Mikroptytkowe analizy Ames MPF firmy Xenometrix
(Ames Fluctuation Assay):

Zgodnos¢ z wytycznymi OECD 471 dla testéw chemicznych.

Pierwsze rozdziaty wytycznych OECD (punkty 1, 2, 3) oraz wstgpne opisy (punkty 4, 5, 6,
7) odnosza si¢ w catosci do mikropltytkowej metody Ames MPF firmy Xenometrix

Rozdzial ,,Zasada testu” (punkt 8) zawiera opis nastawiania i preinkubacji plytek. Poza
uzyciem plynnych pozywek i mikroptytkowego formatu procedura Ames MPF jest zgodna.
Zliczanie kolonii w metodzie tradycyjnej jest zastapione kolorymetryczng metoda
rozrézniania wzrostu lub braku wzrostu w te$cie mikroptytkowym.

Wazne: punkt 9, wymienione sa powszechnie stosowane procedury, wsrdéd nich réwniez
procedura oznaczenia fluktuacyjnego.

Wazne: w punkcie 10 opisane jest, ze wytyczne OECD odnosza si¢ gtéwnie do standardowej
metody nastawiania i preinkubacji ptytek. Ale, jest takze przyznane, ze inne metody moga
by¢ uzywane do oceny. Np. niektére klasy mutagendw nie zawsze wykrywane sa metoda
nastawiania i preinkubacji ptytek. Takie sytuacje musza by¢ uznane za specjalne i szczegdlnie
zaleca si¢ stosowanie procedur alternatywnych dla detekcji. Powiedziane jest, ze odstgpstwo
od procedury standardowej jest akceptowalne ale wymaga naukowego potwierdzenia:
Naukowe uzasadnienie mikroptytkowego testu Ames MPF ma miejsce w dwoch zakresach:

e Niekiedy probki sa dostepne tylko w niewielkich ilosciach i musza by¢ badane testem
wymagajacym mniejszej ilosci substancji w celu uzyskania réwnie wiarygodnego
wyniku jak w procedurze standardowe;j.

¢ Kilkanascie publikacji i plakatéw wykazato doskonata korelacje migedzy standardowa
metoda ptytkowa i mikroptytkowa metoda Ames, zaréwno w tescie Ames I TAMix
jaki i w mikroptytkowym tescie Ames MPF ze standardowymi szczepami (zobacz
punkt 13 ponizej).

Wobec tego uzycie mikroplytkowego testu Ames MPF jest naukowo uzasadnione

Opis metody, punkt 11, (komérki w fazie ekspotencjalnej) i punkt 12 (temperatura
inkubacji 37°C) sa identyczne z procedura dotyczaca Ames MPF

Punkt 13, zalecanych jest co najmniej 5 szczepéw. Xenometrix oferuje 5: TA98, TA100,
TA1535, TA1537, E.coliWP2 uvrA oraz E.coli WP2 (pkM101).

Punkt 14, opisane sa wymagania kontroli jakosci dla szczepdéw. Szczepy dostarczane przez
firm¢ Xenomertix podlegaja odpowiedniej kontroli jakosci w laboratorium producenta.
Dodatkowo, sekwencjonowane jest polozenie gendéw his (S.typhimurium) i trp (E.coli), i
odpowiada to publikowanym mutacjom.



Punkt 15, opisane jest uzycie agaru w procedurze standardowej. Mikroptytkowy test Ames
MPF wymaga uzycia innej ciektej pozywki. Tak jak przy zastosowaniu agaru, pozywka
Xenometrix zawiera mata ilo$¢ histydyny (lub tryptofanu dla E.coli) w celu umozliwienia 1
lub 2 replikacji bakterii.

Punkt 16, opisuje metaboliczng aktywacje z frakcja S9. Procedura ujgta w OECD jest
identyczna jak w tescie Ames MPF.

Przygotowanie substancji, punkt 17, jest analogiczny do punktu 16.

W kolejnych etapach wykonania testu Ames MPF, jest on zgodny z procedurami opisanymi w
kolejnych punktach OECD: punkt 18 (odczynniki i pojemniki), punkt 19 (stgzenia
roztworéw wyrazone w mg/ml niz mg/ptytke), punkt 20 (co najmniej 5 r6znych koncentracji,
np. przy podwéjnym wspoétczynniku rozcienczenia) punkt 21 (badanie ponad 5 mg/ptytke),
punkt 22,23,24 (uzywanie kontroli pozytywnej), punkt 25 (inne kontrole pozytywne), punkt
26 (kontrola negatywna)

Punkt 27, opisana jest procedura mieszania agaru z badana substancja co nie odnosi si¢ do
procedury testu Ames MPF. Punkt 28 dotyczy procedury metody preinkubacji, co nie odnosi
si¢ to testu Ames MPF.

Punkt 29 (3-krotne powtoérzenie), punkt 30 (substancje lotne), punkt 31 (temperatura
inkubacji, czas inkubacji), sa zgodne z procedura Xenometrix.

Oznaczenie i interpretacja wyniku w tescie Xenometrix Ames MPF jest
zgodne z wytycznymi OECD 471.




