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SMERNICE KOMISE 2000/33/ES
ze dne 25. dubna 2000,

kterou se po dvacité sedmé pfizpisobuje technickému pokroku smérnice Rady 67/548/EHS o sblizovani
préavnich a spravnich pfedpisi tykajicich se klasifikace, baleni a oznacovani nebezpecnych litek (*)

(Text s vyznamem pro EHP)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,
s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 67/548/EHS ze dne 27. ¢ervna 1967
o sblizovéni{ pravnich a spravnich pfedpisti tykajicich se klasifi-
kace, baleni a oznacovani nebezpe¢nych latek (1), naposledy
pozménénou smérnici Evropského parlamentu a Rady
1999/33[ES (?), a zejména na ¢lanek 28 uvedené smérnice,

vzhledem k témto dévodim:

(1)  V priloze V smérnice 67/548/EHS se stanovi metody pro
stanoveni fyzikalné-chemickych vlastnosti, toxicity a eko-
toxicity latek a pfipravkd. Je nezbytné prizpisobit tuto
piflohu technickému pokroku.

(2)  Podle ¢l. 7 odst. 2 smérnice Rady 86/609/EHS ze dne
24. listopadu 1986 o sblizovani prdvnich a sprdvnich
pfedpisti ¢lenskych sttt tykajicich se ochrany zvifat
pouzivanych pro pokusné a jiné védecké tcely () nesmi
byt pokus, pfi némz md byt pouzito zvife, proveden, je-li
rozumné a prakticky dostupnd jind védecky uspokojivd
metoda.

(3)  Komise zamysli zafadit do pfilohy V smérnice 67/548/EHS
urcité alternativni zkusebni metody, pfi nichz nejsou pou-
Zivana zvifata, s cilem zp¥istupnit je pro zkouseni chemic-
kych latek podle ¢l. 3 odst. 1 smérnice 67/548/EHS.

(4)  Opatieni této smérnice jsou v souladu se stanoviskem
Vyboru pro piizptsobeni technickému pokroku smérnic
o odstranéni technickych piekdzek obchodu na dseku
nebezpec¢nych latek a pifpravkd,

3

() Piijato pred ptizpusobenim po dvacaté Sesté.
(1) Ut vést. 196, 16.8.1967, s. 1.

() Ut vést. L 199, 30.7.1999, 5. 57.

() Uk vést. L 358, 18.12.1986, s. 1.

PRIJALA TUTO SMERNICL:

Cldnek 1

Text piiloh I a II této smérnice se vklddd do &asti B piilohy
V smérnice 67/548/EHS.

Cldnek 2

1. Clenské stity uvedou v dcinnost pravni a spravni piedpisy
nezbytné pro dosazeni souladu s touto smérnici nejpozdéji do
1. fijna 2001. Neprodlené o nich uvédomi Komisi.

Tyto pfedpisy piijaté ¢lenskymi staty musi obsahovat odkaz na
tuto smérnici nebo musi byt takovy odkaz ucinén pfi jejich
tfednim vyhldseni. Zptsob odkazu si stanovi ¢lenské staty.

2. Clenské staty sdéli Komisi znénf hlavnich ustanoveni vnitros-
tatnich pravnich predpisti, které pfijmou v oblasti ptisobnosti této
smérnice, a srovndvaci tabulku mezi smérnici a pfijatymi vnitro-
statnimi ustanovenimi.

Cldnek 3
Tato smérnice vstupuje v platnost tfetim dnem po vyhldseni
v Utednim véstniku Evropskyich spolecenstvi.

Cldnek 4

Tato smérnice je urcena ¢lenskym stattm.

V Bruselu dne 25. dubna 2000.

Za Komisi
Margot WALLSTROM

clenka Komise
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PRILOHA 1

,B.40 LEPTAVE UCINKY NA KUZI

METODA
Uvod

Dvé zkousky in vitro na leptavé ic¢inky na kaizi na principu stanoveni transkutdnniho elektrického odporu
kuze potkana (TER) a zkouska s vyuZzitim modelu lidské kaze byly Evropskym stiediskem pro validaci
alternativnich metod (ECVAM, Spolecné vyzkumné stredisko Evropské Komise) (1, 2, 3) schvdleny jako
védecky platné. Valida¢ni studie ECVAM prokézala, Ze obéma zkouskami Ize spolehlivé rozlisit zndmé
latky leptajici a neleptajici kazi. Protokol o zkousce zaloZené na modelu lidské kize déle umoznil spravné
rozlisit stupné Ziravych G¢inka (zndmé latky zpisobujici tézké poleptdni, R 35 a ostatni latky zptso-
bujici poleptani kiize, R 34) (2). Popis a postup obou zkousek je uveden; volba zkousky, kterd ma byt
pouzita, zdvisi na specifickych pozadavcich a prioritich uzivatele.

Viz také Obecny tvod, ¢ést B.

Definice

Poleptani kiZe: nevratné poskozeni kize po aplikaci zkouseného materidlu.

Referenéni litky

Nespecifikovdny, avsak viz body 1.5.3.4 a 1.7.2.3.

Podstata zkuSebni metody — zkouska TER na kiZi potkana

Zkouseny materidl je az po 24 h aplikovan na epidermalni stranu tercikd kize humanné usmrcenych
mladych potkant. Materidly s leptavymi Gi¢inky jsou identifikovany schopnosti zptsobit ztratu normdlni
integrity a bariérové funkce rohovité vrstvy (stratum corneum), kterd je méfena jako sniZeni vlastniho TER
pod prahovou trovei (5 kQ) (4, 5). Drdzdivé a nedrdzdivé latky nesnizuji TER pod prahovou hodnotu.
Do zkusebniho postupu pro povrchové aktivni ldtky a neutrdlni organické ltky (definice viz literatura
(6)) 1ze zatadit stupei pro stanoveni vazdni barviva, aby se omezilo mnozstvi falesné pozitivnich vysledki
ziskanych pravé pro tyto druhy chemickych latek (2, 7).

Popis zkuSebni metody — zkouska TER na kiZi potkana
Zvitata

Ter¢iky kiize musi byt pfipraveny z mladych (20 — 23 dennich) potkant (Wistar nebo srovnatelny
kmen). Hibetni a bo¢ni srst se opatrné odstrani holicim strojkem. Zvifata se poté omyji opatrnym
otirdnim, pfiemz se testovaci plocha ponoii do roztoku antibiotik (obsahujictho napf. streptomycin,
penicilin, chloramfenikol a amfotericin o koncentracich zastavujicich rust bakterii). Zvifata se tieti a étvrty
den po prvnim omyti znovu omyji roztokem antibiotik a pouziji se do 3 dnti (k piipravé kize nesmi byt
pouzita zvifata star${ nez 31 dnt).

Priprava tercikii kiize

Zvifata se humdnné usmrti. Z kazdého zvifete se poté opatrné odstrani hibetni kize a nadbyte¢ny tuk se
z kiiZe opatrné seskrdbne. Ktize se poté pieloZi pres konec teflonové (PTFE) trubicky tak, aby epidermis
byla v kontaktu s trubickou. Pres konec trubicky se tésné pretdhne pryzovy O-krouzek, aby byla kuze
upevnéna, a prebytek tkdné se offzne. Rozméry trubicky a O-krouzku jsou uvedeny na obrazku 1. Pry-
zovy O-krouzek na teflonové trubicce se poté opatrné pokryje vrstvou vazeliny. Trubicka drzend pomoci
pruzinové svorky se umisti do receptorové komory obsahujici roztok siranu hofecnatého (154 mM)
(obrdzek 2).

Zkusebni postup
Aplikace zkouseného materidlu

Kapalna zkousend ldtka (150 pl) se aplikuje na epidermis uvnit# trubicky (obr. 2). Pfi zkouseni pevnych
materidli se pouzije dostate¢né mnozstvi tak, aby byla pokryta celd epidermis. Poté se na povrch pevné
latky pfidd deionizovand voda (150 pl) a trubicka se lehce protiepe. Mezi litkami a kazi by mélo dojit
k maximdlnimu styku. U nékterych latek toho maze byt dosazeno zahfatim az na 30 °C, aby se zkousend
latka roztavila, nebo rozemletim na zrnity materidl nebo na prasek.
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Ke zkousce kazdé latky se pouZiji tii terciky kiize. ZkouSend ldtka se aplikuje po dobu 24 h (viz také bod
1.5.3.4). Zkousend ltka se zcela odstrani proudem tekouci vody o teploté nejvyse 30 °C. Odstranén{
zkouenych latek, které v trubicce ztuhly, 1ze usnadnit omytim proudem vody teplé az 30 °C.

Méfeni TER

TER se mé&F nizkonapéfovym impedanénim mustkem pro stfidavy proud (napt. AIM 401 nebo 6401
nebo ekvivalentni). Pfed méfenim se povrchové napéti kiize snizi pfidinim dostate¢ného objemu 70 %
ethanolu tak, aby byla epidermis zakryta. Po nékolika sekundéch se ethanol odstrani prevracenim trubice
a tkan se zvlh¢i pridanim 3 ml roztoku siranu hote¢natého (154 mM). Elektrody miistku se umisti na obé
strany ter¢iku kiZe za Gcelem odectu odporu v kQ/tercik kaze (obrdzek 2). Rozméry elektrod a délky
exponovanych ¢sti elektrod pod krokosvorkou jsou uvedeny na obrazku 1. Svorka vnitini (silné) elek-
trody je béhem méfeni odporu opfena o horni konec teflonové trubicky, aby bylo zajisténo, Ze se délka
casti elektrody ponofené v roztoku siranu hofecnatého neméni. Vngjsi (tenkd) elektroda je umisténa
uvnitf receptorové komory tak, aby spocivala na dné komory. Vzdalenost mezi spodkem pruzinové
svorky a dnem teflonové trubicky se udrzuje konstantni (obrdzek 1), nebot tato vzdalenost md vliv na
naméfené hodnoty odporu.

Je tieba si viimnout, Ze je-li naméfend hodnota vyssi nez 20 kQ, mize to byt zplisobeno vrstvou zkousené
latky na epidermdlni strané ter¢iku kiaze. O odstranéni této vrstvy se lze pokusit napf. tim, Ze se teflo-
nové trubicka zakryje palcem v rukavici a 10 s se protfepdvd. Roztok siranu hofecnatého se odstrani
a méfeni se opakuje s Cerstvym siranem hofecnatym.

Vysledky TER (stfedni hodnoty) jsou pfijatelné, pokud hodnoty pozitivni a negativni kontroly spadaji do
pfijatelného rozpéti metody. Pro popsanou metodiku a piistroje jsou doporuceny tyto kontrolni litky
a jejich prijatelnd rozpéti odporu:

Kontrola Latka Rozp%{f(()))dp oru
Pozitivni 10M kyselina chlorovodikové (36 %) 0,5-1,0
Negativni Destilovand voda 10-25

Upraveny postup pro povrchové aktivni ldtky a neutrdlni organické latky

Jsou-li hodnoty TER pro povrchové aktivni latky nebo organické latky jakoZzto zkousené latky mensi nebo
rovny 5 kQ, lze provést na tkdni stanoveni praniku barviva. Timto postupem se zjisti, zda vysledky ne-
jsou falesné pozitivni (2).

Aplikace a odstranéni barviva sulforhodaminu B

Po pfedchozi aplikaci zkousené latky se na epidermalni stranu kazdého terciku kize aplikuje na 2 h
150 pl 10 % roztoku barviva sulforhodaminu B v destilované vodé. Terc¢iky kiiZe se poté pfiblizné 10
s omyvaji proudem vody o nejvyse pokojové teploté, aby se odstranilo veskeré volné barvivo. Viechny
ter¢iky kize se opatrné sejmou z teflonové trubicky a umisti se do lahvicky (napf. 20 ml sklenéné lah-
vicky pro scintila¢ni spektrometrii) obsahujici deionizovanou vodu (8 ml). Lahvicky se lehce 5 min.
protiepévaji, aby se odstranilo dalsi volné barvivo. Tato metoda oplachoviéni se poté zopakuje, a poté se
ter¢iky kiize vyjmou a vlozi do lahvicek obsahujicich 5 ml 30 % roztoku (m/V) natrium-dodecyl-sulfitu
(SDS) v destilované vodé a inkubuiji se pfes noc pfi 60 °C. Po inkubaci se vSechny ter¢iky kize vyjmou
a zlikviduji a zbyly roztok se odstredi 8 min. pfi 21 °C (relativni odstedivé sila ~ 175). 1 ml vzorku super-
natantu se poté ziedi 4 ml 30 % (m/V) roztoku SDS v destilované vodé. Absorbance (A) se méi pfi
piiblizné 565 nm.

Vypocet obsahu barviva

Obsah barviva sulforhodaminu B na tercik kize se vypocte z hodnot A (moldrni absorpéni koeficient
sulforhodaminu B pii 565 nm = 8,7 x 10% molekulovd hmotnost = 580). Obsah barviva sulforhoda-
minu B se vypocte pro kazdy tercik kiize a poté se vypocte jeho stiedni hodnota. Stfedni hodnoty
vysledki vdzani barviva jsou pfijatelné, pokud hodnoty pro paraleln{ kontroly spadaji do pfijatelného roz-
mez{ metody. Pro popsanou metodiku a pfistroje jsou pro uvedeni kontrolni litky doporuceny tyto
pfijatelné hodnoty rozmezi obsahu barviva:
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1.7

1.7.2.1

1.7.2.2

Rozmezi obsahu bar-
Kontrola Létka viva
(ngftercik kiize)
Pozitivni 10M kyselina chlorovodikova (36 %) 40-100
Negativn{ Destilovand voda 15-35

Dopliakové informace

Latky Ize rovnéz aplikovat na terciky kiaze na kratsi dobu (napf. 2 hodiny), aby se identifikovaly ty mate-
ridly, které jsou silné leptavé. Validacni studie viak ukdzala, Ze stanoveni TER nadhodnocuje leptavé
ucinky u nékolika zkousenych chemickych latek pii jejich aplikaci na tercik kize po dobu 2 hodin (2),
tiebaze toto stanoveni umoznilo spravnou identifikaci ldtek s leptavymi dcinky a latek bez leptavych
ucinkt pii 24hodinové aplikaci.

Vlastnosti a rozméry zkuSebniho zafizeni a pouzity experimentdlni postup mohou mit vliv na ziskané
hodnoty TER. Prdh 5 Q pro predpovéd leptavych Gcinka byl odvozen z Gdaji ziskanych se zafizenim
a postupem, jeZ jsou popsany v této metodé. Doporucuje se tedy kalibrovat metodou a urcit prahovou
hodnotu odporu zkousenim fady referen¢nich standardt vybranych z chemickych litek pouzitych ve vali-
daéni studii (3).

Podstata zkuSebni metody — stanoveni pomoci modelu lidské kiize

ZkouSeny materidl je aplikovdn az po dobu 4 hodin na trojrozmérny model lidské kuze sestdvajici
z rekonstruované epidermis a funkéni rohovité vrstvy. Materidly s leptavymi ¢inky jsou identifikovany
schopnosti zptisobit pii specifikované expozi¢ni dobé pokles Zivotaschopnosti bunék (stanoveny napf.
pouzitim zkousky redukce MTT) pod definovanou prahovou droven. Podstata zkousky je zalozena na
hypotéze, ze chemické latky s leptavymi Géinky jsou ty, jez jsou schopny proniknout rohovitou vrstvou
(difuzi nebo erozi) a jsou dostatené cytotoxické, aby zptusobily smrt bunék v hlubsich bunécnych
vrstvach.

Popis zkuSebni metody — stanoveni pomoci modelu lidské kize

Modely lidské kiiZe

Modely lidské kaze mohou pochdzet z riznych zdroji, musi vSak spliiovat uréitd kritéria. Model musi
mit funkéni rohovitou vrstvu a vrstvu Zivych bunék pod ni. Bariérovd funkce rohovité vrstvy musi byt
dostatecnd. To lze prokdzat demonstraci rezistence modelu k cytotoxickym latkdm, které normdlné
neproniknou rohovitou vrstvou. Musi se prokazat, ze model poskytuje za definovanych experimentdl-
nich podminek reprodukovatelné vysledky.

Zivotaschopnost zivych bunék v modelu musf byt dostatecné vysokd, aby bylo mozné dobfe rozlisit pozi-
tivn{ a negativni kontrolni latky. ivotaschopnost bunék (stanovend napf. redukci MTT, tj. méfenim hod-
noty absorbance A) po expozici negativni kontrolni ldtce musi byt v mezich pfijatelnych pro dany model.
Podobné hodnoty Zivotaschopnosti bunék po expozici pozitivni kontrolni létce (ve srovnéni s Zivota-
schopnosti pro negativni kontrolni latku) musi byt ve specifikovanych mezich. Nejdtlezitgjsi pfitom je,
aby model odpovidal mezindrodnim standardiim pro validaci (2).

Zkusebni postup

Aplikace zkouSeného materidlu

U kapalnych materidlt musi byt aplikovdno dostate¢né mnozstvi zkousené ltky, aby pokrylo povrch
kiize (minimdlné 25 pljcm?). U pevnych materidld musi byt aplikovdno dostate¢né mnozstvi zkousené
latky, aby pokrylo kazi, a zkousend litka by méla byt ovlhéena, aby byl zajistén dobry styk s kiizi; pevné
latky by mély byt podle potieby pred aplikaci rozemlety na prasek. Musi byt prokdzano, ze aplikacni
metoda je pouzitelnd pro Siroké spektrum chemickych ldtek (2). Po uplynuti expozi¢ni doby musi byt
zkouSeny materidl z povrchu kiZe opatrné splachnut fyziologickym roztokem.

Méfeni Zivotaschopnosti bunék

K méfeni Zivotaschopnosti bunék muaize byt pouzita jakdkoli validovand kvantitativni metoda. Nejcastéji
se pouziva stanoveni redukce MTT, pro niZ se v riiznych laboratofich prokdzalo, Ze poskytuje spravné
a reprodukovatelné vysledky (2). Tercik kize se umisti do roztoku MTT o koncentraci 0,3 mg/ml pfi tep-
loté 20-28°C na dobu 3 hodin. Srazenina modrého formazanu se poté extrahuje (rozpoustédlem) a kon-
centrace formazanu se stanovi méfenim absorbance A pii vinové délce 545 az 595 nm.
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222

Dopliikové informace

Pouzity model kiiZe a pfesné zaznamendni expozi¢ni doby, postupu oplachovini atd. budou mit velky
vliv na vysledky Zivotaschopnosti bunék. Doporucuje se, aby metodika a pfedpovédni model byly kalib-
rovany zkousenim fady referencnich standardt vybranych z chemickych ldtek pouzitych ve validacni stu-
dii ECVAM (3). Je rozhodujici, aby pouzitd metoda v souladu s mezindrodnimi standardy vykazovala
v ramci laboratofe a mezi laboratofemi reprodukovatelnost pro Siroké spektrum chemickych latek.
Metoda musi spliovat alespon jiz definovana kritéria pro védeckou validitu (2) a vysledky takové vali-
da¢ni studie musi byt publikovany ve védeckém casopise s pfedchdzejici odbornou recenzi.

UDAJE
Zpracovini vysledka

Zkouska TER na kiiZi potkana

Hodnoty odporu (kQ) pro zkouseny materidl, pozitivni a negativni kontrolu a pro viechny standardni
referencni chemické latky véetné adaji o duplicitnich nebo opakovanych experimentech, o stfednich hod-
notich a o odvozené klasifikaci by mély byt uvedeny ve formé tabulky.

Zkouska s modelem lidské kiiZe

Hodnoty absorbance A a vypoctené hodnoty Zivotaschopnosti bunék v procentech pro zkouseny
materidl, pozitivni a negativni kontroly a pro vSechny standardni referen¢ni chemické latky véetné tdaja
o duplicitnich nebo opakovanych experimentech, o stfednich hodnotéch a o odvozené klasifikaci by mély
byt uvedeny ve formé tabulky.

Hodnoceni a interpretace vysledkd

Zkouska TER na kiiZi potkana

Je-li hodnota TER dosazend pro zkousenou ldtku vétsi nez 5 kQ, neni ldtka Ziravé. Je-li hodnota TER
mensi nebo rovna 5 kQ a nejde o povrchové aktivni latku nebo neutrdlni organickou latku, je latka Zirava.

U povrchové aktivnich latek nebo neutrdlnich organickych latek, které dévaji hodnoty TER mensi nebo
rovné 5 kQ, Ize provést stanoveni priniku barviva. Je-li stfedni obsah barviva v ter¢iku kaze vétsi nebo
roven stfednimu obsahu barviva v terciku kiaze ziskanému soubézné pfi pouziti 36 % HCl jakozto pozi-
tivni kontroly, je zkouska zkousené latky skutecné pozitivni, a latka je tedy Ziravd. Je-li stfedni obsah bar-
viva v ter¢iku kiize mensf neZ stiedni obsah barviva v ter¢iku kize ziskany soubézné pii pouziti 36 %
HC], je zkouska fale3né pozitivni, a ldtka tedy neni Ziravd.

Zkouska s modelem lidské kiiZe

Hodnoty obsorbance A pro negativni kontrolu predstavuji 100 % Zivotaschopnost bunék; hodnoty absor-
bance A dosazené pro kazdy zkouseny vzorek lze pouzit k vypoctu relativni Zivotaschopnosti v procen-
tech vzhledem k negativni kontrole. Hrani¢ni procentudlni podil Zivotaschopnosti bunék, kterym se roz-
li§uji Ziravé materidly od zkousenych materidld, které nejsou Ziravé (nebo kterym se rozlisuji rzné t¥idy
leptavych tcinkd), musi byt pro pfedpovédni model jasné definovén pied validaci metody a ndsledna vali-
da¢ni studie musi potvrdit, Ze je vhodny (2).

ZPRAVY
Protokol o zkousce
Protokol o zkousce musi obsahovat alespon tyto informace:

Zkousend ldtka:

— identifika¢ni tdaje, fyzikdlni vlastnosti a pfipadné fyzikdlné-chemické vlastnosti. Podobné informace
by mély byt uvedeny pro referen¢ni litky, pokud byly pouzity.

Zkusebni podminky:
— podrobnosti pouzitého postupu,

— popis a zdiivodnéni jakychkoli zmén.
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Vyisledky:

— hodnoty odporu (zkouska TER) nebo hodnoty Zivotaschopnosti bunék v procentech (zkouska
s modelem lidské kiize) pro zkouSeny materidl, pozitivni a negativni kontroly a vechny standardni
referen¢ni chemické latky vcetné ddaju o duplicitnich nebo opakovanych experimentech a stfednich
hodnotich, zpracované ve formé tabulky,

— popis jakychkoli jinych pozorovanych dcinkd.

Rozbor vysledki.

Zivery.
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Obrdzek 2
Pfistroj pro zkousku TER na kiZi potkana

vnitni (silnd)

krokosvorka \ / elektroda

teflonova —
trubicka - yngji (tenkd
- elektroda)
krokosvorka
pruZinova svorka \
receptorové
fomors \
roztok siranu hofeénatého
(154 mM) |
{ epidermdlni strana
1 terciku kiize
pryzovy O-
krouzek Nl
~ LA
roztok sfranu
hotecnatého
(154 mM) \~
N

dermdlni strana




250

Ufedni véstnik Evropské unie

13/[sv. 25

1.1

1.2

PRILOHA II

,B.41 FOTOTOXICITA — ZKOUSKA FOTOTOXICITY 3T3 NRU IN VITRO

METODA

Uvod

Fototoxicita je definovdna jako toxickd odezva vyvoland po prvni expozici kiize urcitym chemickym lat-
kdm a ndsledné expozici svétlu nebo podobné vyvoland ozdfenim kize po systémovém poddni chemické
latky.

Informace ziskané ze zkousky fototoxicity 3T3 NRU in vitro slouzi k identifikaci fototoxického potencidlu
zkousené latky, tj. existence nebo neexistence mozného nebezpedi, které mize plynout ze zkouSené
latky ve spojeni s expozici UV zdfeni nebo viditelnému svétlu.

Protoze cilem zkousky in vitro z hlediska toxikologie je stanoveni fototoxicity vyvolané kombinovanym
pusobenim chemické latky a svétla, lze zkouskou identifikovat slouceniny, které jsou fototoxické in vivo po
systémovém poddni a po nanesen{ na kiizi, a rovnéz slouceniny, které piisobi po naneseni na pokozku jako
fotoiritanty.

Zkouska fototoxicity 3T3 NRU in vitro byla vyvinuta a validovdna v rdmci spojeného projektu EU/COLIPA
vletech 1992 —1997 (1, 2, 3) s cilem vytvofit platnou alternativu in vitro k riznym pouzivanym zkouskdm
in vivo. V roce 1996 doporucila pracovni skupina OECD koncepci postupnych zkousek in vitro pro posu-
zovéni fototoxicity (4).

Vysledky ze zkousek fototoxicity 3T3 NRU in vitro byly porovnany s akutnimi fototoxickymi nebo fotoiri-
ta¢mi Gicinky in vivo u zvifat a u ¢lovéka a zkouska se ukdzala pro predpovéd téchto Gcinkd jako vynikajici.
Zkouska neni urcena pro predpovéd jinych nepfiznivych tcinkd, které mohou plynout z kombinovaného
pusobeni chemické latky a svétla, napf. fotogenotoxicity, fotoalergie a fotokarcinogenity, tfebaze mnoho
chemickych latek, které vykazuji tyto specifické vlastnosti, bude ve zkousce fototoxicity 3T3 NRU in vitro
pozitivné reagovat. Zkouska déle nenf vyvinuta k tomu, aby umoznila hodnoceni stupné fototoxicity.

Koncepce postupného zkousent fototoxicity chemickych latek je uvedena v dodatku.

Definice

Intenzita ozdfeni: intenzita ultrafialového nebo viditelného svétla dopadajictho na povrch, méfend ve W/m?
nebo mW/cm?,

Ddvka svételného zdeni: mnoZstvi (intenzita x ¢as) ultrafialového (UV) nebo viditelného zéfeni dopadajictho
na povrch, vyjadiend v joulech (W x s) na plochu povrchu, napf. J/m? nebo Jjcm?.

Vinovd pdsma UV svétla: oznaceni doporucend komisi CIE (Commission Internationale de I'Eclairage): UVA
(315 400 nm), UVB (280 315 nm) a UVC (100 280 nm). Pouzivaji se rovnéZ jind oznaceni: jako hranice
mezi UVB a UVA je Casto pouzivina hodnota 320 nm a pasmo UVA muze byt rozdéleno na UV-Al
a UV-A2 s hranici kolem 340 nm.

Zivotaschopnost bunék: parametr, kterym se méif celkové aktivita bunééné populace (napi. pifjem vitdlntho
barviva neutrdlni ¢ervené do bunécnych lysosomuy) a ktery v zévislosti na méfeném jevu a na pouZitém
usporadani zkousky koreluje s celkovym poctem a/nebo Zivotaschopnosti bunék.

Relativni Zivotaschopnost bunék: Zivotaschopnost v poméru k negativnim kontroldm (rozpoustédlo), které
prosly celym postupem zkousky (s UV, nebo bez UV), ale nebyly exponovany zkousenym chemickym lat-
kdm.

Predpovédni model: algoritmus pouzivany pro pievod vysledki zkousek toxicity na pfedpovéd toxického
potencidlu. V ptedlozené metodice 1ze pro pievod vysledka zkousek fototoxicity 3T3 NRU in vitro na
piedpovéd fototoxického potencidlu pouzit faktor PIF a veli¢inu MPE.

PIF (photo-irritation factor — fotoiritacni faktor): faktor ziskany srovndnim dvou stejné d¢innych cytotoxic-
kych koncentraci (ECs,) zkousené ldtky, a to pfi necytotoxickém ozdfeni UVA/VIS svétlem (+ UV) a bez
ného (-UV).

MPE (mean photo effect — stredni svételny ticinek): nové veli¢ina odvozend z matematické analyzy celého pri-
béhu kiivek zdvislosti ticinku na koncentraci ziskanych pfi necytotoxickém ozdteni UVA [vis svétlem (+ UV)

a bez né¢ho (-UV).
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Fototoxicita: akutni toxickd reakce, vyvoland po prvni expozici kiize urc¢itym chemickym ldtkdm a ndsledné
expozici svétlu nebo podobné vyvoland ozdfenim kize po systémovém poddni chemické latky.

Fotoiritace: niz3{ troven pojmu fototoxicita’, ktery se pouziva k popisu pouze téch fototoxickych reaki,
které se vyskytnou na kizi po expozici chemickym ldtkdm (topické nebo oralni). Tyto fototoxické reakce
vedou vzdy k nespecifickému bunéénému poskozeni (podobné reakei pfi opalovani).

Fotoalergie: ziskand imunologickd reaktivita, ke které nedochdzi pfi prvni aplikaci chemické latky a svétla
a kterd vyzaduje indukéni dobu jeden nebo dva tydny pred tim, nez lze reakci kiZze prokdzat.

Fotogenotoxicita: genotoxickd odezva pozorovand z genového hlediska, kterd je vyvoldna po expozici bunék
negenotoxické davce UV/VIS svétla a negenotoxické chemické latce.

Fotokarcinogenita: karcinogenita vyvoland opakovanou aplikaci svétla a chemické latky. Termin foto-
kokarcinogenita se pouziva v piipadé, kdy je tvorba tumoru indukovand UV zdfenim zesilena chemickou
latkou.

Referenéni litky

Vedle pozitivni kontrolni chemické ltky chlorpromazinu, ktery by mél byt soubézné zkousen pi#i kazdé
zkousce, je pro nové vyvinutou zkousku fototoxicity 3T3 NRU doporuceno pouzit jako referenéni che-
mické latky vybér z chemickych latek pouzitych pfi mezilaboratornich srovndnich pfedlozené metody
1,3, 13).

Uvodni pozndmky

Fototoxické t¢inky byly zaznamendny u mnoha typt chemickych latek (5, 6, 7, 8). Jejich jedinym spole¢-
nym rysem je schopnost absorbovat svételnou energii v oblasti slune¢niho svétla. Podle prvniho zdkona
fotochemie (Grotthaus-Drapertiv zdkon) vyZaduje fotoreakce dostate¢nou absorpci svételnych kvant. Pred
zvazenim biologického zkouseni podle piedlozené metodiky by tedy mélo byt stanoveno UV/VIS absorpéni
spektrum zkousené chemické latky (napi. podle Metodiky OECD 101). Je-li moldrni absorpéni koeficient
mensi nez 10 L.mol™ '.cm™ !, chemick4 litka nem4 fotoreaktivni potencidl a nemusi byt zkousena zkouskou
fototoxicity 3T3 NRU in vitro nebo jakoukoli jinou biologickou zkouskou na nepfiznivé fotochemické
ucinky (dodatek).

Podstata zkuSebni metody

Byly identifikovany Ctyfi mechanismy, kterymi muze absorpce svétla (chemickym) chromoforem vést
k fototoxické odezvé (7). Vsechny vedou k poskozeni buiiky. Zkouska fototoxicity 3T3 NRU in vitro je proto
zaloZena na srovnani cytotoxicity chemické latky pfi zkouseni s expozici necytotoxické ddvce UVA|VIS
svétla a bez této expozice. Cytotoxicita je v této zkousce vyjddrena jako koncentraéné zdvislé snizeni pifjmu
vitdlniho barviva neutraln{ ¢ervené (NR) (9) 24 hodin po ptsobeni zkousené chemické latky a ozdfeni.

Bunky Balb/c 3T3 se 24 h kultivuji, aby vytvofily monovrstvu. Dvé 96jamkové desticky na jednu zkous-
enou chemickou ltku se poté 1 h preinkubuji osmi riznymi koncentracemi chemickych latek. Poté je jedna
ze dvou desticek exponovana necytotoxickou davkou UVA|VIS svétla 5 Jjem? UVA (+ UV experiment),
zatimco druhd desticka se udrzuje v temnu (-UV experiment). U obou desticek se poté aplikaéni médium
nahradi kultivatnim médiem a po dalsich 24 h inkubace je bunétnd Zivotaschopnost stanovena 3hodi-
novym pifjmem neutrdlni ¢ervené (NRU). Relativni bunénd Zivotaschopnost vyjadiend v procentech vzhle-
dem k neexponované negativni kontrole se vypocte pro kazdou z osmi zkuSebnich koncentraci. Pro
piedpovéd fototoxického potencidlu se porovnaji koncentracné zavislé odezvy ziskané pfi ozéfeni (+ UV)
a bez ozédfeni (-UV), obvykle pfi hodnoté ECs, tj. pii koncentraci zptsobujici 50 % tbytek bunéné Zivo-
taschopnosti ve srovnani s neexponovanymi kontrolami.

Kritéria jakosti

Citlivost bunék na UVA, dosavadni ddaje: citlivost bunék na UVA by méla byt pravidelné kontrolovana.
Bunky se nasadi pii intenzité pouzité ke zkousce fototoxicity 3T3 NRU in vitro, pfisti den se ozaf{ davkou
UVA zdien{ 1 az 9 Jjcm? a bunécnd Zivotaschopnost se stanovi o den pozdéji zkouskou NRU. Burniky spl-
fiuji kritérium jakosti, nenf-li jejich Zivotaschopnost po ozdien{ 5 Jjcm? mensf nez 80 % Zivotaschopnosti
kontroly udrzované v temnu. Tato kontrola by méla byt opakovana vzdy po deseti pasdzich bunék.

Citlivost bunék negativni kontroly na UVA pfi samostatné zkousce: zkouska spliuje kritéria jakosti, jes-
tlize negativni kontroly (buiiky v EBSS (Earlav fyziologicky roztok) s 1 % dimethylsulfoxidem (DMSO) nebo
1 % ethanolem (EtOH)) nebo bez nich vykazuji pfi + UVA experimentu Zivotaschopnost alesponi 80 %
vzhledem k Zivotaschopnosti neozdfenych bunék v tomtéz rozpoustédle pii soubézném experimentu
v temnu (-UVA).



252

Ufedni véstnik Evropské unie

13/[sv. 25

1.7

1.7.1

1.7.1.1

1.7.1.2

1.7.1.3

1.7.1.4

Zivotaschopnost negativn{ kontroly: absolutn{ absorbance (As,, wry) méfend v extraktu NR negativnich
kontrol nazna&i, zda 1 x 10* bunék nasazenych na jednu jamku zachovalo pii ristu béhem dvou dni
zkousky obvyklou dobu zdvojndsobeni (doubling time). Zkouska spliuje kritérium pfijatelnosti, jestlize
stfedni hodnota A, yry neexponovanych kontrol je = 0,2.

Pozitivni kontrola: pii kazdé zkousce fototoxicity 3T3 NRU in vitro musi byt soubézné zkousena zndmda
fototoxickd chemicka ldtka. P¥i valida¢ni studii EU/COLIPA byl pouzit jako pozitivni kontrola chlorpro-
mazin (CPZ), a je tedy doporucen. Pro CPZ zkouseny podle standardniho postupu pii zkousce fototoxicity
3T3 NRU in vitro byla definovéna tato kritéria pfijatelnosti zkousky: pro CPZ ozdfeny (+ UVA): EC5, = 0,1
az 0,2 pg/ml, pro CPZ neozédfeny (-UVA): EC5, = 7,0 aZ 90,0 pg/ml. Fotoirita¢ni faktor (PIF), tj. posun hod-
noty ECs,, by mél byt alespon 6.

Namisto CPZ mohou byt pouzity jako soubéZné pozitivni kontroly jiné zndmé fototoxické chemické latky
vhodné z hlediska typu nebo rozpustnosti hodnocené zkousené chemické ltky. V takovém piipadé by mély
byt na zdkladé dosavadnich ddajii jako kritéria ptijatelnosti zkousky pfiméfenym zplisobem definovany
rozsahy hodnot ECs, a PIF nebo MPE (stfedni svételny tcinek).

Popis zkuSebni metody

Piiprava

Buniky

Pfi valida¢n{ studii byla pouZita permanentni mysf linie fibroplastd — Balb/c 3T3, klon 31 — bud'z banky
ATCC, nebo z banky ECACC a je tedy doporucena. Jiné buniky nebo bunééné linie mohou byt pfi stejném
zkusebnim postupu pouzity za predpokladu, Ze jsou kultiva¢ni podminky pfizpisobeny specifickym
potiebam bunék, ale musi byt prokazana jejich rovnocennost.

Buriky by mély byt pravidelné kontrolovény, zda nejsou kontaminovany mykoplasmaty, a mély by byt pou-
zity pouze tehdy, jsou-li vysledky takové kontroly uspokojivé.

Vzhledem k tomu, Ze citlivost bunék na UV vzriistd s poctem pasdzi, mély by byt pouzity bunky Balb/c
3T3 z pasdze s nejniz$im dosazitelnym poctem pasdzi, nejlépe z nizsi nez sté pasaze. Je dilezité, aby byla
citlivost bunék Balb/c 3T3 na UVA pravidelné kontrolovdna postupem kontroly jakosti popsanym v této
metodice.

Média a kultiva¢ni podminky

Pro rutinni bunééné pasazovani a béhem zkusebniho postupu by méla byt pouzita vhodnd kultivacni média
a inkubac¢ni podminky. U bunék Balb/c 3T3 se jednd o DMEM (Dulbeccova modifikace Eagleova media)
obohacené 10 % novorozeneckym telecim sérem, 4mM glutaminem, penicilinem a streptomycinem a inku-
baci ve vlhéené atmosféfe pti 37 °C[7, 5 % CO,. Zvlasté dulezité je, aby kultiva¢ni podminky zajistily, aby
byl bunéény cyklus uvniti dosavadniho rozpéti pro pouzité buiiky nebo bunééné linie.

Piiprava kultur

Buriky ze zmrazenych kmenovych kultur se nasadi do kultivatniho média ve vhodné hustoté a alespon jed-
nou se pasazuji pfed pouzitim ve zkousce fototoxicity 3T3 NRU in vitro.

Pii zkousce fototoxicity se buriky nasazuji do kultiva¢nitho média v takové hustoté, aby nedosdhly konf-
luence do konce zkousky, tj. do okamziku, kdy je po 48 h od nasazeni stanovovana Zivotaschopnost. Pro
buniky Balb/c 3T3 kultivované v 96jamkovych destickdch je doporuceno inokulum 1 x 10* bunék na
jamku.

Pro kazdou chemickou latku se bunky nasadi stejnym zptisobem do dvou oddélenych 96jamkovych des-
ticek, které jsou poté soubézné podrobeny celému postupu zkousky za stejnych podminek kromé doby,
kdy je jedna z desticek ozdfena (+UVA|VIS) a druhd je udrzovana v temnu (-UVA/VIS).

Metabolickd aktivace

Zatimco pouziti metabolizujiciho systému je obecnym pozadavkem pii vsech zkouskéch in vitro uréenych
pro posouzeni genotoxického a karcinogenniho potencidlu, neni v fototoxikologii dosud zndma zddn4 che-
mickd ldtka, pro jejiZ ptisobent jako toxinu in vivo nebo in vitro je nezbytna metabolickd transformace. Nepo-
vazuje se tedy ani za nezbytné ani za védecky zdivodnéné, aby byla pfedlozend zkouska provedena se
systémem aktivace metabolismu.
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Zkousend chemickd latka/pfiprava

Zkousené chemické latky musi byt Cerstvé pfipraveny bezprostfedné pred pouzitim, pokud ddaje o stdlosti
neprokazuji piijatelnost skladovdni. Miize-li dojit k rychlé fotodegradaci, musi se piiprava litky provadét
pod cervenym svétlem.

Zkousené chemické latky by mély byt rozpustény ve fyziologickém roztoku, napt. v Earlové fyziologickém
roztoku (EBSS) nebo ve fyziologickém roztoku s fosfitovym pufrem (PBS), ktery nesmi obsahovat protei-
nové slozky a pH indikdtory absorbujici svétlo, aby nerusily pfi ozafovani.

Zkousené chemické latky s omezenou rozpustnosti ve vodé by mély byt rozpustény ve vhodném roz-
poustédle na 100ndsobek pozadované konecné koncentrace a poté by mély byt zfedény v poméru 1:100
fyziologickym roztokem. PouzZije-li se rozpoustédlo, musi byt pfitomné v konstantni koncentraci 1 %
obj. ve v8ech kulturdch, tj. v negativni kontrole a rovnéz ve viech koncentracich zkousené chemické latky.

Doporucenymi rozpoustédly jsou dimethylsulfoxid (DMSO) a ethanol (EtOH). Mohou byt pouzita jind
vhodnd méné cytotoxickd rozpoustédla (napf. aceton), ale mély by byt peclivé posouzeny jejich specifické
vlastnosti, napf. reakce se zkousenou chemickou latku, potlaceni fototoxickych dcinkt, zachyt radikéla.

Je-li tieba, miize byt pro usnadnéni rozpousténi pouzito michdni a/nebo ultrazvuk ajnebo zahfdti na 37 °C.
Ozdfeni UV svétlem/pfiprava

Zdroj svétla: volba vhodného zdroje svétla a vhodné filtrace je kritickym faktorem zkouseni fototoxicity.
Zateni v pdsmu UVA a ve viditelném pasmu je obvykle spojovino s fotosenzibilizaci (7, 10), zatimco zafeni
v pasmu UVB je méné relevantni a je pfimo vysoce cytotoxické, pficemz jeho cytotoxicita vzristd mezi
313 nma 280 nm 1 000krat (11). Kritéria pro volbu vhodného svételného zdroje by méla zahrnovat dule-
zity pozadavek, aby zdroj svétla vyzafoval svétlo o vinovych délkach, které zkousend chemickd latka absor-
buje, a aby ddvka svételného zéfeni (dosazitelnd po piijatelnou dobu) byla dostatecnd pro detekci zndmych
fotosenzibilizujicich latek. Pouzité vinové délky a ddvky, véetné emise tepla (infracervend oblast), by dale
nemély nadmérné poskozovat testovaci systém.

Simulace slune¢niho svétla soldrnimi simuldtory se povaZuje za optimdlni zdroj svétla. V soldrnich
simuldtorech se pouzivd jak xenonova vybojka, tak vysokotlakd rtutovd halogenova vybojka. Druhd z nich
maé tu vyhodu, Ze emituje méné tepla a je levnéjsi, aviak jeji shoda se sluneénim svétlem neni dokonald.
Ponévadz viechny soldrni simuldtory vyzatuji vyznamné mnozstvi UVB zdfeni, mély by byt vhodné fil-
trovany, aby byly vysoce cytotoxické vinové délky UVB zeslabeny.

Pro zkousku fototoxicity 3T3 NRU in vitro by mélo byt pouzito spektrum prakticky zbavené UVB svétla
(UVA:UVB ~ 20:1). Piklad spektrélni distribuce zdfeni filtrovaného soldrniho simuldtoru pouzitého ve vali-
dacni studii zkousky fototoxicity 3T3 NRU in vitro byl publikovdn v literatufe (3).

Dozimetrie: intenzita svétla (intenzita ozafeni) se musf pravidelné pied kazdou zkouskou fototoxicity kon-
trolovat za pouziti vhodného sirokopdsmového UV-metru. UV-metr musi byt pro dany zdroj kalibrovan.
Funk¢nost UV-metru by méla byt kontrolovana a za timto téelem se doporucuje pouzit druhy referencni
stejnym zptsobem kalibrovany UV-metr stejného typu. V idedlnim piifpadé by mél byt v delsich casovych
odstupech pouzit k méfeni spektrdlni intenzity zéfent filtrovaného zdroje svétla a ke kontrole kalibrace Siro-
kopasmového UV-metru spektroradiometr, aviak takové piistroje vyzaduji odbornou obsluhu skolenymi
osobami.

Dévka 5 JJcm? byla pfi valida¢ni studii shleddna jako necytotoxicka pro buiiky Balb/c 3T3 a dostate¢né silnd
k excitaci i slabé fototoxickych chemickych litek. Pro dosazeni 5 JJcm? po dobu 50 min. musi byt intenzita
ozéfeni nastavena na 1,666 MW/cm?. Jestlize je pouita jind buné¢nd linie nebo jiny svételny zdroj, miize
byt ddvka UVA zdfeni mirné upravena, aby neposkozovala buiiky a byla dostatecnd pro detekei standard-
nich fototoxint. Doba svételné expozice se vypocte timto zptisobem:

dévka svételného zdfeni (J/cm2) 100
t(min) = (1]=.W sec)
intenzita ozéfeni (mW/cm2) 60

Zku3ebni podminky

Maximdlni koncentrace zkousené chemické latky by neméla prekrocit 100 pg/ml, nebot viechny fototo-
xické chemické latky byly detekovany pfi nizsich koncentracich; p¥i vyssich koncentracich roste vyskyt
falesné pozitivnich vysledkt (nadhodnoceni). Hodnota pH nejvyssi koncentrace by méla byt vyhovujici
(pH 6,5 — 7.8).
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1.7.3.1

1.7.3.2

1.7.3.3

Rozmezi koncentraci chemickych latek zkousenych se svétlem (+ UVA) a bez svétla (-UVA) by mély byt
nélezité stanoveny v piedchozich experimentech pro zjisténi rozmezi. Rozsah koncentra¢ni fady a inter-
valy mezi koncentracemi musi byt zvoleny tak, aby byly kiivky zdvislosti odezvy na koncentraci dosta-
te¢né podlozeny experimentdlnimi Gdaji. Méla by byt pouzita geometrickd fada koncentraci (s konstant-
nim faktorem fedéni).

Zkusebni postup (1)

Prvni den

Piipravi se bunécnd suspenze 1 x 10° bunék/ml v kultivaénim médiu a 100 pl kultivaéntho média se roz-
déli pouze do obvodovych jamek 96jamkové desticky (slepy pokus). Do zbyvajicich bunék se davkuje po
100 pl bunéené suspenze o hustoté 1 x 10° bunék/ml (1 x 10* bunék na jamku). Pro kazdou zkousenou
chemickou ldtku se pfipravi dvé desticky: jedna pro stanoveni cytotoxicity (-UVA) a druhd pro stanoveni
fotocytotoxicity (+UVA).

Buriky se inkubuji 24 h (7,5 % CO,, 37 °C), dokud nedosdhnou semikonfluentni monovrstvy. Tato inku-
ba¢ni doba umozni regeneraci bunék, jejich prichyceni a exponencidlni riist.

Druhy den

Po inkubaci se kultivaéni médium z bunék dekantuje a kazdd jamka se promyje dvakrat 150 pl EBSS/PBS.
Pridd se 100 pl EBSS/PBS obsahujicich vhodnou koncentraci zkousené chemické litky nebo pouze roz-
poustédlo (negativni kontrola). Aplikuje se 8 riznych koncentraci zkousené chemické latky. Bunky se
zkousenou chemickou latkou se inkubuji v temnu po dobu 60 min. (7,5 % CO,, 37 °C).

K provedeni ¢4sti zkousky s ozdfenim UVA se buriky pii pokojové teploté po dobu 50 min. ozafuji pres
vicko 96jamkové desticky UVA svétlem o intenzité 1,7 MW/cm? (5 JJem?. Aby nedoslo ke kondenzaci vody
pod vickem, vétrd se pomoci ventildtoru. Desticky pro zkousku bez ozéfeni UVA se ponechaji 50 min.
(doba expozice UVA) v temnu pii pokojové teploté.

Zkusebni roztok se odstran{ a kazdd jamka se promyje dvakrdt 150 ul EBSS/PBS. EBSS/PBS se nahradi kul-
tivatnim médiem a inkubuje se pfes noc (18-22 h) (7,5 % CO,, 37 °C).

Tteti den
Mikroskopické hodnoceni

Buriky se prohlédnou pod mikroskopem s fizovym kontrastem. Zaznamenaji se zmény morfologie bunék
zplisobené cytotoxickym tcinkem zkousené chemické latky. Doporucuje se provadét tuto kontrolu, aby se
vyloucily experimentdlni chyby, aviak zdznamy se pro hodnocenti cytotoxicity nebo fototoxicity nepouZiji.

Zkouska p¥jmu neutrdlni Cervené.

Buriky se promyji 150 pl predehtdtého EBSS/PBS a promyvaci roztok se opatrné odstrani poklepem. Pridd
se 100 pl média NR a inkubuje se 3 h pfi 37 °C ve zvlh¢ené atmosféte o 7,5 % CO,.

Po inkubaci se médium NR odstrani a buniky se promyji 150 pl EBSS/PBS. EBSS/PBS se dekantuje a zcela
odsaje (piipadné lze desticku odstiedit v obracené poloze).

Pridd se piesné 150 pl Cerstvé piipraveného roztoku ethanolu a kyseliny octové, aby se odstranila NR.

Desticka se prudce 10 min. tfepe na tiepaccee, dokud se NR z bunék nevylouzi a nevytvoii homogenni roz-
tok.

Spektrometrem se zméi{ absorbance extraktu NR pii 540 nm, pfi¢emZ se pro srovnani pouzije slepy pokus.
Udaje se ulozi ve vhodném formdtu (napf. ASCII) v pocitaci pro ndslednou analyzu.
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2.1

2.2

23

UDAJE
Kvalita a mnoZstvi ddajit

Udaje by mély umoznit smysluplnou analjzu zavislosti odpovédi na koncentraci ziskané pii ozdfeni
UVA/VIS nebo bez ného. Je-li zji§téna cytotoxicita, mél by byt rozsah koncentraci a interval mezi nimi
nastaven tak, aby bylo mozné prolozit experimentdlnimi tdaji kiivku. Vzhledem k tomu, Ze by zkousend
chemickd latka nemusela byt az do mezni koncentrace 100 pg/ml urcené pro experiment v temnu (-UVA)
cytotoxickd, ale mohla by byt vysoce cytotoxickd po ozdfeni (+UVA), maZe byt nezbytné, aby se rozmezi
koncentraci, které maji byt v obou ¢astech experimentu zkouseny, fadové lisily, ma-li byt splnén pozada-
vek uspokojivé kvality tidajt. Neni-li v obou ¢astech experimentu (-UVA a +UVA) cytotoxicita zjisténa, staci
provést zkousku s vét$imi intervaly mezi jednotlivymi ddvkami az do nejvyssi koncentrace.

Ovéfeni jasné pozitivniho vysledku opakovanym experimentem se nepozaduje. Negativni vysledky nemusi
byt dale ovéfovany, jestlize byla zkouSend chemickd ldtka zkouSena za dostatecné vysokych koncentraci.
V takovych ptipadech staci jeden hlavni experiment podpofeny jednou nebo vice predbéznymi experimenty
pro zjisténi rozmezi{ koncentraci.

Zkousky s vysledky blizko hrani¢nich hodnot predpovédniho modelu by mély byt pro kontrolu opakovany.

Je-li opakované zkouseni povazovano za nezbytné, maze byt dilezité pro dosazeni jasného vysledku zmé-
nit experimentdlni podminky. Kli¢covou proménnou této zkousky je ptiprava roztokt zkousené chemické
latky. Z tohoto diavodu muze byt zména podminek (jiné rozpoustédlo, rozmélfiovéni, pouZiti ultrazvuku)

ozatenim. Zkrdceni doby mizZe mit vyznam u chemickych ldtek nestdlych ve vodeé.

Zpracovini vysledka

Je-li to mozné, stanovi se koncentrace zkousené chemické latky odpovidajici 50 % inhibici buné¢ného
pifjmu neutrdlni ¢ervené (NR) (ECs,). Lze tak uCinit pozitim jakékoli vhodné metody nelinedrni regrese (nej-
1épe Hillovou funkci nebo logistickou regresi) tidajii zavislosti odezvy na koncentraci nebo pouzitim jinych
metod metody prolozeni (14). Pfed pouzitim hodnoty ECs, pro dalsi vypocty by méla byt vhodnym zpa-
sobem zkontrolovdna kvalita proloZeni. Pro vypocet ECs,, lze popiipadé pouzit metodu grafického prolo-
zeni. V takovém piipadé se doporucuje pouzit semilogaritmicky papir (méfitko osy x: logaritmické, méfitko
osy y: pravdépodobnostni), nebot v mnoha piipadech bude po této transformaci funkce zédvislosti odezvy
na koncentraci téméf linedrni.

Hodnoceni vysledki (pfedpovédni modely)

Predpovédni model — verze 1: fotoiritacni faktor (PIF)

Jestlize jsou v obou piipadech jak pii ozédfeni (+UVA), tak bez ozdfeni (-UVA) ziskdny tiplné kiivky zavis-
losti odezvy na koncentraci, Ize fotoirita¢ni faktor (PIF) vypocitat podle tohoto vzorce:

ECs5o (-UV)
ECso (+UV)

Hodnota PIF < 5 predpovidd neexistenci fototoxického potencidlu, zatimco hodnota PIF > 5 predpovidd
existenci fototoxického potencidlu.

Jestlize je chemickd latka cytotoxickd pouze pii +UVA a neni cytotoxickd pti zkousce -UVA, nelze hodnotu
PIF vypocitat, tiebaZe jde o vysledek, ktery svédéi o fototoxickém potencidlu. V takovych piipadech Ize
vypocitat hodnotu ,> PIF, jestliZe se provede -UV zkouska az po nejvyssi zkusebni koncentrace (C,,,,,), a tato
hodnota se pouzije pro vypocet ,> PIF;

Cmax (_ UV)

ki S EC5q (+UV)

Lze li ziskat pouze hodnotu ,> PIF, pfedpovidd existenci fototoxického potencidlu jeho hodnota > 1.

Jestlize nelze v dasledku toho, Ze chemickd ltka nevykazuje az do nejvyssi zkuSebni koncentrace zddnou
fototoxicitu, vypocitat ani hodnotu ECs, (-UV) ani hodnotu ECs,, (+ UV), svéd¢i to o neexistenci fototoxic-
kého potencidlu. V takovych piipadech se pro charakterizaci vysledku pouziva formalni hodnota ,PIF = *1%

Cmax (_ UV)
Cmax (+ uv)
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Lze li ziskat pouze hodnotu ,PIF = *1*, je tato hodnota piedpovédi neexistence fototoxického potencidlu.
V piipadech b) a ¢) by mély byt pro predpovéd fototoxického potencidlu opatrné vzaty v Givahu koncen-
trace dosazené ve zkousce fototoxicity 3T3 NRU in vitro.

Predpovédni model verze 2: stiedni svételny ticinek (MPE)

Alternativné Ize pouZit novou verzi modelu pro predpovidani fototoxického potencidlu, ktery byl vyvinut
s pouzitim tdaju z valida¢ni studie EU/COLIPA (15) a byl testovdn naslepo v ndsledné studii fototoxicity in
vitro u chemickych latek, které se chovaji jako UV filtry (13). Tento model neméd omezeni jako model PIF
v piipadech, kdy nelze ziskat hodnotu EC5,. Tento model vyuzivé stiedni svételny G¢inek (mean photo effect)
(MPE), veli¢inu, kterd je zaloZena na srovndni celych kivek zdvislosti odezvy na koncentraci. Pro pouziti
modelu byl na Humboldtové univerzité (Berlin) vyvinut specidlni pocitacovy software, ktery je volné k dis-
pozici.

Interpretace vysledka

Pozitivni vysledek zkousky fototoxicity 3T3 NRU in vitro (PIF = 5 nebo MPE = 0,1) znamend, Ze litka ma
fototoxicky potencidl. Jestlize bylo vysledku dosazeno pfi koncentracich pod 10 pg/ml, je také pravdépo-
dobné, ze latka bude pusobit za riznych expozi¢nich podminek jako fototoxin in vivo. Je-li pozitivniho
vysledku dosazeno pouze pii nejvyssi zkusebni koncentraci 100 pg/ml, mohou byt pro posouzeni nebez-
pecnosti nebo intenzity fototoxicity nezbytné dalsi tvahy. Ty se mohou tykat idaji o penetraci, absorpci
a mozné akumulaci chemické latky v kazi nebo zkouseni chemické latky alternativni potvrzujici zkous-
kou, napt. za pouziti modelu lidské kaze in vitro.

Negativni vysledek zkousky fototoxicity 3T3 NRU in vitro (PIF < 5 nebo MPE < 0,1) znamend, ze litka
nebyla pro savéi buniky za pouzitych podminek fototoxickd. V piipadech, kdy bylo mozné zkouset che-
mickou ldtku azZ po nejvyssi koncentraci 100 pg/ml, znamenaji negativni vysledky, Ze chemickd latka nemd
fototoxicky potencidl a fototoxicitu in vivo lze poklddat za nepravdépodobnou. V piipadech, kdy byly pti
niz§ich koncentracich obdrzeny totozné zéavislosti toxické odezvy na koncentraci (ECs, +UV a EC5, -UV),
je interpretace daju stejnd. Neni-li naproti tomu toxicita prokdzana (+UV a -UV) a jsou-li koncentrace ome-
zeny rozpustnosti ve vodé na hodnoty mensf nez 100 pg/ml, neni patrné zkouska pro zkousenou latku

vhodnd a mélo by byt zvdzena potvrzujici zkouska (napf. za pouziti modelu lidské kiizZe in vitro nebo zkous-
kou in vivo).

ZPRAVY

Protokol o zkousce

Protokol o zkousce musi obsahovat tyto informace:

Zkousend chemickd ldtka:

— identifika¢ni tdaje a ¢islo CAS, je-li zndmo,

— fyzikalni vlastnosti a Cistota,

— fyzikdlné-chemické vlastnosti dilezité pro provedeni studie,

— stdlost a fotostabilita, jsou-li zndmy.

Rozpoustédlo:

— zdtvodnéni volby rozpoustédla,

— rozpustnost zkousené latky v tomto rozpoustédle,

— procentudlni koncentrace rozpoustédla v aplikacnim médiu (EBSS nebo PBS).
Buriky:

— typ a zdroj bunék,

— nepiitomnost mykoplasmy,

— Cislo bunécné pasdze, je-li zndmo,

— citlivost bunék na UVA stanovend radiometrem pouzitym ve zkousce fototoxicity 3T3 NRU in vitro
Zkusebni podminky a) — inkubace p¥ed aplikaci a po ni:

— typ a sloZeni kultiva¢niho média,

— inkuba¢ni podminky (koncentrace CO,, teplota, vlhkost),

— délka inkubace (zpracovani pied inkubaci a po ni).
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Zkugebni podminky b) — aplikace chemické ldtky:
— zdtvodnéni vybéru koncentraci zkousené chemické latky pouzitych jak pfi ozdfeni UV/|VIS, tak bez néj,

— v ptipadg, Ze zkouSend chemickd ltka vykazuje omezenou rozpustnost a neni cytotoxickd, zdavod-
néni nejvyssi zkusebni koncentrace,

— typ a sloZeni plisobictho média (pufrovany fyziologicky roztok),

— délka aplikace chemické latky.

Zku3ebni podminky ¢) — ozdieni:

— zdtivodnéni vybéru pouzitého zdroje svétla,

— spektralni charakteristiky ozédfeni ze zdroje svétla,

— charakteristiky propustnostifabsorpce pouzitého filtru (pouzitych filtrd),
— charakteristiky radiometru a podrobnosti o jeho kalibraci,

— vzddlenost zdroje svétla od zkouseného systému,

— intenzita ozafen{ UVA v této vzddlenosti, vyjadiend v mW/cm?,

— délka expozice UV|VIS svétlu,

— d4vka UVA zéfen{ (intenzita x Cas), vyjddiena v Jjcm?,

— teplota buné¢nych kultur béhem ozafovani a teplota bunénych kultur udrzovanych v temnu.
Zkusebni podminky d) — zkouska NRU:

— sloZeni média NR,

— doba inkubace NR,

— inkubaéni podminky (koncentrace CO,, teplota, vlhkost),

— podminky extrakce NR (extrakéni ¢inidlo, délka extrakce),

— vlnovd délka pouzitd pro spektrofotometricky odecet absorbance NR,
— druhd (referencni) vlnova délka, je-li pouzita,

— slozeni slepého roztoku pro spektrometrii, je-li pouzit.

Vysledky:

— zivotaschopnost bunék pii kazdé koncentraci zkousené chemické latky vyjadiend v procentech stredni
zivotaschopnosti kontrol,

— kiivky zévislosti odezvy na koncentraci (koncentrace zkousené chemické latky versus relativni Zivota-
schopnost bunék) ziskané pii paralelnich experimentech +UVA a -UVA,

— analyza kiivek zdvislosti odezvy na koncentraci: je-li to mozné, vypocet hodnoty ECs,, (+UVA) a ECs,,
(-UvA),

— srovnani obou kfivek zdvislosti odezvy na koncentraci ziskanych s ozafenim UVA/VIS a bez ného, a to
bud vypoctem fotoiritacniho faktoru (photo-irradiation factor ) (PIF), nebo vypoctem stiedniho svétel-
ného Géinku (mean photo effect) (MPE),

— Klasifikace fototoxického potencidlu,

— kritéria pfijatelnosti zkousky a) — soubéznd negativni kontrola:
— absolutni Zivotaschopnost (absorbance extraktu NR) ozafenych a neozafenych bunék,
— dosavadni ddaje pro negativni kontrolu, stfedni hodnota a smérodatnd odchylka,

— kritéria pfijatelnosti zkousky b) — soubéznd pozitivni kontrola:
— hodnoty ECs, (+UVA), ECs, (-UVA) a PIF-pozitivni kontrolni chemické latky,

— dosavadni tdaje pozitivni kontrolni chemické latky: hodnoty ECs, (+UVA), ECs, (-UVA) a PIF,
stfedni hodnota a smérodatna odchylka.

Rozbor vysledkii.

Zivery.
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Dodatek

Role zkousky fototoxicity 3T3 NRU v postupném zkouseni fototoxicity chemickych litek

Pocate¢ni hodnoceni chemické latky
(Q)SAR, fotochemie

Absorpéni spektra UV|vis ve vhodnych Nevykazuje Neni pg:fg?ovano
rozpoustédlech absorpci b B
(napt. OECD TG 101) fmgﬁ(‘)‘;};’e ’ﬂlfke
Zkouska fototoxicity 3T3 in vitro
PH konc.
® > 100 pg/ml
® e
P¥i konc.
<100 pg/ml
v v
A 4

Regulaéni opatfent,
napt. oznacovany,
podle pouziti u ¢lovéka

Fotogenotoxicita in vitro

Bez potencidlu
akutni fototoxicity

Validovand potvrzujici zkouska
(vizbod 2.4)

Y

Fotogenotoxicita
(4] : invitro

Zkouska fotoalergenity

©

ZkousSeni bezpecnosti naclovéku*

(") Daldi podrobnosti lze nalézt v literatufe (12).



