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Hvordan ser fremtidens risikovurdering af kemikalier

ud?

Af Anne Marie Vinggaard, Camilla Taxvig, Anna Rosenmai, Marianne Dybdahl, Terje
Svingen, Nikolaj Nikolov og Eva Bay Wedebye, DTU Fgdevareinstituttet

Den brendende platform

Menneskeskabte kemikalier er blevet en
integreret og uundgaelig del af det moderne
samfund. De kan ggre livet mere bekvemt for
mennesker, men de fremstilles og anvendes
ikke uden konsekvenser. Mennesker bliver
udsat for kemikalier fra mange kilder sasom
vores fgdevarer, kosmetik, tgj, elektronik, der
kontaminerer vores indeluft, stgv og drikke-
vand. Fra humane overvagningsundersggelser
ved vi, at mindst et par hundrede kemikalier
kan detekteres i vores kroppe.

I de senere ar er der fremkommet mere evidens
for, at kemikalier har indvirkning pa menne-
skers sundhed. I de seneste artier har vi veret
vidne til en stigende forekomst af infertilitet
(bla. darlig sedkvalitet hos unge mend), mis-
dannede kgnsorganer hos drengebgrn, tidlig
pubertetsudvikling og indleringsvanskelig-
heder. Oprindelsen af de fleste af disse syg-
domme menes at vare opstaet i fostertil-
varelsen. Genetiske @ndringer kan blot for-
klare en mindre del af disse dysfunktioner, og
det menes, at vores livsstil og miljgfaktorer,
herunder udsattelse for kemikalier, er en af
hovedarsagerne til denne udvikling. Meget
tyder pa, at eksponering for cocktails af kemi-
kalier i fosterstadiet er en bidragende faktor til
nogle af disse effekter pa human sundhed.

Det anslas, at der i USA er omkring 83.000
kemikalier i brug, mens tallet for EU skgnnes
at vere 40-60.000. Den store udfordring er, at
vi har detaljeret information om sikkerhed og
eksponering for maksimalt 800-1000 kemika-
lier. Dvs. vores mangel pa viden er enorm for
titusindvis af kemikalier, der er i brug i dag.
Blandt de kemikalier, som vi mangler viden
om, er for eksempel bromerede flamme-

haemmere og fluorerede kemikalier, som vi ved
ofte er svart nedbrydelige og ophobes i
humant blod og vev. Hvis der i fremtiden
opstar et problem med sikkerheden for nogle af
disse kemikalier, vil det kunne give alvorlige
problemer, da det tager mange ar, for stofferne
er ude af kroppen igen. Hvad ggr vi ved alle de
kemikalier, der mangler risikovurdering for?

Det nuverende paradigme for risiko-
vurdering af kemikalier

Det nuverende paradigme for risikovurdering
af kemikalier indeberer, at primart dyr sasom
gnavere anvendes til fareidentifikation. Det vil
vere ngdvendigt ogsd i fremtiden, da meget
verdifuld information kan fas fra dyreforsgg.
Der er derfor ikke tale om en karrikeret diskus-
sion for eller imod brug af dyreforsgg. Men
dyreforsggene kan vere et problem af flere
arsager: For det fgrste kan dyr ikke altid
forudsige effekter pa mennesker pga. forskelle
1 enten kinetik (absorption, fordeling, metabo-
lisme og elimination) og/eller dynamik (effekt
og virkningsmekanismer). Det er estimeret, at
omtrent 50 % af human toksicitet kan forud-
siges vha. gnavermodeller (1). For det andet er
det ressourcekrevende at udfgre dyreforsgg.
Omkostningerne til tests inden for REACH er
anslaet til omkring 9,5 mia € i lgbet af det
naste arti, hvor dyreforsgg for reproduktions-
toksicitet tegner sig for mere end 90 % af
udgifterne (2). Dertil kommer, at de nuvaerende
testkrav ofte ikke dekker vigtige endokrine
effekter opstaet under fostertilveerelsen. Ende-
lig er der politiske og etiske krav om at redu-
cere dyreforbruget. Derfor er der mange gode
grunde til at finde nye mader og til at optimere
og forbedre maden, vi risikovurderer
kemikalier pa.
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Alternative lgsninger for risikovurdering af
kemikalier

Men hvad ggr vi? Findes der brugbare alter-
native lgsninger? Vi vil hevde, at der pa flere
omrader allerede ggr det (f.eks. for toksicitet
pa hud og gjne), og at det er muligt at videre-
udvikle eksisterende eller udvikle nye lgs-
ninger inden for flere andre omrader. Det giver
hab om en mere baredygtig fremtid pa kemi-
kalieomradet. Den alternative made indebearer
testning i et batteri af sakaldte in vitro metoder.
Disse metoder vil typisk omfatte testning i
humane celler og/eller vaev af effektparametre
(f.eks. binding til receptor eller &ndret ekspres-
sion af gener), der er relevante for den effekt,
man vil undersgge for, f.eks. nedsat fertilitet.
Her er det vigtigt, at de ’key events’, der ind-
gar i den sdkaldte ’adverse outcome pathway’
indgar i testbatteriet (se artikel om dette
andetsteds i bladet). Pa baggrund af in vitro
tests findes den koncentration af kemikaliet,
der kan forventes at ville forstyrre den humane
organisme (’biological pathway altering con-
centration’). Dernaest er der brug for viden om
toksikokinetikken, dvs. hvordan kroppen
behandler kemikaliet. Dette ggres vha. fysiolo-
gisk baseret kinetikmodellering (PBK modelle-
ring), der er ren computermodellering. Med
sadanne modeller bliver kemikaliets absorp-
tion, fordeling, metabolisme og elimination
(ADME) estimeret. Ved sdkaldt ’omvendt
dosimetri’ kan menneskers indtag beregnes,
dvs. den dosis eller det indtag under hvilket,
det ikke forventes at ville fgre til en kritisk
effekt i mennesker (ogsé kaldet en ’biological
pathway altering dose’). Denne verdi kan
anvendes ved risikovurdering af kemikalier og
kan betragtes som et alternativ til ADI eller
TDI (acceptabelt og tolerabelt dagligt indtag),
der er beregnet pa basis af NOAELs (no
observed adverse effect levels) opnaet i dyr.
Det er vigtigt, at den alternative tilgang er
baseret pa humane testmetoder og humane
PBK modeller, sadan at problemet med at
ekstrapolere fra dyr til mennesker undgas.

CASE 1: Toksicitet af conazolfungicider

I en undersggelse fra US-EPA er 16 conazol-
fungicider undersggt vha. den alternative til-

gang (3). Der blev anvendt humant baserede in
vitro modeller for levertoksicitet og udviklet
PBK modeller for de 16 stoffer. Vardier for
"biological pathway altering dose’ (BPAD)
blev sammenlignet med ADIer opnaet pa basis
af dyreforsgg. Det er ikke optimalt at legiti-
mere (eller validere) resultaterne ved sammen-
ligning med dyreforsggsdata pga. artsforskelle,
men det er den eneste reelle mulighed, der er
for at vurdere resultaterne og derfor bedre end
ingenting. Der var generelt en rimelig overens-
stemmelse mellem resultaterne for de fleste
stoffer, opnéet pa baggrund af de to metoder,
dvs. at ADI og BPAD typisk 1a inden for den
samme stgrrelsesorden (figur 1).

Pa DTU Fgdevareinstituttet har vi lavet grun-
dige undersggelser in vitro og in vivo (i dyr) af
5 udvalgte conazolfungicider, og et overblik
over resultaterne er publiceret i Dreisig et al.
(4). Et batteri af celletests for hormonforstyr-
rende effekter (vakst af humane brystkraft-
celler, androgen receptor antagonisme, aryl-
hydrocarbon receptor agonisme, steroidhor-
monsyntese og effekter pa aromatase) blev
anvendt for at tegne den toksikologiske profil
af stofferne. Dette blev fulgt op af omfattende
dyreforsgg, hvor draegtige rotter blev ekspone-
ret perinatalt, hvorefter reproduktionsrelaterede
effektparametre blev undersggt i det hanlige og
hunlige afkom. Det viste sig, at alene pa
baggrund af farekarakteriseringen in vitro
kunne vi opna den samme rangering af fungi-
ciderne, som der blev opnaet in vivo. F.eks. var
prochloraz og ketoconazol de to mest potente
hormonforstyrrende stoffer bade in vivo og in
vitro. De udviste begge de mest markante
effekter pa det hanlige afkom in vivo og pa de
antiandrogene parametre in vifro. Omvendt
viste epoxiconazol sig at forarsage markant
reduktion i estradiolniveauer bade in vitro og
in vivo i hunnerne, og det var sandsynligvis
arsagen til den markante fosterskadende effekt.
Mere detaljeret information kan findes i
Dreisig et al. (4). Sadanne typer af data, kom-
bineret med en PBK modellering, kan man for-
vente vil kunne bidrage til en alternativ risiko-
vurdering i fremtiden.
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Figur 1. ’Biological pathway altering doses’ for 16 conazol fungicider bestemt ved en kombineret in vitro-PBK
modelleringstilgang og sammenlignet med levertoksicitetsdata fra gnavere. LEL: low effect level; NEL: no
effect level; ADI: acceptable daily intake. Modified from Judson et al. 2011 (3).

CASE 2: Alternativer til bisphenol A

Bisphenol A (BPA) bliver i stigende grad
erstattet med alternative bisphenoler pga. dets
hormonforstyrrende egenskaber. Problemet er,
at alternativer endnu ikke er tilstrekkeligt
undersggt. Vi har lavet en toksikologisk profi-
lering in vitro af 4 bisphenoler (B, E, F & S)
og 4-cumylphenol (figur 2). Disse data
sammen med andre af vores upublicerede data
for effekter pa adipocytdifferentiering viser, at
stofferne har kvalitativt den samme toksikolo-
giske profil med ganske fa undtagelser (figur
3). De er alle ER agonister, AR antagonister,
hemmer androgensyntese, forgger progesta-
gensyntese og estrogensyntese (sidstnavnte

med undtagelse af BPS) (5). Disse in vitro data
blev understgttet af en QSAR modellering,
som ogsa forudsiger lighed i effekter. For
bisphenol A findes en overveldende mangde
information mht. toksikologiske effekter og
eksponering baseret pa baggrund af artiers
forskning. Nar vi i denne situation star med
noget, vi kunne kalde et referencekemikalie
som bisphenol A, der er undersggt meget
grundigt i talrige dyreforsgg, burde sadanne in
vitro data sammen med PBK modelleringsdata
kunne danne et tilstrekkeligt grundlag for en
risikovurdering af disse alternativer.
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Figur 3. Bisphenol A, B, E, F, S og 4-cumylphenol er toksikologisk profilerede i et batteri af in vitro tests
bestaende af reportergen assays for estrogenreceptoren (ER), androgenreceptoren (AR), arylhydrocarbon-
receptoren (AhR), PPARa, PPARY, retinoidreceptoren (RAR), Nrf2 som indikator for oxidativt stress, pS3 som
indikator for effekter pa DNA repair. Endelig inkluderet en test for effekter pa syntesen af progestagener (prog),
corticosteroider, androgener og estrogener.Rgd: Aktivering; Grgn: Hemning; Gra: Ingen effekt.
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QSAR modeller

I de tilfelde, hvor der ikke findes nogen
eksperimentelle data for kemikalier, er det ofte
muligt at forudsige toksiciteten. Ved
anvendelse af computerbaserede ’Quantitative
Structure Activity Relationships’ (QSARs) har
vi mulighed for at forudsige farer ved kemi-
kalier pa basis af viden om kemiske strukturer.
Vi rader over ca. 150 modeller til forudsigelse
af diverse toksiciteter, herunder flere modeller
for human toksicitet. De humane modeller er
baserede pa data fra kliniske forsgg for lege-
midler. Den enkelte (Q)SAR model har typisk
en ngjagtighed pa 75-90 % i forhold til de
eksperimentelle data, som man skal huske ikke
altid er 100 % reproducerbare eller ngjagtige.
Hvis man kombinerer flere forskellige QSAR
systemer (f.eks. tre) kan ngjagtigheden for-
bedres udover ngjagtigheden af de individuelle
metoder. Dette kan sammenlignes med, at man
spgrger tre forskellige eksperter om deres
vurderinger af de samme dataset. Sadanne
varktgjer er vaerdifulde for kemikere, der skal
syntetisere nye kemikalier og lagemidler,
kosmetik eller industrikemikalier, og for de
regulerende myndigheder, der skal godkende
nye industrikemikalier, pesticider eller lege-
midler, og verktgjerne bgr derfor anvendes i
hgjere grad. Miljgstyrelsen i Danmark stod
oprindelig bag etableringen af denne aktivitet
og har gennem mange ar anvendt QSAR
modellering. Derudover har DTU Fgdevare-
instituttet for nylig opstartet et spin-out firma,
Saxocon (www.saxocon.com) der leverer
QSAR ekspertise til pharmabranchen.

Konklusion

Det beskrevne perspektiv for fremtidens risiko-
vurdering omfatter brug af flere komplemen-
teere metoder, der inkluderer humane in vitro
og/eller vevstests, computermodeller dels til at
beskrive ADME forhold og dels til at forudsige
toksiciteter pa baggrund af kemisk struktur, og
endelig ’Adverse Outcome Pathways’ (se
artikel af Marianne Dybdahl) og integrerede
teststrategier, der munder ud i en holistisk
analyse af alle data. Perspektivet skitserer en
ramme for anvendelse af data uden brug af dyr

til at estimere acceptable humane indtag af
kemikalier. Vi forudser, at sadanne nye
tilgange vil blive afggrende i1 forhold til at
udvikle en mere baredygtig made at risiko-
vurdere kemikalier pa i fremtiden.

Yderligere information:
Anne Marie Vinggaard
annv@food.dtu.dk
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Miljgbetingede udsattelser 1 Danmark

Af Lisbeth E. Knudsen og Thit Aarge Mgrck, Institut for Folkesundhedsvidenskab,

Kobenhavns Universitet

Sundhedsstyrelsens temadag d. 15. april 2015
omhandlede brug af nyere toksikologiske
metoder som verktgj til risikovurdering, og i
denne sammenh@ng er det vasentligt at se pa
hvilke stoffer, vi i Danmark udsattes for,
saledes at risikovurderingen rettes mod aktu-
elle og kommende problemstillinger. Vi bliver
hele tiden udsat for pavirkninger fra miljget,
for eksempel gennem luft, jord, vand, fgde-
varer og ved brug af diverse produkter. Miljget
indvirker pa sundheden overalt, hvor vi
befinder os, indendgrs og udendgrs, 1 boliger,
institutioner, skoler, pa arbejdspladser, og i

Sundhedsstyrelsen  har i  publikationen
Kemikalier og helbred fra 2012 opsummeret
kilder til kemiske stoffer og deres effekter i
nedenstdende tabel, hvor eksponeringer fra
udeluft (udstgdningsgasser og industriforure-
ning) anses for én af de vasentligste kilder.
Stoffer i jord, grund og drikkevand har varet i
fokus, og her er det is@r tungmetaller og pesti-
cider, opmarksomheden er rettet mod. I inde-
klimaet findes en raekke afgasningskemikalier
(radon, VOC, phthalater) og kemikalier fra
forbrugerprodukter som persistente forbindel-
ser mm. (tabel 1).

transportmidler.

Tabel 1: Eksempler pa kilder til kemiske stoffer og deres effekter (reproduceret fra (1))

Kilder Kemiske stoffer/stofgrupper Potentielle effekter forbundet med stofferne
(ikke udtgmmende)

Udeluft Stoffer og partikler fra udstgdningsgas fra Luftvejseffekter, hjerte- og karlidelser,
biler, industrielle emissioner og forbrending | udviklingseffekter, kreft
(f.eks. brendeovne): partikler, SO,, NO,,
ozon, bly, dioxin, benzen, PAHer

Grund- og Pesticider, herbicider, ggdningsstiffer, nitrat, | Hormonforstyrrende effekter, reproduktions-

drikkevand metaller, oplgsningsmidler, fluorid, toksiske effekter, nerveskadende effekter,
petroleumsprodukter, biprodukter fra allergi og eksem
desinfektion (klorerede forbindelser)

Jord Tungmetaller, PCB og andre persistente Nerveskadende effekter, hormonforstyrrende
organiske stoffer, pesticider, klorerede effekter, reproduktionstoksiske effekter,
oplgsningsmidler allergi og eksem, kreeft

Indeklima Ftalater, formaldehyd, organiske oplgsnings- | Nerveskadende effekter, hormonforstyrrende
midler, polybromerede flammeh@&mmere, effekter, reproduktionstoksiske effekter,
SO,, NO,, CO, Radon, asbest, PCB, allergi og eksem, kreft, luftvejsproblemer,
partikler fra breendeovne hjerte- og kar lidelser

Fgdevarer Pesticider, tungmetaller, aflatoxiner, Hormonforstyrrende effekter, reproduktions-

og fgdevare- | dioxiner, acrylamid, polyfluorerede stoffer toksiske effekter, allergi og eksem, kraft

emballager (PFC)

Forbruger- Tungmetaller, pesticider, persistente Hormonforstyrrende effekter, reproduktions-

produkter organiske stoffer, formaldehyd, ftalater, toksiske effekter, allergi og eksem, kreft,
konserveringsmidler som parabener, effekter pa luftveje og nervesystemet
parfumestoffer, farvestoffer, nanosglv,
oplgsningsmidler
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Radon i danske boliger

Kommunekortet viser hwor mange procent
af de enkelte kommuners enfamiliehuse,

tion over 200 Bg/m’. Kommuneme er ind-
delt i fem klasser med tilhorende farve pé
folgende méde:

Hovedrapporten om undersgelsen kan ses og hentes p www.radon.dk

Figur 1. Radon i boliger 2001 (gengivet med tilladelse fra (2)

Graden af udsattelse vil athenge af en lang
rekke faktorer, som ath@nger af kilderne til de
kemiske stoffer i miljget, og disse kortlegges
ved malinger af koncentrationer i miljg, pro-
dukt eller i nogle tilfzlde kilden. Eksempler
herpa er radonudsettelse, som fglger de
geologiske stukturer. Malinger fra 2001 i
danske boliger er gengivet i kortet i figur 1.
Som det ses pa kortet, er det ikke kun
Bornholm med granitundergrund, der har
udslip af radon til boliger. Ogsa kvaliteten af
drikkevand fglger geologiske strukturer, og her
er der fokus pa arsen, som i kortet fra De
Nationale Geologiske Undersggelser for
Danmark og Grgnland (figur 2) viser niveauer
over 5 pg/l nogle steder i landet.

Fgdevarer og fgdevareemballage anses for at
vare en vaesentlig kilde til udsattelse for kemi-
kalier, som det fremgér af Fgdevarestyrelsens
hjemmeside, hvor man under “Guides -
Fgdevarestyrelsen” kan finde nermere beskri-
velser samt rad til at undga en reekke kemi-
kalier i fgdevarer og emballage (4).
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Arsen i vandforsyningsboringer (1981-2006)
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Figur 2. Indholdet af arsen i grundvandet i Danmark i forhold til udbredelsen af prakvartere formationer. Rgde
prikker angiver, hvor koncentrationer i grundvandet er over 5 pg/l, mens bla prikker viser, hvor koncentrationer i
grundvandet er under 5 pg/l. 5 ng/l er greenseveardien for arsen ved afgang fra vandvaerk. Gengivet med tilladelse
fra (3).

Overskrifter pa de forskellige rad og retningslinjer, der er at finde pa Fgdevarestyrelsens hjemmeside,
ses nedenstaende.

Ver opmarksom pa bisphenol A fra plast og daser

Sadan undgar du fluorerede stoffer fra emballage

Ver opmarksom pa nitrit

Er der ftalater i emballage?

Ver opmarksom pa furan i kaffe og feerdigmad

Sadan begraenser du akrylamid fra kartofler, korn og kaffe

Sadan undgar du tjerestoffer (PAH) i din mad

Sadan far du feerre pesticidrester i dine fgdevarer

Sadan begraenser du nitratholdige grgntsager til spadbgrn

Sadan undgar du svampegiftstoffer fra fgdevarer

Kend dit sgdestof

Ver opmarksom, nar du plukker vilde planter og svampe

Sadan tilbereder du frugt og grent - undga naturens egne giftstoffer
Ver opmarksom pa visse krydderier, krydderurter, rgdder og frg
Ver opmarksom pa uorganisk arsen i risprodukter
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Undga voksarter fra escolar og oliefisk/smgrmakrel

Sadan begrenser du dit indtag af dioxin

Ver opmearksom, nar du samler muslinger og gsters
Sadan begrenser du dit indtag af kviksglv fra fisk

Sadan begrenser du dit indtag af bly

Ver opmarksom pa cadmium i solsikkefrg, hgrfrg, skaldyr, chokolade og kakao

Sadan afkoder du, hvad der ligger bag GMO
Sadan afkoder du, hvad der ligger bag E-numre
Jul med mindre kemi

Indpakning

Hvilken emballage ma bruges til hvilke fgdevarer?

Sadan behandler du mugne fgdevarer
Hvorfor valge gkologi?

Fastfood med mindre ugnsket kemi
Gravid med mindre ugnsket kemi
Hvad er der kommet i min vin?

Sadan far du mindre ugnsket kemi fra mad fra havet
Spad- og smabgrnsmad med mindre ugnsket kemi

Veard at vide om &g

Veard at vide om medicinrester i eksotiske fisk og skaldyr

Human biomonitering

For at gennemfgre en risikovurdering er det
ngdvendigt at vide, hvor meget vi reelt bliver
udsat for af de forskellige kemikalier. Til
undersggelse af dette kan man benytte sig af
human biomonitering (HBM), der netop er en
metode til at male niveauet af forskellige bio-
markgrer for blandt andet kemikalier direkte i
matrix fra mennesker. Dette ggres blandt andet
ved at male pa urinudskillelsen af f.eks.
ftalater, eller analysere en blodprgve for ind-
holdet af kemikalier.

Danmark har for nyligt deltaget i et stgrre
europ@isk projekt, DEMOCOPHES, om HBM
i 17 EU lande. 1 den danske del af
DEMOCOPHES blev eksponeringen for 65
forskellige biomarkgrer undersggt i en gruppe
af danske skolebgrn i alderen 6-11 ar og deres
mgdre fra land- og byomrader (5). Den miljg-
massige eksponering for kemikalier fra en
rekke forskellige kilder, herunder fgdevarer,
plast, elektronik, kosmetik og bolig, blev malt
til en estimering af eksponeringen i danske
bgrn og kvinder. Blodprgver blev analyseret
for 9 polychlorerede biphenyler (PCB), 4
dichlordiphenyltrichlorethan (DDT) metabo-

litter, hexachlorbenzen (HCB), B-hexachlor-
cyclohexan B-HCH, 6 polyfluoralkylstoffer
(PFAS) og 7 polybromerede diphenyler
(PBDE). Blodprgverne blev desuden analyse-
ret for dioxin-lignende aktivitet og en biomar-
kgr for effekt, mikrokernefrekvens. Harprgver
blev analyseret for indhold af kviksglv. Urin-
prgver blev analyseret for 15 ftalatmetabolitter,
7 parabener og 9 phenoler samt cadmium,
kotinin og paracetamol.

Resulaterne viste, at kun tre biomarkgrer ikke
kunne pavises i nogen af deltagerne. Tre og
tyve biomarkgrer blev fundet i alle mgdre og
22 blev fundet i alle bgrn. Undersggelsen viste,
at der var en signifikant sammenhang mellem
indtaget af fisk og kviksglvkoncentrationen i
har, og at koncentrationen af de persistente
stoffer var signifikant associeret med mgdrenes
alder. En negativ association blev fundet
mellem body mass index (BMI) og PCB kon-
centrationer i plasma, is@r hos bgrnene. Mgdre
med 3 eller flere bgrn havde et signifikant
lavere plasmaniveau af perfluorerede stoffer
sammenlignet med mgdre med kun et eller to
bgrn, hvilket indikerer paritet som en vigtig
faktor for niveauet af PFAS i plasma. De fleste
af de malte PCB kongener, dioxin-lignende
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aktivitet og kviksglv i har samt flere parabener
og phenoler var hgjere i mor-barn par fra byen
sammenlignet med par fra landomradet.

Desuden viste undersggelsen, at mange af bio-
markgrerne fulgte det samme eksponerings-
mgnster i bgrnene og deres mgdre. Men for-
skelle i niveauer hos mgdre og bgrn blev ogsa
fundet, hvilket kan skyldes forskelle i toksiko-
kinetik, bioakkumulering samt forskelle i eks-
poneringskilder. Der blev ogsa fundet statistisk
signifikante sammenhange imellem de malte
koncentrationer i bade den persistente og den
ikke-persistente gruppe kemikalier, hvilket
indikerer felles eksponeringskilder og -mgn-
stre inden for de forskellige grupper af kemi-
kalier. PCB kongenererne, de perfluorerede
stoffer samt kviksglvkoncentrationerne i har
var positivt korreleret med hinanden, hvilket
peger pa, at man muligvis kan benytte enkelte
biomarkgrer som proxy-markgrer for den sam-
lede eksponering for persistente stoffer. Ingen
association blev fundet mellem biomarkgren
for effekt, mikrokernefrekvens, og biomar-
kgrerne for eksponering. Samlet set kunne det
konkluderes ud fra DEMOCOPHES under-
sggelsen 1 Danmark, at eksponering for
kemikalier i de danske deltagere er allesteds-
nerverende. Bestemte faktorer sdsom alder,
BMI og paritet kan have indvirkning pa
plasmakoncentrationen af de malte blodbio-
markgrer. Eksponeringen synes at fglge et
familierelateret mgnster, og is@r kemikalier fra
samme gruppe er signifikant korreleret med
hinanden. Det er vasentligt at pege pa, at med
denne eksponering for mange kemikalier sam-
tidig, hvoraf mange er hormonforstyrrende,
kan der vare en risiko for skadelige effekter i
den danske befolkning, muligvis med hgjere
risiko for beboere i byen. Da nogle af biomar-
kgrerne blev malt i hgjere niveauer hos bgrn
sammenlignet med mgdre, er der desuden
behov for gget fokus pa eksponering hos bgrn.
Studiet giver anledning til flere fremtidige
studier om den mulige korrelation mellem de
forskellige biomarkgrer for eksponering. Flere
studier med flere deltagere samt en mere
specifik spgrgeskemaundersggelse er ngdven-
dig for at undersgge specifikke kilder til

eksponering narmere (6,7). DEMOCOPHES
er i Danmark gennemfgrt med supplerende
finansiering fra Miljg-, Fgdevare- og
Sundhedsstyrelserne, og de kemiske analyser
er udfgrt pa Syddansk Universitet og Rigshos-
pitalet.

Vi har pa Kgbenhavns Universitet bidraget til
en rapport til det europaiske fgdevareagentur
(EFSA) om brug af HBM i forhold til bedgm-
melse af eksponeringer fra fgdevarer (8), hvor
det anbefales at medtage data fra HBM i
risikovurdering af udsattelser i fgdevarer. Hid-
til har risikovurderingerne veret baseret pa
eksponeringsdata fra analyser af fgdevarer og
oplysninger om indtag fra spgrgeskemaer. Der
findes ganske mange europaiske studier med
HBM, men egentlige overvagningsprogrammer
er kun gennemfgrt 1 Tyskland.

EU-kommissionens mange direktorater med
interesse inden for miljg, sundhed, handel,
forskning m.m. gnsker en struktur inden for
EU, som muligggr mere harmoniseret brug og
fortolkning af HBM data. Initiativet har form
af en forskningsaktivitet under Horizon 2020
Personalized Medicine topic 4 — 2016 - The
European Human Biomonitoring Initiative
[RTD]. Kommissionen har nedsat en stor
arbejdsgruppe med repraesentanter fra alle EU
lande (samt Norge, Island og Schweitz), der
bidrager til beskrivelse af en struktur, som
landene kan anbefale. Fra Danmark deltager
Anna-Maria Andersson fra Rigshospitalet og
Lisbeth E. Knudsen fra Kgbenhavns
Universitet som eksperter, udpeget af
Forskningsstyrelsen. Der foruds&ttes national
medvirken og koordinering med de relevante
myndigheder og alle nationale interessenter i
en national HUB, som skal dannes. Arbejds-
miljg gnskes inddraget, og de relevante
ministerier fremgar af nedenstaende tabel 2 ,
idet ogsa Forskningsministeriet forventes at
medvirke.
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Tabel 2: Kilder til eksponering for kemiske stoffer og myndighedsansvar ( reproduceret efter (1))

Kilder til eksponering Myndighedsansvar

Miljg (luft, jord- og vandforurening) Miljgstyrelsen/Naturstyrelsen
Arbejdsmiljg, herunder indeklima pa arbejdspladsen Arbejdstilsynet

Fgdevarer Fgdevarestyrelsen
Forbrugerprodukter og kemiske stoffer og blandinger Miljgstyrelsen

Indeklima, byggevarer

Miljgstyrelsen (Energistyrelsen)

Yderligere information:
Lisbeth E. Knudsen
liek @sund.ku.dk
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Risikovurdering af kosmetiske produkter - hvor er der

behov for ny viden?

Af Ann Detmer, DHI

Risikovurdering eller sikkerhedsvurdering af
kosmetiske produkter reguleres af Forordning
2009/1223/EF gazldende fra 11. juli 2013. For
hvert kosmetikprodukt skal der udarbejdes et
dossier.

Overordnet bestar et dossier med produktinfor-
mation (PIF) af flg.:

1. en beskrivelse af det kosmetiske produkt,
som tydeligt viser, at der er sammenhang
mellem produktinformationerne i dossieret
og det kosmetiske produkt

2. CPSR (det kosmetiske produkts sikker-
hedsrapport), som indeholder dels 2a. pro-
duktets sikkerhedsinformation og 2b. selve
sikkerhedsvurderingen

3. GMP-statement vedrgrende hele produk-
tionen.

PIFen kan vare pa engelsk eller pa det lokale
sprog. I tabel 1 kan rubrikkerne til informa-
tionskravene ses.

Tabel 1. Kosmetikproduktsikkerhedsinformation

Kvalitativ og kvantitativ formel

Fysisk/kemisk karakterisering og stabilitet

Mikrobiologisk kvalitet

Urenheder, sporstoffer, informationer om

emballeringsmateriale

Normalt og rimeligt forudsigelig brug

e Eksponeringsscenarie for det kosmetiske
produkt

¢ Eksponering for ingredienser

e Toksikologiske profiler af alle ingredienser inkl.
MoS-beregninger

e Ugnskede virkninger = cosmetovigilance

¢ Informationer pa det kosmetiske produkt

Der skal laves toksikologiske profiler af alle
ingredienser, inkl. Margin of Safety (MoS)

beregninger. Fokus ligger pa evaluering af
lokal toksicitet. I vurderingen tages der hensyn
til alle vaesentlige toksikologiske absorptions-
veje samt de systemiske virkninger, og der
foretages en beregning af sikkerhedsmarginer
(MoS) baseret pa et niveau, hvor der ikke
observeres skadelige virkninger (no observed
adverse effects level -NOAEL). Opmarksom-
heden rettes sarligt mod eventuelle indvirk-
ninger pa den toksikologiske profil, som skyl-
des:

o partikelstgrrelse, herunder nanomaterialer

e urenheder i de stoffer og det ramateriale,
der anvendes, og stoffernes interaktion

Eventuelle analogiseringer dokumenteres og
begrundes behgrigt, og informationskilden skal
veare klart angivet.

For hver brugt ingrediens skal der findes data
for fglgende toksikologiske endpoints (tabel
2):

Tabel 2. Toksikologiske endpoints ingredienser

Akut toksicitet (hvis muligt)
Irritation og korrosivitet (hud og gjne)
Hudsensibilisering

Dermal absorption

Toksicitet ved gentagen dosering
Mutagenicitet/genotoksicitet
Carcinogenicitet
Reproduktionstoksicitet

. Toksikokinetik

10. Photo-induceret toksicitet

11. Humane data

DO N LR LN~

De toksikologiske endpoints, som skal vurde-
res, adskiller sig ikke fra andre risikovurderin-
ger. Til udfyldelse af de toksikologiske end-
points bliver der fortrinsvis brugt data fra
gamle dyreforsgg. Der har siden 2004 veret
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forbud mod brug af forsggsdyr til testning af
kosmetiske produkter og siden 2009 ogsa for
kosmetiske ingredienser. De sidste undtagelser
(kronisk toksicitet, reproduktionstoksicitet og
toksikokinetik) fra forbuddet mod testning pa
dyr blev fjernet i 2013, sa nu er der totalforbud
mod at bruge dyr til testning af kosmetik,
uanset om det sker i eller uden for Europa.
Man ma dog bruge de gamle data eller nye
data, som genereres som del af en REACH-
registrering af det kemiske stof. REACH-data
findes for kemikalier, som i Europa anvendes
til andre formal end kosmetik. Der bliver ogsa
brugt data genereret ved simulering og fra
analogi til data fra anden anvendelse, f.eks. i
fgdevarer eller legemidler.

Sikkerhedsvurderingen udfgres efter de ret-
ningslinjer, som kan ses i forordningens artikel
10, og overalt i vurderingen bruges en “weight
of evidence”-tilgang, og al information vurde-
res samlet. Ud over en identifikation og karak-
terisering af de iboende farer indgar ekspone-
ringsvurdering og risikokarakterisering for
hver enkelt ingrediens og samlet for det formu-
lerede produkt. Formalet med risikokarakteri-
seringen er at vurdere, om anvendelse af et
kosmetisk produkt er “sikker”. Her betyder
ordet ”sikker”, at risikoen forbundet med
anvendelsen er under kontrol, og at der ikke
forventes skade pa brugeren. For risikokarakte-
riseringen af kosmetiske produkter bruges en
MOS-beregning, og denne skal vaere >100, for
at produktets anvendelse kan vurderes som
sikker.

Pa basis af alle de ovennavnte oplysninger om
indeholdte ravarer, produktets brug og ekspo-
nering, type af brugergruppe med mere kan
den sammenfattende sikkerhedsvurdering af
det kosmetiske produkt udarbejdes. Konklusio-
nen pa vurderingen er en erklering om det kos-
metiske produkts sikkerhed. Selve sikkerheds-
vurderingen skal udfgres af en kompetent
person, og som dokumentation herfor skal der
vedleegges et CV pa den person, der laver
sikkerhedsvurderingen. Kravene er minimum
en akademisk uddannelse inden for farmaci,
toksikologi, medicin eller lignende.

Hvad giver forsggsdyrsforbuddet af konse-
kvenser? I praksis ikke sa meget for produkter
lavet af ingredienser, der allerede er pa marke-
det. Kosmetikindustrien har accepteret forbud-
det mod at bruge forsggsdyr, og der bliver i
stedet udfgrt in vitro og in silico forsgg og en
del forsgg pa mennesker (HRIPT - Human
Repeat Insult Patch Test), dette sker iser i
USA. I Europa er opfattelsen, at det ikke er
etisk forsvarligt at bruge mennesker til test af
kontaktallergi ved kosmetik. Hvis ikke et kos-
metisk produkt fungerer godt, bgr det fanges i
cosmetovigilance overvagningen (bivirknings-
rapportering), og produktet kan treekkes tilbage
fra markedet, hvis tiltag til at forbedre pro-
duktet ikke er tilfredsstillende.

I realiteten bliver brugere af kosmetik dog del-
vist brugt som forsggsdyr, da vores viden om
induktion af eksempelvis allergi ikke er til-
strekkelig. Der er mangel pa viden vedr. dosis
for induktion af kontaktallergi, og om hvad der
er sikker dosis for allerede inducerede perso-
ner. Der mangler ogsa viden om sammen-
hengen mellem brug pa huden af naturlige
ingredienser, som indeholder allergene protei-
ner, og senere fgdevareallergi. Viden om
graden af hudabsorption er kritisk i MOS-
beregningen af kosmetiske ingredienser, da en
default-veerdi pa 100 % skal bruges, nar der
mangler data, medmindre ingrediensen/kemi-
kaliet har LogP,, <-1 eller >4 og en mole-
kylvegt >500 Dalton. Da ma man i stedet
bruge en default-verdi pa 10 % (1). Yderligere
kendskab til interaktioner mellem forskellige
kosmetiske ingredienser og pavirkning af hud-
absorption vil give en mere ngjagtig MoS-kal-
kulering.

For at lave en toksikologisk profil af helt nye
ingredienser, som ikke er brugt til andet end
kosmetik, er der behov for at bruge andre
metoder end dyreforsgg. EU har satset 238
millioner Euro pa forskning i alternative test til
forsggsdyrstest, og der er behov for langt stgrre
midler til forskning for at kunne erstatte alle
dyreforsgg. Forskningsprogrammet SEURAT-
1 (FP7) www.seurat-1.eu, finansieret af bade
EU og Cosmetics Europe, forsgger at erstatte
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dyreforsgg med gentagen dosering. En sam-
menfatning af allerede opnaede resultater fra
dette forskningsprogram og anbefalinger for
kommende forskning kan leses i Daston et al
2014 artikel i Arch. Toxicol; SEURAT: Safety
Evaluation Ultimately Replacing Animal
Testing - Recommendation for future research
in the field of predictive toxicology (2). Der er
allerede kommet mange rigtigt gode resultater
fra forskningen, men for nogle endpoints er det
meget svert at erstatte dyreforsgg. For kosme-
tikindustrien er der behov for mere forskning i,
hvad gentagen dosering betyder, i hudabsorp-
tion og i forudsigelse af allergi. For helt nye
kemikalier, som udelukkende anvendes i1 kos-
metik, mangler der mulighed for at vurdere
sikkerheden for mennesker, og hvorvidt kon-
centrationen i kosmetikproduktet overskrider
TTC-tersklen (threshold of toxicological
concern). Det kan bremse udviklingen af nye
kosmetiske ingredienser i Europa.

For at kunne beregne MOS er der behov for et
udgangspunkt for vurderingen, altsa en
udgangsvardi (en point of departure) i form af
en NOAEL-verdi fra et dyrestudie (den hgje-
ste dosis, hvor der ikke ses skadelige effekter).
Her mangler der stadig en fuldt udviklet
metode, som kan erstatte NOAEL-verdier fra
dyreforsgg. Mest lovende i dag er en kombi-
nation af matematisk modellering, PBTK
(physiology based toxicokinetics) modellering,
og MOA/AOP (mode of action/adverse
outcome pathways) samt OMICs analyser.
Sammen med effektive og fuldautomatiske
screeningsmetoder kan disse nye metoder til at
karakterisere toksicitet forhdbentlig give en ny
indgang til risikovurdering. Den virkeligt
krevende udfordring er at finde lovgivnings-
messig accept for denne nye made at foretage
risikovurderinger pa.

Hvis man ser risikovurdering af kosmetiske
produkter fra et samfundsperspektiv, er der
ogsa andre eksponeringsveje at tage hgjde for,
eksempelvis fra fgdevarer, fra legemidler og
fra og til miljget. Denne samlede eksponering
kan fgre til restriktioner for brug i kosmetiske

produkter, selv om sikkerheden er god for
kosmetisk brug.

Sikkerhedsvurderingen af kosmetiske pro-
dukter omhandler ikke miljgrisikovurdering.
Miljgrisikovurdering af kosmetiske produkter
bliver gjort inden for REACH (kemikalielov-
givningen). Som eksempel kan tages cyclo-
methicone (D4 og DS5), som blandt andet
bruges for at det kosmetiske produkt skal fgles
godt pa huden og virke blgdggrende. D4 er et
PBT stof (persistente, bioakkumulerende og
giftige stoffer), og D5 er vPvB (meget persi-
stent og bioakkumulerende). Begge stoffer
forbliver altsa meget lang tid i naturen. For at
vurdere muligheden for at regulere brugen af
cyclomethicone i kosmetiske produkter har den
engelske miljgmyndighed udarbejdet en hen-
sigt om restriktion med en foreslaet begrans-
ning af brugen af cyclomethicone i skyllepro-
dukter pa max 0,1 % af hvert stof af D4 og D5.
Dette for at mindske udslippet via aflgbet, da
cyclomethicone ad den vej ender direkte i
naturen.

Yderligere information:
Ann Detmer
ad@dhigroup.com
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Adverse Outcome Pathway (AOP) - et vaerktg til
beskyttelse af menneskers helbred

Af Marianne Dybdahl, DTU Fgdevareinstituttet

Baggrund

Regulatorisk toksikologi er i disse ar inde i en
spendende udvikling. Der er stigende interesse
for at erstatte eller supplere traditionelle dyre-
forsgg med brugen af alternative metoder
sasom celleforsgg og computermodeller, hvil-
ket kan mindske brugen af forsggsdyr i over-
ensstemmelse med 3R principperne. Brugen af
alternative metoder giver ogsa mulighed for at
forsta og beskrive de molekylare og cellulere
mekanismer, der fgrer til toksiske effekter, og
kan dermed bidrage til en bedre vurdering af
kemiske stoffers sikkerhed for mennesker.
Data fra alternative metoder kan desuden
typisk genereres hurtigere og billigere sam-
menlignet med dyreforsggsdata.

Brugen af mekanistiske data i risikovurderin-
ger er endnu ret begranset, hvilket iser skyl-
des, at relevansen af mange alternative in vitro
og in silico data ikke er klarlagt i tilstrekkeligt
omfang. Der er derfor brug for en bedre for-
staelse af sammenhange mellem effekter malt
pa molekylart og cellulert niveau og toksiko-
logiske effekter udtrykt pa hgjere biologisk
niveau (f.eks. organfunktion).

Forskning gennem mange dekader har gene-
reret en enorm mangde af mekanistisk viden 1
den videnskabelige litteratur, sa den store
udfordring her og nu er at fa samlet og syste-
matiseret al denne viden. En indsats pa dette
omrade er vigtig for at kunne udnytte relevant
mekanistisk information til bedre beskyttelse
af menneskers sundhed i en regulatorisk sam-
menhang. Til at hjelpe dette arbejde pa vej er
det sakaldte ’Adverse Outcome Pathway’
(AQOP) koncept blevet udviklet. AOP konceptet
er en slags skabelon til at organisere og forsta
komplekse biologiske systemer og de forstyr-
relser af systemerne, der fgrer til toksicitet.

Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD) har stort fokus pa dette
arbejde og igangsatte i 2012 et internationalt
AOP arbejdsprogram.

Hvad er en AOP?

En AOP beskriver den biologiske pathway, et
stof virker igennem fra en forstyrrelse pa mole-
kylert plan til en ugnsket effekt af regulatorisk
relevans. En AOP er pa den made et ideelt
varktgj til at organisere mekanistisk viden,
saledes at denne information bliver lettere til-
gengelig for bade den videnskabelige og regu-
latoriske verden. En AOP starter med en
sakaldt ’Molecular Initiating Event’ (MIE),
hvor det kemiske stof interagerer med et bio-
logisk target, f.eks. en receptor og trigger en
efterfglgende serie af ’Key Events’ (KE), som
er cellulere, anatomiske og/eller funktionelle
@ndringer i biologiske processer, der ultimativt
resulterer i en ’Adverse Outcome’ (AO) i en
organisme eller population. MIE og AO udger
saledes de to ankre i en AOP, hvorimod KE er
de intermedi@re trin, som foregar pa de for-
skellige biologiske niveauer (figur 1). Der
findes ikke rigtig nogle gode danske navne for
AOP, MIE, KE og AO, sa derfor bruges de
engelske termer i denne artikel.

Anvendte forkortelser

AOP: Adverse Outcome Pathway(s)
MIE: Molecular Initiating Event(s)
KE: Key Event(s)

AQO: Adverse Outcome(s)

Figur 2 viser en skematisk fremstilling af en
AOP med eksempler pa MIE, KE og AO. Bio-
logiske pathways er ofte et netvaerk af cellu-
leere funktioner, som er reguleret pa koordine-
ret vis for at tilpasse sig organismens behov.
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Figur 1. Opbygning af en AOP med de forskellige byggeblokke. Fra OECD 2013.

Det er derfor vigtigt at bemarke, at AOP ofte
ikke er linezre pathways, men i virkeligheden
netverk af AOPs. En MIE/KE kan fgre til
mange forskellige AO, og en AO kan omvendt
skyldes mange forskellige MIE/KE.

Udvikling af en AOP

En AOP kan variere i detaljerings- og mod-
ningsgrad og kan indeholde bade kvalitative og
kvantitative beskrivelser af KE og sammen-
hengen mellem disse KE. Udvikling af en
AOP starter med et forslag til en pathway.
Hvis muligt, kan den bygges op omkring de to
ankre, MIE og AO (den regulatorisk relevante
effekt), men i princippet kan man starte hvor
som helst i en pathway. AOPen udbygges sa
ved at kortlegge og beskrive de forskellige KE
samt deres sammenh@nge. Evidensen for de
forskellige trin i en given AOP kan stamme fra
forskellige kilder, typisk fra relevante literatur-

studier og/eller fra resultater fra eksperimenter,
som er designet specielt til at udfylde huller i
den eksisterende viden. I praksis vil udvikling
af en ny AOP normalt starte med en grundig
gennemgang af den relevante litteratur. En
AOP kan ggres endnu sterkere ved at inklu-
dere kvantitative sammenh@nge, da det kan
give en mere sikker forudsigelse af en AO
baseret pa en KE. Toksikokinetik er ikke en
integreret del af AOP, hvilket betyder, at over-
vejelser skal ggres for alle biologisk relevante
metabolitter samt selve kemikaliet. En ekstra
gevinst ved opbygning af en AOP er, at det
giver et godt overblik over den eksisterende
viden pa omradet og dermed ogsa et overblik
over, hvor der er huller og mangler vigtig
information. Pa denne made kan AOP arbejdet
bidrage til en mere malrettet og fokuseret plan-
legning af nye eksperimenter.

Macro-
Molecular Cellular Organ Organism Population
Toxicant Interactions Responses Responses Responses Responses
. Receptor/Ligand Gene Altered Lethality
Chemical Interaction activation physiology Structure
Properties e . Impaired
¥ DNA Binding Protein Disrupted Development Extinction
: S production homeostasis
Protein Oxidation . Impaired
Altered Altered tissue Reproduction
signaling development/
function

Figur 2. Skematisk fremstilling af en AOP med eksempler pa MIE, KE og AO. Fra OECD 2013.
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Figur 3. Skematisk fremstilling af opbygningen af AOP-KB. Se link i referencelisten.

AQP arbejdet i OECD regi

For at stgtte op om AOP arbejdet lancerede
OECD i 2012 et internationalt AOP program,
som koordineres af OECD gruppen med
navnet ’Extended Advisory Group on
Molecular Screening and Toxicogenomics’.
Danmark fglger ngje dette arbejde og er
representeret i OECD gruppen ved forfatteren
af nzrvaerende artikel. Der er publiceret en
OECD guideline, hvor det primare formal var
at introducere nogle standarder og kriterier for
AQP udvikling for at sikre, at AOP beskrivel-
serne indeholder den ngdvendige information,
som ggr dem anvendelige for forskellige regu-
latoriske formal (OECD 2013).

Det blev ret hurtigt i OECDs AOP program
erkendt, at statiske dokumenter ikke er en ideel
vej frem, hverken til udvikling af AOPer eller
til udbredelse af AOP viden. Derfor blev der
udviklet en AOP Knowledge base (AOP-KB;
https://aopkb.org), som bl.a. indeholder AOP-
Wiki (https://aopkb.org/aopwiki). AOP-Wiki
er en web-baseret platform, hvor udvikling og
deling af AOP viden kan foregd i et abent
forum, og hvor forskellige grupper af forskere
kan arbejde sammen om at opbygge og eva-
luere en AOP. AOP-Wiki er ogsa tenkt som et

forum, hvor eksisterende AOPs kan forfines,
efterhanden som ny viden kommer til. Pa sigt
er det planen at fa lagret en samling af AOPer i
AOP-KB, som kan bruges til forskellige regu-
latoriske formal. Figur 3 viser opbygningen af
AOP-KB med AOP-Wiki og de andre modu-
ler, som alle vil blive en integreret del af AOP-
KB.

Hvordan kan AOP bruges til at beskytte
menneskers sundhed?

Cirka 40 AOPs er under udvikling i OECD
programmet dekkende en lang rekke forskel-
lige effekter inden for f.eks. reprotox, neurotox
og cancer. En liste over AOPs under udvikling
findes pa OECDs AOP hjemmeside (se link i
referencelisten).

Det er vigtigt at vere opmarksom pa, at en
AQP vil kunne anvendes til forskellige formal,
athengig af detaljerings- og modningsgrad.
Eksempler pa omrader, hvor en AOP vil kunne
bidrage er: gruppering af kemikalier, udvikling
af teststrategier samt udvikling af nye in vitro
og QSAR modeller. QSAR (Quantitative
Structure Activity Relationship) er computer-
modeller, som beskriver sammenh®ngen
mellem den kemiske struktur og en biologisk/
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Figur 4. Brug af AOP til at udvelge metoder til nye test guidelines. Modificeret fra OECD IATA/AOP work-

shop, november 2014.

toksikologisk effekt. I det fglgende er
eksempler pa brugen af AOP i forskellige
sammenh&nge beskrevet og illustreret.

Brug af AOP til at udvelge metoder til nye
test guidelines

En AOP kan hjzlpe med at identificere vigtige
steps (MIE/KE) pa molekylert/cellulert plan,
som er sterkt forbundet med en given ugnsket
effekt (AO), dvs. at hvis et eller flere steps
induceres af et kemisk stof, er der stor sand-
synlighed for, at udsattelse for stoffet fgrer til
den ugnskede effekt. Dette vil selvfglgelig
athenge af den varighed og dosis, stoffet
pavirker systemet med, og dermed hvor kraftig
en forstyrrelse, der induceres.

Hvis man kan male en KE i en AOP i en in
vitro testmetode, vil man kunne anvende denne

Target
Chem.

testmetode til at forudsige en eventuel AO. I
princippet er det ngdvendigt, at alle KE i en
AOQP bliver induceret for at en AO forekom-
mer, men i praksis vil det vare smart at identi-
ficere den/de mest essentielle KE og udvikle
alternative testmetoder for dem. Dette vil dels
sgrge for at ressourcerne bruges pa at udvikle
de vigtigste metoder og dels begrense antallet
af test, der kreves for at forudsige toksiciteten
af et kemikalie. Det er ogsa muligt at bruge
computermodeller til at forudsige, om en even-
tuel AO vil forekomme. Hvis der findes en in
vitro test for en KE og den er blevet anvendt til
at teste et stgrre antal kemiske stoffer, kan
resultaterne eventuelt bruges til udvikling af en
QSAR model. Figur 4 viser, hvordan en AOP
kan bruges til at udvalge nye alternative test
metoder.

& ME mmp KEl pmmp KE2 mmp KE3 mmp AO
I I Source
Source Test 1 Test 2 Chem.
Chem. 1-4
1-4
Source Source
Chem. 1-2 Chem. 1

Figur 5. Brug af AO til gruppering af kemikalier. Fra OECD IATA/AOP workshop, november 2014.
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Brug af AOP til gruppering af kemikalier

I figur 5 er der vist et eksempel, hvor 4 kemi-
kalier (source chemicals) giver den samme
ugnskede effekt. Det kemikalie, der ¢@nskes
undersggt (target chemical), ligner de 4 stoffer
med hensyn til den kemiske struktur, men det
vides ikke, om kemikaliet ogsa giver denne
ugnskede effekt. Der er udviklet en AOP, hvor
tre KE er identificeret, og for to af disse findes
der testmetoder. Desuden findes der en SAR
(Structure Activity Relationship), som kan
forudsige MIE. Baseret pa den anvendte SAR
vil bade de 4 kildestoffer og malstoffet indu-
cere MIE, hvilket sandsynligggr, at malstoffet
ogsa giver den ugnskede effekt. To af kilde-
stofferne inducerer KE1, mens et af disse stof-
fer ogsd inducerer KE2. Disse observationer
tyder pa, at alle 4 kildestoffer udgver deres
toksiske effekt via den samme AOP. Det er
derfor ogsa sandsynligt, at malstoffet vil fglge
denne pathway og fgre til samme AO.
Eksemplet viser, hvordan AOP kan bruges til
at gruppere kemikalier pa baggrund af infor-
mation om bade deres kemiske struktur og
virkningsmekanisme.

TIER 1

Positive

Equivoca Positive
QSAR =EEE—)
> test 2
Negative
MIE

In vitro
P st 1

Brug af AOP til udvikling af teststrategier
Figur 6 viser et eksempel pa, hvordan en AOP
kan bruges til at optimere en teststrategi. I det
viste eksempel er MIE og to KE velkarakteri-
serede, og in silico, in chemico og in vitro
metoder er tilgengelige. Malet for fremtidens
teststrategier er at samle information fra en
kombination af alternative dyrefri metoder, der
adresserer forskellige KE i en AOP. Det er
ogsa et gnske at anvende denne information pa
en trinvis made, saledes at informationen fra
hvert trin bruges til at beslutte, hvilke testsyste-
mer, der vil generere den mest relevante infor-
mation i det efterfglgende trin og for den over-
ordnede beslutning.

I figur 6 kan MIE karakteriseres ved hjelp af
en QSAR model, og udfaldet herfra bestemmer
de efterfglgende testsystemer. En positiv
QSAR forudsigelse (trin 1) giver anledning til
testning (trin 2) i en KE1 test med lav fore-
komst af falsk positive, hvorimod en negativ
QSAR forudsigelse fgrer til testning (trin 2) i
en test med lav forekomst af falsk negative.
Hvis der er overensstemmelse mellem resulta-
terne i trin 1 og trin 2, kan stoffet karakterise-
res som enten positivt eller negativt.

TIER 2 TIER 3

Positive

positive

wagativ /

In chemico i Equivocal

\&atlve / q ‘ test 3

| Positive

In vitro

In vitro

negative
Negative

=

Figure 6. Brug af AOP til udvikling af teststrategier. Fra OECD IATA/AOP workshop, november 2014.
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For de stoffer, hvor der ikke kan genereres en
entydig QSAR forudsigelse (equivocal), findes
der 1 det viste eksempel en in chemico test, der
kan bruges til at opna ekstra information om
MIE og til at beslutte videre testning. Stoffer,
hvor der er uoverensstemmelse mellem resul-
tater fra trin 1 og trin 2, testes videre i trin 3 1
en test, som adresserer KE2. Til sidst foretages
en samlet vurdering (weight-of-evidence), som
den endelige beslutning baseres pa.

Perspektiver

Regulatorisk toksikologi undergar i disse ar en
transformation, hvor brugen af traditionelle
dyreforsgg erstattes eller suppleres med brugen
af alternative metoder sasom celleforsgg og
computermodeller. Motivationen til dette para-
digmeskifte er et kollektivt gnske fra bade
forskningen, myndigheder og industrien om at
udnytte de nyeste videnskabelige gennembrud
og teknologiske landvindinger til risikovurde-
ring af kemiske stoffer.

Med introduktionen af OECDs AOP program
er det fgrste step pa vejen til bedre udnyttelse
af mekanistisk viden taget. En vigtig del af
programmet har varet udviklingen af AOP-
Wiki, som er en web-baseret platform, hvor

Link til OECDs AOP hjemmeside:

udvikling og deling af AOP viden kan forega i
et abent forum, og hvor forskellige grupper af
forskere kan arbejde sammen om at opbygge
og evaluere en AOP. AOP-Wiki er ogsa tankt
som et forum, hvor eksisterende AOPs kan for-
fines, efterhanden som ny viden kommer til. Pa
sigt er det planen at fa opbygget en samling af
“klar-til-brug’” AOPs, som kan bruges til for-
skellige regulatoriske og videnskabelige for-
mal.

Yderligere information:
Marianne Dybdahl
mdyb@food.dtu.dk
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Fgtal eksponering malt ved human placentaperfusion

Af Line Mathiesen, Institut for Folkesundhedsvidenskab, Kgbenhavns Universitet

Under flere forskningsomrader samt i toksiko-
logiske tests foregar der en udfasning af brug
af forsggsdyr. Dette skyldes ikke kun regule-
ring i forhold til antal forsggsdyr i forbindelse
med lovgivning og 3R princippet, men ogsa at
den prediktive verdi ved dyreforsgg ikke er
hgj nok, nar det galder forskning i human
eksponering. Is@r inden for reproduktion og
fotal eksponering er det vigtigt at bruge
metoder, der er baseret pa humant vav, da der
her er store forskelle mellem dyr og menne-
sker. Gestationslangde og fostrets udviklings-
stadier er meget forskellige mellem dyrearter,
og placenta udviser den stgrste forskel, der er
at finde mellem organer fra forskellige dyr.
Placenta fra forskellige dyrearter viser bl.a.
forskelle i struktur, antal cellelag, der adskiller
mor og foster, gennemstrgmning af mors og
fosters blod, produktion af hormoner og
immune celletyper i placenta (1). Dette ggr det
meget vanskeligt at ekstrapolere data fra dyre-
forsgg til mennesker.

Placenta er et midlertidigt organ bestaende af
celler fra moder og foster, som under gravidite-
ten danner en barriere mellem det fgtale og det
maternale kredslgb, hvorigennem narings- og
affaldsstoffer bliver transporteret. Placental
toksikokinetik (optagelse, omdannelse m.m.) -
herunder transport og eventuel metabolisme, er
derfor et vigtigt element i den fgtale risiko-
vurdering. Fostret er under udvikling og er i
hurtig vaekst, hvilket ggr den fgtale periode til
seerligt sensitiv. Fokus pa fosterets eksponering
for fremmedstoffer er rettet mod en lang rekke
kemikalier, som forekommer i miljget. Stoffer
som Benzo(a)pyren (2), Bisphenol A (3),
bromerede flammeh@&mmere (4) og polyklore-
rede bifenyler (PCB) (5), som har carcinogene
og hormonforstyrrende egenskaber, har vist sig
at krydse placenta under graviditeten i perfu-
sionsstudier af den humane placenta. Perfu-
sionsmodeller er meget anvendt ved studier af

levende vav. Placentaperfusionsmodeller
anvendes 1 studier af transport af stoffer fra
mor til foster under graviditeten samt i under-
sggelser af metabolismen af disse stoffer i
placenta. Modellen kan ogsa bruges til at
undersgge effekten af stofferne pa placenta-
vavet, inklusive morbiditet og @ndring i hor-
monproduktion.

Med in vitro testsystemer er det muligt at finde
svar pa mere specifikke virkninger i udvalgte
dele af reproduktionscyklus. Et nyligt afsluttet
EU projekt, ReProTect, havde til formal at
udvikle alternative metoder til dyreforsgg
inden for reproduktionstoksikologi, og mere
end 25 forskellige testsystemer blev udviklet
eller forbedret inden for omraderne fertilitet
(bade han og hunlig), implantation og foster-
udvikling. Fra slutrapporten er taget figur 1,
som viser de testsystemer, der er arbejdet med
i ReProTect. Resultater af ReProTect er
angivet i et sernummer 30(1) af Reproductive
Toxicology fra 2010 (6).

Placentaperfusionsgruppen ved Institut for
Folkesundhedsvidenskab er lokaliseret pa
Center for Sundhed og Samfund (CSS),
Kgbenhavns Universitet 1 na@rheden af
Rigshospitalet, hvor vi har adgang til placentae
fra fgdegangen, og hvor vi har samarbejdet og
har videnskabsetisk godkendelse siden 2004.
Placenta bestar af 20-40 mindre vaskulere
enheder: kotyledoner. I kotyledonet adskilles
det fgtale og det maternelle kredslgb af fa
cellelag. Placentaperfusionsmodellen er opstil-
let saledes, at et enkelt kotyledon fra placenta,
som suppleres af et enkelt fgtalt arterie-vene
par, reperfunderes direkte efter fgdslen. Den
opstillede placentaperfusionsmodel benytter
placentae fra kvinder med ukompliceret gravi-
ditet og fgdsel fra fgdegangen pa Rigshospi-
talet, umiddelbart efter planlagte kejsersnit. En
informeret samtykkeerklering underskrives af
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Figur 1: In vitro test systemer fra ReProTect projektet (Development of new in vitro tests to replace animal
experimentation in reproductive toxicology) og hvilket stadie i den humane reproduktions cyklus de reprasente-
rer. Den bla ring er sat om placentaperfusionsmodellen, som er under den embryonale udvikling og reprasente-
rer den placentale barriere. Figuren er venligst stillet til radighed af Michael Schwarz.

Moderen, inden placenta modtages. Ingen per-
sonidentificerbare oplysninger gemmes, hvor-
for der er tale om anonyme donationer. De
mgdre, der selv har valgt at fgde ved kejsersnit
(elektivt sectio), er til mgde pa Rigshospitalet
dagen inden deres sectio. De skal tale med
jordemoder og narkoselage, og her fortaller vi
om vores forsgg og spgrger, om de vil donere
deres placenta samt indsamler de underskrevne
samtykkeerkleringer.

Efter sectio modtages placenta fra jordemoder
pa fgdegangen, hvor der i de store placentale
kar indsprgjtes ca. 50 ml perfusionsbuffer med
heparin for at forhindre koagulering af blod i

det fgtale system. Derefter leegges placenta i en
isoleret barekasse og transporteres  til
laboratoriet. Her undersgges placenta for
passende fgtalt arterie-vene par til kanulering,
og efter succesfuld kanulering klippes det per-
funderede kotyledon ud og legges i perfu-
sionskammer med maternel side op. Herefter
kan perfusionskammeret med perfunderet
kotyledon sattes i systemet i opvarmet 37°C
flowbank til studie i op til seks timer (Se figur
2). Fgtal og maternel cirkulation i kotyledonet
er hermed kunstigt genoprettet, og et udvalgt
stof kan tilsattes til maternel cirkulation, og
transport af dette til fgtal side over tid kan
undersgges (7).
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Figur 2. Billede og optegnet model af den humane placentaperfusionsmodel. Til venstre i systemet ses den fgtale
cirkulation med bubble-trap og til hgjre i systemet se den maternelle cirkulation. I midten kammer med placenta.

For at bestemme stoffernes koncentration, og
eventuel transport, i de to kredslgb, udtages der
prover fra bade det fgtale og det maternelle
kredslgb ved forskellige tidspunkter under hele
forsgget. Prgverne analyseres herefter med for-
skellige teknikker ath@ngig af hvilket stof, der
undersgges (7). Opsamlingen af prgver fra det
fgtale og det maternelle kredslgb og vavs-
prgver af placenta fgr og efter tils@tning af et
givent stof giver informationer om et intakt
humant organ. Som kontrol for at vevet for-
bliver intakt under hele forsgget, og at perfu-
sionerne kan betragtes som vellykkede, males
lekage fra den fgtale cirkulation samt vevets
optag af glukose og ilt. Som positiv kontrol for
den eksperimentelle opstilling samt til at nor-
malisere forskelle mellem placentae anvendes
analyse af transport af stoffet antipyrin fra
maternel til fgtal cirkulation (se figur 3).

Som et mal for transport over placenta fra
maternel til fgtal side bruges fgtal/maternel
ratio (F/M ratio). Dette giver et udtryk for
transportkinetik og gg¢r det nemt at sammen-
ligne transport af forskellige stoffer, da det
eliminerer koncentration tilsat og maleenheder
(mol, g/l, Bq). Pa F/M ratio kurven kan afleses
“indicative permeability” ved 30 minutters
perfusion (IP30), som er kurvens heldning fra
0-30 minutter, og “area under curve” indtil 120

minutters perfusion (AUC120), som er arealet
malt under kurven fra O til 120 minutters
perfusion (se figur 4).

Interlaboratorie sammenligninger er udfert
med to laboratorier i Finland, hvilket validerer
modellen (6). Cellul@re transportmekanismer i
den humane placenta kan undersgges efter
studiets afslutning ved konfokal og elektron-
mikroskopi af det perfunderede placentavav
(8,9). Data opnaet ved brug af human placenta-
perfusionsmodel kan med fordel anvendes i
quantitative  structure-activity  relationship
(QSAR) og adverse outcome pathways (AOP)
modellering for at karakterisere kemikalie-
kinetik i den humane organisme (10).

Den placentale transport @ndres gennem gravi-
diteten, idet placenta udvikler og differentierer
sig gennem hele graviditeten. Der sker blandt
andet @ndringer i cellebarrierer, pH, antal og
tykkelse af cellelag samt ggning i overflade
areal. I 3. trimester af graviditeten ses ferrest
cellelag og den korteste afstand mellem foste-
rets og moderens blodarer i placenta sammen-
lignet med resten af graviditeten. Transporten
af potentielt skadelige stoffer, som ses 1 ex vivo
transportmodellen, hvor der bruges placenta fra
termin, viser derfor ”worst case scenario”.
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Figur 4. Pa grafen ses illustreret maling af IP30 og AUC120.

Transporten over placenta sker ved forskellige
transportveje og mekanismer, herunder: passiv
diffusion, faciliteret diffusion med medvirken
af transportmolekyler i membranen, aktiv
transport, som kraver energitilfgrsel, og trans-
port via vakuoler, hvori der kan forefindes sar-
lige receptorer, som forhindrer destruktion af
bl.a. albumin og immunoglobuliner. Transport-
raten afh@nger af stoffets fysisk/kemiske egen-
skaber sa som stgrrelse, ladning og fedtoplgse-

360

lighed. Generelt kan stoffer med en tilstraek-
kelig fedtoplgselighed, en lav proteinbinding
eller lav molekylevegt (<500g/mol) passere
placenta ved passiv diffusion. Andre stoffer
kan aktivt transporteres over placentabarrieren
ved enten at fungere som substrat for placen-
tale transportmekanismer eller binde sig til et
substrat og derved blive transporteret over
barrieren (11) (se figur 5).
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Figur 5. Transportmekanismer over trofoblastbarrieren (Tilpasset fra Marie Sgnnegaard Poulsen (12)).

Nogle stoffer metaboliseres 1 placenta, hvilket
ofte kan @®ndre stoffernes egenskaber - ikke
kun toksikologisk, men ogsa kemisk, hvilket
eksempelvis kan betyde, at stoffer, der inden
metabolisering ophobede sig i placentavaev,
efter omdannelse nu transporteres over i foste-
rets kredslgb. Studier i den humane placenta-
perfusionsmodel viser, at tjerestoffet benzo(a)-
pyren metaboliseres til mere vandoplgselige og
yderst carcinogene metabolitter i lgbet af en 6
timers perfusion (2). Studier af placentaperfu-
sion i placentae fra kvinder kan dermed
bidrage til at forsta miljgrelaterede fremmed-
stoffers distribution og nedbrydelse i den
humane placenta.

Transplacental transport af en raekke kemika-
lier, som kan forefindes i den gravide kvindes
miljg, bade fra fgdevarer og indeklima, er
undersggt i en metaanalyse af ex vivo placen-
tale perfusionsstudier, og deres transport kan
forklares af stgrrelse, fedtoplgselighed og ioni-
seringsgrad (13) (se figur 6).

Yderligere er det fundet, at transplacental
transportkinetik kan athenge af halogenerings-
grad i studier af PCB (5) og bromerede flam-
meha&mmere (PBDE) (4). Ved et nyligt studie
af fire parabener sas det, at den terminale
placenta ikke metaboliserer parabener, men
overfgrer dem med uhindret kinetik til fostret
(14). Et samlet studie af 100 perfusioner udfort
1 det samme laboratorie i Kgbenhavn har vist,
at indholdet af humant serumalbumin i per-
fusionsmediet har signifikant betydning for

transportkinetikken af kontrolstoffet antipy-
rine, hvilket understreger betydningen af at
efterligne det fysiologiske miljg (14).

For nogle stoffers vedkommende kan man
undersgge transport over placenta ved under-
sggelse af blod fra moder og nyfgdt. Analyser
af blodet kan klarlegge hvilke stoffer, der
optreder i moderens og barnets blod in vivo,
og om der er en sammenh®ng mellem ind-
holdet af visse stoffer i moders og barns blod.
Som eksempel kan n@vnes bromerede flamme-
hammere og dioxiner, hvor undersggelse af
navlesnorsblod har vist forekomst af disse
stoffer 1 barnets kredslgb (4,15). Et fund af et
stof i navlesnorsblod viser, at fosteret ekspone-
res for stoffet, men ikke hvordan og med hvil-
ken hastighed stofferne transporteres fra mode-
rens kredslgb til fosterets. Placentaperfusions-
modellen giver et unikt billede af transporten
over placenta i graviditeten og bidrager hermed
med data til et felt, der er kompliceret at
studere in vivo, da det det kun er muligt at
undersgge placentatransport i navlesnorsprgver
for stoffer, som allerede findes i den gravide
kvindes miljg. Det er af etiske og praktiske
grunde i de fleste tilfelde ikke muligt at
studere transporten af stoffer over den humane
placenta direkte i den gravide kvinde (4).
Sammenholdes data fra blodanalyse og perfu-
sionsstudier er det muligt opna en stgrre viden
om de enkelte stoffers transport, deres aktivitet
samt deres optag i mennesket, bade som
voksen og foster.
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Placentaperfusionsmodellen er uden risiko for
moder og barn, og derfor er de etiske aspekter
af denne form for studie forholdsvis ukontro-
versielle. Eksperimentet er ikke invasivt, og vi
modtager placenta efter fgdslen, hvor den
under normale omstendigheder ville veare
blevet bortskaffet. Moderen giver skriftligt
samtykke inden fgdslen og er derfor med til at
vurdere, om hun gnsker at donere placenta.

Perfusionsmodellen er et alternativ til dyrefor-
s¢g og kan reducere antallet af dyreforsgg med
henblik specifikt pa placentatransport. Med
denne model er det ikke ngdvendigt at ekstra-
polere fra forsggsdyr, og det er muligt at
udfgre forsggene under kontrollerede forhold -
tidsrum, stofkoncentration og kontrolforsgg.
Modellen giver et direkte indblik i transport og
mekanismer i den humane placenta. Dermed
kan data fra denne model anvendes direkte
som indicium for, hvad der sker under gravidi-
teten. Nar der ekstrapoleres fra dyreeksperi-
mentelle studier, er det ofte med et vist for-
behold for, om det er de samme mekanismer,
man ser i det anvendte forsggsdyr, som optre-
der i mennesker, og det er derfor ofte ngd-
vendigt at anvende mange, samt forskellige
arter af forsggsdyr for at fa anvendelige data.
Anvendelsen af placentae fra kvinder giver
mulighed for at se bort fra forskelle i kinetik,

struktur, sensitivitet, gestationslengde og bag-
grundsniveauer, som varierer arter imellem.
Dette giver en stgrre sikkerhed ved risikovur-
dering.

Mange nye stoffer kommer pa markedet, og
der er behov for hurtigt at danne sig et billede
af disse stoffers reproduktionstoksiske egens-
kaber. Med udviklingen af en rakke testsyste-
mer kan industri og lovgivere hurtigere fa svar
pa nogle af de vasentlige spgrgsmal omkring
potentielt farlige egenskaber af fremmed-
kemikalier. Dette vil spare tid og forsggsdyr og
pa sigt vere med til at sikre mindre farlige
kemikalier i vores hverdag. Det er vigtigt at
fortsette udviklingen med solide og validerede
testsystemer.

Den humane placentaperfusionsmodel bruges
til at studere kinetik og metabolisme i den
terminale placenta. Der er stort potentiale i at
bruge humant vev pa denne made, hvilket har
resulteret i international anderkendelse ved
priser og fondsmidler.

Yderligere information:
Line Mathiesen
lima@sund.ku.dk
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Brug af alternative metoder til regulering af kemikalier -

muligheder og begrensninger

Af Magnus Lgfstedt, Marie Louise Holmer og Henrik Tyle, Miljpstyrelsen

Baggrund

De fleste af de kemikalier, vi mgder i vores
omgivelser, er ikke testet for alle typer af
skadelige effekter i dyreforsgg. Inden for EU
stiller REACH lovgivningen krav om, at indu-
strien selv skal teste de stoffer, de importerer
eller producerer. Nar der alligevel ofte mangler
informationer, hanger det blandt andet sam-
men med, at der sa&ttes lavere krav til testning
af stoffer, der importeres eller produceres i
lavere volumener, at visse effekttyper ikke er
dekkede af de standardtest, der kraves under
REACH, og at stoffer, der tidligere er testet 1
dyreforsgg, normalt ikke kraves testet igen,
selvom en testmetode efterfglgende er blevet

opdateret, sa den kan anvendes til at identifi-
cere andre typer af effekter end den oprindelig
kunne. Endeligt giver REACH lovgivningen
ogsa mulighed for, at industrien kan undga at
teste i dyr og i stedet anvende alternative
metoder til at udfylde standardinformations-
kravene, nar visse betingelser er opfyldt.

Der er derfor sterke politiske, gkonomiske,
dyrevelferdsmessige og resursemassige inte-
resser i at udvikle og anvende alternative meto-
der til vurdering og regulering af kemikalier.
Bade nationalt og internationalt er en rakke
initiativer i gang for at fremme udvikling og
brug af mange forskellige typer af metoder.

Alternative metoder til forudsigelse af kemikaliers giftighed
QSAR

In vitro

Matematisk model (ofte
computermodel), der
kan estimere et stofs
giftighed eller andre

egenskaber ud fra dets

kemiske struktur.

Testning af et stof pa
celler i et reagensglas
med henblik pa at
kunne forudsige stoffets
giftighed i en intakt
organisme

Read across

—6 3&7,: Key Event (KE)

O, =, |eF

Anvendelse af informationer
fra et eller flere stoffer med
testdata til at forudsige
effekter for et strukturelt
lignende stof, der ikke er

Rangering af effekter pa
forskellige niveauer fra celle- il
populationsniveau. Udvalgte
effekttyper kan efterpraves
eksperimentelt og anvendes til
at forudsige effekterne pa
hgjere organisatoriske
niveauer.

testet.

Figur 1. AOP er en forkortelse for ”Adverse Outcome Pathway” og stort set synonymt med et andet tidligere ofte

anvendt begreb, "Mode of Action”.

30

miljg og sundhed 21. argang, suppl. nr. 1, juni 2015



Arbejdet med udvikling af alternative
metoder

Der arbejdes systematisk med udvikling af
alternative metoder til brug for regulerings-
meassige tiltag, bade i OECD og i EU.
Miljgstyrelsen deltager aktivt i udviklings-
arbejdet og finansierer ogsa serligt prioriterede
og malrettede aktiviteter desangdende pa
enkelte universiteter sasom DTU, hvor bl.a.
udvikling af den danske QSAR database fore-
gér.

OECDs Testguideline Program

I OECDs Test Guideline Program (TGP)
udvikles testmetoder, som anvendes globalt.
Testning med en OECD testmetode betyder
gensidig accept af data blandt medlems-
landene, hvilket betyder, at firmaer ikke
behgver teste deres stoffer for de samme
effekter i forskellige forsggsdesigns, alt athaen-
gig af hvor pa kloden stofferne anvendes. EUs
medlemslande og EU Kommissionen er aktive
deltagere i OECDs Test Guideline Program
sammen med blandt andet USA, Japan,
Sydkorea, Canada og Australien. Ogsa en
rekke ikke OECD lande sasom Brasilien,
Rusland og Kina er tilknyttet programmet. En
rekke in vitro metoder er udviklet som OECD
test guidelines. Det tager ofte flere ar at vali-
dere, standardisere, kommentere og vedtage
metoderne, og bl.a. derfor er der for nylig ogsa
udviklet et OECD vejledningsdokument, der
beskriver hvordan in vitro metoder, der ikke
foreligger som OECD test guidelines, kan
dokumenteres og dermed bedre vurderes for
palidelighed som forudsatning for deres ggede
brug til fare- og risikovurderinger i forhold til
reguleringsmessige tiltag. OECD testguide-
lines omsattes til EU testmetoder i en sarlig
Testmetodeforordning for at give dem retligt
bindende virkning, f.eks. i forbindelse med
testkrav under REACH.

AOP og IATA

I OECD arbejdes ogsa med udvikling af
”Adverse Outcome Pathways” (AOP) og “Inte-
grated Approaches to Testing and Assessment”
(TATA). I AOP arbejdet beskrives, pa en syste-

matisk made for hver enkelt skadelig effekt,
den viden, der er om de biologiske mekanis-
mer, der forer til effekten. Tanken er bl.a., at
hvis man har tilstrekkelig viden om de til-
grundliggende mekanismer og sammenhange,
kan man bruge data fra et eller flere in vitro
forsgg til at forudsige den skadelige effekt i
dyr eller mennesker. I IATA kombineres alle
tilgeengelige informationer fra bade non-test
metoder, in vitro metoder og in vivo studier,
der ikke ngdvendigvis alle er dakket af en
OECD eller EU testmetode. Den kombinerede
brug af metoderne kan reducere usikkerheder
ved de enkelte metoder, og IATA kan derfor
potentielt medfgre, at myndighederne bedre
kan acceptere brugen af alternative metoder til
erstatning af dyreforsgg. Der mangler dog sta-
dig et stort og givetvis mangearigt udviklings-
arbejde med hensyn til den praktiske udvikling
af disse IATA tilgange.

OECD QSAR Toolbox

OECD har desuden udarbejdet en QSAR
Toolbox, som er et avanceret IT vearktgj til at
opstille kategorier eller grupper af stoffer med
udgangspunkt i deres struktur, fysisk-kemiske
egenskaber og deres effekter in vitro og in
vivo. Den danske QSAR database er indarbej-
det i OECD Toolboxen.

JRC-ECVAM og PARERE

I EU arbejder EU Kommissionens radgivende
forskningscenter JRC-ECVAM med udvikling
af in vitro metoder, QSARs og andre alterna-
tive metoder. I forhold til udvikling af in vitro
metoder har der tidligere veret brugt mange
ressourcer pa at udvikle metoder, der senere
viste sig ikke at vare egnede til myndigheds-
vurdering af kemikalier. Derfor er der udpeget
en gruppe af representanter fra EU-medlems-
landene (PARERE), som skal radgive JRC-
ECVAM tidligt i processen om den regule-
ringsmassige relevans af nye in vitro metoder,
inden der igangsattes validering af dem.

Den danske QSAR database

Den danske QSAR database blev offentliggjort
i 2004, og den er frit tilgeengelig pa Internettet.
I databasen kan man sgge efter et konkret stofs
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modellerede effekter/egenskaber. Databasen
har siden offentligggrelsen pa internettet i 2004
veret et af de mest omfattende vearktgjer i
verden til vurdering af kemiske stoffer med
manglende eller utilstrekkelige testdata. Data-
basen anvendes af myndigheder til at identifi-
cere potentielt farlige stoffer. Den anvendes
ogsa af industrien bl.a. til selvklassificering af
deres stoffer og i forbindelse med substitu-
tionsovervejelser, hvor man hurtigt kan screene
egnede kandidater for potentielt farlige egen-
skaber. Den eksisterende QSAR database har

dog ikke varet opdateret siden offentligggrel-
sen og er derfor foraldet pa visse omrader.

En opdateret og forbedret udgave af den
danske QSAR database vil blive offentliggjort
i efteraret 2015. Denne vil indeholde forud-
sigelser af en lang rakke stofegenskaber og
effekter (f.eks. kraeft, mutagenicitet, hudallergi,
hormonforstyrrende effekter) for ca. 600.000
forskellige stoffer. Databasen udvikles af DTU
Fgdevareinstituttet i samarbejde med Miljg-
styrelsen.

[Newsearch Searches Resuls Substances 1
Id RN: 3380-34-5: Page 1
Previgus | MNext |
cen
I
Erwironment o
3380-34-5 Download
ADME
C O (s ]
3]
Human health
Irritation and Sensidsation
Battery CASE Ulra Leadscope SCQSAR
Severe Skin Imitation in Rabbit NEG_IN INC_OUT NEG_IN NEG_IN
ABergic Contact Dermatitis in Guinea POS_IN POS_IN NEG_IN POS_IN
Structure Pig and Human
Respiratory Sensitisation inHumans POS_OUT  INC_OUT POS_OUT POS_IN
Endocrine and Molecular Endpoints
AND Battery CASE Ultra Leadscope SAQSAR
Intersect results Estrogen Receplor a Binding ALL NEG_N NEG_IN NEG_IN POS_IN
{Human in vitro)
OR Estrogen Receptor a Binding BaL. INC_OUT MEG_IN NEG_OUT PCS_IN
Unite results (Human in vitro) o
Estrogen Receplor a Activalion NEG_IN NEG_IN NEG_IN POS_IN
(Human in vitro)
NOT Androgen  Recepbor  Antagonism POS_IN POS_IN POS_IN POS_IN
Complement results (Human in vitra)
Thyroid Receptor a Binding -log(C50 -2.521545 -5.204 269239 -23507
in M) (Human in vitro)
- domain IN AOK IN All_TRA Doman
Thyroid Receptor B Binding -log(C50 -2.44499 -4.51 -1.22557 -15994
in M) (Human in vitro)
- domain IM A0K IM All_TRBDomain
Pregnane X Receptor (PXR) Binding INC_OUT NEG_IN NEG_OUT P
e

Figur 2. Betaudgave af den nye danske QSAR database som publiceres i efteraret 2015
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Brugen af alternative metoder under
REACH

EUs kemikalielovgivning REACH har palagt
den kemiske industri en skarpet forpligtelse i
forhold til at teste og dokumentere sikkerheden

af de kemikalier, der fremstilles i eller importe-
res til EU.

REACH har samtidigt indfgrt muligheden for,
at industrien kan ggre brug af alternative
metoder sasom QSAR og read across, hvilket
kan mindske brugen af forsggsdyr i overens-
stemmelse med dyrevelferdshensyn eller de
sakaldte 3R principper (Reduction, Refinement
& Replacement). Virksomhederne kan ogsa pa
den made spare betydelige udgifter til dyre-
forsgg. En foruds®tning for anvendelse af de
“alternative metoder” er ifglge REACH, at
denne anvendelse ikke sker pa bekostning af
beskyttelse af milj¢ og sundhed, hvilket i
praksis kan vare en stor udfordring at sikre.
REACH krever nemlig, at anvendelse af
metoderne dels kan forsvares videnskabeligt,
dels er dokumenteret og endeligt, at beskyttel-
sesniveauet ikke s@nkes derved.

Den hyppigst anvendte metode til erstatning af
dyreforsgg under REACH er read across fra et
eller flere strukturelt lignende stoffer, som er
anvendt i ca. 75 % af registreringsdossiererne.
QSAR estimater er ogsa bredt anvendt, men
med overvaegt for miljgomradet (fysisk-kemi-
ske egenskaber, akut giftighed for vandlevende
organismer, nedbrydelighed og bioakkumuler-
barhed) og i mindre - men givetvis stigende -
grad for visse sundhedsseffekter sasom hud-
allergi. In vitro metoder anvendes nu hyppigt
for visse effekttyper som f.eks. hud- og gjen-
irritation, hvor anvendelsen er tredoblet inden
for de seneste fire ar. Ogsa hudallergi er en
effekttype, som i sterkt stigende omfang for-
ventes dekket af AOP relaterede in vitro test-
metoder og IATA inden for de nermeste ar.
Nyere metoder, sasom Adverse Outcome
Pathways (AOP) eller Integrated Approaches
to Testing and Assessment (IATA), har dog
endnu ikke fundet bred anvendelse blandt
REACH registranterne, men brugen af disse

mere integrerede metoder forventes at stige
ved den sidste registreringsdato i 2018 for
stoffer, der markedsfgres i lave tonnager (1-
100 tons / ar pr. registrant).

Det Europxiske Kemikalieagentur (ECHA)
udgiver en arlig evalueringsrapport for
REACH registreringerne. Heri er det flere
gange blevet konkluderet, at der generelt er
store problemer med registranternes dokumen-
tation for anvendelse af non-test metoder. For
at kunne erstatte et dyreforsgg skal de alterna-
tive metoder kunne levere samme information/
dokumentation, som man ville kunne fa fra det
tilsvarende dyreforsgg. For visse standard
informationskrav under REACH, som f.eks.
vedrgrer reproduktionstoksikologi eller kroni-
ske effekter efter langvarig eksponering, er det
pa grund af kompleksiteten normalt ikke
muligt at kunne dokumentere, at anvendelsen
af alternative metoder til erstatning af dyre-
forsgg er i overensstemmelse med REACH.
Derimod er det for eksempel for bade visse
reproduktionstoksikologiske effekter og muta-
gene og kreftfremkaldende effekter muligt at
rejse meget velbegrundede mistanker alene ved
hjelp af de ovennazvnte metoder. Dette
skyldes, at disse effekttyper kan vaere udlgst af
en grundleggende mekanisme, sasom hen-
holdsvis receptorbinding til kgnshormonrecep-
torer eller induktion af blivende DNA skader,
som med stor sikkerhed kan pavises ved hjzlp
af QSAR forudsigelser og in vitro metoder.

Eksempler pa andre anvendelser af
alternative metoder

Industrien anvender ofte alternative metoder i
forbindelse med REACH registreringer som
alternativ til at udfgre dyreforsgg. Det er dog
ogsa muligt for industrien at anvende disse
metoder i udviklingsarbejdet med at finde nye
stoffer til substitution af potentielt farlige stof-
kandidater med mindre eller ikke farlige kandi-
dater. Myndighederne benytter ofte alternative
metoder, som eksempelvis QSAR estimater til
at identificere muligt problematiske stoffer.
Hermed fokuseres resurserne omkring de
stoffer, hvor der med stgrst sandsynlighed er
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behov for klassificering & markning, yder-
ligere testning og/eller en bedre risikohandte-
ring.

Substitution af farlige stoffer

Et af de helt store dilemmaer ved substitution
af enkeltstoffer er, at man ofte substituerer vel-
kendte “’problemkemikalier” med nyere ikke
testede alternativer. Disse alternativer kan i
nogle tilfelde have tilsvarende eller helt andre
problematiske effekter end de stoffer, de
patenkes at erstatte, uden at dette er kendt,
fordi det tager mange ar at fremskaffe alle de
relevante testdata. Ved at inddrage alternative
metoder pa et tidligt stadie kan virksom-
hederne hurtigt vurdere, om det giver mening
at investere yderligere resurser i testning og
udvikling af et stof til et givent formal ud fra
dets estimerede sundheds- og miljgmassige
profil.

Den vejledende liste til selvklassificering

Omkring 93.000 af de 100.204 eksisterende
stoffer i EU (EINECS-fortegnelsen) har endnu
ikke undergaet formel EU harmoniseret klassi-
ficering. For disse stoffer er det producentens
eller importgrens ansvar at pafgre en korrekt
klassificering for stoffernes iboende farlige
egenskaber (’selvklassificeringer”). Imidlertid
er der for de fleste af stofferne kun fa eller
ingen testresultater (fra dyreforsgg m.m.), som
kan anvendes 1 henhold til de kriterier, der er
fastsat for klassificering af stoffernes farlighed
over for mennesker eller miljg. Som bidrag til
at afhjelpe denne datamangel har QSAR grup-
pen pa DTU, finansieret af og i samarbejde
med Miljgstyrelsen, ved hjelp af QSAR
modeller lavet forudsigelser af en lang rekke
farlige egenskaber for ca. halvdelen af
EINECS'-fortegnelsens stoffer, dvs. for 49.292
organiske enkeltstoffer. De forskellige forud-
sagte farlige egenskaber er sa blevet matchet
med EUs fareklassificeringsregler, og de heraf
fremkomne vurderinger er blevet anvendt til at
lave vejledende lister med klassificerings-

" EINECS er EUs liste over de markedsfgrte stoffer
i EU i perioden 1971-1981

forudsigelser, for fglgende typer af effekter: 1)
skader pa arveanleggene, 2) kreftfrem-
kaldende effekt, 3) reproduktionstoksicitet
(skader pa udvikling og forplantningsevne), 4)
akut dgdelig virkning ved indtagelse, 5)
hudirritation, 6) allergifremkaldende effekt ved
hudkontakt, 7) farlighed for organismer, der
lever i vandmiljget.

Af de 49.292 stoffer har mere end 30.000 stof-
fer faet vejledende klassificeringer for én eller
flere af disse egenskaber. I tilflde, hvor der
ikke findes andre palidelige oplysninger for et
stof, anbefaler Miljgstyrelsen, at de vejledende
klassificeringer anvendes i forbindelse med
virksomhedernes ’selvklassificering” af de
stoffer, som de markedsfgrer i EU.

Identificering af mulige CMR stoffer

En meget stor andel af industrikemikalierne pa
markedet i EU har mangelfulde eksperimen-
telle data. Konsekvensen af dette er, at nogle
CMR (Kreftfremkaldende, Mutagene eller
Reproduktionstoksiske) stoffer anvendt i EU
muligvis ikke er blevet klassificeret for at have
sadanne effekter, selvom dette burde vare
tilfeldet. Miljgstyrelsen bruger derfor QSAR
modeller til at screene REACH stoffer for
potentielle CMR egenskaber. For at gge validi-
teten af forudsigelserne kombineres flere for-
skellige modeller for relevante tests i QSAR
model algoritmer, der munder ud i over-
ordnede CMR meldinger. Ud af de 70.000
undersggte stoffer er der cirka 700, som er
mistenkte CMR-stoffer, som findes i produk-
ter, som mennesker med sandsynlighed kan
komme i kontakt med. Generelt kan resulta-
terne bruges som et signal til Industrien om, at
der kan vare behov for fremskaffelse af mere
viden for at dokumentere sikker brug (athan-
gigt af hvilken anden dokumentation, der
allerede foreligger). For de stoffer, der er regi-
strerede under REACH, kan en yderligere
ekspertvurdering foretages i forbindelse med
prioritering af stoffer til yderligere ”stofvurde-
ring” under REACH med henblik pa at afklare
mistenkte bekymrende effekter.
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Fremtidsudsigter

Udviklingen inden for molekyl@rbiologi og
toksikologi vil fremover bane vejen for ogsa at
udvikle bedre alternative metoder til kemika-
lievurdering. Pa lengere sigt vil farevurdering
af kemikalier bevage sig vak fra forholdsvis
simple standardtests med dyr og over imod
mere malrettede dyreforsgg, hvor sadanne ikke
kan undveres, men derudover ogsa mere imod
reagensglasbaserede (in vitro) undersggelser
vedrgrende kemikaliers virkningsmekanismer.
Det forventes ogsa, at read across og QSAR
forudsigelser far stigende anvendelse. Proces-
sen er allerede i gang, bl.a. i forbindelse med
udviklingen af OECD QSAR Toolbox og
implementering af AOP og IATA under
OECDs Kemikalieprogram og REACH, her-
under i forhold til udvikling af nye test guide-
lines og eksempelsamlinger samt vejledninger
vedrgrende brug af IATA for forskellige
effektomrader. Det vurderes dog ogsa, at det
realistisk set vil tage mange ar, fgr de alter-
native metoder er gode nok til fuldt ud at
kunne erstatte dyreforsgg. Inden for visse
effekttyper (f.eks. hudallergi) er der allerede nu
lovende AOP relaterede in vitro metoder under
udvikling, mens det for andre effekttyper
(f.eks. kroniske effekter efter lang tids ekspo-
nering) har lange udsigter. Endeligt er det
allerede nu, eller inden for en overskuelig
arrekke, muligt at identificere stoffer, der pa
grund af serlige virkningsmekanismer med
stor sikkerhed ma forventes at have specielle
skadelige effekter (f.eks. genotoksiske stoffer,
kreftfremkaldende stoffer og reproduktions-
toksiske stoffer med anti-androgene, gstrogene
eller visse specifikke teratogene virknings-
mekanismer).

Yderligere information:
Magnus Lgfstedt
malfs @mst.dk

Foredrag om impragneringssprayprodukter

Pa temadagen holdt seniorforsker Sgren Thor
Larsen fra Det Nationale Forskningscenter et
indleg om toksiske effekter af impragnerings-
sprayprodukter.

Sgren Thor Larsen har tidligere skrevet en
artikel “Toksiske effekter af impragnerings-
sprayprodukter” i “miljg og sundhed” nr. 3.
december 2014, som der henvises til.

http://miljoogsundhed.sst.dk/blad/ms1403.pdf
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