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DYREKTYWA KOMISJI 2000/33/WE
z dnia 25 kwietnia 2000 r.

dostosowujgca do postepu technicznego po raz dwudziesty si6dmy dyrektywe Rady 67/548/EWG
w sprawie zblizenia przepiséw ustawowych, wykonawczych i administracyjnych odnoszacych si¢ do
klasyfikacji, pakowania i etykietowania substancji niebezpiecznych ()

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,
uwzgledniajac Traktat ustanawiajacy Wspélnote Europejska,

uwzgledniajgc dyrektywe Rady 67/548/EWG z dnia 27 czerwca
1967 r. w sprawie zblizenia przepiséw ustawowych, wykonaw-
czych i administracyjnych odnoszacych si¢ do klasyfikacji, pako-
wania i etykietowania substancji niebezpiecznych (1), ostatnio
zmieniong dyrektywg Parlamentu Europejskiego i Rady
1999/33/WE (?), w szczegdlnosci jej art. 28,

a takze majgc na uwadze, co nastepuje:

(1)  Zalacznik V do dyrektywy 67/548/EWG ustanawia
metody okreslania wlasciwosci fizyko-chemicznych, tok-
sycznodci i ekotoksycznosci substancji i preparatéw. Nie-
zbedne jest dostosowanie tego Zalgcznika do postepu
technicznego.

(2)  Zgodnie z art. 7 ust. 2 dyrektywy Rady 86/609/EWG z
dnia 24 listopada 1986 r. w sprawie zbliZenia przepiséw
ustawowych, wykonawczych i administracyjnych Paistw
Czlonkowskich dotyczacych ochrony zwierzat wykorzys-
tywanych do celéw do$wiadczalnych i innych celow
naukowych (%), doswiadczenie pociagajace za sobg wyko-
rzystanie zwierzat nie powinno by¢ przeprowadzane, jezeli
rozsadnie i praktycznie dostepna jest inna, zadowalajaca
pod wzgledem naukowym metoda uzyskania poszukiwa-
nych wynikéw.

(3)  Komisja zamierza wprowadzi¢ do zalgcznika V do dyrek-
tywy 67/548[EWG pewne, alternatywne metody badan,
nie wymagajace wykorzystania zwierzat, w celu udostep-
nienia tych metod do badan substancji chemicznych zgod-
nie z art. 3 ust. 1 dyrektywy 67/548 EWG.

(4)  Srodki przewidziane w niniejszej dyrektywie s3 zgodne z
opinia Komitetu ds. Dostosowania do Post¢pu Technicz-
nego dyrektyw w sprawie zniesienia barier technicznych
w handlu niebezpiecznymi substancjami i preparatami,

3

() Przyjeta przed dwudziestym sz6stym dostosowaniem.
(') Dz.U.196 z16.8.1967, str. 1.

(3 Dz.U.L 199z 30.7.1999, str. 57.

(}) Dz.U.L 358z 18.12.1986, str. 1.

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE;:

Artykut 1

Teksty w zalgcznikach [ i II do niniejszej dyrektywy dodaje si¢ do
czedci B zalacznika V do dyrektywy 67/548/EWG.

Artykut 2

1. Panstwa Czlonkowskie wprowadza w zycie przepisy ustawo-
we, wykonawcze i administracyjne niezbedne do wykonania
niniejszej dyrektywy przed dniem 1 pazdziernika 2001 r. oraz
niezwlocznie powiadamiaja o tym Komisje.

Przepisy przyjete przez Pafistwa Czlonkowskie zawierajg odnie-
sienie do niniejszej dyrektywy lub odniesienie takie towarzyszy
ich urzedowej publikacji. Panistwa Czlonkowskie okreslaja spo-
sob dokonywania takiego odniesienia.

2. Panstwa Czlonkowskie przekaza Komisji teksty podstawo-
wych przepisow prawa krajowego, przyjetych w dziedzinach
objetych niniejsza dyrektywa oraz tabele korelacji migdzy niniej-
sza dyrektywa a przyjetymi przepisami krajowymi.

Artykut 3

Niniejsza dyrektywa wchodzi w Zycie trzeciego dnia po jej
opublikowaniu w Dzienniku Urzgdowym Wspdlnot Europejskich.

Artykut 4

Niniejsza dyrektywa skierowana jest do Panstw Czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 25 kwietnia 2000 r.
W imieniu Komisji
Margot WALLSTROM

Czlonek Komisji
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.5.3.1.

ZALACZNIK 1

,B.40. KOROZJA SKORY

METODA

Wprowadzenie

Dwa badania in vitro badania korozji skory, oznaczenie przezskérnej opornosci elektrycznej (TER) skory
szczura i badanie wykorzystujacy model skory ludzkiej sg zatwierdzone jako naukowo uzasadnione
przez Europejskie Centrum ds. atestacji metod alternatywnych (ECVAM, Wspélne Centrum Badawcze,
Komisja Europejska) (1) (2) (3). Studium atestacyjne ECVAM wykazalo, ze przy pomocy obu badan
mozna niezawodnie rozrézni¢ substancje powodujace i nie powodujace korozje skéry. Ponadto, proto-
kot badania wykorzystujacego model skéry ludzkiej umozliwial prawidtowe rozréznienie miedzy sita
dzialania $rodkéw powodujgcych uszkodzenie (zwanych jako Srodki powodujace silng korozje skory,
R35, i inne $rodki powodujace korozje skory, R34) (2). Podano opisy i procedury obu badan; wybdr
badania zalezy od szczegdlnych wymagan i preferencji uzytkownika.

Patrz tez wprowadzenie ogdlne, czg$¢ B.

Definicje
Korozja skdry: powodowanie nieodwracalnego uszkodzenia skory wskutek dziatania badanego materiatu.

Substancje odniesienia

Nieokreslone, ale patrz ppkt 1.5.3.4 1 1.7.2.3.

Zasada metody badania — analiza TER skéry szczura

Powierzchni¢ naskorka krazkéw skory mbodych, zabitych w sposéb humanitarny szczuréw poddaje si¢
dzialaniu badanych materialéw przez okres do 24 godzin. Materialy powodujace korozje rozpoznaje si¢
po ich zdolnosci do powodowania utraty normalnej integralno$ci warstwy rogowej i funkeji ochronnej
skéry, mierzonej jako spadek wiasciwego TER ponizej poziomu progowego (5 kQ) (4) (5). Materialy draz-
nigce i niedraznigce nie powoduja obnizenia TER ponizej poziomu progowego. Do procedury badania
czynnikéw powierzchniowo czynnych i obojetnych materialow organicznych (definicja, patrz (6))
mozna wlaczy¢ krok wigzania barwnika, ma to na celu zmniejszenie liczby falszywych wynikéw pozy-
tywnych, uzyskiwanych szczegdlnie dla tych typéw substancji chemicznych (2) (7).

Opis metody badania — analiza TER skéry szczura

Zwierzgta

Do spreparowania krazkéw skory potrzebne sa mlode (20-23-dniowe) szczury (szczepu Wistar lub
poréwnywalnego). Starannie usunaé wlosy z grzbietu i bokow przy pomocy nozyczek do strzyzenia
malych zwierzat. Nastgpnie zwierzeta nalezy umy¢, zanurzajac i przecierajac myty obszar w roztworze
antybiotycznym (zawierajacym, na przyklad, streptomycyne, penicyling, chloramfenikol i amfoterycyne
w stezeniach skutecznie powstrzymujacych rozwdj bakterii). Mycie zwierzat nalezy powtdrzy¢ trzeciego
i czwartego dnia po pierwszym myciu, i uzy¢ w ciggu 3 dni (do preparowania skory zwierzgta nie moga
by starsze niz 31-dniowe).

Preparowanie krgzkéw skory

Zwierzg¢ta nalezy zabi¢ w humanitarny sposob. Nastepnie zdjaé skore z grzbietu kazdego zwierzecia
i usuna¢ nadmiar thuszczu, starannie zeskrobujac go ze skory. Skore umieszcza si¢ na koncu rurki z
politetrafluoroetylenu (PTFE) w taki sposob, by powierzchnia naskorka stykata si¢ z rurka. Na koniec
rurki nalezy nasuna¢ dopasowany gumowy pierscien typu »O« w celu przytrzymania skory, a nadmiar
tkanki odcigé. Wymiary rurki i piercienia pokazano na rysunku 1. Polaczenie pierScienia z koficem rurki
PTFE nalezy dokladnie uszczelni¢ wazelina. Rurka przytrzymywana jest przy pomocy zacisku sprezy-
nowego wewnatrz komory receptorowej zawierajacej roztwor siarczanu magnezu (154 mM) (rysunek 2).

Procedura badania

Przygotowanie badanego materiatu

Badane substancje w plynie (150 pl) podaje si¢ na powierzchnie naskorka od wewnatrz rurki (rysunek
2). W przypadku gdy badany material jest ciatem stalym, nalezy rozprowadzic ja po calej powierzchni
naskérka. Nastepnie zala¢ woda dejonizowang (150 pl) i lekko poruszaé rurka. Badane substancje
powinny styka¢ si¢ naskorkiem na mozliwie najwigkszej powierzchni. W przypadku niektorych sub-
stancji mozna to uzyska¢ przez podgrzanie do 30 °C w celu rozpuszczenia badanej substancji lub zmie-
lenie w celu rozdrobnienia lub sproszkowania materiatu.



244

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

13)t. 25

1.5.3.2.

1.5.3.3.

1.5.3.3.1.

1.5.3.3.2.

Kazdg substancj¢ nalezy badad na trzech krazkach skory. Krazki skory poddaje si¢ dziataniu badanych
substancji przez 24 godziny (patrz takze ppkt 1.5.3.4). Nastepnie badana substancj¢ nalezy usuna¢ sphu-
kujac ja strumieniem zwyklej wody o temperaturze nie przekraczajacej 30 °C, az do chwili, gdy wiecej
materialu nie daje si¢ juz usung¢. Badane substancje, ktére wytracily si¢ na powierzchni rurki, mozna
usuna¢ sptukujac je strumieniem cieplej wody o temperaturze okoto 30 °C.

Pomiary TER

Do pomiaru TER uzywa si¢ niskonapigciowego mostka pradu przemiennego (np. AIM 401 lub 6401 lub
réwnowazny). Przed pomiarem opornosci nalezy zmniejszy¢ napiecie powierzchniowe skéry przez
dodanie 70 % alkoholu etylowego w wystarczajacej ilosci, tak by pokry¢ caly naskérek. Po kilku sekun-
dach alkohol nalezy usung¢, odwracajac rurke, i nastgpnie nawodni¢ tkanke przez dodanie 3 ml roz-
tworu siarczanu magnezu (154 mM). Elektrody pomiarowe mostka nalezy przytozy¢ po obu stronach
krazka skory w celu zmierzenia opornosci krazka w kQJkrazek skory (rysunek 2). Wymiary elektrod
i dlugos¢, na jaka elektroda ma wystawac poza zacisk szczgkowy wskazano na rysunku 1. W czasie
pomiaru opornoéci zacisk elektrody wewnetrznej (grubej) spoczywa si¢ na gornej krawedzi rurki PTFE,
zapewnia to jednakowg glebokos¢ zanurzenia elektrody w roztworze siarczanu magnezu. Elektroda
zewngtrzna (cienka) umieszczona jest w komorze receptorowej, tak by opierala si¢ o dno komory. Nalezy
utrzymac jednakowg odleglo$¢ miedzy spodem zacisku sprezynowego a spodem rurki PTFE (rysunek 1),
poniewaz ma ona wplyw na mierzong warto$¢ opornosci.

Nalezy zauwazy¢, ze jezeli zmierzona oporno$¢ jest wigksza niz 20 kQ, przyczyna moga by¢ pozosta-
tosci badanej substancji zakrywajace powierzchni¢ naskorka krazka skory. Mozna sprobowac usunac te
pozostalosci zatykajac rurke od gory palcem w rekawiczce ochronnej i potrzasajac przez okolo
10 sekund; roztwor siarczanu magnezu nalezy wyla¢ i do wykonania pomiaru wla¢ do rurki nowy roz-
twor siarczanu magnezu.

Wartosci $rednie TER akceptuje si¢ pod warunkiem ze rownolegle zmierzone wartoéci kontroli pozy-
tywnej i negatywnej mieszczg si¢ w zakresie dozwolonym dla metody. Sugerowane substancje kontro-
Ine i dopuszczalne zakresy rezystancji dla opisanej tu metody i aparatury pomiarowej sg nastepujace:

Kontrola Substancja Zakres (Leéifstancji
Pozytywna 10 M kwas solny (36 %) 0,5-1,0
Negatywna Woda destylowana 10-25

Zmodyfikowana procedura dotyczaca substancji powierzchniowo czynnych i obo-
jetnych substancji organicznych

Jezeli zmierzone wartosci TER dla badanych substancji powierzchniowo czynnych i obojetnych substan-
¢ji organicznych s3 mniejsze lub réwne 5 kQ, mozna dla tych tkanek wykona¢ oceng glebokosci pene-
tracji barwnika. Procedura ta pozwoli okresli¢, czy wyniki sg falszywie pozytywne (2).

Zastosowanie i usunigcie barwnika sulfurodaminy B

Powierzchnig naskorka kazdego krazka skéry poddaje si¢ najpierw dzialaniu substancji badanej, a nastep-
nie przez 2 godziny 150 pl 10 % (wag./obj.) roztworu sulfurodaminy B w wodzie destylowanej. Nastep-
nie nalezy usuna¢ nadmiar/niezwigzany barwnik optukujac krazki skory przez okoto 10 sekund stru-
mieniem zwyklej wody o temperaturze pokojowej. Kazdy krazek nalezy uwaznie zdja¢ z rurki PTFE
i umiesci¢ w zlewce (np. 20 ml zlewka szklana do pomiaru scyntylacji) z woda dejonizowana (8 ml).
Zlewki nalezy lekko poruszaé przez 5 minut w celu usunigcia dalszego nadmiaru/niezwigzanego barw-
nika. T¢ procedure ptukania nalezy powtdrzy¢, nastepnie wyja¢ krazki i umiesci¢ w zlewkach zawiera-
jacych 5 ml 30 % (wag./obj.) roztworu siarczanu dodecylosodowego (SDS) w wodzie destylowanej i inku-
bowac przez noc w 60 °C. Po inkubacji krazki nalezy wyjac i wyrzucié, a pozostaly roztwor odwirowaé
przez 8 minut w 21 °C (wzgledna sila odsrodkowa p 175). 1 ml probke odwirowanej cieczy nalezy roz-
cienczy¢ 1 do 5 (obj.[obj.) (. 1 ml + 4 ml) w 30 % (wag./obj.) roztworze SDS w wodzie destylowane;j.
Zmierzy¢ gestos¢ optyczng (OD) roztworu dla okoto 565 nm.

Obliczenie zawartosci barwnika

Zawarto$¢ sulfurodaminy B oblicza si¢ na podstawie warto$ci OD (wsp6iczynnik ekstynkcji molowej sul-
furodaminy B dla 565 nm = 8,7 x10% cigzar czgsteczkowy = 580). Po okresleniu zawartosci sulfuroda-
miny B dla kazdego krazka skory nalezy obliczy¢ warto$¢ Srednig. Tak obliczona warto$¢ $rednia jest
akceptowana pod warunkiem ze réwnolegle okreslone wartosci kontrolne znajduja si¢ w dopuszczal-
nych granicach dla metody. Sugerowane substancje kontrolne i dopuszczalne zakresy zawartosci barw-
nika dla opisanej tu metody i aparatury pomiarowej sa nastepujace:
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1.7.

1.7.2.1.

1.7.2.2.

Zakres zawarto$ci
Kontrola Substancja barwnika
(ng/krazek)
Pozytywna 10 M kwas solny (36 %) 40-100
Negatywna Woda destylowana 15-35

Dodatkowe informacje

Czas dziatania substancji badanych na krazki skory mozna skrocié (np. do 2 godzin) w celu rozpoznania
silnie korozyjnych materiatéw. Jednakze studium atestacyjne wykazalo, ze metoda TER wykazywata zbyt
wysoki potencjat korozyjnosci kilku badanych substancji chemicznych po 2 godzinach oddziatywania
na krazki skory (2), mimo Ze po 24-godzinnym oddzialywaniu rozrdéznienie substancji powodujacych
korozjg¢ i nie powodujacych korozji byto prawidlowe.

Wihasciwosci i wymiary aparatu do badar i procedury do§wiadczalnej moga wplywac na uzyskane war-
to$ci TER. Prog korozyjnosci 5 kQ okreslono na podstawie danych uzyskanych dla konkretnej aparatury
i procedury, opisanych w ramach tej metody. W przypadku istotnie zmienionych warunkéw badania
inne wartosci progowe i kontrolne moga mie¢ zastosowanie. Dlatego tez zaleca si¢, aby metode poste-
powania i warto$¢ progowa rezystancji kalibrowa¢ poprzez wykonanie serii badan na wzorcach wybra-
nych sposréd substancji chemicznych uzywanych w studium atestacyjnym (3).

Zasada metody badania — analiza modelu skory ludzkiej

W badaniu tym material badany oddziatuje przez czas do 4 godzin na tréjwymiarowy model skéry ludz-
kiej, skladajacy si¢ z odbudowanego naskérka z funkcjonalng warstwa rogowq. Materialy o dzialaniu
korozyjnym rozpoznaje si¢ po ich zdolnosci obnizania zywotnosci komérek (okreslonej, na przyklad
metodg redukcji MTT) ponizej zdefiniowanych pozioméw progowych dla okreslonych okreséw oddzia-
lywania. Zasada oznaczania zgodna jest z hipoteza, Ze substancjami chemicznymi o dziataniu korozyj-
nym s3 te, ktre moga przenikaé przez warstwe rogowa (poprzez dyfuzje lub erozje) i sa wystarczajaco
cytotoksyczne, by powodowa¢ $mier¢ komérki w spodnich warstwach komérek.

Opis metody badania — analiza modelu skory ludzkiej

Modele skdry ludzkiej

Modele skory ludzkiej moga pochodzi¢ z réznych Zrédel, ale musza spetnia¢ pewne kryteria. Model
powinien mie¢ funkcjonalng warstwe rogowa i znajdujaca si¢ pod spodem warstwe zywych komoérek.
Bariera ochronna warstwy rogowej powinna by¢ wystarczajaco silna. Mozna to sprawdzi¢ badajac odpor-
no$¢ modelu na dzialanie cytotoksyczne poddajac go dziataniu znanych cytotoksycznych substancji,
ktére zwykle nie przedostaja si¢ przez warstwe rogowa. Model powinien dawaé powtarzalne wyniki dla
okreslonych warunkéw doswiadczalnych.

Zywe komérki w modelu skéry powinny mieé wystarczajaco wysoka zywotnoéé, by rozréznienie mie-
dzy pozytywnymi i negatywnymi substancjami kontrolnymi byto wyrazne. Zywotnos¢ komérek (okres-
lona, na przyklad, metoda redukcji MTT, tj. warto$ci OD) po dzialaniu negatywnej substancji kontrolnej
powinna spas¢ ponizej dopuszczalnej wartoéci granicznej dla konkretnego modelu. Podobnie, zywot-
no$¢ komoérek po dziataniu pozytywnej substancji kontrolnej (odpowiednio w poréwnaniu do negatyw-
nej substancji kontrolnej) powinna wchodzi¢ w zakres okreslonych granic. Przede wszystkim trzeba
wykaza¢, ze uzywany model prognozowany spelnia wymagania mi¢dzynarodowej normy atestacyj-
nej (2).

Procedura badania

Przygotowanie materialu do badan

Badane substancje w plynie podaje si¢ tak, by pokryly powierzchnie skéry (minimalnie 25 plfem?). W
przypadku gdy badana substancja jest cialem stalym, nalezy nalozy¢ ja tak, by pokry¢ cala powierzchnig
skory i nastgpnie zwilzy¢ w celu zapewnienia dobrego kontaktu ze skérg; tam gdzie jest to stosowne,
przed rozprowadzeniem badanej substancji mozna ja zemle¢ na proszek. Nalezy wykazaé, ze metoda
naktadania nadaje si¢ dla szerokiego zakresu typéw substancji chemicznych (2). Po zakoficzeniu okresu
dzialania badanej substancji na powierzchnig skory nalezy t¢ substancje dokladnie sptukaé roztworem
soli z powierzchni skéry.

Okreslenie Zywotnosci komérek

Zywotno$¢ komérek mozna okreslié dowolng, uznang metoda ilosciows. Najczeéciej stosowana metodg
jest metoda redukcji MTT, ktéra sprawdzita si¢ jako dajaca doktadne wyniki w rozmaitych laboratoriach
(2). Krazek skéry umieszcza si¢ w roztworze MTT w stezeniu 0,3 mg/ml w temperaturze 20-28 °C przez
3 godziny. Nastepnie ekstrahuje si¢ wytracony, niebieski formazan (ekstrakcja rozpuszczalnikowa), a ste-
zenie formazanu mierzy okreslajac gesto$¢ optyczng przy dlugosci fali miedzy 545 a 595 nm.
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1.7.2.3.

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

Dodatkowe informacje

Uzyty model skory, czas narazenia i procedury plukania itp. maja silny wplyw na wyniki zywotnosci
komorek. Zaleca si¢, by metode i model predykcyjny wykalibrowa¢ wykonujac seri¢ badar na wzorcach
wybranych spo§rdd substancji chemicznych uzywanych w studium atestacyjnym ECVAM (3). Istotne jest
wykazanie powtarzalno$ci uzytej metody zaréwno w obrebie jak i migdzy laboratoriami oraz dla sze-
rokiego zakresu substancji chemicznych, zgodnie z normami migdzynarodowymi. Jako warunek mini-
mum, metoda powinna spelniaé kryteria wezesniej okreslonej atestacji naukowej (2) a wyniki takiego stu-
dium atestacyjnego musza by¢ opublikowane renomowanym czasopi$mie naukowym.

DANE
Przetwarzanie wynikéw

Analiza TER skdry szczura

Wartodci rezystangji (kQ) badanego materiatu, pozytywnych i negatywnych kontroli i wzorcowych sub-
stancji chemicznych nalezy przedstawi¢ w postaci tabelarycznej, wiacznie z danymi z
replikowanych/powtarzanych testow, warto§ciami $rednimi i uzyskang klasyfikacja.

Analiza modelu skéry ludzkiej

Wartosci OD i obliczone dane dotyczace zywotno$ci komorek dla badanego materiatu, pozytywnych
i negatywnych kontroli i wzorcowych substancji chemicznych nalezy przedstawi¢ w postaci tabelarycz-
nej, wlacznie z danymi dotyczacymi replikowanych/powtarzanych testow, warto$ciami $rednimi i uzy-
skana klasyfikacja.

Ocena i interpretacja wynikéw

Analiza TER skdry szczura

Jezeli warto$¢ Srednia TER uzyskana dla badanej substancji jest wigksza niz 5 kQ, substancja ta jest nie-
korozyjna. Jezeli wartos¢ TER jest mniejsza lub réwna 5 kQ, a badana substancja nie jest $rodkiem
powierzchniowo czynnym ani obojetng substancja organiczna, to jest ona korozyjna.

W przypadku $rodkéw powierzchniowo czynnych i obojetnych substancji organicznych, dla ktérych
warto$ci TER s3 mniejsze lub réwne 5 kQ, mozna przeprowadzi¢ probe penetracji barwnika. Jezeli Sred-
nia zawarto$¢ barwnika w krazkach jest wigksza lub réwna Sredniej zawarto$ci barwnika w réwnolegle
przeprowadzonych testach dla kontroli pozytywnej wykorzystujacej 36 % HCl, wéwczas wynik badania
wskazuje, ze substancja jest rzeczywiScie pozytywna i tym samym korozyjna. Jezeli $rednia zawarto$¢
barwnika w krazkach jest mniejsza uzyskana w réwnolegle przeprowadzonych testach dla kontroli pozy-
tywnej wykorzystujacej 36 % HCl, wowczas wynik badania wskazuje, ze substancja jest falszywie pozy-
tywna i tym samym niekorozyjna.

Analiza modelu skéry ludzkiej

Warto$¢ OD dla kontroli negatywnej oznacza 100 % zywotno$¢ komoérek, tak wiec na podstawie war-
to$ci OD uzyskanych dla kazdej probki badanej mozna obliczy¢ procentows zywotno$¢ wzgledem kon-
troli negatywnej. Warto$¢ procentowa odcigcia dla zywotnosci komérek rozrézniajacg materialy koro-
zyjne od niekorozyjnych (lub rozrézniajaca miedzy réznymi klasami substancji korozyjnych) musi by¢
wyraznie okreslona w modelu predykcyjny przed atestacja metody, a przeprowadzone pdzniej studium
atestacyjne musi wykaza¢, ze warto$¢ odcigcia jest odpowiednia (2).

SPRAWOZDAWCZOSC

Sprawozdanie dotyczjce badania
Sprawozdanie dotyczace badania musi obejmowa¢ przynajmniej nastepujgce informacje:
Substancja badana:

— dane identyfikacyjne, charakter fizyczny, tam gdzie to jest stosowne, wlasciwosci fizykochemiczne.
Podobne informacje nalezy poda¢ w odniesieniu do substancji odniesienia, jezeli ja wykorzystano.

Warunki badania:
— szczegdly zastosowanej procedury badania,

— opis i uzasadnienie wszelkich modyfikacji.
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Wyniki:

— zestawienie tabelaryczne wartosci rezystancji (analiza TER) lub procentowych wartosci Zywotnosci
komorek (analiza modelu skory ludzkiej) dla badanego materiatu, kontroli pozytywnych i negatyw-
nych i wzorcowych substancji chemicznych odniesienia, wlacznie z danymi dotyczacymi do$wiad-
czen replikowanych/powtarzanych i warto$ciami Srednimi,

— opis wszelkich, innych zaobserwowanych skutkow.
Oméwienie wynikdw.

Whioski.
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Rysunek 2

Aparat do analizy TER skéry szczura
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1.1.

1.2.

ZALACZNIK I

,B.41. FOTOTOKSYCZNOSC — BADANIE FOTOTOKSYCZNOSCI 3T3 NRU IN VITRO

METODA

Wprowadzenie

Fototoksycznos¢ definiowana jest jako toksyczna odpowiedz ujawniajaca sie po poddaniu skéry dziataniu
okreslonych substancji chemicznych i nastepnie wyeksponowaniu na dziatanie $wiatla, lub podobnie
wywolana przez napromienienie skory po ogdlnoustrojowym podaniu substancji chemicznej.

Informacje uzyskane z badania fototoksycznosci 3T3 NRU in vitro stuzg do okreslenia potencjatu fototok-
sycznego badanej substancji, tj. istnienia lub braku mozliwych zagrozen, jakie moga wystapi¢ wskutek
badanej substancji w polaczeniu z narazeniem na promieniowanie UV lub widzialne.

Skoro ostatecznym celem toksykologicznym badania in vitro jest okreslenie fototoksycznosci, wywotanej
facznym dziataniem chemicznym i $wiatla, w badaniu tym mozna okresli¢ substancje, ktore sg fototok-
syczne in vivo po podaniu ogélnoustrojowym i przeniknieciu do skory, jak réwniez substancje, ktére maja
dzialanie fotodraznigce po powierzchniowym zastosowaniu na skore.

Badanie fototoksycznosci 3T3 NRU in vitro opracowano i przeprowadzono jego atestacj¢ w ramach wspol-
nego projektu EU/COLIPA w latach 1992-1997 (1) (2) (3), w celu ustanowienia alternatywy in vitro dla roz-
nych stosowanych badan in vivo. Na warsztatach OECD w 1996 r. zalecano, by do oceny fototoksycznosci
stosowa¢ badawcze podejscie hierarchiczne in vitro (4).

Wyniki badania fototoksycznosci 3T3 NRU in vitro poréwnywano ze skutkami ostrych
fototoksycznosci/fotopodraznien in vivo u zwierzat i ludzi, i okazalo sig, ze badanie ten daje doskonala pre-
dykcjonalnos¢ tych skutkéw. Badanie nie jest przeznaczone do przewidywania innych, szkodliwych skut-
kéw, ktore moga si¢ ujawni¢ w wyniku lacznego dzialania chemicznego i $wietlnego, np. fotogenotok-
sycznosci, fotoalergii i fotorakotworczosci, mimo ze wiele substancji chemicznych wykazujacych te
swoiste wlasciwosci daje pozytywna odpowiedZ w badaniu fototoksycznosci 3T3 NRU in vitro. Ponadto
badanie nie jest przeznaczone do oceny sily dzialania fototoksycznego.

Podejscie sekwencyjne do badania fototoksycznosci substancji chemicznych okreslono w dodatku.

Definicje

Natgzenie promieniowania: natezenie promieniowania ultrafioletowego (UV) lub widzialnego padajacego na
powierzchni¢, mierzona w W/m? lub mW/cm?.

Dawka napromienienia: ilo$¢ (natezenie promieniowania x czas) promieniowania ultrafioletowego (UV) lub
widzialnego padajaca na powierzchnig, wyrazona w dzulach (= W x s) na jednostke powierzchni, np. J/m?
lub Jjem?.

Zakres promieniowania UV: CIE (Commission Internationale de L’Eclairage) zaleca nast¢pujace oznaczenia:
UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) i UVC (100-280 nm). Stosowane sg rOwnieZ inne oznaczenia: gra-
nic¢ podziatu migdzy UVB i UVA czgsto umieszcza si¢ na 320 nm, a podzakres UVA moze by¢ podzie-
lony na UV-A1 i UV-A2 z granica podzialu okoto 340 nm.

Zywotnos¢ komdrek: parametr okreslajacy taczng aktywno$é populacji komérek (np. wychwyt czerwieni
obojetnej w lizosomach komérkowych), ktéry zaleznie od zmierzonego punktu koricowego i wykorzy-
stanego badania skorelowany jest z calkowita liczbag iflub Zywotnoscia komorek.

Wzgledna zywotnosé komérek: zywotno$é komorek wyrazona w odniesieniu do kontroli ujemnych (rozpusz-
czalnikéw) uzytych w calej procedurze badania (zaréwno + UV jak i — UV), ale nie poddanych dziataniu
badanej substancji chemicznej.

Model predykcyjny: algorytm uzyty do przeniesienia wynikéw badania toksycznosci na predykcje poten-
¢jalu toksycznego. Wedtug obecnych wytycznych dotyczacych badan, do przeniesienia wynikéw badania
fototoksycznosci 3T3 NRU in vitro na predykcje potencjalu toksycznego mozna uzywaé algorytméow
PIF i MPE.

PIF (wspdtczynnik fotopodraznienia): wspolczynnik otrzymany przez poréwnanie dwoch réwnowaznych ste-
zen cytotoksycznych (ECs,) dla badanej substancji chemicznej uzyskanych pod nieobecnosé (- UV) i w
obecnosci (+ UV) niecytotoksycznego podraznienia promieniowaniem UVA [widzialnym.

MPE ($redni fotoefekt): nowa miara wyprowadzona z matematycznej analizy calego ksztaltu dwéch wykre-
séw odpowiedzi na stezenie uzyskanych pod nieobecnos¢ (— UV) i w obecnosci (+ UV) niecytotoksycz-
nego podraznienia promieniowaniem UVA[widzialnym.
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

Fototoksycznos¢: ostra odpowiedz toksyczna ujawniajaca si¢ po poddaniu skory dziataniu okreslonych sub-
stancji chemicznych i nastgpnie wyeksponowaniu na dzialanie $wiatla, lub podobnie wywolana przez
napromienienie skory po ogélnoustrojowym podaniu substancji chemiczne;.

Fotopodraznienie: podklasa pojecia »fototoksycznosci« uzywana do opisu tylko tych reakgji fototoksycznych,
ktére powstaja na skorze po narazeniu na substancje chemiczne (podane naskdrnie lub doustnie). Te reak-
cje fototoksyczne zawsze prowadzg do nieswoistego uszkodzenia komorki (podobne do reakcji na opa-
lanie na stoficu).

Fotoalergia: nabyta reaktywno$¢ immunologiczna nie wystepujaca przy pierwszym poddaniu dziataniu che-
micznemu i promieniowaniu i przed ujawnieniem reaktywnosci skory wymaga jedno- lub dwutygodnio-
wego okresu wywolujgcego.

Fotogenotoksyczno$é: genotoksyczna odpowiedz, obserwowana na poziomie genetycznym, ujawniajaca sie
po poddaniu komorek dziataniu niegenetoksycznej dawki promieniowania UV/widzialnego i niegenetok-
sycznej substangji chemicznej.

Fotorakotwdrczosé: rakotworczo$¢ wywolana powtarzalnym napromienianiem i dzialaniem chemicznym.
Pojecia »foto-wspolrakotworczosci« uzywa sig, gdy dzialanie substancji chemicznej wzmacnia onkogeneze
powodowang dzialaniem promieniowania UV.

Substancje odniesienia

Oproécz chlorpromazyny jako chemicznej kontroli pozytywnej, ktorg nalezy bada¢ réwnolegle z kazda
analiza, dla nowoopracowywanych badan fototoksycznosci 3T3 NRU zaleca si¢, by chemiczne substancje
odniesienia wybiera¢ z podzbioru substancji chemicznych uzywanych w miedzylaboratoryjnych testach
niniejszego badania (1) (3) (13).

Rozwazania wstepne

Wiadome jest, ze wiele rodzajow substancji chemicznych wywoluje efekt fototoksyczny (5) (6) (7) (8).
Jedyna wspdlng ich cechg jest zdolnos¢ absorpcji energii $wietlnej w zakresie $wiatla stonecznego. Zgod-
nie z pierwszym prawem fotochemii (prawo Grotthausa-Drapera) reakcja fotochemiczna wymaga zaab-
sorbowania kwantu energii $wiatla. Zatem zgodnie z obecnymi wytycznymi, przed rozwazeniem przysta-
pienia do badania biologicznego nalezy okresli¢é widmo absorpcyjne badanej substancji
chemicznej w zakresie promieniowania UV/widzialnego (np. zgodnie z wytyczng OECD w zakresie bada-
nia nr 101). Jezeli wspStczynnik molowej ekstynkcjijabsorpcji jest mniejszy niz 10 1. x mol™x cm™, to sub-
stancja chemiczna nie ma potencjalu fotoreakcyjnego i nie trzeba badac jej w badaniu fototoksycznosci
3T3 NRU in vitro ani innym badaniem biologicznym na szkodliwe dzialanie fotochemiczne (Dodatek).

Zasada metody badania

Znane s cztery mechanizmy, dzigki ktérym absorpcja Swiatla przez grupe chromoforowg moze wywotaé
odpowiedz fototoksyczng (7). Wynikiem kazdego z ich jest zniszczenie komérki. Dlatego tez badanie foto-
toksycznosci 3T3 NRU in vitro opiera si¢ na poréwnaniu cytotoksycznosci substancji chemicznej po i bez
napromienienia niecytotoksyczng dawka promieniowania UVA [vis. w badaniu tym cytotoksycznos¢ wyra-
zona jest jako zalezna od stezenia redukcja wychwytu czerwieni obojetnej (NR) (9) 24 godziny po pod-
daniu dzialaniu badanej substancji chemicznej i napromienieniu.

Kultura komorek Balb/c 3T3 hodowana jest przez 24 godziny w celu utworzenia monowarstw. Nastepnie
po dwie 96-komorowe plytki dla kazdej badanej substancji chemicznej s3 inkubowane wstepnie przez
1 godzing z 8 réznymi stezeniami badanej substancji chemicznej. Nastepnie jedng z dwéch plytek pod-
daje si¢ niecytotoksycznej dawce promieniowania UVA [vis réwnej 5 Jfcm? UVA (do$wiadczenie + UV),
natomiast druga plytke trzyma si¢ w ciemnosci (doswiadczenie — UV). w obu plytkach pozywke z badana
substancja nalezy zastapi¢ pozywka do hodowli kultury i inkubowa¢ je przez nastgpne 24 godziny. Zywot-
no$¢ komorek okresla si¢ metoda wychwytu czerwieni obojetnej (NRU) przez 3 godziny. Dla kazdego z
o$miu badanych stezen okresla si¢ wzgledng Zywotno$¢ komorek, wyrazong w procentach nienarazonych
probek negatywnych kontroli. w celu okreslenia potencjatu fototoksycznego poréwnuje si¢ odpowiedzi
dla stezen, uzyskane dla probek napromienionych (+ UV) i nie napromienionych (- UV), zazwyczaj na
poziomie ECs,, tzn. stezenia hamujgcego zywotno$¢ komoérek o 50 % w poréwnaniu do prébek nie pod-
danych dzialaniu.

Kryteria jako$ci

Wrazliwosé komdrek na promieniowanie UVA, dane historyczne: nalezy regularnie sprawdzaé wrazliwosé
komorek na promieniowanie UVA. Komorki nalezy posia¢ w zageszczeniu uzywanym w badaniu foto-
toksycznosci 3T3 NRU in vitro, nastgpnego dnia napromieniowal dawkami UVA w zakresie 1-9
Jlem?, i jeden dziefi pé7niej okresli¢ zywotno$¢ komérek analiza NRU. Komérki spehniaja wymagania jako-
éci, jezeli ich przezywalno§¢ po napromieniowaniu dawka 5 JJem? UVA jest nie mniejsza niz 80 % kon-
troli ciemnych. Przy najwyzszej dawce napromieniowania 9 J/cm? UVA, przezywalno$é nie powinna by¢
mniejsza niz 50 % kontroli ciemnych. Kontrolg takg nalezy powtarza¢ co okoto 10 przesiew6w.

Wrazliwosé na promieniowanie UV A komdrek kontroli negatywnej, badanie biezgce: badanie spelnia kryteria jako-
$ci, jezeli kontrole negatywne (komérki w zréwnowazonym roztworze soli Earla (EBSS) z dodatkiem lub
bez dodatku 1 % dwumetylosulfotlenku (DMSO) lub 1 % alkoholu etylowego (EtOH)) w do$wiadcze-
niu + UVA wykazuja zywotno$¢ nie mniejsza niz 80 % komorek nie napromienionych w tym samym roz-
tworze z rdwnoleglego doswiadczenia ciemnego (- UVA).
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1.7.1.3.

1.7.1.4.

Zywotnos¢ kontroli negatywnych: bezwzgledna gestos¢ optyczna (ODs, nry) Zmierzona w ekstrakcie NR z
kontroli negatywnych wskazuje, ze 1x10* komérek posianych w dotku wyrosta z normalnym czasem
podwajania w czasie dwoch dni analizy. Badanie spelnia kryteria przyjecia, jezeli warto$¢ $rednia
0Dy, nru kontroli niepoddanych dziataniu wynosi > 0,2.

Kontrola pozytywna: réwnolegle z kazdym badaniem fototoksycznosci 3T3 NRU in vitro nalezy wykonaé
badanie znanej substangji fototoksycznej. w studium atestacyjnym EU/COLIPA do kontroli pozytywnej
uzywano chlorpromazyng (CPZ) i dlatego zaleca si¢ uzywanie jej w kontrolach pozytywnych. Dla CPZ
badanej zgodnie ze standardowym protokotem w badaniu fototoksycznosci 3T3 NRU, okreslono naste-
pujace kryteria przyjecia: CPZ napromieniona (+ UVA): EC5, = 0,1-2,0 pg/ml, CPZ nie napromieniona
(- UVA): EC5, = 7,0-90,0 pg/ml. Wspodlczynnik fotopodraznienia (PIF), tzn. przesunigcie ECs, powinno
by¢ co najmniej 6.

Zamiast CPZ dopuszcza si¢ stosowanie innych znanych, fototoksycznych substancji chemicznych, odpo-
wiednich z uwagi na klase lub charakterystyki rozpuszczalno$ci badanej substancji chemicznej. w takim
przypadku nalezy na podstawie danych historycznych okresli¢ kryteria przyjecia dla badania w postaci
zakres6w wartosci ECs i PIF lub MPE ($redni fotoefekt).

Opis metody badania

Preparaty

Komoérki

W studium atestacyjnym uzyto ustalonej linii komérkowej fibroblastéw mysich — Balb/c 3T3, klon 31 —
z ATCC albo ECACC, dlatego tez zaleca si¢ ich stosowanie. Inne komorki lub linie komérkowe mozna z
powodzeniem wykorzystaé przy tym samym protokole badania, o ile warunki hodowli kultury sa dosto-
sowane do szczeg6lnych potrzeb komorek, z tym ze wymagane jest wykazanie réwnowaznosci.

Komérki nalezy regularnie sprawdza¢ pod wzgledem niewystgpowania skazenia mikoplazma i uzy¢ je
wolno wylacznie, wtedy gdy wynik sprawdzenia jest zadowalajacy.

Jako Ze wrazliwo$¢ komoérek na promieniowanie UVA moze rosnaé wraz z liczbg przesian, nalezy uzywacé
komorek Balb/c 3T3 o najmniejszej dysponowanej liczbie przesian, gdy mozliwe ponizej 100. Istotne jest,
aby regularnie sprawdza¢ wrazliwo$¢ komoérek Balb/c 3T3 na promieniowanie UVA zgodnie z procedura
kontroli jakosci opisang w niniejszej wytyczne;.

Pozywki i warunki hodowli kultury

Do rutynowego przesiewania komorek i w procedurze badania nalezy uzywac stosowne pozywki i wia-
$ciwe warunki inkubacji kultury. Dla komérek Balb/c 3T3 sa to DMEM wzbogacona 10 % surowicy z
bydlecej krwi plodowej, 4 mM glutaminy, penicyliny i streptomycyny; i inkubacja
nawilzajaca w 37 °C[7,5 % CO,. Szczegdlnie istotne jest, aby warunki hodowli kultury zapewnialy, ze dlu-
g05¢ cyklu komorek miesci si¢ w normalnym zakresie historycznym uzytych komérek lub linii komoérko-
wej.

Przygotowanie kultur

Komérki z zamrozonego zapasu kultur nalezy posia¢ na pozywce w odpowiednim zageszczeniu i wyho-
dowa¢ przynajmniej jedng kulture pochodng zanim zostang uzyte do badania fototoksycznosci 3T3 NRU
in vitro.

Komérki przeznaczone do badania fototoksycznosci nalezy posia¢ na pozywce w takim zageszczeniu, by
nie nastapito zlanie si¢ kultur na koricu badania, tzn. przy oznaczaniu Zywotnosci komérek 48 godzin po
wysianiu. Dla linii komérkowej Balb/c 3T3 rosnacych na plytkach z 96 dolkami, zaleca si¢ zageszczenie
1x10* komérki na dotek.

Dla kazdej badanej substancji chemicznej, komérki nalezy posiaé w jednakowy sposéb na dwoch oddziel-
nych plytkach z 96 dolkami, ktére nastgpnie réwnolegle przechodza cala procedure w jednakowych
warunkach rozwoju, wyjawszy czas, gdy jedna plytka jest napromieniana (+ UVA|vis), a druga przecho-
wywana w ciemnosci (- UVA/vis).

Aktywacja metabolizmu

Chociaz systemy metabolizujace s3 generalnie wymagane we wszystkich badaniach in vitro przewidywania
potencjatu genotoksycznego i rakotwérczego, fototoksykologia do chwili obecnej nie zna substancji che-
micznej, ktéra do ujawnienia wlasciwosci fototoksycznych w badaniu in vivo lub in vitro potrzebuje trans-
formacji metabolicznej. Zatem wykonywanie niniejszego badania w systemie aktywacji metabolicznej nie
jest ani konieczne ani nie ma naukowego uzasadnienia.
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1.7.1.5.

1.7.1.6.

Badane substancje chemiczne/przygotowanie

Badane substancje chemiczne powinny by¢ §wiezo przygotowane bezposrednio przed uzyciem, chyba ze
wykazujg stabilno$¢ zezwalajacg na ich przechowywanie. w przypadkach, gdy moze nastapic szybka foto-
degradacja moze by¢ wymagane, aby przygotowywania wykonywa¢ przy o$wietleniu czerwonym $wia-
tlem.

Badane substancje chemiczne nalezy rozpusci¢ w buforowych roztworach soli, np. zréwnowazony roz-
twor soli Earla (EBSS) lub solanka buforowane fosforanem (PBS), ktére, aby unikng¢ zaktdcert podczas
napromieniania, powinny by¢ wolne od skladnikéw biatkowych i absorbujacych $wiatlo barwnikow
wskaznikowych pH.

Badane substancje chemiczne slabo rozpuszczalne w wodzie nalezy rozpusci¢ w odpowiednich rozpusz-
czalnikach w stezeniu 100 x steZenie ostateczne i nastgpnie rozcieficzy¢ w proporcji 1:100 w buforowym
roztworze soli. Jezeli uzywany jest rozpuszczalnik, to musi on by¢ obecny w stalym stezeniu objetoscio-
wym 1 % (obj./obj.) we wszystkich kulturach, tzn. w kontrolach negatywnych jak i we wszystkich steze-
niach badanej substancji chemiczne;j.

Zalecanymi rozpuszczalnikami sg dimetylosulfotlenck (DMSO) i alkohol etylowy (EtOH). Mozna takze uzy-
wacé innych, nisko cytotoksycznych rozpuszczalnikéw (np. acetonu), ale w takich przypadkach nalezy
dokladnie oceni¢ je z punktu widzenia szczegdlnych wiasciwosci, np. reagowania z badang substancja che-
miczna, spowalnianie efektu fototoksycznego, obecnosci rodnikow.

Gdy trzeba, w celu ulatwienia rozpuszczania mozna uzy¢ mieszadel mechanicznych iflub akustycznych,
i/lub podgrzaé¢ mieszanine do temperatury 37 °C.

Napromienianie UV/przygotowanie

Zrédto $wiatka: przy badaniu fototoksycznosci najbardziej krytycznym czynnikiem jest whasciwy dobér
zrodla $wiatha i filtrow. Z promieniowaniem UVA i widzialnym zwykle wigze si¢ $wiattowrazliwos¢ (7)
(10), natomiast promieniowanie UVB jest mniej przydatne i samo jest juz silnie cytotoksyczne, przy czym
z zakresie 313-280 nm jego cytotoksyczno$¢ wzrasta 1 000-krotnie (11). Kryteria doboru wlasciwego
zrédla swiatta powinny uwzglednia¢ jako zasadniczy wymog, by Zrédlo $wiatta emitowalo promieniowa-
nie w zakresie absorbowanym przez badana substancj¢ chemiczng i aby dawka promieniowania (uzyski-
wana w rozsadnym czasie) byta wystarczajaca do wykrycia znanych sensybilizatoréw. Ponadto uzyte dtu-
gosci fali i dawki nie powinny by¢ szkodliwe dla systemu badania, nalezy tu uwzgledni¢ takze emisjg ciepta
(podczerwieni).

Optymalnym Zrédlem $wiatta sa symulatory $wiatla stonecznego. w symulatorach $wiatla stonecznego
wykorzystuje si¢ tukowe lampy ksenonowe i lampy rteciowo- halogenowe. Te drugie maja t¢ zalete, ze
emitujg mniej ciepla i sa tanisze, ale gorzej symuluja $wiatlo stoneczne. Jako ze wszystkie symulatory $wia-
tla stonecznego emitujg znaczne ilosci promieniowania UVB, nalezy stosowa¢ odpowiednie filtry, aby
wytlumi¢ wysoko cytotoksyczne promieniowania UVB.

W badaniach fototoksycznosci 3T3 NRU in vitro nalezy praktycznie wyeliminowa¢ promieniowanie UVB
(stosunek UVA:UVB powinien by¢ 1:20 lub mniejszy). Przyklad rozkladu widma promieniowania filtro-
wanego symulatora $wiatla stonecznego uzywane w studium atestacyjnym badania fototoksycznosci 3T3
NRU in vitro opublikowano (3).

Dozymetria: nat¢zenie promieniowania nalezy regularnie sprawdzac przed kazdym badaniem przy pomocy
odpowiedniego szerokopasmowego dozymetru UV. Dozymetr UV powinien by¢ wykalibrowany dla
zrédla. Dziatanie dozymetru UV nalezy sprawdzaé, do tego celu zaleca si¢ korzystanie z drugiego, refe-
rencyjnego dozymetru UV takiego samego typu i taka samo wykalibrowanego. Idealnym rozwigzaniem
jest, w dtuzszych odstepach czasu, mierzenie spektroradiometrem spektralnego natezenia promieniowa-
nia filtrowanego Zrddla §wiatta w celu skontrolowania kalibracji szerokopasmowego dozymetru UV, z tym
ze takie oprzyrzadowanie wymaga odpowiedniego wyszkolonego personelu.

W studium atestacyjnym ustalono, ze dawka 5 Jjcm? (UVA) nie jest cytotoksyczna dla komérek Balb/c 3T3,
ale wystarczajgco silna do pobudzenia stabo fototoksycznych substancji chemicznych. Do uzyskania dawki
5 Jjem®* w czasie 50 minut natgzenie promieniowania nalezy wyregulowaé na
1,666 mW/cm?. w przypadku uzycia innej linii komérkowej lub innego Zrédta $wiatta moze okazac sie
konieczne lekkie dostosowanie dawki UVA, nalezy przy tym kierowac si¢ kryteriami nieszkodliwosci dla
komorek i wystarczalnosci do wykrycia standardowych fototoksyn. Czas napromieniania nalezy obliczy¢
wedlug nastepujacego wzoru:

Dawka promieniowania (J/cm2) X 1000
t(min) = (1) = 1W sec)
Promieniowanie (mW/cm2) x 60

Warunki badania

Maksymalne stezenie badanej substancji chemicznej nie powinno przekracza¢ 100 pg/ml, poniewaz
wszystkie fototoksyczne substancje chemiczne byly wykryte przy nizszych stezeniach, natomiast przy
wyzszych stezeniach wzrasta czesto$¢ wystepowania substancji falszywie pozytywnych (przeszacowanie)
(13). pH przy najwyzszym st¢zeniu badanej substancji chemicznej powinno by¢ zadowalajace (w zakresie:
6,5-7,8).
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1.7.3.1.

1.7.3.2.

1.7.3.3.

Zakresy stezen substancji chemicznych badanych w obecnosci (+ UVA) i przy braku (- UVA) napromie-
nienia nalezy starannie okresli¢ we wstgpnych do$wiadczeniach majacych na celu znalezienie zakresu.
Zakres stezen i podzial na podzakresy nalezy tak wyregulowal, aby charakterystyki st¢zenie-odpowiedz
mialy wystarczajace uzasadnienie w danych do$wiadczalnych. Zakres stezeri nalezy podzieli¢ na odcinki
wedlug postepu geometrycznego (staly wspolezynnik rozciericzenia).

Procedura badania (1)

Pierwszy dzief

Przygotowac zawiesing komérek 1 x 10° komérek na 1 ml pozywki i rozdzieli¢ 100 pl samej pozywki do
zewnetrznych dolkow 96 dotkowej, plytki do mikromiareczkowania (= blanki). Do pozostatych dotkéw
rozdzieli¢ 100 pl zawiesiny komérkowej 1 x 10° komérek/ml (= 1 x 10* komérek/dotek). Dla kazdej bada-
nej substancji chemicznej przygotowac dwie plytki: jedna do oznaczenia cytotoksycznosci (- UVA) i druga
do oznaczenia fototoksycznosci (+ UVA).

Inkubowa¢ komoérki przez 24 godziny (7,5 % CO,, 37 °C) az do uformowania pélzlewajacej si¢ mono-
warstwy. Ten okres inkubacji pozwala komérkom na odrodzenie si¢ i przywarcie do podloza oraz przy-
rost wykladniczy.

Drugi dzieni

Po inkubacji nalezy dekantowac pozywke z komérek i przeplukaé je dwukrotnie 150 pl EBSS/PBS na prze-
grédke. Dodaé 100 pl EBSS/PBS zawierajacego badana substancje chemiczng w odpowiednim stgzeniu lub
sam rozpuszczalnik (kontrola negatywna). Badang substancj¢ chemiczng podaé w 8 réznych stezeniach.
Komérki z badana substancja chemiczng inkubowaé w ciemnosci przez 60 minut (7,5 % CO,, 37 °C).

W celu wykonania czeéci (+ UVA) analizy nalezy napromienia¢ komoérki w temperaturze pokojowej przez
50 minut przez wieko 96 dotkowej plytki promieniowaniem 1,7 mW/cm? UVA (= 5 JJem?). Postugujac
si¢ wentylatorem uniemozliwi¢ kondensowanie si¢ H,O pod wiekiem plytki. Odpowiadajace im plytki do
proby ciemnej (- UVA) trzymad w temperaturze pokojowej w ciemnym pudetku przez 50 minut (= czas
napromieniania UVA).

Dekantowaé badany roztwoér i dwukrotnie przepluka¢ 150 pl EBSS/PBS. Zastapi¢ EBSS/PBS
pozywka i inkubowac (7,5 % CO,, 37 °C) przez noc (18-22 godz.).

Trzeci dzien

Badanie mikroskopowe

Zbada¢ komorki pod mikroskopem z kontrastem fazowym. Zarejestrowaé zmiany morfologiczne
komoérek spowodowane cytotoksycznym dzialaniem badanej substancji chemicznej. Zaleca si¢ przepro-
wadzenie takiego badania mikroskopowego w celu wyeliminowania bledéw doswiadczalnych, chociaz
uzyskanych wynikéw nie uzywa si¢ przy ocenie cytotoksycznosci lub fototoksycznosci.

Badanie wychwytu czerwieni obojetnej

Przeptukaé komérki 150 pl cieplego roztworu EBSS/PBS. Delikatnie usuna¢ roztwor pluczacy. Dodaé
100 pl medium NR i inkubowaé w 37 °C, w nawilzonej atmosferze 7,5 % CO, przez 3 godziny.

Po inkubagji usung¢ medium NR i przeptukaé komérki 150 pl roztworu EBSS/PBS. Dekantowa¢ i bibuta
$ciagnad catkowicie EBSS/PBS. (Opcjonalnie: odwirowaé odwrdconag plytke).

Doda¢ dokladnie 150 pl roztworu desorbujacego NR ($wiezo przygotowany alkohol etylowy/kwas
octowy).

Silnie wytrzasaé plytke do mikromiareczkowania na wytrzasarce do plytek przez 10 minut az do wyek-
strahowania NR z komérek i powstania homogenicznego roztworu.

Zmierzy¢ spektrofotometrem gesto$¢ optyczng ekstraktu NR przy 540 nm, uzywajac blanki jako odnie-
sienia. Zarejestrowa¢ dane w stosownym formacie pliku (np. ASCII) w celu pdzniejszego analizowania.
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2.1.

2.2

2.3.

DANE
Jako$¢ i iloé¢ danych

Dane powinny umozliwi¢ prawidtowg analiz¢ charakterystyki stezenie-odpowiedZ uzyskanej przy i bez
napromienienia UVA[vis. w przypadku stwierdzenia cytotoksycznoéci nalezy tak dobral zakres ste-
zen i poszczegdlne stezenia, aby umozliwi¢ dopasowanie charakterystyki do danych do$wiadczalnych. Z
uwagi na to ze badana substancja chemiczna moze nie by¢ cytotoksyczna w stezeniu ponizej okreslonego
stezenia granicznego 100 pg/ml w do§wiadczeniu ciemnym (- UVA), ale wysoko cytotoksyczna gdy napro-
mieniona (+ UVA), moze by¢ konieczne, aby zakresy stezen w obu czg$ciach doswiadczenia roznily si¢ o
rzedy wielkosci w celu spelnienia wymogu wystarczajacej jakosci danych. Jezeli nie stwierdza si¢ cytotok-
syczno$ci w obu czg$ciach do§wiadczenia (- UVA i + UVA), wystarczajace jest badanie z duzym odstgpem
migdzy kolejnymi dawkami w zakresie az do najwyzszego stezenia.

Powtérzenie doswiadczenia w celu weryfikacji wyraznie pozytywnego wyniku nie jest wymagane. Ponadto
nie wymagajg weryfikacji wyraZnie negatywne wyniki, z zastrzezeniem, ze substancj¢ chemiczna przeba-
dano dla wystarczajaco wysokich stezef. w takich przypadkach wystarcza jedno gléwne do$wiadczenie
wsparte jednym lub wiecej wstepnymi do§wiadczeniami wyznaczajacymi zakres stezen.

Badania z poziomem granicznym bliskim linii odciecia modelu predykcyjnego nalezy weryfiko-
walé w powtérzonym dos$wiadczeniu.

Jezeli powtdrzenie badania uzna si¢ za niezbedne, to do uzyskania jednoznacznych wynikéw potrzebna
moze by¢ zmiana warunkéw do$wiadczalnych. Kluczowg zmienng w tym badaniu jest przygotowanie roz-
tworéw badanej substancji chemicznej. Tak wigc zmiana tych warunkéw (wspétrozpuszezalnik, miarecz-
kowanie, mieszanie ultradZwigkowe). Alternatywnie mozna rozwazy¢ zmiang czasu inkubacji z wstep-
nym napromienieniem. w przypadku substancji chemicznych niestabilnych w wodzie istotne moze by¢
skrécenie czasu.

Przetwarzanie wynikéw

Tam, gdzie jest to mozliwe nalezy okresli¢ stezenie badanej substancji chemicznej, przy ktérym powsta-
wanie komdrkowego NRU zostato zahamowane o 50 % (ECs,). w tym celu nalezy postuzy¢ si¢ stosowna
procedura regresji nieliniowej (najlepiej funkcja Hilla lub regresja logistyczng) do danych stezenie-
odpowiedz lub innymi procedurami dopasowujacymi (14). Przed wykorzystaniem ECs, do dalszych obli-
czen nalezy sprawdzic jako$¢ dopasowania. Alternatywnie, do obliczenia EC5, mozna wykorzysta¢ metody
graficzne. w takim przypadku zaleca si¢ uzycie papieru probabilistycznego (0§ x: logarytmiczna,
0§ y: probit), w wielu przypadkach funkcja odpowiedzi na stezenie staje si¢ prawie liniowa dla tak
wyskalowanych osi.

Ocena wynik6w (modele predykcyjne)

Model predykcyjny — wersja 1: wspélczynnik fotopodraznienia (PIF)
Jezeli znane sg pelne krzywe odpowiedzi na stezenie dla obu czgsci do§wiadczenia — z napromienieniem

(+ UVA) i bez napromienienia (- UVA), wspolczynnik fotopodraznienia (PIF) oblicza sig, korzystajac z
nastepujacego wzoru:

EC5 (-UV)
ECso (+UV)

() PIF =

PIF < 5 wskazuje na brak potencjatu fototoksycznego, natomiast PIF > 5 wskazuje na jego istnienie.

Jezeli substancja chemiczna jest cytotoksyczna tylko dla + UVA i nie jest cytotoksyczna dla — UVA, nie
mozna obliczy¢ wspdlczynnika PIF, pomimo ze jest to wynik wskazujacy na potencjal fototoksycz-
ny. w takich przypadkach mozna obliczy¢ wspolczynnik »> PIF¢, jezeli badanie cytotoksycznosci (- UV)

przeprowadzono dla najwyzszego badanego stezenia (C,,,,) i warto$¢ t¢ wykorzystuje si¢ do obliczenia »>
PIF¢;
(b) PIE Cmax (_ UV)
> =
EC5 (+UV)

Jezeli mozna uzyskac tylko »> PIFe, to warto§¢ > 1 wskazuje na potencjat fototoksyczny.
Jezeli nie mozna obliczy¢ ECs,, (— UV) ani ECs, (+ UV) ze wzgledu na to, Ze substancja chemiczna nie wyka-

zuje cytotoksycznosci az do najwyzszego badanego stezenia, oznacza to brak potencjatu fototoksyczne-
go. w takich przypadkach wynik oznacza si¢ symbolicznie »PIF = *1¢;

Cma.x (_ UV)
Cinax (+UV)

© PIF = *1 =
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Jezeli mozna uzyskac tylko »PIF = *1«, wskazuje to na brak potencjatu fototoksycznego.

W przypadkach b) i ¢), przy przewidywaniu potencjatu fototoksycznego nalezy ostroznie uwzgledniaé ste-
zenie uzyskane w badaniu fototoksycznosci 3T3 NRU.

Model predykeyjny — wersja 2: Sredni fotoefekt (MPE)

Alternatywnie, przy przewidywaniu potencjatu fototoksycznego mozna postuzy¢ si¢ zmodyfikowana wer-
sja modelu, ktorg opracowano na podstawie danych ze studium atestacyjnego EU/COLIPA (15) i przeba-
dano w fikcyjnych warunkach w nastgpnym badaniu nad fototoksycznoscig in vitro przy napromienianiu
substancji chemicznych filtrowanym promieniowaniem UV (13). Ten model radzi sobie z ograniczeniem
modelu PIF w przypadkach gdy nie mozna uzyskac EC5,. w modelu wykorzystuje si¢ »$redni fotoefekt«
(MPE) — miare, ktéra opiera si¢ na poréwnaniu calych charakterystyk odpowiedz-stgzenie. Dla modelu
MPE opracowano specjalny program komputerowy w Uniwersytecie Humboldta (Berlin), program ten
mozna otrzyma¢ bezplatnie.

Interpretacja wynikow

Pozytywny wynik w badaniu fototoksycznosci 3T3 NRU in vitro (PIF > 5 lub MPE > 0,1) wskazuje, ze
badana substancja ma potencjat fototoksyczny. Jezeli wynik ten uzyskano dla stezen ponizej 10 pg/ml,
badana substancja chemiczna prawdopodobnie dziala jak fototoksyna takze w réznych warunkach napro-
mieniowania in vivo. Jezeli wynik pozytywny uzyskano tylko dla najwyzszego stezenia 100 pg/ml, do oceny
zagrozenia lub sily fototoksycznosci moga by¢ potrzebne dalsze rozwazania. Moga one obja¢ dane doty-
czace penetracji, absorpcji i mozliwej akumulacji substancji chemicznej w skorze, lub przeprowadzenia
potwierdzajgcego, alternatywnego badania, np. wykorzystujacego model skéry ludzkiej in vitro.

Negatywny wynik w badaniu fototoksycznosci 3T3 NRU in vitro (PIF < 5 lub MPE < 0,1) wskazuje, Ze
badana substancja nie jest fototoksyczna dla hodowanej kultury komoérek ssakéw uzytych w bada-
niu. w przypadkach gdy substancja chemiczna mogta by¢ zbadana w zakresie do najwyzszego stezenia
100 pg/ml, wynik negatywny wskazuje na to, Ze substancja chemiczna nie ma potencjatu fototoksyczne-
2o, a fototoksycznos¢ in vivo mozna uwaza¢ za nieprawdopodobng. w przypadkach gdy uzyskano jedna-
kowe odpowiedzi stezenie-toksyczno$¢ (ECs, + UV i ECs, — UV) przy nizszych stezeniach, interpretacja
danych bedzie taka sama. Dla odmiany, jezeli stwierdzi si¢ brak toksycznosci (+ UV i — UV) i jezeli roz-
puszczalno$¢ w wodzie ogranicza stezenia do wartosci ponizej 100 pg/ml, wowczas mozna kwestiono-
wacé zgodno$¢ badanej substancji z metodg badania i nalezy wzia¢ pod uwage badanie potwierdzajace (np.
in vitro wykorzystujace model skéry lub model skory ex vivo lub badanie in vivo).

SPRAWOZDAWCZOSC

Sprawozdanie dotyczace badania

Sprawozdanie dotyczace badania musi zawiera¢ nastgpujgce informacje:
Badana substancja chemiczna:

— dane identyfikacyjne i nr CAS, jezeli sg znane,

— natura fizyczna i czystos¢,

— wiasciwosci fizykochemiczne stosowne dla przeprowadzenia badania,
— stabilnos¢ i fotostabilnos, jezeli s3 znane.

Rozpuszczalnik:

— przestanki wyboru rozpuszczalnika,

— rozpuszczalno$¢ badanej substancji chemicznej w tym rozpuszczalniku,
— procentowa zawarto$¢ rozpuszczalnika w medium (EBSS lub PBS).
Komérki:

— typ i zrédlo komorek,

— nieobecno$¢ mikoplazmy,

— liczba przesian, jezeli jest znana,

— wrazliwo$¢ komoérek na UVA, okreSlona przy pomocy urzadzen do napromieniania uzywa-
nych w badaniu fototoksycznosci 3T3 NRU in vitro.

Warunki badania a) — inkubacja przed i po podaniu:
— typ i skfad pozywki,
— warunki inkubacji (stezenie CO,, temperatura, wilgotnos¢),

— czas inkubacji (przed podaniem i po podaniu badanej substangji).
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Warunki badania b) — podanie substancji chemicznej:

przestanki wyboru stezen badanej substancji chemicznej dla proby napromienionej
UV/vis i nienapromienione;j,

w przypadku ograniczonej rozpuszczalnosci badanej substancji chemicznej i braku cytotoksycznosci,
przestanki wyboru najwyzszego badanego st¢zenia,

typ i skfad medium do podania badanej substangji (buforowy roztwoér soli),

czas dzialania substancja chemiczng.

Warunki badania ¢c) — napromienienie:

przestanki wyboru Zrédla $wiatla,

charakterystyka widmowa promieniowania Zrédla $wiatla,
charakterystyki przenoszenia/absorpdji filtru(-ow),

charakterystyki radiometru i szczeg6ly jego kalibracji,

odleglos¢ systemu badania od Zrodta wiatla,

natezenie promieniowania UVA dla tej odlegloéci, wyrazona w mW/cm?,
czas ekspozycji na Swiatlo UV/vis,

dawka UVA (natgzenie promieniowania x czas), wyrazona w J/cm?,

temperatura kultur komorek w czasie napromieniania i kultur komorek przechowywanych w tym cza-
sie w ciemnosci.

Warunki badania d) — badanie NRU:

sktad medium NR,

czas inkubacji NR,

warunki inkubadji (stezenie CO,, temperatura, wilgotnosc),
warunki ekstrakcji NR (rozpuszczalnik, czas ekstrakgji),
dtugosc fali, dla ktorej odczytano gestosé optyczng NR,
druga dtugos$¢ fali (referencyjna), jezeli uzyta,

zawarto§¢ proby Slepej spektrofotometru, jezeli byta uzyta.

Wyniki:

zywotno§¢ komorek uzyskana dla kazdego stezenia badanej substancji chemicznej, wyrazona w pro-
centach §redniej zywotnosci kontroli,

wykresy stezenie-odpowiedz (stezenie badanej substancji chemicznej przeciwko wzglednej zywotno-
$ci komoérek), uzyskane w réwnoleglych doswiadczeniach + UVA i — UVA,

analiza danych wykreséw stezenie-odpowiedz: jezeli mozliwe, obliczenie komputerowe/obliczenie
EC,, (+ UVA) i EC5, (- UVA),

poréwnanie dwoch charakterystyk stezenie-odpowiedZ, uzyskanych dla prébek napromienionych
UVA/vis i nienapromienionych, przez obliczenie wspotczynnika fotopodraznienia (PIF) lub Sredniego
fotoefektu (MPE),

klasyfikacja potencjatu fototoksycznego,
kryteria przyjecia badania a) — réwnolegla kontrola negatywna:

— bezwzgledna zZywotnos¢ (gesto$¢ optyczna ekstraktu NR) komoérek napromienionych i nienapro-
mienionych,

— dane historyczne dla kontroli negatywnej, warto$¢ $rednia i odchylenie standardowe.
kryteria przyjecia badania b) — réwnolegla kontrola pozytywna:
— ECs, (+ UVA) i EC5, (- UVA) i PIF dla pozytywnej kontroli substancji chemiczne;j,

— dane historyczne dla pozytywnej kontroli substancji chemicznej: EC5, (+ UVA) i EC5, (- UVA) i PIF,
warto$¢ Srednia i odchylenie standardowe.

Oméwienie wynikdw.

Whioski.
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Dodatek

Rola badania fototoksycznosci 373 NRU w sekwencyjnym podejsciu do badania fototoksycznosci substancji chemicznych

Wstepna ocena substancji
chemicznej
(Q)SAR, fotochemia

Widma absorpcyjne
UV/vis w stosowanych
rozpuszczalnikach

(np. OECD TG 101)

Dalsze badanie

Brak fototoksy-

kologiczne
zbedne

absorbgji

Badanie fototoksycznosci 3T3 NRU in vitro

Przy stgzeniu
® >100 pg/ml

Przy st¢zeniu
© <100 pg/ml

Srodki regulacyjne h 4
zalezne od Majace atest badanie
zastosowah potwierdzajace
zwigzanych z ludZmi, (patrz ppkt. 2.4)
np. etykietowanie

Brak wysokiego
potencjatu

fototoksycznego

A\ 4

Fotogenotoksyczno$¢

Badanie

S

Badanie bezpieczefistwa
na ludziach”

() Dodatkowe szczegdlty mozna znalezé w (12) bibliografii.



