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DIREKTIVA KOMISIJE 2000/32/ES
z dne 19. maja 2000

o Sestindvajseti prilagoditvi direktive Sveta 67/548/EGS o pribliZevanju zakonov in drugih predpisov v
zvezi z razvr$¢anjem, pakiranjem in oznacevanjem nevarnih snovi tehni¢nemu napredku (*)

(Besedilo velja za EGP)

KOMISIJA EVROPSKIH SKUPNOSTI JE —

ob upostevanju Pogodbe o ustanovitvi Evropske skupnosti,

ob upostevanju Direktive Sveta 67/548 [EGS z dne 27. junija 1967
o priblizevanju zakonov in drugih predpisov v zvezi z razvrica-
njem, pakiranjem in oznalevanjem nevarnih snovi (), kakor je
bila nazadnje spremenjena z Direktivo Evropskega parlamenta in
Sveta 1999/33ES (?), in zlasti ¢lena 28 Direktive,

ob upostevanju naslednjega:

(1)

(4)

(0
()
)

Priloga I k Direktivi 67/548/EGS vsebuje seznam nevarnih
snovi, skupaj s podrobnostmi o razvr§¢anju in oznaceva-
nju vsake snovi. Sedanja znanstvena in tehni¢na znanja so
pokazala, da bi bilo treba seznam nevarnih snovi v tej pri-
logi prilagoditi. V nekaterih jezikovnih razli¢icah Direktive
so pri posameznih oddelkih uvoda in tabele A v Prilogi I
potrebni popravki.

Priloga I k Direktivi 67/548/EGS vsebuje seznam stavkov
o vrsti posebnih tveganj, povezanih z nevarnimi snovmi in
pripravki. Priloga IV k Direktivi 67/548/EGS vsebuje
seznam stavkov o varnostnih nasvetih, ki veljajo za
nevarne snovi in pripravke. Priloga VI k Direktivi
67/548/EGS vsebuje priro¢nik o razvr¢anju in oznaceva-
nju nevarnih snovi in pripravkov. V nekaterih jezikovnih
razlicicah Direktive so pri posameznih oddelkih prilog III,
IV in VI potrebni popravki.

Priloga V k Direktivi 67/548/EGS dolo¢a metode za dolo-
¢anje fizikalno-kemijskih lastnosti, toksi¢nosti ter ekotok-
si¢nosti snovi in pripravkov. To prilogo je treba prilagoditi
tehni¢nemu napredku.

Priloga IX k Direktivi 67/548/EGS vsebuje dolocbe o

Sprejeta po 27. prilagoditvi.

UL 196, 16.8.1967, str. 1.
ULL 199, 30.7.1999, str. 57.

zapiralih, varnih za otroke. Te dolocbe naj bi se prilagodile
in posodobile. Treba je razsiriti podrocje uporabe zapiral,
varnih za otroke.

Ukrepi, predvideni s to direktivo, so v skladu z mnenjem
Odbora za prilagajanje tehni¢nemu napredku direktiv o
odpravljanju tehni¢nih ovir pri trgovanju z nevarnimi
snovmi in pripravki —

SPREJELA NASLEDNJO DIREKTIVO:

Clen 1

Direktiva 67/548/EGS se spremeni:

1.

Priloga I se spremeni:

(a) Opomba Q iz Priloge 1A k tej direktivi nadomesti ustrezno
opombo v uvodu.

(b) Vrstice iz Priloge 1B k tej direktivi nadomestijo ustrezne
vrstice v tabeli A.

(c) Vpisi v Prilogi 1C k tej direktivi nadomestijo ustrezne
vpise.

(d) Vstavijo se vpisi iz Priloge 1D k tej direktivi.

Stavek R iz Priloge 2 k tej direktivi nadomesti ustrezni stavek
v Prilogi IIL.

. Priloga IV se spremeni:

(a) Stavki S iz Priloge 3A k tej direktivi nadomestijo ustrezne
stavke v Prilogi IV.
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(b) Sestavljeni stavki S iz Priloge 3B k tej direktivi nadome-
stijo ustrezne stavke v Prilogi IV.

4. Del B Priloge V se spremeni:

(a) Besedilo iz Priloge 4A k tej direktivi nadomesti poglavje
B.10.

(b) Besedilo iz Priloge 4B k tej direktivi nadomesti poglavje
B.11.

(c) Besedilo iz Priloge 4C k tej direktivi nadomesti poglavje
B.12.

(d) Besedilo iz Priloge 4D k tej direktivi nadomesti poglavji
B.13 in B.14.

(e) Besedilo iz Priloge 4E k tej direktivi nadomesti poglavje
B.17.

(f) Besedilo iz Priloge 4F k tej direktivi nadomesti poglavje
B.23. Naslov poglavja B.23 in pojasnilo se ustrezno spre-
menita.

(2) Doda se besedilo iz Priloge 4G k tej direktivi.

5. Cetrta alinea splosnega uvoda k delu C Priloge V se ¢rta.

6. Del i besedila iz Priloge 5 k tej direktivi nadomestijo ustrezne
dele besedila v Prilogi VL.

7. Priloga IX se spremeni, kakor je doloceno v Prilogi 6 k tej
direktivi.

Clen 2

1. Drzave ¢lanice sprejmejo zakone in druge predpise, potrebne
za uskladitev s to direktivo, najpozneje do 1. junija 2001. O tem
takoj obvestijo Komisijo.

Drzave ¢lanice se v sprejetih predpisih sklicujejo na to direktivo
ali pa sklic nanjo navedejo ob njihovi uradni objavi. Nacin sklice-
vanja dolocijo drzave ¢lanice.

2. Drzave ¢lanice predlozijo Komisiji besedila temeljnih predpi-
sov nacionalne zakonodaje, sprejete na podrocju, ki ga ureja ta

direktiva, in tabelo skladnosti med to direktivo in sprejetimi
nacionalnimi predpisi.

Clen 3

Ta direktiva zacne veljati tretji dan po objavi v Uradnem listu
Evropskih skupnosti.

Clen 4

Ta direktiva je naslovljena na drzave ¢lanice.

V Bruslju, 19. maja 2000

Za Komisijo
Margot WALLSTROM

Clanica Komisije
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PRILOGA 1A
UVOD K PRILOGI I

Razlaga opomb v zvezi z identifikacijo, razvr$¢anjem in oznacevanjem snovi
DA:

Note Q:
Klassificeringen som kreeftfremkaldende kan udelades for fibre, som opfylder en af folgende betingelser:

— en kortvarig biopersistensprove ved inhalation har vist, at fibre, der er leengere end 20 pm, har en veegtet
halveringstid pd mindre end 10 dage

— en kortvarig biopersistensprove ved intratrakeal instillation har vist, at fibre, der er leengere end 20 pm, har en
vagtet halveringstid pa mindre end 40 dage

en egnet intra-peritoneal prove ikke har vist kreftfremkaldende virkning, eller

en egnet langvarig inhalationspreve ikke har vist relevante sygdomsfremkaldende virkninger eller neoplastiske
forandringer.

SV.

Note Q:
Amnet behover inte klassificeras som cancerframkallande om det kan visas att det uppfyller ett av foljande villkor:

— ett korttidstest for att bestimma den biologiska bestindigheten vid inhalation har visat att fibrer lingre 4n 20 pm
har en viktad halveringstid pd mindre 4n 10 dagar

— ett korttidstest for att bestimma den biologiska bestidndigheten vid intratrakeal instillation har visat att fibrer
langre dn 20 pm har en viktad halveringstid pd mindre dn 40 dagar

— ett limpligt intraperitonealt test har inte givit beldgg for f6rh6jd cancerogenitet
— franvaro av relevant patogenitet eller neoplastiska fordndringar i ett limpligt langtids inhalationstest.
(Ne zadeva razli¢ice ES)

(Ne zadeva razli¢ice DE)

(Ne zadeva razli¢ice EL)

(Ne zadeva razli¢ice EN)

(Ne zadeva razlicice FR)

(Ne zadeva razlicice IT)

(Ne zadeva razli¢ice NL)

(Ne zadeva razliice PT)

(Ne zadeva razlicice FI)
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PRILOGA 2

Narava posebnih tveganj, pripisanih nevarnim snovem in pripravkom

Glej: Direktivo Komisije 2001/59/ES, UL L 225, 21.8.2001, str. 85.
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PRILOGA 3A

Varnostni nasveti za nevarne snovi in pripravke

Glej: Direktivo Komisije 2001/59ES, UL L 225, 21.8.2001, str. 123.
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PRILOGA 3B

Varnostni nasveti za nevarne snovi in pripravke

Glej: Direktivo Komisije 2001/59/ES, UL L 225, 21.8.2001, str. 123.
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PRILOGA 4A

,B.10. MUTAGENOST — PREIZKUS KROMOSOMSKIH ABERACIJ PRI SESALCIH IN VITRO

1.1

1.2

METODA

Ta metoda ustreza metodi OECD TG 473, In Vitro Mammalian Chromosome Aberration Test (1997).

UvOoD

Namen preizkusa kromosomskih aberacij in vitro je dolo¢iti snovi, ki povzrocijo strukturne kromosomske
aberacije v kultiviranih sesalskih celicah (1) (2) (3). Lo¢imo dva tipa strukturnih aberacij, kromosomski tip
in kromatidni tip. Ve¢ina kemi¢nih mutagenov povzroci aberacije kromatidnega tipa, nastopajo pa tudi
aberacije kromosomskega tipa. Povecanje poliploidije lahko pomeni, da kemikalija lahko povzroci
numeri¢ne aberacije. Vendar ta metoda ni namenjena dolo¢anju numeri¢nih aberacij in se navadno ne
uporablja v ta namen. Kromosomske mutacije in podobni pojavi so vzrok $tevilnih genskih bolezni pri ¢lo-
veku in obstajajo tehtni dokazi, da so kromosomske mutacije in podobni pojavi, ki povzrocajo spremembe
v onkogenih in genih, zaviralcih rasti tumorjev, somatskih celic, povezani z nastankom raka pri ¢loveku in
poskusnih Zzivalih.

Pri preizkusu kromosomskih aberacij in vitro se lahko uporabijo kulture trajnih celi¢nih linij, celi¢ni sevi ali
primarne celi¢ne kulture. Uporabljene celice se izberejo na podlagi zmoznosti rasti v kulturi, stabilnosti
kariotipa, kromosomskega Stevila, raznolikosti kromosomov in pogostnosti spontanih kromosomskih
aberacij.

Za preizkuse, opravljene in vitro, so navadno potrebni zunanji viri aktivacije presnove. TakSen sistem
aktivacije presnove ne more povsem posnemati razmer in vivo pri sesalcih. Treba je paziti, da se prepreci
nastanek razmer, ki bi vodile do pozitivnih rezultatov, ki ne kazejo prave mutagenosti in so lahko posle-
dica sprememb pH, osmolarnosti ali visoke ravni citotoksi¢nosti (4) (5).

Ta preizkus se uporablja za iskanje moZznih mutagenov in rakotvornih snovi za sesalce. Mnoge spojine, pri
katerih je rezultat tega preizkusa pozitiven, so rakotvorne snovi za sesalce; vendar pa soodvisnost med tem
preizkusom in rakotvornostjo ni popolna. Odvisna je od skupine nevarnosti kemikalije in vedno vec je
dokazov, da obstajajo rakotvorne snovi, ki jih ta preizkus ne zazna, ker je videti, da delujejo prek drugih
mehanizmov in ne z neposrednim poskodovanjem DNA.

Glej tudi splosni uvod dela B.

DEFINICIJE

Aberacija kromatidnega tipa: strukturna poskodba kromosoma, izrazena kot prelom posameznih
kromatid ali prelom in zdruZzitev med kromatidama.

Aberacija kromosomskega tipa: strukturna poskodba kromosoma, izraZzena kot prelom ali prelom in
zdruzitev obeh kromatid na istem mestu.

Endoreduplikacija: proces, pri katerem se jedro po podvojitvi DNA v fazi S ne za¢ne deliti, ampak takoj
nastopi druga faza S. Nastanejo kromosomi s 4, 8, 16,... kromatidami.

Presledek: akromatska lezija, manjsa od $irine ene kromatide, ob zelo majhni neporavnanosti kromatid.

Mitoti¢ni indeks: razmerje med $tevilom celic v metafazi in skupnim $tevilom celic v opazovani popula-
ciji celic; kazalec stopnje mnozitve te populacije.

Numeri¢na aberacija: stevilo kromosomov, druga¢no od normalnega 3tevila, ki je znacilno za uporab-
ljene celice.
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1.3

1.4

1.4.1

1.4.1.1

1.4.1.2

1.4.1.3

1.4.1.4

Poliploidija: veckratnik haploidnega Stevila kromosomov (n), razen diploidnega 3tevila (tj. 3 n, 4 n in tako
naprej).

Strukturna aberacija: sprememba v strukturi kromosoma, ki je vidna pri mikroskopskem pregledu
metafaze celi¢ne delitve v obliki delecij in fragmentov, transpozicij ali recipro¢nih translokacij.

PRINCIP PREIZKUSNE METODE

Celi¢ne kulture se izpostavijo preizku$ani snovi ob aktivaciji presnove in brez nje. Celi¢ne kulture se v
poprej dolocenih intervalih po izpostavitvi preizkusani snovi obdelajo s snovjo za ustavitev metafaze (npr.
Colcemidom® ali kolhicinom), se pozanjejo in obarvajo, nato se metafazne celice mikroskopsko pregle-
dajo, da se dolo¢i navzo¢nost kromosomskih aberacij.

OPIS PREIZKUSNE METODE

Priprave

Celice

Lahko se uporabijo razli¢ne celi¢ne linije, celi¢ni sevi ali primarne celi¢ne kulture, vklju¢no s ¢loveskimi celi-
cami (npr. fibroblasti kitajskega hrcka, limfociti periferne krvi ¢loveka ali drugih sesalcev).

Gojisce in pogoji kultiviranja

Pri vzdrzevanju kultur naj se uporabijo ustrezna gojis¢a za kulture in pogoji inkubacije (posode za kulture,
koncentracija CO,, temperatura in vlaZnost). Trajne celi¢ne linije in sevi se redno preverjajo, ali je v njih
modalno kromosomsko $tevilo stabilno in ali niso okuzene z mikoplazmo; okuzene celi¢ne linjje in sevi
naj se ne uporabljajo. Poznati je treba normalni cas celi¢nega ciklusa in pogoje kultiviranja.

Priprava kultur

Trajne celi¢ne linije in sevi: celice se namnozijo iz zaloznih kultur, nasadijo v gojis¢e tako na gosto, da
kultura ne bo dosegla konfluentne rasti, preden se poZanjejo, in se inkubirajo pri 37 °C.

Limfociti: celotna kri, obdelana z antikoagulantom (npr. heparinom), ali loceni limfociti, dobljeni iz zdra-
vih osebkov, se dodajo v gojisce, ki vsebuje mitogen (npr. fitohemaglutinin), in se inkubirajo pri 37 °C.

Aktivacija presnove

Celice naj se izpostavijo preizkusani snovi ob navzo¢nosti in ob odsotnosti ustreznega sistema za aktivacijo
presnove. Najpogosteje uporabljani sistem je postmitohondrijska frakcija (S9), pripravljena iz jeter
glodavcev, ki so bila obdelana s sredstvi za encimsko indukcijo, kakor je Aroclorm 1254 (6) (7) (8) (9), ali
z zmesjo fenobarbitona in f§ — naftoflavona, z dodanimi kofaktorji (10) (11) (12).

Postmitohondrijska frakcija se navadno uporablja v koncentracijah 1-10 % v/v v kon¢nem preizkusnem
gojiscu. Pogoji sistema za aktivacijo presnove so lahko odvisni od skupine nevarnosti preizkusane
kemikalije. V¢asih je primerno uporabiti ve¢ kakor eno koncentracijo postmitohondrijske frakcije.

Vrsta razvojnih dosezkov, skupaj s pridobivanjem gensko spremenjenih celi¢nih linij, v katerih se izrazajo
geni za to¢no dolocene aktivirajoce encime, lahko daje moznosti za endogeno aktivacijo. Izbira uporablje-
nih celi¢nih linij naj bo znanstveno utemeljena (npr. s pomembnostjo izoencima citokrom P450 za
presnovo preizkusane snovi).
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1.4.1.5 Preizkusana snov/priprava

Trdne preizkuSane snovi naj se pred obdelavo celic raztopijo ali suspendirajo v ustreznih topilih ali nosil-
cih, in €e je to primerno, se razredcijo. Tekoce preizkusane snovi se lahko dodajo neposredno v preizkusni
sistem infali pred obdelavo razred¢ijo. Uporabljajo naj se sveze pripravljene preizkusane snovi, razen ¢e
podatki o stabilnosti kazejo, da je shranjevanje sprejemljivo.

1.4.2  Preizkusni pogoji

1.4.2.1 Topilo/nosilec

Topilo/nosilec naj ne vzbuja suma, da kemicno reagira s preizkusno snovjo, in naj bo zdruzljivo s
prezivetiem celic in delovanjem S9. Ce se uporabijo manj poznana topila/nosilci, naj njihovo vkljuéitev pod-
pirajo podatki, ki kazejo na njihovo zdruzljivost. Priporoca se, da se, kadarkoli je to mogoce, kot prva moz-
nost preuci uporaba vodnega topila/nosilca. Kadar se preizkusajo v vodi nestabilne snovi, naj se uporabijo
brezvodna organska topila. Voda se lahko odstrani z molekulskim sitom.

1.4.2.2  Koncentracije izpostavljenosti

Med merili, ki jih je treba upostevati pri dolocanju najvisje koncentracije, so citotoksi¢nost, topnost v
preizkuSanem sistemu in spremembe v pH ali osmolarnosti.

Citotoksi¢nost naj se doloci ob aktivaciji presnove in brez nje v glavnem poskusu z uporabo ustreznega
kazalca celicne neokrnjenosti in rasti, kakor so stopnja konfluentne rasti, Stevilo Zivih celic ali mitoti¢ni
indeks. Lahko je koristno, e se citotoksi¢nost in topnost dolocita v poprej$njem poskusu.

Uporabijo naj se vsaj tri koncentracije, ki jih je mogoce analizirati. Ob nastopu citotoksi¢nosti naj te kon-
centracije zajamejo obmodje od najveje toksi¢nosti do majhne toksicnosti ali netoksi¢nosti; to bo navadno
pomenilo, da razlika med koncentracijami ne bo smela biti vecja od faktorja med 2 in V10. V ¢asu odvzema
naj bo pri najvisji koncentraciji znatno zmanjsana stopnja konfluentne rasti, stevilo celic ali mitoti¢ni indeks
(vsi za vec kakor 50 %). Mitoti¢ni indeks je le posredno merilo citotoski¢nih/citostatskih uc¢inkov in je odvi-
sen od Casa, ki je pretekel od obdelave. Vendar je mitoti¢ni indeks sprejemljiv za suspenzijske kulture, pri
katerih so druge meritve toksi¢nosti lahko tezavne in neprakti¢ne. Informacije o dinamiki celi¢nega ciklusa,
kakor je povpre¢ni generacijski ¢as (AGT), se lahko uporabijo kot dodatne informacije. Vendar je AGT le
povpre¢na vrednost, iz katere ni vedno razviden obstoj zapoznelih podpopulacij, in celo zelo majhno pove-
Canje povprecnega generacijskega ¢asa lahko pomeni znatno zapoznelost optimalnega Stevila aberacij.

Za sorazmerno necitotoksicne snovi naj bo najvecja preizkusna koncentracija 5pl/ml, 5 mg/ml oziroma
0,01 M, tista, ki je najnizja.

Za sorazmerno netopne snovi, ki pri koncentracijah, nizjih od netopnih koncentracij, niso toksi¢ne, naj bo
najvedji uporabljeni odmerek koncentracija nad mejo topnosti v konénem gojiscu kulture ob koncu obde-
lave. Pri nekaterih primerih (npr. kadar se toksi¢nost pokaze le pri koncentracijah, visjih od netopne kon-
centracije) je priporocljivo preizkusiti ve¢ kakor eno koncentracijo z vidno oborino. Lahko je koristno oce-
niti topnost na zacetku in na koncu obdelave, saj se topnost med izpostavitvijo v preizkusnem sistemu
lahko spremeni zaradi navzocnosti celic, seruma S9 itn. Netopnost se lahko zazna s prostim o¢esom. Obo-
rina ne sme vplivati na Stetje.

1.4.2.3  Negativni in pozitivni kontrolni vzorci

V vsak poskus naj se vkljucijo socasni pozitivni in negativni (topilo ali nosilec) kontrolni vzorci, ob aktivaciji
presnove in brez nje. Kadar se uporabi aktivacija presnove, mora biti kemikalija pozitivne kontrole tista,
pri kateri je za mutageni odziv potrebna aktivacija.

V pozitivnih kontrolnih vzorcih naj se uporabi znani klastogen pri ravneh izpostavljenosti, pri katerih se
pric¢akuje ponovljivo in zaznavno povecanje glede na ozadje, ki pokaze obcutljivost preizkusnega sistema.
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1.4.3

1.43.1

1.4.3.2

1.4.3.3

Koncentracije pozitivne kontrole naj se izberejo tako, da so ucinki jasni, vendar ne razkrijejo takoj identi-
tete kodiranih mikroskopskih preparatov. Primeri snovi pozitivne kontrole vkljucujejo:

Stanje aktivacije presnove Snov St. CAS St. Einecs

Ni zunanje aktivacije presnove metil metansulfonat 66-27-3 200-625-0
etil metansulfonat 62-50-0 200-536-7
N-etil-N-nitrozose¢nina 759-73-9 212-072-2
mitomicin C 50-07-7 200-008-6
4-nitrokinolin-N-oksid 56-57-5 200-281-1

Zunanja aktivacija presnove benzo(a) piren 50-32-8 200-028-5
ciklofosfamid 50-18-0 200-015-4
ciklofosfamid monohidrat 6055-19-2

Lahko se uporabijo druge ustrezne snovi pozitivne kontrole. Uporabijo naj se kemikalije pozitivne kon-
trole, ki sodijo v isto skupino nevarnosti kakor preizkusana kemikalija, kadar so na voljo.

Za vsak odvzem naj se pripravijo negativni kontrolni vzorci, ki jih sestavlja le topilo ali nosilec v
obdelovalnem gojiscu, obdelani na enak nacin kakor obdelovalne kulture. Uporabijo se tudi neobdelani
kontrolni vzorci, razen ¢e pretekli kontrolni podatki dokazujejo, da izbrano topilo ne povzroca skodljivih
ali mutagenih uc¢inkov.

Postopek

Obdelava s preizkusano snovjo

Mnozece se celice se obdelajo s preizkusano snovjo ob navzocnosti in ob odsotnosti sistema za aktivacijo
presnove. Obdelava limfocitov naj se za¢ne priblizno 48 ur po mitogeni stimulaciji.

Navadno se pri vsaki koncentraciji uporabita dve vzporedni kulturi; uporaba dveh vzporednih kultur se
mocno priporoca pri negativnih/s topilom kontrolnih kulturah. Kadar se na podlagi preteklih podatkov
lahko dokaze, da so razlike med dvema vzporednima kulturama minimalne (13) (14), je sprejemljivo, da se
uporabi ena kultura za vsako koncentracijo.

Plinaste ali hlapne snovi naj se preizkusajo z ustreznimi metodami, na primer v zatesnjenih posodah za kul-
ture (15) (16).

Cas odvzema celic iz kulture

V prvem poskusu naj se celice za 3-6 ur izpostavijo preizkusani snovi, ob aktivaciji presnove in brez nje, in
vzordijo v ¢asu priblizno 1,5 dolzine normalnega celi¢nega ciklusa po zacetku obdelave (12). Ce so pri taks-
nem protokolu rezultati negativni ob aktivaciji, pa tudi brez nje, se opravi dodatni poskus brez aktivacije,
pri katerem se kultura nenehno obdeluje do vzor¢enja v ¢asu, enakem priblizno 1,5 dolzine normalnega
celi¢nega ciklusa. Nekatere kemikalije se laZe zaznajo pri ¢asih obdelave/vzorcenja, ki so daljsi od 1,5 dol-
zine ciklusa. Negativne rezultate ob aktivaciji presnove je treba potrditi za vsak primer posebej. Kadar se
pojmuje, da potrditev negativnih rezultatov ni potrebna, naj se to utemelji.
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1.4.3.4

1.4.3.5

2.1

2.2

Priprava kromosotmov

Celi¢ne kulture se obdelajo s Colcemidom® ali kolhicinom, navadno 1-3 ure pred odvzemom celic. Celice
se odvzamejo in obdelajo za pripravo kromosomov iz vsake kulture posebej. Priprava kromosomov vklju-
¢uje hipotoni¢no obdelavo celic, fiksiranje in barvanje.

Analiza

Vsi preparati, skupaj s pozitivnimi in negativnimi kontrolnimi vzorci, naj se pred mikroskopsko analizo
neodvisno kodirajo. Ker fiksiranje pogosto povzro¢i pretrganje dela metafaznih celic in izgubo
kromosomov, naj bo $tevilo centromer v Stetih celicah pri vseh vrstah celic enako modalnemu Stevilu + 2.
Ce je to primerno, naj se na vsako koncentracijo in vsak kontrolni vzorec v stetje vkljuéi vsaj 200 dobro
vidnih metafaz, ki so enakomerno porazdeljene med vzporedne vzorce. To $tevilo se lahko zmanjsa, kadar
se opazi veliko stevilo aberacij.

Ceprav je namen preizkusa zaznati strukturne kromosomske aberacije, je pomembno, da se evidentirata
poliploidija in endoreduplikacija, kadar se pokaZzeta.

PODATKI

OBDELAVA REZULTATOV

Poskusna enota je celica, zato naj se dolo¢i odstotek celic z eno ali ve¢ strukturnimi kromosomskimi
aberacijami. Razli¢ni tipi strukturnih kromosomskih aberacij naj se navedejo skupaj s Stevili in pogostnos-
tjo za poskusne in kontrolne kulture. Presledki se evidentirajo lo¢eno in navedejo v porocilu, vendar se na
splosno ne vkljucijo v skupno pogostnost aberacij.

Evidentirajo naj se tudi socasne meritve citotoksi¢nosti za vse obdelane in negativne kontrolne kulture v
glavnih poskusih aberacij.

Navedejo se podatki za posamezne kulture. Vsi podatki naj bodo povzeti v tabelah.

Preverjanje jasnega pozitivnega odziva ni potrebno. Dvoumni rezultati naj se razjasnijo z dodatnimi
preizkusi, po moZnosti ob prilagojenih poskusnih pogojih. Potrebnost potrditve negativnih rezultatov je
obravnavana pod 1.4.3.3. V nadaljnjih poskusih naj se preu¢i moznost prilagoditve preizkusnih parame-
trov, da se razsiri obmogje pogojev analize. Preizkusni parametri, ki bi se lahko prilagodili, vklju¢ujejo inter-
vale med koncentracijami in pogoje aktivacije presnove.

VREDNOTENJE IN INTERPRETACIJA REZULTATOV

Pozitivni rezultat se lahko dolo¢i na podlagi Stevilnih meril, kakor je na primer s koncentracijo povezano
povecanje ali ponovljivo povecanje Stevila celic s kromosomskimi aberacijami. Najprej naj se preuci
bioloska pomembnost rezultatov. Pri vrednotenju rezultatov preizkusa se kot pomo¢ lahko uporabijo sta-
tisticne metode (3) (13). Statisticna znacilnost naj ne bo edini odlocilni dejavnik za pozitivni odziv.

Povecano Stevilo poliploidnih celic lahko pomeni, da preizkusana snov lahko zavre mitozo in povzroci
numeri¢ne kromosomske aberacije. Povecano stevilo celic z endoredupliciranimi kromosomi lahko pomenti,
da preizkusana snov lahko zavre potek celi¢nega ciklusa (17) (18).

Pojmuje se, da preizkuSana snov, pri kateri rezultati ne izpolnjujejo navedenih meril, ni mutagena v tem
sistemu.

Ceprav bo vecina poskusov dala jasne pozitivne ali negativne rezultate, bodo v redkih primerih dobljeni
podatki preprecili zanesljivo oceno o delovanju preizkusane snovi. Rezultati lahko ostanejo dvoumni ali
dvomljivi ne glede na 3tevilo ponovitev poskusa.
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Pozitivni rezultati preizkusa kromosomskih aberacij in vitro pomenijo, da preizkusana snov povzroca struk-
turne kromosomske aberacije v kultiviranih somatskih celicah sesalcev. Negativni rezultati pomenijo, da
preizku$ana snov pri preizkusnih pogojih ne povzroca kromosomskih aberacij v kultiviranih somatskih
celicah sesalcev.

POROCANJE

POROCILO O PREIZKUSU

Porocilo o preizkusu mora vsebovati naslednje informacije:

Topilo/nosilec:

— utemeljitev izbire nosilca,

— topnost in stabilnost preizkusane snovi v topilu/nosilcu, ¢e sta znani.
Celice:

— vrsta in vir celic,

— znacilnosti kariotipa in ustreznost uporabljene vrste celic,

— odsotnost mikoplazme, Ce je to primerno,

— podatki o dolzini celi¢nega ciklusa,

— spol donorjev krvi, celotna kri ali lo¢eni limfociti, uporabljeni mitogen,
— Stevilo pasaz, ¢e je to primerno,

— metode vzdrzevanja celicne kulture, ¢e je to primerno,

— modalno stevilo kromosomov.

Preizkusni pogoji:

— vrsta snovi za ustavitev metafaze, njena koncentracija in cas izpostavljenosti celic,

— razlogi za izbiro koncentracij in tevila kultur, vklju¢no z npr. podatki o citotoksi¢nosti in mejah top-
nosti, ¢e so na voljo,

— sestava gojis¢, koncentracija CO,, e je to primerno,
— koncentracija preizkusane snovi,

— volumen dodanega nosilca in preizkusane snovi,

— temperatura inkubacije,

— <cas inkubacije,

— trajanje obdelave,

— gostota celic ob nasaditvi, ¢e je to primerno,

— vrsta in sestava sistema za aktivacijo presnove, skupaj z merili sprejemljivosti,
— pozitivni in negativni kontrolni vzorci,
— metode priprave mikroskopskih preparatov,

— merila za Stetje aberacij,
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tevilo analiziranih metafaz,
metode merjenja toksicnosti,

merila za dolocitev, ali je $tudija pozitivna, negativna ali dvoumna.

Rezultati:

znaki toksi¢nosti, npr. stopnja konfluentne rasti, podatki o celi¢cnem ciklusu, stevilo celic, mitoti¢ni
indeks,

znaki obarjanja,
podatki o pH in osmolarnosti obdelovalnega gojisca, Ce sta bila dolo¢ena,
opredelitev aberacij, skupaj s presledki,

stevilo celic s kromosomskimi aberacijami in tip kromosomskih aberacij, ki se navedeta posebej za
vsako obdelano in kontrolno kulturo,

spremembe v ploidnosti, ¢e so bile opazene,

odvisnost med odmerkom in odzivom, kadar je to mogoce,
statisti¢ne analize, ¢e so bile opravljene,

podatki o socasni negativni (topilo/nosilec) in pozitivni kontroli,

podatki o pretekli negativni (topilo/nosilec) in pozitivni kontroli, z obmogji, srednjimi vrednostmi in
standardnimi odkloni.

Diskusija rezultatov.

Sklepi.
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PRILOGA 4B

,B.11. MUTAGENOST — PREIZKUS KROMOSOMSKIH ABERACIJ V KOSTNEM MOZGU SESALCEV IN

1.1

1.2

VIVO

METODA

Ta metoda ustreza metodi OECD TG 475, Mammalian Bone Marrow Chromosome Aberration Test (1997).

UvOoD

Preizkus kromosomskih aberacij in vivo pri sesalcih se uporablja za odkrivanje strukturnih kromosomskih
aberacij, ki jih povzroci preizkusana snov v celicah kostnega mozga Zzivali, navadno glodavcev (1) (2) (3)
(4). Lo¢imo dva tipa strukturnih kromosomskih aberacij, kromosomski tip in kromatidni tip. Povecanje
poliploidije lahko pomeni, da kemikalija lahko povzro¢i numeri¢ne aberacije. Ve¢ina kemi¢nih mutagenov
povzro¢i aberacije kromatidnega tipa, nastopajo pa tudi aberacije kromosomskega tipa. Kromosomske
mutacije in podobni pojavi so vzrok genskih bolezni pri ¢loveku in obstajajo tehtni dokazi, da so
kromosomske mutacije in podobni pojavi, ki povzrocajo spremembe v onkogenih in genih, zaviralcih rasti
tumorjev, povezani z rakom pri ¢loveku in v poskusnih sistemih.

Pri tem preizkusu se redno uporabljajo glodavci. Tar¢no tkivo pri tem preizkusu je kostni mozeg, ker je
zelo vaskularizirano tkivo in vsebuje populacijo celic s hitro menjavo ciklusa, ki se z lahkoto izolirajo in
obdelajo. Druge vrste in tar¢na tkiva niso predmet te metode.

Ta preizkus kromosomskih aberacij je posebno primeren za ocenjevanje nevarnosti mutagenosti, ker omo-
goca upostevanje dejavnikov presnove in vivo, farmakokinetike in popravljanja DNA, ceprav so ti lahko raz-
liéni pri razli¢nih vrstah in tkivih. Preizkus in vivo je koristen tudi za nadaljnjo preiskavo mutagenih ucin-
kov, odkritih pri preizkusu in vitro.

Ce obstajajo dokazi, da preizkusana snov ali reaktivni metabolit ne bo dosegel tarcnega tkiva, ta preizkus
ni primeren.

Glej tudi splosni uvod dela B.

DEFINICIJE

Aberacija kromatidnega tipa: strukturna poskodba kromosoma, izrazena kot prelom posameznih
kromatid ali prelom in zdruzitev med kromatidama.

Aberacija kromosomskega tipa: strukturna poskodba kromosoma, izraZzena kot prelom ali prelom in
zdruzitev pri obeh kromatidah na istem mestu.

Endoreduplikacija: proces, pri katerem se jedro po podvojitvi DNA v fazi S ne zacne deliti, ampak takoj
nastopi druga faza S. Nastanejo kromosomi s 4, 8, 16,... kromatidami.

Presledek: akromatska lezija, manjsa od 3irine ene kromatide, ob zelo majhni neporavnanosti kromatid(-e).

Numeri¢na aberacija: tevilo kromosomov, druga¢no od normalnega Stevila, ki je znacilno za uporab-
ljene celice.

Poliploidija: veckratnik haploidnega stevila kromosomov (n), razen diploidnega Stevila (tj. 3 n, 4 n in tako
naprej).

Strukturna aberacija: sprememba v strukturi kromosoma, ki je vidna pri mikroskopskem pregledu
metafaze celi¢ne delitve v obliki delecij in fragmentov, transpozicij ali recipro¢nih translokacij.
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1.3 PRINCIP PREIZKUSNE METODE

Zivali se primerno izpostavijo preizkusani snovi in se v primernem &asu po tretiranju zrtvujejo. Pred
Zrtvovanjem se Zivali tretirajo s sredstvom za ustavitev metafaze (npr. kolhicinom ali Colcemidom®). Nato
se pripravijo in obarvajo preparati kromosomov iz celic kostnega mozga in se dolo¢ijo kromosomske
aberacije v metafaznih celicah.

1.4 OPIS PREIZKUSNE METODE

1.41  Priprave

1.4.1.1 Izbor Zivalske vrste

Navadno se uporabljajo podgane, misi in kitajski hrcki, lahko pa se uporabi katera koli primerna vrsta sesal-
cev. Uporabijo naj se splosno uporabljani laboratorijski sevi mladih zdravih odraslih Zivali. Ob zacetku $tu-
dije naj bo nihanje teZe Zivali ¢im manje in naj ne presega * 20 % srednje vrednosti teze vsakega spola.

1.4.1.2  Pogoji bivanja in hranjenja

Uporabljajo se splodni pogoji iz splosnega uvoda dela B, vendar naj bo ciljna vlaznost 50-60 %.

1.4.1.3  Priprava Zivali

Zdrave mlade odrasle Zivali se naklju¢no dodelijo kontrolni in tretirani skupini. Kletke se razporedijo tako,
da se ¢imbolj zmanjsajo mozni ucinki postavitve kletke. Zivali se oznacijo z enkratnimi oznakami. Zivali
se vsaj pet dni aklimatizirajo na laboratorijske razmere.

1.4.1.4  Priprava odmerkov

Trdne preizkusane snovi naj se pred odmerjanjem Zivalim raztopijo ali suspendirajo v ustreznih topilih ali
nosilcih, in ¢e je to primerno, se razredcijo. Tekoce preizkusane snovi se lahko odmerijo neposredno ali pa
se pred odmerjanjem razred¢ijo. Uporabljajo naj se sveZe pripravljene preizkusane snovi, razen ¢e podatki
o stabilnosti kazejo, da je shranjevanje sprejemljivo.

1.4.2  Preizkusni pogoji

1.4.2.1 Topilo/nosilec

Topilo/nosilec naj nima toksi¢nih u¢inkov pri uporabljenih odmerkih in naj se zanj ne sumi, da kemi¢no
reagira s preizkusno snovjo. Ce se uporabijo manj poznana topila/nosilci, naj njihovo vkljucitev podpirajo
podatki, ki kazejo na njihovo zdruZljivost. Priporoca se, da se, kadarkoli je to mogoce, kot prva moznost
preuci uporaba vodnega topila/nosilca.

1.4.2.2  Kontrolni vzorci

V vsak preizkus naj se vkljucijo socasni pozitivni in negativni (topilo/nosilec) kontrolni vzorci za vsak spol.
Razen tretiranja s preizkusno snovjo naj se z Zivalmi v kontrolnih skupinah ravna enako kakor s tistimi v
tretiranih skupinah.

Snovi pozitivne kontrole naj pri ravneh izpostavljenosti, pri katerih se pri¢akuje zaznavno povecanje glede
na ozadje, povzrocijo kromosomske aberacije in vivo. Odmerki pozitivne kontrole naj se izberejo tako, da
so ucinki jasni, vendar ne razkrijejo takoj identitete kodiranih mikroskopskih preparatov. Sprejemljivo je,
da se snovi pozitivne kontrole dajejo Zivalim drugace kakor preizkusana snov in da se pri pozitivni
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kontroli vzor¢i le enkrat. Lahko se uporabijo kemikalije pozitivne kontrole, ki sodijo v isti razred kakor
preizkusana kemikalija, kadar so na voljo.
Primeri snovi pozitivne kontrole vkljucujejo:

Snov St. CAS St. Einecs
etil metansulfonat 62-50-0 200-536-7
N-etil-N-nitrozose¢nina 759-73-9 212-072-2
mitomicin C 50-07-7 200-008-6
ciklofosfamid 50-18-0 200-015-4
ciklofosfamid monohidrat 6055-19-2
trietilenmelamin 51-18-3 200-083-5

Negativni kontrolni vzorci, tretirani le s topilom ali nosilcem, drugace pa obravnavani enako kakor treti-
rane skupine, naj se vkljucijo v vsako vzorcenje, razen Ce pretekli kontrolni podatki kazejo na sprejemljivo
spremenljivost med posameznimi zivalmi in pogostnost celic s kromosomskimi aberacijami. Ce se pri
negativni kontroli opravi le eno vzorcenje, je Cas prvega vzorcenja najprimernejsi. Uporabijo naj se tudi
netretirani kontrolni vzorci, razen ¢e pretekli ali objavljeni kontrolni podatki dokazujejo, da izbrano
topilo/nosilec ne povzroca skodljivih ali mutagenih ucinkov.

1.5 POSTOPEK

1.5.1  Stevilo in spol Zivali

Vsaka tretirana in kontrolna skupina mora vkljucevati vsaj pet Zivali vsakega spola, ki jih je mogoce
analizirati. Ce so v ¢asu $tudije na voljo podatki $tudij o isti vrsti in ob uporabi istega nacina izpostavljanja,
ki dokazujejo, da med spoloma ni znatnih razlik v toksi¢nosti, bo zadostovalo preizkusanje na enem spolu.
Kadar bi bila izpostavljenost kemikaliji pri ¢loveku lahko omejena na en spol, na primer pri nekaterih far-
macevtskih u¢inkovinah, naj se preizkus opravi na Zivalih ustreznega spola.

1.5.2  Program tretiranja

Preizkusane snovi naj se po moznosti dajo z enkratnim vnosom. Preizkusane snovi se lahko dajejo tudi v
razdeljenem odmerku, to pomeni dva vnosa v istem dnevu, ne ve¢ kakor nekaj ur narazen, da se olajsa daja-
nje velikega volumna materiala. Druga¢ni rezZimi odmerjanja naj bodo znanstveno utemeljeni.

Vzorci naj se vzamejo dvakrat v enem dnevu ob razli¢nih ¢asih po tretiranju. Pri glodavcih je prvi cas vzor-
Cenja 1,5 dolzine normalnega celi¢nega ciklusa (ki navadno traja 12-18 ur) po tretiranju. Ker ¢as, potreben
za sprejem in presnovo preizkusane snovi ter njen ucinek na dinamiko celi¢nega ciklusa, lahko vpliva na
optimalni ¢as za zaznavo kromosomskih aberacij, se priporoca ponovni odvzem vzorcev 24 ur po prvem
vzoréenju. Ce se uporabijo rezimi odmerjanja, daljsi od enega dneva, naj se vzoréi enkrat, 1,5 dolzine nor-
malnega celi¢nega ciklusa po zadnjem vnosu.

Pred Zrtvovanjem se Zivalim intraperitonealno injicira ustrezen odmerek sredstva za ustavitev metafaze (npr.
Colcemida® ali kolhicina). Zivali se vzorgijo v ustreznem ¢asovnem intervalu po tem. Pri misih je ta interval
priblizno 3-5 ur; pri kitajskih hrekih je ta interval priblizno 4-5 ur. Celice se odvzamejo iz kostnega mozga
in analizirajo, da se dolocijo kromosomske aberacije.



200

Uradni list Evropske unije

13/Zv. 25

2.1

Velikost odmerkov

Ce se opravi §tudija za ugotavljanje obmogja, ker ni na voljo ustreznih podatkov, naj se opravi v istem labo-
ratoriju, na isti vrsti, sevu in spolu ter ob enakem rezimu tretiranja, kakor bo to uporabljeno v glavni studiji
(5). Ce toksicnost je, se za prvo vzoréenje uporabijo tri velikosti odmerkov. Te velikosti odmerkov naj
zajamejo obmodje od najvedje toksicnosti do majhne toksicnosti ali netoksi¢nosti. Pri poznejsem vzorce-
nju se lahko uporabi le najveji odmerek. Najvecji odmerek je opredeljen kot odmerek, ki povzroci taksne
znake toksi¢nosti, na podlagi katerih je pricakovati, da bi ve¢ji odmerki pri istem rezimu odmerjanja
povzrocili smrt. Snovi s specificnim bioloskim delovanjem pri majhnih netoksi¢nih odmerkih (na primer
hormoni in mitogeni) so lahko izjeme pri merilih za dolo¢anje odmerka in naj se ovrednotijo za vsak pri-
mer posebej. Najvecji odmerek se lahko opredeli tudi kot odmerek, ki povzroci nekaj znakov toksi¢nosti v
kostnem mozgu (npr. ve¢ kakor 50 % zmanjSanje mitoti¢nega indeksa).

Mejni preizkus

Ce preizkus pri eni velikosti odmerka vsaj 2 000 mg/kg telesne teze, ki se dd v enem vnosu ali v dveh vnosih
v istem dnevu, ne povzroci nobenih opaznih toksi¢nih u¢inkov in ¢e se na podlagi podatkov o strukturno
sorodnih snoveh ne pricakuje, da bo snov genotksicna, se lahko pojmuje, da popolna $tudija z uporabo treh
velikosti odmerkov ni potrebna. Mejni odmerek za dolgotrajnejse $tudije je 2 000 mg/kg telesne teze/dan
za tretiranje do 14 dni in 1 000 mg/kg telesne teZe/dan za tretiranje, daljSe od 14 dni. Pricakovana izpos-
tavljenost ¢loveka lahko nakaze potrebo po veéjih odmerkih pri mejnem preizkusu.

Dajanje odmerkov

Navadno se preizkusana snov daje z gavazo po Zelod¢ni cevki ali ustrezni intubacijski kanili ali z
intraperitonealno injekcijo. Sprejemljivi so tudi drugi nacini izpostavljanja, kadar jih je mogoce utemeljiti.
Najvedji volumen tekocine, ki se lahko naenkrat dd z gavazo ali injekcijo, je odvisen od velikosti preizkusane
zivali. Volumen naj ne presega 2 ml/100 g telesne teze. Uporabo ve¢jih volumnov je treba utemeljiti. Razen
pri drazecih ali jedkih snoveh, ki bodo navadno povzrocile drazilne u¢inke pri ve¢jih koncentracijah, naj se
s prilagoditvijo koncentracije ¢imbolj zmanjsa spremenljivost preizkusanega volumna, tako da se zagotovi
stalni volumen pri vseh velikostih odmerkov.

Priprava kromosomov

Takoj po zrtvovanju se kostni mozeg odvzame, izpostavi hipotoni¢ni raztopini in fiksira. Celice se nato
nanesejo na objektna stekelca in obarvajo.

Analiza

Kot merilo citotoksi¢nosti naj se dolo¢i mitoti¢ni indeks v vsaj 1 000 celicah na Zival pri vseh tretiranih
zivalih (skupaj s pozitivnimi kontrolnimi vzorci) in netretiranih Zivalih negativne kontrole.

Analizira naj se vsaj 100 celic za vsako Zival. To Stevilo se lahko zmanjsa, kadar se opazi veliko Stevilo
aberacij. Vsi preparati, skupaj s pozitivnimi in negativnimi kontrolnimi vzorci, naj se pred mikroskopsko
analizo neodvisno kodirajo. Ker postopki priprave mikroskopskih preparatov pogosto povzrocijo
pretrganje dela metafaz in izgubo kromosomov, naj bo 3tevilo centromer v §tetih celicah enako 2 n * 2.

PODATKI

OBDELAVA REZULTATOV

Podatki za posamezne Zivali naj bodo prikazani v tabelah. Poskusna enota je Zival. Za vsako Zival naj se
dolo¢i Stevilo Stetih celic, Stevilo aberacij na celico in odstotek celic z eno ali ve¢ strukturnimi
kromosomskimi aberacijami. Razli¢ni tipi strukturnih kromosomskih aberacij naj se navedejo skupaj s $te-
vili in pogostnostjo za tretirane in kontrolne skupine. Presledki se evidentirajo lo¢eno in navedejo v poro-
¢ilu, vendar se na splosno ne vkljucijo v skupno pogostnost aberacij. Ce ni dokaza za razliko v odzivu med
spoloma, se pri statisticni analizi lahko zdruzijo podatki za oba spola.
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2.2

VREDNOTENJE IN INTERPRETACIJA REZULTATOV

Pozitivni rezultat se lahko dolo¢i na podlagi Stevilnih meril, kakor je na primer z odmerkom povezano
povecanje relativnega Stevila celic s kromosomskimi aberacijami ali jasno povecanje Stevila celic z
aberacijami v posamezni tretirani skupini ob posameznem vzorCenju. Najprej naj se preuci bioloska
pomembnost rezultatov. Pri vrednotenju rezultatov preizkusa se kot pomoc¢ lahko uporabijo statisticne
metode (6). Statisti¢na znacilnost naj ne bo edini odlocilni dejavnik za pozitivni odziv. Dvoumni rezultati
naj se razjasnijo z dodatnimi preizkusi, po moznosti ob prilagojenih poskusnih pogojih.

Povecanje poliploidije lahko pomeni, da preizkusana snov lahko povzro¢i numeri¢ne kromosomske
aberacije. Povecanje pogostnosti endoreduplikacije lahko pomeni, da preizkusana snov lahko zavre potek
celi¢nega ciklusa (7) (8).

Pojmuje se, da preizkusana snov, pri kateri rezultati ne izpolnjujejo navedenih meril, ni mutagena v tem
preizkusu.

Ceprav bo vecina poskusov dala jasne pozitivne ali negativne rezultate, bodo v redkih primerih dobljeni
podatki preprecili zanesljivo oceno o delovanju preizkusane snovi. Rezultati lahko ostanejo dvoumni ali
dvomljivi ne glede na stevilo opravljenih poskusov.

Pozitivni rezultati preizkusa kromosomskih aberacij in vivo pomenijo, da preizkusana snov povzroca
kromosomske aberacije v kostnem mozgu preizkusane vrste. Negativni rezultati pomenijo, da preizkusana
snov pri preizkusnih pogojih ne povzroca kromosomskih aberacij v kostnem mozgu preizkusane vrste.

Obravnava naj se verjetnost, da preizkuSana snov ali njeni metaboliti dosezejo krvni obtok ali posebej
tar¢no tkivo (npr. sistemska toksicnost).

POROCANJE

POROCILO O PREIZKUSU

Porocilo o preizkusu mora vsebovati naslednje informacije:
Topilo/nosilec:

— utemeljitev izbire nosilca,

— topnost in stabilnost preizkusane snovi v topilu/nosilcu, Ce sta znani.
Preizkusne Zivali:

— uporabljena vrsta/sev,

— Stevilo, starost in spol Zivali,

— vir, pogoji bivanja, prehrana itn.,

— teza posameznih Zivali na zaCetku preizkusa, skupaj z obmocjem telesne teze, srednjo vrednostjo in
standardnim odklonom za vsako skupino.

Preizkusni pogoji:

— pozitivni in negativni (nosilec/topilo) kontrolni vzorci,

— podatki tudije za ugotavljanje obmogja, Ce je bila opravljena,
— razlogi za izbiro velikosti odmerka,

— podrobnosti o pripravi preizkusane snovi,
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podrobnosti o dajanju preizkusane snovi,
razlogi za nacin dajanja,
metode za preverjanje, ali je preizkuSana snov dosegla krvni obtok ali tar¢no tkivo, ¢e je to primerno,

nacin preracunavanja koncentracije preizkusane snovi v hrani/pitni vodi (ppm) v dejanski odmerek
(mg/kg telesne teze/dan), ¢e je to primerno,

podrobnosti o kakovosti hrane in vode,

podroben opis programov tretiranja in vzorcenja,

metode merjenja toksi¢nosti,

vrsta snovi za ustavitev metafaze, njena koncentracija in Cas tretiranja,
metode priprave mikroskopskih preparatov,

merila za Stetje aberacij,

stevilo analiziranih celic na Zival,

merila za doloditev, ali je $tudija pozitivna, negativna ali dvoumna.

Rezultati:

znaki toksi¢nosti,

mitoti¢ni indeks,

tip in Stevilo aberacij, navedena za vsako Zzival posebej,

skupno Stevilo aberacij na skupino, s srednjimi vrednostmi in standardnimi odkloni,

Stevilo celic z aberacijami na skupino, s srednjimi vrednostmi in standardnimi odkloni,
spremembe v ploidnosti, Ce so bile opazene,

odvisnost med odmerkom in odzivom, kadar je to mogoce,

statisti¢ne analize, Ce so bile opravljene,

podatki o socasni negativni kontroli,

podatki o pretekli negativni kontroli, z obmogji, srednjimi vrednostmi in standardnimi odkloni,

podatki o socasni pozitivni kontroli.

Diskusija rezultatov.

Sklepi.
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PRILOGA 4C

»B.12. MUTAGENOST — PREIZKUS MIKRONUKLEUSOV V ERITROCITIH SESALCEV IN VIVO

1.1

1.2

METODA

Ta metoda ustreza metodi OECD TG 474, Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test (1997).

UuvoD

Preizkus mikronukleusov in vivo pri sesalcih se uporablja za odkrivanje poskodb, ki jih preizkusana snov
povzro¢i na kromosomih ali mitoti¢nem aparatu eritroblastov, z analizo eritrocitov, vzorcenih iz kostnega
mozga infali celic periferne krvi zivali, navadno glodavcev.

Namen preizkusa mikronukleusov je doloditi snovi, povzrociteljice citogenetskih poskodb, zaradi katerih
nastanejo mikronukleusi, ki vsebujejo zaostale fragmente kromosomov ali cele kromosome.

Ko se eritroblast iz kostnega mozga razvije v polikromati¢ni eritrocit, se jedro izvrze; kakrSenkoli
mikronukleus, ki je nastal, lahko ostane v drugace brezjedrni citoplazmi. Vidnost mikronukleusov je v teh
celicah olajsana, ker nimajo jedra. Povecanje pogostnosti polikromati¢nih eritrocitov z mikronukleusi pri
tretiranih Zivalih je znak induciranih poskodb kromosomov.

Pri tem preizkusu se redno uporablja kostni mozeg glodavcev, saj v tem tkivu nastajajo polikromati¢ni
eritrociti. Dolo¢anje nezrelih (polikromati¢nih) eritrocitov z mikronukleusi v periferni krvi je enako spre-
jemljivo pri katerikoli vrsti, pri kateri je bilo dokazano, da vranica ni zmozna odstraniti eritrocitov z
mikronukleusi, ali ki je pokazala dovoljsno obcutljivost za zaznavanje snovi, povzrocajocih strukturne ali
numeri¢ne kromosomske aberacije. Mikronukleusi se lahko razlocijo na podlagi Stevilnih meril. Ta vklju-
¢ujejo dolocanje navzocnosti ali odsotnosti kinetohora ali centromerne DNA v mikronukleusih. Pogost-
nost nezrelih (polikromati¢nih) eritrocitov z mikronukleusi je glavna konéna tocka. Stevilo zrelih
(normokromaticnih) eritrocitov, ki vsebujejo mikronukleuse, v periferni krvi med dolo¢enim $tevilom zrelih
eritrocitov se tudi lahko uporabi kot kon¢na tocka preizkusa, kadar se Zivali tretirajo Stiri tedne ali vec.

Ta preizkus mikronukleusov in vivo pri sesalcih je posebno primeren za ocenjevanje nevarnosti mutageno-
sti, ker omogoca upostevanje dejavnikov presnove in vivo, farmakokinetike in popravljanja DNA, ¢eprav so
ti lahko razli¢ni pri razliénih vrstah, tkivih in genetskih kon¢nih tockah. Preizkus in vivo je koristen tudi za
nadaljnjo preiskavo mutagenih ucinkov, odkritih v sistemu in vitro.

Ce obstajajo dokazi, da preizkusana snov ali reaktivni metabolit ne bo dosegel tarénega tkiva, ta preizkus
ni primeren.

Glej tudi splosni uvod dela B.

DEFINICIJE

Centromera (kinetohor): del(-)) kromosoma, s katerim(-i) se med celi¢no delitvijo poveZejo niti delitvenega
vretena, kar omogoci urejeno gibanje héerinskih kromosomov proti poloma héerinskih celic.

Mikronukleusi: majhna jedra, poleg glavnega jedra celic in locena od njega, ki nastanejo med telofazo
mitoze (mejoze) iz zaostalih fragmentov kromosomov ali celih kromosomov.

Normokromati¢ni eritrocit: zreli eritrocit, ki nima ribosomov in ga lahko lo¢imo od nezrelih,
polikromati¢nih eritrocitov z barvanjem, selektivnim za ribosome.
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1.3

1.4

1.4.1

1.4.1.1

1.4.1.2

1.4.1.3

1.4.1.4

1.4.2

1.4.2.1

1.4.2.2

Polikromaticni eritrocit: nezreli eritrocit, v vimesnem stadiju razvoja, ki Se vedno vsebuje ribosome in ga
zato lahko lo¢imo od zrelih, normokromati¢nih eritrocitov z barvanjem, selektivnim za ribosome.

PRINCIP PREIZKUSNE METODE

Zivali se primerno izpostavijo preizkusani snovi. Ce se uporabi kostni mozeg, se Zivali Zrtvujejo ob pri-
mernih ¢asih po tretiranju, nato se odvzame kostni mozeg ter se pripravijo in obarvajo preparati (1) (2) (3)
(4) (5) (6) (7). Kadar se uporabi periferna kri, se kri odvzame ob primernih ¢asih po tretiranju, nato se pri-
pravijo in obarvajo razmazi krvi (4) (8) (9) (10). Pri studijah s periferno krvjo naj med zadnjo izpostavitvijo
in odvzemom celic pretece ¢immanj ¢asa. Preparati se analizirajo, da se dolo¢i navzocnost mikronukleusov.

OPIS PREIZKUSNE METODE

Priprave

Izbor Zivalske vrste

Ce se uporabi kostni mozeg, se priporocajo misi ali podgane, lahko pa se uporabi katera koli primerna vrsta
sesalcev. Kadar se uporabi periferna kri, se priporocajo misi. Lahko pa se uporabi katera koli primerna vrsta
sesalcev, pri kateri vranica ne odstrani eritrocitov z mikronukleusi ali ki je pokazala dovoljsno ob¢utljivost
za zaznavanje snovi, povzrocajocih strukturne ali numeri¢ne kromosomske aberacije. Uporabijo naj se
splosno uporabljani laboratorijski sevi mladih zdravih Zivali. Ob zacetku $tudije naj bo nihanje teze Zivali
¢im manjge in naj ne presega + 20 % srednje vrednosti teZe vsakega spola.

Pogoji bivanja in hranjenja

Uporabljajo se splosni pogoji iz splosnega uvoda dela B, vendar naj bo ciljna vlaznost 50-60 %.

Priprava Zivali

Zdrave mlade odrasle Zivali se naklju¢no dodelijo kontrolni in tretirani skupini. Zivali se oznacijo z
enkratnimi oznakami. Zivali se vsaj pet dni aklimatizirajo na laboratorijske razmere. Kletke se razporedijo
tako, da se ¢imbolj zmanj3ajo mozni ucinki postavitve kletke.

Priprava odmerkov

Trdne preizkusane snovi naj se pred odmerjanjem Zivalim raztopijo ali suspendirajo v ustreznih topilih ali
nosilcih, in ¢e je to primerno, se razreddijo. Tekoce preizkusane snovi se lahko odmerijo neposredno ali pa
se pred odmerjanjem razredcijo. Uporabljajo naj se sveZe pripravljene preizkusane snovi, razen ¢e podatki
o stabilnosti kazejo, da je shranjevanje sprejemljivo.

Preizkusni pogoji

Topilo/nosilec

Topilo/nosilec naj nima toksi¢nih u¢inkov pri uporabljenih odmerkih in naj se zanj ne sumi, da kemi¢no
reagira s preizkusano snovjo. Ce se uporabijo manj poznana topila/nosilci, naj njihovo vkljuitev podpi-
rajo referen¢ni podatki, ki kazejo na njihovo zdruzljivost. Priporoca se, da je, kadarkoli je to mogoce, prva
izbira vodno topilo/nosilec.

Kontrolni vzorci

V vsak preizkus naj se vklju¢ijo socasni pozitivni in negativni (topilo/nosilec) kontrolni vzorci za vsak spol.
Razen tretiranja s preizku$ano snovjo naj se z zZivalmi v kontrolnih skupinah ravna enako kakor s tistimi v
tretiranih skupinah.
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1.5

Snovi pozitivne kontrole naj pri ravneh izpostavljenosti, pri katerih se pri¢akuje zaznavno povecanje glede
na ozadje, povzrocijo nastanek mikronukleusov in vivo. Odmerki pozitivne kontrole naj se izberejo tako,
da so ucinki jasni, vendar ne razkrijejo takoj identitete kodiranih mikroskopskih preparatov. Sprejemljivo
je, da se snovi pozitivne kontrole dajejo Zivalim drugace kakor preizkusana snov in da se pri pozitivni kon-
troli vzorci le enkrat. Poleg tega se lahko uporabijo kemikalije pozitivne kontrole, ki sodijo v isto skupino
nevarnosti kakor preizkusana kemikalija, kadar so na voljo. Primeri snovi pozitivne kontrole vkljucujejo:

Snov St. CAS St. Einecs
etil metansulfonat 62-50-0 200-536-7
N-etil-N-nitrozosecnina 759-73-9 212-072-2
mitomicin C 50-07-7 200-008-6
ciklofosfamid 50-18-0 200-015-4
ciklofosfamid monohidrat 6055-19-2
trietilenmelamin 51-18-3 200-083-5

Negativni kontrolni vzorci, tretirani le s topilom ali nosilcem, drugace pa obravnavani enako kakor treti-
rane skupine, naj se vklju¢ijo v vsako vzorcenje, razen &e pretekli kontrolni podatki dokazujejo sprejem-
ljivo spremenljivost med posameznimi Zivalmi in pogostnost celic z mikronukleusi. Ce se pri negativni kon-
troli opravi le eno vzorcenje, je Cas prvega vzorcenja najprimernejsi. Uporabijo naj se tudi netretirani
kontrolni vzorci, razen Ce pretekli ali objavljeni kontrolni podatki dokazujejo, da izbrano topilo/nosilec ne
povzroca skodljivih ali mutagenih ucinkov.

Ce se uporabi periferna kri, je kot negativni kontrolni vzorec lahko sprejemljiv tudi vzorec pred tretira-
njem, vendar le pri kratkotrajnih $tudijah periferne krvi (npr. 1-3 tretiranje(-a)), kadar so dobljeni podatki v
pricakovanem obmodju glede na preteklo kontrolo.

POSTOPEK

Stevilo in spol Zivali

Vsaka tretirana in kontrolna skupina mora vkljucevati vsaj pet Zivali vsakega spola, ki jih je mogoce
analizirati (11). Ce so v ¢asu $tudije na voljo podatki $tudij o isti vrsti in ob uporabi istega na¢ina izpostav-
ljanja, ki dokazujejo, da med spoloma ni znatnih razlik v toksi¢nosti, bo zadostovalo preizkusanje na enem
spolu. Kadar bi bila lahko izpostavljenost kemikaliji pri ¢loveku omejena na en spol, na primer pri nekaterih
farmacevtskih u¢inkovinah, naj se preizkus opravi na Zzivalih ustreznega spola.

Program tretiranja

Ni mogoce priporo¢iti nobenega standardnega programa tretiranja (to je enega, dveh ali ve¢ vnosov v
24-urnih intervalih). Vzorci iz dolgotrajnih rezimov odmerjanja so sprejemljivi, pod pogojem, da je bil
dokazan pozitivni u¢inek pri tej Studiji ali pri negativni Studiji, ¢e je bila dokazana toksi¢nost ali je bil upo-
rabljen mejni odmerek in se je odmerjanje nadaljevalo do vzorcenja. Preizkusane snovi se lahko dajejo tudi
v razdeljenem odmerku, to pomeni dva vnosa v istem dnevu, ne ve¢ kakor nekaj ur narazen, da se olajsa
dajanje velikega volumna materiala.

Preizkus se lahko izvede na dva nacina:

(a) zivali se s snovjo tretirajo enkrat. Vzorci kostnega mozga se odvzamejo vsaj dvakrat, vsaj 24 ur po tre-
tiranju in najpozneje 48 ur po tretiranju, z ustreznimi intervali med vzorcenji. Vzoréenje manj kakor
24 ur po tretiranju naj se utemelji. Vzorci periferne krvi se odvzamejo vsaj dvakrat, vsaj 36 ur po
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tretiranju in najpozneje 72 ur po tretiranju, z ustreznimi intervali med vzorcenji. Ko se pri posamez-
nem vzoréenju opazi pozitivni odziv, dodatno vzorcenje ni potrebno;

(b) ce se opravita dva dnevna vnosa ali ve¢ (npr. dva vnosa ali ve¢ v 24-urnih intervalih), se vzorci odvza-
mejo enkrat med 18. in 24. uro po zadnjem vnosu pri kostnem mozgu in enkrat med 36. in 48. uro po
zadnjem vnosu pri periferni krvi (12).

Lahko se vzamejo dodatni vzorci ob drugih ¢asih, kadar je to primerno.

Velikost odmerkov

Ce se opravi $tudija za ugotavljanje obmodja, ker ni na voljo ustreznih podatkov, naj se opravi v istem labo-
ratoriju, na isti vrsti, sevu in spolu ob enakem rezimu tretiranja, kakor bo to uporabljeno v glavni studiji
(13). Ce toksicnost je, se za prvo vzoréenje uporabijo tri velikosti odmerkov. Te velikosti odmerkov naj
zajamejo obmodje od najvedje toksi¢nosti do majhne toksicnosti ali netoksicnosti. Pri poznejsem vzorce-
nju se lahko uporabi le najvecji odmerek. Najvecji odmerek je opredeljen kot odmerek, ki povzroci taksne
znake toksi¢nosti, na podlagi katerih je pricakovati, da bi ve¢ji odmerki pri istem rezimu odmerjanja
povzrocili smrt. Snovi s specificnim bioloskim delovanjem pri majhnih netoksi¢nih odmerkih (na primer
hormoni in mitogeni) so lahko izjeme pri merilih za dolo¢anje odmerka in naj se ovrednotijo za vsak pri-
mer posebej. Najvedji odmerek se lahko opredeli tudi kot odmerek, ki povzroci nekaj znakov toksi¢nosti v
kostnem mozgu (npr. zmanjsanje deleza nezrelih eritrocitov med vsemi eritrociti v kostnem mozgu ali
periferni krvi).

Mejni preizkus

Ce preizkus pri eni velikosti odmerka vsaj 2 000 mg/kg telesne teze, ki se dd v enem vnosu ali dveh vnosih
v istem dnevu, ne povzrodi nobenih opaznih toksi¢nih ucinkov in ¢e se na podlagi podatkov o strukturno
sorodnih snoveh ne pric¢akuje, da bo snov genotksi¢na, se lahko pojmuje, da popolna $tudija z uporabo treh
velikosti odmerkov ni potrebna. Mejni odmerek za dolgotrajnejse studije je 2 000 mg/kg telesne teze/dan
za tretiranje do 14 dni in 1 000 mg/kg telesne teze/dan za tretiranje, daljse od 14 dni. Pricakovana izpos-
tavljenost cloveka lahko nakaze potrebo po vegjih odmerkih pri mejnem preizkusu.

Dajanje odmerkov

Navadno se preizku$ana snov daje z gavazo po Zelod¢ni cevki ali ustrezni intubacijski kanili ali z
intraperitonealno injekcijo. Sprejemljivi so tudi drugi nacini izpostavljanja, kadar se lahko utemeljijo. Naj-
vedji volumen tekocine, ki se lahko naenkrat dd z gavazo ali injekcijo, je odvisen od velikosti preizkusne
zivali. Volumen naj ne presega 2 ml/100 g telesne teZe. Uporabo ve¢jih volumnov je treba utemeljiti. Razen
pri drazilnih ali jedkih snoveh, ki bodo pri ve¢jih koncentracijah navadno povzrocile drazilne u¢inke, naj
se s prilagoditvijo koncentracije ¢imbolj zmanjsa spremenljivost preizkusnega volumna, tako da se zago-
tovi stalni volumen pri vseh velikostih odmerkov.

Priprava kostnega mozga/krvi

Celice kostnega mozga se navadno odvzamejo iz stegnenic ali golenic takoj po Zrtvovanju. Navadno se
celice odstranijo iz stegnenic ali golenic, se preparirajo in obarvajo z uporabo uveljavljenih metod. Periferna
kri se odvzame iz repne vene ali druge primerne krvne Zile. Krvne celice se takoj supravitalno obarvajo (8)
(9) (10) ali pa se pripravijo razmazi, ki se nato obarvajo. Uporaba DNA-specificnega barvila (npr. akridin
oranz (14) ali Hoechst 33258 plus pyronin-Y (15)) lahko prepreci nastanek nekaterih artefaktov, poveza-
nih z uporabo barvila, ki ni specificno za DNA. Ta prednost ne preprecuje uporabe splosno uporabljenih
barvil (npr. Giemsa). Lahko se uporabijo tudi dodatni sistemi (npr. celulozne kolone za odstranitev celic z
jedri (16)), pod pogojem, da je bilo dokazano, da ti sistemi zadovoljivo delujejo pri pripravi mikronukleusov
v laboratoriju.

Analiza

Za vsako zival se dolo¢i delez nezrelih med vsemi (nezrelimi + zrelimi) eritrociti, tako da se presteje skupaj
vsaj 200 eritrocitov pri kostnem mozgu in 1 000 eritrocitov pri periferni krvi (17). Vsi preparati, skupaj s
pozitivnimi in negativnimi kontrolnimi vzorci, naj se pred mikroskopsko analizo neodvisno kodirajo. V
dolocanje incidence nezrelih eritrocitov z mikronukleusi se vkljuci vsaj 2 000 nezrelih eritrocitov na Zival.
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Dodatne informacije se lahko pridobijo s Stetjem zrelih eritrocitov z mikronukleusi. Pri analizi mikroskop-
skih preparatov naj delez nezrelih eritrocitov med vsemi eritrociti ne bo manjsi od 20 % kontrolne vrednosti.
Kadar se Zivali tretirajo nepretrgano $tiri tedne ali ve¢, se lahko doloci tudi incidenca mikronukleusov v vsaj
2000 zrelih eritrocitih na Zival. Sistemi za avtomatizirano analizo (slikovna analiza in preto¢na
citometri¢na analiza celi¢nih suspenzij) so sprejemljiva alternativa ro¢nemu dolocanju, e so ustrezno ute-
meljeni in validirani.

PODATKI

OBDELAVA REZULTATOV

Podatki za posamezne Zivali naj bodo prikazani v tabelah. Poskusna enota je zival. Za vsako analizirano
zival posebej naj se navedejo Stevilo Stetih nezrelih eritrocitov, Stevilo nezrelih eritrocitov z mikronukleusi
in $tevilo nezrelih med vsemi eritrociti. Kadar se Zivali tretirajo nepretrgano $tiri tedne ali ve¢, se navedejo
tudi podatki o zrelih eritrocitih, ¢e so bili zbrani. Za vsako Zival se navede delez nezrelih med vsemi
eritrociti, in ¢e je to primerno, odstotek eritrocitov z mikronukleusi. Ce ni dokaza za razliko v odzivu med
spoloma, se pri statisti¢ni analizi lahko zdruzijo podatki za oba spola.

VREDNOTENJE IN INTERPRETACIJA REZULTATOV

Pozitivni rezultat se lahko dolo¢i na podlagi Stevilnih meril, kakor je na primer z odmerkom povezano
povecanje Stevila celic z mikronukleusi ali jasno povecanje Stevila celic z mikronukleusi v posamezni tre-
tirani skupini ob posameznem vzorcenju. Najprej naj se preuci bioloska pomembnost rezultatov. Pri vred-
notenju rezultatov preizkusa se kot pomo¢ lahko uporabijo statisticne metode (18) (19). Statisti¢na zna-
¢ilnost naj ne bo edini odlocilni dejavnik za pozitivni odziv. Dvoumni rezultati naj se razjasnijo z dodatnimi
preizkusi, po moznosti ob prilagojenih poskusnih pogojih.

Pojmuje se, da preizkuSana snov, pri kateri rezultati ne izpolnjujejo navedenih meril, ni mutagena v tem
preizkusu.

Ceprav bo vecina poskusov dala jasne pozitivne ali negativne rezultate, bodo v redkih primerih dobljeni
podatki preprecili zanesljivo oceno o delovanju preizkusane snovi. Rezultati lahko ostanejo dvoumni ali
dvomljivi ne glede na stevilo ponovitev poskusa.

Pozitivni rezultati preizkusa mikronukleusov pomenijo, da snov povzroca nastanek mikronukleusov, ki so
posledica poskodb kromosomov ali mitoti¢nega aparata v eritroblastih preizkusne vrste. Negativni rezul-
tati pomenijo, da preizku$ana snov pri preizkusnih pogojih ne povzroca nastanka mikronukelusov v nezre-
lih eritrocitih preizkusne vrste.

Obravnava naj se verjetnost, da preizkusana snov ali njeni metaboliti dosezejo krvni obtok ali posebej
tarcno tkivo (npr. sistemska toksicnost).

POROCANJE

POROCILO O PREIZKUSU

Porocilo o preizkusu naj vsebuje naslednje informacije:
Topilo/nosilec:
— utemeljitev izbire nosilca,

— topnost in stabilnost preizkusane snovi v topilu/nosilcu, Ce sta znani.
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Preizkusne Zivali:

— uporabljena vrsta/sev,

— S$tevilo, starost in spol zivali,

— vir, pogoji bivanja, prehrana itn.,

— teza posameznih Zivali na zacetku preizkusa, skupaj z obmocjem telesne teze, srednjo vrednostjo in
standardnim odklonom za vsako skupino.

Preizkusni pogoji:

— podatki o pozitivnih in negativnih (nosilec/topilo) kontrolnih vzorcih,

— podatki studije za ugotavljanje obmog¢ja, e je bila opravljena,

— razlogi za izbiro velikosti odmerka,

— podrobnosti o pripravi preizkusane snovi,

— podrobnosti o dajanju preizkusane snovi,

— razlogi za nacin dajanja,

— metode za preverjanje, ali je preizkusana snov dosegla krvni obtok ali tar¢no tkivo, ¢e je to primerno,

— nacin preracunavanja koncentracije preizkusane snovi v hrani/pitni vodi (ppm) v dejanski odmerek
(mg/kg telesne teze/dan), ¢e je to primerno,

— podrobnosti o kakovosti hrane in vode,

— podroben opis programov tretiranja in vzoréenja,

— metode priprave mikroskopskih preparatov,

— metode merjenja toksi¢nosti,

— merila za Stetje nezrelih eritrocitov z mikronukleusi,

— 3tevilo analiziranih celic na zival,

— merila za dolocitev, ali je Studija pozitivna, negativna ali dvoumna.

Rezultati:

— znaki toksi¢nosti,

— delez nezrelih eritrocitov med vsemi eritrociti,

— S$tevilo nezrelih eritrocitov z mikronukleusi, navedeno za vsako zival posebej,
— srednja vrednost * standardni odklon nezrelih eritrocitov z mikronukleusi na skupino,
— odvisnost med odmerkom in odzivom, kadar je to mogoce,

— uporabljene statisticne analize in metode,

— podatki o socasni in pretekli negativni kontroli,

— podatki o socasni pozitivni kontroli.

Diskusija rezultatov.

Sklepi.



210

Uradni list Evropske unije

13/Zv. 25

LITERATURA
(1) Heddle, ). A. (1973), A Rapid In Vivo Test for Chromosomal Damage, Mutation Res., 18, str. 187-190.
Schmid, W. (1975), The Micronucleus Test, Mutation Res., 31, str. 9-15.

—_— o~
W N
=z =

Heddle, J. A., Salamone, M. F., Hite, M., Kirkhart, B., Mavournin, K., MacGregor, J. G., in Newell, G. W.
(1983), The Induction of Micronuclei as a Measure of Genotoxicity, Mutation Res. 123, str. 61-118.

(4) Mavournin, K. H., Blakey, D. H., Cimino, M. C., Salamone, M. F., in Heddle, J. A. (1990), The In Vivo
Micronucleus Assay in Mammalian Bone Marrow and Peripheral Blood. A report of the U. S.
Environmental Protection Agency Gene-Tox Program, Mutation Res., 239, str. 29-80.

(5) MacGregor, J. T., Schlegel, R., Choy, W. N.,, in Wehr, C. M. (1983), Micronuclei in Circulating
Erythrocytes: A Rapid Screen for Chromosomal Damage During Routine Toxicity Testing in Mice, v:
Developments in Science and Practice of Toxicology, izd. A. W. Hayes, R. C. Schnell and T. S. Miya. Elsevier,
Amsterdam, str. 555-558.

(6) MacGregor, J. T., Heddle, J. A. Hite, M., Margolin, G. H., Ramel, C., Salamone, M. F., Tice, R. R., in Wild,
D. (1987), Guidelines for the Conduct of Micronucleus Assays in Mammalian Bone Marrow
Erythrocytes, Mutation Res., 189, str. 103-112.

(7) MacGregor, J. T., Wehr, C. M., Henika, P. R., in Shelby, M. E. (1990), The in Vivo Erythrocyte
Micronucleus Test: Measurement at Steady State Increases Assay Efficiency and Permits Integration
with Toxicity Studies, Fund. Appl. Toxicol. 14, str. 513-522.

(8) Hayashi, M., Morita, T., Kodama, Y., Sofumi, T., in Ishidate, M. Jr. (1990), The Micronucleus Assay with
Mouse Peripheral Blood Reticulocytes Using Acridine Orange-Coated Slides, Mutation Res., 245,
str. 245-249.

(9) The Collaborative Study Group for the Micronucleus Test (1992). Micronucleus Test with Mouse
Peripheral Blood Erythrocytes by Acridime Orange Supravital Staining: The Summary Report of the
5th Collaborative Study by CSGMT/[JEMMS, MMS, Mutation Res., 278, str. 83-98.

(10

=

The Collaborative Study Group for the Micronucleus Test (CSGMT/JEMMS, MMS: The Mammalian
Mutagenesis Study Group of the Environmental Mutagen Society of Japan) (1995), Protocol
recommended for the short-term mouse peripheral blood micronucleus test, Mutagenesis, 10,
str. 53-159.

(11

—

Hayashi, M., Tice, R. R., MacGregor, J. T., Anderson, D., Blackey, D. H., Kirsch-Volders, M., Oleson, Jr.
F. B, Pacchicrotti, F., Romagna, F., Shimada, H. Sutou, S., in Vannier, B. (1994), in Vivo Rodent
Erythrocyte Micronucleus Assay, Mutation Res., 312, str. 293-304.

(12) Higashikuni, N., in Sutou, S. (1995), An optimal, generalised sampling time of 30 * 6 h after double
dosing in the mouse peripheral micronucleus test, Mutagenesis, 10, str. 313-319.

(13) Fielder, R.J., Allen, J. A., Boobis, A. R., Botham, P. A., Doe, J., Esdaile, D. J., Gatehouse, D. G., Hodson-
Walker, G., Morton, D. B., Kirkland, D. J., in Rochold, M. (1992), Report of British Toxicology
Society/UK Environmental Mutagen Society Working Group: Dose Setting in In Vivo Mutagenicity
Assays, Mutagenesis, 7, str. 313-319.

(14) Hayashi, M., Sofumi, T., in Ishidate, M. Jr. (1983), An Application of Acridine Orange Fluorescent
Staining to the Micronucleus Test, Mutation Res., 120, str. 241-247.

(15) MacGregor, J. T., Wehr, C. M, in Langlois, R. G. (1983), A Simple Fluorescent Staining Procedure for
Micronuclei and RNA in Erythrocytes Using Hoechst 33258 and Pyromin Y, Mutation Res., 120,
str. 269-275.

(16) Romagna, F., in Staniforth, C. D. (1989), The automated bone marrow micronucleus test, Mutation
Res., 213, str. 91-104.

(17) Gollapudi, B., in McFadden, L. G. (1995), Sample size for the estimation of polychromatic to
normochromatic erythrocyte ratio in the bone marrow micronucleus test, Mutation Res., 347,
str. 97-99.

(18

=

Richold, M., Ashby, J., Bootman, J., Chandley, A., Gatehouse, D. G., in Henderson, L. (1990), In Vivo
Cytogenetics Assay, v: D. J. Kirkland (ed.), Basic Mutagenicity tests, UKEMS Recommended Procedures,
UKEMS Sub-Committee on Guidelines for Mutagenicity Testing. Porocilo, del 1, pregledan, Cambridge Uni-
versity Press, Cambridge, New York, Port Chester, Melbourne, Sydney, str. 115-141.

(19

~

Lovell, D. P., Anderson, D., Albanese, R., Amphlett, G. E., Clare, G., Ferguson R., Richold, M., Papworth,
D. G., in Savage, J. R. K. (1989), Staticical Analysis of In Vivo Cytogenetic Assays, in: D. J. Kirkland
(izd.), Statistical Evaluation of Mutagenicity Test Data. UKEMS Sub-Committee on Guidelines for Mutagenicity
Testing. Porocilo, del III, Cambridge University Press, Cambridge, New York, Port Chester, Melbourne,
Sydney, str. 184-232.¢



13/Zv. 25

Uradni list Evropske unije

211

1.1

1.2

1.3

PRILOGA 4D

,B.13/14. MUTAGENOST — PREIZKUS POVRATNE MUTACIJE PRI BAKTERIJAH

METODA

Ta metoda ustreza metodi OECD TG 471, Bacterial Reverse Mutation Test (1997).

UvOD

Pri preizkusu bakterijskih povratnih mutacij se sevi vrst Salmonella typhimurium in Escherichia coli, ki potre-
bujejo aminokisline, uporabljajo za odkrivanje tockovnih mutacij, ki vkljucujejo substitucijo, adicijo ali
delecijo enega ali nekaj baznih parov DNA (1) (2) (3). Princip tega preizkusa bakterijskih povratnih mutacij
je, da zazna mutacije, ki obrnejo mutacije v preizkusnih sevih in obnovijo funkcionalno sposobnost bak-
terij za sintezo osnovne aminokisline. Povratno mutirane bakterije se zaznajo po sposobnosti rasti v odsot-
nosti aminokisline, ki jo starSevski preizkusni sev potrebuje.

Tockovne mutacije so vzrok Stevilnih genskih bolezni pri cloveku in obstajajo tehtni dokazi, da so tockovne
mutacije onkogenov in genov, zaviralcev rasti tumorjev somatskih celic, povezane z nastankom tumorjev
pri cloveku in poskusnih Zivalih. Preizkus bakterijskih povratnih mutacij je hiter, poceni in relativno lahko
izvedljiv. Mnogi preizkusni sevi imajo ve¢ znacilnosti, zaradi katerih so ob¢utljivejsi za zaznavanje mutacij,
vklju¢no z odzivnimi zaporedji DNA na mestih povratnih mutacij, povecano prepustnostjo celice za velike
molekule in odstranitvijo DNA-popravljalnih mehanizmov ali okrepitvijo procesov popravljanja DNA,
podvrzenega napakam. Specifi¢nost preizkusnih sevov lahko dd koristne informacije o vrstah mutacij, ki
jih povzrogijo genotoksi¢ne snovi. Na voljo je obsezna baza rezultatov za preizkuse bakterijskih povratnih
mutacij za Stevilne strukture in razvite so bile dobro uveljavljene metodologije za preizkusanje kemikalij z
razli¢nimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi, vklju¢no s hlapnimi spojinami.

Glej tudi splosni uvod dela B.

DEFINICIJE

Preizkus povratnih mutacij pri vrsti Salmonella typhimurium ali Escherichia coli zazna mutacijo pri sevu, ki
potrebuje aminokislino (histidin oziroma triptofan), s katero nastane sev, neodvisen od zunanje oskrbe z
aminokislino.

Mutageni substitucije baznih parov so snovi, ki povzro¢ijo zamenjavo baz v DNA. Pri preizkusu povratne
mutacije tak$na zamenjava lahko nastane na mestu izvirne mutacije ali na drugem mestu bakterijskega
genoma.

Mutageni premika bralnega okvira so snovi, ki povzrocijo adicijo ali delecijo enega ali ve¢ baznih parov
DNA in tako spremenijo bralni okvir RNA.

ZACETNI PREUDARKI

Pri preizkusu bakterijskih povratnih mutacij se uporabljajo prokariontske celice, ki se od sesalskih razliku-
jejo v lastnostih, kakor so sprejemanje, presnova, kromsomska struktura in procesi popravljanja DNA. Za
preizkuse, opravljene in vitro, so navadno potrebni zunanji viri aktivacije presnove. Sistemi aktivacije pre-
snove in vitro ne morejo povsem posnemati razmer in vivo pri sesalcih. Preizkus torej ne daje neposrednih
informacij o mutagenosti in rakotvornosti snovi pri sesalcih.

Preizkus bakterijskih povratnih mutacij se splosno uporablja kot zacetno presejanje za odkrivanje
genotoksicnega delovanja in zlasti delovanja, ki povzroci tockovne mutacije. Obsezna baza podatkov je
pokazala, da mnoge kemikalije, ki pri tem preizkusu dajo pozitivni rezultat, kaZejo mutageno delovanje tudi
pri drugih preizkusih. Obstajajo primeri mutagenov, ki jih ta preizkus ne zazna; razlogi za te pomanjklji-
vosti se lahko pripiSejo posebni naravi zaznane koncne tocke, razlikam v aktivaciji presnove ali razlikam v
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bioloski razpolozljivosti. Po drugi strani pa lahko dejavniki, ki povecajo obcutljivost preizkusa bakterijskih
povratnih mutacij, privedejo do precenitve mutagenega delovanja.

Preizkus bakterijskih povratnih mutacij morda ne bo primeren za ocenjevanje nekaterih skupin nevarnih
kemikalij, na primer mo¢no baktericidnih spojin (npr. nekaterih antibiotikov) in tistih, za katere se dom-
neva (ali ve), da motijo sistem podvojevanja prav v sesalskih celicah (npr. nekateri inhibitorji topoizomeraze
in nekateri nukleozidni analogi). Pri taksnih primerih bi bili lahko bolj primerni preizkusi mutacij pri sesal-
cih.

Ceprav so mnoge spojine, pri katerih je rezultat tega preizkusa pozitiven, rakotvorne snovi za sesalce,
soodvisnost ni absolutna. Odvisna je od skupine nevarnosti kemikalije in obstajajo rakotvorne snovi, ki jih
ta preizkus ne zazna, ker delujejo prek drugih mehanizmov, ki niso genotoksicni, ali mehanizmov, ki jih v
bakterijskih celicah ni.

PRINCIP PREIZKUSNE METODE

Suspenzije bakterijskih celic se izpostavijo preizkusani snovi ob navzo¢nosti in ob odsotnosti zunanjega
sistema za aktivacijo presnove. Pri metodi vkljucitve v ploico se te suspenzije zmesajo s poltrdim gojis¢em
in takoj razlijejo po minimalnem goji¢u. Pri metodi poprejsnje inkubacije se obdelovalna zmes inkubira in
nato zmesa s poltrdim gojis¢em pred nanosom na minimalno gojisce. Pri obeh tehnikah se po dveh ali treh
dneh inkubacije prestejejo kolonije povratnih mutant in primerjajo s $tevilom kolonij spontanih povratnih
mutant na kontrolnih ploscah s topilom.

Opisanih je nekaj postopkov za izvedbo preizkusa bakterijskih povratnih mutacij. Med splosno uporablja-
nimi so metoda vkljucitve v plosco (1) (2) (3) (4), metoda poprejsnje inkubacije (2) (3) (5) (6) (7) (8),
fluktuacijska metoda (9) (10) in suspenzijska metoda (11). Opisane so tudi prilagoditve za preizkusanje
plinov ali hlapov (12).

Postopki, opisani v metodi, veljajo predvsem za metodo vkljucitve v plos¢o in metodo poprejsnje
inkubacije. Obe sta sprejemljivi za izvajanje preizkusa ob aktivaciji presnove in brez nje. Nekatere snovi se
lahko u¢inkoviteje zaznajo z metodo poprejsnje inkubacije. Te snovi sodijo v skupine nevarnih kemikalij,
ki vkljucujejo kratkoverizne alifatske nitrozamine, dvovalentne kovine, aldehide, azo barvila in diazo spo-
jine, pirolizidinske alkaloide ter alil in nitro spojine (3). Priznano je tudi, da se pri uporabi standardnih
postopkov, kakor sta metoda vkljucitve v plosco ali metoda poprejsnje inkubacije, nekatere skupine
mutagenov ne zaznajo vedno. Ti naj se obravnavajo kot ,posebni primeri‘ in moé¢no se priporoca, da se za
njihovo zaznavanje uporabijo nadomestni postopki. Dolo¢ijo se lahko naslednji ,posebni primeri‘ (skupaj s
primeri postopkov, ki bi se lahko uporabili za njihovo zaznavanje): azo barvila in diazo spojine (3) (5) (6)
(13), plini in hlapne kemikalije (12) (14) (15) (16) ter glikozidi (17) (18). Odstopanje od standardnega
postopka je treba znanstveno utemeljiti.

OPIS PREIZKUSNE METODE

Priprave

Bakterije

Sveze kulture bakterij se vzgojijo do pozne logaritemske faze ali zgodnje stacionarne faze rasti (priblizno
10° celic na ml). Kulture v pozni stacionarni fazi naj se ne uporabljajo. Kulture, ki se uporabijo v preizkusu,
morajo obvezno imeti velik delez Zivih bakterij. Delez se lahko dokaze na podlagi podatkov o rastnih
krivuljah iz preteklih kontrol ali pri vsakem preizkusu z dolocitvijo Stevila Zivih celic s $tetjem na plosci.

Priporo¢ena temperatura inkubacije je 37 °C.

Uporabi naj se vsaj pet sevov bakterij. Ti naj vklju¢ujejo tiri seve vrste S. typhimurium (TA 1535; TA 1537
aliTA97a ali TA97; TA98 in TA100), za katere je bilo dokazano, da so zanesljivi in dajejo ponovljive rezul-
tate med laboratoriji. Ti Stirje sevi vrste S. typhimurium imajo na primarnem mestu povratne mutacije bazne
pare GC in znana je moznost, da ne zaznajo nekaterih oksidirajo¢ih mutagenov, pre¢nih povezovalcev in
hidrazinov. Taks$ne snovi lahko zaznajo sevi E. coli WP2 ali S. typhimurium TA102 (19), ki imajo na pri-
marnem mestu povratne mutacije bazni par AT. Priporocena kombinacija sevov je torej:
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1.5.1.2

1.5.1.3

1.5.1.4

1.5.2.1

1.5.2.2

— S. typhimurium TA1535, in

— S. typhimurium TA1537 ali TA97 ali TA97a, in
— S. typhimurium TA98, in

— S. typhimurium TA100, in

— E. coli WP2 uvrA ali E. coli WP2 uvrA (pKM101) ali S. typhimurium TA102.

Da bi se zaznali pre¢no povezovalni mutageni, bi bilo morda bolj primerno vkljuciti TA102 ali dodati sev
E. coli, zmoZen popravljanja DNA (npr. E. coli WP2 ali E. coli WP2 (pKM101)).

Uporabljajo naj se uveljavljeni postopki za pripravo zalozne kulture, preverjanje oznacevalcev in shranje-
vanje. Potreba po aminokislinah za rast naj se dokaze za vsak pripravek zamrznjene zalozne kulture
(histidin za seve S. typhimurium in triptofan za seve E. coli). Podobno naj se preverijo druge fenotipske zna-
¢ilnosti, namrec: navzocnost ali odsotnost R-plazmidov, kadar je to primerno (tj. odpornost proti ampicilinu
pri sevih TA98, TA100 in TA97a ali TA97, WP2 uvrA in WP2 uvrA (pKM101), in odpornost proti
ampicilinu + tetraciklinu pri sevu TA 102); navzo¢nost znadilnih mutacij (tj. mutacije rfa pri S. typhimurium
prek obcutljivosti za kristalvijolicno in mutacije uvrA pri E. coli ali mutacije uvrB pri S. typhimurium prek
ob¢utljivosti za ultravijolicno svetlobo) (2) (3). Stevilo kolonij spontanih povratnih mutant pri sevih naj bo
v obmogjih pogostnosti, pricakovanih glede na pretekle kontrolne podatke laboratorija, in po moznosti v
obmodju, navedenem v literaturi.

Gojisce

Uporabljata se ustrezno minimalno gojisce (ki vsebuje npr. minimalno gojisce E po Vogel-Bonnerju in glu-
kozo) in poltrdo gojice, ki vsebuje histidin in biotin ali triptofan, da se omogoci nekaj delitev celic (1) (2)

©)-
Aktivacija presnove

Bakterije naj se izpostavijo preizkuSani snovi ob navzocnosti in ob odsotnosti ustreznega sistema za
aktivacijo presnove. Najpogosteje uporabljani sistem je postmitohondrijska frakcija z dodanim kofaktorjem
(S9), pripravljena iz jeter glodavcev, ki so bila obdelana s sredstvi za encimsko indukcijo, kakor je Aroclor
1254 (1) (2), ali z zmesjo fenobarbitona in § — naftoflavona (18) (20) (21). Postmitohondrijska frakcija se
navadno uporablja v koncentracijah od 5 do 30 % v/v v zmesi S9. Izbira in stanje sistema za aktivacijo pre-
snove sta lahko odvisna od skupine nevarnosti preizkusane kemikalije. V¢asih je primerno uporabiti ve¢
kakor eno koncentracijo postmitohondrijske frakcije. Pri azo barvilih in diazo spojinah bo morda bolj
primerno uporabiti redukcijski sistem aktivacije presnove (6) (13).

Preizkusana shov/priprava

Trdne preizku$ane snovi naj se pred obdelavo bakterij raztopijo ali suspendirajo v ustreznih topilih ali nosil-
cih, in ¢e je to primerno, se razred¢ijo. Tekoce preizkusane snovi se lahko dodajo neposredno v preizkusni
sistem in/ali se pred obdelavo razred¢ijo. Uporabljajo naj se sveze pripravljene preizkusane snovi, razen ce
podatki o stabilnosti kaZejo, da je shranjevanje sprejemljivo.

Topilo/nosilec naj ne vzbuja suma, da kemicno reagira s preizkusano snovjo, in naj bo zdruzljivo s
preZivetjem bakterij in delovanjem S9 (22). Ce se uporabijo manj poznana topila/nosilci, naj njihovo vklju-
Citev podpirajo podatki, ki kazejo na njihovo zdruzljivost. Priporoca se, da se, kadarkoli je to mogoce, kot
prva moznost preuci uporaba vodnega topila/nosilca. Kadar se preizkusajo v vodi nestabilne snovi, naj se
uporabijo brezvodna organska topila.

Preizkusni pogoji
Preizkusni sevi (glej 1.5.1.1)
Koncentracije izpostavljenosti

Med merili, ki jih je treba upostevati pri dolocanju najvecje uporabljene koli¢ine preizkusane snovi, so
citotoksi¢nost in topnost v kon¢ni obdelovalni zmesi.
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1.5.2.3

Lahko je koristno, ¢e se toksi¢nost in netopnost dolo¢ita v poprejsnjem poskusu. Citotoksi¢nost se lahko
zazna prek zmanj$anja Stevila kolonij povratnih mutant, Cistine na bakterijskem ozadju ali zmanjsanja
bakterijskega ozadja ali stopnje preZivetja obdelanih kultur. Citotoksi¢nost snovi se lahko spremeni ob
navzolnosti sistemov za aktivacijo presnove. Netopnost naj se oceni kot oborina v kon¢ni zmesi pri
dejanskih pogojih preizkusa in naj bo vidna s prostim ocesom.

Priporo¢ena najveja preizkusna koncentracija za topne necitotoksi¢ne snovi je 5 mg/plosco ali 5 pl/plosco.
Pri necitotoksi¢nih snoveh, ki niso topne pri koncentracijah 5 mg/plosco ali 5 pl/ploico, naj bo ena ali ve¢
preizkusenih koncentracij netopnih v konéni obdelovalni zmesi. Preizkusane snovi, ki so citotoksi¢ne Ze
pri koncentracijah, manjsih od 5 mg/plos¢o ali 5 pl/ploico, naj se preizkusajo do citotoksi¢ne koncentra-
cije. Oborina ne sme vplivati na Stetje.

Uporabi naj se vsaj pet razlicnih koncentracij preizkusane snovi, ki jih je mogoce analizirati, z intervalom
priblizno pol log (tj. 010) med preizkusnimi tockami pri zacetnem poskusu. Primerni so lahko manijsi inter-
vali, kadar se raziskuje odvisnost med koncentracijo in odzivom. Lahko se izvedejo preizkusi s koncentra-
cijami, ve¢jimi od 5 mg/plosco ali 5 pl/plosco, kadar se ocenjujejo snovi, ki vsebujejo znatne koli¢ine poten-
cialno mutagenih necistot.

Negativni in pozitivni kontrolni vzorci

V vsak preizkus naj se vkljucijo socasni pozitivni in negativni (topilo ali nosilec) kontrolni vzorci, specifi¢ni
za sev, ob aktivaciji presnove in brez nje. Izberejo naj se koncentracije pozitivne kontrole, ki dokazujejo
ucinkovito izvedbo vsakega preizkusa.

Pri preizkusih, pri katerih se uporabi sistem aktivacije presnove, naj se referen¢nal-e) snov(-i) pozitivne kon-
trole izbere(-jo) na podlagi vrste uporabljenih bakterijskih sevov.

Naslednje snovi so primeri ustreznih snovi pozitivne kontrole za preizkuse z aktivacijo presnove:

Snov St. CAS St. Einecs
9,10-dimetilantracen 781-43-1 212-308-4
7,12-dimetilbenzo(a) antracen 57-97-6 200-359-5
benzo(a) piren 50-32-8 200-028-5
2-aminoantracen 613-13-8 210-330-9
ciklofosfamid 50-18-0 200-015-4
ciklofosfamid monohidrat 6055-19-2

Naslednja snov je ustrezna snov pozitivne kontrole za metodo redukcijske aktivacije presnove:

Snov St. CAS St. Einecs

Kongo rdece 573-58-0 209-358-4

2-aminoantracen naj se ne uporablia kot edini kazalec ucinkovitosti zmesi S9. Ce se uporabi
2-aminoantracen, naj bo tudi za vsako serijo S9 znacilen mutagen, ki potrebuje aktivacijo presnove z
mikrosomskimi encimi, npr. benzo(a) piren, dimetilbenzo antracen.
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Naslednje snovi so primeri snovi pozitivne kontrole za posamezne seve, za preizkuse, izvedene brez zuna-

njega sistema aktivacije presnove:

Snov St. CAS St. Einecs Sev

natrijev azid 26628-22-8 247-852-1 TA 1535 in TA 100
2-nitrofluoren 607-57-8 210-138-5 TA 98
9-aminoakridin 90-45-9 201-995-6 TA 1537, TA 97 in TA 97a
ICR 191 17070-45-0 241-129-4 TA 1537, TA 97 in TA 97a
kumol hidroperoksid 80-15-9 201-254-7 TA 102
mitomicin C 50-07-7 200-008-6 WP2 uvrA in TA 102
1-metil-3-nitro-1-nitrozogvanidin 70-25-7 200-730-1 WP2, WP2uvrA

in WP2uvrA(pKM101)
4-nitrokinolin-1-oksid 56-57-5 200-281-1 WP2, WP2uvrA

in WP2uvrA(pKM101)
furilfuramid (AF2) 3688-53-7 sevi s plazmidi

Lahko se uporabijo druge ustrezne referencne snovi pozitivne kontrole. Uporabijo naj se kemikalije
pozitivne kontrole, ki sodijo v isto skupino nevarnosti kakor preizkusana kemikalija, kadar so na voljo.

Vkljucijo naj se negativni kontrolni vzorci, ki jih sestavlja le topilo ali nosilec brez preizkusane snovi, obde-
lani na enak nacin kakor obdelovalne skupine. Uporabijo se tudi neobdelani kontrolni vzorci, razen ¢e
pretekli kontrolni podatki dokazujejo, da izbrano topilo ne povzroca skodljivih ali mutagenih ucinkov.

Postopek

Pri metodi vkljucitve v plosco (1) (2) (3) (4) brez aktivacije presnove se navadno 0,05 ml ali 0,1 ml
preizkusane raztopine, 0,1 ml sveze bakterijske kulture (ki vsebuje priblizno 10® zivih celic) in 0,5 ml
sterilnega pufra zmesa z 2,0 ml poltrdega gojisca. Pri preizkusu z aktivacijo presnove se navadno 0,5 ml
zmesi za aktivacijo presnove, ki vsebuje ustrezno koli¢ino postmitohondrijske frakcije (v obmodju od 5 do
30 % v[v v zmesi za aktivacijo presnove), zmesa s poltrdim gojis¢em (2,0 ml) skupaj z bakterijami in
preizkusano snovjo[raztopino. Vsebina vsake epruvete se premesa in razlije po povrsini plos¢e minimal-
nega gojisca. Pred inkubacijo naj se poltrdo gojisce strdi.

Pri metodi poprej$nje inkubacije (2) (3) (5) (6) se preizkuSana snov/raztopina inkubira skupaj s preizkusnim
sevom (ki vsebuje priblizno 10® zivih celic) in sterilnim pufrom ali sistemom za aktivacijo presnove
(0,5 ml), navadno 20 minut ali ve¢ pri 30-37 °C, preden se zmesa s poltrdim gojis¢em in razlije na povrsino
plos¢e minimalnega gojis¢a. Navadno se 0,05 ali 0,1 ml preizkusane snovifraztopine, 0,1 ml bakterij in
0,5 ml zmesi S9 ali sterilnega pufra zmesa z 2,0 ml poltrdega gojis¢a. Epruvete se med inkubacijo
prezracujejo s stresalnikom.

Za ustrezno oceno nihanja naj se za vsako velikost odmerka uporabijo tri plos¢e. Uporaba dveh plosc je
sprejemljiva, kadar je znanstveno utemeljena. Obcasna izguba ploice ne pomeni nujno neveljavnega pre-
izkusa.

Plinaste ali hlapne snovi naj se preizkusajo z ustreznimi metodami, na primer v zatesnjenih posodah (12)
(14) (15) (16).
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1.5.4  Inkubacija

Vse ploice posameznega preizkusa naj se inkubirajo 48-72 ur pri 37 °C. Po inkubaciji se dolo¢i stevilo kolo-
nij povratnih mutant na plosco.

2. PODATKI

2.1 OBDELAVA REZULTATOV

Podatki se prikazejo kot stevilo kolonij povratnih mutant na plosco. Navede se tudi Stevilo kolonij povrat-
nih mutant na plo§cah negativne (kontrolni vzorec s topilom in neobdelani kontrolni vzorec, ¢e se uporabi)
in pozitivne kontrole. Navedejo se Stevilo na posameznih ploscah, srednja vrednost $tevila kolonij povrat-
nih mutant na plosco in standardni odklon za preizkusano snov ter pozitivne in negativne (neobdelane
infali s topilom) vzorce.

Preverjanje jasnega pozitivnega odziva ni potrebno. Dvoumni rezultati naj se razjasnijo z dodatnimi
preizkusi, po moZznosti ob prilagojenih poskusnih pogojih. Negativne rezultate je treba potrditi za vsak pri-
mer posebej. Kadar se pojmuje, da potrditev negativnih rezultatov ni potrebna, naj se to utemelji. V nadalj-
njih poskusih naj se preu¢i moznost prilagoditve preizkusnih parametrov, da se razsiri obmogje analiziranih
pogojev. Preizkusni parametri, ki bi se lahko prilagodili, vklju¢ujejo intervale med koncentracijami, metodo
obdelave (vkljucitev v plo3co ali poprej$nja inkubacija v suspenziji) in pogoje aktivacije presnove.

2.2 VREDNOTENJE IN INTERPRETACIJA REZULTATOV

Pozitivni rezultat se lahko doloéi na podlagi Stevilnih meril, kakor sta na primer s koncentracijo povezano
povecanje v preizku§anem obmodju in/ali ponovljivo povecanje Stevila kolonij povratnih mutant na plo-
§¢o pri eni ali ve¢ koncentracijah pri vsaj enem sevu s sistemom za aktivacijo presnove ali brez njega (23).
Najprej naj se preuci bioloska pomembnost rezultatov. Pri vrednotenju rezultatov preizkusa se kot pomo¢
lahko uporabijo statisti¢ne metode (24). Vendar pa naj statistina znacilnost ne bo edini odlo¢ilni dejavnik
za pozitivni odziv.

Pojmuje se, da preizkuSana snov, pri kateri rezultati ne izpolnjujejo navedenih meril, ni mutagena v tem
preizkusu.

Ceprav bo vecina poskusov dala jasne pozitivne ali negativne rezultate, bodo v redkih primerih dobljeni
podatki preprecili zanesljivo oceno o delovanju preizkusane snovi. Rezultati lahko ostanejo dvoumni ali
dvomljivi ne glede na stevilo ponovitev poskusa.

Pozitivni rezultati preizkusa bakterijskih povratnih mutacij pomenijo, da snov povzroca tockovne muta-
cije z zamenjavo baz ali premikom bralnega okvira v genomu Salmonella typhimurium infali Escherichia coli.
Negativni rezultati pomenijo, da preizkusana snov pri preizkusnih pogojih ni mutagena za preizkusno
VIsto.

3 POROCANJE

POROCILO O PREIZKUSU

Porocilo o preizkusu mora vsebovati naslednje informacije:
Topilo/nosilec:

— utemeljitev izbire topila/nosilca,

— topnost in stabilnost preizkusane snovi v topilu/nosilcu, ¢e sta znani.
Sevi:

— uporabljeni sevi,

— Stevilo celic na kulturo,

— znadilnosti seva.



13/Zv. 25

Uradni list Evropske unije

217

Preizkusni pogoji:

koli¢ina preizkusane snovi na plosco (mg/plosco ali pl/plosco), skupaj z razlogi za izbiro odmerka in
Stevila plos¢ na koncentracijo,

uporabljena gojisca,
vrsta in sestava sistema za aktivacijo presnove, skupaj z merili sprejemljivosti,

postopki obdelave.

Rezultati:

znaki toksi¢nosti,

znaki obarjanja,

Stevilo kolonij na posameznih plo¢ah,

stednja vrednost Stevila kolonij povratnih mutant na plos¢o in standardni odklon,
odvisnost med odmerkom in odzivom, kadar je to mogoce,

statisti¢ne analize, ¢e so bile opravljene,

podatki o socasni negativni (topilo/nosilec) in pozitivni kontroli, z obmogji, srednjimi vrednostmi in
standardnimi odkloni,

podatki o pretekli negativni (topilo/nosilec) in pozitivni kontroli, z obmogji, srednjimi vrednostmi in
standardnimi odkloni.

Diskusija rezultatov.
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1.1

1.2

PRILOGA 4E

,B.17. MUTAGENOST — PREIZKUS GENSKIH MUTACIJ V CELICAH SESALCEV IN VITRO

METODA

Ta metoda ustreza metodi OECD TG 476, In Vitro Mammalian Cell Gene Mutation Test (1997).

UvOD

Preizkus genskih mutacij v celicah sesalcev in vitro se lahko uporablja za odkrivanje genskih mutacij, ki jih
povzrocajo kemi¢ne snovi. Primerne celi¢ne linije vkljucujejo celice limfoma misi L5178Y, linije celic kitaj-
skega hrcka CHO, CHO-AS52 in V79 in ¢loveske limfoblaste TK6 (1). V teh celi¢nih linijah najpogosteje
uporabljane genske kon¢ne tocke izmerijo mutacijo na lokusih za timidin-kinazo (TK) in hipoksantin-
gvanin-fosforibozil-transferazo (HPRT) in na transgenu za ksantin-gvanin-fosforibozil-transferazo (XPRT).
Preizkusi mutacij TK, HPRT in XPRT zaznajo razli¢ne vrste genskih pojavov. Lokacija TK in XPRT na
avtosomih lahko omogoci zaznavo genskih pojavov (npr. obseznih delecij), ki se ne zaznajo na lokusu za
HPRT na X kromosomih (2) (3) (4) (5) (6).

Pri preizkusu genskih mutacij v celicah sesalcev in vitro se lahko uporabijo kulture trajnih celi¢nih linij ali
celi¢nih sevov. Uporabljene celice se izberejo na podlagi zmoznosti rasti v kulturi in stabilnosti pogostnosti
spontanih mutacij.

Za preizkuse, opravljene in vitro, so navadno potrebni zunanji viri aktivacije presnove. TakSen sistem
aktivacije presnove ne more povsem posnemati razmer in vivo pri sesalcih. Treba je paziti, da se prepreci
nastanek razmer, ki bi vodile do rezultatov, ne izrazajocih prave mutagenosti. Pozitivni rezultati, ki ne izra-
Zajo prave mutagenosti, so lahko posledica sprememb pH, osmolarnosti ali visoke ravni citotoksi¢nosti (7).

Ta preizkus se uporablja za iskanje moznih mutagenov in rakotvornih snovi za sesalce. Mnoge spojine, pri
katerih je rezultat tega preizkusa pozitiven, so rakotvorne snovi za sesalce; vendar pa soodvisnost med tem
preizkusom in rakotvornostjo ni popolna. Odvisna je od skupine nevarnosti kemikalije in vedno vec je
dokazov, da obstajajo rakotvorne snovi, ki jih ta preizkus ne zazna, ker, kakor kaze, delujejo prek drugih
mehanizmov, ki niso genotoksicni, ali mehanizmov, ki jih v sesalskih celicah ni (6).

Glej tudi splosni uvod dela B.

DEFINICIJE

Napredna mutacija: genska mutacija star§evskega tipa mutirane oblike, ki povzro¢i spremembo ali izgubo
encimskega delovanja kodirane beljakovine.

Mutageni substitucije baznih parov: snovi, ki povzrocijo zamenjavo ene ali ve¢ baznih parov v DNA.

Mutageni premika bralnega okvira: snovi, ki povzrocijo adicijo ali delecijo enega ali ve¢ baznih parov v
molekuli DNA.

Cas izrazanja fenotipa: obdobje, v katerem se nespremenjeni genski produkti odstranijo iz na novo
mutiranih celic.

Pogostnost mutant: Stevilo opazenih mutiranih celic, deljeno s stevilom Zivih celic.

Relativna skupna rast: povecanje Stevila celic v casovnem obdobju v primerjavi s kontrolno populacijo
celic; izratunano kot zmnozek rasti v suspenziji glede na negativno kontrolo in u¢inkovitosti kloniranja
glede na negativno kontrolo.

Relativna rast v suspenziji: povecanje Stevila celic v obdobju izrazanja glede na negativno kontrolo.
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Sposobnost preZivetja: u¢inkovitost tvorbe klonov obdelanih celic v asu nasaditve v selektivnih pogojih
po Casu izraZanja.

PreZivetje: ucinkovitost tvorbe klonov obdelanih celic, ko se nasadijo na plos¢o ob koncu obdelave; pre-
Zivetje se navadno izraZa v odvisnosti od preZivetja kontrolne populacije celic.

1.3 PRINCIP PREIZKUSNE METODE

Celice brez timidin-kinaze (TK) so zaradi mutacije TK*'~ TK™ /“odporne proti citotoksiénim ucinkom
pirimidinskega analoga trifluorotimidina (TFT). Celice s timidin-kinazo so obcutljive za TFT, ki zavira
celi¢no presnovo in ustavi celicno delitev. Mutirane celice so tako sposobne mnozitve v navzocnosti TFT,
medtem ko normalne celice, ki vsebujejo timidin-kinazo, to niso. Podobno se celice brez HPRT ali XPRT
selekcionirajo z odpornostjo proti 6-tiogvaninu (TG) ali 8-azogvaninu (AG). Lastnosti preizkusane snovi
naj se skrbno preucijo, Ce se v katerem koli od preizkusov genskih mutacij v celicah sesalcev preizkusa bazni
analog ali spojina, sorodna selektivni snovi. Preuci naj se na primer vsaka domnevna selektivna toksicnost
preizkusane snovi za mutirane in nemutirane celice. Treba je potrditi ucinkovitost selekcijskega
sistema/snovi, kadar se preizkusajo kemikalije, ki so po strukturi sorodne selektivni snovi (8).

Celice v suspenziji ali enoplastni kulturi se za ustrezno ¢asovno obdobje izpostavijo preizkusani snovi, ob
aktivaciji presnove in brez nje, in se kultivirajo na novem gojiscu, da se dolo¢i citotoksi¢nost in se omogoci
izrazanje fenotipa pred selekcijo mutant (9) (10) (11) (12) (13). Citotoksi¢nost se navadno dolo¢i z merje-
njem relativne ucinkovitosti tvorbe klonov (preZivetje) ali relativne skupne rasti kultur po obdelovanju.
Obdelovane kulture se vzdrzujejo na rastnem gojiscu dovolj dolgo obdobje, znacilno za vsak izbran lokus
in vrsto celic, ki omogoci skoraj optimalno izrazanje fenotipa induciranih mutacij. Pogostnost mutant se
dolodi z nasaditvijo znanega Stevila celic v gojisce s selektivno snovjo, da se zaznajo mutirane celice, in v
gojisce brez selektivne snovi, da se dolo¢i ucinkovitost tvorbe klonov (sposobnost preZivetja). Po ustrezno
dolgi inkubaciji se prestejejo kolonije. Pogostnost mutant se izracuna iz Stevila mutiranih kolonij v
selektivnem gojiscu in iz Stevila kolonij v neselektivnem gojiscu.

1.4 OPIS PREIZKUSNE METODE

1.41  Priprave

1.4.1.1 Celice

Na voljo je ve¢ vrst celic, ki se lahko uporabijo pri tem preizkusu, skupaj s subkloni celic L5171Y, CHO,
CHO-AS52, V79 ali TK6. Za vrsto celic, uporabljeno pri tem preizkusu, naj bodo dokazane obcutljivost za
kemi¢ne mutagene, velika u¢inkovitost tvorbe klonov in stabilna pogostnost spontanih mutacij. Preveri naj
se, ali celice niso okuzene z mikoplazmo, in ¢e so, naj se ne uporabijo.

Preizkus naj bo nacrtovan tako, da bosta njegova obcutljivost in mo¢ vnaprej doloceni. Stevilo uporablje-
nih celic, kultur in koncentracij preizkusane snovi naj izraza te dolocene parametre (14). Najmanjse $tevilo
zivih celic, ki prezivijo obdelovanje in se uporabijo v vsaki fazi preizkusa, naj temelji na pogostnosti
spontanih mutacij. Splosno vodilo je, da se uporabi Stevilo celic, ki je vsaj 10-kratna recipro¢na vrednost
pogostnosti spontanih mutacij. Vendar se priporoca, da se uporabi vsaj 10° celic. Na voljo naj bodo zado-
voljivi pretekli podatki o uporabljenem celi¢nem sistemu, ki kazZejo na dosledno u¢inkovitost preizkusa.

1.4.1.2  Guojiste in pogoji kultiviranja

Uporabijo naj se ustrezna gojisca za kulture in pogoji inkubacije (posode za kulture, temperatura, koncen-
tracija CO, in vlaznost). Gojis¢a naj se izberejo glede na selektivne sisteme in vrsto celic, ki se uporabijo v
preizkusu. Posebej pomembno je, da se izberejo taksni pogoji kultiviranja, ki zagotavljajo optimalno rast
celic v Casu izrazanja in sposobnost tvorjenja kolonij mutiranih, pa tudi nemutiranih celic.
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1.4.1.3

1.4.1.4

1.4.1.5

1.4.2

1.4.2.1

1.4.2.2

Priprava kultur

Celice se namnozijo iz zaloznih kultur, nasadijo v gojidce in inkubirajo pri 37 °C. Pred uporabo v tem pre-
izkusu bo morda iz kultur treba odstraniti Ze obstoje¢e mutirane celice.

Aktivacija presnove

Celice naj se izpostavijo preizkusani snovi ob navzo¢nosti in ob odsotnosti ustreznega sistema za aktivacijo
presnove. Najpogosteje uporabljani sistem je postmitohondrijska frakcija z dodanim kofaktorjem (S9), pri-
pravljena iz jeter glodavcev, ki so bila obdelana s sredstvi za encimsko indukcijo, kakor je Aroclor 1254
(15) (16) (17) (18), ali z zmesjo fenobarbitona in § — naftoflavona (19) (20).

Postmitohondrijska frakcija se navadno uporablja v koncentracijah 1-10 % v/v v kon¢nem preizkusnem
g0ojiscu. Izbira in stanje sistema za aktivacijo presnove sta lahko odvisna od skupine nevarnosti preizkusane
kemikalije. V¢asih je primerno uporabiti ve¢ kakor eno koncentracijo postmitohondrijske frakcije.

Vrsta razvojnih dosezkov lahko skupaj s pridobivanjem gensko spremenjenih celi¢nih linij, v katerih se izra-
Zajo geni za to¢no dolocene aktivirajoce encime, daje moznosti za endogeno aktivacijo. Izbira uporablje-
nih celi¢nih linij naj bo znanstveno utemeljena (npr. s pomembnostjo izoencima citokrom P450 za
presnovo preizkusane snovi).

Priprava preizkuSane snovi

Trdne preizkuSane snovi naj se pred obdelavo celic raztopijo ali suspendirajo v ustreznih topilih ali nosil-
cih, in ¢e je to primerno, se razredcijo. Tekoce preizkusane snovi se lahko dodajo neposredno v preizkusni
sistem infali pred obdelavo razred¢ijo. Uporabljajo naj se sveze pripravljene preizkusane snovi, razen &e
podatki o stabilnosti kazejo, da je shranjevanje sprejemljivo.

Preizkusni pogoji
Topilo/nosilec

Topilo/nosilec naj ne vzbuja suma, da kemicno reagira s preizkusano snovjo, in naj bo zdruzljivo s
prezivetjem celic in delovanjem S9. Ce se uporabijo manj poznana topila/nosilci, naj njihovo vkljuéitev pod-
pirajo podatki, ki kazejo na njihovo zdruzljivost. Priporoca se, da se, kadarkoli je to mogoce, kot prva moz-
nost preuci uporaba vodnega topila/nosilca. Kadar se preizkusajo v vodi nestabilne snovi, naj se uporabijo
brezvodna organska topila. Voda se lahko odstrani z molekulskim sitom.

Koncentracije izpostavljenosti

Med merili, ki jih je treba upostevati pri dolo¢anju najvisje koncentracije, so citotoksi¢nost, topnost v
preizkusnem sistemu in spremembe v pH ali osmolarnosti.

Citotoksi¢nost naj se doloci ob aktivaciji presnove in brez nje v glavnem poskusu z uporabo ustreznega
kazalca celi¢ne neokrnjenosti in rasti, kakor sta relativna u¢inkovitost tvorbe klonov (prezivetje) ali relativna
skupna rast. Lahko je koristno, ¢e se citotoksi¢nost in topnost dolocita v poprej$njem poskusu.

Uporabijo naj se vsaj §tiri koncentracije, ki jih je mogoce analizirati. Pri citotoksi¢nosti naj te koncentracije
zajemajo obmocje od najvecje toksicnosti do majhne toksicnosti ali netoksi¢nosti; to bo navadno pome-
nilo, da razlika med koncentracijami ne bo smela biti ve&ja od faktorja med 2 in V10. Ce najvecja koncen-
tracija temelji na citotoksi¢nosti, naj povzroci priblizno 10-20 % (vendar ne manj kakor 10 %) relativno
prezivetje (relativna u¢inkovitost tvorbe klonov) ali relativno skupno rast. Za sorazmerno necitotoksi¢ne
snovi naj bo najve¢ja preizkusana koncentracija 5 mg/ml, 5pl/ml oziroma 1,01 M, tista, ki je najnizja.

Sorazmerno netopne snovi naj se preizkusajo do ali prek meje topnosti v pogojih kultiviranja. Netopnost
naj se doloci v koncnem obdelovalnem gojiscu, kateremu so izpostavljene celice. Lahko je koristno oceniti
topnost na zacetku in na koncu obdelave, saj se topnost med izpostavitvijo v preizkusnem sistemu lahko
spremeni zaradi navzocnosti celic, S9, seruma itn. Netopnost se lahko zazna s prostim o¢esom. Oborina
ne sme vplivati na Stetje.
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1.4.2.3  Kontrolni vzorci

V vsak poskus naj se vkljucijo socasni pozitivni in negativni (topilo ali nosilec) kontrolni vzorci, ob aktivaciji
presnove in brez nje. Kadar se uporabi aktivacija presnove, mora biti kemikalija pozitivne kontrole tista,
pri kateri je za mutageni odziv potrebna aktivacija.

Primeri snovi pozitivne kontrole vkljucujejo:

Stanje aktivacije presnove Lokus Snov St. CAS St. Einecs
Ni zunanje aktivacije HPRT etil metansulfonat 62-50-0 200-536-7
presnove

N-etil-N-nitrozose¢nina 759-73-9 212-072-2
TK metil metansulfonat 66-27-3 200-625-0
(majhne in
velike
kolonije)
XPRT etil metansulfonat 62-50-0 200-536-7
N-etil-N-nitrozose¢nina 759-73-9 212-072-2
Zunanja aktivacija pre- HPRT 3-metilholantren 56-49-5 200-276-4
snove
dimetil nitrozamin 62-75-9 200-549-8
7,12-dimetilbenzo antracen 57-97-6 200-359-5
TK ciklofosfamid 50-18-0 200-015-4
(majhne in
vehks ciklofosfamidmonohidrat 6055-19-2
kolonije)
benzo(a) piren 50-32-8 200-028-5
3-metilholantren 56—49-5 200-276-5
XPRT dimetil nitrozamin (pri velikih | 62-75-9 200-549-8
koncentracijah S-9)
benzo(a) piren 50-32-8 200-028-5

Lahko se uporabijo druge ustrezne referen¢ne snovi pozitivne kontrole, npr. ¢e ima laboratorij bazo pre-
teklih podatkov za 5-bromo 2'-dioksiuridin (§t. CAS 59-14-3, 3t. Einecs 200-415-9), se lahko uporabi tudi
ta referen¢na snov. Uporabijo naj se kemikalije pozitivne kontrole, ki sodijo v isto skupino nevarnosti kakor
preizku$ana kemikalija, kadar so na voljo.

Vkljucijo naj se negativni kontrolni vzorci, ki jih sestavlja le topilo ali nosilec v obdelovalnem gojiscu, obde-
lani enako kakor obdelovane skupine. Uporabijo se tudi neobdelani kontrolni vzorci, razen e pretekli
kontrolni podatki dokazujejo, da izbrano topilo ne povzroca skodljivih ali mutagenih ucinkov.

1.4.3  Postopek

1.4.3.1 Obdelava s preizkusano snovjo

Mnozece se celice naj se izpostavijo preizkusani snovi ob aktivaciji presnove in brez nje. Cas izpostavlje-
nosti naj bo ustrezno dolg (navadno zadostuje 3-6 ur). Cas izpostavljenosti lahko traja en celi¢ni ciklus ali
vec.
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1.4.3.2

2.1

2.2

Pri vsaki preizkuSeni koncentraciji se lahko obdelata dve vzporedni kulturi ali le ena. Kadar se uporabi le
ena kultura, naj se poveca tevilo koncentracij, da se zagotovi zadostno Stevilo kultur za analizo (npr. vsaj
osem koncentracij, ki jih je mogoce analizirati). Uporabita naj se dve vzporedni kulturi negativne (topilo)
kontrole.

Plinaste ali hlapne snovi naj se preizkusajo z ustreznimi metodami, na primer v zatesnjenih posodah za kul-
ture (21) (22).

Merjenje preZivetja, sposobnosti preZivetja in pogostnosti mutant

Ob koncu izpostavljenosti se celice sperejo in kultivirajo, da se dolo¢i prezivetje in omogo¢i izrazanje
fenotipa mutant. Merjenje citotoksi¢nosti z dolocanjem relativne ucinkovitosti tvorbe klonov (preZivetje)
ali relativne skupne rasti kultur se navadno za¢ne po obdelovanju.

Vsak lokus potrebuje dolocen najmanjsi ¢as za skoraj optimalno izrazitev fenotipa na novo induciranih
mutacij (HPRT in XPRT potrebujeta vsaj 6-8 dni, TK pa vsaj 2 dni). Celice naj se gojijo na gojiscu s
selektivno(-imi) snovjo(-mi) in na gojis¢u brez taksnih snovi, da se dolocita Stevilo mutant in u¢inkovitost
tvorbe klonov. Merjenje sposobnosti prezivetja (ki se uporabi za izracun pogostnosti mutant) se zaéne ob
koncu Casa izrazanja z nasaditvijo v neselektivno gojisce.

Ce dd preizkugana snov pri preizkusu L5178Y TK*/~ pozitiven rezultat, naj se pri vsaj eni od preizkusnih
kultur (najvecja pozitivna koncentracija) ter pri negativnih in pozitivnih kontrolnih vzorcih kolonije raz-
vrstijo po velikosti. Ce dd preizkusana snov pri preizkusu L5178Y TK*/~ negativen rezultat, naj se kolonije
razvrstijo po velikosti pri negativnih in pozitivnih kontrolnih vzorcih. Razvrstitev kolonij po velikosti se
lahko izvede tudi pri $tudijah, pri katerih se uporabi TK6TK*/~.

PODATKI

OBDELAVA REZULTATOV

Podatki naj vkljucujejo citotoksicnost in sposobnost preZivetja, Stevilo kolonij in pogostnost mutant za
obdelane in kontrolne kulture. Pri pozitivnem odzivu pri preizkusu L5178Y TK*/~ se kolonije §tejejo z upo-
Stevanjem merila velikih in majhnih kolonij pri vsaj eni od koncentracij preizkusane snovi (najve¢ja pozi-
tivna koncentracija) ter pri negativni in pozitivni kontroli. Molekularne in citogenetske lastnosti mutant z
velikimi in majhnimi kolonijami so bile podrobno raziskane (23) (24). Pri preizkusu TK*/" se kolonije ste-
jejo z upostevanjem merila kolonij z normalno rastjo (velike) in pocasno rastjo (majhne) (25). Mutirane
celice z najobseznejsimi genskimi poskodbami imajo daljsi podvojitveni ¢as in zato sestavljajo majhne
kolonije. Obseg poskodb se giblje od izgube celega gena do kromosomskih aberacij, vidnih pri kariotipu.
Nastanek mutant z majhnimi kolonijami se povezuje s kemikalijami, ki povzrocajo obsezne kromosomske
aberacije (26). Manj resno prizadete mutirane celice rastejo s podobno hitrostjo kakor starsevske celice in
sestavljajo velike kolonije.

Navede naj se prezivetje (relativna uspesnost tvorbe klonov) ali relativna skupna rast. Pogostnost mutant
naj se izrazi kot $tevilo mutiranih celic na $tevilo prezivelih celic.

Navedejo se podatki za posamezne kulture. Vsi podatki naj bodo povzeti v tabelah.

Preverjanje jasnega pozitivnega odziva ni potrebno. Dvoumni rezultati naj se razjasnijo z dodatnimi
preizkusi, po moznosti ob prilagojenih poskusnih pogojih. Negativne rezultate je treba potrditi za vsak pri-
mer posebej. Kadar se pojmuje, da potrditev negativnih rezultatov ni potrebna, naj se to utemelji. Pri
dvoumnih ali negativnih rezultatih naj se v nadaljnjih poskusih preu¢i moznost prilagoditve preizkusnih
parametrov, da se razsiri obmogje analiziranih pogojev. Preizkusni parametri, ki bi se lahko prilagodili,
vkljucujejo intervale med koncentracijami in pogoje aktivacije presnove.

VREDNOTENJE IN INTERPRETACIJA REZULTATOV

Pozitivni rezultat se lahko dolo¢i na podlagi Stevilnih meril, kakor je na primer s koncentracijo povezano
povecanje ali ponovljivo povecanje pogostnosti mutant. Najprej naj se preuci bioloska pomembnost rezul-
tatov. Pri vrednotenju rezultatov preizkusa se kot pomo¢ lahko uporabijo statisticne metode. Statisti¢na
znadilnost naj ne bo edini odlocilni dejavnik za pozitivni odziv.
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Pojmuje se, da preizkuSana snov, pri kateri rezultati ne izpolnjujejo navedenih meril, ni mutagena v tem
sistemu.

Ceprav bo vecina $tudij dala jasne pozitivne ali negativne rezultate, bodo v redkih primerih dobljeni podatki
prepredili zanesljivo oceno o delovanju preizkusane snovi. Rezultati lahko ostanejo dvoumni ali dvomljivi
ne glede na $tevilo ponovitev poskusa.

Pozitivni rezultati preizkusa genskih mutacij v celicah sesalcev in vitro pomenijo, da preizkusana snov
povzroca genske mutacije v uporabljenih kultiviranih sesalskih celicah. Ponovljiv rezultat pri koncentraciji
s pozitivnim odzivom je najbolj pomemben. Negativni rezultati pomenijo, da preizkuSana snov pri
preizkusnih pogojih ne povzroca genskih mutacij v uporabljenih kultiviranih sesalskih celicah.

3, POROCANJE

POROCILO O PREIZKUSU

Porocilo o preizkusu mora vsebovati naslednje informacije:
Topilo/nosilec:

— utemeljitev izbire nosilca/topila,

— topnost in stabilnost preizkusane snovi v topilu/nosilcu, ¢e sta znani.
Celice:

— vrsta in vir celic,

— Stevilo celi¢nih kultur,

— Stevilo pasaz celic, Ce je to primerno,

— metode vzdrZevanja celi¢ne kulture, Ce je to primerno,
— odsotnost mikoplazme.

Preizkusni pogoji:

— razlogi za izbiro koncentracij in $tevila kultur, tudi npr. podatki o citotoksicnosti in mejah topnosti, ¢e
so na voljo,

— sestava gojis¢, koncentracija CO,,

— koncentracija preizkusane snovi,

— volumen dodanega nosilca in preizkusane snovi,
— temperatura inkubacije,

— cas inkubacije,

— trajanje obdelave,

— gostota celic med obdelavo,

— vrsta in sestava sistema za aktivacijo presnove, skupaj z merili sprejemljivosti,
— pozitivni in negativni kontrolni vzorci,

— dolzina ¢asa izrazanja (skupaj s tevilom nasajenih celic ter programom kultiviranja na novem gojiscu
in dodajanja hranil, e je to primerno),

— selektivne snovi,

— merila za doloditev, ali je preizkus pozitiven, negativen ali dvoumen,
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uporabljene metode za dolocanje $tevila Zivih in mutiranih celic,

opredelitev, katera velikost in tip kolonij se upostevata (vklju¢no z merili za ,majhne’ in ,velike’ kolonije,
Ce je to primerno).

Rezultati:

znaki toksi¢nosti,

znaki obarjanja,

podatki o pH in osmolarnosti med izpostavljenostjo preizkusni snovi, ¢e sta bila dolo¢ena,
velikost kolonij, ¢e je dolocena, vsaj za negativne in pozitivne kontrolne vzorce,

usposobljenost laboratorija za zaznavanje mutant z majhnimi kolonijami pri sistemu L5178Y TK*/,
kadar je to primerno,

odvisnost med odmerkom in odzivom, kadar je to mogoce,
statisticne analize, Ce so bile opravljene,
podatki o socasni negativni (topilo/nosilec) in pozitivni kontroli,

podatki o pretekli negativni (topilo/nosilec) in pozitivni kontroli, z obmogji, srednjimi vrednostmi in
standardnimi odkloni,

pogostnost mutant.

Diskusija rezultatov.
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1.1

1.2

PRILOGA 4F

,B.23. PREIZKUS KROMOSOMSKIH ABERACI] V SPERMATOGONIJIH SESALCEV

METODA

Ta metoda ustreza metodi OECD TG 483, Mammalian Spermatogonial Chromosome Aberration Test
(1997).

UvoD

Namen preizkusa kromosomskih aberacij v sesalskih spermatogonijih in vivo je dolociti snovi, ki povzro-
¢ijo strukturne kromosomske aberacije v spermatogonijih sesalcev (1) (2) (3) (4) (5). Lo¢imo dva tipa struk-
turnih aberacij, kromosomski tip in kromatidni tip. Vecina kemi¢nih mutagenov povzroci aberacije
kromatidnega tipa, nastopajo pa tudi aberacije kromosomskega tipa. Ta metoda ni namenjena dolocanju
numeri¢nih aberacij in se navadno ne uporablja v ta namen. Kromosomske mutacije in podobni pojavi so
vzrok $tevilnih genskih bolezni pri ¢loveku.

S tem preizkusom se dolocajo kromosomski pojavi v spermatogonijih in zato se pricakuje, da preizkus
napove povzrocitev dednih mutacij v kli¢nih celicah.

Pri tem preizkusu se redno uporabljajo glodavci. Ta citogenetski preizkus in vivo zazna kromosomske
aberacije pri mitozi spermatogonijev. Druge tar¢ne celice niso predmet te metode.

Da se zaznajo aberacije kromatidnega tipa v spermatogonijih, naj se pregleda prva mitotska delitev celic po
obdelavi, preden se lezije izgubijo v naslednjih celi¢cnih delitvah. Dodatne informacije o obdelanih
spermatogonijih se lahko pridobijo z analizo aberacij kromosomskega tipa pri mejotskih kromosomih v
diakinezi-metafazi I, ko obdelane celice postanejo spermatociti.

Ta preizkus in vivo je namenjen ugotavljanju, ali so mutageni somatskih celic aktivni tudi v kli¢nih celicah.
Poleg tega je ta preizkus na spermatogonijih primeren za ocenjevanje nevarnosti mutagenosti, ker omo-
goca upostevanje dejavnikov presnove in vivo, farmakokinetike in popravljanja DNA.

V modu so $tevilne generacije spermatogonijev, ki so razlicno obcutljive za kemi¢no obdelavo. Zaznane
aberacije tako pomenijo skupni odziv obdelanih populacij spermatogonijev, pri ¢emer prevladujejo
Stevilnejsi diferencirani spermatogoniji. Zaradi fizi¢ne in fizioloske prepreke Sertolijevih celic in prepreke
med krvjo in modom so razli¢ne generacije spermatogonijev lahko izpostavljene krvnemu obtoku ali pa
ne, odvisno od njihovega polozaja v modu.

Ce obstajajo dokazi, da preizkusana snov ali reaktivni metabolit ne bo dosegel tarcnega tkiva, ta preizkus
ni primeren.

Glej tudi splosni uvod dela B.

DEFINICIJE

Aberacija kromatidnega tipa: strukturna poskodba kromosoma, izrazena kot prelom posameznih
kromatid ali prelom in zdruZzitev med kromatidama.

Aberacija kromosomskega tipa: strukturna poskodba kromosoma, izrazena kot prelom ali prelom in
zdruzitev obeh kromatid na istem mestu.

Presledek: akromatska lezija, manjsa od Sirine ene kromatide, ob zelo majhni neporavnanosti kromatid.

Numeri¢na aberacija: stevilo kromosomov, druga¢no od normalnega 3tevila, ki je znacilno za uporab-
ljene zivali.
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1.3

1.4

1.4.1

1.4.1.1

1.41.2

1.41.3

1.4.1.4

1.4.2

1.4.2.1

1.4.2.2

Poliploidija: veckratnik haploidnega Stevila kromosomov (n), razen diploidnega Stevila (tj. 3n, 4n in tako
naprej).

Strukturna aberacija: sprememba v strukturi kromosoma, ki je vidna pri mikroskopskem pregledu
metafaze celi¢ne delitve v obliki delecij, transpozicij ali recipro¢nih translokacij.

PRINCIP PREIZKUSNE METODE

Zivali se primerno izpostavijo preizkusani snovi in se v primernem Casu po tretiranju Zrtvujejo. Pred
7rtvovanjem se Zivali tretirajo s snovjo za ustavitev metafaze (npr. kolhicinom, Colcemidom®). Nato se pri-
pravijo in obarvajo preparati kromosomov iz kli¢nih celic ter dolocijo kromosomske aberacije v metafaznih
celicah.

OPIS PREIZKUSNE METODE

Priprave
Izbor Zivalske vrste

Navadno se uporabljajo samci kitajskega hrcka in misi. Lahko pa se uporabijo tudi samci drugih ustreznih
vrst sesalcev. Uporabijo naj se splosno uporabljani laboratorijski sevi mladih zdravih odraslih Zivali. Ob
zaCetku Studije naj bo nihanje teZe Zivali ¢im manje in naj ne presega * 20 % srednje vrednosti teze.

Pogoji bivanja in hranjenja
Uporabljajo se splosni pogoji iz splosnega uvoda dela B, vendar naj bo ciljna vlaznost 50-60 %.
Priprava Zivali

Zdravi mladi odrasli samci se naklju¢no dodelijo kontrolni in tretirani skupini. Kletke se razporedijo tako,
da se ¢imbolj zmanj$ajo mozni ucinki postavitve kletke. Zivali se oznacijo z enkratnimi oznakami. Zivali
se pred zacetkom Studije vsaj pet dni aklimatizirajo na laboratorijske razmere.

Priprava odmerkov

Trdne preizkusane snovi naj se pred odmerjanjem Zivalim raztopijo ali suspendirajo v ustreznih topilih ali
nosilcih, in ¢e je to primerno, se razredcijo. TekoCe preizkusane snovi se lahko odmerijo neposredno ali pa
se pred odmerjanjem razred¢ijo. Uporabljajo naj se sveZe pripravljene preizkusane snovi, razen ¢e podatki
o stabilnosti kazejo, da je shranjevanje sprejemljivo.

Preizkusni pogoji
Topilo/nosilec

Topilo/nosilec naj nima toksi¢nih u¢inkov pri uporabljenih odmerkih in naj se zanj ne sumi, da kemi¢no
reagira s preizkusano snovjo. Ce se uporabijo manj poznana topila/nosilci, naj njihovo vkljucitev podpi-
rajo podatki, ki kaZejo na njihovo zdruzljivost. Priporoca se, da se, kadarkoli je to mogoce, kot prva moz-
nost preuci uporaba vodnega topila/nosilca.

Kontrolni vzorci

V vsak preizkus naj se vkljucijo socasni pozitivni in negativni (topilo/nosilec) kontrolni vzorci. Razen tre-
tiranja s preizkugano snovjo naj se z Zivalmi v kontrolnih skupinah ravna enako kakor s tistimi v tretiranih
skupinah.

Snovi pozitivne kontrole naj pri ravneh izpostavljenosti, pri katerih se pri¢akuje zaznavno povecanje glede
na ozadje, povzrocijo strukturne kromosomske aberacije v spermatogonijih in vivo.

Odmerki pozitivne kontrole naj se izberejo tako, da so ucinki jasni, vendar ne razkrijejo takoj identitete
kodiranih mikroskopskih preparatov. Sprejemljivo je, da se snovi pozitivne kontrole dajejo Zivalim dru-
gace kakor preizkusana snov in da se pri pozitivni kontroli vzor¢i le enkrat. Poleg tega se lahko uporabijo
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1.5

kemikalije pozitivne kontrole, ki sodijo v isto skupino nevarnosti kakor preizkusana kemikalija, kadar so
na voljo. Primeri snovi pozitivne kontrole vkljucujejo:

Snov St. CAS St. Einecs
ciklofosfamid 50-18-0 200-015-4
ciklofosfamid monohidrat 6055-19-2
cikloheksilamin 108-91-8 203-629-0
mitomicin C 50-07-7 200-008-6
monomerni akrilamid 79-06-1 201-173-7
trietilenmelamin 51-18-3 200-083-5

Negativni kontrolni vzorci, tretirani le s topilom ali nosilcem, drugace pa obravnavani enako kakor treti-
rane skupine, naj se vkljucijo v vsako vzorcenje, razen ce pretekli kontrolni podatki dokazujejo sprejem-
ljivo spremenljivost med posameznimi Zivalmi in pogostnost celic s kromosomskimi aberacijami. Upora-
bijo naj se tudi netretirani kontrolni vzorci, razen ¢e pretekli ali objavljeni kontrolni podatki dokazujejo, da
izbrano topilo/nosilec ne povzroca skodljivih ali mutagenih ucinkov.

POSTOPEK

Stevilo Zivali

Vsaka tretirana in kontrolna skupina mora vkljucevati vsaj pet samcev, ki jih je mogoce analizirati.

Program tretiranja

Preizkusane snovi se po moznosti dajo enkrat ali dvakrat (tj. kot en vnos ali kot dva vnosa). Preizkusane
snovi se lahko dajo tudi v razdeljenem odmerku, tj. dva vnosa v istem dnevu, ne ve¢ kakor nekaj ur nara-
zen, da se olajsa dajanje velikega volumna materiala. Drugacni rezimi odmerjanja naj bodo znanstveno ute-
meljeni.

Pri skupini z najvecjim odmerkom se vzorci vzamejo dvakrat po tretiranju. Ker preizkusana snov lahko
vpliva na dinamiko celicnega ciklusa, se vzorci vzamejo enkrat zgodaj, priblizno 24 ur po tretiranju, in
drugi¢ pozno, priblizno 48 ur po tretiranju. Pri drugih odmerkih naj se vzorci vzamejo 24 ur ali 1,5 dol-
zine celi¢nega ciklusa po tretiranju, razen ¢e je znano, da so drugi Casi vzorcenja primernejsi za zaznavanje
ucinkov (6).

Lahko se vzamejo dodatni vzorci ob drugih ¢asih. Na primer pri kemikalijah, ki bi lahko povzrocile zaosta-
janje kromosomov ali u¢inke, neodvisne od faze S, bi bilo lahko primerno vzor¢iti bolj zgodaj (1).

Ustreznost programa ponovljenega tretiranja je treba dolociti za vsak primer posebej. Po ponovljenem pro-
gramu tretiranja naj se Zivali Zrtvujejo 24 ur (1,5 dolzine celi¢nega ciklusa) po zadnjem vnosu. Lahko se
vzamejo dodatni vzorci ob drugih casih, kadar je to primerno.

Pred Zrtvovanjem se Zivalim intraperitonealno injicira ustrezen odmerek snovi za ustavitev metafaze (npr.
Colcemida® ali kolhicina). Zivali se vzorcijo v ustreznem ¢asovnem intervalu po tem. Pri misih je ta interval
priblizno 3-5 ur, pri kitajskih hrckih pa priblizno 4-5 ur.
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Velikost odmerkov

Ce se opravi studija za ugotavljanje obmogja, ker ni na voljo ustreznih podatkov, naj se opravi v istem labo-
ratoriju, na isti vrsti in sevu ter ob enakem rezimu tretiranja, kakor bo to uporabljeno v glavni $tudiji (7).
Pri toksicnosti se za prvo vzorcenje uporabijo tri velikosti odmerkov. Te velikosti odmerkov naj zajamejo
obmogje od najvedje toksi¢nosti do majhne toksi¢nosti ali netoksi¢nosti. Pri poznejsem vzorcenju se lahko
uporabi le najvecji odmerek. Najve¢ji odmerek je odmerek, ki povzro¢i taksne znake toksi¢nosti, da se pri-
¢akuje, da bi vedji odmerki pri istem rezimu odmerjanja povzrocili smrt.

Snovi s specificnim bioloskim delovanjem pri majhnih netoksi¢nih odmerkih (kakor so hormoni in
mitogeni) so lahko izjeme pri merilih za dolo¢anje odmerka in naj se ovrednotijo za vsak primer posebej.
Najvedji odmerek se lahko opredeli tudi kot odmerek, ki povzro¢i nekaj znakov toksicnosti v
spermatogonijih (npr. zmanj$anje razmerja med mitozami spermatogonijev v prvi in drugi mejotski
metafazi; zmanj$anje naj ne bi preseglo 50 %).

Mejni preizkus

Ce preizkus pri eni velikosti odmerka vsaj 2 000 mg/kg telesne teze/dan, ki se d4 v enem vnosu ali v dveh
vnosih v istem dnevu, ne povzro¢i nobenih opaznih toksi¢nih u¢inkov in ¢e se na podlagi podatkov o struk-
turno sorodnih snoveh ne pricakuje, da bo snov genotoksi¢na, se lahko pojmuje, da popolna studija z
uporabo treh velikosti odmerkov ni potrebna. Pricakovana izpostavljenost ¢loveka lahko nakaze potrebo
po ve¢jih odmerkih pri mejnem preizkusu.

Dajanje odmerkov

Navadno se preizkusana snov daje z gavazo po Zelod¢ni cevki ali ustrezni intubacijski kanili ali z
intraperitonealno injekcijo. Sprejemljivi so tudi drugi nacini izpostavljanja, kadar se lahko utemeljijo. Naj-
vedji volumen tekocine, ki se lahko naenkrat dd z gavazo ali injekcijo, je odvisen od velikosti preizkusne
zivali. Volumen naj ne presega 2 ml/100 g telesne teze. Uporabo ve¢jih volumnov je treba utemeljiti. Razen
pri drazilnih ali jedkih snoveh, ki bodo navadno povzrocile drazilne u¢inke pri ve¢jih koncentracijah, naj
se s prilagoditvijo koncentracije ¢imbolj zmanj$a spremenljivost preizkusnega volumna, tako da se zago-
tovi stalni volumen pri vseh velikostih odmerkov.

Priprava kromosomov

Takoj po Zrtvovanju se iz enega ali obeh mod pridobijo celicne suspenzije, se izpostavijo hipotoni¢ni raz-
topini in fiksirajo. Celice se nato nanesejo na objektna stekelca in obarvajo.

Analiza

Pri vsaki Zivali naj se analizira vsaj 100 dobro vidnih metafaz (tj. najmanj 500 metafaz na skupino). To Ste-
vilo se lahko zmanjsa, kadar se opazi veliko stevilo aberacij. Vsi preparati, skupaj s pozitivnimi in negativ-
nimi kontrolnimi vzorci, naj se pred mikroskopsko analizo neodvisno kodirajo. Ker fiksiranje pogosto
povzroci pretrganje dela metafaz in izgubo kromosomov, naj bo stevilo centromer v Stetih celicah enako
2n £ 2.

PODATKI

OBDELAVA REZULTATOV

Podatki za posamezne Zivali naj bodo prikazani v tabeli. Poskusna enota je zival. Za vsako Zival naj se doloci
Stevilo celic s strukturnimi kromosomskimi aberacijami in $tevilo kromosomskih aberacij na celico. Raz-
liéni tipi strukturnih kromosomskih aberacij naj se navedejo s svojimi $tevili in pogostnostjo za tretirane in
kontrolne skupine. Presledki se evidentirajo loceno in navedejo v porocilu, vendar se na splosno ne vklju-
¢ijo v skupno pogostnost aberacij.

Ce se opazujeta mitoza, pa tudi mejoza, naj se doloci razmerje med mitozami spermatogonijev v prvi in
drugi mejotski metafazi kot merilo citotoksi¢nosti za vse tretirane Zivali in Zivali negativne kontrole v celem
vzorcu 100 delegih se celic na Zival, da se ugotovijo mozni citotoksi¢ni ucinki. Ce se opazuje le mitoza, naj
se dolo¢i mitoti¢ni indeks v vsaj 1 000 celicah za vsako zival.
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2.2

VREDNOTENJE IN INTERPRETACIJA REZULTATOV

Pozitivni rezultat se lahko dolo¢i na podlagi Stevilnih meril, kakor je na primer z odmerkom povezano
povecanje relativnega Stevila celic s kromosomskimi aberacijami ali jasno povecanje Stevila celic z
aberacijami v posamezni tretirani skupini ob posameznem vzorcenju. Najprej naj se preuci bioloska
pomembnost rezultatov. Pri vrednotenju rezultatov preizkusa se kot pomo¢ lahko uporabijo statisti¢ne
metode (8). Statisti¢na znacilnost naj ne bo edini odlocilni dejavnik za pozitivni odziv. Dvoumni rezultati
naj se razjasnijo z dodatnimi preizkusi, po moznosti ob prilagojenih poskusnih pogojih.

Pojmuje se, da preizkuSana snov, pri kateri rezultati ne izpolnjujejo navedenih meril, ni mutagena v tem
preizkusu.

Ceprav bo vecina poskusov dala jasne pozitivne ali negativne rezultate, bodo v redkih primerih dobljeni
podatki preprecili zanesljivo oceno o delovanju preizkusane snovi. Rezultati lahko ostanejo dvoumni ali
dvomljivi ne glede na stevilo ponovitev poskusa.

Pozitivni rezultati preizkusa kromosomskih aberacij v spermatogonijih in vivo pomenijo, da preizkusana
snov povzroca strukturne kromosomske aberacije v kli¢nih celicah preizkusne vrste. Negativni rezultati
pomenijo, da preizkusana snov pri preizkusnih pogojih ne povzroca kromosomskih aberacij v kli¢nih celi-
cah preizkusne vrste.

Obravnava naj se verjetnost, da preizkusana snov ali njeni metaboliti doseZejo tar¢no tkivo.

POROCANJE

POROCILO O PREIZKUSU

Porocilo o preizkusu mora vsebovati naslednje informacije:
Topilo/nosilec:

— utemeljitev izbire nosilca,

— topnost in stabilnost preizkusane snovi v topilu/nosilcu, e sta znani.
Preizkusne Zivali:

— uporabljena vrsta/sev,

— Stevilo in spol Zivali,

— vir, pogoji bivanja, prehrana itn.,

— teza posameznih Zivali na zacetku preizkusa, skupaj z obmocjem telesne teze, srednjo vrednostjo in
standardnim odklonom za vsako skupino.

Preizkusni pogoji:

— podatki tudije za ugotavljanje obmogja, Ce je bila opravljena,
— razlogi za izbiro velikosti odmerka,

— razlogi za nacin dajanja,

— podrobnosti o pripravi preizkusane snovi,

— podrobnosti o dajanju preizkusane snovi,

— razlogi za Cas Zrtvovanja,
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nacin preracunavanja koncentracije preizkusane snovi v hrani/pitni vodi (ppm) v dejanski odmerek
(mg/kg telesne teze/dan), ¢e je to primerno,

podrobnosti o kakovosti hrane in vode,

podroben opis programov tretiranja in vzorcenja,

metode merjenja toksi¢nosti,

vrsta snovi za ustavitev metafaze, njena koncentracija in Cas tretiranja,
metode priprave mikroskopskih preparatov,

merila za Stetje aberacij,

stevilo analiziranih celic na zival,

merila za dolocitev, ali je $tudija pozitivna, negativna ali dvoumna.

Rezultati:

znaki toksi¢nosti,

mitoti¢ni indeks,

razmerje med mitozami spermatogonijev v prvi in drugi mejotski metafazi,
tip in $tevilo aberacij, navedena za vsako Zival posebe;j,

skupno Stevilo aberacij na skupino,

Stevilo celic z aberacijami na skupino,

odvisnost med odmerkom in odzivom, ¢e je to mogoce,

statisticne analize, Ce so bile opravljene,

podatki o socasni negativni kontroli,

podatki o pretekli negativni kontroli, z obmogji, srednjimi vrednostmi in standardnimi odkloni,
podatki o socasni pozitivni kontroli,

spremembe v ploidnosti, ¢e so bile opazene.

Diskusija rezultatov.

Sklepi.
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1.1

1.2

1.3

PRILOGA 4G

,B.39. PREIZKUS NENACRTNE SINTEZE DNA (UDS) V JETRNIH CELICAH SESALCEV IN VIVO

METODA

Ta metoda ustreza metodi OECD TG 486, Unscheduled DNA Synthesis (UDS) Test with Mammalian Liver
Cells In Vivo (1997).

UvoD

Namen preizkusa nenacrtne sinteze DNA (UDS) v jetrnih celicah sesalcev in vivo je dolociti preizkusane
snovi, ki sprozijo popravljanje DNA v jetrnih celicah tretiranih Zivali (1), (2), (3), (4).

Ta preizkus in vivo je metoda za preiskovanje genotoksi¢nih uc¢inkov kemikalij na jetra. Izmerjena konc¢na
tocka kaze na poskodbe in posledi¢no popravljanje DNA v jetrnih celicah. Jetra so navadno glavno podrogje
presnove absorbiranih spojin. Zato so primerno mesto za merjenje poskodb DNA in vivo.

Ce obstajajo dokazi, da preizkusana snov ne bo dosegla tar¢nega tkiva, ta preizkus ni primeren.

Kon¢na tocka preizkusa nenacrtne sinteze DNA (UDS) se meri z dolocanjem sprejema oznacenih
nukleozidov v celicah, v katerih ne poteka nacrtna (faza S) sinteza DNA. Najpogosteje uporabljena tehnika
je avtoradiografsko dolo¢anje sprejema timidina, oznacenega s tritijem (*H-TdR). Za preizkuse UDS in vivo
se po moznosti uporabljajo jetra podgan. Namesto jeter se lahko uporabijo druga tkiva, vendar ta niso
predmet te metode.

Zaznavanje odziva UDS je odvisno od Stevila baz DNA, ki se izreZejo in zamenjajo na mestu poskodbe.
Zato je preizkus UDS posebej koristen za zaznavanje popravljanja dolgih delov ,(20 do 30 baz), ki ga
povzro¢i snov. Popravljanje kratkih delov* (ena do tri baze) se zazna z mnogo manjso obcCutljivostjo. Poleg
tega mutageni pojavi lahko nastanejo zaradi nepopravljanja, napacnega popravljanja ali napacnega
podvojevanja lezij DNA. Velikost odziva UDS ne dd nobenih podatkov o to¢nosti popravljanja. Mozno je
tudi, da mutagen reagira z DNA, a se poskodbe DNA ne popravijo s popravljanjem z izrezovanjem. Pomanj-
kanje specifi¢nih informacij o mutagenem delovanju pri preizkusu UDS se nadomesti s potencialno obcut-
ljivostjo te koncne tocke, ker se meri v celotnem genomu.

Glej tudi splosni uvod dela B.

DEFINICIJE

Celice v popravljanju: neto Stevilo jedrnih zrnc (NNG), vecje od vnaprej dolocene vrednosti, utemeljene v
laboratoriju, ki opravlja preizkus.

Neto Stevilo jedrnih zrnc (NNG): kvantitativno merilo za UDS aktivnost v celici pri avtoradiografskih pre-
izkusih UDS, ki se izracuna tako, da se povprecno Stevilo citoplazemskih zrnc v jedru enakovrednih obmo¢-
jih citoplazme (CG) odsteje od 3tevila jedrnih zrnc (NG): NNG = NG — CG. Stevilo NNG se izraduna za posa-
mezne celice in nato zdruZi za celice v kulturi, v vzporednih kulturah itn.

Nenacrtna sinteza DNA (UDS): popravljalna sinteza DNA po izrezu in odstranitvi dela DNA, na katerem
je poskodba, ki jo povzrocijo kemicne snovi ali fizikalni dejavniki.

PRINCIP PREIZKUSNE METODE

Preizkus UDS v jetrnih celicah sesalcev in vivo kaZe na popravljalno sintezo DNA po izrezu in odstranitvi
dela DNA, na katerem je poskodba, ki jo povzrocijo kemi¢ne snovi ali fizikalni dejavniki. Preizkus navadno
temelji na vkljucitvi *H-TdR v DNA jetrnih celic, v katerih je majhna pogostnost celic v fazi S celi¢nega
ciklusa. Sprejem *H-TdR se navadno dolodi z avtoradiografijo, ker ta tehnika ni tako dovzetna za motnje,
ki jih povzrocajo celice v fazi S, kakor je to na primer metoda tekocinske scintilacije.
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1.4 OPIS METODE

1.4.1 Priprave

1.4.1.1 Izbor Zivalske vrste

Navadno se uporabljajo podgane, lahko pa se uporabi katera koli primerna vrsta sesalcev. Uporabijo naj se
splos$no uporabljani laboratorijski sevi mladih zdravih odraslih Zivali. Ob zacetku $tudije naj bo nihanje teze
zivali ¢im manjse in naj ne presega + 20 % srednje vrednosti teZe za vsak spol.

1.4.1.2  Pogoji bivanja in hranjenja

Uporabljajo se splodni pogoji iz splosnega uvoda dela B, vendar naj bo ciljna vlaznost 50 do 60 %.

1.4.1.3  Priprava Zivali

Zdrave mlade odrasle Zivali se naklju¢no dodelijo kontrolni in tretirani skupini. Kletke se razporedijo tako,
da se ¢imbolj zmanjSajo mozni ucinki postavitve kletke. Zivali se oznacijo z enkratnimi oznakami in se
pustijo v kletkah vsaj pet dni pred zacetkom $tudije, da se aklimatizirajo na laboratorijske razmere.

1.4.1.4  PreizkuSana snov/priprava

Trdne preizkusane snovi naj se pred odmerjanjem Zzivalim raztopijo ali suspendirajo v ustreznih topilih ali
nosilcih, in ¢e je to primerno, se razredéijo. Tekoce preizkusane snovi se lahko odmerijo neposredno ali pa
se pred odmerjanjem razredcijo. Uporabljajo naj se sveZe pripravljene preizkuSane snovi, razen ¢e podatki
o stabilnosti kazejo, da je shranjevanje sprejemljivo.

1.4.2  Preizkusni pogoji

1.4.2.1 Topilo/nosilec

Topilo/nosilec naj nima toksi¢nih u¢inkov pri uporabljenih odmerkih in naj se zanj ne sumi, da kemi¢no
reagira s preizkusano snovjo. Ce se uporabijo manj poznana topila/nosilci, naj njihovo vkljuitev podpi-
rajo podatki, ki kazejo na njihovo zdruzljivost. Priporoca se, da se, kadarkoli je to mogoce, kot prva moz-
nost preuci uporaba vodnega topila/nosilca.

1.4.2.2  Kontrolni vzorci

V vsak samostojno izveden del preizkusa naj se vkljucijo socasni pozitivni in negativni (topilo/nosilec)
kontrolni vzorci. Razen tretiranja s preizku$ano snovjo naj se z zZivalmi v kontrolni skupini ravna enako
kakor s tistimi v tretiranih skupinah.

Snovi pozitivne kontrole naj bodo snovi, za katere se ve, da povzrocijo UDS, e se dajejo pri ravneh izpos-
tavljenosti, pri katerih se pricakuje zaznavno povecanje glede na ozadje. Snovi pozitivne kontrole, pri kate-
rih je potrebna aktivacija presnove, naj se uporabljajo v odmerkih, ki povzrocijo zmeren odziv (4). Odmerki
naj se izberejo tako, da so ucinki jasni, vendar ne razkrijejo takoj identitete kodiranih mikroskopskih
preparatov. Primeri snovi pozitivne kontrole vkljucujejo:

Cas vzorcenja Snov St. CAS St. Einecs
Zgodnja vzorcenja (2 do 4 ure) dimetil nitrozamin 62-75-9 200-249-8
Pozna vzorcenja (12 do 16 ur) N-2-fluorenilacetamid (2-AAF) 53-96-3 200-188-6

Lahko se uporabijo druge ustrezne snovi pozitivne kontrole. Sprejemljivo je, da se snovi pozitivne kontrole
dajejo Zivalim drugace kakor preizkusana snov.
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POSTOPEK

Stevilo in spol Zivali

Uporabi naj se zadostno $tevilo Zivali, da se uposteva naravno biolosko nihanje odziva na preizkus. V vsaki
skupini naj bodo vsaj tri Zivali, ki jih je mogoce analizirati. Ce Ze obstaja obsezna baza preteklih podatkov,
sta za soCasne negativne in pozitivne kontrolne skupine potrebni le ena ali dve Zivali.

Ce so v ¢asu studije na voljo podatki studij o isti vrsti in ob uporabi istega nacina izpostavljanja, ki doka-
zujejo, da med spoloma ni znatnih razlik v toksi¢nosti, bo zadostovalo preizkusanje na enem spolu, po
moznosti na samcih. Kadar bi bila lahko izpostavljenost kemikaliji pri cloveku omejena na en spol, na pri-
mer pri nekaterih farmacevtskih u¢inkovinah, naj se preizkus opravi na Zivalih ustreznega spola.

Program tretiranja

Preizkusane snovi se navadno dajejo z enkratnim vnosom.

Velikost odmerkov

Navadno se uporabljata vsaj dve velikosti odmerkov. Najve¢ji odmerek je odmerek, ki povzroci taksne
znake toksicnosti, da se pricakuje, da bi ve¢ji odmerki pri istem rezimu odmerjanja povzrodili smrt. V
splosnem naj bo manjsi odmerek 50 do 25 % vecjega odmerka.

Snovi s specificnim bioloskim delovanjem pri majhnih netoksi¢nih odmerkih (na primer hormoni in
mitogeni) so lahko izjeme pri merilih za dolo¢anje odmerka in naj se ovrednotijo za vsak primer posebej.
Ce se opravi studija za ugotavljanje obmodja, ker ni na voljo ustreznih podatkov, naj se opravi v istem labo-
ratoriju, na isti vrsti, sevu in spolu ter ob enakem rezimu tretiranja, kakor bo to uporabljeno v glavni stu-

diji.

Najvedji odmerek se lahko opredeli tudi kot odmerek, ki povzroci nekaj znakov toksi¢nosti v jetrih (npr.
piknoti¢na jedra).

Mejni preizkus

Ce preizkus pri eni velikosti odmerka vsaj 2 000 mg/kg telesne teZe, ki se dd v enem vnosu ali v dveh vnosih
v istem dnevu, ne povzrodi nobenih opaznih toksi¢nih u¢inkov in ¢e se na podlagi podatkov o strukturno
sorodnih snoveh ne pricakuje, da bo snov genotoksi¢na, popolna $tudija morda ne bo potrebna. Pri¢ako-
vana izpostavljenost ¢loveka lahko nakaze potrebo po ve¢jih odmerkih pri mejnem preizkusu.

Dajanje odmerkov

Navadno se preizkusana snov dd z gavazo po Zelod¢ni cevki ali ustrezni intubacijski kanili. Sprejemljivi so
tudi drugi nacini izpostavljanja, kadar se lahko utemeljijo. Vendar intraperitonealni na¢in ni priporocljiv,
ker jetra lahko izpostavi preizkusani snovi neposredno in ne prek krvozilnega sistema. Najvedji volumen
tekocine, ki se lahko naenkrat dd z gavazo ali injekcijo, je odvisen od velikosti preizkusne Zivali. Volumen
naj ne presega 2 ml/100 g telesne teze. Uporabo vejih volumnov je treba utemeljiti. Razen pri drazilnih ali
jedkih snoveh, ki bodo navadno povzrocile drazilne u¢inke pri vecjih koncentracijah, naj se s prilagoditvijo
koncentracije ¢imbolj zmanjsa spremenljivost preizkusnega volumna, tako da se zagotovi stalni volumen
pri vseh velikostih odmerkov.

Priprava jetrnih celic

Jetrne celice tretiranih Zivali se navadno pripravijo 12 do 16 ur po odmerjanju. Navadno je potrebno
dodatno, zgodnejse vzorcenje (ponavadi dve do §tiri ure po tretiranju), razen e se po 12 do 16 urah pokaze
jasen pozitivni odziv. Lahko se vzoréi tudi ob drugih casih, kadar je to utemeljeno s podatki o toksikoki-
netiki.
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2.1

2.2

Navadno se pripravijo kratkotrajne kulture jetrnih celic sesalcev, tako da se jetra perfundirajo in situ s
kolagenazo in se sveze odcepljenim jetrnim celicam omogoci, da se pritrdijo na ustrezno podlago. Jetrne
celice Zivali negativne kontrole naj imajo sposobnost prezivetja (5) vsaj 50 %.

Dolocanje UDS

Sveze izolirane sesalske jetrne celice se primerno dolgo, na primer tri do osem ur, inkubirajo, navadno v
gojiscu, ki vsebuje *H-TdR. Po koncani inkubaciji se gojis¢e odstrani s celic, ki se nato lahko inkubirajo v
g0jis¢u s presezkom neoznacenega timidina, da se zmanjsa nevgrajena radioaktivnost (cold chase). Celice
se nato sperejo, fiksirajo in posusijo. Pri daljsi inkubaciji ,cold chase* morda ne bo potreben. Mikroskopski
preparati se pomocijo v avtoradiografsko emulzijo, se izpostavijo v temi (npr. hranijo se v hladilniku 7 do
14 dni), se razvijejo in pobarvajo, nato se prestejejo izpostavljena srebrna zrnca. Za vsako Zival se pripra-
vijo dva do trije preparati.

Analiza

Mikroskopski preparati naj vsebujejo dovolj celic z normalno morfologijo, da je omogoceno smiselno oce-
njevanje UDS. Preparati se mikroskopsko pregledajo, da se poiscejo znaki ocitne citotoksi¢nosti (npr.
piknoza, zmanjSana raven radioaktivnih oznacevalcev).

Mikroskopski preparati naj se kodirajo pred Stetjem zrnc. Navadno se v Stetje vkljuci 100 celic za vsako
7ival z vsaj dveh preparatov; Stetje manj kakor 100 celic/7ival naj bo utemeljeno. Stevilo zrnc se ne doloca
za jedra v fazi S, lahko pa se evidentira delez celic v fazi S.

Koli¢ina *H-TdR, vgrajenega v jedra in citoplazmo morfolosko normalnih celic, kar dokazuje nalaganje
srebrnih zrne, naj se dolo¢i z ustreznimi metodami.

PODATKI

OBDELAVA REZULTATOV

Navedejo se podatki za posamezne mikroskopske preparate in Zivali. Poleg tega naj bodo vsi podatki
povzeti v tabeli. Izrauna naj se neto Stevilo jedrnih zrnc (NNG) za vsako celico, vsako Zival ter vsak
odmerek in ¢as, tako da se od stevila NG odsteje Stevilo CG. Ce se prestevajo celice v popravljanju, ,;naj bodo
merila za dolocanje celic v popravljanju’ utemeljena in zasnovana na podatkih pretekle ali socasne nega-
tivne kontrole. Numeri¢ni rezultati se lahko ovrednotijo s statisticnimi metodami. Ce se uporabijo stati-
sti¢ni testi, naj se izberejo in utemeljijo pred zacetkom Studije.

VREDNOTENJE IN INTERPRETACIJA REZULTATOV
Primeri meril za pozitivne/negativne odzive vkljucujejo:

vrednosti NNG, vecje od poprej dolocenega praga, ki je utemeljen na podlagi preteklih
podatkov laboratorija;

pozitivne (i

ali (i) vrednosti NNG, znatno ve¢je kakor pri socasni kontroli;
negativne (i) vrednosti NNG, v obmodju preteklega kontrolnega praga ali pod njim;

ali (ii) vrednosti NNG, ne znatno vecje kakor pri so¢asni kontroli.

Preuci naj se bioloska pomembnost rezultatov: to pomeni, naj se upostevajo parametri, kakor so razlike
med Zivalmi, odvisnost med odmerkom in odzivom ter citotoksi¢nost. Pri vrednotenju rezultatov preiz-
kusa se kot pomo¢ lahko uporabijo statisti¢ne metode. Vendar pa naj statisti¢na znacilnost ne bo edini odlo-
¢ilni dejavnik za pozitivni odziv.
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Ceprav bo vecina poskusov dala jasne pozitivne ali negativne rezultate, bodo v redkih primerih dobljeni
podatki preprecili zanesljivo oceno o delovanju preizkusane snovi. Rezultati lahko ostanejo dvoumni ali
dvomljivi ne glede na stevilo ponovitev poskusa.

Pozitivni rezultat preizkusa UDS z jetrnimi celicami sesalcev in vivo pomeni, da preizkusana snov povzroca
poskodbe DNA v jetrnih celicah sesalcev in vivo, ki se lahko popravijo z nenacrtno sintezo DNA in vitro.
Negativni rezultat pomeni, da preizkusana snov pri preizkusnih pogojih ne povzroca poskodb DNA, ki se
lahko zaznajo s tem preizkusom.

Obravnava naj se verjetnost, da preizkusana snov doseze krvni obtok ali posebej tar¢no tkivo (npr. sistem-
ska toksi¢nost).

3 POROCANJE

POROCILO O PREIZKUSU

Poro¢ilo o preizkusu mora vsebovati naslednje informacije:
Topilo/nosilec:

— utemeljitev izbire nosilca,

— topnost in stabilnost preizkusane snovi v topilu/nosilcu, ¢e sta znani.
Preizkusne Zivali:

— uporabljena vrsta/sev,

— Stevilo, starost in spol Zivali,

— vir, pogoji bivanja, prehrana itn.,

— teza posameznih Zivali na zaCetku preizkusa, skupaj z obmocjem telesne teze, srednjo vrednostjo in
standardnim odklonom za vsako skupino.

Preizkusni pogoji:

— pozitivni in negativni (nosilec/topilo) kontrolni vzorci,

— podatki $tudije za ugotavljanje obmogja, e je bila opravljena,

— razlogi za izbiro velikosti odmerka,

— podrobnosti o pripravi preizkusane snovi,

— podrobnosti o dajanju preizkusane snovi,

— razlogi za nacin dajanja,

— metode za preverjanje, ali je preizkusana snov dosegla krvni obtok ali tar¢no tkivo, ce je to primerno,

— nadin prera¢unavanja koncentracije preizkusane snovi v hrani/pitni vodi (ppm) v dejanski odmerek
(mg/kg telesne teze/dan), ¢e je to primerno,

— podrobnosti o kakovosti hrane in vode,

— podroben opis programov tretiranja in vzorcenja,
— metode merjenja toksi¢nosti,

— metoda priprave in kultiviranja jetrnih celic,

— uporabljena avtoradiografska tehnika,
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— Stevilo pripravljenih mikroskopskih preparatov in Stevilo celic, upostevanih pri Stetju,
— merila vrednotenja,

— merila za dolocitev, ali je $tudija pozitivna, negativna ali dvoumna.
Rezultati:

— srednja vrednost Stevila jedrnih zrnc, Stevila citoplazemskih zrnc in neto $tevila jedrnih zrnc za posa-
mezne mikroskopske preparate, Zivali in skupine,

— odvisnost med odmerkom in odzivom, ¢e je na voljo,

— statisticna ocena, e je na voljo,

— znaki toksi¢nosti,

— podatki o socasni negativni (topilo/nosilec) in pozitivni kontroli,

— podatki o pretekli negativni (topilo/nosilec) in pozitivni kontroli, z obmogji, srednjimi vrednostmi in
standardnimi odkloni,

— Stevilo celic v popravljanju, e je bilo doloceno,’
— Stevilo celic v fazi S, e je bilo doloceno,

— sposobnost preZivetja celic.

Diskusija rezultatov
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PRILOGA 5

Glej: Direktiva Komisije 2001/59/ES, UL L 225, 21.8.2001, str. 1.
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PRILOGA 6

+PRILOGA IX

DEL A

Dolocbe o zapiralih, varnih za otroke

Poleg dolocb iz ¢lena 22(1)(e) te direktive velja, da so posode katere koli kapacitete, v katerih so snovi, ki pomenijo
nevarnost aspiracije (Xn; R65) ter so razvricene in oznacene v skladu z odstavkom 3.2.3 Priloge VI k tej direktivi,
razen snovi, danih v promet v obliki aerosolov ali v posodah z zatesnjenim nastavkom za razprsevanje, opremljene
z zapirali, varnimi za otroke.

1. EmbalaZa za veckratno zapiranje

Zapirala, varna za otroke, ki se uporabljajo na embalazi za veckratno zapiranje, morajo biti v skladu s standardom
ISO 8317 (izdaja z dne 1. julija 1989) ,Zapirala, varna za otroke — zahteve in metode za preizkusanje embalaze
za veckratno zapiranje', ki ga je sprejela Mednarodna organizacija za standardizacijo (ISO).

2. EmbalaZa za enkratno zapiranje

Zapirala, varna za otroke, ki se uporabljajo na embalaZi za enkratno zapiranje, morajo biti v skladu s standardom
CEN EN 862 (izdaja iz marca 1997) Embalaza — embalaZza, varna za otroke — zahteve in preizkusni postopki
za embalazo za enkratno zapiranje za nefarmacevtske izdelke’, ki ga je sprejel Evropski odbor za standardizacijo
(CEN).

3. Opombe

1. Skladnost z zgoraj navedenimi standardi lahko potrdijo le laboratoriji, usklajeni z evropskimi standardi sku-
pine EN 45 000.

2. Posebni primeri

Ce je ocitno, da je embalaza dovolj varna za otroke, ker ti ne morejo priti do vsebine brez orodja, preizkusa
ni treba opraviti.

Pri vseh drugih primerih in kadar je dovolj razlogov za dvom o varnosti zapirala za otroke, lahko nacionalni
organ od osebe, odgovorne za dajanje izdelka v promet, zahteva potrdilo laboratorija o skladnosti iz tocke
3.1, v katerem je navedeno bodisi:

— da je zapiralo taksne vrste, da preizkusi po zgoraj navedenih standardih I1SO in CEN niso potrebni,

bodisi

— da je bilo zapiralo preizku$eno in je bilo ugotovljeno, da je v skladu z zgoraj navedenimi standardi.

DEL B

Doloc¢be o otipnih opozorilih

Tehnicne specifikacije za otipna opozorila so v skladu s standardom EN ISO 11683 (izdaja iz leta 1997) Embalaza
—otipna opozorila na nevarnost — zahteve".



