
ΜΕΡΟΣ Β: ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΥ ΤΗΣ ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑΣ ΚΑΙ ΑΛΛΩΝ

ΕΠΙ∆ΡΑΣΕΩΝ ΣΤΗΝ ΥΓΕΙΑ

ΓΕΝΙΚΗ ΕΙΣΑΓΩΓΗ: ΜΕΡΟΣ Β

Α. ΕΠΕΞΗΓΗΜΑΤΙΚΗ ΣΗΜΕΙΩΣΗ

Για τους σκοπούς της παρούσας εισαγωγής, ισχύει η ακόλουθη αρίθµηση:
Β.15Μετάλλαξη γονιδίων - Saccharomyces cerevisiae.
Β.16Μιτωτικός ανασυνδυασµός, Saccharomyces cerevisiae.
Β.17Κύτταρο θηλαστικού in vitro - ∆οκιµή µετάλλαξης γονιδίου.
Β.18Βλάβη και επιδιόρθωση DNA - απρογραµµάτιστη σύνθεση DNA σε κύτταρα θηλαστικών -
in vitro.
Β.19Μέθοδος ανταλλαγής αδελφών χρωµατίδων in vitro.
Β.20∆οκιµή θανατηφόρου φυλοσυνδέτου υπολειποµένου χαρακτήρος σε Drosophila
melanogaster.
Β.21∆οκιµή µετασχηµατισµού κυττάρων θηλαστικών in vitro.
Β.22∆οκιµή θανατηφόρου επικρατούντος χαρακτήρος σε τρωκτικά.
B.23.∆ΟΚΙΜΗ ΣΠΕΡΜΟΓΟΝΙΑΚΗΣ ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΗΣ ΕΚΤΡΟΠΗΣ ΣΕ ΘΗΛΑΣΤΙΚΑ

Β.24∆οκιµή κηλίδας σε ποντικό.
Β.25Κληρονοµήσιµη µετατόπιση γονιδίων σε ποντικούς.
Β.26Μελέτη υποχρόνιας τοξικότητας ουσιών που λαµβάνονται από το στόµα: Μελέτη

επαναλαµβανόµενης δόσης 90ηµερών από το στόµα σε τρωκτικά.
Β.27Μελέτη υποχρόνιας τοξικότητας ουσιών που λαµβάνονται από το στόµα:
Επαναλαµβανόµενη δόση 90ηµερών από το στόµα σε µη τρωκτικά.
Β.28Μελέτη υποχρόνιας δερµατικής τοξικότητας ουσιών: Επαναλαµβανόµενη δόση 90ηµερών

στο δέρµα σε τρωκτικά.
Β.29Μελέτη υποχρόνιας τοξικότητας ουσιών που λαµβάνονται µε την εισπνοή:
Επαναλαµβανόµενη δόση εισπνοής, 90ηµερών, σε τρωκτικά.
Β.30∆οκιµή χρόνιας τοξικότητας.
Β.31Μελέτη τερατογενετικότητας σε τρωκτικά και µη τρωκτικά.
Β.32∆οκιµή καρκινογενετικότητας.
Β.33Συνδυασµένη δοκιµή καρκινογενετικότητας και χρόνιας τοξικότητας.
Β.34∆οκιµή τοξικότητας στην αναπαραγωγή µιάς γενεάς.
Β.35∆οκιµή τοξικότητας στην αναπαραγωγή δύο γενεών.
Β.36Τοξικοκινητική.
Β. ΓΕΝΙΚΟΙ ΟΡΙΣΜΟΙ ΤΩΝ ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΟΥΜΕΝΩΝ ΟΡΩΝ ΣΤΙΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥΣ

∆ΟΚΙΜΩΝ ΤΟΥ ΠΑΡΟΝΤΟΣ ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΟΣ

i) Η οξεία τοξικότητα περιλαµβάνει τις δυσµενείς επιπτώσεις που εµφανίζονται µέσα σε

δεδοµένο χρονικό διάστηµα (συνήθως 14ηµέρες) µετά από χορήγηση µιάς µόνο δόσης µιάς

ουσίας.
ii) Η έκδηλη τοξικότητα είναι ένας γενικός όρος που περιγράφει σαφείς τοξικές επιπτώσεις µετά

από χορήγηση της ελεγχόµενης ουσίας. Αυτές πρέπει να επιτρέπουν την εκτίµηση του κινδύνου

και να είναι τέτοιες ώστε η αύξηση της χορηγούµενης δόσης να αναµένεται ότι θα προκαλέσει

σοβαρές τοξικές εκδηλώσεις και πιθανώς θνησιµότητα.
iii) ∆όση είναι η χορηγούµενη ποσότητα ελεγχόµενης ουσίας. Η δόση εκφράζεται ως βάρος (g ή

mg)ή ως βάρος ελεγχόµενης ουσίας ανά µονάδα βάρους του πειραµατόζωου (π.χ. mg/kgβάρους
σώµατος) ή σε σταθερές διαιτητικές συγκεντρώσεις (ppmή mg/kgτροφής).
iv) Η διακρίνουσα δόση (discriminating dose)είναι το υψηλότερο από τα τέσσερα επίπεδα

σταθερής δόσης που µπορεί να χορηγηθεί χωρίς να προκαλέσει συνακόλουθη θνησιµότητα

(συµπεριλαµβανοµένης της θανάτωσης µε ανώδυνο τρόπο).
v) ∆οσολογία είναι ένας γενικός όρος που περιλαµβάνει τη δόση, τη συχνότητα και τη διάρκεια

της χορήγησής της.
vi) LD50 (µέση θανατηφόρος δόση) είναι η στατιστικά υπολογισµένη εφάπαξ δόση µιας ουσίας,



η οποία αναµένεται να προκαλέσει το θάνατο στο 50 %των ζώων στα οποία χορηγήθηκε. Η
LD50 εκφράζεται σε βάρος της ελεγχόµενης ουσίας ανά µονάδα βάρους του πειραµατοζώου

(mg/kg).
vii) LC50 (µέση θανατηφόρος συγκέντρωση) είναι η στατιστικά υπολογισµένη συγκέντρωση

µιας ουσίας, η οποία αναµένεται να προκαλέσει το θάνατο κατά την έκθεση ή σε

προκαθορισµένο χρόνο µετά την έκθεση, στο 50 %των εκτεθέντων σ' αυτή ζώων για ένα

ορισµένο χρονικό διάστηµα.
Η τιµή της LC50 εκφράζεται ως βάρος ελεγχόµενης ουσίας ανά σταθερό όγκο αέρα (mg/l).
viii) NOAEL ( συντοµογραφία του no observed adverse effect level -επίπεδο στο οποίο δεν

παρατηρούνται δυσµενείς επιπτώσεις) είναι η υψηλότερη δόση ή το υψηλότερο επίπεδο έκθεσης

στο οποίο δεν παρατηρούνται δυσµενείς επιπτώσεις συνδεόµενες µε την αγωγή.
ix) Η τοξικότητα επαναλαµβανόµενης δόσης-υποχρόνια περιλαµβάνει τις δυσµενείς επιπτώσεις

που εµφανίζονται στα πειραµατόζωα σαν αποτέλεσµα των επανειληµµένων ηµερήσιων

χορηγήσεων µιας χηµικής ουσίας, ή εκθέσεων σ' αυτή, για ένα βραχύ διάστηµα της

αναµενόµενης διάρκειας ζωής τους.
x) Μέγιστη ανεκτή δόση (ΜΑ∆) είναι το υψηλότερο επίπεδο δόσης που προκαλεί, στο πλαίσιο
της δοκιµής που χρησιµοποιείται, τοξικές εκδηλώσεις σε ζώα χωρίς να έχει µείζονες επιπτώσεις

στην επιβίωσή τους.
xi) ∆ερµατικός ερεθισµός είναι η εµφάνιση φλεγµονωδών αλλοιώσεων στο δέρµα µετά την

επίθεση της ελεγχόµενης ουσίας.
xii) Ερεθισµός οφθαλµού είναι η εµφάνιση αλλοιώσεων στον οφθαλµό µετά την επίθεση της

ελεγχόµενης ουσίας στην εµπρόσθια επιφάνεια του οφθαλµού.
xiii) Ευαισθητοποίηση του δέρµατος (αλλεργική δερµατίτις εξ επαφής) είναι η δερµατική

αντίδραση σε µια ουσία µέσω της ανοσολογικής οδού.
xiv) ∆ερµατική διάβρωση είναι η εµφάνιση µη αντιστρεπτής βλάβης στον δερµατικό ιστό µετά

την επίθεση της ελεγχόµενης ουσίας για χρονικό διάστηµα από 3 λεπτά έως 4 ώρες.
xv) Τοξικοκινητική είναι η µελέτη της απορρόφησης, κατανοµής, µεταβολισµό και απέκκρισης
των ελεγχόµενων ουσιών.
xvi) Απορρόφηση είναι η διαδικασία ή οι διαδικασίες µε τις οποίες η χορηγούµενη ουσία

εισέρχεται στο σώµα.
xvii) Απέκκριση είναι η διαδικασία ή οι διαδικασίες µε τις οποίες η χορηγούµενη ουσία και/ή τα

προϊόντα µεταβολισµού της αποβάλλονται από το σώµα.
xviii) Κατανοµή είναι η διαδικασία ή οι διαδικασίες µε τις οποίες η απορροφηθείσα ουσία και/ή
τα προϊόντα µεταβολισµού της κατανέµονται στο σώµα.
xix) Μεταβολισµός είναι η διαδικασία ή οι διαδικασίες µε τις οποίες η δοµή της χορηγούµενης

ουσίας µεταβάλλεται µέσα στο σώµα µε ενζυµατικές αντιδράσεις.
B.I Οξεία τοξικότητα - Υποχρόνια και χρόνια τοξικότητα επαναλαµβανόµενης δόσης

Η αξιολόγηση της οξείας τοξικότητας µιάς ουσίας ή της τοξικότητας επί ενός οργάνου ή

συστήµατος µπορεί να γίνει µε διάφορες δοκιµές (µέθοδοι Β.1 -Β.5),οι οποίες παρέχουν
προκαταρκτικές ενδείξεις για την τοξικότητα µετά τη χορήγηση µιας και µόνο δόσης.
Ανάλογα µε την τοξικότητα της ουσίας είναι δυνατόν να επιλεγεί µία προσέγγιση οριακής

δοκιµής για τον προσδιορισµό της LD50, αν και για τις µελέτες της αναπνευστικής τοξικότητας

δεν έχουν καθοριστεί οριακές δοκιµές διότι δεν κατέστη δυνατόν να καθορισθεί οριακή τιµή για

την εφάπαξ αναπνευστική έκθεση.
Ιδιαίτερα πρέπει να λαµβάνονται υπόψη οι µέθοδοι που χρησιµοποιούν το µικρότερο δυνατό

αριθµό πειραµατοζώων και περιορίζουν στο ελάχιστο την ταλαιπωρία τους όπως, επί
παραδείγµατι, η µέθοδος της σταθερής δόσης (µέθοδος Β.1α) και η µέθοδος κλάσης οξείας

τοξικότητας (µέθοδος Β.1β). Για δοκιµή επιπέδου 1, µια µελέτη σ' ένα δεύτερο είδος ζώου

µπορεί να συµπληρώσει τα συµπεράσµατα από την πρώτη µελέτη. Στην περίπτωση αυτή, είναι
δυνατόν είτε να χρησιµοποιηθεί µια τυποποιηµένη µέθοδος δοκιµής είτε µία προσαρµογή της

µεθόδου µε µικρότερο αριθµό πειραµατόζωων.



Η δοκιµή τοξικότητας µε επαναλαµβανόµενη δόση (µέθοδοι Β.7,Β.8 και Β.9) περιλαµβάνει
εκτίµηση των τοξικών επιδράσεων που οφείλονται σε επανειληµµένη έκθεση. Τονίζεται η
ανάγκη προσεκτικής κλινικής παρατήρησης των πειραµατόζωων προκειµένου να ληφθούν όσο

το δυνατόν περισσότερες πληροφορίες. Οι δοκιµές αυτές θα πρέπει να συµβάλουν στον

εντοπισµό των οργάνων στόχων της τοξικότητας καθώς και των τοξικών και µη τοξικών

δόσεων. Είναι δυνατόν να απαιτηθεί περαιτέρω εις βάθος διερεύνηση των πτυχών αυτών στο

πλαίσιο µακροπρόθεσµων µελετών (µέθοδοι Β.26 -Β.30και Β.33).
Β.ΙΙ Μεταλλαξιγένεση - Γονιδιοτοξικότητα
Ο όρος µεταλλαξιγένεση αναφέρεται στην πρόκληση µόνιµων µεταβιβάσιµων µεταβολών στην

ποσότητα ή στη δοµή του γενετικού υλικού των κυττάρων ή οργανισµών. Οι µεταβολές αυτές,
"µεταλλάξεις", είναι δυνατόν να αφορούν ένα και µόνο γονίδιο, τµήµατα γονιδίων, οµάδες
γονιδίων, ή ολόκληρα χρωµοσώµατα. Οι επιδράσεις στα ολόκληρα χρωµοσώµατα µπορούν να

είναι δοµικού ή/και αριθµητικού χαρακτήρα.
Η µεταλλαξιγόνος δράση µιας ουσίας εκτιµάται µε in vitro δοκιµές προσδιορισµού των

(σηµειακών) γονιδιακών µεταλλάξεων στα βακτηρίδια (µέθοδος Β.13/14)και/ή των

χρωµοσωµικών δοµικών ανωµαλιών σε κύτταρα θηλαστικών (Μέθοδος Β.10).
∆ιαδικασίες in vivo όπως, επί παραδείγµατι, η δοκιµασία µικροπυρήνων (µέθοδος Β.12)ή η

ανάλυση της µετάφασης στα κύτταρα του µυελού των οστών, (µέθοδος Β.11),είναι επίσης
αποδεκτές. Εντούτοις, εφόσον δεν υπάρχουν αντενδείξεις, προτιµούνται σαφώς οι διαδικασίες in
vitro.
Όταν πρόκειται για παραγωγή µεγάλων ποσοτήτων και/ή για τη διεξαγωγή ή επέκταση της

εκτίµησης κινδύνου, ενδέχεται να απαιτούνται πρόσθετες µελέτες µε σκοπό την περαιτέρω

διερεύνηση της µεταλλαξιγένεσης ή τον προέλεγχο της καρκινογένεσης. Αυτές µπορούν να
χρησιµοποιηθούν για διάφορους σκοπούς, όπως την επαλήθευση αποτελεσµάτων ληφθέντων για

το βασικό φάκελλο, τη διερεύνηση τελικών σηµείων ελέγχου που δεν µελετήθηκαν στο πλαίσιο

του βασικού φακέλλου, την έναρξη ή επέκταση µελετών in vivo.
Για το σκοπό αυτό, οι µέθοδοι Β.15έως Β.25περιλαµβάνουν ευκαρυωτικά συστήµατα τόσο in
vivo όσο και in vitro καθώς και ένα εκτεταµένο φάσµα βιολογικών τελικών σηµείων ελέγχου. Οι
δοκιµές αυτές παρέχουν πληροφορίες για τις σηµειακές µεταλλάξεις και για άλλα τελικά σηµεία

ελέγχου σε οργανισµούς πιο σύνθετους από τα βακτηρίδια που χρησιµοποιούνται για το βασικό

φάκελο.
Εν γένει, κατά την εξέταση ενός προγράµµατος περαιτέρω µελετών µεταλλαξιγένεσης, η
σχεδίαση πρέπει να γίνεται µε τρόπο που να παρέχει κατάλληλες πρόσθετες πληροφορίες

σχετικά µε το µεταλλαξιγόνο και/ή καρκινογόνο δυναµικό της εξεταζόµενης ουσίας.
Η καταλληλότητα µιας µελέτης σε µια συγκεκριµένη περίπτωση θα εξαρτηθεί από πολλούς

παράγοντες, όπως τα χηµικά και φυσικά χαρακτηριστικά της ουσίας, τα αποτελέσµατα των

αρχικών βακτηριολογικών και κυτταρογενετικών δοκιµών, το µεταβολικό χαρακτήρα της

ουσίας, τα αποτελέσµατα άλλων τοξικολογικών µελετών και τις γνωστές χρήσεις της ουσίας.
Ένα αυστηρό πρόγραµµα επιλογής δοκιµών είναι, ως εκ τούτου, ακατάλληλο δεδοµένης της
ποικιλίας των παραγόντων που θα πρέπει ενδεχοµένως να ληφθούν υπόψη.
Ορισµένες γενικές αρχές για τη στρατηγική των δοκιµών καθορίζονται στην οδηγία 93/67/ΕΟΚ,
αλλά σαφείς στρατηγικές περιλαµβάνονται στο τεχνικό έγγραφο οδηγιών για την εκτίµηση του

κινδύνου το οποίο µπορεί ωστόσο να χρησιµοποιηθεί µε ευελιξία και να προσαρµοστεί ανάλογα

µε την περίσταση.
Οι µέθοδοι περαιτέρω µελέτης ταξινοµούνται κατωτέρω µε βάση το κύριο γενετικό τελικό

σηµείο ελέγχου:
Μελέτες για τη διερεύνηση γενετικών (σηµειακών) µεταλλάξεων
α) Μελέτες πρόσω ή αντίστροφης µετάλλαξης µε τη χρήση ευκαρυωτικών µικροοργανισµών

(Saccharomyces cerevisiae -σακχαροµύκης του ζύθου) (µέθοδος Β.15)
β) Μελέτες in vitro για τη διερεύνηση της πρόσω µετάλλαξης σε κύτταρα θηλαστικών (µέθοδος
Β.17)



γ) ∆οκιµή θανατηφόρου φυλοσύνδετου υποτελούς χαρακτήρα σε Drosophila melanogaster
(µέθοδος Β.20)
δ) ∆οκιµή µετάλλαξης σωµατικών κυττάρων in vivo, δοκιµή κηλίδος σε ποντικό (µέθοδος Β.24)
Μελέτες για τη διερεύνηση χρωµοσωµικών ανωµαλιών

α) Κυτταρογενετικές µελέτες in vivo σε θηλαστικά. Η ανάλυση µετάφασης κυττάρων µυελού

των οστών in vivo θα πρέπει να λαµβάνεται υπόψη εάν δεν έχει περιληφθεί στην αρχική

εκτίµηση (µέθοδος Β.11).Εκτός αυτού, µπορεί να διερευνηθεί η κυτταρογενετική των

γονιδιακών κυττάρων in vivo (µέθοδος Β.23)
β) Κυτταρογενετικές µελέτες in vitro σε κύτταρα θηλαστικών, εάν δεν έχουν περιληφθεί στην
αρχική εκτίµηση (µέθοδος Β.10)
γ) Μελέτες θανατηφόρου επικρατούντος χαρακτήρα σε τρωκτικά (µέθοδος Β.22)
δ) ∆οκιµή κληρονοµήσιµης µετατόπισης γονιδίων ποντικού (µέθοδος Β.25)
Γονιδιοτοξικές επιδράσεις - επιδράσεις στο DNA
Η γονιδιοτοξικότητα η οποία ορίζεται ως ενδεχόµενη επιβλαβής επίδραση στο γενετικό υλικό µη

συνδεόµενη αναγκαστικά µε τη µεταλλαξιγένεση µπορεί να υποδεικνύεται από την προκληθείσα

βλάβη στο DNA χωρίς να υπάρχει άµεση ένδειξη µετάλλαξης. Για την έρευνα αυτή µπορεί να

είναι κατάλληλη µια από τις παρακάτω µεθόδους που χρησιµοποιούν ευκαριωτικούς

µικροοργανισµούς ή κύτταρα θηλαστικών:
α) Μιτωτικός ανασυνδυασµός σε Saccharomyces cerevisiae -σακχαροµύκητα του ζύθου

(µέθοδος Β.16)
β) Βλάβη και επιδιόρθωση του DNA - απρογραµµάτιστη σύνθεση DNA - σε κύτταρα
θηλαστικών - in vitro, (µέθοδος Β.18)
γ) Ανταλλαγή αδελφών χρωµατίδων σε κύτταρα θηλαστικών - in vitro (µέθοδος Β.19)
Εναλακτικές µέθοδοι για τη διερεύνηση του καρκινογόνου δυναµικού

Υπάρχουν δοκιµές µετασχηµατισµού κυττάρων θηλαστικών που µετρούν την ικανότητα µιας

ουσίας να προκαλέσει µεταβολές µορφολογίας και συµπεριφοράς σε καλλιέργειες κυττάρων, οι
οποίες πιστεύεται ότι συνδέονται µε κακοήθη µετασχηµατισµό - in vivo (µέθοδος Β.21).
Μπορούν να χρησιµοποιηθούν διάφοροι τύποι κυττάρων και κριτήρια µετασχηµατισµού.
Εκτίµηση του κινδύνου για κληρονοµήσιµες επιδράσεις σε θηλαστικά

Υπάρχουν µέθοδοι για τη µέτρηση των κληρονοµήσιµων επιδράσεων σε ολόκληρα θηλαστικά οι

οποίες παρήχθησαν από (σηµειακές) µεταλλάξεις γονιδίων, όπως είναι η δοκιµασία ειδικής

θέσης σε ποντικό, για τη µέτρηση της µετάλλαξης των γονιδιακών κυττάρων στην πρώτη γενεά

(δεν περιλαµβάνεται στο παρόν παράρτηµα), ή για χρωµοσωµικές ανωµαλίες, όπως είναι η
δοκιµή κληρονοµήσιµης µετατόπισης γονιδίων ποντικού (µέθοδος Β.25).Οι εν λόγω µέθοδοι

µπορούν να χρησιµοποιηθούν κατά την εκτίµηση του πιθανού γενετικού κινδύνου µιάς ουσίας

για τον άνθρωπο. Ωστόσο, δεδοµένου του περίπλοκου χαρακτήρα των δοκιµών αυτών και του

ιδιαίτερα µεγάλου αριθµού απαιτούµενων πειραµατόζωων, ιδίως για τη δοκιµή ειδικής θέσης,
απαιτείται, πριν από την ανάληψή τους, σοβαρή αιτιολόγηση.
Β.ΙΙΙ Καρκινογένεση
Οι καρκινογόνες χηµικές ουσίες διακρίνονται σε γονιδιοτοξικές ή µη γονιδιοτοξικές ανάλογα µε

τον τεκµαιρόµενο µηχανισµό δράσης.
Προκαταρκτικές πληροφορίες για το γονιδιοτοξικό καρκινογόνο δυναµικό µιας ουσίας µπορούν

να ληφθούν από µελέτες µεταλλαξιγένεσης/γονιδιοτοξικότητας. Πρόσθετες πληροφορίες
µπορούν να ληφθούν από τις δοκιµές επαναλαµβανόµενης δόσης υποχρόνιας ή χρόνιας

τοξικότητας. Η δοκιµή τοξικότητας µε επαναλαµβανόµενη δόση, µέθοδος Β.7,καθώς και
µελέτες επαναλαµβανόµενης δόσης µεγαλύτερης χρονικής διάρκειας περιλαµβάνουν εκτίµηση

των παρατηρούµενων ιστοπαθολογικών µεταβολών στις δοκιµές τοξικότητας µε

επαναλαµβανόµενη δόση, όπως π.χ. η υπερπλασία ορισµένων ιστών που θα µπορούσε να είναι

ανησυχητική. Οι µελέτες αυτές καθώς και πληροφορίες σχετικά µε την τοξικοκινητική µπορούν

να συµβάλουν στον εντοπισµό χηµικών ουσιών µε καρκινογόνο δυναµικό µε αποτέλεσµα να

απαιτηθεί ενδεχοµένως περαιτέρω εις βάθος διερεύνηση του εν λόγω θέµατος µε µία δοκιµή



καρκινογένεσης (µέθοδος Β.32)είτε, συχνά µε µία συνδυασµένη µελέτη χρόνιας

τοξικότητας/καρκινογένεσης (µέθοδος Β.33)
Β.IV Τοξικότητα για την αναπαραγωγή

Η τοξικότητα στην αναπαραγωγή µπορεί να ανιχνευθεί µε διάφορους τρόπους όπως η

εξασθένιση της αναπαραγωγικής λειτουργίας ή ικανότητας αρσενικών και θηλυκών ζώων, που
ταυτοποιείται ως "επιπτώσεις στη γονιµότητα", ή πρόκληση µη κληρονοµήσιµων επιβλαβών

δράσεων στους απογόνους, που ταυτοποιείται ως "τοξικότητα στην ανάπτυξη" όπου
περιλαµβάνονται και η τερατογένεση και οι επιδράσεις κατά τη γαλουχία.
Για τις µελέτες της τερατογενετικότητας ως τµήµα των δοκιµών τοξικότητας στην ανάπτυξη, η
µέθοδος δοκιµής (µέθοδος Β.31)αφορά κυρίως τη χορήγηση από το στόµα. Εναλλακτικά,
µπορούν να χρησιµοποιηθούν άλλες οδοί ανάλογα µε τις φυσικές ιδιότητες της ελεγχόµενης

ουσίας ή µε την πιθανή οδό έκθεσης του ανθρώπου στην ουσία. Στις περιπτώσεις αυτές, η
µέθοδος δοκιµής πρέπει να προσαρµόζεται καταλλήλως λαµβάνοντας υπόψη τα ανάλογα

στοιχεία των µεθόδων δοκιµής 28ηµερών.
Όταν απαιτείται δοκιµή αναπαραγωγής (γονιµότητας) τριών γενεών, η περιγραφόµενη για την

αναπαραγωγή δύο γενεών δοκιµή (µέθοδος Β.35)µπορεί να επεκταθεί για να καλύψει και τρίτη

γενεά.
Β.V Νευροτοξικότητα

Η νευροτοξικότητα µπορεί να ανιχνευθεί µε διάφορους τρόπους, όπως οι λειτουργικές
µεταβολές και/ή οι δοµικές και βιοχηµικές µεταβολές στο κεντρικό ή στο περιφερειακό νευρικό

σύστηµα. Μια προκαταρκτική ένδειξη νευροτοξικότητας µπορεί να ληφθεί από τις δοκιµές

οξείας τοξικότητας. Στη δοκιµή τοξικότητας µε επαναλαµβανόµενη δόση, µέθοδος Β.7,
περιλαµβάνεται εκτίµηση των νευροτοξικολογικών επιδράσεων και τονίζεται η ανάγκη

προσεκτικής κλινικής παρατήρησης των ζώων ώστε να ληφθούν οι περισσότερες δυνατές

πληροφορίες. Η µέθοδος αναµένεται να συµβάλει στον εντοπισµό χηµικών ουσιών µε

νευροτοξικό δυναµικό, για τις οποίες θα απαιτηθεί ενδεχοµένως περαιτέρω σε βάθος διερεύνηση

του εν λόγω θέµατος. Επιπλέον, είναι σηµαντικό να εξεταστεί η δυνατότητα προκλήσεως από

ορισµένες ουσίες ειδικών νευροτοξικών επιδράσεων µη δυναµένων να ανιχνευθούν µε άλλες

τοξικολογικές µελέτες. Έχει παρατηρηθεί, επί παραδείγµατι, ότι ορισµένες οργανοφωσφορικές
ενώσεις προκαλούν εκ των υστέρων εκδηλούµενη νευροτοξικότητα η οποία µπορεί να εκτιµηθεί

µε τις µεθόδους Β.37και Β.38µετά από εφάπαξ έκθεση ή µε επαναλαµβανόµενη δόση.
Β.VI Ανοσοτοξικότητα
Η ανοσοτοξικότητα µπορεί να ανιχνευθεί µε διάφορους τρόπους, όπως π.χ. ανοσοκαταστολή
και/ή ενίσχυση της απόκρισης του ανοσοποιητικού συστήµατος µε αποτέλεσµα είτε

υπερευαισθησία είτε επαγώµενη αυτοανοσία. Η δοκιµή τοξικότητας µε επαναλαµβανόµενη

δόση, µέθοδος Β.7 περιλαµβάνει εκτίµηση των ανοσοτοξικών επιδράσεων. Η µέθοδος

αναµένεται να συµβάλει στον εντοπισµό χηµικών ουσιών µε ανοσοτοξικό δυναµικό, για τις

οποίες θα απαιτηθεί ενδεχοµένως περαιτέρω σε βάθος διερεύνηση του εν λόγω θέµατος.
Β.VII Τοξικοκινητική
Οι τοξικοκινητικές µελέτες συµβάλλουν στην ερµηνεία και αξιολόγηση των τοξικολογικών

δεδοµένων. Αποσκοπούν στην αποσαφήνιση συγκεκριµένων τοξικολογικών πτυχών της

ελεγχόµενης ουσίας και τα αποτελέσµατά τους µπορούν να χρησιµοποιηθούν για το σχεδιασµό

περαιτέρω τοξικολογικών µελετών. ∆εν προβλέπεται προσδιορισµός του συνόλου των
παραµέτρων σε κάθε περίπτωση. Μόνο σε σπάνιες περιπτώσεις, θα απαιτηθεί διεξαγωγή όλης

της σειράς των τοξικοκινητικών µελετών (απορρόφηση, απέκκριση, κατανοµή και

µεταβολισµός). Για ορισµένες ενώσεις ενδείκνυνται ενδεχοµένως αλλαγές στη σειρά αυτή ή

είναι δυνατόν να επαρκεί µελέτη µε εφάπαξ δόση (µέθοδος Β.36).
Πληροφορίες σχετικά µε τη χηµική δοµή (σχέση δοµής-δράσης) και τις φυσικοχηµικές ιδιότητες
µπορούν επίσης να παρέχουν ενδείξεις για τα χαρακτηριστικά της απορρόφησης από την

προβλεπόµενη οδό χορήγησης καθώς και για τις δυνατότητες µεταβολισµού και κατανοµής

στους ιστούς. Πληροφορίες για τις τοξικοκινητικές παραµέτρους µπορούν επίσης να ληφθούν



από προηγούµενες µελέτες τοξικότητας και τοξικοκινητικής.
Γ. ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΕΛΕΓΧΟΜΕΝΗΣ ΟΥΣΙΑΣ

Η σύνθεση της ελεγχόµενης ουσίας, συµπεριλαµβανοµένων των κυριότερων προσµείξεων και οι
σχετικές φυσικοχηµικές ιδιότητές της, συµπεριλαµβανοµένης της σταθερότητας, πρέπει να είναι

γνωστές πριν από την έναρξη οποιασδήποτε µελέτης τοξικότητας.
Οι φυσικοχηµικές ιδιότητες της ελεγχόµενης ουσίας, παρέχουν σηµαντικές πληροφορίες για την

επιλογή της οδού χορήγησης, τη σχεδίαση κάθε ιδιαίτερης µελέτης, το χειρισµό και τη φύλαξη

της ελεγχόµενης ουσίας.
Η ανάπτυξη αναλυτικής µεθόδου για τον ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισµό της ελεγχόµενης

ουσίας (συµπεριλαµβανοµένων των κυριότερων προσµείξεων, εάν είναι δυνατόν) στο µέσο
χορήγησης των δόσεων, καθώς επίσης και στο βιολογικό υλικό, θα πρέπει να προηγείται από την

έναρξη της µελέτης.
Όλα τα στοιχεία σχετικά µε την ταυτότητα, τις φυσικοχηµικές ιδιότητες, την καθαρότητα και τη

συµπεριφορά της ελεγχόµενης ουσίας πρέπει να περιλαµβάνονται στην έκθεση της δοκιµής.
∆. ΦΡΟΝΤΙ∆Α ΤΩΝ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΖΩΩΝ

Για τις δοκιµές τοξικότητας ουσιαστικός είναι ο αυστηρός έλεγχος των περιβαλλοντικών

συνθηκών και οι κατάλληλες τεχνικές φροντίδας των πειραµατόζωων.
i) Συνθήκες στέγασης
Οι περιβαλλοντικές συνθήκες στους θαλάµους ή στα περιφράγµατα θα πρέπει να είναι

κατάλληλες για το κάθε είδος πειραµατόζωου. Για τους επίµυες, τους ποντικούς και τα ινδικά

χοιρίδια, κατάλληλες συνθήκες είναι η θερµοκρασία δωµατίου 22 ± 3 °Cµε σχετική υγρασία 30
% έως 70 % 7για τα κουνέλια η θερµοκρασία πρέπει να είναι 20 ± 3 °Cµε σχετική υγρασία 30
% έως 70 %.
Μερικές πειραµατικές τεχνικές είναι ιδιαίτερα ευαίσθητες στην επίδραση της θερµοκρασίας και,
σ' αυτές τις περιπτώσεις, η περιγραφή της πειραµατικής µεθόδου πρέπει να περιλαµβάνει και

λεπτοµέρειες για τις κατάλληλες συνθήκες. Σε όλες τις έρευνες για τις τοξικές επιδράσεις η

θερµοκρασία και η υγρασία πρέπει να παρακολουθούνται, να καταγράφονται και να

περιλαµβάνονται στην τελική έκθεση της µελέτης.
Ο φωτισµός πρέπει να είναι τεχνητός και η φωτοπερίοδος να αποτελείται από δώδεκα ώρες

φωτός και δώδεκα ώρες σκότους. Λεπτοµέρειες για τον προγραµµατισµό της φωτοπεριόδου

πρέπει να καταγράφονται και να περιλαµβάνονται στην τελική έκθεση της µελέτης.
Εάν η µέθοδος δεν καθορίζει διαφορετικές συνθήκες, τα ζώα µπορούν να στεγάζονται ατοµικά ή

σε µικρές οµάδες ζώων που ιδίου φύλου. Σε περίπτωση οµαδικής στέγασης, τα κλουβιά δεν

πρέπει να περιέχουν περισσότερα από πέντε ζώα.
Στις εκθέσεις πειραµάτων µε ζώα, είναι σηµαντικό να αναφέρεται ο τύπος των

χρησιµοποιουµένων κλουβιών και ο αριθµός των ζώων ανά κλουβί, τόσο κατά την περίοδο

έκθεσης στη χηµική ουσία, όσο και κατά την µετέπειτα περίοδο των παρατηρήσεων.
ii) Συνθήκες διατροφής

Τα σιτηρέσια πρέπει να ανταποκρίνονται σε όλες τις διατροφικές απαιτήσεις του

χρησιµοποιούµενου πειραµατόζωου. Όταν οι ουσίες χορηγούνται στα ζώα µαζί µε την τροφή

τους, η θρεπτική αξία του σιτηρεσίου µπορεί να ελαττωθεί λόγω αλληλεπιδράσεων µεταξύ της

ουσίας και των συστατικών της τροφής. Η δυνατότητα µιας τέτοιας αντίδρασης πρέπει να

λαµβάνεται υπόψη κατά την ερµηνεία των αποτελεσµάτων του πειράµατος. Επιτρέπεται η
χορήγηση συµβατικών εργαστηριακών σιτηρεσιών µε χορήγηση απεριόριστης ποσότητας

πόσιµου νερού. Η επιλογή του σιτηρεσίου µπορεί να εξαρτηθεί από την ανάγκη εξασφάλισης

κατάλληλου µείγµατος ελεγχόµενης ουσίας εφ' όσον αυτή χορηγείται µε την εν λόγω µέθοδο.
Τροφικές προσµείξεις που είναι γνωστό ότι επηρεάζουν την τοξικότητα δεν πρέπει να

περιέχονται στο σιτηρέσιο σε συγκεντρώσεις που θα επιτρέψουν παρεµβολή.
Ε. ΠΡΟΝΟΙΑ ΓΙΑ ΤΑ ΖΩΑ

Κατά την επεξεργασία των µεθόδων δοκιµής, ιδιαίτερη προσοχή δόθηκε στην πρόνοια για τα

ζώα. Μερικά παραδείγµατα παρέχονται σε συντοµία παρακάτω χωρίς αυτός ο κατάλογος να



είναι εξαντλητικός. Η επακριβής διατύπωση ή/και οι συνθήκες πρέπει να υπάρχουν στο κείµενο

των µεθόδων:
- Για τον προσδιορισµό της οξείας τοξικότητας από το στόµα πρέπει να λαµβάνονται υπόψη δύο

εναλλακτικές µέθοδοι, η "τεχνική της σταθερής δόσης" και η "µέθοδος κλάσης οξείας
τοξικότητας". Στην "τεχνική της σταθερής δόσης" ο θάνατος δεν αποτελεί ειδικό τελικό σηµείο
ελέγχου και χρησιµοποιούνται λιγότερα ζώα. Στην "µέθοδο κλάσης οξείας τοξικότητας" ο
αριθµός των χρησιµοποιούµενων πειραµατόζωων είναι κατά µέσο όρο 70 %µικρότερος εκείνου

της µεθόδου Β.1 για την οξεία τοξικότητα από το στόµα. Και οι δύο εναλλακτικές µέθοδοι
προκαλούν λιγότερο πόνο και δυσφορία απ' ό,τι η κλασσική µεθοδολογία.
- Ο αριθµός των χρησιµοποιούµενων ζώων µειώνεται στο ελάχιστο επιστηµονικά αποδεκτό: στις
µεθόδους Β.1 και Β.3 γίνεται έλεγχος σε πέντε µόνο ζώα του ίδιου φύλου ανά επίπεδο δόσης 7
για τον προσδιορισµό της ευαισθητοποίησης του δέρµατος χρησιµοποιούνται µόνο δέκα ζώα

(και µόνο πέντε για την οµάδα µάρτυρα αρνητικού αποτελέσµατος) στη δοκιµή µεγιστοποίησης

σε ινδικά χοιρίδια (µέθοδος Β.6) 7επίσης µειώνεται ο αριθµός των ζώων που χρειάζονται ως
θετικοί µάρτυρες στη δοκιµή της µεταλλαξιγένεσης in vivo (µέθοδοι Β.11και Β.12).
- Κατά τη διάρκεια των δοκιµών ελαχιστοποιείται ο πόνος και η δυσφορία των ζώων: ζώα που

παρουσιάζουν έντονες και παρατεταµένες ενδείξεις δυσφορίας και πόνου µπορεί να θανατωθούν

µε ανώδυνο τρόπο 7 η χορήγηση πειραµατικών ουσιών κατά τρόπο που είναι γνωστό ότι

προκαλεί έντονο πόνο και δυσφορία λόγω διαβρωτικών ή ερεθιστικών ιδιοτήτων (µέθοδοι Β.1,
Β.2 και Β.3) είναι περιττή.
- Ο πειραµατισµός µε υπερβολικά υψηλές δόσεις αποφεύγεται µε την εισαγωγή οριακών

δοκιµών, όχι µόνο στις δοκιµές οξείας τοξικότητας (µέθοδοι Β.1,Β.2 και Β.3),αλλά και στις

δοκιµές in vivo για µεταλλαξιγένεση (µέθοδοι Β.11και Β.12).
- Μια στρατηγική ελέγχου για την ερεθιστικότητα επιτρέπει τώρα τη µη εκτέλεση ενός

πειράµατος ή τον περιορισµό του σε απλή µελέτη ενός µόνου ζώου, εφόσον µπορούν να
παρασχεθούν επαρκείς επιστηµονικές αποδείξεις.
Οι επιστηµονικές αυτές αποδείξεις µπορούν να βασίζονται στις φυσικοχηµικές ιδιότητες της

ουσίας, στα αποτελέσµατα άλλων δοκιµών που έχουν ήδη πραγµατοποιηθεί ή στα αποτελέσµατα

έγκυρων δοκιµών in vitro. Για παράδειγµα, αν µε την ουσία έχει διενεργηθεί µελέτη οξείας

τοξικότητας δια της δερµατικής οδού µε δόση της οριακής δοκιµής (µέθοδος Β.3) και δεν έχει
παρατηρηθεί κανένας ερεθισµός του δέρµατος, µπορεί να µη χρειάζεται περαιτέρω δοκιµή ως

προς το δερµατικό ερεθισµό (µέθοδος Β.4) 7προϊόντα για τα οποία έχει διαπιστωθεί σαφής

διαβρωτική ή σοβαρή δερµατική ερεθιστικότητα, κατά τη µελέτη του δερµατικού ερεθισµού

(µέθοδος Β.4) δεν θα πρέπει να υποβάλλονται σε περαιτέρω δοκιµή ως προς την ικανότητα

ερεθισµού στα µάτια (µέθοδος Β.5)
ΣΤ. ΕΝΑΛΛΑΚΤΙΚΕΣ ∆ΟΚΙΜΕΣ

Ένας από τους επιστηµονικούς στόχους της Ευρωπαϊκής Ένωσης είναι η ανάπτυξη και η

αξιολόγηση της εγκυρότητας εναλλακτικών τεχνικών που µπορούν να παρέχουν πληροφορίες

του ιδίου επιπέδου µε εκείνες που λαµβάνονται από τις τρέχουσες δοκιµές σε ζώα,
χρησιµοποιώντας όµως µικρότερο αριθµό πειραµατόζωων και προκαλώντας λιγότερη

ταλαιπωρία ή αποφεύγοντας τελείως τη χρήση πειραµατόζωων.
Τέτοιες µέθοδοι, εφόσον διατίθενται, πρέπει να λαµβάνονται υπόψη όταν είναι δυνατόν για τον

χαρακτηρισµό του κινδύνου και την επακόλουθη ταξινόµηση και επισήµανση σε σχέση µε τους

εγγενείς κινδύνους.
Ζ. ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ

Κατά την αξιολόγηση και ερµηνεία των δοκιµών, πρέπει να λαµβάνονται υπόψη οι περιορισµοί

στο βαθµό απ' ευθείας προέκτασης στον άνθρωπο των αποτελεσµάτων που προκύπτουν από τις
δοκιµές in vitro σε ζώα και, εφ' όσον διατίθενται στοιχεία για δυσµενείς επιπτώσεις στον

άνθρωπο, µπορεί να χρησιµοποιούνται για την επιβεβαίωση των αποτελεσµάτων των δοκιµών.
Τα εν λόγω αποτελέσµατα µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την ταξινόµηση και επισήµανση

των νέων και των υπαρχουσών χηµικών ουσιών όσον αφορά την επίδρασή τους στην υγεία του



ανθρώπου, µε βάση τις εγγενείς ιδιότητές τους που έχουν διαπιστωθεί και προσδιοριστεί

ποσοτικά µε τη βοήθεια των µεθόδων αυτών. Τα αντίστοιχα κριτήρια του παραρτήµατος VI για
την ταξινόµηση και επισήµανση αφορούν επίσης τα τελικά σηµεία ελέγχου των πρωτοκόλλων

των δοκιµών που περιλαµβάνονται στις προαναφερόµενες µεθόδους δοκιµών.
Τα αποτελέσµατα αυτά µπορούν να χρησιµοποιηθούν και στις µελέτες εκτίµησης του κινδύνου

νέων και υπαρχουσών χηµικών ουσιών. Οι κατάλληλες για το σκοπό αυτό στρατηγικές δοκιµών

παρέχονται στα αντίστοιχα καθοδηγητικά έγγραφα.
Η. ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΚΕΣ ΠΑΡΑΠΟΜΠΕΣ

Οι περισσότερες από τις µεθόδους αυτές έχουν αναπτυχθεί στο πλαίσιο του προγράµµατος του

ΟΟΣΑ για τις κατευθυντήριες γραµµές δοκιµών και πρέπει να εφαρµόζονται σύµφωνα µε τις

αρχές ορθής εργαστηριακής πρακτικής ώστε να εξασφαλίζεται η ευρύτερη δυνατή "αµοιβαία
αποδοχή των δεδοµένων".
Περαιτέρω πληροφορίες µπορούν να αναζητηθούν στις παραποµπές των κατευθυντήριων

γραµµών του ΟΟΣΑ καθώς και στην αλλού δηµοσιευµένη σχετική βιβλιογραφία.

























Β.2.ΟΞΕΙΑ ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑ (ΑΝΑΠΝΕΥΣΤΙΚΗ)

1.ΜΕΘΟ∆ΟΣ

1.1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Είναι χρήσιµο να έχουµε προκαταρκτικές πληροφορίες για την κατανοµή του µεγέθους

σωµατιδίων, την τάση ατµών, το σηµείο τήξεως, το σηµείο ζέσεως, το σηµείο αναφλέξεως και
την εκκρηκτικότητα (αν υπάρχει) της ουσίας.

Βλέπε επίσης Γενική Εισαγωγή Μέρος Β (Α).

1.2.ΟΡΙΣΜΟΙ

Βλέπε Γενική Εισαγωγή Μέρος Β (Β).

1.3.ΟΥΣΙΕΣ ΑΝΑΦΟΡΑΣ

Ουδεµία.

1.4.ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ

∆ιάφορες οµάδες πειραµατοζώων εκτίθενται για ένα ορισµένο χρονικό διάστηµα σε

διαβαθµισµένες συγκεντρώσεις της ελεγχόµενης ουσίας,χρησιµοποιουµένης µιας µόνο
συγκεντρώσεως ανά οµάδα. Στη συνέχεια γίνονται παρατηρήσεις για τοξικές επιδράσεις και

θανάτους. Τα ζώα που πεθαίνουν κατά τη διάρκεια της δοκιµασίας νεκροτοµούνται, καθώς και
εκείνα που επιζούν στο τέλος της δοκιµασίας.

Τα ζώα που εµφανίζουν έντονα και διαρκή σηµεία δυσφορίας και πόνου µπορεί να χρειάζεται να

θανατωθούν ανώδυνα. ∆εν χρειάζεται να γίνεται χορήγηση των εξεταζόµενων ουσιών µε τρόπο

ο οποίος είναι γνωστό ότι προκαλεί έντονο πόνο και δυσφορία λόγω διαβρωτικών ή ιδιαίτερα

ερεθιστικών ιδιοτήτων.

1.5.ΠΟΙΟΤΙΚΑ ΚΡΙΤΗΡΙΑ

Ουδέν.

1.6.ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

1.6.1.Προετοιµασίες

Τα ζώα κρατούνται κάτω από τις πειραµατικές συνθήκες εγκλωβισµού και διατροφής

τουλάχιστον για 5 ηµέρες πριν από τη δοκιµασία. Πριν από τη δοκιµασία, ξεχωρίζονται µε
τυχαία επιλογή υγιή, νεαρά ζώα και κατανέµονται στον απαιτούµενο αριθµό οµάδων. Τα ζώα

δεν είναι ανάγκη να υφίστανται παρόµοιες εκθέσεις, εκτός εάν αυτό ενδείκνυται από τον τύπο
της χρησιµοποιούµενης συσκευής εκθέσεως.

Οι στερεές εξεταζόµενες ουσίες µπορεί να χρειάζονται κονιοποίηση προκειµένου να ληφθούν

σωµατίδια ενός κατάλληλου µεγέθους.

Εφ' όσον κριθεί αναγκαίο µπορεί να προστεθεί, ένας κατάλληλος φορέας για να βοηθήσει την



παραγωγή κατάλληλης συγκεντρώσεως στην ατµόσφαιρα. αυτή την περίπτωση, πρέπει να
χρησιµοποιηθεί και µία οµάδα µάρτυρα µε το φορέα. Αν φορέας ή άλλες προσθετικές ουσίες

χρησιµοποιούνται για να διευκολύνουν τη χορήγηση, πρέπει να είναι γνωστό ότι δεν προκαλούν

τοξικές επιδράσεις. Ιστορικά στοιχεία µπορούν να χρησιµοποιηθούν, εάν είναι κατάλληλα.

1.6.2.Συνθήκες δοκιµής

1.6.2.1.Πειραµατόζωα

Εφόσον δεν υπάρχουν αντενδείξεις, ο επίµυς είναι το προτιµώµενο είδος. Θα πρέπει να

χρησιµοποιούνται οι συνήθως χρησιµοποιούµενες εργαστηριακές φυλές. Για κάθε φύλο, το
εύρος της διακύµανσης βαρών των ζώων στην αρχή της δοκιµής δεν πρέπει να υπερβαίνει το ±
20 %της κατάλληλης µέσης τιµής.

1.6.2.2.Αριθµός και φύλο

Για κάθε επίπεδο συγκεντρώσεως χρησιµοποιούνται τουλάχιστον 10 τρωκτικά (πέντε θηλυκά
και πέντε αρσενικά). Τα θηλυκά θα πρέπει να είναι άτοκα και να µην ευρίσκονται σε κατάσταση

εγκυµοσύνης.

Σηµείωση: Σε δοκιµές οξείας τοξικότητας µε ζώα υcηλότερης τάξης από την τάξη των

τρωκτικών, θα πρέπει να εξετάζεται η ενδεχόµενη χρησιµοποίηση µικρότερου αριθµού ζώων. Οι
δόσεις θα πρέπει να επιλέγονται µε προσοχή ενώ θα πρέπει να καταβάλλεται κάθε προσπάθεια

ώστε να µη γίνεται υπέρβαση µετρίως τοξικών δόσεων. Στις δοκιµές αυτές, θα πρέπει να

αποφεύγεται η χορήγηση θανατηφόρων δόσεων της εξεταζόµενης ουσίας.

1.6.2.3.Συγκεντρώσεις εκθέσεως

Οι συγκεντρώσεις εκθέσεως θα πρέπει να είναι επαρκείς ως προς τον αριθµό, τουλάχιστον τρεις,
και να απέχουν µεταξύ τους αρκετά ώστε να παρέχουν οµάδες πειραµατισµού µε εύρος τοξικών

επιδράσεων και ποσοστών θνησιµότητας. Τα δεδοµένα θα πρέπει να είναι αρκετά για τη χάραξη

καµπύλης συγκεντρώσεως/θνησιµότητας και, όπου είναι δυνατό, να επιτρέπουν ένα αποδεκτό

προσδιορισµό της LC50.

1.6.2.4.Οριακή δοκιµασία

Εάν η έκθεση πέντε αρσενικών και πέντε θηλυκών πειραµατοζώων σε 20mg/lαερίου ή 5 mg/l
αερολύµατος ή σωµατιδίων για τέσσερις ώρες (ή, όταν αυτό δεν είναι δυνατό λόγω των φυσικών

ή χηµικών ιδιοτήτων, συµπεριλαµβανοµένης της εκρηκτικότητας της ελεγχόµενης ουσίας, στη
µέγιστη εφικτή συγκέντρωση, δεν προκαλεί θνησιµότητα σχετιζόµενη µε την ουσία, µέσα σε 14
ηµέρες, τότε η περαιτέρω µελέτη µπορεί να θεωρείται απαραίτητη.

1.6.2.5.Χρόνος εκθέσεως

Το χρονικό διάστηµα εκθέσεως θα πρέπει να είναι τέσσερις ώρες.

1.6.2.6.Συσκευές

Η δοκιµή στα ζώα πρέπει να γίνεται µε αναπνευστικές συσκευές, σχεδιασµένες να διατηρούν µια

δυναµική ροή του αέρα τουλάχιστον 12αλλαγών την ώρα, να εξασφαλίζουν επάρκεια οξυγόνου



και µία οµοιοµορφία κατανοµής της ατµόσφαιρας εκθέσεως. Όταν χρησιµοποιείται θάλαµος, το
σχήµα του πρέπει να είναι τέτοιο ώστε να µειώνεται στο ελάχιστο ο συνωστισµός των

πειραµατοζώων και να αυξάνεται όσο το δυνατό περισσότερο η αναπνευστική τους έκθεση στην

ελεγχόµενη ουσία. Γενικά, για να εξασφαλίζεται σταθερότητα στην ατµόσφαιρα ενός θαλάµου,
ο ολικός όγκος των πειραµατοζώων δεν πρέπει να υπερβαίνει το 5 % του όγκου του

πειραµατικού θαλάµου. Μπορεί να χρησιµοποιείται στοµατορρινικός, κεφαλικός ή ολοκλήρου

του σώµατος ατοµικός θάλαµος εκθέσεως. Οι δύο πρώτοι συντελούν στην ελαχιστοποίηση της

λήcεως ελεγχόµενης ουσίας από άλλες οδούς.

1.6.2.7.Περίοδος παρατηρήσεως

Η περίοδος παρατηρήσεων πρέπει να είναι τουλάχιστον 14ηµέρες. Εντούτοις, η διάρκεια των

παρατηρήσεων δεν θα πρέπει να είναι αυστηρά καθορισµένη. Θα πρέπει να προσδιορίζεται από

τις τοξικές αντιδράσεις, την τάξη εµφανίσεώς τους και τη διάρκεια της περιόδου αναρρώσεως.
Έτσι, µπορεί να επεκταθεί αν θεωρηθεί αναγκαίο. Ο χρόνος κατά τον οποίο εµφανίζονται και

εξαφανίζονται τα συµπτώµατα τοξικότητας και ο χρόνος θανάτου είναι σηµαντικός, ιδίως αν
υπάρχει τάση για αργοπορηµένους θανάτους.

1.6.3.∆ιαδικασία

Λίγο πριν από την έκθεση, τα ζώα ζυγίζονται και κατόπιν εκτίθενται στην υπό µελέτη

συγκέντρωση στην καθορισµένη συσκευή για χρονικό διάστηµα τεσσάρων ωρών, µετά από την

εξισορρόπηση της συγκεντρώσεως στο θάλαµο. Ο χρόνος εξισορρόπησης θα πρέπει να είναι

βραχύς. Η θερµοκρασία στην οποία πραγµατοποιείται η δοκιµή θα πρέπει να διατηρείται στους

22 ± 3 C.Θεωρητικώς, η σχετική υγρασία θα πρέπει να διατηρείται µεταξύ 30%και 70%,σε
ορισµένες όµως περιπτώσεις (π.χ. δοκιµές ορισµένων αερολυµάτων) αυτό µπορεί να µην είναι

πρακτικώς δυνατό. Η διατήρηση ελαφρά αρνητικής πίεσης µέσα στο θάλαµο (≤ 5 mmνερού)
εµποδίζει τη διαφυγή της εξεταζόµενης ουσίας στον περιβάλλοντα χώρο. Κατά τη διάρκεια της

έκθεσης δεν θα πρέπει να χορηγείται τροφή και νερό. Θα πρέπει να χρησιµοποιούνται

κατάλληλα συστήµατα για τη δηµιουργία και παρακολούθηση της πειραµατικής ατµόσφαιρας.
Το σύστηµα θα πρέπει να εξασφαλίζει την όσο το δυνατόν ταχύτερη αποκατάσταση σταθερών

συνθηκών εκθέσεως. Ο σχεδιασµός και λειτουργία του θαλάµου θα πρέπει να γίνεται µε τέτοιο

τρόπο ώστε µέσα στο θάλαµο να διατηρείται µία οµοιογενής κατανοµή της πειραµατικής

ατµόσφαιρας.

Θα πρέπει να γίνονται µετρήσεις ή παρακολούθηση:

(α) της ταχύτητας ροής του αέρα (συνεχώς),

(β) της πραγµατικής συγκέντρωσης της εξεταζόµενης ουσίας στη ζώνη αναπνοής τρεις

τουλάχιστον φορές κατά τη διάρκεια της έκθεσης (ορισµένες ατµόσφαιρες, π.χ. αερολύµατα σε

υφηλές συγκεντρώσεις, µπορεί να χρειάζονται συχνότερη παρακολούθηση). Κατά τη διάρκεια

της έκθεσης η συγκέντρωση δεν θα πρέπει να διαφέρει περισσότερο από το ± 15 %της µέσης

τιµής. Εντούτοις, στην περίπτωση ορισµένων αερολυµάτων, ενδέχεται να µη µπορεί να

επιτευχθεί το επίπεδο αυτό ελέγχου οπότε είναι αποδεκτό ένα µεγαλύτερο εύρος αποκλίσεων.
Στα αερολύµατα, θα πρέπει να διενεργείται µε την απαιτούµενη συχνότητα, ανάλυση µεγέθους

σωµατιδίων (τουλάχιστον µία φορά ανά οµάδα πειραµατισµού),

(γ) της θερµοκρασίας και υγρασίας, συνεχώς αν είναι δυνατόν.

Κατά τη διάρκεια και µετά την έκθεση, γίνονται τακτικά παρατηρήσεις και καταχωρούνται



συστηµατικά G πρέπει να γίνονται ξεχωριστές καταχωρήσεις για κάθε ζώο. Κατά την πρώτη

ηµέρα οι παρατηρήσεις πρέπει να γίνονται συχνά. Μία φορά την ηµέρα πρέπει να γίνεται µια

προσεκτική κλινική εξέταση. Πρόσθετες παρατηρήσεις πρέπει να γίνονται καθηµερινά και να

λαµβάνονται τα απαραίτητα µέτρα για να µειώνεται στο ελάχιστο η απώλεια των ζώων από τη

µελέτη G δηλαδή νεκροcίες ή φύξη των ζώων που βρέθηκαν νεκρά και αποµόνωση ή θανάτωση

των ετοιµοθάνατων και αδύνατων ζώων.

Οι παρατηρήσεις θα πρέπει να περιλαµβάνουν αλλοιώσεις του δέρµατος και του τριχώµατος,
των οφθαλµών, των βλεννογόνων, του αναπνευστικού και του κυκλοcοριακού συστήµατος, του
αυτόνοµου και κεντρικού νευρικού συστήµατος καθώς και του τρόπου συµπεριφοράς και της

σωµατοκινητικής δραστηριότητας. Ιδιαίτερη προσοχή πρέπει να δίνεται στην αναπνευστική

συµπεριφορά, στους τρόµους, στους σπασµούς, στη σιελόρροια, στη διάρροια, στο λήθαργο,
στον ύπνο και το κώµα. Ο χρόνος θανάτου πρέπει να καταχωρείται όσο το δυνατό ακριβέστερα.
Τα ατοµικά βάρη των ζώων πρέπει να προσδιορίζονται ανά εβδοµάδα µετά την έκθεση και κατά

το θάνατο.

Τα ζώα που πεθαίνουν κατά τη διάρκεια της δοκιµασίας, όπως και αυτά που επιζούν στο τέλος

της, υπόκεινται σε νεκροφία και ιδιαίτερη έµφαση δίνεται στις αλλοιώσεις του αναπνευστικού

συστήµατος, ανώτερου και κατώτερου. Όλες οι µακροσκοπικά παρατηρούµενες ανωµαλίες

πρέπει να καταχωρούνται. Όπου αυτό ενδείκνυται, οι ιστοί πρέπει να λαµβάνονται για

ιστοπαθολογική εξέταση.

2.∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

Τα δεδοµένα πρέπει να συνοcίζονται σε πίνακα, στον οποίο να φαίνεται, για κάθε πειραµατική

οµάδα, ο αριθµός των ζώων στην αρχή της δοκιµασίας, ο χρόνος θανάτου χωριστά για κάθε ζώο,
ο αριθµός των ζώων που παρουσίασαν άλλα συµπτώµατα τοξικότητας και περιγραφή των

τοξικών επιδράσεων και των ευρηµάτων της νεκροcίας. Αλλαγές στο βάρος πρέπει να
υπολογίζονται και να καταχωρούνται όταν τα ζώα επιζούν περισσότερο από µία ηµέρα. Τα ζώα

που θανατώνονται ανώδυνα λόγω δυσφορίας ή πόνου που έχει σχέση µε την ουσία,
καταγράφονται ως θάνατοι που σχετίζονται µε την ουσία. Η LC50θα πρέπει να προσδιορίζεται

µε µια αναγνωρισµένη µέθοδο. Η αξιολόγηση των δεδοµένων πρέπει να περιλαµβάνει τη σχέση,
αν υπάρχει, µεταξύ της έκθεσης των ζώων στην ελεγχόµενη ουσία και τη συχνότητα και

σοβαρότητα όλων των ανωµαλιών, συµπεριλαµβανοµένων αυτών της συµπεριφοράς και των
κλινικών ανωµαλιών, µακροσκοπικών αλλοιώσεων, αλλαγών του βάρους του σώµατος,
θνησιµότητας και κάθε άλλης τοξικής επίδρασης.

3.ΣΥΝΤΑΞΗ ΕΚΘΕΣΗΣ

3.1.ΕΚΘΕΣΗ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Η έκθεση δοκιµής πρέπει, αν είναι δυνατόν, να περιλαµβάνει τις ακόλουθες πληροφορίες:

- είδος, φυλή, πηγή, περιβαλλοντικές συνθήκες, διατροφή, κλπ. G

- συνθήκες δοκιµής: Περιγραφή της συσκευής έκθεσης συµπεριλαµβανοµένου του σχεδίου, του
τύπου, των διαστάσεων, της πηγής του αέρα, του συστήµατος παραγωγής αερολυµάτων, της
µεθόδου κλιµατισµού του αέρα και της µεθόδου εγκλωβισµού των ζώων στο θάλαµο δοκιµής,
όταν χρησιµοποιείται. Θα πρέπει να περιγράφεται ο εξοπλισµός που χρησιµοποιείται για τη

µέτρηση της θερµοκρασίας, της υγρασίας, και των συγκεντρώσεων και κατανοµής µεγέθους
σωµατιδίων των αερολυµάτων.



Περιγραφή της συσκευής έκθεσης συµπεριλαµβανοµένου του σχεδίου, του τύπου, των
διαστάσεων, της πηγής του αέρα, του συστήµατος παραγωγής αερολυµάτων, της µεθόδου
κλιµατισµού του αέρα και της µεθόδου εγκλωβισµού των ζώων στο θάλαµο δοκιµής, όταν
χρησιµοποιείται. Θα πρέπει να περιγράφεται ο εξοπλισµός που χρησιµοποιείται για τη µέτρηση

της θερµοκρασίας, της υγρασίας, και των συγκεντρώσεων και κατανοµής µεγέθους σωµατιδίων
των αερολυµάτων.

∆εδοµένα έκθεσης

Τα δεδοµένα αυτά θα πρέπει να καταγράφονται σε πίνακα και να παρουσιάζονται µε µέσες τιµές

και ένα µέτρο µεταβλητότητας (π.χ. µέση τυπική απόκλιση) και, αν είναι δυνατόν, να
περιλαµβάνουν:

(α) τις τιµές ροής του αέρα διαµέσου της αναπνευστικής συσκευής,

(β) θερµοκρασία και υγρασία του αέρα,

(γ) ονοµαστικές συγκεντρώσεις (ολική ποσότητα της εξεταζόµενης ουσίας που προσάγεται στην

αναπνευστική συσκευή διηρηµένη δια του όγκου του αέρα),

(δ) φύση του φορέα, αν χρησιµοποιήθηκε,

(ε) πραγµατικές συγκεντρώσεις στην πειραµατική ζώνη αναπνοής,

(ζ) τη µέση αεροδυναµική διάµετρο µάζας (ΜΑ∆Μ) και τη γεωµετρική τυπική απόκλιση (ΓΤΑ),

(η) το χρονικό διάστηµα εξισορρόπησης,

(θ) το χρονικό διάστηµα έκθεσης,

- καταγραφή σε πίνακα των δεδοµένων αποκρίσεως κατά φύλο και επίπεδο έκθεσης (δηλ. ο
αριθµός ζώων που πέθαναν ή θανατώθηκαν κατά τη διάρκεια της δοκιµής G αριθµός ζώων που

εµφάνισαν συµπτώµατα τοξικότητας G αριθµός εκτεθέντων ζώων) G

- χρόνο θανάτου κατά τη διάρκεια ή µετά από την έκθεση, λόγους και κριτήρια που

χρησιµοποιήθηκαν για την ανώδυνη θανάτωση ζώων G

- όλες τις παρατηρήσεις G

- τιµή LC50 για κάθε φύλο προσδιορισµένη στο τέλος της περιόδου παρατηρήσης (µε
καθορισµένη µέθοδο υπολογισµού) G

- όριο αξιοπιστίας 95%για την LC50 (όπου είναι δυνατόν) G

- καµπύλη δόσης/θνησιµότητας και κλίση (όπου το επιτρέπει η µέθοδος προσδιορισµού) G

- ευρήµατα νεκροcίας G

- κάθε ιστοπαθολογικό εύρηµα G



- συζήτηση των αποτελεσµάτων (ιδιαίτερη προσοχή θα πρέπει να δίνεται στο αποτέλεσµα που

µπορεί να έχει στην υπολογιζόµενη τιµή LC50η ανώδυνη θανάτωση ζώων κατά τη διάρκεια της

δοκιµής) G

- ερµηνεία των αποτελεσµάτων.

3.2.ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ

Βλέπε Γενική Εισαγωγή Μέρος Β (∆).

4.ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ

Βλέπε Γενική Εισαγωγή Μέρος Β (Ε).



Β.3.ΟΞΕΙΑ ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑ (∆ΕΡΜΑΤΙΚΗ)

1.ΜΕΘΟ∆ΟΣ

1.1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Βλέπε Γενική Εισαγωγή Μέρος Β (Α).

1.2.ΟΡΙΣΜΟΙ

Βλέπε Γενική Εισαγωγή Μέρος Β (Β).

1.3.ΟΥΣΙΕΣ ΑΝΑΦΟΡΑΣ

Ουδεµία.

1.4.ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Η εξεταζόµενη ουσία επιτίθεται στο δέρµα σε διαβαθµισµένες δόσεις σε διάφορες οµάδες

πειραµατοζώων, για κάθε δε οµάδα χρησιµοποιείται και µία δόση. Ακολούθως, γίνονται
παρατηρήσεις των επιδράσεων και των θανάτων. Τα ζώα που πεθαίνουν κατά τη διάρκεια της
δοκιµής υποβάλλονται σε νεκροψία όπως επίσης υποβάλλονται σε νεκροψία και τα ζώα που

επιζούν µετά το πέρας της δοκιµής.

Τα ζώα που εµφανίζουν έντονα και διαρκή συµπτώµατα δυσφορίας και πόνου µπορεί αν

χρειασθεί να θανατωθούν ανώδυνα. ∆εν χρειάζεται να γίνεται χορήγηση της εξεταζόµενης
ουσίας µε τρόπο που είναι γνωστό ότι προκαλεί έντονο πόνο και αγωνία λόγω διαβρωτικών ή

ερεθιστικών ιδιοτήτων.

1.5.ΠΟΙΟΤΙΚΑ ΚΡΙΤΗΡΙΑ

Ουδέν.

1.6.ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ

1.6.1.Προετοιµασίες

Τα ζώα κρατούνται µέσα στους πειραµατικούς κλωβούς τους, κάτω από τις πειραµατικές
συνθήκες εγκλωβισµού και διατροφής, για 5 τουλάχιστον ηµέρες πριν από τη δοκιµασία. Πριν
από τη δοκιµασία υγιή, νεαρά, ενήλικα ζώα ξεχωρίζονται τυχαία και κατανέµονται στις
πειραµατικές οµάδες. Περίπου 24ώρες πριν από τη δοκιµασία, το τρίχωµα πρέπει να
αποµακρύνεται µε τη βοήθεια ψαλιδιού ή ξυριστικής µηχανής, από την περιοχή της ράχης του
κορµού των ζώων. Κατά το κούρεµα ή ξύρισµα του τριχώµατος, προσοχή πρέπει να δίνεται
ώστε να αποφεύγεται η απόξηση του δέρµατος, πράγµα το οποίο µπορεί να µεταβάλει τη
διαπερατότητά του. Η επιφάνεια της εφαρµογής δεν πρέπει να είναι µικρότερη από το 10%της

ολικής επιφάνειας του σώµατος. Όταν δοκιµάζονται στερεά, τα οποία µπορούν να
κονιοποιηθούν αν χρειάζεται, η ελεγχόµενη ουσία πρέπει να υγραίνεται αρκετά µε νερό ή, όπου
είναι ανάγκη, µε έναν κατάλληλο φορέα για να εξασφαλίζεται καλή επαφή µε το δέρµα. Όταν
χρησιµοποιείται φορέας, η επίδρασή του στη δίοδο της ελεγχόµενης ουσίας πρέπει να
λαµβάνεται υπόφη. Οι υγρές ουσίες χρησιµοποιούνται γενικά αδιάλυτες.



1.6.2.Συνθήκες δοκιµής

1.6.2.1.Πειραµατόζωα

Μπορεί να χρησιµοποιηθεί ο ενήλικας επίµυς ή το κουνέλι.Μπορούν να χρησιµοποιηθούν και
άλλα είδη, για τη χρησιµοποίησή τους όµως απαιτείται αιτιολόγηση. Θα πρέπει να
χρησιµοποιούνται οι συνήθεις εργαστηριακές φυλές. Για κάθε φύλο, το εύρος της διαφοράς
βαρών των ζώων στην αρχή της δοκιµής δεν θα πρέπει να υπερβαίνει το ± 20%της

συνιστάµενης µέσης τιµής.

1.6.2.2.Αριθµός και φύλο

Για κάθε επίπεδο δόσεως χρησιµοποιούνται τουλάχιστον 5 ζώα. Και τα πέντε πρέπει να είναι
του ιδίου φύλου. Αν χρησιµοποιούνται θηλυκά, θα πρέπει να είναι άτοκα και να µην
ευρίσκονται σε κατάσταση εγκυµοσύνης. Όπου υπάρχουν πληροφορίες ότι ένα φύλο είναι πολύ
περισσότερο ευαίσθητο, η χορήγηση της ουσίας θα πρέπει να γίνεται στα ζώα αυτού του φύλου.

Σηµείωση: Σε δοκιµές οξείας τοξικότητας µε ζώα υψηλότερης τάξης από την τάξη των
τρωκτικών, θα πρέπει να εξετάζεται το ενδεχόµενο χρησιµοποίησης µικρότερου αριθµού ζώων.
Οι δόσεις θα πρέπει να επιλέγονται µε προσοχή ενώ θα πρέπει να καταβάλλεται κάθε

προσπάθεια ώστε να µη γίνεται υπέρβαση µετρίως τοξικών δόσεων. Στις δοκιµές αυτές, θα
πρέπει να αποφεύγεται να χορηγούνται θανατηφόρες δόσεις της εξεταζόµενης ουσίας.

1.6.2.3.Επίπεδα δόσεων

Τα επίπεδα δόσεων θα πρέπει να είναι επαρκή ως πρός τον αριθµό, τουλάχιστον τρία, και να
απέχουν µεταξύ τους αρκετά ώστε να παρέχουν οµάδες πειραµατισµού µε εύρος τοξικών

επιδράσεων και ποσοστών θνησιµότητας. Κατά τη λήψη αποφάσεων σχετικά µε τα επίπεδα
δόσεων, θα πρέπει να λαµβάνεται υπόψη κάθε ερεθιστική ή διαβρωτική επίδραση. Τα δεδοµένα
θα πρέπει να είναι αρκετά για τη χάραξη καµπύλης δόσεως/αποκρίσεως και, όπου είναι δυνατόν,
να δίνουν τη δυνατότητα αποδεκτού προσδιορισµού της LD50.

1.6.2.4.Οριακή δοκιµή

Σε οµάδα 5 αρσενικών και 5 θηλυκών ζώων, µπορεί να πραγµατοποιηθεί οριακή δοκιµή σε
επίπεδο µιας δόσης τουλάχιστον 2 000 mg/kgβάρους σώµατος, χρησιµοποιώντας τις
διαδικασίες που περιγράφονται ανωτέρω. Αν παρουσιασθεί θνησιµότητα σχετιζόµενη µε την
ουσία, µπορεί να χρειασθεί η πραγµατοποίηση πλήρους µελέτης.

1.6.2.5.Περίοδος παρατήρησης

Η περίοδος παρατήρησης θα πρέπει να είναι τουλάχιστον 14ηµέρες. Εντούτοις, η διάρκεια των
παρατηρήσεων δεν πρέπει να είναι αυστηρά καθορισµένη.Μπορεί να καθορίζεται από τις
τοξικές επιδράσεις, την τάξη εµφανίσεώς τους και τη διάρκεια της περιόδου αναρρώσεως G
µπορεί έτσι να επεκτείνεται όταν αυτό θεωρηθεί αναγκαίο. Ο χρόνος εµφανίσεως και
εξαφανίσεως των τοξικών συµπτωµάτων, η διάρκειά τους και ο χρόνος θανάτου είναι
σηµαντικά, ιδιαίτερα αν υπάρχει τάση να αργοπορούν οι θάνατοι.

1.6.3.∆ιαδικασία

Τα ζώα θα πρέπει να εγκλωβίζονται κατ'άτοµο. Η εξεταζόµενη ουσία θα πρέπει να επιτίθεται



οµοιόµορφα σε µια περιοχή που να αντιστοιχεί στο 10%περίπου του συνολικού εµβαδού της

επιφάνειας του σώµατος. Στην περίπτωση λίαν τοξικών ουσιών, το εµβαδόν της καλυπτόµενης
επιφάνειας µπορεί να είναι µικρότερο, πάντως όµως θα πρέπει να καλύπτεται η µεγαλύτερη
δυνατή επιφάνεια µε ένα όσο το δυνατόν λεπτότερο και πιο οµοιόµορφο στρώµα.

Η ελεγχόµενη ουσία πρέπει να κρατείται σ'επαφή µε το δέρµα καθ'όλη τη διάρκεια της εκθέσεως
των 24ωρών, µε τη βοήθεια ενός επιδέσµου από πορώδη γάζα και µια µη ερεθιστική ταινία. Η
ελεγχόµενη περιοχή πρέπει, επιπλέον, να καλύπτεται µε τον κατάλληλο τρόπο για να
συγκρατείται ο επίδεσµος και η ελεγχόµενη ουσία και να εξασφαλίζεται έτσι η αδυναµία

καταπόσεως της ουσίας από τα ζώα. Επιτρέπεται η χρήση συσκευών περιορισµού για να
εµποδίζεται η κατάποση, αλλά δεν συνιστάται η µέθοδος της απόλυτης ακινησίας.

Στο τέλος της περιόδου εκθέσεως, πρέπει να αποµακρύνεται το υπόλειµµα της ελεγχόµενης
ουσίας, όταν αυτό είναι δυνατόν, µε τη χρήση νερού ή µε µια άλλη κατάλληλη µέθοδο
καθαρισµού του δέρµατος.

Οι παρατηρήσεις πρέπει να καταχωρούνται συστηµατικά, όπως γίνονται. Πρέπει να
διατηρούνται ατοµικά αρχεία για κάθε ζώο. Οι παρατηρήσεις, κατά τη διάρκεια της πρώτης
ηµέρας, πρέπει να γίνονται συχνά. Τουλάχιστον µια φορά την ηµέρα πρέπει να γίνεται µια
προσεκτική κλινική εξέταση. Πρόσθετες παρατηρήσεις θα πρέπει να γίνονται καθηµερινά και να
λαµβάνονται τα απαραίτητα µέτρα ώστε να µειώνεται στο ελάχιστο η απώλεια των ζώων από τη

µελέτη. Λ.χ. νεκροψία ή ψύξη εκείνων των ζώων που βρέθηκαν νεκρά και αποµόνωση ή
θανάτωση των αδύνατων και ετοιµοθάνατων ζώων.

Οι παρατηρήσεις θα πρέπει να περιλαµβάνουν αλλοιώσεις του τριχώµατος, του εξεταζόµενου
δέρµατος, των οφθαλµών και των βλεννογόνων, όπως επίσης του αναπνευστικού,
κυκλοφοριακού, αυτόνοµου και κεντρικού νευρικού συστήµατος, καθώς και αλλοιώσεις στη
σωµατοκινητική δραστηριότητα και του τρόπου συµπεριφοράς.Με ιδιαίτερη προσοχή πρέπει να
γίνονται οι παρατηρήσεις των τρόµων, σπασµών, σιελόρροιας, διάρροιας, λήθαργου, ύπνου και
κώµατος. Ο χρόνος θανάτου πρέπει να καταχωρείται όσο το δυνατόν ακριβέστερα. Τα ζώα που
πεθαίνουν κατά τη διάρκεια της δοκιµασίας, όπως και αυτά που επιζούν στη λήξη της,
υπόκεινται σε νεκροψία. Όλες οι µακροσκοπικά παρατηρούµενες αλλοιώσεις πρέπει να
καταχωρούνται. Όπου ενδείκνυται, οι ιστοί πρέπει να λαµβάνονται για ιστοπαθολογική εξέταση.

Εκτίµηση τοξικότητας στο άλλο φύλο

Αφού συµπληρωθεί η µελέτη σε ένα φύλο, η ουσία χορηγείται σε µία τουλάχιστον οµάδα 5
ζώων του άλλου φύλου για να επιβεβαιωθεί ότι τα ζώα αυτού του φύλου δεν είναι σε σηµαντικό

βαθµό πιο ευαίσθητα στην εξεταζόµενη ουσία. Σε συγκεκριµένες περιπτώσεις µπορεί να
δικαιολογείται η χρήση λιγότερων ζώων. Όπου υπάρχουν σαφείς πληροφορίες ότι τα ζώα του
εξεταζόµενου φύλου είναι σε σηµαντικό βαθµό πιο ευαίσθητα, µπορεί να µη χρειασθεί η
υποβολή σε δοκιµή ζώων του άλλου φύλου.

2.∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

Τα δεδοµένα πρέπει να συνοψίζονται σε πίνακα, στον οποίο να φαίνεται, για κάθε πειραµατική
οµάδα, ο αριθµός των ζώων στην αρχή της δοκιµασίας, ο χρόνος θανάτου για κάθε ζώο, ο
αριθµός των ζώων που εµφανίζουν άλλα συµπτώµατα τοξικότητας, περιγραψή των τοξικών
επιδράσεων και τα αποτελέσµατα της νεκροψίας. Τα ατοµικά βάρη των ζώων πρέπει να
προσδιορίζονται και να καταχωρούνται, λίγο πριν την εφαρµογή της ελεγχόµενης ουσίας ανά
εβδοµάδα µετά, και κατά το θάνατο. Αλλαγές στο βάρος θα πρέπει να υπολογίζονται και να



καταγράφονται, εφόσον τα ζώα επιζούν περισσότερο από µία ηµέρα. Τα ζώα που θανατώνονται
ανώδυνα λόγω δυσφορίας και πόνου που οφείλεται στην ουσία, καταγράφονται ως θάνατοι που
σχετίζονται µε την ουσία. Η LD50 θα πρέπει να προσδιορίζεται µε µια αναγνωρισµένη µέθοδο.

Η αξιολόγηση των δεδοµένων πρέπει να περιλαµβάνει µια αξιολόγηση της σχέσης, αν αυτή
υπάρχει, µεταξύ της έκθεσης των ζώων στην ελεγχόµενη ουσία και της συχνότητας και
σοβαρότητας όλων των

ανωµαλιών, όπου περιλαµβάνονται ανωµαλίες συµπεριφοράς, κλινικές ανωµαλίες,
µακροσκοπικές

αλλοιώσεις, αλλαγές του βάρους του σώµατος, θνησιµότητα, και κάθε άλλη τοξικολογική
επίδραση.

3.ΣΥΝΤΑΞΗ ΕΚΘΕΣΗΣ

3.1.ΕΚΘΕΣΗ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Η έκθεση δοκιµής πρέπει, αν είναι δυνατόν, να περιλαµβάνει τις ακόλουθες πληροφορίες:

- είδος, φυλή, πηγή, περιβαλλοντικές συνθήκες, διατροφή, κλπ. G

- συνθήκες δοκιµής (συµπεριλαµβανόµενης και της µεθόδου καθαρισµού του δέρµατος και του
τύπου της επίδεσης: προσροφητικής ή µη προσροφητικής) G

- επίπεδα δόσεων (µε φορέα, εφόσον χρησιµοποιήθηκε, και συγκεντρώσεις) G

- φύλο των υποβληθέντων σε δοκιµή ζώων G

- καταγραφή σε πίνακα των δεδοµένων απόκρισης κατά φύλο και επίπεδο έκθεσης (δηλ., ο
αριθµός ζώων που πέθαναν ή θανατώθηκαν κατά τη διάρκεια της δοκιµής, αριθµός ζώων που
εµφάνισαν σηµεία τοξικότητας, αριθµός εκτεθέντων ζώων) G

- χρόνο θανάτου µετά από τη χορήγηση, λόγους και κριτήρια που χρησιµοποιήθηκαν για την
ανώδυνη θανάτωση ζώων G

- όλες τις παρατηρήσεις G

- τιµή LD50 για το φύλο που υποβλήθηκε σε πλήρη µελέτη, προσδιορισµένη µετά από 14
ηµέρες µε την καθορισµένη µέθοδο υπολογισµού G

- όριο αξιοπιστίας 95 %για την LD50 (όπου είναι δυνατόν) G

- καµπύλη δόσης/θνησιµότητας και κλίση (όπου το επιτρέπει η µέθοδος προσδιορισµού) G

- ευρήµατα νεκροψίας G

- κάθε ιστοπαθολογικό εύρηµα G

- αποτελέσµατα οποιασδήποτε δοκιµής στο άλλο φύλο G

- συζήτηση των αποτελεσµάτων (ιδιαίτερη προσοχή θα πρέπει να δοθεί στην επίδραση που
µπορεί να έχει στην υπολογιζόµενη τιµή LD50 η ανώδυνη θανάτωση των ζώων) G



- ερµηνεία των αποτελεσµάτων.

3.2.ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ

Βλέπε Γενική Εισαγωγή Μέρος Β (∆).

4.ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ

Βλέπε Γενική Εισαγωγή Μέρος Β (Ε).

















Β.7ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑ ΕΠΑΝΑΛΑΜΒΑΝΟΜΕΝΗΣ (28ΗΜΕΡΕΣ) ∆ΟΣΗΣ (ΑΠΟ ΤΟ ΣΤΟΜΑ)

1.ΜΕΘΟ∆ΟΣ

1.1Εισαγωγή
Βλέπε γενική εισαγωγή µέρος Β.
1.2.Ορισµοί
Βλέπε γενική εισαγωγή µέρος Β.
1.3.Αρχή της µεθόδου δοκιµής

Η δοκιµασµένη ουσία χορηγείται από το στόµα σε ηµερήσιες διαβαθµισµένες δόσεις, σε
διάφορες οµάδες πειραµατοζώων, µια δόση ανά οµάδα, για µια περίοδο 28ηµερών. Τα ζώα

εξετάζονται µε προσοχή καθηµερινά κατά τη διάρκεια της περιόδου χορήγησης για τη

διαπίστωση τοξικών συµπτωµάτων. Τα ζώα που πεθαίνουν ή θανατώνονται κατά τη διάρκεια

της δοκιµής νεκροτοµούνται, και στο τέλος της δοκιµής, αυτά που έχουν επιζήσει θανατώνονται

και νεκροτοµούνται επίσης.
Η παρούσα µέθοδος δίδει µεγαλύτερη έµφαση στις νευρολογικές επιδράσεις ως ειδικό τελικό

σηµείο καθώς και στην ανάγκη προσεκτικής κλινικής παρατήρησης των ζώων µε σκοπό τη

συγκέντρωση των περισσοτέρων δυνατών πληροφοριών. Επιδιώκεται η ταυτοποίηση χηµικών

ουσιών µε νευροτοξικό δυναµικό, πράγµα το οποίο ενδέχεται να απαιτήσει περαιτέρω εις βάθος

διερεύνηση του θέµατος. Επιπλέον, η µέθοδος αυτή είναι δυνατόν να παρέχει ενδείξεις για

ανοσολογικές επιδράσεις και τοξικότητα στα όργανα αναπαραγωγής.
1.4.Περιγραφή της µεθόδου δοκιµής

1.4.1.Προετοιµασία
Υγιή νεαρά ζώα κατανέµονται τυχαία σε οµάδες µαρτύρων και αγωγής. Τα κλουβιά

διευθετούνται µε τρόπο ώστε να ελαχιστοποιούνται οι οφειλόµενες στη θέση των κλουβιών

επιπτώσεις. Τα ζώα σηµαδεύονται και διατηρούνται στα κλουβιά τους επί πέντε τουλάχιστον

ηµέρες πριν από την έναρξη της µελέτης προκειµένου να εγκλιµατιστούν στις συνθήκες του

εργαστηρίου.
Η ελεγχόµενη ουσία χορηγείται µε αναγκαστική θρέψη ή µέσω της τροφής ή του πόσιµου νερού.
Ο τρόπος χορήγησης της ουσίας διά του στόµατος εξαρτάται από το σκοπό της µελέτης και από

τις φυσικές και χηµικές ιδιότητες της ουσίας.
Εφ' όσον είναι αναγκαίο, παρασκευάζεται διάλυµα ή εναιώρηµα της δοκιµαζόµενης ουσίας σε

κατάλληλο φορέα. Συνίσταται, εφ' όσον είναι δυνατόν, η χρήση υδατικού

διαλύµατος/εναιωρήµατος, ως πρώτη επιλογή, διαλύµατος/γαλακτώµατος σε έλαιο (π.χ.
αραβοσιτέλαιο) κατόπιν, και, ως τελευταία επιλογή, η χρήση διαλύµατος σε άλλο φορέα. Σε
περίπτωση που ο φορέας δεν είναι το νερό, τα τοξικά χαρακτηριστικά του πρέπει να είναι

γνωστά. Επίσης πρέπει να προσδιορίζεται η σταθερότητα της ελεγχόµενης ουσίας στον φορέα.
1.4.2.Συνθήκες δοκιµής
1.4.2.1.Πειραµατόζωα
Το προτιµότερο είδος είναι ο επίµυς αν και µπορούν να χρησιµοποιηθούν άλλα είδη τρωκτικών.
Πρέπει να χρησιµοποιούνται οι συνήθεις εργαστηριακές φυλές νεαρών, υγιών ενήλικων ζώων.
Τα θηλυκά πρέπει να είναι άτοκα και να µη βρίσκονται σε κατάσταση εγκυµοσύνης. Η
χορήγηση της ουσίας πρέπει να αρχίσει το ταχύτερο δυνατόν µετά τον απογαλακτισµό και,
οπωσδήποτε σε ηλικία µικρότερη των εννέα εβδοµάδων.
Στην αρχή της µελέτης, η διαφορά βάρους των χρησιµοποιούµενων ζώων δεν πρέπει να

υπερβαίνει το ±20 %της µέσης τιµής, για κάθε φύλο.
Σε περίπτωση που διεξάγεται προκαταρκτική µελέτη µε επαναλαµβανόµενη δόση από το στόµα

πριν από µία µακροπρόθεσµη µελέτη, είναι προτιµότερο να χρησιµοποιηθούν ζώα της ίδιας

φυλής και προέλευσης και για τις δύο µελέτες.
1.4.2.2.Αριθµός και φύλο
Για κάθε επίπεδο δόσεων, πρέπει να χρησιµοποιούνται 10,τουλάχιστον, ζώα (5 θηλυκά και 5
αρσενικά). Εάν έχουν σχεδιαστεί ενδιάµεσες θανατώσεις ζώων, ο αριθµός των ζώων ανά οµάδα



πρέπει να αυξηθεί κατά τον αριθµό των ζώων που προγραµµατίστηκε να θανατωθούν πριν από

τη συµπλήρωση της µελέτης.
Επιπλέον, µια δορυφορική οµάδα από 10 ζώα (5 ζώα ανά φύλο) πρέπει να υποβληθεί σε αγωγή

µε την υψηλότερη δόση για 28ηµέρες, ώστε να επιτρέψει παρατηρήσεις για την

αναστρεψιµότητα, εµµονή ή καθυστερηµένη εµφάνιση των τοξικών συµπτωµάτων επί 14ηµέρες

µετά το τέλος των χορηγήσεων. Χρησιµοποιείται επίσης και µία δορυφορική οµάδα από 10 ζώα

µάρτυρες (πέντε ζώα ανά φύλο).
1.4.2.3.Επίπεδα δόσεων

Γενικά, πρέπει να χρησιµοποιούνται τουλάχιστον τρεις οµάδες αγωγής και µία οµάδα µάρτυρας.
Εκτός από τη χορήγηση της ελεγχόµενης ουσίας, τα ζώα της οµάδας µάρτυρα πρέπει να

υφίστανται την ίδια ακριβώς µεταχείριση µε τα ζώα της οµάδας αγωγής. Εάν χρησιµοποιείται
φορέας για τη χορήγηση της ελεγχόµενης ουσίας, τα ζώα της οµάδας µάρτυρα πρέπει να λάβουν

το φορέα στο µεγαλύτερο όγκο που χρησιµοποιήθηκε.
Αν από την εκτίµηση άλλων δεδοµένων προκύπτει ότι η χορήγηση ηµερήσιας δόσης 1 000
mg/kgβάρους σώµατος δεν αναµένεται να έχει επίδραση, µπορεί να διενεργηθεί οριακή δοκιµή.
Εάν δεν διατίθενται κατάλληλα δεδοµένα είναι δυνατόν να διενεργηθεί διερευνητική µελέτη που

θα βοηθήσει στον προσδιορισµό των απαιτούµενων δόσεων.
Για την επιλογή των επιπέδων δόσεων πρέπει να ληφθούν υπόψη τυχόν διαθέσιµα δεδοµένα για

την τοξικότητα και την (τοξικο)κινητική της ελεγχόµενης ουσίας ή σχετικών µε αυτή προϊόντων.
Το υψηλότερο επίπεδο δόσης πρέπει να προκαλέσει τοξικές εκδηλώσεις όχι όµως το θάνατο ή

έντονους πόνους. Στη συνέχεια επιλέγεται φθίνουσα σειρά δοσολογικών επιπέδων µε σκοπό τον

εντοπισµό απόκρισης συνδεόµενης µε τη δόση και του χαµηλοτέρου επιπέδου δόσης στο οποίο

δεν παρατηρούνται δυσµενείς επιδράσεις (NOAEL). Για τον καθορισµό της φθίνουσας σειράς

δοσολογικών επιπέδων τα διπλάσια έως τετραπλάσια µεσοδιαστήµατα αποτελούν συνήθως τη

βέλτιστη επιλογή. Συχνά προτιµάται η προσθήκη τέταρτης οµάδας αγωγής αντί της

χρησιµοποίησης πολύ µεγάλων διαστηµάτων (πολλαπλάσια του 10και άνω) µεταξύ των
διαδοχικών δόσεων.
Για τις ουσίες που χορηγούνται µέσω της τροφής ή του πόσιµου νερού πρέπει να εξασφαλίζεται

ότι οι χορηγούµενες ποσότητες ελεγχόµενης ουσίας δεν επηρεάζουν τη συνήθη ισορροπία του

διαιτολογίου ή το ισοζύγιο νερού. Όταν η ελεγχόµενη ουσία χορηγείται µε την τροφή, πρέπει να
χρησιµοποιείται είτε σταθερή συγκέντρωση στην τροφή (ppm)είτε σταθερό επίπεδο δόσεων

εκφρασµένο επί του βάρους του σώµατος του ζώου και να διευκρινίζεται ποιά από τις δύο

δυνατότητες έχει επιλεγεί. Για ουσίες που χορηγούνται µε αναγκαστική θρέψη η χορήγηση

πρέπει να γίνεται ακριβώς την ίδια ώρα κάθε ηµέρα. Οι δόσεις πρέπει να προσαρµόζονται ώστε

να διατηρείται ένα σταθερό επίπεδο δόσεων ως προς το βάρος του σώµατος.
Σε περίπτωση που διενεργείται προκαταρκτική µελέτη µε επαναλαµβανόµενη δόση από µία

µακροπρόθεσµη µελέτη, η χορηγούµενη τροφή πρέπει να είναι η ίδια και στις δύο µελέτες.
1.4.2.4.Οριακή δοκιµή

Εάν µια δοκιµή που έχει πραγµατοποιηθεί σύµφωνα µε τις περιγραφόµενες για την παρούσα

µελέτη διαδικασίες, µε επίπεδο δόσης τουλάχιστον 1000 mg/kgβάρους σώµατος/ηµέρα ή, εφ'
όσον πρόκειται για χορήγηση µε την τροφή ή το πόσιµο νερό, µε αντίστοιχη αναλογία στην

τροφή ή στο πόσιµο νερό (σε σχέση µε το βάρος του σώµατος), δεν οδηγήσει στην παρατήρηση
τοξικών εκδηλώσεων και εάν, βάσει των στοιχείων που διατίθενται για ουσίες ανάλογης δοµής,
δεν αναµένεται εµφάνιση τοξικότητας, είναι δυνατόν να µην απαιτείται διεξαγωγή πλήρους

µελέτης µε τρία επίπεδα δόσεων. Η οριακή δοκιµή εφαρµόζεται εφόσον από την έκθεση του

ανθρώπου δεν προκύψει ανάγκη χρησιµοποίησης υψηλοτέρου επιπέδου δόσης.
1.4.2.5.Περίοδος παρατήρησης
Η περίοδος παρατήρησης διαρκεί 28ηµέρες. Τα ζώα µίας δορυφορικής οµάδας που θα

χρησιµοποιηθεί για περαιτέρω παρατηρήσεις πρέπει να αναµείνουν 14ακόµη ηµέρες χωρίς να

υποβληθούν σε οιαδήποτε αγωγή, προκειµένου να παρατηρηθεί τυχόν καθυστερηµένη

εµφάνιση, εµµονή, ή ανάνηψη από τοξικά συµπτώµατα.



1.4.3.∆ιαδικασία
Η ελεγχόµενη ουσία χορηγείται στα ζώα καθηµερινά επί επτά ηµέρες την εβδοµάδα για περίοδο

28ηµερών. Εάν η ουσία χορηγείται επί πέντε µόνο ηµέρες την εβδοµάδα, αυτό πρέπει να
αιτιολογείται. Όταν η ελεγχόµενη ουσία χορηγείται µε αναγκαστική θρέψη, η χορήγηση πρέπει

να γίνεται εφάπαξ µε τη βοήθεια καθετήρα στοµάχου ή κατάλληλης διασωλήνωσης. Ο µέγιστος

όγκος υγρού που µπορεί να χορηγηθεί εφάπαξ εξαρτάται από το µέγεθος του πειραµατοζώου. Ο
όγκος αυτός δεν πρέπει να υπερβαίνει το 1 ml/100 gβάρους σώµατος, ή τα 2 ml/100 gβάρους
σώµατος εάν πρόκειται για υδατικά διαλύµατα. Εκτός από την περίπτωση των ερεθιστικών ή

διαβρωτικών ουσιών οι οποίες σε υψηλότερες συγκεντρώσεις θα προκαλούσαν έξαρση των

συµπτωµάτων, οι διαφορές των χορηγουµένων όγκων ελεγχόµενης ουσίας πρέπει να
ελαχιστοποιούνται ρυθµίζοντας τη συγκέντρωση, ώστε να εξασφαλιστεί σταθερός όγκος σε όλα

τα επίπεδα δόσεων.
1.4.3.1.Γενικές παρατηρήσεις
Γενικές κλινικές παρατηρήσεις πρέπει να διεξάγονται τουλάχιστον µια φορά την ηµέρα, κατά
προτίµηση την(τις) ίδια(-ες) ώρα(-ες) κάθε µέρα και λαµβάνοντας υπόψη το χρόνο κορυφώσεως

των αναµενόµενων επιδράσεων µετά τη χορήγηση της δόσης. Η κατάσταση της υγείας των

ζώων πρέπει να καταγράφεται. Όλα τα ζώα εξετάζονται τουλάχιστον δύο φορές την ηµέρα για

τη διαπίστωση νοσηρότητας και θνησιµότητας. Τα ετοιµοθάνατα ζώα και τα ζώα που

παρουσιάζουν έντονη δυσφορία ή πόνο πρέπει να αποµακρύνονται, µόλις αυτό γίνει αντιληπτό,
να θανατώνονται µε ανώδυνο τρόπο και να νεκροτοµούνται.
Όλα τα ζώα πρέπει να υποβληθούν σε λεπτοµερή κλινική παρατήρηση µία φορά πριν από την

πρώτη έκθεση (προκειµένου να γίνουν συγκρίσεις µεταξύ των διαφόρων ζώων) και στη συνέχεια

τουλάχιστον µια φορά την εβδοµάδα. Οι παρατηρήσεις αυτές πρέπει να διενεργούνται κατά

προτίµηση την ίδια ώρα κάθε φορά, έξω από τα κλουβιά σ' έναν τυποποιηµένο χώρο.
Καταγράφονται προσεκτικά, χρησιµοποιώντας κατά προτίµηση συστήµατα βαθµολόγησης

καθορισµένα σαφώς από το εργαστήριο. Καταβάλλεται κάθε προσπάθεια ώστε οι συνθήκες της

δοκιµής να παρουσιάζουν τις ελάχιστες δυνατές διακυµάνσεις και οι παρατηρήσεις να

διεξάγονται κατά προτίµηση από άτοµα που δεν έχουν ενηµερωθεί για την αγωγή.
Καταγράφονται, µεταξύ άλλων, µεταβολές στο δέρµα, στο τρίχωµα, στα µάτια, στους
βλεννογόνους, εκκρίσεις και απεκκρίσεις καθώς και αυτόνοµες ενέργειες (όπως δακρύρροια,
ανόρθωση τριχών, µεταβολή της διαµέτρου της κόρης του οφθαλµού, του ρυθµού της
αναπνοής). Καταγράφονται επίσης µεταβολές στο βάδισµα, στη στάση και στην αντίδραση κατά

τη µεταχείριση καθώς και η εµφάνιση κλονικών ή τονικών κινήσεων, στερεότυπων κινήσεων
(όπως υπερβολική περιποίηση του εαυτού τους, συνεχείς περιστροφές) ή περίεργη συµπεριφορά

(όπως αυτοακρωτηριασµός, βάδισµα προς τα πίσω),
Την τέταρτη εβδοµάδα έκθεσης αξιολογούνται οι αντιδράσεις των αισθητηρίων οργάνων σε

διαφόρων ειδών ερεθίσµατα (όπως σε ακουστικά, οπτικά και ιδιοδόχα ερεθίσµατα) η δύναµη της

λαβής και η κινητικότητα. Λεπτοµέρειες σχετικά µε τις διαδικασίες που µπορούν να

ακολουθηθούν παρέχονται στις σχετικές δηµοσιεύσεις (βλ. γενική εισαγωγή µέρος Β).
Οι παρατηρήσεις των λειτουργιών που διεξάγονται κατά την τέταρτη εβδοµάδα έκθεσης

µπορούν να παραλειφθούν εάν η µελέτη προηγείται µελέτης υποχρόνιας τοξικότητας (90
ηµερών). Στην περίπτωση αυτή, οι παρατηρήσεις των λειτουργιών θα πρέπει να περιληφθούν

στην επόµενη αυτή µελέτη. Από την άλλη πλευρά όµως, η ύπαρξη δεδοµένων για τις λειτουργίες

από µια µελέτη µε επαναλαµβανόµενη δόση είναι δυνατόν να διευκολύνει την επιλογή επίπεδων

δόσεων για µια επακόλουθη υποχρόνια µελέτη.
Κατ' εξαίρεση, οι παρατηρήσεις των λειτουργιών µπορούν επίσης να παραλειφθούν όταν οι

οµάδες εµφανίζουν εκδηλώσεις τοξικότητας σε σηµείο που να επηρεάζει σηµαντικά την

αποτελεσµατικότητα της σχετικής µε την εξέταση των λειτουργιών δοκιµής.
1.4.3.2.Βάρος σώµατος και κατανάλωση τροφής και νερού

Όλα τα ζώα πρέπει να ζυγίζονται τουλάχιστον µια φορά την εβδοµάδα. Επίσης µια φορά

τουλάχιστον την εβδοµάδα µετράται η κατανάλωση τροφής και νερού. Εάν η ελεγχόµενη ουσία



χορηγείται µε το πόσιµο νερό, η κατανάλωσή του πρέπει επίσης να υπολογίζεται µια φορά την

εβδοµάδα τουλάχιστον.
1.4.3.3.Αιµατολογικές εξετάσεις
Στο τέλος της περιόδου δοκιµής πρέπει να διεξαχθούν οι ακόλουθες αιµατολογικές εξετάσεις:
προσδιορισµός αιµατοκρίτη, συγκέντρωσης αιµοσφαιρίνης, αριθµού ερυθρών αιµοσφαιρίων,
αριθµού λευκών αιµοσφαιρίων και λευκοκυτταρικού τύπου, αριθµού αιµοπεταλίων, χρόνου
πήξεως και πηκτικότητας του αίµατος.
Το αίµα πρέπει να λαµβάνεται από καθορισµένο σηµείο αµέσως πριν από τη θανάτωση των

ζώων ή κατά τη διάρκειά της, και να διατηρείται υπό κατάλληλες συνθήκες.
1.4.3.4.Κλινικές βιοχηµικές εξετάσεις
Κλινικές βιοχηµικές εξετάσεις για τη διερεύνηση σοβαρών τοξικών επιδράσεων στους ιστούς

και ειδικότερα στα νεφρά και στο ήπαρ, διεξάγονται µε αίµα που έχει ληφθεί από όλα τα ζώα

αµέσως πριν από τη θανάτωση των ζώων ή κατά τη διάρκειά της (δεν λαµβάνεται αίµα από

ετοιµοθάνατα ζώα και/ή από ζώα που θανατώθηκαν κατά τη διάρκεια της δοκιµής). Συνιστάται
τα ζώα να έχουν υποβληθεί σε ολονύκτια νηστεία πριν από την αιµοληψία (1).Οι εξετάσεις στο
πλάσµα ή στον ορό του αίµατος περιλαµβάνουν προσδιορισµό νατρίου, καλίου, γλυκόζης,
ολικής χοληστερόλης, ουρίας, κρεατινίνης, ολικής πρωτεΐνης και αλβουµίνης, δύο τουλάχιστον
ενζύµων ενδεικτικών ηπατοκυτταρικής επίδρασης (όπως της αλανινο-αµινοτρανσφεράσης, της
ασπαραγινικής αµινοτρασφεράσης και της δεϋδρογονάσης της σορβιτόλης). Η µέτρηση και

άλλων ενζύµων (ηπατικής ή άλλης προέλευσης) καθώς και χολικών οξέων είναι δυνατόν να
παρέχει χρήσιµες πληροφορίες σε ορισµένες περιπτώσεις.
(1) Για ορισµένες µετρήσεις στον ορό και στο πλάσµα του αίµατος και ιδίως της γλυκόζης,
προτιµάται τα ζώα να έχουν υποβληθεί σε ολονύκτια νηστεία. Ο κυριότερος λόγος για την

προτίµηση αυτή είναι ότι οι διακυµάνσεις που είναι αναπόφευκτες σε περίπτωση µη υποβολής

τους σε νηστεία, τείνουν να συγκαλύψουν ορισµένες ανεπαίσθητες επιδράσεις δυσκολεύοντας

την ερµηνεία. Από την άλλη πλευρά όµως, η νηστεία αυτή µπορεί να επηρεάσει το γενικό

µεταβολισµό των ζώων και, ιδίως στις µελέτες διατροφής, να διαταράξει την καθηµερινή έκθεση

στην ελεγχόµενη ουσία. Σε περίπτωση που επιλέγεται η λύση της ολονύκτιας νηστείας, οι
κλινικές βιοχηµικές εξετάσεις πρέπει να διεξάγονται µετά τις παρατηρήσεις των λειτουργιών της

4ης εβδοµάδας της µελέτης.
Κατά την τελευταία εβδοµάδα της µελέτης µπορούν να διεξαχθούν, προαιρετικά, οι ακόλουθες
αναλύσεις ούρων χρησιµοποιώντας ούρα συλλεχθέντα σε καθορισµένο χρόνο: προσδιορισµός
όψης, όγκου, ωσµωτικής πίεσης ή ειδικού βάρους, pH,πρωτεϊνών, γλυκόζης αίµατος και
αιµοσφαιρίων.
Επιπλέον, πρέπει να διεξάγονται µελέτες για την αναζήτηση στον ορό δεικτών γενικής

αλλοίωσης των ιστών. Άλλοι προσδιορισµοί που απαιτούνται όταν οι ιδιότητες της ελεγχόµενης
ουσίας ενδέχεται ή αναµένεται να επηρεάσουν τα µεταβολικά χαρακτηριστικά, αφορούν το
ασβέστιο, τα φωσφορικά, τα τριγλυκερίδια µετά από νηστεία, ειδικές ορµόνες, τη
µεθαιµοσφαιρίνη και τη χοκινεστεράση. Οι προσδιορισµοί αυτοί πρέπει να διεξάγονται για

ουσίες ορισµένων κατηγοριών ή σε συγκεκριµένες περιπτώσεις.
Γενικά πρέπει να ακολουθείται ευέλικτη προσέγγιση, ανάλογα µε το είδος και τις

παρατηρούµενες και/ή αναµενόµενες επιδράσεις από µια συγκεκριµένη ουσία.
Εάν τα διατιθέµενα βασικά δεδοµένα του ιστορικού δεν επαρκούν θα πρέπει να προσδιοριστούν

µεταβλητές για τις αιµατολογικές και κλινικές βιοχηµικές εξετάσεις πριν από την έναρξη της

δοκιµής.
1.4.3.5.Νεκροψία
Όλα τα ζώα της µελέτης πρέπει να υποβάλλονται σε πλήρη, λεπτοµερή νεκροψία η οποία

περιλαµβάνει προσεκτική εξέταση της εξωτερικής επιφάνειας του σώµατος, όλων των στοµίων,
της κρανιακής, θωρακικής και περιτοναϊκής κοιλότητας και του περιεχοµένου τους. Συκώτι,
νεφρά, επινεφρίδια, όρχεις, επιδιδυµίδες, θύµος αδένας, σπλήνα, εγκέφαλος και καρδιά όλων

των ζώων απαλλάσσονται από τους προσφυόµενους ιστούς και ζυγίζονται νωπά όσο το δυνατόν



γρηγορότερα µετά την ανατοµή για να αποφευχθεί η ξήρανσή τους.
Οι ιστοί που ακολουθούν πρέπει να διατηρούνται στο µέσο συντήρησης που θεωρείται

καταλληλότερο τόσο για το είδος του ιστού όσο και για την ιστοπαθολογική εξέταση για την

οποία προορίζεται: κάθε ιστός που εµφανίζει µακροσκοπικές αλλοιώσεις, εγκέφαλος
(αντιπροσωπευτικές περιοχές του κυρίου τµήµατος, της παρεγκεφαλίδος και της γέφυρας),
νωτιαίος µυελός, στοµάχι, λεπτό και παχύ έντερο (συµπεριλαµβανοµένων των Παϋέριων
πλακών), συκώτι, νεφρά, επινεφρίδια, σπλήνα, καρδιά, θύµος αδένας, θυροειδής αδένας, τραχεία
και πνεύµονες (διατηρηµένοι µε εµφύσηση συντηρητικού ακολουθούµενη από εµβάπτιση),
γεννητικοί αδένες, άλλα όργανα του γεννητικού συστήµατος (όπως η µήτρα, ο προστάτης),
ουροδόχος κύστις, λεµφαδένες (κατά προτίµηση ένας λεµφαδένας που να καλύπτει την οδό

χορήγησης και ένας άλλος, σε αρκετή απόσταση από αυτή, που να καλύπτει τις διασυστηµικές

επιδράσεις), περιφερειακό νεύρο (ισχυακό ή κνηµιαίο) ευρισκόµενο κατά προτίµηση πολύ κοντά

στον µυν, και τµήµα του µυελού των οστών ή, ενδεχοµένως, νωπό παρασκεύασµα
αναρροφηθέντος µυελού). Τα κλινικά και άλλα ευρήµατα είναι δυνατόν να καταδείξουν την

ανάγκη εξέτασης και άλλων ιστών. Κάθε όργανο που, λόγω των γνωστών ιδιοτήτων της

ελεγχόµενης ουσίας, θεωρείται πιθανό να αποτελεί όργανο-στόχο, πρέπει επίσης να διατηρείται.
1.4.3.6.Ιστοπαθολογική εξέταση

Τα διατηρηµένα όργανα και οι ιστοί όλων των ζώων των οµάδων υψηλών δόσεων και µάρτυρα

πρέπει να υποβάλλονται σε πλήρη ιστοπαθολογική εξέταση. Σε περίπτωση που παρατηρούνται

αλλοιώσεις συνδεόµενες µε την αγωγή στην οµάδα υψηλής δόσης, η εξέταση επεκτείνεται και

στα ζώα των οµάδων που έλαβαν χαµηλότερες δόσεις.
Εξετάζονται όλα τα µακροσκοπικά ευρήµατα.
Σε περίπτωση που έχει χρησιµοποιηθεί δορυφορική οµάδα, υποβάλλονται σε ιστοπαθολογική
εξέταση οι ιστοί και τα όργανα που έχουν παρουσιάσει αλλοιώσεις στα ζώα των οµάδων

αγωγής.
2.∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

Πρέπει να παρέχονται δεδοµένα για κάθε ζώο. Επιπλέον, όλα τα δεδοµένα πρέπει να

συνοψίζονται σε πίνακα ο οποίος περιλαµβάνει, για κάθε οµάδα αγωγής, τον αριθµό των ζώων
κατά την έναρξη της αγωγής, τον αριθµό των ζώων που ευρέθησαν νεκρά κατά τη διάρκεια της

αγωγής ή θανατώθηκαν για να µην ταλαιπωρηθούν, το χρόνο θανάτου ή θανάτωσης, τον αριθµό
των ζώων που εµφάνισαν εκδηλώσεις τοξικότητας, περιγραφή των παρατηρηθέντων τοξικών

συµπτωµάτων, συµπεριλαµβανοµένου του χρόνου εµφάνισής τους, της διάρκειας και της
σοβαρότητάς τους, τον αριθµό των ζώων που παρουσίασαν αλλοιώσεις, το είδος των
αλλοιώσεων και το ποσοστό των ζώων που εµφάνισαν καθέναν από τους τύπους αλλοιώσεων.
Όταν είναι δυνατόν, τα αριθµητικά αποτελέσµατα αξιολογούνται µε τη βοήθεια στατιστικής

µεθόδου γενικής αποδοχής. Οι στατιστικές µέθοδοι πρέπει να επιλέγονται κατά το σχεδιασµό

της µελέτης.
3.ΣΥΝΤΑΞΗ ΕΚΘΕΣΗΣ

Έκθεση δοκιµής

Η έκθεση δοκιµής πρέπει να περιλαµβάνει, εάν είναι δυνατόν, τις ακόλουθες πληροφορίες:
Για τα πειραµατόζωα:
- είδος/φυλή χρησιµοποιηθέντων ζώων,
- αριθµός ηλικία και φύλο των ζώων,
- προέλευση, συνθήκες στέγασης, διατροφή, κ.λπ.,
- βάρος κάθε ζώου κατά την έναρξη της δοκιµής, στη συνέχεια κατά εβδοµαδιαία διαστήµατα

και στο τέλος της δοκιµής.
Για τις συνθήκες δοκιµής:
- αιτιολόγηση της επιλογής του φορέα, εάν δεν πρόκειται για νερό,
- αιτιολόγηση της επιλογής του επιπέδου δόσεων,
- λεπτοµέρειες σχετικά µε το παρασκεύασµα της δοκιµαζόµενης ουσίας/τροφής, την
επιτευχθείσα συγκέντρωση, σταθερότητα και οµοιογένεια του παρασκευάσµατος,



- λεπτοµέρειες σχετικά µε τη χορήγηση της δοκιµαζόµενης ουσίας,
- εφ' όσον είναι σκόπιµο, µετατροπή της συγκέντρωσης της δοκιµαζόµενης ουσίας στην τροφή ή

το πόσιµο νερό (ppm)σε πραγµατική δόση (mg/kgβάρους σώµατος/ηµέρα),
- λεπτοµέρειες σχετικά µε την ποιότητα της τροφής και του νερού.
Για τα αποτελέσµατα:
- βάρος του σώµατος/µεταβολές βάρους σώµατος,
- εφόσον είναι σκόπιµο, κατανάλωσης τροφής και νερού,
- δεδοµένα τοξικής απόκρισης κατά φύλο και επίπεδο δόσης, συµπεριλαµβανοµένων των
τοξικών εκδηλώσεων,
- φύση, σοβαρότητα και διάρκεια των κλινικών παρατηρήσεων (αναστρέψιµων ή µη),
- αξιολόγηση των αισθητηρίων λειτουργιών, της δύναµης της λαβής και της κινητικότητας,
- αιµατολογικές εξετάσεις µε τις αντίστοιχες τιµές αναφοράς,
- κλινικές βιοχηµικές εξετάσεις µε τις αντίστοιχες τιµές αναφοράς,
- βάρος σώµατος κατά τη θανάτωση και βάρος των οργάνων,
- ευρήµατα νεκροψίας,
- αναλυτική περιγραφή όλων των ιστοπαθολογικών ευρηµάτων,
- δεδοµένα για την απορρόφηση, εφόσον διατίθενται,
- στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων, εάν είναι σκόπιµη.
Συζήτηση των αποτελεσµάτων

Συµπεράσµατα

4.ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
Η παρούσα µέθοδος είναι παραπλήσια της TG 407του ΟΟΣΑ



Β.8.ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑ ΕΠΑΝΑΛΑΜΒΑΝΟΜΕΝΗΣ (28ΗΜΕΡΕΣ) ∆ΟΣΗΣ
(ΑΝΑΠΝΕΥΣΤΙΚΗ)

1.ΜΕΘΟ∆ΟΣ

1.1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Χρήσιµο είναι να υπάρχουν προκαταρκτικές πληροφορίες για την κατανοµή µεγέθους

σωµατιδίων, την τάση ατµών, το σηµείο τήξεως, το σηµείο ζέσεως, το σηµείο ανάφλεξης και την
εκρηξιµότητα (αν υπάρχει) της ουσίας.

Βλέπε επίσης Γενική Εισαγωγή Μέρος Β (Α).

1.2.ΟΡΙΣΜΟΙ

Βλέπε Γενική Εισαγωγή Μέρος Β (Β).

1.3.ΟΥΣΙΕΣ ΑΝΑΦΟΡΑΣ

Ουδεµία.

1.4.ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ

∆ιάφορες οµάδες πειραµατοζώων εκτίθενται καθηµερινά, για µια ορισµένη περίοδο, σε
διαβαθµισµένες συγκεντρώσεις της εξεταζόµενης ουσίας, µια συγκέντρωση ανά οµάδα, για µια

χρονική περίοδο 28ηµερών. Όταν χρησιµοποιείται φορέας για να βοηθήσει στην παραγωγή της

κατάλληλης συγκέντρωσης της εξεταζόµενης ουσίας, τότε πρέπει να χρησιµοποιείται και µια

οµάδα µάρτυρας για το φορέα. Κατά τη διάρκεια της χορήγησης, πρέπει να γίνονται

καθηµερινές παρατηρήσεις στα ζώα, για τη διαπίστωση συµπτωµάτων τοξικότητας. Τα ζώα που

πεθαίνουν κατά τη διάρκεια της δοκιµασίας, όπως και αυτά που επιζούν στο τέλος της, πρέπει να
νεκροτοµούνται.

1.5.ΠΟΙΟΤΙΚΑ ΚΡΙΤΗΡΙΑ

Ουδέν.

1.6.ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ

1.6.1.Προετοιµασίες

Τα ζώα κρατούνται κάτω από τις πειραµατικές συνθήκες εγκλωβισµού και διατροφής για 5
τουλάχιστον ηµέρες πριν από την έναρξη του πειράµατος. Πριν από τη δοκιµή υγιή, νεαρά ζώα

ξεχωρίζονται τυχαία και κατανέµονται στις απαιτούµενες πειραµατικές οµάδες. Ένας
κατάλληλος φορέας µπορεί να προστεθεί στην εξεταζόµενη ουσία, όταν χρειαστεί, για να

βοηθήσει την παραγωγή της κατάλληλης συγκέντρωσης της ουσίας στην ατµόσφαιρα. Αν ένας
φορέας ή άλλες προσθετικές ουσίες χρησιµοποιούνται για να διευκολυνθεί η χορήγηση των

δόσεων, πρέπει να είναι γνωστό ότι δεν προκαλούν τοξικές επιδράσεις. Ιστορικά στοιχεία, αν
υπάρχουν, µπορεί να χρησιµοποιηθούν.

1.6.2.Πειραµατικές συνθήκες



1.6.2.1.Πειραµατόζωα

Ο επίµυς είναι το είδος που προτιµάται, εκτός αν υπάρχουν αντενδείξεις. Πρέπει να
χρησιµοποιούνται οι συνηθισµένες εργαστηριακές φυλές και νεαρά, υγιή ζώα.

Στην αρχή της µελέτης, το εύρος της διαφοράς βαρών των χρησιµοποιουµένων ζώων δεν θα
πρέπει να υπερβαίνει το ± 20 %της ενδεδειγµένης µέσης τιµής.

1.6.2.2.Αριθµός και φύλο

Για κάθε δοκιµαζόµενη οµάδα πρέπει να χρησιµοποιούνται τουλάχιστον 10 ζώα (5 θυλυκά και 5
αρσενικά). Τα θηλυκά πρέπει να είναι άτοκα και να µη βρίσκονται σε κατάσταση εγκυµοσύνης.
Εάν έχουν προγραµµατιστεί ενδιάµεσες θανατώσεις ζώων, τότε ο αριθµός των ζώων, ανά οµάδα,
πρέπει να αυξηθεί µε τον αριθµό των ζώων που έχουν προγραµµατιστεί να θανατωθούν πριν την

ολοκλήρωση της µελέτης. Επιπλέον, µία δορυφορική οµάδα από 10 ζώα (πέντε ζώα κατά φύλο)
µπορεί να υποβληθεί σε αγωγή µε το επίπεδο υφηλής συγκέντρωσης επί 28ηµέρες και να

παρατηρηθεί σε σχέση µε την αναστρεψιµότητα, εµµονή ή όψιµη εµφάνιση τοπικών επιδράσεων

επί 14ηµέρες µετά την αγωγή. Χρησιµοποιείται επίσης µία δορυφορική οµάδα από 10 ζώα

µάρτυρες (πέντε ζώα κατά φύλο).

1.6.2.3.Συγκεντρώσεις έκθεσης

Απαιτούνται τουλάχιστον τρεις συγκεντρώσεις, µε ένα µάρτυρα ή ένα µάρτυρα φορέα (που
αντιστοιχεί στη συγκέντρωση του φορέα στην υψηλότερη δόση), αν χρησιµοποιείται φορέας. Τα
ζώα στην οµάδα του µάρτυρα πρέπει να υφίστανται την ίδια µεταχείριση, της χορήγησης της
εξεταζόµενης ουσίας εξαιρουµένης, µε τα ζώα της εξεταζόµενης οµάδας. Η υψηλότερη

συγκέντρωση πρέπει να προκαλεί τοξικές επιδράσεις, αλλά καθόλου ή λίγους θανάτους. Η
χαµηλότερη συγκέντρωση δεν πρέπει να προκαλεί ενδείξεις τοξικότητας. Όπου υπάρχει µια
ευχερής εκτίµηση ανθρώπινης έκθεσης, τότε η χαµηλότερη συγκέντρωση πρέπει να την

υπερβαίνει. Στην πιο ιδανική περίπτωση, η ενδιάµεση συγκέντρωση πρέπει να προκαλεί

ελάχιστα, αλλά φανερά, τοξικά συµπτώµατα. Αν χρησιµοποιούνται περισσότερες από µία
ενδιάµεσες συγκεντρώσεις, τότε πρέπει να κατανέµονται έτσι που να παράγεται µια διαβάθµιση

των τοξικών επιδράσεων. Στα κατώτερα και ενδιάµεσα επίπεδα συγκεντρώσεων, όπως και στους
µάρτυρες, η συχνότητα των θανάτων πρέπει να είναι χαµηλή, ώστε να επιτρέπεται µια

σηµαντική αξιολόγηση των αποτελεσµάτων.

1.6.2.4.Χρόνος έκθεσης

Η διάρκεια της έκθεσης ανά ηµέρα πρέπει να είναι 6 ώρες, αλλά και άλλες χρονικές περίοδοι

µπορεί να απαιτηθούν σε ειδικές περιπτώσεις.

1.6.2.5.Συσκευές

Τα ζώα πρέπει να δοκιµάζονται µέσα σε µια αναπνευστική συσκευή σχεδιασµένη για να

διατηρεί µια δυναµική ροή αέρα, τουλάχιστον 12αλλαγών του αέρα ανά ώρα, ώστε να
εξασφαλίζεται έτσι µια επάρκεια σε οξυγόνο και µια οµαλά κατανεµηµένη ατµόσφαιρα έκθεσης.
Όπου χρησιµοποιείται θάλαµος, το σχήµα του πρέπει να µειώνει στο ελάχιστο το συνωστισµό

των ζώων και να αυξάνει στο µεγαλύτερο βαθµό την αναπνευστική τους έκθεση στην

εξεταζόµενη ουσία. Σαν γενικός κανόνας για να εξασφαλιστεί σταθερότητα στην ατµόσφαιρα

ενός θαλάµου, ο ολικός «όγκος» των πειραµατοζώων δεν πρέπει να υπερβαίνει το 5% του όγκου

του δοκιµαστικού θαλάµου. Μπορεί να χρησιµοποείται στοµατορρινικός ή κεφαλικός, ή



ολόκληρου του σώµατος ατοµικός θάλαµος έκθεσης. Οι δύο πρώτοι θα µειώσουν στο ελάχιστο

τη λήψη της ουσίας από άλλες οδούς.

1.6.2.6.Περίοδος παρατηρήσεων

Τα πειραµατόζωα πρέπει να εξετάζονται καθηµερινά για συµπτώµατα τοξικότητας σ' όλη τη

διάρκεια της δοκιµής, όπως και κατά την περίοδο της θεραπείας. Ο χρόνος θανάτου και ο χρόνος

εµφάνισης και εξαφάνισης των τοξικών συµπτωµάτων πρέπει να καταχωρούνται.

1.6.3.∆ιαδικασία

Τα ζώα εκτίθενται στην ελεγχόµενη ουσία καθηµερινά 5 έως 7 ηµέρες την εβδοµάδα, για µια

περίοδο 28ηµερών. Τα ζώα κάθε δορυφορικής οµάδας, προγραµµατισµένα για συνεχείς

παρατηρήσεις, θα κρατηθούν για 14 επιπλέον ηµέρες χωρίς χορήγηση της ουσίας, για να

διαπιστωθεί η θεραπεία ή η εµµονή των τοξικών συµπτωµάτων. Η θερµοκρασία στην οποία

πρέπει να πραγµατοποιείται η δοκιµασία, πρέπει να διατηρείται στους 22 C ± 3 C.

Θεωρητικά, η σχετική υγρασία θα πρέπει να διατηρείται µεταξύ 30%και 70%,σε ορισµένες
όµως περιπτώσεις (π.χ. δοκιµές ορισµένων αεροζόλ) αυτό µπορεί να µην είναι πρακτικά δυνατό.
Η διατήρηση ελαφράς αρνητικής πίεσης µέσα στο θάλαµο (≤ 5 mmνερού) εµποδίζει τη διαφυγή

της εξεταζόµενης ουσίας στον περιβάλλοντα χώρο. Κατά τη διάρκεια της έκθεσης, δεν θα πρέπει

να χορηγούνται τροφή και νερό.

Πρέπει να χρησιµοποιείται ένα δυναµικό αναπνευστικό σύστηµα εφοδιασµένο µε ένα

κατάλληλο σύστηµα µέτρησης της συγκέντρωσης. Για να διαπιστωθεί η κατάλληλη

συγκέντρωση έκθεσης, συνιστάται µια προκαταρκτική δοκιµασία. Η ροή του αέρα πρέπει να

προσαρµόζεται για να εξασφαλίζεται η οµοιογένεια των συνθηκών στο θάλαµο έκθεσης. Το
σύστηµα πρέπει να εξασφαλίζει την όσο το δυνατό γρηγορότερη αποκατάσταση σταθερών

συνθηκών έκθεσης.

Θα πρέπει να γίνονται µετρήσεις ή παρακολούθηση:

(α) της ταχύτητας ροής του αέρα (συνεχώς).

(β) της πραγµατικής συγκέντρωσης της εξεταζόµενης ουσίας στην αναπνευστική ζώνη. Κατά τη

διάρκεια της ηµερήσιας έκθεσης, η συγκέντρωση δεν θα πρέπει να κυµαίνεται περισσότερο του

± 15%εκατέρωθεν της µέσης τιµής. Εντούτοις, στην περίπτωση ορισµένων αερολυµάτων, το
επίπεδο αυτό ελέγχου µπορεί να µην είναι εφικτό οπότε µπορεί να γίνει αποδεκτή µία ευρύτερη

ανοχή. Καθ' όλη τη µελέτη, οι συγκεντρώσεις µέρα προς µέρα θα πρέπει να κρατιούνται όσο το

δυνατόν πιο σταθερές. Στα αερολύµατα, θα πρέπει να εκτελείται ανά οµάδα κάθε εβδοµάδα, µία
τουλάχιστον ανάλυση µεγέθους σωµατιδίων.

(γ) της θερµοκρασίας και της υγρασίας, συνεχώς αν είναι δυνατόν.

Κατά τη διάρκεια, και στη συνέχεια της έκθεσης, γίνονται συστηµατικές παρατηρήσεις. Πρέπει
να διατηρείται ατοµικό αρχείο για κάθε ζώο. Όλα τα ζώα πρέπει να εξετάζονται καθηµερινά και

τα συµπτώµατα τοξικότητας πρέπει να καταγράφονται, περιλαµβανοµένου του χρόνου
εµφάνισης της σοβαρότητας και της διάρκειάς τους. Οι παρατηρήσεις πρέπει να περιλαµβάνουν

αλλοιώσεις στο δέρµα και στο τρίχωµα, αλλοιώσεις στα µάτια, στους βλεννογόνους, αλλοιώσεις
στο αναπνευστικό, κυκλοφοριακό, στο αυτόνοµο και κεντρικό νευρικό σύστηµα, στη
σωµατοκινητική δραστηριότητα και στον τρόπο συµπεριφοράς. Τα ζώα πρέπει να ζυγίζονται



εβδοµαδιαία. Επίσης, συνιστάται να γίνονται µετρήσεις της κατανάλωσης της τροφής µια φορά

την εβδοµάδα. Οι τακτικές παρατηρήσεις των ζώων είναι απαραίτητες για να εξασφαλίζεται ότι

τα ζώα δεν χάνονται από τη µελέτη για λόγους όπως ο καννιβαλισµός, η αυτόλυση των ιστών

και η κακή τοποθέτηση. Στο τέλος της περιόδου µελέτης, όλα τα επιζώντα στις µη δορυφορικές

οµάδες νεκροτοµούνται. Τα ετοιµοθάνατα ζώα και τα ζώα που παρουσιάζουν συµπτώµατα

έντονου πόνου και δυσφορίας θα πρέπει να αποµακρύνονται µόλις αυτό γίνεται αντιληπτό, να
θανατώνονται ανώδυνα και να νεκροτοµούνται.

Οι ακόλουθες εξετάσεις πρέπει να γίνονται στο τέλος της δοκιµασίας σε όλα τα ζώα, των
µαρτύρων συµπεριλαµβανοµένων:

(i) αιµατολογικές, που να περιλαµβάνουν, τουλάχιστον, το δείκτη αιµατοκρίτη, συγκέντρωση
της αιµοσφαιρίνης, µέτρηση ερυθροκυττάρων, µέτρηση λευκοκυττάρων και λευκοκυτταρικό

τύπο και µια µέτρηση της πηκτικότητας του αίµατος G

(ii) κλινικοί βιοχηµικοί προσδιορισµοί στο αίµα, περιλαµβανοµένης, τουλάχιστον, µιας
παραµέτρου της λειτουργίας του ήπατος και των νεφρών: αλανίνο αµινοτρανσφεράση του ορού

(αρχικά γνωστή σαν γλουταµίνη-πυροσταφυλική trans-αµινάση του ορού), ασπαρτική
αµινοτρανσφεράση του ορού (αρχικά γνωστή σαν γλουταµινική οξαλοοξική trans-αµινάση του

ορού), άζωτο ουρίας, λεύκωµα, κρεατινίνη αίµατος, ολική χολερυθρίνη και ολικές πρωτεϊνες

ορού.

λλοι προσδιορισµοί, οι οποίοι µπορεί να είναι απαραίτητοι για µια ικανοποιητική τοξικολογική

αξιολόγηση, περιλαµβάνουν: ασβέστιο, φωσφόρο, χλωριούχα, νάτριο, κάλιο, δοκιµασία ανοχής

στη γλυκόζη, ανάλυση λιπιδίων, ορµόνες, σχέση οξέων/βάσεων, µεθαιµοσφαιρίνη και

δραστικότητα χοληνεστεράσης.

Πρόσθετες κλινικές βιοχηµικές δοκιµές µπορεί να χρησιµοποιηθούν όταν υπάρχει ανάγκη

επέκτασης της έρευνας των παρατηρηθεισών επιδράσεων.

1.6.3.1Νεκροψία

Όλα τα ζώα της µελέτης θα πρέπει να υποβάλλονται σε πλήρη νεκροψία. Τουλάχιστον το
σηκώτι, τα νεφρά, τα επινεφρίδια, οι πνεύµονες και οι όρχεις θα πρέπει να ζυγίζονται νωπά όσο

το δυνατόν γρηγορότερα µετά από την ανατοµή, για να αποφεύγεται η ξήρανση. Τα όργανα και

οι ιστοί (το αναπνευστικό σύστηµα, το συκώτι, τα νεφρά, η σπλήνα, οι όρχεις, τα επινεφρίδια, η
καρδιά και κάθε όργανο που εµφανίζει µακροσκοπικές αλλοιώσεις ή αλλαγές στο µέγεθος) θα
πρέπει να διατηρούνται σε κατάλληλο µέσον για πιθανή µελλοντική ιστοπαθολογική εξέταση.
Οι πνεύµονες θα πρέπει να αποµακρύνονται άθικτοι, να ζυγίζονται και να υποβάλλονται σε

κατεργασία µε κατάλληλο στερεωτικό για να εξασφαλίζεται η συντήρηση της δοµής των

πνευµόνων.

1.6.3.2.Ιστοπαθολογική εξέταση

Στις οµάδες των υψηλών συγκεντρώσεων και στις οµάδες των µαρτύρων, πρέπει να γίνει

ιστολογική εξέταση σε συντηρηµένα όργανα και ιστούς. Όργανα και ιστοί που παρουσιάζουν

ανωµαλίες στην υψηλότερη δόση και που µπορούν να αποδοθούν στην ελεγχόµενη ουσία,
πρέπει να εξετάζονται σε όλες τις οµάδες των χαµηλότερων δόσεων. Τα ζώα κάθ δορυφορικής

οµάδας πρέπει να εξετάζονται ιστολογικά, µε ιδιαίτερη έµφαση σ'εκείνα τα όργανα και ιστούς

που εµφάνισαν επιδράσεις στα ζώα των άλλων οµάδων.



2.∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

Τα δεδοµένα πρέπει να συνοψίζονται σε πίνακα, στον οποίο να φαίνεται, για κάθε οµάδα

δοκιµής, ο αριθµός των ζώων στην αρχή της δοκιµής και ο αριθµός των ζώων που εµφανίζουν

κάθε τύπο αλλοίωσης.

Όλα τα αποτελέσµατα που παρατηρήθηκαν πρέπει να αξιολογηθούν µε µια κατάλληλη

στατιστική µέθοδο. Μπορεί να χρησιµοποιηθεί κάθε αναγνωρισµένη στατιστική µέθοδος.

3.ΣΥΝΤΑΞΗ ΕΚΘΕΣΗΣ

3.1.ΕΚΘΕΣΗ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Η έκθεση δοκιµής πρέπει, αν είναι δυνατό, να περιλαµβάνει τις ακόλουθες πληροφορίες:

- είδος, φυλή, πηγή, συνθήκες περιβάλλοντος, διατροφή κλπ. G

- πειραµατικές συνθήκες:

περιγραφή της συσκευής έκθεσης συµπεριλαµβανοµένου του σχεδίου, του τύπου, των
διαστάσεων, της πηγής του αέρα, του συστήµατος παραγωγής αερολυµάτων, της µεθόδου
κλιµατισµού του αέρα, της κατεργασίας του εξερχόµενου αέρα και της µεθόδου στέγασης των

ζώων στο δοκιµαστικό θάλαµο, που χρησιµοποιείται. Θα πρέπει να περιγράφεται η διάταξη

µέτρησης της θερµοκρασίας, της υγρασίας και, όπου χρειάζεται, της σταθερότητας των
συγκεντρώσεων ή κατανοµής µεγέθους σωµατιδίων των αερολυµάτων.

∆εδοµένα έκθεσης:

Αυτά θα πρέπει να συνοψίζονται σε πίνακα και να παρουσιάζονται µε µέσες τιµές και µέτρηση

µεταβλητότητας (π.χ. τυπική απόκλιση) και θα περιλαµβάνουν, αν είναι δυνατόν:

α) ταχύτητες αέρα από τη συσκευή αναπνευστικής έκθεσης G

β) θερµοκρασία και υγρασία του αέρα G

γ) ονοµαστικές συγκεντρώσεις (ολικό ποσό της εξεταζόµενης ουσίας που τροφοδοτεί τη

συσκευή, διαιρεµένο µε τον όγκο του αέρα) G

δ) φύση φορέα, εάν χρησιµοποιείται G

ε) πραγµατικές συγκεντρώσεις στην πειραµατική αναπνευστική ζώνη G

στ) τη µέση αεροδυναµική διάµετρο µάζας (ΜΑ∆Μ) και τη γεωµετρική τυπική απόκλιση (ΓΤΑ)
G

- δεδοµένα τοξικών αντιδράσεων ανά φύλο και συγκέντρωση G

- χρόνο θανάτου κατά τη διάρκεια της δοκιµής ή, εάν τα ζώα επέζησαν, στο τέλος της δοκιµής G

- περιγραφή τοξικών ή άλλων επιδράσεων, δόσεις χωρίς επίδραση G



- το χρόνο παρατήρησης κάθε ανώµαλου συµπτώµατος και την επακόλουθη πορεία του G

- δεδοµένα βάρους τροφής και σώµατος G

- χρησιµοποιηθείσες αιµατολογικές εξετάσεις και αποτελέσµατα G

- κλινικές βιοχηµικές εξετάσεις που χρησιµοποιήθηκαν και αποτελέσµατα G

- αποτελέσµατα νεκροψίας G

- µια λεπτοµερή περιγραφή όλων των ιστοπαθολογικών αλλοιώσεων που βρέθηκαν G

- µια στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων, όταν αυτό είναι δυνατό G

- συζήτηση των αποτελεσµάτων G

- ερµηνεία των αποτελεσµάτων.

3.2.ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ

Βλέπε Γενική Εισαγωγή Μέρος Β (∆).

4.ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ

Βλέπε Γενική Εισαγωγή Μέρος Β (Ε).



Β.9.ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑ ΕΠΑΝΑΛΑΜΒΑΝΟΜΕΝΗΣ (28ΗΜΕΡΕΣ) ∆ΟΣΗΣ (∆ΕΡΜΑΤΙΚΗ)

1. MEΘΟ∆ΟΣ

1.1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Βλέπε Γενική Εισαγωγή Μέρος Β (Α).

1.2.ΟΡΙΣΜΟΙ

Βλέπε Γενική Εισαγωγή, Μέρος Β (Β).

1.3.ΟΥΣΙΕΣ ΑΝΑΦΟΡΑΣ

Oυδεµία.

1.4.ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ

Η εξεταζόµενη ουσία εφαρµόζεται καθηµερινά στο δέρµα σε διαβαθµισµένες δόσεις, σε
διάφορες οµάδες πειραµατοζώων, µία δόση ανά οµάδα, για µια χρονική περίοδο 28ηµερών.
Κατά τη διάρκεια της περιόδου εφαρµογής, τα ζώα εξετάζονται καθηµερινά για τη διαπίστωση

τοξικών συµπτωµάτων. Τα ζώα που πεθαίνουν κατά τη διάρκεια της δοκιµής, όπως και αυτά που

επιζούν στη λήξη της, νεκροτοµούνται.

1.5.ΚΡΙΤΗΡΙΑ ΠΟΙΟΤΗΤΑΣ

Ουδέν.

1.6.ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ

1.6.1.Προετοιµασίες

Τα ζώα κρατούνται κάτω από τις πειραµατικές συνθήκες εγκλωβισµού και διατροφής για 5
τουλάχιστον ηµέρες πριν από τη δοκιµασία. Πριν από τη δοκιµή υγιή, νεαρά ζώα ξεχωρίζονται

τυχαία και κατανέµονται στις πειραµατικές οµάδες και τις οµάδες µαρτύρων. Λίγο πριν αρχίσει
η δοκιµή το τρίχωµα ψαλιδίζεται από την περιοχή της ράχης του κορµού των πειραµατοζώων.
Μπορεί, επίσης, να χρησιµοποιηθεί το ξύρισµα για την αποµάκρυνση του τριχώµατος, αλλά
αυτό πρέπει να γίνεται 24ώρες περίπου πριν από τη δοκιµή. Επανάληψη του ψαλιδίσµατος ή

του ξυρίσµατος χρειάζεται συνήθως κάθε εβδοµάδα. Το ψαλίδισµα ή ξύρισµα πρέπει να γίνεται

µε προσοχή, ώστε να αποφεύγεται η απόξεση του δέρµατος. Πρέπει να καθαρίζεται µια περιοχή

για την εφαρµογή της εξεταζόµενης ουσίας, η οποία δεν πρέπει να είναι µικρότερη απο το 10%
της επιφάνειας του σώµατος. Όταν αποφασίζονται οι διαστάσεις της περιοχής που πρέπει να
καθαριστεί και να καλυφθεί µε την εξεταζόµενη ουσία, πρέπει να λαµβάνεται υπόψη το βάρος

του ζώου. Όταν ελέγχονται στερεά, τα οποία µπορούν να κονιοποιηθούν, πρέπει να υγραίνονται

αρκετά µε νερό ή αν χρειαστεί µε κατάλληλο φορέα, για να εξασφαλιστεί η καλή επαφή µε το

δέρµα. Οι υγρές ουσίες χρησιµοποιούνται συνήθως αδιάλυτες. Η εφαρµογή γίνεται καθηµερινά

5 έως 7 ηµέρες την εβδοµάδα.

1.6.2.Πειραµατικές συνθήκες

1.6.2.1.Πειραµατόζωα



Μπορεί να χρησιµοποιηθεί ενήλικας επίµυς, κουνέλι ή ινδικό χοιρίδιο. Μπορούν να

χρησιµοποιηθούν και άλλα είδη, η χρήση τους όµως απαιτεί αιτιολόγηση.

Στην αρχή της µελέτης, το εύρος της διαφοράς βαρών των χρησιµοποιούµενων ζώων δεν θα
πρέπει να υπερβαίνει το ± 20%της ενδεδειγµένης µέσης τιµής.

1.6.2.2.Αριθµός και φύλο

Σε κάθε επίπεδο δόσεων πρέπει να χρησιµοποιούνται τουλάχιστον 10 ζώα (5 θηλυκά και 5
αρσενικά) µε υγιές δέρµα. Τα θηλυκά πρέπει να είναι άτοκα και να µη βρίσκονται σε κατάσταση

εγκυµοσύνης. Εάν έχουν προγραµµατιστεί ενδιάµεσες θανατώσεις ζώων, τότε ο αριθµός των
ζώων ανά οµάδα πρέπει να αυξηθεί µε τον αριθµό των ζώων που είναι προγραµµατισµένο να

θανατωθούν πριν από τη συµπλήρωση της µελέτης. Επιπλέον, µια δορυφορική οµάδα από 10
ζώα (5 ζώα ανά φύλο) µπορεί να εκτεθεί στην υψηλότερη δόση για 28ηµέρες και να εξετασθεί

για επαναφορά, εµµονή ή αργοπορηµένη εµφάνιση των τοξικών επιδράσεων για ένα χρονικό

διάστηµα 14ηµερών µετά το πέρας της δηλητηρίασης. Χρησιµοποιείται επίσης και µία
δορυφορική οµάδα από 10 ζώα µάρτυρες (πέντε ζώα κατά φύλο).

1.6.2.3. Eπίπεδα δόσεων

Απαιτούνται τουλάχιστον τρία επίπεδα δόσεων και ένας µάρτυρας ή ένας µάρτυρας του φορέα,
αν χρησιµοποιείται φορέας. Η περίοδος έκθεσης πρέπει να είναι τουλάχιστον 6 ώρες την ηµέρα.
Η εφαρµογή της ελεγχόµενης ουσίας πρέπει να γίνεται την ίδια ώρα κάθε µέρα και να

προσαρµόζεται κατά διαστήµατα (µια ή δύο φορές την εβδοµάδα), έτσι ώστε να διατηρείται ένα

σταθερό επίπεδο δόσεων σε σχέση µε το βάρος του σώµατος των ζώων. Τα ζώα στην οµάδα του

µάρτυρα πρέπει να υπόκεινται στην ίδια µεταχείριση µε τα πειραµατόζωα, εξαιρουµένης της
εφαρµογής της εξεταζόµενης ουσίας. Όταν χρησιµοποιείται φορέας για διευκόλυνση της

χορήγησης της δόσης, η οµάδα του µάρτυρα πρέπει να παίρνει τη δόση κατά τον ίδιο τρόπο µε

την οµάδα των πειραµατοζώων και η ποσότητα της δόσης να είναι ίδια µε την υψηλότερη δόση

που παίρνουν τα πειραµατόζωα. Η υψηλότερη δόση θα πρέπει να προκαλεί τοξικές επιδράσεις,
αλλά λίγους ή καθόλου θανάτους. Η χαµηλότερη δόση δεν θα πρέπει να προκαλεί συµπτώµατα

τοξικότητας. Όταν υπάρχει µια ευχερής εκτίµηση της ανθρώπινης έκθεσης, η χαµηλότερη δόση

θα πρέπει να την υπερβαίνει. Η ενδιάµεση δόση, στην πιο ιδανική περίπτωση, θα πρέπει να

προκαλεί ελάχιστα ευδιάκριτα τοξικά συµπτώµατα. Εάν χρησιµοποιούνται περισσότερες από
µία ενδιάµεσες δόσεις, τότε αυτές πρέπει να απέχουν έτσι µεταξύ τους ώστε να προκαλούν

διαβαθµισµένες τοξικές επιδράσεις. Στις χαµηλές και στις ενδιάµεσες οµάδες, όπως και στους
µάρτυρες, η συχνότητα των θανάτων θα πρέπει να είναι χαµηλή, ώστε να επιτρέπει µια χρήσιµη

αξιολόγηση των αποτελεσµάτων.

Εάν η εφαρµογή της εξεταζόµενης ουσίας προκαλεί σοβαρό δερµατικό ερεθισµό, οι
συγκεντρώσεις θα πρέπει να ελαττωθούν και αυτό µπορεί να ελαττώσει ή να εξαφανίσει τις

άλλες τοξικές επιδράσεις στην υφηλότερη δόση. Επιπλέον, αν το δέρµα έχει υποστεί σοβαρή

βλάβη, είναι δυνατόν να χρειαστεί, να ακυρωθεί η µελέτη και να επιχειρηθεί ένα νέο πείραµα µε

χαµηλότερες συγκεντρώσεις.

1.6.2.4.Οριακή δοκιµή

Αν µια προκαταρκτική µελέτη µε µια δόση 1 000 mg/kgή και µεγαλύτερη, σχετική µε το πιθανό

όριο έκθεσης του ανθρώπινου πληθυσµού, εάν είναι γνωστό, δεν προκαλεί καµµία τοξική

επίδραση, ο περαιτέρω πειραµατισµός µπορεί να µη θεωρηθεί αναγκαίος.



1.6.2.5.Περίοδος παρατήρησης

Τα πειραµατόζωα πρέπει να παρατηρούνται καθηµερινά για φαινόµενα τοξικότητας. Ο χρόνος

θανάτου και ο χρόνος κατά τον οποίο εµφανίζονται και εξαφανίζονται τα τοξικά συµπτώµατα

πρέπει να καταγράφονται.

1.6.3.∆ιαδικασία

Τα ζώα πρέπει να εγκλωβίζονται µεµονωµένα. Η επέµβαση στα ζώα µε την εξεταζόµενη ουσία

γίνεται, στην πιο ιδανική περίπτωση, 7 ηµέρες την εβδοµάδα, για µια περίοδο 28ηµερών. Τα
ζώα κάθε δορυφορικής οµάδας που προγραµµατίστηκαν για συνεχείς παρατηρήσεις πρέπει να

διατηρηθούν για 14 επιπλέον ηµέρες χωρίς επέµβαση, για να εξακριβωθεί η ανάρρωση από τις

τοξικές επιδράσεις ή η εµµονή τους. Ο χρόνος έκθεσης πρέπει να είναι τουλάχιστον 6 ώρες την

ηµέρα.

H εξεταζόµενη ουσία πρέπει να εφαρµόζεται οµοιόµορφα σε µια έκταση, η οποία είναι περίπου

το 10%της όλης επιφάνειας του σώµατος. Με πολύ τοξικές ουσίες η καλυπτόµενη επιφάνεια

µπορεί να είναι µικρότερη, αλλά όσο γίνεται περισσότερη από την επιφάνεια πρέπει να

καλύπτεται µε µία λεπτή και οµοιόµορφη στοιβάδα ουσίας.

Η εξεταζόµενη ουσία, κρατιέται σ' επαφή µε το δέρµα κατά τη διάρκεια της έκθεσης, µε τη
βοήθεια επίδεσµου από πορώδη γάζα και µιας µη ερεθιστικής ταινίας. Η δοκιµαζόµενη περιοχή

πρέπει, επιπλέον, να καλύπτεται κατάλληλα, ώστε να συγκρατείται ο επίδεσµος και η

εξεταζόµενη ουσία και έτσι να εξασφαλίζεται η µη κατάποσή της από τα πειραµατόζωα. Για να

αποφευχθεί η κατάποση της εξεταζόµενης ουσίας, µπορεί να χρησιµοποιούνται επίσης συσκευές

περιορισµού των ζώων, αλλά δεν συνιστάται η µέθοδος της απόλυτης ακινησίας. Ως
εναλλακτική λύση µπορεί να χρησιµοποιηθεί ένα «προστατευτικό κολλάρο».

Η ουσία που µένει σαν υπόλειµµα, στο τέλος της περιόδου έκθεσης, θα πρέπει να

αποµακρύνεται όταν αυτό είναι δυνατό µε νερό ή άλλη κατάλληλη µέθοδο καθαρισµού του

δέρµατος.

Όλα τα πειραµατόζωα πρέπει να εξετάζονται καθηµερινά και να καταγράφονται τα τοξικά

συµπτώµατα, ο χρόνος έναρξής τους, ο βαθµός και η διάρκειά τους. Οι παρατηρήσεις πρέπει να
περιλαµβάνουν αλλοιώσεις στο δέρµα και στο τρίχωµα, στα µάτια και στους βλεννογόνους,
όπως επίσης στο αναπνευστικό, κυκλοφοριακό, αυτόνοµο και κεντρικό νευρικό σύστηµα, στη
σωµατοκινητική δραστηριότητα και στον τρόπο συµπεριφοράς. Πρέπει, επίσης, να γίνονται

µετρήσεις της κατανάλωσης τροφής και του βάρους των ζώων µια φορά την εβδοµάδα. Η
κανονική παρατήρηση των ζώων είναι απαραίτητη για να εξασφαλίζεται ότι δεν υπάρχει

απώλεια πειραµατοζώων εξαιτίας καννιβαλισµού, αυτόλυσης των ιστών ή κακής στέγασης. Στο
τέλος της πειραµατικής περιόδου, όλα τα επιζώντα ζώα στις µη δορυφορικές οµάδες

νεκροτοµούνται. Τα ετοιµοθάνατα ζώα και τα ζώα που παρουσιάζουν συµπτώµατα έντονου

πόνου και δυσφορίας θα πρέπει να αποµακρύνονται, µόλις αυτό γίνεται αντιληπτό, να
θανατώνονται ανώδυνα και να νεκροτοµούνται.

Οι παρακάτω εξετάσεις θα πρέπει να γίνουν στο τέλος της δοκιµής σε όλα τα ζώα, των
µαρτύρων συµπεριλαµβανοµένων:

1) αιµατολογικές που να περιλαµβάνουν τουλάχιστον µετρήσεις αιµατοκρίτη, αιµοσφαιρίνης,
µετρήσεις ερυθρών αιµοσφαιρίων, λευκών και λευκοκυτταρικού τύπου, και µια µέτρηση της



πηκτικότητας του αίµατος G

2) κλινικές βιοχηµικές µετρήσεις του αίµατος που περιλαµβάνουν τουλάχιστον µια παράµετρο

της λειτουργίας του ήπατος και των νεφρών: αλανίνο αµινοτρανσφεράση του ορού (αρχικά
γνωστή σαν γλουταµίνη-πυροσταφυλική trans-αµινάση του ορού), ασπαρτική
αµινοτρανσφεράση του ορού (αρχικά γνωστή σαν γλουταµινική οξαλοοξική trans-αµινάση του

ορού), άζωτο ουρίας, αλβουµίνη, κρεατινίνη αίµατος, ολική χολερυθρίνη και ολικές πρωτεΐνες

του ορού.

Άλλοι προσδιορισµοί, οι οποίοι µπορεί να είναι αναγκαίοι για την τοξικολογική αξιολόγηση,
περιλαµβάνουν: ασβέστιο, φωσφόρο, χλώριο, νάτριο, κάλιο, δοκιµασία ανοχής στη γλυκόζη,
ανάλυση λιπιδίων, ορµονών, ισορροπία οξέων/βάσεων, µεθαιµοσφαιρίνη και δραστικότητα

χολινεστεράσης.

Μπορεί, επίσης, να χρησιµοποιηθούν και άλλοι βιοχηµικοί προσδιορισµοί για την επέκταση της

έρευνας των παρατηρηθεισών επιδράσεων.

1.6.4.Μακροσκοπική νεκροψία

Όλα τα ζώα της µελέτης πρέπει να υποβληθούν σε µία πλήρη µακροσκοπική νεκροψία. Το
συκώτι, οι νεφροί, τα επινεφρίδια και οι όρχεις πρέπει να ζυγιστούν νωπά, όσο το δυνατό
γρηγορότερα µετά την ανατοµή για την αποφυγή αποξήρανσης. Τα όργανα και οι ιστοί, δηλ.
φυσιολογικό και εκτεθειµένο δέρµα, συκώτι, νεφρά, σπλήνα, όρχεις, επινεφρίδια, καρδιά και

όργανα στόχοι (δηλαδή τα όργανα εκείνα που εµφανίζουν µακροσκοπικές αλλοιώσεις ή

µεταβολές µεγέθους) θα πρέπει να διατηρούνται σ'ένα κατάλληλο µέσο για την πιθανή,
µελλοντική ιστοπαθολογική εξέταση.

1.6.5.Ιστοπαθολογική εξέταση

Η ιστοπαθολογική εξέταση πρέπει να γίνεται στα διατηρηθέντα όργανα των ζώων της οµάδας

της υψηλότερης δόσης και των µαρτύρων. Τα όργανα και οι ιστοί που παρουσιάζουν ανωµαλίες,
που µπορεί να αποδοθούν στην υψηλότερη δόση της εξεταζόµενης ουσίας, πρέπει να
εξετάζονται και σ' όλες τις οµάδες χαµηλοτέρων δόσεων. Τα ζώα της δορυφορικής οµάδας

πρέπει να εξετάζονται ιστολογικά µε ιδιαίτερη έµφαση για κείνα τα όργανα που διαπιστώθηκε

ότι δείχνουν ανωµαλίες στις άλλες οµάδες.

2.∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

Τα δεδοµένα πρέπει να συνοψίζονται σε πίνακα, στον οποίο να φαίνεται, για κάθε πειραµατική

οµάδα, ο αριθµός των ζώων που εµφανίζουν κάθε τύπο αλλοίωσης.

Όλα τα παρατηρούµενα αποτελέσµατα πρέπει να αξιολογούνται µε µια κατάλληλη στατιστική

µέθοδο. Μπορεί να χρησιµοποιηθεί κάθε αναγνωρισµένη στατιστική µέθοδος.

3.ΣΥΝΤΑΞΗ ΕΚΘΕΣΗΣ

3.1.ΕΚΘΕΣΗ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Η έκθεση δοκιµής πρέπει, αν είναι δυνατόν, να περιλαµβάνει τις ακόλουθες πληροφορίες:

- δεδοµένα ζώων (είδος, φυλή, πηγή, συνθήκες περιβάλλοντος, διατροφή, κλπ.) G



- πειραµατικές συνθήκες (συµπεριλαµβανοµένου και του τύπου του επιδέσµου: προσροφητικού
ή µη προσροφητικού) G

- επίπεδα δόσεων (συµπεριλαµβανοµένου του φορέα, αν χρησιµοποιήθηκε) και συγκεντρώσεις
G

- µη τοξικά επίπεδα, όταν είναι δυνατόν G

- δεδοµένα τοξικών αποκρίσεων ανά δόση και φύλο G

- χρόνο θανάτου των ζώων κατά τη διάρκεια της µελέτης ή αν τα ζώα επιζούν έως το τέλος G

- τοξικές ή άλλες επιδράσεις G

- το χρόνο που παρατηρήθηκε κάθε ανωµαλία και τη διαδοχική πορεία τους G

- δεδοµένα βάρους σώµατος και κατανάλωσης τροφής G

- αιµατολογικές εξετάσεις που χρησιµοποιήθηκαν και αποτελέσµατα G

- κλινικές βιοχηµικές εξετάσεις που χρησιµοποιήθηκαν και αποτελέσµατα G

- ευρήµατα νεκροψίας G

- λεπτοµερή περιγραφή όλων των ιστοπαθολογικών ευρηµάτων G

- στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων, όταν αυτό είναι δυνατό G

- συζήτηση των αποτελεσµάτων G

- ερµηνεία των αποτελεσµάτων.

3.2.ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ

Βλέπε Γενική Εισαγωγή Μέρος Β (∆).

4.ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ

Βλέπε Γενική Εισαγωγή Μέρος Β (Ε).
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B.11.ΜΕΤΑΛΛΑΞΟΓΕΝΕΤΙΚΟΤΗΤΑ – IN VIVO ∆ΟΚΙΜΗ ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΩΝ ΕΚΤΡΟΠΩΝ

ΜΥΕΛΟΥ ΤΩΝ ΟΣΤΩΝ ΣΕ ΘΗΛΑΣΤΙΚΑ

1. ΜΕΘΟ∆ΟΣ

Η παρούσα µέθοδος αποτελεί αντιγραφή της OECD TG 475, Mammalian Bone Marrow Chromosome Aberration
Test (1997).

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Η in vivo δοκιµή χρωµοσωµικών εκτροπών σε θηλαστικά χρησιµοποιείται για την ανίχνευση δοµικών

χρωµοσωµικών εκτροπών που προκαλούνται από την υπό δοκιµή ουσία στα κύτταρα του µυελού των οστών ζώων,
συνήθως τρωκτικών (1)(2)(3)(4).Οι δοµικές χρωµοσωµικέςεκτροπές µπορεί να είναι δύο τύπων, χρωµοσωµικές ή
χρωµατιδικές. Τυχόν αύξηση στην πολυπλοειδία µπορεί να σηµαίνει ότι µία χηµική ουσία έχει τη δυνατότητα να
επάγει αριθµητικές εκτροπές. Τα περισσότερα χηµικά µεταλλαξογόνα προκαλούν εκτροπές χρωµατιδικού τύπου,
απαντώνται όµως και εκτροπές χρωµοσωµικού τύπου. Οι χρωµοσωµικές µεταλλάξεις και τα συναφή συµβάντα
αποτελούν αίτιο πολλών γενετικών ασθενειών του ανθρώπου και υπάρχουν ουσιαστικές ενδείξεις ότι οι

χρωµοσωµικές µεταλλάξεις και τα συναφή συµβάντα που προκαλούν αλλοιώσεις σε ογκογονίδια και ογκογενή

αποκαταστατικά γονίδια σωµατικών κυττάρων συνδέονται µε την εµφάνιση καρκίνου σε ανθρώπους και σε

πειραµατικά συστήµατα.

Στην παρούσα δοκιµή χρησιµοποιούνται συνήθως τρωκτικά. Στη δοκιµή αυτή, ιστός-στόχος είναι ο µυελός των
οστών επειδή παρουσιάζει έντονη αγγείωση και περιλαµβάνει κύτταρα µε ταχύ κυτταρικό κύκλο που µπορούν

εύκολα να αποµονωθούν και να υποβληθούν σε κατεργασία. Τα υπόλοιπα είδη και ιστοί-στόχοι δεν εµπίπτουν στο
θέµα της παρούσας µεθόδου.

Η παρούσα δοκιµή χρωµοσωµικών εκτροπών έχει άµεση σχέση µε την εκτίµηση του κινδύνου µεταλλαξογένεσης

δεδοµένου ότι επιτρέπει την εξέταση παραγόντων in vivo µεταβολισµού, φαρµακοκινητικής και διεργασιών
επιδιόρθωσης DNA αν και οι παράγοντες αυτοί µπορεί να διαφέρουν µεταξύ ειδών και µεταξύ ιστών. Η in vivo
δοκιµή είναι επίσης χρήσιµη για περαιτέρω διερεύνηση τυχόν µεταλλαξογόνου δράσης που εντοπίζεται σε in vitro
δοκιµή.

Εάν υπάρχουν ενδείξεις ότι η υπό δοκιµή ουσία, ή οι µεταβολίτες της, δεν φθάνει στον ιστό-στόχο, δεν
προσφέρεται η χρήση της παρούσας δοκιµής.

Βλ. επίσης Γενική Εισαγωγή, Μέρος B.

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ

Εκτροπή χρωµατιδικού τύπου: δοµική χρωµοσωµική βλάβη που εµφανίζεται ως ρήξη µεµονωµένων χρωµατιδών
ή ρήξη και επανένωση µεταξύ χρωµατιδών.

Εκτροπή χρωµοσωµικού τύπου: δοµική χρωµοσωµική βλάβη που εµφανίζεται ως ρήξη, ή ρήξη και επανένωση,
και των δύο χρωµατιδών στην ίδια θέση.

Ενδοαναδιπλασιασµός: διεργασία κατά την οποία έπειτα από µία S φάση αντιγραφής DNA, ο πυρήνας δεν

υφίσταται µίτωση αλλά ξεκινά µία νέα Sφάση. Το αποτέλεσµα είναι χρωµοσώµατα µε 4, 8, 16, ...χρωµατίδες.



Χάσµα: αχρωµατική βλάβη µικρότερη από το πλάτος µιας χρωµατίδης και µε ελάχιστη απευθυγράµµιση της ή των
χρωµατιδών.

Αριθµητική εκτροπή: µεταβολή του αριθµού των χρωµοσωµάτων από τον κανονικό χαρακτηριστικό αριθµό των
χρησιµοποιουµένων κυττάρων.

Πολυπλοειδία: πολλαπλάσιο του απλοειδούς χρωµοσωµικού αριθµού (n) πέραν του διπλοειδούς αριθµού (δηλ. 3n,
4nκ.ο.κ).

∆οµική εκτροπή: µεταβολή της δοµής των χρωµοσωµάτων που εντοπίζεται µε παρατήρηση στο µικροσκόπιο του

σταδίου της µεταφάσεως της διαίρεσης των κυττάρων και γίνεται αντιληπτή µε τη µορφή απαλείψεων και

θραυσµάτων, ενδοανταλλαγών ή ανταλλαγών

1.3 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Τα ζώα εκτίθενται στην υπό δοκιµή ουσία από µία κατάλληλη οδό εκθέσεως και θυσιάζονται σε κατάλληλες

χρονικές στιγµές µετά την αγωγή. Πριν από τη θυσία, τα ζώα υποβάλλονται σε αγωγή µε ένα παράγοντα αναστολής
µεταφάσεως (π.χ. κολχικίνη ή Colcemid). Στη συνέχεια, από τα κύτταρα του µυελού των οστών, παρασκευάζονται
χρωµοσωµικά παρασκευάσµατα τα οποία χρωµατίζονται και τα µεταφασικά κύτταρα εξετάζονται προς εντοπισµό

τυχόν χρωµοσωµικών εκτροπών.

1.4 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

1.4.1 Προετοιµασίες

1.4.1.1 Επιλογή ζωϊκών ειδών

Συνήθως χρησιµοποιούνται επίµυες, ποντικοί και κινέζικοι κρικητοί, αν και µπορεί να χρησιµοποιηθεί και

οποιοδήποτε άλλο κατάλληλο είδος θηλαστικού. Θα πρέπει να χρησιµοποιούνται συνήθως χρησιµοποιούµενες

εργαστηριακές φυλές νεαρών υγιών ενήλικων ζώων. Στην αρχή της δοκιµής, οι διαφορές στα βάρη των ζώων θα
πρέπει να είναι ελάχιστες και να µην υπερβαίνουν το ± 20%του µέσου βάρους κάθε φύλου.

1.4.1.2 Συνθήκες στέγασης και διατροφής

Εφαρµόζονται οι γενικές συνθήκες που αναφέρονται στη Γενική Εισαγωγή του Μέρους Β, αν και ο στόχος για την
υγρασία θα πρέπει να είναι 50-60%.

1.4.1.3 Προετοιµασία των ζώων

Υγιή νεαρά ενήλικα ζώα χωρίζονται τυχαία σε οµάδες µαρτυρίας και αγωγής. Τα κλουβιά θα πρέπει να

διατάσσονται µε τέτοιο τρόπο ώστε να ελαχιστοποιούνται τυχόν πιθανές επιδράσεις από τη θέση των κλουβιών.
Κάθε ζώο παίρνει ξεχωριστή ταυτότητα. Τα ζώα εγκλιµατίζονται στις εργαστηριακές συνθήκες για πέντε

τουλάχιστον ηµέρες.



1.4.1.4 Προετοιµασία των δόσεων

Στερεές υπό δοκιµή ουσίες θα πρέπει να διαλύονται ή να τίθενται υπό µορφή εναιωρήµατος σε κατάλληλους

διαλύτες ή φορείς και να αραιώνονται, εφόσον χρειάζεται, πριν να χορηγηθούν στα ζώα. Oι υγρές υπό δοκιµή
ουσίες µπορούν να χορηγούνται απευθείας ως έχουν ή αραιωµένες. Θα πρέπει να χρησιµοποιούνται πρόσφατα
παρασκευάσµατα της υπό δοκιµή ουσίας εκτός κι αν τα στοιχεία τα σχετικά µε τη σταθερότητα της ουσίας

επιτρέπουν τη χρήση έτοιµων παρασκευασµάτων.

1.4.2 Συνθήκες δοκιµής

1.4.2.1 ∆ιαλύτης/φορέας

Ο διαλύτης/φορέας δεν θα πρέπει να εµφανίζει τοξική δράση στα χρησιµοποιούµενα επίπεδα δόσεων αλλά ούτε και
να υπάρχουν υπόνοιες για πιθανή χηµική αντίδρασή του µε την υπό δοκιµή ουσία. . Εφόσον ο χρησιµοποιούµενος
διαλύτης/φορέας δεν είναι από τους γνωστούς, η χρήση του θα πρέπει να στηρίζεται στην ύπαρξη στοιχείων που
αποδεικνύουν τη συµβατότητά του. Συνιστάται, εφόσον είναι δυνατό, να εξετάζεται πρώτα αν µπορεί να

χρησιµοποιηθεί υδατικός διαλύτης/φορέας

1.4.2.2 Μάρτυρες

Σε κάθε δοκιµή θα πρέπει να περιλαµβάνονται παράλληλα θετικοί και αρνητικοί (διαλύτης ή φορέας) µάρτυρες για
κάθε φύλο. Με εξαίρεση την αγωγή µε την υπό δοκιµή ουσία, τα ζώα στις οµάδες µαρτυρίας θα πρέπει να

αντιµετωπίζονται µε τον ίδιο ακριβώς τρόπο µε εκείνο των ζώων στις υποβαλλόµενες σε αγωγή οµάδες.

Οι θετικοί µάρτυρες θα πρέπει να προκαλούν δοµικές εκτροπές in vivo σε επίπεδα έκθεσης που αναµένεται να

δώσουν ανιχνεύσιµη αύξηση πάνω από το βασικό όριο. Οι δόσεις των θετικών µαρτύρων θα πρέπει να επιλέγονται
έτσι ώστε τα αποτελέσµατα να είναι σαφή αλλά να µην αποκαλύπτουν αµέσως την ταυτότητα των

κωδικοποιηµένων αντικειµενοφόρων στον παρατηρητή. Οι θετικοί µάρτυρες µπορούν να χορηγούνται και από οδό
διαφορετική από εκείνη της υπό δοκιµή ουσίας και να δειγµατίζονται µόνο µία φορά. Εφόσον υπάρχουν, µπορεί να
εξετάζεται η χρήση θετικών µαρτύρων παρόµοιας χηµικής τάξης. Παραδείγµατα ουσιών-θετικών µαρτύρων είναι:

Ουσία Αριθ. CAS Αριθ. EINECS

Μεθανοσουλφονικός

αιθυλεστέρας

62-50-0 200-536-7

Αιθυλο νιτροζουρία 759-73-9 212-072-2

Μιτοµυκίνη C 50-07-7 200-008-6

Κυκλοφωσφαµίδιο

Μονοένυδρο κυκλοφωσφαµίδιο

50-18-0

6055-19-2

200-015-4

Τριαιθυλενοµελαµίνη 51-18-3 200-083-5



Σε κάθε δειγµατοληψία θα πρέπει να περιλαµβάνονται και αρνητικοί µάρτυρες, υποβληθέντες σε αγωγή µόνο µε
διαλύτη ή φορέα αλλά µε τον ίδιο κατά τα άλλα τρόπο µε εκείνο των οµάδων της υπό δοκιµή ουσίας, εκτός κι αν
από προϋπάρχοντα στοιχεία για τους µάρτυρες προκύπτουν αποδεκτές διαφοροποιήσεις και συχνότητες κυττάρων

µε χρωµοσωµικές εκτροπές. Εάν για τους αρνητικούς µάρτυρες γίνεται µία µόνο δειγµατοληψία, ο καταλληλότερος
χρόνος είναι ο χρόνος της πρώτης δειγµατοληψίας. Επιπλέον, θα πρέπει να χρησιµοποιούνται και µη υποβληθέντες
σε αγωγή µάρτυρες εκτός αν υπάρχουν ιστορικά ή δηµοσιευµένα στοιχεία που αποδεικνύουν ότι ο επιλεγείς

διαλύτης/φορέας δεν επιφέρει επιβλαβή ή µεταλλαξογόνα αποτελέσµατα

1.5 ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ

1.5.1 Αριθµός και φύλο των ζώων

Κάθε υποβαλλόµενη σε αγωγή οµάδα και οµάδα-µάρτυρας πρέπει να περιλαµβάνει 5 τουλάχιστον προς εξέταση

ζώα ανά φύλο. Εάν κατά το χρόνο της δοκιµής υπάρχουν διαθέσιµα δεδοµένα από µελέτες στο ίδιο είδος ζώου µε τη
ίδια οδό έκθεσης που αποδεικνύουν ότι δεν υπάρχουν ουσιαστικές διαφορές στην τοξικότητα µεταξύ φύλων, αρκεί
τότε η διεξαγωγή δοκιµής σε ένα µόνο φύλο. Στις περιπτώσεις όπου η έκθεση των ανθρώπων στις χηµικές ουσίες
εξαρτάται από το φύλο, όπως π.χ. µπορεί να συµβεί στην περίπτωση ορισµένων φαρµακευτικών παραγόντων, η
δοκιµή θα πρέπει να εκτελείται µε ζώα του αντίστοιχου φύλου.

1.5.2 Χρονοδιάγραµµα αγωγής

Οι υπό δοκιµή ουσίες χορηγούνται κατά προτίµηση µε εφάπαξ αγωγή. Οι υπό δοκιµή ουσίες µπορούν επίσης να
χορηγηθούν και διακεκοµµένα, δηλ. δύο αγωγές την ίδια ηµέρα που να µην απέχουν χρονικά περισσότερο από
µερικές ώρες, για να διευκολυνθεί η χορήγηση µεγάλης ποσότητας ουσίας. ‘Αλλοι τυχόν χρησιµοποιούµενοι τρόποι
αγωγής θα πρέπει να αιτιολογούνται επιστηµονικώς.

Τα δείγµατα θα πρέπει να λαµβάνονται σε δύο διαφορετικές χρονικές στιγµές µετά την αγωγή της µίας ηµέρας. Για
τα τρωκτικά, η πρώτη δειγµατοληψία γίνεται σε χρόνο που αντιστοιχεί στο 1,5 της κανονικής διάρκειας του

κυτταρικού κύκλου (ο τελευταίος είναι κανονικά 12-18 h)µετά την αγωγή. Επειδή ο απαιτούµενος χρόνος για την
πρόσληψη και το µεταβολισµό της υπό δοκιµή ουσίας καθώς επίσης και η επίδρασή της στην κινητική του

κυτταρικού κύκλου µπορεί να επηρεάσει τον άριστο ενδεικνυόµενο χρόνο για την ανίχνευση χρωµοσωµικής

εκτροπής, συνιστάται να γίνεται µία δεύτερη δειγµατοληψία 24 ώρες µετά την πρώτη. Εφόσον η χορήγηση της
ουσίας γίνεται σε χρονικό διάστηµα που υπερβαίνει την µία ηµέρα, η δειγµατοληψία θα πρέπει να γίνεται έπειτα από
χρονικό διάστηµα που να αντιστοιχεί στο 1,5 της κανονικής διάρκειας του κυτταρικού κύκλου µετρούµενο από την

τελική αγωγή.

Πριν από τη θυσία, στα ζώα εγχύεται ενδοπεριτοναϊκώς κατάλληλη δόση παράγοντα αναστολής µετάφασης (π.χ.
Colcemid ή κολχικίνη). Σε κατάλληλη µεταγενέστερη χρονική στιγµή πραγµατοποιείται στα ζώα δειγµατοληψία.
Για τους ποντικούς, η καταλληλότερη στιγµή είναι περίπου 3-5 ώρες, ενώ για τους κινέζικους κρικητούς το

διάστηµα αυτό αντιστοιχεί περίπου σε 4-5ώρες. Συλλέγονται κύτταρα από το µυελό των οστών και εξετάζονται από
πλευράς χρωµοσωµικών εκτροπών.



1.5.3 Επίπεδα δόσεων

Εάν εκτελεστεί δοκιµή ανεύρεσης εύρους επειδή δεν υπάρχουν κατάλληλα διαθέσιµα δεδοµένα, αυτή θα πρέπει να
εκτελείται στο ίδιο εργαστήριο, µε το ίδιο είδος, φυλή, φύλο και τρόπο αγωγής που χρησιµοποιείται στην κύρια
δοκιµή (5). Εφόσον υπάρχει τοξικότητα, για την πρώτη δειγµατοληψία χρησιµοποιούνται τρία επίπεδα δόσεων. Τα
επίπεδα αυτά δόσεων θα πρέπει να καλύπτουν µία περιοχή από τη µέγιστη µέχρι τη χαµηλή ή µηδενική τοξικότητα.
Για τη µεταγενέστερη δειγµατοληψία, χρειάζεται να χρησιµοποιηθεί µόνο η µέγιστη δόση. Η µέγιστη δόση ορίζεται

ως η δόση που παρέχει σηµεία τοξικότητας τέτοια ώστε τυχόν υψηλότερα επίπεδα δόσης, µε βάση τον ίδιο τρόπο
χορήγησης, να αναµένεται φυσιολογικά να οδηγήσουν σε φαινόµενα θνησιµότητας. Ουσίες µε ειδικές βιολογικές
δράσεις σε χαµηλές µη τοξικές δόσεις (όπως ορµόνες και µιτωγόνα) µπορεί να αποτελούν εξαιρέσεις στα κριτήρια
ρύθµισης των δόσεων και θα πρέπει να αξιολογούνται κατά περίπτωση. Η µέγιστη δόση µπορεί επίσης να οριστεί

και ως η δόση που παρέχει ορισµένες ενδείξεις τοξικότητας στο µυελό των οστών (π.χ. µεγαλύτερη από 50%
µείωση στο µιτωτικό δείκτη)

1.5.4 ∆οκιµή οριακής δόσης

Εάν µία δοκιµή µε ένα επίπεδο δόσης τουλάχιστον 2000 mg/kgβάρους σώµατος στην οποία χρησιµοποιείται µία
µόνη αγωγή, ή δύο αγωγές την ίδια µέρα, δεν δώσει ορατά τοξικά αποτελέσµατα, και εφόσον δεν αναµένεται η
εµφάνιση γονοτοξικότητας µε βάση στοιχεία από ουσίες σχετικής δοµής, τότε µπορεί να κριθεί ως µη αναγκαία η
εκτέλεση πλήρους µελέτης µε τρία επίπεδα δόσης. Σε δοκιµές µεγαλύτερης διάρκειας, η οριακή δόση είναι 2000
mg/kg βάρους σώµατος/ηµέρα για αγωγή µέχρι 14 ηµέρες και 1000 mg/kgβάρους σώµατος/day για αγωγή

µεγαλύτερη από 14 ηµέρες. Η αναµενόµενη ανθρώπινη έκθεση µπορεί να αποτελέσει ένδειξη ότι πρέπει να

χρησιµοποιηθεί υψηλότερο επίπεδο δόσης στη δοκιµή οριακής δόσης.

1.5.5 Χορήγηση των δόσεων

Η υπό δοκιµή ουσία χορηγείται συνήθως µε διασωλήνωση χρησιµοποιώντας στοµαχικό σωλήνα ή κατάλληλο

σωλήνα διασωλήνωσης ή µε ενδοπεριτοναϊκή έγχυση. Μπορούν να χρησιµοποιηθούν και άλλες οδοί έκθεσης

εφόσον µπορούν να αιτιολογηθούν. Ο µέγιστος όγκος υγρού που µπορεί να χορηγηθεί µε διασωλήνωση ή έγχυση

εφάπαξ εξαρτάται από το µέγεθος του πειραµατόζωου. Ο όγκος δεν θα πρέπει να υπερβαίνει τα 2 ml/100gβάρους
σώµατος. Αν χρησιµοποιηθούν µεγαλύτεροι όγκοι, αυτό πρέπει να αιτιολογείται. Με εξαίρεση τις ερεθιστικές ή
διαβρωτικές ουσίες οι οποίες κανονικά εµφανίζουν εντονότερα αποτελέσµατα σε υψηλότερες συγκεντρώσεις, οι
διαφοροποιήσεις στον όγκο θα πρέπει να ελαχιστοποιούνται προσαρµόζοντας τη συγκέντρωση ώστε να

διασφαλίζεται σταθερός όγκος σε όλα τα επίπεδα δόσεων.

1.5.6 Προετοιµασία των χρωµοσωµάτων

Αµέσως µετά τη θυσία λαµβάνεται µυελός των οστών, εκτίθεται σε υπότονο διάλυµα και στερεώνεται. Τα κύτταρα
κατόπιν απλώνονται σε αντικειµενοφόρους πλάκες και χρωµατίζονται.



1.5.7 Aνάλυση

Θα πρέπει να προσδιορίζεται ο µιτωτικός δείκτης ως µέτρο της κυτταροτοξικότητας σε 1000τουλάχιστον κύτταρα
ανά ζώο για όλα τα υποβληθέντα σε αγωγή ζώα (συµπεριλαµβανοµένων και των θετικών µαρτύρων) και τα µη
υποβληθέντα σε αγωγή ζώα-αρνητικούς µάρτυρες.

Για κάθε ζώο θα πρέπει να εξετάζονται τουλάχιστον 100 κύτταρα. Ο αριθµός αυτός µπορεί να µειωθεί όταν

παρατηρείται υψηλός αριθµός εκτροπών. ‘Ολες οι αντικειµενοφόροι, συµπεριλαµβανοµένων και εκείνων των

θετικών και αρνητικών µαρτύρων, θα πρέπει να λαµβάνουν έναν ανεξάρτητο κωδικό πρίν από την εξέταση στο
µικροσκόπιο. Επειδή οι διαδικασίες προετοιµασίας των αντικειµενοφόρων απολήγουν συχνά στη ρήξη ενός

ποσοστού µεταφάσεων µε απώλεια χρωµοσωµάτων, τα καταµετρούµενα κύτταρα θα πρέπει συνεπώς να περιέχουν
έναν αριθµό κεντροµεριδίων ίσο µε τον αριθµό 2n ± 2.

2. ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Θα πρέπει να παρουσιάζονται µε µορφή πίνακα επιµέρους στοιχεία για τα ζώα. Η πειραµατική µονάδα είναι το ζώο.
Για κάθε ζώο θα πρέπει να εκτιµάται ο αριθµός των καταµετρηθέντων κυττάρων, ο αριθµός των εκτροπών ανά
κύτταρο και το ποσοστό των κυττάρων µε δοµική ή δοµικές χρωµοσωµικές εκτροπές. Οι διάφοροι τύποι δοµικών
χρωµοσωµικών εκτροπών θα πρέπει να καταγράφονται µε τον αριθµό και τη συχνότητά τους στις υποβληθείσες σε

αγωγή και τις οµάδες-µάρτυρες. Τα χάσµατα καταγράφονται ξεχωριστά και περιλαµβάνονται στην έκθεση, γενικά
όµως δεν περιλαµβάνονται στη συνολική συχνότητα εκτροπών. Εφόσον δεν υπάρχουν ενδείξεις διαφοράς

αποκρίσεως ανάλογα µε το φύλο, τα δεδοµένα από τα δύο φύλα µπορούν να συνδυάζονται για στατιστική ανάλυση

2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Για να θεωρηθεί ένα αποτέλεσµα ως θετικό υπάρχουν διάφορα κριτήρια όπως η σχετιζόµενη µε τη δόση αύξηση στο

σχετικό αριθµό κυττάρων µε χρωµοσωµικές εκτροπές ή η σαφής αύξηση στον αριθµό των κυττάρων µε εκτροπές σε

οµάδα µίας µόνης δόσης σε µία µόνη δειγµατοληψία. Πρώτα θα πρέπει να εξετάζεται η βιολογική σχετικότητα των
αποτελεσµάτων. Ως βοήθηµα στην αξιολόγηση των αποτελεσµάτων των δοκιµών µπορούν να χρησιµοποιούνται και
στατιστικές µέθοδοι (6). Σε µία θετική απόκριση δεν θα πρέπει ως µοναδικός αποφασιστικός παράγοντας να

λαµβάνεται η στατιστική σηµαντικότητα. Τυχόν διφορούµενα αποτελέσµατα θα πρέπει να διασαφηνίζονται µε

περαιτέρω δοκιµές, τροποποιώντας, κατά προτίµηση, τις πειραµατικές συνθήκες.

Τυχόν αύξηση στην πολυπλοειδία µπορεί να σηµαίνει ότι η υπό δοκιµή ουσία µπορεί να επάγει αριθµητικές

χρωµοσωµικές εκτροπές. Τυχόν αύξηση στον ενδοαναδιπλασιασµό µπορεί να σηµαίνει ότι η υπό δοκιµή ουσία
µπορεί να παρεµποδίζει την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου (7)(8).

Εφόσον τα αποτελέσµατα για µία υπό δοκιµή ουσία δεν πληρούν τα ανωτέρω κριτήρια, η ουσία αυτή θεωρείται ως
µη µεταλλαξογόνος στη δοκιµή αυτή.

Αν και τα περισσότερα πειράµατα θα δίνουν σαφώς θετικά ή αρνητικά αποτελέσµατα, σε σπάνιες περιπτώσεις τα
δεδοµένα ενδέχεται να µην επιτρέπουν τη εξαγωγή οριστικού συµπεράσµατος σχετικά µε τη δραστικότητα της υπό

δοκιµή ουσίας. Τα αποτελέσµατα µπορεί να παραµένουν διφορούµενα ή αµφισβητήσιµα άσχετα µε το πόσες φορές
θα επαναληφθεί το πείραµα.

Θετικά αποτελέσµατα από την in vivo δοκιµή χρωµοσωµικών εκτροπών δείχνουν ότι η υπό δοκιµή ουσία επάγει

χρωµοσωµικές εκτροπές στο µυελό των οστών των εξετασθέντων ειδών. Αρνητικά αποτελέσµατα δείχνουν ότι, υπό
τις συνθήκες της δοκιµής, η υπό δοκιµή ουσία δεν επάγει χρωµοσωµικές εκτροπές στο µυελό των οστών των
εξετασθέντων ειδών.

Θα πρέπει να εξετάζεται η πιθανότητα πρόσβασης της υπό δοκιµή ουσίας ή των µεταβολιτών της στη γενική

κυκλοφορία ή ειδικότερα στον ιστό στόχο (π.χ. συστεµική τοξικότητα).



3. ΑΝΑΦΟΡΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

ΕΚΘΕΣΗ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Η έκθεση δοκιµής πρέπει να περιλαµβάνει τα ακόλουθα στοιχεία:

∆ιαλύτης/Φορέας

• αιτιολόγηση της επιλογής του φορέα,

• διαλυτότητα και σταθερότητα της υπό δοκιµή ουσίας στο διαλύτη/φορές, εφόσον είναι γνωστές,

Εξετασθέντα ζώα:

• χρησιµοποιηθέν είδος/φυλή,

• αριθµό, ηλικία και φύλο των ζώων,

• πηγή, συνθήκες στέγασης, δίαιτα, κλπ,

• βάρος των µεµονωµένων ζώων στην έναρξη της δοκιµής, συµπεριλαµβανοµένου του εύρους των βαρών

σώµατος, της µέσης τιµής και της τυπικής απόκλισης για κάθε οµάδα

Συνθήκες δοκιµής:

• θετικούς και αρνητικούς (φορέας/διαλύτης) µάρτυρες,

• στοιχεία από τη µελέτη του εύρους, εφόσον έγινε,

• αιτιολογία της επιλογής του επιπέδου δόσεως,

• λεπτοµέρειες για την προετοιµασία της υπό δοκιµή ουσίας,

• λεπτοµέρειες για τη χορήγηση της υπό δοκιµή ουσίας,

• αιτιολογία της χρησιµοποιηθείσας οδού χορήγησης,

• µεθόδους επαλήθευσης του ότι η υπό δοκιµή ουσία έφθασε στη γενική κυκλοφορία ή στον ιστό στόχο, εφόσον
συντρέχει περίπτωση,

• µετατροπή της συγκέντρωσης (ppm) της υπό δοκιµή ουσίας στη δίαιτα/πόσιµο νερό στην πραγµατική δόση
(mg/kgβάρους σώµατος/ηµέρα), εφόσον χρειάζεται,

• στοιχεία για την ποιότητα της τροφής και του νερού

• λεπτοµερή περιγραφή των σχηµάτων αγωγής και δειγµατοληψίας,

• µεθόδους για τις µετρήσεις της τοξικότητας,

• ταυτότητα της ουσίας αναστολής της µετάφασης, συγκέντρωση αυτής και διάρκεια της αγωγής,

• µεθόδους προετοιµασίας αντικειµενοφόρων,

• κριτήρια καταµέτρησης των εκτροπών,

• αριθµό εξετασθέντων κυττάρων ανά ζώο,

• κριτήρια κατάταξης της δοκιµής ως θετικής, αρνητικής ή διφορούµενης.



Αποτελέσµατα:

• σηµάδια τοξικότητας,

• µιτωτικό δείκτη,

• τύπο και αριθµό εκτροπών ξεχωριστά για κάθε ζώο,

• ολικό αριθµό εκτροπών ανά οµάδα µε µέσες τιµές και τυπικές αποκλίσεις,

• αριθµό κυττάρων µε εκτροπές ανά οµάδα µε µέσες τιµές και τυπικές αποκλίσεις

• αλλαγές στην πλοειδία, εφόσον παρατηρήθηκαν,

• σχέση δόσης-απόκρισης, όπου είναι δυνατό,

• στατιστικές αναλύσεις, εφόσον υπάρχουν,

• τα παράλληλα στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύτης/φορέας) µάρτυρες,

• ιστορικά στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύτης/φορέας) µάρτυρες, µε εύρη, µέσες τιµές και τυπικές

αποκλίσεις.

• τα παράλληλα στοιχεία για τους θετικούς µάρτυρες

Εξέταση των αποτελεσµάτων

Συµπεράσµατα
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B. 12. METAΛΛΑΞΟΓΕΝΕΤΙΚΟΤΗΤΑ - IN VIVO ∆ΟΚΙΜΗ ΜΙΚΡΟΠΥΡΗΝΩΝ

ΕΡΥΘΡΟΚΥΤΤΑΡΩΝ ΘΗΛΑΣΤΙΚΩΝ

1. ΜΕΘΟ∆ΟΣ

Η παρούσα µέθοδος αποτελεί αντιγραφή της OECD TG 474, Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test (1997).

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Η in vivo δοκιµή µικροπυρήνων σε θηλαστικά χρησιµοποιείται για την ανίχνευση βλάβης προκαλούµενης από την

υπό δοκιµή ουσία στα χρωµοσώµατα ή τη µιτωτική συσκευή ερυθροβλαστών µε εξέταση ερυθροκυττάρων

λαµβανοµένων από το µυελό των οστών και/ή περιφερικά αιµοκύτταρα ζώων, συνήθως τρωκτικών.

Σκοπός της δοκιµής µικροπυρήνων είναι η αναγνώριση ουσιών που προκαλούν κυτταρογενετική βλάβη που

απολήγει στο σχηµατισµό µικροπυρήνων που περιέχουν λανθάνοντα χρωµοσωµικά θραύσµατα ή ολόκληρα

χρωµοσώµατα.

‘Οταν ένας ερυθροβλάστης µυελού των οστών αναπτυχθεί σε πολυχρωµικό ερυθροκύτταρο, ο κύριος πυρήνας

εκβάλλεται και οι µικροπυρήνες που έχουν σχηµατιστεί µπορεί να παραµείνουν πίσω στο άλλως απύρηνο

κυτταρόπλασµα. Η παρατήρηση των µικροπυρήνων διευκολύνεται στα κύτταρα αυτά επειδή δεν έχουν κύριο

πυρήνα. Τυχόν αύξηση στη συχνότητα των περιεχόντων µικροπυρήνες πολυχρωµικών ερυθροκυττάρων στα ζώα

που έχουν υποβληθεί σε αγωγή αποτελεί ένδειξη προκληθείσας χρωµοσωµικής βλάβης.

Στη δοκιµή αυτή χρησιµοποιείται συνήθως µυελός των οστών τρωκτικών επειδή στον ιστό αυτό παράγονται

πολυχρωµικά ερυθροκύτταρα. Εξ ίσου αποδεκτή είναι και η µέτρηση φερόντων µικροπυρήνες άωρων

(πολυχρωµικών) ερυθροκυττάρων στο περιφερικό αίµα σε οποιοδήποτε είδος στο οποίο έχει καταδειχθεί ότι ο

σπλήνας δεν µπορεί να αποµακρύνει ερυθροκύτταρα που φέρουν µικροπυρήνες ή το οποίο εµφανίζει ικανή

ευαισθησία στην ανίχνευση παραγόντων που προκαλούν δοµικές ή αριθµητικές χρωµοσωµικές εκτροπές. Οι

µικροπυρήνες µπορούν να διακριθούν µε βάση ορισµένα κριτήρια. Στα κριτήρια αυτά περιλαµβάνεται ο εντοπισµός

της παρουσίας ή απουσίας DNA κινητοχώρου ή κεντροµεριδίου στους µικροπυρήνες. Βασικό τελικό σηµείο είναι η

εύρεση της συχνότητας των φερόντων µικροπυρήνες άωρων (πολυχρωµικών) ερυθροκυττάρων. Ως βασικό τελικό

σηµείο της δοκιµής µπορεί να χρησιµοποιηθεί και η εύρεση του αριθµού των ώριµων (ορθοχρωµικών)
ερυθροκυττάρων στο περιφερικό αίµα που περιέχουν µικροπυρήνες µεταξύ ενός δεδοµένου αριθµού ώριµων

ερυθροκυττάρων όταν τα ζώα υποβάλλονται σε αγωγή συνεχώς επί 4 εβδοµάδες ή και περισσότερο.

Αυτή η in vivo δοκιµή µικροπυρήνων στα θηλαστικά έχει άµεση σχέση µε την εκτίµηση του κινδύνου

µεταλλαξογένεσης δεδοµένου ότι επιτρέπει την εξέταση παραγόντων του in vivo µεταβολισµού, φαρµακοκινητικής
και διεργασιών επιδιόρθωσης DNA αν και αυτοί µπορεί να ποικίλλουν ανάλογα µε το είδος, ανάλογα µε τον ιστό

και ανάλογα µε τα γενετικά τελικά σηµεία. Οι in vivo δοκιµές είναι επίσης χρήσιµες για την περαιτέρω διερεύνηση

της µεταλλαξογενούς δράσης που ανιχνεύεται από ένα in vitro σύστηµα.

Εάν υπάρχουν ενδείξεις ότι η υπό δοκιµή ουσία, ή µεταβολίτης της, δεν θα φθάσει στον ιστό στόχο, δεν

προσφέρεται η χρήση της παρούσας δοκιµής.

Βλ. επίσης Γενική Εισαγωγή Μέρος B.



1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ

Κεντροµερίδιο (K ινητοχώρος): Περιοχή ή περιοχές ενός χρωµοσώµατος µε τις οποίες τα ινίδια της ατράκτου

ενώνονται κατά τη διάρκεια της διαίρεσης του κυττάρου δίνοντας τη δυνατότητα µεθοδευµένης κίνησης των

θυγατρικών χρωµοσωµάτων προς τους πόλους των θυγατρικών κυττάρων.

Μικροπυρήνες: Μικροί πυρήνες, διάκριτοι και επιπλέον των κύριων πυρήνων των κυττάρων, που παράγονται κατά
τη διάρκεια της τελόφασης της µίτωσης (µείωση) από λανθάνοντα χρωµοσωµικά θραύσµατα ή ολόκληρα

χρωµοσώµατα.

Ορθοχρωµικό ερυθροκύτταρο: ‘Ωριµο ερυθροκύτταρο χωρίς ριβοσώµατα που διακρίνεται από τα άωρα,
πολυχρωµικά ερυθροκύτταρα µέσω επιλεκτικών για τα ριβοσώµατα χρώσεων.

Πολυχρωµικό ερυθροκύτταρο: ‘Αωρο ερυθροκύτταρο, σε ενδιάµεσο στάδιο ανάπτυξης, που περιέχει ακόµη

ριβοσώµατα και συνεπώς µπορεί να διακριθεί από τα ώριµα, ορθοχρωµικά ερυθροκύτταρα µε χρώσεις ειδικές για τα

ριβοσώµατα.

1.3 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ

Τα ζώα εκτίθενται στην υπό δοκιµή ουσία µέσω κατάλληλης οδού χορήγησης. Εφόσον χρησιµοποιείται µυελός των
οστών, τα ζώα θυσιάζονται σε κατάλληλες χρονικές στιγµές µετά την αγωγή, εξάγεται ο µυελός των οστών και στη

συνέχεια τα λαµβανόµενα παρασκευάσµατα χρωµατίζονται (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7). ‘Οταν χρησιµοποιείται περιφερικό
αίµα, το αίµα συλλέγεται σε κατάλληλες χρονικές στιγµές µετά την αγωγή και τα λαµβανόµενα παρασκευάσµατα

επίστρωσης χρωµατίζονται (4)(8)(9)(10).Στις δοκιµές µε περιφερικό αίµα θα πρέπει να µεσολαβεί όσο το δυνατό

λιγότερος χρόνος µεταξύ της τελευταίας έκθεσης και της συλλογής των κυττάρων. Τα παρασκευάσµατα εξετάζονται

για να διαπιστωθεί η παρουσία ή µη µικροπυρήνων.

1.4 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

1.4.1 Προετοιµασίες

1.4.1.1 Επιλογή ζωϊκών ειδών

Εφόσον για τη δοκιµή χρησιµοποιείται µυελός των οστών, συνιστάται η χρήση ποντικών ή επίµυων αν και µπορεί

να χρησιµοποιηθεί οποιοδήποτε κατάλληλο είδος θηλαστικού. ‘Οταν χρησιµοποιείται περιφερικό αίµα, συνιστάται η
χρήση ποντικών. Εντούτοις, µπορεί να χρησιµοποιηθεί οποιοδήποτε κατάλληλο είδος θηλαστικού υπό την

προϋπόθεση ότι είναι είδος στο οποίο ο σπλήνας δεν αποµακρύνει τα φέροντα µικροπυρήνες ερυθροκύτταρα ή είδος

που εµφανίζει ικανή ευαισθησία στην ανίχνευση παραγόντων που προκαλούν δοµικές ή αριθµητικές χρωµοσωµικές

εκτροπές. Μπορούν να χρησιµοποιηθούν συνήθως χρησιµοποιούµενες εργαστηριακές φυλές νεαρών υγιών ζώων.
Στην αρχή της δοκιµής, η διαφοροποίηση στα βάρη των ζώων θα πρέπει να είναι ελάχιστη και να µην υπερβαίνει το

±20%του µέσου βάρους κάθε φύλου.

1.4.1.2 Συνθήκες στέγασης και διατροφής

Εφαρµόζονται οι γενικές συνθήκες που αναφέρονται στη Γενική Εισαγωγή του Μέρους Β, αν και ο στόχος για την

υγρασία θα πρέπει να είναι 50-60%.



1.4.1.3 Προετοιµασία των ζώων

Υγιή νεαρά ενήλικα ζώα χωρίζονται τυχαία σε οµάδες-µάρτυρες και αγωγής. Σε κάθε ζώο δίνεται µία ξεχωριστή

ταυτότητα. Τα ζώα εγκλιµατίζονται στις εργαστηριακές συνθήκες για πέντε τουλάχιστον ηµέρες Τα κλουβιά θα

πρέπει να διατάσσονται µε τέτοιο τρόπο ώστε να ελαχιστοποιούνται τυχόν πιθανές επιδράσεις από τη θέση των

κλουβιών..

1.4.1.4 Προετοιµασία των δόσεων

Στερεές υπό δοκιµή ουσίες θα πρέπει να διαλύονται ή να τίθενται υπό µορφή εναιωρήµατος σε κατάλληλους

διαλύτες ή φορείς και να αραιώνονται, εφόσον χρειάζεται, πριν να χορηγηθούν στα ζώα. Oι υγρές υπό δοκιµή

ουσίες µπορούν να χορηγούνται απευθείας ως έχουν ή αραιωµένες πριν από τη χορήγηση. Θα πρέπει να

χρησιµοποιούνται πρόσφατα παρασκευάσµατα της υπό δοκιµή ουσίας εκτός κι αν στοιχεία που υπάρχουν σχετικά

µε τη σταθερότητα της ουσίας επιτρέπουν τη χρήση έτοιµων παρασκευασµάτων.

1.4.2 Συνθήκες δοκιµής

1.4.2.1 ∆ιαλύτης/φορέας

Ο διαλύτης/φορέας δεν θα πρέπει να εµφανίζει τοξική δράση στα χρησιµοποιούµενα επίπεδα δόσεων αλλά ούτε και

να υπάρχουν υπόνοιες για πιθανή χηµική αντίδρασή του µε την υπό δοκιµή ουσία. Εφόσον ο χρησιµοποιούµενος

διαλύτης/φορέας δεν είναι από τους γνωστούς, η χρήση του θα πρέπει να στηρίζεται στην ύπαρξη στοιχείων που

αποδεικνύουν τη συµβατότητά του. Συνιστάται, εφόσον είναι δυνατό, να εξετάζεται πρώτα αν µπορεί να

χρησιµοποιηθεί υδατικός διαλύτης/φορέας.

1.4.2.2 Μάρτυρες

Σε κάθε δοκιµή θα πρέπει να περιλαµβάνονται παράλληλα θετικοί και αρνητικοί (φορέας/διαλύτης) µάρτυρες για
κάθε φύλο. Με εξαίρεση την αγωγή µε την υπό δοκιµή ουσία, τα ζώα στις οµάδες-µάρτυρες θα πρέπει να

αντιµετωπίζονται µε τον ίδιο ακριβώς τρόπο µε εκείνο των ζώων που ανήκουν στις οµάδες αγωγής.

Οι θετικοί µάρτυρες θα πρέπει να παράγουν µικροπυρήνες in vivo σε επίπεδα έκθεσης που αναµένεται να δώσουν

ανιχνεύσιµη αύξηση πάνω από το βασικό όριο. Οι δόσεις των θετικών µαρτύρων θα πρέπει να επιλέγονται έτσι

ώστε τα αποτελέσµατα να είναι σαφή αλλά να µην αποκαλύπτουν αµέσως την ταυτότητα των κωδικοποιηµένων

αντικειµενοφόρων στον παρατηρητή. Οι θετικοί µάρτυρες µπορούν να χορηγούνται και από οδό διαφορετική από

εκείνη της υπό δοκιµή ουσίας και να δειγµατίζονται µόνο µία φορά. Εφόσον υπάρχουν, µπορεί να εξετασθεί η

χρήση θετικών µαρτύρων παρόµοιας χηµικής τάξης. Παραδείγµατα ουσιών-θετικών µαρτύρων είναι:

Ουσία Αριθ. CAS Αριθ. EINECS

Μεθανοσουλφονικός αιθυλεστέρας 62-50-0 200-536-7

Ν-Αιθυλο-Ν- νιτροζουρία 759-73-9 212-072-2

Μιτοµυκίνη C 50-07-7 200-008-6

Κυκλοφωσφαµίδιο

Μονοένυδρο κυκλοφωσφαµίδιο

50-18-0

6055-19-2

200-015-4

Τριαιθυλενοµελαµίνη 51-18-3 200-083-5



Για κάθε δειγµατοληψία θα πρέπει να περιλαµβάνονται και αρνητικοί µάρτυρες, µόνο µε διαλύτη ή φορέα, αλλά
υποβληθέντες στην ίδια κατά τα άλλα αγωγή µε εκείνη των οµάδων της υπό δοκιµή ουσίας, εκτός κι αν από

προϋπάρχοντα στοιχεία για τους µάρτυρες προκύπτουν αποδεκτές διαφοροποιήσεις και συχνότητες κυττάρων µε

µικροπυρήνες µεταξύ των ζώων. Εάν για τους αρνητικούς µάρτυρες γίνεται µία µόνο δειγµατοληψία, ο

καταλληλότερος χρόνος είναι ο χρόνος της πρώτης δειγµατοληψίας. Επιπλέον, θα πρέπει να χρησιµοποιούνται και

µη υποβληθέντες σε αγωγή µάρτυρες εκτός αν υπάρχουν ιστορικά ή δηµοσιευµένα στοιχεία που αποδεικνύουν ότι ο

επιλεγείς διαλύτης/φορέας δεν επιφέρει επιβλαβή ή µεταλλαξογόνα αποτελέσµατα

Εφόσον χρησιµοποιείται περιφερικό αίµα, µπορεί επίσης να γίνει αποδεκτό ως παράλληλος αρνητικός µάρτυρας και

ένα δείγµα προ-αγωγής, αλλά µόνο στις βραχυχρόνιες δοκιµές µε περιφερικό αίµα (π.χ., 1-3 αγωγές) όταν τα

προκύπτοντα στοιχεία ευρίσκονται στην αναµενόµενη βάσει ιστορικού περιοχή για το µάρτυρα.

1.5 ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ

1.5.1 Αριθµός και φύλο των ζώων

Κάθε υποβαλλόµενη σε αγωγή οµάδα και οµάδα-µάρτυρας πρέπει να περιλαµβάνει 5 τουλάχιστον ζώα ανά φύλο

(11).Εάν κατά το χρόνο της δοκιµής υπάρχουν διαθέσιµα δεδοµένα από µελέτες στο ίδιο είδος ζώου µε την ίδια οδό

έκθεσης που αποδεικνύουν ότι δεν υπάρχουν ουσιαστικές διαφορές στην τοξικότητα µεταξύ φύλων, αρκεί τότε η

διεξαγωγή δοκιµής σε ένα µόνο φύλο. Στις περιπτώσεις όπου η έκθεση των ανθρώπων στις χηµικές ουσίες

εξαρτάται από το φύλο, όπως π.χ. µπορεί να συµβεί στην περίπτωση ορισµένων φαρµακευτικών παραγόντων, η
δοκιµή θα πρέπει να εκτελείται σε ζώα του αντίστοιχου φύλου.

1.5.2 Χρονοδιάγραµµα αγωγής

∆εν µπορεί να προταθεί κανένα τυποποιηµένο χρονοδιάγραµµα αγωγής (δηλ. 1, 2 ή περισσότερες αγωγές σε

διαστήµατα 24 h). Τα δείγµατα από παρατεταµένες δοσολογικές αγωγές είναι αποδεκτά εφόσον υπάρχει

αποδεδειγµένο θετικό αποτέλεσµα στη δοκιµή αυτή ή, στην περίπτωση αρνητικής δοκιµής, εφόσον έχει αποδειχθεί
η ύπαρξη τοξικότητας ή έχει χρησιµοποιηθεί η οριακή δόση και η χορήγηση συνεχίστηκε µέχρι τη στιγµή της

δειγµατοληψίας. Οι υπό δοκιµή ουσίες µπορούν επίσης να χορηγηθούν και σε διακεκοµµένη δοσολογία, δηλ. δύο
αγωγές την ίδια ηµέρα που να µην απέχουν χρονικά περισσότερο από λίγες ώρες, για να διευκολυνθεί η χορήγηση

µεγάλης ποσότητας ουσίας.

Η δοκιµή µπορεί να εκτελεστεί µε δύο τρόπους:

(α) Τα ζώα υποβάλλονται σε εφάπαξ αγωγή µε την υπό δοκιµή ουσία. Στην περίπτωση του
µυελού των οστών λαµβάνονται δείγµατα τουλάχιστον δύο φορές, ξεκινώντας το νωρίτερο
24ώρες µετά την αγωγή, αλλά µην υπερβαίνοντας τις 48ώρες από την αγωγή µε κατάλληλα
διαστήµατα µεταξύ των δειγµάτων. Τυχόν λήψη δείγµατος πριν από την παρέλευση 24
ωρών µετά την αγωγή θα πρέπει να αιτιολογείται. Στην περίπτωση του περιφερικού αίµατος
λαµβάνονται δείγµατα τουλάχιστον δύο φορές, ξεκινώντας το νωρίτερο 36ώρες µετά την
αγωγή και αφήνοντας να περάσει κατάλληλο χρονικό διάστηµα από την πρώτη δειγµατοληψία

για τη λήψη των εποµένων αλλά όχι αργότερα από τις 72ώρες. Εφόσον σε µία δειγµατοληψία εντοπιστεί

θετική απόκριση, δεν απαιτείται η λήψη άλλου δείγµατος.

(β) Εφόσον γίνουν 2 ή περισσότερες ηµερήσιες αγωγές (π.χ. δύο ή περισσότερες αγωγές σε
διάστηµα 24 ωρών), θα πρέπει να γίνει µία µόνο δειγµατοληψία στο χρονικό διάστηµα
µεταξύ 18και 24ωρών µετά την τελική αγωγή για το µυελό των οστών και µία πάλι δειγµατοληψία

στο χρονικό διάστηµα µεταξύ 36και 48ωρών από την τελική αγωγή για το περιφερικό αίµα (12)

Μπορούν να χρησιµοποιηθούν επιπροσθέτως και άλλοι χρόνοι δειγµατοληψίας, όταν χρειάζεται.



1.5.3 Επίπεδα δόσεων

Εάν εκτελεστεί δοκιµή ανεύρεσης εύρους επειδή δεν υπάρχουν κατάλληλα διαθέσιµα δεδοµένα, αυτή θα πρέπει να

εκτελείται στο ίδιο εργαστήριο, µε το ίδιο είδος, φυλή, φύλο και τρόπο αγωγής που χρησιµοποιείται στην κύρια

δοκιµή (13).Εφόσον υπάρχει τοξικότητα, για την πρώτη δειγµατοληψία χρησιµοποιούνται τρία επίπεδα δόσεων. Τα
επίπεδα αυτά δόσεων θα πρέπει να καλύπτουν µία περιοχή από τη µέγιστη µέχρι χαµηλή ή µηδενική τοξικότητα.
Στη µεταγενέστερη δειγµατοληψία, χρειάζεται να χρησιµοποιηθεί µόνο η µέγιστη δόση. Η µέγιστη δόση ορίζεται ως

η δόση που παρέχει σηµεία τοξικότητας τέτοια ώστε τυχόν υψηλότερα επίπεδα δόσης, µε βάση το ίδιο δοσολογικό

καθεστώς, να αναµένεται φυσιολογικά να οδηγήσουν σε φαινόµενα θνησιµότητας. Ουσίες µε ειδικές βιολογικές

δράσεις σε χαµηλές µη τοξικές δόσεις (όπως ορµόνες και µιτωγόνα) µπορεί να αποτελούν εξαιρέσεις στα κριτήρια

ρύθµισης των δόσεων και θα πρέπει να αξιολογούνται κατά περίπτωση.Η µέγιστη δόση µπορεί επίσης να οριστεί και

ως η δόση που παρέχει ενδείξεις τοξικότητας στο µυελό των οστών (π.χ. µείωση στο ποσοστό άωρων

ερυθροκυττάρων µεταξύ πλήρων ερυθροκυττάρων στο µυελό των οστών ή το περιφερικό αίµα).

1.5.4 ∆οκιµή οριακής δόσης

Εάν µία δοκιµή µε ένα επίπεδο δόσης τουλάχιστον 2000 mg/kgβάρους σώµατος στην οποία εφαρµόζεται µία µόνη

αγωγή, ή δύο αγωγές την ίδια µέρα, δεν δώσει ορατά τοξικά αποτελέσµατα, και εφόσον δεν αναµένεται η εµφάνιση

γονοτοξικότητας µε βάση στοιχεία από ουσίες σχετικής δοµής, τότε µπορεί να θεωρηθεί ως µη αναγκαία η εκτέλεση

πλήρους µελέτης µε τρία επίπεδα δόσης. Σε µελέτες µεγαλύτερης διάρκειας, η οριακή δόση είναι 2000 mg/kg
βάρους σώµατος/ηµέρα για αγωγή µέχρι 14ηµέρες και 1000 mg/kgβάρους σώµατος/dayγια αγωγή µεγαλύτερη από

14 ηµέρες. Η αναµενόµενη ανθρώπινη έκθεση µπορεί να αποτελέσει ένδειξη ότι πρέπει να χρησιµοποιηθεί

υψηλότερο επίπεδο δόσης στη δοκιµή οριακής δόσης.

1.5.5 Χορήγηση δόσεων

Η υπό δοκιµή ουσία χορηγείται συνήθως µε διασωλήνωση χρησιµοποιώντας στοµαχικό σωλήνα ή κατάλληλο

σωλήνα διασωλήνωσης ή µε ενδοπεριτοναϊκή έγχυση. Μπορούν να χρησιµοποιηθούν και άλλες οδοί έκθεσης

εφόσον µπορούν να αιτιολογηθούν. Ο µέγιστος όγκος υγρού που µπορεί να χορηγηθεί µε διασωλήνωση ή µε έγχυση

εφάπαξ εξαρτάται από το µέγεθος του πειραµατόζωου. Ο όγκος δεν θα πρέπει να υπερβαίνει τα 2 ml/100gβάρους
σώµατος. Αν χρησιµοποιηθούν µεγαλύτεροι όγκοι, αυτό πρέπει να αιτιολογείται. Με εξαίρεση τις ερεθιστικές ή

διαβρωτικές ουσίες οι οποίες κανονικά εµφανίζουν εντονότερα αποτελέσµατα µε υψηλότερες συγκεντρώσεις, οι
διαφοροποιήσεις στον όγκο θα πρέπει να ελαχιστοποιούνται προσαρµόζοντας τη συγκέντρωση ώστε να

διασφαλίζεται σταθερός όγκος σε όλα τα επίπεδα δόσης.

1.5.6 Προετοιµασία του µυελού/αίµατος

Τα κύτταρα του µυελού των οστών λαµβάνονται συνήθως από τα µηριαία οστά ή τα οστά των κνηµών αµέσως µετά

τη θυσία. Συνήθως, τα κύτταρα αποµακρύνονται από τα εν λόγω οστά, µορφώνονται σε παρασκευάσµατα και

χρωµατίζονται χρησιµοποιώντας καθιερωµένες µεθόδους. Το περιφερικό αίµα λαµβάνεται από την ουραία φλέβα ή

άλλο κατάλληλο αιµοφόρο αγγείο. Τα αιµοκύτταρα χρωµατίζονται αµέσως υπερζωϊκώς (8)(9)(10)ή λαµβάνονται

επιστρωµένα παρασκευάσµατα και κατόπιν χρωµατίζονται. Χρησιµοποιώντας µία ειδική για το DNA χρωστική [π.χ.
πορτοκαλόχρουν ακριδίνης (14) ή Hoechst 33258 plus pyronin-Y (15)]µπορούν να εξαλειφθούν ορισµένα από τα

τεχνικά σφάλµατα που προκαλούνται από τη χρήση µη ειδικής για το DNA χρωστικής. Το πλεονέκτηµα αυτό δεν

αποκλείει τη χρήση συµβατικών χρωστικών (π.χ. Giemsa).Μπορούν επίσης να χρησιµοποιηθούν και πρόσθετα

συστήµατα [π.χ. στήλες κυτταρίνης για την αποµάκρυνση εµπύρηνων κυττάρων (16)] υπό την προϋπόθεση ότι τα

συστήµατα αυτά έχουν αποδειχθεί κατάλληλα για την παρασκευή µικροπυρήνων στο εργαστήριο.



1.5.7 Ανάλυση

Η αναλογία των άωρων στο σύνολο (άωρα + ώριµα) των ερυθροκυττάρων προσδιορίζεται για κάθε ζώο µετρώντας

ένα σύνολο τουλάχιστον 200ερυθροκυττάρων για το µυελό των οστών και 1000ερυθροκυττάρων για το περιφερικό

αίµα (17). ‘Ολες οι αντικειµενοφόροι, συµπεριλαµβανοµένων και εκείνων των θετικών και αρνητικών µαρτύρων, θα
πρέπει να λαµβάνουν ένα διαφορετικό κωδικό πριν από την εξέταση στο µικροσκόπιο. Για τον προσδιορισµό της

συχνότητας εµφάνισης άωρων ερυθροκυττάρων µε µικροπυρήνα καταµετρούνται τουλάχιστον 2000 άωρα

ερυθροκύτταρα ανά ζώο. Μπορούν να ληφθούν και άλλες πληροφορίες καταµετρώντας ώριµα ερυθροκύτταρα για

µικροπυρήνες. Κατά την εξέταση των αντικειµενοφόρων, η αναλογία των άωρων στο σύνολο των ερυθροκυττάρων

δεν θα πρέπει να είναι µικρότερη από το 20% της τιµής του µάρτυρα. ‘Οταν τα ζώα υποβάλλονται σε αγωγή

συνεχώς για 4 ή και περισσότερες εβδοµάδες, για τη συχνότητα εµφάνισης µικροπυρήνων µπορούν να

καταµετρηθούν επίσης τουλάχιστον 2000ώριµα ερυθροκύτταρα ανά ζώο. Ως εναλλακτικός τρόπος εκτίµησης αντί
εκείνου µε τα χέρια, µπορούν να γίνουν δεκτά και συστήµατα αυτόµατης ανάλυσης (ανάλυση εικόνας και

κυτταροµετρία ροής κυτταρικών εναιωρηµάτων), εφόσον υπάρχει κατάλληλη αιτιολόγηση και επικύρωση.

2. ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Θα πρέπει να παρουσιάζονται µε µορφή πίνακα επιµέρους στοιχεία για κάθε ζώο. Η πειραµατική µονάδα είναι το

ζώο. Για κάθε εξεταζόµενο ζώο θα πρέπει να καταγράφεται χωριστά ο αριθµός των καταµετρηθέντων άωρων

ερυθροκυττάρων, ο αριθµός των φερόντων µικροπυρήνες άωρων ερυθροκυττάρων και ο αριθµός των άωρων στο

σύνολο των ερυθροκυττάρων. ‘Οταν τα ζώα υποβάλλονται σε αγωγή συνεχώς για 4 ή περισσότερες εβδοµάδες, θα
πρέπει επίσης να δίνονται και τα στοιχεία για τα ώριµα ερυθροκύτταρα, εφόσον ελήφθησαν. Για κάθε ζώο δίνεται η

αναλογία των άωρων στο σύνολο των ερυθροκυττάρων και, εφόσον συντρέχει περίπτωση, το ποσοστό των

φερόντων µικροπυρήνες ερυθροκυττάρων. Εφόσον δεν υπάρχουν ενδείξεις διαφοράς αποκρίσεως ανάλογα µε το

φύλο, τα δεδοµένα από τα δύο φύλα µπορούν να συνδυάζονται για στατιστική ανάλυση.

2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Για να θεωρηθεί ως θετικό ένα αποτέλεσµα υπάρχουν διάφορα κριτήρια όπως η σχετιζόµενη µε τη δόση αύξηση

στον αριθµό των κυττάρων µε µικροπυρήνες ή η σαφής αύξηση στον αριθµό των κυττάρων µε µικροπυρήνες σε

οµάδα µίας µόνης δόσης σε µία µόνη δειγµατοληψία. Πρώτα θα πρέπει να εξετάζεται η βιολογική σχετικότητα των

αποτελεσµάτων. Ως βοήθηµα στην αξιολόγηση των αποτελεσµάτων των δοκιµών µπορούν να χρησιµοποιούνται και

στατιστικές µέθοδοι (18)(19).Σε µία θετική απόκριση δεν θα πρέπει ως µοναδικός αποφασιστικός παράγοντας να

λαµβάνεται η στατιστική σηµαντικότητα. Τυχόν διφορούµενα αποτελέσµατα θα πρέπει να διασαφηνίζονται µε

περαιτέρω δοκιµές και τροποποιώντας, κατά προτίµηση, τις πειραµατικές συνθήκες.

Εφόσον τα αποτελέσµατα για µία υπό δοκιµή ουσία δεν πληρούν τα ανωτέρω κριτήρια, η ουσία αυτή θεωρείται ως

µη µεταλλαξογόνος στη δοκιµή αυτή.

Αν και τα περισσότερα πειράµατα θα δίνουν σαφώς θετικά ή αρνητικά αποτελέσµατα, σε σπάνιες περιπτώσεις τα
δεδοµένα ενδέχεται να µην επιτρέπουν τη εξαγωγή οριστικού συµπεράσµατος σχετικά µε τη δραστικότητα της υπό

δοκιµή ουσίας. Τα αποτελέσµατα µπορεί να παραµένουν διφορούµενα ή αµφισβητήσιµα άσχετα µε το πόσες φορές

θα επαναληφθεί το πείραµα.

Θετικά αποτελέσµατα στη δοκιµή µικροπυρήνων δείχνουν ότι η υπό δοκιµή ουσία προκαλεί την παραγωγή

µικροπυρήνων που είναι αποτέλεσµα χρωµοσωµικής βλάβης ή βλάβης στη µιτωτική συσκευή στους ερυθροβλάστες

του εξετασθέντος είδους. Αρνητικά αποτελέσµατα δείχνουν ότι, υπό τις συνθήκες της δοκιµής, η υπό δοκιµή ουσία

δεν παράγει µικροπυρήνες στα άωρα ερυθροκύτταρα του εξετασθέντος είδους.

Θα πρέπει να εξετάζεται αν η υπό δοκιµή ουσία ή οι µεταβολίτες της έχουν τη δυνατότητα πρόσβασης στη γενική

κυκλοφορία ή ειδικότερα στον ιστό στόχο (π.χ. συστεµική τοξικότητα).



3. ΑΝΑΦΟΡΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

ΕΚΘΕΣΗ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Η έκθεση δοκιµής θα πρέπει να περιλαµβάνει τα ακόλουθα στοιχεία:

∆ιαλύτης/Φορέας

• αιτιολόγηση της επιλογής του φορέα,

• διαλυτότητα και σταθερότητα της υπό δοκιµή ουσίας στο διαλύτη/φορές, εφόσον είναι γνωστές,

Εξετασθέντα ζώα:

• χρησιµοποιηθέν είδος/φυλή,

• αριθµό, ηλικία και φύλο των ζώων,

• πηγή, συνθήκες στέγασης, δίαιτα, κλπ,

• βάρος των µεµονωµένων ζώων στην έναρξη της δοκιµής, συµπεριλαµβανοµένου του εύρους των βαρών

σώµατος, της µέσης τιµής και της τυπικής απόκλισης για κάθε οµάδα

Συνθήκες δοκιµής:

• θετικούς και αρνητικούς (φορέας/διαλύτης) µάρτυρες,

• στοιχεία από τη µελέτη του εύρους, εφόσον έγινε,

• αιτιολογία της επιλογής του επιπέδου δόσεως,

• λεπτοµέρειες για την προετοιµασία της υπό δοκιµή ουσίας,

• λεπτοµέρειες για τη χορήγηση της υπό δοκιµή ουσίας,

• αιτιολογία της χρησιµοποιηθείσας οδού χορήγησης,

• µεθόδους επαλήθευσης του ότι η υπό δοκιµή ουσία έφθασε στη γενική κυκλοφορία ή στον ιστό στόχο, εφόσον
συντρέχει περίπτωση,

• µετατροπή της συγκέντρωσης (ppm) της υπό δοκιµή ουσίας στη δίαιτα/πόσιµο νερό στην πραγµατική δόση

(mg/kgβάρους σώµατος/ηµέρα), εφόσον χρειάζεται,

• στοιχεία για την ποιότητα της τροφής και του νερού

• λεπτοµερή περιγραφή των σχηµάτων αγωγής και δειγµατοληψίας

• µεθόδους ετοιµασίας αντικειµενοφόρων

• µεθόδους για τις µετρήσεις της τοξικότητας,

• κριτήρια για την καταµέτρησης των φερόντων µικροπυρήνες άωρων ερυθροκυττάρων,

• αριθµό εξετασθέντων κυττάρων ανά ζώο,

• κριτήρια κατάταξης της δοκιµής ως θετικής, αρνητικής ή διφορούµενης.



Αποτελέσµατα:

• σηµάδια τοξικότητας,

• αναλογία άωρων στο σύνολο των ερυθροκυττάρων,

• αριθµό φερόντων µικροπυρήνες άωρων ερυθροκυττάρων, χωριστά για κάθε ζώο,

• µέση τιµή ± τυπική απόκλιση των φερόντων µικροπυρήνες ερυθροκυττάρων ανά οµάδα,

• σχέση δόσης-απόκρισης, όπου είναι δυνατό,

• στατιστικές αναλύσεις και εφαρµοσθείσες µέθοδοι,

• παράλληλα και προϋπάρχοντα στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύτης/φορέας) µάρτυρες,

• παράλληλα στοιχεία για τους θετικούς µάρτυρες
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B. 13/14.ΜΕΤΑΛΛΑΞΟΓΕΝΕΤΙΚΟΤΗΤΑ : ∆ΟΚΙΜΗ ΑΝΑΣΤΡΟΦΗΣ ΜΕΤΑΛΛΑΞΗΣ

ΜΕ ΧΡΗΣΗ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ

1. ΜΕΘΟ∆ΟΣ

Η παρούσα µέθοδος αποτελεί αντιγραφή της OECD TG 471 Bacterial Reverse Mutation Test (1997).

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Στη δοκιµή βακτηριακής ανάστροφης µετάλλαξης χρησιµοποιούνται απαιτούντα αµινοξέα στελέχη Salmonella
typhimurium και Escherichia coli για τον εντοπισµό σηµειακών µεταλλάξεων, που περιλαµβάνουν υποκατάσταση,
προσθήκη ή απάλειψη ενός ή µερικών ζευγών βάσεων DNA (1)(2)(3). Η αρχή της δοκιµής αυτής βακτηριακής

ανάστροφης µετάλλαξης συνίσταται στο ότι ανιχνεύει µεταλλάξεις που αναστρέφουν µεταλλάξεις που υπάρχουν

στα υπό δοκιµή στελέχη και αποκαθιστούν τη λειτουργική ικανότητα των βακτηρίων για σύνθεση ενός βασικού

αµινοξέος. Τα αναστραφέντα βακτήρια ανιχνεύονται από την ικανότητά τους να αναπτύσσονται απουσία του

αµινοξέος που απαιτείται από το γονικό υπό δοκιµή στέλεχος.

Οι σηµειακές µεταλλάξεις είναι το αίτιο πολλών γενετικών ασθενειών στους ανθρώπους και υπάρχουν ουσιαστικές

ενδείξεις ότι οι σηµειακές µεταλλάξεις στα ογκογονίδια και στα ογκογενή αποκαταστατικά γονίδια σωµατικών

κυττάρων εµπλέκονται στη δηµιουργία όγκων στους ανθρώπους και σε πειραµατόζωα. Η δοκιµή βακτηριακής

ανάστροφης µετάλλαξης είναι ταχεία, φθηνή σχετικώς εύκολη να γίνει. Πολλά από τα υπό δοκιµή στελέχη

παρουσιάζουν ορισµένα χαρακτηριστικά που τα καθιστούν πιο ευαίσθητα για την ανίχνευση µεταλλάξεων και στα

οποία περιλαµβάνονται αποκρινόµενες ακολουθίες DNA στις θέσεις αναστροφής, αυξηµένη κυτταρική

διαπερατότητα στα µεγάλα µόρια και εξάλειψη των συστηµάτων επιδιόρθωσης DNA ή ενίσχυση των επιρρεπών σε

σφάλµατα διεργασιών επιδιόρθωσης DNA. Η εξειδίκευση των υπό δοκιµή στελεχών µπορεί να παράσχει ορισµένες

χρήσιµες πληροφορίες για τους τύπους µεταλλάξεων που προκαλούνται από γονοτοξικούς παράγοντες. Για τις

δοκιµές βακτηριακής ανάστροφης µετάλλαξης υπάρχει διαθέσιµη µία πολύ µεγάλη βάση δεδοµένων µε

αποτελέσµατα για µία µεγάλη ποικιλία δοµών ενώ έχουν αναπτυχθεί αρκετές καθιερωµένες πλέον µεθοδολογίες για

τον έλεγχο χηµικών ουσιών µε διαφορετικές φυσικοχηµικές ιδιότητες, συµπεριλαµβανοµένων και πτητικών

ενώσεων.

Βλ. επίσης Γενική Εισαγωγή Μέρος B.

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ

Η δοκιµή ανάστροφης µετάλλαξης στη Salmonella typhimuriumή στα Escherichia coli ανιχνεύει µετάλλαξη σε

απαιτούν αµινοξύ στέλεχος (ιστιδίνη ή θρυπτοφάνη, αντίστοιχα) για την παραγωγή στελέχους που δεν εξαρτάται

από την έξωθεν παροχή αµινοξέος.

Μεταλλαξογόνα υποκατάστασης ζευγών βάσεων είναι παράγοντες που προκαλούν αλλαγή βάσεων στο DNA. Στη
δοκιµή αναστροφής η αλλαγή αυτή µπορεί να συµβεί στη θέση της αρχικής µετάλλαξης ή σε µία άλλη θέση του

βακτηριακού γονιδιώµατος.

Μεταλλαξογόνα αλλαγής πλαισίου είναι παράγοντες που προκαλούν την προσθήκη ή απάλειψη ενός ή

περισσοτέρων ζευγών βάσεων στο DNA, µεταβάλλοντας έτσι το αναγνωστικό πλαίσιο στο RNA.



1.3 ΑΡΧΙΚΕΣ ΘΕΩΡΗΣΕΙΣ

Στη δοκιµή βακτηριακής ανάστροφης µετάλλαξης χρησιµοποιούνται προκαρυωτικά κύτταρα τα οποία διαφέρουν

από τα κύτταρα των θηλαστικών σε ορισµένα σηµεία όπως η πρόσληψη, ο µεταβολισµός, η χρωµοσωµική δοµή και

οι διεργασίες επιδιόρθωσης DNA. Οι δοκιµές που πραγµατοποιούνται in vitro απαιτούν εν γένει τη χρήση

εξωγενούς πηγής µεταβολικής ενεργοποίησης. Τα in vitro συστήµατα µεταβολικής ενεργοποίησης δεν µπορούν να

µιµηθούν πλήρως τις in vivo συνθήκες στα θηλαστικά. Συνεπώς, η δοκιµή δεν παρέχει άµεσες πληροφορίες για τη

µεταλλαξογόνο και καρκινογόνο δυνατότητα µιας ουσίας στα θηλαστικά.

Η δοκιµή βακτηριακής ανάστροφης µετάλλαξης χρησιµοποιείται συνήθως ως µία αρχική δοκιµή προσανατολισµού

για τη γονοτοξική δραστικότητα και, ιδιαίτερα, την επάγουσα σηµειακές µεταλλάξεις. Από πολυάριθµα συλλεγµένα

στοιχεία καταδεικνύεται ότι πολλά χηµικά που είναι θετικά στη δοκιµή αυτή εµφανίζουν µεταλλαξογόνο δράση και

σε άλλες δοκιµές. Υπάρχουν παραδείγµατα µεταλλαξογόνων παραγόντων που δεν ανιχνεύονται στη δοκιµή αυτή. Οι

ατέλειες αυτές µπορούν να αποδοθούν στην ειδική φύση του ανιχνευόµενου τελικού σηµείου, στις διαφορές στη

µεταβολική ενεργοποίηση ή στις διαφορές στη βιοδιαθεσιµότητα. Από την άλλη µεριά, παράγοντες που ενισχύουν

την ευαισθησία της δοκιµής βακτηριακής ανάστροφης µετάλλαξης µπορούν να οδηγήσουν σε υπερεκτίµηση της

µεταλλαξογόνου δραστικότητας.

Η δοκιµή βακτηριακής ανάστροφης µετάλλαξης µπορεί να µη προσφέρεται για την αξιολόγηση ορισµένων τάξεων

χηµικών ουσιών όπως, π.χ., για ισχυρά βακτηριοκτόνες ενώσεις (π.χ. ορισµένα αντιβιωτικά) και ενώσεις που

θεωρείται (ή είναι γνωστό) ότι παρεµβαίνουν ειδικά στο σύστηµα κυτταρικής αντιγραφής των θηλαστικών (π.χ.
ορισµένοι αναστολείς της τοποϊσοµεράσης και ορισµένα νουκλεοσιδικά ανάλογα). Για τις περιπτώσεις αυτές, µπορεί
να προσφέρονται περισσότερο οι δοκιµές µετάλλαξης στα θηλαστικά.

Αν και πολλές ενώσεις που είναι θετικές στη δοκιµή αυτή είναι καρκινογόνες στα θηλαστικά, ο συσχετισµός αυτός

δεν είναι απόλυτος. Εξαρτάται από την τάξη της χηµικής ένωσης και υπάρχουν καρκινογόνα που δεν ανιχνεύονται

µε τη δοκιµή αυτή επειδή δρουν µέσω άλλων, µη γονοτοξικών, µηχανισµών ή µηχανισµών που δεν υφίστανται στα

βακτηριακά κύτταρα.

1.4 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Εναιωρήµατα βακτηριακών κυττάρων εκτίθενται στην υπό δοκιµή ουσία παρουσία και απουσία εξωγενούς

συστήµατος µεταβολικής ενεργοποίησης. Στη µέθοδο προσθήκης σε τρυβλίο, τα εναιωρήµατα αυτά αναµειγνύονται

µε άγαρ επικάλυψης και επιστρώνονται αµέσως σε ελάχιστη ποσότητα θρεπτικού µέσου. Στη µέθοδο προεπωάσεως,
το µίγµα κατεργασίας επωάζεται και κατόπιν αναµειγνύεται µε άγαρ επιστρώσεως πριν επιστρωθεί σε ελάχιστη

ποσότητα µέσου. Και στις δύο τεχνικές, έπειτα από δύο ή τρεις ηµέρες επωάσεως, µετρώνται οι ανάστροφες

αποικίες και ο αριθµός τους συγκρίνεται µε τον αριθµό των αυθόρµητων ανάστροφων αποικιών σε τρυβλία-
µάρτυρες µε διαλύτη.

‘Εχουν περιγραφεί διάφορες διαδικασίες για την εκτέλεση της δοκιµής βακτηριακής ανάστροφης µετάλλαξης.
Μεταξύ εκείνων που χρησιµοποιούνται συνήθως είναι η µέθοδος προσθήκης σε τρυβλίο (1)(2)(3)(4), η µέθοδος

προεπωάσεως (2)(3)(5)(6)(7)(8), η µέθοδος διακύµανσης (9)(10) και η µέθοδος εναιωρήµατος (11). ‘Εχουν
περιγραφεί επίσης και τροποποιήσεις για τη δοκιµασία αερίων ή ατµών (12).



Οι διαδικασίες που περιγράφονται στη µέθοδο σχετίζονται κυρίως µε τις µεθόδους προσθήκης σε τρυβλίο και

προεπωάσεως. Και οι δύο είναι αποδεκτές για την πραγµατοποίηση πειραµάτων και µε και χωρίς µεταβολική

ενεργοποίηση. Ορισµένες ουσίες µπορούν να ανιχνευθούν αποτελεσµατικότερα µε τη µέθοδο προεπωάσεως. Οι

ουσίες αυτές ανήκουν σε µία σειρά χηµικών τάξεων στην οποία περιλαµβάνονται οι αλειφατικές νιτροζαµίνες µε

βραχεία αλυσίδα, τα δισθενή µέταλλα, αλδεϋδες, αζωχρώµατα και διαζωενώσεις, πυρολλιζιδινικά αλκαλοειδή,
αλλυλοενώσεις και νιτροενώσεις (3). Αναγνωρίζεται επίσης ότι ορισµένες τάξεις µεταλλαξογόνων δεν ανιχνεύονται

πάντοτε µε τις τυποποιηµένες διαδικασίες όπως µε τη µέθοδο προσθήκης σε τρυβλίο ή µε τη µέθοδο προεπωάσεως.
Αυτές θα πρέπει να θεωρούνται ως "ειδικές περιπτώσεις" και συνιστάται ιδιαίτερα να χρησιµοποιούνται για την

ανίχνευσή τους εναλλακτικές διαδικασίες. Ως "ειδικές περιπτώσεις" µπορούν να αναφερθούν οι ακόλουθες (µαζί µε
παραδείγµατα διαδικασιών που µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την ανίχνευσή τους):αζωχρώµατα και

διαζωενώσεις (3)(5)(6)(13),αέρια και πτητικές ουσίες (12)(14)(15)(16)και γλυκοζίτες (17)(18).Τυχόν παρέκλιση

από την τυποποιηµένη διαδικασία πρέπει να αιτιολογείται επιστηµονικώς.

1.5 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

1.5.1 Προετοιµασίες

1.5.1.1 Βακτήρια

Πρόσφατες καλλιέργειες βακτηρίων θα πρέπει να αφήνονται να αναπτυχθούν µέχρι το τελευταίο στάδιο της

εκθετικής ή το πρώϊµο στάδιο της στατικής φάσης αναπτύξεως (περίπου 109
κύτταρα ανά ml). ∆εν θα πρέπει να

χρησιµοποιούνται καλλιέργειες που βρίσκονται στο τελευταίο στάδιο της στατικής φάσης. Παίζει σηµαντικό ρόλο οι

χρησιµοποιούµενες καλλιέργειες να εµφανίζουν υψηλό τίτλο βιώσιµων βακτηρίων. Ο τίτλος µπορεί να βρεθεί είτε

από προϋπάρχοντα στοιχεία για τις καµπύλες αύξησης, είτε σε κάθε δοκιµή µε τον προσδιορισµό του αριθµού των

βιώσιµων κυττάρων µε δοκιµή σε τρυβλίο.

Η συνιστώµενη θερµοκρασία επωάσεως είναι 37°C.

Θα πρέπει να χρησιµοποιούνται πέντε τουλάχιστον στελέχη βακτηρίων. Σε αυτά θα πρέπει να περιλαµβάνονται

τέσσερα στελέχη S. typhimurium(TA 1535, TA 1537ή TA97aή TA97, TA98 και TA100) που έχει αποδειχθεί ότι

είναι αξιόπιστα και παρέχουν αναπαραγώγιµες αποκρίσεις µεταξύ εργαστηρίων. Τα τέσσερα αυτά στελέχη S.
typhimurium έχουν GC ζεύγη βάσεων στην πρωταρχική θέση αναστροφής και είναι γνωστό ότι δεν µπορούν να

εντοπίσουν ορισµένα οξειδωτικά µεταλλαξογόνα., παράγοντες σταυροειδούς σύνδεσης και υδραζίνες. Οι ουσίες

αυτές µπορούν να ανιχνευθούν µε στελέχη E. coli WP2ή S. typhimuriumTA102 (19)που έχουν ένα ζεύγος βάσεων

AT στην πρωταρχική θέση αναστροφής. Συνεπώς, ο συνιστώµενος συνδυασµός στελεχών είναι:

• S. typhimuriumTA1535και

• S. typhimuriumTA1537ή TA97ή TA97aκαι

• S. typhimuriumTA98 και

• S. typhimuriumTA100και

• E. coli WP2 uvrAή E. coli WP2 uvrA (pKM101)ήS. typhimuriumTA102.

Για να ανιχνευθούν µεταλλαξογόνα σταυροειδούς σύνδεσης µπορεί να είναι σκόπιµο να περιληφθεί TA102 ή να

προστεθεί ένα ειδικό για την επιδιόρθωση DNA στέλεχος E. coli [π.χ. E. coli WP2ή E. coli WP2 (pKM101)].



Για την παρασκευή έτοιµων καλλιεργειών, την επαλήθευση ιχνηθετών και την αποθήκευση θα πρέπει να

χρησιµοποιούνται καθιερωµένες διαδικασίες. Για κάθε κατεψυγµένο παρασκεύασµα έτοιµης καλλιέργειας θα πρέπει

να καταδεικνύεται ότι απαιτεί αµινοξύ για να αναπτυχθεί (ιστιδίνη για στελέχηS. typhimuriumκαι θρυπτοφάνη για

στελέχη E. coli ). Θα πρέπει οµοίως να ελέγχονται προς επιβεβαίωση και άλλα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά,
συγκεκριµένα: η παρουσία ή απουσία πλασµιδίων R-παράγοντα όπου χρειάζεται [δηλ. αντίσταση αµπικιλλίνης σε

στελέχη TA98, TA100 και TA97a ή TA97, WP2 uvrAκαι WP2 uvrA (pKM101),και αντίσταση αµπικιλλίνης +
τετρακυκλίνης σε στέλεχος TA102], η παρουσία χαρακτηριστικών µεταλλάξεων (δηλ. rfa µετάλλαξη σε S.
typhimurium µέσω της ευαισθησίας σε κρυσταλλικό ιώδες και uvrA µετάλλαξη σε E. coli ή uvrB µετάλλαξη σε S.
typhimurium µέσω της ευαισθησίας σε υπεριώδες φως) (2)(3).Τα στελέχη θα πρέπει επίσης να δίνουν έναν αριθµό

αυθόρµητων ανάστροφων αποικιών σε τρυβλίο που να πέφτει µέσα στις περιοχές συχνοτήτων που αναµένονται από

τα προϋπάρχοντα εργαστηριακά δεδοµένα και, κατά προτίµηση, µέσα στην περιοχή που αναφέρεται στη

βιβλιογραφία.

1.5.1.2 Θρεπτικό µέσο

Χρησιµοποιείται κατάλληλο ελάχιστο άγαρ (π.χ. άγαρ που περιέχει ελάχιστο µέσο E Vogel-Bonnerκαι γλυκόζη) και
άγαρ επίστρωσης που περιέχει ιστιδίνη και βιοτίνη ή θρυπτοφάνη για να µπορούν να γίνουν µερικές κυτταρικές

διαιρέσεις (1)(2)(9).

1.5.1.3 Mεταβολική ενεργοποίηση

Τα βακτήρια θα πρέπει να εκτίθενται στην υπό δοκιµή ουσία παρουσία και απουσία κατάλληλου συστήµατος

µεταβολικής ενεργοποίησης. Το συνηθέστερα χρησιµοποιούµενο σύστηµα είναι ένα µεταµιτοχονδριακό κλάσµα

εµπλουτισµένο µε συµπαράγοντα (S9) που παρασκευάζεται από το ήπαρ τρωκτικών που έχει υποβληθεί σε

κατεργασία µε ενζυµοεπαγωγικούς παράγοντες όπως το Aroclor 1254 (1)(2)ή µίγµα φαινοβαρβιτόνης και β-
ναφθοφλαβόνης (18)(20)(21).Το µεταµιτοχονδριακό κλάσµα χρησιµοποιείται συνήθως σε συγκεντρώσεις της

τάξεως του 5 έως 30% v/vστο S9-µίγµα. Η επιλογή και κατάσταση ενός συστήµατος µεταβολικής ενεργοποίησης

µπορεί να εξαρτάται από την τάξη της υπό δοκιµή χηµικής ουσίας. Σε ορισµένες περιπτώσεις µπορεί να χρειάζεται

να χρησιµοποιηθούν περισσότερες από µία συγκεντρώσεις µεταµιτοχονδριακού κλάσµατος. Στην περίπτωση των

αζωχρωµάτων και των αζωενώσεων, µπορεί να είναι καλύτερα να χρησιµοποιηθεί αναγωγικό σύστηµα µεταβολικής

ενεργοποίησης (6)(13).

1.5.1.4 Υπό δοκιµή ουσία/προετοιµασία

Οι στερεές υπό δοκιµή ουσίες πρέπει να διαλύονται ή να τίθενται υπό µορφή εναιωρήµατος σε κατάλληλους

διαλύτες ή φορείς και να αραιώνονται εφόσον απαιτείται πριν από την κατεργασία των βακτηρίων. Οι υγρές ουσίες

µπορούν να προστίθενται απευθείας στα συστήµατα δοκιµής και/ή να αραιώνονται πριν από την κατεργασία. Πρέπει

να χρησιµοποιούνται πρόσφατα παρασκευάσµατα της υπό δοκιµή ουσίας εκτός κι αν τα σχετικά µε τη σταθερότητα

της ουσίας στοιχεία επιτρέπουν τη χρήση έτοιµων παρασκευασµάτων.

∆εν πρέπει να υπάρχουν υπόνοιες για πιθανή χηµική αντίδραση του διαλύτη/φορέα µε την υπό δοκιµή ουσία ενώ θα

πρέπει να είναι συµβατός µε την επιβίωση των βακτηρίων και τη δραστικότητα S9 (22). Εφόσον ο

χρησιµοποιούµενος διαλύτης/φορέας δεν ανήκει στους γνωστούς, η χρήση του θα πρέπει να στηρίζεται στην ύπαρξη

στοιχείων που αποδεικνύουν τη συµβατότητά του. Συνιστάται, εφόσον είναι δυνατό, να εξετάζεται πρώτα η χρήση

ενός υδατικού διαλύτη/φορέα. ‘Οταν εξετάζονται ουσίες που δεν είναι σταθερές στο νερό, οι χρησιµοποιούµενοι
οργανικοί διαλύτες θα πρέπει να είναι απαλλαγµένοι ύδατος.



1.5.2 Συνθήκες δοκιµής

1.5.2.1 Υπό δοκιµή στελέχη (βλ. 1.5.1.1)

1.5.2.2 Συγκέντρωση εκθέσεως

Μεταξύ των κριτηρίων που πρέπει να λαµβάνονται υπόψη για τον καθορισµό της µέγιστης για χρήση ποσότητας

υπό δοκιµή ουσίας είναι η κυτταροτοξικότητα και η διαλυτότητα στο τελικό µίγµα κατεργασίας.

Μπορεί να είναι σκόπιµο να προσδιοριστεί η τοξικότητα και η δυσδιαλυτότητα µε µία προκαταρκτική δοκιµή. Η
κυτταροτοξικότητα µπορεί να βρεθεί από τη µείωση του αριθµού των ανάστροφων αποικιών, το µηδενισµό ή την

ελάττωση του υποστρώµατος ή το βαθµό επιβίωσης των εξεταζοµένων καλλιεργειών. Η κυτταροτοξικότητα µιας

ουσίας µπορεί να µεταβληθεί παρουσία συστηµάτων µεταβολικής ενεργοποίησης. Η δυσδιαλυτότητα θα πρέπει να

εκτιµάται µε βάση την πτώση ιζήµατος στο τελικό µίγµα υπό τις πραγµατικές συνθήκες δοκιµής που είναι εµφανής

µε γυµνό οφθαλµό.

Η συνιστώµενη µέγιστη συγκέντρωση δοκιµής για διαλυτές µη κυτταροτοξικές ουσίες είναι 5 mg/τρυβλίο ή 5
µl/τρυβλίο. Για µη κυτταροτοξικές ουσίες που δεν είναι διαλυτές σε επίπεδα συγκεντρώσεως 5 mg/τρυβλίο ή 5
µl/τρυβλίο, µία ή περισσότερες από τις χρησιµοποιούµενες στη δοκιµή συγκεντρώσεις θα πρέπει να καθιστούν την

ουσία αδιάλυτη στο τελικό µίγµα κατεργασίας. Οι υπό δοκιµή ουσίες που είναι κυτταροτοξικές ήδη από επίπεδα

συγκεντρώσεως κάτω των 5 mg/τρυβλίο ή 5 µl/τρυβλίο θα πρέπει να υποβάλλονται στη δοκιµή µέχρι του επιπέδου

της κυτταροτοξικής συγκέντρωσης. Το ίζηµα δεν θα πρέπει να παρεµβαίνει στην εκτίµηση.

Στα αρχικά πειράµατα θα πρέπει να χρησιµοποιούνται τουλάχιστον πέντε διαφορετικές αναλύσιµες συγκεντρώσεις

της υπό δοκιµή ουσίας µε ηµιλογαριθµικά περίπου διαστήµατα (δηλ. √10) µεταξύ των σηµείων δοκιµής. ‘Οταν

διερευνάται η σχέση συγκέντρωσης/απόκρισης, µπορεί να είναι σκόπιµο να χρησιµοποιηθούν µικρότερα

διαστήµατα. ‘Οταν αξιολογούνται ουσίες που περιέχουν σηµαντικές ποσότητες δυνητικά µεταλλαξογόνων

προσµείξεων, µπορεί να εξεταστεί και η διενέργεια δοκιµής σε συγκεντρώσεις µεγαλύτερες από τα 5 mg/τρυβλίο ή

5 µl/τρυβλίο.

1.5.2.3 Αρνητικοί και θετικοί µάρτυρες

Σε κάθε δοκιµή θα πρέπει να περιλαµβάνονται παράλληλα και καλλιέργειες µε εξειδικευµένους για το στέλεχος

θετικούς και αρνητικούς (διαλύτης ή φορέας) µάρτυρες. Θα πρέπει να επιλέγονται συγκεντρώσεις θετικών

µαρτύρων που αποδεικνύουν την αποτελεσµατικότητα κάθε δοκιµής.

Σε δοκιµές στις οποίες χρησιµοποιείται σύστηµα µεταβολικής ενεργοποίησης, ο ή οι θετικοί µάρτυρες αναφοράς θα

πρέπει να επιλέγονται µε βάση το είδος των χρησιµοποιουµένων βακτηριακών στελεχών.

Παραδείγµατα κατάλληλων θετικών µαρτύρων για δοκιµές µε µεταβολική ενεργοποίηση αποτελούν οι παρακάτω

ουσίες

Αριθµοί CA Αριθµοί EINECS Ονοµασία

781-43-1 212-308-4 9,10-διµεθυλανθρακένιο

57-97-6 200-359-5 7,12-διµεθυλοβενζ[α]ανθρακένιο

50-32-8 200-028-5 βενζο[α]πυρένιο

613-13-8 210-330-9 2-αµινοανθρακένιο

50-18-0

6055-19-2

200-015-4 κυκλοφωσφαµίδιο

µονοένυδρο κυκλοφωσφαµίδιο



Η παρακάτω ουσία είναι ένας κατάλληλος θετικός µάρτυρας για τη µέθοδο αναγωγικής µεταβολικής ενεργοποίησης:

573-58-0 209-358-4 Ερυθρό του Κονγκό

Το 2–αµινοανθρακένιο δεν θα πρέπει να χρησιµοποιείται ως αποκλειστικός δείκτης της αποτελεσµατικότητας του

S9-µίγµατος. Εάν χρησιµοποιηθεί 2-αµινοανθρακένιο, κάθε παρτίδα S9 θα πρέπει να χαρακτηρίζεται και µε ένα

µεταλλαξογόνο που απαιτεί µεταβολική ενεργοποίηση από µικροσωµικά ένζυµα, π.χ. βενζο[α]πυρένιο,
διµεθυλοβενζανθρακένιο.

Οι ουσίες που ακολουθούν αποτελούν παραδείγµατα εξειδικευµένων κατά στέλεχος θετικών µαρτύρων για δοκιµές

που εκτελούνται χωρίς εξωγενές σύστηµα µεταβολικής ενεργοποίησης:

Αριθµοί CAS Αριθµοί EINECS Ονοµασία Στέλεχος

26628-22-8 247-852-1 αζίδιο του νατρίου TA 1535και TA 100

607-57-8 210-138-5 2-νιτροφλουορένιο TA 98

90-45-9 201-995-6 9-αµινοακριδίνη TA 1537, TA 97και TA
97a

17070-45-0 241-129-4 ICR 191 TA 1537, TA 97και TA
97a

80-15-9 201-254-7 υδροπεροξείδιο του

κουµενίου

TA 102

50-07-7 200-008-6 µιτοµυκίνη C WP2 uvrAκαι TA102

70-25-7 200-730-1 Ν-αιθυλο-Ν-νιτρο-Ν-
νιτροζογουανιδίνη

WP2, WP2uvrAκαι
WP2uvrA(pKM101)

56-57-5 200-281-1 4-νιτροκινολιν-1-οξείδιο WP2, WP2uvrAκαι
WP2uvrA(pKM101)

3688-53-7 φουρυλοφουραµίδιο

(AF2)
στελέχη περιέχοντα

πλασµίδιο

Ως θετικοί µάρτυρες µπορούν να χρησιµοποιηθούν και άλλες κατάλληλες ουσίες. Εφόσον υπάρχουν, θα πρέπει να

εξετάζεται η δυνατότητα χρήσης ως θετικών µαρτύρων ουσιών σχετικής χηµικής τάξης

Θα πρέπει να περιλαµβάνονται και αρνητικοί µάρτυρες, αποτελούµενοι από µόνο τον διαλύτη ή φορέα στο µέσο,
χωρίς την υπό δοκιµή ουσία, και υποβαλλόµενοι στην ίδια κατεργασία µε εκείνη των υπό δοκιµή καλλιεργειών,
Επιπλέον, θα πρέπει να χρησιµοποιούνται και µη υποβληθέντες σε κατεργασία µάρτυρες εκτός αν υπάρχουν

πρότερα στοιχεία που αποδεικνύουν ότι ο επιλεγείς διαλύτης δεν επιφέρει επιβλαβή ή µεταλλαξογόνα

αποτελέσµατα.



1.5.3 ∆ιαδικασία

Στη µέθοδο της προσθήκης σε τρυβλίο (1)(2)(3)(4),χωρίς µεταβολική ενεργοποίηση, αναµειγνύονται συνήθως 0.05
ml ή 0.1 ml των διαλυµάτων δοκιµής, 0.1 ml πρόσφατης βακτηριακής καλλιέργειας (που περιέχει περίπου 108

βιώσιµα κύτταρα) και 0.5 ml στείρου ρυθµιστικού διαλύµατοςµε 2.0 ml άγαρ επιστρώσεως. Στη δοκιµή µε

µεταβολική ενεργοποίηση, αναµειγνύονται συνήθως 0.5 ml µίγµατος µεταβολικής ενεργοποίησης που περιέχει

κατάλληλη ποσότητα µεταµιτοχονδριακού κλάσµατος (της τάξεως του 5 έως 30% v/v στο µίγµα µεταβολικής

ενεργοποίησης) µε το άγαρ επιστρώσεως (2.0 ml),µαζί µε τα βακτήρια και την ουσία δοκιµής/διάλυµα δοκιµής. Το
περιεχόµενο κάθε σωλήνα ανακατεύεται και φέρεται στην επιφάνεια τρυβλίου µε ελάχιστο άγαρ. Το άγαρ

επιστρώσεως αφήνεται να στερεοποιηθεί πριν από την επώαση.

Στη µέθοδο της επωάσεως (2)(3)(5)(6),η ουσία δοκιµής/διάλυµα δοκιµής προεπωάζεται µε το υπό δοκιµή στέλεχος

(που περιέχει περίπου 108
βιώσιµα κύτταρα) και στείρο ρυθµιστικό διάλυµα ή το σύστηµα µεταβολικής

ενεργοποίησης (0.5 ml) συνήθως για 20 min. ή και περισσότερο στους 30-37°Cπριν να αναµειχθεί µε το άγαρ

επιστρώσεως και να επιστρωθεί στην επιφάνεια τρυβλίου µε ελάχιστο άγαρ. Συνήθως, 0.05ή 0.1 ml της υπό δοκιµή

ουσίας/διαλύµατος δοκιµής, 0.1 mlβακτηρίων και 0.5 ml S9-µίγµατος ή στείρου ρυθµιστικού αναµειγνύονται µε 2,0
ml άγαρ επιστρώσεως. Οι σωλήνες, κατά τη διάρκεια της πρωεπώασης, θα πρέπει να αερίζονται µε τη χρήση

αναταράκτη.

Για τη σωστή εκτίµηση της διακύµανσης, σε κάθε επίπεδο δόσεως θα πρέπει να χρησιµοποιείται τριπλή επίστρωση.
Εφόσον αιτιολογείται επιστηµονικώς, µπορεί να χρησιµοποιηθεί και διπλή επίστρωση. Τυχαία απώλεια τρυβλίου

δεν καθιστά κατ’ ανάγκη άκυρη τη δοκιµή.

Αέριες ή πτητικές ουσίες θα πρέπει να υποβάλλονται σε δοκιµή µε κατάλληλες µεθόδους, όπως π.χ. σε σφραγισµένα

δοχεία (12)(14)(15)(16).

1.5.4 Επώαση

‘Ολα τα τρυβλία σε µία δεδοµένη δοκιµή θα πρέπει να επωάζονται στους 37°C για 48-72 hours.Μετά την περίοδο

επώασης, µετράται ο αριθµός των ανάστροφων αποικιών ανά τρυβλίο.



2. ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

2.1 Επεξεργασία των αποτελεσµάτων

Τα δεδοµένα θα πρέπει να παρουσιάζονται ως ο αριθµός των ανάστροφων αποικιών ανά τρυβλίο. Θα πρέπει επίσης

να δίνεται και ο αριθµός των ανάστροφων αποικιών στα τρυβλία που χρησιµοποιήθηκαν ως αρνητικός (διαλύτης-
µάρτυρας και µη υποβληθείς σε κατεργασία µάρτυρας, εφόσον χρησιµοποιείται) και θετικός µάρτυρας.Για την υπό

δοκιµή ουσία καθώς και για τον θετικό και αρνητικό (µη κατεργασθείς και/ή διαλύτης) µάρτυρα θα πρέπει να

δίνονται στοιχεία µε τους επιµέρους κατά τρυβλίο αριθµούς, το µέσο αριθµό των ανάστροφων αποικιών ανά

τρυβλίο και την τυπική απόκλιση.

∆εν απαιτείται επαλήθευση των σαφών θετικών αποκρίσεων. Τυχόν διφορούµενα αποτελέσµατα θα πρέπει να

αποσαφηνίζονται µε περαιτέρω δοκιµές τροποποιώντας κατά προτίµηση τις πειραµατικές συνθήκες. Τα αρνητικά

αποτελέσµατα πρέπει να επιβεβαιώνονται περίπτωση προς περίπτωση. Στις περιπτώσεις όπου δεν θεωρείται

αναγκαία η επιβεβαίωση των αρνητικών αποτελεσµάτων, θα πρέπει να παρέχεται σχετική αιτιολόγηση. Στα

επαναληπτικά πειράµατα θα πρέπει να εξετάζεται η τροποποίηση των παραµέτρων της δοκιµής ώστε να καλύπτουν

όλη την έκταση των εκτιµούµενων συνθηκών. Στις παραµέτρους που µπορούν να τροποποιηθούν περιλαµβάνεται το

εύρος της συγκέντρωσης, η µέθοδος κατεργασίας (προσθήκη σε τρυβλίο ή προεπώαση σε υγρό περιβάλλον) και οι

συνθήκες µεταβολικής ενεργοποίησης.

2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Για να θεωρηθεί ένα αποτέλεσµα ως θετικό εφαρµόζονται διάφορα κριτήρια όπως η σχετιζόµενη µε την

συγκέντρωση αύξηση στην περιοχή δοκιµής και/ή µία αναπαραγώγιµη αύξηση υπό µία ή περισσότερες

συγκεντρώσεις στον αριθµό των ανάστροφων αποικιών ανά τρυβλίο σε ένα τουλάχιστον στέλεχος µε ή χωρίς

σύστηµα µεταβολικής ενεργοποίησης (23). Θα πρέπει να εξετάζεται πρώτα η βιολογική σχετικότητα των

αποτελεσµάτων. Ως βοήθηµα στην αξιολόγηση των αποτελεσµάτων των δοκιµών µπορούν να χρησιµοποιούνται και

στατιστικές µέθοδοι [24]. Εντούτοις, σε µία θετική απόκριση δεν θα πρέπει ως µοναδικός αποφασιστικός

παράγοντας να λαµβάνεται η στατιστική σηµαντικότητα.

Εφόσον τα αποτελέσµατα για µία υπό δοκιµή ουσία δεν πληρούν τα ανωτέρω κριτήρια, η ουσία αυτή θεωρείται ως

µη µεταλλαξογόνος στο σύστηµα αυτό.

Αν και τα περισσότερα πειράµατα θα δίνουν σαφώς θετικά ή αρνητικά αποτελέσµατα, σε σπάνιες περιπτώσεις τα

δεδοµένα ενδέχεται να µην επιτρέπουν τη εξαγωγή οριστικού συµπεράσµατος σχετικά µε τη δραστικότητα της υπό

δοκιµή ουσίας. Τα αποτελέσµατα µπορεί να παραµένουν διφορούµενα ή αµφισβητήσιµα άσχετα µε το πόσες φορές

θα επαναληφθεί το πείραµα.

Θετικά αποτελέσµατα από τη δοκιµή βακτηριακής ανάστροφης µετάλλαξης δείχνουν ότι η υπό δοκιµή ουσία επάγει

σηµειακές µεταλλάξεις µε υποκαταστάσεις βάσεων ή αλλαγές πλαισίου στο γονιδίωµα της Salmonella typhimurium
και/ή Escherichia coli. Αρνητικά αποτελέσµατα δείχνουν ότι, υπό τις συνθήκες της δοκιµής, η υπό δοκιµή ουσία

δεν είναι µεταλλαξογόνος στο εξεταζόµενο είδος.



3. ΕΚΘΕΣΗ ΑΝΑΦΟΡΑΣ

ΕΚΘΕΣΗ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Η έκθεση δοκιµής πρέπει να περιλαµβάνει τα ακόλουθα στοιχεία:

∆ιαλύτης/Φορέας

• αιτιολόγηση της επιλογής του διαλύτη/φορέα,

• διαλυτότητα και σταθερότητα της υπό δοκιµή ουσίας στο διαλύτη/φορέα, εφόσον είναι γνωστές,

Στελέχη:

• χρησιµοποιηθέντα στελέχη,

• αριθµό κυττάρων ανά καλλιέργεια,

• χαρακτηριστικά των στελεχών.

Συνθήκες δοκιµής:

• ποσότητα της υπό δοκιµή ουσίας ανά τρυβλίο (mg/τρυβλίο ή µl/τρυβλίο) µε αιτιολόγηση της επιλογής της

δόσεως και του αριθµού των τρυβλίων ανά συγκέντρωση

• χρησιµοποιηθέν θρεπτικό µέσο

• τύπο και σύσταση του συστήµατος µεταβολικής ενεργοποίησης, συµπεριλαµβανοµένων και των κριτηρίων

αποδοχής,

• διαδικασίες κατεργασίας.

Αποτελέσµατα:

• σηµάδια τοξικότητας,

• σηµάδια καθίζησης,

• επιµέρους κατά τρυβλίο αποτελέσµατα µετρήσεων,

• το µέσο αριθµό των ανάστροφων αποικιών ανά τρυβλίο και την τυπική απόκλιση,

• σχέση δόσης-απόκρισης, όπου είναι δυνατό,

• στατιστικές αναλύσεις, εφόσον υπάρχουν,

• παράλληλα στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύτης/φορέας) και θετικούς µάρτυρες, µε εύρη, µέσες τιµές και

τυπικές αποκλίσεις.

• προϋπάρχοντα στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύτης/φορέας) και θετικούς µάρτυρες, µε εύρη, µέσες τιµές και

τυπικές αποκλίσεις.

Εξέταση των αποτελεσµάτων

Συµπεράσµατα
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B. 17.ΜΕΤΑΛΛΑΞΟΓΕΝΕΤΙΚΟΤΗΤΑ– IN VITRO ∆ΟΚΙΜΗ ΚΥΤΤΑΡΙΚΗΣ ΓΟΝΙ∆ΙΑΚΗΣ

ΜΕΤΑΛΛΑΞΗΣ ΣΕ ΘΗΛΑΣΤΙΚΑ

1. ΜΕΘΟ∆ΟΣ

Η παρούσα µέθοδος αποτελεί αντιγραφή της OECD TG 476,In Vitro Mammalian Cell Gene Mutation Test (1997).

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Η in vitro δοκιµή κυτταρικής γονιδιακής µετάλλαξης στα θηλαστικά µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την ανίχνευση

γονιδιακών µεταλλάξεων που προκαλούνται από χηµικές ουσίες. Στις κατάλληλες κυτταρικές σειρές

περιλαµβανονται L5178Y λεµφωµατικά κύτταρα ποντικού, οι CHO, CHO-AS52 και V79 σειρές κυττάρων

κινέζικου κρικητού και TK6 ανθρώπινα λεµφοβλαστοειδή κύτταρα (1). Στις κυτταρικές αυτές σειρές τα

συνηθέστερα χρησιµοποιούµενα γενετικά τελιικά σηµεία µετρούν µετάλλαξη σε θυµιδινο κινάση (ΤΚ) και

φωσφοριβοζυλο τρανσφεράση υποξανθίνης-γουανίνης (HPRT) καθώς και ένα διαγονίδιο φωσφοριβοζυλο

τρανσφεράσης ξανθίνης-γουανίνης (XPRT). Οι δοκιµές µετάλλαξης TK, HPRT και XPRT ανιχνεύουν διάφορα

φάσµατα γενετικών συµβάντων. Το γεγονός ότι οι TK και XPRT βρίσκονται σε αυτοσώµατα µπορεί να επιτρέψει

την ανίχνευση γενετικών συµβάντων (π.χ. µεγάλες απαλείψεις) που δεν ανιχνεύονται στο γενετικό τόπο HPRT σε

X-χρωµοσώµατα (2)(3)(4)(5)(6).

Στην in vitro δοκιµή κυτταρικής γονιδιακής µετάλλαξης σε θηλαστικά, µπορούν να χρησιµοποιηθούν καλλιέργειες

καθιερωµένων κυτταρικών σειρών ή κυτταρικών στελεχών. Τα χρησιµοποιούµενα κύτταρα επιλέγονται µε βάση την

ικανότητα ανάπτυξής τους σε καλλιέργεια και τη σταθερότητα της συχνότητας αυθόρµητης µετάλλαξης.

Στις δοκιµές που διεξάγονται in vitro απαιτείται εν γένει η χρήση εξωγενούς πηγής µεταβολικής ενεργοποίησης. Το
σύστηµα αυτό µεταβολικής ενεργοποίησης δεν µπορεί να µιµηθεί εξ ολοκλήρου τις in vivo συνθήκες των

θηλαστικών. Πρέπει να λαµβάνεται πρόνοια ώστε να αποφεύγονται συνθήκες που µπορεί να οδηγήσουν στη λήψη

αποτελεσµάτων τα οποία δεν αντιπροσωπεύουν εγγενή µεταλλαξογενετικότητα. Θετικά αποτελέσµατα που δεν

αντικατοπτρίζουν εγγενή µεταλλαξογενετικότητα µπορεί να προέρχονται από αλλαγές στο pH, την

οσµωµοριακότητα ή υψηλά επίπεδα κυτταροτοξικότητας (7).

Η παρούσα δοκιµή χρησιµοποιείται για τον εντοπισµό πιθανών µεταλλαξογόνων και καρκινογόνων στα θηλαστικά.
Πολλές ενώσεις που εµφανίζονται θετικές στην παρούσα δοκιµή είναι καρκινογόνες για τα θηλαστικά. Εντούτοις,
δεν υπάρχει απόλυτη συσχέτιση µεταξύ αυτής της δοκιµής και του φαινοµένου της καρκινογενετικότητας. Η

συσχέτιση εξαρτάται από τη χηµική τάξη και υπάρχουν αύξουσες ενδείξεις ότι υπάρχουν καρκινογόνα που δεν

ανιχνεύονται από τη δοκιµή αυτή γιατί δρουν µέσω άλλων, µη γονοτοξικών µηχανισµών ή µηχανισµών που

απουσιάζουν στα βακτηριακά κύτταρα (6).

Βλ. επίσης Γενική εισαγωγή Μέρος B.

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ

Εξελικτική µετάλλαξη: γονιδιακή µετάλλαξη από το γονικό τύπο προς το προϊόν µετάλλαξης που προκαλεί

αλλοίωση ή απώλεια της ενζυµατικής δραστικότητας της λειτουργίας της κωδικοποιηµένης πρωτεϊνης.

Μεταλλαξογόνα υποκατάστασης ζευγών βάσεων: ουσίες που προκαλούν υποκατάσταση ενός ή περισσοτέρων

ζευγών βάσεων στο DNA.

Μεταλλαξογόνα αλλαγής πλαισίου: Ουσίες που προκαλούν προσθήκη ή απάλειψη ενός ή πολλών ζευγών βάσεων

στο µόριο DNA.



Χρόνος φαινοτυπικής έκφρασης: περίοδος κατά την οποία µη αλλοιωµένα γονιδιακά προϊόντα υφίστανται µείωση

από νεωστί µεταλλαγµένα κύτταρα.

Συχνότητα προϊόντων µετάλλαξης: ο αριθµός των παρατηρουµένων µεταλλαγµένων κυττάρων δια του αριθµού

βιώσιµων κυττάρων.

Σχετική συνολική ανάπτυξη: αύξηση του αριθµού των κυττάρων µε το χρόνο σε σύγκριση µε ένα κυτταρικό

πληθυσµό-µάρτυρα. Υπολογίζεται ως το γινόµενο της ανάπτυξης εναιωρήµατος σε σχέση µε τον αρνητικό µάρτυρα

επί την αποτελεσµατικότητα κλωνοποίησης σε σχέση µε τον αρνητικό µάρτυρα.

Σχετική ανάπτυξη εναιωρήµατος: αύξηση του αριθµού των κυττάρων κατά την περίοδο έκφρασης σε σχέση µε

τον αρνητικό µάρτυρα.

Βιωσιµότητα: η αποτελεσµατικότητα κλωνοποίησης των κατεργασµένων κυττάρων στο χρόνο της επίστρωσης σε

τρυβλίο υπό επιλεκτικές συνθήκες µετά την περίοδο έκφρασης.

Επιβίωση: η αποτελεσµατικότητα κλωνοποίησης των κατεργασµένων κυττάρων όταν επιστρώνονται σε τρυβλίο

στο τέλος της περιόδου κατεργασίας. Η επιβίωση εκφράζεται συνήθως σε σχέση µε την επιβίωση του κυτταρικού

πληθυσµού-µάρτυρα.

1.3 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Τα κύτταρα που παρουσιάζουν έλλειψη θυµιδινο κινάσης (TK) λόγω της µετάλλαξης TK+/- -> TK-/-
παρουσιάζουν

αντίσταση στην κυτταροτοξική επίδραση του πυριµιδινικού αναλόγου τριφθοροθυµιδίνη (TFT). Τα κύτταρα µε

θυµιδινο κινάση είναι ευαίσθητα στην TFT, πράγµα το οποίο εµποδίζει τον κυτταρικό µεταβολισµό και σταµατάει

την περαιτέρω κυτταρική διαίρεση. ‘Ετσι, τα µεταλλαγµένα κύτταρα µπορούν να πολλαπλασιάζονται παρουσία

TFT, ενώ τα κανονικά κύτταρα, τα οποία περιέχουν θυµιδινοκινάση, δεν µπορούν. Οµοίως, κύτταρα τα οποία

παρουσιάζουν έλλειψη σε HPRTή XPRT επιλέγονται επειδή παρουσιάζουν αντίσταση στην 6-θειογουανίνη (TG) ή
8-αζαγουανίνη (AG). Εάν σε κάποια από τις δοκιµές κυτταρικής γονιδιακής µετάλλαξης σε θηλαστικά υποβάλλεται

σε δοκιµή ανάλογη βάση ή ένωση σχετική µε τον παράγοντα επιλογής, θα πρέπει να εξετάζονται προσεκτικά οι

ιδιότητες της υπό δοκιµή ουσίας. Για παράδειγµα, θα πρέπει να διερευνάται οποιαδήποτε τυχόν υπόνοια επιλεκτικής

τοξικότητας της υπό δοκιµή ουσίας έναντι των µεταλλαγµένων και µη κυττάρων. Κατά την υποβολή λοιπόν σε

δοκιµή χηµικών ουσιών που έχουν σχέση από πλευράς δοµής µε τον παράγοντα επιλογής, θα πρέπει να

επιβεβαιώνεται η απόδοση του συστήµατος επιλογής/παράγοντα (8).

Τα υπό µορφή εναιωρήµατος ή µονοστρωµατικής καλλιέργειας κύτταρα εκτίθενται στην υπό δοκιµή ουσία, µε και

χωρίς µεταβολική ενεργοποίηση, για κατάλληλο χρονικό διάστηµα και κατόπιν φέρονται σε υποκαλλιέργειες για τον

προσδιορισµό της κυτταροτοξικότητας και για να επιτραπεί η φαινοτυπική έκφραση πριν από την επιλογή των

προϊόντων µετάλλαξης (9)(10)(11)(12)(13).Η κυτταροτοξικότητα προσδιορίζεται συνήθως µετρώντας τη σχετική

αποτελεσµατικότητα κλωνοποίησης (επιβίωση) ή τη σχετική συνολική ανάπτυξη των καλλιεργειών µετά την

περίοδο κατεργασίας. Οι κατεργαζόµενες καλλιέργειες διατηρούνται σε θρεπτικό µέσο για ικανό χρονικό διάστηµα

που είναι χαρακτηριστικό για κάθε επιλεγόµενο γενετικό τόπο και κυτταρικό τύπο, ώστε να µπορέσει να επιτευχθεί

η άριστη δυνατή φαινοτυπική έκφραση των προκληθεισών µεταλλάξεων. Η συχνότητα των προϊόντων µετάλλαξης

προσδιορίζεται ανακαλλιεργώντας γνωστούς αριθµούς κυττάρων σε θρεπτικό µέσο που περιέχει τον παράγοντα

επιλογής για την ανίχνευση µεταλλαγµένων κυττάρων και σε θρεπτικό µέσο χωρίς παράγοντα επιλογής για τον

προσδιορισµό της αποτελεσµατικότητας κλωνοποίησης (βιωσιµότητα). ‘Επειτα από κατάλληλο χρόνο επωάσεως,
µετρώνται οι αποικίες. Η συχνότητα των προϊόντων µετάλλαξης εξάγεται από τον αριθµό των µεταλλαγµένων

αποικιών στο µέσο επιλογής και τον αριθµό των αποικιών σε µη επιλεκτικό µέσο..



1.4 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

1.4.1 Προετοιµασίες

1.4.1.1 Κύτταρα

Υπάρχουν διάφοροι κυτταρικοί τύποι που µπορούν να χρησιµοποιηθούν στη δοκιµή αυτή, στους οποίους

περιλαµβάνονται υποκλώνοι των L5178Y, CHO, CHO-AS52, V79ή TK6 κυττάρων. Οι κυτταρικοί τύποι που

χρησιµοποιούνται στη δοκιµή αυτή θα πρέπει να έχουν αποδεδειγµένη ευαισθησία σε χηµικά µεταλλαξογόνα,
υψηλή αποτελεσµατικότητα κλωνοποίησης και σταθερή αυθόρµητη συχνότητα προϊόντων µετάλλαξης. Τα κύτταρα

θα πρεπει να ελέγχονται για τυχόν παρουσία µυκοπλάσµατος και εφόσον είναι µολυσµένα να µη χρησιµοποιούνται.

Η δοκιµή θα πρέπει να σχεδιάζεται έτσι ώστε να έχει προκαθορισµένη ευαισθησία και ισχύ. Ο αριθµός των

κυττάρων, οι καλλιέργειες και οι συγκεντρώσεις της υπό δοκιµή ουσίας θα πρέπει να αντικατοπτρίζουν αυτές τις

καθορισµένες παραµέτρους (14). Ο ελάχιστος αριθµός βιώσιµων κυττάρων που επιζούν της κατεργασίας και

χρησιµοποιούνται σε κάθε στάδιο της δοκιµής θα πρέπει να βασίζεται στη συχνότητα αυθόρµητης µετάλλαξης.
‘Ενας γενικός κανόνας είναι να χρησιµοποιείται αριθµός κυττάρων που να είναι τουλάχιστον δεκαπλάσιος του

αντιστρόφου της συχνότητας αυθόρµητης µετάλλαξης. Συνιστάται πάντως να χρησιµοποιούνται 106
κύτταρα. Θα

πρέπει να υπάρχει ιστορικό κατάλληλων στοιχείων για το χρησιµοποιούµενο κυτταρικό σύστηµα που να

αποδεικνύει τη συνεπή αποδοτικότητα της δοκιµής.

1.4.1.2 Θρεπτικά µέσα και συνθήκες καλλιέργειας

Θα πρέπει να χρησιµοποιούνται κατάλληλα µέσα καλλιέργειας και συνθήκες επωάσεως (δοχεία καλλιέργειας,
θερµοκρασία, συγκέντρωση CO2 και υγρασία). Τα θρεπτικά µέσα θα πρέπει να επιλέγονται ανάλογα µε τα

συστήµατα επιλογής και τον κυτταρικό τύπο που χρησιµοποιούνται στη δοκιµή. Παίζει σηµαντικό ρόλο οι συνθήκες

καλλιέργειας να επιλέγονται έτσι ώστε να διασφαλίζεται η άριστη ανάπτυξη των κυττάρων κατά τη διάρκεια της

περιόδου εκφράσεως και η ικανότητα σχηµατισµού αποικιών µεταλλαγµένων και µη κυττάρων.

1.4.1.3 Προετοιµασία των καλλιεργειών

Τα κύτταρα πολλαπλασιάζονται από έτοιµες καλλιέργειες, ανακαλλιεργούνται σε θρεπτικό µέσο και επωάζονται

στους 37°C.Πριν να χρησιµοποιηθούν στη δοκιµή αυτή, οι καλλιέργειες ενδέχεται να χρειάζεται να καθαριστούν

από προϋπάρχοντα µεταλλαγµένα κύτταρα.

1.4.1.4 Μεταβολική ενεργοποίηση

Τα κύτταρα θα πρέπει να εκτίθενται στην υπό δοκιµή ουσία παρουσία και απουσία κατάλληλου συστήµατος

µεταβολικής ενεργοποίησης. Το συνηθέστερα χρησιµοποιούµενο σύστηµα είναι ένα µεταµιτοχονδριακό κλάσµα

εµπλουτισµένο µε συµπαράγοντα (S9)που παρασκευάζεται από ήπαρ τρωκτικών που έχει υποβληθεί σε κατεργασία

µε ενζυµοεπαγωγικούς παράγοντες όπως : Aroclor 1254 (15)(16)(17)(18)ή µίγµα φαινοβαρβιτόνης και β-
ναφθοφλαβόνης (19)(20).

Το µεταµιτοχονδριακό κλάσµα χρησιµοποιείται συνήθως σε συγκεντρώσεις της τάξεως του 1-10% v/vστο τελικό

µέσο δοκιµής. Η επιλογή και κατάσταση ενός συστήµατος µεταβολικής ενεργοποίησης µπορεί να εξαρτάται από την

τάξη της υπό δοκιµή χηµικής ουσίας. Σε ορισµένες περιπτώσεις µπορεί να χρειάζεται να χρησιµοποιηθούν

περισσότερες από µία συγκεντρώσεις µεταµιτοχονδριακού κλάσµατος.

Με ορισµένες αλλαγές, στις οποίες περιλαµβάνεται και η παρασκευή επεξεργασµένων µε µεθόδους γενετικής

µηχανικής κυτταρικών σειρών που εκφράζουν ειδικά ενεργοποιητικά ένζυµα, ενδέχεται να µπορεί να γίνει και

ενδογενής ενεργοποίηση. Η επιλογή των χρησιµοποιουµένων κυτταρικών σειρών πρέπει να αιτιολογείται

επιστηµονικώς (π.χ. από τη σχέση του κυτοχρωµικού P450ισοενζύµου στο µεταβολισµό της υπό δοκιµή ουσίας).



1.4.1.5 Υπό δοκιµή ουσία/Προετοιµασία

Οι στερεές υπό δοκιµή ουσίες πρέπει να διαλύονται ή να τίθενται υπό µορφή εναιωρήµατος σε κατάλληλους

διαλύτες ή φορείς και να αραιώνονται εφόσον απαιτείται πριν από την κατεργασία των κυττάρων. Οι υγρές ουσίες

µπορούν να προστίθενται απευθείας στα συστήµατα δοκιµής και/ή να αραιώνονται πριν από την κατεργασία. Πρέπει

να χρησιµοποιούνται πρόσφατα παρασκευάσµατα της υπό δοκιµή ουσίας εκτός κι αν τα σχετικά µε τη σταθερότητα

της ουσίας στοιχεία επιτρέπουν τη χρήση έτοιµων παρασκευασµάτων.

1.4.2 Συνθήκες δοκιµής

1.4.2.1 ∆ιαλύτης/φορέας

∆εν πρέπει να υπάρχουν υπόνοιες για πιθανή χηµική αντίδραση του διαλύτη/φορέα µε την υπό δοκιµή ουσία ενώ θα

πρέπει να είναι συµβατός µε την επιβίωση των κυττάρων και τη δραστικότητα S9.Εφόσον ο χρησιµοποιούµενο

διαλύτης/φορέας δεν ανήκει στους γνωστούς, η χρήση του θα πρέπει να στηρίζεται στην ύπαρξη στοιχείων που

αποδεικνύουν τη συµβατότητά του. Συνιστάται, εφόσον είναι δυνατό, να εξετάζεται πρώτα η χρήση ενός υδατικού

διαλύτη/φορέα. ‘Οταν εξετάζονται ουσίες που δεν είναι σταθερές στο νερό, οι χρησιµοποιούµενοι οργανικοί

διαλύτες θα πρέπει να είναι απαλλαγµένοι ύδατος. Το νερό µπορεί να αφαιρεθεί µε την προσθήκη µοριακού

κοσκίνου.

1.4.2.2 Συγκεντρώσεις εκθέσεως

Μεταξύ των κριτηρίων που πρέπει να λαµβάνονται υπόψη όταν καθορίζεται η µέγιστη προς χρήση συγκέντρωση

είναι η κυτταροτοξικότητα, η διαλυτότητα στο σύστηµα δοκιµής και οι µεταβολές στο pH ή την

οσµωµοµοριακότητα.

Η κυτταροτοξικότητα θα πρέπει να προσδιορίζεται µε και χωρίς µεταβολική ενεργοποίηση στο κύριο πείραµα

χρησιµοποιώντας µία κατάλληλη ένδειξη της ακεραιότητας και ανάπτυξης των κυττάρων όπως η σχετική

αποτελεσµατικότητα κλωνοποίησης (επιβίωση) ή η σχετική συνολική ανάπτυξη. Χρήσιµο µπορεί να είναι ο

προσδιορισµός της κυτταροτοξικότητας και διαλυτότητας να γίνει σε ένα προκαταρκτικό πείραµα.

Για την ανάλυση θα πρέπει να χρησιµοποιούνται τέσσερις τουλάχιστον συγκεντρώσεις. Εφόσον εµφανίζονται

φαινόµενα κυτταροτοξικότητας, οι συγκεντρώσεις αυτές θα πρέπει να καλύπτουν µία περιοχή από τη µέγιστη µέχρι

µικρή ή και µηδενική τοξικότητα. Αυτό σηµαίνει συνήθως ότι οι συγκεντρώσεις δεν θα πρέπει να διαφέρουν

περισσότερο από ένα συντελεστή µεταξύ 2 και √10. Εφόσον η µέγιστη συγκέντρωση βασίζεται στην

κυτταροτοξικότητα, θα πρέπει να έχει ως αποτέλεσµα ένα ποσοστό 10-20% (όχι όµως λιγότερο από 10%)σχετικής
επιβίωσης (σχετικής αποτελεσµατικότητας κλωνοποίησης) ή σχετικής συνολικής ανάπτυξης. Για σχετικώς µη

κυτταροτοξικές ουσίες, η µέγιστη συγκέντρωση δοκιµής θα πρέπει να είναι 5 µl/ml, 5 mg/ml or 0.01 M,όποια από

τις τρεις είναι χαµηλότερη.

Σχετικά αδιάλυτες ουσίες θα πρέπει να υποβάλλονται σε δοκιµή µέχρι ή και πέραν του ορίου διαλυτότητάς τους υπό

τις συνθήκες καλλιέργειας. Τα σχετικά µε τη δυσδιαλυτότητα στοιχεία θα πρέπει να προσδιορίζονται στο τελικό

µέσο κατεργασίας στο οποίο εκτίθενται τα κύτταρα. Μπορεί να είναι χρήσιµο να υπολογιστεί η διαλυτότητα στην

αρχή και το πέρας της κατεργασίας καθώς η διαλυτότητα µπορεί να αλλάζει κατά τη διάρκεια της έκθεσης στο

σύστηµα δοκιµής λόγω της παρουσίας κυττάρων, S9,ορού, κλπ. Η µέγιστη διαλυτότητα µπορεί να ανιχνευθεί µε

γυµνό οφθαλµό. Το ίζηµα δεν πρέπει να παρεµβαίνει στα αποτελέσµατα της εκτίµησης.

1.4.2.3 Μάρτυρες

Σε κάθε πείραµα θα πρέπει να περιλαµβάνονται και καλλιέργειες µε θετικούς και αρνητικούς µάρτυρες (διαλύτης ή

φορέας), µε και χωρίς µεταβολική ενεργοποίηση. ‘Οταν χρησιµοποιείται µεταβολική ενεργοποίηση, ως θετικός

µάρτυρας θα πρέπει να χρησιµοποιείται ουσία που απαιτεί ενεργοποίηση για την παροχή µεταλλαξογόνου

απόκρισης.



Παραδείγµατα ουσιών-θετικών µαρτύρων είναι:

Μεταβολική

ενεργοποίηση

Γενετικός τόπος Ουσία Αριθ. CAS Αριθ.
EINECS

Απουσία

εξωγενούς

µεταβολικής

ενεργοποίησης

HPRT Μεθανοσουλφονικός

αιθυλεστέρας

Αιθυλο νιτροζουρία

62-50-0

759-73-9

200-536-7

212-072-2

TK (µικρές και
µεγάλες αποικίες)

Μεθανοσουλφονικός

µεθυλεστέρας

66-27-3 200-625-0

XPRT Μεθανοσουλφονικός

αιθυλεστέρας

Αιθυλο νιτροζουρία

62-50-0

759-73-9

200-536-7

212-072-2

Παρουσία

εξωγενούς

µεταβολικής

ενεργοποίησης

HPRT 3-Μεθυλοχολανθρένιο

Ν-Νιτροζωδιµεθυλαµίνη

7,12-∆ιµεθυλοβενζανθρακένιο

56-49-5

62-75-9

57-97-6

200-276-4

200-549-8

200-359-5

TK (µικρές και
µεγάλες αποικίες)

Κυκλοφωσφαµίδιο

Μονοένυδρο κυκλοφωσφαµίδιο

Βενζο[α]πυρένιο

3-Μεθυλοχολανθρένιο

50-18-0

6055-19-2

50-32-8

56-49-5

200-015-4

200-028-5

200-276-5

XPRT Ν-Νιτροζωδιµεθυλαµίνη (για
υψηλά επίπεδα S9)

Βενζο[α]πυρένιο

62-75-9

50-32-8

200-549-8

200-028-5

Ως θετικοί µάρτυρες αναφοράς µπορούν να χρησιµοποιηθούν και άλλες ουσίες, π.χ. εάν ένα εργαστήριο έχει ένα

ιστορικό µε στοιχεία για την 5-Βρωµο 2'-δεοξυουριδίνη [CAS n. 59-14-3, EINECS n. 200-415-9],µπορεί να

χρησιµοποιηθεί και αυτή η ουσία αναφοράς. Εφόσον υπάρχουν, θα πρέπει να εξετάζεται η χρήση ως θετικών

µαρτύρων ουσιών σχετικής χηµικής τάξης.

Θα πρέπει να περιλαµβάνονται και αρνητικοί µάρτυρες, αποτελούµενοι από µόνο τον διαλύτη ή φορέα στο µέσο

κατεργασίας, και κατεργασµένοι µε τον ίδιο τρόπο µε εκείνο των καλλιεργειών της υπό δοκιµή ουσίας, Επιπλέον, θα
πρέπει να χρησιµοποιούνται και µη υποστάντες επεξεργασία µάρτυρες εκτός αν υπάρχουν πρότερα στοιχεία που

αποδεικνύουν ότι ο επιλεγείς διαλύτης δεν επιφέρει επιβλαβή ή µεταλλαξογόνα αποτελέσµατα.



1.4.3 ∆ιαδικασία

1.4.3.1 Κατεργασία µε την υπό δοκιµή ουσία

Πολλαπλασιασθέντα κύτταρα θα πρέπει να εκτίθενται στην υπό δοκιµή ουσία µε και χωρίς µεταβολική

ενεργοποίηση. Η έκθεση θα πρέπει να διαρκεί για κατάλληλο χρονικό διάστηµα (συνήθως τρεις έως έξι ώρες είναι

αρκετό). Ο χρόνος έκθεσης µπορεί να αντιστοιχεί σε ένα ή περισσότερους κυτταρικούς κύκλους.

Για κάθε συγκέντρωση, µπορούν να χρησιµοποιηθούν απλές ή διπλές καλλιέργειες της υπό δοκιµή ουσίας. ‘Οταν

χρησιµοποιούνται απλές καλλιέργειες, ο αριθµός των συγκεντρώσεων θα πρέπει να αυξάνεται ώστε να

εξασφαλίζεται ο κατάλληλος αριθµός καλλιεργειών για ανάλυση (π.χ. τουλάχιστον 8 προς ανάλυση συγκεντρώσεις).
Οι καλλιέργειες που χρησιµοποιούνται για αρνητικοί µάρτυρες (διαλύτης), θα πρέπει να είναι εις διπλούν.

Οι αέριες ή πτητικές ουσίες θα πρέπει να εξετάζονται µε κατάλληλες µεθόδους, όπως π.χ. σε σφραγισµένα δοχεία

καλλιέργειας (21)(22).

1.4.3.2 Μέτρηση επιβίωσης, βιωσιµότητας και συχνότητας προϊόντων µετάλλαξης

Στο τέλος της περιόδου έκθεσης, τα κύτταρα πλένονται και καλλιεργούνται για τον προσδιορισµό της επιβίωσης και

για να µπορέσει να επιτευχθεί η έκφραση του φαινοτύπου των προϊόντων µετάλλαξης. Η µέτρηση της

κυτταροτοξικότητας µε τον προσδιορισµό της σχετικής αποτελεσµατικότητας κλωσνοποίησης (επιβίωσης) ή της

σχετικής συνολικής ανάπτυξης των καλλιεργειών γίνεται συνήθως µετά την περίοδο κατεργασίας.

Κάθε γενετικός τόπος έχει καθορισµένες χρονικές απαιτήσεις για να πραγµατοποιηθεί η κατ’ ουσία άριστη

φαινοτυπική έκφραση προσφάτως παραχθέντων προϊόντων µετάλλαξης (οι HPRTκαι XPRT απαιτούν τουλάχιστον

6-8 ηµέρες και η TK τουλάχιστον 2 ηµέρες). Τα κύτταρα αυξάνονται σε θρεπτικό µέσο µε και χωρίς παράγοντα ή

παράγοντες επιλογής για τον προσδιορισµό του αριθµού των προϊόντων µετάλλαξης και της αποτελεσµατικότητας

κλωνοποίησης, αντίστοιχα. Η µέτρηση της βιωσιµότητας (που χρησιµοποιείται για τον υπολογισµό της συχνότητας

προϊόντων µετάλλαξης) ξεκινά στο τέλος του χρόνου έκφρασης µε επίστρωση σε µη επιλεκτικό µέσο.

Εάν η υπό δοκιµή ουσία είναι θετική στη δοκιµή L5178Y TK+/- , θα πρέπει να πραγµατοποιείται µέτρηση µεγέθους

των αποικιών σε µία τουλάχιστον από τις καλλιέργειες της δοκιµής (µε την υψηλότερη θετική συγκέντρωση) καθώς
και στον αρνητικό και θετικό µάρτυρα. Εάν η υπό δοκιµή ουσία είναι αρνητική στη δοκιµή L5178Y TK+/-, θα
πρέπει να πραγµατοποιείται µέτρηση µεγέθους αποικιών στον αρνητικό και θετικό µάρτυρα. Σε δοκιµές στις οποίες

χρησιµοποιείται TK6TK+/-, µπορεί επίσης να γίνει µέτρηση µεγέθους αποικιών.



2. ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Στα λαµβανόµενα στοιχεία θα πρέπει να περιλαµβάνεται προσδιορισµός της κυτταροτοξικότητας και βιωσιµότητας,
ο αριθµός των αποικιών και η συχνότητα των προϊόντων µετάλλαξης και για τις υπό δοκιµή καλλιέργειες και για

τους µάρτυρες. Σε περίπτωση θετικής αποκρίσεως στη δοκιµή L5178Y TK+/-, οι αποικίες καταµετρούνται µε βάση

τα κριτήρια για τις µικρές και µεγάλες αποικίες για µία τουλάχιστον συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας (µέγιστη
θετική συγκέντρωση) και στον αρνητικό και τον θετικό µάρτυρα. Η µοριακή και κυτταρογενετική φύση και των

µικρών και των µεγάλων αποικιών προϊόντων µετάλλαξης έχει µελετηθεί λεπτοµερώς (23)(24).Στην δοκιµή TK+/- ,
οι αποικίες καταµετρούνται µε βάση τα κριτήρια για τις αποικίες κανονικής ανάπτυξης (µεγάλες) και βραδείας

ανάπτυξης (µικρές) (25). Τα µεταλλαγµένα κύτταρα που έχουν υποστεί τις πλέον εκτεταµένες γενετικές βλάβες

έχουν παρατεταµένο χρόνο διπλασιασµού και έτσι σχηµατίζουν µικρές αποικίες. Οι βλάβες αυτές µπορούν να είναι

από απώλεια ολόκληρου του γονιδίου µέχρι καρυοτυπικώς ορατές χρωµοσωµικές εκτροπές. Η εµφάνιση προϊόντων

µετάλλαξης σε µικρές αποικίες συνδέεται µε χηµικές ουσίες που προκαλούν σοβαρές χρωµοσωµικές εκτροπές (26).
Τα µεταλλαγµένα κύτταρα που έχουν πληγεί λιγότερο σοβαρά, αναπτύσσονται µε ρυθµούς παρόµοιους µε εκείνους

των γονικών κυττάρων και σχηµατίζουν µεγάλες αποικίες.

Θα πρέπει να δίνεται η επιβίωση (σχετική αποτελεσµατικότητα κλωνοποίησης) ή η σχετική συνολική ανάπτυξη. Η

συχνότητα των προϊόντων µετάλλαξης θα πρέπει να εκφράζεται ως ο αριθµός των µεταλλαγµένων κυττάρων προς

τον αριθµό των επιβιωσάντων κυττάρων.

Θα πρέπει να δίνονται στοιχεία για κάθε µεµονωµένη καλλιέργεια. Επιπλέον, όλα τα δεδοµένα θα πρέπει να

δίνονται µε τη µορφή πίνακα.

∆εν απαιτείται επαλήθευση των σαφών θετικών αποκρίσεων. Τυχόν διφορούµενα αποτελέσµατα θα πρέπει να

αποσαφηνίζονται µε περαιτέρω δοκιµές τροποποιώντας κατά προτίµηση τις πειραµατικές συνθήκες. Τα αρνητικά

αποτελέσµατα πρέπει να επιβεβαιώνονται περίπτωση προς περίπτωση. Στις περιπτώσεις όπου δεν κρίνεται αναγκαία

η επιβεβαίωση των αρνητικών αποτελεσµατων, θα πρέπει να παρέχεται σχετική αιτιολόγηση. Στις επιβεβαιωτικά

πειράµατα, τόσο για τα διφορούµενα όσο και για τα αρνητικά αποτελέσµατα, θα πρέπει να εξετάζεται η

τροποποίηση των παραµέτρων της µελέτης ώστε να καλύπτουν όλη την έκταση των εκτιµούµενων συνθηκών. Στις
παραµέτρους που µπορούν να τροποποιηθούν περιλαµβάνεται το εύρος των συγκεντρώσεων και οι συνθήκες

µεταβολικής ενεργοποίησης.

2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Για να θεωρηθεί ένα αποτέλεσµα ως θετικό εφαρµόζονται διάφορα κριτήρια όπως η σχετιζόµενη µε την

συγκέντρωση αύξηση ή η αναπαραγώγιµη αύξηση στη συχνότητα των προϊόντων µετάλλαξης. Πρώτα θα πρέπει να

εξετάζεται η βιολογική σχετικότητα των αποτελεσµάτων. Ως βοήθηµα στην αξιολόγηση των αποτελεσµάτων των

δοκιµών µπορούν να χρησιµοποιούνται και στατιστικές µέθοδοι. Σε µία θετική απόκριση δεν θα πρέπει ως

µοναδικός αποφασιστικός παράγοντας να λαµβάνεται η στατιστική σηµαντικότητα.

Εφόσον τα αποτελέσµατα για µία υπό δοκιµή ουσία δεν πληρούν τα ανωτέρω κριτήρια, η ουσία αυτή θεωρείται ως

µη µεταλλαξογόνος στο σύστηµα αυτό.

Αν και τα περισσότερα πειράµατα θα δίνουν σαφώς θετικά ή αρνητικά αποτελέσµατα, σε σπάνιες περιπτώσεις τα

δεδοµένα ενδέχεται να µην επιτρέπουν τη εξαγωγή οριστικού συµπεράσµατος σχετικά µε τη δραστικότητα της υπό

δοκιµή ουσίας. Τα αποτελέσµατα µπορεί να παραµένουν διφορούµενα ή αµφισβητήσιµα άσχετα µε το πόσες φορές

θα επαναληφθεί το πείραµα.

Θετικά αποτελέσµατα από την in vitro δοκιµή κυτταρικής γονιδιακής µετάλλαξης σε θηλαστικά δείχνουν ότι η υπό

δοκιµή ουσία επάγει γονιδιακές µεταλλάξεις στα χρησιµοποιηθέντα και καλλιεργηθέντα κύτταρα θηλαστικού. Η

περίπτωση µε τη µεγαλύτερη σηµαντικότητα είναι εκείνη όπου υπάρχει θετική και αναπαραγώγιµη συνάρτηση

απόκρισης µε συγκέντρωση. Αρνητικά αποτελέσµατα δείχνουν ότι, υπό τις συνθήκες της δοκιµής, η υπό δοκιµή

ουσία δεν επάγει γονιδιακές µεταλλάξεις στα χρησιµοποιηθέντα και καλλιεργηθέντα κύτταρα θηλαστικού.



3. ΕΚΘΕΣΗ ΑΝΑΦΟΡΑΣ

ΕΚΘΕΣΗ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Η έκθεση δοκιµής πρέπει να περιλαµβάνει τα ακόλουθα στοιχεία:

∆ιαλύτης/Φορέας

• αιτιολόγηση της επιλογής του φορέα/διαλύτη,

• διαλυτότητα και σταθερότητα της υπό δοκιµή ουσίας στο διαλύτη/φορές, εφόσον είναι γνωστές,

Κύτταρα:

• τύπο και πηγή των κυττάρων,

• αριθµό των κυτταρικών καλλιεργειών,

• αριθµό κυτταρικών διελεύσεων, εφόσον συντρέχει περίπτωση,

• µεθόδους συντήρησης της κυτταρικής καλλιέργειας, εφόσον συντρέχει περίπτωση,

• απουσία µυκοπλάσµατος, εφόσον συντρέχει περίπτωση

Συνθήκες δοκιµής:

• αιτιολογία για την επιλογή των συγκεντρώσεων και του αριθµού των καλλιεργειών συµπεριλαµβανοµένων, π.χ.
στοιχείων κυτταροτοξικότητας και περιορισµών από πλευράς διαλυτότητας, εφόσον συντρέχει περίπτωση

• σύσταση του µέσου καλλιέργειας , συγκέντρωση CO2,

• συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας,

• όγκο του φορέα και της προστιθέµενης υπό δοκιµή ουσίας,

• θερµοκρασία επωάσεως,

• χρόνο επωάσεως,

• διάρκεια της κατεργασίας,

• πυκνότητα των κυττάρων κατά την κατεργασία,

• τύπο και σύσταση του συστήµατος µεταβολικής ενεργοποίησης, συµπεριλαµβανοµένων και κριτηρίων

αποδοχής,

• θετικούς και αρνητικούς µάρτυρες,

• διάρκεια της περιόδου έκφρασης (συµπεριλαµβανοµένου του αριθµού των ανακαλλιεργηθέντων κυττάρων και

των υποκαλλιεργειών και διαγραµµάτων διατροφής, εφόσον συντρέχει περίπτωση,

• παράγοντες επιλογής,

• κριτήρια για την κατάταξης µιας δοκιµής ως θετικής, αρνητικής ή διφορούµενης.

• µεθόδους που χρησιµοποιήθηκαν για την καταγραφή του αριθµού των βιώσιµων και των µεταλλαγµένων

κυττάρων,

• ορισµό των αποικιών σχετικά µε το µέγεθος και τον τύπο τους (συµπεριλαµβανοµένων των κριτηρίων

κατάταξης σε “µικρές” και “µεγάλες” αποικίες, εφόσον συντρέχει περίπτωση).



Αποτελέσµατα:

• σηµάδια τοξικότητας,

• σηµάδια καθίζησης,

• στοιχεία για το pH και την οσµωµοριακότητα κατά τη διάρκεια της έκθεσης στην υπό δοκιµή ουσία, εφόσον
προσδιορίστηκαν,

• µέγεθος των αποικιών, εφόσον καταγράφηκε, τουλάχιστον για τους θετικούς και αρνητικούς µάρτυρες,

• επάρκεια του εργαστηρίου στην ανίχνευση µικροαποικιακών προϊόντων µετάλλαξης µε το σύστηµα L5178Y
TK+/-, όπου συντρέχει περίπτωση,

• σχέση δόσης-απόκρισης, όπου είναι δυνατό,

• στατιστικές αναλύσεις, εφόσον υπάρχουν,

• παράλληλα στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύτης/φορέας) και θετικούς µάρτυρες,

• προϋπάρχοντα στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύτης/φορέας) και θετικούς µάρτυρες, µε εύρη, µέσες τιµές και

τυπικές αποκλίσεις.

• συχνότητα των προϊόντων µετάλλαξης

Εξέταση των αποτελεσµάτων

Συµπεράσµατα
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B.23.∆ΟΚΙΜΗ ΣΠΕΡΜΟΓΟΝΙΑΚΗΣ ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΗΣ ΕΚΤΡΟΠΗΣ ΣΕ ΘΗΛΑΣΤΙΚΑ

1. ΜΕΘΟ∆ΟΣ

Η παρούσα µέθοδος αποτελεί αντιγραφή της OECD TG 483, Mammalian Spermatogonial Chromosome Aberration
Test (1997).

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Σκοπός της in vitro δοκιµής σπερµογονιακής χρωµοσωµικής εκτροπής είναι ο εντοπισµός των ουσιών εκείνων που
προκαλούν δοµικές χρωµοσωµικές εκτροπές σε σπερµογονιακά κύτταρα θηλαστικών (1)(2)(3)(4)(5).Οι δοµικές
εκτροπές µπορεί να είναι δύο τύπων, χρωµοσωµικές ή χρωµατιδικές. Τα περισσότερα χηµικά µεταλλαξογόνα

προκαλούν εκτροπές χρωµατιδικού τύπου, απαντώνται όµως και εκτροπές χρωµοσωµικού τύπου. Η παρούσα

µέθοδος δεν έχει σχεδιαστεί για τη µέτρηση αριθµητικών εκτροπών και δεν χρησιµοποιείται συνήθως για το σκοπό

αυτό. Οι χρωµοσωµικές µεταλλάξεις και τα συναφή συµβάντα αποτελούν το αίτιο πολλών γενετικών ασθενειών

ατον άνθρωπο.

Με την παρούσα δοκιµή µετρούνται χρωµοσωµικά συµβάντα σε σπερµογονιακά γεννητικά κύτταρα και, συνεπώς,
πιστεύεται ότι µπορεί µε αυτήν να προβλεφθεί η επαγωγή κληρονοµικών µεταλλάξεων στα γεννητικά κύτταρα.

Στη δοκιµή αυτή χρησιµοποιούνται συνήθως τρωκτικά. Aυτή ηin vivo κυτταρογενετική δοκιµή ανιχνεύει

χρωµοσωµικές εκτροπές σε σπερµογονιακές µιτώσεις. ‘Αλλα κύτταρα-στόχοι δεν εµπίπτουν στο θέµα της µεθόδου
αυτής.

Για την ανίχνευση εκτροπών χρωµατιδικού τύπου σε σπερµογονιακά κύτταρα, θα πρέπει να εξετάζεται η πρώτη
µιτωτική κυτταρική διαίρεση µετά την κατεργασία πριν οι αλλοιώσεις αυτές απωλεσθούν στις επόµενες κυτταρικές

διαιρέσεις. Πρόσθετες πληροφορίες από τα υποβληθέντα σε κατεργασία σπερµογονιακά βλαστοκύτταρα µπορούν να
ληφθούν από µειωτική χρωµοσωµική ανάλυση για χρωµοσωµικού τύπου εκτροπές στο στάδιο της διακίνησης-
µετάφασης Ι όταν τα υπό κατεργασία κύτταρα γίνουν σπερµατοκύτταρα.

Αυτή ηin vivo δοκιµή έχει σχεδιαστεί για να διερευνάται αν µεταλλαξογόνα σωµατικών κυττάρων είναι δραστικά

και σε γεννητικά κύτταρα. Επιπλέον, η σπερµογονιακή δοκιµή σχετίζεται µε την εκτίµηση του κινδύνου

µεταλλαξογένεσης δεδοµένου ότι µε αυτή µπορούν να εξεταστούν παράγοντες του in vivo µεταβολισµού, της
φαρµακοκινητικής και των διεργασιών επιδιόρθωσης DNA.

Στους όρχεις υπάρχουν διάφορες γενεές σπερµογονίων µε ένα ορισµένο φάσµα βαθµού ευαισθησίας στις χηµικές

ουσίες. ‘Ετσι, οι εντοπιζόµενες εκτροπές αντιπροσωπεύουν τη συνολική απόκριση των υπό κατεργασία

σπερµογονιακών κυτταρικών πληθυσµών, όπου δεσπόζουσα θέση καταλαµβάνουν τα πολυαριθµότερα

διαφοροποιηµένα σπερµογονιακά κύτταρα. Ανάλογα µε τη θέση τους στους όρχεις, οι διάφορες γενεές

σπερµογονίων µπορούν να εκτεθούν ή όχι στη γενική κυκλοφορία λόγω του φυσικού και φυσιολογικού φραγµού

των Σερτολιείων κυττάρων και του φραγµού αίµατος-όρχεων.

Εφόσον υπάρχουν ενδείξεις ότι η υπό δοκιµή ουσία, ή οι µεταβολίτες της, δεν πρόκειται να φθάσουν στον ιστό-
στόχο, δεν είναι σκόπιµο να χρησιµοποιείται στη δοκιµή αυή.

Βλ. επίσης Γενική Εισαγωγή Μέρος B.



1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ

Εκτροπή χρωµατιδικού τύπου: δοµική χρωµοσωµική βλάβη που εµφανίζεται ως ρήξη µεµονωµένων χρωµατιδών
ή ρήξη και επανένωση µεταξύ χρωµατιδών.

Εκτροπή χρωµοσωµικού τύπου: δοµική χρωµοσωµική βλάβη που εµφανίζεται ως ρήξη, ή ρήξη και επανένωση,
και των δύο χρωµατιδών στην ίδια θέση.

Χάσµα: αχρωµατική βλάβη µικρότερη από το πλάτος µιας χρωµατίδης και µε ελάχιστη απευθυγράµµιση των

χρωµατιδών.

Αριθµητική εκτροπή: µεταβολή του αριθµού των χρωµοσωµάτων από τον κανονικό χαρακτηριστικό αριθµό των
χρησιµοποιουµένων κυττάρων.

Πολυπλοειδία: πολλαπλάσιο του απλοειδούς χρωµοσωµικού αριθµού (n) πέραν του διπλοειδούς αριθµού (δηλ. 3n,
4nκ.ο.κ).

∆οµική εκτροπή: µεταβολή της δοµής των χρωµοσωµάτων που ανιχνεύεται µε παρατήρηση µε µικροσκόπιο του

σταδίου της µεταφάσεως της διαίρεσης των κυττάρων και γίνεται αντιληπτή µε τη µορφή απαλείψεων και

θραυσµάτων, ενδοανταλλαγών ή ανταλλαγών.

1.3 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Τα ζώα εκτίθενται στην υπό δοκιµή ουσία από µία κατάλληλη οδό εκθέσεως και θυσιάζονται σε κατάλληλες

χρονικές στιγµές µετά την αγωγή. Πριν από τη θυσία, τα ζώα υποβάλλονται σε αγωγή µε ένα παράγοντα αναστολής
µεταφάσεως (π.χ. κολχικίνη ή Colcemid). Στη συνέχεια, παρασκευάζονται παρασκευάσµατα από γεννητικά

κύτταρα, χρωµατίζονται και τα µεταφασικά κύτταρα εξετάζονται προς εντοπισµό τυχόν χρωµοσωµικών εκτροπών.

1.4 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

1.4.1 Προετοιµασίες

1.4.1.1 Επιλογή ζωϊκών ειδών

Συνήθως χρησιµοποιούνται αρσενικοί κινέζικοι κρικητοί και ποντικοί. Εντούτοις, µπορούν να χρησιµοποιηθούν και
αρσενικά από άλλα κατάλληλα είδη θηλαστικών. Θα πρέπει να χρησιµοποιούνται συνήθως χρησιµοποιούµενες
εργαστηριακές φυλές νεαρών υγιών ενήλικων ζώων. Στην αρχή της δοκιµής, οι διαφορές στα βάρη των ζώων θα
πρέπει να είναι ελάχιστες και να µην υπερβαίνουν το ± 20%του µέσου βάρους.

1.4.1.2 Συνθήκες στέγασης και διατροφής

Εφαρµόζονται οι γενικές συνθήκες που αναφέρονται στη Γενική Εισαγωγή του Μέρους Β, αν και ο στόχος για την
υγρασία θα πρέπει να είναι 50-60%.

1.4.1.3 Προετοιµασία των ζώων

Υγιή νεαρά ενήλικα αρσενικά χωρίζονται τυχαία σε οµάδες µαρτυρίας και αγωγής. Τα κλουβιά θα πρέπει να

διατάσσονται µε τέτοιο τρόπο ώστε να ελαχιστοποιούνται τυχόν πιθανές επιδράσεις από τη θέση των κλουβιών. Τα
ζώα λαµβάνουν µία αποκλειστική για το καθένα ταυτότητα. Τα ζώα εγκλιµατίζονται στις εργαστηριακές συνθήκες
για πέντε τουλάχιστον ηµέρες πριν από την έναρξη της δοκιµής.



1.4.1.4 Προετοιµασία των δόσεων

Στερεές υπό δοκιµή ουσίες θα πρέπει να διαλύονται ή να τίθενται υπό µορφή εναιωρήµατος σε κατάλληλους

διαλύτες ή φορείς και να αραιώνονται, εφόσον χρειάζεται, πριν να χορηγηθούν στα ζώα. Oι υγρές υπό δοκιµή
ουσίες µπορούν να χορηγούνται απευθείας ως έχουν ή να αραιώνονται πριν από τη χορήγηση. Θα πρέπει να

χρησιµοποιούνται πρόσφατα παρασκευάσµατα της υπό δοκιµή ουσίας εκτός κι αν τα στοιχεία σχετικά µε τη

σταθερότητα της ουσίας επιτρέπουν τη χρήση έτοιµων παρασκευασµάτων .

1.4.2 Συνθήκες δοκιµής

1.4.2.1 ∆ιαλύτης/φορέας

Ο διαλύτης/φορέας δεν θα πρέπει να εµφανίζει τοξική δράση στα χρησιµοποιούµενα επίπεδα δόσεων αλλά ούτε και
να υπάρχουν υπόνοιες για πιθανή χηµική αντίδρασή του µε την υπό δοκιµή ουσία. Εφόσον ο χρησιµοποιούµενος
διαλύτης/φορέας δεν ανήκει στους γνωστούς, η χρήση του θα πρέπει να στηρίζεται στην ύπαρξη στοιχείων που
αποδεικνύουν τη συµβατότητά του. Συνιστάται, εφόσον είναι δυνατό, να εξετάζεται πρώτα η χρήση ενός υδατικού
διαλύτη/φορέα.

1.4.2.2 Μάρτυρες

Σε κάθε δοκιµή θα πρέπει να περιλαµβάνονται παράλληλα θετικοί και αρνητικοί (διαλύτης ή φορέας) µάρτυρες. Με
εξαίρεση την αγωγή µε την υπό δοκιµή ουσία, τα ζώα στις οµάδες µαρτυρίας θα πρέπει να αντιµετωπίζονται µε τον
ίδιο ακριβώς τρόπο µε εκείνο των ζώων στις υποβαλλόµενες σε αγωγή οµάδες.

Οι θετικοί µάρτυρες θα πρέπει να προκαλούν δοµικές χρωµοσωµικές εκτροπές in vivo σε σπερµογονιακά κύτταρα

σε επίπεδα έκθεσης που αναµένεται να δώσουν ανιχνεύσιµη αύξηση πάνω από το βασικό όριο.

Οι δόσεις των θετικών µαρτύρων θα πρέπει να επιλέγονται έτσι ώστε οι επιδράσεις να είναι σαφείς αλλά να µην

αποκαλύπτουν αµέσως την ταυτότητα των κωδικοποιηµένων αντικειµενοφόρων στον παρατηρητή. Οι θετικοί
µάρτυρες µπορούν να χορηγούνται και από οδό διαφορετική από εκείνη της υπό δοκιµή ουσίας και να

δειγµατίζονται µόνο µία φορά. Εφόσον υπάρχουν, µπορεί να εξετάζεται η χρήση θετικών µαρτύρων παρόµοιας
χηµικής τάξης. Παραδείγµατα ουσιών-θετικών µαρτύρων είναι:

Ουσία Αριθ. CAS Αριθ. EINECS

Κυκλοφωσφαµίδιο

Μονοένυδρο κυκλοφωσφαµίδιο

50-18-0

6055-19-2

200-015-4

Κυκλοεξυλαµίνη 108-91-8 203-629-0

Μιτοµυκίνη C 50-07-7 200-008-6

Μονοµερές ακρυλαµίδιο 79-06-1 201-173-7

Τριαιθυλενοµελαµίνη 51-18-3 200-083-5

Για κάθε δειγµατοληψία θα πρέπει να περιλαµβάνονται και αρνητικοί µάρτυρες, υποβληθέντες σε αγωγή µόνο µε
διαλύτη ή φορέα αλλά µε τον ίδιο κατά τα άλλα τρόπο µε εκείνο των οµάδων της υπό δοκιµή ουσίας, εκτός κι αν
από προϋπάρχοντα στοιχεία για τους µάρτυρες προκύπτουν αποδεκτές διαφοροποιήσεις και συχνότητες κυττάρων

µε χρωµοσωµικές εκτροπές µεταξύ των ζώων. Επιπλέον, θα πρέπει να χρησιµοποιούνται και µη υποβληθέντες σε
αγωγή µάρτυρες εκτός αν υπάρχουν ιστορικά ή δηµοσιευµένα στοιχεία που αποδεικνύουν ότι ο επιλεγείς

διαλύτης/φορέας δεν επιφέρει επιβλαβή ή µεταλλαξογόνα αποτελέσµατα



1.5 ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ

1.5.1 Αριθµός ζώων

Κάθε υποβαλλόµενη σε αγωγή οµάδα και οµάδα-µάρτυρας πρέπει να αποτελείται από 5 τουλάχιστον προς εξέταση
αρσενικά.

1.5.2 Χρονοδιάγραµµα αγωγής

Οι υπό δοκιµή ουσίες χορηγούνται κατά προτίµηση µία ή δύο φορές (δηλ. ως µία ή δύο αγωγές). Οι υπό δοκιµή
ουσίες µπορούν επίσης να χορηγηθούν και διακεκοµµένα, δηλ. δύο αγωγές την ίδια ηµέρα που να µην απέχουν
χρονικά περισσότερο από µερικές ώρες, για να διευκολύνεται η χορήγηση µεγάλης ποσότητας ουσίας. ‘Αλλοι τυχόν
χρησιµοποιούµενοι τρόποι αγωγής θα πρέπει να αιτιολογούνται επιστηµονικώς.

Στην οµάδα στην οποία δίνεται η µεγαλύτερη δόση, γίνονται δύο δειγµατοληψίες µετά την αγωγή. Επειδή η

κινητική του κυτταρικού κύκλου µπορεί να επηρεαστεί από την υπό δοκιµή ουσία, πραγµατοποιούνται µία πρώτη
δειγµατοληψία και µία δεύτερη δειγµατοληψία αργότερα, 24 και 48 ώρες περίπου αντίστοιχα µετά την αγωγή. Για
τις υπόλοιπες δόσεις, θα πρέπει να γίνεται µία δειγµατοληψία στις 24 ώρες ή σε χρόνο που αντιστοιχεί στο 1,5 της
χρονικής διάρκειας του κυτταρικού κύκλου µετά την αγωγή, εκτός κι αν είναι γνωστό ότι για την ανίχνευση των
επιδράσεων είναι καταλληλότερος κάποιος άλλος χρόνος δειγµατοληψίας (6).

Επιπλέον, µπορούν να πραγµατοποιηθούν δειγµατοληψίες και σε άλλες χρονικές στιγµές. Για παράδειγµα, στην
περίπτωση ουσιών που µπορεί να επαγάγουν χρωµοσωµική υστέρηση, ή µπορεί να ασκήσουν S-ανεξάρτητες
επιδράσεις, µπορεί να είναι καλό να γίνει νωρίτερα η δειγµατοληψία (1).

Το αν πρέπει να υπάρξει ή όχι χρονοδιάγραµµα επανειληµµένης αγωγής, αυτό χρειάζεται να εξετάζεται κατά

περίπτωση. Στην περίπτωση επανειληµµένης αγωγής, τα ζώα θα πρέπει να θυσιάζονται 24 ώρες (1,5 κυτταρικό
κύκλο) µετά την τελευταία αγωγή. ‘Οπου χρειάζεται, µπορούν να υπάρξουν πρόσθετες δειγµατοληψίες σε άλλους
χρόνους.

Πριν από τη θυσία, στα ζώα εγχύεται ενδοπεριτοναϊκώς κατάλληλη δόση παράγοντα αναστολής µετάφασης (π.χ.
Colcemid ή κολχικίνη). Σε κατάλληλη χρονική στιγµή πραγµατοποιείται δειγµατοληψία στα ζώα. Για τους

ποντικούς, η καταλληλότερη στιγµή είναι περίπου 3-5 ώρες, ενώ για τους κινέζικους κρικητούς το διάστηµα αυτό

αντιστοιχεί περίπου σε 4-5ώρες.

1.5.3 Επίπεδα δόσεων

Εάν εκτελεστεί δοκιµή ανεύρεσης εύρους επειδή δεν υπάρχουν κατάλληλα διαθέσιµα δεδοµένα, αυτή θα πρέπει να
εκτελείται στο ίδιο εργαστήριο, µε το ίδιο είδος, φυλή και τρόπο αγωγής που χρησιµοποιείται στην κύρια δοκιµή
(7). Εφόσον υπάρχει τοξικότητα, στην πρώτη δειγµατοληψία χρησιµοποιούνται τρία επίπεδα δόσεων. Τα επίπεδα
αυτά δόσεων θα πρέπει να καλύπτουν µία περιοχή από τη µέγιστη µέχρι τη χαµηλή ή µηδενική τοξικότητα. Για τη
δεύτερη δειγµατοληψία, αρκεί να χρησιµοποιείται µόνο η µέγιστη δόση. Η µέγιστη δόση ορίζεται ως η δόση που

παρέχει σηµεία τοξικότητας τέτοια ώστε τυχόν υψηλότερα επίπεδα δόσης, µε βάση τον ίδιο τρόπο χορήγησης, να
αναµένεται φυσιολογικά να οδηγήσουν σε φαινόµενα θνησιµότητας.

Ουσίες µε ειδικές βιολογικές δράσεις σε χαµηλές µη τοξικές δόσεις (όπως ορµόνες και µιτωγόνα) µπορεί να
αποτελούν εξαιρέσεις στα κριτήρια ρύθµισης των δόσεων και θα πρέπει να αξιολογούνται κατά περίπτωση.Η
µέγιστη δόση µπορεί επίσης να οριστεί και ως η δόση που παρέχει ενδείξεις τοξικότητας στα σπερµογονιακά

κύτταρα (π.χ. ελάττωση του λόγου των σπερµογονιακών µιτώσεων προς την πρώτη και δεύτερη µειωτική

µετάφαση. Η ελάττωση αυτή δεν θα πρέπει να υπερβαίνει το 50%).



1.5.4 ∆οκιµή οριακής δόσης

Εάν µία δοκιµή µε ένα επίπεδο δόσης τουλάχιστον 2000 mg/kgβάρους σώµατος στην οποία χρησιµοποιείται µία
µόνη αγωγή, ή δύο αγωγές την ίδια µέρα, δεν δώσει ορατά τοξικά αποτελέσµατα, και εφόσον δεν αναµένεται η
εµφάνιση γονοτοξικότητας µε βάση στοιχεία από ουσίες σχετικής δοµής, τότε µπορεί να θεωρηθεί ως µη αναγκαία η
εκτέλεση πλήρους µελέτης µε τρία επίπεδα δόσης. Η αναµενόµενη ανθρώπινη έκθεση µπορεί να δώσει µία ένδειξη

της ανάγκης για χρησιµοποίηση υψηλότερου επίπεδου δόσης στη δοκιµή οριακής δόσης.

1.5.5 Χορήγηση δόσεων

Η υπό δοκιµή ουσία χορηγείται συνήθως µε διασωλήνωση χρησιµοποιώντας στοµαχικό σωλήνα ή κατάλληλο

σωλήνα διασωλήνωσης ή µε ενδοπεριτοναϊκή έγχυση. Μπορούν να χρησιµοποιηθούν και άλλες οδοί έκθεσης

εφόσον µπορούν να αιτιολογηθούν. Ο µέγιστος όγκος υγρού που µπορεί να χορηγηθεί µε διασωλήνωση ή έγχυση

εφάπαξ εξαρτάται από το µέγεθος του πειραµατόζωου. Ο όγκος δεν θα πρέπει να υπερβαίνει τα 2 ml/100gβάρους
σώµατος. Αν χρησιµοποιηθούν µεγαλύτεροι όγκοι, αυτό πρέπει να αιτιολογείται. Με εξαίρεση τις ερεθιστικές ή
διαβρωτικές ουσίες οι οποίες κανονικά εµφανίζουν εντονότερα αποτελέσµατα σε υψηλότερες συγκεντρώσεις, οι
διαφοροποιήσεις στον όγκο θα πρέπει να ελαχιστοποιούνται προσαρµόζοντας τη συγκέντρωση ώστε να

διασφαλίζεται σταθερός όγκος σε όλα τα επίπεδα δόσης.

1.5.6 Προετοιµασία των χρωµοσωµάτων

Αµέσως µετά τη θυσία, λαµβάνονται από τον ένα ή και τους δύο όρχεις, εναιωρήµατα κυττάρων που εκτίθενται σε
υποτονικό διάλυµα και στερεώνονται. Τα κύτταρα κατόπιν επιστρώνονται σε αντικειµενοφόρους πλάκες και

χρωµατίζονται.

1.5.7 Aνάλυση

Για κάθε ζώο θα πρέπει να εξετάζονται τουλάχιστον 100καλώς αναπτυγµένες µεταφάσεις (δηλ. 500κατ’ ελάχιστο
µεταφάσεις ανά οµάδα). Ο αριθµός αυτός µπορεί να µειωθεί όταν παρατηρείται υψηλός αριθµός εκτροπών. ‘Ολες οι
αντικειµενοφόροι, συµπεριλαµβανοµένων και εκείνων των θετικών και αρνητικών µαρτύρων, θα πρέπει να

λαµβάνουν έναν ανεξάρτητο κωδικό πρίν από την εξέταση στο µικροσκόπιο. Επειδή οι διαδικασίες στερέωσης
απολήγουν συχνά στη ρήξη ενός ποσοστού µεταφάσεων µε απώλεια χρωµοσωµάτων, τα καταµετρούµενα κύτταρα
θα πρέπει να περιέχουν αριθµό κεντροµεριδίων ίσο µε τον αριθµό 2n ± 2.

2. ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Τα στοιχεία θα πρέπει να παρουσιάζονται µε µορφή πίνακα για τα επιµέρους ζώα. Η πειραµατική µονάδα είναι το

ζώο. Για κάθε ζώο θα πρέπει να εκτιµάται ο αριθµός των κυττάρων µε δοµικές χρωµοσωµικές εκτροπές και ο
αριθµός των εκτροπών ανά κύτταρο. Οι διάφοροι τύποι δοµικών χρωµοσωµικών εκτροπών θα πρέπει να

καταγράφονται µε τον αριθµό και τη συχνότητά τους στις υποβληθείσες σε αγωγή και στις οµάδες-µάρτυρες. Τα
χάσµατα καταγράφονται ξεχωριστά και περιλαµβάνονται στην έκθεση, γενικά όµως δεν περιλαµβάνονται στη

συνολική συχνότητα εκτροπών.

Εφόσον παρατηρηθεί µίτωση καθώς επίσης και µείωση, θα πρέπει να προσδιορίζεται ο λόγος των µιτώσεων

σπερµογονίων προς την πρώτη και δεύτερη µειωτική µετάφαση ως µέτρο της κυτταροτοξικότητας για όλα τα

υποβληθέντα σε αγωγή ζώα και αρνητικούς µάρτυρες σε συνολικό δείγµα 100 διαιρεµένων κυττάρων ανά ζώο για
τον προσδιορισµό της δυνατής κυτταροτοξικής επίδρασης. Εφόσον παρατηρείται µόνο µίτωση, θα πρέπει να

προσδιορίζεται ο δείκτης µιτώσεως σε 1000τουλάχιστον κύτταρα για κάθε ζώο.



2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Για να θεωρηθεί ένα αποτέλεσµα ως θετικό εφαρµόζονται διάφορα κριτήρια όπως η σχετιζόµενη µε τη δόση

αύξηση στο σχετικό αριθµό κυττάρων µε χρωµοσωµικές εκτροπές ή η σαφής αύξηση στον αριθµό των κυττάρων µε

εκτροπές σε οµάδα µίας µόνης δόσης σε µία µόνη δειγµατοληψία. Πρώτα θα πρέπει να εξετάζεται η βιολογική
σχετικότητα των αποτελεσµάτων. Ως βοήθηµα στην αξιολόγηση των αποτελεσµάτων των δοκιµών µπορούν να
χρησιµοποιούνται και στατιστικές µέθοδοι (8). Σε µία θετική απόκριση δεν θα πρέπει ως µοναδικός αποφασιστικός
παράγοντας να λαµβάνεται η στατιστική σηµαντικότητα. Τυχόν διφορούµενα αποτελέσµατα θα πρέπει να

διασαφηνίζονται µε περαιτέρω δοκιµές τροποποιώντας, κατά προτίµηση, τις πειραµατικές συνθήκες.

Εφόσον τα αποτελέσµατα για µία υπό δοκιµή ουσία δεν πληρούν τα ανωτέρω κριτήρια, η ουσία αυτή θεωρείται ως
µη µεταλλαξογόνος στη δοκιµή αυτή.

Αν και τα περισσότερα πειράµατα θα δίνουν σαφώς θετικά ή αρνητικά αποτελέσµατα, σε σπάνιες περιπτώσεις τα
δεδοµένα ενδέχεται να µην επιτρέπουν τη εξαγωγή οριστικού συµπεράσµατος σχετικά µε τη δραστικότητα της υπό

δοκιµή ουσίας. Τα αποτελέσµατα µπορεί να παραµένουν διφορούµενα ή αµφισβητήσιµα άσχετα µε το πόσες φορές
θα επαναληφθεί το πείραµα.

Θετικά αποτελέσµατα από την in vivo δοκιµή σπερµογονιακής χρωµοσωµικής εκτροπής δείχνουν ότι η υπό δοκιµή

ουσία επάγει δοµικές χρωµοσωµικές εκτροπές στα γεννητικά κύτταρα των εξετασθέντων ειδών. Αρνητικά
αποτελέσµατα δείχνουν ότι, υπό τις συνθήκες της δοκιµής, η υπό δοκιµή ουσία δεν επάγει χρωµοσωµικές εκτροπές
στα γεννητικά κύτταρα των εξετασθέντων ειδών.

Θα πρέπει να εξετάζεται η πιθανότητα της υπό δοκιµή ουσίας ή των µεταβολιτών της στον ιστό στόχο.

3. ΕΚΘΕΣΗ ΑΝΑΦΟΡΑΣ

ΕΚΘΕΣΗ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Η έκθεση δοκιµής πρέπει να περιλαµβάνει τα ακόλουθα στοιχεία:

∆ιαλύτης/Φορέας

• αιτιολόγηση της επιλογής του φορέα,

• διαλυτότητα και σταθερότητα της υπό δοκιµή ουσίας στο διαλύτη/φορές, εφόσον είναι γνωστές,

Εξετασθέντα ζώα:

• χρησιµοποιηθέν είδος/φυλή,

• αριθµό και ηλικία των ζώων,

• πηγή, συνθήκες στέγασης, δίαιτα, κλπ,

• βάρος των µεµονωµένων ζώων στην έναρξη της δοκιµής, συµπεριλαµβανοµένου του εύρους των βαρών

σώµατος, της µέσης τιµής και της τυπικής απόκλισης για κάθε οµάδα



Συνθήκες δοκιµής:

• στοιχεία από τη µελέτη του εύρους, εφόσον έγινε,

• αιτιολογία της επιλογής του επιπέδου δόσεως,

• αιτιολογία της χρησιµοποιηθείσας οδού χορήγησης,

• λεπτοµέρειες για την προετοιµασία της υπό δοκιµή ουσίας,

• λεπτοµέρειες για τη χορήγηση της υπό δοκιµή ουσίας,

• αιτιολογία του χρονικού σηµείου της θυσίας

• µετατροπή της συγκέντρωσης (ppm) της υπό δοκιµή ουσίας στη δίαιτα/πόσιµο νερό στην πραγµατική δόση
(mg/kgβάρους σώµατος/ηµέρα), εφόσον συντρέχει περίπτωση,

• στοιχεία για την ποιότητα της τροφής και του νερού

• λεπτοµερή περιγραφή των σχηµάτων αγωγής και δειγµατοληψίας,

• µεθόδους για τις µετρήσεις της τοξικότητας,

• ταυτότητα της ουσίας αναστολής της µετάφασης, συγκέντρωση αυτής και διάρκεια της αγωγής,

• µεθόδους ετοιµασίας αντικειµενοφόρων,

• κριτήρια για τη µέτρηση των εκτροπών,

• αριθµό εξετασθέντων κυττάρων ανά ζώο,

• κριτήρια κατάταξης της δοκιµής ως θετικής, αρνητικής ή διφορούµενης.

Αποτελέσµατα:

• σηµάδια τοξικότητας,

• µιτωτικό δείκτη,

• λόγο σπερµογονιακών µιτώσεων προς πρώτη και δεύτερη µειωτικές µεταφάσεις,

• τύπο και αριθµό εκτροπών ξεχωριστά για κάθε ζώο,

• ολικό αριθµό εκτροπών ανά οµάδα,

• αριθµό κυττάρων µε εκτροπές ανά οµάδα,

• σχέση δόσης-απόκρισης, όπου είναι δυνατό,

• στατιστικές αναλύσεις, εφόσον υπάρχουν,

• παράλληλα στοιχεία για τους αρνητικούς µάρτυρες,

• προϋπάρχοντα στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύτης/φορέας) µάρτυρες, µε εύρη, µέσες τιµές και τυπικές
αποκλίσεις.

• παράλληλα στοιχεία για τους θετικούς µάρτυρες,

• αλλαγές στην πλοειδία, εφόσον παρατηρήθηκαν.

Εξέταση των αποτελεσµάτων

Συµπεράσµατα
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ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑΣ 90ΗΜΕΡΩΝ ΜΕ ΕΠΑΝΑΛΑΜΒΑΝΟΜΕΝΗ ∆ΟΣΗ ΑΠΟ ΤΟ ΣΤΟΜΑ
ΣΕ ΜΗ ΤΡΩΚΤΙΚΑ

1. ΜΕΘΟ∆ΟΣ

Η περιγραφόµενη µέθοδος δοκιµής της υποχρόνιας τοξικότητας ουσιών λαµβανόµενων από το στόµα αποτελεί

αντιγραφή της µεθόδου TG 409 (1998)του ΟΟΣΑ.

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Για την αξιολόγηση των τοξικών χαρακτηριστικών µιας ουσίας, είναι δυνατόν να προσδιοριστεί η υποχρόνια
τοξικότητα της ουσίας λαµβανόµενης από το στόµα µε επαναλαµβανόµενες δόσεις αφού πρώτα έχουν ληφθεί

αρχικές πληροφορίες όσον αφορά την τοξικότητα της ουσίας µε δοκιµασίες οξείας τοξικότητας ή τοξικότητας
επαναλαµβανόµενης δόσης 28 ηµερών. Με τη µελέτη 90 ηµερών λαµβάνονται πληροφορίες για πιθανούς
κινδύνους για την υγεία οι οποίοι ενδεχοµένως προκύψουν λόγω επαναλαµβανόµενης έκθεσης κατά το χρονικό
διάστηµα ταχείας ανάπτυξης και έως την αρχή της ενηλικίωσης. Από τη µελέτη θα προκύψουν στοιχεία για τις
κύριες τοξικές επιπτώσεις καθώς και ενδείξεις για τα όργανα-στόχους και για την πιθανότητα συσσώρευσης·
µπορεί επίσης να προκύψει εκτίµηση για ένα επίπεδο έκθεσης στο οποίο δεν παρατηρείται τοξική επίπτωση
(no-observed-adverse-effect level)και το οποίο µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την επιλογή των δόσεων για
χρόνιες µελέτες και για τη θέσπιση κριτηρίων ασφαλείας για την έκθεση του ανθρώπου.

Η µέθοδος δοκιµής επιτρέπει τον προσδιορισµό σε µη τρωκτικά των παρενεργειών από την έκθεση σε χηµικές

ουσίες και πρέπει να χρησιµοποιείται µόνο:

– όταν οι παρατηρούµενες σε άλλες µελέτες επιπτώσεις υποδεικνύουν την ανάγκη για
διασάφηση/χαρακτηρισµό σε ένα δεύτερο είδος, µη τρωκτικό, ή

– όταν µελέτες τοξικοκινητικότητας δείχνουν ότι η χρήση ενός ειδικού είδους το οποίο δεν ανήκει στα

τρωκτικά, είναι η καταλληλότερη επιλογή εργαστηριακού ζώου, ή

– όταν άλλοι ειδικοί λόγοι αιτιολογούν τη χρήση µη τρωκτικού είδους.

Βλ. επίσης Γενική Εισαγωγή Μέρος B.

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ

∆όση: είναι η χορηγούµενη ποσότητα δοκιµαζόµενης ουσίας. Η δόση εκφράζεται σε βάρος (g, mg)ή σε βάρος
δοκιµαζόµενης ουσίας ανά µονάδα βάρους πειραµατόζωου (π.χ.mg/kg),ή σε σταθερές συγκεντρώσεις στη δίαιτα
(ppm).

∆οσολογία: είναι ένας γενικός όρος που περιλαµβάνει τη δόση, τη συχνότητα και τη διάρκεια χορήγησής της.

NOAEL: πρόκειται για συντοµογραφία του "no-observed-adverse-effect level"και είναι η υψηλότερη δόση στην
οποία δεν παρατηρούνται δυσµενείς επιπτώσεις σχετιζόµενες µε την αγωγή.

1.3 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ

Η δοκιµαζόµενη ουσία χορηγείται από το στόµα ηµερησίως σε σταδιακά αυξανόµενες δόσεις σε αρκετές

οµάδες πειραµατόζωων, µία δόση (ένα επίπεδο συγκέντρωσης) ανά οµάδα για χρονικό διάστηµα 90 ηµερών.
Κατά την περίοδο χορήγησης της αγωγής, τα ζώα παρατηρούνται εντατικά για την ανίχνευση σηµείων
τοξικότητας. Τα ζώα που πεθαίνουν κατά τη διάρκεια της δοκιµασίας υποβάλλονται σε νεκροψία και, στο τέλος
της δοκιµασίας, τα επιζήσαντα ζώα θανατώνονται και επίσης υποβάλλονται σε νεκροψία.



1.4 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ

1.4.1 Επιλογή είδους πειραµατόζωου

Το συνήθως χρησιµοποιούµενο είδος µη τρωκτικού πειραµατόζωου είναι ο σκύλος, και πρέπει να είναι
καθορισµένης ποικιλίας συχνά χρησιµοποιείται το εγγλέζικο λαγωνικό (beagle). 'Aλλα είδη όπως ο χοίρος και
τα χοιρίδια µπορούν επίσης να χρησιµοποιηθούν. Η χρήση πρωτευόντων θηλαστικών δεν συνιστάται και θα
πρέπει να αιτιολογείται. Χρησιµοποιούνται νεαρά υγιή ζώα και στην περίπτωση του σκύλου η αγωγή ξεκινά
κατά προτίµηση στην ηλικία των 4-6 µηνών και όχι αργότερα από την ηλικία των 9 µηνών. 'Oταν η µελέτη
διενεργείται ως προκαταρκτική µελέτη για µακρόχρονη µελέτη χρόνιας τοξικότητας πρέπει και στις δύο

µελέτες να χρησιµοποιηθούν το ίδιο είδος και ποικιλία.

1.4.2 Προετοιµασία των ζώων

Χρησιµοποιούνται νεαρά υγιή ζώα, τα οποία έχουν εγκλιµατισθεί στις εργαστηριακές συνθήκες και δεν έχουν
υποβληθεί σε προηγούµενoυς πειραµατικούς χειρισµούς. Η διάρκεια εγκλιµατισµού εξαρτάται από το είδος και
την προέλευσή του. Συνιστάται χρόνος τουλάχιστον 5 ηµερών για σκύλους ή χοίρους που έχουν ανατραφεί για
το σκοπό αυτό σε µόνιµη αποικία και τουλάχιστον
2 εβδοµάδων για τα ζώα εξωτερικής προέλευσης. Τα πειραµατόζωα χαρακτηρίζονται µε βάση το είδος, την
ποικιλία, την προέλευση, το φύλο, το βάρος ή/και την ηλικία. Τα πειραµατόζωα κατανέµονται µε τυχαία
επιλογή σε οµάδες αγωγής και οµάδες µαρτύρων. Οι κλωβοί διατάσσονται µε τρόπο ώστε να
ελαχιστοποιούνται τυχόν πιθανές επιδράσεις οφειλόµενες στη θέση των κλωβών. Σε κάθε ζώο αποδίδεται ένας
µοναδικός αναγνωριστικός αριθµός.

1.4.3 Παρασκευή των δόσεων

Οι υπό δοκιµή ουσίες µπορεί να χορηγούνται µέσα στην τροφή ή στο πόσιµο νερό, µε στοµαχική καθετηρίαση
ή σε κάψουλες. Η µέθοδος χορήγησης από το στόµα εξαρτάται από τον σκοπό της µελέτης και τις
φυσικοχηµικές ιδιότητες του υλικού της δοκιµής.

'Oταν χρειάζεται, δηµιουργείται διάλυµα ή εναιώρηµα της δοκιµαζόµενης ουσίας σε κατάλληλο έκδοχο.
Συνιστάται, όταν είναι εφικτό, να εξετάζεται πρώτα η δυνατότητα να χρησιµοποιηθεί υδατικό
διάλυµα/εναιώρηµα, κατόπιν διάλυµα/γαλάκτωµα σε έλαιο (π.χ. αραβοσιτέλαιο) και τέλος η διάλυση σε άλλα
έκδοχα. Πρέπει να είναι γνωστά τα τοξικά χαρακτηριστικά των άλλων (πλην του ύδατος) εκδόχων. Πρέπει να
προσδιορίζεται η σταθερότητα της δοκιµαζόµενης ουσίας στις συνθήκες χορήγησης.

1.5 ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ

1.5.1 Αριθµός και ηλικία των ζώων

Για κάθε δόση χρησιµοποιούνται τουλάχιστον 8 ζώα (τέσσερα θηλυκά και τέσσερα αρσενικά). Εάν
προβλέπονται θανατώσεις κατά τη διάρκεια της δοκιµασίας, ο αριθµός αυξάνεται ανάλογα κατά τον αριθµό
των ζώων που πρόκειται να θανατωθούν πριν την ολοκλήρωση της µελέτης. Ο αριθµός ζώων µε την

ολοκλήρωση της µελέτης πρέπει να είναι επαρκής για ουσιαστική αξιολόγηση των τοξικών επιπτώσεων. Με
βάση όσα είναι ήδη γνωστά για τη χηµική ουσία ή άλλη ουσία ανάλογη αυτής, πρέπει να εξετάζεται η
περίπτωση να περιληφθεί πρόσθετη δορυφορική οµάδα 8 ζώων (τεσσάρων ανά φύλο), στην οµάδα των
µαρτύρων και στην οµάδα της υψηλότερης δόσης για να διαπιστωθεί κατά πόσον οι τοξικές επιπτώσεις
εµµένουν ή αναστρέφονται µετά την περίοδο της αγωγής. Η διάρκεια της µετά την αγωγή περιόδου καθορίζεται
µε κατάλληλο τρόπο, ανάλογα µε τις επιπτώσεις που θα παρατηρηθούν.



1.5.2 ∆oσολογία

Χρησιµοποιούνται τρεις τουλάχιστον διαφορετικές δόσεις και ταυτόχρονα ένας µάρτυρας, εκτός από τις
περιπτώσεις οριακής δοκιµής (βλέπε 1.5.3).Η επιλογή των δόσεων µπορεί να βασιστεί στα αποτελέσµατα
µελετών επαναλαµβανόµενης δόσης ή εντοπισµού εύρους τιµών και πρέπει να λαµβάνει υπόψη τα διαθέσιµα

τοξικολογικά και τοξικοκινητικά δεδοµένα που αφορούν τη δοκιµαζόµενη ουσία ή συναφείς ουσίες. Εκτός από
τις περιπτώσεις όπου οι φυσικοχηµικές ιδιότητες ή οι βιολογικές επιπτώσεις της δοκιµαζόµενης ουσίας δεν το
επιτρέπουν, η υψηλότερη δόση επιλέγεται µε σκοπό να επιφέρει τοξικότητα αλλά όχι τον θάνατο ή έντονη
οδύνη. Επιλέγεται σειρά ελαττούµενων δόσεων µε τρόπο ώστε αφενός να καταδειχθεί η σχέση της απόκρισης
µε τη δόση και αφετέρου η χαµηλότερη δόση να αποτελεί επίπεδο έκθεσης χωρίς τοξική επίδραση (NOAEL).
Συχνά, η καλύτερη επιλογή για τον καθορισµό των ελαττούµενων δόσεων είναι τα υποδιπλάσια ή
υποτετραπλάσια διαστήµατα µεταξύ δόσεων και πολλές φορές είναι προτιµότερο να προστεθεί µία τέταρτη

οµάδα δοκιµασίας παρά να είναι τα διαστήµατα µεταξύ των δόσεων εξαιρετικά µεγάλα
(π.χ. µε συντελεστή µεγαλύτερο από 6 έως 10).

Η οµάδα των µαρτύρων είναι οµάδα µη υποβαλλόµενη σε αγωγή ή οµάδα ελέγχου του εκδόχου όταν

χρησιµοποιείται έκδοχο για τη χορήγηση της δοκιµαζόµενης ουσίας. Εκτός από το ότι δεν τους χορηγείται η
υπό δοκιµή ουσία, κατά τα άλλα οι µάρτυρες υπόκεινται στους ίδιους ακριβώς χειρισµούς µε τα ζώα των
οµάδων αγωγής. Στην περίπτωση που χρησιµοποιείται έκδοχο, οι µάρτυρες λαµβάνουν το έκδοχο στον µέγιστο
όγκο από αυτούς που χρησιµοποιούνται στις οµάδες που υποβάλλονται σε αγωγή. 'Oταν η δοκιµαζόµενη ουσία
χορηγείται στην τροφή, και προκαλεί µείωση της πρόσληψης τροφής, τότε ίσως είναι χρήσιµη µια οµάδα
µαρτύρων που υποβάλλεται στην ίδια δίαιτα προκειµένου να γίνει διαχωρισµός µεταξύ της µείωσης για
γευστικούς λόγους και της µείωσης λόγω τοξικής επίπτωσης στο δοκιµαστικό µοντέλο.

Πρέπει να εξετάζονται τα ακόλουθα χαρακτηριστικά του εκδόχου και άλλων προσθέτων, όπου

χρησιµοποιούνται: επιπτώσεις στην απορρόφηση, στην κατανοµή, στο µεταβολισµό ή στην κατακράτηση της
υπό δοκιµή ουσίας, επιπτώσεις στις χηµικές ιδιότητες της υπό δοκιµή ουσίας οι οποίες µπορούν να µεταβάλουν
τα τοξικά χαρακτηριστικά αυτής και επιπτώσεις στην κατανάλωση τροφής ή ύδατος ή στη διατροφική

κατάσταση των ζώων.

1.5.3 Οριακή δοκιµή

Εάν δοκιµή µε δόση ισοδύναµη τουλάχιστον µε 1000 mg/kgβάρους σώµατος/ηµέρα, µε τη διαδικασία που
περιγράφεται στη συνέχεια, δεν προκαλέσει εµφανείς τοξικές επιπτώσεις, και εφόσον δεν αναµένεται η
εµφάνιση τοξικότητας µε βάση στοιχεία για ουσίες παρόµοιας δοµής, τότε µπορεί να κριθεί ως µη αναγκαία η
εκτέλεση πλήρους µελέτης µε τρεις διαφορετικές δόσεις. Η οριακή δοκιµή δεν εφαρµόζεται σε περιπτώσεις
κατά τις οποίες δεδοµένα που αφορούν την έκθεση του ανθρώπου δείχνουν ότι είναι αναγκαίο να

χρησιµοποιηθεί υψηλότερη δόση.

1.5.4 Χορήγηση των δόσεων

Στα ζώα χορηγείται η δοκιµαζόµενη ουσία καθηµερινά, εφτά ηµέρες την εβδοµάδα επί 90 ηµέρες. Κάθε άλλο
καθεστώς χορήγησης, π.χ. πέντε ηµέρες την εβδοµάδα, πρέπει να αιτιολογείται. ¼ταν η υπό δοκιµή ουσία
χορηγείται στα ζώα µε καθετήρα, χορηγείται σε εφάπαξ δόση µε στοµαχικό σωλήνα ή µε άλλη κατάλληλη
διασωλήνωση. Ο µέγιστος όγκος υγρού που µπορεί να χορηγηθεί εφάπαξ εξαρτάται από το µέγεθος του

πειραµατόζωου. Συνήθως ο όγκος πρέπει να παραµένει ο µικρότερος δυνατός. Με εξαίρεση τις ερεθιστικές ή
διαβρωτικές ουσίες οι οποίες κανονικά εµφανίζουν εντονότερα αποτελέσµατα σε υψηλότερες συγκεντρώσεις,
οι διαφοροποιήσεις στον όγκο ελαχιστοποιούνται µε προσαρµογή της συγκέντρωσης ώστε να διασφαλίζεται
σταθερός όγκος σε όλες τις δόσεις.

Για τις ουσίες που χορηγούνται µέσω της τροφής ή του πόσιµου ύδατος, µεριµνάτε ώστε οι απαιτούµενες
ποσότητες της υπό δοκιµή ουσίας να µην επηρεάζουν την κανονική διατροφική ή υδατική ισορροπία. 'Oταν η
υπό δοκιµή ουσία χορηγείται µε την τροφή, χρησιµοποιείται είτε η σταθερή συγκέντρωση στην δίαιτα (ppm)
είτε η σταθερή δόση εκφρασµένη επί του βάρους του σώµατος του ζώου. Εάν χρησιµοποιηθεί άλλος
εναλλακτικός τρόπος, ορίζεται µε λεπτοµέρειες. Για ουσίες που χορηγούνται µε καθετηρίαση ή µε κάψουλα, η
χορήγηση γίνεται τις ίδιες περίπου ώρες κάθε µέρα και οι δόσεις προσαρµόζονται ώστε η δόση σε αναλογία µε

το βάρος σώµατος του ζώου να διατηρείται σταθερή. 'Oταν η µελέτη 90ηµερών διενεργείται ως προκαταρκτική
µελέτη για µακρόχρονη µελέτη χρόνιας τοξικότητας, χρησιµοποιείται και στις δύο µελέτες παρόµοια δίαιτα.



1.5.5 Παρατηρήσεις

Η ελάχιστη περίοδος παρατήρησης είναι 90 ηµέρες. Τα ζώα των δορυφορικών οµάδων που έχουν προβλεφθεί
για παρατηρήσεις των επακόλουθων επιπτώσεων διατηρούνται για κατάλληλο χρονικό διάστηµα χωρίς αγωγή,
ώστε να εξακριβωθεί η ανάρρωση από τις τοξικές επιπτώσεις ή η εµµονή τους.

Τα ζώα υποβάλλονται σε γενική κλινική παρατήρηση τουλάχιστον µία φορά την ηµέρα, κατά προτίµηση την
ίδια ώρα, µε συνεκτίµηση του σηµείου αιχµής των συµπτωµάτων που αναµένονται µετά τη χορήγηση της
δόσης. Καταγράφεται η κλινική κατάσταση των ζώων. Τουλάχιστον δύο φορές την ηµέρα, συνήθως στην αρχή
και στο τέλος κάθε µέρας, όλα τα ζώα εξετάζονται για σηµεία νοσηρότητας και θνησιµότητας.

Τουλάχιστον µία φορά πριν την πρώτη έκθεση (ώστε να είναι δυνατή η σύγκριση κάθε πειραµατόζωου µε την
προ της δοκιµής κατάστασή του), και µία φορά την εβδοµάδα στη συνέχεια, εκτελείται λεπτοµερής κλινική
παρατήρηση όλων των ζώων. Οι παρατηρήσεις γίνονται εκτός των κλωβών, κατά προτίµηση στο ίδιο πάντα
µέρος και την ίδια περίπου ώρα κάθε φορά. Καταβάλλεται προσπάθεια ώστε να είναι ελάχιστες οι διαφορές
στις συνθήκες παρατήρησης. Καταγράφονται προσεκτικά τα συµπτώµατα τοξικότητας, ο χρόνος έναρξης, ο
βαθµός και η διάρκειά τους. Τα συµπτώµατα που καταγράφονται πρέπει να περιλαµβάνουν, µεταξύ άλλων,
µεταβολές στο δέρµα και στο τρίχωµα, στους οφθαλµούς και στους βλεννογόνους υµένες, εµφάνιση εκκρίσεων
και απεκκρίσεων και αυτόνοµης δραστηριότητας (π.χ.δακρύρροια, όρθωση τριχών, µέγεθος οφθαλµικής κόρης,
ασυνήθης αναπνοή). Τυχόν µεταβολές στο βάδισµα, στη στάση του σώµατος ή στην ανταπόκριση στο χειρισµό
καθώς και εµφάνιση κλονικών (κινήσεις µε τη µορφή νευρικού τίκ) ή τονικών κινήσεων, στερεοτυπίας (π.χ.
υπερβολική αυτοπεριποίηση, επαναλαµβανόµενη κυκλική βάδιση) ή παράξενης συµπεριφοράς καταγράφονται
επίσης.

Η οφθαλµολογική εξέταση, µε χρήση οφθαλµοσκοπίου ή ισοδύναµου κατάλληλου εξοπλισµού, διενεργείται
πριν από τη χορήγηση της υπό δοκιµή ουσίας και στο τέλος της µελέτης, κατά προτίµηση σε όλα τα ζώα,
τουλάχιστον όµως στις οµάδες υψηλής δόσης και στις οµάδες των µαρτύρων. Εάν διαπιστωθούν µεταβολές
στους οφθαλµούς, εξετάζονται όλα τα ζώα.

1.5.5.1 Βάρος σώµατος και κατανάλωση τροφής/ύδατος

Τα ζώα ζυγίζονται τουλάχιστον µία φορά την εβδοµάδα. Η κατανάλωση τροφής µετρείται τουλάχιστον µία

φορά την εβδοµάδα. Εάν η υπό δοκιµή ουσία χορηγείται στο πόσιµο νερό, η κατανάλωση ύδατος επίσης
µετρείται τουλάχιστον µία φορά την εβδοµάδα. Η κατανάλωση ύδατος πρέπει επίσης να λαµβάνεται υπόψη

στις µελέτες µε χορήγηση της ουσίας στην τροφή ή µε στοµαχικό καθετηριασµό κατά τις οποίες µπορεί να
σηµειωθούν µεταβολές στην πόση.

1.5.5.2 Αιµατολογικές εξετάσεις και κλινική βιοχηµεία

Τα δείγµατα αίµατος λαµβάνονται από ένα συγκεκριµένο σηµείο και αποθηκεύονται, κατά περίπτωση, υπό
κατάλληλες συνθήκες. Στο τέλος της περιόδου δοκιµής, τα δείγµατα συλλέγονται αµέσως πριν τη διαδικασία
θανάτωσης των ζώων ή στο πλαίσιο της διαδικασίας αυτής.

Αιµατολογικές εξετάσεις που περιλαµβάνουν τουλάχιστον µετρήσεις αιµατοκρίτη, συγκέντρωσης

αιµοσφαιρίνης, ερυθρών αιµοσφαιρίων, λευκών αιµοσφαιρίων και διαφορικού λευκοκυτταρικού τύπου,
αιµοπεταλίων καθώς και µετρήσεις της πηκτικότητας του αίµατος όπως είναι ο χρόνος πήξης, ο χρόνος
προθροµβίνης ή θροµβοπλαστίνης πρέπει να εκτελούνται στην αρχή της µελέτης, κατόπιν ανά µήνα ή στο µέσο
της µελέτης και τέλος όταν η µελέτη ολοκληρωθεί.



Εκτελούνται κλινικοί βιοχηµικοί προσδιορισµοί για τη διερεύνηση κύριων τοξικών επιπτώσεων στους ιστούς

και, ειδικότερα, στο νεφρό και στο ήπαρ στα δείγµατα αίµατος που λαµβάνονται από κάθε ζώο στην αρχή της
µελέτης, κατόπιν ανά µήνα ή στο µέσο της µελέτης και τέλος όταν λήξει το χρονικό διάστηµα της µελέτης.
Εξετάζονται τα εξής: ηλεκτρολυτική ισορροπία, µεταβολισµός υδρογονανθράκων και νεφρική και ηπατική
λειτουργία. Η επιλογή των συγκεκριµένων δοκιµασιών εξαρτάται από τις παρατηρήσεις για τον τρόπο δράσης
της υπό δοκιµή ουσίας. Πριν την αιµατοληψία, τα ζώα υποβάλλονται σε νηστεία για διάστηµα ανάλογο µε το
είδος. Προτείνεται να προσδιορίζονται: ασβέστιο, φώσφορος, χλώριο, νάτριο, κάλιο, γλυκόζη µετά από

νηστεία, αµινοτρανσφεράση της αλανίνης, αµινοτρανσφεράση του ασπαρτικού οξέος δεκαρβοξυλάση της
ορνιθίνης, γ-γλουταµυλοτρανσπεπτιδάση, άζωτο ουρίας, αλβουµίνη, κρεατινίνη αίµατος, ολική χολερυθρίνη
και ολικές πρωτεϊνες ορού.

Αναλύσεις ούρων εκτελούνται τουλάχιστον στην αρχή, στο µέσο και στο τέλος της µελέτης µε δείγµατα ούρων
τα οποία συλλέγονται σε προκαθορισµένο χρόνο: Με τις αναλύσεις ούρων προσδιορίζονται τα εξής: εµφάνιση,
όγκος, οσµωτική ικανότητα ή ειδικό βάρος, pH, πρωτεΐνη, γλυκόζη και αίµα/αιµατοκύτταρα. Μπορεί επίσης να
χρησιµοποιηθούν και πρόσθετες παράµετροι όπου απαιτείται για την επέκταση της έρευνας των επιπτώσεων
που παρατηρήθηκαν.

Επιπλέον, εξετάζεται η σκοπιµότητα να µελετηθούν οι ορολογικοί δείκτες για τις γενικής φύσεως βλάβες που
έχουν υποστεί οι ιστοί. 'Aλλοι προσδιορισµοί, οι οποίοι µπορεί να είναι αναγκαίοι για την τοξικολογική
αξιολόγηση, περιλαµβάνουν: ανάλυση λιπιδίων, ορµονών, ισορροπία οξέων/βάσεων, µεθαιµοσφαιρίνης και
αναστολής χολινεστεράσης. Μπορεί, επίσης, να χρησιµοποιηθούν και άλλοι κλινικοί βιοχηµικοί προσδιορισµοί
για την επέκταση της έρευνας των παρατηρηθεισών επιπτώσεων. Αυτοί οι προσδιορισµοί εκτελούνται για
χηµικές ουσίες ορισµένων κατηγοριών ή κατά περίπτωση.

Γενικά, απαιτείται ευέλικτη προσέγγιση, εξαρτώµενη από τα είδη και την παρατηρούµενη ή/και αναµενόµενη
επίπτωση µιας δεδοµένης ουσίας.

1.5.5.3 Μακροσκοπική νεκροψία

'Oλα τα ζώα της µελέτης υποβάλλονται σε πλήρη µακροσκοπική νεκροψία που περιλαµβάνει προσεκτική
εξέταση της εξωτερικής επιφάνειας του σώµατος, όλων των φυσικών στοµίων του σώµατος καθώς επίσης και
της κρανιακής, θωρακικής και κοιλιακής κοιλότητας και του περιεχοµένου τους. Το ήπαρ µε τη χοληδόχο
κύστη, οι νεφροί, τα επινεφρίδια, οι όρχεις, οι επιδιδυµίδες, οι ωοθήκες, η µήτρα, ο θυροειδής (µε τους
παραθυροειδείς), ο θύµος, η σπλήνα, ο εγκέφαλος και η καρδιά όλων των ζώων (εξαιρούνται τα ετοιµοθάνατα
ή/και όσα έχουν στο µεταξύ πεθάνει) καθαρίζονται από τυχόν άλλους προσκολληµένους ιστούς, όπως
ενδείκνυται, και ζυγίζονται υγρά αµέσως µετά την ανατοµή ώστε να αποφεύγεται η ξήρανση.

Οι ακόλουθοι ιστοί διατηρούνται σε στερεωτικό µέσο κατάλληλο και για τον τύπο ιστού και για το είδος

ιστοπαθολογικής εξέτασης στο οποίο ενδεχοµένως υποβληθεί ο εν λόγω ιστός στο µέλλον: όλες οι
µακροσκοπικές βλάβες, ο εγκέφαλος (αντιπροσωπευτικές περιοχές στις οποίες περιλαµβάνονται το άνω τµήµα
του εγκεφάλου, η παρεγκεφαλίδα και ο µυελός/γέφυρα), ο νωτιαίος µυελός (σε τρία επίπεδα: αυχενικός,
µεσοθωρακικός και οσφυϊκός), η υπόφυση, τα µάτια. ο θυρεοειδής, ο παραθυρεοειδής, ο θύµος, ο οισοφάγος, οι
σιελογόνοι αδένες, ο στόµαχος, το λεπτό και το παχύ έντερο (συµπεριλαµβανοµένων των κηλίδων του Peyer),
το ήπαρ, η χοληδόχος κύστη, το πάγκρεας, οι νεφροί, τα επινεφρίδια, η σπλήνα, η καρδιά, η τραχεία και οι
πνεύµονες, η αορτή, οι γονάδες, η µήτρα, τα βοηθητικά γεννητικά όργανα, ο θηλαστικός αδένας θήλεος, ο
προστάτης, η ουροδόχος κύστη, η χοληδόχος κύστη, οι λεµφαδένες (κατά προτίµηση ένας λεµφαδένας που
καλύπτει την οδό χορήγησης και ένας άλλος, αποµακρυσµένος ως προς την οδό χορήγησης, ο οποίος καλύπτει
τις επιπτώσεις στο σωµατικό σύστηµα), το περιφερειακό νεύρο (ισχιακό ή κνηµιαίο) κατά προτίµηση κοντά
στον µυ, τµήµα του µυελού οστού (ή/και νωπός µυελός οστού λαµβανόµενος µε αναρρόφηση) και το δέρµα.
Κλινικά και άλλα ευρήµατα ενδεχοµένως υποδεικνύουν ότι θα πρέπει να εξεταστούν και άλλοι πρόσθετοι ιστοί.
∆ιατηρούνται επίσης και όλα τα όργανα τα οποία, µε βάση τις ήδη γνωστές ιδιότητες της δοκιµαζόµενης
ουσίας, ενδέχεται να αποτελούν όργανα στόχους.



1.5.5.4 Ιστοπαθολογία

∆ιεξάγεται πλήρης ιστοπαθολογική εξέταση στα όργανα και στους ιστούς (που έχουν διατηρηθεί) όλων των
ζώων που ανήκουν στις οµάδες των µαρτύρων και στις οµάδες υψηλής δόσης. Οι εξετάσεις επεκτείνονται στα
ζώα των οµάδων άλλων δόσεων εάν στην οµάδα υψηλής δόσης έχουν παρατηρηθεί αλλαγές σχετιζόµενες µε
την αγωγή.

Εξετάζονται όλες οι µακροσκοπικές βλάβες.

'Oταν χρησιµοποιείται δορυφορική οµάδα, εκτελείται ιστοπαθολογική εξέταση στους ιστούς και στα όργανα τα
οποία έχει διαπιστωθεί ότι εµφανίζουν επιπτώσεις στις οµάδες που υποβάλλονται σε αγωγή.

2. ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ ΚΑΙ ΕΚΘΕΣΕΙΣ

2.1 ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

Για κάθε ζώο παρέχονται αναλυτικά στοιχεία. Επιπλέον, όλα τα δεδοµένα καταγράφονται συνοπτικά σε
πίνακες, όπου εµφαίνονται, για κάθε οµάδα δοκιµής ο αριθµός των ζώων στην αρχή της δοκιµασίας, ο αριθµός
των ζώων που βρέθηκαν νεκρά κατά τη διάρκεια της δοκιµασίας ή θανατώθηκαν για ανθρωπιστικούς λόγους
και ο χρόνος θανάτου ή θανάτωσης, ο αριθµός αυτών που εµφάνισαν τοξικότητα, περιγραφή των συµπτωµάτων
τοξικότητας (χρόνος εµφάνισης, διάρκεια και σοβαρότητα των τοξικών επιπτώσεων, αριθµός των ζώων που
εµφανίζουν βλάβες, τι είδους βλάβες και ποσοστό ζώων που εµφανίζουν κάθε είδους βλάβη).
Τα αριθµητικά αποτελέσµατα αξιολογούνται µε κατάλληλη και γενικώς αποδεκτή στατιστική µέθοδο. Οι
στατιστικές µέθοδοι και τα προς ανάλυση δεδοµένα επιλέγονται κατά το σχεδιασµό της µελέτης.

2.2 ΕΚΘΕΣΗ

Η έκθεση µε τα αποτελέσµατα της δοκιµασίας πρέπει να περιέχει τις ακόλουθες πληροφορίες:

2.2.1 Υπό δοκιµή ουσία:

— φυσική µορφή, καθαρότητα και φυσικοχηµικά χαρακτηριστικά

— αναγνωριστικά στοιχεία

— έκδοχο (όπου απαιτείται): αιτιολόγηση της επιλογής του εκδόχου, όταν δεν είναι το νερό.

2.2.2 Είδος πειραµατόζωου

— χρησιµοποιηθέν είδος/φυλή·

— αριθµό, ηλικία και φύλο των ζώων·

— πηγή προέλευσης, συνθήκες στέγασης, δίαιτα, κλπ·

— βάρος κάθε ζώου στην αρχή της δοκιµασίας.

2.2.3 Συνθήκες δοκιµής:

— σκεπτικό επιλογής των δόσεων·

— λεπτοµέρειες σχηµατισµού της υπό δοκιµή ουσίας/της προετοιµασίας της τροφής, επιτευχθείσα
συγκέντρωση, σταθερότητα και οµογένεια του παρασκευάσµατος·

— λεπτοµέρειες για τη χορήγηση της υπό δοκιµή ουσίας·

— ακριβείς δόσεις (mg/kgβάρους σώµατος/ηµέρα) και συντελεστής µετατροπής της συγκέντρωσης (ppm)της
υπό δοκιµή ουσίας στην τροφή ή στο πόσιµο νερό στην πραγµατικά λαµβανόµενη δόση, εφόσον συντρέχει
περίπτωση·

— λεπτοµέρειες για την ποιότητα της τροφής και του νερού.



2.2.4 Αποτελέσµατα:

— βάρος σώµατος και αλλαγές βάρους σώµατος·

— κατανάλωση τροφής και κατανάλωση ύδατος, κατά περίπτωση·

— δεδοµένα τοξικών αποκρίσεων ανά δόση και φύλο, συµπεριλαµβανόµενων ενδείξεων τοξικότητας·

— φύση, σοβαρότητα και διάρκεια των κλινικών παρατηρήσεων (είτε είναι αναστρέψιµες είτε όχι)·

— οφθαλµολογική εξέταση·

— αιµατολογικές δοκιµασίες µε σχετικές τιµές αναφοράς·

— κλινικές βιοχηµικές εξετάσεις µε σχετικές τιµές αναφοράς·

— τελικό βάρος σώµατος, βάρος οργάνων και λόγος βάρους οργάνων/βάρος σώµατος·

— ευρήµατα νεκροψίας·

— λεπτοµερής περιγραφή όλων των ιστοπαθολογικών ευρηµάτων·

— στοιχεία απορρόφησης εάν είναι διαθέσιµα·

— στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων, όταν αυτό είναι δυνατό.

Σχολιασµός των αποτελεσµάτων.

Συµπεράσµατα

















































































Β.37ΕΚ ΤΩΝ ΥΣΤΕΡΩΝ ΕΜΦΑΝΙΖΟΜΕΝΗ ΝΕΥΡΟΤΟΞΙΚΗ ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ

ΟΡΓΑΝΟΦΩΣΦΟΡΙΚΩΝ ΕΝΩΣΕΩΝ ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΟΞΕΙΑ ΕΚΘΕΣΗ

1.ΜΕΘΟ∆ΟΣ

1.1.Εισαγωγή

Κατά την εκτίµηση και αξιολόγηση των τοξικών επιδράσεων των ουσιών, είναι
σκόπιµο να εξεταστεί η ικανότητα ορισµένων κατηγοριών ουσιών να προκαλούν

ειδικές µορφές νευροτοξικότητας µη δυνάµενες να ανιχνευθούν µε άλλες

τοξικολογικές µελέτες. Ορισµένες οργανοφωσφορικές ουσίες οι οποίες έχει

παρατηρηθεί ότι προκαλούν εκ των υστέρων εµφάνιση νευροτοξικότητας πρέπει να

θεωρηθούν υποψήφιες για µια τέτοια αξιολόγηση.
Για τον εντοπισµό των ουσιών που δύνανται να προκαλέσουν εκ των υστέρων

εµφάνιση πολυνευροπάθειας µπορούν να χρησιµοποιηθούν διερευνητικές δοκιµές in
vitro. Ωστόσο, αρνητικά αποτελέσµατα από τις µελέτες αυτές δεν αποδεικνύουν ότι η

ελεγχόµενη ουσία στερείται νευροτοξικής δράσης.
Βλέπε επίσης γενική εισαγωγή, µέρος Β.
1.2.Ορισµοί

Ως οργανοφωσφορικές ουσίες νοούνται οι χωρίς φορτίο οργανοφωσφορικοί εστέρες,
θειοεστέρες ή ανυδρίτες οργανοφωσφορικών, οργανοφωσφονικών, ή
οργανοφωσφοραµιδικών οξέων ή ανάλογων φωσφονοθειϊκών, φωσφονοθειϊκών ή

φωσφοροθειοαµιδικών οξέων ή άλλες ουσίες δυνάµενες να προκαλέσουν την εκ των

υστέρων νευροτοξική επίδραση που παρατηρείται ορισµένες φορές µε αυτή την

κατηγορία ουσιών.
Ως εκ των υστέρων εµφανιζόµενη νευροτοξικότητα νοείται σύνδροµο το οποίο

εκδηλώνεται µε παρατεταµένη εκ των υστέρων εµφάνιση αταξίας, περιφερικών

αξονοπαθειών του νωτιαίου µυελού και των περιφερικών νεύρων και µε αναστολή

και γήρανση της εστεράσης του νευρικού ιστού που προσβάλλεται κατά τη

νευροπάθεια (neuropathy target esterase -ΝΤΕ).
1.3.Ουσίες αναφοράς

Μια ουσία αναφοράς µπορεί να δοκιµαστεί σε µία θετική οµάδα µάρτυρα

προκειµένου να καταδειχθεί ότι η απόκριση των ζώων της δοκιµής δεν µεταβλήθηκε

σηµαντικά υπό τις εργαστηριακές συνθήκες δοκιµής.
Μία ευρέως χρησιµοποιούµενη νευροτοξική ουσία είναι το φωσφορικό τρι-ο-
τολουόλιο (αριθ. CAS 78-30-8,αριθ. EINECS 201-103-5,ονοµατολογία CAS: τρις
(2-µεθυλο-φαινυλ)εστέρας του φωσφορικού οξέος) γνωστή επίσης ως τρις-ο-
φωσφορικός κρεσυλεστέρας.
1.4.Αρχή της µεθόδου δοκιµής

Η ελεγχόµενη ουσία χορηγείται σε µια µόνο δόση από το στόµα σε κατοικίδιες

όρνιθες που έχουν προστατευθεί εάν είναι αναγκαίο, από οξείες χολινεργικές

επιδράσεις. Τα ζώα παρατηρούνται επί 21ηµέρες για ανωµαλίες στη συµπεριφορά,
αταξία και παράλυση, 24και 48ώρες µετά τη χορήγηση της ουσίας, λαµβάνονται
τυχαία ορισµένες όρνιθες από κάθε οµάδα και διενεργούνται βιοχηµικές µετρήσεις

ιδίως για τον προσδιορισµό της εστεράσης του νευρικού ιστού που προσβάλλεται

κατά τη νευροπάθεια (ΝΤΕ). 21ηµέρες µετά την έκθεση, οι υπόλοιπες όρνιθες

θανατώνονται και διενεργείται ιστοπαθολογική εξέταση ορισµένων επιλεγµένων

νευρικών ιστών.
1.5.Περιγραφή της µεθόδου δοκιµής

1.5.1.Προετοιµασίες

Λαµβάνονται τυχαία υγιείς νεαρές ενήλικες όρνιθες οι οποίες δεν πάσχουν από

ιογενείς νόσους, δεν βρίσκονται υπό φαρµακευτική αγωγή και δεν παρουσιάζουν



ανωµαλίες στο βάδισµα, και χωρίζονται σε οµάδες αγωγής και οµάδες µάρτυρες.
Εγκλιµατίζονται στις συνθήκες του εργαστηρίου επί 5 τουλάχιστον ηµέρες πριν από

την έναρξη της µελέτης.
Χρησιµοποιούνται ευρύχωρα κλουβιά, ή περιφράγµατα ώστε οι όρνιθες να µπορούν

να κινούνται ελεύθερα και να είναι εύκολη η παρατήρηση του βηµατισµού.
Η ελεγχόµενη ουσία χορηγείται κανονικά από το στόµα µε αναγκαστική θρέψη,
ζελατινούχες κάψουλες ή ανάλογη µέθοδο. Οι υγρές ουσίες µπορούν να χορηγούνται

χωρίς προηγούµενη αραίωση ή διαλελυµένες σε κατάλληλο φορέα όπως το

αραβοσιτέλαιο. Οι στερεές ουσίες πρέπει να διαλύονται, αν είναι δυνατόν, δεδοµένου
ότι µεγάλες δόσεις στερεών ουσιών σε ζελατινούχες κάψουλες δεν απορροφώνται

πάντα ικανοποιητικά. Όταν χρησιµοποιούνται µη υδατικοί φορείς, τα τοξικά

χαρακτηριστικά τους πρέπει να είναι γνωστά, και, σε αντίθετη περίπτωση, να
προσδιορίζονται πριν από τη δοκιµή.
1.5.2.Συνθήκες δοκιµής

1.5.2.1.Πειραµατόζωα

Συνιστάται να χρησιµοποιούνται νεαρές ενήλικες κατοικίδιες ωοτόκες όρνιθες

(Gallus gallus domesticus),ηλικίας 8 έως 12µηνών, τυποποιηµένου µεγέθους,
ποικιλίας και φυλής. Οι όρνιθες πρέπει να έχουν εκτραφεί υπό συνθήκες που

επιτρέπουν να κινούνται ελεύθερα.
1.5.2.2.Αριθµός και φύλο

Εκτός από την οµάδα αγωγής, πρέπει να χρησιµοποιηθεί µια οµάδα µάρτυρας στην

οποία χορηγείται µόνο φορέας και µία οµάδα θετικού µάρτυρα. Η οµάδα µάρτυρας

που λαµβάνει µόνο φορέα πρέπει να υποβάλλεται στην ίδια ακριβώς διαδικασία µε

την οµάδα αγωγής παραλείποντας όµως τη χορήγηση της ελεγχόµενης ουσίας.
Ο αριθµός των ζώων που θα χρησιµοποιηθεί σε κάθε οµάδα πρέπει να επαρκεί ώστε

να είναι δυνατή η θανάτωση έξι τουλάχιστον ζώων για τη βιοχηµική εξέταση (τρία σε

καθένα από τα δύο χρονικά σηµεία) και η επιβίωση έξι ζώων κατά την περίοδο των

21ηµερών για την παρατήρηση παθολογικών καταστάσεων.
Η οµάδα θετικού µάρτυρα µπορεί να υποβληθεί στη διαδικασία παράλληλα µε τις

άλλες οµάδες ή να χρησιµοποιηθούν ιστορικά δεδοµένα πρόσφατης δοκιµής. Πρέπει

να περιλαµβάνει τουλάχιστον έξι όρνιθες στις οποίες χορηγείται γνωστή ουσία που

προκαλεί εκ των υστέρων εµφάνιση νευροτοξικότητας, τρεις όρνιθες για βιοχηµική

εξέταση και τρεις όρνιθες για παθολογοανατοµική εξέταση. Συνιστάται περιοδική
ενηµέρωση των δεδοµένων του ιστορικού. Όταν το εργαστήριο που εκτελεί τη δοκιµή

επιφέρει ουσιαστική αλλαγή στον τρόπο διεξαγωγής της (όσον αφορά επί

παραδείγµατι τη φυλή των ζώων, τη διατροφή τους, τις συνθήκες στέγασης) πρέπει
να αναπαράγονται νέα δεδοµένα για την οµάδα θετικού µάρτυρα.
1.5.2.3.Επίπεδα δοκιµής

∆ιεξάγεται προκαταρκτική µελέτη µε κατάλληλο αριθµό ζώων και οµάδων επιπέδων

δόσης προκειµένου να καθοριστεί το επίπεδο που θα χρησιµοποιηθεί στην κυρίως

µελέτη. Στην προκαταρκτική αυτή µελέτη είναι επιδιωκόµενη µερική θνησιµότητα

προκειµένου να προσδιοριστεί κατάλληλη δόση για την κυρίως µελέτη. Ωστόσο, για
να αποφευχθούν θάνατοι οφειλόµενοι σε οξείες χολινεργικές επιδράσεις, µπορεί να
χορηγηθεί ατροπίνη ή άλλος προστατευτικός παράγων γνωστός ότι δεν επηρεάζει την

εκ των υστέρων εµφάνιση νευροτοξικών φαινοµένων. Για τον υπολογισµό της

µέγιστης µη θανατηφόρου δόσης των ελεγχόµενων ουσιών είναι δυνατόν να

χρησιµοποιηθούν διάφορες µέθοδοι (βλ. µέθοδο Β.1α). Ιστορικά δεδοµένα για τις

όρνιθες ή άλλα τοξικολογικά στοιχεία µπορούν να είναι επίσης χρήσιµα για την

επιλογή της κατάλληλης δόσης.
Το επίπεδο δόσης της ελεγχόµενης ουσίας στην κυρίως µελέτη θα πρέπει να είναι το



υψηλότερο δυνατό λαµβάνοντας υπόψη τα αποτελέσµατα της προκαταρκτικής

µελέτης για την επιλογή της δόσης καθώς και το ανώτερο όριο των 2 000 mg/kg
βάρους σώµατος. Το ποσοστό θνησιµότητας πρέπει να είναι τέτοιο ώστε να επιβιώσει

επαρκής αριθµός ζώων για τη διεξαγωγή των βιοχηµικών (έξι) και ιστολογικών (έξι)
εξετάσεων την 21η ηµέρα. Για την αποφυγή θανάτων οφειλοµένων σε οξείες

χολινεργικές επιδράσεις χορηγείται ατροπίνη ή άλλος προστατευτικός παράγων που

δεν επηρεάζει τις εκ των υστέρων εµφανιζόµενες νευροτοξικές αντιδράσεις.
1.5.2.4.Οριακή δοκιµή

Εάν µια δοκιµή που έχει πραγµατοποιηθεί σύµφωνα µε τις περιγραφόµενες για την

παρούσα µελέτη διαδικασίες, µε επίπεδο δόσης τουλάχιστον 2 000 mg/kgβάρους
σώµατος/ηµέρα, δεν οδηγήσει στην παρατήρηση τοξικών εκδηλώσεων και εάν, βάσει
των στοιχείων που διατίθενται για ουσίες ανάλογης δοµής δεν αναµένεται εµφάνιση

τοξικότητας, είναι δυνατόν να µην απαιτείται µελέτη µε υψηλότερη δόση. Η οριακή

δοκιµή εφαρµόζεται εφ' όσον από την έκθεση του ανθρώπου δεν προκύψει ανάγκη

χρησιµοποίησης υψηλοτέρου επίπεδου δόσης.
1.5.2.5.Περίοδος παρατήρησης

Η περίοδος παρατήρησης διαρκεί 21ηµέρες.
1.5.3.∆ιαδικασία

Μετά τη χορήγηση προστατευτικού παράγοντα για την αποφυγή θανάτων

οφειλοµένων σε οξεία χολινεργική δράση, η ελεγχόµενη ουσία χορηγείται σε µία εφ'
άπαξ δόση.
1.5.3.1.Γενική παρατήρηση

Η παρατήρηση αρχίζει αµέσως µετά την έκθεση. Όλες οι όρνιθες παρατηρούνται

προσεκτικά πολλές φορές ηµερησίως τις 2 πρώτες ηµέρες και, στη συνέχεια,
τουλάχιστον µια φορά την ηµέρα επί 21ηµέρες ή µέχρι την προγραµµατισµένη

θανάτωσή τους. Καταγράφονται όλες οι εκδηλώσεις τοξικότητας καθώς και ο χρόνος

ενάρξεως, ο τύπος, η σοβαρότητα και η διάρκεια των παρατηρούµενων ανωµαλιών

στη συµπεριφορά. Η αταξία µετράται βάσει τακτικής βαθµολογικής κλίµακας

αποτελούµενης από τέσσερις τουλάχιστον διαβαθµίσεις. Σηµειώνεται η εµφάνιση

παράλυσης. Τουλάχιστον δύο φορές την εβδοµάδα οι όρνιθες που έχουν επιλεγεί για

την αναζήτηση παθολογικών καταστάσεων αποµακρύνονται από τα κλουβιά τους και

ακολουθεί περίοδος αναγκαστικής κινητικότητας, όπως το ανέβασµα σκάλας, µε
σκοπό τη διευκόλυνση της παρατήρησης ανεπαίσθητων τοξικών επιδράσεων. Τα
ετοιµοθάνατα ζώα καθώς και εκείνα που παρουσιάζουν δυσφορία ή πόνο πρέπει να

αποµακρύνονται, µόλις αυτό γίνει αντιληπτό, να θανατώνονται µε ανώδυνο τρόπο και

να νεκροτοµούνται.
1.5.3.2.Βάρος σώµατος

Όλες οι όρνιθες πρέπει να ζυγίζονται αµέσως πριν από τη χορήγηση της ελεγχόµενης

ουσίας και, στη συνέχεια, τουλάχιστον µία φορά την εβδοµάδα.
1.5.3.3.Βιοχηµικές εξετάσεις

Επιλέγονται τυχαία έξι όρνιθες από καθεµία από τις οµάδες αγωγής και µάρτυρα που

λαµβάνει µόνο φορέα και τρεις όρνιθες από την οµάδα θετικού µάρτυρα, και
θανατώνονται λίγες ηµέρες µετά την έκθεσή τους. Ο εγκέφαλος και ο οσφυϊκός

νωτιαίος µυελός προετοιµάζονται και εξετάζονται για την αναστολή της δράσης της

εστεράσης του νευρικού ιστού που προσβάλλεται κατά τη νευροπάθεια. Η εξέταση

της αναστολής της εστεράσης αυτής σε ισχιακό νευρικό ιστό µπορεί να είναι επίσης

χρήσιµη. Κανονικά, τρία ζώα από την οµάδα µάρτυρα και από καθεµία από τις

οµάδες αγωγής θανατώνονται µετά την πάροδο 24ωρών και τρία ακόµη µετά την

πάροδο 48ωρών, ενώ οι τρεις όρνιθες από την οµάδα θετικού µάρτυρα θανατώνονται

έπειτα από 24ώρες. Εάν, από την παρατήρηση των κλινικών συµπτωµάτων



δηλητηρίασης (συνήθως τη στιγµή της εµφάνισης των χολινεργικών δράσεων)
προκύψει ότι η αποβολή του τοξικού παράγοντα είναι αργή, είναι προτιµότερο να

ληφθούν δείγµατα ιστών από τρία ζώα σε δύο χρονικές στιγµές µεταξύ 24και 72
ωρών µετά τη χορήγηση.
Εάν θεωρείται σκόπιµο, στα δείγµατα αυτά µπορεί να προσδιοριστεί και η

ακετυλοχολινεστεράση (AChE).Ωστόσο, µπορεί να συµβεί αυτόµατη

επαναδραστηριοποίηση της AChE in vivo,και να οδηγήσει σε υποεκτίµηση της

δυνατότητας της ουσίας να δρα ως αναστολέας της AChE.
1.5.3.4.Νεκροψία

Η γενική νεκροψία όλων των ζώων (προγραµµατισµένη θανάτωση και θανάτωση

ετοιµοθάνατων ζώων) πρέπει να περιλαµβάνει παρατήρηση της όψης του εγκεφάλου

και του νωτιαίου µυελού.
1.5.3.5.Ιστοπαθολογική εξέταση

Από τα ζώα που επέζησαν µετά την περίοδο παρατήρησης και δεν χρησιµοποιήθηκαν

για βιοχηµικές µελέτες λαµβάνονται νευρικοί ιστοί και υποβάλλονται σε

µικροσκοπική εξέταση. Οι ιστοί στερεώνονται in situµε τεχνικές έγχυσης.
Λαµβάνονται τοµές από την παρεγκεφαλίδα (στο µέσο του διαµήκους άξονα) από τον

προµήκη µυελό, τον νωτιαίο µυελό και τα περιφερικά νεύρα. Οι τοµές νωτιαίου

µυελού πρέπει να προέρχονται από την άνω αυχενική µοίρα, τη µεσοθωρακική και

την οσφυοϊερή χώρα. Επίσης πρέπει να λαµβάνονται τοµές από την περιφερική

περιοχή του κνηµιαίου νεύρου και των διακλαδώσεών του στο γαστροκνήµιο µυ

καθώς και από το ισχιακό νεύρο. Οι τοµές χρώννυνται µε κατάλληλες ειδικές για τη

µυελίνη και τους νευράξονες χρωστικές.
2.∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

Κατά κανόνα, αν τα ληφθέντα αποτελέσµατα στα τελικά σηµεία ελέγχου που

επελέγησαν για την παρούσα µέθοδο (βιοµηχανικές εξετάσεις, ιστοπαθολογική
εξέταση, παρατήρηση της συµπεριφοράς) είναι αρνητικά, δεν απαιτείται συνέχιση

των δοκιµών για την εκ των υστέρων εµφάνιση νευροτοξικότητας. Σε περίπτωση

όµως που τα αποτελέσµατα είναι ασαφή ή αβέβαια µπορεί να απαιτηθεί περαιτέρω

αξιολόγηση.
Πρέπει να παρέχονται δεδοµένα για κάθε ζώο. Επιπλέον, όλα τα δεδοµένα πρέπει να

συνοψίζονται σε πίνακα ο οποίος περιλαµβάνει, για κάθε οµάδα δοκιµής, τον αριθµό

των ζώων κατά την έναρξη της δοκιµής, τον αριθµό των ζώων που εµφάνισαν

αλλοιώσεις, αλλαγές στη συµπεριφορά ή βιοχηµικές µεταβολές, τον τύπο και τη

σοβαρότητα των αλλοιώσεων ή µεταβολών, το ποσοστό των ζώων που εµφάνισαν τις

κάθε τύπου και σοβαρότητας αλλοιώσεις ή µεταβολές.
Τα ευρήµατα της παρούσας µελέτης πρέπει να αξιολογούνται βάσει της συχνότητας

εµφανίσεώς τους, της σοβαρότητας, και της συσχέτισης των επιδράσεων στη

συµπεριφορά, των βιοχηµικών και ιστοπαθολογικών επιδράσεων καθώς και όλων των

άλλων επιδράσεων που παρατηρήθηκαν στις οµάδες αγωγής και τις οµάδες µάρτυρες.
Τα αριθµητικά αποτελέσµατα αξιολογούνται µε κατάλληλες στατιστικές µεθόδους

γενικής αποδοχής οι οποίες επιλέγονται κατά το σχεδιασµό της µελέτης.
3.ΣΥΝΤΑΞΗ ΕΚΘΕΣΗΣ

Έκθεση δοκιµής

Η έκθεση δοκιµής πρέπει να περιλαµβάνει, εάν είναι δυνατόν, τις ακόλουθες

πληροφορίες:
Για τα πειραµατόζωα:
- φυλή,
- αριθµός και ηλικία,
- προέλευση, συνθήκες στέγασης, κ.λπ.,



- βάρος κάθε ζώου κατά την έναρξη της δοκιµής.
Για τις συνθήκες δοκιµής:
- λεπτοµέρειες σχετικά µε το παρασκεύασµα, τη σταθερότητα και την οµοιογένεια

της ελεγχόµενης ουσίας, κατά περίπτωση,
- αιτιολόγηση της επιλογής του φορέα,
- λεπτοµέρειες σχετικά µε τη χορήγηση της ελεγχόµενης ουσίας,
- λεπτοµέρειες σχετικά µε την ποιότητα της τροφής και του νερού,
- αιτιολόγηση της επιλογής της δόσης,
- λεπτοµερής περιγραφή των δόσεων που χορηγήθηκαν, µε στοιχεία για το φορέα, τον
όγκο και τη φυσική κατάσταση του χορηγηθέντος προϊόντος,
- ταυτότητα του προστατευτικού παράγοντα που ενδεχοµένως χρησιµοποιήθηκε και

λεπτοµέρειες για τον τρόπο χορήγησής του.
Για τα αποτελέσµατα:
- δεδοµένα για το βάρος του σώµατος,
- δεδοµένα για την τοξική αντίδραση ανά οµάδα, συµπεριλαµβανοµένης της

θνησιµότητας,
- φύση, σοβαρότητα και διάρκεια των κλινικών παρατηρήσεων (αναστρέψιµων ή µη),
- αναλυτική περιγραφή των βιοχηµικών µεθόδων και των ευρηµάτων,
- ευρήµατα νεκροψίας,
- αναλυτική περιγραφή όλων των ιστοπαθολογικών ευρηµάτων,
- στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων, όπου απαιτείται.
Συζήτηση των αποτελεσµάτων

Συµπεράσµατα

4.ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ

Η παρούσα µέθοδος είναι παραπλήσια της TG 418του ΟΟΣΑ.
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ΟΡΓΑΝΟΦΩΣΦΟΡΙΚΩΝ ΕΝΩΣΕΩΝ

ΜΕΛΕΤΗ ΕΠΑΝΑΛΑΜΒΑΝΟΜΕΝΗΣ ∆ΟΣΗΣ 28ΗΜΕΡΩΝ

1.ΜΕΘΟ∆ΟΣ

1.1.Εισαγωγή
Κατά την εκτίµηση και αξιολόγηση των τοξικών επιδράσεων των ουσιών, είναι σκόπιµο να

εξεταστεί η πιθανότητα ορισµένων κατηγοριών ουσιών να προκαλούν ειδικές µορφές

νευροτοξικότητας µη δυνάµενες να ανιχνευθούν µε άλλες τοξικολογικές µελέτες. Ορισµένες

οργανοφωσφορικές ουσίες οι οποίες έχει παρατηρηθεί ότι προκαλούν εκ των υστέρων εµφάνιση

νευροτοξικότητας πρέπει να θεωρηθούν υποψήφιες για µια τέτοια αξιολόγηση.
Για τον εντοπισµό των ουσιών που δύνανται να προκαλέσουν εκ των υστέρων εµφάνιση

πολυνευροπάθειας µπορούν να χρησιµοποιηθούν διερευνητικές δοκιµές in vitro. Ωστόσο,
αρνητικά αποτελέσµατα από τις µελέτες αυτές δεν αποδεικνύουν ότι η ελεγχόµενη ουσία

στερείται νευροτοξικής δράσης.
Η δοκιµή εκ των υστέρων εµφανιζόµενης νευροτοξικής επίδρασης 28ηµερών παρέχει

πληροφορίες για τους κινδύνους που είναι δυνατόν να προκύψουν για την υγεία µετά από

επανειληµµένη έκθεση για ένα περιορισµένο χρονικό διάστηµα. Παρέχει πληροφορίες για τη

σχέση δόσης-απόκρισης και εκτίµηση για το επίπεδο στο οποίο δεν παρατηρούνται δυσµενείς

επιδράσεις, δυνάµενες να χρησιµοποιηθούν στον καθορισµό κριτηρίων ασφαλείας για την

έκθεση.
Βλέπε επίσης γενική εισαγωγή, µέρος Β.
1.2.Ορισµοί

Ως οργανοφωσφορικές ουσίες νοούνται οι χωρίς φορτίο οργανοφωσφορικοί εστέρες,
θειοεστέρες ή ανυδρίτες οργανοφωσφορικών οργανοφωσφονικών ή οργανοφωσφοραµιδικών

οξέων ή ανάλογων φωσφοροθειϊκών, φωσφονοθειϊκών ή φωσφοροθειοαµιδικών οξέων ή άλλες

ουσίες δυνάµενες να προκαλέσουν την εκ υστέρων νευροτοξική επίδραση που παρατηρείται

ορισµένες φορές µε αυτή την κατηγορία ουσιών.
Ως εκ των υστέρων εµφανιζόµενη νευροτοξικότητα νοείται σύνδροµο το οποίο εκδηλώνεται µε

παρατεταµένη εκ των υστέρων εµφάνιση αταξίας, περιφερικών αξονοπαθειών του νωτιαίου

µυελού και των περιφερικών νεύρων και µε αναστολή και γήρανση της εστεράσης του νευρικού

ιστού που προσβάλλεται κατά τη νευροπάθεια (neuropathy target esterase-ΝΤΕ).
1.3.Αρχή της µεθόδου

Ηµερήσιες δόσης της ελεγχόµενης ουσίας χορηγούνται από το στόµα σε κατοικίδιες όρνιθες επί

28ηµέρες. Τα ζώα παρατηρούνται µια φορά την ηµέρα τουλάχιστον, µέχρι την 14η ηµέρα µετά

τη χορήγηση της τελευταίας δόσης, για ανωµαλίες στη συµπεριφορά, αταξία και παράλυση. 24
και 48ώρες µετά τη χορήγηση της τελευταίας δόσης, λαµβάνονται τυχαία ορισµένες όρνιθες

από κάθε οµάδα και διενεργούνται βιοχηµικές µετρήσεις, ιδίως για τον προσδιορισµό της

αναστολής της δράσης της εστεράσης του νευρικού ιστού που προσβάλλεται κατά τη

νευροπάθεια (ΝΤΕ). ∆ύο εβδοµάδες µετά τη χορήγηση της τελευταίας δόσης, οι υπόλοιπες
όρνιθες θανατώνονται και διενεργείται ιστοπαθολογική εξέταση επιλεγµένων νευρικών ιστών.
1.4.Περιγραφή της µεθόδου δοκιµής

1.4.1.Προετοιµασίες

Λαµβάνονται τυχαία υγιείς νεαρές ενήλικες όρνιθες οι οποίες δεν πάσχουν από ιογενείς νόσους,
δεν βρίσκονται υπό φαρµακευτική αγωγή και δεν παρουσιάζουν ανωµαλίες στο βάδισµα και

χωρίζονται σε οµάδες αγωγής και οµάδες µάρτυρες. Εγκλιµατίζονται στις συνθήκες του
εργαστηρίου επί 5 τουλάχιστον ηµέρες πριν από την έναρξη της µελέτης.
Χρησιµοποιούνται ευρύχωρα κλουβιά, ή περιφράγµατα ώστε οι όρνιθες να µπορούν να

κινούνται ελεύθερα και να είναι εύκολη η παρατήρηση του βηµατισµού.
Η ελεγχόµενη ουσία χορηγείται από το στόµα σε ηµερήσιες δόσεις, 7 ηµέρες την εβδοµάδα,
κατά προτίµηση µε αναγκαστική θρέψη ή µε ζελατινούχες κάψουλες. Οι υγρές ουσίες µπορούν



να χορηγούνται χωρίς προηγούµενη αραίωση ή διαλελυµένες σε κατάλληλο φορέα όπως το

αραβοσιτέλαιο. Οι στερεές ουσίες πρέπει να διαλύονται, αν είναι δυνατόν, δεδοµένου ότι

µεγάλες δόσεις στερεών ουσιών σε ζελατινούχες κάψουλες δεν απορροφώνται πάντα

ικανοποιητικά. Όταν χρησιµοποιούνται µη υδατικοί φορείς, τα τοξικά χαρακτηριστικά τους

πρέπει να είναι γνωστά, και, σε αντίθετη περίπτωση, να προσδιορίζονται πριν από τη δοκιµή.
1.4.2.Συνθήκες δοκιµής
1.4.2.1.Πειραµατόζωα

Συνιστάται να χρησιµοποιούνται νεαρές ενήλικες κατοικίδιες ωοτόκες όρνιθες (Gallus gallus
domesticus), 8έως 12µηνών, τυποποιηµένου µεγέθους, ποικιλίας και φυλής. Οι όρνιθες πρέπει

να έχουν εκτραφεί υπό συνθήκες που τις επιτρέπουν να κινούνται ελεύθερα.
1.4.2.2.Αριθµός και φύλο

Γενικά πρέπει να χρησιµοποιούνται τουλάχιστον τρεις οµάδες αγωγής και µια οµάδα µάρτυρας

στην οποία χορηγείται µόνο φορέας. Η οµάδα µάρτυρας που λαµβάνει µόνο φορέα πρέπει να

υποβάλλεται στην ίδια ακριβώς διαδικασία µε την οµάδα αγωγής παραλείποντας όµως τη

χορήγηση της ελεγχόµενης ουσίας.
Ο αριθµός των ζώων που θα χρησιµοποιηθεί σε κάθε οµάδα πρέπει να επαρκεί ώστε να είναι

δυνατή η θανάτωση έξι τουλάχιστον ζώων για τη βιοχηµική εξέταση (τρία σε καθένα από τα δύο

χρονικά σηµεία) και η επιβίωση έξι ζώων κατά την περίοδο των 14ηµερών για την παρατήρηση

παθολογικών καταστάσεων.
1.4.2.3.Επίπεδα δόσεων

Τα επίπεδα δόσεων πρέπει να επιλέγονται λαµβάνοντας υπόψη τα αποτελέσµατα δοκιµής για εκ

των υστέρων εµφάνιση νευροτοξικής επίδρασης µετά από οξεία έκθεση καθώς και τυχόν άλλα

διαθέσιµα δεδοµένα για την τοξικότητα και την κινητική της ελεγχόµενης ένωσης. Το
υψηλότερο επίπεδο δόσης πρέπει να επιλέγεται µε στόχο την πρόκληση τοξικών επιδράσεων και

κατά προτίµηση εκ των υστέρων εµφανιζόµενων νευροτοξικών επιδράσεων αλλά όχι θανάτου ή

έκδηλης δυσφορίας. Στην συνέχεια, επιλέγεται φθίνουσα σειρά επιπέδων δόσεων µε σκοπό να

καταδειχθεί τυχόν συνδεόµενη µε τη δόση απόκριση και το χαµηλότερο επίπεδο δόσης για το

οποίο δεν παρατηρούνται δυσµενείς επιπτώσεις.
1.4.2.4.Οριακή δοκιµή

Εάν µια δοκιµή που έχει πραγµατοποιηθεί σύµφωνα µε τις περιγραφόµενες για την παρούσα

µελέτη διαδικασίες, µε επίπεδο δόσης τουλάχιστον 1 000 mg/kgβάρους σώµατος/ηµέρα, δεν
οδηγήσει στην παρατήρηση τοξικών εκδηλώσεων και εάν, βάσει των στοιχείων που διατίθενται

για ουσίες ανάλογης δοµής, δεν αναµένεται εµφάνιση τοξικότητας, είναι δυνατόν να µην

απαιτείται µελέτη µε υψηλότερη δόση. Η οριακή δοκιµή εφαρµόζεται εφ' όσον από την έκθεση

του ανθρώπου δεν προκύψει ανάγκη χρησιµοποίησης υψηλότερου επιπέδου δόσης.
1.4.2.5.Περίοδος παρατήρησης

Όλα τα ζώα υποβάλλονται σε καθηµερινή τουλάχιστον παρατήρηση κατά την περίοδο της

έκθεσής τους και στη συνέχεια, 14ηµέρες ακόµη, εκτός εάν έχει προγραµµατιστεί νεκροψία.
1.4.3.∆ιαδικασία
Η ελεγχόµενη ουσία χορηγείται σε ηµερήσειες δόσεις, επτά ηµέρες την εβδοµάδα επί 28ηµέρες.
1.4.3.1.Γενική παρατήρηση

Η παρατήρηση αρχίζει αµέσως µετά την έναρξη της αγωγής. Όλες οι όρνιθες παρατηρούνται

προσεκτικά τουλάχιστον µια φορά την ηµέρα κατά τη διάρκεια των 28ηµερών της αγωγής και

επί 14ηµέρες στη συνέχεια ή µέχρι την προγραµµατισµένη θανάτωσή τους. Καταγράφονται

όλες οι εκδηλώσεις τοξικότητας καθώς και ο χρόνος έναρξης, ο τύπος, η σοβαρότητα και η

διάρκειά τους. Οι παρατηρήσεις περιλαµβάνουν τις ανωµαλίες στη συµπεριφορά αλλά δεν

περιορίζονται σ' αυτές. Η αταξία µετράται βάσει τακτικής βαθµολογικής κλίµακας

αποτελούµενης από τέσσερις τουλάχιστον διαβαθµίσεις. Σηµειώνεται η εµφάνιση παράλυσης.
Τουλάχιστον δύο φορές την εβδοµάδα οι όρνιθες αποµακρύνονται από τα κλουβιά τους και

ακολουθεί περίοδος αναγκαστικής κινητικότητας, όπως το ανέβασµα σκάλας, µε σκοπό τη

διευκόλυνση της παρατήρησης ανεπαίσθητων τοξικών επιδράσεων. Τα ετοιµοθάνατα ζώα καθώς



και εκείνα που παρουσιάζουν έντονη δυσφορία ή πόνο πρέπει να αποµακρύνονται, µόλις αυτό
γίνει αντιληπτό, να θανατώνονται µε ανώδυνο τρόπο και να νεκροτοµούνται.
1.4.3.2.Βάρος σώµατος
Όλες οι όρνιθες πρέπει να ζυγίζονται αµέσως πριν από τη χορήγηση της ελεγχόµενης ουσίας και,
στη συνέχεια, τουλάχιστον µία φορά την εβδοµάδα.
1.4.3.3.Βιοχηµικές εξετάσεις
Επιλέγονται τυχαία έξι όρνιθες από καθεµία από τις οµάδες αγωγής και µάρτυρα που λαµβάνει

µόνο φορέα και θανατώνονται λίγες µέρες µετά τη χορήγηση της τελευταίας δόσης, Ο
εγκέφαλος και ο οσφυϊκός νωτιαίος µυελός προετοιµάζονται και εξετάζονται για την αναστολή

της δράσης της εστεράσης του νευρικού ιστού που προσβάλλεται κατά τη νευροπάθεια. Η
εξέταση της αναστολής της εστεράσης αυτής σε ισχιακό νευρικό ιστό µπορεί να είναι επίσης

χρήσιµη. Κανονικά, τρία ζώα από την οµάδα µάρτυρα και από καθεµία από τις οµάδες αγωγής

θανατώνονται µετά την πάροδο 24ωρών και τρία ακόµη µετά την πάροδο 48ωρών από τη

χορήγηση της τελευταίας δόσης. Εάν από µελέτες οξείας έκθεσης ή από άλλες µελέτες

(τοξικοκινητικής, επί παραδείγµατι) προκύπτει ότι είναι προτιµότερο η θανάτωση να

πραγµατοποιηθεί σε άλλη χρονική στιγµή µετά τη χορήγηση της τελευταίας δόσης, τότε οι
προαναφερόµενοι χρόνοι µεταβάλλονται ανάλογα και η νέα επιλογή αιτιολογείται.
Εάν θεωρείται σκόπιµο, στα δείγµατα αυτά µπορεί να προσδιοριστεί και η

ακετυλοχολινεστεράση (AChE).Ωστόσο, µπορεί να συµβεί αυτόµατη επαναδραστηριοποίηση

της AChE in vivo,και να οδηγήσει σε υποεκτίµηση της δυνατότητας της ουσίας να δρα ως

αναστολέας της AChE.
1.4.3.4.Νεκροψία

Η γενική νεκροψία όλων των ζώων (προγραµµατισµένη θανάτωση και θανάτωση

ετοιµοθανάτων ζώων) πρέπει να περιλαµβάνει παρατήρηση της όψης του εγκεφάλου και του

νωτιαίου µυελού.
1.4.3.5.Ιστοπαθολογική εξέταση

Από τα ζώα που επέζησαν µετά την περίοδο παρατήρησης και δεν χρησιµοποιήθηκαν για

βιοχηµικές µελέτες λαµβάνονται νευρικοί ιστοί και υποβάλλονται σε µικροσκοπική εξέταση. Οι

ιστοί στερεώνονται in situµε τεχνικές έγχυσης. Λαµβάνονται τοµές από την παρεγκεφαλίδα

(στο µέσο του διαµήκους άξονα) από τον προµήκη µυελό, τον νωτιαίο µυελό και τα περιφερικά

νεύρα. Οι τοµές νωτιαίου µυελού πρέπει να προέρχονται από την άνω αυχενική µοίρα, τη
µεσοθωρακική και την οσφυοϊερή χώρα. Επίσης πρέπει να λαµβάνονται τοµές από την

περιφερική περιοχή του κνηµιαίου νεύρου και των διακλαδώσεών του στο γαστροκνήµιο µυ

καθώς και από το ισχιακό νεύρο. Οι τοµές χρώννυνται µε κατάλληλες ειδικές για τη µυελίνη και

τους νευράξονες χρωστικές. Αρχικά υποβάλλονται σε µικροσκοπική εξέταση οι διατηρηµένοι

ιστοί όλων των ζώων της οµάδας µάρτυρα και της οµάδας που έχει λάβει την υψηλότερη δόση.
Εφ' όσον προκύψουν ενδείξεις νευροτοξικότητας στην οµάδα της υψηλότερης δόσης,
υποβάλλονται σε µικροσκοπική εξέταση και οι όρνιθες των οµάδων στις οποίες χορηγήθηκε

ενδιάµεση και χαµηλή δόση.
2.∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

Κατά κανόνα, αν τα ληφθέντα αποτελέσµατα στα τελικά σηµεία ελέγχου που επελέγησαν για

την παρούσα µέθοδο (βιοχηµικές εξετάσεις, ιστοπαθολογική εξέταση, παρατήρηση της

συµπεριφοράς) είναι αρνητικά, δεν απαιτείται συνέχιση των δοκιµών για την εκ των υστέρων

εµφάνιση νευροτοξικότητας. Σε περίπτωση όµως που τα αποτελέσµατα είναι ασαφή ή αβέβαια

µπορεί να απαιτηθεί περαιτέρω αξιολόγηση.
Πρέπει να παρέχονται δεδοµένα για κάθε ζώο. Επιπλέον, όλα τα δεδοµένα πρέπει να

συνοψίζονται σε πίνακα ο οποίος περιλαµβάνει, για κάθε οµάδα δοκιµής, τον αριθµό των ζώων

κατά την έναρξη της δοκιµής, τον αριθµό των ζώων που εµφάνισαν αλλοιώσεις, αλλαγές στη
συµπεριφορά ή βιοχηµικές µεταβολές, τον τύπο και τη σοβαρότητα των αλλοιώσεων ή

µεταβολών, το ποσοστό των ζώων που εµφάνισαν τις κάθε τύπου και σοβαρότητας αλλοιώσεις ή

µεταβολές.



Τα ευρήµατα της παρούσας µελέτης πρέπει να αξιολογούνται βάσει της συχνότητας εµφανίσεώς

τους, της σοβαρότητας, και της συσχέτισης των επιδράσεων στη συµπεριφορά, των βιοχηµικών

και ιστοπαθολογικών επιδράσεων καθώς και όλων των άλλων επιδράσεων που παρατηρήθηκαν

στις οµάδες αγωγής και τις οµάδες µάρτυρες.
Τα αριθµητικά αποτελέσµατα αξιολογούνται µε κατάλληλες στατιστικές µεθόδους γενικής

αποδοχής οι οποίες επιλέγονται κατά το σχεδιασµό της µελέτης.
3.ΣΥΝΤΑΞΗ ΕΚΘΕΣΗΣ

Έκθεση δοκιµής

Η έκθεση δοκιµής πρέπει να περιλαµβάνει, εάν είναι δυνατόν, τις ακόλουθες πληροφορίες:
Για τα πειραµατόζωα

- φυλή,
- αριθµός και ηλικία,
- προέλευση, συνθήκες στέγασης κ.λπ.,
- βάρος κάθε ζώου κατά την έναρξη της δοκιµής.
Για τις συνθήκες δοκιµής:
- λεπτοµέρειες σχετικά µε το παρασκεύασµα, τη σταθερότητα και την οµοιογένεια της

ελεγχόµενης ουσίας, κατά περίπτωση,
- αιτιολόγηση της επιλογής του φορέα,
- λεπτοµέρειες σχετικά µε τη χορήγηση της ελεγχόµενης ουσίας,
- λεπτοµέρειες σχετικά µε την ποιότητα της τροφής και του νερού,
- αιτιολόγηση της επιλογής της δόσης,
- λεπτοµερής περιγραφή των δόσεων που χορηγήθηκαν, µε στοιχεία για το φορέα, τον όγκο και

τη φυσική κατάσταση του χορηγηθέντος προϊόντος,
- αιτιολόγηση της επιλογής άλλων χρόνων, εάν ο βιοχηµικός προσδιορισµός δεν έχει διεξαχθεί

στις 24και 48ώρες.
Για τα αποτελέσµατα:
- δεδοµένα για το βάρος σώµατος,
- δεδοµένα για την τοξική αντίδραση ανά επίπεδο δόσης, συµπεριλαµβανοµένης της
θνησιµότητας,
- επίπεδο στο οποίο δεν παρατηρούνται δυσµενείς επιδράσεις,
- φύση, σοβαρότητα και διάρκεια των κλινικών παρατηρήσεων (αναστρέψιµων ή µη),
- αναλυτική περιγραφή των βιοχηµικών µεθόδων και των ευρηµάτων,
- ευρήµατα νεκροψίας,
- αναλυτική περιγραφή όλων των ιστοπαθολογικών ευρηµάτων,
- στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων, όπου απαιτείται.
Συζήτηση των αποτελεσµάτων

Συµπεράσµατα

4.ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ

Η παρούσα µέθοδος είναι παραπλήσια της TG 419του ΟΟΣΑ



B.39.∆ΟΚΙΜΗ ΜΗ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΤΙΣΜΕΝΗΣ ΣΥΝΘΕΣΗΣ DNA (UDS) ΜΕ ΗΠΑΤΙΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ

ΘΗΛΑΣΤΙΚΩΝ IN VIVO

1. MEΘΟ∆ΟΣ

Η παρούσα µέθοδος αποτελεί αντίγραφο της OECD TG 486, Unscheduled DNA Synthesis (UDS) Test with
Mammalian Liver CellsIn Vivo (1997).

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Σκοπός της δοκιµής µη προγραµµατισµένης σύνθεσης DNA (UDS) µε ηπατικά κύτταρα θηλαστικών in vivo είναι η

αναγνώριση ουσιών που επάγουν επιδιόρθωση του DNA στα ηπατικά κύτταρα υποβληθέντων σε αγωγή ζώων (βλ.
1,2,3,4).

Αυτή η in vivo δοκιµή παρέχει µέθοδο για τη διερεύνηση των γονοτοξικών επιδράσεων χηµικών ουσιών στο ήπαρ.
Το µετρούµενο τελικό σηµείο είναι ενδεικτικό της βλάβης του DNA και της επακόλουθης επιδιόρθωσης στα

ηπατικά κύτταρα. Το ήπαρ είναι συνήθως ο κυριότερος τόπος µεταβολισµού των απορροφουµένων ενώσεων.
Αποτελεί συνεπώς πρόσφορο τόπο για τη µέτρηση της βλάβης του DNA in vivo.

Eφόσον υπάρχουν ενδείξεις ότι η υπό δοκιµή ουσία δεν θα φθάσει στον ιστό-στόχο, δεν είναι σωστό να

χρησιµοποιείται η δοκιµή αυτή.

Το τελικό σηµείο της µη προγραµµατισµένης σύνθεσης DNA (UDS) µετριέται προσδιορίζοντας την πρόσληψη
επισηµασµένων νουκλεοσιδίων σε κύτταρα που δεν υπόκεινται σε προγραµµατισµένη (S-φάση) σύνθεση DNA. H
ευρύτερα χρησιµοποιούµενη τεχνική είναι ο προσδιορισµός της πρόσληψης επισηµασµένης µε τρίτιο θυµιδίνης (3

Η-
ΤdR) µε αυτοακτινογράφηση. Για τις in vivo δοκιµές UDS χρησιµοποιείται κατά προτίµηση ήπαρ από επίµυες.
Μπορούν να χρησιµοποιηθούν και άλλοι ιστοί αντί για ήπαρ, αυτό όµως δεν αποτελεί θέµα της παρούσας µεθόδου.

Η ανίχνευση αποκρίσεως UDS εξαρτάται από τον αριθµό των βάσεων DNA που αποκόπηκαν και

αντικαταστάθηκαν στο σηµείο της βλάβης. Συνεπώς, η δοκιµή UDS έχει ιδιαίτερη αξία για την ανίχνευση

εκτεταµένων επιδιορθώσεων (20-30 βάσεις) που προκαλούνται από ουσίες. Αντιθέτως, οι περιορισµένες

επιδιορθώσεις (1-3 βάσεις) ανιχνεύονται µε πολύ µικρότερη ευαισθησία. Περαιτέρω, µεταλλαξογόνα συµβάντα
µπορεί να προκύψουν λόγω µη επιδιόρθωσης, κακής επιδιόρθωσης ή κακής αντιγραφής αλλοιώσεων DNA. H
έκταση της απόκρισης UDS δεν αποτελεί ένδειξη για την πιστότητα της διεργασίας επιδιόρθωσης. Επιπλέον, µπορεί
ένα µεταλλαξογόνο να αντιδρά µε το DNA αλλά η βλάβη του DNA να µην επιδιορθώνεται µε τη διεργασία της

επιδιόρθωσης αποκοπής. Η έλλειψη εξειδικευµένων πληροφοριών για τη µεταλλαξογόνο δραστικότητα από τη

δοκιµή UDS αντισταθµίζεται από την εν δυνάµει ευαισθησία αυτού του τελικού σηµείου επειδή µετριέται σε

ολόκληρο το γονιδίωµα.

Βλ. επίσης Γενική Εισαγωγή Μέρος B.

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ

Κύτταρα σε επιδιόρθωση: καθαρός πυρηνικό κόκκος (NNG) µεγαλύτερος από µία προκαθορισµένη τιµή που
πρέπει να αιτιολογείται από το εργαστήριο που διεξάγει τη δοκιµή.

Καθαροί πυρηνικοί κόκκοι (NNG): ποσοτικό µέτρο της UDS δραστικότητας κυττάρων σε αυτοακτινογραφικές

δοκιµές UDS που υπολογίζεται αφαιρώντας το µέσο αριθµό κυτταροπλασµατικών κόκκων σε πυρηνοϊσοδύναµες

κυτταροπλασµατικές περιοχές (CG)από τον αριθµό των πυρηνικών κόκκων (NG): NNG = NG - CG.Ο αριθµός των
NNG υπολογίζεται για τα µεµονωµένα κύτταρα και κατόπιν αθροίζονται για τα κύτταρα µιας καλλιέργειας,
παράλληλων καλλιεργειών, κλπ.

Μη προγραµµατισµένη σύνθεση DNA (UDS): Επιδιορθωτική σύνθεση DNA µετά την αποκοπή και αποµάκρυνση

τµήµατος DNA που περιλαµβάνει περιοχή που έχει υποστεί βλάβη προκληθείσα από χηµικές ουσίες ή φυσικούς

παράγοντες.



1.3 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ

Η δοκιµή UDSµε ηπατικά κύτταρα θηλαστικών in vivo δείχνει επιδιορθωτική σύνθεση DNA µετά την αποκοπή και

αποµάκρυνση τµήµατος DNA που περιλαµβάνει περιοχή που έχει υποστεί βλάβη από χηµικές ουσίες ή φυσικούς

παράγοντες. Η δοκιµή στηρίζεται συνήθως στην προσθήκη
3H-TdR στο DNA ηπατικών κυττάρων που εµφανίζουν

χαµηλή συχνότητα κυττάρων στην S-φάση του κυτταρικού κύκλου. Η πρόσληψη
3H-TdR προσδιορίζεται συνήθως

µε αυτοακτινογράφηση επειδή η τεχνική αυτή δεν είναι τόσο επιδεκτική σε παρεµβολές από κύτταρα S-φάσης όπως,
π.χ., η υγρή σπινθηρογραφία.

1.4 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ

1.4.1 Προετοιµασίες

1.4.1.1 Επιλογή ζωϊκών ειδών

Συνήθως χρησιµοποιούνται επίµυες, αν και µπορούν να χρησιµοποιηθούν και άλλα κατάλληλα είδη θηλαστικών. Θα
πρέπει να χρησιµοποιούνται συνήθως χρησιµοποιούµενες εργαστηριακές φυλές νεαρών υγιών ενήλικων ζώων. Στην
αρχή της δοκιµής, οι διαφορές στα βάρη των ζώων θα πρέπει να είναι ελάχιστες και να µην υπερβαίνουν το ± 20%
του µέσου βάρους για κάθε φύλο.

1.4.1.2 Συνθήκες στέγασης και διατροφής

Εφαρµόζονται οι γενικές συνθήκες που αναφέρονται στη Γενική Εισαγωγή του Μέρους Β, αν και ο στόχος για την
υγρασία θα πρέπει να είναι 50-60%.

1.4.1.3 Προετοιµασία των ζώων

Υγιή νεαρά ενήλικα ζώα χωρίζονται τυχαία σε οµάδες µαρτυρίας και αγωγής. Τα κλουβιά θα πρέπει να

διατάσσονται µε τέτοιο τρόπο ώστε να ελαχιστοποιούνται τυχόν πιθανές επιδράσεις από τη θέση των κλουβιών. Τα
ζώα λαµβάνουν µία και µοναδική ταυτότητα και παραµένουν στα κλουβιά τους τουλάχιστον πέντε ηµέρες πριν από

την έναρξη της δοκιµής για να µπορέσουν να εγκλιµατιστούν στις εργαστηριακές συνθήκες.

1.4.1.4 Υπό δοκιµή ουσία/προετοιµασία

Στερεές υπό δοκιµή ουσίες θα πρέπει να διαλύονται ή να τίθενται υπό µορφή εναιωρήµατος σε κατάλληλους

διαλύτες ή φορείς και να αραιώνονται, εφόσον χρειάζεται, πριν να χορηγηθούν στα ζώα. Oι υγρές υπό δοκιµή
ουσίες µπορούν να χορηγούνται απευθείας ως έχουν ή να αραιώνονται πριν από τη χορήγηση. Θα πρέπει να

χρησιµοποιούνται πρόσφατα παρασκευάσµατα της υπό δοκιµή ουσίας εκτός κι αν τα στοιχεία σχετικά µε τη

σταθερότητα της ουσίας επιτρέπουν τη χρήση έτοιµων παρασκευασµάτων .

1.4.2 Συνθήκες δοκιµής

1.4.2.1 ∆ιαλύτης/φορέας

Ο διαλύτης/φορέας δεν θα πρέπει να εµφανίζει τοξική δράση στα χρησιµοποιούµενα επίπεδα δόσεων αλλά ούτε και
να υπάρχουν υπόνοιες για πιθανή χηµική αντίδρασή του µε την υπό δοκιµή ουσία. Εφόσον ο χρησιµοποιούµενος
διαλύτης/φορέας δεν ανήκει στους γνωστούς, η χρήση του θα πρέπει να στηρίζεται στην ύπαρξη στοιχείων που
αποδεικνύουν τη συµβατότητά του. Συνιστάται, εφόσον είναι δυνατό, να εξετάζεται πρώτα η χρήση ενός υδατικού
διαλύτη/φορέα.



1.4.2.2 Μάρτυρες

Σε κάθε ανεξαρτήτως εκτελούµενο µέρος της δοκιµής, θα πρέπει να περιλαµβάνονται ταυτόχρονα θετικοί και

αρνητικοί (διαλύτης ή φορέας) µάρτυρες. Με εξαίρεση την αγωγή µε την υπό δοκιµή ουσία, τα ζώα στις οµάδες
µαρτυρίας θα πρέπει να αντιµετωπίζονται µε τον ίδιο ακριβώς τρόπο µε εκείνο των ζώων στις υποβαλλόµενες σε

αγωγή οµάδες.

Οι θετικοί µάρτυρες θα πρέπει να είναι ουσίες που είναι γνωστό ότι εµφανίζουν το φαινόµενο της UDS όταν

χορηγούνται σε δόσεις εκθέσεως που αναµένεται να δώσουν ανιχνεύσιµη αύξηση πάνω από το βασικό όριο. Θετικοί
µάρτυρες που χρειάζονται µεταβολική ενεργοποίηση θα πρέπει να χρησιµοποιούνται σε δόσεις που παρέχουν µέτρια

απόκριση (4) Οι δόσεις µπορούν να επιλέγονται έτσι ώστε τα αποτελέσµατα να είναι σαφή αλλά να µην

αποκαλύπτουν αµέσως την ταυτότητα των κωδικοποιηµένων αντικειµενοφόρων στον παρατηρητή. Παραδείγµατα
ουσιών που µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως θετικοί µάρτυρες είναι

Χρόνος δειγµατοληψίας Ουσία Αριθ. CAS Αριθ.
EINECS

Πρώτες δειγµατοληψίες (2-4ώρες) Ν-Νιτροζωδιµεθυλαµίνη 62-75-9 200-249-8

∆εύτερες δειγµατοληψίες (12-16ώρες) Ν-2-Φλουορενυλοακεταµίδιο
(2-AAF)

53-96-3 200-188-6

Ως θετικοί µάρτυρες µπορούν να χρησιµοποιηθούν και άλλες κατάλληλες ουσίες. Επίσης, οι θετικοί µάρτυρες
µπορούν να χορηγούνται και από οδό διαφορετική από εκείνη της υπό δοκιµή ουσίας.

1.5 ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ

1.5.1 Αριθµός και φύλλο των ζώων

Θα πρέπει να χρησιµοποιείται κατάλληλος αριθµός ζώων ώστε να λαµβάνεται υπόψη η φυσική βιολογική ποικιλία

στην απόκριση. Κάθε οµάδα θα πρέπει να αποτελείται από 3 τουλάχιστον για εξέταση ζώα. Εφόσον υπάρχουν
σηµαντικά πρότερα στοιχεία, για τις οµάδες µάρτυρες, θετικούς και αρνητικούς, απαιτούνται µόνον 1 ή 2 ζώα.

Εάν κατά το χρόνο της έρευνας υπάρχουν διαθέσιµα στοιχεία από µελέτες στο ίδιο είδος και µε την ίδια οδό έκθεσης

που αποδεικνύουν ότι δεν υπάρχουν ουσιαστικές διαφορές στην τοξικότητα µεταξύ των φύλων, τότε αρκεί η δοκιµή
να γίνει σε ζώα ενός φύλου, κατά προτίµηση αρσενικά. Εφόσον η έκθεση σε µια χηµική ουσία αφορά µόνο το ένα
φύλο, όπως π.χ. στην περίπτωση φαρµακευτικών ουσιών, η δοκιµή θα πρέπει να πραγµατοποιείται µε ζώα του
αντίστοιχου φύλου.

1.5.2 Χρονοδιάγραµµα αγωγής

Οι εξεταζόµενες ουσίες χορηγούνται εν γένει µε µία µόνη αγωγή.

1.5.3 Επίπεδα δόσεων

Κανονικά, χρησιµοποιούνται τουλάχιστον δύο επίπεδα δόσεων. Η µέγιστη δόση ορίζεται ως η δόση που που παρέχει
σηµάδια τοξικότητας τέτοια ώστε τυχόν υψηλότερα επίπεδα δόσεων, µε βάση το ίδιο δοσολογικό καθεστώς, να
αναµένεται φυσιολογικά να οδηγήσουν σε φαινόµενα θνησιµότητας. Γενικά, η χαµηλότερη δόση αντιστοιχεί στο

50%έως 25%της υψηλής δόσης.



Ουσίες µε ειδικές βιολογικές δράσεις σε χαµηλές µη τοξικές δόσεις (όπως ορµόνες και µιτωγόνα) µπορεί να
αποτελούν εξαιρέσεις στα κριτήρια ρύθµισης των δόσεων και θα πρέπει να αξιολογούνται κατά περίπτωση. Εάν
πραγµατοποιηθεί µελέτη διαπίστωσης του εύρους επειδή δεν υπάρχουν κατάλληλα διαθέσιµα δεδοµένα, η µελέτη
αυτή θα πρέπει να πραγµατοποιείται στο ίδιο εργαστήριο, µε το ίδιο είδος, φυλή, φύλο και αγωγή που

χρησιµοποιούνται και στην κύρια µελέτη.

Η µέγιστη δόση µπορεί επίσης να οριστεί και ως η δόση που παρέχει ενδείξεις τοξικότητας στο ήπαρ (π.χ.
πυκνωτικούς πυρήνες).

1.5.4 ∆οκιµή οριακής δόσης

Εάν µία δοκιµή µε ένα επίπεδο δόσης τουλάχιστον 2000 mg/kgβάρους σώµατος στην οποία χρησιµοποιείται µία
µόνη αγωγή, ή δύο αγωγές την ίδια µέρα, δεν δώσει ορατά τοξικά αποτελέσµατα, και εφόσον δεν αναµένεται η
εµφάνιση γονοτοξικότητας µε βάση στοιχεία από ουσίες σχετικής δοµής, τότε µπορεί να µην είναι αναγκαία η
πραγµατοποίηση πλήρους µελέτης. Η αναµενόµενη ανθρώπινη έκθεση µπορεί να δώσει µία ένδειξη για το αν

χρειάζεται να χρησιµοποιηθεί υψηλότερο επίπεδο δόσης στη δοκιµή οριακής δόσης.

1.5.5 Χορήγηση δόσεων

Η υπό δοκιµή ουσία χορηγείται συνήθως µε διασωλήνωση χρησιµοποιώντας στοµαχικό σωλήνα ή κατάλληλο

σωλήνα διασωλήνωσης. Μπορούν να χρησιµοποιηθούν και άλλες οδοί έκθεσης εφόσον µπορούν να αιτιολογηθούν.
∆εν συνιστάται πάντως η ενδοπεριτοναϊκή οδός επειδή µε τον τρόπο αυτό το ήπαρ µπορεί να εκτεθεί απευθείας

στην υπό δοκιµή ουσία αντί µέσω του κυκλοφοριακού συστήµατος. Ο µέγιστος όγκος υγρού που µπορεί να

χορηγηθεί µε διασωλήνωση ή έγχυση εφάπαξ εξαρτάται από το µέγεθος του πειραµατόζωου. Ο όγκος δεν θα πρέπει

να υπερβαίνει τα 2 ml/100g βάρους σώµατος. Αν χρησιµοποιηθούν µεγαλύτεροι όγκοι, αυτό πρέπει να

αιτιολογείται. Με εξαίρεση τις ερεθιστικές ή διαβρωτικές ουσίες οι οποίες κανονικά εµφανίζουν εντονότερα

αποτελέσµατα σε υψηλότερες συγκεντρώσεις, οι διαφοροποιήσεις στον όγκο θα πρέπει να ελαχιστοποιούνται

προσαρµόζοντας τη συγκέντρωση ώστε να διασφαλίζεται σταθερός όγκος σε όλα τα επίπεδα δόσης.

1.5.6 Προετοιµασία των ηπατικών κυττάρων

Τα ηπατικά κύτταρα λαµβάνονται από υποβληθέντα σε αγωγή ζώα κανονικά 12-16 ώρες µετά τη χορήγηση.
Χρειάζεται εν γένει µία πρόσθετη πρώϊµη δειγµατοληψία (κανονικά 2-4ώρες µετά την αγωγή) εκτός κι αν υπάρχει
σαφής θετική απόκριση στις 12-16ώρες. Εντούτοις, µπορούν να γίνουν δειγµατοληψίες σε εναλλακτικά χρονικά
διαστήµατα εφόσον τούτο αιτιολογείται µε βάση τοξικοκινητικά δεδοµένα.

Βραχυπρόθεσµες καλλιέργειες ηπατικών κυττάρων θηλαστικών παρασκευάζονται συνήθως εγχύοντας επιτοπίως

στο ήπαρ κολλαγενάση και αφήνοντας τα προσφάτως διασταθέντα ηπατικά κύτταρα να προσκολληθούν σε

κάτάλληλη επιφάνεια. Τα ηπατικά κύτταρα από αρνητικούς µάρτυρες θα πρέπει να εµφανίζουν βιωσιµότητα (5)
τουλάχιστον 50%.

1.5.7 Προσδιορισµός της UDS

Προσφάτως αποµονωθέντα ηπατικά κύτταρα θηλαστικών επωάζονται συνήθως σε µέσο που περιέχει
3H-TdR για

κατάλληλο χρονικό διάστηµα, π.χ. 3-8ώρες. Στο τέλος της περιόδου επωάσεως, το µέσο πρέπει να αποµακρύνεται
από τα κύτταρα τα οποία µπορούν κατόπιν να επωαστούν σε µέσο που περιέχει περίσσεια µη επισηµασµένης

θυµιδίνης για να µειωθεί η µη ενσωµατωµένη ραδιένεργεια ("cold chase").Τα κύτταρα κατόπιν εκπλένονται,
στερεώνονται και ξηραίνονται. Για µεγαλύτερους χρόνους επωάσεως, µπορεί να µη χρειάζεται η φάση της “cold
chase”.Οι αντικειµεφόροι πλάκες βυθίζονται σε αυτοακτινογραφικό γαλάκτωµα, εκτίθενται στο σκότος (π.χ.
ψύχονται για 7-14 ηµέρες), αναπτύσσονται, χρωµατίζονται και µετρούνται οι εκτεθειµένοι κόκκοι αργύρου. Για
κάθε ζώο ετοιµάζονται δύο έως τρεις αντικειµενοφόροι πλάκες.



1.5.8 Aνάλυση

Τα αντικειµενοφόρα παρασκευάσµατα θα πρέπει να περιέχουν ικανό αριθµό κυττάρων κανονικής µορφολογίας για

να µπορεί να γίνει σηµαντική εκτίµηση της UDS. Τα παρασκευάσµατα εξετάζονται µε µικροσκόπιο για να

διαπιστωθεί αν υπάρχουν σηµάδια έκδηλης τοξικότητας. (π.χ. πύκνωση, µειωµένα επίπεδα ραδιοεπισήµανσης).

Οι αντικειµενοφόροι θα πρέπει να λαµβάνουν ένα κωδικό πριν από την καταµέτρηση των κόκκων. Κανονικά
µετρούνται 100 κύτταρα από κάθε ζώο από δύο τουλάχιστον αντικειµενοφόρους πλάκες. Τυχόν καταµέτρηση
λιγότερων των 100κυττάρων/ζώο θα πρέπει να αιτιολογείται. Για τους πυρήνες S-φάσεως δεν µετριέται ο αριθµός
κόκκων, µπορεί όµως να καταγραφεί η αναλογία των κυττάρων S-φάσεως.

Η ποσότητα της ενσωµατωµένης
3H-TdR στους πυρήνες και το κυτταρόπλασµα µορφολογικώς κανονικών

κυττάρων, όπως δεικνύεται από την εναπόθεση κόκκων αργύρου, θα πρέπει να προσδιορίζεται µε κατάλληλες
µεθόδους.

Προσδιορίζεται ο αριθµός κόκκων στους πυρήνες (πυρηνικοί κόκκοι, NG) και στις πυρηνοϊσοδύναµες περιοχές στο
κυτταρόπλασµα (κυτταροπλασµατικοί κόκκοι, CG). Οι CG µετριώνται είτε από την ισχυρότερα επισηµασµένη

περιοχή του κυτταροπλάσµατος, είτε από το µέσο όρο δύο ή τριών τυχαίων αριθµών κυτταροπλασµατικών κόκκων
κοντά στον πυρήνα. Μπορούν να χρησιµοποιηθούν και άλλες µέθοδοι καταµέτρησης (π.χ. καταµέτρηση σε

ολόκληρο το κύτταρο) εφόσον υπάρχει κατάλληλη αιτιολόγηση (6).

2. ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Θα πρέπει να δίνονται επιµέρους αποτελέσµατα για κάθε αντικειµενοφόρο και ζώο. Επιπλέον, όλα τα δεδοµένα θα
πρέπει να συνοψίζονται µε τη µορφή πίνακα. Ο αριθµός των καθαρών πυρηνικών κόκκων (NNG) θα πρέπει να
υπολογίζεται για κάθε κύτταρο, για κάθε ζώο και για κάθε δόση και χρονική στιµή αφαιρώντας τον αριθµό των CG
από τον αριθµό των NG. Εφόσον µετρηθούν τα "κύτταρα σε επιδιόρθωση", θα πρέπει τα κριτήρια για τον ορισµό
των "κυττάρων σε επιδιόρθωση" να αιτιολογούνται και να στηρίζονται σε προϋπάρχοντα ή παράλληλα στοιχεία
αρνητικών µαρτύρων. Αριθµητικά αποτελέσµατα µπορούν να εξαχθούν µε στατιστικές µεθόδους. Εφόσον

χρησιµοποιούνται, οι στατιστικές δοκιµές θα πρέπει να επιλέγονται και να αιτιολογούνται πριν από τη διεξαγωγή
της έρευνας..

2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Παραδείγµατα κριτηρίων για αποκρίσεις θετικών/αρνητικών µαρτύρων είναι τα ακόλουθα:

θετικοί (i) τιµές NNG µεγαλύτερες ενός προκαθορισµένου κατώτερου ορίου

που αιτιολογείται µε βάση εργαστηριακά προϋπάρχοντα

δεδοµένα,

ή (ii) τιµές NNG σηµαντικά µεγαλύτερες από του παράλληλου

µάρτυρα,

αρνητικοί (i) τιµές NNG µέσα ή κάτω από τα προϋπάρχοντα δεδοµένα για το

κατώτερο όριο,

ή (ii) τιµές NNG µη σηµαντικά µεγαλύτερες από τον παράλληλο

µάρτυρα.

Θα πρέπει να εξετάζεται η βιολογική σχετικότητα των δεδοµένων, δηλ. θα πρέπει να λαµβάνονται υπόψη

παράµετροι όπως η µεταξύ των ζώων διακύµανση, η σχέση δόσης-απόκρισης και η κυτταροτοξικότητα. Ως
βοήθηµα στην αξιολόγηση των αποτελεσµάτων των δοκιµών µπορούν να χρησιµοποιούνται και στατιστικές

µέθοδοι. Πάντως, σε µία θετική απόκριση, δεν θα πρέπει ως µοναδικός αποφασιστικός παράγοντας να λαµβάνεται η
στατιστική σηµαντικότητα



Αν και τα περισσότερα πειράµατα θα δίνουν σαφώς θετικά ή αρνητικά αποτελέσµατα, σε σπάνιες περιπτώσεις τα
δεδοµένα ενδέχεται να µην επιτρέπουν τη εξαγωγή οριστικού συµπεράσµατος σχετικά µε τη δραστικότητα της υπό

δοκιµή ουσίας. Τα αποτελέσµατα µπορεί να παραµένουν διφορούµενα ή αµφισβητήσιµα άσχετα µε το πόσες φορές
θα επαναληφθεί το πείραµα.

Θετικά αποτελέσµατα από τη δοκιµή UDS µε ηπατικά κύτταρα θηλαστικών in vivo δείχνουν ότι η υπό δοκιµή

ουσία προκαλεί βλάβη στο DNA σε ηπατικά κύτταρα θηλαστικών in vivo που µπορεί να επιδιορθωθεί µε µη

προγραµµατισµένη σύνθεση DNA in vitro.. Αρνητικά αποτελέσµατα δείχνουν ότι, υπό τις συνθήκες της δοκιµής, η
υπό δοκιµή ουσία δεν προκαλεί βλάβη στο DNA που να µπορεί να ανιχνευθεί µε τη δοκιµή αυτή.

Θα πρέπει να εξετάζεται η πιθανότητα της υπό δοκιµή ουσίας να φθάσει στη γενική κυκλοφορία ή ειδικά στον ιστό

στόχο (π.χ. συστεµική τοξικότητα).

3. ΑΝΑΦΟΡΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

ΕΚΘΕΣΗ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Η έκθεση δοκιµής πρέπει να περιλαµβάνει τα ακόλουθα στοιχεία:

∆ιαλύτης/Φορέας

• αιτιολόγηση της επιλογής του φορέα,

• διαλυτότητα και σταθερότητα της υπό δοκιµή ουσίας στο διαλύτη/φορές, εφόσον είναι γνωστές,

Εξετασθέντα ζώα:

• χρησιµοποιηθέν είδος/φυλή,

• αριθµό, ηλικία και φύλο των ζώων,

• πηγή, συνθήκες στέγασης, δίαιτα, κλπ,

• βάρος των µεµονωµένων ζώων στην έναρξη της δοκιµής, συµπεριλαµβανοµένου του εύρους των βαρών

σώµατος, της µέσης τιµής και της τυπικής απόκλισης για κάθε οµάδα

Συνθήκες δοκιµής:

• θετικούς και αρνητικούς (φορέα/διαλύτη) µάρτυρες,

• στοιχεία από τη µελέτη του εύρους, εφόσον έγινε,

• αιτιολογία επιλογής του επιπέδου δόσεως,

• λεπτοµέρειες για την προετοιµασία της υπό δοκιµή ουσίας,

• λεπτοµέρειες για τη χορήγηση της υπό δοκιµή ουσίας,

• αιτιολογία της επιλεγείσας οδού χορήγησης,

• µεθόδους επαλήθευσης ότι η υπό δοκιµή ουσία έφθασε στη γενική κυκλοφορία ή τον ιστό-στόχο, εφόσον
συντρέχει περίπτωση,

• µετατροπή της συγκέντρωσης (ppm) της υπό δοκιµή ουσίας στη δίαιτα/πόσιµο νερό στην πραγµατική δόση
(mg/kgβάρους σώµατος/ηµέρα), εφόσον συντρέχει περίπτωση,

• λεπτοµέρειες για την ποιότητα της τροφής και του νερού

• λεπτοµερή περιγραφή των σχηµάτων αγωγής και δειγµατοληψίας,



• µεθόδους για τις µετρήσεις της τοξικότητας,

• µεθόδους προετοιµασίας και καλλιέργειας των ηπατικών κυττάρων,

• χρησιµοποιηθείσα αυτοακτινογραφική τεχνική,

• αριθµό αντικειµενοφόρων πλακών και αριθµούς καταµετρηθέντων κυτττάρων,

• κριτήρια αξιολόγησης,

• κριτήρια κατάταξης της δοκιµής ως θετικής, αρνητικής ή διφορούµενης.

Αποτελέσµατα:

• µέσες τιµές κατά αντικειµενοφόρο, ζώο και οµάδα για τους πυρηνικούς κόκκους, κυτταροπλασµατικούς
κόκκους και καθαρούς πυρηνικούς κόκκους,

• σχέση δόσης-απόκρισης, όπου είναι δυνατό

• στατιστικές εκτιµήσεις, εφόσον υπάρχουν,

• σηµάδια τοξικότητας,

• παράλληλα στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύτης/φορέας) και θετικούς µάρτυρες,

• προϋπάρχοντα στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύτης/φορέας) µάρτυρες, µε εύρη, µέσες τιµές και τυπικές
αποκλίσεις.

• αριθµό “κυττάρων σε επιδιόρθωση”, εφόσον προσδιορίστηκε,

• αριθµό κυττάρων “S-φάσεως”, εφόσον προσδιορίστηκε,

• βιωσιµότητα των κυττάρων.
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B.40.∆ΙΑΒΡΩΣΗ ΤΟΥ ∆ΕΡΜΑΤΟΣ

1. ΜΕΘΟ∆ΟΣ

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Το Ευρωπαïκό Κέντρο Επικύρωσης Εναλλακτικών Μεθόδων (ΕΚΕΕΜ, Κοινό Κέντρο Ερευνών, Ευρωπαϊκή

Επιτροπή) έχει εγκρίνει ως επιστηµονικά έγκυρες δύο in vitro δοκιµές δερµατικής διαβρωτικότητας, τη

δοκιµασία διαδερµικής ηλεκτρικής αντίστασης (TER - transcutaneous electrical resistance)δέρµατος επίµυος

και δοκιµή που χρησιµοποιεί οµοίωµα ανθρωπίνου δέρµατος (1)(2)(3). Η µελέτη επικύρωσης του ΕΚΕΕΜ

κατέδειξε ότι και οι δύο δοκιµές είναι σε θέση να διακρίνουν µε αξιόπιστο τρόπο γνωστές διαβρωτικές από µη

διαβρωτικές ουσίες του δέρµατος. Πέραν τούτου, το πρωτόκολλο της δοκιµής µε οµοίωµα ανθρώπινου

δέρµατος, επέτρεψε ορθή διάκριση µεταξύ των διαφόρων βαθµών διαβρωτικών επιδράσεων (γνωστά ισχυρά

διαβρωτικά του δέρµατος, R35,και άλλα διαβρωτικά του δέρµατος R34) (2).Η περιγραφή των δύο µεθόδων

και η διαδικασία της δοκιµής παρέχονται κατωτέρω. Η επιλογή της µεθόδου γίνεται µε βάση τις ειδικές

απαιτήσεις και τις προτιµήσεις του χρήστη.

Βλ. επίσης γενική εισαγωγή µέρος Β.

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ

∆ιάβρωση του δέρµατος: είναι η πρόκληση µη αντιστρεπτής βλάβης στο δερµατικό ιστό µετά την εφαρµογή

ελεγχόµενης ουσίας.

1.3 ΟΥΣΙΕΣ ΑΝΑΦΟΡΑΣ

Ουδεµία, αλλά βλ. σηµεία 1.5.3.4και 1.7.2.3.

1.4 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ – ∆ΟΚΙΜΑΣΙΑ ∆ΙΑ∆ΕΡΜΙΚΗΣ ΗΛΕΚΤΡΙΚΗΣ ΑΝΤΙΣΤΑΣΗΣ (ΤΕR)
∆ΕΡΜΑΤΟΣ ΕΠΙΜΥΟΣ

Το ελεγχόµενο υλικό εφαρµόζεται επί 24 ώρες κατ’ ανώτατο όριο στις επιδερµικές επιφάνειες δίσκων

δέρµατος που έχουν ληφθεί από τις δορές νεαρών επιµυών οι οποίοι έχουν θανατωθεί µε µη βάναυσο τρόπο.
Τα διαβρωτικά υλικά προσδιορίζονται βάσει της ικανότητάς τους να προκαλούν απώλεια της ακεραιότητας

της κερατίνης στιβάδας και της φρακτικής λειτουργίας, η οποία µετράται ως µείωση της εγγενούς διαδερµικής

ηλεκτρικής αντίστασης (TER) σε επίπεδα χαµηλότερα ενός κατώτατου ορίου (5kΩ) (4)(5). Ερεθιστικά και µη

ερεθιστικά υλικά δεν προκαλούν µείωση της TER σε επίπεδα χαµηλότερα του κατωτάτου ορίου. Στη

διαδικασία της δοκιµής µπορεί να ενσωµατωθεί ένα στάδιο δέσµευσης χρωστικής για τις τασιενεργές ουσίες

και τις ουδέτερες οργανικές ενώσεις (για τους ορισµούς βλ. υποσηµείωση (6)) ώστε να µειωθεί ο αριθµός των

ψευδοθετικών αποτελεσµάτων που λαµβάνονται µε χηµικές ουσίες αυτού του τύπου συγκεκριµένα (2) (7).

1.5 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ – ∆ΟΚΙΜΑΣΙΑ TER ∆ΕΡΜΑΤΟΣ ΕΠΙΜΥΟΣ

1.5.1 Πειραµατόζωα

Για την προετοιµασία των δίσκων δέρµατος απαιτούνται νεαροί (20-23ηµερών) επίµυες (στέλεχος Wistar ή

παρόµοιο). Αφαιρείται επιµελώς το τρίχωµα από την περιοχή της ράχης και των πλευρών µε µικρή ξυριστική

µηχανή για ζώα. Τα πειραµατόζωα εκπλύνονται και σφουγγίζονται επιµελώς ενώ η περιοχή εµβαπτίζεται σε

αντιβιοτικό διάλυµα (που περιέχει, επί παραδείγµατι, στρεπτοµυκίνη, πενικιλίνη, χλωραµφαινικόλη ή

αµφοτερικίνη, σε κατάλληλες συγκεντρώσεις για την αναστολή της βακτηριακής ανάπτυξης). Τα

πειραµατόζωα εκπλύνονται εκ νέου µε αντιβιοτικά την τρίτη ή τέταρτη ηµέρα µε την πρώτη έκπλυση και

χρησιµοποιούνται εντός τριών ηµερών (η ηλικία των πειραµατόζωων δεν πρέπει να υπερβαίνει τις 31 ηµέρες

για την προετοιµασία της δοράς).

1.5.2 Προετοιµασία των δίσκων δέρµατος

Τα πειραµατόζωα θανατώνονται µε µη βάναυσο τρόπο. Αφαιρείται το δέρµα από τη ράχη κάθε ζώου και

απαλλάσσεται από την περίσσεια λίπους µε προσεκτική αποµάκρυνσή του από το δέρµα. Η δορά τοποθετείται

επάνω από το άκρο σωλήνα πολυτετραφθωροαιθυλενίου (PTFE)µε τρόπο ώστε η επιφάνεια της επιδερµίδας να

βρίσκεται σε επαφή µε το σωλήνα. Το δέρµα συγκρατείται στη θέση του µε τη βοήθεια ελαστικού δακτυλίου Ο ο

οποίος στερεώνεται µε πίεση στο άκρο του σωλήνα, ενώ η περίσσεια ιστών αποκόπτεται. Οι διαστάσεις του

σωλήνα και του δακτυλίου παρέχονται στο σχήµα 1. Στη συνέχεια, η ένωση του ελαστικού δακτυλίου Ο µε το

άκρο του σωλήνα PTFE στεγανοποιείται µε τη βοήθεια βαζελίνης. Ο σωλήνας στηρίζεται µε ελατηριωτό

σφιγκτήρα ενός υποδοχέα που περιέχει διάλυµα θειικού µαγνησίου (154mM) (σχήµα 2).



1.5.3 ∆ιαδικασία δοκιµής

1.5.3.1 Εφαρµογή του ελεγχόµενου υλικού

Οι υγρές ελεγχόµενες ουσίες (150µl) εφαρµόζονται στην επιδερµική επιφάνεια που βρίσκεται στο εσωτερικό του

σωλήνα (σχήµα 2). Όταν εξετάζονται στερεά υλικά, εφαρµόζεται επαρκής ποσότητα στερεού υλικού στο δίσκο

ώστε να καλύπτεται το σύνολο της επιφάνειας της επιδερµίδας. Στη συνέχεια, 150µl απιονισµένου νερού

προστίθενται στο στερεό υλικό και οι σωλήνες αναδεύονται ήπια. Οι ελεγχόµενες ουσίες πρέπει να είναι σε

µέγιστη δυνατή επαφή µε το δέρµα. Για ορισµένα στερεά αυτό µπορεί να επιτευχθεί µε θέρµανση στους 30°C
κατ’ ανώτατο όριο και τήξη της ελεγχόµενης ουσίας ή µε άλεσµα ώστε να ληφθεί κοκκοποιηµένο υλικό ή σκόνη.

Για κάθε ελεγχόµενη ουσία χρησιµοποιούνται τρεις δίσκοι δέρµατος. Οι ελεγχόµενες ουσίες διατηρούνται σε

επαφή µε το δέρµα επί 24 ώρες (βλ. επίσης 1.5.3.4).Στη συνέχεια εκπλύνονται µε εκτόξευση τρεχούµενου νερού

θερµοκρασίας έως 30°C έως ότου αποµακρυνθούν πλήρως. Η αποµάκρυνση ελεγχόµενων ουσιών που έχουν

στερεοποιηθεί στο εσωτερικό του σωλήνα είναι δυνατόν να διευκολυνθεί µε εκτόξευση θερµού νερού

θερµοκρασίας 30°C περίπου.

1.5.3.2 Μετρήσεις TER

Η TER µετράται µε τη βοήθεια γέφυρας δεδοµένων (databridge)που λειτουργεί µε εναλλασσόµενο ρεύµα και

χαµηλή τάση (π.χ. AIM 401 ή 6401,ή αντίστοιχη). Πριν από τη µέτρηση της ηλεκτρικής αντίστασης, ελαττώνεται

η επιφανειακή τάση του δέρµατος µε την προσθήκη αιθανόλης 70% στην ποσότητα που απαιτείται για να

καλυφθεί η επιδερµίδα. Λίγα λεπτά αργότερα, ο σωλήνας αντιστρέφεται για να αποµακρυνθεί η αιθανόλη και ο

ιστός ενυδατώνεται µε την προσθήκη 3ml διαλύµατος θειικού µαγνησίου (154mM).Τα ηλεκτρόδια της γέφυρας

δεδοµένων τοποθετούνται σε µια από τις δύο πλευρές του δίσκου δέρµατος για τη µέτρηση της αντίστασης σε

kΩ/δίσκο δέρµατος (σχήµα 2). Οι διαστάσεις των ηλεκτροδίων και το µήκος του ηλεκτροδίου που βρίσκεται κάτω

από τους σφιγκτήρες τύπου κροδοδείλου παρέχονται στο σχήµα 1. Ο σφιγκτήρας του εσωτερικού (χονδρού)
ηλεκτροδίου τοποθετείται στην κορυφή του σωλήνα PTFE κατά τη µέτρηση της αντίστασης ώστε να

εξασφαλίζεται η εµβάπτιση σταθερού τµήµατος του ηλεκτροδίου στο διάλυµα θειικού µαγνησίου. Το εξωτερικό

(λεπτό) ηλεκτρόδιο τοποθετείται εντός του υποδοχέα µε τρόπο ώστε να ακουµπάει στον πυθµένα του. Η

απόσταση µεταξύ βάσης του ελατηριωτού σφιγκτήρα και της βάσης του σωλήνα PTFE διατηρείται σταθερή

(σχήµα1 ) δεδοµένου ότι επηρεάζει τη λαµβανόµενη τιµή της αντίστασης.

Σηµειώνεται ότι αν η µετρούµενη τιµή της αντίστασης υπερβαίνει τα 20 kΩ, αυτό µπορεί να οφείλεται στην

ελεγχόµενη ουσία που επικαλύπτει την επιδερµική επιφάνεια του δίσκου δέρµατος. Μπορεί να επιχειρηθεί

αποµάκρυνση της ουσίας αυτής µε ανάδευση του σωλήνα PTFEεπί 10 δευτερόλεπτα περίπου αφού καλυφθεί το

στόµιό του µε τον προστατευόµενο µε γάντι αντίχειρα. Το διάλυµα θειικού µαγνησίου αποχύνεται και

επαναλαµβάνεται η µέτρηση της αντίστασης µε νέο διάλυµα θειικού µαγνησίου.

Οι µέσες µετρούµενες τιµές TER γίνονται αποδεκτές εφόσον οι σύγχρονές τους θετικές και αρνητικές τιµές που

έχουν προκύψει για την ουσία µάρτυρα περικλείονται στις αποδεκτές για τη µέθοδο περιοχές τιµών. Οι

υποδεικνυόµενες ουσίες µάρτυρες και οι αντίστοιχες αποδεκτές περιοχές τιµών ηλεκτρικής αντίστασης για την

περιγραφόµενη µεθοδολογία και συσκευή έχουν ως εξής:

Μάρτυρας Ουσία Πεδίο τιµών ηλεκτρικής

αντίσταςης (kΩ)
Θετικός Υδροχλωρικό οξύ (36%) 10M 0,5 – 1,0
Αρνητικός Αποσταγµένο νερό 10 – 25

1.5.3.3 Τροποποιηµένη διαδικασία για τασιενεργές ουσίες και ουδέτερες οργανικές ενώσεις

Εάν οι τιµές TERελεγχόµενων ουσιών που εµπίπτουν στην κατηγορία των τασιενεργών ουσιών ή των ουδέτερων

οργανικών ενώσεων είναι µικρότερες από ή ίσες µε 5 kΩ, µπορεί να πραγµατοποιηθεί εκτίµηση της διείσδυσης

χρωστικής στους ιστούς. Με τη διαδικασία αυτή θα προσδιοριστεί κατά πόσο τα αποτελέσµατα είναι ψευδοθετικά

(2).



1.5.3.3.1 Εφαρµογή και αποµάκρυνση της χρωστικής ουσίας σουλφοροδαµίνης Β

Μετά την αρχική κατεργασία µε την ελεγχόµενη ουσία εφαρµόζονται στην επιδερµική επιφάνεια κάθε δίσκου

δέρµατος για δύο ώρες, 150 µl διαλύµατος σουλφοροδαµίνης Β σε απεσταγµένο νερό 10% (w/v). Στη

συνέχεια, οι δίσκοι δέρµατος εκπλύνονται µε εκτόξευση τρεχούµενου νερού θερµοκρασίας δωµατίου επί 10
δευτερόλεπτα περίπου ώστε να αποµακρυνθεί τυχόν περίσσεια ή αδέσµευτη χρωστική. Έκαστος των δίσκων

δέρµατος αφαιρείται από τον σωλήνα PTFEκαι τοποθετείται µε φιαλίδιο (π.χ. γυάλινο φιαλίδιο σπινθηρισµού

των 20 ml) που περιέχει απιονισµένο νερό (8 ml). Τα φιαλίδια αναδεύονται ήπια επί 5 λεπτά ώστε να

αποµακρυνθεί τυχόν επι πλέον περίσσεια ή αδέσµευτη χρωστική. Επαναλαµβάνεται η έκπλυση µε τρεχούµενο

νερό και, στη συνέχεια, οι δίσκοι δέρµατος αφαιρούνται και τοποθετούνται σε φιαλίδια που περιέχουν 5 ml
διαλύµατος δωδεκυλοσουλφονικού νατρίου (SDS)σε αποσταγµένο νερό 30% (w/v). Τα φιαλίδια αφήνονται

προς επώαση στους 60°C επί µια νύχτα. Μετά την επώαση, οι δίσκοι δέρµατος αφαιρούνται από τα φιαλίδια

και απορρίπτονται ενώ το εναποµένον διάλυµα φυγοκεντρείται επί 8 λεπτά στους 21 °C (σχετική φυγόκεντρος

δύναµη ~175).Από την υπερκείµενη στιβάδα λαµβάνεται 1 ml και αραιώνεται σε αναλογία 1 προς 5 (v/v) [δηλ. 1
ml + 4 ml] µε διάλυµα 30% (w/v) SDSσε απεσταγµένο νερό. Η οπτική πυκνότητα του διαλύµατος µετράται στα

565 nmπερίπου.

1.5.3.3.2 Υπολογισµός της περιεκτικότητας σε χρωστική

Η περιεκτικότητα κάθε δίσκου σε σουλφοροδαµίνη Β υπολογίζεται µε βάση τις τιµές οπτικής πυκνότητας

(συντελεστής µοριακής απόσβεσης της σουλφοροδαµίνης Β στα 565 nm = 8.7 x 104· µοριακό βάρος = 580).
Προσδιορίζεται η περιεκτικότητα εκάστου δίσκου δέρµατος σε σουλφοροδαµίνη Β και κατόπιν υπολογίζεται η

µέση περιεκτικότητα σε χρωστική για τις επαναλήψεις. Οι µέσες τιµές δέσµευσης χρωστικής γίνονται αποδεκτές

εφόσον οι σύγχρονες τιµές που έχουν προκύψει για την ουσία µάρτυρα περικλείονται στις αποδεκτές για τη

µέθοδο περιοχές τιµών. Οι υποδεικνυόµενες αποδεκτές περιοχές τιµών περιεκτικοτήτων σε χρωστική για τις

ουσίες µάρτυρες, για τη µεθοδολογία και για τη συσκευασία που περιγράφονται έχουν ως εξής:

Μάρτυρας Ουσία Περιοχή τιµών περιεκτικοτήτων σε

χρωστική (µg/δίσκο)
Θετικός Υδροχλωρικό οξύ 36% 40 – 100
Αρνητικός Αποσταγµένο νερό 15 - 35

1.5.3.4 Πρόσθετες πληροφορίες

Οι ελεγχόµενες ουσίες µπορούν να εφαρµόζονται στους δίσκους δέρµατος για βραχύτερα χρονικά διαστήµατα

(π.χ. 2 ώρες) προκειµένου να εντοπίζονται υλικά που προκαλούν ισχυρή διάβρωση. Η µελέτη επικύρωσης,
ωστόσο, κατέδειξε ότι η δοκιµασία TER οδήγησε σε υπερεκτίµηση του διαβρωτικού δυναµικού διαφόρων

ελεγχόµενων χηµικών ουσιών µετά τη διατήρησή τους σε επαφή µε τους δίσκους δέρµατος επί δύο ώρες (2), ενώ

µε την εικοσιτετράωρη διαδικασία επέτρεψε τον ορθό προσδιορισµό των διαβρωτικών και µη διαβρωτικών

ουσιών.

Τα χαρακτηριστικά και οι διαστάσεις της χρησιµοποιούµενης συσκευής καθώς και η ακολουθούµενη

πειραµατική διαδικασία µπορούν να επηρεάσουν τις λαµβανόµενες τιµές TER. Το κατώτατο όριο διάβρωσης

των 5 kΩ υπολογίστηκε µε βάση τα δεδοµένα που ελήφθησαν µε τη συγκεκριµένη συσκευή και διαδικασία

που περιγράφονται στην παρούσα µέθοδο. Σε περίπτωση σηµαντικής µεταβολής των συνθηκών της δοκιµής

είναι δυνατόν να ισχύουν διαφορετικά όρια και τιµές για τους µάρτυρες. Ως εκ τούτου, συνιστάται διακρίβωση

της µεθοδολογίας και του κατωτάτου ορίου αντίστασης µέσω της διεξαγωγής δοκιµών µε σειρά προτύπων

διαλυµάτων αναφοράς τα οποία θα επιλεγούν µεταξύ των χηµικών ουσιών που χρησιµοποιήθηκαν στη µελέτη

επικύρωσης (3).



1.6 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ – ∆ΟΚΙΜΑΣΙΑ ΜΕ ΟΜΟΙΩΜΑ ΑΝΘΡΩΠΙΝΟΥ ∆ΕΡΜΑΤΟΣ

Το ελεγχόµενο υλικό εφαρµόζεται τοπικά επί 4 ώρες κατ’ ανώτατο όριο, στο τρισδιάστατο οµοίωµα

ανθρώπινου δέρµατος το οποίο περιλαµβάνει αναπλασθείσα επιδερµίδα µε λειτουργική κερατίνη στιβάδα. Τα

διαβρωτικά υλικά ταυτοποιούνται µε βάση την ικανότητά τους να προκαλούν µείωση της κυτταρικής

βιωσιµότητας (όπως προσδιορίζεται π.χ. µε τη δοκιµασία αναγωγής του ΜΤΤ) σε επίπεδα χαµηλότερα των

καθορισθέντων κατωτάτων ορίων σε συγκεκριµένες περιόδους έκθεσης. Η αρχή της δοκιµασίας στηρίζεται

στο σκεπτικό ότι διαβρωτικές χηµικές ουσίες είναι εκείνες που µπορούν να διεισδύσουν στην κερατίνη

στοιβάδα (µε διάχυση ή διάβρωση) και είναι αρκούντως κυτταροτοξικές ώστε να προκαλούν το θάνατο των

κυττάρων στις υποκείµενες κυτταρικές στοιβάδες.

1.7 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ – ∆ΟΚΙΜΑΣΙΑ ΜΕ ΟΜΟΙΩΜΑ ΑΝΘΡΩΠΙΝΟΥ ∆ΕΡΜΑΤΟΣ

1.7.1 Οµοιώµατα ανθρωπίνου δέρµατος

Τα οµοιώµατα ανθρώπινου δέρµατος είναι δυνατόν να προέρχονται από διάφορες πηγές, αλλά πρέπει να

ικανοποιούν ορισµένα κριτήρια. Το οµοίωµα πρέπει να έχει µια λειτουργική κερατίνη στοιβάδα µε υπόστρωµα

ζώντων κυττάρων. Η φρακτική λειτουργία της κερατίνης στοιβάδας πρέπει να είναι επαρκής. Αυτό µπορεί να

αποδειχθεί καταδεικνύοντας την αντοχή του οµοιώµατος στην κυτταροτοξικότητα µετά την εφαρµογή ουσιών

οι οποίες είναι γνωστές ως κυτταροτοξικές αλλά δεν διαπερνούν την κερατίνη στοιβάδα. Πρέπει επίσης να

καταδεικνύεται ότι µε το οµοίωµα αυτό λαµβάνονται αναπαραγώγιµα αποτελέσµατα υπό καθορισµένες

πειραµατικές συνθήκες.

Η βιωσιµότητα των ζώντων κυττάρων του οµοιώµατος πρέπει να είναι αρκετά υψηλή ώστε να γίνεται σαφής

διάκριση µεταξύ των θετικών και αρνητικών µαρτύρων. Η κυτταρική βιωσιµότητα (όπως προκύπτει, επί

παραδείγµατι, από τη µέτρηση των επιπέδων του αναχθέντος MTT, δηλαδή σε τιµή οπτικής πυκνότητας) µετά

την έκθεση σε αρνητικό µάρτυρα πρέπει να εµπίπτει στα αποδεκτά όρια για το συγκεκριµένο οµοίωµα.
Οµοίως, οι τιµές κυτταρικής βιωσιµότητας που λαµβάνονται µε θετικό µάρτυρα (έναντι των αντίστοιχων που

λαµβάνονται µε αρνητικό µάρτυρα) πρέπει να βρίσκονται εντός καθορισµένων ορίων. Το χρησιµοποιούµενο

προγνωστικό µοντέλο πρέπει να ανταποκρίνεται απαραιτήτως στα διεθνή πρότυπα επικύρωσης.

1.7.2 ∆ιαδικασία δοκιµής

1.7.2.1 Εφαρµογή του ελεγχόµενου υλικού

Προκειµένου για υγρά υλικά, χρησιµοποιείται επαρκής ποσότητα ελεγχόµενης ουσίας ώστε να καλύπτει την

επιφάνεια του δέρµατος (τουλάχιστον 25 µl/cm²).Προκειµένου για στερεά υλικά, χρησιµοποιείται επαρκής

ποσότητα ελεγχόµενης ουσίας ώστε να καλύπτει το δέρµα και στη συνέχεια η στερεά ουσία υγραίνεται για να

εξασφαλιστεί καλή επαφή µε το δέρµα. Εφόσον απαιτείται, τα στερεά κονιοποιούνται πριν από την

χρησιµοποίησή τους. Η µέθοδος εφαρµογής πρέπει να είναι κατάλληλη για ένα ευρύ φάσµα χηµικών ουσιών

(βλ. υποσηµείωση 2). Στο τέλος της περιόδου έκθεσης το ελεγχόµενο υλικό εκπλύνεται επιµελώς από την

επιφάνεια του δέρµατος µε αλατούχο διάλυµα.

1.7.2.2 Μετρήσεις της κυτταρικής βιωσιµότητας

Για τη µέτρηση της κυτταρικής βιωσιµότητας µπορεί να χρησιµοποιηθεί οιαδήποτε επικυρωµένη ποσοτική

µέθοδος. Η πλέον χρησιµοποιούµενη δοκιµασία είναι η αναγωγή ΜΤΤ η οποία παρείχε ακριβή και

αναπαραγώγιµα αποτελέσµατα σε διάφορα εργαστήρια (2). Ο δίσκος δέρµατος εµβαπτίζεται σε διάλυµα ΜΤΤ

συγκεντρώσεως 0,3 mg/ml στους 20-28°Cεπί 3 ώρες. Το προκύπτον κυανούν ίζηµα formazanεκχυλίζεται

(εκχύλιση µε διαλύτη) και η συγκέντρωση της formazanυπολογίζεται µε µέτρηση της οπτικής πυκνότητας σε

περιοχή µήκους κύµατος µεταξύ 545και 595 nm.

1.7.2.3 Πρόσθετες πληροφορίες

Το είδος του χρησιµοποιηθέντος οµοιώµατος δέρµατος και το ακριβές πρωτόκολλο του χρόνου έκθεσης και

των διαδικασιών έκπλυσης κ.λπ. επηρεάζουν σε µεγάλο βαθµό τα σχετικά µε την κυτταρική βιωσιµότητα

αποτελέσµατα. Συνιστάται διακρίβωση της µεθοδολογίας και του προγνωστικού µοντέλου µέσω της

διεξαγωγής δοκιµών µε σειρά προτύπων διαλυµάτων αναφοράς τα οποία επιλέγονται µεταξύ των χηµικών

ουσιών που χρησιµοποιήθηκαν στη µελέτη επικύρωσης του ΕΚΕΕΜ (3). Η χρησιµοποιηθείσα µέθοδος είναι

απαραίτητο να έχει αποδειχθεί αναπαραγώγιµη εντός και µεταξύ των διαφόρων εργαστηρίων για ένα ευρύ

φάσµα χηµικών ουσιών, σύµφωνα µε τα διεθνή πρότυπα. Η µέθοδος πρέπει να ανταποκρίνεται τουλάχιστον

στα κριτήρια επιστηµονικής επικύρωσης που καθορίζονται προηγουµένως (2) και τα αποτελέσµατα της

µελέτης επικύρωσης να δηµοσιεύονται σε έγκυρο επιστηµονικό περιοδικό του οποίου τα άρθρα εγκρίνονται

από οµότιµους αξιολογητές.



2. ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

2.1.1 ∆οκιµασία TER δέρµατος επίµυος

Οι τιµές ηλεκτρικής αντίστασης σε kΩ του ελεγχόµενου υλικού, των θετικών και αρνητικών µαρτύρων και

τυχόν προτύπων χηµικών ουσιών αναφοράς πρέπει να παρουσιάζονται υπό µορφή πίνακα, όπου θα

περιλαµβάνονται επίσης δεδοµένα για τα επαναληπτικά πειράµατα, µέσες τιµές και η προκύπτουσα

ταξινόµηση.

2.1.2 ∆οκιµασία µε οµοίωµα ανθρώπινου δέρµατος

Οι τιµές οπτικής πυκνότητας και τα υπολογισθέντα δεδοµένα εκατοστιαίας κυτταρικής βιωσιµότητας για το

ελεγχόµενο υλικό, τους θετικούς και αρνητικούς µάρτυρες και τυχόν πρότυπες χηµικές ουσίες αναφοράς

πρέπει να παρουσιάζονται υπό µορφή πίνακα, όπου περιλαµβάνονται επίσης δεδοµένα για τα επαναληπτικά

πειράµατα, µέσες τιµές και η προκύπτουσα ταξινόµηση.

2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

2.2.1 ∆οκιµασία TER δέρµατος επίµυος

Όταν η µέση τιµή TERπου λαµβάνεται για την ελεγχόµενη ουσία υπερβαίνει τα 5 kΩ τότε η συγκεκριµένη ουσία

δεν θεωρείται διαβρωτική. Εάν η τιµή TER είναι µικρότερη ή ίση των 5 kΩ, η ελεγχόµενη ουσία θεωρείται

διαβρωτική εφόσον δεν πρόκειται για τασιενεργό ουσία ή ουδέτερη οργανική ένωση.

Για τασιενεργές ουσίες ή ουδέτερες οργανικές ενώσεις για τις οποίες λαµβάνονται τιµές TER µικρότερες ή ίσες

των 5 kΩ, είναι δυνατόν να χρησιµοποιηθεί η µέθοδος της διείσδυσης χρωστικής. Εάν η µέση περιεκτικότητα του

δίσκου σε χρωστική υπερβαίνει ή ισούται µε την αντίστοιχη µέση περιεκτικότητα σε χρωστική που προκύπτει

ταυτόχρονα για το θετικό µάρτυρα 36%υδροχλώριο, τότε το λαµβανόµενο αποτέλεσµα για την ελεγχόµενη ουσία

είναι πραγµατικά θετικό και η ουσία θεωρείται εποµένως διαβρωτική. Εάν η µέση περιεκτικότητα του δίσκου σε

χρωστική είναι µικρότερη από την αντίστοιχη µέση περιεκτικότητα σε χρωστική που προκύπτει ταυτόχρονα για

το θετικό µάρτυρα 36% υδροχλώριο, τότε το λαµβανόµενο αποτέλεσµα για την ελεγχόµενη ουσία είναι

ψευδοθετικό και η ουσία δεν είναι εποµένως διαβρωτική.

2.2.2 ∆οκιµασία µε οµοίωµα ανθρώπινου δέρµατος

Η τιµή οπτικής πυκνότητας του αρνητικού µάρτυρα αντιπροσωπεύει κυτταρική βιωσιµότητα 100%. Ως εκ

τούτου οι λαµβανόµενες για το ελεγχόµενο δείγµα τιµές οπτικής πυκνότητας µπορούν να χρησιµοποιηθούν για

τον υπολογισµό της εκατοστιαίας βιωσιµότητας σε σχέση µε τον αρνητικό µάρτυρα. Η διαχωριστική τιµή

εκατοστιαίας κυτταρικής βιωσιµότητας βάσει της οποίας γίνεται διάκριση µεταξύ διαβρωτικών και µη

διαβρωτικών ελεγχόµενων υλικών (ή µεταξύ των διαφόρων βαθµών διάβρωσης) πρέπει να καθορίζεται σαφώς

στο προγνωστικό µοντέλο πριν από την επικύρωση της µεθόδου, και η πραγµατοποιούµενη στη συνέχεια

µελέτη επικύρωσης πρέπει να καταδεικνύει την καταλληλότητα της διαχωριστικής αυτής τιµής (π.χ. βλ.
υποσηµείωση 2).

3. ΕΚΘΕΣΕΙΣ

ΕΚΘΕΣΗ ΤΗΣ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Η έκθεση της δοκιµής πρέπει να περιλαµβάνει τουλάχιστον τις ακόλουθες πληροφορίες

Ελεγχόµενη ουσία:

- ταυτοποίηση, φυσική κατάσταση και, κατά περίπτωση, φυσικοχηµικές ιδιότητες. Ανάλογες πληροφορίες πρέπει

να παρέχονται για τις τυχόν χρησιµοποιούµενες ουσίες αναφοράς.

Συνθήκες δοκιµής:

- λεπτοµερής περιγραφή της διαδικασίας δοκιµής που ακολουθήθηκε·
- περιγραφή και αιτιολόγηση τυχόν τροποποιήσεων.



Αποτελέσµατα:

- παρουσίαση σε πίνακα των τιµών ηλεκτρικής αντίστασης (δοκιµασία TER) ή των τιµών εκατοστιαίας

κυτταρικής βιωσιµότητας (δοκιµασία µε οµοίωµα ανθρώπινου δέρµατος) που ελήφθησαν για το ελεγχόµενο

υλικό, τους θετικούς και αρνητικούς µάρτυρες και τυχόν πρότυπες χηµικές ουσίες αναφοράς,
συµπεριλαµβανοµένων των δεδοµένων που προέκυψαν από τα επαναληπτικά πειράµατα και των µέσων τιµών·
- περιγραφή τυχόν άλλων επιπτώσεων που παρατηρήθηκαν.
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B. 41.ΦΩΤΟΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑ - IN VITRO 3T3 NRU ∆ΟΚΙΜΗ ΦΩΤΟΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑΣ

1. ΜΕΘΟ∆ΟΣ

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Ως φωτοτοξικότητα ορίζεται η τοξική απόκριση που εµφανίζεται µετά την πρώτη έκθεση του δέρµατος σε

ορισµένες χηµικές ουσίες και την εν συνεχεία έκθεση στο φως ή που επάγεται οµοίως από ακτινοβόληση του

δέρµατος έπειτα από συστεµική χορήγηση µιας χηµικής ουσίας.

Τα στοιχεία που λαµβάνονται από την in vitro 3T3 NRU δοκιµή φωτοτοξικότητας χρησιµεύουν για τον

προσδιορισµό της φωτοτοξικής δυνατότητας µιας υπό δοκιµή ουσίας, δηλ. της ύπαρξης ή απουσίας πιθανών

κινδύνων που µπορεί να εµφανιστούν από µια υπό δοκιµή ουσία σε συνδυασµό µε έκθεση στο υπεριώδες και το

ορατό φως.

∆εδοµένου ότι το τοξικολογικό τελικό αποτέλεσµα της in vitro δοκιµής είναι ο προσδιορισµός της

φωτοκυτταροτοξικότητας, που προκαλείται από τη συνδυασµένη δράση χηµικής ουσίας και φωτός, ενώσεις που
είναι φωτοτοξικές in vivo έπειτα από συστεµική εφαρµογή και κατανοµή στο δέρµα, καθώς επίσης και ενώσεις
που δρουν ως φωτοερεθιστικά έπειτα από τοπική εφαρµογή στο δέρµα, µπορούν να ταυτοποιηθούν µε τη

δοκιµή.

Η in vitro 3T3 NRUδοκιµή φωτοτοξικότητας αναπτύχθηκε και επικυρώθηκε σε κοινό πρόγραµµα ΕΕ/COLIPA
από το 1992-1997 (1)(2)(3)που απέβλεπε στην καθιέρωση µιας έγκυρης in vitro εναλλακτικής λύσης αντί των

διαφόρων in vivo χρησιµοποιούµενων δοκιµών. Το 1996σε συνάντηση εργασίας του ΟΟΣΑ προτάθηκε µια in
vitro προσέγγιση διαδοχικών σταδίων ελέγχου για την εκτίµηση της φωτοτοξικότητας (4).

Τα αποτελέσµατα της in vitro 3T3 NRU δοκιµής φωτοτοξικότητας συγκρίθηκαν µε τις in vivo οξείες

φωτοτοξικές/φωτοερεθιστικές επιδράσεις σε ζώα και ανθρώπους, και η δοκιµή αποδείχθηκε ότι παρείχε

εξαιρετικές προβλέψεις ως προς τις επιδράσεις αυτές. Η δοκιµή δεν έχει σχεδιαστεί για την πρόβλεψη άλλων

δυσµενών επιδράσεων που µπορεί να προκύψουν από τη συνδυασµένη δράση χηµικής ουσίας και του φωτός,
π.χ. φωτογονιδιοτοξικότητας, φωτοαλλεργίας και φωτοκαρκινογένεσης, αν και πολλές ουσίες που παρουσιάζουν

τα ειδικά αυτά χαρακτηριστικά αντιδρούν θετικά στην in vitro 3T3 NRUδοκιµή φωτοτοξικότητας. Επιπλέον, η
δοκιµή δεν έχει σχεδιαστεί κατά τρόπο που να µπορεί να γίνεται εκτίµηση της φωτοτοξικής ισχύος.

Στο Παράρτηµα 1 δίνεται µια προσέγγιση διαδοχικών σταδίων ελέγχου της φωτοτοξικότητας χηµικών ουσιών.

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ

Ένταση ακτινοβολίας: η ένταση του προσπίπτοντος σε µια επιφάνεια υπεριώδους (UV) ή ορατού φωτός,
µετρούµενη σε W/m² ή mW/cm².

∆όση φωτός: η ποσότητα (= ένταση × χρόνος) υπεριώδους (UV) ή ορατής ακτινοβολίας προσπίπτουσας σε

επιφάνεια, εκφραζόµενη σε Joules (= W× s)ανά µονάδα επιφανείας, π.χ. J/m²ή J/cm².

Ζώνες UV φωτός: Οι χαρακτηρισµοί που προτείνονται από την CIE (Commission Internationale de
L'Eclairage)είναι: UVA (315-400nm), UVB (280-315nm)και UVC (100-280nm).Χρησιµοποιούνται επίσης
και ορισµένοι άλλοι χαρακτηρισµοί: το διαχωριστικό σηµείο µεταξύ UVB και UVA τοποθετείται συχνά στα

320nm,ενώ η UVA µπορεί να χωρίζεται σε UV-A1 και UV-A2 µε την υποδιαίρεση στα 340nmπερίπου.

Κυτταρική βιωσιµότητα: παράµετρος που µετράει τη συνολική δραστικότητα ενός κυτταρικού πληθυσµού

(π.χ. πρόσληψη της ζωτικής χρωστικής Neutral Redσε κυτταρικά λυσοσώµατα) η οποία, ανάλογα µε το

µετρούµενο τελικό αποτέλεσµα και τον χρησιµοποιούµενο σχεδιασµό της δοκιµής, συσχετίζεται µε το

συνολικό αριθµό και/ή ζωτικότητα των κυττάρων.

Σχετική κυτταρική βιωσιµότητα: η κυτταρική βιωσιµότητα εκφραζόµενη σε σχέση µε αρνητικούς (διαλύτες)
µάρτυρες που έχουν περάσει από όλη τη διαδικασίας δοκιµής (είτε +UV, είτε -UV), αλλά δεν έχουν υποβληθεί

σε επεξεργασία µε υπό δοκιµή ουσία.



Μοντέλο πρόβλεψης: αλγόριθµος που χρησιµοποιείται για τη µετατροπή των αποτελεσµάτων µιας δοκιµής

τοξικότητας σε πρόβλεψη της τοξικής δυνατότητας. Στα πλαίσια των κατευθυντηρίων γραµµών της παρούσας

δοκιµής, για τη µετατροπή των αποτελεσµάτων της in vitro 3T3 NRUδοκιµής φωτοτοξικότητας σε πρόβλεψη

των φωτοτοξικών δυνατοτήτων µπορούν να χρησιµοποιηθούν οι PIFκαι MPE.

PIF (Photo Irritation Factor - Συντελεστής φωτοερεθισµού): συντελεστής που λαµβάνεται συγκρίνοντας

δύο εξίσου αποτελεσµατικές κυτταροτοξικές συγκεντρώσεις (EC50) της υπό δοκιµή ουσίας απουσία (-UV) και

παρουσία (+UV) µη κυτταροτοξικής ακτινοβόλησης µε UVA/ορατό φως.

MPE (Mean Photo Effect –Μέση φωτοεπίδραση): νέο µέτρο που προέρχεται από µαθηµατική ανάλυση του

πλήρους σχήµατος δύο καµπυλών συγκέντρωσης απόκρισης απουσία (-UV) και παρουσία (+UV) µη

κυτταροτοξικής ακτινοβόλησης µε UVA/ορ.φως.

Φωτοτοξικότητα: οξεία τοξική απόκριση που εµφανίζεται µετά την πρώτη έκθεση του δέρµατος σε ορισµένες

χηµικές ουσίες και την εν συνεχεία έκθεση στο φως, ή η οποία επάγεται οµοίως από ακτινοβόληση του

δέρµατος έπειτα από συστεµική χορήγηση µιας χηµικής ουσίας.

Φωτοερεθισµός: υποδιαίρεση του όρου 'φωτοτοξικότητα', που χρησιµοποιείται για να περιγράψει µόνον τις

φωτοτοξικές εκείνες αντιδράσεις που προκαλούνται στο δέρµα έπειτα από έκθεση σε χηµικές ουσίες (τοπικά ή

από το στόµα). Οι φωτοτοξικές αυτές αντιδράσεις έχουν πάντοτε ως αποτέλεσµα τη µη εξειδικευµένη

καταστροφή κυττάρων (αντιδράσεις όπως τα ηλιακά εγκαύµατα).

Φωτοαλλεργία: επίκτητη ανοσολογική αντίδραση, που δεν εµφανίζεται στην πρώτη επαφή µε χηµική ουσία

και φως, και χρειάζεται επαγωγικό χρονικό διάστηµα µιας ή δύο εβδοµάδων πριν να εµφανιστεί δερµατική

αντίδραση.

Φωτογονιδιοτοξικότητα: παρατηρούµενη γονιδιοτοξική απόκριση µε γενετικό τελικό αποτέλεσµα, που

εµφανίζεται µετά την έκθεση κυττάρων σε µη γονιδιοτοξική δόση UV/ορατού φωτός και µη γονιδιοτοξική

χηµική ουσία.

Φωτοκαρκινογένεση: καρκινογένεση προκαλούµενη από επανειληµµένη χρήση φωτός και χηµικής ουσίας.
Εφόσον τυχόν από UV προκαλούµενη ογκογένεση ενισχύεται από χηµική ουσία, τότε χρησιµοποιείται ο όρος

'φωτο συγκαρκινογένεση'.

1.3 ΟΥΣΙΕΣ ΑΝΑΦΟΡΑΣ

Εκτός από τον θετικό χηµικό µάρτυρα χλωροπροµαζίνη, που θα πρέπει να δοκιµάζεται ταυτόχρονα σε κάθε

δοκιµή, σε περιπτώσεις πρώτης εφαρµογής της δοκιµής φωτοτοξικότητας 3T3 NRU συνιστάται να

χρησιµοποιούνται ως ουσίες αναφοράς και ορισµένες από τις ουσίες που χρησιµοποιήθηκαν σε

διεργαστηριακές δοκιµές µε την παρούσα δοκιµή (1)(3)(13).

1.4 ΑΡΧΙΚΕΣ ΘΕΩΡΗΣΕΙΣ

Υπάρχουν διάφοροι τύποι χηµικών ουσιών που έχουν αναφερθεί ως φωτοτοξικές (5)(6)(7)(8).Το µόνο κοινό

χαρακτηριστικό τους είναι η ικανότητά τους να απορροφούν φωτεινή ενέργεια στην περιοχή του ηλιακού

φωτός. Σύµφωνα µε τον πρώτο νόµο της φωτοχηµείας (Grotthaus-Draper’s Law)η φωτοαντίδραση απαιτεί

επαρκή απορρόφηση κβάντων φωτός. Έτσι, πριν από το βιολογικό έλεγχο σύµφωνα µε τις κατευθυντήριες

γραµµές της παρούσας δοκιµής, θα πρέπει να προσδιορίζεται το φάσµα απορρόφησης UV/ορατού της υπό

δοκιµή ουσίας (π.χ. σύµφωνα µε την OECD Test Guideline 101).Εάν ο συντελεστής µοριακής απόσβεσης /
απορρόφησης είναι µικρότερος από 10 λίτρα × mol-1 × cm-1, η χηµική ουσία δεν έχει φωτοαντιδραστικές

δυνατότητες και δεν χρειάζεται να ελεγχθεί µε την in vitro 3T3 NRUδοκιµή φωτοτοξικότητας ή οποιαδήποτε

άλλη βιολογική δοκιµή για δυσµενείς φωτοχηµικές επιδράσεις (Παράρτηµα 1).

1.5 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Έχουν εντοπιστεί τέσσερις µηχανισµοί µε τους οποίους η απορρόφηση φωτός από µια χρωµοφόρο χηµική

ένωση µπορεί να οδηγήσει σε φωτοτοξική απόκριση (7). Όλοι απολήγουν σε καταστροφή των κυττάρων.
Συνεπώς, η in vitro 3T3 NRU δοκιµή φωτοτοξικότητας βασίζεται σε σύγκριση της κυτταροτοξικότητας µιας

χηµικής ουσίας όταν υποβάλλεται σε δοκιµή µε και χωρίς έκθεση σε µη κυτταροτοξική δόση UVA/ορατού
φωτός. Η κυτταροτοξικότητα σε αυτή τη δοκιµή εκφράζεται µε τη µορφή εξαρτώµενης από τη συγκέντρωση

µείωσης της πρόσληψης της ζωτικής χρωστικής, Neutral Red (NR, ( 9)) 24ώρες µετά την αγωγή µε την υπό

δοκιµή ουσία και ακτινοβόληση.



Κύτταρα Balb/c 3T3διατηρούνται σε καλλιέργεια για 24ώρες για το σχηµατισµό µονοστιβάδων. Στη συνέχεια,
δύο τρυβλία µε 96 κοιλότητες ανά δοκιµαζόµενη ουσία προεπωάζονται µε οκτώ διαφορετικές συγκεντρώσεις

της ουσίας για 1 h.Στη συνέχεια, ένα από τα δύο τρυβλία εκτίθεται σε µη κυτταροτοξική δόση UVA/ορ.φωτός
5 J/cm² UVA (πείραµα +UV), ενώ το άλλο τρυβλίο διατηρείται στο σκoτάδι (πείραµα -UV). Και στα δύο

τρυβλία, το µέσον αγωγής αντικαθίσταται κατόπιν από µέσον καλλιέργειας και έπειτα από 24 ακόµη ώρες

επώασης, προσδιορίζεται η κυτταρική βιωσιµότητα µε Neutral Red Uptake (NRU)για 3 h. Η σχετική

κυτταρική βιωσιµότητα, εκφραζόµενη ως ποσοστό µη υποβληθέντων σε αγωγή αρνητικών µαρτύρων,
υπολογίζεται για κάθε µία από τις οκτώ συγκεντρώσεις δοκιµής. Για την πρόβλεψη της φωτοτοξικής

δυνατότητας, οι κατά συγκέντρωση αποκρίσεις που λαµβάνονται µε (+UV) και χωρίς (-UV) ακτινοβόληση

συγκρίνονται, συνήθως στα επίπεδα EC50 , δηλ. στη συγκέντρωση που αναστέλει την κυτταρική βιωσιµότητα

κατά 50%σε σύγκριση µε τους µη υποβληθέντες σε αγωγή µάρτυρες.

1.6 ΠΟΙΟΤΙΚΑ ΚΡΙΤΗΡΙΑ

Κυτταρική ευαισθησία σε UVA, ιστορικά στοιχεία: Τα κύτταρα θα πρέπει κανονικά να ελέγχονται ως προς την

ευαισθησία τους σε UVA. Κύτταρα διασπείρονται υπό πυκνότητα που χρησιµοποιείται και στην in vitro 3T3
NRU δοκιµή φωτοτοξικότητας, την επόµενη ηµέρα ακτινοβολούνται µε δόσεις UVA από 1-9 J/cm²,και η
κυτταρική βιωσιµότητα προσδιορίζεται µια ηµέρα αργότερα χρησιµοποιώντας τη δοκιµή NRU. Τα κύτταρα

πληρούν τα κριτήρια ποιότητας, εάν η βιωσιµότητά τους µετά την ακτινοβόληση µε 5 J/cm2 UVA δεν είναι

µικρότερη από το 80% της βιωσιµότητας των διατηρηθέντων στο σκοτάδι µαρτύρων. Στη µέγιστη δόση UVA
των 9 J/cm2, η βιωσιµότητα δεν θα πρέπει να είναι µικρότερη από το 50% εκείνης των διατηρηθέντων στο

σκότος µαρτύρων. Ο έλεγχος αυτός θα πρέπει να επαναλαµβάνεται έπειτα από κάθε 10περίπου διελεύσεις των

κυττάρων.

Ευαισθησία στο UVA των αρνητικών κυτταρικών µαρτύρων, τρέχουσα δοκιµή: Η δοκιµή πληροί τα ποιοτικά

κριτήρια εάν οι αρνητικοί µάρτυρες (κύτταρα σε Earl's Balanced Salt Solution (EBSS)µε ή χωρίς 1%
διµεθυλοσουλφοξείδιο (DMSO) ή 1% αιθανόλη (EtOH)) στο +UVA πείραµα εµφανίζουν βιωσιµότητα όχι

µικρότερη από το 80% εκείνης µη ακτινοβοληµένων κυττάρων στον ίδιο διαλύτη του συµπαροµαρτούντος

πειράµατος στο σκοτάδι (-UVA).

Βιωσιµότητα αρνητικών µαρτύρων: Η απόλυτη οπτική πυκνότητα (OD540 NRU) µετρούµενη στο εκχύλισµα NR
των αρνητικών µαρτύρων δείχνει αν τα 1×104

κύτταρα ανά κοιλότητα αναπτύχθηκαν µε κανονικό χρόνο

διπλασιασµού κατά τη διάρκεια των δύο ηµερών της δοκιµής. Μια δοκιµή πληροί τα κριτήρια αποδοχής εάν η

µέση OD540 NRUτων µη υποβληθέντων σε αγωγή µαρτύρων είναι ≥ 0.2

Θετικός µάρτυρας: Σε κάθε in vitro 3T3 NRUδοκιµή φωτοτοξικότητας πρέπει να εξετάζεται συγχρόνως και µια

γνωστή φωτοτοξική χηµική ουσία. Στη µελέτη επικύρωσης των EE/COLIPΑ ως θετικός µάρτυρας

χρησιµοποιήθηκε χλωροπροµαζίνη (CPZ) η οποία και εποµένως προτείνεται. Στην περίπτωση CPZ που

εξετάζεται µε το τυπικό πρωτόκολλο στην in vitro 3T3 NRUδοκιµή φωτοτοξικότητας, ορίστηκαν τα ακόλουθα

κριτήρια αποδοχής δοκιµής: CPZ ακτινοβοληµένη (+UVA): EC50= 0.1 έως 2.0 µg/ml,CPZ µη ακτινοβοληµένη
(-UVA) : EC50 = 7.0έως 90.0 µg/ml.Ο συντελεστής φωτοερεθισµού (PIF),δηλ. η µεταβολή της EC50 θα πρέπει

να είναι τουλάχιστον 6.

Ως συµπαροµαρτούντες θετικοί µάρτυρες, αντί της CPZ, µπορούν να χρησιµοποιηθούν και άλλες γνωστές

φωτοτοξικές χηµικές ουσίες, κατάλληλες για τη χηµική τάξη ή τα χαρακτηριστικά διαλυτότητας της

αξιολογούµενης υπό δοκιµή ουσίας. Στην περίπτωση αυτή, µε βάση ιστορικά δεδοµένα, θα πρέπει να οριστούν

κατάλληλα οι περιοχές των τιµών EC50 και ο PIF ή η MPE (Mean Photo Effect)ως κριτήρια αποδοχής για τη

δοκιµή.

1.7 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆ΟΚΙΜΗΣ

1.7.1 Παρασκευάσµατα

1.7.1.1 Κύτταρα

Στη µελέτη επικύρωσης χρησιµοποιήθηκε µόνιµη κυτταρική σειρά ινοβλαστών ποντικού - Balb/c 3T3,κλώνος
31 – είτε από την ATCC είτε από την ECACC, η οποία εποµένως και προτείνεται. Στο ίδιο πρωτόκολλο

δοκιµής µπορούν να χρησιµοποιηθούν εξίσου επιτυχώς και άλλα κύτταρα ή κυτταρικές σειρές, εφόσον οι

συνθήκες καλλιέργειας είναι προσαρµοσµένες στις ειδικές ανάγκες των κυττάρων, πρέπει όµως να

καταδεικνύεται η ισοδυναµία.

Τα κύτταρα θα πρέπει κανονικά να ελέγχονται µήπως είναι µολυσµένα από µυκόπλασµα και να

χρησιµοποιούνται µόνον εφόσον τα αποτελέσµατα του ελέγχου αυτού είναι ικανοποιητικά.



Επειδή η ευαισθησία των κυττάρων σε UVA µπορεί να αυξάνεται µε τον αριθµό των διελεύσεων, θα πρέπει να

χρησιµοποιούνται κύτταρα Balb/c 3T3µε τον χαµηλότερο δυνατόν αριθµό διελεύσεων, κατά προτίµηση κάτω

των 100. Έχει ιδιαίτερη σηµασία, η ευαισθησία σε UVA των κυττάρων Balb/c 3T3 να ελέγχεται τακτικά

σύµφωνα µε τη διαδικασία ποιοτικού ελέγχου που περιγράφεται στις παρούσες κατευθυντήριες γραµµές.

1.7.1.2 Μέσα και συνθήκες καλλιέργειας

Για τη συνήθη διέλευση κυττάρων και κατά τη διάρκεια της διαδικασίας δοκιµής θα πρέπει να

χρησιµοποιούνται κατάλληλα µέσα καλλιέργειας και συνθήκες επωάσεως. Για κύτταρα Balb/c 3T3,τα µέσα

αυτά είναι DMEM µε προσθήκη 10% ορού νεογέννητου µοσχαριού, 4 mM γλουταµίνη, πενικιλλίνη και

στρεπτοµυκίνη, και επώαση µε υγρασία στους 37°C / 7.5% CO2. Είναι ιδιαίτερα σηµαντικό, οι συνθήκες της

κυτταρικής καλλιέργειας να διασφαλίζουν χρόνο κυτταρικού κύκλου στα κανονικά ιστορικά πλαίσια των

χρησιµοποιούµενων κυττάρων ή κυτταρικών σειρών.

1.7.1.3 Ετοιµασία των καλλιεργειών

Κύτταρα από κατεψυγµένες αρχικές καλλιέργειες εµβολιάζονται σε µέσον καλλιέργειας στην κατάλληλη

πυκνότητα και χωρίζονται σε υποκαλλιέργειες τουλάχιστον µια φορά πριν να χρησιµοποιηθούν στην in vitro
3T3 NRUδοκιµή φωτοτοξικότητας.

Για τη δοκιµή φωτοτοξικότητας, τα κύτταρα εµβολιάζονται σε µέσον καλλιέργειας σε πυκνότητα τέτοια ώστε

οι καλλιέργειες να µη φθάνουν σε κατάσταση συρροής µέχρι το τέλος της δοκιµής, δηλ. όταν η κυτταρική

βιωσιµότητα προσδιορίζεται 48 ώρες µετά τη διασπορά των κυττάρων. Στην περίπτωση κυττάρων Balb/c 3T3
καλλιεργούµενων σε τρυβλία 96 κοιλοτήτων, η συνιστώµενη κυτταρική πυκνότητα είναι 1×104

κύτταρα ανά

κοιλότητα.

Για κάθε δοκιµαζόµενη χηµική ουσία, τα κύτταρα εµβολιάζονται µε τον ίδιο τρόπο σε δύο χωριστά τρυβλία

των 96 κοιλοτήτων, τα οποία περνούν στη συνέχεια ταυτόχρονα από όλη τη διαδικασία δοκιµής υπό

ταυτόσηµες συνθήκες καλλιέργειας, εκτός από τη χρονική περίοδο όπου ένα από τα τρυβλία ακτινοβολείται

(+UVA/ορ.) και το άλλο διατηρείται στο σκοτάδι (-UVA/ορ.).

1.7.1.4 Μεταβολική ενεργοποίηση

Αν και η χρήση µεταβολικών συστηµάτων αποτελεί γενική απαίτηση για όλες τις in vitro δοκιµές για την

πρόβλεψη γονιδιοτοξικών και καρκινογόνων δυνατοτήτων, µέχρι σήµερα, στην περίπτωση της

φωτοτοξικολογίας, δεν υπάρχει καµµιά γνωστή χηµική ουσία για την οποία να χρειάζεται µεταβολικός

µετασχηµατισµός προκειµένου η ουσία να δράσει ως φωτοτοξίνη in vivo ή in vitro. Έτσι, ούτε θεωρείται

αναγκαίο ούτε δικαιολογείται επιστηµονικά η εκτέλεση της παρούσας δοκιµής µε κάποιο σύστηµα µεταβολικής

ενεργοποίησης.

1.7.1.5 Υπό δοκιµή ουσία / Παρασκευή

Οι υπό δοκιµή ουσίες πρέπει να είναι πρόσφατα παρασκευασµένες λίγο πριν από τη χρήση τους, εκτός κι αν τα

υφιστάµενα στοιχεία σταθερότητας επιτρέπουν την αποθήκευση. Στην περίπτωση που υπάρχει πιθανότητα

ταχείας φωτοαποικοδόµησης, µπορεί να απαιτείται παρασκευή µε ερυθρό φως.

Οι υπό δοκιµή ουσίες θα πρέπει να διαλύονται σε ρυθµιστικά αλατούχα διαλύµατα, π.χ. Earl's Balanced Salt
Solution, (EBSS)ή Phosphate Buffered Saline (PBS),τα οποία, για λόγους αποφυγής παρεµβατικών

φαινοµένων κατά τη διάρκεια της ακτινοβόλησης, πρέπει να είναι απηλλαγµένα πρωτεϊνικών συστατικών και

χρωστικών δεικτών pH που απορροφούν το φως.

Ουσίες µε περιορισµένη υδατοδιαλυτότητα θα πρέπει να διαλύονται σε κατάλληλους διαλύτες στο

εκατονταπλάσιο της επιθυµητής τελικής συγκέντρωσης και κατόπιν να αραιώνονται 1:100µε το ρυθµιστικό

αλατούχο διάλυµα. Εφόσον χρησιµοποιείται διαλύτης, αυτός πρέπει να υπάρχει σε σταθερό όγκο 1% (v/v) σε
όλες τις καλλιέργειες, δηλ. τόσο στους αρνητικούς µάρτυρες όσο και σε όλες τις συγκεντρώσεις της υπό δοκιµή

ουσίας.

Ως διαλύτες συνιστώνται το διµεθυλοσουλφοξείδιο (DMSO) και η αιθανόλη (EtOH). Κατάλληλοι µπορεί να
είναι και άλλοι διαλύτες µε χαµηλή κυτταροτοξικότητα (π.χ. ακετόνη), πρέπει όµως να ελέγχονται προσεκτικά

µήπως τυχόν εµφανίζουν κάποιες ειδικές ιδιότητες, π.χ. αντιδρούν µε την υπό δοκιµή ουσία, παγώνουν την

φωτοτοξική επίδραση, ενώνονται µε ρίζες, κλπ.

Προς υποβοήθηση της διαλυτοποίησης, µπορεί να χρησιµοποιηθεί, εφόσον απαιτείται, ανάµειξη µε vortex
και/ή επίδραση υπερήχων και/ή θέρµανση στους 37°C.



1.7.1.6 Ακτινοβολία UV /Προετοιµασία

Φωτεινή πηγή: ο κρισιµότερος παράγοντας στη δοκιµή φωτοτοξικότητας είναι η επιλογή κατάλληλης φωτεινής

πηγής και κατάλληλου φίλτρου. Η ζώνη UVA και οι ορατές περιοχές σχετίζονται συνήθως µε φαινόµενα

φωτοευαισθητοποίησης (7)(10),ενώ η UVB σχετίζεται λιγότερο και είναι απευθείας λίαν κυτταροτοξική, η δε

κυτταροτοξικότητά της αυξάνεται µέχρι το χιλιαπλάσιο στην περιοχή από 313 έως 280 nm (11).Στα κριτήρια

για την επιλογή κατάλληλης φωτεινής πηγής θα πρέπει να περιλαµβάνεται ως βασική απαίτηση, τα κύµατα που

εκπέµπονται από τη φωτεινή πηγή να έχουν µήκος κύµατος απορροφούµενο από την υπό δοκιµή ουσία ενώ η

φωτεινή δόση (που πρέπει να επιτυγχάνεται µέσα σε λογικό χρονικό διάστηµα) θα πρέπει να είναι επαρκής για

την ανίχνευση γνωστών φωτοευαισθητοποιητικών ουσιών. Περαιτέρω, τα χρησιµοποιούµενα µήκη κύµατος

και οι δόσεις δεν θα πρέπει να έχουν ανεπίτρεπτες επιδράσεις στο σύστηµα δοκιµής, συµπεριλαµβανοµένης και
της εκποµπής θερµότητας (περιοχή υπερύθρου).

Ως άριστη φωτεινή πηγή θεωρείται η προσοµοίωση του ηλιακού φωτός µε ηλιακούς προσοµοιωτές. Στους

ηλιακούς προσοµοιωτές χρησιµοποιούνται τόσον τόξα Xenon όσο και (επιχρισµένα) τόξα υδραργύρου-
µεταλλοαλογονιδίων. Τα τελευταία έχουν το πλεονέκτηµα ότι εκπέµπουν λιγότερη θερµότητα και είναι

φθηνότερα, δεν ταιριάζουν όµως απόλυτα µε το ηλιακό φως. Επειδή όλοι οι ηλιακοί προσοµοιωτές εκπέµπουν

σηµαντικές ποσότητες UVB, θα πρέπει να φιλτράρονται κατάλληλα ώστε να εξασθενεί η υψηλής

κυτταροτοξικότητας ακτινοβολία UVB.

Για την in vitro 3T3 NRU δοκιµή φωτοτοξικότητας θα πρέπει να χρησιµοποιείται φάσµα ακτινοβολίας

απηλλαγµένο πρακτικά από UVB (UVA:UVB ~ 1:20). 'Εχει δηµοσιευτεί παράδειγµα της κατανοµής της

φασµατικής ακτινοβολίας του φιλτραρισµένου ηλιακού προσοµοιωτή που χρησιµοποιήθηκε στη µελέτη

επικύρωσης της in vitro 3T3 NRUδοκιµής φωτοτοξικότητας (3).

∆οσιµετρία: Η ένταση του φωτός (ένταση ακτινοβολίας) θα πρέπει να ελέγχεται κανονικά πριν από κάθε

δοκιµή φωτοτοξικότητας, χρησιµοποιώντας κατάλληλο ευρύζωνο υπεριωδιόµετρο. Το UV-µετρο πρέπει να

διακριβώνεται ως προς την πηγή. Η λειτουργία του UV-µέτρου θα πρέπει να ελέγχεται, και για το σκοπό αυτό,
συνιστάται η χρήση ενός δεύτερου UV-µέτρου αναφοράς του ίδιου τύπου και µε ταυτόσηµη διακρίβωση.
Θεωρητικά, κατά µεγάλα διαστήµατα, θα πρέπει να χρησιµοποιείται φασµατοακτινόµετρο για να µετριέται η

φασµατική ακτινοβολία της φιλτραρισµένης φωτεινής πηγής και να ελέγχεται η βαθµονόµηση του ευρύζωνου

UV-µέτρου, τα όργανα αυτά όµως απαιτούν χειρισµό µόνον από κατάλληλα εκπαιδευµένα άτοµα.

Στη µελέτη επικύρωσης προσδιορίστηκε ότι δόση 5 J/cm² (UVA) δεν παρουσιάζει κυτταροτοξικότητα για τα

κύτταρα Balb/c 3T3,είναι όµως επαρκής για τη διέγερση έστω και ασθενών φωτοτοξικών χηµικών ουσιών. Για
την επίτευξη 5 J/cm²εντός χρονικού διαστήµατος 50 min,η ένταση της ακτινοβολίας πρέπει να προσαρµόζεται

στα 1.666 mW/cm².Εφόσον χρησιµοποιηθεί άλλη κυτταρική σειρά ή διαφορετική φωτεινή πηγή, η δόση UVA
µπορεί να πρέπει να προσαρµοστεί ελαφρώς, µε βάση τα κριτήρια της µη δυσµενούς επίδρασης στα κύτταρα

και της επάρκειας για την ανίχνευση συνήθων φωτοτοξινών. Ο χρόνος της φωτεινής έκθεσης υπολογίζεται µε

τον ακόλουθο τρόπο:

( ) ( )
( ) 60mW/cm²αςακτινοβολίένταση

1000J/cm²αςακτινοβολίδόση

×
×=mint (1 J = 1 W sec)

1.7.2 Συνθήκες δοκιµής

Η µέγιστη συγκέντρωση µιας υπό δοκιµή ουσίας δεν θα πρέπει να υπερβαίνει τα 100 µg/ml,αφού όλες οι

φωτοτοξικές ουσίες ανιχνεύθηκαν σε χαµηλότερες συγκεντρώσεις, ενώ σε υψηλότερες συγκεντρώσεις αυξάνει

η πιθανότητα εµφάνισης εσφαλµένων θετικών αποτελεσµάτων (υπερβολικών προβλέψεων) (13). Το pH της

υψηλότερης συγκέντρωσης της υπό δοκιµή ουσίας θα πρέπει να είναι ικανοποιητικό (περιοχή pH: 6.5 - 7.8).

Οι περιοχές συγκεντρώσεων µιας χηµικής ουσίας που υποβάλλεται σε δοκιµή παρουσία (+UVA) και απουσία

(-UVA) φωτός θα πρέπει να προσδιορίζονται κατάλληλα µε προηγούµενα πειράµατα για εύρεση της περιοχής.
Το εύρος και το διάστηµα µιας σειράς συγκεντρώσεων πρέπει να προσαρµόζονται έτσι ώστε οι καµπύλες

συγκέντρωσης-απόκρισης να υποστηρίζονται από επαρκή πειραµατικά δεδοµένα. Θα πρέπει να

χρησιµοποιείται γεωµετρική σειρά συγκεντρώσεων (µε σταθερό συντελεστή αραίωσης).



1.7.3 ∆ιαδικασία δοκιµής
1

1.7.3.1 1η ηµέρα

Παρασκευάζεται εναιώρηµα κυττάρων µε 1x105
κύτταρα/ml σε µέσον καλλιέργειας και προστίθενται 100 µL

µέσου καλλιέργειας στις περιφερειακές µόνον κοιλότητες ενός µικροτιτλοδοτικού τρυβλίου µε 96 κοιλότητες

(= λευκά). Στις εναποµένουσες κοιλότητες, προστίθενται 100 µL κυτταρικού εναιωρήµατος µε 1×105

κύτταρα/ml (= 1×104
κύτταρα/κοιλότητα). Για κάθε δοκιµαζόµενη ουσία, ετοιµάζονται δύο τρυβλία: ένα για

τον προσδιορισµό της κυτταροτοξικότητας (-UVA), και το άλλο για τον προσδιορισµό της

φωτοκυτταροτοξικότητας (+UVA).

Τα κύτταρα επωάζονται για 24 h (7.5% CO2, 37ºC) έως ότου σχηµατίζουν µονοστιβάδα σε επίπεδα

ηµισυρροής. Η περίοδος αυτή επώασης επιτρέπει την επαναφορά σε κανονική κατάσταση και πρόσφυση των

κυττάρων και την εκθετική τους αύξηση.

1.7.3.2 2η ηµέρα

Μετά την επώαση, το µέσον καλλιέργειας αποµακρύνεται από τα κύτταρα και ακολουθεί διπλή έκπλυση µε 150
µL EBSS/PBSανά κοιλότητα. Προστίθενται 100 µL EBSS/PBSµε την κατάλληλη συγκέντρωση ουσίας ή

απλώς διαλύτη (αρνητικός µάρτυρας). Χρησιµοποιούνται 8 διαφορετικές συγκεντρώσεις της υπό δοκιµή

ουσίας. Τα κύτταρα επωάζονται µε την υπό δοκιµή ουσία στο σκοτάδι για 60λεπτά (7.5% CO2, 37ºC).

Για την εκτέλεση του (+UVA) τµήµατος της δοκιµής, τα κύτταρα ακτινοβολούνται µέσα από το καπάκι του

τρυβλίου µε 96 κοιλότητες µε 1.7 mW/cm² UVA (= 5 J/cm²).Για την αποφυγή συµπύκνωσης υδρατµών κάτω

από το καπάκι χρησιµοποιείται ένας ανεµιστήρας. ∆ιπλά τρυβλία (-UVA) διατηρούνται σε θερµοκρασία

δωµατίου µέσα σε ένα σκοτεινό κουτί για 50 min (=χρόνος έκθεσης UVA).

Το υπό δοκιµή διάλυµα µεταγγίζεται και ακολουθεί έκπλυση δύο φορές µε 150 µL EBSS/PBS.Το EBSS/PBS
αντικαθίσταται µε µέσον καλλιέργειας και ακολουθεί επώαση (7.5% CO2, 37 °C)όλη τη νύκτα (18-22 h).

1.7.3.3 3η ηµέρα

Μικροσκοπική αξιολόγηση

Τα κύτταρα εξετάζονται σε µικροσκόπιο αντίθεσης φάσεων. Καταγράφονται οι µορφολογικές αλλαγές των

κυττάρων που οφείλονται στην κυτταροτοξική επίδραση της υπό δοκιµή ουσίας. Ο έλεγχος αυτός συνιστάται

για την αποφυγή πειραµατικών λαθών, τα στοιχεία όµως αυτά δεν χρησιµοποιούνται για την εκτίµηση της

κυτταροτοξικότητας ή της φωτοτοξικότητας.

∆οκιµή Neutral Red Uptake

Τα κύτταρα εκπλύνονται µε 150 µL προθερµασµένο EBSS/PBS.Το διάλυµα εκπλύσεως αποµακρύνεται µε

ήπια άντληση. Προστίθενται 100 µlµέσου NR και ακολουθεί επώαση στους 37 °C,σε ένυγρη ατµόσφαιρα µε

7.5% CO2, για 3 h.

Μετά την επώαση, το µέσον NR αποµακρύνεται και τα κύτταρα εκπλένονται µε 150 µL EBSS/PBS.Ακολουθεί
ολοκληρωτική µετάγγιση και στύπωση του EBSS/PBS. (Προαιρετικώς: ανάστροφη φυγοκέντρηση)

Προστίθενται ακριβώς 150 µLδιάλυµα εκρόφησης NR (προσφάτως παρασκευασθέν διάλυµα αιθανόλης/οξικού
οξέος)

Το µικροτιτλοδοτικό τρυβλίο ανακινείται µε ταχύτητα µε τη βοήθεια αναταράκτη (σέϊκερ) µικροτιτλοδοτικών

τρυβλίων επί 10 min,µέχρις ότου εκχυλιστεί το NR από τα κύτταρα και σχηµατιστεί οµοιογενές διάλυµα.

Μετριέται η οπτική πυκνότητα του εκχυλίσµατος NR στα 540 nmµε φασµατοφωτόµετρο, χρησιµοποιώντας τα
λευκά ως σηµεία αναφοράς. Τα δεδοµένα σώζονται σε κατάλληλη µορφή (π.χ. ASCII) για µεταγενέστερη

ανάλυση.

1
Πρόσθετες λεπτοµέρειες µπορούν να βρεθούν στην παραποµπή (12)



2 ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ

2.1 ΠΟΙΟΤΗΤΑ ΚΑΙ ΠΟΣΟΤΗΤΑ ∆Ε∆ΟΜΕΝΩΝ

Τα δεδοµένα θα πρέπει να είναι τέτοια ώστε να µπορεί να γίνει ουσιαστική ανάλυση της σχέσης

συγκέντρωσης-απόκρισης παρουσία και απουσία UVA/ορ. ακτινοβολίας. Εφόσον διαπιστωθεί

κυτταροτοξικότητα, τόσο το εύρος των συγκεντρώσεων όσο και το µεταξύ των επιµέρους συγκεντρώσεων

διάστηµα θα πρέπει να ρυθµίζονται έτσι ώστε να µπορεί να χαραχθεί καµπύλη σύµφωνα µε τα πειραµατικά

δεδοµένα. Λόγω του ότι µια υπό δοκιµή ουσία µπορεί να µην είναι κυτταροτοξική µέχρι την καθορισµένη

οριακή συγκέντρωση των 100 µg/mlστο σκοτεινό πείραµα (-UVA), αλλά λίαν τοξική όταν ακτινοβολείται

(+UVA), τα προς έλεγχο εύρη των συγκεντρώσεων και στα δύο µέρη του πειράµατος µπορεί να χρειάζεται να

διαφέρουν κατά τάξεις µεγέθους ώστε να πληρούται η απαίτηση της κατάλληλης ποιότητας των δεδοµένων.
Εφόσον δεν διαπιστωθεί κυτταροτοξικότητα και στα δύο µέρη του πειράµατος (-UVA and +UVA), αρκεί

έλεγχος µε µεγάλη απόσταση µεταξύ µεµονωµένων δόσεων µέχρι την υψηλότερη συγκέντρωση.

∆εν χρειάζεται οποιαδήποτε επαλήθευση µε επαναληπτικό πείραµα στην περίπτωση σαφούς θετικού

αποτελέσµατος. Επιπλέον, δεν χρειάζεται να επαληθεύονται ούτε τα σαφή αρνητικά αποτελέσµατα, υπό την

προϋπόθεση ότι η υπό δοκιµή ουσία εξετάστηκε σε επαρκώς υψηλές συγκεντρώσεις. Στις περιπτώσεις αυτές,
αρκεί ένα κύριο πείραµα, επικουρούµενο από ένα ή περισσότερα προκαταρκτικά πειράµατα ανεύρεσης εύρους

συγκεντρώσεων.

∆οκιµές µε οριακά αποτελέσµατα κοντά στη γραµµή τοµής του µοντέλου πρόβλεψης θα πρέπει να

επαναλαµβάνονται για επαλήθευση.

Εφόσον θεωρηθεί αναγκαία η επανάληψη της δοκιµής τότε, για τη λήψη σαφούς αποτελέσµατος, µπορεί να

παίζει σηµαντικό ρόλο η διακύµανση των πειραµατικών συνθηκών. Μια βασική µεταβλητή στη δοκιµή αυτή

είναι η παρασκευή των διαλυµάτων της υπό δοκιµή ουσίας. Συνεπώς, η διακύµανση αυτών των συνθηκών

(συνδιαλύτης, λειοτρίβηση, εφαρµογή υπερήχων) µπορεί να έχει ουσιαστική σηµασία στην επανάληψη της

δοκιµής. Εναλλακτικώς, µπορεί να εξεταστεί και η διακύµανση του προ της ακτινοβολήσεως χρόνου

επωάσεως. Η βράχυνση του χρόνου µπορεί να έχει ιδιαίτερη σηµασία στην περίπτωση υδατοασταθών χηµικών

ουσιών.

2.2 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Όπου είναι δυνατόν, προσδιορίζεται η συγκέντρωση µιας υπό δοκιµή ουσίας που παρουσιάζει 50% αναστολή

της κυτταρικής NRU (EC50). Αυτό µπορεί να γίνει εφαρµόζοντας οποιαδήποτε κατάλληλη διαδικασία µη

γραµµικής αναγωγής (κατά προτίµηση Hill ή λογιστική αναγωγή) στα δεδοµένα συγκέντρωσης-απόκρισης, ή
χρησιµοποιώντας άλλες διαδικασίες προσαρµογής (14). Πριν χρησιµοποιηθεί κάποια τιµή EC50 για περαιτέρω

υπολογισµούς, θα πρέπει να ελέγχεται κατάλληλα η ποιότητα της προσαρµογής. Εναλλακτικώς, για τον

υπολογισµό της EC50 µπορούν να χρησιµοποιηθούν γραφικές µέθοδοι προσαρµογής. Στην περίπτωση αυτή,
συνιστάται η χρήση χάρτου πιθανοτήτων (x-κλίµακα: log, y-κλίµακα: probit), καθώς σε πολλές περιπτώσεις η

συνάρτηση συγκέντρωσης-απόκρισης καθίσταται σχεδόν γραµµική µετά το µετασχηµατισµό αυτό..

2.3 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ (ΜΟΝΤΕΛΑ ΠΡΟΒΛΕΨΗΣ)

2.3.1 Μοντέλο πρόβλεψης έκδοση 1: Συντελεστής φωτοερεθισµού (PIF)

Εάν τόσο παρουσία (+UVA) όσο και απουσία (-UVA) φωτός, λαµβάνονται πλήρεις καµπύλες συγκέντρωσης

απόκρισης, ο συντελεστής φωτοερεθισµού (PIF) υπολογίζεται µε τον ακόλουθο τύπο:

(a)
PIF

EC UV

EC UV
=

−

+
50

50

( )

( )

Τιµή PIF < 5,σηµαίνει µη φωτοτοξική δυνατότητα, τιµή PIF ≥ 5 σηµαίνει φωτοτοξική δυνατότητα.

Εάν µια χηµική ουσία είναι κυτταροτοξική µόνο υπό συνθήκες +UVA και µη κυτταροτοξική όταν δοκιµάζεται

υπό συνθήκες -UVA, ο PIF δεν µπορεί να υπολογιστεί, αν και αυτό είναι ένα αποτέλεσµα που δείχνει

φωτοτοτοξική δυνατότητα. Στις περιπτώσεις αυτές, µπορεί να υπολογιστεί µια τιµή "> PIF" εάν η δοκιµή

κυτταροτοξικότητας (-UV) εκτελεστεί µέχρι την ανώτατη συγκέντρωση δοκιµής (Cmax) οπότε αυτή η τιµή

χρησιµοποιείται για τον υπολογισµό της "> PIF":

(b) > =
−

+
PIF

Cmax UV

EC50 UV

( )

( )

Εάν µπορεί να ληφθεί µόνον τιµή "> PIF", τότε κάθε τιµή >1 προλέγει φωτοτοξική δυνατότητα.



Εάν δεν µπορούν να υπολογιστούν ούτε η EC50 (-UV) ούτε η EC50 (+UV) λόγω του ότι η χηµική ουσία δεν

δείχνει καµµία κυτταροτοξικότητα µέχρι τη µέγιστη συγκέντρωση δοκιµή, αυτό δείχνει την µη ύπαρξη

φωτοτοξικής δυνατότητας. Στις περιπτώσεις αυτές, για τον χαρακτηρισµό του αποτελέσµατος χρησιµοποιείται

ένα τυπικό "PIF = *1"

(c)
PIF = *1
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max

UV

C
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UV
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−

+

( )

( )

Εάν µπορεί να ληφθεί µόνο µια τιµή "PIF = *1", αυτό σηµαίνει τη µη ύπαρξη φωτοτοξικής δυνατότητας.

Στις περιπτώσεις (b) και (c), θα πρέπει να λαµβάνονται σοβαρά υπόψη οι συγκεντρώσεις που λαµβάνονται

στην in vitro 3T3 NRUδοκιµή φωτοτοξικότητας προκειµένου να προβλεφθεί η φωτοτοξική δυνατότητα

2.3.2 Μοντέλο πρόβλεψης έκδοση 2:Μέση φωτοεπίδραση (MPE)

Εναλλατικώς, µπορεί να εφαρµοστεί και µια νέα έκδοση του µοντέλου για την πρόβλεψη της φωτοτοξικής

δυνατότητας, που έχει αναπτυχθεί χρησιµοποιώντας δεδοµένα της µελέτης επικύρωσης των ΕΕ/COLIPA (15)
και δοκιµαστεί υπό τυφλές συνθήκες σε µεταγενέστερη µελέτη για την in vitro φωτοτοξικότητα χηµικών

φίλτρων UV (13). Το µοντέλο αυτό υπερπηδά τον περιορισµό του µοντέλου PIF στις περιπτώσεις που δεν

µπορεί να ληφθεί τιµή EC50 . Το µοντέλο χρησιµοποιεί τη "µέση φωτοεπίδραση" (MPE), µέτρο το οποίο

βασίζεται σε σύγκριση των πλήρων καµπυλών συγκέντρωσης απόκρισης. Για την εφαρµογή του µοντέλου

MPE, αναπτύχθηκε στο Humboldt University (Berlin, D)ένα ειδικό λογισµικό που µπορεί να παραληφθεί

δωρεάν.

2.4 ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

Θετικό αποτέλεσµα στην in vitro 3T3 NRUδοκιµή φωτοτοξικότητας (PIF ≥ 5 ή MPE ≥ 0.1)σηµαίνει ότι η υπό

δοκιµή ουσία έχει φωτοτοξική δυνατότητα. Εάν το αποτέλεσµα αυτό λαµβάνεται σε συγκεντρώσεις κάτω των

10 µg/ml,η υπό δοκιµή ουσία είναι επίσης πιθανόν να δρα και ως φωτοτοξίνη και υπό ποικίλες συνθήκες

έκθεσης in vivo. Εάν ληφθεί θετικό αποτέλεσµα µόνο στη µέγιστη συγκέντρωση δοκιµή των 100 µg/mL,για
την εκτίµηση των κινδύνων ή της φωτοτοξικής ισχύος µπορεί να απαιτείται να ληφθούν υπ΄όψιν και άλλα

στοιχεία. Σε αυτά µπορεί να περιλαµβάνονται στοιχεία για τη διείσδυση, την απορρόφηση και πιθανή

συσσώρευση της ουσίας στο δέρµα, ή έλεγχος της ουσίας σε επιβεβαιωτική εναλλακτική δοκιµή, π.χ.
χρησιµοποιώντας µοντέλο ανθρώπινου δέρµατος in vitro.

Αρνητικό αποτέλεσµα από την in vitro 3T3 NRUδοκιµή φωτοτοξικότητας (PIF < 5ή MPE < 0.1)σηµαίνει ότι
η υπό δοκιµή ουσία δεν είναι φωτοτοξική στα καλλιεργηµένα κύτταρα θηλαστικών υπό τις χρησιµοποιούµενες

συνθήκες. Στις περιπτώσεις όπου η ουσία µπόρεσε να δοκιµαστεί µέχρι τη µέγιστη συγκέντρωση των 100
µg/ml, τυχόν αρνητικό αποτέλεσµα σηµαίνει ότι η ουσία δεν έχει φωτοτοξική δυνατότητα, η δε

φωτοτοξικότητα in vivo µπορεί να θεωρηθεί ως απίθανη. Στις περιπτώσεις όπου ελήφθησαν ταυτόσηµες

αποκρίσεις συγκέντρωσης-τοξικότητας (EC50+UV και EC50-UV) σε χαµηλότερες συγκεντρώσεις, η ερµηνεία

των αποτελεσµάτων µπορεί να είναι η ίδια. Αντιθέτως, αν δεν καταδείχθηκε τοξικότητα (+UV και -UV) αλλά

λόγω µειωµένης υδατοδιαλυτότητας της ουσίας οι συγκεντρώσεις περιορίστηκαν σε τιµές χαµηλότερες των 100
µg/ml,τότε µπορεί να τεθεί εν αµφιβολία η συµβατότητα της υπό δοκιµή ουσίας µε τη δοκιµή και θα πρέπει να

εξεταστεί το ενδεχόµενο διεξαγωγής επιβεβαιωτικής δοκιµασίας (π.χ., χρησιµοποιώντας µοντέλο δέρµατος in
vitro, ή µοντέλο δέρµατος ex vivo or δοκιµή in vivo).

3 ΑΝΑΦΟΡΑ

ΕΚΘΕΣΗ ∆ΟΚΙΜΗΣ

Η έκθεση δοκιµής πρέπει να περιλαµβάνει τα ακόλουθα στοιχεία:

Υπό δοκιµή ουσία:
− στοιχεία ταυτοποίησης και αριθ. CAS,εάν είναι γνωστά
− φυσική µορφή και καθαρότητα

− φυσικοχηµικές ιδιότητες σχετικές µε τη διεξαγωγή της µελέτης

− σταθερότητα και φωτοσταθερότητα, εάν είναι γνωστές

∆ιαλύτης:
− αιτιολόγηση της επιλογής του διαλύτη

− διαλυτότητα της υπό δοκιµή ουσίας στον διαλύτη

− ποσοστό διαλύτη ευρισκόµενο στο µέσο κατεργασίας (EBSSή PBS)



Κύτταρα:
− τύπος και πηγή κυττάρων

− απουσία µυκοπλάσµατος

− αριθµός κυτταρικών διελεύσεων, αν είναι γνωστές
− ευαισθησία των κυττάρων σε UVA, προσδιοριζόµενη µε τον εξοπλισµό ακτινοβόλησης

που χρησιµοποιείται στην in vitro 3T3 NRUδοκιµή φωτοτοξικότητας

Συνθήκες δοκιµής (a). επώαση πριν και µετά την κατεργασία:
− τύπος και σύσταση του µέσου καλλιέργειας

− συνθήκες επώασης (συγκέντρωση CO2, θερµοκρασία, υγρασία)
− διάρκεια της επώασης (προκατεργασία, µετακατεργασία)

Συνθήκες δοκιµής (b).
κατεργασία µε την χηµική ουσία:

− σκεπτικό της επιλογής των συγκεντρώσεων της υπό δοκιµή ουσίας που χρησιµοποιούνται µε και χωρίς

ακτινοβόληση UV/ορ.
− σε περίπτωση περιορισµένης διαλυτότητας της υπό δοκιµή ουσίας και απουσίας κυτταροτοξικότητας,

σκεπτικό της χρησιµοποιηθείσας υψηλότερης συγκέντρωσης

− τύπος και σύσταση του µέσου κατεργασίας (ρυθµιστικό αλατούχο διάλυµα)
− διάρκεια της χηµικής κατεργασίας

Συνθήκες δοκιµής (c).
ακτινοβόληση:

− σκεπτικό επιλογής της χρησιµοποιούµενης φωτεινής πηγής

− χαρακτηριστικά φασµατικής αντινοβολίας της φωτεινής πηγής

− χαρακτηριστικά διαφάνειας / απορρόφησης του ή των χρησιµοποιούµενων φίλτρων

− χαρακτηριστικά του ακτινοµέτρου και λεπτοµέρειες διακρίβωσής του

− απόσταση της φωτεινής πηγής από το σύστηµα δοκιµής

− ένταση ακτινοβολίας UVA στην απόσταση αυτή, εκφραζόµενη σε mW/cm²
− διάρκεια έκθεσης σε UV/ορ. φως
− δόση UVA (ένταση ακτινοβολίας × χρόνος), εκφραζόµενη σε J/cm²
− θερµοκρασία χρησιµοποιούµενη στις κυτταρικές καλλιέργειες κατά τη διάρκεια της ακτινοβόλησης και

στις ταυτοχρόνως διατηρούµενες στο σκοτάδι κυτταρικές καλλιέργειες

Συνθήκες δοκιµής (d).
δοκιµή NRU

− σύσταση του µέσου NR
− διάρκεια επώασης NR
− συνθήκες επώασης (συγκέντρωση CO2, θερµοκρασία, υγρασία)
− συνθήκες εκχύλισης NR (εκχυλιστικό, διάρκεια)
− µήκος κύµατος χρησιµοποιούµενο για την φασµατοφωτοµετρική ανάγνωση της οπτικής πυκνότητας NR
− δεύτερο µήκος κύµατος (αναφοράς), εφόσο χρησιµοποιείται

− περιεχόµενο λευκού του φασµατοφωτοµέτρου, εφόσον χρησιµοποιείται

Αποτελέσµατα

− κυτταρική βιωσιµότητα λαµβανόµενη σε κάθε συγκέντρωση της υπό δοκιµή ουσίας, εκφραζόµενη σε

ποσοστιαία µέση βιωσιµότητα των µαρτύρων

− καµπύλες συγκέντρωσης - απόκρισης (συγκέντρωση υπό δοκιµή ουσίας σε συνάρτηση µε τη σχετική

κυτταρική βιωσιµότητα), λαµβανόµενες σε ταυτόχρονα πειράµατα +UVA και -UVA
− ανάλυση δεδοµένων των καµπυλών συγκέντρωσης - απόκρισης: εφόσον είναι δυνατόν, εκτίµηση /

υπολογισµός των EC50 (+UVA) και EC50 (-UVA)
− σύγκριση των δύο καµπυλών συγκέντρωσης - απόκρισης που λαµβάνονται µε και χωρίς ακτινοβόληση

UVA/ορ., είτε µε υπολογισµό του συντελεστή φωτοερεθισµού (PIF), είτε µε υπολογισµό της µέσης

φωτοεπίδρασης (MPE)
− ταξινόµηση της φωτοτοξικής δυνατότητας

− κριτήρια αποδοχής δοκιµής (a), ταυτόχροντος αρνητικός µάρτυρας:
– απόλυτη βιωσιµότητα (οπτική πυκνότητα εκχυλίσµατος NR) ακτινοβοληµένων και µη κυττάρων

– ιστορικά στοιχεία αρνητικού µάρτυρα, µέση τιµή και τυπική απόκλιση

− κριτήρια αποδοχής δοκιµής (b), ταυτόχρονος θετικός µάρτυρας:
– EC50(+UVA)και EC50(-UVA)και PIFθετικού µάρτυρα

– ιστορικά στοιχεία θετικού µάρτυρα: EC50(+UVA)και EC50(-UVA)και PIF,µέση τιµή και τυπική

απόκλιση

Συζήτηση των αποτελεσµάτων

Συµπεράσµατα
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1

Ρόλος της 3T3 NRU ∆Φ σε µια διαδοχική προσέγγιση του ελέγχου της φωτοτοξικότητας των χηµικών ουσιών
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