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KOMISIJAS DIREKTIVA 2000/33/EEK
(2000. gada 25. aprilis),

kas divdesmit septito reizi tehnikas attistibai pielago Padomes Direktivu 67/548/EEK par normativo un
administrativo aktu tuvinaSanu attieciba uz bistamu vielu klasifikaciju, iepakoSanu un markésanu ()

(dokuments attiecas uz EEZ)

EIROPAS KOPIENU KOMISJJA,
nemot véra Eiropas Kopienas dibinasanas ligumu,

nemot véra Padomes Direktivu 67/548/EEK (1967. gada
27. jlinijs) par normativo un administrativo aktu tuvinasanu attie-
ciba uz bistamu vielu klasifikaciju, iepako$anu un markésanu (1),
kura jaunakie grozijumi izdariti ar Eiropas Parlamenta un Pado-
mes Direktivu 1999/33/EK (?), un jo pasi tas 28. pantu,

ta ka:

(1)  Direktivas 67/548/EEK V pielikuma ir izklastitas metodes
vielu un preparatu fizikali kimisko ipasibu, toksicitates un
ekotoksicitates noteiksanai. Sis pielikums ir japielago teh-
nikas attistibai.

(2)  Saskana ar Padomes Direktivas 86/609/EEK (1986. gada
24. novembris) par dalibvalstu normativo un administra-
tivo aktu tuvinaSanu attieciba uz eksperimentaliem un
citiem zinatniskiem noliikiem izmantojamo dzivnieku aiz-
sardzibu (%) 7. panta 2. punktu, ja veélama rezultata iegtisa-
nai ir pieejama cita zinatniski pienemama un pamatota
metode, tad eksperimentu, kas saistits ar dzivnieku izman-
toSanu, neveic.

(3)  Komisija paredz Direktivas 67/548/EEK V pielikuma
ieklaut atseviskas alternativas testa metodes, kas nav sais-
titas ar dzivnieku izmantoSanu, lai tas blitu pieejamas
kimisko vielu testiem saskana ar Direktivas 67/548/EEK
3. panta 1. punktu.

(4)  Saja direktiva paredzétie pasakumi ir saskana ar atzinumu,
ko sniegusi Komiteja to direktivu pielagosanai tehnikas
attistibai, kuras attiecas uz tehnisko skérslu atcelSanu bis-
tamu vielu un preparatu tirdznieciba,

() Apstiprinats pirms 26. piclagosanas.
() OV 196,16.8.1967., 1. Ipp.

(®» OVL199,30.7.1999., 57. Ipp.

(}) OVL 358, 18.12.1986., 1. Ipp.

IR PIENEMUSI SO DIREKTIVU.

1. pants

Sis direktivas 1 un Il pielikuma tekstu pievieno Direktivas
67/548EEK V pielikuma B dalai.

2. pants

1. Dalibvalstis stajas spéka normativi un administrativi akti, kas
vajadzigi, lai, vélakais, lidz 2001. gada 1. oktobrim izpilditu $is
direktivas prasibas. Par to dalibvalstis talit informé Komisiju.

Kad dalibvalstis pienem $os noteikumus, tajos ietver atsauci uz $o
direktivu vai ari $adu atsauci pievieno to oficialai publikacijai.
Dalibvalstis nosaka, ka izdaramas $adas atsauces.

2. Dalibvalstis dara zinamus Komisijai galvenos savu tiesibu aktu
noteikumus, ko tas piepémusas joma, uz ko attiecas $1 direktiva,
un §as direktivas un pienemto valsts tiesibu aktu noteikumu kore-
laciju tabulu.

3. pants

Si regula stajas speka tresaja diena péc tas publicésanas Eiropas
Kopienu Oficialaja Vestnest.

4. pants

S direktiva ir adreséta dalibvalstim.

Briselé, 2000. gada 25. aprili
Komisijas varda —
Komisijas locekle

Margot WALLSTROM
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.5.3.1.

I PIELIKUMS

“B.40. ADAS KOROZIJA
METODE

Ievads

Divus adas korozivitates in vitro testus — Zurku adas elektriskas pretestibas (TER) noteiksanu un testu,
izmantojot cilvéka adas modeli, Eiropas Centrs Alternativo metoZu apstiprinasanai (ECAMV, Apvieno-
tais Pétniecibas centrs, Eiropas Komisija) ir apstiprindjis ka zinatniski derigus’*?. ECAMV apstiprinasa-
nas pétijums pieradija, ka abi testi dod iespé&ju ticami at3kirt zinamus adas korodantus no nekorodan-
tiem. Turklat testa zinojums, kura pamata ir cilvéka adas modelis, deva iesp&ju labot at3kiribu starp
korozijas efektu pakapém (zinamiem spécigiem adas korodantiem, R35, un citiem adas korodantiem,
R34)2. Ir dots abu testu apraksts un procediiras; testa izvéli nosaka lietotaja specifiskas prasibas un prieks-
rocibas.

Skatit ari Vispariga ievada B dalu.
Definicijas

Adas korozija: neatgriezenisku adas audu bojajumu radiSana péc testa materiala pielietosanas.

Standartvielas

Nav konkretizétas, bet skatit 1.5.3.4. un 1.7.2.3. punktu.

Testa metodes biitiba — Zurkas adas TER noteik$ana

Testa materialu lieto humani nogalinatu jaunu Zurku adas epidermas diskiem lidz pat 24 stundam. Koro-
zivos materialus nosaka péc to spéjas radit barjeras funkciju un normala raga slana viengabalainibas
zudumu, ko méra ki adai piemitosas TER pazeminasanos zem slieksna limena (5 kQ)*°. Kairinogi un
nekairino$i materiali nepazemina TER zem sliek$na limena. Virsmas aktivu vielu un neitralu organisko
vielu (definiciju skatit atsauce®) testa procediira var ieklaut krasvielu saistisanas stadiju, lai samazinatu
konkréti ar $im kimiskajam vielaim iegiitos kl@idaini pozitivos rezultatus®’.

Testa metodes apraksts — Zurkas adas TER noteik$ana

Dzivnieki

Adas disku sagatavosanai nepieciesamas jaunas (20 — 23 dienas vecas) Zurkas (Wistar vai lidzvértiga
dzimta). Muguras un sanu apmatojumu ripigi nopem ar mazu, dzivniekiem paredzétu skuvekliti. Péc
tam, kad adas laukumu iemeérc antibiotiku $kiduma (pieméram, streptomicinu, penicilinu, hloramfeni-
kolu un amfotericinu saturosa $kiduma ar koncentraciju, kas ir efektiva baktériju augsanas kavésanai),
dzivniekus mazga, uzmanigi noslaukot. Tresaja un ceturtaja diena péc pirmas mazgasanas antibiotiku 3ki-
duma dzivniekus mazga ar antibiotikam vélreiz un izmanto tris dienu laika (adas preparatu gatavosanai
izmantojamie dzivnieki nedrikst bat vecaki par 31 dienu).

Adas disku sagatavosana

Dzivniekus humani nogalina. Tad nonem dzivnieka muguras adu un nonpem no tas tauku parpalikumu,
uzmanigi nokasot. Adu parliek par politetrafluoretiléna (PTFE) caurulites galu 3, lai nodrosinatu epider-
mas virsmas saskari ar cauruliti. Lai adu noturétu vajadzigaja vietd, caurulites gala stingri uzmauc “O”
veida gumijas gredzenu un audu atlikumu nogriez. Caurulites un “O” veida gredzena izmeéri ir paraditi 1.
zim&juma. Péc tam “O” veida gumijas gredzenu PTFE caurulites gala riipigi ieziez ar vazelinu un uzmauc
uz caurulites. Uztvéréjkamerd, kas satur magnija sulfata $kidumu (154 mM), cauruliti nostiprina ar atspe-
res spaili (2. Zimé&jums)

Testa procediira
Testa materiala pielietoSana

Skidras testa vielas (150 pl) pielieto, apstradajot epidermas virsmu caurulites iek$pusé (2. Zimgjums). Tes-
tgjot cietus materialus, cieto vielu diskam japielieto pietiekama daudzuma, lai nodrosinatu visu epider-
mas virsmas nosegSanu. Péc tam virs cietas vielas pievieno dejonizétu tideni (150 pl) un caurulites viegli
sakrata. Starp testa vielam un adu jabait maksimalai saskarei. Dazam cietajam vielam to var panakt, testa
vielas uzsildot lidz 30 °C, lai izkausétu, vai ari tas sasmalcinot, lai iegtitu granulétu materialu vai pulveri.
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1.5.3.2.

1.5.3.3.

1.5.3.3.1.

1.5.3.3.2.

Katrai testa vielai lieto tris adas diskus. Testa vielas pielieto 24 stundas (skatit arT 1.5.3.4.). Testa vielas
noskalo, mazgajot ar krana Gidens striiklu, temperattira lidz 30 °C tik ilgi, lidz viss ir noskalots. Caurulité
saciet&juso testa vielu noskalosanu var atvieglot, mazgajot ar siltu Gidens striklu aptuveni 30 °C tempe-
ratara.

TER meérijumi

TER méra, izmantojot zemas voltazas, mainstravas tiltu (piem., AIM 401 vai 6401, vai lidzvértigu). Pirms
elektriskas pretestibas mérisanas samazina adas virsmas spriegumu, pievienojot 70 % etanolu ta, lai par-
klatu epidermu. Péc dazam sekundém etanolu nolej, apgriezot cauruliti otradi, un tad, pievienojot 3 ml
magnija sulfata $kiduma (154 mM), veic audu hidrésanu. Lai veiktu diska pretestibas meérjjumus kQ/adas
disks, mainstravas tilta elektrodus novieto viena vai otra adas diska pusé (2. zim&jums). Elektroda izméri
un zem Zok|spailem novietota elektroda garums paradits 1. zimejuma. Ieksgja (tieva) elektroda spaile pre-
testibas mériSanas laika ir novietota uz PTFE caurulites gala, lai vajadzigais elektroda garums bitu
iemérkts magnija sulfata skiduma. Argjais (tievais) elektrods ir novietots uztvéréjkameras iekspusé ta, lai
tas balstitos uz kameras pamatnes. Attalumu starp atsperes spailes pamatni un PTFE caurulites pamatni
saglaba nemainigu (1. zZimé&ums), jo $is attalums ietekmé iegitas pretestibas lielumu.

Jaatzimé, ka, ja izmeéritais pretestibas lielums parsniedz 20 kQ, célonis tam var biit testa vielas izveidotais
diska epidermas virsmas parklajums. So parklajumu var méginat nonemt, pieméram, ar cimdotas rokas
1kski ciesi aizspiezot PTFE cauruliti un apméram 10 sekundes kratot; magnija sulfata skidumu nolej un
pretestibas mérijjumu atkarto ar svaigu magnija sulfatu.

Vidgjos TER rezultatus atzist par derigiem ar nosacijumu, ka konkurégjosie pozitivie un negativie kontro-
les lielumi ietilpst pienemamas metodes robezas. leteiktas kontrolvielas un ar tam saistitas pielaujamas
pretestibas robezas aprakstitajai metodei un iekartai ir:

Kontrole Viela Pretesﬁbz(il: (gl)iapazons
Pozitiva 10 M salsskabe (36 %) 0,5—1,0
Negativa Destiléts tidens 10 — 25

Modificéta procedira virsmas aktivam vielam un organiskam vielam

Ja TER lielumi testa vielam, kuras ir virsmas aktivas vielas vai organiskas vielas, ir mazaki vai vienadi ar
5 kQ, audiem var veikt krasvielas caurlaidibas novértéjumu. Si procediira noteiks, vai rezultati nav kla-
daini pozitiviZ.

Sulforodamina B krasvielas pielieto$ana un aizskalosana

Péc sakotngjas apstrades ar testéjamo vielu katra adas diska epidermas virsmai pielieto divu stundu
apstradi ar 150 pl sulforodamina B krasvielas 10 % (m/V) skidumu destiléta tideni. Tad adas diskus mazga
krana tidens striikla pie istabas temperatiiras apméram 10 sekundes, lai noskalotu jebkuru nepiesaistitas
krasvielas parpalikumu. Katru adas disku ripigi nonem no PTFE caurulites un ievieto traucina (piem.,
20 ml stikla sinitilacijas traucina), kas satur dejonizétu Gideni (8 ml). Traucinus uzmanigi krata 5 mind-
tes, lai aizskalotu nepiesaistitas krasvielas parpalikumu. Tad atkarto skalosanas procediiru, péc kuras adas
diskus nonem un ievieto traucinos, kas satur 5 ml 30 % natrija dodecilsulfata (NDS) skidumu destiléta
ddeni un atstdj pa nakti inkubéties 60 °C temperattra. Péc inkubacijas katru adas disku iznem un izmet,
un atlikuso $kidumu centrifugé 8 mindtes 21 °C temperatira (relativais centriftigas speks “175). No $ki-
duma virs nogulsném nem 1 ml paraugu, péc tam atskaida attieciba 1: 5 (V/V) (t.i., 1 ml + 4 ml) ar 30 %
(m/V) NDS destiléta tdent. Méra skiduma optisko blivumu (OB) aptuveni pie 565 nm.

Krasvielas satura aprékins

Sulforodamina B krasvielas saturu diska aprékina péc OB lieluma (sulforodamina B krasvielas molaras
ekstinkcijas koeficients pie 565 nm = 8,7 x 10* molekularais svars = 580). Sulforodamina B krasvielas
saturu nosaka katram diskam un tad atkartojumiem aprékina krasvielas vidgjo saturu. Krasvielas piesai-
stes vidgjos rezultatu atzist par derigiem ar nosacijumu, ka paralélas kontroles liclumi ietilpst pienemamas
metodes robezas. Aprakstitajai metodei un ickartai pienemamais krasvielas satura diapazons kontrolvie-
lam ieteicams:



13/25. s¢j.

Eiropas Savienibas Oficialais Veéstnesis

245

1.5.3.4.

1.6.

1.7.

1.7.2.1.

1.7.2.2.

Krasvielas satura diapa-
Kontrole Viela zons
(ng/disks)
Pozitiva 10 M salsskabe (36 %) 40 — 100
Negativa Destiléts adens 15— 35
Papildinformacija

Testa vielas var lietot ari isakai iedarbibai uz adas diskiem (piem., 2 stundas), lai noteiktu tos materialus,
kas ir loti spécigi korodanti. Tomér apstiprinasanas pétijuma atklajas, ka TER parbaude, novertéjot koro-
zivitates potencialu, vairakam testa vielam péc divu stundu pielietojumu adas diskiem dod paaugstinatus
rezultatus?, kaut arf péc 24 stundu pielietosanas ta lauj pareizi noteikt korozivus un nekorozivus.

Testa iekartas Ipasibas, izméri un izmantota eksperimenta procediira var ietekmét iegiitos TER lielumus.
Korozijas robezlielums 5 kQ noteikts, izejot no datiem, kas iegiiti, izmantojot Ipasu, $aja metodé aprak-
stitu iekartu un procediru. Ja batiski maina testa apstaklus, var pielietot atskirigus robezlielumus un kon-
troles lielumus. Tapéc metodologijas izvéli un pretestibas robezlielumu kalibraciju ieteicams veikt, tes-
t&jot virkni standartvielu, kuras atlasitas no apstiprinisanas pétfjuma izmantotajam kimiskajam vielam>.

Testa metodes princips — cilvéka adas modela parbaude

Testa materialu piclieto laika perioda pat lidz 4 stundam lokala veida cilveka adas trisdimensiju mode-
lim, kurs ietver atjaunotu epidermu ar funkcionalu raga slani. Korozivos materialus nosaka péc to spéjas
izraisit $Gnu dzivotspéjas pazeminasanos (ka noteikts, pieméram, izmantojot MTT samazina$anas par-
baudi) lidz lielumam, kas mazaks par konkrétajam iedarbibas periodam noteikto robezlimeni. Parbaudes
princips ir saskana ar hipotézi, ka kimiskas vielas, kuras ir korodanti, ir tas, kas spgj iespiesties raga slani
(ar difuzijas vai erozijas palidzibu) un kuras ir pietickami citotoksiskas, lai izraisitu $iinu bojacju apakséja
$tnu slani.

Testa metodes apraksts — cilveka adas modela parbaude

Cilveka adas modeli

Cilveka adas modeli var bt dazadas izcelsmes, bet tiem jaatbilst noteiktiem kritérijiem. Modelim jabit
ar funkcionalu raga slani, zem kura ir dzivu $tnu slanis. Raga slanim jabat ar atbilsto§am barjeras funk-
cijam. To var pieradit, demonstréjot modela noturibu pret citotoksiskumu péc tam, kad pielietotas vie-
las, kas zinamas ka citotoksiskas, bet kuras parasti netiek cauri raga slanim. Modelim jabit tadam, kas
noteiktos eksperimenta apstaklos sp&j dot reproducéjamus rezultatus.

Dzivo §iinu dzivotspéjai modeli jabit pietiekami augstai, lai varétu labi atskirt pozitivas un negativas kon-
trolvielas. Stinu dzivotspéjai (pieméram, ka mérits ar MTT samazinasanas daudzumu, t.i., OB lielumu) péc
negativas kontroles vielas iedarbibas jasamazinas pienemamas konkréta modela robezas. Lidziga veida
pozitivas kontroles (attieciba pret tam, kuras ir negativas kontroles) vielam §tinu dzivotspéjas vertibai
jabat tadai, kas ietilpst noteiktas robezas. Vissvarigak pieradit, ka izmantotais prognozes modelis atbilst
starptautiskajiem apstiprinasanas standartiem?.

Testa procediira

Testa materiala pielieto3ana

Attieciba uz $kidriem materialiem testa viela japielieto pietickama daudzuma, lai nosegtu adas virsmu
(vismaz 25 pl/cm?). Attieciba uz cietam vieldm testa viela japielieto pietickama daudzuma, lai nosegtu
adu, un tad ta jasamitrina, lai nodrosinatu labu saskari ar adu; vajadzibas gadijuma, pirms pielietosanas
cietas vielas jasasmalcina pulveri. Japarada, ka pielictosanas metode ir atbilstiga plasam kimisko vielu
spektram?. Tedarbibas perioda beigas testa materidlu no adas virsmas riipigi nomazga ar sals skidumu.

Stnas dzivotspéjas mérijumi

Siinas dzivotspéjas mérfjumiem var izmantot jebkuru kvantitativu, apstiprinatu metodi. Visbiezak izman-
tota parbaude ir MTT samazinasanas parbaude, kura pazistama ka tada, kas dazadas laboratorijas devusi
precizus un reproducéjamus rezultatus®. Adas diskus ievieto 0,3 mg/ml MTT $kiduma pie 20 — 28 °C
uz 3 stundam. Tad izgulsnéto zilo formazana produktu ekstragé (Skiduma ekstrakcija) un formazana kon-
centraciju méra, nosakot OB pie vilnu garuma starp 545 un 595 nm.
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1.7.2.3.

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

Papildinformacija

Izmantotais adas modelis un precizs iedarbibas laiks un mazgasanas procediras utt. Joti ietekmé $tinas
dzivotspgjas rezultatus. Izvéloties metodologiju un kalibréjot prognozes modeli, ieteicams veikt virkni
testu ar standartvielam, kuras izraudzitas no ECAMYV apstiprinasanas pétjjuma izmantotajam kimiska-
jam vielam®. Biitiski, lai ir noradita izmantota metode, ko var atkartot dazadas laboratorijas — plasam
kimisko vielu spektram un saskana ar starptautiskajiem standartiem. Metodei jaatbilst vismaz tiem zinat-
niska deriguma kritérijiem, kas noteikti ieprieks?, un §i deriguma izpétes rezultatiem jabiit publicétiem
zinatniska zurnala, kura rakstus recenzé.

DATI

Rezultatu apstrade

urkas adas TER noteik$ana

Testa materiala pretestibas lielumus (kQ), pozitivas un negativas kontroles, ka arf jebkuras standartvielas,
tai skaita atkartoto eksperimentu datus, vidgjos lielumus un iegatas klasifikacijas, janorada tabulas veida.

Cilveka adas modela parbaude
Testa materiala OB lielumus un testa materialam, pozitivai un negativai kontrolei un jebkurai standart-

vielai apréekinatos procentualos $tinas dzivotspéjas datus, tai skaita atkartoto eksperimentu datus, vidéjas
vértibas un iegato klasifikaciju, janorada tabulas veida.

Rezultatu izveértéjums un interpretacija

urkas adas TER noteikSana

Ja vid@jais TER lielums, kas iegiits testa vielai, ir lielaks neka 5 kQ, tad i viela nav korodants. Ja TER lie-
lums ir mazaks vai vienads ar 5 kQ un testa viela nav virsmas aktiva viela vai neitrala organiska viela, tad
ta ir korodants.

Virsmas aktivam vielam vai organiskam vielam, kuram TER lielums ir mazaks vai vienads ar 5 kQ, var
veikt krasu caurlaidibu parbaudi. Ja vidéjais krasvielas saturs diskam ir lielaks vai vienads ar 36 % HCl
pozitivas kontroles diska vidgjo krasvielas saturu, kas iegiits paraléla eksperimenta, tad testa viela ir patie-
§am pozitiva un tapéc ir korodants. Ja vidéjais krasvielas saturs diskam ir mazaks neka 36 % HCl pozi-
tivu kontroles diskam vidgjais krasvielas saturs, kas iegiits paraléla eksperimenta, tad testa viela ir kla-
daini pozitiva un tapéc nav korodants.

Cilveka adas modela parbaude

Negativas kontroles OB lielums atbilst 100 % $tnu dzivotspéjai; tadé] katra testa paraugam iegiitos OB
lielumus var izmantot, lai aprékinatu procentualo dzivotspéju attieciba pret negativo kontroli. Progno-
zes modela §tinu procentualas dzivotspéjas robezlielumu, kas Jauj atskirt korozivus materialus no tadiem
testa materialiem, kas nav korozivi (vai at3kirt dazadas korodantu grupas), skaidri janosaka pirms meto-
des apstiprindsanas un turpmaka apstiprinasanas pétijuma japierada, ka $is robezlielums ir atbilstoss?.

ZINOJUMI

Testa zinojums
Testa zinojuma jabit vismaz $adam zinam:
Testa viela:

— identifikacijas dati, fizikala batiba un, ja nepieciesams, fizikali kimiskas ipasibas. Lidzigu informaciju
janodrogina ari attieciba uz standartvielam, ja tadas izmantotas.

Testa apstakli:
— sika informacija par pielietoto testa procediiru,

— jebkuru modifikaciju apraksts un pamatojums.
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Rezultati:

— testa materialu, pozitivas un negativas kontroles un jebkuras standartvielas pretestibas lielumu (TER
noteik$ana) vai procentualas $tinu dzivotspgjas lieclumu (cilvéka adas modela parbaude) dati tabulas
veida, tai skaita atkartoto eksperimentu un vidgjo lielumu dati,

— jebkuras citas novérotas iedarbibas apraksts.

Rezultatu apspriesana.

Secinajumi.
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I PIELIKUMS

“B.41. FOTOTOKSICITATE — IN VITRO3T3NRU FOTOTOKSICITATES TESTS

METODE

Ievads

Fototoksicitati definé ka toksisku atbildes reakciju, kas izpauzas péc atsevisku vielu pirmas iedarbibas uz
adu un tai sekojosas gaismas iedarbibas vai ko izraisa lidzigi — ar adas apstarosanu péc sistémiskas apstra-
des ar kimikalijam.

Informacija, kas iegiita 3T3 NRU in vitro fototoksicitates testa kalpo testa vielas fototoksicitates potenciala
noteikSanai, t.i., pastav vai nepastav draudi, ko varétu izraisit testa viela kopa ar paklausanu UV un redza-
mas gaismas iedarbibai.

Ta ka in vitro testa toksikologiskais galamerkis ir kimiskas vielas un gaismas kombinétas iedarbibas izraisita
fototoksicitates noteiksana, ar o testu var noteikt savienojumus, kuri ir fototoksiski in vivo péc sistémiska
pielietojuma un izplatidanas uz adas, ka arT savienojumus, kuri péc lokala pielietojuma uz adas darbojas ka
fotokairinataji.

3T3NRU in vitro fototoksicitates testu izstradaja un apstiprinaja apvienota EU/COLIPA projekta, laika no
1992. lidz 1997. gadam'->?, lai raditu derigu in vitro alternativu dazadajiem lietosana esosajiem in vivo tes-
tiem. ESAO 1996. gada seminara fototoksicitates novértésanai ieteica sérijveida testéSanu in vitro*.

3T3NRU in  vitro  fototoksicitates  testa  iegitos rezultatus  salidzindgja ar  akata
fototoksicitates/fotokairinajuma iedarbibu in vivo dzivniekiem un cilvékiem, un pieradija, ka tests attieciba
uz $o iedarbibu uzrada lielisku prognozéjamibu. Tests nav paredzéts tam, lai prognozétu citus atgriezeni-
skus efektus, kurus var izraisit kombinéta kimisko vielu un gaismas iedarbiba, piem., fotogenotoksicitati,
fotoalergiju un fotokancerogénitati, kaut arf daudzas kimiskas vielas, kuras uzrada 3is specifiskas ipasibas,
dos pozitivu reakciju 3T3NRU in vitro fototoksicitates testa. Tests turklat nav paredzéts fototoksiskas iedar-
bibas stipruma novértésanai.

Seciga pieeja kimikaliju fototoksicitates testéSanai ir izklastita papildindjuma.

Definicijas

Starojums: uz virsmu krito3a starojuma ultravioletas (UV) vai redzamas gaismas intensitate, kas izteikta mér-
vientbas W/m? vai mW/cm?.

Gaismas deva: uz virsmu krito$a ultravioleta (UV) vai redzama starojuma daudzums (= intensitate x laiks),
kas izteikts dzoulos (= W x laiks uz virsmas laukumu, piem., J/m? vai Jjcm?.

UV gaismas vilpu joslas: CIE (Commission Internationale de L’Eclairage) ieteiktas joslas ir: UVA (315 —
400 nm), UVB (280 — 315 nm) un UVC (100 — 280 nm). [zmanto ari citas gaismas vilnu joslas: sada-
lijums starp UVB un UVA bieZi vien ir pie 320 nm un UVA var iedalit UV-A1 un UV-A2 ar sadalijumu pie
apmeéram 340 nm.

Siinu dzivotspéja: parametrs, kas raksturo $iinu populacijas kopgjo aktivitati (piem., vitali neitrali sarkana
uznemsanu $tnu lizosomas), kas atkariba no mérjjumu galamérka un izmantota testa plana korelé ar
kopgjo $tnu skaitu un/vai $tnu vitalitati.

Relativa Siinu dzivotspgja: $tnu dzivotspéja, kas izteikta attieciba pret negativiem (3kidinataja) kontrolmeri-
jumiem, kuri izmantoti visa testa procedtira (vai nu + UV, vai — UV), neapstradajot ar testa kimikaliju.

Prognozesanas modelis: algoritms, kas izmantots, lai toksicitates testa rezultatus parveidotu toksiska poten-
ciala prognoze. Testa vadoSajas noradés PIF un MPE var izmantot, lai 3T3NRU in vitro fototoksicitates testa
rezultatus transformétu fototoksicitates prognozeé.

PIF (fotokairingjuma faktors): faktors, kas iegiits, salidzinot testu vielu divas vienadi efektivas citotoksiskas
koncentracijas (EKs,), kuras iegiitas, apstarojot (+ UV) ar UVA[redzamo gaismu, kas nav citotoksiska, un
bez apstarosanas (— UV).

MPE (vidgjais fotoefekts): jauns mérijums, kas iegiits, matematiski analizgjot tadas pilnas divu koncentraciju
iedarbibas liknes, kuras iegiitas, apstarojot (+ UV) ar UVA[redzamo gaismu, kas nav citotoksiska, un bez
apstarosanas (- UV).
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1.4.

1.5.

1.6.

Fototoksicitate: akiita toksiska reakcija, kura izpauzas péc atsevisku vielu pirmas iedarbibas uz adu un tai
sekojosas gaismas iedarbibas vai ko izraisa lidzigi — péc sistémiskas apstrades ar kimikalijam, adu apsta-
rojot.

Fotokairinajums: termina “fototoksicitate” paveids, ko lieto, lai aprakstitu tikai tas fototoksiskas reakcijas, kas
paradas uz adas péc paklausanas kimisko vielu iedarbibai (lokalai vai oralai). Sis fototoksiskas reakcijas vien-
mér izraisa nespecifisku $tinu bojajumu (saules iedegumam lidzigas reakcijas).

Fotoalergija: pazistama imunologiska reakcija, kas neparadas pie kimiskas vielas vai gaismas pirmas iedar-
bibas uz adu un kam, pirms paradas adas reakcija, nepieciesams vienu vai divu nedélu ilgs ievadperiods.

Fotogenotoksicitate: genotoksiska reakcija, ko novéro ka genétisku parejas punktu, kas izpauzas péc $unu
paklausanas tadai UV/[redzamas gaismas un negenotoksisku kimikaliju devai, kas nav genotoksiska.

Fotokancerogeniskums: kancerogéniskums, ko izraisa atkartota kimisko vielu un gaismas iedarbiba. Terminu
“foto ko-kancerogenéze” lieto, ja UV izraisito audzgju rasanos pastiprina kimiskas vielas iedarbiba.

Standartvielas

Papildus pozitivas kontroles kimiskajai vielai hlorpromazinam, kuru paraléli japarbauda katra novértéjuma,
jaunizstraditajam 3T3NRU fototoksicitates testam ieteicams izmantot 33 testa’*!® starplaboratoriju
izméginajumos lietoto vielu apaksgrupu ka standartvielas.

Sakotnéji apsveérumi

Literatiira pazistami daudzi kimikaliju veidi, kas izraisa fototoksisku iedarbibu®®7" ®. Vieniga kopéja iezime
ir to spéja absorbét gaismas energiju saules gaismas spektra rajona. Saskana ar fotokimijas pirmo likumu
(Grothausa-Drapera likums) fotoreakcijai nepiecie$ama pietickama gaismas kvantu absorbcija. Tade], pirms
biologiskas testéSanas, saskana ar 3a testa noradijumiem janosaka kimiskas vielas UV/redzamas gaismas
absorbcijas spektrs (piem., saskana ar ESAO Testa noradijumiem 101). Ja molaras ekstinkcijas/absorbcijas
koeficients ir mazaks neka 10 litri x mol™ x cm™, kimiskajai vielai nepiemit fotoreaktivais potencials un
to nav japarbauda ar in vitro3T3NRU fototoksicitates testu vai ar kadu citu biologisku testu, lai iegitu atgrie-
zenisku fotokimisku efektu (Papildinajums).

Testa metodes biitiba

Noteikti ¢etri darbibas mehanismi, péc kuriem (kimikalijas) hromofora absorbétas gaismas rezultata var
novérot fototoksisku reakciju’. Visu §o mehanismu darbibas rezultata notiek $iinas bojajums. Tadé] in
vitro3T3NRU fototoksicitates testa pamata ir kimikaliju citotoksicitates salidzinaSana, testéjot ar
UVA[redzamas gaismas iedarbibu un bez tas deva, kas nav citotoksiska. Citotoksicitati $aja testa izsaka ka
no koncentracijas atkarigu, vitali neitrali sarkana (NR)® uznemsanas samazinasanos 24 stundas péc apstra-
des ar testa kimikaliju un apstarosanas.

Monoslana izveido3anai $iinas Balb/c3T3 uzglaba barotné 24 stundas. Katrai testa vielai sagatavo divas 96
iedobju plates un veic iepriekséju vienu stundu ilgu inkubaciju ar astonam dazadam kimikalijas koncen-
tracijam. Péc tam vienu no abam platém paklauj UVA/redzamas gaismas iedarbibai, kas nav citotoksiska,
ardevu 5 Jfcm? UVA (+ UV eksperiments), bet otru plati taja laika uzglaba tumsa (- UV eksperiments). Péc
tam abas platés apstrades vidi aizst3j ar $Ginu kultiiras barotni un péc nako$as 24 stundu ilgas inkubacijas,
izmantojot neitrali sarkana piesaisti (NRU), nosaka $tnu dzivotspé&ju 3 stundam. Relativo $tinu dzivotspé-
ju, kas izteikta procentos no tuk$ajam, negativajam kontrolém, aprékina katrai no astopam testa koncen-
tracijam. Lai prognozétu fototoksisko potencialu, salidzina koncentracijas reakcijas, kas iegiitas gaismas sta-
rojuma klatbtitné (+ UV) un bez ta (- UV), parasti pie EK;, limena, t.i., koncentracijas, kas pazemina $iinu
dzivotspéju lidz 50 % cf. attieciba pret tukSo méginajumu.

Kvalitates kriteriji

Siinu UVA jutiba, vesturiski dati: $tinu jutiba pret UVA ir regulari japarbauda. Siinas izsgj ar blivumu, kads
izmantots in vitro3T3 NRU fototoksicitates testa, nakosa diena apstaro ar UVA devasno 1 — 9 J/cmz, un
vienu dienu vélak, izmantojot NRU novért&jumu, nosaka $tinu dzivotsp&ju. Siinas atbilst kvalitates krité-
rijiem, ja péc apstarosanas ar 5 Jfcm? UVA, to dzivotspéja nav zemaka par 80 % no tumsas kontroles
paraugu $iinu dzivotspéjas. Pie lielakas UVA devas 9 J/em? $iinu dzivotspéja nedrikst biit zemaka par 50 %
no tumsas kontroles. So parbaudi jaatkarto apméram katrai desmitajai §inu parnesei.

Negativas kontroles siinu UVA jutiba, kartéjais tests: tests atbilst kvalitates kritérijiem, ja negativas kontroles
(3tinas Erla lidzsvarota sals skiduma (EBSS) ar 1 % dimetilsulfoksidu (DMSO) vai bez ta, vai 1 % etanolu
(EtOH)) + UVA cksperiments uzrada dzivotspé&ju, kas nav zemaka par 80 % no paraléla, tumsa eksperi-
menta (— UVA) neapstarotu $inu dzivotspéjas taja pasa skidinataja.
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1.7.1.3.

1.7.1.4.

Negativas kontroles Siinu dzivotspéja: absolitais optiskais blivums (OBs,, nry), ko méra negativas kontroles
NR ekstrakta, uzrada vai 1 x 10* $iinas, kas izsétas viena iedobé, divu novértésanas dienu laika ir augusas
ar normalu daliSanas laiku. Tests atbilst pienemamibas kritérijiem, ja tuk3a méginajuma vidéjais OBs,q nru
ir>0,2.

Pozitiva kontrole: zinamas fototoksiskas kimiskas vielas testé paraleli katra in vitro 3T3 NRU fototoksici-
tates testam. Hlorpromazins (HPZ) EU/COLIPA apstiprinasanas pétijuma ir lietots ka pozitiva kontrole un
tapéc ir ieteicams. HPZ, kas testéts, izmantojot standarta protokolu in vitro3T3NRU fototoksicitates testa,
noteikti 3adi pienemamibas kritériji: HPZ apstarots (+ UVA): EKs, = 0,1 lidz 2,0 pg/ml, neapstarots HPZ
(- UVA): EK;, = 7,0 lidz 90,0 pg/ml. Fotokairindjuma faktoram (PIF), t.i., EK;, nobidei jabat vismaz 6.

Pargjas zinamas fototoksiskas kimikalijas, kas atbilst kimisko vielu grupai vai vértéjamo testa kimikaliju $ki-
dibas raditajiem, var izmantot ka paralélas pozitivas kontroles HPZ vieta. Saja gadijuma, pamatojoties uz
vésturiskiem datiem, ka testa pienemamibas kritériji atbilstigi janosaka EK, lielumu diapazoni un PIF un
MPE (vidéjais fotoefekts).

Testa metodes apraksts

Sagatavosana

Stnas

Apstiprinaanas pétjjuma izmantota permanenta pelu fibroblastu $tnu linija — Balb/c 3T3, klons 31 —
no ATCC vai ECACC un tade] ir ieteicama. Ja barotnes apstakli ir piemeéroti specifiskam $tnu vajadzibam,
tad ar to pasu testa zinojumu sekmigi var izmantot arf citas tnas vai $inu linijas, bet japarada, ka tas ir
lidzvértigas.

Regulari japarbauda, vai $tinu mikoplazma nav kontaminéta, un ta lietojama tikai tad, ja $adu parbauzu
rezultati ir apmierinosi.

Ta ka, pieaugot parnesu skaitam, $inu UVA jutiba var paaugstinaties, jaizmanto Balb/c 3T3 $tnas no
mazaka pieejama parneSu skaita, vélams mazak neka 100. Svarigi, lai veiktu regularas Balb/c 3T3 $tnu
UVA jutibas parbaudes saskana ar $ajos noradijumos aprakstitajam kvalitates kontroles procediram.

Vides un barotnes apstak]i

Parastas §iinu parnesés un testa procediird jdiizmanto atbilstosa barotne un inkubacijas apstakli. Stinam
Balb/c 3T3 tie ir DMEM, kas papildinati ar 10 % jaundzimusu teJu serumu, 4 mM glutamina, penicilinu un
streptomicinu; un mitrinatu inkubaciju pie 37 °C[7,5 % CO, . Ipasi svarigi, lai $iinu barotnes apstakli
nodroginatu $inas ciklu izmantoto $tnu vai $inu linijas vésturiski normala diapazona robezas.

Barotnes sagatavoSana

Siinas no saldétam, pieejamam kultiiram izséj barotné ar atbilstosu blivumu un vismaz vienu reizi parséj,
pirms izmantosanas 3T3NRU fototoksicitates testa.

Fototoksicitates testam $nas barotné izs¢j ar tadu blivumu, lai kultiras nesaplist lidz testa beigam, t.i., ja
$unu dzivotspéja péc §tinu izséSanas ir noteikta 48 stundas. Sinam Balb/c 3T3, kas izaudzétas 96 iedobju
platés, ieteicamais $iinu blivums ir 1 x 10* $iina iedobe.

Katrai testa kimikalijai $tinas izsgj vienadi divas atseviskas 96 iedobju platés, ar ko péc tam paraléli pie vie-
nadiem apstakliem veic visu testu, iznemot laiku, kad vienu no platém apstaro (+ UVA/redzama gaisma),
bet otru iztur tumsa (- UVA[redzama gaisma).

Metaboliska aktivacija

Ta ka metaboliz&josas sistémas izmantosana ir visparéja prasiba visiem in vitro testiem genotoksicitates un
kancerogéniskuma potenciala prognozésanai, tad lidz sim fototoksikologijas gadijuma nav pazistama
neviena kimiska viela, kurai nepiecieSama metaboliska transformacija, lai viela darbotos ka fototoksins in
vivo vai in vitro. Tade] uzskata, ka nav nepiecieSamibas un zinatniska pamatojuma, lai veiktu doto testu ar
metaboliskas aktivacijas sistému.
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Testa kimikalijas/sagatavo3ana

Testa kimikalijam jabiit svaigi sagatavotam tiesi pirms lietosanas, ja vien dati par to stabilitati nenorada, ka
tas var uzglabat. Ja sagaidams, ka var notikt strauja fotosabruksana, tad var biit nepieciesams gatavot pre-
paratus sarkana gaisma.

Testa vielas jaizskidina sals buferskiduma, piem., Erla lidzsvarota sals skiduma (EBSS) vai fosfata buferski-
duma (FBS), kura, lai novérstu interferenci apstarosanas laika, nedrikst biit olbaltumvielu sastavdalas un
gaismu absorbéjosas pH indikatora krasas.

Testa kimikalijas ar ierobezotu $kidibu tident jaizskidina atbilstosos skidinatajos, koncentracija, kas ir simt-
kartiga attieciba pret vajadzigo gala koncentraciju, un tad to atSkaida 1:100 ar sals buferskidumu. Ja
izmanto 3kidinataju, tam jabat ar konstantu tilpumu 1 % (v/v) visas barotnés, t.i., ka negativas kontrolés, ta
arT testa kimikalijas visu koncentraciju skidumos.

leteicamie $kidinataji ir dimetilsulfoksids (DMSO) un etanols (EtOH). Var bt pieméroti arf citi $kidinataji
ar zemu citotoksicitati (piem., acetons), bet rtipigi jaizverté to specifiskas ipasibas, piem., reakcija ar testa
kimikalijam, fototoksiska efekta nomaksana, radikalu piesaistes ipasibas.

Ja nepieciesams, $kidibas panaksanai var izmantot virpulmikséSanu un/vai apstradi ar ultraskanu, un/vai
sildiSanu lidz 37 °C temperatiirai.

UV apstaro§anafsagatavo$ana

Gaismas avots: fototoksicitates testa visbitiskakais faktors ir atbilstiga gaismas avota un filtrésanas izvéle.
UVA un spektra redzamie rajoni parasti saistiti ar fotosensitivizaciju”'°, bet UVB rajons no 313 lidz
280 nm ir mazak nozimigs un ir izteikti citotoksisks, paaugstinot ta citotoksiskumu par 1 000 kartam'".
Kritérijiem atbilstosa gaismas avota izvelei jaietver biitiska prasiba, lai gaismas avots emité vilnu garumu,
ko testa viela absorbé, un lai gaismas deva (sasniedzama piemérota laika) biitu pietickama zinamu foto-
sensitiviz&josu vielu noteikSanai. Turklat izmantotais vilnu garums un devas nedrikst biit parak postosas
testa sistémai, kura ietver siltuma emisiju (infrasarkanais spektra rajons).

Saules gaismas imitaciju ar saules aizstajéjiem uzskata par optimalu gaismas avotu. Ka saules aizstajejus var
izmantot gan ksenona lokus gan ierosinatu dzivsudraba-metala halogenoidu lokus. Péd&jam no minéta-
jiem ir prieksrociba, jo tas izstaro mazak siltuma un ir 1&taks, bet atbilstiba saules gaismai nav nevaino-

natu |oti citotoksisko UVB vilnu garuma starojumu.

In vitro 3T3 NRU fototoksicitates testam jaizmanto starojuma spektrs, kura praktiski nav UVB
(UVA: UVB ™ 1: 20). Spektrala starojuma sadalijuma piemérs filtrétam saules aizstajéjam, kas izmantots
apstiprinasanas pétijuma in vitro 3T3 NRU fototoksicitates testa ir publicéts’.

Dozimetrija: pirms katra fototoksicitates testa regulari japarbauda gaismas (starojuma) intensitate, izman-
tojot piemérotu platjoslas UV-meritaju. UV-méritajam jabat kalibrétam attieciba pret avotu. Japarbauda
UV-méritaja darbiba, un $adam noliikam ieteicams izmantot otru, tada pasa veida un identiski kalibrétu
standarta UV-méritaju. Ideala gadijuma pie lielakiem intervaliem jaizmanto spektroradiometrs, lai méritu
filtrétas gaismas avota spektralo starojumu un parbauditu platjoslas UV-méritaja kalibraciju, bet $adiem
instrumentiem nepiecie$ama atbilstosi apmacitu personu prasmiga riciba.

Apstiprinaganas pétfjuma tika noteikta tada 5 Jjem? (UVA) deva, lai ta nebiitu citotoksiska Balbj/c 3T3
§tinam un biitu pietiekami spéciga pat vaju fototoksisku kimikaliju ierosinasanai. Lai sasniegtu 5 Jfcm? 50
minisu laika, starojums janoregulé uz 1,666 mW/cm?. Ja izmanto citu $inu liniju vai atskirigu gaismas
avotu, tad UVA devu var nedaudz pielagot, izmantojot kritérijus, kas nosaka, ka devai jabiit nekaitigai attie-
ciba uz $inam un pietickamai standarta fototoksinu noteiksanai. Gaismas iedarbibas laiku aprékina $adi:

Starojuma deva {J/cm?) x 1000
t{min) = (1J=1Ws)
Starojums (mW/cm?) X 60)

Testa apstakli

Ta ka visas fototoksiskas vielas noteiktas zemakas koncentracijas, tad maksimala testa kimikalijas koncen-
tracija nedrikst parsniegt 100 pg/ml, turpretim augstakas koncentracijas kltdainu pozitivu vértéjumu
(prognozes parvértésana) iespdjamiba pieaug'>. Testa kimikalijam augstakas koncentracijas jabiit apmieri-
no$am pH (pH diapazons: 6,5 — 7,8).
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Ar gaismu (+ UVA) un bez (- UVA) gaismas testéjamam kimikalijam koncentracijas robezas janosaka atbil-
sto3os diapazona noteikSanas priek§méginajumos. Diapazonu un koncentraciju virknei atbilsto3o liknes
nogriezni pielago ta, lai koncentracijas-reakcijas liknes pietickami pamatotu ar eksperimentaliem datiem.
Jaizmanto koncentraciju geometriska virkne (ar konstantu atskaidijuma faktoru).

1.7.3.  Testa procediira ().

1.7.3.1. Pirma diena

Sagatavo §{inu suspensiju 1 x 10° {inas/ml barotné un 96 iedobju audu kultiiras mikrotitrésanas platé
(= tuksa) iepilda pa 100 pl barotnes tikai talakajas iedobés. Atlikusajas iedobeés, iepilda 100 pl $tnu suspen-
siju 1 x 10 $finas/ml (= 1 x 10* $iinas iedob@). Katrai testa vielai sagatavo divas plates: vienu citotoksici-
tates noteik3anai (— UVA) un otru fototoksicitates noteiksanai (+ UVA).

kaubé $tinas 24 stundas (7,5 % CO,, 37 °C) lidz bridim, kamér tas veido dalgji saplidusu sGnu monoslani.
Saja inkubacijas laika notiek $tinu atjauno$anas, adhézija un eksponenciala augsana.

1.7.3.2. Otra diena

Péc inkubacijas, barotni no $iinam dekanté un divas reizes mazga ar EBSS/PBS, 150 pl uz iedobi. Pievieno
100 pl no EBSS/PBS, kas satur atbilstosas koncentracijas testa kimikalijas vai tikai $kidinataju (negativa kon-
trole). Pielieto 8 dazadas testa vielu koncentracijas. Siinas inkubé ar testa vielu tumsa 60 mindites (7,5 %
CO,, 37 °Q).

Lai veiktu novértésanas (+ UVA) dalu, $tinas 50 mindtes istabas temperatiir apstaro caur 96 iedobju pla-
tes parsegu ar 1,7 mW/cm? UVA (= 5 Jfcm?”. Vé&dina ar ventilatoru, lai aizkavétu H,O kondensaciju zem
parsega. Dublikatplates (— UVA) uzglaba istabas temperatiira tumsa kasté 50 mindtes (= UVA iedarbibas
ilgums).

Testa skidumu dekanté un divas reizes mazga ar 150 pul EBSS/PBS. Aizstaj EBSS/PBS ar barotni un inkubé
(7,5 % CO,, 37 °C) visu nakti (18 — 22 stundas).

1.7.3.3. Tresa diena

Mikroskopiska novértésana

Parbauda $tinas ar fazu kontrastéjoSo mikroskopu. Registré testa kimikalijas citotoksiska efekta rezultata
radusas stnu morfologijas izmainas. So parbaudi iesaka, lai nepielautu eksperimentalas kladas, bet cito-
toksicitates un fototoksicitates novértésanai $os pierakstus neizmanto.

Neitrali sarkana uznemsanas tests

Mazga $tnas ar 150 pl ieprieks uzsildita EBSS/PBS. Nolej mazgasanas skidumu, uzmanigi notecinot. Pie-
vieno 100 pl NR barotni un inkubé 3 stundas 37 °C temperatiira, mitrinata atmosféra pie 7,5 % CO, .

Péc inkubacijas nonem NR barotni un mazga $inas ar 150 pl EBSS/PBS. Dekanté un pilniba nosusina
EBSS/PBS. (Péc izveles: centrifugé izmainito plati.)

Pievieno precizi 150 pl NR desorbéta skiduma (svaigi pagatavots etanols/etikskabe)

Mikrotitré$anas plati uz mikrotitréSanas plates kratitaja strauji krata 10 mindtes, kamér NR no §tnam ir
ekstrahéts un izveidojies homogéns skidums.

Spektrofotometra méra NR ekstrakta optisko blivumu pie 540 nm, izmantojot tuksas kivetes ka standartu.
Turpmakam analizém datus saglaba atbilstosa faila formata (piem., ASCII).
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2.1.

2.2.

2.3.

DATI

Datu daudzums un kvalitate

Datiem jabiit tadiem, kas lauj veikt izsmelo$u analizi koncentracijas-reakcijas sakaribai, kas iegtita ar
UVA[redzamas gaismas starojumu un bez ta. Ja ir konstatéts citotoksicitate, tad gan koncentracijas robe-
7as, gan liknei atbilstosais nogrieznis uz koordinatu ass starp atseviskam koncentracijam jauzdod tada vei-
da, lai lautu likni piemérot eksperimentaliem datiem. Nemot véra, ka testa kimikalija var nebit citotoksi-
ska lidz noteiktai robezkoncentracijai pie 100 pg/ml tumsaja eksperimenta (— UVA), bet bt ar Joti augstu
citotoksicitati, ja to apstaro (+ UVA), tad, lai izpilditu atbilstosas datu kvalitates prasibas, var biit nepiecie-
ams, lai parbaudamo koncentraciju diapazoni abas eksperimenta dalas at3kiras par vairakam kartam. Ja
citotoksiskums nav konstatéts abas eksperimenta dalas (- UVA un + UVA), tad testéSana, kur liknei atbil-
stosais nogrieznis starp atseviskam devam ir liels lidz pat augstakajai koncentracijai, ir pietickama.

Viennozimigi pozitiva rezultata gadijuma nav prasits veikt parbaudi, izpildot atkartotu eksperimentu. Pie
tam viennozimigi negativus rezultatus nevajag parbaudit, ja testa viela parbaudita pietickami augstas kon-
centracijas. Sados gadijumos ir pietiekams viens galvenais eksperiments, kuru apstiprina viens vai vairaki
priek§méginajumi diapazona noteik3anai.

Testus ar neviennozimigiem rezultatiem, kuri ir tuvu prognozes modela galgjai robezai, jaatkarto, lai par-
bauditu.

Ja uzskata, ka nepiecieSama atkartota testéSana, tad, lai iegiitu viennozimigu rezultatu, eksperimenta
apstaklu izmainas var bit svarigas. Galvenais mainigais $aja testa ir testa vielas skidumu sagatavosana. Tade]
So apstaklu izmaina (lidzskidinatajs, sasmalcinasana, apstrade ar ultraskanu) var bt vissvarigakais testa
atkartosana. Alternativa ir apsvért pirms apstaroSanas inkubacijas laika izmainas. Udeni nestabilam kimi-
skam vielam var biit svarigi izmantot isaku laiku.

Rezultatu apstrade

Ja iesp&jams, nosaka testa vielas koncentraciju, kas atbilst $inu NRU (EK,) 50 % kavésanai. To var izdarit,
pielietojot koncentracijas-atbildes reakcijas datiem jebkuru atbilstosu nelinearas regresijas procediiru (vé-
lams Hilla funkciju vai logisko regresiju) vai izmantojot citas piemérotas procediiras'*. Pirms EKs, izman-
tosanas turpmakajiem aprékiniem, atbilstosi japarbauda piemeérotibas kvalitate. Ka alternativu, lai apréki-
natu EK,, var izmantot grafiskas savietosanas metodes. Saja gadijuma ieteicams lietot puslogaritmisko
papiru (x-skala: log, y skala: probiti), ka daudzos gadijumos, péc §is transformacijas koncentracijas atbildes
reakcijas funkcija klis gandriz lineara.

Rezultitu izvérté$ana (prognozes modeli)

Prognozes modelis 1. variants: foto kairinajuma faktors (PIF):

Ja pilna koncentracijas reakcijas liknes ieglitas gan gaismas klatbtitné (+ UVA), gan bez tas (- UVA), foto
kairinajuma faktoru (PIF) aprékina, izmantojot sekojosu formulu:

EK5q (-UV)
EK5q (+ UV)

(@) PIF =

Ja PIF < 5, tad paredzams, ka fototoksiska potenciala nebis, bet, ja PIF > 5, paredzams fototoksiskais poten-
cials.

Ja viela ir citotoksiska tikai pie + UVA un nav citotoksiska, testgjot — UVA, PIF nevar aprekinat, kaut arf sis
ir rezultats, kas norada uz fototoksisko potencialu. Sados gadijumos a “> PIF” var aprékinat, ja veikts (- UV)
citotoksicitates tests lidz pat augstakajai testa koncentracijai (C,,,,) un 3o lielumu izmanto “> PIF” apréki-
nasanai;

Cmax (_ UV)

PIF =
® - EK5q (+ UV)

Ja vien a “> PIF” var iegiit, tad jebkurs lielums, kas > 1, prognozé fototoksisko potencialu.
Ja nevar aprékinat nedz EK;q(- UV), nedz EKsq(+ UV) tadél, ka viela neuzrada nekadu citotoksicitati lidz

pat testa vielas augstakajai koncentracijai, tas norada, ka fototoksiska potenciala nav. Sados gadijumos
rezultata raksturojumam izmanto formalu “PIF = *17;

Cmax (_ UV)
Cinax (+UV)
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Ja var iegit tikai “PIF = *1”, tas neprognozé fototoksisku potencialu.

Prognozgjot fototoksisko potencialu, b) un ¢) gadijuma uzmanigi janem véra koncentracijas, kas sasnieg-
tas 3T3NRU fototoksicitates testa.

Prognozes modelis, 2. variants: videjais fotoefekts (MPE)

Ka alternativu fototoksiska potenciala prognozésanai var izmantot jaunu modela versiju, kura izstradata,
izmantojot EU/COLIPA apstiprinasanas pétijuma datus'> un parbaudita ar “akla” eksperimenta apstakliem
turpmaka pétijuma uz in vitro fototoksicitati UV filtra kimikalijam'?. Modelis parvar PIF modela ierobezo-
jumus gadijumos, kad EK;, nevar iegtit. Modelis izmanto “vidgjo fotoefektu” (MPE) — mérijumu, kura
pamata ir pilnas koncentracijas reakcijas liknu salidzinajums. MPE modela pielietosanai Humbolta univer-
sitaté (Berlin€) tika izstradats ipasa datorprogramma, kas ir pieejama bez maksas.

Rezultatu interpretacija

Pozitivs rezultats in vitro3T3NRU fototoksicitates testa (PIF > 5 vai MPE > 0,1) norada, ka testa vielai ir foto-
toksisks potencials. Ja $is rezultats iegtits pie koncentracijam zem 10 pg/ml, testa kimikalija iesp&jams ari
reag@s ka fototoksins ari dazados iedarbibas apstaklos in vivo. Ja pozitivs rezultats iegiits tikai pie augsta-
kajam testa koncentracijam 100 pg/ml, nepieciesami turpmaki apsvérumi fototoksicitates draudu novér-
téSanai. Tie var ietvert datus par caurlaidibu, absorbciju un iesp&jamo kimikalijas akumulaciju ada, vai kimi-
kalijas testéSanu apstiprinosa alternativa testa, piem., izmantojot cilvéka in vitro adas modeli.

Negativs in vitro3T3NRU fototoksicitates testa rezultats (PIF < 5 vai MPE < 0,1) norada, ka testa viela attie-
ciba uz ziditaju $nu kultiram pielietotajos apstaklos nav bijusi fototoksiska. Gadijumos, kad kimikaliju
var testét [idz pat augstakajai koncentracijai 100 pg/ml, negativs rezultats norada, ka kimikalijai nav foto-
toksiska potenciala, un mazticami, ka tai bais fototoksicitate in vivo. Gadijumos, kad zemakas koncentra-
cijas iegiitas identiskas koncentracijas-toksicitates reakcijas (EKs, + UV un EK5, — UV), datu interpretacija
biis tada pati. Pretgji tam, ja fototoksicitate neparadas (+ UV un — UV) un ja Gdens $kidiba ierobezo kon-
centracijas lidz lielumiem, kas mazaki neka 100 pg/ml, tad testa vielas saderibu ar parbaudi var apSaubit
un jaapsver apstiprinosa testésana (piem., izmantojot in vitro adas modeli vai ex vivo adas modeli, vai in vivo
testu).

ZINOJUML

Testa zinojums

Testa zinojuma jabut $adai informacijai.

Testa kimikalija:

— identifikacijas dati un CAS Nr., ja zinams,

— fizikala daba un tiriba,

— fizikali kimiskas ipasibas, kas batiskas pétjjuma veiksanai,
— stabilitate un fotostabilitate, ja zinama.

Skidinatajs:

— procentualais $kidinataja daudzums, kas ir apstrades vide (EBSS vai PBS).

Siinas:

— $0nu veids un izcelsme,

— mikoplazmas trikums,

— $0nu parnesu skaits, ja zinams,

— $anu UVA jutiba, noteikta ar starojuma iekartu, kas izmantota in vitro3T3NRU fototoksicitates testa.
Testa apstakli a) — inkubacija pirms un pec apstrades:

— barotnes veids un sastavs,

— inkubacijas apstakli (CO, koncentracija, temperatiira, mitrums),

— inkubacijas ilgums (prieksapstrade, pécapstrade).
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Testa apstakli b) — apstrade ar kimisko vielu:

— logiskais pamatojums ar UV/[redzamas gaismas apstarojumu un bez ta izmantoto testa vielas koncen-
traciju izvélei,

— ja testa vielai ir ierobezota $kidiba un nepiemit citotoksicitate, parbauda augstakas koncentracijas pama-
tojumu,

— apstrades vides veids un sastavs (sals buferskidums),
— kimiskas apstrades ilgums.

Testa apstakli ¢) — starojums:

— izmantota gaismas avota izvéles pamatojums,

— gaismas avota spektrala starojuma raksturojums,
— izmantota filtra (filtru) transmisijas/absorbcijas raditaji,
— radiometra raditaji un siki kalibracijas dati,

— attalums no gaisma avota lidz testa sistémai,

— UVA starojums $aja attaluma, izteikts mW/cm?

— UV/redzamas gaismas iedarbibas ilgums,

— UVA deva (starojums x laiks), izteikts JJcm?,

— temperatiira, kas izmantota $tnu kultiram apstarojuma laika un $tnu kultiram, kuras paraléli tika
turétas tumsa.

Testa apstakli d) — NRU tests:

— NR vides sastavs,

— NR inkubacijas ilgums,

— inkubacijas apstakli (CO, koncentracija, temperatiira, mitrums),

— NR ekstrakcijas apstakli (ekstrakcijas skidinatajs. ilgums),

— vilnu garums spektrofotometriskiem NR optiska blivuma nolasijumiem,
— otrais vilpu garums (standarta), ja izmantots,

— tuksa spektrofotometriska méginajuma saturs, ja izmantots.

Rezultati:

— $anu dzivotspéja, kas iegiita pie katras testa vielas koncentracijas, izteikta procentos no kontroldinu
vidgjas dzivotspéjas,

— koncentracijas-reakcijas Iiknes (testa kimikalijas koncentracija pret relativo $tinu dzivotspéju), iegiita
paralélos + UVA un — UVA eksperimentos,

— koncentracijas reakcijas liknu datu analize: ja iespgams, EKs, (+ UVA) un EK;, (- UVA)
aprékini/izskaitlojums,

— salidzinajums divu koncentraciju reakcijas likném, kas iegfitas ar UVA [redzamas gaismas apstaro$anu
un bez tas, vai nu aprékinot fotokairinajuma faktoru (PIF), vai aprékinot vidéjo fotoefektu (MPE),

— fototoksiska potenciala klasifikacija,

— testa pienemamibas kritériji a) — paraléla negativa kontrole:
— apstarotu un neapstarotu §inu absolita dzivotspgja (NR ekstraktu optiskais blivums),
— negativas kontroles, vidéjas un standarta novirzes vésturiskie dati,

— testa pienemamibas kritériji b) — paraléla pozitiva kontrole:
— pozitivas kontroles vielu EK, (+ UVA) un EK5, (— UVA) un PIF,

— pozitivas kontroles kimikaliju vésturiskie dati: EKs, (+ UVA) un EKs, (-~ UVA) un PIF, vidéjas un
standarta novirzes.

Rezultatu apsprieSana.

Secinajumi.
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Papildinajums

3T3 NRU PT loma seciga pieeja kimisko vielu fototoksicitates testesana

Sakotnéjais kimiskas vielas
novertgjums
(Q)SAR, fotokimija

UV/ redzamas gaismas

absorbcijas spektrs Absorbi ] Tutr)}.)r;lik.?
atbilsto3os $kidinatajos sorbeyas otobio ofijas
nav testéSana nav
(piem., OECD TG 101) nepiecieSama

Absorbcija

Invitro 3T3 NRU fototoksicitates tests

Regulgjosi pasakumi
atkaribd no
izmantosanas cilveku
vajadzibam, piem.,
marké3ana

pie kone.
® > 100 pg/ml
® e
pie kone.
© <100 pg/ml
v
A 4
Apstiprinats atbilstibas Nav akiita foto-
tests

toksicitates

(sk. iedalu 2.4) potencidla

A 4
Invitro
(23] fotogenotoksicitate

Fotoalergijas tests

©

Test&Sana uz kaitigumu
cilvekiem

(") papildu informaciju skat. 12. atsaucé”



