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I

(Atti non legislativi)

REGOLAMENTI

REGOLAMENTO (UE) 2019/1390 DELLA COMMISSIONE
del 31 luglio 2019

recante modifica dell’allegato del regolamento (CE) n. 440/2008 che istituisce dei metodi di prova ai

sensi del regolamento (CE) n. 1907/2006 del Parlamento europeo e del Consiglio concernente la

registrazione, la valutazione, 'autorizzazione e la restrizione delle sostanze chimiche (REACH), al
fine di adeguarlo al progresso tecnico

(Testo rilevante ai fini del SEE)

LA COMMISSIONE EUROPEA,

visto il trattato sul funzionamento dell'Unione europea,

visto il regolamento (CE) n. 1907/2006 del Parlamento europeo e del Consiglio, del 18 dicembre 2006, concernente la
registrazione, la valutazione, l'autorizzazione e la restrizione delle sostanze chimiche (REACH), che istituisce un’Agenzia
europea per le sostanze chimiche, che modifica la direttiva 1999/45/CE e che abroga il regolamento (CEE) n. 793/93 del
Consiglio e il regolamento (CE) n. 1488/94 della Commissione, nonché la direttiva 76/769/CEE del Consiglio e le
direttive della Commissione 91/155/CEE, 93/67/CEE, 93/105/CE e 2000/21/CE ('), in particolare l'articolo 13, paragra-
fo 2,

considerando quanto segue:

(1) 1l regolamento (CE) n. 440/2008 (%) della Commissione istituisce i metodi di prova per determinare le proprieta
fisico-chimiche, la tossicita e l'ecotossicita delle sostanze chimiche applicabili ai fini del regolamento (CE) n.
1907/2006.

(2)  L'Organizzazione per la cooperazione e lo sviluppo economico (OCSE) sviluppa linee guida armonizzate e ricono-
sciute a livello internazionale per la sperimentazione sulle sostanze chimiche a fini regolamentari. LOCSE pubblica
periodicamente linee guida nuove e riviste per l'esecuzione delle prove, tenendo conto dei progressi scientifici in
questo settore.

(3) Al fine di tener conto del progresso tecnico e, ove possibile, di ridurre il numero degli animali utilizzati a fini
sperimentali, conformemente alle disposizioni dell'articolo 13, paragrafo 2, del regolamento (CE) n. 1907/2006, a
seguito dell'adozione delle pertinenti linee guida dellOCSE, dovrebbero essere introdotti due nuovi metodi di prova
per la valutazione dell'ecotossicita e nove nuovi metodi di prova volti a determinare la tossicita per la salute
umana, mentre sette metodi di prova dovrebbero essere aggiornati. Undici di tali metodi di prova consistono in
prove in vitro intese a determinare lirritazione/corrosione cutanea e oculare, la sensibilizzazione cutanea, la
genotossicita e gli effetti sul sistema endocrino. I portatori di interessi sono stati consultati in merito alla presente
proposta di modifica.

() GUL 396 del 30.12.2006, pag. 1.

(%) Regolamento (CE) n. 440/2008 della Commissione, del 30 maggio 2008, che istituisce dei metodi di prova ai sensi del regolamento
(CE) n. 1907/2006 del Parlamento europeo e del Consiglio concernente la registrazione, la valutazione, l'autorizzazione e la
restrizione delle sostanze chimiche (REACH) (GU L 142 del 31.5.2008, pag. 1).
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(4)  Occorre pertanto modificare di conseguenza il regolamento (CE) n. 440/2008.

(5)  Le misure di cui al presente regolamento sono conformi al parere del comitato istituito a norma dell'articolo 133
del regolamento (CE) n. 1907/2006,

HA ADOTTATO IL PRESENTE REGOLAMENTO:

Articolo 1

L'allegato del regolamento (CE) n. 440/2008 ¢ modificato conformemente all’allegato del presente regolamento.

Articolo 2

Il presente regolamento entra in vigore il ventesimo giorno successivo alla pubblicazione nella Gazzetta ufficiale dell’'Unione
europea.

Il presente regolamento ¢ obbligatorio in tutti i suoi elementi e direttamente applicabile in ciascuno degli Stati membri.

Fatto a Bruxelles, il 31 luglio 2019

Per la Commissione
1l presidente
Jean-Claude JUNCKER
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ALLEGATO

L'allegato del regolamento (CE) n. 440/2008 ¢ cosi modificato:

1) nella parte B, il capitolo B.4 ¢ sostituito dal seguente:

"B.4 IRRITAZIONE/CORROSIONE CUTANEA ACUTA
INTRODUZIONE

1. 1l presente metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 404
(2015). Le linee guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche sono rivedute periodicamente affinché
riflettano le migliori conoscenze scientifiche disponibili. Nella revisione della linea guida del’OCSE n. 404 ¢ stata
dedicata particolare attenzione ai miglioramenti possibili in relazione al benessere degli animali e alla valutazione
di tutte le informazioni disponibili sulla sostanza chimica in esame, per evitare prove non necessarie sugli
animali da laboratorio. La versione aggiornata della linea guida dellOCSE n. 404 (originariamente adottata nel
1981 e riveduta nel 1992, nel 2002 e nel 2015) contiene un riferimento al documento di orientamento IATA
(Integrated Approaches to Testing and Assessment, approcci integrati in materia di prove e valutazioni) per lirrita-
zione/corrosione cutanea (1), che propone un approccio modulare a tali prove. Oltre a descrivere vari moduli
che raggruppano fonti d'informazioni e strumenti di analisi, il documento IATA i) fornisce orientamenti su come
integrare e utilizzare i dati esistenti, sperimentali e non, a fini di valutazione del potenziale irritante e corrosivo
delle sostanze chimiche a livello cutaneo, e ii) propone un approccio per i casi in cui sono necessarie prove
aggiuntive (1). Nella prova iniziale in vivo la linea guida raccomanda inoltre, ove opportuno, di applicare
allanimale le tre compresse per la prova da contatto una dopo l'altra anziché simultaneamente.

2. Le definizioni di irritazione e corrosione cutanea figurano nell'appendice del presente metodo di prova.

CONSIDERAZIONI INIZIALI

3. Nell'interesse sia dell'accuratezza scientifica sia del benessere degli animali, € opportuno non ricorrere alle prove
in vivo finché tutti i dati pertinenti disponibili circa il potenziale di corrosivita/irritazione cutanea della sostanza
chimica in esame non siano stati valutati nell’ambito di un'analisi basata sul "peso dell'evidenza", descritta nel
documento di orientamento IATA per la corrosione e l'irritazione cutanea (vale a dire secondo quanto illustrato
nelle tre parti del documento e nei relativi moduli) (1). In sintesi, nella parte 1 si prendono in considerazione i
dati esistenti, suddivisi in sette moduli riguardanti i dati umani, i dati in vivo, i dati in vitro, i dati sulle proprieta
fisico-chimiche (ad esempio il pH, in particolare una forte acidita o una forte alcalinitd) e i metodi non
sperimentali. Nella parte 2 si esegue l'analisi basata sul peso dell'evidenza. Se non ¢ conclusiva si procede alle
prove supplementari di cui alla parte 3, dapprima con metodi in vitro e soltanto come ultima istanza facendo
ricorso a prove in vivo. Tale analisi dovrebbe pertanto portare a ridurre la necessita di prove in vivo relative alla
corrosione/irritazione cutanea causata dalle sostanze chimiche per le quali, in relazione a questi due endpoint,
altri studi hanno gia fornito evidenza sufficiente.

PRINCIPIO DELLA PROVA IN VIVO

4. La sostanza chimica in esame ¢ applicata in un’unica dose sulla pelle dell'animale sperimentale; le zone di pelle
non trattate servono da controllo. A intervalli specificati si osserva il grado di irritazione/corrosione, che viene
annotato sulla base di una scala di valori; esso viene inoltre descritto in modo dettagliato per fornire una
valutazione completa degli effetti. La durata dello studio deve essere sufficiente a valutare la reversibilita o
irreversibilita degli effetti osservati.

5. Gli animali che, in qualsiasi fase della prova, manifestano segni prolungati di grave sofferenza efo dolore vanno
soppressi con metodi non cruenti e la sostanza chimica in esame va valutata di conseguenza. I criteri da seguire
nel decidere la soppressione con metodi non cruenti di animali moribondi o molto sofferenti formano l'oggetto
di uno specifico documento di orientamento (2).
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PREPARAZIONE PER LA PROVA IN VIVO
Selezione della specie animale

6. Lanimale sperimentale di elezione ¢ il coniglio albino; vanno utilizzati giovani adulti sani. L'eventuale ricorso ad
altre specie animali deve essere giustificato.

Preparazione degli animali

7. Allincirca 24 ore prima della prova occorre rasare il pelo nella zona dorsale del tronco degli animali evitando di
scorticare la pelle. Usare solo animali la cui pelle ¢ sana e intatta.

8. Alcuni ceppi di coniglio presentano zone di pelo denso che sono pitr evidenti in alcuni periodi dell'anno. Tali
aree di crescita densa del pelo non vanno usate ai fini della prova.

Condizioni di stabulazione e alimentazione

9. Gli animali vanno posti in gabbie individuali. La temperatura del locale deve essere di 20 °C (¢ 3 °C) per i conigli.
L'umidita relativa deve essere preferibilmente del 50-60 %; in ogni caso deve raggiungere almeno il 30 % e
possibilmente non superare il 70 %, tranne durante la pulizia degli ambienti. Lilluminazione deve essere
artificiale, alternando 12 ore di luce e 12 ore di buio. Per l'alimentazione, i conigli saranno sottoposti a una
dieta convenzionale da laboratorio e disporranno di acqua potabile a volonta.

PROCEDURA SPERIMENTALE
Applicazione della sostanza chimica in esame

10. La sostanza chimica in esame va applicata su una zona ridotta (circa 6 cm?) di pelle e coperta con una
compressa di garza fissata con un cerotto non irritante. Nei casi in cui non ¢ possibile I'applicazione diretta
(ad es. liquidi o alcune paste), la sostanza chimica in esame va prima applicata sulla compressa di garza, che poi
¢ a sua volta applicata sulla pelle. La compressa va mantenuta in contatto lasco con la pelle mediante un’ap-
posita fasciatura semiocclusiva per tutto il periodo di esposizione. Se la sostanza chimica in esame ¢ applicata
sulla compressa, quest'ultima va posizionata in modo che detta sostanza entri correttamente a contatto con la
pelle e sia distribuita uniformemente. Occorre impedire che 'animale abbia accesso alla compressa e ingerisca o
inali la sostanza chimica in esame.

11. Le sostanze chimiche liquide sono generalmente testate allo stato non diluito. Per I'esame dei solidi (che possono
essere ridotti in polvere, se ritenuto necessario) la sostanza chimica in esame va inumidita con la minor quantita
d’acqua (o, se del caso, di un altro mezzo disperdente adeguato) sufficiente ad assicurare un buon contatto con la
pelle. Se si impiegano mezzi disperdenti diversi dallacqua, la potenziale influenza del mezzo disperdente
sull'irritazione cutanea causata dalla sostanza chimica in esame deve essere minima o nulla.

12. Al termine del periodo di esposizione, che ¢ normalmente di quattro ore, la sostanza chimica in esame residua
va rimossa usando, ove possibile, acqua o un solvente adeguato, senza alterare la risposta da essa provocata o
l'integrita dell'epidermide.

Livelli di dose

13. Sul punto prescelto per la prova va applicata una dose di 0,5 ml di liquido o 0,5 g di solido o pasta.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Prova iniziale (prova di irritazione/corrosione cutanea in vivo su un solo animale)

Se la sostanza chimica in esame € stata giudicata corrosiva, irritante o non classificata sulla base di unanalisi
basata sul peso dell'evidenza o di precedenti prove in vitro, ulteriori prove in vivo sono generalmente superflue.
Tuttavia, nei casi in cui si ritiene necessario ottenere dati aggiuntivi, la prova in vivo viene eseguita inizialmente
usando un solo animale e applicando il metodo seguente: applicare in sequenza all'animale al massimo tre
compresse per la prova da contatto. Togliere la prima compressa dopo tre minuti. Se non si osservano reazioni
cutanee gravi, applicare una seconda compressa in un punto differente e rimuoverla dopo un’ora. Se le osser-
vazioni in questa fase indicano che ¢ possibile prolungare l'esposizione fino a quattro ore senza causare
sofferenze, applicare una terza compressa, che ¢ rimossa dopo quattro ore, e classificare la reazione.

Se dopo una qualsiasi delle tre esposizioni in sequenza si osserva un effetto corrosivo, interrompere immedia-
tamente la prova. Se dopo la rimozione dell'ultima compressa non si osserva alcun effetto corrosivo, mantenere
l'animale sotto osservazione per quattordici giorni, a meno che la corrosione non si manifesti prima.

Qualora si preveda che la sostanza chimica in esame possa risultare irritante, ma non che produca corrosione,
applicare un'unica compressa a un solo animale per quattro ore.

Prova confirmatoria (prova di irritazione cutanea in vivo su ulteriori animali)

Se nella prova iniziale non si osservano effetti corrosivi, confermare la reazione irritante o negativa su altri due
animali al massimo, applicando a ciascuno una compressa per un periodo di esposizione di quattro ore. Se nella
prova iniziale si osserva un effetto irritante, la prova confirmatoria puo essere condotta in maniera sequenziale,
oppure mediante esposizione simultanea di due ulteriori animali. Nel caso eccezionale in cui non sia stata
eseguita la prova iniziale, due o tre animali possono essere trattati applicando una sola compressa, che va
rimossa dopo quattro ore. Se si usano due animali ed entrambi evidenziano la stessa reazione, non sono
necessarie ulteriori prove. In caso contrario si sottopone alla prova anche il terzo animale. E possibile che siano
necessari altri animali per valutare le reazioni dubbie.

Periodo di osservazione

La durata del periodo di osservazione deve essere sufficiente a valutare completamente la reversibilita degli effetti
osservati. Occorre tuttavia interrompere I'esperimento se, in qualsiasi momento, 'animale mostra segni continui
di grave dolore o sofferenza. Per determinare la reversibilita degli effetti gli animali vanno osservati per 14 giorni
dopo la rimozione delle compresse. Se la reversibilita si manifesta prima del quattordicesimo giorno, interrom-
pere subito I'esperimento.

Osservazioni cliniche e classificazione delle reazioni cutanee

Esaminare tutti gli animali per verificare se presentano segni di eritema o di edema e classificare le reazioni a 60
minuti e successivamente a 24, 48 e 72 ore dalla rimozione della compressa. Per la prova iniziale su un solo
animale, esaminare la zona prescelta per la prova subito dopo la rimozione della compressa. Le reazioni cutanee
sono classificate e registrate in base ai gradi indicati nella tabella riportata piti avanti. Se la pelle presenta una
lesione che non puo essere identificata come irritazione o corrosione a 72 ore, puo essere necessario proseguire
l'osservazione fino al giorno 14 per determinare la reversibilita degli effetti. In aggiunta all'osservazione delle
irritazioni, descrivere e documentare tutti gli effetti tossici locali, come la perdita del grasso cutaneo, ed eventuali
effetti sistemici negativi (ad es. effetti sui segni clinici di tossicita e sul peso corporeo). Per chiarire le reazioni
dubbie, valutare 'opportunita di eseguire un esame istopatologico.

La classificazione delle reazioni cutanee ¢ necessariamente soggettiva. Per favorirne l'armonizzazione e per
assistere i laboratori e le persone che eseguono la prova e interpretano le osservazioni, istruire adeguatamente
il personale sul sistema di punteggio usato (cfr. tabella pit avanti). Potrebbe essere utile una guida illustrata per la
classificazione dell'irritazione cutanea e di altre lesioni (3).
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DATI E RELAZIONE

21. T risultati dello studio vanno riassunti sotto forma di tabella nella relazione finale sulla prova e devono com-
prendere tutti gli elementi elencati al paragrafo 24.

Valutazione dei risultati

22. Valutare il grado di irritazione cutanea congiuntamente alla natura e alla gravita delle lesioni, nonché alla loro
reversibilita o irreversibilita. 1 punteggi individuali non forniscono un valore assoluto delle proprieta irritanti di
un materiale, in quanto vanno valutatati anche altri effetti del materiale in esame. Per contro, essi devono essere
considerati come valori di riferimento che vanno valutati congiuntamente a tutte le altre osservazioni emerse
dallo studio.

23. Nella valutazione delle reazioni irritanti & necessario considerare la reversibilita delle lesioni cutanee. Quando
reazioni quali alopecia (zona limitata), ipercheratosi, iperplasia e desquamazione persistono fino alla fine del
periodo di osservazione di 14 giorni, la sostanza chimica in esame va considerata irritante.

Relazione sull’esecuzione della prova

24. La relazione sull'esecuzione della prova deve comprendere le informazioni elencate di seguito.

Giustificazione della prova in vivo:

— Analisi basata sul peso dell'evidenza dei risultati ottenuti da prove precedenti, compresi i risultati della
strategia di prova sequenziale;

— descrizione dei dati pertinenti disponibili da prove precedenti;

— dati ricavati in ciascuna fase della strategia di prova;

— descrizione delle prove in vitro eseguite, inclusi i dettagli delle procedure e i risultati ottenuti per le sostanze
in esame/di riferimento;

— analisi basata sul peso dell'evidenza per l'esecuzione dello studio in vivo.

Sostanza chimica in esame:

— sostanza monocostituente: identificazione della sostanza chimica, ad esempio mediante denominazione
IUPAC o CAS, numero CAS, codice SMILES o InChl, formula strutturale, identita chimica delle impurita
(se del caso e se le condizioni pratiche lo consentono), ecc.;

— sostanza multicostituente, miscela e sostanze di composizione sconosciuta o variabile, prodotti di una
reazione complessa o materiali biologici (UVCB): caratterizzati per quanto possibile mediante lidentita
chimica (cfr. sopra), la presenza quantitativa e le proprieta fisico-chimiche pertinenti dei costituenti;

— aspetto fisico, idrosolubilita e, se del caso, ulteriori proprieta fisico-chimiche pertinenti;

— fonte, numero del lotto se disponibile;

— trattamento della sostanza chimica in esamefsostanza di controllo prima della prova, se del caso (ad es.
riscaldamento, frantumazione);
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— stabilita della sostanza chimica in esame, data limite di utilizzo o data della nuova analisi, se nota;

— condizioni di conservazione.

Mezzo disperdente:

— identificazione, concentrazione (ove pertinente), volume usato;

— motivazione della scelta del mezzo disperdente.

Animalefi sperimentalefi:

— specie/ceppo usato, motivazione dell'uso di animali diversi dal coniglio albino;

— numero di animali di ciascun sesso;

— peso di ciascun animale all'inizio e alla conclusione della prova;

— eta all'inizio dello studio;

— origine degli animali, condizioni di stabulazione, dieta, ecc.

Condizioni sperimentali:

— tecnica di preparazione dell’area di applicazione della compressa;

— dettagli relativi ai materiali utilizzati e alla tecnica di preparazione e di applicazione della compressa;

— dettagli relativi a preparazione, applicazione e rimozione della sostanza chimica in esame.

Risultati:

— tabella con i punteggi assegnati alle reazioni irritanti/corrosive per ciascun animale in tutti i momenti di
misurazione;

— descrizione di tutte le lesioni osservate;

— descrizione circostanziata della natura e del grado dell'irritazione o della corrosione osservata e di eventuali
reperti istopatologici;

— descrizione di altri effetti negativi locali (ad es. perdita del grasso cutaneo) e sistemici oltre allirritazione o
alla corrosione cutanea.
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Discussione dei risultati
Conclusioni
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Tabella

Classificazione Delle Reazioni Cutanee

Eritema e formazione di escara

Nessun eritema 0
Eritema molto lieve (appena percettibile) 1
Eritema ben definito 2
Eritema da moderato a grave 3

Eritema grave (rosso vivo) fino alla formazione di escara che impedisce la classificazione dell'eritema.. 4

Massimo possibile: 4

Formazione di edema

Nessun edema 0
Edema molto lieve (appena percettibile) 1
Edema lieve (bordi dell'area ben definiti da gonfiore visibile) 2
Edema moderato (rigonfiamento di circa 1 mm) 3
Edema grave (rigonfiamento di oltre 1 mm ed esteso oltre la zona di esposizione) 4

Massimo possibile: 4

Per chiarire le reazioni dubbie ¢ possibile eseguire un esame istopatologico.
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APPENDICE

DEFINIZIONI

Sostanza chimica: una sostanza o miscela.

[rritazione cutanea: il manifestarsi di lesioni reversibili della pelle a seguito dell'applicazione della sostanza chimica in
esame per non pill di quattro ore.

Corrosione cutanea: il manifestarsi di lesioni irreversibili della pelle, segnatamente necrosi visibile dell'epidermide e del
derma, a seguito dell'applicazione della sostanza chimica in esame per non pitt di quattro ore. Effetti tipici della
corrosione sono ulcere, emorragie, escare sanguinanti e, al termine del periodo di osservazione di quattordici giorni,
alterazione del colore dovuta a pallore della cute, zone di completa alopecia e cicatrici. Per valutare le lesioni dubbie,
considerare 'opportunita di eseguire un esame istopatologico.

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela testata seguendo il presente metodo di prova."
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2) Nella parte B, il capitolo B.17 ¢ sostituito dal seguente:

“B.17 PROVA IN VITRO DI MUTAZIONE GENICA SU CELLULE DI MAMMIFERO NEI GENI HPRT E XPRT
INTRODUZIONE

1. Questo metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 476
(2016). I metodi di prova vengono periodicamente rivisti alla luce dei progressi scientifici, delle mutevoli
esigenze in materia di regolamentazione, e di considerazioni relative al benessere degli animali. L'attuale versione
rivista del metodo di prova B.17 riflette quasi 30 anni di esperienza con questo metodo nonché i risultati dello
sviluppo di un nuovo metodo distinto destinato alle prove in vitro di mutazione genica su cellule di mammifero
utilizzando il gene timidina chinasi. Il metodo di prova B.17 ¢ parte integrante di una serie di metodi di prova
sulla tossicologia genetica. Un documento contenente informazioni succinte sulle prove di tossicologia genetica
delllOCSE, comprensivo di un compendio delle modifiche recentemente apportate alla rispettiva linea guida &
stato elaborato dallOCSE (1)

2. Scopo della prova in vitro di mutazione genica su cellule di mammifero ¢ identificare mutazioni geniche indotte
da sostanze chimiche. Le linee cellulari utilizzate in queste prove misurano le mutazioni "in avanti" dei geni
reporter, in particolare il gene endogeno dell'ipoxantina-guanina fosfori-bosil transferasi (Hprt nelle cellule di
roditori, HPRT nelle cellule umane; denominati collettivamente gene Hprt e prova HPRT in questo metodo di
prova) e il transgene della xantina-guanina fosforibosil trasferasi (gpt) (denominato prova XPRT). Le prove di
mutazione HPRT e XPRT individuano diversi spettri di fenomeni genetici. Oltre agli eventi mutazionali indivi-
duati dalla prova HPRT (ad es. sostituzioni di coppie di basi, mutazioni della cornice di lettura, piccole delezioni
e inserzioni), la posizione autosomica del transgene gpt pud permettere di individuare mutazioni prodotte da
ampie delezioni ed eventualmente una ricombinazione mitotica non individuata dalla prova HPRT poiché il gene
Hprt ¢ situato nel cromosoma X (2) (3) (4) (5) (6) (7). Attualmente la prova XPRT ¢ usata meno diffusamente
della prova HPRT a fini regolamentari.

3. Le definizioni usate sono riportate nell'appendice 1.

CONSIDERAZIONI INIZIALI E LIMITI

4. Le prove in vitro richiedono in generale l'uso di una fonte esogena di attivazione metabolica, ma il sistema
esogeno di attivazione metabolica non simula perfettamente le condizioni in vivo.

5. Occorre adoperarsi per evitare condizioni che porterebbero a falsi risultati positivi (vale a dire potenziali
interazioni con il sistema di prova), non causati da un'interazione diretta fra le sostanze chimiche in esame e
il materiale genetico della cellula; tali condizioni includono modifiche del pH o dellosmolalita (8) (9) (10),
un’interazione con i componenti del terreno di coltura (11) (12) o una eccessiva citotossicita (13). Per la prova
HPRT ¢ considerata eccessiva una citotossicita che superi i massimi livelli di citotossicita raccomandati definiti al
paragrafo 19.

6. Prima di applicare il presente metodo di prova a una miscela per generare dati ai fini regolamentari previsti, si
deve considerare se, ¢ in caso affermativo, perché, esso possa fornire risultati adeguati a tale scopo. Tale verifica
non ¢ necessaria se la miscela viene sottoposta a prova in ottemperanza a un obbligo regolamentare.

PRINCIPIO DELLA PROVA

7. Le cellule mutanti deficienti di attivita dellenzima Hprt nella prova HPRT o di attivita dell'enzima xprt nella
prova XPRT sono resistenti agli effetti citostatici dell'analogo della purina 6-tioguanina (TG). Le cellule hprt (nella
prova HPRT) o gpt (nella prova XPRT) proficienti sono sensibili alla TG, che provoca l'inibizione del metaboli-
smo cellulare e arresta la divisione cellulare. Di conseguenza, le cellule mutanti sono in grado di proliferare in
presenza di TG, mentre le cellule normali, che contengono Hprt (nella prova HPRT) o gpt (nella prova XPRT),
non lo sono.
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10.

11.

12.

13.

Le cellule in sospensione o in colture monostrato sono esposte alla sostanza in esame, con e senza fonte
esogena di attivazione metabolica (cfr. il paragrafo 14), per un tempo adeguato (3-6 ore), poi si allestiscono sub-
culture per determinare la citotossicita e permettere 'espressione fenotipica prima della selezione dei mutanti
(14) (15) (16) (17). La citotossicita ¢ determinata dal tasso di sopravvivenza relativa (RS), ossia l'efficienza di
clonazione misurata subito dopo il trattamento e adeguata per le eventuali perdite di cellule durante il tratta-
mento rispetto al controllo negativo (paragrafo 18 e appendice 2). Le colture trattate sono mantenute nel terreno
di coltura per un periodo sufficiente, specifico per ciascun tipo cellulare, per permettere l'espressione fenotipica
ottimale delle mutazioni indotte (di solito minimo 7-9 giorni). Secondo l'espressione fenotipica, la frequenza dei
mutanti ¢ determinata mediante inseminazione di un numero noto di cellule in terreno contenente I'agente
selettivo, per rilevare le colonie mutanti, e in terreno non contenente 'agente selettivo, per determinare l'efficacia
di clonazione (vitalita). Dopo un adeguato periodo di incubazione le colonie sono contate. La frequenza dei
mutanti ¢ calcolata sulla base del numero di colonie di mutanti corretto per lefficienza di clonazione al
momento della selezione dei mutanti.

DESCRIZIONE DEL METODO
Preparazioni
Cellule

I tipi cellulari utilizzati per le prove HPRT e XPRT devono essere notoriamente sensibili ai mutageni chimici,
presentare elevata efficienza di clonazione, cariotipo stabile e frequenza stabile delle mutazioni spontanee. Fra le
cellule pitt comunemente usate per la prova HPRT si citano le linee CHO, CHL e V79 di cellule di criceto cinese,
le cellule di linfoma di topo L5178Y e le cellule linfoblastoidi umane TK6 (18) (19). Per la prova XPRT si
utilizzano cellule CHO AS52 contenenti il transgene gpt (con delezione del gene Hprt) (20) (21); la prova HPRT
non puo essere effettuata sulle cellule AS52 in quanto il gene hprt & stato soppresso. L'utilizzo di altre linee
cellulari deve essere giustificato e validato.

Occorre controllare periodicamente la stabilita del numero modale dei cromosomi e l'assenza di contaminazione
da micoplasma nelle linee cellulari (22) (23); non si devono usare cellule contaminate o che presentano
modifiche del numero modale dei cromosomi. La durata normale del ciclo cellulare utilizzato nel laboratorio
di prova deve essere stabilita e deve corrispondere alle caratteristiche cellulari pubblicate. Si deve anche con-
trollare la frequenza dei mutanti spontanei nelle popolazioni di cellule madri che non devono essere utilizzate se
la frequenza di mutanti non ¢ accettabile.

Prima dell'utilizzo in questa prova le colture possono dover essere ripulite dalle cellule mutanti preesistenti, ad
esempio mediante coltura in terreno di coltura HAT per la prova HPRT ed MPA per la prova XPRT (5) (24) (cfr.
lappendice 1). Le cellule pulite possono essere crioconservate e successivamente scongelate per essere utilizzate
come stock di lavoro. Lo stock di lavoro appena scongelato puo essere utilizzato per la prova previo raggiun-
gimento dei normali tempi di raddoppiamento. Nell'effettuare la prova XPRT, la coltura di routine delle cellule
AS52 avviene in condizioni che garantiscano il mantenimento del transgene gpt (20).

Terreni e condizioni di coltura

Le colture vanno mantenute in terreni di coltura e condizioni di incubazione (recipienti di coltura, atmosfera
umidificata al 5% di CO,, temperatura di incubazione di 37 °C) adeguati. Le colture cellulari sono sempre
mantenute in condizioni che garantiscano una crescita in fase esponenziale. E particolarmente importante che i
terreni e le condizioni di coltura siano scelti in modo da garantire la crescita ottimale delle cellule durante il
periodo di espressione e un’efficienza di clonazione ottimale delle cellule mutanti e non mutanti.

Preparazione delle colture

Le linee cellulari provengono da colture primarie, sono inseminate in un terreno di coltura ad una densita tale
che le cellule in sospensione o in monostrato proseguiranno la loro crescita esponenziale durante le fasi di
trattamento ed espressione (occorre ad esempio evitare la confluenza delle cellule che si stanno moltiplicando in
monostrato).
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Attivazione metabolica

14. Se si utilizzano cellule prive di un'adeguata capacita di attivazione metabolica endogena si deve ricorrere a
sistemi di attivazione metabolica esogeni. 1l sistema pili comunemente usato, raccomandato in tutti i casi salvo
alternativa motivata, ¢ una frazione post-mitocondriale integrata di cofattore (S9), prelevata dal fegato di roditori
(solitamente ratti) trattati con induttori enzimatici come Aroclor 1254 (25) (26) (27) (28) o con una combi-
nazione di fenobarbitone e [-naftoflavone (29) (30) (31) (32). Questultima combinazione ¢ conforme alla
Convenzione di Stoccolma sugli inquinanti organici persistenti (33), e ha dimostrato di essere altrettanto efficace
dellAroclor 1254 nellindurre ossidasi a funzione mista (29) (31). La frazione S9 viene di solito usata a
concentrazioni comprese tra 1-2 % (v/v) ma pud aumentare fino al 10 % (v/v) nel terreno di coltura finale.
La scelta del tipo e della concentrazione del sistema di attivazione metabolica esogena o dell'induttore meta-
bolico usato puo dipendere dalla classe delle sostanze in esame (34) (35) (36).

Preparazione della sostanza chimica in esame

15. Le sostanze chimiche in esame solide devono essere preparate in adeguati solventi e, se necessario, diluite prima
del trattamento delle cellule (cfr. il paragrafo 16). Le sostanze chimiche liquide in esame possono essere aggiunte
direttamente alla coltura efo diluite prima del trattamento del sistema di prova. Le sostanze chimiche in esame
gassose o volatili devono essere sottoposte alla prova modificando adeguatamente i protocolli standard (tratta-
mento in recipienti di coltura ermetici) (37) (38). Si usino preparati della sostanza chimica in esame approntati
immediatamente prima del trattamento, salvo qualora siano disponibili dati sulla sua stabilita che dimostrino che
la conservazione ¢ accettabile.

CONDIZIONI DI PROVA
Solventi

16. La scelta del solvente deve favorire l'ottimizzazione della solubilita delle sostanze chimiche in esame, senza
nuocere alla conduzione della sperimentazione (ad esempio influenzando la crescita cellulare), compromettere
lintegrita della sostanza chimica in esame, reagire con recipienti di coltura o pregiudicare il sistema di attiva-
zione metabolica. Si raccomanda di prendere in considerazione in primo luogo, se possibile, I'uso di un solvente
acquoso (o terreno di coltura). Solventi di uso consolidato sono, ad esempio, I'acqua e il dimetilsolfossido. In
generale ¢ opportuno che i solventi organici non superino 'l % (v/v) e quelli acquosi (soluzione fisiologica o
acqua) il 10 % (v/v) nel terreno di trattamento finale. Se i solventi utilizzati sono poco noti (ad esempio, etanolo
o acetone), il loro utilizzo ¢ ammesso purché suffragato da dati che ne provino la compatibilita con la sostanza
chimica in esame e con il sistema di prova nonché I'assenza di tossicita genetica alla concentrazione utilizzata. In
assenza di tali dati, & importante aggiungere controlli non trattati (cfr. I'appendice 1) per dimostrare che il
solvente scelto non induce effetti nocivi o mutageni.

Misurazione della citotossicita e scelta delle concentrazioni di esposizione

17. Nel determinare la concentrazione pitt elevata della sostanza chimica in esame, occorre evitare le concentrazioni
che hanno la capacita di produrre falsi risultati positivi, come quelle che causano eccessiva citotossicita (cfr. il
paragrafo 20), precipitazione nel terreno di coltura (cfr. il paragrafo 21) o variazioni marcate del pH od
osmolalita (cfr. il paragrafo 5). 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.

18. La scelta della concentrazione si basa sulla citotossicita e su altre considerazioni (cfr. i paragrafi 20-22). Mentre la
valutazione della citotossicita in una prova iniziale puod essere utile per definire meglio le concentrazioni da
utilizzare da utilizzare nell'esperimento principale, non € necessario condurre una prova iniziale. Anche se si
effettua una valutazione iniziale della citotossicita, nella prova principale ¢ ancora richiesta la misurazione della
citotossicita di ciascuna coltura. La citotossicita va valutata per mezzo del tasso di sopravvivenza relativa, ossia
lefficienza di clonazione delle cellule piastrate subito dopo il trattamento, adeguata per le eventuali perdite di
cellule durante il trattamento, in base alla conta cellulare, rispetto allefficienza di clonazione adeguata nei
controlli negativi (assegnata una sopravvivenza del 100 %) (cfr. I'appendice 2 per la formula).
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19. Si usino almeno quattro 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.). Sebbene sia consigliabile
l'utilizzo di colture doppie, per ciascuna concentrazione di prova si possono utilizzare colture replicate o uniche.
I risultati ottenuti nelle colture replicate indipendenti con una determinata concentrazione devono essere ripor-
tati separatamente ma possono essere aggregati per l'analisi dei dati (17). 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 alle concentrazioni alle quali si riscontra una
citotossicita modesta o nulla. Molte sostanze chimiche in esame presentano curve di concentrazione-risposta a
forte pendenza e, per coprire l'intero intervallo di citotossicita o per valutare il rapporto concentrazione-risposta
in dettaglio, pud essere necessario utilizzare concentrazioni pitt ravvicinate e pit di quattro concentrazioni, in
particolare nei casi in cui € necessario ripetere l'esperimento (cfr. il paragrafo 43). L'utilizzo di piu di quattro
concentrazioni pud essere particolarmente importante quando si utilizzano colture uniche.

20. Se la concentrazione massima ¢ basata sulla citotossicita, la concentrazione pitt elevata dovrebbe mirare a
realizzare un tasso RS compreso fra 20 e 10 %. Occorre cautela nell'interpretare risultati positivi reperiti con
un tasso RS solo del 10 % o inferiore (paragrafo 43).

21. Per le sostanze chimiche in esame scarsamente solubili che non sono citotossiche a concentrazioni inferiori alla
concentrazione insolubile pitt bassa, la concentrazione pil elevata analizzata dovrebbe presentare una torbidita o
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 si verifica a concentrazioni superiori a quella minima insolubile, &
indicato effettuare la prova a una sola concentrazione che produce torbidita o un precipitato visibile, perché il
precipitato puo falsare gli effetti. Alla concentrazione che produce un precipitato, occorre assicurarsi che
quest'ultimo non interferisca con la conduzione della sperimentazione. Pud essere utile valutare la solubilita
nel terreno di coltura prima della prova.

22. Se non si osserva nessun precipitato o nessuna citotossicita limitante, la concentrazione massima di prova
dovrebbe essere pari al valore pit basso fra 10 mM, 2 mg/ml o 2 pl/ml (39) (40). 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) (41), prodotti estratti dallambiente,
ecc., puo essere necessario aumentare la concentrazione massima (5 mg/ml) in assenza di citotossicita sufficiente,
per aumentare la concentrazione di ciascun componente. Va tuttavia rilevato che tali requisiti possono essere
diversi per i prodotti farmaceutici per uso umano (42).

Controlli

23. Per ciascuna condizione di prova si effettuano anche controlli negativi paralleli (cfr. il paragrafo 16), consistenti
in solo solvente nel terreno di trattamento; i controlli vanno trattati come le colture di trattamento.

24. Controlli positivi paralleli sono necessari per dimostrare la capacita del laboratorio di individuare mutageni alle
condizioni del protocollo di prova utilizzato e lefficacia del sistema di attivazione metabolica esogeno, se del
caso. Esempi di controlli positivi sono riportati nella tabella 1. Sostanze alternative possono essere usate per i
controlli positivi, se necessario. Poiché le prove di genotossicita in vitro su cellule di mammifero sono sufficien-
temente standardizzate, le prove che utilizzano trattamenti con e senza attivazione metabolica esogena possono
essere svolte solo con un controllo positivo che richiede lattivazione metabolica. In tal caso, questa sola risposta
in un controllo positivo dimostrera sia l'attivita del sistema di attivazione metabolica che la capacita di risposta
del sistema di prova. Ciascun controllo positivo va utilizzato con una o pit concentrazioni che generalmente
danno luogo ad un aumento riproducibile e individuabile rispetto al valore di fondo per dimostrare la sensibilita
del sistema sperimentale e la risposta non pud essere compromessa da una citotossicitd superiore ai limiti
stabiliti nel presente metodo di prova (cfr. il paragrafo 20).
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Tabella 1

Sostanze di riferimento raccomandate per la valutazione della competenza dei laboratori e per la
selezione dei controlli positivi

Condizioni di attivazione metabolica Locus Sostanza e n. CAS
Assenza di attivazione metabolica esoge- | Hprt Metansolfonato di etile [n. CAS 62-50-0]
na Etilnitrosourea [n. CAS 759-73-9]

4-Nitrochinolina-1-ossido [n. CAS 56-57-5]

xprt Streptonigrina [n. CAS 3930-19-6]
Mitomicina C [n. CAS 50-07-7]

Presenza di attivazione metabolica esoge- | Hprt 3-Metilcolantrene [n. CAS 56-49-5]
na 7,12-Dimetilbenzantracene [n. CAS 57-97-6]
Benzo(a)pirene [n. CAS 50-32-8]

xprt Benzo(a)pirene [n. CAS 50-32-8]

PROCEDURA
Trattamento con la sostanza chimica in esame

25. Le cellule in proliferazione sono trattate con la sostanza chimica in esame in presenza e in assenza di un sistema
di attivazione metabolica. L'esposizione deve protrarsi per un periodo adeguato (si considerano di norma
adeguate 3-6 ore).

26. 11 numero minimo di cellule utilizzate per ciascuna coltura di prova (di controllo e trattate) in ogni fase della
prova ¢ basata sulla frequenza dei mutanti spontanei. Un orientamento generale ¢ trattare e preparare sub-
colture di un numero sufficiente di cellule per mantenere 10 mutanti spontanei in ciascuna coltura in tutte le
fasi della prova (17). La frequenza dei mutanti spontanei di norma ¢ compresa fra 5 e 20 x 10-6. Per una
frequenza di mutanti spontanei di 5 x 10-6 e per mantenere un numero sufficiente di mutanti spontanei (10 o
pity) anche per le colture trattate a concentrazioni che causano il 90 % di citotossicita durante il trattamento (RS
10 %), & necessario trattare almeno 20 x 106 cellule. Inoltre durante il periodo di espressione va coltivato e
piastrato per la selezione dei mutanti un numero sufficiente di cellule (ma mai meno di 2 milioni) (17).

Tempo di espressione fenotipica e misurazione della frequenza dei mutanti

27. Dopo il periodo di trattamento le cellule sono coltivate per consentire I'espressione del fenotipo mutante. Di
norma ¢ sufficiente un minimo di 7-9 giorni per permettere I'espressione subottimale del fenotipo dei mutanti
neoindotti Hprt e xprt (43) (44). Durante questo periodo le cellule sono sottoposte a sub-coltura regolarmente
per mantenerle in crescita esponenziale. Dopo l'espressione fenotipica le cellule sono ripiastrate in terreno di
coltura con e senza agenti selettivi (6-tioguanina) per determinare rispettivamente il numero dei mutanti e
lefficienza di clonazione al momento della selezione. Tale piastratura & effettuata per mezzo di piastre per
colture monostrato o di piastre da microtitolazione per le cellule in sospensione. Per la selezione dei mutanti le
cellule sono piastrate a una densita tale da garantire un recupero ottimale dei mutanti (ossia, evitare la coo-
perazione metabolica) (17). Le piastre sono incubate per un periodo opportuno per ottenere una crescita
ottimale della colonia (ad esempio 7-12 giorni) e si contano le colonie. La frequenza dei mutanti ¢ calcolata
sulla base del numero di colonie di mutanti corretto per l'efficienza di clonazione al momento della selezione dei
mutanti (cfr. l'appendice 2 per le formule).
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Competenza del laboratorio

28. 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 di riferimento positive che agiscono mediante mec-
canismi differenti (almeno una con attivazione metabolica e una senza attivazione metabolica, con sostanze
selezionate dalle sostanze chimiche elencate nella tabella 1) e con vari controlli negativi (con diversi 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 30 a 33.

29. Una selezione di sostanze chimiche utilizzate come sostanze di controllo positivo (cfr. il paragrafo 25, tabella 1)
deve essere verificata in assenza e in presenza di attivazione metabolica, allo scopo di dimostrare che il
laboratorio dispone della competenza necessaria per individuare le sostanze chimiche mutagene, determinare
l'efficacia del sistema di attivazione metabolica e dimostrare 'adeguatezza delle condizioni di crescita delle cellule
durante il trattamento, l'espressione fenotipica e la selezione dei mutanti nonché dei metodi di conteggio
Occorrera definire un intervallo di concentrazione delle sostanze selezionate che consenta di ottenere aumenti
riproducibili e correlati alla concentrazione rispetto ai valori di fondo allo scopo di dimostrare la sensibilita e
l'intervallo dinamico del sistema di prova.

Dati storici di controllo

30. 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).

31. Allacquisizione dei primi dati di distribuzione dei controlli negativi storici, € necessario che i controlli negativi
paralleli siano coerenti con i dati di controllo pubblicati (22). 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 (17) (45) (46).

32. La banca dati dei controlli negativi storici del laboratorio deve inizialmente essere costituita con un minimo di
10 esperimenti ma preferibilmente con almeno 20 esperimenti svolti in condizioni sperimentali analoghe. I
laboratori devono utilizzare metodi di controllo della qualita, quali diagrammi di controllo (ad esempio carte C o
carte X medio (47)), per rilevare la variabilita dei loro dati di controllo positivi e negativi e dimostrare che la
metodologia & "sotto controllo" nel laboratorio (46). Ulteriori raccomandazioni su come sviluppare e utilizzare i
dati storici (cioe i criteri per l'inclusione e l'esclusione di dati nelle serie storiche e i criteri di accettabilita per un
determinato esperimento) sono reperibili nella letteratura scientifica (45).

33. I dati dei controlli negativi consistono nelle frequenze di mutanti da un’unica coltura o preferibilmente da
colture replicate, come descritto al paragrafo 23. I controlli negativi paralleli dovrebbero idealmente situarsi
entro i limiti di tale controllo al 95 % della distribuzione della banca dati dei controlli negativi storici del
laboratorio (17) (45) (46). Se i dati dei controlli negativi paralleli si situano al di fuori del limite di controllo al
95 %, la loro inclusione nella distribuzione dei controlli storici puod essere accettata a condizione che tali dati
non siano valori estremi e che sia provato che il sistema di prova ¢ "sotto controllo” (cfr. supra) e che non vi
sono stati problemi tecnici o errori umani.

34. Eventuali modifiche del protocollo sperimentale devono essere valutate in base alla coerenza con le banche dati
storiche in relazione ai controlli. Eventuali notevoli incoerenze devono tradursi nella creazione di una nuova
banca dati storica sui controlli.
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DATI E RELAZIONE
Presentazione dei risultati

35. La presentazione dei risultati include tutti i dati necessari a calcolare la citotossicita (espressa come RS). I dati per
le colture trattate e di controllo includono il numero di cellule alla fine del trattamento, il numero di cellule
piastrate immediatamente dopo il trattamento e le conte delle colonie (o il numero di pozzetti senza colonie per
il metodo della microtitolazione). Il tasso di RS per ciascuna coltura va espresso come percentuale relativa del
concomitante controllo con solvente (cfr. l'appendice 1 per le definizioni).

36. La presentazione dei risultati include anche tutti i dati necessari a calcolare la frequenza dei mutanti. I dati per le
colture trattate e di controllo includono: 1) il numero di cellule piastrate con e senza agenti selettivi (nel
momento in cui le cellule sono piastrate per la selezione dei mutanti) e 2) il numero di colonie contate (o il
numero di pozzetti senza colonie per il metodo della microtitolazione) nelle piastre con e senza agenti selettivi.
La frequenza dei mutanti ¢ calcolata sulla base del numero di colonie di mutanti (nelle piastre con agenti
selettivi) corretto per lefficienza di clonazione (dalle piastre senza agenti selettivi). La frequenza dei mutanti &
espressa come numero di cellule mutanti per milione di cellule vitali (cfr. I'appendice 1 per le definizioni).

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

Criteri di accettabilita

38. L'accettazione dei risultati di una prova si basa sui criteri seguenti:

— il controllo negativo parallelo ¢ considerato accettabile per inserimento nella banca dati sui controlli negativi
storici di laboratorio come descritto al paragrafo 33.

— I controlli positivi paralleli (cfr. il paragrafo 24) devono indurre risposte compatibili con quelle generate nella
banca dati dei controlli positivi storici e produrre un aumento statisticamente significativo rispetto al
controllo negativo parallelo.

— Sono state testate due condizioni sperimentali (con e senza attivazione metabolica) a meno che una abbia
portato a risultati positivi (cfr. il paragrafo 25).

— Un adeguato numero di cellule e concentrazioni ¢ analizzabile (paragrafi 25, 26 e 19).

— I criteri di selezione della concentrazione massima sono conformi a quelli descritti ai paragrafi 20, 21 e 22.

Analisi e interpretazione dei risultati

39. A condizione che siano soddisfatti tutti i criteri di accettabilita, la sostanza chimica in esame & considerata
chiaramente positiva se, in una qualsiasi delle condizioni sperimentali esaminate:

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

— un metodo adeguato di analisi della tendenza evidenzia che I'aumento ¢ collegato alla concentrazione;
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— uno o pit risultati si situano al di fuori della distribuzione dei dati di controllo negativi storici (ad es. limite
del controllo al 95 % in base alla distribuzione di Poisson, cfr. il paragrafo 33).

Se tutti i criteri sono soddisfatti, la sostanza chimica in esame ¢ ritenuta in grado di indurre mutazioni genetiche
in cellule di mammifero coltivate nel presente sistema di prova. Raccomandazioni dei metodi statistici pitt
appropriati sono reperibili nella letteratura scientifica (46) (48).

40. A condizione che siano soddisfatti tutti i criteri di accettabilitd, la sostanza chimica in esame ¢ ritenuta
chiaramente negativa se in tutte le condizioni sperimentali esaminate:

— nessuna delle concentrazioni sperimentali presenta un incremento 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 entro la distribuzione dei dati di controllo negativi storici (ad es. limite del controllo
al 95 % in base alla distribuzione di Poisson, cfr. il paragrafo 33).

La sostanza chimica in esame ¢ quindi ritenuta non in grado di indurre mutazioni genetiche in cellule di
mammifero coltivate nel sistema di prova.

41. Non ¢ necessario verificare una risposta palesemente positiva o negativa.

42. Nei casi di risposta non chiaramente positiva o negativa come sopra descritto o per contribuire a stabilire la
pertinenza biologica di un risultato, i dati devono essere valutati da esperti e/o mediante ulteriori indagini. Puod
essere utile ripetere un esperimento modificandone eventualmente le condizioni (ad esempio, intervallazione
delle concentrazioni, altre condizioni di attivazione metabolica, ossia concentrazione S9 od origine S9).

43, In rari casi, anche dopo ulteriori analisi, la serie di dati non consente di valutare i risultati come positivi o
negativi. Pertanto la risposta della sostanza chimica in esame va considerata equivoca (interpretata come
altrettanto positiva o negativa).

Relazione sull’esecuzione della prova

44. T seguenti dati devono figurare nella relazione sull'esecuzione della prova.

Sostanza chimica in esame:

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

— stabilita della sostanza chimica in esame, se nota.

— solubilita e stabilitd della sostanza in esame nel solvente, se note;

— misurazione del pH, dell'osmolalita e del precipitato nel terreno di coltura a cui € stata aggiunta la sostanza
chimica in esame, se del caso.
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Sostanza monocostituente:

— aspetto fisico, idrosolubilita e, se del caso, ulteriori proprieta fisico-chimiche;

— identificazione chimica, come la denominazione IUPAC o CAS, il numero CAS, il codice SMILES o InChl, la
formula strutturale, l'identita chimica o impurita, se del caso e se le condizioni pratiche lo consentono, ecc.

Sostanza multicostituente, UVCB e miscele:

— caratterizzata nella massima misura possibile con lidentita chimica (vedasi sopra), con la presenza quanti-
tativa e con le proprieta fisico-chimiche pertinenti dei costituenti.

Solvente:

— giustificazione della scelta del solvente;

— percentuale di solvente nel terreno di coltura finale.

Cellule

Per le colture madri di laboratorio:

— tipo, origine delle linee cellulari;

— numero di passaggi, se disponibile, e dati storici del laboratorio;

— caratteristiche del cariotipo e/o numero modale di cromosomi;

— metodi usati per la mantenimento delle colture cellulari;

— assenza di micoplasma;

— tempi di raddoppiamento delle cellule.

Condizioni sperimentali:

— criteri di selezione delle concentrazioni e del numero di colture: ad esempio i dati relativi alla citotossicita e
ai limiti di solubilita;

— composizione dei terreni di coltura, concentrazione di CO,, livello di umidita;

— concentrazione della sostanza chimica in esame espressa come concentrazione finale nel terreno di coltura
(ad esempio pg o mg/ml o mM di terreno di coltura);
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— concentrazione (efo volume) del solvente e della sostanza chimica in esame aggiunti nel terreno di coltura;

— temperatura di incubazione;

— tempo di incubazione;

— durata del trattamento;

— densita delle cellule durante il trattamento;

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

— sostanze di controllo positive e negative, concentrazioni finali per ciascuna condizione di trattamento;

— durata del periodo di espressione (con numero di cellule inseminate, sub-colture e protocolli di alimenta-
zione, se del caso);

— identitd e concentrazione dell'agente selettivo;

— criteri di accettabilita delle prove;

— metodi usati per contare il numero di cellule vitali e mutanti;

— metodi utilizzati per la misurazione della citotossicita;

— eventuali informazioni supplementari pertinenti per la citotossicita e metodo utilizzato;

— durata dei tempi di incubazione dopo la piastratura;

— criteri in base ai quali i risultati sono considerati positivi, negativi o equivoci;

— metodi utilizzati per determinare il pH, l'osmolalita e la precipitazione.

Risultati:

— numero di cellule trattate e numero di cellule sottoposte a sub-coltura per ciascuna coltura;

— misurazioni della citotossicita e altre osservazioni se del caso;

— segni di precipitazione e momento della determinazione;
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— numero di cellule piastrate nel terreno di coltura selettivo e in quello non selettivo;

— numero di colonie nel terreno di coltura non selettivo e numero di colonie resistenti in quello selettivo e
relative frequenze dei mutanti;

— 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 nonché intervallo di
confidenza (ad es. 95 %) e numero di dati;

— Analisi statistiche (per le colture singole e le repliche raggruppate se del caso), e gli eventuali valori-p.

Discussione dei risultati

Conclusione
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Appendice 1

DEFINIZIONI

Mutageni che provocano la sostituzione di coppie di basi: sostanze che provocano la sostituzione di una o pitt coppie di
basi del DNA.

Sostanza chimica: una sostanza o una miscela.

Efficienza di clonazione: percentuale di cellule piastrate a bassa densita in grado di crescere in una colonia che puo essere
contata.

Concentrazioni: si riferiscono alle concentrazioni finali della sostanza chimica in esame nel terreno di coltura.

Citotossicita: per le prove di cui alla presente linea guida, la citotossicita corrisponde a una riduzione del tasso di
sopravvivenza relativa delle cellule trattate rispetto al controllo negativo (cfr. il paragrafo specifico).

Mutazione "in avanti": una mutazione genica in cui dal tipo parentale alla forma mutante si ha alterazione o perdita
dell’attivita enzimatica o della funzione della proteina codificata.

Mutageni che provocano la mutazione della fase di lettura: sostanze chimiche che provocano I'inserzione o la delezione di
una o pil coppie di basi nella molecola di DNA.

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

Terreno di coltura HAT: terreno di coltura contenente ipoxantina, aminopterina e timidina, utilizzato per ripulire dai
mutanti Hprt.

Ricombinazione mitotica: durante la mitosi, ricombinazione fra cromatidi omologhi risultanti nell'eventuale induzione di
rotture del doppio filamento del DNA o in una perdita di eterozigosi.

Terreno di coltura MPA: terreno di coltura contenente xantina, adenina, timidina, aminopterina e acido micofenolico,
utilizzato per ripulire dai mutanti Xprt.

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).

Frequenza dei mutanti (MF): il numero di colonie mutanti osservato, diviso per il numero di cellule piastrate nel terreno di
coltura selettivo, corretto per l'efficienza di clonazione (o vitalita) al momento della selezione.

Tempo di espressione fenotipica: il tempo trascorso dal trattamento durante il quale l'alterazione genetica si fissa nel
genoma e tutti i prodotti genici preesistenti scompaiono fino all’alterazione del tratto fenotipico.

Tasso di sopravvivenza relativa (RS): € utilizzato come misura della citotossicita del trattamento. Il tasso di sopravvivenza
relativa ¢ dato dallefficienza di clonazione delle cellule piastrate subito dopo il trattamento, adeguata per le eventuali
perdite di cellule durante il trattamento, rispetto allefficienza di clonazione nei controlli negativi (cui ¢ assegnata una
sopravvivenza del 100 %).
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Frazioni S9 di fegato: supernatante dellomogenato 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 allattivita 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 testata applicando 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.

UVCB: sostanze di composizione sconosciuta o variabile, prodotti di una reazione complessa o materiali biologici.
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Appendice 2

FORMULE PER LA VALUTAZIONE DELLA CITOTOSSICITA E DELLA FREQUENZA DEI MUTANTI

La citotossicita ¢ valutata per mezzo del tasso di sopravvivenza relativa, ossia l'efficienza di clonazione delle cellule
piastrate subito dopo il trattamento, rispetto all'efficienza di clonazione adeguata nei controlli negativi (cui ¢ assegnata
una sopravvivenza del 100 %) (cfr. formula RS, infra).

L'efficienza di clonazione adeguata per una coltura trattata con una sostanza chimica in esame ¢ calcolata come:

numero di cellule alla fine del trattamento

CE adattato =
numero di cellule all'inizio del trattamento

1l tasso di sopravvivenza relativa per una coltura trattata con una sostanza chimica in esame ¢ calcolato come:

_ CE adattato nella coltura trattata
" CE adattato nel controllo con solvente

RS 100

La frequenza dei mutanti & l'efficienza di clonazione delle colonie mutanti nel terreno di coltura (mezzo) selettivo diviso
per lefficienza di clonazione nel terreno di coltura non selettivo misurata per la stessa coltura al momento della selezione.

efficienza di clonazione delle colonie mutanti nel mezzo selettivo

Frequenza dei mutanti = — - - -
efficienza di clonazione nel mezzo non selettivo

Se per lefficienza di clonazione si utilizzano piastre:

CE = numero di colonie [ numero di cellule piastrate.

Se per lefficienza di clonazione si utilizzano piastre da microtitolazione:

Il numero di colonie per pozzetto su piastre da microtitolazione segue la distribuzione di Poisson.
Efficienza di clonazione = LnP(0) | numero di cellule piastrate per pozzetto.

Dove: LnP(0) ¢ il numero probabile di pozzetti vuoti rispetto al numero di pozzetti inseminati ed € illustrata dalla formula
seguente:

LnP(0) = Ln (numero di pozzetti vuoti | numero di pozzetti piastrati) 3) Nella parte B, il capitolo B.22 ¢ sostituito dal
seguente:"
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3) capitolo B.22 ¢ sostituito dal seguente:

"B.22 SAGGIO DI LETALITA DOMINANTE NEI RODITORI
INTRODUZIONE

1. 1l presente metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche (TG)
478 (2016). I metodi di prova vengono periodicamente rivisti alla luce dei progressi scientifici, delle mutevoli
esigenze in materia di regolamentazione, e di considerazioni relative al benessere degli animali. La presente
versione modificata del metodo di prova riflette oltre 30 anni di esperienza con questo metodo e il potenziale di
integrarlo o combinarlo questo metodo con altre prove di tossicita, ad esempio gli studi volti a individuare la
tossicita sullo sviluppo, sulla riproduzione o la genotossicita; tuttavia, a causa delle limitazioni e del ricorso a un
ampio numero di animali, il presente metodo di prova non ¢ destinato a essere usato come metodo principale,
bensi piuttosto come metodo di prova supplementare cui ricorrere quando non vi sono alternative per soddisfare
i requisiti regolamentari. La combinazione di diverse prove di tossicita permette potenzialmente di risparmiare
un gran numero di animali su cui sono effettuate le prove di tossicita. E stato elaborato un documento OCSE
contenente informazioni succinte sulle prove di tossicologia genetica e un compendio delle modifiche recente-
mente apportate alla rispettiva linea guida (1).

2. Scopo del metodo di prova sulla letalita dominante (DL) ¢ esaminare se le sostanze chimiche causano mutazioni
derivanti da aberrazioni cromosomiche nelle cellule germinali. Inoltre il metodo di prova di DL & rilevante per
valutare la genotossicita. Difatti, benché possano variare a seconda delle specie, i fattori del metabolismo in vivo,
gli aspetti farmacocinetici e i processi di riparazione del DNA sono attivi e contribuiscono alle risposte.
L'induzione di una mutazione letale dominante per effetto dell'esposizione ad una sostanza chimica indica
che la sostanza ha attaccato il tessuto germinale dell'animale sperimentale.

3. Le mutazioni letali dominanti provocano la morte dellembrione o del feto. L'induzione di una mutazione da
letali dominanti per effetto dell'esposizione ad una sostanza chimica indica che la sostanza ha attaccato le cellule
germinali dellanimale sperimentale.

4. Un metodo di prova di DL ¢ utile per confermare i risultati positivi delle prove utilizzando endpoint somatici in
vivo e costituisce un indicatore pertinente per predire i rischi per gli esseri umani e i rischi di malattie genetiche
trasmesse tramite la linea germinale. Tuttavia il presente metodo di prova richiede un ampio numero di animali
ed ¢ ad alta intensita di lavoro; di conseguenza la sua esecuzione risulta molto costosa e richiede molto tempo.
Poiché la frequenza spontanea di mutazioni letali dominanti ¢ alquanto elevata, la sensibilita del metodo per
rilevare i modesti incrementi della frequenza delle mutazioni ¢ generalmente limitata.

5. Le definizioni dei termini fondamentali figurano nell'appendice 1.

CONSIDERAZIONI INIZIALI

6. In genere, la prova ¢ effettuata sui topi (2) (3) (4) ma in alcuni casi, giustificati sotto il profilo scientifico,
possono essere utilizzate altre specie, come i ratti (5) (6) (7) (8). Le mutazioni letali dominanti sono general-
mente il risultato di gravi aberrazioni cromosomiche (strutturali e anomalie numeriche) (9) (10) (11), ma non si
possono escludere mutazioni geniche. Una mutazione DL ¢ una mutazione che avviene in una cellula germinale
o dopo la fecondazione nell'embrione in fase iniziale dopo la fecondazione, non causa disfunzioni del gamete
ma risulta letale per I'ovulo fecondato o per I'embrione in fase di sviluppo.

7. Ciascun maschio € accoppiato in sequenza con femmine vergini ad intervalli appropriati. II numero di accop-
piamenti successivi al trattamento dipende dal fine ultimo dello studio di DL (paragrafo 23) e deve garantire
che tutti gli stadi di maturazione delle cellule germinali maschili siano valutati ai fini delle mutazioni letali
dominanti (12).

8. Se ¢ comprovato che la sostanza o i relativi metaboliti non raggiungono i testicoli, non ¢ opportuno utilizzare
questa prova.
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PRINCIPIO DELLA PROVA

9. In generale, gli animali maschi sono esposti alla sostanza chimica in esame attraverso un'adeguata via d’espo-
sizione e fatti accoppiare con femmine vergini non trattate. Possono essere testati diversi tipi di cellule germinali
utilizzando diversi intervalli di accoppiamenti in sequenza. Successivamente allaccoppiamento le femmine sono
soppresse dopo un periodo adeguato e i loro uteri sono esaminati per determinare il numero di embrioni
impiantati e di embrioni vivi e morti. La letalita dominante di una sostanza chimica in esame ¢ determinata
raffrontando gli embrioni impiantati vivi per femmina nel gruppo trattato con gli embrioni impiantati vivi per
femmina nel gruppo di controllo con solvente/mezzo disperdente. L'aumento degli embrioni impiantati morti
per femmina nel gruppo trattato rispetto agli embrioni impiantati morti per femmina nel gruppo di controllo
rispecchia la perdita post-impianto indotta dalla sostanza chimica. La perdita post-impianto ¢ calcolata deter-
minando il rapporto di embrioni impiantati morti sugli embrioni impiantati totali nel gruppo trattato rispetto al
rapporto di embrioni impiantati morti sugli embrioni impiantati totale nel gruppo di controllo. La perdita pre-
impianto puo essere stimata sulla base del conteggio dei corpi lutei cui si sottraggono gli embrioni impiantati
totali oppure attraverso il raffronto del totale degli embrioni impiantati per femmina nel gruppo trattato e in
quello di controllo.

VERIFICA DELLA COMPETENZA DEL LABORATORIO

10. La competenza ad eseguire il presente metodo di prova ¢ provata dimostrando la competenza a riprodurre
frequenze di letalita dominante a partire da dati pubblicati (ad esempio (13) (14) (15) (16) (17) (18)) con
sostanze chimiche utilizzate come sostanze di controllo positivo (incluse le risposte deboli) quali quelle elencate
alla tabella 1 e controlli contenenti il mezzo disperdente e ottenendo frequenze di controllo negative coerenti
con la serie di dati accettabili (cfr. riferimenti sopra) o, se disponibile, con la distribuzione dei controlli storici del
laboratorio.

DESCRIZIONE DEL METODO
Preparazioni

Selezione delle specie animali

11. Di preferenza sono utilizzati individui sani sessualmente maturi, provenienti da ceppi di animali da laboratorio.
Sono comunemente usati i topi, ma sono idonei anche i ratti. Si puo ricorrere a qualsiasi altra specie idonea di
mammiferi, se cid viene giustificato scientificamente nella relazione.

Condizioni di stabulazione e alimentazione degli animali

12. Per i roditori, la temperatura dello stabulario deve essere mantenuta a 22 °C (£ 3 °C). Idealmente l'umidita
relativa deve essere del 50-60 %. Deve comunque essere come minimo del 40 % e non deve preferibilmente
superare il 70 %, tranne che nel corso delle pulizie degli ambienti. L'illuminazione deve essere artificiale, con una
sequenza di 12 ore di luce seguite da 12 ore di oscurita. Per quanto concerne l'alimentazione, si possono usare
le diete convenzionali da laboratorio con una quantita illimitata d'acqua da bere. La scelta della dieta pud essere
influenzata dalla necessita di garantire un'adeguata miscela della sostanza in esame, se somministrata con questo
metodo. Prima del trattamento o dell'accoppiamento, se non ci si aspetta o non si osserva alcun comportamento
aggressivo, i roditori vanno alloggiati in piccoli gruppi (non pitt di cinque), dello stesso sesso, preferibilmente in
gabbie a fondo pieno con adeguato arricchimento ambientale. Gli animali possono essere stabulati individual-
mente se cio ¢ giustificato dal punto di vista scientifico.

Preparazione degli animali

13. Gli animali adulti, sessualmente maturi, maschi e femmine, vengono suddivisi a caso in gruppi di controllo e di
trattamento. Ciascun animale ¢ identificato in modo univoco applicando un metodo incruento e il meno
possibile invasivo (ad esempio inanellamento, etichettatura, applicazione di un microchip o identificazione
biometrica, evitando il taglio delle orecchie o la falangectomia) e deve essere acclimatato alle condizioni di
laboratorio per almeno 5 giorni. Le gabbie devono essere sistemate in modo da ridurre al minimo eventuali
effetti dovuti alla loro collocazione. Deve essere evitata ogni contaminazione incrociata fra il controllo positivo e
la sostanza chimica in esame. All'inizio dello studio la variazione di peso degli animali deve essere minima e non
superare il + 20 % del peso medio per ciascun sesso.
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Preparazione delle dosi

14. Le sostanze chimiche in esame solide vanno sciolte o poste in sospensione in appropriati solventi o mezzi
disperdenti o mescolate alla dieta o allacqua da bere prima di essere somministrate agli animali. Le sostanze
chimiche in esame liquide possono essere somministrate direttamente o diluite prima della somministrazione. In
caso di esposizione per via inalatoria, le sostanze chimiche in esame possono essere somministrate sotto forma
di gas, vapore o aerosol solido o liquido, in funzione delle loro proprieta fisico-chimiche. Le preparazioni della
sostanza chimica in esame devono essere predisposte sul momento a meno di non disporre di dati che dimo-
strino la stabilita delle preparazioni in condizioni di stoccaggio e permettano di definire tali condizioni in modo
adeguato.

Condizioni di prova
Solvente/mezzo disperdente

15. 1 solvente/mezzo disperdente non deve produrre effetti tossici alle dosi usate e non si preveda che possa reagire
chimicamente con la sostanza chimica in esame. L'uso di solventi/mezzi disperdenti poco noti ¢ ammesso solo
se suffragato da dati che ne provino la compatibilita. Se possibile si raccomanda di considerare in primo luogo
luso di un solvente/mezzo disperdente acquoso. Fra gli esempi di solventi/mezzi disperdenti compatibili e
comunemente usati si possono menzionare l'acqua, la soluzione fisiologica, la soluzione di metilcellulosa, la
soluzione di carbossimetilcellulosa sodica, I'olio di oliva e 'olio di mais.

Controlli positivi

16. Vanno sempre utilizzati animali come controlli positivi concomitanti vanno sempre utilizzati animali, purché il
laboratorio abbia dimostrato la propria competenza nell'effettuare la prova e abbia di recente (ad esempio negli
ultimi 5 anni) usato la prova periodicamente. Non ¢ tuttavia necessario trattare gli animali per i controlli positivi
attraverso le stesse vie di esposizione degli animali cui ¢ somministrata la sostanza chimica in esame, né
prelevare un campione per ciascun intervallo di accoppiamento. Deve essere comprovato che le sostanze
chimiche utilizzate per i controlli positivi inducono letalita dominante alle condizioni della prova. Gli animali
dei gruppi di controllo dovranno essere trattati in modo identico agli animali del gruppo trattato, salvo per il
trattamento.

17. Le dosi delle sostanze chimiche utilizzate come controlli positivi sono selezionate in modo da produrre effetti
deboli 0 moderati che consentano di valutare criticamente le prestazioni e la sensibilita del metodo di prova ma
che inducano sistematicamente mente effetti letali dominanti. Nella tabella 1 figurano esempi di sostanze
chimiche per i controlli positivi con le relative dosi appropriate.

Tabella 1

Esempi di sostanze utilizzate per i controlli positivi

Sostanza (n. CAS) Intervallo di dosaggio effettivo (mg/kg) . o I
(N. di riferimento) (specie di roditori) Tempo di somministrazione (giorni)
Trietilenemelammina [51-18-3] (15) 0,25 (topi) 1
Ciclofosfammide [50-18-0] (19) 50-150 (topi) 5
Ciclofosfammide [50-18-0] (5) 25-100 (topi) 1
Metansolfonato di etile [62-50-0] (13) 100-300 (topi) 5
Acrilammide monomerico [79-06-1] (17) 50 (topi) 5
Clorambucil [305-03-3] (14) 25 (topi) 1
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Controlli negativi

18. In ciascun momento di campionamento si includono animali che fungono da controllo negativo; a tali animali
viene somministrato il solo solvente o mezzo disperdente e sono altrimenti trattati nello stesso modo dei gruppi
di trattamento (20). In mancanza di dati su controlli storici o pubblicati che dimostrino che un solvente/mezzo
disperdente prescelto non induce DL o altri effetti nocivi, in ciascun di campionamento si includono anche
animali di controllo per stabilire 'accettabilita del controllo contenente il mezzo disperdente.

PROCEDURA

Numero di animali

19. Gli individui maschi sono fatti accoppiare in modo sequenziale a intervalli opportunamente predefiniti (ad
esempio, a intervalli settimanali, paragrafi 21 e 23), di preferenza con una femmina vergine. Il numero di
maschi per gruppo va predeterminato affinché sia sufficiente (in combinazione con il numero di femmine che
vengono fatte accoppiare a ciascun intervallo di accoppiamento) al fine di ottenere la potenza statistica neces-
saria per osservare almeno un raddoppiamento della frequenza di DL (paragrafo 44).

20. I numero di femmine per intervallo di accoppiamento va predeterminato mediante calcoli della potenza
statistica che consentano di osservare almeno un raddoppiamento della frequenza di DL (ossia, un numero
sufficiente di femmine gravide che forniscano almeno 400 embrioni impiantati totali) (20) (21) (22) (23) e
che preveda almeno un embrione impiantato morto per unita di analisi (ossia, gruppo di accoppiamento per
dose) (24).

Periodo di somministrazione e intervalli di accoppiamento

21. Il numero di intervalli di accoppiamento successivi al trattamento ¢ determinato dal programma di trattamento
adottato, e deve essere garantire che tutti gli stadi delle cellule germinali maschili siano valutati ai fini di DL (12)
(25). Per un singolo trattamento fino a 5 dosi somministrate quotidianamente, vanno calcolati 8 (per i topi) o
10 (per i ratti) accoppiamenti condotti con una settimana d’intervallo dopo l'ultimo trattamento. Per la sommini-
strazione di dosi multiple, il numero di intervalli di accoppiamento ¢ ridotto proporzionalmente al prolunga-
mento del periodo di somministrazione, mantenendo tuttavia 'obiettivo di valutare tutti gli stadi della sperma-
togenesi (ad esempio, dopo un’esposizione di 28 giorni, sono sufficienti solo 4 accoppiamenti settimanali per
valutare tutti gli stadi della spermatogenesi nei topi). Tutti i calendari di trattamento e accoppiamento vanno
giustificati sotto il profilo scientifico.

22. Le femmine restano con i maschi almeno per la durata di un ciclo estrale (ad esempio, una settimana copre un
ciclo estrale sia nei topi che nei ratti). Le femmine che non si sono accoppiate durante l'intervallo settimanale
possono essere utilizzate per un successivo intervallo di accoppiamento o, in alternativa, fino a che sia avvenuto
laccoppiamento, da determinare in base alla presenza di sperma nella vagina o di un tappo vaginale.

23. 1l regime di esposizione e di accoppiamento utilizzato dipende dallo scopo ultimo dello studio di DL. Se
l'obiettivo ¢ determinare se una data sostanza chimica induca mutazioni di DL tout court, allora il metodo
accettato consistera nell'esporre un intero ciclo di spermatogenesi (ad esempio, 7 settimane nel topo, 5-7
trattamenti/settimana) con accoppiamento alla fine. Se tuttavia 'obiettivo ¢ individuare il tipo di cellule germinali
sensibili allinduzione di DL, allora ¢ preferibile un’esposizione unica o di 5 giorni seguita da un accoppiamento
settimanale.

Livelli di dose

24. Se viene effettuato uno studio preliminare di range-finding perché non sono gia disponibili dati appropriati per
orientare la scelta delle dosi, tale studio deve essere svolto nello stesso laboratorio, usando specie, ceppi, sesso e
regime di trattamento identici a quelli che saranno utilizzati nello studio principale (26). Lo studio serve a
individuare la dose massima tollerata (MTD), definita come la dose pil1 alta che sara tollerata per la durata della
prova senza che si manifesti una tossicita che limita lo studio (ad esempio, reazioni o comportamenti anormali,
perdita di peso moderata o citotossicita del tessuto interessato), ma senza provocare morte o segni di dolore,
sofferenza o stress che rendano necessaria una soppressione incruenta degli animali (27).
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25. La MTD non deve inoltre avere effetti negativi sulla riuscita dell'accoppiamento (21).

26. Sostanze chimiche in esame con azione biologica specifica, a dosi basse non tossiche (come ormoni e mitogeni)
e sostanze chimiche che comportano saturazione delle caratteristiche tossicocinetiche possono costituire ecce-
zioni rispetto ai criteri di definizione della dose e vanno valutate caso per caso.

27. Per ottenere informazioni sulla relazione dose-risposta, uno studio completo deve includere un gruppo di
controllo negativo e almeno tre livelli di dose, generalmente separati da un fattore 2, ma non superiore a 4.
Per contro, se la sostanza chimica in esame non provoca alcuna tossicita nellambito di un test di range-finding o
secondo quanto emerge dai dati esistenti, la dose massima per una singola somministrazione deve essere di
2 000 mg/kg di peso corporeo. Se la sostanza chimica in esame provoca invece tossicita, la MTD deve corri-
spondere alla dose pitr elevata somministrata, e i livelli di dose utilizzati devono essere compresi in un intervallo
che va dalla tossicita massima a una tossicita modica o assente. Per le sostanze chimiche non tossiche, la dose
limite per un periodo di somministrazione di 14 giorni o pit, la dose limite ¢ 1 000 mg/kg di peso corporeof
giorno e per periodi di somministrazione inferiori a 14 giorni la dose limite ¢ di 2 000 mg/kg di peso
corporeo/giorno.

Somministrazione delle dosi

28. Nella concezione di una prova va considerata la via d’esposizione umana prevista. Pertanto possono essere scelte,
se giustificate, vie di somministrazione quali 'alimentazione, l'acqua potabile, la via sottocutanea, la via endo-
venosa, I'applicazione topica, la via orale (sonda gastrica), inalatoria o I'impianto. In ogni caso, deve essere scelta
la via che garantisce un'adeguata esposizione del o dei tessuti bersaglio. L'iniezione intraperitoneale non &
generalmente raccomandata in quanto non si tratta di una via di esposizione umana prevista, e va utilizzata
solo con una specifica giustificazione scientifica. Se la sostanza chimica in esame ¢ miscelata nell'alimentazione o
nell'acqua occorre fare attenzione, specialmente nei casi di dosaggio singolo, che il lasso di tempo fra l'assun-
zione del cibo e dell'acqua e l'accoppiamento sia sufficiente per permettere l'individuazione degli effetti (para-
grafo 31). Il volume massimo di liquido somministrabile in una sola volta con sonda gastrica o con iniezione
dipende dalle dimensioni dell'animale da laboratorio. Esso non deve generalmente essere superiore a 1 ml/100 g
di peso corporeo, tranne nel caso delle soluzioni acquose che possono essere somministrate in quantita pari a
massimo 2 ml/100 g di peso corporeo. L'uso di volumi maggiori (se consentito dalla legislazione in materia di
benessere degli animali) deve essere giustificato. La variabilita del volume somministrato deve essere ridotta al
minimo adeguando la concentrazione, in modo da garantire la somministrazione di un volume costante in
relazione al peso corporeo per tutti i livelli di dose.

Osservazioni

29. Gli animali sperimentali devono essere oggetto di osservazioni cliniche generali e i segni clinici devono essere
registrati almeno una volta al giorno, preferibilmente alla stessa o alle stesse ore e tenendo conto del periodo di
massima intensita degli effetti previsti dopo la somministrazione. Almeno due volte al giorno, durante il periodo
di somministrazione, tutti gli animali vengono esaminati al fine di determinare la morbilita e la mortalita. Tutti
gli animali sono pesati all'inizio dello studio, almeno una volta alla settimana nel corso degli studi a dosi
ripetute, e al momento della soppressione incruenta. La misurazione del consumo di cibo va eseguita almeno
con cadenza settimanale. Se la sostanza chimica in esame ¢ diluita in acqua prima di essere somministrata, il
consumo di acqua va misurato ad ogni cambio dellacqua e almeno una volta alla settimana. Gli animali che
manifestano segni di tossicita eccessiva non letale vanno soppressi prima del completamente del metodo di
prova (27).

Raccolta e trattamento dei tessuti

30. Le femmine sono soppresse in maniera incruenta durante la seconda meta della gestazione, al giorno 13 per i
topi e al giorno 14-15 per i ratti. I loro uteri sono esaminati per individuare effetti letali dominanti e per
determinare il numero di embrioni impiantati, di embrioni vivi e morti nonché di corpi lutei.

31. Le corna uterine e le ovaie sono esposte per il conteggio dei corpi lutei e i feti sono rimossi, conteggiati e pesati.
Occorre esaminare con attenzione gli uteri per individuare e conteggiare tutti i riassorbimenti, compresi i
riassorbimenti occultati da feti viventi. E registrata la mortalita fetale. Si registrano anche il numero di femmine
gravide con successo e il numero di embrioni impiantati totali e di perdite pre-impianto nonché la mortalita
post-impianto (inclusi i riassorbimenti precoci e tardivi). Inoltre i feti visibili sono conservati mediante fissativo
di Bouin per almeno due settimane, cui fa seguito un esame per individuare gravi malformazioni esterne (28),
onde ottenere maggiori informazioni sugli effetti sulla riproduttivita e sullo sviluppo dell'agente in esame.
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DATI E RELAZIONE
Trattamento dei risultati

32. 1 dati devono essere disposti in forma di tabelle con indicazione del numero dei maschi accoppiati, del numero
delle femmine gravide e del numero delle femmine non gravide. I risultati di ciascun accoppiamento, con
indicazione dell'identita dei singoli soggetti maschi e femmine, vanno riportati individualmente. Per ciascuna
femmina sono indicati l'intervallo di accoppiamento, i livelli di dose ricevuti dai maschi trattati e il numero di
embrioni impiantati vivi e morti.

33. La perdita post-impianto ¢ calcolata determinando il rapporto di embrioni impiantati morti sugli embrioni
impiantati totali nel gruppo trattato rispetto al rapporto di embrioni impiantati morti sugli embrioni impiantati
totali nel gruppo di controllo con mezzo disperdente/solvente.

34. La perdita pre-impianto ¢ calcolata come differenza fra il numero dei corpi lutei e il numero degli embrioni
impiantati, oppure come riduzione del numero medio di embrioni impiantati per femmina rispetto agli accop-
piamenti di controllo. Se la perdita pre-impianto viene stimata, tale dato deve essere registrato.

35. 1l fattore di letalita dominante ¢ stimato come: (morti pre-impianto/totale di embrioni impiantati per femmi-
na) x 100.

36. Nella relazione devono figurare i dati sulla tossicita e i segni clinici (descritti al paragrafo 29).

Criteri di accettabilita

37. Laccettabilita della prova si basa sui seguenti criteri:

— I controlli negativi concomitanti sono coerenti con le norme pubblicate per i dati relativi ai controlli negativi
storici e con i dati dei controlli storici del laboratorio, se disponibili (cfr. i paragrafi 10 e 18);

— 1 controlli positivi concomitanti inducono risposte coerenti con le norme pubblicate per i dati relativi ai
controlli positivi storici, o con le banche dati dei controlli positivi storici del laboratorio, se disponibili ed
evidenziano un incremento statisticamente significativo rispetto ai controlli negativi (cfr. i paragrafi 17 e 18);

— un numero adeguato di embrioni impiantati totali e di dosi ¢ analizzato (paragrafo 20);
— i criteri di selezione della dose massima sono coerenti con quelli descritti ai paragrafi 24 e 27.

Analisi e interpretazione dei risultati

38. Almeno tre gruppi esposti alla sostanza in esame devono essere analizzati al fine di ottenere dati sufficienti per
l'analisi della relazione dose-risposta.

39. A condizione che siano soddisfatti tutti i criteri di accettabilitd, la sostanza chimica in esame & ritenuta
chiaramente positiva se:

— almeno una delle dosi sperimentali presenta un incremento statisticamente significativo rispetto al conco-
mitante controllo negativo;

— un test appropriato mostra che l'aumento ¢ correlato alla dose in almeno una condizione sperimentale (ad
esempio un intervallo di accoppiamento settimanale); e

— uno o piu risultati si situano al di fuori della serie accettabile di dati relativi ai controlli negativi storici o della
distribuzione dei dati relativi ai controlli negativi storici del laboratorio (ad esempio limite di controllo al
95 % in base alla distribuzione di Poisson), se disponibili.
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La sostanza chimica in esame €& quindi ritenuta in grado di indurre mutazioni letali dominanti nelle cellule
germinali degli animali sperimentali. Raccomandazioni relative ai metodi statistici pili appropriati sono descritte
nel paragrafo 44; in letteratura ¢ possibile trovare altri approcci statistici raccomandati (20) (21) (22) (24) (29).
L’animale deve essere considerato come unita sperimentale nei metodi statistici utilizzati.

40. A condizione che siano stati rispettati tutti i criteri di accettabilita, una sostanza chimica in esame & considerata
chiaramente negativa se:

— nessuna delle dosi sperimentali presenta un incremento statisticamente significativo rispetto al concomitante
controllo negativo;

— non si registrano aumenti correlati alla dose in nessuna condizione sperimentale; e

— tutti i risultati si situano entro la serie accettabile di dati relativi ai controlli negativi storici o dei dati relativi
ai controlli negativi storici del laboratorio (ad esempio limiti di controllo al 95 % in base alla distribuzione di
Poisson), se disponibili.

La sostanza chimica in esame € quindi ritenuta non in grado di indurre mutazioni letali dominanti nelle cellule
germinali degli animali sperimentali.

41. Non ¢ necessario verificare una risposta chiaramente positiva o chiaramente negativa.

42. Se la risposta non ¢ chiaramente negativa né chiaramente positiva e per stabilire la rilevanza biologica di un
risultato (ad esempio un aumento debole o marginale), i dati sono sottoposti al giudizio di esperti /o a indagini
pitt approfondite, avvalendosi dei dati sperimentali esistenti, ad es. quelli che indicano che il risultato positivo si
situa al di fuori della serie accettabile di dati relativi ai controlli negativi storici o dei dati relativi ai controlli
negativi storici del laboratorio (30).

43. In rari casi, anche dopo ulteriori analisi, quando la serie di dati non consente di valutare i risultati come positivi
o0 negativi, i risultati sono dichiarati equivoci.

44. T metodi statistici considerano 'animale maschio come unita sperimentale. Sebbene sia possibile che i dati di
conteggio (ad esempio numero di embrioni impiantati per femmina) seguano la distribuzione di Poisson efo le
proporzioni (ad esempio la proporzione di embrioni impiantati morti) seguano una distribuzione binomiale, si
osserva spesso una sovradispersione di tali dati (31). Di conseguenza lanalisi statistica dovrebbe inizialmente
avvalersi di una prova che accerti la sotto- o sovradispersione mediante test di varianza, mediante test di
varianza binomiale di Cochran (32) o il test C(a) di sovradispersione binomiale di Tarone (31) (33). Se non
si osserva alcuna deviazione dalla dispersione binomiale, possono essere effettuati il test di Cochran-Armitage per
il trend per le tendenze delle proporzioni fra i diversi livelli di dose (34) e raffronti a coppie con il gruppo di
controllo applicando il test esatto di Fischer (35). Analogamente, se non si osserva alcuna dispersione dalla
distribuzione di Poisson, le tendenze dei conteggi possono essere testate con la regressione di Poisson (36) e si
possono effettuare raffronti a coppie con il gruppo di controllo nell’ambito del modello di Poisson, per mezzo di
contrasti a coppie (36). Qualora si osservi una sovra- o sottodispersione, si raccomanda di ricorrere a metodi
non parametrici (23) (31). Fra questi si annoverano test basati sui ranghi, quali il test di Jonckheere-Terpstra per
la tendenza (37) e i test di Mann-Whitney (38) per i raffronti a coppie con il gruppo di controllo contenente il
mezzo disperdente/solvente nonché i test di permutazione, ricampionamento o bootstrapping per la tendenza e i
raffronti per coppie con il gruppo di controllo (31) (39).

45. Un metodo di prova DL positivo conferma la genotossicita della sostanza chimica in esame nelle cellule
germinali dei maschi trattati della specie sperimentale.

46. 1 fatto di stabilire se i valori osservati rientrano o trascendono l'intervallo storico dei controlli storici pud fornire
informazioni importanti ai fini della valutazione della significativita biologica della risposta (40).
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Relazione sull’esecuzione della prova

47. 1 seguenti dati devono figurare nella relazione sull'esecuzione della prova.

Sintesi

Sostanza chimica in esame:

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

— stabilita della sostanza chimica in esame, se nota.

— 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 monocostituente:

— aspetto fisico, idrosolubilita e, se del caso, ulteriori proprieta fisico-chimiche;

— identificazione chimica, come la denominazione IUPAC o CAS, il numero CAS, il codice SMILES o InChl, la
formula strutturale, la purezza, identita chimica delle impurezze, se del caso e se le condizioni pratiche lo
consentono, ecc.

Sostanza multicostituente, UVCB e miscele:

— caratterizzate nella massima misura possibile con lidentita chimica (vedasi sopra), con la presenza quanti-
tativa e con le proprieta fisico-chimiche pertinenti dei costituenti.

Preparazione della sostanza chimica in esame:

— motivazione della scelta del mezzo disperdente;

— solubilita e stabilita della sostanza in esame nel solvente/mezzo disperdente, se note;

— preparazione dei preparati per somministrazione per via alimentare, con I'acqua da bere e per inalazione;

— determinazione analitica dei preparati (ad esempio stabilitd, omogeneita, concentrazioni nominali), se effet-
tuata.

Animali utilizzati nella prova:

— specie/ceppi usati e giustificazione della scelta;

— numero, eta e sesso degli animali;
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— origine, condizioni di stabulazione, dieta, ecc.;

— metodo di identificazione univoca degli animali;

— per gli studi a breve termine: peso di ciascun maschio all'inizio e alla fine della prova; per gli studi di durata
superiore a una settimana: peso di ciascun individuo durante lo studio e consumo di cibo. Devono essere
inclusi l'intervallo, la media e la deviazione standard per ciascun gruppo.

Condizioni sperimentali:

— dati sui controlli positivi e negativi (mezzo disperdente[solvente);

— dati della prova per determinare lintervallo delle dosi;

— criteri di selezione delle dosi;

— dettagli della preparazione della sostanza in esame;

— modalitd precise di somministrazione della sostanza chimica in esame;

— criteri di selezione della via di somministrazione;

— metodi di misurazione della tossicita animale, comprese, se disponibili, analisi istopatologiche o ematologiche
e la frequenza con cui ¢ stato misurato il peso corporeo e sono state realizzate osservazioni sugli animali;

— metodi atti a verificare che la sostanza in esame ha raggiunto il tessuto bersaglio o la circolazione sanguigna,
se i risultati sono negativi;

— dose effettiva (mg/kg di peso corporeo/giorno) calcolata in funzione della concentrazione (ppm) della
sostanza chimica in esame contenuta nella dietafacqua da bere e del consumo, se del caso;

— dettagli sulla qualita del cibo e dell'acqua;

— dettagli sull'arricchimento ambientale delle gabbie;

— descrizione dettagliata dello schema di trattamento e di campionamento e giustificazione delle scelte;

— metodo di analgesia;

— metodo di soppressione incruenta degli animali;

— procedure di isolamento e di conservazione dei tessuti;

— origine e numeri di lotto di tutti i kit e reagenti, se del caso;
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— metodi di enumerazione delle mutazioni letali dominanti;

— ordine degli accoppiamenti;

— metodi usati per stabilire I'avvenuto accoppiamento;

— momento della soppressione incruenta;

— criteri per conteggiare gli effetti di DL, inclusi i corpi lutei, gli embrioni impiantati, i riassorbimenti e le
perdite pre-impianto, gli embrioni impiantati vivi e morti.

Risultati:

— condizioni dell'animale prima e durante il periodo di saggio, compresi i segni di tossicita;

— peso corporeo dei maschi durante i periodi di trattamento e di accoppiamento;

— numero di femmine accoppiate;

— relazione dose-risposta, ove possibile;

— dati sui controlli negativi storici e concomitanti, con intervalli, medie e deviazioni standard;

— dati sui controlli positivi concomitanti;

— dati tabulati per ciascuna femmina gravida, compresi: numero di corpi lutei per ciascuna femmina; numero
di embrioni impiantati per ciascuna femmina; numero di riassorbimenti e di perdite pre-impianto per
ciascuna femmina; numero di embrioni impiantati vivi per ciascuna femmina; numero di embrioni impiantati
morti per ciascuna femmina; peso dei feti;

— i dati di cui sopra sintetizzati per ciascun periodo di accoppiamento e dose, con l'indicazione delle frequenze
di letalita dominante;

— analisi e metodi statistici applicati.

Discussione dei risultati

Conclusioni
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Appendice 1
DEFINIZIONI

Sostanza chimica: una sostanza o una miscela.

Corpi lutei: la struttura secernente ormoni che si forma nell'ovaio a seguito della trasformazione del follicolo che ha
rilasciato I'ovocita. Il numero di corpi lutei nelle ovaie corrisponde al numero di ovociti prodotti.

Mutazione letale dominante: mutazione che si verifica in una cellula germinale o che si fissa dopo la fecondazione e che
causa la morte dell'embrione o del feto.

Tasso di fertilita: il numero di femmine accoppiate gravide sul numero di femmine accoppiate.

Intervallo di accoppiamento: il tempo trascorso tra la fine dell'esposizione e l'accoppiamento dei maschi trattati. 1l
controllo di questo intervallo permette di valutare gli effetti della sostanza chimica sui diversi tipi di cellule germinali.
Nei topi che si accoppiano durante la settimana n. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 dopo la fine dell'esposizione si misurano gli
effetti su spermatozoi, spermatidi condensati, spermatidi tondeggianti, spermatociti in fase pachitene, spermatociti in fase
precoce, spermatogoni differenziati, spermatogoni in fase di differenziazione e spermatogoni differenziati.

Perdita pre-impianto: discrepanza fra il numero degli embrioni impiantati e il numero dei corpi lutei. Puo essere stimata
anche mediante il raffronto fra gli embrioni impiantati totali per femmina nei gruppi trattati e di controllo.

Perdita post-impianto: il rapporto di embrioni impiantati morti sugli embrioni impiantati totali nel gruppo trattato
rispetto al rapporto di embrioni impiantati morti sugli embrioni impiantati totali nel gruppo di controllo.

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela testata applicando il presente metodo di prova.

UVCB: sostanza di composizione sconosciuta o variabile, prodotti di una reazione complessa o materiali biologici.
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Appendice 2

TEMPI DI SPERMATOGENESI NEI MAMMIFERI

Figura 1. Raffronto della durata (in giorni) dello sviluppo delle cellule germinali maschili nei topi, nei ratti e nell'uomo. La
riparazione del DNA non avviene nei periodi ombreggiati.

Rappresentazione schematica del ciclo della spermatogenesi nel topo, nel ratto e nelluomo (da Adler, 1996). Gli
spermatogoni indifferenziati includono spermatogoni di tipo: A-single; A-paired; e A-aligned (Hess & de Franca, 2008).
Gli spermatogoni A-single sono considerati le vere e proprie cellule staminali; pertanto per valutare gli effetti sulle cellule
staminali devono trascorrere almeno 49 giorni (nel topo) fra l'ultima iniezione della sostanza chimica in esame e
l'accoppiamento.

Riferimenti

Adler, ID (1996). Comparison of the duration of spermatogenesis between rodents and humans. Mutat Res, ?br
aus=y?>352:169-172.

Hess, RA, De Franca LR (2008). Spermatogenesis and cycle of the seminiferous epithelium. In: Molecular Mechanisms in
Spermatogenesis, C. Yan Cheng (Ed), Landes Biosciences and Springer Science&Business Media:1-15."



26.9.2019 Gazzetta ufficiale dell'Unione europea L 247[43

4) Nella parte B, il capitolo B.23 ¢ sostituito dal seguente:

“B.23 SAGGIO DI ABERRAZIONE CROMOSOMICA SUGLI SPERMATOGONI DI MAMMIFERO
INTRODUZIONE

1. Questo metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 483
(2016). I metodi di prova vengono periodicamente rivisti alla luce dei progressi scientifici, delle mutevoli
esigenze in materia di regolamentazione nonché di considerazioni relative al benessere degli animali. La presente
versione modificata del metodo di prova riflette molti anni di esperienza con questo saggio e tiene conto delle
possibilita di integrare o combinare questa prova con altri studi di tossicita o genotossicita; Combinare diversi
studi di tossicita permetterebbe, potenzialmente, di ridurre il numero di animali usati nelle prove di tossicita. 1l
presente metodo di prova ¢ parte integrante di una serie di metodi di prova sulla tossicologia genetica. L'OCSE
ha elaborato un documento contenente informazioni succinte sulle prove di tossicologia genetica e un com-
pendio delle modifiche recentemente apportate alle linee guida dellOCSE in tale materia (1).

2. 1 saggio in vivo di aberrazione cromosomica sugli spermatogoni di mammifero ¢ destinato ad identificare le
sostanze chimiche che causano aberrazioni cromosomiche strutturali nelle cellule spermatogoniali di mammifero
(2) (3) (4). Questa prova ¢ inoltre rilevante per valutare la genotossicita. Difatti, benché possano variare a
seconda delle specie, i fattori del metabolismo in vivo, gli aspetti farmacocinetici e i processi di riparazione
del DNA sono attivi e contribuiscono alle risposte. Questo metodo di prova non ¢ stato elaborato per misurare
le aberrazioni numeriche e non € comunemente usato per questo scopo.

3. Questo metodo di prova misura le aberrazioni cromosomiche strutturali (di tipo cromosomico e cromatidico)
nella divisione degli spermatogoni e pertanto dovrebbe permettere di prevedere l'induzione di mutazioni eredi-
tabili in tali cellule germinali.

4. Le definizioni dei termini fondamentali figurano nell'appendice.

CONSIDERAZIONI INIZIALI

5. Nel presente metodo di prova si usano generalmente roditori, ma in certi casi si puo ricorrere anche ad altre
specie se cio € giustificato sul piano scientifico. Le preparazioni citogenetiche standard di testicoli di roditori
generano metafasi mitotiche (spermatogoni) e meiotiche (spermatociti). Le metafasi mitotiche e meiotiche sono
identificate in base alla morfologia dei cromosomi (4). La prova citogenetica in vivo rivela aberrazioni cromo-
somiche strutturali nelle mitosi degli spermatogoni. Altre cellule bersaglio non sono oggetto del presente metodo
di prova.

6. Per rilevare aberrazioni di tipo cromatidico negli spermatogoni, € necessario esaminare la prima divisione
cellulare mitotica dopo il trattamento, prima che tali aberrazioni evolvano in aberrazioni di tipo cromosomico
nelle successive divisioni cellulari. L'analisi dei cromosomi allo stadio della meiosi, per individuare aberrazioni
cromosomiche strutturali allo stadio della diacinesi-metafase I e metafase II puo fornire ulteriori informazioni
sugli spermatociti trattati.

7. 1 testicoli contengono diverse generazioni di spermatogoni (5). Questi diversi tipi di cellule germinali possono
presentare sensibilita diverse al trattamento chimico. Le aberrazioni individuate rappresentano pertanto una
risposta aggregata delle popolazioni di cellule spermatogoniali trattate. La maggioranza delle cellule mitotiche
nelle preparazioni di testicoli consiste in spermatogoni di tipo B, il cui un ciclo cellulare ¢ di circa 26 ore (3).

8. Se ¢ comprovato che la sostanza chimica in esame o i relativi metaboliti non raggiungono i testicoli, non &
opportuno utilizzare questa prova.
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10.

11.

12.

13.

14.

PRINCIPIO DELLA PROVA

Generalmente gli animali sono esposti alla sostanza chimica in esame attraverso un’adeguata via d’esposizione, e
al momento opportuno, dopo il trattamento, sono soppressi in maniera incruenta. Prima della soppressione
incruenta, gli animali sono trattati con un inibitore della metafase (ad esempio colchicina o Colcemid®). Le
preparazioni cromosomiche approntate dalle cellule germinali sono poi sottoposte a un processo di colorazione,
e le cellule in metafase sono analizzate per individuare aberrazioni cromosomiche.

VERIFICA DELLA COMPETENZA DEL LABORATORIO

La competenza sperimentale ad eseguire il presente metodo di prova € provata dimostrando la competenza a
riprodurre i risultati attesi delle frequenze di aberrazioni cromosomiche strutturali negli spermatogoni con
sostanze chimiche utilizzate come sostanze di controllo positivo (incluse le risposte deboli), quali quelle elencate
alla tabella 1 e ottenendo frequenze di controllo negative coerenti con la serie di dati accettabile di dati di
controllo riportati dalla letteratura pubblicata (ad esempio (2)(3)(6)(7)(8)(9)(10)) o, se disponibile, con la di-
stribuzione dei controlli storici del laboratorio.

DESCRIZIONE DEL METODO
Preparazioni

Selezione delle specie animali

Di preferenza sono utilizzati individui adulti, giovani e in buona salute, provenienti da ceppi di animali da
laboratorio. Generalmente si usano topi maschi; tuttavia, qualora cio sia scientificamente giustificato, e per
consentire la combinazione con un’altra prova, possono essere utilizzati maschi di altre specie idonee di
mammiferi. L'utilizzazione di specie diverse dai roditori deve essere scientificamente giustificata nella relazione.

Condizioni di stabulazione e alimentazione degli animali

Per i roditori, la temperatura dello stabulario deve essere mantenuta a 22 °C (z 3 °C). Idealmente l'umidita
relativa deve essere del 50-60 %. Deve comunque essere come minimo del 40 % e non deve preferibilmente
superare il 70 %, tranne che nel corso delle pulizie degli ambienti. L'illuminazione deve essere artificiale, con una
sequenza di 12 ore di luce e 12 di oscurita. Per quanto concerne l'alimentazione, si possono usare le diete
convenzionali da laboratorio con una quantita illimitata d’acqua da bere. La scelta della dieta pud essere
influenzata dalla necessita di garantire un'adeguata miscela della sostanza in esame, se somministrata per questa
via. Se non ci si aspetta alcun comportamento aggressivo i roditori vanno alloggiati in piccoli gruppi (non piu di
cinque in ogni gabbia), preferibilmente in gabbie a fondo pieno con adeguato arricchimento ambientale. Gli
animali possono essere stabulati individualmente se cio ¢ giustificato dal punto di vista scientifico.

Preparazione degli animali

Sono generalmente utilizzati animali maschi adulti, giovani e sani (eta 8-12 settimane all'inizio del trattamento),
che vengono suddivisi a caso in gruppi di controllo e di trattamento. Ciascun animale ¢ identificato in modo
univoco applicando un metodo incruento e il meno possibile invasivo (cio¢ inanellamento, etichettatura, ap-
plicazione di un microchip o identificazione biometrica, evitando il taglio delle orecchie o la falangectomia) e
deve essere acclimatato alle condizioni di laboratorio per almeno 5 giorni. Le gabbie devono essere sistemate in
modo da ridurre al minimo eventuali effetti dovuti alla loro collocazione. Deve essere evitata ogni contamina-
zione incrociata fra il controllo positivo e la sostanza chimica in esame. All'inizio dello studio le variazioni di
peso tra gli animali devono essere minime e non superare + 20 %.

Preparazione delle dosi

Le sostanze chimiche in esame solide vanno sciolte o poste in sospensione in appropriati solventi o mezzi
disperdenti o mescolate alla dieta o allacqua da bere prima di essere somministrate agli animali. Le sostanze
chimiche in esame liquide possono essere somministrate direttamente o diluite prima della somministrazione. In
caso di esposizione per via inalatoria, le sostanze possono essere somministrate sotto forma di gas, vapore o
aerosol solido o liquido, in funzione delle loro proprieta fisico-chimiche. Le preparazioni della sostanza chimica
in esame devono essere predisposte sul momento a meno di non disporre di dati che dimostrino la stabilita delle
preparazioni in condizioni di stoccaggio e permettano di definire tali condizioni in modo adeguato.
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Condizioni di prova - Solvente/mezzo disperdente

15. 1 solvente/mezzo disperdente non deve produrre effetti tossici ai livelli di dose usati e non deve poter reagire
chimicamente con la sostanza in esame. L'uso di solventi/mezzi disperdenti poco noti ¢ ammesso solo se
suffragato da dati che ne provino la compatibilita. Se possibile si raccomanda di considerare in primo luogo
luso di un solvente/mezzo disperdente acquoso. Fra gli esempi di solventi/mezzi disperdenti compatibili e
comunemente usati si possono menzionare l'acqua, la soluzione fisiologica, la soluzione di metilcellulosa, la
soluzione di carbossimetilcellulosa sodica, I'olio di oliva e I'olio di mais. In mancanza di dati sui controlli storici
o pubblicati che dimostrino che un solvente/mezzo disperdente atipico prescelto non induce aberrazioni cro-
mosomiche strutturali e altri effetti nocivi, va effettuato uno studio iniziale per stabilire l'accettabilita del
controllo contenente il solvente/mezzo disperdente.

Controlli positivi

16. Vanno sempre utilizzati animali come controlli positivi concomitanti, purché il laboratorio abbia dimostrato la
propria competenza nell'effettuare la prova e abbia di recente (ad es. negli ultimi 5 anni) usato la prova
periodicamente. Quando manca un gruppo di controllo positivo concomitante, in ogni esperimento devono
essere inclusi controlli del conteggio (vetrini fissati e non colorati). Questo puod avvenire includendo nel con-
teggio dello studio campioni di riferimento idonei ottenuti e conservati in occasione di un esperimento separato
di controllo positivo svolto periodicamente (ad esempio ogni 6-18 mesi) nel laboratorio in cui ¢ condotta la
prova; ad esempio, durante la dimostrazione della competenza del laboratorio e successivamente con cadenza
periodica, se necessario.

17. Le sostanze chimiche per i controlli positivi devono produrre, in modo affidabile, un aumento individuabile della
frequenza delle cellule con aberrazioni cromosomiche strutturali rispetto al livello spontaneo. Le dosi dei
controlli positivi devono essere scelte in modo che gli effetti siano chiari ma non rivelino immediatamente
all'analista I'identita dei campioni codificati. Nella tabella 1 figurano esempi di sostanze per i controlli positivi.

Tabella 1

Esempi di sostanze da utilizzare per i controlli positivi

Sostanze chimiche [n. CAS] (n. di riferimento)

Ciclofosfamide (monoidrato) [n. CAS 50-18-0 (n. CAS 6055-19-2)] (9)

Cicloesilammina [n. CAS 108-91-8] (7)

Mitomicina C [n. CAS 50-07-7] (6)

Acrilammide monomerico [79-06-1] (10)

Trietilenmelammina [n. CAS 51-18-3] (8)

Controlli negativi

18. In ciascun momento di campionamento si includono animali che fungono da controllo negativo; a tali animali
viene somministrato il solo solvente o mezzo disperdente e sono altrimenti trattati nello stesso modo dei gruppi
di trattamento. In mancanza di dati sui controlli storici o pubblicati che dimostrino che un solvente/mezzo
disperdente prescelto non induce aberrazioni cromosomiche o altri effetti nocivi, in ciascun momento di
campionamento si includono animali di controllo non trattati per stabilire 'accettabilita del controllo contenente
il mezzo disperdente di controllo.
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PROCEDURA
Numero di animali

19. All'inizio dello studio, la dimensione stabilita del gruppo deve consentire di disporre, in ogni gruppo, di almeno
5 animali maschi. Questo numero di animali per gruppo ¢ ritenuto sufficiente per fornire una potenza statistica
sufficiente (ossia per osservare almeno un raddoppiamento della frequenza delle aberrazioni cromosomiche se il
livello dei controlli negativi ¢ pari a 1,0 % o superiore, con 1'80 % di probabilita a un livello di significativita
dello 0,05) (3) (11). A titolo di orientamento sul numero massimo di animali generalmente necessario, uno
studio che prevede due momenti di campionamento e coinvolge tre gruppi di trattamento e un gruppo di
controllo negativo concomitante, piti un gruppo di controllo positivo (ogni gruppo composto da cinque animali
dello stesso sesso) richiederebbe 45 animali.

Programma di trattamento

20. Le sostanze chimiche in esame vengono in generale somministrate un'unica volta (ossia come trattamento
singolo). E possibile impiegare altri protocolli di trattamento, purché siano scientificamente giustificati.

21. Dopo il trattamento si procede al prelievo di due campioni nel gruppo cui ¢ stata somministrata la dose
massima. Poiché il tempo necessario affinché la sostanza o le sostanze chimiche in esame siano assorbite e
metabolizzate e producano effetti sulla cinetica del ciclo cellulare puo influire sul momento ottimale per
l'individuazione delle aberrazioni cromosomiche, sono effettuati due campionamenti, uno precoce e uno tardivo,
rispettivamente circa 24 e 48 ore dopo il trattamento. Per dosi diverse dalla dose massima & opportuno
procedere al campionamento precoce di 24 ore (inferiore o uguale al ciclo cellulare degli spermatogoni di
tipo B, ottimizzando cosi la probabilita di conteggiare le prime metafasi post-trattamento) dopo il trattamento,
salvo sia noto che il campionamento in un momento diverso risulterebbe giustificato e pit idoneo all'indivi-
duazione degli effetti.

22. Si possono usare ulteriori momenti di campionamento. Ad esempio nel caso di sostanze chimiche che produ-
cono effetti indipendenti dalla fase S, possono essere idonei tempi di campionamento pill precoci (ossia meno di
24 ore).

23. Si pud usare un regime di trattamento a dosi ripetute, ad esempio nel caso in cui la prova sia effettuata
congiuntamente ad una prova su un endpoint diverso il cui periodo di somministrazione ¢ di 28 giorni (ad
esempio TM B.58); sono allora necessari gruppi aggiuntivi di animali al fine di tener conto dei diversi tempi di
campionamento. Conseguentemente, I'idoneita di un siffatto programma deve essere giustificata sul piano
scientifico e valutata caso per caso.

24. Prima della soppressione incruenta, agli animali si inietta per via intraperitoneale una dose adeguata di un
inibitore della metafase (ad esempio Colcemid® o colchicina). Gli animali sono quindi campionati dopo un
adeguato lasso di tempo. Per i topi e i ratti tale intervallo ¢ di circa 3-5 ore.

Livelli di dose

25. Qualora venga effettuato uno studio preliminare per determinare l'intervallo delle dosi da somministrare, in
quanto non sono disponibili dati adeguati da studi pertinenti che forniscano un orientamento in tal senso, tale
studio deve essere effettuato nello stesso laboratorio, utilizzando specie, ceppi e regime di trattamento identici a
quelli da utilizzare nello studio principale sulla base delle metodologie attualmente in uso per gli studi volti a
determinare l'intervallo di concentrazione delle dosi (12). Lo studio deve essere finalizzato a individuare la dose
massima tollerata (DMT), definita come la dose che provoca lievi effetti tossici in relazione alla durata dello
studio (ad esempio, reazioni o comportamenti anormali, perdita di peso moderata o citotossicita del sistema
ematopoietico), ma che non provoca la morte dell'animale o segni di dolore e sofferenza tali da renderne
necessaria la soppressione (13).

26. La dose massima puo essere definita anche come dose che produce qualche segno di tossicita negli spermatogoni
(ad esempio una riduzione del rapporto tra cellule degli spermatogoni in mitosi e le cellule che si trovano nella
prima e seconda metafase meiotica). Tale riduzione non deve superare il 50 %.
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27. Le sostanze chimiche in esame con azione biologica specifica a dosi basse non tossiche (come ormoni e
mitogeni) e le sostanze chimiche che presentano saturazione delle proprieta tossicocinetiche possono costituire
eccezioni rispetto ai criteri di determinazione delle dosi e vanno valutate caso per caso.

28. Per ottenere informazioni sulla relazione dose-risposta, uno studio completo deve includere un gruppo di
controllo negativo (paragrafo 18) e almeno tre livelli di dose, generalmente separati da un fattore 2, ma non
superiore a 4. Se la sostanza chimica in esame non provoca alcuna tossicita nell'ambito di un test di range-finding
o secondo quanto emerge dai dati esistenti, la dose massima per una singola somministrazione deve essere di
2 000 mg/kg di peso corporeo. Per contro, se la sostanza chimica in esame provoca tossicita, la MTD deve
corrispondere alla dose pitt elevata somministrata, e i livelli di dose utilizzati devono essere compresi in un
intervallo che va dalla tossicita massima a una tossicita modica o assente. Quando una tossicita del tessuto
bersaglio (ad esempio i testicoli) ¢ osservata a tutti i livelli di dose, & consigliabile un ulteriore studio con dosi
non tossiche. Gli studi volti a descrivere pili pienamente le informazioni quantitative sulla relazione dose-risposta
possono richiedere gruppi di trattamento supplementari. Per certi tipi di sostanze chimiche in esame (ad esempio
medicinali per uso umano) per le quali valgono specifici requisiti, i limiti possono variare. Se la sostanza chimica
in esame produce effetti tossici, si seleziona la dose limite pitit due dosi inferiori (come sopra descritto). Per un
periodo di somministrazione di 14 giorni o pili, la dose limite ¢ 1 000 mg/kg di peso corporeo/giorno e per
periodi di somministrazione inferiori a 14 giorni la dose limite ¢ di 2 000 mg/kg di peso corporeo/giorno.

Somministrazione delle dosi

29. Nella concezione di un saggio va considerata la via d’esposizione umana prevista. Pertanto possono essere scelte, se
giustificate, vie di somministrazione quali I'alimentazione, I'acqua potabile, la via sottocutanea locale, la via endo-
venosa, la via orale (sonda gastrica), inalatoria o l'impianto. In ogni caso, si deve optare per la via che garantisce
un'adeguata esposizione del tessuto bersaglio. Le iniezioni intraperitoneali non sono in genere raccomandate in
quanto non costituiscono una via di esposizione umana fisiologica mente rilevante, a meno che cid non risulti
scientificamente giustificato. Se la sostanza chimica in esame ¢ miscelata nell'alimentazione o nellacqua occorre fare
attenzione, specialmente nei casi di dosaggio singolo, che il lasso di tempo fra l'assunzione del cibo e dellacqua e il
campionamento sia sufficiente per consentire l'individuazione degli effetti (cfr. il paragrafo 33). Il volume massimo di
liquido somministrabile in una sola volta con sonda gastrica o con iniezione dipende dalle dimensioni dell'animale
da laboratorio. Esso non deve generalmente essere superiore a 1 ml/100 g di peso corporeo, tranne nel caso delle
soluzioni acquose che possono essere somministrate in quantita pari a massimo 2 ml/100 g di peso corporeo. L'uso
di volumi maggiori (se consentito dalla legislazione in materia di benessere degli animali) deve essere giustificato. La
variabilita del volume somministrato deve essere ridotta al minimo adeguando la concentrazione, in modo da
garantire la somministrazione di un volume costante in relazione al peso corporeo per tutti i livelli di dose.

Osservazioni

30. Gli animali sperimentali devono essere oggetto di osservazioni cliniche generali e i segni clinici devono essere
registrati almeno una volta al giorno, preferibilmente alla stessa o alle stesse ore e tenendo conto del periodo di
massima intensita degli effetti previsti dopo la somministrazione. Almeno due volte al giorno, tutti gli animali
vengono esaminati al fine di determinarne la morbilita e la mortalita. Tutti gli animali devono essere pesati
allinizio dello studio, almeno una volta alla settimana nel corso degli studi a dosi ripetute, e al momento della
soppressione incruenta. Nelle prove la cui durata ¢ di almeno una settimana, la misurazione del consumo di cibo
va eseguita almeno con cadenza settimanale. Se la sostanza chimica in esame ¢ diluita in acqua prima di essere
somministrata, il consumo di acqua va misurato ad ogni cambio dell'acqua e almeno una volta alla settimana.
Gli animali che manifestano segni di tossicita eccessiva ma non letale vanno soppressi in maniera incruenta
prima del completamento del metodo di prova (13).

Preparazione dei cromosomi

31. Le sospensioni di cellule germinali ottenute da uno o da entrambi i testicoli immediatamente dopo la sop-
pressione incruenta sono esposte ad una soluzione ipotonica e fissate secondo protocolli stabiliti (ad esempio (2)
(14) (15)). Le cellule vengono poi poste sui vetrini e colorate (16) (17). Tutti i vetrini sono codificati in modo
che la loro identita non sia visibile allanalista.

Analisi

32. Si analizzano almeno 200 metafasi ben spaziate per ciascun animale (3) (11). Se la frequenza dei controlli
negativi storici ¢ < 1 %, per aumentare la potenza statistica si analizzano pitt di 200 cellule/animale (3). Si usano
metodi di colorazione che consentano l'identificazione del centro mero.
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33. Le aberrazioni di tipo cromatidico e cromosomico devono essere registrate separatamente e classificate in
sottotipi (rotture, scambi). I gap sono registrati, ma non se ne tiene conto per determinare se una sostanza
chimica induce incrementi significativi dellincidenza di cellule che presentano aberrazioni cromosomiche. Le
procedure in uso nel laboratorio devono garantire che l'analisi delle aberrazioni cromosomiche sia effettuata da
analisti qualificati. Poiché le procedure di preparazione dei vetrini causano spesso la rottura di una parte delle
cellule in metafase, con conseguente perdita di cromosomi, le cellule conteggiate devono quindi contenere un
numero di centro meri non inferiore a 2n+2, dove n ¢ il numero aploide di cromosomi per quella specie.

34. Sebbene lo scopo della prova sia rilevare le aberrazioni cromosomiche strutturali, ¢ importante registrare le
frequenze di cellule poliploidi e di cellule che presentano cromosomi demoltiplicatore se si osservano tali eventi
(cfr. il paragrafo 44).

DATI E RELAZIONE
Trattamento dei risultati

35. 1 dati relativi a ciascun animale vanno presentati sotto forma di tabella. Per ciascun animale si valuta il numero
di cellule con aberrazioni cromosomiche strutturali e il numero di aberrazioni cromosomiche per cellula.
Occorre elencare separatamente le aberrazioni cromosomiche e quelle microclimatiche e classificarle in sottotipi
(rotture, scambi) con l'indicazione del numero e della frequenza per i gruppi sperimentali e di controllo. I gap
sono registrati separatamente. La frequenza dei gap viene indicata nella relazione, ma non viene generalmente
inclusa nell'analisi della frequenza totale delle aberrazioni cromosomiche strutturali. Le percentuali di poliploidi e
di cellule con cromosomi demoltiplicatore sono segnalate se osservate.

36. Devono figurare i dati sulla tossicita e i segni clinici (paragrafo 30).

Criteri di accettabilita
37. Laccettabilita della prova si basa sui seguenti criteri:
— 1 controlli negativi concomitanti sono coerenti con le norme pubblicate per i dati relativi ai controlli negativi

storici, generalmente previste fra >0 % e < 1,5 % delle cellule che presentano aberrazioni cromosomiche e
con i dati dei controlli storici del laboratorio se disponibili (cfr. i paragrafi 10 e 18).

— 1 controlli positivi concomitanti inducono risposte coerenti con le norme pubblicate per i dati relativi ai
controlli storici positivi, o con le banche dati dei controlli storici positivi del laboratorio, se disponibili, ed
evidenziano un incremento statisticamente significativo rispetto ai controlli negativi (cfr. i paragrafi 17, 18).

— E stato analizzato un numero adeguato di cellule e dosi (cfr. i paragrafi 28 e 32).

— I criteri di selezione della concentrazione massima sono conformi a quelli descritti ai paragrafi 25 e 26.

38. Se si osservano sia mitosi che meiosi, al fine di stabilire un eventuale effetto cito tossico si determina il rapporto
fra le cellule degli spermatogoni in mitosi e le cellule che si trovano nella prima e seconda metafase meiotica per
tutti gli animali trattati e per i controlli negativi, su un campione totale di 100 cellule in divisione per animale.
Se si osservano solo mitosi, si determina l'indice mitotico in almeno 1 000 cellule per animale.

Analisi e interpretazione dei risultati

39. Almeno tre gruppi di trattamento trattati devono essere analizzati al fine di ottenere dati sufficienti per l'analisi
della relazione dose-risposta.
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40. A condizione che siano soddisfatti tutti i criteri di accettabilitd, la sostanza chimica in esame ¢ ritenuta
chiaramente positiva se:

— almeno una delle dosi sperimentali presenta un incremento statisticamente significativo rispetto al conco-
mitante controllo negativo;

— laumento ¢ correlato alla dose almeno in uno dei momenti del campionamento; e

— uno o piu risultati si situano al di fuori della serie accettabile di dati relativi ai controlli negativi storici o della
distribuzione dei dati relativi ai controlli negativi storici (ad esempio limite di controllo al 95 % in base alla
distribuzione di Poisson), se disponibili.

La sostanza chimica in esame ¢ quindi ritenuta in grado di indurre aberrazioni cromosomiche nelle cellule degli
spermatogoni degli animali sperimentali. Raccomandazioni sui metodi statistici piti adeguati sono disponibili
anche in letteratura (11) (18). L'animale deve essere considerato come unita sperimentale nei metodi statistici
utilizzati.

41. A condizione che siano stati rispettati tutti i criteri di accettabilita, una sostanza chimica in esame & considerata
chiaramente negativa se:

— nessuna delle dosi sperimentali presenta un incremento statisticamente significativo rispetto al concomitante
controllo negativo;

— non si registrano aumenti correlati alla dose in nessuna condizione sperimentale; e

— tutti i risultati si situano entro la serie accettabile di dati relativi ai controlli negativi storici o dei dati relativi
ai controlli negativi storici del laboratorio (ad esempio limite di controllo al 95 % in base alla distribuzione di
Poisson), se disponibili.

La sostanza chimica in esame ¢ quindi ritenuta non in grado di indurre aberrazioni cromosomiche nelle cellule
degli spermatogoni degli animali sperimentali. Raccomandazioni sui metodi statistici pili adeguati sono dispo-
nibili anche in letteratura (11) (18). Un risultato negativo non esclude la possibilita che la sostanza chimica possa
indurre aberrazioni cromosomiche in fasi successive dello sviluppo non studiate oppure mutazioni geniche.

42. Non ¢ necessario verificare una risposta chiaramente positiva o chiaramente negativa.

43. Se la risposta non ¢ chiaramente negativa né chiaramente positiva, e per stabilire la rilevanza biologica di un
risultato (ad esempio un aumento debole o marginale), i dati sono sottoposti al giudizio di esperti efo a indagini
pit approfondite, avvalendosi dei dati sperimentali esistenti, ad es. quelli che indicano che il risultato positivo si
situa al di fuori della serie accettabile di dati relativi ai controlli negativi o dei dati relativi ai controlli negativi
storici del laboratorio (19).

44. In rari casi, anche dopo ulteriori analisi, quando la serie di dati non consente di valutare i risultati come positivi
0 negativi, i risultati sono dichiarati equivoci.

45. Un aumento del numero di cellule poliploidi puo significare che la sostanza chimica in esame & potenzialmente
in grado di inibire processi mitotici e di indurre aberrazioni numeriche nei cromosomi (20). Un aumento del
numero di cellule con cromosomi demoltiplicatore puo indicare che la sostanza chimica in esame ¢ potenzial-
mente in grado di inibire la progressione del ciclo cellulare (21) (22), che ¢ un meccanismo diverso dallinibi-
zione dei processi mitotici per indurre cambiamenti numerici dei cromosomi (cfr. il paragrafo 2). Pertanto,
lincidenza delle cellule poliploidi e quella delle cellule con cromosomi demoltiplicatore devono essere registrate
separatamente.
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Relazione sull’esecuzione della prova

46. I seguenti dati devono figurare nella relazione sull'esecuzione della prova.

Sintesi

Sostanza chimica in esame:

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

— stabilita della sostanza chimica in esame, se nota.

— 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 monocostituente:

— aspetto fisico, idrosolubilita e, se del caso, ulteriori proprieta fisico-chimiche;

— identificazione chimica, come la denominazione IUPAC o CAS, il numero CAS, il codice SMILES o InChl, la
formula strutturale, I'identita chimica o impurezze, se del caso e se le condizioni pratiche lo consentono, ecc.

Sostanza multicostituente, UVCB e miscele:

— caratterizzata nella massima misura possibile con l'identita chimica (cfr. sopra), con la presenza quantitativa e
con le proprieta fisico-chimiche pertinenti dei costituenti.

Preparazione della sostanza chimica in esame:

— motivazione della scelta del mezzo disperdente;

— solubilita e stabilita della sostanza in esame nel solvente/mezzo disperdente.

— preparazione dei preparati per somministrazione per via alimentare, con l'acqua da bere o per inalazione;

— determinazione analitica dei preparati (ad esempio, stabilita, omogeneita, concentrazioni nominali) se effet-
tuata.

Animali utilizzati nella prova:

— specie/ceppi usati e giustificazione della scelta;

— numero ed eta degli animali;

— origine, condizioni di stabulazione, dieta, ecc.;
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— metodo di identificazione univoca degli animali

— per gli studi a breve termine: peso di ciascun animale all'inizio e alla fine della prova; per gli studi di durata
superiore a una settimana: peso di ciascun individuo durante lo studio e consumo di cibo. Devono essere
inclusi l'intervallo, la media e la deviazione standard per ciascun gruppo.

Condizioni sperimentali:

— dati sui controlli positivi e negativi (mezzo disperdente/solvente);

— dati della prova per determinare l'intervallo delle dosi, se effettuato;

— criteri di selezione delle dosi;

— criteri di selezione della via di somministrazione;

— dettagli della preparazione della sostanza in esame;

— modalitd precise di somministrazione della sostanza chimica in esame;

— criteri di determinazione del momento della soppressione incruenta;

— metodi di misurazione della tossicita animale, compresi, se disponibili, analisi istopatologiche o ematologiche
e la frequenza con cui ¢ stato misurato il peso corporeo e sono state realizzate osservazioni sugli animali;

— metodi atti a verificare che la sostanza in esame ha raggiunto il tessuto bersaglio o la circolazione sanguigna,
se i risultati sono negativi;

— dose effettiva (mg/kg di peso corporeo/giorno) calcolata in funzione della concentrazione (ppm) della
sostanza chimica in esame contenuta nella dietafacqua da bere e del consumo, se del caso;

— dettagli sulla qualita del cibo e dell'acqua;

— descrizione dettagliata dello schema di trattamento e di campionamento e giustificazione delle scelte;

— metodo di soppressione incruenta degli animali;

— metodo di analgesia (se usato)

— procedure per isolare i tessuti;

— natura e concentrazione dell'inibitore della metafase, durata di esposizione del trattamento;

— metodi di preparazione dei vetrini;
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— criteri di conteggio delle aberrazioni;

— numero di cellule analizzate per animale;

— criteri in base ai quali i risultati sono considerati positivi, negativi o ambigui.

Risultati:

— condizioni dell'animale prima e durante il periodo di saggio, compresi i segni di tossicita;

— peso corporeo e degli organi al momento della soppressione incruenta (in caso di trattamenti multipli, pesi
corporei registrati durante il regime di trattamento);

— segni di tossicita;

— indice mitotico;

— rapporto fra le cellule degli spermatogoni in mitosi e le cellule che si trovano nella prima e seconda metafase
meiotica, o altra risposta dell'esposizione al tessuto bersaglio;

— tipo e numero di aberrazioni, indicati separatamente per ciascun animale;

— numero totale delle aberrazioni per gruppo, con medie e deviazioni standard;

— numero di cellule che presentano aberrazioni per gruppo, con medie e deviazioni standard;

— relazione dose-risposta, ove possibile;

— analisi e metodi statistici applicati;

— dati sui controlli negativi concomitanti;

— dati sui controlli negativi storici, con intervalli, medie e deviazioni standard nonché intervallo di confidenza
del 95 % (se disponibile) o dati pubblicati sui controlli negativi storici usati per I'accettabilita dei risultati della
prova;

— dati sui controlli positivi concomitanti;

— eventuali cambiamenti di aploidia, comprese le frequenze di poliploidi efo delle cellule demoltiplicatore;
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Discussione dei risultati

Conclusione
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Appendice

DEFINIZIONI

Aneuploidia: qualsiasi deviazione dal normale numero diploide (o aploide) di cromosomi da parte di uno o pilt cromo-
somi, ma non dell'intero corredo di cromosomi (poliploidi).

Centromero: regione/i di un cromosoma cui si attaccano le del fuso durante la divisione cellulare, permettendo il corretto
movimento dei cromosomi figli verso i poli delle cellule figlie.

Sostanza chimica: una sostanza o una miscela.

Diversitd dei cromosomi: diversita delle forme (ad esempio metacentrici, acro centrici, ecc.) e delle dimensioni dei
Cromosomi.

Aberrazione di tipo cromatidico: alterazione cromosomica strutturale che si manifesta nella rottura di un singolo cromati
dio o nella rottura e ricongiunzione di cromatisi.

Aberrazione di tipo cromosomico: alterazione cromosomica strutturale che si manifesta nella rottura, o nella rottura e
ricongiunzione, di entrambi i cromatisi in uno stesso punto.

Clastogeno: qualsiasi sostanza chimica che causa aberrazioni cromosomiche strutturali in popolazioni di cellule o
organismi.

Gap: lesione acromatica di ampiezza inferiore a un cromatine, con minimo disallinea mento dei cromatisi.

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

Indice mitotico (MI): rapporto tra le cellule in metafase diviso per il numero totale di cellule osservate in una popolazione
cellulare: costituisce un’indicazione del grado di proliferazione della popolazione cellulare.

Mitosi: divisione del nucleo cellulare, solitamente suddivisa in profase, pro metafase, metafase, analysis e telofase.

Mutageno: un fattore in grado di provocare mutazioni ereditarie della o delle sequenze di coppie di basi del DNA nei geni
o della struttura dei cromosomi (aberrazioni cromosomiche).

Aberrazione numerica: variazione del numero di cromosomi rispetto al numero diploide caratteristico della specie.

Poliploidi: un multiplo del numero di cromosomi aploidi (1) diverso dal numero diploide (ossia 3n, 4n ecc.).

Aberrazione strutturale: alterazione della struttura cromosomica visibile allesame microscopico dello stadio di metafase
della divisione cellulare, che si presenta con dilezione e alterazioni di segmenti, scambi.

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela testata applicando il presente metodo di prova.

UVCB: sostanze di composizione sconosciuta o variabile, prodotti di una reazione complessa o materiali biologici."
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5) Nella parte B, il capitolo B.40 ¢ sostituito dal seguente:

"B.40 CORROSIONE CUTANEA IN VITRO: METODO DI PROVA DELLA RESISTENZA ELETTRICA TRANSCUTANEA
(TER)

INTRODUZIONE

1. 1l presente metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida dell'lOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 430
(2015). Per corrosione cutanea si intende la manifestazione di lesioni irreversibili della pelle in forma di necrosi
visibile dell'epidermide e del derma, a seguito dellapplicazione della sostanza chimica in esame [secondo la
definizione del Sistema globale armonizzato di classificazione ed etichettatura delle sostanze chimiche delle
Nazioni Unite (UN GHS) (1) e del regolamento (CE) n.1272/2008 del Parlamento europeo e del Consiglio
relativo alla classificazione, all'etichettatura e all'imballaggio delle sostanze e delle miscele (CLP) (!)]. I presente
metodo di prova B.40 aggiornato propone una procedura in vitro che consente di individuare le sostanze e le
miscele non corrosive e corrosive conformemente al GHS dellONU (1) e al regolamento CLP.

2. Tradizionalmente, la valutazione della corrosivitd cutanea ¢ effettuata su animali da esperimento (TM B.4 equiva-
lente alla linea guida del’OCSE n. 404 originariamente adottata nel 1981 e rivista nel 1992, nel 2002 e nel 2015)
(2). Oltre al presente metodo di prova B.40 sono stati validati e adottati altri metodi di prova in vitro per
determinare la corrosivita cutanea potenziale di sostanze chimiche, come ad esempio il metodo di prova B.40
bis (equivalente alla linea guida dellOCSE n. 431) (3) e il metodo di prova B.65 (equivalente alla linea guida
dellOCSE n. 435) (4), anch'essi in grado di individuare sottocategorie di sostanze chimiche corrosive laddove
richiesto. Diversi metodi di prova in vitro validati sono stati adottati, ad esempio il metodo di prova B.46
[equivalente alla linea guida dellOCSE n. 439 (5)], al fine di essere utilizzati per determinare l'irritazione cutanea.
Un documento di orientamento dellOCSE relativo agli approcci integrati in materia di prove e valutazioni (IATA —
Integrated Approaches to Testing and Assessment) per la corrosione e lirritazione cutanea descrive diversi moduli che
raggruppano una serie di fonti di informazione e strumenti di analisi e i) fornisce orientamenti su come integrare e
utilizzare i dati sperimentali e non sperimentali esistenti per valutare il potenziale di irritazione cutanea e di
corrosione cutanea delle sostanze chimiche e ii) propone un approccio quando occorrono prove ulteriori (6).

3. 1l presente metodo di prova riguarda 'endpoint per la salute umana della corrosione cutanea. Esso si fonda sul
metodo di prova della resistenza elettrica transcutanea (TER) condotto su pelle di ratto che utilizza dischi di
tessuto cutaneo per individuare le sostanze corrosive grazie alla loro capacita di produrre una perdita dell'inte-
grita dello strato corneo normale e della funzione di barriera. La linea guida dellOCSE corrispondente ¢ stata
inizialmente adottata nel 2004 e aggiornata nel 2015 per fare riferimento al documento di orientamento IATA.

4. Per valutare le prove di corrosione cutanea in vitro a fini regolamentari sono stati condotti studi di prevalidazione
(7), seguiti da uno studio di validazione formale del metodo di prova della TER su pelle di ratto per valutare la
corrosione cutanea (8) (9) (10) (11). I risultati di questi studi hanno permesso di stabilire che il metodo di prova
della TER (denominato metodo di riferimento validato o VRM) puo essere utilizzato a fini regolamentari per
valutare la corrosivita cutanea in vivo (12) (13) (14).

5. Prima di poter utilizzare a fini regolamentari un metodo di prova della TER in vitro per la corrosione cutanea,
simile o modificato, diverso dal VRM, occorre determinarne l'affidabilita, la pertinenza (accuratezza) e i limiti per
luso proposto al fine di assicurare che sia simile al VRM, conformemente ai requisiti degli standard di pre-
stazione (15). Il quadro del sistema dellOCSE di reciproca accettazione dei dati sara garantito solo una volta che
i metodi di prova proposti, nuovi o aggiornati, conformi agli standard di prestazione sono stati esaminati e
integrati nella corrispondente linea guida dellOCSE.

DEFINIZIONI

6. Le definizioni usate sono riportate nell'appendice.

CONSIDERAZIONI INIZIALI

7. Trisultati di uno studio di validazione (10) e di altri studi pubblicati (16) (17) indicano che il metodo di prova
della TER condotto su pelle di ratto permette di distinguere, tra le sostanze conosciute, quelle che sono corrosive
e non corrosive per la pelle con una sensibilita complessiva del 94 % (51/54) e una specificita del 71 % (48/68)
in una banca dati di 122 sostanze.

(") Regolamento (CE) n.1272/2008 del Parlamento europeo e del Consiglio, del 16 dicembre 2008, relativo alla classificazione,
all'etichettatura e allimballaggio delle sostanze e delle miscele che modifica e abroga le direttive 67/548/CEE e 1999/45/CE e che
reca modifica al regolamento (CE) n. 1907/2006 (GUL 353 del 31.12.2008, pag. 1).
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8. 1l presente metodo di prova riguarda la corrosione cutanea in vitro. Esso permette di individuare le sostanze
chimiche non corrosive e corrosive in esame in conformita al GHS delle Nazioni Unite e al regolamento CLP. Un
limite del presente metodo di prova, dimostrato dagli studi di validazione (8) (9) (10) (11), & che non permette la
sottocategorizzazione delle sostanze e delle miscele corrosive conformemente al GHS delle Nazioni Unite e al
regolamento CLP. Il quadro normativo applicabile stabilira in che modo il presente metodo di prova sara
utilizzato. Se da un lato il presente metodo di prova non fornisce informazioni adeguate sull'irritazione cutanea,
¢ opportuno notare che il metodo B.46 riguarda in modo specifico le prove d'irritazione cutanea in vitro e gli
effetti sulla salute (5). Per una valutazione completa degli effetti cutanei locali dopo una singola esposizione della
pelle, si raccomanda di consultare il documento di orientamento dellOCSE relativo agli IATA (6).

9. Nella validazione del metodo in questione ¢ stata sottoposta a prova un‘ampia gamma di prodotti chimici,
rappresentanti principalmente sostanze, e la banca dati empirica dello studio di validazione contava 60 sostanze
appartenenti a una vasta gamma di classi di sostanze chimiche (9). I dati generali disponibili indicano che il
metodo di prova & applicabile a un'ampia gamma di classi di sostanze chimiche e stati fisici, inclusi liquidi,
semisolidi, solidi e cere. Tuttavia, poiché per specifici stati fisici non sono facilmente disponibili sostanze in
esame con dati di riferimento adeguati, va notato che durante la validazione & stato valutato un numero
relativamente ridotto di cere e solidi corrosivi. I liquidi possono essere acquosi o non acquosi, i solidi possono
essere solubili o insolubili in acqua. Il metodo di prova non deve essere utilizzato con una categoria specifica di
sostanze qualora possa essere dimostrata la sua non applicabilita a tale categoria specifica. Inoltre, si presume che
il metodo di prova sia applicabile alle miscele oltre che alle sostanze. Tuttavia, poiché le miscele coprono un
ampio spettro di categorie e composizioni e tenuto conto delle informazioni limitate attualmente disponibili
circa la sperimentazione sulle miscele, nei casi in cui sia possibile dimostrare che il metodo di prova non &
applicabile a una categoria specifica di miscele (ad esempio applicando una strategia come proposto da Eskes et
al., 2012) (18) ¢ opportuno evitare di utilizzare il metodo di prova per tale categoria specifica di sostanze. Prima
di applicare il presente metodo di prova a una miscela per generare dati ai fini regolamentari previsti, si deve
considerare se, e in caso affermativo perché, esso possa fornire risultati adeguati a tale scopo. Tali considerazioni
non sono necessarie laddove esista una disposizione normativa che obblighi a sottoporre a prova la miscela. I
gas e gli aerosol non sono ancora stati valutati nell’ambito di studi di validazione (8) (9). Benché sia ipotizzabile
che essi possano essere testati utilizzando il metodo di prova della TER, l'attuale metodo di prova non prevede
l'esecuzione di prove per gas e aerosol.

PRINCIPIO DELLA PROVA

10. La sostanza chimica in esame ¢ applicata per non piu di 24 ore sulla superficie epidermica di dischi di tessuto
cutaneo in un sistema di test a due compartimenti nel quale i dischi di tessuto cutaneo fungono da separatori tra
i compartimenti. I dischi di tessuto cutaneo sono prelevati da ratti di 28-30 giorni, soppressi con metodi non
cruenti. Le sostanze chimiche corrosive sono individuate in base alla loro capacita di comportare una perdita
dell'integrita dello strato corneo normale e della funzione di barriera, che si misura come riduzione della TER al
di sotto di un livello soglia (16) (cfr. il paragrafo 32). Per la TER su pelle di ratto, un valore limite di 5 kQ & stato
scelto sulla base di molti dati relativi ad un elevato numero di sostanze per le quali la maggior parte dei valori
era nettamente superiore (spesso > 10 kQ), o nettamente inferiore (spesso < 3 kQ) a tale valore (16). In generale,
le sostanze chimiche in esame che sono non corrosive per gli animali ma che sono irritanti o non irritanti non
comportano una riduzione della TER al di sotto di tale valore limite. Inoltre, l'utilizzo di altre preparazioni
cutanee o di altre attrezzature puo alterare il valore limite, rendendo necessaria in tal caso una validazione
supplementare.

11. La procedura sperimentale include una sequenza relativa alla fissazione del colorante al fine di confermare i
risultati positivi del TER con valori attorno a 5 kQ. Tale sequenza determina se 'aumento della permeabilita
ionica ¢ dovuto alla distruzione fisica dello strato corneo. E stato dimostrato che il metodo della TER su pelle di
ratto permetteva di predire la corrosivita in vivo nel coniglio valutata con il metodo di prova B.4 (2).

DIMOSTRAZIONE DELLA COMPETENZA DI LABORATORIO

12. Prima di utilizzare sistematicamente il metodo di prova della TER su pelle di ratto conforme al presente metodo
di prova, i laboratori dimostrano la loro competenza tecnica classificando correttamente le dodici sostanze
chimiche per la verifica della competenza tecnica raccomandate nella tabella 1. Nel caso in cui una sostanza
in elenco non sia disponibile o nel caso in cui sia giustificato, pud essere utilizzata un’altra sostanza per la quale
sono disponibili dati di riferimento in vivo e in vitro (ad esempio scegliendo dalla lista delle sostanze chimiche di
riferimento (16)) a condizione che siano applicati i medesimi criteri di selezione di cui alla tabella 1.
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Tabella 1
elenco delle sostanze di prova a fini di competenza (!
Cat. UN GHS/| Cat. VRM
Classe chimi- |CLP sulla base| sulla base |Stato fisi-
Rt i (C4% ca(®) dei risultati in | dei risultati co By
vivo (%) in vitro
Sostanze corrosive in vivo

N,N'-dimetil dipropilenetriamina 10563-29-8 | base organi- 1A 6xC L 8,3
ca

1,2-diaminopropano 78-90-0 base organi- 1A 6 xC L 83
ca

acido solforico (10 %) 7664-93-9 | acido inor- | (1A/)1B/1C | 5xC L 1,2

ganico 1 xNC

idrossido di potassio (10 % acq.) 1310-58-3 | base inorga- | (1A[)1B/1C | 6 xC L 13,2
nica

acido ottanoico (caprilico) 124-07-2 | acido orga- 1B/1C 4xC L 3,6

nico 2 xNC
2-terzbutilfenolo 88-18-6 fenolo 1B/1C 4 xC L 3,9
2 x NC
Sostanze non corrosive in vivo

acido isostearico 2724-58-5 | acido orga- NC 6 x NC L 3,6
nico

4-amino-1,2,4-triazolo 584-13-4 | base organi- NC 6 x NC S 5,5
ca

fenetil bromuro 103-63-9 elettrofilo NC 6 x NC L 3,6

4-(metiltio)-benzaldeide 3446-89-7 elettrofilo NC 6 x NC L 6,8

1,9-decadiene 1647-16-1 | sostanza or- NC 6 x NC L 3,9

ganica neu-

tra

tetracloroetilene 127-18-4 | sostanza or- NC 6 x NC L 4,5

ganica neu-
tra

Abbreviazioni: acq. = acquoso; n. CAS = numero di registrazione CAS (Chemical Abstracts Service Registry Number); VRM =
metodo di riferimento validato; C = corrosivo; NC = non corrosivo.
(") Le sostanze di prova a fini di competenza, classificate dapprima come corrosive o non corrosive, poi per sottocategoria di
sostanze corrosive e poi per classe chimica, sono state selezionate tra le sostanze utilizzate nello studio di validazione
dellECVAM per il metodo di prova della TER su pelle di ratto (8) (9). Salvo indicazione contraria, le sostanze sono state
sottoposte a prova al livello di purezza ottenuto per le sostanze provenienti dal mercato (8). Nella misura del possibile,
nella selezione sono state incluse sostanze che: i) sono rappresentative dello spettro di reazioni di corrosivita (ad esempio
non corrosive, da poco a fortemente corrosive) che il VRM pud misurare o prevedere; ii) sono rappresentative delle classi
chimiche usate nello studio di validazione; iii) rispecchiano le caratteristiche di esecuzione del VRM; iv) hanno strutture
chimiche ben definite; v) permettono di ottenere risultati definitivi con il metodo di prova di riferimento in vivo; vi) sono
disponibili sul mercato; e vii) non comportano costi di smaltimento proibitivi.
(3) Classe chimica assegnata da Barratt et al. (8).
() I gruppi di imballaggio delle Nazioni Unite I, Il e III corrispondono rispettivamente alle categorie 1A, 1B e 1C del GHS

delle Nazioni Unite/regolamento CLP.

() I valori del pH sono stati ottenuti da Fentem et al. (9) e da Barratt et al. (8).
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PROCEDURA

13. Esistono procedure operative standard per il metodo di prova della TER su pelle di ratto per valutare la
corrosione cutanea (19). I metodi di prova della TER su pelle di ratto che rientrano in tale metodo di prova
sono conformi alle seguenti condizioni:

Animali

14. E opportuno l'utilizzo di ratti in quanto la sensibilita della loro pelle alle sostanze utilizzate in questo metodo di
prova ¢ stata gia dimostrata (12) e si tratta dellunica fonte di pelle formalmente validata (8) (9). L'eta (al
momento in cui la pelle ¢ prelevata) e il ceppo del ratto sono particolarmente importanti perché si deve essere
sicuri che i follicoli piliferi siano in fase d'inattivita, prima dellinizio della crescita dei peli adulti.

15. 1 peli della zona dorsale e laterale di giovani ratti maschi o femmine di circa 22 giorni (Wistar o ceppo
comparabile) sono rimossi con cura per mezzo di piccole forbici. Gli animali sono successivamente lavati
con cura mediante pezze bagnate e la zona rimossa ¢ immersa in una soluzione antibiotica (contenente, ad
esempio, streptomicina, penicillina, cloramfenicolo e amfotericina a concentrazioni efficaci per inibire la crescita
batterica). Gli animali sono nuovamente lavati con antibiotici il terzo o il quarto giorno dopo il primo lavaggio e
sottoposti al test entro 3 giorni dal secondo lavaggio, quando lo strato corneo si € rimesso dalla rimozione dei
peli.

Preparazione dei dischi di tessuto cutaneo

16. Gli animali sono soppressi in modo non cruento quando hanno 28-30 giorni (I'eta riveste unimportanza
particolare). La pelle dorso-laterale di ciascun animale ¢ successivamente rimossa ed accuratamente liberata da
qualsiasi eccesso di grasso sottocutaneo. Vengono rimossi dischi di tessuto cutaneo del diametro di circa 20 mm.
Il tessuto cutaneo potra essere conservato prima dell'utilizzo dei dischi se i dati dei controlli positivi e negativi
risultano equivalenti a quelli ottenuti sul tessuto cutaneo fresco.

17. Ciascun disco di tessuto cutaneo ¢ posto su una delle estremita di un tubo di politetrafluoroetilene (PTFE), con la
superficie epidermica a contatto con il tubo. Dopo aver fissato il disco allestremita del tubo con un anello di
tenuta toroidale in gomma, si elimina la parte eccedentaria del tessuto. L'anello toroidale di gomma viene quindi
fissato con cura all'estremita del tubo per mezzo di vaselina. 1l tubo & posizionato con una pinza a molla
all'interno in un cilindro contenente una soluzione di 154 mM di MgSO, (figura 1). Il disco cutaneo deve essere
interamente sommerso nella soluzione di MgSO,. E possibile ottenere fino a 10-15 dischi di tessuto cutaneo
dalla pelle di un solo ratto. Le dimensioni del tubo e del giunto toroidale sono indicate nella figura 2.

18. Prima di cominciare la sperimentazione, misurare la resistenza elettrica di due dischi cutanei per controllare la
qualita della pelle di ciascun animale. I due dischi devono dare valori di resistenza elettrica superiori a 10 kQ
affinché gli altri dischi possano essere utilizzati per il metodo di prova. Se il valore di resistenza ¢ inferiore a
10 kQ, gli altri dischi della stessa pelle devono essere eliminati.

Applicazione della sostanza chimica in esame e delle sostanze di controllo

19. Controlli positivi e negativi concorrenti devono essere utilizzati per ciascuna batteria di prove (esperimento) in
modo da garantire un'adeguata esecuzione del modello sperimentale. Per ciascuna batteria di prove (esperimento)
devono essere utilizzati dischi di tessuto cutaneo provenienti da un unico animale. Le sostanze chimiche
proposte per i controlli positivi e negativi sono, rispettivamente, I'acido cloridrico 10 M e l'acqua distillata.

20. La sostanza chimica liquida in esame (150 pl) ¢ applicata uniformemente sulla superficie epidermica all'interno
del tubo. Per il test di sostanze solide, si applica in modo uniforme sul disco di tessuto cutaneo una quantita
sufficiente di sostanza in modo da coprire la totalita della superficie dellepidermide. Dopo avere aggiunto I'acqua
deionizzata (150 pl) sulla sostanza solida, agitare delicatamente il tubo. Per ottenere il massimo contatto con la
pelle puo risultare necessario riscaldare i solidi a 30 °C per sciogliere o rammollire la sostanza chimica in esame
o macinarli per ottenere grani o polveri.
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21. In ogni batteria di prove (esperimento), sono utilizzati tre dischi di tessuto cutaneo per ciascuna sostanza
chimica di prova e di controllo. La sostanza chimica in esame ¢ applicata per 24 ore a 20-23 °C, quindi rimossa
con un getto d’'acqua corrente a temperatura ambiente fino alla sua completa rimozione.

Misurazione della TER

22. L'impedenza cutanea ¢ determinata misurando la TER per mezzo di un ponte Wheatstone a basso voltaggio e
corrente alternata (18). Le specificazioni generali del ponte sono una tensione operativa di 1-3 V, una corrente
alternata sinusoidale o rettangolare di 50-1 000 Hz ed un intervallo di misurazione di almeno 0,1-30 kQ. I ponte
utilizzato nello studio di validazione misura I'induttanza, la capacitanza e la resistenza fino a valori di 2 000 H,
2 000 pF e 2 MQ, rispettivamente, a frequenze di 100 Hz o 1 kHz, utilizzando valori in serie o paralleli. Ai fini
della TER, le misurazioni delle prove di corrosivita sono registrate in resistenza ad una frequenza di 100 Hz
utilizzando valori in serie. Prima di misurare la resistenza elettrica, la tensione di superficie della pelle ¢ ridotta
aggiungendo un volume di etanolo al 70 % sufficiente a coprire I'epidermide. Dopo alcuni secondi, I'etanolo ¢
rimosso dal tubo e il tessuto ¢ idratato con l'aggiunta di 3 ml di soluzione di MgSO, (154 mM). Gli elettrodi del
ponte di misurazione sono posizionati su entrambi i lati del disco di tessuto cutaneo per misurare la resistenza in
kQ/disco di tessuto cutaneo (figura 1). Le dimensioni degli elettrodi e la lunghezza dell’elettrodo esposto al di sotto
dei morsetti a coccodrillo sono indicate nella figura 2. Il morsetto attaccato allelettrodo interno ¢ posto sulla parte
superiore del tubo durante la misurazione della resistenza, affinché la lunghezza dell'elettrodo immerso nella
soluzione di MgSO, resti costante. L'elettrodo esterno ¢ posizionato all'interno del cilindro in modo tale da posarsi
sul fondo dello stesso. La distanza tra la pinza a molla e la parte inferiore del tubo deve rimanere costante (figura
2), poiché tale distanza influenza il valore di resistenza che si ottiene. Di conseguenza, la distanza tra l'elettrodo
interno e il disco di tessuto cutaneo deve essere costante e minima (1-2 mm).

23. Se la misurazione della resistenza da un valore superiore a 20 kQ, cid puo essere dovuto ad un residuo della
sostanza chimica in esame che copre la superficie epidermica del disco di tessuto cutaneo. Un tentativo di
rimozione della sostanza pud essere effettuato, ad esempio, turando ermeticamente il tubo con il pollice
inguantato ed agitandolo per 10 secondi circa; la soluzione di MgSO, viene cosi completamente rimossa e la
misurazione della resistenza ¢ ripetuta con una nuova soluzione di MgSO,.

24. Le proprieta e le dimensioni dell'apparecchiatura e la procedura sperimentale utilizzate possono influenzare i
valori della TER che si ottengono. La soglia di corrosivita ¢ stata fissata a 5 kQ sulla base di dati ottenuti con
lapparecchiatura e la procedura sperimentale specifiche descritte nel presente metodo di prova. Possono essere
applicati diversi valori limite e di controllo nel caso in cui le condizioni sperimentali siano alterate o sia
utilizzata una diversa attrezzatura. Pertanto, si raccomanda di calibrare la metodologia ed i valori limite di
resistenza testando una serie di sostanze da utilizzare per stabilire la competenza scelte fra le sostanze utilizzate
nello studio di validazione (8) (9) o fra classi di sostanze chimiche simili a quelle studiate. Un elenco di idonee
sostanze di prova a fini di competenza ¢ proposto nella tabella 1.

Metodi di fissazione del colorante

25. Lesposizione ad alcune sostanze non corrosive pud comportare una diminuzione della resistenza al di sotto del
valore soglia di 5kQ e permettere il passaggio di ioni attraverso lo strato corneo riducendo in tal modo la
resistenza elettrica (9). Ad esempio, le sostanze organiche neutre e le sostanze tensioattive (compresi detergenti,
emulsionanti ed altri agenti di superficie) possono eliminare i lipidi della pelle rendendo in tal modo la barriera
pit permeabile agli joni. Di conseguenza, se i valori della TER prodotti da tali sostanze chimiche sono inferiori o
vicini a 5kQ, in mancanza di lesioni percepibili si deve effettuare una valutazione della penetrazione del
colorante sui tessuti di controllo e sui tessuti trattati per determinare se i valori della TER ottenuti sono il
risultato della maggiore permeabilita della pelle o della corrosione cutanea (7) (9). In caso di corrosione cutanea
con danno dello strato corneo, il colorante sulforodamina B, quando applicato sulla pelle, penetra rapidamente e
colora il tessuto sottostante. Questo colorante ¢ stabile con un’ampia gamma di sostanze e non ¢ influenzato dal
procedimento di estrazione descritto di seguito.

Applicazione ed eliminazione del colorante sulforodamina B

26. Al termine della valutazione della TER, il solfato di magnesio € rimosso dal tubo ed il tessuto cutaneo &
esaminato con cura in cerca di lesioni manifeste. Se non ci sono importanti lesioni manifeste (ad esempio
perforazione), 150 pl di una diluizione al 10 % (p/v) di colorante sulforodamina B (rosso acido 52; C.I. 45100;
n. CAS 3520-42-1) in acqua distillata sono applicati sulla superficie epidermica di ogni disco di tessuto cutaneo
per 2 ore. Questi dischi di tessuto cutaneo vengono successivamente lavati con un getto d’acqua corrente a
temperatura ambiente per circa 10 secondi in modo da eliminare il colorante eccedentario/non fissato. Ciascun
disco di tessuto cutaneo € rimosso attentamente dal tubo e messo in una fiala (ad esempio, una fiala a
scintillazione in vetro da 20 ml) contenente acqua deionizzata (8 ml). Le fiale sono agitate delicatamente per
5 minuti fino ad eliminare qualsiasi eccesso di colorante non fissato. Dopo aver ripetuto la procedura di
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risciacquo, i dischi di tessuto cutaneo sono rimossi e inseriti in fiale contenenti 5 ml di sodio dodecil solfato
(SDS) al 30 % (p/v) in acqua distillata, quindi incubati per una notte a 60 °C.

27. In seguito allincubazione, ciascun disco di tessuto cutaneo ¢ rimosso e scartato e la soluzione restante €
centrifugata per 8 minuti a 21 °C (forza centrifuga relativa ~175 x g). Un campione di 1 ml di supernatante
¢ in seguito diluito in rapporto 1:5 (v/v) (cio¢ 1 ml + 4 ml) con SDS al 30 % (p/v) in acqua distillata. La densita
ottica (OD) della soluzione & misurata a 565 nm.

Calcolo del tasso di colorante

28. 1l tasso di sulforodamina B in ciascun disco € calcolato sulla base dei valori di OD (9) (coefficiente di estinzione
molare della sulforodamina B a 565 nm = 8,7 x 10% peso molecolare = 580). Il tenore di colorante ¢ determi-
nato per ciascun disco di tessuto cutaneo per mezzo di un’idonea curva di taratura. Un tenore medio ¢ quindi
calcolato per le repliche.

Criteri di accettabilita

29. I valori medi della TER sono accettati se i valori dei controlli positivi e negativi effettuati in parallelo si situano
entro gli intervalli accettabili di valori per il metodo utilizzato nel laboratorio di prova. Gli intervalli accettabili di
resistenza per la metodologia e I'apparecchiatura descritte sono indicati nella tabella seguente:

Controllo Sostanza Intervallo di resistenza (kQ)
Positivo 10 M acido cloridrico 0,5-1,0
Negativo Acqua distillata 10-25

30. I valori medi della fissazione del colorante sono accettati a condizione che i valori dei controlli effettuati in
parallelo si situino entro gli intervalli accettabili per il metodo. Gli intervalli accettabili di tasso colorante per le
sostanze di controllo proposte per la metodologia e 'apparecchiatura descritte sono i seguenti:

Controllo Sostanza Intervallo di tasso di colorante (ng/disco)
Positivo 10 M acido cloridrico 40-100
Negativo Acqua distillata 15-35

Interpretazione dei risultati

31. 1l valore limite della TER che discrimina le sostanze chimiche in esame corrosive da quelle non corrosive ¢ stato
stabilito nel corso dell'ottimizzazione del metodo di prova, testato in una fase di prevalidazione e confermato in
uno studio formale di validazione.

32. Di seguito & descritto il modello predittivo per il metodo di prova della TER su pelle di ratto per valutare la
corrosione cutanea (9) (19), associato al sistema di classificazione del GHS delle Nazioni Unite/regolamento CLP.
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La sostanza chimica in esame ¢ considerata non corrosiva per la pelle:

i) se il valore medio della TER ottenuto per la sostanza chimica in esame ¢ superiore a (>) 5kQ; o

i) se il valore medio della TER ottenuto per la sostanza chimica in esame ¢ inferiore o uguale a (<) 5kQ; e

— il disco di tessuto cutaneo non presenta alcuna lesione manifesta (ad esempio perforazione), e

— il tasso medio di colorante del disco ¢ inferiore (<) a quello del disco di controllo positivo di 10 M HCl
realizzato in parallelo (cfr. il paragrafo 30 per i valori di controllo positivi).

La sostanza chimica in esame ¢ considerata corrosiva per la pelle:

i) se il valore medio della TER ottenuto per la sostanza chimica in esame ¢ inferiore o uguale a (<) 5 kQ e se il
disco di tessuto cutaneo presenta lesioni manifeste (ad esempio perforazione); o

i) se il valore medio della TER ottenuto per la sostanza chimica in esame ¢ inferiore o uguale a (<) 5kQ; e

— il disco di tessuto cutaneo non presenta alcuna lesione manifesta (ad esempio perforazione), ma

— il tasso medio di colorante del disco ¢ superiore o uguale (=) a quello del disco di controllo positivo di 10
M HCI realizzato in parallelo (cfr. il paragrafo 30 per i valori di controllo positivi).

33. Una batteria di prove (esperimento) costituito da almeno tre dischi di tessuto cutaneo di replica dovrebbe essere
sufficiente per una sostanza chimica in esame, se la classificazione € univoca. Tuttavia, in caso di risultati
inconclusivi, tra cui misurazioni discordanti delle repliche e/o una TER media pari a 5 £ 0,5 kQ, si dovrebbe
considerare I'opportunita di eseguire una seconda batteria di prove (esperimento) indipendente, oltre che una
terza nell'eventualita di risultati discordanti tra le prime due.

DATI E RELAZIONE
Dati

34. I valori di resistenza (kQ) e, eventualmente, i valori di tasso medio del colorante (ug/disc) per la sostanza chimica
in esame e per i controlli positivi e negativi devono essere presentati sotto forma di tabella e includere i dati di
ciascun disco di replica in ogni batteria di prove (esperimento) nonché i valori medi * SD. Sono riportati tutti gli
esperimenti ripetuti. Per ogni sostanza chimica in esame sono riportate le lesioni osservate sui dischi di tessuto
cutaneo.

Relazione sull’esecuzione della prova

35. La relazione sull'esecuzione della prova deve comprendere le seguenti informazioni.

Sostanze chimiche in esame e sostanze di controllo:

— sostanza monocostituente: dati di identificazione chimica, come denominazioni [UPAC o CAS, numero CAS,
codice SMILES o InChl, formula strutturale, purezza, identita chimica delle impurezze, se del caso e se le
condizioni pratiche lo consentono, ecc,;
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— sostanza multicostituente, UVCB o miscela: caratterizzate nella massima misura possibile con lidentita
chimica (cfr. sopra), con la presenza quantitativa e con le proprieta fisico-chimiche pertinenti dei costituenti;

— aspetto fisico, idrosolubilita e, se del caso, ulteriori proprieta fisico-chimiche;

— origine, numero del lotto se disponibile;

— trattamento delle sostanze chimiche in esame[sostanze di controllo prima della prova, se applicabile (ad
esempio, riscaldamento, frantumazione);

— stabilita della sostanza chimica in esame, data limite di utilizzo, data della nuova analisi, se nota;

— condizioni di conservazione.

Animali utilizzati nella prova:

— ceppo e sesso utilizzati,

— etd degli animali in caso d'utilizzo come animali donatori;

— origine, condizioni di alloggio, dieta, ecc.;

— dettagli sulla preparazione della pelle.

Condizioni sperimentali:

— curve di taratura dell'apparecchiatura di test,

— curve di taratura dell'esecuzione del test di fissazione del colorante, banda passante utilizzata per misurare i
valori di densita ottica e intervallo di linearita dell'apparecchio di misurazione (ad esempio spettrofotometro),
se del caso;

— dettagli sulla procedura sperimentale utilizzata per le misurazioni della TER,

— dettagli sulla procedura sperimentale utilizzata per la valutazione della fissazione del colorante, se del caso,

— dosi sperimentali utilizzate, durata del o dei periodi di esposizione e temperatura/temperature di esposizione;

— dettagli sulla procedura di lavaggio utilizzata dopo il periodo di esposizione;

— numero dei dischi di tessuto cutaneo di replica utilizzati per sostanza chimica in esame e per sostanza di
controllo (positivo e negativo);

— descrizione di qualsiasi modifica del protocollo sperimentale;
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— riferimenti a dati storici del modello. Essi dovrebbero includere (elenco non esaustivo):

i) accettabilita dei valori di controllo positivi e negativi della RET (in ki) rispetto agli intervalli della
resistenza dei controlli positivi e negativi;

i) accettabilita dei valori del tasso di colorante dei controlli positivi e negativi (in pg/disc) rispetto agli
intervalli del tasso di colorante dei controlli positivi e negativi;

iii) accettabilita dei risultati della prova rispetto alla variabilita storica tra i dischi di tessuto cutaneo di
replica;

— descrizione dei criteri decisionali/del modello predittivo applicati.

Risultati:

— presentazione sotto forma di tabella dei dati ottenuti dalle prove della TER e della fissazione del colorante (se
del caso) per ogni sostanza chimica in esame e sostanza di controllo, per ogni batteria di prove (esperimento)
e ogni disco di tessuto cutaneo di replica (per ogni animale e per ogni campione di pelle), medie, deviazioni
standard e coefficienti di variazione;

— descrizione di tutti gli effetti osservati;

— risultante classificazione con riferimento al modello predittivo/ai criteri decisionali utilizzati.

Discussione dei risultati

Conclusioni
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Figura 1

Attrezzatura Per La Prova Di Resistenza Elettrica Transcutanea (Ter) Su Pelle Di RattO
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Figura 2

Dimensioni Del Tubo In Polietrafluoroetilene (Ptfe), Del Cilindro Contenitore E Degli Elettrodi Utilizzati

Fattori critici dell’attrezzatura sopra descritta:
— diametro interno del tubo PTFE,

— lunghezza degli elettrodi relativi al tubo PTFE e al cilindro contenitore: ¢ tale che il disco di tessuto
cutaneo non si trova a contatto con gli elettrodi e che una lunghezza standard dell’elettrodo si trova a
contatto con la soluzione MgSO,,

— quantita della soluzione MgSO, nel cilindro contenitore: la profondita del liquido, rispetto al livello nel
tubo PTEE, ¢ tale da apparire come indicato nella figura 1,

— il disco di tessuto cutaneo deve essere fissato accuratamente al tubo PTFE, di modo che la resistenza
elettrica sia una misura reale delle proprieta del tessuto cutaneo.



L 247/68 Gazzetta ufficiale dell'Unione europea 26.9.2019

Appendice

DEFINIZIONI

Accuratezza: grado di concordanza tra i risultati ottenuti con il metodo di prova e i valori di riferimento accettati.

Misura lefficienza del metodo di prova e costituisce un aspetto della pertinenza. Il termine € spesso utilizzato come
sinonimo di "concordanza" a indicare la percentuale di risultati corretti di un metodo di prova (20).

C: corrosivo.

Sostanza chimica: una sostanza o una miscela.

Concordanza: misura dell’efficacia del metodo di prova per metodi che forniscono un risultato ordinabile in categorie e
rappresenta un aspetto della pertinenza. Il termine & usato come sinonimo di "accuratezza" ed ¢ definito come la
proporzione di tutte le sostanze chimiche in esame che sono correttamente classificate come positive o negative. La
concordanza dipende strettamente dalla prevalenza di risultati positivi in tutti i tipi di sostanze chimiche in esame (20).

Sistema globale armonizzato di classificazione ed etichettatura delle sostanze chimiche delle Nazioni Unite (UN
GHS): sistema di classificazione delle sostanze chimiche (sostanze e miscele) secondo tipi e livelli standardizzati di rischio
fisico, sanitario e ambientale, che elabora i relativi elementi di comunicazione, quali pittogrammi, avvertenze, indicazioni
di pericolo, consigli di prudenza e schede informative di sicurezza, per trasmettere informazioni sugli effetti avversi di
dette sostanze a tutela delle persone (compresi datori di lavoro, lavoratori, trasportatori, consumatori e personale di
pronto intervento) e dellambiente (1).

TATA: approcci integrati in materia di prove e valutazioni (Integrated Approaches to Testing and Assessment).

Miscela: una miscela o una soluzione composta di due o pitt sostanze.

Sostanza monocostituente: sostanza, definita attraverso la sua composizione quantitativa, in cui un costituente prin-
cipale & presente in percentuale pari ad almeno 1'80 % (p/p).

Sostanza multicostituente: sostanza, definita attraverso la sua composizione quantitativa, in cui pitl costituenti principali
sono presenti in concentrazione = 10 % (p/p) e < 80 % (p/p). Una sostanza multicostituente ¢ il risultato di un processo
di fabbricazione. La differenza tra miscela e sostanza multicostituente € che una miscela ¢ ottenuta attraverso la
miscelazione di due o pil sostanze senza che avvenga una reazione chimica. Una sostanza multicostituente ¢ il risultato
di una reazione chimica.

NC: non corrosivo.

OD: densita ottica.

PC: controllo positivo, una replica che contiene tutti i componenti di un sistema di prova e che ¢ trattato con una
sostanza che notoriamente induce una reazione positiva. Perché sia possibile valutare la variabilita nel tempo della
risposta del controllo positivo, l'intensita di tale risposta non dovrebbe essere eccessiva.
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Standard di prestazione: standard, basati su un metodo di riferimento validato, che consentono di valutare la compa-
rabilita di un metodo proposto che ¢ simile sotto il profilo strutturale e funzionale. Detti standard comprendono: i) gli
elementi essenziali del metodo di prova; ii) un elenco minimo di sostanze chimiche di riferimento scelte tra le sostanze
utilizzate per dimostrare le prestazioni accettabili del metodo di prova validato; e iii) in funzione dei risultati ottenuti con
il metodo di riferimento validato, i livelli comparabili di affidabilita e accuratezza che il metodo proposto dovrebbe
ottenere quando viene valutato utilizzando I'elenco minimo di sostanze di riferimento.

Pertinenza: descrizione del rapporto tra la prova e leffetto studiato; indica se la prova ¢ significativa e utile per uno
scopo specifico. E il grado con cui la prova misura o prevede correttamente l'effetto biologico di interesse. La pertinenza
comprende una valutazione dell'accuratezza (concordanza) di una prova (20).

Affidabilita: misura in cui 'esecuzione di un metodo di prova puo essere riprodotta nel tempo all'interno dello stesso

laboratorio o da laboratori diversi seguendo il medesimo protocollo. E valutata calcolando la riproducibilita intra-labo-
ratorio e inter-laboratori (20).

Sensibilita: proporzione di tutte le sostanze chimiche positive[attive correttamente classificate dal metodo di prova.
Misura l'accuratezza di un metodo di prova che produce risultati ordinabili in categorie ed ¢ un elemento importante
per valutare la pertinenza di un metodo di prova (20).

Corrosione cutanea in vivo: il manifestarsi di lesioni irreversibili della pelle, vale a dire, necrosi visibile dell'epidermide e
del derma, a seguito dell'applicazione della sostanza chimica di prova per non pitt di quattro ore. Gli effetti tipici della
corrosione sono ulcere, sanguinamento, croste sanguinolente e, al termine di un periodo di osservazione di 14 giorni,
depigmentazione cutanea dovuta all'effetto sbiancante, chiazze di alopecia e cicatrici. Per valutare le lesioni dubbie
potrebbe essere necessario ricorrere a un esame istopatologico.

Specificita: proporzione di tutte le sostanze chimiche negative/inattive correttamente classificate dal metodo di prova.
Misura l'accuratezza di un metodo di prova che produce risultati ordinabili in categorie ed ¢ un elemento importante per
valutare la pertinenza di un metodo di prova (20).

Sostanza: un elemento chimico e i suoi composti, allo stato naturale od ottenuti per mezzo di un procedimento di
fabbricazione, compresi gli additivi necessari a mantenerne la stabilita e le impurezze derivanti dal procedimento
utilizzato, ma esclusi i solventi che possono essere separati senza compromettere la stabilita della sostanza o modificarne
la composizione.

Batteria di prove: consiste nel testare una sostanza chimica in esame in parallelo su almeno tre dischi di tessuto cutaneo
di replica.

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela testata applicando il presente metodo di prova.

Resistenza elettrica transcutanea (TER): misurazione dellimpedenza elettrica della pelle, come valore di resistenza
espressa in kilo-ohm. Si tratta di un metodo al contempo semplice e affidabile per valutare la funzione di barriera tramite
la registrazione del passaggio di ioni attraverso la pelle per mezzo di un ponte di Wheatstone.

UVCB: sostanze di composizione sconosciuta o variabile, prodotti di una reazione complessa o materiali biologici."
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6) Nella parte B, il capitolo B.40 bis ¢ sostituito dal seguente:

"B.40bis CORROSIONE CUTANEA IN VITRO: METODO DI PROVA SU UN MODELLO DI EPIDERMIDE UMANA
RICOSTITUITA (RhE)

INTRODUZIONE

1. 1l presente metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida del'lOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 431
(2016). Per corrosione cutanea si intende la manifestazione di lesioni irreversibili della pelle in forma di necrosi
visibile dell'epidermide e del derma, a seguito dell'applicazione della sostanza chimica in esame [secondo la
definizione del Sistema globale armonizzato di classificazione ed etichettatura delle sostanze chimiche delle
Nazioni Unite (UN GHS) (1) e del regolamento (CE) n.1272/2008 del Parlamento europeo e del Consiglio
relativo alla classificazione, all'etichettatura e allimballaggio delle sostanze e delle miscele (CLP) (1)]. 1l presente
metodo di prova B.40 bis aggiornato propone una procedura in vitro che consente di individuare le sostanze e le
miscele non corrosive e corrosive conformemente al GHS dellONU e al regolamento CLP. Esso permette una
parziale sottocategorizzazione delle sostanze corrosive.

2. Tradizionalmente, la valutazione del potenziale di corrosione cutanea & effettuata su animali da esperimento
(metodo di prova B.4 equivalente alla linea guida del’lOCSE n. 404 originariamente adottata nel 1981 e rivista
nel 1992, nel 2002 e nel 2015) (2). Oltre al presente metodo di prova B.40 bis sono stati validati e adottati altri
due metodi di prova in vitro per determinare la corrosivita potenziale di sostanze chimiche, come ad esempio il
metodo di prova B.40 (equivalente alla linea guida dellOCSE n. 430) (3) e il metodo di prova B.65 (equivalente
alla linea guida dell’OCSE n. 435) (4). E stato inoltre adottato il metodo di prova in vitro B.46 (equivalente alla
linea guida dellOCSE n. 439) (5) per determinare il potenziale di irritazione cutanea. Un documento di
orientamento dellOCSE relativo agli approcci integrati in materia di prove e valutazioni (IATA - Integrated
Approaches to Testing and Assessment) per la corrosione e lirritazione cutanea descrive diversi moduli che rag-
gruppano fonti di informazione e strumenti di analisi e i) fornisce orientamenti su come integrare e utilizzare i
dati sperimentali e non sperimentali esistenti per valutare il potenziale di irritazione cutanea e di corrosione
cutanea delle sostanze chimiche, e ii) propone un approccio quando occorrono prove ulteriori (6).

3. 1l presente metodo di prova riguarda l'endpoint per la salute umana della corrosione cutanea. Esso utilizza un
modello di epidermide umana ricostituita (RhE - reconstructed human epidermis) (ottenuta da cheratinociti non
trasformati prelevati da epidermide umana) che riproduce fedelmente le proprieta istologiche, morfologiche,
biochimiche e fisiologiche degli strati superiori della pelle umana (lepidermide). La linea guida dellOCSE
corrispondente ¢ stata originariamente adottata nel 2004 e aggiornata nel 2013 al fine di includere metodi
di prova supplementari utilizzando i modelli di RhE e la possibilita di utilizzare i metodi a supporto della
sottocategorizzazione delle sostanze chimiche corrosive, ed ¢ stata poi aggiornata nel 2015 per richiamare il
documento di orientamento IATA e introdurre I'uso di una procedura alternativa per misurare la vitalita.

4. 1l presente metodo di prova comprende quattro modelli di RhE validati disponibili sul mercato. Per due di questi modelli
di prova disponibili sul mercato, EpiSkin™ Standard Model (SM) e EpiDerm™ Skin Corrosivity Test (SCT) (EPI-200), sono
stati condotti degli studi di prevalidazione (7), seguiti da uno studio formale di validazione per valutare la corrosione
cutanea (8) (9) (10) (11) (12) (di seguito denominati metodi di riferimento validati o VRM). I risultati di questi studi hanno
permesso di stabilire che i due VRM di cui sopra possono essere utilizzati a fini regolamentari per distinguere le sostanze
corrosive (C) da quelle non corrosive (NC) e che EpiSkin™ puo inoltre essere utilizzato per sottocategorizzare le sostanze
corrosive (13) (14) (15). Altri due modelli di prova in vitro di RhE per determinare la corrosione cutanea disponibili sul
mercato hanno dato risultati simili a quelli del metodo di riferimento validato EpiDerm™ conformemente alla validazione
basata sugli standard di prestazione (16) (17) (18). Si tratta di SkinEthic™ RHE (?) e epiCS® (precedentemente noto con il
nome EST-1000) che possono anch'essi essere utilizzati a fini regolamentari per distinguere le sostanze corrosive da quelle
non corrosive (19) (20). Gli studi di postvalidazione eseguiti dai produttori del modello di RhE tra il 2012 e il 2014 con
un protocollo affinato che corregge le interferenze della riduzione non specifica dellMTT da parte delle sostanze chimiche
in esame hanno permesso di ottenere risultati migliori sia nella distinzione tra sostanze corrosive e non corrosive, sia nella
sottocategorizzazione delle sostanze corrosive (21) (22). Sono state condotte ulteriori analisi statistiche dei dati di
postvalidazione generati con EpiDerm™ SCT, SkinEthic™ RHE e EpiCS® per individuare modelli predittivi alternativi
che hanno migliorato la capacita predittiva per la sottocategorizzazione (23).

(") Regolamento (CE) n.1272/2008 del Parlamento europeo e del Consiglio, del 16 dicembre 2008, relativo alla classificazione,
all'etichettatura e allimballaggio delle sostanze e delle miscele che modifica e abroga le direttive 67/548/CEE e 1999/45/CE e che
reca modifica al regolamento (CE) n. 1907/2006 (GUL 353 del 31.12.2008, pag. 1).

(%) Lacronimo RhE (epidermide umana ricostituita - Reconstructed human Epidermis) & utilizzato per tutti i modelli basati sulla tecnologia
RhE. L'acronimo RHE utilizzato in associazione al modello SkinEthic™ ha lo stesso significato ma, facendo parte della denominazione
di questo specifico metodo di prova commercializzato, ¢ scritto tutto in lettere maiuscole.
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5. Prima di poter utilizzare a fini regolamentari un metodo di prova in vitro su RhE per la corrosione cutanea
proposto, simile o modificato, diverso dai VRM, occorre determinarne l'affidabilita, la pertinenza (accuratezza) e i
limiti per l'uso proposto al fine di assicurare che sia simile ai VRM, conformemente ai requisiti degli standard di
prestazione (24) stabiliti in linea con i principi del documento di orientamento dellOCSE n. 34 (25). 1l quadro
del sistema dellOCSE di reciproca accettazione dei dati sara garantito solo una volta che i metodi di prova
proposti, nuovi o aggiornati, conformi agli standard di prestazione sono stati esaminati e integrati nella corri-
spondente linea guida dellOCSE. I modelli di prova inclusi nella linea guida possono essere utilizzati per
rispondere alle prescrizioni dei paesi relative ai risultati della prova sul metodo di prova in vitro per determinare
la corrosione cutanea, traendo al tempo stesso vantaggio dalla reciproca accettazione dei dati.

DEFINIZIONI

6. Lappendice 1 contiene le definizioni dei termini utilizzati.

CONSIDERAZIONI INIZIALI

7. 1l presente metodo di prova consente di individuare le sostanze e le miscele non corrosive e corrosive confor-
memente al GHS delle Nazioni Unite e al regolamento CLP. Il presente metodo di prova ¢ alla base della
sottocategorizzazione delle sostanze e delle miscele corrosive nella sottocategoria facoltativa 1A, conformemente
al GHS delle Nazioni Unite (1), oltre che in una combinazione delle sottocategorie 1B e 1C (21) (22) (23). Un
limite del presente metodo di prova € costituito dal fatto che non permette di distinguere tra le sottocategorie 1B
e 1C di sostanze corrosive per la pelle, conformemente al GHS delle Nazioni Unite e al regolamento CLP, a
causa del numero limitato di sostanze chimiche corrosive in vivo ben note della sottocategoria 1C. I modelli di
prova EpiSkin™, EpiDerm™ SCT, SkinEthic™ RHE e epiCS® permettono la sottocategorizzazione (cioé 1A o
1B-e-1C o NQ).

8. Nello studio di validazione dei modelli di prova inclusi nel presente metodo di prova utilizzati per individuare
sostanze non corrosive e corrosive ¢ stato testato un ampio spettro di sostanze chimiche, principalmente
sostanze singole; la banca dati empirica dello studio di validazione contava 60 sostanze chimiche appartenenti
a unampia gamma di classi chimiche (8) (9) (10). Le prove volte a dimostrare la sensibilita, la specificita,
laccuratezza e la riproducibilita intra-laboratorio della prova per la sottocategorizzazione sono state condotte
dagli sviluppatori del metodo di prova e i risultati sono stati riesaminati dallOCSE (21) (22) (23). I dati generali
disponibili indicano che il metodo di prova ¢ applicabile a un'ampia gamma di classi di sostanze chimiche e stati
fisici, inclusi liquidi, semisolidi, solidi e cere. I liquidi possono essere acquosi 0 non acquosi, i solidi possono
essere solubili o insolubili in acqua. Quando possibile, prima dell'applicazione i solidi dovrebbero essere fran-
tumati in polvere fine; non sono necessarie altre forme di pretrattamento del campione. I modelli di prova
inclusi nel presente metodo di prova non devono essere utilizzati con una categoria specifica di sostanze
chimiche in esame qualora possa essere dimostrata la loro non applicabilita a tale categoria specifica. Inoltre,
si presume che il presente metodo di prova sia applicabile alle miscele oltre che alle sostanze. Tuttavia, poiché le
miscele coprono un ampio spettro di categorie e composizioni e tenuto conto delle informazioni limitate
attualmente disponibili circa la sperimentazione sulle miscele, nei casi in cui sia possibile dimostrare che il
metodo di prova non ¢ applicabile a una categoria specifica di miscele (ad esempio applicando la strategia
proposta in (26)) non si deve utilizzare il metodo di prova per tale categoria specifica di sostanze. Prima di
applicare il presente metodo di prova a una miscela per generare dati ai fini regolamentari previsti, si deve
considerare se, e in caso affermativo perché, esso possa fornire risultati adeguati a tale scopo. Tali considerazioni
non sono necessarie laddove esista una disposizione normativa che obblighi a sottoporre a prova la miscela. I
gas e gli aerosol non sono ancora stati valutati nell'ambito di studi di validazione (8) (9) (10). Benché sia
ipotizzabile che essi possano essere testati utilizzando la tecnologia RhE, 'attuale metodo di prova non prevede
l'esecuzione di prove per gas e aerosol.

9. Le sostanze chimiche in esame che assorbono la luce nello stesso spettro dellMTT formazan e le sostanze
chimiche in esame in grado di ridurre direttamente il colorante vitale MTT (in MTT formazan) possono
interferire con le misurazioni di vitalita tessutale e richiedono l'utilizzo di controlli adattati per correggere tali
interferenze. 1l tipo di controlli adattati che possono essere necessari variera in funzione del tipo di interferenze
prodotte dalla sostanza chimica in esame e della procedura usata per misurare 'MTT formazan (cfr. i paragrafi da
25 a 31).
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10.

11.

12.

13.

Se da un lato il presente metodo di prova non fornisce informazioni adeguate sull'irritazione cutanea, &
opportuno notare che il metodo B.46 riguarda in modo specifico le prove dirritazione cutanea in vitro e gli
effetti sulla salute e si basa sullo stesso sistema di prova su RhE, benché usi un altro protocollo (5). Per una
valutazione completa degli effetti cutanei locali dopo una singola esposizione della pelle, si raccomanda di
consultare il documento di orientamento dellOCSE relativo agli approcci integrati in materia di prove e
valutazioni (IATA — Integrated Approaches to Testing and Assessment) (6). Gli IATA prevedono la realizzazione
di prove in vitro volte a determinare la corrosione cutanea (come descritta nel presente metodo di prova) e
lirritazione cutanea prima di prevedere la conduzione di test su animali vivi. E noto che l'utilizzo di pelle umana
¢ oggetto di considerazioni etiche e soggetto a condizioni nazionali ed internazionali.

PRINCIPIO DELLA PROVA

La sostanza chimica in esame viene applicata localmente ad un modello tridimensionale di epidermide umana
ricostituita, composta da cheratinociti non trasformati prelevati da epidermide umana, messi in coltura per formare
un modello multistrato, altamente differenziato, di epidermide umana. Il modello ¢ costituito da uno strato basale,
uno strato spinoso e uno strato granuloso organizzati e da uno strato corneo multiplo contenente strati di strutture
lamellari lipidiche intercellulari rappresentanti le principali classi lipidiche analoghe a quelle presenti in vivo.

I metodo di prova su RhE si basa sulla premessa secondo cui le sostanze chimiche corrosive sono in grado di
penetrare nello strato corneo per diffusione o erosione e sono citotossiche per gli strati cellulari sottostanti. La
vitalita cellulare ¢ misurata tramite conversione enzimatica del colorante vitale MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-ile)-2,5-
difeniltetrazolio bromuro, tiazolil blu tetrazolio bromuro; numero CAS 298-93-1], in un sale, il blu di formazan,
misurato quantitativamente dopo l'estrazione dai tessuti (27). Le sostanze chimiche corrosive sono identificate per
la loro capacita di diminuire la vitalita cellulare al di sotto di determinati livelli soglia (cfr. i paragrafi 35 e 36). E
stato dimostrato che il metodo di prova della corrosione cutanea su RhE consente di prevedere gli effetti della
corrosione cutanea in vivo nel coniglio valutata conformemente al metodo di prova B.4 (2).

DIMOSTRAZIONE DELLA COMPETENZA DI LABORATORIO

Prima di utilizzare sistematicamente uno qualsiasi dei quattro modelli di prova su RhE validati e conformi al presente
metodo di prova, i laboratori dimostrano la loro competenza tecnica classificando correttamente le dodici sostanze
chimiche per la verifica della competenza tecnica di cui alla tabella 1. Nel caso in cui sia utilizzato un metodo di
sottoclassificazione, ¢ dimostrata anche la corretta sottocategorizzazione. Nel caso in cui una sostanza in elenco non sia
disponibile o nel caso in cui sia giustificato, puo essere utilizzata un‘altra sostanza per la quale sono disponibili dati di
riferimento in vivo e in vitro (ad esempio scegliendo dalla lista delle sostanze chimiche di riferimento (24)) a condizione
che siano applicati i medesimi criteri di selezione di cui alla tabella 1.

Tabella 1

elenco delle sostanze di prova a fini di competenza (')

26.9.2019

Cat. GHS
del’ONU/ | Cat. VRM
Sostanza n. CAS Classe chimica (%) bgsLeP dS:iH?i— dS;HraisEiSaii dlélﬂhlj[%t%r(es) Stato fisico
sultati in vi- | in vitro (%)
vo ()
Sostanze corrosive in vivo della sottocategoria 1A
Acido bromoacetico 79-08-3 Acido organi- 1A (3) 1A — S
co
Trifluoruro di boro diidra- | 13319-75-0 | Acido inorga- 1A (3) 1A —
to nico
Fenolo 108-95-2 Fenolo 1A (3) 1A —
Cloruro di dicloroacetile 79-36-7 Elettrofilo 1A (3) 1A —
Combinazione di sostanze corrosive in vivo delle sottocategorie 1B-e-1C
Acido glicossilico monoi- | 563-96-2 | Acido organi- | 1B-e-1C | (3) 1B-e- —
drato co 1C
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Cat. GHS
del’ONU/ | Cat. VRM
CLP sulla sulla base Riduttore
base dei ri- | dei risultati | dellMTT (%)
sultati in vi- | in vitro (%)
vo ()

Sostanza n. CAS Classe chimica (%) Stato fisico

Sostanze corrosive in vivo della sottocategoria 1A

Acido lattico 598-82-3 | Acido organi- | 1B-e-1C | (3) 1B-e- — L
co 1C
Etanolammina 141-43-5 Base organica 1B (3) 1B-e- Y Viscoso
1C
Acido cloridrico (14,4 %) | 7647-01-0 | Acido inorga- | 1B-e-1C | (3) 1B-e- — L
nico 1C

Sostanze non corrosive in vivo

Fenetil bromuro 103-63-9 Elettrofilo NC (3) NC Y L

4-amino-1,2,4-triazolo 584-13-4 Base organica NC (3) NC — S

4-(metiltio)-benzaldeide 3446-89-7 Elettrofilo NC (3) NC Y L

Acido laurico 143-07-7 | Acido organi- NC (3) NC — S
co

Abbreviazioni: n. CAS = numero di registrazione CAS (Chemical Abstracts Service Registry Number); VRM = metodo di

riferimento validato; NC = non corrosivo; Y = si; S = solido; L = liquido.

(") Le sostanze di prova a fini di competenza, classificate dapprima come corrosive o non corrosive, poi per sottocategoria di

sostanze corrosive ¢ poi per classe chimica, sono state selezionate tra le sostanze utilizzate negli studi di validazione

dellECVAM per EpiSkin™ e EpiDerm™ (8) (9) (10) e negli studi di postvalidazione basati sui dati forniti dagli svilup-
patori di EpiSkin™ (22), EpiDerm™, SkinEthic™ e epiCS® (23). Salvo indicazione contraria, le sostanze sono state
sottoposte a prova al livello di purezza ottenuto per le sostanze provenienti dal mercato (8) (10). Nella misura del
possibile, nella selezione sono state incluse sostanze che: i) sono rappresentative dello spettro di reazioni di corrosivita

(ad esempio non corrosive, da poco a fortemente corrosive) che i VRM possono misurare o prevedere; i) sono rap-

presentative delle classi chimiche usate negli studi di validazione; iii) hanno strutture chimiche ben definite; iv) permet-

tono di ottenere risultati riproducibili nel VRM; v) permettono di ottenere risultati definitivi con il metodo di prova di

riferimento in vivo; vi) sono disponibili sul mercato; e vii) non comportano costi di smaltimento proibitivi.

) Classe chimica assegnata da Barratt et al. (8).

%) 1 gruppi di imballaggio delle Nazioni Unite L, II e III corrispondono rispettivamente alle categorie 1A, 1B e 1C del GHS
delle Nazioni Unite/regolamento CLP.

(% Le previsioni del VRM in vitro riportate nella presente tabella sono state ottenute con i modelli di prova EpiSkin™ e
EpiDerm™ (VRM) nel corso delle prove di postvalidazione eseguite dagli sviluppatori del metodo di prova.

(®) I valori della vitalita ottenuti negli studi di validazione per la corrosione cutanea del’lECVAM non sono stati corretti per la
riduzione diretta del'MTT (negli studi di validazione non sono stati realizzati controlli su tessuti uccisi). Tuttavia, i dati di
postvalidazione generati dagli sviluppatori del metodo di prova presentati nella presente tabella sono stati ottenuti con
controlli adattati (23).

14. Nellambito della dimostrazione delle competenze, si raccomanda che Tutente si accerti delle proprieta di barriera dei

15.

tessuti dopo averli ricevuti, in conformita alle specifiche del produttore del modello di epidermide umana ricostituita.
Tale verifica ¢ particolarmente importante se i tessuti vengono trasportati per lunghe distanze/per viaggi lunghi.
Quando un metodo di prova ¢ consolidato e il suo uso corretto da parte del laboratorio ¢ stato dimostrato, non € pitt
necessario effettuare la verifica in maniera sistematica. Tuttavia, se un metodo di prova viene sistematicamente
utilizzato, si raccomanda di continuare a verificare le proprieta di barriera a intervalli regolari.

PROCEDURA

Quella che segue ¢ una descrizione generica dei componenti e delle procedure dei modelli di prova su RhE per
valutare la corrosione cutanea che rientrano nel presente metodo di prova. I modelli di RhE riconosciuti come
scientificamente validi per l'uso nel presente metodo di prova, ossia i modelli EpiSkin™ (SM), EpiDerm™ (EPI-
200), SkinEthic™ RHE e epiCS® (16)(17)(19)(28)(29)(30)(31)(32)(33), possono essere ottenuti sul mercato.
Esistono procedure operative standard per questi quattro modelli di RhE (34) (35) (36) (37) e le componenti
dei loro principali metodi di prova sono sintetizzate nell'appendice 2. Si raccomanda la consultazione delle
procedure operative standard pertinenti al momento di attuare e utilizzare uno di tali modelli in laboratorio. Le
prove con i quattro modelli di RhE che rientrano nel presente metodo di prova sono conformi a quanto segue.
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COMPONENTI DEL METODO DI PROVA SU EPIDERMIDE UMANA RICOSTITUITA

Condizioni generali

16. Per ricostruire I'epitelio devono essere utilizzati cheratinociti non trasformati di origine umana. Devono essere
presenti molteplici strati di cellule epiteliali vitali (strato basale, strato spinoso, strato granuloso) sotto uno strato
corneo funzionale. Lo strato corneo deve presentare molteplici strati con il profilo lipidico necessario per
costituire una barriera funzionale solida capace di resistere alla penetrazione rapida delle sostanze chimiche di
riferimento citotossiche, ad esempio, sodio dodecil solfato (SDS) o Triton X-100. La funzione di barriera deve
essere dimostrata e puod essere valutata determinando la concentrazione alla quale una sostanza chimica di
riferimento riduce la vitalita dei tessuti del 50 % (IC5q) dopo un tempo di esposizione fisso oppure determinando
il tempo di esposizione necessario per ridurre la vitalita cellulare del 50 % (ETs,) dopo lapplicazione della
sostanza chimica di riferimento a una concentrazione fissa predeterminata (cfr. il paragrafo 18). Le proprieta di
contenimento del modello di RhE devono essere tali da impedire il passaggio di materiale attorno allo strato
corneo verso i tessuti vitali, che inciderebbe negativamente sulla qualita della modellizzazione dell'esposizione
cutanea. Il modello di epidermide umana ricostituita non deve essere contaminato da batteri, virus, micoplasmi o
funghi.

Condizioni funzionali

Vitalita

17. La prova usata per quantificare la vitalita del tessuto € il test dellMTT (27). Le cellule vitali del modello di RhE
riducono il colorante vitale MTT a un precipitato MTT blu di formazan che ¢ successivamente estratto dal
tessuto utilizzando isopropanolo (0 un solvente analogo). La densita ottica (OD) del solo solvente di estrazione
dovrebbe essere sufficientemente bassa, ossia OD <0,1. MTT formazan estratto pud essere quantificato
utilizzando una misurazione di assorbanza standard (OD) o una procedura di spettrofotometria HPLC/UPLC
(38). Gli utilizzatori del modello di RhE devono accertarsi che ciascun lotto del modello impiegato soddisfi i
criteri definiti per il controllo negativo. E opportuno che lo sviluppatore/il fornitore del modello di RhE stabilisca
un intervallo di accettabilita (limite superiore e inferiore) dei valori di OD del controllo negativo. L'intervallo di
accettabilita dei valori di densita ottica del controllo negativo per i quattro modelli di prova di RhE inclusi nel
presente metodo di prova ¢ illustrato nella tabella 2. L'utilizzatore di spettrofotometria HPLC/UPLC applichera gli
intervalli di OD del controllo negativo di cui alla tabella 2 come criteri di accettabilita del controllo negativo.
Occorre documentare che i tessuti trattati con il controllo negativo sono stabili in coltura (ossia risultano
misurazioni di OD simili) per tutto il periodo di esposizione.

Tabella 2

Intervalli di accettabilita dei valori di OD del controllo negativo per verificare la qualita del lotto

Limite di accettabilita inferiore Limite di accettabilita superiore
EpiSkin™ (SM) >0,6 <15
EpiDerm™ SCT (EPI-200) >0,8 <28
SkinEthic™ RHE >0,8 <3,0
epiCS® >0,8 <28

Funzione di barriera

18. Lo strato corneo e la relativa composizione lipidica devono essere sufficienti per resistere alla penetrazione
rapida di alcuni marcatori citotossici (come SDS o Triton X-100), valutata tramite i fattori ICs, 0 ET5 (tabella
3). La funzione di barriera di ciascun lotto del modello di RhE utilizzato deve essere dimostrata dallo svilup-
patore/venditore del modello di RhE al momento di fornire il tessuto all'utilizzatore finale (cfr. il paragrafo 21).
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Morfologia

19. L'esame istologico del modello di RhE ¢ eseguito dimostrando la struttura multistrato analoga all'epidermide
umana contenente uno strato basale, uno strato spinoso, uno strato granuloso e uno strato corneo, e mostra un
profilo lipidico simile a quello dell'epidermide umana. Al momento di fornire il tessuto all'utilizzatore finale, lo
sviluppatore/venditore del modello di RhE trasmette l'esame istologico di ciascun lotto del modello di RhE
utilizzato che dimostra la morfologia del tessuto appropriata (cfr. il paragrafo 21).

Riproducibilita

20. Gli utilizzatori del metodo di prova ne dimostrano la riproducibilita nel tempo con controlli positivi e negativi.
Inoltre, il metodo di prova ¢ utilizzato solo se lo sviluppatore/fornitore del modello di RhE fornisce dati che
dimostrano la riproducibilita nel tempo con sostanze chimiche corrosive e non corrosive che figurano, ad
esempio, nell’elenco delle sostanze di prova a fini di competenza (tabella 1). Nel caso in cui sia utilizzato un
metodo di prova per la sottocategorizzazione, ne ¢ dimostrata la riproducibilita anche in relazione alla sotto-
categorizzazione.

Controllo di qualita (QC)

21. 1l modello di RhE ¢ utilizzato solo se lo sviluppatore/fornitore dimostra che ogni lotto del modello utilizzato
rispetta determinati criteri di fabbricazione, i piu rilevanti dei quali riguardano la vitalitd (paragrafo 17), la
funzione di barriera (paragrafo 18) e la morfologia (paragrafo 19). Tali informazioni devono essere fornite agli
utilizzatori del metodo di prova, perché possano inserirle nella relazione di prova. Per una previsione affidabile
degli effetti corrosivi possono essere considerati accettabili solo i risultati ottenuti con lotti di tessuto che hanno
superato il controllo di qualita. Lo sviluppatorefil fornitore del modello di RhE stabilisce un intervallo di
accettabilita (limite superiore e inferiore) per i valori di IC5, o di ETs. Nella tabella 3 sono riportati gli intervalli
di accettabilita per i quattro modelli di prova validati.

Tabella 3

Criteri di controllo di qualita dei lotti

Limite di accettabilita inferiore Limite di accettabilita superiore
EpiSkin™ (SM) IC50 = 1,0 mg/ml IC5y = 3,0 mg/ml
(trattamento di 18 ore con SDS) (33).
EpiDerm™ SCT (EPI-200) ET;, = 4,0 ore ET;5q = 8,7 ore
(1 % Triton X-100) (34)
SkinEthic™ RHE ETs5, = 4,0 ore ET;5y = 10,0 ore
(1 % Triton X-100) (35)
epiCS® ETsq = 2,0 ore ETsq = 7,0 ore
(1 % Triton X-100) (36)

Applicazione delle sostanze chimiche in esame e delle sostanze chimiche di controllo

22. Sono utilizzate almeno due repliche di tessuti per ciascuna sostanza chimica in esame e sostanza di controllo per
ogni tempo di esposizione. Per le sostanze chimiche sia liquide che solide occorre applicare una quantita
sufficiente della sostanza in esame fino a coprire uniformemente la superficie dell'epidermide evitando nel
contempo una dose infinita, ossia un minimo di 70 pljcm? o 30 mg/cm?. A seconda dei modelli, la superficie
dell'epidermide deve essere inumidita con acqua deionizzata o distillata prima dell'applicazione di sostanze
chimiche solide, al fine di migliorare il contatto tra la sostanza chimica in esame e la superficie dell'epidermide
(34) (35) (36) (37). Quando possibile, i solidi dovrebbero essere testati sotto forma di polvere fine. Il metodo
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d'applicazione deve essere adatto alla sostanza chimica in esame [cfr., ad esempio, i riferimenti da (34) a (37)] Al
termine del periodo di esposizione, la sostanza chimica in esame deve essere dilavata con cura dall'epidermide
utilizzando un tampone acquoso o NaCl allo 0,9 %. A seconda di quale modello di prova di RhE tra i quattro
validati si usa, si ricorre a due o tre periodi di esposizione per ogni sostanza chimica in esame (per tutti e quattro
i modelli di RhE validati: 3 minuti e 1 ora; per EpiSkin™: un periodo di esposizione supplementare di 4 ore). In
funzione del modello di prova di RhE e del periodo di esposizione valutati, la temperatura di incubazione
durante l'esposizione puo variare tra la temperatura ambiente e 37 °C.

23. Occorre utilizzare simultaneamente controlli negativi (NC) e controlli positivi (PC) per ogni batteria di prove al
fine di dimostrare che la vitalita (nel caso del controllo negativo), la funzione di barriera e la conseguente
sensibilita (nel caso del controllo positivo) dei tessuti rientrano in un intervallo di accettabilita storico determi-
nato. Le sostanze chimiche proposte ai fini dei controlli positivi sono l'acido acetico glaciale o '8N KOH, a
seconda del modello di RhE utilizzato. Si noti che '8N KOH ¢ un riduttore diretto dellMTT che puo richiedere
controlli adattati quali quelli descritti ai paragrafi 25 e 26. Le sostanze proposte per i controlli negativi sono
Na(l allo 0,9 % (p/v) o l'acqua.

Misurazione della vitalita cellulare

24. 11 test dellMTT ¢ un metodo quantitativo per misurare la vitalita cellulare nellambito del presente metodo di
prova (27). 11 campione di tessuto ¢ immerso in una soluzione MTT alla concentrazione adeguata (0,3 o
1 mg/ml) per 3 ore. Il precipitato di blu di formazan che si forma ¢ successivamente estratto dal tessuto con
un solvente (ad esempio isopropanolo, isopropanolo acidico), e ne viene misurata la concentrazione o deter-
minando la densita ottica a 570 nm con un filtro passa-banda della larghezza massima di + 30 nm o con una
procedura di spettrofotometria HPLC/UPLC (cfr. i paragrafi 30 e 31) (38).

25. Le sostanze chimiche in esame possono interferire con il test del'MTT, per riduzione diretta dell'MTT in blu di
formazan efo per interferenza sul colore se la sostanza chimica in esame assorbe, naturalmente o in seguito a
procedure di trattamento, nello stesso intervallo di OD del formazan (570 * 30 nm, principalmente sostanze
chimiche blu e viola). Vanno usati controlli supplementari per individuare e correggere potenziali interferenze
di dette sostanze chimiche in esame come il controllo della riduzione non specifica dellMTT (NSMTT) e il
controllo del colore non specifico (NSC) (cfr. i paragrafi da 26 a 30). Quanto precede ¢ particolarmente
importante quando una sostanza chimica in esame non ¢ rimossa completamente dal tessuto mediante
risciacquo o penetra nell'epidermide ed ¢ pertanto presente nel tessuto nel momento in cui viene eseguita la
prova di vitalita MTT. Per una descrizione dettagliata di come correggere la riduzione diretta dellMTT e le
interferenze da parte degli agenti coloranti consultare le procedure operative standard dei tre modelli di prova
(34) (35) (36) (37).

26. Per individuare i riduttori diretti del'MTT, aggiungere ciascuna sostanza chimica in esame al mezzo contenente
MTT appena preparato (34) (35) (36) (37). Se la miscela di MTT contenente la sostanza chimica in esame
diventa blu/viola, si presume che la sostanza chimica in esame sia un riduttore diretto dellMTT e si esegue un
ulteriore controllo funzionale sull'epidermide non vitale, indipendentemente dall'uso della misurazione di assor-
banza standard (OD) o di una procedura di spettrometria HPLC/UPLC. Tale controllo funzionale supplementare
viene effettuato su tessuti uccisi che presentano solo un’attivita metabolica residua ma assorbono la sostanza
chimica in esame in quantita simili ai tessuti vitali. Ogni riduttore chimico dellMTT ¢ applicato su almeno due
repliche di tessuti uccisi per tempo di esposizione, sottoposte all'intera prova di corrosione cutanea. La reale
vitalita del tessuto € poi calcolata come la percentuale di vitalita tessutale ottenuta con tessuti vivi esposti al
riduttore del'MTT meno la percentuale della riduzione non specifica dellMTT ottenuta con i tessuti uccisi
esposti al medesimo riduttore del'MTT, calcolata in funzione della batteria di prove del controllo negativo
testato in parallelo alla prova da correggere (% NSMTT).

27. Per individuare l'interferenza potenziale di sostanze chimiche in esame colorate o che si colorano a contatto con
l'acqua o Tisopropanolo e stabilire la necessita di controlli supplementari, si esegue un'analisi dello spettro della
sostanza chimica in esame nellacqua (ambiente al momento dell'esposizione) efo nell'isopropanolo (solvente di
estrazione). Se la sostanza chimica in esame nellacqua o nell'isopropanolo assorbe la luce nellintervallo di
570 * 30 nm, si procede con ulteriori controlli del colorante o, in alternativa, con una procedura di spettrofo-
tometria HPLC/UPLC qualora tali controlli non siano necessari (cfr. i paragrafi 30 e 31). Nell'eseguire una
misurazione dell’'assorbanza standard (OD), ciascuna sostanza chimica in esame colorata che causa un'interfe-
renza ¢ applicata su almeno due repliche di tessuti vitali per tempo di esposizione sottoposte all'intera prova di
corrosione cutanea, con la differenza che sono incubate in un mezzo anziché in una soluzione di MTT durante
la fase di incubazione dellMTT per generare un controllo del colore non specifico (NSCjjying). I controllo
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NSCiiying deve essere eseguito parallelamente, per tempo di esposizione e per sostanza chimica in esame colorata
(in ogni batteria di prove) a causa della variabilita biologica intrinseca dei tessuti vivi. La reale vitalita del tessuto
¢ poi calcolata come la percentuale della vitalita tessutale ottenuta con tessuti vivi esposti alla sostanza chimica
in esame che provoca un'interferenza e incubati con la soluzione di MTT meno la percentuale di colore non
specifico ottenuto con tessuti vivi esposti alla sostanza chimica in esame che provoca un'interferenza e incubati
nel mezzo senza MTT in parallelo alla prova da correggere (% NSCjyipn,)-

28. Per le sostanze chimiche in esame identificate come all'origine sia di una riduzione diretta dellMTT (cfr. il
paragrafo 26) sia di un'interferenza cromatica (cfr. il paragrafo 27) occorre una terza batteria di prove, distinta
dai controlli NSMTT e NSCy;;,, descritti nel paragrafo precedente, quando si effettua la misurazione dellassor-
banza standard (OD). E quanto avviene solitamente con le sostanze chimiche in esame di colore scuro che
interferiscono con il test del'MTT (ad esempio blu, viola, nero) perché il loro colore intrinseco impedisce di
valutarne la capacita di ridurre direttamente I'MTT come descritto al paragrafo 26. Poiché tali sostanze chimiche
in esame possono legarsi sia ai tessuti vivi che ai tessuti uccisi, il controllo NSMTT potrebbe correggere non solo
il potenziale di riduzione diretta del'MTT, ma anche linterferenza cromatica generata dal legame tra la sostanza
chimica in esame e i tessuti uccisi. Si potrebbe avere di conseguenza una doppia correzione dell'interferenza
cromatica perché il controllo NSCiy;,, corregge gia linterferenza cromatica causata dal legame tra la sostanza
chimica in esame e i tessuti vivi. Per evitare una possibile doppia correzione dell'interferenza cromatica si deve
eseguire un terzo controllo per il colore non specifico nei tessuti uccisi (NSCygeq)- In questo controllo sup-
plementare la sostanza chimica in esame ¢ applicata su almeno due repliche di tessuti uccisi sottoposte all'intera
prova della corrosione cutanea per tempo di esposizione, ma che sono incubate in un mezzo invece che nella
soluzione di MTT durante la fase di incubazione del'MTT. Per ciascuna sostanza chimica in esame ¢ sufficiente
un unico controllo NSCyy.q @ prescindere dal numero di prove indipendentif/batterie di prove eseguite, ma
dovrebbe essere condotto parallelamente al controllo NSMTT e, ove possibile, con lo stesso lotto di tessuto. La
reale vitalita del tessuto ¢ poi calcolata come la percentuale della vitalita tessutale ottenuta con i tessuti vivi
esposti alla sostanza chimica in esame meno %NSMTT meno %NSCj,, pitt la percentuale di colore non
specifico ottenuto con tessuti uccisi esposti alla sostanza chimica in esame che provoca un'interferenza e incubati
nel mezzo senza MTT, calcolata in rapporto alla prova per il controllo negativo in parallelo alla prova da
correggere (% NSCijjed)-

29. E importante notare che la riduzione non specifica dellMTT e le interferenze del colore non specifico possono
portare le rilevazioni dell'estratto di tessuto al di sopra dellintervallo di linearita dello spettrofotometro. Di
conseguenza ogni laboratorio dovrebbe determinare l'intervallo di linearita del proprio spettrofotometro con
I'MTT formazan (n. CAS 57360-69-7) disponibile sul mercato prima di iniziare a testare le sostanze chimiche in
esame a fini regolamentari. In particolare la misurazione dell'assorbanza standard (OD) che utilizza uno spet-
trofotometro ¢ adatta a valutare i riduttori diretti del'MTT e le sostanze chimiche in esame che provocano
un'interferenza del colore quando le OD degli estratti di tessuto ottenute con le sostanze chimiche in esame
senza alcuna correzione della riduzione diretta dellMTT efo interferenza del colore rientrano nellintervallo di
linearita dello spettrofotometro o quando la percentuale della vitalita non corretta ottenuta con la sostanza
chimica in esame l'ha gia classificata come corrosiva (cfr. i paragrafi 35 e 36). Tuttavia, i risultati per le sostanze
chimiche in esame che producono %NSMTT efo %NSCjy;,, > 50 % del controllo negativo vanno presi con
cautela.

30. Per le sostanze chimiche in esame colorate non compatibili con la misurazione dell'assorbanza standard (OD) a
causa dell'eccessiva interferenza con il test del!MTT si puo utilizzare la procedura alternativa della spettrofotometria
HPLC/UPLC per misurare I'MTT formazan (cfr. il paragrafo 31) (37). Il sistema di spettrofotometria HPLC/UPLC
consente di separare 'MTT formazan dalla sostanza chimica in esame prima della sua quantificazione (38). Per
questo motivo non sono mai necessari i controlli NSCjying 0 NSCyjeq quando si utilizza la spettrofotometria
HPLC[UPLC, indipendentemente dalla sostanza chimica in esame. I controlli NSMTT sono tuttavia necessari se si
sospetta che la sostanza chimica in esame sia un riduttore diretto del'MTT o se il suo colore impedisce di valutare
il potenziale di riduzione diretta del'MTT (come descritto al paragrafo 26). Quando si utilizza la spettrofotometria
HPLC[UPLC per misurare IMTT formazan, la percentuale di vitalita tessutale ¢ calcolata come percentuale dell'area
di picco di MTT formazan ottenuta con tessuti vivi esposti alla sostanza chimica in esame in rapporto allarea di
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picco dellMTT formazan ottenuta con il controllo negativo in parallelo. Per le sostanze chimiche in esame che
sono riduttori diretti dellMTT, la reale vitalita tessutale ¢ calcolata come la percentuale della vitalita tessutale
ottenuta con tessuti vivi esposti alla sostanza chimica in esame meno %NSMTT. Si noti infine che non ¢ possibile
valutare i riduttori diretti del'MTT che possono anche provocare un'interferenza del colore e che sono trattenuti
nel tessuto dopo il trattamento e la cui capacita di riduzione dellMTT ¢ tale da provocare delle OD (utilizzando la
misurazione di OD standard) o aree di picco (utilizzando la spettrofotometria UPLC/HPLC) degli estratti di tessuto
testato che non rientrano nell'intervallo di linearita dello spettrofotometro, un caso che, tuttavia, dovrebbe veri-
ficarsi solo molto raramente.

31. La spettrofotometria HPLC/UPLC puo essere utilizzata per misurare 'MTT formazan anche con tutti i tipi di sostanze
chimiche in esame (colorate, non colorate, riduttori e non riduttori dellMTT) (38). Considerata la diversita tra i
sistemi di spettrofotometria HPLC/UPLC, la qualificazione del sistema di spettrofotometria HPLC/UPLC va dimostrata
prima del suo utilizzo per quantificare 'MTT formazan dagli estratti di tessuto soddisfacendo i criteri di accettabilita
per una serie di parametri di qualificazione standard basati su quelli descritti nelle raccomandazioni per Iindustria
della Food and Drug Administration degli Stati Uniti sulla validazione del metodo bioanalitico (38) (39). Tali parametri
fondamentali e i loro criteri di accettazione sono illustrati nellappendice 4. Una volta soddisfatti i criteri di
accettazione definiti nellappendice 4, si considera che il sistema di spettrofotometria HPLC/UPLC abbia dimostrato
di essere adatto e pronto a misurare 'MTT formazan nelle condizioni sperimentali descritte nel presente metodo di
prova.

Criteri di accettabilita

32. Per ciascun metodo di prova che ricorre a modelli di RhE validi, i tessuti trattati con i controlli negativi
presentano una OD che rispecchia la qualitd dei tessuti descritta nella tabella 2 e non sono inferiori ai limiti
storici. I tessuti trattati con i controlli positivi, ossia l'acido acetico glaciale o '8N KOH, rispecchiano la capacita
dei tessuti di reagire a una sostanza chimica corrosiva nelle condizioni del modello di prova (cfr. I'appendice 2).
La variabilita tra le repliche di tessuti per la sostanza chimica in esame e/o le sostanze chimiche di controllo deve
collocarsi all'interno dei limiti accettati per ciascun requisito dei modelli di RhE validi (cfr. I'appendice 2) (ossia,
la differenza di vitalita tra le due repliche di tessuti non deve superare il 30 %). Se il controllo negativo o quello
positivo inclusi in una batteria di prove si situano al di fuori dell'intervallo di accettabilita, la batteria di prove &
considerata come non qualificata e deve essere ripetuta. Se la variabilita delle sostanze chimiche in esame non
rientra nell'intervallo definito, la prova va ripetuta.

Interpretazione dei risultati e modello predittivo

33. I valori della OD ottenuti per ciascuna sostanza chimica in esame sono utilizzati per calcolare la percentuale di
vitalita rispetto al controllo negativo, il cui valore ¢ fissato al 100 %. Nel caso in cui si ricorra alla spettrofo-
tometria HPLC/UPLC, la percentuale di vitalita tessutale & calcolata come la percentuale dell'area di picco
dellMTT formazan ottenuta con tessuti vivi esposti alla sostanza chimica in esame rispetto al picco dellMTT
formazan ottenuto con il controllo negativo parallelo. I valori limite della percentuale di vitalita cellulare che
permettono di distinguere le sostanze chimiche in esame corrosive da quelle non corrosive (o di distinguere le
diverse sottocategorie di sostanze corrosive) sono definiti nei seguenti paragrafi 35 e 36 per ciascun modello di
prova contemplato dal presente metodo di prova e sono utilizzati per interpretare i risultati.

34. Una singola batteria di prove costituita da almeno due repliche di tessuti ¢ sufficiente per una sostanza chimica
in esame, se la classificazione che ne risulta ¢ inequivocabile. Tuttavia, in caso di risultati ambigui, tra cui
misurazioni delle repliche discordanti, si dovrebbe considerare I'opportunita di eseguire una seconda batteria di
prove, oltre che una terza nell'eventualita di risultati discordanti tra le prime due.
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35. Nella tabella 4 ¢ illustrato il modello predittivo per il modello di prova della corrosione cutanea EpiSkin™ (9)

(22) (34), associato al sistema di classificazione del GHS delle Nazioni Unite/regolamento CLP.

Tabella 4
Modello predittivo EpiSkin™

Vitalita misurata dopo diversi tempi di esposizione (t=3, 60 ¢ 240 mi-

nuti)

Previsione da considerare

<35 % dopo

3 minuti di esposizione

Sostanza chimica corrosiva:
ssottocategoria 1A (*) facoltativa

> 35 % dopo
<35 % dopo
(0]

> 35 % dopo
<35 % dopo

3 minuti di esposizione E
60 minuti di esposizione

60 minuti di esposizione E
240 minuti di esposizione

Sostanza chimica corrosiva:
*Combinazione delle sottocategorie facolta-
tive 1B-e-1C

> 35 % dopo

240 minuti di esposizione

Sostanza chimica non corrosiva

(*) Stando ai dati generati per valutare l'utilitd dei modelli di prova su RhE a fini di sottocategorizzazione, ¢ stato dimostrato
che circa il 22 % dei risultati del modello di prova EpiSkin™ della sottocategoria 1A possono costituire sostanze/miscele
delle sottocategorie 1B o 1C (sovraclassificazione) (cfr. I'appendice 3).

36. Nella tabella 5 sono illustrati i modelli predittivi per i modelli di prova per la corrosione cutanea EpiDerm™ SCT

(10) (23) (35), SkinEthic™ RHE (17) (18) (23) (36), e epiCS® (16) (23) (37) associati al sistema di classificazione
del GHS delle Nazioni Unite/regolamento CLP.

Tabella 5
EpiDerm™ SCT, SkinEthic™ RHE e epiCS®

Vitalitd misurata dopo diversi tempi di esposizione (t=3 e 60

minuti)

Previsione da considerare

FASE 1 per EpiDerm™ SCT,

SkinEthic™ RHE e epiCS®

<50 % dopo

3 minuti di esposizione

Sostanza chimica corrosiva

> 50 % dopo
<15 % dopo

3 minuti di esposizione E
60 minuti di esposizione

Sostanza chimica corrosiva

> 50 % dopo
> 15% dopo

3 minuti di esposizione E
60 minuti di esposizione

Sostanza chimica non corrosiva

FASE 2 per EpiDerm™ SCT - per sostanze/miscele individuate come corrosive nella fase 1

<25 % dopo

3 minuti di esposizione

Sottocategoria 1A* facoltativa
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Vitalita misurata dopo diversi tempi di esposizione (t=3 e 60

o Previsione da considerare
minuti)

FASE 1 per EpiDerm™ SCT, SkinEthic™ RHE e epiCS®

> 25 % dopo 3 minuti di esposizione Combinazione delle sottocategorie facoltative 1B-e-1C

FASE 2 per SkinEthic™ RHE - per sostanze/miscele individuate come corrosive nella fase 1

<18 % dopo 3 minuti di esposizione Sottocategoria 1A* facoltativa

> 18 % dopo 3 minuti di esposizione Combinazione delle sottocategorie facoltative 1B-e-1C

FASE 2 per epiCS® - per sostanze/miscele individuate come corrosive nella fase 1

<15 % dopo 3 minuti di esposizione Sottocategoria 1A* facoltativa

> 15 % dopo 3 minuti di esposizione Combinazione delle sottocategorie facoltative 1B-e-1C

DATI E RELAZIONE
Dati

37. Per ciascuna prova, i dati ottenuti da singole repliche dei tessuti (ad esempio, i valori OD e le percentuali di
vitalita cellulare calcolate per ogni sostanza chimica in esame, compresa la relativa classificazione) sono presen-
tati sotto forma di tabella, compresi i dati delle prove ripetute, secondo le necessita. Sono inoltre riportati le
medie e gli intervalli di vitalita e i coefficienti di variazione tra le repliche di tessuti per ciascuna prova. Per ogni
sostanza chimica testata devono essere segnalate le interazioni osservate tra il reagente MTT e i riduttori diretti
dellMTT o le sostanze chimiche colorate in esame.

Relazione sull’esecuzione della prova
38. La relazione sull'esecuzione della prova deve comprendere le seguenti informazioni.
Sostanze chimiche in esame e sostanze chimiche di controllo:

— sostanza monocostituente: dati di identificazione chimica, come denominazioni [IUPAC o CAS, numero CAS,
codice SMILES o InChl, formula strutturale, purezza, identita chimica delle impurezze, se del caso e se le
condizioni pratiche lo consentono, ecc.;

— sostanza multicostituente, UVCB o miscela: caratterizzata nella massima misura possibile con lidentita
chimica (cfr. sopra), con la presenza quantitativa e con le proprieta fisico-chimiche pertinenti dei costituenti;

— aspetto fisico, idrosolubilita e, se del caso, ulteriori proprieta fisico-chimiche;
— origine, numero del lotto se disponibile;

— trattamento delle sostanze chimiche in esame[sostanze di controllo prima della prova, se applicabile (ad
esempio, riscaldamento, frantumazione);

— stabilita della sostanza chimica in esame, data limite di utilizzo, data della nuova analisi, se nota;
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— condizioni di conservazione.

Modello di RKE e protocollo utilizzati; motivo della scelta (se del caso)

Condizioni sperimentali:

— modello di RhE utilizzato (incluso il numero di lotto);

— informazioni su taratura degli apparecchi di misurazione (ad esempio spettrofotometro), lunghezza d’'onda e
banda passante (se del caso), utilizzate per quantificare 'MTT formazan e l'intervallo di linearita dell'apparec-
chio di misurazione;

— descrizione del metodo utilizzato per quantificare 'MTT formazan;

— descrizione delle specifiche del sistema di spettrofotometria HPLC/UPLC, se del caso;

— informazioni complete di supporto sul modello di RhE specifico utilizzato e sulla sua efficienza, che
includono (elenco non esaustivo):

i) vitalita;

ii) funzione di barriera;

i) morfologia;

iv) riproducibilita e capacita predittiva;

v) controlli di qualita (QC) del modello;

— riferimenti a dati storici del modello, che includono (elenco non esaustivo): accettabilita dei dati di QC
rispetto ai dati storici del lotto;

— dimostrazione della competenza nell'esecuzione del metodo di prova prima del suo uso sistematico testando
le sostanze di prova a fini di competenza.

Procedura di prova:

— descrizione dettagliata della procedura sperimentale utilizzata (incluse le procedure di lavaggio utilizzate
dopo il periodo di esposizione);

— dosi della sostanza chimica in esame e delle sostanze chimiche di controllo utilizzate;

— durata del o dei periodi di esposizione e temperatura/temperature di esposizione;

— indicazione dei controlli usati per riduttori del'MTT diretti efo sostanze chimiche di prova coloranti, se del
caso;
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— numero delle repliche di tessuti utilizzate per sostanza chimica in esame e sostanza di controllo (controllo
positivo, controllo negativo e NSMTT, NSCjj;,, € NSCyeq, se del caso), per tempo di esposizione;

— descrizione dei criteri decisionali/modello predittivo applicati in funzione del modello di RhE utilizzato;
— descrizione di tutte le modifiche apportate alla procedura sperimentale (incluso alle procedure di lavaggio).
Criteri di accettabilita della prova e della batteria di prove:

— valori medi del controllo positivo e negativo e intervalli di accettazione in funzione dei dati storici;

— variabilita accettabile tra le repliche di tessuti per i controlli positivi e negativi;

— variabilita accettabile tra le repliche di tessuti per sostanza chimica in esame.

Risultati:

— presentazione sotto forma di tabella dei dati delle singole sostanze chimiche in esame e dei singoli controlli,
per ogni periodo di esposizione, ogni batteria di prove e ogni misurazione delle repliche, inclusi la OD o
l'area di picco del'MTT formazan, la percentuale di vitalita tessutale, la percentuale media di vitalita tessutale,
le differenze tra repliche, le deviazioni standard efo i coefficienti di variazione, se del caso;

— se del caso, i risultati dei controlli utilizzati per i riduttori diretti dellMTT efo per le sostanze chimiche in
esame coloranti, inclusi la OD o larea di picco del'MTT formazan, %NSMTT, %NSCjyin, %NSCyjeq, le
differenze tra repliche di tessuti, le deviazioni standard efo i coefficienti di variazione (se del caso) e la
percentuale finale corretta di vitalita tessutale;

— i risultati ottenuti con la o le sostanze chimiche in esame in rapporto ai criteri di accettabilita della prova e
della batteria di prove definiti;

— descrizione di altri effetti osservati;

— nrisultante classificazione con riferimento al modello predittivo/ai criteri decisionali utilizzati.
Discussione dei risultati

Conclusioni
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Appendice 1

DEFINIZIONI

Accuratezza: grado di concordanza tra i risultati ottenuti con il metodo di prova e i valori di riferimento accettati.
Misura lefficienza del metodo di prova e costituisce un aspetto della pertinenza. Il termine & spesso utilizzato come
sinonimo di "concordanza" per indicare la percentuale di risultati corretti di un metodo di prova (25).

Vitalita cellulare: parametro che misura l'attivita totale in una popolazione di cellule, ad esempio la capacita delle
deidrogenasi mitocondriali cellulari di ridurre il colorante vitale MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ile)-2,5-difeniltetrazolio bro-
muro, tiazolil blu) che, in funzione dell'endpoint misurato e del tipo di disegno sperimentale utilizzato, corrisponde al
numero totale efo alla vitalita delle cellule viventi.

Sostanza chimica: una sostanza o una miscela.

Concordanza: misura dell’efficacia del metodo di prova per metodi che forniscono un risultato ordinabile in categorie e
rappresenta un aspetto della pertinenza. Il termine ¢ usato come sinonimo di "accuratezza" ed ¢ definito come la
proporzione di tutte le sostanze chimiche in esame che sono correttamente classificate come positive o negative. La
concordanza dipende strettamente dalla prevalenza di risultati positivi in tutti i tipi di sostanze chimiche esaminate (25).

ETsq: valore che puo essere calcolato determinando il tempo di esposizione necessario per ridurre la vitalita cellulare del
50 % in seguito all'applicazione della sostanza chimica di riferimento ad una concentrazione specifica e fissa; cfr. anche
ICSO-

Sistema globale armonizzato di classificazione ed etichettatura delle sostanze chimiche delle Nazioni Unite (UN
GHS): sistema di classificazione delle sostanze chimiche (sostanze e miscele) secondo tipi e livelli standardizzati di rischio
fisico, sanitario e ambientale, che elabora i relativi elementi di comunicazione, quali pittogrammi, avvertenze, indicazioni
di pericolo, consigli di prudenza e schede informative di sicurezza, per trasmettere informazioni sugli effetti avversi di
dette sostanze a tutela delle persone (compresi datori di lavoro, lavoratori, trasportatori, consumatori e personale di
pronto intervento) e dell'ambiente (1).

HPLC: cromatografia liquida ad alta prestazione.

IATA: approcci integrati in materia di prove e valutazioni (Integrated Approaches to Testing and Assessment).

IC;p: valore che puod essere calcolato per determinazione della concentrazione alla quale una sostanza chimica di
riferimento riduce la vitalita dei tessuti del 50 % (IC5) dopo un tempo di esposizione fisso, cfr. anche ETs,.

Dose infinita: quantita di sostanza chimica in esame applicata all'epidermide che supera la quantitd necessaria per coprire
in maniera completa e uniforme la superficie dell'epidermide.

Miscela: miscela o soluzione composta da due o pill sostanze non reagenti.

Sostanza monocostituente: sostanza, definita attraverso la sua composizione quantitativa, in cui un costituente prin-
cipale ¢ presente in percentuale pari ad almeno 1'80 % (p/p).
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MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ile)-2,5-difeniltetrazolio bromuro; tiazolil blu tetrazolio bromuro

Sostanza multicostituente: una sostanza, definita attraverso la sua composizione quantitativa, in cui pilt costituenti
principali sono presenti in concentrazione > 10 % (p/p) e < 80 % (p/p). Una sostanza multicostituente ¢ il risultato di un
processo di fabbricazione. La differenza tra miscela e sostanza multicostituente ¢ che una miscela € ottenuta attraverso la
miscelazione di due o pil sostanze senza che avvenga una reazione chimica. Una sostanza multicostituente ¢ il risultato
di una reazione chimica.

NC: non corrosivo.

Controllo NSCyyeq: controllo del colore non specifico in tessuti uccisi.

Controllo NSCj;y;p,: controllo del colore non specifico in tessuti vivi.

NSMTT: riduzione non specifica dellMTT.

OD: densita ottica.

PC: controllo positivo, una replica che contiene tutti i componenti di un sistema di prova e che ¢ trattato con una
sostanza chimica che notoriamente induce una reazione positiva. Perché sia possibile valutare la variabilita nel tempo
della risposta del controllo positivo, I'intensita di tale risposta non dovrebbe essere eccessiva.

Standard di prestazione: standard, basati su un metodo di riferimento validato, che consentono di valutare la compa-
rabilita di un metodo proposto che ¢ simile sotto il profilo strutturale e funzionale. Detti standard comprendono: i) gli
elementi essenziali del metodo di prova; i) un elenco minimo di sostanze chimiche di riferimento scelte tra le sostanze
utilizzate per dimostrare le prestazioni accettabili del metodo di prova validato; e iii) in funzione dei risultati ottenuti con
il metodo di riferimento validato, i livelli comparabili di affidabilita e accuratezza che il metodo proposto dovrebbe
ottenere quando viene valutato utilizzando l'elenco minimo di sostanze di riferimento (25).

Pertinenza: descrizione del rapporto tra la prova e l'effetto studiato; indica se la prova ¢ significativa e utile per uno
scopo specifico. E il grado con cui la prova misura o prevede correttamente l'effetto biologico di interesse. La pertinenza
comprende una valutazione dell'accuratezza (concordanza) di una prova (25).

Affidabilita: misura in cui l'esecuzione di un metodo di prova pud essere riprodotta nel tempo allinterno dello stesso

laboratorio o da laboratori diversi seguendo il medesimo protocollo. E valutata calcolando la riproducibilita intra-labo-
ratorio e inter-laboratori (25).

Batteria di prove: una batteria di prove consiste nel testare una o piu sostanze chimiche in esame simultaneamente a un
controllo negativo e a un controllo positivo.

Sensibilita: proporzione di tutte le sostanze chimiche positive[attive correttamente classificate dal metodo di prova.
Misura l'accuratezza di un metodo di prova che produce risultati ordinabili in categorie ed ¢ un elemento importante
per valutare la pertinenza di un metodo di prova (25).
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Corrosione cutanea in vivo: il manifestarsi di lesioni irreversibili della pelle, vale a dire, necrosi visibile dell'epidermide e
del derma, a seguito dell'applicazione della sostanza chimica di prova per non pitt di quattro ore. Gli effetti tipici della
corrosione sono ulcere, sanguinamento, croste sanguinolente e, al termine di un periodo di osservazione di 14 giorni,
depigmentazione cutanea dovuta all'effetto sbiancante, chiazze di alopecia e cicatrici. Per valutare le lesioni dubbie
potrebbe essere necessario ricorrere a un esame istopatologico.

Specificita: proporzione di tutte le sostanze chimiche negative/inattive correttamente classificate dal metodo di prova.
Misura l'accuratezza di un metodo di prova che produce risultati ordinabili in categorie ed € un elemento importante per
valutare la pertinenza di un metodo (25).

Sostanza: un elemento chimico e i suoi composti, allo stato naturale od ottenuti per mezzo di un procedimento di
fabbricazione, compresi gli additivi necessari a mantenerne la stabilita e le impurezze derivanti dal procedimento
utilizzato, ma esclusi i solventi che possono essere separati senza compromettere la stabilita della sostanza o modificarne
la composizione.

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela testata applicando il presente metodo di prova.

UPLC: cromatografia liquida ad altissima prestazione.

UVCB: sostanze la cui composizione non ¢ conosciuta o ¢ variabile, prodotti di una reazione complessa o i materiali
origine biologica.
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Appendice 3

PRESTAZIONI DEI MODELLI DI PROVA Al FINI DELLA SOTTOCATEGORIZZAZIONE

La tabella che segue descrive i risultati dei quattro modelli di prova calcolati a partire da una serie di 80 sostanze chimiche
testate dai quattro sviluppatori delle prove. I calcoli sono stati svolti dal segretariato dellOCSE, poi rivisti e approvati da
un sottogruppo di esperti (21) (23).

I modelli di prova EpiSkin™, EpiDerm™, SkinEthic™ e epiCS® consentono la sottocategorizzazione (cat. 1A vs 1B-e-1C
vs NC).

Prestazioni, tassi di sovraclassificazione, tassi di sottoclassificazione, e accuratezza (capacita predittiva) dei quattro modelli
di prova a partire da una serie di 80 sostanze chimiche, tutte testate su 2 o 3 batterie di prova in ciascun modello di

prova.
STATISTICHE RELATIVE ALLE PREVISIONI OTTENUTE SULL'INTERA SERIE DI SOSTANZE CHIMICHE
(n = 80 sostanze chimiche testate in due batterie di prove indipendenti per epiCS® o in 3 batterie di prove
indipendenti per EpiDerm™ SCT, EpiSkin™ e SkinEthic™ RHE, ossia rispettivamente 159 (*) o 240 classificazioni)
EpiSkin™ EpiDerm™ SkinEthic™ epiCS®

Sovraclassificazioni:

Sostanze di cat. 1B-e-1C sovraclassificate come di 21,50 % 29,0 % 31,2 % 32,8 %
cat. 1A

Sostanze non corrosive sovraclassificate come di 20,7 % 23,4 % 27,0% 28,4 %
cat. 1B-e-1C

Sostanze non corrosive sovraclassificate come di 0,00 % 2,7 % 0,0 % 0,00 %
cat. 1A

Sostanze non corrosive sovraclassificate come cor- 20,7 % 26,1 % 27,0 % 28,4 %
rosive

Tasso globale di sovraclassificazione (tutte le 17,9 % 23,3 % 24,5 % 25,8%
categorie)

Sottoclassificazioni:

Sostanze di cat. 1A sottoclassificate come di cat. 16,7 % 16,7 % 16,7 % 12,5 %
1B-e-1C

Sostanze di cat. 1A sottoclassificate come non cor- 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %
rosive

Sostanze di cat. 1B-e-C sottoclassificate come non 22% 0,00 % 7,5 % 6,6 %
corrosive

Tasso globale di sottoclassificazione (tutte le 3,3% 2,5% 54 % 44 %
categorie)

Classificazioni corrette:

Sostanze di cat. 1A correttamente classificate 83,3% 83,3% 83,3% 87,5%
Sostanze di cat. 1B-e-1C correttamente classificate 76,3 % 71,0 % 61,3% 60,7 %
Sostanze non corrosive correttamente classificate 79,3 % 73,9 % 73,0 % 71,62 %
Accuratezza generale 78,8 % 74,2 % 70 % 69,8 %

NC: sostanza chimica non corrosiva

(*) Una sostanza chimica € stata testata una sola volta per epiCS® perché non era disponibile (23)
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Appendice 4

Criteri di accettabilita e parametri fondamentali per la qualificazione di un sistema di spettrofotometria HPLC/UPLC per
misurare I'MTT formazan estratto da un tessuto di RhE

Protocollo derivato dalle raccomandazioni della Food and

Parametro Drug Administration (37) (38) Criteri di accettabilita

Selettivita Analisi di isopropanolo, bianco vivo (isopropanolo | Areajyerferenza < 20 % di Areajjoq (1)
estratto da tessuti di RhE vivi non trattati), bianco
morto (isopropanolo estratto da tessuti di RhE uc-
cisi non trattati)

Precisione Controlli di qualita (ossia MTT formazan a 1,6 pg/ | CV < 15% o < 20 % per il LLOQ
ml, 16 pg/ml e 160 pg/ml) in isopropanolo (n=5)

Accuratezza Controlli di qualita in isopropanolo (n=5) % Dev < 15% o < 20 % per LLOQ

Effetto matrice

Controlli di qualitad in bianco vivo (n=5)

85 % < effetto matrice % < 115%

Effetto residuale

Analisi dell'isopropanolo dopo un ULOQ? stan-
dard (3

Areainterferenza < 20 % di AreaLLOQ

Riproducibilita (nella gior-
nata)

3 curve di taratura indipendenti (sulla base di 6
diluizioni consecutive a 1/3 di MTT formazan in
isopropanolo, cominciando a ULOQ, ossia a 200
pg/ml);

Controlli di qualita in isopropanolo (n=5)

Riproducibilita un

giorno e l’altro)

(tra

Giorno 1: 1 curva di taratura e controlli di qualita
in isopropanolo (n=3)

Giorno 2: 1 curva di taratura e controlli di qualita
in isopropanolo (n=3)

Giorno 3: 1 curva di taratura e controlli di qualita
in isopropanolo (n=3)

Curve di taratura: % Dev < 15% o <
20 % per LLOQ

Controlli di qualita: %Dev < 15% e
CV<15%

Stabilita a breve termine
dellMTT formazan in un
estratto di tessuto RhE

Controlli di qualita in bianco vivo (n=3) analizzati
il giorno della preparazione e dopo 24 ore di con-
servazione a temperatura ambiente

%Dev < 15 %

Stabilita a lungo termine
dellMTT formazan in un
estratto di tessuto RhE, se
necessario

Controlli di qualita in bianco vivo (n=3) analizzati
il giorno della preparazione e dopo diversi giorni di
conservazione alle temperature specificate (ossia

4 °C, -20 °C, -80 °C)

%Dev < 15 %

(") LLOQ: limite inferiore di quantificazione (Lower Limit of Quantification), definito per coprire '1-2 % di vitalita tessutale, ossia 0,8 pg/ml
(%) ULOQ: limite superiore di quantificazione (Upper Limit of Quantification), definito per essere almeno due volte superiore alla concen-
trazione massima di MTT formazan prevista negli estratti di isopropanolo dei controlli negativi, ossia 200 pg/ml."
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7) Nella parte B, il capitolo B.46 ¢ sostituito dal seguente:

"B.46 IRRITAZIONE CUTANEA IN VITRO: METODO DI PROVA SU UN MODELLO DI EPIDERMIDE UMANA RICO-
STITUITA

INTRODUZIONE

1. 1 presente metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 439
(2015). Per irritazione cutanea si intende la comparsa di lesioni reversibili della pelle in seguito all'applicazione
della sostanza chimica in esame per un massimo di 4 ore [secondo la definizione del Sistema globale armonizzato
di classificazione ed etichettatura delle sostanze chimiche delle Nazioni Unite (UN GHS) (1) e del regolamento (CE)
n. 1272/2008 del Parlamento europeo e del Consiglio relativo alla classificazione, all'etichettatura e allimballaggio
delle sostanze e delle miscele (CLP) (1)]. Il presente metodo di prova propone una procedura in vitro che puo essere
utilizzata per individuare i pericoli connessi alle sostanze chimiche irritanti (sostanze e miscele) conformemente alla
categoria 2 del GHS dellONU e del regolamento CLP (2). Nelle regioni che non adottano la categoria opzionale 3
del GHS dellONU (lievi irritanti), il presente metodo di prova puo essere impiegato anche per individuare sostanze
chimiche non classificate. Pertanto, a seconda del quadro normativo e del sistema di classificazione in uso, il
presente metodo di prova puo essere usato per determinare il potere di irritazione cutanea delle sostanze chimiche
e costituire una prova a sé stante in sostituzione della prova di irritazione cutanea in vivo 0 una prova sostitutiva
parziale nel quadro di una strategia di sperimentazione (3).

2. Tradizionalmente, la valutazione dell'irritazione cutanea ¢ effettuata su animali da esperimento (metodo di prova
B.4 equivalente alla linea guida del’OCSE n. 404 originariamente adottata nel 1981 e rivista nel 1992, nel 2002
e nel 2015) (4). Per testare la corrosivita tre metodi di prova in vitro validati sono stati adottati come metodi di
prova dellUE: B.40 (equivalente alla linea guida dellOCSE n. 430), B.40 bis (equivalente alla linea guida del-
I'OCSE n. 431) e B.65 (equivalente alla linea guida dellOCSE n. 435) (5) (6) (7). Un documento di orientamento
dellOCSE relativo agli approcci integrati in materia di prove e valutazioni (IATA — Integrated Approaches to Testing
and Assessment) per la corrosione e lirritazione cutanea descrive diversi moduli che raggruppano fonti di
informazione e strumenti di analisi, e i) fornisce orientamenti su come integrare e utilizzare i dati sperimentali
e non sperimentali esistenti per valutare il potenziale di irritazione cutanea e di corrosione cutanea delle sostanze
chimiche e ii) propone un approccio quando occorrono prove ulteriori (3).

3. 1l presente metodo di prova riguarda l'endpoint per la salute umana dell'irritazione cutanea. Esso si fonda sul
sistema di prova in vitro che utilizza un’epidermide umana ricostituita (reconstructed human epidermis — RhE) che
riproduce fedelmente le proprieta biochimiche e fisiologiche degli strati superiori della pelle umana (I'epidermi-
de). 1l sistema di prova su RhE utilizza cheratinociti non trasformati derivati da epidermide umana come fonte
cellulare per ricostituire un modello di epidermide dotato di citoarchitettura e istologia rappresentative. Sono
disponibili standard di prestazione per facilitare la validazione e la valutazione di metodi di prova su RhE simili e
modificati, conformemente ai principi contenuti nel documento di orientamento dell OCSE n. 34 (8) (9). La linea
guida dellOCSE corrispondente € stata originariamente adottata nel 2010 e aggiornata nel 2013 al fine di
includere modelli di RhE supplementari, ed ¢ stata poi aggiornata nel 2015 per richiamare il documento di
orientamento IATA e introdurre l'uso di una procedura alternativa per misurare la vitalita.

4. Gli studi di prevalidazione, ottimizzazione e validazione sono stati completati per quattro modelli di prova in vitro
disponibili sul mercato (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28),
basati sul sistema di prova su RhE (sensibilita 80 %, specificita 70 % e accuratezza 75 %). I quattro modelli di prova
sono inclusi nel presente saggio ed elencati nellappendice 2, che fornisce inoltre informazioni sul tipo di studio di
validazione usato per validare i rispettivi metodi di prova. Come precisato nell'appendice 2, il metodo di riferi-
mento validato (VRM) ¢ stato utilizzato per sviluppare il presente metodo di prova e gli standard di prestazione (8).

5. Lapplicazione del sistema dellOCSE di reciproca accettazione dei dati sara garantita per i modelli di prova validati in
conformita agli standard di prestazione (8) solo se tali modelli di prova sono stati rivisti e adottati dalllOCSE. I modelli
di prova inclusi nel presente metodo di prova e le corrispondenti linee guida dellOCSE possono essere utilizzati
indiscriminatamente per rispondere alle prescrizioni dei paesi relative ai risultati sperimentali dei metodi di prova in
vitro intesi a determinare lirritazione cutanea, traendo al tempo stesso vantaggio dalla reciproca accettazione dei dati.

6. Lappendice 1 contiene le definizioni dei termini utilizzati.
CONSIDERAZIONI INIZIALI E LIMITI

7. Uno dei limiti del metodo di prova, evidenziato anche dal comprensivo studio prospettico di validazione che
valuta e caratterizza i metodi di prova su RhE (16), & che esso non consente di classificare le sostanze chimiche
nella categoria opzionale 3 del sistema GHS dellONU (lievi irritanti) (1). Pertanto il quadro normativo applicabile
negli Stati membri stabilira in che modo il presente metodo di prova sara utilizzato. Per I'UE, la categoria 3 non
¢ stata inclusa nel regolamento CLP. Per una valutazione completa degli effetti cutanei locali a seguito di una
singola esposizione della pelle, si raccomanda di consultare il documento di orientamento dellOCSE relativo agli
approcci integrati in materia di prove e valutazioni (IATA) (3). E noto che l'utilizzo di pelle umana ¢ oggetto di
considerazioni etiche e soggetto a condizioni nazionali ed internazionali.

(") Regolamento (CE) n.1272/2008 del Parlamento europeo e del Consiglio, del 16 dicembre 2008, relativo alla classificazione,
all'etichettatura e allimballaggio delle sostanze e delle miscele che modifica e abroga le direttive 67/548/CEE e 1999/45/CE e che
reca modifica al regolamento (CE) n. 1907/2006 (GUL 353 del 31.12.2008, pag. 1).
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Il presente metodo di prova riguarda I'endpoint per la salute umana dell'irritazione cutanea. Se da un lato il
metodo non fornisce informazioni adeguate sulla corrosione cutanea, € opportuno notare che il metodo B.40 bis
(equivalente alla linea guida dell OCSE n. 431) sulla corrosione cutanea si fonda sul medesimo sistema di prova
su epidermide umana ricostituita, avvalendosi tuttavia di un diverso protocollo (6). Il metodo di prova in esame
si basa su modelli di RhE che utilizzano cheratinociti umani e riproducono pertanto in vitro I'organo bersaglio
della specie di interesse. Oltretutto, esso riguarda direttamente la fase iniziale della cascata inflammatoria/mec-
canismo d’azione (i danni a cellule e tessuti causano un trauma localizzato) che si verifica durante l'irritazione in
vivo. Ai fini della validazione del metodo di prova in questione ¢ stata sottoposta a prova un'ampia gamma di
sostanze chimiche e la banca dati relativa allo studio di validazione contava un totale di 58 sostanze chimiche
(16) (18) (23). Il metodo di prova ¢ applicabile a solidi, liquidi, semisolidi e cere. I liquidi possono essere acquosi
o non acquosi, i solidi possono essere solubili o insolubili in acqua. Quando possibile, prima dell'applicazione i
solidi dovrebbero essere frantumati in polvere fine; non sono necessarie altre forme di pretrattamento del
campione. I gas e gli aerosol non sono stati ancora valutati nell'ambito di uno studio di validazione (29).
Benché sia ipotizzabile che essi possano essere testati utilizzando la tecnologia RhE, l'attuale metodo di prova
non prevede l'esecuzione di prove per gas e aerosol.

Prima di applicare il presente metodo di prova a una miscela per generare dati ai fini regolamentari previsti, si
deve considerare se, e in caso affermativo perché, esso possa fornire risultati adeguati a tale scopo. Tali
considerazioni non sono necessarie laddove esista una disposizione normativa che obblighi a sottoporre a prova
la miscela. Tuttavia, poiché le miscele coprono un ampio spettro di categorie e composizioni e tenuto conto
delle informazioni limitate attualmente disponibili circa la sperimentazione sulle miscele, nei casi in cui sia
possibile dimostrare che il metodo di prova non ¢ applicabile a una categoria specifica di miscele (ad esempio
applicando una strategia come proposto da Eskes et al., 2012 (30)) non si deve utilizzare il metodo di prova per
tale categoria specifica di sostanze. Analogamente occorre prestare attenzione nel caso in cui si riscontri che
specifiche classi chimiche o proprieta fisico-chimiche non siano applicabili al metodo di prova in questione.

Le sostanze chimiche in esame che assorbono la luce nello stesso spettro dellMTT formazan e le sostanze
chimiche in esame in grado di ridurre direttamente il colorante vitale MTT (in MTT formazan) possono
interferire con le misurazioni di vitalita cellulare e richiedono l'utilizzo di controlli adattati per correggere tali
interferenze (cfr. i paragrafi da 28 a 34).

Una singola batteria di prove costituita da tre repliche di tessuti ¢ sufficiente per una sostanza chimica in esame,
se la classificazione ¢ inequivocabile. Tuttavia, in caso di risultati ambigui, tra cui misurazioni discordanti delle
repliche efo una vitalita percentuale media pari a 50 £ 5 %, si dovrebbe considerare I'opportunita di eseguire una
seconda batteria di prove, oltre che una terza nell'eventualita di risultati discordanti tra le prime due.

PRINCIPIO DELLA PROVA

La sostanza chimica in esame viene applicata localmente ad un modello tridimensionale di epidermide umana
ricostituita, composta da cheratinociti non trasformati prelevati da epidermide umana, messi in coltura per
formare un modello multistrato, altamente differenziato, di epidermide umana. Il modello ¢ costituito da uno
strato basale, uno strato spinoso e uno strato granuloso organizzati e da uno strato corneo multiplo contenente
strati di strutture lamellari lipidiche intercellulari rappresentanti le principali classi lipidiche analoghe a quelle
presenti in vivo.

Lirritazione cutanea indotta dalle sostanze chimiche, manifestata principalmente da eritema ed edema, scaturisce
da una cascata di eventi che iniziano con la penetrazione delle sostanze chimiche nello strato corneo, dove
provocano lesioni ai sottostanti strati di cheratinociti e ad altre cellule epiteliali. Le cellule danneggiate possono
rilasciare mediatori dellinfiammazione o scatenare la cascata infiammatoria che agisce anche sulle cellule del
derma, in particolare sulle cellule stromali ed endoteliali dei vasi sanguigni. Sono la dilatazione e l'accresciuta
permeabilita delle cellule endoteliali a produrre I'eritema e I'edema osservati (29). In particolare, in mancanza di
vascolarizzazione nel sistema di prova in vitro, i metodi di prova su RhE misurano gli eventi iniziali della cascata,
ossia i danni cellulari/dei tessuti (16) (17), rilevando la vitalita cellulare.

La vitalita cellulare nei modelli di epidermide umana ricostituita ¢ misurata tramite conversione enzimatica del
colorante vitale MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-ile)-2,5-difeniltetrazolio bromuro, tiazolil blu; numero CAS 298-93-
1], in un sale, il blu di formazan, misurato quantitativamente dopo l'estrazione dai tessuti (31). Le sostanze
chimiche irritanti sono identificate dalla loro capacita di diminuire la vitalita cellulare al di sotto di determinati
livelli soglia (ossia < 50 %, per quelle appartenenti alla categoria 2 del sistema GHS delle Nazioni Unite/rego-
lamento CLP). A seconda del quadro regolamentare e dell'applicabilita del metodo di prova, le sostanze chimiche
in esame che danno vitalita cellulare superiore al livello soglia definito possono essere considerate non irritanti
(ossia > 50 %, senza categoria).
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DIMOSTRAZIONE DELLA COMPETENZA DI LABORATORIO

Prima di utilizzare correntemente uno qualsiasi dei quattro modelli di prova validati e conformi al presente
metodo di prova (cfr. l'appendice 2), i laboratori dimostrano la loro competenza tecnica usando le dieci sostanze
chimiche per la verifica della competenza tecnica di cui alla tabella 1. Nel caso in cui una sostanza in elenco non
sia ad esempio disponibile, puo essere utilizzata un’altra sostanza per la quale sono disponibili dati di riferimento
in vivo e in vitro (ad esempio scegliendo dalla lista delle sostanze chimiche di riferimento (8)) a condizione che
siano applicati i medesimi criteri di selezione di cui alla tabella 1. L'uso di una sostanza di prova a fini di
competenza alternativa deve essere giustificato.

Nell'ambito della dimostrazione delle competenze, si raccomanda che l'utente si accerti delle proprieta di barriera
dei tessuti dopo averli ricevuti, in conformita delle specifiche del produttore del modello di epidermide umana
ricostituita. Tale verifica & particolarmente importante se i tessuti vengono trasportati per lunghe distanze/per
viaggi lunghi. Quando un metodo di prova & consolidato e il suo uso corretto da parte del laboratorio ¢ stato
acquisito e dimostrato, non € pill necessario effettuare la verifica in maniera sistematica. Tuttavia, se un metodo
di prova viene sistematicamente utilizzato, si raccomanda di continuare a verificare le proprieta di barriera a
intervalli regolari.

Tabella 1

Sostanze di prova ai fini della competenza (')

Sostanza n. CAS Pur;t;ig(;()) " | Stato fisico Categoria GHS dellONU

SOSTANZE NON CLASSIFICATE (senza cat. nel GHS del’ONU)

Acido 1-naftalenacetico 86-87-3 0 solido senza cat.
Isopropanolo 67-63-0 0,3 liquido senza cat.

Stearato di metile 112-61-8 1 solido senza cat.

Butirrato di eptile 5870-93-9 1,7 liquido senza cat. (cat. opzionale 3) (?)
Salicilato di esile 6259-76-3 2 liquido senza cat. (cat. opzionale 3) (%)
SOSTANZE CLASSIFICATE (categoria 2 del GHS dell’ONU)

Aldeide ciclamenica 103-95-7 2,3 liquido cat. 2
1-bromoesano 111-25-1 2,7 liquido cat. 2

Idrossido di potassio (5% acq) | 1310-58-3 3 liquido cat. 2
1-metil-3-fenil-1-piperazina 5271-27-2 33 solido cat. 2

Eptanale 111-71-7 3,4 liquido cat. 2

() Le sostanze di prova a fini di competenza sono un sottoinsieme delle sostanze usate nello studio di validazione e sono
selezionate sulla base dei seguenti criteri: i) sono disponibili sul mercato; ii) sono rappresentative dell'intera gamma di
punteggi di irritabilita di Draize (da non irritante a fortemente irritante); iii) hanno una struttura chimica ben definita; iv)
sono rappresentative della funzionalita chimica usata nel processo di validazione; v) producono risultati in vitro riprodu-
cibili in varie prove e in vari laboratori; vi) sono state oggetto di previsioni in vitro corrette e vii) non sono associate ad un
profilo estremamente tossico (ad esempio, cancerogeno o tossico per il sistema riproduttivo) e non comportano costi di
smaltimento proibitivi.

Punteggio in vivo in conformita al metodo di prova B.4 (4).

Nell'ambito del presente metodo di prova, la categoria opzionale 3 del GHS del’lONU (lievi irritanti) (1) ¢ considerata una
sostanza "senza categoria”.
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PROCEDURA

17. Di seguito sono descritte le componenti e le procedure di un metodo di prova su RhE per valutare lirritazione
cutanea (cfr. anche l'appendice 3 per i parametri relativi a ciascun modello di prova). Esistono procedure
operative standard per i quattro modelli conformi al presente metodo di prova (32) (33) (34) (35).

COMPONENTI DEL METODO DI PROVA SU EPIDERMIDE UMANA RICOSTITUITA
Condizioni generali

18. Per ricostruire l'epitelio devono essere utilizzati cheratinociti non trasformati di origine umana. Devono essere
presenti molteplici strati di cellule epiteliali vitali (strato basale, strato spinoso, strato granuloso) sotto uno strato
corneo funzionale. Lo strato corneo deve presentare molteplici strati con il profilo lipidico necessario per
costituire una barriera funzionale solida capace di resistere alla penetrazione rapida delle sostanze chimiche di
riferimento citotossiche, ad esempio, sodio dodecil solfato (SDS) o Triton X-100. La funzione di barriera deve
essere dimostrata e puod essere valutata determinando la concentrazione alla quale una sostanza chimica di
riferimento riduce la vitalita dei tessuti del 50 % (ICs() dopo un tempo di esposizione fisso oppure determinando
il tempo di esposizione necessario per ridurre la vitalita cellulare del 50 % (ETs,) dopo lapplicazione della
sostanza chimica di riferimento a una concentrazione fissa predeterminata. Le proprieta di contenimento del
modello di RhE devono essere tali da impedire il passaggio di materiale attorno allo strato corneo verso i tessuti
vitali, che inciderebbe negativamente sulla qualita della modellizzazione dell'esposizione cutanea. Il modello di
epidermide umana ricostituita non deve essere contaminato da batteri, virus, micoplasmi o funghi.

Condizioni funzionali
Vitalita

19. Per quantificare la vitalita si applica il test dellMTT (31). Le cellule vitali del modello di RhE possono ridurre il
colorante vitale MTT a un precipitato MTT blu di formazan che ¢ successivamente estratto dal tessuto utiliz-
zando isopropanolo (o un solvente analogo). La densita ottica (OD) del solo solvente di estrazione dovrebbe
essere sufficientemente bassa, ossia OD < 0,1. 'MTT formazan estratto pud essere quantificato utilizzando una
misurazione di assorbanza standard (OD) o una procedura di spettrofotometria HPLC/UPLC (36). Gli utilizzatori
del modello di RhE devono accertarsi che ciascun lotto del modello impiegato soddisfi i criteri definiti per il
controllo negativo. E opportuno che lo sviluppatore/il fornitore del modello di RhE stabilisca un intervallo di
accettabilita (limite superiore e inferiore) dei valori di OD del controllo negativo (nelle condizioni del metodo di
prova dellirritazione cutanea). L'intervallo di accettabilita per i quattro modelli di RhE inclusi nel presente
metodo di prova ¢ illustrato nella tabella 2. L'utilizzatore di spettrofotometria HPLC/UPLC applichera gli
intervalli di OD del controllo negativo di cui alla tabella 2 come criteri di accettabilita del controllo negativo.
Occorre documentare che i tessuti trattati con il controllo negativo sono stabili in coltura (ossia presentano
misurazioni di vitalitd simili) per tutto il periodo di esposizione della prova.

Tabella 2

Intervalli di accettabilita dei valori di OD del controllo negativo dei modelli di prova inclusi nel
presente metodo di prova

Limite di accettabilita inferiore Limite di accettabilita superiore
EpiSkin™ (SM) > 0,6 <15
EpiDerm™ SIT (EPI-200) >0,8 <28
SkinEthic™ RHE 20,8 <30
LabCyte EPI-MODEL24 SIT 20,7 <25

Funzione di barriera

20. Lo strato corneo e la relativa composizione lipidica devono essere sufficienti per resistere alla penetrazione
rapida di sostanze chimiche di riferimento citotossiche (come SDS o Triton X-100), valutata tramite i fattori ICs
o ET; (tabella 3).
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Morfologia

21. L'esame istologico del modello di RhE deve essere svolto in modo da dimostrare che la struttura ¢ analoga a
quella dell'epidermide umana (compreso lo strato corneo multiplo).

Riproducibilita

22. I risultati dei controlli positivi (PC) e negativi (NC) del metodo devono mostrare la riproducibilita nel tempo.

Controllo di qualita (QC)

23. 1l modello di RhE ¢ utilizzato solo se lo sviluppatore/fornitore dimostra che ogni lotto del modello utilizzato
rispetta determinati criteri di fabbricazione, i pill rilevanti dei quali riguardano la vitalita (paragrafo 19), la
funzione di barriera (paragrafo 20) e la morfologia (paragrafo 21). Tali informazioni devono essere fornite agli
utilizzatori del metodo, perché possano inserirle nella relazione di prova. Lo sviluppatore/il fornitore del modello
di RhE stabilisce un intervallo di accettabilita (limite superiore e inferiore) per i valori di ICsq o di ETsq. Per una
previsione affidabile degli effetti irritanti possono essere considerati accettabili solo i risultati ottenuti con tessuti
corrispondenti ai criteri. Nella tabella 3 sono riportati gli intervalli di accettabilita per i quattro modelli di RhE
inclusi nel presente metodo di prova.

Tabella 3

Criteri di controllo di qualita dei lotti dei modelli di prova inclusi nel metodo di prova

Limite di accettabilita inferiore Limite di accettabilita superiore
EpiSkin™ (SM) IC5y = 1,0 mg/ml IC50 = 3,0 mg/ml
(trattamento di 18 ore con SDS) (32)
EpiDerm™ SIT (EPI-200) ETsg = 4,0 ore ETsq = 8,7 ore
(1 % Triton X-100) (33)
SkinEthic™ RHE ETs, = 4,0 ore ET5, = 10,0 ore
(1 % Triton X-100) (34)
LabCyte EPI-MODEL24 SIT ICsy = 1,4 mg/ml ICso = 4,0 mg/ml
(trattamento di 18 ore con SDS) (35)

Applicazione delle sostanze chimiche in esame e delle sostanze chimiche di controllo

24. Per ogni sostanza chimica in esame e per i controlli devono essere utilizzate almeno tre repliche di tessuto per
batteria di prove. Per le sostanze chimiche sia liquide che solide occorre applicare una quantita sufficiente della
sostanza in esame fino a coprire uniformemente la superficie dellepidermide evitando nel contempo una dose
infinita, ossia una quantita compresa tra 26 e 83 pljcm? o mgjcm? (cfr. appendice 3). Per le sostanze solide, la
superficie dell'epidermide deve essere inumidita con acqua deionizzata o distillata prima dell'applicazione, al fine
di migliorare il contatto tra la sostanza sperimentale e la superficie dell'epidermide. Quando possibile, i solidi
dovrebbero essere testati sotto forma di polvere fine. In alcuni casi ¢ possibile usare una rete di nylon per
agevolare l'applicazione (cfr. l'appendice 3). Al termine del periodo di esposizione, la sostanza di prova deve
essere dilavata con cura dalla superficie dell'epidermide utilizzando un tampone acquoso o NaCl allo 0,9 %. 1l
periodo di esposizione varia tra 15 e 60 minuti e la temperatura di incubazione tra 20 e 37 °C in funzione del
modello di RhE impiegato. I periodi di esposizione e le temperature sono messi a punto per ciascun metodo di
prova su RhE e rappresentano le diverse proprieta intrinseche dei modelli di prova (come la funzione di barriera)

(cfr. l'appendice 3).

25. Occorre utilizzare simultaneamente controlli negativi (NC) e controlli positivi (PC) per ogni batteria di prove al
fine di dimostrare che la vitalita (nel caso del controllo negativo), la funzione di barriera e la conseguente
sensibilita dei tessuti (nel caso del controllo positivo) rientrano in un intervallo di accettabilita storico determi-
nato. Ai fini dei controlli positivi si consiglia una soluzione acquosa di SDS al 5 %. Ai fini dei controlli negativi
si consigliano acqua o un tampone fosfato salino (PBS).
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Misurazione della vitalitd cellulare

26. Conformemente alla procedura sperimentale, ¢ fondamentale che le misurazioni della vitalita non siano svolte
immediatamente dopo l'esposizione alle sostanze chimiche in esame bensi dopo un periodo di incubazione post-
trattamento sufficientemente lungo dei tessuti risciacquati in un mezzo fresco. Questo periodo consente sia il
recupero da effetti citotossici blandi sia la comparsa di effetti citotossici evidenti. Un periodo di incubazione
post-trattamento di 42 ore ¢ stato valutato ottimale nella messa a punto della prova di due dei modelli di prova
su RhE alla base del presente metodo di prova (11) (12) (13) (14) (15).

27. 1 test del'MTT & un metodo quantitativo validato per misurare la vitalita cellulare nellambito del presente
metodo di prova. E compatibile con I'utilizzo di un modello tridimensionale di tessuto. Il campione di tessuto ¢
immerso in una soluzione MTT alla concentrazione adeguata (0,3 o 1 mg/ml) per 3 ore. UMTT & convertito in
blu di formazan dalle cellule vitali. Il precipitato di blu di formazan che si forma ¢ successivamente estratto dal
tessuto con un solvente (ad esempio isopropanolo, isopropanolo acidico), e ne viene misurata la concentrazione
o determinando la densita ottica a 570 nm con filtro passa-banda della larghezza massima di + 30 nm o con
una procedura di spettrofotometria HPLC/UPLC (cfr. il paragrafo 34) (36).

28. Le proprieta ottiche della sostanza chimica in esame o la sua azione chimica sullMTT (la sostanza chimica puo ad
esempio impedire o invertire la generazione di colore o provocarla) puo interferire con la prova e determinare un
errore nella stima della vitalita. Questo puo verificarsi quando una specifica sostanza chimica in esame non viene
completamente rimossa dal tessuto con il risciacquo o quando penetra nell'epidermide. Se la sostanza in esame agisce
direttamente sullMTT (ad es. un riduttore del'MTT), € naturalmente colorata o si colora durante il trattamento del
tessuto, devono essere utilizzati controlli supplementari per individuare e correggere qualsiasi interferenza della sostanza
in esame con la tecnica di misurazione della vitalita (cfr. i paragrafi 29 e 33). Per una descrizione dettagliata di come
correggere la riduzione diretta dellMTT e le interferenze da parte degli agenti coloranti consultare le procedure
operative standard dei quattro modelli validati inclusi nel presente metodo di prova (32) (33) (34) (35).

29. Per individuare i riduttori diretti del'MTT, aggiungere ciascuna sostanza chimica in esame alla soluzione contenente
MTT appena preparata. Se la miscela di MTT contenente la sostanza chimica in esame diventa blu/viola, si presume
che la sostanza chimica in esame sia un riduttore diretto dellMTT e si esegue un ulteriore controllo funzionale sui
tessuti non vitali dellRhE, indipendentemente dalluso della misurazione di assorbanza standard (OD) o di una
procedura di spettrometria HPLC/UPLC. Tale controllo funzionale supplementare viene effettuato su tessuti uccisi
che presentano solo un‘attivita metabolica residua ma assorbono la sostanza chimica in esame in modo analogo ai
tessuti vitali. Ogni riduttore chimico del'lMTT ¢ applicato su almeno due repliche di tessuti uccisi sottoposte
allintera procedura di prova per generare una riduzione non specifica dellMTT (NSMTT) (32) (33) (34) (35).
Per ciascuna sostanza chimica in esame ¢ sufficiente un unico controllo NSMTT, a prescindere dal numero di prove
indipendenti/batterie di prove indipendenti eseguite. La reale vitalita del tessuto & poi calcolata come la percentuale
di vitalita tessutale ottenuta con tessuti vivi esposti al riduttore dellMTT meno la percentuale della riduzione non
specifica dellMTT ottenuta con i tessuti uccisi esposti al medesimo riduttore del'MTT, calcolata in funzione della
batteria di prove del controllo negativo testato in parallelo alla prova da correggere (% NSMTT).

30. Per individuare l'interferenza potenziale di sostanze chimiche in esame colorate o che si colorano a contatto con
l'acqua o lisopropanolo e stabilire la necessita di controlli supplementari, si esegue un’analisi dello spettro della
sostanza chimica in esame nellacqua (ambiente al momento dell'esposizione) efo nellisopropanolo (solvente di
estrazione). Se la sostanza chimica in esame nellacqua o nell'isopropanolo assorbe la luce nellintervallo di
570 + 30 nm, si procede con ulteriori controlli del colorante o, in alternativa, con una procedura di spettrofoto-
metria HPLC/UPLC qualora tali controlli non siano necessari (cfr. i paragrafi 33 e 34). Nell'eseguire una misura-
zione dell'assorbanza standard (OD), ciascuna sostanza chimica in esame colorata che causa un’interferenza &
applicata su almeno due repliche di tessuti vitali sottoposte all'intera procedura di prova, con la differenza che
sono incubate in un mezzo anziché in una soluzione di MTT durante la fase di incubazione del'lMTT per generare
un controllo del colore non specifico (NSCjyyipo). Il controllo NSCiy;, deve essere eseguito parallelamente alla prova
della sostanza chimica in esame colorata e el caso di molteplici prove occorre svolgere un controllo NSCiiying per
ciascuna prova svolta (ogni batteria di prove) a causa della variabilita biologica intrinseca dei tessuti vivi. La reale
vitalita del tessuto € poi calcolata come la percentuale della vitalita tessutale ottenuta con tessuti vivi esposti alla
sostanza chimica in esame che provoca un'interferenza e incubati con la soluzione di MTT meno la percentuale di
colore non specifico ottenuto con tessuti vivi esposti alla sostanza chimica in esame che provoca un'interferenza e
incubati nel mezzo senza MTT in parallelo alla prova da correggere (% NSCiyin)-

31. Per le sostanze chimiche in esame identificate come all'origine sia di una riduzione diretta dellMTT (cfr. il paragrafo
29) sia di un’interferenza cromatica (cfr. il paragrafo 30) occorre una terza batteria di prove, distinta dai controlli
NSMTT e NSCjjyin, descritti nel paragrafo precedente, quando si effettua la misurazione dellassorbanza standard (OD).
E quanto avviene * solitamente con le sostanze chimiche in esame di colore scuro che interferiscono con i test
dellMTT (ad esempio blu, viola, nero) perché il loro colore intrinseco impedisce di valutarne la capacita di ridurre
direttamente 'MTT come descritto al paragrafo 29. Poiché tali sostanze chimiche in esame possono legarsi sia ai
tessuti vivi che ai tessuti uccisi, il controllo NSMTT potrebbe correggere non solo il potenziale di riduzione diretta
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dellMTT, ma anche linterferenza cromatica generata dal legame tra la sostanza chimica in esame e i tessuti uccisi. Si
potrebbe avere di conseguenza una doppia correzione dellinterferenza cromatica perché il controllo NSCi;y, cor-
regge gia linterferenza cromatica causata dal legame tra la sostanza chimica in esame e i tessuti vivi. Per evitare una
possibile doppia correzione dellinterferenza cromatica si deve eseguire un terzo controllo per il colore non specifico
nei tessuti uccisi (NSCyeq)- In questo controllo supplementare la sostanza chimica in esame ¢ applicata su almeno
due repliche di tessuti uccisi sottoposte allintera prova della corrosione cutanea, ma che sono incubate in un mezzo
invece che nella soluzione di MTT durante la fase di incubazione dellMTT. Per ciascuna sostanza chimica in esame ¢
sufficiente un unico controllo NSCyy.4 @ prescindere dal numero di prove indipendenti/batterie di prove eseguite, ma
dovrebbe essere condotto parallelamente al controllo NSMTT e, ove possibile, con lo stesso lotto di tessuto. La reale
vitalitd del tessuto € poi calcolata come la percentuale della vitalita tessutale ottenuta con i tessuti vivi esposti alla
sostanza chimica in esame meno %NSMTT meno %NSCiyn, pitt la percentuale di colore non specifico ottenuto con
tessuti uccisi esposti alla sostanza chimica in esame che provoca un'interferenza e incubati nel mezzo senza MTT,
calcolata in rapporto alla prova per il controllo negativo in parallelo alla prova da correggere (% NSCijjeq)-

32. E importante notare che la riduzione non specifica del'MTT e le interferenze del colore non specifico possono
portare le rilevazioni dell'estratto di tessuto al di sopra dellintervallo di linearita dello spettrofotometro. Di
conseguenza ogni laboratorio dovrebbe determinare l'intervallo di linearita del proprio spettrofotometro con
I'MTT formazan (n. CAS 57360-69-7) disponibile sul mercato prima di iniziare a testare le sostanze chimiche in
esame a fini regolamentari. La misurazione dellassorbanza standard (OD) che utilizza uno spettrofotometro &
adatta a valutare i riduttori diretti del'MTT e le sostanze chimiche in esame che provocano un’interferenza del
colore quando le OD degli estratti di tessuto ottenute con le sostanze chimiche in esame senza alcuna correzione
della riduzione diretta del'MTT efo interferenza del colore rientrano nell'intervallo di linearita dello spettrofo-
tometro o quando la percentuale della vitalita non corretta ottenuta con la sostanza chimica in esame ¢ gia
< 50 %. Tuttavia, i risultati per le sostanze chimiche in esame che producono %NSMTT efo %NSCiy;n, 2 50 %
del controllo negativo vanno presi con cautela in quanto si tratta del valore limite usato per distinguere le
sostanze chimiche classificate da quelle non classificate (cfr. il paragrafo 36).

33. Per le sostanze chimiche in esame colorate non compatibili con la misurazione dell'assorbanza standard (OD) a causa
dell'eccessiva interferenza con il test dellMTT si puo utilizzare la procedura alternativa della spettrofotometria HPLC/
UPLC per misurare 'MTT formazan (cfr. il paragrafo 34) (36). Il sistema di spettrofotometria HPLC/UPLC consente di
separare 'MTT formazan dalla sostanza chimica in esame prima della sua quantificazione (36). Per questo motivo non
sono mai necessari i controlli NSCjiyin, 0 NSCygeq quando si utilizza la spettrofotometria HPLC/UPLC, indipenden-
temente dalla sostanza chimica in esame. I controlli NSMTT sono tuttavia necessari se si sospetta che la sostanza
chimica in esame sia un riduttore diretto del'MTT o se il suo colore impedisce di valutare il potenziale di riduzione
diretta dellMTT (come descritto al paragrafo 29). Quando si utilizza la spettrofotometria HPLC/UPLC per misurare
I'MTT formazan, la percentuale di vitalita tessutale & calcolata come percentuale dellarea di picco di MTT formazan
ottenuta con tessuti vivi esposti alla sostanza chimica in esame in rapporto allarea di picco dellMTT formazan
ottenuta con il controllo negativo in parallelo. Per le sostanze chimiche in esame che sono riduttori diretti del'MTT, la
reale vitalita tessutale ¢ calcolata come la percentuale della vitalita tessutale ottenuta con tessuti vivi esposti alla
sostanza chimica in esame meno %NSMTT. Si noti infine che non ¢ possibile valutare i riduttori diretti dellMTT che
possono anche provocare un'interferenza del colore e che sono trattenuti nel tessuto dopo il trattamento e la cui
capacita di riduzione dellMTT ¢ tale da provocare delle OD (utilizzando la misurazione di OD standard) o aree di
picco (utilizzando la spettrofotometria UPLC/HPLC) degli estratti di tessuto testato che non rientrano nell'intervallo di
linearita dello spettrofotometro, un caso che, tuttavia, dovrebbe verificarsi solo molto raramente.

34. La spettrofotometria HPLC/UPLC puo essere utilizzata per misurare 'MTT formazan anche con tutti i tipi di sostanze
chimiche in esame (colorate, non colorate, riduttori e non riduttori del'MTT) (36). Considerata la diversita tra i sistemi
di spettrofotometria HPLC/UPLC, la qualificazione del sistema di spettrofotometria HPLC/UPLC va dimostrata prima del
suo utilizzo per quantificare IMTT formazan dagli estratti di tessuto soddisfacendo i criteri di accettabilita per una serie
di parametri di qualificazione standard basati su quelli descritti nelle raccomandazioni per lindustria della Food and
Drug Administration degli Stati Uniti sulla validazione del metodo bioanalitico (36) (37). Tali parametri fondamentali e i
loro criteri di accettazione sono illustrati nellappendice 4. Una volta soddisfatti i criteri di accettazione definiti
nellappendice 4, si considera che il sistema di spettrofotometria HPLC/UPLC abbia dimostrato di essere adatto e
pronto a misurare IMTT formazan nelle condizioni sperimentali descritte nel presente metodo di prova.

Criteri di accettabilita

35. Per ciascun metodo di prova che utilizza lotti di modelli di RhE validi (cfr. il paragrafo 23), i tessuti trattati con i
controlli negativi presentano una OD che rispecchia la qualita dei tessuti sottoposti alle fasi di spedizione e
ricezione e all'applicazione di tutti i protocolli. I valori di OD dei controlli non devono essere inferiori ai limiti
storici stabiliti. Analogamente, i tessuti trattati con i controlli positivi, ossia con una soluzione acquosa di SDS al
5 %, rispecchiano la loro capacita di reagire a una sostanza chimica irritante nelle condizioni del metodo di
prova (cfr. 'appendice 3 e, per maggiori informazioni, le procedure operative standard dei quattro modelli di
prova incluse nel presente metodo di prova (32) (33) (34) (35)). Le opportune misurazioni associate della
variabilita tra le repliche di tessuto, ossia le deviazioni standard, rientrano nei limiti di accettabilita stabiliti
per il modello di prova usato (cfr. I'appendice 3).
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Interpretazione dei risultati e modello predittivo

36. I valori della OD ottenuti per ciascuna sostanza chimica in esame possono essere utilizzati per calcolare la
percentuale di vitalita normalizzata rispetto al controllo negativo, il cui valore ¢ fissato al 100 %. Nel caso in cui
si ricorra alla spettrofotometria HPLC/UPLC, la percentuale di vitalita tessutale ¢ calcolata come la percentuale
dell'area di picco del'lMTT formazan ottenuta con tessuti vivi esposti alla sostanza chimica in esame rispetto al
picco dellMTT formazan ottenuto con il controllo negativo parallelo. I valori limite della percentuale di vitalita
cellulare che permettono di distinguere le sostanza chimica in esame irritanti da quelle non classificate e la o le
procedure statistiche usate per analizzare i risultati e individuare le sostanze irritanti devono essere chiaramente
definiti e documentati e deve esserne dimostrata I'idoneita (per maggiori informazioni cfr. le procedure operative
standard dei modelli di prova). I valori limite per la previsione di irritazione sono riportati di seguito.

— Si ritiene necessario classificare la sostanza chimica in esame ed etichettarla conformemente al GHS del-
'ONU/regolamento CLP (categoria 1 o 2) se la percentuale media della vitalita tessutale dopo I'esposizione e
lincubazione post-trattamento ¢ inferiore o uguale (<) al 50 %. Poiché i modelli di prova di RhE coperti dal
presente metodo di prova non permettono di distinguere tra le categorie 1 e 2 del GHS dellONU/regola-
mento CLP, sono necessarie maggiori informazioni sulla corrosione cutanea per stabilire la classificazione
finale (cfr. anche il documento di orientamento dellOCSE sugli IATA (3)). Qualora venga stabilito che la
sostanza chimica in esame ¢ non corrosiva (ad esempio con i metodi di prova B.40, B.40 bis o B.65) e la
vitalita del tessuto dopo l'esposizione e lincubazione post-trattamento sia inferiore o uguale (<) al 50 %, la
sostanza chimica in esame ¢ considerata irritante per la pelle, conformemente alla categoria 2 del GHS
delllONU/regolamento CLP.

— A seconda del quadro regolamentare degli Stati membri, la sostanza di prova ¢ considerata come non
irritante per la pelle (corrispondente alla voce "senza categoria" del sistema GHS dell ONU/regolamento
CLP) se la vitalita del tessuto dopo l'esposizione e I'incubazione post-trattamento ¢ superiore (>) al 50 %.

DATI E RELAZIONE
Dati

37. Per ciascuna batteria di prove, i dati ottenuti da singole repliche dei tessuti (ad esempio, i valori OD e le
percentuali di vitalita cellulare calcolate per ogni sostanza chimica in esame, compresa la relativa classificazione)
sono presentati sotto forma di tabella, compresi i dati delle prove ripetute, secondo le necessita. Sono inoltre
registrati, per ogni prova, i valori medi + la deviazione standard. Per ogni sostanza chimica in esame devono
essere segnalate le interazioni osservate tra il reagente MTT e le sostanze in esame colorate.

Relazione sull’esecuzione della prova

38. La relazione sull'esecuzione della prova deve comprendere le seguenti informazioni.
Sostanze chimiche in esame e sostanze chimiche di controllo:

— sostanza monocostituente: dati di identificazione chimica, come denominazioni [UPAC o CAS, numero CAS,
codice SMILES o InChl, formula strutturale, purezza, identitd chimica delle impurezze, se del caso e se le
condizioni pratiche lo consentono, ecc,;

— sostanza multicostituente, UVCB o miscela: caratterizzata nella massima misura possibile con lidentita
chimica (cfr. sopra), con la presenza quantitativa e con le proprieta fisico-chimiche pertinenti dei costituenti;

— aspetto fisico, idrosolubilita e, se del caso, ulteriori proprieta fisico-chimiche;
— origine, numero del lotto se disponibile;

— trattamento delle sostanze chimiche in esame/sostanze di controllo prima della prova, se applicabile (ad
esempio, riscaldamento, frantumazione);

— stabilita della sostanza chimica in esame, data limite di utilizzo, data della nuova analisi, se nota;

— condizioni di conservazione.
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Modello di RhE e protocollo utilizzati; motivo della scelta (se del caso)
Condizioni sperimentali:
— modello di RhE utilizzato (incluso il numero di lotto);

— informazioni su taratura degli apparecchi di misurazione (ad esempio spettrofotometro), lunghezza d'onda e
banda passante (se del caso), utilizzate per quantificare 'MTT formazan e l'intervallo di linearita dell'apparec-
chio di misurazione; descrizione del metodo utilizzato per quantificare IMTT formazan;

— descrizione delle specifiche del sistema di spettrofotometria HPLC/UPLC, se del caso; informazioni complete
di supporto sul modello di RhE specifico utilizzato e sulla sua efficienza, che includono (elenco non
esauriente):

i) vitalita;

ii) funzione di barriera;

i) morfologia;

iv) riproducibilita e capacita predittiva;
v) controlli di qualita (QC) del modello;

— riferimenti a dati storici del modello, che includono, tra Taltro, I'accettabilita dei dati di QC rispetto ai dati
storici del lotto;

— dimostrazione della competenza nell'esecuzione del metodo di prova prima del suo uso sistematico testando
le sostanze di prova a fini di competenza.

Procedura di prova:

— descrizione dettagliata della procedura sperimentale utilizzata (incluse le procedure di lavaggio utilizzate
dopo il periodo di esposizione); dosi della sostanza chimica in esame e delle sostanze chimiche di controllo
utilizzate;

— durata e temperatura dell'esposizione e del periodo di incubazione post-esposizione;

— indicazione dei controlli usati per riduttori del'MTT diretti e/o sostanze chimiche di prova coloranti, se del
caso;

— numero delle repliche di tessuti utilizzate per sostanza chimica in esame e sostanza di controllo (controllo
positivo, controllo negativo e NSMTT, NSCjjyin, € NSCyjyieq, se del caso);

— descrizione dei criteri decisionali/modello predittivo applicati in funzione del modello di RhE utilizzato;
— descrizione di tutte le modifiche apportate alla procedura sperimentale (incluso alle procedure di lavaggio).
Criteri di accettabilita della prova e della batteria di prove:

— valori medi del controllo positivo e negativo e intervalli di accettazione in funzione dei dati storici; variabilita
accettabile tra le repliche di tessuti per i controlli positivi e negativi;

— variabilita accettabile tra le repliche di tessuti per sostanza chimica in esame.
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Risultati:

— presentazione sotto forma di tabella dei dati delle singole sostanze chimiche in esame, ogni batteria di prove
e ogni misurazione delle repliche incluse la OD o l'area di picco del'MTT formazan, la percentuale di vitalita
tessutale, la percentuale media di vitalita tessutale e le deviazioni standard;

— se del caso, i risultati dei controlli utilizzati per i riduttori diretti del'MTT efo per le sostanze chimiche in
esame coloranti, inclusi la OD o larea di picco dellMTT formazan, %NSMTT, %NSCjying, %NSCyieq, le
deviazioni standard e la percentuale finale corretta di vitalita tessutale;

— i risultati ottenuti con la o le sostanze chimiche in esame in rapporto ai criteri di accettabilita della prova e
della batteria di prove definiti;

— descrizione di altri effetti osservati;

— risultante classificazione con riferimento al modello predittivo/ai criteri decisionali utilizzati.
Discussione dei risultati

Conclusioni
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Appendice 1
DEFINIZIONI

Accuratezza: grado di concordanza tra i risultati ottenuti con il metodo di prova e i valori di riferimento accettati.
Misura l'efficienza del metodo di prova e costituisce un aspetto della pertinenza. 1l termine & spesso utilizzato come
sinonimo di «concordanza» per indicare la percentuale di risultati corretti di un metodo di prova (9).

Vitalita cellulare: parametro che misura lattivita totale in una popolazione di cellule, ad esempio la capacita delle
deidrogenasi mitocondriali cellulari di ridurre il colorante vitale MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ile)-2, 5-difeniltetrazolio bro-
muro, tiazolil blu) che, in funzione dell'endpoint misurato e del tipo di disegno sperimentale utilizzato, corrisponde al
numero totale efo alla vitalita delle cellule viventi.

Sostanza chimica: una sostanza o una miscela.

Concordanza: misura dell’efficacia dei modelli di prova che forniscono un risultato ordinabile in categorie e rappresenta
un aspetto della pertinenza. Il termine ¢ usato come sinonimo di «accuratezza» ed € definito come la proporzione di tutte
le sostanze chimiche in esame che sono correttamente classificate come positive o negative. La concordanza dipende
strettamente dalla prevalenza di risultati positivi in tutti i tipi di sostanze chimiche esaminate (9).

ET5: valore che puo essere calcolato determinando il tempo di esposizione necessario per ridurre la vitalita cellulare del
50 % in seguito all'applicazione della sostanza chimica di riferimento ad una concentrazione specifica e fissa; cfr. anche
ICSO-

Sistema globale armonizzato di classificazione ed etichettatura delle sostanze chimiche delle Nazioni Unite (UN
GHS): sistema di classificazione delle sostanze chimiche (sostanze e miscele) secondo tipi e livelli standardizzati di rischio
fisico, sanitario e ambientale, che elabora i relativi elementi di comunicazione, quali pittogrammi, avvertenze, indicazioni
di pericolo, consigli di prudenza e schede informative di sicurezza, per trasmettere informazioni sugli effetti avversi di
dette sostanze a tutela delle persone (compresi datori di lavoro, lavoratori, trasportatori, consumatori e personale di
pronto intervento) e dell'ambiente (1).

HPLC: cromatografia liquida ad alta prestazione.

TATA: approcci integrati in materia di prove e valutazioni (Integrated Approaches to Testing and Assessment).

IC5q: valore che pud essere calcolato per determinazione della concentrazione alla quale una sostanza chimica di
riferimento riduce la vitalita dei tessuti del 50 % (IC50) dopo un tempo di esposizione fisso, cfr. anche ETj,.

Dose infinita: quantita di sostanza chimica in esame applicata all'epidermide che supera la quantita necessaria per coprire
in maniera completa e uniforme la superficie dell'epidermide.

Miscela: una miscela o una soluzione composta di due o pitt sostanze.

Sostanza monocostituente: sostanza, definita attraverso la sua composizione quantitativa, in cui un costituente prin-
cipale ¢ presente in percentuale pari ad almeno 1'80 % (p/p).
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MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ile)-2,5-difeniltetrazolio bromuro; tiazolil blu tetrazolio bromuro

Sostanza multicostituente: sostanza, definita attraverso la sua composizione quantitativa, in cui piti costituenti principali
sono presenti in concentrazione > 10 % (p/p) e < 80 % (p/p). Una sostanza multicostituente ¢ il risultato di un processo
di fabbricazione. La differenza tra miscela e sostanza multicostituente € che una miscela & ottenuta attraverso la
miscelazione di due o pili sostanze senza che avvenga una reazione chimica. Una sostanza multicostituente ¢ il risultato
di una reazione chimica.

NSCyiteq: colore non specifico in tessuti uccisi.

NSCiiying: colore non specifico in tessuti vivi.

NSMTT: riduzione non specifica dellMTT.

Standard di prestazione: standard, basati su un metodo di riferimento validato, che consentono di valutare la compa-
rabilita di un metodo proposto che ¢ simile sotto il profilo strutturale e funzionale. Detti standard comprendono: i) gli
elementi essenziali del metodo di prova; ii) un elenco minimo di sostanze chimiche di riferimento scelte tra le sostanze
utilizzate per dimostrare le prestazioni accettabili del metodo di prova validato; e iii) in funzione dei risultati ottenuti con
il metodo di riferimento validato, i livelli comparabili di accuratezza e affidabilita che il metodo proposto dovrebbe
ottenere quando viene valutato utilizzando I'elenco minimo di sostanze di riferimento (9).

PC: controllo positivo, una replica che contiene tutti i componenti di un sistema di prova e che ¢ trattato con una
sostanza chimica che notoriamente induce una reazione positiva. Perché sia possibile valutare la variabilita nel tempo
della risposta del controllo positivo, I'intensita di tale risposta non dovrebbe essere eccessiva.

Pertinenza: descrizione del rapporto tra la prova e leffetto studiato; indica se la prova ¢ significativa e utile per uno
scopo specifico. E il grado con cui la prova misura o prevede correttamente l'effetto biologico di interesse. La pertinenza
comprende una valutazione dell'accuratezza (concordanza) di una prova (9).

Affidabilita: misura in cui 'esecuzione di un metodo di prova puo essere riprodotta nel tempo all'interno dello stesso

laboratorio o da laboratori diversi seguendo il medesimo protocollo. E valutata calcolando la riproducibilita intra-labo-
ratorio e inter-laboratori (9).

Prova sostitutiva: prova progettata per sostituire una prova usata correntemente e accettata per l'individuazione dei
pericoli efo la valutazione dei rischi, e che ¢ stata determinata per fornire una protezione equivalente o maggiore della
salute umana, animale o dellambiente, se del caso, rispetto alla prova accettata, per tutte le possibili situazioni speri-
mentali e le sostanze chimiche (9).

Batteria di prove: una batteria di prove consiste nel testare una o pit sostanze chimiche in esame simultaneamente a un
controllo negativo e a un controllo positivo.

Sensibilita: proporzione di tutte le sostanze positive/attive correttamente classificate dalla prova. Misura I'accuratezza di
un metodo di prova che produce risultati ordinabili in categorie ed € un elemento importante per valutare la pertinenza di
un metodo (9).
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Irritazione cutanea in vivo: comparsa di danni reversibili sulla pelle a seguito dellapplicazione della sostanza in esame
per un massimo di 4 ore. L'irritazione cutanea € una reazione locale del tessuto cutaneo interessato che si manifesta poco
dopo la stimolazione (38). E provocata da una reazione infiammatoria locale che coinvolge il sistema immunitario innato
(non specifico) del tessuto. Si caratterizza essenzialmente per la reversibilita del processo, che comprende reazioni
infiammatorie e la maggior parte dei segni clinici caratteristici dell'irritazione (eritema, edema, prurito e dolore) associati
al processo infiammatorio.

Specificita: proporzione di tutte le sostanze negative/inattive correttamente classificate dal test. Misura l'accuratezza di un
metodo di prova che produce risultati ordinabili in categorie ed € un elemento importante per valutare la pertinenza di un
metodo (9).

Sostanza: un elemento chimico e i suoi composti, allo stato naturale od ottenuti per mezzo di un procedimento di
fabbricazione, compresi gli additivi necessari a mantenerne la stabilita e le impurezze derivanti dal procedimento
utilizzato, ma esclusi i solventi che possono essere separati senza compromettere la stabilita della sostanza o modificarne
la composizione.

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela testata applicando il presente metodo di prova.

UPLC: cromatografia liquida ad altissima prestazione.

UVCB: sostanze la cui composizione non ¢ conosciuta o ¢ variabile, prodotti di una reazione complessa o i materiali
origine biologica.
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Appendice 2

MODELLI DI PROVA INCLUSI NEL PRESENTE METODO DI PROVA

n Nome del modello di prova Tipo di studio di validazione Riferimenti

1 EpiSkin™ Studio prospettico di validazione completo | (2) (10) (11) (14) (15) (16)
(2003-2007) 1 componenti di questo modello | (17) (18) (19) (20) (21)
sono stati utilizzati per definire i componenti | (23) (32) (39) (40)
principali dei metodi di prova degli standard
di prestazione dellECVAM originali e aggiornati
(39) (40) (21) (*). Inoltre, i dati del modello
relativi alla distinzione tra sostanza non classi-
ficate e sostanza classificate ha costituito la base
principale per definire i valori della specificita e
della sensibilita degli standard di prestazione
originali (¥).

2 EpiDerm™ SIT (EPI-200) EpiDerm™ (originale): all'inizio questo modello | (

di prova ¢ stato sottoposto a uno studio pro- | (
spettico di validazione completo insieme al n. 1 | (
tra il 2003 e il 2007. I componenti di questo | (
modello sono stati utilizzati per definire i com-
ponenti principali dei metodi di prova degli
standard di prestazione dellECVAM originali e
aggiornate (39) (40) (21) (*). EpiDerm™ SIT
(EPI-200): una modifica del modello EpiDerm™
originale ¢ stata validata usando gli standard di
prestazione originali dellECVAM (21) nel
2008 (*)

3 SkinEthic™ RHE Studio di validazione basato sugli standard di | (2) (21) (22) (23) (31)
prestazione originali dellECVAM (21) nel
2008 ().

4 LabCyte EPI-MODEL24 SIT | Studio di validazione (2011-2012) basato sugli | (24) (25) (26) (27) (28)
standard di prestazione della linea guida del- | (35) (39) (40) e standard
I'OCSE n. 439 (8), a loro volta basati sugli stan- | di prestazione della linea
dard di prestazione aggiornati dellECVAM (*) | guida dellOCSE (8) (*)

(39) (40).

(*) Gli standard di prestazione dellECVAM (21) sono stati sviluppati nel 2007 dopo il completamento dello studio prospettico di
validazione (16) che aveva valutato i risultati dei modelli di prova n. 1 e 2 in riferimento al sistema di classificazione ai sensi del
28° adeguamento della direttiva UE sulle sostanze pericolose (41). Nel 2008 sono stati introdotti il GHS dellONU (1) e il regolamento
CLP che hanno efficacemente spostato il valore limite per distinguere le sostanze non classificate da quelle classificate da un punteggio
in vivo di 2,0 a 2,3. Nel 2009 i valori dell'accuratezza e I'elenco delle sostanze chimiche di riferimento degli standard di prestazione
dellECVAM sono stati aggiornati per tenere conto della prescrizione cosi modificata (2) (39) (40). Come gli standard di prestazione
originali, anche quelli aggiornati si basavano in larga misura sui dati relativi ai modelli n. 1 e 2 (16), ma si avvalevano inoltre dei dati
sulle sostanze chimiche di riferimento del modello n. 3. Nel 2010 sono stati usati gli standard di prestazione aggiornati del’ECVAM
per elaborare gli standard di prestazione relativi a questa linea guida (8). Ai fini del presente metodo di prova, EpiSkin™ ¢ considerato
il VRM perché & stato usato per sviluppare tutti i criteri degli standard di prestazione. Per maggiori informazioni sugli studi di
validazione, una raccolta dei dati generati e la contestualizzazione degli adattamenti necessari degli standard di prestazione a seguito
dell'attuazione del GHS dellONU/regolamento CLP, si rimanda al documento esplicativo generale dellECVAM/BfR della corrispondente
linea guida dellOCSE n. 439 (23).

SIT: prova dell'irritazione cutanea (Skin Irritation Test)

RHE: epidermide umana ricostituita (Reconstructed Human Epidermis)
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Appendice 3

PARAMETRI DEI PROTOCOLLI SPECIFICI PER CIASCUN MODELLO DI PROVA INCLUSI NEL PRESENTE METODO DI PROVA

I modelli di RhE mostrano protocolli molto simili e, in particolare, usano tutti un periodo di post-incubazione di 42 ore
(32) (33) (34) (35). Le variazioni riguardano principalmente tre parametri connessi alle diverse funzioni di barriera dei
modelli di prova e sono: A) tempo e volume pre-incubazione; B) applicazione delle sostanze chimiche in esame e C)

volume post-incubazione.

EpiSkin™ (SM)

EpiDerm™ SIT (EPI-200)

SkinEthic RHE™

LabCyte EPI-MODEL24 SIT

A) Pre-incubazione

Tempo di incubazione

18-24 ore

18-24 ore

< 2 ore

15-30 ore

Volume del mezzo

2 ml

0,9 ml

0,301 ml

0,5 ml

B) Applicazione della sostanza chimica in esame

Per i liquidi

10pl (26pl/cm?)

30ul (47pl/cm?)

16pl (32pl/cm?)

25ul (83pl/cm?)

Per i solidi

10mg (26mgjcm?)

25mg (39mgjcm?) +

16mg (32
crl:% mg/

25mg (83mgjcm?) +

+ AD (5pl) DPBS (25p) + AD AD (25pl)
(10u)
Uso della rete di nylon non utilizzata se necessario usata non utilizzata
Tempo totale di applica- 15 minuti 60 minuti 42 minuti 15 minuti
zione
Temperatura di applicazio- TA a) a TA per 25 minuti TA TA
ne
b) a 37 °C per 35 mi-
nuti

C) Volume post-incubazione
Volume del mezzo 2 ml 0,9 ml x 2 2 ml 1 ml
D) Variabilita di accettazione massima
Deviazione standard tra re- SD<18 SD<18 SD<18 SD<18

pliche di tessuto

TA: temperatura ambiente
AD: acqua distillata

DPBS: tampone fosfato salino di Dulbecco
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Appendice 4

CRITERI DI ACCETTABILITA E PARAMETRI FONDAMENTALI PER LA QUALIFICAZIONE DI UN SISTEMA DI SPETTROFOTOMETRIA
HPLC/UPLC PER MISURARE L'MTT FORMAZAN ESTRATTO DA UN TESSUTO DI RHE

Protocollo derivato dalle raccomandazioni della Food and Drug

Parametro Administration (36) (37) Criteri di accettabilita

Selettivita Analisi di isopropanolo, bianco vivo (isopropanolo | Areajprferenza < 20 % di Areay;oq ()
estratto da tessuti di RhE vivi non trattati), bianco
morto (isopropanolo estratto da tessuti di RhE uccisi
non trattati)

Precisione Controlli di qualita (ossia MTT formazan a 1,6 pug/ml, | CV < 15% o < 20 % per il LLOQ
16 pg/ml e 160 pg/ml) in isopropanolo (n=5)

Accuratezza Controlli di qualita in isopropanolo (n=>5) % Dev < 15 % o < 20 % per LLOQ

Effetto matrice

Controlli di qualitd in bianco vivo (n=5)

85 % < effetto matrice % < 115 %

Effetto residuale

Analisi dell'isopropanolo dopo un ULOQ (?) standard

o/ 1
Ar€icerferenza < 20 % di AI'eaLLOQ

Riproducibilita (nella
giornata)

3 curve di taratura indipendenti (sulla base di 6 dilui-
zioni consecutive a 1/3 di MTT formazan in isopro-
panolo, cominciando a ULOQ, ossia a 200 pg/ml);

Curve di taratura: % Dev < 15% o0 <

20 % per LLOQ

15% e CV

A

Controlli di qualita: %Dev <

Controlli di qualita in isopropanolo (n=>5) <15%
Riproducibilita  (tra | Giorno 1: 1 curva di taratura e controlli di qualita in
un giorno e laltro) | isopropanolo (n=3)
Giorno 2: 1 curva di taratura e controlli di qualita in
isopropanolo (n=3)
Giorno 3: 1 curva di taratura e controlli di qualita in
isopropanolo (n=3)
Stabilita a breve ter- | Controlli di qualita in bianco vivo (n=3) analizzati il | %Dev < 15 %
mine dellMTT for- | giorno della preparazione e dopo 24 ore di conserva-
mazan in un estratto | zione a temperatura ambiente
di tessuto RhE
Stabilita a lungo ter- | Controlli di qualita in bianco vivo (n=3) analizzati il | %Dev < 15 %"

mine dellMTT for-
mazan in un estratto
di tessuto RhE, se ne-
cessario

giorno della preparazione e dopo diversi giorni di
conservazione alle temperature specificate (ossia

4 °C, -20 °C, -80 °Q)

(") LLOQ: limite inferiore di quantificazione (Lower Limit of Quantification), definito per coprire I'1-2 % di vitalita tessutale, ossia 0,8 pg/ml.
(%) ULOQ: limite superiore di quantificazione (Upper Limit of Quantification), definito per essere almeno due volte superiore alla concen-
trazione massima di MTT formazan prevista negli estratti di isopropanolo dei controlli negativi, ossia 200 pg/ml.
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8) Nella parte B sono aggiunti i seguenti capitoli:

"B.63 PROVA DI SCREENING DELLA TOSSICITA PER LA RIPRODUZIONE/LO SVILUPPO
INTRODUZIONE

1. 1l presente metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida n. 421 dellOCSE (2016). Le linee guida dellOCSE per
le prove sulle sostanze chimiche sono periodicamente rivedute e aggiornate alla luce del progresso scientifico. La
linea guida n. 421 sulla prova di screening ¢ stata adottata inizialmente nel 1995, sulla base di un protocollo per
una «prova preliminare di screening della tossicita per la riproduzione» di cui si ¢ discusso nellambito di due
riunioni di esperti, a Londra nel 1990 (1) e a Tokyo nel 1992 (2).

2. 1l presente metodo di prova ¢ stato aggiornato mediante l'aggiunta di endpoint pertinenti per il rilevamento di
interferenti endocrini, come seguito all'attivita ad alta priorita avviata dallOCSE nel 1998 volta a rivedere le linee
guida esistenti e a elaborarne di nuove, per lo screening e la sperimentazione relativi a potenziali interferenti
endocrini (3). La linea guida n. 407 dellOCSE (studio della tossicita orale con somministrazione ripetuta di dosi
per 28 giorni sui roditori, corrispondente al capitolo B.7 del presente allegato), ad esempio, ¢ stata migliorata nel
2008 mediante l'aggiunta di parametri adatti per I'individuazione dell’attivita endocrina delle sostanze in esame.
La linea guida n. 421 ¢ stata aggiornata con l'intento di includere gli endpoint pertinenti per il rilevamento di
interferenti endocrini nelle linee guida in cui i periodi di esposizione coprono alcuni dei periodi sensibili dello
sviluppo (i periodi precedenti o immediatamente successivi alla nascita).

3. Gli ulteriori endpoint pertinenti per il rilevamento di interferenti endocrini selezionati, che fanno parte anche
della linea guida n. 443 (studio esteso di tossicita per la riproduzione su una generazione, corrispondente al
capitolo B.56 del presente allegato), sono stati aggiunti alla linea guida n. 421 sulla base di uno studio di
fattibilita riguardante questioni scientifiche e tecniche relative alla loro inclusione, come pure gli eventuali
adattamenti del disegno sperimentale necessari per la loro inclusione (4).

4. 1l presente metodo di prova ¢ inteso a generare informazioni limitate concernenti gli effetti delle sostanze
chimiche in esame sulla capacita riproduttiva maschile e femminile, quali la funzione delle gonadi, il compor-
tamento in fase di accoppiamento, il concepimento, lo sviluppo dell'organismo concepito e il parto. Esso non
rappresenta un‘alternativa ai metodi di prova esistenti B.31, B.34, B.35 e B.56, né li sostituisce.

CONSIDERAZIONI INIZIALI

5. 1l presente metodo di prova di screening puo essere utilizzato per fornire informazioni iniziali concernenti i
possibili effetti sulla riproduzione efo lo sviluppo, nella fase iniziale di valutazione delle proprieta tossicologiche
delle sostanze chimiche o nella valutazione di sostanze potenzialmente pericolose. Esso pud essere utilizzato
anche nellambito di una serie di prove di screening iniziali per le sostanze chimiche esistenti per le quali le
informazioni tossicologiche disponibili sono scarse o inesistenti, come studio volto a determinare gli intervalli di
dosaggio per studi piti approfonditi sulla riproduzione o sullo sviluppo o in altri casi in cui sia ritenuto
opportuno. Durante lo svolgimento dello studio & opportuno seguire i principi guida e le considerazioni di
cui al documento di orientamento dellOCSE n. 19, Recognition, assessment, and use of clinical signs as humane
endpoints for experimental animals used in safety evaluation (5).

6. Il presente metodo di prova non fornisce informazioni complete su tutti gli aspetti della riproduzione e dello
sviluppo. In particolare, esso offre solo mezzi limitati per individuare manifestazioni postnatali di un’esposizione
prenatale o effetti eventualmente riconducibili a un’esposizione postnatale. Tenuto conto, tra le altre cose, del
numero relativamente ridotto di animali nei gruppi di trattamento, della selettivita degli endpoint e della breve
durata dello studio, il presente metodo non fornisce prove sufficienti per trarre conclusioni definitive circa
l'assenza di effetti. Inoltre, in assenza di dati desunti da altre prove di tossicita per la riproduzione/lo sviluppo,
risultati positivi sono utili per una valutazione iniziale dei pericoli e permettono di prendere decisioni circa la
necessita di procedere a ulteriori prove e i tempi per effettuarle.

7. 1 risultati ottenuti per quanto riguarda i parametri endocrini devono essere interpretati alla luce del «Quadro
concettuale delllOCSE per le prove e la valutazione delle sostanze chimiche che alterano il sistema endocrino»
(6). La linea guida migliorata del’OCSE n. 421 fa parte del livello 4 di questo quadro concettuale come saggio in
vivo in grado di fornire dati sugli effetti nocivi sugli endpoint pertinenti per il sistema endocrino. Un segnale
endocrino potrebbe tuttavia non essere considerato di per sé una prova sufficiente ad attestare che la sostanza
chimica in esame ¢ un interferente endocrino.

8. 1l presente metodo di prova prevede la somministrazione orale della sostanza chimica da esaminare. Potrebbero
essere necessarie modifiche in caso di utilizzo di altre vie di somministrazione.
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9. Prima di applicare il presente metodo di prova a una miscela per generare dati ai fini regolamentari previsti, si
deve considerare se, e in caso affermativo, perché, esso possa fornire risultati adeguati a tale scopo. Tali
considerazioni non sono necessarie laddove esista una disposizione normativa che obblighi a sottoporre a prova
la miscela.

10. L'appendice 1 contiene le definizioni dei termini utilizzati.

PRINCIPIO DELLA PROVA

11. La sostanza chimica in esame viene somministrata in dosi graduate a diversi gruppi di maschi e femmine. Ai
maschi le dosi devono essere somministrate per almeno quattro settimane e fino al prima della soppressione
programmata, compreso tale giorno (tale periodo comprende un minimo di due settimane prima dell’'accoppia-
mento, il tempo dellaccoppiamento e circa due settimane dopo l'accoppiamento). Tenuto conto della durata
limitata del periodo di esposizione prima dell'accoppiamento nei maschi, la fertilita potrebbe non essere un
particolare indicatore di sensibilita della tossicita testicolare. E pertanto essenziale un esame istologico partico-
lareggiato delle prove. La combinazione di un periodo di esposizione di due settimane prima dell'accoppiamento
(seguito da osservazioni sullaccoppiamento e la fertilitd) e di un periodo di esposizione complessivo di almeno
quattro settimane (seguito da un dettagliato esame istopatologico delle gonadi maschili) ¢ considerata sufficiente
a consentire l'individuazione della maggior parte degli effetti sulla fertilita maschile e sulla spermatogenesi.

12. Alle femmine la sostanza va somministrata durante l'intero studio. Tale periodo comprende due settimane prima
dell'accoppiamento (con l'obiettivo di coprire almeno due cicli estrali completi), Iintervallo variabile che precede
il concepimento, la durata della gestazione e almeno tredici giorni dopo il parto, fino al giorno precedente alla
soppressione programmata, compreso tale giorno.

13. La durata dello studio, dopo Tl'acclimatazione e la valutazione del ciclo estrale precedente la somministrazione,
dipende dal comportamento della femmina ed ¢ di circa 63 giorni [almeno 14 giorni prima dell'accoppiamento,
un massimo di 14 giorni per l'accoppiamento, 22 giorni di gestazione, 13 giorni di allattamento].

14. Durante il periodo di somministrazione gli animali vengono esaminati attentamente e quotidianamente al fine di
rilevare eventuali segni di tossicitd. Gli animali deceduti o soppressi durante il periodo della prova vengono
sottoposti a necroscopia; al termine della prova gli animali superstiti vengono soppressi e sottoposti a necro-
scopia.

DESCRIZIONE DEL METODO
Selezione della specie animale

15. 1l presente metodo di prova ¢ destinato ad essere utilizzato con i ratti. Se i parametri specificati nel metodo di
prova sono studiati in un’altra specie di roditori, occorre fornire una giustificazione dettagliata. Nel programma
internazionale di validazione per l'individuazione degli interferenti endocrini nella linea guida n. 407 dellOCSE
(che corrisponde al capitolo B.7 del presente allegato) il ratto € stata 'unica specie animale utilizzata. Non vanno
usati ceppi a bassa fecondita o con nota elevata incidenza di difetti dello sviluppo. Si devono utilizzare animali
vergini sani, non sottoposti in precedenza a esperimenti. Gli animali utilizzati nella prova devono essere
caratterizzati quanto alle specie, al ceppo, al sesso, al peso e all'eta. All'inizio dello studio la variazione ponderale
degli animali utilizzati deve essere minima e non superare il 20 % del peso medio di ciascun sesso. Per gli studi
preliminari a studi a lungo termine o effettuati su un’intera generazione, ¢ preferibile ricorrere in entrambi gli
studi ad animali dello stesso ceppo e della stessa provenienza.

Condizioni di stabulazione e alimentazione

16. Tutte le procedure devono attenersi agli standard locali in materia di cura degli animali da esperimento. La temperatura
dello stabulario deve essere di 22 °C ( 3 °). Lumidita relativa deve raggiungere almeno il 30 % e preferibilmente non
superare il 70 % (eccetto nel corso delle pulizie degli ambient), ma occorre puntare a un valore del 50-60 %.
Lilluminazione deve essere artificiale, con un fotoperiodo di 12 ore di luce e 12 ore di oscuritd. Per quanto concerne
l'alimentazione, si possono usare le diete convenzionali da laboratorio con una quantita illimitata di acqua da bere. La
scelta della dieta puo essere influenzata dalla necessita di garantire un'adeguata miscela della sostanza chimica in esame,
se questultima ¢ somministrata con il cibo.
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17. Gli animali devono essere sistemati nelle gabbie in piccoli gruppi dello stesso sesso; possono essere sistemati in gabbie
individuali se necessario per ragioni scientifiche. Ciascuna gabbia non deve ospitare pitt di cinque animali. L'accoppiamento
va effettuato in gabbie adeguate allo scopo. Le femmine gravide devono essere tenute in gabbie individuali e rifornite di
materiale per la costruzione della tana. Le femmine che allattano vanno poste in gabbie individuali insieme alla prole.

18. L’alimentazione deve essere analizzata periodicamente per verificare la presenza di contaminanti. Un campione
del mangime somministrato deve essere conservato fino al completamento della relazione.

Preparazione degli animali

19. Gli animali adulti, sani e giovani vengono suddivisi a caso in gruppi di controllo e gruppi di trattamento. Le gabbie
devono essere sistemate in modo da ridurre al minimo eventuali effetti dovuti alla loro collocazione. Gli animali vanno
identificati inequivocabilmente e acclimatati alle condizioni di laboratorio per almeno cinque giorni prima dell'nizio dello
studio.

Preparazione delle dosi

20. Si raccomanda di somministrare la sostanza chimica in esame per via orale, a meno che non si considerino pit
appropriate altre vie di somministrazione. Se si sceglie la via orale, la sostanza chimica ¢ generalmente sommini-
strata mediante sonda gastrica; tuttavia, in alternativa, pud essere somministrata con la dieta o 'acqua da bere.

21. Ove necessario, la sostanza in esame ¢ disciolta o sospesa in un mezzo disperdente adeguato. Si raccomanda di
prendere anzitutto in considerazione, ove possibile, l'uso di una soluzione[sospensione acquosa, e in seconda
battuta quello di una soluzione/emulsione in olio (ad esempio olio di semi di mais) e infine la possibile soluzione
in altri mezzi disperdenti. Le caratteristiche tossiche dei mezzi disperdenti diversi dall'acqua devono essere note. E
necessario determinare la stabilita e 'omogeneita della sostanza chimica in esame nel mezzo disperdente.

PROCEDURA
Numero e sesso degli animali

22. Si raccomanda di costituire gruppi di almeno 10 maschi e 12-13 femmine. Nella fase pre-esposizione si procede alla
valutazione della ciclicita estrale nelle femmine e gli animali che non presentano un ciclo tipico di 4-5 giorni non
sono inclusi nello studio; si raccomanda pertanto di utilizzare un numero supplementare di femmine per ottenere
10 femmine per ciascun gruppo. Eccetto i casi in cui gli effetti tossici sono notevoli, si dovrebbero ottenere per
ciascun gruppo almeno 8 femmine gravide, che generalmente ¢ il numero minimo accettabile. Lo scopo ¢ ottenere
un numero di gravidanze e nidiate che consenta una valutazione significativa del potenziale della sostanza chimica
in esame di influire negativamente sulla fertilita, sulla gravidanza, sul comportamento materno, sulla suzione, sulla
crescita e sullo sviluppo della progenie F, dal concepimento al tredicesimo giorno dopo il parto.

Dosaggio

23. Si utilizzano generalmente almeno tre gruppi da trattare e un gruppo di controllo. I livelli di dosaggio possono
essere basati sulle informazioni derivanti dalle prove di tossicita acuta o sui risultati di studi con dosi ripetute.
Fatta eccezione per la somministrazione della sostanza chimica in esame, gli animali del gruppo di controllo
devono essere trattati in modo identico agli esemplari dei gruppi sottoposti al trattamento. Se si usa un mezzo
disperdente per la somministrazione della sostanza chimica in esame, al gruppo di controllo verra somministrato
il medesimo mezzo disperdente nel volume massimo utilizzato.

24. 1 livelli di dosaggio devono essere selezionati tenendo conto di tutti i dati disponibili sulla tossicita e le
caratteristiche (tossico-)cinetiche. Bisogna inoltre tener conto del fatto che potrebbero esserci differenze di
sensibilita tra le femmine gravide e quelle non gravide. 1l livello massimo di dosaggio deve essere tale da indurre
effetti tossici senza cagionare la morte o sofferenze gravi. Deve essere inoltre definita una serie decrescente di
livelli di dosaggio al fine di individuare un'eventuale correlazione dose-risposta e l'assenza di effetti avversi al
dosaggio minimo (NOAEL, no-observed-adverse effects). In genere, per determinare i livelli decrescenti di dosaggio si
consiglia un intervallo con un fattore compreso tra 2 e 4 e spesso ¢ preferibile aggiungere un quarto gruppo di
studio piuttosto che avere un intervallo eccessivamente lungo (ad esempio superiore a un fattore 10) fra un
dosaggio e laltro.
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25. Nel caso di tossicita generale osservata (ad es. riduzione del peso corporeo, effetti a livello epatico, cardiaco,
polmonare o renale ecc) o di altri cambiamenti che potrebbero non essere dovuti ad effetti tossici (ad es.
diminuzione dell'assunzione di alimenti, dilatazione del fegato), gli effetti rilevati sugli endpoint endocrini
devono essere interpretati con cautela.

Prova limite

26. Se uno studio orale, effettuato secondo le procedure descritte per il presente studio, con un livello di dosaggio di
almeno 1 000 mgfkg di peso corporeo/giorno o in caso di somministrazione con gli alimenti o l'acqua, a una
concentrazione equivalente, non produce effetti tossici osservabili e se i dati relativi a sostanze di struttura
analoga non indicano tossicita, si pud considerare che non ¢ necessario eseguire uno studio completo utiliz-
zando diversi livelli di dosaggio. Si applica la prova limite, tranne quando l'esposizione umana indica la necessita
di utilizzare un livello di dosaggio orale piu elevato. Per altri tipi di somministrazione, ad esempio inalazione o
applicazione cutanea, la concentrazione massima raggiungibile dipende in molti casi dalle proprieta fisico-
chimiche delle sostanze chimiche da esaminare.

Somministrazione delle dosi

27. Agli animali viene somministrata una dose giornaliera della sostanza chimica in esame sette giorni alla settimana.
Se viene effettuata per via intragastrica, la somministrazione deve avvenire in dose singola mediante sonda
gastrica o idonea cannula per intubazione. Il volume massimo di liquido che puo essere somministrato in una
sola volta dipende dalla taglia dell'animale. Il volume non deve superare 1 ml/100 g di peso corporeo, tranne nel
caso delle soluzioni acquose che possono essere somministrate in quantita pari a 2 ml/100 g di peso corporeo.
Salvo nel caso di sostanze chimiche irritanti o corrosive, i cui effetti di norma tendono a esacerbarsi con
laumentare della concentrazione, la variabilita del volume somministrato deve essere ridotta al minimo ade-
guando la concentrazione, in modo da mantenere un volume costante per tutti i livelli di dosaggio.

28. Per le sostanze chimiche somministrate con la dieta o 'acqua da bere & importante impedire che la quantita della
sostanza chimica in esame interferisca con la normale alimentazione o il normale bilancio dei liquidi. Se la
sostanza chimica in esame ¢ somministrata con la dieta, si puo utilizzare una concentrazione costante nella dieta
(ppm) o un livello di dosaggio costante in funzione del peso corporeo di ciascun animale; la scelta di eventuali
alternative va specificata. Nel caso di sostanze chimiche somministrate mediante sonda gastrica, la dose va
somministrata ogni giorno all'incirca agli stessi orari e regolata almeno settimanalmente per mantenere un
livello costante delle dosi rispetto al peso corporeo degli animali.

Protocollo sperimentale

29. La somministrazione della sostanza a entrambi i sessi deve iniziare almeno due settimane prima dell'accoppiamento, dopo
un periodo di acclimatazione di almeno cinque giorni e dopo avere osservato nelle femmine un ciclo estrale normale
(durante un periodo di pre-trattamento di 2 settimane). Lo studio deve essere programmato in modo tale che la
valutazione del ciclo estrale inizi subito dopo il raggiungimento della maturita sessuale completa da parte degli animali.
Ciod puo variare leggermente a seconda dei ceppi di ratti e dei laboratori, ad esempio 10 settimane per i ratti Sprague
Dawley e circa 12 settimane per i ratti Wistar. Le femmine con prole devono essere soppresse il tredicesimo giorno dopo
il parto o poco dopo. 1l giorno della nascita (ossia quello in cui viene completato il parto) ¢ il giorno 0 post-parto. Le
femmine per le quali non vi sono prove di avvenuta copulazione sono soppresse 24-26 giorni dopo l'ultimo giorno del
periodo di accoppiamento. La somministrazione della sostanza va continuata, in entrambi i sessi, durante il periodo di
accoppiamento. Dopo tale periodo, la somministrazione deve proseguire per i maschi almeno fino al completamento del
periodo di dosaggio totale minimo di 28 giorni. I maschi sono in seguito soppressi o, in alternativa, mantenuti in vita e
continuano a ricevere la sostanza in esame ai fini di un eventuale secondo accoppiamento, ove ritenuto opportuno.

30. La somministrazione giornaliera delle dosi alle femmine riproduttrici va continuata per tutta la gravidanza e
almeno fino al tredicesimo giorno dopo il parto o al giorno prima della soppressione incluso. Per gli studi in cui
la sostanza chimica in esame ¢ somministrata tramite inalazione o per via cutanea, la somministrazione deve
proseguire almeno fino al diciannovesimo giorno di gestazione incluso e deve essere iniziata di nuovo appena
possibile e comunque entro il quarto giorno dopo il parto (PND 4).

31. Un diagramma del calendario della prova ¢ contenuto nell'appendice 2.

Procedura di accoppiamento

32. Nel presente studio si utilizza normalmente il sistema di accoppiamento 1:1 (un maschio per una femmina). Possono
essere previste eccezioni in caso di morte occasionale di esemplari maschi. Si deve mettere una femmina con lo stesso
maschio fino a quando la copulazione ¢ comprovata o sono trascorse due settimane. Ogni mattina le femmine devono
essere esaminate per verificare la presenza di sperma o di tappi vaginali. Il giorno 0 della gravidanza ¢ definito come il
giorno in cui si riscontra la prova dellavvenuta copulazione (presenza di un tappo vaginale o di sperma). Nel caso in
cui l'accoppiamento non abbia successo, si puod valutare la possibilita di far accoppiare le femmine con maschi di
comprovata capacita riproduttiva dello stesso gruppo.
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Dimensioni della nidiata

33. 1l quarto giorno dopo la nascita ¢ possibile uniformare le dimensioni di ogni nidiata eliminando i piccoli in
eccesso tramite selezione casuale, in modo da ottenere, nella misura del possibile, quattro o cinque piccoli per
sesso per ciascuna nidiata, a seconda delle dimensioni normali della nidiata nei ceppi di ratti utilizzati. I
campioni di sangue devono essere prelevati da due dei piccoli in eccedenza, raggruppati e utilizzati per
determinare i livelli sierici di T4. L'eliminazione selettiva dei piccoli, ad esempio in base al peso corporeo o
alla distanza anogenitale (AGD), non ¢ opportuna. Ogni volta che il numero di piccoli maschi o femmine non
permette di avere quattro o cinque animali di ciascun sesso per nidiata, ¢ accettabile una regolazione parziale (ad
esempio, sei maschi e quattro femmine). Se le dimensioni della nidiata scendono al di sotto della soglia di
uniformazione (8 o 10 piccoli per ciascuna nidiata), nessun piccolo sara eliminato. Qualora vi sia un solo
piccolo al di sopra della soglia di uniformazione, esso sara eliminato e utilizzato per prelevare il campione di
sangue ai fini della determinazione dei livelli sierici di T4.

34. Se le dimensioni della nidiata non sono uniformate, si sacrificano due piccoli per nidiata il quarto giorno dopo la
nascita e si prelevano campioni di sangue per valutare la concentrazione sierica degli ormoni tiroidei. Se
possibile, nel selezionare i due piccoli per nidiata da sacrificare, scegliere due femmine per tenere da parte i
maschi per la valutazione della retrazione del capezzolo, tranne nel caso in cui I'eliminazione di questi piccoli
non lasci alcuna femmina per le valutazioni da effettuare al termine. Non bisogna eliminare alcun piccolo se vi
sono meno di 8 o 10 piccoli per nidiata (a seconda delle dimensioni normali della nidiata nei ceppi di ratti
utilizzati). Qualora vi sia un solo piccolo in piu rispetto alle dimensioni normali della nidiata, un solo piccolo
sara eliminato e utilizzato per prelevare il campione di sangue ai fini della determinazione dei livelli sierici di T4.

Osservazioni in vivo
Osservazioni cliniche

35. Durante l'intero periodo della prova, le osservazioni cliniche generali vanno effettuate almeno una volta al
giorno, con una frequenza maggiore se si constatano segni di tossicita. Le osservazioni devono essere effettuate
preferibilmente ogni giorno alla stessa ora, tenendo conto del periodo probabile di massima intensita degli effetti
dopo la somministrazione. Si devono registrare tutte le variazioni comportamentali pertinenti, i segni di parto
difficile o prolungato e tutti i sintomi di tossicita, compresa la mortalita. Le registrazioni devono includere il
momento dell'insorgenza, la gravita e la durata degli effetti tossici.

Peso corporeo e consumo di cibojacqua

36. I maschi e le femmine devono essere pesati il primo giorno della somministrazione, in seguito almeno setti-
manalmente, e al termine della somministrazione. Le femmine devono essere pesate durante la gravidanza i
giorni 0, 7, 14 e 20 ed entro 24 ore dal parto (giorno 0 o 1 dopo il parto) e almeno il quarto e il tredicesimo
giorno dopo il parto. Queste osservazioni vanno riportate singolarmente per ciascun animale adulto.

37. Durante il periodo precedente I'accoppiamento e durante la gravidanza e l'allattamento, I'assunzione di cibo deve
essere misurata almeno una volta alla settimana. La misurazione dell'assunzione di cibo durante I'accoppiamento
¢ facoltativa. Se la sostanza chimica in esame € somministrata con acqua da bere, durante questi periodi va
misurata anche l'assunzione di acqua.

Cicli estrali

38. I cicli estrali devono essere monitorati prima dell'inizio del trattamento per selezionare per lo studio femmine
aventi una ciclicita regolare (cfr. il paragrafo 22). Vanno monitorati anche gli strisci vaginali, ogni giorno
dall'inizio del periodo di trattamento finché l'accoppiamento non risulti avvenuto. Se vi ¢ il sospetto che effetti
legati a forte stress all'inizio del trattamento possano alterare i cicli estrali, i laboratori possono esporre gli
animali utilizzati nella prova per due settimane e quindi effettuare ogni giorno strisci vaginali per monitorare il
ciclo estrale per almeno due settimane iniziando nel periodo precedente 'accoppiamento e proseguendo durante
il periodo dell'accoppiamento finché quest'ultimo non risulti avvenuto. Durante il prelievo delle cellule vaginalif
cervicali occorre prestare attenzione a non ledere la mucosa per evitare un’eventuale induzione di pseudogra-
vidanza (7) (8).

Parametri relativi alla progenie

39. La durata della gestazione deve essere registrata e calcolata dal giorno 0 di gravidanza. Ogni nidiata deve essere
esaminata non appena possibile dopo il parto per stabilire il numero e il sesso dei piccoli, dei nati morti, dei nati
vivi e degli esemplari pitt piccoli del normale (i piccoli di dimensioni molto inferiori ai corrispondenti piccoli di
controllo) e la presenza di grosse anomalie.
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40. Si procede a contare i piccoli vivi e a identificarne il sesso e a pesare le nidiate entro 24 ore dal parto (giorno 0
o 1 dopo il parto) e almeno il quarto e il tredicesimo giorno dopo il parto. Oltre a quanto osservato al paragrafo
35, deve essere registrato qualsiasi comportamento anomalo della prole.

41. Occorre misurare la distanza anogenitale (AGD) di ogni piccolo nello stesso giorno dalla nascita, tra il PND 0 e il
PND 4. Il peso corporeo del piccolo va registrato il giorno in cui ne viene misurata 'AGD, che deve essere
normalizzata in funzione della taglia, preferibilmente usando la radice cubica del peso corporeo (9). Va contato il
numero di capezzolifareole nei piccoli di sesso maschile il PND 12 o 13, come raccomandato nella linea guida
n. 151 del’OCSE (10).

Biochimica clinica
42. Vanno prelevati campioni di sangue da un sito specifico in base al seguente programma:

— da almeno due piccoli per nidiata il quarto giorno dopo la nascita, se il numero di piccoli lo consente (cfr. i
paragrafi 33-34)

— da tutte le madri e almeno due piccoli di 13 giorni per nidiata al termine dell'esperimento e
— da tutti i maschi adulti, al termine dell'esposizione.

Tutti i campioni di sangue vanno conservati in condizioni adeguate. Si procede alla valutazione della concen-
trazione sierica per gli ormoni tiroidei (T4) nei campioni di sangue dei piccoli di 13 giorni e degli adulti maschi.
Se del caso, si effettua un’ulteriore valutazione dell'ormone T4 nei campioni di sangue delle madri e dei piccoli di
4 giorni. Se opportuno, si possono misurare facoltativamente anche i livelli di altri ormoni. I prelievi di sangue
dei piccoli possono essere raggruppati per nidiata ai fini dell'analisi degli ormoni tiroidei. Gli ormoni tiroidei (T4
e TSH) sono misurati di preferenza come «totale.

43. 1 fattori seguenti possono influenzare la variabilita e le concentrazioni assolute delle analisi ormonali:
— momento della soppressione, per via della variazione diurna delle concentrazioni ormonali;

— metodi di soppressione, evitando di stressare inutilmente gli animali in quanto cio potrebbe incidere sulle
concentrazioni ormonali;

— kit per le analisi ormonali che possono differire per le loro curve standard.

44. T campioni di plasma destinati specificatamente all'analisi ormonale devono essere prelevati nelle stesse ore della
giornata. I valori numerici ottenuti dalle analisi delle concentrazioni ormonali differiscono in funzione dei kit
disponibili in commercio utilizzati.

Patologia
Necroscopia macroscopica

45. Al momento della soppressione o del decesso durante lo studio va effettuato un esame macroscopico dei
soggetti adulti alla ricerca di eventuali anomalie o alterazioni patologiche. Occorre prestare particolare attenzione
agli organi dell'apparato riproduttivo e prendere nota del numero dei siti di impianto. Gli strisci vaginali devono
essere esaminati al mattino il giorno della necroscopia per determinare lo stadio del ciclo estrale e consentire di
stabilire correlazioni con listopatologia delle ovaie.

46. Testicoli ed epididimi, come pure l'insieme composto dalla prostata e dalle vescicole seminali con le ghiandole
della coagulazione, di tutti i maschi adulti vanno opportunamente liberati da eventuali tessuti aderenti e pesati
umidi immediatamente dopo la dissezione, per evitare l'essiccamento. Inoltre, si possono pesare facoltativamente
altri organi, come l'insieme del muscolo elevatore dell'ano e del muscolo bulbocavernoso, le ghiandole bulbou-
retrali e il glande nei maschi e le due ovaie (peso a umido) e l'utero (compresa la cervice) nelle femmine; se
effettuate, queste misurazioni facoltative devono avvenire subito dopo la dissezione.

47. 1 piccoli morti o soppressi il tredicesimo giorno dopo il parto, o poco dopo, devono essere sottoposti almeno a
un attento esame esterno volto a individuare eventuali anomalie evidenti. Particolare attenzione deve essere
dedicata all'apparato riproduttivo esterno, che va esaminato alla ricerca di eventuali alterazioni dello sviluppo. 1l
tredicesimo giorno bisogna conservare la tiroide di 1 piccolo maschio e di 1 piccolo femmina per nidiata.
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48. Le ovaie, i testicoli, gli organi sessuali accessori (utero e cervice, epididimi, prostata, vescicole seminali con
ghiandole di coagulazione), la tiroide e tutti gli organi degli animali adulti che presentano lesioni macroscopiche
devono essere conservati. La fissazione in formalina ¢ sconsigliata per I'esame di routine di testicoli ed epididimi.
Un metodo accettabile per questi tessuti ¢ 'uso del liquido fissativo di Bouin o del liquido fissativo di Davidson
modificato (11). La tunica albuginea puo essere perforata, con un ago, con delicatezza e superficialmente in
entrambi i poli dell'organo per consentire la rapida penetrazione del fissativo.

Esame istopatologico

49. Va eseguito un esame istologico dettagliato di ovaie, testicoli ed epididimi (con particolare attenzione alle fasi
della spermatogenesi e dellistopatologia della struttura delle cellule interstiziali dei testicoli) degli animali del
gruppo cui viene somministrata la dose pit elevata e del gruppo di controllo. Gli altri organi conservati,
compresa la tiroide dei piccoli e degli animali adulti, possono essere esaminati se necessario. Il peso della tiroide
puo essere stabilito dopo la fissazione. Anche in questo caso I'ablazione deve essere eseguita con cautela e solo
previa fissazione per evitare di danneggiare i tessuti. L'eventuale danneggiamento dei tessuti infatti potrebbe
compromettere l'analisi istopatologica. Si procede a questi esami anche sugli animali degli altri gruppi trattati se
nel gruppo cui viene somministrata la dose pitt elevata si osservano alterazioni. Il documento di orientamento
sull'istopatologia (11) fornisce informazioni supplementari sulla dissezione, la fissazione, l'asportazione e listo-
patologia dei tessuti endocrini.

DATI E RELAZIONE
Dati

50. Devono essere forniti dati individuali su ciascun animale. Inoltre, tutti i dati vanno riassunti sotto forma di
tabella, evidenziando per ciascun gruppo di studio il numero di animali allinizio della prova, il numero di
animali rinvenuti morti durante la prova o sottoposti a eutanasia, il momento di eventuali decessi o soppres-
sioni, il numero di animali fertili, il numero di femmine gravide, il numero di animali che mostrano segni di
tossicita, una descrizione dei segni di tossicita osservati, ivi compresi il momento dell'insorgenza, la durata e la
gravita degli effetti tossici, i tipi di alterazioni istopatologiche, nonché tutti i dati di rilievo riguardanti le nidiate.
Un formato tabulare di relazione sintetica che si ¢ rivelato molto utile per la valutazione degli effetti sulla
riproduzione/sullo sviluppo €& contenuto nell'appendice 3.

51. Tenuto conto della portata ridotta dello studio, le analisi statistiche sotto forma di prove intese ad accertare la
«significativita» dei risultati hanno un valore limitato per molti endpoint, soprattutto quelli riproduttivi. Se si
ricorre ad analisi statistiche, il metodo scelto deve essere adatto alla distribuzione della variabile esaminata e
selezionato prima di iniziare lo studio. L'analisi statistica dell’AGD e della retrazione del capezzolo deve essere
basata sui dati individuali dei piccoli, tenendo conto degli effetti sulle nidiate. Se opportuno, utilizzare la nidiata
come unita di analisi. L'analisi statistica del peso corporeo dei piccoli deve essere basata sui dati individuali dei
piccoli, tenendo conto delle dimensioni della nidiata. A causa delle dimensioni ridotte del gruppo, puo essere
utile anche rifarsi ad eventuali dati di controllo storici (ad esempio, per le dimensioni della nidiata) per facilitare
l'interpretazione dei dati emersi dallo studio.

Valutazione dei risultati

52. I risultati del presente studio di tossicita vanno valutati in base agli effetti osservati e ai risultati della necroscopia
e dell'esame microscopico. La valutazione deve includere il rapporto fra la dose della sostanza chimica in esame
e la presenza o l'assenza, I'incidenza e la gravita delle anomalie, comprese eventuali lesioni macroscopiche, gli
organi bersaglio identificati, I'infertilita, le anomalie cliniche, la capacita riproduttiva, gli effetti sulla generazione
successiva, le alterazioni del peso corporeo, gli effetti sulla mortalita ed eventuali altri effetti tossici.

53. Tenuto conto del breve periodo di trattamento del maschio, l'istopatologia dei testicoli e degli epididimi deve
essere considerata insieme ai dati sulla fertilita nel quadro della valutazione degli effetti sulla riproduzione del
maschio. Puo essere utile anche utilizzare eventuali dati di controllo storici sulla riproduzione/lo sviluppo (ad
esempio per le dimensioni della nidiata, TAGD, la retrazione del capezzolo, i livelli sierici di T4) per facilitare
l'interpretazione dello studio.

54. Al fini del controllo di qualita, si suggerisce di raccogliere dati di controllo storici e di calcolare i coefficienti di
variazione per i dati numerici, in particolare per i parametri legati all'individuazione degli interferenti endocrini.
Questi dati possono essere utilizzati, a fini di confronto, in fase di valutazione degli studi effettivamente
realizzati.
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Relazione sull’esecuzione della prova

55. La relazione sull'esecuzione della prova deve comprendere le seguenti informazioni:
Sostanza chimica in esame:
— origine, numero di lotto, data limite per l'uso, se disponibili;
— stabilita della sostanza chimica in esame, se nota;
Sostanza monocostituente:
— aspetto fisico, idrosolubilita e, se del caso, ulteriori proprieta fisico-chimiche;

— dati di identificazione chimica: denominazioni JUPAC o CAS, numero CAS, codice SMILES o InChl, formula
strutturale, purezza, identita chimica delle impurezze, se del caso e se le condizioni pratiche lo consentono,
ecc.;

Sostanza multicostituente, UVCB e miscele:

— caratterizzate nella massima misura possibile con l'identita chimica (cfr. sopra), con la presenza quantitativa e
con le proprieta fisico-chimiche pertinenti dei costituenti;

Mezzo disperdente (se del caso):

— giustificazione per la scelta del mezzo disperdente utilizzato, se diverso dall'acqua;
Animali utilizzati nella prova:

— specie/ceppo impiegati;

— numero, eta e sesso degli animali;

— origine, condizioni di alloggio, dieta, ecc.;

— peso di ciascun animale all'inizio della prova;

— qualora non siano stati utilizzati ratti, spiegazione del motivo;

Condizioni sperimentali:

— criteri di selezione delle dosi;

— informazioni dettagliate sulla formulazione della sostanza chimica in esame/preparazione della dieta, sulle
concentrazioni finali, sulla stabilita e sull'omogeneita del preparato;

— modalita precise di somministrazione della sostanza chimica in esame;

— se del caso, conversione della concentrazione della sostanza nella dieta o nell'acqua (ppm) in dose effettiva
(mg/kg di peso corporeo/giorno);
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— dettagli sulla qualita del cibo e dell'acqua;

— descrizione dettagliata del protocollo di randomizzazione utilizzato per selezionare gli eventuali piccoli da
sopprimere;

Risultati:

— peso corporeofcambiamenti del peso corporeo;

— assunzione di cibo ed eventualmente di acqua;

— dati sulla risposta tossica per sesso e per dose, compresi i dati sulla fertilita, la gestazione ed eventuali altri
sintomi di tossicita;

— durata della gestazione,

— effetti tossici o di altro tipo sulla riproduzione, sulla prole, sulla crescita postnatale, ecc.;

— natura, gravita e durata dei segni clinici (sia reversibili che non reversibili);

— numero di femmine adulte con ciclo estrale normale o anomalo e durata del ciclo;

— numero di nati vivi e di perdite post-impianto;

— dati relativi al peso corporeo dei piccoli;

— AGD di tutti i piccoli (e peso corporeo il giorno della misurazione dellAGD);

— retrazione del capezzolo nei piccoli di sesso maschile;

— livelli degli ormoni tiroidei, piccoli di 13 giorni e maschi adulti (¢ madri e piccoli di 4 giorni se sottoposti a
misurazione);

— numero di piccoli con anomalie evidenti, valutazione macroscopica degli organi genitali esterni, numero di
esemplari pitt piccoli del normale;

— momento del decesso durante lo studio o indicazione della sopravvivenza degli animali alla conclusione della
prova;

— numero di impianti e dimensioni e peso della nidiata al momento della registrazione;

— peso corporeo al momento della soppressione e dati sul peso degli organi negli animali genitori;

— risultati della necroscopia;

— descrizione dettagliata dei risultati istopatologici;
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— dati sull'assorbimento (se disponibili);

— elaborazione statistica dei risultati, se del caso.

Discussione dei risultati

Conclusioni

Interpretazione dei risultati

56. Lo studio fornira valutazioni della tossicita per la riproduzione/lo sviluppo associata alla somministrazione di
dosi ripetute (cfr. i paragrafi 5 e 6). Esso puo fornire indicazioni sulla necessita di condurre ulteriori indagini e
fornisce orientamenti in merito alla progettazione di studi successivi. Si consulti il documento di orientamento
n. 43 dellOCSE per indicazioni sullinterpretazione dei risultati in merito alla riproduzione e allo sviluppo (12). 1l
documento di orientamento n. 106 del’OCSE sulla valutazione istologica delle prove endocrine e sulla ripro-
duzione nei roditori (11) fornisce informazioni sulla preparazione e la valutazione degli organi (endocrini) e
degli strisci vaginali che possono essere utili per questa linea guida.
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Appendice 1

DEFINIZIONI (CFR. ANCHE LA LINEA GUIDA N. 150 DELL’'OCSE (6))

Androgenicita: la capacita di una sostanza chimica di agire come un ormone androgenico naturale (ad es. il testosterone)
in un mammifero.

Antiandrogenicita: la capacita di una sostanza chimica di inibire l'attivita di un ormone androgenico naturale (ad es. il
testosterone) in un mammifero.

Antiestrogenicita: la capacita di una sostanza chimica di inibire l'attivita di un ormone estrogenico naturale (ad es.
I'estradiolo 178) in un mammifero.

Attivita antitiroidea: la capacita di una sostanza chimica di inibire lattivita di un ormone tiroideo naturale (ad es. T in un
mammifero.

Sostanza chimica: una sostanza o una miscela.

Tossicita per lo sviluppo: la manifestazione della tossicita per la riproduzione, che risulta in disturbi prenatali, perinatali,
postnatali, strutturali o funzionali nella progenie.

Dosaggio: termine generale che ricomprende la dose, la frequenza e la durata della somministrazione.

Dose: quantita di sostanza chimica somministrata. La dose ¢ espressa come peso della sostanza chimica in esame per
unita di peso corporeo dell'animale utilizzato nella prova per giorno (mg/kg peso corporeo/giorno) o come una concen-
trazione costante nella dieta.

Tossicita evidente: termine generale che designa i segnali evidenti di tossicita a seguito della somministrazione di una
sostanza chimica. Questi segni devono essere sufficienti per consentire la valutazione dei pericoli ed essere tali che si
possa prevedere che I'aumento della dose somministrata comporti la comparsa di segni di tossicita grave e probabilmente
la mortalita.

Compromissione della fertilita: i disturbi delle funzioni o della capacita riproduttive maschili o femminili.

Tossicita materna: gli effetti nocivi sulle femmine gravide, che si verificano in modo specifico (effetto diretto) o non
specifico (effetto indiretto).

NOAEL: l'abbreviazione di no-observed-adverse-effect level, ossia la dose piu elevata alla quale non si osservano effetti avversi
legati al trattamento.
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Estrogenicita: la capacita di una sostanza chimica di agire come un ormone estrogenico naturale (ad es. l'estradiolo 17£)
in un mammifero.

Tossicita della riproduzione: gli effetti nocivi sulla progenie efo la compromissione delle funzioni o della capacita
riproduttive maschili e femminili.

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

Attivita tiroidea: la capacita di una sostanza chimica di agire come un ormone tiroideo naturale (ad es. T;) in un
mammifero.

Validazione: processo scientifico destinato a caratterizzare i requisiti e i limiti operativi di un metodo di prova e a
dimostrarne laffidabilita e la pertinenza per un fine specifico.
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Appendice 2

DIAGRAMMA DEL PROTOCOLLO SPERIMENTALE INDICANTE LA DURATA MASSIMA DELLO STUDIO, BASATO SU UN PERIODO
DI ACCOPPIAMENTO COMPLETO DI 14 GIORNI
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Appendice 3

RELAZIONE SINTETICA IN FORMATO TABULARE DEGLI EFFETTI SULLA RIPRODUZIONE/SULLO SVILUPPO

OSSERVAZIONI VALORI

0

Dosaggio (unita) (controllo)

Coppie formate (N)

Ciclo estrale (almeno durata media e fre-
quenza dei cicli irregolari)

Femmine per le quali la copulazione risulta
avvenuta (N)

Femmine gravide (N)

Giorni di concepimento 1 - 5 (N)

Giorni di concepimento 6 -...{ (1) (N)

Gravidanza < 21 giorni (N)

Gravidanza = 22 giorni (N)

Gravidanza = 23 giorni (N)

Madri che hanno partorito piccoli vivi (N)

Madri con piccoli vivi il quarto giorno dopo
il parto (N)

Impianti/madre (media)

Piccoli vivi/madre alla nascita (media)

Piccoli vivi/madre al quarto giorno (media)

Rapporto numerico tra i sessi (m/f) alla na-
scita (media)

Rapporto numerico tra i sessi (m/f) al
quarto giorno (media)

Peso della nidiata alla nascita (media)

Peso della nidiata al quarto giorno (media)

Peso dei piccoli alla nascita (media)

Peso dei piccoli al momento della misura-
zione dellAGD (media maschi, media fem-
mine)
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OSSERVAZIONI VALORI

0

Dosaggio (unita) (controllo)

AGD dei piccoli misurata lo stesso giorno
dalla nascita, tra la nascita e il giorno 4
(media maschi, media femmine, prendere
nota del PND)

Peso dei piccoli al quarto giorno (media)

Retrazione del capezzolo dei piccoli maschi
al tredicesimo giorno (media)

Peso dei piccoli al tredicesimo giorno (me-

dia)

PICCOLI CON ANOMALIE

Madri con 0

Madri con 1

Madri con = 2

PERDITA DELLA PROGENIE

Perdite prenatali/dopo I'impianto (impianti meno piccoli nati vivi)

Femmine con 0

Femmine con 1

Femmine con 2

v
w

Femmine con

Perdite postnatali (piccoli nati vivi meno piccoli vivi il tredicesimo giorno dopo il parto)

Femmine con 0

Femmine con 1

Femmine con 2

Femmine con > 3

(") Ultimo giorno del periodo di accoppiamento
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B.64 STUDIO DI TOSSICITA CON DOSE RIPETUTA COMBINATO CON LA PROVA DI SCREENING DELLA TOSSICITA
PER LA RIPRODUZIONE/LO SVILUPPO

INTRODUZIONE

1. 1 presente metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida n. 422 dellOCSE (2016). Le linee guida dellOCSE per le
prove sulle sostanze chimiche sono periodicamente rivedute e aggiornate alla luce del progresso scientifico. La linea
guida n. 422 sulla prova di screening ¢ stata adottata inizialmente nel 1996, sulla base di un protocollo per una
«prova di screening della tossicita con dose ripetuta combinata con una prova di screening della tossicita per la
riproduzione e lo sviluppo» di cui si € discusso nell’ambito di due riunioni di esperti, a Londra nel 1990 (1) e a
Tokyo nel 1992 (2).

2. 1l presente metodo di prova consta di una parte in cui ¢ effettuato uno screening della tossicita per la riproduzione/lo
sviluppo, basata sull’'esperienza acquisita negli Stati membri attraverso l'utilizzo del metodo originario con le sostanze
chimiche esistenti a elevato volume di produzione e la conduzione di prove esplorative con sostanze utilizzate come
controllo positivo (3) (4), e di una parte in cui viene esaminata la tossicita mediante prove con dosi ripetute,
conformemente alla linea guida per le prove n. 407 dellOCSE (studio della tossicita orale con somministrazione
ripetuta di dosi per 28 giorni sui roditori, corrispondente al capitolo B.7 del presente allegato).

3. 1l presente metodo di prova ¢ stato aggiornato mediante l'aggiunta di endpoint pertinenti per il rilevamento di
interferenti endocrini, come seguito all’attivita ad alta priorita avviata dall'lOCSE nel 1998 volta a rivedere le linee
guida esistenti e a elaborarne di nuove, per lo screening e la sperimentazione relativi a potenziali interferenti
endocrini (5). In tale contesto, la linea guida n. 407 dellOCSE (che corrisponde al capitolo B.7 del presente allegato)
¢ stata migliorata nel 2008 mediante l'aggiunta di parametri adatti per l'individuazione dell’attivita endocrina delle
sostanze chimiche in esame. La linea guida n. 422 ¢ stata aggiornata con l'intento di includere gli endpoint pertinenti
per il rilevamento di interferenti endocrini nelle linee guida in cui i periodi di esposizione coprono alcuni dei periodi
sensibili dello sviluppo (i periodi precedenti o immediatamente successivi alla nascita).

4. Gli ulteriori endpoint pertinenti per il rilevamento di interferenti endocrini selezionati, che fanno parte anche della
linea guida n. 443 (studio esteso di tossicita per la riproduzione su una generazione, corrispondente al capitolo B.56
del presente allegato), sono stati aggiunti alla linea guida n. 422 sulla base di uno studio di fattibilita riguardante
questioni scientifiche e tecniche relative alla loro inclusione, come pure gli eventuali adattamenti del disegno
sperimentale necessari per la loro inclusione (6).

5. 1l presente metodo di prova ¢ inteso a generare informazioni limitate concernenti gli effetti delle sostanze chimiche in
esame sulla capacita riproduttiva maschile e femminile, quali la funzione delle gonadi, il comportamento in fase di
accoppiamento, il concepimento, lo sviluppo dell'organismo concepito e il parto. Esso non rappresenta un’alternativa
ai metodi di prova esistenti B.31, B.34, B.35 e B.56, né li sostituisce.

CONSIDERAZIONI INIZIALI

6. Nella valutazione e nell'esame delle caratteristiche tossiche di una sostanza chimica ¢ possibile determinare la tossicita
orale utilizzando dosi ripetute dopo aver ottenuto dati preliminari sulla tossicita mediante prove di tossicita acuta. Il
presente studio fornisce informazioni sui rischi che I'esposizione ripetuta per un periodo di tempo relativamente
limitato pud comportare per la salute. Il metodo prevede uno studio di base della tossicita a dosi ripetute che puo
essere utilizzato per le sostanze chimiche per le quali uno studio di 90 giorni non si giustifica (ad esempio quando il
volume di produzione non supera determinate quantitd) o prima di uno studio a lungo termine. Durante lo
svolgimento dello studio ¢ opportuno seguire i principi guida e le considerazioni di cui al documento di orienta-
mento dellOCSE n. 19, Recognition, assessment, and use of clinical signs as humane endpoints for experimental animals used
in safety evaluation (7).

7. Esso comprende inoltre una prova di screening della tossicita per la riproduzione/lo sviluppo e, pertanto, pud essere
utilizzato anche per fornire informazioni iniziali sui possibili effetti sulla capacita riproduttiva maschile e femminile,
quali la funzione delle gonadi, il comportamento in fase di accoppiamento, il concepimento, lo sviluppo dell'organi-
smo concepito e il parto, nella fase iniziale di valutazione delle proprieta tossicologiche delle sostanze chimiche o
nella valutazione di sostanze potenzialmente pericolose. Il presente metodo di prova non fornisce informazioni
complete su tutti gli aspetti della riproduzione e dello sviluppo. In particolare, esso offre solo mezzi limitati per
individuare manifestazioni postnatali di un’esposizione prenatale o effetti eventualmente riconducibili a un’esposi-
zione postnatale. Tenuto conto (tra le altre cose) della selettivita degli endpoint e della breve durata dello studio, il
presente metodo non fornisce prove sufficienti per trarre conclusioni definitive circa l'assenza di effetti sulla ripro-
duzione o lo sviluppo. Inoltre, in assenza di dati desunti da altre prove di tossicita per la riproduzione/lo sviluppo,
risultati positivi sono utili per una valutazione iniziale dei pericoli e permettono di prendere decisioni circa la
necessita di procedere a ulteriori prove e i tempi per effettuarle.
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8. I risultati ottenuti per quanto riguarda i parametri endocrini devono essere interpretati alla luce del «Quadro
concettuale dellOCSE per le prove e la valutazione delle sostanze chimiche che alterano il sistema endocrino» (8).
La linea guida migliorata dell'lOCSE n. 422 fa parte del livello 4 di questo quadro concettuale come saggio in vivo in
grado di fornire dati sugli effetti nocivi sugli endpoint pertinenti per il sistema endocrino. Un segnale endocrino
potrebbe tuttavia non essere considerato di per sé una prova sufficiente ad attestare che la sostanza chimica in esame
¢ un interferente endocrino.

9. 1l presente metodo di prova attribuisce inoltre particolare importanza agli effetti neurologici in quanto parametro
specifico di valutazione e comporta la necessita di un’accurata osservazione clinica degli animali per ottenere il
maggior numero possibile di informazioni. Tale metodo ¢ finalizzato all'individuazione di sostanze chimiche dotate
di un potenziale neurotossico, che potranno successivamente richiedere indagini piti approfondite al riguardo. Inoltre,
il metodo puo fornire anche un’indicazione di base degli effetti immunologici.

10. In assenza di dati desunti da altri studi sulla tossicita sistemica, la tossicita per la riproduzione/lo sviluppo, la
neurotossicita efo I'immunotossicita, risultati positivi sono utili per una valutazione iniziale dei pericoli e permettono
di prendere decisioni circa la necessita di procedere a ulteriori prove e i tempi per effettuarle. La prova puo essere
particolarmente utile nell’ambito delle serie di dati di informazione di monitoraggio dell OCSE per la valutazione delle
sostanze chimiche esistenti per le quali le informazioni tossicologiche sono scarse o inesistenti e puo essere utilizzata
come alternativa alla conduzione di due prove distinte, rispettivamente per la tossicita a dosi ripetute (linea guida
n. 407 dellOCSE, corrispondente al capitolo B.7 del presente allegato) e la tossicita per la riproduzioneflo sviluppo
(linea guida n. 421 dellOCSE, corrispondente al capitolo B.63 del presente allegato). Puo essere utilizzata anche come
studio di determinazione degli intervalli di dosaggio per studi pitt approfonditi sulla riproduzione o sullo sviluppo o
in altri casi in cui sia ritenuto opportuno.

11. In genere, si presuppone che vi siano differenze a livello di sensibilita tra le femmine gravide e quelle non gravide. Di
conseguenza, rispetto alla conduzione di prove distinte, in questa prova combinata pud essere pili complicato
determinare i livelli di dosaggio adeguati per valutare sia la tossicita sistemica generale sia la tossicita specifica per
la riproduzioneflo sviluppo. Inoltre, rispetto alla conduzione di uno studio a dosi ripetute, l'interpretazione dei
risultati della prova per quanto riguarda la tossicita sistemica generale puo essere pit difficile, soprattutto quando
i parametri sierici e istopatologici non sono valutati contemporaneamente nello studio. A causa di queste complessita
tecniche, per eseguire questa prova di screening combinata ¢ richiesta molta esperienza nella conduzione di prove di
tossicita. Dall’altro lato, oltre a coinvolgere un numero inferiore di animali, la prova combinata puod consentire di
distinguere meglio gli effetti diretti sulla riproduzioneflo sviluppo da quelli secondari rispetto ad altri effetti (siste-
mici).

12. 11 periodo di esposizione di questa prova ¢ pit lungo rispetto a quello di un convenzionale studio a dosi ripetute di
28 giorni. Tuttavia, il numero di animali di ciascun sesso per gruppo ¢ inferiore a quello utilizzato nel caso di un
convenzionale studio a dosi ripetute di 28 giorni condotto in aggiunta a una prova di screening della tossicita per la
riproduzione/lo sviluppo.

13. 1l presente metodo di prova prevede la somministrazione orale della sostanza chimica da esaminare. Potrebbero
essere necessarie modifiche in caso di utilizzo di altre vie di somministrazione.

14. Prima di applicare il presente metodo di prova a una miscela per generare dati ai fini regolamentari previsti, si deve
considerare se, e in caso affermativo, perché, esso possa fornire risultati adeguati a tale scopo. Tali considerazioni non
sono necessarie laddove esista una disposizione normativa che obblighi a sottoporre a prova la miscela.

15. L’appendice 1 contiene le definizioni dei termini utilizzati.

PRINCIPIO DELLA PROVA

16. La sostanza chimica in esame viene somministrata in dosi graduate a diversi gruppi di maschi e femmine. Ai maschi
le dosi devono essere somministrate per almeno quattro settimane e fino al giorno precedente alla soppressione
programmata, compreso tale giorno (tale periodo comprende un minimo di due settimane prima dell'accoppiamento,
il tempo dell'accoppiamento e circa due settimane dopo l'accoppiamento). Tenuto conto della breve durata del
periodo di esposizione prima dell'accoppiamento nei maschi, la fertilita potrebbe non essere un particolare indicatore
di sensibilita per la tossicita testicolare. E pertanto essenziale un esame istologico particolareggiato delle prove. La
combinazione di un periodo di esposizione di due settimane prima dell'accoppiamento (seguito da osservazioni



L 247/132 Gazzetta ufficiale dell'Unione europea 26.9.2019

sull'accoppiamento e la fertilitd) e di un periodo di esposizione complessivo di almeno quattro settimane (seguito da
un dettagliato esame istopatologico delle gonadi maschili) € considerata sufficiente a consentire I'individuazione della
maggior parte degli effetti sulla fertilita maschile e sulla spermatogenesi.

17. Alle femmine la sostanza va somministrata durante l'intero studio. Tale periodo comprende due settimane prima
dell'accoppiamento (con l'obiettivo di coprire almeno due cicli estrali completi), l'intervallo variabile che precede il
concepimento, la durata della gestazione e almeno tredici giorni dopo il parto, fino al giorno precedente alla
soppressione programmata, compreso tale giorno.

18. La durata dello studio, dopo l'acclimatazione e la valutazione del ciclo estrale precedente la somministrazione,
dipende dal comportamento della femmina ed ¢ di circa 63 giorni [almeno 14 giorni prima dell'accoppiamento,
un massimo di 14 giorni per I'accoppiamento, 22 giorni di gestazione, 13 giorni di allattamento].

19. Durante il periodo di somministrazione gli animali vengono esaminati attentamente e quotidianamente al fine di
rilevare eventuali segni di tossicita. Gli animali deceduti o soppressi durante l'esperimento vengono sottoposti a
necroscopia; al termine della prova gli animali superstiti vengono soppressi e sottoposti a necroscopia.

DESCRIZIONE DEL METODO
Selezione della specie animale

20. Il presente metodo di prova & destinato ad essere utilizzato con i ratti. Se i parametri specificati nella presente linea
guida n. 422 sono studiati in un’altra specie di roditori occorre fornire una giustificazione dettagliata. Nel programma
internazionale di validazione per l'individuazione degli interferenti endocrini nella linea guida n. 407 il ratto ¢ stata
l'unica specie animale utilizzata. Non vanno usati ceppi a bassa fecondita o con nota elevata incidenza di difetti dello
sviluppo. Si devono utilizzare animali vergini sani, non sottoposti in precedenza a esperimenti. Gli animali utilizzati
nella prova devono essere caratterizzati quanto alle specie, al ceppo, al sesso, al peso e all'eta. All'inizio dello studio la
variazione ponderale degli animali utilizzati deve essere minima e non superare il 20 % circa del peso medio di
ciascun sesso. Per gli studi preliminari a studi a lungo termine o effettuati su un'intera generazione, ¢ preferibile
ricorrere in entrambi gli studi ad animali dello stesso ceppo e della stessa provenienza.

Condizioni di stabulazione e alimentazione

21. Tutte le procedure devono attenersi agli standard locali in materia di cura degli animali da esperimento. La tempe-
ratura dello stabulario deve essere di 22 °C (¢ 3 °C). L'umidita relativa deve essere non inferiore al 30 % e, preferi-
bilmente, non superiore al 70 %, tranne durante la pulizia dei locali. L'illuminazione deve essere artificiale, con un
fotoperiodo di 12 ore di luce e 12 ore di oscurita. Per quanto concerne l'alimentazione, si possono usare le diete
convenzionali da laboratorio con una quantita illimitata di acqua da bere. La scelta della dieta pud essere influenzata
dalla necessita di garantire un'adeguata miscela della sostanza chimica in esame, se quest'ultima ¢ somministrata con
il cibo.

22. Gli animali devono essere sistemati nelle gabbie in piccoli gruppi dello stesso sesso; possono essere sistemati in
gabbie individuali se necessario per ragioni scientifiche. Ciascuna gabbia non deve ospitare pit di cinque animali.
L’accoppiamento va effettuato in gabbie adeguate allo scopo. Le femmine gravide devono essere tenute in gabbie
individuali e rifornite di materiale per la costruzione della tana. Le femmine che allattano vanno poste in gabbie
individuali insieme alla prole.

23. L'alimentazione deve essere analizzata periodicamente per verificare la presenza di contaminanti. Un campione del
mangime somministrato deve essere conservato fino al completamento della relazione.

Preparazione degli animali

24. Vengono scelti a caso soggetti giovani adulti destinati ai gruppi di trattamento e alle gabbie. Le gabbie devono essere
sistemate in modo da ridurre al minimo eventuali effetti dovuti alla loro collocazione. Gli animali vanno identificati
inequivocabilmente e acclimatati alle condizioni di laboratorio per almeno cinque giorni prima dell'inizio dello
studio.

Preparazione delle dosi

25. Si raccomanda di somministrare la sostanza chimica in esame per via orale, a meno che non si considerino piu
appropriate altre vie di somministrazione. Se si sceglie la via orale, la sostanza chimica ¢ generalmente somministrata
mediante sonda gastrica; tuttavia, in alternativa, puo essere somministrata anche con la dieta o l'acqua da bere.
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26. Ove necessario, la sostanza in esame ¢ disciolta o sospesa in un mezzo disperdente adeguato. Si raccomanda di
prendere anzitutto in considerazione, ogni qualvolta possibile, 'uso di una soluzione[sospensione acquosa, e in
seconda battuta quello di una soluzione/sospensione in olio (ad esempio olio di semi di mais) e infine la possibile
soluzione in altri mezzi disperdenti. Le caratteristiche tossiche dei mezzi disperdenti non acquosi devono essere note.
E necessario determinare la stabilita e 'omogeneita della sostanza chimica in esame nel mezzo disperdente.

PROCEDURA
Numero e sesso degli animali

27. Si raccomanda di costituire gruppi di almeno 10 maschi e 12-13 femmine. Nella fase pre-esposizione si procede alla
valutazione della ciclicita estrale nelle femmine e gli animali che non presentano un ciclo tipico di 4-5 giorni non
sono inclusi nello studio; si raccomanda pertanto di utilizzare un numero supplementare di femmine per ottenere 10
femmine per ciascun gruppo. Eccetto i casi in cui gli effetti tossici sono notevoli, si dovrebbero ottenere per ciascun
gruppo almeno 8 femmine gravide, che generalmente ¢ il numero minimo accettabile. Lo scopo € ottenere un
numero di gravidanze e nidiate che consenta una valutazione significativa del potenziale della sostanza chimica in
esame di influire negativamente sulla fertilita, sulla gravidanza, sul comportamento materno, sulla suzione, sulla
crescita e sullo sviluppo della progenie F;, dal concepimento al tredicesimo giorno dopo il parto. Qualora si preveda
di sacrificare a intervalli intermedi alcuni animali, il numero va aumentato del numero di animali che si prevede di
sacrificare prima del completamento dello studio. Si pud considerare di includere un gruppo satellite supplementare
di cinque animali (5 per sesso) nel gruppo di controllo e nel gruppo trattato con la dose piu elevata al fine di
monitorare la reversibilita, la persistenza o l'insorgenza ritardata di effetti tossici sistemici, per almeno 14 giorni dopo
il trattamento. Gli animali del gruppo satellite non vengono fatti accoppiare e, di conseguenza, non sono utilizzati ai
fini della valutazione della tossicita per la riproduzione/lo sviluppo.

Dosaggio

28. Si utilizzano generalmente almeno tre gruppi da trattare e un gruppo di controllo. Per stabilire le dosi da utilizzare,
in mancanza di dati adeguati relativi alla tossicita in generale si puo effettuare uno studio preliminare di tipo range
finding. Fatta eccezione per la somministrazione della sostanza chimica in esame, gli animali del gruppo di controllo
devono essere trattati in modo identico agli esemplari dei gruppi sottoposti al trattamento. Se si usa un mezzo
disperdente per la somministrazione della sostanza chimica in esame, al gruppo di controllo verra somministrato il
medesimo mezzo disperdente nel volume massimo utilizzato.

29. I livelli di dosaggio devono essere selezionati tenendo conto di tutti i dati disponibili sulla tossicita e le caratteristiche
(tossico-)cinetiche. Bisogna inoltre tener conto del fatto che potrebbero esserci differenze di sensibilita tra le femmine
gravide e quelle non gravide. Il livello massimo di dosaggio deve essere tale da indurre effetti tossici senza cagionare
la morte o sofferenze gravi. Sara inoltre definita una serie decrescente di dosaggi al fine di individuare eventuali
risposte a dosi determinate e dimostrare l'assenza di effetti avversi al dosaggio minimo. Per la determinazione dei
livelli di dose decrescenti risulta spesso ottimale applicare un fattore di divisione compreso tra due e quattro; ¢
comunque preferibile aggiungere un quarto gruppo di studio piuttosto che avere uno scarto eccessivo (ad esempio
superiore a un fattore 10) tra un dosaggio e l'altro.

30. Nel caso di tossicita generale osservata (ad es. riduzione del peso corporeo, effetti a livello epatico, cardiaco,
polmonare o renale ecc.) o di altri cambiamenti che potrebbero non essere dovuti ad effetti tossici (ad es. diminu-
zione dell'assunzione di alimenti, dilatazione del fegato), gli effetti rilevati sugli endpoint endocrini devono essere
interpretati con cautela.

Prova limite

31. Qualora uno studio orale, effettuato in conformita con il metodo descritto, con un livello di dosaggio di almeno
1 000 mgfkg di peso corporeo/giorno o, in caso di somministrazione con gli alimenti o I'acqua, ad una concentrazione
equivalente (in funzione del peso corporeo), non produca effetti tossici osservabili e se i dati relativi a sostanze di struttura
analoga non indicano tossicita, si puo ritenere non necessario uno studio completo con diversi dosaggi. La prova limite va
effettuata, tranne quando i dati sull'esposizione umana indicano la necessita di utilizzare un livello di dosaggio pil elevato.
Per altri tipi di somministrazione, ad esempio per inalazione o applicazione cutanea, il livello massimo di esposizione
realizzabile dipende in molti casi dalle proprieta fisico-chimiche delle sostanze chimiche da esaminare.

Somministrazione delle dosi

32. Agli animali viene somministrata una dose giornaliera della sostanza chimica in esame sette giorni alla settimana. Se
viene effettuata per via intragastrica, la somministrazione deve avvenire in dose singola mediante sonda gastrica o
idonea cannula per intubazione. Il volume massimo di liquido che pud essere somministrato in una sola volta
dipende dalla taglia dell'animale. Il volume non deve superare 1 ml/100 g di peso corporeo, tranne nel caso delle
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soluzioni acquose che possono essere somministrate in quantita pari a 2 ml/100 g di peso corporeo. Salvo nel caso
di sostanze chimiche irritanti o corrosive, i cui effetti di norma tendono a esacerbarsi con 'aumentare della concen-
trazione, la variabilita del volume somministrato deve essere ridotta al minimo adeguando la concentrazione, in
modo da mantenere un volume costante per tutti i livelli di dosaggio.

33. Per le sostanze chimiche somministrate con la dieta o I'acqua da bere € importante impedire che la quantita della
sostanza chimica in esame interferisca con la normale alimentazione o il normale bilancio dei liquidi. Se la sostanza
chimica in esame ¢ somministrata con la dieta, si puo utilizzare una concentrazione costante nella dieta (ppm) o un
livello di dosaggio costante in funzione del peso corporeo di ciascun animale; la scelta di eventuali alternative va
specificata. Nel caso di sostanze chimiche somministrate mediante sonda gastrica, la dose va somministrata ogni
giorno all'incirca agli stessi orari e regolata almeno settimanalmente per mantenere un livello costante delle dosi
rispetto al peso corporeo degli animali. Se lo studio combinato ¢ preliminare a uno studio sulla tossicita a lungo
termine o a uno studio effettuato su un'intera generazione, occorre utilizzare una dieta simile in entrambi gli studi.

Protocollo sperimentale

34. La somministrazione della sostanza a entrambi i sessi deve iniziare due settimane prima dell'accoppiamento, dopo un
periodo di acclimatazione di almeno cinque giorni e dopo avere osservato nelle femmine un ciclo estrale normale
(durante un periodo di pre-trattamento di 2 settimane). Lo studio deve essere programmato in modo tale che la
valutazione del ciclo estrale inizi subito dopo il raggiungimento della maturita sessuale completa da parte degli
animali. Cid puo variare leggermente a seconda dei ceppi di ratti e dei laboratori, ad esempio 10 settimane per i ratti
Sprague Dawley e circa 12 settimane per i ratti Wistar. Le femmine con prole devono essere soppresse il tredicesimo
giorno dopo il parto o poco dopo. Per consentire il digiuno notturno delle madri prima del prelievo di sangue (se si
preferisce tale opzione), non € necessario sopprimere le madri e la loro progenie lo stesso giorno. Il giorno della
nascita (ossia quello in cui viene completato il parto) ¢ il giorno 0 post-parto. Le femmine per le quali non vi sono
prove di avvenuta copulazione sono soppresse 24-26 giorni dopo l'ultimo giorno del periodo di accoppiamento. La
somministrazione della sostanza va continuata, in entrambi i sessi, durante il periodo di accoppiamento. Dopo tale
periodo, la somministrazione deve proseguire per i maschi almeno fino al completamento del periodo di dosaggio
totale minimo di 28 giorni. I maschi sono in seguito soppressi o mantenuti in vita e continuano a ricevere la
sostanza in esame ai fini di un eventuale secondo accoppiamento, ove ritenuto opportuno.

35. La somministrazione giornaliera delle dosi alle femmine riproduttrici va continuata per tutta la gravidanza e almeno
fino al tredicesimo giorno dopo il parto o al giorno prima della soppressione incluso. Per gli studi in cui la sostanza
chimica in esame € somministrata tramite inalazione o per via cutanea, la somministrazione deve proseguire almeno
fino al diciannovesimo giorno di gestazione incluso e deve essere iniziata di nuovo appena possibile e comunque
entro il quarto giorno dalla nascita (PND 4).

36. Gli animali del gruppo satellite destinati al monitoraggio di follow-up, se inclusi, non vengono fatti accoppiare. Essi
devono essere esaminati per almeno altri 14 giorni dopo la prima soppressione pianificata delle madri, senza alcun
trattamento, al fine di individuare l'insorgenza tardiva, la persistenza o la scomparsa degli effetti tossici.

37. Un diagramma del calendario della prova & contenuto nell'appendice 2.

Cicli estrali

38. I cicli estrali devono essere monitorati prima dell'inizio del trattamento per selezionare per lo studio femmine aventi
una ciclicita regolare (cfr. il paragrafo 27). Vanno monitorati anche gli strisci vaginali, ogni giorno dall'inizio del
periodo di trattamento finché I'accoppiamento non risulti avvenuto. Se vi € il sospetto che effetti legati a forte stress
all'inizio del trattamento possano alterare i cicli estrali, i laboratori possono esporre gli animali utilizzati nella prova
per due settimane e quindi effettuare ogni giorno strisci vaginali per monitorare il ciclo estrale per almeno due
settimane iniziando nel periodo precedente I'accoppiamento e proseguendo durante il periodo dell'accoppiamento
finché quest'ultimo non risulti effettuato. Durante il prelievo delle cellule vaginali/cervicali occorre prestare attenzione
a non ledere la mucosa per evitare un’eventuale induzione di pseudogravidanza (8) (9).

Procedura di accoppiamento

39. Nel presente studio si utilizza normalmente il sistema di accoppiamento 1:1 (un maschio per una femmina). Possono
essere previste eccezioni in caso di morte occasionale di esemplari maschi. Si deve mettere una femmina con lo
stesso maschio fino a quando la copulazione ¢ comprovata o sono trascorse due settimane. Ogni mattina le femmine
devono essere esaminate per verificare la presenza di sperma o di tappi vaginali. Il giorno 0 della gravidanza ¢
definito come il giorno in cui si riscontra la prova dell'avvenuta copulazione (presenza di un tappo vaginale o di
sperma). Nel caso in cui l'accoppiamento non abbia successo, si pud valutare la possibilita di far accoppiare le
femmine con maschi di comprovata capacita riproduttiva dello stesso gruppo.
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Dimensioni della nidiata

40. 11 quarto giorno dopo la nascita ¢ possibile uniformare le dimensioni di ogni nidiata eliminando i piccoli in eccesso
tramite selezione casuale, in modo da ottenere, nella misura del possibile, quattro o cinque piccoli per sesso per
ciascuna nidiata, a seconda delle dimensioni normali della nidiata nei ceppi di ratti utilizzati. I campioni di sangue
devono essere prelevati da due dei piccoli in eccedenza, raggruppati e utilizzati per determinare i livelli sierici di T4.
L’eliminazione selettiva dei piccoli, ad esempio in base al peso corporeo o alla distanza anogenitale (AGD), non &
opportuna. Ogni volta che il numero di piccoli maschi o femmine non permette di avere quattro o cinque animali di
ciascun sesso per nidiata, ¢ accettabile una regolazione parziale (ad esempio, sei maschi e quattro femmine). Se le
dimensioni della nidiata scendono al di sotto della soglia di uniformazione (8 o 10 piccoli per ciascuna nidiata),
nessun piccolo sara eliminato. Qualora vi sia un solo piccolo al di sopra della soglia di uniformazione, esso sara
eliminato e utilizzato per prelevare il campione di sangue ai fini della determinazione dei livelli sierici di T4.

41. Se le dimensioni della nidiata non sono uniformate, si sacrificano due piccoli per nidiata il quarto giorno dopo la
nascita e si prelevano campioni di sangue per valutare la concentrazione sierica degli ormoni tiroidei. Se possibile, nel
selezionare i due piccoli per nidiata da sacrificare, scegliere due femmine per tenere da parte i maschi per la
valutazione della retrazione del capezzolo, tranne nel caso in cui l'eliminazione di questi piccoli non lasci alcuna
femmina per le valutazioni da effettuare al termine. Non bisogna eliminare alcun piccolo se vi sono meno di 8 o 10
piccoli per nidiata (a seconda delle dimensioni normali della nidiata nei ceppi di ratti utilizzati). Qualora vi sia un
solo piccolo in pill rispetto alle dimensioni normali della nidiata, un solo piccolo sara eliminato e utilizzato per
prelevare il campione di sangue ai fini della determinazione dei livelli sierici di T4.

Osservazioni

42. Le osservazioni cliniche generali devono essere effettuate almeno una volta al giorno, preferibilmente alla stessa ora e
tenendo conto del periodo di massima intensita degli effetti previsti dopo la somministrazione. Vanno registrate le
informazioni concernenti le condizioni di salute degli animali. Almeno due volte al giorno, tutti gli animali vengono
esaminati al fine di determinare la morbilita e la mortalita.

43. Una volta prima dell'esposizione iniziale (per consentire un confronto sullo stesso soggetto) e, successivamente, almeno
una volta alla settimana tutti gli animali genitori vengono sottoposti ad osservazioni cliniche particolareggiate. A tale scopo
gli animali vengono tolti dalle gabbie, collocati in un recinto standard ed esaminati di preferenza sempre alla stessa ora,
ogni giorno. Occorre registrare con cura le osservazioni, preferibilmente usando sistemi di punteggio statistico definiti
appositamente dal laboratorio che esegue la prova. Si avra cura di ridurre al minimo le variazioni delle condizioni
sperimentali; le osservazioni devono essere effettuate da persone che non sono a conoscenza del trattamento sommini-
strato. Si terra conto, tra laltro, di tutte le alterazioni della cute, del pelo, degli occhi, delle mucose, della comparsa di
secrezioni ed escrezioni e dell’attivita neurovegetativa (per esempio lacrimazione, piloerezione, ampiezza pupillare, ritmo
respiratorio insolito). Vanno inoltre registrati cambiamenti dellandatura, della postura e della risposta alla manipolazione,
nonché la presenza di movimenti clonici o tonici, stereotipie (ad esempio tolettatura eccessiva, continuo girare in cerchio),
parto difficoltoso o prolungato o comportamenti insoliti (ad esempio automutilazione, marcia a ritroso) (10).

44. Ad un certo punto durante lo studio, devono essere svolte valutazioni della reattivita sensoriale a stimoli di vario tipo
(ad esempio stimoli uditivi, visivi e propriocettivi) (8) (9) (11), della forza di presa (12) e dell’attivita motoria (13) per
cinque maschi e cinque femmine, selezionati da ciascun gruppo secondo un criterio di casualita. Ulteriori indicazioni
sui procedimenti utilizzabili sono contenute nelle voci bibliografiche citate. Tuttavia possono essere applicate anche
procedure alternative non indicate nella bibliografia. Nei maschi queste osservazioni funzionali devono essere effet-
tuate verso la fine del periodo di esposizione, poco prima della soppressione programmata ma prima del prelievo dei
campioni di sangue per gli esami ematologici o gli esami biochimici clinici (cfr. i paragrafi 53-56, compresa la nota a
pié di pagina 1). La prova sulle femmine, che devono trovarsi in uno stato fisiologico simile durante queste prove
funzionali, deve essere effettuata di preferenza una sola volta nell'ultima settimana di allattamento (ad esempio, il
sesto-tredicesimo giorno di allattamento), poco prima della soppressione programmata. Nella misura del possibile,
ridurre i tempi di separazione delle madri e dei piccoli.

45. Le osservazioni funzionali effettuate una volta verso la fine dello studio possono essere evitate nel caso di uno studio
preliminare ad un successivo studio subcronico (90 giorni) o ad un successivo studio a lungo termine. In questa
eventualita, le osservazioni funzionali devono essere incluse nello studio complementare. D'altro canto, le informa-
zioni ricavate dalle osservazioni funzionali nel corso dello studio a dosi ripetute possono essere utili nella determi-
nazione dei livelli di dosaggio per un successivo studio subcronico o a lungo termine.

46. Eccezionalmente ¢ possibile omettere le osservazioni funzionali per i gruppi che evidenzino comunque segni di
tossicita tali da interferire in modo significativo con l'esecuzione degli esami funzionali.

47. La durata della gestazione deve essere registrata e calcolata dal giorno 0 di gravidanza. Ogni nidiata deve essere esaminata
non appena possibile dopo il parto per stabilire il numero e il sesso dei piccoli, dei nati morti, dei nati vivi e degli esemplari
pitt piccoli del normale (i piccoli molto pitr piccoli dei piccoli di controllo) e la presenza di grosse anomalie.

48. Si procede a contare e identificare il sesso dei piccoli vivi e a pesare le nidiate entro 24 ore dal parto (giorno 0 o 1
dopo il parto) e almeno il quarto e il tredicesimo giorno dopo il parto. Oltre a quanto osservato per gli animali
genitori (cfr. i paragrafi 43 e 44), deve essere registrato qualsiasi comportamento anomalo della prole.



L 247/136 Gazzetta ufficiale dell'Unione europea 26.9.2019

49. Occorre misurare la distanza anogenitale (AGD) di ogni piccolo nello stesso giorno dalla nascita, tra il PND 0 e il
PND 4. Il peso corporeo del piccolo va registrato il giorno in cui ne viene misurata I'AGD, che deve essere
normalizzata in funzione della taglia, preferibilmente usando la radice cubica del peso corporeo (14). Va contato
il numero di capezzolifareole nei piccoli di sesso maschile il PND 12 o 13, come raccomandato nella linea guida
n. 151 del’OCSE (15).

Peso corporeo e consumo di cibojacqua

50. I maschi e le femmine devono essere pesati il primo giorno della somministrazione, in seguito almeno settimanal-
mente, e al termine della somministrazione. Le femmine devono essere pesate durante la gravidanza i giorni 0, 7, 14
e 20 ed entro 24 ore dal parto (giorno 0 o 1 dopo il parto) e almeno il quarto e il tredicesimo giorno dopo il parto.
Queste osservazioni vanno riportate singolarmente per ciascun animale adulto.

51. Durante il periodo precedente I'accoppiamento e durante la gravidanza e lallattamento, I'assunzione di cibo deve
essere misurata almeno una volta alla settimana. La misurazione dell'assunzione di cibo durante 'accoppiamento &
facoltativa. Se la sostanza chimica in esame ¢ somministrata con acqua da bere, durante questi periodi va misurata
anche lassunzione di acqua.

Ematologia

52. Una volta durante lo studio devono essere effettuati i seguenti esami ematologici su cinque maschi e cinque femmine,
selezionati da ciascun gruppo secondo un criterio di casualitd: ematocrito, concentrazioni di emoglobina, conteggio
degli eritrociti, reticulociti, conteggio totale e differenziale dei leucociti, numero di placchette e misura del tempo e
del potenziale di coagulazione. Se la sostanza in esame o i suoi metaboliti putativi hanno o possono avere proprieta
ossidanti occorre effettuare altre analisi, relative tra 'altro alla concentrazione di metaemoglobine o ai corpi di Heinz.

53. 1 campioni di sangue devono essere prelevati da un determinato sito. Durante il prelievo dei campioni le femmine
devono trovarsi in uno stato fisiologico simile. Allo scopo di evitare le difficolta pratiche connesse alla variabilita
all'inizio della gestazione, i prelievi di sangue nelle femmine possono essere effettuati alla fine del periodo precedente
l'accoppiamento in alternativa al prelievo dei campioni di sangue al momento della soppressione degli animali o nel
periodo immediatamente precedente. Per i maschi, i campioni di sangue devono essere prelevati di preferenza al
momento della soppressione degli animali o nel periodo immediatamente precedente. In alternativa, i prelievi di
sangue nei maschi possono essere effettuati anche alla fine del periodo precedente 'accoppiamento se per le femmine
¢ stato prescelto questo momento.

54. I campioni devono essere conservati in condizioni adeguate.

Biochimica clinica

55. Le determinazioni biochimiche cliniche per lo studio degli effetti tossici gravi sui tessuti e, specificamente, degli effetti
su reni e fegato, vanno condotte su campioni di sangue prelevati dai cinque maschi e dalle cinque femmine di ciascun
gruppo selezionati. Si raccomanda di lasciare gli animali a digiuno la notte precedente la raccolta dei campioni (1). Le
analisi sul plasma o sul siero comprenderanno il sodio, il potassio, il glucosio, il colesterolo totale, l'urea, la
creatinina, le proteine totali e l'albumina, almeno due enzimi indicatori degli effetti epatocellulari (come l'alanina
aminotransferasi, 'aspartato aminotransferasi e la sorbitol deidrogenasi). Le determinazioni di altri enzimi (di origine
epatica o di altro tipo) e della bilirubina possono talvolta fornire indicazioni utili.

56. Vanno prelevati campioni di sangue da un sito specifico in base al seguente programma:

— da almeno due piccoli per nidiata il quarto giorno dopo la nascita, se il numero di piccoli lo consente (cfr. i
paragrafi 40-41)

— da tutte le madri e almeno due piccoli di 13 giorni per nidiata al termine dell'esperimento e
— da tutti i maschi adulti, al termine dell’esperimento.

Tutti i campioni di sangue vanno conservati in condizioni adeguate. Si procede alla valutazione della concentrazione
sierica per gli ormoni tiroidei (T4) nei campioni di sangue dei piccoli di 13 giorni e degli adulti maschi. Se del caso, si
effettua un'ulteriore valutazione dellormone T4 nei campioni di sangue delle madri e dei piccoli di 4 giorni. Se
opportuno, si possono misurare facoltativamente anche i livelli di altri ormoni. I prelievi di sangue dei piccoli
possono essere raggruppati per nidiata ai fini dell'analisi degli ormoni tiroidei. Gli ormoni tiroidei (T4 e TSH)
sono misurati di preferenza come «totale».

(") Per svariate misurazioni del siero e del plasma, e soprattutto per il glucosio, sarebbe preferibile mantenere il digiuno per tutta la notte.
1l motivo principale ¢ che l'aumento della variabilita dovuto inevitabilmente al mancato digiuno tenderebbe a mascherare effetti meno
evidenti rendendo pitr difficile l'interpretazione. Dall’altro lato, perd, il digiuno notturno pud interferire con il metabolismo generale
degli animali (delle femmine gravide), interferisce con l'allattamento e, soprattutto negli studi sull'alimentazione, puo incidere
sull'esposizione quotidiana alla sostanza chimica in esame. Se si opta per il digiuno notturno, gli esami biochimico-clinici dovranno
essere effettuati dopo le osservazioni funzionali della quarta settimana per i maschi. Le madri devono essere mantenute in vita per un
altro giorno dopo la rimozione dei piccoli, ad esempio il tredicesimo giorno dopo il parto. Le madri devono essere tenute a digiuno
notturno dal tredicesimo o quattordicesimo giorno di allattamento e il sangue prelevato prima della soppressione deve essere
utilizzato per i parametri di chimica clinica.
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57. A titolo facoltativo, nel corso dell'ultima settimana dello studio si possono effettuare le seguenti analisi delle urine su
campioni raccolti in momenti specifici: aspetto, volume, osmolalita o densita relativa, pH, proteine, glucosio e
sangue/cellule ematiche.

58. E inoltre necessario considerare la possibilita di condurre studi sui marker sierologici dei danni generici ai tessuti.
Altre determinazioni dovranno essere eseguite qualora si abbia motivo di ritenere o di sospettare che le proprieta
della sostanza chimica in esame possano alterare i profili metabolici riguardanti il calcio, il fosfato, i trigliceridi a
digiuno e la glicemia a digiuno, gli ormoni specifici, la metemoglobina e la colinesterasi. Questi devono essere
confermati caso per caso.

59. 1 fattori seguenti possono influenzare la variabilita e le concentrazioni assolute delle analisi ormonali:
— momento della soppressione, per via della variazione diurna delle concentrazioni ormonali;

— metodi di soppressione, evitando di stressare inutilmente gli animali in quanto cid potrebbe incidere sulle
concentrazioni ormonali;

— kit per le analisi ormonali che possono differire per le loro curve standard.

60. I campioni di plasma destinati specificatamente all'analisi ormonale devono essere prelevati nelle stesse ore della
giornata. I valori numerici ottenuti dalle analisi delle concentrazioni ormonali differiscono in funzione dei kit
disponibili in commercio utilizzati.

61. Se i dati di riferimento storici sono inadeguati, occorre tenere conto delle variabili ematologiche e di biochimica
clinica prima di iniziare i dosaggi, di preferenza su un gruppo di animali diverso dal gruppo in esame. Per le
femmine, i dati devono riguardare animali che allattano.

PATOLOGIA
Necroscopia macroscopica

62. Tutti gli animali adulti utilizzati nello studio vanno sottoposti a un‘autopsia macroscopica completa e dettagliata che
comprenda un attento esame della superficie esterna del corpo, di tutti gli orifizi e delle cavita cranica, toracica e
addominale e del loro contenuto. Occorre prestare particolare attenzione agli organi dellapparato riproduttivo e prendere
nota del numero dei siti di impianto. Gli strisci vaginali devono essere esaminati il giorno dell'autopsia per determinare lo
stadio del ciclo estrale e consentire di stabilire correlazioni con listopatologia degli organi riproduttivi femminili.

63. Testicoli ed epididimi, come pure linsieme composto dalla prostata e dalle vescicole seminali con le ghiandole della
coagulazione, di tutti i maschi adulti vanno opportunamente liberati da eventuali tessuti aderenti e pesati umidi imme-
diatamente dopo la dissezione, per evitare l'essiccamento. Inoltre, si possono pesare facoltativamente altri organi, come
I'nsieme del muscolo elevatore dell'ano e del muscolo bulbocavernoso, le ghiandole bulbouretrali e il glande nei maschi e
le due ovaie (peso a umido) e l'utero (compresa la cervice) nelle femmine; se effettuate, queste misurazioni facoltative
devono avvenire subito dopo la dissezione. Le ovaie, i testicoli, gli epididimi, gli organi sessuali accessori e tutti gli organi
degli animali adulti che presentano lesioni macroscopiche devono essere conservati.

64. Per tutti i maschi e le femmine adulti e per un piccolo maschio e un piccolo femmina di tredici giorni di ciascuna
nidiata, le ghiandole della tiroide devono essere conservate nel mezzo di fissazione pilt adatto per il successivo esame
istopatologico che si intende effettuare. Il peso della tiroide puo essere stabilito dopo la fissazione. Anche in questo
caso l'ablazione deve essere eseguita con cautela e solo previa fissazione per evitare di danneggiare i tessuti.
L'eventuale danneggiamento dei tessuti infatti potrebbe compromettere l'analisi istopatologica. I campioni di sangue
devono essere prelevati da un determinato sito immediatamente prima o durante la soppressione degli animali e
conservati in condizioni adeguate (cfr. il paragrafo 56).

65. Inoltre, per almeno cinque maschi e femmine adulti, selezionati a caso da ciascun gruppo (tranne quelli trovati
moribondi efo sacrificati prima della conclusione dello studio), fegato, reni, ghiandole surrenali, timo, milza, cervello
e cuore vanno opportunamente liberati da eventuali tessuti aderenti e pesati umidi immediatamente dopo la
dissezione, per evitare l'essiccamento. I seguenti tessuti vanno conservati nel mezzo di fissazione piu adatto, sia
per il tipo di tessuto, sia per il successivo esame istopatologico che si intende effettuare: tutte le lesioni macro-
scopiche, cervello (porzioni rappresentative comprendenti cervello, cervelletto e ponte), midollo spinale, occhi,
stomaco, intestino tenue e crasso (comprese le placche di Peyer), fegato, reni, ghiandole surrenali, milza, cuore,
timo, trachea e polmoni (conservati con dilatazione mediante fissativo e poi immersione), gonadi (testicoli e ovaie),
organi sessuali accessori (utero e collo dell'utero, epididimi, prostata, vescicole seminali con ghiandole della coagu-
lazione), vagina, vescica e linfonodi [oltre al linfonodo pitt vicino un altro linfonodo, in funzione dell’esperienza del
laboratorio (16)], nervo periferico (sciatico o tibiale) preferibilmente in prossimita del muscolo, muscolo e osso dello



L 247/138 Gazzetta ufficiale dell'Unione europea 26.9.2019

scheletro con il midollo osseo (una sezione o un preparato fresco di midollo osseo aspirato). Si raccomanda di fissare
i testicoli mediante immersione in un fissativo di Bouin o di Davidson modificato (16) (17) (18); la fissazione in
formalina ¢ sconsigliata per questi tessuti. La tunica albuginea puo essere perforata, con un ago, con delicatezza e
superficialmente in entrambi i poli dell'organo per consentire la rapida penetrazione del fissativo. I risultati clinici e di
altro tipo possono evidenziare la necessita di esaminare altri tessuti. Vanno inoltre conservati tutti gli organi
considerati organi bersaglio in base alle proprieta note della sostanza in esame.

66. I tessuti elencati qui di seguito possono apportare informazioni utili sugli effetti endocrini: gonadi (ovaie e testicoli),
organi sessuali accessori (utero, collo dell'utero, epididimi, vescicole seminali con ghiandole di coagulazione, prostata
dorso laterale e ventrale), vagina, ipofisi, ghiandola mammaria maschile e ghiandola surrenale. Non ci sono sufficienti
riscontri di alterazioni nelle ghiandole mammarie maschili, ma questo parametro pud essere molto sensibile alle
sostanze con attivita estrogenica. L'osservazione degli organiftessuti non ripresi nel paragrafo 65 ¢ facoltativa.

67. 1 piccoli morti o soppressi il tredicesimo giorno dopo il parto, o poco dopo, devono essere sottoposti almeno a un
attento esame esterno volto a individuare eventuali anomalie evidenti. Particolare attenzione deve essere dedicata
all'apparato riproduttivo esterno, che va esaminato alla ricerca di eventuali alterazioni dello sviluppo.

Esame istopatologico

68. Gli organi e i tessuti conservati di tutti gli animali selezionati del gruppo di controllo e del gruppo trattato con la
dose piu elevata vanno sottoposti a un esame istopatologico completo (con particolare attenzione alle fasi della
spermatogenesi nelle gonadi maschili e dell'istopatologia della struttura delle cellule interstiziali dei testicoli). La
ghiandola della tiroide dei piccoli e degli animali adulti restanti pud essere esaminata se necessario. Si procede a
questi esami anche sugli animali degli altri gruppi se nel gruppo cui viene somministrata la dose pil elevata si
osservano alterazioni correlate al trattamento. Il documento di orientamento sull'istopatologia (10) fornisce infor-
mazioni supplementari sulla dissezione, la fissazione, 'asportazione e listopatologia dei tessuti endocrini.

69. Vanno esaminate tutte le lesioni macroscopiche. Allo scopo di contribuire alla determinazione dei NOAEL, devono
essere esaminati gli organi bersaglio di altri gruppi-dose, soprattutto dei gruppi che presenterebbero un NOAEL.

70. Quando si utilizza un gruppo satellite 'esame istopatologico va eseguito sui tessuti e sugli organi per i quali sono
stati osservati effetti nei gruppi trattati.

DATI E RELAZIONE
Dati

71. Devono essere forniti dati individuali su ciascun animale. Inoltre, tutti i dati vanno riassunti sotto forma di tabella,
evidenziando per ciascun gruppo di studio il numero di animali all'inizio della prova, il numero di animali rinvenuti
morti durante la prova o sottoposti a eutanasia, il momento di eventuali decessi o soppressioni, il numero di animali
fertili, il numero di femmine gravide, il numero di animali che mostrano segni di tossicita, una descrizione dei segni
di tossicita osservati, ivi compresi il momento dellinsorgenza, la durata e la gravita degli effetti tossici, i tipi di
alterazioni istopatologiche, nonché tutti i dati di rilievo riguardanti le nidiate. Un formato tabulare di relazione
sintetica che si € rivelato molto utile per la valutazione degli effetti sulla riproduzionefsullo sviluppo ¢ contenuto
nell'appendice 3.

72. Se possibile, i risultati numerici devono essere valutati sulla base di un metodo statistico appropriato e comunemente
accettato. Per i confronti degli effetti osservati nellambito di un intervallo di dosaggio si deve evitare il ricorso a
prove t multiple. I metodi statistici devono essere selezionati durante la fase di progettazione dello studio. L'analisi
statistica dellAGD e della retrazione del capezzolo deve essere basata sui dati individuali dei piccoli, tenendo conto
degli effetti sulle nidiate. Se opportuno, utilizzare la nidiata come unita di analisi. L'analisi statistica del peso corporeo
dei piccoli deve essere basata sui dati individuali dei piccoli, tenendo conto delle dimensioni della nidiata. Tenuto
conto della portata ridotta dello studio, le analisi statistiche sotto forma di prove intese ad accertare la «significativita»
dei risultati hanno un valore limitato per molti endpoint, soprattutto quelli riproduttivi. Alcuni dei metodi pit
ampiamente utilizzati, soprattutto le prove parametriche per la valutazione della tendenza centrale, sono inadeguati.
Se si ricorre ad analisi statistiche, il metodo scelto deve essere adatto alla distribuzione della variabile esaminata e
selezionato prima dell'inizio dello studio.
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Valutazione dei risultati

73. 1 risultati del presente studio di tossicita vanno valutati in base agli effetti osservati e ai risultati della necroscopia e
dell'esame microscopico. La valutazione deve includere il rapporto fra la dose della sostanza chimica in esame e la
presenza o l'assenza, lincidenza e la gravita delle anomalie, comprese eventuali lesioni macroscopiche, gli organi
bersaglio identificati, l'infertilita, le anomalie cliniche, la capacita riproduttiva, gli effetti sulla generazione successiva,
le alterazioni del peso corporeo, gli effetti sulla mortalita ed eventuali altri effetti tossici.

74. Tenuto conto del breve periodo di trattamento del maschio, l'istopatologia dei testicoli e degli epididimi deve essere
considerata insieme ai dati sulla fertilita nel quadro della valutazione degli effetti sulla riproduttivita del maschio. Puo
essere utile anche utilizzare eventuali dati di controllo storici sulla riproduzioneflo sviluppo (ad esempio per le
dimensioni della nidiata, 'AGD, la retrazione del capezzolo, i livelli sierici di T4) per facilitare I'interpretazione dello
studio.

75. Ai fini del controllo di qualita, si suggerisce di raccogliere dati di controllo storici e di calcolare i coefficienti di
variazione per i dati numerici, in particolare per i parametri legati all'individuazione degli interferenti endocrini.
Questi dati possono essere utilizzati, a fini di confronto, in fase di valutazione degli studi effettivamente realizzati.

Relazione sull’esecuzione della prova

76. La relazione sull'esecuzione della prova deve comprendere le seguenti informazioni:
Sostanza chimica in esame:
— origine, numero di lotto, data limite per l'uso, se disponibili;
— stabilita della sostanza chimica in esame, se nota;
Sostanza monocostituente:
— aspetto fisico, idrosolubilita e, se del caso, ulteriori proprieta fisico-chimiche;

— dati di identificazione chimica: denominazioni IUPAC o CAS, numero CAS, codice SMILES o InChl, formula
strutturale, purezza, identitd chimica delle impurezze, se del caso e se le condizioni pratiche lo consentono, ecc,;

Sostanza multicostituente, UVCB e miscele:

— caratterizzate nella massima misura possibile con I'identita chimica (cfr. sopra), con la presenza quantitativa e con
le proprieta fisico-chimiche pertinenti dei costituenti;

Mezzo disperdente (se del caso):

— giustificazione per la scelta del mezzo disperdente utilizzato, se diverso dall'acqua;
Animali utilizzati nella prova:

— specie/ceppo impiegati;

— numero, etd e sesso degli animali;

— origine, condizioni di alloggio, dieta, ecc,;

— peso di ciascun animale all'inizio della prova;
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— qualora non siano stati utilizzati ratti, spiegazione del motivo;

Condizioni sperimentali:

— criteri di selezione delle dosi;

— informazioni dettagliate sulla formulazione della sostanza chimica in esame/incorporazione nella dieta, sulla
concentrazione finale, sulla stabilita e sullomogeneita del preparato;

— modalita precise di somministrazione della sostanza chimica in esame;

— se del caso, conversione della concentrazione della sostanza nella dieta o nell'acqua (ppm) in dose effettiva (mg/kg
di peso corporeo/giorno);

— dettagli sulla qualita del cibo e dell'acqua;

— descrizione dettagliata del protocollo di randomizzazione utilizzato per selezionare gli eventuali piccoli da
sopprimere;

Risultati:

— peso corporeo/cambiamenti del peso corporeo;

— assunzione di cibo ed eventualmente di acqua;

— dati sulla risposta tossica per sesso e per dose, compresa la fertilita, la gestazione ed eventuali altri sintomi di

— tossicita;

— durata della gestazione, effetti tossici o di altro tipo sulla riproduzione, sulla prole, sulla crescita postnatale, ecc.;

— natura, gravita e durata dei segni clinici (sia reversibili che non reversibili);

— valutazione dell'attivitd sensoriale, della forza prensile e dellattivitd motoria;

— esami ematologici con i relativi valori basali;

— esami biochimici clinici con i relativi valori basali;

— numero di femmine adulte con ciclo estrale normale o anomalo e durata del ciclo;

— numero di nati vivi e di perdite post-impianto;

— numero di piccoli con anomalie evidenti; valutazione macroscopica degli organi genitali esterni, numero di
esemplari pitt piccoli del normale;

— momento del decesso durante lo studio o indicazione della sopravvivenza degli animali alla conclusione della
prova;
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77.

numero di impianti e dimensioni e peso della nidiata al momento della registrazione;
dati relativi al peso corporeo dei piccoli;

AGD di tutti i piccoli (e peso corporeo il giorno della misurazione dell’ AGD);
retrazione del capezzolo nei piccoli di sesso maschile;

livelli di ormoni tiroidei, piccoli di 13 giorni e maschi adulti (e madri e piccoli di 4 giorni se sottoposti a
misurazione);

peso corporeo al momento della soppressione e dati sul peso degli organi negli animali genitori;
risultati della necroscopia;

descrizione dettagliata dei risultati istopatologici;

dati sull'assorbimento (se disponibili);

elaborazione statistica dei risultati, se del caso.

Discussione dei risultati

Conclusioni

Interpretazione dei risultati

Lo studio fornira valutazioni della tossicita per la riproduzioneflo sviluppo associata alla somministrazione di dosi
ripetute. In particolare, poiché lo studio verte sia sulla tossicita generale sia sugli endpoint di tossicita per la
riproduzione/lo sviluppo, i risultati consentiranno di distinguere gli effetti sulla riproduzione o sullo sviluppo che
si osservano in assenza di tossicita generale da quelli espressi solo a livelli che risultano tossici anche per gli animali
genitori (cfr. i paragrafi 7-11). Esso puo fornire indicazioni sulla necessita di condurre ulteriori indagini e orienta-
menti in merito alla progettazione di studi successivi. Si consulti il documento di orientamento n. 43 dellOCSE per
indicazioni sull'interpretazione dei risultati in merito alla riproduzione e allo sviluppo (19). Il documento di orien-
tamento dellOCSE n. 106 sulla valutazione istologica delle prove endocrine e sulla riproduzione nei roditori (16)
fornisce informazioni sulla preparazione e la valutazione degli organi (endocrini) e degli strisci vaginali che possono
essere utili per il presente metodo di prova.
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Appendice 1

DEFINIZIONI (CFR. ANCHE LA LINEA GUIDA N. 150 DELL'OCSE (20))

Androgenicita la capacita di una sostanza chimica di agire come un ormone androgenico naturale (ad es. il testosterone)
in un mammifero.

Antiandrogenicita la capacita di una sostanza chimica di inibire lattivita di un ormone androgenico naturale (ad es. il
testosterone) in un mammifero.

Antiestrogenicita la capacita di una sostanza chimica di inibire l'attivita di un ormone estrogenico naturale (ad es.
l'estradiolo 178) in un mammifero.

Attivita antitiroidea la capacita di una sostanza chimica di inibire l'attivita di un ormone tiroideo naturale (ad es. T;) in un
mammifero.

Sostanza chimica una sostanza o una miscela.

Tossicita per lo sviluppo la manifestazione della tossicita per la riproduzione, che risulta in disturbi prenatali, perinatali,
postnatali, strutturali o funzionali nella progenie.

Dose quantita di sostanza chimica somministrata. La dose € espressa col peso della sostanza chimica in esame per unita di
peso corporeo dell'animale utilizzato nella prova per giorno (mg/kg peso corporeo/giorno) o come una concentrazione
costante nella dieta.

Dosaggio termine generale che ricomprende la dose, la frequenza e la durata della somministrazione.

Tossicita evidente termine generale che designa i segnali evidenti di tossicitd a seguito della somministrazione di una
sostanza chimica. Questi segni devono essere sufficienti per consentire la valutazione dei pericoli ed essere tali che si
possa prevedere che I'aumento della dose somministrata comporti la comparsa di segni di tossicita grave e probabilmente
la mortalita.

Compromissione della fertilita i disturbi delle funzioni o della capacita riproduttive maschili o femminili.

Tossicita materna gli effetti nocivi sulle femmine gravide, che si verificano in modo specifico (effetto diretto) o non
specifico (effetto indiretto) e correlati allo stato di gravidanza.

NOAEL l'abbreviazione di no-observed-adverse-effect level, ossia la dose piu elevata alla quale non si osservano effetti avversi
legati al trattamento.

Estrogenicita la capacita di una sostanza chimica di agire come un ormone estrogenico naturale (ad es. l'estradiolo 17£) in
un mammifero.
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Tossicita della riproduzione gli effetti nocivi sulla progenie efo la compromissione delle funzioni o della capacita
riproduttive maschili e femminili.

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

Attivita tiroidea la capacita di una sostanza chimica di agire come un ormone tiroideo naturale (ad es. T3) in un
mammifero.

Validazione processo scientifico destinato a caratterizzare i requisiti e i limiti operativi di un metodo di prova e a
dimostrarne laffidabilita e la pertinenza per un fine specifico.
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Appendice 2

DIAGRAMMA DEL PROTOCOLLO SPERIMENTALE INDICANTE LA DURATA MASSIMA DELLO STUDIO, BASATO SU UN PERIODO
DI ACCOPPIAMENTO COMPLETO DI 14 GIORNI
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Appendice 3

RELAZIONE SINTETICA IN FORMATO TABULARE DEGLI EFFETTI SULLA RIPRODUZIONE/SULLO SVILUPPO

OSSERVAZIONI VALORI

Dosaggio (unita)....... 0 (control-
lo)

Coppie formate (N)

Ciclo estrale (almeno durata media e frequenza dei cicli irregolari)

Femmine per le quali la copulazione risulta avvenuta (N)

Femmine gravide (N)

Giorni di concepimento 1 - 5 (N)

Giorni di concepimento 6 -y

Gravidanza<21 giorni (N)

Gravidanza = 22 giorni (N)

Gravidanza = 23 giorni (N)

Madri che hanno partorito piccoli vivi (N)

Madri con piccoli vivi il quarto giorno dopo il parto (N)

Impianti/madre (media)

Piccoli vivijmadre alla nascita (media)

Piccoli vivijmadre al quarto giorno (media)

Rapporto numerico tra i sessi (m/f) alla nascita (media)

Rapporto numerico tra i sessi (m/f) al quarto giorno (media)

Peso della nidiata alla nascita (media)

Peso della nidiata al quarto giorno (media)

Peso dei piccoli alla nascita (media)

Peso dei piccoli al momento della misurazione del’AGD (media
maschi, media femmine)

AGD dei piccoli misurata lo stesso giorno dalla nascita, tra la
nascita e il giorno 4 (media maschi, media femmine, prendere
nota del PND)
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OSSERVAZIONI VALORI

Peso dei piccoli al quarto giorno (media)

Peso dei piccoli al tredicesimo giorno (media)

Retrazione del capezzolo dei piccoli maschi al tredicesimo giorno
(media)

PICCOLI CON ANOMALIE

Madri con 0

Madri con 1

Madri con 2 2

PERDITA DELLA PROGENIE

Perdite prenatali (impianti meno piccoli nati vivi)

Femmine con 0

Femmine con 1

Femmine con 2

Femmine con > 3

~

Perdite postnatali (piccoli nati vivi meno piccoli vivi il tredicesimo giorno dopo il parto

Femmine con 0

Femmine con 1

Femmine con 2

Femmine con > 3

(") Ultimo giorno del periodo di accoppiamento
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B.65 METODO DI PROVA IN VITRO CON MEMBRANA IMPERMEABILE PER LA CORROSIONE CUTANEA
INTRODUZIONE

1. 1 presente metodo di prova € equivalente alla linea guida OCSE. n. 435 (2015) Per corrosione cutanea si intende la
produzione di lesioni irreversibili della pelle sotto forma di necrosi visibili nell'epidermide e nel derma, a seguito dell'ap-
plicazione di una sostanza chimica in esame, secondo la definizione del Sistema globale armonizzato di classificazione ed
etichettatura delle sostanze chimiche delle Nazioni Unite (sistema GHS dellONU) (1) e del regolamento (CE) n. 1272/2008
del Parlamento europeo e del Consiglio relativo alla classificazione, alletichettatura e allimballaggio delle sostanze e delle
miscele (in appresso «regolamento CLP» (')). Il presente metodo, equivalente alla linea guida aggiornata n. 435 dellOCSE,
costituisce un metodo di prova in vitro su membrana impermeabile che puo essere utilizzato per individuare le sostanze
chimiche corrosive. Il presente metodo di prova prevede lutilizzo di una membrana artificiale destinata a reagire alle
sostanze chimiche corrosive in modo analogo alla cute degli animali in situ.

2. La corrosivita cutanea ¢ generalmente valutata applicando la sostanza chimica in esame sulla pelle di animali vivi e
determinando l'ampiezza della lesione dei tessuti dopo un determinato lasso di tempo (2). Oltre al presente metodo di
prova, per individuare le sostanze chimiche corrosive sono stati adottati alcuni metodi di prova in vitro come alternativa (3)
(4) al metodo standard in vivo sui conigli (Capitolo B.4 del presente allegato, equivalente alla linea guida n. 404 dellOCSE).
La strategia di prova e valutazione su pit1 livelli del sistema GHS del’lONU per la stima e la classificazione della corrosivita
cutanea e le linee guida dellOCSE sugli approcci integrati di prova e valutazione (Integrated Approaches to Testing and
Assessment - IATA) per lirritazione e la corrosione cutanea autorizzano lutilizzo di procedure di prova in vitro validate e
accettate di cui ai moduli 3 e 4 (1)(5). Le linee guida IATA descrivono diversi moduli che raggruppano le fonti di
informazione e gli strumenti di analisi e i) forniscono orientamenti su come integrare e utilizzare i dati sperimentali e altri
tipi di dati per valutare il potenziale di irritazione e di corrosione cutanea delle sostanze chimiche in esame e ii)
propongono un approccio quando sono necessarie prove aggiuntive, anche quando si ottengono risultati negativi (5).
Nell'ambito di questo approccio modulare, i risultati positivi dei metodi di prova in vitro possono essere utilizzati per
classificare una sostanza chimica nella categoria «corrosivo» senza dover effettuare prove sugli animali, riducendo ed
ottimizzando dunque l'utilizzo degli animali e evitando dolore e stress agli stessi.

3. Sono stati realizzati studi di validazione del modello in vitro della membrana impermeabile reperibile in commercio sotto il
nome Corrositex® (6)(7)(8), che hanno evidenziato una precisione del 79 % per quanto riguarda la previsione della corrosivita
cutanea (128/163), una sensibilita dell'85 % (76/89) e una specificita del 70 % (52/74) per una base di dati di 163 sostanze
chimiche e miscele (7). Sulla base della sua validita riconosciuta, l'utilizzo di questo metodo di riferimento validato (validated
reference method - VRM) € stato raccomandato nellambito di una strategia sperimentale su piti livelli per valutare il rischio
potenziale di corrosione cutanea generato dalle sostanze chimiche (5)(7). Prima di poter utilizzare a fini regolamentari un
modello in vitro di membrana impermeabile per valutare la corrosione cutanea, occorre determinarne l'affidabilita, la pertinenza
(accuratezza) e i limiti per Iuso proposto al fine di garantire che sia equivalente al VRM (9), conformemente agli standard di
prestazione predefiniti (10). L'applicazione del sistema delllOCSE di reciproca accettazione dei dati sara garantito solo una volta
che i metodi di prova proposti, nuovi o aggiornati ¢ conformi agli standard di prestazione, sono stati esaminati e integrati nella
corrispondente linea guida del’OCSE. Attualmente la linea guida n. 435 dellOCSE e il presente metodo di prova coprono un
solo un metodo in vitro: il modello Corrositex® disponibile in commercio.

4. Altri metodi per le prove sulla corrosivita cutanea si basano sull'utilizzo di pelle umana ricostituita (linea guida n. 431
dell’OCSE) (3) e di pelle di ratto ricostituita (linea guida n. 430 dellOCSE) (4). Il presente metodo di prova consente inoltre
la sottocategorizzazione delle sostanze chimiche corrosive nelle tre sottocategorie di corrosivita nellambito del sistema UN
GHS e nei tre gruppi di imballaggio ONU per i trasporti per quanto concerne il rischio di corrosivitd. La presente linea
guida ¢ stata inizialmente adottata nel 2006 e aggiornata nel 2015 per tenere conto del documento di orientamento IATA
e aggiornare lelenco delle sostanze chimiche per la verifica della competenza tecnica.

DEFINIZIONI

5. Le definizioni utilizzate sono riportate nell'appendice.

CONSIDERAZIONI INIZIALI E LIMITI

6. La prova descritta nel presente metodo di prova consente di individuare le sostanze e le miscele chimiche corrosive e
di classificarle in sottocategorie di sostanze corrosive conformemente al sistema GHS dellONU/ CLP (tabella 1).
Questo metodo di prova puo essere utilizzato anche per decidere in merito alla corrosivita e alla non corrosivita di
classi specifiche di sostanze chimiche, ad esempio, gli acidi organici e minerali, i derivati acidi (? e le basi in alcune
prove di trasporto (7)(11)(12). Il presente metodo di prova descrive un protocollo generico simile ad un metodo di
prova di riferimento validato (7). Il presente metodo di prova non fornisce informazioni adeguate sull'irritazione

(") Regolamento (CE) n.1272/2008 del Parlamento europeo e del Consiglio, del 16 dicembre 2008, relativo alla classificazione,
all'etichettatura e allimballaggio delle sostanze e delle miscele che modifica e abroga le direttive 67/548/CEE e 1999/45/CE e che
reca modifica al regolamento (CE) n. 1907/2006 (GUL 353 del 31.12.2008, pag. 1).

(3 «Derivato acido» € una designazione di classe non specifica ed & definito in termini generali come una sostanza chimica prodotta a
partire da un acido sia direttamente sia mediante modifica o parziale sostituzione. Questa classe comprende anidridi, acidi alogenati,
sali e altri tipo di sostanze chimiche.
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cutanea, ma ¢ opportuno notare che il metodo di prova B.46 (equivalente alla linea guida n. 439 delllOCSE) riguarda
in modo specifico l'irritazione cutanea in vitro e gli effetti sulla salute (13). Per una valutazione completa degli effetti
cutanei locali dopo una singola esposizione della pelle, si raccomanda di consultare il documento di orientamento
dell OCSE relativo agli approcci integrati in materia di prove e valutazioni (IATA) (5).

Tabella 1

La categoria e le sottocategorie di corrosivita cutanea del sistema GHS del’ONU (Y

Categoria di corrosivita (categoria 1) (per le | Possibili sottocategorie di Corrosivo per > 1 animale su 3
autorita che non utilizzano sottocategorie) | corrosivita (') (per le auto-
rita che utilizzano sottoca- o o
tegorie, ivi compreso il re- Esposizione Osservazioni

golamento CLP)

Corrosivo Sottocategoria di corro- < 3 minuti <1 ora
sione 1A
Sottocategoria di corro- >3 minuti [ <1 < 14 giorni
sione 1B ora
Sottocategoria di corro- >1 ora [ < 4 ore < 14 giorni
sione 1C

(") Per I'UE, il regolamento CLP applica le tre sottocategorie di corrosione della pelle 1A, 1B e 1C.

7. Un limite del metodo di riferimento validato (7) consiste nel fatto che, in base agli esiti del test di compatibilita iniziale,
questo metodo non potra essere applicato a numerose sostanze chimiche non corrosive e alcune sostanze chimiche
corrosive (cfr. il paragrafo 13). Le sostanze acquose aventi un pH compreso tra 4,5 e 8,5 spesso non sono adattate alla
prova; tuttavia, I'85 % delle sostanze chimiche testate in questa gamma di valori del pH € risultato non corrosivo per i test
sugli animali (7). Il metodo in vitro della membrana impermeabile puo essere utilizzato per testare solidi (solubili o insolubili
in acqua), liquidi (acquosi o non acquosi) ed emulsioni. Tuttavia, le sostanze chimiche in esame che non causano un
cambiamento rilevabile nella prova di compatibilita, ad esempio, un cambiamento di colore nel sistema di rilevamento
chimico (Chemical Detection System - CDS) del metodo di prova di riferimento validato, non possono essere sottoposte a
prova con il metodo della membrana impermeabile, rendendo necessario il ricorso ad altri metodi di prova.

PRINCIPIO DELLA PROVA

8. Il sistema di prova si compone di due elementi: una biobarriera macromolecolare sintetica e un sistema di rileva-
mento chimico (CDS); in questo metodo di prova il CDS rileva i danni provocati dalle sostanze chimiche in esame
corrosive sulla membrana impermeabile dopo l'applicazione della sostanza chimica in esame sulla superficie della
membrana impermeabile macromolecolare sintetica (7), danni che probabilmente sono dovuti a uno o pili dei
meccanismi di corrosione simili a quelli che agiscono sulla pelle viva.

9. Si pud misurare la penetrazione della membrana impermeabile (o la sua permeazione) mediante una serie di
procedure o CDS, in particolare un cambiamento di colore di un colorante indicatore di pH o di qualsiasi altra
proprieta della soluzione di indicatore situata sotto la barriera.

10. Occorre stabilire l'idoneita della membrana impermeabile, ossia la sua pertinenza e affidabilita, per I'uso previsto.
Occorre quindi assicurarsi che le varie preparazioni garantiscano le proprieta di impermeabilita, ossia che siano in
grado di mantenere una barriera contro le sostanze chimiche non corrosive, e siano atte a classificare le proprieta
corrosive delle sostanze chimiche in varie sottocategorie di corrosivita nell'ambito del sistema GHS dellONU (1). La
classificazione assegnata si basa sul tempo impiegato dalla sostanza chimica per penetrare attraverso la membrana
impermeabile fino alla soluzione di indicatore.

DIMOSTRAZIONE DELLA COMPETENZA DI LABORATORIO

11. Prima di utilizzare sistematicamente il metodo della barriera impermeabile in vitro, i laboratori sono tenuti a dimo-
strare la loro competenza tecnica classificando correttamente le dodici sostanze di riferimento raccomandate nella
tabella 2. Qualora una sostanza elencata non sia disponibile o nel caso in cui sia giustificato, puo essere utilizzata
un‘altra sostanza per la quale sono disponibili dati di riferimento in vivo e in vitro (ad esempio scegliendo dalla lista
delle sostanze chimiche di riferimento (10)), a condizione che siano applicati i medesimi criteri di selezione di cui alla
tabella 1.
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Tabella 2

Sostanze chimiche per la verifica della competenza tecnica (')

ol | MBI | g S| Sotons
Trifluoruro di boro diidrato 13319-75-0 Acidi inorganici 1A 1A
Acido nitrico 7697-37-2 Acidi inorganici 1A 1A
Pentacloruro di fosforo 10026-13-8 Precursori di acidi 1A 1A
inorganici
Cloruro di valerile 638-29-9 Cloruri di acidi 1B 1B
Idrossido di sodio 1310-73-2 Basi inorganiche 1B 1B
1-(2-Amminoetil) piperazina 140-31-8 Ammine alifatiche 1B 1B
Cloruro di benzensolfonile 98-09-9 Cloruri di acidi 1C 1C
N,N-dimetil benzilammina 103-83-3 Aniline 1C 1C
Tetraetilene pentammina 112-57-2 Ammine alifatiche 1C 1C
Eugenolo 97-53-0 Fenoli NC NC
Acrilato di nonile 2664-55-3 Acrilati/metacrila- NC NC
ti
Bicarbonato di sodio 144-55-8 Sali inorganici NC NC

(") Le dodici sostanze sopra elencate comprendono tre sostanze provenienti da ciascuna delle tre sottocategorie del sistema GHS
dellONU per le sostanze corrosive e tre sostanze non corrosive e sono facilmente reperibili in commercio; la determinazione della
sottocategoria GHS dellONU si basa sui risultati di prove in vivo di elevata qualita. Queste sostanze sono ricavate dall'elenco di 40
sostanze di riferimento che figurano nellelenco minimo delle sostanze chimiche identificate per dimostrare laccuratezza e
l'affidabilita dei metodi di prova strutturalmente e funzionalmente simili al metodo di prova di riferimento validato, e sono state
selezionate tra le 163 sostanze chimiche di riferimento originariamente utilizzate per validare il metodo di prova di riferimento
(Corrositex®) (7) (10) (14). L'obiettivo di questa procedura di selezione era includere, nella misura del possibile, sostanze chimiche
che: fossero rappresentative della gamma delle reazioni di corrosivita (ad esempio, sostanze non corrosive; gruppi di imballaggio I,
Il e I delle Nazioni Unite) che il metodo di prova di riferimento validato ¢ in grado di misurare o prevedere; fossero rap-
presentative delle classi chimiche usate nel processo di validazione; avessero strutture chimiche ben definite; consentissero di
ottenere risultati definitivi con il metodo di prova di riferimento validato in vivo; consentissero di ottenere risultati definitivi con il
metodo di prova di riferimento in vivo; fossero disponibili in commercio; e non comportassero costi di smaltimento proibitivi (14).
Sostanze analizzate non diluite o con una purezza del 90 %

I gruppi di imballaggio delle Nazioni Unite I, II e III corrispondono, rispettivamente, alle sottocategorie 1A, 1B e 1C del sistema
GHS delle Nazioni Unite. NC; non corrosivo.

—_——
)

PROCEDURA

12. 1 paragrafi successivi contengono la descrizione dei componenti e delle procedure di un metodo di prova con
membrana impermeabile artificiale per la valutazione della corrosivita (7) (15) sulla base dell'attuale VRM, ossia il
metodo commercialmente disponibile Corrositex®. La membrana impermeabile e le soluzioni di compatibilita e di
indicatore nonché le soluzioni che consentono la categorizzazione possono essere prodotte, preparate o acquistate
sul mercato, come nel caso del VRM Corrositex®. E disponibile un protocollo del metodo di prova su campione del
metodo di prova di riferimento validato (7). Le prove devono essere effettuate a temperatura ambiente (17-25 °C) e i
componenti devono soddisfare le condizioni indicate qui di seguito.

Prova di compatibilita della sostanza chimica in esame

13. Prima di eseguire la prova con la membrana impermeabile, si effettua una prova di compatibilita per determinare se
la sostanza in esame ¢ rilevabile dal CDS. Se il CDS non rileva la sostanza chimica in esame, il metodo di prova con
la membrana impermeabile non ¢ adatto per valutare la potenziale corrosivita di questa particolare sostanza chimica
e deve essere utilizzato un metodo di prova diverso. Il CDS e le condizioni di esposizione utilizzati per la prova di
compatibilita devono riprodurre 'esposizione subita nella successiva prova con la membrana impermeabile.
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Prova di categoria di scala temporale della sostanza chimica in esame

14. Se il metodo di prova lo consente, una sostanza chimica che ¢ risultata idonea alla prova di compatibilita pud essere
oggetto di una prova di categoria di scala temporale, ossia uno screening che consente di distinguere tra acidi o basi
deboli e forti. Ad esempio, nel metodo di prova di riferimento validato viene utilizzata una prova di classificazione di
scala temporale per stabilire quale delle due scale temporali dovrebbe essere utilizzata a seconda che venga rilevata
una riserva acida o una riserva alcalina significativa. Per determinare la corrosivita e la sottocategoria GHS dellONU
per la corrosivitd cutanea, si dovrebbero usare due diversi tempi di permeazione, in base alla riserva acida o alcalina
della sostanza chimica in esame.

COMPONENTI DEL METODO DI PROVA DELLA MEMBRANA IMPERMEABILE
Membrana impermeabile

15. La membrana impermeabile ¢ costituita da due elementi: un gel acquoso macromolecolare proteico e una membrana
di supporto permeabile. Il gel proteico dovrebbe essere impermeabile ai liquidi e ai solidi, ma puo essere corroso e
permeabilizzato. E opportuno conservare la membrana impermeabile pronta all'uso in condizioni prestabilite al fine
di evitare il deterioramento del gel, ad esempio per via dell’essiccazione, di una crescita microbica, dello spostamento
degli strati, dello screpolamento, che inficerebbero le sue prestazioni. Verra stabilito un periodo di conservazione
accettabile e le preparazioni di membrane impermeabili non saranno utilizzate dopo lo scadere di tale periodo.

16. La membrana di supporto permeabile garantisce un supporto meccanico al gel proteico durante il processo di
gelificazione e l'esposizione alla sostanza chimica in esame. La membrana di supporto dovrebbe impedire il cedi-
mento e lo spostamento del gel ed essere facilmente permeabile a tutte le sostanze chimiche in esame.

17. 1 gel proteico costituito da proteine (ad esempio cheratina, collagene, o miscele di proteine, che formano una matrice
di gel) funge da obiettivo per la sostanza chimica in esame. Il materiale proteico ¢ posto sulla superficie della
membrana di sostegno e, dopo la sua gelificazione, si colloca la membrana impermeabile sulla soluzione di indica-
tore. Il gel proteico dovrebbe essere di pari spessore e densita nel corso dell'intero processo, privo di bolle daria o
difetti che potrebbero comprometterne l'integrita funzionale.

Sistema di rilevamento chimico (CDS)

18. La soluzione d'indicatore, che ¢ la stessa soluzione utilizzata per la prova di compatibilita, dovrebbe reagire alla
presenza di una sostanza chimica in esame. Si puo impiegare un colorante o una combinazione di coloranti
indicatori di pH, ad esempio il rosso cresolo o il metilarancio, che cambia colore in presenza della sostanza chimica
in esame. 1 sistema di misurazione puo essere visivo o elettronico.

19. E opportuno valutare la pertinenza e laffidabilita dei sistemi di rilevamento messi a punto per individuare il
passaggio della sostanza chimica in esame attraverso la membrana impermeabile al fine di definire la gamma di
sostanze chimiche che possono essere rilevate e i limiti quantitativi di rilevamento.

ESECUZIONE DELLA PROVA
Assemblaggio dei componenti del metodo di prova

20. La membrana impermeabile ¢ posta in una fiala (o tubo) contenente la soluzione d'indicatore in modo che la
membrana di appoggio sia interamente a contatto con la soluzione d'indicatore e non si formino bolle d’aria.
Occorre accertarsi che l'integrita della membrana sia preservata.

Applicazione della sostanza chimica in esame

21. Una quantita adeguata della sostanza chimica in esame, ad esempio 500 pl di un liquido o 500 mg di un solido
finemente polverizzato (7), viene accuratamente depositata sulla superficie superiore della membrana impermeabile e
ripartita in modo uniforme. Per ciascuna sostanza chimica in esame e i controlli corrispondenti viene preparato un
numero di repliche adeguato, ad esempio quattro (7) (cfr. i paragrafi da 23 a 25). Si prende nota dell'ora in cui viene
applicata la sostanza chimica in esame alla membrana impermeabile. Per garantire la registrazione accurata dei
periodi brevi di corrosione, le applicazioni della sostanza chimica in esame nelle fiale sono scaglionate.
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Misurazione delle penetrazioni nella membrana impermeabile

22. Ogni fiala ¢ sottoposta a un monitoraggio adeguato, viene registrato il momento del primo cambiamento della
soluzione d'indicatore, vale a dire la penetrazione della barriera, e viene determinato il tempo trascorso tra l'ap-
plicazione e la penetrazione della membrana impermeabile.

Controlli

23. Nelle prove che prevedono l'utilizzo di un mezzo disperdente o di un solvente con la sostanza chimica di prova,
questi devono essere compatibili con il sistema della membrana impermeabile, ossia non devono intaccare I'integrita
di tale sistema né modificare la corrosivita della sostanza chimica in esame. Se del caso, il controllo con solvente (o
con il mezzo disperdente) dovrebbe essere testato in concomitanza per dimostrare la compatibilitd del solvente con il
sistema della barriera impermeabile.

24. E opportuno inoltre testare contemporaneamente alla sostanza chimica di prova una sostanza chimica di controllo
(corrosiva) la cui attivita di corrosione ¢ di grado medio, ad esempio 110 £ 15 mg di idrossido di sodio (sottoca-
tegoria di corrosivita 1B del sistema GHS dellONU) (7) al fine di valutare se le prestazioni del sistema sono
accettabili. Potrebbe essere utile includere un secondo controllo positivo della stessa classe chimica della sostanza
chimica in esame per valutare il potenziale di corrosivita relativo di una sostanza chimica in esame corrosiva. Occorre
selezionare controlli positivi di media corrosivita (sottocategoria 1B del sistema GHS delllONU) al fine di individuare i
cambiamenti del tempo di penetrazione eventualmente troppo lunghi o troppo brevi rispetto al valore di riferimento
stabilito, e che evidenziano pertanto un malfunzionamento del sistema di prova. A tal fine, le sostanze chimiche
estremamente corrosive (sottocategoria 1A del sistema GHS dellONU) o non corrosive sono di utilita limitata. Una
sostanza chimica corrosiva della sottocategoria 1B del sistema GHS dellONU consentirebbe di rilevare una durata di
permeazione troppo breve o troppo lunga. Una sostanza chimica poco corrosiva (sottocategoria 1C del sistema GHS
dellONU) potrebbe essere utilizzata come controllo positivo per misurare la capacita del metodo di prova di
distinguere sistematicamente le sostanze chimiche poco corrosive da quelle non corrosive. A prescindere dall’ap-
proccio utilizzato, occorre stabilire un intervallo accettabile di risposta dei controlli positivi sulla base dell'intervallo
storico delle durate di permeazione del o dei controlli positivi utilizzati, ad esempio la media di * 2-3 deviazioni
standard. In ogni studio, ¢ opportuno stabilire il tempo di permeazione esatto del controllo positivo in modo da
poter individuare le deviazioni che si situano al di fuori dell'intervallo accettabile.

25. Contemporaneamente alla sostanza chimica in esame occorre testare anche un controllo negativo (non corrosivo), ad
esempio acido citrico al 10 % e acido propionico al 6 % (7), per ottenere una misura di controllo di qualita
supplementare a dimostrazione dell'integrita funzionale della membrana impermeabile.

Criteri di accettabilitd dello studio

26. Secondo i parametri di tempo stabiliti per ciascuna sottocategoria di corrosivita (del sistema GHS delle Nazioni
Unite), il tempo (in minuti) trascorso tra l'applicazione di una sostanza chimica in esame sulla membrana imper-
meabile e la penetrazione della membrana ¢ utilizzata per prevedere la corrosivita della sostanza chimica in esame.
Affinché uno studio sia considerato accettabile, il controllo positivo concomitante dovrebbe dare il tempo di risposta
di penetrazione previsto (ad esempio 8-16 minuti di tempo permeazione per 'idrossido di sodio se utilizzato come
controllo positivo), il controllo negativo concomitante non dovrebbe essere corrosivo e il corrispondente controllo
con solvente (se presente) non dovrebbe essere corrosivo né alterare il potenziale di corrosivita della sostanza chimica
in esame. Prima di utilizzare sistematicamente un metodo conforme al presente metodo di prova, i laboratori sono
tenuti a dimostrare la loro competenza tecnica avvalendosi delle 12 sostanze raccomandate nella tabella 2. Per i
nuovi metodi «strutturalmente analoghi» sviluppati nellambito di questo metodo di prova che sono strutturalmente e
funzionalmente simili al metodo di riferimento validato (14), dovrebbero essere utilizzati gli standard di prestazione
predefiniti per dimostrare laffidabilita e 'accuratezza del nuovo metodo prima del suo utilizzo per le prove a fini
regolamentari (10).

Interpretazione dei risultati e classificazione di corrosivita della sostanza chimica in esame

27. 1l tempo (in minuti) trascorso tra 'applicazione della sostanza chimica in esame alla membrana impermeabile e la
penetrazione della membrana ¢ utilizzato per classificare la sostanza chimica in esame secondo le sottocategorie GHS
dellONUI (1) e, se del caso, secondo i gruppi di imballaggio delle Nazioni Unite (16). I valori di tempo limite di
ciascuna delle tre sottocategorie di corrosivita sono definiti per ciascun metodo di prova proposto. Le decisioni finali
sui tempi limite dovrebbero tenere conto dell'esigenza di minimizzare la sottoclassificazione del pericolo di corro-
sione (ad esempio, falsi negativi). Nella presente linea guida ¢ opportuno utilizzare i tempi limite del metodo
Corrositex® descritti nella tabella 3, in quanto si tratta dellunico metodo di prova che ad oggi rispetta gli orienta-
menti della linea guida (7).



26.9.2019 Gazzetta ufficiale dell'Unione europea L 247/153

Tabella 3

Modello predittivo Corrositex®

Tempo medio di permeazione (min.)

Sostanza chimica in esame di cate- Predizione UN GHS ()
Sostanza chimica in esame di categoria 1 (') (determi- oria 2 (?) (determinata dalla prova
nata dalla prova di categorizzazione del metodo) 80" . p
di categorizzazione del metodo)

0-3 min. 0-3 min. Corrosivo Sottocategoria 1A fa-
coltativa

>3 a 60 min. >3 a 30 min. Corrosivo Sottocategoria 1B fa-
coltativa

> 60 a 240 min. >30 a 60 min. Corrosivo Sottocategoria 1C fa-
coltativa

> 240 min. > 60 min. Sostanza chimica non corrosiva

(") Sostanze chimiche in esame con rapporto acidofalcalino elevato (6).
(%) Sostanze chimiche in esame con rapporto acidofalcalino ridotto (6).
(%) Le sottocategorie UN GHS 1A, 1B e 1C corrispondono ai gruppi di imballaggio I, I e III rispettivamente.

DATI E RELAZIONE
Dati

28. 1l tempo (in minuti) trascorso tra l'applicazione della sostanza in esame e la penetrazione della barriera per la
sostanza in esame e il o i controlli positivi devono essere riportati sotto forma di tabelle contenenti i risultati di
ciascuna replica e come media + di deviazione standard per ciascuna prova.

Relazione sull’esecuzione della prova

29. La relazione sull'esecuzione della prova deve comprendere le seguenti informazioni.

Sostanze chimiche in esame e sostanze di controllo:

— sostanza monocostituente: identificazione chimica, come denominazioni [IUPAC o CAS, numero CAS, codice
SMILES o InChl, formula strutturale, purezza, identita chimica delle impurezze se del caso e se le condizioni
pratiche lo consentono, ecc.;

— sostanza multicostituente, UVCB o miscela: caratterizzata, nella misura del possibile, attraverso l'identita chimica
(cfr. sopra), le proporzioni quantitative e le proprieta fisico-chimiche pertinenti dei costituenti;

— aspetto fisico, idrosolubilita e, se del caso, ulteriori proprieta fisico-chimiche pertinenti;

— origine, numero del lotto se disponibile;

— trattamento della sostanze chimica in esame[sostanza di controllo prima della prova, se applicabile (ad esempio,
riscaldamento, frantumazione);

— stabilita della sostanza chimica in esame, data limite di utilizzo, data della nuova analisi, se nota;

— condizioni di conservazione.
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Mezzo disperdente:

— identificazione, concentrazione (ove pertinente), volume utilizzato;

— motivazione della scelta del mezzo.

Modello della barriera impermeabile in vitro e protocollo utilizzati, ivi compresa la precisione e affidabilita dimostrate
Condizioni sperimentali:

— descrizione dell'apparecchiatura e delle procedure di preparazione utilizzate;
— fonte e composizione della membrana impermeabile in vitro utilizzata;

— composizione e proprieta della soluzione d'indicatore;

— metodo di rilevamento;

— quantita della sostanza chimica in esame e delle sostanze di controllo;

— numero di repliche;

— descrizione e giustificazione del test di categorizzazione della scala temporale;
— metodo di applicazione;

— tempi di osservazione.

— descrizione dei criteri di valutazione e classificazione impiegati;

— dimostrazione della competenza nell'esecuzione del metodo di prova prima del suo uso sistematico testando le
sostanze chimiche per la verifica della competenza tecnica.

Risultati:

— presentazione sotto forma di tabella dei dati grezzi individuali ottenuti da ciascun campione di prova e di
controllo per ogni replica;

— descrizioni di altri effetti osservati;

— classificazione ottenuta con riferimento al modello predittivofai criteri decisionali utilizzati.
Discussione dei risultati

Conclusioni
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Appendice

DEFINIZIONI

Accuratezza: grado di concordanza tra i risultati ottenuti con il metodo di prova e i valori di riferimento accettati.

Misura lefficienza del metodo di prova e costituisce un aspetto della pertinenza. Il termine € spesso utilizzato come
sinonimo di "concordanza" per indicare la percentuale di risultati corretti di un metodo di prova (9).

Sostanza chimica: una sostanza o una miscela.

Sistema di rilevamento chimico (CDS): sistema di misurazione visivo o elettronico che si avvale di una soluzione di
indicatore che reagisce alla presenza di una sostanza chimica in esame (ad esempio con la modifica di un colorante
indicatore di pH o di una combinazione di questi coloranti) che registra un cambiamento di colore in risposta alla
presenza della sostanza in esame o evidenzia altri tipi di reazioni chimiche o elettrochimiche.

Concordanza: misura dell’efficacia del metodo di prova per i metodi che forniscono un risultato ordinabile in categorie;
si tratta di un aspetto della pertinenza. 1l termine ¢ usato a volte come sinonimo di "accuratezza" ed ¢ definito come la
proporzione di tutte le sostanze chimiche in esame che sono correttamente classificate come positive o negative. La
concordanza dipende strettamente dalla prevalenza di risultati positivi in tutti i tipi di sostanze chimiche in esame (9).

Sistema globale armonizzato di classificazione ed etichettatura delle sostanze chimiche delle Nazioni Unite (GHS
dell’ONU): sistema di classificazione delle sostanze chimiche (sostanze e miscele) secondo tipi standardizzati e livelli di
rischio fisico, sanitario e ambientale, che elabora i relativi elementi di comunicazione, quali pittogrammi, avvertenze,
indicazioni di pericolo, consigli di precauzioni e schede informative di sicurezza, per trasmettere informazioni sugli effetti
avversi di dette sostanze a tutela delle persone (compresi datori di lavoro, lavoratori, trasportatori, consumatori e
personale di pronto intervento) e dellambiente (1).

TATA: Approcci integrati in materia di prove e valutazioni (Integrated Approaches to Testing and Assessment).

Miscela: una miscela o una soluzione composta di due o piit sostanze.

Sostanza monocostituente: sostanza, definita attraverso la sua composizione quantitativa, in cui un costituente prin-
cipale ¢ presente in percentuale pari ad almeno 1'80 % (p/p).

Sostanza multicostituente: sostanza, definita attraverso la sua composizione quantitativa, in cui pili costituenti principali
sono presenti in concentrazione > 10 % (p/p) e < 80 % (p/p). Una sostanza multicostituente ¢ il risultato di un processo
di fabbricazione. La differenza tra miscela e sostanza multicostituente € che una miscela & ottenuta attraverso la
miscelazione di due o pili sostanze senza che avvenga una reazione chimica. Una sostanza multicostituente ¢ il risultato
di una reazione chimica.

NC: Non corrosivo.

Standard di prestazione: standard, basati su un metodo di riferimento validato, che consentono di valutare la compa-
rabilita di un metodo proposto che ¢ simile sotto il profilo meccanicistico e funzionale. Detti standard comprendono: i)
gli elementi essenziali del metodo di prova; ii) un elenco minimo di sostanze chimiche di riferimento scelte tra le sostanze
utilizzate per dimostrare le prestazioni accettabili del metodo di prova validato; e iii) in funzione dei risultati ottenuti con
il metodo di riferimento validato, i livelli comparabili di affidabilita e accuratezza che il metodo proposto dovrebbe
ottenere quando viene valutato utilizzando I'elenco minimo di sostanze di riferimento (9).
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Pertinenza: descrizione del rapporto tra la prova e leffetto studiato; indica se la prova & significativa e utile per uno
scopo specifico. E il grado con cui la prova misura o prevede correttamente l'effetto biologico di interesse. La pertinenza
comprende una valutazione dell'accuratezza (concordanza) di una prova (9).

Affidabilita: misura in cui I'esecuzione di un metodo di prova puo essere riprodotta nel tempo all'interno dello stesso

laboratorio o da laboratori diversi seguendo il medesimo protocollo. E valutata calcolando la riproducibilita intra-labo-
ratorio e inter-laboratori (9).

Sensibilita: proporzione di tutte le sostanze chimiche positive[attive correttamente classificate dal metodo di prova.
Misura l'accuratezza di un metodo di prova che produce risultati ordinabili in categorie ed ¢ un elemento importante
per valutare la pertinenza di un metodo di prova (9).

Corrosione cutanea in vivo: il manifestarsi di lesioni irreversibili della pelle, vale a dire, necrosi visibile dell'epidermide e
del derma, a seguito dell'applicazione della sostanza chimica di prova per non pitt di quattro ore. Gli effetti tipici della
corrosione sono ulcere, sanguinamento, croste sanguinolente e, al termine di un periodo di osservazione di 14 giorni,
depigmentazione cutanea dovuta all'effetto sbiancante, chiazze di alopecia e cicatrici. Per valutare le lesioni dubbie
potrebbe essere necessario ricorrere a un esame istopatologico.

Specificita: proporzione di tutte le sostanze chimiche negative/inattive correttamente classificate dal metodo di prova.
Misura l'accuratezza di un metodo di prova che produce risultati ordinabili in categorie ed ¢ un elemento importante per
valutare la pertinenza di un metodo di prova (9).

Sostanza: un elemento chimico e i suoi composti, allo stato naturale od ottenuti per mezzo di un procedimento di
fabbricazione, compresi gli additivi necessari a mantenerne la stabilita e le impurezze derivanti dal procedimento
utilizzato, ma esclusi i solventi che possono essere separati senza compromettere la stabilita della sostanza o modificarne
la composizione.

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela testata applicando il presente metodo di prova.

UVCB: sostanze di composizione sconosciuta o variabile, prodotti di una reazione complessa o materiali biologici.
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B.66 SAGGI DI TRANSATTIVAZIONE IN VITRO TRAMITE TRASFEZIONE STABILE PER LINDIVIDUAZIONE DI
SOSTANZE AGONISTE E ANTAGONISTE DEI RECETTORI ESTROGENICI

INTRODUZIONE GENERALE
Linea guida dellOCSE per i metodi di prova basata su standard di prestazione

1. 1l presente metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida n. 455 (2016) dellOCSE. La linea guida n. 455 ¢ basata su
standard di performance (PBTG) che descrive la metodologia della transattivazione in vitro tramite trasfezione stabile
per lindividuazione delle sostanze agoniste e antagoniste dei recettori estrogenici. Comprende una serie di metodi di
prova strutturalmente e funzionalmente simili per l'individuazione degli agonisti e degli antagonisti dei recettori
estrogenici (ERa e/o ERf) e dovrebbe agevolare lo sviluppo di nuovi metodi di prova simili o modificati, confor-
memente ai principi di validazione stabiliti nel documento di orientamento dellOCSE intitolato «OECD Guidance
Document on the Validation and International Acceptance of New or Updated Test Methods for Hazard Assessment» (1). 1
seguenti metodi di prova di riferimento pienamente validati (appendice 2 e appendice 3) costituiscono la base per la
presente linea guida:

— il metodo di TA tramite trasfezione stabile (STTA) (2) che utilizza la linea cellulare (h) ERa-HeLa-9903; e

— il metodo di VM7Luc ER TA (3) che utilizza la linea cellulare VM7Lu4E2 ('), che esprime prevalentemente hERa
e, parzialmente, hERBB(4)(5).

Sono disponibili standard di prestazione (6) (7) per facilitare l'elaborazione e la validazione di metodi di prova simili
finalizzati al medesimo endpoint di sicurezza e per consentire di aggiornare tempestivamente la PBTG 455 inte-
grandola con nuovi protocolli simili. Cio pud avvenire, tuttavia, solo dopo che 'OCSE abbia esaminato e approvato
tali nuovi protocolli, dichiarando che rispettano gli standard di prestazione. Qualsiasi metodo di prova incluso nella
linea guida TG 455 puo essere scelto e applicato ai fini della conformita con i requisiti nazionali in materia di prove
di transattivazione dei recettori estrogenici (ER TA) nel quadro del sistema dellOCSE di reciproca accettazione dei
dati.

Contesto e principi relativi ai metodi di prova inclusi nella presente linea guida

2. Nel 1998 I'OCSE ha avviato lavori a carattere altamente prioritario destinati a rivedere le linee guida esistenti e a
elaborarne di nuove per lo screening e la sperimentazione relativi alle sostanze chimiche ritenute potenziali inter-
ferenti endocrini. Nel 2012 ¢ stato rivisto il quadro concettuale dellOCSE per la sperimentazione e la valutazione
delle sostanze chimiche potenzialmente capaci di alterare il sistema endocrino. Le versioni originali e riviste del
presente quadro concettuale figurano come allegati nel documento di orientamento dellOCSE sulle linee guida
standardizzate per le prove di valutazione delle sostanze chimiche che alterano il sistema endocrino (8). Il quadro
concettuale comprende cinque livelli, ciascuno dei quali corrisponde a un diverso livello di complessita biologica. Le
prove di ER TA descritte nella presente line guida corrispondono al livello 2, che comprende «saggi in vitro che
forniscono dati su determinati meccanismi/vie di attivazione endocrina». La presente linea guida concerne i metodi di prova
in vitro di transattivazione (TA) intesi a individuare gli agonisti e gli antagonisti dei recettori estrogenici.

3. Linterazione degli estrogeni con gli ER puo influenzare la trascrizione dei geni regolati dagli estrogeni, il che puo
portare all'induzione o all'inibizione di processi cellulari, compresi i meccanismi necessari alla proliferazione cellulare,
allo sviluppo fetale normale e alla funzione riproduttiva (9) (10) (11). La perturbazione dei sistemi estrogenici
normali puo potenzialmente indurre effetti nocivi sul normale sviluppo (ontogenesi), sulla salute riproduttiva e
sull'integrita del sistema riproduttivo.

4. I metodi di prova TA in vitro sono basati sull'interazione diretta o indiretta tra le sostanze e uno specifico recettore
che regola la trascrizione del prodotto di un gene reporter. Essi sono stati ampiamente utilizzati per valutare
Iespressione genica regolata da recettori nucleari specifici, quali gli ER (12) (13) (14) (15) (16). Sono stati proposti
per individuare | transattivazione estrogenica regolata da ER (17) (18) (19). Esistono almeno due principali sottotipi
di ER nucleari - designati a e p - che sono codificati da geni distinti. Le proteine corrispondenti presentano funzioni
biologiche differenti, cosi come diverse distribuzioni tessutali e affinita di legame con i ligandi (20) (21) (22) (23) (24)
(25) (26). Gli ERa nucleari sono i mediatori della risposta estrogenica classica (27) (28) (29) (30); pertanto la maggior
parte dei modelli attualmente in fase di sviluppo per misurare l'attivazione o l'inibizione degli ER sono specifici per
IERa. I metodi di prova servono ad individuare le sostanze chimiche che attivano (o inibiscono) gli ER mediante
legame del ligando con il recettore; il complesso recettore-ligando si lega successivamente a specifici elementi di

(") Prima del giugno 2016 questa linea cellulare era nominata BG1Luc. Le cellule BG-1 sono state originariamente descritte da Geisinger et
al. (1998) (35) e ulteriormente caratterizzate dai ricercatori del National Institute of Environmental Health Sciences (NIEHS) (36).
Relativamente di recente ¢ emerso che esistono due diverse varianti delle cellule BG-1 utilizzate dai ricercatori: BG-1 Fr e BG-1
NIEHS. Un'analisi approfondita, che includeva test sul DNA, di queste due varianti di linee cellulari BG-1, effettuata da Li et al. (2014)
(37), ha dimostrato che BG-1 Fr era unica e che BG-1 NIEHS, ossia la linea cellulare originaria utilizzata per sviluppare la prova, non
era la linea cellulare BG1 del carcinoma ovarico di origine umana, bensi una variante della linea cellulare MCF7 del cancro al seno di
origine umana. La linea cellulare utilizzata nel metodo di prova, inizialmente indicata come BG1Lu4E2 (38), sara ora designata
VM7Lu4E2 (V> = variante; «M7» = cellule MCF7). Analogamente, la prova verra ora designata VM7Luc ER TA. Sebbene cambi
T'origine della linea cellulare su cui si basa la prova, cid non pregiudica gli studi di validazione pubblicati né l'utilita e I'applicazione
della presente prova a fini di screening delle sostanze chimiche estrogeniche/anti-estrogeniche.
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risposta del DNA e transattiva un gene reporter, inducendo l'aumento dell'espressione cellulare di un marcatore
proteico. Questi metodi di prova si basano su diverse risposte dei geni reporter. Nei sistemi basati sulla luciferasi,
lenzima luciferasi trasforma il suo substrato - la luciferina - in un prodotto bioluminescenti che puo essere misurato
quantitativamente con un luminometro. Tra gli altri esempi di marcatori/reporter comuni figurano la proteina
fluorescente e il gene LacZ che codifica la p-galattosidasi, un enzima che puo trasformare il substrato incolore X-
gal (5-bromo-4-cloro-indolil-galattopiranoside) in un prodotto blu che puo essere quantificato mediante spettrofo-
tometro. Tali marcatori possono essere valutati in modo rapido e poco costoso grazie ai kit di analisi disponibili in
commercio.

5. Gli studi di validazione dei metodi di STTA e VM7Luc TA hanno dimostrato la loro pertinenza e affidabilita per i fini
previsti (3)(4)(5)(30). Gli standard di prestazione per i metodi di ER TA basati sulla luminescenza che utilizzano linee
cellulari di ghiandole mammarie sono riportati nella relazione dellICCVAM sulla valutazione del metodo di prova
LUMI-CELL® ER (VM7Luc ER TA): An In Vitro Assay for Identifying Human Estrogen Receptor Agonist and Antagonist
Activity of Chemicals (3). Questi standard di prestazione sono stati modificati per renderli applicabili sia al metodo di
STTA sia al metodo VM7Luc TA (2).

6. Le definizioni e le abbreviazioni utilizzate nel presente metodo di prova figurano nell'appendice 1.

Portata e limiti dei metodi di prova di transattivazione

7. 1 presenti metodi di prova sono proposti a fini di screening e di definizione delle priorita, ma possono fornire anche
informazioni sui meccanismi d’azione che possono rivelarsi utili nel quadro di un approccio basato sulla forza
probante dei dati. Si basano sulla transattivazione (TA) indotta dall'instaurazione di un legame chimico con gli ER in
un sistema in vitro. Pertanto non € opportuno che i risultati ottenuti siano direttamente estrapolati e trasposti ai
complessi meccanismi di segnalazione e regolazione che caratterizzano un sistema endocrino intatto in vivo.

8. La TA mediata dagli ER ¢ considerato uno dei meccanismi chiave di perturbazione endocrina, benché esistano altri
meccanismi che possono indurre il medesimo effetto, tra i quali: i) le interazioni con altri recettori e sistemi
enzimatici del sistema endocrino; ii) la sintesi ormonale; iii) l'attivazione efo l'inattivazione metabolica degli ormoni;
iv) la distribuzione ormonale nei tessuti bersaglio; e v) l'eliminazione degli ormoni dall'organismo. Nessuno dei
metodi di prova oggetto della presente PBTG si basa sulle descritte modalita di azione.

9. 1l presente metodo di prova concerne la capacita delle sostanze chimiche di attivare (attivita agonista) e anche di
inibire (attivita antagonista) la trascrizione regolata dagli ER. Alcune sostanze chimiche possono, a seconda del tipo
cellulare utilizzato, presentare attivita sia agonista sia antagonista, e sono note come «modulatori selettivi dei recettori
estrogenici» (SERM). Si potrebbero considerare di sottoporre le sostanze chimiche che danno una risposta negativa
con questi metodi di prova a prove di legame agli ER prima di concludere che tali sostanze in esame non si legano al
recettore. Inoltre, il metodo di prova fornisce solo un indicatore probabile dell’attivita della molecola madre, tenendo
conto delle capacita metaboliche limitate dei sistemi cellulari in vitro. Considerando che la validazione ha avuto per
oggetto solo sostanze singole, non esiste alcuna informazione circa l'applicabilita della prova alle miscele. Ad ogni
modo, il metodo di prova ¢ in ogni caso teoricamente applicabile alle prove sulle sostanze multicostituente, sulle
UVCB e sulle miscele. Prima di applicare il presente metodo di prova a una sostanza multicostituente, un UVCB o
una miscela per generare dati ai fini regolamentari previsti, si deve considerare se, e in caso affermativo, perché, esso
possa fornire risultati adeguati a tale scopo. Tali considerazioni non sono necessarie laddove esista una disposizione
normativa che obblighi a sottoporre a prova la miscela.

10. A fini di informazione, la tabella 1 fornisce i risultati delle prove agoniste delle 34 sostanze testate con entrambi i
metodi di prova di riferimento pienamente validati descritti nel presente metodo di prova. Di queste sostanze, 26
sono definitivamente classificate come agoniste degli ER e 8 come negativi in base a relazioni pubblicate, comprese le
prove in vitro di legame agli ER e di TA efo le prove uterotrofiche (2)(3)(18)(31)(32)(33)(34). La tabella 2 fornisce i
risultati delle prove antagoniste delle 15 sostanze testate con entrambi i metodi di prova di riferimento pienamente
validati descritti nel presente metodo di prova. Di queste sostanze, 4 sono definitivamente/presumibilmente classi-
ficate come antagoniste degli ER e 10 come negative in base alle relazioni pubblicate, comprese le prove in vitro di
legame agli ER e di TA (2)(3)(18)(31). Con riferimento ai dati sintetizzati nelle tabelle 1 e 2, i due metodi di prova di
riferimento sono giunti ad una conclusione identica circa la classificazione di tutte le sostanze, tranne una (Mifepri-
stone) per la prova antagonista, e ciascuna sostanza ¢ stata correttamente classificata come agonistajantagonista degli
ER o come negativa. Ulteriori informazioni su questo gruppo di sostanze chimiche cosi come sulle sostanze
aggiuntive testate nei metodi di STTA e VM7Luc ER TA nel quadro degli studi di validazione sono fornite negli
standard di prestazione per la prova di ER TA (6)(7), appendice 2 (tabelle 1, 2 e 3).
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COMPONENTI DEL METODO DI PROVA ER TA

Componenti essenziali del metodo di prova

11. La presente linea guida si applica ai metodi che utilizzano un recettore ERa trasfettato in modo stabile o endogeno e
un costrutto con gene reporter trasfettato in modo stabile e regolato da uno o pitt componenti di risposta agli
estrogeni; altri recettori, quali ERP, possono tuttavia essere presenti. I seguenti elementi sono essenziali ai fini del
metodo di prova.

Controlli

12. Sono descritte le ragioni che hanno portato a proporre gli standard di riferimento per la prova agonista e per la
prova antagonista. I controlli inclusi simultaneamente nella prova (negativo, con solvente e positivo), come oppor-
tuno, servono ad indicare che il metodo di prova funziona alle condizioni sperimentali e forniscono gli elementi
di comparazione tra esperimenti; essi rientrano generalmente tra i criteri di accettabilitd di un determinato esperi-
mento (1).

Procedure standard di controllo della qualita

13. Le procedure standard di controllo della qualita vanno eseguite come descritto per ciascun protocollo al fine di
garantire che la linea cellulare rimanga stabile durante i molteplici passaggi, rimanga esente da micoplasma (ossia
priva di contaminazione batterica) e conservi la capacita di fornire le risposte mediate dagli ER nel tempo. Le linee
cellulari devono essere ulteriormente controllate per verificarne I'identita esatta e la presenza di altri contaminanti (ad
esempio funghi, lieviti e virus).

Dimostrazione della competenza del laboratorio

14. Prima di testare sostanze chimiche sconosciute con uno qualsiasi dei metodi previsti dalla presente linea guida,
ciascun laboratorio deve dimostrare la propria competenza ad eseguire il metodo di prova. Per dimostrare la
competenza, ciascun laboratorio deve sottoporre a prova le 14 sostanze di prova a fini di competenza elencate
nella tabella 3 per il saggio agonista e le 10 sostanze di prova a fini di competenza elencate nella tabella 4 per il
saggio antagonista. La dimostrazione della competenza permette inoltre di confermare la reattivita del sistema di
prova. L'elenco delle sostanze da utilizzare per stabilire la competenza ¢ un sottoinsieme delle sostanze di riferimento
fornite negli standard di prestazione per i metodi di prova ER TA (6). Tali sostanze sono disponibili sul mercato,
rappresentano le classi di sostanze chimiche comunemente associate all'attivitd agonista o antagonista degli ER,
presentano una gamma di attivita corrispondente alle affinita attese per gli agonistifantagonisti degli ER (da debole
a forte) e includono le sostanze negative. Le sostanze di prove a fini di competenza devono essere testate almeno due
volte, in giorni diversi. La competenza ¢ dimostrata quando ciascuna sostanza testata ai fini della competenza ¢
classificata correttamente (risposta positiva/negativa). La prova ai fini della competenza ¢ ripetuta da ciascun tecnico
nell'ambito della formazione al presente metodo di prova. A seconda del tipo di cellula, alcune di queste sostanze di
prova a fini di competenza possono comportarsi come SERM e presentare un‘attivita al tempo stesso agonista e
antagonista. Tuttavia, nelle tabelle 3 e 4 le sostanze di prova a fini di competenza sono classificate in base alla loro
attivita conosciuta come prevalente, che sara utilizzata per la valutazione della competenza a eseguire il metodo di
prova.

15. Per dimostrare la competenza e a fini di controllo qualitativo ciascun laboratorio costruisce banche di dati storici
agonisti e antagonisti con i dati dello standard di riferimento (ossia, 17f-estradiolo e tamoxifene), delle sostanze di
controllo positive e negative e del controllo con solvente (ad es. DMSO). Inizialmente, la base di dati ¢ generata a
partire da almeno 10 prove agoniste indipendenti (ad es. 17f-estradiolo) e 10 prove antagoniste indipendenti (ad es.
tamoxifene). Occorrera aggiungervi i risultati di ulteriori analisi condotte su tali standard di riferimento e controlli
con solvente in modo da ampliare la base di dati al fine di garantirne la coerenza e le prestazioni del biosaggio da
parte del laboratorio nel corso del tempo.
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Criteri di accettabilita della batteria di prove

16. Laccettazione o il rigetto di una batteria di prove si basa sulla valutazione dei risultati ottenuti per gli standard di
riferimento e i controlli utilizzati per ciascun esperimento. [ valori di PCs, (ECs) o ICs, per gli standard norme di
riferimento devono soddisfare i criteri di accettabilita previsti per il metodo di prova selezionato (per il saggio STTA
cfr. Tappendice 2, per il saggio VM7Luc ER TA cfr. 'appendice 3) e tutti i controlli positivijnegativi devono essere
classificati in modo corretto per ciascun esperimento accettato. Un laboratorio dimostra la propria capacita di
condurre un metodo di prova in modo omogeneo grazie alla creazione e al mantenimento di una banca di dati
storici per gli standard di riferimento e per i controlli (cfr. il paragrafo 15). Le deviazioni standard (SD) o i coefficienti
di variazione (CV) delle medie dei parametri di approssimazione delle curve degli standard di riferimento ottenuti
dopo prove multiple possono essere utilizzati come misura di riproducibilita intra-laboratorio. Inoltre, devono essere
rispettati i seguenti principi relativi ai criteri di accettabilita:

— 1 dati dovrebbero essere sufficienti per valutare in modo quantitativo il tasso di attivazione (per la prova sugli
agonisti) o di inibizione (per la prova sugli antagonisti) (efficacia e potenza).

— Lattivita media del marcatore ottenuto con la concentrazione di riferimento della sostanza estrogenica di
riferimento ¢ pari o superiore alla risposta minima specificata nei metodi di prova, con riferimento alla risposta
del controllo con mezzo disperdente (con solvente) al fine di garantire un’adeguata sensibilita. Nel caso dei
metodi di STTA e di TA ER VM7Luc, tali risultati corrispondono a quattro volte la risposta media del controllo
con mezzo disperdente per ciascuna piastra.

— Le concentrazioni testate devono rimanere inferiori al limite di solubilita delle sostanze chimiche in esame e non
presentare citotossicita.

Analisi dei dati

17. Per classificare una risposta come positiva o negativa, si applica la procedura di interpretazione dei dati definita per
ciascun metodi di prova.

18. 1l rispetto dei criteri di accettabilita (paragrafo 16) comprova che la prova funziona correttamente, ma non garantisce
che qualsiasi prova produrra dati accurati. Replicare i risultati della prima prova ¢ la migliore indicazione che sono
stati generati dati accurati. Se due batterie di prove danno risultati riproducibili (ad esempio, se entrambe concludono
che una sostanza chimica € positiva), non ¢ necessario effettuarne una terza.

19. due batterie di prove non forniscono risultati riproducibili (ad esempio, una sostanza chimica in esame ¢ positiva in
una e negativa nell'altra), o se & richiesto un maggiore grado di certezza per questo metodo di prova, dovrebbero
essere condotte almeno tre batterie di prove indipendenti. In questo caso la classificazione si basa sui due risultati
concordanti dei tre risultati ottenuti.

Criteri generali di interpretazione dei dati

20. Attualmente non esiste alcun metodo universalmente concordato per l'interpretazione dei dati di una prova ER TA.
Tuttavia, la valutazione qualitativa (ad es. positivo/negativo) efo quantitativa (ad es. ECsy, PCs, ICs(), dell’attivita
mediata dagli hrER deve fondarsi su dati empirici e giudizi scientificamente validi. Se possibile, i risultati positivi
devono essere caratterizzati sia dall'entita dell’effetto indotto rispetto al controllo con mezzo disperdente (solvente) o
all'estrogeno di riferimento sia dalla concentrazione alla quale si produce leffetto (ad es. EC5q, PCs4, RPCypyy ICsq,
ecc.).

Relazione sull’esecuzione della prova

21. La relazione sull'esecuzione della prova deve includere le informazioni seguenti:
Metodo di prova:
— metodo di prova utilizzato;
— controlli/standard di riferimento/sostanza chimica in esame;

— origine, numero di lotto, data limite d’uso, se disponibili;
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— stabilita della sostanza chimica in esame, se nota;

— solubilita e stabilitd della sostanza chimica in esame nel solvente, se note;

— misurazione del pH, dellosmolalita e del precipitato nel terreno di coltura a cui ¢ stata aggiunta la sostanza
chimica in esame, se del caso.

Sostanza monocostituente

— aspetto fisico, idrosolubilita e ulteriori proprieta fisico-chimiche pertinenti;

— dati di identificazione chimica: denominazioni IUPAC o CAS, numero CAS, codice SMILES o InChl, formula
strutturale, identita chimica o impurezze, se del caso e se le condizioni pratiche lo consentono, ecc.

Sostanza multicostituente, UVCB e miscele

— caratterizzazione, per quanto possibile, mediante lidentita chimica dei costituenti (vedi sopra), loro presenza
quantitativa e loro proprieta fisico-chimiche pertinenti.

Solvente/mezzo disperdente

— Caratterizzazione (natura, fornitore e lotto);

— motivazione della scelta del solvente/mezzo disperdente;

— solubilita e stabilitd della sostanza in esame nel solvente/mezzo disperdente, se note.

Cellule

— tipo e origine delle cellule;

* L’ER ¢ espresso in modo endogeno? In caso contrario, quale o quali recettori sono stati trasfettati?

o costrutto o costrutti di geni reporter utilizzati (comprese le specie di origine);

* metodo di trasfezione;

* metodo di selezione applicato per mantenere stabile una trasfezione(se del caso);

¢ il metodo di trasfezione permette di ottenere linee stabili?

— numero di passaggi in coltura delle cellule (dopo scongelamento);

— numero di passaggi in coltura delle cellule al momento dello scongelamento;

— metodi usati per la conservazione delle colture cellulari.
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Condizioni sperimentali

— limiti di solubilita;

— descrizione dei metodi di valutazione della vitalita applicati;

— composizione dei terreni di coltura, concentrazione di CO,;

— concentrazione della sostanza chimica in esame;

— volume del mezzo disperdente e della sostanza chimica in esame aggiunto;

— temperatura di incubazione e umidita;

— durata del trattamento;

— densita cellulare all'inizio e durante il trattamento;

— standard di riferimento positivi e negativi;

— reagenti reporter (nome del prodotto, fornitore e lotto);

— criteri in base ai quali i risultati delle prove sono considerati positivi, negativi o equivoci.

Verifica dell'accettabilita:

— moltiplicazione dell'induzione in ciascuna piastra di prova e confronto con il minimo richiesto per il metodo di
prova in base ai dati storici dei controlli;

— valori reali per i criteri di accettabilita, ad es. log;oECsq, log;oPCs, logICs, e pendenza di Hill per i controlli
positivi e standard di riferimento simultaneamente inclusi nella prova.

Risultati

— dati grezzi e normalizzati;

— livello di induzione massimo;

— dati relativi alla citotossicita;

— se esiste, la piltt bassa concentrazione efficace (LEC);

— valori RPCyg,y, PCypaxe PCsq, IC5q e/o ECsq, come opportuno;

— relazione concentrazione-risposta, se possibile;
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— eventuali analisi statistiche, assieme alla misura dell’errore e della confidenza (ad es. SEM, SD, CV o 95 % IC) e
descrizione di come tali dati sono stati ottenuti.

Discussione dei risultati

Conclusione
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Appendice 1

DEFINIZIONI E ABBREVIAZIONI

Criteri di accettabilita: requisiti minimi di prestazione relativi ai controlli sperimentali e agli standard di riferimento.
Tutti i criteri di accettabilita devono essere soddisfatti affinché un metodo di prova sia considerato valido.

Accuratezza (concordanza): grado di concordanza tra i risultati ottenuti con il metodo di prova e i valori di riferimento
accettati. Misura l'efficienza del metodo di prova e costituisce un aspetto della pertinenza. Il termine & spesso utilizzato
come sinonimo di "concordanza", per indicare la proporzione di risultati corretti di un metodo di prova (1).

Agonista: sostanza che provoca una risposta, ad esempio una trascrizione, quando si lega a un recettore specifico.

Antagonista: tipo di ligando di un recettore o tipo di sostanza chimica che non provoca, di per sé, una risposta biologica
quando si lega a un recettore, ma blocca o attenua la risposta mediata dagli agonisti.

Attivita antiestrogenica: capacita di una sostanza chimica di inibire I'azione del 17p-estradiolo mediata dai recettori
estrogenici.

Morfologia cellulare: forma e aspetto delle cellule coltivate in monostrato in un unico pozzetto di una piastra di coltura
tessutale. Le cellule che stanno per morire presentano spesso una morfologia anomala.

CF: quadro concettuale dellOCSE per la sperimentazione e la valutazione degli interferenti endocrini.

Trattamento al carbone-destrano: trattamento del siero usato per la coltura cellulare. Spesso denominato stripping,
questo trattamento con carbone rivestito di destrano permette di eliminare gli ormoni endogeni e le proteine che legano
gli ormoni.

Sostanza chimica: una sostanza o una miscela.

Citotossicita: effetti nocivi per la struttura o le funzioni della cellula che possono finire per provocare la morte cellulare e
che possono manifestarsi mediante una riduzione del numero di cellule presenti nel pozzetto alla fine del periodo di
esposizione o una riduzione della capacita di misurare una funzione cellulare rispetto al concomitante controllo con
mezzo disperdente.

CV: coefficiente di variazione.

DCC-FBS: (Dextran-coated charcoal treated fetal bovine serum) siero bovino fetale trattato al carbone rivestito di destrano.

DMEM: (Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium) mezzo di Eagle modificato da Dulbecco.

DMSO: dimetilsolfossido

E2: 17-estradiolo

ECsy concentrazione efficace di una sostanza chimica in esame che produce un effetto pari alla meta delleffetto
massimo.

ED: (Endocrine disruption) interferenza con il sistema endocrino.
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hERa: recettore estrogenico alfa umano

hERR: recettore estrogenico beta umano

EFM: terreno di coltura privo di estrogeni. Si tratta del mezzo di Eagle modificato da Dulbecco (DMEM) integrato da
4,5 % di FBS trattato con carbone-destrano, 1,9 % di L-glutammina e 0,9 % di Pen-Strep.

ER: recettore estrogenico

ERE: elemento di risposta agli estrogeni

Attivita estrogenica: capacita di una sostanza chimica di riprodurre la capacita del 17f-estradiolo di legarsi ai recettori
estrogenici e di attivarli. Lattivita estrogenica mediata dallhERa puo essere individuata mediante il presente metodo di
prova.

ERTA: transattivazione dei recettori estrogenici

FBS: siero fetale bovino

HeLa: Linea cellulare immortalizzata derivata da cellule umane prelevate da cervice uterina

HeLa9903: subclone della linea cellulare Hela trasfettato in modo stabile con un hERaa e un gene reporter della
luciferasi

IC;q: concentrazione efficace di una sostanza chimica in esame che induce la meta dell'effetto massimo di inibizione.

ICCVAM: Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (comitato di coordinamento intera-
genzie per la validazione di metodi alternativi).

Riproducibilita inter-laboratori: espressione della misura in cui laboratori qualificati diversi possano ottenere, seguendo
lo stesso protocollo e testando le stesse sostanze di prova, risultati simili in termini qualitativi e quantitativi. La
riproducibilitad inter-laboratori ¢ determinata nel corso dei processi di pre-validazione e validazione e indica la misura
in cui un metodo di prova puo essere trasferito con successo tra laboratori; € detta anche riproducibilita tra laboratori (1).

Riproducibilita intra-laboratorio: espressione della misura in cui membri diversi del personale qualificato all'interno del
medesimo laboratorio riescono a ottenere risultati simili da una prova effettuata seguendo un protocollo specifico in
momenti diversi; & detta anche "riproducibilita all'interno dello stesso laboratorio” (1).

LEC: la concentrazione minima della sostanza chimica in esame che produce una risposta (ossia la pilt bassa concen-
trazione della sostanza chimica in esame alla quale I'incremento dell’effetto indotto ¢ statisticamente diverso da quello del
concomitante controllo con mezzo disperdente).

Test strutturalmente analoghi: espressione che indica un metodo di prova strutturalmente e funzionalmente analogo a

N

un metodo di prova di riferimento validato e accettato. E sinonimo di "metodo di prova simile".

MT: metallotioneina
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MMTV: (Mouse Mammary Tumor Virus) virus del tumore mammario dei topi

OHT: 4-idrossitamoxifene

PBTG: (Performance-Based Test Guideline) Linea guida basata su standard di prestazione

PC (controllo positivo): sostanza fortemente attiva, di preferenza il 17f-estradiolo, inclusa in tutte le prove per
contribuire a garantire il corretto funzionamento del metodo di prova.

PC,: la concentrazione di una sostanza chimica in esame alla quale l'attivita misurata nel corso di un metodo di prova &
pari al 10 % dellattivita massima indotta dal controllo positivo (E2 a 1 nM per il metodo di STTA) in ciascuna piastra.

PCsq: la concentrazione di una sostanza chimica in esame alla quale attivita misurata nel corso di un metodo di prova ¢
pari al 50 % dell'attivita massima indotta dal controllo positivo (E2 alla concentrazione di riferimento specificata nel
metodo di prova) in ciascuna piastra.

PCy.x: la concentrazione di una sostanza chimica in esame che induce I'RPCy,,

Standard di prestazione: standard, basati su un metodo di prova validato, che consentono di valutare la comparabilita di
un metodo di prova proposto che ¢ simile sotto il profilo strutturale e funzionale. Comprendono: 1) gli elementi
essenziali del metodo di prova; 2) un elenco minimo di sostanze chimiche di riferimento scelte tra le sostanze utilizzate
per dimostrare le prestazioni accettabili del metodo di prova validato; e 3) in funzione dei risultati ottenuti con il metodo
di prova validato, i livelli comparabili di accuratezza e affidabilita che il metodo proposto dovrebbe ottenere quando viene
valutato utilizzando l'elenco minimo di sostanze chimiche di riferimento (1).

Sostanze di prova ai fini di competenza: sottoinsieme delle sostanze di riferimento incluse negli standard di pre-
stazione che possono essere utilizzate da un laboratorio per dimostrare la sua competenza tecnica ad effettuare un
metodo di prova standardizzato. In generale, i criteri di selezione per tali sostanze includono la rappresentativita di tutta
la gamma delle risposte, la loro disponibilita sul mercato e l'esistenza di dati di riferimento di elevata qualita a loro
corredo.

Competenza: la capacita di eseguire correttamente un metodo di prova, dimostrata prima di testare sostanze sconosciute.

Sostanza estrogenica di riferimento (controllo positivo, PC): 17f-estradiolo (E2, CAS 50-28-2).

Standard di riferimento: sostanza di riferimento usata per dimostrare 'adeguatezza di un metodo di prova. Il 17f-
estradiolo ¢ lo standard di riferimento per i metodi di STTA e VM7Luc ER TA.

Metodi di prova di riferimento: i metodi su cui si basa la linea guida PBTG 455.

Pertinenza: descrizione del rapporto tra la prova e leffetto studiato; indica se la prova ¢ significativa e utile per uno
scopo specifico. E il grado con cui la prova misura o prevede correttamente leffetto biologico di interesse. La pertinenza
comprende una valutazione dell'accuratezza (concordanza) di una prova (1).
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Affidabilitd: misura in cui I'esecuzione di un metodo di prova puo essere riprodotta nel tempo all'interno dello stesso
laboratorio o da laboratori diversi seguendo il medesimo protocollo. E valutata calcolando la riproducibilita intra-labo-
ratorio e inter-laboratori.

RLU: unita relative di luce

RNA: acido ribonucleico

RPCy,: livello massimo di risposta indotto da una sostanza chimica in esame, espresso in percentuale della risposta
indotta da 1 nM di E2 sulla stessa piastra

RPMI: terreno di coltura RPMI 1 640 integrato da 0,9 % di Pen-Strep e 8,0 % di siero fetale bovino (FBS)

Batteria di prove: singolo esperimento che valuta l'azione della sostanza chimica sull’aspetto biologico del metodo di
prova. Ciascuna batteria di prove consiste in un esperimento completo eseguito su pozzetti in replicato, contempora-
neamente e con cellule che provengono dalla medesima riserva di cellule.

Batteria di prove indipendente: esperimento distinto e indipendente che valuta I'azione della sostanza chimica sul-
l'aspetto biologico del metodo di prova, utilizzando cellule provenienti da una diversa riserva di cellule, sostanze chimiche
diluite di recente, ed eseguito in giorni diversi oppure lo stesso giorno ma da personale diverso.

SD: deviazione standard

Sensibilita: proporzione di tutte le sostanze positive/attive correttamente classificate dal metodo di prova. Misura
laccuratezza di un metodo di prova che produce risultati ordinabili in categorie ed € un elemento importante da prendere
in considerazione nel valutare la pertinenza di un metodo di prova (1).

Specificita: proporzione di tutte le sostanze negativefinattive correttamente classificate dal metodo di prova. Misura
l'accuratezza di un metodo di prova che produce risultati ordinabili in categorie ed ¢ un elemento importante da prendere
in considerazione nel valutare la pertinenza di un metodo di prova (1).

Trasfezione stabile: processo che consiste nel trasfettare DNA nelle cellule di coltura in modo tale che esso sia
stabilmente integrato nel loro genoma, il che permette 'espressione stabile di geni trasfettati. Cloni di cellule trasfettate
stabilmente sono quindi selezionati con marcatori stabili (ad esempio in funzione della loro resistenza al G418).

Saggio di STTA: Stably Transfected Transactivation Assay, il saggio di transattivazione degli ERa basato sulla linea cellulare
HeLa 9 903.

Studio: lintera gamma di lavori sperimentali eseguiti per valutare un'unica sostanza specifica mediante un metodo di
prova specifico. Uno studio comprende tutte le fasi, incluse le prove di diluizione della sostanza chimica in esame nel
mezzo di prova, la batteria di prove preliminari volte a determinare l'intervallo delle concentrazioni, tutte le necessarie
batterie di prove complete, 'analisi dei dati, l'assicurazione della qualita, la valutazione della citotossicita, ecc. Il com-
pletamento di uno studio consente la classificazione dell’attivita della sostanza chimica in esame rispetto al tipo di
tossicita (ossia attivo, inattivo o non conclusivo) valutata con il metodo di prova e permette una stima dellefficacia
rispetto alla sostanza di riferimento positiva.
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Sostanza: nel contesto del REACH (1), per «sostanza» si intende un elemento chimico e i suoi composti, allo stato
naturale od ottenuti per mezzo di un procedimento di fabbricazione, compresi gli additivi necessari a mantenerne la
stabilita e le impurezze derivanti dal procedimento utilizzato, ma esclusi i solventi che possono essere separati senza
compromettere la stabilita della sostanza o modificarne la composizione. Una definizione molto simile ¢ utilizzata nel
contesto del GHS delle Nazioni Unite (1).

TA (transattivazione): avvio della sintesi di mRNA in risposta a un segnale chimico specifico, come il legame di un
estrogeno al un recettori estrogenico.

Metodo di prova: nel contesto del presente metodo di prova, un metodo di prova & una delle metodologie riconosciute
valide per soddisfare i criteri di prestazione indicati. Le componenti del metodo di prova comprendono, ad esempio, la
linea cellulare specifica con le condizioni di crescita associate, i terreni di coltura specifici in cui ¢ condotta la prova, le
condizioni di configurazione della piastra, la disposizione e le diluizioni delle sostanze chimiche in esame, nonché tutte le
altre misure richieste per il controllo della qualita e le relative fasi di valutazione dei dati.

Sostanza chimica in esame: qualsiasi sostanza o miscela testata applicando il presente metodo di prova.
Trascrizione: sintesi del'/RNA messaggero
UVCB: sostanze di composizione sconosciuta o variabile, prodotti di una reazione complessa o materiali biologici

Metodo di prova validato: saggio per il quale sono stati completati studi di validazione volti a determinare la pertinenza
(compresa l'accuratezza) e l'affidabilita per uno scopo specifico. Va sottolineato che un metodo di prova validato potrebbe
non avere una prestazione sufficiente in termini di accuratezza e affidabilita per essere ritenuto accettabile per lo scopo
determinato (1).

Validazione: il processo mediante il quale si stabilisce l'affidabilitd e la pertinenza di uno specifico approccio, metodo,
saggio, processo o di una specifica valutazione per un determinato scopo (1).

VC (controllo con mezzo disperdente): 1l solvente utilizzato per dissolvere le sostanze chimiche in esame e di
controllo ¢ testato unicamente come mezzo disperdente, senza la sostanza chimica disciolta.

VM?7: cellule immortalizzate di adenocarcinoma che esprimono i recettori di estrogeni in modo endogeno.

VM7Luc4E2: la linea cellulare VM7Lu4E2 ¢ derivata da cellule VM7 immortalizzate di adenocarcinoma di origine umana
capaci di esprimere i due tipi di recettori estrogenici (ERa e ERP) in maniera endogena e che sono state trasfettate in
modo stabile con il plasmide pGudLuc7.ERE. Questo plasmide contiene quattro copie di un oligonucleotide di sintesi
contenente I'elemento di risposta agli estrogeni a monte del promotore del virus del tumore mammario del topo (MMTV)
e il gene reporter della luciferasi di lucciola.

Controllo positivo debole: sostanza debolmente attiva selezionata tra le sostanze chimiche di riferimento, inclusa in
tutte le prove per contribuire a garantire il corretto funzionamento del metodo di prova.

(") Regolamento (CE) n. 1907/2006 del Parlamento europeo e del Consiglio, del 18 dicembre 2006, concernente la registrazione, la
valutazione, l'autorizzazione e la restrizione delle sostanze chimiche (REACH), che istituisce un’Agenzia europea per le sostanze
chimiche, che modifica la direttiva 1999/45/CE e che abroga il regolamento (CEE) n. 793/93 del Consiglio e il regolamento (CE) n.
1488/94 della Commissione, nonché la direttiva 76/769/CEE del Consiglio e le direttive della Commissione 91/155/CEE, 93/67/CEE,
93/105/CE e 2000/21/CE (GU L 304 del 22.11.2007, pag. 1).
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Appendice 2

SAGGIO DI TRANSATTIVAZIONE MEDIANTE IL RECETTORE ESTROGENICO ALFA UMANO TRASFETTATO IN MODO STABILE
PER L'INDIVIDUAZIONE DELL’ATTIVITA AGONISTA E ANTAGONISTA DELLE SOSTANZE CHIMICHE UTILIZZANDO LA LINEA
CELLULARE HERA-HELA-9903

CONSIDERAZIONI INIZIALI E LIMITI (CFR. ANCHE INTRODUZIONE GENERALE)

1. 1l presente saggio di transattivazione (TA) utilizza la linea cellulare HERa-HeLa-9 903 per individuare lattivita
estrogenica agonista mediata dal recettore estrogenico alfa umano (hERa). Lo studio di validazione del saggio di
transattivazione mediante trasfezione stabile (STTA) condotto dalllstituto giapponese di ricerca e valutazione delle
sostanze chimiche (CERI), che utilizza la linea cellulare hERa-HeLa-9 903 per individuare l'attivita estrogenica agoni-
sta e antagonista mediata dal recettore estrogenico alfa umano (hERa), ha dimostrato la pertinenza e l'affidabilita del
saggio per lo scopo previsto (1).

2. 1l presente metodo di prova ¢ concepito in modo specifico per individuare la transattivazione mediata dall’hERa
misurando la chemiluminescenza come endpoint. Tuttavia, segnali di luminescenza non mediati dai recettori sono
state riportati per concentrazioni di fitoestrogeni superiori a 1 pM, a motivo della sovrattivazione del gene reporter
della luciferasi (2) (3). Mentre la curva dose-risposta indica che la reale attivazione del sistema ER avviene a
concentrazioni inferiori, 'espressione della luciferasi ottenuta a concentrazioni elevate di fitoestrogeni o di composti
simili sospettati di indurre una sovrattivazione del gene reporter della luciferasi mediante un meccanismo analogo a
quello dei fitoestrogeni deve essere esaminata con attenzione nei sistemi di prova di ER TA trasfettati in modo stabile

(appendice 1).

3. Le sezioni "INTRODUZIONE GENERALE" e "COMPONENTI DEL METODO DI PROVA DI LEGAME ER TA" vanno
lette prima di applicare il presente metodo di prova per fini regolamentari. Le definizioni e le abbreviazioni utilizzate
nella presente linea guida figurano nell'appendice 2.1.

PRINCIPIO DEL METODO DI PROVA (CFR. ANCHE INTRODUZIONE GENERALE)

4. 1l metodo di prova ¢ condotto per segnalare il legame di un ligando a un recettore estrogenico. Una volta stabilito
tale legame, il complesso recettore-ligando trasloca verso il nucleo nel quale si fissa a elementi di risposta specifici del
DNA e transattiva il gene reporter della luciferasi di lucciola, il che risulta in una maggiore espressione cellulare
dell'enzima luciferasi. La luciferina ¢ un substrato trasformato dall'enzima luciferasi in prodotto bioluminescente
misurabile quantitativamente con un luminometro. L'attivita della luciferasi puod essere valutata in modo rapido e
poco costoso grazie ai numerosi kit di analisi disponibili in commercio.

5. Il sistema di prova utilizza la linea cellulare hERa-HeLa-9 903, derivata da un tumore della cervice uterina di origine
umana, che comporta due costrutti trasfettati stabilmente: i) il costrutto di espressione dellhERaa (che codifica il
recettore umano a lunghezza intera), e ii) un costrutto del gene reporter della luciferasi di lucciola che porta cinque
sequenze ripetute in tandem di un elemento di risposta agli estrogeni (ERE) della vitellogenina e indotto da un
elemento promotore della metallotioneina (MT) del ratto con motivo TATA. E stato dimostrato che il gene MT TATA
di ratto produce i migliori risultati ed ¢ quindi comunemente utilizzato. Di conseguenza, la linea cellulare hERa-HeLa-
9 903 permette di misurare la capacita di una sostanza chimica di indurre una transattivazione dell'espressione del
gene della luciferasi mediata dall’hERa.

6. Nel caso del saggio agonista degli ER, linterpretazione dei dati poggia sul criterio seguente: il livello di risposta
massimo indotto da una sostanza chimica in esame ¢ superiore o uguale a una risposta agonista corrispondente al
10 % della risposta provocata da una concentrazione che induce una risposta massima del controllo positivo, ossia 1
nM di 17f-estradiolo (E2), cio¢ un valore PC;)? Nel caso del saggio antagonista, I'interpretazione dei dati poggia sul
criterio seguente: la risposta mostra una riduzione di almeno il 30 % dell'attivita rispetto alla risposta indotta dal
controllo che produce il picco (25 pM di E2) senza citotossicita? L'analisi e l'interpretazione dei dati sono discusse in
dettaglio nei paragrafi 34-48.
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PROCEDURA
Linee cellulari

7. Per il presente metodo di prova si utilizza la linea cellulare hERa-HeLa-9 903 trasfettata in modo stabile. La linea
cellulare puo essere ottenuta presso la banca cellulare JCRB (Japanese Collection of Research Bioresources) (1) previa
sottoscrizione di un accordo di trasferimento di materiale (Material Transfer Agreement, MTA).

8. Per il presente metodo di prova si utilizzano solo cellule esenti da micoplasmi. Il metodo migliore di individuazione
sensibile di un'infezione da micoplasma ¢ il RT-PCR (reazione a catena della polimerasi in tempo reale) (4) (5) (6).

Stabilitd della linea cellulare

9. Per monitorare la stabilita della linea cellulare, ¢ opportuno utilizzare I'E2, il 17a-estradiolo, il 17-a-metiltestosterone
e il corticosterone come standard di riferimento per la prova sugli agonisti; ¢ inoltre opportuno che la curva
concentrazione-risposta completa sia misurata sull'intero intervallo di concentrazioni di prova indicate nella tabella
1 almeno una volta nel corso della conduzione della prova e che i risultati siano conformi a quelli riportati nella
tabella 1.

10. Nel caso della prova sugli antagonisti, ¢ opportuno misurare simultaneamente curve di concentrazione complete per
due standard di riferimento, il tamoxifene e il flutamide, in ciascuna batteria di prove. Occorre controllare che la
classificazione qualitativa sia correttamente individuata come positiva o negativa per le due sostanze chimiche.

Condizioni di coltura e di piastratura delle cellule

11. Le cellule sono mantenute in un mezzo minimo essenziale di Eagle (EMEM) senza rosso fenolo, integrato da 60 mg|l
di antibiotico (Kanamicina) e 10 % di siero bovino fetale trattato al carbone-destrano (DCC-FBS), in un incubatore
con CO, (5% di CO,) a 37 + 1 °C. Quando & raggiunta una confluenza del 75 -90 %, le cellule possono essere
suddivise in colture secondarie di 10 ml contenenti 0,4 x 10°> — 1 x 10° cellule/ml in piastre per colture cellulari di
100 mm di diametro. Le cellule sono messe in sospensione in FBS-EMEM al 10 % (equivalente a EMEM con DCC-
FBS) e poi piastrate nei pozzetti di una micropiastra fino a una densitd di 1 x 10* cellule/100 pl/pozzetto.
Successivamente, le cellule sono preincubate in un incubatore con 5% di CO, a 37 £ 1 °C per 3 ore prima
dell'esposizione alla sostanza chimica. Il materiale in plastica deve essere esente da qualsiasi attivitd estrogenica.

12. Per preservare l'integrita della risposta, le cellule coltivate sono sottoposte a passaggio dallo stock congelato al mezzo
di coltura condizionato; il numero di passaggi non deve superare 40. Per la linea cellulare hERa-HeLa-9 903, cio
avviene in meno di tre mesi. Tuttavia, la prestazione delle cellule pud essere ridotta se le cellule sono coltivate in
condizioni colturali inadeguate.

13. 1l DCC-FBS puo essere preparato come descritto nell'appendice 2.2 o ottenuto da fonti commerciali.

Criteri di accettabilita
Standard di riferimento positivi e negativi per la prova sugli agonisti degli ER

14. Prima e durante lo studio occorre verificare la reattivita del sistema di prova usando le concentrazioni appropriate di
un forte estrogeno E2, di un estrogeno debole (17a-estradiolo), di un agonista molto debole (17a-metiltestosterone) e
di una sostanza che induce una risposta negativa (corticosterone). L'intervallo dei valori accettabili derivanti dallo
studio di validazione (1) sono riportati nella tabella 1. Questi 4 standard di riferimento concomitanti sono inclusi in
ciascun esperimento e i risultati devono rientrare entro i limiti accettabili stabiliti. In caso contrario, occorre
determinare la causa del mancato rispetto dei criteri di accettabilita (ad esempio, manipolazione cellulare, la qualita
e la concentrazione di siero e antibiotici) e la prova va ripetuta. Quando i criteri di accettabilita sono soddisfatti, ¢

(") JCRB Cell Bank: National Institute of Biomedical Innovation, 7-6-8 Asagi Saito, Ibaraki-shi, Osaka 567-0085, Japan Fax: +81-72-641-
9812.
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essenziale utilizzare in modo coerente i materiali di coltura cellulare per garantire una variabilita minima dei valori
ECsp, PCsq and PCy,. I quattro standard di riferimento concomitanti, che vanno inclusi in ciascun esperimento
(condotto nelle medesime condizioni, inclusi i materiali, il livello di passaggio delle cellule e i tecnici), garantiscono la
sensibilita della prova nella misura in cui i valori PCy, dei tre standard di riferimento positivi rientrano nell'intervallo
accettabile, cosi come i valori PCs; e EC5, laddove possono essere calcolati (cfr. tabella 1).

Tabella 1

Intervallo dei valori accettabili dei quattro standard di riferimento per la prova sugli agonisti degli ER

Nome logPCs logPCy logECs, P;{f;n}(-i{?ﬁl 21 Intervallo di prova
17B-estradiolo (E2) N. CAS: 50- | -11,4~-10,1 <11 -11,3~-10,1 | 0,7~1,5 10-14~10-8M
28-2
17a-estradiolo N. CAS: 57-91-0 -9,6~-8,1 -10,7~-9,3 -9,6~-8,4 0,9~2,0 10-12~10-6M
Corticosterone N. CAS: 50-22-6 — — — — 10-10~10-4M
17a-metiltestosterone N. CAS: -6,0~-5,1 -8,0~-6,2 — — 10-11~10-5M
58-18-4

Standard di riferimento positivi e negativi per la prova sugli antagonisti degli ER

15. Prima e durante lo studio occorre verificare la reattivita del sistema di prova usando le concentrazioni appropriate di
una sostanza positiva (tamoxifene) e di una sostanza negativa (flutamide). L'intervallo dei valori accettabili derivanti
dallo studio di validazione (1) sono riportati nella tabella 2. Questi 2 standard di riferimento concomitanti sono
inclusi in ciascun esperimento e i risultati devono permettere di classificarli correttamente, come indicato nei criteri.
In caso contrario, occorre determinare la causa del mancato rispetto dei criteri (ad esempio, manipolazione cellulare,
la qualita e la concentrazione di siero e antibiotici) e la prova va ripetuta. Occorre inoltre calcolare i valori IC 5, per
una sostanza positiva (tamoxifene) e i risultati devono rientrano nei limiti accettabili indicati. Quando i criteri di
accettabilita sono soddisfatti, ¢ essenziale utilizzare in modo coerente i materiali di coltura cellulare per garantire una
variabilita minima dei valori ICs,. I due standard di riferimento concomitanti, concomitanti, che vanno inclusi in
ciascun esperimento (condotto nelle stesse condizioni, inclusi i materiali, il livello di passaggio delle cellule e i tecnici),
possono garantire la sensibilita della prova (cfr. tabella 2).

Tabella 2
Criteri e intervallo dei valori accettabili dei due standard di riferimento per la prova sugli antagonisti degli
ER
Nome Criteri LogICs, Intervallo di prova
Tamoxifene N. CAS: 10 540-29-1 | positivo: Va calcolato il valore IC5, | -5,942~-7,596 10-10~10-5M
Flutamide N. CAS: 13 311-84-7 negativo: Non va calcolato il valore — 10-10 [10-5M
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Controllo positivo e controllo con mezzo disperdente

16. 1l controllo positivo (PC) per la prova sugli agonisti (1 nM di E2) e la prova sugli antagonisti (10 pM TAM) degli ER
deve essere testato almeno in triplicato in ciascuna piastra. Il mezzo disperdente usato per sciogliere la sostanza
chimica in esame deve essere testato come controllo con mezzo disperdente (VC) almeno in triplicato in ciascuna
piastra. Oltre a questo VC, se il controllo positivo utilizza un mezzo disperdente diverso da quello della sostanza
chimica in esame, questo altro mezzo disperdente deve essere testato almeno in triplicato sulla stessa piastra del
controllo positivo.

Criteri di qualita per la prova sugli agonisti degli ER

17. Lattivita della luciferasi media del controllo positivo (1 nM di E2) deve essere almeno pari a 4 volte quella dell’attivita
media del VC su ciascuna piastra. La scelta di questo criterio poggia sull'attendibilita dei valori degli endpoint
derivanti dallo studio di validazione (storicamente aumenti di induzione tra 4 e 30 volte).

18. Per quanto riguarda il controllo della qualita della prova, l'aumento di induzione corrispondente al valore PC;, nel
controllo positivo concomitante (1 nM di E2) deve essere superiore a 1 + 2 SD del valore iniziale di induzione (= 1)
del controllo con mezzo disperdente concomitante. Ai fini della definizione delle priorita, il valore PC, puo essere
utile per semplificare I'analisi dei dati richiesta rispetto a un’analisi statistica. Sebbene fornisca informazioni sulla
significativita statistica, un’analisi statistica non costituisce un parametro quantitativo per quanto riguarda il poten-
ziale basato sulle concentrazioni, ed ¢ pertanto meno utile ai fini della definizione delle priorita.

Criteri di qualita per la prova sugli antagonisti degli ER

19. Lattivita della luciferasi media del controllo che produce il picco (25 nM di E2) deve essere almeno pari a 4 volte
quella dell’attivita media del VC per ciascuna piastra. La scelta di questo criterio poggia sull’attendibilita dei valori
degli endpoint derivanti dallo studio di validazione.

20. Per quanto riguarda il controllo di qualita del metodo di prova, l'attivazione trascrizionale relativa (RTA) di 1 nM di
E2 deve superare il 100 %, I'RTA di 1uM di 4-idrossitamoxifene (OHT) deve essere inferiore a 40,6 % e I'RTA di 100
pM di digitonina (Dig) inferiore a 0 %.

Dimostrazione della competenza del laboratorio (cfr. il paragrafo 14 e le tabelle 3 e 4 nella sezione «COMPONENTI
DEL METODO DI PROVA DI LEGAME ER TA» di questo metodo di prova).

Mezzo disperdente

21. 1 dimetilsolfossido (DMSO), o un solvente idoneo, ¢ utilizzato come controllo con mezzo disperdente concomitante
alla stessa concentrazione usata per i diversi controlli positivi e negativi e per le sostanze chimiche in esame. Le
sostanze chimiche in esame vanno disciolte in un solvente capace di solubilizzarle che sia miscibile con il mezzo di
coltura cellulare. L’acqua, I'etanolo (purezza tra il 95 % e il 100 %) e il DMSO sono mezzi disperdenti idonei. Se si
usa il DMSO, il livello non deve superare lo 0,1 % (v/v). Per ogni mezzo disperdente va dimostrato che il volume
massimo utilizzato non ¢€ citotossico e non interferisce con le prestazioni della prova.

Preparazione della sostanza chimica di prova

22. In generale, le sostanze chimiche in esame vanno sciolte in DMSO o in altro solvente idoneo; tale preparazione ¢
quindi frazionata in serie di soluzioni identiche diluite con lo stesso solvente in rapporto 1:10. Tali soluzioni sono
destinate alla diluizione con i terreni di coltura.

Solubilita e citotossicita: considerazioni sulla prova preliminare di determinazione delle concentrazioni

23. Occorre effettuare una prova preliminare per determinare l'adeguato intervallo (range-finding) delle concentrazioni
della sostanza chimica da testare e verificare se la sostanza chimica in esame puo presentare eventuali problemi di
solubilita e di citotossicita. In un primo tempo le sostanze chimiche sono testate fino alla concentrazione massima di
1 pl/ml, 1 mg/ml o 1 mM (si scelga il valore pit basso). Sulla base del grado di citotossicita o della mancanza di
solubilita osservato nella prova preliminare, la prima batteria di prove definitiva deve testare la sostanza chimica a
diluizioni in serie logaritmica, partendo dalla massima concentrazione accettabile (ad esempio 1 mM, 100 pM, 10
UM, ecc.); va riportata la presenza di intorbidimento o precipitato o citotossicita. Le prove sono ripetute una seconda
e, se necessario, una terza volta adeguando le concentrazioni per caratterizzare meglio la curva concentrazione-
risposta ed evitare le concentrazioni alle quali la sostanza chimica ¢ risultata insolubile o eccessivamente citotossica.
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24. Per quanto riguarda gli agonisti e gli antagonisti degli ER, l'interpretazione dei dati tiene conto dell'influenza di livelli
crescenti di citotossicita che possono alterare in modo significativo o eliminare la risposta sigmoide tipica. Vanno
applicati metodi di prova della citotossicita in grado di fornire informazioni sulla vitalita cellulare dell’80 %, mediante
un apposito test basato sull'esperienza del laboratorio.

25. Se i risultati della prova di citotossicita indicano che la concentrazione della sostanza chimica in esame ha ridotto del
20 % o pitt il numero di cellule, occorre considerare citotossica tale concentrazione e escludere dalla valutazione tutte
le concentrazioni pari o superiori a tale soglia.

Esposizione alla sostanza chimica di prova e configurazione delle piastre di prova

26. La procedura per le diluizioni delle sostanze chimiche (fasi 1 e 2) e I'esposizione alle cellule (fase 3) possono essere
eseguite come segue:

Fase-1: Diluire in serie ciascuna sostanza chimica in esame in DMSO, o in un solvente idoneo; ciascuna diluizione ¢
versata nei pozzetti di una piastra da microtitolazione per ottenere le serie di concentrazioni finali, come stabilito
precedentemente nella prova di determinazione dell'intervallo di concentrazioni (generalmente in una gamma che
comprende, ad esempio, mM, 100 pM, 10 uM, 1gM, 100 nM, 10 nM, 1 nM, 100 pM, and 10 pM (107-10! M)]
per le prove in triplicato.

Fase-2: diluizione della sostanza chimica: in primo luogo diluire 1,5 pl della sostanza chimica in esame nel solvente a
un volume di 500 pl di mezzo di coltura.

Fase-3: esposizione delle cellule alla sostanza chimica: aggiungere 50 pl della diluizione nel mezzo di coltura
(preparato nella fase 2) in un pozzetto di prova contenente 107 cellule/ 100 pl/pozzetto.

11 volume finale di mezzo di coltura raccomandato in ciascun pozzetto ¢ di 150 pl. I campioni di prova e gli
standard di riferimento possono essere ripartiti come indicato nella tabella 3 e nella tabella 4.
Tabella 3

Esempio di ripartizione delle concentrazioni degli standard di riferimento nella piastra di prova in una
prova sugli agonisti degli ER

Riga 17a-metiltestosterone Corticosterone 17a-estradiolo E2

1 2 3 |4 5 6 7 8 9 10 11 12

A conc 1 (10| - - | 100 pM - - 1pM | - - 10 nM - -
M)

B conc 2 (1| - - | 10 M - - 100 | — - 1 nM - -
M) nM

C conc 3] — - | 1M - - | 10nM | — - 100 pM - -
(100 nM)

D conc 4 (10| - - | 100 nM - - 1M | - - 10 pM - -
nM)

E conc 5 (1| — - | 10 nM - - 100 | — - 1 pM - -
nM) pM

F conc 6| — - | 1nM - - | 10pM | — - 0,1 pM - -
(100 pM)

G conc 7 (10| — - | 100 pM - - 1pM | - - 0,01 pM - -
pM)

H VC - - — - - PC - - — - —

VC: controllo con mezzo disperdente (0,1 % di DMSO) PC: controllo positivo (1 nM di E2)
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27. Gli standard di riferimento (E2, 17-a-estradiolo, 17a-metiltestosterone e corticosterone) sono inclusi in ciascuna
prova (tabella 3) Ciascuna piastra di prova (tabella 4) include anche pozzetti contenenti il controllo positivo, trattati
con 1 nM di E2 che puo provocare un’induzione massima di E2, e pozzetti contenenti il controllo con mezzo
disperdente, trattati con il DMSO (o solvente idoneo) solo. Se sono utilizzate cellule provenienti da fonti differenti (ad
esempio numero di passaggi diversi, lotti diversi, ecc.), gli standard di riferimento vanno testati per ciascuna fonte
cellulare.

Tabella 4
VC: controllo con mezzo disperdente (0,1 % di DMSO) PC: controllo positivo (1 nM di E2)

Sost. in esame

Sost. in esame 2

Sost. in esame 3

Sost. in esame 4

Riga
1 2 4 5 7 8 9 10 11 12

A conc 1 (10| — 1 mM - 1uM | - - 10 nM - -
pM)

B conc 2 (1| — 100 M | — 100 | - - 1 nM - -
M) nM

C conc 3 (100 | — 10 uM - 10 nM | —» - 100 pM - -
nM)

D conc 4 (10| — 1 M - 1noM | —» - 10 pM - -
nM)

E conc 5 (1| — 100 nM | — 100 | - - 1 pM - -
nM) pM

F conc 6 (100 | — 10 nM - 10 pM | = - 0,1 pM - -
pM)

G conc 7 (10| - 1 nM - 1pM | = - 0,01 pM - -
pM)

H VC - - - PC — — - — —

Esempio di ripartizione delle concentrazioni delle sostanze chimiche in esame e degli standard di controllo nella piastra di prova in

una prova sugli agonisti degli ER

Tabella 5

Esempio di ripartizione delle concentrazioni degli standard di riferimento nella piastra di prova in una

prova sugli antagonisti degli ER
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28. Per valutare lattivita antagonista delle sostanze chimiche occorre addizionare i pozzetti di prova situati nelle righe da
A a G con 25 pM di E2. Gli standard di riferimento (tamoxifene e flutamide) vanno testati in ciascuna batteria di
prove. Ciascuna piastra di prova include anche pozzetti contenenti il controllo positivo (PC), trattati con 1 nM di E2
che possono fungere da controllo della qualita della linea cellulare hERa-HeLa-9 903, pozzetti contenenti il controllo
con mezzo disperdente (VC) trattati con DMSO (o con solvente idoneo), pozzetti contenenti 0,1 % di DMSO, trattati
con DMSO aggiunto alla concentrazione di E2 addizionata e corrispondente al «controllo addizionato», pozzetti
trattati con una concentrazione finale di 1 pM OHT e pozzetti trattati con 100 puM di Dig (tabella 5). La piastra di
prova successiva deve seguire la medesima disposizione sulla piastra, senza i pozzetti contenenti gli standard di
riferimento (tabella 6). Se sono utilizzate cellule provenienti da fonti differenti (ad esempio numero di passaggi
diversi, lotti diversi, ecc.), gli standard di riferimento vanno testati per ciascuna fonte cellulare.

Tabella 6

Esempio di ripartizione delle concentrazioni delle sostanze chimiche in esame e degli standard di controllo
nella piastra di prova nella prova sugli antagonisti degli ER

29. La mancanza di effetti di bordo dovrebbe essere confermata, a seconda dei casi, e qualora esista il sospetto che tali
effetti possano prodursi, occorre modificare la disposizione sulla piastra in modo da evitare che cid si verifichi. Ad
esempio, puo essere seguita una disposizione sulla piastra che escluda l'utilizzo dei pozzetti situati sul bordo.

30. Dopo l'aggiunta delle sostanze chimiche, le piastre di prova sono collocate in un incubatore a 5% di CO, a
37 + 1 °C per 20-24 ore, al fine di indurre la sintesi di prodotti di geni reporter.

31. Quando si tratta di composti ad elevata volatilita, vanno applicate considerazioni particolari. In questi casi i pozzetti
di controllo adiacenti possono generare falsi positivi e cio va considerato alla luce dei valori di controllo storici e
previsti. Nei pochi casi in cui la volatilita puo destare preoccupazione, si raccomanda lutilizzo di dispositivi di
chiusura «ermetica» per le piastre in modo da isolare efficacemente i singoli pozzetti durante la sperimentazione.

32. Per garantire I'indipendenza dei risultati occorre ripetere le prove definitive per la stessa sostanza chimica in giorni
diversi.

Prova della luciferasi

33. Per questa prova puo essere utilizzato un reagente commerciale [ad esempio Steady-Glo® Luciferase Assay System
(Promega, E2510, o equivalente)] o un sistema di prova della luciferasi standard (ad es. Promega, E1500, o equiva-
lente), a condizione che i criteri di accettabilita siano soddisfatti. I reagenti di prova vanno selezionati in base alla
sensibilita del luminometro utilizzato. Nel caso di un sistema di prova della luciferasi standard, va utilizzato un
reagente per lisi cellulare (ad es. Promega, E1531, o equivalente) prima di aggiungere il substrato. Il reagente luciferasi
deve essere applicato seguendo le istruzioni fornite dal fabbricante.
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ANALISI DEI DATI
Prova sugli agonisti degli ER

34. Nel caso di una prova sugli agonisti degli ER, l'attivita trascrizionale relativa al controllo positivo (1 nM di E2) &
ottenuta mediante analisi dei segnali luminescenti della medesima piastra conformemente alle seguenti fasi (sono
anche accettabili altri processi matematici equivalenti):

Fase 1. Calcolare il valore medio corrispondente al VC.

Fase 2. Sottrarre il valore medio corrispondente al VC dal valore ottenuto per ciascun pozzetto al fine di norma-
lizzare i dati.

Fase 3. Calcolare la media dei valori normalizzati per il PC.

Fase 4. Dividere il valore normalizzato ottenuto per ciascun pozzetto della piastra per la media dei valori norma-
lizzati per il PC (PC = 100 %).

11 valore finale di ciascun pozzetto corrisponde all’attivita trascrizionale relativa di tale pozzetto rispetto alla risposta
corrispondente al PC.

Fase 5. Calcolare il valore medio dell’attivita trascrizionale relativa per ciascun gruppo di concentrazione della
sostanza chimica in esame. La risposta comporta due dimensioni: lattivita trascrizionale media (risposta) e la
concentrazione che induce tale risposta (cfr. la sezione successiva).

Determinazione delle induzioni EC;y, PCsy e PCyy

35. 1l calcolo della EC5 si basa su una curva completa concentrazione-risposta, che non ¢ sempre realizzabile o pratica a
causa di eventuali limiti dell'intervallo delle concentrazioni di prova (ad esempio, in caso di problemi di citotossicita o
di solubilita). Tuttavia, poiché la ECs e il livello massimo di induzione (corrispondente al valore superiore dell'equa-
zione di Hill) sono parametri informativi, essi devono essere indicati ove possibile. 1l calcolo della EC5 e del livello
massimo di induzione si effettua mediante software statistico adeguato (ad es. Graphpad Prism). Se l'equazione
logistica di Hill si applica ai dati concentrazione-risposta, la EC5, va calcolata mediante la seguente equazione (7):

Y = base + (vertice - base) [ (1 + 10 exp ((log ECs, - X) x pendenza di Hill)), dove:

>
)

¢ il logaritmo della concentrazione; e

Y ¢ la risposta, misurata tra la base (bottom) e il vertice (top) della curva sigmoide. La base ¢ stabilita a zero
nell'equazione logistica di Hill.

36. 1 seguenti dati sono forniti per ciascuna sostanza chimica in esame:

I'RPCyy,y, che € il livello massimo di risposta indotto dalla sostanza chimica in esame, espresso in percentuale della
risposta indotta da 1 nM di E2 sulla stessa piastra, nonché il PCyy,, (concentrazione corrispondente allRPCy,,); e
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per le sostanze chimiche positive, le concentrazioni che corrispondono al PCy e, se del caso, al PCsy,.

37. 1l valore PC, puo essere calcolato mediante interpolazione tra 2 punti della curva X-Y, uno posto immediatamente
sopra e laltro immediatamente sotto al valore PC, cercato. Quando i punti che si trovano immediatamente al di
sopra e al di sotto del valore PC, hanno, rispettivamente, le coordinate (a,b) e (c,d), il valore PC, puo essere calcolato
con la seguente equazione:

log[PC] = logc]+(x-d)/(d-b)
38. La descrizione dei valori relativi al PC ¢ rappresentata nel grafico 1.

Grafico 1

Esempio di deduzione dei valori relativi al PC. Il PC (1 nM di E2) & incluso in ciascuna piastra di prova

Prova sugli antagonisti degli ER

39. Nel caso di una prova sugli antagonisti degli ER, lattivita trascrizionale relativa (RTA) al controllo spike-in (25 pM di
E2) ¢ ottenuta mediante analisi dei segnali luminescenti della stessa piastra conformemente alle seguenti fasi (sono
anche accettabili altri processi matematici equivalenti):

Fase 1. Calcolare il valore medio corrispondente al VC.

Fase 2. Sottrarre il valore medio corrispondente al VC dal valore ottenuto per ciascun pozzetto al fine di norma-
lizzare i dati. Fase 3. Calcolare la media dei valori normalizzati per il controllo spike-in.

Fase 4. Dividere il valore normalizzato ottenuto per ciascun pozzetto della piastra per la media dei valori norma-
lizzati per il controllo spike-in (controllo spike-in = 100 %).

11 valore finale di ciascun pozzetto corrisponde all’attivita trascrizionale relativa di tale pozzetto rispetto alla risposta
del controllo spike-in.

Fase 5. Calcolare il valore medio dellattivita trascrizionale relativa per ciascun gruppo di concentrazione.

Determinazione delle induzioni IC;, e ICs,

40. Per le sostanze chimiche positive, sono fornite le concentrazioni che corrispondono al valore ICs, e, se del caso,
all,ICSO-
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41. 1l valore IC, puo essere calcolato mediante interpolazione tra 2 punti della curva X-Y, uno posto immediatamente
sopra e l'altro immediatamente sotto al valore IC, cercato. Quando i punti che si trovano immediatamente al di sopra
e al di sotto del valore IC, hanno, rispettivamente, le coordinate (c,d) e (a,b), il valore IC, puo essere calcolato con la
seguente equazione:

lin 1Cx = a-(b-(100-x)) (a-c) /(b-d)

Grafico 2

Esempio di deduzione dei valori relativi all'IC. Il controllo spike-in (25 pM di E2) ¢ incluso in ciascuna piastra di
prova

RTA: attivita trascrizionale relativa

42. I risultati dovrebbero basarsi su due (o tre) batterie di prove indipendenti. Se due batterie di prove forniscono risultati
comparabili e pertanto riproducibili, non ¢ necessario effettuare una terza batteria di prove. Per essere accettabili, i
risultati devono:

— soddisfare i criteri di accettabilitd (cfr. i criteri di accettabilita, paragrafi da 14 a 20);
— essere riproducibili.

Criteri di interpretazione dei dati

Tabella 7

Criteri di interpretazione dei risultati positivi e negativi per il metodo di prova sugli agonisti degli ER

Positivo Se il RPCy,, ottenuto ¢ pari o superiore al 10 % della risposta del
controllo positivo in due batterie di prove su due oppure in almeno
due batterie di prove su tre.

Negativo Se il RPCy,, ottenuto rimane inferiore al 10 % della risposta del
controllo positivo in due batterie di prove su due oppure in almeno
due batterie di prove su tre.
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Tabella 8

Criteri di interpretazione dei risultati positivi e negativi per il metodo di prova sugli antagonisti degli ER

Positivo Se il valore IC5 € calcolato in due batterie di prove su due oppure
in almeno due batterie di prove su tre.

Negativo Se non si puo calcolare il valore IC;, in due batterie di prove su
due oppure in almeno due batterie di prove su tre.

43. 1 criteri di interpretazione dei dati sono indicati nelle tabelle 7 e 8. I risultati positivi saranno caratterizzati sia
dall'ordine di grandezza delleffetto sia dalla concentrazione corrispondente a tale effetto. L'espressione dei risultati
sotto forma di concentrazione che induce una risposta pari al 50 % (PCsq) o al 10 % (PC;,) delle risposte ottenute
con il PC nella prova sugli agonisti e un’inibizione del 50 % (ICsq) o del 30 % (IC() del valore del controllo spike-in
nella prova sugli antagonisti permette di soddisfare entrambi questi obiettivi. Tuttavia, una sostanza chimica in esame
¢ considerata positiva se la risposta massima indotta dalla sostanza chimica in esame (RPCy,,) ¢ uguale o superiore al
10 % della risposta del PC in due batterie di prove su due o in almeno due batterie di prove su tre, mentre una
sostanza chimica in esame €& considerata negativa se la RPCy;,, non raggiunge almeno il 10 % della risposta del
controllo positivo in due batterie di prove su due o in almeno due batterie di prove su tre.

44. 1 valori di PCyq, PCs e PCyy,y nella prova sugli agonisti degli ER e di IC5, e IC5, nella prova sugli antagonisti degli
ER possono essere ottenuti mediante un foglio di calcolo disponibile con la Linea guida sul sito internet pubblico
dellOCSE ().

45. Due prove ripetute dovrebbero essere sufficienti per determinare i valori PC;, o PCsq e IC3y o ICsq. Tuttavia, se il
livello di riferimento dei dati nello stesso intervallo di concentrazioni mostra un coefficiente di variazione (VC; %)
inaccettabilmente elevato, i dati possono essere considerati non affidabili e occorre individuare la fonte dell’elevata
variabilita. Il VC dei dati grezzi triplicati (ossia i dati sull'intensita della luminescenza) corrispondenti ai punti di dati
utilizzati per il calcolo del PC;, deve essere inferiore al 20 %.

46. 1l rispetto dei criteri di accettabilita indica che il sistema di prova funziona correttamente, ma non garantisce che
qualsiasi prova produrra dati accurati. Duplicare i risultati della prima batteria di prove ¢ la migliore garanzia che i
dati generati sono corretti.

47. Nel caso della prova sugli agonisti degli ER, quando sono necessarie informazioni supplementari in aggiunta alle
finalita di screening e di definizione delle priorita della presente linea guida concernente le sostanze chimiche in
esame positive, in particolare le sostanze chimiche che vanno da PC; a PCyq, cosi come le sostanze chimiche di cui
si sospetta che inducano una sovrastimolazione della luciferasi, una conferma che lattivita luciferasi osservata &
dovuta esclusivamente alla risposta mediata da ERa puo essere ottenuta utilizzando un antagonista ERa (cfr. l'ap-
pendice 2.1).

RELAZIONE SULL’ESECUZIONE DELLA PROVA
48. Cfr. il paragrafo 20 della sezione "ELEMENTI DEL METODO DI PROVA DEL METODO ER TA").
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Appendice 2.1
FALSI POSITIVI: VALUTAZIONE DEI SEGNALI DI LUMINESCENZA NON MEDIATI DAI RECETTORI

1. I falsi positivi nella prova sugli agonisti degli ER possono essere generati dall'attivazione del gene luciferasi non
mediata da ER, o dallattivazione diretta di un prodotto del gene o da una fluorescenza la cui origine ¢ indeterminata.
Tali effetti sono segnalati da una curva dose-risposta incompleta o insolita. Se tali effetti sono sospetti, va esaminato
leffetto di un antagonista dell’ER (ad esempio, 4-idrossitamoxifene [OHT] a una concentrazione non tossica) sulla
risposta. L'antagonista puro ICI 1827 80 potrebbe non essere adatto a questo scopo perché una concentrazione
sufficiente di ICI 1827 80 puo diminuire il valore corrispondente al VC, alterando l'analisi dei dati.

2. Per garantire la validita di questo approccio occorre testare nella stessa piastra gli elementi seguenti:
— attivita agonista della sostanza chimica sconosciuta in presenza | in assenza di 10 puM di OHT;
— VC (in triplicato);

— OHT (in triplicato);
— 1 nM di E2 (in triplicato) come controllo positivo agonista;
— 1 nM di E2 + OHT (in triplicato).

Criteri di interpretazione dei dati
Nota: tutti i pozzetti devono contenere la stessa concentrazione di mezzo disperdente.

— Se l'attivita agonista della sostanza chimica sconosciuta NON ¢ modificata dal trattamento con l'antagonista degli ER,
il risultato & considerato «negativo».

— Se lattivita agonista della sostanza chimica sconosciuta & completamente inibita, si applicano i criteri di interpreta-
zione.

— Se lattivita agonista alla concentrazione pili bassa & pari o superiore alla risposta del PCy, la sostanza sconosciuta ¢
inibita in misura uguale o superiore alla risposta del PC;,,. Calcolare la differenza tra le risposte relative ai pozzetti che
hanno ricevuto I'antagonista degli ER e quelli che non 'hanno ricevuto; tale differenza ¢ quindi considerata la vera
risposta e va utilizzata per il calcolo dei parametri appropriati per consentire una decisione sulla classificazione della
sostanza chimica.

Analisi dei dati

Verificare lo standard di prestazione.

Verificare il VC tra i pozzetti trattati alle medesime condizioni.

—

. Calcolare il valore medio corrispondente al VC;

2. sottrarre il valore medio del VC dal valore ottenuto per ciascun pozzetto non trattato con OHT;
3. calcolare il valore medio corrispondente a OHT;

4. sottrarre il valore medio del VC dal valore ottenuto per ciascun pozzetto trattato con OHT;

5. calcolare il valore medio ottenuto con il controllo positivo;

6. calcolare l'attivita trascrizionale relativa di tutti gli altri pozzetti rispetto al controllo positivo.
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Appendice 2.2
PREPARAZIONE DEL SIERO TRATTATO CON CARBONE RIVESTITO DI DESTRANO (DCC)

1. 1l trattamento del siero con il carbone rivestito di destrano (DCC) ¢ un metodo generico per eliminare i composti
estrogenici dal siero aggiunto al terreno di coltura cellulare, al fine di escludere dalla risposta qualsiasi distorsione
(bias) causata da residui estrogenici nel siero. Questa procedura consente di trattare 500 ml di siero fetale bovino
(FBS).

Componenti

2. Sono necessari i seguenti materiali e attrezzature:

Materiali

Carbone attivo

Destrano

Cloruro di magnesio esaidrato (MgCl,* 6H,0)
Saccarosio

1 M di soluzione tampone HEPES (pH 7,4)
Acqua ultra pura ottenuta per filtrazione

Attrezzature

Recipiente di vetro sterilizzato in autoclave (le dimensioni devono essere adattate alle necessita) Centrifuga classica da
laboratorio (con temperatura regolabile a 4 °C)

Procedura

3. La seguente procedura ¢ adeguata per 'uso di provette per centrifuga da 50 ml:

[Giorno 1] Preparare una sospensione di carbone-destrano in 1 litro di acqua ultra pura contenente 1,5 mM di
MgCl,, 0,25 M di saccarosio, 2,5 g di carbone, 0,25 g di destrano e 5 mM di HEPES e agitare alla temperatura di
4 °C tutta la notte.

[Giorno 2] Distribuire la sospensione nelle provette per centrifuga da 50 ml e centrifugare a 10 000 giri al minuto a
4°C per 10 minuti. Rimuovere il supernatante e mettere da parte la metd del sedimento di carbone a 4 °C per
utilizzarlo il Giorno 3. Sospendere l'altra meta del carbone con FBS che sara stato scongelato lentamente per evitare
la formazione di precipitato, quindi inattivarla termicamente a 56 °C per 30 minuti e trasferirla in un recipiente di
vetro sterilizzato in autoclave, ad esempio un matraccio di Erlenmeyer. Agitare la sospensione moderatamente a 4 °C,
per tutta la notte.

[Giorno 3] Distribuire la sospensione con FBS nelle provette per centrifuga da 50 ml e centrifugare a 10 000 giri al
minuto a 4 °C per 10 minuti. Raccogliere il FBS e trasferirlo nel nuovo sedimento di carbone che ¢ stato preparato e
conservato il Giorno 2. Disperdere il sedimento di carbone nel FBS ed agitare delicatamente la sospensione in un
recipiente in vetro sterilizzato, alla temperatura di 4 °C, per tutta la notte.

[Giorno 4] Distribuire la sospensione per una centrifugazione a 10 000 giri al minuto a 4 °C per 10 minuti;
sterilizzare il supernatante per filtrazione con filtro sterile di 0,2 pm. Questo FBS trattato al DCC ¢ conservato a
=20 °C e puo essere utilizzato per un anno al massimo.
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Appendice 3

METODO DI PROVA DI TRANSATTIVAZIONE CHE UTILIZZA IL RECETTORE ESTROGENICO VM7LUC PER INDIVIDUARE GLI
AGONISTI E GLI ANTAGONISTI DEGLI ER

CONSIDERAZIONI INIZIALI E LIMITI (CFR. ANCHE INTRODUZIONE GENERALE)

1. 1l presente metodo di prova utilizza la linea cellulare VM7Lu4E2 (1). E stato validato dal National Toxicology Program
Interagency Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods (NICEATM) e dal comitato di coordinamento
inter-agenzie per la validazione dei metodi alternativi (ICCVAM) (1). Le linee cellulari VM7Luc esprimono, in modo
endogeno, prevalentemente gli ERa e una minima quantita di ERf (2) (3) (4).

2. 1l presente metodo di prova ¢ applicabile a una vasta gamma di sostanze, a condizione che possano essere disciolte in
dimetilsulfossido (DMSO; CASRN 67-68-5), non reagiscano con il DMSO né con il terreno di coltura cellulare e non
siano citotossiche alle concentrazioni testate. Se non ¢ possibile utilizzare il DMSO, si pud usare un altro mezzo
disperdente, come l'etanolo o l'acqua (cfr. il paragrafo 12). Le dimostrazioni del funzionamento del metodo di prova
del VM7 Luc ER TA sugli (ant)agonisti indicano che i dati generati possono fornire informazioni sui meccanismi
d’azione mediati dagli ER e possono essere presi in considerazione per determinare quali sostanze sottoporre a
ulteriori prove in via prioritaria.

3. 1l presente metodo di prova & concepito in modo specifico per individuare la transattivazione mediata da hERaa e
hERS utilizzando la chemiluminescenza come endpoint. I bio-saggi utilizzano diffusamente la chemiluminescenza,
poiché la luminescenza ha un elevato rapporto segnale/rumore di fondo. Tuttavia, l'attivita della luciferasi di lucciola
puo essere perturbata dalle sostanze che inibiscono l'enzima luciferasi, il che provoca un'inibizione manifesta o un
aumento della luminescenza dovuta alla stabilizzazione della proteina. Inoltre, in alcune prove che utilizzano il gene
reporter luciferasi attivato dagli ER, sono stati osservati segnali di luminescenza non mediati dai recettori per
concentrazioni di fitoestrogeni superiori a 1 pM, a motivo della sovrattivazione del gene reporter della luciferasi
(9) (11). Mentre la curva dose-risposta indica che la reale attivazione del sistema ER avviene a concentrazioni
inferiori, I'espressione della luciferasi ottenuta a concentrazioni elevate di fitoestrogeni o di composti simili sospettati
di indurre una sovrattivazione del gene reporter della luciferasi mediante un meccanismo analogo a quello dei
fitoestrogeni deve essere esaminata con attenzione nei sistemi di prova di ER TA trasfettati in modo stabile.

4. Le sezioni "INTRODUZIONE GENERALE" e "COMPONENTI DEL METODO DI PROVA ER TA" vanno lette prima di
applicare il presente metodo di prova per fini regolamentari. Le definizioni e le abbreviazioni utilizzate nel presente
metodo di prova figurano nellappendice 1.

PRINCIPIO DEL METODO DI PROVA (CFR. ANCHE INTRODUZIONE GENERALE)

5. 1l metodo di prova serve ad indicare la formazione di un legame tra I'ER e il ligando, seguita dalla traslocazione del
complesso recettore-ligando costituito verso il nucleo. Nel nucleo, il complesso recettore-ligando si lega a specifici
elementi di risposta del DNA e transattiva il gene reporter (luc), che induce la produzione della luciferasi e la
successiva emissione luminosa, che pud essere quantificata con un luminometro. Lattivita della luciferasi pud essere
valutata in modo rapido e poco costoso grazie ai numerosi kit di analisi disponibili in commercio. Il metodo di
prova VM7Luc ER TA utilizza una linea cellulare resistente di adenocarcinoma del seno di origine umana che esprime
gli ER, che ¢ stata trasfettata in modo stabile con un costrutto del gene reporter della luciferasi di lucciola (luc)
regolata da quattro elementi di risposta agli estrogeni inseriti a monte del promotore del virus delle neoplasie

(") Prima del giugno 2016 questa linea cellulare era nominata BG1Luc. Le cellule BG-1 sono state originariamente descritte da Geisinger et
al. (1998) (12) e ulteriormente caratterizzate dai ricercatori del National Institute of Environmental Health Sciences (NIEHS) (13).
Relativamente di recente ¢ emerso che esistono due diverse varianti delle cellule BG-1 utilizzate dai ricercatori: BG-1 Fr e BG-1
NIEHS. Un'analisi approfondita, che includeva test sul DNA, di queste due varianti di linee cellulari BG-1, effettuata da Li et al. (2014)
(14), ha dimostrato che BG-1 Fr era unica e che BG-1 NIEHS, ossia la linea cellulare originaria utilizzata per sviluppare la prova, non
era la linea cellulare BG1 del carcinoma ovarico di origine umana, bensi una variante della linea cellulare MCF7 del cancro al seno di
origine umana. La linea cellulare utilizzata nel metodo di prova, inizialmente indicata come BG1Lu4E2 (15), sara ora designata
VM7Lu4E2 (V> = variante; «M7» = cellule MCF7). Analogamente, la prova verra ora designata VM7Luc ER TA. Sebbene cambi
T'origine della linea cellulare su cui si basa la prova, cid non pregiudica gli studi di validazione pubblicati né l'utilita e I'applicazione
della presente prova a fini di screening delle sostanze chimiche estrogeniche/anti-estrogeniche.
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mammarie (MMTV) dei topi, al fine di individuare le sostanze che presentano un’attivita estrogenica agonista o
antagonista in vitro. Il promotore del MMTV mostra soltanto una debole reattivita incrociata con altri ormoni
steroidei e non steroidei (8). I criteri d'interpretazione dei dati sono descritti in dettaglio al paragrafo 41. In sintesi,
una risposta positiva ¢ caratterizzata da una curva concentrazione-risposta contenente almeno tre punti le cui barre
di errore (media * SD) non si sovrappongono, nonché da una variazione dellampiezza (unitd di luce relativa
normalizzata [RLU]) pari ad almeno il 20 % del valore massimo dello standard di riferimento (17f-estradiolo [E2;
n. CAS 50-28-2] per la prova sugli agonisti, raloxifene HCl [Ral; n. CAS 84 449-90-1]/E2 per la prova sugli
antagonisti).

PROCEDURA
Linea cellulare

6. Per il presente metodo di prova si utilizza la linea cellulare VM7Luc4E2 trasfettata in modo stabile. Questa linea
cellulare puo essere ottenuta soltanto mediante sottoscrizione di un accordo di licenza tecnica rilasciato dall'Univer-
sita di California, Davis, California, USA (%), e da Xenobiotic Detection Systems Inc., Durham, North Carolina, Stati
Uniti (3).

Stabilita della linea cellulare

7. Per preservare la stabilita e l'integrita della linea cellulare, le cellule coltivate sono sottoposte a pilt di un passaggio tra
lo stock congelato e il mezzo di conservazione (cfr. il paragrafo 9). Le cellule non sono piu coltivate oltre i 30
passaggi. Per la linea cellulare VM7Lu4E2, ci vorranno circa tre mesi per effettuare 30 passaggi.

Condizioni di coltura e di piastratura delle cellule

8. Per garantire la qualita di tutti i materiali e metodi e mantenere l'integrita, la validita e la riproducibilita delle prove
effettuate, occorre seguire le procedure indicate nel documento Guidance on Good Cell Culture Pract (5) (6).

9. Le cellule VM7Lu4E2 sono conservate nel mezzo RPMI 1 640 integrato con 0,9 % di Pen-Strep e 8,0 % di siero fetale
bovino (FBS) in un apposito incubatore per la coltura tessutale a 37 °C + 1 °C, con un'umidita di 90 % + 5% e
un'atmosfera contenente 5,0 % + 1% di CO,.

10. Quando la confluenza raggiunge ~ 80 %, le cellule VM7Lu4E2 sono replicate e condizionate in un mezzo senza
estrogeni per 48 ore. Esse sono disposte su piastre da 96 pozzetti per essere esposte alle sostanze chimiche in esame
e per l'analisi dell'induzione estrogena dipendente dall’attivita della luciferasi. Il mezzo senza estrogeni (EFM) contiene
il mezzo di Eagle modificato da Dulbecco (DMEM) senza rosso fenolo, integrato da 4,5 % di FBS trattato con
carbone-destrano, 1,9 % di L-glutammina e 0,9 % di Pen-Strep. Tutti i materiali in plastica devono essere esenti
da attivita estrogeniche [cfr. il protocollo dettagliato (7)].

Criteri di accettabilita

11. L’accettazione o il rigetto di una prova si basa sulla valutazione dei risultati ottenuti con gli standard di riferimento e
i controlli di ciascun esperimento condotto su una piastra a 96 pozzetti. Ciascuno standard di riferimento ¢ testato a
diverse concentrazioni e la prova prevede multiple repliche di ciascuna concentrazione di riferimento e di controllo. I

(3 Michael S. Denison, Ph.D. Professor, Dept. of Environmental Toxicology, 4241 Meyer Hall, One Shields Ave, University of California,
Davis, CA 95616, E: msdenison@ucdavis.edu, (530) 754-8649.

(’) Xenobiotic Detection Systems Inc. 1601 East Geer Street, Suite S, Durham NC, 27704 USA, email: info@dioxins.com, Telephone:
919-688-4804, Fax: 919-688-4404.
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risultati sono quindi confrontati con i controlli di qualita (QC) per questi parametri, che sono derivati dalle basi di
dati storici per gli effetti agonisti e antagonisti generati da ciascun laboratorio durante la dimostrazione del livello di
competenza. Le basi di dati storiche sono costantemente aggiornate con i valori degli standard di riferimento e dei
controlli. Qualsiasi cambiamento nell’attrezzatura o nelle condizioni di laboratorio puo richiedere lo sviluppo di basi
di dati storiche aggiornate.

Prova dell’effetto agonista

Prova di determinazione dell'intervallo delle concentrazioni (prova di range finding)

¢ Induzione: si misura leffetto indotto sulla piastra dividendo il valore medio delle unita relative di luce (RLU)
massime ottenute con lo standard di riferimento E2 per il valore medio di RLU del controllo DMSO. Si osserva
generalmente un'induzione moltiplicata per cinque, ma ai fini dell'accettazione della prova l'induzione deve essere
uguale o superiore a quattro volte.

* Risultati del controllo DMSO: i valori di RLU del controllo con solvente devono situarsi entro 2,5 volte la
deviazione standard del valore medio storico delle RLU del controllo con solvente.

* Se uno di questi criteri non ¢ soddisfatto, 'esperimento deve essere invalidato e ripetuto.

Prova completa

La prova ¢ soggetta ai medesimi criteri di accettabilita applicabili alla prova di determinazione dellintervallo di
concentrazioni per gli effetti agonisti, ai quali si aggiungono:

* i risultati dello standard di riferimento: la curva concentrazione-risposta dello standard di riferimento E2 corri-
sponde a un sigmoide e comporta almeno tre valori nella porzione lineare di detta curva.

* i risultati del controllo positivo: i valori di RLU del controllo metossicloro devono essere superiori alla media di
DMSO piu tre volte la deviazione standard di tale media.

¢ Se uno qualsiasi di questi criteri non ¢ soddisfatto, I'esperimento deve essere invalidato e ripetuto.

Prova dell’effetto antagonista

Prova di determinazione dellintervallo delle concentrazioni (prova di range finding)

* Inibizione: si misura l'effetto inibitorio sulla piastra dividendo il valore medio delle unita relative di luce (RLU)
massime ottenute con lo standard di riferimento Ral/E2 per il valore medio di RLU del controllo DMSO. Si osserva
generalmente un'inibizione moltiplicata pari a cinque volte il valore del controllo, ma ai fini dell'accettazione della
prova l'inibizione deve essere uguale o superiore a tre volte.

« risultati del controllo E2: i valori di RLU del controllo E2 devono situarsi entro 2,5 volte la deviazione standard del
valore medio storico delle RLU del controllo E2.

« Risultati del controllo DMSO: i valori di RLU del controllo DMSO devono situarsi entro 2,5 volte la deviazione
standard del valore medio storico delle RLU del controllo con solvente.
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¢ Se uno qualsiasi di questi criteri non ¢ soddisfatto, I'esperimento deve essere invalidato e ripetuto.

Prova completa

La prova ¢ soggetta ai medesimi criteri di accettabilita applicabili alla prova di definizione dell'intervallo per gli effetti
antagonisti, ai quali si aggiungono:

* i risultati dello standard di riferimento: la curva concentrazione-risposta dello standard di riferimento Ral/E2
corrisponde a un sigmoide e comporta almeno tre valori nella porzione lineare di detta curva.

* i risultati del controllo positivo: i valori di RLU del controllo tamoxifene/E2 devono essere inferiori alla media del
controllo E2 meno tre volte la deviazione standard di tale media.

* Se uno qualsiasi di questi criteri non ¢ soddisfatto, 'esperimento deve essere invalidato e ripetuto.

Standard di riferimento, controlli positivi e controlli con mezzo disperdente
Controllo con mezzo disperdente (prove per leffetto agonista e antagonista)

12. 1l mezzo disperdente usato per sciogliere le sostanze chimiche in esame deve essere testato come controllo con
mezzo disperdente. Il mezzo disperdente utilizzato durante la validazione della prova VM7Luc ER TA era I'l % (v/v)
di dimetilsolfossido (DMSO, n. CAS 67-68-5) (cfr. il paragrafo 24). Se si usa un mezzo disperdente diverso dal
DMSO, tutti gli standard di riferimento, i controlli e le sostanze chimiche in esame devono, se del caso, essere testati
nel medesimo mezzo disperdente.

Standard di riferimento (Range finding per leffetto agonista)

13. Lo standard di riferimento ¢ 'E2 (n. CAS 50-28-2). Per la prova di range finding, lo standard di riferimento E2 &
sottoposto a una serie di 4 diluizioni (1,84 x 1071%, 4,59 x 10!, 1,15 x 107! e 2,87 x 1071 M), con ciascuna
concentrazione testata in due pozzetti.

Standard di riferimento (prova completa per leffetto agonista)

14. L’E2 per la prova completa ¢ soggetto a una serie di diluizioni successive di 1:2 fino a ottenere 11 concentrazioni
(che vanno da 3,67 x 10103 3,59 x 1013 M), con ciascuna concentrazione testata in due pozzetti.

Standard di riferimento (Range finding per leffetto antagonista)

15. Lo standard di riferimento ¢ una combinazione di Ral (n. CAS 84 449-90-1) e E2 (n. CAS 50-28-2). Per la prova di
range finding, la miscela Ral[E2 ¢ sottoposta a una serie di diluizioni fino a ottenere tre concentrazioni di Ral (3,06 x
107, 7,67 x 10719, ¢ 1,92 x 10'10M) pitt una concentrazione costante di E2 (9,18 x 10" M) con ciascuna diluizione
testata in due pozzetti.

Standard di riferimento (prova completa per leffetto antagonista)

16. Per la prova completa, la miscela Ral/E2 ¢ sottoposta a una serie di diluizioni successive di 1:2 di Ral (che vanno da
2,45x 108 a 9,57 x 107''M) piit una concentrazione costante di E2 (9,18 x 107! M) per ottenere nove concen-
trazioni di Ral/E2, ciascuna testata in due pozzetti.
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Controllo debolmente positivo (agonista)

17. 1l controllo debolmente positivo debole & una soluzione di 9,06 x 10" M p,p-metossicloro (metossicloro; n. CAS 72-
43-5) in EFM.

Controllo debolmente positivo (antagonista)

18. 1l controllo debolmente positivo & una soluzione di tamoxifene (n. CAS 10 540-29-1) a 3,36 x 10° M e di E2 a 9,18
x 107" M in EFM.

Controllo E2 (solo prova dell’effetto antagonista)

19. 1 controllo E2 ¢ una soluzione di 9,18 x 107! M in EFM ed & usato come controllo negativo di riferimento.

Aumento dell'induzione (effetto agonista)

20. L'induzione dell'attivita della luciferasi nello standard di riferimento (E2) € misurata dividendo il valore medio di RLU
pitt elevate ottenute per I'E2 con il valore medio di RLU corrispondente al controllo di DMSO; il risultato deve essere
almeno quattro volte maggiore.

Aumento dell'inibizione (effetto antagonista)

21. L'inibizione media dell'attivita della luciferasi osservata nello standard di riferimento (Ral/E2) € misurata dividendo il
valore medio di RLU pilt elevate ottenute per la miscela Ral/E2 con il valore medio di RLU corrispondente al
controllo di DMSO; il risultato deve essere almeno tre volte maggiore.

Dimostrazione della competenza del laboratorio (cfr. il paragrafo 14 e le tabelle 3 e 4 nei « COMPONENTI DEL METODO
DI PROVA ER TA» di questo metodo di prova).

Mezzo disperdente

22. Le sostanze chimiche in esame vanno disciolte in un solvente capace di solubilizzare la sostanza chimica in esame e
miscibile con il mezzo di coltura cellulare. L'acqua, I'etanolo (purezza tra il 95 % e il 100 %) e il DMSO sono mezzi
disperdenti idonei. Se si usa il DMSO, il livello non deve superare I'l % (v[v). Per ogni mezzo disperdente va
dimostrato che il volume massimo utilizzato non ¢ citotossico e non interferisce con le prestazioni del metodo
di prova. Gli standard di riferimento e i controlli sono disciolti in un solvente del 100 % e poi diluiti fino a
raggiungere le opportune concentrazioni in EFM.

Preparazione delle sostanze chimiche in esame

23. Le sostanze chimiche in esame sono disciolte in 100 % di DMSO (o solvente idoneo) e poi diluite fino a raggiungere
le opportune concentrazioni in EFM. Prima di essere disciolte e diluite, tutte le sostanze chimiche in esame sono
portate a temperatura ambiente. Per ciascuna prova vanno preparate fresche soluzioni della sostanza chimica in
esame. Non devono presentare né precipitato visibile né intorbidimento. Le soluzioni primarie degli standard di
riferimento e dei controlli possono essere preparati in anticipo; ma le soluzioni e le diluizioni finali dello standard di
riferimento, dei controlli e delle sostanze chimiche in esame devono essere preparate e utilizzate entro 24 ore prima
di ciascuna prova.

Solubilita e citotossicita: Considerazioni ai fini della determinazione preliminare delle concentrazioni

24. La prova preliminare di range finding consiste in sette diluizioni successive di rapporto 1:10 in duplicato. Inizial-
mente le sostanze chimiche in esame sono testate fino alla concentrazione massima di 1 mg/ml (~ 1 mM) per le
prove per leffetto agonista e 20 pg/ml (~ 10p M) per le prove per l'effetto antagonista. Le prove di range finding
permettono di determinare quanto segue:

— le concentrazioni di partenza della sostanza chimica in esame da utilizzare durante le prove complete;

— le diluizioni della sostanza chimica in esame da utilizzare durante le prove complete.
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25. La valutazione della vitalita/citotossicita cellulare € inclusa nei protocolli di prova per leffetto agonista e antagonista
(7), sia nelle prove di range finding sia nelle prove complete. La prova di citotossicita utilizzata per valutare la vitalita
cellulare durante la validazione del metodo VM7Luc ER TA (1) era fondato su un metodo di osservazione visiva
qualitativa per gradi; ma puo essere utilizzato un metodo quantitativo per il medesimo scopo (cfr. il protocollo (7). I
dati relativi alle concentrazioni della sostanza chimica in esame che causano una riduzione della vitalita cellulare
superiore al 20 % non possono essere utilizzati.

Esposizione alla sostanza chimica in esame e configurazione della piastra di prova

26. Le cellule sono contate e depositate in piastre di coltura tessutale a 96 pozzetti (2 x 10° cellule per pozzetto) in EFM
e incubate per 24 ore in modo da consentire alle cellule di aderire alla piastra. 'EFM ¢ quindi eliminato e sostituito
con le soluzioni di sostanze di riferimento e di sostanze chimiche in esame in EFM e la piastra ¢ incubata per 19-24
ore. Particolare considerazione deve essere prestata alle sostanze altamente volatili in quanto possono generare falsi
positivi quando si trovano accanto a pozzetti contenenti un controllo. In tali casi, si raccomanda l'utilizzo di
dispositivi di chiusura «ermetica» per le piastre in modo da isolare efficacemente i singoli pozzetti durante la
sperimentazione.

Prove di determinazione dell'intervallo delle concentrazioni (range finding)

27. Per le prove di range finding si utilizzano tutti i pozzetti della piastra a 96 pozzetti per testare fino a sei sostanze
chimiche in esame in sette concentrazioni diverse ottenute con diluizioni successive in rapporto 1:10, valutate in
duplicato (cfr. Grafici 1 e 2).

— La prova di range finding per l'effetto agonista utilizza quattro concentrazioni di E2 in duplicato come standard di
riferimento e quattro repliche del controllo DMSO.

— La prova di range finding per l'effetto antagonista utilizza tre concentrazioni della miscela Ral/E2 (in cui 'E2
rimane costante a 9,18 x 107'! M) in duplicato, come standard di riferimento, e tre pozzetti assegnati rispet-
tivamente ai controlli con E2 e DMSO.

Figura 1

Configurazione della piastra a 96 pozzetti per la prova di range finding per l'effetto agonista

Abbreviazioni: da E2-1 a E2-4 = concentrazioni dello standard di riferimento E2 (in ordine decrescente); da TC1-1 a
TC1-7 = concentrazioni (in ordine decrescente) della sostanza chimica in esame 1 (TC1); da TC2-1 a TC2-7 =
concentrazioni (in ordine decrescente) della sostanza chimica in esame 2 (TC2); da TC3-1 a TC3-7 = concentrazioni
(in ordine decrescente) della sostanza chimica in esame 3 (TC3); da TC4-1 a TC4-7 = concentrazioni (in ordine
decrescente) della sostanza chimica in esame 4 (TC4); da TC5-1 a TC5-7 = concentrazioni (in ordine decrescente)
della sostanza chimica in esame 5 (TC5); da TC6-1 a TC6-7 = concentrazioni (in ordine decrescente) della sostanza
chimica in esame 6 (TC6); VC = controllo con mezzo disperdente (DMSO a 1 % v|v EFM).
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Figura 2

Configurazione della piastra a 96 pozzetti per la prova di range finding per l'effetto antagonista

Abbreviazioni: E2 = controllo E2; da Ral-1 a Ral-3 = concentrazioni dello standard di riferimento Raloxifene/E2 (in
ordine decrescente); da TC1-1 a TC1-7 = concentrazioni (in ordine decrescente) della sostanza chimica in esame 1 (TC1);
da TC2-1 a TC2-7 = concentrazioni (in ordine decrescente) della sostanza chimica in esame 2 (TC2); da TC3-1 a TC3-7 =
concentrazioni (in ordine decrescente) della sostanza chimica in esame 3 (TC3); da TC4-1 a TC4-7 = concentrazioni (in
ordine decrescente) della sostanza chimica in esame 4 (TC4); da TC5-1 a TC5-7 = concentrazioni (in ordine decrescente)
della sostanza chimica in esame 5 (TC5); da TC6-1 a TC6-7 = concentrazioni (in ordine decrescente) della sostanza
chimica in esame 6 (TC6); VC = controllo con mezzo disperdente (DMSO a 1 % v/v EFM).

Nota: Tutte le sostanze chimiche in esame sono sottoposte a prova in presenza di 9,18 x 10 "' M di E2.28.
Il volume finale di mezzo raccomandato in ciascun pozzetto ¢ di 200 pl. Utilizzare solo piastre di prova in
cui le cellule in tutti i pozzetti diano una vitalita pari o superiore all'80 %.

29. La determinazione delle concentrazioni iniziali per le prove complete per l'effetto agonista¢ descritta dettagliatamente
nel protocollo relativo a tale effetto (7). In sintesi, si utilizzano i seguenti criteri:

— Se non vi sono punti sulla curva di concentrazione della sostanza chimica in esame che sono superiori al valore
medio del controllo del DMSO pit tre volte la sua deviazione standard, la prova completa va eseguita con una
serie di 11 diluizioni successive con rapporto 1:2, a partire dalla concentrazione di saturazione della sostanza
chimica in esame.

— Se vi sono punti sulla curva di concentrazione della sostanza chimica in esame che sono superiori al valore
medio del controllo DMSO pitl tre volte la sua deviazione standard, la prova completa utilizza una serie di 11
diluizioni successive a partire da una concentrazione superiore di 1 log alla concentrazione che induce le RLU

adattate pitt elevate nella prova di range finding. Tale serie di 11 diluizioni ¢ effettuata in base a rapporti di
diluizione 1:2 o 1:5 in funzione dei seguenti criteri:

si raccomanda di utilizzare una serie di diluizioni con rapporto 1:2 se la gamma di concentrazioni risultante
permette di osservare l'insieme delle risposte previste sulla base della curva concentrazione-risposta ottenuta nella
prova di range finding. Altrimenti utilizzare una diluizione con rapporto 1:5.

— Se una sostanza chimica in esame presenta una curva di concentrazione-risposta bifasica nella prova di range
finding, entrambe le fasi vanno studiate nella prova completa.

30. La determinazione delle concentrazioni iniziali per le prove complete per leffetto antagonista ¢ descritta dettaglia-
tamente nel protocollo relativo a tale effetto (7). In sintesi, si utilizzano i seguenti criteri:

— Se non vi sono punti sulla curva di concentrazione della sostanza chimica in esame che sono inferiori al valore
medio del controllo di E2 meno tre volte la sua deviazione standard, la prova completa va eseguita con una serie
di 11 diluizioni successive con rapporto 1:2, a partire dalla concentrazione di saturazione della sostanza chimica
in esame.
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— Se vi sono punti sulla curva di concentrazione della sostanza chimica in esame che sono inferiori al valore medio
del controllo di E2 meno tre volte la sua deviazione standard, la prova completa utilizza una serie di 11 diluizioni
successive a partire da una delle concentrazioni seguenti:

* la concentrazione che da il valore pilt basso (di RLU adattate) nella prova di range finding;
* la concentrazione massima solubile (cfr. protocollo per l'effetto antagonista (7), grafico 14-2);

* la concentrazione minima che induce un effetto citotossico (cfr. protocollo per Teffetto antagonista (7), grafico
14-3 per un esempio in materia);

— Tale serie di 11 diluizioni ¢ effettuata in base a rapporti di diluizione 1:2 o 1:5 in funzione dei seguenti criteri:

si raccomanda di utilizzare una serie di diluizioni con rapporto 1:2 se la gamma di concentrazioni risultante
permette di osservare l'insieme delle risposte previste sulla base della curva concentrazione-risposta ottenuta nella
prova di range finding. Altrimenti usare una diluizione 1:5.

Prove complete

31. Le prove complete consistono in una serie di 11 diluizioni successive (con rapporto 1:2 o 1:5 in funzione della
concentrazione iniziale selezionata in base ai criteri pertinenti), con ciascuna concentrazione testata in tre pozzetti
della piastra a 96 pozzetti (cfr. Figure 3 e 4).

— La prova completa per l'effetto agonista utilizza 11 concentrazioni di E2 in duplicato come standard di riferi-
mento. Su ciascuna piastra, quattro pozzetti sono utilizzati come repliche per il controllo di DMSO e quattro
pozzetti per il controllo metossicloro (9,06 x 10 *° M).

— La prova di range finding per l'effetto antagonista utilizza nove concentrazioni della miscela Ral/E2 in duplicato,
come standard di riferimento, quattro repliche del controllo di E2 a 9,18 x 107!! M, quattro repliche del controllo
DMSO e quattro repliche del tamoxifene a 3.36 x 107°M.

Figura 3

Configurazione della piastra a 96 pozzetti per la prova completa per I'effetto agonista

Abbreviazioni: da TC1-1 a TC1-11 = concentrazioni (in ordine decrescente) della sostanza chimica in esame 1; da
TC2-1 a TC2-11 = concentrazioni (in ordine decrescente) della sostanza chimica in esame 2; da E2-1 a E2-11 =
concentrazioni dello standard di riferimento E2 (in ordine decrescente); Meth = controllo debolmente positivo p, p*-
metossicloro; VC = controllo con mezzo disperdente DMSO (1 % v/v) in EFM
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Figura 4

Configurazione della piastra a 96 pozzetti per la prova completa per I'effetto antagonista

Abbreviazioni: E2 = controllo E2; da Ral-1 a Ral-9 = concentrazioni dello standard di riferimento Raloxifene/E2 (in
ordine decrescente); Tam = controllo debolmente positivo Tamoxifene[E2; da TC1-1 a TC1-11 = concentrazioni (in
ordine decrescente) della sostanza chimica in esame 1 (TC1); da TC2-1 a TC2-11 = concentrazioni (in ordine decrescente)
della sostanza chimica in esame 2 (TC2); VC = controllo con mezzo disperdente (DMSO a 1 % v[v EFM).

Nota: Come osservato, tutti i pozzetti contenenti lo standard di riferimento e la sostanza chimica in esame mostrano la
medesima concentrazione di E2 (9,18 x 107! M)32.
Per garantire I'indipendenza dei risultati occorre ripetere le prove complete per la stessa sostanza chimica in
giorni diversi. E opportuno svolgere almeno due prove complete. Se i risultati delle prove si contraddicono
(ad esempio, una delle prove ¢ positiva, l'altra negativa), oppure se una delle prove ¢ inadeguata, va
effettuata una terza prova supplementare.

Misurazione della luminescenza

33. La luminescenza ¢ misurata nell'intervallo da 300 a 650 nm, mediante un luminometro dotato di un sistema di
iniezione e un software che controlla il volume di iniezione e l'intervallo di misurazione (7). L'emissione luminosa
osservata per ciascun pozzetto ¢ espressa come RLU per pozzetto.

ANALISI DEI DATI
Determinazione della ECs, e della ICs,

34. 11 valore ECsq (concentrazione della sostanza chimica in esame corrispondente alla meta della risposta massima
[effetto agonista]) e il valore IC5 (concentrazione della sostanza chimica in esame corrispondente alla meta dell'ini-
bizione massima [effetto antagonista]) sono determinati a partire dai dati della curva concentrazione-risposta. Per le
sostanze chimiche in esame positive a una o pitt concentrazioni, la concentrazione della sostanza chimica in esame
che provoca la meta della risposta massima (IC5, o ECsg) ¢ calcolata utilizzando una funzione di Hill o un altro
metodo appropriato. La funzione di Hill ¢ un modello matematico logistico a quattro parametri che associa la
concentrazione della sostanza chimica in esame a una risposta (solitamente secondo una funzione sigmoide),
utilizzando la seguente equazione:

(Vertice — Base)

Y=B8
e + 10(IgECsg — X)Pendenza di Hill

dove:
Y= risposta (in RLU);
X= logaritmo della concentrazione;

Base= risposta minima;
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Vertice= risposta massima;

lg ECsq (0 lg IC54)= logaritmo della concentrazione corrispondente alla risposta situata a meta strada tra la base e il
vertice;

pendenza di Hill= pendenza (coefficiente angolare) della curva.

1l modello calcola i valori pi vicini ai parametri vertice, base, pendenza di Hill e IC s0€ ECs. 11 calcolo dei valori
EC5q e ICsq si effettua mediante software statistico adeguato (ad es. Graphpad Prism").

Determinazione di valori anomali

35. E possibile agevolare la qualita del giudizio statistico includendo (ma non limitato a) un test Q (cfr. i protocolli per gli
effetti agonista e antagonista) (7) per determinare i pozzetti “inutilizzabili" che saranno esclusi dall'analisi dei dati.

36. Per le repliche dello standard di riferimento E2 (campione composto da due pozzetti), il valore di RLU adattato di
una replica a una data concentrazione di E2 ¢ considerato un valore erratico se il suo valore € superiore o inferiore
del 20 % al valore di RLU adattato per tale concentrazione nella banca dati storica.

Raccolta e adeguamento dei dati del luminometro per la prova di range finding

37. 1 dati grezzi forniti dal luminometro sono trasferiti su un foglio di calcolo elaborato specificamente per il metodo di
prova. Occorre determinare se vi siano punti con valori anomali che devono essere rimossi. (Cfr. Criteri di accet-
tabilita della prova per i parametri ottenuti nelle analisi) Sono effettuati i calcoli seguenti:

Effetto agonista

Fase 1 Calcolare il valore medio del controllo con mezzo disperdente DMSO (VC).
Fase 2 Sottrarre il valore medio del VC DMSO dal valore ottenuto per ciascun pozzetto al fine di normalizzare i dati.
Fase 3 Calcolare la moltiplicazione media dell'induzione osservata con lo standard di riferimento (E2).

Fase 4 Calcolare il valore medio della ECs;, per la sostanza chimica in esame.

Effetto antagonista

Fase 1 Calcolare il valore medio di VC DMSO.

Fase 2 Sottrarre il valore medio del VC DMSO dal valore ottenuto per ciascun pozzetto al fine di normalizzare i dati.
Fase 3 Calcolare la moltiplicazione media dell'inibizione osservata con lo standard di riferimento (Ral/E2).

Fase 4 Calcolare il valore medio dello standard di riferimento E2.

Fase 5 Calcolare il valore medio della IC5, per le sostanze chimiche in esame.
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Raccolta e adeguamento dei dati del luminometro per le prove complete

38. I dati grezzi forniti dal luminometro sono trasferiti su un foglio di calcolo elaborato specificamente per il metodo di
prova. Occorre determinare se vi siano punti con valori anomali che devono essere rimossi. (Cfr. Criteri di accet-
tabilita della prova per i parametri ottenuti nelle analisi) Sono effettuati i calcoli seguenti:

Effetto agonista

Fase 1 Calcolare il valore medio di VC DMSO.

Fase 2 Sottrarre il valore medio del VC DMSO dal valore ottenuto per ciascun pozzetto al fine di normalizzare i dati.

Fase 3 Calcolare la moltiplicazione media dell'induzione osservata con lo standard di riferimento (E2).

Fase 4 Calcolare il valore medio della EC5, per 'E2 e per la sostanza chimica in esame, rispettivamente.

Fase 5 Calcolare il valore medio in RLU adattate ottenuto con il metossicloro.

Effetto antagonista

Fase 1 Calcolare il valore medio di VC DMSO.

Fase 2 Sottrarre il valore medio del VC DMSO dal valore ottenuto per ciascun pozzetto al fine di normalizzare i dati.

Fase 3 Calcolare la moltiplicazione media dellinduzione osservata con lo standard di riferimento (Ral/E2).

Fase 4 Calcolare il valore medio della ICs per la miscela Ral/E2 e per le sostanze chimiche in esame, rispettivamente.

Fase 5 Calcolare il valore medio in RLU adattato ottenuto con il tamoxifene.

Fase 6 Calcolare il valore medio dello standard di riferimento E2.

Criteri di interpretazione dei dati

39. 1l metodo VM7Luc ER TA ¢ inteso come parte di un approccio basato sulla forza probante dei dati per contribuire a

stabilire quali sostanze testare in via prioritaria mediante la prova in vivo delleffetto di perturbazione del sistema

endocrino. Una parte di tale procedura di definizione delle priorita consistera nella classificazione della sostanza

chimica in esame come positiva o negativa per l'attivita agonista o antagonista sugli ER. I criteri di interpretazione dei

risultati positivi e negativi utilizzati nellambito dello studio di validazione della prova VM7Luc ER TA sono descritti
nella tabella 1.
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Tabella 1

Criteri di interpretazione dei risultati positivi e negativi

ATTIVITA AGONISTA

Positivo — Tutte le sostanze chimiche in esame classificate come positive all’attivita agonista sugli ER
presentano una curva concentrazione-risposta che consiste in una linea di base, seguita da
una pendenza positiva e che si conclude con un plateau o un picco. In alcuni casi possono
essere definite solo due di queste caratteristiche (pendenza-linea di base o pendenza-picco).

— La linea che definisce la pendenza positiva comprende almeno tre punti le cui barre di errore
non si sovrappongono (media + SD). I punti che costituiscono la linea di base sono esclusi,
ma la parte lineare della curva pud comprendere il picco o il primo punto del plateau.

— Per essere classificata positiva occorre che la sostanza chimica induca una risposa la cui
ampiezza - la differenza tra la linea di base e il picco - sia almeno superiore o uguale al
20 % del valore massimo indotto dallo standard di riferimento E2 (cioé almeno 2 000 RLU se
il valore massimo indotto dallo standard di riferimento [E2] ¢ adattato a 10 000 RLU).

— Nella misura del possibile, calcolare il valore ECs, per ciascuna sostanza chimica positiva.

Negativo Il valore medio adattato di RLU ottenuto per una data concentrazione ¢ uguale o inferiore al
valore medio di RLU del controllo DMSO piit tre volte la deviazione standard di RLU del DMSO.

Equivoco I dati che non possono essere interpretati come validi per stabilire una eventuale attivita a causa di
importanti limiti qualitativi o quantitativi sono considerati equivoci e non possono servire per
determinare se la sostanza chimica in esame €& positiva o negativa. In tal caso, occorre testare
nuovamente le sostanze chimiche in esame.

ATTIVITA ANTAGONISTA

Positivo — 1 dati relativi alla sostanza chimica in esame producono una curva concentrazione-risposta che
consiste in una linea di base, seguita da una retta con pendenza negativa.

— La retta che definisce la pendenza negativa comprende almeno tre punti le cui barre di errore
non si sovrappongono; i punti che costituiscono la linea di base sono esclusi, ma la parte
lineare della curva puo comprendere il picco o il primo punto del plateau.

— Si osserva una riduzione di attivita di almeno il 20 % rispetto alla risposta massima ottenuta
con lo standard di riferimento Ral/E2 (cioé 8 000 RLU o meno se la risposta massima dello
standard di riferimento [Ral/E2] ¢ adattata a 10 000 RLU).

— Le concentrazioni non citotossiche pili elevate della sostanza chimica in esame sono inferiori o
uguali a 1x10 °M.

— Nella misura del possibile, calcolare il valore ICs, per ciascuna sostanza chimica positiva.

Negativo Tutti i punti di dati sono superiori al valore ECg (80 % della risposta di E2 o 8 000 RLU) a
concentrazioni inferiori a 1,0 x 10”°M.

Equivoco I dati che non possono essere interpretati come validi per stabilire una eventuale attivita a causa di
importanti limiti qualitativi o quantitativi sono considerati equivoci e non possono servire per
determinare se la sostanza chimica in esame & positiva o negativa. In tal caso, occorre testare
nuovamente la sostanza chimica in esame.
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40. I risultati positivi saranno caratterizzati sia dallampiezza dell'effetto sia dalla concentrazione corrispondente a tale
effetto, se possibile. I grafici 5 e 6 mostrano esempi di dati positivi, negativi e equivoci.

Grafico 5

Esempi di risultati positivi, negativi e equivoci per l'effetto agonista

La linea tratteggiata indica il 20 % della risposta di E2, cio¢ 2 000 RLU (valore adattato e normalizzato).

Grafico 6

Esempi di risultati positivi, negativi e equivoci per 'effetto antagonista

La linea tratteggiata indica 1'80 % della risposta di Ral[E2, cioe 8 000 RLU (valore adattato e normalizzato).

La linea continua indica 1,00 x 10> M. Per essere considerata positiva, la risposta deve essere inferiore alla linea delle
8 000 RLU, e a concentrazioni inferiori a 1,00 x 10 M.

Le concentrazioni contrassegnate da un asterisco nel grafico del meso-esadestrolo indicano un punteggio di vitalita di «2» o pit.

[ risultati delle prove per il meso-esestrolo sono considerati equivoci poiché l'unica risposta inferiore a 8 000 RLU
corrisponde a una concentrazione di 1,00 x 10 M.

41. T calcoli dei valori ECs; e IC5 possono essere effettuati con la funzione di Hill a quattro parametri (cfr. i protocolli
per gli effetti agonista e antagonista per maggiori dettagli (7)). Il rispetto dei criteri di accettabilita indica che il
sistema funziona correttamente, ma non garantisce che qualsiasi prova produrra dati accurati. Duplicare i risultati
della prima batteria di prove € la migliore garanzia che i dati generati sono accurati (cfr. il paragrafo 19 della sezione
"ELEMENTI DEL METODO DI PROVA DEL METODO ER TA").
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RELAZIONE SULL'ESECUZIONE DELLA PROVA

42. Cfr. il paragrafo 20 della sezione "ELEMENTI DEL METODO DI PROVA DEL METODO ER TA").
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Appendice 4

METODO DI PROVA DI TRANSATTIVAZIONE MEDIANTE IL RECETTORE ESTROGENICO ALFA UMANO TRASFETTATO IN MODO
STABILE PER INDIVIDUARE L'ATTIVITA AGONISTA E ANTAGONISTA DELLE SOSTANZE CHIMICHE UTILIZZANDO LA LINEA
CELLULARE ERA CALUX

CONSIDERAZIONI INIZIALI E LIMITI (CFR. ANCHE INTRODUZIONE GENERALE)

1. 1l metodo di prova di transattivazione ERa CALUX utilizza la linea cellulare umana U20S per individuare l'attivita
estrogenica agonista e antagonista mediata dal recettore estrogenico alfa umano (hERa). Lo studio di validazione del
biosaggio che utilizza la linea cellulare ERa CALUX trasfettata in maniera stabile condotto da BioDetection Systems
BV (Amsterdam, Paesi Bassi) ha dimostrato la pertinenza e laffidabilita della prova ai fini previsti (1). La linea
cellulare ERa CALUX esprime unicamente il recettore estrogenico ERa umano trasfettato in modo stabile (2) (3).

2. 1l presente metodo di prova & concepito in modo specifico per individuare la transattivazione mediata da hERa
misurando la bioluminescenza come endpoint. La bioluminescenza ¢ comunemente usata nei biosaggi a motivo
dell'elevato rapporto segnale/rumore (4).

3. E stato riportato che le concentrazioni di fitoestrogeni superiori a 1 pM inducono una sovrattivazione del gene
reporter della luciferasi, che genera segnali di luminescenza non mediati dal recettore (5) (6) (7). Pertanto, le
concentrazioni pit elevate di fitoestrogeni o di altri composti simili che possono sovrattivare l'espressione della
luciferasi devono essere esaminate con attenzione nelle prove di transattivazione che utilizzano il recettore estroge-
nico trasfettato in modo stabile (cfr. l'appendice 2).

4. Le sezioni "INTRODUZIONE GENERALE" e "COMPONENTI DEL METODO DI PROVA ER TA" vanno lette prima di
applicare il presente metodo di prova per fini regolamentari. Le definizioni e le abbreviazioni utilizzate nel presente
metodo di prova figurano nell'appendice 1.

PRINCIPIO DEL METODO DI PROVA (CFR. ANCHE INTRODUZIONE GENERALE)

5. 1l biosaggio serve a valutare la formazione di un legame tra IER e il ligando, e la successiva traslocazione del
complesso recettore-ligando costituitosi verso il nucleo. Nel nucleo, il complesso recettore-ligando si fissa a elementi
di risposta specifici del DNA e transattiva il gene reporter della luciferasi di lucciola, inducendo una maggiore
espressione cellulare dell'enzima luciferasi. Dopo l'aggiunta, il substrato della luciferasi (luciferina) viene trasformato
in un prodotto bioluminescente. La luce prodotta puo essere facilmente individuata e quantificata mediante lumi-
nometro.

6. 1l sistema di prova utilizza cellule ERa CALUX trasfettate in modo stabile. Le cellule ERa CALUX derivano dalla linea
delle cellule umane U20S osteoblastiche di osteosarcoma. Le cellule umane U20S sono state trasfettate in modo
stabile con 3XxHRE-TATA-Luc e pSG5-neo-hERa, mediante il metodo di co-precipitazione del fosfato di calcio. La
linea cellulare U20S ¢ stata selezionata come migliore candidato per fungere da linea cellulare reporter reattiva agli
estrogeni (e ad altri ormoni steroidei), poiché presenta un’attivita debole o nulla del recettore endogeno. L'assenza di
recettori endogeni ¢ stata valutata utilizzando esclusivamente plasmidi reporter della luciferasi, i quali non hanno
manifestato alcuna attivita quando sono stati aggiunti i ligandi del recettore. Inoltre, questa linea cellulare ha
sostenuto forti risposte mediate dagli ormoni quando sono stati introdotti in modo transitorio i recettori apparentati

(2) (3) (8.

7. La sperimentazione di sostanze chimiche ad attivita estrogenica o antiestrogenica mediante la linea cellulare ERa
CALUX include una prova di preselezione e batterie di prove complete. Durante la prova di preselezione, sono
determinati la solubilita, la citotossicita e l'intervallo di concentrazione affinato delle sostanze chimiche in esame ai
fini delle prove complete. Durante le batterie di prove complete, gli intervalli di concentrazione affinati delle sostanze
chimiche in esame sono testati nei biosaggi che utilizzano la linea cellulare ERa CALUX; successivamente, viene
stabilita la classificazione delle sostanze chimiche in esame per la loro attivita agonista o antagonista.
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8. I criteri dinterpretazione dei dati sono descritti in dettaglio al paragrafo 59. In sintesi, una sostanza chimica in esame
¢ considerata positiva per l'attivita agonista se almeno due concentrazioni consecutive della sostanza chimica in
esame mostrano una risposta uguale o superiore al 10 % della risposta massima dello standard di riferimento 17-
estradiolo (PC;). Una sostanza chimica in esame ¢ considerata positiva per l'attivita antagonista se almeno due
concentrazioni consecutive della sostanza chimica in esame mostrano una risposta pari o inferiore all'80 % della
risposta massima dello standard di riferimento tamoxifene (PCgp).

PROCEDURA
Linee cellulari

9. Per il presente metodo di prova si utilizza la linea cellulare U20S ERa CALUX trasfettata in modo stabile. La linea
cellulare puo essere ottenuta da BioDetection Systems BV, Amsterdam, Paesi Bassi, sottoscrivendo un accordo di licenza
tecnica.

10. Vanno utilizzate soltanto colture cellulari prive di micoplasma. I lotti di cellule utilizzati devono essere certificati
negativi per la contaminazione da micoplasmi; in alternativa, prima delluso deve essere effettuato un test di
individuazione di micoplasmi. La RT-PCR (reazione a catena della polimerasi in tempo reale) ¢ utilizzata ai fini
della individuazione sensibile di infezioni da micoplasma (4) (5) (9).

Stabilita della linea cellulare

11. Per mantenerne la stabilita e lintegrita, le cellule CALUX vanno conservate in azoto liquido (-80 °C). Dopo lo
scongelamento di cellule per avviare una nuova cultura, le cellule sono poste in coltura secondaria almeno due
volte prima di essere utilizzate per la valutazione dell'attivita estrogenica agonista e antagonista delle sostanze
chimiche. Le cellule non sono pil coltivate oltre i 30 passaggi.

12. Per monitorare la stabilita della linea cellulare nel tempo, la reattivita del sistema di prova agonista e antagonista deve
essere verificata mediante la valutazione di ECsy o ICs, dello standard di riferimento. Occorre inoltre monitorare
linduzione relativa del campione di controllo positivo (PC) e del campione di controllo negativo (NC). I risultati
devono essere conformi ai criteri di accettazione per la prova ERa CALUX per quanto concerne l'attivita agonista
(tabella 3C) o antagonista (tabella 4C). Gli standard di riferimento, i controlli positivi e quelli negativi sono indicati
nella tabella 1 (attivita agonista) e nella tabella 2 (attivita antagonista).

Condizioni di piastratura e di coltura cellulare

13. Le cellule U20S sono coltivate nel terreno di coltura [DMEM/F12 (1:1) con rosso fenolo come indicatore del pH,
integrato da siero fetale bovino (7,5 %), amminoacidi non essenziali (1 %), 10 unita/ml di penicillina, streptomicina e
geneticina (G-418) come marcatore di selezione]. Le cellule sono collocate in un incubatore di CO, (5 % di CO,) a
37 °C e al 100 % di umidita. Quando raggiungono una confluenza dell'85-95 %, le cellule sono poste in coltura
secondaria oppure preparate per I'inseminazione in piastre da microtitolazione a 96 pozzetti. In questo secondo caso,
le cellule sono rimesse in sospensione alla concentrazione di 1x10° cellule/ml nel mezzo di prova privo di estrogeni
[DMEM/F12 (1:1) senza rosso fenolo, integrato da siero fetale bovino trattato con carbone-destrano (5 % v|v),
amminoacidi non essenziali (1 % v/[v), 10 unita/ml di penicillina e streptomicina] e collocate in piastre da microti-
tolazione a 96 pozzetti (100 pl di sospensione cellulare omogeneizzata). Le cellule sono quindi preincubate in un
incubatore di CO, (5 % CO,, 37 °C, 100 % umidita) per 24 ore prima dell’esposizione. I materiali in plastica devono
essere privi di estrogeni.

Criteri di accettabilita

14. Le attivita agoniste e antagoniste della sostanza o delle sostanze in esame sono testate in serie. Una serie di prove ¢
composta da un massimo di 6 piastre da microtitolazione. Ciascuna serie di prove contiene almeno 1 serie completa
di diluizioni di uno standard di riferimento, di un campione di controllo positivo, di un campione di controllo
negativo e di controlli contenenti solvente. Le figure 1 e 2 illustrano la configurazione della piastra per la serie di
prove agoniste e antagoniste.
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15. Ciascuna diluizione degli standard di riferimento, delle sostanze chimiche in esame, di tutti i controlli con solvente e
dei controlli positivi e negativi ¢ analizzata in triplicato. Ciascuna delle analisi in triplicato deve soddisfare i requisiti
indicati nelle tabelle 3A e 4A.

16. Una serie completa di diluizioni dello standard di riferimento (17f-estradiolo per l'attivita agonista; tamoxifene per
l'attivita antagonista) ¢ misurata sulla prima piastra in ciascuna serie di prove. Per poter confrontare i risultati delle
analisi delle restanti 5 piastre da microtitolazione con la prima piastra da microtitolazione contenente la curva
completa concentrazione-risposta dello standard di riferimento, tutte le piastre devono contenere 3 campioni di
controllo: il controllo con solvente, la concentrazione piti elevata dello standard di riferimento testato e la concen-
trazione di valore ECs,, (attivita agonista) o ICs, (attivita antagonista) approssimativa dello standard di riferimento. Il
rapporto tra i campioni di controllo medi della prima piastra e le restanti 5 piastre deve essere conforme ai requisiti
di cui alla tabella 3C (attivita agonista) o alla tabella 4C (attivita antagonista).

17. Per ciascuna delle piastre da microtitolazione all'interno di una serie di prove ¢ calcolato il fattore z (10). Il fattore z
va calcolato utilizzando le risposte corrispondenti alla concentrazione piti alta e pitt bassa dello standard di riferi-
mento. Una piastra da microtitolazione ¢ considerata valida se soddisfa i requisiti di cui alla tabella 3C (attivita
agonista) o alla tabella 4C (attivitd antagonista).

18. Lo standard di riferimento deve dar luogo a una curva sigmoide di dose-risposta. 1l valore ECs, o ICs derivato dalla
risposta della serie di diluizioni dello standard di riferimento deve soddisfare i requisiti indicati nella tabella 3C
(attivita agonista) o nella tabella 4C (attivita antagonista).

19. Ciascuna serie di prove deve contenere un campione di controllo positivo e un campione di controllo negativo.
L'induzione relativa calcolata sia sulla base del campione di controllo positivo che di quello negativo deve soddisfare i
requisiti indicati nella tabella 3C (attivita agonista) o nella tabella 4C (attivita antagonista).

20. Durante tutte le misurazioni, il fattore di induzione della concentrazione piu alta dello standard di riferimento ¢
misurato dividendo la piti elevata risposta media dello standard di riferimento 17f-estradiolo in unita di luce relative
(RLU) per la risposta media del controllo con solvente in RLU. Questo fattore di induzione dovrebbe soddisfare i
requisiti minimi relativi al fattore moltiplicativo di incremento dell'induzione come indicato nella tabella 3C (attivita
agonista) o nella tabella 4C (attivita antagonista).

21. Solo le piastre da microtitolazione che soddisfano tutti i criteri sopraindicati sono considerate valide e possono essere
usate per valutare la risposta delle sostanze chimiche in esame.

22. 1 criteri di accettazione sono applicabili sia alla prova di preselezione che alle batterie di prove complete.

Tabella 1

Concentrazioni di standard di riferimento, controllo positivo (PC) e controllo negativo (NC) per la prova
CALUX di individuazione dell’attivita agonista

Sostanza Numero CAS Intervallo di prova (M)
Standard di riferimento 17p-estradiolo 50-28-2 1*¥10°1 - 1¥10°19
Controllo positivo (PC) 17a-metiltestosterone 58-18-4 3¥10°6

Controllo negativo (NC) corticosterone 50-22-6 1*10°®
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Tabella 2

Concentrazioni di standard di riferimento, controllo positivo (PC) e controllo negativo (NC) per la prova

CALUX di individuazione dell’attivita antagonista

Sostanza Numero CAS Intervallo di prova (M)
Standard di riferimento tamoxifene 10540-29-1 3¥1077 - 1*¥10°
Controllo positivo (PC) 4-idrossitamoxifen 68047-06-3 1*10”°
Controllo negativo (NC) resveratrolo 501-36-0 1¥10°”°
Tabella 3

Criteri di accettazione per la prova ERa CALUX di individuazione dell’attivita agonista

A - campioni individuali su una piastra Criterio

1 % massima di SD dei pozzetti in triplicato (per NC, PC, ciascuna diluizione della sostanza <15%
chimica in esame e lo standard di riferimento, tranne CO)

2 % massima di SD dei pozzetti in triplicato (per lo standard di riferimento e i controlli con <30%
solvente della sostanza chimica in esame (C0O, SC))

3 Perdita massima di LDH, come misura della citotossicita. <120 %

B - all'interno di una singola piastra da microtitolazione

4 Rapporto tra il controllo con solvente dello standard di riferimento (CO; piastra 1) e i 0,5 - 2,0
controllo con solvente della sostanza chimica in esame (SC; piastre da 2 a x)

5 Rapporto tra il valore approssimativo di ECs e delle concentrazioni pitt elevate dello stan- 0,70 - 1,30
dard di riferimento sulla piastra 1 e il valore approssimativo di ECs e delle concentrazioni
piu elevate dello standard di riferimento sulle piastre da 2 a x (C4, C8)

6 Fattore Z per ciascuna piastra > 0,6

C - per una singola serie di analisi (tutte le piastre di una stessa serie)

7 Curva sigmoide dello standard di riferimento Si (176-

estradiolo)
8 Intervallo di ECs dello standard di riferimento 178-estradiolo 4¥10712 -
4101 M

9 Fattore moltiplicatore minimo dell'incremento dell'induzione della concentrazione pit elevata 5
di 17R-estradiolo, rispetto al controllo con solvente dello standard di riferimento.

10 Induzione relativa (%) PC. >30%

11 Induzione relativa (%) NC. <10%

Appr.: approssimativo; PC: controllo positivo; NC: controllo negativo: SC: controllo con solvente della sostanza chimica
in esame; CO: controllo con solvente dello standard di riferimento; SD: deviazione standard; LDH: lattato deidrogenasi
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Tabella 4

Criteri di accettazione per la prova ERa CALUX di individuazione dell’attivita antagonista

A - campioni individuali su una piastra Criterio

1 % massima di SD dei pozzetti in triplicato (per NC, PC, ciascuna diluizione della sostanza <15%
chimica in esame, lo standard di riferimento, il controllo con solvente (C0))

2 % massima di SD dei pozzetti in triplicato (per il controllo con mezzo disperdente (VC) e la <30%
concentrazione piu elevata dello standard di riferimento (C8))

3 Perdita massima di LDH, come misura della citotossicita. <120%

B - all'interno di una singola piastra da microtitolazione

4 Rapporto tra il controllo con solvente dello standard di riferimento (CO; piastra 1) e il 0,70 - 1,30
controllo con solvente della sostanza chimica in esame (SC; piastre da 2 a x)

5 Rapporto tra il valore approssimativo di ICs dello standard di riferimento sulla piastra 1 eil 0,70 - 1,30
valore approssimativo di ICs dello standard di riferimento sulle piastre da 2 a x (C4)

6 Rapporto tra le concentrazioni piu elevate dello standard di riferimento sulla piastra 1 e le 0,50 - 2,0
concentrazioni pit elevate dello standard di riferimento sulle piastre da 2 a x (C8)

7 Fattore Z per ciascuna piastra > 0,6

C - per una singola serie di analisi (tutte le piastre di una stessa serie)

8 Curva sigmoide dello standard di riferimento Si (Tamoxi-
fene)
9 Intervallo di ICs, dello standard di riferimento (tamoxifene) 1¥10°8 -
1*107 M
10 Fattore moltiplicatore minimo dell'incremento dell'induzione del controllo con solvente dello 2,5

standard di riferimento, rispetto alla concentrazione pitt elevata di Tamoxifene.

11 Induzione relativa (%) PC. <70%

12 Induzione relativa (%) NC. > 85%

Appr.: approssimativo; PC: controllo positivo; NC: controllo negativo: VC: controllo con mezzo disperdente (controllo
con solvente senza concentrazione fissa dello standard di riferimento per lattivita agonista); SC: controllo con solvente
della sostanza chimica in esame; CO: controllo con solvente dello standard di riferimento; SD: deviazione standard; LDH:
lattato deidrogenasi
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Controllo con solvente/mezzo disperdente, standard di riferimento, controlli positivi, controlli negativi

23. I controlli con solvente/mezzo disperdente, standard di riferimento, controlli positivi, controlli negativi utilizzati sono
identici sia per la prova di preselezione che per le prove complete. Inoltre, la concentrazione degli standard di
riferimento, dei controlli positivi e dei controlli negativi deve essere identica.

Controllo con solvente

24. 11 solvente usato per sciogliere le sostanze chimiche in esame ¢ testato come controllo con solvente. Il dimetilsol-
fossido (DMSO, 1% (v[v); n. CAS 67-68-5) ¢ stato utilizzato come mezzo disperdente durante la validazione del
biosaggio ERa CALUX. Se si usa un solvente diverso dal DMSO, tutti gli standard di riferimento, i controlli e le
sostanze chimiche in esame devono essere testati nel medesimo mezzo disperdente. Si osservi che, per gli studi di
attivita antagonista, il controllo con solvente contiene una concentrazione fissa dello standard di riferimento per
l'attivita agonista, il 17f-estradiolo (approssimativamente la concentrazione ECs). Per testare il solvente utilizzato per
gli studi sull'attivita antagonista, occorre preparare e testare un controllo con mezzo disperdente.

Controllo con mezzo disperdente (antagonismo)

25. Per la sperimentazione sull'attivita antagonista il mezzo di prova ¢ integrato da una concentrazione fissa dello
standard di riferimento per lattivita agonista il 17f-estradiolo (approssimativamente la concentrazione ECsg). Per
testare il solvente usato per sciogliere le sostanze chimiche in esame per l'attivita antagonista, occorre preparare un
mezzo che non contiene una concentrazione fissa dello standard di riferimento per l'attivita agonista (17f-estradiolo).
Questo campione di controllo ¢ indicato come controllo con mezzo disperdente. Il dimetilsolfossido (DMSO, 1 %
(v/v); n. CAS 67-68-5) ¢ stato utilizzato come mezzo disperdente durante la validazione del biosaggio ERa CALUX.
Se si usa un solvente diverso dal DMSO, tutti gli standard di riferimento, i controlli e le sostanze chimiche in esame
devono essere testati nel medesimo mezzo disperdente.

Standard di riferimento

26. Lo standard di riferimento per lattivita agonista ¢ il 17f-estradiolo (tabella 1). Gli standard di riferimento includono
una serie di diluizioni di otto concentrazioni di 17B-estradiolo (110713, 3*10°1%, 11012, 3*10712, 6*10°12, 1*107!!,
3¥10°11, 1¥10°10 Mm).

27. Lo standard di riferimento per lattivita antagonista ¢ il tamoxifene (tabella 2). Gli standard di riferimento includono
una serie di diluizioni di otto concentrazioni di tamoxifene (3*107, 1*10°%, 3*10°8, 1¥107, 3*107, 1*10°, 3*10°,
1¥107 M). Ciascuna delle concentrazioni dello standard di riferimento per lattivitd antagonista & co-incubata con una
concentrazione fissa dello standard di riferimento agonista 17B-estradiolo (3*1071% M).

Controllo positivo

28. 11 controllo positivo per gli studi di attivita agonista ¢ il 17-a-metiltestosterone (tabella 1).

29. 11 controllo positivo per gli studi di attivita antagonista ¢ il 4-idrossitamoxifene (tabella 2). Il controllo positivo per
l'attivita antagonista € co-incubato con una concentrazione fissa dello standard di riferimento agonista 17p-estradiolo
(3*10°12 M).

Controllo negativo

30. 1I controllo negativo per gli studi di attivita agonista ¢ il corticosterone (tabella 1).

31. 11 controllo negativo per gli studi di attivita antagonista ¢ il resveratrolo (tabella 2). 1l controllo negativo per lattivita
antagonista ¢ co-incubato con una concentrazione fissa dello standard di riferimento agonista 17f-estradiolo (3*10712 M).
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Dimostrazione della competenza del laboratorio (cfr. il paragrafo 14 e le tabelle 3 e 4 nei «COMPONENTI DEL
METODO DI PROVA ER TA» di questo metodo di prova).

Mezzo disperdente

32. 1 solvente utilizzato per sciogliere le sostanze chimiche in esame devono solubilizzare completamente la sostanza
chimica in esame e risultare miscibile con il mezzo cellulare. Il DMSO, l'acqua e l'etanolo (purezza 95-100 %) sono
solventi appropriati. Se si usa il DMSO come solvente, la concentrazione massima di DMSO durante l'incubazione
non deve superare 1 % (v/v). Prima dell'uso, il solvente deve essere testato per verificare I'assenza di citotossicita e di
interferenza con le prestazioni delle prove.

Preparazione di standard di riferimento, controlli positivi, controlli negativi e sostanze chimiche in esame

33. Gli standard di riferimento, i controlli positivi, i controlli negativi e le sostanze chimiche in esame sono dissolti in
100 % di DMSO (o un solvente appropriato). Diluizioni (in serie) appropriate sono quindi preparate nel medesimo
solvente. Prima dello scioglimento, tutte le sostanze sono lasciate riposare fino a raggiungere la temperatura am-
biente. Le soluzioni primarie, preparate recentemente, degli standard di riferimento, dei controlli positivi, dei controlli
negativi e delle sostanze chimiche in esame non devono presentare precipitato né intorbidimento visibili. Le soluzioni
primarie degli standard di riferimento e dei controlli possono essere preparate in anticipo. Le soluzioni primarie delle
sostanze chimiche in esame sono preparate immediatamente prima di ciascun esperimento. Le diluizioni finali degli
standard di riferimento, dei controlli positivi, dei controlli negativi e delle sostanze chimiche in esame devono essere
preparate e utilizzate entro 24 ore prima di ciascuna prova.

Solubilita, citotossicitd e intervallo delle concentrazioni

34, Durante la prova di preselezione, si determina la solubilita delle sostanze chimiche in esame nel solvente scelto. E
preparata una soluzione primaria di concentrazione massima di 0,1 M. Se tale concentrazione presenta problemi di
solubilita, vanno preparate soluzioni primarie di concentrazione inferiore fino a solubilizzazione completa delle
sostanze chimiche in esame. Durante la prova di preselezione, sono testate diluizioni successive a 1:10 della sostanza
chimica in esame. La concentrazione massima delle prove per l'attivita agonista e antagonista ¢ 1 mM. A seguito della
prova di preselezione, si ricava un adeguato intervallo di concentrazioni per le sostanze chimiche in esame che deve
essere testato nel corso delle batterie di prove complete. Le diluizioni utilizzate per le prove complete devono essere
1x, 3x, 10x, 30x, 100x, 300x, 1000x e 3000x.

35. Prove di citotossicita sono condotte nel quadro del protocollo sull'attivita agonista e antagonista (11). Tali prove di
citotossicita sono condotte sia durante la prova di preselezione che nelle batterie di prove complete. 11 metodo
utilizzato per valutare la citotossicita durante la validazione della prova ERa CALUX combina la prova di perdita di
lattato deidrogenasi (LDH) con un’ispezione visiva qualitativa delle cellule (cfr. l'appendice 4.1) dopo esposizione alle
sostanze chimiche in esame. E tuttavia possibile utilizzare altri metodi quantitativi per la determinazione della
citotossicita [ad esempio il test colorimetrico al sale di tetrazolium (MTT) o la prova CALUX di citotossicita]. In
generale, le concentrazioni della sostanza chimica in esame che mostrano una riduzione di oltre il 20 % della vitalita
cellulare sono considerate citotossiche e non possono pertanto essere utilizzate per la valutazione dei dati. Per quanto
riguarda la prova di perdita di DLH, la concentrazione della sostanza chimica in esame & considerata citotossica
quando la perdita di LDH & superiore al 120 %.

Esposizione alle sostanze chimiche in esame e configurazione della piastra di prova

36. Dopo tripsinazione di un matraccio di cellule confluenti in coltura, le cellule sono nuovamente messe in sospensione
alla concentrazione di 1 x10° cellule/ml nel mezzo di prova privo di estrogeni. 100 pl di cellule rimesse in
sospensione sono inserite nei pozzetti interni di una piastra da microtitolazione a 96 pozzetti. I pozzetti esterni
sono riempiti con 200 pl di tampone fosfato salino (PBS) (cfr. figure 1 e 2). Le cellule piastrate sono pre-incubate in
un incubatore a CO, (5% CO,, 37 °C, 100 % umidita) per 24 ore.

37. Dopo la pre-incubazione, le piastre sono ispezionate visivamente per verificare la citotossicita (cfr. l'appendice 4.1), la
contaminazione e la confluenza. Per la prova si usano esclusivamente le piastre che non mostrano citotossicita visiva
né contaminazione e presentano una confluenza minima dell'85 %. Il mezzo prelevato dai pozzetti interni &
accuratamente rimosso e sostituito da 200 pl di mezzo di prova privo di estrogeni contenente una serie di diluizioni

appropriate degli standard di riferimento, delle sostanze chimiche in esame, dei controlli positivi, dei controlli
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negativi e dei controlli con solvente (tabella 5: studi dell’attivita agonista; tabella 6: studi dell’attivita antagonista).
Tutti gli standard di riferimento, le sostanze chimiche in esame, i controlli positivi, i controlli negativi e i controlli
con solvente sono testati in triplicato. La figura 1 illustra la configurazione della piastra per le prove sull'attivita
agonista. La figura 2 illustra la configurazione della piastra per le prove sull'attivita antagonista. La configurazione
della piastra per la prova di preselezione e le prove complete ¢ identica. Per le prove sullattivita antagonista, tutti i
pozzetti interni, esclusi i pozzetti dei controlli con mezzo disperdente (VC), contengono anche una concentrazione
fissa dello standard di riferimento per lattivitd agonista 17f-estradiolo (3*10712 M). Si noti che a ciascuna piastra
contenente la sostanza chimica in esame vanno aggiunti gli standard di riferimento C8 e C4.

38. Dopo lesposizione delle cellule a tutte le sostanze chimiche, le piastre da microtitolazione a 96 pozzetti sono
incubate per altre 24 ore in un incubatore a CO, (5% di CO,, 37 °C, 100 % di umidita).

Figura 1

Configurazione delle piastre da microtitolazione a 96 pozzetti per la prova di preselezione e la valutazione
dell’effetto agonista

CO = solvente con standard di riferimento.

C(1-8) = serie di diluizioni (1-8, concentrazioni da deboli a elevate) dello standard di riferimento.
PC = controllo positivo.

NC = controllo negativo.

TCx-(1-8) = diluizioni (1-8, concentrazioni da deboli a elevate) della sostanza chimica in esame per la prova di prese-
lezione e la valutazione dell’effetto agonista della sostanza chimica in esame x.

SC = controllo con solvente della sostanza chimica in esame (di preferenza lo stesso solvente utilizzato in CO, ma
eventualmente da un altro lotto).

Caselle grigie: = pozzetti esterni, riempiti con 200 pl di PBS.
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Figura 2

Configurazione delle piastre da microtitolazione a 96 pozzetti per la prova di preselezione antagonista e la
valutazione dell’effetto antagonista

CO = solvente con standard di riferimento.

C(1-8) = serie di diluizioni (1-8, concentrazioni da deboli a elevate) dello standard di riferimento.

NC = controllo negativo.

PC = controllo positivo.

TCx-(1-8) = diluizioni (1-8, concentrazioni da deboli a elevate) della sostanza chimica in esame per la prova di prese-
lezione e la valutazione dell’effetto agonista della sostanza chimica in esame x.

SC = controllo con solvente della sostanza chimica in esame (di preferenza lo stesso solvente utilizzato in CO, ma
eventualmente da un altro lotto).

VC = controllo con mezzo disperdente (controllo con solvente senza concentrazione fissa dello standard di riferimento
per lattivita agonista 17[-estradiolo);

Caselle grigie: = pozzetti esterni, riempiti con 200 pl di PBS.

Nota: tutti i pozzetti interni, esclusi i pozzetti dei controlli con mezzo disperdente (VC), contengono anche una concen-
trazione fissa dello standard di riferimento per lattivitd agonista 17B-estradiolo (3,0 * 10712 M).
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Misurazione della luminescenza

39. La misurazione della luminescenza & descritta dettagliatamente nel protocollo di prova per lattivita agonista e
antagonista (10). Il mezzo dei pozzetti ¢ rimosso e le cellule devono essere sottoposte a lisi dopo 24 ore di
incubazione per aprire la membrana cellulare e consentire la misurazione dell’attivita della luciferasi.

40. Per misurare la luminescenza, questa procedura richiede un luminometro dotato di 2 iniettori. La reazione della
luciferasi viene avviata con l'iniezione della luciferina (substrato della luciferasi). La reazione € interrotta aggiungendo
0,2 M NaOH, per impedire il trasferimento di luminescenza da un pozzetto allaltro.

41. La luce emessa da ciascun pozzetto € espressa in unitd di luce relative (RLU) per pozzetto.

Prova di preselezione

42. I risultati dell'analisi di preselezione sono usati per determinare un intervallo affinato di concentrazioni delle sostanze
chimiche in esame per le prove complete. La valutazione dei risultati delle analisi di preselezione e la determinazione
dell'intervallo di concentrazioni affinato delle sostanze chimiche in esame per le prove complete sono descritte in
dettaglio nel protocollo di prova sullattivita agonista e antagonista (10). I paragrafi seguenti riassumono le procedure
per determinare l'intervallo delle concentrazioni delle sostanze chimiche in esame per le prove sull’attivita agonista e
antagonista. Cfr. le tabelle 5 e 6 per orientamenti sulla concezione delle diluizioni in serie.

Selezione delle concentrazioni per la valutazione degli effetti agonisti

43. Durante la prova di preselezione, le sostanze chimiche in esame vanno testate usando le serie di diluizioni indicate
nelle tabelle 5 (attivita agonista) e 6 (attivita antagonista). Tutte le concentrazioni sono testate nei pozzetti in
triplicato secondo la configurazione della piastra come indicato nella figura 1 (attivita agonista) o 2 (attivita
antagonista).

44. Solo i risultati delle analisi che soddisfano i criteri di accettabilita (tabella 3) sono considerati validi e possono essere
usati per valutare la risposta delle sostanze chimiche in esame. Se una o piu piastre da microtitolazione in una serie
di analisi non soddisfano i criteri di accettazione, tali piastre vanno analizzate nuovamente. Se la prima piastra
contenente la serie completa di diluizioni dello standard di riferimento non soddisfa i criteri di accettazione, occorre
procedere ad una nuova analisi delle serie di prove complete (6 piastre).

45. Occorre adeguare gli intervalli delle concentrazioni iniziali delle sostanze chimiche in esame e ripetere la prova di
preselezione qualora:

— si osservi citotossicitd. La procedura di preselezione deve essere ripetuta con concentrazioni inferiori non cito-
tossiche della sostanza chimica in esame.

— la prova di preselezione della sostanza chimica in esame non mostra una curva dose-risposta completa poiché le
concentrazioni testate generano un livello di induzione massima. La prova di preselezione deve essere ripetuta
con concentrazioni inferiori della sostanza chimica in esame.

46. Quando si osserva una relazione dose-risposta valida, occorre selezionare la (pili bassa) concentrazione alla quale si
osserva l'induzione massima che non genera citotossicita. La concentrazione pilt elevata della sostanza chimica in
esame da testare nelle prove complete deve essere 3 volte la concentrazione selezionata.

47. Una serie affinata completa di diluizioni della sostanza chimica in esame ¢ preparata seguendo le fasi di diluizione
indicate nella tabella 5, iniziando con la concentrazione piu elevata come sopra indicato.

48. La sostanza chimica in esame che non produce effetti agonisti ¢ testata nelle batterie di prove complete, cominciando
dalla concentrazione non citotossica piti elevata individuata durante la preselezione.
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Selezione delle concentrazioni per la valutazione degli effetti antagonisti

49. Solo i risultati delle analisi che soddisfano i criteri di accettabilita (tabella 4) sono considerati validi e possono essere
usati per valutare la risposta delle sostanze chimiche in esame. Se una o pili piastre da microtitolazione in una serie
di analisi non soddisfano i criteri di accettazione, tali piastre vanno analizzate nuovamente. Se la prima piastra
contenente la serie completa di diluizioni dello standard di riferimento non soddisfa i criteri di accettazione, occorre
procedere ad una nuova analisi delle serie di prove complete (6 piastre).

50. Occorre adeguare gli intervalli delle concentrazioni iniziali delle sostanze chimiche in esame e ripetere la prova di
preselezione qualora:

— si osservi citotossicitd. La procedura di preselezione deve essere ripetuta con concentrazioni inferiori non cito-
tossiche della sostanza chimica in esame.

— la prova di preselezione della sostanza chimica in esame non mostra una curva dose-risposta completa poiché le
concentrazioni testate generano un livello di inibizione massima. La preselezione deve essere ripetuta con
concentrazioni inferiori della sostanza chimica in esame.

51. Quando si riscontra una relazione dose-risposta valida, occorre selezionare la (pili bassa) concentrazione alla quale si
osserva l'inibizione massima che non genera citotossicita. La concentrazione piu elevata della sostanza chimica in
esame da testare nelle prove complete deve essere 3 volte la concentrazione selezionata.

52. Una serie affinata completa di diluizioni della sostanza chimica in esame ¢ preparata seguendo le fasi di diluizione
indicate nella tabella 6, iniziando con la concentrazione pil elevata come sopra indicato.

53. Le sostanze chimiche in esame che non producono effetti antagonisti sono testate nelle batterie di prove complete,
cominciando dalla concentrazione non citotossica pitt elevata testata durante la preselezione.

Prove complete

54. A seguito della selezione degli intervalli affinati di concentrazioni, le sostanze chimiche in esame sono testate in
maniera esaustiva usando le serie di diluizioni indicate nelle tabelle 5 (attivita agonista) e 6 (attivita antagonista). Tutte
le concentrazioni sono testate nei pozzetti in triplicato secondo la configurazione della piastra come indicato nella
figura 1 (attivita agonista) o 2 (attivita antagonista).

55. Solo i risultati delle analisi che soddisfano i criteri di accettabilita (tabella 3 e 4) sono considerati validi e possono
essere usati per valutare la risposta delle sostanze chimiche in esame. Se una o pil piastre da microtitolazione in una
serie di analisi non soddisfano i criteri di accettazione, tali piastre vanno analizzate nuovamente. Se la prima piastra
contenente la serie completa di diluizioni dello standard di riferimento non soddisfa i criteri di accettazione, occorre
procedere ad una nuova analisi delle serie di prove complete (6 piastre).
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Tabella 5

Concentrazione e diluizioni degli standard di riferimento, dei controlli e delle sostanze chimiche in esame
utilizzati per le prove sull’attivita agonista

Conc. (M) dello Diluizione della TCx Diluizione della TCx Conc. (M)
standard di riferimento d 1 . . 1 I . i
17B-estradiolo urante la prova di range finding | durante la prova completa dei controlli
Co 0 TCx-1 10000000 x TCx-1 3000 x PC 3%10°°
C1 1*¥10713 TCx-2 1000000 x TCx-2 1000 x NC 1*10°8
C2 3¥10°13 TCx-3 100000 x TCx-3 300 x Co 0
C3 1*10°12 TCx-4 10000 x TCx-4 100 x SC 0
C4 3¥10712 TCx-5 1000 x TCx-5 30 x
C5 6*10°12 TCx-6 100 x TCx-6 10 x
Cé6 1*10° 1! TCx-7 10 x TCx-7 3 x
C7 3%10° 11 TCx-8 1x TCx-8 1x
C8 1*10°10

TCx - sostanza chimica in esame x

PC - controllo positivo (17a-metiltestosterone)

NC - controllo negativo (corticosterone)
CO - controllo con solvente dello standard di riferimento
SC - controllo con solvente della sostanza chimica in esame
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Tabella 6

Concentrazione e diluizioni degli standard di riferimento, dei controlli e delle sostanze chimiche in esame
utilizzati per la prova sugli antagonisti

Conc. (M) dello

Diluizione della TCx

Diluizione della TCx

Conc. (M)

standard di riferimento tamo-

durante la prova di range finding

durante la prova completa

dei controlli

xifene

Co 0 TCx-1 10000000 x TCx-1 3000 x PC 1*10°?

C1 3%107? TCx-2 1000000 x TCx-2 1000 x NC 1*10”°

2 1*10°8 TCx-3 100000 x TCx-3 300 x Co 0

C3 3x10°8 TCx-4 10000 x TCx-4 100 x SC 0

C4 1*¥107 TCx-5 1000 x TCx-5 30 x

C5 3%107 TCx-6 100 x TCx-6 10 x Conc. (M) dello stan-
dard di riferimento

agonista

Cé6 1*¥10° TCx-7 10 x TCx-7 3 x Conc. (M) dello

c7 3¥10°6 TCx-8 1x TCx-8 1x 17B-estra- 3¥10°12
diolo

C8 1*107°

TCx - sostanza chimica in esame x

PC - controllo positivo (4-idrossitamixefene)

NC - controllo negativo (resveratrolo)
CO - controllo con solvente dello standard di riferimento

SC - controllo con solvente della sostanza chimica in esame
VC - controllo con mezzo disperdente (non contiene una concentrazione fissa dello standard di riferimento agonista 17f-estradiolo

(3*10°12 M).
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Raccolta e analisi dei dati

56. A seguito della prova di preselezione e delle prove complete, i valori EC;,, ECs,, PCyq, PCs, e l'induzione massima
(TCX,) di una sostanza chimica in esame sono determinati per la prova sull’attivita agonista. Per la prova
sull'attivita antagonista, vanno calcolati i valori ICy, ICsq, PCgg, PCsq € linduzione massima (TCxy,). I grafici 3
(attivita agonista) e 4 (attivita antagonista) illustrano questi parametri. I parametri richiesti sono calcolati in base
allinduzione relativa di ciascuna sostanza chimica in esame [rispetto all'induzione massima dello standard di riferi-
mento (= 100 %)]. Per la valutazione dei dati si utilizza la regressione non lineare (pendenza variabile, 4 parametri)
applicando alla seguente equazione:

(Vertice — Base)
(1 + IO(lgECSO*X)XPendenza di Hill)

Y = Base +

dove:

X = Log della dose o concentrazione

Y = Risposta (induzione relativa (%))

Vertice = Induzione massima (%)

Base = Induzione minima (%)

LogEC5, = Logaritmo della concentrazione corrispondente al 50 % della risposta massima

Pendenza di Hill = coefficiente della pendenza di Hill

57. 1 dati grezzi del luminometro, espressi in unita di luce relative (RLU), sono trasferiti al foglio di calcolo contenente
lanalisi dei dati destinata alla preselezione e alle batterie di prove complete. I dati grezzi devono soddisfare i criteri di
accettazione indicati nella tabella 3A e nella tabella 3B (attivita agonista) o 4A e 4B (attivita antagonista). Se i dati
grezzi soddisfano i criteri di accettazione, si eseguono le seguenti fasi di calcolo per determinare i parametri richiesti:

Attivita agonista

— Sottrarre le RLU medie del controllo con solvente dello standard di riferimento da ciascuno dei dati grezzi delle
analisi relativi agli standard di riferimento.

— Sottrarre le RLU medie del controllo con solvente della sostanza chimica in esame da ciascuno dei dati grezzi
delle analisi relativi alle sostanze chimiche in esame.
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— Calcolare l'induzione relativa di ciascuna concentrazione dello standard di riferimento; fissare al 100 % l'induzione
della concentrazione pitt elevata dello standard di riferimento.

— Calcolare l'induzione relativa di ciascuna concentrazione della sostanza chimica in esame rispetto alla concen-
trazione massima dello standard di riferimento al 100 %.

— Valutare i risultati dellanalisi seguendo una curva di regressione non lineare (pendenza variabile, 4 parametri).

— Determinare i valori ECsy e EC;, dello standard di riferimento.

— Determinare i valori EC5y e EC; delle sostanze chimiche in esame.

— Determinare l'induzione relativa massima della sostanza chimica in esame (TC,,,).

— Determinare i valori PC;, e PCs, delle sostanze chimiche in esame.

Per le sostanze chimiche in esame, non ¢ sempre possibile ottenere una curva dose-risposta completa a motivo, ad
esempio, di problemi di citotossicita o di solubilita. Pertanto i valori ECsy, EC;, e PCs, non possono essere

determinati. In tal caso, solo i valori PCy, e TC,,, possono essere determinati.

Attivita antagonista

— Sottrarre le RLU medie della piti elevata concentrazione dello standard di riferimento da ciascuno dei dati grezzi
delle analisi relativi agli standard di riferimento.

— Sottrarre le RLU medie della piti elevata concentrazione dello standard di riferimento da ciascuno dei dati grezzi
delle analisi relativi alle sostanze chimiche in esame.

— Calcolare l'induzione relativa di ciascuna concentrazione dello standard di riferimento; fissare al 100 % l'induzione
della concentrazione pit bassa dello standard di riferimento.

— Calcolare l'induzione relativa di ciascuna concentrazione della sostanza chimica in esame rispetto alla concen-
trazione pitt bassa dello standard di riferimento al 100 %.
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— Valutare i risultati dell'analisi seguendo una curva di regressione non lineare (pendenza variabile, 4 parametri).

— Determinare i valori IC5, e IC,, dello standard di riferimento.

— Determinare i valori IC5q e IC,, delle sostanze chimiche in esame.

— Determinare l'induzione relativa minima della sostanza chimica in esame (TC,;,).

— Determinare i valori PCg, e PCs delle sostanze chimiche in esame.

Grafico 3

Parametri determinati nella prova sull’effetto agonista

EC,( = concentrazione di una sostanza corrispondente al 10 % della sua risposta massima

EC5, = concentrazione di una sostanza corrispondente al 50 % della sua risposta massima

PC,, = concentrazione della sostanza chimica in esame equivalente alla EC;, dello standard di riferimento.

PC;, = concentrazione della sostanza chimica in esame equivalente alla ECs dello standard di riferimento.

TCx,,.., = induzione relativa massima della sostanza chimica in esame.

max
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58.

Grafico 4

Parametri determinati nella prova sull’effetto antagonista

IC,, = concentrazione di una sostanza corrispondente all’'80 % della sua risposta massima (20 % di inibizione)

IC5, = concentrazione di una sostanza corrispondente all'50 % della sua risposta massima (50 % di inibizione)

concentrazione di una sostanza chimica in esame equivalente alla IC,, dello standard di riferimento.
PC5, = concentrazione di una sostanza chimica in esame equivalente alla IC50 dello standard di riferimento.

TCxpi, = induzione relativa minima della sostanza chimica in esame.

Per le sostanze chimiche in esame, non ¢ sempre possibile ottenere una curva dose-risposta completa a motivo

. ad

esempio, di problemi di citotossicita o di solubilita. Pertanto i valori IC5,, I1Cy, e PCsy non possono essere deter-

minati. In tal caso, solo i valori PC,, e TC;, possono essere determinati.

I risultati dovrebbero basarsi su due (o tre) batterie di prove indipendenti. Se due batterie di prove forniscono risultati
comparabili e pertanto riproducibili, non ¢ necessario effettuare una terza batteria di prove. Per essere accettabili, i

risultati devono:

— soddisfare i criteri di accettabilita (cfr. i criteri di accettabilita, paragrafi da 14 a 22);

— essere riproducibili.
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Criteri di interpretazione dei dati

59. Per interpretare i dati e decidere se una sostanza chimica in esame ¢ considerata positiva o negativa, si utilizzano i
seguenti criteri:

Attivita agonista

Per ciascuna prova completa, una sostanza chimica ¢ considerata positiva se:

1 1l valore TC,,,, ¢ uguale o superiore al 10 % della risposta massima dello standard di riferimento (REF,).

max

2 Almeno 2 concentrazioni consecutive della sostanza chimica in esame sono uguali o superiori al REF,.

Per ciascuna prova completa, una sostanza chimica ¢ considerata negativa se:

1 11 valore TC,,,, non ¢ superiore al 10 % della risposta massima dello standard di riferimento (REF;).

2 Meno di 2 concentrazioni della sostanza chimica in esame sono uguali o superiori al REF,.

Attivita antagonista

Per ciascuna prova completa, una sostanza chimica ¢ considerata positiva se:

1 1l valore TC,;, € uguale o inferiore all’80 % della risposta massima dello standard di riferimento (REFg, = 20 % di
inibizione).

2 Almeno 2 concentrazioni consecutive della sostanza chimica in esame sono uguali o inferiori al REFg,.

Per ciascuna prova completa, una sostanza chimica ¢ considerata negativa se:

1 1l valore TC,,;, ¢ superiore all'80 % della risposta massima dello standard di riferimento (REFg, = 20 % di
inibizione).

2 Meno di 2 concentrazioni della sostanza chimica in esame sono uguali o inferiori al REFgy,.
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60. Per caratterizzare la potenza della reazione positiva di una sostanza chimica in esame, I'ampiezza delleffetto (attivita
agonista: TC,,,,; attivita antagonista: TC;;) e la concentrazione alla quale si verifica l'effetto (attivita agonista: EC,
ECso, PCy, PCsyy; attivita antagonista: IC,q, ICsq, PCgg, PCso) sono riportate.

RELAZIONE SULL'ESECUZIONE DELLA PROVA

61. Cfr. il paragrafo 20 della sezione "ELEMENTI DEL METODO DI PROVA DEL METODO ER TA").
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Appendice 4.1:

ISPEZIONE VISIVA DELLA VITALITA CELLULARE

Confluenza < 85 %. A questo stadio, le cellule

Confluenza < 5 %. Le cellule sono appena state sono esposte alle sostanze chimiche in esame.
inseminate. Vitalita cellulare del 100 %. Classi- Vitalita cellulare > 95 %.Classificazione: "nessuna
ficazione: "nessuna citotossicita" citotossicita"

Confluenza < 95 %. Le cellule sono densa- Vitalita cellulare < 25 %. Le cellule cominciano a
mente organizzate e cominciano a proliferare. staccarsi, il contatto tra cellule diminuisce. Le cel-
Vitalita cellulare > 95 %.Classificazione: "nes- lule sono arrotondate. Classificazione: "citotossici-
suna citotossicita" ta"

Vitalita cellulare < 5 %. Le cellule sono com-
pletamente staccate, il contatto tra le cellule &
interrotto. Le cellule sono arrotondate. Classi-
ficazione: "citotossicita"
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B.67 PROVE IN VITRO DI MUTAZIONE GENICA SU CELLULE DI MAMMIFERO UTILIZZANDO IL GENE TIMIDINA
CHINASI

INTRODUZIONE

1. Questo metodo di prova ¢ equivalente alla linea guida dellOCSE per le prove sulle sostanze chimiche n. 490 (2016).
I metodi di prova vengono periodicamente riesaminati e rivisti alla luce dei progressi scientifici, delle esigenze in
materia di regolamentazione, e di considerazioni relative al benessere degli animali. La prova sul linfoma di topo
(MLA) e la prova TK6 con il locus timidina chinasi (TK) erano in origine contenute nel metodo di prova B.17.
Successivamente il gruppo di lavoro degli esperti MLA dell'International Workshop on Genotoxicity Testing (IWGT) ha
elaborato raccomandazioni armonizzate a livello internazionale per i criteri di accettazione delle prove e per linter-
pretazione dei dati della prova MLA (1)(2)(3)(4)(5), che sono state inserite nel presente nuovo metodo di prova B.67.
Il presente metodo di prova ¢ elaborato per la prova MLA e, poiché usa anche il locus TK, anche per la prova TK6.
La prova MLA ¢ ampiamente usata a fini regolamentari, mentre la prova TK6 ¢ stata usata molto meno frequen-
temente. Va osservato che, nonostante le similitudini fra gli endpoint, le due linee cellulari non sono intercambiabili e
i programmi regolamentari possono esprimere validamente una preferenza per l'una o laltra, a seconda di un
particolare uso regolamentare. A titolo di esempio, la validazione della prova MLA ne ha dimostrato l'idoneita a
rilevare non solo la mutazione genica, bensi anche la capacita di una sostanza chimica in esame di indurre danni
strutturali a carico dei cromosomi. Il presente metodo di prova € parte integrante di una serie di metodi di prova
sulla tossicologia genetica. Un documento contenente informazioni succinte sulle prove di tossicologia genetica
dellOCSE, comprensivo di un compendio delle modifiche recentemente apportate alla rispettiva linea guida ¢ stato
elaborato dallOCSE (6).

2. Scopo della prova in vitro di mutazione genica su cellule di mammifero ¢ identificare mutazioni geniche indotte da
sostanze chimiche. Le linee cellulari utilizzate in queste prove misurano le mutazioni "in avanti" dei geni reporter, in
particolare il gene endogeno timidina chinasi (TK per le cellule umane e Tk per le cellule di roditori, denominate
collettivamente TK in questo metodo di prova). Il presente metodo di prova ¢ destinato a essere usato con due linee
cellulari: le cellule di linfoma di topo L5178Y TK*/"=3.7.2C (in generale denominate L5178Y) e le cellule linfobla-
stoidi umane TK6 (in generale denominate TK6). Sebbene le due linee cellulari differiscano a causa della loro origine,
crescita cellulare, status del gene p53, ecc., le prove di mutazione genica TK possono essere effettuate in maniera
simile su entrambi i tipi di cellule, come illustrato nel presente metodo di prova.

3. La natura autosomica ed eterozigote del gene timidina chinasi consente di individuare colonie vitali le cui cellule
sono carenti dell'enzima timidina chinasi in seguito a una mutazione da TK*/~ a TK”/". Tale carenza pud risultare da
fenomeni genetici che colpiscono il gene TK, compresi sia le mutazioni genetiche (mutazioni puntiformi, mutazioni
per spostamento del sistema di lettura, piccole delezioni, ecc.) che i fenomeni cromosomici (ampie delezioni,
riarrangiamenti cromosomici e ricombinazione mitotica). Questi ultimi fenomeni sono espressi come perdita di
eterozigosi, ossia un cambiamento genetico comune dei geni soppressori dei tumori nell'oncogenesi umana. Teori-
camente, nella prova MLA si puo rilevare la perdita dell'intero cromosoma portante il gene TK che fa seguito al
danneggiamento dell'elica efo alla non disgiunzione mitotica. In effetti una combinazione di analisi citogenetica e
molecolare mostra chiaramente che alcuni mutanti MLA TK sono il risultato di una non disgiunzione. Il peso
dell'evidenza mostra tuttavia che le prove di mutazione genica TK non possono rilevare in modo affidabile gli
aneugeni applicando i criteri standard di citotossicita (come descritto nel presente metodo di prova) e pertanto
non ¢ appropriato utilizzare tali metodi di prova per rilevare gli aneugeni (7) (8) (9).

4. Nelle prove di mutazione genica TK, si generano due classi fenotipiche distinte di mutanti TK; i mutanti aventi una
crescita normale che crescono allo stesso ritmo delle cellule eterozigoti TK e i mutanti aventi una crescita lenta che
crescono con tempi di raddoppiamento prolungati. I mutanti a crescita normale e i mutanti a crescita lenta si
riconoscono nella prova MLA come mutanti che producono colonie grandi e mutanti che producono colonie piccole
e, nella prova TK6, come mutanti che producono colonie a comparsa precoce e mutanti che producono colonie a
comparsa tardiva. La natura molecolare e citogenetica dei due tipi di mutanti (quelli che producono colonie grandi e
quelli che producono colonie piccole nella prova MLA) ¢ stata studiata in modo approfondito (8) (10) (11) (12) (13).
La natura molecolare e citogenetica dei due tipi di mutanti TK6 a comparsa precoce e a comparsa tardiva ¢ stata
anch’essa ampiamente studiata (14) (15) (16) (17). [ mutanti a crescita lenta di entrambi i tipi di cellule hanno subito
danni genetici che comportano uno o pitt geni che si presumono responsabili di regolare la crescita presso il locus
TK, il che determina tempi di raddoppiamento prolungati e la formazione di piccole colonie o a comparsa tardiva
(18). La presenza di mutanti a crescita lenta & stata messa in relazione con sostanze chimiche che causano rilevanti
cambiamenti strutturali a livello cromosomico. Le cellule i cui danni non riguardano il o i geni che si presumono
responsabili di regolare la crescita presso il locus TK crescono a una velocita analoga a quella delle cellule parentali e
diventano mutanti a crescita normale. L'induzione di mutanti principalmente a crescita normale ¢ associata a
sostanze chimiche che fungono principalmente da mutageni puntiformi. E quindi fondamentale conteggiare sia i
mutanti a crescita lenta che quelli a crescita normale, al fine di recuperare tutti i mutanti e ottenere informazioni sul
o sui tipi di danni (mutageni o clastogeni) indotti dalla sostanza chimica in esame (10) (12) (18) (19).
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5. 1l metodo di prova ¢ organizzato in modo da fornire informazioni generali applicabili a entrambe le prove MLA e
TK6 nonché orientamenti specializzati per le singole prove.

6. Le definizioni usate sono riportate nell'appendice 1.

CONSIDERAZIONI INIZIALI E LIMITI

7. Le prove in vitro richiedono in generale I'uso di una fonte esogena di attivazione metabolica. Il sistema esogeno di
attivazione metabolica non simula perfettamente le condizioni in vivo.

8. Occorre adoperarsi per evitare condizioni che porterebbero a falsi risultati positivi (vale a dire potenziali interazioni
con il sistema di prova), non causati da un’interazione fra la sostanza chimica in esame e il materiale genetico della
cellula; tali condizioni includono modifiche del pH o dell'osmolalita, un'interazione con i componenti del terreno di
coltura (20) (21) o una eccessiva citotossicita (22)(23)(24). Per le prove MLA e TK6 ¢ considerata eccessiva una
citotossicita che superi i massimi livelli di citotossicita raccomandati definiti al paragrafo 28. Va inoltre osservato che
le sostanze chimiche in esame analoghe della timidina o che si comportano come gli analoghi della timidina possono
aumentare la frequenza dei mutanti mediante crescita selettiva dei mutanti spontanei di fondo durante il trattamento
delle cellule e richiedono metodi di prova supplementari ai fini di un’adeguata valutazione (25).

9. Possono essere necessari adattamenti specifici di questo metodo di prova, non descritti in questa sede, per i
nanomateriali di sintesi.

10. Prima di applicare il presente metodo di prova a una miscela per generare dati ai fini regolamentari previsti, si deve
considerare se, e in caso affermativo, perché, esso possa fornire risultati adeguati a tale scopo. Tale verifica non ¢
necessaria se la miscela viene sottoposta a prova in ottemperanza a un obbligo regolamentare.

11. Le cellule mutanti carenti di attivita enzimatica della timidina chinasi a causa della mutazione TK*/~ —> TK™/~ sono
resistenti agli effetti citostatici dell'analogo pirimidinico trifluorotimidina (TFT). Le cellule capaci di produrre TK sono
sensibili alla TFT, che provoca l'inibizione del metabolismo cellulare e arresta la divisione cellulare. Di conseguenza, le
cellule mutanti sono in grado di proliferare in presenza di TFT e di formare colonie, mentre le cellule contenenti
'enzima TK non lo sono.

PRINCIPIO DELLA PROVA

12. Le cellule in sospensione sono esposte alla sostanza in esame, con e senza fonte esogena di attivazione metabolica
(cfr. il paragrafo 19), per un tempo adeguato (cfr. il paragrafo 33), poi si allestiscono sub-culture per determinare la
citotossicita e permettere 'espressione fenotipica prima della selezione dei mutanti. La citotossicita ¢ determinata dalla
crescita relativa totale (RTG - cfr. il paragrafo 25) per la prova MLA e dal tasso di sopravvivenza relativa (RS - cfr. il
paragrafo 26) per la prova TK6. Le colture trattate sono mantenute nel terreno di coltura per un periodo sufficiente,
specifico per ciascun tipo cellulare (cfr. il paragrafo 37), per permettere l'espressione fenotipica ottimale delle
mutazioni indotte. Secondo I'espressione fenotipica, la frequenza dei mutanti ¢ determinata mediante inseminazione
di un numero noto di cellule in terreno contenente I'agente selettivo, per individuare le colonie mutanti, e in terreno
non contenente l'agente selettivo, per determinare lefficacia di clonazione (vitalita). Dopo un adeguato periodo di
incubazione le colonie sono contate. La frequenza dei mutanti ¢ calcolata sulla base del numero di colonie di mutanti
corretto per lefficienza di clonazione al momento della selezione dei mutanti.

DESCRIZIONE DEL METODO
Preparazioni

Cellule

13. Per la prova MLA: poiché il metodo di prova MLA ¢ stato elaborato e caratterizzato dal ricorso alla sottolinea TK*/~
-3.7.2C di cellule L5178Y, per la presente prova si deve utilizzare questa sottolinea specifica. La linea cellulare
L5178Y ¢ stata derivata da un linfoma timico indotto da metilcolantrene in un topo DBA-2 (26). Clive e colleghi
hanno trattato le cellule L5178Y (indicate da Clive come TK*/* -3) con etilmetan sulfonato e hanno isolato un clone



L 247/236 Gazzetta ufficiale dell'Unione europea 26.9.2019

TK~ (indicato come TK~ -3.7), utilizzando bromodeossiuridina come agente selettivo. A partire dal clone TK /-
sono stati isolati e caratterizzati per essere utilizzati nella prova MLA un clone spontaneo TK*/™ (indicato come TK*/~
-3.7.2) e un sottoclone (indicato come TK*/"=3.7.2C) (27). 1l cariotipo della linea cellulare & stato pubblicato
(28)(29)(30)(31). Il numero modale dei cromosomi & 40. Vi & un cromosoma metacentrico (t12;13) che deve essere
conteggiato come un cromosoma. Nel topo il locus TK ¢ situato all'estremita distale del cromosoma 11. La linea
cellulare L5178Y TK*/~ -3.7.2C presenta mutazioni in entrambi gli alleli p53 e produce la proteina mutante p53 (32)
(33). Si presume che la capacita di individuare danni su ampia scala sia riconducibile allo status p53 della linea
cellulare TK*/"=3.7.2C (17).

14. Per la prova TK6: si tratta di una linea cellulare linfoblastoide umana. La linea cellulare parentale consiste nella linea
cellulare trasformata dal virus di Epstein-Barr WI-L2, in origine derivata da un soggetto maschio di cinque anni
affetto da sferocitosi ereditaria. Il primo clone isolato, HH4, ¢ stato mutagenizzato con ICR191 e si ¢ generata una
linea cellulare eterozigote TK, TK6 (34). Le cellule TK6 sono quasi diploidi e il cariotipo rappresentativo ¢ 47, XY,
13+, t(14; 20), t(3; 21) (35). Nell'uomo il locus TK ¢ situato sul braccio lungo del cromosoma 17. La prova TK6 &
una linea cellulare competente per il gene p53, in quanto presenta una sequenza p53 di tipo casuale su entrambi gli
alleli ed esprime unicamente la proteina p53 di tipo casuale (36).

15. In entrambe le prove MLA e TK6, quando si costituisce o si ricostituisce una popolazione di cellule, si raccomanda al
laboratorio che esegue la prova di garantire 'assenza di contaminazione da Mycoplasma, di procedere al cariotipaggio
delle cellule o colorare i cromosomi che presentano il locus TK e di controllare i tempi di raddoppiamento della
popolazione. Occorre stabilire la durata normale del ciclo cellulare delle linee cellulari utilizzate nel laboratorio di
prova, che deve essere coerente con le caratteristiche cellulari pubblicate (16) (19) (37). Tale popolazione madre va
conservata a -150 °C o a temperatura inferiore e va utilizzata per preparare tutti gli stock cellulari di lavoro.

16. Prima di costituire un ampio numero di stock di lavoro crioconservati o appena prima di utilizzarli in un esperi-
mento, la coltura pud dover essere ripulita delle cellule mutanti preesistenti [salvo nel caso in cui la frequenza dei
mutanti (MF) nel solvente di controllo si trovi gia entro lintervallo accettabile, cfr. tabella 2 per la prova MLA)].
Questo avviene utilizzando metotressato (aminopterina) per scartare le cellule carenti in TK e aggiungendo alla
coltura timidina, ipoxantina e glicina (L5178Y) o 2-deossicitidina (TK6) al fine di garantire la crescita ottimale delle
cellule competenti per la TK (19)(38)(39) (e (40) per la prova TK6). Ai paragrafi (19)(31)(37)(39)(41) figurano le
indicazioni generali relative alle buone prassi per il mantenimento delle colture cellulari nonché raccomandazioni
specifiche relative alle cellule L5178Y e TK6. Per i laboratori che necessitano di popolazioni cellulari madri per
avviare la prova MLA o TK6 o che devono ottenere nuove popolazioni madri, & disponibile una banca di cellule
qualificata (37).

Terreni e condizioni di coltura

17. Per entrambe le prove, le colture vanno mantenute in terreni di coltura e condizioni di incubazione (ad es. recipienti
di coltura, atmosfera umidificata al 5 % di CO,, temperatura di incubazione di 37 °C) adeguati. Le colture cellulari
sono sempre mantenute in condizioni che garantiscano una crescita in fase esponenziale. E particolarmente impor-
tante che i terreni e le condizioni di coltura siano scelti in modo da garantire la crescita ottimale delle cellule durante
il periodo di espressione e di clonazione delle cellule mutanti e non mutanti. Nelle prove MLA e TK6 ¢ altresi
importante che le condizioni di coltura garantiscano una crescita ottimale dei mutanti TK delle grandi coloniefa
comparsa precoce come delle piccole coloniefa comparsa tardiva. Ai paragrafi (19)(31)(38)(39)(40)(42) sono reperibili
maggiori particolari relativi alla coltura, compresa l'esigenza di inattivare termicamente il siero di cavallo se si utilizza
il terreno di coltura RPMI nella selezione dei mutanti.

Preparazione delle colture

18. Le cellule provengono da colture primarie, sono inseminate in un terreno di coltura ad una densita tale che le colture
in sospensione proseguiranno la loro crescita esponenziale durante le fasi di trattamento ed espressione.

Attivazione metabolica

19. Se si utilizzano cellule L5178Y e TK6 in quanto prive di un’adeguata capacita di attivazione metabolica endogena, si
deve ricorrere a sistemi di attivazione metabolica esogeni. Il sistema pili comunemente usato, raccomandato in tutti i
casi salvo alternativa motivata, ¢ una frazione post-mitocondriale integrata di cofattore (S9), prelevata dal fegato di
roditori (in generale ratti) trattati con induttori enzimatici come Aroclor 1254 (43) (44) (45) o con una combina-
zione di fenobarbitone e P-naftoflavone (46) (47) (48) (49) (50) (51). Quest'ultima combinazione & conforme alla
convenzione di Stoccolma sugli inquinanti organici persistenti (52) e ha dimostrato di essere tanto efficace quanto
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I'Aroclor 1254 nell'indurre ossidasi a funzione mista (45) (46) (47) (48) (49). La frazione S9 viene in generale usata a
concentrazioni comprese tra 1-2 % (v/v) ma puo aumentare fino al 10 % (v/v) nel terreno di coltura finale. 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.

Preparazioni della sostanza chimica in esame

20. Le sostanze chimiche in esame solide devono essere preparate in adeguati solventi e, se necessario, diluite prima del
trattamento delle cellule (cfr. il paragrafo 21). Le sostanze chimiche liquide in esame possono essere aggiunte
direttamente alla coltura efo diluite prima del trattamento del sistema di prova. Le sostanze chimiche in esame
gassose o volatili devono essere sottoposte alla prova modificando adeguatamente i protocolli standard (trattamento
in recipienti di coltura ermetici) (53) (54) (55). Devono essere utilizzati 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

21. La scelta del solvente deve favorire I'ottimizzazione della solubilita della sostanza chimica in esame, senza nuocere
alla conduzione del metodo di prova (ad esempio influenzando la crescita cellulare), compromettere l'integrita della
sostanza chimica in esame, reagire con recipienti di coltura o pregiudicare il sistema di attivazione metabolica. Si
raccomanda di prendere in considerazione in primo luogo, se possibile, l'uso di un solvente acquoso (o terreno di
coltura). Solventi il cui uso ¢ consolidato sono l'acqua e il dimetilsolfossido. In generale ¢ opportuno che i solventi
organici non superino I'l % (v[v) e quelli acquosi (soluzione fisiologica o acqua) il 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 le sostanze chimiche in esame e lassenza di tossicita genetica alla concentrazione
utilizzata. In assenza di tali dati, ¢ importante includere controlli non trattati (cfr. I'appendice 1, definizioni) per
dimostrare che il solvente scelto non induce effetti nocivi o mutageni.

MISURAZIONE DELLA CITOTOSSICITA E SCELTA DELLE CONCENTRAZIONI DI TRATTAMENTO

22. Nel determinare la concentrazione pitt elevata della sostanza chimica in esame, occorre evitare le concentrazioni che
hanno la capacita di produrre falsi risultati positivi, come quelle che causano eccessiva citotossicita (cfr. il paragrafo
28), precipitazione nel terreno di coltura (cfr. il paragrafo 29) o variazioni marcate del pH od osmolalita (cfr. il
paragrafo 8). Se la sostanza chimica in esame provoca un‘alterazione marcata del pH del terreno al momento della
sua aggiunta, ¢ possibile adeguare il pH mediante I'azione tampone del terreno di trattamento finale in modo da
evitare falsi risultati positivi e da mantenere condizioni di coltura appropriate.

23. La scelta della concentrazione si basa sulla citotossicita e su altre considerazioni (cfr. i paragrafi 27-30). Mentre la
valutazione della citotossicita in una prova iniziale puo essere utile per definire meglio le concentrazioni da utilizzare
nell'esperimento principale, non ¢ necessario condurre una prova iniziale. Anche se si effettua una valutazione
iniziale della citotossicita, nella prova principale ¢ ancora richiesta la misurazione della citotossicita di ciascuna
coltura. Se si effettuano esperimenti per determinare gli intervalli di dose, essi dovrebbero interessare un’ampia
gamma di concentrazioni e possono essere conclusi al giorno 1 dopo il trattamento o proseguiti attraverso I'espres-
sione del giorno 2 e la selezione dei mutanti (se risulta che le concentrazioni utilizzate sono appropriate).

24. La citotossicita va determinata per ciascuna coltura di prova e di controllo: i metodi di prova per le prove MLA (2) e
TK6 (15) sono definiti da prassi concordate a livello internazionale.

25. Per entrambe le versioni (gel di agarosio e microtitolazione) della prova MLA: la citotossicita va valutata mediante la
crescita relativa totale (RTG), in origine definita da Clive e Spector nel 1975 (2). Questa misurazione include la
crescita in sospensione relativa (RSG: coltura di prova e coltura di controllo con solvente) durante il trattamento delle
cellule, il tempo di espressione e lefficienza relativa di clonazione (RCE: coltura di prova e coltura di controllo con
solvente) al momento della selezione dei mutanti (2). Va osservato che la RSG include le eventuali perdite di cellule
che si verificano nella coltura di prova durante il trattamento (cfr. I'appendice 2 per la formula).
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26. Per la prova TK6: la citotossicita va valutata per mezzo del tasso di sopravvivenza relativa (RS), ossia l'efficienza di
clonazione delle cellule piastrate subito dopo il trattamento, adeguata per le eventuali perdite di cellule durante il
trattamento, in base alla conta cellulare, rispetto ai controlli negativi (assegnata una sopravvivenza del 100 %) (cfr.
'appendice 2 per la formula).

27. Si usino almeno quattro 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.). Sebbene sia consigliabile l'utilizzo
di colture doppie, per ciascuna concentrazione di prova si possono utilizzare colture replicate o uniche. I risultati
ottenuti con colture replicate con una determinata concentrazione devono essere riportati separatamente ma possono
essere aggregati per I'analisi dei dati (55). Per le sostanze chimiche in esame la cui citotossicita ¢ bassa o nulla, sono
in generale adeguati intervalli di concentrazione di un fattore di circa 2 a 3. In caso di citotossicita, le concentrazioni
di prova selezionate devono coprire l'intervallo di citotossicita a partire dai valori che producono citotossicita come
descritto al paragrafo 28 e che include le concentrazioni alle quali si riscontra una citotossicita modesta o nulla.
Molte sostanze chimiche in esame presentano curve di concentrazione-risposta a forte pendenza e, per coprire
l'intero intervallo di citotossicita o per valutare la concentrazione-risposta in dettaglio, puo essere necessario utilizzare
concentrazioni pitt ravvicinate e piti di quattro concentrazioni, in particolare nei casi in cui ¢ necessario ripetere
Tesperimento (cfr. il paragrafo 70). L'utilizzo di piu di quattro concentrazioni puo essere particolarmente importante
quando si utilizzano colture uniche.

28. Se la concentrazione massima & basata sulla citotossicita, la concentrazione massima deve mirare a realizzare un tasso
di RTG compreso fra 20 e 10 % per la prova MLA e un tasso di RS fra 20 e 10 % per la prova TK6 (paragrafo 67).

29. Per le sostanze chimiche in esame scarsamente solubili che non sono citotossiche a concentrazioni inferiori alla
concentrazione insolubile pili bassa, la concentrazione piti elevata analizzata dovrebbe presentare una torbidita o un
precipitato visibile ad occhio nudo o con un microscopio invertito alla fine del trattamento con la sostanza chimica
in esame. Anche se la citotossicitd si verifica a concentrazioni superiori a quella minima insolubile, & indicato
effettuare la prova a una sola concentrazione che produce torbidita o un precipitato visibile, perché il precipitato
puo falsare gli effetti. Poiché le prove MLA e TK6 utilizzano colture in sospensione, che produce un precipitato,
occorre assicurarsi in particolare che questultimo non interferisca con la conduzione della sperimentazione. Pud
essere utile anche valutare la solubilita nel terreno di coltura prima della prova.

30. 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) (57) (58). 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 (ossia sostanze di composizione
sconosciuta o variabile, UVCB), prodotti estratti dallambiente, ecc., pud essere necessario aumentare la concentra-
zione massima (ad es. 5 mg/ml) in assenza di citotossicita sufficiente, per aumentare la concentrazione di ciascun
componente. Va tuttavia rilevato che tali requisiti possono essere diversi per i prodotti farmaceutici per uso umano
(59).

Controlli

31. Per ciascuna condizione di prova si effettuano anche controlli negativi concomitanti (cfr. il paragrafo 21), consistenti
nel solo solvente nel terreno di trattamento; i controlli vanno trattati come le colture di trattamento.

32. 1 controlli positivi concomitanti sono necessari per dimostrare la capacita del laboratorio di individuare mutageni alle
condizioni del protocollo di prova, lefficacia del sistema di attivazione metabolica esogena, se del caso, nonché
un‘adeguata rilevazione dei mutanti TK, sia in piccole coloniefa comparsa tardiva, sia in grandi colonie/a comparsa
precoce. Esempi di controlli positivi sono indicati nella tabella 1 in appresso. Sostanze alternative possono essere usate
per i controlli positivi, se necessario. Poiché le prove di genotossicita in vitro su cellule di mammifero sono sufficien-
temente standardizzate per i trattamenti concomitanti di breve durata (3-4 ore) effettuati con e senza attivazione
metabolica per la stessa durata di trattamento, I'uso dei controlli positivi pud essere limitato a un mutageno che
richiede attivazione metabolica. In questo caso, questa sola risposta in un controllo positivo dimostrera sia lattivita del
sistema di attivazione metabolica che la capacita di risposta del sistema di prova. Se utilizzato, il trattamento a lungo
termine (ossia 24 ore senza S9) richiede tuttavia I'esecuzione di un proprio controllo positivo, in quanto la durata del
trattamento differisce da quella della prova con attivazione metabolica. Ciascun controllo positivo va utilizzato con
una o pitt concentrazioni che in generale danno luogo a un aumento riproducibile e individuabile rispetto al valore di
fondo per dimostrare la sensibilita del sistema sperimentale e la risposta non pud essere compromessa da una
citotossicita superiore ai limiti stabiliti nel presente metodo di prova (cfr. il paragrafo 28).
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Tabella 1

Sostanze chimiche di riferimento raccomandate per la valutazione della competenza dei laboratori e per la
selezione dei controlli positivi

Categoria Sostanza N. CAS

1. Mutageni attivi senza attivazione metabolica

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

2. Mutageni che richiedono attivazione metabolica

Benzo(a)pirene 50-32-8
Ciclofosfamide (monoidrato) 50-18-0 (6055-19-2)
7,12-Dimetilbenzantracene 57-97-6
3-Metilcolantrene 56-49-5
PROCEDURA

Trattamento con la sostanza chimica in esame

33. Le cellule in proliferazione sono trattate con la sostanza chimica in esame in presenza e in assenza di un sistema di
attivazione metabolica. L'esposizione deve protrarsi per un periodo adeguato (si considerano di norma adeguate 3-4
ore). Va tuttavia rilevato che tali requisiti possono essere diversi per i prodotti farmaceutici per uso umano (59). Per
la prova MLA, nei casi in cui il trattamento di breve durata produca risultati negativi e in assenza di informazioni che
indichino l'esigenza di un trattamento pitt lungo [ad es. analoghi nucleosidici, sostanze chimiche scarsamente solubili,
(5) (59)], va presa in considerazione la conduzione della prova con un trattamento pitt lungo, ossia 24 ore senza S9.

34. 1l numero minimo di cellule utilizzate per ciascuna coltura di prova (di controllo e trattate) in ogni fase della prova &
basata sulla frequenza dei mutanti spontanei. Un orientamento generale ¢ trattare e preparare sub-colture di un
numero sufficiente di cellule per mantenere almeno 10 ma idealmente 100 mutanti spontanei in ciascuna coltura
sperimentale in tutte le fasi della prova (trattamento, espressione fenotipica e selezione dei mutanti) (56).

35. Per la prova MLA la frequenza accettabile dei mutanti spontanei raccomandata & compresa fra 35-140 x 1076 (gel di
agarosio) e 50-170 x 107® (microtitolazione) (cfr. tabella 2). Per ottenere almeno 10 e idealmente 100 mutanti
spontanei che sopravvivano al trattamento per ciascuna coltura di prova, & necessario trattare almeno 6 x 10° cellule.
Trattare questo numero di cellule e mantenere un numero di cellule sufficiente durante I'espressione e la clonazione
per la selezione dei mutanti fornisce un numero sufficiente di mutanti spontanei (10 o pitt) in tutte le fasi della
prova, anche per le colture trattate a concentrazioni con il 90 % di citotossicita (misurata da un RTG del 10 %)
(19)(38)(39).

36. Per la prova TK6, la frequenza dei mutanti spontanei di norma & compresa fra 2 e 10 x 10~°. Per ottenere almeno 10
mutanti spontanei che sopravvivano al trattamento per ciascuna coltura, & necessario trattare almeno 20 x 10° cellule.
Trattare un tale numero di cellule fornisce un numero sufficiente di mutanti spontanei (10 o pitt) anche per le colture
trattate a concentrazioni che causano il 90 % di citotossicitd durante il trattamento (RS 10 %). Inoltre durante il
periodo di espressione per la selezione dei mutanti va coltivato e piastrato un numero sufficiente di cellule (60).
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Tempo dell’espressione fenotipica e misurazione della citotossicita e della frequenza dei mutanti

37. Alla fine del periodo di trattamento le cellule sono coltivate per un tempo definito per consentire l'espressione
fenotipica quasi ottimale delle mutazioni neoindotte; specifica di ciascuna linea cellulare. Per la prova MLA, il periodo
di espressione fenotipica ¢ di 2 giorni. Per la prova TK6, il periodo di espressione fenotipica ¢ di 3-4 giorni. Se si
utilizza un periodo di trattamento di 24 ore, il periodo di espressione inizia alla fine del trattamento.

38. Durante il periodo di espressione fenotipica le cellule sono conteggiate con cadenza giornaliera. Per la prova MLA le
conte giornaliere delle cellule sono utilizzate per calcolare la crescita in sospensione quotidiana (SG). In seguito al
periodo di espressione di 2 giorni, le cellule sono sospese nel terreno di coltura con e senza agente selettivo per
determinare rispettivamente il numero dei mutanti (piastre di selezione) e l'efficienza di clonazione (piastre di vitalita).
Per la prova MLA esistono due metodi ugualmente accettabili per clonare la selezione dei mutanti: il primo si avvale
del gel di agarosio e laltro utilizza un terreno di coltura liquido in piastre a 96 pozzetti (19) (38) (39). La clonazione
nella prova TK6 & condotta utilizzando terreni di coltura liquidi e piastre a 96 pozzetti (16).

39. La trifluorotimidina (TFT) & l'unico agente selettivo raccomandato per i mutanti TK (61).

40. Per la prova MLA, le piastre di agarosio e le piastre di microtitolazione sono sottoposte a conta dopo un’incubazione
di 10-12 giorni. Per la prova TK6, le colonie nelle piastre di microtitolazione sono conteggiate dopo 10-14 giorni
per i mutanti a comparsa precoce. Al fine di recuperare i mutanti TK6 a crescita lenta (comparsa tardiva), ¢
necessario rialimentare le cellule con terreno di coltura e TFT, previa conta dei mutanti a comparsa precoce e quindi
incubare le piastre per 7-10 giorni supplementari (62). Cfr. i paragrafi 42 e 44 per una discussione relativa
allenumerazione dei mutanti TK a crescita lenta e normale.

41. Nell'appendice 2 sono riportati i calcoli appropriati per le due prove, compresi i due metodi (gel di agarosio e
microtitolazione) per la prova MLA. Per il metodo del gel di agarosio della prova MLA, si conteggiano le colonie e si
adegua il numero di mutanti per lefficienza di clonazione per calcolare una MF. Per la versione a microtitolazione
delle prove MLA e TK6, lefficienza di clonazione di entrambe le piastre di selezione ed efficienza di clonazione &
determinata secondo la distribuzione di Poisson (63). La MF ¢ calcolata a partire da queste due efficienze di
clonazione.

Caratterizzazione della colonia mutante

42. Per la prova MLA, se la sostanza chimica in esame ¢ positiva (cfr. i paragrafi 62 e 63), la caratterizzazione per
dimensione o crescita della stessa deve essere effettuata su almeno una delle colture trattate (in generale quella con la
concentrazione positiva piu alta) nonché sui controlli negativi e positivi. Se la sostanza chimica in esame ¢ negativa
(cfr. il paragrafo 64), la caratterizzazione della colonia mutante va effettuata sui controlli negativi e positivi. Per il
metodo della microtitolazione della prova MLA, una piccola colonia di mutanti € definita come quella che copre
meno del 25 % del diametro del pozzetto e una grande colonia di mutanti come quella che copre oltre il 25 % del
diametro del pozzetto. Per la versione con gel di agarosio, si utilizza un contatore di colonie automatico per
conteggiare le colonie di mutanti e determinare la dimensione della colonia. Gli approcci alla determinazione della
dimensione della colonia sono illustrati in dettaglio nella letteratura scientifica (19)(38)(40). La caratterizzazione della
colonia nei controlli negativi e positivi ¢ necessaria per dimostrare che gli studi sono stati adeguatamente condotti.

43. La sostanza chimica in esame non puo essere determinata come negativa se i mutanti di entrambe le colonie, grandi
e piccole, non sono adeguatamente rilevati nel controllo positivo. La caratterizzazione della colonia puo essere
utilizzata per ottenere informazioni generali relative alla capacita della sostanza chimica in esame di indurre muta-
zioni puntiformi efo fenomeni cromosomici (paragrafo 4).

44. TK6: i mutanti a crescita normale e lenta si differenziano per il tempo di incubazione (cfr. il paragrafo 40). Per la
prova TK6 in generale si conteggiano sia i mutanti a comparsa precoce, sia quelli a comparsa tardiva, per tutte le
colture, compresi i controlli negativi e positivi. La caratterizzazione della colonia nei controlli negativi e positivi &
necessaria per dimostrare c