«B.49. Prova del micronucleo in vitro con cellule di mammifero

INTRODUZIONE

Questo metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida del’lOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 487
(2016) e rientra in una serie di metodi di prova intesi a saggiare la tossicita genetica. E stato elaborato un
documento OCSE contenente informazioni succinte sulle prove di tossicologia genetica e un compendio delle

modifiche recentemente apportate alla rispettiva linea guida (1).

N

Il test del micronucleo in vitro (MNvit) ¢ una prova di genotossicita effettuata per rilevare la presenza di
micronuclei (MN) nel citoplasma delle cellule durante linterfase. I micronuclei possono formarsi a partire da
frammenti cromosomici acentrici (ossia privi di centromero) o da cromosomi interi che non sono in grado di
migrare verso i poli durante I'anafase (una fase della divisione cellulare). Pertanto, il test MNvit ¢ un metodo in vitro
che, grazie alla sua capacita di rilevare agenti sia aneugeni sia clastogeni, costituisce una base completa per studiare
il potenziale di danno cromosomico in vitro (2) (3) nelle cellule che hanno iniziato la divisione cellulare durante
o dopo l'esposizione alla sostanza chimica in esame (cfr. paragrafo 13 per ulteriori dettagli). I micronuclei rappre-
sentano danni che sono stati trasmessi alle cellule figlie, mentre le aberrazioni cromosomiche conteggiate nelle
cellule in metafase potrebbero non essere trasmesse. In entrambi i casi, le modifiche potrebbero essere incompatibili
con la sopravvivenza delle cellule

Il presente metodo di prova permette il ricorso a protocolli sperimentali con e senza citocalasina B (citoB), un
inibitore della polimerizzazione dell'actina. L'aggiunta di citoB prima della mitosi produce cellule binucleate e
consente pertanto l'individuazione e l'analisi dei micronuclei solo nelle cellule che hanno completato una mitosi (3)
(4). 11 presente metodo di prova permette altresi di ricorrere a protocolli senza inibitore della citocinesi, purché si
possa dimostrare che la popolazione cellulare analizzata abbia gia intrapreso la mitosi.

Oltre al test MNvit per individuare le sostanze chimiche che inducono la formazione di micronuclei, anche il
ricorso alla marcatura immunochimica dei cinetocori o all'ibridazione con sonde centromeriche o telomeriche
[ibridazione fluorescente in situ (FISH)] puo fornire informazioni aggiuntive sui meccanismi che inducono danno
cromosomico e formazione di micronuclei (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17). Tali procedure di
marcatura e ibridazione possono essere impiegate quando si osserva un incremento della formazione di
micronuclei e lo sperimentatore intende stabilire se esso sia la conseguenza di eventi clastogeni efo aneugeni.

Poiché i micronuclei nelle cellule in interfase possono essere valutati in maniera relativamente obiettiva, ¢
sufficiente che il personale del laboratorio determini il numero di cellule binucleate nei trattamenti con citoB
nonché lincidenza delle cellule con micronuclei in tutti i casi. Di conseguenza, i vetrini possono essere analizzati
con relativa rapidita e l'analisi puo essere automatizzata, il che permetterebbe di analizzare migliaia anziché
centinaia di cellule per trattamento, rafforzando la significativita della prova. Infine, poiché i micronuclei possono
formarsi anche da cromosomi ritardatari, ci0 consentirebbe di individuare agenti che inducono aneuploidia che
sono difficili da studiare tramite prove tradizionali sulle aberrazioni cromosomiche (cfr. capitolo B.10 del presente
allegato) (18). Tuttavia, il test MNvit come descritto nel presente metodo di prova non permette di distinguere le
sostanze chimiche che inducono alterazioni del numero di cromosomi efo ploidia da quelle che causano clastoge-
nicita senza il ricorso a tecniche speciali come la FISH, menzionata al paragrafo 4.

11 test MNvit ¢ una prova affidabile e puo essere condotta per vari tipi cellulari, con o senza ricorso a citoB. Sono
numerosi i dati a sostegno della validita del test MNvit con diversi tipi di cellule (culture di linee cellulari o culture
di cellule primarie) (19) (20) (21) (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34) (35) (36). Tra questi
si annoverano, in particolare, gli studi internazionali di convalida coordinati dalla Société Frangaise de Toxicologie
Génétique (SFTG) (19) (20) (21) (22) (23) e le relazioni dell'International Workshop on Genotoxicity Testing (5) (17). Le
informazioni disponibili sono anche state riesaminate nell'ambito di uno studio di convalida retrospettivo basato
sul peso delle evidenze condotto dal Centro europeo per la convalida di metodi alternativi (ECVAM) della
Commissione europea, mentre la validita scientifica del metodo di prova ¢ stata riconosciuta dal comitato
scientifico consultivo dellECVAM (ESAC) (37) (38) (39).
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11 test MNvit su cellule di mammifero puo impiegare colture di linee cellulari o colture cellulari primarie di origine
umana o di roditori. Poiché la frequenza di fondo dei micronuclei influenzera la sensibilita della prova, si
raccomanda di utilizzare tipi cellulari con una frequenza stabile e definita di formazione di micronuclei. Le cellule
sono scelte in funzione della loro capacita di crescita correttamente in coltura, della stabilita del cariotipo
(compreso il numero dei cromosomi) e della frequenza di aberrazioni cromosomiche spontanee (40). I dati
attualmente disponibili non consentono di formulare delle raccomandazioni rigorose ma suggeriscono che &
importante tener conto, nel valutare i rischi chimici, dello stato del gene p53, della stabilita genetica (cariotipo),
della capacita di riparazione del DNA e dell'origine (roditori o umani) delle cellule utilizzate nella prova. Gli
utilizzatori del presente metodo di prova sono pertanto invitati a prendere in considerazione l'influenza di queste e
altre caratteristiche cellulari sulle prestazioni di una linea cellulare per individuare l'induzione di micronuclei,
poiché le conoscenze evolvono in questo settore.

Le definizioni usate sono riportate nell'appendice 1.

CONSIDERAZIONI INIZIALI E LIMITI

Le prove in vitro richiedono in generale 'uso di una fonte esogena di attivazione metabolica, a meno che le cellule
non siano metabolicamente competenti per quanto riguarda le sostanze chimiche in esame. Il sistema esogeno di
attivazione metabolica non simula perfettamente le condizioni in vivo. Si deve inoltre prestare attenzione al fine di
evitare condizioni che porterebbero a risultati positivi artefatti, che non riflettono la genotossicita delle sostanze
chimiche in esame. Tali condizioni possono includere modifiche del pH (41) (42) (43) o dell'osmolalita, un’inte-
razione con il terreno di coltura cellulare (44) (45) o una eccessiva citotossicita (cfr. paragrafo 29).

Per esaminare l'induzione di micronuclei ¢ fondamentale che sia avvenuta la mitosi sia nelle colture trattate che in
quelle non trattate. Lo stadio pitt informativo per il conteggio dei micronuclei € quello che si riscontra nelle cellule
che hanno completato una mitosi durante o dopo il trattamento con la sostanza chimica in esame. Per i nanoma-
teriali di sintesi, ¢ necessario apportare alcuni adattamenti specifici al presente metodo di prova, che tuttavia non
sono descritti nel presente documento.

Prima di utilizzarlo su una miscela per generare dati per una determinata finalita regolamentare, occorre valutare se
il metodo di prova possa fornire risultati adeguati a tale finalita, e in caso affermativo indicarne i motivi. Tali
considerazioni non sono necessarie quando esiste un obbligo regolamentare di testare la miscela.

PRINCIPIO DELLA PROVA

Le colture di cellule umane o di altro mammifero sono esposte alla sostanza chimica in esame con e senza una
fonte esogena di attivazione metabolica, a meno che non si utilizzino cellule con un’adeguata capacita metabo-
lizzante (cfr. paragrafo 19).

Durante o dopo l'esposizione alla sostanza chimica in esame, le cellule sono coltivate per un periodo sufficiente
a consentire che il danno cromosomico o altro effetto sul ciclo della cellula/divisione cellulare porti alla formazione
di micronuclei nelle cellule in interfase. Per I'induzione di aneuploidia, la sostanza chimica in esame dovrebbe
solitamente essere presente durante la mitosi. Le cellule in interfase coltivate e colorate sono analizzate per rilevare
la presenza di micronuclei. Idealmente, si dovrebbero conteggiare micronuclei soltanto nelle cellule che hanno
completato la mitosi durante l'esposizione alla sostanza chimica in esame o nell'eventuale periodo successivo al
trattamento. Nelle colture trattate con un inibitore della citocinesi questo risultato si ottiene prendendo in conside-
razione soltanto le cellule binucleate. In assenza di un inibitore della citocinesi ¢ importante dimostrare che le
cellule analizzate hanno molto probabilmente avviato la divisione cellulare, sulla base dell'incremento della
popolazione cellulare durante o dopo l'esposizione alla sostanza chimica in esame. Per tutti i protocolli ¢ essenziale
dimostrare che la proliferazione cellulare ¢ avvenuta sia nelle colture trattate che nei controlli; inoltre, nelle colture
in cul si ¢ riscontrata la presenza di micronuclei devessere valutata l'entita della citotossicita o della citostasi
indotta dalla sostanza chimica in esame.
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DESCRIZIONE DEL METODO

Cellule

Possono essere usati linfociti del sangue periferico primario coltivato di esseri umani o di altri mammiferi (7) (20)
(46) (47) e una serie di linee cellulari di roditori quali CHO, V79, CHL/IU e L5178Y e di linee cellulari quali TK6
(19) (20) (21) (22) (23) (26) (27) (28) (29) (31) (33) (34) (35) (36) (cfr. paragrafo 6). Altre linee cellulari quali
cellule HT29 (48), Caco-2 (49), HepaRG (50) (51), HepG2 (52) (53), A549 e le cellule embrionali primarie di
criceto siriano (54) sono state utilizzate per la sperimentazione sul micronucleo, ma non sono ancora state
pienamente convalidate. Pertanto, l'uso di tali linee cellulari e di altri tipi di cellule deve essere giustificato in base
alla loro prestazione accertata nella prova, cosi come descritta nella sezione relativa ai criteri di accettabilita. E stato
riportato che la citocalasina B influenza la crescita delle cellule L5178Y e non ¢ pertanto raccomandata con questa
linea cellulare (23). In caso di utilizzo di cellule primarie, per il benessere degli animali, occorrera considerare, ove
possibile, il ricorso a cellule di origine umana prelevate nel rispetto dei principi etici e della regolamentazione in
materia.

I linfociti del sangue periferico umano devono essere prelevati da individui giovani (circa 18-35 anni di eta), non
fumatori, che non siano stati esposti di recente ad agenti genotossici (ad es. sostanze chimiche, radiazioni
ionizzanti) a livelli che farebbero aumentare l'incidenza di fondo delle cellule micronucleate, al fine di garantire che
tale incidenza sia modesta e omogenea. L'incidenza di fondo delle cellule micronucleate aumenta con l'eta e questa
tendenza ¢ pitt marcata nelle donne rispetto agli uomini (55). Se si prelevano cellule da pitt donatori, va indicato il
numero dei donatori. Occorre dimostrare che le cellule si sono divise dall'inizio del trattamento con la sostanza
chimica in esame fino al campionamento delle cellule. Le colture di cellule vengono mantenute in una fase di
crescita esponenziale (linee cellulari) o stimolate a dividersi (colture primarie di linfociti) per esporre le cellule
a diversi stadi del ciclo cellulare, dato che la sensibilita delle fasi cellulari alle sostanze chimiche in esame puo
essere sconosciuta. In genere le cellule primarie la cui divisione deve essere stimolata con agenti mitogeni non sono
piu sincronizzate durante I'esposizione alla sostanza chimica in esame (ad es. i linfociti umani dopo la stimolazione
di 48 ore con agenti mitogeni). L'uso di cellule sincronizzate per il trattamento con la sostanza chimica in esame
non ¢ raccomandato, ma puo essere accettabile se giustificato.

Terreni e condizioni di coltura

Per mantenere le colture devono essere garantiti terreni e condizioni di incubazione adeguati (recipienti per coltura,
atmosfera umidificata con il 5 % di concentrazione di CO,, se del caso, temperatura di 37°C). Occorre controllare
periodicamente la stabilita del numero modale dei cromosomi e I'assenza di contaminazione da micoplasma nelle
linee cellulari; non si dovrebbero utilizzare cellule contaminate o che presentano modifiche del numero modale dei
cromosomi. La durata normale del ciclo cellulare delle linee o colture primarie utilizzate nel laboratorio di prova
deve essere stabilita e deve corrispondere alle caratteristiche cellulari pubblicate.

Preparazione delle colture

Linee cellulari: le cellule provenienti da colture primarie vengono inoculate in un terreno di coltura ad una densita
tale che le cellule in sospensione o in monostrato proseguiranno la loro crescita esponenziale fino al momento
della raccolta (occorre ad esempio evitare la confluenza delle cellule che si stanno moltiplicando in monostrato).
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Linfociti: sangue intero trattato con un anticoagulante (ad esempio, eparina) o linfociti isolati sono posti in un
terreno di coltura (ad es. per 48 ore per i linfociti umani) contenente un mitogeno (ad esempio, fitoemoagglutinina,
PHA, per i linfociti umani) per indurre la divisione cellulare prima dell'esposizione alla sostanza chimica in esame e
alla citocasalina B (detta anche citoB).

Attivazione metabolica

Se si utilizzano cellule prive di un'adeguata capacita di attivazione metabolica endogena si deve ricorrere a sistemi
di attivazione metabolica esogeni. Il sistema pitt comunemente usato, che ¢ generalmente raccomandato in assenza
di un altro sistema giustificato, ¢ una frazione post-mitocondriale integrata di cofattori (S9) ricavata dal fegato di
roditori trattati con induttori enzimatici, come Aroclor 1254 (56) (57) o una combinazione di fenobarbitone e -
naftoflavone (58) (59) (60). Quest'ultima combinazione ¢ conforme alla Convenzione di Stoccolma sugli inquinanti
organici persistenti (61), e ha dimostrato di essere altrettanto efficace dell'Aroclor 1254 nell'indurre ossidasi
a funzione mista (58) (59) (60). La frazione S9 viene di solito usata a concentrazioni comprese tra 1-2 % (v/v) ma
puo aumentare fino al 10 % (v/v) nel terreno di coltura finale. Durante il trattamento, si dovra evitare I'impiego di
prodotti che riducono lindice mitotico, in particolare gli agenti complessanti del calcio (62). La scelta del tipo e
della concentrazione del sistema di attivazione metabolica esogena o dell'induttore metabolico usato puo dipendere
dalla classe delle sostanze chimiche in esame.

Preparazione della sostanza chimica in esame

Le sostanze chimiche solide in esame vanno preparate in adeguati solventi e, se necessario, diluite prima del
trattamento delle cellule. Le sostanze chimiche liquide in esame possono essere aggiunte direttamente alla coltura e/
o diluite prima del trattamento del sistema di prova. Le sostanze chimiche gassose o volatili vanno testate
modificando adeguatamente i protocolli standard (trattamento in contenitori sigillati) (63) (64) (65). Si usino
preparati della sostanza chimica approntati immediatamente prima del trattamento, salvo qualora siano disponibili
dati sulla sua stabilita che dimostrino che la conservazione ¢ accettabile.

Condizioni di prova

Solventi

Il solvente va scelto in modo da massimizzare la solubilita delle sostanze chimiche in esame, senza determinare
effetti negativi sulla conduzione della sperimentazione, in particolare senza modificare la crescita cellulare, compro-
mettere l'integritd della sostanza chimica in esame, reagire con i recipienti di coltura o ostacolare il sistema di
attivazione metabolica. Si raccomanda di prendere in considerazione in primo luogo, se possibile, I'uso di un
solvente acquoso (o terreno di coltura). Solventi il cui uso ¢ consolidato sono l'acqua e il dimetilsolfossido (DMSO).
Di norma, i solventi organici non devono superare I'l % v/v. Se la citoB ¢ sciolta nel DMSO, il quantitativo totale
di solventi organici utilizzato per la sostanza chimica in esame e la citoB non deve superare I'l % (v/v); in caso
contrario, si fara ricorso a controlli non trattati al fine di verificare che la percentuale di solvente organico non
abbia effetti dannosi. I solventi acquosi (soluzione salina o acqua) non devono superare 10 % (v/v) nel terreno di
coltura finale. L'uso di solventi poco noti (ad esempio, etanolo o acetone) ¢ ammesso purché suffragato da dati che
ne provino la compatibilita con la sostanza chimica in esame e l'assenza di tossicita genetica alla concentrazione
utilizzata. In mancanza di tali dati, & importante includere nella prova controlli non trattati (cfr. allegato 1) cosi
come controlli con solvente per dimostrare che il solvente scelto non comporta effetti deleteri o cromosomici
(aneuploidia o clastogenicita).
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Uso della citoB come inibitore della citocinesi

Una delle considerazioni pili importanti riguardo alla prestazione del test MNvit ¢ garantire che le cellule analizzate
abbiano completato la micosi durante il trattamento o nell'eventuale periodo di incubazione successiva al
trattamento. L'analisi dei micronuclei, pertanto, va limitata alle cellule che hanno subito la mitosi durante o dopo il
trattamento. La citoB ¢ l'agente piu diffusamente usato per bloccare la citocinesi, poiché inibisce I'aggregazione
dell’actina e, di conseguenza, impedisce la separazione delle cellule figlie dopo la mitosi, portando alla formazione
di cellule binucleate (6) (66) (67). Leffetto della sostanza chimica in esame sulla proliferazione cellulare puo essere
misurato simultaneamente, quando viene utilizzata la citoB. La citoB deve essere usata come inibitore della
citocinesi quando si impiegano linfociti umani, perché la durata del ciclo cellulare puo variare tra donatori e perché
non tutti i linfociti rispondono alla simulazione con PHA. La citoB non ¢ obbligatoria per altri tipi di cellule se si
puo dimostrare che queste cellule hanno subito una divisione come descritto al paragrafo 27. Inoltre, la citoB non
¢ generalmente utilizzata quando si valuta la formazione di micronuclei nei campioni usando metodi di citometria
a flusso.

Per ciascun tipo cellulare il laboratorio determina la concentrazione adeguata di citoB per ottenere la frequenza
ottimale di cellule binucleate nelle colture di controllo con solvente e si deve dimostrare di pervenire a una buona
produzione di cellule binucleate ai fini dell'analisi. La concentrazione adeguata di citoB ¢ solitamente compresa tra
3 e 6 pg/ml (19).

Misurazione della proliferazione cellulare e della citotossicita e scelta delle concentrazioni di trattamento

Nel determinare la concentrazione massima della sostanza chimica in esame si devono evitare concentrazioni che
hanno la capacita di produrre false risposte positive, ad esempio le concentrazioni che causano eccessiva citotos-
sicita (cfr. paragrafo 29), precipitazione nel terreno di coltura (cfr. paragrafo 30) e variazioni marcate di pH
o osmolalita (cfr. paragrafo 9). Se la sostanza chimica in esame provoca un’alterazione marcata del pH del terreno
al momento della sua aggiunta, ¢ possibile adeguare il pH mediante l'azione tampone del terreno di trattamento
finale in modo da evitare falsi risultati positivi e da mantenere condizioni di coltura appropriate.

La proliferazione cellulare deve essere misurata per assicurarsi che un numero sufficiente di cellule trattate hanno
subito la mitosi durante la prova e che i trattamenti sono condotti ad adeguati livelli di citotossicita (cfr. il
paragrafo 29). La citotossicita va determinata nell'esperimento principale con e senza attivazione metabolica
mediante un indicatore appropriato di morte e crescita cellulari (cfr. paragrafi 26 e 27). Una prova preliminare per
valutare la citotossicita puo essere utile per definire meglio le concentrazioni da impiegare nella prova principale,
ma non ¢ obbligatoria. Se effettuata, essa non dovrebbe sostituire la misurazione della citotossicita effettuata
nell'ambito della prova principale.

11 trattamento di colture con la citoB e la misurazione delle frequenze relative di cellule mononucleate, binucleate e
multinucleate nella coltura rappresentano un metodo accurato per la quantificazione dell’effetto sulla proliferazione
cellulare e dellattivita citotossica o citostatica di un trattamento (6), e garantisce che siano analizzate mediante
microscopio soltanto le cellule che hanno iniziato la divisione durante o dopo il trattamento. Si raccomanda di
misurare l'indice di proliferazione cellulare (CBPI) (6) (27) (68) o lindice di replicazione (RI) a partire da almeno
500 cellule per coltura (cfr. le formule nell’allegato 2) per stimare 'attivita citotossica e citostatica di un trattamento
confrontando i valori nelle colture trattate e nei controlli. La valutazione di altri indicatori di citotossicita (ad es.
integrita cellulare, apoptosi, necrosi, conteggio in metafase, ciclo cellulare) puo fornire informazioni utili, ma non
dovrebbe sostituire il CBPI o I'RI.
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Negli studi condotti senza citoB occorre dimostrare che le cellule nella coltura si sono divise, ossia che una
proporzione significativa delle cellule analizzate abbiano avviato il processo di divisione durante o in seguito al
trattamento con la sostanza chimica in esame, per evitare che si producano falsi negativi. Si raccomanda la
misurazione del raddoppiamento relativo della popolazione (RPD) o dellaumento relativo della conta cellulare
(RICC) per valutare l'attivita citotossica e citostatica di un trattamento (17) (68) (69) (70) (71) (cfr. le formule nell'al-
legato 2). Quando il prelievo dei campioni ¢ distribuito su un lungo periodo (ad es. quando la durata del
trattamento equivale a 1,5-2 volte la durata del ciclo cellulare e la raccolta avviene dopo un periodo pari a 1,5-2
cicli cellulari successivamente al trattamento, il che comporta tempi di campionamento totali pitt lunghi di 3-4
volte la durata del ciclo cellulare, come descritto nei paragrafi 38 e 39), ¢ possibile che il valore RPD sottovaluti la
citotossicita (71). In tali circostanze, il RICC potrebbe costituire una migliore misurazione, ma anche la valutazione
della citotossicita dopo un periodo equivalente a 1,5-2 volte la durata del ciclo cellulare fornisce una stima valida.
La valutazione di altri marcatori della citotossicita o citostasi (ad es. integrita cellulare, apoptosi, necrosi, conteggio
in metafase, indice di proliferazione, ciclo cellulare, ponti nucleoplasmatici o vescicole nucleari) puo fornire
informazioni utili, ma non dovrebbe sostituire 'RPD o il RICC.

Si usino almeno tre concentrazioni di prova (senza contare i controlli positivi e i controlli con solvente) che
soddisfano i criteri di accettabilita (citotossicita adeguata, numero di cellule, ecc.). Indipendentemente dal tipo di
cellule (linee cellulari o colture primarie di linfociti), ciascuna delle colture trattate, uniche o replicate, puo essere
utilizzata per ciascuna concentrazione di prova. Mentre l'uso di colture duplicate & raccomandato, l'uso di colture
uniche ¢ accettato a condizione che il numero totale di cellule analizzate sia lo stesso tanto per le colture uniche
quanto per le colture duplicate. L'uso di colture uniche ¢ particolarmente pertinente quando si valutano pitt di 3
concentrazioni (cfr. paragrafi 44 e 45). I risultati ottenuti per ciascuna delle colture realizzate in pili copie
indipendenti a una data concentrazione possono essere riuniti per l'analisi dei dati. Per le sostanze chimiche in
esame la cui citotossicita ¢ bassa o nulla, sono generalmente adeguati intervalli di concentrazione di un fattore di
circa 2 a 3. In caso di citotossicita, le concentrazioni di prova selezionate dovrebbero rientrare in un intervallo di
concentrazione a partire dai valori che producono citotossicita come descritto al paragrafo 29 e che include le
concentrazioni alle quali si riscontra una citotossita modesta o nulla. Molte sostanze chimiche in esame presentano
curve di concentrazione-risposta a forte pendenza e, per ottenere dati nel quadro di una tossicita bassa e media
o per valutare il rapporto dose-risposta in dettaglio, si dovranno pertanto utilizzare concentrazioni pil ravvicinate
efo piu di tre concentrazioni (colture uniche o repliche), in particolare nei casi in cui ¢ necessario ripetere I'espe-
rimento (v. paragrafo 60).

Se la concentrazione massima ¢ basata sulla citotossicita, la concentrazione piti elevata dovrebbe raggiungere una
citotossicita di 55 + 5 % in base ai parametri di citotossicita raccomandati (cio¢ riduzione di RICC e RPD per le
linee cellulari senza citoB e una riduzione di CBPI o RI quando ¢ usata la citoB a 45 + 5 % del controllo negativo
parallelo) (72). Si devono interpretare con cautela i risultati positivi presenti soltanto nella fascia pitt alta dell'in-
tervallo di citotossicita 55 £ 5 % (71).

Per le sostanze chimiche in esame scarsamente solubili che non sono citotossiche a concentrazioni inferiori alla
concentrazione insolubile pilt bassa, la concentrazione pitt elevata analizzata dovrebbe presentare una torbidita
o0 un precipitato visibile ad occhio nudo o con un microscopio invertito alla fine del trattamento con la sostanza
chimica in esame. Anche se la citotossicita interviene al di sopra della concentrazione insolubile pili bassa, ¢
consigliabile saggiare una sola concentrazione che induce torbidita o un precipitato visibile, in quanto dal
precipitato potrebbero derivare false risposte. Alla concentrazione che produce un precipitato, occorre assicurarsi
che quest'ultimo non interferisca con la conduzione della sperimentazione (ad es. colorazione o conteggio). Puo
essere utile valutare la solubilita nel terreno di coltura prima della prova.

Se non si osserva una citotossicita limitante o si rileva la presenza di un precipitato, la concentrazione massima di
prova dovrebbe essere pari a 10 mM, 2 mg/ml or 2 pl/ml, (si scelga il valore pili basso) (73) (74) (75). Quando la
composizione della sostanza chimica in esame non ¢ definita, ad esempio nel caso di sostanze di composizione
sconosciuta o variabile, prodotti di una reazione complessa o materiali biologici (UVCB) (76), prodotti estratti
dall'ambiente, ecc., pud essere necessario aumentare la concentrazione massima (5 mg/ml) in assenza di citotossicita
sufficiente, per aumentare la concentrazione di ciascun componente. Va tuttavia osservato che le prescrizioni
possono essere diverse per i prodotti farmaceutici per uso umano (93).
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Controlli

Al momento di ciascuna raccolta, si effettuino anche controlli negativi paralleli (cfr. paragrafo 21), consistenti in
solo solvente nel terreno di coltura; i controlli vanno trattati come le colture di trattamento.

I controlli positivi paralleli sono necessari per dimostrare la capacita del laboratorio di individuare clastogeni e
aneugeni alle condizioni del protocollo di prova, nonché lefficacia del sistema di attivazione metabolica esogena, se
del caso. Esempi di controlli positivi sono riportati nella tabella 1. Sostanze chimiche alternative possono essere
usate per i controlli positivi, se necessario.

Attualmente, non sono noti aneugeni che richiedono l'attivazione metabolica per la loro attivita genotossica (17).
Poiché le prove di genotossicita in vitro su cellule di mammifero sono sufficientemente standardizzate per
i trattamenti paralleli di breve durata effettuati con e senza attivazione metabolica per la stessa durata di
trattamento, l'uso dei controlli positivi puo essere limitato a un clastogeno che richiede attivazione metabolica. In
questo caso, una sola risposta clastogena in un controllo positivo dimostrera sia lattivita del sistema di attivazione
metabolica che la capacita di risposta del sistema di prova. Tuttavia, un trattamento di lunga durata (senza S9)
dovrebbe disporre di un proprio controllo positivo, poiché la durata del trattamento ¢ diversa da quella della prova
con attivazione metabolica. Se un clastogeno ¢ selezionato come controllo positivo unico per il trattamento di
breve durata con e senza attivazione metabolica, per il trattamento di lunga durata senza attivazione metabolica
occorre scegliere un aneugeno. Nelle cellule metabolicamente competenti che non necessitano di S9 si dovrebbero
usare controlli positivi sia per la clastogenicita che per I'aneugenicita.

Ciascun controllo positivo va utilizzato con una o pilt concentrazioni che generalmente danno luogo ad un
aumento riproducibile e individuabile rispetto al valore di fondo per dimostrare la sensibilita del sistema
sperimentale (vale a dire che gli effetti sono chiari ma che non rivelano immediatamente all'esaminatore l'identita
dei vetrini codificati), e la risposta non puo essere compromessa da una citotossicita superiore ai limiti stabiliti nel
presente metodo di prova.

Tabella 1

Sostanze chimiche di riferimento raccomandate per la verifica delle competenze del laboratorio e per la
selezione dei controlli positivi.

Categoria Sostanza chimica CASRN

1. Clastogeni attivi senza attivazione metabolica

Metansolfonato di metile 66-27-3
Mitomicina C 50-07-7
4-Nitrochinolina-N-ossido 56-57-5
Citosina arabinoside 147-94-4

2. Clastogeni che richiedono attivazione metabolica

Benzo(a)pirene 50-32-8

Ciclofosfamide 50-18-0
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Categoria Sostanza chimica CASRN
3. Aneugeni
Colchicina 64-86-8
Vinblastina 143-67-9

PROCEDURA

Calendario del trattamento

Per massimizzare la probabilita di individuare un aneugeno o un clastogeno in azione in una determinata fase del
ciclo cellulare ¢ importante che quantitativi sufficienti di cellule che rappresentano tutte le varie fasi del loro ciclo
cellulare siano trattati con la sostanza chimica in esame. Tutti i trattamenti devono iniziare e terminare nel
momento di crescita esponenziale delle cellule e le cellule devono continuare a crescere fino al momento del
campionamento. Il calendario di trattamento per le linee cellulari e per le colture cellulari primarie, pertanto, puo
differire in parte da quello previsto per i linfociti, i quali necessitano di una stimolazione mitogena per avviare il
ciclo cellulare (17). Per i linfociti, I'approccio pit efficiente ¢ iniziare il trattamento con la sostanza chimica in
esame a distanza di 44-48 ore dopo la stimolazione con PHA, quando le cellule si dividono in modo asincrono (6).

I dati pubblicati (19) indicano che la maggior parte degli aneugeni e dei clastogeni sara rilevata entro un periodo di
trattamento breve di 3 — 6 ore, con o senza S9, cui seguira la rimozione della sostanza chimica in esame e un
campionamento al momento equivalente a un periodo di crescita di circa 1,5-2,0 cicli cellulari dall'inizio del
trattamento (7).

Tuttavia, per una valutazione completa, che sarebbe necessaria per giungere alla conclusione di un risultato
negativo, tutte e tre le condizioni sperimentali dovrebbero essere saggiate utilizzando un trattamento di breve
durata con e senza attivazione metabolica e un trattamento di lunga durata senza attivazione metabolica (cfr.
paragrafi 56, 57 e 58):

— Le cellule vanno esposte alla sostanza chimica in esame senza attivazione metabolica per 3-6 ore, cui segue il
campionamento al momento equivalente a un periodo di crescita di circa 1,5-2,0 cicli cellulari dall'inizio del
trattamento (19).

— Le cellule vanno esposte alla sostanza chimica in esame con attivazione metabolica per 3-6 ore, cui segue il
campionamento al momento equivalente a un periodo di crescita di circa 1,5-2,0 cicli cellulari dall'inizio del
trattamento (19).

— Le cellule vanno esposte in modo continuato senza attivazione metabolica fino al campionamento al momento
equivalente a un periodo di crescita di circa 1,5-2,0 cicli cellulari (19).

Se una di queste condizioni sperimentali porta a una risposta positiva, pud non essere necessario esaminare gli altri
regimi di trattamento.

Se € noto o si sospetta che la sostanza chimica in esame incide sulla durata del ciclo cellulare (ad es., quando si
saggiano analoghi nucleosidici), in particolare per quanto riguarda le cellule competenti per il gene p53 (35) (36)
(77), 1 tempi di campionamento e di recupero possono essere prolungati di un periodo equivalente a 1,5-2,0 volte
la durata del ciclo cellulare (per un totale di 3,0-4,0 cicli cellulari dopo l'inizio dei trattamenti di breve durata e di
lunga durata). Queste alternative permettono di gestire situazioni in cui si temano potenziali interazioni tra la
sostanza chimica in esame e la citoB. In caso di ricorso a periodi di campionamento prolungati (ossia un periodo
di coltura totale equivalente a 3,0-4,0 cicli cellulari), occorre garantire che le cellule si dividano ancora attivamente.
Per i linfociti, ad esempio, la crescita esponenziale puo diminuire a partire da 96 ore dopo la stimolazione e le
colture cellulari monostrati possono diventare confluenti.
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I protocolli di trattamento suggeriti sono riassunti nella tabella 2. Si tratta di calendari generici che possono essere
modificati (e debitamente giustificati) in base alla stabilita o alla reattivita della sostanza chimica in esame ovvero
alle particolari caratteristiche di crescita delle cellule utilizzate.

Tabella 2

Trattamento delle cellule e fasi di raccolta per i test MNvit

Linfociti, cellule primarie e linee | + S9 Trattare per 3-6 ore in presenza di S9;

cellulari trattate con citoB trattamento di breve durata | rimuovere S9 e terreno di coltura;

aggiungere terreno di coltura fresco e citoB;
raccolta a un periodo di crescita di circa 1,5-2,0
cicli cellulari dall'inizio del trattamento.

-S9 Trattare per 3-6 ore;

trattamento di breve durata | rimuovere il terreno di coltura;

aggiungere terreno di coltura fresco e citoB;
raccolta a un periodo di crescita di circa 1,5-2,0
cicli cellulari dall'inizio del trattamento.

-S9 Trattare per 1,5-2,0 cicli cellulari normali in pre-
trattamento avanzato senza di citoB;
raccogliere alla fine del periodo di trattamento.

Linee cellulari trattate senza citoB
(medesimo calendario di trattamento descritto sopra, a eccezione dell'aggiunta di citoB)

Nelle colture monostrati possono essere presenti cellule mitotiche (identificabili perché di forma tonda e in fase di
distacco dalla superficie) al termine del trattamento di 3-6 ore. Poiché tali cellule mitotiche si staccano facilmente,
potrebbero andare perdute al momento della rimozione del terreno di coltura che contiene la sostanza chimica in
esame. Se si constata un aumento sostanziale del numero di cellule mitotiche rispetto ai controlli (il che
indicherebbe il probabile arresto della mitosi), le cellule vanno raccolte mediante centrifugazione e successivamente
reintrodotte nelle colture per evitare di perdere le cellule che sono in fase di mitosi e presentano un rischio di
aberrazione dei micronuclei/cromosomica, al momento della raccolta.

Raccolta delle colture e preparazione dei vetrini

Per ogni coltura si procede a una raccolta e a un trattamento separati. Per la preparazione delle cellule puo essere
necessario un trattamento ipotonico, che tuttavia si puo evitare se, con altri mezzi, ¢ possibile ottenere un’adeguata
diffusione delle cellule. Possono essere usate tecniche diverse per la preparazione dei vetrini, purché siano garantiti
preparati cellulari di elevata qualita ai fini dell'analisi. Le cellule con la membrana cellulare e il citoplasma cellulare
intatti vanno conservati per consentire il rilevamento dei micronuclei e (con il metodo di inibizione della citocinesi)
l'individuazione affidabile di cellule binucleate.
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I vetrini possono essere colorati con tecniche diverse, per esempio con il metodo Giemsa o tinture fluorescenti che
si legano al DNA. L'uso di coloranti fluorescenti appropriati [ad esempio, arancio di acridina (78) o Hoechst 33258
pitt pironina-Y (79)] puo eliminare alcuni dei falsi risultati dovuti all'uso di un colorante non specifico per il DNA.
Per individuare i contenuti (cromosomi interi saranno colorati mentre i frammenti cromosomici acentrici non lo
saranno) dei micronuclei si possono utilizzare anche anticorpi anticinetocore, FISH con sonde di DNA pancentro-
merico o marcatura in situ mediante primer specifici per DNA pancentromerico, unitamente a un’adeguata
colorazione del DNA, se interessa acquisire informazioni sui meccanismi di formazione dei micronuclei (16) (17).
Possono infine essere usati altri metodi per distinguere i clastogeni dagli aneugeni, purché sia stata dimostrata la
loro efficacia e siano validati. Ad esempio, per determinate linee cellulari, la misurazione dei nuclei sub-2N come
eventi ipodiploidi utilizzando tecniche quali l'analisi di immagini, la citometria a scansione laser o la citometria
a flusso potrebbe anche fornire informazioni utili (80) (81) (82). Le osservazioni morfologiche dei nuclei
potrebbero inoltre fornire indicazioni su un’eventuale aneuploidia. Inoltre, potrebbe anche essere utile una prova di
aberrazione cromosomica nelle cellule in metafase, di preferenza nello stesso tipo di cellule e secondo un
protocollo di sensibilita comparabile, per stabilire se i micronuclei sono dovuti a una rottura cromosomica
(sapendo che la perdita di cromosomi non sarebbe rilevata durante la prova di aberrazione cromosomica).

Analisi

Tutti i vetrini, compresi quelli del solvente e quelli non trattati (se utilizzati) e dei controlli positivi, devono essere
codificati indipendentemente prima dellesame al microscopio delle frequenze micronucleari. E opportuno
utilizzare tecniche adeguate per controllare le distorsioni o le derive in caso di utilizzazione di un sistema di analisi
automatica come la citometria a flusso, la citometria a scansione laser o l'analisi di immagini. Indipendentemente
dalla piattaforma automatizzata utilizzata per valutare i micronuclei, il CBPI, il RI, 'RPD o il RICC dovrebbero
essere valutati contestualmente.

Nelle colture trattate con citoB, le frequenze dei micronuclei dovrebbero essere analizzate in almeno 2 000 cellule
binucleate per concentrazione e controllo (83), ripartite in ugual misura tra le repliche, se sono utilizzate le
repliche. Se si utilizza un’unica coltura per ciascuna concentrazione (cfr. paragrafo 28), si valutino almeno 2 000
cellule binucleate per coltura (83). Se per il conteggio € disponibile un numero sostanzialmente inferiore a 1 000
cellule binucleate per coltura (per colture doppie), o a 2 000 cellule (per una coltura singola), per ogni concen-
trazione, e se non si rileva un aumento significativo dei micronuclei, la prova dev'essere ripetuta con pit cellule
0 con una concentrazione meno tossica, a seconda di quale opzione sia pilt appropriata. Si deve prestare
attenzione a non prendere in considerazione cellule binucleate con forme irregolari o che evidenzino due nuclei di
dimensioni marcatamente diverse. Inoltre, le cellule binucleate non vanno confuse con cellule multinucleate
a scarsa diffusione. Le cellule contenenti pitt di due nuclei principali non devono essere considerate ai fini della
ricerca di micronuclei, poiché la frequenza di riferimento dei micronuclei puo essere superiore in queste cellule
(84). 1l conteggio delle cellule mononucleate ¢ ammissibile se ¢ dimostrato che la sostanza chimica in esame
interferisce con lattivita della citoB. In tal caso, puo essere opportuno ripetere la prova senza citoB. Il conteggio
delle cellule mononucleate oltre a quello di cellule binucleate potrebbe fornire informazioni pertinenti (85) (86), ma
non ¢ obbligatorio.

Per quanto riguarda le linee cellulari, se il test ¢ condotto senza I'impiego di citoB, i micronuclei vanno conteggiati
in almeno 2 000 cellule per concentrazione di prova (83) e controllo, distribuite equamente tra le repliche, se si
usano le repliche. Se si utilizza un'unica coltura per ciascuna concentrazione (cfr. paragrafo 28), si devono valutare
almeno 2 000 cellule binucleate per coltura. Se per il conteggio ¢ disponibile un numero notevolmente inferiore
a 1 000 cellule per coltura, o a 2 000 cellule se si usa un'unica coltura, per ogni concentrazione, e se non si rileva
un aumento significativo dei micronuclei, la prova dev'essere ripetuta con piu cellule o con una concentrazione
meno tossica, a seconda di quale opzione sia pill appropriata.

Nei trattamenti con citoB dev'essere determinato un CBPI o un RI per valutare la proliferazione cellulare (cfr.
l'appendice 2) a partire da almeno 500 cellule per coltura. Al contrario, nei trattamenti effettuati senza citoB, &
fondamentale dimostrare che le cellule nella coltura sono in fase di proliferazione, come si ¢ detto ai paragrafi 24-
28.
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Competenza del laboratorio

Al fine di acquisire una sufficiente esperienza con una prova prima di utilizzarla regolarmente, il laboratorio deve
aver effettuato una serie di esperienze con sostanze chimiche di riferimento positive che agiscono mediante
meccanismi differenti (almeno una con attivazione metabolica e una senza attivazione metabolica, e una secondo
un meccanismo aneugeno, con sostanze selezionate dalle sostanze chimiche elencate nella tabella 1) e con vari
controlli negativi (comprese le colture non trattate e vari solventi/mezzi disperdenti). Le risposte dei controlli
positivi e negativi devono essere coerenti con la letteratura. Questo requisito non si applica ai laboratori con
esperienza, ossia che dispongono di una base di dati storici quale definita ai paragrafi da 49 a 52.

Una selezione di sostanze chimiche utilizzate come sostanze di controllo positivo (cfr. tabella 1) deve essere
verificata nell'ambito di trattamenti di breve e di lungo periodo in assenza di attivazione metabolica, nonché
nell'ambito di un trattamento di breve durata in presenza di attivazione metabolica, allo scopo di dimostrare che il
laboratorio dispone della competenza necessaria per individuare le sostanze clastogene e aneugene, determinare
I'efficacia del sistema di attivazione metabolica e dimostrare l'adeguatezza dei metodi di conteggio (analisi visiva al
microscopio, citometria a flusso, citometria a scansione laser o analisi di immagini). Occorrera definire un
intervallo di concentrazione delle sostanze chimiche selezionate che consenta di ottenere aumenti riproducibili e
correlati alla concentrazione rispetto ai valori di fondo allo scopo di dimostrare la sensibilita e I'intervallo dinamico
del sistema di prova.

Dati storici di controllo

Il laboratorio deve stabilire:

— un intervallo e una distribuzione dei controlli positivi storici;

— un intervallo e una distribuzione dei controlli negativi (non trattati, con solvente).

Al momento della prima acquisizione di dati per stabilire la distribuzione dei controlli negativi storici, i dati dei
controlli negativi paralleli devono essere coerenti con i dati pubblicati, se disponibili. Successivamente, man mano
che nuovi dati sperimentali ampliano la distribuzione dei controlli, i dati dei controlli negativi paralleli dovrebbero,
idealmente, rientrare nei limiti di controllo al 95 % di tale distribuzione (87) (88). La base di dati dei precedenti
controlli negativi del laboratorio deve inizialmente essere costituita da almeno 10 esperimenti, ma preferibilmente
ne dovrebbe contare almeno 20, realizzati in condizioni di prova comparabili. I laboratori devono applicare metodi
di controllo della qualita quali grafici di controllo (ad es. C-chart o X-bar-chart (88)) per stabilire la variabilita dei
propri dati di controllo positivi e negativi e dimostrare che il laboratorio “domina” la metodologia (83). Altre
raccomandazioni sul modo di costituire e di utilizzare dati storici (criteri di inclusione e di esclusione dei dati nella
base e criteri di accettabilita per un esperimento) sono reperibili nella bibliografia (87).

Qualsiasi modifica del protocollo sperimentale deve essere valutata in termini di coerenza dei dati con le banche
dati storiche esistenti del laboratorio. Qualsiasi incoerenza significativa dovrebbe portare alla creazione di una
nuova banca dati di controlli storici.

I dati dei controlli negativi dovrebbero consistere nell'incidenza delle cellule con micronuclei da un’unica coltura
o dalla somma delle colture replicate, come descritto al paragrafo 28. I controlli negativi paralleli dovrebbero
idealmente collocarsi entro limiti di controllo al 95 % della distribuzione dei dati storici dei controlli negativi
contenuti nella banca dati del laboratorio (87) (88). Se i dati dei controlli negativi paralleli si situano al di fuori dei
limiti di controllo al 95 %, la loro inclusione nella distribuzione dei controlli storici pud essere accettata
a condizione che tali dati non siano valori erratici estremi e che sia provato che il sistema di prova ¢ «sotto
controllo» (cfr. paragrafo 50) e che non vi sono stati problemi tecnici o errori umani.
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DATI E RELAZIONE

Presentazione dei risultati

Se si ricorre alla tecnica dell'inibizione della citocinesi, per valutare I'induzione di micronuclei si usano soltanto le
frequenze di cellule binucleate con micronuclei (indipendentemente dal numero di micronuclei per cellula). Il
conteggio del numero di cellule con uno, duo o pitt micronuclei pud essere registrato separatamente e potrebbe
fornire informazioni utili, ma non ¢ obbligatorio.

Per tutte le colture di controllo trattate, le colture di controllo positive e negative si determini in parallelo la citotos-
sicita efo la citostasi (16). Nell'eventualita in cui si ricorra al metodo dell'inibizione della citocinesi, per tutte le
colture trattate e per i controlli deve essere calcolato il CBPI o I'RI quale misurazione del ritardo del ciclo cellulare.
Nei trattamenti senza citoB si utilizza 'RPD o il RICC (cfr. l'appendice 2).

Devono essere forniti dati sulle singole colture. Tutti i dati vanno riportati sinteticamente in una tabella.

Criteri di accettabilita
L'accettazione delle prove si basa sui seguenti criteri:

— I dati sui controlli negativi paralleli possono essere inseriti nella banca dati dei controlli negativi storici del
laboratorio (cfr. paragrafo 50).

— I controlli positivi paralleli (cfr. paragrafo 50) rappresentano le risposte compatibili con quelle generate nella
banca dati dei controlli positivi storici e producono un aumento statisticamente significativo rispetto ai
controlli negativi paralleli.

— I criteri di proliferazione cellulare nel controllo con solvente sono soddisfatti (cfr. paragrafi 25-27)

— Tutte le condizioni di prova sono state testate, a meno che una di esse abbia dato risultati positivi (cfr. paragrafi
36-40).

— Un adeguato numero di cellule e di concentrazioni sono analizzabili (cfr. paragrafi 28 e 44-46).

— I criteri di selezione della concentrazione massima sono coerenti con quelli descritti ai paragrafi 24-31.

Analisi e interpretazione dei risultati

A condizione che tutti i criteri di ammissibilita siano soddisfatti, una sostanza chimica in esame si intende
chiaramente positiva se, nelle condizioni sperimentali esaminate (cfr. paragrafi 36-39):

— almeno una delle concentrazioni di prova presenta un aumento statisticamente significativo rispetto al controllo
negativo parallelo (89);

— un test di tendenza appropriato mostra che l'aumento & correlato alla dose in almeno una condizione
sperimentale (cfr. paragrafo 28);

— i risultati si trovano all'esterno della superficie di distribuzione dei dati dei controlli negativi storici (limiti di
controllo al 95 % della distribuzione di Poisson; cfr. paragrafo 52).

La sostanza chimica in esame ¢ in grado di indurre rotture cromosomiche efo acquisizione o perdita di materiale
cromosomico in questo sistema di prova. Raccomandazioni sui metodi statistici pitt adeguati sono disponibili
anche in letteratura (90) (91) (92).
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A condizione che tutti i criteri di ammissibilita siano soddisfatti, una sostanza chimica in esame si intende
chiaramente negativa se, in tutte le condizioni sperimentali esaminate (cfr. paragrafi 36-39):

— nessuna delle concentrazioni di prova presenta un aumento statisticamente significativo rispetto al controllo
negativo parallelo;

— un test di tendenza appropriato dimostra che non vi & aumento correlato alla concentrazione;

— tutti i risultati si situano all'interno della distribuzione dei dati dei controlli negativi storici (limiti di controllo al
95 % della distribuzione Poisson; cfr. paragrafo 52).

Si considera allora che sostanza chimica in esame non sia in grado di indurre rotture cromosomiche efo
acquisizione o perdita di materiale cromosomico in questo sistema di prova. Raccomandazioni sui metodi statistici
pilt adeguati sono disponibili anche in letteratura (90) (91) (92).

Non ¢ necessario verificare una risposta chiaramente positiva o negativa.

Se la risposta non ¢ chiaramente negativa o positiva, come descritto in precedenza, efo al fine di contribuire
a stabilire la rilevanza biologica di un risultato, i dati devono venire sottoposti al giudizio di esperti efo a indagini
pit approfondite. Puo essere utile esaminare cellule supplementari (se del caso) o ripetere l'esperienza,
eventualmente in condizioni sperimentali modificate [ad es. intervallazione delle concentrazioni, altre condizioni di
attivazione metabolica (concentrazione o origine di S9)].

In rari casi, anche dopo ulteriori indagini, l'insieme dei dati non consente stabilire se si abbia un risultato positivo
o0 negativo; il risultato dovra pertanto essere dichiarato equivoco.

Le sostanze chimiche che inducono formazione di micronuclei nel test MNvit possono avere questo effetto come
conseguenza dell'induzione della rottura cromosomica, della perdita di cromosomi o di entrambi tali eventi. Si puo
ricorrere a un'ulteriore analisi con anticorpi anticinetocore, sonde centromero-specifiche in situ o altri metodi per
stabilire se il meccanismo di induzione di micronuclei ¢ dovuto a un’attivita clastogena e/o aneugena.

Relazione sulla prova

La relazione sulla prova deve comprendere le informazioni seguenti.

Sostanza chimica in esame:

— origine, numero di lotto e data di scadenza, se disponibile;

— stabilita della sostanza chimica in esame, se nota.

— reattivita della sostanza chimica in esame al solvente/disperdente o al terreno di coltura cellulare;
— solubilita e stabilita della sostanza in esame nel solvente, se note;

— misurazione del pH, dell'osmolalita e del precipitato nel terreno di coltura al quale € stata aggiunta la sostanza
chimica in esame, se del caso.

Sostanza monocomponente:
— natura fisica, idrosolubilita, e altre proprieta fisico-chimiche rilevanti;

— identificazione chimica: nome IUPAC o CAS, numero CAS, codice SMILES o InChl, formula di struttura,
purezza, identita chimica delle impurita, se del caso e realizzabile in pratica, ecc.

Sostanza multicomponente, sostanze UVCB e miscele:

— caratterizzate, nella misura del possibile, tramite l'identita chimica (cfr. supra), le proporzioni quantitative e le
proprieta fisico-chimiche rilevanti dei componenti.
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Solvente:

— giustificazione della scelta del solvente;

— percentuale di solvente nel terreno di coltura finale.

Cellule

— tipo e origine delle cellule usate;

— adeguatezza del tipo cellulare usato;

— assenza di micoplasmi, per le linee cellulari;

— per le linee cellulari, informazioni sulla durata del ciclo cellulare o sull'indice di proliferazione;

— se si utilizzano linfociti, sesso, eta e qualsiasi altra informazione utile riguardante i donatori di sangue, sangue
intero o linfociti isolati, mitogeno utilizzati;

— durata del normale ciclo cellulare (controlli negativi);

— numero di passaggi, se del caso, per le linee cellulari;

— metodi usati per la conservazione delle colture cellulari, per le linee cellulari;
— numero modale dei cromosomi, per le linee cellulari;

Condizioni sperimentali:

— identita dell'inibitore della citocinesi (ad esempio, citoB), se impiegato, e la sua concentrazione oltre che la
durata di esposizione delle cellule;

— concentrazione della sostanza chimica in esame espressa come la concentrazione finale nel terreno di coltura
(ad es. in pg o mg/ml o mM del terreno di coltura);

— giustificazione della selezione delle concentrazioni e del numero di colture, compresi i dati sulla citotossicita e
sui limiti di solubilita;

— composizione del terreno di coltura, concentrazione di CO,, se del caso, livello di umidita;

— concentrazione (efo volume) di solvente e sostanza chimica in esame aggiunta al terreno di coltura;
— temperatura e tempo di incubazione;

— durata del trattamento;

— momento della raccolta dopo il trattamento;

— densita delle cellule al momento dell'inoculazione, se del caso;

— tipo e composizione del sistema di attivazione metabolica (fonte di S9, metodo di preparazione della miscela
§9, concentrazione o volume della miscela S9 e di S9 nel terreno di coltura finale, controlli della qualita di S9
(attivita enzimatica, sterilita, capacita metabolica);

— sostanze chimiche dei controlli positivi e negativi, concentrazioni finali, condizioni e durata dei periodi di
trattamento e di recupero;

— metodi di preparazione dei vetrini e tecniche di colorazione utilizzati;

— criteri di analisi delle cellule con micronuclei (selezione delle cellule analizzabili e identificazione del
micronucleo);

— numeri di cellule analizzate;
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— metodi di misurazione della citotossicita;

— eventuali informazioni supplementari pertinenti per la citotossicita e metodo utilizzato;
— criteri in base ai quali i risultati sono considerati positivi, negativi o ambigui;

— metodo o metodi di analisi statistica usati;

— metodi, quali I'uso di anticorpi anticinetocore o sonde specifiche pancentromeriche, per stabilire se
i micronuclei contengono cromosomi interi o frammenti, se del caso;

— metodi utilizzati per determinare il pH, l'osmolalita e la precipitazione.
Risultati:
— definizione delle cellule accettabili per l'analisi;

— nei trattamenti senza citoB, numero di cellule esposte e numero di cellule raccolte per ciascuna coltura nel caso
delle linee cellulari;

— metodo di misurazione della citotossicita impiegato, ad esempio CBPI o RI, se si ricorre al metodo dell'ini-
bizione della citocinesi; RICC o RPD, se non si ricorre a metodi di inibizione della citocinesi; eventuali altre
osservazioni (ad esempio confluenza cellulare, apoptosi, necrosi, conta in metafase, frequenza di cellule
binucleate);

— segni di precipitazione e momento della determinazione;
— dati sul pH e sull'osmolalita del terreno di trattamento, se determinati;

— distribuzione delle cellule mononucleate, binucleate e multinucleate, se si utilizza un metodo di inibizione della
citocinesi;

— numero di cellule con micronuclei, indicato separatamente per ciascuna coltura trattata e di controllo, e
indicazione relativa alla loro origine (se da cellule binucleate 0 mononucleate), se del caso;

— relazione concentrazione-risposta, se possibile;
— dati sui controlli negativi (solvente) e positivi (concentrazioni e solventi) paralleli;

— dati sui controlli negativi (solvente) e positivi, con intervalli, medie e deviazioni standard, limiti di controllo al
95 % per la distribuzione e numero di dati;

— analisi statistica; eventuali valori p.
Discussione dei risultati.

Conclusioni.
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Appendice 1

DEFINIZIONI

Aneugeno: detto di qualsiasi sostanza chimica o processo che, interagendo con le componenti del ciclo mitotico e
meiotico di divisione cellulare, determina aneuploidia nelle cellule o negli organismi.

Aneuploidia: qualsiasi deviazione dal normale numero diploide (o aploide) di cromosomi da parte di uno o pitt
cromosomi, ma non dell'intero corredo di cromosomi (poliploidia).

Apoptosi: morte cellulare programmata caratterizzata da una serie di fasi che portano alla disintegrazione delle
cellule in piccole vescicole chiuse da membrana, le quali vengono poi eliminate mediante fagocitosi o «shedding»
(clivaggio dei ricettori di membrana).

Proliferazione cellulare: aumento del numero di cellule dovuto alla divisione mitotica delle cellule.

Centromero: regione del DNA di un cromosoma in cui i cromatidi appaiati sono mantenuti uniti e nella quale
sono localizzati fianco a fianco i due cinetocori.

Sostanza chimica: una sostanza o una miscela.
Concentrazioni: concentrazioni finali della sostanza chimica in esame nel terreno di coltura.

Clastogeno: qualsiasi sostanza chimica o processo in grado di provocare aberrazioni cromosomiche strutturali in
popolazioni di cellule o organismi eucarioti.

Citocinesi: il processo di divisione cellulare immediatamente successivo alla mitosi e che porta alla formazione di
due cellule figlie, ciascuna contenente un unico nucleo.

Indice della cinetica di proliferazione cellulare (CBPI): la proporzione di cellule nella fase della seconda
divisione cellulare nella popolazione trattata rispetto al controllo (cfr. l'appendice 2 per la formula).

Citostasi: inibizione della crescita cellulare (cfr. l'appendice 2 per la formula).

Citotossicita: per le prove contemplate nel presente metodo di prova effettuate in presenza di citocalasina B, la
citotossicita corrisponde ad una diminuzione dell'indice della cinetica della proliferazione cellulare (CBPI)
o dell'indice di replicazione (RI) delle cellule trattate rispetto al controllo negativo (cfr. paragrafo 26 e appendice 2).

Per le prove contemplate nel presente metodo di prova effettuate in assenza di citocalasina B, la citotossicita
corrisponde ad una diminuzione del raddoppiamento relativo della popolazione (RPD) o dell'aumento relativo della
conta cellulare (RICC) delle cellule trattate rispetto al controllo negativo (cfr. paragrafo 27 e allegato 2).

Genotossico: termine generico che comprende tutti i tipi di danno a carico del DNA o dei cromosomi, tra cui
rotture, cancellazioni, alterazioni e collegamenti nucleotidi, riarrangiamenti, mutazioni genetiche, aberrazioni
cromosomiche e aneuploidia. Non tutti i tipi di effetti genotossici determinano alterazioni cromosomiche o danni
permanenti ai cromosomi.

Cellule in interfase: cellule non ancora approdate alla fase mitotica.

Cinetocore: struttura proteica che si forma nel centromero di un cromosoma e alla quale si agganciano
i microtubuli del fuso durante la divisione cellulare, consentendo un movimento ordinato dei cromosomi delle
cellule figlie verso i poli di queste ultime.

Micronuclei: piccoli nuclei, distinti e soprannumerari rispetto al principale nucleo delle cellule, prodotti durante la
telofase della mitosi o della meiosi da frammenti residui di cromosomi o da cromosomi interi.

Mitosi: divisione del nucleo cellulare, solitamente suddivisa in profase, prometafase, metafase, anafase e telofase.

Indice mitotico: il rapporto tra cellule in metafase e il numero totale di cellule osservate in una popolazione
cellulare; un'indicazione del grado di proliferazione cellulare di una popolazione.
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Mutageno: un fattore in grado di provocare mutazioni ereditarie delle sequenze di coppie di basi del DNA nei geni
o della struttura dei cromosomi (aberrazioni cromosomiche).

Non disgiunzione: incapacita della coppia di cromatidi di separarsi e di migrare in due cellule figlie distinte in fase
di divisione, con la conseguenza che una cellula figlia presentera un numero anomalo di cromosomi.

Stato della p53: la proteina p53 partecipa alla regolazione del ciclo cellulare, allapoptosi e alla riparazione del
DNA. Le cellule carenti di proteine p53 funzionali, che non sono in grado di arrestare il ciclo cellulare o di
eliminare cellule danneggiate tramite apoptosi o altri meccanismi (ad esempio induzione di riparazione del DNA)
relativi alle funzioni della p53 in risposta ad alterazioni del DNA, sarebbero in teoria pili soggette a mutazioni
genetiche o aberrazioni cromosomiche.

Poliploidia: aberrazioni numeriche dei cromosomi che interessano lintero corredo cromosomico di cellule
o organismi, a differenza dall'aneuploidia, che invece interessa un solo cromosoma o pitt cromosomi.

Indice di proliferazione (PI): metodo per la misurazione della citotossicita nel caso in cui non si utilizzi citoB
(cfr. lappendice 2 per la formula).

Aumento relativo della conta cellulare (Relative Increase in Cell Count, RICC): metodo per la misurazione
della citotossicita nel caso in cui non si utilizzi citoB (cfr. I'appendice 2 per la formula).

Raddoppiamento relativo della popolazione (Relative Population Doubling, RPD): metodo per la misurazione
della citotossicita nel caso in cui non si utilizzi citoB (cfr. l'appendice 2 per la formula).

Indice di replicazione (RI): la proporzione dei cicli di divisione cellulare completati in una coltura trattata
rispetto al controllo non trattato, durante il periodo di esposizione e il recupero (cfr. l'appendice 2 per la formula).

Frazione S9 di fegato: supernatante dell'omogenato di fegato centrifugato a 9 000 g (estratto di fegato crudo).

Miscela di frazione S9: miscela di frazione S9 di fegato e dei cofattori necessari all'attivita degli enzimi
metabolici.

Controllo con solvente: termine generico che designa le colture di controllo che ricevono unicamente il solvente
utilizzato per dissolvere la sostanza chimica in esame.

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela saggiata seguendo il presente metodo di prova.

Controllo non trattato: colture non sottoposte a trattamento (che non ricevono alcuna sostanza chimica in
esame né solvente) ma preparate in parallelo e in modo identico alle culture esposte alla sostanza chimica in esame.
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Appendice 2

FORMULE PER LA VALUTAZIONE DELLA CITOTOSSICITA

Nei trattamenti con citoB, la valutazione della tossicita deve basarsi sullindice della cinetica di proliferazione
cellulare (CBPI) o sullindice di replicazione (RI) (17) (69). Il CBPI indica il numero medio di nuclei per singola

cellula durante il periodo di esposizione alla citoB e puo essere usato per calcolare la proliferazione cellulare.

L'RI

indica il numero relativo di cicli cellulari per singola cellula durante il periodo di esposizione alla citoB nelle colture

trattate rispetto alle colture di controllo e puo essere usato per calcolare la percentuale di citostasi:

% Citostasi = 100 — 100{(CBPI, — 1) + (CBPI. — 1)}

e
T = coltura di trattamento con la sostanza chimica in esame
C = coltura di controllo

dove:

((n.di cellule mononucleate) 4 (2 x n.di cellule binucleate) + (3 x n.di cellule multinucleate))

CBPI =
(numero totale di cellule)

Quindi, un CBPI pari a 1 (tutte le cellule sono mononucleate) equivale a una percentuale di citostasi del 100 %.

Citostasi = 100 — RI

((n.di cellule binucleate) + (2 x n.di cellule multinucleate)) /(numero totale di cellule),

RI = x 100

((n.di cellule binucleate) + (2 x n.di cellule multinucleate)) / (numero totale di cellule),.

T = colture trattate

C colture di controllo

Quindi, un RI del 53 % significa che, rispetto al numero di cellule che si sono divise per formare cellule binucleate
e multinucleate nella coltura di controllo, nella coltura trattata soltanto il 53 % di tale numero si ¢ diviso nella

coltura trattata, ossia si ha una percentuale di citostasi pari al 47 %.

Nei trattamenti senza citoB, si raccomanda di valutare la citotossicitd sulla base dell’aumento relativo delle
conte cellulari (RICC) o del raddoppiamento relativo della popolazione (RPD) (69), poiché entrambi i metodi

tengono conto della proporzione di popolazione cellulare che ¢ andata incontro a divisione.

(Aumento del numero di cellule nelle colture trattate(finale-iniziale))

RICC(%) = x 100

(Aumento del numero di cellule nelle colture di controllo(finale-iniziale))

(n.di raddoppiamenti della popolazione nelle colture trattate)

RPD (%) = x 100

(n.di raddoppiamenti della popolazione nelle colture di controllo)

dove:

Raddoppiamento della popolazione = [log (numero di cellule dopo il trattamento + numero di cellule iniziale)] +

log 2

Quindi, un RICC o un RPD del 53 % indica una citotossicita/citostasi del 47 %.

Con un indice di proliferazione (PI) & possibile valutare la citotossicita contando il numero di cloni consistenti in

1 cellula (cl1), 2 cellule (cI2), da 3 a 4 cellule (cl4) e da 5 a 8 cellule (cI8)

((1 x cl1) + (2 x c2) + (3 x cl4) + (4 x cI8))

Pl= (cll 1 12 1 cl4 1 cl8)
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Il PI ¢ stato usato come parametro di citotossicita valido e affidabile anche per le linee cellulari coltivate in vitro in
assenza di citoB (35) (36) (37) (38) e puo essere considerato un utile parametro supplementare.

In ogni caso, occorre misurare il numero di cellule prima del trattamento, che deve essere identico per le colture
trattate e per le colture di controllo negativo.

Benché I'RCC (cio¢ il numero di cellule nelle colture trattate/numero di cellule nelle colture di controllo) fosse
utilizzato come parametro di citotossicita in passato, esso non € pilt raccomandato in quanto pud indurre una
sottostima della citotossicita.

Se si utilizzano sistemi di analisi automatica, come ad esempio la citometria a flusso, la citometria a scansione laser
o l'analisi di immagini, il numero di cellule nella formula puo essere sostituito dal numero di nuclei.

Nelle colture di controllo negativo, il raddoppiamento della popolazione o lindice di replicazione devono essere
compatibili con l'obbligo di campionare le cellule dopo il trattamento al termine di un periodo equivalente a circa
1,5-2 volte la durata del ciclo cellulare normale.»





