
ODGCIA 2000/33/EJ SGR EPISQOPGR

sgy 25gy Apqikßot 2000

rvesijÜ le sgm pqoraqlocÞ, cia eijorsÞ Ýbdolg uoqÜ, rsgm sevmijÞ pqüodo sgy odgcßay 67/548/EOJ
sot Rtlbotkßot peqß pqoreccßrexy sxm molohesijþm, jamomirsijþm jai dioijgsijþm diasÜnexm pot

auoqoým sgm sanimülgrg, rtrjetarßa jai epirÞlamrg sxm epijßmdtmxm otriþm (*)

(Jeßlemo pot paqotriÜfei emdiauÝqom cia som EOV)

G EPISQOPG SXM ETQXPAÚJXM JOIMOSGSXM,

¸vomsay tpüwg:

sg rtmhÞjg cia sgm ßdqtrg sgy EtqxpaújÞy Joimüsgsay,

sgm odgcßa 67/548/EOJ sot Rtlbotkßot, sgy 27gy Iotmßot 1967,
peqß pqoreccßrexy sxm molohesijþm, jamomirsijþm jai dioijgsijþm
diasÜnexm pot auoqoým rsgm sanimülgrg, rtrjetarßa jai
epirÞlamrg sxm epijimdýmxm otriþm (1), üpxy sqopopoiÞhgje
seketsaßa apü sgm odgcßa 1999/33/EJ sot Etqxpaújoý Joimobot-
kßot jai sot Rtlbotkßot (2), jai idßxy so Üqhqo 28,

Ejsilþmsay sa ajükotha:

(1) EpibÜkkesai ma pqoraqlorseß rsgm sevmijÞ pqüodo so
paqÜqsgla V sgy odgcßay 67/548/EOJ cia som jahoqirlü
sxm lehüdxm pqordioqirloý sxm utrijo-vglijþm idiosÞsxm,
sgy sonijüsgsay jai sgy oijosonijüsgsay sxm otriþm jai sxm
rjetarlÜsxm.

(2) So Üqhqo 7 paqÜcqauoy 2 sgy odgcßay 86/609/EOJ sot
Rtlbotkßot, sgy 24gy Moelbqßot 1986, cia sgm pqorÝccirg
sxm molohesijþm, jamomirsijþm jai dioijgsijþm diasÜnexm sxm
jqasþm lekþm rvesijÜ le sgm pqorsarßa sxm fþxm pot vqgri-
lopoioýmsai cia peiqalasijoýy jai Ükkoty epirsglomijoýy
rjopoýy (3), pqobkÝpei üsi dem ejsekoýmsai peiqÜlasa le pei-
qalasüfxa euürom so epidixjülemo aposÝkerla dýmasai ma
episetvheß le Ükkg epirsglomijÜ apodejsÞ lÝhodo pot eßmai
eýkoca jai pqajsijÜ diahÝrilg.

(3) ¸votm amapstvheß emakkajsijÝy peiqalasijÝy lÝhodoi pot dem
peqikalbÜmotm sg vqÞrg fþxm cia som Ýkecvo sxm vglijþm.
AtsÝy oi lÝhodoi ha pqÝpei ma eiravhoým rso paqÜqsgla V
sgy odgcßay 67/548/EOJ.

(4) Sa lÝsqa pot pqobkÝpei g paqoýra odgcßa eßmai rýluxma le
sg cmþlg sgy episqopÞy cia sgm pqoraqlocÞ rsgm sevmijÞ
pqoüodo sxm odgciþm pot rvesßfomsai le sgm enÜkeiwg sxm
sevmijþm uqaclþm rso elpüqio epijimdýmxm otriþm jai paqa-
rjetarlÜsxm,

ENEDXRE SGM PAQOTRA ODGCIA:

¢qhqo 1

Sa jeßlema rsa paqaqsÞlasa I jai II sgy paqoýray odgcßay pqo-
rsßhemsai rso lÝqoy B sot paqaqsÞlasoy V sgy odgcßay
67/548/EOJ.

¢qhqo 2

1. Sa jqÜsg lÝkg hÝsotm re irvý siy molohesijÝy, jamomirsijÝy
jai dioijgsijÝy diasÜneiy pot eßmai apaqaßsgsey pqojeilÝmot ma
rtlloquxhoým pqoy sgm paqoýra odgcßa Ýxy sgm 1g Ojsxbqßot
2001 so aqcüseqo. Emgleqþmotm sgm EpisqopÞ rvesijÜ.

Sa jqÜsg lÝkg leqilmoým þrse oi diasÜneiy pot herpßfotm rvesijÜ
ma peqiÝvotm Þ ma rtmodeýomsai apü paqapolpÞ rsgm paqoýra
odgcßa jasÜ sgm epßrglg dglorßetrÞ soty. Sa jqÜsg lÝkg jahoqß-
fotm sgm loquÞ sgy xy Ümx amauoqÜy.

2. Sa jqÜsg lÝkg joimopoioým rsgm EpisqopÞ siy jýqiey
diasÜneiy sgy ehmijÞy moloherßay pot herpßfotm rsom solÝa sgy
paqoýray odgcßay paqÝvomsay paqÜkkgka pßmaja rtrvesirloý
lesaný sxm diasÜnexm sgy odgcßay jai sxm amsirsoßvxy herpifüle-
mxm ehmijþm diasÜnexm.

¢qhqo 3

G paqoýra odgcßa aqvßfei ma irvýei sgm sqßsg glÝqa apü sg dglo-
rßetrÞ sgy rsgm Epßrglg Eugleqßda sxm Etqxpaújþm Joi-
mosÞsxm.

¢qhqo 4

G paqoýra odgcßa apethýmesai rsa jqÜsg lÝkg.

BqtnÝkkey, 25 Apqikßot 2000.

Cia sgm EpisqopÞ

Margot WALLSTRÖM

LÝkoy sgy EpisqopÞy

(*) Ejdühgje pqim sgm eijorsÞ Ýjsg pqoraqlocÞ.
(1) EE 196 sgy 16.8.1967, r. 1.
(2) EE L 199 sgy 30.7.1999, r. 57.
(3) EE L 358 sgy 18.12.1986, r. 1.
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PAQAQSGLA I

«B.40. DIABQXRG SOT DEQLASOR

1. LEHODOR

1.1. EiracxcÞ

So Etqxpaújü JÝmsqo Epijýqxrgy Emakkajsijþm Lehüdxm (EJEEL, Joimü JÝmsqo Eqetmþm, EtqxpaújÞ EpisqopÞ)
Ývei ecjqßmei xy epirsglomijÜ Ýcjtqey dýo im xisqo dojilÝy deqlasijÞy diabqxsijüsgsay, sg dojilarßa diadeqlijÞy
gkejsqijÞy amsßrsargy (TER � transcutaneous electrical resistance) dÝqlasoy epßltoy jai dojilÞ pot
vqgrilopoieß oloßxla amhqxpßmot dÝqlasoy (1) (2) (3). G lekÝsg epijýqxrgy sot EJEEL jasÝdeine üsi jai oi dýo
dojilÝy eßmai re hÝrg ma diajqßmotm le aniüpirso sqüpo cmxrsÝy diabqxsijÝy apü lg diabqxsijÝy otrßey sot
dÝqlasoy. PÝqam soýsot, so pqxsüjokko sgy dojilÞy le oloßxla amhqþpimot dÝqlasoy, epÝsqewe oqhÞ diÜjqirg
lesaný sxm diauüqxm bahlþm diabqxsijþm epidqÜrexm (cmxrsÜ irvtqÜ diabqxsijÜ sot dÝqlasoy, R35, jai Ükka
diabqxsijÜ sot dÝqlasoy R34) (2). G peqicqauÞ sxm dýo lehüdxm jai g diadijarßa sgy dojilÞy paqÝvomsai
jasxsÝqx. G epikocÞ sgy lehüdot cßmesai le bÜrg siy eidijÝy apaisÞreiy jai siy pqosilÞreiy sot vqÞrsg.

BkÝpe epßrgy cemijÞ eiracxcÞ lÝqoy B.

1.2. Oqirloß

DiÜbqxrg sot dÝqlasoy: eßmai g pqüjkgrg lg amsirsqepsÞy bkÜbgy rso deqlasijü irsü lesÜ sgm euaqlocÞ ekecvü-
lemgy otrßay.

1.3. Otrßey amauoqÜy

Otdelßa, akkÜ bkÝpe rgleßa 1.5.3.4 jai 1.7.2.3.

1.4. AqvÞ sgy lehüdot � Dojilarßa diadeqlijÞy gkejsqijÞy amsßrsargy (TER) dÝqlasoy epßltoy

So ekecvülemo tkijü euaqlüfesai epß 24 þqey jas' amþsaso üqio rsiy epideqlijÝy epiuÜmeiey dßrjxm dÝqlasoy pot
Ývotm kguheß apü siy doqÝy meaqþm epiltþm oi opoßoi Ývotm hamasxheß le lg bÜmatro sqüpo. Sa diabqxsijÜ tkijÜ
pqordioqßfomsai bÜrei sgy ijamüsgsÜy soty ma pqojakoým apþkeia sgy ajeqaiüsgsay sgy jeqasßmgy rsibÜday jai
sgy uqajsijÞy keisotqcßay, g opoßa lesqÜsai xy leßxrg sgy eccemoýy diadeqlijÞy gkejsqijÞy amsßrsargy (TER) re
epßpeda valgküseqa emüy jasþsasot oqßot (5 kh) (4) (5). EqehirsijÜ jai lg eqehirsijÜ tkijÜ dem pqojakoým
leßxrg sgy TER re epßpeda valgküseqa sot jasxsÜsot oqßot. Rsg diadijarßa sgy dojilÞy lpoqeß ma emrxlasxheß
Ýma rsÜdio dÝrletrgy vqxrsijÞy cia siy sariemeqcÝy otrßey jai siy otdÝseqey oqcamijÝy emþreiy (cia soty oqirloýy
bkÝpe tporgleßxrg 6) þrse ma leixheß o aqihlüy sxm wetdohesijþm aposekerlÜsxm pot kalbÜmomsai le vglijÝy
otrßey atsoý sot sýpot rtcjejqilÝma (2) (7).

1.5. PeqicqauÞ sgy lehüdot dojilÞy � dojilarßa TER dÝqlasoy epßltoy

1.5.1. Peiqalasüfxa

Cia sgm pqoesoilarßa sxm dßrjxm dÝqlasoy apaisoýmsai meaqoß (20-23 gleqþm) epßltey (rsÝkevoy Wistar Þ
paqüloio). Auaiqeßsai epilekþy so sqßvxla apü sgm peqiovÞ sgy qÜvgy jai sxm pketqþm le lijqÞ ntqirsijÞ lgvamÞ
cia fþa. Sa peiqalasüfxa ejpkýmomsai jai ruotccßfomsai epilekþy emþ g peqiovÞ elbapsßfesai re amsibiosijü
diÜktla (pot peqiÝvei, epß paqadeßclasi, rsqepsoltjßmg, pemijikßmg, vkxqaluaimijükg Þ aluoseqijßmg, re
jasÜkkgkey rtcjemsqþreiy cia sgm amarsokÞ sgy bajsgqiajÞy amÜpstngy). Sa peiqalasüfxa ejpkýmomsai ej mÝot
le amsibiosijÜ sgm sqßsg Þ sÝsaqsg glÝqa le sgm pqþsg Ýjpktrg jai vqgrilopoioýmsai emsüy sqiþm gleqþm (g
gkijßa sxm peiqalasüfxxm dem pqÝpei ma tpeqbaßmei siy 31 glÝqey cia sgm pqoesoilarßa sgy doqÜy).

1.5.2. Pqoesoilarßa sxm dßrjxm dÝqlasoy

Sa peiqalasüfxa hamasþmomsai le lg bÜmatro sqüpo. Auaiqeßsai so dÝqla apü sg qÜvg jÜhe fþot jai apakkÜrre-
sai apü sgm peqßrreia kßpoty le pqorejsijÞ apolÜjqtmrÞ sot apü so dÝqla. G doqÜ sopoheseßsai epÜmx apü so
Üjqo rxkÞma poktsesqauhxqoaihtkemßot (PTFE) le sqüpo þrse g epiuÜmeia sgy epideqlßday ma bqßrjesai re epauÞ
le so rxkÞma. So dÝqla rtcjqaseßsai rsg hÝrg sot le sg boÞheia ekarsijoý dajstkßot O o opoßoy rseqeþmesai le
pßerg rso Üjqo sot rxkÞma, emþ g peqßrreia irsþm apojüpsesai. Oi diarsÜreiy sot rxkÞma jai sot dajstkßot
paqÝvomsai rso rvÞla 1. Rsg rtmÝveia, g Ýmxrg sot ekarsijoý dajstkßot O le so Üjqo sot rxkÞma PTFE
rsecamopoießsai le sg boÞheia bafekßmgy O rxkÞmay rsgqßfesai le ekasgqixsü ruicjsÞqa emüy tpodovÝa pot
peqiÝvei diÜktla heiijoý lacmgrßot (154 mM) (rvÞla 2).

1.5.3. Diadijarßa dojilÞy

1.5.3.1. E u a q l o c Þ s o t e k e c v ü l e m o t t k i j o ý

Oi tcqÝy ekecvülemey otrßey (150 µl) euaqlüfomsai rsgm epideqlijÞ epiuÜmeia pot bqßrjesai rso erxseqijü sot
rxkÞma (rvÞla 2). ¼sam enesÜfomsai rseqeÜ tkijÜ, euaqlüfesai epaqjÞy porüsgsa rseqeoý tkijoý rso dßrjo þrse
ma jakýpsesai so rýmoko sgy epiuÜmeiay sgy epideqlßday. Rsg rtmÝveia, 150 µl apiomirlÝmot meqoý pqorsßhemsai
rso rseqeü tkijü jai oi rxkÞmey amadeýomsai Þpia. Oi ekecvülemey otrßey pqÝpei ma eßmai re lÝcirsg dtmasÞ epauÞ
le so dÝqla. Cia oqirlÝma rseqeÜ atsü lpoqeß ma episetvheß le hÝqlamrg rsoty 30 °C jas' amþsaso üqio jai sÞng
sgy ekecvülemgy otrßay Þ le Ükerla þrse ma kguheß jojjopoiglÝmo tkijü Þ rjümg.
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Cia jÜhe ekecvülemg otrßa vqgrilopoioýmsai sqeiy dßrjoi dÝqlasoy. Oi ekecvülemey otrßey diasgqoýmsai re epauÞ
le so dÝqla epß 24 þqey (bkÝpe epßrgy 1.5.3.4). Rsg rtmÝveia ejpkýmomsai le ejsünetrg sqevoýlemot meqoý heqlo-
jqarßay Ýxy 30 °C Ýxy üsot apolajqtmhoým pkÞqxy. G apolÜjqtmrg ekecvülemxm otriþm pot Ývotm
rseqeopoigheß rso erxseqijü sot rxkÞma eßmai dtmasüm ma dietjoktmheß le ejsünetrg heqloý meqoý heqlojqarßay
30 °C peqßpot.

1.5.3.2. L e s q Þ r e i y T E R

G TER lesqÜsai le sg boÞheia cÝutqay dedolÝmxm (databridge) pot keisotqceß le emakkarrülemo qeýla jai
valgkÞ sÜrg (p.v. AIM 401 Þ 6401 Þ amsßrsoivg). Pqim apü sg lÝsqgrg sgy gkejsqijÞy amsßrsargy, ekassþmesai g
epiuameiajÞ sÜrg sot dÝqlasoy le sgm pqorhÞjg aihamükgy 70 % rsgm porüsgsa pot apaiseßsai cia ma jaktuheß g
epideqlßda. Kßca kepsÜ aqcüseqa, o rxkÞmay amsirsqÝuesai cia ma apolajqtmheß g aihamükg jai o irsüy
emtdasþmesai le sgm pqorhÞjg 3 lk diakýlasoy heiijoý lacmgrßot (154 mM). Sa gkejsqüdia sgy cÝutqay
dedolÝmxm sopohesoýmsai re lia apü siy dýo pketqÝy sot dßrjot dÝqlasoy cia sg lÝsqgrg sgy amsßrsargy re
kh/dßrjo dÝqlasoy (rvÞla 2). Oi diarsÜreiy sxm gkejsqodßxm jai so lÞjoy sot gkejsqodßot pot bqßrjesai jÜsx
apü soty ruicjsÞqey sýpot jqododeßkot paqÝvomsai rso rvÞla 1. O ruicjsÞqay sot erxseqijoý (vomdqoý)
gkejsqodßot sopoheseßsai rsgm joqtuÞ sot rxkÞma PTFE jasÜ sg lÝsqgrg sgy amsßrsargy þrse ma enaruakßfesai
g elbÜpsirg rsaheqoý slÞlasoy sot gkejsqodßot rso diÜktla heiijoý lacmgrßot. So enxseqijü (kepsü)
gkejsqüdio sopoheseßsai emsüy sot tpodovÝa le sqüpo þrse ma ajotlpÜei rsom pthlÝma sot. G apürsarg lesaný
bÜrgy sot ekgsgqixsoý ruicjsÞqa jai sgy bÜrgy sot rxkÞma PTFE diasgqeßsai rsaheqÞ (rvÞla 1) dedolÝmot üsi
epgqeÜfei sg kalbamülemg silÞ sgy amsßrsargy.

Rgleiþmesai üsi am g lesqoýlemg silÞ sgy amsßrsargy tpeqbaßmei sa 20 kh, atsü lpoqeß ma oueßkesai rsgm
ekecvülemg otrßa pot epijakýpsei sgm epideqlijÞ epiuÜmeia sot dßrjot dÝqlasoy. Lpoqeß ma epiveiqgheß
apolÜjqtmrg sgy otrßay atsÞy le amÜdetrg sot rxkÞma PTFE epß 10 detseqükepsa peqßpot auoý jaktuheß so
rsüliü sot le som pqorsasetülemo le cÜmsi amsßveiqa. So diÜktla heiijoý lacmgrßot apovýmesai jai
epamakalbÜmesai g lÝsqgrg sgy amsßrsargy le mÝo diÜktla heiijoý lacmgrßot.

Oi lÝrey lesqoýlemey silÝy TER cßmomsai apodejsÝy euürom oi rýcvqomÝy soty hesijÝy jai aqmgsijÝy silÝy pot
Ývotm pqojýwei cia sgm otrßa lÜqstqa peqijkeßomsai rsiy apodejsÝy cia sg lÝhodo peqiovÝy glþm. Oi
tpodeijmtülemey otrßey lÜqstqey jai oi amsßrsoivey apodejsÝy peqiovÝy glþm gkejsqijÞy amsßrsargy cia sgm
peqicqauülemg lehodokocßa jai rtrjetÞ Ývotm xy enÞy:

LÜqstqay Otrßa
Pedßo silþm gkejsqijÞy

amsßrsargy
(kh)

Hesijüy Tdqovkxqijü oný (36 %) 10 M 0,5-1,0

Aqmgsijüy AporsaclÝmo meqü 10-25

1.5.3.3. S q o p o p o i g l Ý m g d i a d i j a r ß a c i a s a r i e m e q c Ý y o t r ß e y o t d Ý s e q e y o q c a m i j Ý y e m þ r e i y

EÜm oi silÝy TER ekecvülemxm otriþm pot elpßpsotm rsgm jasgcoqßa sxm sariemeqcþm otriþm Þ sxm otdÝseqxm
oqcamijþm emþrexm eßmai lijqüseqey apü Þ ßrey le 5 kh, lpoqeß ma pqaclasopoigheß ejsßlgrg sgy dießrdtrgy
vqxrsijÞy rsoty irsoýy. Le sg diadijarßa atsÞ ha pqordioqirseß jasÜ püro sa aposekÝrlasa eßmai wetdohesijÜ (2).

1.5.3.3.1. EuaqlocÞ jai apolÜjqtmrg sgy vqxlasijÞy otrßay rotkuoqodaqßmgy B

LesÜ sgm aqvijÞ jaseqcarßa le sgm ekecvülemg otrßa euaqlüfomsai rsgm epideqlijÞ epiuÜmeia jÜhe dßrjot
dÝqlasoy cia dýo þqey, 150 µl diakýlasoy rotkuoqodalßmgy B re apersaclÝmo meqü 10 % (w/v). Rsg rtmÝveia, oi
dßrjoi dÝqlasoy ejpkýmomsai le ejsünetrg sqevoýlemot meqoý heqlojqarßay dxlasßot epß 10 detseqükepsa
peqßpot þrse ma apolajqtmheß stvüm peqßrreia Þ adÝrletsg vqxrsijÞ. ¸jarsoy sxm dßrjxm dÝqlasoy auaiqeßsai
apü som rxkÞma PTFE jai sopoheseßsai le uiakßdio (p.v. ctÜkimo uiakßdio rpimhgqirloý sxm 20 ml) pot peqiÝvei
apiomirlÝmo meqü (8 ml). Sa uiakßdia amadeýomsai Þpia epß 5 kepsÜ þrse ma apolajqtmheß stvüm epipkÝom
peqßrreia Þ adÝrletsg vqxrsijÞ. EpamakalbÜmesai g Ýjpktrg le sqevoýlemo meqü jai, rsg rtmÝveia, oi dßrjoi
dÝqlasoy auaiqoýmsai jai sopohesoýmsa re uiakßdia pot peqiÝvotm 5 ml diakýlasoy dxdejtkorotkuomijoý
masqßot (SDS) re aporsaclÝmo meqü 30 % (w/v). Sa uiakßdia auÞmomsai pqoy epþarg rsoty 60 °C epß lia mývsa.
LesÜ sgm epþarg, oi dßrjoi dÝqlsoy auaiqoýmsai apü sa uiakßdia jai apoqqßpsomsai emþ so emapolÝmom diÜktla
utcojemsqeßsai epß 8 kepsÜ rsoty 21 °C (rvesijÞ utcüjemsqoy dýmalg p 175). Apü sgm tpeqjeßlemg rsibÜda
kalbÜmesai 1 ml jai aqaiþmesai re amakocßa 1 pqoy 5 (x/x) [dgk. 1 ml + 4 ml] le diÜktla 30 % (w/v) SDS re
apersaclÝmo meqü. G opsijÞ ptjmüsgsa sot diakýlasoy lesqÜsai rsa 565 nm peqßpot.

1.5.3.3.2. Tpokocirlüy sgy peqiejsijüsgsay re vqxrsijÞ

G peqiejsijüsgsa jÜhe dßrjot re rotkuoqodalßmg B tpokocßfesai le bÜrg siy silÝy opsijÞy ptjmüsgsay (rtmse-
kersÞy loqiajÞy apürbergy sgy rotkuoqodalßmgy B rsa 565 nm = 8,7 ×104 loqiajü bÜqoy = 580).
Pqordioqßfesai g peqiejsijüsgsa ejÜrsot dßrjot dÝqlasoy re rotkuoqodalßmg B jai jasüpim tpokocßfesai g lÝrg
peqiejsijüsgsa re vqxrsijÞ cia siy epamakÞweiy. Oi lÝrey silÝy dÝrletrgy vqxrsijÞy cßmomsai apodejsÝy euürom oi
rýcvqomey silÝy pot Ývotm pqojýwei cia sgm otrßa lÜqstqa peqijkeßomsai rsiy apodejsÝy cia sg lÝhodo peqiovÝy
silþm. Oi tpodeijmtülemey apodejsÝy peqiovÝy silþm peqiejsijosÞsxm re vqxrsijÞ cia siy otrßey lÜqstqey, cia sg
lehodokocßa jai cia sg rtrjetarßa pot peqicqÜuomsai Ývotm xy enÞy:
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LÜqstqay Otrßa

PeqiovÞ silþm
peqiejsijosÞsxm re

vqxrsijÞ/
(µg/dßrjo)

Hesijüy Tdqovkxqijü oný (36 %) 10 M 40-100

Aqmgsijüy AporsaclÝmo meqü 15-35

1.5.3.4. P q ü r h e s e y p k g q o u o q ß e y

Oi ekecvülemey otrßey lpoqoým ma euaqlüfomsai rsoty dßrjoty dÝqlasoy cia bqavýseqa vqomijÜ diarsÞlasa (p.v.
2 þqey) pqojeilÝmot ma emsopßfomsai tkijÜ pot pqojakoým irvtqÞ diÜbqxrg. G lekÝsg epijýqxrgy, xrsüro,
jasÝdeine üsi g dojilarßa TER odÞcgre re tpeqejsßlgrg sot diabqxsijoý dtmalijoý diauüqxm ekecvülemxm
vglijþm otriþm lesÜ sg diasÞqgrÞ soty re epauÞ le soty dßrjoty dÝqlasoy epß dýo þqey (2), emþ le sgm
eijorisesqÜxqg diadijarßa epÝsqewe som oqhü pqordioqirlü sxm diabqxsijþm jai lg diabqxsijþm otriþm.

Sa vaqajsgqirsijÜ jai oi diarsÜreiy sgy vqgrilopoioýlemgy rtrjetÞy jahþy jai g ajokothoýlemg peiqalasijÞ
diadijarßa lpoqoým ma epgqeÜrotm siy kalbamülemey silÝy TER. So jasþsaso üqio diÜbqxrgy sxm 5 kh
tpokocßrsgje le bÜrg sa dedolÝma pot ekÞuhgram le sg rtcjejqilÝmg rtrjetÞ jai diadijarßa pot peqicqÜuomsai
rsgm paqoýra lÝhodo. Re peqßpsxrg rglamsijÞy lesabokÞy sxm rtmhgjþm sgy dojilÞy eßmai dtmasüm ma irvýotm
diauoqesijÜ üqia jai silÝy cia soty lÜqstqey. Xy ej soýsot, rtmirsÜsai diajqßbxrg sgy lehodokocßay jai sot
jasxsÜsot oqßot amsßrsargy lÝrx sgy dienacxcÞy dojilþm le reiqÜ pqosýpxm diaktlÜsxm amauoqÜy sa opoßa ha
epikecoým lesaný sxm vglijþm otriþm pot vqgrilopoiÞhgjam rsg lekÝsg epijýqxrgy (3).

1.6. AqvÞ sgy lehüdot dojilÞy � Dojilarßa le oloßxla amhqþpimot dÝqlasoy

So ekecvülemo tkijü euaqlüfesai sopijÜ epß 4 þqey jas' amþsaso üqio, rso sqirdiÜrsaso oloßxla amhqþpimot
dÝqlasoy so opoßo peqikalbÜmei amapkarheßra epideqlßda le keisotqcijÞ jeqasßmg rsibÜda. Sa diabqxsijÜ tkijÜ
satsopoioýmsai le bÜrg sgm ijamüsgsÜ soty ma pqojakoým leßxrg sgy jtssaqijÞy bixrilüsgsay (üpxy pqordioqßfe-
sai p.v. le sg dojilarßa amacxcÞy sot MTT) re epßpeda valgküseqa sxm jahoqirhÝmsxm jasxsÜsxm oqßxm re
rtcjejqilÝmey peqiüdoty Ýjhergy. G aqvÞ sgy dojilarßay rsgqßfesai rso rjepsijü üsi diabqxsijÝy vglijÝy otrßey
eßmai ejeßmey pot lpoqoým ma dieirdýrotm rsgm jeqasßmg rsoibÜda (le diÜvtrg Þ diÜbqxrg) jai eßmai aqjoýmsxy
jtssaqosonijÝy þrse ma pqojakoým so hÜmaso sxm jtssÜqxm rsiy tpojeßlemey jtssaqijÝy rsoibÜdey.

1.7. PeqicqauÞ sgy lehüdot dojilÞy � Dojilarßa le oloßxla amhqþpimot dÝqlasoy

1.7.1. Oloiþlasa amhqxpßmot dÝqlasoy

Sa oloiþlasa amhqþpimot dÝqlasoy eßmai dtmasüm ma pqoÝqvomsai apü diÜuoqey pgcÝy, akkÜ pqÝpei ma ijamopoioým
oqirlÝma jqisÞqia. So oloßxla pqÝpei ma Ývei lia keisotqcijÞ jeqasßmg rsoibÜda le tpürsqxla fþmsxm jtssÜqxm.
G uqajsijÞ keisotqcßa sgy jeqasßmgy rsoibÜday pqÝpei ma eßmai epaqjÞy. Atsü lpoqeß ma apodeivheß jasa-
deijmýomsay sgm amsovÞ sot oloiþlasoy rsgm jtssaqosonijüsgsa lesÜ sgm euaqlocÞ otriþm oi opoßey eßmai
cmxrsÝy xy jtssaqosonijÝy akkÜ dem diapeqmoým sgm jeqasßmg rsoibÜda. PqÝpei epßrgy ma jasadeijmýesai üsi le so
oloßxla atsü kalbÜmomsai amapaqacþcila aposekÝrlasa tpü jahoqirlÝmey peiqalasijÝy rtmhÞjey.

G bixrilüsgsa sxm fþmsxm jtssÜqxm sot oloiþlasoy pqÝpei ma eßmai aqjesÜ twgkÞ þrse ma cßmesai rauÞy
diÜjqirg lesaný sxm hesijþm jai aqmgsijþm laqsýqxm. G jtssaqijÞ bixrilüsgsa (üpxy pqojýpsei, epß paqadeßc-
lasi, apü sg lÝsqgrg sxm epipÝdxm sot amavhÝmsoy MTT, dgkadÞ re silÞ opsijÞy ptjmüsgsay) lesÜ sgm Ýjherg re
aqmgsijü lÜqstqa pqÝpei ma elpßpsei rsa apodejsÜ üqia cia so rtcjejqilÝmo oloßxla. Oloßxy, oi silÝy
jtssaqijÞy bixrilüsgsay pot kalbÜmomsai le hesijü lÜqstqa (Ýmamsi sxm amsßrsoivxm pot kalbÜmomsai le
aqmgsijü lÜqstqa) pqÝpei ma bqßrjomsai emsüy jahoqirlÝmxm oqßxm. So vqgrilopoioýlemo pqocmxrsijü lomsÝko
pqÝpei ma amsapojqßmesai apaqaisÞsxy rsa diehmÞ pqüstpa epijýqxrgy (2).

1.7.2. Diadijarßa dojilÞy

1.7.2.1. E u a q l o c Þ s o t e k e c v ü l e m o t t k i j o ý

PqojeilÝmot cia tcqÜ tkijÜ, vqgrilopoießsai epaqjÞy porüsgsa ekecvülemgy otrßay þrse ma jakýpsei sgm
epiuÜmeia sot dÝqlasoy (sotkÜvirsom 25 µl/cm2. PqojeilÝmot cia rseqeÜ tkijÜ, vqgrilopoießsai epaqjÞy porüsgsa
ekecvülemgy otrßay þrse ma jakýpsei so dÝqla jai rsg rtmÝveia g rseqeÜ otrßa tcqaßmesai cia ma enaruakirseß
jakÞ epauÞ le so dÝqla. Euürom apaiseßsai, sa rseqeÜ jomiopoioýmsai pqim apü sgm vqgrilopoßgrÞ soty. G
lÝhodoy euaqlocÞy pqÝpei ma eßmai jasÜkkgkg cia Ýma etqý uÜrla vglijþm otriþm (2). Rso sÝkoy sgy peqiüdot
Ýjhergy so ekecvülemo tkijü ejpkýmesai epilekþy apü sgm epiuÜmeia sot dÝqlasoy le akasoývo diÜktla.

1.7.2.2. L e s q Þ r e i y s g y j t s s a q i j Þ y b i x r i l ü s g s a y

Cia sg lÝsqgrg sgy jtssaqijÞy bixrilüsgsay lpoqeß ma vqgrilopoigheß oiadÞpose epijtqxlÝmg porosijÞ lÝhodoy.
G pkÝom vqgrilopoioýlemg dojilarßa eßmai g amacxcÞ MTT g opoßa paqeßve ajqibÞ jai amapaqacþcila
aposekÝrlasa re diÜuoqa eqcarsÞqia (2). O dßrjoy dÝqlasoy elbapsßfesai re diÜktla MTT rtcjemsqþrexy
0,3 mg/ml rsoty 20-28 °C epß 3 þqey. So pqojýpsom jtamoým ßfgla uoqlatam ejvtkßfesai (ejvýkirg le diakýsg)
jai g rtcjÝmsqxrg sgy uoqlatam tpokocßfesai le lÝsqgrg sgy opsijÞy ptjmüsgsay re peqiovÞ lÞjoty jýlasoy
lesaný 545 jai 595 nm.
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1.7.2.3. P q ü r h e s e y p k g q o u o q ß e y

So eßdoy sot vqgrilopoighÝmsoy oloiþlasoy dÝqlasoy jai so ajqibÝy pqxsüjokko sot vqümot Ýjhergy jai sxm dia-
dijariþm Ýjpktrgy j.kp. epgqeÜfotm re lecÜko bahlü sa rvesijÜ le sgm jtssaqijÞ bixrilüsgsa aposekÝrlasa.
RtmßrsÜsai diajqßbxrg sgy lehodokocßay jai sot pqocmxrsijoý lomsÝkot lÝrx sgy dienacxcÞy dojilþm le reiqÜ
pqosýpxm diaktlÜsxm amauoqÜy sa opoßa epikÝcomsai lesaný sxm vglijþm otriþm pot vqgrilopoiÞhgjam rsg
lekÝsg epijýqxrgy sot EJEEL (3). G vqgrilopoigheßra lÝhodoy eßmai apaqaßsgso ma Ývei apodeivheß amapa-
qacþcilg emsüy jai lesaný sxm diauüqxm eqcarsgqßxm cia Ýma etqý uÜrla vglijþm otriþm, rýluxma le sa diehmÞ
pqüstpa. G lÝhodoy pqÝpei ma amsapojqßmesai sotkÜvirsom rsa jqisÞqia epirsglomijÞy epijýqxrgy pot jahoqßfo-
msai pqogcotlÝmxy (2) jai sa aposekÝrlasa sgy lekÝsgy epijýqxrgy ma dglorieýomsai re Ýcjtqo epirsglomijü
peqiodijü sot opoßot sa Üqhqa ecjqßmomsai apü olüsiloty aniokocgsÝy.

2. DEDOLEMA

2.1. Epeneqcarßa sxm aposekerlÜsxm

2.1.1. Dojilarßa TER dÝqlasoy epßltoy

Oi silÝy gkejsqijÞy amsßrsargy re kh sot ekecvülemot tkijoý, sxm hesijþm jai aqmgsijþm laqsýqxm jai stvüm
pqosýpxm vglijþm otriþm amauoqÜy pqÝpei ma paqotriÜfomsai tpü loquÞ pßmaja, üpot ha peqikalbÜmomsai epßrgy
dedolÝma cia sa epamakgpsijÜ peiqÜlasa, lÝrey silÝy jai g pqojýpsotra sanimülgrg.

2.1.2. Dojilarßa le oloiþlasa amhqþpimot dÝqlasoy

Oi silÝy opsijÞy ptjmüsgsay jai sa tpokocirhÝmsa dedolÝma ejasorsiaßay jtssaqijÞy bixrilüsgsay cia so ekecvü-
lemo tkijü, soty hesijoýy jai aqmgsijoýy lÜqstqey jai stvüm pqüstpey vglijÝy otrßey amauoqÜy pqÝpei ma
paqotriÜfomsai tpü loquÞ pßmaja, üpot peqikalbÜmomsai epßrgy dedolÝma cia sa epamakgpsijÜ peiqÜlasa, lÝrey
silÝy jai g pqojýpsotra sanimülgrg.

2.2. Aniokücgrg jai eqlgmeßa sxm aposekerlÜsxm

2.2.1. Dojilarßa TER dÝqlasoy epßltoy

¼sam g lÝrg silÞ TER pot kalbÜmesai cia sgm ekecvülemg otrßa tpeqbaßmei sa 5 kh süse g rtcjejqilÝmg otrßa
dem hexqeßsai diabqxsijÞ. EÜm g silÞ TER eßmai lijqüseqg Þ ßrg sxm 5 kh, g ekecvülemg otrßa hexqeßsai
diabqxsijÞ euürom dem pqüjeisai cia sariemeqcü otrßa Þ otdÝseqg oqcamijÞ Ýmxrg.

Cia sariemeqcÝy otrßey Þ otdÝseqey oqcamijÝy emþreiy cia siy opoßey kalbÜmomsai silÝy TER lijqüseqey Þ ßrey sxm
5 kh, eßmai dtmasüm ma vqgrilopoigheß g lÝhodoy sgy dießrdtrgy vqxrsijÞy. EÜm g lÝrg peqiejsijüsgsa sot
dßrjot re vqxrsijÞ tpeqbaßmei Þ iroýsai le sgm amsßrsoivg lÝrg peqiejsijüsgsa re vqxrsijÞ pot pqojýpsei
satsüvqoma cia so hesijü lÜqstqa 36 % tdqovkþqio, süse so kalbamülemo aposÝkerla cia sgm ekecvülemg otrßa
eßmai pqaclasijÜ hesijü jai g otrßa exqeßsai epolÝmxy diabqxsijÞ. EÜm g lÝrg peqiejsijüsgsa sot dßrjot re
vqxrsijÞ eßmai lijqüseqg apü sgm amsßrsoivg lÝrg peqiejsijüsgsa re vqxrsijÞ pot pqojýpsei satsüvqoma cia so
hesijü lÜqstqa 36 % tdqovkþqio, süse so kalbamülemo aposÝkerla cia sgm ekecvülemg otrßa eßmai wetdohesijü
jai g otrßa dem eßmai epolÝmxy diabqxsijÞ.

2.2.2. Dojilarßa le oloßxla amhqþpimot dÝqlasoy

G silÞ opsijÞy ptjmüsgsay sot aqmgsijoý lÜqstqa amsipqorxpeýei jtssaqijÞ bixrilüsgsa 100 %. Xy ej soýsot
oi kalbamülemey cia so ekecvülemo deßcla silÝy opsijÞy ptjmüsgsay lpoqoým ma vqgrilopoighoým cia som tpoko-
cirlü sgy ejasorsiaßay bixrilüsgsay re rvÝrg le som aqmgsijü lÜqstqa. G diavxqirsijÞ silÞ ejasorsiaßay jtssa-
qijÞy bixrilüsgsay bÜrei sgy opoßay cßmesai diÜjqirg lesaný diabqxsijþm jai lg diabqxsijþm ekecvülemxm tkijþm
(Þ lesaný sxm diauüqxm bahlþm diÜbqxrgy) pqÝpei ma jahoqßfesai rauþy rso pqocmxrsijü lomsÝko pqim apü sgm
epijýqxrg sgy lehüdot, jai g pqaclasopoioýlemg rsg rtmÝveia lekÝsg epijýqxrgy pqÝpei ma jasadeijmýei sgm
jasakkgküsgsa sgy diavxqirsijÞy atsÞy silÞy (2).

3. EJHEREIR

¸jherg sgy dojilÞy

G Ýjherg sgy dojilÞy pqÝpei ma peqikalbÜmei sotkÜvirsom siy ajükothey pkgqouoqßey:

Ekecvülemg otrßa:

� satsopoßgrg, utrijÞ jasÜrsarg jai, jasÜ peqßpsxrg, utrijovglijÝy idiüsgsey. AmÜkocey pkgqouoqßey pqÝpei
ma paqÝvomsai cia siy stvüm vqgrilopoioýlemey otrßey amauoqÜy.

RtmhÞjey dojilÞy:

� kepsoleqÞy peqicqauÞ sgy diadijarßay dojilÞy pot ajokothÞhgje,

� peqicqauÞ jai aisiokücgrg stvüm sqopopoiÞrexm.
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AposekÝrlasa:

� paqotrßarg re pßmaja sxm silþm gkejsqijÞy amsßrsargy (dojilarßa TER) Þ sxm silþm ejasorsaßay jtssaqijÞy
bixrilüsgsay (dojilarßa le oloßxla amhqþpot dÝqlasoy) pot ekÞuhgram cia so ekecvülemo tkijü, soty
hesijoýy jai aqmgsijoýy lÜqstqey jai stvüm pqüstpey vglijÝy otrßey amauoqÜy, rtlpeqikalbamolÝmxm sxm
dedolÝmxm pot pqoÝjtwam apü sg epamakgpsijÜ peiqÜlasa jai sxm lÝrxm silþm,

� peqicqauÞ stvüm Ükkxm epipsþrexm pot paqasgqÞhgjam.

Rvokiarlüy sxm aposekerlÜsxm

RtlpeqÜrlasa
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PAQAQSGLA II

«B.41. UXSOSONIJOSGSA � IN VITRO 3T3 NRU DOJILG UXSOSONIJOSGSAR

1 LEHODOR

1.1 EiracxcÞ

Xy uxsosonijüsgsa oqßfesai g sonijÞ apüjqirg pot eluamßfesai lesÜ sgm pqþsg Ýjherg sot dÝqlasoy re oqirlÝmey
vglijÝy otrßey jai sgm em rtmeveßa Ýjherg rso uxy Þ pot epÜcesai oloßxy apü ajsimobükgrg sot dÝqlasoy Ýpeisa
apü rtrselijÞ voqÞcgrg liay vglijÞy otrßay.

Sa rsoiveßa pot kalbÜmomsai apü sgm in vitro 3T3 NRU dojilÞ uxsosonijüsgsay vqgrileýotm cia som pqordioqi-
rlü sgy uxsosonijÞy dtmasüsgsay liay tpü dojilÞ otrßay, dgkadÞ sgy ýpaqngy Þ apotrßay pihamþm jimdýmxm pot
lpoqeß ma eluamirsoým apü lia tpü dojilÞ otrßa re rtmdtarlü le Ýjherg rso tpeqiþdey jai so oqasü uxy.

DedolÝmot üsi so sonijokocijü sekijü aposÝkerla sgy im xisqo dojilÞy eßmai o pqordioqirlüy sgy uxsojtseaqo-
srnijüsgsay, pot pqojakeßsai apü sg rtmdtarlÝmg dqÜrg vglijÞy otrßay jai uxsüy, emþreiy pot eßmai uxsosonijÝy
in vivo Ýpeisa apü rtrselijÞ euaqlocÞ jai jasamolÞ rso dÝqla, jahþy epßrgy jai emþreiy pot dqotm xy uxsoeqe-
hirsijÜ Ýpeisa apü sopijÞ euaqlocÞ rso dÝqla, lpoqoým ma satsopoighoým le sg dojilÞ.

G in vitro 3T3 NRU dojilÞ uxsosonijüsgsay amapsývhgje jai epijtqþhgje re joimü pqücqalla EE/COLIPA apü
so 1992-1997 (123) pot apÝbkepe rsgm jahiÝqxrg liay Ýcjtqgy in vitro emakkajsijÞy kýrgy amsß sxm diauüqxm
in vivo vqgrilopoioýlemxm dojilþm. So 1996 re rtmÜmsgrg eqcarßay sot OORA pqosÜhgje lia in vitro
pqorÝccirg diadovijþm rsadßxm ekÝcvot cia sgm ejsßlgrg sgy uxsosonijüsgsay (4).

Sa aposekÝrlasa sgy in vitro 3T3 NRU dojilÞy uxsosonijüsgsay rtcjqßhgjam le siy in vivo oneßey uxsoso-
nijÝy/uxsoeqehirsijÝy epidqÜreiy re fþa jai amhqþpoty, jai g dojilÞ apodeßvhgje üsi paqeßve enaiqesijÝy
pqobkÝweiy xy pqoy siy epidqÜreiy atsÝy. G dojilÞ dem Ývei rvediarseß cia sgm pqübkewg Ükkxm dtrlemþm
epidqÜrexm pot lpoqeß ma pqojýwotm apü sg rtmdtarlÝmg dqÜrg vglijÞy otrßay jai sot uxsüy, p.v. uxsocomidio-
sonijüsgsay, uxsoakkeqcßay jai uxsojaqjimocÝmergy, am jai pokkÝy otrßey pot paqotriÜfotm sa eidijÜ atsÜ vaqa-
jsgqirsijÜ amsidqoým hesijÜ rsgm in vitro 3T3 NRU dojilÞ uxsosonijüsgsay. EpipkÝom, g dojilÞ dem Ývei rvedia-
rseß jasÜ sqüpo pot ma lpoqeß ma cßmesai ejsßlgrg sgy uxsosonijÞy irvýoy.

Rso pqorÜqsgla dßmesai lia pqorÝccirg diadovijþm rsadßxm ekÝcvot sgy uxsosonijüsgsay vglijþm otriþm.

1.2 Oqirloß

¸msarg ajsimobokßay: g Ýmsarg sot pqorpßpsomsoy re lia epiuÜmeia tpeqiþdoty (UV) Þ oqasoý uxsüy, lesqoýlemg
re W/m2 Þ mW/cm2.

Dürg uxsüy: g porüsgsa (= Ýmsarg × vqümoy) tpeqiþdoty (UV) Þ oqasÞy ajsimobokßay pqorpßpsotray re epiuÜmeia,
ejuqafülemg re Joules (= W × s) amÜ lomÜda epiuameßay, p.v. J/m2 Þ J/cm2.

Fþmey UV uxsüy: oi vaqajsgqirloß pot pqoseßmomsai apü sgm CIE (Commision Internationale de L'Eclairage)
eßmai: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) jai UVC (100-280 nm). Vqgrilopoioýmsai epßrgy jai oqirlÝmoi
Ükkoi vaqajsgqirloß: so diavxqisijü rgleßo lesaný UVB jai UVA sopoheseßsai rtvmÜ rsa 320 nm, emþ g UVA
lpoqeß ma vxqßfesai re UV-A1 jai UV-A2 le sgm tpodiaßqerg rsa 340 nm peqßpot.

JtssaqijÞ bixrilüsgsa: paqÜlesqoy pot lesqÜei sg rtmokijÞ dqarsijüsgsa emüy jtssaqijoý pkghtrloý (p.v.
pqürkgwg sgy fxsijÞy vqxrsijÞy Neutral Red re jtssaqijÜ ktrorþlasa) g opoßa, amÜkoca le so lesqoýlemo
sekijü aposÝkerla jai som vqgrilopoioýlemo rvediarlü sgy dojilÞy, rtrvesßfesai le so rtmokijü aqihlü Þ/jai
fxsijüsgsa sxm jtssÜqxm.

RvesijÞ jtssaqijÞ bixrilüsgsa: g jtssaqijÞ bixrilüsgsa ejuqafülemg re rvÝrg le aqmgsijoýy (diakýsey)
lÜqstqey pot Ývotm peqÜrei apü ükg sg diadijarßay dojilÞy (eßse + UV eßse ¯ UV), akkÜ dem Ývotm tpobkgheß re
epeneqcarßa le tpü dojilÞ otrßa.

LomsÝko pqübkewgy: akcüqihloy pot vqgrilopoießsai cia sg lesasqopÞ sxm aposekerlÜsxm liay dojilÞy sonijü-
sgsay re pqübkewg sgy sonijÞy dtmasüsgsay. Rsa pkaßria sxm jasethtmsgqßxm cqallþm sgy paqoýray dojilÞy, cia
sg lesasqopÞ sxm aposekerlÜsxm sgy in vitro 3T3 NRU dojilÞy uxsosonijüsgsay re pqübkewg sxm uxsosonijþm
dtmasosÞsxm lpoqoým ma vqgrilopoighoým oi PIF jai MPE.

PIF (photo irritation factor � rtmsekersÞy uxsoeqehirloý): rtmsekersÞy pot kalbÜmesai rtcjqßmomsay dýo enßrot
aposekerlasijÝy jtssaqosonijÝy rtcjemsqþreiy (EC50) sgy tpü dojilÞ otrßay apotrßa (¯ UV) jai paqotrßa (+ UV)
lg jtssaqosonijÞy ajsimobükgrgy le UVA/oqasü uxy.

MPE (mean photo efect � lÝrg uxsoepßdqarg): mÝo lÝsqo pot pqoÝqvesai apü lahglasijÞ amÜktrg sot pkÞqoty
rvÞlasoy dýo jalpýkxm rtcjÝmsqxrgy apüjqirgy apotrßa (¯ UV) jai paqotrßa (+ UV) lg jtssaqosonijÞy ajsimo-
bükgrgy le UVA/oqasü uxy.
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Uxsosonijüsgsa: oneßa sonijÞ apüjqirg pot eluamßfesai lesÜ sgm pqþsg Ýjherg sot dÝqlasoy re oqirlÝmey vglijÝy
otrßey jai sgm em rtmeveßa Ýjherg rso uxy, Þ g opoßa epÜcesai oloßxy apü ajsimobükgrg sot dÝqlasoy Ýpeisa apü
rtrselijÞ voqÞcgrg liay vglijÞy otrßay.

Uxsoeqehirlüy: tpodiaßqerg sot üqot �uxsosonijüsgsa�, pot vqgrilopoießsai cia ma peqicqÜwei lümom siy uxsoso-
nijÝy ejeßmey amsidqÜreiy pot pqojakoýmsai rso dÝqla Ýpeisa apü Ýjherg re vglijÝy otrßey (sopijÜ Þ apü so
rsüla). Oi uxsosonijÝy atsÝy amsidqÜreiy Ývotm pÜmsose xy aposÝkerla sg lg eneidijetlÝmg jasarsqouÞ jtssÜqxm
(amsidqÜreiy üpxy sa gkiajÜ ecjaýlasa).

Uxsoakkeqcßa: epßjsgsg amorokocijÞ amsßdqarg, pot dem eluamßfesai rsgm pqþsg epauÞ le vglijÞ otrßa jai uxy,
jai vqeiÜfesai epacxcijü vqomijü diÜrsgla liay Þ dýo ebdolÜdxm pqim ma eluamirseß deqlasijÞ amsßdqarg.

Uxsocomidiosonijüsgsa: paqasgqoýlemg comidiosonijÞ apüjqirg le cemesijü sekijü aposÝkerla, pot eluamßfesai
lesÜ sgm Ýjherg jtssÜqxm re lg comidiosonijÞ dürg UV/oqasoý uxsüy jai lg comidiosonijÞ vglijÞ otrßa.

UxsojaqjimocÝmerg: jaqjimocÝmerg pqojakoýlemg apü epameikgllÝmg vqÞrg uxsüy jai vglijÞy otrßay. Euürom
stvüm apü UV pqojakoýlemg ocjocÝmerg emirvýesai apü vglijÞ otrßa, süse vqgrilopoießsai o üqoy �uxsortcjaqji-
mocÝmerg�.

1.3 Otrßey amauoqÜy

Ejsüy apü som hesijü vglijü lÜqstqa vkxqopqolafßmg, pot ha pqÝpei ma dojilÜfesai satsüvqoma re jÜhe dojilÞ,
re peqipsþreiy pqþsgy euaqlocÞy sgy dojilÞy uxsosonijüsgsay 3T3 NRU rtmirsÜsai ma vqgrilopoioýmsai xy
otrßey amauoqÜy jai oqirlÝmey apü siy otrßey pot vqgrilopoiÞhgjam re dieqcarsgqiajÝy dojilÝy le sgm paqoýra
dojilÞ (1) (3) (13).

1.4 AqvijÝy hexqÞreiy

TpÜqvotm diÜuoqoi sýpoi vglijþm otriþm pot Ývotm amaueqheß xy uxsosonijÝy (5) (6) (7) (8). So lümo joimü vaqa-
jsgqirsijü soty eßmai g ijamüsgsÜ soty ma apoqqouoým uxseimÞ emÝqceia rg peqiovÞ sot gkiajoý uxsüy. Rýluxma
le som pqþso mülo sgy uxsovgleßay (Grotthaus-Draper's Law) g uxsoamsßdqarg apaiseß epaqjÞ apoqqüugrg
jbÜmsxm uxsüy. ¸sri, pqim apü so biokocijü Ýkecvo rýluxma le siy jasethtmsÞqiey cqallÝy sgy paqoýray dojilÞy,
ha pqÝpei ma pqordioqßfesai so uÜrla apoqqüugrgy UV/oqasoý sgy tpü dojilÞ otrßay (p.v. rýluxma le sgm
OECD Test Guideline 101). EÜm o rtmsekersÞy loqiajÞy apürbergy/apoqqüugrgy eßmai lijqüseqoy apü 10
kßsqa × mol¯ 1 × cm¯ 1 g vglijÞ otrßa dem Ývei uxsoamsidqarsijÝy dtmasüsgsey jai dem vqeiÜfesai ma ekecvheß le sgm
in vitro 3T3 NRU dojilÞ uxsosonijüsgsay Þ opoiadÞpose Ükkg biokocijÞ dojilÞ cia dtrlemeßy uxsovglijÝy
epidqÜreiy (PqorÜqsgla).

1.5 AqvÞ sgy lehüdot dojilÞy

¸votm emsopirseß sÝrreqiy lgvamirloß le soty opoßoty g apoqqüugrg uxsüy apü lia vqxlouüqo vglijÞ Ýmxrg
lpoqeß ma odgcÞrei re uxsosonijÞ apüjqirg (7). ¼koi apokÞcotm re jasarsqouÞ sxm jtssÜqxm. Rtmepþy, g in
vitro 3T3 NRU dojilÞ uxsosonijüsgsay barßfesai re rýcjqirg sgy jtssaqosonijüsgsay liay vglijÞy otrßay üsam
tpobÜkkesai re dojilÞ le jai vxqßy Ýjherg re lg jtssaqosonijÞ dürg UVA/oqasoý uxsüy. G jtssaqosonijüsgsa
re atsÞ sg dojilÞ ejuqÜfesai le sg loquÞ enaqsþlemgy apü sg rtcjÝmsqxrg leßxrgy sgy pqürkgwgy sgy fxsijÞy
vqxrsijÞy neutral red (NR) (9), 24 þqey lesÜ sgm acxcÞ le sgm tpü dojilÞ otrßa jai ajsimobükgrg.

Jýssaqa Balb/c 3T3 diasgqoýmsai re jakkiÝqceia cia 24 þqey cia so rvglasirlü lomorsibÜdxm. Rsg rtmÝveia, dýo
sqtbkßa le 96 joiküsgsey amÜ dojilafülemg otrßa pqoepxÜfomsai le ojsþ diauoqesijÝy rtcjemsqþreiy sgy otrßay
cia 1 h. Rsg rtmÝveia, Ýma apü sa dýo sqtbkßa ejsßhesai re lg jtssaqosonijÞ dürg UVA/oqasü uxsüy 5 J/cm2

UVA (peßqala + UV), emþ so Ükko sqtbkßo diasgqeßsai rso rjosÜdi (peßqala ¯ UV). Jai rsa dýo sqtbkßa, so lÝrom
acxcÞy amsijahßrsasai jasüpim apü lÝrom jakkiÝqceiay jai Ýpeisa apü 24 ajülg þqey epþargy, pqordioqßfesai g
jtssaqijÞ bixrilüsgsa neutrald red uptake (NRU) cia 3 h. G rvesijÞ jtssaqijÞ bixrilüsgsa, ejuqafülemg xy
pororsü lg tpobkghÝmsxm re acxcÞ aqmgsijþm laqsýqxm, tpokocßfesai cia jÜhe lßa apü siy ojsþ rtcjemsqþreiy
dojilÞy. Cia sgm pqübkewg sgy uxsosonijÞy dtmasüsgsay, oi jasÜ rtcjÝmsqxrg apojqßreiy pot kalbÜmomsai le
(+ UV) jai vxqßy (¯ UV) ajsimobükgrg rtcjqßmomsai, rtmÞhxy rsa epßpeda EC50, dgkadÞ rsg rtcjÝmsqxrg pot
amarsÝkei sgm jtssaqijÞ bixrilþsgsa jasÜ 50 % re rýcjqirg le soty lg tpobkghÝmsey re acxcÞ lÜqstqey.

1.6 PoiosijÜ jqisÞqia

JtsaqijÞ etairhgrßa re UVA, irsoqijÜ rsoiveßa: Sa jýssaqa ha pqÝpei jamomijÜ ma ekÝcvomsai xy pqoy sgm etai-
rhgrßa soty re UVA. Jýssaqa diarpeßqomsai tpü ptjmüsgsa pot vqgrilopoießsai jai rsgm in vítro 3T3 NRU
dojilÞ uxsosonijüsgsay, sgm epülemg glÝqa ajsimobokoýmsai le düreiy UVA apü 1-9 J/cm2, jai g jtssaqijÞ bix-
rilüsgsa pqordioqßfesai lia glÝqa aqcüseqa vqgrilopoiþmsay sg dojilÞ NRU. Sa jýssaqa pkgqoým sa jqisÞqia
poiüsgsay, eÜm g bixrilüsgsÜ soty lesÜ sgm ajsimobükgrg le 5 J/cm2 UVA dem eßmai lijqüseqg apü so 8 % sgy
bixrilüsgsay sxm diasgqghÝmsxm rso rjosÜdi laqsýqxm. Rsg lÝcirsg dürg UVA sxm 9 J/cm2 g bixrilüsgsa dem ha
pqÝpei ma eßmai lijqüseqg apü so 50 % ejeßmgy sxm diasgqghÝmsxm rso rjüsoy laqsýqxm. O Ýkecvoy atsüy ha pqÝpei
ma epamakalbÜmesai Ýpeisa apü jÜhe 10 peqßpot diekeýreiy sxm jtssÜqxm.

Etairhgrßa rso UVA sxm aqmgsijþm jtssaqijþm laqsýqxm sqÝvotra dojilÞ: G dojilÞ pkgqoß sa poiosijÜ
jqisÞqia eÜm oi aqmgsijoß lÜqstqey (jýssaqa re Earl's balanced salt solution (EBSS) le Þ vxqßy 1 % dilehtkorotk-
uoneßdio (DMSO) Þ 1 % aihamükg (EtOH)) rso + UVA peßqala eluamßfotm bixrilüsgsa üvi lijqüseqg apü so 8 %
ejeßmgy lg ajsimobokglÝmxm jtssÜqxm rsom ßdio diakýsg sot rtlpaqolaqsoýmsoy peiqÜlasoy rso rjosÜdi (¯ UVA).
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Bixrilüsgsa aqmgsijþm laqsýqxm: G apüktsg opsijÞ ptjmüsgsa (OD540 NRU) lesqoýlemg rso ejvýkirla MQ sxm
aqmgsijþm laqsýqxm deßvmei am sa 1 ×104 jýssaqa amÜ joiküsgsa amapsývhgjam le jamomijü vqümo dipkariarloý
jasÜ sg diÜqjeia sxm dýo gleqþm sgy dojilÞy. Lia dojilÞ pkgqoß sa jqisÞqia apodovÞy eÜm g lÝrg OD540 MQH sxm
lg tpobkghÝmsxm re acxcÞ laqsýqxm eßmai Å 0,2.

Hesijüy lÜqstqay: Re jÜhe in vitro 3T3 NRU dojilÞ uxsosonijüsgsay pqÝpei ma enesÜfesai rtcvqümxy jai lia
cmxrsÞ uxsosonijÞ vglijÞ otrßa. Rsg lekÝsg epijýqxrgy sxm EE/COLIPA xy hesijüy lÜqstqay vqgrilopoiÞhgje
vkxqopqolafßmg (CPZ) g opoßa jai epolÝmxy pqoseßmesai. Rsgm peqßpsxrg CPZ pot enesÜfesai le so stpijü pqxsü-
jokko rsgm in vitro 3T3 NRU dojilÞ uxsosonijüsgsay, oqßrsgjam sa ajükotha jqisÞqia apodovÞy-dojilÞy: CPZ
ajsimobokglÝmg (+ UVA): EC50 = 0,1 Ýxy 2,0 lg/ml, CPZ lg ajsimobokglÝmg (¯ UVA): EC50 = 7,0 Ýxy 90,0 lg/
ml. O rtmsekersÞy uxsoeqehirloý (PIF), dgkadÞ g lesabokÞ sgy EC50 ha pqÝpei ma eßmai sotkÜvirsom 6.

Xy rtlpaqolaqsoýmsey hesijoß lÜqstqey, amsß sgy (CPZ), lpoqoým ma vqgrilopoighoým jai Ükkey cmxrsÝy uxsoso-
nijÝy vglijÝy otrßey, jasÜkkgkey cia sg vglijÞ sÜng Þ sa vaqajsgqirsijÜ diaktsüsgsay sgy aniokocoýlemgy tpü
dojilÞ otrßay. Rsgm peqßprg atsÞ, le bÜrg irsoqijÜ dedolÝma, ha pqÝpei ma oqirsoým jasÜkkgka oi peqiovÝy sxm
silþm EC50 jai o PIF Þ g MRE (mean photo elfeet) xy jqisÞqia apodovÞy cia sg dojilÞ.

1.7 PeqicqauÞ sgy lehüdot dojilÞy

1.7.1 PaqarjetÜrlasa

1.7.1.1 J ý s s a q a

Rsg lekÝsg epijýqxrgy vqgrilopoiÞhgje lümilg jtssaqijÞ reiqÜ imobkarsþm pomsijoý �Balb/c 3T3, jkþmoy 31�
eßse apü sgm ATCC eßse apü sgm ECACC, g opoßa epolÝmxy jai pqoseßmesai. Rso ßdio pqxsüjokko dojilÞy lpoqoým
ma vqgrilopoighoým enßrot epistvþy jai Ükka jýssaqa Þ jtssaqijÝy reiqÝy, euürom oi rtmhÞjey jakkiÝqceiay eßmai
pqoraqlorlÝmey rsiy eidijÝy amÜcjey sxm jtssÜqxm, pqÝpei ülxy ma jasadeijmýesai g irodtmalßa.

Sa jýssaqa ha pqÝpei jamomijÜ ma ekÝcvomsai lÞpxy eßmai loktrlÝma apü ltjüpkarla jai ma vqgrilopoioýmsai
lümom euürom sa aposekÝrlasa sot ekÝcvot atsoý eßmai ijamopoigsijÜ.

EpeidÞ g etairhgrßa sxm jtssÜqxm re UVA lpoqeß ma atnÜmesai le som aqihlü sxm diekeýrexm, ha pqÝpei ma vqgri-
lopoioýmsai jýssaqa Balb/c 3T3 le som valgküseqo dtmasüm aqihlü diekeýrexm, jasÜ pqosßlgrg jÜsx sxm 100.
¸vei idiaßseqg rglarßa, g etairhgrßa re UVA sxm jtssÜqxm Balb/c 3T3 ma ekÝcvesai sajsijÜ rýluxma le sg diadi-
jarßa poiosijoý ekÝcvot pot peqicqÜuesai rsiy paqoýrey jasethtmsÞqiey cqallÝy.

1.7.1.2 L Ý r a j a i r t m h Þ j e y j a k k i Ý q c e i a y

Cia sg rtmÞhg diÝketrg jtssÜqxm jai jasÜ sg diÜqjeia sgy diadijarßay dojilÞy ha pqÝpei ma vqgrilopoioýmsai
jasÜkkgka lÝra jakkiÝqceiay jai rtmhÞjey epxÜrexy. Cia jýssaqa Balb/c 3T3 sa lÝra atsÜ eßmai DMEM le
pqorhÞjg 10 % oqoý meocÝmmgsot lorvaqioý, 4 mM ckotsalßmg, pemijikkßmg jai rsqepsoltjßmg, jai epþarg le
tcqarßa rsoty 37 °C/7,5 % CO2. Eßmai idiaßseqa rglamsijü, oi rtmhÞjey sgy jtssaqijÞy jakkiÝqceiay ma diaruakß-
fotm vqümo jtssaqijoý jýjkot rsa jamomijÜ irsoqijÜ pkaßria sxm vqgrilopoioýlemxm jtssÜqxm Þ jtssaqijþm
reiqþm.

1.7.1.3 E s o i l a r ß a s x m j a k k i e q c e i þ m

Jýssaqa apü jasewtclÝmey aqvijÝy jakkiÝqceiey elbokiÜfomsai re lÝrom jakkiÝqceiay rsgm jasÜkkgkg ptjmüsgsa
jai vxqßfomsai re tpojakkiÝqceiey sotkÜvirsom lia uoqÜ pqim ma vqgrilopoighoým rsgm in vitro 3T3 NRU dojilÞ
uxsosonijüsgsay.

Cia sg dojilÞ uxsosonijüsgsay, sa jýssaqa elbokiÜfomsai re lÝrom jakkiÝqceiay re ptjmüsgsa sÝsoia þrse oi
jakkiÝqceiey ma lg uhÜmotm re jasÜrsarg rtqqoÞy lÝvqi so sÝkoy sgy dojilÞy, dgkadÞ üsam g jtssaqijÞ bixrilü-
sgsa pqordioqßfesai 48 þqey lesÜ sg diarpoqÜ sxm jtssÜqxm. Rsgm peqßpsxrg jtssÜqxm Balb/c 3T3 jakkieqcoýle-
mxm re sqtbkßa 96 joikosÞsxm, g rtmirsþlemg jtssaqijÞ ptjmüsgsa eßmai 1 ×104 jýssaqa amÜ joiküsgsa.

Cia jÜhe dojilafülemg vglijÞ otrßa, sa jýssaqa elbokiÜfomsai le som ßdio sqüpo re dýo vxqirsÜ sqtbkßa sxm 96
joikosÞsxm, sa opoßa peqmoým rsg rtmÝveia satsüvqoma apü ükg sg diadijarßa dojilÞy tpü satsürgley rtmhÞjey
jakkiÝqceiay, ejsüy apü sg vqomijÞ peqßodo üpot Ýma apü sa sqtbkßa ajsimobokeßsai (+ UVA/oqasü) jai so Ükko
diasgqeßsai rso rjosÜdi (¯ UVA/oqasü).

1.7.1.4 L e s a b o k i j Þ e m e q c o p o ß g r g c

Am jai g vqÞrg lesabokijþm rtrsglÜsxm aposekeß cemijÞ apaßsgrg cia ükey siy in vitro dojilÝy cia sgm pqübkewg
comidiosonijþm jai jaqjimocümxm dtmasosÞsxm, lÝvqi rÞleqa, rsgm peqßpsxrg sgy uxsosonijokocßay, dem tpÜqvei
jaliÜ cmxrsÞ vglijÞ otrßa cia sgm opoßa ma vqeiÜfesai lesabokijüy lesarvglasirlüy pqojeilÝmot g otrßa ma
dqÜrei xy uxsosonßmg in vivo Þ in vitro. ¸sri, oýse hexqeßsai amacjaßo oýse dijaiokoceßsai epirsglomijÜ g
ejsÝkerg sgy paqoýray dojilÞy le jÜpoio rýrsgla lesabokijÞy emeqcopoßgrgy.
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1.7.1.5 T p ü d o j i l Þ o t r ß a / p a q a r j e t

Oi tpü dojilÞ otrßey pqÝpei ma eßmai pqüruasa paqarjetarlÝmey kßco pqim apü sg vqÞrg soty, ejsüy ji am sa
tuirsÜlema rsoiveßa rsaheqüsgsay episqÝpotm sgm apohÞjetrg. Rsgm peqßpsxrg pot tpÜqvei pihamüsgsa saveßay
uxsoapoijodülgrgy, lpoqeß ma apaiseßsai paqarjetÞ le eqthqü uxy.

Oi tpü dojilÞ otrßey ha pqÝpei ma diakýomsai re qthlirsijÜ akasoýva diakýlasa, p.v. Earl's balanced salt solu-
tion, (EBSS) Þ phosphate buffered saline (PBS), sa opoßa, cia kücoty apoutcÞy paqelbasijþm uaimolÝmxm jasÜ sg
diÜqjeia sgy ajsimobükgrgy, pqÝpei ma eßmai apgkkaclÝma pqxseúmijþm rtrsasijþm jai vqxrsijþm deijsþm qG pot
apoqqouoým so uxy.

Otrßey le peqioqirlÝmg tdasodiaktsüsgsa ha pqÝpei ma diakýomsai re jasÜkkgkoty diakýsey rso ejasomsapkÜrio
sgy epihtlgsÞy sekijÞy rtcjÝmsqxrgy jai jasüpim ma aqaiþmomsai 1:100 le so qthlirsijü akasoývo diÜktla. Euü-
rom vqgrilopoießsai diakýsgy, atsüy pqÝpei ma tpÜqvei re rsaheqü ücjo 1 % (v/v) re ükey siy jakkiÝqceiey, dgkadÞ
süro rsoty aqmgsijoýy lÜqstqey üro jai re ükey siy rtcjemsqþreiy sgy tpü dojilÞ otrßay.

Xy diakýsey rtmirsþmsai so dilehtkorotkuoneßdio (DMSO) jai g aihamükg (EtOH). JasÜkkgkoi lpoqeß ma eßmai jai
Ükkoi diakýsey le valgkÞ jtssaqosonijüsgsa (p.v. ajesümg), pqÝpei ülxy ma ekÝcvomsai pqorejsijÜ lÞpxy stvüm
eluamßfotm jÜpoiey eidijÝy idiüsgsey, p.v. amsidqoým le sgm tpü dojilÞ otrßa, pacþmotm sgm uxsosonijÞ epßdqarg,
emþmomsai le qßfey, j.kp.

Pqoy tpoboÞhgrg sgy tpoboÞhgrgy sgy diaktsopoßgrgy ma vqgrilopoigheß, euürom apaiseßsai, amÜleing le vortex
Þ/jai epßdqarg tpeqÞvxm Þ/jai hÝqlamrg rsoty 37 °C.

1.7.1.6 A m s i m o b o k ß a U V p q o e s o i l a r ß a

UxseimÞ pgcÞ: o jqirilüseqoy paqÜcomsay rsg dojilÞ uxsosonijüsgsay eßmai g epikocÞ jasÜkkgkgy uxseimÞy
pgcÞy jai jasÜkkgkot ußksqot. G fþmg UVA jai oi oqasÝy peqiovÝy rvesßfomsai rtmÞhxy le uaimülema uxsoetai-
rhgsopoßgrgy (7) (10), emþ g UVB rvesßfesai kicüseqo jai eßmai apetheßay kßam jtssaqosonijÞ, g de jtssaqosonijü-
sgsÜ sgy atnÜmesai lÝvqi so vikiapkÜrio rsgm peqiovÞ apü 313 Ýxy 280 nm (11). Rsa jqisÞqia cia sgm epikocÞ
jasÜkkgkgy uxseimÞy pgcÞy ha pqÝpei ma peqikalbÜmesai xy barijÞ apaßsgrg, sa jýlasa pot ejpÝlpomsai apü sg
uxseimÞ pgcÞ ma Ývotm lÞjoy jýlasoy apoqqouoýlemo apü sgm tpü dojilÞ otrßa emþ g uxseimÞ dürg (pot pqÝpei
ma epistcvÜmesai lÝra re kocijü vqomijü diÜrsgla) ha pqÝpei ma eßmai epaqjÞy cia sgm amßvmetrg cmxrsþm uxso-
etairhgsopoigsijþm otriþm. PeqaisÝqx, sa vqgrilopoioýlema lÞjg jýlasoy jai oi düreiy dem ha pqÝpei ma Ývotm
amepßsqepsey epidqÜreiy rso rýrsgla dojilÞy, rtlpeqikalbamolÝmgy jai sgy ejpolpÞy heqlüsgsay (peqiovÞ
tpeqýhqot).

Xy Üqirsg uxseimÞ pgcÞ hexqeßsai g pqoroloßxrg sot gkiajoý uxsüy le gkiajoýy pqoroloixsÝy. Rsoty gkiajoýy
pqoroloixsÝy vqgrilopoioýmsai sürom süna Xenon üro jai (epivqirlÝma) süna tdqaqcýqotlesakkoakocomidßxm. Sa
seketsaßa Ývotm so pkeomÝjsgla üsi ejpÝlpotm kicüseqg heqlüsgsa jai eßmai uhgmüseqa, dem saiqiÜfotm ülxy apü-
ktsa le so gkiajü uxy. EpeidÞ ükoi oi gkiajoß pqoroloixsÝy ejpÝlpotm rglamsijÝy porüsgsey UVB, ha pqÝpei ma
uiksqÜqomsai jasÜkkgka þrse ma enarhemeß g twgkÞy jtssaqosonijüsgsay ajsimobokßa UVB.

Cia sgm in vitro 3T3 NRU dojilÞ uxsosonijüsgsay ha pqÝpei ma vqgrilopoießsai uÜrla ajsimobokßay apgkkaclÝmo
pqajsijÜ apü UVB (UVA:UVB p 1:20). ¸vei dglorietseß paqÜdeicla sgy jasamolÞy sgy uarlasijÞy ajsimobokßay
sot uiksqaqirlÝmot gkiajoý pqoroloixsÞ pot vqgrilopoiÞhgje rsg lekÝsg epßrgy sgy in vitro 3T3 NRU dojilÞy
uxsosonijüsgsay (3).

Dorolesqßa: G Ýmsarg sot uxsüy (Ýmsarg ajsimobokßay) ha pqÝpei ma ekÝcvesai jamomijÜ pqim apü jÜhe dojilÞ
uxsosonijüsgsay, vqgrilopoiþmsay jasÜkkgko etqýfxmo tpeqixdiülesqo. So UV-lÝsqo pqÝpei ma diajqibþmesai xy
pqoy sgm pgcÞ. G keisotqcßa sot UV-lÝsqot ha pqÝpei ma ekÝcvesai, jai cia so rjopü atsü, rtmirsÜsai g vqÞrg
emüy deýseqot UV-lÝsqot amauoqÜy sot ßdiot sýpot jai le satsürglg diajqßbxrg. HexqgsijÜ, jasÜ lecÜka
diarsÞlasa, ha pqÝpei ma vqgrilopoießsai uarlasoajsimülesqo cia ma lesqiÝsai g uarlasijÞ ajsimobokßa sgy uik-
sqaqirlÝmgy uxseimÞy pgcÞy jai ma ekÝcvesai g bahlomülgrg sot etqýfxmot UV-lÝsqot, sa üqcama atsÜ ülxy
apaisoým veiqirlü lümom apü jasÜkkgka ejpaidetlÝma Üsola.

Rsg lekÝsg epijýqxrgy pqordioqßrsgje üsi dürg 5 J/cm2 (UVA) dem paqotriÜfei jtssaqosonijüsgsa cia sa
jýssaqa Balb/c 3T3, eßmai ülxy epaqjÞy cia sg diÝceqrg Ýrsx jai arhemþm uxsosonijþm vglijþm otriþm. Cia sgm
epßsetng 5 J/cm2 emsüy vqomijoý diarsÞlasoy 50 min, g Ýmsarg sgy ajsimobokßay pqÝpei ma pqoraqlüfesai rsa
1,666 mW/cm2. Euürom vqgrilopoigheß Ükkg jtssaqijÞ reiqÜ Þ diauoqesijÞ uxseimÞ pgcÞ, g dürg UVA lpoqeß
ma pqÝpei ma pqoraqlorseß ekauqþy, le bÜrg sa jqisÞqia sgy lg dtrlemoýy epßdqargy rsa jýssaqa jai sgy
epÜqjeiay cia sgm amßvmetrg rtmÞhxm uxsosonimþm. O vqümoy sgy uxseimÞy Ýjhergy tpokocßfesai le som ajükotho
sqüpo:

1.7.2 RtmhÞjey dojilÞy

G lÝcirsg rtcjÝmsqxrg liay tpü dojilÞ otrßay dem ha pqÝpei ma tpeqbaßmei sa 100 µg/ml, auoý ükey oi uxsoso-
nijÝy otrßey amivmeýhgjam re valgküseqey rtcjemsqþreiy, emþ re twgküseqey rtcjemsqþreiy atnÜmei g pihamüsgsa
eluÜmirgy eruaklÝmxm hesijþm aposekerlÜsxm (tpeqbokijþm pqobkÝwexm) (13). So qG sgy twgküseqgy
rtcjÝmsqxrgy sgy tpü dojilÞ otrßay ha pqÝpei ma eßmai ijamopoigpjü (peqiovÞ qG: 6,5-7,8).
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Oi peqiovÝy rtcjemsqþrexm liay vglijÞy otrßay pot tpobÜkkesai re dojilÞ paqotrßa (+ UVA) jai apotrßa
(¯ UVA) uxsüy ha pqÝpei ma pqordioqßfomsai jasÜkkgka le pqogcoýlema peiqÜlasa cia eýqerg sgy peqiovÝy. So
eýqoy jai so diÜrsgla liay reiqÜy rtcjemsqþrexm pqÝpei ma pqoraqlüfomsai Ýsri þrse oi jalpýkey
rtcjÝmsqxrgy-apüjqirgy ma tporsgqßfomsai apü epaqjÞ peiqalasijÜ dedolÝma. Ha pqÝpei ma vqgrilopoießsai cexle-
sqijÞ reiqÜ rtcjemsqþrexm (le rsaheqü rtmsekersÞ aqaßxrgy).

1.7.3 Diadijarßa dojilÞ (1)

1.7.3.1 P q þ s g g l Ý q a

PaqarjetÜfesai emaiþqgla jtssÜqxm le 1 ×105 jýssaqa/lk re lÝrom jakkiÝqceiay jai pqorsßhemsai 100 µl lÝrot
jakkiÝqceiay rsiy peqiueqeiajÝy lümom joiküsgsey emüy lijqosiskodosijoý sqtbkßot le 96 joiküsgsey (= ketjÜ).
Rsiy emapolÝmotrey joiküsgsey, pqorsßhemsai 100 µl jtssaqijoý emaixqÞlasoy le 1 ×105 jýssaqa/lk (= 1 ×104

jýssaqa/joiküsgsa). Cia jÜhe dojilafülemg otrßa, esoilÜfomsai dýo sqtbkßa: Ýma cia som pqordioqirlü sgy jtssa-
qosonijüsgsay (¯ UVA), jai so Ükko cia som pqordioqirlü sgy uxsojtssaqosonijüsgsay (+ UVA).

Sa jýssaqa epxÜfomsai cia 24 h (7,5 % CO2, 37 °C) Ýxy üsot rvglasßfotm lomorsibÜda re epßpeda glirtqqoÞy. G
peqßodoy atsÞ epþargy episqÝpei sgm epamauoqÜ re jamomijÞ jasÜrsarg jai pqürutrg sxm jtssÜqxm jai sgm ejhe-
sijÞ soty aýngrg.

1.7.3.2 D e ý s e q g g l Ý q a

LesÜ sgm epþarg, so lÝrom jakkiÝqceiay apolajqýmesai apü sa jýssaqa jai ajokotheß dipkÞ Ýjpktrg le 150 µl
EBSS/PBS amÜ joiküsgsa. Pqorsßhemsai 100 µl EBSS/PBS le sgm jasÜkkgkg rtcjÝmsqxrg otrßay Þ apkþy diakýsg
(aqmgsijüy lÜqstqay). Vqgrilopoioýmsai 8 diauoqesijÝy rtcjemsqþreiy sgy tpü dojilÞ otrßay. Sa jýssaqa
epxÜfomsai le sgm tpü dojilÞ otrßa rso rjosÜdi cia 60 kepsÜ (7,5 % CO2, 37 °C).

Cia sgm ejsÝkerg sot (+ UVA) slÞlasoy sgy dojilÞy, sa jýssaqa ajsimobokoýmsai lÝra apü so japÜji sot sqt-
bkßot le 96 joiküsgsey le 1,7 mW/cm2 UVA (= 5 J/cm2). Cia sgm apoutcÞ rtlpýjmxrgy tdqaslþm jÜsx apü so
japÜji vqgrilopoießsai Ýmay amelirsÞqay. DipkÜ sqtbkßa (¯ UVA) diasgqoýmsai re heqlojqarßa dxlasßot lÝra re
Ýma rjoseimü jotsß cia 50 min (= vqümoy Ýjhergy UVA).

So tpü dojilÞ diÜktla lesaccßfesai jai ajokotheß Ýjpktrg dýo uoqÝy le 150 µl EBSS/PBS. So EBSS/PBS amsija-
hßrsasai le lÝrom jakkiÝqceiay jai ajokotheß epþarg (7,5 % CO2, 37 °C) ükg sg mýjsa (18-22 h).

1.7.3.3 S q ß s g g l Ý q a

LijqorjopijÞ aniokücgrg

Sa jýssaqa enesÜfomsai re lijqorjüpio amsßhergy uÜrexm. JasacqÜuomsai oi loquokocijÝy akkacÝy sxm jtssÜqxm
pot oueßkomsai rsgm jtssaqosonijÞ epßdqarg sgy tpü dojilÞ otrßay. O Ýkecvoy atsüy rtmßrsasai cia sgm apoutcÞ
peiqalasijþm kahþm, sa rsoiveßa ülxy atsÜ dem vqgrilopoioýmsai cia sgm ejsßlgrg sgy jtssaqosonijüsgsay Þ sgy
uxsosonijüsgsay.

DojilÞ neutral red uptake

Sa jýssaqa ejpkýmomsai le 150 µl pqoheqlarlÝmo EBSS/PBS. So diÜktla ejpkýrexy apolajqýmesai le Þpia
Ümskgrg. Pqorsßhemsai 100 µl lÝrot NR jai ajokotheß epþarg rsoty 37 °C, re Ýmtcqg aslüruaiqa le 7,5 % CO2
cia 3 h.

LesÜ sgm epþarg, so lÝrom NR apolajqýmesai jai sa jýssaqa ejpkÝmomsai le 150 µl EBSS/PBS. Ajokotheß oko-
jkgqxsijÞ lesÜccirg jai rsýpxrg sot EBSS/PBS. (Pqoaiqesijþy: amÜrsqoug utcojÝmsqgrg)

Pqorsßhemsai ajqibþy 150 µl diÜktla ejqüugrgy NR (pqoruÜsxy paqarjetarhÝm diÜktla aihamükgy/onijoý onÝoy)

So lijqosiskodosijü sqtbkßo amajimeßsai le savýsgsa le sg boÞheia amasaqÜjsg (rÝijeq) lijqosiskodosijþm sqt-
bkßxm epß 10 min, lÝvqiy üsot ejvtkirseß so NR apü sa jýssaqa jai rvglasirseß oloiocemÝy diÜktla.

LesqiÝsai g opsijÞ ptjmüsgsa sot ejvtkßrlasoy NR rsa 540 nm le uarlasouxsülesqo, vqgrilopoiþmsay sa
ketjÜ xy rgleßa amauoqÜy. Sa dedolÝma rþfomsai re jasÜkkgkg loquÞ (p.v. ASCII) cia lesacemÝrseqg amÜktrg.

(1) Pqürhesey kepsolÝqeiey lpoqoým ma bqehoým rsgm paqapolpÞ 12.
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2 DEDOLEMA

2.1 Poiüsgsa jai porüsgsa dedolÝmxm

Sa dedolÝma ha pqÝpei ma eßmai sÝsoia þrse ma lpoqeß ma cßmei otriarsijÞ amÜktrg sgy rvÝrgy rtcjÝmsqxrgy-apü-
jqirgy paqotrßa jai apotrßa UVA/oqasÞy ajsimobokßay. Euürom diapirsxheß jtssaqosonijüsgsa, süro so eýqoy
sxm rtcjemsqþrexm üro jai so lesaný sxm epilÝqoty rtcjemsqþrexm diÜrsgla ha pqÝpei ma qthlßfomsai Ýsri þrse
ma lpoqeß ma vaqavheß jalpýkg rýluxma le sa peiqalasijÜ dedolÝma. Kücx sot üsi lia tpü dojilÞ otrßa lpoqeß
ma lgm eßmai jtssaqosonijÞ lÝvqi sgm jahoqirlÝmg oqiajÞ rtcjÝmsqxrg sxm 100 µg/ml rso rjoseimü peßqala
(¯ UVA), akkÜ kßam sonijÞ üsam ajsimobokeßsai (+ UVA), sa pqoy Ýkecvo eýqg sxm rtcjemsqþrexm jai rsa dýo lÝqg
sot peiqÜlasoy lpoqeß ma vqeiÜfesai ma diauÝqotm jasÜ sÜneiy lecÝhoty þrse ma pkgqoýsai g apaßsgrg sgy
jasÜkkgkgy poiüsgsay sxm dedolÝmxm. Euürom dem diapirsxheß jtssaqosonijüsgsa jai rsa dýo lÝqg sot peiqÜlasoy
(¯ UVA jai + UVA)), aqjeß Ýkecvoy le lecÜkg apürsarg lesaný lelomxlÝmxm dürexm lÝvqi sgm twgküseqg
rtjÝmsqxrg.

Dem vqeiÜfesai opoiadÞpose epakÞhetrg le epamakgpsijü peßqala rsgm peqßpsxrg rauoýy hesijoý aposekÝrlasoy.
EpipkÝom, dem vqeiÜfesai ma epakgheýomsai oýse sa rauÞ aqmgsijÜ aposekÝrlasa, tpü sgm pqoûpüherg üsi g tpü
dojilÞ otrßa enesÜrsgje re epaqjþy twgkÝy rtcjemsqþreiy. Rsiy peqipsþreiy atsÝy, aqjeß Ýma jýqio peßqala, epi-
jotqoýlemo apü Ýma Þ peqirrüseqa pqojasaqjsijÜ peiqÜlasa ameýqergy eýqoty rtcjemsqþrexm.

DojilÝy le oqiajÜ aposekÝrlasa jomsÜ rsg cqallÞ solÞy sot lomsÝkot pqübkewgy ha pqÝpei ma epamakalbÜmomsai
cia epakÞhetrg.

Euürom hexqgheß amacjaßa g epamÜkgwg sgy dojilÞy süse, cia sg kÞwg rauoýy aposekÝrlasoy, lpoqeß ma paßfei
rglamsijü qüko g diajýlamrg sxm peiqalasijþm rtmhgjþm. Lia barijÞ lesabkgsÞ rsg dojilÞ atsÞ eßmai g paqa-
rjetÞ sxm diaktlÜsxm sgy tpü dojilÞ otrßay. Rtmepþy, g diajýlamrg atsþm sxm rtmhgjþm (rtmdiakýsgy, keiosqß-
bgrg, euaqlocÞ tpeqÞvxm) lpoqeß ma Ývei otriarsijÞ rglarßa rsgm epamÜkgwg sgy dojilÞy. Emakkajsijþy, lpoqeß
ma enesarseß jai g diajýlamrg sot pqo sgy ajsimobokÞrexy vqümot epxÜrexy. G bqÜvtmrg sot vqümot lpoqeß ma
Ývei idiaßseqg rglarßa rsgm peqßpsxrg tdasoarsahþm vglijþm otriþm.

2.2 Epeneqcarßa sxm aposekerlÜsxm

¼pot eßmai dtmasüm, pqordioqßfesai g rtcjÝmsqxrg liay tpü dojilÞ otrßay pot paqotriÜfei 50 % amarsokÞ sgy
jtssaqijÞy NRU (EC50). Atsü lpoqeß ma cßmei euaqlüfomsay opoiadÞpose jasÜkkgkg diadijarßa lg cqallijÞy ama-
cxcÞy (jasÜ pqosßlgrg Hill Þ kocirsijÞ amacxcÞ) rsa dedolÝma rtcjÝmsqxrgy-apüjqirgy, Þ vqgrilopoiþmsay Ükkey
diadijarßey pqoraqlocÞy (14). Pqim vqgrilopoigheß jÜpoia silÞ EC50 cia peqaisÝqx tpokocirloýy, ha pqÝpei ma
ekÝcvesai jasÜkkgka g poiüsgsa sgy pqoraqlocÞy. Emakkajsijþy, cia som tpokocirlü sgy EC50 lpoqoým ma vqgri-
lopoighoým cqauijÝy lÝhodoi pqoraqlocÞy. Rsgm peqßpsxrg atsÞ, rtmirsÜsai g vqÞrg vÜqsot pihamosÞsxm (×�jkß-
laja: log, y�jkßlaja: probit), jahþy re pokkÝy peqipsþreiy g rtmÜqsgrg rtcjÝmsqxrgy-apüjqirgy jahßrsasai rve-
düm cqallijÞ lesÜ so lesarvglasirlü atsü.

2.3 Aniokücgrg sxm aposekerlÜsxm (lomsÝka pqübkewgy)

2.3.1 LomsÝko pqübkewgy Ýjdorg 1: rtmsekersÞy uxsoeqehirloý (PIF)

EÜm süro paqotrßa (+ UVA) üro jai apotrßa (¯ UVA) uxsüy, kalbÜmomsai pkÞqeiy jalpýkey rtcjÝmsqxrgy apü-
jqirgy, o rtmsekersÞy uxsoeqehirloý (PIF) tpokocßfesai le som ajükotho sýpo:

SilÞ PIF < 5, rglaßmei lg uxsosonijÞ dtmasüsgsa, silÞ PIF Å 5 rglaßmei uxsosonijÞ dtmasüsgsa.

EÜm lia vglijÞ otrßa eßmai jtssaqosonijÞ lümo tpü rtmhÞjey + UVA jai lg jtssaqosonijÞ üsam dojilÜfesai tpü
rtmhÞjey ¯ UVA o PIF dem lpoqeß ma tpokocirseß, am jai atsü eßmai Ýma aposÝkerla pot deßvmei uxsososonijÞ dtma-
süsgsa. Rsiy peqipsþreiy atsÝy, lpoqeß ma tpokocirseß lia silÞ �PIF� eÜm g dojilÞ jtssaqosonijüsgsay (¯) ejseke-
rseß lÝvqi sgm amþsasg rtcjÝmsqxrg dojilÞy (Cmax) opüse atsÞ g silÞ vqgrilopoießsai cia som tpokocirlü sgy
�PIF�:

EÜm lpoqeß ma kguheß lümom silÞ �<PIF�, süse jÜhe silÞ> 1 pqokÝcei uxsosonijÞ dtmasüsgsa.

EÜm dem lpoqoým ma tpokocirsoým oýse g EC50 (¯ UV) oýse g EC50 (+ UV) kücx sot üsi g vglijÞ otrßa dem deßvmei
jallßa jtssaqosonijüsgsa lÝvqi sg lÝcirsg rtcjÝmsqxrg dojilÞy, atsü deßvmei sgm lg ýpaqng uxsosonijÞy dtmasü-
sgsay. Rsiy peqipsþreiy atsÝy, cia som vaqajsgqirlü sot aposekÝrlasoy vqgrilopoießsai Ýma stpijü �PIF = * 1�:
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EÜm lpoqeß ma kguheß lümo g silÞ �PIF = * 1� atsü rglaßmei sg lg ýpaqng uxsosonijÞy dtmasüsgsay.

Rsiy peqipsþreiy (b) jai (c), ha pqÝpei ma kalbÜmomsai robaqÜ tpüwg oi rtcjemsqþreiy pot kalbÜmomsai rsgm in
vitro 3T3 NRU dojilÞ uxsosonijüsgsay pqojeilÝmot ma pqobkeuheß g uxsosonijÞ dtmasüsgsa

2.3.2 LomsÝko pqübkeiwgy Ýjdorg 2: lÝrg uxsoepßdqarg (MPE)

EmakkajsijÜ, lpoqeß ma euaqlorseß jai lia mÝa Ýjdorg sot lomsÝkot cia sgm pqübkewg sgy uxsosonijÞy dtmasü-
sgsay, pot Ývei amapstvheß vqgrilopoiþmsay dedolÝma sgy lekÝsgy epijýqxrgy sxm EE/COLIPA (15) jai dojilarseß
tpü stukÝy rtmhÞjey re lesacemÝrseqg lekÝsg cia sgm in vitro uxsosonijüsgsa vglijþm ußksqxm UV (13). So
lomsÝko atsü tpeqpgdÜ som peqioqirlü sot lomsÝkot PIF rsiy peqipsþreiy pot dem lpoqeß ma kguheß silÞ EC50.
So lomsÝko vqgrilopoieß sg �lÝrg uxsoepßdqarg� (MPE), lÝsqo so opoßo barßfesai re rýcjqirg sxm pkÞqxm jalpt-
kþm rtcjÝmsqxrgy apüjqirgy. Cia sgm euaqlocÞ sot lomsÝkot MPE, amapsývhgje rso Humboldt University
(Berlin, D) Ýma eidijü kocirlijü pot lpoqeß ma paqakguheß dxqeÜm.

2.4 Eqlgmeßa sxm aposekerlÜsxm

Hesijü aposÝkerla rsgm in vitro 3T3 NRU dojilÞ uxsosonijüsgsay (PIF Å 5 Þ MPE Å 0,1) rglaßmei üsi g tpü
dojilÞ otrßa Ývei uxsosonijÞ dtmasüsgsa. EÜm so aposÝkerla atsü kalbÜmesai re rtcjemsqþreiy jÜsx sxm 10 µg/
ml, g tpü dojilÞ otrßa eßmai epßrgy pihamüm ma dqa jai xy uxsosonßmg jai tpü poijßkey rtmhÞjey Ýjhergy in vivo.
EÜm kguheß hesijü aposÝkerla lümo rsg lÝcirsg rtcjÝmsqxrg dojilÞy sxm 100 µg/ml, cia sgm ejsßlgrg sxm
jimdýmxm Þ sgy uxsosonijÞy irvýoy lpoqeß ma apaiseßsai ma kguhoým tpüwg jai Ükka rsoiveßa. Re atsÜ lpoqeß ma
peqikalbÜmomsai rsoiveßa cia sg dießrdtrg, sgm apoqqüugrg jai pihamÞ rtrrþqetrg sgy otrßay rso dÝqla, Þ
Ýkecvoy sgy otrßay re epibebaixsijÞ emakkajsijÞ dojilÞ, p.v. vqgrilopoiþmsay lomsÝko amhqþpimot dÝqlasoy in
vitro.

Aqmgsijü aposÝkerla apü sgm in vitro 3T3 NRU dojilÞ uxsosonijüsgsay (PIF < 5 Þ MPE < 0,1) rglaßmei üsi g
tpü dojilÞ otrßa dem eßmai uxsosonijÞ rsa jakkieqcglÝma jýssaqa hgkarsijþm tpü siy vqgrilopoioýlemey
rtmhÞjey. Rsiy peqipsþreiy üpot g otrßa lpüqere ma dojilarseß lÝvqi sg lÝcirsg rtcjÝmsqxrg sxm 100 µg/ml,
stvüm aqmgsijü aposÝkerla rglaßmei üsi g otrßa dem Ývei uxsosonijÞ dtmasüsgsa, g de uxsosonijüsgsa in vivo lpo-
qeß ma hexqgheß xy apßhamg. Rsiy peqipsþreiy üpot ekÞuhgram satsürgley apojqßreiy rtcjÝmsqxrgy-sonijüsgsay
(EC50 + UV jai EC50 ¯ UV) re valgküseqey rtcjemsqþreiy g eqlgmeßa sxm aposekerlÜsxm lpoqeß ma eßmai g ßdia.
AmsihÝsxy, am dem jasadeßvhgje sonijüsgsa (+ UV jai ¯ UV) akkÜ kücx leixlÝmgy tdasodiaktsüsgsay sgy otrßay oi
rtcjemsqþreiy peqioqßrsgjam re silÝy valgküseqey sxm 100 µg/ml, süse lpoqeß ma seheß em aluibokßa g rtlbasü-
sgsa sgy tpü dojilÞ otrßay le sg dojilÞ jai ha pqÝpei ma enesarseß so emdevülemo dienacxcÞy epibebaixsijÞy doji-
larßay (p.v., vqgrilopoiþmsay lomsÝko dÝqlasoy im xisqo, Þ lomsÝko dÝqlasoy ex vivo or dojilÞ in vivo).

3 AMAUOQA

¸jherg dojilÞy

G Ýjherg dojilÞy pqÝpei ma peqikalbÜmei sa ajükotha rsoiveßa:

Tpü dojilÞ otrßa:

� rsoiveßa satsopoßgrgy jai aqihlüy CAS, eÜm eßmai cmxrsÜ,

� utrijÞ loquÞ jai jahaqüsgsa,

� utrijovglijÝy idiüsgsey rvesijÝy le sg dienacxcÞ sgy lekÝsgy,

� rsaheqüsgsa jai uxsorsaheqüsgsa, eÜm eßmai cmxrsÝy.

Diakýsgy:

� aisiojücgrg sgy epikocÞy sot diakýsg,

� diaktsüsgsa sgy tpü dojilÞ otrßay rsom diakýsg,

� pororsü diakýsg etqirjülemo rso lÝro jaseqcarßay (EBSS Þ PBS).

Jýssaqa:

� sýpoy jai pgcÞ jtssÜqxm

� apotrßa ltjopkÜrlasoy,

� aqihlüy jtssaqijþm diekeýrexm, am eßmai cmxrsÝy,

� etairhgrßa sxm jtssÜqxm re UVA, pqordioqifülemg le som enopkirlü ajsimobükgrgy pot vqgrilopoießsai rsgm
in vitro 3T3 NRU dojilÞ uxsosonijüsgsay.

RtmhÞjey dojilÞy (a)/epþarg pqim jai lesÜ sgm jaseqcarßa:

� sýpoy jai rýrsarg sot lÝrot jakkiÝqceiay,

� rtmhÞjey epþargy (rtcjÝmsqxrg CO2, heqlojqarßa, tcqarßa),

� diÜqjeia sgy epþargy (pqojaseqcarßa, lesajaseqcarßa).
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RtmhÞjey dojilÞy (b)/jaseqcarßa le sgm vglijÞ otrßa:

� rjepsijü sgy epikocÞy sxm rtcjemsqþrexm sgy tpü dojilÞ otrßay pot vqgrilopoioýmsai le jai vxqßy ajsimobü-
kgrg UV/oqasoý,

� re peqßpsxrg peqioqirlÝmgy diaktsüsgsay sgy tpü dojilÞ otrßay jai apotrßay jtssaqosonijüsgsay, rjepsijü
sgy vqgrilopoigheßray twgküseqgy rtcjÝmsqxrgy,

� sýpoy jai rýrsarg sot lÝrot jaseqcarßay (qthlirsijü akasoývo diÜktla),

� diÜqjeia sgy vglijÞy jaseqcarßay.

RtmhÞjey dojilÞy (c)/ajsimobükgrg:

� rjepsijü epikocÞy sgy vqgrilopoioýlemgy uxseimÞy pgcÞy,

� vaqajsgqirsijÜ uarlasijÞy amsimobokßay sgy uxseimÞy pgcÞy,

� vaqajsgqirsijÜ diauÜmeiay/apoqqüugrgy sot Þ sxm vqgrilopoioýlemxm ußksqxm,

� vaqajsgqirsijÜ sot ajsimolÝsqot jai kepsolÝqeiey diajqßbxrÞy sot,

� apürsarg sgy uxseimÞy pgcÞy apü so rýrsgla dojilÞy,

� Ýmsarg ajsimobokßay UVA rsgm apürsarg atsÞ, ejuqafülemg re mW/cm2,

� diÜqjeia Ýjhergy re UV/oqasü uxy,

� dürg UVA (Ýmsarg ajsimobokßay × vqümoy), ejuqafülemg re J/cm2,

� heqlojqarßa vqgrilopoioýlemg rsiy jtssaqijÝy jakkiÝqceiey jasÜ sg diÜqjeia sgy ajsimobükgrgy jai rsiy sat-
sovqümxy diasgqoýlemey rso rjosÜdi jtssaqijÝy jakkiÝqceiey.

RtmhÞjey dojilÞy (d)/dojilÞ NRU:

� rýrsarg sot lÝrot NR,

� diÜqjeia epþargy NR,

� rtmhÞjey epþargy (rtcjÝmsqxrg CO2, heqlojqarßa, tcqarßa),

� rtmhÞjey ejvýkirgy NR (ejvtkirsijü, diÜqjeia),

� lÞjoy jýlasoy vqgrilopoioýlemo cia sgm uarlasouxsolesqijÞ amÜcmxrg sgy opsijÞy ptjmüsgsay NR,

� deýseqo lÞjoy jýlasoy (amauoqÜy), euüro vqgrilopoießsai,

� peqievülemo ketjoý sot uarlasouxsolÝsqot, euürom vqgrilopoießsai.

AposekÝrlasa:

� jtssaqijÞ bixlüsgsa kalbamülemg re jÜhe rtcjÝmsqxrg sgy tpü dojilÞ otrßay, ejuqafülemg re pororsiaßa
lÝrg bixrilüsgsa sxm laqsýqxm,

� jalpýkey rtcjÝmsqxrgy � apüjqirgy (rtcjÝmsqxrg tpü dojilÞ otrßay re rtmÜqsgrg le sg rvesijÞ jtssaqijÞ
bixrilüsgsa), kalbamülemey re satsüvqoma peiqÜlasa + UVA jai ¯ UVA,

� amÜktrg dedolÝmxm jalptkþm rtjÝmsqxrgy � apüjqirgy: euürom eßmai dtmasüm, ejsßlgrg/tpokocirlüy sxm
EC50 (+ UVA) jai EC50 (¯ UVA),

� rýcjqirg sxm dýo jalptkþm rtcjÝmsqxrgy - apüjqirgy pot kalbÜmomsai le jai vxqßy ajsimobükgrg UVA/oqa-
soý eßse le tpokocirlü sot rtmsekersÞ uxsoeqehirloý (PIF) eßse le tpokocirlü sgy lÝrgy uxsoepßdqargy
(MPE),

� sanimülgrg sgy uxsosonijÞy dtmasüsgsay,

� jqisÞqia apodovÞy dojilÞy (a)/satsüvqomoy aqmgsijüy lÜqstqay:

� apüktsg bixrilüsgsa (opsijÞ ptjmüsgsa ejvtkßrlasoy NR) ajsimobokglÝmxm jai lg jtssÜqxm,

� irsoqijÜ rsoiveßa aqmgsijoý lÜqstqa, lÝrg silÞ jai stpijÞ apüjkirg,

jqisÞqia apodovÞy dojilÞy (b)/satsüvqomoy hesijüy lÜqstqay:

� EC50 (+ UVA) jai EC50 (¯ UVA) jai PIF hesijoý lÜqstqa,

� irsoqijÜ rsoiveßa hesijoý lÜqstqa: EC50 (+ UVA) jai EC50 (¯ UVA) jai PIF, lrg silÞ jai stpijÞ apü-
jkirg

RtfÞsgrg sxm aposekerlÜsxm

RtlpeqÜrlasa
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