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S U M M A  R Y 

.4 g r o u p  oJ 22  d .~e -re la ted  c o m p o u n d s  w e r e  s e l e c t e d J o r  t e s t i n g  in t ~ o  
s h o r t - t e r m  p r e d t c t t ~ e  t e s t s  f o r  e a r c m o g e m c t t y  The  g r o u p  o f  c o m p o u n d s  
~ a s  m a d e  up oJ no t e  e s t a b h s h e d  a t H m a i  carc t t~ogens  a n d  13 c h e m t c a l s J o r  
wh ich  t he re  w a s  subs ta~ t t la l  e t l d e n c e  o f  n o n - c a t c o t o g e m c i t . t  T h e  
m a t e r i a l s  ~ e r e  c o d e d  a n d  u s e d  to a s se s s  the  pred tc t t z . e  va lue  o f  the  
S a l m o n e l l a / m m r o s o m e  t e v e r s e  m u t a t t o n  a s s a y  a n d  the  B H K 2 1  ce l l  
tt ansfo~ m a t r o n  tes t  The  o~era l l  p ~ e d l c t t v e  va lue  u i th these  c o m p o u n d s  
o b t a t n e d  f o r  the  S a l m o n e l l a  m t c r o s o m e  r e v e r s e  m u t a t z o n  a s s a y  w a s  86 °/~o 
a n d  it ts c o n c l u d e d  tha t  b e c a u s e  o f  the  g o o d  p r e d t c t t v e  va lue  a n d  the  
re lat t~e ease  o f  e , c p e r i m e n t a l  p r o c e d u r e ,  the  S a l m o n e l l a  m u t a t i o n  a s s a y  zs a 
u s e f u l  f i r s t  s t ep  m a n y  p r o p o s e d  s e r i e s  o f  t o x t c o l o g t c a l  btoassa.~s  f o r  the  
tden tuqca t ton  o f  g e n o t o x t c  a g e n t s  in the  d y e s t u f f s  t n d u s t r y .  

T h e  ce l l  t r a n s f o r m a t t o n  tes t  on the  o t h e r  h a n d  w a s  d t f f i cu l t  to  c o n d u c t  
a n d  t n t e r p r e t  T h e  h~ t e r pr e t a t l on  o f  the  c o d e d  d a t a  as  j u d g e d  b y  the  1 R I  
s c t e n t t s t s  ~ a s  tha t  o f  the  22  ~unknown" c o m p o u n d s ,  e i g h t  r e s u l t s  w e r e  
j u d g e d  to be  c o r r e c t ,  s t x  w e r e  w r o n g  a n d  se~en w e r e  d o u b t f u l  n o , v e t : e r ,  
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~ h e n  the  s a m e  d a t a  **'ere r e - e ~ a l u a t e d  u n c o d e d  b y  I C I  sta.]f. 15 r e s u l t s  
~,ere j u d g e d  to  be  c o r r e c t  a n d  st.~c , , e r e  , ~ rong .  T h e s e  r e s u l t s  s e r ~ e  to  

e x e m p h f y  the  d t f f i cu i t t e s  e n c o u n t e r e d  w i th  ce l l  t r a n s f o r m a t i o n  a s s a y s  a n d  
tt ts c o n c l u d e d  tha t  the  s ) s t e r n  s h o u l d  n o t  be  u s e d  as  a r o u t i n e  tes t  f o r  
d)  e s t u f f s  a n d  r e l a t e d  c o m p o u n d s  

i I N T R O D U C T I O N  

T h e r e  is no  u n e q m v o c a l  e v i d e n c e  t h a t  a n y  d y e s t u f f  has  c a u s e d  c a n c e r  in 
m a n .  H o w e v e r ,  s o m e  e p l d e m l o l o g i c a l  su rveys  o f  g r o u p s  o c c u p a t i o n a l l y  
e x p o s e d  to  d y e s t u f f s  a n d  o t h e r  c h e m i c a l s  h a v e  i n d i c a t e d  a m o n g  these  
w o r k e r s  h i g h e r  t h a n  n o r m a l  i n c i d e n c e s  o f  c a n c e r ,  n o t a b l y  b l a d d e r  c a n c e r .  
T h e s e  s tud ie s  have  been  c a r e f u l l y  r ev i ewed  by  B o e m g e r .  l 

H o w e v e r ,  such  ep ldemlo logaca l  s tud ies  a re  usua l ly  fmr ly  insensi t ive,  a n d  
o n l y  m ra re  cases  c a n  s u c h  s tud i e s  sden t l fy  i nd iv idua l  c a u s a t w e  a g e n t s  
b e c a u s e  o f  the  m i x e d  e x p o s u r e s  n o r m a l l y  r evo lved .  F o r  these  r e a s o n s ,  
a m m a l  m o d e l s ,  m w h l c h  the  e x p o s u r e  c a n  be de f i ned  a n d  c o n t r o l l e d ,  a r e  
f r e q u e n t l y  used  for  d e t e c t i n g  c a r c m o g e m c  p o t e n t i a l .  S u c h  l o n g - t e r m  
a m m a l  a s says  a re  e x p e n s i v e  a n d  t he r e  a r e  n o t  suff ic ient  l a b o r a t o r y  
r e s o u r c e s  ava i l ab l e  to test  all p r o d u c t s  F o r  t he  d y e s t u f f s  I n d u s t r y  w i t h  its 
m u l t i t u d e  ( c a  3000) o f d l f f e r e n t  p r o d u c t s  o n l y  a m i n o r i t y  h a v e  so fa r  b e e n  
sub j ec t ed  to  such  t e s t ing  

In r ecen t  yea r s  t h e r e  has  been  a r a p i d  d e v e l o p m e n t  o f  v a r i o u s  s h o r t -  
t e r m  tes t ing  p r o c e d u r e s  w h i c h  s h o w  s o m e  p r o m i s e  as p r ed i c t i ve  tes ts  fo r  
c a r c m o g e m c ~ t y ,  t h u s  o f f e r i ng  the  p o s s l b d i t y  o f  m o r e  r a p i d l y  s c r e e n i n g  a 
r a n g e  o f  p r o d u c t s  a n d  i d e n t i f y i n g  t h o s e  m o s t  l ikely to  be c a r c i n o g e n i c .  
T h i s  r e p o r t  d e s c r i b e s  the  resu l t s  o b t a i n e d  in two  s u c h  t e s t s - - t h e  
S a h n o n e l l a  reverse  m u t a t i o n  a s say  o f  A m e s  e t  a l .  2 a n d  the  B H K 2 1 / C I 3  
cell t r a n s f o r m a t i o n  test  o f  S t y l e s a - - m  a v a l i d a t i o n  s t u d y  c o m m i s s i o n e d  
by the  Eco log i ca l  a n d  T o x i c o l o g i c a l  A s s o c i a t i o n  o f  the  D y e s t u f f s  
M a n u f a c t u r i n g  I n d u s t r y  ( E T A D ) ,  i n v o l v i n g  c o n t r o l  s u b s t a n c e s  (dyes tu f f s  
a n d  c lose ly  r e l a t ed  c h e m i c a l s ) ,  w h i c h  h a v e  b e e n  a d e q u a t e l y  s h o w n  to  be 
c a r c i n o g e n i c  o r  n o n - c a r c m o g e n i c  m a m m a l  tests.  "~ 

A l t h o u g h  such  s h o r t - t e r m  tes ts  c a n n o t  be c o n s i d e r e d  to  p r o v i d e  a n y  
c o n c l u s i v e  p r o o f  o f  c a r c m o g e n i c l t y  t h e y  m a y  be usefu l  in e n a b l i n g  a 
p r lo r l t i s a t aon  o f  p r o d u c t s  w a r r a n t i n g  a m o r e  d e t a d e d  s t u d y  in a n i m a l  
tests  to  assess  c a r c m o g e m c  p o t e n c y .  T h e  a s s e s s m e n t  o f p o t e n c y  is e ssen t ia l  
If a p p r o p r m t e  r e s t r i c t i ons  o f  e x p o s u r e  a re  to be r e c o m m e n d e d ,  e.g.  s a f e t y  
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p r e c a u t i o n s  in m a n u f a c t u r e  a n d  p r o c e s s i n g ,  o r  r e s t n c t z o n s  m use.  It  
m u s t  be c l ea r ly  r e c o g n i s e d ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  s h o r t - t e i m  p r e d i c t i v e  tes ts  f o r  
c a r c i n o g e n i c i t y  c o u l d  a t  bes t  a n s w e r  o n l y  h a l f  t he  q u e s t i o n .  T h e  p r o b l e m s  
o f  p r e d i c t i n g  c a r c i n o g e n i c  p o t e n c y  f r o m  these  tes ts  a r e  a t  p r e s e n t  b e y o n d  
the  l imi ts  o f  scient i f ic  p r a c t i c a h t y  

2. M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  

I n v e r e s k  R e s e a r c h  I n t e r n a t t o n a l  ( IRI )  t e s t ed  22 c o d e d  c o m p o u n d s  u s i n g  
the  t r e a t - a n d - p l a t e  verszon o f  the  S a l m o n e l l a  r eve r se  m u t a t i o n  test-" a n d  
the  B H K 2 1  cell t r a n s f o r m a t i o n  test .  3 E x p e r i m e n t a l  p r o t o c o l s  fo r  t hese  
tests  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d ,  the  essentzal  d e t a d s  o f  e a c h  b e i n g  as d e t a d e d  
be low.  

B o t h  a s says  w e r e  c o n t r o l l e d  w~th c a r c i n o g e n s  a p p r o p r i a t e  to  t he  s t u d y .  
In t h e  ca se  o f  A m e s  test ,  d i m e t h y l a m m o a z o b e n z e n e  ( D A B ,  CI  1 1 0 2 0 ) w a s  
identzf ied as the  c r m c a l  pos i t ive  c o n t r o l  c h e m i c a l .  P r e v i o u s  e x p e r i e n c e  
h a d  s h o w n  t h a t  D A B  w a s  di f f icul t  to  d e m o n s t r a t e  as m u t a g e n i c  in t he  
p l a t e  a s say  a n d  s o m e  a u t h o r s  h a v e  i n d l c a t e d  t h a t  a h q u i d  p r e - i n c u b a t l o n  
s t ep  s h o u l d  be i n t r o d u c e d  to  t he  p r o t o c o l  to  fac i l i t a te  the  a s s a y  o f  azo -  
dyes .  s N e v e r t h e l e s s  it w a s  d e c i d e d  to  e v a l u a t e  t h e  s t a n d a r d  A m e s  a s s a y  as  
a p r e d i c t i v e  a s s a y  fo r  p o t e n t i a l  d y e s t u f f  c a r c i n o g e n s .  N e g a t a v e  resu l t s  
g e n e r a t e d  f o r  tes ts  w h i c h  d id  n o t  i d e n t i f y  D A B  as pos i t ive  w e r e  i g n o r e d  
a n d  the  e x p e r i m e n t  r e p e a t e d ,  m pos i t ive  r e s p o n s e  w a s  r e q m r e d  to  be 
r e p r o d u c i b l e  a n d  s h o w  c lass ica l  d o s e - r e s p o n s e  r e l a t i o n s h i p s .  

In  t h e  ca se  o f  t he  B H K 2 1  tes t ,  b o t h  D A B  a n d  b e n z l d m e  w e r e  u s e d  as 
pos i t ive  c o n t r o l  c h e m i c a l s .  

2 .1.  S a l m o n e l l a / m i e r o s o m e  reverse  m u t a t i o n  a s s a y  ( A m e s  test)  

S a l m o n e l l a  s t r a tu s  T A 1 5 3 5 ,  T A 1 0 0 ,  T A 1 5 3 7 ,  T A 1 5 3 8  a n d  T A 9 8  w e r e  
used .  C o m p o u n d s ,  d m s o l v e d  m d z m e t h y l s u l p h o x i d e  ( D M S O ) ,  w e r e  
t e s t ed ,  a t  leas t  twice,  m the  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  an  A r o c l o r  1254- 
r e d u c e d  m a l e  r a t  l iver p o s t - m ~ t o c h o n d r i a l  s u p e r n a t a n t  (S9-mix) .  A t  least  
f o u r  n o n - t o x i c  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c o m p o u n d  w e r e  t e s t ed  w i t h  t h r e e  p l a t e s  
pe r  d o s e  level. T h e  p la tes  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  fo r  t w o  d a y s  b e f o r e  
c o u n t i n g  the  r e v e r t a n t  c o l o n i e s .  

T h e  c r i t e r i a  f o r  a posztive,  i.e. m u t a g e m c ,  ef fec t  m the  tes t  w a s  t h a t  t h e  
tes t  c h e m i c a l  s h o u l d  i n d u c e  a t  leas t  a d o u b l i n g  o f  the  s p o n t a n e o u s  
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r e v e r s i o n  c o u n t ,  t o g e t h e r  w~th a c l e a r  d o s e - r e s p o n s e ,  m a n y  t e s t e r  s t r a i n  
in d u p h c a t e  e x p e r i m e n t s  

2 .2 .  B H K 2 1  cell  t r a n s f o r m a t i o n  a s s a y  ( S t y l e s  t es t )  

B a b y  S y r i a n  h a m s t e r  k i d n e y  f i b r o b l a s t s  ( B H K 2 1 / C  13) w e r e  m a i n t a i n e d  
m t h e  l a b o r a t o r y  m O u l b e c c o ' s  m o d i f i c a t i o n  o f  E a g l e ' s  m i n i m a l  e s s e n t i a l  
m e d m m  s u p p l e m e n t e d  w l t h  l 0 ~/o n e w b o r n  c a l f  s e r u m  F r o m  t h e s e  s t o c k  
c u l t u r e s ,  ! ml  t e s t e r  c u l t u r e s  w e r e  p r e p a r e d  as  106 cel ls  m l -  x m m e d i u m  
w i t h o u t  s e r u m  a n d  t r e a t e d  m t r ~ p h c a t e  w~th tes t  c o m p o u n d  m t h e  
p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  S 9 - m l x .  Al l  t e s t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  l e a s t  tw ice  

T h e  c u l t u r e s  w e r e  s h a k e n  f o r  4 h  a t  3 7 ° C  a n d  t h e  cel ls  w a s h e d  a n d  
r e s u s p e n d e d  in g r o w t h  m e d m m  c o n t a i n i n g  s e r u m  Ce l l  s u r v i v a l  a n d  
g r o w t h  in s e m l - s o h d  a g a r  w e r e  d e t e r m i n e d  to  a s se s s  c y t o t o x ~ c ~ t y  a n d  
t r a n s f o r m i n g  a b d t t y ,  r e s p e c t i v e l y ,  o f  t h e  c h e m i c a l s  

A t  t h e  s t a r t  o f  t he  p r o j e c t  t h e  a~m w a s  to  a p p l y  t h e  c r i t e r i a  o f  S ty l e s .  a 
vlz a f i ve - fo ld  i n c r e a s e  m t r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c y  a t  t h e  L C s o  as  
i n d i c a t i v e  o f  a p o s i t i v e  r e s p o n s e .  D u r i n g  t h e  p r o j e c t ,  hox~ever ,  s eve ra l  
e x p e r i e n c e s  r e s u l t e d  m I R I  e x t e n d i n g  t h e  c r i t e r i a .  T h e s e  e x p e r i e n c e s  were"  

( i )  T h e  m s o l u b d l t y  o f  12 o f  t h e  t e s t  c o m p o u n d s  m a d e  it l m p o s s ~ b l e  t o  
r e d u c e  v t a b t l t t y  to  50 ° o I t  w a s  t h u s  i m p o s s i b l e  t o  d e t e r m i n e  the  
L C s 0  

(2) T h e  s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  p o s t t i ~ e  c o n t r o l s .  D A B  a n d  b e n z ~ d m e ,  d~d 
n o t  r e p r o d u c t b l y  r e d u c e  v m b i l i t y  t o  50 9/0 O n l y  a b o u t  h a l f  o f  t h e  
e x p e r i m e n t s  r e s u l t e d  m t h e s e  p o s i t i v e  c o n t r o l s  g~wng g r e a t e r  t h a n  
50 ° o l e t h a l i t y  a t  1 m g / m l  T h e  d e c l a r e d  p o s t u r e  c o n t r o l s  c o u l d  n o t  
t h e r e f o r e  be  r e h e d  u p o n  to  m e e t  Styles"  c r~ term 

(3) In e x p e r i m e n t s  w h e r e  D A B  a n d  b e n z i d m e  d~d n o t  c a u s e  509/o 
l e t h a h t y ,  t h e r e  w e r e ,  n e v e r t h e l e s s ,  s t g m f i c a n t  a n d  r e p r o d u c i b l e  
mc~ eases  m t h e  a b s o l u t e  n u m b e r s  o f  t r a n s f o r m a n t s .  T h u s ,  a n e w  
a n d  v a h d  c r i t e r i o n  o f  t r a n s f o r m a t i o n  In t he  a b s e n c e  o f  g r e a t e r  
t h a n  50'~o l e t h a h t y  w a s  t a k e n  to  be  a n  a b s o l u t e  i n c r e a s e  in t h e  
n u m b e r  o f  t r a n s f o r m e d  c o l o n i e s  

(4) P r e c i p i t a t e s  w e r e  o f t e n  i n e w t a b l y  c a r r m d  o v e r  o n  to  t h e  a g a r  p l a t e s  
g r o w m g  t h e  t r a n s f o r m e d  c o l o m e s  T h e  p r e s e n c e  o f  v a r i o u s  s izes  
a n d  r a n d o m  d ~ s t r l b u t l o n  o f  t es t  c o m p o u n d  a g g r e g a t e s  m t h e  a g a r  
m a d e  c o l o n y - c o u n t i n g  d i f f i cu l t  a n d  a f f e c t e d  r e p r o d u c i b i l i t y .  A l s o ,  
m t h e s e  ca se s ,  ~t is r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h e  cei ls  w e r e  m c o n t a c t  
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w i t h  t he  test  c o m p o u n d  m u c h  l o n g e r  t h a n  w o u l d  o t h e r w i s e  h a v e  
b e e n  p l a n n e d .  T h e  c o n s e q u e n c e s  o f  this  on  the  t r a n s f o r m a t i o n  o f  
B H K 2 1  cells a r e  u n k n o w n .  

O n  the  basis  o f  t hese  e x p e r i e n c e s ,  b e f o r e  d e c o d i n g  IRI  a p p h e d  t h e  
f o l l o w i n g  c r i t e r i a  to  t he  tes t  d a t a  fo r  the  d e f i n i t i o n  o f  a pos i t ive  r e s p o n s e :  

( l )  A f ive-fold  i nc r ea se  m t r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c y  at  the  LCso :  o r  
(2) an  a b s o l u t e  i nc r ea se  m t r a n s f o r m e d  c o l o n y  n u m b e r s  a t  two  doses .  

a n d  
(3) r e a s o n a b l e  a g r e e m e n t  b e t w e e n  the  c o n c l u s i o n s  f r o m  d u p l i c a t e  

e x p e r i m e n t s  

In a d d m o n  to,  a n d  a f t e r ,  d e c o d i n g  the  d a t a  ICI  a p p h e d  o n l y  the  first  
c r i t e r i o n  0 e a c c o r d i n g  to  Stylesa) ,  a n d  a r g u e d  t h a t  f u l f i lmen t  o f  this  
c r i t e r i o n ,  even m o n e  e x p e r i m e n t ,  m d m a t e d  a pos i t ive  r e s p o n s e .  T h e s e  
d~fferences  m a p p h e d  c r i t e r i a  a c c o u n t  fo r  the  d~fferent  a s s e s s m e n t s ,  
d i s p l a y e d  m T a b l e  1. a n d  these  d i f f e r e n c e s  in m t e r p r e t a n o n  o f  t he  s a m e  
d a t a  serve  to e x e m p h f y  the  d i f f icu l ty  in e m p l o y i n g  Styles" test  to  s o m e  
types  o f  i n d u s t r i a l  c h e m i c a l s  

3 T E S T  C H E M I C A L S  

E igh t  a z o - d y e  c a r c i n o g e n s  a n d  o n e  t n p h e n y l m e t h a n e  ac id  d y e  c a r c i n o g e n  
w e r e  used  T h e  n o n - c a r c i n o g e n s  c o m p r i s e d  e igh t  a z o - d y e s ,  t h r e e  
t r l p h e n y l m e t h a n e  d y e s  a n d  two  m i s c e l l a n e o u s  dyes .  T h e  s t r u c t u r e s ,  
s o u r c e ,  p u r i t y  a n d  larmcipal  r e f e r e n c e s  for  b~ologlcal  a c t i w t y  o f  e a c h  
c o m p o u n d  t e s ted  a re  g iven m T a b l e  I. 

4. R E S U L T S  

T h e  resu l t s  o f  the  s t u d y  a r e  s u m m a r i s e d  m T a b l e  I. T h e  A m e s  test  
s u c c e e d e d  m c o r r e c t l y  I d e n t i f y i n g  seven o f  the  n ine  c a r c i n o g e n s  a n d  12 o f  
t he  13 n o n - c a r c i n o g e n s .  T h e  tes t  d a t a  w e r e  f o u n d  to  be r e p r o d u c i b l e  
b e t w e e n  d u p h c a t e  e x p e r i m e n t s  a n d  the  p r o t o c o l  p e r m i t t e d  the  r e g u l a r  
~dent l f ica t ion  o f  the  pos i t ive  c o n t r o l  D A B .  

D o s e - r e s p o n s e  c u r v e s  f r o m  the  p o s m v e  A m e s  tests  w e r e  typ ica l ,  
m u t a t i o n  f r e q u e n c y  i n c r e a s i n g  w i t h  d o s e  up  to toxic  d o s e  levels, a n d  m 
g e n e r a l  t h e r e  was  n o  d d t i c u l t y  m i n t e r p r e t a t i o n  o f  the  resu l t s  (see Fig .  1). 
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Fig .  2. Ce l l  t r a n s f o r m a t i o n  r e su l t s  C o m p u t e r - d r a w n  d o s e - r e s p o n s e  c u r v e s  f o r  
c y t o t o x l c l t y  ( u p p e r  p l o t )  a n d  t r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c y  ( l o w e r  p l o t )  d e r i v e d  f r o m  
e x p e r i m e n t s  p e r f o r m e d  w i t h  C I  11160 w h e n  t h e  c o n c u r r e n t  pos i t ave  c o n t r o l s  w e r e  
c o r r e c t l y  i den t i f i ed  a s  p o s i t i v e  m the  tes t .  T h e  u p p e r  h o r i z o n t a l  d o t t e d  h n e  r e p r e s e n t s  t h e  
LC50 p o i n t  a n d  the  l o w e r  hne  r e p r e s e n t s  t he  f ive - fo ld  i n c r e a s e  a b o v e  the  s p o n t a n e o u s  

t r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c y  r e q m r e d  f o r  a p o s i t i v e  r e su l t  a t  t he  L C s 0  d o s e  level 

T h e  two  i n t e r p r e t a t i o n s  d e r i v e d  f r o m  t h e  s a m e  d a t a  f r o m  t h e  B H K 2 1  
tes t  a r e  a l so  p r e s e n t e d  in T a b l e  I. I t  c a n  be  seen  t h a t  a p p l y i n g  t h e  I R I  a n d  
ICI  c r i t e r i a  to  t he  d a t a  r e s u l t e d  m i d e n t i c a l  c o n c l u s i o n s  w i t h  13 
c o m p o u n d s ,  c o m p l e t e  d i s a g r e e m e n t  w i t h  t w o  c o m p o u n d s ,  l e av ing  s e v e n  
c o m p o u n d s  a b o u t  w h i c h  I R I  w e r e  u n a b l e  to  d e r i v e  a c o n c l u s i v e  
i n t e r p r e t a t i o n .  A p p l y i n g  the  I C I  c r i t e r i a  a to  t he se  seven c o m p o u n d s ,  
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t h e r e  w e r e  f o u r  c o r r e c t  a n d  t h r e e  w r o n g  p r e d l c t i o n s .  D a t a  f r o m  t h e  f i r s t  
" e q m v o c a l "  e x p e r i m e n t  a r e  p r e s e n z e d  in F i g .  2 T h e  I R I  c r i t e r i a  f o r  a 
p o s i t i v e  a r e  n o t  m e t  b u t  t h e  c u r v e s  a r e  s u f f i c i e n t l y  c o n v i n c i n g  t o  I C I  t o  
a s s u m e  a p o s i t i v e  t r a n s f o r m a t i o n .  

5. D I S C U S S I O N  

5 .  I .  A m e s  t e s t  

T h e  s t a n d a r d  S a / m o n e l l a / m m r o s o m e  r e v e r s e  m u t a t i o n  a s s a y  w a s  s h o w n  
to  be  g o o d  (86  °/o a c c u r a t e )  a t  d e t e c t i n g  t he  c a r c i n o g e n i c  d y e s t u f f s  u s e d  
H o w e v e r .  it f a i l ed  t o  d e t e c t  t h e  c a r c m o g e m c  m o n o - a z o  d y e  C I  16155  
( c o n f i r m i n g  t he  f i n d i n g  o f  H a r t m a n  e t  a i  6) w h e n  a v e r y  s i m i l a r  s t r u c t u r e .  
C I  16150 ,  x~as c o r r e c t l y  I d e n t i f i e d  a s  p r e v i o u s l y  s h o w n  b y  M a t s u s h l m a  e t  

a l  v A l s o .  a b~s-azo  c a r c i n o g e n  C I  2 3 8 5 0  w a s  n o n - m u t a g e m c  ( c o n f i r m i n g  
t h e  f i n d i n g s  o f  B r o w n  e t  a i  s a n d  H a r t m a n  e t  a l .  6) w h i l e  Its a n a l o g u e  
C I  2 3 8 6 0  ~ a s  p o s l t w e  ( B r o w n  e t  a i .  s r e p o r t e d  C I  2 3 8 6 0  A m e s - n e g a t i v e )  
A z o  c l e a v a g e  w o u l d  r e l e a s e  o - t o h d m e  f r o m  b o t h  c o m p o u n d s ,  b u t  t h i s  
c l e a v a g e  w o u l d  n o t  be  e x p e c t e d  to  o c c u r  s l g m f i c a n t l y  u n d e r  t h e  a e r o b i c  
c o n d i t i o n s  o f  t he  tes t .  T h e  p o s i t i v e  r e s u l t  w i t h  C I  2 3 8 6 0  c o u l d  h a v e  b e e n  
d u e  to  s o m e  m u t a g e n i c  i m p u r i t y  o f  t h e  c o m m e r c i a l  s a m p l e .  

T h e  tes t  w a s  e q u a l l y  s u c c e s s f a l  in t h e  d e t e c t i o n  o f  n o n - c a r c i n o g e n s  12 
o f  t he  13 n o n - c a r c i n o g e n s .  1 e 92  or ~o- w e r e  c o r r e c t l y  i d e n t i f i e d  a s  n e g a t i v e  

T h e  o n l y  fa l se  p o s i t i v e  r e s u l t  w a s  f r o m  C I  4 2 0 9 5 ,  w h i c h  w a s  u n i q u e l y  
p o s l t l x e  a m o n g s t  t h r e e  t r l p h e n y l m e t h a n e  n o n - c a r c i n o g e n s ,  a n d  n o  
e x p l a n a t i o n  o f  th i s  r e s u l t  c a n  b e  p u t  f o r w a r d  a t  th i s  t i m e ,  t h e r e  a r e  
c o n f l m t m g  r e p o r t s  in t he  l i t e r a t u r e  o n  th i s  c o m p o u n d  a l r e a d y  f r o m  B r o w n  
e t  a i  8 a n d  B o n i n  e t  a l .  9 It  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e  cel l  t r a n s f o r m a t i o n  
r e s u l t  f o r  th i s  m a t e r i a l  w a s  p o s i t i v e  a l s o  

N o  c a r c i n o g e n s  w e r e  d e t e c t e d  in th i s  s t u d y  w i t h o u t  S 9 - m l x  a n d  all  
pos~t r ,  e c o m p o u n d s  c o u l d  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  w i t h o u t  b a s e - p a i r  t e s t e r  
s t r a i n s  T A 1 5 3 5  a n d  T A I 0 0  

In m o s t  c a s e s  t h e  c a r c i n o g e n s  g a v e  a p o t e n t  d o s e - r e s p o n s e  e f f ec t  in t h e  
tes t  a n d  w o u l d  p r o b a b l y  b e  e v e n  m o r e  e f f e c t i v e  in a h q u t d  p r e - m c u b a t l o n  
o r  s u s p e n s i o n - t y p e  a s s a y .  7 H o w e v e r ,  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  o f  th i s  
v a l i d a t i o n  t h e  ' t r e a t - a n d - p l a t e "  m e t h o d  o f  A m e s  e t  a l  w o u l d  s e e m  t o  b e  a 
u s e f u l  s c r e e n i n g  tes t  f o r  i d e n t i f y i n g  p o s s i b l e  c a r c i n o g e n i c  d y e s t u f f s  
i n c l u d i n g  a z o - d y e s .  S td l ,  it  s h o u l d  b e  r e c o g m s e d  t h a t  th i s  s t u d y  w a s  
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l imi t ed  to  a few s t r u c t u r a l  c lasses  a n d  d id  n o t  i n c l u d e  c o m p o u n d s  o f  t he  
a n t h r a q u i n o n e  o r  n i t r o - c o n t a i n i n g  a z o - d y e  classes.  

5.2 .  Styles  test 

As m e n t i o n e d  p r e v i o u s l y ,  t he  S ty les  tes t  w a s  n o t  e a s y  to  c o n d u c t  o r  
i n t e r p r e t .  T h e  IRI  t e a m  iden t i f i ed  a n d  r e c o r d e d  a pos i t ive  r e s p o n s e  w i t h  
the  tes t  m o n l y  f o u r  o u t  o f  t he  n i n e  c a r c i n o g e n s ,  1.e. 44 ~/o c o r r e c t ,  a n d  five 
o u t  o f  13 n o n - c a r c i n o g e n s ,  1.e 39 ~/o c o r r e c t  H o w e v e r ,  a r e - e v a l u a t i o n  o f  
the  u n c o d e d  d a t a  by  ICI  w h i c h  r e c o g n i s e d  as va l id  o n l y  t h o s e  e x p e r i m e n t s  
w h i c h  y i e lded  a d e q u a t e  c o n t r o l  d a t a  gave  m o r e  f a v o u r a b l e  resu l t s .  U n d e r  
these  c o n d i t i o n s  seven o u t  o f  the  n lne  c a r c i n o g e n s ,  i.e. 78 ~o, a n d  e igh t  o u t  
o f  13 n o n - c a r c i n o g e n s ,  1 e. 62 ~'o, w e r e  c o r r e c t l y  iden t i f i ed .  

T h e  d i f f e r ences  b e t w e e n  the  I R I  a n d  ICI  i n t e r p r e t a t i o n s  a re  r e c o r d e d  m 
T a b l e  1. 

T h e  c u r r e n t  v a h d a t ~ o n  s t u d y  i n d i c a t e s  t h a t  t he  A m e s  " t r ea t - and-p la t e"  
t e c h m q u e  provades  a su i t ab l e  p r e l i m i n a r y  test  fo r  a s sess ing  the  p o t e n t m l  
c a r c i n o g e m c i t y  o f  dyes tu f f s .  I d e a l l y  thin sc reen  s h o u l d  be s u p p l e m e n t e d  
by  a n o t h e r  v a l i d a t e d  test  to  ~mprove  the  p red~c twe  va lue  o f  the  sc reen .  
H o w e v e r ,  b e c a u s e  o f  t he  r e p o r t e d  p r a c t i c a l  d i f f icul t ies  e n c o u n t e r e d  m 
o b t a i n i n g  an  a d e q u a t e  cell t r a n s f o r m a t i o n  assay ,  th~s test  c a n n o t  be 
r e c o m m e n d e d  as t he  s e c o n d  tes t  o f c h o ~ c e  a t  th is  t~me. It  s h o u l d  be n o t e d ,  
h o w e v e r ,  t h a t  m the  two  cases  o f  the  A m e s  false n e g a t i v e s  d i s c u s s e d  
a b o v e ,  the  S ty les  test  was  ab le  to  p ick  these  u p  as pos i t ive .  ( I t  m a y  be 
s l g m f i c a n t  t h a t  CI  42095 r e t u r n e d  a d o u b l e  "false" p o s i t w e ,  s u p p o r t i n g  the  
f i n d i n g  o f  B o n l n  e t  a l .  9 t h a t  the  m a t e r i a l  is g e n o t o x l c  a n d  t h e r e f o r e  
p o t e n t i a l l y  c a r c m o g e m c . )  

In c o n t r a s t  to the  IRI e x p e r i e n c e  wi th  the  Sty les  test .  S t robe l  a n d  
G r e b  ~° d e m o n s t r a t e d  g o o d  r e p r o d u c l b l h t y  w i t h i n  the i r  l a b o r a t o r y  for  
this  test .  Da rne l  a n d  O e h n a l  ~ ~ w e r e  ab le  to  r e p r o d u c e  the  t e c h m q u e  wi th  
c o n f i d e n c e  w h e n  they  m o d i f i e d  Styles '  o r i g ina l  p r o t o c o l  suf f ic ient ly  to 
suit  the i r  o w n  needs .  A review by  B r o o k e s '  "- o f  the  va lue  o f  b~ v i t r o  cell 
t r a n s f o r m a t i o n  tests  c o n c l u d e s :  "w~th the  a p p r o p r i a t e  a t t e n t i o n  to  de ta i l ,  
t he  s y s t e m  c a n  be  r e h a b l e  a n d  it r e m a i n s  t he  o n l y  m ~ i t r o  t r a n s f o r m a t i o n  
s y s t e m  w h o s e  p e r f o r m a n c e  m a " 'bhnd- t rml ' "  ha s  b e e n  p u b l i s h e d  (de  Se r r e s  
a n d  A s h b y  1981)'. I t  fo l lows ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  in o r d e r  to  ~mprove  t h e  
pred~ctave va lue  o f  a sc reen  fo r  p o t e n t m l  c a r c i n o g e n s  o f  the  a z o - d y e  c lass ,  
a n d  to  sa t i s fy  t he  E E C  6 th  A m e n d m e n t  (791831]ECC)  to  t he  Di rec tave  o n  
c lass i f i ca t ion ,  p a c k a g i n g  a n d  l a b e l h n g ,  e i t h e r  the  p r ac t i ca l  p r o b l e m s  o f  
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