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ID-DIRETTIVA TAL-KUMMISSJONI 2000/33/KE
tal-25 ta’ April 2000
li tadatta ghall-progress tekniku ghas-sebgha u ghoxrin darba d-Direttiva 67/548/KEE rigward

l-approssimazzjoni tal-ligijiet, tar-regolamenti

tad-disposizzjonijiet amministrattivi dwar

il-klassifikazzjoni, l-imballagg u l-ittikkettjar ta’ sustanzi perikoluzi (*)

(Test b’rilevanza ghaz-ZEE)

IL-KUMMISSJONI TAL-KOMUNITAJIET EWROPE],
Wara li kkunsidrat it-Trattat li jistabbilixxi [-Komunita Ewropea,

Wara li kkunsidrat id-Direttiva tal-Kunsill 67/548/KEE tas-27 ta’
Gunju 1967 rigward l-approssimazzjoni tal-ligijiet, tar-
regolamenti u tad-disposizzjonijiet amministrattivi dwar
il-klassifikazzjoni, l-imballagg u l-ittikkettjar ta’ sustanzi periko-
luzi (*), kif [-ahhar emendata bid-Direttiva tal-Parlament Ewropew
u tal-Kunsill 1999/33/KE (), u partikolarment I-Artikolu 28
taghha,

Billi:

(1)  L-Anness V tad-Direttiva 67548 KEE jippreskrivi l-metodi
ghad-determinazzjoni tal-propjetajiet fiziko-kimici, tossi-
¢ita u ekotossicita tas-sustanzi u preparazzjonijiet. Huwa
mehtieg li dak l-Anness ikun addattat ghall-progress
tekniku.

(2)  Skond I-Artikolu 7(2) tad-Direttiva tal-Kunsill 86/609/KEE
ta’ 1-24 ta’ Novembru 1986 fuq l-approssimazzjoni tal-
ligijiet, ir-regolamenti u d-disposizzjonijiet amministrattivi
ta’ l-Istati Membri dwar il-protezzjoni ta’ annimali uzati
ghall-finijiet sperimentali u xjentifi¢i ohra (*), m'ghandux
isir esperiment li jinvolvi l-uzu ta’ annimali jekk metodu
xjentifikament sodisfacenti iehor biex jinkiseb ir-rizultat
imfittex huwa disponibbli ragonevolment u b'mod pratti-

kabbli.

(3)  [-Kummissjoni fi hsieba tintroduc¢i fl-Anness V tad-
Direttiva 67/548/KEE certi metodi ta’ testjar alternattivi li
ma jinvolvux l-uzu ta’ annimali, sabiex taghmilhom dispo-
nibbli ghall-ittestjar ta’ kimici skond I-Artikolu 3(1) tad-
Direttiva 67/548/KEE.

(4)  I-mizuri previsti fdin id-Direttiva huma skond l-opinjoni
tal-Kumitat ghall-Addattament mal-Progress Tekniku tad-
Direttivi dwar it-Tnehhija ta’ 1-Ostakoli Teknici Ghall-
Kummerc¢ f'Sustanzi u Preparazzjonijiet Perikoluzi,

() Adottata gabel is-26 addattament.
() GUC 196, tas-16.8.1967, pg. 1.

(® GUL 199, tat-30.7.1999, pg. 57.
() GUL 358, tat-18.12.1986, pg. 1.

ADOTTAT DIN ID-DIRETTIVA:

Artikolu 1

It-testi fl-Annessi I u II ghal din id-Direttiva huma mizjuda
mal-Parti B ta’ [-Anness V tad-Direttiva 67/548/KEE.

Artikolu 2

1. L-Istati Membri ghandhom idahhlu fis-sehh il-ligijiet,
ir-regolamenti u d-disposizzjonijiet amministrattivi mehtiega
sabiex jikkonformaw ma’ din id-Direttiva mhux iktar tard mill-1
ta’ Ottubru 2001. Ghandhom jgharrfu lill-Kummissjoni b’dan
minnufih.

Meta l-Istati Membri jadottaw dawn id-disposizzjonijiet, dawn
ghandhom ikollhom riferenza ghal din id-Direttiva jew
ghandhom ikunu akkumpanjati b’din ir-riferenza fl-okkazjoni tal-
pubblikazzjoni uffi¢jali taghhom. L-Istati Membri ghandhom jis-
tabbilixxu kif ghandha ssir din ir-riferenza.

2. L-Istati Membri ghandhom jikkomunikaw lill-Kummissjoni
d-disposizzjonijiet ewlenin tal-ligi nazzjonali li huma jadottaw fil-
gasam kopert b’din id-Direttiva u tabella ta’ korrelazzjoni bejn din
id-Direttiva u d-disposizzjonijiet nazzjonali adottati.

Artikolu 3

Din id-Direttiva ghandha tidhol fis-sehh fit-tielet jum wara
I-pubblikazzjoni taghha fil-Gurnal Uffi¢jali tal-Komunitajiet Ewropej.

Artikolu 4

Din id-Direttiva hija indirizzata lill-Istati Membri.

Maghmula fi Brussel, fil-25 ta’ April 2000.

Ghall-Kummissjoni
Margot WALLSTROM

Membru tal-Kummissjoni
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.5.3.1.

ANNESS I

“B.40. KORRUZJONI TAL-GILDA
METODU

Introduzzjoni

Zewsg provi in vitro ghall-korruzivita tal-gilda, il-prova tar-resistenza transkutanea elettrika tal-gilda tal-
far u prova li tuza mudell ta’ gilda tal-bniedem, gew approvati bhala xjentifikament validi mic-Centru
Ewropew ghall-Validazzjoni ta’ Metodi Alternattivi (ECVAM, Centru ta’ Ri¢erka Kongunta, Kummissjoni
Ewropea) (1) (2) (3). L-istudju ta’ validazzjoni ECVAM wera li Z-zewg provi kienu jistghu jiddiskriminaw
b'mod affidabbli bejn korruzivi tal-gilda u dawk li m’humiex. Barra dan, il-protokoll tal-prova bbazat fuq
mudell tal-gilda tal-bniedem ippermetta distinzjoni korretta bejn gradi ta’ effetti korruzivi (korrozivi tal-
gilda severi maghrufa, R35, u korruzivi ohra tal-gilda, R34) (2). Qed jinghataw id-deskrizzjoni u
l-proceduri ghaz-zewg provi; I-ghazla ta’ liema prova tintuza tiddependi fuq htigiet specifici u l-preferenzi
ta’ l-utent.

Ara wkoll I-Introduzzjoni Generali, Parti B.
Definizzjonijiet

Korruzjoni tal-gilda: 1l-produzzjoni ta’ hsara irriversibbli fit-tessut fil-gilda wara l-applikazzjoni ta’ materjal
ta’ prova.

Sustanzi ta’ Referenza

Xejn specifikat, imma ara l-punti 1.5.3.4 u 1.7.2.3.

Principju tal-metodu tal-prova - gilda tal-far prova TER

Il-materjal tal-prova huwa applikat sa 24 siegha lill-ucuh epidermici ta’ diski tal-gilda mehuda mill-glud
ta’ firien ghadhom Zghar maqtula umanament. Materjali korruzivi huma identifikati bl-abbilta taghhom
li jipproducu telf ta’ funzjoni ta’ l-integrita normali ta’ l-istrat korneju u I-funzjoni protettiva, li huwa
mkejjel bhala tnaqgis fit-TER inerenti taht livell tal-limitu (5 k Q)(4)(5). Materjali irritanti u mhux irritanti
ma jnaqgsux it-TER taht il-livell tal-limitu. Pass fejn jintrabat il-kulur jista’ jkun inkorporat fil-procedra
tal-prova ghall-agenti tensioattivi u organici newtri (ghad-definizzjoni ara r-referenza (6)) biex jitnagqas
in-numru ta’ rizultati pozittivi foloz miksuba specifikatament ma’ dawn it-tipi kimici (2) (7).

Deskrizzjoni tal-metodu tal-prova — prova TER tal-gilda tal-far

Annimali

Firien ghadhom zghar (20-23 jum) (razza Wistar jew simili) huma mehtiega ghall-preparazzjoni ta’ diski
tal-gilda. Is-suf tad-dahar u tal-gnub jitnehha battenzjoni bi klippers ta’ l-annimali Zghar. L-annimali
huma mbaghad mahsula billi jintmeshu b’attenzjoni, waqt li z-zona titnizzel fsoluzzjoni antibiotika (li
jkollha, per ezempju, streptomycin, penicillina, chloramphenicol u amphotericin fkoncentrazzjonijiet effet-
tivi biex jinibixxu li tikber il-batterja). L-annimali jergghu jinhaslu bl-antibiotici fit-tielet jew ir-raba’ jum
wara l-ewwel hasla, u jintuzaw fi tlett jjiem (l-annimali m’ghandhomx ikunu akbar minn 31 jum ghall-
preparazzjoni tal-gilda).

Preparparazzjoni tad-diski tal-gilda

L-annimali jingatlu umanament. Il-gilda tad-dahar ta’ kull annimal hija mbaghad imnehhija u mnaddfa
minn xaham zejjed billi jitnehha battenzjoni mill-gilda. Il-gilda titpogga fuq it-tarf ta’ tubu tal-
polytetrafluoroethylene (PTFE), waqt li jkun zgurat li 1-wic¢ epidermiku huwa fkuntatt mat-tubu. ‘O’ ring
tal-gomma jitpogga ssikkat fuq it-tarf tat-tubu biex izomm il-gilda fil-post u t-tessut fl-eccess jitnehha.
Id-dimensjonijiet tat-tubu u ta’1-‘O’ ring jidhru fil-Figura 1. L-‘O’ ring tal-gomma huwa mbaghad issiggillat
battenzjoni fit-taf tat-tubu PTFE b’geli tal-pitrolju. It-tubu jintrifed bi klipp bil-molla gewwa kamra tar-
recipjent li jkollha soluzzjoni tas-sulfat tal-manjezju (154 mM) (Figura 2).

Procedura tal-prova
Applikazzjoni tal-materjal tal-prova

Sustanzi tal-prova likwidi (150 pl) jigu applikati lill-wic¢ epidermiku gewwa t-tubu (Figura 2). Meta jkunu
ppruvati materjali solidi, jigi applikat ammont bizzejjed tas-solidu lid-diska biex ikun zgurat li 1-wic¢ shih
ta’ l-epidermidi jitghatta. [lma dejonizzat (150 pl) huwa mbaghad mizjud fuq is-solidu u t-tubi huma mca-
qalga bil-mod. Is-sustanzi tal-prova ghandhom ikollhom il-kuntatt massimu mal-gilda. Ghal xi solidi dan
jista’ jintlahaq bit-tishin sa 30°C biex tinhall is-sustanza tal-prova, jew bit-thin biex ikun prodott materjal
granulari jew trab.
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1.5.3.2.

1.5.3.3.

1.5.3.3.1.

1.5.3.3.2.

Tliet diski tal-gilda jintuzaw ghal kull sustanza tal-prova. Is-sustanzi tal-prova huma applikati ghall-24
siegha (ara ukoll 1.5.3.4). Is-sustanza tal-prova hija mnehhija bil-hasil b'gett ta’ ilma mill-vit sa 30°C
sakemm ma jkunx jista’ jitnehha materjal ichor. It-tnehhija ta’ sustanzi tal-prova li ssolidifikaw fit-tubu
tista’ tkun facilitata bil-hasil b'gett tal-mishun bejn wiehed u iehor 30°C.

Mizuri TER

It-TER huwa mkejjel bl-uzu ta’ vultagg baxx, databridge ta’ kurrent alternat (ez AIM 401 jew 6401, jew
ekwivalenti). Qabel ma titkejjel ir-resistenza elettrika, it-tensjoni tal-wic¢ tal-gilda titnaqqas billi jizdied
volum bizzejjed ta’ 70 % etanol biex ikopri l-epidermidi. Wara ftit sekondi l-etanol huwa mnehhi billi
jinqaleb it-tubu, u mbaghad it-tessut huwa idradat biz-zieda ta’ 3ml soluzzjoni tas-sulfat tal-manjezju
(154 mM). L-elettrodi tad-databridge jitqieghdu fkull genb tad-diska tal-gilda biex jittiched il-kejl tar-
resistenza kQ/disk tal-gilda (Figura 2). Id-dimensjonijiet ta’ I-elettrodu u t-tul ta’ l-elettrodu espost taht
il-crocodile clips jidhru fil-Figura 1. Il-klipp ta’ gewwa (ohxon) ta’ l-elettrodu jitqieghed fuq il-wic¢ tat-tubu
PTFE matul il-kejl tar-resistenza, biex ikun zgurat li tul konsistenti ta’ I-elettrodu huwa mdahhal fis-
soluzzjoni tas-sulfat tal-manjezju. L-elettrodu ta’ barra (irqiq) huwa mgqieghed gewwa I-kamra riceventi
biex isserrah fuq il-giegh. Id-distanza bejn il-qiegh tal-klipp bil-molla u I-giegh tat-tubu PTFE jinzamm
bhala kostanti (Figura 1), billi din id-distanza taffettwa l-valur tar-resistenza miksuba.

Innota li jekk il-valur tar-resistenza mkejla huwa akbar minn 20 kQ dan jista’ jkun minhabba li s-sustanza
tal-prova tiksi l-wic¢ epidermiku tad-diska tal-gilda. It-tnehhija ta’ din il-kisja tista’ tkun ippruvata, per
ezempiju, bl-issigillar tat-tubu PTFE b’behem gwantat im¢aqlaq ghal madwar 10 sekondi; is-soluzzjoni tas-
sulfat tal-manjezju titnehha u 1-kejl tar-resistenza tigi ripetuta b'sulfat tal-manjezju gdid.

Ir-rizultati TER medji huma accettati bil-kondizzjoni li valuri tal-kontroll pozittivi u negattivi jaqghu fil-
meded accettabbli ghall-metodu. Is-sustanzi tal-kontroll issuggeriti u I-meded ta’ resistenza assocjati accet-
tabbli ghall-metodologija u l-apparat deskritt huma:

Kontroll Sustanza Medda t(a[t(’(r)e)sistenza
Pozittiv 10 M actu idrokloriku (36 %) 0,5-1,0
Negattiv Ilma distillat 10-25

Proc¢edura modifikata ghall-agenti tensioattivi u organi¢i newtri

Jekk il-valuri TER tas-sustanzi tal-prova li huma jew agenti tensioattivi u organici newtri huma angas
minn jew daqs 5 kQ tista’ ssir valutazzjoni ta’ kemm ippenetra l-kulur fuq it-tessuti. Din il-procedura
ghandha tiddetermina jekk ir-rizultati huma pozittivi foloz (2).

Applikazzjoni tal-kulur Sulforhodamine B u tnehhija

Wara t-trattament tal-bidu bis-sustanza tal-prova, 150 pl ta 10 % (w/v) hija applikata dilwizzjoni ta’ kulur
sulforhodamine B filma distillat lill-wic¢ epidermiku ta’ kull diska tal-gilda ghal saghtejn. 1d-diski tal-gilda
huma mbaghad mahsula b'gett ta’ I-ilma sat-temperatura ambjentali ghal madwar 10 sekondi biex jit-
nehha l-kulur fl-eccess/li ma jkunx gabad. Kull diska tal-gilda titnehha b’attenzjoni mit-tubu PTFE u tit-
pogga fkunjett (ez kunjett tal-hgieg xintillanti) li jkollu ilma dejonizzat (8 ml). Il-kunjetti jithawdu bil-
mod ghall-5 minuti biex jitnehha I-kulur fl-eccess/li ma jkunx qabad. Il-procedura tat-tlahlih hija
mbaghad imtennija, u wara dan id-diski tal-gilda jitnehhew u jitpoggew fkunjetti li jkollhom 5 ml ta’ 30
(w/v) sulfat tas-sodju dodecyl (SDS) fl-ilma distillat u huma inkubati mal-lejl £60° C. Wara l-inkubazzjoni,
kull diska tal-gilda titnehha u titwarrab u s-soluzzjoni li jifdal hija ¢entrifugata ghal 8 minuti £21° C (forza
centrifuga gsim h 175). Kampjun ta’ 1 ml tas-supernatant huwa mbaghad mhallat 1 £5 (v/v) (jigifieri
1 ml+ 4 ml) ma’ 30 % (w/v) SDS filma distillat. Id-densita ottika (OD) tas-soluzzjoni hija mkejla fmadwar
565 nm),

Kalkolu tal-kontenut tal-kulur

Il-kontenut tal-kulur sulforhodamine B kull diska huwa kkalkolat mill-valuri OD (koeffi¢jent molari kulur
sulforhodamine B £565 nm = 8,7 7 x 10% piz molekolari = 580). Il-kontentut tal-kulur sulforhodamine B
huwa ddeterminat ghal kull diska tal-gilda u kontenut tal-kulur medju huwa mbaghad ikkalkolat ghar-
replikati. Ir-rizultati tal-kulur medji huma accettati bil-kondizzjoni li valuri tal-kontroll konkorrenti
jaqghu fil-meded accettabbli ghall-metodu. Il-meded tal-kontenut tal-kulur suggeriti accettabbli ghas-
sustanzi ta’ kontroll ghall-metodologija u l-apparat deskritt huma:



13/Vol. 25

Tl-Gurnal Uffi¢jali ta’ 1-Unjoni Ewropea

245

1.5.3.4.

1.6.

1.7.

1.7.2.1.

1.7.2.2.

Medda tal-kontenut
Kontroll Sustanza tal-kulur
(ng/diska)
Pozittiv 10 M actu idrokloriku (36 %) 40-100
Negattiv Ima distillat 15-35

Informazzjoni addizzjonali

Sustanzi tal-prova jistghu jkunu applikati wkoll lid-diski tal-gilda ghall-perjodi agsar (ez saghtejn) biex
ikunu identifikati dawk il-materjali li huma korruzivi severament. Izda, fl-istudju ta’ validazzjoni, il-prova
TER instabet li stmat izzejjed il-potenzjal korruziv ta” diversi kimici tal-prova wara l-applikazzjoni tagh-
hom lid-diski tal-gilda ghal saghtejn (2), ghalkemm ippermettiet l-identifikazzjoni korretta tal-korruzivi
u dawk li mhumiex wara applikazzjoni ta’ 24 siegha.

ll-proprjetajiet u d-dimensjonijiet ta’ l-apparat tal-prova u l-procedura sperimentali uzata tista’
tinfluwenza l-valuri TER miksuba. [l-limitu korruziv 5 k Q kien zviluppat minn data miksuba b'apparat
specifiku u l-procedura deskitta fdan il-metodu. Valuri differenti tal-limitu u tal-kontroll jistghu jappli-
kaw jekk il-kondizzjonijiet tal-prova jitbiddlu b'mod sinifikanti. Ghalhekk, huwa rakkomandat li
l-metodologija u l-valur tal-limitu tr-resistenza huma kalibrati billi jkunu pruvati serje ta’ standards magh-
zula mill-kimici uzati fl-istudju tal-validazzjoni (3).

Princ¢ipju tal-metodu tal-prova — prova tal-mudell tal-gilda tal-bniedem

Il-materjal ta’ prova huwa applikat topikament sa mhux izjed minn 4 sieghat lill-mudell tal-gilda tri-
dimensjonali, li jikkomprendi epidermini rikostruwita bi strat korneju funzjonali. Materjali korruzivi
huma identifikati bl-abbilta taghhom li jipproducu tnaqqis fil-vitalita tac-cellula (kif determinat, per
ezempju, bl-uzu tal-prova ta’ tnaqqis MTT) taht il-livelli tal-limitu definiti fperjodi specifikati ta’
espozizzjoni. ll-prin¢ipju tal-prova huwa skond l-ipotesi li kimici li huma korruzivi huma dawk li jistghu
jippenetraw l-istrat korneju (bid-diffuzjoni jew l-erozjoni) u huma bizzejjed citotossici biex jikkawzaw
il-mewt ta¢-celloli fis-saffi tac-celloli ta’ taht.

Deskrizzjoni tal-metodu tal-prova — prova tal-mudell tal-gilda tal-bniedem

Mudelli tal-gilda tal-bniedem

I-mudelli tal-gilda tal-bniedem jistghu jigu minn diversi sorsi, imma ghandhom iharsu certi kriterji.
II-mudell ghandu jkollu strat korneju funzjonali b’saff taht ta’ celloli hajjin. Il-funzjoni protettiva ta’ l-istrat
korneju ghandha tkun adegwata. Dan jista’ jintwera billi tkun spjegata r-resistenza tal-mudell ghac-
citotossicita wara l-applikazzjoni tas-sustanzi li huma maghrufa li huma ¢itotossici ghac-celloli, imma li
normalment jghaddu mill-istrat korneju. II-mudell ghandu jintwera li jaghti rizultati riproducibbli taht
kondizzjonijiet sperimentali definiti.

[l-vitalita ta’ celloli hajjin fil-mudell ghandha tkun gholja bizzejjed li tiddiskrimina sewwa bejn is-sustanzi
ta’ kontroll pozittivi u negattivi. Il-vitalita tac-cellula (per ezempju, kif imkejla bl-ammont ta’ tnaqqis MTT,
jigifieri valur OD) wara l-espozizzjoni ghal sustanzi ta’ kontroll negattivi ghandhom jaqghu flimiti accet-
tabbli ghall-mudell partikolari. Similment, il-valuri tal-vitalita tac-cellola mas-sustanza tal-kontroll pozit-
tiv (fir-rigward ta’ dawk ghall-kontroll negattiv) ghandhom jaqghu fil-limiti specifici. Aktar importanti,
il-mudell ta’ tbassir uzat ghandu jintwera li jhares l-istandard ta’ validazzjoni internazzjonali (2).

Procedura tal-prova

Applikazzjoni tal-materjal tal-prova

Ghall-materjali likwidi, ghandha tkun applikata sustanza tal-prova sufficjenti biex tghatti I-wic¢ tal-gilda
(minimu ta’ 25 pl/¢m?). Ghall-materjali solidi, ghandha tkun applikata sustanza tal-prova suffi¢jenti mal-
gilda, imbaghad ghandha tixxarrab biex tizgura kuntatt tajjeb mal-gilda; fejn xieraq, is-solidi ghandhom
jintahnu fi trab qabel l-applikazzjoni. Il-metodu ta’ applikazzjoni ghandu jintwera li jkun bizzejjed ghal
firxa kbira ta’ tipi kimici (2). Fit-tmiem tal-perjodu ta’ I-espozizzjoni, il-materjal tal-prova ghandu jkun
mahsul battenzjoni mill-wice tal-gilda b’soluzzjoni salina.

Kejl tal-vitalita tac-cellula

Kull metodu kwantitattiv, validat jista’ jintuza biex ikejjel il-vitalita tac-cellula. Il-prova uzata l-aktar spiss
hija tnaqqis MTT, li ntweriet li taghti rizultati pre¢izi u riproducibbli fdiversi laboratorji (2). Id-diska tal-
gilda hija mpoggija fsoluzzjoni MTT ta’ 0,3 mg/ml £20-28°C ghal tliet sieghat Il-prodott pre¢ipitat ikhal
formazan huwa mbaghad estratt (estrazzjoni tas-solvent) u I-koncentrazzjoni tal-formazan hija mkejla
bid-determinazzjoni ta’ 1-OD fwavelength bejn 545 u 595 nm.
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1.7.2.3.

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

Informazzjoni addizzjonali

[I-mudell tal-gilda uzat, u l-protokoll ezatt tal-hin ta’ l-espozizzjoni u I-proceduri ta’ hasil, e¢¢. ghandhom
ikollhom impatt magguri fuq ir-rizultati tal-vitalita tac-Cellola. Huwa rakkomandat li I-metodologija u
l-mudell ta’ tbassir huma kalibrati bil-prova ta’ serje ta’ standards ta’ referenza maghzula mill-kimici uzati
fl-istadju tal-validazzjoni tal-ECVAM (3). Huwa kritiku li I-metodu uzat intwera li huwa riproducibbli
gewwa u bejn laboratorji ghal firxa kbira ta’ kimici, skond l-istandards internazzjonali. Bhala minimu,
il-metodu ghandu jhares il-kriterji ghall-validita xjentifika definiti qabel (2), u r-rizultati ta’ dan l-istudju
ta’ validazzjoni ghandu jkun ippubblikat fgurnal xjentifiku rivedut galb pari.

DATA

Trattament tar-rizultati

Prova TER fuq il-gilda tal-far
Valuri ta’ resistenza (kQ) ghall-materjal tal-prova, kontrolli pozittivi u negattivi, u kull kimika standard

ta’ referenza ghandhom ikunu rapportati fforma tabulata, inkluz data ghall-esperimenti replikati/ripetuti,
valuri medji u l-klassifikazzjoni derivata.

Mudelli tal-gilda tal-bniedem
Valuri OD u data tal-percentwal kalkolat fuq il-vitalita tac-cellula ghall-materjal tal-prova, kontrolli pozit-

tivi u negattivi, u kull kimika standard ta’ referenza ghandhom ikunu rapportati fforma tabulata, inkluz
data ghall-esperimenti replikati/ripeturi, valuri medji u l-klassifikazzjoni derivata.

Valutazzjoni u interpretazzjoni tar-rizultati

Prova TER fuq il-gilda tal-far

Jekk il-valur medju TER miksub ghas-sustanza tal-prova huwa akbar minn 5 kQ mela mhux korruziva.
Jekk il-valur TER huwa anqas minn jew ugwali ghal 5 kQ u s-sustanza tal-prova mhux surfactant jew
organiku newtru, mela hija korruziva.

Ghas-surfactants jew organi¢i newtri li jaghtu valuri TER anqas minn jew dags 5 kQ tista’ ssir
il-penetrazzjoni tal-kulur. Jekk il-kontenut tal-kulur medju tad-diska huwa akbar minn jew dags
il-kontenut medju tad-diska tas-36 % HCI kontroll pozittiv miksub konkorrentement, mela s-sustanza
tal-prova hija pozittiva vera u ghalhekk korruziva. Jekk il-kontenut medju tal-kulur tad-diska huwa anqas

mill-kontenut medju tad-diska tas-36 % HCI kontroll pozittiv miksub konkorrentement, mela s-sustanza
tal-prova hija pozittiva falza u ghalhekk mhux korruziva.

Prova tal-mudell tal-gilda tal-bniedem

[l-valur OD ta’ kontroll negattiv jirrapprezenta 100 % tal-vitalita tac-cellola; ghalhekk, il-valuri OD mik-
suba ghal kull kampjun tal-prova jista’ jintuza biex ikun kalkolat il-percentwal tal-vitalita relattiva ghall-
kontroll negattiv. Il-percentwal kritiku tal-valur tal-vitalita tac-cellola jiddistingwi materjali tal-prova kor-
ruzivi minn dawk li m’humiex (jew jiddiskrimina bejn klassijiet differenti korruzivi) ghandu jkun definit

b'mod car fil-mudell ta’ tbassir gabel ma l-metodu ikun validat, u l-istudju ta’ validazzjoni sussegwenti
ghandu juri li I-valur kritiku huwa xieraq (2).

RAPPORTAGG

Rapport tal-prova
Ir-rapport tal-prova ghandu mill-inqas ikollha t-taghrif li gej:
Sustanza tal-prova:

— data ta’ identifikazzjoni, natura fizika u, meta rilevanti, propjetajiet fizikokimici. Informazzjoni simili
ghandha tkun ipprovduta ghall-sustanzi ta’ referenza, jekk uzati.

Kondizzjonijiet tal-prova:
— dettalji tal-procedura tal-prova uzata,

— deskrizzjoni u gustifikazzjoni ta’ kull modifika.
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Rizultati:

— tabulazzjoni ta’ valuri ta’ resistenza (prova TER) jew valuri tal-percentwal tal-vitalita tac-cellola (prova
tal-mudell tal-gilda tal-bniedem) ghall-materjal tal-prova, kontrolli pozittivi u negattivi u kull kimika
ta’ riferenza standard, inkluz data ghal sperimenti replikati/ripetuti u valuri medji,

— deskrizzjoni ta’ kull effett iehor osservat.
Diskussjoni tar-rizultati:

Konkluzjonijiet.
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Figure 1
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Figure 2
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1.1.

1.2.

ANNESS 11

“B.41. FOTOTOSSICITA — PROVA IN VITRO 3T3 NRU TAL PROVA TAT-TOSSICITA

METODU

Introduzzjoni

II-fototossicita hija definita bhala rispons tossiku li jigi wara l-ewwel espozizzjoni tal-gilda ma’ certi kimici
u l-espozizzjoni sussegwenti ghad-dawl, jew hija indotta similment bl-irradjazzjoni tal-gilda wara
l-amministrazzjoni sistemika ta’ kimika.

Informazzjoni migjuba mill-prova ta’ tossicita in vitro 3T3 NRU isservi biex tidentifika l-potenzjal
fototossiku ta’ sustanza tal-prova, jigifieri l-ezistenza jew in-nuqqas ta’ perikoli possibbli li x’aktarx
jinqalghu minn sustanza ta’ prova flimkien ma’ l-espozizzjoni ghall-UV u dawl visibbli.

Billi I-punt finali tossikologiku tal-prova in vitro hija d-determinazzjoni tal-fototossicita, indotta bl-azzjoni
kombinata ta’ kimika u d-dawl, komposti li huma fototossi¢i in vivo wara l-applikazzjoni sistemika u
d-distribuzzjoni mal-gilda, kif ukoll komposti li jagixxu bhala fotoirritanti wara applikazzjoni topika mal-
gilda, jista’ jkun identifikat bil-prova.

Il-prova in vitro 3T3 NRU kienet zviluppata u validata fprogett kongunt EU/COLIPA mill-1992-1997 (1)
(2) (3), biex tkun stabbilita alternattiva valida in vitro ghad-diversi provi in vivo uzati. FI-1996 workshop ta’
-OECD irrakkomanda prova sekwenzjali in vitro ghall-valutazzjoni tal-fototossicita (4).

Rizultati mill-prova ta’ fototossicita in vitro 3T3 NRU meta paragunati ma’ effetti akuti in vivo ta’
fototossicita/fotoirritazzjoni fl-annimali u -bnedmin, u I-prova ntweriet li taghti tbassir eccellenti ghal
dawn l-effetti. Il-prova mhux imfassla li tbassar effetti ohra hziena li jistghu jinqalghu mill-azzjoni
maqghuda ta’ kimika u dawl, ez fotogenotossicita, fotoallergija, u fotokancerogenicita, ghalkemm hafna
kimiki li juru dawn il-proprjetajiet specifici ghandhom jirreagixxu pozittivament fil-prova ta’ fototossicita
3T3 NRU in vitro. Barra dan, il-prova mhix iddisinjata biex tippermetti stima tal-qawwa fototossika.

Approce sekwenzjali ghall-prova fototossika tal-kimici huwa provdut fl-Appendici.

Definizzjonijiet
Irradjament: l-intensita ta’ dawl ultravjola (UV) jew visibbli li jaqa’ fuq wi¢¢, imkejiel PW/m? jew mW/cm?.

Doza ta’ dawl: il-kwantita (= intensita hin) ta’ radjazzjoni ultravjola (UV) jew vizibbli li jaga’ fuq wice,
espress fJoules (= W* s) kull erja tal-wi¢¢, ez UJfm? jew Jém?.

Wavebands tad-dawl UV: l-indikazzjonijiet rakkomandati mill-CIE (Commission Internationale de L’Eclairage)
huma: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) u UVC (100-280 nm). Indikazzjonijiet ohra huma uzati
wkoll: id-divizjoni bejn UVB u UVA titpogga ta’ spiss £320nm, u I-UVA tista’ tigasam fUV-A1 u UV-A2
bdivizjoni maghmula £320 nm.

Vitalita tac-Cellola parametru li jkejjel l-attivita totali ta” popolazzjoni tac-celloli (ez. tehid tal-kulur vitali
ahmar newtru fil-lisozomi ¢ellulari) li, waqt li jiddependi fuq il-punt tat-tmiem mkejjel u d-disinn tal-prova
uzata, jikkorrelata man-numru totali ufjew il-vitalita tac-celloli.

Vitalita relattiva tac-cellola vitalita espressa fir-rigward ta’ kontrolli negattivi (solventi) li ghaddew matul
il-procedura shiha tal-prova (jew + UV jew — UV), imma mhux trattati b’kimika ta’ prova.

Mudell ta’ thassir: algoritmu uzat biex ikunu trasformati r-rizultati tal-prova tat-tossicita ftbassir tal-
potenzjal tossiku. Fil-linja ta’ gwida prezenti tal-prova, PIF u MPE jistghu jintuzaw ghat-trasformazzjoni tar-
rizultati tal-prova ta’ fototossicita in vitro 3T3 NRU fi tbassir ta’ potenzjal fototossiku.

PIF (fattur ta’ irritazzjoni tad-dawl) fattur generat billi jkunu paragonati zewg koncentrazzjonijiet ¢itotossici
ugwalment effettivi (EC50) tal-prova kimika miksuba fin-nuqqas (-UV) u fil-presenza (+ UV) ta’ irradjaz-
zjoni mhux citotossika bid-dawl UVA Jvis.

MPE (effett medju tad-dawl) mizura gdida misluta minn analizi matematika tal-forma kompleta ta’ zewg
kurvi ta’ risposta ta’ koncentrazzjoni miksuba fin-nuqqas (-UV) u fil-prezenza (+ UV) ta’ irradjazzjoni mhux
citotossika bid-dawl UVA|vis.
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

Fototossicita: Il-fototossicita hija definita bhala rispons tossiku li jigi wara l-ewwel espozizzjoni tal-gilda
ghal certi kimici u l-espozizzjoni sussegwenti ghad-dawl, jew hija indotta similment bl-irradjazzjoni tal-
gilda wara l-amministrazzjoni sistemika ta’ kimika.

Fotoirritazzjoni subspeci tal-kelma ‘fototossicita’, li hija uzata biex tiddeskrivi biss dawk ir-reazzjonijiet
fototossici li huma prodotti fil-gilda wara l-espozizzjoni ghall-kimici (topikament jew oralment). Dawn
ir-reazzjonijiet fototossici jwasslu ghall-hsara mhux specifika tac-cellola (reazzjonijiet bhal hruq mix-xemx).

Fotoallergija: reattivita immunologika miksuba, li ma ssehhx fl-ewwel trattament bil-kimika u d-dawl, u
ghandha bzonn ta’ perjodu ta’ induzzjoni ta’ gimgha jew gimghatejn qabel ma tidher ir-reattivita tal-gilda.

Fotogenotossicita: risposta genotossika osservata b'punt finali genetiku, li tigri wara l-espozizzjoni tac-
celloli ghal doza mhux genotossika ta” dawl UV/vizibbli u kimika mhux genotossika.

Fotokancerinogenicita: kancerogenicita indotta bl-applikazzjoni ripetuta ta’ dawl u kimika. Il-kliem ‘foto
ko-kancerogenicita’, huwa uzat jekk it-tumorigenesi indotta bl-UV tizdied b’kimika.

Sustanzi ta’ riferenza

Minbarra l-kimika ta’ kontroll pozittiv chlorpromazine li ghandha tkun ipprovata konkorrentement fkull
prova, biex tkun stabbilita l-prova ta’ fototossi¢ita 3T3 NRU huwa rakkomandat li jintuzaw bhala kimici
ta’ referenza subsett mill-kimici uzati fil-provi tal-laboratorju bil-prova prezenti (1) (3) (13).

Konsiderazzjonijiet inizjali

Hafna tipi ta’ kimici gew irrapportati li jinducu effetti fototossici (5) (6) (7) (8). L-unika karatteristika
komuni hija l-abbilta taghhom li jassorbu l-energija fir-regjun tad-dawl tax-xemx. Skond l-ewwel ligi tal-
fotokimika (ligi Grotthaus-Draper) il-fotoreazzjoni tehtieg assorbiment bizzejjed ta’ kwanta tad-dawl. Ghal-
hekk, gabel ma tkun kkunsidrata l-prova bijologika skond il-linja ta’ gwida prezenti tal-prova, ghandu jkun
determinat l-ispettru ta’ l-assorbiment UV/vis tal-kimika tal-prova (ez. skond il-Prova Linja ta’ Gwida OECD
101). Jekk il-koeffi¢jent ta’ l-estinzjoni/assorbiment huwa angas minn 10 litri x mol-1 x ¢m-1, il-kimika
ma ghandha I-ebda potenzjal fotoreattiv u m'ghandhiex ghalfejn tkun provata fil-prova tal-fototossicita in
vitro 3T3 NRU jew kull prova bijologika ohra ghall-effetti hziena fotokimici (Appendici).

Prin¢ipju tal-metodu tal-prova

Erba’ mekkanizmi gew identifikati li bihom l-assorbiment tad-dawl b’kromofor (kimiku) jista’ jirrizulta
frisposta fototossika (7). Kollha kemm huma jirrizultaw fi hsara fic-cellola. Ghalhekk, il-prova ta’
fototossicita in vitro 3T3 NRU hija bbazata fuq paragun ta’ Citotossicita ta’ kimika meta ppruvata fil-
presenza u fl-assenza ta’ espozizzjoni ghal doza mhux citotossika ta’ dawl UVA|vis. I¢-¢itotossicita ta” din
il-prova hija espressa bhala koncentrazzjoni li tiddependi fuq it-tnaqqis ta’ l-assorbiment tal-kulur vitali
ahmar newtrali (NR) (9) 24 siegha wara t-trattament mal-kimika tal-prova u l-irradjazzjoni.

Celloli Balb/c 3T3 huma mantenuti fil-kultura ghall 24 siegha ghall-formazzjoni tal-monostrati Zewg
96-well plates kull test kimiku huwa mbaghad preinkubat b’tmien koncentrazzjonijiet differenti ghal kimika
ghal 1 s. Imbaghad wahda miz-zewg pjanci hija esposta ghal doza ta’ dawl UVA[vis mhix citotossika ta’ 5
Jjém? UVA (speriment + UV), waqt li -pjanca l-ohra tinzamm fid-dlam (speriment -UV). Fiz-zewg pjandi,
il-mezz ta’ trattament huwa mbaghad mibdul b'mezz ta’ kultura u wara 24 s ohra ta’ inkubazzjoni, tkun
determinta l-vitalita tac-cellola bl-uptake newtrali ta’ I-ahmar (NRU) ghal 3 s. Il-vitalita relattiva tac-cellola,
espressa bhala percentwal tal-kontrolli negattivi mhux trattati, hija kkalkolata ghal kull wiehed mit-tmien
koncentrazzjonijiet tal-prova. Biex jitbassar il-potenzjal fototossiku, ir-risposti tal-koncentrazzjoni mik-
suba fil-prezenza ta’ (+ UV) u fin-nuqqas (-UV) ta’ irradjazzjoni huma paragunati, is-soltu fil-livell EC50,
jigifieri fil-koncentrazzjoni ta’ l-inibizzjoni tal-vitalita tac-cellola b’50 % cf ta’ kontrolli mhux trattati.

Kriterji ta’ kwalita

Sensittivita UVA tac-celloli, data storika: ¢elloli ghandhom ikunu verifikati regolarment ghas-sensittivita ta’
[-UVA. I¢-celloli huma mizrugha fid-densita uzata fil-prova tal-fototossicita in vitro 3T3 NRU, irradjata
l-gurnata ta’ wara b'dozi UVA minn 1-9 Jem?, u l-vitalitd ta¢-¢ellola hija ddeterminata jum wara bl-uzu
tal-prova NRU. I¢-¢elloli jilhqu I-kriterju tal-kwalit3, jekk il-vitalita taghhom wara l-irradjazzjoni b’5 Jjcm?
UVA mhux anqgas minn 80 % tal-vitalita tal-kontrolli fid-dlam. Fl-oghla doza UVA ta’ 9]/cm2, il-vitalita
m’ghandhiex tkun anqas minn 50 % ta’ dak ta’ kontrolli fid-dlam. Din il-verifika ghandha tkun ripetuta ma’
kull ghaxar (10) passaggi tac-celloli.

Sensittivita UVA tac-celloli ta’ kontroll negattiv, prova kurrenti: il-prova tissodisfa l-kriterji ta’ kwalita jekk
il-kontrolli negattivi (¢elloli fis-soluzjoni bilan¢jata Earl (EBSS) b'1 % dimethylsulfoxide (DMSO) jew min-
ghajrha jew 1 % etanol (EtOH)) fl-esperiment + UVA juru vitalita ta’ mhux anqas minn 80 % ta’ dak ta’ ¢el-
loli mhux irradjati fl-istess solvent ta’ I-esperiment konkorrenti fid-dlam (-UVA).
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1.7.1.2.

1.7.1.3.

1.7.1.4.

Vitalita ta’ kontrolli negattivi: id-densita assoluta ottika (OD540 NRU) mkejla fl-estratt NR tal-kontrolli
negattivi tindika jekk il-1 x 104 celloli mizrugha kull bir ikunu kibru biz-Zmien normali irduppjat matul
iljumejn ta’ prova. Prova tilhaq il-kriterji ta’ accettazzjoni jekk il-medja OD540 NRU ta’ kontrolli mhux
trattati hi > = 0,2.

Kontroll pozittiv: kimika maghrufa fototossika ghandha tkun pruvata flimkien ma kull prova ta’
fototossicita in vitro 3T3 NRU. Il-chlorpromazine (CPZ) intuzat bhala kontroll pozittiv fl-istudju ta’ validaz-
zjoni EU/COLIPA u ghalhekk hija rakkomandata. Ghal CPZ ezaminata bil-protokoll standard fil-prova ta’
fototossicita in vitro 3T3 NRU, kienu definiti 1-kriterji ta’ l-acettazzjoni tal-prova li gejjin: CPZ irradjata
(+ UVA): EC50 = 0,1 to 2,0 pg/ml, CPZ mhux irradjata (- UVA): EC50 = 7,0 to 90,0 pg/ml. Il-fattur ta’ foto
irradjazzjoni (PIF), jigifieri l-ispostament ta’ EC50 ghandu jkun ta’ l-anqas 6.

Kimiki ohra fototossi¢i maghrufa, xierqa ghall-klassi kimika jew karatteristici ta’ solubbilita tal-kimika tal-
prova li gqed tkun valutata, jistghu jintuzaw bhala I-kontrolli pozittivi konkorrenti, minflok CPZ. Fdan
il-kaz, ibbazat fuq id-data storici, il-meded tal-valuri EC50 u PIF jew MPE (effett tad-dawl medju) ghandhom
ikunu definiti b'mod xieraq bhala kriterji ta” accettazzjoni ghall-prova.

Deskrizzjoni tal-metodu tal-prova

Preparazzjonijiet

Celloli

Linja permanenti ta’ ¢elloli fibroblastici tal-gurdien - Balb/c 3T3, klonu 31 — jew minn ATCC jew minn
ECACC intuzat fl-istudju ta’ validazzjoni, u huwa ghalhekk rakkomandat. Celloli ohra jew linji tac-celloli
jistghu jintuzaw b’success ma’ l-istess protokoll tal-prova, jekk il-kondizzjonijiet tal-kultura huma addat-
tati ghall-bzonnijiet specifici tac-celloli, imma trid tintwera l-ekwivalenza.

I¢-celloli ghandhom ikunu vverifikati regolarment ghan-nuqgas ta’ kontaminazzjoni mikroplasma u
ghandha tintuza biss jekk ir-rizultati ta’ din il-verifika kienu sodisfacenti.

Billi s-sensittivita UVA tac-celloli tista’ tizdied b'numru ta’ passaggi, celloli Balb/c 3T3 ta’ l-izghar numru li
jista’ jinkiseb ta’ passagg ghandhom jintuzaw, l-ahjar anqas minn 100. Huwa importanti li s-sensittivita
UVA tac-celloli Balb/c 33T3 hija vverifikata regolarment skond il-procedura tal-kontroll ta’ kwalita desk-
ritta £din il-gwida.

Kondizzjonijiet tal-mezzi u tal-kultura

Ghandhom jintuzaw ghall-passagg tac-cellola ta’ rutina u l-procedura tal-prova kondizzjonijiet xierqa tal-
mezzi tal-kultura u ta’ inkubazzjoni. Ghal ¢elloli BalB/c 3T3, dawn huma mizjuda bDMEM b'10 % ta’ seru
ta’ ghogol ghadu jitwicled, 4nM glutamina, penicillina u steptomycin; u inkubazzjoni umidifikata
£37 °C|7,5 % CO,. Huwa partikolarment importanti li I-kondizzjonijiet tal-kultura tac-celloli jizguraw
zmien tac-¢iklu tac-cellola fil-medda normali storika tac-celloli jew linja ta’ celloli uzati.

Preparazzjonijiet tal-kulturi

Celloli minn kulturi ta’ stokk iffrizat huma mizrugha fil-mezz tal-kultura fid-densita xierqa u subkoltivati
ta’ l-anqas darba qabel ma jintuzaw fil-prova in vitro 3T3 NRU ta’ fototossicita.

Ghall-prova ta’ fototossicita jinzerghu celloli fil-mezz tal-kultura fdensita tali li l-kulturi ma jilhqux
il-konfluwenza fi tmiem il-prova, jigifieri meta l-vitalita tac-cellola hija determinata 48 s wara li jinzerghu
¢-celloli. Ghal ¢celloli Balb/c 3T3 imkabbra £96-well plates, 1 x 104 ¢ellola kull bir hija d-densita rakkoman-
data tac-cellola.

Ghal kull kimika ta’ prova, celloli mizrugha identikament fzewg 96-well plates separati, li huma mbaghad
mehuda konkorrentement fil-procedura shiha tal-prova taht kondizzjonijiet tal-kultura identici, hlief ghall-
perjodu taz-zmien meta wahda mill-pjanci hija irradjata (+ UVA|vis) u l-ohra tinzamm fid-dlam (-UVA|vis).

Attivazzjoni metabolika

Billi l-uzu ta’ sistemi metabolizzanti hija htiega generali ghall-provi kollha in vitro ghat-tbassir tal-potenzjal
genotossiku u karcinogeniku, s'issa, fil-kaz ta fototossikologija, l-ebda kimika m’hija maghrufa li ghaliha
tenhtieg it-trasformazzjoni metabolika ghall-kimika biex tagixxi bhala fototossina in vivo jew in vitro. Ghal-
hekk, mhux mitqies la mehtieg u lanqas xjentifikament gustifikat ghall-prova prezenti i ssir b'sistema meta-
bolika ta’ attivazzjoni.
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1.7.1.5.

1.7.1.6.

Kimika tal-prova/preparazzjoni

Kimiki tal-prova ghandhom ikunu ppreparati friski minnufih qabel l-uzu, sakemm id-data ta’ stabbilta turi
l-accettabbilta tal-hazna. Il-preparazzjoni taht dawl ahmar jista’ jenhtieg meta x’aktar tista’ tigri malajr
il-fotodegradazzjoni.

[l-kimiki tal-prova ghandhom jiddewbu f'soluzzjonijiet tal-melh buffered, ez soluzzjoni bilan¢jata Earl,
(EBSS) jew phosphate buffered saline (PBS), li, biex ma jkunx hemm interferenza waqt l-irradjazzjoni, ghandha
tkun hielsa minn komponenti tal-proteina u kuluri ta’ indikatur ph li jassorbu d-dawl.

Kimiki tal-prova ta’ solubbilta limitata fl-ilma ghandhom jiddewbu fsolventi xierqa fil-koncentrazzjoni
finali mixtieqa ghal 100 darba u mbaghad dilwita 1:100 bis-soluzzjoni tal-melh buffered. Jekk jintuza
solvent ghandu jkun prezenti fvolum kostanti ta’ 1 % (v/v) fil-kulturi kollha, jigifieri fil-kontrolli negattivi
kif ukoll fil-kon¢entrazzjonijiet kollha tal-kimika tal-prova.

Id-dimethylsulphoxide (DMSO) u l-etanol (EtOH) huma s-solventi rakkomandati. Jistghu jkunu xierqa sol-
venti ohra ta’ tossicita baxxa (ez acetone), imma ghandhom ikunu valutati bir-reqga ghal proprjetajiet spe-
¢ifici, ez reazzjoni mal-kimika tal-prova, l-estinzjoni ta’ l-effett fototossiku, u I-proprjetajiet tal-gabda tar-

radikali.

Jistghu jintuzaw tahlit tal-vortex ufjew sonikazzjoni ufjew tishin sa 37 °C, jekk mehtieg, biex tghin
is-solubilizzazzjoni.

Irradjazzjoni[Preprazzjoni UV

Sors tad-dawl: I-ghazla ta’ sors tad-dawl xieraq u filtru xieraq huwa l-aktar fattur xieraq fil-prova ta’ tossi-
¢ita. Regjuni UVA u visibbli huma solitament assocjati mal-fotosensitizzazzjoni (7) (10), waqt li UVB hija
ta’ anqas rilevanza u hija direttament citotossika hafna, u zzid ic-¢itotossicita taghha 1 000 darba minn 313
sa 280 nm (11). Il-kriterji ghall-ghazla ta’ sors ta’ dawl xieraq ghandhom jinkludu l-htiega essenzjali li s-sors
tad-dawl jemetti wavelengths assorbiti mit-test kimiku u li d-doza tad-dawl (li tista’ tintlahaq fi zmien rago-
nevoli) ghandha tkun bizzejjed ghal kxif ta’ fotosensibilizzanti maghrufa. Barra dan, il-wavelengths u d-dozi
uzati m'ghandhomx ikunu ta’ hsara zejda ghas-sistema tal-prova, li tinkludi l-emissjoni ta’ shana (regjun
infra ahmar).

Is-simulazzjoni tad-dawl tax-xemx b’simulaturi solari hija kkunsidrata l-ahjar sors tad-dawl. Kemm Xenon
arcs u (doped) mercury-metal halide huma uzati fis-simulaturi solari. Ta’ l-ahhar ghandhom il-vantagg li
jemettu anqas shana u li huma orhos, imma t-tqabbil taghhom mad-dawl tax-xemx mhux perfett. Billi
s-simulaturi kollha solari jemettu kwantitajiet sinifikanti ta’ UVB, ghandhom ikunu ffiltrati kif xieraq biex
itaffu il-wavelengths UVB citotossici hafna.

Ghandu jintuza ghall-prova ta’ fototossicita in vitro 3T3 NRU spettru ta’ irradjazzjoni prattikament battal
minn UVB (UVA:UVB gsim h 1:20). Kien ippubblikat ezempju tat-tqassim ta’ l-irradjazzjoni spettrali tas-
simulatur solari ffiltrat uzat fl-istudju ta’ validazzjoni tal-prova tal-fototossicita in vitro 3T3 NRU (3).

Dozimetrija: l-intensita tad-dawl (l-irradjazzjoni) ghandha tkun ivverifikata regolarment qabel kull prova
ta’ fotossicita, bl-uzu ta’ meter broadband UV xieraq. Il-UV meter ghandu jkun ikkalibrat mas-sors.
Il-funzjonament tal-UV-meter ghandu jkun ivverifikat, u ghal dan l-iskop, huwa rakkomandat l-uzu tat-
tieni UV meter ta’ referenza ta’ l-istess tip u l-istess kalibratura. Idealment, fintervalli akbar,
spettroradjometru ghandu jintuza biex ikejjel l-irradjazzjoni spettrali tas-sors ta’ dawl filtrat u biex tkun
ivverifikata l-kalibrazzjoni tal-broadband UV-meter, imma dawn l-istrumenti jehtiegu l-intervent ta’ persuni
specjalizzati.

Doza ta’ 5 JJem?(UVA) kienet stabbilita fl-istudju ta’ validazzjoni li mhux ¢itotossika ghac-¢elloli Balb/c 3T3
u bizzejjed qawwija biex tecita anki kimiéi fototossi¢i dghajfin. Biex jintlahaq 5]/cm? fperjodu ta’ 50 min,
l-irradjazzjoni ghandha tkun aggustata sa 1, 666 mW/cm?. Jekk jintuzaw linja ta’ ¢elloli jew sors ta’ dawl
differenti, id-doza UVA jista’ jkollha bzonn ta’ adattament hafif, bl-uzu tal-kriterji li m’humiex ta’ hsara
ghac-celloli u bizzejjed biex jikxfu fototossini standard. Iz-zmien ta’ I-espozizzjoni tad-dawl huwa kkalko-
lat b’dan il-mod:

Strahlungsdosis (J/cm?) x 1000
t{min) = (17=1 W sec)
Strahlung (mW/cm2) x 60

Kondizzjonijiet tal-prova

Il-kon¢entrazzjoni massima ta’ kimika tal-prova m'ghandhiex tagbez 100pg/ml, billi I-kimici fototossici
kienu rilevati fkoncentrazzjonijiet aktar baxxi, billi fkoncentrazzjonijiet oghla tizdied l-inc¢idenza ta’ pozit-
tivi foloz (tbassir Zejjed). Il-pH ta’ I-oghla koncentrazzjoni tal-kimika tal-prova ghandu jkun il-medda ph
sodisfacenti: 6,5 - 7,8).
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1.7.3.

1.7.3.1.

1.7.3.2.

1.7.3.3.

Il-meded ta’ koncentrazzjonijiet ta’ kimika ezaminata fil-prezenza (+ UVA) u fin-nuqqas ta’ (- UVA) ta’ dawl
ghandhom ikunu stabbiliti b'mod adegwat fesperimenti ta” gabel maghmula apposta ghalhekk. Il-medda u
l-intercett ta’ serje ta’ koncentrazzjoni ghandhom ikunu aggustati b'tali mod li I-kurvi ta’ koncentrazzjoni-
rispons huma mseddqa bizzejjed bid-data sperimentali. Jehtieg li jintuzaw serje ta’ koncentrazzjoni geo-
metrika (b'fattur kostanti ta’ dilwizzjoni).

Procedura tal-prova (1)

L-ewwel gurnata

Ipprepara sospensjoni ta’ ¢ellola ta” 1 x 1055 celloli/ml fmezz ta’ kultura u u ferra’ 100 pl tal-mezz tal-
kultura biss fil-bjar zghar periferici ta” pjanca ta’ 96-well ghall-mikrotitolazzjoni tal-kultura tat-tessut
(= vojta). Fil-bjar zghar li jifdal, ferra’ 100 pl ta’ sospensjoni ta’ cellola ta” 1 x 105 ¢elloli/ml (= 1 x 104
celloli/bir). Ghal kull kimika tal-prova, ipprepara Zewg pjanci: wahda biex tistabbilixxi ¢-¢itotossicita
(-UVA), u l-ohra biex tkun stabbilita I-fototossicita (+ UVA).

Inkuba ¢-celloli ghal 24 s (7,5 % CO,, 37 °C) sakemm jiffturmaw monostrat semikonfluwenti. Dan
il-perjodu ta’ inkubazzjoni jippermetti ghall-irkupru tac-celloli u l-aderenza, ghat-tkabbir esponenzjali.

It-tieni jum

Wara l-inkubazzjoni, ferra’ I-mezz tal-kultura mi¢-celloli u ahsel darbtejn 150 pl EBSS/PBS kull bir. Zid
100 pl ta’ EBSS/PBS li jkollhom koncentrazzjoni xierqa tal-kimika tal-prova jew solvent biss (kontroll negat-
tiv). Applika 8 koncentrazzjonijiet differenti tal-kimika tal-prova. Inkuba ¢-celloli b’kimika tal-prova fid-
dlam ghal 60 minuta (7,5 % CO,, 37 °C).

Biex issir il-parti (+ UVA) tal-prova, irradja ¢-celloli ftemperatura ambjentali ta’ 50 minuta permezz ta’
l-ghatu tal-pjan¢a 96-well b'1,7 mW/[¢ém?> UVA (= 5 J/ém?). Ivventila bfann biex ma’ thallix
il-kondensazzjoni taht l-ghatu. Zomm platti dduplikati (-UVA) ftemperatura ta’ l-ambjent fkaxxa mud-
lama ghal 50 minuta (= UVA hin ta’ espozizzjoni).

Ferra’ s-soluzzjoni tal-prova u ahsel darbtejn b’150 pl EBSS/PBS. Ibdel EBSS/PBS b'mezz ta’ kultura u inkuba
(7,5 % CO,, 37 °C) matul il-lejl (18-22 h).

It-tielet gurnata

Valutazzjoni mikroskopika

Ezamina ¢-Celloli taht mikroskopju bil-kuntrast tal-fazi. Irrekordja bidliet fil-morfologija ta¢-celloli
minhabba l-effetti ¢itotossici tal-kimika tal-prova. Din il-verifika hija rakkomandata, biex teskludi l-izbalji
sperimentali, imma dawn ir-rekords m’humiex uzati ghall-valutazzjoni tac-¢itotossicita jew tal-fototossicita.

Prova ta’ l-assorbiment ta’ l-ahmar newtrali

Ahsel ic-¢elloli b’150 pl imsahhan minn qabel EBSS/PBS. Nehhi s-soluzzjoni tal-hasil bit-taptip gentili. Zid
100 pl NR mezz u inkuba 37 °C, fatmosfera umidifikata ta’ 7,5 % CO,, ghal 3 h.

Wara l-inkubazzjoni, ferra’ I-mezz NR, u ahsel i¢-celloli b’150 pl EBSS/PBS. Ferra’ u bblottja ghal kollox
EBSS/PBS. i¢c-centrifugazzjoni bil-pjanca bil-maqlub hija fakoltattiva.

Zid ezattament 150 ul NR soluzzjoni ta’ estinzjoni (etanol/a¢tu acetiku ppreparati friski)

Caglaq malajr il-pjanca tal-mikrotitolazzjoni ghal 10 min, sakemm I-NR ikun estratt mi¢-celloli u ffurmat
soluzzjoni omogenea.

Kejjel id-densita ottika ta’ l-estratt NR £540 nm f'spettrofotometru, bl-uzu ta’ vojt bhala riferenza. Issejvja
d-data fformat tal-fajl xieraq (ez. ASCII) ghall-analizi sussegwenti.
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2.1

2.2.

2.3.

DATA

Kwalitd u kwantita ta’ data

Id-data ghandhom jippermettu analizi sinifikattiva tal-koncentrazzjoni-rispons miksub fil-prezenza u fin-
nuqqas ta’ -UVA|vis irradjazzjoni. Jekk tinsab i¢c-¢itotossicita, kemm il-medda ta’ koncentrazzjoni u
l-intercett ta’ koncentrazzjonijiet individwali ghandhom ikunu ffissati b'mod biex tippermetti li tidhol kurva
ghad-data sperimentali. Minhabba I-fatt li kimika ta’ prova tista’ ma tkunx citotossika sal-limitu definit tal-
koncentrazzjoni ta’ 100 pg/ml fl-esperiment fid-dlam (- UVA), imma tossika hafna meta rradjata (+ UVA),
il-meded tal-koncentrazzjoni li ghandhom ikunu ppruvati fiz-zewg partijiet ta’ l-esperiment jistghu jkunu
differenti b’ordni ta’ kobor biex iharsu l-htiega ta’ data ta’ kwalitd adegwata. Jekk ma tinstab l-ebda
citotossicita fiz-zewg partijiet ta’ l-esperiment (-UVA u + UVA), hija bizzejjed prova b'intercett kbir bejn
id-dozi singoli sa l-oghla koncentrazzjoni.

Mhemm l-ebda htiega ghall-verifika ta’ rizultat car posittiv billi l-esperment ikun ripetut. Barra dan, rizul-
tati cari pozittivi m’'ghandhomsx ghalfejn ikunu vverifikati, sakemm il-kimika tal-prova kienet ippruvata
fkoncentrazzjonijiet oghlja bizzejjed. Fdawn il-kazijiet, huwa bizzejjed esperiment wiehed ewlieni, appogg-
jat minn esperiment preliminari tad-definizzjoni tal-medda.

Provi li taw rizultati li bilkemm jintgharfu wiehed minn iehor qrib il-linja ta’ demarkazzjoni tal-mudell ta’
tbassir ghandhom ikunu ripetuti ghall-verifika.

Jekk jitgies mehtieg li I-provi ghandhom ikunu mtennija, ghalhekk il-varjazzjoni tal-kondizzjonijiet speri-
mentali jistghu jkunu importanti biex jintlahaq rizultat ¢ar. Varjabbli fundamentali fdin il-prova hija
l-preparazzjoni ta’ soluzzjonijiet tal-kimika tal-prova. Ghalhekk, il-varjazzjoni ta’ dawn il-kondizzjonijiet
(ko-solvent, triturazzjoni u sonikazzjoni) jistghu jkunu l-aktar rilevanti ripetizzjoni tal-prova. Alternatti-
vament, tista’ tkun ikkunsidrata l-varjazzjoni taz-zmien ta’ l-inkubazzjoni ta’ gabel l-irradjazzjoni. Jista’ jkun
rilevanti zmien agsar ghall-kimici li m’humiex stabbli fl-ilma.

Trattament tar-rizultati

Meta possibbli, tkun iddeterminata l-koncentrazzjoni ta’ kimika tal-prova li tirrifletti 50 % inibizzjoni ta’
I-NRU (EC50) ¢ellulari. Dan jista’ jsir billi tkun applikata kull procedura xierqa ta’ regressjoni mhux lineari
(preferibbilment funzjoni Hill jew regressjoni logistika) lid-data ta’ koncentrazzjoni-rispons, jew bl-uzu ta’
proceduri ohra xierqa. Qabel ma tintuza EC50 ghall-kalkoli ohra, hemm bzonn li tkun ivverifikata b’'mod
xieraq il-kwalita ta’ l-addattament. Alternattivament, jistghu jkunu uzati metodi ta’ addattament ghar-
rapprezentazzjoni grafika biex ikun ikkalkolat EC50. F'dan il-kaz, l-uzu tal-karta tal-probabbilta huwa rak-
komandat (skala-x: log, skala-y: probit), billi fhafna kazijiet il-funzjoni tar-rispons tal-koncentrazzjoni ssir
kwazi lineari wara din it-trasformazzjoni.

Valutazzjoni tar-rizultati (mudelli ta’ tbassir)

Mudell ta’ thassir verzjoni 1: Fattur ta’ irritazzjoni tad-daw! (PIF)

Jekk kemm, fil-prezenza (+ UVA) u fin-nuqgas (-UV) tad-dawl, jinkisbu kurvi ta’ rispons ta’ koncentrazzjoni
kompleti, fattur ta’ irritazzjoni tad-dawl (PIF) huwa ikkalkolat permezz tal-formula li gejja:

EC5o (-UV)
ECso (+ UV}

(a) PIF =

PIF<5, ma jbassar l-ebda potenzjal fototossiku, waqt li PIF>= 5 ibassar potenzjal fototossiku.

Jekk kimika hija citotossika biss + UVA u mhix ¢itotossika meta ppruvata —UVA, il-PIF ma jistax ikun ikkal-
kolat, ghalkemm dan huwa r-rizultat li jindika I-potenzjal fototossiku. Fdawn il-kazijiet, >PIF jista’ jkun
ikkalkolat jekk il-prova ta’ citotossicita titwettaq sa l-ghola koncentrazzjoni (Cmax) u dan il-valur huwa uzat
ghall-kalkolu tal- >PIF;

Cmax (_ UV)

PIF= ——
® g ECy5o (+ UV)

Jekk >PIF jista’ jinkiseb, mela kull valur >1 ibassar il-potenzjal fototossiku.

Jekk kemm EC50 (- UV) u EC50 (+ UV) ma jistghux ikunu kkalkolati minhabba I-fatt li kimika ma turix xi
¢itotossicita sa l-oghla koncentrazzjoni, din ma tindika 1-ebda potenzjal fototossiku. Fdawn il-kazijiet, ‘PIF
= *1” formali huwa uzat biex jikkaratterizza r-rizultat;
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Jekk >PIF = *1” biss jista’ jinkiseb, dan ma jbassar l-ebda potenzjal fototossiku.

Fil-kazijiet (b) u (¢), ghandhom ikunu kkunsidrati bir-reqqa I-koncentrazzjonijiet miksuba fil-prova ta’ tos-
sicita in vitro 3T3 NRU meta jkun qed jitbassar il-potenzjal fototossiku.

Mudell ta’ thassir verzjoni 2: Effett medju tad-daw! MPE

Alternattivament, verzjoni gdida tal-mudell ghat-tbassir tal-potenzjal fototossiku tista’ tkun applikat, li kien
zviluppat bl-uzu tad-data ta’ l-istudju tal-validazzjoni EU/COLIPA(15) u ppruvat taht kondizzjonijiet
fl-ghama fi studju sussegwenti fuq il-fototossicita in vitro tas-sustanzi kimiki bil-filtru UV. Dan il-mudell
jeghleb il-limitazzjoni tal-mudell PIF fkazijiet fejn EC50 ma jistax jinkiseb. [l-mudell juza 1-effett medju tad-
dawl’ (MPE), mizura li hija bbazata fuq paragun ta’ kurvi ta’ rispons ta’ koncentrazzjoni shiha. Ghall-
applikazzjoni tal-mudell MPE, gie zviluppat software tal-kompjuter specjali fl-Universita ta” Humboldt
(Berlin), li jista’ jinkiseb b’xejn.

Interpretazzjoni tar-rizultati

Rizultat pozittiv fil-prova ta’ tossicita in vitro 3T3 NRU (PIF > = 5 or MPE > = 0,1) jindika li s-sustanza tal-
prova ghandha potenzjal fototossiku. Jekk dan ir-rizultat jinkiseb fkoncentrazzjonijiet anqas minn
10 pg/ml, il-kimika tal-prova x'aktarx tagixxi bhala fototossina wkoll taht kondizzjonijiet varji ta’
espozizzjoni in vitro. Jekk rizultat pozittiv jinkiseb biss fl-oghla konc¢entrazzjoni tal-prova ta’ 100 pg/ml,
konsiderazzjonijniet ohra jistghu jkunu mehtiega ghall-valutazzjoni tal-perikolu jew potenza fototossika.
Dawn jistghu jinkludu data fuq il-penetrazzjoni, assorbiment u akkumulu possibbli tal-kimika fil-gilda, jew
l-ittestjar tal-kimika fi prova konfermatorja alternattiva, ez, l-uzu ta’ mudell tal-bniedem in vitro.

Rizultat negattiv mill-prova ta’ tossicita in vitro 3T3 NRU (PIF<5 jew MPE <0,1) jindika li s-sustanza tal-
prova ma kinitx fototossika ghac-celloli mammiferi kkultivati taht il-kondizzjonijiet uzati. Fkazijiet meta
l-kimika tista’ tkun ippruvata sa l-oghla koncentrazzjoni ta’ 100 pg/ml, rizultat negattiv jindika li I-kimika
m’ghandha l-ebda potenzjal fototossiku, u l-fototossicita in vivo tista’ tkun ikkunsidrata remota. Fkazijiet
meta r-rispons identiku ta’ koncentrazzjoni u tossi¢ita (EC50 + UV and EC50- UV) nkiseb
fkoncentrazzjonijiet aktar baxxi, l-interpretazzjoni tad-data tkun l-istess. Diversament, jekk ma tintwera
l-ebda tossicita (+ UV and - UV) u jekk is-solubbilta fl-ilma tillimita I-koncentrazzjonijiet ghal valuri ta’ inqas
minn 100 pg/ml, allura l-kompatibbilta tas-sustanza tal-prova fil-prova tista’ titpogga fid-dubbju u
ghandhom ikunu kkunsidrati provi konfermatorji (ez. l-uzu ta’ mudell tal-gilda in vitro, jew mudell tal-
gilda ex vivo jew prova in vivo).

RAPPURTAGG

Ir-rapport tal-prova

Ir-rapport tal-prova ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja:

Kimika tal-prova:

— data ta’ identifikazzjoni u No SAK, jekk maghruf,

— natura fizika u purezza,

— proprjetajiet fizikokimici rilevanti ghall-esekuzzjoni ta’ l-istudju,
— stabbilta u fotostabbilta, jekk maghrufa.

Solvent:

— gustifikazzjoni ghall-ghazla tas-solvent,

— solubbilta tal-kimika tal-prova fdan is-solvent,

— percentwal ta’ solvent prezenti fil-mezz tat-trattament (EBSS jew PBS).
Celloli

— tip u sors tac-celloli,

— nuqqas ta’ mikroplasma,

— numru ta’ passaggi tac-cellola, jekk maghrufa,

— is-sensittivita UVA tac-celloli, determinata bit-taghmir ta’ irradjazzjoni, uzat fil-prova ta’ tossicita in vitro
3T3 NRU.

Kondizzjonijiet tal-prova (a) — inkubazzjoni qabel u wara t-trattament:
— tip u kompozizzjoni tal-mezz tal-kultura,
— kondizzjonijiet ta’ inkubazzjoni (koncentrazzjoni CO,, temperatura, umidita).

— tul ta’ l-inkubazzjoni (qabel it-trattament, wara t-trattament).
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Kondizzjonijiet tal-prova (b) — trattament bil-kimika:

— kriterji ghall-ghazla tal-koncentrazzjonijiet tal-kimici tal-prova uzati kemm fil-prezenza u fin-nuqqas
ta’ l-irradjazzjoni UV/vis,

— fil-kaz ta’ solubbilta limitata tal-kimika tal-prova u n-nuqqas ta’ ¢itotossicita, ir-ragunijiet ghall-oghla
koncentrazzjoni ppruvata,

— tip u kompozizzjoni tal-mezz tat-trattament (soluzzjoni tal-melh buffered),
— tul tat-trattament kimiku.

Kondizzjonijet tal-prova (¢) — irradjazzjoni:

— raguni ghall-ghazla tas-sors tad-dawl uzat,

— karatteristici ta’ irradjazzjoni spettrali tas-sors tad-dawl,

— Xkaratterisitici ta’ trasmissjoni/assorbiment tal-filtru(i) uzat,

— Xkaratteristici tar-radjometru u dettalji fuq il-kalibrazzjoni tieghu,
— distanza tas-sors tad-dawl mis-sistema tal-prova,

— Trradjazzjoni UVA fdin id-distanza, espressa fmW/cm?,

— tul ta’ l-espozizzjoni tad-dawl UV/vis,

— doza UVA (irradjazzjoni - zmien), espressa f]/cm?,

— temperatura uzata ghall-kulturi tac-celloli matul l-irradjazzjoni, u ghall-kulturi ta’ ¢elloli mizmuma
flimkien fid-dlam.

Kondizzjonijiet tal-prova (d) — prova NRU:

— kompozizzjoni tal-mezz NRU,

— tul ta’ l-inkubazzjoni NR,

— kondizzjonijiet ta’ inkubazzjoni (koncentrazzjoni CO,, temperatura, umdita),
— kondizzjonijiet ta’ I-estrazzjoni NR (estraent, tul),

— wavelength uzat ghall-qari spettrofotometriku tad-densita ottika NR,

— it-tieni wavelength (referenza), jekk uzat,

— kontenut tal-vojt spettrofotometriku, jekk uzat.

Rizultati:

— vitalita tac-celloli miksuba fkull koncentrazzjoni tal-kimika tal-prova, imfissra f'percentwal tal-medja
tal-vitalita tal-kontrolli,

— kurvi ta’ koncentrazzjoni-rispons, (koncentrazzjoni kimika tal-prova u vitalita relattiva tac-cellola), mik-
subin fesperimenti konkorrenti + UVA u -UVA,

— analizi tad-data tal-kurvi tal-koncentrazzjoni ta’ rispons: jekk possibbli, komputazzjoni/kalkolu ta’
EC50 (+ UVA) u EC50 (-UVA),

— paragun taz-zewg kurvi ta’ koncentrazzjoni respons, miksuba fil-prezenza u fin-nuqgas ta’
l-irradjazzjoni UVA/vis, jew bil-kalkolu tal-fattur ta’ fotoirritazzjoni (PIF), jew bil-kalkolu ta’ l-effett
medju tad-dawl (MPE),

— Kklassifikazzjoni tal-potenzjal fototossiku,

— kriterji(u) ta’ l-accettazzjoni tal-prova — kontroll negattiv konkorrenti:
— vitalita assoluta (densita ottika ta’ l-estratt NR) ta’ celloli irradjati u mhux irradjati,
— data storika ta’ kontroll negattiv, devjazzjoni medja u standard.

— kriterji (b) ta’ I-accettazzjoni tal-prova — kontroll pozittiv konkorrenti:
— EC50 (+ UVA) u EC50 (- UVA) u PIF tal-kimika ta’ kontroll pozittiv,

— data storika ta’ kimika ta’ kontroll pozittiv: EC50 (+ UVA) u EC50 (- UVA) u PIF, devjazzjoni medja
u standard.

Diskussjoni tar-rizultati.

Konkluzjonijiet.
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Appendix

Rwol tal 3T3 Nru PT fapproc¢ sekwenzjali ghall-provi ta’ fototossicita tal-kimiki

Valutazzjoni inizjali tal-
kimika
(Q)SAR, fotokimika

Spettra ta’ assorbiment

UV/vis fsolventi xierqa L-ebda prova ta

L-ebda

assorbiment

fotobijol-ogija

ohra mhi

{ez. OECD TG 101) mehtiega

Assorbiment

prova tal-fototossia in vitro 3T3 NRU

Miluri regolatorji li
jiddependu fuq l-uzu
fil-bnedmin ez.
ittikkettjar

Fil-kon¢.
® >100 mg/ml

Fil-kon¢.
e <100 mg/ml

A 4

Prova ta’ konferma
validata
(ara taqsima 2.4)

L-ebda potenzjal
fototossiku akut

v

Fotogenotossicita in vitro

Prova tal-fotoallergija

©

Provi ta’ sigurta fil-
bnedmin’

(") Dettalji ohra jistghu jinstabu fir-riferenza 12.”



