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SMERNICA KOMISIE ¢. 2000/33/ES
z 25. aprila 2000,

ktorou sa po 27-krit prispdsobuje technickému pokroku smernica Rady ¢. 67/548/EHS o aproximdcii
zdkonov, inych pravnych predpisov a spravnych opatreni tykajiicich sa klasifikicie, balenia a oznacovania
nebezpecnych litok ()

(Text s vyznamom pre EHP)

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,
so zretelom na Zmluvu o zaloZeni Eurépskeho spolocenstva,

so zretefom na smernicu Rady 67/548/EHS z 27. jina 1967
o0 aproximdcii zdkonov, inych pravnych predpisov a spravnych
opatreni tykajicich sa klasifikdcie, balenia a oznacovania nebez-
pecnych latok ('), naposledy zmenenti a doplnent smernicou
Eurépskeho parlamentu a Rady 1999/33/ES (?), najma na jej ¢la-
nok 28,

kedzZe:

(1) Priloha V k smernici ¢. 67/548/EHS stanovuje metddy
urlovania fyzikdlno-chemickych vlastnosti, toxicity a eko-
toxicity latok a pripravkov. Tato prilohu je nevyhnutné
prisposobit technickému pokroku.

(2)  Podla clanku 7 ods. 2 smernice Rady ¢. 86/609/EHS
z 24. novembra 1986 o aproximdcii zdkonov, inych prav-
nych predpisov a spravnych opatreni ¢lenskych Statov,
tykajicich sa ochrany zvierat, pouZivanych na experimen-
talne a iné vedecké tcely (?), experiment na zvieratich sa
nevykond, ak je redlne a prakticky dostupnd ind vedecky
uspokojiva metdda na dosiahnutie zamyslaného ciela.

(3)  Komisia md v tmysle zaviest do prilohy V k smernici
¢. 67/548EHS niektoré alternativne testovacie metddy,
nevyzadujlice pouzitie zvierat pre testovanie chemikalif
podla ¢lanku 3 ods. 1 smernice ¢. 67/548/EHS.

(4)  Opatrenia uvedené v tejto smernici su v stilade so stanovi-
skom Vyboru pre prispésobovanie technickému pokroku
smernic, uréenych na odstranovanie technickych prekdzok
obchodu s nebezpe¢nymi latkami a pripravkami,

) Prijaté pred 26. Gpravou.
.v.ES 196, 16.8.1967, s. 1.
J.v.ESL 199, 30.7.1999, s. 57.
U.v.ESL 358,18.12.1986, s. 1.

u
U

PRIJALA TUTO SMERNICU:

Cldnok 1

Texty v prilohdch I a IT k tejto smernici sa pridévajii k Casti B
prilohy V k smernici ¢. 67/548EHS.

Clanok 2

1. Clenské $téty uvedd do Gcinnosti zékony, iné pravne predpisy
a spravne opatrenia nevyhnutné na dosiahnutie stiladu s touto
smernicou najneskor do 1. oktébra 2001. Budii o tom bezod-
kladne informovat Komisiu.

Ustanovenia prijaté ¢clenskymi §tatmi budd obsahovat odkaz
na tdto smernicu, alebo budi sprevadzané takymto odkazom pri
prilezitosti ich tradného uverejnenia. Sposob vytvorenia takéhoto
odkazu urcia ¢lenské stdty.

2. Clenské 3taty ozndmia Komisii znenie hlavnych ustanoveni
vnutrostatnych pravnych predpisov, ktoré prijmi v oblasti posob-
nosti tejto smernice, a s korela¢nou tabulkou medzi touto smer-
nicou a prijatymi vnutrodtitnymi pravnymi predpismi.

Cldnok 3
Této smernica nadobtda dcinnost treti den po jej uverejneni
v Uradnom vestniku Eurdpskych spolocenstiev.

Cldnok 4

Této smernica je adresovand ¢lenskym $tatom.

V Bruseli 25. aprila 2000

Za Komisiu
Margot WALLSTROM

clenka Komisie



13/zv. 25

Uradny vestnik Eurépskej tinie

243

1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.5.3.1.

PRILOHA I

,B.40. LEPTANIE KOZE
METODIKA
Uvod

Dva in vitro testy na leptanie kozZe, skiiska cezkozného elektrického odporu (TER) na potkanej kozi a test
s pouzitim modelu ludskej pokozky, boli Eurépskym strediskom pre overovanie alternativnych met6d
(ECVAM, Spoloéné vyskumné stredisko, Eurépska Komisia) schvdlené ako vedecky prijatelné (1) (2) (3).
Overovacia $tidia ECVAM preukdzala, Ze oba testy dokdzali spolahlivo odli3it zndme ldtky leptajiice kozu
od neleptajiicich litok. Okrem toho, testovaci postup zalozeny na modeli ludskej pokozky umoznil
spravne rozliSenie jednotlivych stupiiov Zieravych tcinkov (zndme latky silne leptajice pokozku s ozna-
¢enim Specifického rizika R35 a iné latky leptajiice pokozku s oznacenim $pecifického rizika R34) (2).
Sd uvedené popisy a postupy pre oba testy; volba testu zdvisi od konkrétnych poziadaviek a preferencif
uzivatela.

Pozri tiez vSeobecny dvod, Cast B.

Definicie

Leptanie koZe: vznik nezvratného poskodenia kozného tkaniva po aplikicii testovaného materidlu.

Referen¢né litky

Ziadne nie st urcené, ale pozri odseky 1.5.3.4 a 1.7.2.3.

Princip testovacej metédy — skdska TER na potkanej koZzi

Testovany materidl je aplikovany na dobu az 24 hodin na epidermalny povrch koznych koticov, odo-
bratych z kozusin mladych potkanov, usmrtenych humannym spdsobom. Zieraviny sa vyznacujd svo-
jou schopnostou sposobit stratu normélnej integrity a ochrannej funkcie rohovitej vrstvy, ¢o sa pri
merani prejavuje ako zniZenie vnttornej TER pod prahovi tdroven (5 kQ) (4) (5). Drazdivé a nedrdzdivé
materidly neznizuji TER pod tdto prahovi Grovef. Pre povrchovo aktivne ldtky a neutrdlne organické
latky (definicia pozri (6)) moze byt do testovacieho postupu zahrnutd skiska viazania farbiva na znize-
nie poctu falo$nych pozitivnych vysledkov ziskanych $pecidlne pri tychto typoch chemikalif (2) (7).

Popis testovacej metddy — skiiska TER na potkanej koZi

Zvieratd

Na pripravu koznych koticov st potrebné mladé (20-23 dni) potkany (Wistar alebo porovnatelné ple-
meno). Dorzdlna a bo¢nd srst je opatrne odstranend malymi zvieracimi noZnicami. Zvieratd sa ndsledne
umyja opatrnym utieranim, pri si¢asnom ponoreni danej oblasti do antibiotického roztoku (obsahuji-
ceho napriklad streptomycin, penicilin, chloramfenikol a amfotericin pri koncentrcidch Gc¢innych pri
potldcani bakteridlneho rastu). Na treti alebo $tvrty dent po prvom umyti sa zvieratd opat umyjua antibio-
tikami a do 3 dni sa pouzZija (zvieratd na pripravu koZe nesmu byt starsie ako 31 dni).

Priprava koznjch kotiicov

Zvieratd sa usmrtia humdnnym sposobom. Nésledne sa odoberie dorzalna koza kazdého zvierata a opatr-
nym Stichanim sa zbavi nadbyto¢ného tuku. KoZou sa prekryje koniec polytetrafluoretylénovej (PTFE)
trubice, pricom epidermdlny povrch musi byt v kontakte s trubicou. Gumeny tesniaci krizok sa zatlaci
na koniec trubice, aby drzal kozu na mieste, a nadbyto¢né tkanivo sa odstrihne. Rozmery trubice a tes-
niaceho krazku st uvedené na obrazku 1. Gumeny tesniaci krizok sa ndsledne vazelinou dokladne utesn{
ku koncu PTFE trubice. Trubica je pruzinovou svorkou pridrziavand vo vnitri receptorovej komory,
obsahujtcej roztok siranu hore¢natého (154 mM) (obrazok 2).

Testovaci postup
Aplikovanie test ovaného materidlu

Kvapalné testované latky (150 pl) sa aplikujd na epidermdlny povrch vo vndtri trubice (obrazok 2). Pri
testovani tuhych materidlov sa na kozny kott¢ aplikuje dostato¢né mnozstvo tuhej litky, aby bol pokryty
cely povrch epidermy. Nésledne sa k tuhej litke prida deionizovand voda (150 pl) a trubicami je potrebné
jemne zatriast. Testované ltky by mali mat s koZou maximdlny kontakt. Pri niektorych tuhych ldtkach
je mozné to dosiahnut zahriatim na 30 °C, aby sa testovand ldtka roztopila, alebo rozdrvenim, aby vzni-
kol zrnity material alebo prasok.
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1.5.3.3.

1.5.3.3.1.

1.5.3.3.2.

Pre kazdu testovanu latku sa pouzija tri kozné kotice. Testované latky sa aplikuji na 24 hodin (pozri
tieZ 1.5.3.4). Testovand litka sa odstrani umytim prudom vodovodnej vody do 30 °C, az kym nie je
mozné odstranit Ziaden dal3{ materidl. Pri odstraniovani testovanych ldtok, ktoré stuhli v trubici, je mozné
pouzit prad teplej vody priblizne 30 °C.

Merania TER

TER sa meria s pouzitim nizkonapatového zariadenia vyuZzivajiceho striedavy prad (napr. AIM 401 alebo
6401, alebo ekvivalentné). Pred meranim elektrického odporu sa povrchové napitie koze znizi prida-
nim dostato¢ného objemu 70 % etanolu tak, aby bola pokrytd celd epiderma. Po niekolkych sekunddch
sa etanol odstrdni obrdtenim trubice. Tkanivo sa nasledne hydratuje pridanim 3 ml roztoku siranu horec-
natého (154 mM). Elektrédy zariadenia sa umiestni na obe strany kozného kottica s ciefom zmerania
odporu v kQ[kozny koti¢ (obrazok 2). Rozmery elektréd a dlzka elektrédy, umiestnend pod krokodi-
limi svorkami, sti uvedené na obrazku 1. Svorka vniitornej (hrubej) elektrédy pocas merania odporu spo-
¢iva na vrchu PTEE trubice, aby bolo zaistené, Ze do roztoku siranu horecnatého je ponorend stile rov-
naké dizka elektrody. Vonkajia (tenkd) elektréda sa umiestni do vniitra receptorovej komory tak, aby
spocivala na dne komory. Vzdialenost medzi spodkom pruzinovej svorky a spodkom PTFE trubice sa
zachovéva ako konstanta (obrdzok 1), pretoze vzdialenost ma vplyv na ziskané hodnoty odporu.

Je dolezité uvedomit si, Ze ak je namerand hodnota odporu vyssia ako 20 kQ, moze to byt sposobené
povlakom testovanej litky na epidermalnom povrchu koznych kotdcov. Je mozné pokdsit sa odstranit
tento povlak napriklad utesnenim PTFE trubice palcom chrdnenym rukavicou a pretrasenim trubice asi
na 10 sekiind; roztok siranu hore¢natého sa odstrdni a meranie odporu sa opakuje s novym roztokom
siranu hore¢natého.

Stredné hodnoty vysledkov TER st akceptované, ak zdroven plati, Ze pozitivne aj negativne kontrolné
hodnoty st v prijatelnom rozpati pre tito metédu. Odporticané kontrolné latky a im prislachajtice pri-
jatelné rozpitie odporu pre popisant metodoldgiu a pristrojovy aparat st nasledovné:

Kontrola Litka Rozpé’ai{eo())dporu
Pozitivna 10 M kyselina chlorovodikova (36 %) 0,5-1,0
Negativna Destilovand voda 10-25

Upraveny postup pre povrchovoaktivne litky a neutrdlne organickélatky

Ak hodnoty TER pre testované latky, ktoré st povrchovo aktivne latky alebo neutrdlne organické latky
mensie alebo rovnajice sa 5 kQ, tkanivd je mozné podrobit skiske prenikania farbiva. Tento postup sta-
novi, ¢i pozitivne vysledky st falosné (2).

Aplikdcia a odstranenie farbiva sulforodamin B

Po Givodnej tprave testovanou litkou sa na epidermdlny povrch kazdého kozného kottca na dobu 2
hodin aplikuje 150 pl 10 % (w/v) roztoku farbiva sulforodamin B v destilovanej vode. Kozné kottce sa
potom umyji pridom vodovodnej vody izbovej teploty alebo nizsej po dobu asi 10 sekiind, aby sa
odstranilo nadbyto¢né/nenaviazané farbivo. Kazdy kozny kotii¢ sa opatrne odoberie z PTFE trubice
a umiestni sa do nddobky (napr. 20 ml sklenend scintila¢nd nddobka), obsahujicej deionizovani vodu
(8 ml). Nadobky je potrebné opatrne pretriast po dobu 5 mintt, aby sa odstrdnilo akékolvek dalsie
nadbytocné/nenaviazané farbivo. Tento premyvaci postup sa potom opakuje, kozné kotice sa vyberti
a umiestnia do nddobiek, obsahujicich 5 ml 30 % (w/v) natrium dodecylsulfitu (SDS) v destilovanej vode
a cez noc sa inkubuju pri teplote 60 °C. Po inkubdcii sa kazdy kozny kota¢ vyberie a odstrani a zosta-
vajlici roztok sa na 8 mindt umiestni do odstredivky pri teplote 21 °C (relativna odstrediva sila ~ 175).
Vzorka ziskaného kalu s objemom 1 ml sa zriedi v pomere 1: 5 (v/v) (napr. 1 ml + 4 ml) s 30 % (w/v)
SDS v destilovanej vode. Pri priblizne 565 nm sa odmeria optickd hustota (OD) roztoku.

Vypocet obsahu farbiva

Obsah farbiva sulforodamin B v koznom kotii¢i sa vypocita z hodnot OD (moldrny koeficient extinkcie
farbiva sulforodamin B pri 565 nm = 8,7 x 10* molekulovd hmotnost = 580). Obsah farbiva sulforo-
damin B sa ur¢i pre kazdy kozny kotii¢ a nésledne sa pre replikdty vypocita strednd hodnota obsahu far-
biva. Stredné hodnoty vysledkov viazania farbiva st akceptované, ak zdroven plati, Ze pozitivne aj nega-
tivne kontrolné hodnoty spadaji do prijatelného rozpitia tejto metédy. Odporicané prijatelné rozpitia
obsahu farbiva pre kontrolné litky pre popisand metodoldgiua pristrojové vybavenie je nasledovné:
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1.6.

1.7.

1.7.2.1.

1.7.2.2.

Rozpitie obsahu far-
Kontrola Latka biva
(ng/kotric)
Pozitivna 10 M kyselina chlorovodikova (36 %) 40-100
Negativna destilovand voda 15-35

Dodato¢né informécie

Testované latky sa moZu aplikovat na kozné kottice aj na kratsi ¢as (napr. na dve hodiny), ¢im je mozné
odlisit silne zieravé materidly. V priebehu overovacej Stidie sa viak vo viacerych pripadoch zistilo, Ze pri
aplikdcii testovanych chemikalif na kozné kotdce na dobu dvoch hodin vysledok skiisky TER nadhod-
notil ich Zieravost (2), hoci po 24 hodinovej aplikcii test umoznil spravne odliSenie Zieravych a nezie-
ravych latok.

Vlastnosti a rozmery testovaciecho pristroja a pouzity experimentalny postup mozu mat vplyv na zis-
kané hodnoty TER. Prahovd hodnota 5 kQ na odliSenie Zieravin bola stanovend na zdklade tdajov zis-
kanych konkrétnym Specifickym apardtom a postupom, ktoré st popisané v tejto metdde. Pri podstatnej
zmene testovacich podmienok mozu platit iné prahové a kontrolné hodnoty. Preto sa odportca meto-
dolégiu a prahovii hodnotu odporu kalibrovat otestovanim série referen¢nych standardnych ltok z che-
mikélif pouzitych pri overovacej stadii (3).

Princip testovacej metédy — skiska s modelom fudskej pokozky

Testovany materidl je zvycajne aplikovany az na 4 hodiny na trojrozmernt vzorku ludskej pokozky obsa-
hujcu rekonstruovant epidermu s funkénou rohovitou vrstvou. Zieraviny sa vyznacujt schopnostou
sposobit pokles zivotaschopnosti buniek (ktord je uréovand napriklad skiskou redukcie MTT) pod defi-
nované prahové hodnoty pri stanovenych dobdch vystavenia. Princip skasky je v silade s hypotézou, ze
zieravé chemikdlie sa tie, ktoré s schopné preniknit rohovitou vrstvou (rozpustenim alebo rozlepta-
nim) a st dostato¢ne cytotoxické, aby sposobili odumretie buniek v podkladovych vrstvach buniek.

Popis testovacej metody — skiiska s modelom Iudskej pokozky

Vzorky ludskej pokozky

Vzorky ludskej pokozky mozu pochidzat z roznych zdrojov, musia ale splfiat isté kritérid. Vzorka musi
mat funkénti rohovitd vrstvu s podkladovou vrstvou Zivych buniek. Ochrannd funkcia rohovitej vrstvy
musi byt primerand. Toto je mozné preukdzat demonstrovanim odolnosti vzorky voéi cytotoxicite po
aplikovani ldtok, o ktorych je zndme, Ze st voci bunkdm cytotoxické, ale normdlne nepreniknt rohovi-
tou vrstvou. Musi sa preukdzat, Ze pri definovanych experimentdlnych podmienkach sa na vzorke dosa-
huji reprodukovatelné vysledky.

Zivotaschopnost Zivyich buniek vzorky musi byt dostato¢ne vysoka, aby bolo mozné rozlf§it pozitivne
a negativne kontrolné latky. Zivotaschopnost buniek (merana napriklad velkostou redukcie MTT, t. j.
hodnotou OD) po expozicii negativnou kontrolnou litkou musi byt v rdmci prijatelného intervalu pre
konkrétnu vzorku. Podobne hodnoty Zivotaschopnosti buniek po expozicii pozitivnou kontrolnou ldt-
kou (relativne k hodnotdm pre negativnu kontrolu) musia byt v rdmci uréeného intervalu. NajdoleZitej-
§im je, aby pouzitd predikénd vzorka preukdzatelne vyhovovala medzindrodnému overovaciemu stan-
dardu (2).

Testovaci postup
Aplikovanie testovaného materidlu

Pri kvapalnych materidloch je nutné aplikovat dostatocné mnozstvo testovanej latky, aby bol pokryty
povrch koze (minimalne 25 pljcm?. Pri tuhych materidloch sa musi aplikovat dostatoéné mnozstvo testo-
vanej latky, aby bola koza pokrytd a ndsledne je potrebné testovand latku navlhéit, aby sa zaistil dobry
kontakt s koZou; kde je to vhodné, tuhé latky by sa mali pred aplikdciou rozomliet na prasok. Musi sa
preukdzat, Ze metdda aplikicie je primerand pre Sirokd 3kdlu typov chemikalif (2). Po uplynuti doby
expozicie testovanou ldtkou sa testovany materidl musi opatrne umyt z povrchu koZe solnym rozto-
kom.

Meranie Zivotaschopnostibuniek

Na meranie Zivotaschopnosti buniek sa moze pouzit akdkolvek overend kvantitativna metdda. Najpou-
zivanejSou skuskou je redukcia MTT, u ktorej sa v roznych laboratéridch preukdzalo, Ze poskytuje pre-
sné a reprodukovatelné vysledky (2). Kozny kotti¢ sa umiestni do roztoku MTT 0,3 mg/ml pri 20-28 °C
na dobu 3 hodin. Zrazeny modry formazénovy produkt sa potom extrahuje (extrakcia rozptstadlom)
a koncentrécia formazdnu sa odmeria stanovenim OD pri vlnovej dlzke medzi 545 nm a 595 nm.
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Dodato¢né informdcie

Pouzitd koznd vzorka a presnd doba expozicie a postupy umyvania atd. budd mat zdsadny dopad
na vysledky Zivotaschopnosti buniek. Odporica sa metodoldgiu a predikénti vzorku kalibrovat otesto-
vanim série referen¢nych $tandardnych latok zvolenych z chemikdlii pouzitych pri overovacej $tadii
ECVAM (3). Je rozhodujice, aby sa preukdzalo, Ze pouZitd metdda je v ramci laboratérif reprodukova-
telnd pre Sirokd skdlu chemikdlif v silade s medzindrodnymi normami. Metéda by minimélne mala vyho-
vovat kritéridm pre uvedend definiciu vedeckej prijatelnosti (2) a vysledky takejto overovacej tudie sa
musia uverejnit v odbornom ¢asopise s odbornou reviziou.

UDAJE
Spracovanie vysledkov

Skiiska TER na potkanej kozi

Hodnoty odporu (kQ) pre testovany materidl, pozitivne a negativne kontroly a akékolvek Standardné refe-
ren¢né chemikélie by sa mali zaznamenévat v tabulkovej podobe, vritane idajov pre replikdty/opakované
experimenty, strednych hodnét a odvodenej klasifikdcie.

Skiiska so vzorkou ludskej pokozky

Hodnoty OD a vypocitané percentudlne tidaje Zivotaschopnosti buniek pre testovany materidl, pozitivne
a negativne kontroly, a akékolvek standardné referencné chemikalie, by sa mali zaznamendvat v tabul-
kovej podobe, vritane tidajov pre replikdty/opakované experimenty, strednych hodnét a odvodenej kla-
sifikdcie.

Vyhodnocovanie a interpreticia vysledkov

Skiska TER na potkanej kozi

Ak ziskana strednd hodnota TER pre testovant latku je vyssia ako 5 kQ, latka nie je Zieravina. Ak hod-
nota TER sa rovnd alebo je mensia ako 5 kQ a testovand ldtka nie je povrchovo aktivna litka alebo
neutralna organicka ldtka, ide o Zieravinu.

Pri povrchovo aktivnych latkach alebo neutralnych organickych latkach, pri ktorych st ziskané hodnoty
TER 5 kQ a mensie, je mozné uskutocnit skisku prenikania farbiva. Ak stredny obsah farbiva v koznom
kotici sa rovnd alebo je vacsi ako stredny obsah farbiva v koZnom kotaéi pri sibezne vykonanej pozi-
tivnej kontrole s 36 %-nou HCl, testovand ldtka je skuto¢ne pozitivna a teda je Zieravd. Ak stredny obsah
farbiva v koZznom kotui¢i je mensi ako stredny obsah farbiva v koznom kotu¢i pri sibezne vykonanej
pozitivnej kontrole s 36 %-nou HCl, testovand latka je falosne pozitivna a teda nie je Zierava.

Skiska so vzorkou ludskej pokozky

Hodnota OD negativnej kontroly predstavuje 100 % zivotaschopnost buniek; teda hodnoty OD ziskané
pre kazda testovaciu vzorku je mozné pouzit na vypocet percentudlnej zivotaschopnosti vo vztahu vodi
negativnej kontrole. Hrani¢nd percentudlna hodnota Zivotaschopnosti buniek sliZiaca na odliSenie Zie-
ravych testovanych materidlov od neZieravych (alebo na rozliSenie medzi jednotlivymi triedami Zieravin)
musi byt v predikénej vzorke jasne definovand pred overenim met6dy a ndslednd overovacia $tiidia musi
preukdzat, Ze tito hrani¢nd hodnota je primerand (2).

VYKAZOVANIE VYSLEDKOV

Sprava z testu
Spréva z testu musi obsahovat aspon nasledovné informdcie:
Testovand ldtka:

— identifika¢né tdaje, fyzikdlna povaha a kde je to relevantné, fyzikdlno-chemické vlastnosti. Podobné
informdcie by mali byt uvedené pre referencné ltky, ak st pouZité.

Testovacie podmienky:
— podrobnosti o pouzitom testovacom postupe,

— popis a zdovodnenie akychkolvek tprav.
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Vysledky:

tabulkovo upravené hodnoty odporu (skiska TER) alebo percentudlne hodnoty Zivotaschopnosti
buniek (skaska so vzorkou Iudskej koze) pre testovany materidl, pozitivne a negativne kontroly a aké-
kolvek $tandardné referencné chemikdlie, vritane tidajov pre replikdty/opakované experimenty
a strednych hodnot,

popis akychkolvek inych pozorovanych tcinkov.

Diskusia vysledkov.

Zdvery.
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Figure 1
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Figure 2
Apparatus for the rat skin TER assay
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1.1.

1.2

PRILOHA I

,B.41. FOTOTOXICITA -IN VITRO TEST FOTOTOXICITY 3T3 NRU

METODIKA

Uvod

Fototoxicita je definovand ako toxicka reakcia, ktord je vyvoland po prvom vystaveni koze urcitym che-
mikalidm a nédslednej expozicii svetla, alebo ktord je podobnym spdsobom vyvoland oziarenim koze po
systematickom podavani chemikalie.

Informdcie ziskané z in vitro testu fototoxicity 3T3 NRU slizia na rozpoznanie fototoxického potencidlu
testovanej latky, t. j. existencie alebo nepritomnosti moznych nebezpecenstiev, ktoré testovana ldtka
pravdepodobne vyvold v spojeni s vystavenim UV a viditelnému svetlu.

KedZe toxikologickym vystupom tohto in vitro testu je urcenie fotocytotoxicity, vyvolanej kombinova-
nym posobenim chemikalie a svetla, testom je mozné rozpoznat zliceniny, ktoré sa fototoxické in vivo
po systematickej aplikdcii a distribtcii do koZe, ako aj zliceniny, ktoré sa spravaja ako fotodrazdivé latky
po lokélnej aplikdcii na kozu.

Tento in vitro test fototoxicity 3T3 NRU bol vyvinuty a overeny v spolo¢nom projekte EU/COLIPA
v rokoch 1992-1997 (1) (2) (3), s cielom vytvorit prijateln in vitro alternativu k rdznym pouzivanym in
vivo testom. V roku 1996 semindr OECD odporucil na stanovovanie fototoxicity testovaci pristup in vitro

(4.

Vysledky z tohto in vitro testu fototoxicity 3T3 NRU boli porovndvané s akdtnymi
fototoxickymi/fotodrdzdivymi Gi¢inkami in vivo na zvieratdch a ludoch a bolo preukdzané, ze test md
vybornt predikénii schopnost pre tieto Gi¢inky. Test nie je uréeny na predikciu inych nepriaznivych a¢in-
kov, ktoré mozu byt vyvolané kombinovanym pdsobenim chemikilie a svetla, napr. fotogenotoxicity,
fotoalergie a fotokarcinogénnosti, hoci mnohé chemikalie, vyznacujice sa tymito konkrétnymi vlastno-
stami, budd v tomto in vitro teste fototoxicity 3T3 NRU reagovat pozitivne. Okrem toho je potrebné
uviest, Ze tento test nie je uréeny na stanovovanie stupna sily fototoxicity.

Sekvencny pristup k testovaniu fototoxicity chemikalif je zndzorneny v dodatku.

Definicie

Intenzita oZiarenia: intenzita ultrafialového (UV) alebo viditelného svetla dopadajiiceho na povrch, merand
vo W/m? alebo mW/cm?.

Ddvka svetla: mnozstvo (= intenzita x as) ultrafialového (UV) alebo viditelného Ziarenia dopadajiceho
na povrch, vyjadrené v jouloch (= W x s) na povrchovi plochu, napr. J/m? alebo J/cm?.

Vlnové pdsma UV svetla: vymedzenia odporticané CIE (Commission Internationale de L'Eclairage) st nasle-
dovné: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) a UVC (100 az 280 nm). PouZivaji sa aj iné vymedze-
nia: hranica medzi UVB a UVA sa ¢asto nachddza na 320 nm, a UVA je mozné rozdelit na UV-A1 a UV-
A2 s hranicou priblizne na 340 nm.

Zivotaschopnost buniek: parameter, ktory meria celkovi aktivitu bunkovej populdcie (napr. absorbovanie
vitdlneho farbiva neutrdlna Cervenn do bunecnych lyzozémov), ktord v zdvislosti od meraného konec-
ného vysledku a pouzitej Gpravy testu je v korelanom vztahu s celkovym poctom afalebo vitdlnostou
buniek.

Relativna Zivotaschopnost buniek: Zivotaschopnost buniek, vyjadrend vo vztahu k negativnym kontroldm
(rozptstadlo), ktoré boli robené pocas celého testovacieho postupu (bud + UV alebo —UV), ale bez apli-
kovania testovanej chemikalie.

Predikcnd vzorka: algoritmus, sliZiaci na prevod vysledkov testu toxicity do predikcie toxického poten-
cidlu. Podla testovacicho postupu, na prevod vysledkov tohto in vitro testu fototoxicity 3T3 NRU do
predikcie fototoxického potencidlu je mozné pouzit PIF a MPE.

PIF (photo irritation factor — koeficient svetelnej drdzdivosti): koeficient ziskany porovnanim dvoch rovnako
Gcinnych cytotoxickych koncentracif (ECs,) testovanej chemikdlie, zistenych za nepritomnosti (-UV) a za
pritomnosti (+ UV) necytotoxického oziarenia UVA[viditelnym svetlom.

MPE (mean photo effect — stredny svetelny 1icinok): nova miera odvodend z matematickej analyzy dplného
tvaru dvoch kriviek koncentracia/tcinok, ziskanych za nepritomnosti (-UV) a za pritomnosti (+ UV) necy-
totoxického oziarenia UVA[viditelnym svetlom.
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1.4.

1.5.

1.6.

Fototoxicita: akitna toxickd reakcia, ktord je vyvoland po prvej expozicii koze ur¢itymi chemikalidmi
a ndslednej expozicii svetlom, alebo ktord je podobnym spésobom vyvoland oziarenim koze po syste-
matickom poddvani chemikalie.

Fotodrdzdivost: podmnozina pojmu fototoxicita’, ktord sa pouziva na oznacenie len tych fototoxickych
reakeif, ktoré vzniknd po expozicii chemikdliami (lokédlne alebo ordlne) na kozi. Tieto fototoxické reak-
cie vzdy vedt k nespecifikovanému poskodeniu buniek (reakcie podobné spaleniu slnkom).

Fotoalergia: ziskand imunologickd reaktivita, ktord sa neprejavuje po prvej expozicii chemikéliou a svet-
lom a pred moznou demonstriciou reaktivity koze je potrebnd indukénd doba jeden alebo dva tyzdne.

Fotogenotoxicita: genotoxickd reakcia pozorovand s kone¢nym genetickym vysledkom, ktord je vyvoland
po expozicii buniek negenotoxickou ddvkou UV/vidite[ného svetla a negenotoxickou chemikéliou.

Fotokarcinogénnost: karcinogénnost, spdsobend opakovanym aplikovanim svetla a chemikalie. Vyraz foto
ko-karcinogenéza‘ sa pouziva, ak tvorba niddoru vyvoland UV Zziarenim je podporend chemikaliou.

Referenéné litky

Okrem pozitivnej kontrolnej chemikdlie chlorpromazin, ktord by sa mala stiibezne testovat pri kazdej
sktiske, pri novom zavadzani testu fototoxicity 3T3 NRU sa odporica pouzit ako referencné chemikdlie
podmnozinu chemikélii pouzitych pri medzilaboratérnych skaskach tohto testu (1) (3) (13).

Uvodné Gvahy

Fototoxické ticinky boli zistené u mnohych typov chemikalii (5) (6) (7) (8). Jedinou spolo¢nou vlastno-
stou je ich schopnost absorbovat svetelnii energiu v oblasti slne¢ného svetla. Podla prvého zdkona foto-
chémie (Grotthaus-Draperov zdkon) si fotoreakcia vyzaduje dostato¢nt absorpciu svetelnych kvant. Teda
pred pripadnym pristipenim k biologickému testovaniu podla tohto testovacieho postupu by sa malo
urcit absorpéné spektrum UV viditelného svetla testovanej chemikdlie (napr. podla testovacieho postupu
OECD ¢&. 101). Ak moldrny koeficient extinkciefabsorpcie ¢inf menej ako 10 litrov x mol™ x cm™, che-
mikdlia nemd fotoreaktivny potencidl a nie je potrebné ju testovat tymto in vitro testom fototoxicity 3T3
NRU, ani ziadnym inym biologickym testom na nepriaznivé fotochemické ticinky (Dodatok).

Princip testovacej met6dy

Boli zistené Styri mechanizmy, prostrednictvom ktorych moze absorpcia svetla chromoférom (umelym)
mat za nasledok fototoxickd reakciu (7). VSetky z nich maji za nasledok poskodenie buniek. Preto in vitro
test fototoxicity 3T3 NRU je zaloZeny na porovndvani cytotoxicity chemikadlie pri otestovani za pritom-
nosti a za nepritomnosti expozicie necytotoxickou ddvkou UVA|[viditelného svetla. Cytotoxicita je
v tomto teste vyjadrend ako zniZenie prenikania vitdlneho farbiva neutrdlna Cerveri (NR), v zavislosti od
koncentrécie testovanej chemikalie (9), 24 hodin po aplikovani chemikdlie a oZiarenia.

Bunky Balb/c 3T3 sa udrziavaja v kultiire po dobu 24 hodin, aby sa vytvorili monomolekulové vrstvy.
Dve 96-otvorové dosticky na kazdu testovanti chemikdliu sa potom predinkubujii s 6smimi réznymi
koncentraciami chemikdlie po dobu jednej hodiny. Nésledne sa jedna z dvoch dosti¢iek vystavi necyto-
toxickej ddvke UVA/viditelného svetla 5 Jjcm? UVA (+ experimentalne UV), zatial ¢o druh4 dosticka je
uchovévand v tme (- experimentdlne UV). Potom sa v oboch dostickdch testovacie médium nahradi kul-
tivanym médiom a po dalsich 24 hodindch inkubdcie sa stanovi Zivotaschopnost buniek prostrednic-
tvom prenikania neutrdlnej Cervene (neutral red uptake — NRU) po dobu 3 h Pre kazdii z 6smich testo-
vanych koncentracif sa vypocita relativna Zivotaschopnost buniek vyjadrend ako percento negativnych
kontrol. Na predikciu fototoxického potencidlu je potrebné porovnat reakcie koncentracif za pritomno-
sti (+ UV) a za nepritomnosti (-UV) oZiarenia, zvy¢ajne na trovni ECs,, t. j. pri koncentracii, ktord zni-
Zuje Zivotaschopnost buniek o 50 % v porovnani s kontrolnymi vzorkami nevystavenymi posobeniu che-
mikalie.

Kvalitativne kritérid

UVA citlivost buniek, historické tidaje: mala by sa pravidelne kontrolovat citlivost buniek vo¢i UVA. Bunky
sa nasadia v hustote, akd sa pouziva pri in vitro teste fototoxicity 3T3 NRU, dalsi den sa oZziaria UVA
v ddvkach 1-9 Jjem? a o defi neskor sa uréi Zivotaschopnost buniek s pouzitim skiisky NRU. Bunky spi-
fiajd kvalitatfvne kritérid, ak ich Zivotaschopnost po oziareni 5 Jjcm? UVA nie je nizsia ako 80 % Zivo-
taschopnosti kontrolnych vzoriek v tme. Pri najvyssej ddvke UVA 9 J/cm? by zivotaschopnost nemala
byt nizsia ako 50 % Zivotaschopnosti kontrolnych vzoriek v tme. T4to skaska by sa mala opakovat vzdy
asi po 10 prechodoch buniek.

UVA citlivost negativnych kontrolnjch buniek, bezny test: test spla kvalitativne kritérid, ak negativne kon-
trolné bunky (bunky v Earlovom tlmivom solnom roztoku (EBSS) s alebo bez 1 % dimetylsulfoxidu
(DMSO) alebo 1 % etanolu (EtOH)) pri experimente + UVA nevykazujii Zivotaschopnost nizsiu ako 80 %
zivotaschopnosti neoziarenych buniek v rovnakom roztoku pri stibeznom experimente v tme (-UVA).
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Zivotaschopnost negativnych kontrolnjch buniek: absoltitna optickd hustota (ODs,, wgry) merand
v extrakte NR negativnych kontrolnych buniek ukazuje, ¢i 1 x 10* buniek nasadenych do kazdého
otvoru réstlo s dvojndsobkom Casu pocas dvoch dni skiisky. Test spliia akceptacné kritérid, ak strednd
hodnota ODs,, nry pre kontrolné bunky nevystavené pésobeniu chemikdlie, ¢inf > 0,2.

Pozitivna kontrola: stibezne s kazdym in vitro testom fototoxicity 3T3 NRU sa otestuje zndma fototoxickd
chemikalia. Pri overovacej $tidii EU/COLIPA sa ako pozitivna kontrolnd litka pouzil chlorpromazin (CP-
Z), a preto sa odportca jeho pouzitie. Pre CPZ testovany in vitro testom fototoxicity 3T3 NRU pri Stan-
dardnom testovacom postupe boli stanovené nasledovné akceptacné kritérid: CPZ oziareny (+ UVA):
ECsy = 0,1 az 2,0 pg/ml, CPZ neoziareny (-UVA): EC5, = 7,0 az 90,0 pg/ml. Koeficient svetelnej drdz-
divosti (PIF), t. j. posun ECs, by mal byt aspon 6.

Pre stibezné pozitivne kontroly je namiesto CPZ mozné pouzit aj iné zndme fototoxické chemikdlie
vhodné pre triedu chemikdlie alebo charakteristiku rozpustnosti vyhodnocovanej testovacej chemikalie.
V tomto pripade by sa na zdklade historickych tidajov mali primerane definovat rozpitia hodnot ECs,
a PIF alebo MPE (stredny svetelny Gi¢inok) ako akcepta¢né kritérid pre test.

Popis testovacej metody

Pripravy

Bunky

Pri overovacej $tadii bola pouZitd permanentnd bunkovd linia my$acich fibroblastov — Balb/c 3T3, klon
31 — bud z ATCC alebo ECACC a preto sa odportica jeho poufZitie. Pri tom istom testovacom postupe
je mozné uspesne pouZit aj iné bunky alebo bunkové linie, ak st podmienky kultiry prisposobené 3pe-
cifickym potrebam buniek, je nutné ale preukazat ekvivalentnost.

Bunky by mali byt pravidelne kontrolované na nepritomnost mykoplazmovej kontaminécie a mali by
byt pouzité len ak st vysledky takejto kontroly uspokojivé.

KedZe UVA citlivost buniek moze s poctom prechodom stapnut, vzdy by mali byt pouzité bunky Balb/c
3T3 s najniz§im moznym poctom prechodov, podla moznosti mensim ako 100. Je dolezité pravidelne
kontrolovat UVA citlivost buniek Balb/c 3T3 podla postupu kontroly kvality, popisaného v tejto smer-
nici.

Médidakultivaénépodmienky

Na rutinny prechod buniek a pocas testovacicho postupu by sa mali pouzit vhodné kultivatné médid
a inkubac¢né podmienky. Pre bunky Balb/c 3T3 je to DMEM doplnené 10 % sérom z novonarodeného
telata, 4 mM glutaminom, penicilinom a streptomycinom; a zvlhéovand inkubdcia pri 37 °C[7,5 % CO,.
Zvlast dolezité je, aby kultivacné podmienky zabezpecili dobu bunkového cyklu v rdmci normalneho
historického rozpitia pre pouZité bunky alebo bunkova liniu.

Pripravakultiar

Bunky zo zmrazenych zdsob kultdr sa nasadia do kultivatného média v primeranej hustote a pred pou-
zitim v in vitro teste fototoxicity 3T3 NRU sa aspon raz subkultivujd.

Na test fototoxicity sa bunky nasadia v kultivatnom médiu v takej hustote, Ze kultiry nedosiahnu zhluk
do konca testu, t. j. do stanovenia zivotaschopnosti buniek 48 h po nasadeni buniek. Pre bunky Balb/c
3T3 v 96-otvorovych dostickdch sa odporica hustota buniek 1 x 10* na kazdy otvor.

Pre kazdi testovant chemikdliu sa bunky nasadia rovnakym spdsobom do dvoch samostatnych
96-otvorovych dosticiek, ktoré sa potom stibezne podrobia celému testovaciemu postupu za rovnakych
kultiva¢nych podmienok okrem ¢asového tseku, ked jedna z dosticiek sa oziari (+ UVAviditelné svetlo)
a druhd sa uchovdva v tme (-UVA/viditelné svetlo).

Metabolickdaktivdcia

Kedze pouzivanie metabolizujicich systémov je vieobecnou poziadavkou pre vietky in vitro testy
na predikciu genotoxického a karcinogénneho potencidlu, v pripade fototoxikoldgie nie je zatial zndma
chemikilia, pri ktorej by bola potrebnd metabolickd premena na to, aby sa spravala ako fototoxin in vivo
alebo in vitro. Uskutoc¢iiovanie tohto testu so systémom metabolickej aktivacie sa teda nepovazuje za
potrebné a nie je ani vedecky opodstatnené.
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Testovandchemikdlia/pripravok

Testované chemikdlie musia byt Cerstvo pripravené tesne pred pouZitim, s vynimkou pripadov, ked tdaje
o stabilite dokazujii prijatelnost skladovania. Ak existuje pravdepodobnost rychlej fotodegradacie, je
potrebnd priprava pri Cervenom svetle.

Testované chemikélie by mali byt rozpustené v tlmivych solnych roztokoch, napriklad v Earlovom tlmi-
vom solnom roztoku (EBSS) alebo v tlmivom solnom roztoku fosfore¢nanu (PBS), ktoré musia byt bez
proteinovych zloziek a indikdtorovych farbiv na urc¢enie pH absorbujicich svetlo, aby sa predislo inter-
ferencii pocas ozarovania.

Testované chemikélie s obmedzenou rozpustnostou vo vode by sa mali rozpustit vo vhodnych rozpa-
§tadldch pri 100-ndsobku pozadovanej vyslednej koncentricie a potom zriedit v pomere 1:100 s tlmi-
vym solnym roztokom. Ak sa pouzije rozpustadlo, musi byt pritomné vo vietkych kultdrach, t. j. v nega-
tivnych kontroldch ako aj vo v3etkych koncentrdcidch testovanej chemikalie v konstantnom objeme 1 %

(v[v).

Odporticané rozputstadld st dimetylsulfoxid (DMSO) a etanol (EtOH). Vhodné mozu byt aj iné rozpi-
§tadld s nizkou cytotoxicitou (napr. acetén), dosledne by sa viak mali posadit ich Specifické vlastnosti,
napr. reakcia s testovanou chemikéliou, timenie fototoxického ucinku, zadrziavanie radikdlov.

Na podporu rozpustnosti je v pripade potreby mozné pouzit virivé mieSanie a/alebo ultrazvukové vibra-
cie afalebo zahriatie na 37 °C.

UVozarovanie/priprava

Svetelny zdroj: pri testovani fototoxicity je najkritickej$im faktorom vyber vhodného svetelného zdroja
a vhodného filtrovania. S fotosenzibilizdciou sa zvyc€ajne spéjajii oblasti UVA a viditelného svetla (7) (10),
zatial ¢o UVB md mensi vjznam a je priamo vysoko cytotoxické, ked v oblasti 313 az 280 nm sa jeho
cytotoxicita zvySuje az 1 000-ndsobne (11). Kritérid na vyber vhodného svetelného zdroja by mali obsa-
hovat zdkladni poziadavku, Ze svetelny zdroj vysiela vinové dlzky absorbované testovacou chemikéliou,
a 7e ddvka svetla (dosiahnutelnd v priebehu primeraného ¢asového tseku) by mala byt dostatoénd na roz-
poznanie znimych fotosenzibilizatorov. Okrem toho, pouzité vinové dizky a davky by nemali byt prilis
Skodlivé pre testovaciu stistavu, ¢o zahfia aj vyzarovanie tepla (infracervend oblast).

Za optimdlny svetelny zdroj sa povazuje simuldcia slne¢ného svetla soldrnymi simuldtormi. V soldrnych
simuldtoroch sa pouzivaji xenénové obliky i (legované) ortutovo-kovové halogenidové obliky. Posledné
majii td vyhodu, Ze vyzaruji menej tepla a st lacnejsie, aviak zhoda so slnecnym svetlom nie je doko-
nald. KedZze vsetky soldrne simuldtory vyZarujii nezanedbatelné mnozstvd UVB, mali by sa vhodne fil-
trovat, aby tlmili vysoko cytotoxické vinové dlzky UVB.

Pri in vitro teste fototoxicity 3T3 NRU by sa malo pouzit spektrum Ziarenia prakticky neobsahujice UVB
(UVA:UVB ~ 1:20). Priklad rozdelenia spektra Ziarenia filtrovaného soldrneho simuldtora pouzitého pri
overovacej $tadii in vitro testu fototoxicity 3T3 NRU bol publikovany (3).

Dozimetria: intenzita svetla (Ziarenia) by sa mala pravidelne kontrolovat pred kazdym testom fototoxicity
pouzitim vhodného $irokopasmového UV-meraca. Tento UV-mera¢ musi byt kalibrovany na prislusny
zdroj. Fungovanie UV-meraca by malo byt kontrolované, a na tento tcel sa odportca pouzivanie dru-
hého, referenéného UV-meraca rovnakého typu a s rovnakou kalibraciou. V idedlnom pripade by sa
v dlhsich intervaloch mal na meranie spektrdlneho Ziarenia filtrovaného svetelného zdroja a na kontrolu
kalibrdcie Sirokopdsmového UV-meraca vyuZivat spektrorddiometer, avsak takéto pristroje si vyzaduji
odbornt obsluhu nélezite vyskolenymi osobami.

Pri overovacej $tadii bola ddvka 5 Jjem? (UVA) urcend ako necytotoxickd pre bunky Balb/c 3T3, a dosta-
toéne siln na vybudenie aj slabo fototoxickych chemikélii. Na dosiahnutie 5 Jjcm? v priebehu 50 mindit
musf byt Ziarenie nastavené na 1,666 MW/cm?. Pri pouziti inej bunkovej lfnie alebo iného svetelného
zdroja moze byt potrebnd ddvka UVA mierne upravend pri dodrzani podmienky, Ze ddvka nesmie byt
skodlivd pre bunky a musi byt dostato¢nd na rozpoznanie $tandardnych fototoxinov. Doba expozicie
svetlom sa vypocita nasledovnym sposobom:

Dévka Ziarenia (J/cm?) x 1000
t{min) = (1)=1Wseq)
Ziarenie (mW/cm2) X 60

Testovacie podmienky

Maximalna koncentrécia testovanej chemikélie by nemala prekrocit 100 pg/ml, nakolko vietky fototo-
xické chemikdlie boli rozpoznané pri nizsich koncentracidch, zatial Co pri vyssich koncentracidch sa zvy-
Suje vyskyt falosne pozitivnych vysledkov (nadhodnotenych predpovedi) (13). Hodnota pH najvyssej
koncentracie testovanej chemikalie by mala byt uspokojivé (rozpitie pH: 6,5 — 7,8).
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Rozpitie koncentricii chemikdlie testovanej za pritomnosti (+ UVA) a za nepritomnosti (-UVA) svetla,
by sa malo vopred primerane stanovit v predchddzajicich experimentoch. Rozpitie postupnosti kon-
centracif a skoky medzi jednotlivymi koncentrdciami sa upravia tak, aby krivky koncentracia/a¢inok boli
dostatocne podlozené experimentdlnymi tidajmi. Mal by sa pouzit geometricky rad koncentrécif (s kon-
Stantnym koeficientom riedenia).

1.7.3. Testovaci postup (')

1.7.3.1. Prvyden

Pripravte bunkovii suspenziu 1 x 100° buniek/ml v kultivaénom médiu a naddvkujte po 100 pl kulti-
vaéného média len do okrajovych otvorov 96-otvorovej mikrotitracnej dosticky na tkanivové kulttry
(= slepé pokusy). Do zostévajticich otvorov nadévkujte po 100 pl bunkovej suspenzie 1 x 10> buniek/ml
(= 1 x 10* buniek/otvor). Pre kazdd testovant chemikdliu pripravte dve dosticky: jednu na stanovenie
cytotoxicity (-UVA), druhi na stanovenie fotocytotoxicity (+ UVA).

Inkubujte bunky po dobu 24 h (7,5 % CO,, 37 °C), aZ kym nevytvoria polosplyvajicu monomolekulovi
vrstvu. Této doba inkubdcia umoziluje obnovu buniek, ich adhéziu a exponencidlny rast.

1.7.3.2.  Druhyden

Po inkubdcii odlejte kultiva¢né médium z buniek a dvakrdt omyte so 150 pul EBSS/PBS na kazdy otvor.
Pridajte 100 pl EBSS/PBS obsahujucich prislusni koncentrdciu testovanej chemikalie alebo len rozpu-
$tadlo (negativna kontrola). Aplikujte osem roznych koncentracii testovanej chemikalie. Inkubujte bunky
s testovanou chemikdliou v tme po dobu 60 mindt (7,5 % CO,, 37 °C).

Na uskutocnenie (+ UVA) ¢asti skasky ozarujte bunky s 1,7 MW/cm? UVA (= 5 Jfem? pri izbovej teplote
po dobu 50 mindit cez veko 96-otvorovej dosticky. PouZivajte ventildtor, aby sa zabrdnilo kondenzicii
H,0 pod vekom. Druhii dosticku (-UVA) uchovajte pri izbovej teplote v tmavej $katuli po dobu 50 min.
(= doba expozicie UVA).

Odlejte testovany roztok a dvakrdt omyte so 150 pl EBSS/PBS. Nahradte EBSS/PBS kultivacnym médiom
a inkubujte (7,5 % CO,, 37 °C) cez noc (18-22 h).

1.7.3.3.  Tretiden
Mikroskopické vyhodnotenie

Presktimajte bunky pod mikroskopom s fizovym kontrastom. Zaznamenajte zmeny v morfoldgii buniek
vyvolané cytotoxickymi c¢inkami testovanej chemikélie. Tato kontrola sa odporica na vylicenie expe-
rimentdlnych chyb, ale tieto zdznamy sa nepouziji na vyhodnotenie cytotoxicity alebo fotocytotoxicity.

Test prenikania neutralnej cervene

Omyte bunky so 150 pl predhriateho EBSS/PBS. Odstrarite premyvaci roztok jemnym poklepanim. Pri-
dajte 100 pl média NR (neutrdlna Cerven) a inkubujte pri 37 °C vo zvlh¢ovanej atmosfére so 7,5 % CO,
po dobu 3 h.

Po inkubdcii odstranite médium NR a omyte bunky so 150 pl EBSS/PBS. Odlejte a Giplne vysajte EBSS/PBS.
(Volitelné: odstredujte obratent dosticku).

Pridajte presne 150 pl roztoku desorbujiiceho NR (Cerstvo pripraveny etanol/kyselina octova).

Prudko pretrepte mikrotitra¢nti dosticku na trepacke mikrotitra¢nych dosticiek po dobu 10 min., az kym
sa NR extrahuje z buniek a vytvori homogénny roztok.

Zmerajte optickd hustotu extraktu NR pri 540 nm v spektrofotometri, s pouzitim slepych pokusov ako
referen¢nych. Uchovajte idaje na neskorsiu analyzu vo vhodnom formate stiboru (napr. ASCII).
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2.1.

2.2.

2.3.

UDAJE
Kvalita a kvantita ddajov

Udaje by mali umozitovat zmysluplny rozbor vztahu koncentracia/Gcinok, pozorovaného za pritomno-
sti a za nepritomnosti UVA [viditelného Ziarenia. Ak sa zist{ cytotoxicita, rozpatie koncentracif aj skoky
medzi jednotlivymi koncentrdciami by sa mali zvolit tak, aby umoznovali zostrojenie krivky na zdklade
experimentdlnych tdajov. Vzhladom na skutocnost, Ze testovand chemikélia nemusi byt pri experimente
zatmy (-UVA) azZ do stanovenej hrani¢nej koncentracie 100 pg/ml cytotoxickd, aviak po oZiareni (+ UVA)
moze byt vysoko cytotoxickd, rozpitia koncentracii ur¢enych na otestovanie v oboch castiach experi-
mentu sa mozno budd musiet rddovo odlisovat, aby sa splnila poziadavka primeranej kvality ddajov. Ak
sa v oboch Castiach pokusu (-UVA a + UVA) nezisti Ziadna cytotoxicita, postacujiice je testovanie s vel-
kymi skokmi medzi jednotlivymi ddvkami az po najvyssiu koncentraciu.

Overovanie jednoznacného pozitivneho vysledku opakovanym experimentom sa nevyzaduje. Nie je tiez
potrebné overovat jednozna¢né negativne vysledky za predpokladu, ze chemikalia bola testovand pri
dostato¢ne vysokych koncentracidch.

V takychto pripadoch je postacujici jeden hlavny experiment podporeny jednym alebo viacerymi pred-
beznymi experimentmi na urcenie rozpitia.

Testy s hrani¢nymi vysledkami v blizkosti hrani¢nej hodnoty predikénej vzorky by sa mali pre overenie
zopakovat.

Ak je potrebné opakované testovanie, zmena podmienok experimentu moze byt dolezitd na dosiahnutie
jednoznac¢ného vysledku.. Klicovou regulovatelnou veli¢inou v tomto teste je priprava roztokov testo-
vanej chemikélie. Zmena tychto podmienok (pomocné rozpustadlo, rozdrvenie, ultrazvukové vibracie)
moze mat teda pri opakovani testu najvacsi vyznam. Alternativou je pripadnd zmena doby inkubdcie

pred oziarenim. Pre chemikdlie nestile vo vode moze byt vhodnd kratsia doba.

Spracovanie vysledkov

Ak je to mozné, stanovuje sa koncentracia testovanej chemikalie, sposobujica 50 % zniZenie bunko-
vého NRU (ECs,). To je mozné docielit pouzitim vhodného postupu nelinedrnej regresie (prednostne Hil-
lova funkcia alebo logaritmickd regresia) s tdajmi o vztahu koncentracia/icinok, alebo pouzitim inych
Statistickych postupov (14). Pred pouzitim EC5, v dalsich vypoctoch by sa mala kvalita stladu Statistic-
kych pozorovani s prislusnymi hodnotami primerane skontrolovat. Na vypocet ECs, je mozné pouZit aj
grafické Statistické metddy. V takom pripade sa odportca pouzitie pravdepodobnostného papiera (stup-
nica x: log, stupnica y: probit (= jednotka 3tatistickej pravdepodobnosti)), kedze v mnohych pripadoch
funkcia reakcie na koncentraciu nadobuda po tejto transformdcii takmer linedrnu podobu.

Vyhodnocovanie vysledkov predikénych vzoriek

Predikend vzorka, verzia 1: koeficient svetelnej drdzdivosti (PIF)

Po ziskani oboch tplnych kriviek vztahu koncentracia/ac¢inok, teda za pritomnosti (+ UVA) a za nepri-
tomnosti (-UVA) svetla, sa pomocou nasledovného vzorca vypocita koeficient svetelnej drazdivosti (PIF):

ECs0 (-UV)
EC5 (+1UV)

Hodnota PIF < 5 naznacuje nepritomnost fototoxického potencidlu, kdezto PIF > 5 naznacuje jeho pri-
tomnost.

(@) PIF =

Ak je chemikdlia cytotoxickd len pri teste + UVA a pri teste “UVA nie je cytotoxickd, PIF nie je mozné
vypocitat, hoci takyto vysledok naznacuje fototoxicky potencidl. V takychto pripadoch je mozné vypo-
¢itat hodnotu ,> PIF. Ak sa test cytotoxicity (-UV) robi aZ po najvyssiu testovant koncentraciu (C,,,,,),
tato hodnota sa pouzije na vypocet ,> PIF:

Cmax (_UV)
ECyo (+UV)

Ak je mozné ziskat len hodnotu ,> PIF, akdkolvek hodnota > 1 naznacuje fototoxicky potencidl.

b >PIF =

Ak ani jednu z hodnot ECs,, (-UV) a ECs, (+ UV) nie je mozné vypocitat, nakolko chemikdlia az do naj-
vy$Sej testovanej koncentrdcie nevykazuje Ziadnu cytotoxicitu, naznacuje to nepritomnost fototoxického
potencidlu. V takychto pripadoch sa na charakterizovanie vysledku pouzije formélna hodnota ,PIF = *1%

Cmax (_ UV)
Cinax (+UV)
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Ak je mozné ziskat len hodnotu PIF = *1°, naznacuje to nepritomnost fototoxického potencidlu.

V pripadoch b) a ¢) by sa koncentrécie, dosiahnuté v in vitro teste fototoxicity 3T3 NRU, mali pri pred-
povedani fototoxického potencidlu dosledne vziat do tvahy.

Predikénd vzorka, verzia 2: stredny svetelny ticinok (MPE)

Alternativou je pouzitie novej verzie vzorky na predpoved fototoxického potencidlu, ktord bola vyvi-
nutd s pouzitim tdajov overovacej tadie EU/COLIPA (15) a testovand pri slepych pokusoch v nédslednej
stadii in vitro fototoxicity UV filtra¢nych chemikalii (13). Tato vzorka prekondva obmedzenie vzorky PIF
v pripadoch, kde nie je mozné ziskat EC,. Vzorka pouziva ;stredny svetelny ¢inok’ (MPE), veli¢inu zalo-
Zent na porovnani Gplnych kriviek koncentrécia/t¢inok. Na aplikovanie vzorky MPE bol na Humbold-
tovej univerzite (Berlin) vyvinuty Specidlny pocitatovy software, ktory je mozné ziskat bezplatne.

Interpreticia vysledkov

Pozitivny vysledok v in vitro teste fototoxicity 3T3 NRU (PIF = 5 alebo MPE = 0,1) naznacuje, Ze testo-
vand ldtka md fototoxicky potencidl. Ak sa tento vysledok ziska pri koncentrdcidch mensich ako
10 pg/ml, testovand chemikalia sa pravdepodobne bude spravat ako fototoxin aj za roznych podmienok
oziarenia in vivo. Ak sa pozitivny vysledok dosiahne len pri najvyssej testovanej koncentrécii 100 pg/ml,
na postdenie rizika alebo nebezpecnosti fototoxicity budti mozno potrebné dalie informécie. Sem mozu
spadat daje o prenikani, absorpcii a moznej akumuldcii chemikdlie v kozi, alebo otestovanie chemikdlie
alternativnym testom, napr. s pouzitim in vitro modelu ludskej pokozky.

Negativny vysledok v in vitro teste fototoxicity 3T3 NRU (PIF < 5 alebo MPE < 0,1) sved¢i o tom, Ze testo-
vand ldtka nebola pri pouzitych podmienkach fototoxickd pre kultivované bunky cicavca. V pripadoch,
kde sa chemikalia mohla testovat az do najvyssej koncentracie 100 pg/ml, negativny vysledok naznacu-
je, ze chemikalia nema fototoxicky potencial, a fototoxicitu in vivo je mozné pokladat za nepravdepo-
dobnt. V pripadoch, kde boli pri nizsich koncentracidch zistené totozné vztahy medzi koncentrdciou
a toxicitou (ECs, +UV a EC5, —UV), bude interpretdcia tidajov rovnakd. Naopak, ak nebola preukdzand
Ziadna cytotoxicita (+ UV a —UV) a ak rozpustnost vo vode obmedzila koncentracie na hodnoty mensie
ako 100 pg/ml, kompatibilita testovanej ldtky a tejto sktisky moze byt spochybnitelnd a malo by sa zva-
Zit otestovanie na potvrdenie vysledku (napr. s pouzitim in vitro vzorky koze, alebo ex vivo vzorky koze,
alebo testom in vivo).

VYKAZOVANIE VYSLEDKOV

Spréava z testu

Spréva z testu musi obsahovat nasledovné informécie:

Testovand chemikdlia:

— identifikacné tidaje a ¢islo CAS, ak je zndme,

— fyzikdlna povaha a istota,

— fyzikdlnochemické vlastnosti, relevantné pre uskutocnenie stadie,
— stabilita a fotostabilita, ak je zndma.

Rozpuistadlo:

— zdovodnenie vyberu rozpustadla,

— rozpustnost testovanej chemikdlie v tomto rozpustadle,

— percentudlny obsah rozpustadla v posobiacom médiu (EBSS alebo PBS).
Bunky:

— typ a zdroj buniek,

— nepritomnost mykoplazmy,

— pocet prechodov buniek, ak je zndmy,

— UVA citlivost buniek, stanovend ozarovacim vybavenim, pouzitym v in vitro teste fototoxicity 3T3
NRU.

Testovacie podmienky a) — inkubdcia pred a po expozicii chemikdliou:
— typ a zloZenie kultiva¢ného média,
— inkuba¢né podmienky (koncentracia CO,, teplota, vlhkost),

— doba trvania inkubdcie (prediiprava, dodato¢nd tprava).
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Testovacie podmienky b) — pdsobenie chemikdlie:

— zdovodnenie vyberu koncentrécii testovanej chemikdlie, pouzitych za pritomnosti aj za nepritom-
nosti UV/viditelného Ziarenia,

— v pripade obmedzenej rozpustnosti testovanej chemikdlie a nepritomnosti cytotoxicity, zdovodne-
nie najvyssej testovanej koncentracie,

— typ a zloZenie testovacieho média (tlmivy solny roztok),

— doba posobenia chemikdlie.

Testovacie podmienky c) — oZiarenie:

— zdovodnenie vyberu pouzitého svetelného zdroja,

— spektrdlna charakteristika Ziarenia svetelného zdroja,

— transmisnd/absorp¢nd charakteristika pouzitého filtra (filtrov),
— charakteristika rddiometra a podrobnosti o jeho kalibrécii,

— vzdialenost svetelného zdroja od testovacej sustavy,

— otiarenie UVA pri tejto vzdialenosti, vyjadrené v mW/cm?,
— doba vystavenia UV/viditelnému svetlu,

— dévka UVA (oZiarenie x ¢as), vyjadrend v ]/cmz,

— teplota bunkovych kultiir po¢as oZarovania, a bunkovych kultdr sibezne uchovévanych v tme.
Testovacie podmienky d) — test NRU:

— zloZenie média NR,

— doba inkubécie NR,

— inkuba¢né podmienky (koncentracia CO,, teplota, vlhkost),
— podmienky extrakcie NR (extrahovand ldtka, doba trvania),
— vinové dizka poufitd na spektrofotometrické zistenie optickej hustoty NR,
— druhd vlnova dizka (referen¢nd), ak sa pouzije,

— slepy pokus spektrofotometra, ak sa pouZije.

Vyisledky:

— hodnoty Zivotaschopnosti buniek, zistené pri kazdej koncentracii testovanej chemikélie, vyjadrené
v percentdch zo strednej Zivotaschopnosti kontrolnych buniek,

— krivky koncentricia/icinok (koncentricia testovanej chemikélie v zdvislosti od relativnej Zivotaschop-
nosti buniek), ziskané pri sibeznych experimentoch (+ UVA) a (-UVA),

— rozbor tdajov kriviek koncentrdcia/tcinok: ak je to mozné, odhad/vypocet ECs, (+ UVA) a ECs,
(-UVA),

— porovnanie oboch kriviek koncentrdcia/a¢inok, ziskanych za pritomnosti a za nepritomnosti
UVA|viditelného Ziarenia, bud vypocitanim koeficientu svetelnej drézdivosti (PIF), alebo vypocita-
nim stredného svetelného tcinku (MPE),

— Klasifikdcia fototoxického potencidlu,

— akceptacné kritérid testu a) — sbeznd negativna kontrola:

— absolttna Zivotaschopnost (optickd hustota extraktu NR) oZiarenych a neoziarenych buniek,
— historické daje negativnej kontroly, strednd hodnota a $tandardna odchylka.
— akceptacné kritérid testu b) — stbeznd pozitivna kontrola:

— ECs, (+ UVA) a EC,, (-UVA) a PIF pozitivnej kontrolnej chemikilie,

— historické adaje pozitivnej kontrolnej chemikdlie: EC5, (+ UVA) a EC,, (-UVA) a PIF, strednd hod-
nota a Standardnd odchylka

Diskusia vysledkov.

Zdvery.
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PRILOHA II

Uloha testu fototoxicity 3T3 NTU v sekvnénom pristupe k testovaniu fototoxicity chemikalii

Uvodné vyhodnotenie
chemikélie
(Q)SAR, fotochémia

Absorpéné spektrd
UV/viditel'ného svetla vo
vhodnych rozpust'adlich
(napr. postup OECD ¢ 101)

Bez

absorpcie

NevyZaduje sa

fotobiologické

In vitro test fototoxicity 3T3 NRU

&  Prikoncentracif > 100 pugjml

©  Prikoncentrici <100 pg/ml

v
V zévisloti od h 4
pouZivania na Overreny test Bez akiitneho
! uciroc}?-regul. na potvrdenie vysledkov Jototoxického
opatrenia. napr. (pozi Cast’ 2,4) potencidlu
oznacovanie

nélepkami.

A 4

Fotogenotoxicita
(23] Invitro

Test na fotoalergiu

©

Testovanie bezpetnosti
nalud’och

(") Prijaté pred 26. Gpravou.




