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II

(Acte fard caracter legislativ)

REGULAMENTE

REGULAMENTUL (UE) 2017/735 AL COMISIEI
din 14 februarie 2017

de modificare, in scopul adaptirii la progresul tehnic, a anexei la Regulamentul (CE) nr. 440/2008

de stabilire a metodelor de testare in temeiul Regulamentului (CE) nr. 1907/2006 al Parlamentului

European si al Consiliului privind inregistrarea, evaluarea, autorizarea si restrictionarea
substantelor chimice (REACH)

(Text cu relevantd pentru SEE)
COMISIA EUROPEANA,
avind in vedere Tratatul privind functionarea Uniunii Europene,

avand in vedere Regulamentul (CE) nr. 1907/2006 al Parlamentului European si al Consiliului din 18 decembrie 2006
privind inregistrarea, evaluarea, autorizarea si restrictionarea substantelor chimice (REACH), de infiintare a Agentiei
Europene pentru Produse Chimice, de modificare a Directivei 1999/45/CE si de abrogare a Regulamentului (CEE)
nr. 793/93 al Consiliului §i a Regulamentului (CE) nr. 1488/94 al Comisiei, precum si a Directivei 76/769/CEE
a Consiliului si a Directivelor 91/155/CEE, 93/67/CEE, 93/105/CE ale Comisiei si a Directivei 2000/21/CE a Comisiei ('),
in special articolul 13 alineatul (2),

intrucat:

(1) Regulamentul (CE) nr. 440/2008 al Comisiei (%) contine metodele de testare care se aplicd pentru determinarea
proprietatilor fizico-chimice, a toxicitdtii si a ecotoxicitatii substantelor chimice, in scopurile Regulamentului (CE)
nr. 1907/2006.

(2)  Este necesard actualizarea Regulamentului (CE) nr. 440/2008 pentru a include metode de testare noi si actualizate
adoptate recent de Organizatia pentru Cooperare si Dezvoltare Economicd (OCDE) pentru a tine cont de
progresul tehnic §i pentru a asigura reducerea numdirului de animale utilizate in scopuri experimentale, in
conformitate cu Directiva 2010/63/UE a Parlamentului European si a Consiliului (}). Partile interesate au fost
consultate cu privire la acest proiect.

(3)  Adaptarea la progresul tehnic cuprinde doudzeci de metode de testare: o metodd de testare noud pentru
determinarea unei proprietdti fizico-chimice, cinci metode de testare noi §i una actualizatd pentru evaluarea
ecotoxicitdtii, doud metode de testare actualizate pentru evaluarea evolutiei si a comportamentului in mediu,
precum si patru metode de testare noi si sapte actualizate pentru determinarea efectelor asupra sdndtatii umane.

(4)  OCDE isi revizuieste in mod regulat orientdrile privind testarea pentru identificarea celor care sunt caduce din
punct de vedere stiintific. Prezenta adaptare la progresul tehnic elimind sase metode de testare pentru care
orientdrile corespunzitoare privind testarea ale OCDE au fost anulate.

() JOL 396, 30.12.2006, p. 1.

(*) Regulamentul (CE) nr. 440/2008 al Comisiei din 30 mai 2008 de stabilire a metodelor de testare in temeiul Regulamentului (CE)
nr. 1907/2006 al Parlamentului European si al Consiliului privind inregistrarea, evaluarea, autorizarea si restrictionarea substantelor
chimice (REACH) (JOL 142, 31.5.2008, p. 1).

() Directiva 2010/63/UE a Parlamentului European si a Consiliului din 22 septembrie 2010 privind protectia animalelor utilizate in
scopuri stiintifice (O L 276, 20.10.2010, p. 33).
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(5)  Prin urmare, Regulamentul (CE) nr. 440/2008 ar trebui s fie modificat in consecintd.

(6)  Masurile previzute in prezentul regulament sunt conforme cu avizul comitetului infiintat in temeiul articolului
133 din Regulamentul (CE) nr. 1907/2006,

ADOPTA PREZENTUL REGULAMENT:

Articolul 1

Anexa la Regulamentul (CE) nr. 440/2008 se modificd in conformitate cu anexa la prezentul regulament.

Articolul 2

Prezentul regulament intrd in vigoare in a doudzecea zi de la data publicdrii in Jurnalul Oficial al Uniunii Europene.

Prezentul regulament este obligatoriu in toate elementele sale si se aplicd direct in toate statele
membre.

Adoptat la Bruxelles, 14 februarie 2017.

Pentru Comisie
Presedintele
Jean-Claude JUNCKER
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ANEXA

Anexa la Regulamentul (CE) nr. 440/2008 se modifici dupd cum urmeaza:

(1) In partea A, se adauga urmitorul capitol:

,A.25 CONSTANTE DE DISOCIERE iN APA (METODA DE TITRARE - METODA SPECTROFOTOMETRICA -
METODA CONDUCTOMETRICA)

INTRODUCERE

Aceastd metodd de testare este echivalentd cu Orientarea OCDE privind testarea nr. 112 (1981).

Premise
— Metod3 analiticd adecvatd

— Solubilitate in apd

Informatii orientative
— Formuld structurald
— Conductivitate electricd pentru metoda conductometricd

Declaratii eligibile

— Toate metodele de testare pot fi efectuate pe substante pure sau la calitate din comert. Se iau in considerare
eventualele efectele ale impuritatilor asupra rezultatelor.

— Metoda de titrare nu este potrivitd pentru substante cu solubilitate scizutd (a se vedea solutiile de testare de mai
jos).

— Metoda spectrofotometricd se aplici numai la substantele care au spectre de absorbtie UV/VIS diferite in mod
semnificativ pentru formele disociate si nedisociate. Aceastd metodd poate fi adecvati, de asemenea, pentru

substantele cu solubilitate scizutd si pentru disocieri non-acid/bazd, de exemplu formarea de complecsi.

— In cazul in care se aplicd ecuatia Onsager, metoda conductometricd poate fi utilizatd inclusiv la concentratii
relativ scdzute si chiar in cazurile de echilibre non-acid/baza.

Documente standard

Aceastd metodd de testare se bazeazd pe metode indicate in referintele enumerate in sectiunea ,Referinte biblio-
grafice” si in documentul Preliminary Draft Guidance for Premanufacture Notification EPA, 18 august 1978.
METODA - INTRODUCERE, SCOP, DOMENIU DE APLICARE, RELEVANTA, APLICARE SI LIMITE ALE TESTARII

Disocierea unei substante in apd este importantd pentru evaluarea impactului acesteia asupra mediului. Aceasta
conditioneazd forma substantei care, la randul siu, determind comportamentul si transportul acesteia. Aceasta
poate afecta adsorbtia substantei chimice pe soluri si sedimente si absorbtia in celule biologice.

Definitii si unitati

Disocierea este divizarea reversibild in doud sau mai multe specii chimice care pot fi ionice. Procesul este indicat in
general prin

RX = R+ X~
iar constanta de echilibru a concentratiei care reglementeaza reactia este

R
RX
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De exemplu, in cazul special in care R este hidrogen (substanta este un acid), constanta este

]

K, = [H] HX]
pK, = pH - log %

Substante de referingd

Urmdtoarele substante de referintd nu este necesar sd fie folosite in toate cazurile in care se studiazd o substantd
noud. Acestea sunt furnizate, in principal, pentru a permite calibrarea periodicd a metodei §i pentru a oferi posibi-
litatea compardrii rezultatelor atunci cand se aplicd o altd metoda.

pK, () Temp. in °C
P-nitrofenol 7,15 25 (1)
Acid benzoic 4,12 20
p-Cloranilind 3,93 20

(") Valoarea pentru 20 °C nu este disponibild, dar se poate presupune ci variabilitatea rezultatelor masurarii este mai mare decat
dependenta de temperaturd preconizatd

Ar fi util sd se dispund de o substantd cu mai multe pK astfel cum se indicd in sectiunea ,Principiul metodei” de
mai jos. O astfel de substantd ar putea fi:

Acid citric pPK, (8) Temp. in °C
1) 3,14 20
2) 4,77 20
3) 6,39 20

Principiul metodei de testare

Procesul chimic descris este in general doar in micd mésurd dependent de temperaturd, in intervalul de temperaturd
relevant din punct de vedere al mediului. Determinarea constantei de disociere necesitd o masurd a concentratiilor
formelor disociate si nedisociate ale substantei chimice. Pe baza cunostintelor privind stoichiometria reactiei de
disociere indicate mai sus in sectiunea ,Definitii si unitdti”, poate fi determinatd constanta adecvati. In cazul
specific descris in prezenta metoda de testare, substanta se comporti ca un acid sau ca o bazd, iar determinarea se
efectueazd cel mai convenabil prin stabilirea concentratiilor relative ale formelor ionizate si neionizate ale
substantei si a pH-ului solutiei. Relatia dintre acesti termeni este redati in ecuatia pentru pK, in sectiunea ,Definitii
si unitdti” de mai sus. Unele substante prezintd mai mult de o constantd de disociere si ecuatii similare pot fi
dezvoltate. Unele dintre metodele descrise in prezenta anexd sunt adecvate, de asemenea, pentru disocierea non-
acidd/baza.

Criterii de calitate

Repetabilitate

Constanta de disociere se reproduce (cel putin trei determindri) cu o precizie de * 0,1 unititi logaritmice.
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DESCRIEREA PROCEDURILOR DE TESTARE

Existd doud abordiri principale pentru determinarea pK -ului. Una dintre acestea implicd titrarea unei cantitdti
cunoscute de substantd cu un acid sau o bazd standard, dupd caz; cealaltd implici determinarea concentratiei
relative a formelor ionizate si neionizate si a dependentei acesteia de pH.

Preparate

Metodele bazate pe principiile mentionate pot fi clasificate ca proceduri de titrare, spectrofotometrice si conducto-
metrice.

Solutii de testare

Pentru metoda de titrare si metoda conductometricd, substanta chimici se dizolvad in apd distilatd. Pentru metoda
spectrofotometricd si pentru alte metode, sunt utilizate solutii tampon. Concentratia substantei testate nu trebuie si
depdseascd cea mai micd valoare dintre 0,01 M sau jumdtate din concentratia de saturare, iar pentru crearea
solutiilor se utilizeazi cea mai purd formi disponibild de substantd. In cazul in care substanta este greu solubild,
aceasta se poate dizolva intr-o cantitate micd de solvent miscibil in apd inainte de a se adduga la concentratiile
indicate mai sus.

Solutiile se verificd pentru a detecta prezenta emulsiilor cu ajutorul unui fascicul Tyndall, in special in cazul in care
a fost utilizat un cosolvent pentru a creste solubilitatea. In cazul in care sunt utilizate solutii tampon, concentratia
tampon nu trebuie sd depaseascd 0,05 M.

Conditiile de testare

Temperatura
Temperatura se controleazi la cel putin + 1 °C. Determinarea se efectueazd de preferintd la 20 °C.

In cazul in care se suspecteazd o dependenti semnificativd de temperaturd, determinarea se efectueaza la cel putin
doud alte temperaturi. In acest caz, intervalele de temperaturd trebuie sd fie de 10 °C, iar controlul temperaturii, de
+0,1°C.

Analize

Metoda va fi determinatd de natura substantei testate. Aceasta trebuie si fie suficient de sensibild pentru a permite
determinarea diferitelor tipuri la fiecare concentratie de solutie testata.

Desfdsurarea testarii

Metoda de titrare

Solutia de testat se determind prin titrare cu o solutie standard bazicd sau acidd, dupi caz, misurand pH-ul dupa
fiecare addugare de solutie de titrare. Cel putin 10 addugdri suplimentare trebuie efectuate pand la punctul de
echivalentd. In cazul in care echilibrul este atins suficient de rapid, se poate utiliza un potentiometru cu inregistrare.
Pentru aceastd metodd, atdt cantitatea totald de substantd, cit si concentratia acesteia trebuie si fie cunoscute cu
exactitate. Trebuie luate masuri de precautie pentru a exclude dioxidul de carbon. Detaliile procedurii, masurile de
precautie, precum si metodele de calcul sunt prezentate in testdri standard, de exemplu referintele bibliografice (1),

(2), (3), (4.

Metoda spectrofotometricd

O lungime de undi este constatatd in cazul in care formele ionizate si neionizate ale substantei au coeficienti de
extinctie diferiti In mod considerabil. Spectrul de absorbtie UV|VIS se obtine din solutii de concentratie constanti
intr-o conditie de pH in care substanta este in esentd neionizatd si pe deplin ionizatd si la mai multe valori
intermediare ale pH-ului. Acest lucru poate fi realizat fie prin addugarea de acid concentrat (bazd) la un volum
relativ mare de solutie a substantei intr-o solutie tampon cu mai multe componente, initial cu valoare ridicatd
(scdzutd) a pH-ului (referinta 5) sau prin addugarea de volume egale dintr-o solutie mami de substantd in, de
exemplu, apd, metanol, la volume constante de diferite solutii tampon care acoperd intervalul de pH dorit. Din
valorile pH-ului si cele de absorbtie la lungimea de unda aleasd, este calculat un numdr suficient de valori de pK,
utilizand datele pentru minim 5 pH-uri in care substanta este ionizati cel putin 10 procente si cel mult 90 de
procente. Detalii experimentale suplimentare si metoda de calcul sunt prezentate in referinta (1).
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Metoda conductometricd

Utilizand o celuld cu o constantd celulard micd, cunoscutd, se misoard nivelul de conductivitate al unei solutii de
aproximativ 0,1 M de substantd de testat in apd de conductibilitate. De asemenea, se masoard conductivititile unei
serii de dilutii ale acestei solutii efectuate cu acuratete. Concentratia este redusd la jumitate de fiecare datd, iar seria
trebuie sd acopere cel putin un ordin de mirime al concentratiei. Conductivitatea limitd la dilutie infinitd se
calculeazd prin efectuarea unui experiment similar cu sarea Na si prin extrapolare. Gradul de disociere poate fi
calculat ulterior din conductivitatea fiecdrei solutii cu ajutorul ecuatiei Onsage, prin urmare, utilizind legea dilutiei
lui Ostwald, constanta de disociere poate fi calculatd drept K = a2C/(1 — a, unde C este concentratia in moli pe litru
si a este gradul de disociere. Trebuie luate mdsuri de precautie pentru a exclude CO,. Detalii experimentale
suplimentare si metoda de calcul sunt indicate in texte standard si in referintele (1), (6) si (7).

DATE SI RAPORTARE

Prelucrarea rezultatelor
Metoda de titrare

PK, se calculeazi pentru 10 puncte mdsurate pe curba de titrare. Se calculeazd valoarea medie si deviatia standard
pentru valorile pK, respective. Se include un grafic al pH-ului in functie de volumul de acid sau de bazi standard,
impreund cu o prezentare sub formd de tabel.

Metode spectrofotometrice

Valoarea absorbtiei si pH-ul pentru fiecare spectru sunt indicate in tabel. S unt calculate cel putin cinci valori pK,
pornind de la puncte intermediare de date privind spectrele, iar valoarea medie si deviatia standard pentru aceste
rezultate sunt calculate, de asemenea.

Metoda conductometricd

Conductivitatea echivalenti A se calculeazd pentru fiecare concentratie de acid si pentru fiecare concentratie a unui
amestec cu un echivalent de acid la care se adaugd 0,98 echivalent de hidroxid de sodiu fird carbonati. Acidul este
in exces pentru a preveni un exces de OH-datorat hidrolizei. 1/A este reprezentatd in raport cu O_C, iar A, a sdrii
poate fi determinatd prin extrapolare la concentratie zero.

A, a acidului poate fi calculatd utilizind valorile din literatura de specialitate pentru H* si Na*. PK, poate fi calculatd
din a = A, [A, si K, = a2C/(1 - a)pentru fiecare concentratie. Valori mai bune pentru K, pot fi obtinute prin
efectuarea de corectii pentru mobilitate si activitate. Se calculeazi valoarea medie si deviatia standard ale pK..

Raport de testare
Toate datele primare si valorile calculate pK, trebuie prezentate impreund cu metoda de calcul (de preferintd intr-un

format tabelar astfel cum se sugereazd in referinta 1), precum si parametrii statistici descrisi mai sus. Pentru
metodele de titrare, se prezintd detalii cu privire la standardizarea solutiilor de titrare.

Pentru metoda spectrofotometricd, se prezintd toate spectrele. Pentru metoda conductometricd, se raporteazd detalii
cu privire la determinarea constantei celulare. Se furnizeaza informatii cu privire la tehnica utilizatd, metodele de
analizd si natura oricdror solutii tampon utilizate.

Se raporteazd temperatura (temperaturile) de testare.

REFERINTE BIBLIOGRAFICE
(1) Albert, A. & Sergeant, E.P.: Ionization Constants of Acids and Bases, Wiley, Inc., New York, 1962.

(2) Nelson, N.H. & Faust, S.D.: Acidic dissociation constants of selected aquatic herbicides, Env. Sci. Tech. 3, II, p.
1186-1188 (1969).
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(3) ASTM D 1293 — Annual ASTM Standards, Philadelphia, 1974.

(4) Standard Method 242. APHA/AWWA|WPCF, Standard Methods for the Examination of Water and Waste Water,
14th Edition, American Public Health Association, Washington, D.C., 1976.

(5) Clark, J. & Cunliffe, A.E.: Rapid spectrophotometric measurement of ionisation constants in aqueous solution.
Chem. Ind. (London) 281, (March 1973).

(6) ASTM D 1125 — Annual ASTM Standards, Philadelphia, 1974.
(7) Standard Method 205 — APHA/AWWA/NPCF [a se vedea mai sus (4)].
(8) Handbook of Chemistry and Physics, 60th ed. CRC-Press, Boca Raton, Florida, 33431 (1980).”

(2) In partea B, capitolul B.5 se inlocuieste cu urmdtorul text:

,B.5 COROZIUNE/IRITATIE OCULARA ACUTA

INTRODUCERE

Aceastd metodd de testare este echivalentd cu Orientarea OCDE (TG) privind testarea nr. 405 (2012). Orientdrile
OCDE privind testarea pentru testarea substantelor chimice sunt revizuite periodic pentru a se asigura cd acestea
reflectd cele mai bune cunostinte stiintifice disponibile. In revizuirile anterioare ale respectivei orientiri privind
testarea s-a acordat o atentie deosebitd posibilelor imbundtitiri prin evaluarea tuturor informatiilor existente cu
privire la substanta chimicd de testat pentru a se evita testarea inutild pe animale de laborator §i, prin urmare,
pentru a aborda preocupdrile privind bunistarea animald. TG 405 (adoptatd in 1981 si actualizatd in 1987, 2002
si 2012) include recomandarea ca, inainte de efectuarea testdrii in vivo descrise pentru coroziune/iritatie oculard
acutd, si fie efectuati o analizd a valorii probante (1) a datelor existente relevante. In cazul in care datele
disponibile sunt insuficiente, se recomandd ca acestea si fie dezvoltate prin aplicarea testdrii secventiale (2) (3).
Strategia de testare include efectuarea unor teste in vitro validate si acceptate si este prezentatd ca o completare la
aceastd metodd de testare. In sensul Regulamentului (CE) nr. 1907/2006 privind inregistrarea, evaluarea,
autorizarea si restrictionarea substantelor chimice (REACH) ('), o strategie de testare integratd este inclusi, de
asemenea, in Orientarea ECHA relevantd (21). Testarea pe animale se efectueazd doar in cazul in care se determind
necesitatea acesteia, dupd ce se jau in considerare metodele alternative disponibile si prin utilizarea celor
determinate a fi adecvate. La momentul redactdrii acestei metode de testare actualizate, existd cazuri in care
utilizarea acestei metode de testare este incd necesard sau impusd in temeiul unor cadre de reglementare.

Ultima actualizare s-a axat in principal pe utilizarea de analgezice si anestezice, fird a avea impact asupra
conceptului de bazd si asupra structurii orientdrii privind testarea. ICCVAM (%) si un grup stiintific independent si
international de revizuire inter pares au analizat utilitatea si limitele utilizdrii in mod obisnuit de anestezice topice,
analgezice sistemice si puncte finale umane in timpul testdrii de sigurantd in vivo pentru iritatia oculard (12). In
urma evaludrii, s-a constatat cd utilizarea de anestezice topice si analgezice sistemice ar putea evita integral sau in
mare parte durerea si suferinta fird a afecta rezultatul testului §i s-a recomandat utilizarea intotdeauna a acestor
substante. Aceastd metodd de testare ia in considerare revizuirea respectivi. Anestezicele topice, analgezicele
sistemice si punctele finale umane sunt utilizate in mod obisnuit in timpul testirii in vivo a iritatiei si coroziunii
oculare acute. Exceptiile de la utilizarea acestora trebuie justificate. Imbunatitirile descrise in prezenta metoda vor
reduce in mod substantial sau vor evita durerea si suferinta animalelor in cele mai multe situatii de testare in care
testarea in vivo pentru sigurantd oculard este incd necesard.

Gestionarea echilibratd si preemptiva a durerii trebuie sd includi (i) un pretratament de rutind cu anestezic topic (de
exemplu, proparacaind sau tetracaind) si un analgezic sistemic (de exemplu, buprenorfind), (ii) schema post-
tratament de rutind a analgezicelor sistemice (de exemplu, buprenorfind si meloxicam), (iii) observarea, monito-
rizarea si inregistrarea planificatd a animalelor pentru identificarea semnelor clinice de durere si/sau suferintd si (iv)
observarea, monitorizarea si inregistrarea planificatd a naturii, gravititii si evolutiei tuturor leziunilor oculare. Mai
multe detalii sunt furnizate in versiunea actualizati a procedurilor descrisi mai jos. Dupd administrarea substantei
chimice de testat nu se administreazd anestezice topice sau analgezice suplimentare, in vederea evitdrii interfe-
rentelor cu studiul. Analgezicele cu actiune antiinflamatorie (de exemplu, meloxicam) nu se aplici topic, iar dozele
utilizate sistemic nu trebuie sd interfereze cu efectele oculare.

Definitiile sunt prevazute in apendicele la metoda de testare.

(") Regulamentul (CE) nr. 1907/2006 al Parlamentului European si al Consiliului din 18 decembrie 2006 privind inregistrarea, evaluarea,
autorizarea si restrictionarea substantelor chimice (REACH), de infiintare a Agentiei Europene pentru Produse Chimice, de modificare
a Directivei 1999/45/CE si de abrogare a Regulamentului (CEE) nr. 793/93 al Consiliului si a Regulamentului (CE) nr. 1488/94 al
Comisiei, precum si a Directivei 76/769/CEE a Consiliului si a Directivelor 91/155/CEE, 93/67/CEE, 93/105/CE si 2000/21/CE ale
Comisiei. JO L 304,22.11.2007, p. 1.

() Comitetul SUA de coordonare la nivel de agentii privind validarea metodelor alternative.
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CONSIDERATII INITIALE

In interesul acuratetei stiintifice si al bunistirii animalelor, testele in vivo nu trebuie luate in considerare pani cand
toate datele relevante disponibile pentru potentialul de coroziune/iritatie oculard al substantei chimice nu au fost
evaluate intr-o analizd a valorii probante a datelor. Astfel de date includ dovezi din studiile deja efectuate asupra
oamenilor sifsau asupra animalelor de laborator, dovezi privind caracterul coroziv/iritant al uneia sau mai multor
substante chimice inrudite structural sau ale unor amestecuri de astfel de substante, date demonstrand o puternici
aciditate sau alcalinitate a substantei chimice (4) (5) si rezultatele validate si acceptate ale unor teste in vitro sau ex
vivo de coroziune cutanatd si de coroziunefiritatie oculard (6) (13) (14) (15) (16) (17). Este posibil ca astfel de studii
sd fi fost efectuate inaintea sau ca urmare a unei analize a valorii probante a datelor.

Pentru anumite substante chimice, o astfel de analizd poate indica necesitatea efectudrii unor studii in vivo privind
potentialul de coroziune/iritatie oculard al substantei chimice. In toate aceste cazuri, inainte de a lua in considerare
efectuarea testului ocular in vivo, este de preferat si se efectueze mai intdi un studiu in vitro sifsau in vivo asupra
efectelor de coroziune cutanatd ale substantei chimice, studiu care ar trebui si fie evaluat in conformitate cu
strategia de testare secventiald din metoda de testare B.4 (7) sau strategia de testare integratd descrisd in Orientarea
ECHA (21).

O strategie de testare secventiald, care include efectuarea de teste validate in vitro sau ex vivo pentru coroziune/
iritatie oculard, este inclusd drept Supliment la aceastd metodd de testare si, in scopul REACH, in Orientarea ECHA
(21). Se recomandd aplicarea acestei strategii de testare inainte de efectuarea testului in vivo. Pentru substantele
chimice noi, se recomandd o abordare de testare graduald pentru obtinerea unor date stiintifice exacte privind
caracterul corozivfiritant al substantei chimice. In cazul substantelor chimice existente pentru care nu existd date
suficiente privind coroziuneafiritatia cutanatd si oculard, strategia poate fi utilizatd pentru completarea datelor lipsa.
Utilizarea unei strategii sau proceduri diferite de testare sau decizia de a nu utiliza o abordare de testare graduald
trebuie justificate.

PRINCIPIUL TESTULUI IN VIVO

In urma unui pretratament cu un analgezic sistemic si dupd inductia adecvati a anesteziei topice, substanta chimicd
de testat se aplicd, intr-o singurd dozd, pe un ochi al animalului de laborator; celdlalt ochi este utilizat drept martor.
Nivelul de iritatie/coroziune oculard se evalueazd prin examinarea leziunilor care afecteazd conjunctiva, corneea si
irisul, la intervale prestabilite. Se descriu, de asemenea, celelalte efecte asupra ochiului sau efecte sistemice adverse,
pentru a asigura o evaluare completd a efectelor. Durata studiului trebuie si fie suficientd pentru a evalua reversibi-
litatea sau ireversibilitatea efectelor.

Animalele care manifestd semne de suferintd sifsau dureri profunde in orice etapi a testului sau leziuni de tipul
celor intilnite in punctele finale umane descrise in aceastd metodd de testare (a se vedea punctul 26) sunt
eutanasiate, iar substanta chimicd este evaluati in consecintd. Criteriile pentru luarea deciziei de eutanasiere in
conditii umane a animalelor muribunde sau suferinde fac obiectul unui document de orientare al OCDE (8).

PREGATIREA PENTRU TESTUL IN VIVO

Selectarea speciilor

Se utilizeazd, de preferat, exemplare adulte, tinere, sindtoase de iepure albinos. Utilizarea altor suse sau specii
trebuie justificatd.

Pregitirea animalelor

Cu 24 de ore inainte de inceperea testului, se examineazd ambii ochi ai animalului de experientd selectat
provizoriu. Nu se utilizeazd exemplarele care prezintd iritatii sau defecte oculare sau leziuni corneene preexistente.

Conditii de adipostire si de hrinire

Animalele se addpostesc individual. In spatiul pentru addpostirea animalelor de experientd se asigurd o temperaturd
de 20 °C (¢ 3 °C) pentru iepuri. Cu toate ci umiditatea relativd trebuie si fie de cel putin 30 % si, de preferintd, si
nu depiseascd 70 % decat in timpul operatiunilor de curdtare a silii, obiectivul de umiditate este de 50-60 %.
Spatiul se ilumineazi artificial, cu o alternantd de 12 ore lumind, 12 ore intuneric. Se evitd intensitatea excesivd
a luminii. Pentru alimentatie, se poate utiliza hrand conventionald de laborator, cu furnizarea unei cantitii
nelimitate de apd potabild.
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PROCEDURA DE TESTARE

Utilizarea de anestezice topice si analgezice sistemice

Urmdtoarele proceduri sunt recomandate pentru a se evita sau reduce la minimum durerea §i suferinta in
procedurile de testare pentru sigurantd oculard. Procedurile alternative, care au fost determinate ca oferind aceeasi
sau o0 mai bund evitare sau combatere a durerii si suferintei, pot fi substituite.

— Cu saizeci de minute inainte de aplicarea substantei chimice de testat (TCA), se administreazd 0,01 mg/kg
buprenorfind prin injectare subcutanatd (s.c) pentru a asigura un nivel terapeutic de analgezie sistemicd.
Buprenorfina si altele analgezice opiode similare, administrate sistemic, nu sunt cunoscute sau nu se
preconizeazd sd modifice reactiile oculare (12).

— Cu cinci minute inainte de TCA, se aplici in fiecare ochi una sau doud picituri de anestezic topic ocular (de
exemplu, clohidrat de proparacaind 0,5 % sau cloridrat de tetracaind 0,5 %). Pentru a evita posibila interferentd
cu studiul, se recomandd utilizarea unui anestezic topic care nu contine conservanti. Ochiul fiecirui animal care
nu este tratat cu o substantd chimici de testat, dar care este tratat cu anestezia topicd, este utilizat ca martor. in
cazul in care se anticipeazd cd substanta chimici testatd va provoca dureri sau suferinte semnificative, aceasta
nu se testeazd, in mod normal, in vivo. Cu toate acestea, in cazul in care existd indoieli sau atunci cand este
necesar, se ia in considerare utilizarea unor administrdri suplimentare de anestezic topic la intervale de 5
minute inainte de TCA. Utilizatorii trebuie si cunoascd faptul cd administririle multiple de anestezice topice
pot cauza o crestere usoard a gradului de severitate si/sau a timpului necesar pentru ca leziunile induse de
substanta chimicd sd se vindece.

— Opt ore dupd TCA, sunt administrate 0,01 mg/kg buprenorfind s.c. si 0,5 mg/kg meloxicam s.c. pentru
a asigura un nivel terapeutic continuu de analgezice sistemice. in pofida faptului cd nu existd date care si
sugereze cd meloxicamul are efecte antiinflamatorii asupra ochilor atunci cand este administrat s.c. o datd pe zi,
meloxicamul nu trebuie administrat pand la cel putin 8 ore dupd TCA pentru a evita orice posibild interferentd
cu studiul (12).

— Dupad tratamentul post-TCA din primele 8 de ore, se administreazd 0,01 mg/kg buprenorfini s.c. la intervale de
12 ore, asociat cu 0,5 mg/kg meloxicam s.c. la fiecare 24 de ore, pand la vindecarea leziunilor oculare si la
disparitia oricdrui semn clinic de durere si de stres. Sunt disponibile preparate analgezice cu eliberare sustinuti
care pot fi luate in considerare pentru a reduce frecventa de dozare cu analgezice.

— Analgezice de ,salvare” se administreazd imediat dupd TCA in cazul in care analgezia preemptivi si anestezia
topicd sunt insuficiente. In cazul in care un animal prezintd semne de durere si suferintd pe parcursul studiului,
o dozd ,salvatoare” de 0,03 mg/kg buprenorfind s.c. se administreazd imediat si se repetd la fiecare 8 ore, dacd
se considerd necesar, in loc de 0,01 mgfkg s.c. la fiecare 12 ore. La fiecare 24 de ore se administreazd
meloxicam 0,5 mg/kg s.c., asociat cu doza ,salvatoare” de buprenorfing, dar nu mai repede de cel putin 8 ore
post TCA.

Aplicarea substantei chimice de testat

Substanta chimici de testat se aplicd in sacul conjunctival al unui ochi al fiecirui animal, dupa indepirtarea delicatd
a pleoapei inferioare de pe globul ocular. Pleoapele se tin apoi lipite pentru circa o secundd, pentru a preveni
pierderea materialului. Celalalt ochi, care nu se trateazd, se utilizeazd ca martor.

Irigatia

Ochii animalelor testate nu se spald timp de cel putin 24 de ore de la instilatia substantei chimice de testat, cu
exceptia cazului in care substanta este solidd (a se vedea punctul 18) si a cazului in care apar efecte corozive sau
iritante imediate. Dupd 24 de ore, se procedeazd la o spilare, daci se considerd necesar.

Nu se recomanda utilizarea unui grup satelit de animale pentru a analiza influenta spaldrii, cu exceptia cazului in
care acest lucru se justificd stiintific. In cazul in care este necesar un grup satelit, se folosesc doi iepuri. Se descriu
detaliat conditiile de spilare, de exemplu momentul spildrii; compozitia si temperatura solutiei utilizate; durata,
volumul si viteza de aplicare.
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Nivelul dozei

(1) Testarea lichidelor

Pentru testarea lichidelor se utilizeazd o dozd de 0,1 ml. Nu se utilizeazd pulverizatoare cu pompd pentru instilarea
substantei chimice direct in ochi. Se recomandi extragerea lichidului si colectarea acestuia intr-un container inainte
de instilarea a 0,1 ml in ochi.

(2) Testarea solidelor

La testarea solidelor, a pastelor si a substantelor sub formd de particule, cantitatea utilizatd are un volum de 0,1 ml
sau o greutate de cel mult 100 mg. Substanta chimicd de testat se macind intr-un praf fin. Volumul materialului
solid se misoard dupd o compactare delicatd, de exemplu, bitind usor cu palma recipientul de misur. In cazul in
care substanta chimicd solidd de testat nu a fost indepdrtatd din ochiul animalului de experientd prin mecanisme
fiziologice in primul moment prestabilit de observare, si anume la o ord dupd tratament, ochiul poate fi spalat cu
o solutie salind sau cu apa distilatd.

(3) Testarea aerosolilor

Se recomandi colectarea continutului tuturor pulverizatoarelor cu pompd si aerosolilor inainte de instilarea in ochi.
Singura exceptie o constituie substantele chimice in containere sub presiune pentru aerosoli, care nu pot fi
colectate din cauza vaporizirii. In acest caz, ochiul se tine deschis, iar substanta chimici de testat se administreaza
in ochi cu un singur jet de circa o secundd, de la o distantd de 10 cm perpendicular pe ochi. Distanta poate varia
in functie de presiunea pulverizatorului si continutul acestuia. Se evitd lezarea ochiului din cauza presiunii pulveri-
zatorului. In unele cazuri, se poate dovedi necesar si se evalueze posibilitatea provocarii unor leziuni ,mecanice”
ochiului prin forta pulverizatorului.

O estimare a dozei dintr-un aerosol poate fi efectuatd simuland testul astfel: substantd chimici se pulverizeaza pe
o bucatd de hirtie de cantdrit, printr-o deschidere de dimensiunea ochiului unui iepure amplasatd direct in fata
hartiei. Cantitatea pulverizatd in ochi se estimeazd pe baza cresterii greutdtii hartiei. Pentru substantele chimice
volatile, doza poate fi estimatd prin cantirirea unui recipient in care este pulverizati substanta, inainte si dupd
indepdrtarea substantei chimice de testat.

Testul initial (test in vivo de iritatie/coroziune oculard pe un animal)

Se recomandd ca testul in vivo s se efectueze initial pe un singur animal (a se vedea Suplimentul la prezenta
metodd de testare: O strategie de testare secventiald pentru iritatia si coroziunea oculard). Observatiile trebuie sd
permitd determinarea gravitdtii si a reversibilitdtii inainte de a se trece la un test de confirmare pe un al doilea
animal.

In cazul in care rezultatele acestui test indicd faptul ci substanta chimicd este coroziva sau foarte iritantd la nivel
ocular utilizdndu-se procedura descrisd, nu se efectueazi teste suplimentare de iritatie oculara.

Testul de confirmare (test in vivo de iritatie oculard pe animale suplimentare)

In cazul in care nu se observd un efect coroziv sau sever iritant la testul initial, reactia iritantd sau negativa se
confirmi utilizind maximum alte doud animale. In cazul in care se observd un efect iritant la testul initial, se
recomandd efectuarea testului de confirmare in mod secvential, pe cite un animal, si nu prin expunerea simultand
a celor doud animale suplimentare. In cazul in care la al doilea animal apar efecte corozive sau puternic iritante,
testul se intrerupe. In cazul in care rezultatele celui de-al doilea animal sunt suficiente pentru a permite
determinarea clasificdrii pericolelor, nu se efectueazi teste suplimentare.

Perioada de observatie

Durata perioadei de observatie trebuie si fie suficientd pentru evaluarea completd a amplorii si a reversibilitatii
efectelor observate. Cu toate acestea, experimentul se incheie daci animalul manifestd semne de suferintd sau dureri
profunde (8). Pentru a determina reversibilitatea efectelor, animalele se observd timp de 21 de zile dupd adminis-
trarea substantei chimice de testat. In cazul in care reversibilitatea intervine inainte de expirarea celor 21 de zile,
experimentul se incheie in momentul respectiv.
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Observatii clinice si punctarea reactiilor oculare

Ochii se supun unei evaludri cuprinzitoare pentru a stabili prezenta sau absenta leziunilor oculare la o ord dupi
TCA, urmatd de evaludri cel putin zilnic. Animalele se evalueazd de mai multe ori pe zi in primele 3 zile pentru
a se asigura cd deciziile de eutanasiere sunt luate in timp util. Animalele utilizate in scopuri experimentale se
evalueazd in mod regulat in timpul perioadei de studiu pentru identificarea semnelor clinice de durere si/sau
suferintd (de exemplu, lovirea repetatd cu piciorul, frecarea repetatd a ochiului, clipire excesivi, lacrimare excesivd)
(9) (10) (11), cel putin de doud ori pe zi, cu un interval de minim 6 de ore intre observatii sau mai des, daci este
necesar. Acest lucru este necesar (i) pentru a evalua in mod corespunzdtor animalele pentru a identifica semne de
durere si suferintd cu scopul a lua decizii in cunostintd de cauzd cu privire la necesitatea de a mari doza de
analgezice si (i) pentru a evalua animalele pentru a identifica criteriile finale umane stabilite cu scopul de a lua
decizii in cunostintd de cauzd cu privire la adecvarea eutanasierii animalelor si pentru a se asigura cd aceste decizii
sunt luate in timp util. Colorarea cu fluoresceind se utilizeazd in mod obisnuit, iar atunci cind se considerd necesar,
se utilizeazd un biomicroscop cu lampd cu fantd (de exemplu, pentru evaluarea profunzimii leziunilor atunci cind
ulcerarea corneand este prezentd) ca adjuvant pentru detectarea i mdsurarea leziunilor oculare si pentru a se evalua
dacd au fost indeplinite criteriile finale stabilite pentru eutanasiere in conditii umane. Fotografii digitale ale
leziunilor observate pot fi colectate pentru referintd si pentru a oferi o inregistrare permanentd a gradului de
leziune oculard. Animalele nu se mentin in experiment mai mult decit este necesar pentru obtinerea unor
informatii concludente. Animalele care prezintd semne profunde de durere sau suferintd sunt eutanasiate imediat in
conditii umane, iar substanta se evalueazd in consecinta.

Animalele care dupd instilare prezintd urmatoarele leziuni oculare sunt eutanasiate in conditii umane (a se vedea
tabelul 1 pentru o descriere a punctdrii leziunilor): perforare corneand sau ulcerare corneand semnificativd, inclusiv
stafilom; singe in camera anterioard a ochiului; opacitate corneand de gradul 4; absenta reflexului fotomotor
(reactie a irisului de gradul 2) care persistd timp de 72 de ore; ulcerare a membranei conjunctivale; necrozd
a conjunctivelor si a membranei nictitante; sau desprinderea tesutului necrozat. Eutanasierea se justifici deoarece
astfel de leziuni sunt, in general, ireversibile. In plus, se recomanda ca urmitoarele leziuni oculare si fie utilizate ca
puncte finale umane pentru a incheia studiile planificate inainte de sfarsitul perioadei de observatie de 21 de zile.
Aceste leziuni sunt considerate predictive de leziuni iritante si corozive grave si leziuni care nu se preconizeazi a fi
complet reversibile pana la sfarsitul perioadei de observatie de 21 de zile: profunzime grava a leziunii (de exemplu,
ulcerare corneand care se extinde dincolo de straturile stromale superficiale), distrugere a limbului in proportie de
peste 50 % (dupd cum reiese din albirea tesutului conjunctival) si infectia oculard gravd (scurgere purulentd).
O combinatie de: vascularizare a suprafetei corneene (de exemplu, panus); suprafata colordrii cu fluoresceind care
nu se micsoreazd in timp, pe baza evaludrilor zilnice; sifsau lipsa de reepitelizare 5 zile dupd aplicarea substantei
chimice de testat ar putea fi consideratd, de asemenea, drept criterii posibil utile pentru a influenta decizia clinicd
de a incheia prematur un studiu. Cu toate acestea, astfel de constatiri, luate in considerare individual, sunt
insuficiente pentru a justifica incheierea prematurd a studiului. Odata ce au fost identificate efecte oculare severe, se
consultd un medic veterinar curant sau calificat, specializat pe animale de laborator, sau personalul instruit pentru
a identifica leziunile clinice pentru a efectua un examen clinic cu scopul de a determina daci o combinatie
a acestor efecte justificd incheierea prematurd a studiului. Nivelurile reactiei oculare (conjunctivd, cornee i iris) se
obtin si se inregistreazd la 1, 24, 48 si 72 de ore de la aplicarea substantei chimice de testat (tabelul 1). Animalele
care nu prezintd leziuni oculare pot fi eutanasiate dupd cel putin 3 zile de la instilare. Animale cu leziuni oculare
care nu sunt atat de grave sunt supuse observatiei pand la disparitia leziunilor sau timp de 21 de zile, moment in
care studiul se incheie. Observatiile se efectueazi si se inregistreazd la un minim de 1 ord, 24 de ore, 48 de ore, 72
de ore, 7 zile, 14 zile si 21 de zile pentru a determina starea si reversibilitatea sau ireversibilitatea leziunilor.
Observatii mai frecvente se efectueazd, dacd este necesar, pentru a stabili dacd animalul testat se eutanasiazd din
considerente umane sau este eliminat din studiu din cauza rezultatelor negative.

Nivelurile leziunilor oculare (tabelul 1) se inregistreazi la fiecare examinare. Se inregistreazd, de asemenea, orice
altd leziune oculard (de exemplu, panus, colorare, modificiri in camera anterioar) sau efecte sistemice adverse.

Pentru a facilita examinarea reactiilor, se poate utiliza o lupd binoculard, o lampd portabild cu fantd, un
biomicroscop sau un alt dispozitiv adecvat. Dupd inregistrarea observatiilor la 24 de ore, ochii pot fi examinati in
continuare cu ajutorul fluoresceinei.

Punctarea reactiilor oculare este, in mod evident, subiectivd. Pentru a promova armonizarea punctdrii reactiilor
oculare i pentru a veni in sprijinul laboratoarelor de testare si al persoanelor implicate in efectuarea si interpretarea
observatiilor, personalul care efectueazd observatiile trebuie si fie instruit corespunzdtor cu privire la sistemul de
examinare utilizat.
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DATE SI RAPORTARE

Evaluarea rezultatelor

Punctajele iritatiei oculare se evalueazd in legdturd cu natura si gravitatea leziunilor, precum si cu reversibilitatea
sau ireversibilitatea acestora. Punctajele individuale nu reprezintd un standard absolut pentru proprietitile iritante
ale unei substante chimice, intrucat se evalueazi si alte efecte ale substantei chimice de testat. in schimb, punctajele
individuale trebuie privite ca valori de referintd si sunt semnificative doar dacd sunt insotite de o descriere si
o evaluare completd a tuturor observatiilor.

Raport de testare
Raportul de testare trebuie sd includd urmatoarele informatii:

Motivatia pentru testarea in vivo: analiza valorii probante a datelor existente din teste anterioare, inclusiv a rezultatelor
strategiei de testare secventiale:

— descrierea datelor relevante disponibile din testele anterioare;
— date derivate la fiecare etapd a strategiei de testare;

— descrierea testelor in vitro efectuate, inclusiv detalii privind procedurile, rezultatele obtinute cu substantele
chimice de testat/de referint3;

— descrierea studiului in vivo de iritatie/coroziune dermicd efectuat, inclusiv rezultatele obtinute;
— analiza valorii probante a datelor pentru efectuarea studiului in vivo.
Substanta chimicd de testat:

— date de identificare (de exemplu, denumirea chimicd si numdrul CAS, dacd este disponibil, puritate, impuritati
cunoscute, sursd, numdrul lotului);

— natura fizicd si proprietdtile fizico-chimice (de exemplu, pH, solubilitate, stabilitate, reactivitatea cu apa);

— 1in cazul unui amestec, se identificd componentele, inclusiv datele de identificare ale substantelor constituente
(de exemplu, denumiri chimice i, dacd sunt disponibile, numerele CAS) si concentratiile lor;

— doza aplicata.

Vehicul:

— identificare, concentratie (daci este cazul), volumul utilizat;

— justificarea alegerii vehiculului.

Animalele de experientd:

— specie[susd utilizatd, motivatie pentru utilizarea altor animale dect iepurele albinos;

— varsta fiecdrui animal la inceputul studiului;

— numdrul de animale de fiecare sex participante la test si in grupurile martor (daci este necesar);
— greutatea fiecirui animal la inceputul si la sfarsitul testului;

— sursa, conditiile de addpost, regimul alimentar etc.

Anestezice si analgezice

— dozele si intervalele in care au fost administrate anestezice topice si analgezice sistemice;

— 1in cazul in care este utilizat anestezic local, identificarea, puritatea, tipul si potentiala interactiune cu substanta
chimici de testat.
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Rezultate:

— descrierea metodei utilizate pentru punctarea iritatiei in fiecare moment de observare (de exemplu, lampi
portabild cu fantd, biomicroscop, fluoresceind);

— un tabel cu datele privind reactiile iritante/corozive la fiecare animal in fiecare moment de observare, pani la
excluderea din test a fiecirui animal;

— o descriere narativa a gravitatii si a naturii iritatiei sau coroziunii observate;

— o descriere a oricdror alte leziuni observate la nivel ocular (de exemplu, vascularizare, formarea unui panus,
aderente, colorare);

— descrierea efectelor adverse locale nonoculare si sistemice, inregistrari ale semnelor clinice de durere si suferintd,
fotografii digitale si concluzii ale examenului histopatologic, dacd sunt disponibile.

Discutarea rezultatelor.

Interpretarea rezultatelor

Extrapolarea rezultatelor studiilor de iritatie oculard asupra animalelor la oameni este valabild doar intr-o masurd
restransd. In multe cazuri, iepurele albinos este mai sensibil decat oamenii la substante cu proprietiti iritante sau
corozive la nivel ocular.

La interpretarea datelor se acorda o atentie deosebitd excluderii iritatiei generate de infectii secundare.
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pentru iritatia oculard gravd sau lezarea oculard grava.

(18) U.S. EPA (2003), Label Review Manual: 3rd Edition, EPA737-B-96-001, Washington, DC: U.S., Environmental
Protection Agency.

(19) UN (2011), Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals (GHS), Fourth revised
edition, New York & Geneva: United Nations Publications.

(20) EC (2008), Regulation (EC) No. 1272/2008 of the European Parliament and of the Council of 16 December
2008 on Classification, Labelling and Packaging of Substances and Mixtures, amending and repealing
Directives 67/548/EEC and 1999/45/EC, and amending Regulation (EC) No. 1907/2006. Official Journal of
the European Union L353, 1-1355.

(21) ECHA Guidance on information requirements and chemical safety assessment, Chapter R.7a: Endpoint specific
guidance.

http://echa.europa.eu/documents/10162/13632/information_requirements_r7a_en.pdf

Tabelul 1

Punctarea leziunilor oculare

Cornee Grad

Opacitate: nivel de densitate (examinarea se face in zona cea mai densa) (*)

Fard ulcerare sau opacitate 0

Zone dispersate sau difuze de opacitate (altele decat o usoard atenuare a stralucirii normale); 1
detaliile irisului clar vizibile

Zoni translucidd usor perceptibild; detaliile irisului usor mascate 2

Zoni sidefatd; detaliile irisului invizibile; dimensiunea pupilei greu perceptibild 3



http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/OcuAnest-%20TMER.htm
http://echa.europa.eu/documents/10162/13632/information_requirements_r7a_en.pdf
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Cornee Grad
Cornee opaci; iris invizibil din cauza opacitatii 4
Maximum posibil: 4
Iris
Normal 0
Pliuri vizibil mai adénci, congestie, tumefiere, hiperemie pericorneand moderatd; sau injec- 1
tare; iris reactiv la lumind (o reactie lentd este consideratd a fi un efect)
Hemoragie, distrugere marcatd sau absenta reactiei la lumina 2
Maximum posibil: 2
Conjunctiva
Roseatd (se aplicd conjunctivelor palpebrald si oculard; fird cornee si iris)
Normal 0
Hiperemie evidentd a anumitor vase sanguine (ochi injectati) 1
Coloratie purpurie difuzd; vasele individuale greu perceptibile 2
Coloratie rosie sustinutd difuzi 3
Maximum posibil: 3
Chemosis
Tumefiere (se referd la pleoape sifsau la membranele nictitante)
Normal 0
Tumefiere superioard stdrii normale 1
Tumefiere evidentd, cu eversiunea partiald a pleoapelor 2
Tumefiere cu pleoapele aproape pe jumitate inchise 3
Tumefiere cu pleoape mai mult decat jumitate inchise 4

Maximum posibil: 4

(*) Suprafata cu opacitate corneand se noteazd
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Apendice

DEFINITII

Rezerva acidifalcalind: Pentru preparatele acide, aceasta este cantitatea (g) de hidroxid de sodiu/100 g de preparat
necesar pentru a produce un anumit pH. Pentru preparatele alcaline, aceasta este cantitatea (g) de hidroxid de sodiu
echivalent cu g de acid sulfuric/100 g de preparat necesar pentru a produce un anumit pH (Young et al. 1988).

Substanti chimicd: O substantd sau un amestec.

Substantd neiritantd: Substante care nu sunt incadrate in categoriile EPA I, II, sau IIl de iritanti oculari; sau
categoriile GHS 1, 2, 2A, sau 2B de iritanti pentru ochi; sau categoriile UE 1 sau 2 (17) (18) (19).

Substantd avind un caracter coroziv la nivel ocular: (a) O substantd chimicd care provoacd leziuni tisulare
ireversibile la nivelul ochiului; (b) Substante chimice care se incadreazd in categoria GHS 1 de iritanti pentru ochi,
sau categoria EPA I de iritanti oculari sau categoria UE 1 de iritanti oculari (17) (18) (19).

Iritant ocular: (a) Substantd chimicd care produce o modificare reversibild la nivelul ochiului; (b) Substante
chimice care se incadreazd in categoriile EPA II sau III de iritanti oculari; sau categoriile GHS 2, 2A sau 2B de
iritanti pentru ochi; sau categoria UE 2 (17) (18) (19).

Substantd cu potential iritant sever: (a) O substanti chimicd care provoacd lezarea tisulard la nivelul ochiului
care nu se vindecd in 21 de zile de la aplicare sau care provoacd o slibire fizicd severd a vederii; (b) Substante
chimice care se incadreazi in categoria GHS 1 de iritanti pentru ochi sau categoria EPA I de iritanti oculari sau
categoria UE 1 (17) (18) (19).

Substanta chimicd de testat: Orice substantd sau amestec testat utilizdnd aceasti metodd de testare.

Abordare secventiald: O strategie de testare in trepte in cadrul cireia toate informatiile existente privind
o substantd chimicd de testat sunt revizuite intr-o anumitd ordine utilizdnd un proces de evaluare a fortei probante
in fiecare etapd pentru a determina dacd sunt disponibile suficiente informatii pentru o decizie privind clasificarea
riscului, inainte de a trece la etapa urmitoare. Dacd potentialul iritant al unei substante chimice de testat poate fi
apreciat pe baza informatiilor existente, nu este necesard o testare suplimentard. Dacd potentialul iritant al unei
substante chimice de testat nu poate fi apreciat pe baza informatiilor existente, o procedurd de testare secventiald
pe animale se efectueazd pand in momentul in care se poate realiza o clasificare lipsitd de echivoc.

Valoare probantd a datelor (proces): Punctele forte si punctele slabe ale unui set de informatii sunt utilizate ca
bazd pentru o concluzie care nu poate evidentd din datele individuale.
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SUPLIMENT LA METODA DE TESTARE B.5 (')

O STRATEGIE DE TESTARE SECVENTIALA PENTRU IRITATIA $I COROZIUNEA OCULARA

Considerente generale

In interesul acuratetei stiintifice si al bunastirii animalelor, este important si se evite utilizarea inutild a animalelor
de experientd si sd se reducd la minimum testirile care pot produce reactii grave la animale. Este necesar si se
evalueze toate informatiile privind o substantd chimicd care sunt relevante pentru potentialul caracter coroziv
[iritant la nivel ocular al acesteia inainte de a lua in considerare testarea in vivo. Este posibil sd existe deja date
suficiente pentru clasificarea unei substante chimice de testat in ceea ce priveste potentialul sdu coroziv sau iritant
la nivel ocular, fird a mai fi necesar si se efectueze teste pe animale de laborator. Prin urmare, prin utilizarea unei
analize a valorii probante a datelor si a unei strategii de testare secventiale se reduce la minimum necesitatea de
a efectua teste in vivo, in special dacd substanta chimici are potentialul de a produce reactii grave.

Se recomandd utilizarea unei analize a valorii probante a datelor pentru a evalua informatiile existente privind
potentialul iritant si coroziv la nivel ocular al substantelor chimice si pentru a se stabili dacd este necesard
efectuarea unor studii suplimentare, altele decat studii oculare in vivo, pentru caracterizarea acestui potential. Dacd
sunt necesare studii suplimentare, se recomanda aplicarea strategiei de testare secventiale pentru obtinerea datelor
experimentale relevante. Pentru substantele care nu au fost testate anterior, se recomandd aplicarea strategiei de
testare secventiale pentru obtinerea datelor necesare pentru evaluarea potentialului sdu corozivfiritant la nivel
ocular. Initial, strategia de testare descrisd in prezentul supliment a fost dezvoltatd in cadrul unui atelier de lucru
OCDE (1). Ulterior, aceasta a fost sustinutd si extinsd in cadrul Sistemului armonizat integrat de clasificare
a riscurilor substantelor chimice pentru sindtatea oamenilor si mediu, adoptat la cea de a 28-a reuniune comuna
a Comitetului pentru substante chimice si a Grupului de lucru pentru substante chimice, in noiembrie 1998 (2), si
actualizat de un grup de experti OCDE in anul 2011.

Cu toate cd aceastd strategie de testare nu face parte integrantd din metoda de testare B.5, aceasta reprezintd
abordarea recomandati pentru determinarea caracteristicilor iritante/corozive la nivel ocular. Aceastd abordare
reprezintd atit cea mai bund practicd, cit si un reper etic pentru testarea in vivo pentru iritatie/coroziune oculard.
Metoda de testare oferd indicatii pentru efectuarea testului in vivo si rezumd factorii care trebuie evaluati inainte de
un astfel de test. Strategia de testare secventiald oferd o abordare a valorii probante pentru evaluarea datelor
existente privind proprietdtile iritante/corozive la nivel ocular ale substantelor chimice si o abordare graduald
pentru generarea datelor relevante pentru substantele chimice pentru care sunt necesare studii suplimentare sau
care nu au facut incd obiectul unor studii. Strategia include, intr-o prima etapd, efectuarea unor teste in vitro sau ex
vivo validate §i acceptate, iar apoi aplicarea metodei de testare MT B.4 in conditii specifice (3) (4).

Descrierea strategiei de testare secventiale

Inainte de efectuarea testelor incluse in strategia de testare secventiald (figurd), se evalueazd toate informatiile
disponibile pentru a stabili dacd este necesard testarea oculard in vivo. Cu toate cd se pot obtine informatii semnifi-
cative din evaluarea unor parametri specifici (de exemplu, o valoare extremd a pH-ului), se iau in considerare toate
informatiile existente. Se evalueazd toate datele relevante privind efectele substantei chimice in cauzi si a analogilor
sdi pentru adoptarea unei decizii prin analiza valorii probante si se prezintd motivele care stau la baza deciziei. Se
acordd o atentie speciald datelor privind efectele substantei chimice asupra oamenilor si animalelor, urmate de
rezultatele testelor in vitro sau ex vivo. Se evitd, ori de cate ori este posibil, efectuarea unor studii in vivo pentru
substantele chimice corozive. Factorii luati in considerare in strategia de testare includ:

Evaluarea datelor existente privind efectele asupra oamenilor sifsau animalelor sifsau a datelor privind testarea in
vitro din metode validate si acceptate la nivel international (etapa 1).

(') Pentru utilizarea unei strategii de testare integrate pentru iritatia oculari in temeiul REACH, a se vedea, de asemenea, Orientarea ECHA
Cerinte privind informatiile si evaluarea securitatii chimice, capitolul R.7a: Orientdri specifice parametrilor http://echa.europa.eu/
documents/10162/13632/information_requirements_r7a_en.pdf.


http://echa.europa.eu/documents/10162/13632/information_requirements_r7a_en.pdf
http://echa.europa.eu/documents/10162/13632/information_requirements_r7a_en.pdf
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Se iau in primul rind in considerare datele existente privind efectele asupra oamenilor, de exemplu studii clinice si
ocupationale si studii de caz sifsau date obtinute din studii oculare asupra animalelor sifsau date in vitro din
metode validate si acceptate la nivel international pentru iritareajcoroziunea la nivel ocular, intrucit acestea
furnizeazd informatii direct legate de efectele asupra ochilor. In continuare, se evalueazd datele disponibile din
studii de coroziunefiritatie dermicd asupra oamenilor si/sau animalelor sifsau din studiile in vitro din metode
validate si acceptate la nivel international pentru coroziunea cutanati. Nu se instileazd in ochii animalelor substante
chimice avand un caracter coroziv sau un potential iritant sever cunoscut la nivel ocular sau substante chimice care
prezintd efecte corozive sau puternic iritante la nivel dermic; astfel de substante chimice sunt considerate a fi
corozive sifsau iritante, de asemenea, la nivel ocular. De asemenea, nu este necesard efectuarea de studii in vivo
asupra substantelor chimice pentru care existd date suficiente obtinute din studii oculare anterioare care atestd
caracterul necoroziv sau neiritant.

Analiza relatiilor structurd-activitate (RSA) (etapa 2).

Se iau in considerare rezultatele testelor asupra substantelor chimice inrudite din punct de vedere structural, dacd
sunt disponibile. In cazul in care sunt disponibile suficiente date privind efectele asupra oamenilor sisau animalelor
ale unor substante inrudite structural sau ale unor amestecuri de astfel de substante care indicd un potential
coroziv/iritant la nivel ocular, se poate presupune cd substanta chimicd de testat in curs de evaluare va produce
aceleasi reactii. In astfel de cazuri, este posibil si nu fie necesare teste privind substanta chimici in cauzi. Datele
negative obtinute de studiile asupra substantelor inrudite structural sau asupra amestecurilor de astfel de substante
nu constituie dovezi suficiente pentru caracterul necoroziv/neiritant al substantei chimice supuse strategiei de
testare secventiale. Se utilizeazd abordari RSA validate si acceptate pentru a identifica potentialul coroziv si iritant
atat la nivel dermic, ct si la nivel ocular.

Propriettile fizico-chimice si reactivitatea chimica (etapa 3).

Substantele care prezinti valori extreme ale pH-ului precum <2,0 sau >11,5 pot produce efecte locale puternice. In
cazul in care valorile extreme ale pH-ului constituie baza pentru identificarea unei substante chimice ca fiind
corozivi sau iritantd la nivel ocular, se poate lua in considerare, de asemenea, rezerva sa acidi/alcalind (capacitatea
de tamponare) (5) (6) (7). In cazul in care capacitatea de tamponare sugereazd cd este posibil ca o substanti
chimici sd nu fie corozivd la nivel ocular (de exemplu, substantele chimice cu o valoare extremd a pH-ului si
rezervi acidd/alcalini scdzutd), se efectueazi teste suplimentare pentru confirmare, de preferat prin utilizarea unui
test in vitro sau ex vivo validat si acceptat (a se vedea punctul 10).

Analiza altor informatii existente (etapa 4).

In aceastd etapi se evalueazd toate informatiile disponibile privind toxicitatea sistemicd prin absorbtie cutanata.
Toxicitatea dermici acutd a substantei chimice de testat trebuie si fie, de asemenea, luati in considerare. In cazul in
care substanta chimicd de testat s-a dovedit foarte toxicd prin absorbtie cutanatd, este posibil si nu fie necesare
teste oculare. In timp ce nu existd in mod obligatoriu o relatie intre toxicitate dermici acuti si iritatia/coroziunea
oculard, se poate presupune ci un agent foarte toxic prin absorbtie cutanati va prezenta o toxicitate ridicatd la
instilarea in ochi. Astfel de date pot fi analizate, de asemenea, intre etapele 2 si 3.

Evaluarea corozivititii cutanate a substantei chimice in cazul in care este necesard, de asemenea, in scopuri de
reglementare (etapa 5).

In primul rand, trebuie evaluati coroziunea cutanati si potentialul sever de iritare in conformitate cu metoda de
testare B.4 (4) si suplimentul aferent (8), inclusiv utilizarea metodelor de testare in vitro a coroziunii cutanate
validate si acceptate la nivel international (9) (10) (11). In cazul in care se demonstreazi ci substanta chimicd
produce coroziune sau iritatie puternicd la nivel dermic, aceasta poate fi consideratd, de asemenea, corozivd sau
puternic iritantd la nivel ocular. Prin urmare, nu sunt necesare teste suplimentare. in cazul in care substanta
chimicd nu este corozivid sau puternic iritantd la nivel dermic, se efectueaza un test ocular in vitro sau ex vivo.

Rezultatele testelor in vitro sau ex vivo (etapa 6).

Substantele chimice care au prezentat proprietiti corozive sau puternic iritante intr-un test in vitro sau ex vivo (12)
(13) validat si acceptat la nivel international pentru evaluarea specifici a coroziuniifiritatiei la nivel ocular nu
trebuie sd fie testate pe animale. Se poate presupune cd substantele chimice in cauzd vor produce efecte similare
grave in vivo. In cazul in care nu sunt disponibile teste in vitrofex vivo validate si acceptate, se trece peste etapa 6
si se continud direct cu etapa 7.
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Testul in vivo pe iepuri (etapele 7 si 8):

Testul ocular in vivo incepe cu un test initial efectuat pe un singur animal. In cazul in care rezultatele acestui test
indicd faptul cd substanta chimicd este puternic iritantd sau corozivd la nivel ocular, nu se efectueazd teste
suplimentare. In cazul in care testul nu relevd efecte corozive sau puternic iritante, se efectueazd un test de
confirmare pe alte doud animale. In functie de rezultatele testului de confirmare, pot fi necesare teste suplimentare.
[a se vedea metoda de testare B.5]
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STRATEGIE DE TESTARE SI EVALUARE A IRITATIEI/COROZIUNII OCULARE

Activitate

Date existente privind efectele asupra oameni-
lor si/sau animalelor sifsau date provenite din
metode in vitro validate si acceptate la nivel in-
ternational care indicd efecte la nivel ocular

Date existente privind efectele asupra oameni-
lor sifsau animalelor sifsau date provenite din
metode in vitro validate si acceptate la nivel in-
ternational care indicd efecte corozive la nivel
dermic

Date existente privind efectele asupra oameni-
lor si/sau animalelor sifsau date provenite din
metode in vitro validate si acceptate la nivel in-
ternational care indicd efecte puternic iritante
la nivel dermic

Nu sunt disponibile informatii sau informatiile
disponibile sunt neconcludente

Se efectueazd analiza RSA pentru coroziune/
iritatie oculard

Se ia in considerare analiza RSA pentru coro-
ziune dermicd

Nu se pot face prezumtii sau prezumtiile sunt
neconcludente sau negative

Se mdasoard pH-ul (capacitatea de tamponare,
daci este relevanta)

2 <pH < 11,5 sau pH < 2,0 sau = 11,5 cu
0 capacitate de tamponare redusd, dacd este
relevantd

Constatare

Leziuni oculare grave

Iritantd la nivel ocular

Necorozivi si neiritantd la
nivel ocular

Corozivd la nivel dermic

Puternic iritantd la nivel
dermic

Se previd leziuni oculare
grave

Se prevede iritatie oculard

Se prevede coroziune
dermicd

pH < 2sau = 11,5 (cu
0 capacitate de tamponare
ridicatd, dacd este relevantd)

Concluzie

Efect extrem; substantd considerati coroziva
la nivel ocular. Nu sunt necesare teste.

Efect extrem; substantd consideratd iritantd la
nivel ocular. Nu sunt necesare teste.

Efect  extrem;  substantd  consideratd
necorozivd si neiritantd la nivel ocular. Nu
sunt necesare teste.
Coroziune oculard sunt
necesare teste.

prezumatd. Nu

Iritatie oculard prezumatd. Nu sunt necesare
teste.

Coroziune oculard sunt

necesare teste.

prezumatd. Nu

Iritatie oculard prezumati. Nu sunt necesare
teste.

Coroziune oculard prezumatd. Nu sunt
necesare teste.
Coroziune oculard prezumatd. Nu sunt

necesare teste.
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Activitate Constatare
4 Se ia in considerare toxicitatea sistemicd prin | Foarte toxicd la
absorbtie cutanatd concentratiile care ar fi

utilizate in testarea oculara.

|

Nu sunt disponibile astfel de informatii sau
substanta chimicd nu este foarte toxicd

|

5 Se evalueazd potentialul de coroziune cutanatd, | Reactie corozivd sau cu
cu titlu experimental, in conformitate cu stra- | potential iritant sever
tegia de testare din capitolul B.4 din prezenta
anexd, in cazul in care este necesar in scopuri
de reglementare

!

Substanta chimicd nu este corozivd sau puternic
iritantd pentru piele

1
6 Sd efectueazd test(e) in vitro sau ex vivo validat | Reactie corozivd sau cu
(e) si acceptat(e) la nivel ocular potential iritant sever
Reactie iritantd
Reactie neiritantd
1

Testul (testele) in vitro sau ex vivo la nivel ocular
validat(e) si acceptat(e) nu poate (pot) fi utilizat(e)
pentru a ajunge la o concluzie

|

7 Se efectueazd testul initial in vivo pe ochi de ie- | Leziuni oculare grave
pure, pe un singur animal

Fard leziuni grave sau fdrd rdspuns

!

Concluzie

Substanta chimicd ar fi prea toxicd pentru
testare. Nu sunt necesare teste.

Se presupune corozivi la nivel ocular. Nu
sunt necesare teste suplimentare.

Se presupune corozivd sau sever iritantd la
nivel ocular, cu conditia ca testul efectuat si
poatd fi utilizat pentru a identifica substantele
cu caracter coroziv/sever iritant, iar substanta
chimicd sd se incadreze in domeniul de
aplicabilitate al testului. Nu sunt necesare
teste suplimentare.

Se presupune iritantd la nivel ocular, cu
conditia ca testul (testele) realizat(e) sd poatd
fi utilizat(e) pentru a identifica in mod corect
substantele cu potential coroziv, sever iritant
si iritant, iar substanta chimica si se incadreze
in domeniul de aplicabilitate al testului
(testelor). Nu sunt necesare teste suplimentare.

Se presupune neiritantd la nivel ocular, cu
conditia ca testul (testele) realizat(e) sd poatd
fi utilizat(e) pentru a identifica in mod corect
substantele cu caracter neiritant, si distingd in
mod corect aceste substante de substantele
chimice iritante, sever iritante sau corozive la
nivel ocular, iar substanta chimicd si se
incadreze in domeniul de aplicabilitate al
testului. Nu sunt necesare teste suplimentare.

Substanti consideratd corozivd la nivel ocular.
Nu sunt necesare teste suplimentare.



L 112/22 Jurnalul Oficial al Uniunii Europene 28.4.2017

Activitate Constatare Concluzie
8 Se efectueazd testul de confirmare pe unul sau | Substantd corozivd sau Substantd consideratd corozivd sau iritantd la
doud animale suplimentare iritantd nivel ocular. Nu sunt necesare teste
suplimentare.
Substantd necorozivd sau Substantd consideratd neiritantd si necorozivd
iritantd la nivel ocular. Nu sunt necesare teste
suplimentare.
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http://www.oecd.org/ehs/Class/HCL6.htm

28.4.2017 Jurnalul Oficial al Uniunii Europene L 112/23

(3) In partea B, capitolul B.10 se inlocuieste cu urmitorul text:

,B. 10. Testul in vitro de aberatie cromozomiald pe celule de mamifere

INTRODUCERE

Aceastd metodd de testare este echivalentd cu Orientarea nr. 473 a OCDE (2016). Acesta face parte dintr-o serie de
metode de testare privind toxicologia geneticd. A fost elaborat un document al OCDE care oferd informatii succinte
privind testarea pentru toxicologia geneticd (1) si care trece in revistd modificarile efectuate recent asupra
orientdrilor respective.

Scopul testului in vitro de aberatie cromozomiald este de a identifica substantele chimice care provoaci aberatii
cromozomiale structurale in celulele de mamifere in culturd (2) (3) (4). Aberatiile structurale pot fi de doud tipuri,
cromozomiale sau cromatidice. Poliploidia (inclusiv endoreduplicarea) ar putea apdrea in testele in vitro de aberatie
cromozomiali. In timp ce substantele aneugene pot determina poliploidie, poliploidia singurd nu indicd potential
aneugenic si poate indica pur si simplu perturbatia ciclului celular sau citotoxicitate (5). Acest test nu este conceput
pentru a misura aneuploidia. Un test in vitro de micronucleu (6) ar fi recomandat pentru detectarea aneuploidiei.

Testul in vitro de aberatie cromozomiald poate sd utilizeze culturi de linii celulare stabilite sau culturi de celule
primare de origine umand sau de la rozitoare. Celulele utilizate se selecteazd in functie de potentialul de dezvoltare
in culturd, stabilitatea cariotipului (inclusiv numdirul de cromozomi) si frecventa spontand a aberatiilor
cromozomiale (7). In prezent, datele disponibile nu permit efectuarea de recomandri ferme, dar sugereazi faptul
cd este important, atunci cand se evalueazd riscurile chimice, sd se ia in considerare statutul p53, stabilitatea
geneticd (a cariotipului), capacitatea de regenerare a ADN-ului si originea celulelor (rozdtoare versus umane) alese
pentru testare. Utilizatorii acestei metode de testare sunt incurajati, prin urmare, si ia in considerare influenta
acestor si altor caracteristici ale celulelor privind performanta unei linii celulare in detectarea inductiei de aberatii
cromozomiale, intrucit cunostintele evolueazd in acest domeniu.

Definitiile utilizate sunt furnizate in apendicele 1.

CONSIDERATII INITIALE SI LIMITARI

Testele efectuate in vitro necesitd, in general, utilizarea unei surse exogene de activare metabolicd, cu exceptia
cazului in care celulele sunt competente din punct de vedere metabolic in ceea ce priveste substantele chimice de
testat. Sistemul exogen de activare metabolicd nu reproduce integral conditiile in vivo. Trebuie acordatd atentie
pentru a evita conditii care ar putea conduce la rezultate pozitive date de artefacte, i anume, daune cromozomiale
care nu sunt cauzate de interactiunea directd dintre substantele chimice de testat si cromozomi; astfel de conditii
includ modificarile de pH sau de osmolalitate (8) (9) (10), interactiunea cu componentii din mediu (11) (12) sau
valori excesive ale citotoxicitatii (13) (14) (15) (16).

Aceastd testare este utilizatd pentru a detecta aberatiile cromozomiale care pot rezulta din evenimente clastogene.
Analiza inductiei de aberatii cromozomiale se realizeazd prin utilizarea de celule in metafazi. Prin urmare, este
esential ca celulele si ajungd in mitoza att in culturile tratate, cat si in cele netratate. In cazul nanomaterialelor
fabricate, pot fi necesare adaptiri specifice ale acestei metode de testare, dar care nu sunt descrise in prezentul
document.

Tnainte de utilizarea metodei de testare pe un amestec pentru a genera date pentru un obiectiv de reglementare
specific, trebuie si se examineze dacd, iar in caz afirmativ, din ce cauzd, aceasta poate oferi rezultate adecvate in
acest scop. Astfel de consideratii nu sunt necesare in cazul in care existd o cerintd normativi pentru testarea
amestecului.



L 112/24 Jurnalul Oficial al Uniunii Europene 28.4.2017

PRINCIPIUL TESTULUI

Culturile de celule umane sau de altd origine mamiferd sunt expuse la substanta chimici de testat in prezenta si in
absenta unei surse exogene de activare metabolicd, cu exceptia cazului in care sunt utilizate celule cu capacitate
metabolicd adecvatd (a se vedea punctul 13). Dupd inceputul expunerii culturilor de celule la substanta chimicd de
testat, acestea se trateazd, la intervale de timp prestabilite si adecvate, cu o substantd chimicd de inhibare
a metafazei (de exemplu, colcemid sau colchicind), se recolteazd, se coloreazi si celulele in metafazd sunt analizate
la microscop pentru detectarea aberatiilor de tip cromatidic si de tip cromozomial.

DESCRIEREA METODEI

Preparate

Celule

Se pot utiliza diferite linii celulare [de exemplu, celule ovariene de hamster chinezesc (CHO), celule pulmonare de
hamster chinezesc V79, celule pulmonare de hamster chinezesc (CHL)/IU, TK6) sau culturi de celule primare,
inclusiv limfocite din sangele periferic uman sau al altor mamifere] (7). Alegerea liniilor celulare trebuie justificatd
din punct de vedere stiintific. In cazul in care se utilizeazd celule primare, din motive de bunistare a animalelor, se
ia in considerare utilizarea de celule primare de origine umand atunci cind este posibil si de la care s-au prelevat
probe in conformitate cu principiile §i reglementirile etice umane. Limfocitele din singele periferic uman se obtin
de la indivizi tineri (aproximativ 18-35 de ani), nefumdtori, fird vreo boald cunoscuti sau expuneri recente la
agenti genotoxici (de exemplu, substante chimice, radiatii ionizante) la niveluri care ar conduce la cresterea
incidentei generale a aberatiilor cromozomiale. Acest lucru ar garanta incidenta generald redusd si consecventd
a aberatiilor cromozomiale. Incidenta de bazd a aberatiilor cromozomiale creste odatd cu varsta, iar aceasti
tendintd este mai pronuntatd la femei dect la barbati (17) (18). In cazul in care celulele provenite de la mai multi
donatori sunt puse in comun in vederea utilizdrii, se precizeazd numdirul de donatori. Este necesar si se
demonstreze cd celulele s-au divizat de la inceputul tratdrii cu substanta chimicd de testat in celule prelevate.
Culturile de celule sunt mentinute intr-o fazd de crestere exponentiald a celulelor (linii celulare) sau sunt stimulate
sd se impartd (culturi primare de limfocite) pentru a expune celulele in stadii diferite ale ciclului celular, avand in
vedere faptul ci sensibilitatea stadiilor celulelor la substangele chimice de testat poate sd nu fie cunoscutd. Celule
primare care trebuie sd fie stimulate cu agenti mitogenici pentru a se divide nu mai sunt sincronizate, in general, in
timpul expunerii la substanta chimicd de testat (de exemplu, limfocitele umane dupd 48 de ore de la stimularea
mitogenicd). Utilizarea celulelor sincronizate in timpul tratamentului nu este recomandatd, dar poate fi acceptabild
daci este justificata.

Medii si conditii de culturd

Se recomandid utilizarea mediilor de culturd si a conditiilor de incubare corespunzitoare (vasele de culturd,
umiditate atmosferici de 5 % CO,, dupid caz, temperatura de incubare de 37 °C) pentru dezvoltarea culturilor.
Liniile celulare trebuie controlate in mod regulat pentru verificarea stabilititii numdrului modal de cromozomi si
a absentei contamindrii cu micoplasmd (7) (19), iar, in cazul in care se constatd contaminarea sau in cazul in care
numirul modal de cromozomi s-a modificat, celulele nu se mai utilizeazd. Durata normald a ciclului celular al
liniilor celulare sau al culturilor primare utilizate in laboratorul de testare trebuie si fie stabilitd si sd corespundd cu
caracteristicilor celulare publicate (20).

Pregdtirea culturilor

Linii celulare: celulele se prepard plecind de la culturile de rezervd, se insiminteazd in mediul de culturd la
o anumitd densitate astfel incat celulele in suspensie ori in culturile monostrat vor continua s creascd exponential
pénd la recoltarea acestora (de exemplu, se evitd confluenta celulelor care cresc in monostrat).

Limfocite: singe integral tratat cu un anticoagulant (de exemplu, heparind) sau limfocite separate sunt plasate in
culturd (de exemplu, pentru 48 de ore pentru limfocite umane) in prezenta unui mitogen [de exemplu, fitohemaglu-
tinind (PHA) pentru limfocite umane] pentru a determina diviziunea celulari anterior expunerii la substanta
chimici de testat.
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Activare metabolicd

Recurgerea la un sistem endogen de activare metabolicd este necesard in cazul utilizarii de celule dotate cu
o capacitate endogend metabolicd inadecvatd. Sistemul utilizat cel mai frecvent si care este recomandat implicit, cu
exceptia cazului in care se justificd altfel, constd intr-o fractie postmitocondriald imbogatitd cu un cofactor (S9)
preparatd din ficat provenit de la rozitoare (in general, sobolani) tratat cu agenti de inductie enzimaticd, de
exemplu Aroclor 1254 (21) (22) (23) sau un amestec de fenobarbital si f-naftoflavona (24) (25) (26) (27) (28) (29).
Utilizarea acestui amestec nu este contrard prevederilor Conventiei de la Stockholm privind poluantii organici
persistenti (30) si s-a dovedit a fi la fel de eficientd ca Aroclor 1254 pentru inductia de oxidaze cu functie mixtd
(24) (25) (26) (28). Fractia S9 este utilizatd in general cu o concentratie cuprinsd intre 1-2 % (v/v), dar poate fi
majoratd la 10 % (v/v) in mediul de test final. Utilizarea de produse care reduc indexul mitotic, in special produsele
de complexare cu calciu (31) se evitd in timpul tratamentului. Alegerea tipului si a concentratiei de sistem exogen
de activare metabolicd sau a inductorului metabolic utilizat poate fi influentatd de clasa de substante chimice
testate.

Prepararea substantei chimice de testat

Substantele chimice de testat in stare solidd sunt preparate in solventi adecvati si sunt diluate, daci este cazul,
anterior tratamentului aplicat celulelor (a se vedea punctul 23). Substantele chimice de testat in stare lichid pot fi
addugate direct in sistemul de testare sifsau diluate anterior tratamentului sistemului de testare. Gazele sau
substantele chimice de testat volatile necesitd o modificare adecvati a protocoalelor standard, de exemplu utilizarea
de vase de culturd inchise ermetic (32) (33) (34). Pregitirea de preparate de substanta chimici de testat se
efectueazd anterior tratamentului, cu exceptia cazului in care existd date care demonstreazd stabilitatea acestora in
conditii de stocare.

Conditii de testare

Solventi

Solventul trebuie ales pentru a optimiza solubilitatea substantelor chimice de testat fird a afecta desfisurarea
testului, de exemplu, modificarea cresterii celulare, afectarea integrititii substantei chimice de testat, reactia cu
vasele de culturd, afectarea sistemului de activare metabolicd. Se recomandi ca, in mdsura in care este posibil, sd se
ia in considerare in primi instantd utilizarea unui solvent apos (sau un mediu de culturd). Solventii bine stabiliti
sunt, de exemplu, apa sau dimetilsulfoxidul. In general, solventii organici nu trebuie si depdseascd 1 % (v/v) si
solventii aposi ( solutie salind sau api) nu trebuie si depdseascd 10 % (v/v) in mediul final de tratament. In cazul in
care nu se utilizeazd solventi bine stabiliti (de exemplu, etanol sau acetond), utilizarea acestora trebuie justificatd
prin date care sd indice compatibilitatea acestora cu substantele chimice de testat, cu sistemul de testatare, precum
si absenta genotoxicititii la concentratia utilizatd. In lipsa unor astfel de date justificative, este important si se
includd martori netratati (a se vedea apendicele 1) pentru a demonstra ci solventul ales nu induce efecte
vitdmdtoare sau clastogene.

Mdsurarea proliferdrii celulare si a citotoxicitdtii si alegerea concentratiilor de tratament

In momentul determindrii celei mai mari concentratii a substantei chimice de testat, se eviti concentratiile
susceptibile s producd rdspunsuri pozitive date de artefacte, cum ar fi cele care produc citotoxicitate excesiva (a se
vedea punctul 22), precipitate in mediul de culturd (a se vedea punctul 23) sau modificdri importante de pH sau
osmolalitate (a se vedea punctul 5). In cazul in care substanta chimicd de testat provoacd o modificare importanta
a pH-ului mediului in timpul addugdrii sale, pH-ul ar putea fi ajustat prin tamponarea mediului final de tratament
astfel incat si se evite rezultate pozitive date de artefacte i s se mentind conditii de culturd corespunzitoare.

Misurdtorile proliferarii celulare se efectueazd pentru a se asigura cd un numdr suficient de celulele tratate au ajuns
la mitozd in timpul testului si cd tratamentele sunt realizate la niveluri adecvate de citotoxicitate (a se vedea
punctele 18 si 22). Citotoxicitatea se determind cu si fird activare metabolicd in experimentul principal, utilizind
un indicator corespunzitor de moarte si crestere celulard. In timp ce evaluarea citotoxicititii intr-un test initial
poate fi utild pentru o mai bund definire a concentratiilor care urmeazd sd fie utilizate in experimentul principal,
un test initial nu este obligatoriu. In cazul in care este efectuat, acesta nu trebuie sd inlocuiascd mésurarea citotoxi-
citdtii in experimentul principal.
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Dublarea relativd a populatiei (RPD) sau cresterea relativd a numdarului de celule (RICC) reprezintd metode adecvate
pentru evaluarea citotoxicitdtii in teste citogenetice (13) (15) (35) (36) (55) (a se vedea formulele din apendicele 2).
In cazul tratamentului pe termen lung si in cazul prelevirii de probe dupd initierea tratamentului, la intervale de
timp mai mari cu de 1,5 ori durata ciclul celular normal (si anume, mai mult de 3 cicluri celulare in total), RPD ar
putea subestima citotoxicitatea (37). In astfel de circumstante, RICC ar putea fi o mdsurd mai potrivitd sau
evaluarea citotoxicitdtii dupd o perioadd de 1,5 ori durata ciclului celular normal ar fi o estimare utild pe baza
RPD.

In cazul limfocitelor din culturi primare, in timp ce indicele mitotic (MI) este o misurd a efectelor citotoxice|
citostatice, acesta este influentat de timpul dupd tratament cind se efectueazd misuritoarea, de mitogenul utilizat si
de posibile perturbdri ale ciclului celular. Cu toate acestea, MI este acceptabil deoarece alte masurdtori de citotoxi-
citate pot fi dificile si nepractice si este posibil ca acestea si nu se poatd aplica la populatia tintd de limfocite care
cresc ca raspuns la stimularea cu PHA.

In timp ce RICC si RPD reprezintd parametrii de citotoxicitate recomandati pentru liniile celulare si MI pentru
cultura primard a limfocitelor, alti indicatori (de exemplu, integritatea celulard, apoptoza, necroza, ciclul celular) ar
putea furniza informatii suplimentare utile.

Se evalueazi cel putin trei concentratii de testat (fird a include martorii solvent si pozitivi) care indeplinesc criteriile
de acceptabilitate (citotoxicitate adecvatd, numdr de celule etc.). Indiferent de tipurile de celule (linii celulare sau
culturi primare de limfocite), fiecare concentratie se poate testa fie pe culturi duplicat tratate, fie pe culturi unice
tratate. In timp ce utilizarea a doud culturi tratate este recomandatd, culturile unice sunt acceptabile, de asemenea,
cu conditia ca acelasi numdr total de celule sd fie examinat atat pentru culturi unice, ct si pentru culturi duplicat.
Utilizarea de culturi unice este deosebit de relevantd atunci cind sunt evaluate mai mult de 3 concentratii (a se
vedea punctul 31). Rezultatele obtinute in culturile independente duplicat pentru o anumitd concentratie pot fi
grupate pentru analiza datelor (38). In cazul substantelor chimice de testat fird citotoxicitate sau cu citotoxicitate
usoard, sunt adecvate, de reguld, intervale de concentratie de aproximativ 2 pani la 3 ori mai mari. In prezenta
citotoxicitdtii, concentratiile de testat selectate trebuie si acopere un interval de la cea care produce citotoxicitate
astfel cum este descris la punctul 22 si sd includd concentratii la care existd citotoxicitate moderatd si usoard sau
fard citotoxicitate. Multe substante chimice de testat prezintd curbe concentratie-rispuns cu pante puternice, iar
pentru a obtine date la un nivel scizut si moderat de citotoxicitate sau pentru a studia in detaliu relatia doza-
raspuns va fi necesard utilizarea concentratiilor cu spatiu de separare redus sifsau mai mult de trei concentratii
(culturi unice sau duplicat), in special in situatiile in care este necesard repetarea experimentului (a se vedea
punctul 47).

In cazul in care concentratia maximi se bazeazi pe citotoxicitate, cea mai mare concentratie trebuie si vizeze
atingerea unui nivel de citotoxicitate de 55 + 5 % utilizdnd parametrii de citotoxicitate recomandati (si anume,
reducerea RICC si RPD pentru linii celulare si reducerea de MI pentru culturile primare de limfocite la 45 + 5 %
a martorului negativ testat in paralel). Se acordi atentie deosebitd interpretdrii rezultatelor pozitive care se gisesc
numai in limita superioard a acestui interval de toxicitate de 55 £ 5 % (13).

In cazul substantelor chimice de testat cu solubilitate redusd care nu sunt citotoxice la concentratii mai mici decat
concentratia minimd de insolubilitate, cea mai mare concentratie analizatd produce o turbiditate sau un precipitat
vizibil cu ochiul liber sau cu ajutorul unui microscop inversat la sfarsitul tratamentului cu substanta chimicd de
testat. Chiar dacd se manifestd citototoxicitate la un nivel sub concentratia minimi de insolubilitate, se recomanda
testarea la o singurd concentratie care produce turbiditate sau cu un precipitat vizibil deoarece efecte date de
artefacte pot rezulta din precipitat. La concentratia care produce un precipitat, se acordd atentie deosebitd pentru
a se asigura cd precipitatul nu interfereazd cu desfdsurarea testului (de exemplu, colorare sau examinare).
Determinarea solubilitdtii in mediul de culturd inainte de experiment poate fi utila.

In cazul in care nu se constati citotoxicitate sau precipitat, concentratia maxima de testare trebuie si corespundi
cu 10 mM, 2 mg/ml or 2 pl/ml, fiind retinuti cea mai micd valoare (39) (40) (41). In cazul in care substanta
chimici de testat nu are o compozitie definitd, de exemplu, o substantd cu compozitie necunoscutd sau variabila,
produse de reactie complexd sau materii biologice (UVCB) (42), extract de mediu etc., concentratia maximi ar
trebui sd fie mai mare (de exemplu, 5 mg/ml) in absenta citotoxicitdtii suficiente, pentru a creste concentratia
fiecirei componente. Cu toate acestea, trebuie remarcat faptul cd aceste ceringe pot fi diferite de cele pentru
produsele farmaceutice umane (43).
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Martori

Martori negativi testati in paralel (a se vedea punctul 15), constituiti dintr-un solvent singur in mediul de tratare si
tratati in acelasi conditii precum culturile de tratare, trebui inclusi la fiecare moment de recoltare.

Martorii porzitivi testati in paralel sunt necesari pentru a demonstra abilitatea laboratorului de identificare
a substantelor clastogene in conditiile previazute in protocolul de testare utilizat si eficacitatea sistemului exogen de
activare metabolicd, dupa caz. Tabelul 1 de mai jos prezinti exemple de martori pozitivi. in mod alternativ, pot fi
utilizate alte substante chimice martor pozitive, dacd acest lucru este justificat. Intrucat testele in vitro de genotoxi-
citate pe celule de mamifere sunt suficient de standardizate, utilizarea de martori pozitivi poate fi limitatd la un
clastogen care necesitd activare metabolicd. Acest rezultat unic al martorului pozitiv va demonstra atat activitatea
sistemului de activare metabolic3, cit si reactivitatea sistemului de testare, cu conditia ca acesta si fie efectuat
concomitent cu testul neactivat utilizind aceeasi duratd de tratament. Cu toate acestea, tratamentul de lunga duratid
(fard S9) necesitd propriul martor pozitiv deoarece durata tratamentului va fi diferitd fatd de testul care utilizeazd
activare metabolicd. Fiecare martor pozitiv se utilizeazd in una sau mai multe concentratii susceptibile si determine
cregteri reproductibile si detectabile ale frecventei de fond pentru a demonstra sensibilitatea sistemului de testare (si
anume, efectele sunt clare, dar nu dezviluie imediat identitatea lamelor codate celui care le interpreteazd) si
rezultatul nu trebuie si fie compromis de citotoxicitatea care depdseste limitele specificate in metoda de testare.

Tabelul 1.

Substante chimice de referinti recomandate pentru evaluarea competentei de laborator si pentru
selectarea de martori pozitivi.

Categorie Substantd chimicd Nr. CAS
1. Clastogeni activi fard activare metabolici
Metansulfonat de metil 66-27-3
Mitomicind C 50-07-7
4-nitrochinolind-N oxid 56-57-5
Cistozind arabinozidd 147-94-4
2. Clastogeni care necesitd activare metabolicd
Benzo(a)piren 50-32-8
Ciclofosfamida 50-18-0

PROCEDURA

Tratamentul cu substanta chimici de testat

Celulele in stadiu de proliferare se trateazd cu substanta de testat atdt in prezenta, cat si in absenta unui sistem de
activare metabolici.
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Momentul recoltirii culturilor

Pentru o evaluare aprofundatd, necesard pentru a incheia un rezultat negativ, toate cele trei conditii experimentale
urmdtoare se efectueazd cu ajutorul unui tratament de scurtd duratd cu si fird activare metabolicd, precum si al
unui tratament pe termen lung fird activare metabolicd (a se vedea punctele 43, 44 si 45):

— Celulele se expun la substanta chimicd de testat fird activare metabolicd timp de 36 ore si se procedeazi la
prelevarea probelor dupd un interval de timp egal cu de 1,5 ori durata ciclului celular normal dupi initierea
tratamentului (18),

— Celulele se expun la substanta de testat in prezenta activdrii metabolice timp de 3-6 ore si se procedeazi la
prelevarea probelor dupd un interval de timp egal cu de 1,5 ori durata ciclului celular normal de la initierea
tratamentului (18),

— Celulele se expun in mod continuu fdrd activare metabolicd pand la prelevarea de probe la un interval de timp
egal cu de 1,5 ori durata ciclului celular normal. Anumite substante chimice (de exemplu, nucleotide analoage)
pot s fie detectate mai usor, prin prelungirea timpului de tratament/prelevare a probelor la mai mult de 1,5 ori
durata ciclului celular normal (24).

In cazul in care oricare dintre conditiile experimentale de mai sus conduc la un rezultat pozitiv, se poate s nu fie
necesar s se investigheze vreun alt regim de tratament dintre celelalte.

Prepararea cromozomilor

Culturile celulare se trateazd cu colcemid sau colchicind, de reguld timp de una pani la trei ore inainte de recoltare.
Fiecare culturd celulard se recolteazd si se prelucreazd separat pentru prepararea cromozomilor. Prepararea
cromozomilor include tratamentul hipotonic al celulelor, precum si fixarea si colorarea acestora. in culturile
monostrat pot fi prezente celule mitotice (recunoscute dupd forma rotundi a acestora si dupd faptul cd se detaseazi
de pe suprafatd) la sfarsitul perioadei de tratament de 3-6 ore. Deoarece celulele mitotice se detageazd usor, acestea
pot fi pierdute in momentul inldturdrii mediului care contine substanta chimicd de testat. In cazul in care existd
dovezi privind o crestere substantiald a numdrului de celule mitotice in comparatie cu martorii, indicAnd probabil
inhibarea fazei mitotice, celulele se colecteazd prin centrifugare si se adaugd inapoi la culturi pentru a evita
pierderea de celule in mitozi si a celor amenintate de aberatia cromozomiald la momentul recoltarii.

Analiza

Toate lamele, inclusiv cele cu martori pozitivi si negativi, trebuie codificate individual inaintea analizei microscopice
pentru aberatie cromozomiald. Deoarece metodele de preparare a lamelor conduc adesea la o proportie de celule in
metafazd cu pierdere de cromozomi, toate celulele examinate trebuie, prin urmare, si contind un numdr de
centromeri egal cu numdrul modal +/- 2.

Pentru fiecare concentratie si fiecare martor se examineazd cel putin 300 de celule in metafazd bine etalate in
vederea stabilirii unei substante chimice de testat ca fiind cat mai clar negativi (a se vedea punctul 45). Cele 300
celule se impart in mod egal intre culturile duplicat, atunci cand sunt utilizate astfel de culturi. In cazul in care se
utilizeazd culturi unice pentru fiecare concentratie (a se vedea punctul 21), cel putin 300 de celule in metafazi bine
etalate trebuie examinate pentru aceastd culturd unici. Examinarea a 300 de celule prezintd avantajul cresterii
puterii statistice a testului si, in plus, valorile nule vor fi rar constatate (se preconizeazd a fi doar 5 %) (44).
Numidrul de celule in metafazd examinat poate fi redus in cazul in care se constatd un numdr ridicat de celule cu
aberatii cromozomiale, iar substanta chimicd de testat este consideratd cat mai clar pozitiva.

Se examineazd celulele cu aberatie (aberatii) cromozomiald (cromozomiale) structurald (structurale), incluzand si
excluzand lacunele. Rupturile si lacunele sunt definite in apendicele 1 in conformitate cu punctele 45 si 46.
Aberatiile de tip cromatidian §i cromozomial se inregistreazd in mod separat si se clasificd in functie de subtipuri
(rupturi, schimburi). Procedurile utilizate in laborator trebuie sd asigure cd analiza de aberatie cromozomiald este
efectuatd de citre un personal bine instruit si este supusi unei evaludri inter pares, daci este cazul.
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Cu toate cd scopul testului este detectarea aberatiilor cromozomiale structurale, este important si se semnaleze
cazurile de poliploidie si endoreduplicare, dacd se constatd aparitia acestora. (A se vedea punctul 2).

Competenta laboratorului

Pentru a stabili o experientd suficientd in materie de testare inainte de utilizarea acesteia pentru efectuarea testelor
de rutind, laboratorul trebuie si fi efectuat o serie de experiente cu substantele chimice de referintd pozitive
actiondnd prin diferite mecanisme si diferiti martori negativi (utilizand diferiti solventi/vehicul). Aceste rdspunsuri
ale martorilor pozitivi si negativi trebuie sd fie in concordantd cu referintele bibliografice. Acest lucru nu se aplicd
laboratoarelor care au experientd, si anume, cele care au o bazd de date anterioard disponibild, astfel cum este
definit la punctul 37.

O serie de substante chimice martor pozitive (a se vedea tabelul 1 de la punctul 26) se investigheazd cu tratamente
de scurtd i lungd duratd, fird activare metabolicd, precum si cu tratament de scurtd duratd in prezenta activdrii
metabolice, pentru a demonstra competenta de a detecta substantele chimice clastogene si de a determina
eficacitatea sistemului de activare metabolicd. Un interval de concentratii ale substantelor chimice selectate se alege
astfel incat si se obtind cresteri reproductibile si legate de concentratie peste nivelul de fond pentru a demonstra
sensibilitatea gi gama dinamici a sistemului de testare.

Date privind martorii testati anterior

Laboratorul trebuie s stabileasca:

— o plaja de valori si o distributie a martorilor pozitivi testati anterior,

— o plaji de valori si o distributie a martorilor negativi (netratati, solventi) testati anterior.

La obtinerea primelor date pentru o distributie a martorilor negativi testati anterior, martorii negativi testati in
paralel trebuie sd fie in concordantd cu datele publicate referitoare la martori, in cazul in care acestea existd. Pe
mdsurd ce tot mai multe date experimentale se adaugd la distributia martorilor, martorii negativi testati in paralel
trebuie si fie, iIn mod ideal, de pand la 95 % din limitele de control ale respectivei distributii (44) (47). Baza de date
privind martori negativi testati anterior a laboratorului trebuie si fie construitd initial cu cel putin 10 experimente,
dar ar fi de preferat si contind cel putin 20 de experimente efectuate in conformitate cu conditii experimentale
comparabile. Laboratoarele trebuie sa utilizeze metode de control al calititii precum grafice de control [de exemplu,
diagrame C si X-bar (48)] pentru a identifica gradul de variabilitate al datelor privind martorii negativi si pozitivi
ale acestora si pentru a dovedi faptul ci metodologia se afld ,sub control” in cadrul respectivului laborator (44).
Referintele bibliografice prezintd recomandari suplimentare privind modalitatea in care se pot construi si utiliza
datele istorice (si anume, criteriile de includere si excludere a datelor in datele istorice si criteriile de acceptabilitate
pentru un anumit experiment) (47).

Orice modificare la protocolul experimental se ia in considerare in ceea ce priveste coerenta acesteia cu bazele de
date privind martorii testati anterior existente ale laboratorului. Orice inconsecventd majord trebuie si conduci la
stabilirea unei noi baze de date privind martorii testati anterior.

Datele privind martorii negativi trebuie si cuprindi incidenta celulelor cu aberatii cromozomiale de la o culturd
unicd sau suma dintre culturile duplicat, astfel cum este descris la punctul 21. Martorii negativi testati in paralel
trebuie si fie, in mod ideal, de pand la limitele de control de 95 % ale distributiei bazelor de date privind martorii
negativi testati anterior ale laboratorului (44) (47). In cazul in care datele privind martorii negativi testati in paralel
se situeazd in afara limitelor de control de 95 %, acestea pot fi acceptabile pentru a fi incluse in distributia
martorilor testati anterior, in mdsura in care datele respective nu reprezinti valori aberante extreme si existd dovezi
cd sistemul de testare se afld ,sub control” (a se vedea punctul 37) si c¢d nu s-au inregistrat defectiuni tehnice sau
umane.
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DATE SI RAPORTARE

Prezentarea rezultatelor

Se evalueazd procentul de celule cu aberatie (aberatii) cromozomiald (cromozomiale) structurald (structurale). Se
intocmeste separat o listd cu aberatiile de tip cromatidian si cromozomial clasificate in functie de subtipuri (rupturi,
schimburi), specificand numdrul si frecventa acestora pentru culturile experimentale si cele martor. Lacunele se
inregistreazd si se prezintd in mod separat, dar nu se includ in frecventa totald a aberatiilor. Procentajul de
poliploidie si/sau endoreduplicare celulard este prezentat in cazul in care acestea sunt observate.

Se inregistreazd rezultatele determindrilor concomitente de citotoxicitate realizate pentru toate culturile tratate si
pentru cele martor negative si pozitive in principalul (principalele) experiment(e) de aberatie.

Datele se indicd individual pentru fiecare culturd. In plus, toate datele sunt sintetizate sub forma de tabele.

Criterii de acceptabilitate
Acceptarea unui test se bazeazd pe urmdtoarele criterii:

— Martorul negativ testat in paralel este considerat acceptabil pentru addugarea in baza de date privind martorii
negativi testati anterior a laboratorului, astfel cum este descris la punctul 39.

— Martorii pozitivi testati in paralel (a se vedea punctul 26) trebuie si determine rdspunsuri compatibile cu cele
provenite din baza de date privind martorii pozitivi testati anterior si sd producd o crestere semnificativd din
punct de vedere statistic in comparatie cu martorul negativ testat in paralel.

— Criteriile de proliferare celulard in martorul solvent de control trebuie si fie indeplinite (punctele 17 si 18).

— Toate cele trei conditii experimentale au fost testate, cu exceptia cazului in care una a condus la rezultate
pozitive (a se vedea punctul 28).

— Se analizeazd un numir adecvat de celule si concentratii (punctele 31 si 21).

— Criteriile de selectie ale concentratiei maxime sunt conforme cu cele descrise la punctele 22, 23 si 24.

Evaluarea si interpretarea rezultatelor

Cu conditia ca toate criteriile de acceptabilitate si fie indeplinite, o substantd chimicd de testat este consideratd a fi
in mod clar pozitivd in cazul in care, in oricare dintre conditiile experimentale examinate (a se vedea punctul 28):

a) cel putin una dintre concentratiile de testare prezintd o crestere semnificativd din punct de vedere statistic in
comparatie cu martorul negativ testat in paralel,

b) atunci cind este evaluatd prin intermediul unui test de stabilire a tendintei corespunzitor, cresterea depinde de
doza,

c) oricare dintre rezultate se afld in afara distributiei de date privind martori negativi testati anterior (de exemplu,
limite de control de 95 % pe baza distributiei Poisson; a se vedea punctul 39).

La indeplinirea tuturor acestor criterii, se considerd ci substanta chimicd de testat poate produce aberatii
cromozomiale in celulele de mamifere in culturd in cadrul acestui sistem de testare. Referintele bibliografice
prezintd recomandari pentru cele mai adecvate metode statistice (49) (50) (51).

Cu conditia ca toate criteriile de acceptabilitate si fie indeplinite, o substantd chimicd de testat este consideratd a fi
in mod clar negativi in cazul in care, in toate conditiile experimentale examinate (a se vedea punctul 28):

a) niciuna dintre concentratiile de testare nu prezintd o crestere semnificativi din punct de vedere statistic in
comparatie cu martorul negativ testat in paralel,
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b) atunci cind este evaluatd prin intermediul unui test de stabilire a tendintei, nu se inregistreazd nicio crestere
legatd de concentratie,

c) toate rezultatele se situeazd in interiorul distributiei de date cu privire la martorii negativi testati anterior (de
exemplu, limite de control de 95 % pe baza distributiei Poisson; a se vedea punctul 39).

Prin urmare, substanta chimicd de testat este consideratd incapabild si provoace aberatii cromozomiale in celulele
de mamifere in culturd in cadrul acestui sistem de testare.

Nu existd nicio cerintd referitoare la verificarea unui rdspuns clar pozitiv sau negativ.

In cazul in care rdspunsul nu este nici in mod clar negativ, nici in mod clar pozitiv astfel cum este descris mai sus
sau pentru a asista la stabilirea relevantei biologice a unui rezultat, datele se evalueaza de citre experti si/sau prin
intermediul unor investigatii suplimentare. Examinarea de celule suplimentare (daci este cazul) sau repetarea experi-
mentului folosind posibile conditii experimentale modificate [de exemplu, intervale dintre concentratii, alte conditii
de activare metabolicd (si anume, concentratie S9 sau origine S9)] ar putea fi utile.

In cazuri rare, chiar si dupd efectuarea de investigatii suplimentare, setul de date va exclude posibilitatea unei
concluzii de rezultate pozitive sau negative si, prin urmare, rdspunsul substantei chimice de testat va fi stabilit ca
fiind echivoc.

O crestere a numdrului de celule poliploide poate si indice faptul cd substantele chimice de testat au potentialul si
inhibe procesele mitotice si sd producd aberatii cromozomiale numerice (52). O crestere a numdarului de celule cu
cromozomi endoreduplicati poate sd indice faptul cd substantele chimice de testat au potentialul de a inhiba
progresul ciclului celular (53) (54) (a se vedea punctul 2). Prin urmare, incidenta celulelor poliploide si a celulelor
cu cromozomi endoreduplicati se inregistreazd separat.

Raport de testare

Raportul de testare trebuie sd includd urmitoarele informatii:

Substanta chimicd de testat:

— sursa, numdrul lotului, data limitd de utilizare, daci sunt disponibile;

— stabilitatea substantei chimice de testat, daci este cunoscutd;

— solubilitatea si stabilitatea substantei de testat in solvent, dacd sunt cunoscute;

— mdsurarea pH-ului, a osmolalitdtii si a precipitatului in mediul de culturd in care s-a addugat substanta chimicd
de testat, dupi caz.

Substangd monocomponentd:
— aspectul fizic, solubilitatea in apd si alte proprietdti fizico-chimice relevante;

— identificare chimicd, precum denumirea IUPAC sau CAS, numirul CAS, codul SMILES sau InChl, formula
structurald, puritatea, identitatea impuritdtilor chimice, dupd cum este necesar si fezabil din punct de vedere
practic, etc.

Substantd multicomponentd, UVCB si amestecuri:

— 1in mdsura in care este posibil, caracterizatd prin identitatea chimici (a se vedea mai sus), aparitia cantitativi si
proprietitile fizico-chimice relevante ale componentelor.

Solvent:
— justificarea alegerii solventului.

— se indicd, de asemenea, procentul de solvent in mediul final de culturd.
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Celule:

— tipul si sursa celulelor;

— caracteristicile cariotipului si motivul alegerii celulelor utilizate;

— absenta micoplasmei, pentru liniile celulare;

— pentru liniile celulare, informatii privind durata ciclului celular, timpul de dublare sau indicele de proliferare;

— sexul donatorilor de singe, varsta si orice altd informatie relevantd cu privire la donator, singele integral sau
limfocitele separate, mitogenul utilizat;

— numdrul de pasaje, daci este disponibil, pentru liniile celulare;

— metode de intretinere a culturilor celulare, pentru liniile celulare;

— numdrul modal de cromozomi, pentru liniile celulare.

Conditiile de testare:

— identitatea substantei chimice de inhibare a metafazei, concentratiile acesteia si timpul de expunere a celulelor;

— concentratia substantei chimice de testat, exprimati in concentratie finald in mediu de culturd (de exemplu, pg
sau mg/ml sau mM din mediul de culturd);

— justificarea selectdrii concentratiilor §i a numdrului de culturi, inclusiv, de exemplu, datele de citotoxicitate si
limitele de solubilitate;

— compozitia mediului, concentratia de CO,, dacd este cazul, gradul de umiditate;

— concentratia (si/sau volumul) de solvent si substantd chimicd de testat addugate in mediul de culturd;
— temperatura de incubare;

— timpul de incubare;

— durata tratamentului;

— perioada de recoltare dupd tratament;

— densitatea celulard la momentul insdimantdrii, dacd este cazul;

— tipul si compozitia sistemului de activare metabolicd (sursa fractiei S9, metoda de preparare a amestecului S9,
concentratia si volumul amestecului S9 si fractia S9 in mediul final de culturd, controalele de calitate ale fractiei
S9);

— substante chimice martor pozitive §i negative, concentratii finale pentru fiecare dintre conditiile de tratament;
— metode de preparare a lamelor si tehnica de colorare utilizats;

— criteriile pentru acceptarea testelor;

— criteriile pentru examinarea aberatiilor;

— numdrul de celule in metafazd analizate;

— metodele de masurare a citotoxicitatii;

— orice alte informatii suplimentare cu privire la citotoxicitate si metoda utilizat3;

— criteriile conform cirora un studiu poate fi considerat ca fiind pozitiv, negativ sau echivoc;

— metode utilizate pentru a determina pH-ul, osmolalitatea si precipitarea.
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Rezultate:

— numdrul celulelor tratate si numdrul de celule recoltate pentru fiecare culturd in cazul in care se folosesc linii
celulare;

— mdsurdtori ale citotoxicitatii, de exemplu, RPD, RICC, MJ, alte observatii daci este cazul;

— informatii privind durata ciclului celular, timpul de dublare sau indicele de proliferare in cazul liniilor celulare;
— semne de precipitare si ora determindrii;

— definirea aberatiilor, inclusiv a lacunelor;

— numdrul de celule examinate, numirul de celule care prezintd aberatii cromozomiale si tipul aberatiilor
cromozomiale, prezentate separat pentru fiecare culturd tratatd si culturd martor, incluzdnd si excluzand
lacunele;

— variatiile ploidiei (celule poliploide si celule cu cromozomi endoreduplicati avute in vedere separat) in cazul in
care existd;

— relatia concentratie-raspuns, dacd este posibil;
— date (concentratie si solventi) privind martorii negativi (solvent) si pozitivi testati in paralel;

— date privind martorii negativi testati anterior (solventi) si pozitivi, cu intervale, valori medii si deviatii standard
si limite de control de 95 % pentru distributie, precum si numdrul de date;

— analize statistice, valorile P, dacd este cazul.
Discutarea rezultatelor.

Concluzii.
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Apendicele 1

DEFINITII

Aneuploidie: orice deviere de la numdrul diploid (sau haploid) normal de cromozomi, cu unul sau mai multi
cromozomi, dar nu cu un set (seturi) intreg (intregi) de cromozomi (poliploidie).

Apoptozi: moarte celulard programatd caracterizatd printr-o succesiune de etape conducand la dezintegrarea
celulelor in particule membranare care sunt apoi eliminate prin fagocitozd sau excretie.

Proliferare celulari: cresterea numarului de celule ca rezultat al diviziunii celulare mitotice.
Substanti chimicd: o substantd sau un amestec.

Rupturd cromatidicd: discontinuitatea unei singure cromatide care prezintd in mod clar o eroare de aliniere
a cromatidelor.

Lacund cromatidicd: regiune necoloratd (leziune acromatici) a unei singure cromatide in care existd o eroare
minimd de aliniere a cromatidei.

Aberatie de tip cromatidic: o leziune structuraldi a cromozomului care se traduce prin ruptura cromatidelor
singure sau prin ruptura si alipirea intre cromatide.

Aberatie de tip cromozomial: o leziune structurald a cromozomului care se traduce prin ruptura sau ruptura si
reuniunea ambelor cromatide in acelasi loc.

Clastogen: orice substantd chimicd care cauzeazd aberatii cromozomiale structurale in populatii de celule sau
organisme eucariote.

Concentratii: se referd la concentratii finale ale substantei chimice de testat in mediul de culturi.

Citotoxicitate: Pentru testele previzute in aceastd metodd de testare utilizand linii celulare, citotoxicitatea este
identificatd ca o reducere a dubldrii relative a populatiei (RPD) sau cresterea relativd a numdrului de celule (RICC)
a celulelor tratate in comparatie cu martorul negativ (a se vedea punctul 17 si apendicele 2). Pentru testele
previzute in aceastd metodd de testare utilizdnd culturi primare de limfocite, citotoxicitatea este identificatd ca
o reducere a indexului mitotic (MI) a celulelor tratate in comparatie cu martorul negativ (a se vedea punctul 18 si
apendicele 2).

Enderoduplicare: proces in care, dupa o perioadi S de replicare a ADN-ului, nucleul nu intrd in mitoz3, ci incepe
o altd perioadi S. Rezultd cromozomi cu 4, 8, 16, ... cromatide.

Genotoxic: termen general cuprinzand toate tipurile de leziuni ale ADN-ului sau ale cromozomilor, inclusiv
rupturi, deletii, aductii, modificiri si legituri nucleotidice, rearanjiri, mutatii ale genelor, aberatii cromozomiale si
aneuploidie. Nu toate tipurile de efecte genotoxice au drept rezultat mutatii sau leziuni cromozomiale stabile.

Indice mitotic (MI): numdrul celulelor in metafazd impdrtit la numirul total de celule observate intr-o populatiei
de celule; indicd gradul de proliferare a populatiei respective.

Mitoza: divizarea nucleului celular, in general, descompus in profazi, prometafazi, metafazd, anafazd si telofaza.

Mutagen: agent care produce o modificare ereditard uneia sau mai multor secvente de perechi de bazd de ADN
genic sau structurii cromozomilor (aberatii cromozomiale).

Aberatie numerici: modificare a numdrului de cromozomi fati de numdrul normal caracteristic pentru celulele
utilizate.

Poliploidie: aberatii cromozomiale numerice in celule sau organisme implicAnd unul sau mai multe seturi intregi
de cromozomi, spre deosebire de unul sau mai multi cromozomi izolati (aneuploidie).
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Status p53: proteina p53 este implicatd in reglementarea circuitului de celule, apoptozi si regenerare a ADN-ului.
Celulele cu deficit de proteind functionald p53, aflate in imposibilitatea de a inhiba ciclul celular sau de a elimina
celulele deteriorate prin intermediul apoptozei sau al altor mecanisme (de exemplu, inductia de regenerare de ADN)
relationate cu functiile p53 ca rdspuns la deteriorarea ADN-ului, sunt teoretic mai predispuse la mutatii ale genelor
sau aberatii cromozomiale.

Cresterea relativi a numdrului de celule (RICC): cresterea numdrului de celule in culturile expuse la substanta
chimicd fatd de cresterea in culturile netratate, un raport exprimat ca procent.

Dublarea relativdi a populatiei (RPD): cresterea numdirului de dubliri ale populatiei in culturile expuse la
substanta chimici fatd de cresterea in culturile netratate, un raport exprimat ca procent.

Fractia S9 a ficatului: supernatant din ficat omogenizat dupd centrifugare la 9 000 g, si anume extract din ficat
crud.

Amestecul S9: amestecul dintre fractia S9 a ficatului si cofactorii necesari pentru activitatea metabolicd
a enzimelor.

Martor solvent: termen general pentru a defini culturile martor care primesc solventul singur utilizat pentru
a dizolva substanta chimicd de testat.

Aberatie structurald: modificare a structurii cromozomilor, detectabild la examinarea microscopicd a celulelor in
stadiul de metafaza al diviziunii acestora, care se prezintd sub formda de deletii si fragmente, modificari intracromo-
zomiale si intercromozomiale.

Substanta chimic3 de testat: Orice substantd sau amestec testat in cadrul acestei metode de testare.
Martori netratati: culturi care nu beneficiazd de niciun tratament (si anume, nicio substantd chimicd de testat sau

solvent), dar care sunt prelucrate in mod simultan in acelasi mod precum culturile care primesc substanta chimica
de testat.
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Apendicele 2

FORMULE PENTRU EVALUAREA CITOTOXICITATI

Indice mitotic (MI):

MI(%) = Nllmér de celule mitotice 1
Numir total de celule examinate

Se recomandd crestere relativdi a numdrului de celule (RICC) sau dublarea relativi a populatiei (RPD),
intrucat ambele iau in considerare proportia de celule care au efectuat o diviziune celulara.

( Cresterea numdrului de celule in culturile tratate(la final-la inceput))

RICC(%) = x 100

( Cresterea numdarului de celule in culturile martor(la final-la inceput))

(Nr. de dublari de populatie in culturile tratate)

RPD(%) = 100

(Nr. de dublari de populatie in culturile martor)

unde:
Dublarea populatiei = [log (numdrul de celule post-tratament + numdrul initial de celule)] + log 2

De exemplu, o RICC sau o RPD de 53 % indici 47 % citotoxicitate/citostazd si 55 % citotoxicitate/citostazd
mdsuratd prin MI, insemnand cd MI este 45 % din martor.

In orice caz, se misoard numirul de celule Inainte de tratament, iar acelasi lucru se efectueazd atit pentru culturile
tratate, ct si pentru cele martor negative.

In timp ce RICC (si anume, numdrul de celule in culturile tratate/numdrul de celule in culturile martor) a fost
utilizatd ca parametru de citotoxicitate in trecut, aceasta nu mai este recomandatd deoarece poate subestima citoto-
Xicitatea.

In culturile martor negative, dublarea populatiei trebuie si fie compatibild cu cerinta prelevirii de probe a celulelor
dupd tratament la un interval de timp egal cu de 1,5 ori durata ciclului celular normal si indicele mitotic trebuie sd
fie destul de crescut pentru a obtine un numadr suficient de celule in mitozd si pentru a calcula intr-un mod fiabil
o reducere de 50 %.”

In partea B, capitolul B.11 se inlocuieste cu urmatorul text:

,B.11 Test de aberatie cromozomiald in miduva osoasd de mamifere

INTRODUCERE

Aceastd metodd de testare este echivalentd cu Orientarea nr. 475 a OCDE (2016). Acesta face parte dintr-o serie de
metode de testare privind toxicologia geneticd. A fost elaborat un document al OCDE care oferd informatii succinte
privind testarea pentru toxicologia geneticd (1) si care trece in revistdi modificirile efectuate recent asupra
orientdrilor respective.

Testul in vivo de aberatie cromozomiald pe miduva osoasd de mamifere este relevant in special pentru evaluarea
genotoxicitdtii deoarece, in pofida faptului ci pot varia intre specii, factorii de metabolism in vivo, farmacocinetica
si procesele de regenerare de ADN sunt active §i contribuie la rdspunsuri. Un test in vivo este util, de asemenea,
pentru investigarea suplimentard a genotoxicitdtii detectate de un sistem in vitro.
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Testul in vivo de aberatie cromozomiald la mamifere este utilizat pentru detectarea aberatiilor cromozomiale
provocate de substantele chimice de testat in structura celulelor din midduva osoasd a mamiferelor, de reguld,
rozitoare (2) (3) (4) (5). Aberatii cromozomiale structurale pot fi de doud tipuri, cromozomiale sau cromatidice. In
timp ce majoritatea aberatiilor induse prin substanta chimicd sunt de tip cromatidic, se produc, de asemenea
aberatii de tip cromozomial. Leziunile cromozomiale si fenomenele conexe sunt cauza multor maladii genetice
umane si existd dovezi substantiale ci, atunci cind aceste leziuni si fenomene conexe provoacd modificiri ale
oncogenelor si ale genelor supresoare de tumori, acestea sunt implicate in inducerea cancerului la oameni si in
sistemele experimentale. Poliploidia (inclusiv endoreduplicarea) ar putea apdrea in testele in vivo de aberatie
cromozomiald. Cu toate acestea, o crestere a numdrului de celule poliploide in sine nu indicd potential aneugenic si
poate indica pur si simplu perturbarea ciclului celular sau citotoxicitate. Acest test nu este conceput pentru
a misura aneuploidia. Un test in vivo de micronucleu pe eritrocite de mamifere (capitolul B.12 din prezenta anexd)
sau testul in vitro de micronucleu pe celule de mamifere (capitolul B.49 din prezenta anexd) ar fi testele in vivo si,
respectiv, in vitro recomandate pentru detectarea aneuploidiei.

Definitii ale terminologiei utilizate sunt previzute in apendicele 1.

CONSIDERATII INITIALE

Rozitoarele sunt utilizate in mod obisnuit in acest test, dar utilizarea altor specii poate fi adecvatd in unele cazuri,
daci este justificatd din punct de vedere stiintific. Tesutul-tintd in acest test este mdduva osoasd, Intrucat este un
tesut puternic si contine o populatie de celule cu ciclu rapid care se pot izola si prelucra usor. Justificarea din punct
de vedere stiintific a utilizirii altor specii decat sobolanii si soarecii se indici in raport. in cazul in care sunt
utilizate alte specii decat rozitoare, se recomandd ca misurarea aberatiei cromozomiale in miduva osoasi si fie
integratd in alt test de toxicitate corespunzator.

In cazul in care existi dovezi ci substanta (substantele) chimici(e) de testat sau metabolitul (metabolitii) acesteia nu
vor ajunge la tesutul tintd, este posibil ca utilizarea acestui test sd nu fie potrivita.

Inainte de utilizarea metodei de testare pe un amestec pentru a genera date pentru un obiectiv de reglementare
specific, se examineazd dacd si, In caz afirmativ, din ce cauzd aceasta poate oferi rezultate adecvate pentru
respectivul scop. Astfel de consideratii nu sunt necesare in cazul in care existd o cerintd normativd pentru testarea
amestecului.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Animalele sunt expuse la substanta chimici de testat printr-o cale de expunere corespunzitoare si sunt eutanasiate
in conditii umane la momentul corespunzitor dupi tratament. Inainte de eutanasiere, animalele se supun
tratamentului cu un agent de inhibare a metafazei (de exemplu, colchicind sau colcemid). Ulterior, din celulele de
mdduvd osoasd se realizeazd preparate cromozomiale care se coloreazd si celulele in metafazd se examineazd
pentru a pune in evidentd aberatiile cromozomiale.

VERIFICAREA COMPETENTEI LABORATORULUI

Verificiri de competentd

Pentru a stabili experienta suficientd in efectuarea testului inainte de a-l utiliza pentru testele de rutind, laboratorul
trebuie si fi demonstrat capacitatea de a reproduce rezultatele asteptate in urma informatiilor publicate [de
exemplu, (6)] pentru frecvente de aberatii cromozomiale cu un minim de doud substante chimice martor pozitive
(inclusiv rispunsurile slabe cauzate de doze scizute de martori pozitivi) precum cele enumerate in tabelul 1 si cu
martori vehicul[solvent compatibili (a se vedea punctul 22). Aceste experimente utilizeazd doze care produc cresteri
reproductibile si legate de dozi si demonstreazi sensibilitatea si gama dinamici a sistemului de testare in tesutul de
interes (mdduva osoasd) utilizind metoda de examinare care urmeazd si fie utilizatd in cadrul laboratorului.
Aceastd cerintd nu se aplicd laboratoarelor care au experientd, si anume, cele care detin o bazi de date anterioare
disponibild astfel cum este definit la punctele 10-14.
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Date privind martorii testati anterior

Pe parcursul verificirilor de competentd, laboratorul trebuie si stabileasci:

— o plaja de valori si o distributie a martorilor pozitivi testati anterior, precum si
— o plaji de valori si o distributie a martorilor negativi testati anterior.

La obtinerea primelor date pentru o distributie a martorilor negativi testati anterior, martorii negativi testati in
paralel trebuie sd fie in concordantd cu datele publicate referitoare la martori, in cazul in care acestea existd. Pe
mdsurd ce tot mai multe date experimentale se adaugd la distributia martorilor testati anterior, martorii negativi
testati in paralel trebuie sd fie, in mod ideal, de pand la 95 % din limitele de control ale respectivei distributii. Baza
de date privind martorii negativi testati anterior trebuie si fie solidd din punct de vedere statistic pentru a asigura
capacitatea laboratorului de a evalua distributia datelor sale privind martorii negativi. Referintele bibliografice
sugereazd ci poate fi necesar un minim de 10 experimente, dar ar trebui, de preferintd, ca baza de date si fie
constituitd din cel putin 20 experimente efectuate in conformitate cu conditii experimentale comparabile. Labora-
toarele trebuie si utilizeze metode de control al calitdtii, cum ar fi grafice de control [de exemplu, diagrame C sau
X-bar (7)], pentru a identifica gradul de variabilitate al datelor lor si pentru a dovedi faptul ci metodologia se afld
,sub control” in respectivul laborator. Referintele bibliografice prezintd recomanddri suplimentare privind
modalitatea in care se pot construi si utiliza datele anterioare (si anume, criteriile de includere si de excludere
a datelor in datele istorice si criteriile de acceptabilitate pentru un anumit experiment) (8).

In cazul in care laboratorul nu completeazd un numdr suficient de experimente pentru a stabili o distributie
a martorilor negativi solidd din punct de vedere statistic (a se vedea punctul 11) in timpul verificdrilor de
competentd (descrise la punctul 9), se acceptd posibilitatea elabordrii distributiei in timpul primelor teste de rutind.
Aceastd abordare trebuie sd respecte recomanddrile stabilite in referintele bibliografice (8), iar rezultatele martorilor
negativi obtinute in aceste experimente trebuie sd rimand in conformitate cu datele publicate cu privire la martorii
negativi.

Orice modificare la protocolul experimental se ia in considerare in ceea ce priveste impactul acesteia asupra datelor
rezultate, care trebuie sd fie in conformitate cu baza de date existentd privind martorii testati anterior a labora-
torului. Doar inconsecventele majore conduc la stabilirea unei noi baze de date privind martorii testati anterior, in
cazul in care opiniile expertilor stabilesc faptul cd acestea diferd fatd de distributia anterioard (a se vedea punctul
11). In timpul procesului de restabilire, 0 bazd completd de date cu privire la martorii negativi nu este neaparat
necesard pentru a permite efectuarea unui test propriu-zis, cu conditia ca laboratorul si poatd demonstra ci
valorile martor negative ale acestuia rdman consecvente fie cu bazele de date anterioare aferente, fie cu datele
publicate corespunzdtoare.

Datele cu privire la martorii negativi trebuie s3 cuprindd incidenta aberatiilor cromozomiale structurale (cu exceptia
lacunelor) pentru fiecare animal. Martorii negativi testati in paralel trebuie sd fie, in mod ideal, de pani la 95 % din
limitele de control ale distributiei bazei de date privind martorii negativi testati in paralel a laboratorului. In cazul
in care datele privind martorii negativi testati in paralel se situeazd in afara limitelor de control de 95 %, acestea
pot fi acceptabile pentru a fi incluse in distributia de martori testati anterior in masura in care datele respective nu
reprezintd valori aberante extreme si existd dovezi ci sistemul de testare se afld ,sub control” (a se vedea punctul
11) si cd nu s-au inregistrat defectiuni tehnice sau umane.

DESCRIEREA METODEI

Preparate

Selectarea speciilor de animale

Se utilizeaza suse utilizate in mod curent in laborator, alegdndu-se animale adulte, tinere, sindtoase. Se utilizeazi,
de reguld, sobolani, cu toate cid se pot utiliza si soareci. Orice altd specie adecvatd de mamifere poate fi utilizatd, in
cazul in care se furnizeazi justificarea stiintific in raport.
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Conditii de addpostire i de hranire a animalelor

In cazul rozitoarelor, temperatura silii in care se afli animalele trebuie si fie de 22 °C (+ 3 °C). Cu toate cid
umiditatea relativi este, iIn mod ideal, de 50-60 %, aceasta trebuie si fie de cel putin 40 % si s nu depiseascd, de
preferintd, 70 %, cu exceptia momentelor in care se curdtd spatiul. Spatiul se ilumineaza artificial, cu o alternantd
de 12 ore lumind, 12 ore intuneric. Pentru alimentatie, se poate utiliza hrand conventionald de laborator, cu
furnizarea unei cantititi nelimitate de apd potabild. Alegerea regimului alimentar poate fi influentatd de necesitatea
de a asigura o proportie adecvatd a substantei chimice de testat in cazul administririi prin aceastd metoda.
Rozitoarele se addpostesc in grupuri mici (cel mult cinci pentru fiecare cuscd) de acelasi sex si grup supus
tratamentului, in cazul in care nu se preconizeazd niciun comportament agresiv, de preferintd in custi cu
pardoseald solidd cu imbogdtire adecvatd a mediului de viatd. Animalele pot fi addpostite individual in cazul in care
acest lucru este justificat din punct de vedere stiintific.

Pregatirea animalelor

Se utilizeazd in mod normal animale adulte, tinere, sinitoase (pentru rozitoare, de preferintd, de 6-10 siptimani la
inceputul tratamentului, desi animale putin mai in varstd sunt, de asemenea, acceptabile), care sunt distribuite in
mod aleatoriu in grupe martor si grupe de tratament. Animalele sunt identificate individual prin utilizarea unei
metode umane, foarte putin invazive (de exemplu, prin marcare cu inele, crotaliere, microcipare sau identificare
biometricd, dar nu prin sectionarea urechii sau a degetului) si sunt aclimatizate la conditiile de laborator timp de
minimum cinci zile. Custile se dispun astfel incat posibilele efecte datorate amplasdrii in cuscd sd fie reduse la
minim. Se evitd contaminarea incrucisatd dintre martorul pozitiv si substanta chimici de testat. La inceputul
studiului, greutatea animalelor trebuie si prezinte o variatie minimd si si nu depiseascd * 20 % din greutatea
medie a fiecdrui sex.

Pregdtirea dozelor

Substantele de testat in stare solidd se dizolvd sau se pun in suspensii in solventi sau vehicule corespunzitoare sau
se amestecd in alimente sau in apa de biut inainte de a fi administrate animalelor. Substantele chimice de testat in
stare lichidd se pot administra direct sau se pot dilua inainte de administrare. Pentru expunerile prin inhalare,
substantele chimice de testat pot fi administrate sub forma de gaz, vapori sau aerosol solid/lichid, in functie de
proprietitile fizico-chimice ale acestora. Se utilizeazd preparate proaspete de substantd chimicd de testat, cu
exceptia cazului in care datele de stabilitate demonstreazd caracterul acceptabil al stocdrii si definesc conditiile de
stocare corespunzditoare.

Solvent/vehicul

Solventul/vehiculul nu trebuie si producd efecte toxice la volumele de dozd utilizate §i nu trebuie si existe
suspiciunea reactiei chimice a acestuia cu substantele chimice de testat. In cazul in care se utilizeaza alti solventif
vehicule decat cei recunoscuti, includerea acestora trebuie si fie justificatd cu date de referintd care si demonstreze
compatibilitatea acestora. Se recomandi ca, ori de cite ori este posibil, sd se ia in considerare mai intai utilizarea
unui solvent/vehicul apos. Exemple de solventifvehicule compatibili utilizati in mod obisnuit includ apa, solutia
fiziologicd salind, solutia de metilcelulozd, solutia de carboximetilcelulozi sare de sodiu, uleiul de misline si uleiul
de porumb. in absenta unor date anterioare sau publicate cu privire la martori care s3 ateste faptul cd nicio aberatie
cromozomiald de structurd sau alte efecte vitimdtore nu sunt induse de un anumit solvent/vehicul atipic, se
efectueazd un studiu initial pentru a stabili acceptabilitatea martorului tratat cu solvent/vehicul.

Martori

Martori pozitivi

Pentru fiecare test se include, in mod normal, un grup de animale tratate cu o substantd chimici martor pozitivi.
Acest lucru poate fi eliminat in cazul in care laboratorul de testare a demonstratd competentd in efectuarea testului
si a stabilit un interval de martori pozitivi anteriori. In cazul in care nu este inclus un grup de martori pozitivi
testati in paralel, in fiecare experiment se includ martori examinati (lame fixate si necolorate). Acestia pot fi
obtinuti prin includerea in sistemul de examinare a studiului de probe de referintd adecvate care au fost obtinute si
pastrate in urma unui experiment separat cu martori pozitivi efectuat periodic (de exemplu, la fiecare 6-18 luni) in
cadrul laboratorului in care se efectueazi testul, de exemplu, in timpul testdrilor de competentd si ulterior in mod
regulat, dacd este necesar.
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Substantele chimice martor pozitive trebuie si producd in mod fiabil o crestere detectabili in ceea ce priveste
frecventa celulelor cu aberatii cromozomiale structurale fatd de nivelul spontan. Dozele de martor pozitiv se aleg
astfel incat sd se obtind efecte clare, dar fird a releva imediat examinatorului identitatea probelor codate. Pentru
martorul pozitiv, se poate accepta administrarea pe o cale diferitd fatd de cea utilizatd in cazul substantei chimice
de testat, folosind o schemd de tratament diferitd si o singuri prelevare de probe. In plus, utilizarea de martori
pozitivi din aceeasi clasi de substante chimice poate fi luatd in considerare, dupa caz. Tabelul 1 include exemple de
substante chimice martor pozitive.

Tabelul 1.

Exemple de substante chimice martor pozitive

Substantd chimicd Nr. CAS
Metansulfonat de etil 62-50-0
Metansulfonat de metil 66-27-3
Etil nitrozouree 759-73-9
Mitomicind C 50-07-7
Ciclofosfamidd (monohidrat) 50-18-0 (6055-19-2)
Trietilenmelamini 51-18-3

Martori negativi

Animalele din grupul martor negativ se iau in considerare la fiecare prelevare de probe si se manipuleaza de altfel
in aceeasi modalitate ca grupurile tratate, cu exceptia faptului cd nu beneficiazd de tratamentul cu substanta
chimicd de testat. in cazul in care un solvent/vehicul este utilizat pentru administrarea substantei chimice de testat,
acesta se administreazd grupului martor. Cu toate acestea, in cazul in care coerenta variabilitdtii inter-animale si
frecventele celulelor cu aberatii structurale sunt demonstrate de datele privind martorii negativi testati anterior la
fiecare prelevare de probe efectuatd de laboratorul de testare, ar putea fi necesard o singurd prelevare de probe
pentru martorul negativ. In cazul in care se utilizeazd o singurd prelevare de probe pentru martorii negativi, aceasta
trebuie sd fie prima prelevare de probe utilizatd in cadrul studiului.

PROCEDURA

Numirul si sexul animalelor

In general, reactia de micronucleu este similard intre masculi si femele (9) si se preconizeazi ci acest lucru va fi
valabil, de asemenea, pentru aberatiile cromozomiale structurale; prin urmare, majoritate studiilor pot fi efectuate
pe oricare dintre sexe. Date care demonstreaza diferente relevante intre masculi si femele (de exemplu, diferentele in
materie de toxicitate sistemicd, metabolism, biodisponibilitate, toxicitate in mdduva osoasd, etc., inclusiv, de
exemplu, un studiu de stabilire a dozelor) ar incuraja utilizarea ambelor sexe. In acest caz, ar fi adecvat si se
efectueze un studiu in cazul ambelor sexe, de exemplu, ca parte a unui studiu de toxicitate cu dozd repetatd.
Utilizarea modelului factorial poate fi adecvatd in cazul in care sunt utilizate ambele sexe. Apendicele 2 prezintd
detalii cu privire la modul de analizd a datelor care utilizeazi acest model.
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Dimensiunea grupurilor la inceperea studiului se stabileste cu scopul de a furniza pentru fiecare grup cel putin 5
animale analizabile de acelasi sex sau din fiecare sex, in cazul in care sunt utilizate ambele sexe. In cazul in care
expunerea umand la substante chimice este specificd unui anumit sex, cum ar fi, de exemplu, in cazul unor produse
farmaceutice, testul se efectueazd utilizdind sexul corespunzdtor. Ca o orientare pentru cerinte maxime tipice
animalelor, un studiu pe mdduva osoasd din doud prelevdri de probe cu trei grupuri de dozaj si un grup martor
negativ testat in paralel, la care se adaugd un grup martor pozitiv (fiecare grup alcituit din cinci animale de acelasi
sex) ar necesita 45 de animale.

Doze

In cazul in care se efectueazd un studiu preliminar de stabilire a dozelor deoarece nu existd date adecvate
disponibile pentru a contribui la selectarea dozei, acesta se realizeazi in acelasi laborator, utilizind aceeasi specie,
susd, sex si regim de tratament precum cele care urmeazd si fie utilizate in studiul principal (10). Studiul are ca
obiectiv identificarea dozei maxime tolerate (DMT), definitd drept doza cea mai ridicatd care va fi toleratd fird
dovezi de toxicitate care sd limiteze studiul, in functie de durata perioadei de studiu [de exemplu, prin reducerea
greutdtii corporale sau a citotoxicititii sistemului hematopoietic, dar nu deces sau semne de durere, suferintd sau
stres care s necesite eutanasiere in conditii umane (11)].

Doza maximd mai poate fi definitd ca doza care produce unele semne de toxicitate in midduva osoasd.

Substantele chimice care prezintd saturatie a proprietitilor toxicocinetice sau provoacd procese de detoxifiere care
pot conduce la o diminuare a expunerii dupd un tratament pe termen lung pot reprezenta exceptii de la criteriile
de stabilire a dozelor si se evalueazd de la caz la caz.

Pentru a obtine informatii privind relatia dozd-rispuns, un studiu complet trebuie si includd un grup martor
negativ si un minim de trei niveluri de doze separate, in general, de un factor de 2, dar nu mai mult de 4. In cazul
in care substanta chimicd de testat nu produce toxicitate intr-un studiu de stabilire a dozelor sau pe baza datelor
existente, doza maximd pentru o singurd administrare este de 2 000 mg/kg greutate corporald. Cu toate acestea, in
cazul in care substanta chimicd de testat provoacd toxicitate, DMT trebuie si fie cea mai mare dozd administrati,
iar dozele utilizate trebuie, de preferat, sd acopere un interval de toxicitate de la doza maximd pand la o dozd care
provoaci toxicitate minimi sau nu provoacd toxicitate. In cazul in care se observd toxicitate in tesutul tinti
(miduva osoasd) la toate dozele testate, se recomandi efectuarea unui studiu suplimentar la doze netoxice. Studiile
care au ca scop caracterizarea pe deplin a informatiilor cantitative dozi-rdspuns pot solicita grupuri suplimentare
de dozare. Pentru anumite tipuri de substante chimice de testat (de exemplu, produsele farmaceutice umane)
reglementate prin ceringe specifice, aceste limite pot varia.

Test limita

In cazul in care experimentele pentru stabilirea intervalului sau datele existente legate de susele de animale indica
faptul cd un regim de tratament de cel putin doza limitd (descrisd mai jos) nu produce efecte toxice detectabile,
(inclusiv nicio diminuare a proliferdrii maduvei osoase sau alte semne de citotoxicitate in tesutul tintd) si in cazul in
care genotoxicitatea este improbabild pe baza studiilor in vitro de genotoxicitate sau a datelor provenite de la
substantele chimice cu o structura apropriatd, atunci este posibil ca un studiu integral cu trei doze de niveluri
diferite sd nu fie considerat necesar daci s-a demonstrat ci substanta (substantele) chimici(e) de testat ajung(e) la
tesutul tintd (miduva osoasi). In astfel de cazuri, un singur nivel de dozi, la doza limitd, poate fi suficient. Pentru
o perioadd de administrare > 14 zile, doza limitd este de 1 000 mg/kg greutate corporald/zi. Pentru perioadele de
administrare de 14 zile sau mai putin, doza limitd este de 2 000 mg/kg greutate corporali/zi.
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Administrarea dozelor

La elaborarea unui test se ia in considerare calea anticipati de expunere umani. Prin urmare, cdile de expunere
precum alimentatia, apa potabild, expunerea locald, subcutanatd, intravenoasd, calea orald (prin gavaj), inhalarea,
expunerea intratraheald sau implantarea pot fi alese dupi caz. In orice caz, calea trebuie aleasd pentru a asigura
expunerea adecvatd a tesutului (tesuturilor) tintd. Injectarea peritoneald nu este recomandatd, in general, deoarece
nu este o cale destinatd expunerii umane si se utilizeazd doar cu anumite justificiri stiintifice. In cazul in care
substanta chimicd de testat este administratd in amestec cu hrana sau apa potabild, in special in cazul administrdrii
unice, se acordd atentie deosebitd intervalului dintre consumul de hrand si apd si prelevarea de probe, care trebuie
sd fie suficient pentru a permite identificarea efectelor (a se vedea punctele 33-34). Volumul maxim de lichid care
se poate administra prin sondd gastricd sau prin injectie intr-o singurd reprizd depinde de dimensiunea animalului
de laborator. Volumul nu trebuie sd depdseascd, in mod normal, 1 ml/100 g greutate corporald, exceptind cazul
solutiilor apoase, cind se poate administra un maxim de 2 ml/100 g. Utilizarea unor volume mai mari decit cele
mentionate se justificd. Exceptand substantele chimice de testat iritante sau corozive, care vor prezenta, in mod
normal, efecte exacerbate la concentratii mai mari, variatia volumului testat se reduce la minim prin ajustarea
concentratiei, astfel incat s se asigure administrarea unui volum constant in raport cu greutatea corporald pentru
toate dozele.

Schema de tratament

Substantele chimice de testat se administreazd, in mod normal, o singurd datd, dar se pot administra, de asemenea,
in dozi fractionatd (si anume, doud sau mai multe tratamente in aceeasi zi la distantd de doar 2-3 ore) pentru
a facilita administrarea unui volum mare. In aceste circumstante sau atunci cind substanta chimicd de testat este
administratd prin inhalare, momentul de prelevare de probe trebuie programat in functie de ultima administrare
a dozei sau de sfarsitul expunerii.

Existd putine date disponibile cu privire la gradul de adecvare al unui protocol cu dozi repetatd pentru efectuarea
acestui test. Cu toate acestea, in cazurile in care se doreste integrarea acestui test cu un test de toxicitate la doze
repetate, se acordd atentie deosebitd pentru a evita pierderea de celule mitotice cu leziuni cromozomiale astfel cum
se Intdmpld cu doze toxice. O astfel de integrare este acceptabild in cazul in care doza maxima este mai mare sau
egald cu doza limitd (a se vedea punctul 29) si la un grup de dozare se administreazd doza limitd pe durata
perioadei de tratament. Testul pe micronucleu (metoda de testare B.12) se considerd testul in vivo agreat pentru
aberatii cromozomiale in cazul in care se doreste integrarea cu alte studii.

Se efectueazd prelevarea de probe de miduva osoasi in doud momente diferite in urma tratamentelor unice. Pentru
rozdtoare, primul interval de prelevare de probe trebuie sd fie perioada necesard pentru a completa de 1,5 ori
durata ciclului celular normal (acesta din urmi fiind in mod normal de 12-18 ore dupd perioada de tratament).
Avand in vedere faptul ci timpul necesar pentru absorbtia si metabolizarea substantei (substantelor) chimice de
testat, precum si actiunea acesteia (acestora) asupra cineticii ciclului celular poate avea efecte asupra timpului optim
pentru detectarea aberatiei cromozomiale, se recomand sd se procedeze la o altd prelevare de probe la 24 de ore
dupd prima prelevare. Dupd prima prelevare de probe, se trateazd toate grupurile de dozare si se colecteazd probele
pentru analizd; cu toate acestea, la ultima (ultimele) prelevare (prelevdri) de probe se administreazd doar dozele
maxime. In cazul in care sunt utilizate regimuri de dozare de mai mult de o zi pe baza unor justificiri stiintifice, se
procedeazi la o prelevare de probe la un interval de timp de pani la de 1,5 ori durata ciclului celular normal dupa
tratamentul final.

Dupd tratament si Inainte de colectarea probelor, animalele se injecteazd intraperitoneal cu o dozd corespunzitoare
de agent de inhibare a metafazei (de exemplu, colcemid sau colchicind ), iar probele sunt colectate ulterior la un
interval corespunzdtor. Intervalul respectiv este de aproximativ 3-5 ore Inaintea colectdrii in cazul soarecilor si de
2-5 ore pentru sobolani. Celulele se recolteazd din miduva osoasd, se umfld, se fixeazd se coloreazd si se analizeazd
pentru aberatii cromozomiale (12).
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Observatii

Se recomandi efectuarea de observatii clinice generale asupra animalelor de experientd si inregistrarea semnelor
clinice cel putin o datd pe zi, de preferat la aceeasi (aceleasi) ord (ore) in fiecare zi, ludnd in considerare perioada de
varf a efectelor anticipate dupd administrarea dozei. In perioada de administrare a dozei, toate animalele se
examineazd cel putin de doud ori pe zi pentru a se determina morbiditatea sau mortalitatea. Toate animalele se
cantiresc la inceputul studiului, cel putin o datd pe siptimand in timpul studiilor cu doza repetatd si la eutanasiere.
In cadrul studiilor cu o duratd de cel putin o siptimani, consumul de hrani se misoara cel putin siptimanal. In
cazul in care substanta chimicd de testat este administratd prin apa de baut, consumul de apd se misoard la fiecare
schimbare de apd si cel putin o datd pe siptimani. Animalele care prezintd indicatori neletali de toxicitate excesiva
se eutanasiazd in conditii umane inainte de incheierea perioadei de testare (11).

Expunerea tesutului intd

Se preleveazd o probd de sange la momentul (momentele) adecvat(e) pentru de a permite investigarea nivelurilor
plasmatice ale substantelor chimice de testat cu scopul a demonstra faptul ¢ mdduva osoasi a fost expusd, acolo
unde este cazul si unde nu existd alte date de expunere (a se vedea punctul 44).

Miduva osoasid si preparatele cromozomiale

Imediat dupd eutanasierea in conditii umane, celule de mdduva osoasd se extrag din femurul sau tibia animalelor, se
expun la o solutie hipotonicd si se fixeazd. Celulele in metafazd se intind apoi pe lame si se coloreazd prin
metodele stabilite (a se vedea punctele 3-12).

Analizi

Toate lamele, inclusiv cele de la martorii pozitivi si negativi, sunt codificate independent inainte de analizd si sunt
randomizate astfel incat examinatorul sd nu cunoascd conditia de tratament.

Se determind indicele mitotic ca o mdsurd a citotoxicitdtii, pe cel putin 1000 de celule pe animal pentru toate
animalele tratate (inclusiv martorii pozitivi), netratate sau animalele martori negativi tratate cu un vehicul/solvent.

Pentru fiecare animal se analizeazi cel putin 200 de celule in metafazd pentru a evidentia aberatii cromozomiale
structurale, incluzind si excluzdnd lacunele (6). Cu toate acestea, in cazul in care baza de date privind martorii
negativi testati anterior indicd faptul cd valoarea medie a frecventei aberatiilor cromozomiale structurale de fond
este < 1 % in laboratorul de testare, se ia in considerare examinarea de celule suplimentare. Aberatiile de tip
cromatidian §i cromozomial se inregistreazd separat si se clasificd in functie de subtipuri (rupturi, schimburi).
Procedurile utilizate in laborator trebuie si asigure cd analiza aberatiilor cromozomiale este efectuatd de un
personal bine instruit i este supusd unei evaludri inter pares, dacd este cazul. Recunoscand faptul ci metodele de
preparare a lamelor conduc adesea la scindarea unei fractii de celule in metafazd cu pierdere de cromozomi, toate
celulele examinate trebuie, prin urmare, sd contind un numdr de centromeri nu mai mic de 2n+2, unde n este
numdrul haploid de cromozomi pentru specia respectiva.
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DATE SI RAPORTARE

Prelucrarea rezultatelor

Se recomandi prezentarea sub formd de tabel a datelor pentru fiecare animal. Pentru fiecare animal, se evalueaza
indicele mitotic, numdrul de celule in metafazd examinate, numarul de aberatii pentru fiecare celuld in metafazd si
procentul de celule cu aberatie (aberatii) cromozomiald (cromozomiale) structurald (structurale). Diferitele tipuri de
aberatii cromozomiale structurale se enumerd impreund cu numdrul si frecventa acestora pentru grupurile tratate si
pentru cele martor. Se inregistreazd separat lacunele, precum si celulele poliploide si celulele cu cromozomi endore-
duplicati. Se raporteazd frecventa lacunelor, dar, in general, aceasta nu se include in analiza frecventei totale
a aberatiilor structurale. In cazul in care nu existd dovezi privind diferenta de rdspunsuri intre sexe, datele se pot
combina pentru analiza statistici. Datele cu privire la toxicitatea animald si semnele clinice trebuie, de asemenea, sd
fie raportate.

Criterii de acceptabilitate
Urmdtoarele criterii determind acceptabilitatea testului:

a) Datele privind martorii negativi testati in paralel sunt considerate acceptabile pentru addugarea la baza de date
cu privire la martorii testati anterior (a se vedea punctele 11-14);

b) Martorii pozitivi testati in paralel sau martorii examinati trebuie si inducd rdspunsuri compatibile cu cele
provenite din baza de date cu privire la martorii pozitivi testati anterior si sd producd o crestere semnificativa
din punct de vedere statistic in comparatie cu martorul negativ (a se vedea punctele 20-21);

) A fost analizat un numdr corespunzitor de doze si celule;

d) Criteriile de selectare a dozei maxime sunt consecvente cu cele descrise la punctele 25-28.

Evaluarea si interpretarea rezultatelor

Cu conditia indeplinirii tuturor criteriilor de acceptabilitate, o substantd chimicd de testat este consideratd a fi in

mod clar pozitivd in cazul in care:

a) cel putin unul dintre grupurile tratate prezintd o crestere semnificativd din punct de vedere statistic a frecventei
de celule cu aberatii cromozomiale structurale (excluzdnd lacunele) comparativ cu martorul negativ testat in
paralel,

b) aceastd crestere este raportatd la dozd cel putin la un moment de prelevare de probe atunci cind este evaluatd
prin intermediul unui test adecvat de stabilire a tendintei si

c) oricare dintre aceste rezultate se situeazd in afara distributiei de date cu privire la martorii negativi testati
anterior (de exemplu, limite de control de 95 % pe baza distributiei Poisson).

In cazul in care se analizeazi doar doza maximi la un anumit moment de prelevare de probe, o substantd chimicd
de testat este consideratd a fi in mod clar pozitivd in cazul in care existd o crestere semnificativd din punct de
vedere statistic, comparativ cu martorul negativ testat in paralel, iar rezultatele se situeazd in afara distributiei de
date cu privire la martorii negativi testati anterior (de exemplu, limite de control 95 % pe baza distributiei Poisson).
Referintele bibliografice prezintd recomandari privind metode statistice adecvate (13). La efectuarea unei analize
a relatiei doza-rdspuns, se analizeazd cel putin trei grupuri tratate de dozare. Testele statistice utilizeazd animalul ca
unitate experimentald. Rezultatele pozitive ale unui test de aberatie cromozomiald indicd faptul cd substanta
chimica de testat induce aberatii cromozomiale structurale in miduva osoasa a speciei testate.

Cu conditia ca toate criteriile de acceptabilitate sd fie indeplinite, o substantd chimicd de testat este consideratd in
mod clar negativa in cazul in care, in toate conditiile experimentale examinate:

a) Niciuna dintre grupele tratate nu prezintd o crestere semnificativd din punct de vedere statistic a frecventei de
celule cu aberatii cromozomiale structurale (excluzdnd lacunele) in comparatie cu martorul negativ testat in
paralel,
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b) Nu existd nicio crestere raportati la dozd indiferent de momentul prelevirii, atunci cind este evaluatd prin
intermediul unui test adecvat de stabilire a tendintei,

¢) Toate rezultatele se situeazd in interiorul distributiei de date cu privire la martorii negativi testati anterior (de
exemplu, limite de control de 95 % pe baza distributiei Poisson) si

d) Miduva osoasi a fost expusid la substanta (substantele) chimici(e) de testat.

Referintele bibliografice prezintd recomandari privind cele mai adecvate metode statistice (13). Dovezi ale expunerii
miduvei osoase la o substantd chimicd de testat pot include o diminuare a indicelui mitotic sau misurarea concen-
tratiilor plasmatice sau sangvine din substanta (substantele) chimici(e) de testat. In cazul administrarii intravenoase,
nu sunt necesare dovezi de expunere. In mod alternativ, datele ADME, obtinute in cadrul unui studiu independent
utilizdnd aceeasi cale si aceeasi specie, pot fi utilizate pentru a demonstra expunerea miduvei osoase. Rezultatele
negative indicd faptul ci, in conditiile de testare, substanta chimicd de testat nu provoacd aberatii cromozomiale
structurale in midduva osoasd a speciei testate.

In cazul unui rispuns clar pozitiv sau clar negativ, nu existd nicio cerintd referitoare la verificare.

In cazul in care rispunsul nu este in mod clar negativ sau pozitiv si pentru contribui la stabilirea relevantei
biologice a rezultatului (de exemplu, o crestere slabd sau de limitd), datele se evalueazi de citre experti sifsau prin
investigatii suplimentare realizate pe experimentele existente. In unele cazuri, analizarea mai multor celule sau
repetarea experimentului utilizand conditii de testare modificate ar putea fi utile.

In cazuri rare, chiar si dupd efectuarea de investigatii suplimentare, datele vor exclude posibilitatea unui rezultat
pozitiv sau negativ al substantei chimice de testat si, prin urmare, se va concluziona ci studiul este echivoc.

Frecventa celulelor poliploide si enderoduplicate in metafazd in cadrul numarului total de celule in metafazid se
inregistreazd separat. O crestere a numdrului de celule poliploide/enderoduplicate poate si indice faptul cd
substanta chimicd de testat este capabild sd inhibe procesele mitotice sau avansarea ciclului celular (a se vedea
punctul 3).

Raport de testare

Raportul de testare trebuie sd includd urmatoarele informatii:

Rezumat

Substanta chimicd de testat:

— sursa, numdrul lotului, data limitd de utilizare, dacd sunt disponibile;

— stabilitatea substantei chimice de testat, daci se cunoaste.

Substantd monocomponentd:

— aspect fizic, solubilitatea in api si alte proprietdti fizico-chimice relevante;

— identificare chimicd, precum denumirea IUPAC sau CAS, numdirul CAS, Codul SMILES sau InChl, formula
structurald, puritatea, identitatea impuritdtilor chimice, dupd cum este necesar si fezabil din punct de vedere
practic etc.

Substantd multicomponentd, UVCB si amestecuri:

— caracterizatd, in masura in care este posibil, prin identitatea chimici (a se vedea mai sus), aparitia cantitativi si
proprietitile fizico-chimice relevante ale componentelor.
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Prepararea substantei chimice de testat:
— justificarea alegerii vehiculului;
— solubilitatea si stabilitatea substantei chimice de testat in solvent/vehicul, dacd se cunoaste;

— prepararea formuldrilor hranei, apei potabile sau inhalirilor;

— determindri analitice cu privire la formuliri (de exemplu, stabilitatea, omogenitatea, concentratiile nominale),
atunci cand sunt realizate.

Animalele de experientd:

— speciafsusd utilizatd si justificarea utilizarii;

— numdrul, varsta si sexul animalelor;

— sursa, conditiile de addpost, regimul alimentar etc.;
— metoda de identificare unicd a animalelor;

— pentru studiile pe termen scurt: greutatea corporald a fiecdrui animal la inceputul si sfarsitul testului; pentru
studiile cu durata mai mare de o siptiméani: greutatea corporald a fiecirui animal pe durata studiului si
consumul de hrand. Se include intervalul de greutate, greutatea medie si deviatia standard pentru fiecare grup.

Conditiile de testare:

— martori pozitivi si negativi (vehicul/solvent);

— datele din studiul pentru stabilire a dozelor, daci s-a realizat;

— justificarea alegerii nivelului dozei administrate;

— detaliile privind prepararea substantei chimice de testat;

— detalii privind modalitatea de administrare a substantei chimice de testat;
— justificarea cdii i a duratei de administrare;

— metodele de verificare pentru a constata daci substanta (substantele) chimici(e) de testat a (au) ajuns in
circulatia generald sau in maduva osoas3;

— doza efectivd (mgf/kg greutate corporald/zi), calculatd din concentratia substantei chimice de testat (ppm) si in
hrand/ apd potabild si consum, dacd este cazul;

— detalii cu privire la calitatea hranei si a apei;

— metoda de eutanasiere;

— metoda de analgezie (atunci cand se utilizeaza);

— descrierea amdnuntitd a schemelor de tratare si de prelevare a probelor si justificirile alegerilor;
— metodele de preparare a lamelor;

— metodele de mdsurare a toxicitatii;

— identitatea substantei chimice de inhibare a metafazei, concentratia acesteia, doza si timpul de administrare
inainte de prelevare;

— proceduri pentru izolarea si conservarea probelor;

— criteriile pentru examinarea aberatiilor;
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— numdrul de celule in metafazd analizate per animal si numirul de celule analizate pentru determinarea indicelui
mitotic;

— criterii de acceptabilitate a studiului;

— criteriile utilizate pentru caracterizarea studiilor ca fiind pozitive, negative sau neconcludente.
Rezultate:

— starea animalelor Inainte si pe toatd durata testului, inclusiv semne de toxicitate;

— indicele mitotic, prezentat separat pentru fiecare animal;

— tipul §i numarul aberatiilor si celulelor aberante, prezentat separat pentru fiecare animal;

— numdrul total de aberatii pentru fiecare grup impreund cu valoarea medie i deviatiile standard;
— numdrul de celule cu aberatii pentru fiecare grup impreund cu valoarea medie i deviatiile standard;
— variatiile ploidiei, dacd existd, inclusiv frecventa celulelor poliploide sifsau enderoduplicate;

— relatia dozi-rdspuns, daci este posibil;

— analizele statistice si metodele aplicate;

— date care si demonstreze cd a avut loc expunerea miduvei osoase;

— date cu privire la martorii negativi si pozitivi testati anterior in paralel, cu intervale, valori medii si deviatii
standard;

— date cu privire la martorii negativi si pozitivi testati anterior, cu intervale, valori medii si deviatii standard si
limite de control de 95 % pentru distributie, precum si perioada de timp acoperitd si numarul de observatii;

— criteriile indeplinite pentru un rispuns pozitiv sau negativ.
Discutarea rezultatelor.
Concluzie.

Referinte.
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Apendicele 1

DEFINITII

Aneuploidie: Orice deviere de la numirul diploid (sau haploid) normal de cromozomi, cu unul sau mai multi
cromozomi, dar nu prin multiplicarea unui (unor) set (seturi) intreg(i) de cromozomi (a se vedea poliploidie).

Centromer: Regiune (regiuni) dintr-un cromozom care, in timpul diviziunii celulare, este (sunt) legati(e) de fibrele
fusului, ceea ce permite deplasarea ordonatd a cromozomilor fiice citre polii celulelor fiice.

Substantd chimica: O substantd sau un amestec.

Aberatie de tip cromatidic: O leziune structurali a cromozomului, care se traduce prin ruperea cromatidelor
singure sau prin ruperea si reuniunea intre cromatide.

Aberatie de tip cromozomial: O leziune structurald a cromozomului, care se traduce prin ruperea sau ruperea si
reuniunea ambelor cromatide in acelasi loc.

Endoreduplicare: Proces in care, dupd o perioadd S de replicare a ADN, nucleul nu intrd in mitozd, ci incepe
o altd perioadd S. Rezultd cromozomi cu 4,8,16,... cromatide.

Lacuni: Leziune acromatici mai micd decat litimea unei cromatide si cu o eroare minimd de aliniere
a cromatidelor.

Indice mitotic: Raportul dintre numirul de celule in mitozd si numdrul total de celule intr-o populatie, care este
o mdsurd a statusului de proliferare a respectivei populatii celulare.

Aberatie numericd: Modificare a numarului de cromozomi fatd de numarul normal caracteristic pentru animalele
utilizate (aneuploidie).

Poliploidie: O aberatie cromozomiald numerici care implici o modificare a numdrului intregului set de
cromozomi, spre deosebire de o modificare numerici a unei parti a setului de de cromozomi (a se vedea
aneuploidia).

Aberatie cromozomiald structurali: O modificare a structurii cromozomilor, detectabili la examinarea
microscopicd a celulelor in stadiul de metafazd al diviziunii acestora, care se prezintd sub forma de deletii si
fragmente, modificari intracromozomiale si intercromozomiale.

Substanta chimicd de testat: Orice substantd sau amestec testat utilizdnd aceasti metoda de testare.
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Apendicele 2

MODELUL FACTORIAL DE IDENTIFICARE A DIFERENTELOR iNRE SEXE IN TESTUL IN VIVO DE
ABERATIE CROMOZOMIALA

Modelul factorial si analiza acestuia

In cadrul acestui model, se testeazi un minim de 5 masculi si 5 femele la fiecare nivel de concentratie, rezultand
un model de testare care utilizeazd un minim de 40 de animale (20 de masculi si 20 de femele, plus martori
pozitivi relevanti).

Acest model, care este unul dintre cele mai simple modele factoriale, este echivalent cu o analizd bidirectionald
a variantei, avind ca efecte principale sexul si nivelul de concentratie. Datele pot fi analizate utilizind numeroase
pachete software standard pentru statistici cum ar fi SPSS, SAS, STATA, Genstat, precum si utilizdnd R.

Analiza imparte variabilitatea din setul de date in cea dintre sexe, dintre concentratii si cea referitoare la interac-
tiunea dintre sexe si concentratii. Se testeazd fiecare dintre termeni in raport cu o estimare a variabilitdtii dintre
animalele replicd in cadrul grupurilor de animale de acelasi sex la aceeasi concentratie. Detalii complete privind
metodologia de bazd sunt disponibile in numeroase manuale statistice standard (a se vedea referintele) si in
sectiunea ,Ajutor” pusd la dispozitie odatd cu pachetele statistice.

Analiza se desfisoard prin inspectarea conditiei de interactiune a concentratiei sexului x in tabelul ANOVA (). In
absenta unei durate semnificative de interactiune, valorile combinate intre sexe sau valorile combinate intre
nivelurile de concentratie furnizeaza teste statistice valabile intre niveluri pe baza duratei de variabilitate reunite in
cadrul grupului.

Analiza continud prin divizarea estimdrii variabilitdtii dintre concentratii in contraste care furnizeazd un test de
contraste lineare si patratice ale rispunsurilor intre nivelurile de concentratie. In cazul in care existd o interactiune
semnificativd a concentratiei sexului x, aceastd conditie poate fi impartitd, de asemenea, in contraste de interactiune
liniard a sexului x si contraste de interactiune patraticd a sexului x. Aceste conditii furnizeazd teste ale faptului dacd
rispunsurile de concentratie sunt paralele pentru cele doud sexe sau dacd existd un rdspuns diferentiat intre cele
doua sexe.

Estimarea variabilitdtii reunite in cadrul grupului poate fi utilizatd pentru a furniza teste pe perechi cu privire la
diferenta dintre valorile medii. Aceste comparatii ar putea fi efectuate intre valorile medii pentru cele doud sexe si
intre valorile medii pentru diferite niveluri de concentratie, cum ar fi cele pentru comparatii cu nivelurile de
martori negativi. In cazurile in care existi o interactiune semnificativd, se pot efectua comparatii intre valorile
medii de concentratii diferite pentru un sex sau intre valorile medii ale sexelor pentru aceeasi concentratie.
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(5) In partea B, capitolul B.12 se inlocuieste cu urmitorul text:

,B. 12. Testul de micronucleu pe eritrocite de mamifere

INTRODUCERE

Aceastd metodd de testare este echivalentd cu Orientarea nr. 474 a OCDE (2016). Aceasta face parte dintr-o serie
de metode de testare privind toxicologia geneticd. A fost elaborat un document al OCDE care oferd informatii
succinte privind testarea pentru toxicologia geneticd (1) si care trece in revistd modificarile efectuate recent asupra
orientdrilor respective.

Testul in vivo de micronucleu pe eritrocite de mamifere este relevant in special pentru evaluarea genotoxicitatii
deoarece, in pofida faptului cd pot si varieze intre specii, factorii de metabolism in vivo, farmacocinetica si
procesele de regenerare a ADN sunt active si contribuie la rdspunsuri. Un test in vivo este util, de asemenea, pentru
investigarea suplimentard a genotoxicitatii detectate de un sistem in vitro.

Testul in vivo de micronucleu pe celule de mamifere se utilizeazd pentru detectarea leziunilor induse de substanta
chimica de testat asupra cromozomilor sau asupra aparatului mitotic al eritroblastilor. Testul evalueazd formarea de
micronuclee in eritrocitele prelevate fie din miduva osoasd, fie din celulele sangelui periferic ale animalelor, de
reguld, rozatoare.

Scopul testului de micronucleu este identificarea substantelor chimice care produc leziuni citogenetice care
determind formarea de micronuclee continind fragmente de cromozomi sau cromozomi intregi intarziati.

Atunci cand un eritroblast din miduva osoasd evolueazd intr-un eritrocit imatur (denumit uneori si eritrocit
policromatic sau reticulocit), nucleul principal este expulzat; orice nucleu care se formeazd poate si rdimani in
citoplasmd. Micronucleele se vizualizeazd sau se detecteazd mai usor in aceste celule deoarece le lipseste nucleul
principal. O crestere a frecventei eritrocitelor imature micronucleate la animalele tratate indicd producerea unei
aberatii cromozomiale de naturd structurald sau numerica.

Eritrocite micronucleate nou-formate sunt identificate si numdrate prin colorare, fiind evaluate apoi fie prin
examinarea vizuald, utilizind un microscop, fie prin analizd automatd. Numdrarea de suficiente eritrocite imature
din singele periferic sau miduva osoasi a animalelor adulte este facilitatd in mare masurd de utilizarea unei
platforme automate de examinare. Astfel de platforme reprezintd alternative acceptabile ale evaludrii manuale (2).
Studiile comparative au aritat ci astfel de metode, utilizind standarde de calibrare adecvate, pot oferi o sensibilitate
si reproductibilitate intra- si inter-laboratore mai bund decit examinarea microscopicd manuald (3) (4). Sisteme
automate care pot mdsura frecventele de eritrocite micronucleate includ, dar nu se limiteazd la, citometre de flux
(5), platforme de analizd a imaginilor (6) (7) si citometre cu scanare laser (8).

Desi acest lucru nu este efectuat in mod normal ca parte a testului, fragmentele de cromozomi se pot distinge de
cromozomii intregi printr-o serie de criterii. Unul dintre acestea este identificarea prezentei sau absentei unui
kinetocor sau ADN centromeric, ambii fiind caracteristici cromozomilor intregi. Absenta unui kinetocor sau ADN
centromeric indicd faptul c¢i micronucleul contine doar fragmente de cromozomi, in timp ce prezenta indicd
pierderea de cromozomi.

Definitii ale terminologiei utilizate sunt previzute in apendicele 1.
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CONSIDERATII INITIALE

Miduva osoasd de la rozdtoare adulte tinere este tesutul tintd pentru leziuni genetice in cadrul acestui test, avand in
vedere faptul cd eritrocitele sunt produse in acest tesut. Mdsurarea micronucleelor in eritrocitele imature in singele
periferic este acceptabild la alte specii de mamifere a ciror sensibilitate specificd pentru detectarea substantelor
chimice care produc aberatii cromozomiale de naturd structurald sau numericd a fost demonstratd (prin inductie de
micronuclee in eritrocitele imature), pe baza unei justificari stiintifice. Frecventa eritrocitelor imature micronucleate
reprezintd criteriul principal. Frecventa eritrocitelor mature care contin micronuclee in sangele periferic poate fi
utilizatd, de asemenea, drept criteriu la speciile fard o selectie splenicd puternicd impotriva celulelor micronucleate
si In cazul in care animalele sunt tratate in mod continuu pentru o perioadd care depiseste durata de viatd a eritro-
citelor la speciile utilizate (de exemplu, 4 sdptdmani sau mai mult la soareci).

In cazul in care existd dovezi ci substanta (substantele) chimici(e) de testat sau metabolitul (metabolitii) specific(i)
nu va (vor) ajunge la tesutul tintd, utilizarea acestui test ar putea sd nu fie potrivitd.

Inainte de utilizarea metodei de testare pe un amestec pentru a genera datele in scopul unui obiectiv de
reglementare specific, trebuie sd se examineze dacd i, in caz afirmativ, din ce cauzd, aceasta poate oferi rezultate
adecvate in respectivul scop. Astfel de consideratii nu sunt necesare in cazul in care existd o cerintd normativi
pentru testarea amestecului.

PRINCIPIUL METODEI DE TESTARE

Se expun animalele la substanta de testat printr-o cale de expunere corespunzitoare. in cazul in care se utilizeazi
miduvi osoasd, animalele sunt eutanasiate in conditii umane la un moment adecvat dupd tratament, se extrage
miduva osoasd, se prepard si se coloreazd lamele (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15). Atunci cand se utilizeazd singe
periferic, acesta se colecteazd la un moment(e) adecvat(e) dupd tratament, se prepard si se coloreazd lamele (12)
(16) (17) (18). Atunci cand tratamentul este administrat acut, este important si se selecteze momente de recoltare
a miduvei osoase sau a singelui in care inductia eritrocitelor imature micronucleate provocatd de tratament poate
fi detectatd. In cazul prelevirii de probe din sangele periferic, o perioadd suficientd de timp trebuie, de asemenea, si
treacd pentru ca aceste evenimente si apard in sangele in circulatie. Lamele preparate se examineazd pentru
a depista prezenta micronucleelor, fie prin vizualizare utilizind un microscop, prin analizarea imaginii, prin
citometria in flux sau citometria cu scanare laser.

VERIFICAREA COMPETENTEI LABORATORULUI

Verificirile de competentd

Pentru a stabili o experientd suficientd in efectuarea testului inainte de a-l utiliza pentru testele de rutind,
laboratorul trebuie sd fi demonstrat capacitatea de a reproduce rezultatele asteptate in urma datelor publicate (17)
(19) (20) (21) (22) pentru frecventa micronucleelor cu minimum doud substante chimice martor pozitive (inclusiv
rispunsurile slabe cauzate de doze scizute de martori pozitivi), cum ar fi cele enumerate in tabelul 1 §i cu martori
vehicul[solvent compatibili (a se vedea punctul 26). Aceste experimente utilizeazd doze care produc cresteri
reproductibile si legate de dozd si demonstreazi sensibilitatea si gama dinamici a sistemului de testare in tesutul de
interes (mdduva osoasd sau sange periferic), utilizind metoda de examinare care urmeaza si fie utilizatd in cadrul
laboratorului. Aceastd cerintd nu se aplicd laboratoarelor care au experientd, si anume, care detin o bazi de date
anterioare disponibild astfel cum este definit la punctele 14-18.

Date privind martorii testati anterior
Pe parcursul verificarilor de competentd, laboratorul trebuie si stabileasci:
— o plaji de valori si o distributie a martorilor pozitivi testati anterior si

— o0 plaji de valori si o distributie a martorilor negativi testati anterior.
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La obtinerea primelor date pentru o distributie a martorilor negativi testati anterior, martorii negativi testati in
paralel trebuie si fie in concordanti cu datele publicate referitoare la martori, in cazul in care acestea existd. Pe
mdsurd ce tot mai multe date experimentale sunt adiugate la distributia martorilor testati anterior, martorii negativi
testati in paralel trebuie si fie, iIn mod ideal, de pand la 95 % din limitele de control ale respectivei distributii. Baza
de date privind martorii negativi testati anterior trebuie si fie solidd din punct de vedere statistic pentru a asigura
capacitatea laboratorului de a evalua distributia datelor sale privind martorii negativi. Referintele bibliografice
sugereazd cd poate fi necesar un minim de 10 de experimente, dar ar trebui, de preferint3, ca baza de date si fie
constituitd din cel putin 20 experimente efectuate in conformitate cu conditii experimentale comparabile. Labora-
toarele trebuie s utilizeze metode de control al calitatii precum grafice de control [de exemplu, diagrame C sau X-
bar (23)], pentru a identifica gradul de variabilitate al datelor lor si pentru a dovedi faptul cd metodologia se afld
,sub control” in respectivul laborator. Referintele bibliografice prezintd recomanddri suplimentare privind
modalitatea in care se pot constitui si utiliza datele anterioare (si anume, criteriile de includere si de excludere
a datelor in datele istorice si criteriile de acceptabilitate pentru un anumit experiment) (24).

In cazul in care laboratorul nu completeazi un numir suficient de experimente pentru a stabili o distributie
a martorilor negativi solidd din punct de vedere statistic (a se vedea punctul 15) in timpul verificdrilor de
competentd (descrise la punctul 13), se acceptd posibilitatea elaborarii distributiei in timpul primelor teste de
rutind. Aceastd abordare trebuie sd respecte recomanddrile stabilite in referintele bibliografice (24) si rezultatele
martorilor negativi obtinute in aceste experimente trebuie sd riménd in conformitate cu datele publicate cu privire
la martorii negativi.

Orice modificare la protocolul experimental se ia in considerare in ceea ce priveste impactul acesteia asupra datelor
rezultate, care trebuie sd fie in conformitate cu baza de date existentd privind martorii testati anterior a labora-
torului. Doar inconsecventele majore conduc la stabilirea unei noi baze de date privind martorii testati anterior, in
cazul in care opiniile expertilor stabilesc faptul cd acestea diferd fatd de distributia anterioard (a se vedea punctul
15). In timpul procesului de restabilire, o bazd completd de date cu privire la martorii negativi nu este neaprat
necesard pentru a permite efectuarea unui test propriu-zis, cu conditia ca laboratorul si poati demonstra ci
valorile martor negative ale acestuia riman consecvente fie cu bazele de date anterioare aferente, fie cu datele
publicate corespunzitoare.

Datele cu privire la martorii negativi trebuie sd cuprindd incidenta eritrocitelor micronucleate imature pentru
fiecare animal. Martorii negativi testati in paralel trebuie sd fie, in mod ideal, de pand la 95 % din limitele de
control ale distributiei bazei de date privind martorii negativi testati in paralel a laboratorului. In cazul in care
datele privind martorii negativi testati in paralel se situeazd in afara limitelor de control de 95 %, acestea pot fi
acceptabile pentru a fi incluse in distributia de martori testati anterior in mdsura in care datele respective nu
reprezintd valori aberante extreme si existd dovezi cd sistemul de testare se afld ,sub control” (a se vedea punctul
15) si nu existd nicio dovadd de defectiuni tehnice sau umane.

DESCRIEREA METODEI

Preparate

Selectarea speciilor de animale

Se utilizeazd suse de laborator utilizate in mod curent, alegdndu-se animale adulte, tinere, sdndtoase. Se pot utiliza
soareci, sobolani sau la o altd specie de mamifere adecvati. Atunci cind se utilizeazd singe periferic, trebuie stabilit
faptul cd indepirtarea splenicd a celulelor micronucleate din circulatie nu compromite detectarea micronucleelor
induse la speciile selectate. Acest lucru a fost demonstrat in mod clar in cazul sangelui periferic de soarece si
sobolan (2). Justificarea stiintific pentru utilizdrii altor specii decit sobolani si soareci trebuie furnizatd in raport.
In cazul in care se utilizeaza alte specii decat rozitoare, se recomandi ca misurarea micronucleelor induse si se
integreze in alt test de toxicitate corespunzator.
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Conditii de addpostire i de hranire a animalelor

In cazul rozitoarelor, temperatura silii in care se afli animalele trebuie si fie de 22 °C (+ 3 °C). Cu toate ci
umiditatea relativd este, in mod ideal, de 50-60 %, aceasta trebuie si fie de cel putin 40 % si s nu depiseascd, de
preferintd,70 %, cu exceptia momentelor in care se curdtd spatiul. Spatiul se ilumineazd artificial, cu o alternantd de
12 ore lumind, 12 ore intuneric. Pentru alimentatie, se poate utiliza hrand conventionald de laborator, cu furnizarea
unei cantitdti nelimitate de apd potabild. Alegerea regimului alimentar poate fi influentatd de necesitatea de
a asigura o proportie adecvatd a unei substante chimice de testat in cazul administririi prin aceastd metoda.
Rozitoarele se addpostesc in grupuri mici (cel mult cinci pentru fiecare cuscd), de acelasi sex si grup supus
tratamentului, in cazul in care nu se preconizeazd niciun comportament agresiv, de preferintd in custi cu
pardoseald solidd cu imbogitire adecvatd a mediului de viatd. Animalele pot fi addpostite individual in cazul in care
acest lucru este justificat din punct de vedere stiintific.

Pregdtirea animalelor

Se utilizeazd in mod normal animale adulte, tinere, sdnitoase (pentru rozitoare, de preferintd, de 6-10 sdptimani la
inceputul tratamentului, cu toate ci animale putin mai in varstd sunt, de asemenea, acceptabile), care sunt
distribuite in mod aleatoriu in grupe martor si grupe de tratament. Animalele se identifici in mod individual prin
utilizarea unei metode umane, foarte putin invazive (de exemplu, prin aplicarea de inele, crotaliere, microcipare sau
identificare biometricd, dar nu prin sectionarea urechii sau a degetului) si se aclimatizeazi la conditiile de laborator
timp de minimum cinci zile. Custile trebuie dispuse astfel incat posibilele efecte datorate amplasirii in cusci s fie
reduse la minim. Se evitd contaminarea incrucisatd dintre martorul pozitiv si substanta chimici de testat. La
inceputul studiului, greutatea animalelor trebuie si prezinte o variatie minimd si si nu depdseascd * 20 % din
greutatea medie a fiecirui sex.

Pregatirea dozelor

Substantele de testat in stare solidd se dizolvd sau se pun in suspensii in solventi sau vehicule corespunzitore sau
se amestecd in alimente sau in apa de biut inainte de a fi administrate animalelor. Substantele chimice de testat in
stare lichidd se pot administra direct sau se pot dilua inainte de administrare. Pentru expunerile prin inhalare,
substantele chimice de testat pot fi administrate sub forma de gaz, vapori sau acrosol solid/lichid, in functie de
proprietitile fizico-chimice ale acestora. Se utilizeazd preparate proaspete de substantd chimicd de testat, cu
exceptia cazului in care datele de stabilitate demonstreazd caracterul acceptabil al stocdrii si definesc conditii de
stocare corespunzitoare.

Conditii de testare

Solvent/vehicul

Solventul/vehiculul nu trebuie si produci efecte toxice la volumele de dozi utilizate si nu trebuie si reactioneze
chimic cu substantele chimice de testat. In cazul in care se utilizeazd alti solventi/vehicule decat cei recunoscuti,
includerea acestora trebuie si fie justificatd cu date de referintd care si demonstreze compatibilitatea acestora. Se
recomandd ca, ori de cite ori este posibil, sd se ia in considerare mai intai utilizarea unui solvent/vehicul apos.
Exemple de solventi/vehicule compatibili utilizati in mod obisnuit includ apa, solutia fiziologicd salind, solutia de
metilcelulozd, solutia de carboximetilcelulozd sare de sodiu, uleiul de mésline si uleiul de porumb. In absenta unor
date anterioare sau publicate cu privire la martori, care sd ateste cd niciun micronucleu sau efect vitimator nu este
indus de citre un anumit solvent/vehicul atipic, se efectueazd un studiu initial pentru a stabili acceptabilitatea
martorului tratat cu solvent/vehicul.
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Controale

Martorii pozitivi

Pentru fiecare test se include, in mod normal, un grup de animale tratate cu o substantd chimicd martor pozitivi.
Acest lucru poate fi eliminat in cazul in care laboratorul de testare a demonstrat competentd in efectuarea testului
si a stabilit un interval de martori pozitivi testati anterior. In cazul in care un grup de martori pozitivi testati in
paralel nu este inclus, in fiecare experiment se includ martori examinati (lame fixate si necolorate sau probe de
suspensie celulard, in functie de metoda de examinare). Acestea pot fi obtinute prin includerea in sistemul de
examinare a studiului de probe de referintd adecvate care au fost obtinute si pistrate in urma unui experiment
separat cu martori pozitivi efectuat periodic (de exemplu, la fiecare 6-18 luni), de exemplu, in timpul testdrilor de
competentd si ulterior in mod regulat, dacd este necesar.

Substantele chimice martor pozitive trebuie si producd in mod fiabil o crestere detectabili in ceea ce priveste
frecventa micronucleelor fatd de nivelul spontan. Atunci cind se utilizeazd examinarea manuald prin microscopie,
dozele de martor pozitiv se aleg astfel incat sd se obtind efecte clare, dar fird a releva imediat examinatorului
identitatea probelor codate. Pentru martorul pozitiv, se poate accepta administrarea pe o cale diferitd fatd de cea
utilizatd in cazul substantei chimice de testat, folosind o schemd de tratament diferitd si o singurd prelevare de
probe. In plus, utilizarea de martori pozitivi din aceeasi clasi de substante chimice poate fi luate in considerare,
dupd caz. Tabelul 1 include exemple de substante chimice martor pozitive.

Tabelul 1

Exemple de substante chimice martor pozitive.

Substante chimice si Nr. CAS

Metansulfonat de etil [NR. CAS 62-50-0]

Metansulfonat de metil [NR. CAS 66-27-3]

Etil nitrozouree [NR. CAS 759-73-9]

Mitomicind C [NR. CAS 50-07-7]

Ciclofosfamidd (monohidrat) [NR. CAS 50-18-0 (NR. CAS 6055-19-2)]

Trietilenmelamind [NR. CAS 51-18-3]

Colchicind [NR. CAS 64-86-8] sau vinblastind [NR. CAS 865-21-4] — ca aneugeni

Martorii negativi

Animalele din grupul martor negativ se iau in considerare la fiecare prelevare de probe si se manipuleaza de altfel
in acelasi mod precum grupurile tratate, cu exceptia faptului cd nu beneficiazd de tratamentul cu substanta chimicd
de testat. In cazul in care un solvent/vehicul este utilizat pentru administrarea substantei chimice de testat, acesta se
administreazd grupului martor. Cu toate acestea, in cazul in care coerenta variabilititii inter-animale si frecventele
celulelor cu micronuclee sunt demonstrate de datele privind martorii negativi testati anterior la fiecare prelevare de
probe efectuatd de citre laboratorul de testare, ar putea fi necesard o singurd prelevare de probe pentru martorul
negativ. In cazul in care se utilizeazd o singurd prelevare de probe pentru martorii negativi, aceasta trebuie si fie
prima prelevare de probe utilizatd in cadrul studiului.
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In cazul in care se utilizeazd sange periferic, se acceptd o proba prelevati inainte de tratament in locul unui martor
negativ testat in paralel pentru studiile pe termen scurt, atunci cand datele rezultate sunt coerente cu baza de date
privind martorii testati anterior a laboratorului de testare. In cazul sobolanilor, s-a demonstrat ci prelevarea de
probe de volume mici (de exemplu, sub 100 pl/zi) inainte de tratament are un impact minim asupra frecventei de
fond a micronucleelor (25).

PROCEDURA

Numirul si sexul animalelor

In general, reactia de micronucleu este similara intre masculi si femele, prin urmare, majoritatea studiilor ar putea fi
efectuate pe oricare dintre sexe (26). Datele care demonstreazd diferente relevante intre masculi si femele (de
exemplu, diferentele in materie de toxicitate sistemicd, metabolism, biodisponibilitate, toxicitate in mdduva osoas3,
etc., inclusiv, de exemplu, intr-un studiu de stabilire a dozelor) ar incuraja utilizarea ambelor sexe. In acest caz, ar fi
adecvat si se efectueze un studiu in cazul ambelor sexe, de exemplu, ca parte a unui studiu de toxicitate cu doza
repetatd. Utilizarea modelului factorial poate fi adecvatd in cazul in care sunt utilizate ambele sexe. Apendicele 2
prezintd detalii cu privire la modalitatea de analizd a datelor care utilizeaza acest model.

Dimensiunea grupurilor la inceputul studiului se stabileste cu scopul de a furniza pentru fiecare grup cel putin 5
animale analizabile de acelasi sex sau din fiecare sex in cazul in care ambele sexe sunt utilizate. In cazul in care
expunerea umand la substante chimice este specificd unui anumit sex, cum ar fi, de exemplu, in cazul unor produse
farmaceutice, testul se efectueazd pe sexul corespunzitor. Ca o orientare pentru cerinte maxime tipice animalelor,
un studiu pe miduva osoasd efectuat in conformitate cu parametrii stabiliti la punctul 37, cu trei grupuri de dozare
si martori negativi si pozitivi testati in paralel (fiecare grup alcituit din cinci animale de acelasi sex) ar necesita
intre 25 si 35 de animale.

Doze

In cazul in care se efectueazd un studiu preliminar de stabilire a dozelor deoarece nu existd date adecvate
disponibile pentru a contribui la selectarea dozei, acesta se realizeazd in acelasi laborator, utilizind aceeasi specie,
susd, sex si regim de tratament precum cele care urmeazd si fie utilizate in studiul principal (27). Studiul are ca
obiectiv identificarea dozei maxime tolerate (DMT), definitd drept doza cea mai ridicatd care va fi toleratd fard
dovezi de toxicitate care si limiteze studiul, in functie de durata perioadei de studiu [de exemplu, cu reducerea
greutdtii corporale sau a citotoxicititii sistemului hematopoietic, dar nu deces sau semne de durere, suferintd sau
stres care sd necesite eutanasiere in conditii umane (28)].

Doza maximd poate fi definitd, de asemenea, ca doza care produce toxicitate in mdduva osoasd (de exemplu,
o reducere a proportiei de eritrocite imature in raport cu numdrul total de eritrocite din maduva osoasi sau din
sangele periferic de mai mult de 50 %, dar nu mai putin de 20 % din valoarea probei martor). Cu toate acestea,
atunci cind sunt analizate celulele CD71 pozitiv in circulatia perifericd a sangelui (si anume, prin citometria de
flux), aceastd fractie foarte tAndrd de eritrocite imature ridspunde mai repede provocdrilor toxice decit cohorta mai
mare de eritrocite imature cu ARN pozitiv. Prin urmare, toxicitatea aparent mai mare ar putea fi evidentd prin
modelele de expunere acuti care examineazd fractia CD71 pozitivd de eritrocite imature in raport cu cele care
identifica eritrocite imature pe baza continutului de ARN. Din acest motiv, atunci cand se utilizeazd experimente de
cinci sau mai putine zile de tratament, doza cea mai ridicatd pentru substantele chimice de testat care provoacd
toxicitate poate fi definitd ca doza care provoaci o reducere semnificativd din punct de vedere statistic a proportiei
de eritrocite imature CD71 pozitiv in raport cu numdrul total de eritrocite, dar nu la mai putin de 5 % din valoarea
probei martor (29).

Substantele chimice care prezintd saturatie a proprietdtilor toxicocinetice sau provoacd procese de detoxifiere care
pot conduce la o diminuare a expunerii dupd un tratament pe termen lung pot reprezenta exceptii de la criteriile
de stabilire a dozelor si se evalueazd de la caz la caz.
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Pentru a obtine informatii privind relatia dozd-rispuns, un studiu complet trebuie si includd un grup martor
negativ si un minim de trei niveluri de doze separate, in general, de un factor de 2, dar nu mai mult de 4. In cazul
in care substanta chimici de testat nu produce toxicitate intr-un studiu de stabilire a dozelor sau pe baza datelor
existente, doza maximd pentru o perioadd de administrare de 14 zile sau mai mult este de 1 000 mg/kg greutate
corporald/zi sau pentru perioade de administrare mai mici de 14 zile, 2 000 mg/kg greutate corporald/zi. Cu toate
acestea, in cazul in care substanta chimicd de testat provoacd toxicitate, DMT trebuie sd fie cea mai mare dozi
administratd, iar dozele utilizate trebuie, de preferat, sd acopere un interval de toxicitate de la doza maximd pani la
o dozd care provoaci toxicitate minimi sau nu provoaci toxicitate. In cazul in care se observi toxicitate in tesutul
tintd (miduva osoasd) la toate dozele testate, se recomandd efectuarea unui studiu suplimentar la doze netoxice.
Studiile care au ca scop caracterizarea pe deplin a informatiilor cantitative dozid-rispuns pot necesita grupuri
suplimentare de dozare. Pentru anumite tipuri de substante chimice de testat (de exemplu, produsele farmaceutice
umane) reglementate prin cerinte specifice, aceste limite pot varia.

Test-limiti

In cazul in care experimentele pentru stabilirea intervalului sau datele existente legate de susele de animale indica
faptul cd un regim de tratament de cel putin o doza limitd (descrisd mai jos) nu produce efecte toxice detectabile
(inclusiv nicio diminuare a proliferdrii maduvei osoase sau alte semne de citotoxicitate in tesutul tintd) si in cazul in
care o genotoxicitate este improbabild pe baza studiilor in vitro de genotoxicitate sau datelor provenite de la
substantele chimice cu o structura apropriatd, este posibil ca un studiu integral cu trei niveluri de doze diferite si
nu fie considerat necesar daci s-a demonstrat ca substanta (substantele) chimici(e) de testat ajunge (ajung) la tesutul
fintd (miduva osoasd). In astfel de cazuri, un singur nivel de dozi, la doza limitd, poate fi suficient. In cazul in care
administrarea se realizeazd timp de 14 zile sau mai mult, doza limitd este de 1 000 mg/kg greutate corporald/zi.

Pentru administrarea cu o duratd mai micd de 14 zile, doza limitd este de 2 000 mg/kg greutate corporald/zi.

Administrarea dozelor

La elaborarea unui test se ia in considerare calea anticipati de expunere umani. Prin urmare, cdile de expunere
precum alimentatia, apa potabild, expunerea locald, subcutanatd, intravenoasd, calea orald (prin gavaj), inhalarea,
expunerea intratraheald sau implantarea pot fi alese, dupd caz. In orice caz, calea se alege pentru a asigura
expunerea adecvatd a tesutului (tesuturilor) tintd. Injectia intraperitoneald nu se recomandi, in general, deoarece nu
este 0 cale destinatd expunerii umane si se utilizeazd doar cu justificari stiintifice specifice. In cazul in care
substanta chimici de testat este administratd in amestec cu hrana sau apa potabild, in special in cazul administrarii
unice, se acordd atentie deosebitd intervalului dintre consumul de hrand si apd si prelevarea de probe, care trebuie
sd fie suficient pentru a permite identificarea efectelor (a se vedea punctul 37). Volumul maxim de lichid care se
poate administra prin gavaj sau prin injectie intr-o singurd reprizd depinde de dimensiunea animalului de laborator.
Volumul nu trebuie si depdseascd, in mod normal, 1 ml/100 g greutate corporald, exceptind cazul solutiilor
apoase, cand se poate administra un maxim de 2 ml/100 g. Utilizarea unor volume mai mari decit cele mentionate
trebuie sd fie justificatd. Exceptdnd substantele chimice de testat iritante sau corozive, care vor prezenta, in mod
normal, efecte exacerbate la concentratii mai mari, variatia volumului testat se reduce la minim prin ajustarea
concentratiei, astfel incat s se asigure administrarea unui volum constant in raport cu greutatea corporald pentru
toate dozele.

Schema de tratament

De preferintd, se efectueazd 2 sau mai multe tratamente, administrate la intervale de 24 de ore, in special la
integrarea acestui test in alte studii de toxicitate. Cu titlu subsidiar, pot fi administrate tratamente unice, daci se
justificd stiintific (de exemplu, substante chimice de testat despre care se stie cd blocheazd ciclul celular).
Substantele chimice de testat se pot administra, de asemenea, in dozd fractionatd, si anume, doud sau mai multe
tratamente in aceeasi zi, la distantd de nu mai mult de 2-3 ore, pentru a facilita administrarea unui volum mare. in
aceste circumstante sau atunci cind substanta chimicd de testat este administratd prin inhalare, momentul pentru
prelevarea de probe trebuie programat in functie de ultima administrare a dozei sau de sfarsitul expunerii.
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Testul poate fi efectuat la soareci sau sobolani prin una dintre urmdtoarele trei metode:

a. Animalele se trateazd cu substanta chimicd de testat o singurd dati. Probele de maduvd osoasd se preleveazd de
cel putin doud ori (de la grupuri independente de animale), nu mai devreme de 24 de ore dupi tratament, fird
sd se prelungeascd mai mult de 48 de ore dupd tratament, cu interval (intervalee) corespunzitor (corespun-
zdtoare) intre probe, cu exceptia cazului in care o substantd chimicd de testat este cunoscutd ca avand un timp
de injumdtdtire exceptional de lung. Prelevarea de probe mai devreme de 24 de ore dupd tratament trebuie
justificatd. Probele de singe periferic se preleveazi cel putin de doud ori (de la acelasi grup de animale),
incepand nu mai devreme de 36 de ore dupd tratament, la un interval corespunzdtor (la intervale corespun-
zdtoare) dupd prima probd, fird si se depdseascd 72 de ore. Dupd prima prelevare de probe, se trateazd toate
grupurile de dozare si se colecteazd probele pentru analizd; cu toate acestea, la ultima (ultimele) prelevare
(preleviri) de probe se administreazd doar dozele maxime. In cazul in care se constatd o reactie pozitivi la un
moment de prelevare, prelevarea suplimentard de probe nu este necesard, cu exceptia cazului in care sunt
necesare informatii cantitative dozd-raspuns. Timpii de recoltd descrisi mai sus sunt o consecintd a cineticii
aparitiei si disparitiei micronucleelor in cele 2 straturi de tesuturi.

b. In cazul in care sunt utilizate doud tratamente zilnice (de exemplu, doud tratamente la intervale de 24 de ore),
probele se preleveazd o singurd datd intre 18 si 24 de ore dupd tratamentul final pentru midduva osoasd sau
o singurd datd intre 36 si 48 de ore dupd tratamentul final pentru sangele periferic (30).Timpii de recoltd
descrisi mai sus sunt o consecintd a cineticii aparitiei si disparitiei micronucleelor in cele 2 straturi de tesuturi.

c. In cazul in care se utilizeazd trei sau mai multe tratamente zilnice (de exemplu, trei sau mai multe tratamente la
intervale de aproximativ 24 de ore), probele de miduva osoasd se preleveazd nu mai tarziu de cel mult 24 de
ore de la ultimul tratament, iar singele periferic se preleveazd nu mai tarziu de 40 de ore de la ultimul
tratament (31).Aceastd optiune de tratament permite combinatia dintre testul Comet (de exemplu, prelevarea de
probe 2-6 de ore de la ultimul tratament) si testul de micronucleu si integrarea testului de micronucleu in
studiile de toxicitate cu dozd repetatd. Datele acumulate sugereazd faptul ¢ inductia de micronuclee poate fi
observatd in aceste intervale de timp mai mari atunci cand au fost efectuate 3 sau mai multe administrari (15).

Alte regime de dozare sau de prelevare pot fi utilizate atunci cand este relevant si se justificd din punct de vedere
stiintific, precum si pentru a facilita integrarea cu alte teste de toxicitate.

Observatii

Se recomandid efectuarea de observatii clinice generale asupra animalelor de experientd si inregistrarea semnelor
clinice cel putin o datd pe zi, de preferat la aceeasi (aceleasi) ord (ore) in fiecare zi, ludnd in considerare perioada de
varf a efectelor anticipate dupi administrarea dozei. In perioada de administrare a dozei, se examineazi toate
animalele cel putin de doud ori pe zi pentru a se determina morbiditatea sau mortalitatea. Se cintdresc toate
animalele la inceputul studiului, cel putin o datd pe siptiménd in timpul studiilor cu doze repetate si la eutanasiere.
In cadrul studiilor cu o duratd de cel putin o siptdimani, se misoard consumul de hrand cel putin siptimanal. In
cazul in care substanta chimicd de testat este administratd prin apa de biut, se misoard consumul de apd la fiecare
schimbare de api si cel putin o datd pe siptimani. Animalele care prezintd indicatori neletali de toxicitate excesivd
se eutanasiazd inaintea de incheierea perioadei de testare (28). in anumite circumstante, temperatura corpului
animalelor ar putea fi monitorizatd, avand in vedere faptul cd hipertermia §i hipotermia provocatd de tratament au
fost implicate in producerea de rezultate false (32) (33) (34).

Expunere tesutului tint3

Se preleveazd o probd de singe la momentul (momentele) adecvat(e) pentru a permite investigarea nivelurilor
plasmatice ale substantelor chimice de testat cu scopul de a demonstra faptul ¢ miduva osoasi a fost expusi,
acolo unde este cazul si unde nu existd alte date de expunere (a se vedea punctul 48).
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Prepararea miduvei osoasefa singelui

Celule de miduva osoasi se obtin in mod obisnuit din femurul sau tibia animalelor imediat dupi eutanasierea in
conditii umane. De reguld, celulele se extrag, se depun pe lame si se coloreazd prin metodele stabilite. Cantitdti mici
de singe periferic pot fi obtinute in conformitate cu standardele de bunistare animald adecvate, folosind fie
o metoda care sd permitd supravietuirea animalelor de experientd precum singerarea din vena caudald sau alte vase
de singe corespunzitoare, fie prin punctie cardiacd sau prelevarea de probe de la un vas mare la eutanasierea
animalului. Atat pentru eritrocitele derivate din miduva osoasd, cét si pentru cele derivate din singe periferic, in
functie de metoda de analizd, celulele pot fi colorate imediat supravital (16) (17) (18), pot fi intinse pe lame si apoi
colorate pentru microscopie sau pot fi fixate si colorate in mod adecvat pentru citometria de flux. Utilizarea unui
colorant specific pentru ADN [de exemplu, oranj de acridind (35) sau Hoechst 33258 plus pironind-Y (36)] poate
sd elimine unele dintre artefactele asociate utilizarii unui colorant nespecific pentru ADN. Avantajul mentionat nu
exclude utilizarea colorantilor conventionali (de exemplu, Giemsa pentru analiza microscopicd). Se pot utiliza si
alte sisteme [de exemplu, coloane de celulozd pentru eliminarea celulelor nucleate (37) (38)], cu conditia ca
sistemele respective si se fi dovedit compatibile cu pregitirea probelor in laborator.

In cazul in care aceste metode sunt aplicabile (39), anticorpii antikinetocori, metoda FISH cu sonde ADN pancen-
tromerice (40) sau marcarea in situ cu ajutorul amorselor pancentrometrice, impreund cu un colorant de contrast al
ADN adecvat (41) pot fi utilizati pentru a identifica natura micronucleelor (cromozomi/fragmente cromozomiale)
pentru a stabili daci mecanismul inductiei de micronuclee se datoreazd activitdtii clastogene sifsau aneugene. Alte
metode de diferentiere a efectelor clastogene si aneugene pot fi utilizate, cu conditia ca eficacitatea acestora si fi
fost demonstratd.

Analizd (manuali si automati)

Toate lamele sau probele pentru analizd, inclusiv cele cu martori pozitivi si negativi, se codifici in mod
independent inainte de orice tip de analizi si se randomizeazd astfel incat examinatorul s3 nu cunoascid conditia de
tratament; o astfel de codificare nu este necesara atunci cand se utilizeazd sisteme automate de examinare care nu
se bazeazd pe inspectie vizuald §i nu pot fi afectate de subiectivitatea operatorului. Pentru fiecare animal se
determind proportia de eritrocite imature in raport cu numdrul total de eritrocite (imature + mature) prin
examinarea a cel putin 500 de eritrocite pentru maduva osoasd si 2 000 de eritrocite pentru sangele periferic (42).
Cel putin 4 000 de eritrocite imature se analizeazd per animal pentru a determina incidenta eritrocitelor imature
micronucleate (43). In cazul in care datele cu privire la martorii negativi testati anterior indicd faptul ci valoarea
medie a frecventei de fond de eritrocite imature micronucleate este < 0,1 % in laboratorul de testare, se ia in
considerare examinarea de celule suplimentare. Atunci cind se analizeazd probe, proportia de eritrocite imature in
raport cu numdrul total de eritrocite de la animalele tratate nu trebuie si fie mai micd de 20 % din proportia
martorului tratat cu vehicul/solvent la examinarea prin microscopie si mai micd decit aproximativ 5 % din
proportia martorului tratat cu vehicul/solvent la examinarea de eritrocite imature CD71+ prin metode citometrice
(a se vedea punctul 31) (29).De exemplu, pentru un test de mdduvi osoasd examinat prin microscopie, in cazul in
care proportia de probd martor de eritrocite imature in miduva osoasa este de 50 %, limita superioard de toxicitate
ar fi de 10 % eritrocite imature.

Deoarece splina de sobolan sechestreazd si distruge eritrocitele micronucleate, pentru a mentine un nivel ridicat de
sensibilitate a testului atunci cand se analizeazd sange periferic de sobolan, este preferabil si se limiteze analiza
eritrocitelor imature micronucleate la cea mai tandrd fractie. Atunci cand se utilizeazi metode de analizd automatd,
aceste eritrocite imature pot fi identificate pe baza continutului lor ridicat de ARN sau pe baza nivelului ridicat de
receptori de transferind (CD71+) exprimat pe suprafata acestora (31). Cu toate acestea, comparatia directd
a diferitelor metode de colorare a ardtat cd se pot obtine rezultate satisficitoare prin diferite metode, inclusiv
colorarea conventionald cu oranj de acridind (3) (4).
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DATE SI RAPORTARE

Prelucrarea rezultatelor

Se recomandd prezentarea sub formd de tabel a datelor pentru fiecare animal. Pentru fiecare animal, se
consemneazd in mod separat numarul de eritrocite imature examinate, numdrul de eritrocite imature micronucleate
si numdrul de eritrocite imature in raport cu numdrul total de eritrocite. Atunci cand soarecii se trateazd in mod
continuu timp de 4 siptimani sau mai mult, se prezinti, de asemenea, datele privind numdrul si proportia de
eritrocite mature micronucleate, daci au fost colectate. Datele cu privire la toxicitatea animald §i semnele clinice
trebuie, de asemenea, si fie raportate.

Criterii de acceptabilitate
Urmitoarele criterii determind acceptabilitatea testului:

a. Datele privind martorii negativi testati in paralel sunt considerate acceptabile pentru addugarea la baza de date
cu privire la martorii testati anterior (a se vedea punctele 1518).

b. Martorii pozitivi testati in paralel sau martorii examinati trebuie si inducd raspunsuri compatibile cu cele
provenite din baza de date cu privire la martorii pozitivi testati anterior si sd producd o crestere semnificativd
din punct de vedere statistic in comparatie cu martorul negativ (a se vedea punctele 24-25).

¢. Un numdrul corespunzdtor de doze si celule a fost analizat.

d. Criteriile de selectare a dozei maxime sunt consecvente cu cele descrise la punctele 30-33.

Evaluarea si interpretarea rezultatelor

Cu conditia indeplinirii tuturor criteriilor de acceptabilitate, o substantd chimicd de testat este consideratd in mod
clar pozitivad in cazul in care:

a. Cel putin unul dintre grupurile tratate prezintd o crestere semnificativd din punct de vedere statistic a frecventei
de eritrocite imature micronucleate, comparativ cu martorul negativ testat in paralel,

b. Aceastd crestere este raportatd la dozd cel putin la un moment de prelevare de probe atunci cand este evaluatd
prin intermediul unui test adecvat de stabilire a tendintei si

c. Oricare dintre aceste rezultate se situeazd in afara distributiei de date cu privire la martorii negativi testati
anterior (de exemplu, limite de control de 95 % pe baza distributiei Poisson).

In cazul in care se analizeazi doar doza maximi la un anumit moment de prelevare de probe, o substantd chimicd
de testat este consideratd in mod clar pozitivd in cazul in care existd o crestere semnificativd din punct de vedere
statistic, comparativ cu martorul negativ testat in paralel, iar rezultatele se situeazd in afara distributiei de date cu
privire la martorii negativi testati anterior (de exemplu, limite de control 95 % pe baza distributiei Poisson).
Referintele bibliografice prezintd recomandiri pentru cele mai adecvate metode statistice (44) (45) (46) (47). La
efectuarea unei analize a relatiei dozd-rispuns, se analizeazd cel putin trei grupuri tratate de dozare. Testele
statistice utilizeazd animalul ca unitate experimentald. Rezultatele pozitive ale testului de micronucleu indica faptul
cd substanta chimicd de testat determind formarea de micronuclee ca urmare a leziunilor cromozomiale sau
leziunilor aparatului mitotic din eritroblastii speciei testate. In cazul in care s-a efectuat un test pentru depistarea
centromerelor in micronuclee, o substantd chimica de testat ce produce micronuclee care contin centromer ( ADN
centromeric sau kinetocor, indicand pierdere de cromozomi intregi) reprezintd dovada cd substanta chimicd de
testat este un aneugen.

Cu conditia ca toate criteriile de acceptabilitate sd fie indeplinite, o substantd chimicd de testat este consideratd in
mod clar negativ daci, in toate conditiile experimentale examinate:

a. Niciunul dintre grupurile tratate nu prezintd o crestere semnificativd din punct de vedere statistic a frecventei
eritrocitelor imature micronucleate in comparatie cu martorul negativ testat in paralel,
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b. Nu existd nicio crestere raportatd la dozd indiferent de momentul prelevirii, atunci cind este evaluatd prin
intermediul unui test adecvat de stabilire a tendintei,

c. Toate rezultatele se situeazd in interiorul distributiei de date cu privire la martorii negativi testati anterior (de
exemplu, limite de control de 95 % pe baza distributiei Poisson) si

d. Miduva osoasd a fost expusi la substanta (substantele) chimici(e) de testat.

Referintele bibliografice prezintd recomanddri pentru cele mai adecvate metode statistice (44) (45) (46) (47). Dovezi
ale expunerii miduvei osoase la o substantd chimicd de testat pot include o diminuare a raportului dintre
eritrocitele imature fatd de eritrocitele mature sau mésurarea concentratiilor plasmatice sau sangvine din substanta
chimicd de testat. In cazul administrarii intravenoase, nu sunt necesare dovezi de expunere. In mod alternativ,
datele ADME, obtinute in cadrul unui studiu independent utilizind aceeasi cale si aceeasi specie, pot fi utilizate
pentru a demonstra expunerea miduvei osoase. Rezultatele negative indicd faptul cd, in conditiile de testare,
substanta chimicd de testat nu produce micronuclee in eritrocitele imature ale speciei de testat.

In cazul unui rdspuns clar pozitiv sau clar negativ, nu exista nicio cerintd referitoare la verificare.

In cazul in care raspunsul nu este in mod clar negativ sau pozitiv si pentru a acorda asistentd in stabilirea
relevantei biologice a rezultatului (de exemplu, o crestere slabi sau de limitd), datele se evalueazd de citre experti sif
sau prin investigatii suplimentare realizate pe experimentele existente. In unele cazuri, analizarea mai multor celule
sau repetarea experimentului utilizand conditiile experimentale modificate ar putea fi utile.

In cazuri rare, inclusiv dupi efectuarea de investigatii suplimentare, datele vor exclude posibilitatea unui rezultat
pozitiv sau negativ al substantei chimice de testat si, prin urmare, studiul va fi concluzionat ca fiind echivoc.

Raport de testare

Raportul de testare trebuie sd includd urmatoarele informatii:

Rezumat

Substanta chimicd de testat:

— sursa, numarul lotului, data limitd de utilizare, daci sunt disponibile;

— stabilitatea substantei chimice de testat, dacd se cunoaste.

Substantd monocomponentd:

— aspect fizic, solubilitatea in api si alte proprietiti fizico-chimice relevante;

— identificare chimicd, precum denumirea IUPAC sau CAS, numdrul CAS, Codul SMILES sau InChl, formula
structurald, puritatea, identitatea impurititilor chimice, dupd cum este necesar si fezabil din punct de vedere
practic etc.

Substangd multicomponentd, UVCB si amestecuri:

— caracterizatd in mdsura in care este posibil prin identitatea chimicd (a se vedea mai sus), aparitia cantitativd si
proprietitile fizico-chimice relevante ale componentelor.

Prepararea substantei chimice de testat:
— justificarea alegerii vehiculului;

— solubilitatea si stabilitatea substantei chimice de testat in solvent/vehicul, dacd se cunoaste;
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— prepararea formuldrilor hranei, a apei potabile sau a inhaldrilor;

— determindri analitice cu privire la formuliri (de exemplu, stabilitatea, omogenitatea, concentratiile nominale),
atunci cand sunt realizate.

Animalele de experientd:

— speciafsusd utilizatd si justificarea utilizarii;

— numdrul, varsta si sexul animalelor;

— sursa, conditiile de addpost, regimul alimentar etc.;
— metodd de identificare unicd a animalelor;

— pentru studiile pe termen scurt: greutatea corporald a fiecirui animal la inceputul si la sfarsitul testului; pentru
studiile mai lungi de o sdptdmand: greutatea corporald a fiecdrui animal pe durata studiului §i consumul de
hrani. Se includ intervalul de greutate, valoarea medie i deviatia standard pentru fiecare grup.

Conditiile de testare:

— date cu privire la martori pozitivi si negativi (solvent/vehicul);

— datele din studiul de stabilire a dozelor, dac3 s-a realizat;

— justificarea alegerii nivelului dozei administrate;

— detaliile privind prepararea substantei chimice de testat;

— detalii privind modalitatea de administrare a substantei chimice de testat;
— justificarea cdii si a duratei de administrare;

— metodele de verificare pentru a constata daci substanta (substantele) chimici(e) de testat a (au) ajuns in
circulatia generald sau in tesutul tint3;

— doza efectivd (mg/kg greutate corporald/zi) calculatd din concentratia substantei chimice de testat (ppm) si in
hrani| apd potabild §i consum, dacd este cazul;

— detalii cu privire la calitatea hranei si a apei;

— metoda de eutanasiere;

— metoda de analgezie (atunci cand se utilizeaza);

— descrierea amdnuntitd a schemelor de tratare si de prelevare a probelor si justificirile alegerilor;
— metodele de preparare a lamelor;

— proceduri pentru izolarea si conservarea probelor;

— metodele de mdsurare a toxicitatii;

— criteriile pentru examinarea eritrocitelor imature micronucleate;

— numdrul de celule analizate per animal pentru a determina frecventa eritrocitelor imature micronucleate si
pentru a determina proportia de eritrocite imature in raport cu eritrocitele mature;

— criterii de acceptabilitate a studiului;

— metode precum utilizarea de anticorpi antikinetocori sau probe ADN cu centromere specifice pentru
a determina dacd micronucleele contin cromozomi intregi sau fragmentati, daci se aplicd.
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Rezultate:

— starea animalelor inainte si pe toatd durata testului, inclusiv semne de toxicitate;

— proportia de eritrocite imature in raport cu numdrul total de eritrocite;

— numdrul de eritrocite imature micronucleate, prezentat separat pentru fiecare animal;

— valoarea medie * deviatia standard pentru eritrocitele imature micronucleate pentru fiecare grup;

— relatia dozi-rdspuns, dacd este posibil;

— analizele statistice si metodele aplicate;

— date privind martorii pozitivi si negativi testati in paralel, cu intervale, valori medii si deviatii standard;

— date cu privire la martorii negativi si pozitivi testati anterior cu intervale, valori medii si deviatii standard si
limite de control de 95 % pentru distributie, precum si perioada de timp acoperitd si numdrul de puncte de
date;

— date care si demonstreze cd midduva osoasd a fost expusi;

— date de caracterizare indicind dacd micronucleele contin cromozomi intregi sau fragmentati, dacd se aplicd;
— criterii indeplinite pentru un rdspuns pozitiv sau negativ.

Discutarea rezultatelor.

Concluzie.

Referinte.
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Apendicele 1

DEFINITII

Centromer: Regiune (regiuni) dintr-un cromozom care, in timpul diviziunii celulare, este (sunt) legatd(e) de fibrele
fusului, ceea ce permite deplasarea ordonatd a cromozomilor fiice citre polii celulelor fiice.

Substantid chimicd: O substanfd sau un amestec.

Eritoblast: Un stadiu incipient de dezvoltare a eritrocitelor, care precede imediat eritrocitele imature, in cazul in
care celula contine incd un nucleu.

Kinetocor: Structurd proteici ce se formeazd pe centromerul celulelor eucariote, care leagd cromozomul de
polimerii microtubulilor din fusul mitotic in timpul mitozei si meiozei si functioneazd in timpul diviziunii celulare
pentru a separa cromatidele surori.

Micronuclee: Nuclee mici, separate de nucleele principale ale celulelor si prezente in plus fatd de acestea, produse
in timpul telofazei mitozei (meiozd) de citre fragmentele de cromozomi sau de cromozomii intregi intarziati.

Eritrocit monocromatic sau matur: Un eritrocit complet matur care a pierdut ARN-ul rezidual rimas in urma
cariolizei sifsau care a pierdut markerii celulari cu durati scurtd de viatd care dispar in mod caracteristic dupi
carioliza ce urmeaza dupi diviziunea finald a eritroblastului.

Eritrocit policromatic sau imatur: Un eritrocit nou-format intr-un stadiu intermediar de dezvoltare care se
coloreazi atit cu componentele albastre, cat si cu cele rosii ale coloratiei clasice a sangelui precum coloratia Wright
Giemsa datoritd prezentei ARN-ului rezidual in celula nou-formatd. Aceste celule nou-formate sunt aproximativ
identice cu reticulocitele, care sunt vizualizate utilizdind o coloratie vitald ce cauzeazd ca ARN-ul rezidual si se
aglutineze intr-un reticul. Alte metode, inclusiv coloratia monocromatici de ARN cu coloranti fluorescenti sau
etichetarea markerilor de suprafatd cu o duratd de viatd scurtd precum CD71 cu anticorpi fluorescenti sunt utilizate
frecvent in prezent pentru a identifica celula rosie nou-formati. Eritrocitele policromatice, reticulocitele si
eritrocitele CD71 porzitiv sunt toate eritrocite imature, cu toate cd fiecare dintre acestea are o distributie usor
diferitd a varstei.

Reticulocit: Un eritrocit nou-format, colorat cu o coloratie vitald, ce cauzeazd ca ARN-ul rezidual celular s3 se
aglutineze intr-un reticul caracteristic. Reticulocitele si eritrocitele policromatice au o distributie a varstei celulare
asemandtoare.

Substanta chimici de testat: Orice substantd sau amestec testate utilizind aceastd metodd de testare.
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Apendicele 2

MODELUL FACTORIAL PENTRU IDENTIFICAREA DIFERENTELOR INTRE SEXE IN TESTUL IN VIVO
DE MICRONUCLEU

Modelul factorial si analiza acestuia

In acest model, se testeazi un minim de 5 masculi si 5 femele la fiecare nivel de concentratie, rezultind un model
de testare care utilizeazd un minim de 40 de animale (20 de masculi si 20 de femele, plus martori pozitivi
relevanti).

Acest model, care este unul dintre cele mai simple modele factoriale, este echivalent cu o analizd bidirectionald
a variantei, avind ca efecte principale sexul si nivelul de concentratie. Datele pot fi analizate utilizind numeroase
pachete software standard pentru statistici cum ar fi SPSS, SAS, STATA, Genstat, precum si utilizdnd R.

Analiza imparte variabilitatea setului de date in cea dintre sexe, cea dintre concentratii si cea referitoare la interac-
tiunea dintre sexe §i concentratii. Se testeazd fiecare dintre termeni in raport cu o estimare a variabilititii intre
animalele replicd in cadrul grupelor de animale de acelasi sex la aceeasi concentratie. Detalii complete privind
metodologia de bazd sunt disponibile in numeroase manuale statistice standard (a se vedea referintele) si in
sectiunea ,Ajutor” pusd la dispozitie odatd cu pachetele statistice.

Analiza se desfisoard prin inspectarea conditiei de interactiune a concentratiei sexului x in tabelul ANOVA (). In
absenta unei durate semnificative de interactiune, valorile combinate intre sexe sau valorile combinate intre
nivelurile de concentratie furnizeaza teste statistice valabile intre niveluri pe baza duratei de variabilitate reunite in
cadrul grupului.

Analiza continud prin divizarea estimdrii variabilitdtii dintre concentratii in contraste care furnizeazd un test de
contraste lineare si patratice ale rispunsurilor intre nivelurile de concentratie. In cazul in care existd o interactiune
semnificativd a concentratiei sexului x, aceastd conditie poate fi impartitd, de asemenea, in contraste de interactiune
liniard a sexului x si contraste de interactiune patraticd a sexului x. Aceste conditii furnizeazd teste ale faptului dacd
raspunsurile de concentratie sunt paralele pentru cele doud sexe sau existd un rispuns diferentiat intre cele doud
sexe.

Estimarea variabilitdtii reunite in cadrul grupului poate fi utilizatd pentru a furniza teste pe perechi cu privire la
diferenta dintre valorile medii. Aceste comparatii ar putea fi efectuate intre valorile medii pentru cele doud sexe si
intre valorile medii pentru nivelurile diferite de concentratie, precum cele pentru comparatii cu nivelurile de
martori negativi. In cazurile in care existi o interactiune semnificativd, se pot efectua comparatii intre valorile
medii de concentratii diferite pentru un sex sau intre valorile medii ale sexelor la aceeasi concentratie.
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(6) In partea B, capitolul B.15. se elimini.
(7) In partea B, capitolul B.16. se elimini.
(8) In partea B, capitolul B.18. se elimina.
(9) In partea B, capitolul B.19. se elimina.
(10) In partea B, capitolul B.20. se elimina.
(11) in partea B, capitolul B.24. se elimina.

(12) In partea B, capitolul B.47. se inlocuieste cu urmdtorul text:

,B.47 Metoda de testare a opacitdtii si permeabilititii corneene la bovine pentru identificarea i)
substantelor chimice care produc lezarea oculard gravd si a ii) substantelor chimice care nu necesitd
clasificare pentru iritatia oculari sau lezarea oculari grava

INTRODUCERE

Aceastd metodd de testare este echivalentd cu Orientarea OCDE privind testarea (TG) nr. 437 (2013). Metoda de
testare a opacititii si permeabilititii corneene la bovine (BCOP) a fost evaluatd de Comitetul de coordonare la nivel
de agentii privind validarea metodelor alternative (ICCVAM), in colaborare cu Centrul european pentru validarea
metodelor alternative (ECVAM) si Centrul Japonez pentru validarea metodelor alternative (JaCVAM) in anii 2006 si
2010 (1) (2). in cadrul primei evaludri, metoda de testare BCOP a fost evaluatd pentru utilitatea acesteia la identi-
ficarea substantelor chimice (substante si amestecuri) care provoacd leziuni oculare grave (1). In cadrul celei de
a doua evaludri, metoda de testare BCOP a fost evaluati pentru utilitatea acesteia la identificarea substantelor
chimice (substante si amestecuri) care nu sunt clasificate in ceea ce priveste iritarea oculard sau lezarea oculard
gravd (2). Baza de date de validare BCOP a fost constituitd din 113 substante si 100 de amestecuri in total (2) (3).
In urma acestor evaludri §i a revizuirii lor inter pares s-a concluzionat faptul cd metoda de testare poate identifica
in mod corect substantele chimice (atit substante, cit i amestecuri) care provoacd lezarea oculard gravi (categoria
1), precum si substantele care nu necesitd clasificare pentru iritatia oculard sau lezarea oculard gravi, astfel cum
este definit de Sistemul global armonizat de clasificare si etichetare a substantelor chimice (GHS) al Organizatiei
Natiunilor Unite (ONU) (4) si de Regulamentul (CE) nr. 1272/2008 privind clasificarea, etichetarea si ambalarea
substantelor si a amestecurilor (CLP) (') si, prin urmare, a fost declarati valabild din punct de vedere stiintific
pentru ambele scopuri. Lezarea oculard gravi reprezintd producerea de leziuni tisulare la ochi sau deteriorarea
fizicd gravd a vederii, In urma aplicdrii unei substante chimice de testat pe suprafata anterioard a ochiului, care nu
este complet reversibild intr-un interval de 21 de zile de la aplicare. Substantele chimice de testat care provoacd
leziuni oculare grave sunt clasificate in categoria 1 din GHS al ONU. Substantele chimice care nu sunt clasificate in
ceea ce priveste iritatia oculard sau lezarea oculard gravd sunt definite ca fiind cele care nu indeplinesc cerintele
pentru clasificarea in categoria 1 sau 2 (2A sau 2B) din GHS al ONU, si anume, cele mentionate in ,nicio
categorie” din GHS al ONU. Prezenta metodd de testare include utilizarea si limitele recomandate pentru metoda de
testare BCOP pe baza evaludrilor acesteia. Principalele diferente dintre versiunea originald din anul 2009 si
versiunea actualizatd din anul 2013 ale Orientdrii OCDE privind testarea includ, dar nu sunt limitate la: utilizarea
metodei de testare BCOP pentru a identifica substantele chimice care nu necesitd clasificare conform GHS al ONU
(punctele 2 si 7); clasificirile aplicabilitatii metodei de testare BCOP la testarea alcoolilor, cetonelor si substantelor
solide (punctele 6 si 7) si a substantelor si a amestecurilor (punctul 8); clasificdri ale modalitdtilor de testare
a substantelor tensioactive sau a amestecurilor care contin surfactanti (punctul 28); actualizdri si clarificiri cu
privire la martorii pozitivi (punctele 39 si 40); o actualizare a criteriilor de decizie ale metodei de testare BCOP
(punctul 47); o actualizare a criteriilor de acceptare a studiului (punctul 48); o actualizare a elementelor raportului
de testare (punctul 49); o actualizarea a apendicelui 1 cu privire la definitii; addugarea apendicelui 2 pentru
capacitatea predictivd a metodei de testare BCOP in diferite sisteme de clasificare; o actualizarea a apendicelui 3 cu
privire la lista substantelor chimice de verificare; si o actualizare a apendicelui 4 cu privire la suportul cornean
BCOP (punctul 1) si opacimetru (punctele 2 si 3).

(") Regulamentul (CE) nr. 1272/2008 al Parlamentului European si al Consiliului din 16 decembrie 2008 privind clasificarea, etichetarea si
ambalarea substantelor si a amestecurilor, de modificare si de abrogare a Directivelor 67/548/CEE si 1999/45/CE, precum si de
modificare a Regulamentului (CE) nr. 1907/2006,JO L 353, 31.12.2008, p. 1.
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In prezent, este general acceptat faptul c, in viitorul apropiat, niciun test in vitro de iritatie oculard nu va putea
inlocui testul ocular in vivo Draize pentru efectuarea de predictii in cadrul intregii game de iritatii pentru diferite
clase de substante chimice. Cu toate acestea, combinatii strategice de mai multe metode de testare alternative in
cadrul unei strategii de testare (secventiale) ar putea inlocui testul ocular Draize (5). Abordarea descendentd (5) este
conceputd pentru a fi utilizatd in cazul in care, pe baza informatiilor existente, se preconizeazd ci o substantd
chimicd are potential iritant ridicat, in timp ce abordarea ascendentd (5) este conceputd pentru a fi utilizatd in cazul
in care, pe baza informatiilor existente, se preconizeazd ci o substantd chimici nu cauzeazi iritatie oculard
suficientd pentru a necesita o clasificare. Metoda de testare BCOP este o metodd de testare in vitro care poate fi
utilizatd, in anumite circumstante si cu limitdri specifice, pentru clasificarea pericolelor la nivel ocular si pentru
etichetarea substantelor chimice. Cu toate cd nu este consideratd valabild ca metodi de testare de sine stdtitoare de
substituire a testului in vivo pe ochi de iepure, metoda de testare BCOP este recomandati ca o etapd initiald in
cadrul unei strategii de testare precum abordarea descendentd propusd de citre Scott et al.(5) pentru a identifica
substantele chimice care provoacd lezarea oculard gravd, si anume substantele chimice care urmeazd si fie
clasificate in categoria 1 din GHS al ONU fiard testare suplimentard (4). Metoda de testare BCOP este recomandatd,
de asemenea, pentru a identifica substantele chimice care nu necesita clasificare in ceea ce priveste iritatia oculard
sau lezarea oculard gravd, astfel cum este definit de GHS al ONU (,nicio categorie” din GHS al ONU) (4) in cadrul
unei strategii de testare precum abordarea ascendentd (5). Cu toate acestea, o substantd chimicd care nu se
preconizeazd si cauzeze lezare oculard gravd sau care nu este clasificatd pentru iritatie oculard/lezare oculard gravd
prin metoda de testare BCOP ar necesita teste suplimentare (in vitro sifsau in vivo) pentru a se stabili o clasificare
definitiva.

Scopul acestei metode de testare este de a descrie procedurile utilizate pentru a evalua potentialul pericolelor la
nivel ocular al unei substante chimice de testat, madsurat prin capacitatea acesteia de a provoca opacitate sau
permeabilitate crescutd a unei cornee izolate de bovind. Efectele toxice la nivelul corneei sunt masurate prin: (i)
sciderea transmisiei luminii (opacitate) si (i) cresterea patrunderii colorantului fluoresceind sodicd (permeabilitate).
Evaluarea opacitdtii si permeabilitdtii corneei dupd expunerea la o substantd chimicd de testat se combind pentru
a deduce un scor privind iritarea in vitro (IVIS) care se utilizeazd pentru clasificarea nivelului de iritabilitate
a substantei chimice de testat.

Definitiile sunt previzute in apendicele 1.

CONSIDERATII INITIALE SI LIMITARI

Aceastd metodd de testare are la bazd protocolul metodei de testare BCOP al ICCVAM (6) (7) care a fost dezvoltat
initial din informatii obtinute din protocolul Institutului pentru stiinte in vitro- IIVS) si Protocolul 124 al INVITTOX
(8). Acestea din urmd reprezintd protocolul utilizat pentru studiul de prevalidare sponsorizat de Comunitatea
Europeand si efectuat in perioada 1997-1998. Cele doud protocoale se bazeazd pe metoda de testare BCOP
raportatd pentru prima datd de citre Gautheron et al.(9).

Metoda de testare BCOP poate fi utilizatd pentru a identifica substantele chimice care provoca leziuni oculare grave,
astfel cum sunt definite de GHS al ONU, si anume substantele chimice clasificate in categoria 1 din GHS al ONU
(4). Atunci cind este utilizatd in acest scop, metoda de testare BCOP are o precizie generald de 79 % (150/191),
o ratd de rezultate fals pozitive de 25 % (32/126) si o ratd de rezultate fals negative de 14 % (9/65) in comparatie
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cu datele privind metoda de testare in vivo pe ochi de iepure clasificate conform sistemului de clasificare GHS al
ONU (3) (a se vedea apendicele 2 tabelul 1). Atunci cind substantele chimice de testat din cadrul anumitor clase de
substante chimice (si anume, alcooli, cetone) sau fizice (si anume, substante solide) sunt excluse din baza de date,
metoda de testare BCOP are o precizie generald de 85 % (111/131), o ratd de rezultate fals pozitive de 20 %
(16/81) si o ratd de rezultate fals negative de 8 % (4/50) in ceea ce priveste sistemul de clasificare GHS al ONU (3).
Eventualele deficiente ale metodei de testare BCOP atunci cand este utilizatd pentru a identifica substante chimice
care provoca leziuni oculare grave (categoria 1 din GHS al ONU) se datoreazd ratei ridicate de rezultate fals
pozitive pentru alcooli si cetone si ratei ridicate de rezultate fals negative pentru substantele solide observate in
baza de date de validare (1) (2) (3). Cu toate acestea, avand in vedere faptul ci nu toti alcoolii si cetonele sunt
supraestimati prin metoda de testare BCOP si unii sunt corect preconizati drept categoria 1 din GHS al ONU,
aceste doud grupe functionale organice nu sunt considerate a fi in afara domeniului de aplicabilitate a metodei de
testare. Revine utilizatorului acestei metode de testare sd decidd dacd o posibild supraestimare a unui alcool sau
a unei cetone poate fi acceptatd sau este necesard efectuarea de teste suplimentare intr-o abordare pe baza fortei
probante. In ceea ce priveste ratele de rezultate fals negative pentru substantele solide, se remarci faptul ci
substantele solide pot conduce la conditii de expunere variabile si extreme in testul Draize de iritatie oculard in vivo,
care pot rezulta in predictii irelevante ale adevdratului lor potential iritant (10). De asemenea, se remarci faptul cd
niciunul dintre rezultatele fals negative identificate in baza de date de validare ICCVAM (2) (3), in contextul identi-
ficdrii substantelor chimice care provoaci lezarea oculard gravi (categoria 1 din GHS al ONU), nu au condus la
o valoare a IVIS < 3, care este criteriul utilizat pentru a identifica o substantd chimicd de testat ca incadrandu-se in
,nicio categorie” din GHS al ONU. In plus, rezultatele fals negative ale BCOP nu sunt critice in acest context, avand
in vedere faptul cd toate substantele chimice care produc o valoare 3< IVIS< 55 ar fi testate ulterior in cadrul altor
teste in vitro validate in mod corespunzitor sau, ca o ultimd optiune, la iepuri, in functie de cerintele de
reglementare, cu ajutorul unei strategii de testare secventiale cu o abordare pe baza fortei probante. Avand in
vedere faptul ¢ unele substante chimice solide sunt corect estimate prin metoda de testare BCOP in categoria 1 din
GHS al ONU, aceastd stare fizicd nu este consideratd, de asemenea, a fi incadratd in afara domeniului de aplicabi-
litate a metodei de testare. Inspectorii ar putea avea in vedere utilizarea acestei metode de testare pentru toate
tipurile de substante chimice, prin care o valoare a IVIS = 55 se acceptd ca indicator al unui rispuns care provocad
lezarea oculard gravi ce trebuie clasificatd in categoria 1 din GHS al ONU fird testdri suplimentare. Cu toate
acestea, astfel cum s-a mentionat deja, rezultatele pozitive obtinute cu ajutorul alcoolilor sau cetonelor se
interpreteazd cu prudentd avind in vedere potentialul de supraestimare.

Metoda de testare BCOP pot fi utilizatd, de asemenea, pentru a identifica substante chimice care nu necesitd
clasificare pentru iritatia oculard sau lezarea oculard gravd in temeiul sistemului de clasificare GHS al ONU (4).
Atunci cand este utilizatd in acest scop, metoda de testare BCOP are o precizie generald de 69 % (135/196), o ratd
de rezultate fals pozitive de 69 % (61/89) si o ratd de rezultate fals negative de 0 % (0/107) in comparatie cu datele
privind metoda de testare in vivo pe ochi de iepure clasificate conform sistemului de clasificare GHS al ONU (3)
(a se vedea apendicele 2 tabelul 2). Rata de rezultate fals pozitive obtinuta [substantele chimice din ,nicio categorie”
a GHS al ONU care produc o valoare a IVIS >3 in vivo, a se vedea punctul 47) este in mod considerabil ridicatd, dar
nu criticd in acest context, avand in vedere faptul ci toate substantele chimice care produc o valoare 3< IVIS< 55
ar fi testate ulterior in cadrul altor teste in vitro validate in mod corespunzitor sau ca o ultimi optiune, pe iepuri, in
functie de cerintele de reglementare, cu ajutorul unei strategii de testare secventiale cu o abordare pe baza fortei
probante a datelor. Metoda de testare nu prezintd deficiente specifice in ceea ce priveste testarea alcoolilor,
cetonelor si substantelor solide atunci cind scopul este identificarea substantelor chimice care nu necesitd
clasificare pentru iritatia oculard sau lezarea oculard gravi (,nicio categorie” a GHS al ONU) (3). Inspectorii ar putea
avea in vedere utilizarea acestei metode de testare pentru toate tipurile de substante chimice, prin care un rezultat
negativ (IVIS < 3) se acceptd drept indicator al faptului cd nu este necesard clasificarea (,nicio categorie” a GHS al
ONU). Intrucat metoda de testare BCOP nu poate identifica in mod corect decat 31 % din substantele chimice care
nu necesitd clasificare pentru iritatia oculard sau lezarea oculard gravd, aceastd metodd de testare nu trebuie si fie
consideratd prima optiune pentru a initia o abordare ascendentd (5) in cazul in care sunt disponibile alte metode in
vitro validate si acceptate cu acelasi grad ridicat de sensibilitate, dar un grad mai ridicat de specificitate.

Baza de date de validare BCOP a fost constituitd din 113 substante si 100 de amestecuri in total (2) (3). Metoda de
testare BCOP este consideratd, prin urmare, ca fiind aplicabild pentru testarea att a substantelor, cit si a ameste-
curilor.
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Metoda de testare BCOP nu este recomandati pentru identificarea substantelor chimice de testat care sunt
clasificate drept iritante la nivel ocular (categoria 2 din GHS al ONU sau categoria 2A) sau substantele chimice de
testat care sunt clasificate drept usor iritante la nivel ocular (categoria 2B din GHS al ONU), avind in vedere
numdrul considerabil de substante chimice din categoria 1 din GHS al ONU clasificate insuficient drept categoria 2,
2A sau 2B si substante chimice din categoria ,nicio categorie” din GHS al ONU clasificate excesiv drept categoria 2,
2A sau 2B din GHS al ONU (2) (3). In acest scop, ar putea fi necesare teste suplimentare utilizand o altd metoda
adecvata.

Toate procedurile care utilizeazd ochi si cornee de bovine trebuie sd respecte reglementirile si procedurile aplicabile
ale instalatiei de testare cu privire la manipularea materialelor de origine animald, care includ tesuturile si fluidele
tisulare, fird a se limita la acestea. Se recomandd misurile de precautie universale aplicabile in laboratoare (11).

Cu toate cd metoda de testare BCOP nu ia in considerare leziunile conjunctivale si iridiane, aceasta abordeazi
efectele asupra corneei, care sunt principalul motor de clasificare in vivo atunci cind se ia in considerare clasificarea
GHS al ONU. Reversibilitatea leziunilor corneene nu poate fi evaluatd in mod separat prin metoda de testare BCOP.
Pe baza studiilor pe ochi de iepure, s-a propus posibila utilizare a unei evaludri a adancimii initiale a leziunii
corneene pentru a identifica unele tipuri de efecte ireversibile (12). Cu toate acestea, sunt necesare cunostinte
stiintifice suplimentare pentru a intelege modul in care se produc efectele ireversibile care nu sunt legate de
leziunea initiald de nivel ridicat. In sfarsit, metoda de testare BCOP nu permite evaluarea toxicititii sistemice
potentiale asociate expunerii oculare.

Aceastd metoda de testare va fi actualizatd periodic, pe mdsurd ce se iau in considerare noi informatii si date. De
exemplu, histopatologia ar putea fi utild atunci cind este necesard o caracterizare mai cuprinzitoare a leziunilor
corneene. Astfel cum este subliniat in documentul de orientare nr. 160 al OCDE (13), utilizatorii sunt incurajati si
pastreze corneele i sd pregiteascd specimenele histopatologice care pot fi utilizate pentru a dezvolta o bazi de date
si criterii de decizie care pot imbundtiti in continuare acuratetea acestei metode de testare.

Orice laborator care utilizeazd pentru prima datd aceasti metodd de testare trebuie si utilizeze substantele chimice
de verificare previzute in apendicele 3. Un laborator poate utiliza respectivele substante chimice pentru a-si
demonstra performantele tehnice in ceea ce priveste aplicarea metodei de testare BCOP, inainte de trimiterea datelor
metodei de testare BCOP in scopul clasificarii reglementare a pericolelor.

PRINCIPIUL TESTULUI

Metoda de testare BCOP este un model organotipic care permite mentinerea pe termen scurt a functiilor fiziologice
si biochimice normale ale corneei bovine in vitro. In cadrul acestei metode de testare, leziunea provocatd de
substanta chimicd de testat este evaluatd prin mdsuritorile cantitative ale modificirilor opacititii si permeabilitatii
corneene cu ajutorul unui opacimetru si, respectiv, al unui spectrofotometru in lumind vizibili. Ambele masuritori
sunt utilizate pentru a calcula un IVIS, care este utilizat pentru a desemna o categorie de clasificare a pericolelor in
vitro pentru anticiparea potentialului iritant la nivel ocular in vivo al unei substante chimice de testat (a se vedea
criteriile de decizie la punctul 48).

Metoda de testare BCOP utilizeazd cornee izolate de la ochii bovinelor proaspit sacrificate. Opacitatea corneand
este determinati cantitativ prin mdsurarea transmisiei luminii prin cornee. Permeabilitatea este determinatd
cantitativ prin masurarea cantitdtii de colorant fluoresceind sodicd care stribate intreaga grosime a corneei, detectat
in centrul camerei posterioare. Substantele chimice de test sunt aplicate la nivelul suprafetei epiteliale a corneei prin
addugare in camera anterioard a suportului cornean. Apendicele 4 prezintd o descriere si o diagramd a unui suport
cornean utilizat in metoda de testare BCOP. Suporturile corneene pot fi obtinute comercial, din diferite surse sau
pot fi confectionate.
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Sursa si virsta ochilor bovini si selectarea speciilor de animale

Bovinele trimise la abator sunt sacrificate in mod obisnuit pentru consumul uman sau in alte scopuri comerciale.
Numai animalele sindtoase, considerate corespunzitoare pentru alimentatia umand, sunt utilizate ca sursd de
cornee pentru metoda de testare BCOP. Deoarece bovinele au o greutate care variazd in limite largi in functie de
rasd, varstd i sex, nu existd o greutate recomandatd pentru animale in momentul sacrificarii.

Utilizarea ochilor de la animale de varste diferite poate conduce la variatii ale dimensiunilor corneene. Corneele cu
un diametru orizontal > 30,5 mm si valori ale grosimii corneene centrale (CCT) >1100 pm sunt obtinute, in
general, de la bovine cu vérsta de peste opt ani, in timp ce corneele cu diametrul orizontal < 28,5 mm si
CCT < 900 pm sunt obtinute, in general, de la bovine cu varsta sub cinci ani (14). Din aceastd cauzd, nu se
utilizeazi de reguld ochi de la animale cu varsta de peste 60 de luni. In mod obisnuit, nu au fost utilizati ochi de la
bovine cu varsta sub 12 luni deoarece acestea sunt in crestere, iar grosimea si diametrul corneei sunt in mod
considerabil mai mici decat cele raportate pentru ochii proveniti de la bovine mature. Cu toate acestea, utilizarea
corneelor de la animale tinere (si anume, cele cu varsta cuprinsi intre 6 si 12 luni) este permisd deoarece aceasta
prezintd o serie de avantaje precum disponibilitatea sporitd, un interval de vérstd mai limitat si riscuri diminuate in
ceea ce priveste expunerea potentiald a lucrdtorilor la encefalopatia bovind spongiformd (15). Avand in vedere
faptul cd evaluarea suplimentard a efectului dimensiunii sau grosimii corneei asupra sensibilititii la substante
chimice corozive sau iritante ar fi utild, utilizatorii sunt incurajati si raporteze varsta estimativd si/sau greutatea
animalelor de la care provin corneele utilizate intr-un studiu.

Colectarea si transportul ochilor la laborator

Ochii se colecteazd de citre angajatii abatorului. Pentru a reduce la minim lezarea mecanicd sau de altd naturd
a ochilor, acestia se enucleazd cit mai curdnd posibil dupd sacrificare si se pastreazi la rece imediat dupd enucleere
si in timpul transportului. Pentru a preveni expunerea ochilor la substante chimice cu potential iritant, angajatii
abatorului nu trebuie si utilizeze detergenti la spalarea capului animalului.

Ochii se imerseazd complet in solutie salini echilibratd Hanks rece (HBSS), intr-un recipient cu dimensiuni adecvate
si se transportd la laborator intr-un mod care sd reducd la minim deteriorarea sijsau contaminarea bacteriand.
Intrucat ochii sunt colectati in timpul procesului de sacrificare, acestia ar putea fi expusi la singe sau la alte
substante biologice, inclusiv bacterii i alte microorganisme. Prin urmare, este important sd se asigure reducerea la
minim a riscului de contaminare [de exemplu, prin pistrarea in gheatd a recipientului care contine ochii si prin
addugarea de antibiotice la HBSS utilizatd la péstrarea ochilor in timpul transportului (de exemplu, penicilind in
concentratie de 100 Ul/ml si streptomicind, 100 pg/ml)].

Perioada de timp dintre colectarea ochilor si utilizarea corneelor in metoda de testare BCOP se reduce la minim (in
mod normal, acestea se colecteazd si se utilizeazd in aceeasi zi) si trebuie si se demonstreze cd aceasta nu
compromite rezultatele testdrii. Rezultatele au la bazd criteriile de selectie a ochilor, precum si rdspunsurile
probelor martor pozitive §i negative. Toti ochii utilizati pentru testare trebuie sd provind din acelasi grup de ochi
colectati Intr-o anumita zi.

Criteriile de selectie a ochilor utilizati in metoda de testare BCOP

Ochii, odatd ajunsi la laborator, se examineazd cu atentie pentru defecte, inclusiv opacitate crescutd, zgarieturi si
neovascularizare. Numai corneele care provin de la ochi lipsiti de asemenea defecte urmeazi s fie utilizate.

De asemenea, calitatea fiecdrei cornee este evaluatd in etape ulterioare ale analizei. Corneele care au o capacitate
mai mare de sapte unitdti de opacitate sau echivalentd pentru opacimetru si suporturile corneene, utilizate dupa
o perioadd de echilibrare initiali de o ori, se indepirteazi (NOTA: opacimetrul se calibreazd cu standarde de
opacitate care sunt utilizate pentru stabilirea unitdtilor de opacitate, a se vedea apendicele 4).
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Fiecare grup de tratament (substantd chimic de testat, martori pozitivi si negativi testati in paralel) constd in minim
trei ochi. In metoda de testare BCOP se utilizeazd trei cornee in calitate de cornee martor negativ. Avand in vedere
faptul cd toate corneele se excizeazd din globul integral si se monteazd in camerele corneene, existd posibilitatea
producerii de artefacte din cauza manipuldrii in ceea ce priveste valorile opacititii corneene individuale si ale
permeabilititii (inclusiv martorul negativ). In plus, valorile opacititii si permeabilititii pentru corneele martor
negative sunt utilizate pentru a corecta valorile permeabilitdtii si opacitdtii corneene ale substantei chimice de testat
tratate §i cele ale martorului pozitiv tratat in calculele IVIS.

PROCEDURA

Pregitirea ochilor

Corneele fird defecte sunt disecate cu mentinerea unei margini de 2 pand la 3 mm de scleroticd pentru a contribui
la manipularea ulterioard, ludndu-se precautii pentru a preveni lezarea epiteliului si a endoteliului corneei. Corneele
izolate sunt montate in suporturi corneene special proiectate care sunt compuse din compartimente anterioare si
posterioare strans legate de partea epiteliald si, respectiv, de partea endoteliald a corneei. Ambele camere sunt
umplute cu un exces de mediu Eagle esential minimal (EMEM) fird rosu fenol, preincilzit (mai intdi camera
posterioard), asigurandu-se ¢ nu se formeaza bule. Dispozitivul este apoi echilibrat la 32 £ 1 °C timp de cel putin
o ord, pentru a permite corneelor si se echilibreze cu mediul §i, in masura in care este posibil, si desfisoare
o activitate metabolicd normald (temperatura aproximativa a suprafetei corneene in vivo este de 32 °C).

Dupd perioada de echilibrare, in ambele camere se adaugi EMEM fird rosu fenol proaspit preincilzit si se
efectueazd citirile nivelului de bazd pentru opacitatea fiecdrei cornee. Toate corneele care prezintd leziuni tisulare
macroscopice (de exemplu, zgarieturi, pigmentare, neovascularizare) sau o opacitate mai mare decit sapte unitati
de opacitate sau echivalentd pentru opacimetru si suporturile cornene se indepirteazd. Se selecteazd cel putin trei
cornee drept cornee martor negativ (sau solvent). Corneele rimase sunt distribuite apoi in grupuri de tratament si
grupuri martor pozitiv.

Deoarece cildura specificd a apei este mai mare decat cea a aerului, apa asigurd conditii de temperaturd pentru
incubatie mai stabile. Prin urmare, se recomandi utilizarea unei bai de apd pentru mentinerea suportului cornean si
a continutului acestuia la temperatura de 32 + 1 °C. Cu toate acestea, se pot utiliza, de asemenea, incubatoare cu
aer, daci se iau precautii pentru mentinerea stabilitatii temperaturii (de exemplu, prin preincilzirea suporturilor si
a mediilor).

Aplicarea substantei chimice de testat

Se utilizeazd doud protocoale de tratament diferite, unul pentru substantele lichide si surfactanti (solizi sau lichizi)
si altul pentru substante solide nesurfactante.

Substantele lichide sunt testate in stare nediluati. in mod normal, substantele semisolide, cremele si cerurile sunt
testate in acelasi mod ca si substantele lichide. Substantele surfactante pure sunt testate la o concentratie de 10 % g/
v intr-o solutie de 0,9 % clorurd de sodiu, in apd distilatd sau intr-un alt solvent pentru care existd dovezi cd este
lipsit de efecte adverse asupra sistemului testat. Pentru utilizarea de concentratii de dilutie alternative este necesard
furnizarea unei justificiri adecvate. Amestecurile care contin surfactanti se pot testa nediluate sau diluate la
o concentratie corespunzitoare, in functie de scenariul de expunere in vivo corespunzitor. Pentru concentratia
testatd este necesard o justificare adecvatd. Corneele se expun la substantele lichide si la surfactanti timp de
10 minute. Utilizarea altor durate de expunere trebuie insotitd de o justificare stiintificd adecvatd. A se vedea
apendicele 1 pentru o definitie a surfactantului si a amestecului care contine surfactant.

In mod normal, substantele solide nesurfactante sunt testate sub forma de solutii sau suspensii cu o concentratie de
20 % gfv intr-o solutie de 0,9 % clorurd de sodiu, in apd distilatd sau intr-un alt solvent pentru care existd dovezi
cd este lipsit de efecte adverse asupra sistemului testat. in anumite circumstante si cu o justificare stiintificd
adecvatd, substantele solide pot fi testate, de asemenea, in stare purd prin aplicarea directd pe suprafata corneand,
utilizind metoda camerei deschise (a se vedea punctul 32). Corneele sunt expuse la substantele solide timp de patru
ore, dar, la fel precum in cazul lichidelor sau al surfactantilor, se pot utiliza durate de expunere alternative, cu
o argumentare stiintifici corespunzitoare.
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In functie de natura fizici si de caracteristicile chimice (de exemplu, substante solide, lichide, vascoase, comparativ
cu lichide nevéscoase) ale substantei chimice de testat, se pot utiliza diferite metode de tratament. Factorul critic
este sd se asigure cd substanta chimicd de testat acoperd in mod adecvat suprafata epiteliald si ci aceasta este
indepdrtatd in mod corespunzitor in timpul etapelor de spilare. in mod normal, pentru substantele chimice de
testat in stare lichidd nevascoase sau usor vascoase se utilizeazd o metodad cu camera inchisd, iar pentru substantele
chimice de testat in stare lichidd semivascoase si viscoase, precum si pentru substantele solide pure se utilizeazd
o metodd cu camera deschisa.

In cazul metodei cu camera inchisd, prin orificiile de dozare de pe suprafata superioard a camerei se introduce in
camera anterioard suficientd substantd chimici de testat (750 pl) pentru a acoperi portiunea epiteliald a corneei, iar
orificiile sunt sigilate ulterior cu ajutorul dopurilor camerei in timpul expunerii. Este important sd se asigure
expunerea fiecdrei cornee la o substantd chimici de testat pentru o perioadi de timp adecvati.

In cazul metodei cu camera deschisi, inelul de fixare a ferestrei si fereastra de sticli din camera anterioard sunt
indepartate inainte de tratament. Substanta martor sau substanta chimicd de testat (750 pl sau substantd de testat
in cantitate suficientd pentru a acoperi complet corneea) se aplicd direct pe suprafata epiteliald a corneei cu ajutorul
unei micropipete. In cazul in care o substantd chimicd de testat este dificil de pipetat, aceasta poate fi incircati sub
presiune intr-o pipetd care functioneaza pe principiul dezlocuirii pozitive pentru a asista dozarea. Varful unei astfel
de pipete este introdus in varful de distribuire al seringii astfel incat materialul sd poatd fi incircat sub presiune in
varful de dezlocuire. In mod simultan, pistonul seringii este eliberat pe mdsurd ce este tras in sus. In cazul in care
la nivelul varfului pipetei apar bule de aer, substanta chimicd de testat este indepartatd (expulzatd) si procesul se
repetd pand cind varful se umple fird a exista bule de aer. Dacid este necesar, se poate utiliza o seringd normald
(fard ac), intrucdt aceasta permite masurarea unui volum precis de substantd chimicd de testat si o aplicare mai
usoard la nivelul suprafetei epiteliale a corneei. Dupd dozare, fereastra de sticli este inlocuitd la nivelul camerei
anterioare pentru a recrea un sistem inchis.

Incubarea post-expunere

Dupd perioada de expunere, se indeparteazd din camera anterioard substanta chimicd de testat, substanta chimica
martor negativ sau substanta chimicd martor pozitiv, iar epiteliul se spald de cel putin trei ori (sau pana cand nu se
mai constatd vizual prezenta substantei chimice de testat) cu EMEM (care contine rosu fenol). Pentru spailare se
utilizeazd un mediu care contine rosu fenol deoarece schimbarea de culoare a acestui indicator poate fi
monitorizatd pentru determinarea eficientei spaldrii substantelor de testare acide sau alcaline. Corneele se spald de
mai mult de trei ori daci rosul fenol este in continuare decolorat (galben sau purpuriu) sau dacd substanta chimica
de testat este in continuare vizibild. Dupi ce mediul nu mai contine substantd chimici de testat, corneele se spald
pentru ultima datd cu EMEM (fird rosu fenol). EMEM (fird rosu fenol) se utilizeazd pentru spdlarea finald pentru
a se asigura indepdrtarea substantei rosu fenol din camera anterioard inainte de mdsurarea opacititii. Camera
anterioard se reumple apoi cu EMEM fard rosu fenol.

In cazul lichidelor sau al surfactantilor, dupd spilare, corneele se incubeazd pentru o perioadd suplimentard de
doud ore la 32 £ 1 °C. Un interval post-expunere mai lung poate fi util in anumite circumstante si necesitatea
acestuia va fi examinatd de la caz la caz. Corneele tratate cu substante solide se spald amanuntit dupi o perioada de
expunere de patru ore, fard a fi necesard o incubatie suplimentara.

Opacitatea §i permeabilitatea fiecirei cornee se inregistreazd la sfarsitul perioadei de incubare post-expunere, in
cazul substantelor lichide si al surfactantilor si la sfarsitul unei perioade de expunere de patru ore in cazul
substantelor solide nesurfactante. De asemenea, fiecare cornee se examineazd vizual, inregistrindu-se observatiile
pertinente (de exemplu, exfolierea tesuturilor, reziduuri de substantd chimici de testat, tipare de opacifiere
neuniformd). Observatiile respective pot fi importante deoarece acestea se pot reflecta in variatii ale citirilor
opacimetrului.

Substante chimice martor

In fiecare experiment se includ martori negativi sau grupuri martor solvent/vehicul si martori pozitivi testati in
paralel.
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Atunci cand se testeazd o substantd lichidd cu puritate de 100 %, in metoda de testare BCOP se include un martor
negativ testat in paralel (de exemplu, solutie de clorurd de sodiu 0,9 % sau api distilatd) pentru a putea detecta
modificirile nespecifice din sistemul testat si pentru a furniza un nivel de bazd pentru criteriile finale ale testirii. In
plus, aceastd metodd garanteazd faptul ci nu va apdrea o reactie de iritatie din cauza conditiilor de analizd
neadecvate.

Atunci cand se testeazd o substanti lichida diluatd, un surfactant, sau o substanti solidd, in metoda de testare BCOP
se include un grup martor solvent/vehicul pentru a putea detecta modificirile nespecifice din sistemul testat si
pentru a furniza un nivel de bazd pentru punctele finale ale analizei. Se poate utiliza numai un solvent/vehicul
pentru care nu existd dovezi cd are efecte adverse asupra sistemului testat.

O substantd chimicd cunoscutd pentru faptul ci provoacd o reactie pozitivd se introduce in fiecare experiment ca
martor pozitiv testat in paralel cu scopul de a verifica integritatea sistemului de testare si pentru desfisurarea
corespunzitoare a acestuia. Cu toate acestea, pentru a garanta faptul ci existd posibilitatea evaludrii variabilitatii in
timp a reactiei la martorul pozitiv, amploarea reactiei iritante nu trebuie s fie excesivi.

Exemple de martori pozitivi pentru substantele chimice de testat sunt etanol 100 % sau dimetilformamidd 100 %.
Solutia de imidazol 20 % g/v intr-o solutie de clorurd de sodiu 0,9 % reprezintd un exemplu de martor pozitiv
pentru substantele chimice de testat in stare solida.

Substantele chimice etalon sunt utile pentru evaluarea potentialului iritant la nivel ocular al substantelor chimice
necunoscute din cadrul unei anumite clase de substante sau de produse sau pentru evaluarea potentialului iritant
relativ al unei substante iritante la nivel ocular intr-un interval specific de reactii iritante.

Caracteristici masurate

Opacitatea se determind prin mdsurarea luminii transmise prin cornee. Opacitatea corneani este masurati
cantitativ cu ajutorul unui opacimetru, conducind la valori ale opacititii mdsurate pe o scard continud.

Permeabilitatea este determinatd prin mdsurarea cantitativd a colorantului cu fluoresceind sodica care stribate toate
straturile celulare corneene (si anume, epiteliul de pe suprafata exterioard a corneei prin endoteliul de pe suprafata
interioard a corneei). Un ml de solutie de fluoresceind sodicd (4 sau 5 mg/ml atunci cind se testeazd substante
lichide si surfactanti sau substante nesurfactante) se adaugd in camera anterioard a suportului cornean, care
interfereazd cu portiunea epiteliald a corneei, iar camera posterioard, care interfereazd cu porgiunea endoteliald
a corneei, este umplutd cu EMEM proaspit. Suportul este apoi incubat in pozitie orizontald timp de 90 + 5 min la
32 + 1 °C. Cantitatea de fluoresceind sodicd care pitrunde in camera posterioard este mdsuratd cantitativ cu
ajutorul unui spectrofotometru UV/VIS. Misuritorile spectrofotometrice efectuate la 490 nm sunt inregistrate sub
formd de valori ale densititii optice (DO490) sau ale absorbantei, care sunt mdsurate pe o scard continud. Valorile
permeabilititii fluoresceinei sunt determinate prin utilizarea valorilor DO, inregistrate de un spectrofotometru cu
lumind vizibild care foloseste valoarea standard de 1 cm a lungimii traiectoriei.

Ca o variantd alternativd, se poate utiliza un cititor de plici de microtitrare cu 96 de godeuri, cu conditia: (i) sd se
poatd stabili domeniul linear al cititorului de plici pentru determinarea valorilor DO490 a fluoresceinei; si (ii) sd se
utilizeze volumul corect de mostre de fluoresceind in placa cu 96 de godeuri pentru a se obtine valori ale DO,
echivalente cu valoarea standard de 1 cm a lungimii traiectoriei [acest aspect ar putea necesita un godeu umplut
complet (in mod obisnuit 360 pl)].

DATE SI RAPORTARE

Evaluarea datelor

Dupid corectarea valorilor opacititii si ale permeabilititii medii (DO,,,) pentru valorile opacitidtii de fundal si ale
permeabilititii martorului negativ DO,,,, valorile medii ale opacititii si ale permeabilititii DO,,, pentru fiecare
grup de tratament trebuie combinate intr-o formuld dedusd in mod empiric pentru a calcula un scor privind
iritarea in vitro (IVIS) pentru fiecare grup de tratament dupd cum urmeaza:

IVIS = valoarea opacititii medii + (15 x valoarea permeabilititii medii DO )
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Sina et al. (16) au raportat cd aceastd formuld a fost dedusi in urma unor studii interne si intre laboratoare. Datele
generate pentru o serie de 36 de compusi intr-un studiu realizat intre laboratoare au fost supuse unei analize
multivariante pentru a determina ecuatia cea mai potrivitd pentru datele in vivo si cele in vitro. Aceastd analiza a fost
efectuatd de cercetdtori de la doud companii diferite, care au obtinut ecuatii aproape identice.

Valorile opacitdtii si ale ermeabilitdtii se evalueazd, de asemenea, in mod independent pentru a determina, prin
utilizarea doar a uneia dintre cele doud caracteristici (a se vedea criteriile de decizie) dacd o substantd chimicad de
testat a provocat coroziune sau iritatie severd.

Criterii de decizie

Valorile limitd IVIS pentru identificarea substantelor chimice de testat care provoacd lezarea oculard gravi (categoria
1 din GHS al ONU) si substantele chimice de testat care nu necesitd clasificare pentru iritatia oculard sau lezarea
oculard gravd (,nicio categorie” din GHS al ONU) sunt prezentate in continuare:

IVIS GHS al ONU

IN
W

Nicio categorie

>3; <55 Nu se poate prevedea

>55 Categoria 1

Criterii de acceptare a studiului

Un test este considerat acceptabil in cazul in care pentru martorul pozitiv se obtine o valoare IVIS cuprinsd in
intervalul reprezentat de doud deviatii standard ale valorii medii actuale a martorilor testati anterior, care trebuie
actualizatd la fiecare trei luni sau de fiecare datd cand un test care poate fi acceptat este efectuat in laboratoare in
care testele sunt realizate rar (si anume, mai putin de o dati pe lund). Reactiile martorilor negativi sau cele ale
grupului martor solvent/vehicul trebuie sd conducd la valori ale opacititii si permeabilititii care sunt mai mici
decat limitele superioare stabilite pentru valorile opacittii si ale ermeabilititii fundalului pentru corneele de bovine
tratate cu martorii negativi sau cu grupurile martor solvent/vehicul respective. O singurd serie de testare compusd
din cel putin trei cornee este suficientd pentru o substantd chimicd de testat atunci cind clasificarea este fdrd
echivoc. Cu toate acestea, in cazul rezultatelor limitd in prima serie de testare, se ia in considerare (dar nu este
neapdrat necesard) o a doua serie de testare, precum si o a treia serie in cazul unor rezultate IVIS medii discordante
intre primele doud serii de testare. In acest context, un rezultat in prima serie de testare este considerat limitd in
cazul in care previziunile pe baza celor 3 cornee au fost neconcordante, astfel incat:

— 2 din cele 3 cornee au dat previziuni discordante din valoarea medie a tuturor celor 3 cornee SAU

— 1 din cele 3 cornee a dat o predictie discordantd din valoarea medie a tuturor celor 3 cornee $I rezultatul
discordant a fost >10 unititi IVIS din pragul limitd de 55.

— In cazul in care noua serie de testare coroboreazi previziunea din prima serie de testare (pe baza valorii medii
a IVIS), o decizie definitivd poate fi luati fird efectuarea de teste suplimentare. in cazul in care noua serie de
testare conduce la o previziune neconcordantd cu testarea initiald (pe baza valorii medii a IVIS), se efectueazd
0 a treia si ultimd serie de testare pentru a solutiona previziunile echivoce si pentru a clasifica substanta
chimicd de testat. Renuntarea la teste suplimentare pentru clasificare si etichetare este permis in cazul in care
oricare serie de testare are ca rezultat o predictie de categoria 1 din GHS al ONU.

Raport de testare

Raportul de testare trebuie si contind urmdtoarele informatii, dacd acestea prezintd relevantd pentru desfisurarea
studiului:

Substange chimice de testat si martor
— Denumire (denumiri) chimici(e), precum denumirea structurald utilizatd de citre Chemical Abstracts Service

(CAS), urmatd de alte denumiri, dacd se cunosc; numirul de inregistrare (Registry Number -RN) CAS, dacd se
cunoaste;
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— Puritatea si compozitia substantei chimice de testat/martor [in procent(e) de greutate], in mdsura in care aceastd
informatie este disponibil3;

— Proprietiti fizico-chimice precum starea fizica, volatilitatea, pH-ul, stabilitatea, clasa chimici, solubilitatea in apd
care sunt relevante pentru efectuarea studiului;

— Tratamentul substantelor chimice de testat/martor inainte de efectuarea testului, dupd caz (de exemplu,
incdlzire, micinare);

— Stabilitatea, dacd se cunoaste.

Informatii referitoare la sponsor si la instalagia de testare

— Numele si adresa sponsorului, ale instalatiei de testare si ale directorului de studiu.
Conditiile metodei de testare

— Opacimetrul utilizat (de exemplu, model si specificatii) si reglajele instrumentului;

— Informatii privind calibrarea pentru dispozitivele utilizate pentru masurarea opacititii si a permeabilitatii (de
exemplu, opacimetru si spectrofotometru) pentru a asigura liniaritatea masuritorilor;

— Tipul de suporturi corneene utilizate (de exemplu, modelul si specificatiile);
— Descrierea altor echipamente utilizate;

— Procedura utilizatd pentru a asigura integritatea (si anume, precizia si fiabilitatea) metodei de testare in timp (de
exemplu, testarea periodicd a substantelor chimice de verificare).

Criteriile pentru un test acceptabil

— Domenii acceptabile pentru martorii pozitivi si negativi testati in paralel pe baza datelor anterioare;
— Dupd caz, domenii pentru martorii etalon acceptabili testati in paralel pe baza datelor anterioare.
Colectarea si pregdtirea ochilor

— Identificarea sursei ochilor (si anume, unitatea unde au fost colectati);

— Diametrul corneei ca masurd de varstd a animalelor sursd si adecvarea pentru testare;

— Conditiile de depozitare si de transport ale ochilor (de exemplu, data si ora colectdrii ochilor, perioada de timp
pand la inceperea testdrii, mediile de transport si conditiile de temperaturd, toate antibioticele utilizate);

— Pregitirea §i montarea corneelor de bovine, inclusiv specificatii privind calitatea acestora, temperatura
suporturilor corneene si criteriile de selectie a corneelor utilizate pentru testare.

Procedura de testare
— Numdrul de duplicate utilizate;

— Identitatea martorilor pozitivi si negativi utilizati (dacad este cazul, de asemenea, a solventului si a martorilor
etalon);

— Concentratia (concentratiile) de substantd chimicd de testat, aplicare, timpul de expunere si timpul de incubare
post-expunere utilizate;

— Descrierea criteriilor de evaluare si de decizie utilizate;
— Descrierea criteriilor de acceptare a studiului utilizate;
— Descrierea oriciror modificiri ale procedurii de testare;

— Descrierea criteriilor de decizie utilizate.
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Rezultate

— Prezentarea sub form3 de tabel a rezultatelor obtinute cu fiecare proba testatd [de exemplu, valorile opacitatii si
ale DO490, precum si IVIS calculat pentru substanta chimicd de testat si pentru martorii pozitivi negativi si
etalon (dacd se includ), raportate sub forma de tabel, inclusiv datele din experimentele duplicat repetate, dupad
caz, si valorile medii * deviatia standard pentru fiecare experiment];

— Descrierea altor efecte observate;
— C(lasificarea GHS al ONU in vitro rezultatd, dacd este cazul.
Discutarea rezultatelor

Concluzie
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Apendicele 1

DEFINITII

Precizie: Gradul de apropiere dintre rezultatele metodei de testare si valorile de referintd acceptate. Aceasta
constituie una dintre caracteristicile de performantd ale metodei de testare si unul dintre aspectele ,relevantei”
acesteia. Termenul este adesea utilizat in paralel cu termenul ,concordantd” pentru a desemna proportia de
rezultate corecte ale unei metode de testare.

Substanti chimicd etalon: O substantd utilizatd chimicd in calitate de standard pentru comparatia cu o substantd
chimici de testat. O substantd chimica etalon trebuie s aibd urmitoarele proprietati: (i) sursd (surse) compatibild(e)
si sigurd(e); (ii) asemdndri structurale si functionale cu clasa de substante chimice testatd; (iii) caracteristici fizico-
chimice cunoscute; (iv) date justificative privind efecte cunoscute si (v) influentd cunoscutd in intervalul de rdspuns
dorit.

Abordarea ascendentd: Abordare pe etape utilizatd pentru o substantd chimicd susceptibild de a nu necesita
clasificare pentru iritatia oculard sau lezarea oculard gravd, care incepe cu determinarea substantelor chimice care
nu necesitd clasificare (rezultat negativ) din alte substante chimice (rezultat pozitiv).

Substantid chimicd: O substanfd sau un amestec.

Cornee: Regiunea transparentd a pdrtii anterioare a globului ocular care acoperd irisul si pupila i care permite
luminii sd patrundd in interior.

Opacitate corneand: Masurarea gradului de opacitate a corneei dupi expunerea la o substantd chimici de testat.
Opacitatea corneand crescutd este un indicator al unei leziuni a corneei. Opacitatea poate fi evaluatd in mod
subiectiv, astfel cum se procedeazd in cazul testului Draize pe ochi de iepure, sau in mod obiectiv, cu ajutorul unui
instrument cum este ,opacimetrul”.

Permeabilitatea corneand: Misurarea cantitativd a lezdrii epiteliului cornean printr-o determinare a cantititii de
colorant fluoresceind sodici care stribate toate straturile celulare ale corneei.

Iritatie oculard: Producerea de modificiri la nivel ocular in urma aplicdrii unei substante chimice de testat pe
suprafata anterioard a ochiului, care sunt complet reversibile in termen de 21 de zile de la aplicare. Termen utilizat
in paralel cu ,efecte reversibile asupra ochiului” §i ,categoria 2 din GHS al ONU” (4).

Ratd de rezultate fals negative: Proportia tuturor substantelor chimice pozitive identificate in mod fals de
o metoda de testare ca fiind negative. Acesta este unul dintre indicatorii de performantd ai metodei de testare.

Rati de rezultate fals pozitive: Proportia tuturor substantelor chimice negative identificate in mod fals printr-o
metodd de testare ca fiind pozitive. Acesta este unul dintre indicatorii de performanta ai metodei de testare.

Pericol: Proprietate intrinseci a unui agent sau a unei situatii care are potentialul de a produce efecte adverse
atunci cind un organism, un sistem sau o (sub)populatie este expusd la agentul respectiv.

Scor privind iritarea in vitro (IVIS): O formuld dedusd in mod empiric utilizatd in metoda de testare BCOP in
care valorile opacitatii medii i cele ale permeabilititii medii pentru fiecare grup de tratament sunt combinate intr-
un scor in vitro unic pentru fiecare grup de tratament. IVIS = valoarea opacititii medii + (15 x valoarea permeabi-
litAtii medii).

Efecte ireversibile asupra ochilor: A se vedea ,lezare oculard gravi”.

Amestec: Un amestec sau o solutie compus(d) din doud sau mai multe substante, in care acestea nu intrd in reactie

4.

Martor negativ: O probd duplicat netratatd, care contine toate componentele sistemului testat. Aceastd probd este
analizati impreund cu probele tratate cu substantd chimicd de testat si cu alte probe martor pentru a determina
dacd solventul interactioneazd cu sistemul testat.
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Neclasificat: Substante chimice care nu sunt clasificate pentru iritatia oculard (categoria 2, 2A sau 2B din GHS al
ONU) sau lezarea oculard grava (categoria 1 din GHS al ONU). Termen utilizat in paralel cu ,nicio categorie” din
GHS al ONU.

Opacimetru: Instrument utilizat pentru a mdsura ,opacitatea corneand” prin evaluarea cantitativi a transmisiei
luminii prin cornee. Instrumentul tipic are doud compartimente, fiecare dintre acestea fiind dotat cu propria sursd
de lumind i propria celuld fotoelectricd. Unul dintre compartimente este utilizat pentru corneea tratatd, iar cel de-
al doilea serveste pentru a calibra si a regla punctul de zero al instrumentului. Lumina care provine de la o lampi
cu halogen este trimisd printr-un compartiment de control (o camerd goald fird ferestre sau lichid) la o celuld
fotoelectricd si comparati cu lumina trimisd prin compartimentul experimental, care addposteste camera care
contine corneea, citre o celuld fotoelectrici. Diferentele in lumina transmisd citre celulele fotoelectrice se compara
si valoarea numericd a opacititii se afiseazd pe un ecran digital.

Martor pozitiv: O probd duplicat care contine toate componentele unui sistem testat si care a fost tratatd cu
o substantd chimicd cunoscuti pentru faptul c¢d provoacd o reactie pozitivd. Pentru a asigura posibilitatea evaludrii
variabilitdtii in timp a reactiei martorului pozitiv, amplitudinea reactiei severe nu trebuie si fie excesiv de mare.

Efecte reversibile asupra ochilor: A se vedea ,iritatia oculard”.

Fiabilitate: Mdsura in care o metodd de testare poate fi reprodusi in timp, in acelasi laborator sau in laboratoare
diferite, folosind acelasi protocol. Aceasta se evalueazd prin calcularea reproductibilititii in acelasi laborator sau
intre laboratoare.

Lezarea oculard gravi: Producerea de leziuni tisulare la nivel ocular sau deteriorarea fizicd gravd a vederii, in
urma aplicdrii unei substante chimice de testat pe suprafata anterioard a ochiului, care nu sunt complet reversibile
intr-un interval de 21 de zile de la aplicare. Termen utilizat in paralel cu ,efecte ireversibile asupra ochilor” si cu
,categoria 1 din GHS al ONU” (4).

Martor solvent/vehicul: O probi netratati care contine toate componentele sistemului testat, inclusiv solventul
sau vehiculul care este analizat impreund cu probele tratate cu substanta chimici de testat si cu alte probe martor
pentru a stabili nivelul de bazd al reactiei pentru probele tratate cu substanta chimicd de testat dizolvatd in acelasi
solvent sau vehicul. In plus, atunci cand este testatd in paralel cu un martor negativ, aceastd probd indici daci
solventul sau vehiculul interactioneazi cu sistemul testat.

Substangi: Elemente chimice si compusii lor in stare naturald sau obtinuti prin orice proces de productie, inclusiv
orice aditiv necesar pentru a mentine stabilitatea produsului si orice impuritate rezultatd din procesul utilizat, dar
cu exceptia oricdrui solvent care poate fi separat fird a influenta stabilitatea substantei sau fird a schimba
compozitia acesteia (4).

Surfactant: Denumit, de asemenea, agent cu activitate de suprafatd, acesta este o substantd, cum ar fi un detergent,
care poate reduce tensiunea superficiald a unui lichid si, prin urmare, permite producerea spumei sau patrunderea
substantelor solide; este cunoscut, de asemenea, ca agent tensioactiv.

Amestec care contine surfactant: In contextul acestei metode de testare, acesta este un amestec care contine una
sau mai multi surfactanti cu o concentratie finald >5 %.

Abordare descendentd: Abordare pe etape utilizatd pentru o substantd chimicd susceptibild de a provoca lezarea
oculard gravd, care incepe cu determinarea substantelor chimice care provoacd lezarea oculard gravd (rezultat
pozitiv) fatd de alte substante chimice (rezultat negativ).

Substanta chimic3 de testat: Orice substantd sau amestec testat utilizdnd aceastd metodd de testare de testare.

Strategie de testare secventiald: O strategie de testare pe etape in care toate informatiile existente cu privire la
o substantd chimicd de testat sunt revizuite, intr-o anumitd ordine, utilizind un proces al fortei probante in fiecare
etapd pentru a determina dacd sunt disponibile suficiente informatii pentru o decizie privind clasificarea riscurilor,
inainte de a trece la etapa urmitoare. In cazul in care potentialul iritant al unei substante chimice de testat poate fi
apreciat pe baza informatiilor existente, nu este necesard o testare suplimentard. In cazul in care potentialul iritant
al unei substante chimice de testat nu poate fi apreciat pe baza informatiilor existente, o procedurd de testare
secventiald pe animale se efectueazd pand in momentul in care se poate realiza o clasificare lipsitd de echivoc.
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Sistemul global armonizat de clasificare si etichetare a substantelor chimice al Organizatiei Natiunilor
Unite (GHS al ONU): Un sistem care propune clasificarea substantelor chimice (substante si amestecuri) in functie
de tipuri si niveluri standardizate de pericole fizice, pericole pentru sinitate si pericole pentru mediu, §i care
elaboreazd elemente de comunicare corespunzitoare, de exemplu pictograme, cuvinte de avertizare, declaratii cu
privire la pericole, declaratii de securitate si fise tehnice de sigurantd pentru a transmite informatii privind efectele
adverse ale acestora in scopul protejirii populatiei (inclusiv angajatorii, lucritorii, transportatorii, consumatorii si
cei care se ocupd de serviciile de urgentd) si a mediului (4).

Categoria 1 din GHS al ONU: A se vedea ,lezarea oculard grava”.
Categoria 2 din GHS al ONU: A se vedea ,iritatia oculard”.

,Nicio categorie” din GHS al ONU: Substante chimice care nu indeplinesc ceringele pentru clasificare corespun-
zdtoare categoriei 1 sau 2 (2A sau 2B) din GHS al ONU. Termen utilizat in paralel cu ,neclasificat”.

Metodd de testare validatd: Metodd de testare pentru care au fost completate studii de validare pentru
a determina relevanta (inclusiv precizia) si fiabilitatea pentru un anumit scop. Este important de semnalat ci este
posibil ca performantele unei metode de testare validate sd nu fie suficiente din punct de vedere al preciziei si
fiabilitatii pentru ca aceasta si fie consideratd acceptabild pentru scopul propus.

Forta probanti: Procesul prin care se iau in considerare punctele tari si punctele slabe ale unor informatii diverse
pentru a formula si a sustine o concluzie in ceea ce priveste potentialul de pericol al unei substante chimice de
testat.
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Apendicele 2

CAPACITATEA DE ESTIMARE A METODEI DE TESTARE BCOP

Tabelul 1

Capacitatea de estimare a BCOP pentru identificarea substantelor chimice care provoaci lezarea oculard
gravi [cat. 1 vs nu cat. 1 (cat. 2 + nicio cat.) din GHS al ONU| Regulamentul CLP al UE; cat. I vs nu cat.
I (cat. I+ cat. III+ cat. IV) EPA SUA]

Rezultate fals Rezultate fals

Clasifi- Precizie Sensibilitate : Specificitate -
care Nr. negative pozitive
Sistem % Nr. % Nr. % Nr. % Nr. % Nr.

GHS al | 191 | 78,53 | 150/191 | 86,15 | 56/65 | 13,85 | 9/65 | 74,60 | 94/126 | 25,40 | 32/126
ONU

Regula-
mentul
CLP al
UE

EPA 190 | 78,95 | 150/190 | 85,71 54/63 | 14,29 | 9/63 | 75,59 | 96/127 | 24,41 | 31/127
SUA

Tabelul 2

Capacitatea de estimare a BCOP pentru identificarea substantelor chimice care nu necesitd clasificare

pentru iritatia oculard sau lezarea oculari gravi (,substante cu caracter neiritant”) [nicio cat. vs nu cat.

Hnicio cat.” (cat. 1 + cat. 2) din GHS al ONU/Regulamentul CLP al UE; cat. IV vs nu cat. IV (cat. 1 + cat. 2 +
cat. 3) EPA SUA]

Rezultatele fals Rezultate fals

Clasifi- Precizie Sensibilitate . Specificitate -
care Nr. negative pozitive
Sistem % Nr. % Nr. % Nr. % Nr. % Nr.

GHS al| 196 | 68,88 | 135/196 | 100 | 107/107 0 0/107 | 31,46 | 28/89 | 68,54 | 61/89
ONU

Regula-
mentul
CLP al
UE

EPA 190 | 82,11 | 156/190 | 93,15 | 136/146 | 6,85 | 10/146 | 45,45 | 20[44 | 54,55 | 24/44
SUA
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Apendicele 3

SUBSTANTE CHIMICE DE VERIFICARE PENTRU METODA DE TESTARE BCOP

Inainte de utilizarea sistematicd a acestei metode de testare, laboratoarele trebuie si demonstreze performantele
tehnice proprii prin identificarea corectd a clasificdrii riscurilor oculare ale celor 13 substante chimice recomandate
in tabelul 1. Substantele respective au fost selectate pentru a reprezenta intervalul de reactii pentru pericolele la
nivel ocular pe baza rezultatelor furnizate de testul in vivo pe ochi de iepure (TG 405) (17) si sistemul de clasificare
GHS al ONU (si anume, categoriile 1, 2A, 2b, sau neclasificat) (4). Alte criterii de selectie au fost disponibilitatea
comerciald a substantelor chimice, existenta datelor de referintd in vivo de calitate superioard si existenta datelor in
vitro de calitate superioard furnizate de metoda de testare BCOP. Informatiile de referintd sunt disponibile in
registrul SSD (3) si in documentul ICCVAM de trecere in revistd a cadrului general pentru metoda de testare BCOP
(2) (18).

Tabelul 1

Substante recomandate pentru a demonstra performantele tehnice prin metoda de testare BCOP

Substantd chimicd NR. CAS Clasd chimicd (7) Forma fizicd | Clasificare in vivo (3 Clasificare BCOP

Clorura de benzal- 8001-54-5 | Compus de tip Lichid | Categoria 1 Categoria 1

coniu (5 %) onium

Clorhexidind 55-56-1 | Amind, amidind Solid Categoria 1 Categoria 1

Acid dibenzoil-L- 2743-38-6 | Acid carboxilic, es- Solid Categoria 1 Categoria 1

tartric ter

Imidazol 288-32-4 | Heterociclu Solid Categoria 1 Categoria 1

Acid tricloracetic 76-03-9 | Acid carboxilic Lichid | Categoria 1 Categoria 1

(30 %)

Clorura de 2,6-Di- 4659-45-4 | Halogenura de acil Lichid | Categoria 2A Nu se poate efectua

clorbenzoil o estimare precisd/
fiabild

Etil-2-metil-acetoa- 609-14-3 | Cetond, ester Lichid | Categoria 2B Nu se poate efectua

cetat o estimare precisd/
fiabild

Nitrat de amoniu 6484-52-2 | Sare anorganicd Solid Categoria 2 () Nu se poate efectua
o estimare precisd/
fiabild

EDTA, sare dipota- 25102-12-9 | Amind, acid carbo- Solid Neclasificat Neclasificat

sicd xilic (sare)

Tween 20 9005-64-5 | Ester, polieter Lichid | Neclasificat Neclasificat
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Substantid chimicd NR. CAS Clasd chimici (*) Forma fizicd | Clasificare in vivo (2 Clasificare BCOP
2-mercaptopirimi- 1450-85-7 | Halogenura de acil Solid Neclasificat Neclasificat
dind
Fenilbutazona 50-33-9 | Heterociclu Solid Neclasificat Neclasificat
Eter lauric de polio- | 9002-92-0 | Alcool Lichid Neclasificat Neclasificat

xietilend 23 (BRIJ-
35) (10 %)

Abrevieri: Nr. CAS = Numdr de inregistrare al Chemical Abstracts Service
() Clasele chimice sunt desemnate pentru fiecare substantd chimicd de testat prin utilizarea unei scheme de clasificare standard,
pe baza sistemului de clasificare National Library of Medicine Medical Subject Headings (MeSH) (disponibil la http//www.nlm.

nih.gov/mesh)

—_—
==

Pe baza rezultatelor furnizate de testul in vivo pe ochi de iepure (OCDE TG 405) si prin utilizarea GHS al ONU (4).
Clasificarea drept categoria 2A sau 2B depinde de interpretarea criteriului GHS al ONU de distinctie intre cele doud categorii,

si anume, 1 din 3 versus 2 din 3 animale, cu efecte din ziua 7, necesar pentru a se efectua o clasificare in categoria 2A. Studiu
in vivo a inclus 3 animale. Toti parametri studiati, cu exceptia rosetii conjunctivei la un singur animal, s-au recuperat la un
punctaj de zero pand in ziua 7 sau mai devreme. Singurul animal care nu s-a recuperat pe deplin in ziua7a avut un punctaj
de roseatd a conjunctivei de 1 (in ziua 7), care s-a recuperat in totalitate in termen de 10 zile.
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Apendicele 4

SUPORTUL CORNEAN BCOP

Suporturile corneene BCOP sunt confectionate dintr-un material inert (de exemplu, polipropilend). Suporturile sunt
formate din doud jumdtiti (o camerd anterioard si una posterioard) si au doud camere cilindrice interne similare.
Fiecare camerd are un volum de 5 ml si contine la capit un geam din sticld, prin care se observd si se inregistreaza
opacitatea. Camerele interne au un diametru de 1,7 cm si o adancime de 2,2 cm (). Eventualele scurgeri sunt
prevenite cu ajutorul unei garnituri amplasate in camera posterioard. Corneele se plaseazi cu partea endoteliald pe
garnitura camerei posterioare, iar camerele interioare se plaseazd pe partea epiteliald a corneelor. Camerele sunt
fixate cu trei suruburi din otel inoxidabil aflate pe muchiile exterioare ale camerei. La capitul fiecirei camere se afld
un geam de sticld amovibil, care permite accesul facil la cornee. De asemenea, se plaseazi o garniturd intre geamul
de sticld §i camerd pentru prevenirea scurgerilor. Doud orificii situate in partea superioard a fiecireia dintre cele
doud camere permit introducerea si indepdrtarea mediului si a substantelor chimice de testare. Aceste orificii sunt
inchise cu capace de cauciuc pe perioadele de tratament si de incubatie. Transmisia luminii prin suporturile
corneene se poate schimba deoarece efectele uzurii fizice sau ale acumuldrii de reziduuri chimice specifice in
orificiile camerei interioare sau pe geamul de sticld pot afecta dispersia sau reflexia luminii. Drept consecintd,
transmisia luminii de bazd ar putea inregistra cresteri sau scidderi (si in opozitie cu citirile de bazd ale opacitatii)
prin suportul corneean si ar putea fi evidentiate drept modificdri semnificative ale masurdtorilor initiale de baza
preconizate pentru opacitatea coorneand in camerele individuale (si anume, valorile initiale de opacitate corneeana
in suporturi corneene individuale specifice pot diferi in mod obisnuit cu mai mult de 2 sau 3 unitdti de opacitate
fatd de valorile de bazd preconizate). Fiecare laborator trebuie sd ia in considerare crearea unui program pentru
evaluarea modificrilor transmisiei luminii prin suporturile corneene, in functie de natura substantelor chimice
testate si frecventa utilizarii camerelor. Pentru a stabili valorile de bazd, suporturile corneene pot fi verificate inainte
de utilizarea sistematicd prin mdsurarea nivelului de bazd al valorilor opacitdtii (sau ale transmisiei luminii)
a camerelor umplute cu mediu complet, fird cornee. Suporturile corneene sunt verificate apoi periodic pentru a se
tine cont de modificirile aduse transmisiei luminii in timpul perioadelor de utilizare. Fiecare laborator poate stabili
frecventa de verificare a suporturilor corneene, in functie de substantele chimice utilizate, frecventa de utilizare si
observatiile modificirilor valorilor de bazi ale opacititii corneene. In cazul in care se observd modificiri semnifi-
cative in transmisia luminii prin suporturile corneene, se ia in considerare efectuarea de proceduri corespunzitoare
de curdtare sifsau lustruire a suprafatei interioare a suporturilor corneene sau de inlocuire a acestora.

Suport cornean: diagrami descompusi

capac

disc de sticld
orificiu

de umplere

garniturd PTFE

saibd

disc de sticld

compartiment anterior

suruburi de fixare

() Dimensiunile indicate se referd la un suport cornean utilizat pentru bovine a ciror varsti variaza intre 12 si 60 de luni. In cazul in care se
utilizeazd animale cu varsta cuprinsd intre 6-12 luni, suportul trebuie si fie proiectat astfel incat volumul fiecirei camere si fie de 4 ml,
far fiecare dintre camerele interioare si aibd un diametru de 1,5 cm si o adancime de 2,2 cm. Este foarte important ca raportul intre
suprafata zonei corneene expuse si volumul camerei posterioare a suporturilor corneene noi si fie identic cu raportul existent in cazul
suportului cornean traditional. Acest lucru este necesar pentru a asigura determinarea corectd a valorilor permeabilititii, in scopul
calculdrii IVIS prin formula propusa.
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Apendicele 5

OPACIMETRUL

Opacimetrul este un dispozitiv de misurare a transmisiei luminii. De exemplu, pentru echipamentele OP-KIT ale
Electro Design (Riom, Franta) utilizate in procesul de validare a metodei de testare BCOP, lumina care provine de la
o lampd cu halogen este trimisd printr-un compartiment de control (o camerd goald fard ferestre sau lichid) la
o celuld fotoelectricd si comparatd cu lumina trimisd prin compartimentul experimental, care adiposteste camera
care contine corneea, citre o celuld fotoelectricd. Diferentele in lumina transmisd citre celulele fotoelectrice se
compard si valoarea numericd a opacitdtii se afiseazd pe un ecran digital. Se stabilesc unititile de opacitate. Alte
tipuri de opacimetre cu o structurd diferitd (de exemplu, care nu necesitd masurdtorile paralele ale compartimenelor
de control si de experiment) pot fi utilizate, dacd se dovedeste cd acestea oferd rezultate similare cu echipamente
validate.

Opacimetrul trebuie si asigure un rdspuns linear, aflat intr-un interval de valori ale opacitdtii corespunzitoare
limitelor utilizate pentru diferitele clasificiri prevdzute in modelul predictiv (si anume, pand la limitele care
provoacd coroziunefiritatie severd). Pentru obtinerea unor valori lineare si precise de pand la 75-80 unitdti de
opacitate, este necesard calibrarea opacimetrului cu ajutorul unor dispozitive etalon. Dispozitivele etalon sunt
plasate in camera de calibrare (0 camerd corneand proiectatd si contind dispozitivele de calibrare) si se citesc
valorile indicate de opacimetru. Camera de calibrare este proiectatd astfel incat dispozitivele etalon si fie plasate la
aproximativ aceeasi distantd intre sursa de lumind si celula fotoelectricd la care vor fi plasate corneele pe durata
mdsurdrii opacitdtii. Valorile de referintd si punctul de referintd initial depind de tipul de echipament utilizat.
Linearitatea mdsurdtorilor de opacitate se asigurd prin proceduri (specifice instrumentului) adecvate. De exemplu,
pentru echipamentele OP-KIT ale Electro Design (Riom, Franta), opacimetrul este calibrat la 0 unitdti de opacitate,
utilizdnd camera de calibrare fird niciun dispozitiv etalon. Dupd aceasta, se plaseazd pe rand trei dispozitive etalon
diferite in camera de calibrare si se misoard opacitatea in fiecare caz. Dispozitivele etalon nr. 1, 2 si 3 trebuie si
conducd la valori ale opacitdtii egale cu valorile predeterminate de 75, 150 si, respectiv, 225 de unitdti de
opacitate, cu o variatie de + 5 %.”

(13) In partea B, capitolul B.48 se inlocuieste cu urmitorul text:

,B.48 Metoda de testare a ochiului izolat de pui pentru identificarea i) substantelor chimice care provoaci
lezarea oculard gravi si a ii) substantelor chimice care nu necesitd clasificare pentru iritatia oculard sau
lezarea oculari grava

INTRODUCERE

Aceastd metodd de testare este echivalentd cu Orientarea OCDE privind testarea (TG) nr. 438 (2013). Metoda de
testare a ochiului izolat de pui (ICE) a fost evaluati de citre Comitetul de coordonare la nivel de agentii privind
validarea metodelor alternative (ICCVAM), in coroborare cu Centrul European pentru validarea metodelor
alternative (ECVAM) si Centrul Japonez pentru validarea metodelor alternative (JaCVAM) in anul 2006 si 2010 (1)
(2) (3). In cadrul primei evaluari, ICE a fost aprobati ca o metoda de testare valabild din punct de vedere stiintific
pentru a fi utilizatd ca test pentru a identifica substantele chimice (substante §i amestecuri) care provoacid lezarea
oculard gravd (categoria 1), astfel cum sunt definite in sistemul global armonizat de clasificare si etichetare
a substantelor chimice (GHS) al Organizatiei Natiunilor Unite (ONU) (1) (2) (4) si Regulamentul (CE) nr. 1272/2008
privind clasificarea, etichetarea si ambalarea substantelor si a amestecurilor (CLP) (!). in cadrul celei de a doua
evaludri, metoda de testare ICE a fost evaluatd in vederea utilizirii ca test de screening pentru a identifica
substantele chimice neclasificate in ceea ce priveste iritatia oculard si lezarea oculard gravd, astfel cum sunt definite
in GHS al ONU (3) (4). Rezultatele din studiul de validare si recomandarile grupului de revizuire inter pares au
mentinut recomandarea initiald de utilizare a ICE pentru clasificarea substangelor chimice care provoacd lezarea
oculard gravd (categoria 1 din GHS al ONU), avind in vedere faptul ci baza de date disponibild a rimas
neschimbati de la validarea initiald a ICCVAM. In stadiul respectiv, nu au fost sugerate recomanddri suplimentare
pentru extinderea domeniului de aplicabilitate a ICE pentru a include, de asemenea, alte categorii. O reevaluare
a setului de date in vitro i in vivo utilizat in studiul de validare a fost efectuatd cu scopul de a evalua utilitatea ICE

(") Regulamentul (CE) nr. 1272/2008 al Parlamentului European si al Consiliului din 16 decembrie 2008 privind clasificarea, etichetarea si
ambalarea substantelor si a amestecurilor, de modificare si de abrogare a Directivelor 67/548/CEE si 1999/45/CE, precum si de
modificare a Regulamentului (CE) nr. 1907/2006,JO L 353, 31.12.2008, p. 1.
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pentru identificarea substantelor chimice care nu necesitd clasificare pentru iritatia oculard sau lezarea oculard
gravd (5). Reevaluarea a ajuns la concluzia cd metoda de testare ICE poate fi utilizati, de asemenea, pentru
a identifica substante chimice care nu necesiti clasificare in ceea ce priveste iritatia oculard si lezarea oculard gravi,
astfel cum sunt definite in GHS al ONU (4) (5). Aceastd metodd de testare include utilizirile si limitirile
recomandate ale metodei de testare ICE pe baza evaludrilor respective. Principalele diferente intre versiunea initiald
din anul 2009 si versiunea actualizatd din anul 2013 a orientirii OCDE privind testarea includ, dar nu se limiteazd
la utilizarea metodei de testare ICE la identificarea substantelor chimice care nu necesitd clasificare in conformitate
cu GHS al ONU, o actualizare a elementelor raportului de testare, o actualizare a apendicelui 1 privind definitiile si
o actualizare a apendicelui 2 privind substantele chimice de verificare.

In prezent, este general acceptat faptul ci in viitorul apropiat niciun test in vitro de iritatie oculard nu va putea
inlocui testul ocular in vivo Draize pentru a efectua estimdri in cadrul intregii game de iritatii pentru diferite clase
de substante chimice. Cu toate acestea, combinatii strategice de mai multe metode de testare alternative in cadrul
unei strategii de testare (secventiale) ar putea inlocui testul ocular Draize (6). Abordarea descendentd (7) este
proiectatd pentru a fi utilizatd in cazul in care, pe baza informatiilor existente, se preconizeazd cid o substantd
chimicd are potential iritant ridicat, in timp ce abordarea ascendentd (7) este proiectatd pentru a fi utilizatd in cazul
in care, pe baza informatiilor existente, se preconizeazd ci o substantd chimicd nu cauzeazd iritatie oculard
suficientd pentru a necesita o clasificare. Metoda de testare ICE este o metodd de testare in vitro care poate fi
utilizatd, in anumite cazuri §i cu limite specifice, astfel cum sunt descrise la punctele 8-10, pentru clasificarea
riscurilor la nivel ocular si etichetarea substantelor chimice. Cu toate cd nu este considerati validi ca metodd de
testare de sine stititoare de substituire a testului in vivo pe ochi de iepure, metoda de testare ICE este recomandata
ca o etapd initiald in cadrul unei strategii de testare precum abordarea descendentd propusd de citre Scott et al.(7)
pentru a identifica substantele chimice care provoacd lezarea oculard gravi, si anume, substantele chimice care
urmeazd si fie incadrate in categoria 1 din GHS al ONU fird testare suplimentard (4). Metoda de testare ICE este
recomandatd, de asemenea, pentru a identifica substantele chimice care s nu necesita clasificare in ceea ce priveste
iritatia oculard si lezarea oculard gravd, astfel cum sunt definite in GHS al ONU (,nicio categorie”, NC) (4), si, prin
urmare, poate fi utilizatd ca o etapd initiald in cadrul unei strategii de testare ascendente (7). Cu toate acestea,
o substantd chimicd care nu se preconizeazd si cauzeze lezare oculard gravid sau care nu este clasificatd pentru
iritatia oculard/lezare oculard gravd prin metoda de testare ICE ar necesita teste suplimentare (in vitro sifsau in vivo)
pentru a se stabili o clasificare definitiva. in plus, este necesard consultarea autorititilor de reglementare competente
inainte de a utilizarea ICE in cadrul unei abordidri ascendente in conformitate cu alte scheme de clasificare decat
cele GHS al ONU.

Scopul acestei metode de testare este de a descrie procedurile utilizate pentru a evalua potentialul riscurilor la nivel
ocular al unei substante chimice de testat, masurat prin capacitatea acesteia de a provoca sau nu toxicitate intr-un
ochi enucleat de pui. Efectele toxice la nivelul corneei sunt mdsurate prin (i) o evaluare calitativd a opacitatii, (ii)
o evaluare calitativd a leziunilor epiteliului pe baza aplicdrii de fluoresceind in ochi (retentie de fluoresceind), (iii)
0 mdsurare cantitativi a cresterii grosimii (inflamare) si (iv) o evaluare calitativdi a leziunilor morfologice
macroscopice ale suprafetei. Opacitatea corneand, inflamarea si evaludrile leziunilor dupi expunerea la o substantd
chimicd de testat se stabilesc in mod individual, apoi rezultatele se combind pentru a se obtine o clasificare
a iritatiei oculare.

Definitiile sunt previzute in apendicele 1.

CONSIDERATII INITIALE SI LIMITARI

Aceastd metodd de testare are la bazd protocolul propus in documentul de orientare nr. 160 al OCDE (8), care
a fost elaborat in urma studiului international de validare ICCVAM (1) (3) (9), cu contributii din partea Centrului
european pentru validarea metodelor alternative, a Centrului japonez pentru validarea metodelor alternative si
a Departamentului TNO pentru calitatea vietii, toxicologie si farmacologie aplicatd (Térile de Jos). Protocolul a fost
intocmit pe baza informatiilor continute in protocoalele publicate si in protocolul utilizat in prezent de citre TNO
(10) (11) (12) (13) (14).

O gamd largd de substante chimice a fost testatd in cadrul procesului de validare care sta la baza acestei metode de
testare, iar baza de date empirice a studiului de validare a cuprins 152 de substante chimice, incluzand 72 de
substante chimice si 80 de amestecuri (5). Metoda de testare este aplicabild substantelor solide, lichide, emulsiilor si
gelurilor. Substantele lichide pot fi apoase sau neapoase; substantele solide pot fi solubile sau insolubile in api.
Gazele si aerosolii nu au fost incd evaluati in cadrul unui studiu de validare.



28.4.2017 Jurnalul Oficial al Uniunii Europene L 112/93

Metoda de testare ICE poate fi utilizatd pentru a identifica substantele chimice care provoaci lezarea oculard gravi,
si anume, substantele chimice care urmeazi si fie clasificate in categoria 1 din GHS al ONU (4). Atunci cind sunt
utilizate in acest scop, limitele de aplicare identificate pentru metoda de testare ICE se bazeazd pe rata ridicatd de
rezultate fals pozitive pentru alcoolii si ratele ridicate de rezultate fals negative pentru substantele solide si
surfactanti (1) (3) (9). Cu toate acestea, in acest context (categoria 1 din GHS al ONU identificatd ca nefiind
categoria 1 din GHS al ONU), ratele de rezultate fals negative nu sunt critice avand in vedere faptul cd toate
substantele chimice care conduc la rezultate negative ar fi testate ulterior utilizind un test(e) in vitro validat(e) in
mod corespunzitor sau, ca ultimd optiune, la iepuri, in functie de cerintele de reglementare, utilizind o strategie de
testare secventiald cu o abordare pe baza fortei probante. Se remarcd faptul cd substantele solide pot conduce la
conditii de expunere extreme si variabile in testul Draize de iritatie oculard in vivo, care pot avea ca rezultat estimari
irelevante in ceea ce priveste potentialul lor iritant real (15). Inspectorii ar putea avea in vedere utilizarea acestei
metode de testare pentru toate tipurile de substante chimice, prin care un rezultat pozitiv se acceptd drept indicator
al lezdrii oculare grave, si anume incadrarea in categoria 1 din GHS al ONU fard testdri suplimentare. Cu toate
acestea, rezultatele pozitive obtinute cu ajutorul alcoolilor se interpreteazd cu prudentd, avand in vedere riscul de
producere a unor supraestimari.

Atunci cind este utilizatd pentru a identifica substantele chimice care provoacd lezarea oculard gravd (categoria 1
din GHS al ONU), metoda de testare ICE are o precizie generald de 86 % (120/140), o ratd de rezultate fals pozitive
de 6 % (7/113) si o ratd de rezultate fals negative de 48 % (13/27) in comparatie cu datele privind metoda de
testare in vivo pe ochi de iepure clasificate in conformitate cu sistemul de clasificare GHS al ONU (4) (5).

Metoda de testare ICE poate fi utilizati, de asemenea, pentru a identifica substantele chimice care nu necesitd
clasificare pentru iritatia oculard sau lezarea oculard gravd in temeiul sistemului de clasificare GHS al ONU (4). Este
necesard consultarea autoritdtilor de reglementare competente inainte de a utiliza ICE in cadrul unei abordari
ascendente in conformitate cu alte scheme de clasificare. Aceastd metoda de testare poate fi utilizatd pentru toate
tipurile de substante chimice, prin care un rezultat negativ ar putea fi acceptat pentru neclasificarea unei substante
chimice pentru iritatia oculard si lezarea oculard gravid. Cu toate acestea, pe baza un singur rezultat din baza de
date de validare, vopsele antivegetative organice care contin solvent pot prezenta subestimdri (5).

Atunci cind este utilizatd pentru a identifica substantele chimice care nu necesitd clasificare pentru iritaia oculard
si lezarea oculard gravd, metoda de testare ICE are o precizie generald de 82 % (125/152), o ratd de rezultate fals
pozitive de 33 % (26/79) si o ratd de rezultate fals negative de 1 % (1/73) in comparatie cu datele privind metoda
de testare in vivo pe ochi de iepure clasificate in conformitate cu sistemul de clasificare GHS al ONU (4) (5). In
cazul in care substantele chimice din cadrul anumitor categorii (si anume, vopsele antivegetative organice care
contin solvent) sunt eliminate din baza de date, precizia metodei de testare ICE este de 83 % (123/149), rata de
rezultate fals pozitive este de 33 % (26/78), iar rata de rezultate fals negative este de 0 % (0/71) in ceea ce priveste
sistemul de clasificare GHS al ONU (4) (5).

Metoda de testare ICE nu este recomandatd pentru identificarea substantelor chimice de testat care sunt clasificate
drept iritante la nivel ocular (si anume, categoria 2 sau categoria 2A din GHS al ONU) sau substantele chimice de
testat care sunt clasificate drept usor iritante la nivel ocular (categoria 2B din GHS al ONU) avand in vedere
numdrul considerabil de substante chimice din categoria 1 din GHS al ONU clasificate gresit drept categoria 2, 2A
sau 2B din GHS al ONU si de substante chimice din categoria ,nicio categorie” din UN GHS al ONU clasificate
excesiv drept categoria 2, 2A sau 2B din GHS al ONU. In acest scop, ar putea fi necesare teste suplimentare
utilizand o altd metoda adecvata.

Toate procedurile efectuate pe ochi de pui trebuie si respecte regulamentele si normele de manipulare
a materialelor de origine umand sau animald, precum tesuturi si lichide tisulare, fird a se limita la acestea. Sunt
recomandate misurile de precautie universale aplicabile in laboratoare (16).
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Cu toate cd metoda de testare ICE nu ia in considerare leziunile conjunctivale si iridiane ca fiind evaluate in metoda
de testare a iritdrii ochiului de iepure, acesta abordeazd efectele corneei, care sunt principalul motor de clasificare in
vivo atunci cand se ia in considerare clasificarea GHS al ONU. De asemenea, desi reversibilitatea leziunilor corneene
nu poate fi evaluatd in mod separat prin metoda de testare ICE, s-a propus, pe baza studiilor pe ochi de iepure,
utilizarea unei evaludri a adincimii initiale a leziunii corneene pentru a identifica anumite tipuri de efecte
ireversibile (17). In special, sunt necesare cunostinte stiintifice suplimentare pentru a intelege modul in care se
produc efectele ireversibile care nu au legiturd cu leziunea initiald de nivel ridicat. in sfarsit, metoda de testare ICE
nu permite evaluarea toxicitdtii sistemice potentiale asociate expunerii oculare.

Aceastd metodd de testare va fi actualizatd periodic, pe misurd ce se iau in considerare noi informatii si date. De
exemplu, histopatologia ar putea fi utild atunci cind este necesard o caracterizare mai cuprinzitoare a leziunilor
corneene. Pentru a evalua aceastd posibilitate, utilizatorii sunt incurajati sd pdstreze ochii si sd pregateascd
exemplarele histopatologice care pot fi utilizate pentru a dezvolta o bazd de date si criterii de decizie care pot
imbundtiti in continuare acuratetea acestei metode de testare. OCDE a elaborat un document de orientare privind
utilizarea metodelor de testare in vitro a toxicitdtii oculare care include proceduri detaliate privind colectarea de
specimene histopatologice si informatii cu privire la locul de prezentare a specimenelor sifsau a datelor cu privire
la histopatologie (8).

Toate laboratoarele care utilizeazd pentru prima datd aceastd testare trebuie s utilizeze substantele chimice de
verificare mentionate in apendicele 2. Un laborator poate utiliza substantele chimice respective pentru a-si
demonstra competenta tehnicd in ceea ce priveste aplicarea metodei de testare ICE inainte de a transmite datele
analizei ICE in scopul clasificarii reglementare a pericolelor.

PRINCIPIUL TESTULUI

Metoda de testare ICE este un model organotipic care permite mentinerea pe termen scurt a ochiului de pui in vitro.
In cadrul acestei metode de testare, leziunile provocate de substanta chimicd de testat sunt evaluate in functie de
inflamarea corneand, opacitate si retentia de fluoresceind. In timp ce ultimii doi parametri presupun o evaluare
calitativd, analiza inflamdrii corneene asigurd o evaluare cantitativi. Fiecare mdsurare este transformatd intr-un scor
cantitativ utilizat pentru a se calcula un indice general de iritare sau primeste un indice calitativ utilizat pentru
a desemna o clasificare a riscurilor in vitro la nivel ocular, fie drept categoria 1 din GHS al ONU, fie drept
neclasificat conform GHS al ONU. Oricare dintre cele doud rezultate poate fi utilizat ulterior pentru a estima
potentialul de lezare oculard in vivo sau nicio cerintd pentru clasificarea riscurilor la nivel ocular prezentate de
o substantd chimicd de testat (a se vedea criteriile de decizie). Cu toate acestea, substantele chimice pentru care nu
se preconizeazd faptul cd provoacd leziuni oculare grave sau care nu sunt clasificate prin metoda de testare ICE nu
pot fi clasificate (a se vedea punctul 11).

Sursa si varsta ochilor de pui

Pand in prezent, pentru aceastd evaluare au fost utilizati ochi colectati de la pui sacrificati in abatoare pentru
consumul uman, nefiind necesare animale de laborator. Sunt utilizati exclusiv ochi proveniti de la animale
considerate adecvate pentru consumul uman.

Cu toate cd nu a fost efectuat un studiu controlat de evaluare a varstei optime a puilor, varsta si greutatea puilor
utilizati pand in prezent pentru aceastd metodd de testare sunt cele ale puilor de primivard procesati in mod
normal de un abator (si anume, de aproximativ 7 siptimani, 1,5- 2,5 kg).

Colectarea si transportul ochilor la laborator

Capetele se indeparteazd imediat dupd sedarea puilor, de reguld prin soc electric si incizie la nivelul gatului pentru
scurgerea sangelui. Se recomandi identificarea unei ferme de pui aflate in apropierea laboratorului, astfel incat
capetele si fie transferate de la abator citre laborator intr-un timp suficient de scurt pentru a reduce riscul de
deteriorare sifsau contaminare bacteriand. Perioada de timp dintre colectarea capetelor si plasarea in camera de
suprafuziune dupd enucleere trebuie sd fie redusd la minim (in mod normal, in doud ore) pentru a se asigura
indeplinirea criteriilor de acceptare ale testului. Toti ochii utilizati pentru testare trebuie sd provin din acelasi grup
de ochi i si fie colectati in aceeasi zi.
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Deoarece ochii sunt disecati in laborator, capetele se transportd intacte de la abator, la temperaturd ambiantd (de
reguld intre 18 °C i 25 °C), in cutii de plastic si se mentin umede cu prosoape inmuiate in solutie salind izotonica.

Criterii de selectie si numirul de ochi utilizati in metoda ICE

Se resping ochii care, dupd enucleare, prezintd un nivel de baz ridicat al colordrii cu fluoresceind si anume, > 0,5)
sau opacitate corneand (si anume, > 0,5).

Fiecare grup de testare si martorul porzitiv testat in paralel este format din cel putin trei ochi. Grupul martor
negativ sau martorul solvent (in cazul in care se utilizeazd un solvent diferit de solutia salind) este constituit din cel
putin un ochi.

In cazul materialelor solide care conduc la un rezultat NC conform GHS, se recomandd o a doua determinare a trei
ochi pentru a confirma sau a elimina rezultatele negative.

PROCEDURA

Pregitirea ochilor

Pleoapele sunt excizate cu atentie, astfel incit sd nu se lezeze corneea. Integritatea corneand este evaluatd rapid cu
ajutorul unei picdturi de solutie de fluoresceind sodicd 2 % (g/v) aplicatd pe suprafata corneand timp de citeva
secunde, care apoi se cliteste cu solutie salind izotonicd. Ochii tratati cu fluoresceind sunt apoi examinati cu un
microscop cu lampd cu fantd, urmirindu-se eventualele leziuni ale corneei (si anume, valori ale retentiei de
fluoresceind si opacitdtii corneene <0,5).

In cazul in care nu prezinti leziuni, ochiul este indepirtat din orbitd cu atentie, astfel incat corneea si nu fie lezata.
Globul ocular este scos din orbitd prin fixarea membranei nictitante cu ajutorul unui forceps chirurgical, apoi
muschii oculari se taie cu un foarfece indoit, cu varf bont. Este important si se evite lezarea corneei ca urmare
a unei presiri excesive (si anume, leziuni de compresie).

Atunci cand ochiul este indepdrtat din orbitd, se pdstreazd atasatd o portiune vizibild a nervului optic. Dupd
indepdrtarea din orbitd, ochiul este plasat pe o suprafatd absorbantd, jar membrana nictitantd si alte tesuturi
conjunctive sunt eliminate.

Ochiul enucleat este prins cu o clemd din otel inoxidabil, cu corneea pozitionatd vertical. Clema este introdusd
ulterior intr-o camerd a aparatului de suprafuziune (18). Clemele sunt introduse in aparatul de suprafuziune astfel
incat corneea sd fie complet irigatd cu solutie izotonicd (3-4 picdturi pe minut sau 0,1-0,15 ml/min). Temperatura
camerelor aparatului de superfuziune se mentine la 32 + 1,5 °C. In apendicele 3 este prezentatd o diagrama
a aparatului tipic de suprafuziune si a clemelor pentru ochi, care pot achizitionate din comert sau confectionate.
Aparatul poate fi modificat pentru a respecta cerintele din anumite laboratoare (de exemplu, pentru un numdr
diferit de ochi).

Dupi ce au fost introdusi in aparatul de suprafuziune, ochii sunt examinati din nou cu un microscop oftalmologic
pentru eventuale leziuni aparute in timpul procedurii de disectie. In acest moment, se misoard de asemenea,
grosimea corneei in varful siu, cu ajutorul dispozitivului de mdsurare a adancimii atasat microscopului cu lampa
cu fantd. Se inlocuiesc ochii care prezintd: (i) un coeficient al retentiei de fluoresceind > 0,5; (i) opacitate corneand
>0,5; sau (iii) orice semne suplimentare de leziuni. In cazul ochilor care nu sunt respinsi pe baza acestor criterii, se
exclud ochii cu o grosime a corneei care deviazd cu peste 10 % de la valoarea medie a tuturor ochilor. Utilizatorii
trebuie sd cunoascd faptul ci microscoapele cu lampa cu fantd pot produce rezultate diferite ale grosimii corneei
daci lirgimea fantei microscopului este diferitd. Aceastd litime se stabileste la 0,095 mm.

Dupd examinarea si acceptarea ochilor, acestia sunt incubati timp de aproximativ 45-60 de minute pentru a fi
echilibrati cu sistemul de testare inaintea dozdrii. Dupd perioada de echilibrare, se inregistreazd o valoare de
referintd 0 a grosimii i opacitdtii corneei, care va fi utilizatd ca valoare de bazd (si anume, momentul de timp egal
cu 0). Cantitatea de fluoresceind determinati in momentul disectiei este utilizatd ca valoare de referintd masuratd
pentru acea caracteristicd.
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Aplicarea substantei chimice de testat

Imediat dupd mdsurarea valorii de referintd zero, ochiul (aflat in suportul siu) este extras din aparatul de
suprafuziune si plasat intr-o pozitie orizontald, iar substanta chimici de testat se aplicd pe cornee.

De reguld, substantele chimice de testat lichide se testeazd nediluate, dar pot fi diluate daci se considerd necesar (de
exemplu, in cadrul elabordrii testelor). Solventul utilizat de preferintd pentru substantele chimice de testat diluate
este serul fiziologic. Cu toate acestea, solventi alternativi pot fi utilizati in conditii controlate, cu conditia ca
adecvarea solventilor diferiti de serul fiziologic sd fie demonstrata.

Substantele chimice de testat lichide se aplicd pe cornee astfel incat intreaga suprafatd a acesteia sd fie acoperitd
uniform cu substanta chimica de testat; volumul standard este de 0,03 ml.

Daci este posibil, substantele chimice de testat solide se macind cat mai fin posibil cu ajutorul unui mojar cu pistil
sau al unui instrument de micinat comparabil. Pulberea se aplici pe cornee astfel incat suprafata s fie acoperitd
uniform cu substanta chimicd de testat; cantitatea standard este de 0,03 g.

Substanta chimicd de testat (lichidd sau solidd) se aplicd timp de 10 secunde, dupd care ochiul se clateste cu solutie
salind izotonicd (aproximativ 20 ml) la temperatura camerei. Dupd aceasta, ochiul (in suportul sdu) este reintrodus
in aparatul de suprafuziune, in pozitia verticald initiald. Dacd este necesar, clitirea suplimentard poate fi utilizatd
dupd aplicarea de 10 secunde si la intervale de timp ulterioare (de exemplu, la descoperirea de reziduuri de
substantd chimica de testat pe cornee). In general, cantitatea de solutie salind utilizatd pentru clitire nu este critic,
dar observarea aderentei substantei chimice la cornee este importanta.

Substantele chimice martor

In fiecare experiment se introduc martori negativi testati in paralel sau martori solvent/vehicul si martori pozitivi.

Atunci cind se testeazd substante lichide 100 % sau substante solide prin metoda de testare ICE, se utilizeazd ser
fiziologic ca martor negativ pentru a se detecta modificdri nespecifice ale sistemului de testare si a se preveni un
efect iritant in urma conditiilor de testare.

Atunci cand sunt testate substante lichide diluate, metoda de testare prevede un grup de martori solvent/vehicul
testat in paralel pentru a se detecta modificirile nespecifice ale sistemului de testare i a se preveni un efect iritant
in urma conditiilor de testare. Conform punctului 31, se poate utiliza doar un solvent/vehicul care nu afecteazd in
mod negativ sistemul de testare.

In fiecare experiment se introduce un martor pozitiv testat in paralel constand intr-un iritant ocular pentru
a verifica dacd se obtine un raspuns adecvat. Avand in vedere faptul ci testul ICE este utilizat in aceastd metodi de
testare pentru a identifica corozivi sau iritantii severi, martorul pozitiv trebuie si fie o substantd chimicd de
referind care provoacd un raspuns sever in cadrul acestei metode de testare. Cu toate acestea, pentru a se asigura
evaluarea variabilitdtii rdspunsului martorului pozitiv in timp, dimensiunea rispunsului sever nu trebuie si fie
excesiv de mare. Este necesard generarea de suficiente date in vitro pentru martorul pozitiv, astfel incat sd poatd fi
calculat un interval statistic acceptabil pentru acesta. In cazul in care nu sunt disponibile date adecvate precedente
privind metoda de testare ICE pentru un anumit martor pozitiv, poate fi necesard efectuarea de studii pentru
a furniza aceste informatii.

Exemple de martori pozitivi pentru substantele chimice de testat lichide sunt acidul acetic 10 % sau clorura de
benzalconiu 5 %, in timp ce exemple de martori pozitivi pentru substante chimice de testat solide sunt hidroxidul
de sodiu sau imidazolul.

Substantele chimice etalon sunt utile pentru evaluarea potentialului iritant la nivel ocular al substantelor chimice
necunoscute din cadrul unei anumite clase de substante sau de produse sau pentru evaluarea potentialului iritant
relativ al unei substante iritante la nivel ocular intr-un interval specific de reactii iritante.
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Caracteristici masurate

Corneele tratate sunt evaluate inainte tratamentului si la 30, 75, 120, 180 si 240 minute (+ 5 minute) dupi
spdlarea post-tratament. Aceste momente de observare permit un numdr adecvat de masuritori pe parcursul celor
patru ore de tratament, ldsdnd un interval suficient intre masurdtori pentru efectuarea observatiilor necesare la
nivelul tuturor ochilor.

Caracteristicile evaluate sunt opacitatea corneand, inflamarea, retentia de fluoresceind si efectele morfologice (de
exemplu, corodarea sau detasarea epiteliului). Cu exceptia retentiei de fluoresceind (determinati numai inainte de
tratament si la 30 de minute dupd expunerea la substanta chimicd de testat), toate caracteristicile se determind in
fiecare dintre momentele de observare mentionate mai sus.

Se recomandd realizarea de fotografii pentru documentarea opacitdtii corneene, a retentiei de fluoresceind,
a efectelor morfologice si, dacd s-au efectuat, a studiilor histopatologice.

Dupd examinarea finald la un interval de patru ore, utilizatorii sunt incurajati sd pastreze ochii intr-un fixator
adecvat (de exemplu, formol neutru tamponat) pentru un potential examen histopatologic [a se vedea punctul 14 si
referinta bibliografici (8) pentru detalii].

Inflamarea corneand se determind prin misurarea grosimii corneene efectuatd cu ajutorul unui pahimetru cornean,
atasat unui microscop cu lampd cu fantd. Aceasta se exprimd sub formi procentuald si se calculeazd pe baza
misurdtorilor grosimii corneene conform formulei urmatoare:

grosimea corneand la momentul — grosimea corneand la momentul = 0 100
X
grosimea corneand la momentul = 0

Valoarea procentuald medie a inflamdrii corneene pentru toti ochii testati se calculeazd pentru toate momentele de
observare. Pe baza punctajului maxim mediu al inflamdrii corneene, obtinut in oricare dintre momentele de
observare, se furnizeazd apoi punctajul general al categoriei pentru fiecare substantd chimicd de testat (a se vedea
punctul 51).

Opacitatea corneand este evaluatd prin utilizarea pentru inregistrare a suprafetei corneei care este cea mai
opacifiatd, astfel cum se arati in tabelul 1. Valoarea medie a opacititii corneene pentru toti ochii testati se
calculeazd pentru toate momentele de observare. Pe baza punctajului mediu maxim al opacitdtii corneene obtinut
in oricare dintre momentele de observare, se furnizeazd apoi un punctaj general al categoriei pentru fiecare
substantd chimicd de testat (a se vedea punctul 51).

Tabelul 1.

Punctajele opacititii corneene

Punctaj Observatii

0 Absenta opacititii
0,5 Opacitate redusd

1 Zone dispersate sau difuze; detaliile irisului sunt vizibile in mod clar

2 Zone translucide usor sesizabile; detaliile irisului sunt usor neclare

3 Opacitate corneand severd; nu sunt vizibile anumite detalii ale irisului; dimensiunea pupilei este

foarte putin sesizabild
4 Opacitate corneand completd; iris invizibil
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Retentia de fluoresceind este evaluatd numai pentru momentul de observare dupd 30 de minute, astfel cum se aratd
in tabelul 2. Valoarea medie a retentiei de fluoresceind pentru toti ochii testati se calculeazd in consecintd pentru
momentul de observare dupd 30 de minute si este utilizatd pentru punctajul general al categoriei furnizat pentru
fiecare substantd chimica de testat (a se vedea punctul 51).

Tabelul 2.

Punctajele de retentie de fluoresceini.

Punctaj Observatii
0 Absenta retentiei de fluoresceind
0,5 Colorare redusd a unor celule izolate
1 Colorare a unor celule izolate dispersate pe zona tratatd a corneei
2 Colorare intensi focalizatd sau confluenti a unor celule izolate
3 Zone confluente intinse ale corneei care retin fluoresceind

Efectele morfologice includ ,corodarea” celulelor epiteliale corneene, ,detasarea” epiteliului, ,formarea de asperitdti”
la nivelul suprafetei corneene si ,aderarea” de cornee a substantei chimice de testat. Aceste rezultate pot varia in
gravitate si se pot produce in mod simultan. Clasificarea rezultatelor este subiectivd in functie de interpretarea
formulatd de cercetitor.

DATE SI RAPORTARE

Evaluarea datelor

Rezultatele pentru opacitatea corneand, inflamarea corneei si retinerea de fluoresceind se evalueazd separat pentru
a genera o clasd ICE pentru fiecare caracteristicd. Clasele ICE pentru fiecare caracteristicd sunt combinate ulterior
pentru a genera o clasificare a iritatiei oculare pentru fiecare substantd chimici de testat.

Criterii de decizie

Dupd evaluarea fiecdrei caracteristici, se pot desemna clasele ICE in functie de un interval predeterminat.
Interpretarea inflamdrii corneene (tabelul 3), a opacitdtii (tabelul 4) si a retentiei de fluoresceind (tabelul 5) utilizind
patru clase ICE se realizeazd in conformitate cu scalele prezentate mai jos. Este important sd se remarce faptul cd
punctajele pentru inflamarea corneand prezentate in tabelul 3 sunt aplicabile numai in cazul in care grosimea se
mdsoard cu un microscop cu lampd cu fantd (de exemplu, Haag-Streit BP900) cu dispozitivul de mdsurare
a adancimii nr. 1 si cu lirgimea fantei setatd la 9%, respectiv egald cu 0,095 mm. Utilizatorii trebuie s aibd in
vedere faptul cd microscoapele cu lampa cu fantd pot produce rezultate diferite ale grosimii corneei dacd lirgimea
fantei microscopului este diferit.

Tabelul 3

Criteriile de clasificare a ICE pentru inflamarea corneeani.

Inflamarea corneand medie (%) (*) Clasa ICE

DelaOla5 I

> 5 péand la 12 II
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Inflamarea corneand medie (%) (*) Clasa ICE
> 12 pand la 18 (> 75 min dupd tratament) I
> 12 pand la 18 (< 75 min dupd tratament) 11
> 18 pand la 26 1
> 26 pand la 32 (> 75 min dupd tratament) 11
> 26 pand la 32 (< 75 min dupd tratament) v
> 32 v

(*) Cel mai mare punctaj mediu observat in orice moment

Tabelul 4

Criteriile de clasificare a ICE pentru opacitate.

Punctajul maxim mediu pentru opacitate (*) Clasa ICE
0,0-0,5 [
0,6-1,5 II
1,6-2,5 111
2,6-4,0 I\%

(*) Punctaj mediu maxim observat in orice moment (pe baza punctajelor opacititii astfel cum sunt definite in tabelul 1).

Tabelul 5

Criteriile de clasificare a ICE pentru retentia de fluoresceind

Punctaj mediu al retentiei de fluoresceind la 30 de minute

post-tratament (¥) Clasa ICE
0,0-0,5 I
0,6-1,5 "
1,6-2,5 11
2,6-3,0 v

(*) Pe baza punctajelor astfel cum sunt definite in tabelul 2.

Clasificarea in vitro pentru o substantd chimicd de testat este evaluatd prin interpretarea clasificdrii GHS care
corespunde combindrii categoriilor obtinute pentru inflamarea corneand, opacitatea corneand si retentia de

fluoresceind, astfel cum este descrisi in tabelul 6.
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Tabelul 6

Clasificdri generale in vitro

Clasificare GHS al ONU Combinatii ale celor 3 caracteristici
Nicio categorie 3x1
2x[1x1I
Nu se poate estima Alte combinatii
Categoria 1 3x1IV
2 x1v,1 =1l

2x1V, 1 x 11 (¥

2x1V, 1 x1(¥

Opacitatea corneand > 3 la 30 min (pentru cel putin 2
ochi)

Opacitatea corneand = 4 in orice moment (pentru cel
putin 2 ochi)

Detasarea severd a epiteliului (pentru cel putin 1 ochi)

(*) Combinatii a cdror probabilitate de aparitie este mai mica.

Criterii de acceptare a studiului
Un test este considerat acceptabil in cazul in care martorul negativ testat in paralel sau grupul martor solvent/

vehicul i martorii pozitivi testati in paralel sunt identificati ca neclasificat conform GHS si, respectiv, categoria 1
a GHS.

Raport de testare

Raportul de testare trebuie si contind urmdtoarele informatii, dacd acestea prezintd relevantd pentru desfisurarea
studiului:

Substantd chimicd de testat si substantele chimice martor

— Denumire (denumiri) chimici(e), precum denumirea structurald utilizatd de citre Chemical Abstracts Service
(CAS), urmati de alte denumiri, dacd se cunosc;

— Numarul de inregistrare (Registry Number — RN) CAS, dacd se cunoaste;

— Puritatea §i compozitia substantelor chimice de testat/martor (in procent(e) de greutate], in mdsura in care
informatia respectiva este disponibild;

— Proprietiti fizico-chimice precum starea fizici, pH-ul, stabilitatea, hidrosolubilitatea, utile pentru efectuarea
studiului;

— Tratamentul substantelor chimice de testat/martor inainte de efectuarea testului, dupi caz (de exemplu,
incilzire, macinare);

— Stabilitatea, dacd este cunoscutd.

Informatii referitoare la sponsor i la instalatia de testare

— Numele si adresa sponsorului, ale instalatiei de testare si ale directorului de studiu;
— Identificarea sursei ochilor (de exemplu, unitatea unde au fost colectati);

Conditiile metodei de testare

— Descrierea sistemului de testare utilizat;
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— Microscopul cu lampi cu fantd utilizat (de exemplu, modelul) si reglajele instrumentelor pentru microscopul cu
lampi cu fantd utilizat;

— Trimitere la rezultate ale martorilor negativi si pozitivi testati anteriori, dacd este cazul, date anterioare care
atestd intervale acceptabile pentru martorii etalon testati in paralel;

— Procedura utilizatd pentru a asigura integritatea (si anume, precizia si fiabilitatea) metodei de testare in timp (de
exemplu, testarea periodicd a substantelor chimice de verificare).

Colectarea si pregdtirea ochilor

— Virsta si greutatea animalului donator si, dacd sunt disponibile, caracteristicile specifice ale animalelor de la care
au fost colectati ochii (de exemplu, sexul, susi);

— Conditiile de depozitare si de transport ale ochilor (de exemplu, data si ora colectdrii ochilor, perioada de timp
dintre colectarea capetelor si introducerea ochilor enucleati in camera de suprafuziune);

— Pregitirea si montarea ochilor, inclusiv specificatii privind calitatea acestora, temperatura camerelor ochilor si
criteriile de selectie pentru ochii utilizati pentru testare.

Procedura de testare
— Numdrul de duplicate utilizate;

— Identitatea martorilor pozitivi §i negativi utilizati (daci este cazul, de asemenea, a solventului si a martorilor
etalon);

— Doza de substantd chimicd de testat, aplicarea si timpul de expunere;

— Momentele de observare (inainte si dup tratament);

— Descrierea criteriilor de evaluare si de decizie utilizate;

— Descrierea criteriilor de acceptare a studiului utilizate;

— Descrierea oricdror modificiri ale procedurii de testare.

Rezultate

— Prezentarea in form3 tabelard a punctajelor de inflamare corneand, opacitate si retentie de fluoresceind obtinute
pentru fiecare ochi si la fiecare dintre momentele de observatie, inclusiv punctaje medii in fiecare moment de

observare a tuturor ochilor testati;

— Punctajele medii maxime de inflamare corneand, opacitate si retentie de fluoresceind observate (de la orice
moment), precum si clasa ICE corespunzitoare.

— Descrierea oricdror altor efecte observate;
— Clasificare GHS in vitro derivat;

— Dupd caz, fotografii ale ochiului;
Discutarea rezultatelor

Concluzie
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Apendicele 1

DEFINITII

Precizie: Gradul de apropiere dintre rezultatele metodei de testare si valorile de referintd acceptate. Aceasta
constituie una dintre caracteristicile de performantd ale metodei de testare si unul dintre aspectele ,relevantei”
acesteia. Termenul este adesea utilizat in paralel cu termenul ,concordantd” pentru a desemna proportia de
rezultate corecte ale unei metode de testare.

Substanti chimicd etalon: O substantd chimicd utilizatd in calitate de standard pentru comparatia cu o substantd
chimicd de testat. O substantd chimica etalon trebuie s aibd urmadtoarele proprietati: (i) sursd (surse) compatibild(e)
si sigurd(e); (i) asemdndri structurale si functionale cu clasa de substante chimice testatd; (iii) caracteristici fizico-
chimice cunoscute; (iv) date justificative privind efecte cunoscute si (v) influentd cunoscutd in intervalul de rdspuns
dorit.

Abordarea ascendentd: Abordare pe etape utilizatd pentru o substantd chimicd susceptibildi de a nu necesita
clasificare pentru iritatia oculard sau lezarea oculard gravd, care incepe cu determinarea substantelor chimice care
nu necesitd clasificare (rezultat negativ) din alte substante chimice (rezultat pozitiv).

Substanti chimicd: O substantd sau un amestec.

Cornee: Regiunea transparentd a pdrtii anterioare a globului ocular care acoperd irisul si pupila si care permite
luminii sd patrundd in interior.

Opacitate corneand: Masurarea gradului de opacitate a corneei dupi expunerea la o substantd chimici de testat.
Opacitatea corneand crescutd este un indicator al leziunii corneene.

Inflamare corneand: O misurare obiectivd in testul ICE a gradului de dilatare a corneei dupi expunerea la
o substantd chimicd de testat. Se exprimi sub forma procentuald si se calculeazi pe baza mdsuritorilor nivelului de
bazd al grosimii corneene (pre-dozd) si ale grosimii inregistrate la intervale regulate dupd expunere la substanta
chimici testatd prin testul ICE. Gradul de inflamare corneand este un indicator al leziunii corneene.

Iritatie oculard: Producerea de modificdri in ochi in urma aplicirii unei substante chimice de testat pe suprafata
anterioard a ochiului, care sunt complet reversibile in termen de 21 de zile de la aplicare. Termen utilizat in paralel
cu ,efecte reversibile asupra ochilor” si cu ,categoria 2 din GHS al ONU” (4).

Rati de rezultate fals negative: Proportia tuturor substantelor chimice pozitive identificate in mod fals de
o metodd de testare ca fiind negative. Acesta este unul dintre indicatorii de performanti ai metodei de testare.

Rati de rezultate fals pozitive: Proportia tuturor substantelor chimice negative identificate in mod fals de
o metodd de testare ca fiind pozitive. Acesta este unul dintre indicatorii de performanta ai metodei de testare.

Retentie de fluoresceind: O misurare subiectivd in cadrul testului ICE a gradului in care fluoresceina de sodiu
este retinutd de celulele epiteliale din cornee dupd expunerea la o substanti de testat. Gradul de retentie de
fluoresceind este un indicator al leziunii la nivelul epiteliului cornean.

Pericol: Proprietate intrinsecd a unui agent sau a unei situatii care are potentialul de a produce efecte adverse
atunci cand un organism, un sistem sau o (sub)populatie este expusi la agentul respectiv.

Efecte ireversibile asupra ochilor: A se vedea ,lezarea oculard grava” si ,categoria 1 din GHS al ONU".

Amestec: Un amestec sau o solutie compusd din doud sau mai multe substante, in care acestea nu intrd in reactie

(4.

Martor negativ: O probd replicd netratatd care contine toate componentele sistemului de testare. Aceastd probd
este analizatd impreund cu probele tratate cu substantd chimicd de testat si cu alte probe martor pentru
a determina dacd solventul interactioneazd cu sistemul de testare.
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Neclasificat: Substante care nu sunt clasificate pentru iritatia oculard (categoria 2 din GHS al ONU) sau pentru
lezarea oculard gravd (categoria 1 din GHS al ONU). Termen utilizat in paralel cu ,nicio categorie” din GHS al
ONU.

Martor pozitiv: O replicd ce contine toate componentele unui sistem testat si care a fost tratatd cu o substantd
chimicd cunoscutd pentru faptul ci provoacd o reactie pozitivd. Pentru a asigura posibilitatea evaludrii variabilitatii
in timp a reactiei martorului pozitiv, amplitudinea reactiei severe nu trebuie sa fie excesiv de mare.

Fiabilitate: Mdsura in care o metodd de testare poate fi reprodusi in timp, in acelasi laborator sau in laboratoare
diferite, folosind acelasi protocol. Aceasta se evalueazd prin calcularea reproductibilititii in acelasi laborator sau
inter-laboratoare.

>

Efecte reversibile asupra ochilor: A se vedea ,iritatia oculard” si ,categoria 2 din GHS al ONU".

Lezarea oculari gravd: Producerea de leziuni tisulare la nivel ocular sau deteriorarea fizicd gravd a vederii in urma
aplicdrii unei substante chimice de testat pe suprafata anterioard a ochiului, care nu sunt complet reversibile intr-un
interval de 21 de zile de la aplicare. Termen utilizat in paralel cu ,efecte ireversibile asupra ochilor” si cu ,categoria
1 din GHS al ONU” (4).

Microscop cu lampd cu fantd: Instrument utilizat pentru a examina direct ochiul, sub puterea de mirire a unui
microscop binocular, prin crearea unei imagini stereoscopice, drepte. In cazul metodei de testare ICE, acest
instrument este utilizat pentru a vizualiza structurile anterioare ale ochiului de pui si pentru a masura in mod
obiectiv grosimea corneand cu ajutorul unui dispozitiv de misurare a grosimii atasat.

Martor solvent/vehicul: O probi netratatd care contine toate componentele unui sistem testat, inclusiv solventul
sau vehiculul analizat impreund cu esantioanele de substantd chimicd de testat tratate si cu alte probe martor
pentru a stabili reactia de bazd pentru probele tratate cu substanta chimica de testat dizolvatd in acelasi solvent sau
vehicul. Atunci cind este testatd in paralel cu un martor negativ, aceastd probd indicd, de asemenea, dacd solventul
sau vehiculul interactioneazi cu sistemul testat.

Substangi: Elemente chimice si compusii lor in stare naturald sau obtinuti prin orice proces de productie, inclusiv
orice aditiv necesar pentru a mentine stabilitatea produsului si orice impuritate rezultatd din procesul utilizat, dar
cu exceptia oricdrui solvent care poate fi separat fird a influenta stabilitatea substantei sau fird a schimba
compozitia acesteia (4).

Surfactant: Denumit, de asemenea, agent cu activitate de suprafatd, acesta este o substantd, cum ar fi un detergent,
care poate reduce tensiunea superficiald a unui lichid si, prin urmare, permite producerea spumei sau patrunderea
substantelor solide; este cunoscut, de asemenea, ca agent tensioactiv.

Abordare descendentd: Abordare pe etape utilizati pentru o substantd chimicd susceptibild de a provoca lezarea
oculard gravd, care incepe cu determinarea substantelor chimice care provoacd lezarea oculard grava (rezultat
pozitiv) din alte substante chimice (rezultat negativ).

Substanta chimic3 de testat: Orice substantd sau amestec testat utilizind aceastd metodd de testare.

Strategie de testare secventiald: O strategic de testare pe etape in care toate informatiile existente cu privire la
o substantd chimicd de testat sunt revizuite, intr-o anumiti ordine, utilizdnd un proces al fortei probante in fiecare
etapd pentru a determina dacd sunt disponibile suficiente informatii pentru o decizie privind clasificarea pericolelor
inainte de a trece la etapa urmdtoare. In cazul in care potentialul iritant al unei substante chimice de testat poate fi
apreciat pe baza informatiilor existente, nu este necesard o testare suplimentard. In cazul in care potentialul iritant
al unei substante chimice de testat nu poate fi apreciat pe baza informatiilor existente, o procedurd de testare
secventiald pe animale se efectueazd pand in momentul in care se poate efectua o clasificare lipsitd de echivoc.

Sistemul global armonizat de clasificare si etichetare a substantelor chimice al Organizatiei Natiunilor
Unite (GHS al ONU): Un sistem care propune clasificarea substantelor chimice (substante si amestecuri) in functie
de tipuri si niveluri standardizate de pericole fizice, pericole pentru sindtate si pericole pentru mediu si care
elaboreazd elemente de comunicare corespunzitoare, de exemplu pictograme, cuvinte de avertizare, declaratii cu
privire la pericole, declaratii de securitate si fise tehnice de sigurantd, pentru a transmite informatii privind efectele
adverse ale acestora in scopul protejirii populatiei (inclusiv angajatorii, lucritorii, transportatorii, consumatorii i
cei care se ocupd de serviciile de urgentd) si a mediului (4).
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Categoria 1 din GHS al ONU: a se vedea ,lezarea oculard gravi” sifsau ,efecte ireversibile asupra ochilor”.

x99

Categoria 2 din GHS al ONU: a se vedea ,iritatia oculard” si[sau ,Efecte reversibile asupra ochilor”.

,Nicio categorie” din GHS a ONU: Substante chimice care nu indeplinesc cerintele pentru clasificare corespun-
zdtoare categoriei 1 sau 2 (2A sau 2B) din GHS al ONU. Termen utilizat in paralel cu ,neclasificat”.

Metodd de testare validatd: Metodd de testare pentru care au fost completate studii de validare pentru
a determina relevanta (inclusiv precizia) si fiabilitatea pentru un anumit scop. Este important de semnalat ci este
posibil ca performantele unei metode de testare validate sd nu fie suficiente din punct de vedere al preciziei si al
fiabilitatii incat aceasta si fie consideratd acceptabild pentru scopul propus.

Forta probantd: Procesul prin care se iau in considerare punctele tari si punctele slabe ale unor informatii diverse
pentru a se formula si a se sustine o concluzie in ceea ce priveste potentialul pericolelor unei substante chimice de
testat.
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Apendicele 2

SUBSTANTE CHIMICE DE VERIFICARE PENTRU METODA DE TESTARE ICE

Inainte de utilizarea sistematici a unei metode de testare conforme cu prezenta metodd de testare, laboratoarele
trebuie sd demonstreze performantele tehnice proprii prin identificarea corectd a clasificarii pericolelor la nivelul
celor 13 substante chimice recomandate in tabelul 1. Substantele respective au fost selectate pentru a reprezenta
intervalul de reactii pentru pericolele la nivel ocular pe baza rezultatelor furnizate de testul in vivo pe ochi de iepure
(TG 405) si sistemul de clasificare GHS al ONU (si anume, categoriile 1, 2A, 2B sau ,nicio categorie”) (4) (6). Alte
criterii de selectie au fost disponibilitatea comerciald a substantelor chimice, existenta datelor de referinta in vivo de
calitate superioard si existenta datelor de calitate superioard furnizate de metoda de testare in vitro ICE. Informatiile
de referintd sunt disponibile in registrul SSD (3) si in documentele ICCVAM de trecere in revistd a cadrului general
pentru metoda de testare ICE (9).

Tabelul 1

Substante chimice recomandate pentru a demonstra performantele tehnice prin metoda ICE

Substantd chimicd NR: CAS Clasd chimici () Forma fizicd | Clasificare In Vivo () | Clasificare In Vitro (%)
Cloruri de benzal- 8001-54-5 | Compus de tip Lichid | Categoria 1 Categoria 1
coniu (5 %) onium
Clorhexidind 55-56-1 | Amind, amidind Solid Categoria 1 Categoria 1
Acid dibenzoil-L- 2743-38-6 | Acid carboxilic, es- Solid Categoria 1 Categoria 1
tartric ter
Imidazol 288-32-4 | Heterociclu Solid Categoria 1 Categoria 1
Acid tricloracetic 76-03-9 | Acid carboxilic Lichid | Categoria 1 Categoria 1
(30 %)
Clorurd de 2,6-di- 4659-45-4 | Halogenurd de acil Lichid | Categoria 2A Nu se poate estima
clorbenzoil *
Nitrat de amoniu 6484-52-2 | Sare anorganicd Solid Categoria 2A (%) Nu se poate estima
()
Etil-2-metil-acetoa- 609-14-3 | Cetond, ester Lichid | Categoria 2B Nu se poate estima
cetat *
Dimetil sulfoxid 67-68-5 | Compusi organici Lichid | Nicio categorie Nicio categorie
cu sulf
Glicerind 56-81-5 | Alcool Lichid | Nicio categorie Nicio categorie (li-

mitd)
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Substantid chimicd NR: CAS Clasd chimica (1) Forma fizicd | Clasificare In Vivo (?) | Clasificare In Vitro (%)
Metilciclopentan 96-37-7 | Hidrocarburi (ci- Lichid | Nicio categorie Nicio categorie
clice)
N-hexan 110-54-3 | Hidrocarburi (aci- Lichid | Nicio categorie Nicio categorie
clicd)
Triacetind 102-76-1 | Lipide Lichid | Neclasificat Nicio categorie

Abrevieri: NR: CAS = Numdr de inregistrare al Chemical Abstracts Service.

() Clasele chimice au fost desemnate pentru fiecare substantd chimicd de testat prin utilizarea unei scheme de clasificare stan-

dard, pe baza sistemului de clasificare al National Library of Medicine Medical Subject Headings (MeSH) (disponibil la http//

www.nlm.nih.gov/mesh)

Pe baza rezultatelor furnizate de testul in vivo pe ochi de iepure (OCDE TG 405) si prin utilizarea GHS al ONU (4) (6).

Pe baza rezultatelor obtinute prin metoda ICE, astfel cum este descris in tabelul 6.

Combinatii ale punctajelor metodei ICE, altele decat cele descrise in tabelul 6 pentru identificarea categoriei ,nicio categorie”

din GHS al ONU si categoria 1 din GHS al ONU (a se vedea tabelul 6).

(}) Clasificarea in categoria 2A sau 2B depinde de interpretarea criteriului GHS al ONU de distinctie intre cele doud categorii, si
anume, 1 din 3 versus 2 din 3 animale, cu efecte din ziua 7, necesar pentru a se efectua o clasificare in categoria 2A. Studiu
in vivo a inclus 3 de animale. Toti parametri studiati, cu exceptia rosetii conjunctivei la un singur animal, s-au recuperat la un
punctaj de zero pand in ziua 7 sau mai devreme. Singurul animal care nu s-a recuperat pe deplin in ziua 7 a avut un punctaj
de roseatd a conjunctivei de 1 (in ziua 7), care s-a recuperat in totalitate in termen de 10 de zile.

—~— o~
NN
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Apendicele 3

DIAGRAME ALE APARATULUI DE SUPRAFUZIUNE ICE SI ALE CLEMELOR PENTRU OCHI

[A se vedea Burton et al. (18) pentru descrieri generice suplimentare ale aparatului de suprafuziune si ale
clemelor pentru ochi]

-~
13 ?)
¢ e
15)
EYE HOLDER
Nr. crt. Descriere Nr. crt. Descriere
1 Evacuare apd caldd 9 Compartiment
2 Usd glisantd 10 Suport ochi
3 Aparat de suprafuziune 11 Ochi de pui
4 Instrument de mdsurare opticd 12 Evacuare solutie salind
5 Admisie api caldd 13 Surub fixare
6 Solutii salind 14 Brat superior ajustabil
7 Apd caldd 15 Brat inferior fix”
8 Admisie solutie salind
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(14) In partea B, capitolul B.49 se inlocuieste cu urmitorul text:

,B.49 Testul in vitro de micronucleu pe celule de mamifere

INTRODUCERE

Aceastd metodd de testare este echivalentd cu Orientarea OCDE privind testarea nr. 487 (2016). Aceasta face parte
dintr-o serie de metode de testare privind toxicologia genetici. A fost elaborat un document al OCDE care oferd
informatii succinte privind testarea pentru toxicologia geneticd (1) si care trece in revistd modificdrile efectuate
recent asupra orientdrilor respective.

Testul in vitro de micronucleu (MNvit) este un test de genotoxicitate pentru identificarea micronucleelor (MN) in
citoplasma celulelor in interfazd. Micronucleele pot avea ca origine fragmente de cromozomi acentrici (si anume,
fard centrometru) sau cromozomi integrali incapabili sd migreze citre polii celulei in timpul etapei de anafazi
a divizdrii celulare. Prin urmare, testul MNvit este o metodd in vitro care constituie un instrument de bazd complet
pentru investigarea potentialului de leziuni cromozomiale in vitro datoritd capacitdtii acestuia de evidentiere
a agentilor aneugeni si clastogeni (2) (3) in celulele care au efectuat diviziune celulard in timpul sau dupd expunerea
la substanta chimici de testat (a se vedea punctul 13 pentru mai multe detalii). Micronucleele reprezintd leziunile
transmise celulelor fiice, in timp ce aberatiile cromozomiale observate in celulele aflate in metafazd pot si nu fie
transmise. In ambele cazuri, modificirile pot si nu fie compatibile cu supravietuirea celulelor.

Aceastd metodd de testare permite utilizarea de protocoale incluzand sau nu citocalasind B (citoB), inhibitorul de
polimerizare a actinei. Adiugarea de citoB anterior mitozei are ca rezultat celule care sunt binucleate si, prin
urmare, permite identificarea si analiza micronucleelor doar in acele celule care au incheiat procesul de mitozd (4)
(5). Aceastd metodd de testare permite, de asemenea, utilizarea de protocoale fird blocarea citocinezei, cu conditia
existentei posibilititii de a demonstra faptul ¢ populatia celulard analizatd a efectuat mitoza.

In plus fatd de utilizarea testului MNvit pentru a identifica substantele chimice care induc micronuclee, utilizarea
marcdrii imunochimice a kinetocorilor sau hibridizarea cu sonde centrometrice/telomerice (hibridizarea in situ cu
flourescentd (FISH) poate, de asemenea, si furnizeze informatii suplimentare cu privire la mecanismele care stau la
originea leziunilor cromozomiale si ale formdrii micronucleelor (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16)
(17). Procedurile de marcare si de hibridizare mentionate pot fi utilizate atunci cidnd se constatd o crestere
a formdrii de micronuclee, iar cercetitorul doreste si stabileascd dacd respectiva crestere este rezultatul unor
evenimente clastogenice sifsau aneugene.

Deoarece micronucleele prezente in celulele in interfazd pot fi evaluate in mod relativ obiectiv, personalul labora-
torului trebuie doar si determine numdrul de celule binucleate atunci cand se utilizeazi citoB si incidenta celulelor
micronucleate in toate cazurile. Prin urmare, lamele pot fi examinate relativ rapid, iar analiza poate fi automatizata.
Acest lucru permite examinarea a mii in loc de sute de celule pentru fiecare tratament, mdrind astfel puterea
testului. In sfarsit, avand in vedere faptul ci micronucleele pot si provini de la cromozomi intarziati, existd posibi-
litatea detectdrii agentilor care induc aneoploidie care sunt dificil de studiat in cadrul testelor de aberatii
cromozomiale clasice, de exemplu, capitolul B.10 din prezenta anexa (18). Cu toate acestea, testul MNvit astfel cum
este descris in prezenta metodd de testare nu permite diferentierea intre substante chimice care provoaci modificiri
in numdrul de cromozomi sifsau ploidie si substangele care provoacd clastogenicitate fard utilizarea de tehnici
speciale precum metoda FISH mentionati la punctul 4.

Testul MNvit este fiabil si poate fi efectuat pe o diversitate de tipuri de celule, in prezenta sau absenta citoB.
Validitatea testului MNvit este atestatd de numeroase date obtinute utilizind diferite tipuri de celule (culturi de linii
celulare sau culturi de celule primare) (19) (20) (21) (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34)
(35) (36). Acestea includ, in special, studii internationale de validare coordonate de Société Francaise de Toxicologie
Génétique (SFTG) (19) (20) (21) (22) (23) si rapoartele elaborate de International Workshop on Genotoxicity
Testing (5) (17). De asemenea, datele disponibile au ficut obiectul unei noi evaludri in cadrul unui studiu de
validare retrospectiv fondat pe forta probantd, efectuat de Centrul European pentru validarea metodelor alternative
(ECVAM) al Comisiei Europene, iar metoda de testare a fost declaratd valabild din punct de vedere stiintific de citre
Comitetul stiintific consultativ al ECVAM (ESAC) (37) (38) (39).
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Testul MNvit pe celule de mamifere poate si utilizeze culturi de linii celulare sau culturi de celule primare, de
origine umand sau de la rozitoare. Deoarece frecventa de fond a micronucleelor va influenta sensibilitatea testului,
se recomandd utilizarea unor tipuri de celule cu o frecventd de fond stabild si definitd de formare de micronucleu.
Celulele utilizate se selecteazd in functie de capacitatea acestora de a se dezvolta in mod optim in culturd, de
stabilitatea cariotipului acestora (inclusiv numirul de cromozomi) si frecventa spontand a micronucleelor (40). In
prezent, datele disponibile nu permit efectuarea de recomandari ferme, dar sugereazd faptul cd este important,
atunci cind se evalueazd pericolele chimice, sd se ia in considerare statutul p53, stabilitatea geneticd (a cariotipului),
capacitatea de regenerare a ADN-ului si originea (rozdtoare versus celule umane) celulelor alese pentru testare.
Utilizatorii acestei metode de testare sunt incurajati, prin urmare, si ia in considerare influenta acestor si altor
caracteristici ale celulelor privind detectarea unei linii celulare a inductiei de micronuclee, avind in vedere faptul cd
cunostintele evolueazi in acest domeniu.

Definitiile utilizate sunt furnizate in apendicele 1.

CONSIDERATII INITIALE SI LIMITARI

Testele efectuate in vitro necesitd, in general, utilizarea unei surse exogene de activare metabolicd, cu exceptia
cazului in care celulele sunt competente din punct de vedere metabolic cu substantele chimice de testat. Sistemul
exogen de activare metabolicd nu reproduce integral conditiile in vivo. Se acordi atentie deosebitd evitarii conditiilor
care ar conduce la rezultate pozitive date de artefacte care nu reflectd genotoxicitatea substantelor chimice de testat.
Aceste conditii includ modificdrile de pH (41) (42) (43) sau osmolalitate, interactiunea cu mediul culturii de celule
(44) (45) sau niveluri excesive ale citotoxicitatii (a se vedea punctul 29).

Pentru a analiza inductia micronucleelor, este esential ca mitoza sa se fi produs atat in culturile tratate, cat si in cele
netratate. Cea mai prolificd etapd in materie de date in ceea ce priveste examinarea micronucleelor este in celulele
care au incheiat o mitoza in timpul sau ulterior tratamentului cu substanta chimicd de testat. Pentru nanomate-
rialele fabricate, sunt neceare adaptdri specifice ale acestei metode de testare, dar acestea nu sunt descrise in
prezenta metodd de testare.

Inainte de utilizarea metodei de testare pe un amestec pentru a genera date pentru un obiectiv de reglementare
specific, se ia in considerare dacd i, in caz afirmativ, din ce cauzd aceasta poate oferi rezultate adecvate pentru
respectivul scop. Astfel de consideratii nu sunt necesare in cazul in care existd o cerintd normativd pentru testarea
amestecului.

PRINCIPIUL TESTULUI

Culturi de celule umane sau de altd origine mamiferd sunt expuse la substanta chimicd de testat in prezenta si in
absenta unei surse exogene de activare metabolicd, cu exceptia cazului in care sunt utilizate celule cu capacitate
metabolicd adecvatd (a se vedea punctul 19).

In timpul si dupd expunerea la substanta chimici de testat, celulele se cultivd pentru o perioadi suficientd pentru
a permite leziunii cromozomiale sau altor efecte asupra ciclului celular/diviziunii celulare si conduci la formarea
de micronuclee in celule in interfazi. Pentru inductia aneuploidiei, substanta chimici de testat trebuie in general si
fie prezentd in timpul mitozei. Celulele recoltate si colorate in interfazd sunt analizate pentru a detecta prezenta
micronucleelor. In mod ideal, examinarea micronucleelor se realizeazi in acele celule care au efectuat o mitoza
completd in timpul expunerii la substanta chimicd de testat sau in timpul perioadei post-tratament, dacd aceasta
este previzutd in cadrul metodei. In culturile care au fost tratate cu un agent de blocare a citocinezei, acest lucru
este usor de realizat prin examinarea doar a celulelor binucleate. In absenta unui agent de blocare a citocinezei, este
important si se demonstreze ci celulele analizate au efectuat cel mai probabil diviziunea celulard, pe baza unei
cregteri a populatiei de celule, in timpul sau dupd expunerea la substanta chimicd de testat. Pentru toate
protocoalele, este important sd se demonstreze cd proliferarea celulard a avut loc atat in culturile tratate, cat si in
cele martor, iar gradul de citotoxicitate sau citostazd indus de substanta chimicd de testat este evaluat pentru toate
culturile in care se realizeazd examinarea micronucleelor.
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DESCRIEREA METODEI

Celule

In cadrul testului pot fi utilizate limfocite primare din singe periferic uman sau de la alte mamifere in culturd (7)
(20) (46) (47) si mai multe linii celulare provenite de la rozitoare precum CHO, V79, CHL/IU si celule L5178Y sau
linii celulare umane, precum TK6 (19) (20) (21) (22) (23) (26) (27) (28) (29) (31) (33) (34) (35) (36) (a se vedea
punctul 6). Alte linii celulare, cum ar fi HT29 (48), Caco-2 (49), HepaRG (50) (51), celule HepG2 (52), A549 (53)
si celule embrionare primare de hamster sirian (54) au fost utilizate pentru testarea de micronucleu, dar pand la
acest moment nu au fost validate in mod extensiv. Prin urmare, utilizarea linii si tipurilor de celule respective
trebuie justificatd pe baza performantei demonstrate in cadrul testului, astfel cum este descrisd in sectiunea
referitoare la criteriile de acceptabilitate. CitoB a fost raportatd ca avind un potential impact asupra cresterii
celulelor L5178Y si, prin urmare, nu este recomandati cu aceastd linie de celule (23). In cazul in care se utilizeaza
celule primare, din motive de bunistare a animalelor, se ia in considerare utilizarea de celule de origine umani
atunci cand este fezabil si de la care s-au prelevat probe in conformitate cu principiile si reglementdrile eticii
umane.

Limfocitele din sangele periferic uman se obtin de la indivizi tineri (aproximativ 18-35 de ani), nefumdtori, fard
vreo boald cunoscutd sau expuneri recente la agenti genotoxici (de exemplu, substante chimice, radiatii ionizante) la
niveluri care ar conduce la cresterea incidentei generale a celulelor micronucleate. Acest lucru ar asigura ca
incidenta generald a celulelor micronucleate si fie scizutd si consistentd. Incidenta de bazd a celulelor micronucleate
creste odatd cu varsta, iar aceastd tendintd este mai marcanti la femei decat la barbati (55). In cazul in care celulele
provenite de la mai multi donatori sunt reunite pentru utilizare, se precizeazd numarul de donatori. Este necesar sd
se demonstreze cd celulele s-au divizat de la inceputul tratdrii cu substanta chimicd de testat in celule prelevate.
Culturile de celule sunt mentinute in faza de crestere exponentiald (linii celulare) sau sunt stimulate si se dividd
(culturi primare de limfocite) pentru a expune celulele in diferite etape ale ciclului celular, avand in vedere faptul cd
sensibilitatea etapelor celulare la substantele chimice de testat poate sd nu fie cunoscutd. Celulele primare care
necesitd stimulare cu agenti mitogenici pentru a se divide nu mai sunt sincronizate, in general, in timpul expunerii
la substanta chimica de testat (de exemplu, limfocite umane dupd o expunere mitogenicd de 48 de ore). Utilizarea
de celule sincronizate in timpul tratamentului cu substanta chimicd de testat nu este recomandatd, dar poate fi
acceptabild dacd este justificata.

Medii si conditii de culturd

Se recomandi utilizarea mediilor de culturd si a conditiilor de incubatie (vasele de culturd, umiditate atmosfericd de
5 % CO,, dupd caz, temperatura de incubatie de 37 °C) corespunzitoare pentru a mentine culturile. Liniile celulare
se verificd in mod regulat pentru stabilitatea numirului modal de cromozomi si absenta contamindrii cu
micoplasmd si in cazul in care celulele au fost contaminate sau in cazul in care numirul modal de cromozomi s-a
schimbat, acestea nu se utilizeazd. Se stabileste durata normald a ciclului celular al liniilor celulare sau al culturilor
primare utilizate in laboratorul de testare, iar aceasta trebuie si fie conformd cu caracteristicile celulare publicate.

Pregitirea culturilor

Linii celulare: celulele se prepard plecind de la culturile de rezervd, se insiminteazd in mediul de culturd la
o anumitd densitate astfel incat celulele in suspensie ori in culturile monostrat sd continue si creascd exponential
panad la recoltarea acestora (de exemplu, se evitd confluenta celulelor care cresc in monostrat).
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Limfocite: sdngele integral tratat cu un anticoagulant (de exemplu, heparind) sau limfocite separate sunt plasate in
culturd (de exemplu, de 48 de ore pentru limfocitele umane) in prezenta unui mitogen [de exemplu fitohemaglu-
tinind (PHA) pentru limfocitele umane] pentru a induce diviziune celulard anterior expunerii la substanta chimica
de testat sau la citoB.

Activare metabolicd

Recurgerea la un sistem de activare metabolicd exogen este necesard in cazul utilizdrii de celule dotate cu
o capacitate metabolici endogend inadecvatd. Sistemul utilizat cel mai frecvent, recomandat implicit, cu exceptia
cazului in care se justificd altfel, este o fractie postmitocondriald imbogititd cu un cofactor (S9) preparati din ficat
provenit de la rozitoare (in general, sobolani) tratat cu agenti de inductie enzimaticd precum Aroclor 1254 (56)
(57) sau un amestec de fenobarbital si b-naftoflavoni (58) (59) (60). Utilizarea celui din urmi amestec nu este
contrard prevederilor Conventiei de la Stockholm privind poluantii organici persistenti (61) si s-a dovedit a fi la fel
de eficientd ca Aroclor 1254 pentru inductia de oxidaze cu functie mixtd (58) (59) (60). Fractia S9 este utilizatd in
general cu o concentratie cuprinsd intre 1-2 % (v/v), dar poate fi majoratd la 10 % (v/v) in mediul de testare final.
Utilizarea de produse care reduc indicele mitotic, in special produsele de complexare cu calciu (62), se evitd in
timpul tratamentului. Alegerea tipului si concentratiei sistemului exogen de activare metabolicd sau inductorului
metabolic utilizat poate fi influentatd de clasa de substante chimice testata.

Prepararea substantei chimice de testat

Substantele chimice de testat in stare solidd se pregitesc in solventi adecvati si se dilueazd, daci este cazul, anterior
tratamentului aplicat celulelor. Substantele chimice de testat in stare lichidd pot fi addugate direct in sistemul de
testare sifsau diluate anterior tratamentului sistemului de testare. Substantele chimice de testat in stare gazoasd sau
cele volatile se testeazd prin modificare adecvatd a protocoalelor standard, de exemplu utilizarea de recipiente
inchise ermetic (63) (64) (65). Pregdtirea de preparate de substanta chimicd de testat se efectueazd anterior
tratamentului, cu exceptia cazului in care existd date care si demonstreze stabilitatea acestora in conditii de stocare.

Conditii de testare

Solventi

Solventul se alege astfel incit sd optimizeze solubilitatea substantei chimice de testat fird si afecteze desfisurarea
testului, si anume, si modifice cresterea celulard, s afecteze integritatea substantei chimice de testat, sd reactioneze
cu vasele de culturd, si afecteze sistemul de activare metabolicd. Se recomandi ca, in mdsura in care este posibil, si
se ia In considerare in primd instantd utilizarea unui solvent apos (sau un mediu de culturd). Solventii bine stabiliti
sunt apa sau dimetilsulfoxidul (DMSO). In general, solventii organici nu trebuie si depiseascd 1 % (v/v). In cazul in
care citoB se dizolvd in DMSO, cantitatea totald de solvent organic utilizat atit pentru substanta chimica de testat,
cat si pentru citoB nu trebuie sd depdseascd 1 % (v/v); in caz contrar, se utilizeazd martori netratati pentru a asigura
ca procentajul de solvent organic nu are efecte adverse. Solventii aposi (solutie salind sau apd) nu trebuie si
depdseascd 10 % (v/v) in mediul de tratament final. In cazul in care nu se utilizeazd solventi bine stabiliti (de
exemplu, etanol sau acetond), utilizarea acestora se justificd prin date care si indice compatibilitatea acestora cu
substanta chimicd de testat, cu sistemul de testatare, precum si absenta genotoxicititii la concentratia utilizatd. In
lipsa acestor date justificative, este important sd se includd martori netratati (a se vedea apendicele 1), precum si
martori solventi pentru a demonstra ca solventul ales nu induce efecte vitimdtoare sau cromozomiale (de exemplu,
aneuploidie sau clastogenicitate).
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Utilizarea de citoB ca agent de blocare a citocinezei

Unul dintre cele mai importante aspecte in efectuarea testului MNvit este garantarea faptului ci celulele examinate
au incheiat procesul de mitoza in timpul tratamentului sau in timpul perioadei de incubatie post-tratament, dacd
aceasta este previzutd in cadrul metodei. Prin urmare, examinarea micronucleului se limiteazi la celulele care au
fost supuse procesului de mitoza in timpul sau ulterior tratamentului. CitoB este agentul utilizat cel mai frecvent
pentru blocarea citocinezei deoarece inhibd asamblarea actinei impiedicind astfel separarea celulelor fiice dupa
mitozd, conducand la formarea de celule binucleate (6) (66) (67). Efectul substantei chimice de testat asupra
cineticii proliferdrii celulare poate fi misurat concomitent atunci cand se utilizeaza citoB. CitoB se utilizeazd ca
agent de blocare a citocinezei atunci cind sunt utilizate limfocite umane, deoarece durata ciclului celular este
variabild in functie de donatori §i pentru ci nu toate limfocitele reactioneazd la stimularea cu PHA. Utilizarea de
ciroB nu este obligatorie pentru alte tipuri de celule in cazul in care se poate demonstra ci acestea au efectuat
diviziunea astfel cum este descris la punctul 27. in plus, citoB nu este utilizatd, in general, atunci cind sunt evaluate
probele de micronuclee utilizind metode citometrice de flux.

Pentru fiecare tip de celuld, laboratorul determind concentratia adecvatd de citoB pentru a obtine frecventa
optimald de celule binucleate in culturile martor tratate cu solvent si dovedeste capacitatea acesteia de a produce
suficiente celule binucleate pentru examinare. Concentratia adecvatd de citoB este cuprinsd, in general, intre 3 si

6 pg/ml (19).

Masurarea proliferdrii celulare si a citotoxicitdtii si alegerea concentratiilor de tratament

In momentul determindrii celei mai mari concentratii a substantei chimice de testat, se eviti concentratiile
susceptibile s3 producd rispunsuri pozitive date de artefacte, cum ar fi cele care produc citotoxicitate excesiva (a se
vedea punctul 29), precipitate in mediul de culturd (a se vedea punctul 30) sau modificdri importante de pH sau
osmolalitate (a se vedea punctul 9). In cazul in care substanta chimicd de testat provoacd o modificare importanta
in pH-ului mediului in timpul addugdrii sale, pH-ul ar putea fi ajustat prin tamponarea mediului final de tratament
astfel incat s se evite rezultate pozitive date de artefacte si sd se mentind conditii de culturd corespunzitoare.

Misurdtori ale proliferdrii celulare se efectueazd pentru a asigura cd un numdr suficient de celule tratate au efectuat
mitozd in timpul testului si cd tratamentele sunt realizate la niveluri adecvate de citotoxicitate (a se vedea punctul
29). Citotoxicitatea se determind in experimentul principal, cu sau fird activare metabolic3, utilizdnd un indicator
corespunzitor de moarte si crestere celulard (a se vedea punctele 26 si 27). In timp ce evaluarea citotoxicititii pe
un prim test initial poate fi utild pentru o mai bund definire a concentratiilor care urmeazd si fie utilizate in
experimentul principal, un test initial nu este obligatoriu. In cazul in care este efectuat, acesta nu trebuie si
inlocuiascd misurarea citotoxicitdtii in experimentul principal.

Tratarea culturilor cu citoB si masurarea frecventelor relative ale celulelor mononucleate, binucleate si multinucleate
in fiecare culturd furnizeazi o metoda precisi de cuantificare a efectului unui tratament asupra proliferdrii celulare
si asupra activitdtii citotoxice sau citostatice (6) si asigurd luarea in calcul doar a celulelor care s-au divizat in
timpul tratamentului sau dupd acesta. Indicele de proliferare a celulelor a ciror citocinezi a fost blocatd (CBPI) (6)
(27) (68) sau indicele de replicatie (RI) de la cel putin 500 de celule pentru fiecare culturd (a se vedea formulele din
apendicele 2) sunt recomandate pentru estimarea activitdtii citotoxice si citostatice ale unui tratament prin
compararea valorilor obtinute pentru culturile tratate si cele martor. Evaluarea altor indicatori de citotoxicitate (de
exemplu, integritatea celulard, apoptozd, necrozd, numdrarea celulelor in metafazd, ciclul celular) poate furniza
informatii utile, dar nu trebuie s inlocuiasci CBPI sau RI.
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In studiile fird citoB este necesar si se demonstreze ci celulele in culturi s-au divizat, astfel incat o parte
substantiald din celule examinate au efectuat diviziunea in timpul sau ulterior tratamentului cu substanta chimic
de testat, in caz contrar existind riscul de producere a unor rispunsuri fals negative. Masurarea dublirii relative
a populatiei (RPD) sau a cresterii relative a numdrului de celule (RICC) se recomandi pentru estimarea activitatii
citotoxice si citostatice a unui tratament (17) (68) (69) (70) (71) (a se vedea formulele din apendicele 2). In perioade
de prelevare extinse (de exemplu, tratamente de 1,5-2 ori durata ciclului celular normal si recoltare dupd un ciclu
celular normal de 1,52 ori suplimentar, conducand la perioade de prelevare mai mari cu de 3-4 ori durata ciclului
celular normal in total, astfel cum sunt descrise la punctele 38 si 39), RPD ar putea subestima citotoxicitatea (71).
In aceste circumstante, RICC ar putea fi o masurd mai potrivitd sau evaluarea citotoxicititii dupa o perioadi de 1,5-
2 ori durata ciclului celular normal ar fi o estimare utild. Evaluarea altor markeri de citotoxitate sau citostazd (de
exemplu, integritatea celulard, apoptozd, necrozd, numdrarea celulelor in metafazi, indicele de proliferare (PI), ciclul
celular, puntile nucleoplasmice sau mugurii nucleari) ar putea furniza informatii suplimentare utile, dar nu trebuie
sa inlocuiascd nici RPD, nici RICC.

Se evalueazi cel putin trei concentratii de testat (fird a include martorii solvent si pozitivi) care indeplinesc criteriile
de acceptabilitate (citotoxicitate adecvatd, numdr de celule etc.). Indiferent de tipurile de celule (linii celulare sau
culturi primare de limfocite), fiecare concentratie se poate testa fie pe culturi replicate tratate, fie pe culturi unice
tratate. In timp ce utilizarea a doud culturi tratate este recomandatd, culturile unice sunt acceptabile, de asemenea,
cu conditia ca acelasi numdr total de celule sd fie examinat atat pentru culturi unice, ct si pentru culturi duplicat.
Utilizarea de culturi unice este deosebit de relevantd atunci cand se evalueazd mai mult de 3 concentratii (a se
vedea punctele 44-45). Rezultatele obtinute din culturi replici independente la 0 anumita concentratie pot fi reunite
in vederea analizei datelor. In cazul substantelor chimice de testat cu citotoxicitate usoard sau firi citotoxicitate,
sunt adecvate, de reguld, intervale de concentratie de aproximativ 2 pani la 3 ori mai mari. In prezenta citotoxi-
citatii, concentratiile de testat selectate trebuie sd acopere o plajd de valori de la producerea citotoxicitatii astfel cum
este descris la punctul 29 si sd includd concentratii la care existd citotoxicitate moderatd si usoard sau nu existd
citotoxicitate. Multe substante chimice de testat prezintd curbe concentratie-rdspuns cu pante puternice, iar pentru
a obtine date la un nivel scizut si moderat de citotoxicitate sau pentru a studia in detaliu relatia dozd-raspuns, va fi
necesard utilizarea concentratiilor cu spatiu de separare redus sifsau mai mult de trei concentratii (culturi unice sau
replici), in special in situatiile in care este necesard repetarea experimentului (a se vedea punctul 60).

In cazul in care concentratia maximi se bazeazi pe citotoxicitate, cea mai mare concentratie trebuie si vizeze
atingerea unui nivel de citotoxicitate 55 * 5 % utilizdnd parametrii de citotoxicitate recomandati (si anume,
reducerea RICC si RPD pentru linii celulare atunci cand nu se utilizeazd citoB si reducerea CBPI sau RI atunci cind
se utilizeazd citoB la 45 £ 5 % a martorului negativ testat in paralel) (72). Se acordd atentie deosebitd interpretdrii
rezultatelor pozitive care se gisesc numai la limita superioard a acestei plaje de valori de toxicitate de 55 + 5 %
(71).

in cazul substantelor chimice de testat cu solubilitate redusi care nu sunt citotoxice la concentratii mai mici decat
concentratia minima de insolubilitate, cea mai mare concentratie analizatd produce o turbiditate sau un precipitat
vizibil cu ochiul liber sau cu ajutorul unui microscop inversat la sfarsitul tratamentului cu substanta chimicd de
testat. Chiar daci se manifestd citototoxicitate la un nivel sub concentratia minimd de insolubilitate, se recomanda
testarea la o singurd concentratie care produce turbiditate sau cu un precipitat vizibil deoarece pot rezulta efecte
date de artefacte din precipitat. La concentratia care produce un precipitat, se acordd atentie deosebitd pentru
a asigura cd precipitatul nu interfereaza cu desfisurarea testului (de exemplu, colorare sau examinare). Determinarea
solubilitatii in mediul de culturd inainte de experiment poate fi utila.

In cazul in care nu se constati citotoxicitate sau precipitat, concentratia maxima de testare trebuie si corespundi
cu 10 mM, 2 mg/ml sau 2 pljml, fiind retinutd cea mai mici valoare (73) (74) (75). In cazul in care substanta
chimici de testat nu are o compozitie definitd, de exemplu, o substantd cu compozitie necunoscutd sau variabila,
produse de reactie complexd sau materii biologice (UVCB) (76), extract de mediu etc., concentratia maximi ar
trebui sd fie mai mare (de exemplu, 5 mg/ml) in absenta citotoxicitdtii suficiente, pentru a creste concentratia
fiecirei componente. Cu toate acestea, trebuie remarcat faptul cd aceste ceringe pot fi diferite de cele pentru
produsele farmaceutice umane (93).



28.4.2017 Jurnalul Oficial al Uniunii Europene L 112/115

Martori

La fiecare moment de recoltare se includ martori negativi testati in paralel (a se vedea punctul 21) constituiti dintr-
un solvent singur in mediul de tratare si care se trateazd in aceleasi conditii precum culturile de tratare.

Martorii pozitivi testati in paralel sunt necesari pentru a demonstra abilitatea laboratorului in identificarea
substantelor clastogene si aneugene in conditiile previzute in protocolul de testare utilizat si eficacitatea sistemului
exogen de activare metabolicd (dupd caz). Tabelul 1 de mai jos prezintd exemple de martori pozitivi. Alte substante
chimice martor pozitive pot fi utilizate, dacd acest lucru este justificat.

In prezent, niciun aneugen cunoscut nu necesitd activare metabolici pentru a prezenta activitate genotoxicd (17).
Intrucat testele in vitro de genotoxicitate pe celule de mamifere sunt suficient de standardizate pentru tratamentele
pe termen scurt efectuate concomitent cu si firi activare metabolicd utilizdnd aceeasi duratdi de tratament,
utilizarea de martori pozitivi poate fi limitatd la un clastogen care necesitd activare metabolici. In acest caz, un
singur rezultat clastogenic al martorului pozitiv va demonstra atat activitatea sistemului de activare metabolic3, cat
si capacitatea de reactie a sistemului de testare. Cu toate acestea, tratamentul de lungd duratd (fird S9) necesitd
propriul martor pozitiv deoarece durata tratamentului va fi diferita fatd de testul care utilizeazd activare metabolica.
In cazul in care un clastogen este selectat ca unicul martor pozitiv pentru tratamentul pe termen scurt cu si fard
activare metabolicd, se selecteazd un aneugen pentru tratamentul pe termen lung fird activare metabolicd. Martorii
pozitivi atdt pentru clastogenitate, cat si pentru aneugenitate se utilizeazd pentru celulele competente din punct de
vedere metabolic care nu necesitd S9.

Fiecare martor pozitiv se utilizeazd in una sau mai multe concentratii susceptibile sd determine cresteri reproduc-
tibile si detectabile ale frecventei de fond pentru a demonstra sensibilitatea sistemului de testare (si anume, efectele
sunt clare, dar nu dezviluie imediat examinatorului identitatea lamelor codate) si rezultatul nu trebuie si fie
compromis de citotoxicitatea care depiseste limitele specificate in prezenta metoda de testare.

Tabelul 1.

Substante chimice de referinti recomandate pentru evaluarea competentei de laborator si pentru
selectarea de martori pozitivi

Categorie Substantd chimicd NR. CAS

1. Clastogeni activi fird activare metabolicd

Metansulfonat de metil 66-27-3
Mitomicind C 50-07-7
4-nitrochinolind-N oxid 56-57-5
Cistozind arabinozidd 147-94-4

2. Clastogeni care necesitd activare metabolicd

Benzo(a)piren 50-32-8

Ciclofosfamida 50-18-0
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Categorie Substantd chimicd NR. CAS
3. Aneugeni
Colchicind 64-86-8
Vinblastind 143-67-9

PROCEDURA

Schema de tratament

Pentru a maximiza probabilitatea detectdrii unei actiuni aneugene sau clastogene intr-un stadiu specific al ciclului
celular, este important ca un numdr suficient de celule reprezentand toate etapele diferite ale ciclului celular si fie
tratate cu substanta chimicd de testat. Toate tratamentele trebuie sd inceapd si sd se incheie in timpul etapei de
crestere exponentiald a celulelor, iar celulele trebuie si continue sd creascd pand la momentul prelevarii de probe.
Schema de tratament pentru liniile celulare si culturile de celule primare poate, prin urmare, si difere intr-o
oarecare misurd de cea pentru limfocite, care necesitd stimulare mitogenicd pentru a incepe ciclul celular (17). In
cazul limfocitelor, cea mai eficientd abordare constd in initierea tratamentului cu substanta chimicd de testat la 44-
48 de ore dupd stimularea cu PHA, atunci cand celulele se vor impdrti asincron (6).

Datele publicate (19) indicd faptul cd majoritatea substantelor aneugene si clastogene sunt detectate in urma unui
tratament de scurtd duratd, de 3 pand la 6 ore, in prezenta si in absenta preparatului 9, urmat de indepdrtarea
substantei chimice de testat si prelevarea de probe la un timp echivalent cu aproximativ de 1,5-2,0 ori durata
ciclului celular normal de la initierea tratamentului (7).

Cu toate acestea, pentru o evaluare aprofundatd, care ar fi necesard pentru a incheia un rezultat negativ, toate cele
trei conditii experimentale de mai jos se efectueazd utilizdnd atit un tratament pe termen scurt cu i fird activare
metabolicd, cit si un tratament pe termen lung fird activare metabolicd (a se vedea punctele 56, 57 si 58):

— Se recomandd expunerea celulelor la substanta chimicd de testat fard activare metabolicd, timp de 3-6 ore si
prelevarea de probe dupd un timp echivalent cu aproximativ de 1,5-2,0 ori durata ciclului celular normal de la
initierea tratamentului (19),

— Se recomandd expunerea celulelor la substanta de testat in prezenta activdrii metabolice, timp de 3-6 ore, si
prelevarea de probe dupd un timp echivalent cu aproximativ de 1,5-2,0 ori durata ciclului celular normal de la
initierea tratamentului (19),

— Celulele se expun continuu fird activare metabolici pand in momentul prelevirii probelor dupd un timp
echivalent cu aproximativ de 1,5-2,0 ori durata ciclului celular normal.

In cazul in care oricare dintre conditiile experimentale de mai sus conduce la un rezultat pozitiv, se poate sd nu fie
necesar sd se investigheze niciun alt regim de tratament dintre celelalte.

In cazul in care se cunoaste sau se presupune cd substanta chimici de testat afecteazi durata ciclului celular (de
exemplu, dacd se testeazd nucleotide analoage), in special pentru celule competente cu p53 (35) (36) (77),
perioadele de prelevare sau recuperare pot fi extinse cu o perioadd suplimentard de 1,5-2,0 ori durata ciclului
celular normal (si anume, totalul de 3,0 pand la 4,0 ori durata ciclului celular dupd initierea tratamentelor pe
termen scurt si pe termen lung). Aceste optiuni vizeazd situatiile in care pot exista preocupdri referitoare la
posibilele interaciuni dintre substanta chimici de testat si citoB. In cazul in care se utilizeazd perioade extinse de
prelevare (si anume, timp total de culturd de 3,0 pani la 4,0 ori durata ciclului celular), se acord atentie deosebitd
pentru a se asigura cd celulele sunt incd in diviziune activd. De exemplu, in cazul limfocitelor, cresterea
exponentiald poate sd intre in declin la 96 de ore dupd stimulare si culturile monostrat de celule ar putea deveni
confluente.
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In tabelul 2 se rezumd schemele de tratament celular propuse. Aceste scheme de tratament generale pot fi
modificate (si trebuie justificate) in functie de stabilitatea sau de reactivitatea substantei chimice de testat sau de
caracteristicile de crestere particulare ale celulelor utilizate.

Tabelul 2

Tratamentul celulelor si timpii de recoltd pentru testul MNvit

Limfocite, celule primare si linii | + S9 Se trateazd timp de 3-6 ore in prezenta S9;
celulare tratate cu citoB Tratament de scurtd duratd | se inldturd S9 si mediul de tratare;

se adaugd mediu proaspat si citoB;

se recolteazd la de 1,5-2,0 ori durata ciclului celu-
lar normal de la initierea tratamentului.

-S9 Se trateazd timp de 3-6 ore;

Tratament de scurtd duratd | se inldturd mediul de tratare;

se adaugd mediu proaspat si citoB;

se recolteazd timp de 1,5-2,0 cicluri celulare nor-
male dupd initierea tratamentului.

-89 Se trateazd timp de 1,5-2 cicluri celulare normale
Tratament pe perioadd | in prezenta citoB;
avansatd se recolteazd la sfarsitul perioadei de tratament.

Linii celulare tratate fird citoB
(Schemi de tratament identicd cu schemele de tratament descrise mai sus, cu exceptia faptului c¢d nu se adaugi ci-
toB)

Pentru culturile monostrat, celule mitotice (recunoscute dupd forma rotundd a acestora si dupd faptul ci se
detaseazd de pe suprafatd) pot fi prezente la sfarsitul perioadei de tratament de 3-6 ore. Deoarece celulele mitotice
se detaseazd usor, acestea pot fi pierdute in momentul inldturdrii mediului care contine substanta chimici de testat.
In cazul in care existd dovezi privind o crestere substantialdi a numirului de celule mitotice in comparatie cu
martorii, indicind probabil inhibarea fazei mitotice, celulele se colecteazd prin centrifugare si se adaugd inapoi la
culturi pentru a evita pierderea de celule in mitozd i a celor cu risc de micronuclee/ aberatie cromozomiald la
momentul recoltarii.

Recoltarea celulelor si pregitirea lamelor

Fiecare culturd se recolteazd si se prelucreazd in mod separat. Prepararea celulelor poate implica tratament
hipotonic, dar aceastd etapd nu este necesard daci celulele sunt rispandite in mod corespunzitor in alt mod. Pot fi
utilizate diferite tehnici pentru prepararea lamelor, cu conditia ca preparatele celulare obtinute pentru examinare si
fie de foarte bund calitate. Celulele cu membrand celulard intactd si cu citoplasmi intactd se pdstreazd pentru
a permite detectarea de micronuclee si ( in metoda de blocare a citocinezei) identificarea fiabild a celulelor
binucleate.
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Lamele pot fi colorate prin metode diferite precum Giemsa sau coloranti fluorescenti specifici ai ADN. Utilizarea
unor coloranti fluorescenti adecvati [de exemplu, oranj de acridini (78) sau Hoechst 33258 plus pironini-Y (79)]
poate elimina o parte dintre artefactele asociate utilizdrii unui colorant nespecifice al ADN. Anticorpii antikine-
tocori, metoda FISH cu sonde ADN pancentrometrice sau marcarea in situ cu ajutorul primerilor pancentrometrici,
impreund cu un colorant de contrast al ADN adecvat pot fi utilizati pentru a identifica continutul (cromozomi
intregi vor fi colorati, in timp ce fragmentele de cromozomi acentrici nu vor fi colorati) micronucleelor daci
informatiile de ordin mecanic cu privire la formarea acestora prezintd interes (16) (17). Alte metode de diferentiere
a efectelor clastogene si aneugene pot fi utilizate, cu conditia ca eficacitatea acestora si fi fost demonstratd si
validatd. De exemplu, pentru anumite linii celulare, mdsuritorile nucleelor sub 2N ca stiri de hipodiploidie
utilizand tehnici precum analiza imaginii, citometria cu scanare cu laser sau citometria de flux ar putea, de
asemenea, sd furnizeze informatii utile (80) (81) (82). Observatiile morfologice ale nucleelor ar putea oferi, de
asemenea, indicatii privind o posibild aneuploidie. In plus, un test pentru detectarea aberatiilor cromozomiale in
metafazd, de preferintd in acelasi tip de celuld si protocol cu sensibilitate comparabild, ar putea fi, de asemenea, un
instrument util pentru a determina dacd micronucleele sunt cauzate de rupturd cromozomiald (avand in vedere
faptul cd pierderea cromozomiald nu ar fi detectatd in testul de aberatie cromozomial).

Analiza

Toate lamele, inclusiv cele cu solvent si cele cu martori netratati (daci este cazul) si pozitivi, se codificd in mod
independent inainte de examinarea la microscop a frecventei micronucleelor. Se utilizeazd tehnici corespunzitoare
pentru controlul oricdrui rezultat denaturat sau abateri atunci cind se utilizeazd un sistem automat de examinare,
de exemplu, citometria de flux, citometria cu scanare laser sau analiza imaginii. Indiferent de platforma automat
utilizatd pentru exprimarea numdarului de micronuclee, CBPI, RI, RICC sau RPD se evalueazd concomitent.

In culturile tratate cu citoB, frecventa micronucleelor se analizeazd in cel putin 2000 de celule binucleate pe
concentratie si probd martor (83), impirtite in mod egal intre duplicate, dacd se utilizeazd duplicate. In cazul
culturilor unice pe dozi (a se vedea punctul 28), se analizeazd cel putin 2000 de celule binucleate pe culturd (83)
pentru cultura unicd respectivd. In cazul in care numarul de celule binucleate disponibile pentru examinare pentru
fiecare concentratie este in mod considerabil mai mic de 1000 celule pe culturd (pentru culturile duplicat) sau
2000 (pentru culturi unice) si in cazul in care nu se detecteazd o crestere semnificativdi a numdrului de
micronuclee, testul se repetd utilizdind mai multe celule sau la concentratii mai putin toxice, in functie de situatie.
Se acordd o deosebitd atentie pentru a evita examinarea celulelor binucleate cu forma neregulatd sau ale ciror doud
nuclee prezintd o diferentd de mdrime considerabild. De asemenea, celulele binucleate nu trebuie confundate cu
celulele multinucleate rispandite neuniform. Celulele care contin mai mult de doud nuclee principale nu se
analizeazd pentru micronuclee deoarece frecventa de referintd a micronucleelor poate fi mai mare in acest tip de
celule (84). Examinarea celulelor mononucleate este acceptabild in cazul in care s-a demonstrat ci substanta
chimicd de testat interfereazd cu activitatea citoB. Repetarea testului fird citoB poate fi utild in astfel de cazuri.
Examinarea celulelor mononucleate in plus fatd de celulele binucleate (85) (86) poate oferi informatii utile, dar nu
este obligatorie.

Pentru liniile celulare testate fdrd tratament citoB, micronucleele se analizeazd pentru cel putin 2000 de celule
pentru fiecare concentratie de testare si probd martor (83), impdrtite in mod egal intre duplicate, daci se utilizeazd
duplicate. Atunci cind se utilizeaza culturi unice pentru fiecare concentratie (a se vedea punctul 28), se examineaz3
cel putin 2000 de celule pe culturd pentru culturd unici respectivi. in cazul in care numirul de celule disponibile
pentru examinare pentru fiecare concentratie este in mod considerabil mai mic de 1000 celule pe culturd (pentru
culturile duplicat) sau 2000 (pentru culturi unice) si in cazul in care nu se detecteazd o crestere semnificativi
a numdrului de micronuclee, testul se repetd utilizdnd mai multe celule sau la concentratii mai putin toxice, in
functie de situatie.

Atunci cind se utilizeazd citoB, se determind CBPI sau RI pentru a evalua proliferarea celulard (a se vedea
apendicele 2) utilizdnd cel putin 500 de celule pe culturd. Atunci cind tratamentele se efectueazi in absenta citoB,
este esential sd se demonstreze cd celulele in culturi s-au divizat, astfel cum a fost discutat la punctele 24-28.
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Competenta de laborator

Pentru a stabili o experientd suficientd in materie de testare inainte de utilizarea acesteia pentru efectuarea testelor
de rutind, laboratorul trebuie sd fi efectuat o serie de experiente cu substante chimice de referintd pozitive
actionand prin diferite mecanisme (cel putin una cu si una fird activare metabolici si una actionand prin
intermediul unui mecanism aneugenic si selectionate dintre substantele chimice enumerate in tabelul 1) si diferiti
martori negativi (inclusiv culturi netratate si diferiti solventi/vehicul). Aceste raspunsuri ale martorilor pozitivi si
negativi trebuie sd fie in concordantd cu referintele bibliografice. Acest lucru nu se aplicd laboratoarelor care au
experientd, si anume, cele care au o bazi de date anterioard disponibild, astfel cum este definit la punctele 49-52.

O serie de substante chimice martor pozitive (a se vedea tabelul 1) se analizeazd cu tratamente de scurtd si de
lungd duratd in absenta activdrii metabolice, precum si, de asemenea, cu tratament de scurtd durati in prezenta
activarii metabolice, pentru a demonstra capacitatea de a detecta substante chimice clastogene si aneugene, pentru
a determina eficacitatea sistemului de activare metabolici si pentru a demonstra caracterul adecvat al procedurilor
de examinare (analizd vizuald microscopicd, citometria de flux, citometria cu scanare laser sau analiza imaginii).
O plaji de valori de concentratii ale substantelor chimice selectate se alege astfel incat si se obtind cresteri
reproductibile si legate de concentratie peste nivelul de fond pentru a demonstra sensibilitatea §i gama dinamica
a sistemului de testare.

Date privind martorii testati anterior

Laboratorul trebuie sa stabileasci:

— o plaja de valori si o distributie a martorilor pozitivi testati anterior,

— o plaji de valori si o distributie a martorilor negativi (netratati, solventi) testati anterior.

La obtinerea primelor date pentru o distributie a martorilor negativi testai anterior, martorii negativi testati in
paralel trebuie sd fie in concordantd cu datele publicate referitoare la martori negativi, in cazul in care acestea
existd. Pe mdsurd ce tot mai multe date experimentale se adaugi la distributia martorilor, martorii negativi testati in
paralel trebuie si fie, in mod ideal, de pand la 95 % din limitele de control ale respectivei distributii (87) (88). Baza
de date privind martori negativi testati anterior a laboratorului trebuie sd fie construitd initial cu cel putin 10
experimente, dar ar fi de preferat ca aceasta si contind cel putin 20 de experimente efectuate in conformitate cu
conditii experimentale comparabile. Laboratoarele trebuie si utilizeze metode de control al calitdtii precum grafice
de control [de exemplu, diagrame C si X-bar (88)] pentru a identifica gradul de variabilitate al datelor privind
martorii negativi §i pozitivi ale acestora si pentru a dovedi faptul cd metodologia se afld ,sub control” in cadrul
respectivului laborator (83). Referintele bibliografice prezintd recomanddri suplimentare privind modalitatea in care
se pot constitui si utiliza datele anterioare (si anume, criteriile de includere si de excludere a datelor in datele
istorice si criteriile de acceptabilitate pentru un anumit experiment) (87).

Orice modificare la protocolul experimental se ia in considerare in ceea ce priveste coerenta datelor cu bazele de
date cu privire la martorii testati anterior existente ale laboratorului. Orice inconsecventd majord trebuie si
conduci la stabilirea unei noi baze de date privind martorii testati anterior.

Datele privind martorii negativi trebuie si fie constituite din incidenta celulelor micronucleate dintr-o culturd unicd
sau suma dintre culturile replicate, astfel cum este descris la punctul 28. Martorii negativi testati in paralel trebuie
sd fie, in mod ideal, de pana la limitele de control de 95 % ale distributiei bazelor de date privind martorii negativi
testati anterior ale laboratorului (87) (88). In cazul in care datele privind martorii negativi testati in paralel se
situeazd in afara limitelor de control de 95 %, acestea pot fi acceptabile pentru a fi incluse in distributia martorilor
testati anterior, in mdsura in care datele respective nu reprezintd valori aberante extreme si existd dovezi cid
sistemul de testare se afld ,sub control” (a se vedea punctul 50) si nu existd nicio dovadd de defectiuni tehnice sau
umane.
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DATE SI RAPORTARE

Prezentarea rezultatelor

In cazul in care se utilizeazd tehnica blocdrii citocinezei, doar frecventele celulelor binucleate prezentind
micronuclee (independent de numdrul de micronuclee dintr-o celuld) se utilizeazd pentru evaluarea inductiei de
micronuclee. Examinarea numdrului celulelor prezentind unul, doud sau mai multe micronuclee poate fi raportatd
separat si ar putea oferi informatii utile, dar nu este obligatorie.

Se efectueazd masurdtori paralele de citotoxicitate sifsau citostazd pentru toate tipurile de culturi tratate, martor
negative si pozitive (16). De asemenea, se calculeazd CBPI sau RI pentru toate culturile tratate §i cele martor ca
misuritori de intrziere a ciclului celular atunci cind se utilizeazi metoda blocirii citocinezei. In absenta citoB, se
utilizeazd RPD sau RICC (a se vedea apendicele 2).

Datele se indicd individual pentru fiecare culturd. In plus, toate datele se sintetizeaza sub formi de tabel.

Criterii de acceptabilitate
Acceptarea unui test se bazeazd pe urmdtoarele criterii:

— Martorul negativ testat in paralel este considerat acceptabil pentru addugarea in baza de date privind martorii
negativi testati anterior a laboratorului, astfel cum este descris la punctul 50.

— Martorii pozitivi testati in paralel (a se vedea punctul 50) trebuie s determine reactii care sunt compatibile cu
baza de date cu privire la martorii testati anterior a laboratorului si trebuie sd producid o crestere semnificativd
din punct de vedere statistic in comparatie cu martorul negativ testat in paralel.

— Criteriile de proliferare celulard in martorul solvent trebuie si fie indeplinite (punctele 25-27).

— Toate conditiile experimentale au fost testate, cu exceptia cazului in care una a condus la rezultate pozitive
(punctele 36-40).

— Un numdr adecvat de celule si concentratii sunt analizabile (punctele 28 si 44-46).

— Criteriile de selectie a concentratiei maxime sunt conforme cu cele descrise la punctele 24-31.

Evaluarea si interpretarea rezultatelor

Cu conditia ca toate criteriile de acceptabilitate si fie indeplinite, o substantd chimicd de testat este consideratd a fi
in mod clar pozitivd in cazul in care, in oricare dintre conditiile experimentale examinate (a se vedea punctele 36-
39):

— cel putin una dintre concentratiile de testare prezintd o crestere semnificativd din punct de vedere statistic in
comparatie cu martorul negativ testat in paralel (89)

— atunci cind este evaluatd prin intermediul unui test de stabilire a tendintei corespunzitor, cresterea depinde de
dozd in cel putin o conditie experimentald (a se vedea punctul 28)

— oricare dintre rezultate se afld in afara distributiei de date privind martori negativi testati anterior (de exemplu,
limite de control de 95 % pe baza distributiei Poisson; a se vedea punctul 52).

La indeplinirea tuturor acestor criterii, substanta chimicd de testat este considerati, prin urmare, capabili de
a induce rupturi cromozomiale sifsau céstig sau pierdere in cadrul respectivului sistem de testare. Referintele biblio-
grafice prezintd, de asemenea, recomandiri pentru cele mai adecvate metode statistice (90) (91) (92).
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Cu conditia ca toate criteriile de acceptabilitate si fie indeplinite, o substantd chimicd de testat este consideratd a fi
in mod clar negativi in cazul in care, in toate conditiile experimentale examinate (a se vedea punctele 36-39):

— niciuna dintre concentratiile de testare nu prezintd o crestere semnificativd din punct de vedere statistic in
comparatie cu martorul negativ testat in paralel,

— atunci cand este evaluatd prin intermediul unui test de stabilire a tendintei, nu se inregistreazd nicio crestere
legatd de concentratie,

— toate rezultatele se situeazd in interiorul distributiei de date cu privire la martorii negativi testati anterior (de
exemplu, limite de control de 95 % pe baza distributiei Poisson; a se vedea punctul 52).

Substanta chimici testatd este consideratd, prin urmare, incapabild de a induce rupturi cromozomiale sifsau castig
sau pierdere in cadrul respectivului sistem de testare. Referintele bibliografice prezintd, de asemenea, recomandari
pentru cele mai adecvate metode statistice (90) (91) (92).

Nu existd nicio cerintd referitoare la verificarea unui rdspuns clar pozitiv sau negativ.

In cazul in care rdspunsul nu este in mod clar negativ, nici in mod clar pozitiv astfel cum este descris mai sus sif
sau pentru a asista la stabilirea relevantei biologice a unui rezultat, datele se evalueazi de citre experti sifsau prin
intermediul unor investigatii suplimentare. Examinarea de celule suplimentare (daci este cazul) sau repetarea experi-
mentului folosind posibile conditii experimentale modificate [de exemplu, intervale dintre concentratii, alte conditii
de activare metabolici [§i anume, concentratie S9 sau origine S9)] ar putea fi utile.

In cazuri rare, chiar si dup efectuarea de investigatii suplimentare, setul de date nu va permite o concluzie pozitivd
sau negativd si, prin urmare, aceasta va fi stabilitd drept echivoca.

Substantele chimice de testat care induc micronuclee in testul MNvit pot efectua acest lucru deoarece induc rupturd
cromozomiald, pierdere cromozomiald sau o combinatie a acestor doud. Analize suplimentare utilizand anticorpi
antikinetocori, sonde centrometrice in situ sau alte metode pot fi utilizate pentru a determina dacd mecanismul
inductiei de micronuclee se datoreazi activitatii clastogene sifsau aneugene.

Raport de testare

Raportul de testare trebuie sd includd urmitoarele informatii:

Substantd chimicd de testat:

— sursa, numarul lotului, data limitd de utilizare, daci sunt disponibile;

— stabilitatea substantei chimice de testat, dacd se cunoaste;

— reactivitatea substantei chimice de testat cu solventul/vehiculul sau mediul de culturd celular;
— solubilitatea si stabilitatea substantei chimice de testat in solvent, daci se cunosc;

— mdsurarea pH-ului, a osmolalitdtii si a precipitatului in mediul de culturd in care s-a addugat substanta chimicd
de testat, dupi caz.

Substantd monocomponentd:
— aspectul fizic, solubilitatea in api si alte proprietiti fizico-chimice relevante;

— identificare chimicd, precum denumirea IUPAC sau CAS, numdirul CAS, Codul SMILES sau InChl, formula
structurald, puritatea, identitatea impuritdtilor chimice, dupd cum este necesar si fezabil din punct de vedere
practic etc.

Substantd multicomponentd, UVCB si amestecuri:

— 1in mdsura in care este posibil, caracterizatd prin identitatea chimici (a se vedea mai sus), aparitia cantitativi si
proprietitile fizico-chimice relevante ale componentelor.
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Solvent:
— justificarea alegerii solventului;
— procentul de solvent in mediul final de culturd
Celule:

— tipul si sursa celulelor utilizate;

— caracterul adecvat al tipului de celuld utilizat;

— absenta micoplasmei, in cazul liniilor celulare;

— pentru liniile celulare, informatii privind durata ciclului celular sau indicele de proliferare;

— 1in cazul in care se utilizeazd limfocite, sexul donatorilor de singe, varstd si orice informatie relevanti cu privire
la donator, sangele integral sau limfocite separate, mitogenul utilizat;

— durata normald a unui ciclu celular (martor negativ);

— numdrul de pasaje, daci este disponibil, pentru liniile celulare;

— metodele de intretinere a culturilor celulare, pentru liniile celulare;
— numdrul modal de cromozomi, pentru liniile celulare.

Conditii de testare:

— identitatea substantei de blocare a citocinezei (de exemplu, citoB), daci se utilizeazd, concentratia acesteia si
durata de expunere a celulelor;

— concentratia substantei chimice de testat, exprimatd ca o concentratie finald in mediu de culturd (de exemplu,
pg sau mg/ml sau mM din mediul de culturd);

— justificarea selectiei concentratiilor si a numdarului de culturi, inclusiv date privind citotoxicitatea si limitele de
solubilitate;

— compozitia mediului, concentratia de CO,, dacd este cazul, gradul de umiditate;

— concentratia (sifsau volumul) de solvent si substantd chimicd de testat adiugate in mediul de culturi;
— temperatura si timpul de incubatie;

— durata tratamentului;

— perioada de recoltd dupd tratament;

— densitatea celulard la momentul insdmantarii, daci se aplici;

— tipul §i compozitia sistemului de activare metabolici (sursi S9, metoda de preparare a amestecului S9,
concentratia sau volumul amestecului S9 si S9 in mediul final de culturd, controalele de calitate ale S9 (de
exemplu, activitate enzimaticd, sterilitate, capacitatea metabolic);

— substantele martor pozitive si negative, concentratii finale, conditiile §i durata tratamentului si perioadele de
recuperare;

— metodele de preparare a lamelor si tehnica de colorare utilizatd;

— criteriile pentru examinarea celulelor micronucleate (selectia celulelor analizabile si identificarea micronu-
cleului);

— numirul de celule analizate;
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— metode de misurare a citotoxicitatii;

— orice alte informatii suplimentare cu privire la citotoxicitate si metoda utilizat3;

— criteriile in functie de care un studiu poate fi considerat ca fiind pozitiv, negativ sau echivoc;
— metoda (metodele) de analizd statisticd utilizatd (utilizate);

— metode, precum utilizarea de anticorpi kinetocori sau sonde pancentromerice, pentru a determina dacd
micronucleele contin cromozomi intregi sau cromozomi fragmentati, daci se aplic;

— metode utilizate pentru a determina pH-ul, osmolalitatea si precipitarea.
Rezultate:
— definitia celulelor acceptabile pentru analiz;

— 1in absenta cytoB, numdrul celulelor tratate si numdrul de celule recoltate pentru fiecare culturd in cazul liniilor
celulare;

— metoda de misurare a citotoxicititii utilizatd, de exemplu, CBPI sau RI in cazul metodei de blocare a citocinezei;
RICC sau RPD atunci cind nu se utilizeazi metode de blocare a citocinezei; alte observatii, daci este cazul (de
exemplu, gradul de confluentd celulard, apoptazd, necrozd, numdrarea celulelor in metafazd, frecventa celulelor
binucleate);

— semne de precipitare si ora determindrii;
— date privind pH-ul §i osmolalitatea mediului de tratament, dacd acestea au fost determinate;
— distributia celulelor mono-, bi- si multinucleate, daci se utilizeazi o metoda de blocare a citocineze;

— numdrul de celule cu micronuclee, furnizat separat pentru fiecare culturd tratatd si culturd martor, precizindu-
se dacd acestea provin din celule binucleate sau mononucleate, dupi caz;

— relatia concentratie-rispuns, daci este posibil;
— date (concentratie si solventi) privind martorii negativi (solvent) si pozitivi testati in paralel;

— date cu privire la substantele martor negative (solvent/vehicul) si pozitive testate anterior, cu intervale, valori
medii §i deviatii standard si limite de control de 95 % pentru distributie, precum si numadrul datelor;

— analizd statisticd; valorile P, daci este cazul.
Discutarea rezultatelor.

Concluzii.
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Apendicele 1

DEFINITII

Aneugen: orice substantd chimicd sau proces care, prin interactiunea cu componentele aparatului ciclului celular
de diviziune mitoticd si meioticd, conduce la aparitia aneuploidiei in celule sau organisme.

Aneuploidie: orice deviere de la numdirul diploid (sau haploid) normal de cromozomi, cu unul sau mai multi
cromozomi, dar nu cu un set (seturi) intreg (intregi) de cromozomi (poliploidie).

Apoptozd: moarte celulard programatd caracterizatd printr-o succesiune de etape conducand la dezintegrarea
celulelor in particule membranare care sunt apoi eliminate prin fagocitozd sau excretie.

Proliferare celulard: cresterea numdrului de celule ca rezultat al diviziunii celulare mitotice.

Centromer: regiunea ADN-ului unui cromozom unde cele doud cromatide sunt legate intre ele si pe care cei doi
kinetocori sunt fixati unul lang altul.

Substantd chimicd: o substantd sau un amestec.
Concentratii: se referd la concentratiile finale ale substantei chimice de testat in mediul de cultura.

Clastogen: Orice substantd chimicd sau eveniment care cauzeazd aberatii cromozomiale structurale in populatii de
celule sau organisme eucariote.

Citocineza: procesul de diviziune celulard care survine imediat dupd mitozd pentru a forma doud celule fiice,
fiecare continind un nucleu unic.

Indice de proliferare a celulelor a ciror citocinezi a fost blocati (CBPI): proportia de celule provenite de la
a doua diviziune in populatia tratatd in raport cu populatia martor netratatd (a se vedea formulele din apendicele
2).

Citostaza: inhibarea cresterii celulare (a se vedea formulele din apendicele 2).

Citotoxicitate: Pentru testele reglementate in prezenta metodd de testare, efectuate in prezenta citocalasinei B,
citotoxicitatea este identificatd ca fiind o reducere a indicelui de proliferare a celulelor a cdror citocinezd a fost
blocatd (CBPI) sau a indicelui de replicatie (RI) a celulelor tratate in comparatie cu martorul negativ (a se vedea
punctul 26 si apendicele 2).

Pentru testele reglementate in prezenta metodi de testare, efectuate in absenta citocalasinei B, citotoxicitatea este
identificatd ca fiind o reducere a dubldrii relative a populatiei (RPD) sau a cresterii relative a numdrului de celule
(RICC) a celulelor tratate in comparatie cu martorul negativ (a se vedea punctul 27 si apendicele 2).

Genotoxic: termen general cuprinzand toate tipurile de leziuni ale ADN-ului sau ale cromozomilor, inclusiv
rupturi, deletii, aductii, modificari si legdturi nucleotidice, rearanjari, mutatii ale genelor, aberatii cromozomiale si
aneuploidie. Nu toate tipurile de efecte genotoxice au drept rezultat mutatii sau leziuni cromozomiale stabile.

Celule in interfazi: celule care nu se afld in etapa de mitozd.

Kinetocor: structurd proteicd situatd la nivelul centromerului unui cromozom la care se asociazd fibrele fusoriale
in timpul diviziunii celulare, permitdnd miscarea ordonatd a cromozomilor fiice citre polii celulelor fiice.

Micronuclee: nuclee mici, separate de nucleele principale ale celulelor si prezente in plus fatd de acestea, produse
in timpul telofazei mitozei sau meiozei de citre fragmentele de cromozomi sau de cromozomii intregi intarziati.

Mitozi: divizarea nucleului celular, impartitd in general in profazd, prometafazd, metafazd, anafazi si telofaza.

Indice mitotic (MI): numirul celulelor in metafazd impdrtit la numdrul total de celule observate intr-o populatie
de celule; un indicator al gradului de proliferare celulard a populatiei respective.
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Mutagen: agent care produce o modificare ereditard uneia sau mai multor secvente de perechi de bazd de ADN
genic sau structurii cromozomilor (aberatii cromozomiale).

Nondisjunctie: lipsa separdrii unei perechi de cromatide, care nu reugesc si migreze in mod corespunzitor citre
celulele fiice formate, fapt care determind prezenta unui numdr anormal de cromozomi in celulele fiice.

Status p53: proteina p53 este implicatd in reglementarea circuitului de celule, apoptozi si regenerare a ADN-ului.
Celulele cu deficit de proteind functionald p53 care se afld in imposibilitatea de a inhiba ciclul celular sau de
a elimina celulele deteriorate prin intermediul apoptozei sau al altor mecanisme (de exemplu, inductia de
regenerare a ADN-ului) relationate cu functiile p53 care functioneazd ca raspuns la deteriorarea ADN-ului sunt, in
mod teoretic, mai predispuse la mutatii ale genelor sau aberatii cromozomiale.

Poliploidie: aberatii cromozomiale numerice in celule sau organisme implicAnd unul sau mai multe seturi intregi
de cromozomi, spre deosebire de unul sau mai multi cromozomi izolati (aneuploidie).

Indice de proliferare: metodd de misurare a citotoxicitatii atunci cand nu se utilizeazd citoB (a se vedea formulele
din apendicele 2).

Crestere relativi a numdrului de celule (RICC): metodd de misurare a citotoxicitdtii atunci cand nu se utilizeazd
citoB (a se vedea formulele din apendicele 2).

Dublare relativd a populatiei (RPD): metodd de misurare a citotoxicitdtii atunci cand nu se utilizeaza citoB (a se
vedea formulele din apendicele 2).

Indice de replicatie (RI): proportia ciclurilor de diviziune celulard complete intr-o culturd tratatd in raport cu
cultura martor netratatd, in timpul perioadei de expunere si de recuperare (a se vedea formulele din apendicele 2).

Fractia S9 a ficatului: supernatant din ficat omogenizat dupd centrifugare la 9 000 g, si anume extract din ficat
crud.

Amenstec S9: amestecul dintre fractia S9 a ficatului si cofactorii necesari pentru activitatea metalicd a enzimelor.

Martor solvent: Termen general pentru a defini culturile martor care primesc solventul singur utilizat pentru
a dizolva substanta chimicd de testat.

Substanta chimic3 de testat: Orice substantd sau amestec testat utilizdnd aceastd metodd de testare de testare.
Martor netratat: culturi care nu beneficiazi de niciun tratament (si anume, nici substantd chimicd de testat, nici

solvent), dar care sunt prelucrate in mod simultan in acelasi mod precum culturile care primesc substanta chimic
de testat.
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Apendicele 2

FORMULE PENTRU EVALUAREA CITOTOXICITATII

in cazul utilizdrii citoB, evaluarea citotoxicititii se bazeazi pe indicele de proliferare a celulelor a ciror
citocinezd a fost blocatd (CBPI) sau pe indicele de replicatie (RI) (17) (69). CBPI indicd numdrul mediu de
nuclee pe celuld si poate fi utilizat pentru a calcula proliferarea celulard. RI indicd numdrul relativ de cicluri celulare
pe celuld efectuate in timpul perioadei de expunere la citoB in culturile tratate comparativ cu culturile martor si
poate fi utilizat pentru a calcula % de citostaza:

% Citostazd = 100-100[(CBPL, — 1) + (CBPI. - 1)]

Si:

T = culturd tratatd cu substanta chimicd de testat
C = culturd martor

Unde:

CBPI — ((Nr. de celule mononucleate) + (2 x Nr. de celule binucleate) + (3 x Nr. de celule multinucleate))

(Numdr total de celule)

Prin urmare, un CBPI egal cu 1 (toate celulele sunt mononucleate) este echivalent cu o citostazd de 100 %.

Citostaza = 100-RI

((Nr. de celule binucleate) + (2 x Nr. de celule multinucleate)) /(Numadr total de celule),

Rl = x 100
((Nr. de celule binucleate) + (2 x Nr. de celule multinucleate)) /(Numar total de celule),.
T = culturi tratate
C = culturi martor

Astfel, un RI de 53 % inseamnd cd, in comparatie cu numdrul de celule care au efectuat o diviziune celulard pentru
a forma celule binucleate si multinucleate in cultura martor, doar 53 % din acest numdr au efectuat o diviziune in
cultura tratatd, si anume o citostazd de 47 %.

in absenta utilizdrii citoB, se recomandi evaluarea citotoxicititii pe baza cresterii relative a numirului de celule
(RICC) sau a dublirii relative a populatiei (RPD) (69), intrucat ambele iau in considerare proportia de populatii
de celule care au efectuat o diviziune celulara.

(Cresterea numarului de celule in culturile tratate(la final-la inceput))
RICC(%) = S : : % 100
(Cresterea numdrului de celule in culturile martor(la final-la inceput))

(Nr. de dublari de populatie in culturile tratate)

RPD(%) = 100

(Nr. de dublari de populatie in culturile martor)

unde:
Dublarea populatiei = [log (numi