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Projekt 

ROZPORZ� DZENIE KOMISJI (UE) nr .../.. 

z dnia […] r. 

zmieniaj� ce, w celu dostosowania do post� pu technicznego, rozporz� dzenie (WE) nr 
440/2008 ustalaj� ce metody bada�  zgodnie z rozporz� dzeniem (WE) nr 1907/2006 

Parlamentu Europejskiego i Rady w sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwole�  i 
stosowanych ogranicze�  w zakresie chemikaliów (REACH) 

(Tekst maj� cy znaczenie dla EOG) 

KOMISJA EUROPEJSKA, 

uwzgl� dniaj� c Traktat o funkcjonowaniu Unii Europejskiej, 

uwzgl� dniaj� c rozporz� dzenie (WE) nr 1907/2006 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 
18 grudnia 2006 r. w sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwole�  i stosowanych 
ogranicze�  w zakresie chemikaliów (REACH), utworzenia Europejskiej Agencji 
Chemikaliów, zmieniaj� ce dyrektyw�  1999/45/WE oraz uchylaj� ce rozporz� dzenie Rady 
(EWG) nr 793/93 i rozporz� dzenie Komisji (WE) nr 1488/94, jak równie�  dyrektyw�  Rady 
76/769/EWG i dyrektywy Komisji 91/155/EWG, 93/67/EWG, 93/105/WE i 2000/21/WE1, w 
szczególno� ci jego art. 13 ust. 3, 

a tak� e maj� c na uwadze, co nast� puje: 

(1) Rozporz� dzenie Komisji (WE) nr 440/20082 zawiera metody bada�  s
u�� ce okre� laniu 
w
a� ciwo� ci fizykochemicznych, toksyczno� ci oraz ekotoksyczno� ci substancji, które 
nale� y stosowa�  do celów rozporz� dzenia (WE) nr 1907/2006. 

(2) Nale� y zaktualizowa�  rozporz� dzenie (WE) nr 440/2008 w celu priorytetowego 
uwzgl� dnienia dwóch przyj� tych przez OECD nowych metod badania in vitro 
dotycz� cych dzia
ania dra� ni� cego dla oczu, aby uzyska�  zmniejszenie liczby zwierz� t 
wykorzystywanych do celów do� wiadczalnych, zgodnie z dyrektyw�  Rady 
86/609/EWG z dnia 24 listopada 1986 r. w sprawie zbli � enia przepisów ustawowych, 
wykonawczych i administracyjnych pa� stw cz
onkowskich dotycz� cych ochrony 
zwierz� t wykorzystywanych do celów do� wiadczalnych i innych celów naukowych3. 
W sprawie tego projektu przeprowadzono konsultacje z zainteresowanymi stronami.  

(3) Nale� y zatem odpowiednio zmieni�  rozporz� dzenie (WE) nr 440/2008. 

(4) � rodki przewidziane w niniejszym rozporz� dzeniu s�  zgodne z opini�  komitetu 
ustanowionego na mocy art. 133 rozporz� dzenia (WE) nr 1907/2006, 

                                                 
1 Dz.U. L 396 z 30.12.2006, s. 1. 
2 Dz.U. L 142 z 31.5.2008, s. 1. 
3 Dz.U. L 358 z 18.12.1986, s. 1. 
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PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZ� DZENIE: 

Artyku
 1 

W cz�� ci B za
� cznika do rozporz� dzenia (WE) nr 440/2008 dodaje si�  rozdzia
y B.47 i B.48 
w brzmieniu okre� lonym w za
� czniku do niniejszego rozporz� dzenia. 

Artyku
 2 

Niniejsze rozporz� dzenie wchodzi w � ycie trzeciego dnia po jego opublikowaniu w Dzienniku 
Urz� dowym Unii Europejskiej. 

Niniejsze rozporz� dzenie wi�� e w ca
o� ci i jest bezpo� rednio stosowane we wszystkich 
pa� stwach cz
onkowskich. 

Sporz� dzono w Brukseli dnia […] r. 

 W imieniu Komisji 
 Przewodnicz� cy 
 José Manuel BARROSO 
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ZA	 � CZNIK   

B. 47 Metoda badania zm� tnienia i przepuszczalno� ci rogówki u byd
a do celów 
identyfikacji substancji � r � cych i silnie dra� ni� cych dla oczu 

WPROWADZENIE 

1. Metoda badania zm� tnienia i przepuszczalno� ci rogówki u byd
a (BCOP) jest metod�  
badania in vitro, któr�  mo� na stosowa�  w niektórych okoliczno� ciach i przy okre� lonych 
ograniczeniach w celu zaklasyfikowania substancji i mieszanin jako „� r� ce i silnie dra� ni� ce dla 
oczu” (1)(2)(3). Dla celów niniejszej metody badania substancje silnie dra� ni� ce oznaczaj�  
substancje, które wywo
uj�  zmiany oczne utrzymuj� ce si�  u królika przez co najmniej 21 dni od 
podania tych substancji. Chocia�  uwa� a si� , � e badanie BCOP nie mo� e ca
kowicie zast� pi�  
badania in vivo na oku królika, zaleca si�  jego stosowanie w ramach strategii bada�  
wielopoziomowych do celów klasyfikacji regulacyjnej i oznakowania w ramach okre� lonej 
dziedziny zastosowania (4)(5). Badane substancje i mieszaniny (6) mo� na zaklasyfikowa�  jako 
� r� ce lub silnie dra� ni� ce dla oczu bez przeprowadzania dodatkowych bada�  na królikach. 
Substancj� , która daje ujemny wynik w badaniu, nale� y zbada�  na królikach za pomoc�  strategii 
bada�  sekwencyjnych, zgodnie z wytycznymi OECD dotycz� cymi bada�  405 (7) (rozdzia
 B. 5 
niniejszego za
� cznika). 

2. Niniejsza metoda badania ma na celu opisanie procedur stosowanych do oceny 
potencjalnego dzia
ania � r� cego lub silnie dra� ni� cego dla oczu badanej substancji, okre� lanego 
na podstawie jej zdolno� ci do wywo
ywania zm� tnienia i zwi� kszonej przepuszczalno� ci w 
izolowanej rogówce bydl� cej. Toksyczne oddzia
ywanie na rogówk�  jest oceniane na podstawie: 
(i) zmniejszonej przepuszczalno� ci � wiat
a (zm� tnienie) oraz (ii) zwi� kszonej przepuszczalno� ci 
barwnika na bazie soli sodowej fluoresceiny (przepuszczalno�� ). Oceny zm� tnienia i 
przepuszczalno� ci rogówki, wydane w nast� pstwie ekspozycji rogówki na badan�  substancj� , s�  

� czone w jeden wska	 nik podra� nienia in vitro (IVIS), który stosuje si�  do klasyfikacji stopnia 
dzia
ania dra� ni� cego badanej substancji.  

3. Metod�  badania BCOP zastosowano równie�  do badania substancji dra� ni� cych dla oczu 
wywo
uj� cych zmiany, które ust� puj�  w ci� gu 21 dni, oraz substancji niedra� ni� cych. Dok
adno��  
i wiarygodno��  metody badania BCOP w odniesieniu do substancji nale�� cych do tych kategorii 
nie zosta
a jednak formalnie oceniona. 

4. Definicje podano w dodatku 1. 

ZA	O � ENIA WST � PNE I OGRANICZENIA 

5. Niniejsza metoda badania opiera si�  na protokole metody badania BCOP 
Mi � dzyagencyjnego Komitetu Koordynacyjnego ds. Uznawania Metod Alternatywnych 
(ICCVAM) (8), który opracowano na podstawie mi� dzynarodowego badania walidacyjnego 
(4)(5)(9) przy udziale Europejskiego Centrum Uznawania Metod Alternatywnych (ECVAM) i 
Japo� skiego Centrum Uznawania Metod Alternatywnych (JaCVAM). Protokó
 opiera si�  na 
informacjach uzyskanych z instytutu bada�  in vitro (In Vitro Sciences, IIVS) oraz na protokole 
124 INVITTOX (10), który zosta
 zastosowany w sponsorowanym przez Wspólnot�  Europejsk�  
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badaniu prewalidacyjnym badania BCOP przeprowadzonym w latach 1997-1998. Podstaw�  dla 
obydwu powy� szych protoko
ów by
a metodologia badania BCOP, o której po raz pierwszy 
wspomina Gautheron i in. (11). 

6. Zidentyfikowane ograniczenia niniejszej metody badania opieraj�  si�  na wysokich 
odsetkach wyników fa
szywie dodatnich w przypadku alkoholi i ketonów oraz na wysokim 
odsetku wyników fa
szywie ujemnych w przypadku cia
 sta
ych, które obserwuje si�  w bazie 
danych walidacyjnych (zob. pkt 44) (5). Je� eli z bazy danych wy
� czy si�  powy� sze klasy 
chemiczne i fizyczne, dok
adno��  badania BCOP w systemach klasyfikacji UE, EPA i GHS 
znacznie si�  poprawia (5). Ze wzgl� du na cel niniejszego badania (tj. zidentyfikowanie wy
� cznie 
substancji � r� cych/silnie dra� ni� cych dla oczu) odsetek wyników fa
szywie ujemnych nie ma 
decyduj� cego znaczenia, poniewa�  substancje takie zostan�  nast� pnie zbadane na królikach lub za 
pomoc�  innych odpowiednio zwalidowanych bada�  in vitro, w zale� no� ci od wymogów 
okre� lonych w przepisach, przy zastosowaniu strategii bada�  sekwencyjnych zgodnie z 
podej� ciem opartym na analizie wagi dowodów. Ponadto obecna baza danych walidacyjnych nie 
pozwala na odpowiedni�  ocen�  niektórych klas chemicznych lub produktowych (np. mieszanin). 
Osoby przeprowadzaj� ce badanie mog�  jednak rozwa� y�  zastosowanie niniejszej metody badania 
w odniesieniu do wszystkich rodzajów badanego materia
u (w tym mieszanin), w przypadku 
którego wynik dodatni mo� na zaakceptowa�  jako wskazuj� cy na reakcj�  na dzia
anie � r� ce lub 
silnie dra� ni� ce dla oczu. Dodatnie wyniki uzyskane w przypadku alkoholi i ketonów nale� y 
jednak interpretowa�  z ostro� no� ci�  ze wzgl� du na ryzyko ich zawy� enia. 

7. Wszystkie procedury przeprowadzane z wykorzystaniem oczu bydl� cych i rogówki 
bydl� cej powinny przebiega�  zgodnie z regulaminami i procedurami post� powania z materia
em 
pozyskanym od zwierz� t, który obejmuje m.in. tkanki i p
yny tkankowe, obowi� zuj� cymi w 
placówce przeprowadzaj� cej badanie. Zaleca si�  przestrzeganie ogólnych � rodków ostro� no� ci dla 
laboratoriów (12). 

8. Ograniczeniem niniejszej metody badania jest fakt, � e chocia�  uwzgl� dnia si�  w niej 
niektóre skutki dla oczu oceniane przy zastosowaniu metody badania podra� nienia oczu królika i 
w pewnym zakresie stopie�  tych podra� nie� , nie bierze si�  w niej pod uwag�  uszkodze�  spojówki 
i t� czówki. Ponadto, chocia�  w badaniu BCOP nie mo� na oceni�  odwracalno� ci zmian w rogówce 
samych w sobie, zaproponowano, na podstawie bada�  na oku królika, mo� liwo��  zastosowania 
oceny pocz� tkowego stadium uszkodzenia rogówki w celu rozró� nienia mi� dzy skutkami 
nieodwracalnymi i odwracalnymi (13). Badanie BCOP nie pozwala te�  na ocen�  potencjalnej 
toksyczno� ci systemowej zwi� zanej z ekspozycj�  oczu.  

9. Podejmowane s�  starania w celu dok
adniejszego scharakteryzowania przydatno� ci i 
ogranicze�  badania BCOP w odniesieniu do identyfikowania substancji o s
abym dzia
aniu 
dra� ni� cym i substancji niedra� ni� cych (zob. równie�  pkt 45). U� ytkowników zach� ca si�  
równie�  do przekazywania próbek lub danych organizacjom walidacyjnym w celu 
przeprowadzenia formalnej oceny mo� liwych przysz
ych zastosowa�  metody badania BCOP, w 
tym do identyfikacji substancji o s
abym dzia
aniu dra� ni� cym i substancji niedra� ni� cych.  

10. W ka� dym laboratorium, które zaczyna przeprowadza�  to badanie, nale� y zastosowa�  
chemikalia przeznaczone do oceny bieg
o� ci wymienione w dodatku 2. Laboratorium mo� e 
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stosowa�  te chemikalia w celu wykazania swojej bieg
o� ci technicznej w zakresie 
przeprowadzania badania metod�  BCOP przed przedstawieniem danych z badania BCOP do 
celów regulacyjnej klasyfikacji zagro� e� . 

ZASADA BADANIA 

11. Metoda badania BCOP jest modelem organotypicznym, który zapewnia krótkotrwa
e 
zachowanie normalnych funkcji fizjologicznych i biochemicznych rogówki bydl� cej in vitro. 
Uszkodzenia spowodowane badan�  substancj�  ocenia si�  w ramach tej metody badania na 
podstawie ilo� ciowych pomiarów zmian w zm� tnieniu i przepuszczalno� ci rogówki przy pomocy 
odpowiednio miernika zm� tnienia oraz spektrofotometru � wiat
a widzialnego. Obydwa pomiary 
stosuje si�  do obliczenia wska	 nika IVIS, na postawie którego przypisuje si�  kategorie 
klasyfikacji zagro� enia podra� nieniem in vitro w celu przewidzenia potencjalnego dzia
ania 
dra� ni� cego dla oczu in vivo badanej substancji (zob. kryteria decyzji). 

12. W metodzie badania BCOP stosuje si�  izolowan�  rogówk�  z oczu byd
a pozyskan�  
bezpo� rednio po uboju. Zm� tnienie rogówki mierzy si�  ilo� ciowo jako ilo��  � wiat
a 
przepuszczanego przez rogówk� . Przepuszczalno��  mierzy si�  ilo� ciowo jako ilo��  barwnika na 
bazie soli sodowej fluoresceiny, jaka przenika przez ca
�  grubo��  rogówki i jest wykrywana w 
� rodku komory tylnej oka. Badane substancje aplikuje si�  na nab
onek przedni rogówki oraz do 
komory przedniej pojemnika na rogówk� . Dodatek 3 zawiera opis i rysunek pojemnika na 
rogówk�  stosowanego w metodzie badania BCOP. Pojemniki na rogówk�  mo� na naby�  na rynku 
lub zbudowa�  samodzielnie. 

Pochodzenie i wiek oczu bydl� cych oraz dobór gatunków zwierz� t 

13. Byd
o wysy
ane do rze	 ni jest zazwyczaj poddawane ubojowi albo dla celów spo� ycia 
przez ludzi, albo dla innych celów komercyjnych. Rogówka stosowana w badaniu BCOP 
pochodzi wy
� cznie od zdrowych zwierz� t, które uznano za odpowiednie do wprowadzenia do 

a� cucha � ywno� ciowego cz
owieka. W zwi� zku z tym, � e masa byd
a jest znacznie zró� nicowana 
w zale� no� ci od rasy, wieku i p
ci, nie ma zalecanej masy zwierz� cia podczas uboju.  

14. Ró� nice w wymiarach rogówki mog�  pojawi�  si�  w przypadku, gdy stosuje si�  oczy 
pochodz� ce od zwierz� t w ró� nym wieku. Rogówki o � rednicy poziomej >30,5 mm i grubo� ci 
� rodkowej cz�� ci wynosz� cej ³ 1 100 µm uzyskuje si�  zazwyczaj od byd
a w wieku powy� ej 
o� miu lat, natomiast rogówki o � rednicy poziomej <28,5 mm i grubo� ci � rodkowej cz�� ci 
wynosz� cej <900 µm uzyskuje si�  zazwyczaj od byd
a w wieku poni� ej pi� ciu lat (14). W 
zwi� zku z powy� szym zazwyczaj nie stosuje si�  oczu pochodz� cych od byd
a w wieku powy� ej 
60 miesi� cy. Zasadniczo nie stosuje si�  oczu pochodz� cych od byd
a w wieku poni� ej 12 
miesi� cy, poniewa�  s�  one jeszcze w fazie rozwoju, przez co grubo��  i � rednica rogówki s�  
znacznie mniejsze ni�  w przypadku oczu doros
ego byd
a. Stosowanie rogówek pochodz� cych od 
m
odych zwierz� t (tj. w wieku 6-12 miesi� cy) jest jednak dozwolone, poniewa�  wi���  si�  z tym 
pewne korzy� ci, na przyk
ad wi� ksza dost� pno�� , w� ski przedzia
 wiekowy oraz mniejsze 
zagro� enie zwi� zane z potencjalnym nara� eniem pracowników na g� bczast�  encefalopati�  byd
a 
(15). Ze wzgl� du na to, � e przydatne by
oby przeprowadzenie dalszej oceny wp
ywu rozmiaru lub 
grubo� ci rogówki na stopie�  reakcji na substancje � r� ce lub dra� ni� ce, zach� ca si�  u� ytkowników 
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do zg
aszania szacowanego wieku lub szacowanej masy zwierz� t, od których pobrano rogówki 
stosowane w badaniu.  

Pobieranie oczu i transport do laboratorium 

15. Oczy pobieraj�  pracownicy rze	 ni. Aby zminimalizowa�  uszkodzenia mechaniczne i inne 
rodzaje uszkodze� , enukleacj�  oczu nale� y przeprowadza�  jak najszybciej po � mierci zwierz� cia. 
Aby zapobiec ekspozycji oczu na potencjalnie dra� ni� ce substancje, podczas op
ukiwania g
owy 
zwierz� cia pracownicy rze	 ni nie powinni u� ywa�  detergentów. 

16. Oczy nale� y w ca
o� ci zanurzy�  w roztworze HBSS w pojemniku o odpowiednich 
rozmiarach i przetransportowa�  do laboratorium w taki sposób, � eby zminimalizowa�  mo� liwo��  
pogorszenia stanu oczu lub ska� enia bakteriami. Poniewa�  oczy pobiera si�  w trakcie procesu 
uboju, mog�  one by�  nara� one na kontakt z krwi�  i innymi substancjami biologicznymi, w tym z 
bakteriami i innymi mikroorganizmami. Wa� ne jest zatem, aby zapewni�  zminimalizowanie 
ryzyka ska� enia (np. poprzez umieszczenie pojemnika zawieraj� cego oczy w lodzie, poprzez 
dodanie antybiotyków do roztworu HBSS u� ywanego do przechowywania oczu podczas 
transportu [np. penicylina o st�� eniu 100 j.m./ml i streptomycyna o st�� eniu 100 mg/ml]).  

17. Nale� y zminimalizowa�  odst� p czasu mi� dzy pobraniem oczu a u� yciem rogówek w 
badaniu BCOP (zazwyczaj pobranie i u� ycie nast� puje tego samego dnia) oraz wykaza� , � e nie 
wp
ynie on negatywnie na wyniki badania. Wyniki badania opieraj�  si�  na kryteriach doboru 
oczu, jak równie�  na reakcjach w ramach kontroli pozytywnej i negatywnej. Wszystkie oczy 
wykorzystane w badaniu powinny pochodzi�  z tej samej grupy oczu pobranych danego dnia.  

Kryteria doboru oczu stosowanych w badaniu BCOP 

18. Po dostarczeniu do laboratorium oczy s�  dok
adnie badane pod k� tem wad, m.in. 
zwi� kszonego zm� tnienia, zadrapa�  i neowaskularyzacji. Wy
� cznie rogówki pochodz� ce z oczu 
niewykazuj� cych takich wad mog�  zosta�  wykorzystane w badaniu. 

19. Jako��  ka� dej rogówki jest równie�  oceniana w pó	 niejszych etapach badania. Nale� y 
odrzuci�  te rogówki, których zm� tnienie po wst� pnym, jednogodzinnym okresie inkubacji 
przekracza siedem jednostek zm� tnienia (UWAGA: miernik zm� tnienia nale� y podda�  
wzorcowaniu wed
ug norm zm� tnienia, które stosuje si�  do ustalania jednostek zm� tnienia, zob. 
dodatek 3). 

20. Ka� da badana grupa (badana substancja, równoczesna kontrola negatywna i pozytywna) 
sk
ada si�  z co najmniej trojga oczu. Trzy rogówki nale� y wykorzysta�  do kontroli negatywnej w 
badaniu BCOP. Poniewa�  wszystkie rogówki s�  wycinane z ca
ej ga
ki ocznej i umieszczane w 
komorach rogówkowych, istnieje mo� liwo��  powstania artefaktów wynikaj� cych z obróbki w 
odniesieniu do warto� ci zm� tnienia i przepuszczalno� ci poszczególnych rogówek (w
� czaj� c 
kontrol�  negatywn� ). Ponadto warto� ci zm� tnienia i przepuszczalno� ci uzyskane z rogówek 
s
u�� cych do kontroli negatywnej s�  stosowane w celu skorygowania warto� ci zm� tnienia i 
przepuszczalno� ci rogówki uzyskanych w wyniku dzia
ania badanej substancji i kontroli 
pozytywnej w obliczeniach wska	 nika IVIS. 
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PROCEDURA 

Przygotowanie oczu 

21. Rogówki niewykazuj� ce nieprawid
owo� ci wycina si�  wraz z 2-3 mm obwódk�  twardówki 
w celu u
atwienia dalszej obróbki. Dok
ada si�  stara� , aby unikn��  uszkodzenia nab
onka 
przedniego i nab
onka tylnego rogówki. Izolowane rogówki umieszcza si�  w specjalnie 
zaprojektowanych pojemnikach na rogówk� , sk
adaj� cych si�  z komory przedniej i tylnej, które 
stykaj�  si�  odpowiednio z nab
onkiem przednim i nab
onkiem tylnym rogówki. Obydwie komory 
s�  maksymalnie wype
niane wcze� niej podgrzan�  po� ywk�  hodowlan�  Eagle’a (EMEM) 
(najpierw komora tylna) w celu zagwarantowania, � e nie utworz�  si�  � adne p� cherzyki powietrza. 
Nast� pnie urz� dzenie utrzymuje si�  w temperaturze 32 ± 1 °C przez co najmniej godzin�  w celu 
zrównowa� enia rogówek w po� ywce i uzyskania ich normalnej aktywno��  metabolicznej w 
zakresie, w jakim jest to mo� liwe (temperatura na powierzchni rogówki in vivo wynosi w 
przybli� eniu 32 °C). 

22. Po okresie inkubacji do obydwu komór dodaje si�  � wie�� , wcze� niej podgrzan�  po� ywk�  
EMEM oraz pobiera si�  wyj� ciowe odczyty zm� tnienia dla ka� dej rogówki. Odrzuca si�  ka� d�  
rogówk� , która wykazuje makroskopowe uszkodzenia tkanki (np. zadrapania, przebarwienia, 
neowaskularyzacja) lub zm� tnienie >7 jednostek zm� tnienia. Oblicza si�  � rednie zm� tnienie 
wszystkich inkubowanych rogówek. Co najmniej trzy rogówki o warto� ciach zm� tnienia 
zbli� onych do � redniej warto� ci dla wszystkich rogówek wybiera si�  jako rogówki do kontroli 
negatywnej (kontroli z zastosowaniem rozpuszczalnika). Pozosta
e rogówki trafiaj�  nast� pnie do 
grupy badanej i grupy kontroli pozytywnej. 

23. Ze wzgl� du na to, � e pojemno��  cieplna wody jest wy� sza od pojemno� ci cieplnej 
powietrza, woda zapewnia stabilniejsze warunki temperatury dla inkubacji. Zaleca si�  zatem 
stosowanie k� pieli wodnej w celu utrzymania pojemnika na rogówk�  i jego zawarto� ci w 
temperaturze 32 ± 1 ºC. Niemniej mo� na równie�  zastosowa�  inkubatory powietrzne, pod 
warunkiem � e podejmie si�  � rodki ostro� no� ci w celu utrzymania stabilnej temperatury (np. 
poprzez wcze� niejsze podgrzewanie pojemników i po� ywek). 

Podanie substancji badanej 

24. Stosuje si�  dwa ró� ne protoko
y zabiegu – jeden dla cieczy i substancji powierzchniowo 
czynnych (sta
ych lub ciek
ych), za�  drugi dla cia
 sta
ych nieb� d� cych substancjami 
powierzchniowo czynnymi.  

25. Ciecze bada si�  w stanie nierozcie� czonym, natomiast substancje powierzchniowo czynne 
bada si�  w st�� eniu 10 % w/v w 0,9 % roztworze chlorku sodu, w wodzie destylowanej lub innym 
rozpuszczalniku, w odniesieniu do którego wykazano, � e nie wp
ywa negatywnie na uk
ad 
badawczy. Cia
a pó
sta
e, kremy i woski s�  zazwyczaj badane tak jak ciecze. Zastosowanie innych 
st�� e�  nale� y odpowiednio uzasadni� . Ekspozycja rogówek na dzia
anie cieczy i substancji 
powierzchniowo czynnych trwa 10 minut. Zastosowanie innego czasu ekspozycji wymaga 
przedstawienia racjonalnego uzasadnienia naukowego.  
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26. Cia
a sta
e nieb� d� ce substancjami powierzchniowo czynnymi bada si�  zazwyczaj tak jak 
roztwory i zawiesiny w st�� eniu 20 % w/v w 0,9 % roztworze chlorku sodu, w wodzie 
destylowanej lub innym rozpuszczalniku, w odniesieniu do którego wykazano, � e nie wp
ywa 
negatywnie na uk
ad badawczy. W niektórych okoliczno� ciach, po przedstawieniu odpowiedniego 
uzasadnienia naukowego, cia
a sta
e równie�  mo� na bada�  w postaci nierozcie� czonej poprzez 
bezpo� redni�  aplikacj�  na powierzchni�  rogówki z zastosowaniem metody „otwartej komory” 
(zob. pkt 29). Ekspozycja rogówek na dzia
anie cia
 sta
ych trwa cztery godziny, ale podobnie jak 
w przypadku cieczy i substancji powierzchniowo czynnych mo� liwe jest zastosowanie innego 
czasu ekspozycji, pod warunkiem przedstawienia w
a� ciwego uzasadnienia naukowego. 

27. W zale� no� ci od stanu skupienia i w
a� ciwo� ci chemicznych (np. cia
a sta
e, ciecze, ciecze 
lepkie oraz ciecze nielepkie) badanej substancji mo� na zastosowa�  ró� ne metody badania. 
Najwa� niejsze jest, aby upewni�  si� , � e nab
onek przedni zosta
 pokryty badan�  substancj�  w 
odpowiedni sposób oraz � e odpowiednio j�  usuni� to w trakcie p
ukania. Metod�  „zamkni� tej 
komory” stosuje si�  zwykle w przypadku cieczy nielepkich i cieczy lekko lepkich, natomiast 
metod�  „otwartej komory” stosuje si�  zwykle w przypadku cieczy cz�� ciowo lepkich i lepkich 
oraz nierozcie� czonych cia
 sta
ych.  

28. W przypadku metody „zamkni� tej komory” badan�  substancj� , w ilo� ci wystarczaj� cej 
(750 µl) do pokrycia nab
onka przedniego rogówki, wprowadza si�  do komory przedniej przez 
otwory do dawkowania znajduj� ce si�  w górnej cz�� ci komory, które nast� pnie w trakcie 
ekspozycji uszczelnia si�  specjalnymi zatyczkami. Nale� y dopilnowa� , aby czas ekspozycji 
ka� dej rogówki na dzia
anie badanej substancji by
 w
a� ciwy. 

29. W przypadku metody „otwartej komory” przed rozpocz� ciem badania z komory przedniej 
usuwa si�  pier� cie�  zabezpieczaj� cy okienko i szklane okienko. Substancja kontrolna lub badana 
(750 µl lub w ilo� ci wystarczaj� cej do ca
kowitego pokrycia rogówki) jest aplikowana 
bezpo� rednio na nab
onek przedni rogówki za pomoc�  mikropipety. Je� eli trudno jest 
zaaplikowa�  badan�  substancj�  za pomoc�  pipety, wówczas mo� na tak�  substancj�  wprowadzi�  
pod ci� nieniem do pipety t
okowej, aby u
atwi�  dawkowanie. Ko� cówk�  pipety t
okowej 
umieszcza si�  w ko� cówce dawkuj� cej strzykawki w celu wprowadzenia substancji do ko� cówki 
pipety t
okowej pod ci� nieniem. W miar�  naciskania t
oka strzykawki, t
ok pipety podnosi si� . 
Je� eli w ko� cówce pipety pojawi�  si�  p� cherzyki powietrza, usuwa si�  badan�  substancj�  i ca
y 
proces jest powtarzany, dopóki ko� cówka nie zostanie nape
niona bez p� cherzyków powietrza. W 
miar�  konieczno� ci mo� na zastosowa�  normaln�  strzykawk�  (bez ig
y), poniewa�  umo� liwia ona 
dok
adne zmierzenie ilo� ci badanej substancji oraz u
atwia jej aplikacj�  na nab
onek przedni 
rogówki. Po podaniu substancji szklane okienko z powrotem umieszcza si�  w komorze przedniej, 
aby przywróci�  uk
ad zamkni� ty.  

Inkubacja po zako� czeniu ekspozycji 

30. Po okresie ekspozycji usuwa si�  badan�  substancj� , substancj�  do kontroli negatywnej lub 
substancj�  do kontroli pozytywnej z komory przedniej, za�  nab
onek przedni przemywa si�  co 
najmniej trzy razy (lub dopóki nie znikn�  wszystkie widoczne � lady badanej substancji) przy 
u� yciu po� ywki EMEM (zawieraj� cej czerwie�  fenolow� ). Do sp
ukiwania stosuje si�  po� ywk�  
zawieraj� c�  czerwie�  fenolow� , poniewa�  na podstawie zmiany barwy czerwieni fenolowej 
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mo� na okre� li �  skuteczno� ci sp
ukiwania substancji kwasowych lub zasadowych. Rogówki 
przemywa si�  wi� cej ni�  trzy razy, je� eli czerwie�  fenolowa ma w dalszym ci� gu zmienion�  
barw�  (� ó
t�  lub fioletow� ) lub je� li badana substancja jest w dalszym ci� gu widoczna. Po 
oczyszczeniu po� ywki z badanej substancji rogówki op
ukuje si�  po raz ostatni po� ywk�  EMEM 
(bez czerwieni fenolowej). Po� ywka EMEM (bez czerwieni fenolowej) jest u� ywana do 
ostatniego op
ukania, aby zapewni�  usuni� cie czerwieni fenolowej z komory przedniej przed 
rozpocz� ciem pomiaru zm� tnienia. Nast� pnie ponownie wype
nia si�  komor�  przedni�  � wie��  
po� ywk�  EMEM bez czerwieni fenolowej. 

31. W przypadku cieczy lub substancji powierzchniowo czynnych rogówki s�  inkubowane 
przez kolejne dwie godziny w temperaturze 32 ± 1 ºC. W niektórych sytuacjach potrzebny mo� e 
by�  d
u� szy czas dodatkowej ekspozycji; jego wprowadzenie nale� y rozwa� y�  indywidualnie dla 
ka� dego przypadku. Rogówki wystawione na dzia
anie cia
 sta
ych poddaje si�  dok
adnemu 
p
ukaniu po zako� czeniu czterogodzinnej ekspozycji, ale nie wymagaj�  one dodatkowej 
inkubacji. 

32. Pod koniec okresu dodatkowej inkubacji w przypadku cieczy i substancji powierzchniowo 
czynnych oraz pod koniec czterogodzinnej ekspozycji w przypadku cia
 sta
ych nieb� d� cych 
substancjami powierzchniowo czynnymi dokonuje si�  pomiaru zm� tnienia i przepuszczalno� ci 
ka� dej rogówki. Ka� d�  rogówk�  obserwuje si�  równie�  wzrokowo i zapisuje si�  istotne 
obserwacje (np. 
uszczenie si�  tkanki, pozosta
o� ci badanej substancji, niejednolite zm� tnienie). 
Powy� sze obserwacje mog�  mie�  istotne znaczenie, poniewa�  mog�  znale	�  odzwierciedlenie w 
zmienno� ci odczytów miernika zm� tnienia. 

Substancje kontrolne 

33. Ka� de do� wiadczenie obejmuje równoczesn�  kontrol�  negatywn�  lub kontrol�  z 
zastosowaniem rozpuszczalnika/no� nika i kontrol�  pozytywn� . 

34. W przypadku badania cieczy o st�� eniu 100 % w metodzie badania BCOP uwzgl� dnia si�  
równoczesn�  kontrol�  negatywn�  (np. 0,9 % roztwór chlorku sodu lub woda destylowana) w celu 
wykrycia niespecyficznych zmian w uk
adzie badawczym i zapewnienia punktu odniesienia dla 
punktów ko� cowych badania. Kontrola negatywna gwarantuje równie� , � e warunki badania nie 
wywo
uj�  niepo�� danej reakcji w postaci podra� nienia. 

35. W przypadku badania cieczy rozcie� czonej, substancji powierzchniowo czynnej lub cia
a 
sta
ego w metodzie badania BCOP uwzgl� dnia si�  równoczesn�  grup�  kontroli z zastosowaniem 
rozpuszczalnika/no� nika w celu wykrycia niespecyficznych zmian w uk
adzie badawczym i 
zapewnienia punktu odniesienia dla punktów ko� cowych badania. Stosowa�  mo� na jedynie 
rozpuszczalnik/no� nik, w odniesieniu do którego wykazano, � e nie wp
ywa negatywnie na uk
ad 
badawczy. 

36. W ka� dym do� wiadczeniu uwzgl� dnia si�  substancj�  o znanym dzia
aniu dra� ni� cym dla 
oczu, s
u�� c�  do przeprowadzenia równoczesnej kontroli pozytywnej w celu zweryfikowania, czy 
wywo
ana zosta
a w
a� ciwa reakcja. Poniewa�  w niniejszej metodzie badania stosuje si�  badanie 
BCOP w celu zidentyfikowania substancji � r� cych i silnie dra� ni� cych, w idealnej sytuacji do 
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kontroli pozytywnej powinna zosta�  u� yta substancja referencyjna, która wywo
uje siln�  reakcj�  
w takiej metodzie badania. Aby jednak zapewni�  mo� liwo��  oceny zmienno� ci reakcji w kontroli 
pozytywnej w czasie, podra� nienie nie powinno by�  nadmierne.  

37. Do celów kontroli pozytywnej w przypadku badanych cieczy mo� na zastosowa�  na 
przyk
ad dimetyloformamid lub 1 % roztwór wodorotlenku sodu. Do celów kontroli pozytywnej 
w przypadku badanych cia
 sta
ych mo� na zastosowa�  na przyk
ad 20 % (waga w stosunku do 
obj� to� ci) imidazol w 0,9 % roztworze chlorku sodu. 

38. Substancje wzorcowe s�  przydatne do oceny potencjalnego dzia
ania dra� ni� cego dla oczu 
nieznanych chemikaliów z okre� lonej klasy chemicznej lub produktowej lub do oceny 
wzgl� dnego potencjalnego dzia
ania dra� ni� cego substancji dra� ni� cej dla oczu w okre� lonym 
zakresie reakcji w postaci podra� nienia. 

Pomiar punktów ko� cowych 

39. Zm� tnienie okre� la si�  na podstawie ilo� ci � wiat
a przepuszczanego przez rogówk� . 
Zm� tnienie rogówki mierzy si�  ilo� ciowo przy pomocy miernika zm� tnienia, w wyniku czego 
otrzymuje si�  warto� ci zm� tnienia mierzone na skali ci� g
ej. 

40. Przepuszczalno��  okre� la si�  na podstawie ilo� ci barwnika na bazie soli sodowej 
fluoresceiny, jaka przenika przez wszystkie warstwy rogówki (tj. przez nab
onek przedni na 
zewn� trznej powierzchni rogówki po nab
onek tylny na wewn� trznej powierzchni rogówki). Do 
komory przedniej pojemnika na rogówk� , która styka si�  z nab
onkiem przednim rogówki, dodaje 
si�  roztwór 1 ml soli sodowej fluoresceiny (odpowiednio 4 lub 5 mg/ml w przypadku badania 
cieczy i substancji powierzchniowo czynnych lub cia
 sta
ych nieb� d� cych substancjami 
powierzchniowo czynnymi), natomiast komor�  tyln� , która styka si�  z nab
onkiem tylnym 
rogówki, wype
nia si�  � wie��  po� ywk�  EMEM. Nast� pnie pojemnik inkubuje si�  w pozycji 
poziomej przez 90 ± 5 min w temperaturze 32 ± 1 ºC. Ilo��  soli sodowej fluoresceiny, jaka 
przedostaje si�  do komory tylnej, jest mierzona ilo� ciowo przy pomocy spektrofotometrii 
UV/VIS. Pomiary spektrofotometryczne przy d
ugo� ci fali 490 nm rejestruje si�  jako warto� ci 
g� sto� ci optycznej (OD490) lub absorbancji mierzone na skali ci� g
ej. Warto� ci przepuszczalno� ci 
fluoresceiny okre� la si�  przy u� yciu warto� ci OD490 otrzymanych w wyniku zastosowania 
spektrofotometru � wiat
a widzialnego, w którym stosuje si�  standardow�  1 cm drog�  optyczn� .  

41. Mo� na ewentualnie zastosowa�  czytnik p
ytek 96-do
kowych, pod warunkiem � e: (i) 
mo� na ustali�  zakres liniowy czytnika p
ytek w celu okre� lenia warto� ci OD490 fluoresceiny oraz 
(ii) odpowiednia liczba próbek fluoresceiny zostanie u� yta w p
ytce 96-do
kowej, aby otrzyma�  
warto� ci OD490 równowa� ne standardowej 1 cm drodze optycznej (konieczne mo� e by�  ca
kowite 
wype
nienie do
ków [zwykle 360 ml]).  

DANE I SPORZ� DZANIE SPRAWOZDANIA 

Ocena danych  

42. Po skorygowaniu warto� ci zm� tnienia i � redniej przepuszczalno� ci (OD490) wzgl� dem 
warto� ci zm� tnienia i negatywnej kontroli przepuszczalno� ci OD490 t
a, � rednie warto� ci 
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zm� tnienia i przepuszczalno� ci OD490 dla ka� dej badanej grupy nale� y po
� czy�  w opracowany 
empirycznie wzór w celu obliczenia wska	 nika podra� nienia in vitro (IVIS) w odniesieniu do 
ka� dej badanej grupy w nast� puj� cy sposób: 

 IVIS = � rednia warto��  zm� tnienia + (15 x � rednia warto��  przepuszczalno� ci OD490) 

Sina i in. (16) podaje, � e powy� szy wzór opracowano w trakcie bada�  wewn� trznych i 
mi� dzylaboratoryjnych. Dane otrzymane dla serii 36 zwi� zków w badaniu mi� dzylaboratoryjnym 
poddano analizie wielowymiarowej w celu wyznaczenia równania, które najlepiej opisuje 
zale� no��  mi� dzy danymi in vivo a danymi in vitro. Analiz�  przeprowadzili naukowcy w dwóch 
odr� bnych przedsi� biorstwach, którzy otrzymali niemal� e identyczne wzory. 

43. Warto� ci zm� tnienia i przepuszczalno� ci równie�  nale� y ocenia�  niezale� nie, aby 
stwierdzi� , czy badana substancja wywo
ywa
a dzia
anie � r� ce lub silnie dra� ni� ce wy
� cznie w 
jednym z dwóch punktów ko� cowych (zob. kryteria decyzji).  

Kryteria decyzji 

44. Substancj� , w przypadku której wska	 nik IVIS wynosi 
  55,1, okre� la si�  jako � r� c�  lub 
silnie dra� ni� c� . Zgodnie z pkt 1 je� eli badana substancja nie zosta
a zidentyfikowana jako � r� ca 
lub silnie dra� ni� ca dla oczu, nale� y przeprowadzi�  dodatkowe badanie do celów klasyfikacji i 
oznakowania. Metoda badania BCOP wykazuje ogóln�  dok
adno��  od 79 % (113/143) do 81 % 
(119/147), odsetek wyników fa
szywie dodatnich od 19 % (20/103) do 21 % (22/103), odsetek 
wyników fa
szywie ujemnych od 16 % (7/43) do 25 % (10/40) w porównaniu do danych 
uzyskanych w wyniku metody badania in vivo na oku królika, sklasyfikowanych zgodnie z 
systemami klasyfikacji EPA (1), UE (2) lub GHS (3). Je� eli substancje nale�� ce do okre� lonych 
klas chemicznych (tj. alkohole, ketony) lub fizycznych (tj. cia
a sta
e) s�  wy
� czone z bazy 
danych, dok
adno��  badania BCOP wg systemów klasyfikacji UE, EPA i GHS wynosi od 87 % 
(72/83) do 92 % (78/85), odsetek wyników fa
szywie dodatnich – od 12 % (7/58) do 16 % (9/56), 
a odsetek wyników fa
szywie ujemnych – od 0 % (0/27) do 12 % (3/26). 

45. Nawet je� eli badana substancja nie zostanie zaklasyfikowana jako � r� ca lub silnie 
dra� ni� ca dla oczu, dane z badania BCOP mog�  by�  przydatne, w po
� czeniu z danymi z badania 
in vivo na oku królika lub z innego odpowiednio zwalidowanego badania in vitro, w celu dalszej 
oceny przydatno� ci i ogranicze�  metody badania BCOP w odniesieniu do identyfikacji substancji 
o s
abym dzia
aniu dra� ni� cym i substancji niedra� ni� cych (trwaj�  prace nad dokumentem 
zawieraj� cym wytyczne dotycz� ce stosowania metod badania toksyczno� ci dla oczu in vitro).  

Kryteria dopuszczalno� ci badania 

46. Badanie uznaje si�  za dopuszczalne, je� eli kontrola pozytywna daje wska	 nik IVIS, który 
mie� ci si�  w ramach dwóch standardowych odchyle�  od obecnej historycznej � redniej, któr�  
nale� y aktualizowa�  co najmniej co trzy miesi� ce lub za ka� dym razem, gdy dopuszczalne 
badanie jest przeprowadzane w laboratoriach, w których rzadko przeprowadza si�  badania (tj. 
rzadziej ni�  raz na miesi� c). Warto� ci zm� tnienia i przepuszczalno� ci otrzymane w wyniku reakcji 
kontroli negatywnej lub kontroli z zastosowaniem rozpuszczalnika/no� nika powinny by�  ni� sze 
od ustalonych górnych limitów warto� ci zm� tnienia i przepuszczalno� ci t
a dla rogówek 



 

PL 13   PL 

bydl� cych poddanych odpowiedniej kontroli negatywnej lub kontroli z zastosowaniem 
rozpuszczalnika/no� nika. 

Sprawozdanie z badania 

47. Sprawozdanie z badania powinno zawiera�  nast� puj� ce informacje, o ile s�  one istotne dla 
przebiegu badania: 

 Substancje badane i kontrolne 

Nazwa chemiczna (nazwy chemiczne), np. nazwa strukturalna u� ywana przez Chemical 
Abstracts Service (CAS), po której nast� puj�  inne nazwy, je� eli s�  znane; 

Numer CAS, je� eli jest znany; 

Czysto��  i sk
ad substancji lub mieszaniny (w procentach masy), w miar�  dost� pno� ci 
tych informacji; 

W
a� ciwo� ci fizykochemiczne istotne dla przebiegu badania, np. stan skupienia, lotno�� , 
pH, stabilno�� , klasa chemiczna, rozpuszczalno��  w wodzie; 

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

Stabilno�� , je� eli jest znana. 

 Informacje dotycz� ce sponsora i placówki przeprowadzaj� cej badanie 

Nazwa i adres sponsora i placówki przeprowadzaj� cej badanie oraz dane kierownika 
bada� ; 

Identyfikacja 	 ród
a oczu (tj. zak
ad, w którym je pobrano);  

Warunki przechowywania i transportu oczu (np. data i czas pobrania oczu, odst� p czasu 
mi� dzy pobraniem oczu a rozpocz� ciem badania, � rodek transportu i temperatura, 
wszelkie podane antybiotyki);  

W miar�  dost� pno� ci szczegó
owe dane na temat zwierz� t, od których pobrano oczy (np. 
wiek, p
e� , masa zwierz� cia dawcy). 

 Uzasadnienie zastosowanej metody badania i protoko
u 

 Integralno��  metody badania 

Procedura zastosowana w celu zapewnienia integralno� ci (tj. dok
adno� ci i 
wiarygodno� ci) metody badania w czasie (np. okresowe badanie substancji do 
oceny bieg
o� ci, wykorzystanie historycznych danych z kontroli negatywnej i 
pozytywnej). 
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 Kryteria dotycz� ce badania dopuszczalnego 

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

W stosownych przypadkach dopuszczalny zakres równoczesnej kontroli odniesienia na 
podstawie danych historycznych. 

 Warunki badania 

Opis zastosowanego uk
adu badawczego; 

Rodzaj zastosowanego pojemnika na rogówk� ; 

Informacje na temat wzorcowania urz� dze�  zastosowanych do pomiaru zm� tnienia i 
przepuszczalno� ci (np. miernik zm� tnienia i spektrofotometr); 

Informacje na temat zastosowanych rogówek bydl� cych, w tym o� wiadczenia dotycz� ce 
ich jako� ci; 

Szczegó
owe dane na temat zastosowanej procedury badania; 

Zastosowane st�� enie badanej substancji; 

Opis wszelkich modyfikacji procedury badania; 

Odniesienie do danych historycznych dotycz� cych modelu (np. kontrole pozytywne i 
negatywne, substancje do oceny bieg
o� ci, substancje wzorcowe); 

Opis stosowanych kryteriów oceny. 

 Wyniki 

Tabelaryczne zestawienie danych dotycz� cych pojedynczych badanych próbek (np. 
warto� ci zm� tnienia i OD490 oraz obliczony wska	 nik IVIS dla badanej substancji i 
kontroli pozytywnej, negatywnej i odniesienia [je� eli zosta
a uwzgl� dniona], 
przedstawione w tabelarycznej formie, w stosownych przypadkach z 
uwzgl� dnieniem danych z powtórze�  do� wiadczenia z replikatem oraz � rednich ± 
odchylenie standardowe dla ka� dego do� wiadczenia); 

Opis innych zaobserwowanych skutków. 

 Omówienie wyników 

 Wnioski 
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Dodatek 1 

DEFINICJE 

Dok
adno�	 : blisko��  zgodno� ci pomi� dzy wynikami zastosowania metody badania a przyj� tymi 
warto� ciami odniesienia. Jest to miara efektywno� ci metody badania i jeden z aspektów jej 
„istotno� ci”. Poj� cia tego cz� sto u� ywa si�  zamiennie z poj� ciem „zgodno�� ” na oznaczenie 
odsetka prawid
owych wyników uzyskiwanych przy u� yciu metody badania.  

Substancja wzorcowa: substancja u� ywana jako wzorzec do porówna�  z badan�  substancj� . 
Substancja wzorcowa powinna mie�  nast� puj� ce cechy: (i) sta
e i wiarygodne 	 ród
o(-a); (ii) 
podobie� stwo strukturalne i funkcjonalne do badanej klasy substancji; (iii) znane w
a� ciwo� ci 
fizyczne/chemiczne; (iv) dane potwierdzaj� ce wyst� powanie znanych skutków oraz (v) znany 
potencja
 w zakresie po�� danych reakcji. 

Rogówka: przezroczysta warstwa w przedniej cz�� ci ga
ki ocznej, która okrywa t� czówk�  i 
	 renic�  oraz wpuszcza � wiat
o do wn� trza oka. 

Zm� tnienie rogówki: pomiar stopnia zm� tnienia rogówki wskutek ekspozycji na badan�  
substancj� . Zwi� kszone zm� tnienie rogówki wskazuje na jej uszkodzenie. Zm� tnienie mo� na 
oceni�  subiektywnie, jak w przypadku testu Draize’a wykonywanego na oku królika, lub 
obiektywnie przy u� yciu odpowiedniego narz� dzia, np. „miernika zm� tnienia”. 

Przepuszczalno�	  rogówki: ilo� ciowy pomiar szkody wyrz� dzonej w nab
onku przednim 
rogówki poprzez okre� lenie, jaka ilo��  barwnika na bazie soli sodowej fluoresceiny przenika 
przez wszystkie warstwy rogówki. 

Kategoria I EPA: dzia
anie � r� ce (nieodwracalne uszkodzenie tkanki oka) lub zmiany 
rogówkowe lub podra� nienie rogówki utrzymuj� ce si�  d
u� ej ni�  21 dni (1).  

Kategoria R41 UE: spowodowanie uszkodzenia tkanki w oku lub powa� ne fizyczne pogorszenie 
widzenia w nast� pstwie na
o� enia badanej substancji na przedni�  powierzchni�  oka, które nie jest 
ca
kowicie odwracalne w ci� gu 21 dni od na
o� enia (2). 

Odsetek wyników fa
szywie ujemnych: odsetek wszystkich obecnych substancji fa
szywie 
zidentyfikowanych w wyniku zastosowania metody badawczej jako nieobecne. Jest to jeden ze 
wska	 ników efektywno� ci metody badania. 

Odsetek wyników fa
szywie dodatnich: odsetek wszystkich nieobecnych substancji fa
szywie 
zidentyfikowanych w wyniku zastosowania metody badawczej jako obecne. Jest to jeden ze 
wska	 ników efektywno� ci metody badania. 
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GHS (Globalnie Zharmonizowany System Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliów): 
system proponuj� cy klasyfikacj�  chemikaliów (substancji i mieszanin) wed
ug znormalizowanych 
rodzajów i poziomów zagro� e�  fizycznych, zdrowotnych i � rodowiskowych oraz omawiaj� cy 
odpowiednie elementy komunikacyjne, takie jak piktogramy, has
a ostrzegawcze, zwroty 
wskazuj� ce rodzaj zagro� enia, zwroty wskazuj� ce � rodki ostro� no� ci i karty charakterystyki 
substancji i produktów niebezpiecznych, aby przekaza�  informacje na temat ich dzia
a�  
niepo�� danych w celu zapewnienia ochrony ludzi (w tym pracowników, robotników, 
przewo	 ników, konsumentów i ratowników) i � rodowiska (3). 

Kategoria 1 GHS: spowodowanie uszkodzenia tkanki w oku lub powa� ne fizyczne pogorszenie 
widzenia w nast� pstwie na
o� enia badanej substancji na przedni�  powierzchni�  oka, które nie jest 
ca
kowicie odwracalne w ci� gu 21 dni od na
o� enia (3). 

Zagro� enie: nieod
� czna w
a� ciwo��  czynnika lub sytuacja, która mo� e potencjalnie doprowadzi�  
do negatywnych skutków w przypadku ekspozycji organizmu, systemu lub (sub)populacji na taki 
czynnik. 

Wska
 nik podra� nienia in vitro (IVIS): opracowany empirycznie wzór stosowany w badaniu 
zm� tnienia i przepuszczalno� ci rogówki u byd
a (BCOP), zgodnie z którym � rednie warto� ci 
zm� tnienia i przepuszczalno� ci dla ka� dej badanej grupy s�  
� czone w jeden wska	 nik in vitro dla 
ka� dej badanej grupy. IVIS = � rednia warto��  zm� tnienia + (15 x � rednia warto��  
przepuszczalno� ci). 

Kontrola negatywna: replikat niepoddany dzia
aniu badanej substancji, zawieraj� cy wszystkie 
sk
adniki uk
adu badawczego. Próbka ta jest przetwarzana razem z próbkami poddanymi 
dzia
aniu badanej substancji oraz z innymi próbkami kontrolnymi w celu okre� lenia, czy 
rozpuszczalnik wchodzi w reakcj�  z uk
adem badawczym. 

Niedra� ni� ce: substancje, które nie zosta
y zaklasyfikowane do kategorii I, II lub III EPA, 
kategorii R41 lub R36 UE lub kategorii 1, 2A lub 2B GHS jako dra� ni� ce dla oczu. 

� r � ce dla oczu: a) substancja, która powoduje nieodwracalne uszkodzenie tkanki w oku; b) 
substancje, które zaklasyfikowano do kategorii 1 GHS, kategorii I EPA lub kategorii R41 UE jako 
dra� ni� ce dla oczu (1)(2)(3). 

Dra� ni� ce dla oczu: a) substancja, która powoduje odwracaln�  zmian�  w oku w nast� pstwie jej 
na
o� enia na przedni�  powierzchni�  oka; b) substancje, które zaklasyfikowano do kategorii II lub 
III EPA, kategorii R36 UE lub kategorii 2A lub 2B GHS jako dra� ni� ce dla oczu (1)(2)(3). 

Silnie dra� ni� ce dla oczu: a) substancja, która powoduje zmian�  w oku w nast� pstwie jej 
zaaplikowania na przedni�  powierzchni�  oka, która nie ust� puje w ci� gu 21 dni od na
o� enia lub 
powoduje powa� ne fizyczne pogorszenie widzenia; b) substancje, które zaklasyfikowano do 
kategorii I GHS, kategorii I EPA lub kategorii R41 UE jako dra� ni� ce dla oczu (1)(2)(3). 
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Miernik zm � tnienia: narz� dzie stosowane do pomiaru stopnia „zm� tnienia rogówki” poprzez 
ilo� ciow�  ocen�  przepuszczalno� ci � wiat
a przez rogówk� . Typowe urz� dzenie posiada dwie 
komory, z których ka� da ma w
asne 	 ród
o � wiat
a i fotokomórk� . W jednej z komór znajduje si�  
badana rogówka, natomiast druga jest u� ywana do wzorcowania i zerowania urz� dzenia. � wiat
o 
z lampy halogenowej jest kierowane na fotokomórk�  przez komor�  kontroln�  (pust�  komor�  bez 
okien i p
ynu), a nast� pnie porównywane ze � wiat
em kierowanym na fotokomórk�  przez komor�  
do� wiadczaln� , w której znajduje si�  komora zawieraj� ca rogówk� . Porównuje si�  ró� nic�  w 
przepuszczalno� ci � wiat
a mi� dzy fotokomórkami, a warto��  liczbowa zm� tnienia przedstawiana 
jest na wy� wietlaczu cyfrowym. 

Kontrola pozytywna: replikat zawieraj� cy wszystkie sk
adniki uk
adu badawczego, który zosta
 
poddany dzia
aniu substancji, o której wiadomo, � e wywo
a reakcj�  dodatni� . Aby zapewni�  
mo� liwo��  oceny zmienno� ci reakcji w kontroli pozytywnej w czasie, podra� nienie nie powinno 
by�  nadmierne. 

Wiarygodno�	 : miary zakresu, w jakim metoda badania mo� e zosta�  wykonana w sposób 
odtwarzalny w jednym laboratorium i pomi� dzy laboratoriami w czasie, w przypadku jej 
wykonywania przy u� yciu tego samego protoko
u. Ocenia si�  j�  poprzez obliczenie 
odtwarzalno� ci wewn� trz- i mi� dzylaboratoryjnej oraz powtarzalno� ci wewn� trzlaboratoryjnej. 

Kontrola z zastosowaniem rozpuszczalnika/no� nika:  próbka niepoddana dzia
aniu badanej 
substancji, zawieraj� ca wszystkie sk
adniki uk
adu badawczego, w tym rozpuszczalnik lub 
no� nik, która jest przetwarzana razem z próbkami poddanymi dzia
aniu badanej substancji oraz z 
innymi próbkami kontrolnymi w celu okre� lenia wyj� ciowej reakcji dla próbek poddanych 
dzia
aniu badanej substancji rozpuszczonej w tym samym rozpuszczalniku lub no� niku. Je� eli 
równocze� nie przeprowadza si�  kontrol�  negatywn� , próbka ta wykazuje równie� , czy 
rozpuszczalnik lub no� nik wchodzi w reakcj�  z uk
adem badawczym. 

Badanie wielopoziomowe: stopniowa strategia badawcza, zgodnie z któr�  wszystkie dost� pne 
informacje na temat badanej substancji s�  analizowane na ka� dym etapie w okre� lonym porz� dku 
z zastosowaniem procesu uwzgl� dniaj� cego wag�  dowodów w celu okre� lenia, czy dost� pna jest 
wystarczaj� ca ilo��  informacji do podj� cia decyzji o klasyfikacji zagro� enia, przed przej� ciem do 
nast� pnego etapu. Je� eli na podstawie dost� pnych informacji mo� na przypisa�  badanej substancji 
potencja
 wywo
ania podra� nienia, dodatkowe badania nie s�  potrzebne. Je� eli na podstawie 
dost� pnych informacji nie mo� na przypisa�  badanej substancji potencja
u wywo
ania 
podra� nienia, przeprowadza si�  procedur�  stopniowych bada�  sekwencyjnych na zwierz� tach do 
momentu, a�  b� dzie mo� liwe dokonanie jednoznacznej klasyfikacji. 

Zwalidowana metoda badania: metoda badania, w odniesieniu do której zako� czono badania 
walidacyjne w celu okre� lenia jej istotno� ci (w tym dok
adno� ci) i wiarygodno� ci w odniesieniu 
do konkretnego celu. Nale� y zauwa� y� , � e zwalidowana metoda badania mo� e nie wykazywa�  
dostatecznej efektywno� ci z punktu widzenia istotno� ci i wiarygodno� ci, aby mo� na by
o j�  uzna�  
za dopuszczaln�  w odniesieniu do danego celu. 
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Waga dowodów: proces analizowania mocnych i s
abych stron ró� nych elementów informacji 
podczas formu
owania wniosku dotycz� cego potencjalnego zagro� enia stwarzanego przez dan�  
substancj�  oraz w celu potwierdzenia takiego wniosku.  



 

PL 21   PL 

Dodatek 2: Substancje do oceny bieg
o� ci w odniesieniu do metody badania BCOP 

Przed rozpocz� ciem rutynowego stosowania metody badania zgodnej z niniejsz�  metod�  badania 
laboratoria mog�  podj��  si�  wykazania swojej bieg
o� ci technicznej prawid
owo identyfikuj� c 
klasyfikacj�  stopnia dzia
ania � r� cego 10 substancji wskazanych w tabeli 1. Substancje te zosta
y 
wybrane w taki sposób, by reprezentowa
y zakres reakcji na miejscowe dzia
anie dra� ni� ce/� r� ce 
dla oczu oparty na wynikach badania in vivo na oku królika (TG 405) (np. kategorie 1, 2A, 2B lub 
nieklasyfikowane ani nieoznakowane zgodnie z GHS ONZ) (3)(7). Bior� c pod uwag�  
zwalidowan�  u� yteczno��  tych bada�  (tj. wy
� cznie do identyfikowania substancji � r� cych/silnie 
dra� ni� cych dla oczu), istniej�  jednak tylko dwa wykazuj� ce efektywno��  wyniki bada�  dla 
potrzeb klasyfikacji (substancja � r� ca/dra� ni� ca lub substancja nie� r� ca/niedra� ni� ca). Innymi 
kryteriami doboru by
y: dost� pno��  handlowa substancji, wysoka jako��  dost� pnych danych 
odniesienia z bada�  in vivo oraz istnienie wysokiej jako� ci danych dotycz� cych dwóch metod in 
vitro, w odniesieniu do których przygotowuje si�  wytyczne dotycz� ce bada� . Z tego powodu 
substancje dra� ni� ce wybrano z zalecanego przez Mi� dzyagencyjny Komitet Koordynacyjny ds. 
Uznawania Metod Alternatywnych (ICCVAM) wykazu 122 substancji odniesienia do walidacji 
metod bada�  in vitro toksyczno� ci dla oczu (zob. dodatek H: Zalecane substancje odniesienia 
ICCVAM) (5). Dane referencyjne znale	�  mo� na w dokumentach przegl� dowych ICCVAM dla 
metody badania BCOP oraz badania na izolowanym oku kurzym (ICE) (17)(18). 
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Tabela 1: Zalecane substancje do oceny bieg
o� ci technicznej w odniesieniu do badania 
BCOP 

Substancja Nr CAS 
Klasa 

chemiczna1 

Stan 
skupien

ia 

Klasyfikacja 
in vivo2 

Klasyfikacja in 
vitro3 

Chlorek 
benzalkonium 
(5 %) 

8001-54-5 Zwi� zek 
oniowy 

Ciecz Kategoria 1 
Substancja � r� ca/ 

Substancja silnie 
dra� ni� ca 

Chloroheksydy
na 

55-56-1 Amina, 
amidyna 

Cia
o 
sta
e 

Kategoria 1 
Substancja � r� ca/ 

Substancja silnie 
dra� ni� ca 

Kwas 
dibenzoilo-1-
winowy 

2743-38-6 
Kwas 

karboksylowy, 
ester 

Cia
o 
sta
e 

Kategoria 1 
Substancja � r� ca/ 

Substancja silnie 
dra� ni� ca 

Imidazol 288-32-4 Zwi� zek 
heterocykliczny 

Cia
o 
sta
e 

Kategoria 1 
Substancja � r� ca/ 

Substancja silnie 
dra� ni� ca 

Kwas 
trichlorooctow
y (30 %) 

76-03-9 Kwas 
karboksylowy 

Ciecz Kategoria 1 
Substancja � r� ca/ 

Substancja silnie 
dra� ni� ca 

Chlorek 2,6-
dichlorobenzoil
u 

4659-45-4 Halogenek 
acylu 

Ciecz Kategoria 2A 

Substancja 
nie� r� ca/ 

Substancja o 
s
abym dzia
aniu 

dra� ni� cym 

2-etylo-
acetylooctan 
metylu 

609-14-3 Keton, ester Ciecz Kategoria 2B 

Substancja 
nie� r� ca/ 

Substancja o 
s
abym dzia
aniu 

dra� ni� cym 

Azotan amonu 6484-52-2 Sól 
nieorganiczna 

Cia
o 
sta
e Kategoria 2A 

Substancja 
nie� r� ca/ 

Substancja o 
s
abym dzia
aniu 

dra� ni� cym 

Glicerol 56-81-5 Alkohol Ciecz Nieoznakowana 

Substancja 
nie� r� ca/ 

Substancja o 
s
abym dzia
aniu 

dra� ni� cym 
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n-heksan 110-54-3 
W� glowodór 

(acykliczny) 
Ciecz Nieoznakowana 

Substancja 
nie� r� ca/ 

Substancja o 
s
abym dzia
aniu 

dra� ni� cym 

Skróty: Nr CAS = numer w Chemical Abstracts Service 
1Klasy chemiczne przypisano do ka� dej badanej substancji z zastosowaniem standardowego schematu klasyfikacji w 
oparciu o system klasyfikacji Medical Subject Headings (MeSH) opracowany przez National Library of Medicine 
(Krajow�  Bibliotek�  Medyczn� ) (dost� pny pod adresem http//www.nlm.nih.gov/mesh) 
2W oparciu o wyniki badania in vivo na oku królika (OECD TG 405) i z zastosowaniem GHS ONZ (3)(7). 
3W oparciu o wyniki bada�  BCOP i ICE. 
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Dodatek 3 

POJEMNIK NA ROGÓWK �  W BADANIU BCOP 

1. Pojemniki na rogówk�  stosowane w badaniu BCOP wykonane s�  z materia
u oboj� tnego 
(np. polipropylenu). Pojemnik sk
ada si�  z dwóch po
ówek (komory przedniej i tylnej) i ma dwie 
podobne do siebie komory wewn� trzne w kszta
cie cylindrycznym. Ka� da komora mie� ci 5 ml 
cieczy i ko� czy si�  szklanym okienkiem, poprzez które mo� na dokona�  pomiaru zm� tnienia. 
Ka� da z komór wewn� trznych ma 1,7 cm � rednicy i 2,2 cm g
� boko� ci4. Pier� cie�  uszczelniaj� cy 
typu „O” umieszczony na komorze tylnej ma zapobiega�  wyciekom. Rogówki umieszcza si�  
stron�  z nab
onkiem tylnym do do
u na pier� cieniu tylnej komory, za�  komor�  przedni�  umieszcza 
si�  na stronie z nab
onkiem przednim. Komory utrzymywane s�  w miejscu przez trzy � ruby ze 
stali nierdzewnej umieszczone na zewn� trznych kraw� dziach komór. Na ko� cu ka� dej komory 
znajduje si�  szklane okienko, które mo� na zdemontowa�  w celu uzyskania 
atwego dost� pu do 
rogówki. Pomi� dzy szklanym okienkiem a komor�  umieszczony jest równie�  pier� cie�  
uszczelniaj� cy typu „O” zapobiegaj� cy wyciekom. Dwa otwory na szczycie ka� dej komory 
umo� liwiaj �  wprowadzanie i usuwanie pod
o� a i badanych zwi� zków. Otwory te s�  zamkni� te 
gumowymi korkami w czasie badania i w okresie inkubacji.  

 

Glosariusz: 

glass disc kr�� ek szklany 

PTFE-O-ring pier� cie�  uszczelniaj� cy typu „O” z 

                                                 
4 Podane wymiary oparte s�  na wymiarach pojemników na rogówk�  stosowanych w przypadku krów w wieku 

od 12 do 60 miesi� cy. W przypadku zwierz� t w wieku 6–12 miesi� cy pojemnik powinien by�  tak 
zaprojektowany, aby komora mia
a pojemno��  4 ml, za�  ka� da z komór wewn� trznych mia
a � rednic�  1,5 
cm oraz g
� boko��  2,2 cm. W przypadku projektowania nowego pojemnika na rogówk�  nale� y pami� ta� , � e 
stosunek wielko� ci eksponowanej powierzchni rogówki do pojemno�ci komory powinien by�  taki sam jak w 
tradycyjnym pojemniku. Konieczne jest zapewnienie prawid
owego okre� lenia warto� ci przepuszczalno� ci 
na potrzeby obliczenia IVIS przez zastosowanie proponowanego wzoru.  
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politetrafluoroetylenu 

refill zasobnik 

hanger wieszak 

cap nak
adka 

nut nakr� tka 

O-ring pier� cie�  uszczelniaj� cy typu „O” 

posterior compartment komora tylna 

anterior compartment komora przednia 

fixing screws � ruby podtrzymuj� ce 
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M IERNIK ZM � TNIENIA  

2. Miernik zm� tnienia jest to urz� dzenie s
u�� ce do pomiaru przepuszczalno� ci � wiat
a. 
� wiat
o z lampy halogenowej jest kierowane na fotokomórk�  przez komor�  kontroln�  (pust�  
komor�  bez okien i p
ynu), a nast� pnie porównywane ze � wiat
em kierowanym na fotokomórk�  
przez komor�  do� wiadczaln� , w której znajduje si�  komora zawieraj� ca rogówk� . Porównuje si�  
ró� nic�  w przepuszczalno� ci � wiat
a mi� dzy fotokomórkami, a warto��  liczbowa zm� tnienia 
przedstawiana jest na wy� wietlaczu cyfrowym. Ustala si�  jednostki zm� tnienia. 

3. Miernik zm� tnienia powinien dawa�  liniow�  odpowied	  z
o� on�  z pojedynczych 
odczytów zm� tnienia obejmuj� cych punkty odci� cia stosowane w ró� nych klasyfikacjach 
opisanych w modelu predykcyjnym (tj. do punktu odci� cia wskazuj� cego na dzia
anie � r� ce/silnie 
dra� ni� ce). W celu zapewnienia dok
adnych liniowych odczytów do 75-80 jednostek zm� tnienia 
konieczne jest przeprowadzenia wzorcowania miernika przy u� yciu kilku kalibratorów. 
Kalibratory (nieprzezroczyste arkusze poliestru) umieszczane s�  w komorze kalibracyjnej 
(komorze na rogówk�  przeznaczonej do umieszczenia kalibratorów) i odczytywane na mierniku 
zm� tnienia. Komora wzorcuj� ca jest przeznaczona do umieszczenia kalibratorów w przybli� eniu 
w takiej samej odleg
o� ci od 	 ród
a � wiat
a i fotokomórki, w jakiej zlokalizowane b� d�  rogówki 
podczas pomiaru zm� tnienia. Miernik zm� tnienia wzorcuje si�  najpierw na 0 jednostek 
zm� tnienia przy u� yciu komory wzorcuj� cej bez kalibratora. Nast� pnie w komorze wzorcuj� cej 
umieszcza si�  pojedynczo ró� ne kalibratory i dokonuje pomiaru zm� tnienia. Kalibratory 1, 2 i 3 
powinny dawa�  odczyty zm� tnienia równe ich ustalonym warto� ciom odpowiednio 75, 150 i 225 
jednostek zm� tnienia, ±5 %. 
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B 48 Metoda badania na izolowanym oku kurzym do celów identyfikacji substancji � r � cych 
i silnie dra� ni� cych dla oczu 

WPROWADZENIE 

1. Metoda badania na izolowanym oku kurzym (ICE) jest metod�  badania in vitro, któr�  
mo� na stosowa�  w niektórych okoliczno� ciach i przy okre� lonych ograniczeniach w celu 
zaklasyfikowania substancji i mieszanin jako „� r� ce i silnie dra� ni� ce dla oczu” (1)(2)(3). Dla 
celów niniejszych wytycznych dotycz� cych bada�  substancje silnie dra� ni� ce oznaczaj�  
substancje, które wywo
uj�  zmiany oczne utrzymuj� ce si�  u królika przez co najmniej 21 dni od 
podania tych substancji. Chocia�  uwa� a si� , � e badanie ICE nie mo� e ca
kowicie zast� pi�  badania 
in vivo na oku królika, zaleca si�  jego stosowanie w ramach strategii bada�  wielopoziomowych do 
celów klasyfikacji regulacyjnej i oznakowania w ramach okre� lonej dziedziny zastosowania 
(4)(5). Badane substancje i mieszaniny (6), które w tym badaniu daj�  wyniki dodatnie, mo� na 
zaklasyfikowa�  jako � r� ce lub silnie dra� ni� ce dla oczu bez przeprowadzania dodatkowych bada�  
na królikach. Substancj� , która daje ujemny wynik w badaniu, nale� y zbada�  na królikach za 
pomoc�  strategii bada�  sekwencyjnych, zgodnie z wytycznymi OECD dotycz� cymi bada�  405 (7) 
(rozdzia
 B. 5 niniejszego za
� cznika). 

2. Niniejsza metoda badania ma na celu opisanie procedur stosowanych do oceny 
potencjalnego dzia
ania � r� cego lub silnie dra� ni� cego dla oczu badanej substancji, okre� lanego 
na podstawie jej potencja
u oddzia
ywania toksycznego na enukleowane oko kurze. Toksyczne 
oddzia
ywanie na rogówk�  mierzy si�  przy zastosowaniu (i) jako� ciowej oceny zm� tnienia, (ii) 
jako� ciowej oceny uszkodzenia nab
onka przedniego poprzez zaaplikowanie fluoresceiny na oko 
(zatrzymanie fluoresceiny), (iii) ilo� ciowego pomiaru zwi� kszonej grubo� ci (obrz� ku) oraz (iv) 
jako� ciowej oceny makroskopowych uszkodze�  morfologicznych powierzchni. Oceny zm� tnienia 
rogówki, obrz� ku i uszkodze�  po ekspozycji na badan�  substancj�  dokonuje si�  indywidualnie, a 
nast� pnie 
� czy si�  je w celu otrzymania Klasyfikacji Dzia
ania Dra� ni� cego dla Oczu.  

3. Metod�  badania ICE stosuje si�  równie�  do badania substancji dra� ni� cych dla oczu 
wywo
uj� cych zmiany, które ust� puj�  w ci� gu 21 dni, oraz substancji niedra� ni� cych. Dok
adno��  
i wiarygodno��  metody badania ICE w odniesieniu do substancji w tych kategoriach nie zosta
a 
jednak formalnie oceniona.  

4. Definicje podano w dodatku 1. 

ZA	O � ENIA WST � PNE I OGRANICZENIA 

5. Niniejsza metoda badania opiera si�  na protokole metody badania ICE 
Mi � dzyagencyjnego Komitetu Koordynacyjnego ds. Uznawania Metod Alternatywnych 
(ICCVAM) (8), który opracowano na podstawie mi� dzynarodowego badania walidacyjnego 
(4)(5)(9), przy udziale Europejskiego Centrum Uznawania Metod Alternatywnych, Japo� skiego 
Centrum Uznawania Metod Alternatywnych oraz Departamentu Jako� ci � ycia Dzia
u 
Toksykologii i Farmakologii Stosowanej TNO (Niderlandy). Protokó
 opiera si�  na informacjach 
uzyskanych z opublikowanych protoko
ów oraz bie�� cych protoko
ów stosowanych przez TNO 
(10)(11)(12)(13)(14). 
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6. Zidentyfikowane ograniczenia niniejszej metody badania opieraj�  si�  na odsetku wyników 
fa
szywie dodatnich w przypadku alkoholi oraz odsetku wyników fa
szywie ujemnych w 
przypadku cia
 sta
ych i substancji powierzchniowo czynnych (zob. pkt 47) (4). Je� eli z bazy 
danych wy
� czy si�  powy� sze klasy chemiczne i fizyczne, dok
adno��  badania ICE w systemach 
klasyfikacji UE, EPA i GHS znacznie si�  poprawia (4). Ze wzgl� du na cel niniejszego badania (tj. 
zidentyfikowanie wy
� cznie substancji � r� cych/silnie dra� ni� cych dla oczu) odsetek wyników 
fa
szywie ujemnych nie ma decyduj� cego znaczenia, poniewa�  substancje takie zostan�  nast� pnie 
zbadane na królikach lub za pomoc�  innych odpowiednio zwalidowanych bada�  in vitro, w 
zale� no� ci od wymogów okre� lonych w przepisach, przy zastosowaniu strategii bada�  
sekwencyjnych zgodnie z podej� ciem opartym na analizie wagi dowodów. Ponadto obecna baza 
danych walidacyjnych nie pozwala na odpowiedni�  ocen�  niektórych klas chemicznych lub 
produktowych (np. mieszanin). Osoby przeprowadzaj� ce badanie mog�  jednak rozwa� y�  
zastosowanie niniejszej metody badania w odniesieniu do wszystkich rodzajów materia
u (w tym 
mieszanin), w przypadku którego wynik dodatni mo� na zaakceptowa�  jako wskazuj� cy na 
dzia
anie � r� ce lub silnie dra� ni� ce dla oczu. Dodatnie wyniki uzyskane w przypadku alkoholi 
nale� y jednak interpretowa�  z ostro� no� ci�  ze wzgl� du na ryzyko ich zawy� enia. 

7. Wszystkie procedury przeprowadzane z wykorzystaniem oczu kurzych powinny 
przebiega�  zgodnie z regulaminami i procedurami post� powania z materia
em pozyskanym od 
ludzi lub zwierz� t, który obejmuje m.in. tkanki i p
yny tkankowe, obowi� zuj� cymi w placówce 
przeprowadzaj� cej badanie. Zaleca si�  przestrzeganie ogólnych � rodków ostro� no� ci dla 
laboratoriów (15). 

8. Ograniczeniem niniejszej metody badania jest fakt, � e chocia�  uwzgl� dnia si�  w niej 
niektóre skutki dla oczu oceniane przy zastosowaniu metody badania podra� nienia oczu królika i 
w pewnym zakresie stopie�  tych podra� nie� , nie bierze si�  w niej pod uwag�  uszkodze�  spojówki 
i t� czówki. Ponadto, chocia�  w badaniu ICE nie mo� na oceni�  odwracalno� ci zmian w rogówce 
samych w sobie, zaproponowano, na podstawie bada�  oczu królika, mo� liwo��  zastosowania 
oceny pocz� tkowego stadium uszkodzenia rogówki w celu rozró� nienia mi� dzy skutkami 
nieodwracalnymi i odwracalnymi (16). Badanie ICE nie pozwala te�  na ocen�  potencjalnej 
toksyczno� ci systemowej zwi� zanej z ekspozycj�  oczu. 

9. Podejmowane s�  starania w celu dok
adniejszego scharakteryzowania przydatno� ci i 
ogranicze�  badania ICE w odniesieniu do identyfikowania substancji, które nie s�  silnie 
dra� ni� ce, i substancji niedra� ni� cych (zob. równie�  pkt 48). U� ytkowników zach� ca si�  równie�  
do przekazywania próbek lub danych organizacjom walidacyjnym w celu przeprowadzenia 
formalnej oceny mo� liwych przysz
ych zastosowa�  metody badania ICE, w tym do identyfikacji 
substancji o s
abym dzia
aniu dra� ni� cym i substancji niedra� ni� cych.  

10. W ka� dym laboratorium zaczynaj� cym przeprowadzanie tego badania nale� y zastosowa�  
chemikalia przeznaczone do oceny bieg
o� ci wymienione w dodatku 2. Laboratorium mo� e 
stosowa�  te chemikalia w celu wykazania swojej bieg
o� ci technicznej w zakresie 
przeprowadzania badania metod�  ICE przed przedstawieniem danych z badania ICE do celów 
regulacyjnej klasyfikacji zagro� e� . 

ZASADA BADANIA 
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11. Metoda badania ICE jest modelem organotypicznym, który zapewnia krótkotrwa
e 
zachowanie oka kurzego in vitro. Uszkodzenia spowodowane badan�  substancj�  ocenia si�  w 
ramach tej metody badania na podstawie obrz� ku i zm� tnienia rogówki oraz zatrzymania 
fluoresceiny. Podczas gdy dwa ostatnie parametry wymagaj�  oceny jako� ciowej, analiza obrz� ku 
rogówki stanowi ocen�  ilo� ciow� . Ka� dy pomiar przelicza si�  na wynik ilo� ciowy stosowany do 
obliczania ogólnego wska	 nika podra� nienia lub te�  przypisuje si�  mu kategori�  jako� ciow�  
stosowan�  do przypisania kategorii w klasyfikacji in vitro dzia
ania � r� cego i dra� ni� cego dla 
oczu. Ka� dy z tych wyników mo� na nast� pnie zastosowa�  do przewidzenia potencjalnego 
dzia
ania � r� cego lub dra� ni� cego dla oczu in vivo (zob. kryteria decyzji).  

Pochodzenie i wiek oczu kurzych  

12. Oczy do niniejszego badania pobiera si�  tradycyjnie od kurcz� t uzyskiwanych z rze	 ni, w 
której s�  one poddawane ubojowi na potrzeby spo� ycia przez ludzi, co eliminuje konieczno��  
wykorzystywania zwierz� t laboratoryjnych. Stosuje si�  wy
� cznie oczy zwierz� t zdrowych, które 
uznano za odpowiednie do wprowadzenia do 
a� cucha � ywno� ciowego cz
owieka.  

13. Chocia�  nie przeprowadzono badania z grup�  kontroln�  w celu oceny optymalnego wieku 
kurcz� t, wiek i masa kurcz� t wykorzystywanych dotychczas do niniejszego badania odpowiadaj�  
m
odym kurcz� tom tradycyjnie przetwarzanym przez rze	 nie drobiu (tzn. ok. 7 tygodni, 1,5-2,5 
kg).  

Pobieranie oczu i transport do laboratorium 

14. G
owy nale� y usun��  natychmiast po u� mierceniu kurcz� t (najcz�� ciej przy u� yciu 
wstrz� su elektrycznego) i naci� ciu szyi w celu wywo
ania krwawienia. Nale� y zapewni�  lokalne 
	 ród
o kurcz� t, zlokalizowane blisko laboratorium, tak by g
owy zwierz� t mog
y zosta�  
przetransportowane z rze	 ni do laboratorium na tyle szybko, � eby zminimalizowa�  mo� liwo��  
pogorszenia stanu oczu lub ska� enia bakteriami. Nale� y zminimalizowa�  odst� p czasu mi� dzy 
pobraniem g
ów kurcz� t i u� yciem oczu w badaniu ICE (zwykle do dwóch godzin) oraz wykaza� , 
� e nie wp
ynie on negatywnie na wyniki badania. Wyniki badania opieraj�  si�  na kryteriach 
doboru oczu, jak równie�  na reakcjach w ramach kontroli pozytywnej i negatywnej. Wszystkie 
oczy wykorzystane w badaniu powinny pochodzi�  z tej samej grupy oczu pobranych danego dnia.  

15. Poniewa�  oczy wycina si�  w laboratorium, g
owy w stanie nienaruszonym s�  
transportowane z rze	 ni w temperaturze otoczenia, w plastikowych pojemnikach nawil� anych 
r� cznikami zmoczonymi w izotonicznym roztworze soli.  

Kryteria doboru oczu zastosowane w badaniu ICE 

16. Odrzuca si�  oczy wykazuj� ce po enukleacji wysoki poziom wybarwienia fluorescein�  (tzn. 
> 0,5) lub zm� tnienia rogówki (tzn. > 0,5). 

17. Ka� da badana grupa oraz grupa równoczesnej kontroli pozytywnej sk
ada si�  z co 
najmniej trojga oczu. Grupa kontroli negatywnej lub kontroli z zastosowaniem rozpuszczalnika 
(w przypadku stosowania rozpuszczalnika innego ni�  roztwór soli) sk
ada si�  z co najmniej 
jednego oka. 
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PROCEDURA  

Przygotowanie oczu 

18. Powieki wycina si�  ostro� nie, tak aby nie uszkodzi�  rogówki. Szybkiej oceny, czy 
rogówka jest nienaruszona, dokonuje si�  poprzez wkroplenie 2 % (w/v) soli sodowej fluoresceiny 
na powierzchni�  rogówki na kilka sekund, a nast� pnie przemycie rogówki izotonicznym 
roztworem soli. Oczy poddane dzia
aniu fluoresceiny bada si�  nast� pnie przy u� yciu mikroskopu 
z lamp�  szczelinow�  w celu zagwarantowania, � e rogówka nie jest uszkodzona (tzn. � e wyniki 
zatrzymania fluoresceiny oraz zm� tnienia �  0,5). 

19. Je� eli oko nie jest uszkodzone, wycina si�  je ca
kowicie z czaszki, staraj� c si�  nie 
uszkodzi�  rogówki. Ga
k�  oczn�  wyci� ga si�  z oczodo
u przytrzymuj� c mocno migotk�  
szczypczykami chirurgicznymi, za�  mi�� nie oka odcina si�  przy u� yciu zagi� tych t� po 
zako� czonych no� yczek. Nie mo� na dopu� ci�  do powstania uszkodze�  rogówki poprzez 
wywieranie na ni�  nadmiernego nacisku (tj. stosowania urz� dze�  kompresyjnych). 

20. Po wyj� ciu ga
ki ocznej z oczodo
u nale� y pozostawi�  przyczepion�  widoczn�  cz���  
nerwu wzrokowego. Po wyj� ciu z oczodo
u oko umieszcza si�  na podk
adce ch
onnej i odcina si�  
migotk�  i inne tkanki 
� czne. 

21. Poddane enukleacji oko umieszcza si�  w uchwycie ze stali nierdzewnej, przy rogówce 
ustawionej pionowo. Uchwyt przenosi si�  nast� pnie do komory urz� dzenia do przep
ukiwania 
(16). Uchwyty nale� y umie� ci�  w urz� dzeniu do przep
ukiwania w taki sposób, by na ca
�  
rogówk�  kapa
 izotoniczny roztwór soli. Komory urz� dzenia do przep
ukiwania powinny 
utrzymywa�  temperatur�  32 ± 1,5 °C. Dodatek 3 zawiera schemat budowy typowego urz� dzenia 
do przep
ukiwania i uchwytów na oczy, które mo� na naby�  na rynku lub zbudowa�  samodzielnie. 
Urz� dzenie mo� na tak zmodyfikowa� , aby spe
nia
o potrzeby konkretnego laboratorium (np. 
poprzez dostosowanie liczby oczu). 

22. Po umieszczeniu w urz� dzeniu do przep
ukiwania oczy bada si�  ponownie przy u� yciu 
mikroskopu z lamp�  szczelinow�  w celu sprawdzenia, czy nie zosta
y one uszkodzone podczas 
procedury wycinania. W tym momencie nale� y równie�  zmierzy�  grubo��  rogówki na jej 
wierzcho
ku przy zastosowaniu urz� dzenia do pomiaru g
� boko� ci po
� czonego z mikroskopem z 
lamp�  szczelinow� . Nale� y zast� pi�  oczy (i) o wyniku zatrzymania fluoresceiny > 0,5; (ii) o 
zm� tnieniu rogówki > 0,5 lub (iii) nosz� ce jakiekolwiek � lady uszkodzenia. Oczy, które nie 
zosta
y odrzucone ze wzgl� du na jedno z powy� szych kryteriów, nale� y odrzuci�  je� li grubo��  ich 
rogówki ró� ni si�  o ponad 10 % od � redniej warto� ci dla wszystkich oczu. U� ytkownicy powinni 
by�  � wiadomi, � e mikroskopy z lampami szczelinowymi mog�  dawa�  ró� ne wyniki pomiaru 
grubo� ci rogówki, je� li stosuje si�  ró� ne ustawienia szczeliny. Szeroko��  szczeliny powinna 
wynosi�  0,095 mm. 

23. Po zbadaniu i dopuszczeniu wszystkich oczu s�  one inkubowane przez ok. 45 do 60 minut 
w celu zrównowa� enia ich z uk
adem badawczym przed dawkowaniem substancji. Po okresie 
inkubacji rejestruje si�  zerowy pomiar referencyjny grubo� ci rogówki i jej zm� tnienia, który s
u� y 
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jako punkt odniesienia (tj. czas = 0). Wynik pomiaru fluoresceiny okre� lony w momencie 
wycinania stosuje si�  jako pomiar odniesienia dla tego punktu ko� cowego. 

Podanie substancji badanej 

24. Natychmiast po dokonaniu zerowych pomiarów referencyjnych oko (w pojemniku) 
wyjmuje si�  z urz� dzenia do przep
ukiwania i ustawia w pozycji poziomej, a na rogówk�  aplikuje 
si�  badan�  substancj� . 

25. Substancje ciek
e bada si�  zwykle w stanie nierozcie� czonym, mo� na je jednak w razie 
potrzeby rozcie� czy�  (np. w cz�� ci badania). Preferowanym rozpuszczalnikiem w przypadku 
substancji rozcie� czanych jest sól fizjologiczna. Mo� na jednak stosowa�  równie�  alternatywne 
rozpuszczalniki w kontrolowanych warunkach badania, ale zasadno��  zastosowania 
rozpuszczalników innych ni�  sól fizjologiczna nale� y udowodni� .  

26. Badane substancje ciek
e aplikuje si�  na rogówk�  w taki sposób, by ca
a powierzchnia 
rogówki by
a równomiernie pokryta badan�  substancj� ; standardowa ilo��  wynosi 0,03 ml. 

27. Cia
a sta
e nale� y w miar�  mo� liwo� ci jak najdok
adniej rozdrobni�  w mo	 dzierzu lub 
podobnym urz� dzeniu rozdrabniaj� cym. Proszek nale� y zaaplikowa�  na rogówk�  w taki sposób, 
by jej powierzchnia by
a równomiernie pokryta badan�  substancj� ; standardowa ilo��  wynosi 0,03 
g. 

28. Badan�  substancj�  (ciecz lub cia
o sta
e) pozostawia si�  przez 10 sekund, a nast� pnie 
zmywa z oka izotonicznym roztworem soli (w ilo� ci ok. 20 ml) w temperaturze otoczenia. Oko (w 
pojemniku) umieszcza si�  nast� pnie ponownie w urz� dzeniu do przep
ukiwania w pierwotnej 
pozycji pionowej. 

Substancje kontrolne 

29. Ka� de do� wiadczenie powinno obejmowa�  równoczesn�  kontrol�  negatywn�  lub kontrol�  
z zastosowaniem rozpuszczalnika/no� nika i kontrol�  pozytywn� . 

30. W przypadku badania cieczy o st�� eniu 100 % lub cia
 sta
ych w metodzie badania ICE 
jako równoczesn�  kontrol�  negatywn�  stosuje si�  sól fizjologiczn�  w celu wykrycia 
niespecyficznych zmian w uk
adzie badawczym i zagwarantowania, � e warunki badania nie 
wywo
uj�  w niew
a� ciwy sposób reakcji w postaci podra� nienia. 

31. W przypadku badania cieczy rozcie� czonych w metodzie badania uwzgl� dnia si�  
równoczesn�  kontrol�  z zastosowaniem rozpuszczalnika/no� nika w celu wykrycia 
niespecyficznych zmian w uk
adzie badawczym i zagwarantowania, � e warunki badania nie 
wywo
uj�  w niew
a� ciwy sposób reakcji w postaci podra� nienia. Jak stwierdzono w pkt 25 mo� na 
stosowa�  jedynie rozpuszczalnik/no� nik, w odniesieniu do którego wykazano, � e nie wp
ywa 
negatywnie na uk
ad badawczy. 

32. W ka� dym do� wiadczeniu uwzgl� dnia si�  substancj�  o znanym dzia
aniu dra� ni� cym dla 
oczu s
u�� c�  do przeprowadzenia równoczesnej kontroli pozytywnej w celu zweryfikowania, czy 
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wywo
ana zosta
a w
a� ciwa reakcja. Poniewa�  w niniejszej metodzie badania stosuje si�  badanie 
ICE w celu zidentyfikowania substancji � r� cych i silnie dra� ni� cych, w idealnej sytuacji do 
kontroli pozytywnej powinna by�  u� yta substancja referencyjna, która wywo
uje siln�  reakcj�  w 
tej metodzie badania. Aby jednak zapewni�  mo� liwo��  oceny zmienno� ci reakcji w kontroli 
pozytywnej w czasie, podra� nienie nie powinno by�  nadmierne. Nale� y wyprodukowa�  
wystarczaj� ce dane in vitro do kontroli pozytywnej, aby mo� na by
o obliczy�  okre� lony 
statystycznie dopuszczalny zakres kontroli pozytywnej. Je� eli dla konkretnej kontroli pozytywnej 
nie istniej�  odpowiednie dane historyczne z bada�  ICE, mo� e zaj��  konieczno��  przeprowadzenia 
bada�  w celu dostarczenia tych informacji. 

33. Do celów kontroli pozytywnej w przypadku badanych cieczy mo� na zastosowa�  na 
przyk
ad 10 % kwas octowy lub 5 % roztwór chlorku benzalkonium, za�  do kontroli pozytywnej 
dla badanych cia
 sta
ych - na przyk
ad wodorotlenek sodu lub imidazol. 

34. Substancje wzorcowe s�  przydatne do oceny potencjalnego dzia
ania dra� ni� cego dla oczu 
nieznanych chemikaliów z okre� lonej klasy chemicznej lub produktowej lub do oceny 
wzgl� dnego potencjalnego dzia
ania dra� ni� cego substancji dra� ni� cej dla oczu w okre� lonym 
zakresie reakcji w postaci podra� nienia. 

Pomiar punktów ko� cowych 

35. Rogówki poddane dzia
aniu badanej substancji ocenia si�  przed podaniem tej substancji, a 
nast� pnie po 30, 75, 120, 180 i 240 minutach (± 5 minut) od p
ukania po podaniu substancji 
badanej. Te punkty czasowe zapewniaj�  odpowiedni�  liczb�  pomiarów w trakcie 
czterogodzinnego okresu badania, pozostawiaj� c jednocze� nie odpowiedni�  ilo��  czasu pomi� dzy 
pomiarami na dokonanie koniecznych obserwacji wszystkich oczu. 

36. Oceniane punkty ko� cowe to zm� tnienie rogówki, obrz� k, zatrzymanie fluoresceiny i 
zmiany morfologiczne (np. w� ery lub rozlu	 nienie nab
onka przedniego). Wszystkie punkty 
ko� cowe, z wyj� tkiem zatrzymania fluoresceiny (które okre� la si�  wy
� cznie przed poddaniem 
materia
u dzia
aniu badanej substancji oraz 30 minut po nim), ustalane s�  we wszystkich 
wymienionych punktach czasowych.  

37. Zaleca si�  wykonanie fotografii celem udokumentowania zm� tnienia rogówki, 
zatrzymania fluoresceiny, zmian morfologicznych oraz histopatologii, je� li jest przeprowadzana.  

38. Zach� ca si�  u� ytkowników, by po ostatniej ocenie po czterech godzinach zachowali oczy 
w odpowiednim � rodku utrwalaj� cym (np. oboj� tnej buforowanej formalinie) na potrzeby 
ewentualnego badania histopatologicznego. 

39. Obrz� k rogówki okre� la si�  na podstawie pomiaru grubo� ci rogówki dokonywanego przy 
u� yciu pachymetru optycznego w mikroskopie z lamp�  szczelinow� . Warto��  t�  wyra� a si�  
procentowo i oblicza si�  j�  na podstawie pomiarów grubo� ci rogówki wed
ug poni� szego wzoru: 
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40. � redni�  warto��  procentow�  obrz� ku rogówki we wszystkich oczach poddanych badaniu 
oblicza si�  w oparciu o wszystkie punkty czasowe obserwacji. W oparciu o najwy� szy � redni 
wynik obrz� ku rogówki zaobserwowany w dowolnym punkcie czasowym podaje si�  ogólny 
wynik dla kategorii w odniesieniu do ka� dej badanej substancji. 

41. Zm� tnienie rogówki oblicza si�  przy zastosowaniu najbardziej zm� tnia
ej powierzchni 
rogówki. � redni�  warto��  procentow�  zm� tnienia rogówki we wszystkich oczach poddanych 
badaniu oblicza si�  w oparciu o wszystkie punkty czasowe obserwacji. W oparciu o najwy� szy 
� redni wynik zm� tnienia rogówki zaobserwowany w dowolnym punkcie czasowym podaje si�  
ogólny wynik dla kategorii w odniesieniu do ka� dej badanej substancji (tabela 1). 

Tabela 1. Wyniki oceny zm� tnienia rogówki. 

Wynik Obserwacja 

0 Brak zm� tnienia 

0,5 Nieznaczne zm� tnienie 

1 Obszary pojedyncze lub rozproszone; elementy t� czówki s�  
wyra	 nie widoczne  

2 Obszar pó
przezroczysty jest wyra	 nie widoczny; elementy 
t� czówki s�  nieco zamazane 

3 Powa� ne zm� tnienie rogówki; nie s�  widoczne � adne konkretne 
elementy t� czówki; bardzo trudno jest okre� li �  wielko��  	 renicy 

4 Ca
kowite zm� tnienie rogówki; t� czówka jest niewidoczna 

 

42. � redni poziom zatrzymania fluoresceiny we wszystkich badanych oczach oblicza si�  
wy
� cznie w punkcie czasowym po 30 minutach; warto��  t�  stosuje si�  do okre� lenia ogólnego 
wyniku dla kategorii w odniesieniu do ka� dej badanej substancji (tabela 2). 

Tabela 2. Wyniki zatrzymania fluoresceiny. 

Wynik Obserwacja 

0 Brak zatrzymania fluoresceiny 

0,5 Nieznaczne wybarwienie pojedynczych komórek 

1 Wybarwienie pojedynczych komórek rozproszone na ca
ym 
obszarze rogówki poddanym dzia
aniu substancji 
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2 Ogniskowe lub 
� cz� ce si�  zwarte wybarwienie pojedynczych 
komórek  

3 	 � cz� ce si�  du� e obszary rogówki zatrzymuj�  fluorescein�  

43. Zmiany morfologiczne obejmuj�  „w� ery” komórek nab
onka przedniego, „rozlu	 nienie” 
nab
onka przedniego, „stwardnienie” powierzchni rogówki oraz „przyleganie” badanej substancji 
do rogówki. Ustalenia te mog�  si�  ró� ni�  mi� dzy sob�  stopniem zaawansowania i mog�  
wyst� powa�  jednocze� nie. Klasyfikacja tych ustale�  jest subiektywna i zale� na od interpretacji 
osoby badaj� cej. 

DANE I SPORZ� DZANIE SPRAWOZDANIA 

Ocena danych 

44. Wyniki badania zm� tnienia rogówki, obrz� ku rogówki i zatrzymania fluoresceiny nale� y 
ocenia�  osobno, tak aby wygenerowa�  klas�  ICE dla ka� dego punktu ko� cowego. Klasy ICE w 
odniesieniu do ka� dego punktu ko� cowego s�  nast� pnie 
� czone w celu uzyskania Klasyfikacji 
Dzia
ania Dra� ni� cego dla Oczu dla ka� dej badanej substancji. 

Kryteria decyzji 

45. Po dokonaniu oceny ka� dego punktu ko� cowego mo� na przypisa�  klasy ICE w oparciu o 
wcze� niej ustalony zakres. Interpretacji wyników grubo� ci rogówki (tabela 3), zm� tnienia (tabela 
4) i zatrzymania fluoresceiny (tabela 5) z zastosowaniem czterech klas ICE dokonuje si�  na 
podstawie nast� puj� cych skal: 

Tabela 3. Kryteria klasyfikacji ICE w odniesieniu do grubo� ci rogówki. 

� redni obrz� k rogówki (%)* Klasa ICE 

0–5 I 

>5–12 II 

>12–18 (>75 min po podaniu 
substancji) 

II 

>12–18 (� 75 min po podaniu 
substancji) 

III 

>18–26 III 

>26–32 (>75 min po podaniu 
substancji) 

III 
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>26–32 (� 75 min po podaniu 
substancji) 

IV 

>32 IV 

 *Wyniki dotycz� ce obrz� ku rogówki maj�  zastosowanie, wy
� cznie je� eli jej grubo��  
mierzy si�  przy u� yciu mikroskopu z lampa szczelinow�  Haag-Streit BP900 z urz� dzeniem 
pomiarowym nr I, przy ustawieniu szczeliny na 9½, co odpowiada 0,095 mm. U� ytkownicy 
powinni by�  � wiadomi, � e mikroskopy z lampami szczelinowymi mog�  dawa�  ró� ne wyniki 
pomiaru grubo� ci rogówki, je� eli stosuje si�  ró� ne ustawienia szczeliny. 

 Tabela 4. Kryteria klasyfikacji ICE w odniesieniu do zm� tnienia. 

� redni maksymalny wynik 
zm� tnienia* 

Klasa ICE 

0,0-0,5 I 

0,6-1,5 II 

1,6-2,5 III 

2,6-4,0 IV 

 *Zob. tabela 1. 

 Tabela 5. Kryteria klasyfikacji ICE w odniesieniu do zatrzymania fluoresceiny. 

� redni wynik zatrzymania 
fluoresceiny 30 minut po podaniu 
substancji* 

Klasa ICE 

0,0-0,5 I 

0,6-1,5 II 

1,6-2,5 III 

2,6-3,0 IV 

 *Zob. tabela 2. 

46. Ogóln�  klasyfikacj�  dzia
ania dra� ni� cego in vitro badanej substancji ocenia si�  poprzez 
odczyt kategorii dzia
ania dra� ni� cego odpowiadaj� cej po
� czeniu kategorii otrzymanych w 
odniesieniu do obrz� ku rogówki, zm� tnienia rogówki i zatrzymania fluoresceiny oraz 
zastosowanie schematu przedstawionego w tabeli 6. 
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Tabela 6. Ogólna klasyfikacja dzia
ania dra� ni� cego in vitro. 

Kategoria Po
� czenie 3 punktów ko� cowych 

Substancja o dzia
aniu 
� r� cym / silnie dra� ni� cym 

3 x IV 

 2 x IV, 1 x III 

 2 x IV, 1 x II* 

 2 x IV, 1 x I* 

 Zm� tnienie rogówki 
  3 po 30 min (w przynajmniej 2 oczu) 

 Zm� tnienie rogówki = 4 po 30 min (w przynajmniej 2 oczu) 

 Znaczne rozlu	 nienie nab
onka przedniego (w przynajmniej 
1 oku) 

*Mniej prawdopodobne po
� czenia. 

47. Zgodnie z tre� ci�  pkt 1, je� eli badana substancja nie zosta
a zidentyfikowana jako � r� ca 
lub silnie dra� ni� ca dla oczu, nale� y przeprowadzi�  dodatkowe badanie do celów klasyfikacji i 
oznakowania. Metoda badania ICE wykazuje ogóln�  dok
adno��  od 83 % (120/144) do 87 % 
(134/154), odsetek wyników fa
szywie dodatnich od 6 % (7/122) do 8 % (9/116), odsetek 
wyników fa
szywie ujemnych od 41 % (13/32) do 50 % (15/30) w odniesieniu do identyfikacji 
substancji � r� cych i silnie dra� ni� cych dla oczu w porównaniu do danych uzyskanych w wyniku 
metody badania in vivo na oku królika, sklasyfikowanych zgodnie z systemami klasyfikacji EPA 
(1), UE (2) lub GHS (3). Je� eli substancje nale�� ce do okre� lonych klas chemicznych (tj. alkohole 
i substancje powierzchniowo czynne) lub fizycznych (tj. cia
a sta
e) s�  wy
� czone z bazy danych, 
dok
adno��  badania ICE wg systemów klasyfikacji UE, EPA i GHS wynosi od 91 % (75/82) do 
92 % (69/75), odsetek wyników fa
szywie dodatnich – od 5 % (4/73) do 6 % (4/70), a odsetek 
wyników fa
szywie ujemnych – od 29 % (2/7) do 33 % (3/9) (4).  

48. Nawet je� eli badana substancja nie zostanie zaklasyfikowana jako � r� ca lub silnie 
dra� ni� ca dla oczu, dane z badania ICE mog�  by�  przydatne, w po
� czeniu z danymi z badania in 
vivo na oku królika lub z innego odpowiednio zwalidowanego badania in vitro, w celu dalszej 
oceny przydatno� ci i ogranicze�  metody badania ICE w odniesieniu do identyfikacji substancji o 
s
abym dzia
aniu dra� ni� cym i substancji niedra� ni� cych (trwaj�  prace nad dokumentem 
zawieraj� cym wytyczne dotycz� ce stosowania metod badania toksyczno� ci dla oczu in vitro). 

Kryteria dopuszczalno� ci badania 

49. Badanie uznaje si�  za dopuszczalne, je� eli równoczesna kontrola negatywna / kontrole z 
zastosowaniem rozpuszczalnika/no� nika oraz równoczesna kontrola pozytywna daje wyniki w 
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klasyfikacji dzia
ania dra� ni� cego mieszcz� ce si�  odpowiednio w ramach klas substancji 
niedra� ni� cych i silnie dra� ni� cych/� r� cych. 

Sprawozdanie z badania 

50. Sprawozdanie z badania powinno zawiera�  nast� puj� ce informacje, o ile s�  one istotne dla 
przebiegu badania: 

 Substancje badane i kontrolne 

Nazwa chemiczna (nazwy chemiczne), np. nazwa strukturalna u� ywana przez Chemical 
Abstracts Service (CAS), po której nast� puj�  inne nazwy, je� eli s�  znane; 

Numer CAS, je� eli jest znany; 

Czysto��  i sk
ad substancji lub mieszaniny (w procentach masy), w miar�  dost� pno� ci 
tych informacji; 

W
a� ciwo� ci fizykochemiczne istotne dla przebiegu badania, np. stan skupienia, lotno�� , 
pH, stabilno�� , klasa chemiczna, rozpuszczalno��  w wodzie; 

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

Stabilno�� , je� eli jest znana. 

 Informacje dotycz� ce sponsora i placówki przeprowadzaj� cej badanie 

Nazwa i adres sponsora i placówki przeprowadzaj� cej badanie oraz dane kierownika 
bada� ; 

Identyfikacja 	 ród
a oczu (tj. zak
ad, w którym je pobrano); 

Warunki przechowywania i transportu oczu (np. data i czas pobrania oczu, odst� p czasu 
mi� dzy pobraniem oczu a rozpocz� ciem badania); 

W miar�  dost� pno� ci szczegó
owe dane na temat zwierz� t, od których pobrano oczy (np. 
wiek, p
e� , masa zwierz� cia dawcy). 

 Uzasadnienie zastosowanej metody badania i protoko
u 

 Integralno��  metody badania 

Procedura zastosowana w celu zapewnienia integralno� ci (tj. dok
adno� ci i 
wiarygodno� ci) metody badania w czasie (np. okresowe badanie substancji do 
oceny bieg
o� ci, wykorzystanie historycznych danych z kontroli negatywnej i 
pozytywnej). 
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 Kryteria dotycz� ce badania dopuszczalnego 

W stosownych przypadkach akceptowalny zakres równoczesnej kontroli odniesienia na 
podstawie danych historycznych. 

 Warunki badania 

Opis zastosowanego uk
adu badawczego; 

Zastosowany mikroskop z lamp�  szczelinow�  (np. model); 

Zastosowane ustawienia mikroskopu z lamp�  szczelinow� ;  

Informacje na temat zastosowanych oczu kurzych, w tym o� wiadczenia dotycz� ce ich 
jako� ci; 

Szczegó
owe dane na temat zastosowanej procedury badania; 

Zastosowane st�� enie badanej substancji; 

Opis wszelkich modyfikacji procedury badania; 

Odniesienie do danych historycznych dotycz� cych modelu (np. kontrole pozytywne i 
negatywne, substancje do oceny bieg
o� ci, substancje wzorcowe); 

Opis stosowanych kryteriów oceny. 

 Wyniki 

Opis innych zaobserwowanych skutków; 

W razie potrzeby fotografie oka.  

 Omówienie wyników 

 Wnioski 
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Dodatek 1 

DEFINICJE 

Dok
adno�	 : blisko��  zgodno� ci pomi� dzy wynikami zastosowania metody badania a przyj� tymi 
warto� ciami odniesienia. Jest to miara efektywno� ci metody badania i jeden z aspektów jej 
„istotno� ci”. Poj� cia tego cz� sto u� ywa si�  zamiennie z poj� ciem „zgodno�� ” na oznaczenie 
odsetka prawid
owych wyników uzyskiwanych przy u� yciu metody badania. 

Substancja wzorcowa: substancja u� ywana jako wzorzec do porówna�  z badan�  substancj� . 
Substancja wzorcowa powinna mie�  nast� puj� ce cechy: (i) sta
e i wiarygodne 	 ród
o(-a); (ii) 
podobie� stwo strukturalne i funkcjonalne do badanej klasy substancji; (iii) znane w
a� ciwo� ci 
fizyczne/chemiczne; (iv) dane uzupe
niaj� ce dotycz� ce znanych skutków oraz (v) znan�  si
�  
dzia
ania w zakresie po�� danych reakcji. 

Rogówka: przezroczysta warstwa w przedniej cz�� ci ga
ki ocznej, która okrywa t� czówk�  i 
	 renic�  oraz wpuszcza � wiat
o do wn� trza oka. 

Zm� tnienie rogówki: pomiar stopnia zm� tnienia rogówki wskutek ekspozycji na badan�  
substancj� . Zwi� kszone zm� tnienie rogówki wskazuje na jej uszkodzenie.  

Obrz� k rogówki: obiektywny pomiar stopnia rozd� cia rogówki w nast� pstwie ekspozycji na 
badan�  substancj�  w badaniu ICE. Obrz� k rogówki wyra� a si�  procentowo i oblicza si�  go na 
podstawie wyj� ciowych pomiarów grubo� ci rogówki (sprzed podania substancji) i grubo� ci 
mierzonej w równych odst� pach czasu po ekspozycji na badan�  substancj�  w badaniu ICE. 
Stopie�  obrz� ku rogówki wskazuje na uszkodzenie rogówki. 

Kategoria I EPA: dzia
anie � r� ce (nieodwracalne uszkodzenie tkanki oka) lub zmiany 
rogówkowe lub podra� nienie rogówki utrzymuj� ce si�  d
u� ej ni�  21 dni (1).  

Kategoria R41 UE: spowodowanie uszkodzenia tkanki w oku lub powa� ne fizyczne pogorszenie 
widzenia w nast� pstwie na
o� enia badanej substancji na przedni�  powierzchni�  oka, które nie jest 
ca
kowicie odwracalne w ci� gu 21 dni od na
o� enia (2). 

Odsetek wyników fa
szywie ujemnych: odsetek wszystkich obecnych substancji fa
szywie 
zidentyfikowanych w wyniku zastosowania metody badania jako nieobecne. Jest to jeden ze 
wska	 ników efektywno� ci metody badania. 

Odsetek wyników fa
szywie dodatnich: odsetek wszystkich nieobecnych substancji fa
szywie 
zidentyfikowanych w wyniku zastosowania metody badania jako obecne. Jest to jeden ze 
wska	 ników efektywno� ci metody badania. 

Zatrzymanie fluoresceiny: subiektywny pomiar ilo� ci soli fluoresceiny zatrzymanej w 
komórkach nab
onka przedniego rogówki w nast� pstwie ekspozycji na badan�  substancj�  w 
badaniu ICE. Stopie�  zatrzymania fluoresceiny wskazuje na uszkodzenie nab
onka przedniego 
rogówki. 
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GHS (Globalnie Zharmonizowany System Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliów): 
system proponuj� cy klasyfikacj�  chemikaliów (substancji i mieszanin) wed
ug znormalizowanych 
rodzajów i poziomów zagro� e�  fizycznych, zdrowotnych i � rodowiskowych oraz omawiaj� cy 
odpowiednie elementy komunikacyjne, takie jak piktogramy, has
a ostrzegawcze, zwroty 
wskazuj� ce rodzaj zagro� enia, zwroty wskazuj� ce � rodki ostro� no� ci i karty charakterystyki 
substancji i produktów niebezpiecznych, aby przekaza�  informacje na temat ich dzia
a�  
niepo�� danych w celu zapewnienia ochrony ludzi (w tym pracowników, robotników, 
przewo	 ników, konsumentów i ratowników) i � rodowiska (3). 

Kategoria 1 GHS: spowodowanie uszkodzenia tkanki w oku lub powa� ne fizyczne pogorszenie 
widzenia w nast� pstwie na
o� enia badanej substancji na przedni�  powierzchni�  oka, które nie jest 
ca
kowicie odwracalne w ci� gu 21 dni od na
o� enia (3). 

Zagro� enie: nieod
� czna w
a� ciwo��  czynnika lub sytuacja, która mo� e potencjalnie doprowadzi�  
do negatywnych skutków w przypadku ekspozycji organizmu, systemu lub (sub)populacji na taki 
czynnik. 

Kontrola negatywna: replikat niepoddany dzia
aniu badanej substancji, zawieraj� cy wszystkie 
sk
adniki uk
adu badawczego. Próbka ta jest przetwarzana razem z próbkami poddanymi 
dzia
aniu badanej substancji oraz z innymi próbkami kontrolnymi w celu okre� lenia, czy 
rozpuszczalnik wchodzi w reakcj�  z uk
adem badawczym. 

Niedra� ni� ce: substancje, które nie zosta
y zaklasyfikowane do kategorii I, II lub III EPA, 
kategorii R41 lub R36 UE lub kategorii 1, 2A lub 2B GHS jako dra� ni� ce dla oczu (1)(2)(3). 

� r � ce dla oczu: a) substancja, która powoduje nieodwracalne uszkodzenie tkanki w oku; b) 
substancje, które zaklasyfikowano do kategorii 1 GHS, kategorii I EPA lub kategorii R41 UE jako 
dra� ni� ce dla oczu (1)(2)(3). 

Dra� ni� ce dla oczu: a) substancja, która powoduje odwracaln�  zmian�  w oku w nast� pstwie jej 
na
o� enia na przedni�  powierzchni�  oka; b) substancje, które zaklasyfikowano do kategorii II lub 
III EPA, kategorii R36 UE lub kategorii 2A lub 2B GHS jako dra� ni� ce dla oczu (1)(2)(3). 

Silnie dra� ni� ce dla oczu: a) substancja, która powoduje zmian�  w oku w nast� pstwie jej 
na
o� enia na przedni�  powierzchni�  oka, która nie ust� puje w ci� gu 21 dni od na
o� enia lub 
powoduje powa� ne fizyczne pogorszenie widzenia; b) substancje, które zaklasyfikowano do 
kategorii I GHS, kategorii I EPA lub kategorii R41 UE jako dra� ni� ce dla oczu (1)(2)(3). 

Kontrola pozytywna: replikat zawieraj� cy wszystkie sk
adniki uk
adu badawczego, który zosta
 
poddany dzia
aniu substancji, o której wiadomo, � e wywo
a reakcj�  dodatni� . Aby zapewni�  
mo� liwo��  oceny zmienno� ci reakcji w kontroli pozytywnej w czasie, podra� nienie nie powinno 
by�  nadmierne. 

Wiarygodno�	 : miary zakresu, w jakim metoda badania mo� e zosta�  wykonana w sposób 
odtwarzalny w jednym laboratorium i pomi� dzy laboratoriami w czasie, w przypadku jej 
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wykonywania przy u� yciu tego samego protoko
u. Ocenia si�  j�  poprzez obliczenie 
odtwarzalno� ci wewn� trz- i mi� dzylaboratoryjnej oraz powtarzalno� ci wewn� trzlaboratoryjnej. 

Mikroskop z lamp�  szczelinow� : narz� dzie u� ywane do bezpo� redniego badania oka w 
powi� kszeniu pod mikroskopem dwuokularowym poprzez uzyskanie prostego obrazu 
stereoskopowego. W metodzie badania ICE narz� dzie to stosuje si�  do ogl� dania przednich 
struktur oka kurzego, jak równie�  do obiektywnego pomiaru grubo� ci rogówki za pomoc�  
urz� dzenia do pomiaru grubo� ci po
� czonego z mikroskopem. 

Kontrola z zastosowaniem rozpuszczalnika/no� nika:  próbka niepoddana dzia
aniu badanej 
substancji, zawieraj� ca wszystkie sk
adniki uk
adu badawczego, w tym rozpuszczalnik lub 
no� nik, która jest przetwarzana razem z próbkami poddanymi dzia
aniu badanej substancji oraz z 
innymi próbkami kontrolnymi w celu okre� lenia wyj� ciowej reakcji dla próbek poddanych 
dzia
aniu badanej substancji rozpuszczonej w tym samym rozpuszczalniku lub no� niku. Je� eli 
równocze� nie przeprowadza si�  kontrol�  negatywn� , próbka ta wykazuje równie� , czy 
rozpuszczalnik lub no� nik wchodzi w reakcj�  z uk
adem badawczym. 

Badanie wielopoziomowe: stopniowa strategia badawcza, zgodnie z któr�  wszystkie istniej� ce 
informacje na temat badanej substancji s�  analizowane na ka� dym etapie w okre� lonym porz� dku 
z zastosowaniem procesu uwzgl� dniaj� cego wag�  dowodów w celu okre� lenia, czy dost� pna jest 
wystarczaj� ca ilo��  informacji do podj� cia decyzji o klasyfikacji zagro� enia, przed przej� ciem do 
nast� pnego etapu. Je� eli na podstawie dost� pnych informacji mo� na przypisa�  badanej substancji 
potencja
 wywo
ania podra� nienia, dodatkowe badania nie s�  potrzebne. Je� eli na podstawie 
dost� pnych informacji nie mo� na przypisa�  badanej substancji potencja
u wywo
ania 
podra� nienia, przeprowadza si�  procedur�  stopniowych bada�  sekwencyjnych na zwierz� tach do 
momentu, a�  b� dzie mo� liwe dokonanie jednoznacznej klasyfikacji. 

Zwalidowana metoda badania: metoda badania, w odniesieniu do której zako� czono badania 
walidacyjne w celu okre� lenia jej istotno� ci (w tym dok
adno� ci) i wiarygodno� ci w odniesieniu 
do konkretnego celu. Nale� y zauwa� y� , � e zwalidowana metoda badania mo� e nie wykazywa�  
dostatecznej efektywno� ci z punktu widzenia istotno� ci i wiarygodno� ci, aby mo� na by
o j�  uzna�  
za dopuszczaln�  w odniesieniu do danego celu. 

Waga dowodów: proces analizowania mocnych i s
abych stron ró� nych elementów informacji 
podczas formu
owania wniosku dotycz� cego potencjalnego zagro� enia stwarzanego przez dan�  
substancj�  oraz uzasadnienia takiego wniosku. 
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Dodatek 2 

CHEMIKALIA DO OCENY BIEG	O � CI W ODNIESIENIU DO METODY BADANIA 
ICE 

Przed rozpocz� ciem rutynowego stosowania metody badania zgodnej z niniejszymi wytycznymi 
dotycz� cymi bada�  laboratoria mog�  podj��  si�  wykazania swojej bieg
o� ci technicznej 
prawid
owo identyfikuj� c klasyfikacj�  stopnia dzia
ania � r� cego 10 substancji wskazanych w 
tabeli 1. Substancje te zosta
y wybrane w taki sposób, by reprezentowa
y zakres reakcji na 
miejscowe dzia
anie dra� ni� ce/� r� ce dla oczu oparty na wynikach badania in vivo na oku królika 
(TG 405) (np. kategorie 1, 2A, 2B lub nieklasyfikowane ani nieoznakowane zgodnie z GHS 
ONZ) (3)(7). Bior� c pod uwag�  zwalidowan�  u� yteczno��  tych bada�  (tj. wy
� cznie do 
zidentyfikowania substancji � r� cych/silnie dra� ni� cych dla oczu), istniej�  jednak tylko dwa 
wykazuj� ce efektywno��  wyniki bada�  dla potrzeb klasyfikacji (substancja � r� ca/dra� ni� ca lub 
substancja nie� r� ca/niedra� ni� ca). Innymi kryteriami doboru by
y: dost� pno��  handlowa 
substancji, wysoka jako��  dost� pnych danych referencyjnych z bada�  in vivo oraz istnienie 
wysokiej jako� ci danych dotycz� cych dwóch metod in vitro, w odniesieniu do których 
przygotowuje si�  wytyczne dotycz� ce bada� . Z tego powodu substancje dra� ni� ce wybrano z 
zalecanego przez Mi� dzyagencyjny Komitet Koordynacyjny ds. Uznawania Metod 
Alternatywnych (ICCVAM) wykazu 122 substancji referencyjnych do walidacji metod bada�  in 
vitro toksyczno� ci dla oczu (zob. dodatek H: Wykaz substancji referencyjnych zalecanych przez 
ICCVAM) (4). Dane referencyjne znale	�  mo� na w dokumentach przegl� dowych ICCVAM dla 
metod badania zm� tnienia i przepuszczalno� ci rogówki u byd
a (BCOP) oraz badania ICE 
(18)(19). 
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Tabela 1: Zalecane substancje do oceny bieg
o� ci technicznej w odniesieniu do badania ICE 

Substancja 
chemiczna Nr CAS 

Substancja 
chemiczna1 

Stan 
skupien

ia 

Klasyfikacja  
in vivo2 

Klasyfikacja in 
vitro3 

Chlorek 
benzalkonium 
(5 %) 

8001-54-5 Zwi� zek 
oniowy 

Ciecz Kategoria 1 
Substancja � r� ca/ 

Substancja silnie 
dra� ni� ca 

Chloroheksydy
na 

55-56-1 Amina, 
amidyna 

Cia
o 
sta
e 

Kategoria 1 
Substancja � r� ca/ 

Substancja silnie 
dra� ni� ca 

Kwas 
dibenzoilo-1-
winowy 

2743-38-6 
Kwas 

karboksylowy, 
ester 

Cia
o 
sta
e 

Kategoria 1 
Substancja � r� ca/ 

Substancja silnie 
dra� ni� ca 

Imidazol 288-32-4 Zwi� zek 
heterocykliczny 

Cia
o 
sta
e 

Kategoria 1 
Substancja � r� ca/ 

Substancja silnie 
dra� ni� ca 

Kwas 
trichlorooctow
y (30 %) 

76-03-9 Kwas 
karboksylowy 

Ciecz Kategoria 1 
Substancja � r� ca/ 

Substancja silnie 
dra� ni� ca 

Chlorek 2,6-
dichlorobenzoil
u 

4659-45-4 Halogenek 
acylu 

Ciecz Kategoria 2A 

Substancja 
nie� r� ca/ 

Substancja o 
s
abym dzia
aniu 

dra� ni� cym 

2-etylo-
acetylooctan 
metylu 

609-14-3 Keton, ester Ciecz Kategoria 2B 

Substancja 
nie� r� ca/ 

Substancja o 
s
abym dzia
aniu 

dra� ni� cym 

Azotan amonu 6484-52-2 Sól 
nieorganiczna 

Cia
o 
sta
e Kategoria 2A 

Substancja 
nie� r� ca/ 

Substancja o 
s
abym dzia
aniu 

dra� ni� cym 

Glicerol 56-81-5 Alkohol Ciecz Nieoznakowana 

Substancja 
nie� r� ca/ 

Substancja o 
s
abym dzia
aniu 
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dra� ni� cym 

n_heksan 110-54-3 
W� glowodór 

(acykliczny) 
Ciecz Nieoznakowana 

Substancja 
nie� r� ca/ 

Substancja o 
s
abym dzia
aniu 

dra� ni� cym 

Skróty: Nr CAS = numer w Chemical Abstracts Service 
1Klasy chemiczne przypisano do ka� dej badanej substancji z zastosowaniem standardowego schematu klasyfikacji w 
oparciu o system klasyfikacji Medical Subject Headings (MeSH) opracowany przez National Library of Medicine 
(dost� pny pod adresem http//www.nlm.nih.gov/mesh) 
2W oparciu o wyniki badania in vivo na oku królika (OECD TG 405) i z zastosowaniem GHS ONZ (3)(7). 
3W oparciu o wyniki bada�  BCOP i ICE. 
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Dodatek 3 Schematy budowy urz� dzenia do przep
ukiwania i uchwytów na oczy 
stosowanych w badaniu ICE  

(Zob. Burton i in. (17), aby uzyska�  dodatkowe, ogólne opisy urz� dzenia do przep
ukiwania i 
uchwytu na oko) 
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ENGLISH POLSKI 

CROSS SECTION COMPARTMENT PRZEKRÓJ KOMORY 

EYE HOLDER UCHWYT NA OKO 

ITEM NO. NR 

DESCRIPTION OPIS 

OUTLET WARM WATER WYLOT CIEP	EJ WODY 

SLIDING DOOR DRZWI PRZESUWNE 

SUPERFUSION APPARATUS URZ� DZENIE DO PRZEP	UKIWANIA 

OPTICAL MEASURING INSTRUMENT MIERNIK OPTYCZNY 

INLET WARM WATER WLOT CIEP	EJ WODY 

SALINE SOLUTION ROZTWÓR SOLI 

WARM WATER CIEP	A WODA 

INLET SALINE SOLUTION WLOT ROZTWORU SOLI 

COMPARTMENT KOMORA 

EYE HOLDER UCHWYT NA OKO 

CHICKEN EYE OKO KURZE 

OUTLET SALINE SOLUTION WYLOT ROZTWORU SOLI 

SETSCREW � RUBA DOCISKOWA 

ADJUSTABLE UPPER ARM REGULOWANE RAMI
  GÓRNE 

FIXED LOWER ARM NIERUCHOME RAMI
  DOLNE 

 


