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B.67 IN-VITRO-GENMUTATIONSPRUFUNG AN SAUGETIERZELLEN ANHAND DES THYMIDINKINASE-GENS
EINLEITUNG

1. Diese Prifmethode (PM) entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 490 (2016). Die Priifmethoden werden regelmifSig
gepriift und tiberarbeitet, um dem wissenschaftlichen Fortschritt, den rechtlichen Anforderungen und den Belangen
des Tierschutzes gerecht zu werden. Der Maus-Lymphom-Assay (MLA) und die TK6-Priifung mit dem Thymidinki-
nase-Lokus (TK-Lokus) waren urspriinglich Bestandteil der Priifmethode B.17. Die MLA Expert Workgroup des
Internationalen Workshops fiir Genotoxizitatspriifungen (International Workshop on Genotoxicity Testing, IWGT)
hat spiter jedoch international harmonisierte Empfehlungen zu Akzeptanzkriterien fir den Assay und zur Aus-
wertung der Daten des MLA entwickelt (1) (2) (3) (4) (5). Diese Empfehlungen wurden in dieser neuen Priifmethode
B.67 beriicksichtigt. Diese Priifmethode wurde fiir den MLA sowie (da dabei ebenfalls der TK-Lokus verwendet wird)
fur die TK6-Pritfung entwickelt. Der MLA ist fiir rechtliche Zwecke allgemein iiblich. Die TK6-Priifung hingegen ist
erheblich weniger verbreitet. Ungeachtet der Ahnlichkeit der Endpunkte sind die beiden Zelllinien allerdings nicht
austauschbar, und in rechtlichen Vorgaben kann im Zusammenhang mit einem bestimmten rechtlichen Zweck
durchaus eine Priferenz fiir die eine oder andere Zelllinie zum Ausdruck gebracht werden. Beispielsweise wurde
mit der Validierung des MLA nachgewiesen, dass mit dem Assay nicht nur Genmutationen erkannt werden kénnen,
sondern dass auch die Fahigkeit einer Priffchemikalie zur Induzierung struktureller Chromosomenschiden festgestellt
werden kann. Diese Priifmethode ist Bestandteil einer Reihe von Priifmethoden zur genetischen Toxikologie. Die
OECD hat ein Dokument erstellt, das kurz gefasste und hilfreiche Informationen zu Untersuchungen zur genetischen
Toxikologie sowie eine Ubersicht iiber die jiingsten Anderungen der OECD-Priifrichtlinien zur genetischen Toxiko-
logie enthilt (6).

2. Die In-vitro-Genmutationspriifungen an Sdugetierzellen werden zum Nachweis chemisch induzierter Genmutationen
verwendet. Mit den in diesen Priffungen verwendeten Zelllinien kénnen Vorwirtsmutationen an Reporter-Genen,
insbesondere am endogenen Thymidinkinase-Gen (TK bei menschlichen Zellen und Tk bei Nagerzellen, bei dieser
Priifmethode gemeinsam als TK bezeichnet) gemessen werden. Diese Priifmethode ist zur Verwendung mit zwei
Zelllinien vorgesehen: der Maus-Lymphom-Zelllinie L5178Y TK*/"=3.7.2C (im Allgemeinen als L5178Y-Zelllinie
bezeichnet) und der humanen Lymphoblastoid-Zelllinie TK6 (allgemein als TK6-Zelllinie bezeichnet). Die beiden
Zelllinien unterscheiden sich zwar u. a. in Bezug auf ihre Herkunft, das Zellwachstum und den p53-Status. Die
TK-Genmutationspriiffungen konnen jedoch bei beiden Zelltypen dhnlich durchgefiihrt werden, wie in dieser Priif-
methode beschrieben.

3. Die autosomale und heterozygote Beschaffenheit des Thymidin-Kinase-Gens ermoglicht die Erkennung lebensfihiger
Kolonien von Zellen, denen infolge einer Mutation von TK"~ nach TK”/~ das Enzym Thymidin-Kinase fehlt. Das
Fehlen des Enzyms kann auf genetische Prozesse zuriickzufithren sein, die das TK-Gen beeintrichtigen (u. a. auf
Genmutationen (Punktmutationen, Frame-Shift-Mutationen, kleine Deletionen usw.) und auf Chromosomenverinde-
rungen (grofe Deletionen, Chromosomen-Rearragements und mitotische Rekombinationen)). Letztere dufSern sich in
einem Verlust der Heterozygotie, der bei der humanen Tumorgenese hdufig mit einer genetischen Verianderung von
Tumorsuppressorgenen einhergeht. Theoretisch kann der Verlust des gesamten Chromosoms mit dem TK-Gen infolge
der Hemmung der Spindelfaserbildung undfoder durch mitotische Non-disjunction mit dem MLA nachgewiesen
werden. Eine kombinierte zytogenetische und molekulare Untersuchung zeigt tatsichlich eindeutig, dass einige
MLA-TK-Mutanten auf eine Non-disjunction zuriickzufithren sind. Mit TK-Genmutationspriifungen werden Aneugene
durch die Beriicksichtigung von Standardkriterien zur Feststellung einer Zytotoxizitit (wie bei dieser Priifmethode
beschrieben) jedoch nachweislich nicht zuverldssig erkannt. Daher sind diese Priifungen zum Nachweis von Aneu-
genen nicht geeignet (7) (8) (9).

4. Bei den TK-Genmutationspriifungen werden zwei verschiedene Phinotypklassen von TK-Mutanten erzeugt: die nor-
mal wachsenden Mutanten, die so schnell wachsen wie die heterozygoten TK-Zellen, und die langsam wachsenden
Mutanten mit lingeren Verdopplungszeiten. Die normal und die langsam wachsenden Mutanten werden beim MLA
als Mutanten mit starker bzw. geringer Koloniebildung und bei der TK6-Priifung als Mutanten mit frith bzw. spit
auftretender Koloniebildung festgestellt. Die molekulare und zellgenetische Beschaffenheit von MLA-Mutanten mit
starker bzw. geringer Koloniebildung wurde eingehend untersucht (8) (10) (11) (12) (13). Die molekulare und
zellgenetische Beschaffenheit der frith und der spit auftretenden TK6-Mutanten wurde ebenfalls eingehend untersucht
(14) (15) (16) (17). Langsam wachsende Mutanten bei beiden Zelltypen entwickelten genetische Schiden (einschlief3-
lich moglicherweise wachstumsregulierender Gene in der Nahe des TK-Locus), die zu lingeren Verdopplungszeiten
und zur spiteren Bildung kleinerer Kolonien fithren (18). Eine Induzierung langsam wachsender Mutanten erfolgt vor
allem bei Chemikalien, die erhebliche strukturelle Anderungen auf der Chromosomenebene hervorrufen. Zellen, bei
denen die Schiden die moglicherweise wachstumsregulierenden Gene in der Nahe des TK-Locus nicht betreffen, teilen
sich dhnlich schnell wie die Elternzellen und entwickeln sich zu normal wachsenden Mutanten. Eine Induzierung
normal wachsender Mutanten erfolgt bei Chemikalien, die hauptsichlich als Punktmutagene wirken. Daher ist ent-
scheidend, dass sowohl langsam als auch normal wachsende Mutanten gezihlt werden, um alle Mutanten zu erfassen
und Aufschluss tiber den Typ (die Typen) der Schiden (Mutagene vs. Klastogene) zu erhalten, die durch die Priif-
chemikalie induziert werden (10) (12) (18) (19).
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5. Die Prifmethode wurde so gestaltet, dass sie allgemeine Informationen sowohl beim MLA als auch bei der TK6-
Priifung liefert. Auflerdem enthilt sie spezifische Hinweise zur Durchfithrung der einzelnen Priifungen.

6. Es gelten die Begriffsbestimmungen in Anlage 1.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND BEGRENZUNGEN

7. Invitro durchgefiihrte Priifungen erfordern in der Regel die Verwendung eines exogenen Fremdstoff-Metabolisierungs-
systems. Mit diesem exogenen Stoffwechselaktivierungssystem lassen sich die In-vivo-Bedingungen jedoch nicht ganz-
lich nachvollziehen.

8. Bedingungen, die zu kiinstlich verursachten Positivergebnissen fithren konnten (d. h. mogliche Wechselwirkungen mit
dem Priifsystem), die nicht von einer Interaktion zwischen der Priifchemikalie und dem genetischen Material der Zelle
herriihren, sind unbedingt zu vermeiden; zu solchen Bedingungen gehoren Verinderungen des pH-Wertes bzw. der
Osmolalitit, eine Interaktion mit einzelnen Komponenten des Mediums (20) (21) oder eine hochgradige Zytotoxizitit
(22) (23) (24). Zytotoxizitatswerte, die die empfohlenen Hochstwerte nach Nummer 28 iiberschreiten, werden fiir
den MLA und TK6-Priifung als zu hoch betrachtet. Auferdem ist zu beachten, dass Priifchemikalien, bei denen es
sich um Thymidin-Nachbildungen handelt oder die sich wie Thymidin-Nachbildungen verhalten, bei der Behandlung
der Zellen infolge der selektiven Vermehrung der spontanen Hintergrundmutationen die Mutantenhdufigkeit erhohen
und Untersuchungen mit weiteren Priifmethoden erforderlich machen konnen, um eine angemessene Auswertung zu
ermoglichen (25).

9. Fir hergestellte Nanomaterialien sind moglicherweise spezielle Anpassungen dieser Priifmethode erforderlich, die an
dieser Stelle jedoch nicht beschrieben werden.

10. Bevor die Priifmethode zur Untersuchung eines Gemischs fiir die Generierung von Daten fir einen bestimmten
Regulierungszweck verwendet wird, ist zu priifen, ob sie fiir den beabsichtigten Zweck angemessene Ergebnisse
liefern kann und, wenn dem so ist, warum. Solche Erwigungen entfallen, wenn die Priifung des Gemischs rechtlich
vorgeschrieben ist.

11. Mutantenzellen, die infolge der Mutation von TK'/~ zu TK'I~ keine Aktivitit des Enzyms Thymidinkinase (TK)
entwickeln, sind gegeniiber der zytotoxischen Wirkung des Pyrimidinanalogons Trifluorthymidin (TFT) resistent.
Bei Anwesenheit von TK sind Zellen hingegen empfindlich gegeniiber TFT, das die Hemmung des Zellstoffwechsels
verursacht und eine weitere Zellteilung verhindert. Somit konnen Mutantenzellen sich in Anwesenheit von TFT
vermehren und erkennbare Kolonien bilden. Zellen, die das Enzym TK enthalten, sind dazu nicht in der Lage.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

12. Zellen in Suspensionskultur werden iiber einen angemessenen Zeitraum (Nummer 19) mit und ohne exogenes
Fremdstoff-Metabolisierungssystem (Nummer 33) mit der Priifchemikalie behandelt und anschlieend subkultiviert,
um die Zytotoxizitit zu bestimmen und vor der Mutantenselektion die Expression des Phidnotyps zu ermdglichen.
Die Zytotoxizitit wird anhand des relativen Gesamtwachstums (RTG) (Nummer 25) beim MLA bzw. anhand der
relativen Uberlebensrate (RS) (Nummer 26) bei der TK6-Priifung ermittelt. Die behandelten Kulturen werden fiir
einen ausreichenden Zeitraum, der fiir den jeweils gewdhlten Zelltyp charakteristisch ist (Nummer 37), in einem
Wachstumsmedium gehalten, um eine annihernd optimale Expression des Phinotyps der induzierten Mutationen zu
ermoglichen. Nach der Expression des Phdnotyps wird die Mutantenhdufigkeit bestimmt, indem eine bekannte
Anzahl von Zellen auf ein Medium mit dem selektierenden Agens zur Bestimmung der Mutantenkolonien und
auf ein Medium ohne selektierendes Agens zur Bestimmung der Klonierungseffizienz (Lebensfihigkeit) geimpft wird.
Nach einer geeigneten Inkubationszeit werden die Kolonien gezihlt. Die Mutantenhdufigkeit wird anhand der ent-
sprechend der Klonierungseffizienz bei der Mutantenselektion bereinigten Anzahl der Mutantenkolonien berechnet.

BESCHREIBUNG DER METHODE
Vorbereitungen

Zellen

13. MLA: Da der MLA mit der TK*/"=3.7.2C-Zelllinie als Unterzelllinie der L5178Y-Zelllinie entwickelt und beschrieben
wurde, ist fur den MLA diese spezielle Unterzelllinie zu verwenden. Die L5178Y-Zelllinie wurde aus einem durch
Methylcholanthren induzierten Thymuslymphom einer DBA-2-Maus abgeleitet (26). Clive u. a. behandelten L5178Y-
Zellen (von Clive als TK*/*~3 bezeichnet) mit Ethylmethansulfonat und isolierten einen TK"Klon (bezeichnet als
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TK/"=3.7-Klon) mit Bromodeoxyuridin als selektierendes Agens. Aus dem TK/"Klon wurden ein spontaner TK*/-
Klon (als TK*/"=3.7.2. bezeichnet) und ein Subklon (bezeichnet als TK*/"=3.7.2C) zur Verwendung im MLA isoliert
und charakterisiert (27). Der Karyotyp der Zelllinie wurde veroffentlicht (28) (29) (30) (31). Der Modalwert der
Chromosomen betrigt 40. Das metazentrische Chromosom (t12;13) ist als ein Chromosom zu zdhlen. Der TK-Locus
bei Mausen befindet sich am distalen Ende des Chromosoms 11. Die Zelllinie L5178Y TK*/"-3.7.2C hat Mutationen
auf den p53-Allelen und erzeugt mutantes p53-Protein (32) (33). Der p53-Status der TK*"-3.7.2C-Zelllinie ist
wahrscheinlich die Ursache dafiir, dass mit der Priifung grofere Schiden erkannt werden konnen (17).

14. TK6: TK6 ist eine humane lymphoblastoide Zelllinie. Die Elternzelllinie ist eine mit dem Epstein-Barr-Virus trans-
formierte Zelllinie (WI-L2), die urspriinglich von einem 5-jdhrigen Jungen mit hereditirer Sphirozytose abgeleiet
wurde. Der erste isolierte Klon (HH4) wurde mit ICR191 mutagenisiert; dabei wurde eine heterozygote TK-Zelllinie
(TK6) erzeugt (34). TK6-Zellen sind annihernd diploid; der entsprechende Karyotyp ist 47, XY, 13+, t(14; 20), t(3;
21) (35). Der TK-Locus beim Menschen befindet sich am langen Arm des Chromosoms 17. TK6 ist eine p53-
kompetente Zelllinie, da sie auf beiden Allelen eine Wildtyp-p53-Sequenz aufweist und ausschlielich Wildtyp-p53-
Protein exprimiert (36).

15. Sowohl beim MLA als auch bei der TK6-Priifung empfichlt sich, dass das Priiflabor beim erstmaligen Herstellen oder
beim Auffilllen der Master-Zellenbestinde sicherstellt, dass keine Mycoplasma-Kontamination vorliegt, sowie dass es
den Karyotyp der Zellen bestimmt oder die Chromosomen markiert, auf denen sich der TK-Locus befindet, und dass
es die Zeiten fiir die Verdopplung der Populationen ermittelt. Die normale Dauer des Zellzyklus sollte bei den im
Priiflabor verwendeten Zellen bekannt sein und mit veroffentlichten Zellcharakteristiken iibereinstimmen (16) (19)
(37). Dieser Master-Zellenbestand sollte bei -150 °C (oder noch niedrigeren Temperaturen) aufbewahrt und zur
Herstellung aller Arbeitsstimme verwendet werden.

16. Entweder vor der Herstellung einer groffen Anzahl an kryokonservierten Arbeitsstimmen oder unmittelbar vor der
Verwendung in einem Versuch miissen die Zellkulturen maoglicherweise von noch vorhandenen Mutanten gereinigt
werden [wenn die Mutantenhdufigkeit (MF) der Losungsmittelkontrolle nicht bereits im akzeptablen Bereich liegt —
fur MLA siehe Tabelle 2]. Dazu wird Methotrexat (Aminopterin) zur Selektion von Zellen ohne TK verwendet und
Thymidin, Hypoxanthin und Glycin (L5178Y) bzw. 2-Deoxycytidin (TK6) zur Kultur hinzugegeben, um ein opti-
males Wachstum der TK-kompetenten Zellen sicherzustellen (19) (38) (39) bzw. (40) fur TK6. Allgemeine Hinweise
zu bewihrten Verfahren bei der Haltung von Zellkulturen sowie spezifische Hinweise zu L5178Y- und TK6-Zellen
siche (19) (31) (37) (39) und (41). Fiir Labors, die Master-Zellenbestinde als Ausgangszellen fiir den MLA oder die
TK6-Priifung benétigen, sowie allgemein, wenn neue Master-Zellenbestiande benotigt werden, ist ein Zellendepot mit
gut charakterisierten Zellen verfiigbar (37).

Medien und Kulturbedingungen

17. Bei beiden Priifungen erfordert die Kultivierung geeignete Kulturmedien und Inkubationsbedingungen (z. B. Kultur-
gefife, eine befeuchtete Atmosphire mit einer CO,-Konzentration von 5 % und eine Inkubationstemperatur von
37 °C). Die Zellkulturen sollten immer unter Bedingungen gehalten werden, bei denen das Wachstum in der Log-
Phase sichergestellt ist. Vor allem ist fiir Medien- und Kulturbedingungen zu sorgen, die ein optimales Zellwachstum
wahrend der Expressionszeit und der Klonierung der mutierenden und nichtmutierenden Zellen gewihrleisten. Fiir
den MLA und die TK6-Priifung ist ferner wichtig, dass die Kulturlosungen ein optimales Wachstum sowohl der
groflen Kolonien bzw. frithzeitig auftretender TK-Mutanten als auch der kleinen Kolonien bzw. spit auftretender TK-
Mutanten gewihrleisten. Nihere Informationen zur Haltung der Kulturen einschlieflich der Notwendigkeit der Inakti-
vierung von Pferdeserum durch angemessene Erwirmung (wenn bei der Mutantenselektion RPMI-Medium verwendet
wird) siehe (19) (31) (38) (39) (40) und (42).

Vorbereitung der Kulturen

18. Die Zellen werden aus Stammkulturen gewonnen und im Kulturmedium in einer solchen Dichte iiberimpft, dass die
Suspensionskulturen wihrend der Behandlung und der Expressionszeit weiterhin exponentiell wachsen.

Stoffwechselaktivierung

19. Bei der Verwendung von L5178Y- und TK6-Zellen sollten exogene metabolisierende Systeme verwendet werden, da
diese Zellen eine unzuldngliche endogene Stoffwechselkapazitit entwickeln. Das gingigste und — sofern nicht anders
begriindet — standardmiflig empfohlene System, ist eine durch Ko-Faktoren erginzte post-mitochondriale Fraktion
(S9) aus der Leber von Nagetieren (in der Regel Ratten), die mit enzyminduzierenden Agenzien wie Aroclor 1254
(43) (44) (45) oder einer Kombination aus Phenobarbiton und [-Naphtoflavon (46) (47) (48) (49) (50) (51) vor-

behandelt wurde. Die letztgenannte Kombination verstofft nicht gegen das Stockholmer Ubereinkommen
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tiber persistente organische Schadstoffe (52) und hat sich fiir die Induktion von Multifunktionsoxidasen als ebenso
wirksam wie Aroclor 1254 erwiesen (45) (46) (47) (48) (49). Die S9-Fraktion wird im Endmedium in der Regel in
Konzentrationen von 1-2 % verwendet, kann jedoch auf 10 % v/v erhoht werden. Die Wahl der Art und Konzen-
tration des exogenen Metabolisierungssystems oder metabolischen Agens ist moglicherweise von der Klasse der
Priifchemikalien abhingig.

Vorbereitung der Priifchemikalie

20. Feste Priifchemikalien sollten vor der Behandlung der Zellen in geeigneten Losungsmitteln gelost und ggf. verdiinnt
werden (Nummer 21). Fliissige Priifchemikalien konnen vor der Behandlung direkt zum Versuchssystem gegeben
und/oder verdiinnt werden. Gasformige oder fliichtige Priifchemikalien sind durch entsprechende Modifikationen der
Standardprotokolle zu priifen, z. B. durch Behandlung in hermetisch verschlossenen Kulturgefifien (53) (54) (55).
Zubereitungen der Priifchemikalie sollten kurz vor der Behandlung hergestellt werden, es sei denn, die Stabilitit der
Chemikalie bei der Lagerung wird nachgewiesen.

PRUFBEDINGUNGEN

Losungsmittel

21. Das Losungsmittel sollte so gewihlt werden, dass zum einen eine optimale Loslichkeit der Priifchemikalie gewahr-
leistet ist, zum anderen aber die Durchfihrung der Priifung nicht beeintrichtigt wird, z. B. durch Verinderung des
Zellwachstums, Beeintrichtigung der Integritit der Priifchemikalie, Reaktion mit Kulturgefilen oder Behinderung des
Metabolisierungssystems. Als erste Wahl ist moglichst die Verwendung eines wissrigen Losungsmittels (oder Kultur-
mediums) zu empfehlen. Griindlich erprobte Losungsmittel sind Wasser oder Dimethylsulfoxid. Organische Losungs-
mittel sollten 1 % (v/v) und wissrige Losungsmittel (Kochsalzlosung oder Wasser) 10 % (v/v) im Endmedium mog-
lichst nicht iiberschreiten. Kommen weniger griindlich erprobte Losungsmittel zum Einsatz (z. B Ethanol oder
Aceton), ist deren Verwendung anhand von Daten zu begriinden, die ihre Vertriglichkeit mit den Priifchemikalien
und dem Versuchssystem und ihre nicht gentoxische Wirkung in der verwendeten Konzentration belegen. Sind keine
entsprechenden Belege verfiigbar, sollten unbedingt unbehandelte Kontrollen (siche Anlage 1, Begriffsbestimmungen)
einbezogen werden, um nachzuweisen, dass durch die gewahlten Losungsmittel keine schadlichen oder mutagenen
Wirkungen ausgelost werden.

MESSUNG DER ZYTOTOXIZITAT UND AUSWAHL DER BEHANDLUNGSKONZENTRATIONEN

22. Bei der Bestimmung der hochsten Konzentration der Priifchemikalie sind Konzentrationen zu vermeiden, die zu
kiinstlich positiven Reaktionen fithren konnen, z. B. zu tbermifliger Zytotoxizitit (Nummer 28), Niederschlag
(Nummer 29) oder ausgeprigten Veranderungen des pH-Werts oder der Osmolalitit (Nummer 8). Wenn die Priif-
chemikalie zum Zeitpunkt der Zugabe den pH-Wert des Mediums erheblich verdndert, ldsst sich der pH-Wert auch
durch Anwendung eines Puffers im Endmedium einstellen, damit kinstlich positive Reaktionen vermieden und
geeignete Kulturbedingungen aufrechterhalten werden.

23. Die Konzentrationen werden u. a. nach der Zytotoxizitit ausgewihlt (Nummern 27-30). Wenngleich die Bewertung
der Zytotoxizitdt im Rahmen eines Vorversuchs niitzlich sein kann, um die im Hauptversuch verwendeten Konzen-
trationen besser bestimmen zu kénnen, ist ein Vorversuch nicht erforderlich. Auch wenn die anfingliche Zytotoxi-
zitdt bewertet wird, ist im Hauptversuch die Zytotoxizitit jeder einzelnen Kultur zu messen. Wenn ein Dosisfindungs-
versuch durchgefiihrt wird, sollte dieser ein breites Spektrum an Konzentrationen abdecken. Der Dosisfindungsver-
such kann entweder an Tag 1 nach der Behandlung abgebrochen werden oder iiber die 2-tigige Expression bis zur
Mutantenselektion fortgesetzt werden (wenn sich die verwendeten Konzentrationen als geeignet erweisen sollten).

24. Die Zytotoxizitit sollte fur jede Priifkultur und fur jede Kontrollkultur separat ermittelt werden. Hinsichtlich der
Methoden fiir den MLA (2) und die TK6-Priifung (15) ist die international anerkannte Praxis mafigeblich.

25. Fir die Durchfihrung des MLA mit der Agar- und der Microwell-Methode gilt: Die Zytotoxizitit sollte anhand des
relativen Gesamtwachstums (RTG) ermittelt werden (erstmals im Jahr 1975 von Clive und Spector beschrieben (2)).
Dieser Parameter beinhaltet das relative Suspensionswachstum (RSG: Priitkultur vs. Losungsmittelkontrolle) wihrend
der Behandlung der Zellen, die Expressionszeit und die relative Klonierungseffizienz (RCE: Priifkultur vs. Losungs-
mittelkontrolle) zum Zeitpunkt der Mutantenselektion (2). Das RSG beinhaltet alle Zellverluste in der Priifkultur
wiahrend der Behandlung (Formel siche Anlage 2).
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26. Fiir die TK6-Priifung gilt: Die Zytotoxizitit sollte anhand der relativen Uberlebensrate (RS) (d. h. der Klonierungs-
effizienz von unmittelbar nach der Behandlung ausplattierten Zellen) ermittelt werden; dabei ist eine Bereinigung um
Zellverluste wahrend der Behandlung auf der Grundlage der Zellzahl im Vergleich zur Negativkontrolle (mit einer
Uberlebensrate von 100 %) vorzunehmen (Formel siehe Anlage 2).

27. Es sollten mindestens vier Priifkonzentrationen (ausgenommen das Losungsmittel und Positivkontrollen) ausgewertet
werden, die die Akzeptanzkriterien erfiillen (geeignete Zytotoxizitit, Anzahl der Zellen usw.). Die Verwendung von
Zweifachkulturen ist zu empfehlen, doch konnen fiir jede tiberpriifte Konzentration auch Replikat- oder Einfachkul-
turen herangezogen werden. Die Ergebnisse aus Replikatkulturen bei einer gegebenen Konzentration sollten getrennt
angegeben werden, konnen zu Datenanalysezwecken aber auch gepoolt werden (55). Bei Priifchemikalien mit
geringer Zytotoxizitit oder ohne zytotoxische Wirkung sind in der Regel Konzentrationsintervalle mit zwei- bis
dreifacher Konzentration geeignet. Wenn Zytotoxizitdt auftritt, sollten die Konzentrationen einen Zytotoxizitits-
bereich ausgehend vom Wert, bei dem Zytotoxizitit auftritt (siche Beschreibung unter Nummer 28), bis zu Kon-
zentrationen mit mafiiger oder geringer oder nicht vorhandener Toxizitit umfassen. Viele Priifchemikalien zeigen
steile Konzentrations-Reaktions-Kurven. Um Daten zu mifSiger oder geringer Toxizitit zu erhalten oder um die
Dosis-Reaktions-Beziehungen im Einzelnen auszuwerten, kann es daher erforderlich sein, Konzentrationen mit klei-
neren Abstinden und/oder mehr als vier Konzentrationen zu verwenden, insbesondere in Fillen, in denen ein
Wiederholungsversuch erforderlich ist (Nummer 70). Die Verwendung von mehr als 4 Konzentrationen kann be-
sonders bei Einfachkulturen wichtig sein.

28. Wenn die Hochstkonzentration auf der Zytotoxizitat beruht, sollte bei der Hochstkonzentration beim MLA ein
relatives Gesamtwachstum von 10-20 % und bei der TK6-Priifung eine relative Uberlebensrate von 10 % erreicht
werden (Nummer 67).

29. Im Falle schwer 16slicher Chemikalien, die bei Konzentrationen unterhalb der niedrigsten unloslichen Konzentration
nicht zytotoxisch sind, sollte die hochste analysierte Konzentration am Ende der Behandlung mit der Priifchemikalie
eine Tritbung oder eine mit blofem Auge oder mithilfe eines Inversmikroskops erkennbare Ausfillung bewirken.
Auch wenn Zytotoxizitdt oberhalb der niedrigsten unldslichen Konzentration auftritt, ist es ratsam, nur eine Kon-
zentration zu testen, bei der es zu einer Triibung oder sichtbaren Ausfillung kommt, da infolge dieser Ausfillungen
kiinstliche Wirkungen auftreten konnen. Da beim MLA und bei der TK6-Priifung Suspensionskulturen verwendet
werden, ist bei der Konzentration, bei der es zu einer Ausfillung kommt, unbedingt sicherzustellen, dass die
Ausféllung nicht die Durchfithrung des Versuchs beeintrichtigt. Unter Umstdnden empfiehlt es sich, die Loslichkeit
im Kulturmedium vor dem Versuch zu bestimmen.

30. Wird keine Ausfillung bzw. keine grenzwertige Zytotoxizitit beobachtet, sollte die hochste Versuchskonzentration
10 mM, 2 mg/ml oder 2 pl/ml entsprechen, je nachdem, welcher Wert der niedrigere ist (57) (58). Wenn die
Zusammensetzung der Priifchemikalie nicht genau definiert ist (bei Stoffen mit unbekannter oder schwankender
Zusammensetzung, komplexen Reaktionsprodukten oder biologischen Materialien (UVCB), Umweltextrakten usw.),
muss die hochste Konzentration maoglicherweise hoher angesetzt werden (z. B. 5 mg/ml), sofern keine ausreichende
Zytotoxizitit vorhanden ist, um die Konzentration der einzelnen Bestandteile zu erhohen. Es sei jedoch darauf
hingewiesen, dass diese Anforderungen sich von denen fiir Humanpharmazeutika unterscheiden kénnen (59).

Kontrollen

31. Bei allen Versuchsbedingungen sind jeweils gleichzeitige Negativkontrollen (Nummer 21) anzulegen, bei denen das
Behandlungsmedium lediglich Losungsmittel enthilt, die ansonsten aber auf die gleiche Weise behandelt wurden wie
die Behandlungskulturen.

32. Die Eignung des Labors zum Nachweis von Mutagenen unter den Bedingungen des verwendeten Priifprotokolls und
(ggf) die Wirksamkeit des exogenen Stoffwechselaktivierungssystems sowie eine angemessene Erkennung sowohl
kleiner/spit auftretender als auch grofer/frith auftretender TK-Mutanten sind anhand gleichzeitiger Positivkontrollen
nachzuweisen. Beispiele fiir Positivkontrollen sind Tabelle 1 zu entnehmen. In begriindeten Fillen konnen andere
geeignete Positivkontrollstoffe verwendet werden. Da In-vitro-Tests auf Genotoxizitit in Sdugetierzellen fir die gleich-
zeitigen Kurzzeitbehandlungen (3-4 Stunden) mit und ohne Zusatz eines Stoffwechselaktivierungssystems uber die
gleiche Behandlungsdauer ausreichend standardisiert sind, kann sich die Hinzuziehung von Positivkontrollen auf ein
Mutagen beschranken, das eine Stoffwechselaktivierung erfordert. In diesem Fall wird durch die Reaktion einer
einzelnen Positivkontrolle sowohl die Aktivitit des Stoffwechselaktivierungssystems als auch die Empfindlichkeit
des Priifsystems nachgewiesen. Im Falle einer Langzeitbehandlung (d. h. 24 Stunden ohne S9) sollte jedoch eine
gesonderte Positivkontrolle erfolgen, da der Versuch mit Stoffwechselaktivierung eine andere Behandlungsdauer hat.
Jede Positivkontrolle sollte bei einer oder mehreren Konzentrationen durchgefiihrt werden, die voraussichtlich eine
reproduzierbare und erkennbare Zunahme gegeniiber dem Hintergrund ergeben (womit sich die Empfindlichkeit des
Versuchssystems nachweisen ldsst), und die Wirkung sollte nicht durch einen Zytotoxizititswert beeintrichtigt
werden, der die in dieser Priifmethode vorgegebenen Grenzen iiberschreitet (Nummer 28).
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Tabelle 1

Zur Beurteilung der Eignung des Labors und zur Wahl der Positivkontrollen empfohlene Referenzstoffe

Kategorie Stoff CAS-Nr.

1. Mutagene, die ohne Stoffwechselaktivierung wirken

Methylmethansulfonat 66-27-3
Mitomycin C 50-07-7
4-Nitroquinolin-N-oxid 56-57-5

2. Mutagene, die eine Stoffwechselaktivierung erfordern

Benzo(a)pyren 50-32-8
Cyclophosphamid(monohydrat) 50-18-0 (6055-19-2)
7,12-Dimethylbenzanthracen 57-97-6
3-Methylcholanthren 56-49-5
VERFAHREN

Behandlung mit der Priifchemikalie

33. Proliferierende Zellen werden mit und ohne Stoffwechselaktivierungssystem mit der Priifchemikalie behandelt. Die
Exposition sollte iiber einen geeigneten Zeitraum (gewohnlich 3-4 Stunden) erfolgen. Es sei jedoch darauf hingewie-
sen, dass diese Anforderungen sich von denen fiir Humanpharmazeutika unterscheiden konnen (59). Wenn die
Kurzzeit-Behandlung zu negativen Ergebnissen fithrt und verfiigbare Informationen eine lingere Behandlung als
erforderlich erscheinen lassen [z. B. bei Nucleosidanalogen oder schlecht 16slichen Chemikalien (5) (59)], ist beim
MLA die Durchfithrung der Priffung mit lingeren Behandlungszeiten (d. h. 24 Stunden ohne S9) in Erwigung zu
zichen.

34. Wie viele Zellen firr jede Priifung und fiir jedes Stadium der Priifung (Kontrolle und behandelte Kultur) mindestens zu
verwenden sind, hingt von der Spontanmutationshiufigkeit ab. Als Faustregel gilt, dass in jeder Versuchskultur
ausreichend Zellen behandelt werden sollten und eine hinreichende Passagenanzahl erreicht werden sollte, um in
allen Stadien der Prisfung (Behandlung, Expression des Phinotyps und Mutantenselektion) mindestens 10 bzw. im
Idealfall 100 Spontanmutationen zu erhalten (56).

35. Beim MLA liegt eine annehmbare Spontanmutationshiufigkeit bei 35-140 x 107 (Agar-Methode) bzw. bei 50-
170 x 107¢ (Microwell-Methode) (sieche Tabelle 2). Um pro Priifkultur mindestens 10 und im Idealfall 100 Spon-
tanmutationen zu erhalten, die die Behandlung iiberleben, miissen mindestens 6 x 10° Zellen behandelt werden. Die
Behandlung dieser Anzahl an Zellen und der Erhalt einer hinreichenden Anzahl an Zellen wihrend der Expression
und beim Klonen fiir die Mutantenselektion fithrt in allen Phasen des Versuchs zu einer hinreichenden Anzahl an
Spontanmutationen (mindestens 10) — selbst bei Kulturen, die mit Konzentrationen behandelt wurden, bei denen sich
eine Zytotoxizitit von 90 % ergibt (nachgewiesen anhand eines RTG von 10 %) (19) (38) (39).

36. Die Spontanmutationshiufigkeit liegt bei Tk6 in der Regel zwischen 2 und 10 x 107, Um pro Priifkultur mindestens
10 Spontanmutationen zu erhalten, die die Behandlung iiberleben, miissen in jeder Kultur mindestens 20 x 106
Zellen behandelt werden. Die Behandlung dieser Anzahl an Zellen fiihrt selbst bei Kulturen, die mit Konzentrationen
behandelt wurden, bei denen sich eine Zytotoxizitit von 90 % (RS 10 %) ergibt, zu einer hinreichenden Anzahl an
Spontanmutationen (mindestens 10). Auerdem muss wihrend der Expressionszeit eine hinreichende Anzahl an
Zellen kultiviert und zur Mutantenselektion plattiert werden (60).



L 247/240 Amtsblatt der Europaischen Union 26.9.2019

Expressionszeit des Phinotyps und Messung der Zytotoxizitit und der Mutantenhiufigkeit

37. Im Anschluss an die Behandlungsphase werden die Zellen iiber einen bestimmten Zeitraum kultiviert, um fir jede
Zelllinie eine anndhernd optimale spezifische Expression des Phinotyps neu induzierter Mutanten zu ermoglichen.
Beim MLA betrigt die Expressionszeit des Phanotyps 2 Tage. Bei der TK6-Priifung dauert die Expression des Phidno-
typs 3-4 Tage. Bei einer 24-stiindigen Behandlung beginnt die Expressionszeit am Ende der Behandlung.

38. Wihrend der Expressionszeit des Phinotyps werden die Zellen tdglich gezahlt. Beim MLA wird anhand der taglichen
Zellzahlungen das tagliche Suspensionswachstum (SG) berechnet. Nach der 2-tigigen Expressionszeit werden die
Zellen mit und ohne selektierendes Agens zur Bestimmung der Mutantenzahl (Selektionsplatten) bzw. der Klonie-
rungseffizienz (Viabilitdtsplatten) im Medium suspendiert. Beim MLA sind zwei Methoden zum Klonen fir die
Mutantenselektion annehmbar: die Soft-Agar-Methode und die Methode mit dem flissigen Medium in 96-Well-
Platten (19) (38) (39). Die Klonierung bei der TK6-Priifung erfolgt mit fliissigen Medien und einer 96-Well-Platte (16).

39. Als selektierendes Agens fiir TK-Mutanten wird ausschlieflich Triflurothymidin (TFT) empfohlen (61).

40. Beim MLA werden die Agar- und die Microwell-Platten nach 10- bis 12-tdgiger Inkubation gezahlt. Bei der TK6-
Priifung werden die Kolonien der frith auftretenden Mutanten auf den Microwell-Platten nach 10-14 Tagen gezahlt.
Zur Riickgewinnung der langsam wachsenden (spit auftretenden) TK6-Mutanten miissen die Zellen nach dem Zihlen
der frith auftretenden Mutanten nochmals mit dem Wachstumsmedium versorgt und mit TFT behandelt werden.
AnschlieBend werden die Platten weitere 7-10 Tage inkubiert (62). Hinweise zur Zihlung langsam und normal
wachsender TK-Mutanten siche Nummern 42 und 44.

41. Die Berechnungen bei den beiden Untersuchungen mit den beiden Methoden (Agar- und Microwell-Methode) beim
MLA werden in Anlage 2 erldutert. Beim MLA mit der Agar-Methode werden die Kolonien gezihlt, und die Anzahl
der Mutantenkolonien wird entsprechend der Klonierungseffizienz bereinigt, um die Mutantenhdufigkeit (MF) zu
berechnen. Beim MLA mit der Microwell-Methode und bei der TK6-Priifung wird die Klonierungseffizienz sowohl
der Platten zur Selektion als auch der Platten zur Bestimmung der Klonierungseffizienz nach der Poisson-Verteilung
bestimmt (63). Aufgrund der jeweils ermittelten Klonierungseffizienz wird die MF berechnet.

Charakterisierung der Mutantenkolonien

42. Wenn die Priifchemikalie beim MLA einen positiven Befund ergibt (Nummern 62 und 63), sollte die Charakterisie-
rung nach Grofle und Wachstumsentwicklung der Kolonien zumindest bei einer der Priifkulturen (im Allgemeinen
der mit der hochsten positiven Konzentration) sowie bei den Negativ- und den Positivkontrollen erfolgen. Ergibt sich
bei der Priifchemikalie ein negativer Befund (Nummer 64), so ist eine Charakterisierung der Mutantenkolonien bei
den Negativ- und Positivkontrollen vorzunehmen. Beim MLA mit der Microwell-Methode werden Mutantenkolonien
als klein betrachtet, die weniger als 25 % des Durchmessers eines Wells bedecken. Als grof gelten Mutantenkolonien,
die mehr als 25 % des Well-Durchmessers bedecken. Bei der Agar-Methode werden die Mutantenkolonien und die
Koloniegrofen mit einem automatischen Kolonienzihler bestimmt. Die Ansdtze zur Bestimmung von Koloniegrofen
werden in der Fachliteratur erldutert (19) (38) (40). Die Charakterisierung der Kolonien auf der Negativ- und der
Positivkontrolle wird als Nachweis daftir benotigt, dass die Untersuchungen ordnungsgemif durchgefiihrt wurden.

43. Fur eine Priifchemikalie kann kein negativer Befund festgestellt werden, wenn in der Positivkontrolle weder grofie
noch kleine Mutantenkolonien angemessen nachgewiesen werden kénnen. Die Charakterisierung der Kolonien kann
allgemein Aufschluss dariiber geben, ob eine Priifchemikalie Punktmutationen und/oder Chromosomenveranderungen
auslosen kann (Nummer 4).

44. TK6: Normal und langsam wachsende Mutanten unterscheiden sich durch die Inkubationszeit (Nummer 40). Bei der
TK6-Priifung werden sowohl frith als auch spit auftretende Mutanten bei allen Kulturen einschlieflich der Negativ-
und der Positivkontrollen bewertet. Die Charakterisierung der Kolonien der Negativ- und der Positivkontrolle wird als
Nachweis dafiir benotigt, dass die Untersuchungen ordnungsgemif§ durchgefithrt wurden. Fiir eine Priifchemikalie
kann kein negativer Befund festgestellt werden, wenn in der Positivkontrolle weder frith noch spit auftretende
Mutantenkolonien angemessen nachgewiesen werden konnen. Die Charakterisierung der Kolonien kann allgemein
Aufschluss dariiber geben, ob eine Priifchemikalie Punktmutationen und/oder Chromosomenveridnderungen auslosen
kann (Nummer 4).
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Kompetenz des Labors

45. Um ausreichende Erfahrungen mit der Priifung nachzuweisen, bevor routinemifSige Priifungen erfolgen, sollte das
Labor eine Reihe von Versuchen mit positiven Referenzstoffen durchgefithrt haben, die sich unterschiedlicher Mecha-
nismen (mindestens ein aktiver Mechanismus mit und ein aktiver Mechanismus ohne Stoffwechselaktivierung, aus-
gewihlt aus den in Tabelle 1 aufgefithrten Stoffen) und verschiedener Negativkontrollen (unter Verwendung ver-
schiedener Losungsmittel/Vehikel) bedienen. Die Reaktionen dieser Positiv- und Negativkontrollen sollten mit der
Literatur im Einklang stehen. Dies gilt nicht fiir erfahrene Laboratorien, d. h. fir Laboratorien, die iiber eine
historische Datenbank im Sinne der Nummern 47-50 verfiigen. Bei der MLA sollten die fiir die Positiv- und die
Negativkontrollen ermittelten Werte im Einklang mit den IWGT-Empfehlungen stehen (siche Tabelle 2).

46. Bei kurzer Behandlungsdauer sowie dann, wenn keine Stoffwechselaktivierung erfolgt ist, sollte eine Auswahl von
Positivkontrollstoffen (siche Tabelle 1) mit kurzer und (bei lingeren Behandlungen) mit langer Behandlungsdauer
untersucht werden, um die Fihigkeit zur Erkennung mutagener Chemikalien nachzuweisen und die Wirksamkeit des
Stoffwechselaktivierungssystems zu ermitteln und zum einen die Eignung der Bedingungen fiir das Zellwachstum
wihrend der Behandlung sowie fiir die phanotypische Expression und fiir die Mutantenselektion und zum anderen
die Eignung der Auswertungsverfahren zu belegen. Zum Nachweis der Empfindlichkeit und dynamischen Bandbreite
des Versuchssystems sollte eine Spanne der Konzentrationen der ausgewihlten Stoffe festgelegt werden, um repro-
duzierbare und konzentrationsabhidngige Zunahmen gegeniiber dem Hintergrund zu erhalten.

Historische Kontrolldaten

47. Das Labor sollte Folgendes bestimmen:

— den Bereich und die Verteilung historischer Positivkontrollen und

— den Bereich und die Verteilung historischer Negativkontrollen (unbehandelt, Losungsmittel).

48. Bei der erstmaligen Erfassung von Daten zur Verteilung einer historischen Negativkontrolle sollten gleichzeitige
Negativkontrollen veroffentlichten Negativkontrolldaten entsprechen. Werden weitere Versuchsdaten zur Verteilung
der Kontrollen hinzugefiigt, sollten gleichzeitige Negativkontrollen idealerweise innerhalb der Kontrollgrenzen von
95 % der gewihlten Verteilung liegen (64) (65).

49. Die Datenbank des Labors zu historischen Negativkontrollen sollte zundchst mit mindestens 10 Versuchen angelegt
werden. Vorzugsweise sollte sie jedoch aus mindestens 20 Versuchen bestehen, die unter vergleichbaren Versuchs-
bedingungen durchgefiihrt wurden. Labors sollten Qualititskontrollverfahren anwenden, wie z. B. Qualitatsregelkar-
ten (z. B. C-Karten oder X-Bar-Karten) (65), um zu ermitteln, wie variabel ihre Positiv- und Negativkontrolldaten sind,
und um nachzuweisen, dass die Methodik in ihrem Labor kontrolliert wird (66). Nihere Informationen und Emp-
fehlungen zum Sammeln und zur Verwendung historischer Daten sind der Fachliteratur zu entnehmen (64).

50. Negativkontrolldaten sollten die Mutantenhiufigkeit aus einer Einzelkultur oder vorzugsweise aus Replikatkulturen
erfassen, wie in Nummer 27 beschrieben. Gleichzeitige Negativkontrollen sollten idealerweise innerhalb der Kontroll-
grenzen von 95 % der Verteilung in der Datenbank des Labors zu historischen Negativkontrollen liegen. Sofern
Negativkontrolldaten auferhalb der Kontrollgrenze von 95 % liegen, ist es zuldssig, sie in die historische Kontroll-
verteilung aufzunehmen, solange es sich bei den Daten nicht um ,extreme Ausreiffer” handelt und nachgewiesen
werden kann, dass das Priifsystem kontrolliert wird (Nummer 49) und dass kein technisches oder menschliches
Versagen vorliegt.

51. Simtliche Anderungen am Versuchsprotokoll sind auf Ubereinstimmung mit den bereits vorhandenen historischen
Kontrolldaten zu priifen. Bei grofSeren Inkonsistenzen sollte eine neue Datenbank historischer Kontrolldaten erstellt
werden.
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DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Darstellung der Priifergebnisse

52. Die Darstellung der Daten des MLA und der TK6-Priifung sollte fiir behandelte Kulturen und fiir Kontrollkulturen die
erforderlichen Daten fiir die Berechnung der Zytotoxizitit (RTG bzw. RS) und die Mutantenhdufigkeit beinhalten wie
im Folgenden beschrieben.

53. Beim MLA sollten fiir die jeweiligen Kulturen das RSG und das RTG, die Kolonierungseffizienz zum Zeitpunkt der
Mutantenselektion und die Anzahl der Mutantenkolonien (Agar-Methode) bzw. die Anzahl der leeren Wells (Micro-
well-Methode) angegeben werden. Unter der Mutantenhdufigkeit ist der zahlenmifige Anteil der Mutantenzellen pro
Million iiberlebender Zellen zu verstehen. Bei einer positiven Reaktion sollten die Mutantenhaufigkeiten kleiner und
grofler Kolonien (und/oder die Prozentanteile der Gesamtmutationshdufigkeit) fiir mindestens eine Konzentration der
Priffchemikalie (im Allgemeinen die hochste Konzentration mit positivem Befund) sowie fiir die Negativ- und die
Positivkontrolle angegeben werden. Bei einer negativen Reaktion sollte die Mutantenhdufigkeit fur die Negativ- und
fur die Positivkontrolle angegeben werden.

54. Bei der TK6-Priifung sollten fiir die einzelnen Kulturen jeweils die relative Uberlebensrate (RS), die Klonierungs-
effizienz zum Zeitpunkt der Mutantenselektion und die Anzahl der leeren Wells bei frith und bei spit auftretenden
Mutanten angegeben werden. Die MF sollte als Anzahl der Mutantenzellen bezogen auf die Anzahl der iiberlebenden
Zellen angegeben werden und die Gesamtmutationshaufigkeit sowie die Mutantenhdufigkeit (und/oder den Prozent-
anteil der Gesamtmutationshdufigkeit) der frith und der spit auftretenden Mutanten beinhalten.

Akzeptanzkriterien

55. Beim MLA und bei der TK6-Priifung sollten die folgenden Anforderungen erfiillt sein, bevor die Gesamtergebnisse
einer Priifchemikalie ermittelt werden.

— Beide Versuchsanordnungen (kurzzeitige Behandlung mit und ohne Stoffwechselaktivierung — siche Nummer 33)
wurden gepriift, sofern nicht bereits mit einer Versuchsanordnung ein positiver Befund ermittelt wurde.

— Fir die Untersuchung ist eine angemessene Anzahl an Zellen und Konzentrationen verfiigbar (Nummern 27 und
34-36).

— Die Kriterien fur die Auswahl der hochsten Konzentration entsprechen den Kriterien unter den Nummern 28-30.
Akzeptanzkriterien fiir Positiv- und Negativkontrollen

56. Die von der INGT Expert MLA Workgroup durchgefithrte Untersuchung umfangreicher MLA-Daten fithrte zu einem
internationalen Konsens in Bezug auf bestimmte Akzeptanzkriterien fiir den MLA (1) (2) (3) (4) (5). Daher enthdlt die
Priifmethode spezifische Empfehlungen fur die Akzeptanz negativer und positiver Kontrollen und fiir die Bewertung
der Ergebnisse einzelner Stoffe beim MLA. Bei der TK6-Priifung ist die Datenbasis erheblich kleiner, und die ver-
figbaren Daten wurden nicht von der Arbeitsgruppe evaluiert.

57. Beim MLA sollte bei jedem Versuch gepriift werden, ob die nicht behandelte Kultur/Losungsmittelkontrolle die
Akzeptanzkriterien der INGT MLA Workgroup ((4) und folgende Tabelle 2) in Bezug auf die folgenden Punkte
erfullt: (1) MF (wobei zu beachten ist, dass die IWGT beim MLA je nach Verwendung der Agar- oder der Microwell-
Methode unterschiedliche MFs ansetzt), (2) Klonierungseffizienz (CE) zum Zeitpunkt der Mutantenselektion und (3)
Suspensionswachstum (SG) der Losungsmittelkontrolle (Formel siche Anlage 2).

Tabelle 2
Akzeptanzkritieren des MLA

Parameter Soft-Agar-Methode Microwell-Methode
Mutantenhaufigkeit 35-140 x 107° 50-170 x 107°
Klonierungseffizienz 65-120 % 65-120 %

Suspensionswachstum 8- bis 32-fach (3- bis 4-stiindige Behand- | 8- bis 32-fach (3- bis 4-stiindige Behandlung)
lung) 32- bis 180-fach (24-stiindige Be- 32- bis 180-fach (24-stiindige Behandlung,
handlung, wenn durchgefiihrt) wenn durchgefiihrt)
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58. Beim MLA sollte bei jeder Priifung auch bewertet werden, ob die Positivkontrolle/n mindestens eines der beiden
folgenden von der IWGT-Arbeitsgruppe entwickelten Akzeptanzkriterien erfiillt/erfiillen:

— Bei der Positivkontrolle ist eine absolute Zunahme der Gesamtmutationshaufigkeit (d. h. eine Zunahme tiber die
Hiufigkeit der spontanen Hintergrundmutationen hinaus [eine induzierte MF (IMF)] von mindestens 300 x 1076
festzustellen. Mindestens 40 % der IMF sollten sich in der Haufigkeit kleiner Mutantenkolonien widerspiegeln.

— Die Positivkontrolle fiihrt zu einer Zunahme der Haufigkeit kleiner Mutantenkolonien um mindestens 150 x 1076
gegenitber der Haufigkeit bei der gleichzeitigen unbehandelten Kontrolle/Losungsmittelkontrolle (eine induzierte
Haufigkeit kleiner Mutantenkolonien von 150 x 1079).

59. Bei der TK-Priifung gilt eine Untersuchung als annehmbar, wenn die gleichzeitige Negativkontrolle als zuldssig fiir die
Aufnahme in die Datenbank des Labors mit historischen Negativkontrolldaten betrachtet wird (Nummern 48 und
49). Auferdem sollten die gleichzeitigen Positivkontrollen (Nummer 32) Reaktionen hervorrufen, die mit den Re-
aktionen kompatibel sind, die in der Datenbank fiir historische Positivkontrollen erzeugt werden, und gegeniiber den
gleichzeitigen Negativkontrollen eine statistisch signifikante Zunahme aufweisen.

60. Bei beiden Priifungen sollte der obere Grenzwert der bei der Positivkontrolle festgestellten Zytotoxizitit identisch mit
dem Wert der Versuchskulturen sein. Das RTG bzw. die RS darf nicht weniger als 10 % betragen. Die Verwendung
einer einzelnen Konzentration (bzw. einer der Konzentrationen der Positivkontrollkulturen, wenn mehrere Konzen-
trationen verwendet werden) ist hinreichend fiir den Nachweis, dass die Akzeptanzkriterien der Positivkontrolle erfillt
wurden. Auflerdem muss die MF der Positivkontrolle im fiir das Labor festgestellten annehmbaren Bereich liegen.

Beurteilung und Auswertung der Ergebnisse

61. Im Zusammenhang mit der MLA hat die Mauslymphom-Sachverstindigengruppe (Mouse Lymphoma Expert Work-
group) der IWGT umfangreiche Arbeiten zur biologischen Relevanz und zu den Kriterien fiir eine positive Reaktion
durchgefiihrt (4). Daher enthilt diese Priifmethode spezifische Empfehlungen fiir die Auswertung der mit dem MLA
ermittelten Ergebnisse der Priifchemikalien (Nummern 62-64). Bei der TK6-Priifung ist die Datenbasis erheblich
kleiner, und die verfigbaren Daten wurden nicht von der Arbeitsgruppe evaluiert. Daher sind die Empfehlungen
zur Auswertung der Daten bei der TK6-Priifung allgemeiner gehalten (Nummern 65 und 66). Weitere Empfehlungen
gelten fur beide Priffungen (Nummern 67-71).

MLA

62. Ein Ansatz zur Festlegung positiver und negativer Reaktionen wird empfohlen, um sicherzustellen, dass die erhohte
MF biologisch relevant ist. Anstelle der bei anderen Priifungen tiblichen statistischen Analysen wird bei dieser Priifung
von der Verwendung einer festgelegten induzierten Mutantenhdufigkeit (d. h. einer Zunahme der MF gegeniiber der
gleichzeitigen Kontrolle) ausgegangen; dieser globale Bewertungsfaktor (GEF) beruht auf der Analyse der Verteilung
der MF-Daten der Negativkontrolle der beteiligten Labors (4). Beim MLA unter Verwendung der Agar-Methode
betragt der GEF 90 x 1075, und bei der Microwell-Methode wird ein GEF von 126 x 1076 angenommen.

63. Unter der Voraussetzung, dass alle Akzeptanzkriterien erfullt sind, gilt eine Priifchemikalie als eindeutig positiv, wenn
bei einer der getesteten Versuchsbedingungen (Nummer 33) die iiber den gleichzeitigen Hintergrund hinausgehende
MF-Zunahme den GEF iiberschreitet und die Zunahme konzentrationsabhingig ist. (Dies wird beispielsweise mit
einem Trendtest festgestellt) Es wird dann davon ausgegangen, dass die Priifchemikalie Mutationen in diesem
Versuchssystem auslosen kann.

64. Sofern alle Akzeptanzkriterien erfiillt sind, wird eine Priifchemikalie als eindeutig negativ bewertet, wenn bei allen
gepriiften Versuchsbedingungen (Nummer 33) keine konzentrationsabhingige Reaktion festgestellt wurde bzw. —
wenn eine Zunahme der MF zu verzeichnen ist — wenn die Zunahme der MF den GEF nicht iiberschreitet. Es wird
dann davon ausgegangen, dass die Priifchemikalie keine Mutationen in diesem Versuchssystem auslosen kann.
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65. Unter der Voraussetzung, dass alle Akzeptanzkriterien erfullt sind, gilt eine Priifchemikalie als eindeutig positiv, wenn
bei einer der getesteten Versuchsbedingungen (siche Nummer 33):

— mindestens eine der Versuchskonzentrationen weist gegeniiber der gleichzeitigen Negativkontrolle eine statistisch
signifikante Zunahme auf,

— ein geeigneter Trendtest zeigt, dass die Zunahme konzentrationsabhingig ist (Nummer 33),

— Ergebnisse liegen auflerhalb der Verteilung der historischen Negativkontrolldaten (z. B. auf einer Poisson-Ver-
teilung beruhende Kontrollgrenze von 95 %, siche Nummer 48).

Sind all diese Kriterien erfiillt, wird davon ausgegangen, dass die Priifchemikalie in diesem Versuchssystem Mutatio-
nen auslosen kann. Fiir Empfehlungen zu den am besten geeigneten statistischen Methoden siehe Literaturhinweise
(66) (67).

66. Unter der Voraussetzung, dass alle Akzeptanzkriterien erfiillt sind, gilt eine Priifchemikalie als eindeutig negativ, wenn
in allen getesteten Versuchsbedingungen (siche Punkt 33):

— keine der Versuchskonzentrationen eine statistisch signifikante Zunahme gegeniiber der gleichzeitigen Negativ-
kontrolle aufweist,

— die Bewertung anhand einer geeigneten Trendpriifung keine konzentrationsabhingige Zunahme ergibt,

— alle Ergebnisse innerhalb der Verteilung der historischen Negativkontrolldaten liegen (z. B. auf einer Poisson-
Verteilung beruhende Kontrollgrenze von 95 %, siche Nummer 48).

Es wird dann davon ausgegangen, dass die Priifchemikalie keine Mutationen in diesem Versuchssystem auslosen
kann.

MLA und TK6:

67. Wenn die Hochstkonzentration auf der Zytotoxizitdt beruht, sollte bei der Hochstkonzentration ein relatives Gesamt-
wachstum bzw. eine relative Uberlebensrate von 10-20 % erreicht werden. Allgemeiner Konsens ist, dass bei der
Auswertung positiver Ergebnisse ausschlielich mit RTG- bzw. RS-Werten im Bereich zwischen 10 und 20 % Vor-
sicht geboten ist und dass Ergebnisse dann nicht als positiv zu bewerten sind, wenn die Zunahme der MF aus-
schlieBlich im Umfang von hochstens eines RTG- bzw. RS-Werts von 10 % (wenn ermittelt) erfolgt (2) (59).

68. In einigen Fillen konnen zusdtzliche Informationen bei der Feststellung hilfreich sein, dass eine Priifchemikalie nicht
mutagen wirkt, wenn keine Kultur vorliegt, bei der ein RTG-Wert im Bereich von 10-20 % der RTG-/RS-Werte
ermittelt wird. Dies gilt fiir folgende Flle: (1) Es gibt bei einer Reihe von Datenpunkten im Bereich von 20-100 %
der RTG-/RS-Werte keine Anzeichen fiir eine Mutagenitit (z. B. keine Dosis-Reaktion, keine Mutantenhdufigkeiten
iiber die in der gleichzeitigen Negativkontrolle oder die historisch ermittelten Haufigkeiten hinaus), und mindestens
ein Datenpunkt liegt im Bereich von 20-25 % der RTG-/RS-Werte. (2) Es gibt bei einer Reihe von Datenpunkten im
Bereich von 25-100 % der RTG-/RS-Werte keine Anzeichen fiir eine Mutagenitdt (z. B. keine Dosis-Reaktion, keine
Mutantenhiufigkeiten tiber die in der gleichzeitigen Negativkontrolle festgestellten Haufigkeiten oder iiber die his-
torisch ermittelten Haufigkeiten hinaus) und einen negativen Datenpunkt geringfiigig unter 10 % der RTG-/RS-Werte.
In beiden Fillen kann fir die Priifchemikalie ein negativer Befund festgestellt werden.

69. Bei einer eindeutig positiven oder negativen Reaktion ist eine Verifizierung nicht erforderlich.

70. In den Fillen, in denen die Reaktion, wie oben beschrieben, weder eindeutig negativ noch eindeutig positiv ist,
und/oder um die biologische Relevanz eines Ergebnisses zu untermauern, sollten die Daten durch eine fachkundige
Beurteilung und/oder anhand weiterer Untersuchungen bewertet werden. Die Durchfithrung eines Wiederholungs-
versuchs, moglicherweise unter verinderten Versuchsbedingungen [z. B. Abstinde der Konzentrationen, um die
Wabhrscheinlichkeit der Ermittlung von Datenpunkten im RTG-/RS-Bereich von 10-20 % zu erhohen, sowie die
Verwendung anderer Stoffwechselaktivierungsbedingungen (d. h. Konzentration oder Herkunft von S9) und eine
Anderung der Behandlungsdauer], kénnte hilfreich sein.
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71. In seltenen Fillen erlaubt der Datensatz selbst nach weiteren Untersuchungen keine definitive Aussage zu positiven
oder negativen Ergebnissen. Daher sollte die Reaktion der Priifchemikalie als nicht eindeutig eingestuft werden (d. h.
fir ein positives und fiir ein negatives Ergebnis besteht die gleiche Wahrscheinlichkeit).

PRUFBERICHT

72. Der Prifbericht sollte folgende Angaben enthalten:
Priifchemikalie:
— Herkunft, Partienummer, ggf. begrenztes Verwendungsdatum;
— Stabilitdt der Priifchemikalie, falls bekannt;
— Loslichkeit und Stabilitit der Priifchemikalie im Losungsmittel, falls bekannt;

— Messung des pH-Werts, der Osmolalitdt und ggf. des Niederschlags im Kulturmedium, dem die Priifchemikalie
zugegeben wurde.

Einkomponentiger Stoff:
— physikalisches Erscheinungsbild, Wasserloslichkeit und weitere relevante physikalisch-chemische Eigenschaften;

— chemische Bezeichnung, wie z. B. [IUPAC- oder CAS-Bezeichnung, CAS-Nummer, SMILES- oder InChI-Code,
Strukturformel, Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und praktisch
durchfithrbar, usw.

Mehrkomponentiger Stoff, UVCB-Stoffe und Gemische:

— So weit wie moglich Charakterisierung durch die chemische Zusammensetzung (siche oben), das quantitative
Vorkommen und die relevanten physikalisch-chemischen Eigenschaften der einzelnen Komponenten.

Losungsmittel:

— Begriindung der Auswahl des Losungsmittels;

— Anteil des Losungsmittels im endgiiltigen Kulturmedium.
Zellen:

Bei Labor-Masterkulturen:

— Art und Herkunft der Zellen und Historie des Priiflabors;
— Karyotypmerkmale und/oder Modalzahl der Chromosomen;
— zum Erhalt der Zellkultur verwendete Verfahren;

— Nichtvorhandensein von Mycoplasma;

— Verdopplungszeit der Zellen.

Priifbedingungen:

— Begriindung der Wahl der Konzentrationen und der Anzahl der Zellkulturen darunter z. B. Angaben zur
Zytotoxizitit und Loslichkeitsgrenze;
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— Medienzusammensetzung, CO,-Konzentration, Feuchtigkeit;

— Konzentration der Priifchemikalie, ausgedriickt als Endkonzentration im Kulturmedium (z. B. pg oder mg/ml oder
mM des Kulturmediums);

— Konzentration (und/oder Volumen) des Losungsmittels und der beigegebenen Priifchemikalie;
— Inkubationstemperatur;

— Inkubationszeit;

— Behandlungsdauer;

— Zelldichte wihrend der Behandlung;

— Art und Zusammensetzung des Stoffwechselaktivierungssystems (Herkunft von S9, Zubereitungsmethode des S9-
Gemisches, Konzentration oder Volumen des S9-Gemisches und S9 im Endmedium, Qualititskontrollen von S9);

— Positiv- und Negativkontrollstoffe, Endkonzentrationen fiir die jeweiligen Behandlungsbedingungen;

— Dauer der Expressionszeit (ggf. einschlieflich Anzahl der iiberimpften Zellen, Subkulturen und Medienwechsel);
— Bezeichnung und Konzentration des selektierenden Agens;

— beim MLA verwendete Methode (Agar oder Microwell);

— Akzeptanzkriterien fuir die Priffungen;

— Methoden zur Zihlung der lebensfihigen und mutierten Zellen;

— Methoden zur Bestimmung der Zytotoxizitit;

— evtl. zusitzliche Angaben zur Zytotoxizitit und zum verwendeten Verfahren;

— Inkubationszeiten nach dem Plattieren;

— Angaben zur Beriicksichtigung der Kolonien nach GroRe und Typ (ggf. einschlieflich Kriterien fiir ,kleine“ und
,grofle“ Kolonien);

— Kriterien zur Einstufung der Studien als positiv, negativ oder nicht eindeutig;

— Methoden zur Bestimmung des pH-Werts, der Osmolalitit (wenn durchgefithrt) und des Niederschlags (wenn
relevant).

Ergebnisse:

— Anzahl der behandelten Zellen und Anzahl der subkultivierten Zellen der einzelnen Kulturen;
— Toxizitdtsparameter (RTG beim MLA und RS bei der TK6-Priifung);

— Anzeichen fur Ausfillungen und Bestimmungszeit;

— Anzahl der plattierten Zellen im selektierenden und im nicht selektierenden Medium
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— Anzahl der Kolonien im nicht selektierenden Medium und Anzahl der resistenten Kolonien im selektierenden
Medium sowie entsprechende Mutantenhaufigkeiten;

— Koloniegrofe bei Negativ- und Positivkontrollen und die Angabe, ob die Priifchemikalie zumindest in einer
Konzentration positiv ist, sowie die entsprechenden Mutantenhiufigkeiten;

— nach Moglichkeit Dosis-Reaktions-Verhiltnis;

— Daten zu gleichzeitigen Negativkontrollen (Losungsmittelkontrollen) und Positivkontrollen (Konzentrationen und
Losungsmittel);

— historische Daten zu Negativkontrollen (Losungsmittelkoontrollen) und Positivkontrollen (Konzentrationen und
Losungsmittel) mit Bereichen, Mittelwerten und Standardabweichungen; Anzahl der Priifungen, auf denen die
historischen Kontrollen beruhen;

— statistische Analysen (fur einzelne Kulturen und (ggf.) fiir gepoolte Replikatkulturen) sowie ggf. p-Werte; beim
MLa zusitzlich die GEF-Bewertung.

Erorterung der Ergebnisse.
Schlussfolgerung.
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Anlage 1
BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Aneugen: Eine Chemikalie oder ein Prozess, die/der durch Wechselwirkung mit den Komponenten des mitotischen oder
meiotischen Zellteilungszyklus zu Aneuploidie in Zellen oder Organismen fiihrt.

Aneuploidie: Fine Abweichung von der normalen diploiden (oder haploiden) Chromosomenzahl durch ein einziges
Chromosom oder mehr, nicht aber durch einen ganzen (oder mehrere) Chromosomensatz/-sitze (Polyploidie).

Basenpaaraustauschmutagene: Chemikalien, die den Austausch von Basenpaaren in der DNA verursachen.

Chemikalie: Ein Stoff oder ein Gemisch.

Expressionszeit des Phinotyps: Die Zeit nach der Behandlung, in der sich die genetische Alteration im Genom ausprigt
und bereits vorhandene Genprodukte so weit abgebaut werden, dass die phinotypischen Eigenschaften verandert werden.

Genotoxisch: Ein allgemeiner Begriff, der alle Typen von DNA- oder Chromosomenschidigungen umfasst, einschlieflich
DNA-Briichen, Addukt-Neubildungen, Mutationen, Chromosomenaberrationen sowie Aneuploidie. Nicht alle genotoxi-
schen Effekte fiihren zu Mutationen oder stabilen Chromosomenschiden.

Klastogen: Chemikalie oder Prozess, die/der strukturelle Chromosomenaberrationen in Zell- oder Organismenpopulatio-
nen verursacht.

Klonierungseffizienz: Der Prozentanteil der mit einer niedrigen Dichte plattierten Zellen, die sich zu einer zdhlbaren
Kolonie entwickeln konnen.

Losungsmittelkontrolle: Verinderung der Chromosomenstruktur, nachweisbar durch mikroskopische Untersuchung des
Metaphase-Stadiums der Zellteilung, duflert sich in Form von Deletionen und Fragmenten, intrachromosomalen oder
reziproken Translokationen.

Mitotische Rekombination: Wihrend der Mitose Rekombination homologer Chromatiden, die zur Induktion von DNA-
Doppelstrangbriichen oder einem Verlust der Heterozygotie fithren kann.

Mutagen: Ausloser einer Erbgutverinderung der DNA-Basenpaarsequenz(en) in Genen oder in der Chromosomenstruktur
(Chromosomenaberrationen).

Mutantenhdufigkeit (MF): Verhiltnis der Anzahl der mutierten Zellen zur Anzahl der lebensfihigen Zellen.

Priifchemikalie: Stoff oder Gemisch, der/das mit dieser Priifmethode untersucht wird.

Rasterschubmutagene: Chemikalien, die die Addition oder Deletion eines oder mehrerer Basenpaare im DNA-Molekiil
verursachen.
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Relative Uberlebensrate (RS): Die relative Uberlebensrate wird als Mafstab fiir die behandlungsbedingte Zytotoxizitit
bei der TK6 angenommen. Dabei handelt es sich um die relative Klonierungseffizienz (CE) von unmittelbar nach der
Behandlung ausplattierten Zellen bereinigt um Zellverluste wihrend der Behandlung bezogen auf die Klonierungseffizienz
der Negativkontrolle.

Relatives Gesamtwachstum (RTG): Das relative Gesamtwachstum ist ein Maf der behandlungsbedingten Zytotoxizitit
beim MLA. Das RTG ist ein Mafs fiir das relative (auf die Vehikelkontrolle bezogene) Wachstum der Priifkulturen wihrend
der Behandlung, der zweitigigen Expression und der Klonierung der selektionierten Mutanten im Laufe der Priifung. Das
RSG der einzelnen Priifkulturen wird mit der relativen Klonierungseffizienz der Priifkultur zum Zeitpunkt der Mutan-
tenselektion multipliziert und bezogen auf die Klonierungseffizienz der Negativkontrolle/Losungsmittelkontrolle aus-
gedriickt (Clive und Spector, 1975).

Relatives Suspensionswachstum (RSG): Beim MLA das innerhalb von zwei Tagen zu verzeichnende relative Gesamt-
wachstum der Suspension der Priifkultur bezogen auf das Gesamtwachstum der Suspension der Negativkontrolle/Losungs-
mittelkontrolle in zwei Tagen (Clive und Spector, 1975). Das RSG sollte das relative Wachstum der Priiftkultur bezogen
auf die Negativkontrolle/Losungsmittelkontrolle wihrend der Behandlungszeit beinhalten.

$9-Gemisch: Gemisch aus der S9-Leberfraktion und fiir die metabolische Enzymaktivitit notwendigen Ko-Faktoren.

S9-Leberfraktion: Uberstand des Leberhomogenats nach Zentrifugieren mit 9 000 g, d. h. Rohleberextrak.

Suspensionswachstum (SG): Die n-fache Zunahme der Anzahl der Zellen im Laufe der Behandlung und der Expression
wiahrend des MLA. Das SG wird durch Multiplikation der n-fachen Zunahme an Tag 1 mit der n-fachen Zunahme an Tag
2 bei der kurzzeitigen (3- bis 4-stiindigen) Behandlung berechnet. Bei einer 24-stiindigen Behandlung ist das SG die n-
fache Zunahme wihrend der 24-stiindigen Behandlung multipliziert mit den n-fachen Zunahmen an den Expressions-
tagen 1 und 2.

Unbehandelte Kontrollen: Kulturen, die nicht behandelt werden (d. h. weder mit der Priifchemikalie noch mit Losungs-
mittel), jedoch in gleicher Weise aufgearbeitet werden wie die Kulturen, die mit der Priifchemikalie behandelt werden.

Vorwirtsmutation: Genmutation vom Elterntyp zur mutierten Form, die eine Verdnderung oder den Ausfall der Enzym-
aktivitdt oder der Funktion des kodierten Proteins bewirkt.

Zytotoxizitit: Bei den Assays im Rahmen dieser Priifmethode wird die Zytotoxizitit als Reduzierung des relativen
Gesamtwachstums (RTG) beim MLA bzw. der relativen Uberlebensrate (RS) bei der TK6-Priifung bezeichnet.
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Anlage 2
FORMELN

Relative Populationsverdopplung (RPD)
Fiir die Durchfiihrung des MLA mit der Agar- und der Microwell-Methode gilt:

Zytotoxizitit ist das relative Gesamtwachstum (RTG); dieses beinhaltet das relative Suspensionswachstum (RSG) wihrend
der zweitdgigen Expressionszeit und die zum Zeitpunkt der Mutantenselektion ermittelte relative Klonierungseffizienz
(RCE). RTG, RSG und RCE werden in Prozent ausgedriickt.

Berechnung des RSG: Als Suspensionswachstum 1 (SG;) wird das Wachstum zwischen Tag 0 und Tag 1 bezeichnet
(Zellkonzentration an Tag 1 | Zellkonzentration an Tag 0). Suspensionswachstum 2 (SG,) ist das Wachstum zwischen
Tag 1 und Tag 2 (Zellkonzentration an Tag 2 | Zellkonzentration an Tag 1). Als RSG wird das Gesamtwachstum der
Suspension (SG; x SG,) der behandelten Kultur bezogen auf die unbehandelte Kontrolle | Losungsmittelkontrolle
bezeichnet. Dabei gilt: RSG = [SGypesy * SGopesyl | [SGi(controh * SGa(controp] SGq sollte anhand der Ausgangszellkon-
zentration bei Beginn der Behandlung berechnet werden. Damit werden unterschiedliche Zytotoxizititswirkungen in der
Priifkultur | den Priifkulturen wihrend der Behandlung beriicksichtigt.

Als RCE wird die relative Klonierungseffizienz der Priifkultur bezogen auf die relative Klonierungseffizenz der unbe-
handelten Kontrolle | Losungsmittelkontrolle zum Zeitpunkt der Mutantenselektion bezeichnet.

Relatives Gesamtwachstum (RTG): RTG = RSG x RCE

TK6
Relative Uberlebensrate (RS):

Die Zytotoxizitit wird anhand der relativen Uberlebensrate ermittelt, d. h. anhand der Klonierungseffizienz (CE) von
Zellen, die nach der Behandlung umgehend plattiert werden; dabei ist eine Bereinigung um Zellverluste wihrend der
Behandlung im Vergleich zur Klonierungseffizienz bei Negativkontrollen (mit einer Uberlebensrate von 100 %) vorzuneh-
men. Die Bereinigung um Zellverluste bei der Behandlung kann wie folgt vorgenommen werden:

Anzahl der Zellen am Ende der Behandlung

B .. E — E
ereinigte CE = CE x Anzahl der Zellen bei Beginn der Behandlung

Die RS einer mit einer Priifchemikalie behandelten RS wird wie folgt berechnet:

Bereinigte CE der behandelten Kultur

= x 100
Bereinigte CE der Losungsmittelkontrolle

Mutantenhiufigkeit bei MLA und TK6

Als Mutantenhiufigkeit (MF) wird die Klonierungseffizienz von Mutantenkolonien im selektierenden Medium (CE,)
bereinigt um die Klonierungseffizienz im nicht selektierenden Medium zum Zeitpunkt der Mutantenselektion (CEy)
bezeichnet (d. h. MF = CEy/CEy). Im Folgenden wird die Berechnung der Klonierungseffizienz-Werte beim Klonieren
mit der Agar-Methode und der Microwell-Methode beschrieben.
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MLA mit der Agar-Methode: Beim MLA mit der Soft-Agar-Methode werden die Anzahl der Kolonien auf der Platte zur
Mutantenselektion (Cy;) und die Anzahl der Kolonien auf der Platte, die nicht zur Selektion von Mutanten, sondern zur
Bestimmung der Klonierungseffizienz (Anzahl der lebensfihigen Klone) (Cy) vorgesehen ist, unmittelbar durch Zahlen der
Klone ermittelt. Wenn 600 Zellen zur Bestimmung der Klonierungseffizienz (CE) auf der Platte zur Mutantenselektion
(CE\) und auf der Platte, die nicht zur Selektion von Mutanten, sondern zur Bestimmung der Klonierungseffizienz
(Anzahl der lebensfihigen Klone) (CEy) vorgesehen ist, ausplattiert wurden, werden 3 x 10° Zellen zur Mutantenselektion
verwendet.

CEy = Cy | (3 % 10% = (Cy | 3) x 107

CEy = Cy | 600

MLA und TK6 — Microwell-Methode: Wenn der MLA mit der Microwell-Methode durchgefiihrt wird, werden Cy; und Cy
als Produkt der Gesamtzahl der Microwells (TW) und der wahrscheinlichen Anzahl der Kolonien pro Well (P) auf den
Microwell-Platten ermittelt.

CM=PMXTWM

Cy = Py x TWy

Beim Null-Term der Poisson-Verteilung (Furth u. a., 1981) wird P wie folgt berechnet:

P=-lnEW[TW)

Wobei gilt: EW = leere Wells und TW = Gesamtzahl der Wells. Daher ist

CEy = Cy [ Ty = (Py x TWy) [ Ty

CEy = Cy [ Ty = (Py x TWy) | Ty

Bei Durchfithrung des MLA mit der Microwell-Methode wird die Mutantenhaufigkeit (kleine und grofle Kolonien) fiir
kleine und grofe Kolonien auf die gleiche Weise jeweils anhand der Anzahl leerer Wells berechnet.

Bei der TK6-Priifung wird die Mutantenhaufigkeit (kleine und grole Kolonien) danach bestimmt, ob die Mutanten frith
oder spiter auftreten.



