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W pracy przedstawiono metodyke badania mutagennodéci substancji chemi-
cznych przy uiyciu cytogenetycznej analizy czestoséci wymian chromatyd
siostrzanych (SCE), indukowanych in vivoe w komérakch szpiku kostnego my-
szy. Opisano szczegblowo gléwne elementy testu SCE in vivo, sposéb jego
wykonania oraz zasady opracowania i interpretacji wynikéw.

1. WSTEP

Test wymian chromatyd siostrzanych (SCE) in vivo jest jedna z cytogenety-
cznych metod pozwalajqcych na analize uszkodzefh w aparacie genetycznym komérk%.
ktéra znalazla szerokie zastosowanie w ocenie wlasciwosci mutageﬁnych substancji
chemicinych [11, 19]. W tescie tym wykorzystuje sie zjawisko interakcji zwiazkow
genotoksycznych z DNA chromosomowym, prowadzgace do powstawania zmian w struﬁturze
chromosoméw, ktére polegaja na wzajemnych przemieszczeniach homologicznych fra-
gmentéw siostrzanych chromatyd w obrebie tego samego chromosomu, okreslanych
mianem SCE (6, 12, 18}]. ‘ )

Dla oceny wtasciwoéci genotoksycznych zwiazkéw chemicznych testem SCE in vivo
zwierzeta dodwiadczalne poddaje sie ekspozycji na réine dawki testowanych sub-
stancji i po uplywie okreélonego czasu w wyizolowanych z organizméw komérkach
analizuje sie czestosé¢ wymian chromatyd siostrzanych (SCE). Wzrost czestoséci SCE
jest wskaZnikiem genotoksycznoéci_badanych‘zwiazkéﬁ chemicznych.



2. ZASADRICZE ELEMENTY TESTU SCE IN VIVO
2.1. Dobdr zwierzat doswiadczalnych

Analizy <czestosci wymian chrematyd siostrzanych moina dokonywaé¢ w wielu ro-
dzajach szybko proliferujacych komérek rétnych organizméw eukariotycznych. Do ru-
tynowego badania genotoksycznodci zwiazkow chemicznych najczesSciej wykorzystywane
5q komérki szpiku kostnego maltych gryzoni, np. myszy. Do badail wybiera sie zdro-
we, dojrzale plciowo zwierzeta ze stad niekrewniaczvch. Test SCE in vivo wykonuje
sige zwykle na samcach. W przypadku, gdy istniejq przestanki, ze testowana sub-
stancja wywotuje odmienne efekty u zwierzat dwdch plci (np. istotne réinice w po-
ziomie DL5g, wspdldziatanie z uktadem hormonalinym) doéwiadczenia moina powtérzyé
na samicach. W tygodniu poprzedzajacym dodwiadczenia wszystkie zwierzeta powinny
przebywa¢ w jednakowych i kontrolowanych warunkach doswiadczalnych (konwencjo-
nalna dieta i woda ad libitum, stala temperatura, wilgotnosé¢ w zwierzetarni itp.)
Na kazdaq dawke testowanej substancji i kontrole naleiy przeznaczyé grupe 5 zwie—
rzat o- jednakowym cieZarze ciata i w podobnym wieku.

2.2. Podawanie bromodezoksyurydyny

Do wuzyskania rézZnicowego wybarwienia chromosoméw i identyfikacji SCE konie-—
czne jest podanie zwierzetom S-bromo-2'-dezoksyurydyny (BrdU), ktéra jako analog
tymidyny wbudowuje sig¢ do nici DNA, réinicujac chromatydy. Ze wzgledu na szybki
rozktad (dehalogenacj¢) BrdU w organizmie [4) naleiy zastosowaé taki sposéb dos-
tarczania tej substancji do ustroju,.aby iloéé¢ i czas dzialénia byly dostateczne
do wyznakowania siostrzanych chromatyd w komérakch pobieranych do analizy SCE.
Dla spelnienia fych warunk6éw poczatkowo stosowano metode 7-8-krotnego podawania
(w odstepach godzinnych) do jamy otrzewnej roztworu bromodezoksyurydyny i fluoro-
dezoksyurydyny [S, 25]. Nastepnie rozpowsiechniono technike ciaglej dozylnej
iniekcji roztworu BrdU w soli fizjologicznej, ktéra wykohuje sie metodq 24 - 26 -
godzinnej kropléwki do zyly ogonowej zwierzgcia umieszczonego w specjalnej klatce
[16, 22] (stezenie aplikowanej doiylnie bromodezoksyurydyny powinno wynosié okolo
100 - 120 pg/g c.c./godz.). Inne sposoby podawania BrdU polegajq na aplikacji
analogy tymidyny zaadsorbowanego na'weglu\aktywnym [14], zawieszonego w parafinie
lub w agarze i sprasowanego w tabletce [2, 10, 13, 21]. Obecnie do rutynowej ana-—
lizy 'SCE w Eoméfkach szpiku kostnego gryzoni bardzo szeroko wykorzystywana jest
iygodna i nie wymagajaca specjalnego wyposazenia technika opisana przez Allena i
in, [2] polegajaca na podskérnym wszczepieniu zwierzetom hromodezoksyurydyny w
poétaci tabletek, ktore w miare uplywu czasu rozpuszczaja sie i dostarczajaqa ana-
logu tymidyny do nowo syntetyzowanych tancuchéw DNA w dzielgcych sie komérkach
organizmu. - ‘



2.3. Sporzadzanie preparatém cytogenetyczinych z komérek zwierzgt

Nagromadzenie dostatecznie duiej liczby kombérek w metafazie (stadium, w
ktérym dokonuje sie analizy mikroskopowej phronoseméwi~wynn;a zahamowania dal-
szych etapéw podzialu komérkowego. Najczedéciej w tym celu wykorzystywany jest
roztwér kolcemidu lub kolchicyny (inhibito:i wrzeciona ka?iokinetycznbgo), ktéry
podaje sie zwierzetom kilka (t - 3) godzim przéd pobranién kombrek ij organizmu.
Stetenie oraz czas dzialania inhibotera majq duiy wplyw na jakosé prepiratéw (li-
czbe kombrek : z wyrainymi, dobrze rozpulchnionymi chronésonani). parametry te
wymaga jq zwykle doswiadczalnego ustalenia w badaniach préﬁnych. Kolefne czynnosci
polegaja na wyiiolowaniu i przemyciu komdérek zbuforowanye roztworem soli (np. PBS
lub plynem Hanksa), wykonaniu szoku hipotonicznego (10 - 20-minutowym dzialtaniem
np. 0,075 M KCL lub 0,01% roztworem cytrynianiu sodowego} i przeprowadzeniv kil-
kukrotnego utrwalania osadu kombrkowego mieszaning lodowatego kwasu octowego i
metanolu {1]. Z uzyskanej zawiesiny komérkowej wykonuje sie preparaty mikrosko-
powe.

2.4. Réinicowe barwienie preparatdéw mikroskopowych

Proces barwienia preparatéw jest bardzo wainym elementem testu. Jednoznaczna
i szybka analiza SCE mozliwa jest tylko w dobrze zabarwionych i zréiznicowanych
kolorystycznie chromosomach. Do najczedciej stosowanych metod r6inicowego~barwie4
nia siostrzanych chromatyd nalezy dwuetapowa technika FPG wg Perry i Wolffa [17]
oraz réine jej modyfikacje. Klasyczna metoda FPG (Fluofochron Plus Giemsa) polega
na wstepnym barwieniu preparatéow fluoroéhronep Hoechsta 33258, naswietlaniu pro-
mieniami UV w zbuforowanym roztworze soli oraz koficowym barwieniu roztworem Gie-~
msy. W naszym laboratorium preferoiana jest technika Antbshiny i Porjadkoﬁej [31,
ktéra sprowadza sie do nadwietlania preparatéw zanurzonych w podgrzanym buforze
2xSSC lampa UV oraz barwienia mieszaning azuru II i eozyny.

2.5. Analiza mikroskopowa SCE

Po analizy SCE wybiera si¢ pod matym powiekszeniem (200 - 240x) komérki w 2.
podziale mitotycznym z dobrze roztoionymi i réinicowo zabarwionymi chrombsomami.
tzn. 2z jednga chromatydaq jasng a druga ciemna. Ilo$é¢ wymian chromatyd siostrza-
nych zlicza si¢ pod immersja (przy powiekszeniu 1000 - 1200x) w metafazach po-
siadajacych rpelny komplet wyraihych chromosoméw (u myszy 2n=40). Przyjmuje sie,
te przemieszczenie dystalnych fragmentéw chromatyd siostrzanych stanowi jedna
wymiang; przemieszczenie odcinkéw Srodkowych - dwie wymiany, tzn. kazde miejsce
zmiany barwy naleiy liczyé jako wymiane. W preparatach wykonanych z komérek ka-
idego zwierzecia ocenia sie czestoéé SCE/komérke na podstawie analizy S0 metafaz.
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Rys. 1. Przyktady chromosoméw z réing liczba wymian
chromatyd siostrznaych (SCE):
a - bez SCE (chromosom normalny); b - jedna SCE; ¢ - dwie SCE;
d - trzy SCE: e — jedna SCE (w okolicy centromeru)

2.6. Podawanie zwierzetom testowanych substancji chemicznych

Badane zwiazki chemiczne podaje sig¢ zwierzetom dootrzewnoﬁo‘(lub w inny spo-
sob, jesli jest dogodniejsz¥) w postaci roztworu, albo zawiesiny, sporzadzonych w
jalowej wodz{evdestylongnej lub soli fozjologicznej. Jezeli dana substancja nie
rozpuszcza si¢ 1 nie tyofzy jednorodnej zawiesiny w wodzie, moina wykorzystaé
inny rozpuschainik. np. DMSO, Tieen 80, olej mineralny, alkohol itp. Przy stoso-
waniu rozpuszczalnikéw innych niZ woda konieczne jest uwzglednienie ich toksy-
cznosci. Na przyklad przy uiyciu DMSO nie naleiy przekracz¢ dawki 0,iml1/10 g c.c.
(Dlgg DMSO dla myszy wynosi 12,5 ml/kg c.é.). Wybrany rozpuszczalnik nie powinien
indukowaé nadmiernie wysokiej liczby SCE. W kazdym badaniu aplikuje si¢ go réwno-
legle ocenianej grupie zwierzat kontrolnych.

Dla okreélenia genotoksycznego dzialania testowanej substancji zaleca si¢ wy-
korzystywanie kilku pozioméw dawek zawartych w granicach od ok. 20 do ok. 80%
DLsg. Toksycznod¢ i DLsg danej substancji wyznacza sig¢ zwykle métodq Thompsona-—-
Weila [24] przed przystapieniem do wykonania testu SCE.

3. SPOSdB WYKONANIA TESTU SCE IN VIVO NA KOMORKACH SZPIKU KOSTNEGO MYSZY

Test SCE in vivo wykonuje siq( na dobranej wagowo grupie samcow myszy - po
pieé zwierzat na kaidgq dawke testowanéj substancji. Jezeli zwiazek chemiczny daje
wynik negatywny na samcach, zaleca si¢ powtdrzenie testu na samicach i dawkq ok.
60% DLsg. Do rdtynowych Badaﬁ nalezy wykorzystywa¢ myszy ze znanych stad niekre-
wniaczych 1lub wsobnych (np. Balb C, Swiss) w wieku 7 - 12 tygodni o masie ciatla



20 - 30 g. W jednym doswiadczeniu dopuszcza sie 10% réinice ciezaru ciala zwie-
rzaqt doswiadczalnych.

Pierwszym etapem testu SCE jest podanie zwierzetom bromodezoksyurydyny. W tym
celu myszy poddaje sig¢ lekkiej narkozie (np. umieszczajac je na kilka minut w
kloszu z eterem) i nacina skére (ok. 0,6-1,0 cm) w okolicy lediwiowo-grzbietowej.
W utworzonej wnece pod skdéra umieszcza sie tabletke S-bromo-2'-dezoksyurydyny i
nastepnie rozcigtq skére zszywa sig¢ lub spina klamerkq chirurgicznaq. (Wszystkie
czynnosci zwiqzane z podskérna implantacja tabletki BrdU naleizy wykonaé przy uiy-
ciu sterylnych narzedzi chirurgicznych). Do implantacji mozna wykorzystywaé go-
towe tabletki firmy Serva (nr kat. 15277) zawierajace 50 +2 mg 5—bromo—2'-dezb—
ksyurydyny 1lub sporzadzi¢ je samodzielnie przez sprasowanie 50 mg czystej sub-
stancji BrdU w tabletkarce z silg nacisku min. 0,8 kg. (Tabletki. BrdU nalezy
przechowywaé w temp. 4°C i chronié przed $wiatlem,) ,

Kolejnym etapem testu jest ekspozycja zwierzat na testowana substancje. Naj-
czesciej stosuje si¢ jednorazowa dootrzewnowa iniekcje roztworu lub zawiesiny ba-
danego zwigqzku chemicznego (w objetodci 0,3 - 0,5 ml/mysz) po uplywie godziny od
implantacji tabletki BrdU. Zwiaqzek podany w tym czasie pozwala na eskspozycije my-
szy przez dwie rundy replikacji DNA na testowang substancje lub  jej metabolity
utworzone w organizmie. Moina réwniez aplikowa¢ zwierzetom badany zwigzek chemi-
czny w czasie ocenianym jako okres bezposrednio poprzedzajacy wejscie kombrek w
drugi cykl replikacyjny, tj. 8 godz. po wprowadzeniu BrdU - dla analizy komérek
szpiku kostnego myszy [23].

Opisany wytej i najczeéciej zalecany sposdb ekspozycji zwierzat nie wyklucza
motliwoséci badania indukcji SCE przy zastosownaiu kilkakrotnej iniekcji testowa-
nych substancji chemicznych lub podawaniu ich per os. Kaida badanq substancje po-
daje sie zwierzgtom w czterech dawkach, np. 20, 40, 60 i 80% DLgg. Réwnolegle. wy-
konuje sie kontrole negatywna z czystym rozpuszczalnikiem testowanej substancji
oraz kontrole pozytywna ze znanym mutagenem (np. mitomycynq C w dawce 1,0 - 2,0
mg/kg c.c. ludb cyklofdsfamidem w dawce 10 - 25 mg/kg c.c.).

Po wuplywie 21 godz. od wszycia tabletek BrdU zwierzetom podaje si¢ dootrze-
wowo 0,3 ml roztworu kolchicyny o stezeniu 3,0 - 3,5 mg/kg c.c. (roztwér kol-
chicyny sporzadza si¢ w jalowej soli fizjologicznej i przechowuje w temp. 4°C).
Dwie godziny péiniej, bezposrednio po zabiciu zwierzat przez dyslokacje kregow
szyjnych wycina sie obydwie kosci udowe. Po usunieciu z koéci tkanki mi¢éniowej i
tluszczowej obcina si¢ jej obydwa kofice, otwierajgc kanal szpikowy i za pomoca
niewielkiej 1ilosci plynu Hanksa ngbranego do strzykawki z cienka (25G) igla  wy-
ptukuje sie¢ szpik kostny do probéwki wirbwkowej. Komérki szpiku kostnego z obydwu
kosci udowych kazdej myszy umieszcza sie w S ml plynu Hanksa [15] i doktadnie
miesza pipeta pasterowska. Zamiast plynu Hanksa mozna stosowaé PBS [15]. Dalsze
etapy postepowania sa nastepujace: ,

- komérki odwirowaé (10 min, 90 - 120G),. supernatant zebraé pipeta i odrzu-
ci¢, a po wstrzasnieciu do pozostalego osadu dodaé kroplami 5 ml 0,075M roztworu
KC1 i hipotonizowaé przez 1S min w temp. pokojowej (zaleca sie ciagle wytrzasanie
reczne Iub mechaniczne hipotonizowanego osadu komérkowego),

= po ponownym odwirowaniu (10 min, 90 - 120G) i usunieciu supernatantu przy
ciagtym wstrzgasaniu osadu dodaé kroplami 4 - 5 ml sSwieZo sporzqdzonego utrwalacza



(kwas octowy lodowaty z metanolem.w proporcji 1:3), po 15 - 20 min komérki odwi-
rowa¢ (10 min, 90 - 120G),

- proces utrwalania powtérzyé dwukrotnie,

- po trzecim wutrwaleniu zebraé suprenatant, pozostawiajac okoto 0,5 ml pty-
ny nad osadem i wykona¢ preparaty mikroskopowe przez naniesienie pipeta pastero-
Q;kq (z wysokodci kilkunastu cm) 2 - 3 kropli dobrze wymieszanej jeédnorodnej za-
wiesiny komérkowej na odttuszczone (alkoholem lub chromianka), zimne i wilgotne
szkielka podstawowe.

Uzyskane preparaty (po 3 - 4 z komérek ‘kazdego zwierzecia) pozostawi¢ w za-
ciemnionym miejscu w temp. pokojowej i po kilku (2 - 10) dniach zabarwié jedna P
nizej podanych technik.

a) Kolejne czynno$ci barwienia preparatéw metoda Antoshiny i Porjadkowej [3]

— wysuszone preparaty uloZone poziomo w kuwetach zalaé buforem‘2xSSC i umie-
$ci¢ w tazni wodnej o temp. 62°C (roztwér buforowy 2xSSC stanowi réwnoobjetoscio-
w4 mieszanine 0,3 M chlorku sodowego i 0,03 M cytrynianu sodowego),

- naswietlaé promieniami UV lampy HBO-200 1lub kwarcowej z odleglosci - ok.
1§ - 25 cm przez 30 min,

-~ dokltadnie wyplukaé¢ woda destylowana i wysuszyé,

- barwié przez 3'— 6 min mieszaning roztwordw eozyny 1 azuru II (7,5 ml
0,1% roztworu eozyny i 20 ml 0,1% roztworu azuru 1T uzupelnione roztworem
buforowym Sorensena o pH=6,8 do objetosci 120 ml; roztwory barwnikéw przyrzadzad
w tym samym roztworze buforowym, ktéry stanowi mieszanine soli fosforanowych -
sodowej i potasowej w-stosunku 4,609 g KHoPO4 i 5,840 g NasHPO4 /11 buforu,

- wypluka¢ i wysuszyé,

b) Kolejne czynnoéci barwienia preparatdéw metoda Perry i Wolff§ (17) z° mody-
fikacja wg Goto i in. '[8],

‘ ~ wysuszone w powietrzu preparaty barwié¢ przez !5 min roztworem fluorochromu
Hoechsta 33258 (0,5pg barwnika/ml wody dest.),

- wyplukaé¢ wodq destylowang i wysuszyé,

~ zamkngé preparaty, dajac pod szkietka przykrywkowe bufor McIlavine'a o
pH=8,0 i uszczelni¢ brzegi szkietek lakierem, a nastepnie eksponowaé w temp. 50°C
na promienie UV lampy HBO-200 z odleglo$ci 5 = 20 cm przez 20 min lub kwarcowej
przez godzine (bufor MCIlavaine'a o pH=8,0 stanowi mieszanine 2,8 ml roztworu
jednowodnego kwasu cytrynowego o steZzeniu 21,014 g CgHgO7 x H20/11 »i 97.2 ml
roztworu dwuwodnego fosforanu sodowego o stezeniu: 35,610 g NaHPO4 x 2H50/11 H50,

- usung¢ szkielka nakrywkowe i preparaty wyplukaé¢ wodaq destylowang, a naste-
pnie wysuszyé w powietrzu, :

- barwi¢ przez ok. 15 min 2% roztworem Giemsv w buforze fosforanowym Soren-
sena o pH=6,8,

- wyplukaé wodq i wysuszyé.

Zabarwione i wysuszone preparaty nadajaq sie do bezposredniej analizy mikro-
skdpowej. Preparaty nalezy oznakowal wg ‘wlasnego systemu kodowania w'celu ograni-
czenia bledéw subiektywnych przy analizie.
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4. INTERPRETACJA WYNIKOW BADANIA~MUTAGBNNO§CI TESTEM SCE IN VIVO

W preparatach szpiku kostnego wszystkich eksponowanych i kontrolnych myszy
analizuje sig liczbe SCE w 50 komérkach metafazalnych kazdegy zwierzecia. Wyniki
uzyskane  z analizy niniejszej liczby metafaz mogg by¢ obarczone bledem wynika-
jacym z przypadkowej eliminacji komdérek z bardzo wysoka (lub niska) liczba wymian
chromatyd :-siostrzanych, zwlaszcza przy testowaniu stabychimutagenéw indukujqcuch
niewielki . efekt W postaci SCE i gdy rozktad tych zmian w komérkach odbiega od
rozktadu Poissona. Dane uzyskane z analizy mikroskopowej zestawia si¢ w formie
tabelarycznej (lub graficznej), uwzgledniajac wydajnosé SCE/komérke obserwowane u
poszczegdlnych myszy oraz sSrednie c¢zestaosci tych zmian w kolejnych grupach zwie=
rzat eksponowanych na okreslone dawki testowanego zwigzku chemicznego. Wyniki
poddaje si¢ ocenie statystycznej, stosujac nieparametryczna analize wariancji lub
inny nieparametryczny test poréwnan wielokrotnych, np. jednokierunkowa nieparame-
trycznaq analizg wariancji z testami pordéwnan wielokrotnych Scheffego lub Conovera
{71. W obliczeniach statystycznych za jednostke eksperymentalng przyjmuje sie
najczesciej zwierze (a nie pojedynczq komérke). Za kryterium mutagennego . dziata-
nia zwigqzku chemicznego uznaje sie: )

- statystycznie znamienny (p<0,0S5) wzrost czestosci SCE w funkcji dawki lub

~ wystepowanie po pojedynczych dawkach powtarzalnego i statystycznie istotne-
go {(p<0,035) podwyiszenia wydajnosci SCE w poréwnaniu z poziomem tych zmian w kon-
troli negatywnej {11].

5. ZESTAWIENIE NIEZBEDNEGO WYPOSAZENIA, MATERIALOW I ODCZYNNIKOW
5.1. Aparatura

Mikroskop biologiczny z obiektywem 16 - 20 x i immersyjnym (100x), wiréwki
laboratoryjne (mp. typ 310), waga anlityczna, lampa UV typu HBO-200 lub kwarcowa,
laznia wodna (np. bakteriologiczna LKB).

5.2. Sprzet i szklo laboratoryjne

Sterylizator do narzedzi, pincety, nozyczki, skalpele, igly lub klamerki chi-
rurgiczne, iglj (25G) i strzykawki jednorazowego uzytku, probéwki wirdwkowe (5
ml), pipety pasterowskie i miarowe z gruszkami, kolbki stoikowe i miarowe zlewki
o réinej pojemnosci, naczynka wagowe, naczynka histologiczne, kuwety do barwie-
nia oraz szkietka mikroskopowe.

11



§.3. Odczynniki

S~-bromo-2'-dezoksyurydyna (tabletki firmy Sevra lub czysta substancja w pro-
s2ku), rozpuszczalniki (jalowa s6l fozjologiczna, woda destylowana, DMSO, olej
mineralny, Twéen 80 itp.), kolecemid (np. firmy Gibco) lub kolchicyna (np. firmy
Sigma, mutageny kontrolne (np. mitomycyna C firmy Sigma, cytofosfamid firmy Si-
gma, Serva), barwniki (fluorochrom Hoechsta 33258 firmy Merck i Giemsa firmy Me-
rck, BDH lub eozyna - C.I. 45380, np. firmy Serva, Koch-Light Lab. Ltd. i azur II
-:.C.I. 52015, np. firmy Flukda AG, Windsor Lab. Ltd.), ptyn Hanksa lub PBS, eter
do narkozy, chlorek sodu i potasu, cytrynian sodu, sole fosforanowe (KH2PO4,
NajsHPO4), metanol, kwas octowy lodowaty, chromianka.

6. BEZPIECZENSTWO 1 HIGIENA PRACY PRZY WYKONYWANIU BADAN TESTEM SCE IN VIVO

7 'uwagi na fakt, Ze osoby wykonujace badania testem SCE in vivo sq narazone
na kontakt z mutagenami i potencjalnymi kancerogenami, a takze zwierzetami 'labo-
ratoryjnymi (przed i po ekspozycji na testowane zwiazki chemiczne) w laboratorium
przeprowadzajacym prace doswiadczalne konieczne jest stworzenie i przestrzeganie
bezpiecznych warunkéw pracy. Szczegblowe zasady bhp obowiazujace przy prowadzeniu
badan metoda SCE in vivo sa analogiczne do wczesniej opisanych dla testu mikroja-
drowego [20]. Do najwazniejszych zaleceh naleiq:

-~ wydzielenie miejsc (stoléw laboratoryjnych wyscietanych b&bulq) i sprzetu
uzywanego do ‘doéwiadczeh, doktadne usuwanié zanieczyszczeh i odpadéw poprzez ich
inaktywacje 1lub spalenie, staranne mycie i sterylizacja stanowisk oraz narzedzi
do pracy;

- stosowanie wydzielonej odziezy ochronnej i rekawic gumowych przy pracy ze
zwiqzkami kancerogennymi i zwierzetami;

~ dozowanie roztworéw pipetami automatycznymi 1ub strzykawkami albo prazy
uzyciu- innego bezpiecznego sprzetu. Niedozwolone jest pipetowanie roztworéw
ustami;

- po ewentualnym wylaniu substancji mutagennej na skére nalety natychmiast
ja umyé cieklymi deterentami. Nie stosowaé rozpuszczalnikéw organicznych;

- plynne resztki roztworé6w zwiazkéw mutagennych oraz zanieczyszczone szkto
i sprzet wielokrotnego uiytku naleiy poddaé procesowi inaktywacji prowadzacej do
chemicznej destrukcji mutagenéw. Na przyklad cyklofosfamid ulega inaktyzacji w
0,2N roztworze KOH w metanolu w ciqgu godziny, a mitomycyna C podczas pélgodzin-
nego gotowania w 1% roztworze KMnO4 [9].
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K. Wyszyfaska, W. Chwialkowska-Liro

UﬁIFIED METHOD FOR EVALUATING THE MUTAGENIC PROPERTIES OF CHEMICALS BY THE TEST
OF SISTER CHROMATID EXCHANGE (SCE) IN VIVO IN BONE MARROW CELLS OF MICE

Summary

This paper presents a method ‘of testing the mutagenic effects of chemical
substances by means of the cytogenetic analysis of the frequency of sister chro-
matid exchange induced in vivo in bone marrow cells of mice. Details of the in
vivo SCE test, employed procedure, and the method of results processing and in-
terpretation have been presented.



