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KOMISSION DIREKTIIVI 2000/33/EY,

annettu 25 pdivinid huhtikuuta 2000,

vaarallisten aineiden luokitusta, pakkaamista ja merkint6jd koskevien lakien, asetusten ja
hallinnollisten méiriysten lihentimisesti annetun neuvoston direktiivin 67/548/ETY
mukauttamisesta tekniikan kehitykseen kahdennenkymmenennenseitseminnen kerran (*)

(ETA:n kannalta merkityksellinen teksti)

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka
ottaa huomioon Euroopan yhteison perustamissopimuksen,

ottaa huomioon vaarallisten aineiden luokitusta, pakkaamista ja
merkint6jd koskevien lakien, asetusten ja hallinnollisten méa-
rdysten lahentdmisestd 27 pdivind kesikuuta 1967 annetun
neuvoston direktiivin 67/548/ETY (!), sellaisena kuin se on vii-
meksi muutettuna Euroopan parlamentin ja neuvoston direktii-
villd 1999/33/EY (%), ja erityisesti sen 28 artiklan,

sekd katsoo seuraavaa:

(1) Direktiivin 67/548/ETY liitteessd V sdddetddn menetel-
mistd aineiden ja valmisteiden fysikaalis-kemiallisten omi-
naisuuksien, toksisuuden ja ekotoksisuuden madrittimi-
seksi. Kyseinen liite on mukautettava tekniikan kehityk-
seen.

(2) Kokeisiin ja muihin tieteellisiin tarkoituksiin kaytettivien
eldinten suojelua koskevien jisenvaltioiden lakien, asetus-
ten ja hallinnollisten mairdysten lihentimisestd 24 pai-
vand lokakuuta 1986 annetun neuvoston direktiivin
86/609/ETY () 7 artiklan 2 kohdan sidnnésten mukaan
"koetta ei saa suorittaa, jos tavoitellun tuloksen saavutta-
miseksi on mahdollista soveltaa jotakin toista tieteellisesti
luotettavaa menetelmid, joka ei edellytd eldimen kayttod”.

(3) Komissio aikoo lisitd direktiivin 67/548/ETY liitteeseen V
uusia vaihtoehtoisia koemenetelmid, joihin ei sisilly eldin-
ten kayttod, jotta sellaisia menetelmid voitaisiin kayttad
direktiivin 67/548/ETY 3 artiklan 1 kohdassa tarkoitettu-
jen kemiallisten aineiden testaukseen.

(4) Tassd direktiivissd sdddetyt toimenpiteet ovat vaarallisten
aineiden ja valmisteiden kaupan teknisten esteiden pois-
tamiseksi annettujen direktiivien mukauttamista tekniikan
kehitykseen kisittelevin komitean lausunnon mukaiset,

(*
(1
(2
(

3

) Annettu ennen 26:tta mukauttamista.
) EYVL 196, 16.8.1967, s. 1.

) EYVL L 199, 30.7.1999, s. 57.

) EYVL L 358, 18.12.1986, s. 1.

ON ANTANUT TAMAN DIREKTIIVIN:

1 artikla

Lisitddn tdman direktiivin liitteen I ja II teksti direktiivin
67/548[ETY liitteessd V olevaan B osaan.

2 artikla

1.  Jasenvaltioiden on saatettava timdn direktiivin noudatta-
misen edellyttimat lait, asetukset ja hallinnolliset méardykset
voimaan viimeistddn 1. lokakuuta 2001. Niiden on ilmoitettava
tdstd komissiolle viipymatta.

Niissd jasenvaltioiden antamissa sdaddoksissd on viitattava tihdn
direktiiviin tai niihin on liitettdvd tallainen viittaus, kun ne
virallisesti julkaistaan. Jasenvaltioiden on sdddettdva siitd, miten
tallaiset viittaukset tehdaan.

2. Jdsenvaltioiden on toimitettava komissiolle tissd direktii-
vissd tarkoitetuista kysymyksistd antamansa keskeiset kansalliset

sddannokset ja vastaavuustaulukko timdn direktiivin sddnnok-
sistd ja antamistaan kansallisista sddnnoksista.

3 artikla

Tamd direktiivi tulee voimaan kolmantena pidivind sen jilkeen,
kun se on julkaistu Euroopan yhteisdjen virallisessa lehdessd.

4 artikla

Tama direktiivi on osoitettu kaikille jasenvaltioille.

Tehty Brysselissd 25 piivana huhtikuuta 2000.

Komission puolesta
Margot WALLSTROM

Komission jdsen
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LIITE I

"B.40. THOSYOVYTTAVYYS

MENETELMA

Johdanto

Euroopan vaihtoehtoisten menetelmien validointikeskus (ECVAM, Euroopan komission Yhteinen tutkimuskes-
kus) on validoinut tieteellisesti kaksi in vitro ihosyovyttavyystestid, rotan ihon sahkovastusmaarityksen (trans-
cutaneous electrical resistance, TER) ja ihmisihomallitestin (1) (2) (3). ECVAMin validointitutkimuksessa 0soi-
tettiin, etta molemmilla testeilld voidaan erottaa luotettavasti tunnetut ihoa syovyttavit kemikaalit ja sellaiset
kemikaalit, jotka eivdt syovytd ihoa. Lisaksi ihmisihomalliin perustuvalla tutkimuksella voitiin erottaa eriastei-
nen ihosy6vyttavyys (thoa voimakkaasti syovyttavit aineet, R35, ja ihoa syovyttivit aineet, R34) (2). Seuraa-
vassa esitetidn molemmat testit ja niiden suoritusmenetelmit. Kéytdttava testi valitaan kéyttdjin erityisvaa-
timusten ja mahdollisuuksien mukaan.

Ks. myos osan B Yleisjohdanto.

Begriffsbestimmung

Thosyovyttavyys (ihokorroosio): palautumattoman kudosvaurion ilmeneminen ihossa testiaineen aplikaation
jalkeen.

Vertailuaineet

Vertailuaineita ei tismennetd. Ks. kuitenkin kohdat 1.5.3.4 ja 1.7.2.3.

Testimenetelmin periaate — rotan ihon sihkovastusmiiritys

Testiainetta aplikoidaan enintddn 24 tunnin ajan inhimilliselld tavalla lopetetuista nuorista rotista otettujen
ihonéytteiden orvaskesipinnalle. Aineen katsotaan olevan syovyttivi, jos se rikkoo marraskeden ja tuhoaa sen
suojavaikutuksen, mikd mitataan ihon suhkévastuksen pienenemisend tietyn raja-arvon (5 kQ) alapuolelle
(4) (5). Arsyttavit ja ei-drsyttavét aineet eivit pienennd ihon sihkovastusta raja-arvon alapuolelle. Pinta-aktii-
visia aineita ja neutraaleja orgaanisia aineita (ks. mairitelma viitteessd 6) tutkittaessa testimenetelmain voidaan
lisitd variaineensitomisvaihe, jolla voidaan vahentdd erityisesti kyseisen tyyppisilld kemikaaleilla saatujen vaa-
rien positiivisten tulosten mairai (2) (7).

Testimenetelmin kuvaus — rotan ihon sihkévastusmiiritys

Elgimet

Thoniytteiden valmistusta varten tarvitaan nuoria (20—23 pdivin ikdisid) rottia (Wistar tai vastaava kanta).
Selista ja kyljistd ajetaan karvat tarkasti pienilld eldinten karvaleikkureilla. Eldimet pestddn pyyhkimilld huolel-
lisesti, ja ndytteenottoaluetta kisitellddn runsaalla médralld antibioottiliuosta (jossa on bakteerikasvua tehok-
kaasti estdvat pitoisuudet esim. streptomysiinid, penisilliinid, kloramfenikolia ja amfoterisiinid). Eldimet pes-
tddnn jilleen antibioottiliuoksella kolmantena tai neljintend pdivind ensimmdisen pesun jilkeen ja kdytetddn
kokeisiin kolmen péivén sisdlld (eldimet eivit saa olla 31 paivdd vanhempia ihondytteitd otettaessa).

Thondytteiden valmistus

Eldimet lopetetaan inhimillisesti. Kunkin eldimen selkidnahka poistetaan ja nahasta kuoritaan ylimaardinen
rasva huolellisesti. Nahka asetetaan polytetrafluoroeteeni-(PTFE) putken toisen péin yli siten, etta orvaskesi-
pinta on kosketuksissa putken kanssa. Nahkandyte kiristetddn paikalleen kumisella O-renkaalla, ja liika nahka
leikataan pois. Kuvassa 1 esitetddn putken ja O-renkaan mitat. O-rengas tiivistetdan huolellisesti PTFE-putken
pddhan vaseliinilla. Putki kiinnitetddn jousipidikkeelld koeastian sisille, jossa on magnesiumsulfaattiliuosta
(154 mM) (Kuva 2).

Testin suoritus

Testiaineen aplikoiminen

Nestemdiset testiaineet (150 pl) aplikoidaan putken sisipuolella olevalle orvaskesipinnalle (Kuva 2). Kun tes-
tataan kiinteitd aineita, ainetta on pantava ndytepalan péalle riittdvd madari, ettd se peittdd koko orvaskesipin-
nan. Kiintedn aineen péille lisitdan sitten deionisoitua vettd (150 pl) ja putkia ravistellaan varovasti. Testiainei-
den on oltava mahdollisimman hyvin kosketuksissa ihon kanssa. Joitakin kiinteitd aineita voidaan timéin saa-
vuttamiseksi limmittdd aina 30°C:een testiaineen sulattamiseksi tai jauhaa rakeiseen tai jauhemaiseen muo-
toon.
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Kutakin testiainetta varten kiytetddn kolme ihonéytettd. Testiaineita aplikoidaan 24 tunnin ajaksi (ks. myos
1.5.3.4). Testiaine poistetaan pesemilld vesihanan alla enintddn 30°C:n limpdtilassa, kunnes ainetta ei endd
irtoa. Jos testiaineet ovat jahmettyneet putkessa, niiden irtoamista voi auttaa noin 30°C:n limminvesisuihkul-
la.

lThon sihkovastusmittaus

Thon sidhkovastus mitataan matalajannitevaihtovirtasillalla (esim. AIM 401 tai 6401 tai vastaava). Ennen sih-
kovastuksen mittausta ihon pintajannitystd pienennetiin lisdidmalld putkeen 70-prosenttista etanolia riittavasti
orvaskeden peittdmiseksi. Etanoli poistetaan muutaman sekunnin kuluttua kdantimalld putki ylosalaisin, ja
kudos hydratoidaan lisddmalld 3 ml magnesiumsulfaattilivosta (154 mM). Mittaussillan elektrodit asetetaan
ihondytteen molemmille puolille vastuksen mittaamiseksi kilo-ohmeina (k€2) ihoniytettd kohti (Kuva 2).
Elektrodien mitat ja hauenleukapidikkeen alapuolella olevan elektrodin pituus esitetddn kuvassa 1. Sisemméin
(paksun) elektrodin pidike pidetddn mittauksen aikana PTFE-putken péilli sen varmistamiseksi, ettd sama
pituusmddrd elektrodia on upotettuna magnesiumsulfaattiliuokseen. Ulompi (ohut) elektrodi asetetaan koe-
astian sisille siten, ettd se lepadi astian pohjalla. Jousipidikkeen pohjan ja PTFE-putken pohjan vilinen etdisyys
pidetddn vakiona (Kuva 1), koska timi etéisyys vaikuttaa mitattavaan vastuksen arvoon.

Jos mitattu vastuksen arvo on yli 20 k€), se voi johtua siitd, ettd testiaine kylldstad ihoniytteen orvaskesipin-
nan. Titd kerrosta voidaan yrittdd poistaa esim. sulkemalla PTFE-putki peukalolla (hansikas kddessd) ja ravis-
telemalla putkea noin 10 sekuntia; magnesiumsulfaattiliuos heitetddn pois ja vastusmittaus toistetaan tuoreen
magnesiumsulfaattiliuoksen kanssa.

Thon sihkovastusmittausten keskiarvot hyviksytddn, jos samaan aikaan mitatut positiivisten ja negatiivisten
kontrollindytteiden arvot ovat tille menetelmalle mairitellyissda hyvaksyttivissd rajoissa. Suositellut kontrolli-
aineet ja niiden hyviksyttavit vastusalueet kdytettdessd titd menetelmad ja nditd laitteita ovat:

Kontrolli Aine Vas(t]g(t;e)due
Positiivinen 10 M kloorivetyhappo (36 %) 0,5—1,0
Negatiivinen Tislattu vesi 10—25

Muunnettu menetelmd pinta-aktiivisille aineille ja neutraaleille orgaanisille
aineille

Jos testiaineet ovat pinta-aktiivisia aineita tai neutraaleja orgaanisia aineita ja niilld saatavat ihon sahkévastus-
arvot ovat enintdin 5 k), voidaan madirittid viriaineen tunkeutuminen kudokseen. Siten selvitetiin, ovatko
tulokset vairid positiivisia (2).

Sulforodamiini B -viriaineen aplikaatio ja poistaminen

Kun ihoa on ensin kisitelty testiaineella, kunkin ihondytteen orvaskesipinnalle aplikoidaan 2 tunniksi 150 pl
10-prosenttista (paino/tilavuus) sulforodamiini B -liuosta tislatussa vedessi. Ihondytteitd pestddn sen jilkeen
vesihanan alla huoneenldmpétilassa n. 10 sekuntia liian tai sitoutumattoman viriaineen poistamiseksi. Thona-
ytteet poistetaan varovasti PTFE-putkista ja pannaan pulloon (esim. 20 mln lasinen tuikelaskentapullo), jossa
on deionisoitua vettd (8 ml). Pulloja ravistellaan varovasti 5 minuuttia mahdollisen liian tai sitoutumattoman
viriaineen poistamiseksi. Huuhtelu toistetaan. Thoniytteet otetaan pulloista, pannaan toisiin pulloihin, joissa
on 5 ml 30-prosenttista (painoftilavuus) natriumdodekyylisulfaattia (SDS) tislatussa vedessd ja inkuboidaan yli
yon 60°C:ssa. Inkubaation jilkeen ihondytteet otetaan pulloista ja heitetddn pois. Jljelld olevaa liuosta sentri-
fugoidaan 8 minuuttia 21 °C:ssa (suhteellinen keskipakoisvoima ~ 175). Supernatantista otetaan 1 mln néyte,
joka laimennetaan 1:5:een (tilavuus/tilavuus) [ts. 1 ml + 4 ml] 30-prosenttisella (paino/tilavuus) SDS:1la tis-
latussa vedessa. Liuoksen optinen tiheys (OD) mitataan aallonpituudella (noin) 565 nm.

Viriaineen pitoisuuden laskeminen

Sulforodamiini B -vériaineen pitoisuus ihonaytteessi lasketaan OD-arvoista (sulforodamiini B:n molaarinen
ekstinktiokerroin aallonpituudella 565 nm = 8,7 x10% molekyylipaino = 580). Sulforodamiini B-pitoisuus
madritetddn kullekin ihondytteelle, ja rinnakkaismaarityksille lasketaan keskiarvo. Viriaineen sitoutumiskokeen
keskiarvotulokset hyviksytddn, jos samaan aikaan tehtyjen kontrolliaineiden médritysten tulokset ovat tille
menetelmille madritellyissd hyvaksyttivissd rajoissa. Suositellut kontrolliaineiden hyvdksyttivit variainepitoi-
suusalueet kdytettdessd titd menetelmdd ja niitd laitteita ovat:
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Kontrolli Aine Viriaineen pitoisuusalue
(ng/ihondyte)
Positiivinen 10 M kloorivetyhappo (36 %) 40—100
Negatiivinen Tislattu vesi 15—35

Lisdtietoja

Testiaineet voidaan myos aplikoida ihoniytteille lyhyemmaksi ajaksi (esim. 2 tunniksi), jos halutaan selvittad,
mitkd aineet ovat erittdin syovyttavid. Validointitutkimuksessa havaittiin kuitenkin, ettd ihon sihkovastuskoe,
jonka avulla voitiin erottaa oikein syovyttavit ja ei-syovyttavit aineet 24 tunnin aplikaation jdlkeen, yliarvioi
useiden testikemikaalien sy6vyttavyyden, kun niitd aplikoitiin ihondytteille 2 tunniksi (2).

Testauslaitteiden ominaisuudet ja mitat sekd koemenetelmi voivat vaikuttaa saatuihin ihon sihkovastusarvoi-
hin. Viiden kQ:n syovyttivyysraja saatiin tdssd ohjeessa selostetuilla erityislaitteilla ja -menetelmilld saatujen
tulosten perusteella. Jos testiolosuhteita muutetaan merkittavésti, voi olla tarpeen kdyttad eri raja- ja kontrolli-
arvoja. Siksi suositellaan, ettd menetelmd ja vastuksen raja-arvo kalibroidaan testaamalla sarja vertailustandar-
deja, jotka on valittu validointitutkimuksessa kiytettyjen kemikaalien joukosta (3).

Testimenetelmin periaate — jhmisihomalliméiritys

Testiainetta aplikoidaan enintddn 4 tunniksi kolmiulotteiseen ihmisihomalliin, jossa on rekonstruoitu orvaskesi
ja toimiva marraskesi. Syovyttaviksi aineiksi katsotaan aineet, jotka vihentavit solujen elivyyden (médritettynd
esim. MTT-pelkistyskokeella) madriteltyjen raja-arvojen alapuolelle tiettyjen altistusaikojen jilkeen. Midritys
perustuu olettamukseen, ettd syGvyttdavit kemikaalit pystyvit tunkeutumaan marrasketeen (diffundoitumalla
tai eroosion seurauksena) ja ovat niin myrkyllisid soluille, ettd aiheuttavat solukuolemaa alla olevissa soluker-
roksissa.

Ihmisihomallit

Thmisihomallit voivat olla perdisin eri ldhteistd, mutta niiden on tdytettdvi tietyt vaatimukset. Mallissa on
oltava toimiva marraskesi, jonka alla on kerros eldvid soluja. Marraskeden suojaavan vaikutuksen on oltava
riittdvd. TAmd voidaan osoittaa toteamalla, ettd sellaisten aineiden aplikointi, joiden tiedetddn olevan myrkylli-
sid soluille mutta jotka eivit normaalisti tunkeudu marraskeden ldpi, ei aiheuta sytotoksisia vaikutuksia iho-
malliin. On osoitettava, ettd mallilla saadaan toistettavia tuloksia maarityissd koeolosuhteissa.

Mallin eldvien solujen elinkelpoisuuden on oltava riittidva positiivisten ja negatiivisten kontrolliaineiden erotta-
miseen. Kun malli altistetaan negatiiviselle kontrolliaineelle, solujen elinkelpoisuuden (mitattuna esim. MTT:n
pelkistyksen avulla eli OD-arvona) on oltava kyseiselle mallille hyviksyttyjen rajojen sisilli. Samoin positii-
viselle kontrolliaineelle altistettujen solujen elidvyyden (verrattuna negatiivisen kontrollin arvoihin) on oltava
madritellyissd rajoissa. Tarkeintd on, ettd kdytetyn ennustemallin osoitetaan tdyttivin kansainvaliset validointi-
vaatimukset (2).

Testin suoritus

Testiaineen aplikoiminen

Nestemdisté testiainetta aplikoidaan méérd, miké peittdd ihonpinnan (vdhintddn 25 pljem?). Kiintedd testiai-
netta aplikoidaan méird, miké peittdd ihonpinnan, ja ainetta pitdisi kostuttaa, jotta se olisi hyvin kosketuksissa
ihoon. Tarvittaessa kiintedt aineet on jauhettava aplikointia varten. On osoitettava, ettd aplikaatiomenetelma
sopii monenlaisille kemikaalityypeille (2). Altistuksen paittyessi testiaine pestddn huolellisesti ihon pinnalta
suolaliuoksella.

Sulujen elinkykyisyysmittaukset

Solujen eldvyyden mddrittdmiseksi voidaan kdyttdd mitd tahansa kvantitatiivista ja validoitua menetelmai.
Tavallisin madritysmenetelmd on MTT:n pelkistys, jonka on osoitettu antavan tarkkoja ja toistettavia tuloksia
eri laboratorioissa (2). Ihondyte pannaan MTT-liuokseen, 0,3 mg/ml, 20—28°C:n ldmpétilassa 3 tunniksi.
Saostunut sininen formatsaani uutetaan (liuotinuutolla), ja formatsaanipitoisuus mddritetddn mittaamalla OD
aallonpituudella 545—595 nm.



L 136/94

Euroopan yhteisojen virallinen lehti

8.6.2000

1.7.2.3

2.2

Lisdtietoja

Kiytetty ihomalli sekd altistusajat ja pesuohjelmat vaikuttavat huomattavasti solujen eldvyyteen. Menetelmi ja
ennustemalli on suositeltavaa kalibroida testaamalla sarja vertailustandardeja, jotka on valittu ECVAMin vali-
dointitutkimuksessa kaytettyjen kemikaalien joukosta (3). On tirkedd, ettd kiytetyn menetelmin on osoitettu
olevan toistettava laboratorioissa ja niiden vililld useille kemikaaleille kansainvilisten standardien mukaisesti.
Menetelmin on vahintddnkin tiytettivi tieteelliselle validiteetille aiemmin madaritellyt vaatimukset (2), ja tillai-
sen validointitutkimuksen tulokset on julkaistava referee-kdytint6d noudattavassa tieteellisessd aikakauslehdes-
sd.

MITTAUSTULOKSET

Tulosten kisittely

Rotan ihon sahkdvastusmddritys

Testiaineiden, positiivisten ja negatiivisten kontrollien ja mahdollisten vakiovertailukemikaalien vastusarvot
(kQ) olisi esitettivd taulukkomuodossa, ja myos tulokset rinnakkaiskokeista tai toistetuista kokeista, keskiarvot
ja tuloksena johdettu luokitus olisi esitettdva.

Thmisihomallimdaritys

Testiaineiden, positiivisten ja negatiivisten kontrollien ja mahdollisten standardien vakiovertailukemikaalien
OD-arvot ja lasketut prosentuaaliset solujen eldvyydet olisi esitettdvd taulukkomuodossa, ja myos tulokset rin-
nakkaiskokeista tai toistetuista kokeista, keskiarvot ja tuloksena johdettu luokitus olisi esitettdva.

Tulosten arviointi ja tulkinta

Rotan ihon sahkdvastusmddritys

Jos testiaineelle saatu ihon sihkovastusarvo on yli 5 k€, aine ei ole syovyttivd. Jos testiaineelle saatu ihon
sdhkovastusarvo on enintddn 5 k(), eikd testiaine ole pinta-aktiivinen aine tai neutraali orgaaninen aine, tes-
tiaine on syovyttava.

Jos pinta-aktiivinen aine tai neutraali orgaaninen aine antaa enintddn 5 kQ:n ihon sihkovastusarvoja, aineelle
voidaan tehdi vériaineen tunkeutumiskoe. Jos ihondytteen sisiltimin vériaineen keskipitoisuus on vahintddn
sama kuin samanaikaisesti mddritetyn positiivisen kontrollin (36 % HCl) aiheuttama ihondytteen sisdltimin
vériaineen keskipitoisuus, testiaine on oikeasti positiivinen ja siis syovyttava. Jos ihondytteen sisdltiman viri-
aineen keskipitoisuus on pienempi kuin samanaikaisesti médritetyn positiivisen kontrollin (36 % HCI) aiheut-
tama ihondytteen sisaltiman vériaineen keskipitoisuus, testiaine on vaird positiivinen, eiki siis ole syovyttava.

Thmisihomallimddritys

Negatiivisen kontrollin OD-arvo edustaa 100 % solujen eldvyyttd. Siksi kullekin testindytteelle saaduista OD-ar-
voista voidaan laskea solujen elinkykyisyys prosentteina negatiivisesta kontrollista. Prosentuaalinen solujen ela-
vyyden raja-arvo, jolla erotetaan syGvyttdvit testiaineet ei-syovyttdvistd (tai eri syovyttdvyysluokat), on maa-
riteltdvd selvisti ennustemallissa ennen menetelmén validointia, ja sen jilkeen tehtdvissi validointitutkimuk-
sessa on osoitettava, ettd erottava raja-arvo on asianmukainen (2).

TULOSTEN ILMOITTAMINEN

Testiraportti
Testiraportissa on esitettdvd vihintddn seuraavat tiedot:

Testiaine:

— tunnistetiedot, fysikaalinen olomuoto ja tarvittaessa fysikokemialliset ominaisuudet. Namai tiedot on esitet-
tavd myos mahdollisesti kiytetyistd vertailuaineista.

Testiolosuhteet:
— kiytetty testimenetelmi yksityiskohtaisesti

— mahdolliset muutokset ja niiden perustelut.
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Tulokset:

taulukoidaan vastusarvot (ihon sihkovastuskokeesta) tai prosentuaalinen solujen eldvyys (thmisihomalli-
madrityksestd) testiaineelle, positiiviselle ja negatiiviselle kontrollille ja mahdollisille vertailukemikaaleille
sekd tulokset rinnakkaiskokeista tai toistetuista kokeista ja keskiarvot,

kuvataan mahdolliset muut havaitut vaikutukset.

Tulosten tarkastelu.

Pidtelmit.
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LIITE II

"B.41 VALOMYRKYLLISYYS — IN VITRO 3T3 NRU — VALOMYRKYLLISYYSTESTI

MENETELMA

Johdanto

Valomyrkyllisyys maaritellddn toksiseksi vasteeksi, joka ilmenee sen jilkeen, kun iho on ensin altistunut
tietyille kemikaaleille ja sen jilkeen valolle tai jonka kemikaali aiheuttaa ihoa siteilytettdessd aineen paistyd
systeemisesti elimistoon.

In vitro 3T3 NRU -valomyrkyllisyystestilld saadun informaation avulla voidaan tunnistaa testiaineen valomyr-
kyllisyystaipumus, ts. voiko testiaine yhdessi UV-valolle ja nikyville valolle tapahtuvan altistuksen kanssa
aiheuttaa vauriota.

Koska valomyrkyllisyys mairitetddn in vitro -testissd kemikaalin ja valon yhteisvaikutuksesta aiheutuvana foto-
sytotoksisuutena, testilld voidaan tunnistaa sekd yhdisteitd, jotka ovat valomyrkyllisid in vivo elimisto6n annet-
tuna ja ihoon jakautuneina, ettd yhdisteitd, jotka ovat valodrsyttivid sen jilkeen, kun niitd on aplikoitu iholle
paikallisesti.

In vitro 3T3 NRU -valomyrkyllisyystesti kehitettiin ja validoitiin EU:n ja COLIPAn (Eurooppalainen kosmetiik-
ka- ja hajuvesivalmisteyhdistys) yhteisessd hankkeessa vuosina 1992—1997 (1) (2) (3). Tarkoituksena oli
kehittdd validi in vitro -vaihtoehto erilaisille kiytossa oleville in vivo -testeille. Vuonna 1996 OECD:n tyoryh-
missd suositeltiin vaiheittaiseen in vitro -testaukseen perustuvaa ldhestymistapaa valomyrkyllisyyden méaritta-
miseksi (4).

In vitro 3T3 NRU -valomyrkyllisyystestin tuloksia verrattiin akuutteihin valomyrkyllisyys- ja valodrsytysvaiku-
tuksiin eldimilld ja ihmisilld in vivo, ja testin osoitettiin ennustavan erinomaisesti nditd vaikutuksia. Testin tar-
koituksena ei ole ennustaa muita kemikaalien ja valon yhteisvaikutuksesta aiheutuvia haitallisia vaikutuksia,
esim. fotogenotoksisuutta, valoallergiaa ja fotokarsinogeenisuutta, vaikka monet tillaisia erityisominaisuuksia
omaavat kemikaalit reagoivat positiivisesti in vitro 3T3 NRU -valomyrkyllisyystestissd. Testi ei pysty arvioi-
maan aineen valomyrkyllisyyspotenssia kvantitatiivisesti.

Lisdyksessd esitetddn vaiheittainen ldhestymistapa kemikaalien valomyrkyllisyyden maarittimiseksi.

Miiritelmiit

Sateilyvoimakkuus: pintaan kohdistuvan ultraviolettivalon (UV) tai ndkyvin valon (VIS) intensiteetti mitattuna
watteina nelidmetrid kohti tai watteina neliésenttimetrid kohti (W/m? tai mW/cm?).

Valoannos: pintaan kohdistuvan ultraviolettisiteilyn (UV) tai nikyvin valon siteilyn méird (= intensiteetti x aika)
ilmaistuna jouleina (= W xs) pinta-alayksikkdd kohti, esim. J/m? tai Jjcm?.

UV-valon aallonpituusalueet: Kansainvilisen valaistustoimikunnan (ICl) suosittelemat nimitykset ovat: UVA
(315—400 nm), UVB (280—315 nm) ja UVC (100—280 nm). Muitakin mdiritelmid kiytetddn: UVB-
ja UVA-alueen raja asetetaan usein 320 nanometriin ja UVA-alue voidaan jakaa alueisiin UV-A1 ja UV-A2,
jolloin raja on noin 340 nanometrissi.

Solujen eldvyys: muuttuja, jolla mitataan solupopulaation kokonaisaktiivisuutta (esim. neutraalipunan ottoa
solujen lysosomeihin), joka mittaussuureesta ja testimenetelmdsti riippuen korreloi solujen kokonaisméirdin

jaltai elinkykyyn.

Suhteellinen solujen eldvyys: solujen eldvyys ilmaistuna suhteessa negatiivisiin kontrolleihin (liuotinkontrolleihin),
jotka kdyvit ldpi testin muuten (joko + UV tai — UV), mutta joita ei ole Kisitelty testikemikaalilla.

Ennustemalli: algoritmi, jonka avulla myrkyllisyystestin tulokset muunnetaan ennusteeksi myrkyllisyyspotentiaa-
lista. Téssd ohjeessa voidaan kayttdd PIF:id ja MPE:td in vitro 3T3 NRU -valomyrkyllisyystestin tulosten muun-
tamiseen valomyrkyllisyyspotentiaaliennusteeksi.

kyllisyyspitoisuutta (ECs), jotka on saatu, kun soluja siteilytetddn UVA-/nikyvilld valolla (+ UV), joka ei ole
solumyrkyllistd, ja kun soluja ei siteilytetd (- UV).

MPE (keskimddrdinen valovaikutus): uusi suure, joka saadaan analysoimalla matemaattisesti kokonaan kaksi pitoi-
suus—vaste—kuvaajaa, jotka on saatu, kun soluja siteilytetddn UVA-/nikyvilld valolla, joka ei ole solumyrkyl-
listd, ja kun soluja ei siteilytetd (- UV).
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Valomyrkyllisyys: akuutti toksinen vaste, joka ilmenee sen jilkeen, kun iho on ensimmdisen kerran altistettu tie-
tyille kemikaaleille ja sen jilkeen valolle, tai jonka ihon siteilytys aiheuttaa samalla tavalla sen jilkeen, kun
kemikaalia on annettu elimist66n.

Valodrsyttavyys: valomyrkyllisyyden alaksite, jota kdytetddn vain sellaisista valomyrkyllisistd reaktioista, jotka
ilmenevit ihossa (paikallisesti tai suun kautta annetulle) kemikaalille altistumisen jilkeen. Tallaiset valomyrkyl-
liset reaktiot aiheuttavat aina epdspesifistd solutuhoa (auringonpolttaman tapaisia reaktioita).

Valoallergia: hankittu immunologinen reaktiivisuus, joka ei ilmene ensimmiisen kemikaali- ja valokasittelyn
yhteydessi ja joka tarvitsee yhden tai kahden viikon induktioajan ennen kuin reaktiivisuus voidaan osoittaa.

Fotogenotoksisuus: genotoksinen vaste, joka havaitaan genotoksisuusmairitykselld ja joka ilmenee altistettaessa
soluja sellaiselle UV-/ndkyvin valon annokselle, joka ei ole genotoksinen, ja kemikaalille, joka ei ole genotoksi-
nen.

Fotokarsinogeenisuus: toistuvalla valo- ja kemikaalialtistuksella aiheutettu karsinogeenisuus. Termid ‘foto-kokarsi-
nogeneesi’ kdytetddn, jos kemikaali voimistaa UV-valon aiheuttamaa tuumorigeneesia.

Vertailuaineet

Kun 3T3 NRU -valomyrkyllisyystesti otetaan kdyttoon, suositellaan, ettd positiivisena kontrollina kaytetyn,
klooripromatsiinin, joka olisi testattava samanaikaisesti jokaisessa mairityksessd, lisaksi kdytetdan vertailukemi-
kaaleina joitakin timén testin yhteydessd laboratorioiden vilisissd vertailuissa kaytetyisti kemikaaleista

(1) (3) (13).

Alustavia huomioita

Useantyyppisten kemikaalien on ilmoitettu olevan valomyrkyllisid (5) (6) (7) (8). Niiden ainoa yhteinen omi-
naisuus on kyky absorboida valoenergiaa auringonvalon spektrialueella. Valokemian ensimmaisen lain (Grott-
haus-Draperin laki) mukaan valoreaktio edellyttad riittivda valokvanttien absorptiota. Tamd merkitsee sitd, ettd
ennen kuin harkitaan tdmin ohjeen mukaista biologista testausta, testikemikaalin UV-valon ja nikyvin valon
absorptiospektri olisi mairitettava (esim. OECD:n testiohjeen 101 mukaisesti). Jos kemikaalin mooliekstinktio-
tai absorptiokerroin on pienempi kuin 10 1xmol™ !'xcm™ !, kemikaalilla ei ole valoreaktiokykyd eik4 sitd tar-
vitse testata in vitro 3T3 NRU -valomyrkyllisyystestilld tai millidn muulla haitallisia valokemiallisia vaikutuksia
madrittavilld biologisella testilld (Lisdys).

Testimenetelmiin periaate

Tunnetaan neljda mekanismia, joilla valomyrkyllisyysvaste voi syntyd, kun (kemiallinen) kromofori absorboi
valoa (7). Kaikista aiheutuu soluvaurioita. Sen vuoksi in vitro 3T3 NRU -valomyrkyllisyystesti perustuu kemi-
kaalin solumyrkyllisyyden vertaamiseen, kun kemikaalia testataan altistettaessa sellaiselle UVA- tai ndkyville
valolle, joka ei ole solumyrkyllinen, ja ilman tillaista valoaltistusta. Solumyrkyllisyys ilmaistaan tissd testissd
pitoisuudesta riippuvana neutraalipunan (9) soluunoton/kertymisen vihenemisend 24 tuntia kemikaalikésitte-
lyn ja siteilytyksen jilkeen.

Balb/c 3T3 -soluja viljelldin 24 tuntia yhden solun vahvuisen kerroksen aikaansaamiseksi. Kutakin testikemi-
kaalia kohti inkuboidaan aluksi yhden tunnin ajan kahta 96 kuopan levyd, joissa on kahdeksaa eri pitoisuutta
testattavaa kemikaalia. Sen jdlkeen toinen levyisté altistetaan ei-solumyrkylliselle UVA-valon ja nikyvin valon
annokselle 5 Jjem? UVA:ta (+ UV-koe), ja toinen levy pidetddn pimeissi (- UV-koe). Sitten kummankin levyn
kisittelyneste korvataan viljelynesteelld, inkuboidaan toiset 24 tuntia, ja mddritetidn solujen eldvyys neutraa-
lipunan ottona (NRU) kolmessa tunnissa. Suhteellinen solujen eldvyys, joka ilmaistaan prosenttiosuutena kisit-
teleméttomistd negatiivisista kontrolleista, lasketaan kullekin kahdeksalle testipitoisuudelle. Valomyrkyllisyys-
kyvyn ennustamiseksi verrataan pitoisuusvasteita, jotka on saatu UV-siteilytyksen kanssa (+ UV) ja ilman sitd
(= UV), yleensd ECs, -tasolla, ts. siind pitoisuudessa, joka vihentdi solujen elivyyttd 50 prosentilla verrattuna
kasittelemattomiin kontrolleihin.

Laatuvaatimukset

Solujen herkkyys UVA-valolle, solujen aiempaa kdyttdi koskevat tiedot: solujen herkkyys UVA-valolle on tarkistet-
tava sadnnollisesti. Soluja pannaan viljelyyn samassa tiheydessi, jota kdytetddn in vitro 3T3 NRU -valomyrkylli-
syystestissd, siteilytetddn seuraavana pdivind UVA-valoannoksilla, joiden suuruus on 1—9 Jjcm?, ja médrite-
tddn solujen eldvyys pdivid mychemmin NRU-mddritykselld. Solut tdyttivit laatuvaatimukset, jos niiden eld-
vyys UVA-siteilytyksen jélkeen, jonka voimakkuus on 5 Jjem?, on vihintddn 80% pimeissd pidettyjen kont-
rollien elinkykyisyydestd. Suurimmalla UVA-annoksella 9 J/cm? eldvyyden pitiisi olla vihintdan 50 % pime-
dssd pidettyjen kontrollien eldvyydestd. Tami tarkistus olisi tehtdvd suunnilleen joka 10. kerta soluja
siirrostettaessa.

Negatiivisten kontrollisolujen UVA-herkkyys, nykyinen testi: testi tdyttdd laatuvaatimukset, jos negatiivisten kontrol-
lien (Earlen tasapainotetussa suolaliuoksessa, EBSS, jossa on tai ei ole 1% dimetyylisulfoksidia, DMSO, tai 1%
etanolia, EtOH, olevat solut) eldvyys + UVA-kokeessa on vahintdin 80 % samassa liuottimessa olevien siteilyt-
timattomien solujen elinkykyisyydestd samaan aikaan tehdyssd pimedkokeessa (- UVA).
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Negatiivisten kontrollien elavyys: negatiivisten kontrollien neutraalipunauutteesta mitattu absoluuttinen optinen
tiheys (ODs4 nru) OSOittaa, ovatko kuoppaa kohti aplikoidut 1x10* solua lisidntyneet normaalilla nopeudella
madritykseen kuuluvien kahden pdivin aikana. Testi tdyttdd hyviksymisvaatimukset, jos késittelemattomien
kontrollien keskimairdinen ODs 4 ngy o0 20,2.

Positivinen kontrolli: kussakin in vitro 3T3 NRU -valomyrkyllisyystestissd on testattava samanaikaisesti jokin
tunnetusti valomyrkyllinen kemikaali. EU/COLIPA-validointitutkimuksessa kéytettiin positiivisena kontrollina
klooripromatsiinia (CPZ), jota sen vuoksi suositellaan. CPZ:n testaukselle in vitro 3T3 NRU -valomyrkyllisyy-
den standardiprotokollassa médriteltiin seuraavat hyviksyntivaatimukset: CPZ, sdteilytetty (+ UVA):
ECso = 0,1—2,0 pg/ml; CPZ, ei siteilytetty (- UVA): EC5, = 7,0—90,0 pg/ml. Valodrsyttavyystekijin (PIF), ts.
ECso:n muutoksen, olisi oltava vihintidén 6.

CPZ:n sijasta voidaan samanaikaisesti testattavina positiivisina kontrolleina kdyttdd muita tunnettuja valomyr-
kyllisia kemikaaleja, jotka sopivat kyseessd olevalle kemikaaliluokalle tai arvioitavana olevan testikemikaalin
liukoisuusominaisuuksiin. Tilloin testin hyvaksyntivaatimuksiksi pitdisi médritelld asianmukaisesti ECsq-arvo-
jen vaihtelualue ja PIF- tai MPE-arvot (keskimédrdinen valovaikutus) aikaisempien tietojen perusteella (historial-
linen kontrolli).

Testimenetelmin kuvaus

Valmistelut

Solut

Validointitutkimuksessa kaytettiin joko ATCC:std tai ECACC:std hankittua pysyvdd hiiren fibroblastisolulinjaa
Balb/c 3T3, kloonia 31, ja siksi sitd suositellaan. Muita soluja tai solulinjoja voidaan kayttdd, kun tutkimus-
suunnitelma on sama, jos viljelyolosuhteet mukautetaan solujen erityistarpeisiin. Samanlaisuus on talléin osoi-
tettava.

Mykoplasmakontaminaatio on tutkittava sddnnollisesti, ja soluja saa kdyttdd vain jos tutkimustulos on tyydyt-
tavd.

Koska solujen UVA-herkkyys voi lisddntyé siirrostamisten myotd, pitdisi kdyttdd sellaisia Balbjc 3T3 -soluja,
joita on siirrostettu mahdollisimman harvoja kertoja, mieluiten alle 100 kertaa. On tarkedd, ettd Balbjc 3T3
-solujen UVA-herkkyys tarkistetaan tdssd ohjeessa selostetun laadunvalvontamenettelyn mukaisesti.

Viljelyneste ja viljelyolosuhteet

Sopivaa viljelynestettd ja inkubaatio-olosuhteita olisi kdytettdvé solujen tavanomaiseen siirrostamiseen ja testin
aikana. Balb/c 3T3 -soluille kiytetdan DMEM:ii, jossa on 10 % vastasyntyneen vasikan seerumia, 4 mM gluta-
miinia, penisilliinid ja streptomysiinid, ja soluja inkuboidaan kaapissa, jonka limpétila on 37°C ja CO,-pitoi-
suus 7,5%. On erityisen tirkedd, ettd viljelyolosuhteet ovat sellaiset, ettd solusykli pysyy samanlaisena kuin se
on aiemminkin ollut kéytetyilld soluilla tai solulinjalla.

Viljelmien valmistus

Pakastetuista varastoviljelmistd otettuja soluja inokuloidaan viljelynesteessd sopivassa tiheydessd, ja niitd siir-
rostetaan vahintddn kerran ennen kuin ne kdytetddn in vitro 3T3 NRU -valomyrkyllisyystestissa.

Valomyrkyllisyystestid varten soluja inokuloidaan sellaisessa tiheydessd, ettd viljelmit eivit ole konfluentteja
testin paittyessd, ts. kun solujen elinkykyisyys madritetidn 48 tunnin kuluttua solujen inokuloinnista. Balb/c
3T3 -soluille, joita viljellian 96-kuoppalevyilld, suositellaan solutiheyttd 1x10* solua kuoppaa kohti.

Kutakin testikemikaalia varten soluja inokuloidaan tdysin samalla tavalla kahdelle erilliselle 96-kuoppalevylle,
jotka kdyvit lapi samanaikaisesti koko testiohjelman tdysin samanlaisissa olosuhteissa, lukuun ottamatta aikaa,
jolloin yhtd kuoppalevyi siteilytetddn (+ UVA/VIS) ja toinen pidetddn pimedssd (- UVA[VIS).

Metabolinen aktivaatio

Vaikka metaboloivia jirjestelmid yleensd tarvitaan kaikissa in vitro -testeissd, joilla ennustetaan genotoksisuutta
ja karsinogeenisuutta, valomyrkyllisyydelle ei toistaiseksi tunneta kemikaaleja, jotka edellyttdisivit metabolista
aktivaatiota, jotta ne voisivat olla valomyrkyllisid in vivo tai in vitro. Siten ei katsota olevan tarpeellista eikd tie-
teellisesti perusteltua suorittaa titd testid metabolisen aktivaatiojarjestelman kanssa.
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Testikemikaalin valmistus

Testikemikaalit on valmistettava vélittomésti ennen kayttod ellei stabiilisuustiedoista ilmene, ettd varastointi
voidaan hyviksyd. Valmistus on mahdollisesti tarpeen tehdd punaisessa valossa, jos aine hajoaa nopeasti valos-
sa.

Testikemikaali pitdisi liuottaa puskuroituun suolaliuokseen, esim. Earlin tasapainotettuun suolaliuokseen
(EBSS) tai fosfaatilla puskuroituun fysiologiseen suolaliuokseen (PBS), joissa ei saa olla proteiinikontaminant-
teja tai valoa absorboivia pH-indikaattorivireja, etteivit ne héiritsisi reaktioita siteilytyksen aikana.

Huonosti vesiliukoiset testikemikaalit pitdisi liuottaa sopivaan liuottimeen 100-kertaisessa pitoisuudessa loppu-
pitoisuuteen verrattuna ja laimentaa sitten suhteessa 1:100 puskuroidulla suolaliuoksella. Jos kiytetdin liuotin-
ta, sitd on oltava 1 prosentin (tilavuus|tilavuus) vakiotilavuudessa kaikissa viljelmissd, ts. myos negatiivisissa
kontrolleissa ja kaikissa testikemikaalipitoisuuksissa.

Dimetyylisulfoksidi (DMSO) ja etanoli (EtOH) ovat suositeltavia liuottimia. Muut liuottimet, jotka eivit ole
kovin solumyrkyllisid (esim. asetoni), voivat olla sopivia, mutta niiden erityisominaisuudet (esim. reaktiivisuus
testikemikaalin kanssa, valomyrkyllisyysvaikutuksen vaimeneminen tai radikaalien sitomisominaisuus) on
arvioitava huolellisesti.

Vortex-sekoitusta ja/tai ultraddnihajoitusta ja/tai limmittdmistd 37 °C:een voidaan kdyttdd tarvittaessa liukene-
misen helpottamiseksi.

UV-sdteilytys — valmistelu

Valoldhde: sopivan valoldhteen ja sopivien suodattimien valitseminen on tirkein asia valomyrkyllisyyden tes-
tauksessa. UVA ja nikyvi valo liittyvit yleensd valolle herkistymiseen (7) (10), kun taas UVB on vihemman
tirked ja vilittomasti soluille erittdin myrkyllinen. Sen valomyrkyllisyys lisadntyy 1000-kertaiseksi aallonpituu-
delta 313 nm aallonpituudelle 280 nm (11). Perusteena sopivan valolihteen valitsemiseen pitiisi olla mm.
olennainen vaatimus, ettd valolihde emittoi aallonpituuksia, joita testikemikaali absorboi, ja ettd valoannoksen
(joka pitdd saavuttaa jarkevissd ajassa) pitiisi olla riittdvi tunnettujen valolle herkistivien kemikaalien osoitta-

vaikutus olisi mm. limmén muodostuminen (infrapuna-alue).

Auringonvalon simulointia pidetddn parhaimpana valoldhteend. Sekd ksenonkaarilamppuja ettd (seostettuja)
elohopeahalidikaarilamppuja kdytetddn auringonvalosimulaattoreissa. Jalkimmiisilli on se etu, ettd ne muo-
dostavat vihemmin limpod ja ovat halvempia, mutta niiden spektri ei tdysin vastaa auringonvalon spektrid.
Koska kaikki auringonvalosimulaattorit ldhettivdat huomattavia médrid UVB-valoa, ne pitéisi suodattaa sopi-
vasti erittdin solumyrkyllisten UVB-aallonpituuksien vaimentamiseksi.

In vitro 3T3 NRU -valomyrkyllisyystestid varten olisi kdytettdvi siteilyspektrid, jossa ei kdytannollisesti katsoen
ole UVB-valoa (UVA:UVB ~ 1:20). Yksi esimerkki in vitro 3T3 NRU -valomyrkyllisyystestin validointitutki-
muksessa kaytetyn suodatetun auringonvalosimulaattorin siteilyspektrijakaumasta on julkaistu (3).

Dosimetria: valon voimakkuus (siteilyvoimakkuus, radianssi) olisi tarkistettava sddnnollisesti ennen jokaista
valomyrkyllisyystestid kdyttimalld sopivaa levedkaistaista UV-mittaria. UV-mittarin on oltava kalibroitu valo-
lahteen suhteen. Sen suorituskyky pitdisi tarkistaa, mitd varten suositetaan toisen, samantyyppisen ja tdysin
samalla tavalla kalibroidun vertailu-UV-mittarin kéyttod. Olisi toivottavaa, ettd tasaisin vilein kaytettiisiin
spektrositeilymittaria suodatetun valoldhteen siteilyvoimakkuusspektrin mittaamiseen ja levedkaista-UV-mitta-
rin kalibroimiseen, mutta tillaiset laitteet vaativat asianmukaisesti koulutettua ammattihenkilostod niitd kaytta-
main.

Validointitutkimuksessa todettiin, ettd annos 5 Jjcm? (UVA) ei ollut myrkyllinen Balbjc 3T3 -soluille ja etti se
pystyi eksitoimaan jopa heikosti valomyrkyllisid kemikaaleja. Jotta saavutetaan arvo 5 Jjem? 50 minuutin aika-
na, siteilyvoimakkuus on sidddettivi arvoon 1,666 mW/cm?. Jos kiytetidn muuta solulinjaa tai eri
valoldhdettd, UVA-annosta voi olla tarpeen mukauttaa hiukan ottaen huomioon, ettd se ei saa vahingoittaa
soluja, mutta sen on oltava riittdvd valomyrkyllisten standardiaineiden osoittamiseksi. Valoaltistusaika las-
ketaan seuraavasti:

siteilytysannos (J/cm?) x 1000
siteilyvoimakkuus (mW/cm?) x 60

t(min) = (1]=1W sec)

Testiolosuhteet

Testikemikaalin enimmaispitoisuus ei saisi olla suurempi kuin 100 pg/ml, koska kaikki valomyrkylliset kemi-
kaalit on osoitettu alemmissa pitoisuuksissa, kun taas korkeammilla pitoisuuksilla védrien positiivisten tulosten
maird nousee (13). Testikemikaalin pH:n pitdisi olla sopiva suurimmassa pitoisuudessa (vililld 6,5—7,8).
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1.7.3.2

1.7.3.3

UVA-valon kanssa (+ UVA) ja ilman sitd (- UVA) testattavan kemikaalin pitoisuusalue on médritettivé riittd-
vin laajasti edeltdvissd pitoisuusalueenmdirittelykokeissa. Pitoisuussarjan vaihtelualue ja yksittiiset pitoisuudet
on asetettava siten, ettd koetuloksia on riittdvésti pitoisuus-vastekuvaajan laatimiseksi. Pitoisuussarjan olisi
oltava geometrinen (vakio laimennuskerroin).

Testimenetelma (1)

Ensimmdinen pdiva

Valmistetaan viljelynesteeseen solususpensio, jossa on 1x10° soluajml, ja 100 pl viljelynestettd pipetoidaan
96-mikrotitterikuoppalevyn laitimmaisiin kuoppiin (= nollakokeet). Muihin kuoppiin pipetoidaan 100 pl solu-
suspensiota, jossa on 1x10° soluajml (= 1x10* solua/kuoppa). Kutakin testikemikaalia varten valmistetaan
kaksi kuoppalevyd: yksi sytotoksisuuden mdiritystd varten (— UVA) ja toinen fotosytotoksisuuden médritystd
varten (+ UVA).

Soluja inkuboidaan 24 h (7,5% CO,, 37°C), kunnes ne muodostavat puoliksi konfluentin yhden solun vahvui-
sen kerroksen. Tdssd ajassa solut toipuvat ja tarttuvat levyn pohjaan seki aloittavat eksponentiaalisen kasvun.

Toinen pdivd

Inkubaation jdlkeen viljelyneste kaadetaan kuopista pois ja solut pestddn kahdesti 150 pl:lla EBSS/PBS:d4 kuop-
paa kohti. Lisitddn 100 pl EBSS/PBS:d4, jossa on testikemikaalia tai ainoastaan liuotinta (negatiivinen kontrol-
li). Kuoppiin lisitddn 8 eri pitoisuutta testikemikaalia. Soluja inkuboidaan testikemikaalin kanssa pimeéssd 60
minuuttia (7,5% CO,, 37°C).

Testin (+UVA)-osaa varten soluja siteilytetddn huoneenlimpétilassa 50 minuuttia 96-kuoppalevyn kannen lapi
valolla, jonka voimakkuus on 1,7 mW/[cm? UVA (= 5 Jjcm?). Vesihdyryn tiivistyminen kuoppalevyn kannen
alle estetddn tuulettimella. Rinnakkaislevyt (- UVA) pidetdin huoneenlimpotilassa pimeissi laatikossa 50 min
(= UVA-altistusaika).

Testiliuos kaadetaan pois ja solut pestdan kahdesti 150 pl:lla EBSS/PBS:44. EBSS/PBS korvataan viljelynesteelld,
ja soluja inkuboidaan (7,5% CO,, 37°C) yli y6n (18—22 h).

Kolmas péivi

Mikroskooppitutkimus

Soluja tutkitaan faasikontrastimikroskoopissa. Kirjataan solujen muodonmuutokset, jotka johtuvat testikemi-
kaalin myrkyllisistd vaikutuksista. Tétd kontrollia suositellaan koevirheiden eliminoimiseksi, mutta nditd muis-
tiinpanoja ei kiytetd sytotoksisuuden tai fotosytotoksisuuden arvioinnissa.

Neutraalipunatesti

Solut pestdan 150 pllla esilimmitettyd EBSS/PBS:dd. Pesuliuos kaadetaan pois ravistamalla levyd varovasti.
Kuoppiin lisdtddn 100 pl NR-viljelynestetti ja soluja inkuboidaan 3 tunnin ajan 37 °C:ssa kostutetussa ilmake-
hissd, jossa on 7,5% CO,.

Inkubaation jilkeen NR-viljelyneste poistetaan ja solut pestddn 150 pllla EBSS/PBS:dd. EBSS/PBS kaadetaan
pois ja kuopat kuivataan tdysin imeyttden neste paperiin. (Vaihtoehtoisesti: alassuin kaddnnetty kuoppalevy
sentrifugoidaan.)

Lisdtddn tarkasti 150 pl NR-desorbointiliuosta (juuri valmistettu etanoli/etikkahappo).

Mikrotitterilevyd ravistetaan nopeasti ravistajassa 10 minuutin ajan, kunnes NR on uuttunut soluista ja muo-
dostanut tasaisen liuoksen.

NR-uutteen optinen tiheys luetaan aallonpituudella 540 nm spektrofotometrissi kdyttden vertailuliuoksena
nollandytteitd. Mittaustulokset tallennetaan sopivassa muodossa (esim. ASCII) mydhempdi analysointia varten.

(1) Lisitietoja annetaan viitteessd 12.
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2.3.1

MITTAUSTULOKSET

Mittautulosten laatu ja miiiri

Mittaustulosten avulla pitdisi voida analysoida jarkevisti UVA-valon tai nikyvin valon kanssa ja ilman sitd
saadut pitoisuusvasteet. Jos havaitaan sytotoksisuutta, sekd pitoisuusalue ettd yksittdiset pitoisuudet on valit-
tava siten, ettd koetuloksiin voidaan sovittaa kuvaaja. Koska on mahdollista, etti testikemikaali ei ole myrkylli-
nen soluille edes madritellyssd pitoisuusrajassa 100 pg/ml pimedkokeessa (- UVA), mutta on erittdin myrkylli-
nen soluille siteilytettdessd (+ UVA), voi olla tarpeen valita kokeen kummassakin osassa testattavat pitoisuus-
alueet siten, ettd ne eroavat toisistaan jopa useita kymmenen potensseja, jotta mittaustulosten riittivad laatua
koskevat vaatimukset tayttyvit. Jos kokeen kummassakaan osassa (— UVA ja + UVA) ei havaita solumyrkylli-
syyttd, riittdd testaaminen korkeimpaan pitoisuuteen asti siten, ettd yksittdisten annosten valilld on pitka vali.

Selvisti positiivista tulosta ei tarvitse tarkistaa toistamalla koetta. Myoskddn selvésti negatiivisia tuloksia ei tar-
vitse tarkistaa, jos testikemikaali on testattu riittivin korkeissa pitoisuuksissa. Téllaisissa tapauksissa riittad yksi
koe, jota tukee yksi tai useampia pitoisuusaluetta madrittivid alustavia kokeita.

Testit, joissa on saatu ldhelld ennustemallin erotusrajaa olevia tuloksia, olisi toistettava tulosten tarkistuksen
vuoksi.

Jos testin toistaminen katsotaan tarpeelliseksi, koeolosuhteiden muuttaminen voi olla tirkedd selvin tuloksen
saamiseksi. Keskeinen muuttuja tdssd testissd on testikemikaaliliuosten valmistaminen. Valmistusolosuhteiden
(muut livottimet, hienontaminen, ultraddnihajoitus) muuntelu voi siksi olla tarkoituksenmukaisinta testid tois-
tettaessa. Vaihtochtoisesti voidaan harkita siteilytystd edeltdvin esi-inkubaatioajan muuntelua. Vedessd hajoa-
ville kemikaaleille voi lyhyt aika olla tarkoituksenmukainen.

Tulosten kisittely

Aina kun on mahdollista, mddritetddn testikemikaalin pitoisuus, joka vastaa 50 prosentin laskua solujen NRU-
otossa (ECsg). Tdmd voidaan tehdd soveltamalla pitoisuus-vastetuloksiin mitd tahansa sopivaa ei-lineaarista reg-
ressiomenetelmdd (mieluiten Hill-funktiota tai logistista regressiota) tai kadyttdmalld muita sovitusmenetelmid
(14). Ennen kuin ECsy:td kdytetddn laskuissa, sovituksen laatu olisi tarkastettava asianmukaisesti. Vaihtoehtoi-
sesti voidaan kiyttdd graafisia sovitusmenetelmid ECsyn laskemiseksi. Talloin suositellaan todennikoisyys-
paperin kidyttod (x-akseli: log, y-akseli: probiitti), silld usein pitoisuusvastefunktio tulee melkein lineaariseksi
timdn muunnoksen jalkeen.

Tulosten arviointi (ennustemallit)

Ennustemalli versio 1: Valodrsyttavyystekija (PIF)

Jos molemmissa tapauksissa — sekd UVA-valon kanssa (+ UVA) ettd ilman sitd (- UVA) — saadaan tdydelliset
pitoisuus-vastekuvaajat, voidaan valodrsyttavyystekija (PIF) laskea seuraavasta kaavasta:

EC,, (- UV)
PIF = ———
@ EC,, (+ UV)

Jos PIF < 5, ennuste on 'ei valomyrkyllisyyspotentiaalia’, kun taas PIF > 5 ennustaa valomyrkyllisyyspotentiaa-
lin olemassaoloa.

Jos kemikaali on solumyrkyllinen ainoastaan UVA-valon kanssa testattaessa mutta ei ilman sité, PIF:id ei voida
laskea, vaikka tulos viittaakin valomyrkyllisyyspotentiaaliin. Tdlloin voidaan laskea "> PIF, jos ilman UV-valoa
tehtdvd solumyrkyllisyystesti tehdddn suurimmalla testipitoisuudella (C,,,,) ja titd arvoa kdytetddn "> PIF:n las-
kemiseen:

Cmax (_ UV)
EC,, (+ UV)

Jos saadaan ainoastaan arvo "> PIF, kaikki arvot > 1 ennustavat valomyrkyllisyyspotentiaalia.

(b) >PIF =

Jos ei voida laskea sen enempii arvoa ECsy (— UV) kuin arvoa ECs (+ UV), koska kemikaali ei osoita solu-
myrkyllisyyttd korkeimmassakaan pitoisuudessa, tulos merkitsee, ettei kemikaalilla ole valomyrkyllisyyspotenti-
aalia. Tdlloin kdytetdan muodollista arvoa 'PIF = *1” karakterisoimaan tulosta:

Cmax (_ UV)

PIF =*1=
© Coue (+ UV)
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Jos saadaan ainoastaan arvo 'PIF = *1’, ennuste on ’ei valomyrkyllistd potentiaalia’.

Tapauksissa b) ja ¢) on valomyrkyllisyyspotentiaalia arvioitaessa huolellisesti tarkasteltava niitd pitoisuuksia,
jotka saatiin in vitro 3T3 NRU-valomyrkyllisyystestissa.

Ennustemalli versio 2: Keskimddrdinen valovaikutus (MPE)

Vaihtoehtoisesti voidaan soveltaa uutta valomyrkyllisyyspotentiaalin ennustamiseen tarkoitettua mallia, joka
on kehitetty kdyttden EU/COLIPA-validointitutkimuksen (15) tietoja ja testattu sokkokoeolosuhteissa myohem-
missd UV-suodinkemikaalien in vitro -valomyrkyllisyystutkimuksessa (13). Téassd mallissa ei esiinny PIF-mallin
rajoitusta silloin, kun ECs4-arvoa ei voida saada. Mallissa kdytetddn 'keskimddraistd valovaikutusta’ (MPE). Se
on suure, joka perustuu tdydellisten pitoisuus-vastekuvaajien vertaamiseen. MPE-mallin soveltamiseen kehitet-
tiin Humboldt-yliopistossa (Berliini) erityinen tietokoneohjelma, jonka saa maksutta kayttoon.

Tulosten tulkinta

Positiivinen tulos in vitro 3T3 NRU -valomyrkyllisyystestissd (PIF > 5 tai MPE > 0,1 ) merkitsee, ettd testikemi-
kaalilla on valomyrkyllisyyspotentiaalia. Jos timi tulos saadaan pitoisuuksilla, jotka ovat pienemmit kuin
10 pg/ml, testikemikaali on my6s todennikoisesti valomyrkyllinen erilaisissa altistusolosuhteissa in vivo. Jos
positiivinen tulos saadaan vain suurimmalla testipitoisuudella 100 pg/ml, voi vaaran arviointia tai valomyrkyl-
lisyyspotentiaalin arviointia varten olla tarpeen hankkia lisitietoja esimerkiksi kemikaalin kyvystd lapaistd iho
sekd sen imeytymisestd ja mahdollisesta kertymisestd ihoon, tai kemikaali on testattava muulla testilld vahvis-
tusta varten, esim. ihmisihoa kayttavalld in vitro -testilld.

Negatiivinen tulos in vitro 3T3 NRU -valomyrkyllisyystestissd (PIF <5 tai MPE <0,1 ) merkitsee, ettd testiaine
ei ollut valomyrkyllinen kyseisille nisdkassoluille kdytetyissd olosuhteissa. Jos kemikaali pystyttiin testaamaan
suurimmassakin pitoisuudessa 100 pg/ml, negatiivinen tulos merkitsee, ettei kemikaalilla ole valomyrkyllisyys-
potentiaalia, ja valomyrkyllisyys in vivo voidaan katsoa epdtodennikoiseksi. Tapauksissa, joissa samat pitoi-
suus-myrkyllisyysvasteet (EC5o+ UV ja EC5,— UV) on saatu pienemmilld pitoisuuksilla, tulokset tulkittaisiin
samalla tavalla. Jos sitd vastoin myrkyllisyyttd ei voida osoittaa (+ UV ja — UV) ja jos aineen liukenemattomuus
veteen rajoittaa pitoisuudet pienemmiksi kuin 100 pg/ml, voidaan asettaa kyseenalaiseksi, sopiiko testiaine
kyseiseen maddritykseen, ja on harkittava vahvistavaa madritystd (esim. kdyttdmalld in vitro -thomallia, ex vivo
-ihomallia tai in vivo -testid).

RAPORTOINTI

Testiraportti
Testiraportissa on esitettdvd seuraavat tiedot:

Testikemikaali:

— tunnistetiedot ja CAS-numero, jos se tiedetddn,

— fysikaalinen olomuoto ja puhtaus,

— fysikokemialliset ominaisuudet, jotka vaikuttavat tutkimuksen tekemiseen,
— stabiilius ja valostabiilius, jos tunnetaan.

Liuotin:

— perustelut liuottimen valinnalle,

— testikemikaalin liukoisuus tihin liuottimeen,

— liuottimen pitoisuus prosentteina kasittelynesteessd (EBSS tai PBS).

Solut:

— solujen tyyppi ja ldhde,

— onko soluissa mykoplasmaa,

— solujen siirrostusjirjestysluku, jos se tiedetddn,

— solujen herkkyys UVA:lle mairitettyna silld siteilytyslaitteella, jota kiytetddn in vitro 3T3 NRU -valomyr-
kyllisyystestissa.

Testiolosuhteet a) — inkubointi ennen kdsittelyd ja sen jalkeen:
— viljelynesteen tyyppi ja koostumus,
— inkubaatio-olosuhteet (CO,-pitoisuus, limpétila, kosteus),

— inkubaatioaika (esikésittely, jalkikasittely).
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Testiolosuhteet b) — kasittely kemikaalilla:

perustelut testikemikaalin pitoisuuksien valintaan kiytettdviksi sekd UV-valon/nikyvin valon kanssa ettd
ilman siti,

jos testikemikaali on huonoliukoinen eikd osoita solumyrkyllisyyttd, perustelut suurimmalle testatulle
pitoisuudelle,

kisittelynesteen tyyppi ja koostumus (puskuroitu suolaliuos),

kemikaalikasittelyn kesto.

Testiolosuhteet ¢) — sateilytys:

perustelut kdytetyn valoldhteen valinnalle,

valoldhteen sateilyspektrin ominaisuudet,

kiytetyn suotimen (kdytettyjen suotimien) transmissio- ja absorptio-ominaisuudet,
siteilymittarin ominaisuudet ja sen kalibrointi yksityiskohtaisesti,

valoldhteen etéisyys testijdrjestelmastd,

UVA-siteilyn voimakkuus kyseiselld etdisyydelld, mW/cm?,

UV-altistuksen tai ndkyville valolle altistuksen kesto,

UVA-annos (siteilyvoimakkuus x aika), ilmaistuna laatuna J/cm?,

soluviljelmien limpéotila siteilytyksen aikana ja samanaikaisesti pimedssd pidettyjen soluviljelmien lampo-
tila.

Testiolosuhteet d) — NRU testi:

NR-nesteen koostumus,

NR-inkubaation kesto,

inkubaatio-olosuhteet (CO,-pitoisuus, limpétila, kosteus),
NR-uutto-olosuhteet (uuttoaine, kesto),

aallonpituus, jolla NR:n optinen tiheys luettiin spektrofotometrilld,
toinen (vertailu-) aallonpituus, jos sellaista kdytettiin,

spektrofotometrin mahdollisen nollaliuoksen sisalto.

Tulokset:

solujen elinkykyisyys, joka on saatu kullekin testikemikaalin pitoisuudelle, ilmaistuna prosentteina
kontrollien keskimédraisestd elinkykyisyydestd,

pitoisuus-vastekuvaajat (testikemikaalin pitoisuus vs. suhteellinen solujen elinkykyisyys), joka on saatu
samanaikaisesti tehdyissi (+ UVA)- ja (- UVA)-kokeissa,

pitoisuus-vastekuvaajien tietojen analyysi; jos mahdollista, lasketaan ECs, (+ UVA) ja ECs, (- UVA)

niiden kahden pitoisuus-vastekuvaajan vertailu, jotka on saatu UVA-valon tai nikyvin valon kanssa ja
ilman sitd, joko laskemalla valodrsyttavyystekijd (PIF) tai laskemalla keskimaardinen valovaikutus (MPE),

valomyrkyllisyyspotentiaalin luokitus,

testin hyviksyttivyyskriteerit a) — samanaikainen negatiivinen kontrolli:

— siteilytettyjen ja siteilyttiméttomien solujen absoluuttinen elivyys (NR-uutteen optinen tiheys),
— negatiivista kontrollia koskevat aiemmat tiedot, keskiarvo ja vakiopoikkeama,

testin hyviksyttavyyskriteerit b) — samanaikainen positiivinen kontrolli:

— positiivisen kontrollikemikaalin EC5o(+ UVA) ja EC50(— UVA) ja PIF,

— positiivista  kontrollikemikaalia koskevat aiemmat tiedot: ECso(+UVA) ja ECs0(-UVA) ja PIF,
keskiarvo ja vakiopoikkeama.

Tulosten tarkastelu.

Pitelmai.
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Lisdys

3T3 NRU -valomyrkyllisyystestin asema kemikaalien valomyrkyllisyyden testauksessa

Kemikaalin alustava
arviointi
(Q)SAR, valokemia

UV-valon tai
ndkyvin valon
absorptiospektri

Ei tarvita

Ei enempdi

sopivissa liuottimissa
{esim. OECD TG 101)

)\ 4

absorptiota valobiologista

testausta

In vitro 3T3 NRU -valomyrkyllisyystesti

Sédintelytoimenpiteitd
riippuen
siitd, kdytetianko
ihmisissi, esim.
merkinnat

® Pitoisuudessa
> 100 pg/ml

Pitoisuudessa
<100 pg/ml

L 4
Validoitu vahvistava

testi
(ks. kohta 2.4)

Ei akuuttia

valomyrkyllisyys-
potentiaalia

A4

Fotogenotoksisuus
in vitro

Valoallergiatesti

lo

Turvallisuustestaus
ihmisilli”




