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ROZPORZADZENIE KOMISJI (UE) NR 1152/2010
z dnia 8 grudnia 2010 r.

zmieniajace, w celu dostosowania do postepu technicznego, rozporzadzenie (WE) nr 440/2008

ustalajgce  metody badan zgodnie z rozporzadzeniem (WE) nr 1907/2006 Parlamentu

Europejskiego i Rady w sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych

ograniczen w zakresie chemikaliow (REACH)
(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

KOMISJA EUROPEJSKA, celow  doSwiadczalnych, zgodnie z  dyrektywa

uwzgledniajac Traktat o funkcjonowaniu Unii Europejskiej,

uwzgledniajac rozporzadzenie (WE) nr 1907/2006 Parlamentu
Europejskiego i Rady z dnia 18 grudnia 2006 r. w sprawie
rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych ograniczen
w zakresie chemikaliéw (REACH), utworzenia Europejskiej
Agencji Chemikaliow, zmieniajgce dyrektywe 1999/45/WE
oraz uchylajgce rozporzadzenie Rady (EWG) nr 79393
i rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1488/94, jak rowniez dyrek-
tywe Rady 76/769[EWG i dyrektywy Komisji 91/155/EWG,
93/67/EWG, 93/105/WE i 2000/21/WE (\), w szczegblnosci
jego art. 13 ust. 3,

a takze majgc na uwadze, co nastepuje:

() Rozporzgdzenie Komisji (WE) nr 440/2008 () zawiera
metody badan stuzace okreslaniu wilasciwosci fizykoche-
micznych, toksycznosci oraz ekotoksycznosci substancji,
ktére nalezy stosowaé do celéw rozporzadzenia (WE) nr
1907/2006.

(2)  Nalezy  zaktualizowaé rozporzadzenie (WE) nr
4402008 w celu priorytetowego uwzglednienia dwdch
przyjetych przez OECD nowych metod badania in vitro
dotyczacych dzialania draznigcego dla oczu, aby uzyskaé
zmniejszenie liczby zwierzat wykorzystywanych do

Rady 86/609/EWG 1z dnia 24 listopada 1986 r.
w  sprawie  zblizenia  przepisow  ustawowych,
wykonawczych i administracyjnych panstw czlonkow-
skich dotyczacych ochrony zwierzat wykorzystywanych
do celéw doswiadczalnych i innych celéw naukowych (3).
W sprawie tego projektu przeprowadzono konsultacje
z zainteresowanymi stronami.

(3)  Nalezy zatem odpowiednio zmieni¢ rozporzadzenie (WE)
nr 440/2008.

(4 Srodki przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu sa
zgodne z opinig komitetu ustanowionego na mocy art.
133 rozporzadzenia (WE) nr 1907/2006,

PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

Artykut 1

W czgsci B zalgcznika do rozporzadzenia (WE) nr 440/2008
dodaje si¢ rozdzialy B.47 i B.48 w brzmieniu okreslonym
w zalgczniku do niniejszego rozporzadzenia.

Artykut 2

Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w Zycie trzeciego dnia po
jego opublikowaniu w Dzienniku Urzedowym Unii Europejskiej.

Niniejsze rozporzadzenie wiaze w calosci i jest bezposrednio stosowane we wszystkich

panstwach cztonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli dnia 8 grudnia 2010 r.

() Dz.U. L 396 z 30.12.2006, s. 1.
() Dz.U. L 142 z 31.5.2008, s. 1.

W imieniu Komisji
José Manuel BARROSO
Przewodniczgcy

() Dz.U. L 358 z 18.12.1986, s. 1.
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ZALACZNIK

,B. 47 METODA BADANIA ZMETNIENIA I PRZEPUSZCZ{\LNOS’CI ROGOWKI U BYDLA DO CELOW IDEN-
TYFIKACJI SUBSTANCJI ZRACYCH I SILNIE DRAZNIACYCH DLA OCZU

WPROWADZENIE

1. Metoda badania zmetnienia i przepuszczalnosci rogéwki u bydla (BCOP) jest metoda badania in vitro, ktérg mozna
stosowaé w niektorych okoliczno$ciach i przy okreslonych ograniczeniach w celu zaklasyfikowania substancji
i mieszanin jako »zrace i silnie draznigce dla oczu« (1)(2)(3). Dla celéw niniejszej metody badania substancje silnie
draznigce oznaczaja substancje, ktére wywoluja zmiany oczne utrzymujace si¢ u krélika przez co najmniej 21 dni od
podania tych substancji. Chociaz uwaza si¢, ze badanie BCOP nie moze catkowicie zastgpi¢ badania in vivo na oku
krélika, zaleca si¢ jego stosowanie w ramach strategii badan wielopoziomowych do celow klasyfikacji regulacyjnej
i oznakowania w ramach okreslonej dziedziny zastosowania (4)(5). Badane substancje i mieszaniny (6) mozna
zaklasyfikowa¢ jako zrace lub silnie draznigce dla oczu bez przeprowadzania dodatkowych badan na krélikach.
Substancje, ktéra daje ujemny wynik w badaniu, nalezy zbada¢ na krélikach za pomoca strategii badan sekwencyj-
nych, zgodnie z wytycznymi OECD dotyczacymi badan 405 (7) (rozdzial B. 5 niniejszego zalacznika).

2. Niniejsza metoda badania ma na celu opisanie procedur stosowanych do oceny potencjalnego dziatania zracego lub
silnie draznigcego dla oczu badanej substancji, okreslanego na podstawie jej zdolnosci do wywolywania zmetnienia
i zwigkszonej przepuszczalnosci w izolowanej rogéwee bydlecej. Toksyczne oddziatywanie na rogdwke jest oceniane
na podstawie: (i) zmniejszonej przepuszczalno$ci $wiatla (zmetnienie) oraz (ii) zwigkszonej przepuszczalnosci barw-
nika na bazie soli sodowej fluoresceiny (przepuszczalno§¢). Oceny zmetnienia i przepuszczalnoci rogdwki, wydane
w nastepstwie ekspozycji rogéwki na badana substancje, sa taczone w jeden wskaznik podraznienia in vitro (IVIS),
ktéry stosuje si¢ do klasyfikacji stopnia dziatania draznigcego badanej substangji.

3. Metode badania BCOP zastosowano réwniez do badania substancji draznigcych dla oczu wywolujacych zmiany,
ktére ustepuja w ciggu 21 dni, oraz substancji niedrazniacych. Dokladno$¢ i wiarygodno$¢ metody badania BCOP
w odniesieniu do substancji nalezacych do tych kategorii nie zostala jednak formalnie oceniona.

4. Definicje podano w dodatku 1.

ZALOZENIA WSTEPNE I OGRANICZENIA

5. Niniejsza metoda badania opiera si¢ na protokole metody badania BCOP Migdzyagencyjnego Komitetu Koordyna-
cyjnego ds. Uznawania Metod Alternatywnych (ICCVAM) (8), ktéry opracowano na podstawie migdzynarodowego
badania walidacyjnego (4)(5)(9) przy udziale Europejskiego Centrum Uznawania Metod Alternatywnych (ECVAM)
i Japoniskiego Centrum Uznawania Metod Alternatywnych (JaCVAM). Protokét opiera si¢ na informacjach uzyskanych
z instytutu badan in vitro (In Vitro Sciences, IIVS) oraz na protokole 124 INVITTOX (10), ktéry zostal zastosowany
w sponsorowanym przez Wspolnote Europejska badaniu prewalidacyjnym badania BCOP przeprowadzonym
w latach 1997-1998. Podstawg dla obydwu powyzszych protokoléw byla metodologia badania BCOP, o ktorej
po raz pierwszy wspomina Gautheron i in. (11).

6. Zidentyfikowane ograniczenia niniejszej metody badania opieraja si¢ na wysokich odsetkach wynikéw falszywie
dodatnich w przypadku alkoholi i ketondéw oraz na wysokim odsetku wynikéw falszywie ujemnych w przypadku
cial stalych, ktére obserwuje si¢ w bazie danych walidacyjnych (zob. pkt 44) (5). Jezeli z bazy danych wylaczy si¢
powyzsze klasy chemiczne i fizyczne, doktadnos¢ badania BCOP w systemach klasyfikacji UE, EPA i GHS znacznie
si¢ poprawia (5). Ze wzgledu na cel niniejszego badania (tj. zidentyfikowanie wylacznie substancji zracych/silnie
draznigcych dla oczu) odsetek wynikéw falszywie ujemnych nie ma decydujacego znaczenia, poniewaz substancje
takie zostang nastepnie zbadane na krolikach lub za pomocs innych odpowiednio zwalidowanych badan in vitro,
w zaleznosci od wymogéw okre$lonych w przepisach, przy zastosowaniu strategii badan sekwencyjnych zgodnie
z podejiciem opartym na analizie wagi dowodéw. Ponadto obecna baza danych walidacyjnych nie pozwala na
odpowiednia ocen¢ niektérych klas chemicznych lub produktowych (np. mieszanin). Osoby przeprowadzajace
badanie moga jednak rozwazy¢ zastosowanie niniejszej metody badania w odniesieniu do wszystkich rodzajéw
badanego materialu (w tym mieszanin), w przypadku ktérego wynik dodatni mozna zaakceptowal jako wskazujacy
na reakcje na dzialanie Zrace lub silnie draznigce dla oczu. Dodatnie wyniki uzyskane w przypadku alkoholi
i ketonéw nalezy jednak interpretowaé z ostroznoscig ze wzgledu na ryzyko ich zawyzenia.

7. Wszystkie procedury przeprowadzane z wykorzystaniem oczu bydlecych i rogéwki bydlecej powinny przebiegaé
zgodnie z regulaminami i procedurami postgpowania z materialem pozyskanym od zwierzat, ktéry obejmuje m.in.
tkanki i plyny tkankowe, obowiazujacymi w placéwee przeprowadzajacej badanie. Zaleca si¢ przestrzeganie ogdélnych
$rodkéw ostroznosci dla laboratoriow (12).

8. Ograniczeniem niniejszej metody badania jest fakt, ze chociaz uwzglednia si¢ w niej niektére skutki dla oczu
oceniane przy zastosowaniu metody badania podraznienia oczu krélika i w pewnym zakresie stopien tych podraz-
nien, nie bierze si¢ w niej pod uwage uszkodzen spojowki i teczowki. Ponadto, chociaz w badaniu BCOP nie mozna
oceni¢ odwracalno$ci zmian w rogéwce samych w sobie, zaproponowano, na podstawie badain na oku krélika,
mozliwos¢ zastosowania oceny poczatkowego stadium uszkodzenia rogéwki w celu rozréznienia migdzy skutkami
nieodwracalnymi i odwracalnymi (13). Badanie BCOP nie pozwala tez na oceng potencjalnej toksycznosci systemowej
zwigzanej z ekspozycja oczu.
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. Podejmowane sg starania w celu dokfadniejszego scharakteryzowania przydatnosci i ograniczen badania BCOP

w odniesieniu do identyfikowania substancji o stabym dzialaniu draznigcym i substancji niedraznigcych (zob. réwniez
pkt 45). Uzytkownikéw zacheca si¢ réwniez do przekazywania prébek lub danych organizacjom walidacyjnym
w celu przeprowadzenia formalnej oceny mozliwych przyszlych zastosowan metody badania BCOP, w tym do
identyfikacji substancji o stabym dzialaniu draznigcym i substancji niedraznigcych.

W kazdym laboratorium, ktére zaczyna przeprowadza¢ to badanie, nalezy zastosowaé chemikalia przeznaczone do
oceny bieglo$ci wymienione w dodatku 2. Laboratorium moze stosowal te chemikalia w celu wykazania swojej
bieglosci technicznej w zakresie przeprowadzania badania metoda BCOP przed przedstawieniem danych z badania
BCOP do celéw regulacyjnej klasyfikacji zagrozen.

ZASADA BADANIA

Metoda badania BCOP jest modelem organotypicznym, ktéry zapewnia krétkotrwale zachowanie normalnych funkcji
fizjologicznych i biochemicznych rogéwki bydlecej in vitro. Uszkodzenia spowodowane badang substancjg ocenia si¢
w ramach tej metody badania na podstawie iloSciowych pomiaréw zmian w zmetnieniu i przepuszczalnoci rogéwki
przy pomocy odpowiednio miernika zmetnienia oraz spektrofotometru $wiatta widzialnego. Obydwa pomiary stosuje
si¢ do obliczenia wskaznika IVIS, na postawie ktérego przypisuje si¢ kategorie klasyfikacji zagrozenia podraznieniem
in vitro w celu przewidzenia potencjalnego dzialania draznigcego dla oczu in vivo badanej substancji (zob. kryteria
decyzji).

W metodzie badania BCOP stosuje si¢ izolowang rogéwke z oczu bydla pozyskana bezposrednio po uboju. Zmet-
nienie rogdwki mierzy si¢ ilosciowo jako ilo§¢ $wiatla przepuszczanego przez rogéwke. Przepuszczalno$é mierzy sie
ilosciowo jako ilo$¢ barwnika na bazie soli sodowej fluoresceiny, jaka przenika przez calg grubos$¢ rogéwki i jest
wykrywana w §rodku komory tylnej oka. Badane substancje aplikuje si¢ na nablonek przedni rogéwki oraz do
komory przedniej pojemnika na rogéwke. Dodatek 3 zawiera opis i rysunek pojemnika na rogdéwke stosowanego
w metodzie badania BCOP. Pojemniki na rogéwke mozna naby¢ na rynku lub zbudowal samodzielnie.

Pochodzenie i wiek oczu bydlecych oraz dobér gatunkéw zwierzat

Bydlo wysytane do rzezni jest zazwyczaj poddawane ubojowi albo dla celéw spozycia przez ludzi, albo dla innych
celow komercyjnych. Rogéwka stosowana w badaniu BCOP pochodzi wylacznie od zdrowych zwierzat, ktére
uznano za odpowiednie do wprowadzenia do faicucha zywno$ciowego czlowieka. W zwigzku z tym, Ze masa
bydla jest znacznie zréznicowana w zalezno$ci od rasy, wieku i plci, nie ma zalecanej masy zwierzgcia podczas
uboju.

Réznice w wymiarach rogéwki moga pojawi¢ si¢ w przypadku, gdy stosuje si¢ oczy pochodzace od zwierzat
w réznym wieku. Rogéwki o $rednicy poziomej > 30,5 mm i grubosci $rodkowej czg$ci wynoszacej > 1 100 pm
uzyskuje si¢ zazwyczaj od bydla w wieku powyzej o$miu lat, natomiast rogéwki o Srednicy poziomej < 28,5 mm
i grubosci $rodkowej czesci wynoszacej < 900 pm uzyskuje si¢ zazwyczaj od bydla w wieku ponizej pieciu lat (14).
W zwiazku z powyzszym zazwyczaj nie stosuje si¢ oczu pochodzacych od bydla w wieku powyzej 60 miesigcy.
Zasadniczo nie stosuje si¢ oczu pochodzacych od bydla w wicku ponizej 12 miesigcy, poniewaz sa one jeszcze
w fazie rozwoju, przez co grubos¢ i $rednica rogéwki sa znacznie mniejsze niz w przypadku oczu dorostego bydta.
Stosowanie rogdéwek pochodzacych od milodych zwierzat (tj. w wieku 6-12 miesigcy) jest jednak dozwolone,
poniewaz wiaza si¢ z tym pewne korzysci, na przyklad wigksza dostgpnos¢, waski przedzial wickowy oraz mniejsze
zagrozenie zwigzane z potencjalnym narazeniem pracownikéw na gabczasta encefalopati¢ bydta (15). Ze wzgledu na
to, ze przydatne byloby przeprowadzenie dalszej oceny wplywu rozmiaru lub grubosci rogdéwki na stopieri reakcji na
substancje zrace lub drazniace, zachgca si¢ uzytkownikéw do zglaszania szacowanego wieku lub szacowanej masy
zwierzat, od ktérych pobrano rogéwki stosowane w badaniu.

Pobieranie oczu i transport do laboratorium

Oczy pobieraja pracownicy rzezni. Aby zminimalizowa¢ uszkodzenia mechaniczne i inne rodzaje uszkodzen, enuk-
leacj¢ oczu nalezy przeprowadzaé jak najszybciej po $mierci zwierzecia. Aby zapobiec ekspozycji oczu na poten-
cjalnie draznigce substancje, podczas oplukiwania glowy zwierzgcia pracownicy rzeZni nie powinni uzywaé deter-
gentow.

Oczy nalezy w catosci zanurzy¢ w roztworze HBSS w pojemniku o odpowiednich rozmiarach i przetransportowaé
do laboratorium w taki sposob, zeby zminimalizowaé mozliwo$¢ pogorszenia stanu oczu lub skazenia bakteriami.
Poniewaz oczy pobiera si¢ w trakcie procesu uboju, moga one by¢ narazone na kontakt z krwig i innymi substan-
c¢jami biologicznymi, w tym z bakteriami i innymi mikroorganizmami. Wazne jest zatem, aby zapewni¢ zminima-
lizowanie ryzyka skazenia (np. poprzez umieszczenie pojemnika zawierajacego oczy w lodzie, poprzez dodanie
antybiotykéw do roztworu HBSS uzywanego do przechowywania oczu podczas transportu [np. penicylina
o stezeniu 100 j.m./ml i streptomycyna o stezeniu 100 mg/ml]).

Nalezy zminimalizowa¢ odst¢p czasu migdzy pobraniem oczu a uzyciem rogdéwek w badaniu BCOP (zazwyczaj
pobranie i uzycie nastgpuje tego samego dnia) oraz wykazaé, ze nie wplynie on negatywnie na wyniki badania.
Wyniki badania opieraja si¢ na kryteriach doboru oczu, jak réwniez na reakcjach w ramach kontroli pozytywnej
i negatywnej. Wszystkie oczy wykorzystane w badaniu powinny pochodzi¢ z tej samej grupy oczu pobranych
danego dnia.
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Kryteria doboru oczu stosowanych w badaniu BCOP

Po dostarczeniu do laboratorium oczy sa dokladnie badane pod katem wad, m.in. zwigkszonego zmgtnienia,
zadrapan i neowaskularyzacji. Wylacznie rogéwki pochodzace z oczu niewykazujacych takich wad moga zostaé
wykorzystane w badaniu.

Jako$¢ kazdej rogéwki jest rowniez oceniana w pozniejszych etapach badania. Nalezy odrzuci¢ te rogdwki, ktérych
zmegtnienie po wstepnym, jednogodzinnym okresie inkubacji przekracza siedem jednostek zmetnienia (UWAGA:
miernik zmetnienia nalezy podda¢ wzorcowaniu wedlug norm zmetnienia, ktére stosuje si¢ do ustalania jednostek
zmetnienia, zob. dodatek 3).

Kazda badana grupa (badana substancja, réwnoczesna kontrola negatywna i pozytywna) sklada si¢ z co najmniej
trojga oczu. Trzy rogéwki nalezy wykorzysta¢ do kontroli negatywnej w badaniu BCOP. Poniewaz wszystkie rogéwki
s3 wycinane z calej gatki ocznej i umieszczane w komorach rogéwkowych, istnieje mozliwo$¢ powstania artefaktow
wynikajacych z obrébki w odniesieniu do warto$ci zmetnienia i przepuszczalno$ci poszczegblnych rogéwek
(wlaczajac kontrole negatywnag). Ponadto warto$ci zmegtnienia i przepuszczalnoSci uzyskane z rogdwek stuzacych
do kontroli negatywnej s3 stosowane w celu skorygowania warto$ci zmegtnienia i przepuszczalno$ci rogéwki uzys-
kanych w wyniku dziatania badanej substancji i kontroli pozytywnej w obliczeniach wskaznika IVIS.

PROCEDURA
Przygotowanie oczu

Rogéwki niewykazujace nieprawidtowosci wycina si¢ wraz z 2-3 mm obwodka twardéwki w celu ulatwienia dalszej
obroébki. Doklada si¢ staran, aby unikna¢ uszkodzenia nabtonka przedniego i nablonka tylnego rogéwki. Izolowane
rog6éwki umieszcza si¢ w specjalnie zaprojektowanych pojemnikach na rogoéwke, skltadajacych si¢ z komory przedniej
i tylnej, ktére stykajg sie odpowiednio z nablonkiem przednim i nablonkiem tylnym rogéwki. Obydwie komory sg
maksymalnie wypelniane wczesniej podgrzang pozywka hodowlang Eagle'a (EMEM) (najpierw komora tylna) w celu
zagwarantowania, ze nie utworza si¢ zadne pecherzyki powietrza. Nastgpnie urzadzenie utrzymuje sie
w temperaturze 32 1°C przez co najmniej godzing w celu zrownowazenia rogéwek w pozywce i uzyskania
ich normalnej aktywno$¢ metabolicznej w zakresie, w jakim jest to mozliwe (temperatura na powierzchni rogéwki
in vivo wynosi w przyblizeniu 32 °C).

Po okresie inkubacji do obydwu komér dodaje si¢ $wieza, wcze$niej podgrzana pozywke EMEM oraz pobiera si¢
wyjSciowe odczyty zmetnienia dla kazdej rogéwki. Odrzuca si¢ kazda rogdwke, ktéra wykazuje makroskopowe
uszkodzenia tkanki (np. zadrapania, przebarwienia, neowaskularyzacja) lub zme¢tnienie > 7 jednostek zmetnienia.
Oblicza si¢ $rednie zmetnienie wszystkich inkubowanych rogéwek. Co najmniej trzy rogéwki o warto$ciach zmet-
nienia zblizonych do $redniej wartosci dla wszystkich rogéwek wybiera si¢ jako rogéwki do kontroli negatywnej
(kontroli z zastosowaniem rozpuszczalnika). Pozostale rogowki trafiaja nastgpnie do grupy badanej i grupy kontroli

pozytywne;j.

Ze wzgledu na to, ze pojemno$¢ cieplna wody jest wyzsza od pojemnosci cieplnej powietrza, woda zapewnia
stabilniejsze warunki temperatury dla inkubacji. Zaleca si¢ zatem stosowanie kapieli wodnej w celu utrzymania
pojemnika na rogowke i jego zawarto$ci w temperaturze 32 * 1 °C. Niemniej mozna rowniez zastosowa¢ inkubatory
powietrzne, pod warunkiem ze podejmie si¢ Srodki ostroznosci w celu utrzymania stabilnej temperatury (np. poprzez
wezesniejsze podgrzewanie pojemnikéw i pozywek).

Podanie substancji badanej

Stosuje si¢ dwa rozne protokoly zabiegu — jeden dla cieczy i substancji powierzchniowo czynnych (stalych lub
cieklych), za$ drugi dla cial stalych niebedacych substancjami powierzchniowo czynnymi.

Ciecze bada si¢ w stanie nierozcieficzonym, natomiast substancje powierzchniowo czynne bada si¢ w stezeniu 10 %
wlv w 0,9 % roztworze chlorku sodu, w wodzie destylowanej lub innym rozpuszczalniku, w odniesieniu do ktérego
wykazano, ze nie wplywa negatywnie na uklad badawczy. Ciala polstate, kremy i woski sa zazwyczaj badane tak jak
ciecze. Zastosowanie innych stezen nalezy odpowiednio uzasadni¢. Ekspozycja rogdéwek na dzialanie cieczy
i substancji powierzchniowo czynnych trwa 10 minut. Zastosowanie innego czasu ekspozycji wymaga przedsta-
wienia racjonalnego uzasadnienia naukowego.

Ciala stale niebedace substancjami powierzchniowo czynnymi bada si¢ zazwyczaj tak jak roztwory i zawiesiny
w stezeniu 20 % wfv w 0,9 % roztworze chlorku sodu, w wodzie destylowanej lub innym rozpuszczalniku,
w odniesieniu do ktérego wykazano, ze nie wplywa negatywnie na uklad badawczy. W niektérych okolicznosciach,
po przedstawieniu odpowiedniego uzasadnienia naukowego, ciala stale rowniez mozna bada¢ w postaci nierozcief-
czonej poprzez bezposrednia aplikacje na powierzchni¢ rogéwki z zastosowaniem metody ,otwartej komory” (zob.
pkt 29). Ekspozycja rogéwek na dzialanie cial stalych trwa cztery godziny, ale podobnie jak w przypadku cieczy
i substancji powierzchniowo czynnych mozliwe jest zastosowanie innego czasu ekspozycji, pod warunkiem przed-
stawienia wasciwego uzasadnienia naukowego.

W zaleznoéci od stanu skupienia i wlasciwosci chemicznych (np. ciala stale, ciecze, ciecze lepkie oraz ciecze
nielepkie) badanej substancji mozna zastosowaé rézne metody badania. Najwazniejsze jest, aby upewni¢ si¢, Ze
nablonek przedni zostal pokryty badana substancja w odpowiedni sposéb oraz ze odpowiednio ja usunigto
w trakcie plukania. Metode¢ ,zamknigtej komory” stosuje si¢ zwykle w przypadku cieczy nielepkich i cieczy lekko
lepkich, natomiast metodg ,otwartej komory” stosuje si¢ zwykle w przypadku cieczy czgdciowo lepkich i lepkich oraz
nierozcieficzonych cial stalych.
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W przypadku metody ,zamknietej komory” badang substancje, w ilosci wystarczajacej (750 pl) do pokrycia nablonka
przedniego rogowki, wprowadza si¢ do komory przedniej przez otwory do dawkowania znajdujace si¢ w goérnej
czgsci komory, ktdre nastgpnie w trakcie ekspozycji uszczelnia si¢ specjalnymi zatyczkami. Nalezy dopilnowaé, aby
czas ekspozydji kazdej rogéwki na dziatanie badanej substancji byt wlasciwy.

W przypadku metody ,otwartej komory” przed rozpoczeciem badania z komory przedniej usuwa si¢ pierScien
zabezpieczajacy okienko i szklane okienko. Substancja kontrolna lub badana (750 pl lub w iloSci wystarczajacej
do catkowitego pokrycia rogdéwki) jest aplikowana bezposrednio na nablonek przedni rogéwki za pomocg mikro-
pipety. Jezeli trudno jest zaaplikowa¢ badang substancje za pomoca pipety, wowczas mozna taka substancje wpro-
wadzi¢ pod ci$nieniem do pipety tlokowej, aby ulatwi¢ dawkowanie. Koncowke pipety tlokowej umieszcza sig
w koncowee dawkujacej strzykawki w celu wprowadzenia substancji do koncowki pipety tlokowej pod cisnieniem.
W miarg naciskania tloka strzykawki, tlok pipety podnosi si¢. Jezeli w koncdwce pipety pojawia si¢ pecherzyki
powietrza, usuwa si¢ badang substancj¢ i caly proces jest powtarzany, dopdki koficowka nie zostanie napelniona bez
pecherzykéw powietrza. W miare konieczno$ci mozna zastosowaé normalng strzykawke (bez igly), poniewaz
umozliwia ona doktadne zmierzenie ilosci badanej substancji oraz ulatwia jej aplikacje na nablonek przedni rogéwki.
Po podaniu substancji szklane okienko z powrotem umieszcza si¢ w komorze przedniej, aby przywrécié¢ uklad
zamkniety.

Inkubacja po zakoriczeniu ekspozycji

Po okresie ekspozycji usuwa si¢ badana substancje, substancje do kontroli negatywnej lub substancje do kontroli
pozytywnej z komory przedniej, za$ nablonek przedni przemywa si¢ co najmniej trzy razy (lub dopoki nie znikna
wszystkie widoczne $lady badanej substancji) przy uzyciu pozywki EMEM (zawierajacej czerwieni fenolowa). Do
splukiwania stosuje si¢ pozywke zawierajaca czerwien fenolowa, poniewaz na podstawie zmiany barwy czerwieni
fenolowej mozna okresli¢ skutecznosci splukiwania substancji kwasowych lub zasadowych. Rogéwki przemywa si¢
wiecej niz trzy razy, jezeli czerwien fenolowa ma w dalszym ciggu zmieniong barwe (z6tta lub fioletowa) lub jesli
badana substancja jest w dalszym ciggu widoczna. Po oczyszczeniu pozywki z badanej substancji rogéwki optukuje
si¢ po raz ostatni pozywka EMEM (bez czerwieni fenolowej). Pozywka EMEM (bez czerwieni fenolowej) jest uzywana
do ostatniego oplukania, aby zapewni¢ usunigcie czerwieni fenolowej z komory przedniej przed rozpoczeciem
pomiaru zmetnienia. Nastepnie ponownie wypelnia si¢ komore przednig $wieza pozywka EMEM bez czerwieni
fenolowej.

W przypadku cieczy lub substancji powierzchniowo czynnych rogéwki sa inkubowane przez kolejne dwie godziny
w temperaturze 32 + 1°C. W niektérych sytuacjach potrzebny moze by¢ dtuzszy czas dodatkowej ekspozycji; jego
wprowadzenie nalezy rozwazy¢ indywidualnie dla kazdego przypadku. Rogéwki wystawione na dziatanie ciat statych
poddaje si¢ dokladnemu plukaniu po zakonczeniu czterogodzinnej ekspozycji, ale nie wymagaja one dodatkowej

inkubacji.

Pod koniec okresu dodatkowej inkubacji w przypadku cieczy i substancji powierzchniowo czynnych oraz pod koniec
czterogodzinnej ekspozycji w przypadku ciat stalych niebedacych substancjami powierzchniowo czynnymi dokonuje
sie pomiaru zmetnienia i przepuszczalno$ci kazdej rogéwki. Kazda rogéwke obserwuje sie réwniez wzrokowo
i zapisuje si¢ istotne obserwacje (np. luszczenie si¢ tkanki, pozostalosci badanej substancji, niejednolite zmetnienie).
Powyzsze obserwacje mogg mie¢ istotne znaczenie, poniewaz mogg znalezé odzwierciedlenie w zmiennosci
odczytéw miernika zmetnienia.

Substancje kontrolne

Kazde do$wiadczenie obejmuje réwnoczesng kontrole negatywna lub kontrole z zastosowaniem rozpuszczalnikaf
nosnika i kontrole pozytywna.

W przypadku badania cieczy o stezeniu 100 % w metodzie badania BCOP uwzglednia si¢ réwnoczesng kontrole
negatywna (np. 0,9 % roztwor chlorku sodu lub woda destylowana) w celu wykrycia niespecyficznych zmian
w ukladzie badawczym i zapewnienia punktu odniesienia dla punktéw koficowych badania. Kontrola negatywna
gwarantuje rOwniez, ze warunki badania nie wywolujg niepozadanej reakcji w postaci podraznienia.

W przypadku badania cieczy rozcieficzonej, substancji powierzchniowo czynnej lub ciala stalego w metodzie badania
BCOP uwzglednia si¢ réwnoczesng grupe kontroli z zastosowaniem rozpuszczalnika/no$nika w celu wykrycia
niespecyficznych zmian w ukladzie badawczym i zapewnienia punktu odniesienia dla punktéw koricowych badania.
Stosowaé mozna jedynie rozpuszczalnik/no$nik, w odniesieniu do ktérego wykazano, ze nie wplywa negatywnie na
uklad badawczy.

W kazdym do$wiadczeniu uwzglednia si¢ substancj¢ o znanym dzialaniu draznigcym dla oczu, stuzaca do przepro-
wadzenia roéwnoczesnej kontroli pozytywnej w celu zweryfikowania, czy wywolana zostala wilasciwa reakcja.
Poniewaz w niniejszej metodzie badania stosuje si¢ badanie BCOP w celu zidentyfikowania substancji zracych
i silnie draznigcych, w idealnej sytuacji do kontroli pozytywnej powinna zosta¢ uzyta substancja referencyjna,
ktora wywoluje silng reakcje w takiej metodzie badania. Aby jednak zapewni¢ mozliwo§¢ oceny zmiennosci reakgji
w kontroli pozytywnej w czasie, podraznienie nie powinno by¢ nadmierne.

Do celéw kontroli pozytywnej w przypadku badanych cieczy mozna zastosowaé na przyktad dimetyloformamid lub
1 % roztwoér wodorotlenku sodu. Do celéw kontroli pozytywnej w przypadku badanych ciat statych mozna zasto-
sowa¢ na przyklad 20 % (waga w stosunku do objetosci) imidazol w 0,9 % roztworze chlorku sodu.
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Substancje wzorcowe s3 przydatne do oceny potencjalnego dziatania draznigcego dla oczu nieznanych chemikaliow
z okreslonej klasy chemicznej lub produktowej lub do oceny wzglednego potencjalnego dzialania draznigcego
substancji draznigcej dla oczu w okreSlonym zakresie reakcji w postaci podraznienia.

Pomiar punktéw koficowych

Zmegtnienie okresla si¢ na podstawie iloSci $wiatla przepuszczanego przez rogéwke. Zmetnienie rogéwki mierzy sig
ilosciowo przy pomocy miernika zmetnienia, w wyniku czego otrzymuje si¢ wartosci zmetnienia mierzone na skali
ciaglej.

Przepuszczalno$¢ okresla si¢ na podstawie ilosci barwnika na bazie soli sodowej fluoresceiny, jaka przenika przez
wszystkie warstwy rogéwki (tj. przez nablonek przedni na zewnetrznej powierzchni rogéwki po nablonek tylny na
wewngetrznej powierzchni rogdéwki). Do komory przedniej pojemnika na rogéwke, ktéra styka si¢ z nablonkiem
przednim rogéwki, dodaje si¢ roztwér 1 ml soli sodowej fluoresceiny (odpowiednio 4 lub 5 mg/ml w przypadku
badania cieczy i substancji powierzchniowo czynnych lub cial stalych niebedacych substancjami powierzchniowo
czynnymi), natomiast komore tylna, ktéra styka si¢ z nablonkiem tylnym rogdwki, wypekia si¢ Swieza pozywka
EMEM. Nastepnie pojemnik inkubuje si¢ w pozycji poziomej przez 90 + 5 min w temperaturze 32 + 1 °C. Ilo$¢ soli
sodowej fluoresceiny, jaka przedostaje si¢ do komory tylnej, jest mierzona iloSciowo przy pomocy spektrofotometrii
UV/VIS. Pomiary spektrofotometryczne przy dlugosci fali 490 nm rejestruje sie jako wartosci gestoci optycznej
(ODy4g¢) lub absorbancji mierzone na skali ciaglej. Wartosci przepuszczalnosci fluoresceiny okresla si¢ przy uzyciu
warto$ci OD,q otrzymanych w wyniku zastosowania spektrofotometru $wiatta widzialnego, w ktérym stosuje sie
standardowa 1 cm droge optyczna.

Mozna ewentualnie zastosowaé czytnik plytek 96-dotkowych, pod warunkiem ze: (i) mozna ustali¢ zakres liniowy
czytnika plytek w celu okreslenia wartosci OD4gq fluoresceiny oraz (ii) odpowiednia liczba prébek fluoresceiny
zostanie uzyta w plytce 96-dotkowej, aby otrzymaé wartosci ODg49o réwnowazne standardowej 1cm drodze
optycznej (konieczne moze by¢ catkowite wypelnienie dotkéw [zwykle 360 ml]).

DANE I SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
Ocena danych

Po skorygowaniu wartoSci zmetnienia i Sredniej przepuszczalnodci (ODygg) wzgledem warto$ci zmegtnienia
i negatywnej kontroli przepuszczalno$ci OD 49 tha, $rednie warto$ci zmetnienia i przepuszczalno$ci OD4gq dla kazdej
badanej grupy nalezy polaczy¢ w opracowany empirycznie wzér w celu obliczenia wskaznika podraznienia in vitro
(IVIS) w odniesieniu do kazdej badanej grupy w nastgpujacy sposéb:

IVIS = $rednia warto$¢ zmegtnienia + (15 x $rednia warto$¢ przepuszczalnosci OD 49()

Sina i in. (16) podaje, Ze powyzszy wzor opracowano w trakcie badan wewngtrznych i migdzylaboratoryjnych. Dane
otrzymane dla serii 36 zwigzkéw w badaniu miedzylaboratoryjnym poddano analizie wielowymiarowej w celu
wyznaczenia réwnania, ktore najlepiej opisuje zalezno$¢ miedzy danymi in vivo a danymi in vitro. Analiz¢ przepro-
wadzili naukowcy w dwéch odrebnych przedsigbiorstwach, ktérzy otrzymali niemalze identyczne wzory.

Warto$ci zmetnienia i przepuszczalnosci réwniez nalezy oceniaé niezaleznie, aby stwierdzi¢, czy badana substancja
wywolywala dzialanie Zrace lub silnie draznigce wylacznie w jednym z dwoéch punktéw koncowych (zob. kryteria
decyzji).

Kryteria decyzji

Substancj¢, w przypadku ktérej wskaznik IVIS wynosi > 55,1, okredla si¢ jako zraca lub silnie drazniacg. Zgodnie
z pkt 1 jezeli badana substancja nie zostala zidentyfikowana jako zraca lub silnie draznigca dla oczu, nalezy
przeprowadzi¢ dodatkowe badanie do celéw klasyfikacji i oznakowania. Metoda badania BCOP wykazuje ogdlna
dokladno$¢ od 79 % (113/143) do 81 % (119/147), odsetek wynikow falszywie dodatnich od 19 % (20/103) do
21 % (22/103), odsetek wynikoéw falszywie ujemnych od 16 % (7/43) do 25 % (10/40) w poréwnaniu do danych
uzyskanych w wyniku metody badania in vivo na oku krolika, sklasyfikowanych zgodnie z systemami klasyfikacji EPA
(1), UE (2) lub GHS (3). Jezeli substancje nalezace do okreslonych klas chemicznych (tj. alkohole, ketony) lub
fizycznych (tj. ciala stale) sa wylaczone z bazy danych, dokladno§¢ badania BCOP wg systeméw klasyfikacji UE,
EPA i GHS wynosi od 87 % (72/83) do 92 % (78/85), odsetek wynikéw falszywie dodatnich — od 12 % (7/58) do
16 % (9/56), a odsetek wynikéw falszywie ujemnych — od 0 % (0/27) do 12 % (3/26).

Nawet jezeli badana substancja nie zostanie zaklasyfikowana jako zraca lub silnie draznigca dla oczu, dane z badania
BCOP moga by¢ przydatne, w polaczeniu z danymi z badania in vivo na oku krélika lub z innego odpowiednio
zwalidowanego badania in vitro, w celu dalszej oceny przydatnosci i ograniczen metody badania BCOP w odniesieniu
do identyfikacji substancji o stabym dzialaniu draznigcym i substancji niedraznigcych (trwajg prace nad dokumentem
zawierajacym wytyczne dotyczace stosowania metod badania toksycznosci dla oczu in vitro).
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Kryteria dopuszczalno$ci badania

Badanie uznaje si¢ za dopuszczalne, jezeli kontrola pozytywna daje wskaznik IVIS, ktory miesci si¢ w ramach dwoch
standardowych odchyleri od obecnej historycznej Sredniej, ktérg nalezy aktualizowaé co najmniej co trzy miesiace lub
za kazdym razem, gdy dopuszczalne badanie jest przeprowadzane w laboratoriach, w ktérych rzadko przeprowadza
si¢ badania (tj. rzadziej niz raz na miesiac). Warto$ci zmetnienia i przepuszczalno$ci otrzymane w wyniku reakgji
kontroli negatywnej lub kontroli z zastosowaniem rozpuszczalnika/no$nika powinny by¢ nizsze od ustalonych
goérnych limitéw wartoéci zmetnienia i przepuszczalnosci tla dla rogdéwek bydlecych poddanych odpowiedniej
kontroli negatywnej lub kontroli z zastosowaniem rozpuszczalnika/no$nika.

Sprawozdanie z badania

Sprawozdanie z badania powinno zawiera¢ nastepujace informagje, o ile sa one istotne dla przebiegu badania:
Substancje badane i kontrolne

Nazwa chemiczna (nazwy chemiczne), np. nazwa strukturalna uzywana przez Chemical Abstracts Service (CAS), po
ktorej nastepujg inne nazwy, jezeli sa znane;

Numer CAS, jezeli jest znany;

Czysto$¢ i sklad substancji lub mieszaniny (w procentach masy), w miar¢ dostepnosci tych informacji;

Wiasciwosdci fizykochemiczne istotne dla przebiegu badania, np. stan skupienia, lotno$¢, pH, stabilno$¢, klasa
chemiczna, rozpuszczalno$¢ w wodzie;

W stosownych przypadkach obrobka substancji badanych/kontrolnych przed badaniem (np. ogrzanie, rozdrobnienie);
Stabilnos¢, jezeli jest znana.

Informacje dotyczgce sponsora i placowki przeprowadzajgcej badanie

Nazwa i adres sponsora i placowki przeprowadzajacej badanie oraz dane kierownika badan;
Identyfikacja Zrodla oczu (tj. zaklad, w ktérym je pobrano);

Warunki przechowywania i transportu oczu (np. data i czas pobrania oczu, odstep czasu miedzy pobraniem oczu
a rozpoczeciem badania, $rodek transportu i temperatura, wszelkie podane antybiotyki);

W miarg dostgpnosci szczegétowe dane na temat zwierzat, od ktérych pobrano oczy (np. wiek, pte¢, masa zwierzecia
dawcy).

Uzasadnienie zastosowanej metody badania i protokotu
Integralnosé metody badania

Procedura zastosowana w celu zapewnienia integralnosci (tj. dokladnosci i wiarygodnosci) metody badania w czasie
(np. okresowe badanie substancji do oceny bieglosci, wykorzystanie historycznych danych z kontroli negatywnej

i pozytywnej).

Kryteria dotyczgce badania dopuszczalnego

Dopuszczalny zakres rownoczesnej kontroli pozytywnej i negatywnej na podstawie danych historycznych;

W stosownych przypadkach dopuszczalny zakres réwnoczesnej kontroli odniesienia na podstawie danych historycz-
nych.

Warunki badania

Opis zastosowanego ukladu badawczego;
Rodzaj zastosowanego pojemnika na rogdwke;

Informacje na temat wzorcowania urzadzen zastosowanych do pomiaru zmetnienia i przepuszczalnosci (np. miernik
zmegtnienia i spektrofotometr);
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Informacje na temat zastosowanych rogoéwek bydlecych, w tym o$wiadczenia dotyczace ich jakosci;

Szczegélowe dane na temat zastosowanej procedury badania;

Zastosowane stgzenie badanej substancji;

Opis wszelkich modyfikacji procedury badania;

Odniesienie do danych historycznych dotyczacych modelu (np. kontrole pozytywne i negatywne, substancje do
oceny bieglosci, substancje wzorcowe);

Opis stosowanych kryteriow oceny.

Wyniki

Tabelaryczne zestawienie danych dotyczacych pojedynczych badanych prébek (np. warto$ci zmetnienia i OD 9 oraz
obliczony wskaznik IVIS dla badanej substancji i kontroli pozytywnej, negatywnej i odniesienia [jezeli zostala
uwzgledniona], przedstawione w tabelarycznej formie, w stosownych przypadkach z uwzglednieniem danych
z powtérzeni do§wiadczenia z replikatem oraz §rednich * odchylenie standardowe dla kazdego do$wiadczenia);

Opis innych zaobserwowanych skutkow.

Oméwienie wynikéw
Whioski
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Dodatek 1

DEFINICJE

Dokladnos$é: bliskos¢ zgodnosci pomigdzy wynikami zastosowania metody badania a przyjetymi wartosciami odnie-
sienia. Jest to miara efektywno$ci metody badania i jeden z aspektéw jej ,istotnoSci”. Pojecia tego czesto uzywa sig
zamiennie z pojeciem ,zgodno$¢” na oznaczenie odsetka prawidtowych wynikéw uzyskiwanych przy uzyciu metody
badania.
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Substancja wzorcowa: substancja uzywana jako wzorzec do poréwnan z badang substancjg. Substancja wzorcowa
powinna mie¢ nastgpujace cechy: (i) stale i wiarygodne zrédlo(-a); (ii) podobienstwo strukturalne i funkcjonalne do
badanej klasy substancji; (i) znane wlasciwosci fizyczne/chemiczne; (iv) dane potwierdzajace wystgpowanie znanych
skutkéw oraz (v) znany potencjal w zakresie pozadanych reakcji.

Rogoéwka: przezroczysta warstwa w przedniej czeSci gatki ocznej, ktdéra okrywa teczéwke i Zrenicg oraz wpuszcza
$wiatlo do wnetrza oka.

Zmetnienie rogéwki: pomiar stopnia zmetnienia rogowki wskutek ekspozycji na badang substancje. Zwigkszone zmet-
nienie rogéwki wskazuje na jej uszkodzenie. Zmetnienie mozna oceni¢ subiektywnie, jak w przypadku testu Draize’a
wykonywanego na oku krélika, lub obiektywnie przy uzyciu odpowiedniego narzedzia, np. ,miernika zmetnienia”.

Przepuszczalno$é rogéwki: ilosciowy pomiar szkody wyrzadzonej w nablonku przednim rogéwki poprzez okreslenie,
jaka ilo$¢ barwnika na bazie soli sodowej fluoresceiny przenika przez wszystkie warstwy rogéwki.

Kategoria I EPA: dzialanie zrace (nieodwracalne uszkodzenie tkanki oka) lub zmiany rogéwkowe lub podraznienie
rogdwki utrzymujace si¢ dtuzej niz 21 dni (1).

Kategoria R41 UE: spowodowanie uszkodzenia tkanki w oku lub powazne fizyczne pogorszenie widzenia w nastepstwie
nalozenia badanej substancji na przednig powierzchni¢ oka, ktére nie jest calkowicie odwracalne w ciggu 21 dni od
nalozenia (2).

Odsetek wynikéw falszywie ujemnych: odsetek wszystkich obecnych substancji falszywie zidentyfikowanych
w wyniku zastosowania metody badawczej jako nieobecne. Jest to jeden ze wskaznikéw efektywnosci metody badania.

Odsetek wynikéw falszywie dodatnich: odsetek wszystkich nicobecnych substancji falszywie zidentyfikowanych
w wyniku zastosowania metody badawczej jako obecne. Jest to jeden ze wskaznikow efektywno$ci metody badania.

GHS (Globalnie Zharmonizowany System Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliéw): system proponujacy klasy-
fikacj¢ chemikaliéw (substancji i mieszanin) wedlug znormalizowanych rodzajow i pozioméw zagrozer fizycznych,
zdrowotnych i $rodowiskowych oraz omawiajacy odpowiednie elementy komunikacyjne, takie jak piktogramy, hasta
ostrzegawcze, zwroty wskazujace rodzaj zagrozenia, zwroty wskazujace Srodki ostroznosci i karty charakterystyki
substancji i produktéw niebezpiecznych, aby przekaza¢ informacje na temat ich dzialan niepozadanych w celu zapew-
nienia ochrony ludzi (w tym pracownikéw, robotnikéw, przewoznikéw, konsumentéw i ratownikéw) i srodowiska (3).

Kategoria 1 GHS: spowodowanie uszkodzenia tkanki w oku lub powazne fizyczne pogorszenie widzenia w nastepstwie
natozenia badanej substancji na przednig powierzchni¢ oka, ktére nie jest calkowicie odwracalne w ciaggu 21 dni od
natozenia (3).

Zagrozenie: nieodlgczna wlasciwo$¢ czynnika lub sytuacja, ktéra moze potencjalnie doprowadzi¢ do negatywnych
skutkéw w przypadku ekspozycji organizmu, systemu lub (sub)populacji na taki czynnik.

Wskaznik podraznienia in vitro (IVIS): opracowany empirycznie wzdér stosowany w badaniu zmetnienia
i przepuszczalno$ci rogdéwki u bydla (BCOP), zgodnie z ktérym $rednie warto$ci zmetnienia i przepuszczalnosci dla
kazdej badanej grupy sa taczone w jeden wskaznik in vitro dla kazdej badanej grupy. IVIS = $rednia warto$¢ zmetnienia +
(15 x $rednia warto$¢ przepuszczalnosci).

Kontrola negatywna: replikat niepoddany dzialaniu badanej substancji, zawierajacy wszystkie skladniki ukladu badaw-
czego. Prébka ta jest przetwarzana razem z prébkami poddanymi dzialaniu badanej substancji oraz z innymi prébkami
kontrolnymi w celu okreslenia, czy rozpuszczalnik wchodzi w reakcje z ukladem badawczym.

Niedraznigce: substangje, ktore nie zostaly zaklasyfikowane do kategorii I, II lub III EPA, kategorii R41 lub R36 UE lub
kategorii 1, 2A lub 2B GHS jako drazniace dla oczu.

Zrace dla oczu: a) substancja, ktéra powoduje nieodwracalne uszkodzenie tkanki w oku; b) substancje, ktére zaklasy-
fikowano do kategorii 1 GHS, kategorii I EPA lub kategorii R41 UE jako draznigce dla oczu (1)(2)(3).

Draznigce dla oczu: a) substancja, ktéra powoduje odwracalng zmiane w oku w nastepstwie jej nalozenia na przednia
powierzchnig oka; b) substancje, ktére zaklasyfikowano do kategorii II lub IIl EPA, kategorii R36 UE lub kategorii 2A lub
2B GHS jako drazniace dla oczu (1)(2)(3).



9.12.2010

Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej

L 32423

Silnie draznigce dla oczu: a) substancja, ktora powoduje zmiang w oku w nastgpstwie jej zaaplikowania na przednia
powierzchnie oka, ktdra nie ustepuje w ciggu 21 dni od nalozenia lub powoduje powazne fizyczne pogorszenie widzenia;
b) substancje, ktére zaklasyfikowano do kategorii I GHS, kategorii I EPA lub kategorii R41 UE jako draznigce dla oczu

MQ)3).

Miernik zmetnienia: narzedzie stosowane do pomiaru stopnia ,zmetnienia rogéwki” poprzez iloSciows oceng przepusz-
czalnosci $wiatla przez rogéwke. Typowe urzadzenie posiada dwie komory, z ktérych kazda ma wlasne Zrédlo Swiatla
i fotokomérke. W jednej z komoér znajduje si¢ badana rogéwka, natomiast druga jest uzywana do wzorcowania
i zerowania urzadzenia. Swiatlo z lampy halogenowej jest kierowane na fotokomérke przez komorg kontrolng (pusta
komore bez okien i plynu), a nastepnie pordwnywane ze $wiatlem kierowanym na fotokomérke przez komorg doswiad-
czalng, w ktérej znajduje sie komora zawierajaca rogéwke. Poréwnuje si¢ réznice w przepuszczalnoSci Swiatla miedzy
fotokomoérkami, a warto$¢ liczbowa zmetnienia przedstawiana jest na wy$wietlaczu cyfrowym.

Kontrola pozytywna: replikat zawierajacy wszystkie skfadniki ukladu badawczego, ktéry zostal poddany dziataniu
substancji, o ktorej wiadomo, ze wywola reakcje dodatnig. Aby zapewni¢ mozliwo$¢ oceny zmiennos$ci reakcji
w kontroli pozytywnej w czasie, podraznienie nie powinno by¢ nadmierne.

Wiarygodno$¢é: miary zakresu, w jakim metoda badania moze zosta¢ wykonana w sposéb odtwarzalny w jednym
laboratorium i pomiedzy laboratoriami w czasie, w przypadku jej wykonywania przy uzyciu tego samego protokotu.
Ocenia si¢ ja poprzez obliczenie odtwarzalno$ci wewnatrz- i migdzylaboratoryjnej oraz powtarzalno$ci wewnatrzlabora-

toryjnej.

Kontrola z zastosowaniem rozpuszczalnika/no$nika: probka niepoddana dzialaniu badanej substancji, zawierajgca
wszystkie skfadniki ukladu badawczego, w tym rozpuszczalnik lub nosnik, ktéra jest przetwarzana razem z prébkami
poddanymi dziataniu badanej substancji oraz z innymi prébkami kontrolnymi w celu okreslenia wyjsciowej reakeji dla
prébek poddanych dziataniu badanej substancji rozpuszczonej w tym samym rozpuszczalniku lub no$niku. Jezeli réwno-
cze$nie przeprowadza si¢ kontrole negatywna, probka ta wykazuje réwniez, czy rozpuszczalnik lub no$nik wchodzi
w reakcje z ukladem badawczym.

Badanie wielopoziomowe: stopniowa strategia badawcza, zgodnie z ktérg wszystkie dostepne informacje na temat
badanej substancji sa analizowane na kazdym etapie w okreslonym porzadku z zastosowaniem procesu uwzgledniajacego
wage dowodéw w celu okreslenia, czy dostgpna jest wystarczajaca ilo$¢ informacji do podjecia decyzji o klasyfikacji
zagrozenia, przed przejéciem do nastgpnego etapu. Jezeli na podstawie dostepnych informacji mozna przypisaé badanej
substancji potencjal wywolania podraznienia, dodatkowe badania nie s3 potrzebne. Jezeli na podstawie dostepnych
informacji nie mozna przypisa badanej substancji potencjalu wywolania podraznienia, przeprowadza si¢ procedure
stopniowych badan sekwencyjnych na zwierzgtach do momentu, az bedzie mozliwe dokonanie jednoznacznej klasyfi-
kagji.

Zwalidowana metoda badania: metoda badania, w odniesieniu do ktérej zakonczono badania walidacyjne w celu
okreslenia jej istotnosci (w tym doktadnosci) i wiarygodnosci w odniesieniu do konkretnego celu. Nalezy zauwazy¢, ze
zwalidowana metoda badania moze nie wykazywac dostatecznej efektywno$ci z punktu widzenia istotnosci
i wiarygodnosci, aby mozna bylo ja uzna¢ za dopuszczalng w odniesieniu do danego celu.

Waga dowodéw: proces analizowania mocnych i stabych stron réznych elementéw informacji podczas formutowania
wniosku dotyczgcego potencjalnego zagrozenia stwarzanego przez dana substancje oraz w celu potwierdzenia takiego
wniosku.

Dodatek 2

Substancje do oceny biegloSci w odniesieniu do metody badania BCOP

Przed rozpoczeciem rutynowego stosowania metody badania zgodnej z niniejszg metodg badania laboratoria moga
podja¢ si¢ wykazania swojej bieglosci technicznej prawidtowo identyfikujac klasyfikacje stopnia dzialania zracego 10
substancji wskazanych w tabeli 1. Substancje te zostaly wybrane w taki sposob, by reprezentowaly zakres reakcji na
miejscowe dzialanie draznigce/zrace dla oczu oparty na wynikach badania in vivo na oku krélika (TG 405) (np. kategorie
1, 2A, 2B lub nieklasyfikowane ani nicoznakowane zgodnie z GHS ONZ) (3)(7). Bioragc pod uwage zwalidowang
uzyteczno$¢ tych badan (tj. wylacznie do identyfikowania substancji zracych/silnie draznigcych dla oczu), istnieja jednak
tylko dwa wykazujace efektywnos$¢ wyniki badan dla potrzeb klasyfikacji (substancja Zraca/draznigca lub substancja
niezrgca/niedraznigca). Innymi kryteriami doboru byly: dostgpno$¢ handlowa substancji, wysoka jako§¢ dostepnych
danych odniesienia z badan in vivo oraz istnienie wysokiej jakosci danych dotyczacych dwdch metod in vitro,
w odniesieniu do ktérych przygotowuje si¢ wytyczne dotyczace badai. Z tego powodu substancje drazniace wybrano
z zalecanego przez Migdzyagencyjny Komitet Koordynacyjny ds. Uznawania Metod Alternatywnych (ICCVAM) wykazu
122 substancji odniesienia do walidacji metod badan in vitro toksycznosci dla oczu (zob. dodatek H: Zalecane substancje
odniesienia ICCVAM) (5). Dane referencyjne znalez¢é mozna w dokumentach przegladowych ICCVAM dla metody badania
BCOP oraz badania na izolowanym oku kurzym (ICE) (17)(18).
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Tabela 1

Zalecane substancje do oceny biegloéci technicznej w odniesieniu do badania BCOP

Substancja Nr CAS Klasa chemiczna (!) St:i\n . Klasyﬁ kacja in Klasyfikacja in vitro (%)
skupienia vivo (2)
Chlorek  benzalko- 8001-54-5 Zwigzek oniowy Ciecz Kategoria 1 Substancja zracaf
nium (5 %) Substangja silnie draz-
nigca
Chloroheksydyna 55-56-1 Amina, amidyna | Cialo stale | Kategoria 1 Substancja zraca/
Substangja silnie draz-
nigca
Kwas  dibenzoilo-1- 2743-38-6 Kwas karboksy- | Cialo stale | Kategoria 1 Substancja zracaf
winowy lowy, ester Substancja silnie draz-
nigca
Imidazol 288-32-4 Zwiazek hetero- | Cialo stale | Kategoria 1 Substancja Zraca/
cykliczny Substancja silnie draz-
nigca
Kwas  trichlorooctowy 76-03-9 Kwas karboksy- Ciecz Kategoria 1 Substancja zraca/
(30 %) lowy Substancja silnie draz-
nigca
Chlorek 2,6-dichloro- 4659-45-4 Halogenek acylu Ciecz Kategoria 2A Substancja niezrgca/
benzoilu Substancja o stabym
dzialaniu draznigcym
2-etylo-acetylooctan 609-14-3 Keton, ester Ciecz Kategoria 2B Substancja niezraca/
metylu Substancja o stabym
dzialaniu draznigcym
Azotan amonu 6484-52-2 SOl nieorga- Cialo stale | Kategoria 2A Substancja niezraca/
niczna Substancja o stabym
dzialaniu draznigcym
Glicerol 56-81-5 Alkohol Ciecz Nieoznako- Substancja niezrgca/
wana Substancja o stabym
dzialaniu draznigcym
n-heksan 110-54-3 Weglowodor Ciecz Nieoznako- Substancja niezraca/
(acykliczny) wana Substancja o stabym
dzialaniu draznigcym

Skréty: Nr CAS = numer w Chemical Abstracts Service
(") Klasy chemiczne przypisano do kazdej badanej substancji z zastosowaniem standardowego schematu klasyfikacji w oparciu o system

klasyfikacji Medical Subject Headings (MeSH) opracowany przez National Library of Medicine (Krajowg Bibliotek¢ Medyczna) (dostepny
pod adresem http//www.nlm.nih.gov/mesh).

(3) W oparciu o wyniki badania in vivo na oku krélika (OECD TG 405) i z zastosowaniem GHS ONZ (3)(7).
(%) W oparciu o wyniki badaii BCOP i ICE.

Dodatek 3

POJEMNIK NA ROG()WKE W BADANIU BCOP

. Pojemniki na rogéwke stosowane w badaniu BCOP wykonane s3 z materialu obojetnego (np. polipropylenu).

Pojemnik sklada si¢ z dwdch potéwek (komory przedniej i tylnej) i ma dwie podobne do siebie komory wewnetrzne
w ksztalcie cylindrycznym. Kazda komora mieci 5 ml cieczy i konczy si¢ szklanym okienkiem, poprzez ktére mozna
dokona¢ pomiaru zmetnienia. Kazda z komér wewnetrznych ma 1,7 cm $rednicy i 2,2 cm glebokosci (1). PierScien
uszczelniajgcy typu ,O” umieszczony na komorze tylnej ma zapobiegaé wyciekom. Rogdéwki umieszcza si¢ strong
z nablonkiem tylnym do dolu na pierScieniu tylnej komory, za§ komor¢ przednig umieszcza si¢ na stronie
z nablonkiem przednim. Komory utrzymywane sa w miejscu przez trzy Sruby ze stali nierdzewnej umieszczone na
zewnetrznych krawedziach komér. Na koncu kazdej komory znajduje si¢ szklane okienko, ktére mozna zdemontowac
w celu uzyskania tatwego dostgpu do rogéwki. Pomigdzy szklanym okienkiem a komorg umieszczony jest rOwniez
pierScien uszczelniajacy typu ,0” zapobiegajacy wyciekom. Dwa otwory na szczycie kazdej komory umozliwiaja
wprowadzanie i usuwanie podloza i badanych zwiazkéw. Otwory te s3 zamknigte gumowymi korkami w czasie
badania i w okresie inkubacji.

Podane wymiary oparte sa na wymiarach pojemnikéw na rogéwke stosowanych w przypadku kréw w wieku od 12 do 60 miesiecy.

W przypadku zwierzat w wieku 6-12 miesiecy pojemnik powinien by¢ tak zaprojektowany, aby komora miata pojemnos¢ 4 ml, za$
kazda z komér wewngtrznych miala $rednice 1,5 cm oraz glebokos¢ 2,2 cm. W przypadku projektowania nowego pojemnika na
rogowke nalezy pamigtad, ze stosunek wielkosci eksponowanej powierzchni rogéwki do pojemnosci komory powinien by¢ taki sam
jak w tradycyjnym pojemniku. Konieczne jest zapewnienie prawidlowego okreslenia wartosci przepuszczalnosci na potrzeby obliczenia
IVIS przez zastosowanie proponowanego wzoru.
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Nut: Nakretka
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Anterior compartment: Komora przednia

Fixing screws: Stuby podtrzymujace

MIERNIK ZMETNIENIA

. Miernik zmetnienia jest to urzadzenie stuzace do pomiaru przepuszczalnosci $wiatta. Swiatto z lampy halogenowej jest

kierowane na fotokomorke przez komorg kontrolng (pusta komore bez okien i plynu), a nastepnie poréwnywane ze
Swiatlem kierowanym na fotokomoérke przez komore dos$wiadczalng, w ktérej znajduje si¢ komora zawierajaca
rogdwke. Poréwnuje si¢ roznicg w przepuszczalnoéci $wiatta migdzy fotokomérkami, a wartosé liczbowa zmetnienia
przedstawiana jest na wy$wietlaczu cyfrowym. Ustala si¢ jednostki zmetnienia.

. Miernik zmetnienia powinien dawa¢ liniowa odpowiedZ zlozona z pojedynczych odczytéw zmetnienia obejmujacych

punkty odcigcia stosowane w réznych klasyfikacjach opisanych w modelu predykcyjnym (tj. do punktu odcigcia
wskazujacego na dzialanie zrace/silnie draznigce). W celu zapewnienia dokladnych liniowych odczytéw do 75-80
jednostek zmetnienia konieczne jest przeprowadzenia wzorcowania miernika przy uzyciu kilku kalibratoréw. Kalib-
ratory (nieprzezroczyste arkusze poliestru) umieszczane s3 w komorze kalibracyjnej (komorze na rogoéwke przezna-
czonej do umieszczenia kalibratoréw) i odczytywane na mierniku zmetnienia. Komora wzorcujgca jest przeznaczona
do umieszczenia kalibratoréw w przyblizeniu w takiej samej odleglosci od Zrédla $wiatla i fotokomérki, w jakiej
zlokalizowane beda rogéwki podczas pomiaru zmetnienia. Miernik zmetnienia wzorcuje si¢ najpierw na 0 jednostek
zmetnienia przy uzyciu komory wzorcujgcej bez kalibratora. Nastgpnie w komorze wzorcujacej umieszcza si¢ poje-
dynczo rézne kalibratory i dokonuje pomiaru zmegtnienia. Kalibratory 1, 2 i 3 powinny dawaé odczyty zmetnienia
réwne ich ustalonym warto$ciom odpowiednio 75, 150 i 225 jednostek zmetnienia, + 5 %.
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B. 48 METODA BADANIA NA IZOLOWANYM OKU KURZYM DO CELOW IDENT YFIKACJI SUBSTANCJI
ZRACYCH I SILNIE DRAZNIACYCH DLA OCZU

WPROWADZENIE

1. Metoda badania na izolowanym oku kurzym (ICE) jest metoda badania in vitro, ktérg mozna stosowa¢ w niektorych
okolicznosciach i przy okreslonych ograniczeniach w celu zaklasyfikowania substancji i mieszanin jako »zrace i silnie
draznigce dla oczu« (1)(2)(3). Dla celéw niniejszej metody badania substancje silnie draznigce oznaczaja substancje,
ktore wywoluja zmiany oczne utrzymujgce si¢ u krélika przez co najmniej 21 dni od podania tych substangji.
Chociaz uwaza si¢, ze badanie ICE nie moze catkowicie zastapi¢ badania in vivo na oku krolika, zaleca si¢ jego
stosowanie w ramach strategii badan wielopoziomowych do celéw klasyfikacji regulacyjnej i oznakowania w ramach
okreslonej dziedziny zastosowania (4)(5). Badane substancje i mieszaniny (6), ktére w tym badaniu dajg wyniki
dodatnie, mozna zaklasyfikowaé jako zrace lub silnie draznigce dla oczu bez przeprowadzania dodatkowych badan
na krélikach. Substancje, ktéra daje ujemny wynik w badaniu, nalezy zbada¢ na krolikach za pomocy strategii badan
sekwencyjnych, zgodnie z wytycznymi OECD dotyczacymi badan 405 (7) (rozdzial B. 5 niniejszego zalgcznika).

2. Niniejsza metoda badania ma na celu opisanie procedur stosowanych do oceny potencjalnego dziatania zracego lub
silnie draznigcego dla oczu badanej substancji, okreslanego na podstawie jej potencjalu oddzialywania toksycznego
na enukleowane oko kurze. Toksyczne oddzialywanie na rogéwke mierzy si¢ przy zastosowaniu (i) jakosciowej oceny
zmetnienia, (i) jakoSciowej oceny uszkodzenia nablonka przedniego poprzez zaaplikowanie fluoresceiny na oko
(zatrzymanie fluoresceiny), (iii) iloSciowego pomiaru zwigkszonej grubosci (obrzgku) oraz (iv) jakosciowej oceny
makroskopowych uszkodzent morfologicznych powierzchni. Oceny zmetnienia rogéwki, obrzg¢ku i uszkodzenr po
ekspozycji na badang substancje dokonuje si¢ indywidualnie, a nastepnie laczy si¢ je w celu otrzymania Klasyfikacji
Dzialania Draznigcego dla Oczu.

3. Metode badania ICE stosuje si¢ réwniez do badania substancji draznigcych dla oczu wywolujacych zmiany, ktére
ustepujg w ciggu 21 dni, oraz substancji niedraznigcych. Dokladno$¢ i wiarygodno$¢ metody badania ICE
w odniesieniu do substancji w tych kategoriach nie zostala jednak formalnie oceniona.

4. Definicje podano w dodatku 1.

ZALOZENIA WSTEPNE I OGRANICZENIA

5. Niniejsza metoda badania opiera si¢ na protokole metody badania ICE Migdzyagencyjnego Komitetu Koordynacyj-
nego ds. Uznawania Metod Alternatywnych (ICCVAM) (8), ktéry opracowano na podstawie migdzynarodowego
badania walidacyjnego (4)(5)(9), przy udziale Europejskiego Centrum Uznawania Metod Alternatywnych, Japonskiego
Centrum Uznawania Metod Alternatywnych oraz Departamentu Jakosci Zycia Dzialu Toksykologii i Farmakologii
Stosowanej TNO (Niderlandy). Protokét opiera si¢ na informacjach uzyskanych z opublikowanych protokoléw oraz
biezgcych protokoléw stosowanych przez TNO (10)(11)(12)(13)(14).

6. Zidentyfikowane ograniczenia niniejszej metody badania opierajg si¢ na odsetku wynikow falszywie dodatnich
w przypadku alkoholi oraz odsetku wynikéw falszywie ujemnych w przypadku ciat stalych i substancji powierzch-
niowo czynnych (zob. pkt 47) (4). Jezeli z bazy danych wylaczy sie powyzsze klasy chemiczne i fizyczne, dokladnosé
badania ICE w systemach klasyfikacji UE, EPA i GHS znacznie si¢ poprawia (4). Ze wzgledu na cel niniejszego
badania (tj. zidentyfikowanie wylacznie substancji zrgcych/silnie draznigcych dla oczu) odsetek wynikéw falszywie
ujemnych nie ma decydujacego znaczenia, poniewaz substancje takie zostang nastgpnie zbadane na krélikach lub za
pomocg innych odpowiednio zwalidowanych badan in vitro, w zaleznosci od wymogéw okreslonych w przepisach,
przy zastosowaniu strategii badan sekwencyjnych zgodnie z podejsciem opartym na analizie wagi dowod6éw. Ponadto
obecna baza danych walidacyjnych nie pozwala na odpowiednig ocen¢ niektérych klas chemicznych lub produkto-
wych (np. mieszanin). Osoby przeprowadzajgce badanie moga jednak rozwazy¢ zastosowanie niniejszej metody
badania w odniesieniu do wszystkich rodzajow materialu (w tym mieszanin), w przypadku ktérego wynik dodatni
mozna zaakceptowaé jako wskazujacy na dzialanie zrgce lub silnie draznigce dla oczu. Dodatnie wyniki uzyskane
w przypadku alkoholi nalezy jednak interpretowaé z ostroznoscia ze wzgledu na ryzyko ich zawyzenia.

7. Wszystkie procedury przeprowadzane z wykorzystaniem oczu kurzych powinny przebiega¢ zgodnie z regulaminami
i procedurami postgpowania z materiatlem pozyskanym od ludzi lub zwierzat, ktéry obejmuje m.in. tkanki i plyny
tkankowe, obowigzujagcymi w placéwce przeprowadzajgcej badanie. Zaleca si¢ przestrzeganie ogdlnych srodkéw
ostroznosci dla laboratoriéw (15).

8. Ograniczeniem niniejszej metody badania jest fakt, ze chociaz uwzglednia si¢ w niej niektére skutki dla oczu
oceniane przy zastosowaniu metody badania podraznienia oczu krélika i w pewnym zakresie stopien tych podraz-
nien, nie bierze si¢ w niej pod uwage uszkodzen spojowki i teczowki. Ponadto, chociaz w badaniu ICE nie mozna
oceni¢ odwracalnodci zmian w rogéwce samych w sobie, zaproponowano, na podstawie badan oczu krélika,
mozliwo$¢ zastosowania oceny poczatkowego stadium uszkodzenia rogéwki w celu rozréznienia migdzy skutkami
nieodwracalnymi i odwracalnymi (16). Badanie ICE nie pozwala tez na oceng potencjalnej toksycznosci systemowej
zwigzanej z ekspozycja oczu.

9. Podejmowane sa starania w celu dokladniejszego scharakteryzowania przydatnosci i ograniczen badania ICE
w odniesieniu do identyfikowania substancji, ktére nie sg silnie drazniace, i substancji niedrazniacych (zob. réwniez
pkt 48). Uzytkownikoéw zacheca si¢ réwniez do przekazywania probek lub danych organizacjom walidacyjnym
w celu przeprowadzenia formalnej oceny mozliwych przyszlych zastosowan metody badania ICE, w tym do iden-
tyfikacji substancji o slabym dziataniu drazniacym i substancji niedrazniacych.
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W kazdym laboratorium zaczynajacym przeprowadzanie tego badania nalezy zastosowaé chemikalia przeznaczone
do oceny biegloici wymienione w dodatku 2. Laboratorium moze stosowaé te chemikalia w celu wykazania swojej
bieglosci technicznej w zakresie przeprowadzania badania metodg ICE przed przedstawieniem danych z badania ICE
do celéw regulacyjnej klasyfikacji zagrozen.

ZASADA BADANIA

Metoda badania ICE jest modelem organotypicznym, ktéry zapewnia krotkotrwale zachowanie oka kurzego in vitro.
Uszkodzenia spowodowane badana substancja ocenia si¢ w ramach tej metody badania na podstawie obrzeku
i zmgtnienia rogdwki oraz zatrzymania fluoresceiny. Podczas gdy dwa ostatnie parametry wymagaja oceny jako-
$ciowej, analiza obrzgku rogéwki stanowi oceng ilosciow. Kazdy pomiar przelicza si¢ na wynik ilosciowy stosowany
do obliczania ogélnego wskaznika podraznienia lub tez przypisuje si¢ mu kategori¢ jakosciowa stosowana do
przypisania kategorii w klasyfikacji in vitro dzialania zracego i drazniacego dla oczu. Kazdy z tych wynikéw
mozna nastgpnie zastosowal do przewidzenia potencjalnego dzialania zracego lub draznigcego dla oczu in vivo
(zob. kryteria decyzji).

Pochodzenie i wiek oczu kurzych

Oczy do niniejszego badania pobiera si¢ tradycyjnie od kurczat uzyskiwanych z rzezni, w ktérej sa one poddawane
ubojowi na potrzeby spozycia przez ludzi, co eliminuje konieczno$¢ wykorzystywania zwierzat laboratoryjnych.
Stosuje si¢ wylacznie oczy zwierzat zdrowych, ktére uznano za odpowiednie do wprowadzenia do faricucha zywno-
Sciowego czlowieka.

Chociaz nie przeprowadzono badania z grupa kontrolng w celu oceny optymalnego wieku kurczat, wiek i masa
kurczat wykorzystywanych dotychczas do niniejszego badania odpowiadaja mtodym kurczgtom tradycyjnie przetwa-
rzanym przez rzeznie drobiu (tzn. ok. 7 tygodni, 1,5-2,5 kg).

Pobieranie oczu i transport do laboratorium

Glowy nalezy usung¢ natychmiast po u$mierceniu kurczat (najczesciej przy uzyciu wstrzasu elektrycznego) i nacieciu
szyi w celu wywolania krwawienia. Nalezy zapewni¢ lokalne zrédlo kurczat, zlokalizowane blisko laboratorium, tak
by glowy zwierzat mogly zostal przetransportowane z rzezni do laboratorium na tyle szybko, zeby zminimalizowaé
mozliwo$¢ pogorszenia stanu oczu lub skazenia bakteriami. Nalezy zminimalizowa¢ odstep czasu migedzy pobraniem
gléw kurczat i uzyciem oczu w badaniu ICE (zwykle do dwéch godzin) oraz wykazad, ze nie wplynie on negatywnie
na wyniki badania. Wyniki badania opieraja si¢ na kryteriach doboru oczu, jak réwniez na reakcjach w ramach
kontroli pozytywnej i negatywnej. Wszystkie oczy wykorzystane w badaniu powinny pochodzi¢ z tej samej grupy
oczu pobranych danego dnia.

Poniewaz oczy wycina si¢ w laboratorium, glowy w stanie nienaruszonym s transportowane z rzeZni
w temperaturze otoczenia, w plastikowych pojemnikach nawilzanych recznikami zmoczonymi w izotonicznym
roztworze soli.

Kryteria doboru oczu zastosowane w badaniu ICE

Odrzuca si¢ oczy wykazujace po enukleacji wysoki poziom wybarwienia fluoresceing (tzn. > 0,5) lub zmetnienia
rogowki (tzn. > 0,5).

Kazda badana grupa oraz grupa réwnoczesnej kontroli pozytywnej sklada si¢ z co najmniej trojga oczu. Grupa
kontroli negatywnej lub kontroli z zastosowaniem rozpuszczalnika (w przypadku stosowania rozpuszczalnika innego
niz roztwér soli) sklada si¢ z co najmniej jednego oka.

PROCEDURA
Przygotowanie oczu

Powicki wycina si¢ ostroznie, tak aby nie uszkodzi¢ rogowki. Szybkiej oceny, czy rogéwka jest nienaruszona,
dokonuje si¢ poprzez wkroplenie 2 % (w/v) soli sodowej fluoresceiny na powierzchni¢ rogdwki na kilka sekund,
a nastepnie przemycie rogéwki izotonicznym roztworem soli. Oczy poddane dzialaniu fluoresceiny bada si¢
nastepnie przy uzyciu mikroskopu z lampa szczelinowg w celu zagwarantowania, Ze rogéwka nie jest uszkodzona
(tzn. Ze wyniki zatrzymania fluoresceiny oraz zmetnienia < 0,5).

Jezeli oko nie jest uszkodzone, wycina si¢ je calkowicie z czaszki, starajac si¢ nie uszkodzi¢ rogéwki. Gatke oczna
wyciaga si¢ z oczodotu przytrzymujac mocno migotke szczypczykami chirurgicznymi, za$§ migénie oka odcina si¢
przy uzyciu zagietych tepo zakoriczonych nozyczek. Nie mozna dopusci¢ do powstania uszkodzen rogdwki poprzez
wywieranie na nig nadmiernego nacisku (tj. stosowania urzadzen kompresyjnych).

Po wyjeciu galki ocznej z oczodotu nalezy pozostawi¢ przyczepiong widoczng cze§é nerwu wzrokowego. Po wyjeciu
z oczodotu oko umieszcza si¢ na podkladce chlonnej i odcina si¢ migotke i inne tkanki taczne.
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Poddane enukleacji oko umieszcza si¢ w uchwycie ze stali nierdzewnej, przy rogéwce ustawionej pionowo. Uchwyt
przenosi si¢ nastepnie do komory urzadzenia do przeplukiwania (16). Uchwyty nalezy umiesci¢ w urzadzeniu do
przeplukiwania w taki sposéb, by na calg rogéwke kapal izotoniczny roztwor soli. Komory urzadzenia do przeplu-
kiwania powinny utrzymywaé temperature 32 * 1,5 °C. Dodatek 3 zawiera schemat budowy typowego urzadzenia
do przeptukiwania i uchwytéw na oczy, ktére mozna naby¢ na rynku lub zbudowaé samodzielnie. Urzadzenie
mozna tak zmodyfikowaé, aby spetniato potrzeby konkretnego laboratorium (np. poprzez dostosowanie liczby oczu).

Po umieszczeniu w urzadzeniu do przeplukiwania oczy bada si¢ ponownie przy uzyciu mikroskopu z lampa
szczelinowa w celu sprawdzenia, czy nie zostaly one uszkodzone podczas procedury wycinania. W tym momencie
nalezy réwniez zmierzy¢ grubo§¢ rogéwki na jej wierzchotku przy zastosowaniu urzadzenia do pomiaru glgbokosci
polaczonego z mikroskopem z lampa szczelinows. Nalezy zastapi¢ oczy (i) o wyniku zatrzymania fluoresceiny > 0,5;
(ii) o zmetnieniu rogdéwki > 0,5 lub (iii) noszace jakiekolwiek $lady uszkodzenia. Oczy, ktére nie zostaly odrzucone
ze wzgledu na jedno z powyzszych kryteridw, nalezy odrzuci¢ jesli grubos¢ ich rogéwki rézni si¢ o ponad 10 % od
$redniej warto$ci dla wszystkich oczu. Uzytkownicy powinni by¢ $wiadomi, Ze mikroskopy z lampami szczelino-
wymi moga dawaé rézne wyniki pomiaru grubo$ci rogéwki, jesli stosuje si¢ rézne ustawienia szczeliny. Szeroko$é
szczeliny powinna wynosi¢ 0,095 mm.

Po zbadaniu i dopuszczeniu wszystkich oczu sg one inkubowane przez ok. 45 do 60 minut w celu zréwnowazenia
ich z ukladem badawczym przed dawkowaniem substancji. Po okresie inkubacji rejestruje si¢ zerowy pomiar
referencyjny grubosci rogéwki i jej zmetnienia, ktory stuzy jako punkt odniesienia (tj. czas = 0). Wynik pomiaru
fluoresceiny okre$lony w momencie wycinania stosuje si¢ jako pomiar odniesienia dla tego punktu koncowego.

Podanie substancji badanej

Natychmiast po dokonaniu zerowych pomiaréw referencyjnych oko (w pojemniku) wyjmuje si¢ z urzadzenia do
przeplukiwania i ustawia w pozycji poziomej, a na rogéwke aplikuje si¢ badang substancje.

Substancje ciekle bada si¢ zwykle w stanie nierozcieficzonym, mozna je jednak w razie potrzeby rozcieficzy¢ (np.
w czedci badania). Preferowanym rozpuszczalnikiem w przypadku substancji rozcienczanych jest sél fizjologiczna.
Mozna jednak stosowaé réwniez alternatywne rozpuszczalniki w kontrolowanych warunkach badania, ale zasadno$¢
zastosowania rozpuszczalnikéw innych niz sél fizjologiczna nalezy udowodnié.

Badane substancje ciekle aplikuje si¢ na rogéwke w taki sposéb, by cala powierzchnia rogéwki byla réwnomiernie
pokryta badang substancja; standardowa ilo$¢ wynosi 0,03 ml.

Ciala stale nalezy w miar¢ mozliwosci jak najdokladniej rozdrobni¢ w moZdzierzu lub podobnym urzadzeniu
rozdrabniajgcym. Proszek nalezy zaaplikowad na rogdéwke w taki sposéb, by jej powierzchnia byla réwnomiernie
pokryta badang substancja; standardowa ilos¢ wynosi 0,03 g.

Badang substancje (ciecz lub cialo stale) pozostawia si¢ przez 10 sekund, a nastgpnie zmywa z oka izotonicznym
roztworem soli (w ilosci ok. 20 ml) w temperaturze otoczenia. Oko (w pojemniku) umieszcza si¢ nastepnie
ponownie w urzadzeniu do przeplukiwania w pierwotnej pozycji pionowej.

Substancje kontrolne

Kazde do$wiadczenie powinno obejmowaé réwnoczesng kontrolg negatywna lub kontrolg z zastosowaniem rozpusz-
czalnika/noénika i kontrol¢ pozytywna.

W przypadku badania cieczy o stezeniu 100 % lub ciat stalych w metodzie badania ICE jako réwnoczesng kontrolg
negatywna stosuje si¢ sol fizjologiczng w celu wykrycia niespecyficznych zmian w ukladzie badawczym
i zagwarantowania, Ze warunki badania nie wywoluja w niewlasciwy sposéb reakcji w postaci podraznienia.

W przypadku badania cieczy rozcieiczonych w metodzie badania uwzglednia si¢ réwnoczesng kontrolg
z zastosowaniem rozpuszczalnika/no$nika w celu wykrycia niespecyficznych zmian w ukladzie badawczym
i zagwarantowania, Ze warunki badania nie wywoluja w niewlasciwy sposéb reakcji w postaci podraznienia. Jak
stwierdzono w pkt 25 mozna stosowaé jedynie rozpuszczalnik/no$nik, w odniesieniu do ktérego wykazano, ze nie
wplywa negatywnie na uklad badawczy.
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W kazdym do$wiadczeniu uwzglednia si¢ substancje o znanym dziataniu draznigcym dla oczu stuzaca do przepro-
wadzenia rownoczesnej kontroli pozytywnej w celu zweryfikowania, czy wywolana zostala wlasciwa reakcja.
Poniewaz w niniejszej metodzie badania stosuje si¢ badanie ICE w celu zidentyfikowania substancji Zracych
i silnie draznigcych, w idealnej sytuacji do kontroli pozytywnej powinna by¢ uzyta substancja referencyjna, ktéra
wywoluje silng reakcje w tej metodzie badania. Aby jednak zapewni¢ mozliwo$¢ oceny zmiennosci reakcji w kontroli
pozytywnej w czasie, podraznienie nie powinno by¢ nadmierne. Nalezy wyprodukowaé wystarczajace dane in vitro do
kontroli pozytywnej, aby mozna bylo obliczy¢ okreSlony statystycznie dopuszczalny zakres kontroli pozytywnej.
Jezeli dla konkretnej kontroli pozytywnej nie istnieja odpowiednie dane historyczne z badan ICE, moze zaj§¢
konieczno$¢ przeprowadzenia badan w celu dostarczenia tych informacji.

Do celéw kontroli pozytywnej w przypadku badanych cieczy mozna zastosowaé na przyklad 10 % kwas octowy lub
5% roztwér chlorku benzalkonium, za$ do kontroli pozytywnej dla badanych cial stalych - na przyktad wodoro-
tlenek sodu lub imidazol.

Substancje wzorcowe sg przydatne do oceny potencjalnego dzialania draznigcego dla oczu nieznanych chemikaliéw
z okreslonej klasy chemicznej lub produktowej lub do oceny wzglednego potencjalnego dzialania draznigcego
substangji draznigcej dla oczu w okreslonym zakresie reakcji w postaci podraznienia.

Pomiar punktéw koficowych

Rogéwki poddane dziataniu badanej substancji ocenia si¢ przed podaniem tej substancji, a nastepnie po 30, 75, 120,
180 i 240 minutach (* 5 minut) od plukania po podaniu substancji badanej. Te punkty czasowe zapewniaja
odpowiednia liczb¢ pomiaréw w trakcie czterogodzinnego okresu badania, pozostawiajac jednocze$nie odpowiednia
ilo§¢ czasu pomigdzy pomiarami na dokonanie koniecznych obserwacji wszystkich oczu.

Oceniane punkty koficowe to zmetnienie rogéwki, obrz¢k, zatrzymanie fluoresceiny i zmiany morfologiczne (np.
wzery lub rozluZnienie nablonka przedniego). Wszystkie punkty koficowe, z wyjatkiem zatrzymania fluoresceiny
(ktére okresla sie wylacznie przed poddaniem materialu dzialaniu badanej substancji oraz 30 minut po nim), ustalane
sa we wszystkich wymienionych punktach czasowych.

Zaleca si¢ wykonanie fotografii celem udokumentowania zmetnienia rogéwki, zatrzymania fluoresceiny, zmian
morfologicznych oraz histopatologii, jesli jest przeprowadzana.

Zacheca sie uzytkownikéw, by po ostatniej ocenie po czterech godzinach zachowali oczy w odpowiednim $rodku
utrwalajacym (np. obojetnej buforowanej formalinie) na potrzeby ewentualnego badania histopatologicznego.

Obrzgk rogéwki okresla si¢ na podstawie pomiaru grubo$ci rogdwki dokonywanego przy uzyciu pachymetru
optycznego w mikroskopie z lampg szczelinows. Warto$¢ t¢ wyraza si¢ procentowo i oblicza si¢ ja na podstawie
pomiaréw grubosci rogowki wedlug ponizszego wzoru:

grubo §¢ rogowki w czasie t — grubo §¢ rogowki w czasie t = 0 100
grubo $¢ rogowki w czasie = 0

Srednig warto$¢ procentowg obrzeku rogéwki we wszystkich oczach poddanych badaniu oblicza si¢ w oparciu
o wszystkie punkty czasowe obserwacji. W oparciu o najwyzszy $redni wynik obrzeku rogdwki zaobserwowany
w dowolnym punkcie czasowym podaje si¢ ogélny wynik dla kategorii w odniesieniu do kazdej badanej substancji.

Zmetnienie rogéwki oblicza si¢ przy zastosowaniu najbardziej zmetniatej powierzchni rogoéwki. Srednig wartosé
procentowg zmetnienia rogdwki we wszystkich oczach poddanych badaniu oblicza si¢ w oparciu o wszystkie punkty
czasowe obserwacji. W oparciu o najwyzszy Sredni wynik zmetnienia rogéwki zaobserwowany w dowolnym punkcie
czasowym podaje si¢ ogélny wynik dla kategorii w odniesieniu do kazdej badanej substancji (tabela 1).

Tabela 1

Wyniki oceny zmetnienia rogdwki

Wynik Obserwacja

0 Brak zmetnienia

0,5 Nieznaczne zmetnienie
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Wynik Obserwadja
1 Obszary pojedyncze lub rozproszone; elementy teczéwki sa wyraznie widoczne
2 Obszar pdlprzezroczysty jest wyraznie widoczny; elementy teczéwki sa nieco zamazane
3 Powazne zmetnienie rogéwki; nie s3 widoczne zadne konkretne elementy teczéwki; bardzo trudno jest
okresli¢ wielko$¢ Zrenicy
4 Calkowite zmetnienie rogdwki; teczéwka jest niewidoczna

42.

43.

44,

45.

Sredni poziom zatrzymania fluoresceiny we wszystkich badanych oczach oblicza si¢ wylacznie w punkcie czasowym
po 30 minutach; warto$¢ te stosuje si¢ do okreslenia og6lnego wyniku dla kategorii w odniesieniu do kazdej badanej
substancji (tabela 2).

Tabela 2

Wyniki zatrzymania fluoresceiny

Wynik Obserwacja
0 Brak zatrzymania fluoresceiny
0,5 Nieznaczne wybarwienie pojedynczych komérek
1 Wybarwienie pojedynczych komoérek rozproszone na calym obszarze rogéwki poddanym dzialaniu
substancji
2 Ogniskowe lub laczace si¢ zwarte wybarwienie pojedynczych komoérek
3 Laczace si¢ duze obszary rogbwki zatrzymuja fluoresceing

Zmiany morfologiczne obejmujg »wzery« komoérek nablonka przedniego, »rozluZnienie« nablonka przedniego,
»stwardnienie« powierzchni rogéwki oraz »przyleganie« badanej substancji do rogéwki. Ustalenia te moga sie rézni¢
migdzy soba stopniem zaawansowania i moga wystepowaé jednoczesnie. Klasyfikacja tych ustalen jest subiektywna
i zalezna od interpretacji osoby badajace;j.

DANE I SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Ocena danych

Wyniki badania zmetnienia rogodwki, obrzg¢ku rogdwki i zatrzymania fluoresceiny nalezy ocenia¢ osobno, tak aby
wygenerowac klas¢ ICE dla kazdego punktu koficowego. Klasy ICE w odniesieniu do kazdego punktu koficowego sa
nastepnie faczone w celu uzyskania Klasyfikacji Dzialania Draznigcego dla Oczu dla kazdej badanej substancji.

Kryteria decyzji

Po dokonaniu oceny kazdego punktu koficowego mozna przypisa¢ klasy ICE w oparciu o wcze$niej ustalony zakres.
Interpretacji wynikow grubosci rogéwki (tabela 3), zmetnienia (tabela 4) i zatrzymania fluoresceiny (tabela 5)
z zastosowaniem czterech klas ICE dokonuje si¢ na podstawie nastepujacych skal:

Tabela 3

Kryteria klasyfikacji ICE w odniesieniu do grubosci rogéwki

Sredni obrzek rogowki (%) (¥) Klasa ICE
0-5 I
>5-12 II
>12-18 (> 75 min po podaniu substancji) I
>12-18 (< 75 min po podaniu substancji) I
>18-26 11
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46.

Sredni obrzek rogowki (%) (*) Klasa ICE
>26-32 (> 75 min po podaniu substancji) 11
>26-32 (< 75 min po podaniu substancji) v
>32 v

(*) Wyniki dotyczace obrz¢ku rogéwki maja zastosowanie, wylacznie jezeli jej grubo$¢ mierzy sie przy uzyciu mikroskopu z lampa
szczelinowg Haag-Streit BP900 z urzadzeniem pomiarowym nr I, przy ustawieniu szczeliny na 9%, co odpowiada 0,095 mm.
Uzytkownicy powinni by¢ $wiadomi, ze mikroskopy z lampami szczelinowymi moga dawaé rézne wyniki pomiaru grubosci
rogéwki, jezeli stosuje si¢ rozne ustawienia szczeliny.

Tabela 4

Kryteria klasyfikacji ICE w odniesieniu do zmetnienia

Sredni maksymalny wynik zmetnienia (*) Klasa ICE
0,0-0,5 I
0,6-1,5 I
1,6-2,5 11
2,6-4,0 v

(*) Zob. tabela 1.

Tabela 5

Kryteria klasyfikacji ICE w odniesieniu do zatrzymania fluoresceiny

Sredni wynik zatrzymania ﬂuore;;einy 30 minut po podaniu Klasa ICE
substancji (*)
0,0-0,5 I
0,6-1,5 I
1,6-2,5 111
2,6-3,0 \Y

(*) Zob. tabela 2.

Ogdlng klasyfikacje dzialania draznigcego in vitro badanej substancji ocenia si¢ poprzez odczyt kategorii dzialania
draznigcego odpowiadajacej polaczeniu kategorii otrzymanych w odniesieniu do obrzgku rogéwki, zmetnienia
rogéwki i zatrzymania fluoresceiny oraz zastosowanie schematu przedstawionego w tabeli 6.

Tabela 6

Ogodlna klasyfikacja dzialania draznigcego in vitro

Kategoria Polgczenie 3 punktéw koncowych

Substancja o dzialaniu zrgcym | silnie draznigcym | 3 x IV

2x1v, 1 x1II

2x1V, 1 <11 (¥

2x1V, 1 x1(%

Zmetnienie rogéwki = 3 po 30 min (w przynajmniej 2 oczu)
Zmgtnienie rogéwki =4 po 30 min (w przynajmniej 2 oczu)
Znaczne rozluznienie nablonka przedniego (w przynajmniej 1
oku)

(*) Mniej prawdopodobne polaczenia.
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47.

48.

49.

50.

Zgodnie z trecig pkt 1, jezeli badana substancja nie zostala zidentyfikowana jako zraca lub silnie draznigca dla oczu,
nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe badanie do celéw klasyfikacji i oznakowania. Metoda badania ICE wykazuje og6lng
dokladnos¢ od 83 % (120/144) do 87 % (134/154), odsetek wynikéw falszywie dodatnich od 6 % (7/122) do 8 %
(9/116), odsetek wynikéw falszywie ujemnych od 41 % (13/32) do 50 % (15/30) w odniesieniu do identyfikacji
substancji zracych i silnie draznigcych dla oczu w poréwnaniu do danych uzyskanych w wyniku metody badania in
vivo na oku krolika, sklasyfikowanych zgodnie z systemami klasyfikacji EPA (1), UE (2) lub GHS (3). Jezeli substancje
nalezace do okreslonych klas chemicznych (tj. alkohole i substancje powierzchniowo czynne) lub fizycznych (4. ciata
stale) s wylaczone z bazy danych, doktadno$¢ badania ICE wg systeméw klasyfikacji UE, EPA i GHS wynosi od 91 %
(75/82) do 92 % (69(75), odsetek wynikow falszywie dodatnich — od 5 % (4/73) do 6 % (4/70), a odsetek wynikow
falszywie ujemnych — od 29 % (2/7) do 33 % (3/9) (4).

Nawet jezeli badana substancja nie zostanie zaklasyfikowana jako zraca lub silnie draznigca dla oczu, dane z badania
ICE moga by¢ przydatne, w polaczeniu z danymi z badania in vivo na oku krélika lub z innego odpowiednio
zwalidowanego badania in vitro, w celu dalszej oceny przydatnosci i ograniczert metody badania ICE w odniesieniu do
identyfikacji substancji o stabym dzialaniu draznigcym i substancji niedraznigcych (trwaja prace nad dokumentem
zawierajacym wytyczne dotyczace stosowania metod badania toksycznosci dla oczu in vitro).

Kryteria dopuszczalno$ci badania

Badanie uznaje si¢ za dopuszczalne, jezeli rdwnoczesna kontrola negatywna | kontrole z zastosowaniem rozpusz-
czalnika/nosnika oraz réwnoczesna kontrola pozytywna daje wyniki w klasyfikacji dzialania draznigcego mieszczace
si¢ odpowiednio w ramach klas substancji niedraznigcych i silnie draznigcych/zracych.

Sprawozdanie z badania

Sprawozdanie z badania powinno zawiera¢ nastepujgce informacje, o ile sg one istotne dla przebiegu badania:

Substancje badane i kontrolne

Nazwa chemiczna (nazwy chemiczne), np. nazwa strukturalna uzywana przez Chemical Abstracts Service (CAS), po
ktérej nastgpuja inne nazwy, jezeli sa znane;

Numer CAS, jezeli jest znany;

Czysto§¢ i sklad substancji lub mieszaniny (w procentach masy), w miar¢ dostgpnosci tych informacji;

Wihasciwosci fizykochemiczne istotne dla przebiegu badania, np. stan skupienia, lotno$¢, pH, stabilno§¢, klasa
chemiczna, rozpuszczalno$¢ w wodzie;

W stosownych przypadkach obrébka substancji badanych/kontrolnych przed badaniem (np. ogrzanie, rozdrobnienie);

Stabilnos¢, jezeli jest znana.

Informacje dotyczgce sponsora i placéwki przeprowadzajgcej badanie

Nazwa i adres sponsora i placéwki przeprowadzajgcej badanie oraz dane kierownika badan;

Identyfikacja Zrédla oczu (tj. zaklad, w ktérym je pobrano);

Warunki przechowywania i transportu oczu (np. data i czas pobrania oczu, odstgp czasu miedzy pobraniem oczu
a rozpoczeciem badania);

W miarg dostgpnosci szczegbtowe dane na temat zwierzat, od ktérych pobrano oczy (np. wiek, ple¢, masa zwierzgcia
dawcy).

Uzasadnienie zastosowanej metody badania i protokotu
Integralnos¢ metody badania

Procedura zastosowana w celu zapewnienia integralnosci (tj. dokfadnosci i wiarygodnosci) metody badania w czasie
(np. okresowe badanie substancji do oceny bieglo$ci, wykorzystanie historycznych danych z kontroli negatywnej

i pozytywnej).
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Kryteria dotyczgce badania dopuszczalnego
W stosownych przypadkach akceptowalny zakres réwnoczesnej kontroli odniesienia na podstawie danych historycz-
nych.

Warunki badania

Opis zastosowanego ukladu badawczego;

Zastosowany mikroskop z lampg szczelinowa (np. model);

Zastosowane ustawienia mikroskopu z lampa szczelinows;

Informacje na temat zastosowanych oczu kurzych, w tym o$wiadczenia dotyczace ich jakosci;

Szczegbtowe dane na temat zastosowanej procedury badania;

Zastosowane stezenie badanej substancji;

Opis wszelkich modyfikacji procedury badania;

Odniesienie do danych historycznych dotyczacych modelu (np. kontrole pozytywne i negatywne, substancje do
oceny bieglosci, substancje wzorcowe);

Opis stosowanych kryteriow oceny.

Wyniki

Opis innych zaobserwowanych skutkéw;

W razie potrzeby fotografie oka.

Omdwienie wynikéw
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Dodatek 1

DEFINICJE

Dokladno$é: bliskoé¢ zgodnosci pomiedzy wynikami zastosowania metody badania a przyjetymi warto$ciami odnie-
sienia. Jest to miara efektywnos$ci metody badania i jeden z aspektow jej ,istotnosci”. Pojecia tego czesto uzywa sie
zamiennie z pojeciem ,zgodno$¢” na oznaczenie odsetka prawidlowych wynikéw uzyskiwanych przy uzyciu metody
badania.

Substancja wzorcowa: substancja uzywana jako wzorzec do poréwnan z badang substancja. Substancja wzorcowa
powinna mie nastgpujace cechy: (i) stale i wiarygodne Zrédlo(-a); (i) podobiefistwo strukturalne i funkcjonalne do
badanej klasy substancji; (iii) znane wiasciwosci fizyczne/chemiczne; (iv) dane uzupelniajace dotyczace znanych skutkéw
oraz (v) znang sile dzialania w zakresie pozadanych reakgji.

Rogéwka: przezroczysta warstwa w przedniej czeSci gatki ocznej, ktora okrywa teczOwke i Zrenicg oraz wpuszcza
$wiatto do wnetrza oka.

Zmetnienie rogéwki: pomiar stopnia zmetnienia rogéwki wskutek ekspozycji na badang substancje. Zwigkszone zmet-
nienie rogéwki wskazuje na jej uszkodzenie.

Obrzek rogéwki: obiektywny pomiar stopnia rozdecia rogéwki w nastepstwie ekspozycji na badang substancje
w badaniu ICE. Obrzek rogéwki wyraza si¢ procentowo i oblicza si¢ go na podstawie wyjéciowych pomiaréw grubosci
rogowki (sprzed podania substancji) i grubosci mierzonej w réwnych odstepach czasu po ekspozycji na badang substancje
w badaniu ICE. Stopien obrzgku rogéwki wskazuje na uszkodzenie rogowki.

Kategoria I EPA: dzialanie Zrgce (nicodwracalne uszkodzenie tkanki oka) lub zmiany rogéwkowe lub podraznienie
rogbéwki utrzymujace si¢ dluzej niz 21 dni (1).

Kategoria R41 UE: spowodowanie uszkodzenia tkanki w oku lub powazne fizyczne pogorszenie widzenia w nastgpstwie
natozenia badanej substancji na przednia powierzchni¢ oka, ktére nie jest calkowicie odwracalne w ciaggu 21 dni od
natozenia (2).

Odsetek wynikow falszywie wjemnych: odsetek wszystkich obecnych substancji falszywie zidentyfikowanych
w wyniku zastosowania metody badania jako nieobecne. Jest to jeden ze wskaznikéw efektywnosci metody badania.

Odsetek wynikéw falszywie dodatnich: odsetek wszystkich nieobecnych substancji falszywie zidentyfikowanych
w wyniku zastosowania metody badania jako obecne. Jest to jeden ze wskaznikow efektywnosci metody badania.

Zatrzymanie fluoresceiny: subiektywny pomiar ilosci soli fluoresceiny zatrzymanej w komoérkach nablonka przedniego
rogéwki w nastepstwie ekspozycji na badang substancje w badaniu ICE. Stopien zatrzymania fluoresceiny wskazuje na
uszkodzenie nablonka przedniego rogéwki.

GHS (Globalnie Zharmonizowany System Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliéw): system proponujacy klasy-
fikacj¢ chemikaliow (substancji i mieszanin) wedlug znormalizowanych rodzajéw i pozioméw zagrozen fizycznych,
zdrowotnych i $rodowiskowych oraz omawiajacy odpowiednie elementy komunikacyjne, takie jak piktogramy, hasta
ostrzegawcze, zwroty wskazujace rodzaj zagrozenia, zwroty wskazujace Srodki ostroznosci i karty charakterystyki
substancji i produktéw niebezpiecznych, aby przekazaé informacje na temat ich dzialan niepozadanych w celu zapew-
nienia ochrony ludzi (w tym pracownikéw, robotnikéw, przewoznikéw, konsumentéw i ratownikéw) i srodowiska (3).

Kategoria 1 GHS: spowodowanie uszkodzenia tkanki w oku lub powazne fizyczne pogorszenie widzenia w nastepstwie
nalozenia badanej substancji na przednig powierzchni¢ oka, ktére nie jest catkowicie odwracalne w ciggu 21 dni od
natozenia (3).

Zagrozenie: nicodlaczna wilasciwos$¢ czynnika lub sytuacja, ktéra moze potencjalnie doprowadzi¢ do negatywnych
skutkéw w przypadku ekspozycji organizmu, systemu lub (sub)populacji na taki czynnik.
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Kontrola negatywna: replikat niepoddany dziataniu badanej substancji, zawierajacy wszystkie skfadniki uktadu badaw-
czego. Probka ta jest przetwarzana razem z prébkami poddanymi dzialaniu badanej substancji oraz z innymi prébkami
kontrolnymi w celu okreslenia, czy rozpuszczalnik wchodzi w reakcje z ukladem badawczym.

Niedraznigce: substancje, ktdre nie zostaly zaklasyfikowane do kategorii I, I lub III EPA, kategorii R41 lub R36 UE lub
kategorii 1, 2A lub 2B GHS jako drazniace dla oczu (1)(2)(3).

Zrace dla oczu: a) substancja, ktéra powoduje nieodwracalne uszkodzenie tkanki w oku; b) substancje, ktére zaklasy-
fikowano do kategorii 1 GHS, kategorii I EPA lub kategorii R41 UE jako draznigce dla oczu (1)(2)(3).

Draznigce dla oczu: a) substancja, ktéra powoduje odwracalng zmiane w oku w nastepstwie jej nalozenia na przednia
powierzchnig oka; b) substancje, ktére zaklasyfikowano do kategorii II lub IIl EPA, kategorii R36 UE lub kategorii 2A lub
2B GHS jako drazniace dla oczu (1)(2)(3).

Silnie draznigce dla oczu: a) substancja, ktéra powoduje zmiang w oku w nastepstwie jej nalozenia na przednig
powierzchnie oka, ktéra nie ustepuje w ciggu 21 dni od nalozenia lub powoduje powazne fizyczne pogorszenie widzenia;
b) substancje, ktére zaklasyfikowano do kategorii I GHS, kategorii I EPA lub kategorii R41 UE jako draznigce dla oczu
M@)(3).

Kontrola pozytywna: replikat zawierajacy wszystkie sktadniki ukfadu badawczego, ktéry zostal poddany dziataniu
substancji, o ktorej wiadomo, ze wywola reakcje dodatnia. Aby zapewni¢ mozliwo$¢ oceny zmiennosci reakcji
w kontroli pozytywnej w czasie, podraznienie nie powinno by¢ nadmierne.

Wiarygodno$é: miary zakresu, w jakim metoda badania moze zosta¢ wykonana w sposéb odtwarzalny w jednym
laboratorium i pomiedzy laboratoriami w czasie, w przypadku jej wykonywania przy uzyciu tego samego protokolu.
Ocenia si¢ ja poprzez obliczenie odtwarzalnosci wewnatrz- i miedzylaboratoryjnej oraz powtarzalnosci wewnatrzlabora-

toryjne;j.

Mikroskop z lampg szczelinowy: narzedzie uzywane do bezposredniego badania oka w powigkszeniu pod mikro-
skopem dwuokularowym poprzez uzyskanie prostego obrazu stereoskopowego. W metodzie badania ICE narzedzie to
stosuje si¢ do ogladania przednich struktur oka kurzego, jak réwniez do obiektywnego pomiaru grubosci rogowki za
pomocy urzgdzenia do pomiaru grubosci polaczonego z mikroskopem.

Kontrola z zastosowaniem rozpuszczalnika/no$nika: probka niepoddana dzialaniu badanej substancji, zawierajaca
wszystkie skfadniki ukladu badawczego, w tym rozpuszczalnik lub nosnik, ktora jest przetwarzana razem z probkami
poddanymi dzialaniu badanej substancji oraz z innymi prébkami kontrolnymi w celu okreslenia wyjsciowej reakgji dla
probek poddanych dziataniu badanej substancji rozpuszczonej w tym samym rozpuszczalniku lub no$niku. Jezeli réwno-
czes$nie przeprowadza si¢ kontrole negatywna, probka ta wykazuje réwniez, czy rozpuszczalnik lub noénik wchodzi
w reakcje z ukltadem badawczym.

Badanie wielopoziomowe: stopniowa strategia badawcza, zgodnie z ktdra wszystkie istniejgce informacje na temat
badanej substancji sa analizowane na kazdym etapie w okre§lonym porzadku z zastosowaniem procesu uwzgledniajacego
wage dowodéw w celu okreslenia, czy dostgpna jest wystarczajaca ilo$¢ informacji do podjecia decyzji o klasyfikacji
zagrozenia, przed przejSciem do nastepnego etapu. Jezeli na podstawie dostepnych informacji mozna przypisa¢ badanej
substancji potencjal wywolania podraznienia, dodatkowe badania nie s3 potrzebne. Jezeli na podstawie dostepnych
informacji nie mozna przypisa¢ badanej substancji potencjalu wywolania podraznienia, przeprowadza si¢ procedure
stopniowych badan sekwencyjnych na zwierzetach do momentu, az bedzie mozliwe dokonanie jednoznacznej klasyfi-
kacji.

Zwalidowana metoda badania: metoda badania, w odniesieniu do ktérej zakorczono badania walidacyjne w celu
okreslenia jej istotnosci (w tym dokladnosci) i wiarygodnosci w odniesieniu do konkretnego celu. Nalezy zauwazy¢, ze
zwalidowana metoda badania moze nie wykazywal dostatecznej efektywnosci z punktu widzenia istotnosci
i wiarygodnosci, aby mozna bylo ja uznac za dopuszczalng w odniesieniu do danego celu.

Waga dowodoéw: proces analizowania mocnych i stabych stron réznych elementéw informacji podczas formutowania
wniosku dotyczacego potencjalnego zagrozenia stwarzanego przez dang substancj¢ oraz uzasadnienia takiego wniosku.
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CHEMIKALIA DO OCENY BIEGLOSCI W ODNIESIENIU DO METODY BADANIA ICE

Przed rozpoczgciem rutynowego stosowania metody badania zgodnej z niniejszg metoda badania laboratoria moga
podja¢ sie wykazania swojej bieglosci technicznej prawidlowo identyfikujac klasyfikacje stopnia dzialania zrgcego 10
substancji wskazanych w tabeli 1. Substancje te zostaly wybrane w taki sposdob, by reprezentowaly zakres reakcji na
miejscowe dzialanie draznigce/zrace dla oczu oparty na wynikach badania in vivo na oku krélika (TG 405) (np. kategorie
1, 2A, 2B lub nieklasyfikowane ani nieoznakowane zgodnie z GHS ONZ) (3)(7). Biorac pod uwage zwalidowana
uzyteczno$¢ tych badan (tj. wylacznie do zidentyfikowania substancji zracych/silnie draznigcych dla oczu), istniejg jednak
tylko dwa wykazujace efektywno$¢ wyniki badan dla potrzeb klasyfikacji (substancja Zraca/draznigca lub substancja
niezrgcaniedraznigca). Innymi kryteriami doboru byly: dostepno$¢ handlowa substancji, wysoka jako$¢ dostepnych
danych referencyjnych z badan in vivo oraz istnienie wysokiej jakosci danych dotyczacych dwdch metod in vitro,
w odniesieniu do ktérych przygotowuje si¢ wytyczne dotyczace badai. Z tego powodu substancje drazniace wybrano
z zalecanego przez Migdzyagencyjny Komitet Koordynacyjny ds. Uznawania Metod Alternatywnych (ICCVAM) wykazu
122 substangji referencyjnych do walidacji metod badan in vitro toksycznosci dla oczu (zob. dodatek H: Wykaz substancji
referencyjnych zalecanych przez ICCVAM) (4). Dane referencyjne znalezé mozna w dokumentach przegladowych
ICCVAM dla metod badania zmetnienia i przepuszczalnosci rogéwki u bydla (BCOP) oraz badania ICE (18)(19).

Tabela 1

Zalecane substancje do oceny bieglosci technicznej w odniesieniu do badania ICE

Substancja chemiczna Nr CAS le:rg?i?ga(l) Stan skupienia Klas‘}:ifjl(izc)ja in Klasyfikacja in vitro (%)
Chlorek  benzalko- | 8001-54-5 Zwigzek Ciecz Kategoria 1 Substancja zrgcaf
nium (5 %) oniowy Substancja silnie draznigca
Chloroheksydyna 55-56-1 Amina, Cialo stale Kategoria 1 Substancja zrgcaf

amidyna Substancja silnie drazniaca
Kwas  dibenzoilo-1- | 2743-38-6 Kwas karbo- Cialo stale Kategoria 1 Substancja Zraca/
winowy ksylowy, ester Substancja silnie drazniaca
Imidazol 288-32-4 Zwiazek hete- Cialo stale Kategoria 1 Substancja zracaf
rocykliczny Substancja silnie draznigca
Kwas  trichlorooctowy 76-03-9 Kwas karbo- Ciecz Kategoria 1 Substancja zracaf
(30 %) ksylowy Substancja silnie draznigca
Chlorek 2,6-dichloro- | 4659-45-4 Halogenek Ciecz Kategoria 2A Substancja niezraca/
benzoilu acylu Substancja o stabym dzia-
faniu draznigcym
2-etylo-acetylooctan 609-14-3 Keton, ester Ciecz Kategoria 2B Substancja niezraca/
metylu Substancja o stabym dzia-
faniu drazniagcym
Azotan amonu 6484-52-2 Sl nieorga- Cialo stale Kategoria 2A Substancja niezraca/
niczna Substancja o stabym dzia-
faniu draznigcym
Glicerol 56-81-5 Alkohol Ciecz Nieoznako- Substancja niezrgca/
wana Substancja o stabym dzia-
faniu draznigcym
n_heksan 110-54-3 Weglowodér Ciecz Nieoznako- Substancja niezraca/
(acykliczny) wana Substancja o stabym dzia-
faniu draznigcym

Skréty: Nr CAS = numer w Chemical Abstracts Service

(") Klasy chemiczne przypisano do kazdej badanej substancji z zastosowaniem standardowego schematu klasyfikacji w oparciu o system
klasyfikacji Medical Subject Headings (MeSH) opracowany przez National Library of Medicine (dostgpny pod adresem http//www.nlm.
nih.gov/mesh).

(%) W oparciu o wyniki badania in vivo na oku krélika (OECD TG 405) i z zastosowaniem GHS ONZ (3)(7).

(}) W oparciu o wyniki badan BCOP i ICE.
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Schematy budowy urzadzenia do przeplukiwania i uchwytéw na oczy stosowanych w badaniu ICE

(Zob. Burton i in. (17), aby uzyskaé¢ dodatkowe, ogdlne opisy urzgdzenia do przeptukiwania i uchwytu na oko)

OPIS

UCHWYT NA OKO

1 WYLOT CIEPLE] WODY
2 DRZWI PRZESUWNE

3 URZADZENIE DO PRZEPLUKIWANIA
4 MIERNIK OPTYCZNY

5 WLOT CIEPLE] WODY

6 ROZTWOR SOLI

7 CIEPLA WODA

8 WLOT ROZTWORU SOLI

9 KOMORA

10 UCHWYT NA OKO

11 OKO KURZE

12 WYLOT ROZTWORU SOLI

13 SRUBA DOCISKOWA

14 REGULOWANE RAMIE GORNE

15 NIERUCHOME RAMIE DOLNE”




