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KOMISJONI DIREKTIIV 2000/33/EU,

25. aprill 2000,

millega kohandatakse kahekiimne seitsmendat korda tehnika arenguga noukogu direktiivi 67/548/EMU
ohtlike ainete liigitamist, pakendamist ja margistamist kisitlevate digus- ja haldusnormide iihtlustamise
kohta ("

(EMPs kohaldatav tekst)

EUROOPA UHENDUSTE KOMISJON,
vottes arvesse Euroopa Uhenduse asutamislepingut,

vottes arvesse noukogu 27. juuni 1967. aasta direktiivi
67/548/EMU ohtlike ainete liigitamist, pakendamist ja mérgista-
mist kisitlevate digus- ja haldusnormide tihtlustamise kohta, (1)
viimati muudetud Euroopa Parlamendi ja ndukogu direktiiviga
1999/33/EU, (2) eriti selle artiklit 28,

ning arvestades jargmist:

(1)  Direktiivi 67/548/EMU V lisas on sitestatud ainete ja val-
mististe fuiisikalis-keemiliste omaduste, toksilisuse ning
okotoksilisuse madramise meetodid. Kdnealust lisa on vaja
kohandada tehnika arenguga.

(2)  Vastavalt ndukogu 24. novembri 1986. aasta direktiivi
86/609/EMU (katseteks ja muudel teaduslikel eesmérkidel
kasutatavate loomade kaitsega seotud liikmesriikide digus-
ja haldusnormide tihtlustamise kohta) (3) artikli 7 punktile
2 ei kasutata katsete tegemisel loomi, kui on olemas teine
teaduslikult rahuldav meetod tulemuse saamiseks maistli-
kul ja praktilisel viisil.

(3)  Komisjon kavatseb kehtestada direktiivi 67/548/EMU
V lisas teatavad alternatiivsed uurimismeetodid, milles
loomi ei kasutata, et need meetodid oleksid kittesaadavad
kemikaalide katsetamisel vastavalt direktiivi 67/548/EMU
artikli 3 1oikele 1.

(4)  Kaiesolevas direktiivis sdtestatud meetmed on kooskdlas
ohtlike ainete ja valmististe tehniliste kaubandustdkete kor-
valdamist kasitlevaid direktiive tehnika arenguga kohan-
dava komitee arvamusega,

() Vastu voetud enne kahekiimne kuuendat kohandamist.
() EUT 196, 16.8.1967, Ik 1.

() EUTL 199, 30.7.1999, Ik 57.

() EUTL 358,18.12.1986, Ik 1.

3

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA DIREKTIIVI:

Artikkel 1

Kiesoleva direktiivi Ija I1 lisa tekst lisatakse direktiivi 67548 [EMU
V lisa B osale.

Artikkel 2

1. Liikmesriigid joustavad kdesoleva direktiivi jargimiseks vajali-
kud &igus- ja haldusnormid hiljemalt 1. oktoobriks 2001. Nad
teatavad sellest viivitamata komisjonile.

Kui litkmesriigid need sitted vastu votavad, lisavad nad nendesse
voi nende ametliku avaldamise korral nende juurde viite kaes-
olevale direktiivile. Sellise viitamise viisi ndevad ette litkmesriigid.

2. Liikmesriigid edastavad komisjonile kdesoleva direktiiviga
reguleeritavas valdkonnas nende poolt vastuvdetud siseriiklikud
pohilised digusnormid ning kdesoleva direktiivi ja vastuvdetud
siseriiklike normide vahelise vastavustabeli.

Artikkel 3

Kéesolev direktiiv joustub kolmandal pdeval pirast selle
avaldamist Euroopa Uhenduste Teatajas.

Artikkel 4

Kiesolev direktiiv on adresseeritud liikmesriikidele.

Briissel, 25. aprill 2000
Komisjoni nimel
komisjoni liige

Margot WALLSTROM
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.5.3.1.

I LISA

“B.40. NAHASOOVITUS
MEETOD

Sissejuhatus

Alternatiivsete meetodite valideerimise Euroopa keskus (ECVAM, Uhisuuringute Keskus, Euroopa komis-
jon) on kiitnud heaks kaks nahasoé6vituse in vitro katset (roti naha transkutaanse elektrilise takistuse (TER)
maddramine ja inimnaha mudelit kasutav katse) kui teaduslikult tdesed (1) (2) (3). ECVAMi valideerimis-
uuring niitas, et mdlema katsega on voimalik teha usaldusvaarselt vahet naha tuntud s66vitavate ainete
ja mittesdovitavate ainete vahel. Lisaks sellele voimaldab inimese naha mudelil pdhineva katse protokoll
teha korrektset vahet soovitava toime mairade vahel (tuntud tugevad nahka so6vitavad ained, R35, ja
muud nahka soovitavad ained, R34) (2). Molema katse kirjeldused ja protseduurid on dra toodud, valik
selle kohta, millist katset kasutada, oleneb spetsiifilistest nduetest ja kasutaja eelistusest.

Vt ka tildise sissejuhatuse B osa.
Maisted
Nahasiovitus — naha kudede p66rdumatu kahjustuse tekkimine pérast uuritava materjali pealekandmist.

Vordlusained

Ei ole madratletud, kuid vt punkte 1.5.3.4 ja 1.7.2.3.

Uurimismeetodi pdhimdte — roti naha TERi miidramine

Uuritav materjal kantakse kuni 24 tunniks humaanselt hukatud noorte rottide karvadega toornahast voe-
tud nahaketaste epidermisele. Soovitavad materjalid tehakse kindlaks nende voime alusel pShjustada nor-
maalse sarvkihi terviklikkuse ja kaitsefunktsiooni kadumist, mida méératakse iseloomuliku TER vahene-
misega alla ldvivdartust (5 kQ) (4) (5). Arritavad ja mittedrritavad materjalid ei vihenda TERi alla
lavivddrtust. Pindaktiivsete ainete ja neutraalsete orgaaniliste ithendite (vt médratlust viitest (6)) uurimise
protseduuri voib kaasata vdrvaine sidumisetapi nende keemiliste {thendite korral (2) (7) saadavate spet-
siifiliselt valede positiivsete tulemuste arvu vahendamiseks.

Uurimismeetodi kirjeldus — roti naha TERi middramine

Loomad

Nahaketaste valmistamiseks vajatakse noori (20-23 péeva vanuseid) rotte (Wistar voi samavadrne liin).
Dorsaal- ja kiiljekarvad eemaldatakse hoolikalt vdikeste loomade jaoks moeldud kaaridega. Seejdrel pes-
takse loomad ettevaatliku iile piihkides, kattes piirkonna antibiootikumi lahusega (mis sisaldab niiteks
streptomiitsiini, penitsilliini, klooramfenikooli ja amfoteritsiini kontsentratsioonides, mis toimivad bak-
terite kasvule inhibeerivalt). Seejarel pestakse loomad antibiootikumidega uuesti kolmandal voi neljandal
pdeval pdrast esimest pesemist ning neid kasutatakse mitte hiljem kui kolme péeva parast (loomad ei tohi
toornaha preparaadi ettevalmistamisel olla vanemad kui 31 pdeva).

Nahaketaste ettevalmistamine

Loomad hukatakse humaansel viisil. Seejarel eemaldatakse iga looma dorsaalnahk ja eemaldatakse liigne
rasv seda nahalt ettevaatlikult dra koorides. Nahk paigutatakse poliitetrafluoroetiileenist (PTFE) toru otsale
nii, et epidermiskiht on toruga kontaktis. Kummist rongastihend surutakse toru otsale eesmirgiga hoida
nahk kohal ning liigne kude 16igatakse maha. Toru ja rongastihendi mootmed on toodud joonisel 1. See-
jdrel tihendatakse kummist rongastihendi ja PTFE-toru otsa liitekoht ettevaatlikult vaseliiniga. Toru hoiab
magneesiumsulfaadi lahust (154 mM) sisaldavas vastuvdtukambris kohal vedruklamber (joonis 2).

Katsemenetlus
Uuritava materjali rakendamine

Vedelad uuritavad ained (150 pl) kantakse torus (joonis 2) olevale epidermisele. Kui uuritakse tahkeid
materjale, siis kantakse kettale piisav kogus tahket ainet ja tagatakse kogu epidermise pinna katmine sel-
lega. Seejdrel lisatakse tahke aine pinnale deioniseeritud vett (150 pl) ja torusid loksutatakse ettevaatli-
kult. Uuritavad ained peavad olema nahaga vdimalikult tdielikus kontaktis. Monede tahkete ainete korral
voib seda saavutada soojendamisel kuni 30 °Cni selleks, et uuritavat ainet sulatada, voi jahvatamisega sel-
leks, et saada granuleeritud materjali voi pulbrit.
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1.5.3.2.

1.5.3.3.

1.5.3.3.1.

1.5.3.3.2.

Iga uuritava aine korral kasutatakse kolme nahaketast. Uuritavad ained kantakse peale 24 tunniks (vt ka
1.5.3.4). Uuritav aine eemaldatakse pesemisel kraanivee joaga temperatuuril kuni 30 °C seni, kuni ei
eemaldu enam mingit materjali. Torus tahkestunud uuritavate ainete eemaldamist saab kiirendada pese-
misel ligikaudu 30 °C temperatuuriga sooja vee joaga.

TERi mddtmised

TER moddetakse madalpingelise vahelduvvoolusilla abil (nditeks AIM 401 voi 6401 voi samavéirsed).
Enne elektritakistuse mdaramist vahendatakse naha pindpinevust, lisades epidermise katmiseks piisava
ruumala 70 %list etanooli. Mone sekundi parast eemaldatakse etanool, poorates toru timber ja kude
hiidraaditakse 3 ml magneesiumsulfaadi lahuse (154 mM) lisamisega. Silla elektroodid paigaldatakse
nahaketta moélemale poolele takistuse madramiseks tthikutes kQ nahaketta kohta (joonis 2). Elektroodi
modtmed ja elektroodi krokodillklemmist allpool oleva isoleerimata osa pikkus on toodud joonisel 1.
Sisemine (jame) elektroodiklamber lasub takistuse mddtmise ajal PTFE-toru peal, millega tagatakse mag-
neesiumsulfaadilahusesse uputatud elektroodi pikkuse konstantsus. Valimine (6huke) elektrood paikneb
vastuvotukambris siis selliselt, et lebab kambri pohjas. Vedruklambri aluse ja PTFE-toru pdhja vaheline
kaugus hoitakse konstantsena (joonis 1), sest see kaugus mdjutab maaratava takistuse vaartust.

Tuleb mirkida, et kui mdddetud takistuse vdartus on iile 20 kQ, siis voib see olla tingitud nahaketta epi-
dermisel oleva uuritava aine kattekihist. Seda kattekihti voib piiiida eemaldada nditeks PTFE-toru sulge-
misel kindasorme kujulise kattega ja ligikaudu 10 sekundi jooksul loksutamisega, magneesiumsulfaadi-
lahus valatakse dra ning takistuse maédramist korratakse katset virske magneesiumsulfaadilahusega.

Vastuvdetavad on TERi keskmised tulemused tingimusel, et kaasnevad positiivsed ja negatiivsed kont-
rollvdidrtused langevad meetodi jaoks vastuvdetavatesse piiridesse. Soovitatavad kontrollained ja nendega
seostatavad vastuvoetavad takistused siinkirjeldatud metodoloogia ja aparatuuri jaoks on:

Kontrollimine Aine Takistua:c(;f)ahemik
Positiivne 10 M vesinikkloriidhape (36 %) 0,5-1,0
Negatiivne Destilleeritud vesi 10-25

Modifitseeritud protseduur pindaktiivsete ainete ja neutraalsete orgaaniliste ithen-
dite korral

Kui uuritavateks aineteks on pindaktiivsed ained vdi neutraalsed orgaanilised iithendid ja TERi méédratud
védrtused on viiksemad voi vordsed 5 kQ, siis tuleb hinnata virvainete sissetungi ulatust kudedes. See
protseduur médrab, kas tulemused on vale-positiivsed (2).

Virvaine sulforodamiin B pealekandmine ja eemaldamine

Parast esialgset tootlemist uuritava ainega kantakse iga nahaketta epidermise pinnale 2 tunniks 150 pl
10 % (massi-/mahuprotsent) vérvaine sulforodamiin B lahjendust destilleeritud vees. Seejirel pestakse
nahakettaid toatemperatuurilise kraanivee joaga ligikaudu 10 sekundi jooksul mis tahes liigse/seostumatu
virvaine eemaldamiseks. Iga nahaketas eemaldatakse ettevaatlikult PTFE-torult ja paigutatakse viaali (nt
klaasist 20 ml stiintsillatsiooniviaali), mis sisaldab destilleeritud vett. Viaale loksutatakse ettevaatlikult
5 minutit mis tahes liigse/seostumata virvaine eemaldamiseks. Seejdrel korratakse loputusprotseduuri,
pdrast mida nahaketta eemaldatakse ja viiakse viaalidesse, mis sisaldavad 5 ml 30 % (massi-
/mahuprotsent) naatriumdodetsiiiilsulfaati destilleeritud vees ja inkubeeritakse 66pdev temperatuuril
60 °C. Pidrast inkubeerimist eemaldatakse nahakettad ja visatakse dra ning jirelejddnud lahust tsentrifuu-
gitakse 8 minutit temperatuuril 21 °C (suhteline tsentrifugaaljdud “175). Seejirel lahjendatakse superna-
tandist voetud 1 ml proovi 5 korda (maht/maht) (st 1 ml + 4 ml) 30 %lise (massi/mahuprotsent) SDSiga
destilleeritud vees. Lahuse optiline tihedus moddetakse lainepikkusel ligikaudu 565 nm.

Virvaine sisalduse arvutamine

Virvaine sulforodamiin B sisalduskettas arvutatakse OD véartustest (vdrvaine sulforodamiin B molaarne
neeldetegur lainepikkusel 565 nm = 8,7 x 10% molekulmass = 580). Virvaine sulforodamiin B sisaldus
mairatakse iga nahaketta jaoks ning seejdrel arvutatakse virvaine keskmine sisaldus tipsetes koopiates.
Virvaine seostumise keskmised tulemused on vastuvoetavad tingimusel, et kaasnevad kontrollvairtused
langevad meetodi jaoks vastuvdetavatesse piiridesse. Soovitatavad vastuvdetavad varvaine sisalduse pii-
rid kontrollainete jaoks siinkirjeldatud metodoloogia ja aparatuuri korral on:
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1.5.3.4.

1.6.

1.7.

1.7.2.1.

1.7.2.2.

Virvaine sisalduse
Kontrollimine Aine vahemik
(ng/ketas)
Positiivne 10 M vesinikkloriidhape (36 %) 40-100
Negatiivne Destilleeritud vesi 15-35
Lisateave

Uuritavaid aineid voib nahaketastele kanda ka lithemateks ajavahemikeks (nt 2 tunniks) eesmargiga iden-
tifitseerida tugevalt soovitavaid materjale. Valideerimisega seotud uurimise kéigus on siiski leitud, et TERi
médramisel on kalduvus saada mitmesuguste uuritavate kemikaalide pealekandmisel tilehinnatud soovi-
tusvdime nende toimel nahaketastele 2 tunni viltel (2), kuigi see katse vdimaldab digesti identifitseerida
soovitavaid ja mittesoovitavaid kemikaale pirast nende 24 tunnilist toimet.

Katseseadme omadused ja mootmed ning kasutatav eksperimentaalne protseduur voivad mojutada saa-
davaid TERIi védrtusi. So6vituse lavivaartus 5 kQ tootati vilja kiesolevas meetodis kasutatud eriseadme
ja protseduuri abil saadud andmete pohjal. Kui katsetingimusi on olulisel maaral muudetud, siis voib
kasutada erinevad lavi- ja kontrollvdidrtusi. Seega on soovitav, et nii metodoloogia kui ka takistuse lavi-
vaartused kalibreeritakse valideerimise uurimisel kasutatud kemikaalide hulgast valitud vordlusstandar-
dite seeria uuringute pohjal (3).

Uurimismeetodi pohimdte — katse inimese naha mudeliga

Uuritav materjal pannakse pindmiselt kuni 4 tunniks inimnaha kolmemddtmelisele mudelile, mis kuju-
tab endast imiteerivat epidermis funktsioneerivat sarvkihti. So6vitavad materjalid identifitseeritakse nende
voime alusel pdhjustada rakkude eluvdimelisuse vihenemist (médratletud nditeks MTT vihenemise kat-
ses) allapoole médratletud lavivaartust kindlate toimeaegade jooksul. Mddramise pohimate on kooskdlas
hiipoteesiga, et so6vitavad kemikaalid on need, mis on vdimelised sarvkihti sisse tungima (difusiooni voi
erosiooni teel) ning mis on piisavalt tsiitotoksilised selleks, et pdhjustada allolevates rakukihtides olevate
rakkude hukkumist.

Uurimismeetodi kirjeldus — katse inimese naha mudeliga

Inimese naha mudelid

Inimese naha mudelid voivad olla erineva piritoluga, kuid need peavad vastama teatavatele kriteeriumi-
dele. Mudelis peab olema funktsioneeriv sarvkest koos alloleva elusrakkude kihiga. Sarvkihi kaitsefunkt-
sioon peab olema adekvaatne. Seda saab ndidata, demonstreerides mudeli vastupanuvdimet tsiitotoksi-
lisusele pérast ainete pealekandmist, mis on tuntud omaduse poolest olla rakkudele tsiitotoksiline, kuid
mis tavaliselt ei labi sarvkihti. Mudeli korral peab olema ndidatud reprodutseerivate tulemuste saamine
kindlaksmaaratud eksperimentaalsetes tingimustes.

Mudelis olevate elusrakkude eluvdimelisus peab olema piisavalt kdrge, et teha selget vahet positiivsete ja
negatiivsete kontrollainete vahel. Rakkude eluvdimelisus (mdddetud nditeks MTT vdhenemise kaudu, st
OD viirtus) pdrast allutamist negatiivse kontrollaine toimele peab olema konkreetse mudeli jaoks vas-
tuvdetavates piirides. Analoogiliselt peab rakkude eluvdimelisus positiivse kontrollaine korral (vorreldes
selle viirtusega negatiivse kontrolli suhtes) olema kindlaksmaaratud piirides. Kdige olulisem on see, et
kasutatava prognoosiva mudeli korral peab olema niidatud selle vastavus rahvusvahelisele valideerimis-
standardile (2).

Katsemenetlus
Uuritava materjali pealekandmine

Vedelate materjalide korral tuleb piisav kogus uuritavat ainet kanda naha pinnale (minimaalselt
25 plfem?). Tahkete materjalide korral tuleb piisav kogus uuritavat ainet kanda naha pinnale ning seda
tuleb secjdrel niisutada, et oleks tagatud hea kokkupuude nahaga, seejuures tuleb vastavaid tahkeid aineid
enne pealekandmist jahvatada pulbriks. Peab olema naidatud pealekandmiseks kasutatava meetodi adek-
vaatsus keemiliste tiitipide laia valiku korral (2). Toimimisaja 16pul tuleb uuritav materjal naha pinnalt
fiisioloogilise lahusega ettevaatlikult maha pesta.

Raku eluvdimelisuse middramised

Raku eluvéimelisuse médramiseks voib kasutada mis tahes kvantitatiivset valideeritud meetodit. Kdige
sagedamini kasutatavaks mddramiseks on MTT vihenemine, mille korral on niidatud erinevates labora-
tooriumides tdpsete ja reprodutseeruvate tulemuste saamine (2). Nahaketas paigutatakse temperatuuril
20-28 °C 3 tunniks MTT lahusesse kontsentratsiooniga 0,3 mg/ml. Seejirel ekstraheeritakse (solvent-
ekstraktsioon) sadestunud sinine formasaansaadus ning formasaani kontsentratsioon méiratakse OD
modtmisega vahemikus 545 ja 595 nm oleval lainepikkusel.
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1.7.2.3.

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

Lisateave

Kasutatav naha mudel ning mojutamise tdpne eeskiri ja pesemismenetlus jms omavad suurt mdju raku
eluvdime kohta saadud tulemustele. On soovitav, et nii metodoloogia ja prognoosiv mudel kalibreeri-
takse ECVAM valideerimise uurimisel kasutatud kemikaalide hulgast valitud vordlusstandardite seeria kat-
setuste pdhjal (3). Otsustavaks on see, et ndidatud oleks kasutatud meetodi reprodutseeritavus nii iihes
laboratooriumis kui ka erinevates laboratooriumides kemikaalide laia valiku suhtes kooskdlas rahvusva-
heliste standarditega. Minimaalseks on see, et meetod peab vastama celnevalt madratletud teadusliku
valiidsuse kriteeriumidele (2) ning taolise valideerimise tulemused tuleb publitseerida kitsa valdkonna tea-
duslikus ajakirjas.

ANDMED
Tulemuste té6tlemine

Roti naha TERi médramine

Uuritava materjali, positiivse ja negatiivse kontrolli ning mis tahes vordluskemikaali korral saadud takis-
tuse vaartused (kQ) tuleb esitada tabeli kujul, sealhulgas andmed dubleerivate/korduseksperimentide, kesk-
véidrtused ja saadud klassifikatsiooni kohta.

Madramine inimnaha mudeli korral

Uuritava materjali, positiivse ja negatiivse kontrolli ning mis tahes vordluskemikaali korral saadud OD
véirtused ja raku eluvdimelisuse kohta arvutatud protsendilised andmed tuleb esitada tabeli kujul, seal-
hulgas andmed dubleerivate/korduseksperimentide, keskvédrtuste ja saadud klassifikatsiooni kohta.

Tulemuste hindamine ja tlgendamine

Roti naha TERi mddramine

Kui uuritava aine korral on moddetud TERi keskmine vairtus iile 5 kQ, siis on see aine mittesddvitav.
Kui TERi véirtus on viiksem kui 5 kQ voi sellega vordne ning uuritav aine ei ole pindaktiivne voi neut-
raalne orgaaniline tthend, siis on tegemist so6vitava ainega.

Pindaktiivsete ainete voi neutraalsete orgaaniliste thendite korral, kui TERi méddratud vdartused on véik-
semad voi vordsed 5 kQ, voib libi viia virvaine imendumise katse. Kui kettas on virvaine keskmine sisal-
dus suurem kui ketta keskmine varvaine sisaldus samaaegselt mairatud positiivses kontrollis 36 % vesi-
nikkloriidhappes voi sellega vdrdne, siis on uuritav aine tdeliselt positiivne ning seega s6ovitav. Kui kettas
on virvaine keskmine sisaldus viiksem kui ketta keskmine virvaine sisaldus samaaegselt maaratud posi-
tiivses kontrollis 36 % vesinikkloriidhappes v&i sellega vérdne, siis on uuritav aine vale-positiivne ning
seega mittesoovitav.

Midramine inimese naha mudeli korral

Negatiivse kontrolli korral saadud OD véirtused vastavad rakkude 100 % eluvdimelisusele, seega saab
iga uuritava proovi korral saadud OD viartusi kasutada eluvdimelisuse protsendi arvutamiseks negatiivse
kontrolli suhtes. Raku eluvdimelisuse protsendi piirvddrtus, mis eraldab sodvitavat uuritavat materjali
mittesdovitavast (voi mis eristab erinevad soovitusklasse), peab olema prognoosivas mudelis enne mee-
todi valideerimist selgelt madratletud, jirgnev valideerimisuuring peab niitama, kas see piirvddrtus on
sobiv (2).

ARUANDLUS

Uuringuprotokoll
Uuringuprotokoll peab sisaldama vihemalt jargmist teavet:
Uuritav aine

— identifitseerimiseks vajalikud andmed, agregaatolek ning olulisuse korral ka fiiiisikalis-keemilised
omadused. Analoogiline teave tuleb esitada ka kasutatud vordlusainete kohta.

Katsetingimused:
— kasutatud katsemenetluse iiksikasjad,

— mis tahes modifikatsioonide kirjeldus ja pohjendus.
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Tulemused:

— uuritava materjali, positiivse ja negatiivse kontrolli ning mis tahes standardse vordluskemikaali kor-
ral saadud takistuse védrtused (TERi maidramine) ja raku eluvoimelisuse kohta arvutatud protsendi-
lised andmed tabeli kujul, sealhulgas andmed dubleerivate/korduseksperimentide ja keskviirtuste
kohta,

— mis tahes muude tiheldatud toimete kirjeldus.
Tulemuste arutelu.

Jareldused.
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1.1.

1.2

II LISA

“B.41. FOTOTOKSILISUS — IN VITRO 3T3 NRU FOTOTOKSILISUSE KATSE

MEETOD

Sissejuhatus

Fototoksilisus on mdiratletud kui toksiline reaktsioon, mis on esile kutsutud pérast teatava kemikaali
esmast toimet nahale ja jargnevat valgustamist, voi kui see on indutseeritud analoogiliselt naha kiiritami-
sega parast kemikaali siisteemset manustamist.

In vitro 3T3 NRU fototoksilisuse katsest saadavat teavet kasutatakse uuritava aine fototoksilisuse potent-
siaali identifitseerimiseks, st voimaliku ohu, mis tekib tdendoliselt uuritavast ainest seoses allumisega
UV-kiirguse ja ndhtava valguse toimele, olemasolu voi selle puudumist.

Kuna in vitro katse toksikoloogiliseks 10ppeesmargiks on kemikaali ja valguse kombineeritud toimest indut-
seeritud fototoksilisuse maaramine, siis saab uuringu pohjal identifitseerida nii tihendeid, mis on fototok-
silised in vivo pdrast siisteemset manustamist ja jaotumist nahas, kui ka iithendeid, mis toimivad fotoarri-
tajatena pdrast pindmist manustamist nahale.

In vitro 3T3 NRU fototoksilisuse katse to6tati vélja ja valideeriti EL/COLIPA iihisprojekti raames aastatel
1992-1997 (1) (2) (3) eesmirgiga luua valiidne in vitro alternatiiv erinevatele kasutuses olevatele in vivo
uuringutele. 1996. aastal soovitas OECD seminar fototokilisuse hindamiseks in vitro katsete astmelist ldhe-
nemisviisi (4).

In vitro 3T3 NRU fototoksilisuse katse tulemusi vorreldi loomade ja inimeste korral in vivo dgeda
fototoksilisuse/fotodrritatavuse toimega ning uuringutest ilmnes nende efektide suurepdrane prognoosita-
vus. Katse eesmirgiks ei ole mitte muude negatiivsete toimete ennustamine, mis voivad tuleneda kemikaali
ja valguse kombineeritud toimest, nt fotogenotoksilisus, fotoallergia ja fotokantserogeensus, kuigi moned
nende spetsiifiliste omadustega kemikaalid annavad positiivse reaktsiooni ka in vitro 3T3 NRU fototoksi-
lisuse uuringus. Lisaks ei ole katse ette ndhtud fototoksilisuse potentsi hindamiseks.

Kemikaalide fototoksilisuse uurimise jarjestikuline kasitlus on sdtestatud liites.

Mbéisted

Kiiritustihedus — pinnale langeva ultraviolettkiirguse (UV) vdi ndhtava valguse intensiivsus, moddetud
W/m? vdi mW/cm?.

Valgusdoos — pinnale langeva ultraviolettkiirguse (UV) vdi ndhtava kiirguse hulk (= intensiivsus x aeg), aval-
datud dzaulides (W x s) pinnaiihiku kohta, nt J/m? vdi J/cm?.

UV-kiirguse lainealad — CIE (Comission Internationale de L'Eclairage) soovituslikud thistused on: UVA
(315—400 nm), UVB (280-315 nm) ja UVC (100-280 nm). Samuti kasutatakse teisi klassifikatsioone:
vahe UVB ja UVA vahel paigutatakse sageli 320 nm juurde ning UVA voib jagada UV-Alks ja UV-A2ks
piiriga 340 nm juures.

Raku eluvdimelisus — parameeter, mis mdddab rakupopulatsiooni summaarset aktiivsust (nt vitaalvarvi neut-
raalpuna kaasahaaret raku liisosoomidesse), mis olenevalt moddetavast 16pp-punktist ja kasutatud katse
kavandamisest korreleerub rakkude koguarvu ja/voi vitaalsusega.

Raku suhteline eluvgimelisus — raku eluvdimelisus, mis on avaldatud negatiivse (lahusti) kontrollkatse suh-
tes, millega on ldbitud kogu katsemenetlus (kas + UV v&i —UV), kuid mille korral ei ole kasutatud tootle-
mist uuritava kemikaaliga.

Prognoosiv mudel — algoritm, mida kasutatakse toksilisuse katse tulemuste teisendamiseks toksilise potent-
siaali ennustamiseks. Kdesolevas uuringujuhendis voib kasutada in vitro 3T3 NRU fototoksilisuse katse tule-
muste teisendamiseks fototoksilisuse potentsiaali ennustamiseks PIFi ja MPEd.

PIF (fotodrritatavuse tegur) — tegur, mis on saadud uuritava kemikaali kahe vdrdse efektiivsusega tsiitotok-
silise kontsentratsiooni (ECs,) vordlemisel UVA/nihtava valgusega mittetsiitotoksilise kiirituse puudumi-
sel (- UV) ja olemasolul (+ UV).

MPE (keskmine fotoefekt) — uudne moddetav suurus, mis on saadud UVA/ndhtava valgusega mittetsiito-
toksilise kiirituse puudumisel (- UV) ja olemasolul (+ UV) maaratud kahe kontsentratsioonilise tunnuskd-
vera tdiskuju matemaatilisel analiiiisil.
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

Fototoksilisus — dge toksiline reaktsioon, mis ilmneb parast nahale teatava kemikaaliga toimimist ja jirg-
nevat mdjustamist valguskiirgusega, voi reaktsioon, mis on indutseeritud analoogiliselt naha kiiritamisest
parast kemikaali siisteemset manustamist.

Fotodrritus — mdiste “fototoksilisus” alammdiste, mida kasutatakse iiksnes sellist fototoksiliste reaktsioo-
nide kirjeldamiseks, mis tekivad nahal pdrast kemikaalidega kokkupuutumist (pindmiselt voi suukaudselt).
Selliste fototoksiliste reaktsioonidega kaasneb alati rakkude mittespetsiifiline kahjustus (pdikesepdletuse-
laadsed reaktsioonid).

Fotoallergia — omandatud immunoloogiline reageerimisvdime, mis ei esine esmasel kokkupuutel kemi-
kaali ja valgusega ja mis vajab ithe kuni kahe nidala pikkust induktsiooniperioodi enne nahareaktsiooni
avaldumist.

Fotogenotoksilisus — geneetilise tagajirjega genotoksiline vastureaktsioon, mis ilmneb pirast rakkude kok-
kupuudet UV-kiirguse/nahtava valguse mittegenotoksilise doosi ja mittegenotoksilise kemikaaliga.

Fotokantserogeensus — valguse ja kemikaali korduva toime tagajirjel indutseeritud kantserogeensus. Termi-
nit “foto-kokantserogeensus” kasutatakse juhul, kui UV-kiirgusest indutseeritud kantserogeensus vdimen-
dub kemikaali toimel.

Vordlusained

Lisaks positiivse kontrolli kemikaalile kloorpromasiinile, mida tuleb paralleelselt uurida igas méadramises,
soovitatakse hiljuti kehtestatud 3T3 NRU fototoksilisuse katses kasutada vordluskemikaalidena kiesoleva
uuringu interlaboratoorsetel katsetustel kasutatavate kemikaalide hulgast valitud allkomplekti (1)
(3) (13).

Esialgsed kaalutlused

Fototoksilisuse indutseerimisest on teateid mitut tiiiipi kemikaalide korral (5) (6) (7) (8). Nende ainsaks iihi-
seks tunnuseks on nende voime absorbeerida valgusenergiat paikesevalguse piirkonnas. Vastavalt fotokee-
mia esimesele seadusele (Grotthaus-Draperi seadus) on fotoreaktsiooni toimumiseks vaja valguskvantide
neeldumist piisaval hulgal. Seega tuleb arvestada, et enne bioloogiliste uuringute libiviimist vastavalt kdes-
olevale uuringujuhendile tuleb méérata uuritava kemikaali neeldumisspekter (nt vastavalt OECD Test Gui-
deline 101-le). Kui molaarne ekstinktsioon/neeldetegur on vaiksem kui 10 liiter x mol™ ' x cm™ !, siis puu-
dub kemikaalil fotoreaktiivne potentsiaal ning seda ei ole vaja uurida in vitro 3T3 NRU fototoksilises katses
voi mis tahes muus bioloogilises katses ebasoovitavate fotokeemiliste mojude suhtes (Liide).

Uurimismeetodi pohimdte

Kindlaks on tehtud neli mehhanismi, mille abil valguse neeldumine (keemilise) kromofoori poolt vdib pdh-
justada fototoksilise reaktsiooni (7). Nende kdigi tulemuseks on raku kahjustumine. Seega p&hineb in vitro
3T3 NRU fototoksilisuse katse kemikaali tsiitotoksilisuse vordlemisel, kui seda on uuritud mittetsiitotok-
silise UVA-kiirguse/ndhtava valguse toimel ja selle puudumisel. Selles katses avaldatakse tsiitotoksilisus
vitaalvdrvi neutraalpuna (NR) (9) kaasahaarde kontsentratsioonist soltuva vihenemisega 24 tundi pérast
mojutamist uuritava kemikaali ja kiirgusega.

Kultiveerimiskeskkonnas hoitakse Balb/c 3T3 rakke 24 tundi kuni monokihi tekkimiseni. Kaht 96siivendi-
list plaati iga uuritava kemikaali jaoks inkubeeritakse eelnevalt 1 tund kemikaali kaheksa erineva kontsent-
ratsiooni juures. Seejirel toimitakse kahest plaadist ithele UVA-kiirguse/nihtava valguse mittetsiitotoksi-
lise doosiga 5 Jjem? UVA (+ UV eksperiment), seejuures hoitakse teine plaat pimeduses (- UV eksperiment).
Seejdrel asendatakse molemal plaadil mojutuskeskkond kultiveerimiskeskkonnaga ning pérast teist 24 tun-
nist inkubeerimist maaratakse raku eluvdimelisus neutraalpuna kaasahaardega (NRU) 3 tunni jooksul. Raku
suhteline eluvdimelisus, viljendatuna protsentides, mojutamata negatiivse kontrolli suhtes, arvutatakse iga
uuritud kaheksa kontsentratsiooni jaoks. Fototoksilisuse potentsiaali prognoosimiseks vorreldakse kiirgu-
sega (+ UV) ja kiirguseta (- UV) katsetes saadud kontsentratsioonsoltuvusi, tavaliselt tasemel EC5,,, st sellise
kontsentratsiooni juures, mis inhibeerib rakkude eluvoimelisust 50 % vorra mdjutamata kontrollkatse suh-
tes.

Kvaliteedinduded

Rakkude UVA tundlikkus, ajaloolised andmed — rakke tuleb regulaarselt kontrollida nende tundlikkuse suhtes
UVA-kiirgusele. Rakud kiilvatakse sellise tihedusega, nagu see on in vitro 3T3 NRU fototoksilisuse katses,
kiiritatakse jargmisel pieval UVA-kiirguse doosiga 1-9 J/cm? ja rakkude eluvdimelisus maératakse iiks paev
hiljem NRU katse abil. Rakud vastavad kvaliteedinduetele siis, kui nende eluvdimelisus parast kiiritamist
UVA-kiirgusega doosiga 5 J/cm?® ei ole alla 80 % pimekontrolli eluvdimelisusest. Suurima UVA-
kiirgusdoosiga 9 J/cm? ei tohi eluvdimelisus olla alla 50 % pimekontrolli omast. Kontrolli tuleb korrata
parast iga 10. rakkude passaazi.

Negatiivsete kontrollrakkude UV A tundlikkus, kdesolev katse — uuring vastab kvaliteedinduetele siis, kui nega-
tiivse kontrollis (rakud Earli tasakaalustatud soolalahuses (EBSS) kas 1 % dimetiiiilsulfoksiidi (DMSO) voi
1 % etanooliga (EtOH) voi ilma nendeta) on + UVA eksperimendi korral eluvdimelisus vihemalt 80 % kii-
ritamata rakkude omast samas lahustis samaaegses pimekatses (— UVA).
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1.7.1.

1.7.1.1.

1.7.1.2.

1.7.1.3.

1.7.1.4.

Negatiivse kontrolli eluvdimelisus — negatiivse kontrolli NR ekstraktis mdddetud absoluutne optiline tihedus
(ODs. nru) Nditab, kas igasse siivendisse kiilvatud 1 x 10* rakku on kasvanud normaalse kahekordistu-
misajaga kaks pdeva kestva uuringu ajal. Katse vastab vastuvdetavuse kriteeriumile, kui keskmine ODj 4
NRU vddrtus mojutamata kontrolli korral on > 0,2.

Positiivne kontroll — igas in vitro 3T3 NRU fototoksilisuse katses tuleb samaaegselt uurida ka tuntud foto-
toksilist kemikaali. EL/COLIPA valideerimisuuringus kasutati positiivse kontrollina kloorpromasiini (CPZ)
ning seega on sece soovitatav. Standardse eeskirjaga in vitro 3T3 NRU fototoksilisuse katses uuritava CPZ
jaoks mairatleti jargmised uuringu vastuvoetavuse kriteeriumid: kiiritatud CPZ (+ UVA): EC;, = 0,1 kuni
2,0 pg/ml, CPZ kiiritamata (- UVA): EC5, = 7,0 kuni 90,0 pg/ml. Fotodrritusetegur (PIF), st ECs, nihe peab
olema vihemalt 6.

Teisi tuntud fototoksilisi kemikaale, mis sobivad oma keemilise klassi voi lahustuvust iseloomustavate suu-
ruste poolest hindamisele kuuluva uuritava kemikaaliga, voib kasutada samaaegse positiivse kontrollina
CPZ asemel. Sellisel juhul tuleb eelnevate andmete alusel adekvaatselt méddratleda ECs, ja PIF voi MPE (kesk-
mine fotoefekt) kui katse vastuvdetavuse kriteeriumid.

Uurimismeetodi kirjeldus

Valmistised

Rakud

Valideerimisuuringus kasutati hiire fibroblasti raku piisiliini — Balb/c 3T3, kloon 31 — kas ATCCst vdi
ECACCst, seetdttu on see liin soovitatav. Sama katse-ceskirja korral voib edukalt kasutada teisi rakke voi
rakuliine juhul, kui kultiveerimistingimused on kohandatud rakkude spetsiifilistele vajadustele, kuid sama-
védrsus peab olema tdestatud.

Rakke tuleb regulaarselt kontrollida mitkoplasmaga saastatuse suhtes ning neid voib kasutada iiksnes siis,
kui taolise kontrolli tulemused on rahuldavad.

Kuna rakkude UVA-tundlikkus v6ib kasvada passaazide arvu suurenemisega, siis tuleb kasutada viikseima
tiheldatud passaazide arvuga Balb/c 3T3 rakke, eelistatavalt alla 100. On oluline, et Balb/c 3T3 rakkude
UVA tundlikkust kontrollitaks regulaarselt vastavalt selles juhendis kirjeldatud kvaliteedikontrolli menet-
lusele.

Keskkonnad ja kultiveerimistingimused

Tavapirase rakupassaazi ja katse protseduuride kdigus tuleb kasutada sobivaid kultiveerimiskeskkondi ja
inkubeerimistingimusi. Balb/c 3T3 rakkude korral on nendeks DMEM, millele on lisatud 10 % vastsiindi-
nud vasika seerumit, 4 mM glutamiini, penitsilliini ja streptomiitsiini, ning niisutatult inkubeerimine
37°C|7,5 % CO, juures. Eclkdige on oluline see, et raku kultiveerimistingimused tagaksid kasutatavate rak-
kude voi kasutatava rakuliini jaoks normaalsesse ajaloolisse vahemikku sattuva elueaga rakud.

Kultuuride ettevalmistamine

Kultiveerimiskeskkonda kiilvatakse kiilmutatud varukultuurist parinevad rakud sobiva tihedusega ja neist
voetakse enne nende kasutamist in vitro 3T3 NRU fototoksilisuse katse vahemalt tiks osakultuur.

Fototoksilisuse katse jaoks kiilvati rakud kultiveerimiskeskkonda sellise tihedusega, et kultuurid ei saavu-
taks konfluentsust uuringu 16puks, st ajaks, mil rakkude eluvéimelisus mairatakse 48 tundi parast rakkude
kiilvamist. 96siivendilises plaadis kasvanud Balb/c 3T3 rakkude jaoks on soovitav rakkude tihedus 1 x 10*
rakku siivendis.

Iga uuritava kemikaali jaoks kiilvatakse rakud iihtmoodi kahte eraldiolevasse 96 siivendiga plaati, mida hoi-
takse kogu uuringu ajal samaaegselt samasugustes kultiveerimistingimustes, vilja arvatud see aeg, kui iiht
plaati kiiritatakse (+ UVA/nahtav) ja teist pimedas hoitakse (-~ UVA/nahtav).

Metaboolne aktiveerimine

Arvestades et metaboliseeruvate siisteemide kasutamine on genotoksilise ja kantserogeense potentsiaali
prognoosimisel tavaliseks ndudeks kdigi in vitro katsete korral, ei ole kuni tidnaseni fototoksikoloogias teada
tihtki kemikaali, mille jaoks oleks vaja metaboolset muundumist, et kemikaal toimiks fototoksiinina kas in
vivo vi in vitro. Seega pole vaja midagi eeldada ega teaduslikult pdhjendada, et seda katset ldbi viia meta-
boolse aktiveerimise siisteemis.



13/25.kd

Euroopa Liidu Teataja

253

1.7.1.5.

1.7.1.6.

Uuritav kemikaal/ettevalmistamine

Uuritavad kemikaalid peavad olema virskelt valmistatud vahetult enne kasutamist, vaatamata sellele, et
andmed piisivuse kohta niitavad vastuvoetavust hoiustamisele. Vajalikuks voib osutuda valmistamine
punase valguse kies juhul, kui tdenioliselt vdib toimuda kiire fotodegradatsioon.

Uuritavad kemikaalid tuleb lahustada puhverdatud soolalahustes, nt Earli tasakaalustatud soolalahuses,
(EBSS) voi fosfaatpuhvriga fiisioloogilises lahuses (PBS), mis peab kiiritamise ajal segava toime véltimiseks
olema vaba valgulistest komponentidest ja valgust absorbeerivast vérvilisest H-indikaatorist.

Vees piiratud lahustuvusega uuritavad kemikaalid tuleb lahustada sobivates lahustites 100kordses soovi-
tud 16ppkontsentratsioonis ning seejirel lahjendada vahekorras 1:100 puhverdatud soolalahusega. Kui
kasutatakse lahustit, siis peab see esinema kdikides kultuurides konstantses ruumalas 1 % (mahuprotsent),
st nii negatiivses kontrollis kui ka uuritava kemikaali kdikide kontsentratsioonide korral.

Soovitatavad lahustid on dimetiitilsulfoksiid (DMSO) ja etanool (EtOH). Sobivad vdivad olla ka teised
madala tsiitotoksilisusega lahustid (nt atsetoon), kuid neid tuleb pohjalikult hinnata spetsiifiliste omaduste

alusel, nt reaktsioonid uuritava kemikaaliga, fototoksilise efekti kustutamine, radikaali piiddvad omadu-
sed.

Solubiliseerimise soodustamiseks voib vajadusel kasutada keerissegamist ja/voi ultraheliga kiiritamist ja/voi
soojendamist temperatuurini 37 °C.

Kiiritamine UV-gafettevalmistamine

Valgusallikas — sobiva valgusallika valik ja sobiv filter on fototoksilisuse madramisel kdige olulisemad
tegurid. UVA ja nahtava valguse piirkonnad assotsieeruvad tavaliselt fotosensibilisatsiooniga (7) (10), see-
juures on UVB vihem oluline ning on otseselt viga tsiitotoksiline, selle tsiitotoksilisus suureneb 1 000
korda tileminekul lainepikkuselt 313 nm lainepikkusele 280 nm (11). Sobiva valgusallika valiku kriteeriu-
mid peavad sisaldama pdhilise ndudena seda, et valgusallikas kiirgaks lainepikkustel, mis neelduvad uuri-
tavas kemikaalis, ning et valguskiirguse doos (tagatud mdistliku aja piires) on piisav tuntud fotosensibili-
saatorite avastamiseks. Lisaks ei tohi kasutatava lainepikkusega valgus ja doosid olla liigselt kahjulikud
uuritava siisteemi suhtes, siia kuulub ka soojuslik emissioon (infrapunane piirkond).

Optimaalse valgusallikana késitletakse paikesevalguse imiteerimist solaarsimulaatoritega. Solaarsimulaato-
rites kasutatakse nii ksenoonkaarlampe kui ka (dopeeritud) elavhdbe-metallhalogeniidkaarlampe. Viimaste
eeliseks on viiksem soojuskiirgus ja odavus, kuid sarnasus pdikesevalgusega jitab soovida. Kuna koik
solaarsimulaatorid kiirgavad margatavas ulatuses ka UVB kiirgust, siis tuleb see sobival viisil filtrida, et nor-
gendada ilimalt tsiitotoksilise UVB kiirgusele vastavaid lainepikkusi.

In vitro 3T3 NRU fototoksilisuse katses tuleb kasutada kiirgusspektrit, mis on praktiliselt vaba UVB osast
(UVA:UVB- 1:20). Triikis on avaldatud in vitro 3T3 NRU Kkatses valideerimisuuringus kasutatud solaarsi-
mulaatori filtritud kiirguse spektraaljaotus (3).

Dosimeetria — valguse intensiivsust (kiirkiiritustihedust) tuleb enne iga fototoksilisuse mairamist regu-
laarselt kontrollida, kasutades sobivat lairiba UV-meetrit. UV-meeter peab olema kalibreeritud vastavalt alli-
kale. UV-meetri t66d tuleb kontrollida ning selleks on soovitatav teise, samatiiiibilise ja samamoodi kalib-
reeritud vordlus-UV-meetri kasutamine. Ideaalne oleks pikemate ajavahemike jdrel spektroradiomeetri
kasutamine valgusallika filtritud kiirguse spektri mddtmiseks ja lairiba-UV-meetri kalibratsiooni kontrolli-
miseks, kuid taolised seadmed vajavad vilunud kisitsemist vastava viljadppe saanud todtajate poolt.

Valideerimisuuringus mératleti doos 5 Jjcm? (UVA) olevat mittetsiitotoksiline Balb/c 3T3 rakkude suhtes
nii piisavalt vdimekas ergastama isegi norgalt fototoksilisi kemikaale. Selleks, et 50 min jooksul saada
5 JJem?, peab kiiritustihedus olema 1,666 mW/cm?. Kui kasutatakse teist rakuliini voi erinevat valgusalli-
kat, siis vib osutuda vajalikuks UVA doosi mdningane kohandamine, kasutades selleks kriteeriumit, et kiir-
gus ei tohi olla kahjulik rakkudele ja peab samas olema piisav standardsete fototoksiinide avastamiseks.
Vajalik valguse toimeaeg arvutatakse jargmiselt:

kiirgusdoos (Jfcm?) x 1000

kiiritustihedus (mW/cm2) X 60

Katsetingimused

Uuritava kemikaali maksimaalne kontsentratsioon ei tohi iiletada 100 pg/ml, sest kaik fototoksilised kemi-
kaalid on avastatud madalamatel kontsentratsioonidel, kuna suuremate kontsentratsioonide korral suure-
neb vale-positiivsete tulemuste (ilehinnanguliste) esinemissagedus (1 3). Uuritava kemikaali suurimale kont-
sentratsioonile vastav pH peab olema rahuldava vaartusega (pH vahemik: 6,5-7,8).

1]=1Ws)
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1.7.3.

1.7.3.1.

1.7.3.2.

1.7.3.3.

Valguskiirgusega (+ UVA) ja selle puudumisel (- UVA) uuritava kemikaali kontsentratsioonide vahemik
tuleb adekvaatselt kindlaks maarata kontsentratsioonivahemiku kindlakstegemiseks moeldud eelnevate eks-
perimentidega. Kontsentratsioonivahemik ja kontsentratsiooniseeriat iseloomustavad sirgldigud tuleb
valida selliselt, et vastureaktsiooni kontsentratsioonsdltuvused vastaksid olulisel méiral eksperimentaalse-
tele andmetele. Kontsentratsiooniseeriates tuleb kasutada geomeetrilist jada (konstantse lahjendusteguri-

8a).

Katsemenetlus (1)

Esimene pdev

Valmistage rakususpensioon 1 x 10° rakku/ml kultiveerimiskeskkonnas ja jaotage 100 pl kultiveerimis-
keskkonda ainult 96 siivendiga koekultuuri mikrotiiterplaatide ddrmistesse siivenditesse (= tiihikatse). Ule-
jdnud siivenditesse jaotage igasse 100 pl suspensiooni, milles on 1 x 10° rakku/ml (= 1 x 10*
rakku/siivendis). Iga kemikaali jaoks valmistage ette kaks plaati: iiks tsiitotoksilisuse (- UVA) madramiseks,
teine fototsiitotoksilisuse (+ UVA) madramiseks.

Inkubeerige rakke 24 tundi (7,5 % CO,, 37 °C) kuni poolkonfluentse monokihi moodustumiseni. Inku-
batsiooniperiood voimaldab rakkude taastumist ja kokkukleepumist ning eksponentsiaalset kasvu.

Teine pdev

Pirast inkubeerimist dekanteerige kultiveerimiskeskkond rakkudelt dra ja peske iga siivendit kaks korda
150 pl EBSS/PBSiga. Lisage 100 pl sobivas kontsentratsioonis uuritavat kemikaali sisaldavat EBSS/PBSi voi
ainult lahustit (negatiivne kontroll). Kasutage uuritava kemikaali 8 erinevat kontsentratsiooni. Inkubeerige
rakke koos uuritav kemikaaliga pimedas 60 minuti jooksul (7,5 % CO,, 37 °C).

Uuringu (+ UVA) osa tegemiseks kiiritage rakke toatemperatuuril 50 minutit 1abi 96 siivendiga plaadi kaane
UVA kiirgusega 1,7 mW/cm? (= 5 JJem?). Tuulutage ventilaatoriga, viltimaks H,O kondenseerumist kaane
all. Hoidke dubleerivaid plaate (- UVA) toatemperatuuril pimedas kastis 50 minutit (= UVAga kiiritamise

acg).

Dekanteerige uuritav lahus dra ning peske kaks korda 150 pl EBSS/PBSiga. Asendage EBSS/PBS kultivee-
rimiskeskkonnaga ja inkubeerige (7,5 % CO,, 37 °C) 66péeva jooksul (18-22 tundi).

Kolmas pidev

Mikroskoopiline hinnang

Uurige rakke faasikontrastimikroskoobi abil. Markige tiles uuritava kemikaali tsiitotoksilisest toimest pdh-
justatud muutused rakkude morfoloogias. See kontroll on soovitatav katsevigade vilistamiseks, kuid neid
andmeid ei kasutata tsiitotoksilisuse voi fototoksilisuse hindamisel.

Neutraalpuna kaasahaarde katse

Peske rakke 150 pl eelsoojendatud EBSS/PBSiga. Eemaldage pesemislahus ettevaatlikult dra valades. Lisage
100 pl NR keskkonda ja inkubeerige 3 tundi temperatuuril 37 °C niiskes atmosfdiris, mis sisaldab 7,5 %
CO,.

Pirast inkubeerimist eemaldage NR keskkond, peske rakke 150 pl EBSS/PBSiga. Dekanteerige ja blottige
EBSS/PBS tiielikult. (Vajadusel: tsentrifuugige poordplaat.)

Lisage tapselt 150 pl NRi desorbeerimislahust (dsjavalmistatud etanool/dddikhape).

Loksutage mikrotiiterplaati kiiresti 10 minutit mikrotiiterplaatide jaoks moeldud loksutusseadmes, kuni NR
on rakkudest ekstraheeritud ja on moodustunud homogeenne lahus.

Madirake NR ekstrakti optiline tihedus spektrofotomeetriga lainepikkusel 540 nm, kasutades vérdlusena
pimekatse siivendeid. Salvestage andmed sobivas failiformaadis (nt ASCII) jargneva analiiiisi tarbeks.
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2.1.

2.2.

2.3.

ANDMED

Andmete kvaliteet ja hulk

Andmed peavad vdimaldama UVA [nihtava valguskiirgusega ja selle puudumisel saadud kontsentratsioon-
soltuvuse motestatud analiiiisi. Tsiitotoksilisuse esinemisel tuleb nii kontsentratsioonide vahemik kui ka
iiksikutele kontsentratsioonsdltuvustele vastavad sirgldigud valida selliselt, et oleks vdimalik eksperimen-
taalsete andmete ldhendamine koveraga. Tingituna asjaolust, et uuritavad kemikaalid voivad pimekatses
(- UVA) mitte olla tsiitotoksilised kuni kindla piirkontsentratsioonini 100 ug/ml, kuid véga tsiitotoksilised
kiiritamisel (+ UVA), vdib osutuda vajalikuks andmete kvaliteedi adekvaatsuse ndude tditmiseks kasutada
eksperimendi molemas osas mitme suurusjirgu vorra erinevaid uuritavaid kontsentratsioone. Kui tsiito-
toksilisust ei leitud eksperimendi mdlemas osas (- UVA ja + UVA), siis piisab katsete labiviimisest pikima
sirgldiguga juhul iiksikdoosist suurima kontsentratsioonini.

Seejuures puudub vajadus ithese positiivse tulemuse verifitseerimiseks korduskatse labiviimisega. Lisaks ei
ole vaja verifitseerida ttheselt negatiivset tulemust eeldusel, et uuritava kemikaaliga tehti katse piisavalt suure
kontsentratsiooni juures. Taolistel juhtudel piisab iihest pohikatsest, mida kinnitab iiks voi enam eelkatset
sobiva vahemiku leidmiseks.

Katsed rajajoonele vastavate tulemustega prognoosiva mudeli kehtivusraja ldheduses kuuluvad verifitsee-
rimiseks kordamisele.

Kui korduskatseid peetakse vajalikuks, siis voib osutuda ithese tulemuse saamiseks vajalikuks katsetingi-
muste varieerimine. Selles katses on olulisimaks muutujaks uuritava kemikaali lahuste valmistamine. Seega
voib katse kordamisel olla kdige olulisem nende tingimuste (kaaslahusti, tritureerimine, ultrahelitootlus)
varieerimine. Alternatiivselt voib kone alla tulla kiirituseelse inkubatsiooniaja varieerimine. Lithem aeg voib
olla oluline vees ebapiisivate kemikaalide korral.

Tulemuste té6tlemine

Voimaluse korral tuleb alati miirata uuritava kemikaali kontsentratsioon, mis vastab rakulise NRU 50 %li-
sele inhibeerimisele (ECs,). Seda voib teha mis tahes sobiva mittelineaarse regressioonanaliiiisi alusel (eelis-
tatavalt Hilli funktsioon voi logistiline regressioon) kontsentratsioonsdltuvuse andmete pdhjal voi kasuta-
des muid ldhendusmeetodeid (14). Enne ECs, kasutamist edasistes arvutustes tuleb hoolikalt kontrollida
lahenduse headust. Alternatiivselt vdib ECs,, arvutamiseks kasutada ka graafilisi ldhendusmeetodeid. Sel
juhul on soovitav tdendosuspaberi kasutamine (x-telg: log, y-telg: probit), sest paljudel juhtudel muutub
kontsentratsioonsoltuvus pirast sellist teisendust lineaarseks.

Tulemuste hindamine (prognoosivad mudelid)

Prognoosiv mudel, versioon 1: fotodrritatavuse tegur (PIF)

Kui mélemal juhul, nii valguskiirguse esinemisel (+ UVA) kui ka selle puudumisel (- UVA), on saadud tdie-
likud kontsentratsioonsdltuvused, siis saab fotodrritatavuse tegurit (PIF) arvutada jargmise valemi abil:

EC50 (-UV)
ECso (+UV)

a) PIF =

PIF < 5 korral ei prognoosita fototoksilist potentsiaali, kuna PIF > 5 korral prognoositakse fototoksilise
potentsiaali olemasolu.

Kui kemikaal osutub tsiitotoksiliseks iiksnes + UVA korral ning ei ole tsiitotoksiline — UVA katsetes, siis
ei saa PIFi véirtust arvutada, kuigi see tulemus viitab fototoksilisele potentsiaalile. Taolistel juhtudel saab
arvutada “> PIF” juhul, kui (- UV) tsiitotoksilisuse katse on tehtud kuni maksimaalse kontsentratsioonini

(C.ay) Ming seda véirtust kasutatakse suuruse “> PIF” arvutamiseks;
ECso(-UV)
b) PIF =
ECs0 (+ UV)

Kui mddrata saab iiksnes “> PIF”, siis prognoosib mis tahes vaartus, mis on > 1, fototoksilist potentsiaali.

Kui nii ECs, (— UV) kui ka ECs,, (+ UV) ei saa arvutada tingituna asjaolust, et kemikaalil ei ilmne mingit
tsiitotoksilisust kuni katsetes kasutatud suurima kontsentratsioonini, siis on see fototoksilise potentsiaali
puudumise tunnuseks. Taolistel juhtudel kasutatakse tulemuse iseloomustamiseks formaalset vairtust “PIF

- *11!;

9 PF = *1
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2.4.

Kui maarata saab tiksnes “PIF = *1”, siis prognoosib see fototoksilise potentsiaali puudumist.

Juhtudel b ja ¢ tuleb in vitro 3T3 NRU fototoksilisuse katses saavutatud kontsentratsioonid fototoksilise
potentsiaali prognoosimisel hoolikalt arvesse votta.

Prognoosiv mudel, versioon 2: keskmine fotoefekt (MPE)

Alternatiivselt voib kasutada fototoksilise potentsiaali prognoosimisel mudeli uudset versiooni, mis tootati
vilja EL/COLIPA valideerimisuuringu (15) andmete pdhjal ja uuriti pimekatse tingimustes jargnevas UV fil-
terkemikaalide in vitro fototoksilisuse uuringus (13). See mudel on vaba PIF-mudeli piirangutest juhtudel,
kus ei ole voimalik maarata EC5,. Mudel kasutab “keskmist fotoefekti”, vaartust, mis pohineb tdiclike kont-
sentratsioonsdltuvuste vordlusel. MPE mudeli rakendamiseks tootati Humboldti nim. Ulikoolis (Berliin)
vilja spetsiaalne arvutitarkvara, mida on sealt voimalik hankida.

Tulemuste tolgendamine

Positiivne tulemus in vitro 3T3 NRU fototoksilisuse katse (PIF > 5 vdi MPE > 0,1) viitab sellele, et uuritav
aine omab fototoksilist potentsiaali. Kui see tulemus on saadud kontsentratsioonidel alla 10 pg/ml, siis on
uuritav kemikaal vdimeline toimima erinevates kokkupuutetingimustes ka in vivo tingimustes fototoksii-
nina. Kui positiivne tulemus saadi iiksnes kdige suurema uuritava kontsentratsiooni, 100 pg/ml korral, voib
edasise seisukohtade jaoks osutuda vajalikuks riskianaliiiis voi fototoksiline voime. Sinna hulka véivad kuu-
luda sissetungimist iseloomustavad andmed, imendumine ja kemikaali kuhjumine nahas voi kemikaali uuri-
mine alternatiivses kinnitavas katses, nt kasutades inimnaha in vitro inimnaha mudelit.

Negatiivne tulemus in vitro 3T3 NRU fototoksilisuse katses (PIF < 5 voi MPE < 0,1) viitab sellele, et uuritav
aine ei olnud kultiveeritud imetajarakkudele kasutatud tingimustes fototoksiline. Juhtudel, kus kemikaali
saab uurida kuni suurima kontsentratsioonini 100 pg/ml, viitab negatiivne tulemus sellele, et kemikaal ei
oma fototoksilist potentsiaali ja fototoksilisuse esinemine in vivo on ebatdendoline. Juhtudel, kus kontsent-
ratsioontoksilisuse identset séltuvust (EC5, + UV ja EC5, — UV) tdheldati madalamate kontsentratsioonide
juures, on andmete tolgendamine samasugune. Kui aga toksilisust ei ilmnenud (+ UV ja — UV) ja kui vees
lahutuvuse tottu on piirkontsentratsioon alla 100 pg/ml, siis on uuritava aine katses kasutamine kiisitav
ning kaaluda tuleb kinnitavate uuringute labiviimist (nt kas in vitro naha mudeli voi ex vivo naha mudeli voi
in vivo katsete alusel).

ARUANDLUS
Uuringuprotokoll

Uuringuprotokoll peab sisaldama jargmist teavet:

Uuritav kemikaal:

— identifitseerimisandmed ja CASi nr, kui see on teada,

— fudisikaline loomus ja puhtus,

— uuringu tegemise seisukohalt olulised fuiisikalis-keemilised omadused,
— piisivus ja fotostabiilsus, kui see on teada.

Lahusti:

— lahusti valiku pohjendus,

— uuritava kemikaali lahustuvus selle lahustis,

— lahusti protsendiline sisaldus tootluskeskkonnas (EBSS voi PBS).
Rakud:

— tiitip ja rakkude piritolu,

— miikoplasma puudumine,

— rakupassaazide arv, kui see on teada,

— rakkude UVA-tundlikkus, mis on mairatud in vitro 3T3 NRU fototoksilisuse katses kasutatud kiiritus-
seadmega.

Katsetingimused (a) — inkubeerimine enne ja pérast tootlemist:
— kultiveerimiskeskkonna tiiiip ja koostis,
— inkubeerimistingimused (CO, kontsentratsioon, temperatuur, niiskus),

— inkubeerimise kestus (eelinkubeerimine, jarelinkubeerimine).
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Katsetingimused (b) — kemikaaliga tootlemine:

— UV—/nihtava valguskiirgusega ja ilma selleta kasutatud uuritava kemikaali kontsentratsioonide valiku
pohjendus,

— uuritava kemikaali piiratud lahustuvuse ja tsiitotoksilisuse puudumisel suurima uuritud kontsentrat-
siooni pohjendus,

— tootlemiskeskkonna tiiiip ja koostis (puhverdatud soolalahus),

— kemikaaliga tootlemise kestus.

Katsetingimused (c) — kiiritus:

— kasutatud valgusallika valiku pohjendus,

— valgusallika kiirgustiheduse spektraalkarakteristikud,

— kasutatud filtri(te) labilaskvus-/neeldumiskarakteristikud,

— kiirgusmooturite karakteristikud ja nende kalibreerimise iiksikasjad,
— valgusallika kaugus uuritavast siisteemist,

— UVA kiirgustihedus sellel kaugusel, ithikutes mW/cmz,

— UV-/nihtava valguskiirguse toime kestus,

— UVA kiirgusdoos (kiirgustihedus x aeg), ithikutes J/cm?,

— rakukultuuride temperatuur kiiritamise ajal ja samal ajal pimedas hoitud rakukultuuride temperatuur.
Katsetingimused (d) — NRU-katse:

— NR keskkonna koostis,

— NR inkubeerimise kestus,

— inkubeerimistingimused (CO, kontsentratsioon, temperatuur, niiskus),
— NR ckstraheerimistingimused (ckstrahent, kestus),

— NR optilise tiheduse spektrofotomeetrilisel maaramisel kasutatud lainepikkus,
— teine lainepikkus (vordlus), kui seda on kasutatud,

— spektrofotomeetri tithja kiiveti sisu, kui seda on kasutatud.

Tulemused:

— rakkude eluvdimelisus uuritava kemikaali igal kontsentratsioonil, avaldatuna protsentides kontroll-
proovi keskmisest eluvdimelisusest,

— kontsentratsioonsdltuvuse koverad, (teljestikus uuritava kemikaali kontsentratsioon — rakkude suhte-
line eluvdimelisus), médratud samaaegsetes + UVA ja — UVA eksperimentides,

— kontsentratsioonsoéltuvuskdverate analiiiis: vdimaluse korral ECs, (+ UVA) ja ECs;, (- UVA)
arvutus/méidramine,

— UVA-/ndhtava valguskiirguse esinemisel ja selle puudumisel mdddetud kahe kontsentratsioonsdltu-
vuskdvera vordlemine kas fotodrritatavusteguri (PIF) madramise voi keskmise fotoefekti (MPE) méira-
mise abil,

— fototoksilise potentsiaali klassifitseerimine,

— katse vastuvdtu kriteerium (a) — samaaegne negatiivne kontroll:
— kiiritatud ja kiiritamata rakkude absoluutne eluvdimelisus (optiline tihedus voi NR ekstrakt),
— eelnevad andmed negatiivse kontrolli, keskvaartuse ja standardhilbe kohta,

— katse vastuvotu kriteerium (a) — samaaegne positiivne kontroll:
— positiivse kontrolli kemikaali EC5, (+ UVA) ja EC5, (- UVA) ning PIF,

— eelnevad andmed positiivse kontrolli kemikaali kohta: ECs, (+ UVA) ja EC, (- UVA) ning PIF, kesk-
véirtus ja standardhilve.

Tulemuste arutelu.

Jareldused.
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Liide
3T3 NRU osa kemikaalide fototoksilisuse uuringu jadakisitlusel

Kemikaali Q(SAR)
esialgne hindamine, fotokeemia

Edasised

UV—/nahtava piirkonna

neeldumisspekter Neeldumine fotobioloogilised
sobivas lahustis puudub uuringud pole
néutavad

{nt OECD TG 10)

Neeldumine

Invitro 3T3 NRU fototoksilisuse katse

@ Konts.

> 100 pg/ml

e Konts.

<100 pg/ml

Reguleerivad v
meetmed olenevalt ideeri inni "
N ¢ Valideeritud kinnitav Age fototoksiline
asutamisest katse ;
o potentsiaal puudub
inimeste korral, nt (vt paragrahvi 2.4)
margistamine

A 4
Invitro
(23] fotogenotoksilisus

Fotoallergilisuse katse

©

Ohutusuuring inimestel”

(") Taiendavaid iiksikasju voib leida viites 12.”



