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A BIZOTTSAG 2000/33/EK IRANYELVE
(2000. dprilis 25.)
a veszélyes anyagok osztilyozdsira, csomagoldsira és cimkézésére vonatkozé torvényi, rendeleti és

kozigazgatisi rendelkezések kozelitésérdl sz616 67/548/EGK tandcsi irdnyelvnek a miiszaki fejlédéshez
torténd huszonhetedik hozzdigazitisarol ()

(EGT vonatkozist szoveg)

AZ EUROPAI KOZOSSEGEK BIZOTTSAGA,
tekintettel az Eurdpai Kozosséget létrehozd szerzédésre,

tekintettel a legut6bb az 1999/33/EK eurdpai parlamenti és tana-
csi iranyelvvel (1) modositott, a veszélyes anyagok osztélyozdsara,
csomagoldsdra és cimkézésére vonatkozé torvényi, rendeleti és
kozigazgatasi rendelkezések kozelitésérdl sz616, 1967. junius 27-i
67/548EGK tandcsi irdnyelvre (2) és killonosen annak 28. cik-
kére,

mivel:

(I) A 67/548EGK irdnyelv V. melléklete megdllapitja a veszé-
lyes anyagok és készitmények fizikai-kémiai tulajdonsa-
gainak, toxicitdsanak és 6kotoxicitdsdnak meghatdrozasa-
hoz sziikséges modszereket. E mellékletet hozza kell
igazitani a mtszaki fejlédéshez.

(2) A tagallamok a kisérleti és egyéb tudomdnyos célokra fel-
haszndlt allatok védelmére vonatkozd torvényi, rendeleti és
kozigazgatdsi  rendelkezések  kozelitésérdl — sz6ld,
86/609/EGK tandcsi irdnyelv (3) 7. cikke (2) bekezdésének
megfelelGen az allatok felhaszndldsdval jaro kisérletet nem
hajtanak végre, ha ésszertien és megvaldsithatdan rendel-
kezésre dll mds, tudomdnyosan kielégité méddszer a kivant
eredmény elérésére.

(3) A Bizottsdg szandékozik olyan alternativ vizsgdlati méd-
szerekkel kiegésziteni a 67/548/EGK irdnyelv V. mellékle-
tét, amelyek nem jdrnak allatok felhaszndldsdval, azért
hogy ezen alternativ mddszereket a kémiai anyagok vizs-
gélatdhoz rendelkezésre bocsdssak a 64/548/EGK irdnyelv
3. cikke (1) bekezdésének megfelelGen.

(4)  Ezen irdnyelv rendelkezései 6sszhangban vannak a veszé-
lyes anyagok és készitmények kereskedelme technikai aka-
délyainak felszamoldsardl sz016 iranyelveknek a miszaki
fejlédéshez torténd hozzdigazitasaval foglalkozd bizottsag
véleményével,

() A 26. atdolgozds el6tt keriilt elfogaddsra.
() HLL199.,1999.7.30,57.0.

() HL196., 1967. 8.16., 1. o.

() HL 358, 1986.12.18., 1. o.

ELFOGADTA EZT AZ IRANYELVET:

1. cikk

A 67/548/EGK irdnyelv V. mellékletének B. része ezen irdnyelvnek
az L és I mellékletében kozolt szovegekkel egésziil ki.

2. cikk

(1) A tagdllamok hatdlyba léptetik azokat a térvényi, rendeleti és
kozigazgatdsi rendelkezéseket, amelyek szitkségesek ahhoz, hogy
ennek az irdnyelvnek legkésébb 2001. oktdber 1-jéig megfelelje-
nek. Errdl haladéktalanul tdjékoztatjak a Bizottsdgot.

Amikor a tagdllamok elfogadjdk ezeket az intézkedéseket, azok-
ban hivatkozni kell erre az irdnyelvre, vagy azokhoz hivatalos
kihirdetésiik alkalmaval ilyen hivatkozast kell fiizni. A hivatkozds
modjat a tagallamok hatdrozzak meg.

(2) A tagdllamok kozlik a Bizottsdggal nemzeti joguknak azokat
a f6bb rendelkezéseit, amelyeket az ezen irdnyelv altal szabélyo-
zott teriileten fogadnak el, valamint a Bizottsdg szdmdra megkiil-
denek egy tdblazatot ezen irdnyelv rendelkezései és az dltaluk
kibocsatott nemzeti rendelkezések kozotti megfelelésrél.

3. cikk

Ez az irdnyelv az Eurdpai Kozosségek Hivatalos Lapjdban vald
kihirdetését kovetd harmadik napon 1ép hatdlyba.

4. cikk

Ennek az irdnyelvnek a tagdllamok a cimzettjei.

Kelt Briisszelben, 2000. dprilis 25-én.

a Bizottsdg részérdl
Margot WALLSTROM

a Bizottsdg tagja
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.5.3.1.

I. MELLEKLET

,B.40. BORKORROZIO
MODSZER

Bevezetés

Az Eurdpai Bizottsdg Egyesiilt Kutaté Kozpontja (1) (2) (3), az Alternativ Mddszerek Validdldsara alakult
Eurdpai Kozpont (European Centre for the Validation of Alternative Methods, ECVAM) a bérkorrdzié
vizsgalatdra két in vitro modszert, traszkutdn elektromos rezisztencia (transcuteneous electrical resistance,
TER) vizsgélatot patkany b6ron és egy emberi bdrt modellanyagként alkalmazé vizsgdlatot hagyott jova
tudomdnyosan igazoltnak. Az ECVAM hitelességét vizsgdlé tanulmdny kimutatta, hogy mindkét vizsga-
lat megbizhatdan kiilonbséget tudott tenni az ismert bérkorr6ziét kivalté és a nem korroziv anyagok
kozott. Tovabba az emberi bérmodellen alapuld vizsgilati jelentés alapjan megfelel6en megkiilonboz-
tethetk a korroziv hatdsok mértékei (ismert, kifejezett bérkorroziv anyagok, R35, és mas, b6rkorroziot
okozé anyagok, R34) (2). Adott mindkét vizsgilat leirdsa és eljdrasi folyamata; annak eldontése, hogy
melyik vizsgdlatot kell alkalmazni az adott kovetelményektdl, és attdl fiigg, hogy melyiket részesiti el6ny-
ben a felhasznalo.

Lisd még az Altaldnos bevezetés B. részét is.

Fogalommeghatdrozasok

Bérkorrézié: A vizsgélati anyag alkalmazdsat kovetSen a bér szoveteinek irreverzibilis kdrosoddsat okozo6
hatds.

Referenciaanyagok

Nincs meghatdrozva, de ldsd az 1.5.3.4. és 1.7.2.3. pontot.

A vizsgélati médszer elve — TER préba a patkdnybdron

A vizsgdlt anyagot a humdnusan megolt fiatal patkdnyok borébdl vett bérkorongok epidermélis feliile-
tén legfeljebb 24 6ra idGtartamban alkalmazzak. Azokat az anyagokat nevezik korrozivnak, amelyek a
stratum korneum integritdsdnak és barrier funkcidjanak elvesztését okozzdk, ez egy bizonyos hatdrérték
alatt (5 kQ) az inherens TER mddszerrel mérhetd (4) (5). Az irritativ és a nem irritativ anyagok nem csok-
kentik a TER-t a hatdrérték ald. Feliiletaktiv és semleges szerves anyagok esetén a vizsgdlati eljardsba beé-
pithetd egy festékmegkotést biztositd 1épés [a fogalommeghatdrozast lasd a (6) szakirodalomban] a kife-
jezetten az ilyen vegyi anyagokkal kapcsolatban kapott hamis pozitiv eredmények szamanak csokkentése
érdekében (2) (7).

A vizsgélati médszer leirdsa — TER préba a patkdnybdron

Kisérleti dllatok

Fiatal (20-23 napos) patkdnyok (Wistar vagy ehhez hasonlé torzs) sziikségesek a bérkorongok elkészi-
téséhez. Kisméretd allatokhoz hasznalt olléval gondosan eltdvolitjdk a hdton és torzson a szért. Az dlla-
tokat ezt kovetSen dvatosan torolgetve megmossdk, mikozben a vizsgélatra keriil§ feliiletet belemeritik
az antibiotikumot tartalmazé oldatba (amely példdul sztreptomicint, penicillint, kléramfenikolt és amfo-
tericint, baktériumok novekedését gatlo koncentriciéban). Az els6 mosdst kovets harmadik vagy negye-
dik napon tjra megmossdk az dllatokat antibiotikummal, és 3 napon beliil felhasznaljék azokat (az dlla-
toknak nem szabad 31 naposndl iddsebbeknek lenniiik a bér el6készitésénél).

A bérkorongok elkészitése

Az éllatokat kiméletes modszerrel megolik. Ezutédn eltdvolitjdk az allat hdtdn a bérét és lefejtik a felesle-
ges zsirt, ovatosan elvdlasztva a bortdl. A bért egy politetrafluoretilén (PTFE) cs6 vége folé helyezik, biz-
tositva, hogy az epidermdlis feliilet érintkezzen a cs6vel. Egy gumi »O« — gyfirtit helyeznek el a cs6re, hogy
a bdrt szorosan a helyén tartsa, és levdgjak a felesleges bérszovetet. A csG és az »O« — gy(iri méretei az 1.
abran lathatok. Ezutdn vazelinnal gondosan tomitik a gumi »O« — gyttt a PTFE cs6 végéhez. A csovet
egy rugés csipesz tartja a magnézium-szulfat oldatot (154 mM) tartalmazé befogad6 kamra belsejében
(2. ébra).

Vizsgdlati eljdrds
A vizsgélt anyag alkalmazdsa

Folyékony vizsgalt anyagokat (150 pl) az epidermalis feliiletre helyeznek a cs6ben (2. dbra). Szildrd anya-
gok vizsgdlatakor megfelel6 mennyiség( szilard anyagot kell a bérdarabra helyezni annak érdekében,
hogy biztositva legyen a bdrszovet teljes feliiletének befedése. Ezutdn deionizdlt vizet (155 pl) 6ntenek a
szildrd anyagra, és Gvatosan felrdzzdk a csoveket. A vizsgalati anyagnak a lehetd legjobban érintkeznie
kell a bérrel. Néhany szildrd anyagnél ez a 30 °C-ra val6 melegités révén az olvaddssal, vagy az anyag
Grlésével, poritdsaval érhetd el.
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1.5.3.2.

1.5.3.3.

1.5.3.3.1.

1.5.3.3.2.

Hérom bérkorongot haszndlnak minden egyes vizsgalt anyaghoz. A vizsgalt anyagokat 24 6ran 4t alkal-
mazzdk (ldsd még az 1.5.3.4. pontot is). A vizsgélt anyagot legfeljebb 30 °C hémérsékletd, csapviz sugar-
ral mosva eltdvolitjak, amig tovabbi anyag mdr nem tavolithaté el. A cs6ben megszilardult vizsgdlt anyag
eltdvolitasit megkonnyitheti a koriilbelill 30 °C hémérsékletti meleg vizsugdrral valé mosds.

TER mérések

A TER-t kisfesziiltségt, véltakoz6 dramt méréeszkoz (példdul AIM 401 vagy 6401 vagy ezzel egyenér-
tékii) segitségével mérik. Az elektromos ellendllds mérése el6tt csokkentik a bér feliileti fesziiltségét a
bérszovet befedéséhez elegendd mennyiségli 70 %-os etilalkohollal. Néhany perc utdn eltdvolitjdk az eti-
lalkoholt a cs6 megforditdsaval, és ezutdn hidrataljdk a sz6vetet 3 ml magnézium-szulfét oldat (154 mM)
hozzdaddsdval. Ezt kovetSen elhelyezik az ellendlldst mérg eszkoz elektroddit a bérkorong mindkét olda-
ldn az ellendllds (kQ/bérdarab) mérésének elvégzésére (2. dbra). Az elektroda méretei és a krokodilcsipe-
szek alatti elektrodaszakasz hosszisdga az 1. dbrédn lathatok. A belsd (vastag) elektrodacsipesz a PTFE cs§
tetején taldlhat6 az ellendllds-mérés sordn, annak érdekében, hogy dlland6 hossziisdgti elektrodaszakasz
legyen a magnézium-szulft oldatban. A kiilsG (vékony) elektrodat gy helyezik el a befogd kamra bel-
sejében, hogy az a kamra aljdig érjen. A rugés csipesz alja és a PTFE cs6 alja kozotti tévolsdgot llandé
értéken tartjdk (1. dbra), mivel ez a tdvolsdg hatdssal van a kapott rezisztencia értékre.

Figyelni kell arra, amennyiben a mért rezisztenciaérték nagyobb, mint 20 kQ, ezt a bérkorong epider-
milis feliiletét beboritd vizsgdlt anyag okozhatja. Ennek a bevonatnak az eltdvolitdsa megkisérelhetd pél-
déul tgy, hogy keszty(s hiivelykujjal befogjék a PTFE csovet és koriilbeliil 10 masodpercen 4t rdzogatjak;
a magnéziumszulfit-oldatot eltdvolitjdk és megismétlik a rezisztenciamérést friss magnézium-szulfattal.

Az dtlagos TER eredmények elfogaddsanak feltétele, hogy az egyidejdi pozitiv és negativ kontrollértékek
a médszer elfogadhaté tartomdnydba essenek. Az itt leirt médszerhez és késziilékhez javasolt kontrol-
lanyagok és a hozzdjuk tartozd, elfogadhaté ellendllds-tartomédnyok az aldbbiak:

Kontroll Anyag Ellenélléa;t(z;)rtomény
Pozitiv 10 M sésav (36 %) 0,5-1,0
Negativ Desztilldlt viz 10-25

Médositott eljards felilletaktiv és semleges szerves anyagok vizsgdlatdra

Amennyiben a vizsgalt anyagok feliiletaktiv anyagok vagy semleges szerves anyagok és TER-értékei leg-
feljebb 5 kQ, festékpenetracios vizsglat hajthatd végre a szoveteken. Az eljardssal eldonthetd, hogy az
eredmények hamis pozitivak-e (2).

Szulforodamin B festék alkalmazdsa és eltdvolitdsa

A vizsgdlt anyaggal végzett els6 kezelést kovetSen desztilldlt vizzel készitett 150 pl, 10 tdmegszdzalékos
higitdsti szulforodamin B festéket alkalmaznak minden egyes bérkorong epidermalis feliiletén két 6rdn
t. A bérkorongokat ezutdn csapvizsugdrral, legfeljebb szobahSmérsékleten mossdk koriilbeliil 10
mésodpercen 4t, a felesleges/meg nem tapadt festék eltdvolitdsa érdekében. Minden egyes bdrdarabot
gondosan eltdvolitanak a PTFE cs6rdl és egy, deionizdlt vizet (8 ml) tartalmazé ampulldba (példdul, egy
20 ml-es iiveg szcintilliciés ampulla) helyezik. Az ampulldkat évatosan, 5 percen 4t rizogatjdk minden
tovabbi felesleges/meg nem tapadt festék eltdvolitdsa érdekében. Ezt az Gblitési eljardst ezutdn megismét-
lik, majd eltdvolitjdk a bdrkorongokat, és desztillalt vizben 1év6 5 ml 30 tomegszdzalékos nétrium-
dodecil-szulfatot (sodium dodecyl sulphate, SDS) tartalmaz6 ampulldba helyezik, és egy éjszakdn at 60 °C
hémérsékleten inkubdljdk. Inkubaldst kovetSen valamennyi bérkorongot eltdvolitjdk, és kidobjak azokat,
majd a megmarado oldatot 8 percen at 21 °C hémérsékleten centrifugdljdk (relativ centrifugdlis er§ “175).
A feliiliisz 1 ml-ét ezutdn 1:5 ardnyban (térfogat/térfogat) (azaz 1 ml + 4 ml) higitjak, desztilldlt vizzel
készitett 30 tomegszazalékos SDS-sel. Megmérik az oldat optikai stirtiségét (optical density, OD) koriil-
beliil 565 nm-nél.

Festéktartalom kiszdmitdsa

Az OD-értékekbdl kiszamitjak a szulforodamin B festéktartalmat korongonként (szulforodamin B festék
moldris extincids egyiitthatéja 565 nm = 8,7 x 10% molekulastily = 580). Meghatdrozzék minden egyes
bérkorong szulforodamin B festéktartalmat, és ezutdn kiszdmitjdk a megismételt mérésekhez sziikséges
atlagos festéktartalmat. Az atlagos festékmegkotési eredmények abban az esetben fogadhatok el, ha a pér-
huzamos kontrollértékek a modszer esetében elfogadhat6 tartomdnyban vannak. Az itt lefrt modszer és
késziilék esetében a kontrollanyagokhoz a javasolt elfogadhaté festéktartalom-tartomdnyok a
kovetkezdk:
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1.6.

1.7.

1.7.2.1.

1.7.2.2.

Festéktartalom-
Kontroll Anyag tartomany
(ng/bdrdarab)
Pozitiv 10 M sésav (36 %) 40-100
Negativ Desztillalt viz 15-35

Tovadbbi informdécid

A vizsgélt anyagok rovidebb idStartamban (példdul 2 6rds idStartamban) is alkalmazhatok a bérdara-
bokndl az erésen korroziv anyagok azonositdsdra. Azonban a hitelesitési vizsgdlat szerint a TER-
vizsgalatr6l megdllapitottdk, hogy talbecsiilhetd tobb vizsgdlt vegyi anyag korroziv képessége a bGrda-
rabokon val6 kétords alkalmazast kovetSen, (2), ugyanakkor, a 24 6rds alkalmazds mar lehetévé teszi a
korroziv és nem korroziv anyagok pontos elkiilonitését.

Az alkalmazott vizsgélati berendezés sajatossdgai és méretei valamint az eljards médja befolydsolhatjak a
kapott TER-értékeket. Az 5 kQ-os korroziv hatérértéket ezen mddszerben leirt kiilonleges késziilékkel és
eljarassal kapott adatokbol hatdroztdk meg. Ett6l eltérd hatdr- és kontrollértékeket akkor lehet alkal-
mazni, ha a vizsgdlati koriilményeket jelentSs mértékben megvaltoztatjak. Ezért ajanlatos a modszert és
az ellendllds hatdrértékét a hitelesitési vizsgdlatban haszndlt kémiai anyagokbdl kivélasztott
referenciastandard-anyagok sorozatdnak vizsgdlatdval meghatdrozni (3).

A vizsgélati médszer elve — humdn bdrpréba

A vizsgilt anyagot legfeljebb 4 6rdn 4t egy hdromdimenzi6s emberi b6r modellre helyezik, amely funkci-
onélis stratum corneummal rendelkez8 rekonstrudlt epidermiszb6l ll. A korroziv anyagokat azon képes-
ségiik alapjin azonositjdk, hogy az eldirt expozicids id6 alatt a sejtéletképességet meghatdrozott hatér-
érték ald csokkentik (amelyet példdul MTT- csokkenésvizsgalat segitségével hatdroznak meg). A vizsgalat
alapelve megegyezik azzal a feltételezéssel, hogy azok az anyagok korrozivak, amelyek képesek dthatolni
a stratum corneumon (diffiizidval vagy erézi6 ttjdn), és elegendGen citotoxikusak ahhoz, hogy sejtelha-
ldst okozzanak az alatta 1év§ sejtrétegekben.

A vizsgélati médszer leirdsa — humdn bdrpréba

Humdn bérmodellek

A humdn bérmodellek kiillonboz§ forrdsokbdl szarmazhatnak, de meg kell felelniiik bizonyos kovetel-
ményeknek. A modellnek rendelkeznie kell miikodé stratum corneummal, valamint egy alatta 1évé é16
sejtréteggel. A stratum corneum barrier funkciéjanak megfelelének kell lennie. Ez a modellnek a citoto-
xicitdssal szembeni ellendlldsdnak bizonyitdsdval mutathaté be olyan anyagok alkalmazdsat kovetGen,
amelyekrdl ismert, hogy a sejtek szdmdra citotoxikusak, de amelyek rendes koriilmények kozott nem
hatolnak 4t a stratum corneumon. A meghatérozott kisérleti koriilmények kozott a modellnek reprodu-
kélhat6 eredményeket kell adnia.

A modellben 1év6 €16 sejtek életképességének megfelel6en nagynak kell lennie ahhoz, hogy jol megkiilon-
boztethetd legyen a pozitiv és negativ kontrollanyag. A negativ kontrollanyagnak val6 expoziciot kove-
téen, a sejtéletképességnek (példdul az MTT redukcidval, azaz egy OD-értékkel mérve) az adott modell-
hez tartoz6 elfogadhaté hatdrokon beliil kell maradnia. Ehhez hasonléan, a pozitiv kontrollanyagokkal
kapott sejtéletképesség-értékeknek (a negativ kontrollanyagokhoz kapott értékekhez viszonyitva) a meg-
adott hatdrokon beliil kell maradniuk. A legfontosabb, hogy az alkalmazott modell megfeleljen a nemzet-
kozileg hitelesitett szabvanynak (2).

Vizsgdlati eljdrds
A vizsgélt anyag alkalmazdsa

Folyékony anyagok esetében elegendd vizsgélt anyagot kell haszndlni ahhoz, hogy az befedje a bérfel-
iiletet (minimum 25 plfcm?). Szildrd anyagok esetében elegendd anyagot kell felvinni a bdr befedéséhez,
és ezutdn azt meg kell nedvesiteni a bérrel valé megfelel érintkezés biztositdsara; adott esetben a szildrd
anyagokat porréd kell 6rolni alkalmazdsuk el6tt. Az alkalmazdsi modszer legyen megfelel a legtobb
vegyianyag-tipusndl (2). Az expozici6s id6szak végén a vizsgdlt anyagot sdoldattal gondosan le kell mosni
a bér feliiletérol.

A sejtek életképességének vizsgdlata

Barmilyen kvantitativ, hitelesitett modszer hasznélhat6 a sejtek életképességének vizsgalatdhoz. A leg-
gyakrabban az MTT-redukciét alkalmazzdk, amely bizonyithatéan pontos és reprodukélhaté eredmé-
nyeket ad a kiilonboz§ laboratériumokban (2). A bérkorongot 0,3 mg/ml-es, 20-28 °C hémérsékletdi
MTT oldatba helyezik 3 érds idGtartamra. Ezutdn eltdvolitjdk a kicsapddott kék formazan terméket (oldo-
szeres extrahdlds), és az OD meghatdrozdsa ttjan megmérik a formazan koncentracidjit 545 és 595 nm
hullimhossz kozétt.
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Tovdbbi informdécié

Az alkalmazott bérmodell, az expozicids idS és mosisi eljdrdsok, stb. nagymértékben befolydsoljak a sejt
életképességét. Ajanlott a modszer és az eldrejelz6 modell kalibréldsa az ECVAM hitelesitési vizsgélatban
haszndlt vegyi anyagokbdl kivélasztott referenciastandard-anyagok vizsgélatdval (3). Dontd fontossagu,
hogy az alkalmazott mddszer a nemzetkozi szabvanyoknak megfelelGen laboratériumokon beliil és labo-
ratériumok kozott a vegyi anyagok széles korében reprodukélhaté legyen. Minimalis kovetelményként a
modszer feleljen meg a kordbban meghatdrozott tudomanyos hitelességnek (2), tovdbba az ilyen hitel-
ességi vizsgdlat eredményei egy tudomdnyos folydiratban jelenjenek meg.

ADATOK

Eredmények feldolgozisa

TER-vizsgdlat patkdnybérin

A vizsgélt anyaghoz, pozitiv és negativ kontrollokhoz és minden standard referencia vegyi anyaghoz
megidllapitott  ellendllasértékeket  (kQ) tdblizat formdjdban kell megadni, beleértve a
parhuzamos/megismételt kisérleteknél kapott adatokat, atlagértékeket és a megallapitott osztalyozast is.

Vizsgdlat humdn bérmodellen

A vizsgdlt anyaghoz, pozitiv és negativ kontrollokhoz és minden standard referencia-vegyianyaghoz
kapott OD-értékeket és a szdmitott, szdzalékos sejtéletképesség-adatokat tabldzat formdjédban kell meg-
adni, beleértve a parhuzamos/megismételt kisérleteknél kapott adatokat, dtlagértékeket és a megéllapi-
tott osztélyozast.

Eredmények értékelése és értelmezése

TER-vizsgdlat patkdnybérin

Amennyiben a vizsgdlt anyag esetében a mért TER-dtlagérték nagyobb, mint 5 kQ, akkor az anyag nem
korroziv hatdsti. Amennyiben a TER-érték kisebb, mint 5 kQ, vagy ezzel egyenld és a vizsgélt anyag nem
feliiletaktiv, vagy semleges szerves anyag, akkor az korroziv hatdsti anyag.

Azon felitletaktiv vagy semleges szerves anyagok esetében, amelyek 5 kQ-ndl kisebb vagy ezzel egyenld
TER-értékeket adnak, elvégezhetd a festékpenetrdcids vizsgalat. Amennyiben a bdrkorong étlagos fes-
téktartalma nagyobb vagy egyenld az ezzel egyidejtleg 36 %-os HCl pozitiv kontrollndl megallapitott
atlagos bérkorong-festéktartalommal, akkor a vizsgélt anyag valddi pozitiv, és ebbdl kovetkezden kor-
roziv. Amennyiben a bérkorong étlagos festéktartalma kisebb az ezzel egyidejtleg 36 %-os HCl pozitiv
kontrollndl mért dtlagos bdrdarab-festéktartalomnal, a vizsgélt anyag hamis pozitiv, és ebbdl kovetke-
z8en nem korroziv az anyag.

Vizsgdlat emberi bérmodellen

A negativ kontroll OD-értéke a 100 %-os sejtéletképességet jelenti; ebbdl kovetkezSen, az egyes vizsga-
lati mintdknal kapott OD-értékek haszndlhatok a negativ kontrollhoz viszonyitott szdzalékos életképes-
ség kiszdmitdsdhoz. A korroziv vizsgélt anyagokat a nem korroziv vizsgdlt anyagokt6l megkiilonboz-
tet (vagy a kilonboz8 korroziv anyag osztilyokat megkiilonboztets), szdzalékban megéllapitott
sejtéletképesség hatdrértéket egyértelmtien meg kell hatdrozni az elSrejelz6 modellben a médszer hite-
lesitése eldtt, és az azt kovetd hitelesitési vizsgdlatnak igazolnia kell, hogy az érték megfeleld (2).

VIZSGALATI JELENTES

Vizsgdlati jelentés

A vizsgdlati jelentésnek legaldbb az aldbbi informaciokat kell tartalmaznia:
Vizsgdlt anyag:

— azonosit adatok, fizikai sajatossdg, és adott esetben, a fizikai, kémiai tulajdonsigok. Adott esetben
hasonl6 informdciokat kell megadni a referenciaanyagokrol is.

Vizsgdlati koriilmények:
- az alkalmazott vizsgdlati eljards részletei,

— minden mddositds leirdsa és indokldsa.
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Eredmények:

- a vizsgdlt anyaghoz, pozitiv és negativ kontrollhoz és minden standard referencia-vegyianyaghoz
kapott ellenallds-értékek (TER-vizsgdlat) vagy szdzalékban meghatdrozott sejtéletképesség-értékek
(vizsgalat emberi bérmodellen), beleértve a pirhuzamos/megismételt kisérletek soran kapott adatokat
és a dtlagértékeket is, az adatok tdblazatba torténd Gsszefoglaldsa,

— minden mds megfigyelt hatds lefrdsa.
Eredmények értékelése.

Kovetkeztetések.
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II. MELLEKLET

,B. 41. FOTOTOXICITAS — IN VITRO 3T3 NRU FOTOTOXICITAS VIZSGALAT

MODSZER

Bevezetés

A fototoxicitds a brnek elszor bizonyos vegyi anyagok hatdsdnak, majd ezt kovetden fény hatdsanak vald
expozicidja utin megéllapitott, vagy ehhez hasonléan valamely vegyi anyag szisztematikus alkalmazdsa
utdn a bdr besugdrzasaval elGidézett toxikus reagalds.

Az in vitro 3T3 NRU fototoxicitds vizsgalatbol megdllapitott informdciok valamely vizsgalt anyag poten-
cidlis fototoxikussdganak, azaz azoknak a lehetséges veszélyeknek a létezésének, vagy hidnyanak megha-
térozdsdra szolgdlnak, amelyek valamely vizsgdlt anyagbdl valamint az ibolydntdli és lithaté fény hatdsé-
nak valé expozici6jabél szdrmazhatnak.

mivel az in vitro vizsgdlat toxikologiai végpontja a kémiai anyag és a fény egytittes hatdsa dltal elGidézett
fototoxicitds meghatdrozdsa, a vizsgalat azonosithatja azokat az 6sszetevSket, amelyek in vivo fototoxikusak
a szisztematikus alkalmazds és a bdrrel vald érintkezés utdn, valamint azokat az 9sszetevéket, amelyek
fotoirritinsokként hatnak a béron valé helyi alkalmazas utdn.

A invitro 3T3 NRU fototoxicitds vizsgélatot egy kozos EU/COLIPA projekt fejlesztette ki és érvényesitette
1992-t61 1997-ig (1), (2), (3) a haszndlatban 1év6 killonboz6 in vivo vizsgélatok valamilyen hiteles in vitro
alternativdjinak bevezetésével. 1996-ban egy OECD munkabizottsdg lépcsdzetes in vitro vizsgdlatot java-
solt a fototoxicitds értékeléséhez (4).

A in vitro 3T3 NRU fototoxicitds vizsgalatb6l kapott eredményeket Gsszehasonlitottdk az éllatokon és
embereken kapott in vivo végzett fototoxicitds/fotoirritdlds hatdsaival, és a vizsgalatrdl bebizonyosodott,
hogy az kivélo elSrejelzést ad ezekrdl a hatdsokrol. A vizsgélatot nem arra tervezték, hogy eldre jelezzen
vegyi anyag és a fény egyiittes hatdsdbdl szdrmazé kdros hatdsokat, ilyenek példdul a fotogenotoxicitds,
fotoallergia és fotokarcinogenitds, annak ellenére, hogy szdmos ilyen hatdssal rendelkezd vegyi anyag pozi-
tivan reagal az in vitro 3T3 NRU fototoxicitds vizsgdlatban. A vizsgdlat nem haszndlhat6 a fototoxicitds
erdsségének meghatdrozdsara.

A vegyi anyagok fototoxikus hatdsanak vizsgdlatdnak egymadst kovetd 1épéseit a fiiggelék ismerteti.

Fogalommeghatirozisok

Irradidcié: valamely feliiletre es6 ibolyantdli (ultraviolet, UV) vagy lathaté fény intenzitdsa W/m? — ben vagy
mW/cm? — ben mérve.

Fénydozis: valamely feliiletre es6 ibolydntdli (UV) vagy lathat6 fénysugdrzds mennyisége (= intenzitds x id6)
Joul (= W x s) per feliilet, példdul J/m? vagy J/cm?.

Ibolydntuli fény hullimsdvok: a CIE (Commission Internationale de L'Eclairage) éltal javasolt megjelolések:
UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) és UVC (100-280 nm). Mds megjeloléseket is haszndlnak: az UVB
és UVA elvélasztdsat gyakran 320 nm-re teszik, és az UVA feloszthaté UV-Al-re és UV-A2-re az elvdlds
340 nm-re esik.

Sejtéletképesség: valamely sejtpopuldcio teljes aktivitdsat (példdul a neutrdlvoros vitalis festék felvételét a sejt
lizoszomdkba) méré paraméter, amely a mért végponttdl és a haszndlt vizsgélati tervtd] fiiggden, korreld-
ciéban van a sejtek szdmdval és[vagy életképességével.

Relativ sejtéletképesség: a sejt életképessége a teljes vizsgdlati eljardson (vagy + UV vagy -UV) keresztiil alkal-
mazott, de a vizsgélt anyaggal nem kezelt negativ (old6szer) kontrollokkal sszeftiggésben kifejezve.

ElGrejelzési modell: valamely toxicitdsi vizsgdlat eredményeinek a toxicitdsi potencidl elGrejelzéssé torténd
atalakitdsahoz haszndlt algoritmus. Ebben a vizsgdlati irdnymutatban PIF és MPE haszndlhat az in vitro
3T3 NRU fototoxicitds vizsgdlat eredményeinek a fototoxicitdsi potencidl el6rejelzéssé torténd dtalakitd-
sahoz.

PIF (photo irritation factor, fotoirritdcids tényezd): a vizsgalt vegyi anyagnak nem citotoxikus UVA [ldthat6 fén-
nyel valé besugdrzasa hidnydban (-UV) és jelenlétében (+ UV) kapott két egyenlGen hatékony citotoxikus
koncentracidja (ECs,) Osszehasonlitdsdval meghatdrozott tényezd.

MPE (mean photo effect, dtlagos fényhatds): nem citotoxikus UVA/lathaté fénnyel valé besugdrzds hidnydban
(-UV) és jelenlétében (+ UV) kapott két koncentraciovalasz-gorbe teljes alakjdnak matematikai elemzésébdl
levezetett Gjszerti mérési eredmény.
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

Fototoxicitds: a bérnek elGszor bizonyos vegyi anyagok hatdsanak és ezt kovetGen fény hatdsanak valo expo-
zici6 utdn megallapitott vagy ehhez hasonl6an, valamely vegyi anyag szisztematikus alkalmazdsa utdn a
bér besugdrzdsaval elgidézett akut toxikus reagdlds.

Fotoirritdcié: a »fototoxicitds« kifejezésnek egy alfogalma, amely csak azokra a fototoxikus reakciokra vonat-
kozik, amelyeket a vegyi anyagok (helyileg vagy orélisan) véltanak ki. Ezek a fototoxikus reakciék mindig
nem specifikus sejtkdrosoddshoz (nap okozta leégésszerii reakciok) vezetnek.

Fotoallergia: szerzett immunoldgiai valaszkészség, amely a vegyi anyaggal és a fénnyel valé els6 kezeléskor
nem jelentkezik, és a bérreakcio egy vagy két hetes indukcids id6tartam utdn mutathato ki.

Fotogenotoxicitds: valamilyen genetikai végponttal megfigyelt genotoxikus vilasz, amelyet a sejteknek nem
genotoxikus ibolyantili/ldthaté fény dézisnak és nem genotoxikus vegyi anyagnak valé expozici6 utdn dlla-
pitanak meg.

Fotdkarcinogenitds: fény és vegyi anyag ismételt alkalmazdsa altal elGidézett karcinogén hatds. A »foto-ko-
karcinogenezis« kifejezést haszndljak, amennyiben valamely vegyi anyag néveli az ibolyantdli fény dltal el6-
idézett tumorképzddést.

Referenciaanyagok

Amellett, hogy klorpromazint minden meghatirozashoz pozitiv kontrollként kell hasznélni, egy Gjonnan
kialakitott vizsgdlat esetén, mint amilyen a 3T3 NRU fototoxicitds préba, ajanlott, hogy olyan
referenciaanyag-csoportot haszndljanak, amelyet a laborat6rium kozotti mérések 6sszehasonlitdsakor hasz-
nalnak. (1), (3), (13).

Kezdeti megfontoldsok

Szdmos vegyi anyagrol megallapitottak, hogy fototoxikus hatdssal rendelkeznek (5), (6), (7), (8). Ezek egyet-
len koz6s jellemzdjik az a képesség, hogy a napfény hullimhosszanak tartomanyéban képesek fényener-
giat abszorbedlni. A fotokémia els§ torvénye (Grotthaus-Draper torvény) szerint a fotoreakcidhoz megfe-
lel6 fénymennyiség abszorpcidjra van sziikség. Ezért ezen vizsgdlati irinymutatdsnak megfeleld biol6giai
vizsgdlat elvégzése el6tt meg kell hatdrozni a vizsgalt vegyi anyag UV/lathat6 fény abszorpci6 spektrumat
(példdul az OECD 101 vizsgdlati irdnymutatisnak megfeleléen). Amennyiben a moldris
extinkci6/abszorpcié egyiitthaté kisebb, mint 10 liter x mol™ x cm™, a vegyi anyagnak nincs fotoreaktiv
potencidlja, és a kdros fotokémiai hatdsok kideritéséhez nem sziikséges az in vitro 3T3 NRU fototoxicitds,
vagy valamilyen mds bioldgiai vizsgélat elvégzése (fiiggelék).

A vizsgdlati médszer elve

Négy olyan mechanizmust hatdroztak meg, amellyel valamely (kémiai) kromofér fényabszorpcidja foto-
toxikus vélaszt eredményezhet (7). Ezek koziil mindegyik sejtkdrosoddst eredményez. Ezért az in vitro 3T3
NRU fototoxicitds vizsgalat a nem citotoxikus UVA/lathaté fény dézisinak valé expozicié jelenlétében és
hidnyaban vizsgalt valamely vegyi anyag citotoxicitdsinak 6sszehasonlitasdn alapul. E vizsgdlatban a cito-
toxicitdst 24 ordval a vizsgalt vegyi anyaggal kezelés és besugdrzds utdn a vitdlis neutrdlvords (neutral red,
NR) festék felvételének koncentracidfiiggd csokkentéseként (9) hatdrozzak meg.

Balb/c 3T3 sejteket tenyésztenek 24 6rdn at egy sejtréteg kialakuldsdig. Ezutdn vizsgélt vegyi anyagonként
két, 96 lyukd tenyésztSlemezt preinkubalnak 1 érdn at, a vegyi anyag 8 kiilonb6z8 koncentraciéjaval. Ezt
koveten a két lemez koziil az egyiket 5 Jfcm? UVA, nem citotoxikus UVA/[l4thaté fénydézis hatdsdnak
teszik ki (+ UV kisérlet), mig a mdsik lemezt sotétben tartjdk (-UV kisérlet). Ezutdn mindkét lemezen a
kezel6 médiumot tdpoldatra cserélik ki, és 24 6rds inkubdldst kovetSen meghatdrozzdk a sejt életképes-
ségét 3 Ords neutrdlvorods felvétel segitségével (neutral red uptake, NRU). Mind a 8 vizsgdlt koncentracio
esetében kiszdmitjdk a relativ sejtéletképességet, a kezeletlen negativ kontrollok szdzalékaként kifejezve. A
fototoxicitdsi potencidl meghatdrozdsa érdekében Gsszehasonlitjdk a besugdrzds jelenlétében (+ UV) és
annak hidnyaban (-UV) kapott koncentraciotdl figgd valaszokat, rendszerint az ECs, szinten, azaz anndl a
koncentraciondl, amely kezeletlen kontrollok 50 %-dndl gétolja a sejtéletképességet.

Mindségi kovetelmény

Sejtek érzékenysége UV A sugdrzdsra, torténelmi adatok: a sejteket rendszeresen ellendrizni kell UVA sugarakkal
szembeni érzékenység szempontjabol. A sejteket az in vitro 3T3 NRU fototoxicitds vizsgalatban hasznalt
sejtkoncentrdcidban a tenyésztdedényekre rdoltjdk, masnap besugarozzak 1-9 J/em? kozotti UVA dézi-
sokkal, és egy nappal késébb meghatdrozzdk a sejtéletképességet az NRU vizsgdlat segitségével. A sejtek
abban az esetben felelnek meg a mingségi kovetelményeknek, ha 5 Jjem? UVA-val valé besugdrzds utdn az
életképességiik nem kisebb, mint a sotétben tartott kontrollok életképességének 80 %-a. A 9 Jjem? — es,
legnagyobb UVA dozis alkalmazdsakor az életképességnek nem szabad kisebbnek lennie a sététben tartott
kontrolloknal meghatdrozott életképesség 50 %-dndl. Ezt az ellendrzést koriilbeliil minden 10. sejtpasszd-
lasakor (passage) meg kell ismételni.

A negativ kontroll sejtek UVA sugdrzdssal szembeni érzékenysége egyes vizsgdlatok esetében: a vizsgalat megfelel a
minGségi kovetelményeknek, ha a + UVA kisérletben 1 % dimetil-szulfoxid (DMSO) vagy 1 % etanol (EtOH)
tartalmi vagy ezeket nem tartalmazo negativ kontrollok Earl-féle kiegyensulyozott séoldatban (EBSS) 1évé
sejtjei, a parhuzamos sotét kisérletben (-UVA) vizsgalt, az ugyanolyan olddszerben 1év6 nem besugarzott
sejtek életképességének legaldbb 80 %-at érik el.
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Negativ kontrollok életképessége: a negativ kontrollok NR kivonatdban mért abszolut optikai stirtiség (ODs 4,
NRU) jelzi, hogy a tenyésztSlemez lyukaiban elhelyezett 1 x 10 sejt a megdupldzédott-e a vizsgalat 2 napja
sordn. A vizsgdlat kielégiti az elfogadhatésagi kovetelményt, amennyiben a nem kezelt kontroll sejtek dtla-
20s ODjg o nry €rtéke > 0,2

Pozitiv kontroll: valamely ismert fototoxikus anyagot parhuzamosan vizsgalnak minden in vitro 3T3 NRU
fototoxicitds vizsgdlattal. Klérpromazint (CPZ) haszndltak pozitiv kontrollként az EU/COLIPA hitelesités
sordn, és ezért ez a javasolt anyag. Az in vitro 3T3 NRU fototoxicitds vizsgdlatban a standard eljardssal
vizsgalt CPZ-hez az aldbbi kovetelményt hatdroztdk meg: CPZ besugdrzott (+ UVA): EC5, = 0,1- 2,0 pg/ml,
CPZ nem besugdrzott (-UVA): EC5, = 7,0- 90,0 ug/ml. A fotoirritdcié tényezdnek (photo irritation factor,
PIF), azaz az ECs,, eltoloddsnak legaldbb 6-nak kell lennie.

A CPZ helyett parhuzamos pozitiv kontrollokként hasznalhatok mds olyan ismert fototoxikus vegyi anya-
gok is, amelyek megfelelnek a vizsgalt, értékelés alatti vegyi anyag kémiai osztdlydnak vagy oldhatdsagi jel-
lemzd&inek. Ebben az esetben, a torténelmi adatok alapjdn, az ECs, — értékek tartoményit és a PIF vagy MPE
(mean photo effect, dtlagos fényhatds) értékeket megfelelGen kell meghatdrozni a vizsglat elfogaddsi kove-
telményeként.

A vizsgilati médszer leirdsa

Elékésziiletek

Sejtek

Allandé egér fibroblast sejtsort — Balbjc 3T3, 31-es klon ~ATCC-b6l vagy ECACC-b6l, haszndltak a hitel-
esitési vizsgalat sordn és ezért ez az ajanlott. Mds sejtek vagy sejtsorok is haszndlhatok sikeresen ugyanez-
zel a vizsgélati eljirdssal, amennyiben a tenyésztési koriilményeket a sejtek sajatos igényeihez igazitjdk, de
az egyenértékiiséget bizonyitani kell.

Ellendrizni kell, hogy a sejtek mikoplazméval nem szennyezdédtek-e és csak akkor szabad hasznélni,
amennyiben kielégit§ az eredménye.

mivel a sejtek UVA érzékenysége novekedhet a passzdzsok szdmaval, az elérhetd legkisebb passzdzsszdmu
— lehetdleg kevesebb, mint 100 — Balb/c 3T3 sejteket kell hasznélni. Fontos a Balb/c 3T3 sejtek UVA érzé-
kenységének rendszeres ellendrzése az ebben az irdnyelvben leirt minéségellendrzési eljardsnak megfele-
1en.

Tenyészt8 oldatok és tenyésztési kortilmények

Megfelel6 tapoldatot és inkubaldsi koriilményeket kell alkalmazni a rutin sejtpasszdzs és a vizsgélat sordn.
Balb/c 3T3 sejtek esetében ezek 10 %-os Ujsziilott borjuszérummal, 4 mM glutaminnal, penicillinnel és
sztreptomicinnel kiegészitett DMEM; és 37 °C hémérsékleten/7,5 %-os CO, mellett végzett nedvesitett
inkubdlds. Kilonosen fontos, hogy a sejttenyésztési korilmények a haszndlt sejtekre vagy torzsre tortén-
elmileg jellemz§ idStartamot biztositsanak.

Tenyészetek elkészitése

Fagyasztott sejtkultira dllomanybdl vett sejteket megfeleld stirtiséggel rdoltanak a tdpoldatra, és médsodla-
gos tenyészetet hoznak létre legaldbb egyszer, miel6tt az in vitro 3T3 NRU fototoxicitds vizsgdlatban hasz-
nélndk dket.

A fototoxicitds vizsgdlat esetében a sejteket olyan stirtiséggel oltjdk rd a tenyésztSfolyadékra, hogy a tenyé-
szetek ne folyjanak egybe a vizsgdlat végén, azaz akkor, amikor a sejt életképességét meghatdrozzak a sej-
tek rédoltdsa utdn 48 6raval. A 96 lyukid edényekben tenyésztett Balb/c 3T3 sejtek esetében 1 x 10* sejt/lyuk
a javasolt sejtstirtiség.

Minden egyes vizsgdlt vegyi anyag esetében a sejtek rdoltdsa azonosan torténik a két, kilondllo, 96 lyuka
lemezen, amelyeket ezutdn egyidejiileg visznek végig a teljes vizsgdlati eljardson azonos tenyésztési
koriilmények kozott, azon idStartam kivételével, amely alatt az edény koziil az egyiket besugdrozzdk
(+ UVA/vis), a masikat sotétben tartjdk (-UVA/lthaté fény).

Metabolikus aktivédlds

mivel egészen a mai napig a metabolizdl6 rendszerek haszndlata dltaldnos kovetelmény minden in vitro vizs-
gélatndl a genotoxikus és karcinogén hatds elSrejelzéséhez, nem ismert olyan vegyi anyag, amelyhez meta-
bolikus transzformdciéra lett volna szitkség a kémiai anyag in vivo vagy in vitro fototoxin jellegének kimu-
tatdsahoz. Igy tehdt nem tekinthet§ sem sziikségesnek, sem pedig tudomdnyosan indokoltnak, hogy e
vizsgalat elvégzéséhez metabolikus rendszert alkalmazzanak.
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1.7.1.5.

1.7.1.6.

Vizsgdlt vegyi anyag/el6készités

A vizsgdlt vegyi anyagokat kozvetleniil a felhasznalds el6tt kell el6késziteni, kivéve ha a stabilitdsi adatok
bizonyitjék a tdrolds elfogadhatdsdgat. Voros fény alatti el6készitésre lehet sziikség, amikor a gyors foto-
degradécidval kell szdémolni.

A vizsgélt vegyi anyagokat pufferolt sdoldatokban, példdul Earl-féle kiegyensulyozott sdoldatban (EBSS)
vagy foszfat-pufferes sdoldatban (PBS) kell feloldani, amelyeknek a besugarzas alatti interferencia elkerii-
lése érdekében protein komponensektdl és fényelnyeld pH-indikdtorokt6l menteseknek kell lenniiik.

A vizben rosszul oldhaté kémiai anyagokat megfelel§ oldészerekben kell feloldani a kivant végleges kon-
centrdcié 100-szorosdnak megfelel6 koncentraciéban, majd 1:100-ra kell higitani a pufferolt s6oldattal.
Amennyiben olddszert haszndlnak, annak egy térfogat-szdzalékos koncentrici6janak jelen kell lennie min-

Iy

is.

A javasolt olddszerek a Dimetil-szulfoxid (DMSO) és etanol (EtOH). MegfelelGek lehetnek mds kevéssé cito-
xikus oldészerek (példdul aceton), azonban sajétos tulajdonsdgaik megallapitdsa érdekében ezeket gondo-
san meg kell vizsgélni, ilyen példdul a reakcidkészség a vizsgélt vegyi anyaggal, a fototoxikus hatés elfoj-
tésa, gyokfogd tulajdonsdgok.

Vortex keverdt ésfvagy szonikdldst ésfvagy 37 °C-ig torténé melegités hasznalhat6, amennyiben sziiksé-
ges, az oldodas elGsegitésére.

UV besugdrzds/el6készités

Fényforrds: megfelel fényforrds és megfeleld sz(irg kivélasztdsa a legfontosabb tényezd a fototoxicitds vizs-
gélatban. Az UVA és lathaté fénytartomdnyok rendszerint fotoszenzibilizaciét véltanak ki (7), (10) mig az
UVB kisebb jelentGségti és kozvetleniil nagymértékben citotoxikus, ami 313-t6l 280 nm-ig 1 000-szeresére
nd. A megfelel§ fényforrds kivélasztdsa kovetelményeinek magdban kell foglalnia azt a lényeges kovetel-
ményt, hogy a fényforrds a vizsgalt anyag dltal abszorbedlt hullimhosszisdgd fényt bocsdssa ki, tovibbd
hogy az (elfogadhat6 id6n beliil elérhetd) fényddzisnak elegenddnek kell lennie az ismert fotoszenzibildld
anyagok kimutatdsdra. Ezen kiviil az alkalmazott hullimhosszisdg és dozis nem lehet indokolatlanul kéros
a vizsgélati rendszerre, amely magdban foglalja a hkibocsdtést (infravoros tartomdny).

A napfény szimuldldsat szoldris szimuldtorokkal optimdlis fényforrdsnak tekintik. A szoldris szimuldto-
rokban Xenon ivfényeket és (dotalt) higany-fém-halogén ivfényeket hasznalnak. Az utébbinak megvan az
az el6nye, hogy kevesebb hét bocsat ki és olcsobb, de nem felel meg tokéletesen a napfénynek. Mivel min-
den napszimuldtor jelent8s mennyiségli UVB-t bocsat ki, ezeket megfelel6 médon sziirni kell a nagymér-
tékben citotoxikus UVB hullimhosszisagok csokkentése érdekében.

Az invitro 3T3 NRU fototoxicitds vizsgdlathoz gyakorlatilag UVB-mentes sugdrzdsi spektrumot kell hasz-
nélni (UVA:UVB ~ 1:20). Az in vitro 3T3 NRU fototoxicitds vizsgdlat hitelesitésénél haszndlt szirt szoldris
szimulator spektralis sugdrzasi eloszldsira mar kozoltek példat (3).

Dozimetria: minden egyes fototoxicitds vizsgalat el6tt rendszeresen ellendrizni kell a fény (besugdrzds) inten-
zitdsat az erre alkalmas szélessavii UV-mérG segitségével. Az UV-mérét a fényforrashoz kell kalibralni.
Ellendrizni kell az UV-mér§ teljesit6képességét, és erre a célra egy azonos tipusi és kalibraldsa masodik
UV-méré hasznalata ajanlott. Idedlis esetben, nagyobb id6kozonként, egy spektro-radiométert kell hasz-

Orzésére, de az ilyen mszerek szakszerti mitkodtetéséhez megfelel6en képzett személyekre van sziikség.

A hitelesitési vizsgdlat az 5 JJcm? (UVA) dézisrél megdllapitotta, hogy az nem citotoxikus a Balb/c 3T3 sej-
tek szdmadra, és elegendGen hatékony ahhoz, hogy még a gyengén fototoxikus kémiai anyagokat is akti-
valja. 50 perces id6tartamon beliil 5 Jjcm? elérése érdekében a besugarzdst 1,666 mW/[cm?-re kell 4llitani.
Mas sejtsor vagy mas fényforrds haszndlatakor el6fordulhat, hogy kissé adaptalni kell az UVA dézist azzal
a feltétellel, hogy az Gj ddzis ne legyen kdros a sejtekre, és elegendd legyen a standard fototoxinok észle-
lésére. A fény hatdsdnak valé expozici6 id6tartama a kévetkezé médon szamithaté ki:

Sugérzdsi dézis (Jfem?) x 1000
t{min) = (1]=1W sec)
Sugdrzés (mW/cm?) X 60

Vizsgdlati koriilmények

A vizsgélt kémiai anyag legnagyobb koncentrécidja nem haladhatja meg a 100 pg/ml értéket, mivel minden
fototoxikus kémiai anyagot regisztraltak ennél kisebb koncentraciok mellett, mig nagyobb koncentracio-
kndl megnovekszik a hamis pozitivok (tilbecslések) el6forduldsa (13). A vizsgdlt anyag pH-jnak kielégi-
t6nek kell lennie a legnagyobb koncentraciéban is. (pH tartomdny: 6,5-7,8).
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A fény jelenlétében (+ UVA) és hidnydban (-UVA) vizsgalt kémiai anyag koncentricié-tartomdnyait meg-
felel6en kell meghatdrozni az elGzetes, tartomdnyt megdllapité kisérletekben. Valamely koncentracidsor
tartomdnyat és 1éptékét agy kell bedllitani, hogy a kisérleti adatok megfelelGen aldtimasszék a koncentrd-

1.7.3. Vizsgdlati eljdrds (")

1.7.3.1. Els8 nap

A tdpoldatban 1 x 10° sejt/ml sejtszuszpenziét kell elkésziteni és csak 100 ul tdpoldatot kell adagolni egy
96-lyukd mikrotiter tenyésztSlemez periférids helyeire (= blankok). A tobbi lyukba 100 pl 1 x 107 sejt/ml-es
sejtszuszpenziot (= 1 x 10* sejtfiireg) kell adagolni. Minden egyes vizsgalt anyaghoz két lemezt kell készi-
teni: egyet a citotoxicitds meghatdrozdséhoz (-UVA) és egyet a foto-citotoxicitds meghatdrozdsahoz
(+ UVA).

A sejteket 24 6rdn at kell inkubdlni (7,5 % CO,, 37 °C), amig félig egybefolyé egyréteget nem alkotnak. Ez
az inkubaldsi idGtartam lehetdvé teszi a sejtfelépiilést és adhéziot, valamint az exponencidlis szaporodast.

1.7.3.2. Mdsodik nap

Inkubdldst kovetSen el kell tdvolitani a tdpoldatot a sejtekrd], és kétszer, tiregenként 150 pl EBSS/PBS-sel
kell lemosni. A vizsgalt anyagot megfelel§ koncentraciéban tartalmazé vagy csak olddszert (negativ kont-

haszndlni. A sejteket a vizsgalt anyaggal sotétben, 60 percig kell inkubélni (7,5 % CO,. 37 °C).

A vizsgélat + UVA részének elvégzéséhez a sejteket szobahSmérsékleten 50 percen at a 96 lyukd lemez
fedelén keresztiil 1,7 mW/cm? UVA-val (= 5 J/cm?) kell sugérozni. A H,O kondenzal6d4s megakaddlyozdsa
érdekében ventilldtorral kell szell§ztetni. A parhuzamosan vizsgdlt lemezeket szobahdmérsékleten, egy
sotét dobozban 50 percig (= UVA expoziciés idd) kell tartani.

A vizsgilt oldatot el kell tdvolitani, és kétszer meg kell mosni 150 pl EBSS/PBS-vel. Az EBSS-t/PBS-t tipol-
datra kell kicserélni, és (7,5 % CO,, 37 °C) egy éjszakan dt kell inkubdlni (18-22 6ra).

1.7.3.3. Harmadik nap

Mikroszkdpos értékelés

A sejteket egy faziskontraszt-mikroszkép alatt kell megvizsgalni. A vizsgélt anyag citotoxikus hatdsai miatt
a sejtek morfoldgidjaban bekovetkezett valtozdsokat fel kell jegyezni. Ez az ellendrzés a kisérleti hibak kiza-
rasdra ajanlott, de ezek a feljegyzések nem hasznalhat6k a citotoxicitds és fotoxicitds értékeléséhez.

Neutralvoros felvétel

A sejteket 150 pl el6melegitett EBSS/PBS-vel kell megmosni. A mosé oldatot dvatos iitogetéssel kell eltd-
volitani. 100 ul NR tdpoldatot kell hozzdadni, és 37 °C hémérsékleten inkubdlni, 7,5 %-os CO, pdrés 1ég-
korében, 3 6rdn keresztiil.

Inkubdlds utdn az NR tdpoldatot el kell tdvolitani, és a sejteket 150 pl EBSS/PBS-sel kell megmosni. Az
EBSS/PBS-t teljesen le kell 6nteni, és fel kell itatni. (Mdsik vélaszthaté lehet8ség: a megforditott lemezt cent-
rifugdlni kell).

Pontosan 150 pl NR deszorbcids oldatot kell hozzdadni (frissen elkészitett etanolt/ecetsavat).

A mikrotiter lemezt egy mikrotiter lemezrdzé készillékben 10 percen 4t gyorsan kell razni, amig az NR
homogén oldatot képezve ki nem vilik a sejtekbdl.

Az NR kivonat optikai stirtiségét 540 nm-nél egy spektro-fotométerrel kell megmérni, referenciaként blan-
kokat haszndlva. Az adatokat megfeleld fjl formdtumban (példdul ASCII) a késbbi elemzéshez el kell
menteni.
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2.1.

2.2.

2.3.

ADATOK

Adatok mingsége és mennyisége

Az adatoknak lehet6vé kell tenniiik az UVA/lathaté fény jelenlétében illetve hidnydban kapott koncentrd-
cié—vilasz elemzését. Amennyiben citotoxikus hatds jelentkezik, mind a koncentraciétartomanyt, mind az
egyes koncentraciok megdllapitasat gy kell elvégezni, hogy lehet6vé valjon egy gorbe illesztése a kisérleti
adatokhoz. Tekintettel arra, hogy a vizsgdlt anyag a sotét kisérletben esetleg nem lesz citotoxikus (-UVA)
egészen a 100 pg/ml-ben meghatdrozott koncentracidhatdrig, de erdsen citotoxikussa valik besugdrzas
hatdsdra (+ UVA), ezért a kisérlet mindkét részében a koncentracié-tartomanyoknak nagysagrendekkel el
kellene térniiik egymadstol, a megfelel6 adatmingség kovetelményének kielégitése érdekében. Amennyiben
nem volt citotoxicitdsra utalo jel a kisérlet egyik részében sem (-UVA és + UVA), elegendd az egyes vizsgalt
koncentraciok kozotti nagy kiilonbség, egészen a legnagyobb koncentracioig.

Nem kovetelmény, hogy az egyértelmtien pozitiv eredmény igazoldsdra a kisérlet megismétlése. Tovabbd a
nyilvdnval6 negativ eredményeket sem kell ellendrizni, feltéve, hogy a vegyi anyagot megfeleléen nagy
koncentracioban vizsgaltdk. Ilyen esetekben elegendd egyetlen f8vizsgdlat, amit egy vagy tobb koncentra-
ci6 tartomadnymérd elézetes kisérlet timaszt ald.

A predikciés modell hatdrhatdrértékéhez kozeli eredményeket adé vizsgalatokat meg kell ismételni ellen-
Orzési céllal.

Amennyiben ismételt vizsgélat sziikséges, fontos lehet a kisérleti korilmények megvaltoztatdsa egyértelmd
eredmény elérése érdekében. Ebben a vizsgalatban kulcskérdés a vizsgalt vegyi anyag oldatainak elkészi-
tése. Ezért e feltételek megviltoztatdsa (segédoldészer, 6rlés, szonikdlds) lehet a leglényegesebb valamely
vizsgdlat megismétlésében. Mds megolddsként megfontolhaté a sugdrzds elStti inkubdcids id6 véltozta-
tasa. Vizzel instabil vegyi anyagok esetében 1ényeges lehet a rovidebb id6 alkalmazdsa.

Az eredmények feldolgozdsa

Amennyiben lehetséges, meghatdrozzdk a vizsglt vegyi anyagnak, a sejtek NRU-felvételét 50 %-ban gitlo,

s sz

tSleg Hill fuggvény vagy logisztikus regresszio) alkalmazdsdval vagy mds illesztési eljdrdsok hasznalatdval
tehetS meg (14). Az EC;, — értéknek a tovdbbi szdmitdsokhoz valé felhasznéldsa elStt megfelelGen ellen-
Grizni kell az illesztés minGségét. Mds lehetdségként az ECs,, kiszdmitdsdhoz grafikus illesztési modszer
haszndlhat6. Ebben az esetben valoszintségi diagram papir haszndlata ajanlott (x-tengely: log, y-tengely:
probit), mivel sok esetben ez utdn a transzformdcié utdn a koncentracio-valasz osszefuiggést leird fiigg-
vény majdnem linedrissd fog transzformalédni.

Az eredmények értékelése (Predikciés modellek)

Predikcids modell, 1. vdltozat: fotoirritdcids-tényezd (photo-irritation-factor, PIF)

A fény jelenlétében (+ UVA), illetve annak hidnydban (-UVA) kapott teljes koncentracié-vélasz gorbék isme-
retében az aldbbi képlet segitségével szamithato ki a fotdirritdcids tényezd (PIF):

EC50 (-UV)
ECyy (+UV)

(@) PIF =

A PIF < 5 azt jelzi, hogy nincs fototoxikus potencidl, mig a PIF > 5 fototoxikus potencidlt jelez.

Amennyiben valamely vegyi anyag csak + UVA mellett citotoxikus és nem citotoxikus -UVA mellett, a PIF
nem szamithat6 ki, annak ellenére, hogy ez egy olyan eredmény, amely fototoxikus potencidlt jelez. Ilyen
esetekben kiszamithatd egy »> PIF¢, amennyiben elvégezték a (-UV) citotoxicitds vizsgalatot egészen a leg-

nagyobb vizsgélati koncentracioig (C,,,.,) és ezt az értéket haszndljdk az »> PIF« kiszdmitdsdhoz.

Cmax (_ UV)

PIF =
® - ECyo (+UV)

Amennyiben csak »>PIF« szdmithatd, akkor barmilyen egynél nagyobb érték fototoxikus potencilt jelez.

Amennyiben sem a (-UV) sem a (+ UV) melletti EC5, nem szdmithat6 ki, mert a vegyi anyag semmilyen
citotoxicitdst nem mutat egészen a legnagyobb vizsgalt koncentrécioig, ez azt jelzi, hogy nincs fototoxikus
potencidl. llyen esetben egy formalis »PIF = *1« — et hasznédlnak az eredmény jellemzésére:

Cmax (_ UV)
Cinax (+UV)
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Amennyiben csak »PIF = *1« szamithatd, ez azt jelzi, hogy nincs fototoxikus hatds.

A 'b) és ) esetekben az in vitro 3T3 NRU fototoxicitds vizsgdlatban elért koncentracidkat gondosan kell
figyelembe venni a fototoxicitasi potencial elSrejelzésénél.

Predikcids modell, 2. vdltozat: dtlagos fényhatds (mean-photo effect, MPE)

Mds lehetdségként a fototoxikus hatds elrejelzésére szolgdlé modellnek egy djszerd valtozata alkalmaz-
hat6, amelyet az EU/COLIPA hitelesitési vizsgalatdnak adatait felhaszndlva fejlesztettek ki, és amit »vakonc
vizsgaltak, amikor egy késdbbi vizsgélatban az UV-sztirSk vegyi anyagainak az in vitro fototoxicitdsa tanul-
ményozték (13). Ez a modell meghaladja a PIF modell korldtjat azokban az esetekben, ahol nem éllapit-
hat6 meg az EC5,. A modell a »étlagos fényhatdst« (MPE) hasznélja, amely a teljes koncentracié-valasz gor-
bék osszehasonlitdsan alapulé mérték. Az MPE modell alkalmazasdhoz egy specidlis szdmitogép szoftvert
fejlesztettek ki a Humboldt Egyetemen (Berlin), ami ingyen beszerezhetSk.

Az eredmények értelmezése

Az in vitro 3T3 NRU fototoxicitds vizsgélat pozitiv eredménye (PIF > 5 vagy MPE > 0,1) azt jelzi, hogy a
vizsgalt anyag fototoxikus hatdssal rendelkezik. Amennyiben ez az eredmény 10 pg/ml alatti koncentrd-
cioknal jelentkezik, a vizsgdlt vegyi anyag valdszintleg fototoxinként is viselkedik kiillonbozd in vivo expo-
ziciés kortilmények kozott. Amennyiben pozitiv eredményt csak a 100 pg/ml-es legnagyobb vizsgalt kon-
centracié alkalmazdsdval kapnak, tovabbi megfontoldsokra lehet sziikség a veszély vagy fototoxikus hatds
értékeléséhez. Ezek kozé tartozhatnak a vegyi anyagnak a bérbe vald behatoldsaval, abszorpcidjaval és eset-
leges felhalmozoddsaval kapcsolatos adatok vagy a vegyi anyag vizsgélata egy ellendrzé alternativ vizsgd-
latban, példdul in vitro emberi b6rmodell hasznalatdval.

Az invitro 3T3 NRU fototoxicitdsi vizsgalat negativ eredménye (PIF < 5 vagy MPE < 0,1) azt jelzi, hogy a
vizsgalt anyag az alkalmazott koriilmények kozott nem volt fototoxikus az eml8s sejtkultardkban. Azok-
ban az esetekben, ahol a kémiai anyag a 100 pg/ml-es legnagyobb koncentraci6ig volt vizsgdlhaté a nega-
tiv eredmény azt jelzi, hogy a kémiai anyagnak nincs fototoxikus potencidlja, és in vivo fototoxikus. Azok-
ban az esetekben, ahol azonos koncentricio-vélasz eredményeket (ECs, +UV és ECs, -UV) kaptak
alacsonyabb koncentriciok mellett, az adatok értelmezése azonos lehet. Ezzel ellentétben, ha a vizsgalat
nem bizonyitott semmilyen toxicitdst (+ UV és -UV), és ha a vizben oldhatdsdg 100ug/ml-nél kisebb érté-
kekre korldtozta a koncentracidkat, megkérddjelezhetd a vizsgélt anyag osszeférhetésége a vizsgélattal, és
meg kell fontolni tovabbi — meggy6z8 eredményt hoz6 — vizsgélat alkalmazdsat (példdul egy in vitro bér-
modell, ex vivo b6rmodell vagy in vivo vizsgalat alkalmazdsaval).

VIZSGALATI JELENTES

Vizsgilati jelentés

A vizsgdlati jelentésnek az aldbbi informdacidkat kell tartalmaznia:
Vizsgdlt anyag:

- jellemz§ adatok és CAS szdm, amennyiben ismert,

fizikai tulajdonsdgok és tisztasdg,

- avizsgélat végrehajtdsa szempontjdbdl 1ényeges fizikai-kémiai tulajdonsdgok,
- stabilitds és fotostabilitds, amennyiben ismert.

Oldészer:

— az oldészer kivalasztasanak indokldsa,

- avizsgélt vegyi anyag oldhatdsdga ezen olddszerben,

— a kezeléshez haszndlt tdpoldat (EBSS vagy PBS) szdzalékos olddszertartalma.
Sejtek:

- sejtek tipusa és szdrmazadsa,

- mikoplazma hidnya,

- sejtpasszdzsok szdma, amennyiben ismert,

- sejtek UVA-érzékenysége az in vitro 3T3 NRU fototoxicitds vizsgdlatban haszndlt sugdrzé berendezés-
sel meghatdrozva.

Vizsgdlati koriilmények (a) — inkubdlds kezelés eldtt és utdn:
- tapoldat tipusa és osszetétele,
- inkubdcids koriilmények (CO, — koncentrdcio, h6mérséklet, paratartalom),

— inkubdlds idStartama (elSkezelés, utokezelés).
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Vizsgdlati koriilmények (b) — kezelés a vegyi anyaggal:

mind az UV/lthaté fény jelenlétében, mind annak hidnydban hasznélt koncentraciok kivalasztdsdnak
ésszer(i magyardzata,

a vizsgalt vegyi anyag korldtozott oldhat6sdganak és a citotoxicitds hidnya esetében a legnagyobb vizs-
gélt koncentrécié indokldsa,

kezel6 oldat (pufferelt sooldat) tipusa és osszetétele,

vegyi anyag kezelésének idGtartama.

Vizsgdlati koriilmények (c) — besugdrzds:

a haszndlt fényforrds kivalasztdsinak indoklasa,

a fényforrds spektralis sugdrzési jellemzdi,

a haszndlt szlir6(k) transzmisszios/abszorpcios jellemzdje (jellemzsi),
a radiométer jellemz6i és kalibracié részletei,

a fényforrds tavolsdga a vizsgdlati rendszert6l,

UVA besugarzas értéke ennél a tdvolsdgndl, mW/cm? — ben kifejezve,
UV/lathaté fény hatdsdnak val6 expozicié id6tartama,

UVA dézis (besugdrzds x idd), J/em? — ben kifejezve,

a besugdrzds sordn a sejtkultirdkhoz és az ezzel egyidejiileg sotétben tartott sejtkultdrdkhoz alkalma-
zott h6mérséklet,

Vizsgdlati koriilmények (d) — NRU vizsgdlat:

az NR tédpoldat osszetétele,

NR inkubdci6 idétartama,

inkubaldsi feltételek (CO, koncentrdcié, hémérséklet, paratartalom)

NR extrakeié koriilményei (extrahdldszer, idGtartam),

NR optikai denzitdsinak spektrofotometrids leolvasisdhoz hasznélt hullimhosszasag,
mésodik hullimhossztsag (referencia), amennyiben haszndltak ilyet,

spektrofotométer blank térfogata, amennyiben hasznéltak ilyet,

Eredmények:

a vizsgdlt anyag minden egyes koncentracidjandl kapott sejtéletképesség, a kontrollok atlag életképes-
ségének szdzalékaban kifejezve,

a parhuzamos + UVA és -UVA kisérletekben kapott koncentricié—valasz gorbék (vizsgdlt anyag
koncentracidja a relativ sejtéletképesség fiiggvényében),

a koncentraci6 — vélasz gorbék adatainak elemzése: amennyiben lehetséges, az ECs, (+ UVA) és ECs,
(-UVA) szamit6géppel/egyéb mddon torténd kiszdmitdsa,

az UVA[lithat6 fény besugdrzds mellett vagy hidnydban, a fotdirritdcié tényezd (PIF), vagy a dtlagos
fényhatds (MPE) kiszdmitdsdval kapott két koncentracié — vélasz gorbe 6sszehasonlitdsa,

fototoxikus hatds osztalyozdsa,

vizsgdlat elfogadhat6sdganak kovetelménye (a) — pirhuzamos negativ kontroll:

- besugdrzott és nem besugdrzott sejtek abszolut életképessége (NR kivonat optikai stirtisége),
- negativ kontroll torténelmi adatai, dtlagérték és standard deviancia,

vizsgdlat elfogaddsdnak kovetelményei (b) — parhuzamos pozitiv kontroll:

- pozitiv kontroll anyag ECs, (+ UVA) és ECs,, (-UVA) és PIF értékei,

- pozitiv kontroll anyag torténelmi adatai: EC5,, (+ UVA) és ECs,, (-UVA) és PIF, dtlagérték és standard
devidcio.

Az eredmények értékelése.

Kovetkeztetések.
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Fiiggelék

A 3T3 NRU PT szerepe vegyi anyagok fototoxikus hatds vizsgalatihoz alkalmazott szekvenciilis megkozelitésben

A kémiai anyag kezdeti
kiértékelése
(Q)SAR, fotékémia

UV/vis abszorpcids
spektrum megfelels

olddszerekben
(példaul OECD TG 101)

Abszorpcié

Nincs

abszorpcid

Nincs sziikség

semmilyen
tovabbi fotd-

bioldgiai
vizsgalatra

3T3 NRU In vitro foté-toxicitds vizsgalat

Rendeleti
intézkedések
emberekben vald
haszndlattél fuggGen,
példdul feliratozds

® koncentraciéndl
>100 mg/ml

koncentraciéndl
<100 mg/ml

A 4

Ervényesitett ellen6rzé
vizsgalat
(Lasd a 2,4 alfejezetet)

Nincs akut fotd-
toxikus lehetdség

v

Invitro
foté-genotoxicitis

Foté-allergia vizsgalat

©

Biztonsag vizsgilat
emberekben’

(") Tovabbi részletek a 12. szakirodalomban taldlhatok.”



