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Dyrektywa 2003/15/UE wprowadziła zakaz testowania kosmetyków i surowców kosmetycznych z wykorzystaniem zwierząt. 
Ocena bezpieczeństwa przeprowadzana jest obecnie w oparciu o dostępne metody alternatywne. W przypadku badania 
potencjalnej genotoksyczności taką metodą, zwalidowaną i zaakceptowaną przez ECVAM, jest test mikrojądrowy (MNi). 

1. Na podstawie różnic istotnych statystycznie pomiędzy wartościami CBPI w kontrolach neg. i próbach badanych, nie stwierdzono działania 
cytotoksycznego substancji S1 i S2 w przyjętym zakresie stężeń.
2. Na podstawie różnic istotnych statystycznie pomiędzy wartościami Mn% w komórkach eksponowanych na substancje S1 i S2 w badanym 
zakresie koncentracji, a Mn% w kontroli neg. oraz kontrolach poz., nie stwierdzono działania klastogennego/aneugennego badanych substacji.  
3. W kontrolach poz. obserwowano istotny wzrost Mn% w stosunku do kontroli neg., co świadczy o prawidłowym przebiegu testu.
4. Do pełnej oceny genotoksyczności substancji badanych potrzebna jest bateria testów, umożliwiająca wykrywanie mutacji genowych oraz 
chromosomowych aberracji strukturalnych i numerycznych. Dalsze etapy badań obejmują wykonanie testu Ames'a (testu mutacji powrotnych w 
komórkach bakteryjnych). 

Celem pracy była ocena bezpieczeństwa genotoksycznego surowców kosmetycznych z wykorzystaniem 
testu mikrojądrowego. 

Materiał badany: 
surowce kosmetyczne zakodowane jako S1 (żółtobeżowe ciało stałe w formie proszku) oraz S2 (białobeżowe ciało stałe w formie 
proszku), rozpuszczalnik DMSO (najwyższe stęż. w pożywce -  0,1%); testowany zakres stężeń 10-1,25 µg/ml; 
Metoda: 
Test MNi wykonywany wg wytycznych OECD TG 48, z wykorzystaniem komórek linii V79  (ECACC, nr kat. 86041102). Aktywacja 
metaboliczna wykonywana frakcją S9 z wątroby szczurów z kofaktorami (stęż. końcowe 1,5%). Bloker cytokinezy - cytochalazyna B 
(CytoB, 3 µg/ml).

Kontrole pozytywne

Bez frakcji S9:

Działanie klastogenne: 

mitomycyna C (MitC) - 0,5 µg/ml

Działanie aneugenne: 

kolchicyna (Kol) - 0,08 µg/ml

Z frakcja S9:

Działanie klastogenne: 

cyklofosfamid (Cyklo) 5 µg/ml

Oznaczanie cytotoksyczności: Wyznaczanie współczynnika CBPI (Cytokinesis-Block 
Proliferation Index)  wg wzoru: CBPI=((K1)+(2xK2)+(3xKm))/n
gdzie: K1-komórki jednojądrzaste; K2-dwujądrzaste; Km-wielojądrzaste; n-całkowita liczba 
analizowanych komórek (>500 dla oznaczenia).
Oznaczanie Mn:
Wyznaczanie średniej procentowej zaw. Mn (Mn%) przez zliczanie w >2000 kom. dwujądrzastych 
dla oznaczenia.
Analiza statystyczna:
ANOVA z testem Tukeya (post hoc), P<0,05.
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Fig. 1.

Schemat przebiegu doświadczenia (OECD TG 487)
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Fig. 2.

Schemat powstawania mikrojąder (Fenech, 2007 zmodyf.)

Fig. 3.

Cytotoksyczność w kontrolach neg. i poz. 

oznaczana jako współczynnki CBPI (>500 

kom./ozn.)

Procentowa obecność Mn w komórkach w 

kontrolach neg. i poz. oznaczana jako Mn% w 

komórkach dwujądrzastych (>2000 kom./ozn.)

 (X ± SD, * p<0,05)

Fig. 4.

Cytotoksyczność (CBPI) oraz procentowa 

o b e c n o ś ć  M n   ( M n % )  w  k o m ó r k a c h  

eksponowanych na substancje badane w przyjętym 

zakresie stężeń (podane wartości średnie) (X ± SD, 

* p<0,05)


