasyni, sem eru sérstaklega atlud til dkvordunar & hormdénum, skal taka & svipudum tima dags. Tolugildin sem
fast pegar hormonastyrkleikar eru greindir eru breytileg eftir pvi hver hinna ymsu greiningarsetta & markadi eru notud.

61. Ef rannsoknarsdguleg grunngdgn eru 6fullnaegjandi skal yfirvega ad mala bloofraedilegar og kliniskar, lifefnafraedilegar
breytur &dur en skammtagjof hefst eda, sem veeri akjésanlegast, hja hopi dyra sem eru ekki i tilraunah6punum. Ad pvi er
vardar kvendyr verda gognin ad koma fra mjolkandi dyrum.

MEINAFRAEDI

Storsae krufning

62. Framkveema skal gagngera, storseeja krufningu & 6llum fullvéxnum dyrum i rannsékninni og skal m.a. rannsaka vandlega
yfirbord likamans, 61l op og einnig kupuhol, brjosthol og kvidarhol og innihald peirra. Gefa skal lifferum
axlunarkerfisins sérstakan gaum: Skra skal fjdlda tilvika hreidrunar. A krufningardegi er skodad strok Gr leggéngum til ad
&kvarda hvar dyrin eru stddd i gangferlinum og til ad nd fram samsvdrun vid vefjameinafreedilega rannsokn &
&xlunarfeerum kvendyra.

63. Skera skal alla adliggjandi vefi fra eistum og eistalyppum, sem og blédruhalskirtli og saoblédrum med hlaupkirtlum i
heild sinni, allra fullvaxinna karldyra, eftir pvi sem vid &, og pessi liffeeri skulu vigtud blaut eins fljott og heegt er eftir
krufningu til ad komast hja pvi ad pau porni. Ad auki er valkveett ad vigta fleiri liffeeri s.s. lyftivodva endaparms og
klumbu- og vattarvddvann, klumbukirtla og redurh(fu karldyra og eggjastokka (blautvigt) og leg (p.m.t. leghals)
kvendyra; ef pessar vigtanir eru hafdar med skulu pear framkvaemdar eins fljott og heegt er eftir krufningu. Vardveita skal
eggjastokka, eistu, eistalyppur, aukaliffaeri kynkerfis og 6ll liffeeri sem syna storseejar vefjaskemmdir ar 6llum fullvéxnum
dyrum.

64. Vardveita skal skjaldkirtil ar 8llum fullvéxnum karl- og kvendyrum og Ur einum karldyrsunga og einum kvendyrsunga a
13. degi Ur hverju goti i peim festingarmidli sem er heppilegastur fyrir fyrirhugadar vefjameinafradilegar rannséknir.
pyngd skjaldkirtils er heegt ad meela eftir festingu. Einnig skal skorid frdA med mikilli varid og eingdngu eftir festingu til
ad koma i veg fyrir vefjaskemmdir. Vefjaskemmdir geta spillt vefjameinafradilegri greiningu. Taka skal bl6dsyni &
tilteknum stad, rétt 4&dur en eda um leid og dyrin eru aflifud, og geyma pau vid videigandi skilyrdi (sja 56. lid).

65. A pvi er vardar a.m.k. fimm fullordin karldyr og kvendyr, sem eru valin af handahéfi ar hverjum hépi (ad undanskildum
peim sem finnast daudvona og/eda eru aflifud &dur en rannsdkninni lykur), skal par ad auki skera alla adliggjandi vefi fr4
lifur, nyrum, nyrnahettum, héstakirtli, milta, heila og hjarta, eftir pvi sem vid &, og pessi liffeeri skulu vigtud blaut eins
fljott og heegt er eftir krufningu til ad komast hja pvi ad pau porni. Eftirfarandi vefir skulu vardveittir i peim festingarmidli
sem er heppilegastur, baedi fyrir vidkomandi tegund vefjar og fyrirhugadar, vefjameinafraedilegar rannsoknir: allar
storseejar vefjaskemmdir, heili (helstu sveedi, par & medal storheili, litli heili og heilabr(), mena, augu, magi, garnir og
parmar (par & medal fjoleitlingar (e. Peyer's patches)), lifur, nyru, nyrnahettur, milta, hjarta, héstarkirtill, barki og lungu
(vardveitt med fyllingu af festiefni og sidan idyfingu), kynkirtlar (eistu og eggjastokkar), aukalifferi kynkerfis (leg og
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leghdls, eistalyppur, blodruhalskirtill, s4dblodrur og hlaupkirtlar), leggdng, pvagbladra, eitlar (auk narlegasta dreneitils er
rétt ad taka annan eitil ef pad er reynsla rannséknarstofunnar (16. heimild)), Gttaug (set- eda skoflungstaug), helst i
namunda vid vodvann, beinagrindarvddvi og bein, med beinmergi (sneid eda, ad 6drum kosti, nylegt beinmergssyni).
Meelt er med pvi ad eistu séu fest med idyfingu i Bouin-festiefni eda breytt Davidson-festiefni (16.—18. heimild); ekki er
melt med formalini sem festingu fyrir pessa vefi. Gata ma hvithjdpinn varlega og grunnt med nal & badum endum
liffeerisins til ad audvelda gegnumfleedi festiefnisins. Nidurstddur, baedi kliniskar og adrar, geta bent til pess ad rannsaka
purfi fleiri vefi. Einnig skal vardveita oll lifferi sem likur eru & ad séu marklifferi Gt fra pekktum eiginleikum
préfunaridefnisins.

66. Eftirfarandi vefir kunna ad veita mikilveegar visbendingar um innkirtlatengd ahrif: Kynkirtlar (eggjastokkar og eistu),
aukaliffeeri kynkerfis (leg, p.m.t. leghals, eistalyppur, sadblédrur med hlaupkirtlum, bak-, hlidar- og kviolaegur
blédruhalskirtill), leggong, heiladingull, mjélkurkirtill ar karldyri og nyrnahetta. Breytingar & mjélkurkirtlum i karldyrum
hafa ekki verid nagilega skjalfestar en pessi malipattur getur verid afar nemur fyrir efnum med estrégenvirkni. Athugun
a liffeerum/vefjum sem ekki eru skradir i 65. lio er valkvad.

67. Dauda unga og unga sem eru aflifadir & 13. degi eftir got eda stuttu sidar skal a.m.k. skoda vandlega m.t.t. storserra
afbrigdileika. Gefa skal sérstakan gaum ad ytri exlunarferum og skoda hvort par sjaist merki um fravik fra edlilegri
proskun.

Vefjameinafraedileg rannsokn

68. Framkveema skal fulla vefjameinafredilega rannsékn & vardveittum lifferum og vefjum valinna dyra i
samanburdarhdpnum og hépnum sem faer steersta skammtinn (par sem sérstok &hersla er 16gd & stig sedismyndunar i
kynkirtlum karldyra og vefjameinafredilega rannsékn & byggingu millifruma i eistum). Skjaldkirtil Gr ungum og
fullvoxnum dyrum, sem eftir eru, ma rannsaka pegar porf krefur. pPessar rannséknir skulu einnig nd til dyra ar 6drum
skammtah6pum ef medferdartengdar breytingar koma fram i hdpnum sem feer staersta skammtinn. | leidbeiningum um
vefjameinafraedi (10. heimild) er ad finna fleiri upplysingar um krufningu, festingu, sneidingu og vefjameinafraedilega
rannsokn & innkirtlavefjum.

69. Rannsaka skal allar storsejar vefjaskemmdir. Til ad fa skyrari vitneskju um mérk um engin merkjanleg, skadleg ahrif skal
rannsaka marklifferi i 66rum skammtahopum, einkum i hdpum sem eru taldir syna mérk um engin merkjanleg, skadleg
ahrif.

70. Ef notadur er fylgihdpur skal gera vefjameinafraedilega rannsokn & peim vefjum og lifferum par sem merki finnast um
eiturhrif i medferdarhdpunum.

GOGN OG SKYRSLUGJIOF
Gogn

71. Skra skal gdgn um hvert einstakt dyr. Ad auki skal taka 6ll gogn saman i to6flu par sem fram kemur, fyrir hvern
préfunarhop, fjoldi dyra vid upphaf profunar, fjoldi dyra sem drapust i profuninni eda voru aflifud af manntdarasteedum,
timi daudsfalla eda aflifana, fjoldi frjérra dyra, fjéldi kvendyra med fangi, fjoldi dyra sem syna merki um eiturhrif, lysing
& peim merkjum sem koma fram um eiturhrif, p.m.t. hvener pau koma fram, hve lengi pau vara og hve alvarleg eiturhrifin
eru og hvers konar vefjameinafradilegar breytingar urdu, auk allra gagna um gotid sem mali skipta. Snid yfirlitsskyrslu i
tofluformi, sem hefur reynst mjog gagnleg vid mat & ahrifum & axlun/proskun, er ad finna i 3. vidbeeti.

72. Efunnt er skal meta télulegar nidurstddur med heppilegri og almennt vidurkenndri, t6lfreedilegri adferd. Vid samanburd &
ahrifum & tilteknu skammtabili skal fordast notkun & mérgum t-préfunum. Velja skal tlfreediadferdirnar & hdnnunarstigi
rannsOknarinnar. Tolfreedileg greining & bili milli endaparmsops og ytri kynfaera og & geymd geirvortu skal byggjast a
gognum fyrir hvern unga, ad teknu tilliti til &hrifa fr4 goti. Eftir pvi sem vid & er gotid greiningareiningin. Tolfreedileg
greining & likamspyngd unga skal byggjast & gdgnum fyrir hvern unga, ad teknu filliti til sterdar gotsins. Vegna
takmarkads umfangs rannsoknarinnar hafa t6lfredilegar greiningar i formi profana m.t.t. ,,marktekni* takmarkad gildi ad
pvi er vardar marga endapunkta, einkum exlunarendapunkta. Sumar peirra adferda sem oftast eru notadar, einkum
stikabundin prof til a0 mala midlagt gildi, eiga ekki vid. Ef tolfreedilegar greiningar eru notadar skal adferdin, sem valin
er, hefa dreifingu breytanna sem rannsakadar eru og hin skal valin &dur en rannséknin hefst.
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Mat & nidurstodum

73. Meta skal nidurstddurnar Ur pessari rannsokn & eiturhrifum med tilliti til peirra ahrifa sem verdur vart, nidurstadna Ur
krufningum og smasjarrannsoknum. Matid skal na til tengsla milli skammtsins af préfunaridefninu annars vegar og pess
hvort fravik koma fram eda ekki og tidni og alvarleika afbrigdileika hins vegar, p.m.t. storsejar vefjaskemmdir, tiltekin
marklifferi, 6frjosemi, klinisk fravik, ahrif & a@xlun og got, breytingar & likamspyngd, ahrif & danartioni og 6ll 6nnur
eiturhrif.

74. Sokum pess ad medferdartimabil karldyranna er stutt skal skoda vefjameinafreedilega rannsokn & eistum og eistalyppum
asamt frjosemisgdgnunum pegar ahrif & &xlun karldyra eru metin. Notkun rannsoknarségulegra samanburdargagna um
&xlun/préun (t.d. um sterd gots, bil milli endaparmsops og ytri kynfera, geymd geirvortu, magn T4 i sermi), ef pau liggja
fyrir, getur einnig verid gagnleg til ad audvelda talkun & rannsokninni.

75. A0 pvi er vardar gedaeftirlit pa er melt med pvi ad rannséknarsdgulegum samanburdargégnum verdi safnad saman og ad
fraviksstudull verdi reiknadur at fyrir téluleg gogn, einkum fyrir melipettina sem tengjast greiningu & innkirtlatruflandi
efnum. bessi gégn ma nota til samanburdar pegar raunverulegar rannséknir eru metnar.

Préfunarskyrsla

76. Eftirtaldar upplysingar skulu vera i préfunarskyrslunni:

Préfunarioefni:

— uppruni, lotundmer, sidasti notkunardagur, ef hann liggur fyrir
— stdougleiki profunaridefnisins, ef hann er pekktur.

Efni med einum efnispeetti:

— (tlit, vatnsleysni og adrir edlisefnafradilegir eiginleikar sem skipta mali,

— efnafredileg sanngreining, s.s. IUPAC- eda CAS-heiti, CAS-nr., SMILES- eda InChl-kddi, byggingarformdla,
hreinleiki, efnakenni 6hreininda, eins og vid & og er teeknilega mogulegt, o0.s.frv.

Fjolpattaefni, UVCB-efni og bldndur:

— lysing & eiginleikum eins og kostur er med efnakenni (sjd hér & undan), magnbundnu innihaldi og peim
edlisefnafreedilegu eiginleikum efnispattanna sem skipta mali.

Burdarefni (ef vid &):

— 1ok fyrir vali & burdarefni, ef pad er ekki vatn.

Tilraunadyr:

— tegund eda stofn sem er notadur,
— fjoldi, aldur og kyn dyra,
— uppruni, adbunadur, fodur o.s.frv.,

— byngd hvers dyrs vid upphaf préfunarinnar,
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— rokstudningur fyrir 6drum tegundum en rottum.

Profunarskilyroi:

— ok fyrir vali & skammtasteerd,

— upplysingar um samsetningu profunaridefnisins eda bléndun pess i fodur, styrk sem nadist og stddugleika og
einsleitni bléndunnar,

— upplysingar um pad hvernig préfunaridefnid er gefio,

— umreikningur & styrk préfunaridefnisins (i milljénarhlutum) i fo6dri/drykkjarvatni yfir i raunskammtasteerd (mg/kg
likamspyngdar & dag), ef vid &,

— upplysingar um gaedi fédurs og vatns,

— nékveem lysing & verklagi vid slembirédun vid val 4 ungum sem skal aflifa, ef aflifun fer fram.

Nidurstddur:

— likamspyngd/breytingar & likamspyngd,

— foourét og vatnsdrykkja, ef vid &,

— gdgn um eiturefnasvérun eftir kyni og skammti, p.m.t. frjésemi, medganga og 61l dnnur merki um eiturhrif,

— lengd medgdngu,

— eiturhrif eda 6nnur ahrif & &xlun, afkvaemi, voxt eftir got 0.s.frv.,

— edli peirra atrida sem koma fram vid kliniska athugun, alvarleiki peirra og varanleiki (hvort pau geta gengid til baka
eda ekki),

— mat a starfsemi skynfera, gripstyrk og hreyfistarfsemi,

— blddprofanir med vidkomandi vidmidunargildum,

— Kliniskar, lifefnafreedilegar profanir med videigandi vidmidunargildum,

— fjoldi fullvaxinna kvendyra med edlilegan eda afbrigdilegan gangferil og gangferilslengd,

— fjoldi lifandi feddra unga og fosturlata eftir hreidrun,

— fjéldi unga meo stdrszjan afbrigdileika, almennt mat & ytri kynfeerum, fjéldi 6fullburda afkveema,

— daudastund i rannsékninni eda hvort dyrin lifa til loka rannséknarinnar,
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— fjoldi hreidrana, gotsteerd og pyngd gots & skraningartimanum,
— upplysingar um likamspyngd unga,

— bil milli endaparmsops og ytri kynfera allra unga (og likamspyngd sama dag og bilid milli endaparmsops og ytri
kynfera er melt),

— geymd geirvortu hja karlkynsungum,

— skjaldkirtilshorménagildi, ungar & 13. degi og fullvaxin karldyr (og madur og ungar & 4. degi, ef meld),
— likamspyngd vid aflifun og gégn um pyngd liffeera Gr dyrum af foreldrakynsléo,

— nidurstédur krufningar,

— itarleg lysing & vefjameinafradilegum nidurstddum,

— gdgn um frasog, liggi pau fyrir,

— tolfraedileg Urvinnsla nidurstadna, eftir pvi sem vid &.

Umfjéllun um nidurstddur.
Alyktanir.
Tulkun nidurstadna

77. 1 pessari rannsokn eru eiturhrif & sexlun/proskun metin i tengslum vid endurtekna skammtagjof. par ed ahersla er badi
16gd & endapunkta fyrir almenn eiturhrif og eiturhrif & exlun/proskun gera nidurstédurnar dr rannsokninni einkum kleift
ad greina & milli peirra &hrifa & &xlun/proskun, sem koma fram pétt ekki sé um almenn eiturhrif ad raeda, og ahrifa sem
koma adeins fram pegar skammtarnir eru einnig eitradir fyrir dyr af foreldrakynsl6dinni (sja 7.—11. 1id). Hun getur gefid
visbendingar um naudsyn pess ad gera frekari rannsoknir og getur veitt leidbeiningar um Gtfeerslu & sidari rannséknum
Stydjast skal vid leidbeiningarskjal Efnahags- og framfarastofnunarinnar nr. 43 vid talkun nidurstadna ar rannsdéknum &
axlun og proskun (19. heimild). T leidbeiningarskjali Efnahags- og framfarastofnunarinnar nr. 106 um vefjafraedilegt mat
préfana & innkirtlum og &xlun nagdyra (16. heimild) eru veittar upplysingar um undirblning og mat & (innkirtlum)
liffeerum og stroki Ur leggdngum sem getur verid gagnlegt fyrir pessa préfunaradferd.
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1. viobeetir

SKILGREININGAR (SJA EINNIG (20. HEIMILD) LEIDBEININGARSKJAL EFNAHAGS- OG FRAMFARASTOFNUNARINNAR NR.
150)

Andrdgenvirkni: eiginleiki idefnis til ad virka eins og nattdrulegt andrégenhormén (t.d. testdsterdn) i spendyri.

(and)andrdgenvirkni: eiginleiki idefnis til ad baela nidur virkni nattdrulegs andrégenhormons (t.d. testosterdns) i spendyri.

(and)estrogenvirkni: eiginleiki idefnis til ad baela nidur virkni nattirulegs estrégenhormans (t.d. estradiols 178) i spendyri.

(and)skjaldkirtilsvirkni: eiginleiki idefnis til ad beela nidur virkni nattarulegs skjaldkirtilshorméns (t.d. T3) i spendyri.

idefni: efni eda blanda.

Eiturhrif & proskun: birtingarform eiturhrifa & e&xlun i formi gerdarrasks (e. structural disorder) eda starfsemistruflunar hja
afkvaeemunum fyrir fedingu, i fedingu eda eftir feedingu.

Skammtur: pad magn prdfunarioefnis sem er gefid. Skammturinn er gefinn upp sem pyngd préfunaridefnis & hverja
likamspyngdareiningu tilraunadyrs (t.d. mg/kg likamspyngdar & dag) eda sem stédugur styrkur i fodri.

Skémmtun: almennt hugtak sem er notad um skammt, hversu oft hann er gefinn og hve lengi.

Augljos eiturhrif; almennt hugtak sem lysir greinilegum merkjum um eiturhrif i kjélfar pess ad préfunaridefni er gefid. pau ettu
ad nzgja fyrir heettumat og vera pess edlis ad buast megi vid ad aukning & gefnum skammti leidi til pess ad merki um alvarlega
eitrun komi fram og leidi liklega til dauda.

Skerding & frjosemi: roskun a timgunarstarfsemi eda timgunargetu karl- eda kvendyra.

Eiturhrif & médur: skadleg ahrif & kvendyr med fangi sem eiga sér stad annad hvort a sértaeekan hatt (bein ahrif) eda 6sértaekan
hatt (6bein ahrif) og tengjast pvi astandi ad vera med fangi.

NOAEL: skammstofun 4 ,,no observed adverse effect level* sem merkir ,,mérk um engin merkjanleg, skadleg ahrif*. betta er
steersta skammtasteerdin sem veldur engum merkjanlegum, skadlegum, medferdartengdum ahrifum vegna medferdarinnar.

Estrogenvirkni: eiginleiki idefnis til ad virka eins og natturulegt estrégenhormon (t.d. estradiol 17R) i spendyri.
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Eiturhrif & exlun: skadleg ahrif & afkveemi og/eda skerding & timgunarstarfsemi eda timgunargetu karl- og kvendyra.
Profunaridefni: sérhvert efni eda blanda sem er profud med pessari profunaradferd.
Skjaldkirtilsvirkni: eiginleiki idefnis til a0 virka eins og nattarulegt skjaldkirtilshormén (t.d. T3) i spendyri.

Fullgilding: visindalegt ferli hannad til ad lysa rekstrarlegum kréfum og takmérkunum proéfunaradferdar og til ad syna fram a
areidanleika og veegi i tilteknum tilgangi.
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2. vidbatir

SKYRINGARMYND AF TILRAUNAAZATLUN SEM SYNIR HAMARKSLENGD RANNSOKNAR, BYGGT A HEILU 14 DAGA
PORUNARTIMABILI

KARLDYR/FEDUR | VALKVAD FRAMLENGD VAHRIF
KARLDYR KARLDYR KARLDYR
+ KVENDYR MED FANGI MADUR
KVENDYR
KVENDYR KVENDYR UHeAR
KVENDYR EKKI MED FANGI
Fyrir vahrif Fyrir pérun Pérun Medganga Mijolkurskeid
(14 dagar) (14 dagar) (hédmark 14 dagar) (u.p.b. 22 dagar) (13 dagar)
1 7 14 21 28 35 42 49 S 64 77
Upphaf rannséknar Bl6afraedi/klinisk Krufning Karldyra/fedra G:tt) (tﬁiglgao :f‘” 13. dagur eftir got
efnafraedi ad pvi Athugun & starfreenum gftir ot' 9 Krufning kvendyra og unga
Mat & gangferlum er vardar karldyr pattum hja karldyrum Bil mgillli Krufning karldyra/fedra
fyrir vahrif sem er og kvendyr (valkveett) ndabarm (valkveett) Athugun &
fylgt eftir med (valkvaett) Bl6dfreedi/klinisk efnafreedi em : r?faersaogs %9 starfreenum pattum hja
daglegri voktun & ad pvi er vardar karldyr, )t/illumyun um karldyrum (valkveett) og hja
stroki Ur leggongum pegar pau eru aflifud (ad (dagur O%ﬂir got kvendyrum
frd upphafi Skémmt 5 . loknu a.m.k. 4 vikna . Blodfraedi/klinisk efnafraedi
medferdar par il ommtun An skommtunar skommtunartimabili) ;;ﬁg%%s ;mr got, ad pvi er vardar karldyr og
stadfest er ad pérun I | | Aflifun tvg ia kvendyr (valkveett) Geymd
hafi att sér stad 1 veggia geirvortu hja
unga i hverju goti Karlkynsungum
fyrir T4 g
(4. dagur eftir got)
KARLDYR/FEPUR | VALKVZAED FRAMLENGD VAHRIF
KARLDYR KARLDYR KARLDYR
+ KVENDYR MED FANGI MADUR
KVENDYR
5 G UNGAR
KVENDYR KVENDYR
KVENDYR EKKI MED FANGI
Fyrir vahrif Fyrir pérun P6run Medganga Mijolkurskeid
(14 dagar) (14 dagar) (hamark 14 dagar) (u.p.b. 22 dagar) (13 dagar)
1 7 14 21 28 35 42 49 56 64 77
Upphaf rannséknar Bl6dfraedi/klinisk Krufning karldyra/fedra Got (dagur O eftir 13 gagur eftir got
efnafreedi ad pvi Athugun & starfreenum got) til 4. dags eftir  kryfing kvendyra og unga
Mat & gangferlum er vardar karldyr pattum hja karldyrum g’f’t . Krufning karldyra/fedra
fyrir vahrif sem er og kvendyr (valkveett) Bil mill (valkveett) Athugun &
fylgt eftir med (valkvaett) Blodfreedi/klinisk efnafraedi endaparmsops 09 garfreenum pattum hja
daglegri véktun & ad pvi er vardar karldyr, ytri kynfeera & karldyrum (valkveett) og hja
stroki Ur leggéngum begar pau eru aflifud (ad ?cljlum USQ‘#_“ " kvendyrum
fra upphafi . An skémmt loknu a.m.k. 4 vikna agur U eflir got — |4 afreesi/klinisk efnafraedi
medferdar par til Skommiun N Skommunar skémmtunartimabili) 4. dags eftir got, ad pvi er vardar karldyr og
stadfest er ad pérun [ | | | sama dag)

hafi att sér stad

Aflifun tveggja
unga i hverju goti
fyrir T4

(4. dagur eftir got)

kvendyr (valkveett) Geymd
geirvortu hja
karlkynsungum
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3. vidbatir

YFIRLITSSKYRSLA | TOFLUFORMI UM AHRIF A £XLUN/PROSKUN

ATHUGANIR

GILDI

Skammtur (einingar).......

0 (saman-
buroarsyni)

Dyr sett saman i por (N)

Gangferill (a.m.k. medallengd og tioni 6reglulegra ferla)

Kvendyr sem syna merki um moékun (N)

Kvendyr sem hafa fest fang (N)

Getnadur, dagar 1-5 (N)

Getnadur, dagar 6—... (1) (N)

Medganga < 21 dagur (N)

Medganga = 22 dagar (N)

Medganga > 23 dagar (N)

Medur med lifandi nyfeedda unga (N)

Medur med lifandi unga & 4. degi eftir got (N)

Fang/maodir (medaltal)

Lifandi ungar/madur vid got (medaltal)

Lifandi ungar/maedur & 4. degi (medaltal)

Kynjahlutfall (kk/kvk) vid got (medaltal)

Kynjahlutfall (kk/kvk) & 4. degi (medaltal)

Gotspyngd vid got (medaltal)

Gotspyngd a 4. degi (medaltal)

pyngd unga vid got (medaltal)

bpyngd unga pegar bil milli endaparmsops og ytri kynfera er melt
(medaltal karldyra, medaltal kvendyra)

Bil milli endaparmsops og ytri kynfeera unga & sama degi eftir got, fra
gotdegi — 4. dags (medaltal karldyra, medaltal kvendyra, athugasemdir
& sama degi eftir got)
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ATHUGANIR

GILDI

pyngd unga & 4. degi (medaltal)

pyngd unga & 13. degi (medaltal)

Geymd geirvortu hja karlkynsungum & 13. degi (medaltal)

AFBRIGDILEGIR UNGAR

Madur med 0

Madur med 1

Madur med > 2

TAP AFKVZEMA

Fyrir got (hreidrun minus lifandi feeddir ungar)

Kvendyr med 0

Kvendyr med 1

Kvendyr med 2

Kvendyr med > 3

Eftir got (lifandi feeddir ungar minus lifandi & 13. degi eftir got)

Kvendyr med 0

Kvendyr med 1

Kvendyr med 2

Kvendyr med >3

(*) sidasti dagur porunartimabilsins
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B.65 VITRO MEMBRANE BARRIER TEST METHOD FOR SKIN CORROSION
INNGANGUR

1. Ppessi préfunaradferd jafngildir OECD-vidmidunarreglu 435 um profanir (2015). Med hadeetingu er att vid varanlega
skemmd i h(d, sem birtist sem synilegt drep sem neer i gegnum hidpekjuna og nidur i ledurhddina, eftir ad préfunaridefni
hefur verid borid & hana, samkvamt skilgreiningu i hnattsamreemdu kerfi Sameinudu pjédanna til flokkunar og merkingar
& ioefnum (HSK) (1. heimild) og reglugerd (EB) nr. 1272/2008 um flokkun, merkingu og pdokkun (reglugerdin um
flokkun, merkingu og pokkun) (2). pessi préfunaradferd, sem jafngildir uppferéri OECD-vidmidunarreglu 435 um
préfanir, er préfunaradferd i glasi med talma Ur himnu sem heaegt er ad nota til ad greina etandi idefni.
[ préfunaradferdinni er notud gervihimna sem er hénnud til ad bregdast vid atandi idefnum & svipadan hétt og dyraskinn &
stadnum.

2. Huodetandi eiginleikar hafa venjulega verid metnir med pvi ad bera préfunarioefnio & haé lifandi dyrs og meta pannig
umfang vefjaskemmdanna eftir akvedinn tima (2. heimild). Auk naverandi préfunaradferdar hafa nokkrar adrar adferdir
vid profanir i glasi verid notadar sem stadgongukostir (3. og 4. heimild) fyrir stadlada adferd vid préfun i lifi & kaninuhd
(Kafli B.4 i pessum vidauka, jafngildir OECD-vidmidunarreglu 404 um préfanir), sem hagt er ad nota til ad greina etandi
idefni (2. heimild). 1 stigskiptri préfunar- og matsaatlunin fyrir mat og flokkun & hidetandi eiginleikum og
leidbeiningarskjali Efnahags- og framfarastofnunarinnar um sampeettar adferdir vid préfun og mat (IATA) & hadertingu/-
&tingu er malt med notkun & fullgiltum og vidurkenndum adferdum til préfana i glasi samkvemt einingum 3 og 4
(1. og 5. heimild). I leidbeiningarskjalinu um sampeettar adferdir vid profun og mat er lyst nokkrum einingum sem
samflokka upplysingaveitur og greiningarteeki, og i. veittar leidbeiningar um hvernig skal sampetta og nota fyrirliggjandi
préfunargdgn og 6nnur gogn til ad meta hudertingar- og hlidaetingarmatt idefna, og ii. lagdar til nalganir pegar porf er &
frekari profunum, p.m.t. pegar nidurstddur reynast neikveedar (5. heimild). I pessari nalgun i einingum er hagt ad nota
jakveedar nidurstddur Ur adferdum vid préfanir i glasi til ad flokka idefni sem atandi efni &n pess ad porf sé & préfunum &
dyrum og pannig er dregid Ur notkun & dyrum og hun mildud og komist hjé sarsauka og pjaningu sem kann ad fylgja pvi
ef dyr eru notud i pessum tilgangi.

3. Fullgildingarrannséknum hefur verid lokid fyrir likan med talma ar himnu i glasi, sem fast & almennum markadi undir
heitinu Corrositex® (6.—8. heimild), par sem heildarndkvemnin vid ad spa fyrir um hudetingu er 79% (128/163), naemi er
85% (76/89) og sértaeki er 70% (52/74) fyrir gagnagrunn med 163 efnum og bléndum (7. heimild). A grundvelli pessarar
vidurkenndu fullgildingar er pessi fullgilta viomidunaradferd raddlogd til notkunar sem hluti af stigskiptri préfunardztiun
til a® meta hudatingarmatt idefna (5. og 7. heimild). Adur en hagt er ad nota likan med talma ur himnu i glasi fyrir
hudeetingu i eftirlitsskyni skal dkvarda areidanleika pess, gildi (ndkveemni) og takmarkanir vegna fyrirhugadrar notkunar
til ad tryggja ad pad sé svipad fullgiltu vidmidunaradferdinni (9. heimild), i samremi vid fyrirframskilgreinda
nothafisstadla (10. heimild). Gagnkvaema sampykkt gagna, samkvemt samkomulagi Efnahags- og framfara-
stofnunarinnar, er adeins haegt ad tryggja eftir ad blid er ad endurskoda og fella inn i jafngilda OECD-vidmidunarreglu
um profanir allar tillagdar, nyjar eda uppferdar adferdir samkvaemt nothafisstédlunum. Sem stendur fellur adeins ein
adferd i glasi undir OECD-vidmidunarreglu 435 um profanir og pessi profunaradferd, likanid sem fast & almennum
markadi undir heitinu Corrositex®.

4. Adrar profunaradferdir fyrir htidatingu byggjast & notkun & endurgerdri mannshid (OECD-vidmidunarregla 431 um
préfanir) (3. heimild) og einangradri hid af rottum (OECD-vidmidunarregla 430 um profanir) (4. heimild). T pessum
vidmidunarreglum um préfanir er einnig kvedid & um undirflokkun &tandi idefna i prja undirflokka fyrir tandi eiginleika
i HSK Sb og prja pokkunarflokka Sp fyrir flutning vegna hettu af voldum etandi eiginleika. bessar viomidunarreglur um
préfanir voru upphaflega sampykktar arid 2006 og uppfeerdar arid 2015 til ad visa til leidbeiningarskjalsins um sampaettar
adferdir vid profun og mat (IATA) og uppfera skrana yfir heefnisefnin.

SKILGREININGAR
5. Skilgreiningar, sem eru notadar, eru gefnar upp i vidbatinum.
ATRIDI OG TAKMARKANIR SEM PARF AP HAFA | HUGA | UPPHAFI

6.  Profunin, sem er lyst i pessari profunaradferd, gerir kleift ad sanngreina &tandi profunaridefni og ad undirflokka etandi
préfunarioefni samkveemt HSK Sb/reglugerdinni um flokkun, merkingu og pdkkun (tafla 1). Ad auki er haegt ad nota slika
préfunaradferd til ad taka dkvardanir vardandi &tandi og dzetandi eiginleika tiltekinna flokka idefna, t.d. lifrenna og
olifrenna syra, syruafleida (2) og sem grunn fyrir tilteknar profanir & flutningi (7. og 11.-12. heimild). I pessari

(1) Reglugerd Evropupingsins og radsins (EB) nr. 1272/2008 fra 16. desember 2008 um flokkun, merkingu og pokkun efna og blandna, um
breytingu og nidurfellingu & tilskipunum 67/548/EBE og 1999/45/EB og um breytingu & reglugerd (EB) nr. 1907/2006 (Stjtid. ESB L 353,
31.12.2008, bls. 1).

(® ,Syruafleida“ er 6sérheeft flokksheiti og er i meginatrioum skilgreint sem idefni sem er framleitt Or syru annad hvort beint eda med
breytingum eda Utskiptingu ad hluta til. bessi flokkur neer yfir anhydrid, halégensyrur, sélt og adrar gerdir idefna.
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profunaradferd er lyst almennri adferd sem er svipud og fullgilta vidmidunarprofunaradferdin (7. heimild). b6 ad pessi
profunaradferd veiti ekki fullnegjandi upplysingar um hadertingu skal pad tekid fram ad profunaradferd B.46 (sem
jafngildir OECD-viomidunarreglu 439 um profanir) vardar sérstaklega rannsokn i glasi & &hrifum hadertingar & heilbrigdi
(13. heimild). Fyrir fullt mat & stadbundnum &hrifum & had eftir vahrif & hio i eitt skipti er melt med pvi ad fletta upp i
leidbeiningarskjali Efnahags- og framfarastofnunarinnar um sampaettar adferdir vid préfun og mat (5. heimild).

Tafla 1
Undirflokkur og undirundirflokkar fyrir hidatingu i HSK Sb (%)

Undirflokkur fyrir etandi ahrif (1. Undir- | Mégulegir undirundirflokkar Atandi ahrif 4> 1 af 3 dyrum
flokkur) (fyrir yfirvold sem nota ekki| fyrir aetandi ahrif (1) (fyrir
undirundirflokka) yfirvéld sem nota

undirundirflokka, p.m.t. Vahrif Athugun

reglugerdin um flokkun,
merkingu og pdkkun)

/Etandi Undirundirflokkur 1A fyrir < 3 minutur <1 klukkustund
gtandi ahrif
Undirundirflokkur 1B fyrir > 3 minutur /< 1 < 14 dagar
gtandi ahrif Klukkustund
Undirundirflokkur 1C fyrir| > 1 klukkustund /< 4 < 14 dagar
&tandi ahrif klukkustundir

(*) AO pvi er vardar ESB pa gildir reglugerdin um flokkun, merkingu og pokkun um undirundirflokkana prja fyrir hddetingu, 1A, 1B
og 1C.

7. Su takmorkun er & fullgiltu tilvisunaradferdinni (7. heimild) ad mérg 6ztandi idefni og nokkur etandi idefni uppfylla
e.t.v. ekki skilyrdi fyrir profun & grundvelli nidurstadnanna ar upphaflegu samhafisprofuninni (sja 13. lid). Vatnskennd
idefni med pH-gildi & styrkbilinu 4,5 til 8,5 uppfylla oft ekki skilyrdi fyrir profun; pd voru 85% idefna sem voru préfud &
pessu pH-styrkbili dzetandi i profunum & dyrum (7. heimild). Haegt er ad nota adferdina i glasi med talma ar himnu til ad
préfa fost efni (leysanleg eda Odleysanleg i vatni), vokva (vatnskenndir eda ekki vatnskenndir) og yrulausnir.
Préfunaridefni sem valda ekki greinanlegum breytingum i samheefispréfuninni (p.e. litabreytingu i efnagreinikerfi fullgiltu
vidmidunarprofunaradferdarinnar) er po ekki haegt ad préfa med adferdinni med tdlma ar himnu og skal gera profanir &
peim med 6drum préfunaradferdum.

MEGINREGLA PROFUNARINNAR

8.  Profunarkerfid samanstendur af tveimur pattum: tilbanum talma ar liffreedilegum stérsameindum og efnagreinikerfi
(CDS); med pessari préfunaradferd eru greindar, fyrir milligongu efnagreinikerfisins, skemmdir & talmanum med
himnunni af véldum atandi préfunaridefna eftir ad profunaridefnid hefur verid sett a yfirbord tilbana talmans ar himnunni
Ur stérsameindum (7. heimild), sem gera ma rad fyrir ad stafi af somu atingarvirkni og hefur ahrif & lifandi hio.

9.  Gegnprengingu himnutdlma (eda gegndreepi) er haegt ad mala med margs konar adferdum eda efnagreinikerfi, p.m.t.
breytingu a litarefni pH-litvisisleysilitar eda & 6drum eiginleikum litvisislausnarinnar undir talmanum.

10. Akvarda skal ad talminn ar himnu sé fullgiltur, p.e. videigandi og areidanlegur, fyrir fyrirhugada notkun. 1 pessu felst ad
tryggja ad samremi sé i mismunandi efnabléndum ad pvi er vardar eiginleika tdlmans, t.d. geti vidhaldid tdlma gagnvart
Oztandi idefnum, og ad haegt sé ad flokka atingareiginleika idefnanna i samreemi vid mismunandi undirundirflokka HSK
Sb fyrir @tandi eiginleika. Viokomandi flokkun byggir & peim tima sem pad tekur idefni ad prengja sér i gegnum tdlmann
med himnunni yfir i litvisislausnina.

SYNT FRAM A HAEFNI

11.  Adur en adferdin i glasi med talma ar himnu, sem fylgir pessari profunaradferd, er tekin til reglubundinnar notkunar skulu
rannsoknarstofur stadfesta teeknilega hafni sina med pvi ad flokka med réttum heetti haefnisefnin télf sem melt er med i
toflu 2. Ef efni & skrénni feest ekki, eda pegar slikt er réttleetanlegt, ma nota annad efni par sem tilteek eru fullnzgjandi
tilvisunargdgn i lifi og i glasi ( t.d. af skrénni yfir viomidunaridefni (10. heimild)) ad pvi tilskildu ad somu hafiskrofum
eins og lyst er i t6flu 1 sé beitt.
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Tafla 2

Heefnisefni (1)

Efni (%) CAS-ntmer idefnaflokkur Uggiiuggiﬁl%k(ﬁl;r gr;?;rg;dllrgfllsslil?g)r
BortriflGoriodihydrat 13319-75-0 Olifraenar syrur 1A 1A
Saltpéturssyra 7697-37-2 Olifraenar syrur 1A 1A
Fosforpentaklério 10 026-13-8 Forefni 6lifrenna 1A 1A

syra
Valerylklério 638-29-9 Syruklérid 1B 1B
Natriumhydroxid 1310-73-2 Olifraenir basar 1B 1B
1-(2-amindetyl)piperasin 140-31-8 Alifatisk amin 1B 1B
Bensensulfonylklérid 98-09-9 Syruklérid 1C 1C
N,N-dimetylbensylamin 103-83-3 Anilin 1C 1C
Tetraetylenpentamin 112-57-2 Alifatisk amin 1C 1C
Evgendl 97-53-0 Fenol NC NC
Nonylakrylat 2 664-55-3 Akrylét/metakrylot NC NC
Natriumbikarbonat 144-55-8 Olifreen solt NC NC

(*) Efnin tolf, sem eru tilgreind hér ad framan, innihalda prja efni ar hverjum af peim premur undirundirflokkum HSK Sp fyrir &tandi
efni og prju efni sem eru deaetandi efni, sem greidur adgangur er ad hja utanadkomandi birgjum, og undirundirflokkur HSK Sb byggir
& nidurstodum ar rannséknum i lifi af hdum gaedum. pessi efni eru tekin af skranni yfir 40 vidmidunarefni, sem eru i lagmarksskranni
yfir idefni sem eru tilgreind til ad syna fram & nakveemni og &reidanleika profunaradferdanna sem eru sambeerilegar fullgiltu
vidmidunarpréfunaradferdinni ad pvi er vardar byggingu og virkni, og voru valin ar peim 163 vidmidunaridefnum sem voru
upphaflega notud til ad fullgilda vidmidunarpréfunaradferdina (Corrositex®) (7., 10. og 14. heimild). Markmidid med pessu valferli
var ad na yfir, ad pvi marki sem unnt var, idefni sem: voru deemigerd fyrir svorunarsvid etingar (t.d. dzetandi, tandi samkveemt
pokkunarflokkum Sb I, 1l og Ill) sem fullgilta vidmidunarpréfunaradferdin getur meelt eda spad fyrir um; voru demigerd fyrir
ioefnaflokkana sem voru notadir i fullgildingarferlinu; hafa vel skilgreinda efnafradilega byggingu; kdlludu fram endurtakanlegar
nidurstodur i fullgiltu vidmidunarpréfunaradferdinni; kélludu fram endanlegar nidurstddur i vidmidunarpréfuninni i lifi; voru faanleg
& markadi; og fylgdi ekki 6asattanlegur férgunarkostnadur (14. heimild).

(®» Efnin préfud 6blondud eda med 90% hreinleika.

(3) Samsvarandi pokkunarflokkar Sb eru I, Il og 111, eftir pvi sem vid &, fyrir undirundirflokka 1A, 1B og 1C samkvaemt HSK Sp. NC:
oeetandi.

VERKFERLI

12. | eftirfarandi lidum er lyst pattum og verkferli ad pvi er vardar profunaradferd med talma Gr gervihimnu til ad meta atandi
eiginleika (7. og 15. heimild), byggt & nGverandi fullgiltri vidmidunaradferd p.e. Corrositex®, sem faest & almennum
markadi. Himnutalmann og samhafis-/litvisislausnir og flokkunarlausnir er haegt ad bda til, tilreida eda fa & almennum
markadi, s.s. pegar um er ad reda fullgiltu vidmidunaradferdina Corrositex®. Adferdarlysing fyrir préfunaradferd vid
synatoku fyrir fullgiltu vidmidunarpréfunaradferdina er adgengileg (7. heimild). Préfanir skulu fara fram vid
umhverfishita (17-25 °C) og peettirnir skulu uppfylla eftirfarandi skilyrdi.

Samhafisprofun fyrir profunaridefni

13.  Adur en préfun med talma Gr himnu er framkvaemd skal gera samhafisprofun til ad akvarda hvort unnt er ad greina
préfunarioefnio med efnagreiningarkerfinu. Ef efnagreiningarkerfid greinir ekki préfunarioefnid hentar préfunaradferdin
med tadlma Ur himnu ekki til ad meta hugsanlega atingareiginleika pess tiltekna préfunaridefnis og nota skal adra

préfunaradferd. Efnagreiningarkerfio og vahrifaadstedur i samhafispréfuninni skulu endurspegla vahrifin i sidari
préfunum med talma ar himnu.
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Flokkapréfun med timamérkum fyrir préfunaridefni

14. Ef pad & vid um préfunaradferdina skal préfunaridefni, sem hefur verid sampykkt med samhaefispréfuninni, gangast undir
flokkapréfun med timamdrkum, p.e. skimunarpréfun til ad greina milli veikra og sterkra syra eda basa. I fullgiltu
vidmidunarprofunaradferdinni er flokkunarpréfun med timamoérkum t.d. notud til ad syna hvor timamorkin skal nota,
byggt a pvi hvort umtalsverdur syru- eda basafordi greinist. Nota skal tvd mismunandi gegndreepitimamork til ad akvarda
@tandi eiginleika og undirundirflokka HSK Sb fyrir htidztingu, sem byggja & syru- eda basaforda préfunaridefnisins.

PATTIR PROFUNARADFERDAR MED TALMA UR HIMNU
Talmi ar himnu

15. Himnutadlminn samanstendur af tveimur pattum: protinriku vatnskenndu hlaupi Gr stérsameindum og gegndreepri
studningshimnu. Prdtinrika hlaupid skal vera dgegndraept fyrir vokva og fost efni en pad skal vera heagt ad teera pad og
gera gegndreept. Tilbdinn himnutalma skal geyma vid fyrir fram akvedin skilyroi sem synt hefur verid fram 4 ad komi i
veg fyrir skemmdir & hlaupinu, t.d. purrkun, voxtur drvera, tilfeersla eda sprungumyndun, sem myndi draga Gr nothefi
bess. Akvarda skal vidunandi geymslutima og ekki skal nota himnutalmana ad peim tima loknum.

16. Gegndrepa studningshimnan veitir prétinrika hlaupinu studning medan & hleypingu og vahrifum af voldum
préfunaridefnisins stendur. Studningshimnan skal koma i veg fyrir ad hlaupid falli saman eda farist til og geta hleypt
6llum profunaridefnunum i gegn.

17. Prétinrika hlaupid sem samanstendur af prétini, t.d. hornefni, kollageni eda bléndum af prétini, myndar efnivid ar hlaupi
sem profunaridefninu er midad ad. Prétinrika efninu er komid fyrir & yfirbordi studningshimnunnar og 14tid verda ad
hlaupi adur en himnutalminn er settur ofan & litvisislausnina. Protinrika hlaupid skal allt vera jafnt ad pykkt og péttleika
og engar loftbdlur eda gallar skulu vera til stadar sem geetu haft ahrif & starfreenan heilleika pess.

Efnagreinikerfi (CDS)

18. Litvisislausnin, sem er sama lausn og notud er fyrir samhafispréfunina, & ad syna svorun vid tilvist préfunaridefnis. Nota
skal pH-litvisisleysilit eda leysilitasamsetningu, t.d. kresélraudan og metylappelsinugulan, sem synir litabreytingar sem
svorun vid tilvist profunaridefnisins. Meelikerfid getur verid sjénreent eda rafraent.

19. Greinikerfi sem eru proud til ad greina flutning préfunaridefnis i gegnum himnutalmann skulu metin m.t.t. gildis og
areidanleika, til ad syna fram & pad svid idefna sem haegt er ad greina og magngreiningarmérkin.

FRAMKV/EMD PROFUNAR
Samsetning péatta préfunaradferdarinnar

20. Talmanum ar himnunni er komid fyrir i hettuglasi (eda rori) sem inniheldur litvisislausnina pannig ad 61l studningshimnan
er i snertingu vid litvisislausnina og engar loftbolur eru til stadar. bess skal geett ad tryggja ad heilleika tAlmans sé
vidhaldid.

Profunaridefni sett &

21. Hefilegu magni af préfunaridefninu, t.d. 500 ul af vokva eda 500 mg af fint muldu féstu efni (7. heimild), er komid
geetilega fyrir i 16gum & efri hluta yfirbords himnutdlmans og pvi dreift jafnt. Videigandi fj6ldi samhlida préfana, t.d.
fjorar (7. heimild), er undirbdinn fyrir hvert profunaridefni og samsvarandi samanburdi (sja 23.-25. lid). Skré skal timann
pegar préfunaridefnid er sett & himnutalmann. Til ad tryggja rétta skraningu a stuttum atingartima skal préfunarioefnid
sett & mismunandi tima i hettugldsin med samhlida préfununum.
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Meling & gegnprengingu himnutalma

22. Huvert hettuglas skal vaktad med videigandi hatti og skra skal hvenar fyrsta breyting a litvisislausninni & sér stad, p.e.
gegnprenging talmans, og akvarda timann sem Iidur milli isetningar og gegnprengingar himnutalmans.

Samanburdir

23. 1 profunum par sem notad er burdarefni eda leysir med préfunaridefninu skal burdarefnid eda leysirinn vera samhafd
himnutalmakerfinu, p.e. ekki breyta heilleika himnutdlmakerfisins, og skal ekki breyta etandi -eiginleikum
préfunaridefnisins. begar vid & skal préfa samanburdinn med leysi (eda burdarefni) samskeida préfunaridefninu til ad syna
fram & samhefi leysisins vid himnutalmakerfid.

24. Profa skal jakvaedan (aetandi) samanburd med atandi virkni i medallagi, t.d. 110 + 15 mg natriumhydroxid
(undirundirflokkur 1B i HSK Sp fyrir @tandi efni) (7. heimild), samskeida profunaridefninu til ad meta hvort
préfunarkerfid virkar med vidunandi heetti. Pad kann ad vera gagnlegt ad profa annan jakveedan samanburd, sem er ar
sama idefnaflokki og préfunaridefnid, til ad meta hlutfallslegan etingarmatt tandi préfunaridefnis. Velja skal jakveeda(n)
samanburd(i) sem er(u) i medallagi etandi (t.d. undirundirflokkur 1B i HSK SP) til ad greina breytingar &
gegnprengingartima sem kann ad vera Gasettanlega mikid lengri eda styttri en sett vidmidunargildi og gefur pannig
vishendingar um ad préfunarkerfid virki ekki sem skyldi. I pessum tilgangi koma mjog atandi (undirundirflokkur 1A i
HSK Sb) eda 6ztandi idefni ad takmdrkudum notum. Atandi idefni i undirundirflokki 1B i HSK Sb myndu gera Kleift ad
greina gegndraepitima sem er of hradur eda of haegur. Haegt veeri ad nota litillega etandi efni (undirundirflokkur 1C i HSK
SP) sem jakveedan samanburd til ad mala getu préfunaradferdarinnar til ad greina med samremdum heetti milli litillega
@tandi og 6atandi idefna. Ohad pvi hvada adferd er notud skal proa vidunandi svérunarsvid fyrir jakvaedan samanburd &
grundvelli rannsoknarsdgulegra gagna um gegndraepitima fyrir jakveeda samanburdinn sem er notadur, s.s. medaltal + 2-3
stadalfravik. I hverri rannsokn skal akvarda nakvaeman gegndraepitima fyrir jakvaeda samanburdinn svo ad hagt sé¢ ad
greina fravik sem eru utan vidunandi svids.

25. Einnig skal profa neikveedan (Oztandi) samanburd, t.d. 10% sitronusyra, 6% propansyra (7. heimild), samskeida
préfunaridefninu sem annars konar gadaeftirlit til ad syna fram & starfreenan heilleika himnutalmans.

Viomidanir fyrir &settanleika rannsoknar

26. Samkvaemt settum timamelipattum fyrir hvern undirundirflokk HSK Sp fyrir &tandi eiginleika er timinn (i minGtum),
sem lidur fra pvi ad préfunaridefnid er sett @ himnutalmann og par til gegnprenging tlmans & sér stad, notadur til ad spa
fyrir um etingareiginleika préfunaridefnisins. Til ad rannsékn geti talist vidunandi skal samskeida jakveedi
samanburdurinn syna pann gegnprengingartima sem bdaist er vid (t.d. 8-16 mindtna gegndrepitima fyrir natriumhydroxid,
ef pad er notad sem jakveedur samanburdur), skal samskeida neikvadi samanburdurinn ekki vera @tandi, og skal
samskeida samanburdur med leysi, ef hann er hafdur med, hvorki vera @tandi né geta breytt etingarmatti
profunaridefnisins. Adur en adferdin, sem fylgir pessari profunaradferd, er tekin til reglubundinnar notkunar skulu
rannsoknarstofur syna fram & teeknilega heaefni hennar med pvi ad nota efnin t6If sem radlégd eru i t6flu 2. Nota skal
fyrirframskilgreinda nothafisstadla fyrir nyjar hlidsteedar adferdir, sem eru hannadar samkveemt pessari préfunaradferd og
samsvara fullgiltu vidmidunaradferdinni (14. heimild) hvad skipulag og virkni vardar, til ad syna fram & areidanleika og
nakvemni nyju adferdarinnar adur en hun er notud til préfana vegna eftirlits (10. heimild).

Talkun nidurstadna og atingarflokkun fyrir préfunaridefni

27. Timinn (i mindtum) sem lidur milli pess ad préfunarioefnid er sett & himnutalmann og gegnprenging himnu & sér stad er
notadur til ad flokka préfunaridefnio med tilliti til undirundirflokka HSK Sb fyrir &tandi efni (1. heimild) og, ef vid &,
pdkkunarflokks Sp (16. heimild). proskuldstimagildi fyrir pessa prja undirundirflokka fyrir eetandi efni eru dkvordud fyrir
hverja tillagda préfunaradferd. Vid endanlega akvordun vardandi proskuldstimagildi skal taka tillit til parfarinnar til ad
lagmarka vanflokkun ad pvi er vardar hattu & stingu (p.e. réng, neikved nidurstada). I niverandi vidmidunarreglum um
préfanir skal nota proskuldstimagildi Corrositex®, eins og lyst er i toflu 3, par ed su adferd er sem stendur eina
préfunaradferdin sem fellur undir vidmidunarreglurnar um préfanir (7. heimild).
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28.

29.

Tafla 3

Spélikan Corrositex®

Medalgegndraepitimi (min.)

. i if i i Spa HSK Sh (3
Préfunaridefni i 1. Undirflokki (2) (4kvardad me3 Profunaridefni i 2. Undirflokki (%) pa ©)
. . (&kvardad med flokkunarprofun
flokkunarpréfun adferdarinnar) -
aoferdarinnar)
0-3 min. 0-3 min. Atandi, valkveaedur
undirundirflokkur 1A
> 3 til 60 min. > 3 til 30 min. Atandi, valkveaedur
undirundirflokkur 1B
> 60 til 240 min. > 30 til 60 min. Atandi, valkvaedur
undirundirflokkur 1C
> 240 min. > 60 min. Owtandi

(1) Préfunaridefni med mikinn syru-/basaforda (6. heimild)
(3 Profunaridefni med litinn syru-/basaforda (6. heimild)

(3) Undirundirflokkar 1A, 1B og 1C i HSK Sp samsvara pokkunarflokkum Sb I, 11 og Il eftir pvi sem vid &.

GOGN OG SKYRSLUGJIOF

Gdogn

Timinn (i minatum), sem lidur milli pess ad profunaridefnid og jakveedi samanburdurinn eru sett & og gegnprenging
himnu & sér stad, skal settur fram i t6fluformi sem sték gogn Ur samhlida préfun, sem og medaltal + stadalfravik fyrir

hverja préfun.

Préfunarskyrsla

Eftirtaldar upplysingar skulu vera i préfunarskyrslunni:

Profunarioefni og samanburdarefni:

— efni med einum efnispaetti: efnafredileg sanngreining, s.s. IUPAC- eda CAS-heiti, CAS-nr., SMILES- eda InChl-
kooi, byggingarformula, hreinleiki, efnakenni 6hreininda, eins og vid & og er teeknilega mogulegt, 0.s.frv.,

— fjolpattaefni, UVCB-efni og blanda: lysing & eiginleikum eins og kostur er med efnakenni (sja hér ad framan),
magnbundnu innihaldi og peim edlisefnafradilegu eiginleikum efnispattanna sem skipta mali.

— Utlit, vatnsleysni og adrir edlisefnafradilegir eiginleikar sem skipta mali,

— uppruni, lotunamer, ef pad liggur fyrir,

— meohodndlun préfunaridefnisins/samanburdarefnisins fyrir préfunina, ef vid & (t.d. hitun og mélun),

— stodugleiki profunaridefnisins, sidasti notkunardagur eda dagsetning endurgreiningar, ef hin er pekkt,

— geymsluskilyrdi.
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Okutaeki:

— audkenni, styrkur (ef vid &) og rammal efnis sem er notad,
— ok fyrir vali & burdarefni.

Likan med talma ar himnu i glasi og adferdarlysing sem notud eru, p.m.t. sénnud nakveemni og areidanleiki

Préfunaradstaedur:

— lysing & tekinu og verklagsreglum vid undirbdning sem notud eru,

— uppruni og samsetning talma ur himnu i glasi sem er notadur,

— samsetning og eiginleikar litvisislausnarinnar,

— aodferd vid greiningu,

— magn profunaridefnis og samanburdarefnis,

— fjéldi samhlida profana,

— lysing & og rok fyrir flokkaprofun med timamérkum,

— notkunaradferd,

— athugunartimi,

— lysing & peim matsvidmidunum og flokkunarvidmidunum sem eru notadar,
— synt fram & haefni vid framkvaemd profunaradferdarinnar fyrir reglubundna notkun med profunum & haefnisefnunum.

Nidurstddur:

— toflusetning einstakra Gunninna gagna Ur einstokum préfunum og samanburdarsynum fyrir hverja samhlida préfun,
— lysingar & 63rum &hrifum sem fram komu,
— afleidd flokkun med tilvisun i spalikanid/akvérdunarviomidanir sem eru notadar.

Umfjéllun um nidurstédurnar

Nidurstdoour
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Vidbatir
SKILGREININGAR

Nakvaemni: Melikvardi & pad hversu nalegt sampykktu vidmidunargildi nidurstada Gr préfun er. Nakveemni er melikvaroi a
notheefi profunaradferda og einn pattur gildis. Hugtakid er oft notad i stad hugtaksins ,,samsvorun® til ad lysa hlutfalli réttra
nidurstadna ur préfunaradferd (9. heimild).

idefni: Efni eda blanda.

Efnagreinikerfi (CDS): Sjénrant eda rafrent malikerfi med litvisislausn sem synir svorun vid tilvist préfunaridefnis, t.d. med
breytingu & pH-litvisisleysilit eda leysilitasamsetningu sem synir litabreytingu sem svérun vid tilvist profunaridefnisins eda med
annars konar efnafraeedilegum eda rafefnafraedilegum vidbrégdum.

Samsvorun: Samsvorun er mealikvardi & nothafi profunaradferdar, pegar um er ad reda profunaradferdir sem gefa
afdréattarlausar nidurstédur, og er einn pattur gildis. Hugtakid er stundum notad i stad hugtaksins ,,nakveemni* og er skilgreint
sem hlutfall allra préfadra idefna sem eru rétt flokkud sem jakveed eda neikveed. Samsvorun er ad miklu leyti had pvi hversu
algeng jakveed svorun er i peim gerdum préfunaridefna sem rannsakadar eru (9. heimild).

HSK (hnattsamraeemda kerfid til flokkunar og merkingar a idefnum): Kerfi til flokkunar idefna (efna og blandna),
samkvamt stéoludum tegundum og stigum edlisreennar heettu, heilbrigdishaettu og umhverfishattu, sem tekur til samsvarandi
hattubodsatrida, s.s. skyringarmynda, vidvorunarorda, heettusetninga, varnadarsetninga og Oryggisblada til ad midla
upplysingum um skadleg ahrif peirra til verndar folki (p.m.t. vinnuveitendur, starfsmenn, flytjendur, neytendur og bradalidar)
og umhverfinu (1. heimild).

IATA: Sampattar adferdir vid profun og mat (e. Integrated Approach on Testing and Assessment).

Blanda: Blanda eda lausn tveggja eda fleiri efna.

Efni med einum efnispeetti: Efni, skilgreint af magnbundinni samsetningu, par sem einn adalefnispattur er fyrir hendi ad
a.m.k. 80% (massahlutfall).

Fjolpattaefni: Efni, skilgreint af magnbundinni samsetningu, par sem fleiri en einn adalefnispattur er fyrir hendi i styrk sem
nemur > 10% (massahlutfall) og < 80% (massahlutfall). Fj6lpattaefni er afleiding af framleidsluferli. Mismunurinn & bléndu og
fjolpattaefni er sa ad blandan fast med blondun tveggja eda fleiri efna an efnahvarfs. Fjolpattaefni er afleiding af efnahvarfi.

NC: Oztandi.

Nothafisstadlar: Stadlar, byggdir & fullgiltri préfunaradferd, sem eru grundvéllur fyrir mat & samanburdarhafi tillagdrar
profunaradferdar sem er samsvarandi fullgiltu adferdinni med tilliti til verkunarméata og virkni. Medal peirra eru i.
grundvallarpettir préfunaradferdarinnar, ii. lagmarksskra yfir viomidunaridefni sem valin eru Gr peim idefnum sem voru notud
til ad syna fram & é&sattanlegt nothefi fullgiltu préfunaradferdarinnar og iii. gildi fyrir &reidanleika og ndkvaemni sem eru
svipud peim sem fengust med fullgiltu préfunaradferdinni og sem eiga ad fast med tillégou préfunaradferdinni pegar han er
metin 0t fra lagmarksskranni yfir viomidunaridefni (9. heimild).
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Gildi: Lysing & sambandi profunaradferdarinnar og ahrifanna, sem midad er vid, og hvort sambandid hefur merkingu og er
gagnlegt midad vid tiltekinn tilgang. Gildid lysir pvi ad hvada marki profunaradferdin neer ad mela rétt eda spa fyrir um
liffredilegu ahrifin sem midad er vid. Gildi felur i sér umfjéllun um nékveemni (samsvorun) profunaradferdar (9. heimild).

Areidanleiki: Mzalikvardi a pad ad hvada marki er hagt ad framkvama profunaradferd med samanburdarnakvamni hja hverri
rannséknarstofu og hja mismunandi rannséknarstofum i tiltekinn tima pegar hin er framkvemd samkvemt sému
adferdarlysingu. Areidanleiki er metinn med pvi ad reikna Ut einseturssamanburdarnakvemni og fjélsetra samanburdar-
nakvaemni (9. heimild).

Neemi: Hlutfall allra jakveedra/virkra idefna sem eru rétt flokkuo med préfunaradferdinni. Nemi er meelikvardi & nakvemni
préfunaradferdar sem gefur afdrattarlausar nidurstdéour og er mikilveeg forsenda i mati a gildi préfunaradferoar (9. heimild).

Hudeting i lifi: Varanleg skemmd i hid sem kemur fram eftir ad préfunaridefni hefur verid & hadinni i allt ad fjorar
klukkustundir, p.e. synilegt drep sem nar i gegnum hadpekjuna og nidur i ledurhidina. Atandi svorun einkennist af sarum,
bleedingu, bledandi hridri og, i lok 14 daga athugunartimabilsins, upplitun pegar hidin folnar, harlausum blettum og 6rum. Til
greina kemur ad gera vefjameinafraedilegar athuganir til ad meta vefjaskemmdir sem vafi leikur & um.

Sérteki: Hlutfall allra neikvadra/dvirkra idefna sem eru rétt flokkud med préfunaradferdinni. Sérteki er melikvardi &
ndkveemni profunaradferdar sem gefur afdrattarlausar nidurstédur og er mikilveeg forsenda i mati & gildi profunaradferdar
(9. heimild).

Efni: Frumefni og efnasambdnd pess, nattiruleg eda unnin med framleidsluferlum, p.m.t. 811 aukefni, sem eru naudsynleg til ad
vidhalda st6dugleika pess, og 6ll dhreinindi, sem stafa fra vinnslunni, en p6 ekki leysiefni sem skilja ma fr4 an pess ad pad hafi
ahrif & stddugleika efnisins eda breyti samsetningu pess.

Préfunaridefni: Sérhvert efni eda blanda sem er préfud med pessari profunaradferd.

UVCB-efni: Efni af 6pekktri eda breytilegri samsetningu, flokin myndefni eda liffreedileg efni.
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B.66 GREINING [ GLASI MED STOPUGRI, INNLEIDDRI ADVIRKJUN TIL AD GREINA ESTROGENVIDTAKAORVA OG -
BLOKKA

ALMENNUR INNGANGUR
Vidmidunarregla OECD um profanir byggd & nothafi

1. Ppessi préfunaradferd jafngildir OECD-vidmidunarreglu 455 um préfanir (2016). Vidmidunarregla 455 um préfanir er
vidmidunarregla um préfanir byggd & nothefi (PBTG) par sem lyst er adferdafraedi greininga i glasi med stddugri,
innleiddri advirkjun (e. transactivaton) til ad greina estrégenvidtakadrva og -blokka (ER TA-greiningar). Hin saman-
stendur af nokkrum préfunaradferdum med samsvarandi verkunarmata og virkni til greiningar & estrogenvidtakadrva og -
blokka (p.e. ERa, og/eda ERp) og skal audvelda préun nyrra samsvarandi eda breyttra profunaradferda i samraemi vid
meginreglurnar um fullgildingu sem settar eru fram i leidbeiningarskjali Efnahags- og framfarastofnunarinnar um
fullgildingu og alpj6dlega stadfestingu & nyjum eda uppferdum profunaradferdum fyrir haettumat (1. heimild). Fullgiltu
vidmidunarprofunaradferdirnar (2. vidbeetir og 3. vidbeetir) sem leggja grunninn ad pessari vidmidunarreglu um préfanir
byggda & nothefi eru:

— STTA-greiningin (greining & advirkjun stddugrar innleidslu) (2. heimild) par sem notud er frumulinan (h) ERa-HelLa-
9903 og

— VMT7Luc ER TA-greiningin (3. heimild) par sem notud er frumulinan VM7Luc4E2 (1) sem tjair einkum hERo og ad
hluta hER (4. og 5. heimild).

Nothefisstadlar (6. og 7. heimild) eru tilteekir fyrir préun og fullgildingu samsvarandi greininga fyrir sému endapunkta
heettu og pa skal nota. beir gefa feeri & timanlegum breytingum & vidmidunarreglu 455 um préfanir byggda & nothefi
pannig ad heegt sé ad baeta nyjum, samsvarandi greiningum vid uppfaerda vidmidunarreglu um préfanir byggda & nothefi
en po verdur samsvarandi greiningum einungis batt vid eftir endurskodun og sampykki Efnahags- og framfarastofn-
unarinnar fyrir pvi ad nothafisstadlarnir séu uppfylltir. Unnt er ad nota hverja sem er af greiningunum sem er ad finna i
vidmidunarreglu 455 um profanir til ad uppfylla krofur adildarlanda um nidurstédur Gr préfunum & advirkjun
estrogenvidtaka og njota um leid goéos af kerfi Efnahags- og framfarastofnunarinnar fyrir gagnkvemt sampykki gagna.

Bakgrunnur og meginreglur greininganna sem falla undir pessa profunaradferd

2. Efnahags- og framfarastofnunin hafdi frumkvaedi ad forgangsadgerd arid 1998 til ad endurskoda fyrirliggjandi vidmidun-
arreglur fyrir profanir og proa nyjar vidmidunarreglur fyrir skimun og préfun & hugsanlega innkirtlatruflandi efnum.
Hugtakarammi Efnahags- og framfarastofnunarinnar fyrir préfun og mat & innkirtlatruflandi idefnum var endurskodadur
ario 2012. Upphaflega og endurskodada hugtakarammann er ad finna sem vidauka i leidbeiningarskjali Efnahags- og
framfarastofnunarinnar um stadladar vidmidunarreglur um profanir til ad meta idefni med tilliti til innkirtlatruflandi
eiginleika (8. heimild). Hugtakaramminn samanstendur af fimm stigum, hvert stig samsvarar mismunandi stigi
liffreedilegs margbreytileika. ER TA-greiningarnar sem lyst er i pessari profunaradferd tilheyra 2. stigi sem felur i sér
greiningar i glasi sem veita upplysingar um valid eda valin gangvirki/valinn eda valda ferla innkirtlastarfsemi. bessi
préfunaradferd er fyrir greiningar i glasi med advirkjun og er &tlud til ad greina estrégenvidtakadrva og -blokka.

3. Vixlverkun estrogens vid estrégenvidtaka (ER) getur haft ahrif & umritun estrdgenstyrdra gena sem geta leitt til vakningar
eda heftingar & frumuferlum, p.m.t. pau sem eru naudsynleg fyrir frumufjdlgun, edlilegan fdsturproska og &xlunar-
starfsemi (9.—11. heimild). Truflun & edlilegum estrogenvirkum kerfum getur e.t.v. komid af stad skadlegum ahrifum a
edlilega proskun (einstaklingsmyndun), frjésemisheilbrigdi og heilleika exlunarfaeranna.

4. TA-greiningar i glasi byggjast & beinni eda dbeinni vixlverkun efnanna vid tiltekinn vidtaka sem styrir umritun visigens-
afuroar. Slikar greiningar hafa verid mikid notadar til ad meta genatjaningu sem er styrt af tilteknum kjarnavidtokum, s.s.
estrogenvidtokum (12.—16. heimild). Lagt hefur verid til ad peaer séu notadar vid greiningu & advirkjun estrégens sem er
styrt af estrogenvidtakanum (ER) (17.-19. heimild). Ad minnsta kosti tver mikilveegar undirtegundir Kkjarnaestro-
genvidtaka eru til stadar, a og B, sem eru kddadir med mismunandi genum. Vidkomandi prdtin hafa mismunandi
liffreedileg hlutverk sem og mismunandi dreifingu i vef og bindiseekni bindils (20.—26. heimild). o-kjarnaestrgenvidtakar
midla hefdbundinni estrogensvorun (27.-30. heimild) og pvi eiga flest likdn sem verid er ad proa til ad mela
estrogenvidtakavirkjun eda -heftingu sérstaklega vido um ERa. Greiningarnar eru notadar til ad greina ioefni sem virkja
(eda hefta) estrogenvidtaka i kjolfar bindingar bindils en eftir pad binst vidtaka- og bindilsflokinn tilteknum DNA-
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svOrunarpattum og advirkjar visigen sem leidir til aukinnar frumutjaningar merkiprotins. Heaegt er ad nota mismunandi
svérun visigena i pessum greiningum. I kerfum sem byggjast & lisiferasa umbreytir lusiferasaensimid ldsiferasahvarf-
efninu i lifljomunarafurd sem heagt er ad mala megindlega med ljosmali. Onnur demi um algenga vidtaka eru
fldrljmunarprétin og LacZ-genid sem kddar B-galaktdsidasa, ensim sem getur umbreytt litlausa hvarfefninu X-gal
(5- brémoé-4-kléré-indolyl-galaktopyrandsid) i blaa afurd sem heagt er ad magngreina med litréfsmeeli. Haegt er ad meta
pessa vidtaka & fljotan og 6dyran hatt med préfunarsettum sem fast & almennum markadi.

5. Synt hefur verid fram & mikilveegi og areidanleika STTA- og VM7Luc TA-greininga fyrir e&tladan tilgang peirra med
fullgildingarrannséknum (3., 4., 5. og 30. heimild). Nothafisstadla fyrir ljomunarmidadar ER TA-greiningar par sem
notadar eru brjéstafrumulinur er ad finna i matsskyrslu ICCVAM-nefndarinnar ,,JCCVAM Test Method Evaluation
Report on the LUMI-CELL® ER (VM7Luc ER TA) Test Method: An In Vitro Assay for Identifying Human Estrogen
Receptor Agonist and Antagonist Activity of Chemicals® (3. heimild). Pessum nothafisstédlum hefur verid breytt til ad
heegt sé ad nota pa fyrir baedi STTA- og VM7Luc TA-greiningar (2. heimild).

6.  Skilgreiningar og skammstafanir sem notadar eru i pessari préfunaradferd eru settar fram i 1. vidbeeti.

Gildissvid og takmarkanir i tengslum vid TA-greiningar

7. Lagt er til ad pessar greiningar séu notadar vid skimun og forgangsr6dun en per geta einnig veitt upplysingar um
gangvirki sem haegt er ad nota vid greiningu & veegi rokstuddra visbendinga. ber greina advirkjun af véldum
efnafreedilegrar bindingar vid estrdgenvidtaka med profun i glasi. Nidurstddurnar skal pvi ekki yfirfeera beint & flokin bod
og styringu 6skaddads innkirtlakerfisins i lifi.

8.  Advirkjun midlad med estrdgenvidtaka telst eitt af helstu gangvirkjum innkirtlatruflunar (IT) pd ad pad séu énnur
gangvirki sem geta framkallad innkirtlatruflun, p.m.t. i. vixlverkun vid adra vidtaka og ensimkerfi innan innkirtlakerfisins,
ii. hormonamyndun, iii. efnaskiptavirkjun og/eda -6virkjun hormdna, iv. dreifing hormdna i markvefjum, og v. Gthreinsun
Ur likamanum. Engin greininganna i pessari préfunaradferd vardar pa verkunarhaetti.

9.  Pessi profunaradferd vardar getu idefnanna til ad virkja (p.e. virka sem &rvar) og einnig til ad bala nidur (p.e. virka sem
blokkar) ER-hada umritun. Sum idefni geta, had frumugerd, synt virkni badi sem drvar og blokkar og eru pekkt sem efni
sem hafa valbundin &hrif & estrégenvidtaka (e. selective estrogen receptor modulators (SERM)). idefni sem eru neikvaed i
pessum greiningum matti meta med ER-bindigreiningu adur en su alyktun er dregin ad idoefnid bindist ekki vidtakanum.
Vegna takmarkadrar efnaskiptagetu frumukerfa i glasi eru greiningarnar ad auki eingdngu liklegar til ad upplysa um
virkni modursameindarinnar. Ad teknu tilliti til pess ad einungis stok efni voru notud i fullgildingunni hefur ekki verid
fjallad um nothefid fyrir préfunarblondur. Fraedilega séd telst préfunaradferdin samt sem &dur nothef til préfunar &
fiolpéattaefnum, UVCB-efnum og bléndum. Adur en pessi adferd til profunar & fidlpattaefni, UVCB-efni eda bléndu er
notud til ad fa gdgn sem fyrirhugad er ad nota i eftirlitsskyni skal skodad hvort, og pa af hverju, hin geti veitt nidurstdédur
sem eru fullnzgjandi i peim tilgangi. Ekki er porf & slikri skodun ef profun & bléndunni er krafa af halfu eftirlitsyfirvalda.

10. Nidurstddur érvapréfunar fyrir pau 34 efni sem voru profud i badum fullgiltu viomidunaradferdunum sem lyst er i pessari
préfunaradferd eru gefnar upp i toflu 1 i upplysingaskyni. Byggt & birtum skyrslum, p.m.t. um greiningar i glasi fyrir
ER-bindingu og TA og/eda greininguna & legorvandi &hrifum, eru 26 af pessum efnum flokkud sem afdréattarlausir ER-
blokkar og 8 neikvaed (2., 3., 18., 31.—34. heimild). Nidurstédur blokkapréfunar fyrir pau 15 efni sem voru préfud i badum
fullgiltu vidmidunaradferdunum sem lyst er i pessari préfunaradferd eru gefnar upp i t6flu 2. Byggt & birtum skyrslum,
p.m.t. um greiningar i glasi fyrir ER-bindingu og TA og/eda greininguna & legdrvun, eru 4 af pessum efnum flokkud sem
afdréttarlausir/alitnir ER-blokkar og 10 neikvad (2., 3., 18. og 31. heimild). Ad pvi er vardar gdgnin sem eru tekin saman
i toflu 1 og to6flu 2 var 100% samkvaemni milli vidmidunarpréfunaradferdanna tveggja i flokkun allra efnanna med
blokkagreiningu, fyrir utan eitt (Mifepristone), og hvert efni var rétt flokkad sem ER-orvar/blokkar eda neikveett.
Vidbotarupplysingar um pennan flokk idefna, sem og um fleiri idefni sem voru préfud i STTA- og VM7Luc ER TA-
greiningunum i fullgildingarrannséknunum, koma fram i nothafisstodlunum fyrir ER TA-greininguna (6. og 7. heimild) i
2. vidbeeti (toflur 1, 2 og 3).



Tafla 1

Yfirlit yfir nidurstédur ar STTA- og VM7Luc ER TA-greiningum fyrir efni sem eru préfud i badum greiningum & érvum og flokkud sem ER-6rvar (POS) eda neikveed (NEG)

STTA-greining (%)

VM7Luc ER TA-greining (?)

Gagnagjafi fyrir flokkun (%)

Efni CAS-nlmer . . . | EC50-gildi (t), ) | Adrar ER TA- . N

ER TA-virkni PC10-gildi (M) | PC50-gildi (°) (M) ER TA-virkni M) greiningar (9 ER-binding Legorvandi
17R-estradiol () 50-28-2 POS <1,00 x 101 <1,00 x 101 POS 5,63 x 1012 POS (227/227) POS POS
17a-estradiol (2) 57-91-0 POS 7,24 x 10 6,44 x 10710 POS 1,40 x 10°° POS(11/11) POS POS
17a-etinylestradiol (2) 57-63-6 POS <1,00 x 10°% <1,00 x 10°% POS 7,31 x 1022 POS(22/22) POS POS
17p-trenbolon 10161-33-8 POS 1,78 x 108 2,73 x 107 POS 4,20 x 108 POS (2/2) NT NT
19-nortestosterdn (2) 434-22-0 POS 9,64 x 10°° 2,71 x 107 POS 1,80 x 106 POS(4/4) POS POS
4-kamylfendl (2) 599-64-4 POS 1,49 x 107 1,60 x 106 POS 3,20 x 107 POS(5/5) POS NT
4-tert-oktylfendl (2) 140-66-9 POS 1,85 x 10°° 7,37 x 108 POS 3,19 x 108 POS(21/24) POS POS
Apigenin (2) 520-36-5 POS 1,31 x 107 571 x 107 POS 1,60 x 106 POS(26/26) POS NT
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STTA-greining (%)

VM7Luc ER TA-greining (?)

Gagnagjafi fyrir flokkun (%)

Efni CAS-ndmer I - - | EC50-gildi (%), (%) | Adrar ER TA- . o

ER TA-virkni PC10-gildi (M) | PC50-gildi (°) (M) ER TA-virkni (M) greiningar (9 ER-binding Legorvandi
9 Atrasin (?) 1912-24-9 NEG — — NEG — NEG (30/30) NEG NT
10 Bisfendl A (3) 80-05-7 POS 2,02 x 108 2,94 x 107 POS 5,33 x 107 POS(65/65) POS POS
11 Bisfendl B (2) 77-40-7 POS 2,36 x 108 2,11 x 107 POS 1,95 x 10”7 POS(6/6) POS POS
12 Butylbensylpalat () 85-68-7 POS 1,14 x 108 4,11 x 10 POS 1,98 x 106 POS(12/14) POS NEG
13 Kortikosteron (2) 50-22-6 NEG — — NEG — NEG(6/6) NEG NT
14 Kamestrol (2) 479-13-0 POS 1,23 x 10°° 2,00 x 108 POS 1,32 x 10”7 POS(30/30) POS NT
15 Daidsein (?) 486-66-8 POS 1,76 x 108 1,51 x 107 POS 7,95 x 107 POS(39/39) POS POS
16 Dietylstilboestrol (2) 56-53-1 POS <1,00 x 101 2,04 x 101! POS 3,34 x 10! POS(42/42) POS NT
17 Di-n-batylpalat 84-74-2 POS 4,09 x 10 POS 4,09 x 10 POS(6/11) POS NEG
18 Etylparaben 120-47-8 POS 5,00 x 106 (an PC50) POS 2,48 x 10°° POS NT
19 Estron (3) 53-16-7 POS 3,02 x 101 5,88 x 1010 POS 2,34 x 10710 POS(26/28) POS POS
20 Genistein (?) 446-72-0 POS 2,24 x 10°° 2,45 x 108 POS 2,71 x 107 POS(100/102) POS POS
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STTA-greining (%)

VM7Luc ER TA-greining (?)

Gagnagjafi fyrir flokkun (%)

Efni CAS-ndmer I - - | EC50-gildi (%), (%) | Adrar ER TA- . o

ER TA-virkni PC10-gildi (M) | PC50-gildi (v) (M) ER TA-virkni (M) greiningar (9 ER-binding Legdrvandi
21 Haldperidol 52-86-8 NEG — — NEG — NEG (2/2) NEG NT
22 Kampferol (2) 520-18-3 POS 1,36 x 107 1,21 x 10°® POS 3,99 x 10 POS(23/23) POS NT
23 Kepon (3) 143-50-0 POS 7,11 x 107 7,68 x 10 POS 4,91 x 107 POS(14/18) POS NT
24 Ketbkonasol 65277-42-1 NEG — — NEG — NEG (2/2) NEG NT
25 Lindrén (3) 330-55-2 NEG — — NEG — NEG (8/8) NEG NT
26 mesd-Hexestrol (2) 84-16-2 POS <1,00 x 101 2,75 x 101! POS 1,65 x 101 POS(4/4) POS NT
27 Metyltest6steron () 58-18-4 POS 1,73 x 107 4,11 x 10°® POS 2,68 x 10 POS(5/6) POS NT
28 Morin 480-16-0 POS 5,43 x 107 4,16 x 10 POS 2,37 x 10 POS(2/2) POS NT
29 Noretynodrel (2) 68-23-5 POS 1,11 x 101 1,50 x 10°° POS 9,39 x 10°10 POS(5/5) POS NT
30 p,p’-Metoxyklor (2) 72-43-5 POS 1,23 x 10°¢ (&n PC50) (v) POS 1,92 x 10°¢ POS(24/27) POS POS
31 Fendbarbital () 57-30-7 NEG — — NEG — NEG(2/2) NEG NT
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STTA-greining (%) VM7Luc ER TA-greining (?) Gagnagjafi fyrir flokkun (%)
Efni CAS-nhmer EC50-gildi (9, (%) | Adrar ER TA
ER TA-virkni PC10-gildi (M) | PC50-gildi (°) (M) ER TA-virkni (M) ' greiningar (9 ER-binding Legorvandi
32 Reserpin 50-55-5 NEG — — NEG — NEG(4/4) NEG NT
33 Spirénolaktén (3) 52-01-7 NEG — — NEG — NEG(4/4) NEG NT
34 Testosteron 58-22-0 POS 2,82 x 108 9,78 x 10°® POS 1,75 x 10 POS(5/10) POS NT

Skammstafanir: CAS-nimer = Skraningarndmer hja Upplysingapjonustu um idefni; M = mél; EC50 = halfur hamarkshrifstyrkur préfunarefnis; NEG = neikveett; POS = jakvatt; NT = ekki profad (e. Not tested); PC10 (og
PCs) = styrkur préfunarefnis par sem svorunin er 10% (eda 50% fyrir PC50) af svoruninni sem jakveedi samanburdurinn framkallar (E2 1nM) i hverjum bakka.

®

)
©
O

®
G
)

Algeng efni préfud i STTA- og VM7Luc ER TA-greiningunum sem voru tiltekin sem estrégendrvar eda neikvaed og notud til ad meta ndkvaemni i VM7Luc ER TA-fullgildingarrannsokninni (ICCVAM VM7Luc ER
TA Evaluation Report, tafla 4-1 (3)).

Hamarksstyrkur préfadur an takmarkana vegna frumueiturhrifa eda 6uppleysanleika var 1 x 10-5 M (STTA-greining) og 1 x 10-3 M (VM7Luc ER TA-greining).

Fjoldi innan sviga stendur fyrir préfunarmidurstodur sem flokkast sem jakvadar (POS) eda neikvadar (NEG) af heildarfjélda rannsoknanna sem visad er til.

Gildi tilkynnt i Draft Report of Pre-validation and Inter-laboratory Validation For Stably Transfected Transcriptional Activation (TA) Assay to Detect Estrogenic Activity - The Human Estrogen Receptor Alpha
Mediated Reporter Gene Assay Using hER-HeLa-9903 Cell Line (2. heimild).

Matsskyrsla ICCVAM-nefndarinnar um ,,LUMI-CELL® ER (VM7Luc ER TA) Test Method: An In Vitro Method for Identifying ER Agonists and Antagonists* (3. heimild)

Medalgildi EC50 voru reiknud Ut fra gildum skradum af rannséknarstofunum i VM7Luc ER TA-fullgildingarrannsékninni (XDS, ECVAM og Hiyoshi).

Flokkun sem ER-6rvi eda ekki var byggd & upplysingum i bakgrunnsskjélunum vegna endurskodunar samra@mingarnefndar stofnana um fullgildingu stadgénguadferda & préfunaradferdoum (ICCVAM-nefndin) &
préfunaradferdum vegna ER-bindingar og advirkjunar (TA) (31. heimild) sem og & upplysingum r ritum sem eru birt og rynd eftir ad bakgrunnsskjol ICCVVAM-nefndarinnar vegna endurskodunarinnar voru tilbdin (2.,
3.,18., 31., 33. og 34. heimild).Athugasemdir: Ekki hafa allar greiningar i pessari préfunaradferd somu malingar. | sumum tilvikum er ekki hagt ad reikna Gt EC50 par sem ekki kemur fram svérunarferill fyrir fullan
skammt. | STTA-greiningunni er PC10-gildid helsta maelingin en pad kunna einnig ad vera fleiri deemi par sem PCx veitir gagnlegar upplysingar.
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Tafla 2

Samanburdur a nidurstédum Gr STTA- og VM7Luc ER TA-greiningum fyrir efni sem eru préfud i badum blokkagreiningum og flokkud sem ER-blokkar (POS) eda neikvaed

(NEG)

ER STTA-greining (%)

VM7Luc ER TA-greining (?)

ICCVAM-flokkun

C L Ventanleg ahrif . MeSH- .
Efni (%) CAS-nimer o o o ICao-gildi €, ) ER STTA () sem sammeli er iefnaflokkur (9 Voruflokkur (7)
ER TA-virkni | ICs-gildi (t) (M) | ER TA-virkni M) ’ um ()
4-hydroxytamoxifen 68047-06-3 POS 3,97 x 10° POS 2,08 x 10”7 POS, i POS Vetniskolefni Lyf
medallagi (hringad)
Dibensd[a,h]antrasen 53-70-3 POS An ICso POS An ICso POS PP Fj6lhringa Rannsoknar-
efnasamband stofuidefni,
nattlruvara
Mifepristén 84371-65-3 POS 5,61 x 106 NEG — POS, vagt NEG Steri Lyf
Raloxifen 82640-04-8 POS 7,86 x 10710 POS 1,19 x 10° POS, i POS Vetniskolefni Lyf
vetnisklorio medallagi (hringad)
Tamoxifen 10540-29-1 POS 4,91 x 107 POS 8,17 x 10”7 POS POS Vetniskolefni Lyf
(hringad)
17B-estradiol 50-28-2 NEG — NEG — PN PN Steri Lyf, efni til
dyralaekninga
Apigenin 520-36-5 NEG — NEG — NEG NEG Heturhringlida Leysilitur,
samband nattdruvara,
lyfjamilliefni
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ER STTA-greining (%)

VM7Luc ER TA-greining (?)

ICCVAM-flokkun

C L Ventanleg ahrif ) MeSH- .
Efni (%) CAS-nimer o o o ICao-gildi €, ) ER STTA () sem sammeli er iefnaflokkur (9 Voruflokkur (7)
ER TA-virkni | ICs-gildi (t) (M) | ER TA-virkni M) ’ um ()
8 Atrasin 1912-24-9 NEG — NEG — NEG PN Heturhringlida Iligresiseydir
samband
9 Di-n-batylpalat 84-74-2 NEG — NEG — NEG NEG Estri, palsyra Innihaldsefni i
snyrtivérum,
ionefni,
mykiefni
10 Fenarimol 60168-88-9 NEG — NEG — ekki profad PN Heturhringlida Sveppaeydir
samband,
pyrimidin
11 Flavon 525-82-6 NEG — NEG — PN PN Flavon6ia, Nattaruvara, lyf
heturhringlioa
samband
12 Flutamid 13311-84-7 NEG — NEG — NEG PN Amid Lyf, efni til
dyralaekninga
13 Genistein 446-72-0 NEG — NEG — PN NEG Flavon6ia, Nattaruvara, lyf
heturhringlida
samband
14 p-n-nonylfenol 104-40-5 NEG — NEG — ekki préfad NEG Fenol Milliefni
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ER STTA-greining (%) VM7Luc ER TA-greining (?) | 1cevAM-fiokkun
. . Ventanleg ahrif - MeSH- R
Efni (2) CAS-ntimer . sem sammelier | . Voruflokkur (7)
L o o ICso-gildi (%), (3) ER STTA (%) idefnaflokkur (6)
ER TA-virkni | ICs-gildi (t) (M) | ER TA-virkni M) ’ um ()
15 Resveratrol 501-36-0 NEG — NEG — PN NEG Vetniskolefni Nattlruvara
(hringad)

Skammstafanir: CAS-nimer = Skraningarntimer hja Upplysingapjénustu um idefni; M = mol; IC50 = halfur hAmarksheftistyrkur profunaridefnis; NEG = neikvaett, PN = 4litid neikveett; POS = jakveett; PP = 4litio jakveett.
(8 Algeng efni pr6fud i STTA- og VM7Luc ER TA-greiningunum sem voru tiltekin sem estrégendrvar eda neikveed og notud til ad meta nakveemni i VM7Luc ER TA-fullgildingarrannsékninni (2. og 3. heimild).

(°) Hamarksstyrkur préfadur an takmarkana vegna frumueiturhrifa eda 6uppleysanleiki var 1 x 10-3 M (STTA-greining) og 1 x 10-5 M (VM7Luc ER TA-greining).

(1) Fullgildingarskyrslan fyrir ,,Stably transfected Transcriptional Activation Assay to Detect ER mediated activity*, B-hluti

(®» Matsskyrsla ICCVAM-nefndarinnar um ,,LUMI-CELL® ER (VM7Luc ER TA) Test Method: An In Vitro Method for Identifying ER Agonists and Antagonists“ (3. heimild).

(3) Medaltal IC50-gilda voru reiknud Gt fra gildum sem rannséknarstofurnar i VM7Luc ER TA-fullgildingarrannsékninni (XDS, ECVAM og Hiyoshi) skradu.

(4 ER STTA-virkni sem gert er rad fyrir Gt fra skrddum ahrifum i rannsoknarségulegu gégnunum um ER-vidtakagreiningu i CERI-greiningunni, greiningunni & legérvandi ahrifum og upplysingum sem er samradad Ur

adgengilegum heimildum (2. heimild).

(5) Flokkun sem ER-blokki eda ekki var byggd & upplysingum i bakgrunnsskjélum vegna endurskodunar ICCVAM-nefndarinnar & greiningum & ER-bindingu og TA-greiningum (31. heimild) sem og & upplysingum ar

ritum sem eru birt og rynd eftir ad bakgrunnsskjél ICCVAM-nefndarinnar vegna endurskodunarinnar voru tilbdin (2., 3., 18. og 31. heimild).

(6) Efnunum var skipad i einn eda fleiri idefnaflokka med pvi ad nota alpjédlega vidurkennt flokkunarkerfi U.S. National Library of Medicine’s Medical Subject Headings (MeSH) (adgengilegt &:

http://www.nlm.nih.gov/mesh).
(") Efnunum var skipad i einn eda fleiri voruflokka med pvi ad nota gagnabanka U.S. National Library of Medicine’s Hazardous Substances (adgengilegt 4: http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlgen?HSDB)
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12.11.2020 EES-viobetir vid Stjornartioindi Evropusambandsins Nr. 73/609

PZETTIR ER TA-GREININGAR

Grundvallarpeettir greiningar

11. bessi profunaradferd gildir um greiningar par sem notadur er ERa-vidtaki sem er stédugt innleiddur eda er innraenn og
stodugt innleidd visigensmid sem er stjérnad af einum eda fleiri estrégensvorunarpéttum; adrir vidtakar s.s. ER kunna pd
a0 vera til stadar. Petta eru grundvallarpeettir greiningar.

Samanburdur

12. Lysa skal grundvellinum fyrir tilldgdum samskeida viomidunarstédlum fyrir hverja greiningu & 6rvum og blokkum.
Samskeida samanburdur (neikvaedur, med leysi og jakveedur), eins og vid 4, skal gefa visbendingu um ad greiningin sé
virk vid prdfunarskilyrdin og er grundvollur fyrir samanburdi & tilraunum; hann er yfirleitt hluti af viomidununum fyrir
aseettanleika vegna viokomandi tilraunar (1. heimild).

Stadlad verklag vid gedaeftirlit

13. Stadlad verklag vid geedaeftirlit skal vera eins og lyst er fyrir hverja greiningu til ad tryggja ad frumulinan haldist stddug i
gegnum margar umsaningar, helst laus vid berfryminga (p.e. laus vid bakteriusmit) og halda getunni til ad veita hina
tiletludu ER-midludu svorun til lengri tima. Hafa skal frekara eftirlit med frumulinum ad pvi er vardar rétt kenni og ad
pvi er vardar dnnur adskotaefni (t.d. sveppir, gersveppir og veirur).

Synt fram & hafni rannsoknarstofu

14.  Adur en opekkt idefni eru profud med einhverri af greiningunum i pessari profunaradferd skal hver rannsoknarstofa syna
fram & heefni vid notkun greiningarinnar. Til ad syna fram & hafni skal hver rannsoknarstofa préfa haefnisefnin 14 sem
tilgreind eru i téflu 3 fyrir greiningu & érva og 10 hafnisefni i t6flu 4 fyrir greiningu & blokka. Pessi hafnisprofun mun
einnig stadfesta svorunargetu profunarkerfisins. Skrain yfir hafnisefnin er undirmengi vidomidunarefnanna sem eru
tilgreind i nothefisstédlunum fyrir ER TA-greiningarnar (6. heimild). bessi efni fast & almennum markadi, eru ar peim
flokkum idefna sem eru almennt tengdir ER-blokkunar- og érvunarvirkni, syna videigandi mattarsvid fyrir pann styrk sem
buist var vid ER-orva/blokka (p.e. mikinn yfir i litinn) og na yfir neikveed efni. Profun & hafnisefnunum skal endurtaka
a.m.k. tvisvar & mismunandi dégum. Synt er fram & haefni med réttri flokkun (jakveatt/neikvaett) & hverju heaefnisefni. Hver
teeknimadur skal endurtaka hafnisprofun pegar hann leerir & greiningarnar. Sum pessara hafnisefna geta, had frumugerd,
hagad sér eins og efni sem hafa valbundin ahrif & estrégenvidtaka (SERM) og synt virkni sem badi drvar og blokkar.
Heefnisefnin eru pd flokkud i t6flum 3 og 4 eftir pekktri radandi virkni sem skal notud vid hafnismatid.

15. Til ad syna fram & nothafi og m.t.t. gaedaeftirlits skal hver rannséknarstofa taka saman rannsoknarségulega gagnagrunna
fyrir 6rva og blokka med vidomidunarstddlum (t.d. 17p-estradidli og tamoxifeni), jakvaed og neikveed samanburdaridefni
og samanburd med leysi (t.d. DMSO). I upphafi skal gagnagrunnurinn myndadur dr a.m.k. 10 sjalfsteedum keyrslum med
Orva (t.d. 17p-estradiél) og 10 sjalfstedum keyrslum med blokka (t.d. tamoxifen). Nidurstédum ar greiningum i
framtidinni & pessum vidmidunarstddlum og samanburdum med leysi skal beett vid til ad steekka gagnagrunninn og tryggja
pannig samraemi og nothefi lifgreiningarinnar & rannséknarstofunni til lengri tima.



Skra yfir (14) heefnisefni fyrir greiningu a érva (8)

Tafla 3

STTA-greining

VM7Luc ER TA-greining

. . Svorun sem buist . . MeSH- i
Nr. () Efni CAS-nmer er vid (1) o PC50-gildi (M) | Styrkbil préfunar | VM7Luc EC50- Heest styrkur vig isefnaflokkur (5) Voruflokkur (*)
PC10-gildi (M) (?) ) ™) ildi (M) (9 akvordun a
g styrkbili (M) ()
14 Dietylstilbdestrol 56-53-1 POS <1,00 x 1011 2,04 x 1011 10-14 - 108 3,34 x 1011 3,73 x 10 Vetniskolefni Lyf, efni til
(hringad) dyralaekninga
12 17a-estradiol 57-91-0 POS 4,27 x 1011 6,44 x 1010 1011 - 105 1,40 x 10°° 3,67 x 108 Steri Lyf, efni til
dyralaekninga
15 mesé-Hexestrol 84-16-2 POS <1,00 x 1011 2,75 x 101 101 - 10% 1,65 x 1011 3,70 x 1073 Vetniskolefni Lyf, efni til
(hringad), fendl | dyralekninga
11 4-tert-oktylfendl 140-66-9 POS 1,85 x 107 7,37 x 108 101t - 10° 3,19 x 108 4,85 x 103 Fendl Milliefni
9 Genistein 446-72-0 POS 2,24 x 109 2,45 x 108 1011 -10° 2,71 x 107 3,70 x 10 Flavonoid, Nattaruvara, lyf
heturhringlida
samband
6 Bisfendl A 80-05-7 POS 2,02 x 108 2,94 x 107 1011 - 10% 5,33 x 10”7 4,38 x 103 Fendl Milliefni
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Svérun sem buist

STTA-greining

VM7Luc ER TA-greining

MeSH-

Nr. () Efni CAS-ntimer ervid (1) o PC50-gildi (M) | Styrkbil préfunar | VM7Luc EC50- Hae§ti s"tyrkurrvié idefnaflokkur () Voruflokkur ()
PC10-gildi (M) (3 ) ™) ildi (M) (9 akvordun &
g styrkbili (M) (¢)
2 Kampferol 520-18-3 POS 1,36 x1077 1,21 x 106 101t - 10° 3,99 x 106 3,49 x 10°° Flavondis, NattGruvara
heturhringlida
samband
3 Butylbensylpalat 85-68-7 POS 1,14 x10°6 411 x 10® 1011 -10° 1,98 x 106 3,20 x 10 Karboxylsyra, Mykiefni,
estri, palsyra idnefni
4 p.p’- metoxyklor 72-43-5 POS 1,23 x 106 — 1011 -10° 1,92 x 106 2,89 x 103 Vetniskolefni | Varnarefni, efni
(halégenad) | til dyraleekninga
1 Etylparaben 120-47-8 POS 5,00 x106 — 101 -10° 2,48 x 107 6,02 x 103 Karboxylsyra, Lyf,
fendl rotvarnarefni
17 Atrasin 1912-24-9 NEG — — 1010104 — 4,64 x 10 Heturhringlida | Iligresiseydir
samband
20 Spirénolakton 52-01-7 NEG — — 1011 -10° — 2,40 x 1073 Lakton, steri Lyf
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STTA-greining VM7Luc ER TA-greining
. , Svorun sem buist . . MeSH- .
Nr. () Efni CAS-ntmer er vid (1) | PCs0-gildi (M) | Styrkbil profunar | VM7Luc EC50- | TESH SYIKUTVD | giokicur sy | VOruflokkur ()
PC10-gildi (M) (3 ) ™) gildi (M) ©) akvordun &
styrkbili (M) (4)
21 Ketokonasol 65277-42-1 NEG — — 101t - 10° — 9,41 x 10 Heturhringlida Lyf
samband
22 Reserpin 50-55-5 NEG — — 101t - 105 — 1,64 x 1073 Heturhringlida Lyf, efni til
samband, indél | dyralekninga

Skammstafanir: CAS-nimer = Skraningarndmer hja Upplysingapjonustu um idefni; EC50 = halfur hamarkshrifstyrkur préfunarefnis; NEG = neikveett; POS = jakveett; PC10 (og PC50) = styrkur préfunarefnis par sem
svorunin er 10% (eda 50% fyrir PC50) af svéruninni sem jakvaedi samanburdurinn framkallar (E2 1nM) i hverjum bakka.

O
®
e
)
®)
©)

)
©

Flokkun i jakveett eda neikveett vegna ER-Orvavirkni var byggd a4 bakgrunnsskjélum vegna endurskodunar ICCVAM-nefndarinnar & ER-bindingu og TA-greiningum (31. heimild) sem og & gégnum sem byggo eru &
athugunum og 63rum upplysingum Gr birtum og ryndum rannséknum sem visad er til eftir ad bakgrunnsskjél ICCVAM-nefndarinnar vegna endurskodunarinnar voru tilbdin (2., 3., 18., 31., 32., 33. og 34. heimild).
Gildi tilkynnt i Draft Report of Pre-validation and Inter-laboratory Validation For Stably Transfected Transcriptional Activation (TA) Assay to Detect Estrogenic Activity - The Human Estrogen Receptor Alpha
Mediated Reporter Gene Assay Using hER-HeLa-9903 Cell Line (30. heimild).

Medaltal EC50-gilda voru reiknud Gt fra gildum sem rannséknarstofurnar i VM7Luc ER TA-fullgildingarrannsékninni (XDS, ECVAM og Hiyoshi) skradu.

Tilgreindir styrkleikar voru hestu styrkleikar sem voru proéfadir (&kvordun & styrkbili) vid fullgildingu VM7Luc ER TA-greiningarinnar. Ef styrkleikar voru mismunandi milli rannsoknarstofanna eru haestu
styrkleikarnir tilgreindir. Sja to6flu 4-10 i matsskyrslu ICCVAM-nefndarinnar ,,JCCVAM Test Method Evaluation Report; The LUMI-Cell®ER (VM7Luc ER TA) Test Method: An In Vitro Assay for Identifying
Human Estrogen Receptor Agonist and Antagonist Activity of Chemicals* (3. heimild).

Efnunum var skipad i einn eda fleiri idefnaflokka med pvi ad nota alpjodlega vidurkennt flokkunarkerfi U.S. National Library of Medicine’s Medical Subject Headings (MeSH) (adgengilegt a:
http://www.nlm.nih.gov/mesh).

Efnunum var skipad i einn eda fleiri voruflokka med pvi ad nota gagnagrunn U.S. National Library of Medicine’s Hazardous Substances Database (adgengilegt a: http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlgen?HSDB)

i toflu 1 (skra yfir vidmidunaridefni (22) fyrir mat 4 nakvaemni ER-6rva) i nothafisstédlunum (6. heimild).

Ef heefnisefni faest ekki lengur & almennum markadi er haegt ad nota efni med sému flokkun og er sambeerilegt ad pvi er vardar matt, verkunarhatt og idefnaflokk.
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Tafla 4

Skra yfir (10) heaefnisefni fyrir greiningu a blokka

ER STTA-greining (%)

VM7Luc ER TA-greining (?)

Ventanleg Sampykkt
Efni (9 CAS-nimer _ Heesti styrkur | ghrifrsTTA | fOKKUN 1 MeSH- )y okkr ()
ER TA- ICso (M) Styrkbil ER TA- ICso () (M) vid akvordun a 0 ICCVAM | idefnaflokkur (5)
virkni % préfunar (M) virkni %0 styrkbili (M) Q)
*
4-hydroxytamoxi- | 68047-06-3 POS 3,97 x 10°° 10?107 POS 2,08 x 107 2,58 x 10+ POS, i POS Vetniskolefni Lyf
fen medallagi (hringad)
Raloxifen 82640-04-8 POS 7,86 x 10 | 1012107 POS 1,19 x 10° 1,96 x 10 POS, i POS Vetniskolefni Lyf
vetnisklério medallagi (hringad)
Tamoxifen 10540-29-1 POS 491 x 107 1010_10° POS 8,17 x 1077 2,69 x 10 POS POS Vetniskolefni Lyf
(hringad)
17p-estradiol 50-28-2 NEG — 10°-10* NEG — 3,67 x 10 | séu neikvaed PN Steri Lyf, efni til
* dyralaekninga
Apigenin 520-36-5 NEG — 10°-10* NEG — 3,70 x 10 NEG NEG Heturhringlida Leysilitur,
samband nattdruvara,
lyfjamilliefni
Di-n-batylpalat 84-74-2 NEG — 10810 NEG — 3,59 x 10°° NEG NEG Estri, palsyra Innihaldsefni i

snyrtivorum,
idnefni, mykiefni
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ER STTA-greining (%) VM7Luc ER TA-greining (?)
Sampykkt
. Ventanleg
Efni (9 CAS-ntmer Heesti styrkur | ghrifrsTTA | fOKKUN 1 MeSH- )y okkr ()
ER TA- Styrkbil ER TA- vid akvordun & 2 ICCVAM | i8efnaflokkur (%)
s ICso (M) ; . ICso (3) (M) e Q) 5
virkni préfunar (M) virkni styrkbili (M) Q)
*
7 Flavon 525-82-6 NEG — 108 -10°% NEG — 4,50 x 10* | séu neikved PN Flavondis, Nattaruvara, lyf
*) heturhringlida
samband
8 Genistein 446-72-0 NEG — 10°-10* NEG — 3,70 x 10* | séu neikvaed NEG Flavonoid, Nattaruvara, lyf
&) heturhringlida
samband
9 p-n-nénylfendl 104-40-5 NEG — 10° - 10+ NEG — 4,54 x 10 | ekki profad NEG Fenol Milliefni
10 Resveratrol 501-36-0 NEG — 108 -1073 NEG — 4,38 x 10 | séu neikvaed NEG Vetniskolefni Néttaruvara
* (hringad)

Skammstafanir: CAS-nimer = skraningarnimer hja Upplysingapjonustu um idefni; M = mol; 1C50 = halfur hAmarksheftistyrkur préfunaridefnis; NEG = neikveett, PN = alitid neikveett; POS = jakveett.
(*) Flokkad sem neikvett samkveemt fraedilegri samantekt (2. heimild).
(® Algeng efni pr6fud i STTA- og VM7Luc ER TA-greiningunum sem voru tiltekin sem estrdgendrvar eda neikvad og notud til ad meta ndkveemni i VM7Luc ER TA-fullgildingarrannsokninni (2. og 3. heimild).
(1) Fullgildingarskyrslan fyrir ,,Stably transfected Transcriptional Activation Assay to Detect ER mediated activity*, B-hluti
(®» Matsskyrsla ICCVAM-nefndarinnar um LUMI-CELL ER (VM7Luc ER TA) Test Method: An In Vitro Method for Identifying ER Agonists and Antagonists (3. heimild).

G
)
®)
©
)

Medaltal IC50-gilda voru reiknud 0t fra gildum sem rannséknarstofurnar i VM7Luc ER TA-fullgildingarrannsokninni (XDS, ECVAM og Hiyoshi) skradu.

Tilgreindir styrkleikar voru hastu styrkleikar sem voru préfadir (Akvordun & styrkbili) vid fullgildingu VM7Luc ER TA-greiningarinnar. Ef styrkleikar voru mismunandi milli rannséknarstofanna eru hastu
styrkleikarnir tilgreindir. Sja t6flu 4-11 i matsskyrslu ICCV AM-nefndarinnar ,,JCCVAM Test Method Evaluation Report; The LUMI-CellRER (VM7Luc ER TA) Test Method: An In Vitro Assay for Identifying Human
Estrogen Receptor Agonist and Antagonist Activity of Chemicals® (3. heimild).

Flokkun sem ER-blokki eda ekki var byggd & upplysingum i bakgrunnsskjolum vegna endurskodunar ICCVAM-nefndarinnar & préfunaradferdum vegna ER-bindingar og advirkjunar (TA) (31. heimild) sem og &
upplysingum ar ritum sem eru birt og rynd eftir ad bakgrunnsskjél ICCVVAM-nefndarinnar vegna endurskodunarinnar voru tilbdin (2., 3., 18. og 31. heimild).

Efnunum var skipad i einn eda fleiri idefnaflokka med pvi ad nota alpjédlega vidurkennt flokkunarkerfi U.S. National Library of Medicine’s Medical Subject Headings (MeSH) (adgengilegt a:
http://www.nlm.nih.gov/mesh).

Efnunum var skipad i einn eda fleiri voruflokka med pvi ad nota gagnabanka U.S. National Library of Medicine’s Hazardous Substances (adgengilegt : http://toxnet.nim.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlgen?HSDB)
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Viomidanir fyrir asattanleika profunarkeyrslu

16. Sampykki eda hofnun préfunarkeyrslu byggir & matinu a nidurstédunum sem fast med peim vidmidunarstéolum og
samanburdi sem notadir eru fyrir hverja tilraun. PC50- (EC50-) eda IC50-gildin fyrir vidmidunarstadlana skulu uppfylla
vidmidanirnar fyrir asattanleika sem kvedio er & um fyrir voldu greininguna (fyrir STTA, sja 2. vidbati, fyrir VM7Luc
ER TA, sja 3. viobeti) og allir jakvaedir/neikvaedir samanburdir skulu flokkast rétt i hverri sampykktri tilraun. Syna skal
fram & getu til a0 framkvema greininguna med samraemdum hatti med pvi ad prda og vidhalda rannséknarségulegum
gagnagrunni fyrir vidmidunarstadlana og samanburdinn (sja 15. lid). Nota ma stadalfravik eda fraviksstuoul medaltala
feriladlégunarstika stadalkurfa fyrir vidmidunarstadla dr mérgum tilraunum sem melikvarda & samanburdarsamkvamni
innan rannsoknarstofa. A0 auki skal uppfylla eftirfarandi meginreglur vardandi vidmidanir fyrir asaettanleika:

— Gognin skulu vera nagileg fyrir megindlegt mat & ER-virkjun (fyrir greiningu & 6rva) eda ER-belingu (fyrir
greiningu & blokkum) (p.e. verkun og mattur).

— Til ad tryggja nagilegt nemi skal medalvirkni visigens fyrir viomidunarstyrk vidmidunarestrégens vera a.m.k.
lagmarkid sem er tilgreint i greiningunum, i samanburdi vid samanburdinn med leysi (burdarefni). Fyrir STTA- og

VM7Luc ER TA-greiningarnar er petta fjorum sinnum medaltal samanburdarins med leysi i hverjum bakka.

— Styrkleikarnir sem eru profadir skulu vera innan leysnisvids profunarioefnisins og skulu ekki syna frumueiturhrif.

Greining gagna

17. Nota skal skilgreindu adferdina vid talkun gagna fyrir hverja greiningu vid flokkun & jakvaedri og neikvaedri svorun.

18. Ppegar vidmidanirnar fyrir asattanleika (16. lidur) eru uppfylltar bendir pad til pess ad greiningin vinni & tilhlydilegan hatt
en pad tryggir ekki ad tiltekin préfunarkeyrsla gefi ndkveem gégn. Endurtekning nidurstadnanna ar fyrstu keyrslunni er
besta visbendingin um ad nakvaem gogn hafi fengist. Ef tveer keyrslur gefa samanburdarndkvaemar nidurstodur (t.d. ef
badar nidurstddur préfunarkeyrsinanna benda til pess ad préfunarioefnid sé jakveett) er ekki porf & ad framkvaema pridju
keyrslu.

19. Ef tveer keyrslur gefa ekki samanburdarndkvemar nidurstodur (t.d. ef profunaridefnid er jakveatt i einni keyrslu og

neikveett i annarri), eda ef krafist er aukinnar vissu ad pvi er vardar utkomu pessarar greiningar, skal framkvema a.m.k.
brjar sjalfstaedar keyrslur. I sliku tilviki byggist flokkunin & tveimur samsvarandi nidurstédum af premur.

Almennar vidmidanir um tulkun gagna

20. Sem stendur er ekki til nein adferd sem rikir einhugur um til ad tilka ER TA-gdgn. b6 skal badi eigindlegt (t.d.
jakveett/neikveett) og/eda megindlegt (t.d. EC50, PC50, IC50) mat & ER-midladri virkni byggja & gdgnum sem byggd eru &
athugunum og traustu visindalegu mati. Jakveedar nidurstddur skulu, ef unnt er, einkennast af badi umfangi ahrifanna
samanborid vid samanburdinn med leysi (burdarefni) eda vidmidunarestrdgen og styrkleikans pegar ahrifin eiga sér stad
(t.d. EC50, PC50, RPCMax, IC50, 0.5.frv.).

Préfunarskyrsla
21. Eftirtaldar upplysingar skulu vera i préfunarskyrslunni:
Greining:

— greining sem er notud,
— samanburdur/vidmidunarstadall/préfunaridefni,

— uppruni, lotundmer, sidasti notkunardagur, ef hann liggur fyrir,
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— stddugleiki préfunaridefnisins, ef hann er pekktur.

— leysni og stddugleiki profunaridefnisins i leysinum, ef pekkt,

— meling & syrustigi, osmolalstyrk og botnfellingu i reektunaraetinu sem préfunaridefninu var beett i, eins og vid a.

Efni med einum efnispeetti:

— (tlit, vatnsleysni og adrir edlisefnafradilegir eiginleikar sem skipta mali,

— efnafraedileg sanngreining, s.s. IUPAC- eda CAS-heiti, CAS-nr., SMILES- eda InChl-k4di, byggingarformila,
hreinleiki, efnakenni 6hreininda, eins og vid & og er teeknilega mogulegt, 0.s.frv.

Fjolpattaefni, UVCB-efni og bléndur:

— lysing & eiginleikum eins og kostur er med efnakenni (sja hér & undan), magnbundnu innihaldi og peim edlisefna-
freedilegu eiginleikum efnispattanna sem skipta mali.

Leysir og burdarefni:

— lysing & eiginleikum (edli, birgir og lota),

— rok fyrir vali & leysi eda buroarefni,

— leysni og stddugleiki préfunaridefnisins i leysinum/burdarefninu, ef pekkt.

Frumur:

— gerd og uppruni frumna:

e er tjaning estrégenvidtaka (ER) innren? Ef ekki, hvada vidtaki (vidtakar) voru innleiddir?

e Visigensmid sem eru notud (p.m.t. upprunategundir),

e innleidsluadfera,

e adferd vid frumuval til ad viohalda st6dugri innleidslu (eftir pvi sem vid &),

o erinnleidsluadferdin videigandi fyrir stédugar linur?

— fjéldi umséninga (fra afpidingu),

— umsaningartala frumna vié afpidingu,

— aoferdir til ad vidhalda frumuraektum.
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Préfunarskilyrai:

— takmarkanir & leysni,

— lysing & adferdunum sem notadar eru vié mat a lifvenleika,

— samsetning reektunareetis og styrkur koltvisyrings,

— styrkleikar profunaridefnis,

— rammal burdarefnis og préfunaridefnis sem er beett vid,

— vidstdduhitastig og -raki,

— lengd medhdndlunar,

— frumupéttleiki i upphafi medhdndlunar og medan & henni stendur,

— jakvaedir og neikvedir viomidunarstadlar,

— visigenaprofefni (heiti voru, birgir og lota),

— vidmidanir til ad meta hvort nidurstddur profunarkeyrsina séu jakveedar, neikveedar eda dvissar,

Asettanleikaathugun:

— margfeldi vakningar fyrir hvern greiningarbakka og hvort peir nai lagmarkinu sem er krafist i greiningunni, byggdu &
rannsdknarsdgulegum gégnum um samanburdi,

— raungildi fyrir vidmidanir fyrir dseettanleika, t.d. log10EC50, log10PC50, logIC50 og Hill-hallagildi, fyrir samskeida
jakveeda samanburdi/viomidunarstadla.

Nidurstdour:

— 6unnin og st6dlud gogn,

— hémarksgildi margfeldi vakningar,

— goOgn um frumueiturhrif,

— leegsti hrifstyrkur (LEC), ef hann er fyrir hendi,

— gildi RPCMax, PCMax, PC50, IC50 og/eda EC50, eins og vid &,

— tengsl milli styrks og svérunar, ef unnt er,
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— tolfreedilegar greiningar, ef til eru, 4samt melingu & skekkju og 6ryggi (t.d. stadalskekkja medaltals, stadalfravik,
fraviksstudlar eda 95% oryggishil) og lysing & pvi hvernig pessi gildi voru fengin.

Umfjéllun um nidurstédurnar
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1. viobeetir

SKILGREININGAR OG SKAMMSTAFANIR

Vidmidanir fyrir asettanleika: Lagmarksstadlar fyrir nothefi tilraunasamanburda og viomidunarstadla. Allar vidmidanir fyrir
asattanleika skulu uppfylltar til ad tilraun teljist gild.

Nékvaemni (samsvorun): Melikvardi & pad hversu nalegt sampykktum vidmidunargildum nidurstédur Ur greiningu eru. betta
er malikvardi & nothefi greiningar og einn pattur gildis. Hugtakid er oft notad i stad hugtaksins ,,samsvorun® til ad lysa hlutfalli
réttra Gtkoma Ur greiningu (1. heimild).

Orvi: Efni sem kallar fram svérun, t.d. umritun, pegar pad binst tilteknum vidtaka.

Blokki: Gerd vidtakabindils eda idefnis sem sjalft vekur enga liffreedilega svorun vid bindingu vid vidtaka en hindrar eda
dregur Ur svérunum sem er midlad med 6rva.

Andestrdgenlik virkni: Geta idefnis til ad beela virkni 17p-estradiols sem er midlad med estrégenvidtokum.

Formgerd frumna: Form og Gtlit frumna sem raektadar eru i einlagi i einni holu vefjareektunarbakka. Frumur sem eru ad deyja
syna oft afbrigdilega formgerd.

CF: Hugtakarammi Efnahags- og framfarastofnunarinnar fyrir préfun og mat & innkirtlatruflandi efnrum (e. The OECD
Conceptual Framework for the Testing and Evaluation of Endocrine Disrupters).

Medhodndlun med vidarkolum/dextrani: Medhdndlun med sermi notad i frumuraekt. Medhondlun med vidarkolum/dextrani
(oftast nefnd ,,stripun®) fjarleegir innreen hormon og horménabindandi protin.

idefni: Efni eda blanda.

Frumueiturhrif: Skadleg ahrif & byggingu eda starfsemi frumu sem hafa ad lokum i fér med sér dauda hennar og geta
endurspeglast i feekkun i fjdlda frumna i holunni i lok véhrifatimabilsins eda dregid Ur getu til ad meta frumuvirkni pegar borid
er saman vid samskeida samanburd med burdarefni.

FS: Fraviksstudull.

DCC-FBS: Nautgripafosturssermi medhdndlad med dextranhiidudum vidarkolum.

DMEM: Eagle-zti med Dulbecco-breytingu

DMSO: Dimetylsulfoxid.

E2: 17B-estradidl.

EC50: Halfur hamarkshrifstyrkur préfunaridefnis.

IT: Innkirtlatruflun.
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hERa: Alfa-estrogenvidtaki ar ménnum.

hERR: Beta-estrogenvidtaki Gr ménnum.

EFM: /ti an estrogens (e. Estrogen-free medium). Eagle-@ti med Dulbecco-breytingu (DMEM) med vidbettu 4,5%
nautgripafosturssermi medhdndludu med dextranhiidudum vidarkolum, 1,9% L-gldtamini og 0,9% Pen-Strep.

ER: Estrogenvidtaki

ERE: Estrogensvérunarpattur

Estrogenlik virkni: Geta efnis til ad herma eftir 17p-estradiéli ad pvi er vardar hafni pess til ad bindast og virkja
estrogenvidtaka. Haegt er ad greina estrogenlika virkni sem er midlad um hERo med pessari profunaradferd.

ERTA: Advirkjun estrogenvidtaka.

FBS: Nautgripafdsturssermi.

HelLa: Odaudleg leghalsfrumulina Gr konu.

HelLa9903: Undirklon HeLa-frumu med stddugt innleidd hERa og lusiferasavisigen.

1C50: Halfur hdmarkshrifstyrkur heftandi préfunarioefnis.

ICCVAM: Samramingarnefnd stofnana um fullgildingu stadgénguadferda (ICCVAM-nefndin).

Samanburdarnakvemni milli stofa: Meling & pvi ad hvada marki mismunandi rannséknarstofur med réttindi og hafi, sem
nota somu adferdarlysingu og gera profanir & somu efnum, komast ad nidurstddum sem eru eigindlega og megindlega
samsvarandi. Samanburdarndkveemni milli stofa, einnig kollud fjélsetrasamanburdarndkvaemni, er &kvoroud medan &
forfullgildingar- og fullgildingarferlinu stendur og gefur til kynna ad hvada marki tekst ad flytja greiningu med fullnegjandi
heetti & milli rannsoknarstofa (1. heimild).

Samanburdarnakvaemni innan stofu: Akvordun a pvi ad hvada marki folki med réttindi og hafi og 4 sému rannsoknarstofu
tekst med fullnzegjandi heetti ad fa sdmu nidurstédur med notkun tilgreindrar adferdarlysingar & mismunandi timum. Einnig
kollud ,einseturssamanburdarnakvaemni (1. heimild).

LEC: Minnsti hrifstyrkur (e. lowest effective concentration) er minnsti styrkur préfunaridefnis sem kallar fram svérun (p.e.
minnsti styrkur prdéfunaridefnisins sem veldur télfredilegum mun & margfeldisaukningu vakningar midad vid samskeida
burdarefnissamanburdinn).

Hlidsteed profun (e. Me-too test): Heiti Gr talmali & greiningu sem er sambarileg fullgiltum og sampykktum vidmidun-
aradferdum ad skipulagi og virkni. Notad sem samheiti vid ,,samsvarandi profunaradferd™.

MT: Metallépiénin.
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MMTV: AExlisveira i mjélkurkirtlum masa (e. Mouse Mammary Tumor Virus).

OHT: 4-hydroxytamoxifen.

PBTG: Vidmidunarregla um profanir byggd & nothafi (e. Performance-Based Test Guideline).

PC (jdkveedur samanburdur): Mjog virkt efni, helst 17R-estradiél, sem er i dllum préfunum til ad studla ad edlilegri virkni
greiningarinnar.

PC10: Sé& styrkur profunaridefnis sem veldur pvi a0 meald virkni i greiningu & érva er 10% af hamarksvirkninni sem PC
framkallar (E2 i 1 nM fyrir STTA-greininguna) i hverjum bakka.

PC50: S& styrkur préfunaridefnis sem veldur pvi ad meld virkni i greiningu & 6rva er 50% af hamarksvirkninni sem PC
framkallar (E2 i viomidunarstyrknum sem tilgreindur er i préfunaradferdinni) i hverjum bakka.

PCMax: S styrkur profunaridefnis sem framkallar RPCMax.

Notheefisstadlar: Stadlar, byggdir & fullgiltri greiningu, sem eru grundvéllur fyrir mat & samanburdarhafi tillagdrar greiningar
sem er samsvarandi fullgiltu greiningunni med tilliti til verkunarmata og virkni. Medal peirra eru 1) grundvallarpattir
greiningarinnar, 2) lagmarksskra yfir vidmidunaridefni sem valin eru Gr peim idefnum sem voru notud til ad syna fram a
dseettanlegt notheefi fullgiltu préfunaradferdarinnar og 3) gildin fyrir ndkvaemni og areidanleika sem eru samsvarandi peim sem
fengust med fullgiltu préfunaradferdinni og sem eiga ad fast med tillogdu greiningunni pegar hdn er metin Gt fra
lagmarksskranni yfir viomidunarioefni (1. heimild).

Haefnisefni: Hlutmengi viomidunarefnanna i nothafisstddlunum sem rannséknarstofur geta notad til ad syna fram a teknilega
feerni med stadladri profunaradferd. Valviomidanir ad pvi er vardar pessi efni fela ad jafnadi i sér ad pau séu demigerd fyrir
svOrunarsvioid, séu faanleg & markadi og ad med peim séu tilteek hagaeda tilvisunargdgn.

Heefni: Su geta sem synt er fram & til ad framkveema greiningu 4 tilhlydilegan hatt fyrir préfun & 6pekktum efnum.

Vidmidunarestrogen (jakvaedur samanburdur, PC): 17p-estradiol (E2, CAS 50-28-2).

Vidmidunarstadall: Viomidunarefni sem er notad til ad syna fram & ad greiningin sé fullnzgjandi. 17p-estradiol er
vidmidunarstadallinn fyrir STTA- og VM7Luc ER TA-greiningar.

Vidmidunarprofunaradferdir: Greiningarnar sem vidmidunarregla 445 um proéfanir byggd & nothafi byggir a.

Gildi: Lysing a sambandi greiningar og ahrifanna sem midad er vido og hvort sambandid hefur merkingu og er gagnlegt midad
vid tiltekinn tilgang. Gildid lysir pvi ad hvada marki greiningin ner ad mela rétt eda spa fyrir um liffredilegu &hrifin sem
midad er vid. Gildi felur i sér umfjollun um nadkvaemni (samsvorun) greiningar (1. heimild).
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Areidanleiki: Malikvardi 4 pad ad hvada marki er hagt ad framkvama greiningu med samanburdarnakvaemni innan og milli
mismunandi rannséknarstofa yfir lengri tima pegar han er framkveemd samkvamt sému adferdarlysingu. Hann er metinn med
pvi ad reikna Gt samanburdarnakvaemni innan stofu og milli stofa.

RLU: Hlutfallslegar ljéseiningar (e. relative Light Units).

RNA: Ribésakjarnsyra.

RPCMax: Hamarksgildi svérunar sem préfunaridefni framkallar, sett fram sem hundradshluti svorunar sem 1 nM af E2
framkallar & sama bakka.

RPMI: RPMI 1640-&ti med vidbettu 0,9% Pen-Strep og 8,0% nautgripafosturssermi (FBS).

Keyrsla: Stok tilraun til ad meta efnafraedilega verkun & liffredilega Gtkomu greiningarinnar. Hver keyrsla er heil tilraun sem
er framkvaemd & samhlida syni ar holum med frumum Gr sama frumusafni eru sem settar i & sama tima.

Ohad keyrsla: Adskilin, 6had tilraun sem metur efnafreedilega verkun & liffreedilega Gtkomu greiningarinnar med notkun a
frumum ar &0ru frumusafni og nylega pynntum idefnum, framkveemd & mismunandi dégum eda & sama degi af mismunandi
starfsfolki.

SD: Stadalfravik.

Neemi: Hlutfall allra jakveedra/virkra efna sem eru rétt flokkud med greiningunni. betta er malikvardi & ndkveemni greiningar
sem gefur afdréattarlausar nidurstddur og er mikilveeg forsenda i mati & gildi greiningar (1. heimild).

Sérteeki: Hilutfall allra neikvadra/dvirkra efna sem eru rétt flokkud med préfuninni. petta er maelikvardi & ndkveemni greiningar
sem gefur afdrattarlausar nidurstdour og er mikilveeg forsenda i mati & gildi greiningar (1. heimild).

St6dug innleidsla: begar DNA er innleitt i reektadar frumur & pann hatt ad pad sampeettist og verdur stédugt i genamengi
frumnanna sem leidir af sér stéduga tjaningu innleiddra gena. Kldnar frumna med stoduga innleidslu eru valdir Gr med
merkiefni sem synir stédugleikann (t.d. pol gegn G418).

STTA-greining: Greining & advirkjun stodugrar innleioslu, (e. stably transfected transactivation Assay) greiningin &
umritunarvirkjun ERa i HeLa 9903 frumulinunni.

Rannsokn: Allt svid tilraunavinnunnar til ad meta stakt, tiltekio efni med tiltekinni greiningu. Rannsékn samanstendur af 6llum
prepum, p.m.t. pynning & préfunarefni i profunarmidlinum, forprofunarkeyrslur til ad dkvarda styrkleikasvid, allar naudsynlegar
itarlegar keyrslur, gagnagreining, gaedatrygging, mat & frumueiturhrifum o.s.frv. Ad rannsékn lokinni er haegt ad flokka virkni
profunaridefnisins & eiturhrifamarkid (p.e. virkt, évirkt eda ekki afgerandi) sem er metid med greiningunni sem er notud og mat
& meetti i tengslum vid jakveeda vidmidunaridefnid.
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Efni: Samkveemt efnareglureglugerdinni (1) er efni skilgreint sem frumefni og efnasambdnd pess, nattiruleg eda unnin med
framleidsluferlum, p.m.t. 61l aukefni sem eru naudsynleg til ad vidhalda st6dugleika pess og 6ll 6hreinindi sem stafa fra
vinnslunni en po ekki leysiefni sem skilja ma fra an pess ad pad hafi ahrif & st6dugleika efnisins eda breyti samsetningu pess.
Mjog svipud skilgreining er notud i tengslum vid HSK Sb (1. heimild).

Advirkjun (e. transactivation, TA): Gangsetning mRNA-nysmidi sem svérun vid tilteknu efnafreedilegu merki, s.s. bindingu
estrogens vid estrogenvidtakann.

Greining: I tengslum vid pessa profunaradferd er greining ein af adferdunum sem er sampykkt sem fullgild vegna uppfyllingar
Gtlistadra nothafisvidmidana. pattir greiningar fela til demis i sér pa tilteknu frumulinu med tilheyrandi vaxtarskilyrdum,
tiltekid eti sem profunin er framkveemd i, skipulag vid uppsetningu bakka, fyrirkomulag og pynningu préfunaridefnis dsamt
6llum 6drum easkilegum radstdfum ad pvi er vardar gaedaeftirlit og tengdum gagnamatsprepum.

Préfunarioefni: Sérhvert efni eda blanda sem er préfud meo pessari préfunaradferd.
Umritun: mRNA-nysmidi.
UVCB-efni: Efni af 6pekktri eda breytilegri samsetningu, flokin myndefni og liffreedileg efni.

Fullgilt profunaradferd: Greining sem buaid er ad ljoka fullgildingarrannséknum fyrir til ad akvarda gildi hennar (p.m.t.
ndkveemni) og areidanleika i tilteknum tilgangi. Mikilveegt er ad taka mid af pvi ad fullgilt préfunaradferd er e.t.v. ekki
n&gilega notheef, med tilliti til nakveemni og areidanleika, til ad teljast asaettanleg fyrir fyrirhugadan tilgang (1. heimild).

Fullgilding: Ferlio sem stadfestir areidanleika og gildi tiltekinnar nalgunar, adferdar, greiningar, verklags eda mats i
skilgreindum tilgangi.

Samanburdur med burdarefni (e. vehicle control, VC): Leysirinn sem er notadur til ad leysa upp préfunaridefni og
samanburdaridefni er profadur eingdngu sem burdarefni &n uppleysta idefnisins.

VMY7: Kirtilkrabbameinsfruma sem hefur verid gerd 6daudleg og tjair estrdgenvidtaka innreent.

VMT7LucdE2: Frumulinan VM7Luc4E2 var fengin ur VMY kirtilkrabbameinsfrumum manns sem hafa verid gerdar 6daudlegar
0g tja innrent badi 16gun estrogenvidtakans (ERa og ERB) og eru med stéduga innleidslu plasmidsins pGudLuc7.ERE. betta
plasmid inniheldur fjogur eintdk af tilbanu fakirni sem inniheldur estrégensvorunarpéattinn sem er framan vid MMTV-styrilinn
og lusiferasagenid ar eldflugum.

Veikur jakvedur samanburdur: Veikt virkt efni, valid af skranni yfir viomidunaridefni, sem er i éllum préfunum til ad
tryggja edlilega virkni greiningarinnar.

(1) Reglugerd Evrépupingsins og radsins (EB) nr. 1907/2006 fra 18. desember 2006 um skraningu, mat, leyfisveitingu og takmarkanir, ad pvi
er vardar efni (efnareglurnar (REACH)), um stofnun Efnastofnunar Evrépu, um breytingu & tilskipun 1999/45/EB og um nidurfellingu &
reglugerd radsins (EBE) nr. 793/93 og reglugerd framkveemdastjornarinnar (EB) nr. 1488/94, sem og tilskipun radsins 76/769/EBE og
tilskipunum framkvaemdastjérnarinnar 91/155/EBE, 93/67/EBE, 93/105/EB og 2000/21/EB (Stjtié. ESB L 304, 22.11.2007, bls. 1).
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2. viobeetir

GREINING A APVIRKJUN STOBUGT INNLEIDDS ALFA-ESTROGENVIDTAKA UR MONNUM MED NOTKUN HERA-HELA-9903
FRUMULINUNNAR TIL AD GREINA VIRKNI IDEFNA SEM ESTROGENORVAR OG -BLOKKAR

ATRIPI OG TAKMARKANIR SEM PARF AD HAFA [ HUGA 1 UPPHAFI (SJA EINNIG ,,ALMENNUR INNGANGUR*)

1. | pessari greiningu med advirkjun (TA) er notud hERo-Hela-9903 frumulinan til ad greina estrégendrvavirkni sem er
midlad med alfa-estroégenvidtaka ir ménnum (hERa). Med fullgildingarrannsokninni & greiningunni & advirkjun stédugrar
innleidslu (STTA) & vegum Chemicals Evaluation and Research Institute (CERI) i Japan, par sem notud var hERa-HeLa
9903 frumulinan til ad greina virkni estrégendrva og -blokka sem er midlad med alfa-estrogenvidtaka ar ménnum (hERa),
er synt fram & gildi og &reidanleika greiningarinnar i fyrirhugudum tilgangi (1. heimild).

2. bessi greining er hdnnud sérstaklega til ad nema hERa-midlada advirkjun (TA) med melingu & efnaljomun sem
endapunkt. P hafa verid skrdd ljomunarmerki sem er ekki midlad med vidtaka vid plontuestrogenstyrk sem er yfir 1 uM
vegna ofvirkjunar & lusiferasavisigeninu (2. og 3. heimild). b6 ad skammtasvorunarferill gefi til kynna ad raunvirkjun ER-
kerfisins eigi sér stad vid leegri styrk parf ad rannsaka gaumgefilega, i ER TA-greiningarkerfum med innleidslu sem er
stddug (1. vidbaetir), tjaningu lusiferasa sem fast vid hdan styrk pléntuestrogena eda svipadra efnasambanda sem grunur
leikur & um ad valdi pléntuestrogenlikri ofvirkjun lUsiferasavisigens.

3. Lesa skal lidina ,, ALMENNUR INNGANGUR* og ,,PETTIR ER TA-GREININGAR*“ 48ur en pessi greining er notud i
eftirlitsskyni. Skilgreiningar og skammstafanir sem notadar eru i pessari vidmidunarreglu um profanir koma fram i
vidbeti 2.1.

MEGINREGLA GREININGARINNAR (SJA EINNIG ,,ALMENNUR INNGANGUR®)

4. Greiningin er notud til ad merkja bindingu estrégenvidtakans vid bindil. Ad lokinni bindilsbindingu yfirferist vidtaka- og
bindilsflokinn yfir i kjarnann par sem hann binst tilteknum DNA-svérunarpattum og advirkjar visigen lusiferasa ur
eldflugum sem leidir til aukinnar frumutjaningar & lusiferasaensimi. Lusiferin er hvarfefni sem lUsiferasaensimio
umbreytir i lifljomunarafurd sem hagt er ad mala megindlega med ljosmali. Haegt er ad meta ldsiferasavirkni & fljotan og
6dyran hatt med fjolda profunarsetta sem fast & almennum markadi.

5. | préfunarkerfinu er notud hERa-Hel.a-9903 frumulinan sem er fengin Ur leghalsaxli Gr konu med tveimur smidum sem
eru stddug innskot: i. hERa-tjdningarsmidid (sem kodar fulla lengd vidtakans i ménnum) og ii. ldsiferasavisigensmid Gr
eldflugum sem er med fimm radendurtekningar a vitellogenin-estrogensvérunarpatti (ERE) og keyrdar af TATA-patti
musametallopidninstyrils (MT). Komid hefur i 1jés ad genasmidin med TATA-petti misametallopioninstyrils gefur
bestan arangur og er pvi yfirleitt notud. Med pessari hERa-HelLa-9903 frumulinu er pvi heaegt ad meala getu
préfunaridefnis til ad kalla fram hERa-midlada advirkjun lUsiferasagenatjaningar.

6. A0 pvi er vardar greiningu & ER-8rva er tulkun gagna byggd & pvi hvort hdmarkssvorunarstig sem préfunaridefni kallar
fram sé eda sé ekki jafnt eda haerra en svorun drva sem samsvarar 10% af pvi sem framkallast ad hdmarki med (1 nM)
styrk jakvaeda samanburdarins (PC) 17p-estradidli (E2) (p.e. PC10). begar um er ad raeda greiningu & ER-blokkum er
talkun gagna byggd & pvi hvort svorunin syni eda syni ekki a.m.k. 30% laekkun i virkni midad vid pa svérun sem
ibétarsamanburdarsynid (25 pM af E2) kallar fram an frumueiturhrifa. Fjallad er itarlega um greiningu gagna og tulkun i
lid 34-48.
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VERKFERLI
Frumulinur

7. 1 greiningunni skal nota HelLa-9903 frumulinuna med stddugt innleiddan hERa. Heegt er ad fa frumulinuna hja
frumusafninu Japanese Collection of Research Bioresources (JCRB)1, gegn undirritun samnings um yfirferslu efnis
(e. Material Transfer Agreement (MTA)).

8. Eingdngu skal nota frumur vid préfunina sem eru lausar vid berfryminga. Vixlritakjarnsyrumégnun (RT-PCR) er
akjosanleg adfero fyrir neema greiningu a berfrymingasykingu (4.—6. heimild).

Stodugleiki frumulinunnar

9. Til a0 vakta stédugleika frumulinunnar skal nota E2, 17a-estradiél, 17a-metyltestosteron og kortikésteron sem
vidmidunarstadla fyrir greiningu & érva og mela skal heilan styrksvorunarferil peirra profunarstyrkbila sem eru gefin upp
i t6flu 1 a.m.k. einu sinni i hvert skipti sem greiningin er framkveemd og nidurstédurnar skulu vera i samraemi vid
nidurstddurnar sem er ad finna i t6flu 1.

10. AQ pvi er vardar greiningu a blokkum skal meela tvo heila styrkferla samtimis hverri keyrslu fyrir tvo vidmidunarstadla,
tamoxifen og flutamid. Vaktad skal ad eigindleg flokkun pessara tveggja idefna sem jakveett eda neikveett sé rétt.

Skilyrdi vio frumurakt og isetningu & bakka

11. Frumum skal vidhaldid i ldgmarkseeti Eagles (EMEM-ati) an fendlrauds, ad vidbettum 60 mg/l af sykladrepandi
kanamysini og 10% nautgripafosturssermi  medhdndlad med dextranhGdudum vidarkolum (DCC-FBS), i
CO2-rektunarkassa (5% CO2) vid 37+1 °C. begar 75-90% samrennsli er nad geta frumurnar farid i undirreekt i 10 ml af
0,4 x 105 — 1 x 105 frumur/ml fyrir 100 & frumurektarskal. Frumurnar skulu leystar upp med 10% FBS-EMEM-&ti (sem
er pad sama og EMEM-&ti med DCC-FBS) og sidan settar i holur & drbakka med péttleika sem nemur 1 x 104
frumur/(100 pl x hola). Neest skulu frumurnar latnar standa i 5% CO2-reektunarkassa vid 37°+1 °C i 3 klukkustundir &dur
en peer eru latnar verda fyrir vahrifum af idefninu. Plastbinadurinn skal vera laus vid estrégenvirkni.

12. Til ad vidhalda heilleika svorunarinnar skal reekta frumurnar lengur en eina umsaningu Ur frysta stofninum i skilyrta a&tinu
og skulu ekki raektadar lengur en 40 umsaningar. Ad pvi er vardar hERo-HelLa-9903 frumulinuna er petta minna en prir
manudir. b6 getur dregid ar nothafi frumnanna ef peer eru reektadar vid 6videigandi reektunarskilyrdi.

13. Hagt er ad tilreida DCC-FBS eins og lyst er i vidbati 2.2, eda fa pad & almennum markadi.

Viomidanir fyrir asettanleika
Jakvaedir og neikveedir vidmidunarstadlar fyrir greiningu 4 ER-0rva

14. Fyrir rannsoknina og medan & henni stendur skal sannpréfa svérunargetu préfunarkerfisins med videigandi styrkleika af
sterku estrogeni: E2, veikt estrégen (17o-estradiol), mjog veikur orvi (17a-metyltestosteron) og neikveett efni
(kortikdsteron). Asettanleg bil gilda fengin ar fullgildingarrannsékninni (1. heimild) eru tilgreind i toflu 1. bessir fjorir
samskeida vidmidunarstadlar skulu hafdir med i hverri tilraun og nidurstddurnar skulu vera innan hinna tilteknu
&seettanlegu marka. Ef petta er ekki gert skal dkvarda éastedurnar fyrir pvi ad viomidanirnar fyrir dszttanleika eru ekki
uppfylitar (t.d. medhdndlun frumna, og gedi og styrkur sermis og syklalyfja) og endurtaka greininguna. pegar

(1) JCRB Cell Bank: National Institute of Biomedical Innovation, 7-6-8 Asagi Saito, Ibaraki-shi, Osaka 567-0085, Japan Fax: +81-72-641-
9812
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vidmidununum fyrir asattanleika hefur verid nad er samremd notkun efnividar fyrir frumuraektun naudsynleg til ad
tryggja lagmarksbreytileika EC50-, PC50- og PC10-gilda. bessir fjorir samskeida vidmidunarstadlar sem skulu hafdir med
i hverri tilraun (sem er framkveemd vid somu skilyrdi p.m.t. efnividur, endursaningarprep frumna og teknimenn) geta
tryggt nemi greiningarinnar vegna pess ad PC10-gildin i hinum premur jakvadu vidmidunarstédlum skulu vera innan
tiltekins asettanlegs svids og pad sama & vid um PC50- og EC50-gildin pegar unnt er ad reikna pau Gt (sja toflu 1).

Tafla 1

Aseettanleg bil gilda fyrir vidmidunarstadlana fjéra fyrir greininguna & ER-6rva

Heiti logPCso logPC1o logECso ha:_lggi-l di Bil  préfun
17p-estradiol (E2) CAS-numer: 50-28-2 | -11,4~-10,1 <-11 -11,3~-10,1 0,7~1,5 10%4~10°M
170-estradiél CAS-nimer: 57-91-0 -9,6~-8,1 -10,7~-9,3 -9,6~-8,4 0,9~2,0 1012~10°M
Kortikésteron CAS-niimer: 50-22-6 — — — — 1010~10“M
17a-metyltestosteron CAS-nr; 58-18-4 -6,0~-5,1 -8,0~-6,2 — — 1011~10°M

Jakvaedir og neikveedir vidmidunarstadlar fyrir greiningu & ER-blokkum

15. Fyrir ranns6knina og medan & henni stendur skal sannpréfa svorunargetu préfunarkerfisins med videigandi styrkleika
jakvaeda efnisins (tamoxifen) og neikvada efnisins (flitamid). Asettanleg bil gilda fengin ar fullgildingarrannsokninni
(1. heimild) eru tilgreind i t6flu 2 Pessir tveir samskeida viomidunarstadlar skulu hafdir med i hverri tilraun og
nidurstddurnar skulu metnar med réttum heetti eins og synt er i vidmiduninni. Ef petta er ekki gert skal dkvarda asteedurnar
fyrir pvi ad vidmidanirnar eru ekki uppfylltar (t.d. medhéndlun frumna, og gedi og styrkur sermis og syklalyfja) og
endurtaka greininguna. Ad auki skal reikna at 1C50-gildi fyrir jakveett efni (tamoxifen) og nidurstédurnar skulu vera innan
hinna tilteknu aseettanlegu marka. pegar viomidununum fyrir asattanleika hefur verid ndd er samraeemd notkun efnividar
fyrir frumuraektun naudsynleg til ad tryggja lagmarksbreytileika IC50-gilda. bessir tveir samskeida vidmidunarstadlar sem
skulu hafdir med i hverri tilraun (sem er framkveemd vid sému skilyrdi, p.m.t. efnividur, endursaningarprep frumna og
teeknimenn) geta tryggt neemi greiningarinnar (sja toflu 2).

Tafla 2

Vidmidanir og asattanleg bil gilda fyrir vidmidunarstadlana tvo fyrir greininguna & ER-blokkum

Heiti Vidmidanir LoglC50 Bil i pr6fun
Tamoxifen CAS-nGimer: 10540-29-1 Jakveett: reikna skal Ut 1IC50 -5,942 ~ -7,596 10-10 ~ 10-5M
Flatamio CAS-nUmer: 13311-84-7 Neikveett: ekki skal reikna skal Gt — 10-10 ~10-5M
IC30
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Jakvaedur samanburdur og samanburdur med burdarefni

16. Profa skal jakveeda samanburdinn (PC) fyrir greiningu & ER-6rva (1 nM af E2) og fyrir greiningu & ER-blokkum
(10uM TAM) i am.k. premur settum i hverjum bakka. Burdarefnid sem er notad til ad leysa upp profunaridefni skal
préfad sem samanburdur med burdarefni (VC) i a.m.k. premur settum i hverjum bakka. Ef notad er édruvisi burdarefni
jakveeda samanburdinum en préfunaridefnid skal til vidbotar vid petta batt vid préfun med 6drum samanburdi med
burdarefni en i a.m.k. premur settum a sama bakka med jakvaeda samanburdinum.

Gadavidmidanir fyrir greiningu & ER-6rva

17. Medaltal lUsiferasavirkni fyrir jakvaeda samanburdinn (1 nM E2) skal vera a.m.k. fjérfalt medaltalid af samanburdinum
med burdarefni (VC) & hverjum bakka. pessi vidmidun er fastsett & grundvelli areidanleika gildanna fyrir endapunktana ar
fullgildingarrannsékninni (sdgulega & milli fjér- og prjatiufalt).

18. AOQ pvi er vardar gedaeftirlitid med greiningunni skal margfeldi vakningarinnar sem samsvarar PC10-gildi samskeida
jakvaeda samanburdarins (PC) (1 nM E2) vera meira en 1+2 stadalfravik (SD) margfeldisgildis vakningarinnar (=1) fyrir
samskeida samanburdinn med burdarefni (VC). I pagu forgangsrédunar getur PC10-gildid verid gagnlegt til einfalda
naudsynlega gagnagreiningu i samanburdi vid tdlfreedilega greiningu. P6 ad télfraedileg greining veiti upplysingar um
mikilveegi er slik greining ekki megindleg breyta ad pvi er vardar matt sem byggist & styrk og er pvi ekki eins gagnleg
hvad forgangsrédun vardar.

Gadavidmidanir fyrir greiningu & ER-blokka

19. Medaltal lasiferasavirkni fyrir ib6tarsamanburdarsynid (25 nM E2) skal vera a.m.k. fjérfalt medaltalid af samanburdinum
med burdarefni (VC) & hverjum bakka. pessi vidmidun er fastsett & grundvelli areidanleika gildanna fyrir endapunktana tr
fullgildingarrannsékninni.

20. AOQ pvi er vardar gedaeftirlit med greiningunni skal hlutfallsleg umritunarvirkjun (e. relative transcriptional activation,
RTA) & 1 nM E2 vera yfir 100%, RTA & 1uM 4-hydroxytamoxifeni (OHT) skal vera undir 40,6% og RTA & 100 uM
digitonin (Dig) vera undir 0%.

Synt fram & hafni rannsoknarstofu (sja 14. 1id og t6flu 3 og 4 i ,,PETTIR ER TA-GREININGAR® i pessari
préfunaradferd).

Burdarefni

21. Sem samskeida samanburd med burdarefni (VC) skal nota dimetylsulfoxid, eda videigandi leysi, i sama styrkleika og er
notadur fyrir hina mismunandi jakvaedu og neikveedu samanburdi og préfunaridefnin. Uppleysing profunaridefna skal vera
i leysi sem leysir upp viokomandi profunaridefni og getur blandast frumugtinu. Vatn, etandl (95-100% hreinleiki) og
dimetylsulfoxid eru hentug burdarefni. Ef notad er dimetylstlfoxid skal magnid ekki fara yfir 0,1% (rdmmalshlutfall).
Syna skal fram & fyrir 611 burdarefni ad hdmarksrimmalid sem er notad sé ekki frumueitrandi og ad pad trufli ekki nothefi
greiningarinnar.

Tilreidsla profunaridefna

22.  Almennt skulu préfunaridefnin leyst upp i dimetylsulfoxidi eda 6dorum hentugum leysi og pau radpynnt med sama
leysinum i almenna hlutfallinu 1:10 til ad undirbGa lausnir fyrir pynningu med etinu.

Leysni og frumueiturhrif: atridi sem parf ad hafa i huga vardandi dkvordun & skammtasteerd

23. Framkvama skal forpréfun til ad dkvarda videigandi styrkbil idefnisins sem & ad profa og til ad ganga Ur skugga um hvort
vandi ad pvi er vardar leysni og frumueiturhrif fylgi profunaridefninu. | upphafi eru idefnin préfud upp ad
hamarksstyrknum sem nemur 1 pl/ml, 1 mg/ml eda 1 mM, eftir pvi hver peirra er leegstur. Fyrsta endanlega keyrslan,
byggd & pvi hversu mikil frumueiturhrif eda skortur & leysni koma fram i forpréfuninni, skal préfa idefnid vid log-r6o
pynninga sem hefjast & leyfilegum hdmarksstyrk (t.d. 1 mM, 100uM, 10uM, o0.s.frv.) og veita skal pvi athygli hvort vart
verdur vid grugg, botnfall eda frumueiturhrif. Styrkleikar i annarri og, ef porf krefur, pridju keyrslu skulu adlagadir eins
0g Vvid 4 til ad lysa betur eiginleikum ferils styrkhadrar svérunar og fordast styrkleika sem eru éleysanlegir eda framkalla
mikil frumueiturhrif.
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24. AQ pvi er vardar ER-0rva og -blokka getur aukinn styrkur frumueiturhrifa valdid verulegum breytingum & eda fjarlaegt
hefdbundna sigmoid-svorun og skal hafa pad i huga vid tdlkun gagnanna. Nota skal préfunaradferdir fyrir frumueiturhrif,
sem geta veitt upplysingar vardandi 80% lifveenleika frumna, med videigandi greiningu sem byggir & rannsoknar-
stofureynslu.

25. Ef nidurstddurnar ar frumueiturhrifapréfuninni syna ad styrkleiki préfunaridefnisins hefur dregid Gr frumufjélda um 20%
eda meira skal s& styrkur teljast frumueitrandi og styrkleikar vid og yfir frumueitrandi styrknum ekki hafdir med i matinu.
Vahrif af idefni og skipulagning greiningarbakka

26. Framkvemd vid adferdina vid pynningu idefnis (1. og 2. prep) og véhrif & frumur (3. prep) er haegt ad hafa sem hér segir:

1. prep: Hvert profunaridefni skal radpynnt i dimetylsalfoxidi (DMSO), eda videigandi leysi, og bett i holurnar &
mikrétitrunarbakka til ad na fram endanlegum radbundnum styrkleikum sem voru akvardadir med forpréfuninni a
skammtasteeroum (einkum i r6dum af t.d. 1 mM, 100 uM, 10 uM, 1uM, 100 nM, 10 nM, 1 nM, 100 pM, og 10 pM
(10-3-10-1 M)) fyrir profanir i premur settum.

2. prep: Pynning idefnis: Fyrst er pynntur 1,5 pl af profunaridefninu i leysinum upp ad rammalinu 500 pl af ati.

3. prep: Véhrif af idefni & frumurnar: Betid 50 pl af pynningu med ati (undirbuningur skv. 2. prepi) i greiningarholu sem
inniheldur 10* frumur/100 ul/holu.

Rédlagt endanlegt magn naudsynlegs tis fyrir hverja holu er 150 pl. Profunarsynum og vidmidunarstddlum ma skipta
nidur eins og synt er i toflu 3 og toflu 4.

Tafla 3

Da&mi um skiptingu vidmidunarstadlanna eftir styrkleika i greiningarbakkanum vid greiningu & ER-6rva

Ro6 17a-metyltestosteron Kortikdsteron 17a-estradiol E2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A styrkur 1 (10 M) | — | — | 100 uM — — | 1uM — — 10 nM - —

B styrkur 2 (1 uM) — | — | 10uM — - 100 — — 1nM — —
nM

C styrkur 3 (100nM) | — | — | 1uM — - [10nM| — — 100 pM — —

D styrkur4 (10nM) | — | — | 100 nM — — | 1nM — — 10 pM — —

E styrkur 5 (1 nM) — | > | 10nM — — 100 — — 1pM — —
pM

F styrkur 6 (100pM)| — | —» | 1nM — - [10pM| — — 0,1 pM — —

G styrkur 7 (10pM) | — | — | 100 pM — — | 1pM — - (001pM| — —

H VC — | > — — — PC — — — — —

VC: Samanburdur med burdarefni (0,1% DMSO), PC: Jakvadur samanburdur (1 nM E2)
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27. Vidmidunarstadlarnir (E2, 17a-estradiol, 17a-metyltestosteron og kortikdsteron) skulu préfadir i hverri keyrslu (tafla 3).
PC-holur medhdndladar med 1 nM af E2 sem getur kallad fram hamarksvakningu og E2 og VC-holur medhéndladar
eingdngu med dimetylstlfoxidi (eda videigandi leysi) skulu hafdar med & hverjum profunarbakka greiningarinnar (tafla
4). Ef frumur af mismunandi uppruna (t.d. mismunandi umsaningartala, mismunandi lotur o.s.frv.) eru notadar i sému
tilraun skal préfa vidmidunarstadlana fyrir hvern frumugjafa.

Tafla 4

Daemi um skiptingu a styrkleika & préfunar- og samanburdaridefnum i greiningarbakkanum i greiningunni & ER-6rva

i Préfunaridefni 1 Préfunaridefni 2 Préfunarioefni 3 Préfunarioefni 4

Ro9 1 2 4 6 7 8 9 10 11 12
A stytkur 1 (10 pM) |— |— |1 mM - - IuyM |— — 10 nM — —
B stytkur2(1pM) |— |[— |100puM | — — 100nM | — — 1nM — —
C styrkur 3 (100nM) | —» | — |10 uM — — 10nM | — - 100 pM — —
D styrkur4 (10nM) |— |— [1uM - - 1nM |— — 10 pM — —
E styrkur5(1nM) |— |— [100nM |— — 100 pM | — — 1pM — —
F styrkur 6 (100 pM) | —» | — |[10nM - - 10pM | — — 0,1 pM — —
G styrkur 7 (10pM) |— |— [1nM — — 1pM |— — 0,01 pM — —
H VC - |- |— — — PC |— — — — —

VC: Samanburdur med burdarefni (0,1% DMSO), PC: Jakvadur samanburdur (1 nM E2)

Tafla 5

Da&mi um skiptingu a styrkleika viomidunarstadlanna i greiningarbakkanum i greiningunni @ ER-blokkum

R60 Tamoxifen Flatamid Préfunaridefni 1 Préfunaridefni 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |styrkurl (10puM) |—> |- |10uM - |> [10uM - - 10 uM - -
B |styrkur 2 (1 uM) - |> |1uM - |[—> (1uM - - 1uM - -
C |styrkur3(100nM) |—» |— |[100nM |— |— |[100nM — - 100 nM — —
D |styrkur4 (10nM) |[—> |[— |[10nM - |—> [10nM - - 10 nM - -
E |styrkur5 (1 nM) - |—> |1nM - |—> [1nM - - 1nM - -
F |styrkur 6 (100 pM) |—> |— [100pM |— |— [100pM - - 100 pM - -
G |0,1% DMSO - |> |- - [ [1uM OHT |—> — 100 uM Dig - -
H |VC - |- - - |—> |PC - - - - -

VC: Samanburdur med burdarefni (0,1% DMSO), PC: Jakveedur samanburdur (1 nM E2), OHT:

= ibastt 25 pM E2

4-hydroxytamoxifen, Dig: Digitonin.
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Til ad meta blokkandi virkni idefna skal 25pM E2 bett i greiningarholur i rédum A-G. Préfa skal vidmidunarstadlana
(tamoxifen og flatamid) i hverri keyrslu. I hverjum préfunargreiningarbakka skulu vera PC-holur medhéndladar med
1 nM af E2 sem hagt er ad nota sem geaedaeftirlit med hERa-HeLa-9903 frumulinu, VC-holur medhéndladar med DMSO
(eda videigandi leysi), 0,1% DMSO-holur medhondladar med DMSO-vidbét vid hid ibaetta E2 sem samsvarar
ibétarsamanburdarsyninu (e. Spike-in control), holur medhondladar med lokastyrk 1 uM OHT og holur medhoéndladar
med 100 uM Dig (tafla 5). Sidari greiningarbakkar skulu fylgja sama bakkaskipulagi an hola fyrir vidmidunarstadlana
(tafla 6). Ef frumur af mismunandi uppruna (t.d. mismunandi umsaningartala, mismunandi lotur o.s.frv.) eru notadar i
somu tilraun skal préfa viomidunarstadlana fyrir hvern frumugjafa.

Tafla 6

Dami um skiptingu a styrkleika préfunar- og samanburodarioefnum i greiningarbakkanum i greiningunni a

12.11.2020

29.

30.

31.

32.

33.

ER-blokkum
R66 Tamoxifen Flatamio Préfunaridefni 1 Profunaridefni 2

1 2 |3 4 5] 6 7 8 9 10 11 12
A |styrkurl(10pM) [—> |—> |10uM |—> |—> [10uM - - 10 uM - -
B |[styrkur2(1pM) |[—> |—> |1pM > |[> [1uM - - 1uM - -
C |styrkur3(100nM)|— |— [100nM |— [— |100nM - - 100 nM — -
D |styrkur4(10nM) |—» (- [10nM |—> |—> |[10nM - - 10 nM - -
E |[styrkur5(1nM) |[—> |—> |1nM - |—> |1nM - - 1nM - -
F |styrkur 6 (100pM)|— |[— |100pM |—> |— |100pM - - 100 pM - -
G |0,1% DMSO - |> |- - |> [1UM OHT |[—> - 100 uM Dig - -
H |VC - [> |- - |> |PC - - - - -

VC: Samanburdur med burdarefni (0,1% DMSO), PC: Jakveedur samanburdur (1 nM E2), OHT: 4-hydroxytamoxifen, Dig:
Digit6nin.

::i : ibeett 25 pM af E2

Stadfesta skal ad skilahrif séu ekki til stadar, eins og vid &, og ef grunur vaknar um skilahrif skal breyta skipulagi bakkans
til ad fordast slikar truflanir. Til demis er haegt ad nota bakkaskipulag par sem holurnar vid skilin eru ekki notadar.

Eftir a0 idefnunum er beett vid skal lata greiningarbakkana standa i 5% CO2-reektunarkassa vid 37+1 °C i 20-24 klst. til
ad kalla fram visigensafurdirnar.

Taka skal sérstakt tillit il peirra efnasambanda sem eru mjég rokgjorn. I slikum tilvikum geta nalaegar samanburdarholur
gefid falsjakveedar nidurstddur og skal hafa pad i huga i ljési vaentanlegra og sdgulegra samanburdargilda. I nokkrum
tilvikum par sem rokgirni kann ad valda dhyggjum getur notkun ,,bakkainnsigla“ hjalpad til vid ad einangra stakar holur
medan & préfun stendur og er i slikum tilvikum maelt med notkun peirra.

Framkveema skal endurteknar endanlegar préfanir fyrir sama idefni & mismunandi dégum til ad tryggja 6hedi.

Lusiferasagreining

Nota mé préfefni fyrir lUsiferasagreiningu sem feest & almennum markadi (t.d. Steady-Glo® Luciferase Assay System
(Promega, E2510 eda samberilegt)) eda stddlud lusiferasagreiningarkerfi (t.d. Promega, E1500, eda samberilegt) vid
greininguna ad pvi tilskildu ad vidmidanirnar fyrir dsettanleika séu uppfylltar. Velja skal préfefnin fyrir greininguna &
grundvelli nemleika ljésmalisins sem verdur notadur. begar stadlad lusiferasagreiningarkerfi er notad skal nota
sundrunarpréfefni fyrir frumureekt (t.d. Promega, E1531, eda samberilegt) adur en hvarfefninu er bett vid.
Lusiferasapréfunarefnid skal nota i samraemi vid leidbeiningar framleidandans.
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34.

35.

36.

GREINING GAGNA
Greining 4 ER-6rva

Ad pvi er vardar greiningu & ER-0rva, til ad na fram hlutfallslegri umritunarvirkni fyrir PC (1 nM af E2), er heegt ad
greina ljomunarmerki fra sama bakka samkvamt eftirfarandi prepum (adrar sambeerilegar sterdfreediadferdir eru einnig
aszettanlegar):

[EEN

. prep Medalgildid fyrir VC er reiknad Ut.

N

. prep Medalgildid fyrir VC er dregid fra hverju holugildi til ad stadla gdgnin.

3. prep Medaltalid fyrir stadladan PC er reiknad Gt.

4. prep Deilt er i stadlad gildi hverrar holu i bakkanum med medalgildi hins stadlada PC (PC=100%).

Endanlegt gildi hverrar holu er hlutfallsleg umritunarvirkni fyrir pa holu i samanburdi vid PC-svérunina.

5. prep Medalgildi hlutfallslegu umritunarvirkninnar fyrir hvern styrkleikahdp profunaridefnisins er reiknad Gt. Svorunin
felur i sér tveer sterdir: medalumritunarvirknina (svorun) og styrkleikann pegar svorunin & sér stad (sja eftirfarandi hluta).

Atridi sem parf ad hafa i huga vardandi vakningu vid ECso, PCso 0g PCi1o

Til ad reikna Gt EC50 parf svorunarferilinn fyrir alla styrkleika en komid getur fyrir ad pad sé 6mdgulegt eda éraunheaft
vegna takmarkana & styrkbili profunarinnar (t.d. vegna vandamala vardandi frumueiturhrif eda leysni). par ed EC50 og
hamarksgildi vakningar (sem samsvarar hasta gildi Hill-jofnunnar) eru upplysandi malipattir skal pd tilgreina pessa peetti
pegar pvi verdur vid komid. Fyrir atreikninginn & EC50 og hamarksgildi vakningar skal nota videigandi t6lfreedihugbinad
(t.d. télfreedihugbinadinn Graphpad Prism).Ef umhverfdur veldisvisisferill Hill & vid fyrir gégnin um styrkhada svorun
skal reikna EC50 Ut med eftirfarandi jofnu (7. heimild):

Y=botn + (toppur-botn) / (1+10 exp ((log EC50 -X) x Hill-hallagildi)) par sem:

X er logri fyrir styrkleikann og

Y er svorunin og Y byrjar & botninum og fer upp & topp i sigmoid-ferli. Botninn er fastsettur vid nall i umhverfda
veldisvisisferli Hill.

Fyrir hvert préfunaridefni skal tilgreina eftirfarandi:

RPCMax, sem er hamarksgildi svorunar sem préfunarioefni framkallar, sett fram sem hundradshluti svérunar sem 1 nM
E2 framkallar & sama bakka, asamt PCMax (styrkleiki i tengslum vid RPCMax), og
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37.

38.

39.

a0 pvi er vardar jakvaed idefni, styrkleikana sem framkélludu PC10 og, ef vio 4, PC50.

PCx-gildid er haegt ad reikna it med innreikningi milli 2 punkta & X-Y-hnitakerfinu, 63rum beint fyrir ofan og hinum
beint fyrir nedan PCx-gildi. Ef gagnapunktarnir sem liggja beint fyrir ofan og nedan PCx-gildid hafa annars vegar hnitin
(a,b) og hins vegar (c,d) pa er haegt ad reikna it PCx-gildid med eftirfarandi jofnu:

log[PCX] = log[c]+(x-d)/(d-b)

Lysingu & PC-gildum er ad finna & mynd 1 hér fyrir nedan.

Mynd 1

Daemi um hvernig skal leida Ut PC-gildi. PC (1 nM af E2) er hafdur med & hverjum greiningarbakka

1nME2

s -
margfeldi vakningar PC (1 nM E2) —= —
PEgaf 50%
Eé € J
margfeldi vakningar sem samsvarar PC10 2r a 10%
medaltal (=1) + 2SD af margfeldi vakningar VC* T | im| ey
medaltal (=1) af margfeldi vakningar VC °

10 pM 100 pM 1 {Tmtmo oM 1uM_10pM  Saman- Jakvaedur

burdur med  samanburdur
burdarefni

PC10__PC50

Greining 4 ER-blokkum

Ad pvi er vardar greiningu & ER-blokkum, til ad nd fram hlutfallslegri umritunarvirkni (RTA) & méti ibotarsaman-
burdarsyni (25 pM af E2) er hagt ad greina ljdmunarmerkin fra sama bakka samkvemt eftirfarandi prepum (adrar
sambeerilegar steerdfreediadferdir eru einnig &seettanlegar):

1. prep Medalgildid fyrir VC er reiknad ut.

2. prep Medalgildid fyrir VC er dregid frd hverju holugildi til ad stadla gognin. 3. prep Medaltal fyrir stadlada
ibétarsamanburdarsynid er reiknad Gt.

4. prep Deilt er i stadlad gildi hverrar holu i bakkanum med medalgildi stadlada ib6tarsamanburdarsynisins (ibeeting i
samanburd=100%).

Endanlegt gildi hverrar holu er hlutfallsleg umritunarvirkni fyrir pd holu i samanburdi vid svorun ibdtarsaman-
burdarsynisins.

5. prep Medalgildi hlutfallslegu umritunarvirkninnar fyrir hverja medhdndlun er reiknad Gt.

Atridi sem parf ad hafa i huga vardandi 1Cso- og I1Cso-vakningu

40. A0 pvi er vardar jakveaed idefni skal gefa upp styrkleikana sem framkélludu I1C30 og, ef vid &, IC50.
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41.

ICx-gildid er hagt ad reikna it med innreikningi milli 2 punkta & X-Y-hnitakerfinu, 68rum beint fyrir ofan og hinum beint
fyrir nedan ICx-gildi. Ef gagnapunktarnir sem liggja beint fyrir ofan og nedan ICx-gildid hafa annars vegar hnitin (c,d) og
hins vegar (a,b) pa er haegt ad reikna Gt ICx-gildid med eftirfarandi jéfnu:

lin ICx = a-(b-(100-x)) (a-c) /(b-d)

Mynd 2

Deaemi um hvernig skal leida Gt 1C-gildi. Ib6tarsamanburdarsyni (25 pM af E2) er haft med & hverjum greiningarbakka.

42.

RTA to 25 pME2 %
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Nidurstddurnar skulu byggjast & tveimur (eda premur) 6hadum keyrslum. Ef Gr tveimur keyrslum koma samanburdar-
heefar nidurstddur, og par af leidandi samanburdarndkveemar, er ekki naudsynlegt ad framkvama pridju keyrsluna. Til ad
vera asattanlegar skulu nidurstédurnar:

— uppfylla viomidanirnar fyrir asaettanleika (sja Viomidanir fyrir aseettanleika, 14.—20. lid),

— vera samanburdarnakvemar.

Vidmidanir um tdlkun gagna

Tafla 7

Jakvaedar og neikvaedar vidmidanir fyrir akvardanir i greiningu a ER-6rva

Jékvaedar Ef pad RPCMax sem fast er jafnt eda meira en 10% af svéruninni i jakveeda
samanburdinum i a.m.k. tveimur af tveimur eda tveimur af premur keyrslum.
Neikveedar Ef RPCMax nar ekki a.m.k. 10% af svoruninni i jakveeda samanburdinum i

tveimur af tveimur eda tveimur af premur keyrslum.
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Tafla 8

Jakvaedar og neikvaedar vidmidanir fyrir akvardanir i greiningu & ER-blokkum

Jakveedar Ef IC30 reiknast i a.m.k. tveimur af tveimur, eda tveimur af premur, keyrslum.

Neikvaed Ef IC30 reiknast ekki Gt i tveimur af tveimur, eda tveimur af premur, keyrslum.

43. Vidmidanir um tulkun gagna eru syndar i t6flum 7 og 8. Jakvaedar nidurstddur einkennast af badi magni ahrifanna og
styrksins pegar ahrifanna verdur vart. Ba&0i pessara markmida nast ef uppgefnar nidurstdéour eru ad fyrir greininguna a
orva naist styrkur sem gefur gildin 50% (PC50) eda 10% (PC10) i jakveeda samanburdinum og ef gildi heftingarinnar i
ibétarsamanburdarsyninu vid greininguna & blokkum er 50% (IC50) eda 30% (IC30). Préfunarioefni telst pé vera jakveett
ef hamarkssvorun sem préfunarioefnid framkallar (RPCMax) er jofn eda meiri en 10% svorunarinnar i jakveaeoa
samanburdinum i a.m.k. tveimur af tveimur, eda tveimur af premur, keyrslum, & medan préfunaridefni telst neikveett ef
RPCMax ner ekki a.m.k. 10% svorunarinnar i jakveda samanburdinum i tveimur af tveimur eda tveimur af premur
keyrslum.

44, Hegt er ad framkveema Utreikningana & PC10, PC50 og PCMax i greiningu & ER-6rva og 1C30 og IC50 i greiningu &
ER-blokkum med t6flureikni sem er adgengilegur d&samt vidmidunarreglunum um préfanir & opinberu vefsetri Efnahags-
og framfarastofnunarinnar (2. heimild) (2).

45. bad etti ad negja ad na fram PC10- eda PC50-gildum og IC30- eda IC50-gildum a.m.k. tvisvar. Ef grunngdgn sama
styrkbils sem fast med pessu syna Gasattanlega haan fraviksstudul (CV; %) geta gdgnin pd ekki talist areidanleg og
tilgreina skal uppruna sliks breytileika. Fraviksstudull éunnu gagnasettanna priggja (p.e. gégn um styrk ljomunar) fyrir
gagnapunktana sem eru notadir i Utreikninginn & PC10 skal vera undir 20%.

46. Pbegar viomidanirnar fyrir asattanleika eru uppfylltar bendir pad til pess ad greiningarkerfid starfi & tilhlydilegan hatt en
pad tryggir ekki ad tiltekin keyrsla gefi ndkvaeem gdgn. Endurtekning nidurstadnanna Ur fyrstu keyrslunni er besta trygging
pess ad nakvaem gogn hafi fengist.

47. A0 pvi er vardar greiningu & ER-0rva, ef meiri upplysingar parf til vidbotar peim sem gegna hlutverki vid skimun og
forgangsrodun vegna pessarar viomidunarreglu um préfanir fyrir jakvaed préfunarioefni, einkum PC10-PC49-idefni og
idefni sem grunur leikur & ad ofdrvi lUsiferasa, er haegt ad stadfesta med notkun ERa-blokkara ad lUsiferasavirknin sem
melist sé eingdngu ERa-sértaek svorun (sja vidbeeti 2.1).
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Vidbetir 2.1
FALSJAKVEDAR NIDURSTOPUR: MAT A LIOMUNARMERKJUM SEM ER EKKI MIDLAD MED VIDTAKA

1. Falsjakveedar nidurstddur greiningar & ER-0rva geta fengist vegna virkjunar & lUsiferasageninu sem er ekki midlad med
estrogenvidtaka (ER) eda beinnar virkjunar genaafurdarinnar eda 6tengdrar flarljémunar. Slik ahrif koma fram sem
ofullkominn eda dvenjulegur skammtasvorunarferill. Ef grunur vaknar um slik ahrif skal rannsaka ahrif ER-blokka (t.d.
4-hydroxytamoxifen (OHT) vid styrkleika sem synir engin eiturhrif) & svérunina. Hreini blokkinn ICI 182780 kann ad vera
ohentugur i pessum tilgangi par sem hafilegur styrkur ICI 182780 kann ad draga ur VVC-gildinu og pad hefur ahrif &
gagnagreininguna.

2. Til a0 tryggja gildi pessarar nalgunar parf ad préfa eftirfarandi & sama bakka:

— drvavirkni 6pekkta idefnisins med / an 10 uM OHT

— VC (prju sett)

— OHT (prju sett)

— 1 nM af E2 (prju sett) sem jakveedur samanburdur med érva

— 1nM af E2 + OHT (prju sett)

Vidmidanir um tdlkun gagna

Athugasemd: Allar holur skulu medhondladar med burdarefni i sama styrk.

— Ef 6rvavirkni 6pekkta idefnisins verour EKKI fyrir dhrifum af medhondluninni med ER-6rva flokkast pad sem ,,neikveett®.

— Ef drvavirkni 6pekkta idefnisins er algerlega heft skal nota akvérdunarviomidanirnar.

— Ef drvavirkni vid laegsta styrkleika er jofn PC10-svoruninni eda harri henni er hefting dpekkta idefnisins jofn PC10-
svOruninni eda haerri. Mismunurinn & svérununum i holum sem eru ekki medhéndladar med ER-6rvanum og holum sem
eru medhdndladar med honum er reiknadur Gt og pessi mismunur telst vera hin rétta svorun og skal nota fyrir Gtreikninginn
& videigandi malipattum til ad gera kleift ad dkvarda flokkun.

Greining gagna

Athugun & kréfunni um nothefi

Fraviksstudullinn (CV) milli holna sem eru medhdndladar vid sému skilyrdi er athugadur.

1. Medalgildid fyrir VC er reiknad ut.

2. Medalgildid fyrir VC er dregid fra gildi hverrar holu sem er ekki medhéndlud med OHT.

3. Medalgildio fyrir OHT er reiknad ut.

4. Medalgildid fyrir VC er dregid fr& gildi hverrar holu sem er medhdndlud med OHT.

5. Medalgildid fyrir PC er reiknad Ut.

6. Hlutfallsleg umritunarvirkni allra annarra hola er reiknud Ut med hlidsjon af jakvaeda samanburdinum.
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Vidbatir 2.2
TILREIDSLA A SERMI SEM ER MEDHONDLAD MED DEXTRANHUDUDUM VIDARKOLUM (DCC)

1. Medhdndlun & sermi med dextranhidudum vidarkolum (DCC) er almenn adferd til ad fjarleegja estrégenefnaleifar ar sermi
sem er bett vid frumueeti til ad Utiloka bjagada svorun sem tengist estrogenleifum i sermi. Haegt er ad medhdndla 500 ml
nautgripafésturssermis (FBS) med pessari adferd.

Efnispeettir

2. Gerd er krafa um eftirfarandi efnivio og binad:

Efnividur

Virk vidarkol

Dextran

Magnesiumkloridhexahydrat (MgCl12:6H20)

Suakrosi

1 M HEPES-jafnalausn (pH 7.4)

Ofurhreint vatn fra siukerfi

Bunadur

Gufuseft glerilat (adlaga skal steerd eins og vid &), almenn rannséknarstofuskilvinda (sem hagt er ad stilla hitastig & 4 °C)
Adferd

3. Eftirfarandi adferd er 16gud ad notkun & 50 ml skilvinduglésum:

[1. dagur] Utbuid sviflausn med dextranhidudum vidarkolum ar 1 | af ofurhreinu vatni sem inniheldur 1,5 mM af MgClo,
0,25 M af stkrosa, 2,5 g af vidarkolum, 0,25 g af dextrani og 5 mM af HEPES og hreerid vid 4 °C yfir nott.

[2. dagur] Setjid sviflausnina i 50 ml skilvinduglds og skiljid i skilvindu vid 10 000 sndn./min. vid 4 °C i 10 minutur.
Fjarleegid flotid og geymid helminginn af vidarkolasetinu vid 4 °C til ad nota & 3. degi. Leysid hinn helminginn af
vidarkolunum upp med FBS, sem hefur verid afpitt varlega til ad fordast Gtfellingu og dvirkjad med hitun vid 56 °C i 30
min0tur, og feerid pad svo i gufuseeft glerilat s.s. keiluflésku. Hraerid varlega i sviflausninni vid 4 °C yfir nétt.

[3. dagur] Skammtid sviflausnina med FBS i skilvinduglos til ad skilja i skilvindu vid 10 000 sndn./min. vid 4 °C i 10
mindtur. Safnid FBS saman og feerid yfir i nyja vidarkolasetid sem var Gth(id og geymt & 2.degi. Leysid upp vidarkolasetid
og hreerid varlega i pessari sviflausn i gufusaefou glerilati vid 4 °C yfir nott.

[4. dagur] Skammtid sviflausnina fyrir skiljun vid 10 000 sndn./min. vid 4 °C i 10 minGtur og daudhreinsid flotid med siun
i gegnum 0,2 um daudhreinsada siu. Petta FBS sem er medhdndlad med DCC skal geymt vid -20 °C og hegt er ad nota pad
i allt ad eitt ar.
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3. viobeetir.

VM7LUC-GREINING A ABVIRKJUN ESTROGENVIDTAKA TIL AD GREINA ESTROGENVIDTAKAORVA OG -BLOKKA

ATRIDI OG TAKMARKANIR SEM PARF AP HAFA I HUGA i UPPHAFI (SJA EINNIG ,,ALMENNUR INNGANGUR®)

1. 1 pessari greiningu er notud VM7Luc4E2-frumulinan (1). Samremingarstofnunin fyrir mat & eiturefnafreedilegum
stadgonguadferdum (NICEATM) og samraemingarnefnd stofnana um fullgildingu stadgénguadferda (ICCVAM) hafa
fullgilt hana (1. heimild). VM7LUC-frumulinan tjair adallega innreent ERa og litio magn af innreenu ERB (2.—4. heimild).

2. bessi greining & vid um margvisleg efni ad pvi tilskildu ad haegt sé ad leysa pau upp i dimetylsulfoxidi (DMSO;
CAS-numer 67-68-5), pau hvarfist ekki vid DMSO eda frumuraktunaratid og séu ekki frumueitrandi i peim styrkleika
sem er profadur. Ef ekki er haegt ad nota DMSO er haegt ad nota annad burdarefni s.s. etandl eda vatn (sja 12. 1id). pad
nothefi VM7Luc ER TA-greiningar & érva/blokkum sem synt hefur verid fram & gefur til kynna ad gégn sem verda til
med pessari greiningu kunni ad upplysa um ER-midlada verkunarmata og geeti komid til alita vid forgangsrédun efna til
frekari profunar.

3. Pessi greining er honnud sérstaklega til ad nema hER og hERR-midlada TA med pvi ad mela efnaljémun sem endapunkt.
Notkun & efnaljomun i lifgreiningu er Gtbreidd par sem hlutfall [jomunarmerkis er hatt midad vid bakgrunn (10. heimild).
Virkni lusiferasa ar eldflugum i frumumidudum greiningum getur p6 ruglast vegna efna sem hefta lusiferasaensimid og
valda ymist greinilegri heftingu eda aukinni ljomun vegna stédgunar protina (10. heimild). I nokkrum visigensgreiningum
sem byggja a lusiferasa med plontuestrogenstyrk sem er yfir 1 uM hafa ad auki verid skrdd ljomunarmerki sem er ekki
midlad med vidtaka vegna ofvirkjunar & visigeni lusiferasans (9. og 11. heimild). P6 ad skammtasvérunarferill gefi til
kynna ad raunvirkjun ER-Kkerfisins eigi sér stad vid laegri styrk parf ad rannsaka gaumgefilega, i ER TA-greiningarkerfum
med innleidslu sem er stddug (sja 2. vidbeeti), tjaningu lusiferasa sem fast vid haan styrk plontuestrégena eda svipadra
efnasambanda sem grunur leikur & um ad valdi plontuestrogenlikri ofvirkjun lusiferasavisigens.

4. Lesa skal ,ALMENNUR INNGANGUR® og ,,bETTIR ER TA-GREININGAR® adur en pessi greining er notud i
eftirlitsskyni. Skilgreiningar og skammstafanir sem notadar eru i pessari profunaradferd eru settar fram i 1. vidbati.

MEGINREGLA GREININGARINNAR (SJA EINNIG ,,ALMENNUR INNGANGUR*)

5. Greiningin er notud til ad syna ER-bindilsbindingu og sidan yfirferslu vidtaka- og bindilsflokans yfir i kjarnann. |
kjarnanum binst vidtaka- og bindilsflokinn vid tiltekna DNA-svorunarpetti og advirkjar visigenid (luc) sem leidir til
myndunar lUsiferasa og sidan losun ljoss sem hagt er ad magngreina med ljosmali. Haegt er ad meta lUsiferasavirkni &
fljétan og 6dyran hatt med fjélda setta sem fast 4 almennum markadi. | VM7Luc ER TA er notud VM7, frumulina med
brjostakirtilkrabbameinsfrumum kvenna sem synir svorun vid estrogenvidtaka, med stddugt innleitt luc-visigensmid ar
eldflugum sem stjornast af fjorum estrégensvorunarpattum sem stadsettir eru ofan vio MMTV -styriefnid til ad greina efni

(*) Fyrir junimanud 2016 var pessi frumulina tilgreind sem BG1Luc-frumulina. Upphaflega lystu Geisinger og fl. (1998) (12. heimild)
BG-1-frumum og eiginleikum peirra var sidar lyst af visindaménnum & vegum National Institute of Environmental Health Sciences
(NIEHS) (13. heimild). Tilt6lulega nylega kom i ljés ad til eru tvd mismunandi afbrigdi af BG-1-frumum sem visindamenn nota, BG-1 Fr
og BG-1 NIEHS. itarleg greining, p.m.t. DNA-préfun, & pessum tveimur BG-1 afbrigum frumulina sem Li og samstarfsmenn
framkveemdu (2014) (14. heimild) syndi ad BG-1 Fr var einst®d og ad BG-1 NIEHS, p.e. upprunalega frumulinan sem notud var til ad
préa greininguna, var ekki BG1-frumulinan med krabbameinsfrumum ur eggjastokkum kvenna, heldur pess i stad afbrigdi af MCF7-
frumulinunni med brjéstakrabbameinsfrumum kvenna. Frumulinan sem er notud i greiningunni, sem upphaflega var nefnd BG1Luc4E2
(15. heimild), verdur nu tiltekin sem VM7Luc4E2 (,,V¥ = afbrigdi, ,,M7“ = MCF7-frumur). A sama hatt skal greiningin n( vera tiltekin
sem VM7Luc ER TA. P4 ad petta breyti uppruna frumulinunnar sem greiningin er byggd a pa hefur petta hvorki ahrif & birtar
fullgildingarrannséknir né not og beitingu pessarar greiningar til skimunar & estrégenvirkum/andestrégenvirkum idefnum.
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10.

11.

sem eru med virkni sem estrogendrvar eda -blokkar i glasi. betta MMTV-styriefni synir eingdngu minni hattar vixlsvérun
vid 6nnur sterahormaon og hormoén sem eru ekki sterar. Vidmidununum fyrir talkun gagna er lyst i smaatridum i 41. lid.
stuttu mali greinist jakvaed svorun med ferli styrkhddrar svérunar sem inniheldur a.m.k. prja punkta med skekkjubilum
sem skarast ekki (medaltal + SD) d4samt breytingu & sveifluvidd (st6dlud hlutfallsleg ljéseining [RLU]) sem er ad lagmarki
20% af hdmarksgildinu fyrir vidmidunarstadalinn (17-estradiol [E2; Cas-nimer 50-28-2] fyrir greiningu & 6rvum,
raloxifen vetnisklorid [Ral; Cas-nimer 84449-90-1]/E2 fyrir greiningu & blokkum).

VERKFERLI

Frumulina

[ greiningunni skal nota VM7Luc4E2 frumulinu med stéduga innleidslu. Frumulinan er sem stendur eingdngu faanleg
med taeknileyfissamningi fra University of California, Davis, California, USA (1), og frd& Xenobiotic Detection Systems
Inc., Durham, North Carolina, USA (2).

Stodugleiki frumulinunnar

Til ad vidhalda stédugleika og heilleika frumulinunnar skal reekta frumurnar i fleiri en eina umséningu ar frysta stofninum
i frumuvidhaldsatinu (sja 9. 1id). Ekki skal raekta frumur oftar en 30 umséaningar. Ad pvi er vardar VM7Luc4E2-
frumulinuna eru 30 umséningar u.p.b. prir manudir.

Skilyrdi vio frumuraekt og isetningu & bakka

Fylgja skal verklagsreglunum sem tilgreindar eru i Guidance on Good Cell Culture Practice (5. og 6. heimild) til ad
tryggja geedi alls efnividar og allra adferda til ad vidhalda heilleika, gildi og samanburdarndkveemni peirra starfa sem
unnin eru.

VMT7Luc4E2-frumur eru hafdar i RPMI 1640-eti med vidbattu 0,9% Pen-Strep og 8,0% nautgripafosturssermi (FBS) i
sérstokum reektunarkassa fyrir vefjarakt vid 37 °C + 1 °C, 90% + 5 % raka og 5,0% + 1 % CO2/loft.

pegar ~80% samfellu er ndd eru VM7Luc4E2-frumur reektadar i undirreekt og undirbunar i umhverfi &n estrégens i
48 Kist. fyrir isetningu frumnanna i 96-hola bakka til ad verda fyrir vahrifum fra préfunaridefnum og til greiningar &
estrogenhadri vakningu lUsiferasavirkni. Atid an estrogens (EFM) inniheldur Eagle-ti med Dulbecco-breytingu
(DMEM) &n fendlrauds, med vidbeettu 4,5% FBS medhdndludu med dextranhidudum vidarkolum, 1,9% L-glutamini og
0,9% Pen-Strep. Allur banadur 0r plasti skal vera &n estrégenvirkni [sjé itarlega adferdarlysingu (7. heimild)].

Viomidanir fyrir asettanleika

Sampykki eda hofnun profunar byggir & matinu & vidmidunarstadli og nidurstédum fyrir samanburd ar hverri tilraun sem
er gerd a 96-hola bakka. Sérhver vidomidunarstadall er préfadur i mismunandi styrkleikum og pad eru mérg syni af

@)
®

Michael S. Denison, Ph.D. Professor, Dept. of Environmental Toxicology, 4241 Meyer Hall, One Shields Ave, University of California,
Davis, CA 95616, E: msdenison@ucdavis.edu, (530) 754-8649

Xenobiotic Detection Systems Inc. 1601 East Geer Street, Suite S, Durham NC, 27704 USA, email: info@dioxins.com, Telephone: 919-
688-4804, Fax: 919-688-4404
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hverjum vidmidunar- og samanburdarstyrk. Nidurstddur eru bornar saman vid geedaeftirlit (QC) fyrir pessa melipzetti sem
voru leiddir Gt af ranns6knarsdgulega gagnagrunnunum fyrir érva og blokka sem sérhver rannséknarstofa skal bia til
medan hin synir fram & hefni sina. Rannséknarsdgulegu gagnagrunnarnir eru stodugt uppferdir med gildum fyrir
vidmidunarstadla og samanburd. Breytingar & binadi eda adstddu rannsoknarstofu kunna ad krefjast pess ad gerdir séu
uppfeerdir rannsoknarsdgulegir gagnagrunnar.

Orvaprofun

Skammtastardarrannsokn

e Vakning: Vakning a bakka skal mald med pvi ad deila i medaltal hasta gildis hlutfallslegra ljéseininga (RLU) i
E2-vidmidunarstadlinum med medaltali RLU-gildis fyrir DMSO-samanburd. Venjulega nest fimmféld vakning en til
ad vera sampykkt parf vakning ad vera minnst fjorfold.

e Nidurstodur fyrir DMSO-samanburd: RLU-gildi samanburdar med leysi skal vera undir 2,5-féldum stadalfravikum
fyrir rannsoknarsdgulega samanburdinn med leysi fyrir medaltal RLU-gildis.

o Tilraun sem uppfyllir hvoruga sampykktarviomidunina skal ekki notud og hin endurtekin.

ftarleg profun

Préfunin felur i sér vidmidanir fyrir aseettanleika Ur skammtasteerdarrannsokninni fyrir 6rva dsamt eftirfarandi:

e Nidurstddur fyrir vidmidunarstadal: Ferill vidmidunarstuduls styrkhadrar svérunar i E2 skal vera s-laga og hafa a.m.k.
prju gildi innan linulega hluta ferils styrkhadrar svorunar.

o Nidurstddur fyrir jAkveedan samanburd: Gildi RLU fyrir samanburdinn med metoxyklori skal vera haerra en DMSO-
medaltalid plus prefold stadalfravik medaltalsins fyrir DMSO.

e Tilraun sem uppfyllir ekki allar sampykktarviomidanir skal ekki notud og hin endurtekin.

Blokkaprofun

Skammtastaerdarrannsokn

o Lekkun: Leekkun & bakka er meld med pvi ad deila i medaltal haesta RLU-gildis i Ral/E2 viomidunarstadlinum med
medaltali RLU-gildis fyrir DMSO-samanburd. Venjulega naest fimmfold laeekkun en til ad vera sampykkt parf leekkunin
ad vera minnst preféld.

o Nidurstodur fyrir E2-samanburd: RLU-gildi i E2-samaburdi skulu vera undir 2,5-foldum stadalfravikum i rannsoknar-
sogulegum medaltdlum RLU-gildis i E2-samanburdi.

o Nidurstodur fyrir DMSO-samanburd: RLU-gildi i DMSO-samanburdi skal vera undir 2,5-féldum stadalfravikum i
rannsoknarségulegum medaltélum RLU-gildis i samanburdi med leysi.
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o Tilraun sem uppfyllir ekki allar sampykktarvidmidanir skal ekki notud og han endurtekin.

ftarleg profun

Profunin inniheldur sampykktarvidmidanir Gr skammtastaerdarrannsékninni fyrir blokka asamt eftirfarandi:

o Nidurstodur fyrir vidmidunarstadal: Ferill viomidunarstuduls styrkhadrar svorunar i Ral/E2 skal vera s-laga og hafa
a.m.k. prju gildi innan linulega hluta ferils styrkhadrar svorunar.

o Nidurstodur fyrir jakvaedan samanburd: RLU-gildi i tamoxifen/E2-samanburdi skal vera minna en medaltalid fyrir E2-
samanburd minus prefdld stadalfravik medaltalsins fyrir E2-samanburdinn.

o Tilraun sem uppfyllir ekki allar sampykktarvidmidanir skal ekki notud og hun endurtekin.

Vidmidunarstadlar, jakvaedur samanburdur og samanburdur med burdarefni

Samanburdur med burdarefni (greining & drvum og blokkum)

12. Burdarefnid sem er notad til ad leysa upp préfunaridefnid skal profad sem samanburdur med burdarefni. Burdarefnid sem
var notad vid fullgildingu VM7Luc ER TA-greiningarinnar var 1% (rammalshlutfall) dimetylsilfoxid (DMSO, Cas-
numer 67-68-5) (sja 24. 1id). Ef annad burdarefni en DMSO er notad skal préfa alla vidmidunarstadla, samanburdi og
préfunaridefni | sama burdarefni, ef vid &.

Vidmidunarstadall (Akvordun & skammtastaero fyrir érva)

13. Vidmidunarstadallinn er E2 (Cas-numer 50-28-2). Vidmidunarstadallinn fyrir skammtasterdarrannsékn er samsettur ur
radpynningu fjogurra styrkleika af E2 (1.84 x 1070, 4,59 x 101, 1,15 x 10" og 2,87 x 1012 M), par sem hver styrkur er
préfadur i tveimur eins holum.

Vidmidunarstadall (itarleg préfun & dhrifum drva)

14. E2 fyrir itarlega préfun er samsett Gr 1:2 radpynningu sem samanstendur af 11 styrkleikum (& bilinu 3.67 x 10-1° til 3,59 x
1013 M) af E2 i tveimur eins holum.

Vidmidunarstadall (akvordun & skammtastaero fyrir blokka)

15. Vidmidunarstadallinn er samsetning Ral (Cas-numer 84449-90-1) og E2 (Cas-numer 50-28-2). Ral/E2 fyrir
skammtastaerdarrannsokn er samsett r radpynningu priggja styrkleika Ral (3.06 10, 7,67 109, og 1,92 10-°M) plas
fastur styrkur (9.18 x 101t M) af E2 i tveimur eins holum.

Vidmidunarstadall (itarleg préfun & dhrifum blokka)

16. Ral/E2 fyrir itarlega préfun er samsett Ur 1:2 radpynningu & Ral (& bilinu 2,45 1078 til 9.57 10°**M) plas fostum styrk
(9.18 x 101t M) af E2 sem samanstendur af niu styrkleikum Ral/E2 i tveimur eins holum.
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Veikur jakveedur samanburdur (6rvi)

17. Veikur jakvadur samanburdur er 9,06 10° M p,p'-metoxyklor (metoxyklér; Cas-nimer 72-43-5) i ati an estrogens
(EFM).

Veikur jakveedur samanburdur (blokkar)

18. Veiki jakvadi samanburdurinn samanstendur af tamoxifeni (Cas-nimer 10540-29-1) 3,36 105 M med 9,18 x 10°* M E2 i
a&ti an estrogens (EFM).

E2-samanburdur (eingdngu greining a blokkum)

19. E2-samanburdurinn er 9,18 x 101t M E2 i a&ti an estrogens (EFM) og notadur sem neikvadur vidmidunarsamanburdur.

Margfeldi vakningar (6rvi)

20. Vakning lusiferasavirkni med vidmidunarstadlinum (E2) er meald med pvi ad deila i medaltal haesta RLU-gildis E2-
vidmidunarstadals med medaltali RLU-gildis i DMSO-samanburdi og nidurstadan skal vera meiri en fjorfold.

Margfeldi leekkunar (blokkar)

21. Medaltal lusiferasavirkni med viomidunarstadlinum (Ral/E2) er malt med pvi ad deila i medaltal haesta RLU-gildis
Ral/E2-vidmidunarstadals med medaltali RLU-gildis i DMSO-samanburdi og skal vera meira en prefalt.

Synt fram & hafni rannsoknarstofu (sjé 14. lio og toflu 3 og 4 i ,PETTIR ER TA-GREININGAR® i pessari
profunaradferd)

Burdarefni

22. Uppleysing profunaridefna skal vera i leysi sem leysir upp préfunaridefnid og getur blandast frumueetinu. Vatn, etandl
(95-100% hreinleiki) og dimetylsulfoxid eru hentug burdarefni. Ef notad er dimetylstlfoxid skal magnid ekki fara yfir 1%
(rdmmalshlutfall). Syna skal fram &, ad pvi er vardar 6ll burdarefni, ad hadmarksrammalid sem er notad sé ekki
frumueitrandi og ad pad skerdi ekki nothefi greiningarinnar. Viomidunarstadlar og samanburdir eru leystir upp i 100%
leysi og svo pynntir Ut i videigandi styrkleika i &ti an estrogens (EFM).

Tilreidsla profunaridefna

23. Profunaridefnin eru leyst upp i 100% DMSO (eda videigandi leysi) og svo pynnt Ut i videigandi styrkleika i eti an
estragens (EFM). Oll profunaridefni skulu fa ad na jafnvaegi vid stofuhita 4dur en pau eru leyst upp og pynnt. Tilreida skal
nyjar profunaridefnislausnir fyrir hverja tilraun. Grugg og botnfall skal ekki vera synilegt i lausnunum. Stofna
vidmidunarstadla og samanburda er heagt ad tilreida i miklu magni en p6 skulu endanlegir viomidunarstadlar og pynningar
samanburdar og profunaridefna vera nytilreiddar fyrir hverja tilraun og notud innan 24 klukkustunda fra tilreidslu.

Leysni og frumueiturhrif Atridi sem parf ad hafa i huga vardandi akvordun & skammtasteerd

24. Skammtasterdarrannsokn samanstendur af sjo punkta 1:10 radpynningum i tvitekinni keyrslu. [ upphafi eru
préfunaridefnin profud upp ad hamarksstyrknum 1 mg/ml (~1 mM) fyrir drvapréfun og 20 pg/ml (~10 M) fyrir
blokkaprofun. Skammtasteerdarrannsoknir eru notadar til ad akvarda eftirfarandi:

— upphafsstyrk préfunaridefnisins sem skal nota i itarlegri préfun

— bynningar profunaridefnis (1:2 eda 1:5) sem skal nota i itarlegri préfun
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25. Mat & lifvenleika frumna/frumueiturhrifum er ad finna i adferdarlysingunum fyrir greiningu & 6rva og blokkum
(7. heimild) og er haft med i skammtasteerdarpréfun og itarlegri préfun. Frumueiturhrifaadferdin sem var notud til ad meta
lifveenleika frumna vid fullgildingu VM7Luc ER TA (1. heimild) var adlogud eigindleg, sjonreen athugunaradferd, p6 er
haegt ad nota megindlega adferd til ad akvarda frumueiturhrif (sja adferdarlysingu (7. heimild)). Ekki er haegt ad nota gégn
sem er aflad vid profunaridefnisstyrk sem veldur meira en 20% minnkun 4 lifvaenleika.

Vahrif af préfunaridefni og skipulagning greiningarbakka

26. Frumur eru taldar og peer settar i 96-hola bakka fyrir vefjaraektun (2 x 10° frumur i hverja holu) i ati an estrégens (EFM)
og latnar standa i 24 Kist. til ad frumurnar nai ad festast vio bakkann. Atid an estrégens er fjarleegt og pess i stad sett
préfunar- og vidmidunaridefni i EFM og latio standa i 19-24 klst. Taka skal sérstakt tillit til peirra efna sem eru mjog
rokgjérn par sem nalaegar samanburdarholur kunna ad gefa falsjakvaedar nidurstddur. I slikum tilvikum getur notkun
,.bakkainnsigla“ hjalpad til vid ad einangra stakar holur medan a profun stendur og er pvi meaelt med notkun peirra.

Skammtastaerdarrannsoknir

27. | skammtastaerdarrannsoknum eru allar holurnar i 96-hola bakkanum notadar til ad profa allt ad sex préfunaridefni sem sjo
punkta 1:10 radpynningar i tviteknum keyrslum (sja mynd 1 og 2).

— [ profun til ad akvarda skammtasteerd fyrir drva er notud tvitekning med fjorum styrkleikum E2 sem vidmidun-
arstadall og samhlida syni i fjérum holum fyrir DMSO-samanburdinn.

— [ profun til ad akvarda skammtasteerd fyrir blokka er notud tvitekning med premur styrkleikum Ral/E2 med
9,18 x 101t M E2t sem vidmidunarstadall, med samhlida syni i premur holum fyrir E2- og DMSO-samanburdinn.

Mynd 1

Skipulag fyrir skammtasterdarrannsékn fyrir 6rva med 96-hola bakka

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | TCI-1 TCI-1 TC2-1 TC2-1 TC3-1 TC3-1 TC4-1 TC4-1 TC5-1 TC5-1 TCo6-1 TC6-1
B TC1-2 TC1-2 TC2-2 TC2-2 TC3-2 TC3-2 TC4-2 TC4-2 TCS-2 TCS-2 TC6-2 TC6-2

IC TCI-3 TCI-3 TC2-3 TC2-3 TC3-3 TC3-3 TC4-3 TC4-3 TC5-3 TCS-3 TC6-3 TC6-3

ID TCl1-4 TC1-4 TC2-4 TC2-4 TC3-4 TC3-4 TC4-4 TC4-4 TC5-4 TCS5-4 TC6-4 TC6-4

E | TS5 | tc1s | Tc2s | TC2s | TC3s | TC3s | TCa4s | TC4-s | TC5-5 | TC5-5 | TC6-5 | TC6-S

F TCI1-6 TC1-6 TC2-6 TC2-6 TC3-6 TC3-6 TC4-6 TC4-6 TC5-6 TCS5-6 TC6-6 TC6-6

G TC1-7 TC1-7 TC2-7 TC2-7 TC3-7 TC3-7 TC4-7 TC4-7 TCS-7 TC5-7 TC6-7 TC6-7

IH E2-1 E2-2 E2-3 E2-4 vC vC vC vC E2-1 E2-2 E2-3 E2-4

Skammstafanir: E2-1 til E2-4 = styrkleikar E2-vidmidunarstadalsins (frd hdum ad lagum); TC1-1 til TC1-7 = styrkleikar
(frd hdum ad lagum) préfunaridefnis 1 (TC1); TC2-1 til TC2-7 = styrkleikar (frd hdum ad lagum) préfunaridefnis 2 (TC2);
TC3-1 til TC3-7 = styrkleikar (frd haum ad lagum) préfunaridefnis 3 (TC3); TC4-1 til TC4-7 = styrkleikar (fra haum ad
lagum) préfunaridefnis 4 (TC4); TC5-1 til TC5-7 = styrkleikar (frd& haum ad lagum) préfunaridefnis 5 (TC5); TC6-1 ad
TC6-7 = styrkleikar (fr& hdum ad lagum) préfunaridefnis 6 (TC6); VC = burdarefni (DMSO [1% rammalshlutfall EFM.])
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Mynd 2
Skipulag fyrir skammtasterdarrannsokn fyrir blokka med 96-hola bakka
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | TCI-1 TCI-1 TC2-1 TC2-1 TC3-1 TC3-1 TC4-1 TC4-1 TC5-1 TC5-1 TCe-1 TCé6-1
B | TCl-2 TC1-2 TC2-2 TC2-2 TC3-2 TC3-2 TC4-2 TC4-2 TCS5-2 TCS5-2 TCe6-2 TCo6-2
C | TCI1-3 TCI-3 TC2-3 TC2-3 TC3-3 TC3-3 TC4-3 TC4-3 TC5-3 TC5-3 TC6-3 TC6-3
D | TCi4 TC1-4 TC2-4 TC2-4 TC34 TC3-4 TC4-4 TC4-4 TC5-4 TC5-4 TCo6-4 TC6-4
E | TCI-5 TCI-5 TC2-5 TC2-5 TC3-5 TC3-5 TC4-5 TC4-5 TC5-5 TC5-5 TCe6-5 TC6-5
F TCl1-6 TC1-6 TC2-6 TC2-6 TC3-6 TC3-6 TC4-6 TC4-6 TC5-6 TC5-6 TC6-6 TCo6-6
G | TCL-7 TCI1-7 TC2-7 TC2-7 TC3-7 TC3-7 TC4-7 TC4-7 TC5-7 TC5-7 TCe6-7 TC6-7
Ral-1 Ral-2 Ral-3 vC vC vC E2 E2 E2 Ral-1 Ral-2 Ral-3

Skammstafanir: E2 = E2-samanburdur; Ral-1 til Ral-3 = styrkleikar raloxifens/E2-vidmidunarstadalsins (frd hdum ad lagum);
TC1-1 til TC1-7 = styrkleikar (frd hdum ad lagum) préfunaridefnis 1 (TC1); TC2-1 til TC2-7 = styrkleikar (fr& hdum ad lagum)
= styrkleikar (fr& hdum ad lagum) préfunaridefnis 3 (TC3); TC4-1 til
TC4-7 = styrkleikar (frA hdum ad lagum) profunaridefnis 4 (TC4); TC5-1 til TC5-7 = styrkleikar (frA haum ad lagum)
préfunaridefnis 5 (TC5); TC6-1 ad TC6-7 = styrkleikar (fra hdum ad lagum) préfunaridefnis 6 (TC6); VC = burdarefnil

profunaridefnis 2 (TC2); TC3-1 til TC3-7

(DMSO [1% rammadlshlutfall EFM.])

Athugasemd: Oll profunaridefnin eru profud med 9,18 x 10 11 M E2.

28. Radlagt endanlegt magn naudsynlegs atis fyrir hverja holu er 200 pl. Eingdngu skal nota prdfunarbakka par sem
lifveenleiki frumnanna i 6llum holum er 80% eda meiri.

29. Akvérdun & upphafsstyrkleika fyrir itarlega profun fyrir drva er lyst itarlega i drvaadferdarlysingunni (7. heimild). T stuttu
mali skal nota eftirfarandi vidmidanir:

— Ef engir punktar & styrkferli préfunaridefnisins eru fyrir ofan medaltalid plis prefalt stadalfrdvik DMSO-
samanburdarins skal framkvaema itarlega préfun med 11 punkta 1:2 radpynningu par sem byrjad er & hamarks-
styrknum sem er leysanlegur.

— Ef pad eru punktar & styrkferli préfunaridefnisins sem eru fyrir ofan medaltalid plus prefalt stadalfradvik DMSO-
samanburdarins skal upphafsstyrkurinn fyrir 11 punkta pynningarkerfid i itarlegri préfun vera einum logra herra en
styrkurinn sem gefur hesta adlagada RLU-gildi i akvorduninni & skammtasteerd. Kerfid fyrir 11 punkta pynningu

verdur byggt & annadhvort 1:2 eda 1:5 pynningu samkvaemt eftirfarandi vidmidunum:

Nota skal 11 punkta 1:2 radpynningu ef pad gefur styrkbil sem naer yfir allt svérunarsvidid byggt & ferli styrkhaorar

svOrunar sem myndast i skammtasteerdarrannsokninni. Annars skal nota 1:5 pynningu.

— Ef fram kemur tvifasa ferill styrkhadrar svorunar vegna profunaridefnis i skammtasterdarrannsékninni skal rannsaka
bada fasana i itarlegri profun.

30. Akvérdun & upphafsstyrkleika fyrir itarlega profun fyrir blokka er lyst nakvemlega i blokkaadferdarlysingunni
(7. heimild). T stuttu méli skal nota eftirfarandi vidmidanir:

— Ef engir punktar & styrkferli préfunaridefnisins eru undir medaltalinu minus prefalt stadalfravik E2-samanburdarins
skal framkvaema itarlega préfun med 11 punkta 1:2 radpynningu par sem byrjad er & hamarksstyrk sem er
leysanlegur.
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31.

— Ef pad eru punktar & styrkferli profunaridefnisins sem eru undir medaltalinu minus prefalt stadalfravik E2-
samanburdarins skal upphafsstyrkurinn fyrir 11 punkta pynningarkerfio i itarlegri préfun vera einn af eftirfarandi:

o Styrkurinn sem gefur leegsta adlagada RLU-gildi i akvérduninni & skammtasteerd.

o Hamarksstyrkur sem er leysanlegur (sja blokkaadferdarlysingu (7. heimild), mynd 14-2).

e Legsti frumueitrandi styrkur (sja blokkaadferdarlysingu (7. heimild), mynd 14-3 fyrir svipad demi).

— Kerfid fyrir 11 punkta pynningu verdur byggt & annadhvort 1:2 eda 1:5 radpynningu eda pynningu samkvemt

eftirfarandi viomidunum:

Nota skal 11 punkta 1:2 radpynningu ef pad gefur styrkbil sem ner yfir allt svérunarsvidid byggt & ferli styrkhadrar
svorunar sem myndast i skammtasteerdarrannsokninni. Annars skal nota 1:5 pynningu.

itarlegar profanir

itarleg profun samanstendur af 11 punkta radpynningu (annadhvort 1:2 eda 1:5 radpynningu sem byggir 4 upphafs-
styrkleika fyrir itarlegar préfanaviomidanir) par sem hver styrkur er préfadur i premur holusettum i 96-hola bakka

(sjad mynd 3 og 4).

— T itarlegri profun fyrir 6rva er notud tvitekning 11 styrkleika af E2 sem vidmidunarstadall. Samhlida syni i fjorum
holum fyrir DMSO-samanburdinn og samhlida syni i fjorum holum fyrir metoxyklérsamanburdinn (9.06 x 106 M)

skulu vera med & hverjum bakka.

— [ itarlegri profun fyrir blokka er notud tvitekning niu styrkleika af Ral/E2 med 9,18 x 10 M E2 sem
vidmidunarstadall, med samhlida syni i fijorum holum fyrir E2 9,18 10-* M-samanburdinn, samhlida syni i fjérum

holum fyrir DMSO-samanburdinn og samhlida syni { fjorum holum fyrir tamoxifen 3,36 x 10-5M.

Mynd 3

Skipulag fyrir itarlega profun fyrir érva med 96-hola bakka

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A TCI1-1 TCl1-2 TCl1-3 TC1-4 TCI-5 TCI1-6 TCI1-7 TCI1-8 TC1-9 TC1-10 | TCI1-11 vC
B TCI-1 TCl1-2 TCl1-3 TCl1-4 TCI-5 TCI-6 TCI1-7 TCI-8 TC1-9 TC1-10 | TCI1-11 VC
C TCI-1 TCl1-2 TC1-3 TCI1-4 TC1-5 TC1-6 TC1-7 TC1-8 TCI1-9 TCI-10 | TCI1-11 vC
D TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 TC2-9 TC2-10 | TC2-11 vC
E TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 TC2-9 TC2-10 | TC2-11 Meth
F TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 TC2-9 TC2-10 | TC2-11 Meth
G E2-1 E2-2 E2-3 E2-4 E2-5 E2-6 E2-7 E2-8 E2-9 E2-10 E2-11 Meth
H E2-1 E2-2 E2-3 E2-4 E2-5 E2-6 E2-7 E2-8 E2-9 E2-10 E2-11 Meth

Skammstafanir: TC1-1 til TC1-11 = styrkleikar (frd hdum ad lagum) préfunaridefnis 1; TC2-1 til TC2-11 = styrkleikar
(frd hdum ad lagum) préfunaridefnis 2; E2-1 til E2-11 = styrkleikar E2-viomidunarstadals (frd hdum ad lagum);
Meth = p,p’ metoxyklor veikur jakvedur samanburdur; VC = DMSO (1% rammalshlutfall) EFM samanburdur med

burdarefni.
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Mynd 4

Skipulag fyrir itarlega préfun fyrir blokka med 96-hola bakka

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A TCI-1 TC1-2 | TCI-3 | TCl4 | TCI-5 | TCl-6 | TCI-7 | TC1-8 | TCI-9 | TCI1-10 | TCI-11 vC
B TCI-1 TC1-2 | TCI1-3 | TCl4 | TCI-5 | TCl-6 | TCI-7 | TC1-8 | TCI1-9 | TCI1-10 | TCI-11 vC
C TCI-1 TCI1-2 | TC1-3 | TCI4 | TCI-5 | TCI-6 | TC1-7 | TCI-8 | TC1-9 | TCI-10 | TCI-11 vC
D TC2-1 TC2-2 | TC2-3 | TC24 | TC2-5 | TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | TC2-9 | TC2-10 | TC2-11 VC
E TC2-1 TC2-2 | TC2-3 | TC24 | TC2-5 | TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | TC2-9 | TC2-10 | TC2-11 Tam
F TC2-1 TC2-2 | TC2-3 | TC24 | TC2-5 | TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | TC2-9 | TC2-10 | TC2-11 Tam
G Ral-1 Ral-2 Ral-3 Ral-4 Ral-5 Ral-6 Ral-7 | Ral-8 Ral-9 E2 E2 Tam
H Ral-1 Ral-2 Ral-3 Ral-4 Ral-5 Ral-6 Ral-7 | Ral-8 Ral-9 E2 E2 Tam

Skammstafanir: E2 = E2-samanburdur; Ral-1 til Ral-9 = styrkleikar raloxifens/E2-vidmidunarstadalsins (frd hdum ad lagum);
Tam = tamoxifen/E2 veikur jakveedur samanburdur; TC1-1 til TC1-11 = styrkleikar (frd& haum ad lagum) profunaridefnis
1 (TC1); TC2-1 til TC2-11 = styrkleikar (fra hdum ad lagum) préfunaridefnis 2 (TC2); VC = burdarefni (DMSO
[1% rammalshlutfall EFM.]).

Athugasemd: Eins og fram kemur innihalda allar vidmidunar- og profunarholur fastan styrk E2 (9,18x10-11 M).

32. Framkvaema skal endurteknar itarlegar préfanir fyrir sama idefni & mismunandi dégum til ad tryggja 6haedi. Framkveema
skal a.m.k. tvaer itarlegar profanir. Ef nidurstdournar stangast & vid hvor adra (t.d. énnur profunin er jakveed og hin
neikveed), eda ef dnnur profunin er 6fullnggjandi, skal framkveema pridju préfunina til vidbotar.

Meeling & [jéomun

33. Ljémun er mald & bilinu 300 til 650 nm med ljésmaeli med inndeelingu og hugbinadi sem styrir inndaelingarmagninu og
melingarbilinu (7. heimild). Losun ljéss fra hverri holu er gefin upp sem RLU & hverja holu.

GREINING GAGNA

Akvordun 4 EC50/1C50

34. EC50-gildi (halfur hdmarkshrifstyrkur préfunaridefnis [6rvar]) og 1C50-gildi (halfur hamarksheftistyrkur préfunaridefnis
[blokkar]) eru akvordud at fra gégnunum um styrk og svérun. Ad pvi er vardar profunaridefni sem eru jakveed i einum eda
fleiri styrkleikum er préfunaridefnisstyrkurinn sem veldur halfri hdmarkssvorun (IC50 eda EC50) reiknadur Gt med
greiningu med Hill-falli eda 6drum videigandi kosti. Hill-fallid er tvikosta reiknilikan med fjérum breytum sem tengir
préfunaridefnisstyrkinn vid svorunina (fylgir ad jafnadi s-ferli) med eftirfarandi jofnu:

(Toppur — Botn)

Y=B
O T 10(IgECyy — X)Hill — hallagildi

par sem:

Y =svorun (p.e. RLU)

X = logri styrksins

Botn = lagmarkssvérun
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35.

36.

37.

Toppur = hamarkssvorun
lg EC50 (eoa Ig IC50) = logri X sem svérun mitt & milli topps og botns
Hill-hallagildi = bratti ferilsins.

Med likaninu eru reiknud Ut bestu métgadi fyrir breyturnar Toppur, Botn, Hill-hallagildi og IC50 og EC50. Fyrir
treikninginn & gildum EC50 og IC50 skal nota videigandi tolfredihugbinad (t.d. tdlfredihugbinadinn Graphpad
PrismR).

Akvordun & einforum

Heegt er ad audvelda gott tolfreedilegt mat med pvi ad hafa med (en ekki takmarkast vid) Q-préfunina (sja érva- og
blokkaadferdarlysingar (7. heimild)) til ad akvarda ,,0nothaefar holur sem verda undanskildar i gagnagreiningunni.

Ad pvi er vardar samhlida E2-vidmidunarstadla (tvd syni) teljast 6l adldgud RLU-gildi Gr samhlida synum vid gefinn
styrkleika E2 sem einfarar ef gildi peirra er meira en 20% yfir eda undir adlégudu RLU-gildi fyrir pann styrkleika i
rannsoknarsdgulega gagnagrunninum.

Soéfnun og adldgun ljésmeelisgagna fyrir préfun til ad akvarda skammtasteaerd

Ounnin gogn fra ljosmaelinum skulu ferd i toflureiknissnidmat sem er hannad fyrir greininguna. Akvarda skal hvort
einfaragagnapunktar eru til stadar sem parf ad fjarlaegja. (Sja vidmidanir fyrir sampykkt préfunar m.t.t. malipatta sem eru
&kvardadir i greiningunum.) Framkveema skal eftirfarandi Utreikninga:

Orvi

1. prep Medalgildid fyrir DMSO-samanburdinn med burdarefni (VC) er reiknad ut.

2. prep Medalgildid fyrir VC med DMSO er dregid fra hverju holugildi til ad stadla gégnin.

3. prep Medalmargfeldi vakningar fyrir vidmidunarstadalinn (E2) er reiknad Ut.

4. prep Medalgildi EC50 fyrir profunaridefnin er reiknad Ut.

Blokkar

1. prep Medalgildid fyrir VC med DMSO er reiknad ut.

2. prep Medalgildid fyrir VC med DMSO er dregid fra hverju holugildi til ad stadla gognin.

3. prep Medalmargfeldi leekkunar fyrir vidmidunarstadalinn (Ral/E2) er reiknad (t.

4. prep Medalgildid fyrir E2-vidmidunarstadalinn er reiknad ut.

5. prep Medalgildi IC50 fyrir préfunaridefnid er reiknad ut.
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Sofnun og adlogun ljésmeelisgagna fyrir itarlega préfun

38. Ounnin gogn fra ljosmelinum skulu faerd i toflureiknissnidmat sem er hannad fyrir greininguna. Akvarda skal hvort
einfaragagnapunktar eru til stadar sem parf ad fjarlegja. (Sja vidmidanir fyrir sampykkt préfunar m.t.t. malipatta sem eru
akvardadir i greiningunum.) Framkvama skal eftirfarandi Gtreikninga:

39.

Orvi

1. prep

2. prep

3. prep

4. prep

5. prep

Blokkar

1. prep

2. prep

3. prep

4. prep

5. prep

6. prep

Medalgildid fyrir VC med DMSO er reiknad ut.

Medalgildid fyrir VC med DMSO er dregid fra hverju holugildi til ad stadla gégnin.

Medalmargfeldi vakningar fyrir vidmidunarstadalinn (E2) er reiknad ut.

Medalgildi EC50 fyrir E2 og préfunaridefnin er reiknad at.

Medalgildi adlagads RLU-gildis fyrir metoxyklor er reiknad at.

Medalgildid fyrir VC med DMSO er reiknad Ut.

Medalgildid fyrir VC med DMSO er dregid fra hverju holugildi til ad stadla gognin.

Medalmargfeldi vakningar fyrir viomidunarstadalinn (Ral/E2) er reiknad Ut.

Medalgildi IC50 fyrir Ral/E2 og profunaridefnin er reiknad Gt.

Medalgildi adlagads RLU-gildis fyrir tamoxifen er reiknad Gt.

Medalgildid fyrir E2-vidmidunarstadalinn er reiknad Ut.

Vidmidanir um tulkun gagna

VM7Luc ER TA er &tlud sem hluti af greiningu & vaegi rokstuddra visbendinga til ad hjalpa til vid ad forgangsrada efnum
fyrir préfanir & innkirtlatruflunum i lifi. Hluti af pessu forgangsrodunarferli er flokkunin & préfunaridefninu sem
annadhvort jakvadu eda neikvaedu sem estrogendrvi eda -blokki. Jakvaedu og neikvaedu akvoérdunarvidmidununum sem
notadar eru i VM7Luc ER TA-fullgildingarrannsékninni er lyst i t6flu 1.
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Tafla 1

Jakveedar og neikvaedar akvordunarvidmidanir

VIRKNI SEM ORVI

Jakveed

— Oll préfunaridefni sem eru flokkud sem jakved fyrir virkni sem ER-6rvi skulu hafa feril
styrkhadrar svorunar sem samanstendur af grunnlinu og pa jakveedum halla og sem ad lokum endar
i sléttu eda toppi. I sumum tilvikum er adeins hagt ad greina tvo af pessum eiginleikum (grunnlina-
halli eda halli-toppur).

— Innan linunnar sem synir jakveeda hallann skulu vera a.m.k. prir punktar med skekkjubilum sem
skarast ekki (medaltal £ SD). Punktar sem mynda grunnlinuna eru ekki hafoir med en toppurinn eda
fyrsti hluti sléttunnar getur verid innan linulega hluta ferilsins.

— Jakvaed flokkun krefst sveifluviddar svorunar, mismunarins milli grunnlinu og topps, sem er
amk. 20% af hamarksgildi vidmidunarstadalsins, E2 (p.e. 2000 RLU eda meira pegar
hamarkssvorunargildi vidmidunarstadalsins [E2] er adlagad i 10 000 RLU).

— Ef heegt er skal reikna Gt EC50-gildi fyrir hvert jakveett profunaridefni.

Neikvaed

Medaltal adlagadrar RLU fyrir hvern tiltekinn styrk er vid eda undir medaltali RLU-gildisins i DMSO-
samanburdinum plus prefalt stadalfravik RLU i DMSO.

Ofulinzgjandi

Gogn sem ekki er haegt ad talka sem gild fyrir ad syna ad virkni sé til stadar eda ekki vegna meirihattar
eigindlegra eda megindlegra takmarkana teljast 6fullnaegjandi og er ekki haegt ad nota til ad akvarda
hvort préfunaridefnid sé jakveett eda neikveett. Endurpréfa skal idefnin.

BLOKKANDI VIRKNI

Jakvaed

— Ut fra gégnum proéfunaridefna fast ferill styrkhadrar svérunar sem samanstendur af grunnlinu og
sidan neikvaedum halla.

— Innan linunnar sem skilgreinir neikvaeda hallann skulu vera a.m.k. prir punktar med skekkjubilum
sem skarast ekki, punktar sem mynda grunnlinuna eru ekki hafdir med en fyrsti punktur sléttunnar
getur verid innan linulega hluta ferilsins.

— Leekkun i virkni etti ad vera a.m.k. 20% midad vid hamarksgildid med vidmidunarstadlinum,
Ral/E2 (p.e. 8000 RLU eda minna pegar hdmarkssvorunargildi vidmidunarstadalsins [Ral/E2] er
adlagad i 10 000 RLU).

— Haesti styrkur profunaridefnisins sem er ekki frumueitrandi skal vera minni eda jafn 1x10-5 M.

— Ef heegt er skal reikna Ut 1C50-gildi fyrir hvert jakveett profunaridefni.

Neikvad

Allir gagnapunktar eru yfir EC80-gildinu (80% af E2-svoruninni eda 8000 RLU) vid styrkleika undir
1,0 10° M.

Ofulinzgjandi

Gogn sem ekki er haegt ad talka sem gild fyrir ad syna ad virkni sé til stadar eda ekki vegna meirihattar
eigindlegra eda megindlegra takmarkana teljast 6fullnzgjandi og er ekki haegt ad nota til ad akvarda
hvort préfunaridefnid sé jakveett eda neikvatt. Endurprofa skal idefnid.
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40. Jékvadar nidurstddur einkennast af baedi magni &hrifanna og styrksins pegar ahrifanna verdur vart, ef pvi verdur vid
komid. Deemi um jakved, neikvaed og 6fullnaegjandi gégn eru synd i mynd 5 og 6.

Mynd 5

Dami um drva: jakveed, neikvaed og 6fullnaegjandi gogn

Jakvaed

- Bighend A

Adlogud og stodlud RLU

Adlogud og stodlud RLU

Neikvad

4 M s "
Log-styrkur (M)

Log-styrkur (M)

Brotna linan synir 20% af E2-svorun, 2000 adlagadar og stadladar RLU

Mynd 6

Adl6gud og stodlud RLU

Ofullnzgjandi

= Sadiem ande

o0

w0

200 M
’

Log-styrkur (M)

Deaemi um blokka: jakveed, neikvaed og 6fullngegjandi gogn

Jakveaed

Adlogud og stodlud RLU

T EEEEEREERE

Log-styrkur (M)

Adlogud og stodlud RLU

Neikvad

Log-styrkur (M)

S 4 3 2

Brotna linan synir 80 % af svorun i Ral/E2, 8000 adlagadar og stadladar RLU

RLU

Adlogud og stodlud

Ofulinzgjandi

Log-styrkur (M)

Heila linan synir 1,00 10-5 M. Til ad svorun teljist vera jakvaed skal hin vera undir 8000 RLU linunni og vid styrk sem er undir

1,00 10-5 M.

Styrkleikar merktir med stjornu i meséhexestrollinuritinu synir lifvaenleikastig ,,2* eda haerra.

Préfunarnidurstodurnar fyrir meséhexestrdl teljast 6fullnaegjandi gogn par sem eina svorunin sem er undir 8000 RLU & sér stad

vid 1,00 10-5 M.

41. Utreikningana & EC50 og IC50 er hagt ad gera med Hill-falli med fjérum breytum (sja nénari upplysingar i érva- og
blokkaadferdarlysingu (7. heimild)). begar viomidanirnar fyrir asattanleika eru uppfylltar bendir pad til pess ad kerfid
starfi & tilhlydilegan hatt en pad tryggir ekki ad tiltekin keyrsla gefi nakvaeem gdgn. Endurtekning nidurstadnanna Gr fyrstu

keyrslunni er besta trygging pess ad ndkveem gogn hafi fengist (sja 19. 1id ,,PETTIR ER TA-GREININGAR®).
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4, viobatir.

GREINING A ADVIRKJUN STOPUGT INNLEIDDS ALFA-ESTROGENVIDTAKA UR MONNUM MED NOTKUN ERA CALUX
FRUMULINUNNAR TIL AP GREINA VIRKNI IDEFNA SEM ESTROGENORVAR OG -BLOKKAR

ATRIPI OG TAKMARKANIR SEM PARF AP HAFA { HUGA [ UPPHAFI (SJA EINNIG ,,ALMENNUR INNGANGUR®)

1. 1 ERa CALUX-greiningu med advirkjun er notud U20S-frumulinan Gr ménnum til ad greina virkni sem estrégenérvar
og -blokkar sem er midlad meo alfa-estrégenvidtaka ir ménnum (hERa). Med fullgildingarrannsékninni fyrir lifgreiningu
& stodugt innleiddu ERo. CALUX med BioDetection Systems BV (Amsterdam, Holland) var synt fram & gildi og
areidanleika greiningarinnar i fyrirhugudum tilgangi (1. heimild). ERa CALUX-frumulinan tjair eingdngu stéougt innleitt
ERa Gr ménnum.

2. Pbessi greining er hdnnud sérstaklega til ad nema hERa-midlada advirkjun med pvi ad mela lifljdGmun sem endapunkt.
Lifljomun er almennt notud i lifgreiningu vegna pess hve sudhlutfall er hatt (4. heimild).

3. Skrad hefur verid ad plontuestrdgenstyrkleikar heerri en 1 uM hafa ofvirkjad lUsiferasavisigenid sem leidir til ljomunar
sem fer ekki fram med midlun vidtaka (5., 6. og 7. heimild). bvi skulu heerri styrkleikar pléntuestrogens, eda annarra
svipadra efnasambanda sem kunna ad ofvirkja lUsiferasatjdninguna, rannsakadir gaumgefilega i greiningum & advirkjun
stédugt innleidds estrégenvidtaka (sja 2. vidbeti).

4. Lesa skal ,,ALMENNUR INNGANGUR“ og ,,bATTIR ER TA-GREININGAR® &8ur en pessi greining er notud i
eftirlitsskyni. Skilgreiningar og skammstafanir sem notadar eru i pessari préfunaradferd eru settar fram i 1. vidbeeti.

MEGINREGLA GREININGARINNAR (SJA EINNIG ,, ALMENNUR INNGANGUR®)

5. Lifgreiningin er notud til ad meta ER-bindilsbindingu og sidari yfirferslu vidtaka- og bindilsflokans yfir i kjarnann. |
kjarnanum binst vidtaka- og bindilsflokinn tilteknum DNA-svorunarpattum og advirkjar visigen lUsiferasa ar eldflugum
sem leidir til aukinnar frumutjaningar & ldsiferasaensiminu. Eftir ad lsiferasahvarfefninu ldsiferin er baett vid umbreytist
lsiferinid i lifljdmunarafurd. Ljosid sem myndast er audvelt ad greina og magngreina med ljosmaeli.

6.  Profunarkerfid notar CALUX-frumur med stédugt innleiddan ERa . ERae CALUX-frumur koma Gr U20S-frumulinu med
beinkimfrumu ar beinsarkmeini ar ménnum. U20S-frumur ar ménnum voru stédugt innleiddar med 3xHRE-TATA-Luc
0g pSG5-neo-hERa 0g notud adferdin med Gtfellingu med kalsiumfosfati. U20S-frumulinan var valin sem st frumulina
sem hefur visigen sem hefur bestu svorun vid estrégeni (og 6drum sterahormdénum) & grundvelli peirrar athugunar ad
U20S-frumulinan hafi synt litla eda enga innraena virkni vidtaka. Skortur & innreenum vidtdkum var metinn med pvi ad
nota adeins plasmid med lusiferasavisigenum sem syndu enga virkni pegar vidtakabindlum var bett vid. Auk pess studdi
pessi frumulina sterka hormoénamidlada svorun pegar sammerktum vidtdkum var beett vio timabundid (2., 3. og
8. heimild).

7. Profun & idefnum fyrir estrogen- og andestrégenvirkni med ERo. CALUX-frumulinunni felur i sér forskimunarkeyrslu og
itarlegar keyrslur. I forskimunarkeyrslunni eru leysni, frumueiturhrif og nakveemara styrkleikasvid profunaridefnisins fyrir
ftarlega profun akvordud. 1 itarlegu keyrslunum eru nakveemari styrkleikasvid profunaridefna profud i ERa CALUX-
lifgreiningunum og pvi fylgt eftir med flokkun & préfunaridefnunum midad vid érvun og blokkun.
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8.  Vidmidununum fyrir tilkun gagna er lyst i sméatridum i 59. lid. I stuttu mali telst profunaridefni jakvaett m.t.t. drvunar ef
a.m.k. tveir samfelldir styrkleikar préfunaridefnisins syna svorun sem er jofn eda meiri en 10% hamarkssvoérunar med
vidmidunarstadlinum 17p-estradiol (PCio). Profunaridefni telst jakveett m.t.t. blokkunar ef a.m.k. tveir samfelldir
styrkleikar préfunaridefnisins syna svérun sem er jofn eda legri en 80% hamarkssvérunar med vidmidunarstadlinum
tamoxifen (PCso).

VERKFERLI

Frumulinur

9. 1 greiningunni skal nota U20S ERo CALUX frumulinu med stoduga innleidslu. Heegt er ad fa frumulinuna hja
BioDetection Systems BV, Amsterdam, Holland med teeknileyfissamningi.

10. Eingdngu skal nota frumureekt sem er laus vid berfryminga. bar frumulotur sem notadar eru skulu annad hvort vera
vottadar sem lausar vid berfrymingasmit eda framkveema skal berfrymingapréfun & peim fyrir notkun. Nota skal
vixlritakjarnsyrumdgnun (RT-PCR) fyrir neema greiningu & berfrymingasykingu (9. heimild).

Stodugleiki frumulinunnar

11. Til ad vidhalda stodugleika og heilleika CALUX-frumnanna skulu frumurnar geymdar i fljotandi kdfnunarefni (-80 °C).
AQ lokinni pidingu frumnanna til ad hefja nyja reektun skal undirraekta frumurnar a.m.k. tvisvar &dur en peer eru notadar til
ad meta virkni idefna sem estrdgendrvar og -blokkar. Ekki skal undirraekta frumur oftar en i 30 umsaningum.

12. Til ad vakta stddugleika frumulinunnar til lengri tima skal sannprdfa svérunargetu préfunarkerfisins fyrir érva og blokka
med pvi ad meta ECso- eda ICso-gildi vidmidunarstadalsins. Ad auki skal vakta hlutfallslega vakningu i syninu ar
jakveedum samanburdi (PC) og syninu Ur neikvedum samanburdi (NC). Nidurstddurnar skulu vera i samremi vio
sampykktarvidmidunina fyrir ERa CALUX-lifgreininguna fyrir 6rva (tafla 3C) eda blokka (tafla 4C).
Vidmidunarstadlarnir, jakveedir og neikvaedir samanburdir eru tilgreindir i t6flu 1 og t6flu 2 fyrir érva- og blokkapéttinn
eftir pvi sem vid a.

Skilyrdi vio frumuraekt og isetningu & bakka

13. Re&kta skal U20S-frumur i vaxtareti (DMEM/F12 (1:1) med fendlraudum sem pH-litvisi, med vidbattu
nautgripafosturssermi  (7,5%), amindsyrum sem eru ekki lifsnaudsynlegar (1%), 10 einingum/ml af penisillini,
streptomysini og genetisini (G-418) sem valmerkiefni). Frumurnar skulu settar i CO2-raektunarkassa (5% COz2) vid 37 °C
0g 100% raka. begar frumurnar nd 85-95% samrennsli skulu frumurnar annadhvort raktadar i undirreekt eda tilreiddar
fyrir séningu i 96-hola mikrétitrunarbakka. I sidarnefnda tilvikinu skal frumum pyrlad upp aftur i 1x105 frumur/ml
estrogenlausu greiningareeti (DMEM/F12 (1:1) an fenolrauds, med vidbattu nautgripafosturssermi medhdndlad med
dextranhidudum vidarkolum (5% rammalshlutfall), 10 einingum/ml af penisillini og streptomysini) og settar i holurnar &
96-hola mikrotitrunarbakka (100 pl af jafnblandadri frumusviflausn). Frumur skulu latnar standa fyrst i CO2-
rektunarkassa (5% COz, 37 °C, 100% raka) i 24 kist. 4dur en kemur ad véahrifum. Banadur Ur plasti skal vera
estrogenlaus.

Vidmidanir fyrir asettanleika

14. Orva- og blokkavirkni profunaridefnis (profunaridefna) er profud i profunarrédum. Profunarréd samanstendur af ad
hamarki 6 mikrdtitrunarbdékkum. Hver préfunarrdd felur i sér a.m.k. 1 heila r6d af pynningum ar vidmidunarstadli, syni dr
jakveedum samanburdi, syni Ur neikveedum samanburdi og samanburdi med leysi. Mynd 1 og 2 syna uppsetningu bakkans
fyrir profunarradir fyrir drva og blokka.
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15. Hver pynning ar vidmidunarstadli, préfunaridefni, 6llum samanburdi med leysi og jakvaedum og neikveedum samanburdi
skal greind i premur settum. Hvert peirra prefdldu setta skal uppfylla kréfurnar sem settar eru fram i t6flu 3A og toflu 4A.

16. Heil réo af pynningum Gr vidmidunarstadlinum (17p-estradiol fyrir érvun, tamoxifen fyrir blokkun) er meeld & fyrsta
bakkanum i hverri profunarsyrpu. Til ad haegt sé ad bera greiningarnidurstédurnar Gr peim 5 mikrétitrunarbokkum sem
eftir eru saman vid fyrsta mikrétitrunarbakkann sem inniheldur heilan styrksvérunarferil vidmidunarstadalsins skulu allir
bakkarnir innihalda 3 samanburdarsyni: samanburd med leysi, hasta styrk vidmidunarstadalsins sem préfadur er og
aaxtladan styrk EC50 (6rvun) eda IC50 (blokkun) i vidmidunarstadlinum. Hlutfall medalsamanburdarsyna a fyrsta
bakkanum og peim 5 békkum sem eftir eru skal uppfylla kréfurnar sem settar eru fram i t6flu 3C (6rvun) eda toflu 4C
(blokkun).

17.  Fyrir hvern mikroétitrunarbakka innan préfunarradar skal reikna at z-studul (10. heimild). Reikna skal Gt z-studulinn meo
pvi ad nota svaranirnar vid hasta og laegsta styrk vidmidunarstadalsins Mikrotitrunarbakki telst gildur ef hann uppfyllir
kréfurnar sem tilgreindar eru i t6flu 3C (6rvun) eda t6flu 4C (blokkun).

18. Vidmidunarstadallinn skal syna s-laga skammtasvorunarferil. ECso eda ICso, leitt af svéruninni tr rédum af pynningum ur
vidmidunarstadli, skulu uppfylla kréfurnar sem tilgreindar eru i t6flu 3C (6rvun) eda téflu 4C (blokkun).

19. Hver préfunarrod skal fela i sér syni med jakvaedum og neikvaedum samanburdi. Utreiknud hlutfallsleg vakning badi
jakveeda og neikvaeda samanburdarsynisins skal uppfylla kréfurnar sem tilgreindar eru i t6flu 3C (6rvun) eda toflu 4C
(blokkun).

20. A medan & 6llum malingum stendur skal mela vakningarstudul haesta styrkleika vidmidunarstadalsins med pvi ad deila i
medaltal heastu svorunar RLU i 17B-estradi6l-vidmidunarstadli med medaltali RLU-svorunar i vidmidunarstad-
alssamanburdi med leysi. bessi vakningarstudull skal uppfylla lagmarkskréfurnar fyrir margfeldi vakningar eins og

tilgreint er i t6flu 3C (6rvun) eda téflu 4C (blokkun).

21. Eingdngu mikrotitrunarbakkar sem uppfylla framangreindar sampykktarvidmidanir teljast gildir og hagt er ad nota pa til
ad meta svorun préfunaridefna.

22.  Sampykktarviomidanirnar gilda um badi forskimunarkeyrslur og itarlegar keyrslur.

Tafla 1

Styrkleikar vidmidunarstadals, jakveeds samanburdar (PC) og neikveeds samanburdar (NC) fyrir CALUX-
lifgreininguna fyrir 6rva

Efni CAS-nimer Styrkbil préfunar (M)
Vidmidunarstadall 17B-estradiol 50-28-2 1*10°18 — 1*10°10
Jakvaedur samanburdur (PC) 17a-metyltestdsteron 58-18-4 3*10°6

Neikveedur samanburdur (NC) kortikésteron 50-22-6 1*10°8
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Tafla 2

Styrkleikar vidmidunarstadals, jakvaeds samanburdar (PC) og neikvaeds samanburdar (NC) fyrir CALUX-
lifgreininguna fyrir blokka

Efni CAS-nimer Styrkbil préfunar (M)
Vidmidunarstadall tamoxifen 10540-29-1 3*10° - 1*10°
Jakveedur samanburdur (PC) 4-hydroxytamoxifen 68047-06-3 1*10-°
Neikvaour samanburdur (NC) resveratrol 501-36-0 1*10°5
Tafla 3

Sampykktarvidmidanir fyrir ERe CALUX-lifgreininguna fyrir érva

A - stok syni & bakka Vidmidun

1 Hamark %SD fyrir bakka i premur settum (fyrir NC, PC, hverja pynningu préfunaridefnisins og <15%
vidmidunarstadalsins, nema C0)

2 Hamark %SD fyrir bakka i premur settum (fyrir samanburdina med leysi fyrir vidmidunarstadal < 30%
og préfunaridefni (CO, SC))

3 Hamark LDH-leka, sem malikvardi & frumueiturhrif <120%

B - innan eins mikroétitrunarbakka

4 Hlutfall vidmidunarstadalssamanburdarins med leysi (CO; bakki 1) og samanburdarins med leysi 0,5til 2,0
fyrir préfunaridefnid (SC; bakkar 2 til x)

5 Hlutfall tlads EC50 og hastu styrkleika viomidunarstadals & bakka 1 og aatlads EC50 og 0,70 til 1,30
haestu styrkleika viomidunarstadals a bokkum 2 til x (C4m C8)

6 Z-studull fyrir hvern bakka >0,6

C - innan stakrar greiningarradar (allir bakkar innan einnar radar)

7 S-laga ferill vidmidunarstadals J& (17R3-
estradiol)
8 EC50-styrkhbil vidmidunarstadals 17R-estradidl 4*107%2 -
4*10°1' M
9 Laegsta margfeldi vakningar fyrir hasta styrkleika 178-estradidls ad pvi er vardar vidmioun- 5

arstadalssamanburdinn med leysi.
10 Hlutfallsleg vakning (%) PC > 30%

11 Hlutfallsleg vakning (%) NC <10%

PC: jakveedur samanburdur; NC: neikveedur samanburdur; SC: samanburdur med leysi fyrir profunaridefni; CO: vidmidunar-
stadalssamanburdur med leysi; SD: stadalfravik; LDH: laktavetnissviptir
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Tafla 4
Sampykktarvidmidanir fyrir ERa CALUX-lifgreininguna fyrir blokka

A - stok syni a bakka Vidmidun

1 Hamark %SD fyrir bakka i premur settum (fyrir NC, PC, hverja pynningu profunaridefnisins <15%
0g vidmidunarstadalsins, samanburd med leysi (C0))

2 Hamark %SD fyrir bakka i premur settum (fyrir samanburd med burdarefni (VC) og haesta < 30%
styrkleika fyrir vidmidunarstadal (C8))

3 Hamark LDH-leka, sem meelikvardi & frumueiturhrif <120 %

B - innan eins mikrdtitrunarbakka

4 Hlutfall viomidunarstadalssamanburdarins med leysi (CO; bakki 1) og samanburdarins med 0,70 til 1,30
leysi fyrir préfunaridefnid (SC; bakkar 2 til x)

5 Hlutfall &zetladra 1C50-styrkleika vidmidunarstadals & bakka 1 og &ztladra IC50-styrkleika 0,70 til 1,30
vidmidunarstadals & bokkum 2 til x (C4)

6 Hlutfall haestu styrkleika vidmidunarstadals a bakka 1 og hastu styrkleika vidmidunarstadals & 0,50til 2,0
békkum 2 til x (C8)

7 Z-studull fyrir hvern bakka >0,6

C - innan stakrar greiningarradar (allir bakkar innan einnar radar)

10

11

12

S-laga ferill viomidunarstadals

IC50-styrkbil vidmidunarstadals (tamoxifen)

Leegsta margfeldi vakningar vidmidunarstadalssamanburdarins med leysi ad pvi er vardar
haesta tamoxifenstyrkleikann.

Hlutfallsleg vakning (%) PC

Hlutfallsleg vakning (%) NC

Ja (tamoxifen)

1*10° -
1*107 M

2,5

<70%

> 85%

PC: jakvadur samanburdur; NC: neikveedur samanburdur; VC: samanburdur med burdarefni (samanburdur med leysi an fasts
styrks drvavidmidunarstadals); SC: samanburdur med leysi fyrir profunaridefni; CO: viomidunarstadalssamanburdur med leysi;
SD: stadalfravik; LDH: laktavetnissviptir
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Samanburdur med leysi/burdarefni, viomidunarstadlar, jakveedur samanburdur, neikvaedur samanburdur

23. Ad pvi er vardar forskimunarkeyrslur og itarlegar keyrslur skal nota sama samanburd med leysi/burdarefni, viomidun-
arstadla, jakveedan samanburd og neikvaedan samanburd. Ad auki skal styrkleiki vidmidunarstadla, jakveedra samanburda
og neikveedra samanburda vera hinn sami.

Samanburdur med leysi

24. Profa skal leysinn, sem er notadur til ad leysa upp préfunaridefnid, sem samanburd med leysi. Dimetylsulfoxid (DMSO,
1% (rammalshlutfall), CAS-nimer 67-68-5) var notad sem burdarefni i fullgildingunni & ERa CALUX-lifgreiningunni. Ef
notadur er annar leysir en dimetylstlfoxid skal profa alla vidmidunarstadla, samanburdi og préfunaridefni i sama
burdarefni. Vakin er athygli & ad samanburdurinn med leysi fyrir blokkarannsoknir inniheldur fastan styrk viomidun-
arstadalsins fyrir drva, 17p-estradiol (u.p.b. EC50-styrkur). Til ad profa leysinn sem notadur er i blokkarannsoknum skal
tilreida og profa samanburd med burdarefni.

Samanburdur med burdarefni (blokkun)

25.  Ad pvi er vardar préfanir & blokkun er fostum styrk vidmidunarstadalsins fyrir drva, 17p-estradioli (u.p.b. EC50-styrkur),
baett vid greiningaratid. Til ad profa leysinn sem er notadur til ad leysa upp préfunaridefnin fyrir blokkun skal tilreida
greiningaraeti &n fasts styrks viomidunarstadalsins fyrir 6rva, 17p-estradidls. petta samanburdarsyni er tilgreint sem
samanburdurinn med burdarefni. Dimetylstlfoxid (DMSO, 1% (rammalshlutfall), CAS-nimer 67-68-5) var notad sem
burdarefni i fullgildingunni & ERa. CALUX-lifgreiningunni. Ef notadur er annar leysir en dimetylstlfoxid skal préfa alla
vidmidunarstadla, samanburdi og préfunaridefni i sama burdarefni.

Vidmidunarstadlar

26. Viomidunarstadallinn fyrir 6rva er 17p-estradiol (tafla 1). Vidmidunarstadlarnir samanstanda af r6d pynninga med atta
styrkleika 17p-estradiols (1*10713, 3*10-13, 1*10-12, 3*1012, 6*1012, 1*10°11, 3*10-1L, 1*10-1° M).

27. Viomidunarstadallinn fyrir blokka er tamoxifen (tafla 2). Viomidunarstadlarnir samanstanda af r6d pynninga med atta
styrkleika tamoxifens (3*10°° 1*10%, 3*10°8 1*107, 3*107, 1*10°5 3*10% 1*10° M). Allir styrkleikar
vidmidunarstadalsins fyrir blokka eru latnir standa med fostum styrk vidomidunarstadalsins fyrir drva, 17B-estradiol
(3*10 2 M).

Jakvaedur samanburdur

28. Jakveedi samanburdurinn fyrir rannsoknir & drva er 17a-metyltestosterdn (tafla 1).

29. Jakveedi samanburdurinn fyrir rannsoknir & blokkum er 4-hydroxytamoxifen (tafla 2). Jakvadi samanburdurinn fyrir
blokka er latinn standa med fostum styrk vidmidunarstadalsins fyrir orva, 17p-estradioli (3*10-12 M).

Neikveedur samanburdur

30. Neikveedi samanburdurinn fyrir rannsoknir & 6rva er kortikésterdn (tafla 1).

31. Neikveedi samanburdurinn fyrir rannsoknir & blokkum er resveratrdl (tafla 2). Neikveedi samanburdurinn fyrir blokka er
latinn standa med fostum styrk vidmidunarstadalsins fyrir érva, 17p-estradioli (3*10712 M).
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Synt fram & hafni rannsoknarstofu (sja 14. 1id og téflu 3 og 4 i ,,pbETTIR ER TA-GREININGAR* i pessari profun-
aradferd)

Burdarefni

32. Leysirinn sem er notadur til ad leysa upp préfunaridefni skal leysa préfunaridefniod upp ad fullu og skal blandanlegur med
frumueetinu. DMSO, vatn og etandl (95% til 100% hreinleiki) eru heppilegir leysar. Ef DMSO er notad sem leysir skal
hamarksstyrkur DMSO i vidstodunni ekki fara yfir 1% (rammalshlutfall). Fyrir notkun skal préfa leysinn til ad sannreyna
ad frumueiturhrif séu ekki fyrir hendi og ad hann skerdi ekki nothafi greiningarinnar.

Tilreidsla viomidunarstadla, jaAkvaeds samanburdar, neikvaeds samanburdar og préfunaridefna

33.  Vidomidunarstadlar, jakveedur samanburdur, neikvedur samanburdur og profunaridefni eru leyst upp i 100% DMSO (eda
videigandi leysi). Videigandi (rad)pynningar skulu pa tilreiddar i sama leysi. Oll efni sem notud eru skulu fa ad na
jafnvaegi vid stofuhita 4dur en pau eru leyst upp. Grugg og botnfall skal ekki vera synilegt i nytilreiddum stofnlausnum
vidmidunarstadla, jakvaeds samanburdar, neikvaeds samanburdar og profunaridefna. Heaegt er ad tilreida stofna
vidmidunarstadla og samanburda i miklu magni. Stofnlausnir préfunaridefna skulu vera nytilreiddar fyrir hverja tilraun.
Lokapynning vidmidunarstadla, jAkveeds samanburdar, neikveeds samanburdar og profunaridefna skal vera nytilreidd fyrir
hverja tilraun og notud innan 24 klukkustunda eftir tilreidslu.

Leysni, frumueiturhrif og &kvérdun & skammtastaerd.

34. | forskimunarkeyrslunni er akvordud leysni profunaridefnanna i leysinum sem valinn er. Tilreidd er lausn med
h&marksstyrk upp & 0,1 M. Ef upp koma vandamal vardandi leysni i tengslum vid pennan styrkleika skal tilreida
stofnlausnir med legri styrkleika par til profunaridefni leysast upp ad fullu. I forskimunarkeyrslunni eru profadar
radpynningar profunaridefnis i hlutfallinu 1:10. Hdmark greiningarstyrks fyrir 6rva- eda blokkaprdfanir er 1 nM. Ad
lokinni forskimun faest videigandi nakvemt styrkbil fyrir profunaridefni sem skal préfa i itarlegu keyrslunum.
Pynningarnar sem eru notadar fyrir itarlegar profanir skulu vera 1x, 3x, 10x, 30x, 100x, 300x, 1000x og 3000x.

35. Profun & frumueiturhrifum er ad finna i adferdarlysingunum fyrir greiningu a érva og blokkum (11. heimild). Profun &
frumueiturhrifum felld inn i baedi forskimunarkeyrsluna og itarlegu keyrslurnar. Adferdin sem var notud til ad meta
frumueiturhrif i fullgildingunni & ERa CALUX-lifgreiningunni var préfunin 4 leka laktavetnissviptis (LDH) &samt
eigindlegri, sjonraenni skodun & frumum (sja vidbeti 4.1) eftir vahrif frd préfunaridefnum. b6 er hagt ad nota adrar
megindlegar adferdir til ad akvarda frumueiturhrif (t.d. greiningu med litmalingu sem byggir & tetraz6lium (MTT) eda
CALUX-lifgreiningu & frumueiturhrifum). Almennt teljast styrkleikar profunaridefnis sem syna meira en 20% minnkun &
lifveenleika frumna vera frumueitrandi og eru pvi ekki nothefir vid mat & gégnum. AJ pvi er vardar greininguna & leka
laktavetnissviptis (LDH) telst styrkleiki profunaridefnisins vera frumueitrandi pegar hlutfall LDH-leka er haerra en 120%.

Vahrif af profunaridefni og skipulagning greiningarbakka

36. Eftir losun samrunninna reektadra frumna i flosku med trypsini (e. trypsinisation) eru frumum pyrlad upp aftur i 1x105
frumur/ml i estrégenlausu greiningaraeti. Hundrad pl af upppyrludum frumum eru settir i innri holur 96-hola
mikrotitrunarbakka. Ytri holurnar eru fylltar med 200 pl af fosfatstilltri saltlausn (PBS) (sja mynd 1 og 2). Frumurnar i

bakkanum eru fyrst latnar standa i 24 klukkustundir i CO2-raktunarkassa (vié 5% CO2, 37 °C, 100% raki).

37. Pbegar vidstodu er lokid eru bakkarnir skodadir m.t.t. sjonranna frumueiturhrifa (sja vidbeti 4.1), mengunar og samfledis.
Eingdngu skal nota til préfunar bakka sem syna engin sjénran frumueiturhrif, mengun og hafa a.m.k. 85% samfladi. Atid
Ur innri holunum er fjarleegt varlega og i stad peirra sett 200 pl af estrogenlausu greiningareeti sem inniheldur videigandi
pynningarradir vidmidunarstadla, préfunaridefna, jakveeds samanburdar, neikveeds samanburdar og samanburdar med
leysi (tafla 5: rannsoknir & Orva; tafla 6: rannsdknir & blokkum). Allir vidmidunarstadlar, préfunaridefni, jakveedur
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samanburdur, neikvaedur samanburdur og samanburdur med leysi eru préfadir i premur settum. Mynd 1 synir skipulag
bakka fyrir profanir & 6rva. Mynd 2 synir skipulag bakka fyrir profanir & blokkum. Bakkaskipulagid fyrir forskimun-
arprofanir og itarlegar préfanir er eins. Ad pvi er vardar préfanir & blokkum innihalda allar innri holur, nema holur fyrir
samanburd med burdarefni (VC), einnig fastan styrk vidmidunarstadals fyrir 6rva, 17p-estradiol (3*10-12 M). Vakin er
athygli & ad viomidunarst6dlum C8 og C4 skal beett vid hvern TC-bakka.

38. begar frumurnar hafa ordid fyrir vahrifum fra 6llum idefnum skulu 96-hola mikrétitrunarbakkarnir latnir standa i adrar

24 klukkustundir i CO2-reektunarkassa (5% CO2, 37 °C, 100% raki).

Mynd 1

Bakkaskipulag fyrir 96-hola mikrétitrunarbakka fyrir forskimun og mat & ahrifum orva.

Bakki 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B Co c1 c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 PC

C co c1 c2 c3 C4 cs c6 c7 cs8 PC

D co c1 [ C3 C4 cs c6 c7 cs PC

E sc | Tc1-1 | Tc1-2 | Tc1-3 | Tc1-4 | Tc1-s | T1C1-6 | TC1-7 | TC1-8 NC

F sc | Tc1-1 | tc12 | Tc1-3 | Tc1-4 | Tc1s | TCc1-6 | TC1-7 | TC1-8 NC

G sc | Tc1-1 | tca-2 | tc1-3 | tc1-4 | tcis | T1ci-6 | TC1-7 | Tci-8 NC

H

Sidari bakkar
1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B sc | Tc2-1 | Ttc2-2 | TC2-3 | TC2-4 | TC2-5 | TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | C8(max)

C sc | Tc2-1 | Tc2-2 | TC2-3 | TC2-4 | TC2-5 | TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | 8 (max)

D sc | Tc2-1 | tc2-2 | 1c2-3 | TC2-4 | TC2-5 | TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | C8(max)

E SC | Tox-1 | TCcx-2 | Tcx-3 | Tex-4 | Tex5 | Tox-6 | Tox-7 | Tex-8 | c4 (ecso)

F sC | Tox-1 | Tox-2 | Tex-3 | Tex-4 | Tex5 | Tox6 | Tox-7 | Tex-8 | c4 (ecso)

G sC | Tox-1 | Tex-2 | Tex-3 | Tex-4 | Texs | Tox6 | Tox-7 | Tex-8 | c4 (ecso)

H

CO0 = viomidunarstadalssamanburdur med leysi.

C(1-8) = r6d pynninga (1-8, fra laegsta til hasta styrks) vidmidunarstadals.

PC = jakveedur samanburdur

NC = neikvaedur samanburdur.

TCx-(1-8) = pynningar (1-8, fra leegsta til hasta styrks) profunaridefnis fyrir forskimunarkeyrslu og mat & drvaahrifum

profunaridefnis x.

SC = samanburdur med leysi fyrir préfunaridefnio (helst sami leysir og i CO, en mogulega Ur annarri lotu).

Grair reitir = ytri holur, fylltar med 200 pl af PBS.
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Mynd 2
Bakkaskipulag fyrir 96-hola mikrétitrunarbakka fyrir blokkaforskimun og mat & ahrifum blokka.
Bakki 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B CO C1 C2 c3 C4 CS C6 C7 Cc8 VC

C CO Cl C2 C3 Cc4 C5 C6 Cc7 C8 VC

D CcO C1 Cc2 c3 C4 C5 C6 C7 C8 VvC

E NC TC1- TC1-2 TC1-3 TC TC1-5 TC1- | TC1- | TC1- PC

F NC TC1- TC1-2 TC1-3 TC TC1-5 TC1- TC1- TC1- PC

G NC TC1- TC1-2 TC1-3 TC TC1-5 TC1- TC1- TC1- PC

H

Sidari bakkar
1 2 3 4 5 6 Fi 8 9 10 11 12

A

B SC TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 | TC2-5 TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | C8 (max)

c SC TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 | TC2-5 TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | C8(max)

D SC TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 | TC2-5 TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | C8 (max)

E C4(1c50) | TCx-1 TCx-2 TCx-3 TCx-4 TCx-5 TCx-6 TCx-7 TCx-8 | C8 (max)

F C4(1C50) | TCx-1 TCx-2 TCx-3 TCx-4 TCx-5 TCx-6 TCx-7 TCx-8 | €8 (max)

G C4(1c50) | TCx-1 TCx-2 TCx-3 TCx-4 TCx-5 TCx-6 TCx-7 TCx-8 | C8 (max)

H

CO0 = viomidunarstadalssamanburdur med leysi.

C(1-8) = rdd pynninga (1-8, fra leegsta til haesta styrks) viomidunarstadals.

NC = neikvadur samanburdur.

PC = jakveedur samanburdur

TCx-(1-8) = pynningar (1-8, fra legsta til haesta styrks) préfunaridefnis fyrir forskimunarkeyrslu og mat & 6rvadhrifum

préfunaridefnis x.

SC = samanburdur med leysi fyrir préfunaridefnio (helst sami leysir og i CO, en mdgulega Ur annarri lotu).

VC = samanburdur med burdarefni (samanburdur med leysi an fasts styrks érvavidmidunarstadals, 17p-estradiol).

Grair reitir = ytri holur, fylltar med 200 pl af PBS.

Aths.: allar innri holur, nema holur fyrir samanburd med burdarefni (VC), innihalda einnig fastan styrk érvaviomidunarstadals,
17B-estradiol (3,0*10-12 M).
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Meling & [jémun

39. Melingunni & ljomun er lyst i smaatrioum i adferdarlysingunum fyrir greiningu & érva og blokkum (10. heimild).
Fjarleegja skal &tid Gr holunum og frumunum skal sundrad eftir 24 klukkustunda viost6du til ad opna frumuhimnuna og
gera kleift a0 meala lUsiferasavirkni.

40. A0 pvi er vardar melingu a ljomun pa parf ljosmali sem er blinn tvofaldri inndeelingu fyrir pessa adferd.
Lusiferasasvoruninni er komid af stad med inndelingu ldsiferinhvarfefnisins. Svorunin er stédvud med pvi ad bata vid
0,2 M NaOH. Svérunin er stodvud til ad koma i veg fyrir yfirfeerslu ljomunar fra einni holu yfir i adra.

41. Losun ljéss fra hverri holu er gefin upp sem hlutfallslegar lj6seiningar (RLU) & hverja holu.

Forskimunarkeyrsla

42. Nidurstoédurnar ur forskimunargreiningu eru notadar til ad dkvarda ndkveemara styrkleikasvid préfunaridefna fyrir itarlega
préfun. Matinu & nidurstddum ar forskimunargreiningu og akvérdun & nakveemara styrkleikasvidi préfunaridefna fyrir
itarlega profun er lyst itarlega i adferdarlysingunum fyrir greiningu & 6rva og blokkum (10. heimild). Hér er gefin stutt
samantekt & adferdunum vid ad akvarda styrkbil préfunaridefna fyrir profanir & drva og blokkum. Sja t6flu 5 og 6 fyrir
leidbeiningar vardandi tilhégun radpynningar.

Val a styrkleikum fyrir mat & érvadhrifum

43. 1 forskimunarkeyrslunni skal profa profunaridefni med réd pynninga eins og tilgreint er i t6flu 5 (8rvun) og 6 (blokkun).
Profa skal alla styrkleika i premur holusettum samkvaemt bakkaskipulaginu eins og tilgreint er & mynd 1 (6rvun) og
2 (blokkun).

44. Eingdngu greiningarnidurstddur sem uppfylla sampykktarviomidanirnar (tafla 3) teljast gildar og haegt er ad nota peer til
ad meta svorun préfunaridefna. Ef einn eda fleiri mikrotitrunarbakkar i greiningarrod uppfylla ekki sampykktar-
vidmidanirnar skal greina aftur vidkomandi mikrotitrunarbakka. Ef fyrsti bakkinn sem inniheldur allar pynningarradir
vidmidunarstadalsins uppfyllir ekki sampykktarviomidanirnar verdur ad greina allar profunarradirnar aftur.

45. Adlaga skal upphafsstyrkshil préfunaridefna og endurtaka skal forskimunarkeyrslu ef:

— frumueiturhrif koma fram. Endurtaka skal forskimunaradferdina med leegri styrkleika profunaridefnisins sem er ekki
frumueitrandi.

— forskimunin & préfunarioefninu synir ekki heilan skammtasvorunarferil par sem styrkleikarnir sem eru préfadir koma
af stad hamarksvakningu. Endurtaka skal forskimunarkeyrsluna med leegri styrkleika profunaridefnis.

46. begar gild vensl svorunar og skammtasterdar koma fram skal velja pann (legsta) styrkleika par sem hdmarksvakning
kemur fram og sem synir ekki frumueiturhrif. Haesti styrkleiki profunaridefnis sem skal préfa i itarlegu keyrslunum skal
vera prefaldur pessi valdi styrkleiki.

47. Tilreida skal heilar ndkveemar pynningarradir préfunaridefnisins med peim prepum pynningar sem tilgreind eru i t6flu
5 par sem byrjad er & hasta styrkleikanum eins og akvardad var hér ad framan.

48. Profunaridefni sem kallar ekki fram nein &rvaahrif skal profad i itarlegu keyrslunum par sem byrjad er & heasta
styrkleikanum, sem er ekki frumueitrandi, sem greindist i forskimuninni.
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Val & styrkleika fyrir mat & blokka&hrifum

49. Eingdngu greiningarniourstdour sem uppfylla sampykktarvidmidanirnar (tafla 4) teljast gildar og hagt er ad nota peer til
a0 meta svorun préfunarioefna. Ef einn eda fleiri mikrotitrunarbakkar i greiningarréd uppfylla ekki sampykktarvio-
midanirnar skal greina aftur vidkomandi mikrétitrunarbakka. Ef fyrsti bakkinn sem inniheldur allar pynningarradir
vidmidunarstadalsins uppfyllir ekki sampykktarvidmidanirnar verdur ad greina allar préfunarradirnar aftur.

50. Adlaga skal upphafsstyrksbil préfunaridefna og endurtaka skal forskimunarkeyrslu ef:

— frumueiturhrif koma fram. Endurtaka skal forskimunaradferdina meo laegri styrkleika préfunaridefnisins sem er ekki
frumueitrandi.

— forskimunin & profunaridefninu synir ekki heilan skammtasvorunarferil par sem styrkleikarnir sem eru préfadir koma
af stad hamarksheftingu. Endurtaka skal forskimunina med pvi ad nota laegri styrkleika profunaridefnis.

51. Ppegar gild vensl svérunar og skammtasteerdar finnast skal velja pann (leegsta) styrkleika par sem hdmarkshefting kemur
fram og sem synir ekki frumueiturhrif. Heesti styrkleiki préfunaridefnis sem skal préfa i itarlegu keyrslunum skal vera
prefaldur pessi valdi styrkleiki.

52. Tilreida skal heilar nakveemar pynningarradir med peim prepum pynningar sem tilgreind eru i t6flu 6 par sem byrjad er &
haesta styrkleikanum eins og dkvardad var hér ad framan.

53. Profunaridefni sem kalla ekki fram nein blokkaahrif skulu profud i itarlegu keyrslunum par sem byrjad er & hesta
styrkleikanum, sem er ekki frumueitrandi, sem var préfadur i forskimuninni.

itarlegar keyrslur

54. Eftir val & nakveemu styrkbilunum skal préfa préfunaridefni itarlega med réd pynninga eins og tilgreint er i t6flu 5 (6rvun)
og 6 (blokkun). Profa skal alla styrkleika i premur holusettum samkveemt bakkaskipulaginu eins og tilgreint er & mynd
1 (6rvun) og 2 (blokkun).

55. Eingdngu greiningarnidurstodur sem uppfylla sampykktarviomidanirnar (tafla 3 og 4) teljast gildar og heegt er ad nota peer
til ad meta svorun profunaridefna. Ef einn eda fleiri mikrétitrunarbakkar i greiningarréd uppfylla ekki sampykktar-
vidmidanirnar skal greina aftur viokomandi mikrétitrunarbakka. Ef fyrsti bakkinn sem inniheldur allar pynningarradir
viomidunarstadalsins uppfyllir ekki sampykktarvidmidanirnar verdur ad greina allar profunarradirnar aftur.
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Tafla 5

Styrkleiki og pynning viomidunarstadla, samanburda og profunaridefna sem notud eru fyrir préfun & érva

Vidmidunarstadall 17p-estradiol

TCx - forskimunarkeyrsla

TCx - itarleg keyrsla

Samanburdir

styrkur (M) pynning pynning styrkur (M)
Cco 0 TCx-1 10 000 000 x TCx-1 3000 x PC 3*10°6
C1 1*10°13 TCx-2 1 000 000 x TCx-2 1000 x NC 1*10°8
C2 3*1018 TCx-3 100 000 x TCx-3 300 x Co 0
C3 1*101? TCx-4 10 000 x TCx-4 100 x SC 0
C4 3*1012 TCx-5 1 000 x TCx-5 30 x
C5 6*1012 TCx-6 100 x TCx-6 10 x
C6 1*101! TCx-7 10 x TCx-7 3x
C7 3*101 TCx-8 1x TCx-8 1x
C8 1*10-10

TCx - préfunaridefni x

PC - jakvaedur samanburdur (17a-metyltestosteron)
NC - neikvaedur samanburdur (kortikésteron)

CO - vidmidunarstadalssamanburdur med leysi

SC - samanburdur med leysi fyrir profunaridefni
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Tafla 6

Styrkleiki og pynning viodmidunarstadla, samanburda og profunaridefna sem notud eru fyrir préfun a blokka

Vidmidunarstadall tamoxifen TCx - forskimunarkeyrsla TCx - itarleg keyrsla Samanburdir
styrkur (M) pynning pynning styrkur (M)

Co 0 TCx-1 10 000 000 x TCx-1 3000 x PC 1*10°°
C1 3*10°° TCx-2 1 000 000 x TCx-2 1000 x NC 1*10°5
Cc2 1*10°8 TCx-3 100 000 x TCx-3 300 x Co 0
C3 3*10°® TCx-4 10 000 x TCx-4 100 x SC 0
c4 1*10~7 TCx-5 1000 x TCx-5 30 x
C5 3*10- TCx-6 100 x TCx-6 10 x Vidbeettur orvi
C6 1*10°6 TCx-7 10 x TCx-7 3x styrkur (M)
C7 3*10°° TCx-8 1x TCx-8 1x 17B-estradiol 3*1012
C8 1*10°

TCx - préfunaridefni x
PC - jakveedur samanburdur (4-hydroxitamoxifen)
NC - neikvaedur samanburdur (resveratrol)

CO - vidmidunarstadalssamanburdur med leysi

SC - samanburdur med leysi fyrir profunaridefni
VC - samanburdur med burdarefni (inniheldur ekki fastan styrk érvavidmidunarstadalsins 17p-estradiél (3.0*10-12 M))
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Gagnasofnun og gagnagreining

56. Eftir forskimunarkeyrslurnar og itarlegu keyrslurnar skal akvarda EC10, EC50, PC10, PC50 og hamarksvakningu
(TCxmax) préfunaridefnis fyrir drvapréfun. Reikna skal ut 1C20, 1C50, PC80, PC50 og lagmarksvakningu (TCxmin) fyrir
blokkaprafun. A mynd 3 (6rvun) og 4 (blokkun) er sett fram myndraen Gtfaersla & pessum malipattum. Malipattirnir sem
krafist er eru reiknadir Ut & grundvelli hlutfallslegrar vakningar hvers préfunaridefnis (midad vid hamarksvakningu
vidmidunarstadalsins (=100%)). Nota skal dlinulegt adhvarf (breytilegur halli, 4 malipeettir) til ad meta gogn samkveemt
eftirfarandi jofnu:

(Toppur — Botn)
1+ 1O(ZQECSD—X)xHill—hallagildi)

Y = Botn +

par sem:

X = logri skammts eda styrks

Y =svorun (hlutfallsleg vakning (%))

Toppur = hamarksvakning (%)

Botn = lagmarksvakning (%)

LogEC50 = sa logri styrks par sem 50% hamarkssvérunar kemur fram.

Hill-hallagildi = hallastudull eda Hill-halli

57. Ounnin gdgn 0r ljésmalinum, gefin upp sem hlutfallslegar ljoseiningar (RLU), skulu ferd yfir i toflureikni fyrir
gagnagreiningu sem er &tladur fyrir forskimunarkeyrslur og itarlegar keyrslur. Ounnin gégn skulu uppfylla sampykktar-
vidmidanirnar eins og tilgreint er i t6flu 3A og 3B (6rvun) eda 4A og 4B (blokkun). Ef dunnu gdgnin uppfylla
sampykktarvidmidanirnar skal framkveema eftirfarandi prep vid Utreikning til ad akvarda naudsynlega meelipeetti:

Orvun

— Medal-RLU i vidmidunarstadalssamanburdinum med leysi skal dregid frd& éunnum greiningargégnum fyrir hvern
vidmidunarstadlanna.

— Medal-RLU fyrir samanburdinn med leysi fyrir profunarioefni skal dregid frd hverjum 6unnum greiningargégnum
fyrir préfunaridefnin.
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— Hlutfallsleg vakning vid hvern styrkleika vidmidunarstadalsins er reiknud at. Stilla skal vakningu haesta styrkleika
vidmidunarstadalsins vid 100%.

— Reikna skal at hlutfallslega vakningu hvers styrkleika profunaridefnis samanborid vid heaesta styrkleika
vidmidunarstadals sem 100%.

— Meta skal greiningarnidurstéournar eftir 6linulegu adhvarfi (breytilegur halli, 4 melipeettir).

— Akvarda skal EC50 og EC10 fyrir vidmidunarstadalinn.

— Akvarda skal EC50 og EC10 fyrir profunaridefnin.

— Akvarda skal hamark hlutfallslegrar vakningar profunaridefnisins (TCmax).

— Akvarda skal PC10 og PC50 fyrir profunaridefnin.

Ad pvi er vardar profunaridefni getur verid omdgulegt ad na heilum skammtasvérunarferli, t.d. vegna vandamala vardandi
frumueiturhrif eda leysni. ba er ekki haegt ad akvarda EC50, EC10 og PC50. 1 slikum tilvikum er adeins haegt ad akvarda
PC10 og TCmax.

Blokkun

— Medal-RLU fyrir hesta styrk vidmidunarstadalsins skal dregid frd& o6unnum greiningargdgnum fyrir hvern
viomidunarstadlanna.

— Medal-RLU fyrir hesta styrk vidmidunarstadalsins skal dregid frd& o6unnum greiningargdgnum fyrir hvern
viomidunarstadlanna.

— Hlutfallsleg vakning vid hvern styrkleika vidmidunarstadalsins er reiknud ut. Stilla skal vakningu laegsta styrkleika
vidmidunarstadalsins vid 100%.

— Reikna skal at hlutfallslega vakningu hvers styrkleika préfunaridefnis samanborid vid leegsta styrkleika vidmidun-
arstadals sem 100%.
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— Meta skal greiningarnidurstddurnar med 6linulegu adhvarfi (breytilegur halli, 4 melipeettir).

— Akvarda skal 1C50 og 1C20 fyrir vidmidunarstadalinn.

— Akvarda skal 1C50 og 1C20 fyrir préfunaridefnin.

— Akvarda skal lagmark hlutfallslegrar vakningar préfunaridefnisins (TCmin).

— Akvarda skal PC80 og PC50 fyrir profunaridefnin.

Mynd 3

Yfirlit yfir meelipaetti sem eru dkvardadir i 6rvagreiningunni

wee 17p-estradiol
we Profunaridefni x (TCx)

2 150+
g 1404
3 18]
T 110+
REFm: — £ 100 —
E 90
.5 100%
TCXmax — [ 70 s
2, 60-
REFs, — 2 50
(_—‘2 40 50%
g 30
= 20+
REFw = 49 10%
@ 4 . o s g
T ST T —rrm
-15 -10 Log [conc.] 7§ ‘ 0

REF ECso
REF ECyo0—
TCx EC1p -
TCx PCyp —
TCx ECsp -
TCx PCsp

TCx ECor

EC10 = styrkur efnis pegar 10 % hamarkssvérunar pess kemur fram.

EC50 = styrkur efnis pegar 50 % hamarkssvorunar pess kemur fram.

PC10 = styrkur profunaridefnis pegar svorun pess er jofn EC10 fyrir vidmidunarstadalinn.

PC50 = styrkur profunaridefnis pegar svorun pess er jofn EC50 fyrir viomidunarstadalinn.

TCxmax = hdmark hlutfallslegrar vakningar préfunaridefnis.
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Mynd 4

Yfirlit yfir maelipaetti sem eru akvardadir i blokkagreiningunni

we  Tamoxifen
e Profunaridefni x (TCx)

REFmax —

REFgy —

REFsy —

TCX i,

n " 20 100%
104
REFmin 0 — T ST orripriv T A

al) ™
-10 Log [conc.]
i

Hlutfallsleg vakning (% af ha
3
1
§

——-ln

TOX (g ———
TCx PCsg ——
TCx 1C100 = ]

28 e 8
& s &
[T

L % X x
4 B BR

1C20 = styrkur efnis pegar 80% hamarkssvérunar pess kemur fram (20% hefting).

IC50 = styrkur efnis pegar 50% h&dmarkssvorunar pess kemur fram (50% hefting).

PC80 = styrkur profunaridefnis pegar svorun pess er jofn 1C20 fyrir vidmidunarstadalinn.

PC50 = styrkur profunaridefnis pegar svorun pess er jofn IC50 fyrir vidmidunarstadalinn.

TCxmin = lagmark hlutfallslegrar vakningar profunaridefnis.

Ad pvi er vardar profunaridefni getur verid 6mdgulegt ad na heilum skammtasvérunarferli, t.d. vegna vandamala vardandi
frumueiturhrif eda leysni. ba er ekki hagt ad akvarda 1C50, 1C20 og PC50. i slikum tilvikum er adeins haegt ad akvarda
PC20 og TCmin.

58. Nidurstoournar skulu byggjast a tveimur (eda premur) éhadum keyrslum. Ef Gr tveimur keyrslum koma samanburdar-
heefar nidurstddur, og par af leidandi samanburdarndkveemar, er ekki naudsynlegt ad framkvaema pridju keyrsluna. Til ad
vera asattanlegar skulu nidurstddurnar:

— uppfylla viomidanirnar fyrir asaettanleika (sja Viomidanir fyrir asettanleika, 14.-22. 1id),

— vera samanburdarnakvemar.
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Vidmidanir um tdlkun gagna

59. Ad pvi er vardar talkun gagnanna og akvordunina hvort préfunaridefni teljist vera jakveett eda neikvett skal nota
eftirfarandi vidmidanir:

Orvun

[ hverri itarlegri keyrslu telst préfunaridefni vera jakveett ef:

1 TCmax er jafnt eda meira en 10% af hamarkssvérun vidmidunarstadalsins (REF10).

2 Minnst tveir samfelldir styrkleikar préfunaridefnisins eru jafnir eda meira en REF10.

[ hverri itarlegri keyrslu telst profunaridefni vera neikvatt ef:

1 TCmax fer ekki yfir 10% af hdmarkssvorun viomidunarstadalsins (REF10).

2 Minnaen tveir samfelldir styrkleikar préfunaridefnisins eru jafnir eda meira en REF10.

Blokkun

[ hverri itarlegri keyrslu telst profunaridefni vera jakveett ef:

1 TCmin er jafnt eda minna en 80 % af hamarkssvérun vidmidunarstadalsins (REF80 = 20% hefting).

2 Minnst tveir samfelldir styrkleikar préfunaridefnisins eru jafnir eda minna en REF80.

[ hverri itarlegri keyrslu telst profunaridefni vera neikvatt ef:

1 TCmin er meira en 80% af hamarkssvorun vidmidunarstadalsins (REF80 = 20% hefting).

2 Minnaen tveir samfelldir styrkleikar profunaridefnisins eru jafnir eda minna en REF80.
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60. Til ad lysa metti jakveedrar svorunar préfunaridefnis skal skra magn ahrifanna (6rvun: TCmax; blokkun: TCmin) og
styrkleikann pegar ahrifanna verdur vart (6rvun: EC10, EC50, PC10, PC50; blokkun: 1C20, IC50, PC80, PC50).
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Vidbatir 4.1

SJONR/AEN SKOBUN A LIFVANLEIKA FRUMNA

< 5% samrennsli. Nysadar frumur. 100% lifveenleiki > 85% samrennsli. A pessu stigi eru frumur latnar verda
frumna. Flokkun: ,.engin frumueiturhrif* fyrir vahrifum frd préfunaridefnum. > 95% lifveenleiki
frumna. Flokkun: ,,engin frumueiturhrif*

> 95% samrennsli. Frumur liggja pétt saman og byrja ad < 25% lifvaenleiki frumna. Frumur losna sundur og
vaxa hver yfir adra. > 95% lifveenleiki frumna. Flokkun: snerting milli frumna minnkar. Frumur eru avalar.
engin frumueiturhrif* Flokkun: ,,frumueiturhrif*

< 5% lifveenleiki frumna. Frumur losna alveg sundur og
tenging milli frumna er rofin. Frumur eru avalar.
Flokkun: ,,frumueiturhrif*
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B.67 IN VITRO MAMMALIAN CELL GENE MUTATION TESTS USING THE THYMIDINE KINASE GENE

INNGANGUR

1. bessi profunaradferd jafngildir OECD-vidmidunarreglu 490 um préfanir (2016). Profunaradferdir eru yfirfarnar og endur-
skodadar reglulega i ljosi framfara & svidi visinda, parfa 1ggjafar og velferdar dyra. Eitilexlisgreiningu masa (MLA) og
TK6-profun par sem notad er tymidinkinasa-genaseti (TK) var upphaflega ad finna i préfunaradferd B.17. Sidan pa hefur
MLA-sérfreedingahopur & vegum ,International Workshop for Genotoxicity Testing (hér & eftir nefnt IWGT) préad
alpjodlegar samreemdar radleggingar vardandi sampykktarvidmidanir fyrir greiningar og tdlkun gagna fyrir MLA
(1.-5. heimild) og eru pessi tilmeeli tekin upp i pessa nyju préfunaradferd B.67. bessi profunaradferd er gerd fyrir MLA og
TK6-profunina, par sem er einnig notad TK-genaszti. MLA hefur verid mikid notud i eftirlitsskyni en TK6 hefur verid
notud mun sjaldnar. bad skal tekid fram ad pratt fyrir ad likindi séu milli endapunktanna eru frumulinurnar tveer ekki
jafngildar og i eftirlitsdeetlunum getur komid skyrt fram val um adra peirra frekar en hina fyrir tiltekna notkun i
eftirlitsskyni. Fullgilding MLA syndi t.d. ad hin hentar ekki eingdngu til ad greina genastdkkbreytingu heldur einnig getu
préfunaridefnis til ad kalla fram skemmd & byggingu litnings. bessi préfunaradferd er hluti af rod adferda vid
erfdafredilegar eiturefnafreediprofanir. Efnahags- og framfarastofnunin hefur préad skjal sem veitir gagnordar upplysingar
um profanir vardandi erfdafreedilega eiturefnafreedi og yfirlit yfir nylegar breytingar sem voru gerdar & OECD-
vidmidunarreglunum um préfanir vardandi erfdafraedilega eiturefnafraedi (6. heimild).

2. Tilgangur préfana i glasi & genastokkbreytingum i spendyrafrumum er ad greina genastokkbreytingar sem idefni kalla
fram. Frumulinurnar, sem eru notadar i pessum préfunum, mala frumstokkbreytingar i visigenum, einkum innraena
tymidinkinasageninu (TK fyrir frumur dr ménnum og Tk fyrir frumur Gr nagdyrum sem visad er til i heild sinni sem TK i
pessari préfunaradferd). pessi profunaradferd er atlud til notkunar med tveimur frumulinum: eitilexlisfrumulinu masa,
L5178Y TK*--3.7.2C (yfirleitt kollud L5178Y) og eitilkimfrumulinu r ménnum, TK6 (yfirleitt kollud TK6). Jafnvel pott
pessar tveer frumulinur séu mismunandi vegna uppruna peirra, frumuvaxtar, p53-stédu o.s.frv. er hagt ad framkvaema
préfanir & TK-genastokkbreytingum & svipadan hatt med badum frumugerdunum eins og lyst er i pessari préfunaradferd.

3. Sjélflitnings- og arfblendnieiginleikar tymidinkinasagensins gera pad kleift ad greina lifvaenlegar pyrpingar par sem
frumur skortir ensimid tymidinkinasa eftir stokkbreytingu fra TK*- til TK™-. pessi skortur getur verid afleiding atburda i
erfdaefninu sem hafa ahrif & TK-genid, p.m.t. baedi genastokkbreytingar (punktbreytingar, hlidrunarbreytingar, litlar
Urfellingar o.s.frv.) og atburdi i litningum (miklar Grfellingar, byggingarlegar litningabreytingar og endurrédun i
jafnskiptingu). Sidari atburdirnir eru gefnir upp sem tap & arfblendni sem er algeng erfdafreedileg breyting &
&xlisbaligenum i &xlismyndun hjd ménnum. Freedilega séd er haegt ad greina tap & 6llum litningnum sem ber TK-genid,
sem stafar af spdluskerdingu (e. spindle impairment) og/eda 6adskilnadi i frumuskiptingu, med MLA. Sambland af
frumuerfdafraedilegri greiningu og sameindagreiningu synir raunar greinilega ad sum TK-stokkbrigdi i MLA eru afleiding
af 6adskilnadi. Greining & vagi rokstuddra visbendinga synir pd ad prdfanir & TK-genastokkbreytingum geta ekki greint
efni sem valda mislitnun med &reidanlegum hatti pegar stodludum vidmidunum um frumueiturhrif er beitt (eins og lyst er
i pessari préfunaradferd) og pvi er ekki videigandi ad nota pessar préfanir til ad greina efni sem valda mislitnun
(7.-9. heimild).

4. 1 profunum & TK-genastokkbreytingum verda til tveir adgreindir svipfarsflokkar TK-stokkbrigda; stokkbrigdi, sem vaxa a
edlilegan hatt, sem vaxa & sama hrada og TK-arfblendnifrumur og hagvaxandi stokkbrigdi sem vaxa med langvarandi
tvofoldunartima. Stokkbrigdi sem vaxa & edlilegan hatt og haegvaxandi stokkbrigdi eru pekkt sem stékkbrigdi sem mynda
storar pyrpingar og stokkbrigdi sem mynda litlar pyrpingar i MLA og sem stokkbrigdi i snemmframkomnum og
sioframkomnum pyrpingum i TK6. Sameindafradilegt og frumuerfdafraedilegt edli stokkbrigda i MLA, badi i stérum og
litlum pyrpingum, hefur verid rannsakad i smaatridum (8. og 10.—13. heimild). Sameindafradilegt og frumuerfoafradilegt
edli snemmframkominna og sidframkominna TK6-stokkbrigda hefur einnig verid rannsakad itarlega (14.—17. heimild).
Ad pvi er vardar badar frumugerdirnar hafa heegvaxandi stokkbrigdi ordid fyrir erfdafreedilegum skemmdum sem fela i sér
meint vaxtarstyrigen naleegt TK-genaseetinu sem leidir til langvarandi tvéfoldunartima og myndunar sidframkominna eda
litilla pyrpinga (18. heimild). Framkdllun hagvaxandi stokkbrigda hefur verid tengd idefnum sem kalla fram storsajar
breytingar i uppbyggingu litninga. Frumur med skemmdir sem fela ekki i sér meint vaxtarstyrigen naleegt TK-genaseetinu
vaxa &mota hratt og modurfrumurnar og verda ad stokkbrigdum sem vaxa a edlilegan hatt. Framkéllun stokkbrigda, sem
vaxa adallega & edlilegan hatt, er tengd vid idefni sem hafa fyrst og fremst virkni sem punktstokkbreytivaldar. Af pessum
sOkum er mikilveaegt ad telja baedi heegvaxandi stokkbrigdi og stokkbrigdi sem vaxa & edlilegan hatt til ad endurheimta 6l
stokkbrigdin og til ad veita einhverja innsyn i pad hvernig skemmd(ir) (stokkbreytivaldar & moti efnum sem valda
litningabrenglun) préfunaridefnid kallar fram (10. og 12. heimild og 18.—19. heimild).
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5. Préfunaradferdin er skipulégd pannig ad hin veiti almennar upplysingar sem eiga vid um baedi MLA og TK6, sem og
sértaekar leidbeiningar fyrir einstakar préfanir.

6.  Skilgreiningar, sem eru notadar, eru gefnar upp i 1. vidbati.

ATRIDI OG TAKMARKANIR SEM PARF AD HAFA | HUGA | UPPHAFI

7. Profanir, sem eru gerdar i glasi, Gtheimta ad jafnadi Utreena efnaskiptavirkjun. Utraent kerfi efnaskiptavirkjunar getur ekki
likt fullkomlega eftir peim adstedum sem rikja i lifi.

8.  Pess skal gaett ad ekki komi upp adsteedur sem geetu leitt til nidurstadna sem eru jakveedar vegna gervinga, (p.e. hugsanleg
verkun vid profunarkerfid) sem stafa ekki af verkunum milli profunaridefnis og erfdaefnis frumunnar; medal slikra
adstedna eru breytingar 4 syrustigi eda osmolalstyrk, verkanir milli efnispatta i atinu (20.-21. heimild) eda of mikil
frumueiturhrif (22.-24. heimild). Frumueiturhrif sem fara yfir ra0l6gdu hestu frumueiturhrifagildin, eins og bau eru
skilgreind i 28. lid, teljast of mikil fyrir MLA og TK6. Ad auki skal tekid fram ad profunaridefni sem eru tymidin-
hlidsteeduefni, eda haga sér eins og tymidinhlidsteeduefni, geta aukid tidni stokkbrigda med valvisum vexti & sjalfsprottn-
um bakgrunnsstékkbrigdum medan frumumedhondlun stendur yfir og utheimta fleiri profunaradferdir til fullnsegjandi
mats (25. heimild).

9.  Sérteekar adlaganir & pessari profunaradferd gaetu reynst naudsynlegar vegna tilbtinna nandefna en peim er ekki lyst i
pessari profunaradferd.

10. Adur en pessi profunaradferd til profunar & bléndu, sem er framkveemd til ad fa gogn sem fyrirhugad er ad nota i
eftirlitsskyni, er notud skal skodad hvort, og pa af hverju, hin geti veitt nidurstéour sem eru fullnaegjandi i peim tilgangi.
Ekki er porf & slikri skodun ef préfun & bléndunni er krafa af halfu eftirlitsyfirvalda.

11. Stokkbreyttar frumur sem skortir tymidinkinasaensimvirkni vegna stokkbreytingarinnar TK*- til TK* eru polnar gagnvart
frumuhemjandi &hrifum pyrimidinhlidsteedunnar triflGortymidins (TFT). Frumur med TK eru namar gagnvart
triflortymidini (TFT) sem hindrar efnaskipti frumna og stédvar frekari frumuskiptingu. Stokkbreyttar frumur eru pvi
feerar um ag fjélga sér ef triflGortymidin (TFT) er i umhverfi peirra og mynda synilegar pyrpingar en pad geta frumur sem
innihalda TK-ensimid ekki.

MEGINREGLA PROFUNARINNAR

12. Frumur i svifbléndu eru latnar verda fyrir vahrifum fra préfunaridefninu i hefilegan tima (sja 33. 1id), badi med og an
Utreennar efnaskiptavirkjunar (sja 19. lid), og sidan afraektadar til pess ad akvarda frumueiturhrif og lata svipfarstjaningu
koma fram &dur en stokkbrigdin eru valin. Ad pvi er vardar MLA eru frumueiturhrif 4kvoroud med hlutfallslegum
heildarvexti (RTG—sja 25. 1id) og ad pvi er vardar TK6 med hlutfallslegri lifun (RS—sja 26. 1id). Medhondludu reektirnar
eru latnar vera i vaxtaratinu i hafilegan tima, sem er midadur vid hverja frumugerd (sja 37. 1id), svo ad svipfarstjaning
framkalladra stokkbreytinga verdi pvi sem nest i hdmarki. Eftir ad svipfarstjaning er komin fram er tidni stokkbrigda
akvoroud med pvi ad s& pekktum fjolda frumna & eti, sem inniheldur valvisa efnid, i pvi skyni ad finna stokkbreyttar
pyrpingar og & ti, sem er an valvisa efnisins, til ad dkvarda klénunarhafnina (lifveenleikann). Eftir raektun i hzfilega
langan tima eru pyrpingarnar taldar. Tidni stékkbrigda er reiknud Ut fra fjdlda stokkbreyttra pyrpinga sem er leidrétt med
klénunarhaefni pegar stokkbrigdin eru valin.

LYSING A ADFERDINNI
Undirbdningur
Frumur

13. A8 pvi er varar MLA: par ed MLA var préad og eiginleikum hennar lyst med pvi ad nota TK*- -3.7.2C-undirlinu
L5178Y frumna verdur ad nota pessa sérstoku undirlinu fyrir MLA. Frumulinan L5178Y var fengin Or eitilexli
héstakirtils sem metylkolantren kalladi fram hja DBA-2-mus (26. heimild). Clive og samstarfsfolk medhondludu L5178Y -
frumur (sem Clive nefndi TK** -3) med etylmetansulfonati og einangrudu TK* (nefnt TK-- -3.7) -klon med pvi ad nota
brémodeoxyuridin sem valvisa efnid. Ur TK/-kloninu voru einangrud sjalfsprottid TK*-klon (nefnt TK*- -3.7.2.) og
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undirklon (nefnt TK*--3.7.2C) og eiginleikum peirra lyst til notkunar i MLA (27. heimild). Kjarngerd fyrir frumulinuna
hefur verid birt (28.—3 1. heimild). Daeemigerdur litningafjoldi er 40. Einn midheftur litningur (t12;13) skal talinn sem einn
litningur. TK-genaseeti misar er stadsett 4 fjarenda 11. litnings. Frumulinan L5178Y TK*- -3.7.2C er med stokkbreytingar
i badum p53-genasamsaetum og myndar stokkbreytt -p53 proétin (32. og 33. heimild). Geta préfunarinnar til ad greina
skemmdir i storum stil stafar sennilega af p53-st6du TK*--3.7.2C-frumulinunnar (17. heimild).

14. AQ pvi er vardar TK6: TK6 er eitilkimfrumulina Gr ménnum. Médurfrumulinan er frumulinan WI-L2, sem var umbreytt
med Epstein-Barr-veirunni, sem var upphaflega fengin Gr 5 ara ggmlum dreng med arfgengan hnattraudkornakvilla. Fyrsta
einangrada kléninu, HH4, var stokkbreytt med ICR191 og arfblendin TK-frumulina, TK6, vard til (34. heimild).
TK6-frumur eru naestum pvi tvilitna og hin demigerda kjarngerd er 47, XY, 13+, t(14; 20), t(3; 21) (35. heimild).
TK-genaseti hja ménnum er stadsett & langarmi litnings 17. TK6 er p53-virkjanleg frumulina vegna pess ad hin er med
villigerd p53-radar i bAdum genasamsatum og tjair einungis villigerd p53-prétins (36. heimild).

15. Ppegar vidmidunarstofni er fyrst komid a eda hann endurnyjadur er radlegt, ad pvi er vardar baedi MLA og TK®6, ad
préfunarstofan gangi Gr skugga um ad berfrymingasmit sé ekki fyrir hendi, greini kjarngerd frumnanna eda liti litninga
sem eru med TK-genasati og athugi tvéféldunartima hopsins. Naudsynlegt er ad vita hver er edlileg lengd frumuhrings
frumna sem eru notadar i préfunarstofunni og han skal vera i samraemi vid utgefna frumueiginleika (16., 19. og 37.
heimild). Pessi vidmidunarstofn skal geymdur vid eda undir -150 °C og notadur til ad tilreida alla vinnslustofna frumna.

16. Annadhvort 4dur en miklum fjélda vinnslustofna, sem eru vardveittir vid laghita, er komid & eda rétt &dur en peir eru
notadir i tilraun kann ad vera naudsynlegt ad fjarlegja stokkbreyttar frumur sem eru pegar til stadar i rektunum [nema
tioni stokkbrigda (MF) i samanburdi med leysi sé pegar innan asettanlegs svids — sja toflu 2 fyrir MLA]. betta er gert
med pvi ad nota metdtrexat (aminodpterin) til ad velja fra frumur sem skortir TK og baeta tymidini, hypdxantini og glysini
(L5178Y) eda 2"-deoxysytidini (TK6) vio raektunina til ad tryggja ad voxtur TK-virkjanlegra frumna (19. og 38.-39.
heimild) og TK6 (40. heimild) verdi i hamarki. Almennar radleggingar um godar starfsvenjur fyrir vidhald frumuraekta
sem og sérstakar radleggingar fyrir L5178Y- og TK6-frumur er ad finna i 19., 31., 37., 39. og 41. heimild. Gagnahirsla
fyrir frumur med vel skilgreinda eiginleika er tiltek (37. heimild) fyrir rannsoknarstofur sem purfa vidmidunar-
frumustofna til ad hefja annadhvort MLA eda TK6 eda til ad afla nyrra vidmidunarfrumustofna.

AEti og reektunarskilyroi

17. AQd pvi er vardar badar profanir skal nota videigandi reektunareti og raektunarskilyrdi (t.d. rektunarilat, rakabeett
andrumsloft med 5% CO2 og reektunarhitastig vid 37 °C) til ad vidhalda frumum i rekt. Frumuraektum skal avallt
vidhaldio vid skilyrdi sem tryggja ad peer vaxi i veldisvaxtarfasa. Sérstaklega er mikilvaegt ad velja ti og rektunar-
adstedur sem tryggja ad voxtur frumna medan tjaningartimabilio stendur yfir og klénun baedi stokkbreyttra og
ostokkbreyttra frumna verdi i hdmarki. Ad pvi er vardar MLA og TK6 er einnig mikilvaegt ad reektunaradstaedur tryggi ad
voxtur badi storra pyrpinga/snemmframkominna og litilla pyrpinga/sioframkominna TK-stokkbrigda verdi i hamarki.
Nanari upplysingar um reektun, p.m.t. porf & ad hita 6virkjad hrossasermi a tilhlydilegan hatt ef RPMI-ati er notad medan

stokkbrigdin eru valin, er ad finna i 19., 31., 38.—40. og 42. heimild.

Undirbuningur reekta

18. Frumum 0r stofnreektum er fjolgad og sad a raektunaraeti i hafilegum péttleika til ad reektir i sviflausnum haldi afram i
veldisvexti & medhdndlunar- og tjaningartimanum.

Efnaskiptavirkjun

19. Nota skal utraen efnaskiptakerfi pegar notadar eru L5178Y - og TK6-frumur vegna pess ad per hafa 6fullnzgjandi getu til
Utreenna efnaskipta. Kerfid sem algengast er ad nota, sem radlagt er ad nota sem sjalfgefid nema rok séu ferd fyrir 60ru, er
med hvatberasneyddum frumusafa (hér 4 eftir ,,S9°), med vidbaettum hjalparpeetti, sem er unninn Gr nagdyralifur (yfirleitt
Ur rottum) og medhdndladur med ensimérvandi efnum, s.s. Aroclor 1254 (43.—45. heimild) eda blondu fendbarbitals og B-
naptdflavons (46.-51. heimild). Sidarnefnda samsetningin stridir ekki gegn Stokkhdlmssamningnum um pravirk lifreen
efni (52. heimild) og synt hefur verid fram & ad han sé jafn arangursrik og Aroclor 1254 til ad vekja oxidasa sem gegna
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mismunandi hlutverki (45.—49. heimild). S9-patturinn er venjulega notadur i styrkleika sem er fr4 1-2% en ma auka upp i
10% (rammalshlutfall) i sidasta préfunareetinu. Flokkur préfunaridefnanna getur haft ahrif & valid & tegund og styrk
Gtreena efnaskiptavirkjunarkerfisins eda efnaskiptavakans sem er notadur.

Tilreidsla préfunaridefnis

20. Préfunarioefni i fostu formi skulu tilreidd i videigandi leysum og pynnt, ef vid &, adur en frumurnar eru medhéndladar (sja
21. lid.). Fljétandi profunarioefni ma setja beint Gt i préfunarkerfié og/eda pynna pau fyrir medferdina i préfunarkerfinu.
Loftkennd eda rokgjorn préfunarioefni skulu préfud med videigandi breytingum & stédludu adferdarlysingunum, s.s.
medhondlun i innsigludum rektunarilatum (53.-55. heimild). Blondur af profunaridefni skulu gerdar rétt fyrir
medhondlun nema gogn um stddugleika stadfesti ad efnid poli geymslu.

PROFUNARSKILYRDI

Leysar

21. Leysirinn skal valinn til ad besta leysni préfunaridefnis an pess ad hafa neikvaed ahrif & framkvemd profunarinnar, t.d. ad
breyta frumuvexti, hafa ahrif & heilleika préfunaridefnisins, hvarfast vid raektunarilat, hindra efnaskiptavirkjunarkerfid.
Melst er til pess, verdi pvi vid komid, ad fyrst sé kannad hvort nota megi vatnskenndan leysi (eda reektunareeti). Vel
pekktir leysar eru vatn eda dimetylstlfoxid. Almennt skulu lifreenir leysar ekki fara yfir 1% rammalshlutfall og
vatnskenndir leysar (saltlausn eda vatn) ekki fara yfir 10% rammélshlutfall i endanlega medhéndlunarmidlinum. Ef
notadir eru adrir leysar en peir vel pekktu (t.d. etandl eda aseton) skal notkun peirra studd gégnum sem syna ad pau séu
samrymanleg vid prdéfunaridefnin og préfunarkerfid og hafi ekki erfdaeiturhrif vid styrkleikann sem er notadur. Ef pessi
gogn til studnings liggja ekki fyrir er mikilveegt ad beeta vid 6medhdéndludum samanburdi (sja skilgreiningar i 1. vidbeeti)
til ad syna fram & ad leysirinn, sem valinn hefur verid, valdi hvorki skadlegum né stékkbreytandi ahrifum.

MZLINGAR A FRUMUEITURHRIFUM OG VAL A MEDHONDLUNARSTYRKLEIKUM

22. Pbegar hasti styrkur idefnis i préfun er akvardadur skal fordast styrk sem getur valdid svorun sem er jakveed vegna
gervinga, s.s. styrk sem veldur 6héflegum frumueiturhrifum (sja 28. lio), uGtfellingu i reektunaraetinu (sja 29. lid) eda
greinilegum breytingum & syrustigi eda osmolalstyrk (sja 8. 1id). Ef profunaridefni veldur greinilegri breytingu & syrustigi
i eetinu pegar pvi er beett i pad skal stilla syrustigid med pvi ad jafna endanlega medhéndlunareetid pannig ad pad komi i
veg fyrir nidurstdou sem er jakveed vegna gervinga og til ad vidhalda videigandi reektunarskilyrdum.

23. Val & styrk byggir & frumueiturhrifum og 68rum atridum (sja 27.-30. 1id). Ekki er krafist upphafsprofunar en pd getur mat
& frumueiturhrifum i upphafsprofun verid gagnlegt til ad skilgreina betur styrkleikana sem & ad nota i adaltilrauninni. pott
frummat & frumueiturhrifum sé gert er enn krafist meelingar & frumueiturhrifum fyrir hverja reektun i adaltilrauninni. Ef
tilraun til ad akvarda skammtasteerd er framkvamd skal hin spanna vitt styrkleikasvid og annadhvort er hagt ad stddva
hana & 1. degi eftir medhdndlun eda halda henni afram i tvo daga medan tjaning stendur yfir, fram ad vali & stokkbrigdum
(ef pad kemur i ljos ad styrkleikar, sem eru notadir, eru videigandi).

24. Akvarda skal frumueiturhrif fyrir hverja profunarreekt og samanburdarreekt fyrir sig: adferdir fyrir MLA (2. heimild) og
TK®6 (15. heimild) eru skilgreindar af alpjodlega sampykktum starfsvenjum.

25. Fyrir baoi agar- og Ortitrunarbakkadtferslurnar af MLA: Meta skal frumueiturhrif med pvi ad nota hlutfallslegan
heildarvoxt (RTG) sem Clive og Spector skilgreindu upphaflega arid 1975 (2. heimild). pessi radstdfun ner yfir
hlutfallslegan svifblonduvoxt (RSG) (RSG: profunarraekt & méti samanburdi med leysi) medan frumumedhéndlun stendur
yfir, tjdningartima og hlutfallslega klénunarhefni (RCE) (RCE: profunarreekt & moti samanburdi med leysi) pegar
stokkbrigdin eru valin (2. heimild). bad skal tekid fram ad hlutfallslegur svifblénduvoxtur (RSG) felur i sér hvers konar
frumutap sem verdur i préfunarreektinni medan medhéndlun stendur yfir (sja formalur i 2. vidbeeti).
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26. AJ pvi er vardar TK6: Meta skal frumueiturhrif med pvi ad nota hlutfallslega lifun (RS), p.e. klénunarhafni frumna sem
er sad strax ad lokinni medhondlun, leidrétt m.t.t. frumutaps i medshéndlun & grundvelli frumutalningar, samanborid vid
neikveedan samanburd (med 100% lifun) (sja formalur i 2. vidbeeti).

27. Meta skal a.m.k. fjora préfunarstyrkleika (fyrir utan leysinn og jakveedu samanburdina) sem uppfylla vidmidanirnar fyrir
aseettanleika (videigandi frumueiturhrif, frumufjolda o.s.frv.). Pétt radlagt sé ad nota tviteknar reektir er haegt ad nota
annadhvort stakar medhdndladar raktir eda margar samhlida fyrir hvern styrkleika sem er profadur. Nidurstodur, sem fast
Ur samhlida reektunum vid tiltekinn styrkleika, skulu tilkynntar sérstaklega en peer er hagt ad hépa fyrir gagnagreininguna
(55. heimild). Yfirleitt er heefilegt ad tvo- til prefalda styrkbilin fyrir profunaridefni sem syna litil eda engin
frumueiturhrif. Ef frumueiturhrif verda skal velja styrkleikana pannig ad peir nai yfir pad frumueiturhrifasvid sem veldur
frumueiturhrifum, eins og lyst er i 28. 1id, og nai yfir styrkleika sem valda midlungi til litilla eda engra frumueiturhrifa.
Mérg profunaridefni syna brattan feril styrkhadrar svérunar og til ad na yfir allt svid frumueiturhrifa, eda til ad rannsaka
styrkhada svorun itarlega, getur verid naudsynlegt ad hafa minna bil & milli styrkleika og fleiri en fjora styrkleika, einkum
vid pau skilyrdi ad endurtekin rannsékn er naudsynleg (sja 70. lid). Ef ein reekt er notud getur verid sérstaklega mikilveegt
ad nota fleiri en fjora styrkleika.

28. Ef hdmarksstyrkur grundvallast & frumueiturhrifum eetti heesti styrkurinn ad mida ad pvi ad na milli 20 og 10%
hlutfallslegum heildarvexti (RTG) fyrir MLA og milli 20 og 10% hlutfallslegri lifun (RS) fyrir TK6 (67. lidur).

29. Heesti greindi styrkleiki torleysanlegra préfunaridefna, sem hafa ekki frumueiturhrif i styrkleika sem er undir leegstu
leysanleikamdrkum, & ad framkalla grugg eda botnfall sem er greinilegt med berum augum, eda med ad nota umhverfda
smasja, vid lok medhdndlunarinnar med préfunarioefninu. Pétt frumueiturhrif komi fram i styrkleika sem er heerri en
leegstu leysanleikamdrk er radlagt ad profa vid einungis einn styrkleika sem framkallar grugg, eda synilegt botnfall, par ed
fellingin getur valdid nidurstddum sem eru jakveedar vegna gervinga. bar ed raektir i sviflausnum eru notadar i MLA og
TK6 skal geaeta sérstaklega ad pvi ad tryggja ad fellingin trufli ekki framkveemd profunarinnar. pad getur einnig verid
gagnlegt ad dkvarda leysnina i reektunareetinu fyrir tilraunina.

30. Ef hvorki koma fram felling né takmarkandi frumueiturhrif skal hasti préfunarstyrkur samsvara 10 mM, 2 mg/ml eda
2 pl/ml, eftir pvi hvort er leegra (57.-58. heimild). Ef profunaridefnid hefur oskilgreinda samsetningu, t.d. efni med
Opekkta eda breytilega samsetningu, flokin myndefni eda liffredileg efni [p.e. efni af 6pekktri eda breytilegri samsetningu
(UVCB-efni)], utdrattarefni r umhverfinu o.s.frv., geeti hasti styrkleikinn purft ad vera herri (t.d. 5 mg/ml), ef
frumueiturhrifin eru 6nog, til ad auka styrk hvers og eins af efnispattunum. pé skal pess getid ad pessar krofur geta verid
frabrugonar fyrir lyf handa ménnum (59. heimild).

Samanburdir

31. Fyrir hvert tilraunaskilyrdi skal hafa med samskeida neikvaedan samanburd (sja 21. lid), sem byggist a pvi ad
medhondlunaretid er eingdngu leysir sem faer somu medhéndlun og medhéndludu raektirnar.

32. Samskeida jakvaedir samanburdir eru naudsynlegir til ad syna fram & getu rannsoknarstofunnar til ad greina stokkbrigoi
vido pau skilyroi sem tiltekin eru i adferdarlysingu préfunarinnar sem er notud, skilvirkni Gtrena efnaskiptavirkjun-
arkerfisins (ef pad & vid) og til ad syna fram & fullnegjandi greiningu & bedi litlum/sidframkomnum og miklum/
snemmframkomnum TK-stékkbrigdum. Demi um jakvaedan samanburd eru gefin i t6flu 1 hér & eftir. Heegt er ad nota
onnur jakveed samanburdarefni ef pad er stutt rokum. bar ed profanir i glasi & erfdaeiturhrifum & spendyrafrumur eru
nagilega stadladar fyrir skammtimamedhdndlun (3—4 klst.) sem gerd er samskeida, med og an efnaskiptavirkjunar, med
sému lengd medferdar, ma takmarka notkun jakvaeds samanburdar vid stokkbreytivald sem krefst efnaskiptavirkjunar. |
pvi tilviki synir pessi eina svorun med jakveedri samanburdarpréfun fram & badi virkni efnaskiptavirkjunarkerfisins og
svOrunargetu profunarkerfisins. Ef langtimamedhdndlun er notud (p.e. 24 kist. &n S9) skal hin p6 hafa eigin jakveedan
samanburd par ed medhdéndlunarlengdin er énnur en i préfuninni par sem notud er efnaskiptavirkjun. I hverjum jakvaedum
samanburdi skal nota einn eda fleiri styrkleika sem veenst er ad valdi samanburdarndkvaemri og greinanlegri aukningu
midad vid bakgrunnsgildio til ad syna fram & nami profunarkerfisins og svéruninni skal ekki stefnt i heattu med
frumueiturhrifum sem fara yfir morkin sem eru tilgreind i pessari préfunaradferd (sja 28. 1id).
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Tafla 1

Vidmidunarefni sem er malt med til mats a haefni rannséknarstofu og vid val a jakveedum samanburdi

Flokkur Efni CAS-nUmer

1. Stokkbreytivaldar sem eru virkir an efnaskiptavirkjunar

Metylmetansulfonat 66-27-3
Mitémysin C 50-07-7
4-nitrokindlin-N-oxid 56-57-5

2. Stokkbreytivaldar sem parfnast efnaskiptavirkjunar

Bensd(a)pyren 50-32-8
Sykl6fosfamid(ménoéhydrat) 50-18-0(6055-19-2)
7,12-dimetylbensantrasen 57-97-6
3-metylkolantren 56-49-5
VERKFERLI

Medhéndlun med préfunaridefni

33.  Frumur, sem eru i fjolgunarferli, eru medhdndladar med profunaridefninu, baedi med efnaskiptavirkjunarkerfi og an pess.
Beita skal vahrifum i haefilegan tima (venjulega eru 3—4 klukkustundir fullneegjandi). P6 skal pess getid ad pessar krofur
geta verid frabrugdnar fyrir lyf handa ménnum (59. heimild). Ad pvi er vardar MLA, i tilvikum par sem skammtima-
medhondlun gefur neikvaedar nidurstddur og upplysingar benda til pess ad porf sé & lengri medhdndlun (t.d.
kirnisleifahlidstedur, torleysanleg idefni (5. og 59. heimild), skal vega pad og meta hvort framkveema skuli préfunina med
lengri medhdndlun, p.e. 24 kist. an S9.

34. Lagmarksfjoldi frumna sem er notadur fyrir hverja préfunarreektun (samanburdur og medhdndlun) & hverju stigi
préfunarinnar, er akvedinn med tilliti til tioni sjalfsprottinna stokkbrigda. Almenna vidmidunarreglan er ad fjoldi
medhdndladra frumna og umsaninga i hverri tilraunarekt sé ndégu mikill til ad viohalda a.mk. 10 en helst
100 sjalfsprottnum stokkbrigdum & 6llum stigum profunarinnar (medhéndlun, svipfarstjaning og val & stokkbrigdum)
(56. heimild).

35. Ad pvi er vardar MLA er radlogd, asattanleg tidni sjalfsprottinna stokkbrigda 4 bilinu 35-140 x 10-5 (agarbakkautfeersla)
og 50-170 x 10-® (6rtitrunarbakkadtfarsla) (sja toflu 2). Naudsynlegt er ad medhondla am.k. 6 x 108 frumur til ad fa
a.m.k. 10 og helst 100 sjalfsprottin stokkbrigdi sem lifa medhéndlunina af i hverri préfunarreekt. Medhdndlun & pessum
fjolda frumna og vidhald & neegum fjélda frumna medan tjaning og klénun vegna vals & stokkbrigdum stendur yfir tryggir
negan fjolda sjalfsprottinna stokkbrigda (10 eda fleiri) & 6llum stigum tilraunarinnar, jafnvel fyrir reektir sem eru
medhdndladar med styrkleikum sem valda 90% frumueiturhrifum (sem er maelt med hlutfallslegum heildarvexti (RTG)
sem nemur 10%) (19. og 38.-39. heimild).

36. A8 pvi er vardar TK6 er tidni sjalfsprottinna stokkbrigda ad jafnadi milli 2 og 10 x 10, Naudsynlegt er a8 medhondla
a.m.k. 20 x 10° frumur til a8 fa a.m.k. 10 sjalfsprottin stokkbrigdi sem lifa medhondlunina af i hverri reektun. Medhéndlun
& pessum fjélda frumna tryggir naegan fjolda sjalfsprottinna stokkbrigda (10 eda fleiri) jafnvel fyrir raektirnar sem eru
medhondladar med styrkleikum sem valda 90% frumueiturhrifum medan medhondlun stendur yfir (10% hlutfallsleg lifun
(RS)). Auk pess parf ad reekta naegilegan fjolda frumna medan tjaningartiminn stendur yfir og sa fyrir val & stokkbrigdum
(60. heimild).
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Svipfarstjaningartimi og maling & frumueiturhrifum og tidni stékkbrigda

37. Vid lok medhondlunartimabilsins eru frumurnar rektadar i skilgreindan tima til ad svipfarstjaning nyframkalladra
stokkbrigda, sem eru sértekar fyrir hverja frumulinu, verdi svo til i hamarki. Ad pvi er vardar MLA er svipfarstjan-
ingartimabilid 2 dagar. Ad pvi er vardar TK6 er svipfarstjaningartimabilid 3—4 dagar. Ef 24 klst. medhondlun er notud
hefst tjaningartimabilid eftir lok medhdndlunar.

38. Medan svipfarstjaningartimabilio stendur yfir eru frumurnar taldar daglega. Ad pvi er vardar MLA er dagleg frumutalning
notud til ad reikna Ut daglegan svifblonduvoxt (SG). Eftir tveggja daga tjaningartimabilid eru frumurnar settar i &ti og
Gtbuin dr peim svifblanda, med eda an valvisa efnisins, til ad akvarda fjdlda stokkbrigoa (valbakkar) og klénunarhaefni
(lifvaenleikabakkar), eftir pvi sem vid 4. A0 pvi er varoar MLA eru tveer jafnaseattanlegar adferdir fyrir val & stékkbrigdum
til klénunar: i annarri er notadur mjukur agar og i hinni flj6tandi ati i 96 holu bokkum (19. og 38.-39. heimild). Klénun i
TK6 er framkvaemd med pvi ad nota fljétandi eti og 96 holu bakka (16. heimild).

39. Trifldortymidin (TFT) er eina valvisa efnid sem malt er med fyrir TK-stokkbrigdi (61. heimild).

40. A0 pvi er vardar MLA eru agarbakkar og ortitrunarbakkar taldir eftir 10-12 daga raektun. Ad pvi er vardar TK6 eru
byrpingar i ortitrunarbokkum taldar eftir 1014 daga m.t.t. snemmframkominna stokkbrigda. Til pess ad endurheimta
hegvaxandi (sioframkomin) TK6-stokkbrigdi er naudsynlegt ad fodra frumurnar aftur med vaxtarati og trifldortymidini
(TFT) eftir talningu 4 snemmframkomnum stokkbrigdum og lata bakkana sidan standa i 7-10 daga til vidbotar
(62. heimild). Sja umfjollun, sem vardar akvordun & heildarfjélda heegvaxandi TK-stokkbrigda og TK-stokkbrigda sem
vaxa & edlilegan hatt, i 42. og 44. lid.

41. Videigandi atreikningar fyrir préfanirnar tveer, p.m.t. adferdirnar tveer (agar- og Ortitrunarbakkar) ad pvi er vardar MLA,
eru i 2. vidbeti. Ad pvi er vardar agaradferdina i MLA eru pyrpingarnar taldar og fjoldi stokkbreyttra pyrpinga adlagadur
med klonunarhefninni til ad reikna Gt tioni stokkbrigda (MF). Ad pvi er vardar értitrunarbakkaltfersluna af MLA og TK6
er klénunarhafni, badi fyrir valbakka og klonunarhzfnibakka, akvérdud samkvemt Poisson-dreifingunni (63. heimild).
Tidni stékkbrigda (MF) er reiknud 0t fra pessari tvenns konar klénunarhaefni.

Lysing & eiginleikum stokkbreyttra pyrpinga

42. A0 pvi er vardar MLA, ef profunaridefni gefur jadkvaedar nidurstddur (sja 62.—63. 1id), skal gera lysingu 4 eiginleikum
pyrpingarinnar med pvi ad akveda sterd pyrpinga eda voxt am.k. i einni af profunarreektunum (yfirleitt par sem
aseettanlegur jakveaedur styrkur er heestur) og i neikveedu og jakvedu samanburdunum. Ef préfunarefnid gefur neikveedar
nidurstddur (sja 64. 1id) skal gera lysingu & eiginleikum stokkbreyttra pyrpinga i neikveedu og jakvaedu samanburdunum.
Ad pvi er vardar ortitrunarbakkaadferd MLA eru stokkbrigdi sem mynda litlar pyrpingar skilgreind sem pau sem na yfir
minna en 25% af pvermali holunnar og stokkbrigdi sem mynda storar pyrpingar sem pau sem nd yfir meira en 25% af
pvermali holunnar. Ad pvi er vardar agarbakkaadferdina er notadur sjalfvirkur pyrpingateljari til ad telja stokkbreyttar
pyrpingar og akveda sterd pyrpinga. Adferdum til ad akveda sterd pyrpingar er lyst i heimildunum (19., 38. og
40. heimild). porf er & lysingu & eiginleikum pyrpingar i neikvaedu og jakveedu samanburdunum til ad syna fram & ad
rannsoknirnar séu gerdar & fullnaegjandi hatt.

43. EKkki er haegt ad akvarda ad profunarioefni sé neikveett ef hvorki stokkbrigdi sem mynda litlar pyrpingar né stokkbrigdi
sem mynda stérar pyrpingar greinast & fullnaegjandi hatt i jakveeda samanburdinum. Haegt er ad nota lysingu & eiginleikum
pyrpingar til ad veita almennar upplysingar er varda getu préfunaridefnis til ad valda punktbreytingum og/eda atburdum {
litningum (4. lidur).

44, TK6: Mismunandi reektunartimi (sj& 40. 1id) adgreinir stokkbrigdi sem vaxa & edlilegan hatt og heegvaxandi stokkbrigdi.
Ad pvi er vardar TK6 eru yfirleitt beedi snemmframkomin og sidframkomin stokkbrigdi talin i 6llum reektum, p.m.t. {
neikveedum og jakvaedum samanburdum. Porf er & lysingu & eiginleikum pyrpingar i neikvaedu og jakveedu
samanburdunum til ad syna fram & ad rannsoknirnar séu gerdar & fullnaegjandi hatt. Ekki er hagt ad akvarda ad
préfunarioefni sé neikveett ef hvorki snemmframkomin né sioframkomin stokkbrigdi greinast & fullnzgjandi hatt i
jakveeda samanburdinum. Hagt er ad nota lysingu a eiginleikum pyrpingar til ad veita almennar upplysingar er varda getu
préfunaridefnis til ad valda punktbreytingum og/eda atburdum i litningum (4. lidur).
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Hefni rannséknarstofunnar

45. Rannsoknarstofan skal hafa framkveemt rod tilrauna med jakveedum vidmidunarefnum i mismunandi gangvirkjum (ad
lagmarki eitt virkt med og eitt virkt an efnaskiptavirkjunar sem eru valin Ur efnunum sem eru skrad i t6flu 1) og
mismunandi neikvaedum samanburdum (p.m.t. émedhodndladar raektir og mismunandi leysar/burdarefni) til ad syna fram &
ad negileg reynsla sé af préfuninni adur en han er notud i venjubundnar préfanir. Svaranirnar i pessum jakveedu og
neikveedu samanburdum skulu vera i samraemi vid heimildir. bessi krafa & ekki vid um rannsoknarstofur sem pegar hafa
reynslu, b.e. hafa tilteeka grunna med rannsoknarségulegum gégnum eins og skilgreint er i 47.-50. 1id. Ad pvi er vardar
MLA ettu gildin, sem fast fyrir baedi jakvaeda og neikvada samanburdi, ad vera i samraemi vid radleggingar IWGT (sja
toflu 2).

46. Kanna skal nokkur valin jakveed samanburdarefni (sja t6flu 1) med stuttum og l16ngum medhondlununum (ef langar
medhdndlanir eru notadar) an efnaskiptavirkjunar og einnig med stuttri medhondlun ad vidbeettri efnaskiptavirkjun til ad
syna fram & hafni vid greiningu & stokkbreytandi idefnum, akvarda skilvirkni efnaskiptavirkjunarkerfisins og syna fram &
hversu videigandi skilyrdin til frumuvaxtar eru medan & medhdndlun stendur, vid svipfarstjaningu og vid val &
stokkbrigdum og hversu videigandi talningaradferdirnar eru. Velja skal styrksvid voldu efnanna pannig ad pad faist
samanburdarnidkvaemar og styrktengdar aukningar sem eru heerri en bakgrunnsgildid til ad syna fram & n&emi og styrksvid
préfunarkerfisins.

Rannséknarsdguleg samanburdargdgn

47. Ranns6knarstofan skal akvarda:

— svid og dreifingu jakveeds samanburdar samkvamt rannséknarsdgu,

— svid og dreifingu neikveeds samanburdar (émedhdndlad, leysir) samkvemt rannsoknarségu.

48. begar gagna er fyrst aflad um rannsdknarségulega dreifingu neikveeda samanburdarins skulu samskeida, neikvadir
samanburdir vera i samreemi vid birt neikveed vidmidunargdgn. begar fer ad batast vid af tilraunagdgnum um dreifingu
samanburdarins skal samskeida neikveedi samanburdurinn helst haldast innan 95% styrimarka peirrar samanburda-
dreifingar (64.—65. heimild).

49. Rannsoknarsogulegur gagnagrunnur rannsoknarstofunnar um neikveedan samanburd etti i upphafi ad byggjast a
10 tilraunum ad lagmarki en askilegra veeri ad hann samansteedi af a.m.k. 20 tilraunum sem eru gerdar vio sambeerileg
tilraunaskilyrdi. Rannsoknarstofur skulu nota gaedastyringaradferdir s.s. styririt (t.d. ,,C-charts, X-bar charts*
(65. heimild)) til ad greina hversu breytileg vidmidunargdgn peirra um jakvaeda og neikveeda samanburdi eru og til ad
syna ad stjornun adferdanna & rannsoknarstofunni sé i lagi (66. heimild). Nanari upplysingar og radleggingar um hvernig a
ad byggja upp og nota rannséknarséguleg gogn er ad finna i heimildunum (64. heimild).

50. Gogn um neikvaeda samanburdi skulu samanstanda af tidni stokkbrigda Ur stakri reekt eda helst samhlida raektum, eins og
lyst er i 27. 1id. Samskeida neikveedir samanburdir skulu helst haldast innan 95% styrimarka samanburdadreifingarinnar {
rannsoknarsdgulegum gagnagrunni rannséknarstofunnar um neikveeda samanburdi. Ef gégn um neikveedan samanburd
lenda utan 95% styrimarka getur pé verid asattanlegt ad hafa pau med i rannséknasdgulegri samanburdardreifingu ad pvi
tilskildu ad gdgnin séu ekki mjég miklir einfarar, ad pad séu sannanir fyrir pvi ad stjérnun préfunarkerfisins sé i lagi (sja
49. 1id) og pad eru engin merki um teknileg eda mannleg mistok.

51. Allar breytingar & adferdarlysingu tilraunar skulu gerdar med tilliti til samraemis gagnanna vid fyrirliggjandi rannsoknar-
sOgulegan gagnagrunn rannsdknarstofunnar um samanburdi. Allt verulegt 6samreemi skal hafa i for med sér stofnun nys
rannséknarségulegs gagnagrunns um samanburdi.
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GOGN 0OG SKYRSLUGIOF
Framsetning nidurstadna

52. Framsetning gagna fyrir beedi MLA og TKG6 skal innihalda, badi fyrir medhondladar reektir og samanburdarraktir, gogn
sem parf til ad reikna Gt frumueiturhrif (hlutfallslegan heildarvoxt (RTG) eda hlutfallslega lifun (RS), eftir pvi sem vid &)
og tioni stokkbrigda eins og lyst er hér & eftir.

53. A0 pvi er vardar MLA skal leggja fram gogn um hverja rekt fyrir sig um hlutfallslegan svifbléonduvoxt (RSG),
hlutfallslegan heildarvoxt (RTG), klénunarhafni pegar stokkbrigdin eru valin og fjolda stokkbreyttra pyrpinga (fyrir
agarbakkaultfaersluna) eda fjdlda tomra hola (fyrir drtitrunarbakkadtfaersluna). Tidni stokkbrigda (MF) skal gefin upp sem
fjoldi stokkbreyttra frumna a moti milljon eftirlifandi frumna. Ef svérunin er jakveaed skal gefa upp tioni stokkbrigoa (MF)
i litlum og stérum pyrpingum (og/eda hundradshluta samanlagdrar tidni stokkbrigda) fyrir a.m.k. einn styrkleika
préfunarioefnisins (yfirleitt haesta jakveeda styrkinn) og neikveeda og jakveeda samanburdi. Ef um er ad reda neikvaeda
svorun skal gefa upp tioni stokkbrigda (MF) i litlum og stérum pyrpingum fyrir neikvaeda samanburdinn og jakveeda
samanburdinn.

54. A pvi er vardar TK6 skal leggja fram gdgn um hverja rakt fyrir sig um hlutfallslega lifun (RS), klénunarhafni pegar
stokkbrigdin eru valin og fj6lda témra hola fyrir snemmframkomin og sidframkomin stokkbrigdi. Tidni stokkbrigda (MF)
skal gefin upp sem fjoldi stokkbreyttra frumna af fj6lda eftirlifandi frumna og skal innihalda samanlagda tioni stokkbrigda
sem og tioni stokkbrigda (og/eda hundradshluta samanlagdrar tioni stokkbrigda) i snemmframkomnum og sidfram-
komnum stokkbrigdum.

Viomidanir fyrir asettanleika

55. AQ pvi er vardar baedi MLA og TK6 skulu eftirfarandi viomidanir uppfylltar &dur en heildarnidurstddur fyrir tiltekid
préfunaridefni eru dkvardadar:

— Tvenns konar tilraunaskilyrdi (medhondlun i skamman tima med og &n efnaskiptavirkjunar, sja 33. 1id) voru notud
nema annad peirra hafi leitt til jakvaedra nidurstadna.

— Negilegur fjoldi frumna og styrkleika skal vera greinanlegur (sja 27. og 34.-36. lid).

— Vidmidanirnar fyrir valinu 4 heesta styrkleika eru i samreemi vid pad sem lyst er i 28.-30. lid.

Vidmidanir fyrir aseettanleika fyrir neikvaeda og jakveeda samanburdi

56. Greining MLA-sérfreedingahdpsins & vegum IWGT & miklu magni af MLA-g6gnum leiddi til alpjédlegs samkomulags um
sértaekar vidmidanir fyrir asettanleika MLA (1.-5. heimild). bessi profunaradferd felur pvi i sér tilteknar radleggingar ad
pvi er vardar ad akvarda asettanleika neikveedra og jakvaedra samanburda og ad pvi er vardar ad meta einstakar
nidurstodur um efni i MLA. TK6 er med mun minni gagnagrunn og hefur ekki verid metin af halfu vinnuhdps.

57. AQ pvi er vardar MLA skal meta hverja tilraun med tilliti til pess hvort 6medhéndladur samanburdur/samanburdur med
leysi uppfyllir viomidanir MLA-vinnuhdpsins & vegum IWGT um aseettanleika ((4. heimild) og tafla 2 hér 4 eftir) fyrir: 1)
tioni stokkbrigda (MF) (veita skal pvi athygli ad asattanleg tioni stokkbrigda samkveemt IWGT er mismunandi fyrir agar-
og ortitrunarbakkautfarslurnar af MLA), 2) klénunarhafni (CE) pegar stokkbrigdin eru valin og 3) svifbléonduvoxt (SG)
fyrir samanburd med leysi (sja formulur i 2. vidbeeti).

Tafla 2

Vidmidanir fyrir asettanleika fyrir MLA

Mealipattur Adferd med mjukum agar Ortitrunarbakkaadferd
Tioni stokkbrigda 35-140 x 10°° 50-170 x 10°¢
Klénunarhafni 65-120% 65-120%
Svifbldnduvoxtur (SG) 8-32-faldur (3.—4. klst. medhondlun) 32-180-faldur | 8-32-faldur (3.—4. klst. medhdndlun) 32-180-faldur
(24. klst. medhondlun, ef hin er gerd) (24. Kklst. medhondlun, ef han er gerd)
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58. 1 MLA skal einnig meta hverja profun med tilliti til pess hvort jakveedur samanburdur/jakveedir samanburdir uppfylla
a.m.k. adra af tveimur eftirfarandi vidmidunum fyrir asettanleika sem vinnuhdpur IWGT préadi:

— Jakveedur samanburdur skal syna dvefengjanlega aukningu a samanlagdri tioni stokkbrigda (MF), p.e. aukningu sem
er meiri en tidni sjalfsprottinna bakgrunnsstokkbrigda [tioni framkalladra stokkbrigoa (IMF)] sem nemur a.m.k.
300 x 1075, A3 minnsta kosti 40% af tidni framkalladra stokkbrigda (IMF) skulu endurspeglast 1 tidni stokkbrigda
(MF) i litlu pyrpingunni.

— Jakvadi samanburdurinn synir aukningu & tiéni stokkbrigda (MF) 1 litlu pyrpingunni a.m.k. 150 x 10-% sem er meiri
en st sem sést i samskeida 6medhdndludum samanburdi/samanburdi med leysi (tioni framkalladra stokkbrigoa (IMF)
i litlu pyrpingunni nemur 150 x 10-).

59. AJ pvi er vardar TK6 telst profun asattanleg ef samskeida neikvaedi samanburdurinn er talinn asettanleg vidboét vid
rannsoknarségulegan gagnagrunn rannséknarstofunnar um neikveedan samanburd, eins og lyst er i 48.—49. lid. Samskeida
jakveedir samanburdir (sja 32. 1id) skulu par ad auki vekja svaranir sem eru sambarilegar vid peer sem er aflad i
rannsOknarsdgulega gagnagrunninum um jakvaedan samanburd og valda tolfreedilega marktekri aukningu midad vid
samskeida neikveaeda samanburdinn.

60. AOJ bvi er vardar badar prdfanir skulu efri mork frumueiturhrifa sem koma fram i jakveedu samanburdarreektinni vera pau
sOmu og i tilraunaraektununum. Pad er ad segja, hlutfallslegur heildarvéxtur (RTG)/hlutfallsleg lifun (RS) skal ekki vera
undir 10%. bad er ndg ad nota einn styrkleika (eda einn af styrkleikunum i jakvedu samanburdarreektunum ef fleiri en
einn styrkleiki er notadur) til ad syna fram & ad vidmidanir fyrir &seettanleika fyrir jAkveeda samanburdinn hafa verid
uppfylltar. Enn fremur verdur tioni stokkbrigda (MF) i jakveeda samanburdinum ad vera innan asattanlegs svids sem er
fastsett fyrir rannsdknarstofuna.

Mat og tulkun & nidurstédum

61. AOJ pvi er vardar MLA hefur sérfreedingahopurinn & vegum IWGT um eitileexli masa (e. The Mouse Lymphoma Expert
Workgroup) (4. heimild) unnid mikilvaegt starf vardandi liffreedilegt mikilvaegi og viomidanir fyrir jakveeda svorun. pessi
préfunaradferd felur pvi i sér tilteknar raddleggingar ad pvi er vardar talkun & nidurstédunum um préfunaridefni ur MLA
(sj& 62.—64. 1id) TK6 er med mun minni gagnagrunn og hefur ekki verid metin af halfu vinnuhdps. Rédleggingarnar ad pvi
er vardar talkunina & gégnunum fyrir TK6 eru pvi almennari (sja 65.-66. lid). Vidbotarradleggingar gilda um badar
préfanirnar (sja 67.—71. lid)

MLA

62. Malt er med adferd til ad skilgreina jakveeda og neikvaeda svorun til ad tryggja ad aukin tidni stokkbrigda (MF) sé
liffredilega mikilveeg. | stad tolfraedilegrar greiningar, sem er almennt notud fyrir adrar préfanir, byggir hin & notkun
fyrirframskilgreindrar tiéni framkalladra stokkbrigda (p.e. aukningu & tidni stokkbrigda (MF) yfir samskeida
samanburdinn), sem nefnist alteekur matsstudull (e. Global Evaluation Factor (GEF)), sem byggist & greiningu & gégnum
frd rannsoknarstofum, sem taka patt (4. heimild), um dreifingu a tidni stokkbrigda i neikveeda samanburdinum. Ad pvi er
vardar agarbakkattgafuna af MLA er alteekur matsstudull (GEF) 90 x 1075 og ad pvi er vardar ortitrunarbakkautfersluna
af MLA er alteekur matsstudull (GEF) 126 x 10-5.

63. AJ pvi tilskildu ad farid sé ad dllum vidmidunum fyrir asettanleika er profunaridefni talio valda greinilegri jakveedri
svorun, vid einhver af tilraunaskilyrdunum sem eru skodud (sja 33. 1id), ef aukning a tidni stokkbrigda (MF) yfir
samskeida bakgrunninn fer yfir alteeka matsstudulinn (GEF)og aukningin er styrktengd (t.d. med notkun leitnipréfunar).
pa er litid svo & ad préfunaridefnid geti vakio stokkbreytingu i pessu préfunarkerfi.

64. AOQ pvi tilskildu ad farid sé ad 6llum vidmidunum fyrir settanleika er préfunaridefni talid valda greinilegri neikveedri
svorun vid oll tilraunaskilyroin sem eru skodud (sja 33. 1id), ef pad er engin styrktengd svorun eda, ef pad er aukning &
tioni stokkbrigoa (MF), aukningin fer ekki yfir alteka matsstudulinn (GEF). b4 er litid svo & ad profunaridefnio geti ekki
vakid stokkbreytingar i pessu préfunarkerfi.
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TK6

65. AJ pvi tilskildu ad farid sé ad ollum vidmidunum fyrir asettanleika er profunaridefnid talid valda greinilegri jakveedri
svorun, vid einhver af tilraunaskilyrdunum sem eru skodud (sja 33. lid), ef:

— ad minnsta kosti einn préfunarstyrkleikanna synir télfreedilega markteeka aukningu i samanburdi vid samskeida
neikveeda samanburdinn,

— aukningin er styrktengd i mati med videigandi leitnipréfun (sja 33. lid),

— einhver nidurstadnanna lendir utan dreifingarinnar i rannséknarsogulegum gégnum um neikveeda samanburdi (t.d.
95% styrimork fyrir samanburd byggd a Poisson; sja 48. 1id).

Ef allar pessar viomidanir eru uppfylltar er litid svo & ad préfunaridefnid geti vakid stokkbreytingu i pessu préfunarkerfi.
Radleggingar um hvada tolfraediadferdir eiga best vid er ad finna i heimildum (66.—67. heimild).

66. AOJ pvi tilskildu ad farid sé ad éllum vidmidunum fyrir sattanleika er préfunaridefnid talid valda greinilegri neikveedri
svorun, vid einhver af tilraunaskilyrdunum sem eru skodud (sja 33. lid), ef:

— enginn profunarstyrkleikanna synir tolfreedilega markteeka aukningu i samanburdi vid samskeida neikvada
samanburdinn,

— pad er engin styrktengd aukning i mati med videigandi leitnipréfun,

— allar nidurstddurnar lenda innan dreifingarinnar i rannsoknarségulegum gégnum um neikveeda samanburdi (t.d. 95%
styrimdérk fyrir samanburd byggd & Poisson; sja 48. lid).

pa er litid svo & ad profunaridefnid geti ekki vakid stékkbreytingar i pessu préfunarkerfi.

Fyrir baedi MLA og TK6:

67. Ef hadmarksstyrkur grundvallast & frumueiturhrifum etti heesti styrkurinn ad mida ad pvi ad na milli 20 og 10% af
hlutfallslegum heildarvexti (RTG)/hlutfallslegri lifun (RS). Samkomulag er um ad syna skuli varkérni vid tulkun jékvedra
nidurstadna sem er eingdéngu ad finna & bilinu 20 og 10% af hlutfallslegum heildarvexti (RTG)/hlutfallslegri lifun (RS) og
nidurstada myndi ekki teljast jakveed ef aukning & tioni stokkbrigda (MF) & sér einungis stad vio eda undir 10%
hlutfallslegum heildarvexti (RTG)/hlutfallslegri lifun (RS) (ef pad er metid) (2. og 59. heimild).

68. Vid vissar kringumstaedur geta vidbotarupplysingar hjalpad til vid ad dkvarda ad préfunaridefni sé ekki stokkbreytandi ef
engin rakt synir gildi hlutfallslegs heildarvaxtar (RTG) & bilinu 10-20% hlutfallslegur heildarvoxtur (RTG)/hlutfallsleg
lifun (RS). bessum adsteedum er lyst sem hér segir: 1) pad eru engar visbendingar um stékkbreytandi hrif (t.d. engin tengsl
milli skammts og svorunar, tidni stokkbrigda fer ekki yfir pa tioni sem sést i samskeida neikveedum samanburdi eda
sOgulegu bakgrunnssvidi 0.s.frv.) i réd gagnapunkta innan 100% til 20% hlutfallslegs heildarvaxtar (RTG)/hlutfallslegrar
lifunar (RS) og pad er a.m.k. einn gagnapunktur & bilinu 20 til 25% RTG/RS. 2) pad eru engar visbendingar um
stokkbreytandi hrif (t.d. engin tengsl milli skammts og svérunar, tioni stokkbrigda fer ekki yfir pa tidni sem sést i
samskeida neikveedum samanburdi eda sogulegu bakgrunnssvidi o.s.frv.) i r6d gagnapunkta & bilinu 100% til 25%
hlutfallslegs heildarvaxtar (RTG)/hlutfallslegrar lifunar (RS) og pad er einnig neikvadur gagnapunktur litillega undir 10%
RTG/RS. Vid badar pessar adsteedur ma draga pa alyktun ad préfunaridefnid sé neikvaett.

69. Ekki er gerd krafa um sannprofun a skyrri, jakvaedri eda neikvaedri svorun.

70. Ef svorunin er hvorki greinilega neikvad né greinilega jakvaed, eins og lyst er hér & undan, eda til ad audvelda akvordun &
liffreedilegu mikilvaegi nidurstddu, skulu gognin metin samkveemt sérfreedidliti og/eda frekari rannsoknir gerdar. Pad getur
verio gagnlegt ad gera endurtekna tilraun, mdgulega med pvi ad nota breytt tilraunaskilyrdi [t.d. styrkleikabil til ad auka
likurnar & pvi ad fa gagnapunkta innan 10-20% svids hlutfallslegs heildarvaxtar (RTG)/hlutfallslegrar lifunar (RS) énnur
skilyrdi efnaskiptavirkjunar (p.e. styrk eda uppruna S9) og lengd medhéndlunar].
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71. 1 6rfaum tilvikum gefa gognin ekki kost & alyktunum um jakveaedar eda neikvadar nidurstodur, jafnvel eftir frekari
rannsoknir. bvi er alyktad ad svorun profunaridefnisins sé tvired (talkud pannig ad hun er jafnlikleg til ad vera jakveed
eda neikved).

PROFUNARSKYRSLA

72. Eftirtaldar upplysingar skulu vera i préfunarskyrslunni:

Préfunaridefni:

— uppruni, lotundmer, sidasti notkunardagur, ef hann liggur fyrir,

— stodugleiki profunaridefnisins, ef hann er pekktur.

— leysni og stodugleiki profunaridefnisins i leysinum, ef pekkt,

— meling & syrustigi, osmolalstyrk og botnfellingu i reektunareetinu sem préfunaridefninu var beett i, eins og vid a.

Efni med einum efnispeetti:

— (tlit, vatnsleysni og adrir edlisefnafradilegir eiginleikar sem skipta mali,

— efnafredileg sanngreining, s.s. IUPAC- eda CAS-heiti, CAS-nr., SMILES- eda InChl-kddi, byggingarformula,
hreinleiki, efnakenni 6hreininda, eins og vid & og er teeknilega mogulegt, 0.s.frv.

Fjolpattaefni, UVCB-efni og bléndur:

— lysing & eiginleikum eins og kostur er med efnakenni (sja hér & undan), magnbundnu innihaldi og peim edlisefna-
fraedilegu eiginleikum efnispattanna sem skipta mali.

Leysir:

— rok fyrir vali & leysi,
— hundradshluti leysis i lokareektunareetinu.

Frumur:

Fyrir médurraktir & rannséknarstofu:

— gerd og uppruni frumna og saga hja préfunarstofunni,

— einkenni kjarngerdarinnar og/eda edlilegur fjéldi litninga

— aodferdir til ad vidhalda frumuraektum,

— upplysingar um ad frumurnar séu ekki smitadar berfrymingum,
— tvoféldunartimi frumna.

Profunarskilyroi:

— rok fyrir vali & peim styrkleikum og fjélda frumuraekta sem eru notud, t.d. gégn um frumueiturhrif og takmarkanir
leysni,
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— samsetning reektunaratis, styrkur CO2, rakastig,

— styrkleiki préfunarioefnisins, gefinn upp sem lokastyrkur i reektunareetinu (t.d. i ug eda mg/ml eda mM af raektun-
areeti),

— styrkleiki (og/eda rammal) leysis og profunaridefnis sem er batt i reektunaratio,

— reaktunarhiti,

— raektunartimi,

— lengd medhondlunar,

— Déttleiki frumna vid medferd,

— gerd og samsetning efnaskiptavirkjunarkerfisins (uppruni S9, tilreidsluadferd S9-bléndunnar, styrkleiki eda rammal
S9-bléndunnar og S9 i lokaraektunaratinu, gaedaeftirlit med S9),

— jakvad og neikvaed samanburdarefni, lokastyrkleiki vid 611 medhondlunarskilyrdi,

— lengd tjaningartima (m.a. fjdldi frumna sem er sad, undirreektir og dztlanir um naeringargjof, ef vid &),

— audkenni valvisa efnisins og styrkleikar pess,

— tilgreina skal Gtfeerslu af MLA sem er notud (agar- eda Ortitrunarbakki),

— vidmidanir fyrir asettanleika préfananna,

— aodferdir sem eru notadar til ad finna fjolda lifveenlegra og stokkbreyttra frumna,

— aoferdir sem eru notadar vid malingar & frumueiturhrifum,

— allar vidbdtarupplysingar sem skipta mali vardandi frumueiturhrif og adferdina sem er notud,

— timalengd raektunar eftir séningu,

— skilgreining & pyrpingum par sem sterd og gerd eru 16gd til grundvallar (m.a. vidmidanir fyrir ,litlar og ,,storar
pyrpingar, eftir pvi sem vid &),

— vidmidanir til ad meta hvort nidurstddur rannsdkna séu jakvaedar, neikveedar eda tviredar,

— adferdir sem eru notadar til ad dkvarda syrustig, osmolalstyrk, ef pad er gert, og Gtfellingu, ef vid a.

Nidurstddur:

— fjéldi frumna i hverri reekt sem eru medhdndladar og fjoldi frumna i hverri reekt sem eru afreektadar,

— melipettir fyrir eiturhrif (hlutfallslegur heildarvoxtur (RTG) fyrir MLA og hlutfallsleg lifun (RS) fyrir TK6),

— merki um utfellingu og hvenar han er akvordud,

— fjéldi frumna sem er sad i eti med valvisa efninu og i &ti sem er ekki med valvisa efninu,
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fjoldi pyrpinga i etinu med valvisa efninu og fjéldi pyrpinga i atinu sem er ekki med valvisa efninu og tengd tioni
stokkbrigda,

steerd pyrpinga akvedin i neikvaedum og jakvaedum samanburdum og, ef préfunarioefnid gefur jakvada nidurstdou, i
a.m.k. einum styrkleika, og tengd tidni stokkbrigoa,

tengsl milli styrks og svorunar, ef unnt er,

gdgn um samskeida, neikvadan (leysir) og jakveedan samanburd (styrkleikar og leysar),

soguleg gdgn um neikveedan samanburd (leysir) og jakvadan samanburd (styrkleikar og leysar) med styrkbilum,
medaltali og stadalfravikum; fjoldi préfana sem sdgulegi samanburdurinn byggist &,

tolfreedilegar greiningar (fyrir stakar reektir og safnsyni samhlioa préfunar, ef vid &) og p-gildi, ef pau liggja fyrir, og
mat & alteekum matsstudli (GEF) fyrir MLA.

Umfjéllun um nidurstédurnar

Nidurstada
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1. viobeetir

SKILGREININGAR

Efni sem veldur mislitnun: Oll idefni eda ferli sem hafa i for med sér mislitnun i frumum eda lifverum med pvi ad vixlverka a
peetti & jafnskiptingar- og ryriskiptingarstigi frumuskiptingar.

Mislitnun: Oll fravik fra edlilegum fjolda tvilitna (eda einlitna) litninga sem nema einum eda fleiri litningum en ekki ef um er
ad reeda heilt sett eda heil sett litninga (fjéllitnun).

Stokkbreytivaldur sem veldur basaskiptum: idefni sem valda pvi ad skipti verda a basapérum i DNA-sameindinni.

idefni: Efni eda blanda.

Klénunarhafni: Hlutfall frumna sem er sad i litlum péttleika og geta vaxid til ad mynda pyrpingu sem haegt er ad telja.

Efni sem veldur litningabrenglun: Oll idefni eda ferli sem valda byggingarlegum litningabreytingum i frumuh6pum eda
hépum lifvera.

Frumueiturhrif: Ad pvi er vardar greiningar sem falla undir pessa profunaradferd eru frumueiturhrif greind sem minnkun &
hlutfallslegum heildarvexti (RTG) eda hlutfallslegri lifun (RS) i MLA og TK®, eftir pvi sem vid a.

Frumstokkbreyting: Genastokkbreyting fra foreldragerd i stokkbrigdi sem veldur pvi ad ensimvirkni eda hlutverk tdknada
prétinsins breytist eda glatast.

Fasabreytandi efni: idefni sem valda pvi ad eitt eda nokkur basapér batast vid i DNA-sameindinni eda falla brott Gr henni.

Erfdaeiturhrif: Almennt hugtak sem ner yfir allar gerdir skada & DNA eda litningum, p.m.t. DNA-rof, vidbatur, endurrddun,
stokkbreytingar, litningabreytingar og mislitnun. Erfdaeiturhrif hafa ekki 6ll i for med sér stokkbreytingar eda stddugar
litningaskemmdir.

Endurrddun i jafnskiptingu: Medan frumuskipting stendur yfir verdur endurrédun milli samsteedra litningsprada sem leidir
hugsanlega til vakningar & rofi DNA-tvipatta eda til taps a arfblendni.

Stokkbreytandi: Veldur arfgengri breytingu & rod eda rodum DNA-basapara i litningum eda breytingu & byggingu litninga
(litningabreytingum).

Tioni stokkbrigda (MF): Fjoldi stokkbreyttra frumna deilt med fjolda lifveenlegra frumna.

Svipfarstjaningartimi: Timinn sem er lidinn frd& medhondlun pegar erfoafreedilega breytingin er fest i genamenginu og allar
genaafurdir sem fyrir eru hverfa pannig ad svipfarseinkennin breytast.
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Hlutfallsleg lifun (RS): Hlutfallsleg lifun (RS) er notud sem melikvardi & medhondlunartengd frumueiturhrif. Han er
hlutfallsleg klénunarhafni (CE) frumna sem er sad strax ad medhdndlun lokinni, leidrétt m.t.t. frumutaps i medhdndlun
samanborid vid klénunarhafni i neikveedum samanburdi.

Hlutfallslegur svifblonduvoxtur (RSG): A0 pvi er vardar MLA er hlutfallslegur samanlagdur svifblénduvoxtur (SG) i tvo
daga i préfunarraektinni borinn saman vid samanlagdan tveggja daga svifblénduvoxt i neikveedum samanburdi/samanburdi med
leysi (Clive og Spector, 1975). Hlutfallslegur svifblonduvoxtur (RSG) skal fela i sér hlutfallslegan voxt préfunarraektarinnar
samanborid vid neikvadan samanburd/samanburd med leysi & medhodndlunartimabilinu.

Hlutfallslegur heildarvoxtur (RTG): | MLA er hlutfallslegur heildarvéxtur (RTG) notadur sem malikvardi & medhéndlun-
artengd frumueiturhrif. Hann er melikvardi 4 hlutfallslegan (samanborid vid samanburd med burdarefni) voxt préfunarraekta
medan medhdndlun stendur yfir, tjaningu i tvo daga og val & stokkbrigdum til klénunar i préfuninni. Hlutfallslegur
svifblonduvoxtur (RSG) i hverri profunarrekt er margfaldadur med hlutfallslegri klénunarhaefni préfunarraektarinnar pegar
stokkbrigdin eru valin og tjadur i hlutfalli vid klonunarhafni neikvaeds samanburdar/samanburdar med leysi (Clive og
Spector, 1975).

S9-lifrarpeettir: Flot af lifrarjafningi eftir skiljun vid 9000 g, p.e. Gtdréttur Gr hrarri lifur.
S9-blanda: Blanda af S9-lifrarpaettinum og hjlparpéattunum sem eru naudsynlegir fyrir virkni efnaskiptaensima.

Svifblonduvéxtur (SG) X-fold aukning & fjolda frumna medan medhdndlun stendur yfir og tjaningarfasar i MLA.
Svifblénduvdxtur (SG) er reiknadur it med pvi ad margfalda x-falda aukningu & degi 1 med x-faldri aukningu & degi 2 fyrir
medhondlun i skamman tima (3—4 klst.). Ef 24 klst. medshéndlun er notud er svifblénduvdxturinn (SG) x-féld aukning medan
24 klst. medhondlunin stendur yfir margféldud med x-faldri aukningu & tjaningardegi 1 og 2.

Samanburdur med leysi: Almennt hugtak til utskyringar & samanburdarreektum sem i er eingdngu settur leysirinn sem er
notadur til ad leysa upp préfunaridefnid.

Préfunaridefni: Sérhvert efni eda blanda sem er préfud med pessari profunaradferd.

Omesdhoéndladur samanburdur: Raktir sem eru ekki medhoéndladar (p.e. hvorki med profunaridefni né leysi) en eru unnar
samtimis og & sama hatt og raektirnar sem profunaridefnio er sett i.
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2. viobeetir
FORMULUR
Frumueiturhrif

Fyrir badar Utferslurnar (agar- og ortitrunarbakki) af MLA

Frumueiturhrif eru skilgreind sem hlutfallslegur heildarvoxtur (RTG), sem felur i sér hlutfallslegan svifblonduvoxt (RSG) a
tveggja daga tjaningartimabilinu, og hlutfallsleg klénunarhefni (RCE) sem faest pegar stékkbrigdin eru valin. Hlutfallslegur
heildarvoxtur (RTG), hlutfallslegur svifblonduvoxtur (RSG) og hlutfallsleg klénunarhafni (RCE) eru 6ll gefin upp sem
hundradshluti.

Utreikningur & hlutfallslegum svifblénduvexti (RSG): Svifblénduvéxtur 1 (SGi) er vaxtarhradi milli dags 0 og dags
1 (frumustyrkur & degi 1/frumustyrkur & degi 0) og svifblonduvoxtur 2 (SG2) er vaxtarhradi milli dags 1 og dags
2 (frumustyrkur & degi 2/frumustyrkur & degi 1). Hlutfallslegur svifblénduvoxtur (RSG) er samanlagdur svifbldnduvoxtur (SG)
(SG1 x SG2) fyrir medhondludu reektunina, samanborid vid oOmedhdndladan samanburd/samanburd med leysi. b.e:
RSG = [SGursfun) X SG2(profun)] / [SGisamanburaur) X SGz(samanbursur)] SG1 skal reiknadur Gt fr upphaflegum frumustyrk sem er
notadur vid upphaf frumumedhondlunar. petta gildir um 6ll mismunandi frumueiturhrif sem verda i profunarraekt(um) medan
frumumedhdndlun stendur yfir.

Hlutfallsleg klénunarheefni (RCE) er hlutfallsleg klénunarhefni préfunarreektar, samanborid vid hlutfallslega klonunarhafni
O6medhdndlads samanburdar/samanburdar med leysi sem feest pegar stokkbrigdin eru valin

Hlutfallslegur heildarvoxtur (RTG): RTG=RSG x RCE

TK6
Hlutfallsleg lifun (RS):

Frumueiturhrif eru metin med hlutfallslegri lifun, p.e. klénunarhafni (CE) frumna sem er séd strax ad medhdndlun lokinni,
leidrétt m.t.t. frumutaps i medhdndlun samanborid vid klénunarhaefni i neikveedum samanburdum (med 100% lifun).
Leidréttingu & frumutapi medan medhdndlun stendur yfir er haegt ad reikna sem hér segir:

Fjoldi frumna i lok medhondlunar

Leidré ¢ i (CE) =CE
eidrétt kionunarhzefni (CE) = CE x Fjoldi frumna vid upphaf medhondlunar

Hlutfallsleg lifun (RS) fyrir reekt sem er medhéndlud med préfunaridefni er reiknud Ut sem:

Leidrétt klonunarheaefni (CE) i medhondladri rekt

RS =
Leidrétt klonunarhaefni (CE) { samanburdi med leysi

x 100

Tioni stokkbrigda i baeedi MLA og TK6:

Tioni stokkbrigda (MF) er kldnunarheafni stokkbreyttra pyrpinga i &tinu med valvisa efninu (CEw), leidrétt med kldnunar-
haefninni i &tinu sem er ekki med valvisa efninu pegar stokkbrigdin eru valin (CEv). bad er, MF=CEwm/CEy. Utreikningi &
pessari tvenns konar klénunarhefni er lyst hér & eftir fyrir klénunaradferdir i agar- og ortitrunarbakka.
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Agarbakkautferslan af MLA: T Gtferslu med mjikum agar i MLA fest fjéldi pyrpinga & bakkanum fyrir val & stokkbrigdum
(Cw) og fjoldi pyrpinga & bakkanum sem ekki er valid af eda fyrir kiénunarhafnina (liftala) (Cv) med pvi ad telja klénin beint.
begar 600 frumum er sad m.t.t. klonunarhafni (CE) & bakkana fyrir val a stokkbrigdum (CEwm) og & bakkana sem ekki er valid
af eda fyrir klonunarhafnina (liftala) (CEv) og 3 x 108 frumur eru notadar til ad velja stokkbrigdi,

CEmM=Cm/ (3% 10% =(Cm/3)x 10

CEv =Cv/600

Ortitrunarbakkadtfeerslan af MLA og TK6: [ ortitrunarbakkautferslunni af MLA eru Cwm og Cv akvordud sem afurd ar
Ortitrunarbdkkunum samanlagt (TW) og hugsanlegur fjéldi pyrpinga i hverri holu (P) & drtitrunarbékkunum.

Cm =Pm X TWm

Cv=PvxTWy

Ut fra nall-skilyrdinu i Poisson-dreifingunni (Furth et al., 1981) er P gefid upp med

P =-In (EW/TW)

par sem EW eru tomar holur og TW eru samtals holur. par af leidandi

CEM=Cm/Tm = (Pm x TWwnm) / Tm

CEv=Cv/Tv=(PvxTWv)/Tv

Ad pvi er vardar ortitrunarbakkadtfersluna af MLA er tidni stokkbrigda sem mynda litlar pyrpingar og stokkbrigda sem mynda
storar pyrpingar reiknud Gt & sama hatt og videigandi fjoldi af tdmum holum notadur fyrir litlar og stérar pyrpingar.

Ad pvi er vardar TK6 er tidni stokkbrigda sem mynda litlar pyrpingar og stokkbrigda sem mynda stérar pyrpingar byggd a
snemmframkomnum og sidframkomnum stékkbrigdum.
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B.68 PROFUNARAPFERD I GLASI MED SKAMMVINNUM VAHRIFUM TIL AD GREINA i. IDEFNI SEM KALLA FRAM
ALVARLEGAN AUGNSKABA OG ii. IDEFNI SEM EKKI PURFA FLOKKUN M.T.T. AUGNERTINGAR EPA ALVARLEGS
AUGNSKADA

INNGANGUR

1. bessi préfunaradferd jafngildir OECD-viomidunarreglu 491 um préfanir (2017). Profunaradferd med skammvinnum
vahrifum (STE-préfunaradferdin) er adferd i glasi sem haegt er ad nota, vid tilteknar adsteedur og med tilteknum
takmadrkunum, til hattuflokkunar og merkingar & idgefnum (efnum og bléndum) sem kalla fram alvarlegan augnskada sem
0g a peim sem hvorki purfa flokkun m.t.t. alvarlegs augnskada né augnertingar eins og skilgreint er i hnattsamreemdu kerfi
Sameinudu pjédanna (SP) til flokkunar og merkingar & idefnum (HSK) (1. heimild) og reglugerd (EB) nr. 1272/2008 um
flokkun, merkingu og p6kkun efna og blandna (reglugerdin um flokkun, merkingu og pékkun) (%).

2. Arum saman hefur méguleikinn & haettulegum ahrifum idefna & augu adallega verid metinn med pvi ad nota profun i lifi &
kaninuaugum (préfunaradferd B.5 (8. heimild), jafngildir OECD-viomidunarreglu 405 um préfanir). Almennt er
vidurkennt ad i fyrirsjdanlegri framtid geti engin ein stadgongupréfun i glasi komid ad 6llu leyti i stad profunar i lifi &
kaninuaugum til ad spa fyrir um &ll svorunarsvid alvarlegs augnskada/augnertingar fyrir mismunandi idefnaflokka.
Stefnumidadar samsetningar stadgéngupréfunaradferda, sem eru notadar innan (stigskiptrar) préfunardaetlunar, geetu po
komid ad 6llu leyti i stad profunar & kaninuaugum (2. heimild). Ofansakin nalgun er hénnud til profunar & idefnum sem
buist er vid, & grundvelli fyrirliggjandi upplysinga, ad hafi mikinn ertingarméatt eda kalli fram alvarlegan augnskada. A
hinn béginn er nedansakin nalgun hénnud til préfunar & idefnum sem buist er vid, & grundvelli fyrirliggjandi upplysinga,
ad valdi ekki negilegri augnertingu til ad porf sé & flokkun. P6 ad ekki sé litid & STE-profunaradferdina sem
heildarvalkost i stad profunar i lifi & kaninuaugum er hin hentug til notkunar sem hluti af stigskiptri préfunaraatlun vegna
lI6gbundinnar flokkunar og merkingar, t.d. nedansakin nalgun/ofansakin nalgun, til ad greina an frekari préfunar i. idefni
sem kalla fram alvarlegan augnskada (1. undirflokkur HSK Sp/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pdkkun) og ii.
idefni (ad undanskildum mjog rokgjornum efnum og éllum féstum idefnum 8drum en yfirbordsvirkum efnum) sem purfa
ekki flokkun m.t.t. augnertingar eda alvarlegs augnskada (utan flokks i HSK Sb/reglugerdinni um flokkun, merkingu og
pokkun) (1.-2. heimild). idefni sem ekki er spad ad valdi alvarlegum augnskada (1. undirflokkur HSK
Sb/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pékkun) eda er utan flokks i HSK Sb/reglugerdinni um flokkun, merkingu
og pokkun (kallar hvorki fram alvarlegan augnskada né augnertingu) med STE-préfunaradferdinni myndi pé purfa
vidbotarprofun til ad dkveda endanlega flokkun. Enn fremur atti ad hafa samrad vid videigandi eftirlitsyfirvold adur en
STE-profunaradferdin er notud i nedansakinni ndlgun samkvaemt 6drum flokkunarkerfum en HSK Sb/reglugerdinni um
flokkun, merkingu og poékkun. Val & préfunaradferd sem & best vid og notkun & pessari profunaradferd skal skoda |
tengslum vid leidbeiningarskjal Efnahags- og framfarastofnunarinnar ,,Integrated Approaches on Testing and Assessment
for Serious Eye Damage and Eye irritation* (14. heimild).

3. Tilgangurinn med pessari profunaradferd er ad lysa adferoum sem eru notadar til ad meta mdguleikann & hettulegum
ahrifum préfunaridefnis & augu, byggt & getu pess til ad kalla fram frumueiturhrif i profunaradferd med skammvinnum
vahrifum. Frumueitrandi &hrif idefna & frumur Ur gleerupekju er mikilveegur verkunarhattur sem leidir til skemmda &
gleerupekjunni og augnertingar. Lifveenleiki frumna i STE-préfunaradferdinni er metinn, eftir utdratt dr frumunum, med
megindlegri melingu & blau formasansalti sem lifandi frumur framleida med umbreytingu med ensimum & liflitnum MTT
(3-(4,5-dimetylpiasol-2-yl-)2,5-difenyltetrasoliumbromid), einnig pekktur sem piasélyl-blatt tetras6liumbromid
(3. heimild). Lifveenleiki frumna sem faest er borinn saman vid samanburd med leysi (hlutfallslegur lifvanleiki) og
notadur til ad meta moguleikann & ad profunaridefni sé heettulegt fyrir augu. Profunaridefni er flokkad i 1. undirflokk HSK
Sb/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pdkkun pegar styrkleikarnir 5% og 0,05% leida badir til lifvaenleika frumna
sem er minni en eda jafn og (<) 70%. A hinn boginn er pvi spad ad idefni sé utan flokks i HSK Sb/reglugerdinni um
flokkun, merkingu og pékkun pegar badir styrkleikarnir 5% og 0,05% leida til lifvaenleika frumna sem er yfir (>) 70%.

4.  Heitid ,,profunaridefni er notad i pessari profunaradferd til ad visa til pess sem er profad og tengist ekki notheefi
STE-profunaradferdarinnar til préfunar & efnum og/eda bléndum. Skilgreiningar eru gefnar upp i vidbatinum.

ATRIPI OG TAKMARKANIR SEM PARF AD HAFA | HUGA [ UPPHAFI

5. bessi profunaradferd byggist & adferdarlysingu, sem Kao Corporation (4. heimild) prdadi, sem for i gegnum tveer
mismunandi fullgildingarrannsdknir: adra hja Validation Committee of the Japanese Society for Alternative to Animal
Experiments (fullgildingarnefnd japdnsku samtakanna um annars konar adferdir en tilraunir & dyrum (JSAAE)) (5. heimild)

(*) Reglugerd Evrépupingsins og radsins (EB) nr. 1272/2008 fra 16. desember 2008 um flokkun, merkingu og pokkun efna og blandna, um
breytingu og nidurfellingu & tilskipunum 67/548/EBE og 1999/45/EB og um breytingu & reglugerd (EB) nr. 1907/2006 (Stjtio. EB L 353,
31.12.2008, bls. 1).
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og hina hja Japanese Center for the Validation of Alternative Methods (japanska midst6din um fullgildingu stadgéngu-
adferda) (JaCVAM) (6. heimild). NTP samraemingarstofnunin fyrir mat & eiturefnafredilegum stadgénguadferdum
(NICEATM) og samramingarnefnd stofnana um fullgildingu stadgénguadferda (ICCVAM) framkvaemdu jafningjaryni &
fullgildingarrannséknarskyrslum og bakgrunnsskjélum vegna endurskodunar & préfunaradferdinni (7. heimild).

6. Pbegar STE-pr6funaradferdin var notud til ad greina idefni (efni og bléndur) sem kalla fram alvarlegan augnskada
(1. undirflokkur HSK Sbk/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pékkun) (1. heimild) syndu gégn sem fengust med
adferdinni um 125 idefni (p.m.t. baedi efni og blondur) heildarndkvaeemni sem nemur 83% (104/125), hlutfall falsjakveedra
nidurstadna sem nemur 1% (1/86) og hlutfall falsneikvadra nidurstadna sem nemur 51% (20/39), samanborid vid profun i
lifi & kaninuaugum (7. heimild). Hlutfall falsneikveedra nidurstadna sem fékkst er ekki mikilvaegt i nGverandi samhengi
vegna pess ad ol profunaridefni, sem kalla fram lifvaenleika frumna sem nemur < 70% vid 5% styrk og > 70% vid 0,05%
styrk, myndu pvi naest verda préfud med 6drum tilhlydilega fullgiltum adferdum til préfunar i glasi eda, sem sidasta
valkost, med préfun i lifi & kaninuaugum, eftir pvi hvada krofur gilda samkvaemt reglum og i samremi vid
radprofunardsetlun og adferdir med vagi rokstuddra visbendinga sem er sem stendur mealt med (1. og 8. heimild).
Adallega voru préfud efni med einum efnispatti en po er einnig til takmarkad magn gagna um profanir & blondum.
Teeknilega séd telst profunaradferdin samt sem adur nothaf til profunar & fjolpattaefnum og bléndum. Adur en pessi
adferd til préfunar & bléndu, sem er framkveemd til ad f& gogn sem fyrirhugad er ad nota i eftirlitsskyni, er notud skal pé
skodad hvort, og pa af hverju, hun geeti veitt nidurstédur sem eru fullnaegjandi i peim tilgangi. Ekki er porf & slikri skodun
ef profun & bléndunni er krafa af halfu eftirlitsyfirvalda. STE-profunaradferdin syndi ekki adra sérteeka annmarka pegar
han var notud til ad greina hvort profunaridefni tilheyrdu 1. undirflokki HSK Sp/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu
og pokkun. Rannsakendur geta ihugad ad nota pessa préfunaradferd fyrir profunaridefni og pa skal lifveenleiki frumna
sem nemur < 70% vid badi 5% og 0,05% styrk sampykktur sem visbending um svorun sem kallar fram alvarlegan
augnskada sem eetti ad flokkast i 1. undirflokk HSK Sb/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pokkun &n frekari
préfana.

7. Pegar STE-profunaradferdin var notud til ad greina idefni (efni og bléndur) sem purfa ekki flokkun m.t.t. augnertingar og
alvarlegs augnskada (p.e. utan flokks i HSK Sb/reglugerdinni um flokkun, merkingu og pékkun) syndu gégn, sem fengust
med adferdinni, um 130 idefni (p.m.t. baedi efni og bléndur) heildarndkvaemni sem nemur 85% (110/130), hlutfall
falsneikvaedra nidurstadna 12% (9/73) og hlutfall falsjakvaedra nidurstadna 19% (11/57) samanborid vid préfun i lifi &
kaninaugum (7. heimild). Ef mjog rokgjorn efni og fost efni, 6nnur en yfirbordsvirk efni, eru Utilokud Gr gagnasafninu
eykst heildarndkvemnin i 90% (92/102), hlutfall falsneikveedra nidurstadna i 2% (1/54) og hlutfall falsjdkveedra
nidurstadna i 19% (9/48) (7. heimild). Af pvi leidir ad mogulegur &galli & STE-profunaradferdinni, pegar hdn er notud til
ad greina préfunarioefni sem purfa ekki flokkun m.t.t. augnertingar og alvarlegs augnskada (utan flokks i HSK
Sb/reglugerdinni um flokkun, merkingu og pokkun), er hatt hlutfall falsneikvaedra nidurstadna fyrir i. mjog rokgjérn efni
med gufuprysting yfir 6 kPa og ii. fost idefni (efni og bléndur), énnur en yfirbordsvirk efni og bléndur sem samanstanda
einungis af yfirbordsvirkum efnum. Slik idefni eru atilokud fra notkunarsvidi STE-profunaradferdarinnar (7. heimild).

8.  Til vidbdtar vid idefnin sem getid er i 6. og 7. 1id inniheldur gagnasafnid, sem var aflad med STE-profunaradferdinni,
einnig innanhlssgdgn um 40 bléndur sem syndu, samanborid vid Draize-augnprofunina i lifi, ndkvaemni sem nemur 88%
(35/40), hlutfall falsjakvaedra nidurstadna 50% (5/10), og hlutfall falsneikveedra nidurstadna 0% (0/30) vid ad spa fyrir um
bléndur sem purfa ekki flokkun samkveemt flokkunarkerfum HSK Sk/ reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pékkun
(9. heimild). bess vegna er haegt ad nota STE-préfunaradferdina til ad greina bléndur sem utan flokks i HSK
Sb/reglugerdinni um flokkun, merkingu og pékkun med nedansekinni nalgun, ad undanskildum 6drum féstum bléndum
en peim sem samanstanda einungis af yfirbordsvirkum efnum af pvi ad hin hentar ekki fyrir fost efni. Enn fremur skal
meta bléndur, sem innihalda efni med gufuprysting yfir 6kPa, af varfarni til ad komast hja mégulegu vanmati og slikt skal
rokstutt i hverju tilviki fyrir sig.

9. Pad er ekki unnt ad nota STE-profunaradferdina til ad greina prdfunaridefni sem efni i 2. undirflokki HSK
Sbh/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pékkun eda i undirflokki 2A (augnerting) eda 2B (veeg augnerting) i HSK
Sbh/reglugerdinni um flokkun, merkingu og pokkun vegna verulegs fjlda idefna i 1. undirflokki HSK Sb/reglugerdarinnar
um flokkun, merkingu og pkkun sem hafa verid vanmetin i 2. undirflokk, undirflokk 2A eda undirflokk 2B og idefni utan
flokks i HSK Sk/reglugerdinni um flokkun, merkingu og pokkun sem voru ofmetin sem efni i 2. undirflokki, undirflokki
2A eda undirflokki 2B (7. heimild). T pessum tilgangi getur verid naudsynlegt ad gera frekari profanir med annarri
hentugri adferd.
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10. STE-préfunaradferdin er hentug fyrir préfunaridefni sem leysast upp eda mynda jafna svifblondu i a.m.k. 5 minatur i
lifedlisfraedilegri saltlausn, 5% dimetylsalfoxidi i saltlausn eda jardoliu. STE-préfunaradferdin hentar ekki fyrir
profunaridefni sem eru 6leysanleg eda geta ekki myndad jafna svifblondu i a.m.k. 5 minGtur i lifedlisfredilegri saltlausn,
5% dimetylsulfoxidi i saltlausn eda jardoliu. Notkun jardoliu i STE-préfunaradferdinni er mdguleg vegna pess ad vahrifin
standa i skamman tima. Af pessum sokum hentar STE-préfunaradferdin til ad spa fyrir um moguleikann & heettulegum
ahrifum vatnsoleysanlegra profunaridefna & augu (t.d. langra fitualkdhdla eda keténa) ad pvi tilskildu ad pau séu
blandanleg i a.m.k. einum af leysunum premur sem lagdir eru til hér ad framan (4. heimild).

11. Heitid ,,profunaridefni* er notad i pessari profunaradferd til ad visa til pess sem verid er ad profa (1) og tengist ekki
nothafi STE-préfunaradferdarinnar til préfunar & efnum og/eda bléndum.

MEGINREGLA PROFUNARINNAR

12. STE-préfunaradferdin er greining i glasi, sem byggist & frumueiturhrifum, sem er gerd & samfelldu einlagi af
glerufrumum ar kaninum (SIRC) fra Statens Seruminstitut sem eru reektadar i 96 holu 6rbakka ur pélykarbonati
(4. heimild). Eftir 5 minutna vahrif fra profunaridefni eru frumueiturhrifin meeld megindlega sem hlutfallslegur lifvaenleiki
SIRC-frumna med pvi ad nota MTT-greiningu (4. heimild). Minnkandi lifvaenleiki frumna er notadur til ad spa fyrir um
moguleikann & skadlegum ahrifum sem leida til augnskemmda.

13. Greint hefur verid fra ad 80% af lausn, sem er latin drjupa i auga kaninu, skiljist Gt gegnum tarupokann innan priggja til
fjbgurra mindtna en meira en 80% af lausn, sem er latin drjlpa i mannsauga, skilst Gt innan einnar mindtu eda tveggja
mindtna (10. heimild). Med STE-profunaradferdinni er leitast vid ad aaetla pessa vahrifatima og eru frumueiturhrif notud
sem endapunktur til a8 meta umfang skemmda & SIRC-frumum i kjolfar vahrifa fra profunaridefni i 5 minGtur.

SYNT FRAM A HAFNI

14. Adur en STE-profunaradferdin, sem lyst er i pessari profunaradferd, er tekin til reglubundinnar notkunar skulu
rannséknarstofur syna fram & teeknilega hafni sina med pvi ad flokka med réttum hztti haefnisefnin ellefu sem meelt er
med i toflu 1. Pessi efni voru valin sem deemigerd fyrir svorunarsvid alvarlegs augnskada eda alvarlegrar augnertingar,
byggt & nidurstédum ar profunum i lifi & kaninuaugum (vidmidunarregla 405 um préfanir) og flokkunarkerfi HSK
Sb/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pokkun (1. heimild). Adrar valvidmidanir voru m.a. peer ad efnin fengjust &
almennum markadi, ad hageeda tilvisunargdgn um rannsoknir i lifi veeru faanleg og ad hagaedagdgn um rannsoknir i glasi
med STE-préfunaradferdinni veeru faanleg. Ef efni & skranni faest ekki, eda pegar slikt er réttleetanlegt, er haegt ad nota
annad efni, sem fullnaegjandi tilvisunargdgn i lifi og i glasi eru tilteek um, ad pvi tilskildu ad notadar séu sému viomidanir
og hér er lyst.

Tafla 1
Skra yfir haefnisefni
[ 1ifi undirfl. STE undirfl.
HSK Sb/ HSK Sb/
Efni CAS-niimer Efnaflokkur (1) Esliséstand reglugerdarinnar | Leysir i STE- | reglugerdarinnar
um flokkun, préfun um flokkun,
merkingu og merkingu og
pokkun (2) pokkun
BensalkéniumkI6ris 8 001-54-5 Oniumsamband Vokvi 1. undirflokkur Saltlausn 1. undirflokkur
(10% vatnskennt)

() A sameiginlegum fundi i juni 2013 var einhugur um ad nii ztti ad beita samrazmdari notkun a hugtakinu ,,profunaridefni, pegar unnt er, i
nyjum og uppfaerdum préfunaradferdum til ad lysa pvi sem er préfad.
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i lifi undirfl. STE undirfl.
HSK Sb/ HSK Sb/
Efni CAS-niimer Efnaflokkur () Esliséstand reglugerdarinnar LeyS|r'| STE- | reglugerdarinnar
um flokkun, préfun um flokkun,
merkingu og merkingu og
pokkun (2) pokkun
Triton X-100 (100%) 9 002-93-1 Eter Vokvi 1. undirflokkur Saltlausn 1. undirflokkur
Acid Red 92 18 472-87-2 Heturhringlida Fast efni 1. undirflokkur Saltlausn 1. undirflokkur
samband, brém-
samband, kl6r-
samband
Natriumhydroxid 1310-73-2 Basi, dlifreent Fast efni 1. undirflokkur Saltlausn 1. undirflokkur
efni ®)
Butyrdlakton 96-48-0 Lakton, Vokvi Undirflokkur 2A Saltlausn Ekki er haegt ad
heturhringlida (2. undirflokkur setja fram spa
samband i reglugerdinni
um flokkun,
merkingu og
pokkun)
1-oktandl 111-87-5 Alkoéhol Vokvi Undirflokkur Jardolia EKKi er haegt ad
2A/B (%) setja fram spa
(2. undirflokkur
i reglugerdinni
um flokkun,
merkingu og
pokkun)
Syklépentandl 96-41-3 Alkohol, Vokvi Undirflokkur Saltlausn EKkKi er haegt ad
vetniskolefni, 2A/B (5) (2. setja fram spa
hringad undirflokkur i
reglugerdinni
um flokkun,
merkingu og
pokkun)
2-etoxyetylasetat 111-15-9 Alkéhol, eter Vokvi Utan flokks Saltlausn Utan flokks
Doédekan 112-40-3 Vetniskolefni, Vokvi Utan flokks Jardolia Utan flokks
kedjulaga
Metylisobutylketon 108-10-1 Keton Vokvi Utan flokks Jardolia Utan flokks
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i Iifi undirfl. STE undirfl.
HSK Sb/ HSK Sb/

Efni CAS-niimer Efnaflokkur () Esliséstand reglugerdarinnar LeyS|r'| STE- | reglugerdarinnar
um flokkun, préfun um flokkun,
merkingu og merkingu og

pokkun (2) pokkun
1,1-dimetylgdanidins- 598-65-2 Amidin, brenn- Fast efni Utan flokks Saltlausn Utan flokks
Glfat isteinssamband
(1) Skipad var i idefnaflokka med pvi ad nota upplysingar sem fengust Gr adur Gtgefnu efni NICEATM og, ef pad var ekki faanlegt, med

15.

16.

17.

A
O

9]

®)

pvi ad nota ,National Library of Medicine's Medical Subject Headings* (MeSH®) (fyrir milligongu ChemIDplus® [National
Library of Medicine], adgengilegt & http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/) og uppbyggingu sem NICEATM &kvardadi.

Byggt & nidurstédum ar préfun i lifi & kaninuaugum (OECD-vidmidunarregla 405 um préfanir) og notkun HSK Sb/reglugerdarinnar
um flokkun, merkingu og pokkun (1. heimild).

Flokkun i 1. undirflokk byggist & hidetingarmeetti 100% natriumhydroxids (skrad sem heefnisidefni med hudztingarmatt i OECD-
vidmidunarreglu 435 um préfanir) og viomidun fyrir 1. undirflokk HSK Sb/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pokkun
(1. heimild).

Flokkun i 2A eda 2B veltur & talkun & vidomidun HSK Sb til ad greina & milli pessara tveggja undirflokka, p.e. pad purfa tvo dyr af
sex & moti fjorum dyrum af sex ad syna svorun & sjounda degi til ad gefa flokkun i undirflokk 2A. Gagnasafnid i lifi hafdi ad geyma
tvaer rannsoknir med premur dyrum i hvorri um sig. I annarri rannsokninni komu fram ahrif hja tveimur dyrum af premur & 7. degi
sem gaf tilefni til flokkunar i undirflokk 2A (11. heimild) en i hinni rannsékninni syndu allir endapunktar bata ad stigi ndll & sjéunda
degi sem gaf tilefni til flokkunar i undirflokk 2B (12. heimild).

Flokkun i 2A eda 2B veltur & talkun & vidmidun HSK Sb til ad greina & milli pessara tveggja undirflokka, p.e. pad parf eitt dyr af
premur & méti tveimur dyrum af premur ad syna svérun & sjéunda degi til ad gefa flokkun i undirflokk 2A. T rannsékn i lifi eru notud
prja dyr. Allir endapunktar, fyrir utan 6gagnsei gleeru og roda i slimhimnu hja einu dyri, syndu bata ad stigi nall & sjéunda degi eda
fyrr. Dyrid sem nadi ekki fullum bata fyrir sjdunda dag hafdi 6gagnseei gleeru svo nam einu stigi og roda i slimhimnu sem nam einu
stigi (& sjdunda degi) en nadi fullum bata & fjértanda degi (11. heimild).

Skammstafanir: CAS-nimer = Skraningarnimer hja Upplysingapjénustu um idefni

VERKFERLI

Tilreidsla einlagsins af frumum

Nota skal SIRC, frumulinu Ur gleru ar kaninum, til ad framkvema STE-profunaradferdina. Melt er med pvi ad
SIRC-frumur séu fengnar fra vidurkenndu frumusafni, s.s. ,,American Type Culture Collection CCL60*.

SIRC-frumur eru reektadar i rakabattu andramslofti vid 37 °C og 5% koltvisyring i rektunarflosku sem inniheldur
reektunaraeti sem samanstendur af lagmarkseeti Eagles (e. Eagle's minimum essential medium (MEM)) med vidbattu 10%
af nautgripafosturssermi, 2 mM af L-glatamini, 50-100 einingum/ml af penisillini og 50-100 pg/ml af streptomysini.
Adskilja skal samfestar frumur i raektunarfléskunni med pvi ad nota trypsinetylendiamintetraediksyrulausn, med eda an
notkunar & frumuskofu. Frumur eru latnar fjdlga sér (t.d. 2 til 3 umsaningar) i reektunarflésku adur en peer eru notadar i
venjubundnar préfanir og skal ekki umséd oftar en 25 sinnum eftir afpidingu.

Frumur, sem eru tilbanar til notkunar i STE-préfun, eru sidan undirbinar med videigandi péttleika og s&d i 96 holu bakka.
Radlagdur saningarpéttleiki frumna er 6,0 x 10° frumur i hverri holu pegar frumurnar eru notadar fjorum dogum eftir
saningu eda 3,0 x 103 frumur pegar frumurnar eru notadar fimm dégum eftir sdningu med rammal raekta sem nemur
200 pl. Frumur, sem eru notadar i STE-préfun og er sad i reektunaraeti med videigandi péttleika, munu ekki na meiri
samfellu en 80% pegar préfun er gerd, p.e. fjorum eda fimm dégum eftir saningu.
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Préfunaridefni og samanburdarefni borin a

18. Fyrsta val & leysi til ad leysa upp eda Utbda svifbléndu Ur préfunaridefni er lifedlisfreedileg saltlausn. Ef préfunarioefni
synir litla leysni eda ef ekki er haegt ad leysa pad upp eda pad myndar ekki jafna svifbléndu i a.m.k. 5 mindtur i saltlausn
er notad 5% dimetylstlfoxid (CAS-nimer 67-68-5) i saltlausn sem annad val a leysi. Ad pvi er vardar préfunaridefni sem
er ekki hagt ad leysa upp eda pad myndar ekki jafna svifblondu i a.m.k. 5 mindtur i annadhvort saltlausn eda 5%
dimetylsulfoxidi i saltlausn er jardolia (CAS-nUmer 8 042-47-5) notud sem pridja val a leysi.

19. Préfunaridefni eru leyst upp eda Gtbuin jofn svifblanda i véldum leysi vid styrk sem nemur 5% (massahlutfall) og pynnt
enn frekar, tifalt med radpynningu, i 0,5% og 0,05% styrk. Hvert profunaridefni skal profad baedi i 5% og 0,05% styrk.
Frumur, sem eru reektadar i 96 holu bakka, eru latnar verda fyrir vahrifum fra 200 pl/holu af annadhvort 5% eda 0,05%
styrk préfunaridefnislausnar (eda sviflausn) i fimm mindtur vid stofuhita. Profunaridefni (efni med einum efnispatti eda
fjolpattaefni eda blondur) teljast vera 6blondud efni og eru pynnt eda svifblanda Gtbdin samkvaemt adferdinni, 6had
hreinleika peirra.

20. Rektunareetid, sem lyst er i 16. 1id, er notad sem samanburdur med eti i hverjum bakka i hverri endurtekningu. Enn
fremur & einnig ad lata frumurnar verda fyrir vahrifum fr4 synum med samanburdi med leysi i hverjum bakka i hverri
endurtekningu. Stadfest hefur verid ad leysarnir, sem eru tilgreindir i 18. 1id, hafa engin skadleg éahrif & lifveenleika
SIRC-frumna.

21. | STE-préfunaradferdinni & ad nota 0,01% natriumlarylsdlfat i saltlausn sem jakveaedan samanburd i hverjum bakka i
hverri endurtekningu. Til ad reikna ut lifvenleika frumna i jakveeda samanburdinum verdur hver bakki i hverri
endurtekningu einnig ad innihalda leysissamanburd med saltlausn.

22. Blanksyni er naudsynlegt til ad akvarda upphot fyrir ljospéttni og skal préfad i holum sem innihalda einungis fosfatstillta
saltlausn en hvorki kalsium og magnesium né frumur.

23.  Huvert syni (profunaridefni vid 5% og 0,05%, samanburdur med eti, samanburdur med leysi og jdkveedur samanburdur)
skal profad i premur settum i hverri endurtekningu med pvi ad Iata frumurnar verda fyrir vahrifum i 200 pl af videigandi
préfunar- eda samanburdaridefni i 5 minGtur vid stofuhita.

24. Viomidunarefni eru gagnleg til ad meta augnertingarmatt 6pekktra idefna i tilgreindum idefna- eda voruflokki eda til ad
meta hlutfallslegan ertingarmatt augnertandi efnis & tilteknu ertingarsvorunarsvioi.

Meeling 4 lifveenleika frumna

25.  Eftir véhrif eru frumurnar skoladar tvisvar med 200 pl af fosfatstilltri saltlausn og 200 ul af MTT-lausn (0,5 mg MTT/ml
af reektunareeti) er beett vid. Eftir tveggja klst. hvarftima i hitakassa (37 °C, 5% koltvisyringur) er MTT-lausninni hellt af,
MTT-formasan dregid Ut med pvi ad beeta vid 200 pl af 0,04 N saltsyru-iséprépandli i 60 min i myrkri vid stofuhita og
gleypni MTT-formasanlausnarinnar mald med bakkalesara vid 570 nm. Préfunaridefnin trufla MTT-greininguna (med
litgj6fum eda beinum afoxurum MTT-litar) einungis ef markteekt magn profunaridefnis verdur eftir i profunarkerfinu eftir
skolun eftir vahrif, sem er tilfellid pegar um er ad reeda privida endurgerda gleeru Gr ménnum eda endurgerda hudvefi
manns, en skiptir ekki mali fyrir tvividar frumuraktir sem eru notadar i STE-préfunaradferdinni.
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Tualkun & nidurstédum og spalikan

26. Ljospéttnigildin, sem fast med hverju profunaridefni, eru sidan notud til ad reikna Gt lifvenleika frumna i samanburdi vid
samanburdinn med leysinum sem er fastsettur vid 100%. Hlutfallslegur lifvaenleiki frumna er gefinn upp sem
hundradshluti og feest med pvi ad deila i ljéspéttnigildi préfunaridefnis med ljospéttigildni samanburdar med leysi eftir ad
ljéspéttnigildi blanksynis hefur verid dregio fra badum gildunum.

(ch')sbéttni570 préfunariéefnis) - (Ljésbéttni570 blanksynis) % 100

Lifveenleiki frumna(%) =
f f (%) (Ljésbéttnis,o samanburdar med leysi) — (Ljésbéttnis,o blanksynis)

A sama hatt er hlutfallslegur lifvaenleiki frumna i hverjum samanburdi med leysi gefinn upp sem hundradshluti og fast
med pvi a0 deila i ljospéttnigildi hvers samanburdar med leysi med ljéspéttnigildi samanburdar med eti eftir ad
ljéspéttnigildi blanksynis hefur verid dregid fra badum gildunum.

27. Framkveema skal prjar 6hadar endurtekningar sem hver um sig inniheldur samhlida préfun i premur holum (p.e. n = 9).
Medaltalid Gr holunum premur fyrir hvert profunaridefni og samanburd med leysi i sérhverri 6hadri endurtekningu er
notad til ad reikna Gt medaltal hlutfallslegs lifvaenleika frumna. Lokamedaltal lifvaenleika frumna er reiknad ut fra 6hadu
endurtekningunum premur.

28. broskuldsgildi lifveenleika frumna fyrir greiningu 4 préfunaridefnum sem kalla fram alvarlegan augnskada
(1. undirflokkur HSK Sb/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og p6kkun) og préfunaridefnum sem purfa ekki flokkun
m.t.t. augnertingar eda alvarlegs augnskada (utan flokks i HSK Sb/reglugerdinni um flokkun, merkingu og p6kkun) eru
gefin upp hér & eftir.

Tafla 2

Spalikan fyrir STE-profunaradferdina

Lifveenleiki frumna Flokkun samkvaemt
HSK/Sh/reglugerdinni um Gildissvid
Vid 5% Vid 0,05% flokkun, merkingu og pokkun
> 70% > 70% Utan flokks Efni og blondur, ad undanskildum i. mjog
rokgjornum efnum med gufuprysting yfir
6 kPa (1) og ii. fost idefni (efni og
bléndur) énnur en yfirbordsvirk efni og
bléndur sem samanstanda einungis af
yfirbordsvirkum efnum
<70% > 70% Ekki er haegt ad setja fram A ekki vid
spa
<70% <70% 1. undirflokkur Efni og blondur (2)

(1) Meta skal bléndur, sem innihalda efni med gufuprysting yfir 6kPa, af varferni til ad komast hja mdgulegu vanmati og slikt skal
rokstutt i hverju tilviki fyrir sig.

(®» Byggt & nidurstddum sem fengust adallega med efnum med einum efnispetti en po er einnig til takmarkad magn af gégnum um
profanir & blondum. Taknilega séd telst profunaradferdin samt sem adur nothaf til préfunar & fjélpattaefnum og bléndum. Adur en
pessi adferd til préfunar & bléndu, sem er framkveemd til ad fa gdgn sem fyrirhugad er ad nota i eftirlitsskyni, er notud skal skodad
hvort, og pa af hverju, hin geti veitt nidurstddur sem eru fullnaegjandi i peim tilgangi. Ekki er porf & slikri skodun ef préfun &
bléndunni er krafa af hélfu eftirlitsyfirvalda.

Sampykktarvidmidanir

29. Préfunarnidurstodur teljast vera asattanlegar pegar allar eftirfarandi vidmidanir eru uppfylltar:

a) Ljospéttni samanburdar med ati (vahrif fra rektunarati) skal vera 0,3 eda harri eftir ad 1jéspéttni blanksynis hefur
verid dregin fra.
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30.

31.

b) Lifvenleiki samanburdar med leysi skal vera 80% eda harri i samanburdi vid samanburd med ati. Ef margir
samanburdir med leysi eru notadir i hverri endurtekningu skal hver pessara samanburda syna lifvenleika frumna sem
er yfir 80% til ad préfunaridefnin sem eru préfud med pessum leysum uppfylli skilyrdin.

c) Lifveenleiki frumna, sem fast med jakvaedum samanburdi (0,01% natriumlarylsalfat), skal vera innan tveggja
stadalfravika fra sogulegu medaltali. Uppfera skal efri og nedri sampykkismork fyrir jakvaeda samanburdinn oft, p.e.
a priggja manada fresti eda i hvert sinn sem sampykktarhaf préfun er gerd i rannséknarstofum par sem préfanir eru
sjaldan framkvaemdar (p.e. sjaldnar en einu sinni i manudi). Ef rannsoknarstofa Iykur ekki vid negilegan fjolda
tilrauna til ad stadfesta tolfredilega sterka dreifingu jakvaeda samanburdarins er asettanlegt ad nota efri og nedri
sampykkismorkin sem honnudur adferdarinnar fastsetti, p.e. & bilinu 21,1% til 62,3% samkvaemt rannséknar-
sogulegum gdgnum rannsoknarstofunnar, medan verid er ad byggja upp innri dreifingu medan fyrstu venjubundnu
préfanirnar standa yfir.

d) Stadalfravik fyrir endanlegan lifveenleika frumna, leitt Ut fra premur 6hadum endurtekningum, skal vera undir 15%
baedi fyrir 5% og 0,05% styrkleika préfunarioefnisins.

Ef ein pessara vidmidana eda nokkrar peirra eru ekki uppfylltar skal ekki nota nidurstédurnar og framkvaema skal
adrar prjar 6hadar endurtekningar.

GOGN 0OG SKYRSLUGJIOF

Gogn

Greint er frA gdgnum um hverja holu fyrir sig (t.d. gildi fyrir lifvenleika frumna) fyrir hverja samhlida préfun sem og
heildarmedaltali, stadalfraviki og flokkun.

Préfunarskyrsla

Eftirtaldar upplysingar skulu vera i préfunarskyrslunni:

Profunarioefni og samanburdarefni

— Efni med einum efnispeetti: efnafredileg sanngreining s.s. IUPAC- eda CAS-heiti, CAS-skraningarnimer, SMILES-
eda InChl-kddi, byggingarformila og/eda adrar audkenningar.

— Fjolpattaefni, UVCB-efni og blanda: Lysing & eiginleikum eins og kostur er, t.d. med efnakenni (sja hér ad framan),
hreinleika, magnbundu innihaldi og peim edlisefnafreedilegu eiginleikum efnispattanna sem skipta mali (sja hér ad
framan), ad pvi marki sem unnt er.

— Eodlisastand, rokgirni, syrustig, LogP, sameindapyngd, idefnaflokkur og adrir edlisefnafreedilegir eiginleikar sem
skipta mali fyrir framkveemd rannséknarinnar, ad pvi marki sem unnt er.

— Hreinleiki, efnakenni 6hreininda, eins og vid & og er teeknilega mogulegt, 0.s.frv.
— Medhéndlun fyrir préfun, ef vid & (t.d. hitun, mélun).
— Skilyrdi og stédugleiki vid geymslu, ad pvi marki sem unnt er.

Skilyrdi fyrir préfunaradferdina og verkferli

— Heiti og heimilisfang bakhjarls, préfunarstddvar og rannséknarstjora.

— Lysing & profunaradferdinni sem er notud.



Nr. 73/706 EES-vidbatir vid Stjornartidindi Evropusambandsins 12.11.2020

— Frumulina sem er notud, uppruni hennar, saningarndmer og samfella frumna sem eru notadar i préfunina.

— Upplysingar um préfunaradferdina sem er notud.

— Fjoldi endurtekninga og samskonar syna sem eru notud.

— Styrkleikar préfunarioefna sem eru notadir (ef frabrugdnir pvi sem melt er med).

— Rokstudningur fyrir vali & leysi fyrir hvert profunaridefni.

— Timalengd véhrifa fra préfunaridefninu (ef frabrugdin peirri sem malt er med).

— Lysingar & 6llum breytingum & préfunaradferdinni.

— Lysing & peim matsvidmidunum og vidmidunum fyrir dkvardanir sem eru notadar.

— Tilvisanir i rannséknarsogulegt medaltal fyrir jakveedan samanburd og stadalfravik:

— Synt fram & hafni rannsoknarstofunnar til ad framkveema préfunaradferdina (t.d. med préfun & haefnisefnum) eda synt
fram & samanburdarndkvaema framkveemd profunaradferdarinnar yfir lengri tima.

Nidurstéour

— AQJ pvi er vardar hvert profunaridefni og samanburdarefni og hvern préfadan styrkleika skal setja einstok
ljospéttnigildi i hverri holu fyrir samhlida profun, medaltal ljospéttnigilda fyrir hverja 6hada endurtekningu,
lifveenleika frumna i % fyrir hverja 6hada endurtekningu og lokamedaltal fyrir lifveenleika frumna i % og stadalfravik
fyrir endurtekningarnar prjar upp i tofluformi.

— Nidurstddur fyrir ati, leysi og jakvadan samanburd par sem synt er fram & videigandi vidmidanir fyrir sampykkt
rannsoknar.

— Lysing & 6drum ahrifum sem fram komu.

— Afleidd flokkun i heild sinni med tilvisun i spélikanid/akvérdunarvidmidanir sem eru notadar.

Umfjéllun um nidurstédurnar

Nidurstdoour
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Vidbetir

SKILGREININGAR

Nékvaemni: Mzlikvardi & pad hversu nalegt sampykktu vidmidunargildi nidurstada ur profun er. Nakvemni er malikvardi &
nothefi profunaradferda og einn pattur gildis (e. relevance). Hugtakid er oft notad i stad hugtaksins ,,samsvérun® til ad lysa
hlutfalli réttra nidurstadna ar préfunaradferd (13. heimild).

Vidmidunarefni: Efni sem er notad sem vidmidunarstadall fyrir profunaridefni. Vidmidunarefni skal hafa eftirfarandi
eiginleika, i) einsleitan og areidanlegan uppruna, ii) likindi i byggingu og virkni vid efnaflokkinn (e. class of substances) sem er
verid ad profa, iii) pekkta edlisfreedilega/efnafredilega eiginleika, iv) studningsgdgn um pekkt ahrif og v) pekktan matt & svidi
@skilegrar svérunar.

Nedanseakin nalgun: brepskipt adferd sem er notud fyrir préfunarioefni sem talid er ad purfi ekki flokkun m.t.t. augnertingar
eda alvarlegs augnskada sem hefst med pvi ad skilja pau idefni sem purfa ekki flokkun (neikvaed nidurstada) fra 6orum idefnum
(jakveed nidurstada).

idefni: Efni eda blanda.

Augnerting: Breytingar, sem eiga sér stad i auga eftir ad préfunaridefni hefur verid borid & pad, sem ganga algerlega til baka
innan 21 dags. Jafngildir ,afturhverf ahrif a augu“ og 2. undirflokkur HSK SP/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og
pokkun

Falsneikveedar nidurstodur: Hlutfall allra jakvedra idefna sem eru ranglega greind med profunaradferd sem neikveed.
Hlutfallid er ein visbending um nothefi préfunaradferdar.

Falsjdkveaedar nidurstodur: Hlutfall allra neikvaedra idefna sem eru ranglega greind med profunaradferd sem jakveed.
Hlutfallid er ein visbending um nothefi préfunaradferdar.

Heetta: S& edlislagi eiginleiki efnis eda adstedna ad geta valdid skadlegum &hrifum pegar lifvera, kerfi, hépur eda undirhopur
kemst i snertingu vid pad efni.

Samanburdur med ati: Omedhéndlad, samhlida syni sem inniheldur alla patti profunarkerfis. Synid er unnid med synum,
sem hafa verid medhondlud med profunaridefni og 6drum samanburdarsynum, til ad dkvarda hvort leysirinn vixlverkar vid
préfunarkerfid.

Blanda: Blanda eda lausn tveggja eda fleiri efna.

Efni med einum efnispeetti: Efni, skilgreint af magnbundinni samsetningu, par sem einn adalefnispattur er fyrir hendi ad a.m.k.
80% (massahlutfall).

MTT: 3-(4,5-dimetylpiasol-2-yl)-2,5-difenyltetraséliumbrémid, piasolyl-blatt tetraséliumbrémia.
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Fjolpattaefni: Efni, skilgreint af magnbundinni samsetningu, par sem fleiri en einn adalefnispattur er fyrir hendi i styrk sem
nemur > 10% (massahlutfall) og < 80% (massahlutfall). Fjolpattaefni er afleiding af framleidsluferli. Mismunurinn & bléndu og
fjolpattaefni er s& ad blandan faest med blondun tveggja eda fleiri efna &n efnahvarfs. Fjolpattaefni er afleiding af efnahvarfi.

OD: Ljospéttni.

Jakvaedur samanburdur: Samskonar syni sem inniheldur alla petti préfunarkerfis og er medhéndlad med efni sem vitad er ad
framkallar jakvaeda svorun. Til ad tryggja ad heegt sé ad meta breytileika i svorun jakveeda samanburdarins yfir tima skal pessi
jakvaeda svorun pé ekki vera of kroftug.

Gildi: Lysing & sambandi préfunarinnar og &hrifanna, sem midad er vid, og hvort sambandid hefur merkingu og er gagnlegt
midad vid tiltekinn tilgang. Gildid lysir pvi ad hvada marki profunin naer ad mala rétt eda spa fyrir um liffreedilegu ahrifin sem
midad er vid. Gildi felur i sér umfjéllun um ndkvaemni (samsvdrun) préfunaradferdar (10. heimild).

Areidanleiki: Malikvardi 4 pad ad hvada marki er haegt ad framkvaeema préfunaradferd med samanburdarnakvamni hja hverri
rannsoknarstofu og hja mismunandi rannsoknarstofum i tiltekinn tima pegar han er framkveemd samkvemt sému
adferdarlysingu. Areidanleiki er metinn med pvi ad reikna Ut einseturssamanburdarnakveemni og fjélsetra samanburdar-
nakveemni og einsetursendurtekningarnakveemni (13. heimild).

Neemi: Hlutfall allra jakvadra/virkra idefna sem eru rétt flokkud med profuninni. Nemi er melikvardi & nakvemni
profunaradferdar sem gefur afdrattarlausar nidurstdédur og er mikilvaeg forsenda i mati & gildi préfunaradferdar (10. heimild).

Alvarlegur augnskadi: Vefjaskemmdir i auga eda alvarlega sjonskerding, eftir ad préfunaridefni hefur verid sett & framflot
augans (2. heimild), sem ganga ekki algerlega til baka innan 21 dags fra pvi pad var sett 4. Jafngildir ,,afturhverf ahrif 4 augu“
og 1. undirflokkur HSK Sk/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pokkun

Samanburdur med leysi eda burdarefni: Omedhondlad syni sem inniheldur alla petti profunarkerfis, p.m.t. leysinn eda
burdarefnid, og er unnid med synum, sem eru medhéndlud med prdéfunaridefninu, og med 6drum samanburdarsynum til ad
dkvarda grunnvidmidunarsvorun fyrir synin sem eru medhdndlud med préfunaridefninu, leystu i sama leysi eda burdarefni.
begar petta syni er profad med samskeida samanburdarsyni med eti synir pad einnig fram & hvort leysirinn eda burdarefnid
vixlverkar vid profunarkerfid.

Sérteeki: Hlutfall allra neikvaedra/dvirkra idefna sem eru rétt flokkud med préfuninni. Sérteeki er melikvardi & nakvemni
profunaradferdar sem gefur afdrattarlausar nidurstddur og er mikilvaeg forsenda i mati & gildi proéfunaradferdar (13. heimild).

Efni: Frumefni og efnasambdnd pess, nattdruleg eda unnin med framleidsluferlum, p.m.t. 811 aukefni, sem eru naudsynleg til ad
vidhalda st6dugleika pess, og 6ll dhreinindi, sem stafa fra vinnslunni, en pé ekki leysiefni sem skilja ma fra an pess ad pad hafi
ahrif & stddugleika efnisins eda breyti samsetningu pess.

Yfirbordsvirkt efni: 1defni, s.s. pvotta- og hreinsiefni, sem getur minnkad yfirbordsspennu vikva og gerir pvi pannig kleift ad
freyda eda ganga inn i fast efni; efnid er einnig pekkt sem blotefni.
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Profunaridefni: Sérhvert efni og blanda sem eru préfud med pessari préfunaradferd.

Stigskipt préofunaraaetlun: prepskipt préfunaraztlun par sem allar upplysingar um préfunaridefnid eru ryndar i tiltekinni réd
og notad til pess ferlid med vagi rokstuddra visbendinga & hverju stigi til ad akvarda hvort fyrir liggja naegar upplysingar til ad
taka akvoroun um heattuflokkun adur en farid er a nasta stig. Ef haegt er ad akvarda ertingarmatt profunaridefnis a grundvelli
fyrirliggjandi upplysinga eru frekari profanir ekki naudsynlegar. Ef ekki er haegt ad akvarda ertingarmatt préfunaridefnis a
grundvelli fyrirliggjandi upplysinga skal framkveema prepskipta radprofun a dyrum par til hegt er ad flokka efnid med
Otvireedum heetti.

Ofansakin nalgun: prepskipt adferd sem er notud fyrir préfunaridefni sem talid er ad valdi alvarlegum augnskada sem hefst
med pvi ad skilja pau idefni sem kalla fram alvarlegan augnskada (jakveed nidurstada) fra 6drum idefnum (neikveed nidurstada).

Hnattsamraeemt kerfi Sameinudu pjédanna til flokkunar og merkingar & idefnum (HSK SpP): Kerfi til flokkunar idefna
(efna og blandna), samkvemt stédludum tegundum og stigum edlisrennar hettu, heilbrigdishaettu og umhverfishaettu, sem
tekur til samsvarandi haettubodsatrida, s.s. haettumerkja, vidvorunarorda, hattusetninga, varnadarsetninga og 6ryggisblada, til ad
midla upplysingum um skadleg &hrif idefnanna i pvi skyni ad vernda félk (p.m.t. vinnuveitendur, launafolk, flytjendur,
neytendur og bradalida) og umhverfid (1. heimild).

1. undirflokkur HSK Sb/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pékkun: Sja ,,Alvarlegur augnskadi‘.

2. undirflokkur HSK Sb/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pokkun: Sja ,,Augnerting*.

Utan flokks i HSK Sb/reglugerdinni um flokkun, merkingu og pokkun: [8efni sem eru ekki flokkud sem 1. eda 2.
undirflokkur HSK Sb/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pokkun (eda sem undirflokkur 2A eda undirflokkur 2B i HSK
Spb).

UVCB-efni: efni af 6pekktri eda breytilegri samsetningu, flokin myndefni eda liffreedileg efni.
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B.69. PROFUNARADFERD MED ENDURGERPRI PEKJU SEM LIKIST GLARU UR MONNUM (RhCE) TIL AP GREINA
IPEFNI SEM EKKI PURFA FLOKKUN OG MERKINGU M.T.T. AUGNERTINGAR EDA ALVARLEGS AUGNSKAPA

INNGANGUR

1. bessi préfunaradferd jafngildir OECD-vidmidunarreglu 492 um préfanir (2017). Alvarlegur augnskadi er vefjaskemmd i
auga eda alvarleg sjonskerding sem kemur fram eftir ad préfunaridefni er borid a framflét augans, sem gengur ekki til
baka innan 21 dags fra pvi ad pad er borid &, eins og skilgreint er i hnattsamreemdu kerfi Sameinudu pjédanna (Sp) til
flokkunar og merkingar & idefnum (HSK)] (1. heimild) og reglugerd (EB) nr. 1272/2008 um flokkun, merkingu og pokkun
efna og blandna (reglugerdin um flokkun, merkingu og p6kkun) (1). Einnig samkveemt HSK Sb og reglugerdinni um
flokkun, merkingu og pékkun er augnerting breytingar i auga, eftir ad préfunaridefni hefur verio borid a framflét augans,
sem ganga algerlega til baka innan 21 dags fra pvi ad efnid var borid &. Préfunaridefni sem kalla fram alvarlegan
augnskada eru flokkuo i 1. undirflokk HSK Sb og reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pokkun en pau sem kalla
fram augnertingu eru flokkud i 2. undirflokk HSK Sb og reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pékkun. idefni sem
eru ekki flokkud m.t.t. augnertingar eda alvarlegs augnskada eru skilgreind sem efni sem uppfylla ekki kréfurnar vardandi
flokkun i 1. eda 2. undirflokk HSK Sb og reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pékkun (2A eda 2B), p.e. visad til
peirra sem utan flokks i HSK Sp og reglugerdinni um flokkun, merkingu og pokkun.

2. Mat & alvarlegum augnskada/augnertingu hefur oftast falid i sér notkun tilraunadyra (préfunaradferd B.5 (2. heimild)). Val
& profunaradferd sem & best vid og notkun & pessari profunaradferd skal skoda i tengslum vid leidbeiningarskjal Efnahags-
og framfarastofnunarinnar ,,Integrated Approaches on Testing and Assessment for Serious Eye Damage and Eye
irritation” (39. heimild).

3. | pessari profunaradferd er lyst adferd i glasi sem gerir pad kleift ad sanngreina idefni (efni og bléndur) sem ekki purfa
flokkun og merkingu m.t.t. augnertingar eda alvarlegs augnskada i samremi vid HSK Sb og reglugerdina um flokkun,
merkingu og pokkun. bar er notud endurgerd pekja sem likist gleeru Ur ménnum (RhCE) sem likir ndkvaemlega eftir
vefjafreedilegum, formfraedilegum, lifefnafredilegum og lifedlisfredilegum eiginleikum gleerupekju ar ménnum. Fjérar
adrar profunaradferdir i glasi hafa verid fullgiltar, taldar visindalega traustar og sampykktar sem profunaradferdir B.47
(3. heimild), B.48 (4. heimild), B.61 (5. heimild) og B.68 (6. heimild).

4. bessi profunaradferd nar yfir tveer fullgiltar profanir par sem notud eru RhCE-likén sem eru faanleg & almennum markadi.
Fullgildingarrannsoknir til a meta augnertingu/alvarlegan augnskada (7.—13. heimild) hafa verid framkvemdar med pvi
ad nota EpiOcular™ Eye Irritation Test (EIT) og SkinEthic™ Human Corneal Epithelium (HCE) Eye Irritation Test
(EIT). T hvorri profun um sig eru notud RhCE-vefjalikén, sem fast & almennum markadi, sem profunarkerfi og visad er til
peirra i eftirfarandi texta sem fullgiltu vidmidunaradferdanna (VRM) — annars vegar fullgilt vidmidunaradferd 1 (VRM 1)
og hins vegar fullgilt vidmidunaradferd 2 (VRM 2). Ut fra pessum fullgildingarrannséknum og 6hé&dri jafningjaryni &
peim (9. og 12. heimild) var komist ad peirri nidurstodu ad EpiOcular™ EIT og SkinEthic™ HCE EIT geti greint rétt
idefni (baedi efni og bléndur) sem purfa ekki flokkun og merkingu m.t.t. augnertingar eda alvarlegs augnskada samkvamt
HSK Sb og malt var med préfununum sem visindalega gildum i peim tilgangi (13. heimild).

5. Nu er almennt vidurkennt ad i fyrirsjaanlegri framtid geti engin ein adferd til augnertingarpréfunar i glasi komid ad 6llu
leyti i stad Draize-augnprofunarinnar i lifi (2. og 14. heimild) til ad spa fyrir um 6ll svérunarsvid alvarlegs augnskada/
augnertingar fyrir mismunandi idefnaflokka. Stefnumidadar samsetningar nokkurra stadgdngupréfunaradferda innan
(stigskiptrar) profunaraatlunar, s.s. nedansakin nalgun/ofansakin nalgun, geetu p6d komid ad 6llu leyti i stad Draize-
augnproéfunarinnar (15. heimild). Nedansakin nalgun (15. heimild) er hénnud til ad nota pegar buist er vid, a grundvelli
fyrirliggjandi upplysinga, ad idefni valdi ekki negilegri augnertingu til ad porf sé & flokkun en ofansakin néalgun
(15. heimild) er hénnud til ad nota pegar buist er vid, & grundvelli fyrirliggjandi upplysinga, ad idefni valdi alvarlegum
augnskada. Mealt er med EpiOcular™ EIT og SkinEthic™ HCE EIT til ad greina idefni, sem purfa ekki flokkun og
merkingu m.t.t. augnertingar eda alvarlegs augnskada samkvemt HSK Sp/reglugerdinni um flokkun, merkingu og pokkun
(utan flokks), an frekari proéfunar innan profunaraztlunar & bord vido nedansakna nalgun/ofansekna nalgun sem Scott et
al. 16gou til, t.d. sem fyrsta stig i nedansakinni nalgun eda sem eitt af sioustu stigunum i ofansakinni nalgun
(15. heimild). b6 er EpiOcular™ EIT og SkinEthic™ HCE EIT ekki @tlad ad greina & milli 1. undirflokks (alvarlegur

(1) Reglugerd Evropupingsins og radsins (EB) nr. 1272/2008 fra 16. desember 2008 um flokkun, merkingu og pokkun efna og blandna, um
breytingu og nidurfellingu & tilskipunum 67/548/EBE og 1999/45/EB og um breytingu & reglugerd (EB) nr. 1907/2006 (Stjtid. ESB L 353,
31.12.2008, bls. 1).
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augnskadi) HSK Sb/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pokkun og 2. undirflokks (augnerting) HSK
Sb/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pokkun. bessa adgreiningu parf ad fjalla um i 6dru adferdarprepi
profunarazetlunar (15. heimild). Préfunaridefni sem reynist purfa flokkun m.t.t. augnertingar/alvarlegs augnskada med
EpiOcular™ EIT eda SkinEthic™ HCE EIT mun pvi purfa vidbotarprofanir (i glasi og/eda i lifi) til ad endanleg
nidurstada ndist (utan flokks, 2. undirflokkur eda 1. undirflokkur HSK Sk/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og

pokkun), t.d. med pvi ad nota profunaradferd B.47, B.48, B.61 eda B.68.

6. Tilgangurinn med pessari préfunaradferd er ad lysa adferd sem er notud til ad meta moguleikann & ad préfunaridefni sé
heettulegt fyrir augu, byggt & getu pess til ad kalla fram frumueiturhrif i RhCE-vefjalikani eins og pau melast med
MTT-greiningunni (16. heimild) (sja 21. 1id). Lifvenleiki RhCE-vefjar eftir vahrif fra préfunaridefni er akvardadur med
samanburdi vié vef sem er medhdndladur med neikveedu samanburdarefni (% lifveenleiki) og sidan notadur til ad spa fyrir
um moguleikann & ad préfunaridefni sé heettulegt fyrir augu.

7. Nothefisstadlar (17. heimild) eru tilteekir til ad audvelda fullgildingu & nyjum eda breyttum préfunum i glasi sem byggjast
4 RhCE, sem eru svipadar og EpiOcular™ EIT og SkinEthic™ HCE EIT, i samremi vid meginreglurnar i
leidbeiningarskjali Efnahags- og framfarastofnunarinnar nr. 34 (18. heimild) og gefa fari & timanlegum breytingum &
OECD-viomidunarreglu 492 um profanir til ad bata peim vid. Adeins er haegt ad tryggja gagnkvaema sampykkt gagna
(MAD), samkvaemt samkomulagi Efnahags- og framfarastofnunarinnar, fyrir profanir sem eru fullgiltar samkvaemt
nothefisstodlunum ef pessar profanir hafa verid endurskodadar og felldar inn i samsvarandi vidmidunarreglu OECD um
préfanir.

SKILGREININGAR

8.  Skilgreiningar eru gefnar i 1. vidbeti.

ATRIDI OG TAKMARKANIR SEM PARF AD HAFA | HUGA | UPPHAFI

9.  bessi préfunaradferd er byggd & privioum RhCE-vefjalikénum, sem fast & almennum markadi, sem eru framleidd med pvi
a0 nota annad hvort fyrsta stigs hyrnisfrumur 4r ménnum (p.e. EpiOcular™ OCL-200) eda frumur gleerupekju dr ménnum
sem hafa verid gerdar 6daudlegar (p.e. SkinEthic™ HCE/S). RhCE-vefjalikdninin EpiOcular™ OCL-200 og SkinEthic™
HCE/S eru svipud og privié bygging gleerupekju i lifi og eru framleidd med pvi ad nota frumur Gr tegundum sem midad er
vid (19.-20. heimild). Enn fremur eru frumueiturhrif, sem eru afleiding af pvi pegar idefni fer i gegnum glaruna og
framkollun frumu- og vefjaskemmda, mald beint med préfuninni; frumueitrandi svorun segir sidan til um alvarlegan
augnskada/augnertingu i lifi i heild sinni. Frumuskemmdir geta ordid vegna ymissa verkunarhéatta (sj& 20. lid) en
frumueiturhrif eru mikilvaegur, ef ekki helsti, verkunarmatinn sem é&kvardar samanlagda svorun vid idefni i formi
alvarlegs augnskada/augnertingar sem kemur adallega fram i lifi sem dégagnsei gleeru, lithimnubdlga, rodi i slimhimnu
og/eda tarubjagur i slimhimnu, 6h&d edlisefnafreedilegum ferlum sem liggja til grundvallar vefjaskemmdum.

10. Margs konar idefni, sem na yfir fjolbreyttar idefnategundir, idefnaflokka, sameindapyngdir, LogP, efnafradilega
byggingu o.s.frv., voru profud i fullgildingarrannsékninni sem liggur til grundvallar pessari profunaradferd. EpiOcular™
EIT-fullgildingargagnagrunnurinn innihélt 113 idefni alls sem n& yfir 95 mismunandi lifreena virka hdpa samkvaemt
QSAR-verkfarakistugreiningu Efnahags- og framfarastofnunarinnar (e. OECD QSAR toolbox analysis) (8. heimild).
Meirihluti pessara idefna voru efni med einum efnispetti en nokkur fjélpattaefni (b.m.t. 3 einsleitar fjollidur,
5 samfjollidur og 10 igildi fjélliona (e. quasi polymer) voru einnig tekin med i rannsékninni. Med tilliti til edlisastands og
undirflokka HSK Sh/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pokkun var dreifing profudu idefnanna 113 sem hér segir:
13 vokvar i 1. undirflokki, 15 fost efni i 1. undirflokki, 6 vokvar i undirflokki 2A, 10 fost efni i undirflokki 2A, 7 vokvar i
undirflokki 2B, 7 fost efni i undirflokki 2B, 27 vokvar utan flokks og 28 fost efni utan flokks (8. heimild). SkinEthic™
HCE EIT-fullgildingargagnagrunnurinn innihélt 200 idefni alls sem na yfir 165 mismunandi lifreena virka hépa (8. og
10.-11. heimild). Meirihluti pessara idefna voru efni med einum efnispeetti en nokkur fjélpattaefni (p.m.t. 10 fjélliour)
voru einnig tekin med i rannsékninni. Med tilliti til edliséstands og undirflokka HSK Sb/reglugerdarinnar um flokkun,
merkingu og pokkun var dreifing préfudu idefnanna 200 sem hér segir: 27 vokvar i 1. undirflokki, 24 fost efni i
1. undirflokki, 19 vokvar i undirflokki 2A, 10 fost efni i undirflokki 2A, 9 vokvar i undirflokki 2B, 8 fost efni i
undirflokki 2B, 50 vokvar utan flokks og 53 fost efni utan flokks (10.—11. heimild).
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11. bessi profunaradferd & vid um efni og bléndur og um fost efni, vokva, halffost efni og vax. Vokvarnir mega vera
vatnskenndir eda ekki vatnskenndir og fostu efnin mega vera leysanleg eda 6leysanleg i vatni. Féstu efnin skulu mélud i
fint duft &dur en pau eru borin 4, ef pess er nokkur kostur, en engin énnur formedhdndlun & syninu er naudsynleg. Ekki er
blid ad meta lofttegundir og Udaefni i fullgildingarrannsokn. b6 ad pad sé hugsanlegt ad haegt sé ad profa lofttegundir og
Gdaefni med RhCE-teekninni er ekki haegt ad profa pau med ndverandi profunaradferd.

12. Préfunaridefni sem gleypa ljés a4 sama svidi og MTT-formasan (& nattlrulegan hatt eda eftir medhondlun) og
préfunarioefni sem geta afoxad liflitinn MTT beint (i MTT-formasan) geta truflad meelingar a lifvaenleika vefs og porf er &
adlégudum samanburdi til leidréttingar. Gerd adlagads samanburdar sem kann ad vera porf a fer eftir pvi hvers konar
truflun profunaridefnid veldur og eftir adferdinni sem er notud til ad magngreina MTT-formasan (sja 36.—42. lid).

13. Nidurstodur, sem urdu til i forfullgildingarrannséknum (21.-22. heimild) og fullum fullgildingarrannséknum (8. og
10.—11. heimild), syndu ad hagt er ad yfirfera bedi EpiOcular™ EIT og SkinEthic™ HCE EIT yfir a4 rannsoknarstofur
sem talid er ad hafi ekki reynslu af pvi ad framkveema greiningarnar og ad pau séu einnig samanburdarnakveem innan og
milli rannséknarstofa. Byggt & pessum rannséknum er samanburdarnakvaemnin, ad pvi er vardar samsvorun spaa sem
heaegt er ad buast vid ad faist med EpiOcular™ EIT Ut frd gégnum um 113 idefni, vid 95% markid innan rannsoknarstofa
0g 93% milli rannsoknarstofa. Samanburdarnakvaeemnin, ad pvi er vardar samsvorun spda sem hagt er ad blast vid ad faist
med SkinEthic™ HCE EIT ut fra gognum um 120 idefni, er vid 92% markid innan rannsoknarstofa og 95% milli
rannsoknarstofa.

14. Hegt er ad nota EpiOcular™ EIT til ad greina i0efni sem ekki purfa flokkun m.t.t. augnertingar eda alvarlegs augnskada
samkvaemt flokkunarkerfi HSK Sb og reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pokkun. Ut fra peim gégnum sem
fengust i fullgildingarrannsékninni (8. heimild) er heildarndkveemni EpiOcular™ EIT 80% (byggt &4 112 idefnum), nemi
96% (byggt & 57 idefnum), hlutfall falsneikvaedra nidurstadna 4% (byggt & 57 idefnum), sérteki 63% (byggt &
55 idefnum) og hlutfall falsjakvaedra nidurstadna 37% (byggt & 55 idefnum) pegar pau eru borin saman vid gégn ar
augnpréfunum & kaninu med adferd i lifi (profunaradferd B.5) (2. og 14. heimild) sem eru flokkud samkveemt
flokkunarkerfi HSK Sb og reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pékkun. I ranns6kn par sem 97 idefnasamsetningar
i landbunadi voru proéfadar med EpiOcular™ EIT var synt fram & svipad nothaefi profunaradferdarinnar fyrir pessa tegund
blandna og fékkst i fullgildingarrannsokninni (23. heimild). Dreifing samsetninganna 97 var sem hér segir: 21 i
1. undirflokki, 19 i undirflokki 2A, 14 i undirflokki 2B og 43 utan flokks, flokkadar samkveemt flokkunarkerfi HSK Spb &
grundvelli tilvisunargagna ur augnpréfunum i lifi & kaninum (préfunaradferd B.5) (2. og 14. heimild). Eftirfarandi gildi
fengust (23. heimild): heildarndkvaeemni 82% (byggt & 97 samsetningum), nemi 91% (byggt &4 54 samsetningum), hlutfall
falsneikveedra nidurstadna 9% (byggt & 54 samsetningum), sérteeki 72% (byggt & 43 samsetningum) og hlutfall
falsjakveedra nidurstadna 28% (byggt & 43 samsetningum).

15. Hegt er ad nota SkinEthic™ HCE EIT til ad greina idefni sem ekki purfa flokkun m.t.t. augnertingar eda alvarlegs
augnskada samkvamt flokkunarkerfi HSK Sb og reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pékkun. Ut fra peim gégnum
sem fengust i fullgildingarrannsékninni (10.—11. heimild) er heildarnakveemni SkinEthic™ HCE EIT 84% (byggt 4 200
idefnum), neemi 95% (byggt &4 97 idefnum), hlutfall falsneikvadra nidurstadna 5% (byggt & 97 idefnum), sérteki 72%
(byggt & 103 idefnum) og hlutfall falsjakveedra nidurstadna 28% (byggt a 103 idefnum) pegar pau eru borin saman vid
gogn Ur augnpréfunum & kaninu med adferd i lifi (préfunaradferd B.5) (2. og 14. heimild) sem eru flokkud samkveemt
flokkunarkerfi HSK Sp og reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pékkun.

16. Hlutfall falsneikveedra nidurstadna sem fengust med baddum RhCE-préfununum, annadhvort med efnum eda bléndum,
fellur innan 12% heildarlikna & pvi ad idefni séu annad hvort greind sem efni i 2. undirflokki HSK Sb og reglugerdinni um
flokkun, merkingu og pokkun eda utan flokks i HSK Sp og reglugerdinni um flokkun, merkingu og pokkun i endurteknum
préfunum med Draize-augnpréfuninni i lifi; petta stafar af innbyggdum breytileika adferdarinnar innan profunarinnar
(24. heimild). Hlutfall falsjdkvadra nidurstadna sem fengust med badum RhCE-préfunaradferdunum med efnum eda
bléndum er ekki Urslitaatridi i tengslum vid pessa profunaradferd vegna pess ad oll profunaridefni, sem kalla fram
lifvaenleika vefja sem er jafn eda minni en fastsett proskuldsgildi (sja 44. lid), koma til med ad Utheimta frekari préfanir
med 6drum préfunaradferdum i glasi eda, sem sidasta valkost, & kaninum, eftir pvi hvada kréfur gilda samkvemt reglum,
par sem notud er radprofunaraaetiun i samremi vid adferdina med veegi rokstuddra visbendinga. Haegt er ad nota pessar



Nr. 73/714 EES-vidbatir vid Stjornartidindi Evropusambandsins 12.11.2020

profunaradferdir fyrir allar gerdir idefna og pa skal sampykkja ad med neikveedri nidurstédu flokkist idefni ekki pannig ad
pad sé augnertandi og valdi alvarlegum augnskada (utan flokks i HSK Sp og reglugerdinni um flokkun, merkingu og
pokkun). Hafa skal samrad vid videigandi eftirlitsyfirvold adur en EpiOcular™ EIT og SkinEthic™ HCE EIT eru notud
samkvemt 63rum flokkunarkerfum en HSK Sbk/reglugerdinni um flokkun, merkingu og pokkun.

17. bessi préfunaradferd er takmorkud ad pvi leyti ad hun gerir ekki kleift ad greina a milli augnertingar/afturhverfra ahrifa a
augu (2. undirflokkur) og alvarlegs augnskada/varanlegra ahrifa & augu (1. undirflokkur), eins og pad er skilgreint i HSK
Sb og reglugerdinni um flokkun, merkingu og pékkun, né heldur & milli augnertandi efna (valkvadur undirflokkur 2A) og
vagt augnertandi efna (valkvaedur undirflokkur 2B), eins og pad er skilgreint i HSK Sb og reglugerdinni um flokkun,
merkingu og pdkkun (1. heimild). | pessu skyni er porf & frekari profunum med 63rum adferdum til préfunar i glasi.

18. Heitid ,,profunaridefni* er notad i pessari profunaradferd til ad visa til pess sem verid er ad profa (1) og tengist ekki
notheefi RhCE-adferdarinnar til profunar a efnum og/eda bléndum.

MEGINREGLA PROFUNARINNAR

19. Préfunaridefnid er borid stadbundid & a.m.k. tvd privio RhCE-vefjalikon og lifvaenleiki vefja er meeldur eftir vahrif og
vidstéoutimabil eftir medhdndlun. RhCE-vefir eru endurgerdir ar fyrsta stigs hyrnisfrumum dr ménnum eda dr frumum
gleerupekju ar ménnum, sem hafa verid gerdar 6daudlegar, sem hafa verid raektadar i nokkra daga til ad paer myndi
lagskipta, mjog adgreinda flogupekju sem er formfraedilega lik peirri sem er ad finna i glaeru i ménnum. EpiOcular™
RhCE-vefjalikanid samanstendur af a.m.k. 3 lifvaenlegum frumulégum og yfirbordi &n hornefnismyndunar med byggingu
sem er lik gleeru og er hlidsted pvi sem finnst i lifi. SkinEthic™ HCE RhCE-vefjalikanid samanstendur af am.k. 4
lifveenlegum frumulégum, p.m.t. studlalaga grunnfrumur (e. columnar basal cell), millistigsvengfrumur (e. transitional
wing cell) og grunnlegar flogupekjufrumur (e. superficial squamous cell) sem likjast peim sem eru i edlilegri gleerupekju i
monnum (20. og 26. heimild).

20. Alvarlegur augnskadi/augnerting sem idefni kalla fram, sem kemur adallega fram i lifi sem dgagnsei gleru,
lithimnubdlga, rodi i slimhimnu og/eda tarubjlgur i slimhimnu, er afleiding kedjuverkandi atburda sem hefjast pegar
idefni fer i gegnum gleruna og/eda slimhimnuna og framkéllun frumuskemmda. Frumuskemmdir geta ordid vegna
ymissa verkunarhétta, p.m.t.: frumuhimnurof (t.d. vegna yfirbordsvirkra efna, lifreenna leysa); storknun stérsameinda
(aoallega protina) (t.d. vegna yfirbordsvirkra efna, lifreenna leysa, basa og syra); sdpumyndun lipida (t.d. vegna basa) og
alkylun eda annars konar samgild vixlverkun vid stérsameindir (t.d. vegna bleikiefna, peroxida og alkylandi efna) (15. og
27.-28. heimild). 6 hefur verid synt fram & ad frumueiturhrif eru mikilveegur, ef ekki helsti, verkunarmétinn sem
&kvardar samanlagda svorun vid idefni i formi alvarlegs augnskada/augnertingar, 6had edlisefnafraedilegum ferlum sem
liggja til grundvallar vefjaskemmdum (29.-30 heimild). Enn fremur &kvardast méttur idefnis til ad valda alvarlegum
augnskada/augnertingu fyrst og fremst af umfangi upphafsskadans (31. heimild) sem samsvarar umfangi frumudauda
(29. heimild) og umfangi svorunar par & eftir og endanlegri Utkomu (32. heimild). pess vegna hafa efni sem eru litid
ertandi yfirleitt einungis ahrif 4 yfirbord gleerupekjunnar, veegt ertandi og i medallagi ertandi efni skada adallega pekjuna
og Yyfirbord uppistéouvefs og efni sem eru mjog ertandi skada pekjuna, djipleegan uppistéduvef og stundum innpekju
gleerunnar. Maling & lifveenleika RhCE-vefjalikans eftir stadbundin vahrif fra idefni til ad greina idefni sem purfa ekki
flokkun m.t.t. alvarlegs augnskada/augnertingar (utan flokks i HSK Sk og reglugerdinni um flokkun, merkingu og
p6kkun) byggist & peirri forsendu ad 61l idefni, sem kalla fram alvarlegan augnskada eda augnertingu, muni kalla fram
frumueiturhrif i gleerupekjunni og/eda slimhimnunni.

() A sameiginlegum fundi Efnahags- og framfarastofnunarinnar i jani 2013 var einhugur um ad nd @tti ad beita samremdari notkun &
hugtakinu ,,profunaridefni*, pegar unnt er, i nyjum og uppfeerdum OECD-vidmidunarreglum um préfanir til ad lysa pvi sem er profad.
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21.

22.

Lifveenleiki RhCE-vefja er yfirleitt maldur med umbreytingu med ensimum i lifveenlegum frumum vefsins & liflitnum
MTT [3-(4,5-dimetylpias6l-2-yl)-2,5-difenyltetrasoliumbrémid, piasélyl-blar-tetraséliumbrémio, CAS-nr. 298-93-1] i
blatt MTT-formasansalt sem er melt megindlega eftir Gtdratt Gr vefjum (16. heimild). defni sem purfa ekki flokkun og
merkingu samkvemt HSK Sb/reglugerdinni um flokkun, merkingu og pdkkun (utan flokks) eru greind sem idefni sem
draga ekki ur lifveenleika vefs nidur fyrir skilgreind vidmidunarmork (p.e. lifvaenleiki vefja > 60% i EpiOcular™ EIT og
SkinEthic™ HCE EITL (%) eda > 50% i SkinEthic™ HCE EITS (2) (sja 44. 1id).

SYNT FRAM A HZFNI

Adur en RhCE-profanir eru teknar til reglubundinnar notkunar i eftirlitsskyni skulu rannsoknarstofur syna fram &
teeknilega heefni med pvi ad spa rétt fyrir um hafnisidefnin 15 sem eru talin upp i téflu 1. pessi idefni voru valin Gr
idefnum sem voru notud i fullgildingarrannséknum & fullgiltu viomidunaradferdunum (8. og 10.-11. heimild). Valid
innihélt, ad pvi marki sem unnt var, idefni sem: i. na yfir mismunandi edlisastand; ii. na yfir 6ll svid svorunar i lifi m.t.t.
alvarlegs augnskada/augnertingar byggt & hagedanidurstddum, sem fengust i viomidunarprofun i lifi a kaninum
(profunaradfero B.5) (2. og 14. heimild), og flokkunarkerfi HSK Sb (p.e. 1. undirflokkur, undirflokkur 2A eda
undirflokkur 2B eda utan flokks) (1. heimild) og flokkunarkerfi reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pdkkun (p.e.
1. undirflokkur, 2. undirflokkur eda utan flokks); iii. na yfir ymsa peetti i i lifi-flokkun (25.-25. heimild); iv. eru deemigerd
fyrir idefnaflokkana sem voru notadir i fullgildingarrannsdkninni (8. og 10.-11. heimild); v. na yfir gott og breitt Grval af
lifrenum virkum hépum (8. og 10.-11. heimild); vi. eru med vel skilgreinda efnafrdilega byggingu (8. og 10.
—11. heimild); vii. eru litadir og/eda beinir afoxarar MTT-litar; vii. gafu samanburdarndkvamar nidurstddur med RhCE-
préfunaradferdum medan fullgilding peirra stdd yfir; ix. spad var rétt fyrir um pau med RhCE-profunaradferdunum medan
fullgildingarrannséknir & peim stédu yfir; x. na yfir 81l svid svorunar i glasi, byggt & hagedagdgnum sem fengust med
RhCE-préfunaradferdunum (0-100% lifveenleiki); fast & almennum markadi; og xii. peim fylgir ekki 6asettanlegur
kostnadur vid kaup og/eda forgun. Ef skrdd idefni er ekki faanlegt eda ef ekki er hagt ad nota pad af 6drum
réttleetanlegum &steedum er haegt ad nota annad idefni sem uppfyllir vidmidanirnar sem lyst er hér ad framan, t.d. eitt af
idefnunum sem voru notud vid fullgildinguna & fullgildu viomidunaradferdinni (VRM). b6 skal fera rok fyrir slikum
fravikum.

Nr. 73/715

Tafla 1
Skra yfir haefnisidefni
. . VRM1 VRM2 . .
Efnaheiti CAS-nGimer L'f:]agnﬂr"('lr)k”' Edliséstand | Ifveenleiki | Iifveenleiki | VRM-spa | ATocr | LA
P %) ©) %) )
1. undirflokkur i lifi (4)
Metylpioglykolat 2 365-48-2 | Karboxylsyru- | Fljotandi | 10,9+6,4 55+74 Ekki er J (sterk) N
ester, pidalkohol haegt ad
setja fram
spa
Hydroxyetylakrylat 818-61-1 | Akrylat, alkohdl | Fljotandi | 75+47() | 1,6+1,0 Ekki er N N
haegt ad
setja fram
spa
2,5-dimetyl-2,5- 110-03-2 Alkéhol Fast 2,3+0,2 02+0,1 Ekki er N N
hexandiél haegt ad
setja fram
spa
Natriumoxalat 62-76-0 Oxokar- Fast 290+1.2 53+41 Ekki er N N
boxylsyra haegt ad
setja fram
spa
Undirflokkur 2A i lifi (4)
2,4,11,13-tetraasatetra- | 18 472-51-0 Aromatiskt Fljétandi 40+1,1 1,3+0,6 Ekki er N J (veg)
dekan-diimidamid, heturhringad haegt ad
N,N"-his(4-kl6rofenyl)- halig, arylhalig, setja fram
3,12-diimin6-, di-D- dihydroxyl- spa
glukonat (20%, vatns- hépur, gdanidin
kennt) (6)

(Y) EITL: EIT (augnertingarprofun) fyrir vokva ef um er ad reeda SkinEthic™ HCE
(3 EITS: EIT (augnertingarprofun) fyrir fost efni ef um er ad raeda SkinEthic™ HCE
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q . VRM1 VRM2 . .
Efnaheiti CAS-nimer Llfgagnﬂrv(llr)kur Edlisastand | lifvaenleiki lifveenleiki VRM-spa I\;IA'IT'(I)')-(E{;r theLt;qu-
P %) ©) %) ©)
Natriumbensdat 532-32-1 Aryl, Fast 35%2,6 06+0,1 Ekki er N N
karboxylsyra heegt ad
setja fram
spa
Undirflokkur 2B i lifi (4)
Dietylt6ltamid 134-62-3 Bensamid Fljotandi 15,6 +6,3 2,8+0,9 Ekki er N N
hegt ad
setja fram
spa
2,2-dimetyl-3- 79-92-5 Greino6tt alkan Fast 47+15 158+1,1 Ekki er N N
metylenbisyklé [2.2.1] med prigreindu haegt ad
heptan kolefni, alkan, setja fram
bisykléheptan, spa
braagir
kolefnishringir
(e. bridged-ring
carbocycles),
sykloalkan
Utan flokks i lifi (4)
1-etyl-3-metylimidasol- | 3425 73-75- Alkoxy, Fljotandi 799+6,4 | 79,4+6,2 | Utan flokks N N
jumetylsulfat 5 ammoniumsalt,
aryl, imidasol,
stlfat
Dikaprylyleter 629-82-3 Alkoxy, eter Fljétandi 97,8+4,3 | 952+3,0 |Utan flokks N N
Piperénylbutoxid 51-03-6 Alkoxy, Fljotandi | 104,2+4,2 | 96,5+ 3,5 | Utan flokks N N
bensédioxol,
bensyl, eter
Polyetylenglykol 61 788-85-0 | Akylal, alk6hdl, Seig- 776+54 | 89,1+29 | Utan flokks N N
(PEG-40) hert laxerolia allyl, eter fljotandi
1-(4-klorfenyl)-3-(3,4- 101-20-2 Aromatiskt Fast 106,7 £5,3 | 101,9 £ 6,6 | Utan flokks N N
dikloréfenyl)drea heturhringad
halig, arylhalio,
pvagefn-
isafleiour
2,2'-metylen-bis-(6- 103597-45-1 | Greindtt alkan Fast 102,7 £ 13,4 | 97,7 £5,6 | Utan flokks N N
(2H-bensotriasol-2-yl)- med fjorgreindu
4-(1,1,3,3-tetrametyl- kolefni, braedd
butyl)-fendl) kolefnishringud
aromatisk
efnasambond,
braedd mettud
heturhringasamb
ond, forefni
kinénefnasam-
banda, tertbityl
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. . VRM1 VRM2 . .
Efnaheiti CAS-nimer Llftr]agnlr]rv(llr)kur Edlisastand | lifvaenleiki lifveenleiki VRM-spa I\;IA'IT'(I)')-(ﬁzir theLt;qu-
P %) () %) )
Kaliumtetraflioréboérat 14 075-53-7 Olifreent salt Fast 88,6 +3,3 929+5,1 Utan flokks N N

Skammstafanir:

CASRN = skraningarnimer hja Upplysingapjonustu um idefni; VRMI1 = fullgilt vidmidunaradferd 1, EpiOcular™ EIT; VRM2 = fullgilt
vidmidunaradferd 2, SkinEthic™ HCE EIT; litatruflun = litatruflun vid melingu 4 stadalgleypni (ljospéttni) MTT-formasans.
(1) Lifreenn virkur hépur sem er Gthlutad eftir stigskiptri greiningu samkvamt verkferakistu Efnahags- og framfarastofnunarinnar 3,1 (8. heimild).

(®» Byggt & nidurstédum sem fengust med EpiOcular™ EIT i EURL ECVAM/Cosmetics Europe Eye Irritation Validation Study (EIVS) (8. heimild).

(3) Byggt 4 nidurstodum sem fengust med SkinEthic™ HCE EIT i fullgildingarrannsokninni (10.—11. heimild).

(4 Byggt & nidurstodum Ur préfun i lifi & kaninuaugum (préfunaradferd B.5/OECD-vidmidunarregla 405 um préfanir ) (2. og 14. heimild) og med

notkun & HSK Sh.

(5) Byggt & nidurstddum sem fengust i CEFIC CONsortium for in vitro Eye Irritation testing strategy (CON4EI) Study.
(6) Flokkun i 2A eda 2B veltur & tdlkun & vidmidun HSK Sb til ad greina & milli pessara tveggja undirflokka, p.e. pad parf eitt dyr af premur & méti
tveimur dyrum af premur ad syna svérun & sjéunda degi til ad gefa flokkun i undirflokk 2A. T rannsokn i lifi voru notud prja dyr. Allir
endapunktar, fyrir utan 6gagnsi gleeru hja einu dyri, syndu bata ad stigi ndll & sjéunda degi eda fyrr. Dyrid sem nadi ekki fullum bata fyrir

sjounda dag hafdi 6gagnsei gleeru svo nam einu stigi (& sjéunda degi) en nadi fullum bata & niunda degi.

23.

24,

25.

26.

Melt er med pvi ad notendur sannprofi tdlmaeiginleika vefjanna eftir viotoku peirra samkveemt leidbeiningum fra
framleidanda RhCE-vefjalikansins sem hluta af préfun & hafni (sja 25., 27. og 30. 1id). betta er sérstaklega mikilveegt ef
vefirnir eru fluttir um langan veg eda flutningurinn tekur langan tima. begar profun hefur verid notud & arangursrikan hatt
og hafni i notkun hennar hefur verid nad og synt fram & hana pa er ekki naudsynlegt ad sannpréfa hana ad stadaldri. Ef
préfun er notud ad stadaldri er p6 maelt med ad pvi ad haldio sé afram ad meta tdlmaeiginleikana med reglulegu millibili.

VERKFERLI

Préfanirnar sem falla sem stendur undir pessa préfunaradferd eru hinar visindalega gildu EpiOcular™ EIT og SkinEthic™
HCE EIT (9. og 12.-13. heimild) sem visad er til sem fullgiltrar viomidunaradferdar (annars vegar fullgilt vidmidun-
aradferd 1 (VRM1) og hins vegar fullgilt vidmidunaradferd 2 (VRM2)). Stadladar verklagsreglur fyrir RhCE-
préfunaradferdirnar eru faanlegar og skulu notadar pegar profunaradferdirnar eru innleiddar og notadar & rannsoknarstofu
(34.-35. heimild). [ eftirfarandi méalsgreinum og i 2. vidbaeti er Iysing 4 helstu pattum og tilhdgun RhCE-préfananna.

PATTIR | RHCE-PROFUNARADFERDINNI
Almenn skilyrdi

Nota skal videigandi frumur Gr ménnum til ad endurgera prividan gleaerulikan pekjuvef sem skal samsettur dr stigvaxandi
lagskiptum frumum en ekki ar horngerdum frumum. RhCE-vefjalikanid er undirbuid i innleggi med gropinni tilbdinni
himnu sem naringarefni geta farid i gegnum til frumnanna. Morg 18g af lifvaenlegum pekjufrumum &n hornefnismyndunar
skulu vera til stadar i endurgerdri gleerulikri pekju. Pekjuyfirbord RhCE-vefjalikansins skal vera i beinni snertingu vid loft
til ad geta ordid fyrir beinum, stadbundnum véahrifum fra préfunarioefnum & svipadan hatt og gleerupekja yroi fyrir
vahrifum i lifi. RhCE-vefjalikanid skal mynda virkan tdlma sem er nagilega traustur til ad standast pad ad frumueitrandi
vidmidunarefni gangi hratt inn i pad, t.d. Triton X-100 eda natriumdddekylsulfat. Syna skal fram & talmavirknina og hana
ma meta med pvi ad dkvarda annadhvort pann vahrifatima sem parf til ad draga 0r lifvaenleika vefjarins um 50% (ETso)
pegar vidmidunarefni er borid & i tilteknum, fostum styrk (t.d. 100 pl af 0,3% (rammalshlutfall) Triton X-100) eda styrk
vidmidunarefnis sem dregur Ur lifveenleika vefjarins um 50% (ICso) eftir fastan véahrifatima (t.d. 30 mindtna medhéndlun
med 50 ul af natriumdodekylstlfati (sja 30. 1id). Afmorkunareiginleikar RhCE-vefjalikansins skulu koma i veg fyrir ad
préfunaridefni flytjist framhja jadri lifveenlega vefjarins sem geeti leitt til skerdingar & getu likansins til ad lysa vahrifum a
hornhimnu. Frumur dr ménnum, sem eru notadar til ad byggja upp RhCE-vefjalikanid, skulu vera lausar vid mengun af
voldum bakteria, veira, berfryminga og sveppa. Birgirinn skal athuga daudhreinsad astand vefjalikansins m.t.t. pess ad
mengun af véldum sveppa og bakteria sé ekki fyrir hendi.

Virkniadstedur
Lifvaenleiki

Greiningin sem er notud til ad magngreina lifveenleika vefja er greining med MTT-lit (16. heimild). Lifveenlegar frumur i
RhCE-vefjalikani afoxa liflitinn MTT i Utfellingu af blau MTT-formasani sem er svo dregin ur vefnum med is6propandli
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(eda svipudum leysi). Hegt er ad magngreina Gtdregid® MTT-formasan annadhvort med melingu & stadalgleypni
(ljospéttni (OD)) eda litréfsmelingaradferd med haprysti/-athprystivokvaskiljun (e. HPLC/UPLC-spectrophotometry
procedure) (36. heimild). Ljospéttni hreins dtdrattarleysis skal vera neegilega litil, p.e. < 0,1. Notendur RhCE-vefjalikans
skulu ganga Ur skugga um ad hver framleidslulota RnCE-vefjalikansins sem er notad uppfylli skilgreindar vidmidanir fyrir
neikvaedan samanburd. Asattanleg svid fyrir ljospéttnigildi neikvaeds samanburdar fyrir fullgiltar vidmidunaradferdir eru
tilgreind i to6flu 2. Notandi litr6fsmaelingar med haprysti-/uthaprystivokvaskiljun skal nota ljdspéttnisvid fyrir neikvaedan
samanburd, sem er tilgreint i toflu 2, sem sampykktarvidmidun fyrir neikveeda samanburdinn. bad skal skjalfest i
préfunarskyrslunni ad vefir, sem eru medhondladir med neikveedu samanburdarefni, séu stddugir i rektun (veiti
samsvarandi nidurstddur vid meelingar & lifvaenleika vefja) medan vahrifatimabil préfunarinnar stendur yfir. Framleidandi
vefjarins skal fylgja svipudu verklagi sem hluta af geedaeftirliti med afhendingu vefjaframleidslulotanna, en i pessu tilfelli
geta adrar sampykktarvidmidanir att vio en paer sem eru tilgreindar i t6flu 2. Hénnudur eda seljandi RhCE-vefjalikansins
skal stadfesta asattanlegt svid (efri og nedri mork) fyrir 1jospéttnigildi neikveeda samanburdarins (gaedaeftirlitsskilyrdi
fyrir profunaradferdina).

Tafla 2

Aszettanleg svid fyrir [jospéttnigildi neikvaeds samanburdar (fyrir notendur préfunar)

Préfun Nedri asettanleikamork Efri asettanleikamork

EpiOcular™ EIT (OCL-200) — VRM1 (badi fyrir >0,8 (1) <25
adferdarlysingu med vokva og med fostum efnum)

SkinEthic™ HCE EIT (HCE/S) — VRM2 (b&di fyrir >1,0 <25
adferdarlysingu med vokva og med fostum efnum)

(1) T pessum éasettanleikamdrkum er tekid tillit mégulegrar lengingar & flutninga-/geymslutima (t.d. > 4 dagar) sem komid hefur i 1jos ad
hefur ekki ahrif & nothaefi préfunaradferdarinnar (37. heimild).

Talmavirkni

27. RhCE-vefjalikanio skal vera nagilega pykkt og traust til ad standast pad ad frumueitrandi viomidunarefni gangi hratt inn i
pad, t.d. midad vid ETso (Triton X-100) eda ICso (natriumdddekylsulfat) (tafla 3). Honnudur eda seljandi RhCE-
vefjalikans sem er notad skal syna fram & talmavirkni hverrar framleidslulotu RhCE-vefjalikansins pegar vefirnir eru
afhentir endanlegum notanda (sja 30. 1id).

Formfraedi

28. Vefjafraedileg rannsékn & RhCE-vefjalikaninu skal syna fram & byggingu pekju sem likist gleeru dr ménnum (p.m.t. ad
minnsta kosti 3 16g af lifveenlegum pekjufrumum og yfirbord an hornefnismyndunar). Ad pvi er vardar fullgiltar
vidmidunaradferdir hefur hdnnudur eda seljandi stadfest videigandi formfreedi og pvi parf notandi préfunaradferdarinnar
ekki ad syna fram & hana aftur fyrir hverja vefjalotu sem er notud.

Samanburdarnakvemni

29. Nidurstddur r jakveeda og neikvaeda samanburdinum skulu syna fram & samanburdarndkveemni i langan tima.

Gaoaeftirlit

30. RhCE-vefjalikanio skal eingéngu notad ef honnudur eda seljandi synir fram & ad hver framleidslulota RhCE-
vefjalikansins sem er notad uppfylli skilgreindar vidmidanir fyrir afhendingu framleidslunnar en af peim skipta lifvaenleiki
(26. lidur) og talmavirkni (sja 27. 1id) mestu méali Honnudur eda seljandi RhCE-vefjalikansins skal stadfesta asettanleg
svid (efri og nedri mork) fyrir talmavirknina, eins og hin melist med ETso eda ICso (sja 25.-26. 1id). Aswttanlegt svid
ETso 0og ICso, sem hénnudur eda seljandi RhCE-vefjalikansins notar sem gadaeftirlitsviomidun fyrir afhendingu
framleidslulota (notad i fullgiltum vidmidunaradferdum), er tilgreint i t6flu 3. Honnudur eda seljandi RhCE-vefjalikansins
skal lata notendum préfunaradferdarinnar i té gdgn sem syna fram & ad farid sé ad éllum viomidunum fyrir afhendingu
framleidslunnar svo peir geti sett pessar upplysingar i préfunarskyrsluna. Einungis er haegt ad sampykkja nidurstédur, sem
fast med vefjum sem uppfylla allar pessar viomidanir fyrir afhendingu framleidslunnar, sem areidanlegar til ad spa fyrir
um idefni sem purfa ekki flokkun og merkingu m.t.t. augnertingar eda alvarlegs augnskada i samraemi vid HSK
Sbh/reglugerdina um flokkun, merkingu og pokkun.
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Tafla 3

Gadaeftirlitsvidmidun fyrir afhendingu framleidslulota

Profun Nedri asettanleikamork Efri asettanleikamork

EpiOcular™ EIT (OCL-200) — VRM1 (100 ul af ETs = 12,2 min ETso = 37,5 min
0,3% (rammalshlutfall) Triton X-100)

SkinEthic™ HCE EIT (HCE/S) — VRM2 (30 mindtna 1Cs0 = 1 mg/ml I1Cs = 3,2 mg/ml
medhondlun med 50 pl af natriumdédekylsulfati)

Préfunaridefni og samanburdarefni borin &

31. Nota skal a.m.k. tvd samhlioa vefjasyni fyrir hvert profunaridefni og fyrir hvert samanburdarefni i hverri keyrslu. Notadar
eru tvaer mismunandi adferdarlysingar medhondlunar, énnur fyrir fljétandi préfunarioefni og hin fyrir fost profunaridefni
(34.-35. heimild).Ad pvi er vardar badar adferdir og adferdalysingar skal veeta yfirbord vefjalikansins med kalsium- og
magnesiumlausri fosfatstilltri saltlausn Dulbeccos (Ca?*/Mg?*-laus DPBS) adur en préfunaridefnid er borid a til ad likja
eftir rakaadsteedum i mannsauganu. Medhdndlun vefjanna hefst med véahrifum fra préfunaridefni eda -idefnum og
samanburdarefnum. Ad pvi er vardar badar adferdarlysingar medhondlunar i badum fullgiltu vidmidunaradferdunum skal
bera nagilegt magn af profunaridefni eda samanburdarefni & til ad pekja yfirbord pekjunnar jafnt en po ekki

O6takmarkadan skammt.

32. Profunaridefni, sem heegt er ad lata drjapa Ur pipettu vid 37 °C eda laegri hita (med pvi ad nota rudningspipettu), eru
medhdndlud eins og vokvar i fullgiltu vidmidunaradferdunum; ad 6drum kosti skal medhdndla pau sem fost efni (sja
33. 1id). I fullgiltu vidmidunaradferdunum er fljétandi profunaridefnum dreift jafnt yfir yfirbord vefjarins (p.e. notkun ad
lagmarki 60 pl/cm?) (sja 2. vidbeeti, (33.~34. heimild)). Fordast skal ahrif 4 haredar (yfirbordsspennuéhrif), sem geta
ordid vegna pess ad magnid sem er sett i innskotsbollann (& yfirbord vefjarins) er svo litid, ad pvi marki sem mdgulegt er
til ad tryggja rétta skdmmtun & vefinn. Vefir, sem eru medhdndladir med fljotandi préfunaridefnum, eru latnir standa i
30 min vid st6dlud reektunarskilyrdi (37 £ 2 °C, 5 + 1% CO2, > 95% rakastig). Vid lok véhrifatimabilsins skal fjarlegja
fljotandi prdéfunaridefnid og samanburdarefnin varlega af yfirbordi vefjarins med pvi ad skola hann vandlega med
Ca?*/Mg**-lausri fosfatstilltri saltlausn vid stofuhita. Pessu skolunarprepi er fylgt eftir med idyfingu i nytt eti vid stofuhita
eftir vahrifin (til ad fjarleegja allt préfunaridefni sem vefurinn hefur dregid i sig) i fyrirframskilgreindan tima sem er
breytilegur eftir pvi hvada fullgilta vidmidunaradferd (VRM) er notud. Ad pvi er vardar fullgilta vidmidunaradferd 1
(VRM 1) eingdngu er vidstada i nyju eti eftir vahrif vid st6olud rektunarskilyrdi beitt 4dur en MTT-greiningin er
framkvaemd (sja 2. vidbeti, 34.—35. heimild)).

33. Préfunarioefni, sem ekki er haegt ad lata drjupa ar pipettu vid hitastig sem er allt ad 37 °C, eru medhondlud eins og fost
efni i fullgiltu vidmidunaradferdunum (VRM). Magn préfunaridefnis sem borid er & skal nagja til ad pekja allt yfirbord
vefjarins, p.e. notkun ad lagmarki 60 mg/cm? (2. vidbatir). Préfa skal fost efni i fingerdu duftformi pegar pvi verdur vid
komid. Vefir, sem eru medhondladir med fostum préfunaridefnum, eru reektadir i fyrirframskilgreindan tima (eftir pvi
hvada fullgilta viomidunaradferd (VRM) er notud) vid st6dlud reektunarskilyrdi (sja 2. vidbeati, (34.—35. heimild)). Vid
lok véahrifatimabilsins skal fjarleegja fasta profunaridefnid og samanburdarefnin varlega af yfirbordi vefjarins med pvi ad
skola hann vandlega med Ca?*/Mg?*-lausri fosfatstilltri saltlausn vi® stofuhita. bessu skolunarprepi er fylgt eftir med
idyfingu i nytt @ti vid stofuhita eftir vahrifin (til ad fjarleegja allt préfunaridefni sem vefurinn hefur dregid i sig) i
fyrirframskilgreindan tima, sem er breytilegur eftir pvi hvada fullgilta vidmidunaradferd er notud, og sidan raektun i nyju
&ti eftir vahrif vid stofuhita vid stodlud reektunarskilyrdi 4dur en MTT-greiningin er framkvaemd (sja 2. vidbeti, 34.-35.
heimild)).
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34. Samskeida neikveedir og jakveedir samanburdir skulu teknir med i hverri keyrslu til ad syna fram & ad lifveenleiki
(&kvardadur med neikveeda samanburdinum) og naemi (akvoroud med jakveeda samanburdinum) vefjanna sé innan
asaettanleikasvids sem er skilgreint & grundvelli rannséknarsdgulegra gagna. Samskeida neikveedur samanburdur gefur
einnig grunnlinuna (100% lifveenleiki vefjar) til ad reikna Gt hlutfallslegt hundradshlutfall lifvaenleika i vefjum sem eru
medhondladir med prdofunaridefninu (% lifvaenleikipronun). Jakveett samanburdarefni, sem melt er med ad sé notad med
fullgiltu vidmidunaradferdunum, er éblandad metylasetat (CAS-nr. 79-20-9, feest 4 almennum markadi, t.d. hja Sigma-
Aldrich, pontunarnr. # 45 997; fljétandi). Neikvaed samanburdarefni, sem melt er med ad séu notud med fullgiltri
vidmidunaradferd 1 (VRM1) og fullgiltri vidmidunaradferd 2 (VRM2), eru ofurhrein H20 og Ca?*/Mg?*-laus fosfatstill
saltlausn, eftir pvi sem vid a. Petta voru pau samanburdarefni sem voru notud i fullgildingarrannsoknum & fullgiltu
vidmidunaradferdunum (VRM) og pau sem flest rannséknarsdguleg gogn eru til um. Notkun & hentugum stadgdngukosti
fyrir jakveed eda neikveed samanburdarefni skal rokstudd med visindalegum og fullnagjandi heetti. Neikveaedir og jakvaedir
samanburdir skulu profadir eftir sému adferdarlysingu(m) og er(u) notud/notadar fyrir préfunaridefnin sem eru tekin med
i keyrslunni (p.e. fyrir flj6tandi og/eda fost efni). bessari framkveemd skal fylgt eftir med medhdndlunarvéahrifum, skolun,
idyfingu eftir vahrif og vidstoou eftir vahrif, eftir atvikum, eins og lyst er fyrir samanburdarpréfanir sem eru keyrdar
samskeida fljétandi préfunaridefnum (sja 32. 1id), eda fyrir samanburdarpréfanir sem eru keyrdar samskeida fostum
profunaridefnum (sja 33. 1id), &dur en MTT-greiningin er gerd (sja 35. 1id) (34.-35. heimild). Eitt sett af neikveedum og
jakveedum samanburdum negir fyrir 6ll profunaridefni i sama edlisastandi (fljétandi eda fost) sem eru tekin med i sému
keyrslunni.

Melingar & lifvaenleika vefja

35. Greining med MTT er stodlud megindleg adferd (16. heimild) sem skal nota til ad mala lifvenleika vefs i pessari
préfunaradferd. Han er samrymanleg vid notkun i prividu vefjalikani. MTT-greiningin er framkveemd strax eftir
vidstodutimabilid eftir vahrif. T fullgiltu vidmidunaradferdunum (VRM) er syni af RhCE-vefjalikani sett i 0,3 ml af
1 mg/ml MTT-lausn i 180 £ 15 min vid stddlud raektunarskilyrdi. Lifveenlegar frumur i RhCE-vefjalikaninu afoxa liflitinn
MTT i Gtfellingu af blau MTT-formasani. Utfellta blaa MTT-formasanid er sidan dregid Gt Gr vefnum med pvi ad nota
videigandi magn af is6propandli (eda svipudum leysi) (34.—35. heimild). Utdrattir ur vefjum, sem eru préfadir med
fljotandi profunaridefnum, skulu teknir baedi ofan og nedan af vefjunum en Gtdreettir Gr vefjum, sem eru préfadir med
fostum préfunaridefnum, skulu einungis teknir nedan af vefnum (til ad lagmarka alla hugsanlega mengun isdprépandl-
Utdréttarlausnarinnar af véldum préfunaridefnis sem hefur e.t.v. ordid eftir & vefnum). Einnig mé taka Utdreetti ar vefjum,
sem eru préfadir med fljétandi préfunaridefnum sem skolast ekki audveldlega af, nedan af vefnum eingéngu. Neikveed og
jakveed samanburdarefni, sem eru préfud samskeida, skulu medshoéndlud & svipadan hatt og préfada idefnid. Haegt er ad
magngreina Gtdregid MTT-formasan annadhvort med melingu & stadalgleypni (ljospéttni) vid 570 nm & siukvardabili sem
er ad hdmarki £ 30 nm eda litrofsmelingaradferd med haprysti/-uthaprystivokvaskiljun (sja 42. 1id) (11. og 36. heimild).

36. Ljosfreedilegir eiginleikar profunaridefnisins eda efnafreedileg verkun pess 8 MTT geta truflad maelingu & MTT-formasani
og leitt til rangs mats a lifveenleika vefjarins. Profunaridefni geta truflad malingu & MTT-formasani med beinni afoxun
MTT i blatt MTT-formasan og/eda med litatruflun ef profunaridefnid gleypir i sig, annad hvort fra nattdrunnar hendi eda
vegna medhondlunar, & sama ljéspéttnisvidi og MTT-formasanid (p.e. i kringum 570 nm). Gera skal forathuganir fyrir
préfun til ad unnt sé ad greina mogulega beina MTT-afoxara og/eda litatruflandi idefni og nota skal vidbdtarsamanburdi
til ad greina og leidrétta fyrir hugsanlegri truflun fra slikum profunaridefnum (sja 37.—41. 1id). Petta skiptir einkum mali
pegar tiltekid préfunaridefni er ekki skolad algerlega af RhCE-vefjalikaninu eda pegar pad gengur inn i gleeruliku pekjuna
og er pvi fyrir hendi i RhCE-vefjalikaninu pegar MTT-greiningin er gerd. Ad pvi er vardar profunaridefni sem gleypa ljos
& sama svidi og MTT-formasan (& nattirulegan hatt eda eftir medhdndlun), sem samrymast ekki melingu & stadalgleypni
(ljospéttni) MTT-formasans vegna of mikillar truflunar, p.e. mikil gleypni vid 570 + 30 nm, ma nota litrofs-
mealingaradferd med haprysti/-tthaprystivokvaskiljun til ad mala MTT-formasanid (sja 41.—42. 1id) (11. og 36. heimild). {
stodludum verklagsreglum fyrir fullgiltu vidmidunaradferdirnar (34.—-35. heimild) er itarleg lysing & pvi hvernig & ad
greina og leidrétta fyrir beinni afoxun MTT og truflun fra litunarefnum (34.-35. heimild). Fledirit til skyringar, sem veita
leidbeiningar um hvernig & ad greina og medhondla beina afoxara MTT-litar og/eda litatruflandi idefni fyrir fullgilta
vidmidunaradferd 1 (VRM1) og fullgilta vidmidunaradferd 2 (VRM 2), er einnig ad finna i 111. vidbati annars vegar og i
IV. vidbeeti hins vegar.
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37. Til ad greina hugsanlega truflun fra préfunariéefnum sem gleypa i sig 1jés & sama svidi og MTT-formasan (& nattarulegan
héatt eda eftir medhondlun) og akvarda porf fyrir vidbotarsamanburdi er préfunaridefninu beett i vatn og/eda isépropandl
og 1atid standa hefilega lengi vid stofuhita (sja 2. vidbeti, (34.-35. heimild)). Ef profunaridefni i vatni og/eda
isépropancli gleypir i sig neegilegt ljos & svidinu 570 £ 20 nm fyrir fullgilta vidmidunaradferd 1 (VRML1) (sja 3. vidbati),
eda ef litud lausn fest pegar préfunaridefnid er blandad med vatni fyrir fullgilta vidmidunaradferd 2 (VRM 2) (sja
4. vidbeeti), er gert rad fyrir ad préfunaridefnid trufli meelingu & stadalgleypni (ljéspéttni) MTT-formasans og framkveema
skal frekari samanburdi & litgjéfum eda, ad 6drum kosti, nota litr6fsmealingu med haprysti/-athaprystivokvaskiljun, en i
pvi tilviki er ekki porf & pessum samanburdi (sja 41.-42. 1id og III. og IV. vidbati) (34.-35. heimild). Pegar meling 4
stadalgleypni (ljospéttni) er gerd skal hvert truflandi préfunaridefni borid & a.m.k. tvd lifveenleg samhlida vefjasyni sem
gangast undir alla préfunaradferdina en eru reektud i ti i stad MTT-lausnar & medan & MTT-rektunarprepinu stendur til
ad fa samanburd fyrir dsérteka litun i lifandi vef (NSCiifandi) (34.—35. heimild). Samanburdur NSCiitangi Skal gerdur
samskeida profuninni & litada préfunaridefninu og ef um er ad reda margar profanir skal gera 6hadan samanburd
NSCiitangi fyrir hverja framkvemda profun (i hverri keyrslu) vegna edlisleegs liffreedilegs breytileika lifandi vefjar.
Raunverulegur lifvanleiki vefjar er reiknadur Gt sem: hundradshlutfall lifvenleika vefjar, fengid med lifandi vef sem er
latinn verda fyrir vahrifum fra truflandi préfunaridefni og reektadur i MTT-lausn (%lifvaenleikipron) ad fradregnu
hundradshlutfalli osértekrar litunar sem er fengid med lifandi vef sem er latinn verda fyrir vahrifum fra truflandi
préfunarioefni og rektadur i eti an MTT, sem er keyrdur samskeida profuninni sem er leidrétt (%NSCiifandi), p.e.
raunverulegur lifveenleiki vefjar = [%lifvaenleikiprsfun] - [YNSCiitandi].

38. Til ad greina beina afoxara MTT-litar beint skal beta hverju préfunaridefni Ut i nytilreidda MTT-lausn. Videigandi magni
profunaridefnis er beett vid MTT-lausn og blandan er latin standa i u.p.b. 3 Kist. vid st6dlud reektunarskilyrdi (sja 111. og
IV. viobeti) (34.-35. heimild). Ef MTT-blandan sem inniheldur préfunaridefnid (eda sviflausn fyrir dleysanleg
préfunarioefni) verdur bla/fjolubld er gert rdd fyrir ad profunaridefnid afoxi MTT beint og framkvaema skal frekari
athuganir & virkni olifvaenlegra RhCE-vefjalikana, 6h&d pvi hvort notud er maling & stadalgleypni (ljospéttni) eda
litrofsmeelingaradferd med haprysti/-Gthaprystivokvaskiljun. T pessari vidbotarathugun & virkni er notadur daudur vefur
sem hefur einungis eftirstandandi efnaskiptavirkni en gleypir i sig og heldur profunaridefninu & svipadan héatt og
lifveenlegur vefur. Daudir vefir fyrir fullgilta viomidunaradferd 1 (VRM1) eru utbunir med pvi ad lata pa verda fyrir
vahrifum vid lagt hitastig (drepnir med frystingu). Daudir vefir fyrir fullgilta vidmidunaradferd 2 (VRM 2) eru atbanir
med framlengdum vidstddutima (t.d. i a.m.k. 24 + 1 Klst.) i vatni og sidan geymdir vid lagt hitastig (drekktir i vatni). Hvert
préfunaridefni sem afoxar MTT-litinn er sett & am.k. tvd samhlida syni Ur daudum vef sem gangast undir alla
préfunaradferdina til ad fa samanburd fyrir dsérteeka afoxun MTT (NSMTT) (34.-35. heimild). Stakur NSMTT-
samanburdur nagir fyrir hvert préfunaridefni, an tillits til 6h&dra préfana/keyrsina sem gerdar eru. Raunverulegur
lifvaenleiki vefjar er reiknadur Gt sem: hundradshlutfall lifvenleika vefjar, fengid med lifandi vef sem var latinn verda
fyrir vahrifum fr4 afoxara MTT-litar (olifveenleikiprstun), ad fradregnu hundradshlutfalli dsértekrar MTT-afoxunar sem er
fengid med daudum vef sem var latinn verda fyrir vahrifum af sama afoxara MTT-litar, reiknad Gt i samanburdi vio
neikveeda samanburdinn sem er keyrdur samskeida profuninni sem er leidrétt (oNSMTT), p.e. raunverulegur lifveenleiki
vefjar = [%lifvaenleikiprsfun] - [ONSMTT].

39. A0 pvi er vardar profunaridefni sem sanngreint er ad valdi badi litatruflun (sja 37. lid) og beinni afoxun MTT (sja 38. 1id)
er einnig porf & pridju gerdinni af samanburdi, auk NSMTT-samanburdar og NSCiitandgi-samanburdar sem er lyst i
undangengnum lidum, vid melingu & stadalgleypni (ljospéttni). betta & yfirleitt vid um dokklitud préfunarioefni sem
gleypa i sig 1j6s & svidinu 570 + 30 nm (t.d. blar, fjolublar, svartur) par ed edlisleegur litur peirra hindrar mat & getu peirra
til beinnar afoxunar MTT, eins og lyst er i 38. 1id. betta pvingar sjlfkrafa fram notkun & NSMTT-samanburdum é&samt
NSCiifandi,-samanburdum. Badi lifandi og daudir vefir geta isogad og geymt profunaridefni sem badi NSMTT- og
NSCiitangi-samanburdir eru gerdir fyrir. T pessu tilviki leidréttir NSMTT-samanburdurinn pvi e.t.v. ekki eingéngu fyrir
hugsanlegri beinni afoxun MTT af véldum préfunaridefnisins heldur einnig fyrir litatruflun sem kemur til vegna isogs og
geymdar daudra vefja & profunaridefninu. betta geeti leitt til tvofaldrar leidréttingar & litatruflun par ed samanburdur
NSCiitandi leidréttir pegar fyrir litatruflun sem kemur til vegna isogs og geymdar lifandi vefja & profunaridefninu. Til ad
koma i veg fyrir mdgulega tvofalda leidréttingu fyrir litatruflun parf ad gera pridja samanburdinn fyrir 6sérteeka litun med
daudum vef (NSCaausur) Sjé I11. og IV. vidbati (34.—35. heimild). I pessum vidbétarsamanburdi er préfunaridefnio sett &



Nr. 73/722 EES-vidbatir vid Stjornartidindi Evropusambandsins 12.11.2020

minnst tvd samhlida syni Gr daudum vef sem gangast undir allt profunarferlid en eru reektud i ti i stad MTT-lausnar &
medan & MTT-rektunarprepinu stendur. Stakur samanburdur NSCuausur neegir fyrir hvert préfunaridefni, 6had fjélda
6hadra prdfana/keyrsina sem gerdar eru, en skal gerdur samskeida NSMTT-samanburdi og med somu vefjalotu.
Raunverulegur lifvaenleiki vefjar er reiknadur ut sem: hundradshlutfall lifveenleika vefjar, fengid med lifandi vef sem er
latinn verda fyrir vahrifum af profunaridefninu (%lifvaenleikiprsnun), ad fradregnu %NSMTT, ad fradregnu %NSCiitandi, 80
vidbattu hundradshlutfalli 6sérteekrar litunar sem er fengid med daudum vef sem er latinn verda fyrir vahrifum af
truflandi profunaridefni og reektadur i @ti &n MTT, reiknad Gt i samanburdi vid neikvaeda samanburdinn sem er keyrdur
samskeida profuninni sem er leidrétt (%NSCaausur) (p.e. raunverulegur lifveenleiki vefjar = [%lifveenleikiproun] -
[%NSMTT] - [%NSCiitandi] + [YNSCdausur].

40. Mikilveegt er ad taka mid af pvi ad 6sérteek afoxun MTT og Osérteek litatruflun getur aukid ljéspéttni (pegar gerdar eru
melingar & stadalgleypni) vefjaltdrattarins pannig ad hin lendi utan linuleikasvids litrofsmeelisins og ad 6sérteek afoxun
MTT getur einnig aukid toppflatarmal MTT-formasansins (pegar gerdar eru litr6fsmelingar med haprysti-
Jathaprystivokvaskiljun) i vefjadtdreettinum pannig ad pad lendi utan linuleikasvids litréfsmelisins. A peim grundvelli er
mikilveegt ad hver rannsoknarstofa akvardi Ijospéttni/linuleikasvid toppflatarméls fyrir sinn litrofsmeeli med t.d.
MTT-formasani (CAS-nimer 57 360-69-7), sem fast & almennum markadi hja t.d. Sigma-Aldrich (pdntunarnr. # M2003)
&our en profun & préfunaridefnum i eftirlitsskyni hefst.

41. Meling & stadalgleypni (ljospéttni) med notkun litréfsmeelis er videigandi til ad meta beina afoxara MTT-litar og
profunaridefni sem trufla litun pegar truflunin sem kemur i 1jés vid malingu & MTT-formasani er ekki of mikil (p.e.
ljéspéttni vefjaltdrattanna, sem faest med préfunarioefni &n nokkrar leidréttingar fyrir beinni MTT-afoxun og/eda
litatruflun, meelist innan linuleikasvids litrdfsmelisins). Engu ad sidur skulu nidurstddur fyrir profunaridefni sem valda
%NSMTT og/eda %NSCiitandi > 60% ((fullgilt vidmidunaradferd 1 (VRM1) og fullgilt vidmidunaradferd 2 (VRM2) fyrir
adferdarlysingu med vikva) eda 50% (fullgilt viomidunaradferd 2 (VRM2) fyrir adferdarlysingu med fostum efnum) af
neikveeda samanburdinum teknar med fyrirvara par ed petta er &kvardad proskuldsgildi sem er notad i fullgildu
viomidunaradferdunum til ad skilja & milli flokkadra og Oflokkadra idefna (sj& 44. 1id). P6 er ekki haegt ad mela
stadalgleypni (ljdspéttni) pegar truflun vid melingar & MTT-formasani er of mikil (p.e. leidir til dleidréttrar ljospéttni
préfunarvefjautdrattana sem fellur utan vid linuleikasvids litr6fsmeelisins). Litud préfunaridefni eda profunaridefni sem
verda litud pegar pau komast i snertingu vid vatn eda isopropandl, sem trufla melingu & stadalgleypni (ljdspéttni)
MTT-formasans of mikid, er p6 enn hagt ad meta med pvi ad nota litréfsmalingar med haprysti-/Gthaprystivékvaskiljun
(sj& 1. og IV. vidbati). betta stafar af pvi ad litrofsmelingakerfid med haprysti-/Gthaprystivokvaskiljun gerir kleift ad
skilja MTT-formasanid fra idefninu fyrir magnakvordun (36. heimild). Af pessum sokum er ekki porf & NSCiifandi €da
NSCuauaum Samanburdi pegar litréfsmeling med haprysti-/uthaprystivokvaskiljun er notud, 6had idefninu sem er profad.
Samt sem adur skal nota NSMTT-samanburd ef grunur er um ad préfunarioefnid afoxi MTT beint (samkvamt adferdinni
sem lyst er i 38. lid). Einnig skal nota NSMTT-samanburdi med préfunaridefnum i lit (eigin litur eda sem kemur fram i
vatni) sem hindrar mat & getu peirra til beinnar afoxunar MTT, eins og lyst er i 38. lid. begar litrdfsmaling med haprysti-
/uthaprystivokvaskiljun er notud til ad mala MTT-formasan er hundradshlutfall lifveenleika vefjar reiknad Gt sem
hundradshlutfall toppflatarmals MTT-formasans, sem faest med lifandi vef sem er latinn verda fyrir vahrifum fra
préfunaridefninu, i samanburdi vid toppgildi MTT-formasans sem er fengid med samskeida neikvaedum samanburdi. Ad
pvi er vardar préfunaridefni sem geta afoxad MTT beint er raunverulegur lifveenleiki vefjar reiknadur Ut
sem: %lifveenleikiprstun ad fradregnu %NSMTT eins og lyst er i sidasta malslidnum i 38. 1id. Ad lokum skal tekid fram ad
ekki er unnt ad meta med RhCE-prdofunaradferdum beina afoxara MTT-litar, eda beina afoxara MTT-litar sem geta einnig
truflad litun, sem verda eftir i vefjum eftir medhdndlun og afoxa MTT ad svo miklu leyti ad peir leida til [jospéttni (med
notkun stadladrar ljdspéttnimalingar) eda toppflatarmals (med litr6fsmalingu med haprysti-/Gthaprystivokvaskiljun)
préfads vefjaatdrattar sem lendir utan linuleikasvios litréfsmelisins, pé ad ekki sé buist vid ad slikt gerist nema i
undantekningartilvikum.
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42. Nota ma litréfsmalingu med héaprysti-/Gthaprystivékvaskiljun med 6llum gerdum préfunaridefna (litud, 6litud, afoxarar
MTT-litar og efni sem eru pad ekki) til ad mela MTT-formasan (11. og 36. heimild). Vegna fjdlbreytni litr6fs-
melingakerfa med haprysti-/uthaprystivokvaskiljun er ekki mdgulegt ad hver notandi geti skapad nakvemlega sému
kerfisskilyrdin. Syna skal fram & hefi litréfsmelingakerfis med haprysti-/uthaprystivokvaskiljun sem sliks &dur en pad er
notad til ad magngreina MTT-formasan Ur vefjaltdreetti med pvi ad syna ad sampykktarviomidanirnar séu uppfylltar fyrir
stadlada meelipaetti fyrir haefi, & grundvelli peirra sem lyst er i leidbeiningum Matveela- og lyfjaeftirlits Bandarikjanna fyrir
idnadinn um fullgildingu lifgreiningaradferda (36. og 38. heimild). bessir helstu meelipettir og sampykktarvidmidanirnar
peirra eru synd i 5. vidbeeti. Um leid og sampykktarvidmidanirnar, sem eru skilgreindar i 5. vidbeti, eru uppfylltar telst
litrofsmaelingakerfid med haprysti-/athaprystivokvaskiljun heft til melingar & MTT-formasani samkveemt rannsékn-
arskilyrdunum sem lyst er i pessari profunaradferd.

Sampykktarvidmidanir

43. T hverri keyrslu par sem notadar eru RhCE-vefjaframleidslulotur sem standast gaedaeftirlit (sja 30. 1id) skulu vefir, sem eru
medhdndladir med neikvaeedu samanburdarefni, syna ljospéttni sem endurspeglar gaedi vefjanna sem hafa farid gegnum éll
skref sendingar- og vidtokuferlisins og alla medhdndlun samkveemt adferdarlysingu og skulu ekki falla utan rannsékn-
arsdgulegra fastsettra marka sem lyst er i t6flu 2 (sja 26. 1id), A sama hatt skulu vefir, sem eru medhéndladir med jakvaedu
samanburdarefni, p.e. metylasetati, syna medaltal vefjalifvaenleika < 50% i samanburdi vid neikveeda samanburdinn i
fullgiltri vidmidunaradferd 1 (VRMI), annadhvort med adferdarlysingu med vokva eda med fostum efnum, og < 30%
(adferdarlysing med vokva) eda < 20% (adferdarlysing med fostum efnum) i samanburdi vid neikveda samanburdinn i
fullgiltri vidmidunaradferd 2 (VRM2) og endurspegla pannig getu vefjanna til ad syna svérun vid ertandi préfunaridefni
vid skilyrdi profunaradferdarinnar (34.-35. heimild). Breytileiki milli samhlida vefjasyna med profunaridefnum og
samanburdarefnum skal falla innan asettanlegra marka (p.e. mismunur & lifvaenleika milli tveggja samhlida vefjasyna skal
vera undir 20% eda pa ad stadalfravikio milli priggja samhlida vefjasyna skal ekki fara yfir 18%). Ef annad hvort
neikveedi eda jakveedi samanburdurinn i keyrslu lendir utan &settanlegs svids telst keyrslan ekki fullgild og skal hin
endurtekin. Ef breytileiki milli samhlida vefjasyna med profunaridefni lendir utan seettanlegs svids verdur ad lita svo & ad
préfunin sé ekki fullgild og préfunaridefnid skal préfad aftur.

Tulkun & nidurstédum og spalikan

44. Nota skal ljospéttnigildi/toppflatarmal, sem fast med samhlida vefjadtdrattum, fyrir hvert préfunarioefni til ad reikna Gt
medalhundradshlutfall vefjalifveenleika (medaltal milli samhlida vefjasyna), stadlad ad neikveeda samanburdinum sem er
fastsettur vid 100%. broskuldsgildi hundradshluta lifveenleika frumna til ad greina profunaridefni sem purfa ekki flokkun
og merkingu m.t.t. augnertingar eda alvarlegs augnskada (utan flokks i HSK Sb og reglugerdinni um flokkun, merkingu
og pokkun) er tilgreint i toflu. Nidurstddurnar skulu tdlkadar sem hér segir:

— Préfunaridefnid er greint sem efni sem parf ekki flokkun og merkingu samkvaemt HSK Sb og reglugerdinni um
flokkun, merkingu og pokkun (utan flokks) ef medalhundradshlutfall vefjalifveenleika eftir vahrif og vidstodu eftir
véhrif er haerra en (>) fastsetta proskuldsgildid fyrir hundradshluta lifvaenleika vefja eins og synt er i toflu 4. T pessu
tilviki er ekki porf & frekari profunum med 68rum préfunaradferdum.

— Ef medalhundradshlutfall vefjalifvaenleika eftir vahrif og vidstodu eftir vahrif er leegra en eda jafnt og (<) fastsetta
pbréskuldsgildid fyrir hundradshluta lifvaenleika vefja er ekki haegt ad setja fram spa eins og synt er i toflu 4. T pessu
tilviki er porf & frekari préfunum med 6rum préfunaradferdum vegna pess ad RhCE-préfunaradferdir syna tiltekinn
fjolda falsjakveedra nidurstadna (sja 14.-15. 1id) og geta ekki skilid & milli 1. undirflokks og 2. undirflokks i HSK Sp
og reglugerdinni um flokkun, merkingu og pokkun (sja 17. lid).
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Tafla 4

Spalikén samkvaemt flokkun HSK Sb og reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pékkun

Fullgilt vidmidunaradferd (VRM) Utan flokks Ekki er haegt ad setja fram spa

VRM 1 - EpiOcular™ EIT (fyrir badar | Medaltal vefjalifvanleika > 60% Medaltal vefjalifveenleika < 60%
adferdarlysingar)

VRM 2 - SkinEthic™ HCE EIT (fyrir | Medaltal vefjalifveenleika > 60% Medaltal vefjalifveenleika < 60%
adferdarlysingu med vokva)

VRM2 - SkinEthic™ HCE EIT (fyrir | Medaltal vefjalifvanleika > 50% Meodaltal vefjalifveenleika < 50%
adferdarlysingu med fostum efnum)

45. Stok profun sem er samsett Ur a.m.k. tveimur samhlida vefjasynum &tti ad neegja fyrir préfunarioefni ef nidurstadan er
Otvireed. Ef nidurstddur eru dvissar, t.d. ef 6samsvorun er i samhlida malingum og/eda medalhundradshlutfall vefjalif-
venleika er 60 £ 5% (fullgilt viomidunaradferd 1 (VRM1) og fullgilt vidmidunaradferd 2 (VRM 2) med vokva) eda
50 + 5% (fullgilt vidmidunaradferd 2 (VRM 2) med fostum efnum) skal tekid til athugunar ad gera adra préfun, sem og pa
pridju ef 6samraemi er & milli nidurstadna r fyrstu profununum tveimur.

46. Taka ma til athugunar mismunandi proskuldsgildi hundradshluta lifveenleika vefja, sem greina flokkud profunaridefni fra
oflokkudum préfunaridefnum, fyrir tilteknar tegundir blandna, eftir pvi sem vid & og er réttletanlegt, til pess ad auka
heildararangur préfunaradferdarinnar fyrir pessar tegundir blandna (sja 14. 1id). Vidmidunaridefni geta komid ad gagni vid
ad meta matt Opekktra idefna til ad valda alvarlegum augnskada/augnertingu eda voruflokk peirra eda til ad meta
hlutfallslega méguleika & eiturhrifum flokkads profunaridefnis & augu innan tiltekins svids jakveedrar svorunar.

GOGN OG SKYRSLUGJIOF
Gogn

47. Setja skal gogn um einstok samhlida vefjasyni i keyrslu (t.d. ljéspéttnigildi/toppflatarmal MTT-formasans og Utreiknud
gogn um hundradshlutfall vefjalifveenleika fyrir préofunaridefnido og samanburdina og spd um endanlega RhCE-
profunaradferd) fram i tofluformi fyrir hvert profunaridefni, p.m.t. gégn ar endurteknum préfunum eins og vid &. bar ad
auki skal gera grein fyrir medalhundradshlutfalli vefjalifvaenleika og mismuninum & lifveenleika milli tveggja samhlida
vefjasyna (ef n = 2 samhlida vefjasyni) eda stadalfraviki (ef n > 3 samhlida vefjasyni) fyrir hvert stakt préfunaridefni og
samanburd. Ef truflun fra préfunaridefni kemur i 1jés vid melingu & MTT-formasani gegnum beina MTT-afoxun og/eda
litatruflun skal greina fra pvi fyrir hvert préfunarioefni.

Préfunarskyrsla

48. Eftirtaldar upplysingar skulu vera i préfunarskyrslunni:

Préfunaridefni

Efni med einum efnispeetti

— Efnafreedileg sanngreining s.s. IUPAC- eda CAS-heiti, CAS-skraningarnimer, SMILES- eda InChl-kodi,
byggingarformula og/eda adrar audkenningar.

— Edlisastand, rokgirni, syrustig, LogP, sameindapyngd, ioefnaflokkur og adrir edlisefnafraedilegir eiginleikar sem
skipta mali fyrir framkveemd rannséknarinnar, ad pvi marki sem unnt er.
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— Hreinleiki, efnakenni 6hreininda, eins og vid & og er teeknilega moégulegt, 0.s.frv.

— Medhoéndlun fyrir préfun, ef vid & (t.d. hitun, mélun).

— Skilyrdi og stédugleiki vid geymslu, ad pvi marki sem unnt er.

Fjolpattaefni, UVCB-efni og blanda

— Lysing a eiginleikum eins og kostur er, t.d. med efnakenni (sja hér a undan), hreinleika, magnbundu innihaldi og peim
edlisefnafraedilegu eiginleikum efnispattanna sem skipta mali (sja hér & undan), ad pvi marki sem unnt er.

— Edlisastand og adrir edlisefnafraedilegir eiginleikar sem skipta mali fyrir framkvemd rannsoknarinnar, ad pvi marki
sem unnt er.

— Hreinleiki, efnakenni 6hreininda, eins og vid & og er teeknilega mogulegt, 0.s.frv.

— Medhéndlun fyrir préfun, ef vid & (t.d. hitun, mélun).

— Skilyrdi og stodugleiki vid geymslu, ad pvi marki sem unnt er.

Jékvaed og neikvaed samanburdarefni

— Efnafreedileg sanngreining s.s. IUPAC- eda CAS-heiti, CAS-skraningarnimer, SMILES- eda InChl-kddi, bygging-
arformula og/eda adrar audkenningar.

— Edlisastand, rokgirni, sameindapyngd, idefnaflokkur og adrir edlisefnafreedilegir eiginleikar sem skipta mali fyrir
framkvaemd rannsoknarinnar, ad pvi marki sem unnt er.

— Hreinleiki, efnakenni 6hreininda, eins og vid & og er teeknilega mogulegt, 0.s.frv.

— Medhondlun fyrir préfun, ef vid & (t.d. hitun, mélun).

— Skilyrdi og stodugleiki vid geymslu, ad pvi marki sem unnt er.

— RoOkstudningur fyrir pvi ad nota annan neikveedan samanburd en ofurhreint H20 eda Ca?*/Mg?*-lausa fosfatstillta
saltlausn, ef vid a.

— Rokstudningur fyrir pvi ad nota annan jakvadan samanburd en éblandad metylasetat, ef vid a.

— Tilvisanir i rannséknarsdgulegar nidurstodur fyrir jdkvedan og neikveedan samanburd sem syna videigandi
vidmidanir fyrir aseettanlegar keyrslur.

Upplysingar um bakhjarl og préfunarstdd

— Heiti og heimilisfang bakhjarls, préfunarstédvar og rannsoknarstjora.

— RhCE-vefjalikan og adferdarlysing sem eru notud (med rokstudningi fyrir valinu, ef vid &)
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Skilyrdi fyrir profunaradferdina

— RhCE-vefjalikan sem er notad, p.m.t. nimer framleidslulotu.

— Bylgjulengd og bandsia (ef vid &) sem eru notud til ad magngreina MTT-formasan og linuleikasvid maliblnadar
(t.d. litréfsmeelir).

— Lysing a adferdinni sem er notud til ad magngreina MTT-formasan.
— Lysing a litr6fsmeelingakerfi med haprysti-/athaprystivokvaskiljun sem er notad, ef vid a.

— Heildarupplysingar til studnings notkun & tilteknu RhCE-vefjalikani, p.m.t. nothafi pess. I peim skal eftirfarandi
felast an pess pé ad einskordast vid pad:

i. Geeoaeftirlit med lifvaenleika (birgir).
ii. Lifvaenleiki vid profunaradferdarskilyroin (notandi).
iii. Gadaeftirlit med tAlmavirkni.
iv. Formfraedi, ef hun liggur fyrir.
v. Samanburdarndkvaemni og forspéargeta.
vi. Annad gaedaeftirlit med RhCE-vefjalikaninu, ef pad liggur fyrir.

— Tilvisanir i rannsoknarséguleg gégn um RhCE-vefjalikanid. 1 peim skal eftirfarandi felast an pess p6 ad einskordast
vid pad: Asettanleiki gaedaeftirlitsgagna med tilvisun i rannséknarséguleg gogn um framleidslulotur.

— Yfirlysing pess efnis ad préfunarstddin hafi synt fram a haefni vid notkun préfunaradferdarinnar fyrir reglubundna
notkun med pvi ad profa haefnisidefnin.

Sampykktarvidmidanir fyrir keyrslur og préfanir

— Medaltal fyrir jAkveedan og neikveedan samanburd og asattanleikasvid & grundvelli rannsdknarségulegra gagna.
— Asettanlegur breytileiki milli samhlida vefjasyna fyrir jakveedan og neikvadan samanburd.
— Asettanlegur breytileiki milli samhlida vefjasyna fyrir préfunaridefnia.

Préfunaradferd

— Upplysingar um préfunarferlid sem er notad.
— Skammtar préfunaridefnis og samanburdarefnis sem eru notadir.
— Timalengd og hitastig vid vahrif, idyfing eftir vahrif og stédutimabil eftir vahrif (eftir atvikum).

— Lysingar & 6llum breytingum & préfunaradferdinni.
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— Tilgreining & samanburdinum sem var notadur fyrir beina afoxara MTT-litar og/eda litandi profunaridefni, ef vid &.

— Fjoldi samhlida vefjasyna sem eru notud fyrir hvert préfunaridefni og samanburdir (jakvedur samanburdur,
neikveedur samanburdur, NSMTT, NSCiifandi 09 NSCuausur, €f vid &).

Nidurstoour

— Toflusetning gagna um stdk préfunarioefni og samanburdarefni fyrir hverja keyrslu (b.m.t. endurteknar tilraunir, ef
vid 4) og hverja samhlida malingu, p.m.t. ljospéttnigildi eda toppflatarmal MTT-formasans, hundradshlutfall
lifvaenleika vefja, medalhundradshlutfall lifvaenleika vefja, mismunur milli samhlida vefjasyna eda stadalfravik og
endanleg spa.

— Ef vid 4, nidurstddur ar samanburdum sem eru notadir fyrir beina afoxara MTT-litar og/eda litud profunaridefni,
p.m.t. ljospéttnigildi eda toppflatarmal MTT-formasans, %NSMTT, %NSCiitandi, %NSCdausur, mismunur milli
samhlida vefjasyna eda stadalfravik, endanlegt rétt hundradshlutfall lifveenleika vefja og endanleg spa.

— Nidurstédur sem fengust med profunaridefninu eda préfunaridefnunum og samanburdarefnunum i tengslum vid
skilgreindar sampykktarvidmidanir fyrir keyrslur og préfanir.

— Lysingar & 68rum ahrifum sem fram komu, t.d. litun vefja vegna litads profunaridefnis.

Umfjéllun um nidurstdédurnar

Nidurstada
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1. viobeetir

SKILGREININGAR

Nakvaemni: Melikvardi & pad hversu naleegt sampykktu vidmidunargildi nidurstada Gr préfun er. Nakveemni er melikvaroi a
nothafi profunaradferda og einn pattur gildis. Hugtakid er oft notad i stad hugtaksins ,,samsvorun® til ad lysa hlutfalli réttra
nidurstadna ur préfunaradferd (18. heimild).

Vidmidunaridefni: idefni sem er notad sem vidmidunarstadall fyrir profunaridefni. Vidmidunaridefni skal hafa eftirfarandi
eiginleika: i) einsleitan og areidanlegan uppruna m.t.t. greiningar & pvi og lysingar a eiginleikum, ii) likindi i byggingu, virkni
og/eda idefna- eda voruflokk sem er svipadur og idefni(n) sem er verid ad profa, iii) pekkta edlisefnafredilega eiginleika, iv)
studningsgdgn um pekkt ahrif og v) pekktan matt & svidi aeskilegrar svérunar.

Nedansakin nalgun: prepskipt adferd sem er notud fyrir préfunarioefni sem talid er ad purfi ekki flokkun og merkingu m.t.t.
augnertingar eda alvarlegs augnskada sem hefst med pvi ad skilja pau idefni sem purfa ekki flokkun og merkingu (neikvaed
nidurstada) frd 66rum idefnum (jakvaed nidurstada).

idefni: Efni eda blanda.

Samsvorun: Sja ,,Nakvaemni®.

Glaera: Gagnsar, fremsti hluti augans sem pekur lithimnuna og augasteininn og hleypir ljési inn i augad.

CV (e. Coefficient of variation): Fraviksstudull.

Dev: (e. Deviation) Fravik.

EIT: (e. Eye Irritation Test): Augnertingarprofun.

EURL ECVAM: Tilvisunarrannsoknarstofa Evropusambandsins fyrir annars konar adferdir en préfanir & dyrum.

Augnerting: Breytingar, sem eiga sér stad i auga eftir ad profunarioefni hefur verid borid & framflét augans, sem ganga
algerlega til baka innan 21 dags. Jafngildir ,,Afturhverf &hrif 4 augu® og ,,2. undirflokkur HSK Sb/reglugerdin um flokkun,
merkingu og pokkun®.

ETso: S& vahrifatimi sem parf til ad draga ur lifveenleika vefjar um 50% vid notkun vidmidunaridefnis vid tilgreindan, fastan
styrk.

Falsneikveedar nidurstodur: Hlutfall allra jakvadra efna sem eru ranglega greind med profunaradferd sem neikveed. Hlutfallid
er ein visbending um nothafi préfunaradferdar.

Falsjdkvaedar nidurstodur: Hlutfall allra neikvaedra efna sem eru ranglega greind med profunaradferd sem jakvaed. Hlutfallid
er ein visbending um nothafi préfunaradferdar.
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Heetta: Sa edlislegi eiginleiki efnis eda adsteedna ad geta valdid skadlegum ahrifum pegar lifvera, kerfi, hopur eda undirhépur
kemst i snertingu vid pad efni.

HCE: SkinEthic™ Human Corneal Epithelium.

HPLC: Haprystivokvaskiljun.

1Cs0: S& styrkur vidmidunaridefnis sem dregur Ur lifvaenleika vefjar um 50% eftir fastan vahrifatima (t.d. 30 minatna
medhondlun med natriumdddekylsulfati).

Otakmarkadur skammtur: bad magn préfunaridefnis sem er borid & RhCE-vefjalikanid og er umfram magnid sem parf til ad
hylja yfirbord pekjunnar fullkomlega og jafnt.

Varanleg ahrif & augu: Sja ,,Alvarlegur augnskadi‘.

LLOQ: Nedri magngreiningarmork.

LogP: Logri fyrir deilistudul oktandls/vatns.

Blanda: Blanda eda lausn tveggja eda fleiri efna.

Efni med einum efnispeetti: Efni, skilgreint af magnbundinni samsetningu, par sem einn adalefnispattur er fyrir hendi ad
a.m.k. 80% (massahlutfall).

Fjolpattaefni: Efni, skilgreint af magnbundinni samsetningu, par sem fleiri en einn adalefnispattur er fyrir hendi i styrk sem
nemur > 10% (massahlutfall) og < 80% (massahlutfall). Fj6lpattaetni er afleiding af framleidsluferli. Mismunurinn & bléndu og
fjolpattaefni er sa ad blandan fast med bléndun tveggja eda fleiri efna an efnahvarfs. Fjolpattaefni er afleiding af efnahvarfi.

MTT: 3-(4,5-dimetylpiasol-2-yl)-2,5-difenyltetrasoliumbromid, piasolyl-blatt tetrasoliumbrémia.

Neikveedur samanburdur: Syni sem inniheldur alla petti préfunarkerfis og er medhéndlad med efni sem vitad er ad
framkallar ekki jakveeda svorun i préfunarkerfinu. Synid er unnid med synum, sem hafa verid medhéndlud med préfunaridefni,
og 6Arum samanburdarsynum og er notad til ad akvarda 100% lifvanleika vefjar.

Ekki flokkad: [defni sem eru ekki flokkud m.t.t. augnertingar (2. undirflokkur HSK Sh/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu
og pokkun eda undirflokkar 2A eda 2B) eda alvarlegs augnskada (1. undirflokkur HSK Sb/reglugerdarinnar um flokkun,
merkingu og pdkkun). Jafngildir ,,utan flokks i HSK SP og reglugerdinni um flokkun, merkingu og pokkun*.

NSCdausur: Samanburdur fyrir 6sérteeka litun med daudum vef.

NSCiifandi: Samanburdur fyrir dsértaeka litun med lifandi vef.

NSMTT: Osértaeek afoxun MTT.
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OD: Ljospéttni.

Notheefisstadlar: Stadlar, byggdir & fullgiltri préfunaradferd sem var talin visindalega gild, sem eru grundvollur fyrir mat &
samanburdarhefi tillagdrar préfunaradferdar sem er samsvarandi fullgiltu adferdinni med tilliti til verkunarmata og virkni. beir
fela i sér: i) grundvallarpetti profunaradferdarinnar, ii) lagmarksskra yfir vidmidunaridefni sem valin eru Gr peim idefnum sem
voru notud til ad syna fram & asettanlegt nothefi fullgiltu préfunaradferdarinnar og iii) gildi fyrir ndkveemni og areidanleika
sem eru sambeerilegir peim sem fengust med fullgiltu profunaradferdinni og sem eiga ad fast med tillogdu profunaradferdinni
pegar hin er metin Gt fra lagmarksskranni yfir vidmidunaridefni (18. heimild).

Jakveaedur samanburdur: Syni sem inniheldur alla peetti préfunarkerfis og er medhdndlad med efni sem vitad er ad framkallar
jakvaeda svorun i profunarkerfinu. Synid er unnid med synum sem hafa verid medhondlud med profunaridefni og 6drum
samanburdarsynum. Til ad tryggja ad hagt sé ad meta breytileika i svérun jakvaeda samanburdarins yfir tima skal pessi jakveda
svorun pd ekki vera of kroftug.

Gildi: Lysing & sambandi préfunarinnar og ahrifanna, sem midad er vid, og hvort sambandid hefur merkingu og er gagnlegt
midad vio tiltekinn tilgang. Gildid lysir pvi ad hvada marki profunin naer ad meaela rétt eda spa fyrir um liffreedilegu ahrifin sem
midad er vid. Gildi felur i sér umfjéllun um nadkvaemni (samsvorun) préfunaradferdar (18. heimild).

Areidanleiki: Melikvardi 4 pad ad hvada marki er hagt ad framkvaema préfunaradferd med samanburdarnakvaemni hja hverri
rannsoknarstofu og hja mismunandi rannsoknarstofum i tiltekinn tima pegar hdn er framkveemd samkvemt sému
adferdarlysingu. Areidanleiki er metinn med pvi ad reikna Ut einseturssamanburdarnakvemni og fjélsetra samanburdar-
ndkveemni og einsetursendurtekningarnakveemni (18. heimild).

Stadgonguprofun: Préfun sem er honnud til ad koma i stad préfunar, sem notud er ad stadaldri og sampykkt til haettugreiningar
og/eda dhattumats, og sem hefur verid synt fram 4 ad verndar heilbrigdi manna eda dyra eda umhverfid, eftir pvi sem vid 4, til
jafns vid eda betur en sampykkta prdéfunin vid allar hugsanlegar profunaradsteedur og fyrir 6ll hugsanleg profunaridefni
(18. heimild).

Samanburdarnakvemni: Samkvaemni i nidurstédum sem fast med endurteknum préfunum & sama profunaridefninu med pvi
ad nota somu adferdarlysingu profunar (sja areidanleika) (18. heimild).

Afturhverf ahrif 4 augu: Sja ,,Augnerting*.

RhCE: Endurgerd pekja sem likist gleeru ar ménnum.

Keyrsla: Keyrsla samanstendur af einu eda fleirum profunaridefnum sem eru profud samskeida med neikvaedum samanburdi
0g med jakvedum samanburdi.

SD: Stadalfravik.

Neemi: Hlutfall allra jakveedralvirkra profunarefna sem eru rétt flokkuo med préfuninni. Neemi er melikvardi & nakvemni
profunaradferdar sem gefur afdrattarlausar nidurstddur og er mikilveeg forsenda i mati & gildi proéfunaradferdar (18. heimild).

Alvarlegur augnskadi: Vefjaskemmd i auga eda alvarleg sjonskerding, sem kemur fram eftir ad préfunaridefni er borid &
framfl6t augans, sem gengur ekki algerlega til baka innan 21 dags fra pvi ad efnid var borid 4. Jafngildir ,,Afturhverf ahrif &
augu‘ og ,,1. undirflokkur HSK Sk/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pokkun®.
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Stadladar verklagsreglur: Formleg, skrifleg malsmedferd par sem pvi er ndkveemlega lyst hvernig & ad framkvama sérteekar
reglubundnar og profunarsértekar adgerdir & rannsoknarstofu. betta er krafa samkveemt gédum starfsvenjum vid rannsoknir.

Sérteeki: Hlutfall allra neikvaedra/dvirkra préfunarefna sem eru rétt flokkud med préfuninni. Sérteki er maelikvardi & nakvemni
préfunaradferdar sem gefur afdrattarlausar nidurstddur og er mikilveeg forsenda i mati & gildi profunaradferdar (18. heimild).

Efni: Frumefni og efnasambond pess, nattiruleg eda unnin med framleidsluferlum, p.m.t. 61l aukefni, sem eru naudsynleg til ad
vidhalda st6dugleika pess, og 6ll 6hreinindi, sem stafa fra vinnslunni, en pd ekki leysiefni sem skilja ma fra an pess ad pad hafi
ahrif & stodugleika efnisins eda breyti samsetningu pess.

Profun: Stakt profunaridefni i samskeida préfun a a.m.k. tveimur samhlida vefjasynum eins og skilgreint er i samsvarandi
st6dludum verklagsreglum.

Lifveenleiki vefjar: Malipattur fyrir heildarvirkni frumuhops i endurgerdum vef sem geta peirra til ad draga ur liflitnum MTT
sem samsvarar, had endapunktinum sem maeldur er og tilhégun préfunar, heildartélu og/eda lifsprotti lifandi frumna.

Ofansakin nélgun: brepskipt adferd sem er notud fyrir idefni sem talid er ad valdi alvarlegum augnskada sem hefst med pvi
ad skilja pau idefni sem kalla fram alvarlegan augnskada (jakveed nidurstada) fra 6drum idefnum (neikvaed nidurstada).

Préfunaridefni: Sérhvert efni eda blanda sem er préfud med pessari profunaradferd.

Stigskipt préfunaraaetiun: brepskipt préfunarazetlun par sem préfunaradferdir eru notadar radbundid. Allar fyrirliggjandi
upplysingar um préfunaridefnid eru ryndar & hverju adferdarprepi og notad til pess ferlid med veegi rokstuddra visbendinga til
ad akvarda hvort fyrir liggja naegar upplysingar til ad taka akvérdun um heettuflokkun adur en fario er & neesta stig. Ef haegt er
ad akvarda hugsanlega heettu/matt préfunarioefnis, & grundvelli fyrirliggjandi upplysinga & tilteknu adferdarprepi, eru frekari
profanir ekki naudsynlegar (18. heimild).

ULOQ: Efri magngreiningarmork.

Hnattsamraeemt kerfi Sameinudu pjédanna til flokkunar og merkingar a idefnum (HSK SpP): Kerfi til flokkunar idefna
(efna og blandna), samkvemt stodludum tegundum og stigum edlisrennar heettu, heilbrigdisheaettu og umhverfishattu, sem
tekur til samsvarandi hattubodsatrida, s.s. skyringarmynda, vidvorunarorda, hattusetninga, varnadarsetninga og 6ryggisblada
til ad midla upplysingum um skadleg &hrif peirra til verndar folki (pb.m.t. vinnuveitendur, starfsmenn, flytjendur, neytendur og
bradalidar) og umhverfinu (1. heimild).

1. undirflokkur HSK Sk og reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pékkun: Sja ,,Alvarlegur augnskadi‘.

2. undirflokkur HSK Sb og reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og pokkun: Sja ,,Augnerting®.

Utan flokks i HSK Sb og reglugerdinni um flokkun, merkingu og pokkun: idefni sem uppfylla ekki kréfurnar vardandi
flokkun i 1. eda 2. undirflokk HSK Sb/reglugerdarinnar um flokkun, merkingu og ptkkun (eda undirflokk 2A eda 2B i HSK
Sh/reglugerdinni um flokkun, merkingu og pokkun). Jafngildir ,,Ekki flokkad“.
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UPLC: Uthaprystivékvaskiljun.
UVCB-efni: efni af 6pekktri eda breytilegri samsetningu, flokin myndefni eda liffreedileg efni.

Fullgild profunaradferd: Profunaradferd sem telst hafa fullneegjandi gildi og areidanleika i tilteknum tilgangi og sem byggist &
visindalega traustum meginreglum. Profunaradferd er aldrei fullkomlega algild, einungis i tengslum vid skilgreindan tilgang
(18. heimild).

Fullgilt préfunaradferd: Profunaradferd sem buid er ad ljuka fullgildingarrannséknum fyrir til ad akvarda gildi hennar (p.m.t.
nakvaemni) og areidanleika i tilteknum tilgangi. Mikilvaegt er ad taka mid af pvi ad fullgilt préfunaradferd er e.t.v. ekki
neegilega nothaf, med tilliti til nakveemni og areidanleika, til ad teljast sampykktarhef fyrir fyrirhugadan tilgang (18. heimild).

VRM: Fullgilt vidmidunaradferd.
VRM1: Visad er til EpiOcular™ EIT sem fullgiltrar vidmidunaradferdar 1.
VRM2: Visad er til SkinEthic™ HCE EIT sem fullgiltrar vidmidunaradferdar 2.

Veegi rokstuddra visbendinga: Ferli sem felst i pvi a0 vega og meta styrkleika og veikleika ymissa upplysinga vid ad draga
alyktun um hugsanlega hettu af tilteknu préfunarefni og stydja pa nidurstédou rokum.



2. vidbeetir
HELSTU PATTIR PROFANA | RHCE-PROFUNUM SEM ERU FULLGILTAR TIL AP GREINA IDEFNI SEM bURFA EKKI FLOKKUN OG MERKINGU M.T.T. AUGNERTINGAR EDA ALVARLEGS
AUGNSKADBA
baettir préfunar EpiOcular™ EIT SkinEthic™ HCE EIT
P (VRM 1) (VRM 2)
Adferdarlysingar Vokvar Fost efni Vokvar og seigfljétandi efni Fost efni

(heegt ad lata drjlpa Ur pipettu vio 37 £ 1 °C

(ekki hzgt ad lata drjapa Ur pipettu)

(heegt ad lata drjlpa Ur pipettu)

(ekki heegt ad lata drjapa ar

eda legra hitastig i 15 min) pipettu)
Yfirbord likans 0,6 cm? 0,6 cm? 0,5 cm? 0,5 cm?
Fjoldi samhlida vefjasyna Amk. 2 A.mk. 2 Amk. 2 A.mk. 2

Forathugun vegna litatrufl-
unar

50 ul+1mlH20i60 minvid 37+2°C,5+ 1%
COz2, > 95% rakastig (6litud profunaridetni), eda

50 pl + 2 ml isopropandl blandad i 2-3 klst. vid
stofuhita (litud préfunaridefni)

> ef ljospéttni préfunaridefnisins vid 570 + 20
nm, eftir ad 1jéspéttni fyrir isdprépandl eda
vatn hefur verid dregin fra, er > 0,08 (sem
samsvarar u.p.b. 5% af medaltali ljospéttni
neikveeda samanburdarins) skal gera adlagadan
samanburd med lifandi vef.

50mg+1mlH0 {60 minvio37+2°C,5+
1% CO2, > 95% rakastig (6litud profuna-
rioefni)

og/eda

50 mg + 2 ml isoprépanol blandad i 2-3 kist. vid
stofuhita (litud og 6litud profunaridefni)

-> ef ljospéttni profunaridefnisins vid 570 + 20
nm, eftir ad ljospéttni fyrir isdpropandl eda vatn
hefur verid dregin fra, er > 0,08 (sem samsvarar
upb. 5% af medaltali ljdspéttni neikveeda
samanburdarins) skal gera adlagadan samanburd
med lifandi vef.

10 pl + 90 pl H20 blandad i 30 +
2 min vio stofuhita (18-28 °C)

> ef profunaridefnid er litad
skal gera adlagadan samanburd
med lifandi vef

10 mg + 90 pl H20 blandad i 30 £
2 min vid stofuhita

- ef profunaridefnid er litad skal
gera adlagadan samanburd med
lifandi vef
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beettir préfunar

EpiOcular™ EIT
(VRM 1)

SkinEthic™ HCE EIT
(VRM 2)

Forathugun vegna beinnar
afoxunar MTT

50 wl + 1 ml MTT 1 mg/ml lausn i 180 + 15
min vid 37 £ 2 °C, 5 £ 1% CO2, > 95%
rakastig

> ef lausnin verdur bla/fjolubla skal gera
adlagadan samanburd med vef sem hefur verid
drepinn med frystingu

(50 pl af daudhreinsudu afjénudu vatni i MTT-
lausn eru notadir sem neikveedur samanburdur)

50 mg + 1 ml MTT 1 mg/ml lausn i 180 + 15
min vid 37 +2 °C, 5 = 1% COz, > 95% rakastig
-> ef lausnin verdur bld/fj6lubla skal gera
adlagadan samanburd med vef sem hefur verid
drepinn med frystingu

(50 pl af daudhreinsudu afjénudu vatni i MTT-
lausn eru notadir sem neikveedur samanburdur)

30 wl + 300 pl MTT 1 mg/ml
lausn i 180 + 15 min vid 37 £ 2
°C, 5+ 1% COz, > 95% rakastig
-> ef lausnin verdur bla/fjolubla
skal gera adlagadan samanburd
med vef sem hefur verid drekkt i
vatni

(30 pl af daudhreinsudu afjonudu

vatni i MTT-lausn eru notadir
sem neikveedur samanburdur)

30 mg + 300 pl MTT 1 mg/ml
lausn i 180 £ 15 min vid 37 + 2
°C, 5+ 1% COz2, > 95% rakastig

- ef lausnin verdur bl&/fjélubla
skal gera adlagadan samanburd
med vef sem hefur verid drekkt i
vatni

(30 pl af daudhreinsudu afjénudu
vatni i MTT-lausn eru notadir

sem neikveedur samanburdur)

Formedhondlun

20 pl af Ca?*/Mg?*-lausri fosfatstilltri saltlausn

i30+2minvid 37 +£2°C, 5+ 1% CO2,>95%
rakastig, varid ljosi.

20 pl af Ca?*/Mg?*-lausri fosfatstilltri saltlausn

i30+2minvid 37 £2°C,5+ 1% CO2,>95%
rakastig, varid ljosi.

Medhdndlunarskammtar og
notkun

50 pl (83,3 pllcm?)

50 mg (83,3 mg/cm?) med kvordudu ahaldi
(t.d. sléttfullri skeid sem er kvordud pannig ad
han rami 50 mg af natriumkloridi).

10 ul af Ca?*/Mg?*-lausri
fosfatstilltri saltlausn + 30 £ 2 pl
(60 pl/cm?)

Nota skal nealonmdskva fyrir
seigfljotandi efni

30 pl af  Ca?*/Mg*-lausri
fosfatstilltri saltlausn + 30 =2 mg
(60 mg/cm?)

Véhrifatimi og hitastig

30 min (£ 2 min)
i reektunareeti
vid 37 £ 2 °C, 5 + 1% COz, > 95% rakastig

6 Kkist. (£ 0,25 Kklst.)
i reektunareeti
vid 37 £2 °C, 5 + 1% COz, > 95% rakastig

30 min (x 2 min)
i reektunareeti

vid 37+£2°C,5+ 1% CO2, >
95% rakastig

4 klst. (+ 0,1 Kkist.)
i reektunareeti

vid 37+ 2 °C, 5+ 1% COg,
> 95% rakastig
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beettir préfunar

EpiOcular™ EIT
(VRM 1)

SkinEthic™ HCE EIT
(VRM 2)

Skolun vid stofuhita

3 sinnum i 100 ml af Ca?*/Mg?*-lausri
fosfatstilltri saltlausn

3 sinnum i 100 ml af Ca?*/Mg?*-lausri
fosfatstilltri saltlausn

20 ml af Ca?*/Mg?*-lausri
fosfatstilltri saltlausn

25 ml af Ca?*/Mg?*-lausri
fosfatstilltri saltlausn

idyfing eftir vahrif

12 min (x 2 min) vid stofuhita i reektunareeti

25 min (x 2 min) vid stofuhita i reektunarati

30 min (x 2 min) vid 37 °C, 5%
COz, 95% rakastig i reektunarati

30 min (£ 2 min) vid stofuhita i
reektunaraeti

Vidstada eftir vahrif

120 min (+ 15 min) i reektunaraeti vid 37 +
2 °C, 5% 1% COz2, > 95% rakastig

18 klst. (£ 0,25 klst.) i reektunareeti vid 37 +
2 °C, 5+ 1% COz, > 95% rakastig

Engin

18 Kist. (£ 0,5 Klst.) i reektunareeti
Vid 37+ 2 °C, 5+ 1% COg,
> 95% rakastig

Neikvaedur samanburdur

50 pl H20
Profad samskeida

50 pl H20
Préfad samskeida

30 * 2 pl af Ca?*/Mg?*-lausri
fosfatstilltri saltlausn

Préfad samskeida

30 + 2 pl af Ca?*/Mg?*-lausri
fosfatstilltri saltlausn

Préfad samskeida

Jakveedur samanburdur

50 pl metylasetat
Profad samskeida

50 ul metylasetat
Préfad samskeida

30 £ 2 ul metylasetat
Préfad samskeida

30 + 2 pl metylasetat
Préfad samskeida

suIspuequiesndoIAZ IPUIQIIELIONS QIA JNEAQIA-STT 8EL/EL IN

020C'1T°CT



beettir préfunar

EpiOcular™ EIT

(VRM 1)

SkinEthic™ HCE EIT
(VRM 2)

MTT-lausn

300 pl 1 mg/ml

300 pl 1 mg/ml

300 pl 1 mg/ml

300 pl 1 mg/ml

MTT-vidstddutimi
hitastig

09

180 min (x 15 min) vid 37 + 2 °C, 5+1% COz,

> 95% rakastig

180 min (x 15 min) vid 37 + 2 °C, 5+1% COz,

> 95% rakastig

180 min (+ 15 min) vid 37 £ 2
°C, 5+1% COz2, > 95% rakastig

180 min (x 15 min) vid 37 + 2
°C, 5x1% COz2, > 95% rakastig

Utdrattarleysir.

2 ml iséprdpanol

(Gtdréttur ofan og nedan af innleggi med pvi ad

stinga gat & vefinn)

2 ml iséprdpanol

(Gtdréttur nedan af innleggi med pvi ad stinga

gat & vefinn)

1,5 ml is6propandl
(Utdréttur ofan og nedan af
innleggi)

1,5 ml is6propandl
(Gtdrattur nedan af innleggi)

Utdrattartimi og hitastig

2-3 klst. med hristingi (~120 rpm) vid
stofuhita eda yfir nétt vio 4-10 °C

2-3 klst. med hristingi (~120 rpm) vid stofuhita

eda yfir nott vid 4-10 °C

4 klst. med hristingi (~120 rpm)
vid stofuhita eda a.m.k. yfir nott
an hristings vid 4-10 °C

Ad minnsta kosti 2 klst. med
hristingi (~120 rpm) vid stofuhita

Meling & ljospéttni

570 nm (550-590 nm)

an viomidunarsiu

570 nm (550-590 nm)
an viomidunarsiu

570 nm (540-600 nm)

an viomidunarsiu

570 nm (540-600 nm)
an viomidunarsiu

Gadaeftirlit med vef

Medhdndlun med 100 pl af 0,3%
(rdmmalshlutfall) Triton X-100

12,2 min < ETs0 < 37,5 min

Medhondlun med 100 pl af 0,3%
(rammalshlutfall) Triton X-100

12,2 min < ETs0 < 37,5 min

30 min medhondlun med
natriumdddekylsulfati (50 pl)

1,0 mg/ml < ICso < 3,5 mg/ml

30 min medhondlun med
natriumdddekylsdlfati (50 pl)

1,0 mg/ml <1Cso < 3,2 mg/ml
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beettir préfunar

EpiOcular™ EIT

(VRM 1)

SkinEthic™ HCE EIT
(VRM 2)

Sampykktarvidmidanir

. Mismunur 4

. Medaltal ljospéttni samhlida vefjasyna sem

eru meohdndlud med neikvaedum saman-
burdi skal vera>0,8 og <2,5

. Medallifvenleiki samhlida vefjasyna sem

eru latin veroa fyrir vahrifum i 30 min med
jakveeda samanburdinum, gefinn upp sem
hundradshlutfall neikvaeda samanburdarins,
skal vera <50%

lifveenleika milli tveggja
samhlida vefjasyna skal vera innan vid 20%

. Mismunur &

1. Medaltal ljéspéttni samhlida vefjasyna sem

eru meohdndlud med neikvaedum saman-
buroi skal vera> 0,8 og < 2,5

. Medallifveenleiki samhlida vefjasyna sem

eru latin verda fyrir véhrifum i 6
Klukkustundir  med  jakveeda saman-
burdinum, gefinn upp sem hundradshlutfall
neikvaeda samanburdarins, skal vera < 50%

lifveenleika milli  tveggja
samhlida vefjasyna skal vera innan vid 20%

. Meaallifvaenleiki

. Medaltal 1jéspéttni samhlida

vefjasyna sem eru medhondl-
ud med neikvedum saman-
burdi skal vera > 1,0 0g <2,5

samhlida
vefjasyna sem eru latin verda
fyrir vahrifum i 30 min med
jakveeoa samanburdinum,
gefinn upp sem hundrads-
hlutfall neikvaeda saman-
burdarins, skal vera <30%

. Mismunur & lifveenleika milli

tveggja samhlida vefjasyna
skal vera innan vid 20%

2.

3.

Medaltal 1jéspéttni samhlida
vefjasyna sem eru medhdndl-
ud med neikvedum saman-
burdi skal vera > 1,0 0g <2,5

Medallifvaenleiki samhlida
vefjasyna sem eru latin verda
fyrir vahrifum i 4 kist. med
jakveeoa samanburdinum,
gefinn upp sem hundrads-
hlutfall neikvaeda saman-
burdarins, skal vera <20%

Mismunur & lifvenleika milli
tveggja samhlida vefjasyna
skal vera innan vio 20%
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3. vidbeetir
FLAEDIRIT TIL SKYRINGAR SEM VEITIR LEIDBEININGAR UM HVERNIG A AD GREINA OG MEDHONDLA BEINA AFOXARA

MTT-LITAR OG/EDA LITATRUFLANDI IDEFNI, BYGGT A STOPLUPUM VERKLAGSREGLUM FYRIR FULLGILTA
VIDMIDUNARADFERD 1 (VRM1)

FORATHUGUN VEGNA

LITATRUFLUNAR
50 pl eda 50 mg af 5,0 ul e§a 59 mg a}f_
préfunaridefni eru latin péofu;arlléjeffnl eru latin |
§ L standa i 2 ml af iséprépandli i
standa i 1 ml af vatni i 1 kist. 2_3 klst. Vi stofuhita

Vid stodlud reektunarskilyrdi

)

FORATHUGUN VEGNA BEINNAR Er lj6spéttni vid 570 + 20 nm
AFOXUNAR MTT hzerri en 0,087
50 pl eda 50 mg af |
préfunaridefni eru latin
standa i 1 ml af 1 mg/ml

MTT-lausn i 3 Klst. vid
stodlud raektunarskilyrdi

Er litur idefnisins of sterkur
til ad unnt sé ad gera
afgerandi forathugun vegna
beinnar afoxunar MTT?

k.

J—
Verdur blandan bla/fj6lubla? NEI
50 pL eda 50 mg af
Y WL eoa 5) mg ar FORATHUGU
préfunaridefni eru latin
o N VEGNA
standa i 1 ml af 1 mg/ml
" . BEINNAR
MTT-lausn i 3 klst. vid
" R AFOXUNAR
stodlud raektunarskilyrdi MTT

¥

Verdur blandan
bla/fjélubla?

]
ihuga skal annan af | I
tveimur eftirtdldum
moguleikum “

v v

4

Dol [

L 4
Nota skal ljéspétni Nota skal ljospéttni Nota skal Nota skal Nota skal litrofs-
eda litréfsmaelingakerfi eda litrofsmaelingakerfi litrofsmaelingakerfi Nota skal Nota skal meelingakerfi med
med habrysti-/utha- med haprysti-/utha- med haprysti-/titha- ljospéttni ljospéttni haprysti-/(itha-
prystivékvaskiljun prystivokvaskiljun prystivokvaskiliun brystivokvaskiliun

Gera skal samanburd med lifandi vef
samskeida hverri préfun sem er
framkveemd, fylgja heilu préfunarferli en

Gera skal samanburd med lifandi vef
samskeida hverri préfun sem er

framkveemd, fylgja heilu préfunarferli en
reekta i eeti i stadinn fyrir MTT reekta i eeti i stadinn fyrir MTT
(= %NSCifand) (= %NSCifand)

v v 0G

Gera skal samanburd med daudum vef Gera skal samanburd med daudum vef

og fylgja heilu préfunarferli (= %NSMTT) og fylgja heilu préfunarferli (= %NSMTT)

(einn naegir til ad leidrétta margar (einn naegir til ad leidrétta margar
préfanir) préfanir)

oG

Gera skal samanburd med daudum vef,

fylgja heilu préfunarferli en raekta i eeti i

stadinn fyrir MTT (= %NSCauaur) (€INN

naegir til ad leidrétta margar préfanir)

A h 4 A 4 h 4
Samanburair Endanlegur %lifveenleiki = ” ,Ff_";%’t":eg:{ffv“ﬁ)"fl‘/?if_"[e'k[: , Endanlegur %lifveenleiki = T
eru ekki %0leidréttur lifvaenleiki i préfun - °0 eo' rettur litveenleixi | protun - %oleidréttur lifvaenleiki i profun eru ekki
naudsynlegir %NSMTT Y%NSC iitandi - ONSMTT + - %NSCiitandi naudsynlegir

%NS Caausur
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4. vidbatir

FLADIRIT TIL SKYRINGAR SEM VEITIR LEIDBEININGAR UM HVERNIG A AD GREINA OG MEPHONDLA BEINA AFOXARA
MTT-LITAR OG/EDA LITATRUFLANDI IDEFNI, BYGGT A STOPLUPUM VERKLAGSREGLUM FYRIR FULLGILTA
VIDMIDUNARADFERD 1 (VRM2)

FORATHUGUN VEGNA
LITATRUFLUNAR

50 pl eda 50 mg af
préfunaridefni eru latin
standa i 1 ml af vatni i 1 kist.
Vvid stodlud reektunarskilyrdi

FORATHUGUN VEGNA BEINNAR Er ljospéttni vid 570 + 20 nm
AFOXUNAR MTT heerri en 0,08?

50 pl eda 50 mg af
préfunaridefni eru latin
standa i 2 ml af iséprépandli {
2-3 Kist. vio stofuhita

50 pl eda 50 mg af |

préfunaridefni eru latin

standa i 1 ml af 1 mg/ml
MTT-lausn i 3 klst. vid
stodlud raektunarskilyrdi

Er litur idefnisins of sterkur
til ad unnt sé ad gera
afgerandi forathugun vegna
beinnar afoxunar MTT?

A 4
Verdur blandan bla/fjélubla?

50 pl eda 50 mg af

p P’ X o FORATHUGU

préfunaridefni eru latin

o N VEGNA
standa i 1 ml af 1 mg/ml
’ . BEINNAR
MTT-lausn i 3 klst. vid
" g AFOXUNAR

stodlud raektunarskilyrdi MTT

Verdur blandan bla/fiélubla?
y A

Ja
fhuga skal annan af
tveimur eftirtéldum
moguleikum

h 4

Nota skal lj6spéttni

4

Nota skal ljospéttni eda
litréfsmaelingakerfi med

v v
Nota skal

Nota skal
eda litr6fsmaelingakerfi litr6fsmaelingakerfi I\_l’ota §ka_| N?ta §ka_| Iltréfsmaellngakerfl med
phés?rysl:i;/mrlé- /uthargg‘rast ':\figk'zzls'k iion med haprysti-/(tha- ljospéttni li6spéttni héaprysti-/(thé-
rystivokvaskijun prystivokvaskiljun

prystivekvaskiljun
Gera skal samanburd med lifandi vef
samskeida hverri préfun sem er
framkveemd, fylgja heilu préfunarferli en
reekta i eeti i stadinn fyrir MTT
B (= %NSCiifandi)

Gera skal samanburd med lifandi vef
samskeida hverri préfun sem er
framkveemd, fylgja heilu préfunarferli en
reekta i eeti i stadinn fyrir MTT
(= %NSCitandi)
v v °°
Gera skal samanburd med daudum vef
og fylgja heilu préfunarferli (= %NSMTT)
(einn neegir til ad leidrétta margar
préfanir)

Gera skal samanburd med daudum vef

og fylgja heilu préfunarferli (= %NSMTT)

(einn neegir til ad leidrétta margar
préfanir)

§ 06

Gera skal samanburd med daudum vef,
fylgja heilu préfunarferli en raekta i zeti i
stadinn fyrir MTT (= %NSCaausur) (€INN
neegir til ad leidrétta margar préfanir)

v v

Endanlegur %lifveenleiki =

Samanburdir
eru ekki

naudsynlegir

%G6leidréttur lifveenleiki i préfun -
%NSMTT

%O0leidréttur lifveenleiki i profun -
%NS Ciitandi - ONSMTT + %NSCdausur

A 4
Endanlegur %lifveenleiki =

Endanlegur %lifveenleiki =
%G6leidréttur lifveenleiki i préfun
- %NSCiifandi

4

Samanburdir
eru ekki
naudsynlegir
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5. vidbeetir

HELSTU MZLIPATTIR OG SAMPYKKTARVIPMIDANIR FYRIR HZEFI LITROFSMALINGAKERFIS MED HAPRYSTI-
JUTHAPRYSTIVOKVASKILIUN TIL MELINGAR A MTT-FORMASANI SEM ER DREGID UR RHCE-VEFJALIKONUM

Adferdarlysing Ur leidbeiningum matveela- og lyfjaeftirlits Bandarikjanna

Mealipattur (36. 0g 38. heimild) Sampykktarvidmidanir
Valvisi Greining & is6propandli, lifandi blanksyni (iséprépandlitdrattur ar Sveditrufiun < 20% af
lifandi RhCE-vefjalikonum an medhondlunar), dautt blanksyni svaediLLoq (1)
(is6propandlatdrattur ur daudum RhCE-vefjalikénum an
medhodndlunar) og & leysilit (t.d. metylenblama).
Samkvaemni Gedaeftirlit (p.e. MTT-formasan vid 1,6pug/ml, 16 ug/ml og 160 FS < 15% eda < 20%
pg/ml) i iséprépandli (n = 5) vegna LLOQ
Nakvaemni Gadaeftirlit i isopropandli (n =5) % fravika < 15% eda
<20% vegna LLOQ
Anrif efnividarins Geedaeftirlit i lifandi blanksyni (n = 5) 85% < % ahrif
efnividarins < 115%
Yfirfersla Greining & iséprépandli eftir stadli ULOQ (*) Svaeditrufiun < 20% af
svaediLLoo
Samanburdarnakveemni (innan | Prir 6hadir kvordunarferlar (& grundvelli sex samfelldra pynninga Kvordunarferlar: %
sama dags) MTT-formasans i is6propandl i hlutfollum 1:3, par sem byrjad er & | fravika < 15% eda < 20%
ULOQ, p.e. 200 pg/ml). vegna LLOQ
Gedaeftirlit  is6propandli (n = 5) Geedaeftirlit: % fravika

<15%o0g FS<15%
Samanburdarnakveemni (innan 1. dagur: Einn kvérdunarferill og geedaeftirlit i isdpropandli

sama dags) (n=3)
2. dagur: Einn kvordunarferill og gaedaeftirlit i isdpropanoli
(n=3)
3. dagur: Einn kvérdunarferill og gaedaeftirlit i isdpropanoli
(n=3)
Skammtimast6dugleiki MTT- | Gedaeftirlit i lifandi blanksyni (n = 3), greint & degi tilreidslu og % fravika < 15%
formasans i RhCE - eftir 24 kist. geymslu vid stofuhita
vefjadtdreetti
Langtimastddugleiki MTT- Gadaeftirlit i lifandi blanksyni (n=3), greint & degi tilreidslu og % fravika < 15%
formasans i RhCE - eftir nokkurra daga geymslu vid -20 °C

vefjautdreetti, ef porf krefur

(*) LLOQ: Nedri magngreiningarmork, skilgreind til ad na yfir 1-2% lifveenleika vefjar, p.e. 0,8 pg/ml.
(®» ULOQ: Efri magngreiningarmérk, skilgreind pannig ad pau eru a.m.k. tvofalt heaerri en hasti styrkur MTT-formasans i
is6propanolatdrattum ar neikveedum samanburdum sem buist er vid (~70 pg/ml i fullgiltu vidmidunaradferdinni), p.e. 200 pg/ml.
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B.70  GREINING I GLASI MED ENDURRODUBUM ESTROGENVIDTAKA UR MONNUM (hrER) TIL AD GREINA IDEFNI
MED BINDINGAS/EKNI VID ESTROGENVIDTAKA

ALMENNUR INNGANGUR

Viomidunarregla OECD um préfanir byggd & notheefi

1.  bessi profunaradferd jafngildir OECD-vidmidunarreglu 493 um préfanir (2015). Viomidunarregla 493 um profanir er
vidmidunarregla um préfanir byggd & nothefi (PBTG), par sem lyst er adferdarfradi greininga i glasi med endurrddudum
vidtaka Ur monnum til ad greina efni med bindingasekni vid estrogenvidtaka (hrER-bindingagreiningar). Hun
samanstendur af tveimur samsvarandi greiningum, med tilliti til verkunarmata og virkni, til greiningar & efnum sem
bindast estrogenvidtokum (p.e. ERa) og &tti ad audvelda préun nyrra samsvarandi eda breyttra greininga i samreemi vid
meginreglurnar um fullgildingu sem settar eru fram i leidbeiningarskjali Efnahags- og framfarastofnunarinnar um
fullgildingu og alpjodlega stadfestingu & nyjum eda uppferdum profunaradferdum fyrir haettumat (1. heimild). Fullgiltu
viomidunarpréfunaradferdirnar (2. vidbatir og 3. vidbatir) sem leggja grunninn ad pessari vidmidunarreglu um préfanir
byggda & nothefi eru:

— ,Freyberger-Wilson (FW) In Vitro Estrogen Receptor (ER) Binding Assay Using a Full Length Human Recombinant
ERa“ (2. heimild) og

— ,,The Chemical Evaluation and Research Institute (CERI) In Vitro Estrogen Receptor Binding Assay Using a Human
Recombinant Ligand Binding Domain Protein® (2. heimild).

Nothefisstadlar (3. heimild) eru tilteekir til ad audvelda préun og fullgildingu svipadra profunaradferda fyrir somu
endapunkta hettu og gefa feri & timanlegum breytingum & vidmidunarreglu 493 um préfanir byggd & nothefi pannig ad
haegt sé ad bata nyjum, svipudum greiningum vid uppferda vidmidunarreglu um préfanir byggd & nothafi. b6 verdur
svipudum préfunargreiningum einungis beett vid eftir endurskodun og sampykki Efnahags- og framfarastofnunarinnar
fyrir pvi ad notheafisstadlar seu uppfylltir. Greiningarnar sem er ad finna i vidmidunarreglu 493 um préfanir er unnt ad
nota jafnt til ad uppfylla krofur landa um nidurstddur ur préfunum & bindingu vid estrdgenvidtaka (ER) og njéta um leid
g00s af gagnkvaemri sampykkt gagna samkveemt samkomulagi Efnahags- og framfarastofnunarinnar.

Bakgrunnur og meginreglur greininganna sem falla undir pessa préfunaradferd

2. Efnahags- og framfarastofnunin hafdi frumkveedi ad forgangsadgerd arid 1998 til ad endurskoda fyrirliggjandi
viomidunarreglur fyrir préfanir og préa nyjar viomidunarreglur fyrir skimun og préfun & hugsanlega innkirtlatruflandi
efnum. Hugtakarammi Efnahags- og framfarastofnunarinnar fyrir préfun og mat & innkirtlatruflandi idefnum var
endurskodadur arid 2012. Upphaflega sem og endurskodada hugtakarammann er ad finna sem vidauka i leidbein-
ingarskjali um stadladar viomidunarreglur um préfanir til ad meta idefni med tilliti til innkirtlatruflandi eiginleika (4.
heimild). Hugtakaramminn samanstendur af fimm stigum, hvert stig samsvarar mismunandi stigi liffreedilegs
margbreytileika. ER-bindingagreiningarnar, sem lyst er i pessari profunaradferd, tilheyra 2. stigi sem felur i sér greiningar
i glasi sem veita upplysingar um valid eda valin gangvirki/valinn eda valda ferla innkirtlastarfsemi. bessi profunaradferd
er fyrir greiningar i glasi & bindingu vid vidtaka og henni er @tlad ad greina bindla a-estrdgenvidtaka (ERa) Ur ménnum.

3. Synt hefur verid fram & med skyrum hetti gildi ER-bindingagreiningar i glasi fyrir liffredilega virkni. ER-
bindingagreiningum er &tlad ad greina idefni sem geta mdgulega truflad estrégenhormdnaferlio og paer hafa verid mikid
notadar undanfarna tvo &ratugi til ad lysa eiginleikum dreifingar estrogenvidtaka i vefjum sem og til ad greina
estrogenvidtakadrva/-blokka. Pbessar greiningar endurspegla vixlverkun bindils-vidtaka sem er fyrsta stig

estrogenbodmidlunarleidarinnar og naudsynleg fyrir eexlunarstarfsemi hja 6llum hryggdyrum.
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4. Vixlverkun estrdgens vid estrogenvidtaka (ER) getur haft ahrif & umritun estroégenstyrdra gena og kallad fram &hrif, sem
tengjast ekki genamenginu, sem geta leitt til 6rvunar eda heftingar & frumuferlum, p.m.t. pau sem eru naudsynleg fyrir
frumufjolgun, edlilegan fosturproska og exlunarstarfsemi (5.—7. heimild). Truflun 4 edlilegum estrégenvirkum kerfum
getur e.t.v. komid af stad skadlegum ahrifum & edlilega proskun (einstaklingsmyndun), frijésemisheilbrigdi og heilleika
axlunarferakerfisins. Ovideigandi bodmidlun estrogenvidtaka geta leitt til ahrifa s.s. aukinnar ahattu & horménahadu
krabbameini, skertrar frjosemi og breytinga & vexti og proskun fésturs (8. heimild).

5. Bindingagreiningar i glasi byggjast a4 beinni vixlverkun efnis vid tiltekinn bindistad fyrir vidtakabindil sem styrir
genaumrituninni. Lykilpatturinn i bindingagreiningu a endurréoudum vidtaka fyrir a-estrégen Ur ménnum (hrERa) er ad
mela getu geislamerkts bindils ([3H]17p-estradiol) til ad bindast estrogenvidtaka vid stighekkandi styrkleika
préfunarioefnis (p.e. samkeppni um bindingu). Préfunarioefni sem bua yfir mikilli seekni i estrogenvidtakann (ER) keppa
vid geislamerkta bindilinn vid leegri styrk, samanborid vid pau idefni sem eru med minni sakni i vidtakann. bessi greining
samanstendur af tveimur mikilveegum pattum: mettunarbindingatilraun (e. saturation binding experiment) til ad lysa
eiginleikum breyta i vixlverkun milli vidtaka og bindils og skrd ER-sérteekid og par & eftir kemur samkeppnishad
bindingatilraun (e. competitive binding experiment) sem lysir eiginleikum samkeppni milli préfunaridefnis og
geislamerkts bindils vid bindingu vid ER.

6.  Synt hefur verid fram & gildi og areidanleika CERI- og FW-bindingagreininganna fyrir &tladan tilgang peirra med
fullgildingarrannséknum (2. heimild).

7. Skilgreiningar og skammstafanir sem notadar eru i pessari profunaradferd eru settar fram i 1. vidbaeti.

Gildissvid og takmarkanir i tengslum vid vidtakabindingargreiningar

8. Lagt er til ad pessar greiningar séu notadar vid skimun og forgangsrédun en par geta einnig veitt upplysingar um
sameindarasingu sem hegt er ad nota vid greiningu & veegi rokstuddra visbendinga. ber varda bindingu idefnis vid
bindisvaedi ERa-bindilsins i préfunarkerfi i glasi. Nidurstddurnar skal pvi ekki yfirfeera beint & flokin bod og styringu
6skaddada innkirtlakerfisins i lifi.

9.  Binding nétturulega bindilsins 17p-estradiols er fyrsta stigid i r6d sameindavidburda sem virkja umritun markgena og na
ad lokum h&marki med lifedlisfreedilegri breytingu (9. heimild). par af leidandi telst binding vid bindisvedi ERa-
bindilsins vera eitt af lykilgangvirkjum estrogenvidtakabundinnar innkirtlatruflunar pé ad innkirtlatruflun geti orsakast
vegna annarra gangvirkja, p.m.t. eru i. vixlverkanir vid 6nnur ERa-svadi en bindingargrép (e. binding pocket) bindilsins,
ii. vixlverkanir vid adra vidtaka sem skipta mali fyrir bodmidlun estrégens, ERp-vidtaka og G-prétintengda
estrogenvidtaka, adra vidtaka og ensimkerfi innan innkirtlakerfisins, iii. horménanymyndun, iv. efnaskiptavirkjun og/eda
ovirkjun hormona, v. dreifing hormdna i markvefi og vi. Uthreinsun horména ar likamanum. Engin greininganna i pessari
préfunaradferd vardar pessa verkunarhatti.
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10. bessi profunaradferd vardar getu efna til ad bindast vidtaka fyrir a-estrégen (ERa) Ur ménnum og gerir ekki greinarmun &
ERa-6rvum eda -blokkum. Pbessi greining vardar ekki heldur frekari atburdi par fyrir aftan, s.s. genaumritun eda
lifedlisfredilegar breytingar. Ad teknu tilliti til pess ad einungis stk efni med einum efnispatti voru notud i
fullgildingunni hefur ekki verid fjallad um nothafid fyrir profunarblondur. Fredilega séd teljast greiningarnar samt sem
adur nothaefar til préfunar a fjdlpattaefnum og bléndum. Adur en pessi adferd til préfunar a bléndu, sem er framkvaemd til
ad fa gogn sem fyrirhugad er ad nota i eftirlitsskyni, er notud skal skodad hvort, og pa af hverju, hin geti veitt nidurstodur
sem eru fullnaegjandi i peim tilgangi. Ekki er porf & slikri skodun ef profun & bléndunni er krafa af halfu eftirlitsyfirvalda.

11. Frumulaus vidtakakerfi eru ekki med edlislega efnaskiptagetu og pau voru ekki fullgilt i samsetningu med
efnaskiptaensimkerfum. Pé er moégulega heaegt ad fella ensimvirkni inn i hdnnun rannséknar en slikt myndi Gtheimta
frekara framtak til fullgildingar.

12. Ekki ma profa idefni sem geta mengad protinid (p.e. vidtakaprétin), s.s. yfirbordsvirkt efni eda idefni sem geta breytt
syrustigi greiningarjafnalausnarinnar, eda pa ad einungis ma préfa pau i styrk sem er laus vid slikar vixlverkanir. Ad
066rum kosti myndi styrkbilio, sem hagt er ad profa i greiningunum fyrir profunaridefni, takmarkast af leysni pess i
greiningarjafnalausninni.

13. Préfunarnidurstédurnar fyrir efnin 24, sem voru préfud i badum fullgiltu greiningunum sem lyst er i pessari
préfunaradferd, eru gefnar upp i toflu 1 i upplysingaskyni. Byggt & birtum skyrslum, p.m.t. um greiningar i glasi &
ER-umritunarvirkjun og/eda greiningunni & legérvun (9.—15. heimild), eru 17 af pessum efnum flokkud sem efni sem
bindast estrdgenvidtaka (ER) og 6 sem efni sem bindast ekki. Ad pvi er vardar gégnin sem eru tekin saman i toflu 1 var
nastum pvi 100% samkvaemni milli greininganna tveggja vardandi flokkun allra efnanna upp a8 10“M og hvert efni var
rétt flokkad sem efni sem binst eda binst ekki ER. Vidbdtarupplysingar um pennan flokk efna, sem og um vidboétarefni
sem voru profud i estrégenvidtakabindingagreiningum (ER-bindingagreiningum) i fullgildingarrannséknunum, koma fram
i nothefisstddlum fyrir hrER-bindingagreininguna (3. heimild) i 2. vidbeeti (t6flur 1, 2 og 3).



Tafla 1

Flokkun i efni sem bindast eda bindast ekki vid estrdgenvidtaka (ER) samkvemt préfun i FW- og CERI-hrER-bindingagreiningum asamt samanburdi vid pa svorun sem buist er vid

Svérun sem buist

var vié FW-greining CERI-greining
Efnaheiti CAS-nimer MeSH-idefnaflokkur Voruflokkur
Styrkbil (M) Flokkun Styrkbil (M) Flokkun

1 17B-estradiol 50-28-2 Binst 1x101-1x106 Binst 1x10-1%-1x10® Binst Steri Lyf, efni til
dyraleekninga

2 Noretynddrel 68-23-5 Binst 3x10°-30x10* Binst 3x10°-30x10 Binst Steri Lyf, efni til
dyralaekninga

3 Noretindron 68-22-4 Binst 3x109-30x10* Binst 3x10°-30x10* Binst Steri Lyf, efni til
dyralaekninga

4 Di-n-butylpalat 84-74-2 Binst ekki (*) 1x10-10-1x10 Binst ekki (**) 1x1010-1x10 Binst ekki (**) Vetniskolefni Mykiefni, milliefni
&) ) (hringad), estri

5 DES 56-53-1 Binst 1x1010-1x103 Binst 1x1010-1x103 Binst Vetniskolefni Lyf, efni til
(hringad), fenol dyralaekninga

6 17a-etynylestradiol 57-63-6 Binst 1x10-10-1x10-3 Binst 1x10-10-1x103 Binst Steri Lyf, efni til
dyralaekninga

7 Mesd-Hexestrdl 84-16-2 Binst 1x1010-1x103 Binst 1x1010-1x103 Binst Vetniskolefni Lyf, efni til
(hringad), fenol dyralaekninga

8 Genistein 446-72-0 Binst 1x10710-1x10-3 Binst 1x10-10-1x103 Binst Vetniskolefni Nattaruvara

(hringad),
flavondio
9 Ekvol 531-95-3 Binst 1x10-1°-1x103 Binst 1x101°-1x10°3 Binst Pléntuestrégenumb Natturuvara
rotsefni

10 Butylparaben (n-butyl- 94-26-8 Binst 1x10710-1x10-3 Binst 1x10-10-1x103 Binst Paraben Rotvarnarefni

4-hydroxybensdat)
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Svorun sem baist

var via FW-greining CERI-greining
Efnaheiti CAS-nimer MeSH-idefnaflokkur Voruflokkur
Styrkbil (M) Flokkun Styrkbil (M) Flokkun
11 Nonylefnol (blanda) 84852-15-3 Binst 1x10710-1x10-3 Binst 1x10-10-1x103 Binst Alkylfenol Milliefni
12 o,p’-DDT 789-02-6 Binst 1x10710-1x10°3 Binst 1x10710-1x103 Binst Lifreen Skordyraeitur
klérsambénd
13 Kortikosteron 50-22-6 Binst ekki (*) 1x10710-1x10 Binst ekki 1x10-10-1x10* Binst ekki Steri Nattaruvara
14 Searalenén 17924-92-4 Binst 1x1010-1x10°® Binst 1x10710-1x103 Binst Vetniskolefni Nattaruvara
(hringad), lakton
15 Tamoxifen 10540-29-1 Binst 1x1010-1x103 Binst 1x1010-1x103 Binst Vetniskolefni, Lyf, efni til
(hringad) dyralaekninga
16 5a-dihydrétestosteron 521-18-6 Binst 1x1010-1x103 Binst 1x1010-1x103 Binst Steri, ekki fendl Nattdruvara
17 Bisfendl A 80-05-7 Binst 1x10710-1x10-3 Binst 1x10-10-1x103 Binst Fenol Milliefni
18 4-n-heptylfendl 1987-50-4 Binst 1x1010-1x103 Tvired (3) 1x1010-1x10°3 Binst Alkylfenol Millihragi
19 Kepon (klérdekdn) 143-50-0 Binst 1x10-10-1x10-3 Binst 1x10-10-1x103 Binst Vetniskolefni, Plagueyair
(hal6genad)
20 Bens[a]antrasen 56-55-3 Binst ekki 1x10-1°-1x103 Binst ekki (°) 1x101°-1x10°3 Binst ekki (°) Arématisk Millihragi
vetniskolefni
21 Enterdlaktén 78473-71-9 Binst 1x10710-1x10-3 Binst 1x10-10-1x103 Binst Plontuestrogen NattGruvara
22 Prégesterén 57-83-0 Binst ekki (*) 1x10-1°-1x10 Binst ekki 1x10-1°-1x10 Binst ekki Steri Nattaruvara

8¥./eL N
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Svorlj/r;;s?/ri% buist FW-greining CERI-greining
Efnaheiti CAS-nimer MeSH-idefnaflokkur Voruflokkur
Styrkbil (M) Flokkun Styrkbil (M) Flokkun
23 Oktyltrietoxysilan 2943-75-1 Binst ekki 1x101-1x103 Binst ekki 1x1010-1x103 Binst ekki Silan Yfirbordsbreytiefni
24 Atrasin 1912-24-9 | Binst ekki (*) 1x10-10-1x104 Binst ekki 1x10-10-1x10 Binst ekki Heturhringlida Iligresiseydir
samband

(*) Leysnimork < 1x 10*M.

(**) Notkun og flokkun & di-n-butylpalati (DBP) sem efni sem binst ekki var byggt & préfun allt upp ad 10 M af pvi ad komid hafdi i ljés & nokkrum rannséknarstofum i forfullgildingarrannséknunum ad efnid var
6leysanlegt vid 10°M (t.d. grugg).

(") T fullgildingarrannsokninni var di-n-batylpalat (DBP) profad sem kodad profunarefni i styrk sem nam allt ad 10°M. Vid pessi skilyrdi kom i ljos & nokkrum rannsoknarstofum annad hvort minnkun & bindingu
geislamerkts bindils vid hesta styrk (10°M) og/eda tvired feriladlogun. I pessum keyrslum var di-n-butylpalat (DBP) flokkad sem , tvirett eda ,binst“ i 3/5 rannsoknarstofum sem notudu CERI-greininguna og i 5/6
rannsoknarstofum sem notudu FW-greininguna (sja tilvisun (2. heimild), a- og b-1id 3 lidar i B-1id i V. paetti og A-lid VI. lidar).

(®  Flokkunin var ekki i samreemi vid pa flokkun sem buist var vid. Flokkun 4-n-heptylfenols sem ,.tvirett“ eda ,,binst ekki* i 3/5 rannsoknarstofum leiddi af sér medalflokkun sem ,.tviraett*. Nanari skodun leiddi i ljos ad
petta stafadi af takmorkunum & leysni idefnis sem kom i veg fyrir ad ferillinn syndi fulla bindingu.

(®) T fullgildingarrannsékninni var bens[a]antrasen endurflokkad sem efni sem binst ekki (p.e. neikvaett) & grundvelli birtra skrifa par sem synt er fram & ad estrgenlik virkni i glasi sem greint var fra vegna pessa efnis

byggist fyrst og fremst & efnaskiptavirkjun pess. Ekki er gert rad fyrir ensimefnaskiptavirkjun efnisins i frumulausum hrER-bindingagreiningum eins og eru notadar i pessum fullgildingum milli stofa. par af leidandi er
rétt flokkun & pessu efni ,,binst ekki* pegar pad er notad vid tilraunaskilyrdi i FW- og CERI-greiningum.
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PATTIR hrER-BINDINGAGREININGAR

Grundvallarpeettir greiningar

14. bessi préfunaradferd gildir um greiningar par sem notadir eru ER-viotaki og hefilega sterkur bindill fyrir vidtakann sem
haegt er ad nota sem marka/sporefni fyrir greininguna og sem heegt er ad rydja burtu vid stighekkandi styrkleika
préfunarioefnis. Bindingagreiningar innihalda eftirfarandi tvo mikilveega peetti: 1) mettunarbindingu og 2) samkeppn-
ishada bindingu. Mettunarbindingagreining er notud til ad stadfesta sérteeki og virkni vidtdkuefnablandna en samkeppn-
ishad bindingatilraun er notud til ad meta getu préfunaridefnis til ad bindast hrER.

Samanburdir

15. Lysa skal grundvellinum fyrir tillagt samskeida vidmidunarestrégen og samanburdi. Samskeida samanburdir (leysir
(buroarefni), jakvatt (efni sem binst ER; sterk og veik sakni), neikveett (efni sem binst ekki)), eins og vid &, gefa
visbendingu um ad greiningin er virk vid préfunarskilyrdin og eru grundvéllur fyrir samanburd & tilraunum; peir eru
yfirleitt hluti af vidmidunum fyrir asattanleika fyrir tiltekna tilraun (1. heimild). | einum bakka, vid hverja keyrslu, skulu
vera allir styrkleikar i styrkferlum vidmidunarestrdgensins og samanburdanna (p.e. binst veikt og binst ekki). Allir adrir
bakkar skulu innihalda: 1) haan (geislamerktum bindli u.p.b. alveg rutt frd) og midlungshaan (u.p.b. ICso) styrk af E2 og
efni sem binst veikt, prju sett af hverju; 2) samanburd med leysi og dsérteeku bindiefni, prju sett af hverju.

Stadlad verklag vio gedaeftirlit

16. Stadlad verklag vid geedaeftirlit skal framkveemt eins og lyst er fyrir hverja greiningu til ad tryggja ad vidtakar séu virkir,
rétta styrkleika idefna, ad vikmarkamorkin haldist stddug gegnum margar endurtekningar og til ad halda getunni til ad
veita pa ER-bindingasvorun sem bdist var vid yfir lengri tima.

Synt fram a haefni rannséknarstofu

17.  Adur en opekkt idefni eru profud med einhverri af greiningunum i pessari profunaradferd skal hver rannsoknarstofa syna
fram & haefni vid notkun greiningarinnar med pvi ad framkvaema mettunargreiningar til ad stadfesta sértaeki og virkni ER-
efnabléndunnar og samkeppnishadar bindingagreiningar med viomidunarestrogeninu og samanburdunum (efni sem binst
veikt og efni sem binst ekki). Rannsdknarstofan skal koma & fot sdgulegum gagnagrunni med nidurstéoum um
vidmidunarestrogenid og samanburdina sem verda til ur 3 til 5 sjalfsteedum tilraunum sem eru gerdar & mismunandi
dogum. bessar tilraunir verda grunnur rannsoknarstofunnar fyrir vidmidunarestrégenio og rannsoknarsdgulega
samanburdi og verda notadar sem mat ad hluta til & aseettanleika greiningarinnar fyrir keyrslur i framtidinni.

18. Svorunargeta profunarkerfisins verdur einnig stadfest med pvi ad prdfa haefnisefnin sem eru talin upp i toflu 2. Skréin yfir
hefnisefnin er hlutmengi vidmidunarefnanna sem eru tilgreind i nothefisstodlunum fyrir ER-bindingagreiningarnar
(3. heimild). pessi efni fast & almennum markadi, eru ar peim flokkum idefna sem eru almennt tengdir ER-bindingavirkni,
syna videigandi matt fyrir pann styrk sem buist var vid fyrir efni sem bindast ER (p.e. sterk yfir i veik) eda ekki (p.e.
neikveed). Ad pvi er vardar hvert hefnisefni skulu styrkleikarnir sem eru préfadir spanna styrkbilin sem eru gefin upp i
toflu 2. Gera skal a.m.k. prjar tilraunir fyrir hvert efni og nidurstddurnar skulu vera i samraemi vid pa virkni idefnisins sem
buist var vid. Hver tilraun skal gerd adskilid (p.e. med nyjum pynningum af vidtaka, idefnum og préfefni) med premur
samhlida préfunum fyrir hvern styrkleika. Synt er fram & hafni med réttri flokkun (jakveett/neikveett) a hverju heefnisefni.
Hver teeknimadur skal framkveema hafnisprofun pegar hann leerir & greiningarnar.



Tafla 2

Skra yfir samanburdi og haefnisefni fyrir samkeppnishadar hrER-bindingagreiningar (2)

Svérun sem buist var vid

Nr. Efnaheiti CAS-nlmer (?) 6 () Styrkbil profunar (M) MeSH-idefnaflokkur (5) Voruflokkur (5)
Samanburdir (vidmidunarestrdgen, efni sem binst veikt, binst ekki)
1 17R-estradiol 50-28-2 Binst 1x1011-1x10® Steri Lyf, efni til dyraleekninga
2 Noretynodrel eda 68-23-5 (eda) 68-22-4 Binst 3x10-30x10® Steri Lyf, efni til dyraleekninga
noretindrén
3 Oktyltrietoxysilan 2943-75-1 Binst ekki 1x10-10-1x103 Silan Yfirbordsbreytiefni
Heefnisefni (6)

4 Dietylstilbdestrol 56-53-1 Binst 1x10-11-1x10 Vetniskolefni (hringad), fendl Lyf, efni til dyraleekninga
5 17a-etynylestradiol 57-63-6 Binst 1x10-1%-1x106 Steri Lyf, efni til dyraleekninga
6 Meso6-Hexestrol 84-16-2 Binst 1x10-1%-1x106 Vetniskolefni (hringad), fendl Lyf, efni til dyraleekninga
7 Tamoxifen 10540-29-1 Binst 1x1011-1x10® Vetniskolefni (hringad) Lyf, efni til dyraleekninga
8 Genistein 446-72-0 Binst 1x1010-1x103 Heturhringlida samband, Néttaruvara

flavonéio
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Svérun sem buist var vid

Nr. Efnaheiti CAS-nlmer (?) 6 () Styrkbil profunar (M) MeSH-idefnaflokkur (5) Voruflokkur (5)
9 Bisfendl A 80-05-7 Binst 1x101°-1x103 Fendl Milliefni
10 Searalénén 17924-92-4 Binst 1x1011-1x103 Heturhringlida samband, Nattaruvara
lakton
11 Butylparaben 94-26-8 Binst 1x1011-1x10°3 Karboxylsyra, fenél Rotvarnarefni
12 Atrasin 1912-24-9 Binst ekki 1x10-1%-1x10® Heturhringlida samband IlIgresiseydir
13 Di-n-batylpalat (DBP) (7) 84-74-2 Binst ekki (8) 1x1010-1x10 Vetniskolefni (hringad), estri Mykiefni, milliefni
14 Kortikdsteron 50-22-6 Binst ekki 1x10-1-1x104 Steri Néttaruvara
(1) Ef heefnisefni feest ekki lengur & almennum markadi er heegt ad nota efni med sému flokkun ER-bindinga, sambarilegan métt og idefnaflokk.
(®» Skammstafanir: CAS-nimer = Skraningarnimer hja Upplysingapjonustu um idefni.
(3) Flokkun sem efni sem binst ERa eda efni sem binst pvi ekki i fullgildingarrannsékninni fyrir CERI- og FW-hrER-bindingagreiningarnar.
(%) ER-bindingavirknin var byggd & bakgrunnsskjolum vegna endurskodunar samremingarnefndar stofnana um fullgildingu stadgénguadferda & ER-bindingagreiningum og TA-greiningum (9. heimild) sem og & gégnum
sem byggd eru & athugunum og 6drum upplysingum 0r birtum og endurskodudum rannsoknum sem visad er til ( 10.—15. heimild).
(5) Efnin voru flokkud i einn eda fleiri idefnaflokka med pvi ad nota alpjédlega pekkt flokkunarkerfi U.S. National Library of Medicine’s Medical Subject Headings (MeSH) (adgengilegt &: http://www.nlm.nih.gov/mesh).
(6) Efnin voru flokkud i einn eda fleiri voruflokka med pvi ad nota gagnagrunn U.S. National Library of Medicine’s Hazardous Substances Database (adgengilegt &: http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlgen?HSDB)
(") Hegt er ad nota di-n-bltylpalat (DBP) til samanburdar sem stadgonguefni sem binst ekki, préfad i hamarksstyrk sem nemur 10 M.
(8) Leysnimork fyrir petta efni eru 10“ M. Notkun og flokkun & di-n-butylpalati (DBP) sem efni sem binst ekki voru byggdar a profun allt upp ad 10 M af pvi ad komid hafdi i 1jos & nokkrum rannsoknarstofum i

forfullgildingarrannséknunum ad efnid var oleysanlegt vid 10-*M (t.d. grugg).
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Préfun & leysni og akvordun a styrkbili préfunaridefna

19. Framkvema skal upphafsprofun til ad akvarda leysnimork fyrir hvert préfunaridefni og til ad finna videigandi styrkbil til
ad nota pegar préfunin er framkvaemd. | upphafi skal akvarda leysnimérk fyrir hvert préfunaridefni i leysinum og
stadfesta pau frekar vid greiningarskilyrdi. Lokastyrkurinn sem er préfadur i greiningunni skal ekki fara yfir 1 mM.
Skammtasterdarrannsékn samanstendur af samanburdi med leysi asamt log 8 radpynningum sem hefjast & leyfilegum
hamarksstyrk (t.d. 1 mM eda laegri, byggt & leysnimérkunum) og veita skal pvi athygli hvort pad sést grugg eda botnfall.
Styrkleikar i annarri og pridju tilraun skulu adlagadir eins og vid a til ad lysa betur eiginleikum ferils styrkhadrar svérunar.

Viomidanir fyrir asaettanleika préfunarkeyrslu

20. Sampykki eda hofnun préfunarkeyrslu byggist & matinu & nidurstddunum sem fast fyrir vidmidunarestrogen og
samanburdi sem notadir eru fyrir hverja tilraun. | fyrsta lagi skulu allir styrkleikar i styrkferlum vidmidunarsam-
anburdarins i hverri tilraun med bakka 1 vera i samremi vid melingar & frammistddu med feriladlégunarbreytum
(t.d. 1Cs0 0g Hill-hallagildi), byggt & nidurstddunum sem greint er fra vardandi vidkomandi adferdarlysingar fyrir CERI-
og FW-greiningarnar (2. og 3. vidbeetir), og rannsoknarsdgulegum samanburdargégnum fra rannsoknarstofunni sem
framkveemdi préfunina. Allur samanburdur (vidmidunarestrogen, efni sem binst veikt og binst ekki) skal vera flokkadur &
réttan hatt fyrir hverja tilraun. T 6dru lagi parf ad meta samanburdi & éllum sidari bokkum m.t.t. samkveemni vid bakka
1. Nota skal fullneegjandi styrkbil préfunaridefnisins til ad skilgreina & skyran hatt toppinn & ferli samkeppnishadrar
bindingar. Breytileiki i samhlida profunum & hverjum styrkleika préfunaridefnisins sem og i sjalfsteedu keyrslunum
premur skal vera hefilegur og visindalega forsvaranlegur. Syna skal fram & getu til ad framkveema greininguna med
samremdum hatti med pvi ad préa og vidhalda ségulegum gagnagrunni fyrir viomidunarestrégen og samanburdi. Nota
maé stadalfravik eda fraviksstudla fyrir medaltal ferlanna fyrir viomidunarestrégen og samanburdarefni sem bindast veikt,
0g eru i samraemi vio melipetti Ur mérgum tilraunum, sem melikvarda & samanburdarndkveemni innan rannséknarstofu.
Nota skal sérfreedidlit pegar farid er yfir nidurstédur Ur bakkasamanburdi ar hverri keyrslu sem og med hverju
préfunaridefni.

Ad auki skal uppfylla eftirfarandi meginreglur vardandi vidmidanir fyrir aseattanleika:

— Gognin skulu vera nzgileg fyrir megindlegt mat & bindingu vid ER

— Styrkleikarnir sem eru profadir skulu vera innan leysnisvids profunaridefnisins

Greining gagna

21. Skilgreint verklag fyrir greiningu gagna um mettunarbindingu og samkeppnishada bindingu skulu vera i samrami vid
helstu meginreglur um lysingu & eiginleikum vixlverkunar milli vidtaka og bindils. Yfirleitt eru gégn um
mettunarbindingu greind med pvi ad nota olinulegt adhvarfslikan par sem tekid er tillit til samanlagdrar bindingar og
oOsérteekrar bindingar. Vid akvordun & hamarksfjolda bindistada (Bmax) og klofnunarfasta (Kd) getur verid naudsynlegt ad
leidrétta fyrir bindlatemingu (e. ligand depletion) (t.d. Swillens, 1995 (19. heimild)). Gégnum ar samkeppnishadum
bindingagreiningum er yfirleitt umbreytt (t.d. hundradshlutfall sérteekrar bindingar og styrkur préfunaridefnis (log M)).
Akvarda skal aztlad log(ICso) fyrir hvert profunaridefni med pvi ad nota videigandi 6linulegan feriladlégunarhugbinad til
ad adlaga Hill-jofnu med fjérum breytum. Eftir upphaflega greiningu skal fa fram feriladldgunarbreytur og gera sjonreena
skodun & pvi hversu vel bindingagégnin falla ad fengnum ferli samkeppnishadrar bindingar. I sumum tilvikum kann ad
vera porf & vidbotargreiningum til ad fa bestu feriladldégunina (t.d. topp- og/eda botnpvingun ferilsins, notkun & 10%
reglunni, sja 4. vidbati og 2. heimild (2. lidur A-lidar i I11. lid).

22. Pbegar viomidanir fyrir asettanleika (20. lidur) eru uppfylltar bendir pad til pess ad greiningarkerfid starfi & tilhlydilegan
hatt en pad tryggir ekki ad tiltekid prof gefi ndkveem gdgn. Endurtekning réttra nidurstadna ur fyrsta préfinu er besta
visbendingin um ad ndkvaeem gogn hafi fengist.
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Almennar vidmidanir um tdlkun gagna

23. Sem stendur er ekKi til nein adferd sem rikir einhugur um til ad talka gégn um bindingu vid ER. B&di megindleg (t.d. efni
sem binst/binst ekki) og/eda eigindleg (t.d. log ICso, hlutfallsleg bindingasekni (RBA) o.s.frv.) mét & hrER-bundinni
virkni skulu pé byggd a4 gégnum sem byggd eru a athugunum og traustu visindalegu mati.

Préfunarskyrsla

24, Eftirtaldar upplysingar skulu vera i préfunarskyrslunni:

Greining:

— greining sem er notud,

Samanburdur/vidmidunarefni/préfunaridefni

— uppruni, lotundmer, sidasti notkunardagur, ef hann liggur fyrir,

— stdougleiki profunaridefnisins, ef hann er pekktur,

— leysni og stddugleiki profunaridefnisins i leysinum, ef pekkt,

— meling & syrustigi, osmolalstyrk og botnfellingu i reektunareetinu sem profunaridefninu var bett i, eins og vid 4.

Efni med einum efnispeetti:

— Utlit, vatnsleysni og adrir edlisefnafradilegir eiginleikar sem skipta mali,

— efnafredileg sanngreining, s.s. IUPAC- eda CAS-heiti, CAS-nr., SMILES- eda InChl-k4di, byggingarformula,
hreinleiki, efnakenni 6hreininda, eins og vid & og er teeknilega mogulegt, 0.s.frv.

Fjolpattaefni, UVCB-efni og bléndur:

— lysing & eiginleikum eins og kostur er med efnakenni (sjd hér & undan), magnbundnu innihaldi og peim
edlisefnafreedilegu eiginleikum efnispattanna sem skipta mali.

Leysir og burdarefni:

— lysing & eiginleikum (edli, birgir og lota),

— ok fyrir vali & leysi eda buroarefni,

— leysni og stédugleiki profunaridefnisins i leysinum/burdarefninu, ef pekkt.

Vidtakar:

— uppruni vidtaka (birgir, verdlistanr., lota, tegundir vidtaka, styrkur virks vidtaka sem birgir leetur i té, vottun fra birgi),
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— lysing & eiginleikum vidtaka (p.m.t. nidurstddur mettunarbindingar): Kd, Bmax,

— geymsla vidtaka,

— geislamerktur bindill:

— birgir, verdlistanr., lota, edlisvirkni.

Profunarskilyrdi:

— takmarkanir & leysni vio greiningarskilyrai,

— samsetning bindijafnalausnar,

— styrkur vidtaka,

— styrkur sporefnis (p.e. geislamerkts bindils),

— styrkur préfunaridefnis,

— hundradshlutfall burdarefnis i lokagreiningunni,

— vidstdduhitastig og -lengd synisins,

— adferd vid bundinn/ébundinn adskilnad,

— neikvad(ir) og jakveed(ir) samanburdir/vidmidunarefni,

— vidmidanir til ad meta hvort nidurstddur rannsdkna seu jakvaedar, neikveedar eda dvissar,

Asettanleikaathugun:

— raunveruleg gildi 1Cso og Hill-hallatdlu fyrir samskeida jakvaed(a) samanburdi/vidmidunarefni.

Nidurstddur:

— 6unnin gdgn og bundin/ébundin gogn,

— stadfestingarathugun & mengun, ef vid 4,

— leegsti hrifstyrkur, ef hann er fyrir hendi,

— hlutfallsleg bindisaekni og/eda I1Cso-gildi, eins og vid &,

— tengsl milli styrks og svérunar, ef unnt er,

— tolfreedilegar greiningar, ef til eru, asamt melingu & skekkju og 6ryggi (t.d. stadalskekkja medaltals, stadalfravik,
fraviksstudlar eda 95% Oryggisbil) og lysing & pvi hvernig pessi gildi voru fengin.
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Umfjéllun um nidurstédurnar:

— beiting 10% reglunnar.
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1. viobeetir

SKILGREININGAR OG SKAMMSTAFANIR

10% reglan: S& moguleiki ad undanskilja gagnapunkta Gr greiningunni pegar medaltal samhlida préfana fyrir hundradshlutfall
sértaekrar [3H]17pB-estradiolbindingar er 10% eda meira yfir pvi sem kemur fram fyrir medalgildid vid legri styrk
(sja 4. viobeeti).

Vidmidanir fyrir asettanleika: Lagmarksstadlar fyrir nothafi tilraunasamanburda og vidmidunarstadla. Allar vidmidanir fyrir
aseettanleika skulu uppfylitar til ad tilraun teljist gild.

Nakvamni (samsvorun): Malikvardi & pad hversu nalaegt sampykktum viomidunargildum nidurstédur Gr greiningu eru. Petta
er melikvardi 4 notheefi greiningar og einn pattur gildis. Hugtakid er oft notad i stad hugtaksins ,,samsvorun® til ad lysa hlutfalli
réttra nidurstadna Ur greiningu (1. heimild).

CF: Hugtakarammi Efnahags- og framfarastofnunarinnar fyrir préfun og mat & innkirtlatruflandi efnum (e. The OECD
Conceptual Framework for the Testing and Evaluation of Endocrine Disrupters).

idefni: Efni eda blanda.

FS: Fraviksstudull.

E2: 17B-estradiol.

IT: Innkirtlatruflun.

hERa: Alfa-estrdgenvidtaki i manneskjum.

ER: Estrogenvidtaki.

Estrégenlik virkni: Geta efnis til ad herma eftir 17p-estradi6li ad pvi er vardar hafni pess til ad bindast estrdgenvidtokum.
Haegt er ad greina bindingu vid hERo med pessari préfunaradferd.

1C50: Halfur hdmarkshrifstyrkur heftandi préfunaridefnis.

ICCVAM: Samra@mingarnefnd stofnana um fullgildingu stadgénguadferda (ICCVAM-nefndin).

Samanburdarndkvaemni milli stofa: Meling & pvi ad hvada marki mismunandi rannséknarstofur med réttindi og hefi, sem
nota somu adferdarlysingu og gera profanir & somu efnum, komast ad nidurstédum sem eru eigindlega og megindlega
samsvarandi. Samanburdarndkvaemni milli stofa, einnig kollud fjdlsetrasamanburdarndkveemni, er akvoroud medan &
forfullgildingar- og fullgildingarferlinu stendur og gefur til kynna ad hvada marki tekst ad flytja greiningu med fullnzgjandi
heetti & milli rannsoknarstofa (1. heimild).

Samanburdarnakveemni innan stofu: Akvérdun & pvi ad hvada marki folki med réttindi og hafi og & sému rannsoknarstofu
tekst med fullnaegjandi heetti ad f& sdmu nidurstddur med notkun tilgreindrar adferdarlysingar & mismunandi timum. Einnig
kollud ,einseturssamanburdarnakvaemni (1. heimild).

LEC: Minnsti hrifstyrkur (e. lowest effective concentration) er minnsti styrkur profunaridefnis sem kallar fram svorun
(p.e. minnsti styrkur préfunaridefnisins sem veldur tdlfreedilegum mun & margfeldisaukningu vakningar midad vio samskeida
burdarefnissamanburdinn).
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HIlidsted profun (e. Me-too test): Heiti Or talméli & greiningu sem er samberileg fullgiltum og sampykktum vidmidunar-
adferdum ao skipulagi og virkni. Notad sem samheiti vid ,,samsvarandi profunaradferd®.

PBTG: Viomidunarregla um profanir byggd a nothefi (e. Performance-Based Test Guideline).

Nothafisstadlar: Stadlar, byggoir & fullgiltri préfunaradferd, sem eru grundvéllur fyrir mat & samanburdarhafi tillagdrar
greiningar sem er samsvarandi fullgiltu greiningunni med tilliti til verkunarmata og virkni. Medal peirra eru 1)
grundvallarpeettir greiningarinnar, 2) lagmarksskra yfir viomidunaridefni sem valin eru Gr peim idefnum sem voru notud til a0
syna fram & asettanlegt nothafi fullgiltu préfunaradferdarinnar og 3) gildin fyrir ndkveemni og areidanleika sem eru
samsvarandi peim sem fengust med fullgiltu préfunaradferdinni og sem eiga ad fast med tillégou greiningunni pegar hin er
metin Gt fra lagmarksskranni yfir vidmidunaridefni (1. heimild).

Heefnisefni: Hlutmengi vidmidunarefnanna i nothafisstodlunum sem rannséknarstofur geta notad til ad syna fram & teknilega
feerni med stadladri greiningu. Valvidmidanir ad pvi er vardar pessi efni fela ad jafnadi i sér ad pau séu demigerd fyrir
svorunarsvidid, séu faanleg & markadi og ad med peim séu tiltek hagaeda tilvisunargdgn.

Heefni: Su geta sem synt er fram & til ad framkveema greiningu & tilhlydilegan hatt fyrir préfun & 6pekktum efnum.
Vidmidunarestrdgen: 17R-estradiol (E2, CAS-nimer 50-28-2).
Vidmidunarpréfunaradferdir: Greiningarnar sem viomidunarregla 493 um préfanir byggd & nothafi byggir &.

RBA: Hlutfallsleg bindingasaekni (e. Relative Binding Affinity). Hlutfallsleg bindingaseekni (RBA) efnis er reiknud Gt sem
hundradshlutfall log(IC50) fyrir efnid i hlutfalli vid log(IC50) fyrir 17B-estradiol.

Gildi: Lysing & sambandi greiningar og ahrifanna sem midad er vid og hvort sambandid hefur merkingu og er gagnlegt midad
vid tiltekinn tilgang. Gildid lysir pvi ad hvada marki greiningin neer ad mala rétt eda spa fyrir um liffreedilegu ahrifin sem
midad er vid. Gildi felur i sér umfjollun um nakvamni (samsvorun) greiningar (1. heimild).

Areidanleiki: Mzlikvardi 4 pad ad hvada marki er haegt ad framkvaema greiningu med samanburdarnakvaemni innan og milli
mismunandi rannsoknarstofa yfir lengri tima pegar hin er framkveemd samkvemt somu adferdarlysingu. Hann er metinn med
pvi ad reikna at samanburdarndkvaemni innan stofu og milli stofa.

SD: Stadalfravik.
Préfunaridefni: Sérhvert efni eda blanda sem er préfud med pessari profunaradferd.

Fullgilt préfunaradferd: Greining sem buid er ad ljoka fullgildingarrannséknum fyrir til ad &kvarda gildi hennar (pb.m.t.
ndkveemni) og areidanleika i tilteknum tilgangi. Mikilveegt er ad taka mid af pvi ad fullgilt préfunaradferd er e.t.v. ekki
n&gilega notheef, med tilliti til nakveemni og areidanleika, til ad teljast asattanleg fyrir fyrirhugadan tilgang (1. heimild).

Fullgilding: Ferlio sem stadfestir areidanleika og gildi tiltekinnar nalgunar, adferdar, greiningar, verklags eda mats i
skilgreindum tilgangi.
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2. viobeetir.

FREYBERGER-WILSON-GREININGAR [ GLASI A ESTROGENVIDTAKAMETTUN (ERa) OG SAMKEPPNISHAPRI BINDINGU
MED NOTKUN A ENDURRADADS ERa | FULLRI LENGD

ATRIDI OG TAKMARKANIR SEM PARF AP HAFA { HUGA [ UPPHAFI (SJA EINNIG ,,ALMENNUR INNGANGUR*)

1. 1 pessari greiningu i glasi & estrégenvidtakamettun og samkeppnishadri bindingu er notud full lengd o-estrogenvidtaka
(ERa) i ménnum (hrERa) sem er framleiddur i og einangradur Ur bakaloveirusyktum skordyrafrumum. Adferdarlysingin,
sem Freyberger og Wilson préudu, for i gegnum alpjédlega fullgildingarrannsékn hja mérgum rannsoknarstofum
(2. heimild) sem syndi fram & gildi hennar og areidanleika i fyrirhugudum tilgangi greiningarinnar.

2. bessi greining er kembirannsokn til ad greina efni sem geta bundist vid hrERa. i fullri lengd. Hun er notud til ad akvarda
getu préfunaridefnis til ad keppa vid 17B-estradiél um bindingu vid hrERa. Megindlegar greiningarnidurstddur geta nad
yfir IC50 (maling & styrk profunaridefnis sem porf er & til ad rydja helmingnum af [3H]-17p-estradiolinu burtu fra hrERa)
og hlutfallslega bindingaseekni préfunaridefna vido hrERo samanborid vid 17p-estradiol. Af &stedum sem varda
efnafreedilegar kembirannsdknir geta asettanlegar eigindlegar nidurstédur ar greiningum nad yfir flokkun &
préfunaridefnum i efni sem bindast hrERa, bindast ekki eda binding er tviraed, & grundvelli vidmidana sem lyst er fyrir
bindingarferlana.

3. I greiningunni er notadur geislavirkur bindill sem Gtheimtir ad rannsoknarstofan sé med leyfi fyrir geislavirkum efnum.
Allt verklag i tengslum vid geislavirkar samsztur og hattuleg idefni skal fylgja reglugerdum og verklagsreglum eins og
lyst er i landsl6ggjof.

4.  Lesa skal ,ALMENNUR INNGANGUR* og ,,PETTIR hrER-BINDINGAGREININGAR® adur en pessi greining er
notud i eftirlitsskyni. Skilgreiningar og skammstafanir, sem notadar eru i pessari vidmidunarreglu um préfanir, koma fram
i 1. vidbaeti.

MEGINREGLUR GREININGARINNAR (SJA EINNIG ,, ALMENNUR INNGANGUR®)

5. Bindingagreiningin hrERo. malir getu geislamerkts bindils ([3H]17p-estradiol) til ad bindast estrogenvidtaka (ER) vio
stighaekkandi styrkleika préfunarioefnis (p.e. keppinautar um bindingu). Profunaridefni sem buda yfir mikilli sekni i
estrogenvidtakann (ER) keppa vid geislamerkta bindilinn vid lagri styrk, samanborid vid pau idefni sem eru med minni
sekni i viotakann.

6.  Pessi greining samanstendur af tveimur mikilveegum pattum: mettunarbindingatilraun til ad lysa eiginleikum malipatta
fyrir vixlverkun milli vidtaka og bindils og par & eftir kemur samkeppnishad bindingatilraun sem lysir eiginleikum
samkeppni milli profunaridefnis og geislamerkts bindils vid bindingu vid estrégenvidtakann (ER).

7. Tilgangurinn med mettunarbindingatilrauninni er ad lysa einkennum tiltekinnar lotu af vidtdkum m.t.t. bindingaseekni og
fjolda til undirbnings fyrir samkeppnishadu bindingatilraunina. [ mettunarbindingatilrauninni eru meld, vid
jafnveegisadstaedur, sekni estrégenvidtaka med fostum styrk i nattGrulegan bindil sinn (tdknadur med klofnunarfasta (Kd))
og styrkur virkra vidtakasveeda (Bmax).

8. | samkeppnishadu bindingatilrauninni er mald sekni efnis til ad keppa vid [3H]17p-estradiol um bindingu vid
estrogenvidtakann (ER). Seeknin er magngreind med styrk préfunaridefnis sem, vid jafnveegi, heftir 50% af sértekri
bindingu [3H]17B-estradiols (kallad ,heftistyrkur 50%“ eda ICso). Petta er einnig haegt ad meta med pvi ad nota
hlutfallslega bindingasaekni (RBA i hlutfalli vid 1Cso fyrir estradiol melt adskilid i sému keyrslu). I samkeppnishadu
bindingatilrauninni er meld binding [3H]17p-estradidls vio fastan styrk med breidu svioi (atta tugaprep)
préfunaridefnisstyrkleika. Sidan eru gdgnin adlogoud, ef unnt er, i samraeemi vid Hill-jofnuna (Hill, 1910) sem lysir pvi
hvernig samkeppnishadur bindill, sem binst vid einn stad, rydur geislamerkta bindlinum burtu. Umfang pess ad
geislamerktu estradidli er rutt i burt, vid jafnvaegi, er notad til ad lysa einkennum profunaridefnisins sem efni sem binst,
binst ekki eda gefur tvireda svérun.
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VERKFERLI

Synt fram a asattanlegt nothafi hrERa-proétins

9. Adur en mettunarbindingagreiningar og samkeppnishadar bindingagreiningar eru framkveemdar venjubundid skal syna
fram & ad nothefi hverrar nyrrar lotu af hrERo sé med réttum heetti i rannséknarstofunni par sem hin verdur notud. Nota
skal tveggja prepa ferli til ad syna fram & nothafi. bessi prep eru eftirfarandi:

— Gera skal [3H]-17p-estradiol-mettunarbindingagreiningu til ad syna fram & sérteeki og mettun hrERa. Olinuleg
adhvarfsgreining & pessum gégnum (t.d. BioSoft; McPherson, 1985; Motulsky, 1995) og par 4 eftir Scatchard-linurit
&tti ad syna hrERa-bindingasakni [3H]-17p-estradi6ls (Kd) og fjolda vidtaka (Bmax) fyrir hverja lotu af hrERa.

Gera skal samkeppnishdda bindingagreiningu med pvi

ad nota samanburdarefnin (vidmidunarestrogen

(17B-estradidl)), efni sem binst veikt (t.d. noretynddrel eda noretindrén) og efni sem binst ekki (oktyltrietdoxysilan
(OTES)). Hver rannsoknarstofa skal koma & fét visindasogulegum gagnagrunni til ad skra samkvemni 1Cso 0g
annarra gilda sem skipta mali fyrir vidmidunarestrogenid og efni sem bindast veikt i mismunandi tilraunum og
mismunandi lotum hrERa. Melipettirnir fyrir ferla samkeppnishadrar bindingar fyrir samanburdarefnin skulu vera
innan markanna fyrir 95% o6ryggisbilid (sj& téflu 1) sem voru préud med notkun gagna fra rannsoknarstofum sem
toku pétt i fullgildingarrannsékninni fyrir pessa greiningu (2. heimild).

Tafla 1

Nothefisvidmidanir sem voru préadar fyrir viomidunarestrogen og efni sem bindast veikt, FW-hrER-
bindingagreining

95% Bryggisbil (b)

Efni Meelipéttur Medaltal (a) Stadalfravik (n)
Nedri mérk Efri mork

17pB-estradiol Toppur (%) 100,44 10,84 (67) 97,8 103,1
Botn (%) 0,29 1,25 (67) -0,01 0,60

Hill-hallagildi -1,06 0,20 (67) -1,11 -1,02

LoglCso (M) -8,92 (c) 0,18 (67) -8,97 -8,88
Noretynddrel Toppur (%) 99,42 8,90 (68) 97,27 101,60
Botn (%) 2,02 3,42 (68) 1,19 2,84

Hill-hallagildi -1,01 0,38 (68) -1,10 -0,92

LogICso (M) -6,39 0,27 (68) -6,46 -6,33

Noretindron (c) Toppur (%) 96,14 8,44 (27) 92,80 99,48

Botn (%) 2,38 5,02 (27) 0,40 4,37

Hill-hallagildi -1,41 0,32 (27) -1,53 -1,28

LoglCso (M) -5,73 0,27 (27) -5,84 -5,62

a) Medaltal (n) + stadalfravik (SD) voru reiknud Gt med pvi ad nota aatladar feriladlogunarbreytur (Hill-jafna med 4 breytum)
fyrir samanburdarkeyrslur sem voru gerdar i fijorum rannséknarstofum medan fullgildingarrannsdknin st6d yfir (sja N-vidauka i

2. heimild).

b) Gefid er 95% oryggisbil sem leidbeiningar vegna vidmidana fyrir asettanleika.
c) Préfun & noretindréni var valkved sem undirverkefni 4 medan fullgildingarrannséknin st6d yfir (sja 2. heimild, sja
undirverkefni 4). bess vegna var medaltalid + SD (n) reiknad Ut med pvi ad nota axtlada feriladlogun (Hill-jafna med
4 breytum) fyrir samanburdarkeyrslur sem voru gerdar i tveimur rannsoknarstofum.Styrkbilid fyrir 1Cso verdur had Kd fyrir
vidtakaefnablénduna og styrk geislamerkta bindilsins sem er notadur innan hverrar rannséknarstofu. Videigandi adlégun &
styrkbili ICso, byggt & peim skilyrdum sem eru notud til ad framkvaema greininguna, er asattanleg.
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Synt fram a hafni rannséknarstofu

10. Sja 17. og 18. 1id og toflu 2 i ,PATTIR hrER-BINDINGAGREININGAR® i pessari profunaradferd. Hver greining
(mettunarbinding og samkeppnishad binding) skal samanstanda af premur sjalfstedum keyrslum (p.e. med nyjum
pynningum af vidtaka, idefnum og préfefnum) & mismunandi dégum og hver keyrsla skal innihalda prjar samhlida
préfanir.

Akvordun & styrk vidtaka (hrERa)

11. Styrkleiki virks vidtaka er eilitid breytilegur eftir lotu og geymsluskilyrdum. Af pessum sékum skal akvarda styrkleika
virks vidtaka sem er méttekinn fra birgi. ba faest videigandi styrkleiki virka vidtakans pegar keyrslan er framkvaemd.

12. Nafnstyrkur sem nemur 0,25, 0,5, 0,75 og 1 nM af vidtaka skal latinn standa an (samanl6gd binding) og med (6sértek
binding) 1 uM af dmerktu estradioli vid skilyrdi sem samsvara samkeppnishadri bindingu (p.e. 1 nM [3H]-estradidl).
Sértek binding, reiknud Gt sem mismunurinn & samanlagdri bindingu og 6sérteekri bindingu, er teiknud upp & moti
nafnstyrk vidtakans. Styrkur vidtaka, sem gefur sérteek bindingagildi sem svara til 20% af vidbattum geislamerktum
bindli, tengist samsvarandi nafnstyrk vidtakans og pessi styrkur vidtakans skal notadur i mettunarbindingatilraunum og
samkeppnishadum bindingatilraunum. Lokastyrkur sem nemur 0,5 nM fyrir hrER uppfyllir oft petta skilyrdi.

13. Ef pad kemur itrekad fyrir ad ekki er haegt ad uppfylla 20% vidmidunina skal kanna fyrirkomulag tilraunarinnar m.t.t.
hugsanlegrar skekkju. Ef 20% vidmidunin nast ekki getur pad bent til pess ad mjog litid sé af virkum vidtaka i
radbrigdalotunni og pa skal ihuga ad nota adra vidtakalotu.

Mettunargreining

14. Atta stighaekkandi styrkleikar af [3H]17p-estradioli skulu metnir i premur settum samkveemt eftirfarandi prenns konar
skilyrdum (sja toflu 2):

— An émerkts 17p-estradiéls og med estrogenvidtaka (ER). betta er &kvordun & samanlagdri bindingu med pvi ad mela
geislavirkni i holum sem innihalda einungis [3H]17B-estradiol.

— Med styrkleika af omerktu 17p-estradioli sem er 1000-falt yfir styrkleika merkts 17p-estradiols og med
estrogenvidtaka (ER). Tilgangurinn med pessu skilyrdi er ad metta virku bindistadina med émerktu 17p-estradioli og
dkvarda 6sérteeku bindinguna med pvi ad mala geislavirknina i holunum. Litid er svo & ad allt heitt (geislavirkt)
estradiol sem eftir er, sem getur bundist vidtakanum, sé bundid & dsérteekum stad par ed kalt (6geislavirkt) estradiol
tti ad vera af pad miklum styrk ad pad binst vid alla tilteeka sérteeka stadi & vidtakanum.

— An 6merkts 17p-estradi6ls og &n estrogenvidtaka (ER) (akvordun & heildargeislavirkni).

Tilreidsla & lausnum med [3H]-17B-estradioli og 6merktu 17p-estradioli

15. bynningar 17B-estradidls skulu tilreiddar med pvi ad beaeta greiningarjafnalausn vid 12 nM stofnlausn af
[3H]-17B-estradidli til ad fa styrk sem er upphaflega & bilinu fra 0,12nM til 12 nM. Med pvi ad beeta 40 pl af pessum
lausnum vid tilsvarandi greiningarholur i 96-hola mikrotitrunarbakka (endanlegt rdmmal nemur 160 ul), naest
lokagreiningarstyrkleiki & bilinu fra 0,03 til 3,0 nM. Tilreidslu greiningarjafnalausnar, [3H]-17p-estradidlstofnlausnar og
pynninga og akvérdun a styrkleikum er lyst itarlega i FW-adferdarlysingunni (2. heimild).

16. bynningar etan6l-17p-estradiollausna skulu tilreiddar med pvi ad beta vid greiningarjafnalausnum til ad fa fram atta
stighaekkandi styrkleika sem eru upphaflega & bilinu fr4 0,06 uM til 6 uM. Med pvi ad bata 80 pl af pessum lausnum vid
tilsvarandi greiningarholur i 96-hola mikrétitrunarbakka (endanlegt rammal nemur 160 ul), naest lokagreiningarstyrkleiki
& bilinu fra 0,03uM til 3uM. Lokastyrkur dmerkts 17B-estradiols i einstokum, ésérteekum bindingagreiningarholum skal
vera 1000-falt heerri en styrkur merkts [3H]-17p-estradiols. Tilreidslu lausna med 6merktu 17p-estradidli er lyst itarlega i
FW-adferdarlysingunni (2. heimild).
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

Nota skal nafnstyrk vidtaka sem gefur sérteeka bindingu sem nemur 20+5% (sja 12.—13. 1id). Lausnin med hrERa skal
tilreidd rétt fyrir notkun.

Tilreida skal 96-hola mikrotitrunarbakka eins og lyst er i toflu 2 med 3 samhlida profanir & hvern styrkleika. Deemi um
styrkleika og rammalsskiptingu [3H]-17p-estradiols, dmerkts 17p-estradiols, jafnalausnar og vidtaka i bakkanum eru gefin
i vidbeeti 2.2.

Nr. 73/763

Tafla 2

Skipulag mikroétitrunarbakka fyrir mettunarbindingagreiningu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |0,03nMI[3H] E2+ER [0,06 nM [3H] E2+ER |0,08 nM [3H] E2+ER |0,10 nM [3H] E2 + ER | Saman-
16go
B |030nM[3H]E2+ER [0,60nM[3H]E2+ER |1,0nM[3H]E2+ER |3,0nM[3H]E2+ER |binding
(leysir)
C
D |0,03 nM [3H] E2 + ER|0,06 nM [3H] E2 + ER | 0,08 nM [3H] E2 + ER | 0,10 nM [3H] E2 + ER+ | Osértaek
+0,03 uM E2 +0,06 uM E2 +0,08 uM E2 0,10 uM E2 binding
E [0,30 nM [3H] E2 + ER | 0,60 nM [3H] E2 + ER|1,0 nM [3H] E2 + ER+|3,0 nM [3H] E2 + ER
+0,30 uM E2 +0,60 uM E2 1,0 uM E2 +3,0 uM E2
F
G
H

[3H] E2: [3H]-17B-estradidl
ER: estrogenvidtaki
E2: 6merkt 17B-estradiol

Mikroétitrunarbakkar fyrir greiningar skulu Iatnir standa vid 2-8 °C i 16-20 klst. og settir & snuningsbinad medan
vidstéoutiminn stendur yfir.

Meeling & [3H]-17B-estradidli sem er bundid vid hrERa

[3H]-17B-estradiol sem er bundid vio hrERo, skal adskilid fra 6bundnu [3H]-17p-estradioli med pvi ad baeta 80 pl af kaldri
lausn dextranhldadra vidarkola (DCC) i hverja holu, hrista mikrétitrunarbakkana i 10 minGtur og skilja i skilvindu i
10 mindtur vid u.p.b. 2 500 snun./min. Til ad lagmarka klofnun bundins [3H]-17p-estradiols frA hrERa. medan petta ferli
stendur yfir er afar mikilvaegt ad jafnalausnum og greiningarholum sé haldid vid hitastig & bilinu 2 til 8 °C og ad hvert
prep sé unnid hratt. Hristari fyrir mikrétitrunarbakka er naudsynlegur til ad vinna bakkana & skilvirkan og skjétan hatt.

Pvi naest skal taka 50 pl af floti, sem inniheldur hrERa-bundid [3H]-17p-estradiol, med mikilli geetni til ad komast hja
hvers konar mengun i holunum med snertingu vid dextranhGidudu vidarkolin (DCC), og setja pad i annan mikrétitr-
unarbakka.

Pvi naest skal bata 200 pl af sindurvokva, sem getur umbreytt hreyfiorku kjarnalosunar i ljésorku, i hverja holu (Al til
B12 og D1 til E12). Holur G1 til H12 (tilgreint sem dpm (sundrun & minGtu) samtals) syna radpynningar af
[3H]-17B-estradioli (40 ul) sem & ad setja beint i sindurvékvann i holunum i maelingarbakkanum, eins og tilgreint er i toflu
3, p.e. pessar holur innihalda adeins 200 pl af sindurvékva og videigandi pynningu [3H]-17B-estradi6ls. bessar malingar
syna hversu miklu magni af [3H]-17p-estradioli i dpm (sundrun & mindtu) var bett i hvert par af holum fyrir samanlagoa
bindingu og 6sérteka bindingu.
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Tafla 3
Skipulag mikroétitrunarbakka fyrir mettunarbindingagreiningu, meeling a geislavirkni
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,03nM [3H] E2 + ER | 0,06 nM [3H] E2+ER | 0,08 nM [3H] E2 + ER | 0,0 nM [3 H] E2 + ER | Saman-
16go
B 030nM [3H]E2+ER | 0,60nM [BH]E2+ER | 1,0nM[3H]E2+ER | 3,0nM[3H] E2+ER | pinding
(leysir)
C
D 0,03nM [3H] E2 +ER | 0,06 nM [3H] E2+ ER | 0,08 nM [3H] E2 + ER | 0,10 nM [3H] E2 + ER+ | Osértak
+0,03 uM E2 +0,06 uM E2 +0,08 uM E2 0,10 uM E2 binding
E 0,30nM [3H]E2+ER | 0,60nM[3H] E2+ER | 1,0nM [3H] E2 + ER+ | 3,0nM[3H] E2 + ER
+0,30 uM E2 +0,60 uM E2 1,0 uM E2 +3,0 uM E2
F
G 0,03 nM [3H] E2(dpm 0,06 nM [3H] E2 0,08 nM [3H] E2 0,10 nM [3H] E2 Samtals
samtals) dpm (*)
H 0,30 nM [3H] E2 0,60 nM [3H] E2 1,0 nM [3H] E2 3,0 nM [3H] E2

23.

24,

25.

26.

[3H] E2: [3H]-17B-estradidl

ER: estrogenvidtaki

E2: 6merkt 17B-estradiol

dpm: sundrun & minatu

(*) Heitum (geislavirkum) radpynningum af [3H]-merktu estradidli er baett hér beint i 200 pl af sindurvokva i holum G1-H12.

Meling skal hefjast eftir a.m.k. 2 kist. bid og talningartiminn & hverja holu skal vera 40 minGtur. Nota skal sindurteljara
fyrir mikrétitrunarbakka til ad dkvarda dpm/holu med leidréttingu fyrir snéggkeelingu. Ad 6drum kosti ma mala synin i
hefobundnum teljara ef sindurteljari fyrir mikrétitrunarbakka er ekki tilteekur. Vid pessi skilyrdi ma ihuga ad stytta
talningartimann.

Samkeppnishad bindingagreining

I samkeppnishadri bindingagreiningu er binding eins styrkleika af [3H]-17p- estradi6li meald vid stighaekkandi styrkleika
profunaridefnis. Nota skal prjar samskeida samhlida profanir fyrir hvern styrk i hverri keyrslu. bar ad auki skal keyra prjar
6samskeida keyrslur fyrir hvert idefni sem er profad. Setja skal greininguna upp i einn eda fleiri 96-hola mikrotitr-
unarbakka.

Samanburdir

I hverri tilraun skal vera samskeida samanburdur med leysi og samanburdir (p.e. vidmidunarestrogen, efni sem binst veikt
og efni sem binst ekki) pegar greiningin er gerd. I einum bakka, vid hverja keyrslu, skulu vera allir styrkleikar i
styrkferlum vidmidunarestrégensins og samanburdanna (p.e. binst veikt og binst ekki). Allir adrir bakkar skulu innihalda:
i. haan (hamark pess ad efninu er rutt fra) og midlungshaan (u.p.b. I1Cso) styrkleika af E2 og efni sem binst veikt, prju sett
af hvoru um sig; ii. samanburd med leysi og 6sértaekri bindingu, a.m.k. prju sett af hvoru um sig. Verklagi vardandi
tilreioslu greiningarjafnalausna, samanburda, [3H]-17p-estradidls, hrERa og profunaridefnalausna er lyst i 2. heimild
(K-vidauki, sja FW-adferdarlysinguna fyrir greininguna).

Samanburdur med leysi:

Samanburdur med leysi synir ad leysirinn hefur ekki vixlverkun & profunarkerfid og melir einnig samanlagda bindingu
(TB). Etandl er akjosanlegur leysir. Ad 68rum kosti ma nota dimetylstlfoxid (DMSO) ef hasti styrkur préfunaridefnisins
er ekki leysanlegur i etanoli. Styrkur etandls eda dimetylsulfoxids, ef pad er notad, i lokagreiningarholunum er 1,5% og
ma ekki fara yfir 2%.
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Samanburdur med jafnalausn:

27. Samanburour med jafnalausn (BC) skal hvorki innihalda leysi né profunaridefni en alla adra peetti greiningarinnar.
Nidurstédurnar fyrir samanburdinn med jafnalausn eru bornar saman vid samanburdinn med leysi til ad sannreyna ad
leysirinn, sem er notadur, hafi ekki ahrif & greiningarkerfid.

Efni sem binst sterkt (vidmidunarestrogen)

28. Innreeni bindillinn er 17B-estradiél (CAS-nimer 50-28-2) og binst med mikilli sekni vid o-undirgerd estrégenvidtakans
(ER). Stadalferill, par sem 6merkt 17B-estradiél er notad, skal Utbdinn fyrir hverja samkeppnishada hrERa-
bindingagreiningu til ad unnt sé ad meta breytileikann pegar greiningin er gerd yfir lengri tima & sému
rannsoknarstofunni. Atta lausnir af 6merktu 17p-estradioli skulu tilreiddar i etanoli og styrkleikinn i greiningarholunum
skal vera & bilinu fra 100 nM-10 pM (-7[logM] til -11[logM]) med eftirfarandi bili: (-7[logM], -8[logM], -8.5[logM],
-9[logM], - 9,5[logM], -10[logM], -11[logM]). Haesti styrkur dmerkts 17B-estradidls (1 uM) gegnir einnig hlutverki
melikvarda & 6sérteeka bindingu. Pessi styrkur er merktur med merkingunni ,,NSB* i t6flu 4 p6 ad hann sé einnig hluti af
stadalferlinum.

Efni sem binst veikt

29. Efni sem binst veikt (noretynddrel (CAS-nimer 68-23-5) eda noretindrén CAS-numer 68-22-4)) skal haft med til ad syna
fram & neemi hverrar tilraunar og til ad gera pad kleift ad meta breytileikann pegar greiningin er gerd yfir lengri tima. Atta
lausnir af efni sem binst veikt skulu tilreiddar i etandli og styrkleikinn i greiningarholunum skal vera & bilinu fr4 3 nM til
30 uM (-8.5[logM] til -4.5[logM]) med eftirfarandi bili: -4.5[logM], -5[logM], -5.5[logM], -6[logM], -6.5[logM],
-7[logM],-7.5[logM], -8.5[logM].

Efni sem binst ekki

30. Nota skal oktyltrietooxysilan (OTES, CAS-nlmer 2 943-75-1) sem neikvaedan samanburd (efni sem binst ekki). pad veitir
tryggingu fyrir pvi ad greiningin, eins og hin er keyrd, greini hvenar préfunaridefnin bindast ekki vid hrERa. Atta lausnir
af efni sem binst ekki skulu tilreiddar i etandli og styrkleikinn i greiningarholunum skal vera & bilinu frd 0,1nM til
1 000 uM (-10[logM] til -3[logM]) i stigmagnadri lograaukningu. Haegt er ad nota di-n-butylpalat (DBP) til samanburdar
sem stadgonguefni sem binst ekki. Synt hefur verid fram & ad hdmarksleysni pess er -4[logM].

Styrkur hrERa

31. Nota skal pad magn vidtaka sem gefur 20+5% sérteeka bindingu 1 nM geislamerkts bindils (sja 12.-13. 1id i 2. vidbeeti).
Lausnin med hrERa skal tilreidd rétt fyrir notkun.

[3H]-17p-estradiol

32.  Styrkur [3H]-17p-estradi6ls i greiningarholunum skal vera 1,0 nM.

Préfunarioefni

33. Fyrir pad fyrsta er naudsynlegt ad framkveema leysniprofun til ad kvarda leysnimérk fyrir hvert préfunarioefni og til ad
finna videigandi styrkbil til ad nota pegar adferdarlysing préfunar er framkvaemd. I upphafi skal akvarda leysnimérk fyrir
hvert profunaridefni i leysinum og stadfesta pau frekar vid greiningarskilyrdi. Lokastyrkurinn sem er préfadur i
greiningunni skal ekki fara yfir 1 mM. Skammtasterdarrannsokn samanstendur af samanburdi med leysi asamt log 8
radpynningum sem hefjast a leyfilegum hamarksstyrk (t.d. 1 mM eda leegri, byggt a leysnimdrkunum) og veita skal pvi
athygli hvort pad sést grugg eda botnfall (sja einnig 35. 1id). Profunaridefnid skal profad med pvi ad nota 8 styrkleikaferla
med logradri dreifingu eins og skilgreint er i skammtasteerdaprofuninni & undan. Styrkleikar i annarri og pridju tilraun
skulu adlagadir eins og vid a til ad lysa betur eiginleikum ferils styrkhadrar svérunar.

34. Ppynningar prdofunaridefnisins skulu tilreiddar i videigandi leysi (sja 26. 1id i 2. vidbati). Ef hesti styrkur préfunarid-
efnisins er ekki leysanlegur annadhvort i etandli eda i dimetylsalfoxidi og ad beeta meiri leysi vid myndi valda pvi ad
styrkur leysisins i endanlega tilraunaglasinu yréi heerri en leyfilegt gildi, er heimilt ad minnka hasta styrkinn nidur i
nasthaesta styrkinn. T pvi tilviki ma bata vidbotarstyrk vid laeegsta gildi styrkleikaradanna. Adrir styrkleikar i rédunum
skulu haldast dbreyttir.
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35. Fylgjast skal vel med profunaridefnalausnum pegar peim er bett i greiningarholur par sem préfunaridefnid getur
botnfallid pegar pvi er bett i greiningarholu. Gégn fyrir allar holur sem innihalda botnfall skulu undanskilin ferilad-
16guninni og asteedurnar fyrir Gtilokun gagnanna tilgreindar.

36. Ef upplysingar liggja pegar fyrir Gr 68rum heimildum sem gefa log(ICso) fyrir préfunaridefni er e.t.v. rétt ad akvarda
ramfreedilegt bil milli pynninganna (p.e. 0,5 lograeiningar i kringum log(ICso) sem buist er vid). Endanleg nidurstada etti
ad endurspegla naga dreifingu styrkleikanna sitt hvoru megin vid log(ICso), b.m.t. ,toppur og ,,botn“, pannig ad heegt sé
ad lysa eiginleikum bindingarferilsins & fullnagjandi hatt.

Skipulagning greiningarbakka

37. begar merktir mikrotitrunarbakkar eru tilreiddir skal hafa i huga vidstédu i sex settum, med kéda fyrir samanburd med leysi,
heesta styrk vidmidunarestrogens, sem gegnir einnig hlutverki melikvarda & osérteka bindingu (NSB), og samanburd med
jafnalausn, og hafa i huga vidstddu i premur settum, med kdda fyrir hvern og einn af atta styrkleikum samanburdarefnisins
sem binst ekki (oktyltrietoxysilan), leegri styrkleikana 7 fyrir vidmidunarestrdgenid, skammtasteerdarstyrkleikana 8 af efninu
sem binst veikt og styrkleikana 8 af hverju préfunaridefni (TC). Skyringarmynd af syniskipulagi fyrir bakka med alla
styrkleika i styrkferlunum fyrir vidmidunarestrégen og samanburd er hér & eftir i t6flu 4. Notadir eru viobotarmikro-
titrunarbakkar fyrir préfunaridefnin og skulu innihalda bakkasamanburd, p.e. 1) hdan (hamark pess ad efninu er rutt fra) og
midlungshéan (u.p.b. 1Cso) styrkleika af E2 og efni sem binst veikt, prji sett af hvoru um sig; 2) samanburd med leysi og
oOsérteekri bindingu, sex sett af hvoru um sig (tafla 5). Daemi um vinnublad vegna skipulags fyrir mikrétitrunarbakka fyrir
samkeppnish&da greiningu, par sem notud eru prji dpekkt profunaridefni, er ad finna i vidbeeti 2.3. Styrkleikarnir sem eru
tilgreindir i t6flum 4 og 5 eru lokastyrkleikarnir f greiningunni. Hamarksstyrkur fyrir E2 skal vera 1x10~7 M og fyrir efni sem
binst veikt skal nota hesta styrk sem er notadur fyrir efni sem binst veikt & bakka 1. Rannsdknarstofan verdur ad akvarda
1Cso-styrkinn, byggt & rannsoknarsdgulegum gagnagrunni hennar um samanburdi. Gert er rad fyrir ad petta gildi verdi svipad
pvi gildi sem kom fram i fullgildingarrannsoknunum (sja toflu 1).

Tafla 4

Skipulag mikrétitrunarbakka fyrir samkeppnish&da bindingagreiningu, allir styrkleikar fyrir styrkferla
vidmidunarestrogens og samanburda (bakki 1)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | TB (einungis leysir) TB (einungis leysir) NSB NSB
B |E2(1x10-7) E2 (1x10-8) E2 (1x10-8,5) E2 (1x10-9)

C |E2(1x10-9,5)

E2 (1x10-10)

E2 (1x10-11)

Blanksyni (*)

D |NE (1x10-4,5)

NE (1x10-5)

NE (1x10-5,5)

NE (1x10-6)

E |NE (1x10-6,5)

NE (1x10-7)

NE (1x10-7,5)

NE (1x10-85)

F | OTES (1x10-3)

OTES (1x10-4)

OTES (1x10-5)

OTES (1x10-6)

G |OTES (1x10-7)

OTES (1x10-8)

OTES (1x10-9)

OTES (1x10-10)

H | Blanksyni (fyrir heitt) (**)

Blanksyni (fyrir heitt) (**)

Samanburdur med jafna-
lausn

Samanburdur
lausn

med jafna-

1 bessu dami er noretynddrel (NE) efnid sem binst veikt
(*) raunverulegt blanksyni, hola ekki notud
(**) blanksyni ekki notad medan vidstada stendur yfir en notad til ad stadfesta samanlagda vidbetta geislavirkni.
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38.

39.

40.

Skipulag mikroétitrunarbakka fyrir samkeppnishada bindingagreiningu, allir styrkleikar fyrir styrkferla

profunaridefna og bakkasamanburda

1 2 4 5 7 8 10 11 12
A | TB (einungis leysir) TB (einungis leysir) NSB NSB
B |TC1(1x10-3) TC1 (1x10-4) TC1 (1x10-5) TC1 (1x10-6)
C |TC1(1x10-7) TC1 (1x10-8) TC1 (1x10-9) TC1 (1x10-10)
D |TC2(1x10-3) TC2 (1x10-4) TC2 (1x10-5) TC2 (1x10-6)
E |TC2(1x10-7) TC2 (1x10-8) TC2 (1x10-9) TC2 (1x10-10)
F |TC3(1x10-3) TC3 (1x10-4) TC3 (1x10-5) TC3 (1x10-6)
G |TC3(1x10-7) TC3 (1x10-8) TC3 (1x10-9) TC3 (1x10-10)
H | NE (I1C50) NE (1x10-4,5) E2 (1C50) E2 (1x10-7)

I pessu daemi er noretynddrel (NE) efnid sem binst veikt

Lokid vid samkeppnish&da bindingagreiningu

Eins og synt er i t6flu 6 skal beta i holurnar 80 pl af samanburdi med leysi, samanburdi

med jafnalausn, vidmidun-
arestrogeni, efni sem binst veikt, efni sem binst ekki og préfunaridefnum, sem eru tilreidd i greiningarjafnalausn. Sidan
skal beeta 40 pul af 4 nM [3H]-17p-estradidli i hverja holu. Eftir [éttan sndning i 10 til 15 minGtur vio 2-8 °C skal beeta vio
40 ul af hrERo-lausn. Mikrétitrunarbakkar fyrir greiningar skulu latnir standa vid 2-8 °C i 16-20 klst. og settir &
snuningshdnad medan vidstéoutiminn stendur yfir.

Magn greiningarpatta fyrir samkeppnishada hrER-bindingagreiningu, mikrétitrunarbakkar

Rammal (ul) Innihaldsefni
80 Omerkt 17p-estradiol, noretynddrel, oktyltrietboxysilan (OTES), profunaridefni, leysir eda jafnalausn
40 4 nM [3H]-17p-estradidllausn
40 hrERa-lausn, styrkur eins og hann er akvardadur
160 Heildarmagn i hverri greiningarholu

Melingin & [3H]-17B-estradioli sem er bundid vid hrERa, eftir adskilnad[3H]-17p-estradidls sem er bundid vid hrERa fra
6bundnu [3H]-17B-estradi6li med pvi ad beeta 80 pl af kaldri lausn dextranhidadra vidarkola (DCC) i hverja holu, skal

sioan framkveemd eins og lyst er i 20.-23. 1id fyrir mettunarbindingagreininguna.

Holur H1-6 (audkenndar sem blanksyni (heit) i t6flu 4) syna dpm (sundrun & minutu) fyrir [3H]-merkt estradiol i 40 pl.
Deiliskammturinn 40 pl skal sidan settur beint i sindurvékvann i holum H1-H6.
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Viomidanir fyrir asettanleika

Mettunarbindingagreining

41. Ferill sérteekrar bindingar etti ad na jafnveegi i takt vid notkun & stigheekkandi styrkleika [3H]-17B-estradi6ls sem bendir
til mettunar hrERa med bindli.

42. Sérteek binding vid 1 nM af [3H]-17B-estradidli atti ad vera innan vidunandi bilsins 15-25% af medaltali meldrar
samanlagdrar geislavirkni sem beett er vio i 6llum keyrslum. Tilfallandi litils hattar fravik utan pessa bils eru vidunandi en
ef keyrslur eru stdéougt utan pessa bils eda ef tiltekin keyrsla er marktaekt utan vid petta bil skal adlaga styrk prétinsins og
endurtaka mettunargreininguna.

43. GOgnin ettu ad gefa af sér linulegt Scatchard-linurit.

44, Osértek binding skal ekki vera 6hofleg. Gildi fyrir 6sértaeka bindingu skal alla jafna vera <35% af samanlagdri bindingu.
PG getur hlutfallid af og til farid yfir pessi mérk vid malingu & mjég lagu dpm (sundrun & minatu) fyrir leegsta profada
styrk geislamerkts 17B-estradidls.

Samkeppnishad bindingagreining

45. Stighakkandi styrkleikar 6merkts 17B-estradiols skulu rydja [3H]-17p-estradidlinu burtu fra vidtakanum & pann hétt ad
pad samramist samkeppnishadri bindingu vid einn stad.

46. 1Cso-gildid fyrir viomidunarestrogenid (p.e. 17B-estradidl) skal vera u.p.b. jafnt og mélstyrkur [3H]-17p-estradidls ad
vidbattu Kd sem er akvardad Ut fra mettunarbindingagreiningunni.

47. Samanldgo sértek binding etti 6fravikjanlega ad vera innan vidunandi bilsins 20 + 5% pegar medaltal melds styrks
samanlagdrar geislavirkni, sem var batt vid hverja holu, var 1 nM i 6llum keyrslum. Tilfallandi litils hattar fravik utan
pessa bils eru vidunandi en ef keyrslur eru stddugt utan pessa bils eda ef tiltekin keyrsla er marktaekt utan vid petta bil skal
adlaga styrk protinsins.

48. Leysirinn skal ekki breyta nemi eda samanburdarnakveemni greiningarinnar. Nidurstddurnar fyrir samanburdinn med
leysi (TB-holur) eru bornar saman vid samanburdinn med jafnalausn til ad sannreyna ad leysirinn, sem er notadur, hafi
ekki ahrif & greiningarkerfid. Nidurstddur heildarbindingar (TB) og samanburdar med jafnalausn ettu ad vera
sambeerilegar ef leysirinn hefur engin ahrif & greininguna.

49. Efnid sem binst ekki skal ekki rydja meira en 25% af [3H]-17p-estradiélinu burtu fra hrERa pegar pad er profad upp ad
10-3 M (oktyltrietdoxysilan (OTES)) eda 10* M (di-n-batylpalat (DBP)).

50. Nothefisvidmidanir voru proadar fyrir viomidunarestrogen og tvo efni sem bindast veikt (t.d. noretynddrel, noretindrén)
med notkun gagna ur fullgildingarrannsékninni & FW-hrER-bindingagreiningunni (N-vidauki i 2. heimild). Gefid er 95%
Oryggisbil fyrir medaltalio (n) +/- SD fyrir allar samanburdarkeyrslur i 6llum rannséknarstofum sem taka patt |
fullgildingarrannsékninni. Reiknud voru Gt 95% o&ryggisbil fyrir feriladldgunarbreyturnar (p.e. toppur, botn, Hill-
hallagildi, loglCso) fyrir vidmidunarestrgenid og efnin sem bindast veikt og fyrir logioRBA (hlutfallsleg bindisakni)
efnanna sem bindast veikt i hlutfalli vid vidmidunarestrdgenid og er gefid upp sem nothefisvidmidun fyrir jakveaedu
samanburdina. I t6flu 1 eru gefin upp pau bil sem buist er vid fyrir feriladlogunarbreyturnar sem hagt er ad nota sem
nothaefisvidmidanir. 1 reynd getur styrkbil ICso verid eilitid breytilegt eftir Kd-gildi vidtokuefnabléndunnar og styrk
bindilsins.
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51. Engar nothafisvidmidanir voru préadar fyrir feriladlogunarbreytur fyrir préfunaridefnin vegna peirra margvislegu
mogulegu préfunaridefna sem til eru og breytileika i mogulegri sekni og Gtkomu (t.d. fullur ferill, hlutferill (e. partial
curve), engin feriladlogun). 6 skal nota sérfreedialit pegar farid er yfir nidurstddur ar hverri keyrslu fyrir préfunaridefni.
Nota skal fullnagjandi styrkbil profunaridefnisins til ad skilgreina & skyran hatt toppinn (t.d. 90-100% binding) a ferli
samkeppnishadrar bindingar. Breytileiki i samhlida préfunum & hverjum styrkleika préfunaridefnisins sem og i
6samskeida keyrslunum premur skal vera hefilegur og visindalega forsvaranlegur. Samanburdir Gr hverri keyrslu fyrir
préfunaridefni skulu nalgast paer melingar & frammistédu sem greint er fra fyrir pessa FW-greiningu og vera i samraemi
vid rannsoknarsdguleg samanburdargdgn fra hverri rannséknarstofu fyrir sig.

GREINING GAGNA

Mettunarbindingagreining

52. Bedi samanlogd binding og dsérteek binding eru meeldar. Sérteek binding stighaekkandi styrkleika af [3H]-17p-estradidli
vid jafnveegisadstedur er reiknud Ut fra pessum gildum med pvi ad draga 6sérteeka bindingu fra samanlagdri bindingu.
Linurit yfir sérteeka bindingu & méti styrk [3H]-17p-estradidls atti ad na jafnveegi fyrir hdmark sérteekrar bindingar sem
bendir til mettunar hrERa med [3H]-17B-estradiolinu. Ad auki @tti greining & gégnunum ad feera sénnur & bindingu
[3H]-17p-estradiols vid einn bindistad med mikla sakni. Osértaek binding, samanlégd binding og sértaek binding skal synd
med ferli fyrir mettunarbindingu. Vid frekari greiningu & pessum gdgnum skal nota dlinulega adhvarfsgreiningu (t.d.
BioSoft; McPherson, 1985; Motulsky, 1995) og syna endanleg gégn sem Scatchard-linurit.

53. Vid greiningu gagna skal dkvarda Bmax og Kd eingdngu Ut fra gégnum um samanlagda bindingu, & peim forsendum ad
oOsérteek binding sé linuleg, nema feerd séu rok fyrir pvi ad nota adra adferd. Ad auki skal nota hardgert adhvarf (e. robust
regression) til ad dkvarda bestu matgeedi nema feerd séu rok fyrir 60ru. Tilgreina skal valda adferd vid hardgert adhvarf.
Alltaf skal leidrétta fyrir bindlatemingu (t.d. med adferd Swillens 1995) vid ad akvarda Bmax og Kd at fra gégnum um
mettunarbindingu.

Samkeppnishad bindingagreining

54. Ferill samkeppnishadrar bindingar er teiknadur upp sem sérteek [3H]-17p-estradiolbinding & méti styrk (log10-einingar)
keppinautarins. Styrkur préfunaridefnis sem heftir 50% af hamarki sértaekrar [3H]-17p-estradiolbindingar er ICso-gildid.

55. Akvarda skal aztlud log(ICso)-gildi fyrir jakveeda samanburdi (t.d. vidmidunarestrogen og efni sem bindast veikt) med pvi
ad nota videigandi dlinulegan feriladlégunarhugbtinad til ad adlaga Hill-jéfnu med fjérum breytum (t.d. BioSoft;
McPherson, 1985; Motulsky, 1995). Alla jafna skal skilja topp, botn, hallatdlu og log(ICso) eftir 6pvingud pegar pessir
ferlar eru adlagadir. Nota skal hardgert adhvarf til ad dkvarda bestu matgedi nema faerd séu rok fyrir 66ru. Ekki skal
leidrétta fyrir bindlateemingu. Eftir upphaflega greiningu skal yfirfara hvern bindingarferil til ad tryggja ad hann falli &
videigandi hatt ad likaninu. Hlutfallsleg bindingasaekni (RBA) fyrir efnid sem binst veikt skal reiknud Gt sem
hundradshlutfall af log(ICso) fyrir efnid sem binst veikt i hlutfalli vid log(ICso) fyrir 17p-estradi6lid. Nidurstddur ar
jakvaeedum samanburdum og samanburdi med efni sem binst ekki skulu metnar med pvi ad nota melikvardana & nothefi
greiningarinnar i 45.-50. lid i pessum 2. vidbaeti.

56. Gogn fyrir 6ll préfunarioefni skulu greind med pvi ad nota prepskipta nalgun til ad tryggja ad gégnin séu greind med
videigandi heetti og ad hver ferill samkeppnishadrar bindingar sé flokkadur 4 tilhlydilegan hatt. Melt er med pvi ad hver
keyrsla fyrir préfunarioefni fari fyrst i gegnum stadlada greiningu gagna sem er ndkvaemlega eins og su sem er notud fyrir
vidmidunarestrdgen og samanburdarefni sem bindast veikt (sja 55. 1id hér ad framan). begar pvi er lokid skal gera
teeknilega endurskodun a feriladlégunarbreytunum og einnig gera sjonraena skodun & pvi hversu vel gognin falla ad
fengnum ferli samkeppnish&drar bindingar fyrir hverja keyrslu. Medan pessi teeknilega endurskodun stendur yfir eru
athuganir & styrkhdori leekkun & hundradshlutfalli sérteekt bundins [3H]-17p-estradiols, litill breytileiki milli teknilegra
samhlida profana fyrir hvern idefnastyrkleika og samkvemni i adlogunarbreytum milli keyrsinanna priggja god
visbending um ad greiningin og gagnagreiningin hafi verid framkvaemd med videigandi heetti.
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57.

58.

59.

Talkun gagna

Litid er svo & ad profunaridefni bindist hrERo ef heegt er ad adlaga bindingarferilinn og nedsti punkturinn & svorun-
arferlinum innan gagnasvidsins er minni en 50% (mynd 1), ad pvi tilskildu ad allar vidmidanirnar fyrir &settanleika séu

uppfylltar.

Ad pvi tilskildu ad allar vidmidanirnar fyrir dsattanleika séu uppfylltar er litid svo & ad profunaridefni sé bindist ekki

hrERa ef:

— hegt er ad adlaga bindingaferil og nedsti punkturinn & adlagada svorunarferlinum innan gagnasvidsins er ofan vid

75% eda

— ekki er haegt ad adlaga bindingaferil og leegsta 6adlagada medaltal hundradshlutfallsbindingar i styrkleikahdpunum i
gdgnunum er ofan vid 75%.

Profunaridefni teljast tvireed ef ekkert af ofangreindum skilyrdum er uppfyllt (t.d. nedsti punktur & adlagada
svorunarferlinum er & bilinu 76-51%).

Tafla7

Viomidanir fyrir flokkun & grundvelli ferils samkeppnishadrar bindingar fyrir préfunaridefni

Flokkun Vidmidanir

Binst? Haegt er ad adlaga bindingaferil.
Nedsti punkturinn & svorunarferlinum innan gagnasvidsins er minni en 50%.

Binst ekki® Ef haegt er ad adlaga bindingaferil,
er nedsti punkturinn 4 adlagada svorunarferlinum innan gagnasvidsins ofan vid 75%.
Ef ekki er heegt ad adlaga bindingaferil,
er legsta 6adlagada medaltal hundradshlutfallsbindinga i styrkleikahdpunum i gégnunum ofan
vid 75%.

Tvireett® Sérhver profanleg keyrsla sem synir hvorki efni sem binst eda binst ekki

(t.d. nedsti punkturinn & adlagada svorunarferlinum er & bilinu 76-51%).

Mynd 1

Daemi um flokkun préfunaridefnis med pvi ad nota feril samkeppnishadrar bindingar
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60. Margar keyrslur fyrir préfunaridefni, sem eru framkvaemdar innan rannsoknarstofu, eru settar saman med pvi ad uthluta
hverri keyrslu t6lugildi og reikna Gt medaltalid fyrir allar keyrslurnar eins og synt er i t6flu 8. Nidurstodur Ur samsettum
keyrslum innan hverrar rannsoknarstofu eru bornar saman vid pa flokkun sem bdist var vid fyrir hvert profunaridefni.

Tafla 8

Adferd til ad flokka préfunarioefni med pvi ad nota margar keyrslur innan rannséknarstofu

Gildi uthlutad & hverja keyrslu:

Flokkun Tolugildi
Binst 2
Tvireett 1
Binst ekki 0

Til ad flokka medaltal tolugilda i 6llum keyrslum:

Flokkun Tolugildi
Binst Medaltal > 1,5
Tvirett 0,5 <medaltal < 1,5
Binst ekki Medaltal < 0,5

PROFUNARSKYRSLA

61. Sja24.101,PATTIR hrER-BINDINGAGREININGAR® i pessari profunaradferd.
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Vidbeetir 2.1
SKRA YFIR HUGTOK
[BH]E2: 17B-estradiol, geislamerkt med tritiumi
DCC: Dextranhtidud vidarkol
E2: Omerkt 17p-estradiol (6hvarfgjarnt)

Greiningarjafnalausn: 10 mM Tris, 10 mg nautgripasermisalbdmin/ml, 2 mM DTT, 10% glyserél, 0,2 mM levpeptin,
pH-gildi 7.5

hrERa: Endurradadur o-estrégenvidtaki Gr ménnum

Samhlida préfun: Ein af mérgum holum, sem innihalda sama innihald i sému styrkleikum, sem greining er gerd 4 samhlida
greiningu innan einnar keyrslu. | pessari adferdarlysingu er hver styrkleiki profunaridefnis profadur i premur settum; p.e. gerd
er greining & premur samhlida préfunum samhlida med hverjum styrkleika profunaridefnis.

Keyrsla: Heilt sett af greiningarholum i mikrétitrunarbdkkum, sem er keyrt samskeida, sem veitir allar paer upplysingar sem eru
naudsynlegar til ad lysa einkennum bindingar préfunaridefnis vido hrERa (p.e.a.s. heildarmagn [3H]-17B-estradiols sem er beett i
greiningarholuna, hdmarksbinding [3H]-17p-estradiéls vid hrERa, dsértek binding og samanlégd binding vid mismunandi
styrkleika préfunaridefnisins). Keyrsla getur verid med allt nidur i eina greiningarholu (p.e. samhlida profun) & hvern styrkleika
en sdkum pess ad pessi adferdarlysing Gtheimtir greiningu i premur settum samanstendur ein keyrsla af premur greiningarholum
& hvern styrkleika. bar ad auki Gtheimtir pessi adferdarlysing prjar sjalfsteedar (p.e. dsamskeida) keyrslur & hvert idefni.
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H5 2 Heitt 2,40 40 0,60 — — — — — 40
H6 3 Heitt 2,40 40 0,60 — — — — 40
H7 1 Heitt 4,00 40 1,00 — — — — — 40
H8 2 Heitt 4,00 40 1,00 — — — — — 40
H9 3 Heitt 4,00 40 1,00 — — — — — 40
H10 1 Heitt 12,00 40 3,00 — — — — — 40
H1l 2 Heitt 12,00 40 3,00 — — — — — 40
H12 3 Heitt 12,00 40 3,00 — — — — — 40
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S Al 1 samanldgd TB TB1 — 40 40 80 160 —
binding
S A2 2 samanldgd TB TB2 — 40 40 80 160 —
binding
S A3 3 samanldgd TB TB3 — 40 40 80 160 —
binding
S A4 1 samanldgd TB TB4 — 40 40 80 160 —
binding
S A5 2 samanldgd TB TB5 — 40 40 80 160 —
binding
S A6 3 samanl6gd TB | TB6 — 40 40 80 160 —
binding
S A7 1 kalt E2 (hatt) NSB SO 2,00E-06 40 — 40 80 160 1,0E-06
S A8 2 kalt E2 (hatt) | NSB | SO 2,00E-06 40 — 40 80 160 1,0E-06
S A9 3 kalt E2 (hatt) NSB SO 2,00E-06 40 — 40 80 160 1,0E-06
S A10 1 kalt E2 (hatt) | NSB | SO 2,00E-06 40 — 40 80 160 1,0E-06
S All 2 kalt E2 (hatt) NSB SO 2,00E-06 40 — 40 80 160 1,0E-06
S Al12 3 kalt E2 (hatt) | NSB | SO 2,00E-06 40 — 40 80 160 1,0E-06
S Bl 1 kalt E2 S S1 2,00E-07 40 — 40 80 160 1,0E-07
S B2 2 kalt E2 S S1 2,00E-07 40 — 40 80 160 1,0E-07
S B3 3 kalt E2 S S1 2,00E-07 40 — 40 80 160 1,0E-07
S B4 1 kalt E2 S S2 2,00E-08 40 — 40 80 160 1,0E-08
S B5 2 kalt E2 S S2 2,00E-08 40 — 40 80 160 1,0E-08
S B6 3 kalt E2 S S2 2,00E-08 40 — 40 80 160 1,0E-08
S B7 1 kalt E2 S S3 6,00E-09 40 — 40 80 160 3,0E-09
S B8 2 kalt E2 S S3 6,00E-09 40 — 40 80 160 3,0E-09
S B9 3 kalt E2 S S3 6,00E-09 40 — 40 80 160 3,0E-09




Nr. 73/778

EES-vidbatir vid Stjornartidindi Evropusambandsins

12.11.2020

]
g
3 g
g ~ E} =
— L (o] 1S
£ = | T ~ >
g E = = S
Q < (] ] = ]
53 S = g = £
c 2 21§ | £| 8| &
— =~ «© = c Fer)
g . £ €5 | 2| £ 8g 2| 5| <
2| = E < 22 x| B | E£3 5| ¢ 2
B 3 = 3 s 23 = s | E=| = g 5
- B = 2 < G RS < £ S E £ < G
| 8| ¢ 5 5| 5| 88 | §| E|gE| E| 8| £¢
@ & 3 F ¥ ¥ 53 & ¥ | x| & D 52
S B10 1 kalt E2 S S4 2,00E-09 40 — 40 80 160 1,0E-09
S B11 2 kalt E2 S S4 2,00E-09 40 — 40 80 160 1,0E-09
S B12 3 kalt E2 S S4 2,00E-09 40 — 40 80 160 1,0E-09
S C1 1 kalt E2 S S5 6,00E-10 40 — 40 80 160 3,0E-10
S C2 2 kalt E2 S S5 6,00E-10 40 — 40 80 160 3,0E-10
S C3 3 kalt E2 S S5 6,00E-10 40 — 40 80 160 3,0E-10
S C4 1 kalt E2 S S6 2,00E-10 40 — 40 80 160 1,0E-10
S C5 2 kalt E2 S S6 2,00E-10 40 — 40 80 160 1,0E-10
S C6 3 kalt E2 S S6 2,00E-10 40 — 40 80 160 1,0E-10
S c7 1 kalt E2 S S7 2,00E-11 40 — 40 80 160 1,0E-11
S Cs8 2 kalt E2 S S7 2,00E-11 40 — 40 80 160 1,0E-11
S C9 3 kalt E2 S S7 2,00E-11 40 — 40 80 160 1,0E-11
S C10 1 blanksyni blanks| Bl — — 160 — — 160 —
yni
S Cl11 2 blanksyni blanks | B2 — — 160 — — 160 —
yni
S C12 3 blanksyni blanks| B3 — — 160 — — 160 —
yni
S D1 1 noretynddrel NE | WP1 | 6,00E-05 40 — 40 80 160 3,0E-05
S D2 1 noretynddrel NE | WP1 | 6,00E-05 40 — 40 80 160 3,0E-05
S D3 1 noretynddrel NE | WP1 | 6,00E-05 40 — 40 80 160 3,0E-05
S D4 1 noretynodrel NE | WP2 | 2,00E-05 40 — 40 80 160 1,0E-05
S D5 1 noretynodrel NE | WP2 | 2,00E-05 40 — 40 80 160 1,0E-05
S D6 1 noretynodrel NE | WP2 | 2,00E-05 40 — 40 80 160 1,0E-05




12.11.2020

EES-viobetir vid Stjornartioindi Evropusambandsins

Nr. 73/779

]

g

- g

g > E =

- Ll (o] 1S

s = < 3

2 z | £ i 5

= = 'S 2 = 5

Q < © < = ©

g 5 2 £ = 3

= = — 3 2 = £ =3

g . | ¥ | 2| E|%q| 2| 5| <

=) S S = > \E/ [nd R £ = \5 : 3

| g = 2| 5| 3 | ¥ s |zs| | B| 2

s | 5| % E g 2 52 | £| E|SE| E| 5| %
¥ | 8| E 2 8| B 2 g 5| §|g5| E| g g5
a & & i v v 53 & x| S| & ] 52
S D7 1 noretynodrel NE WP3 6,00E-06 40 40 80 160 3,0E-06
S D8 1 noretynodrel NE | WP3 | 6,00E-06 40 — 40 80 160 3,0E-06
S D9 1 noretynddrel NE | WP3 | 6,00E-06 40 — 40 80 160 3,0E-06
S D10 1 noretynddrel NE | WP4 | 2,00E-06 40 —