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KOMISIJOS DIREKTYVA 2000/33/EB
2000 m. balandzio 25 d.

dvidesimt septintg karta derinanti su technikos pazanga Tarybos direktyva 67/548/EEB dél jstatymy ir
kity teisés akty, reglamentuojanciy pavojingy medZiagy klasifikavima, pakavimg ir Zenklinima etiketémis,
suderinimo (*)

(tekstas svarbus EEE)

EUROPOS BENDRIJU KOMISIJA,
atsizvelgdama j Europos bendrijos steigimo sutartj,

atsizvelgdama | 1967 m. birzelio 27 d. Tarybos direktyva
67/548/EEB dél istatymy ir kity teisés akty, reglamentuojanciy
pavojingy medziagy klasifikavimg, pakavimg ir Zenklinimg
etiketémis, suderinimo (') su paskutiniais pakeitimais, padarytais
Europos Parlamento ir Tarybos direktyva 1999/33/EB (?), ypac |
jos 28 straipsni,

kadangi:

(1)  Direktyvos 67/458EEB V priede nustatyti medziagy ir pre-
paraty fizikiniy cheminiy savybiy, toksiskumo ir ekotok-
siskumo nustatymo metodai. Sj priedg biitina suderinti su
technikos pazanga.

(2)  Pagal 1986 m. lapkricio 24 d. Tarybos direktyvos
86/609/EEB dél valstybiy nariy jstatymuy ir kity teisés akty,
susijusiy su eksperimentiniais ar kitais mokslo tikslais nau-
dojamy gyviiny apsauga, suderinimo (%) 7 straipsnio 2 dalj
eksperimentas, kuriam naudojami gyviinai, neatlickamas,
jei siekiamo rezultato galima pagristai ir praktiskai pasiekti
kitu moksliskai tinkamu metodu, kuriam nereikia gyviiny.

(3)  1Direktyvos 67/548/EEB V priedg Komisija ketina jtraukti
kai kuriuos alternatyvius tyrimo metodus tam, kad bty
galima istirti chemines medZiagas nenaudojant gyviny,
kaip numatyta Direktyvos 67/548EEB 3 straipsnio 1 daly-
je.

(4)  Sioje direktyvoje numatytos priemonés atitinka Direktyvy
dél techniniy klit¢iy panaikinimo pavojingy medziagy ir
preparaty prekybos srityje derinimo su technikos pazanga
komiteto nuomone,

() Priimta iki 26 derinimo.

() OL196,1967 816, p. 1.
() OLL199,1999 7 30, p. 57.
() OLL 35819861218, p. 1.

3

PRIEME SIA DIREKTYVA:

1 straipsnis

Sios direktyvos I ir IT priedy tekstai pridedami prie Direktyvos
67/458[EEB V priedo B dalies.

2 straipsnis

1. Valstybés narés priima jstatymus ir kitus teisés aktus, kurie, jsi-
galioje ne véliau kaip iki 2001 m. spalio 1 d., igyvendina $ig direk-
tyva. Apie tai jos nedelsdamos pranesa Komisijai.

Valstybés narés, priimdamos $ias nuostatas, daro jose nuoroda i
$ig direktyva arba tokia nuoroda daroma jas oficialiai skelbiant.
Nuorodos darymo tvarka nustato valstybés narés.

2. Valstybés narés pateikia Komisijai $ios direktyvos taikymo sri-
tyje priimty nacionalinés teisés akty pagrindiniy nuostaty tekstus
bei Sios direktyvos ir priimty nacionaliniy nuostaty koreliacijos
lentele.

3 straipsnis

Si direktyva jsigalioja trecia diena po jos paskelbimo Europos
Bendrijy oficialiajame leidinyje.

4 straipsnis

Si direktyva skirta valstybéms naréms.

Priimta Briuselyje, 2000 m. balandzio 25 d.

Komisijos vardu
Margot WALLSTROM

Komisijos naré
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1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.5.3.1.

I PRIEDAS

,B.40. ODOS SUARDYMAS
METODAS

Ivadas

Europos alternatyviy tyrimo metody patvirtinimo centras (ECVAM, Jungtinis tyrimy centras, Europos
Komisija) patvirtino, kad du in vitro tyrimo metodai odos suirimui jvertinti — Ziurkés odos transepitelinés
elektrinés varzos (TEV) nustatymas ir modeliné Zmogaus odos sistema yra moksliskai patikimi (1) (2) (3).
Europos alternatyviy tyrimo metody centro atliktas patikrinimas parod¢, kad abiem metodais galima
patikimai atskirti suardancias oda medziagas nuo odos nesuardanciy medziagy. Be to, tyrimo aprasas,
paremtas modeline Zmogaus odos sistema leido teisingai nustatyti odos suardymo laipsnj (R35, arba
medziagos, visiskai suardancios oda ir R34, arba kitos oda suardancios medziagos) (2). Pateikiami abiejy
metody aprasymai bei procediiros, $iy metody pasirinkimas priklauso nuo specifiniy vartotojo poreikiy
ar turimy privilegijy/pageidavimy.

Taip pat Zr. Bendrojo jvado B dalj.

Savokos

Odos suardymas — negriZtamas odos audiniy suardymas tiriamomis cheminémis medziagomis.

Etaloninés medzZiagos

[$samiai neapibadintos, bet zr. 1.5.3.4 ir 1.7.2.3.

Tyrimo metodo principas — Ziurkés odos transepitelinés elektrinés varZos nustatymas

Tiriamosios medziagos apie 24 valandas yra inkubuojamos su odos disky, paimty i§ neskausmingai
uzmusty jauny Ziurkiy odos, epidermio pavirsiais. Odg suardancios medziagos nustatomos pagal jy
sugebéjimg sutrikdyti raginio sluoksnio (stratum corneum) vientisuma bei jo atliekama skiriamaja (barje-
ring) funkcijg, kurie matuojami kaip Zemiau slenkstinio lygio odos transepitelinés elektrinés varzos
sumazéjimas (5 kQ) (4) (5). Oda sujaudrinancios ir nesujaudrinancios medziagos paprastai nesumazina
transepitelinés elektrinés varzos Zemiau slenkstinio lygmens. Tiriant pavirsiaus jtempima didinancius che-
minius junginius bei organines medziagas, kuriy pH yra neutralus, tyrime dar galima analizuoti iy
medziagy susijungima su dazais (apibrézimg zr. 6 nuorodoje), kad blity gauta maziau neteisingy teigiamy
duomeny, kurie paprastai gaunami, tiriant $iy cheminiy tipy medziagas (2) (7).

Tyrimo metodo — Ziurkés odos transepitelinés elektrinés varZos nustatymo — aprasymas

Gyviinai

Odos diskai paimami i§ jauny (20-23 dieny amziaus) Wistar ar panasaus inbredinio kamieno Ziurkiy.
Dorsaliniai ir $oniniai plaukai pasalinami zirklutémis, skirtomis gyviinams apkirpti. Po to gyviinai plau-
nami, gerai juos iStrinant, ir panardinant j antibiotiky (pvz., streptomicino, penicilino, chloramfenikolo
ar amfotericino, kuriy koncentracijos pakanka bakterijy dauginimuisi sustabdyti) prisotinta tirpalg. Tre-
¢ig ar ketvirtg dieng po pirmojo plovimo gyviinai dar kartg plaunami antibiotiky tirpalu ir ne véliau kaip
per 3 dienas yra panaudojami (ruo$iant odos preparatus, gyviinai turi biiti ne vyresni kaip 31 dienos
amziaus).

Odos disky paruogimas

Gyviinai neskausmingai uzmu$ami. Tada kiekvieno gyviino oda atskiriama bei nuo jos atsargiai nusku-
tami pertekliniai riebalai. Oda uzdedama ant mégintuvélio su politetrafluoretilenu (PTFE) galo taip, kad
odos epidermis liestysi su mégintuvélio pavir§iumi. Ant mégintuvélio galo tvirtai uzmaunamas ,O0“ pavi-
dalo guminis Ziedas, kad prilaikyty oda, o nereikalingas likutis nukerpamas. Mégintuvélio ir ,0“ pavidalo
ziedo matmenys pateikti 1 paveiksle. Paskui ,O“ pavidalo guminis Ziedas Zibaline alyva rGpestingai pri-
tvirtinamas prie mégintuvélio su PTFE galo. Spyruokliniu gnybtu mégintuvélis jtvirtinamas receptorinéje
kameroje, pripildytoje (154 mM) magnio sulfato tirpalo (2 paveikslas).

Tyrimo procediira
Tiriamosios medZziagos panaudojimas

Skystos tiriamosios medziagos (150 pl) mégintuvélyje uzpilamos ant epidermio pavirsiaus (2 paveiks-
las). Tiriant kietasias medziagas, pakankamas kietosios medziagos kiekis uzpilamas ant disko, kad visas
epidermio pavirsius biity padengtas kietaja medziaga. Paskui ant kietosios medziagos uzpilama 150 pl
dejonizuoto vandens, ir mégintuvéliai atsargiai pakratomi. Tirlamosios medziagos ir odos salytis turi biti
kaip galima didesnis. Naudojant kai kurias kietgsias medziagas tai pasickiama pasildzius mégintuvélj iki
30 °C, kad jame esanti medziaga istirpty, arba ji sugridama, kad virsty granulémis ar milteliais.
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1.5.3.2.

1.5.3.3.

1.5.3.3.1.

1.5.3.3.2.

Kiekvienai tiriamajai medziagai naudojami trys odos diskai. Tiriamosios medziagos inkubuojamos 24
valandas (taip pat Zr. 1.5.3.4). Tiriamoji medziaga pasalinama 30 °C temperatiiros vandentiekio vandens
srove tol, kol jokia kita medZiaga nebenusiplauna. Sukietéjusios tiriamosios medziagos i§ mégintuvélio
pasalinamos mazdaug 30 °C temperatiiros vandens srove.

Transepitelinés elektrinés varZos matavimai

Transepiteliné elektriné varza matuojama mazos jtampos kintamosios srovés analizatoriumi (pvz. AIM
401 arba 6401 arba juos atitinkanciais prietaisais). Pries matuojant elektring varza, sumazinamas odos
pavirSiaus jtempimas, pridedant pakankamai 70 % etilo alkoholio, kad visas epitelio pavirsius bity
padengtas. Po keliy sekundziy etilo alkoholis pasalinamas apvertus meégintuvelj, o paskui audinys
sudrékinamas, pripylus (154 mM) magnio sulfato tirpalo. Norint i$matuoti odos disko varza kQ/odos dis-
kui, i3 abiejy odos disko pusiy uzdedami analizatoriaus elektrodai (2 paveikslas). Elektrodo matmenys ir
jo ilgis zemiau ,krokodilo” tipo gnybty yra parodytas 1 paveiksle. Matuojant varza, vidinis (storasis) elek-
trodo gnybtas uzdedamas ant politetrafluoretileno pripildyto mégintuvélio virsaus, kad pakankama elek-
trodo atkarpa bity panardinta { magnio sulfato tirpalg. ISorinis (plonasis) elektrodas jdedamas j recep-
toring kamera taip, kad atsidurty kameros dugne. Atstumas tarp spyruoklinio gnybto apacios ir
mégintuvélio, pripildyto politetrafluoretilenu (PTFE) (1 paveikslas), visg laika turi biti vienodas, nes nuo
jo priklauso matuojamos varzos dydis.

Atkreipkite démesj j tai, kad jei matuojama varza yra didesné nei 20 kQ, tai gali bati, kad tiriamoji
medziaga dengia odos disko epiderminj pavirsiy. Sia medZiaga galima pabandyti pasalinti, pavyzdziui,
pirStine apmautos rankos nyksciu uzspausti PTFE mégintuvélj ir apie 10 sekundziy jj pakratyti; magnio
sulfato tirpalas iSpilamas, ir varza vél matuojama. Matavimas pakartojamas su $vieZiai paruostu magnio
sulfato tirpalu.

Atliekant transepitelinés elektrinés varzos matavimus, gauty rezultaty vidurkiai laikomi priimtinais, jei
vienalaikés teigiamos ir neigiamos kontrolinés vertés neperzengia leistiny metodo dydziy. Toliau patei-
kiamos siilomos kontrolinés medziagos ir priimtini jy varzos svyravimo intervalai, kai taikoma aprasy-
toji metodika ir naudojami aprasytieji prietaisai:

Leistinas varzos inter-
Kontrolé Medziaga valas
kQ
Teigiama 10 M HCI (36 %) 0,5-1,0
Neigiama Distiliuotas vanduo 10 - 25

Modifikuota pavirsiaus jtempimg didinan¢iy medziagy ir neutralaus pH organiniy
junginiy tyrimo metodika

Jei tirlamyjy medziagy, pavirSiaus jtempima didinan¢iy medziagy ar neutralaus pH organiniy junginiy,
transepiteliné elektriné varza yra 5 kQ arba mazesn¢, tokiu atveju galima tirti dazy skvarba i audinius. Si
procedira leidZia nustatyti, ar gauti rezultatai yra teigiami, bet neteisingi (2).

Sulforodamino B dazo panaudojimas ir pasalinimas

Po pirminio apdorojimo tiriamaja medziaga ant kiekvieno odos disko epidermio pavirsiaus uzpilama 150
pl 10 % sulforodamino B dazo, itirpinto distiliuotame vandenyje ir palaikoma 2 valandas. Paskui odos
diskai apie 10 sekundziy plaunami kambario temperatiiros vandentickio vandeniu, kad bet koks dazo
perteklius ar neprisijunges dazas bty pasalintas. Kiekvienas odos diskas atsargiai isimamas i§ PTFE
meégintuvélio su politetrafluoretilenu ir jdedamas i inda (pvz., j 20 ml scintiliacinj inda) su 8 ml dejoni-
zuoto vandens. Indai 5 minutes atsargiai kratomi, kad bet koks dazo perteklius ar neprisijunges dazas
biity pagalintas. Si plovimo procediira pakartojama, o paskui odos diskai perkeliami j indus su 5 ml 30 %
vandeninio (w/v) natrio dodecilsulfato (SDS) tirpalo ir per naktj inkubuojami 60 °C temperatiiroje. Pasi-
baigus inkubacijai, kiekvienas odos diskas i§imamas ir iSmetamas, o likes tirpalas 8 minutes centrifuguo-
jamas 21 °C temperatiiroje (santykiné centrifuginé jéga @175). 1 ml supernatanto praskiedZiamas san-
tykiu 1: 5 (v/v) (t. y. 1 ml + 4 ml) 30 % vandeniniu natrio dodecilsulfato tirpalu. Tirpalo optinis tankis
(OT) i$matuojamas, bangos ilgiui esant apie 565 nm.

Dazo kiekio apskaiciavimas

Sulforodamino B dazo kiekis viename odos diske apskai¢iuojamas pagal optinio tankio (OT) vertes (su-
lforodamino B dazo moliarinés ekstinkcijos koeficientas, bangos ilgiui esant 565 nm = 8,7x1 0%, o mole-
kulinei masei - 580). Kiekviename odos diske nustatomas sulforodamino B dazo kiekis, paskui pakarto-
tinai apskai¢iuojamas dazo kiekio vidurkis. Susijungimo su dazu duomeny vidurkiai laikomi priimtinais,
jei vienalaikés kontrolinés vertés neperzZengia leisting metodo riby. Sitilomi tokie priimtini dazo kiekio
kontrolinése medziagose svyravimo intervalai taikant aprasyta metodika ir naudojant aprasytus prietai-
sus:
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1.5.3.4.

1.6.

1.7.

1.7.2.1.

1.7.2.2.

Kontroleé Medziaga Dazo k;;l;ic{)isi]?;ervalas
Teigiama 10 M HCI (36 %) 40 -100
Neigiama Distiliuotas vanduo 15-35

Papildoma informacija

Tiriamosios medziagos gali bati panaudojamos odos diskams ir trumpiau (pvz., 2 valandas), jei norima
nustatyti labai oda suardancias medziagas, taciau, atliekant patikrinamajj tyrimg, buvo gauti duomenys,
rodantys, kad transepitelinés elektrinés varzos nustatymo metodu tiriant keleta cheminiy medziagy,
panaudoty odos diskams 2 valandas (2), $iy junginiy sugebéjimas suardyti oda buvo pervertintas, nors
$is metodas leido teisingai nustatyti oda suardancias ir nesuardancias medziagas po 24 valandas trukusio
bandymo.

Panaudoto prietaiso savybeés ir matmenys bei taikyta eksperimento procedara gali turéti jtakos duome-
nims, kurie gaunami, matuojant transepiteling elektring varzg. MedZiagy, suardanciy odos audini,
elektrinés varzos auksciausia riba, lygi 5 kQ buvo parinkta, panaudojus specialy prietaisg ir pritaikius $io
metodo apra§yme nurodytg procediirg. I§ esmés pakitus tyrimo sglygoms, gali tikti skirtingos ribinés ir
kontroliné vertés. Todél tiriant keletg etaloniniy standarty, pasirinkty i§ cheminiy medziagy, naudojamy,
atliekant patikrinamaji tyrima, rekomenduojama suderinti metodologijg ir ribing verte.

Tyrimo metodo — Zmogaus odos modelio — principas

Tiriamoji medziaga iki 4 valandy laikoma ant trimacio Zmogaus odos modelio, kurj sudaro rekonstruo-
tas epidermis, turintis funkcinj raginj sluoksnj (stratum corneum). MedzZiagos, suardancios oda, identifi-
kuojamos pagal jy sugebéjima per nustatyta inkubavimo laikg sumazinti lasteliy gyvybingumg (pvz., tai-
kant MTT metoda) Zemiau nurodyty ribiniy lygiy. Sis metodas patvirtina hipoteze, kad oda suardancios
cheminés medziagos yra bitent tos, kurios sugeba prasiskverbti pro raginj sluoksnj (difuzijos ar erozijos
badu), yra pakankamai citotoksiskos ir sunaikina apatiniy sluoksniy Iasteles.

Tyrimo metodo — Zmogaus odos modelio — apraSymas

Zmogaus odos modeliai

Zmogaus odos modelius galima gauti i§ jvairiy 3altiniy, taciau jie privalo atitikti tam tikrus kriterijus.
Modelis turi turéti funkcinj raginj sluoksnij, po kuriuo turi bati gyvy lasteliy sluoksnis. Turi biiti reikiama
barjeriné raginio sluoksnio funkcija. Tai galima parodyti, demonstruojant modelio atsparuma citotok-
siSkumui, panaudojus lasteles sunaikinancias medziagas, kurios normaliomis salygomis neprasiskverbia
pro raginj sluoksnj. Esant nustatytoms eksperimento saglygoms, modelis turi rodyti, kad rezultatus galima
pakartoti.

Modelyje esancios gyvosios lastelés turi bati pakankamai gyvybingos, kad bty galima atskirti teigiamas
kontrolines medZiagas nuo neigiamy. Lasteliy gyvybingumas (pvz., jvertinamas pagal MTT kiekio
sumazéjima, matuojant optinj tankj) po inkubacijos su neigiama kontroline medziaga turi atitikti priim-
tinas konkre¢iam modeliui ribas. Panasiai, po inkubacijos su teigiamomis kontrolinémis medziagomis,
palyginus jas su neigiamomis kontrolinémis medZiagomis, lasteliy gyvybingumo laipsnis turi neperzengti
nustatyto lygio. Svarbiausia jrodyti, kad panaudotas spéjimy modelis atitinka tarptautinj patvirtinimo
standartg (2).

Tyrimo procediira

Tiriamosios medZziagos panaudojimas

Jei tiriamosios medziagos yra skystos, jos naudojamos taip, kad padengty odos pavirsiy (maZziausiai - 25
pljem?). Jei tiriamosios medZiagos yra kietos, jos naudojamos taip, kad padengty oda, paskui jos
sudrékinamos, kad kuo glaudziau liestysi su oda; jei reikia, prie§ naudojima kietosios medziagos turéty
bati sutrinamos | miltelius. Reikia jrodyti, kad taikomas metodas tinka daugeliui jvairiausiems chemi-
niams tipams priklausanciy medziagy (2). Pasibaigus medziagos veikimo laikui, tiriamoji medZiaga turi
bati druskos tirpalu kruops¢iai nuplauta nuo odos.

Lasteliy gyvybingumo matavimai

Lasteliy gyvybingumui jvertinti gali biti taikomas bet kuris patvirtintas kiekybinis metodas. Dazniausiai
taikomas MTT redukcijos metodas, kuriuo jvairios laboratorijos gavo tikslius ir atkartojamus rezultatus
(2). Odos diskas 3 valandoms pamerkiamas j 20-28°C temperatiiros MTT tirpala (0,3 mg/ml). Ekstra-
huojamas (ekstrakcija tirpikliais) nusédgs netirpus mélynos spalvos formazanas ir nustatoma jo koncent-
racija, matuojant jo optinj tankij, kai bangos ilgis siekia 545-595 nm.
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2.2.

2.2.1.

2.2.2.

Papildoma informacija

Panaudotas odos modelis, tikslus medziagos veikimo laikas, plovimo procediiry protokolas ir kita turés
didziausig jtaka lasteliy gyvybingumo rezultatams. Rekomenduojama, kad metodologija ir spéjimo mode-
lis baty kalibruojami, istiriant keleta etaloniniy standarty, atrinkty i§ cheminiy medziagy, panaudoty
ECVAM tyrimui (3). Labai svarbu, kad pagal tarptautinius standartus §j metoda galima taikyti ir dauge-
Iyje laboratorijy, panaudojant daug jvairiy cheminiy med#iagy. Sis metodas bent jau turéty atitikti auks-
Ciau aprasytus mokslinio patvirtinimo kriterijus (2), o tokio patvirtinimo tyrimo duomenys privalo bati
paskelbti, pries tai juos recenzavus specialistams, moksliniame Zurnale.

DUOMENYS

Rezultaty apdorojimas

Ziurkés odos transepitelinés elektrinés varzos (TEV) nustatymo — metodas

Tiriamosios medziagos varzos dydziai (kQ), teigiamos bei neigiamos kontrolés ir bet kokios standartinés
etaloninés cheminés medziagos turéty bati pateiktos lentelése, kur baty ir kartojamy
meéginiy/pakartotiniy eksperimenty duomenys, vidurkiai bei nustatyta klasifikacija.

Zmogaus odos modelio tyrimas

Optinio tankio ir tiriamaja medZiaga bei teigiamomis ir neigiamomis kontrolemis paveikty lasteliy pro-
centais isreiksto apskaiciuoto gyvybingumo duomenys ir bet kokios etaloninés nurodytos cheminés
medziagos turéty bati pateiktos lentelése, kur baty ir kartojamy méginiy/pakartotiniy eksperimenty duo-
menys, vidurkiai bei nustatyta klasifikacija.

[vertinimas ir rezultaty aiskinimas

Ziurkés odos transepitelinés elektrinés varZos nustatymo — metodas

Jei tiriamosios medziagos transepitelinés elektrinés varzos vidurkis yra didesnis nei 5kQ, tai ji laikoma
odos audinio nesuardancia medziaga. Jei transepitelinés elektrinés varzos vidurkis yra mazesnis nei 5kQ
arba 5kQ, o tirlamoji medziaga priklauso pavirSiaus jtempima didinanc¢ioms ar neutraliu pH pasiZymin-
¢ioms organinems medziagoms, ji laikoma odos audinj suardancia medziaga.

Su pavirsiaus jtempima didinanc¢iomis ir neutraliu pH pasiZyminciomis organinémis medziagomis, kuriy
transepiteliné elektriné varza yra mazesné nei 5kQ arba 5kQ, galima atlikti dazo jsiskverbimo tyrima.
Jeigu dazo, jsiskverbusio j odos diska, vidutinis kiekis yra didesnis nei tuo pat metu gautas vidutinis dazo,
isiskverbusio i odos diska, paveikta 36 % HCI teigiama kontrole, kiekis arba lygus jam, tai tiriamoji
medziaga yra tikrai teigiama ir todél priklauso odos audinj suardan¢ioms medziagoms. Jei dazo, isisk-
verbusio j odos diskg, vidutinis kiekis yra maZesnis nei tuo pat metu gauto dazo, jsiskverbusio j odos dis-
ka, paveikto 36 % HCl teigiama kontrole, kiekis, tai tiriamoji medziaga néra laikoma teigiama ir priklauso
medZziagoms, nesuardancioms odos.

Zmogaus odos modelio tyrimas

Neigiamos kontrolés optinio tankio reiksmé atspindi Simtaprocentinj lasteliy gyvybinguma, taigi kiek-
vieno tiriamojo méginio optinio tankio reik§meés gali biiti panaudotos apskaiciuoti gyvybingumo, paly-
ginus su neigiama kontrole, procentais isreiksta reikSme. Galutiné lasteliy gyvybingumo verté isreiksta
procentais, skirianti odg suardancias medziagas nuo nesuardanciy medziagy (arba atskirianti vieng nuo
kitos skirtingoms klaséms priklausancias odg suardancias medziagas), turi bati aiskiai apibaidinta spéjimo
modelyje prie§ patvirtinant metoda, o tolesnis patvirtinimo tyrimas turi jrodyti, kad §i galutiné riba yra
tinkama (2).

ATASKAITA

Tyrimo ataskaita

Tyrimo ataskaitoje turi biiti pateikta tokia informacija:
Tiriamoji medZiaga:

— nustatymo data, fiziné prigimtis ir, jei biitina, jos fizinés ir cheminés savybés. Panasi informacija patei-
kiama, jei naudojamos etaloninés medziagos.

Tyrimo sqlygos:
— taikytos procediiros apragymas,

— kiekvienos modifikacijos apra§ymas ir pagrindimas.
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Rezultatai:

— lentelése pateikiami tirlamosios medziagos, teigiamy bei neigiamy kontroliniy medziagy ir visy nuro-

dyty standartiniy etaloniniy medziagy varzos dydzZiai (transepitelines elektrinés varzos nustatymo
metodas) ar lasteliy gyvybingumo, isreiksto procentais, dydziai (Zzmogaus odos modelio tyrimas),
kartu pateikiant pakartotiniy méginiy/kartotiniy eksperimenty duomenis bei vidurkius,

— bet koks kito pastebéto poveikio apraymas.

Rezultaty aptarimas.

I$vados.
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II PRIEDAS

,B.41. FOTOTOKSISKUMAS - 3T3 NRU FOTOTOKSISKUMO TYRIMAS IN VITRO

METODAS

Ivadas

Fototoksiskumas apibaidinamas kaip toksiné reakcija, kuri atsiranda, kai pirma karta oda paveikiama tam
tikromis cheminémis medziagomis, o po to — $viesa, arba kuri sukeliama panasiai — kai sistemingai vei-
kiama chemine medziaga, oda yra ap§vitinama.

3T3 NRU fototoksiskumo tyrimo in vitro rezultatai leidZia nustatyti tiriamos medziagos fototoksinj akty-
vuma, t. y. ar kokios nors tiriamos medziagos ultravioletiniais ir matomos $viesos spinduliais gali kelti

pavojy.

Kadangi toksikologinio tyrimo in vitro tikslas — istirti fototoksiskuma, odg paveikus cheminémis medzia-
gomis ir §viesa, todél §io tyrimo metu galima identifikuoti fototoksiskus junginius in vivo po to, kai jais sis-
temingai buvo veikiama oda ir kai jie joje pasiskirsto, taip pat fotodirginan¢ias medziagas, kuriy veikimas
pasireiskia joms paveikus konkrecia odos vieta.

1992-1997 m. vykdant bendrg Europos Sajungos ir COLIPA projekta, buvo sukurtas ir patvirtintas 3T3
NRU fototoksiskumo tyrimas (1) (2) (3), kad bty rasta patikima alternatyva metodams, taikomiems in vivo.
1996 m vykusiame OECD seminare buvo pasitilytas nuoseklus fototoksiskumo tyrimas in vitro (4).

3T3 NRU fototoksilkumo tyrimo in  vitro duomenys buvo lyginami su Gmiojo
fototoksiskumo/fotodirginimo poveikiu Zmonéms bei gyviinams ir buvo pastebéta, kad 3is tyrimas leidzia
puikiai numatyti tokj poveikj. Siuo tyrimu nesiekiama numatyti kitokio pobiidzio zalingo poveikio, kuris
gali atsirasti, kai odg vienu metu veikia cheminés medziagos bei $viesa, pvz., fotogenotoksiskumo, foto-
alergijos, fotodirginimo ar fotokarcinogenotoksiskumo, nors atliekant 3T3 NRU fototoksiskumo tyrima
daugelis Siomis savybémis pasiZyminciy cheminiy medZiagy reagavo teigiamai. Be to, Sis tyrimas néra skir-
tas §viesos fototoksiniam aktyvumui jvertinti.

Siame priede pateikiamas nuoseklusis cheminiy medziagy fototoksiskumo tyrimas.

Savokos

Spinduliuoté: ultravioletinés (UV) ar matomos $viesos, krentancios ant pavirsiaus, intensyvumas, isreiskia-
mas W/m? arba mW/cm?.

Sviesos dozé: ultravioletinés (UV) ar matomos $viesos, krentancios ant pavirsiaus, kiekis isreiskiamas dzau-
liais (= W x s) pavirsiaus plotui, pvz., J/m?, JJcm?.

Ultravioletinés Sviesos bangy juostos: CIE (Tarptautinés radiacijos komisijos) rekomenduojami Zyméjimai: UVA
(315-400 nm), UVB (280-315 nm), UVC (100-280 nm). Vartojami ir kiti Zyméjimai: skiriamoji riba tarp
UVA ir UVB paprastai yra ties 320 nm padala, ir todél UVA galima padalyti | UV-A1 ir UV-A2, skiriamaja
ribg nustacius ties 340 nm padala.

Lgsteliy gyvybingumas: parametras, rodantis absoliuty lasteliy populiacijos aktyvuma (pvz., vitalinio neutra-
laus raudonojo dazo susigérimg i lasteliy lizosomas), kuris priklausomai nuo galutinio i¥matuoto dydzio
bei tyrimo programos, yra susijes su bendru lgsteliy skai¢iumi ir (ar) jy gyvybingumu.

Santykinis Igsteliy gyvybingumas:lasteliy gyvybingumas, isreikstas palyginus su neigiamais kontroliniais
méginiais (tirpikliais), su kuriais atliekama visa tyrimo procediira (arba + UV, arba — UV) ir kurie nebuvo
paveikti tiriamaja chemine medziaga.

Spéjimy modelis: algoritmas, naudojamas numatant toksiskumo galig, remiantis toksiskumo tyrimo rezul-
tatais. Pasirinkus §j kelig, kai bandoma nustatyti fototoksinj aktyvuma, kai atlickant 3T3 NRU fototoksis-
kumo tyrimg in vitro, gauti rezultatai biity panaudoti, numatant fotoksiskumo galig, galima naudotis FSV
(fotodirginimo veiksniu) ir VFE (vidutiniu fotoefektu).

Fotodirginimo veiksnys (FDV): veiksnys, gaunamas lyginant tarpusavyje dvi vienodai veiksmingas tiriamas
cheminés medZziagos citotoksines koncentracijas  (EBs,), gautas ap$vitinus  necitotoksine
ultravioletinés/matomos §viesos spinduliuote.

Vidutinis fotoefektas (VFE): naujas parametras, gautas matematiskai iSanalizavus visa dviejy skirtingy kon-
centracijy kreiviy pavidalg, gautg ap$vitinus necitotoksine ultravioletine/matoma $viesa.



13/25t.

Europos Sgjungos oficialusis leidinys

251

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

Fototoksiskumas: imiai pasireiskiantis toksinis atsakas, kai oda i§ pradziy veikiama tam tikromis cheminémis
medziagomis, o véliau — $viesa, arba kuris pasireiskia panasiai, kai  odg sistemiskai injekuojama cheminé
medZiaga.

Fotodirginimas: fototoksiskumo atmaina, naudojama apibaidinant tik tokias fototoksines reakcijas, kurios
vyksta odoje, kai cheminés medziagos ja veikia vietiniu ar oraliniu bidu. Vykstant sioms fototoksinéms
reakcijoms, lastelés suardomos nespecifiniu bidu (3i reakcija panasi i ta, kuria sukelia nudegimas nuo
saulés).

Fotoalergija: jgytas imunologinis reaktyvumas, kurio nebiina odg veikiant chemine medziaga pirma karta; jj
sukelia tik 1-2 savaites trunkanti indukcija.

Fotogenotoksiskumas: genotoksinis atsakas, pazeidziantis lastelés genomg ir atsiranda tada, kai lgstelés ap3vi-
tinamos ultravioletinés/matomos $viesos bangy negenotoksine doze ir negenotoksiniu chemine medziaga.

Fotokarcinogeniskumas: karcinogeniskumas, sukeliamas pakartotinai paveikus chemine medziaga ir $viesa.
Terminas ,fotokarcinogenezé“ paprastai vartojamas tada, kai cheminé medziaga suaktyvina véZio, sukelto
ultravioletine spinduliuote, vystymasi.

Etaloninés medzZiagos

Atliekant tyrima, kai norima i§ naujo nustatyti 3T3 NRU fototoksiskuma, be teigiamos kontrolinés medzia-
gos — chlorpromazino, kuri turéty bati kartu tiriama per kiekviena nauja bandyma, rekomenduojama kaip
etalonus naudoti ir keleta cheminiy medziagy, kurios buvo naudojamos atlickant $j tyrima keliose skirtin-
gose laboratorijose (3) (1) (13).

Pirminis aptarimas

Nustatyta, kad daugelio tipy cheminés medziagos sukelia fototoksinj poveikj (5) (6) (7) (8). Vienintelé
bendra $iy medziagy ypatybé — gebéjimas absorbuoti saulés $viesos bangy spektre esancia $viesos ener-
gija. Pagal pirmajj fotochemijos désnj (Grotthauso-Draperio désnis) tam, kad vykty fotocheminé reakcija,
yra reikalingas pakankamas absorbuoty $viesos kvanty kiekis. Taigi, vadovaujantis 3ia tyrimo metodika (pa-
gal OECD fototoksiskumo tyrimo rekomendacija Nr. 101), pries atliekant biologinj tyrima sitloma
nustatyti tiriamosios medziagos absorbuojamos ultravioletinés/matomos 3viesos spinduliuotés bangy
spektr. Jeigu moliarinés ekstinkcijos/absorbcijos koeficientas yra mazesnis nei 10 litry x mol™ 'x cm™ ',
tai tirlamoji medZiaga nepasizymi fototoksiniu aktyvumu ir jos nereikia naudoti atliekant in vitro 3T3 NRU
fototosiskumo tyrima ar kurj nors kitg biologinj tyrima norint nustatyti Zalingg fotocheminj poveikj
(priedélis).

Tyrimo metodo principas

Buvo nustatyti keturi mechanizmai, kaip chromoforas (cheminé medziaga), absorbuodamas $viesa, sukelia
fototoksinj atsaka (7). Jie visi sukelia lasteliy pazZeidimus. Taigi 3T3 NRU fototoksiskumo tyrimas in vitro
yra grindZiamas cheminés medziagos citotoksiskumo, kai medziaga ap3vitinama arba neap3vitinama neci-
totoksine ultravioletinés/matomos $viesos spinduliuotés doze, palyginimu. Sio tyrimo metu citotoksisku-
mas iSreiskiamas nuo koncentracijos priklausomu vitalinio neutralaus raudonojo dazo (NR) susigérimo {
lastelg susilpnéjimu (9) pra¢jus 24 valandoms, po to kai lastelés buvo paveiktos tiriamaja chemine medziaga
bei ap3vitintos.

Balb/c inbredinio peliy kamieno transformuoto fibroblasty lasteliy linija 3T3 24 valandas kultivuojama in
vitro, kad susiformuoty monosluoksniai. Po to i dvi 96 duobuciy mikrotitravimo ploksteles, skirtas kiek-
vienai tirlamajai medziagai, jpilamos 8 skirtingos tiriamosios medziagos koncentracijos, ir plokstelés 1
valandg inkubuojamos. Paskui viena mikrotitravimo plokstelé ap3vitinama necitotoksine 5J/cm?
ultravioletinés/matomos $viesos spinduliuotés doze, o kita plokstelé tuo metu laikoma tamsoje. Véliau abie-
jose plokstelése esanti terpé pakeic¢iama kultivavimui skirta terpe, ir po pakartotinio 24 valandy inkuba-
vimo pagal 3 valandas trunkantj neutralaus raudonojo dazo susigérima (NRU) i lasteles nustatomas laste-
liy gyvybingumas. Santykinis lasteliy gyvybingumas, isreiskiamas neigiamy kontroliniy méginiy
(nepaveikty nei chemine medziaga, nei Sviesa) procentais, apskai¢iuojamas kiekvienai i§ 8 tiriamosios
medziagos koncentracijy. Numatant medziagos fototoksinj aktyvuma, lyginami atsakai i skirtingas medzia-
gos, apsvitintos ultravioletinés §viesos spinduliuote arba laikytos tamsoje, koncentracijas, kai lygis papras-
tai biina EB5, t. y. tokios koncentracijos, kuri slopina lasteliy gyvybinguma 50 % tiriamaja medziaga nepa-
veiktuose kontroliniuose méginiuose.

Kokybés kriterijai

Lgsteliy jautrumas UVA; ankstesniy tyrimy duomenys: lasteliy jautrumas ultravioletinés $viesos spinduliuotei
turéty bati tikrinamas reguliariai. Lastelés paséjamos tokiu pat tankiu, kaip ir atliekant 3T3 NRU fototok-
siskuma in vitro, kitg dieng lastelés ap3vitinamos UVA (1-9 Jjcm?) dozémis, o dar kitg dieng lasteliy gyvy-
bingumas nustatomas, atliekant neutralaus raudonojo dazo susigérimo j lasteles (NRU) tyrima. Lastelés lai-
komos atitinkanciomis kokybés kriterijus, jei jy gyvybingumas po apsvitos 5 J/cm? UVA spinduliuotés doze
sudaro ne maziau kaip 80 % tamsoje laikyty kontroliniy lasteliy gyvybingumo. Esant didZiausios ap3vitos
UVA dozei (9 JJem?), lasteliy gyvybingumas turéty sudaryti ne maziau kaip 50 % tamsoje laikyty kontro-
liniy I3steliy gyvybingumo. Sis tikrinimas turéty biiti daromas atliekant kas desimtg lasteliy perséjima.

Neigiamy kontroliniy méginiy lgsteliy jautrumas UV A: is tyrimas laikomas atitinkanciu kokybes kriterijus, jei
neigiamy kontroliniy lasteliy (laikomy Earlo subalansuotame drusky tirpale (EBSS), kuriame yra arba néra
1 % dimetilsulfoksido (DMSO) ar 1 % etiletanolio (EtOH), atlickant + UVA tyrimg gyvybingumas sudaro
ne maziau kaip 80 % neapsvitinty lasteliy, laikyty tame paciame tirpale tamsoje (- UVA), gyvybingumo.
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Neigiamy kontroliniy méginiy lgsteliy gyvybingumas: absoliutus optinis tankis (OTs,, nry), iSmatuotas NR
neigiamy kontroliniy méginiy lasteliy ekstrakte, parodo, ar 1 x 10* Igsteliy, paséty i vienos mikrotitra-
vimo plokstelés duobute, skaicius padaugéjo, dukart pailginus tyrimo trukme. Tyrimas laikomas priimti-
nu, jei kontroliniy méginiy, nepaveikty chemine medziaga, optinio tankio (OTs,, ngy) vidurkis yra * 0,2.

Teigiami kontroliniai méginiai: atliekant kiekviena 3T3 NRU fototoksiskumo tyrimg in vitro, tiriamas ir Zino-
mos cheminés medziagos fototoksinis aktyvumas. Kadangi pagal Europos Sajungos ir COLIPA bendrg pro-
jekta atlickant tyrimo patvirtinimg chlorpromazinas buvo naudojamas kaip teigiama kontroliné medziaga,
todél rekomenduojama ji naudoti. Atliekant 3T3 NRU fototoksiskumo tyrimg in vitro, naudojamas chlor-
promazinas arba kai pagal standartinj protokola buvo nustatyti tokie tyrimo priimtinumo kriterijai, kai
(+ UVA) bandymo metu chlorpromazino EBs, sieké 0,1-2,0 pg/ml, o (- UVA) bandymo metu — chlor-
promazino koncentracija sieké nuo 7,0 iki 90,0 pg/ml. Fotodirginimo veiksnys, t. y. EBs, pokytis, turéty
biti ne maZesnis negu 6.

Vietoj chlorpromazino kaip gretutinés teigiamos kontrolinés medziagos gali bati naudojamos kitos Zino-
mos cheminés medziagos, pasizymincios fototoksiniu aktyvumu, bei atitinkancios tirlamos medZziagos
klasg ir pasizymincios tokiomis pat tirpumo savybémis. Tuo atveju, kaip rodo ankstesniy tyrimy duome-
nys, kaip tyrimo priimtinumo kriterijus reikéty tinkamai nustatyti EB,, dydziy intervalus/skalg, fotosudir-
ginimo veiksnj ir vidutinj fotoefekta.

Tyrimo metodo aprasymas

Preparatai

Lastelés

Atliekant tyrimo patvirtinima, buvo panaudota peliy fibroblasty lasteliy permanentiné linija Balb/c 3T3
(klonas 31), gauta arba i§ ATCC, arba i§ ECACC, todél sitiloma ja naudoti. Atliekant tyrimg pagal ta pacia
metodika, galima sékmingai panaudoti kitas lasteles ar lasteliy linijas, jei jy kultivavimo salygos yra pritai-
kytos specifiniams Igsteliy poreikiams, taciau reikia, kad jos biity lygiavertés.

Reikia nuolat tikrinti, ar lastelés neuzkréstos mikoplazmomis, ir tik tada, kai tokio patikrinimo rezultatai
yra tinkami, lasteles galima tirti.

Juo daugiau lastelés bus perséjamos, tuo lgsteliy jautrumas UVA spinduliuotei gali padidéti, todél turi bati
tirlamos paties maziausio pers¢jimo (maZesnio nei 100) Balb/c 3T3 linijos lastelés. Svarbu patikrinti Balb/c
3T3 linijos lasteliy jautruma UVA spinduliuotei pagal Sioje rekomendacijoje pateikta kokybés kontrolés
procediira.

Terpé ir kultivavimo salygos

Atliekant jprastinj lasteliy perséjima bei tyrimo procediiras, reikia naudoti atitinkama terpe bei paisyti kul-
tivavimo salygy. Balb/c 3T3 linijos lastelés kultivuojamos DMEM terpéje, papildytoje 10 % naujagimiy ver-
Seliy serumu, 4 mM glutaminu, penicilinu bei streptomicinu drégnoje atmosferoje, kai aplinkos tempera-
tiira siekia 37 °C, o CO, kiekis - 7,5 %. Ypac svarbu, kad lasteliy kultivavimo salygos uztikrinty tyrimui
naudojamy lgsteliy ar jy linijy gyvavimo laikotarpiu lgstelinj cikla.

Kultdiry paruosimas

Lastelés, paimtos i§ uzsaldyty kamieniniy kulttiry, reikiamu tankumu paséjamos i kultivavimo terpg ir pries
jas panaudojant 3T3 NRU fototoksiskumo tyrime bent kartg yra perséjamos in vitro.

Lastelés, kurios bus naudojamos fototoksiskumo tyrimui, pasé¢jamos i kultivavimo terpg tokiu tankiu, kad
atskiros lasteliy kolonijos nesusiliety kultivavimo pabaigoje, t. y. tada, kai pra¢jus 48 valandoms nuo las-
teliy pas¢jimo yra jvertinamas jy gyvybingumas. Balb/c 3T3 linijos lasteléms, auginamoms 96 duobuciy
mikrotitravimo ploksteléje, rekomenduojamas Igsteliy tankis vienoje duobutéje yra 1 x 10*.

Tiriant kiekviena cheming medziaga, lastelés vienodai pasé¢jamos i dvi atskiras 96 duobuciy mikrotitra-
vimo ploksteles, kurios viso tyrimo metu yra kultivuojamos vienodomis salygomis, iSskyrus ta laikotarpi,
kai lastelés, kultivuojamos vienoje ploksteléje, apsvitinamos UVA/matomos $viesos spinduliuote, o kitoje
ploksteléje — laikomos tamsoje.

Metaboliné aktyvacija

Nors iki siol vis dar reikalaujama, atliekant tyrimus, kad bty jvertintas tiriamy medZziagy genotoksinis bei
karcinogeninis aktyvumai, naudoti metabolines sistemas, taciau kai atlickami fototoksikologiniai tyrimai,
néra zinoma jokia cheminé medziaga, kuria reikéty transformuoti metaboliniu biidu, kad ji veikty kaip
fototoksinas tiek in vivo, tiek in vitro. Dél Sios priezasties laikomasi nuostatos, kad $iam tyrimui metabolinés
aktyvacijos sistema néra nei biitina, nei moksliskai pateisinama.
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1.7.1.5.

1.7.1.6.

Tiriamoji cheminé medZiaga/preparatas

Prie§ pat pradedant tyrimg tiriamosios cheminés medziagos turi biti i§ naujo paruo$iamos, nebent jy sta-
bilumo tyrimai rodo, kad laikomos jos nepakito. Jei medziagos gali pradéti greitai irti, apvietus jas $viesa,
gali prireikti jas ruosti raudonoje $viesoje.

Tiriamosios cheminés medziagos turi biti i$tirpinamos buferiniuose drusky tirpaluose — Earlo subalan-
suotame drusky tirpale (EBSS) arba buferiniame fosfatiniy drusky tirpale (PBS), kuriuose turi nebiiti nei bal-
tymy, nei absorbuojanciy Sviesg pH indikatoriniy spalvy, nes priesingu atveju apsvitos metu nebus i§vengta
tyrimo klaidy.

Tiriamosios cheminés medziagos, ribotai tirpstancios vandenyje, turi biiti maksimaliai (iki 100 %) istirpi-
namos atitinkamuose tirpikliuose, kad bty gauta pageidaujama jy koncentracija ir tada jas biity galima
praskiesti buferiniais drusky tirpalais santykiu 1: 100. Jei naudojamas tirpiklis, visose kultiirose, t. y. neigia-
muose kontroliniuose méginiuose ir visose tiriamosios medziagos koncentracijose, jo taris turi bati pasto-
vus - 1 % (v[v).

Rekomenduojami tirpikliai yra dimetilsulfoksidas (DMSO) ir etanolis (EtOH). Galima naudoti ir kitus nela-
bai didelio citotoksiskumo tirpiklius (pvz., acetong), taciau prie§ naudojima reikia detaliai istirti jy specifi-
nes savybes, pvz., jy saveika su chemine medziaga, fototoksinio efekto slopinima bei laisvyjy radikaly suri-
$ima.

Jei reikia, tirpumg galima padidinti suplakant ir (ar) suardant ultragarsu ir (ar) kaitinant iki 37 °C tempe-
rataros.

Apsvita ultravioletiniais spinduliais/parengimas

Sviesos $altinis: tinkamas $viesos 3altinis bei $viesos filtras yra svarbiausi veiksniai, apsprendziantys foto-
toksiskumo tyrimg. UVA bei matomos §viesos spinduliuotés bangos ilgio spektrai dazniausiai yra susije su
fotodirginimu tuo tarpu UVB spinduliuoté néra tokia svarbi ir pasizymi dideliu tiesioginiu citotoksiskumu
— bangos ilgio spektrui esant tarp 313 ir 280 nm, UVB citotoksiskumas padidéja net 1 000 karty (11).
Parenkant tinkamg $viesos $altinj, vadovaujamasi tokiais kriterijais, pagal kuriuos kurie reikalaujama, kad
pasirinktu laiko tarpu, panaudojus Zinomus fotodirgintojus, biity galima uZregistruoti $viesos 3altinio
spinduliuotés, kurig absorbuoja tiriamoji cheminé medziaga, bangos ilgius ir doz¢. Be to, bangos ilgiai ir
dozg, jskaitant ir $ilumos (infraraudonojo bangos ilgio spektre) emisijg, neturi turéti pernelyg neigiamos
jtakos tiriamajai sistemai.

Manoma, kad saulés §viesg imituojantys prietaisai yra optimaliausias $viesos 3altinis. Juose naudojami tiek
ksenoniniai, tiek gyvsidabriu padengti kaitinamieji lankai. Pastarieji pranaesni tuo, kad yra pigesni ir
maziau i$spinduliuoja silumos, taciau jy i$spinduliuojamoji §viesa, artima saulés $viesai, néra patenkinama.
Visi prietaisai, mégdZiojantys saulés §viesg, i§spinduliuoja pakankamai didelius UVB spinduliuotés kiekius,
todeél reikia tinkamai filtruoti jy i$spinduliuojama Sviesa, kad didelis UVB spinduliuotés citotoksiskumas
bity susilpnintas.

Atliekant 3T3 NRU fototoksiskumo tyrimg in vitro, reikia naudoti apsvitos spektra, neturintj UVB ilgio
bangy (UVA/UVB santykis turi biti lygus 1:20). Atliekant 3T3 NRU fototoksiskumo tyrima in vitro, buvo
paskelbti duomenys apie saulés Sviesa mégdziojancio prietaiso iSspinduliuojamos $viesos bangy spektro
pasiskirstyma (3).

Dozimetrija: prie§ kiekvieng fototoksiskumo tyrima naudojant tinkama placiabangj ultravioletinés
spinduliuotés registravimo prietaisa, visuomet turi biiti pastoviai tikrinamas spinduliuotés intensyvumas.
Sis matavimo prietaisas turi biiti kalibruojamas 3viesos 3altinio atzvilgiu. Ultravioletinés spinduliuotés
registravimo prietaisg reikia tikrinti, naudojant kita standartinj prietaisg, skirtg ultravioletinei spinduliuotei
registruoti bei priklausantj tam paciam tipui ir Sviesos $altinio atzvilgiu kalibruota tokiu pat badu. Idea-
liausia bty tai, kad $viesos Saltinio i§spinduliuoty ir praéjusiy pro filtra bangy spektras bei placiabangis
prietaisas, kalibruotas $viesos altinio atzvilgiu ir skirtas ultravioletinei spinduliuotei registruoti biity ati-
tinkamai iSmatuotas bei patikrintas spektriniu radiometru, taciau su $iuo prietaisu turi dirbti parengti kva-
lifikuoti asmenys.

Atliekant tyrimo patvirtinimg, buvo nustatyta, kad UVA spinduliuotés intensyvumo dozé (5 J/cm?) néra
citotoksiska Balb/c 3T3 linijos lasteliy atZvilgiu bei pakankama, kad cheminés medziagos, pasizymincios
mazu citotoksiniu aktyvumu, biity suzadinamos. Kad 5 Jfcm? dozé biity pasiekta per 50 minuciy,
spinduliuotés intensyvumas turi siekti 1,666 mW/cm?. Jei naudojama kita lasteliy linija ar kitas §viesos 3al-
tinis, UVA spinduliy doz¢, kurig i$spinduliuoja kitu biidu kalibruotas prietaisas, taikomi kriterijai, kurie
neturi neigiamos jtakos lasteléms ir yra pakankami, kad bty galima uZregistruoti standartinius fototoksi-
nius efektus. Sviesos spinduliuotés trukmé apskaiciuojama pagal tokia formule:

(i) spinduliuotés dozé (Jfcm?) x 1 000
t{min) = 1]=1W/s
spinduliuoté (mW/cm2) X 60 aJ M

Tyrimo sglygos

Tiriamosios cheminés medziagos maksimali koncentracija neturi virsyti 100 pg/ml, kadangi visos cheminés
fototoksinés medziagos nustatomos, kai jy koncentracija yra nedidelé, tuo tarpu koncentracijai didéjant,
daugéja teigiamy klaidingy rezultaty (13). Kai tirlamosios cheminés medziagos koncentracija yra maksi-
mali, jos pH turi atitikti pageidaujamg intervalg (6,5-7,8).
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1.7.3.

1.7.3.1.

1.7.3.2.

1.7.3.3.

Tiriamosios cheminés medziagos, ap3vitintos UVA spinduliuote arba laikomos tamsoje, koncentracijos
ribos turi bti tinkamai nustatomos per ankstesnius vykdytus riby paieskos tyrimus. Koncentracijy serijy
riba ir jy skiriamoji riba turi biti taip nustatomos, kad eksperimentiniai duomenys atitikty atsakus i skir-
tingas tiriamosios medziagos koncentracijas. Tam tikslui naudojamos geometrinés koncentracijy serijos
(kartu su pastovaus praskiedimo veiksniu).

Tyrimo procediira (1)

Pirmoji diena

Lasteliy suspensija paruosiama terpéje, skirtoje lasteléms kultivuoti (1 x 10° lasteliy/ml), ir po 100 pl terpés
ispilstoma | 96 duobuciy mikrotitravimo plokstelés periferines duobutes (vadinamasias ,tus¢iasias“ duo-
butes). | likusias duobutes i$pilstoma po 100 ul paruostos lasteliy suspensijos (10° lasteliy/ml arba 1 x 10*
lasteliy/duobutéje). Kiekvienai tiriamajai cheminei medziagai paruosiamos 2 mikrotitravimo plokstelés,
kuriy viena bus apsvitinama UVA spinduliuote ir skirta fotocitotoksiskumo jvertinimui, tuo tarpu kai kita
bus laikoma tamsoje ir skirta citotoksiskumui nustatyti.

Lastelés inkubuojamos 24 valandas (atmosferoje, turincioje 7,5 % CO,, esant 37 °C temperatiirai), kol susi-
daro pusiau susiliejantis Iasteliy monosluoksnis. Sios inkubacijos metu lasteliy gyvybinis ciklas atsigauna,
jos prilimpa prie substrato, ir prasideda eksponentinis Iasteliy populiacijos didéjimas.

Antroji diena

Po inkubacijos terpé nupilama nuo lasteliy ir jos du kartus plaunamos jpilant i kiekvieng duobutg po 150
pl EBSS/PBS tirpalo. Po plovimo j kiekvieng duobutg jpilama po 100 pl EBSS/PBS tirpalo, turincio atitin-
kamos koncentracijos tiriamosios cheminés medziagos ar tirpiklio (neigiamosios kontrolés). Tyrimui nau-
dojamos 8 skirtingos tiriamosios cheminés medziagos koncentracijos. Lastelés su tiriamaja chemine
medziaga inkubuojamos tamsoje 1 valandg (atmosferoje, turincioje 7,5 % CO,, 37 °C).

Atliekant fototoksiskumo tyrima, lastelés 50 minu¢iy kambario temperatiiroje 1,7 mW/cm? intensyvumo
UVA spinduliuote (5 J/cm?) $vitinamos per 96 duobuciy mikrotitravimo plokstelés dangtelj. Paskui ploks-
telé dziovinama dziovintuvu, kad po jos dangteliu nesikondensuoty vandens laseliai. Plokstelés, kurios bus
panaudotos citototoksisSkumui tirti, 50 minuciy laikomos tamsioje dézéje kambario temperatiiroje (lai-
kymo sglygos, adekvacios plokstelés, naudojamos fototoksiskumo tyrimams, salygoms).

Tiriamasis tirpalas nupilamas, o lastelés du kartus plaunamos, jpilant j kiekvieng duobute po 150 pl
EBSS/PBS tirpalo. Véliau §is tirpalas pakeic¢iamas terpe, skirta lastelems kultivuoti ir plokstelé per naktj inku-
buojama atmosferoje, turincioje 7,5 % CO,, esant 37 °C temperatiirai.

Trecioji diena

Mikroskopinis tyrimas

Lastelés analizuojamos faziniu-kontrastiniu mikroskopu. Registruojami morfologiniai lasteliy pokyciai,
atsirade dél tiriamosios cheminés medziagos sukelty citotoksniy efekty. Sis patikrinimas rekomenduoja-
mas tam, kad biity ivengta klaidy eksperimento metu, taciau, tiriant citotoksiskuma ar fototoksiskuma,
Sie uZrasai néra naudojami.

Neutralaus raudonojo (NR) dazo susigérimo tyrimas

Lastelés praplaunamos su 150 pl pasildytu EBSS/PBS tirpalu, véliau jis atsargiai nusiurbiamas automatine
mikropipete. | kiekvieng duobute pilama 100 pl NR terpés ir inkubuojama 3 valandas atmosferoje, turin-
cioje 7,5 % CO,, esant 37 °C temperatiirai.

Po inkubacijos NR terpé nupilama, o lgstelés praplaunamos i kiekvieng duobutg jpilant po 150 pl EBSS/PBS
tirpalo. Praplovimui skirtas tirpalas nupilamas ir plokstelé visiskai i§dZiovinama, centrifuguojant jg apgre-
ziamuoju badu.

Véliau | kiekvieng duobute jpilama po 150 ul NR absorbcinio tirpalo (§vieZiai paruosto etilo alkoholio ir
acto riigsties tirpalo).

Plokstelé 10 minuciy greitai kratoma ant kratytuvo tol, kol NR visiskai difunduoja i§ lasteliy ir susidaro
homogeniskas tirpalas.

NR tirpalo optinis tankis matuojamas spektrofotometru (bangos ilgiui siekiant 540 nm), o duobutés, pri-
pildytos tik terpés, naudojamos kontrolei. Gauti duomenys yra saugomi atitinkamo formato laikmenoje
(pvz., ASCII) tam, kad véliau bity galima juos analizuoti.
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2.2

2.3.

DUOMENYS
Duomeny kokybé ir kiekybé

Remiantis duomenimis turi biti jmanoma atlikti svarbig atsako, gauto UVA (+) ir UVA (-) eksperimenty
metu bei priklausomo nuo koncentracijos, analiz¢. Jei nustatomas citotoksiskumas, tai tiriamosios
cheminés medziagos koncentracijos intervalas ir atskiry jos koncentracijy susikirtimo taskai pateikiami
taip, kad eksperimentiniai duomenys atitikty kreive. Dél to, kad tamsoje laikoma tiriamoji cheminé
medziaga gali baiti necitotoksiska iki apibréztos koncentracijos (100 pg/ml), bet ypac citotoksiska tada, kai
ap$vitinama UVA spinduliuote, per abu eksperimento etapus turi bati tiriamas koncentracijos intervalas,
Siuo tikslu gali prireikti nubrézti aiskia skiriamaja ribg tarp atskiry koncentracijos dydziy, kad bity paisoma
adekvaciy duomeny kokybei taikomo reikalavimo. Jei abiejy eksperimento etapy (medziaga $vitinant spin-
duliais arba laikant j tamsoje) citotoksiskumas nenustatomas, tai uztenka nustatyti skiriamaja riba tarp ats-
kiry doziy iki pacios didziausios medziagos koncentracijos.

Néra reikalaujama pakartoti eksperimenta tam, kad biity patvirtintas akivaizdus teigiamas rezultatas. Be to
nereikia patvirtinti akivaizdZiai neigiamy rezultaty, gaunamy tiriant cheming medziaga, kurios koncentra-
cija yra pakankamai didelé. Tokiais atvejais uztenka atlikti viena pagrindinj eksperimentg ir vieng ar keleta
papildomy eksperimenty, kuriy metu preliminariai nustatomi koncentracijy intervalai.

Tyrimai kartojami, jei taikant spéjimy modelj gaunami labai arti galutinés ribos esantys tarpiniai rezultatai.

Jei prireikia atlikti pakartotinj tyrimg, kei¢iamos eksperimento salygos, kurios gali turéti didelés reik§més,
kai norima gauti pageidaujama rezultatg. Pagrindiné $io tyrimo procediira — tirlamosios cheminés medzia-
gos tirpaly paruo$imas. Todél eksperimento sglygy pakeitimai (papildomas tirpiklis, medziagos suardy-
mas, sutrinant ja arba veikiant ultragarsu) gali turéti reikSmés kartojant eksperimenta. Prieingu atveju rei-
kia pakeisti inkubacijos prie§ apsvitinima trukme. Trumpesné inkubacija svarbi greitai vandenyje
suyranc¢ioms cheminéms medziagoms.

Rezultaty apdorojimas

Jei yra imanoma, tai nustatoma tiriamosios medziagos koncentracija, kuriai esant, lastelinis NRU inhibuo-
jamas 50 % (EBs,). Tai padaroma, tyrimo metu gautus atsako i skirtingas koncentracijas duomenis apdo-
rojant nelinijinés regresijos (pirmiausia — Hill funkcijos arba atitinkamos logistinés regresijos) arba kito-
mis atitikties procedtiromis (14). Prie§ panaudojant EB;,, tolesniems apskaic¢iavimams, biitina atitinkamai
patikrinti atitikimo kokybe. EBs,, gali biiti apskai¢iuojamas ir grafiniais duomeny atitikties metodais. Siuo
atveju rekomenduojama nubraizyti tikimybés grafikg (x asis — log; y asis — tikimybés vienetas arba pro-
bitas), kadangi atlikus $ig transformacija, atsako j jvairias koncentracijas funkcija taps linijiné.

Rezultaty jvertinimas (spéjimy modeliai)

Spéjimo modelio 1 variantas: fotodirglumo veiksnys (FDV)

Atliekant ap§vitos UVA (+) ir UVA (-) eksperimentus gaunamos atsako i skirtingas tiriamosios cheminés
medziagos koncentracijas kreivés, o FDV apskaiciuojamas pagal tokia formule:

Jei FDV < 5, tai medziaga néra fototoksiska, tuo tarpu jei FDV = 5, medziaga yra fototoksiska.

Jei cheminé medziaga, tik apsvitinta ultravioletine spinduliuote pasirodo esanti citotoksiska, o laikyta tam-
soje — necitotoksiska, tai tokiu atveju nejmanoma apskaiciuoti fotodirglumo veiksnio. Tokiais atvejais, kai
atliekamas citotoksiskumo tyrimas, tiriamaja cheming medziaga laikant tamsoje, ir nustatomas fotodir-
glumo veiksnys ,> FDV*, tai $io veiksnio verté apskai¢iuojama pagal didziausia tiriamosios medziagos kon-
centracija (Cp,,,):

Cmax (7 UV)

K S e

Jei jmanoma apskaiciuoti ,> FDV“ vertg, tai, paémus bet kokia $io veiksnio reik$me, didesn¢ nei 1, bus
galima spéti apie fototoksiskuma biidingg medziagai.

Jei cheminé medziaga, bidama pacios didZiausios koncentracijos, nepasizZymi citotoksiskumu, ir dél to, kai
ji laikoma tamsoje arba ap$vitinama ultravioletine spinduliuote, abiem atvejais negalima apskaiciuoti EB,
tai Sitai rodo, kad medziaga néra fototoksiska. Tokiais atvejais paZymima, kad i§matuotas fotodirglumo
veiksnys lygus 1.

Cmax (7 UV)

© FDV= 1= —
Cmax (+ UV)
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Jei galima gauti tik FDV, lygy 1, tai rodo, jog medZiaga néra fototoksiska.

Kai b ir ¢ atvejais bandoma nustatyti medziagos fototoksiskuma, reikia ypac atkreipti démesj i tiriamosios
cheminés medziagos koncentracijas, gautas tiriant 3T3 NRU fototoksiskumg in vitro.

Spéjimy modelio 2 variantas: vidutinis fotoefektas (VFE)

Bandant nustatyti medziagos fototoksiskumg, galima taikyti ir kita spéjimy modelio variantg, kuris buvo
sukurtas, kai Europos Sajunga ir COLIPA atliko tyrimo patvirtinima'” ir véliau iStyré cheminiy medziagy,
apsvitinty filtruota ultravioletine spinduliuote, fototoksiskuma in vitro, esant ,nulinéms sglygoms® (13). Tai-
kant §j modelj i$vengiama fotodirglumo veiksnio modelio apribojimy tais atvejais, kai EB5, nejmanoma
apskaiciuoti. Sis modelis remiasi vidutiniu fotoefektu (VFE) — parametru, kuris remiasi absoliu¢iy atsaky j
skirtingas tiriamosios medziagos koncentracijas kreiviy lyginimu. Tam, kad VFE modelis baity pritaikytas,
Berlyno Humboldty universitete buvo sukurta nemokamai jsigyjama speciali kompiuteriy programa.

Rezultaty aiskinimas

Teigiamas rezultatas, gautas tiriant 3T3 NRU fotoksiskuma in vitro (FDV = 5; VFE > 0,1), rodo, kad tiria-
moji cheminé medziaga yra fototoksiska. Jei $is rezultatas buvo gautas, kai tiriamosios cheminés medzia-
gos koncentracijos buvo mazesnés nei 10 pg/ml, tai rodo, kad $i medziaga gali jgyti fototoksinj aktyvumg,
esant jvairioms ap§vitinimo salygoms in vivo. Jei teigiamas rezultatas gaunamas tada, kai didZiausia tiria-
mosios cheminés medziagos koncentracija siekia 100 pg/ml, tai véliau bitina jvertinti tos medziagos
keliama Zalg arba fototoksinj aktyvuma. Sitai galima atlikti, tiriant cheminés medziagos jsiskverbimg bei
kaupimgasi odos audinyje arba cheming medziagg tiriant kitu metodu, patvirtinan¢iu medziagos fototok-
siskumg (pvz., panaudojant modeling Zmogaus odos sistema).

Neigiamas rezultatas, gautas tiriant 3T3 NRU fototoksiskumg in vitro (FDV < 5 arba VFE < 0,1), rodo, kad
tiriamoji cheminé medziaga néra fototoksiska zinduoliy Iasteléms, kurios buvo kultivuojamos, esant nusta-
tytomis salygomis. Tais atvejais, kai tiriamosios cheminés medziagos didZiausia koncentracija sieké 100
pg/ml, neigiamas rezultatas rodo, kad tiriamoji cheminé medZiaga néra fototoksiska in vitro, ir neatrodo,
kad ji tokia taps in vivo. Tais atvejais, kai naudojant maZesnes tiriamosios medziagos koncentracijas, buvo
gauti identiski atsakai j fototoksinés medziagos, apsvitintos ultravioletine spinduliuote bei laikytos tamso-
je, skirtingas koncentracijas, tai gauti rezultatai bus vienodai aiskinami. Taciau tuo atveju, jei nebus
nustatytas medziagos fototoksiskumas ap3vitinus ja ultravioletine spinduliuote arba laikant tamsoje ir jei
tirlamosios medziagos koncentracijos, kurias apriboja jos tirpumas vandenyje, bus mazesnés nei 100
pg/ml, bus galima suabejoti metodu, kuriuo tiriama $i cheminé medziaga, ir reikés atlikti tyrimo patvirti-
nima (odos audinio modeliné sistema in vitro ar ex vivo arba tyrimas in vitro).

ATASKAITA

Tyrimo ataskaita

Tyrimo ataskaitoje pateikiama tokia informacija:

Tiriamoji cheminé medZiaga:

— identifikacijos duomenys bei CAS numeris, jeigu jis Zinomas,
— fiziné prigimtis ir grynumas,

— tyrimui svarbios fizikinés ir cheminés savybes,

— stabilumas ir fotostabilumas, jei jis Zinomas.

Tirpiklis:

— tirpiklio pasirinkimo pagrindimas,

— tiriamosios cheminés medziagos tirpumas Siame tirpiklyje,
— tirpiklio kiekis terpéje (EBSS arba PBS), kuria paveikiama cheminé medziaga.
Lgstelés:

— lasteliy tipas ir Saltinis,

— ar lastelése neaptikta mikoplazmy,

— lasteliy perséjimy skaicius, jei jis Zinomas,

— lasteliy jautrumas ultravioletinei spinduliuotei, nustatytas 3T3 NRU fototoksiskumo tyrimo metu,
panaudojant ap3vitinancius prietaisus, in vitro.

Tyrimo sqlygos a) — inkubacija pries poveikj ir po jo:
— terpés, skirtos kultivavimui, tipas ir sudeétis,
— inkubacijos salygos (CO, koncentracija, temperatiira, drégme),

— inkubacijos trukmé (pries poveikj ir po jo).
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Tyrimo sglygos b) — paveikimas tiriamgja chemine medZiaga:

— pagrindimas, kode¢l pasirinkta tokia ap3vitinamos ultravioletine spinduliuote ir laikomos tamsoje tiria-
mosios cheminés medziagos koncentracija,

— pagrindimas, kodél tyrimui pasirinkta didZiausia koncentracija, kai tiriamosios cheminés medziagos tir-
pumas terpéje yra ribotas ir medziaga néra citotoksiska,

— terpés, kurioje buvo paveikiamas tyrimo objektas, buferiniy drusky tirpalo tipas ir sudétis,
— poveikio tirlamaja chemine medziaga trukmé.

Tyrimo sglygos ¢) — spinduliuoté:

— pagrindimas, kodél pasirinktas tyrimo metu naudotas $viesos 3altinis,

— 3viesos $altinio iSspinduliuojamy bangy spektrinés charakteristikos,

— panaudoto $viesos filtro pralaidumo/absorbcijos charakteristikos,

— radiometro charakteristikos bei jo kalibravimo duomenys,

— atstumas tarp Sviesos Saltinio ir tirlamosios sistemos,

— apsvitos UVA spinduliais intensyvumas, esant nustatytam atstumui, ireikitas mW/cm?,
— apsvitos ultravioletine ir matoma 3viesos spinduliuote trukme,

— UVA spinduliuotés dozé, isreiksta J/cmz,

— temperatiira, kuriai esant lasteliy kulttiros buvo apsvitinamos ir tuo paciu metu laikytos tamsoje.
Tyrimo sglygos d) — NRU tyrimas:

— NR terpés sudétis,

— NR inkubacijos trukmé,

— inkubacijos salygos (CO, koncentracija, temperatiira, drégmé),

— NR i8skyrimo salygos (i$skyrimui panaudota medziaga, trukmé),

— 3viesos bangos ilgis, panaudotas spektrofotometriniam NR optinio tankio nustatymui,
— antrasis standartinis bangos ilgis (etalonas), jei toks buvo panaudotas,

— nuliné spektrofotometro padétis, jeigu buvo panaudotas.

Rezultatai:

— lasteliy gyvybingumas, nustatytas kiekvienai tiriamosios cheminés medziagos koncentracijai ir iSreiks-
tas kontroliniuose méginiuose esanciy lasteliy vidutinio gyvybingumo procentais,

— atsaky i skirtingas tiriamosios cheminés medziagos koncentracijas kreivés (tiriamosios cheminés
medZziagos koncentracijos ir santykinio lasteliy gyvybingumo santykis), nustatytos vienu metu atlikus
medziagos UVA (+) ir UVA (-) fototoksiskumo tyrimus,

— atsaky j skirtingas tiriamosios cheminés medziagos koncentracijas kreivéje pateikty duomeny analizé;
jei jmanoma, tai apskai¢iuojamas medziagos EBs,, UVA (+) ir EB5, UVA (),

— dviejy atsaky j medziagos koncentracijas kreiviy, gauty, nesant ap§vitos UVA ir matomos $viesos spin-
duliuote, palyginimas arba apskaiciuojant fotodirglumo faktoriy (FDF) arba vidutinj fotoefekta (VFE),

— fototoksinio aktyvumo klasifikacija,
— tyrimo priimtinumo kriterijai a) — gretutiniai neigiami kontroliniai méginiai:

— absoliutus Igsteliy, ap3vitinty ir neapsvitinty UVA spinduliais, gyvybingumas (NR ekstrakto optinis
tankis),

— anksciau atlikty tyrimy metu gauti duomenys apie naudotus neigiamus kontrolinius méginius, jy
vidurkis ir standartinis nukrypimas.

— tyrimo priimtinumo kriterijai b) — gretutiniai teigiami kontroliniai méginiai:

— teigiamame kontroliniame méginyje esancios cheminés medziagos, apsvitintos UVA spinduliuote
(UVA (+)) bei laikytos tamsoje (UVA (-)), EBs, bei FDV,

— anksciau atlikty tyrimy duomenys apie teigiamuose kontroliniuose méginiuose esancias chemines
medziagas; EBs, UVA (+) ir EB5, UVA (), vidutinj FDV bei jo standartinj nukrypima.

Rezultaty aptarimas.

I$vados.
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Priedélis

3T3 NRU fototoksiskumo tyrimo vaidmuo pakopiskai tiriant cheminiy medZiagy fototoksiskuma

Pradinis cheminés medZiagos
jvertinimas
(Q)SAR, fotochemija

UV/matomos §viesos
spinduliuoté absorbcijos

Tolesnis

spektras atitinkamuose Absorbcijos fotoblélogmls
tirpiklivose néra tYEﬂ;aS
(pvz., OECD TG 101) nereikalingas
Absorbcija
3T3 NRU fototoksiskumo tyrimas in vitro
12 kai koncentracija
> 100 pg/ml
® e
kai koncentracija
<100 pg/ml
v
Reguliacinio v
pofi;iﬁ;i?;:iﬁf)s, Patvirtintas jrodomasis Jokio fimaus
P naudojimo tyrimas fototoksinio
imoném]s pvz (Zt. 2.4 punkta) akiyyumo

Zyméjimas

A 4
Fotogenotoksiskumas
(23] invitro

Fotoalergijos tyrimas

©

Saugumo tyrimai su
Zmonémis”

(") Papildomi duomenys pateikti 12 nuorodoje.



