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Projekt
ROZPORZ DZENIE KOMISJI (UE) nr .../[..
zdnia[...]r.

zmieniaj ce, w celu dostosowania do pogiu technicznego, rozporzdzenie (WE) nr

440/2008 ustalajce metody bada zgodnie z rozporzdzeniem (WE) nr 1907/2006

Parlamentu Europejskiego i Rady w sprawie rejestrajg, oceny, udzielania zezwole i
stosowanych ogranicze w zakresie chemikaliow (REACH)

(Tekst maj cy znaczenie dla EOG)

KOMISJA EUROPEJSKA,

uwzgl dniaj ¢ Traktat o funkcjonowaniu Unii Europejskiej,

uwzgl dniaj ¢ rozporzdzenie (WE) nr 1907/2006 Parlamentu Europejskieady z dnia
18 grudnia 2006 r. w sprawie rejestracji, ocenyzieldnia zezwole i stosowanych
ogranicze w zakresie chemikaliow (REACH), utworzenia Eurcpe@j Agencji
Chemikaliow, zmieniajce dyrektyw 1999/45/WE oraz uchylage rozporzdzenie Rady
(EWG) nr 793/93 i rozporzizenie Komisji (WE) nr 1488/94, jak réwnielyrektyw Rady

76/769/EWG i dyrektywy Komisji 91/155/EWG, 93/67/E¥V93/105/WE i 2000/21/WEwW
szczegolncaci jego art. 13 ust. 3,

a tak e maj c na uwadze, co nasuje:

(1)  Rozporzdzenie Komisji (WE) nr 440/208&awiera metody bada u ce okrelaniu

w a ciwo ci fizykochemicznych, toksycznoi oraz ekotoksycznai substancji, ktore

nale y stosowa do celéw rozporalzenia (WE) nr 1907/2006.

(2) Naley zaktualizowa rozporzdzenie (WE) nr 440/2008 w celu priorytetowego

uwzgl dnienia dwéch przyfych przez OECD nowych metod badaria vitro

dotycz cych dzia ania drani cego dla oczu, aby uzyskamniejszenie liczby zwiert
wykorzystywanych do celow dwiadczalnych, zgodnie 2z dyrektyw Rady
86/609/EWG z dnia 24 listopada 1986 r. w sprawie ehia przepisow ustawowych,
wykonawczych i administracyjnych pstw cz onkowskich dotyczych ochrony
zwierz t wykorzystywanych do celéw dwiadczalnych i innych celéw naukowyth
W sprawie tego projektu przeprowadzono konsultagainteresowanymi stronami.

(3) Naley zatem odpowiednio zmienrozporz dzenie (WE) nr 440/2008.

4) rodki przewidziane w niniejszym rozpodzeniu s zgodne z opini komitetu

ustanowionego na mocy art. 133 rozpdeenia (WE) nr 1907/2006,

! Dz.U. L 396 z 30.12.2006, s. 1.
2 Dz.U. L 142 2 31.5.2008, s. 1
Dz.U. L 358 z 18.12.1986, s. 1.



PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORDZENIE:

Artyku 1
W cz ci B za cznika do rozporaizenia (WE) nr 440/2008 dodaje sozdziay B.47 i B.48
w brzmieniu okrelonym w za czniku do niniejszego rozpomzenia.

Artyku 2

Niniejsze rozporzdzenie wchodzi wycie trzeciego dnia po jego opublikowaniuDzienniku
Urz dowym Unii Europejskiej

Niniejsze rozporzdzenie wi e w caoci i jest bezpoarednio stosowane we wszystkich
pa stwach cz onkowskich.

Sporzdzono w Brukseli dnia [...] r.

W imieniu Komisji
Przewodniczcy
José Manuel BARROSO
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ZA CZNIK

B. 47 Metoda badania zmtnienia i przepuszczalnoci rogéwki u byda do celow
identyfikacji substancji r cych i silnie dra ni cych dla oczu

WPROWADZENIE

1. Metoda badania zrtnienia i przepuszczalno rogéwki u byd a (BCOP) jest metod
badaniain vitro, ktor mo na stosowa w niektoérych okolicznaciach i przy okrelonych
ograniczeniach w celu zaklasyfikowania substanajieszanin jako ,r ce i silnie drani ce dla
oczu” (1)(2)(3). Dla celow niniejszej metody badarsubstancje silnie dmi ce oznaczaj
substancje, ktére wywo ugzmiany oczne utrzymuge si u krolika przez co najmniej 21 dni od
podania tych substancji. Chociawa a si, e badanie BCOP nie me ca kowicie zaspi
badaniain vivo na oku krdlika, zaleca sijego stosowanie w ramach strategii bada
wielopoziomowych do celéw klasyfikacji regulacyjnejoznakowania w ramach oktenegj
dziedziny zastosowania (4)(5). Badane substanopeszaniny (6) maa zaklasyfikowa jako

r ce lub silnie drani ce dla oczu bez przeprowadzania dodatkowych bata krélikach.
Substancj, ktéra daje ujemny wynik w badaniu, nafezbada na krolikach za pomocstrateqgii
bada sekwencyjnych, zgodnie z wytycznymi OECD dotyoyani bada 405 (7) (rozdzia B. 5
niniejszego zacznika).

2. Niniejsza metoda badania ma na celu opisaniecepgr stosowanych do oceny
potencjalnego dzia ania cego lub silnie drani cego dla oczu badanej substancji, okneego
na podstawie jej zdolnoi do wywo ywania zmtnienia i zwikszonej przepuszczalmm w
izolowanej rogowce bydtej. Toksyczne oddzia ywanie na rogowkst oceniane na podstawie:
(i) zmniejszonej przepuszczalmd wiat a (zmtnienie) oraz (ii) zwikszonej przepuszczalno
barwnika na bazie soli sodowej fluoresceiny (prazpaalno ). Oceny zmtnienia |
przepuszczalna@i rogowki, wydane w nagpstwie ekspozycji rogéwki na badasubstancj, s

czone w jeden wskaik podranieniain vitro (IVIS), ktory stosuje si do klasyfikacji stopnia
dzia ania drani cego badanej substancji.

3. Metod badania BCOP zastosowano réwnd® badania substancji dra cych dla oczu
wywo uj cych zmiany, ktére uspuj w ci gu 21 dni, oraz substancji niedr& cych. Dok adno

i wiarygodno metody badania BCOP w odniesieniu do substantgi neych do tych kategorii
nie zosta a jednak formalnie oceniona.

4, Definicje podano w dodatku 1.
ZAO ENIAWST PNE I OGRANICZENIA

5. Niniejsza metoda badania opiera sha protokole metody badania BCOP
Mi dzyagencyjnego Komitetu Koordynacyjnego ds. UznaavaMetod Alternatywnych
(ICCVAM) (8), ktory opracowano na podstawie wizynarodowego badania walidacyjnego
(4)(5)(9) przy udziale Europejskiego Centrum UznaaMetod Alternatywnych (ECVAM) i
Japo skiego Centrum Uznawania Metod Alternatywnych (JAGN. Protokd opiera si na
informacjach uzyskanych z instytutu bada vitro (In Vitro Sciences, 1IVS) oraz na protokole
124 INVITTOX (10), ktory zosta zastosowany w spamsvanym przez WspolnotEuropejsk

4 PL



PL

badaniu prewalidacyjnym badania BCOP przeprowadzmonylatach 1997-1998. Podstawlla
obydwu powyszych protoko 6w by a metodologia badania BCOP,tarek po raz pierwszy
wspomina Gautheron i irf11).

6. Zidentyfikowane ograniczenia niniejszej metodgdénia opieraj si na wysokich
odsetkach wynikow fa szywie dodatnich w przypadkkoboli i ketonéw oraz na wysokim
odsetku wynikéw fa szywie ujemnych w przypadku cséa ych, ktére obserwuje siv bazie
danych walidacyjnych (zob. pkt 44) (5). 88 z bazy danych wyczy si powy sze klasy
chemiczne i fizyczne, dok adno badania BCOP w systemach klasyfikacji UE, EPA iSGH
znacznie si poprawia (5). Ze wzgtlu na cel niniejszego badania (tj. zidentyfikowanie cznie
substancji r cych/silnie drani cych dla oczu) odsetek wynikéw fa szywie ujemnycéh ma
decyduj cego znaczenia, poniewaubstancje takie zostanast pnie zbadane na krélikach lub za
pomoc innych odpowiednio zwalidowanych badan vitro, w zalenoci od wymogow
okre lonych w przepisach, przy zastosowaniu strategidabasekwencyjnych zgodnie z
podej ciem opartym na analizie wagi dowodéw. Ponadto nadiaza danych walidacyjnych nie
pozwala na odpowiedniocen niektérych klas chemicznych lub produktowych (npeszanin).
Osoby przeprowadzaje badanie mogjednak rozway zastosowanie niniejszej metody badania
w odniesieniu do wszystkich rodzajow badanego reterw tym mieszanin), w przypadku
ktérego wynik dodatni maa zaakceptowajako wskazujcy na reakcj na dzia anier ce lub
silnie drani ce dla oczu. Dodatnie wyniki uzyskane w przypadkotzoli i ketonow naley
jednak interpretowaz ostrono ci ze wzgldu na ryzyko ich zawyenia.

7. Wszystkie procedury przeprowadzane z wykorzystanoczu bydlcych i rogowki
bydl cej powinny przebiegazgodnie z regulaminami i procedurami ppsiwania z materia em
pozyskanym od zwiert, ktoéry obejmuje m.in. tkanki i p yny tkankowe, @ki zuj cymi w
placéwce przeprowadzajej badanie. Zaleca sprzestrzeganie ogéinychodkéw ostrono ci dla
laboratoriow (12).

8. Ograniczeniem niniejszej metody badania jest, falt chocia uwzgl dnia si w niej
niektore skutki dla oczu oceniane przy zastosowaretody badania podnaienia oczu krélika i
w pewnym zakresie stopigych podranie , nie bierze siw niej pod uwag uszkodze spojowki

i t czéwki. Ponadto, chociav badaniu BCOP nie maa oceni odwracalnoci zmian w rogowce
samych w sobie, zaproponowano, na podstawie badaoku krolika, mdiwo zastosowania
oceny pocztkowego stadium uszkodzenia rogowki w celu romiénia midzy skutkami
nieodwracalnymi i odwracalnymi (13). Badanie BCORB pozwala te na ocen potencjalnej
toksycznoci systemowej zwizanej z ekspozycjoczu.

9. Podejmowane sstarania w celu dok adniejszego scharakteryzowgmeydatnoci i
ogranicze badania BCOP w odniesieniu do identyfikowania safgi o s abym dzia aniu
dra ni cym i substancji niedrai cych (zob. rownie pkt 45). Uytkownikbw zachca si
rownie do przekazywania probek Ilub danych organizacjomlidaeyjnym w celu
przeprowadzenia formalnej oceny maych przysz ych zastosowametody badania BCOP, w
tym do identyfikacji substancji o s abym dzia adna ni cym i substanciji niedrai cych.

10. W kadym laboratorium, ktére zaczyna przeprowadta badanie, nalg zastosowa
chemikalia przeznaczone do oceny bieg ovymienione w dodatku 2. Laboratorium neo
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stosowa te chemikalia w celu wykazania swojej biegio technicznej w zakresie
przeprowadzania badania metoBCOP przed przedstawieniem danych z badania BCOP d
celow regulacyjnej klasyfikacji zagre .

ZASADA BADANIA

11. Metoda badania BCOP jest modelem organotypioznktory zapewnia krétkotrwa e
zachowanie normalnych funkcji fizjologicznych i blemicznych rogoéwki bydtej in vitro.
Uszkodzenia spowodowane badasubstancj ocenia si w ramach tej metody badania na
podstawie ilociowych pomiaréw zmian w znieniu i przepuszczalnoi rogéwki przy pomocy
odpowiednio miernika zntnienia oraz spektrofotometrwviat a widzialnego. Obydwa pomiary
stosuje si do obliczenia wskaiika IVIS, na postawie ktorego przypisuje skategorie
klasyfikacji zagroenia podranieniem in vitro w celu przewidzenia potencjalnego dzia ania
dra ni cego dla oczin vivobadanej substancji (zob. kryteria decyzji).

12. W metodzie badania BCOP stosuje giolowan rogéwk z oczu byd a pozyskan
bezporednio po uboju. Zmntnienie rogowki mierzy si ilo ciowo jako ilo  wiata
przepuszczanego przez rogowkrzepuszczalno mierzy si ilo ciowo jako ilo barwnika na
bazie soli sodowej fluoresceiny, jaka przenika prza grubo rogdéwki i jest wykrywana w
rodku komory tylnej oka. Badane substancje aplilaijena nab onek przedni rogowki oraz do
komory przedniej pojemnika na rogéwkDodatek 3 zawiera opis i rysunek pojemnika na
rogéwk stosowanego w metodzie badania BCOP. Pojemnikog@wk mo na naby na rynku
lub zbudowa samodzielnie.

Pochodzenie i wiek oczu bydkych oraz dobor gatunkow zwierzt

13. Byd o wysy ane do rzai jest zazwyczaj poddawane ubojowi albo dla cekpo ycia
przez ludzi, albo dla innych celéw komercyjnych. gewka stosowana w badaniu BCOP
pochodzi wy cznie od zdrowych zwiert, ktére uznano za odpowiednie do wprowadzenia do
a cucha ywno ciowego cz owieka. W zwkku z tym, e masa byd a jest znacznie anicowana

w zale no ci od rasy, wieku i p ci, nie ma zalecanej masyexwicia podczas uboju.

14. Rénice w wymiarach rogéwki mogpojawi si w przypadku, gdy stosuje soczy
pochodzce od zwierzt w r6 nym wieku. Rogoéwki o rednicy poziomej >30,5 mm i grubm
rodkowej cz ci wynoszcej 31 100 um uzyskuje sizazwyczaj od byd a w wieku powsj
o0 miu lat, natomiast rogowki orednicy poziomej <28,5 mm i grubw rodkowej cz ci
wynosz cej <900 um uzyskuje sizazwyczaj od byd a w wieku pomj pi ciu lat (14). W
Zwi zku z powyszym zazwyczaj hie stosuje 3czu pochodzych od byd a w wieku powgj
60 miesicy. Zasadniczo nie stosuje soczu pochodzych od byda w wieku porej 12
miesi cy, poniewa s one jeszcze w fazie rozwoju, przez co grubd rednica rogéwki s
znacznie mniejsze niw przypadku oczu doros ego byd a. Stosowanie reggguochodzcych od
m odych zwierzt (tj. w wieku 6-12 miesicy) jest jednak dozwolone, poniewai  si z tym
pewne korzyci, na przyk ad wiksza dostpno , w ski przedzia wiekowy oraz mniejsze
zagro enie zwi zane z potencjalnym namniem pracownikdw na gczast encefalopati byd a
(15). Ze wzgldu na to, e przydatne by oby przeprowadzenie dalszej ocenyweprozmiaru lub
grubo ci rogéwki na stopie reakcji na substancje ce lub drani ce, zachca si u ytkownikow
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do zg aszania szacowanego wieku lub szacowanej magyz t, od ktérych pobrano rogéwki
stosowane w badaniu.

Pobieranie oczu i transport do laboratorium

15. Oczy pobierajpracownicy rzeni. Aby zminimalizowa uszkodzenia mechaniczne i inne
rodzaje uszkodze enukleacj oczu naley przeprowadzajak najszybciej pomierci zwierz cia.
Aby zapobiec ekspozycji oczu na potencjalnie drae substancje, podczas op ukiwania g owy
Zwierz cia pracownicy rzeni nie powinni uywa detergentow.

16. Oczy naley w caoci zanurzy w roztworze HBSS w pojemniku o odpowiednich
rozmiarach i przetransportowao laboratorium w taki sposobeby zminimalizowa mo liwo
pogorszenia stanu oczu lub sk&aia bakteriami. Poniewaoczy pobiera siw trakcie procesu
uboju, mog one by naraone na kontakt z krwii innymi substancjami biologicznymi, w tym z
bakteriami i innymi mikroorganizmami. Wae jest zatem, aby zapewnzminimalizowanie
ryzyka skaenia (np. poprzez umieszczenie pojemnika zawieego oczy w lodzie, poprzez
dodanie antybiotykbw do roztworu HBSS ywanego do przechowywania oczu podczas
transportu [np. penicylina o seniu 100 j.m./ml i streptomycyna o séniu 100ng/ml]).

17. Naley zminimalizowa odstp czasu midzy pobraniem oczu a yciem rogowek w
badaniu BCOP (zazwyczaj pobranie iaie nastpuje tego samego dnia) oraz wykazae nie
wp ynie on negatywnie na wyniki badania. Wyniki bad opieraj si na kryteriach doboru
oczu, jak rownie na reakcjach w ramach kontroli pozytywnej i negatgj. Wszystkie oczy
wykorzystane w badaniu powinny pochodzitej samej grupy oczu pobranych danego dnia.

Kryteria doboru oczu stosowanych w badaniu BCOP

18. Po dostarczeniu do laboratorium oczy dok adnie badane pod tem wad, m.in.
zwi kszonego zntnienia, zadrapai neowaskularyzacji. Wycznie rogéwki pochodze z oczu
niewykazuj cych takich wad mogzosta wykorzystane w badaniu.

19. Jako ka dej rogbéwki jest réwnie oceniana w pdiejszych etapach badania. Nale
odrzuci te rogéwki, ktorych zmtnienie po wstpnym, jednogodzinnym okresie inkubaciji
przekracza siedem jednostek zmenia (UWAGA: miernik zmtnienia naley podda
wzorcowaniu wed ug norm zrmienia, ktére stosuje sdo ustalania jednostek ztnienia, zob.
dodatek 3).

20. Ka da badana grupa (badana substancja, rownoczestral&omegatywna i pozytywna)
sk ada si z co najmniej trojga oczu. Trzy rogowki najewykorzysta do kontroli negatywnej w
badaniu BCOP. Poniewavszystkie rogowki s wycinane z ca ej ga ki ocznej i umieszczane w
komorach rogéwkowych, istnieje mlavo powstania artefaktow wynikagych z obrobki w
odniesieniu do wart@i zm tnienia i przepuszczalno poszczegolnych rogowek (vezajc
kontrol negatywn). Ponadto wart@i zm tnienia i przepuszczalno uzyskane z rogéwek
su cych do kontroli negatywnej sstosowane w celu skorygowania wadiozm tnienia i
przepuszczaln@i rogowki uzyskanych w wyniku dzia ania badanejpstancji i kontroli
pozytywnej w obliczeniach wskaika IVIS.
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PROCEDURA
Przygotowanie oczu

21. Rogéwki niewykazuge nieprawid owcci wycina si wraz z 2-3 mm obwodktwardowki
w celu u atwienia dalszej obrébki. Dok ada stara, aby unikn uszkodzenia nab onka
przedniego i nab onka tylnego rogowki. lzolowanegdwki umieszcza si w specjalnie
zaprojektowanych pojemnikach na rogéwkk adajcych si z komory przedniej i tylnej, ktore
stykaj si odpowiednio z nab onkiem przednim i nab onkienmyyh rogéwki. Obydwie komory
s maksymalnie wype niane wczeej podgrzan po ywk hodowlan Eagle’a (EMEM)
(najpierw komora tylna) w celu zagwarantowani@hie utworz si  adne pcherzyki powietrza.
Nast pnie urzdzenie utrzymuje siw temperaturze 32 + IC przez co najmniej godzirw celu
zrownowaenia rogowek w po/wce i uzyskania ich normalnej aktywnometabolicznej w
zakresie, w jakim jest to mbwe (temperatura na powierzchni rogowii vivo wynosi w
przybli eniu 32°C).

22. Po okresie inkubacji do obydwu komor dodaje siie , wczeniej podgrzan po ywk
EMEM oraz pobiera siwyj ciowe odczyty zmtnienia dla kadej rogéwki. Odrzuca sika d
rogowk , ktéra wykazuje makroskopowe uszkodzenia tkanki. (madrapania, przebarwienia,
neowaskularyzacja) lub zmmienie >7 jednostek zrmienia. Oblicza si rednie zmtnienie
wszystkich inkubowanych rogowek. Co najmniej trzggdwki o wartociach zmtnienia
zbli onych do redniej wartoci dla wszystkich rogéwek wybiera sjako rogéwki do kontroli
negatywnej (kontroli z zastosowaniem rozpuszczahilRozosta e rogowki trafiapastpnie do
grupy badanej i grupy kontroli pozytywnej.

23. Ze wzgldu na to, e pojemno cieplna wody jest wysza od pojemnai cieplnej
powietrza, woda zapewnia stabilniejsze warunki terafury dla inkubacji. Zaleca sizatem
stosowanie kpieli wodnej w celu utrzymania pojemnika na rogowk jego zawartoci w
temperaturze 32 + 1 °C. Niemniej mm@a rownie zastosowa inkubatory powietrzne, pod
warunkiem e podejmie si rodki ostrono ci w celu utrzymania stabilnej temperatury (np.
poprzez wczeniejsze podgrzewanie pojemnikow i pavek).

Podanie substancji badanej

24. Stosuje sidwa ré ne protoko y zabiegu — jeden dla cieczy i substgmmyierzchniowo
czynnych (staych lub ciekych), zadrugi dla cia staych nied cych substancjami
powierzchniowo czynnymi.

25.  Ciecze bada siv stanie nierozcieczonym, natomiast substancje powierzchniowo czynne
bada si w st eniu 10 % w/v w 0,9 % roztworze chlorku sodu, w wieddestylowanej lub innym
rozpuszczalniku, w odniesieniu do ktorego wykazarm®,nie wp ywa negatywnie na uk ad
badawczy. Cia a p6 sta e, kremy i woskizazwyczaj badane tak jak ciecze. Zastosowaniemny
st e naley odpowiednio uzasadni Ekspozycja rogowek na dzia anie cieczy i subgtanc
powierzchniowo czynnych trwa 10 minut. Zastosowaimgaego czasu ekspozycji wymaga
przedstawienia racjonalnego uzasadnienia naukowego.
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26. Ciaa sta e nield ce substancjami powierzchniowo czynnymi badazsizwyczaj tak jak
roztwory i zawiesiny w steniu 20 % w/v w 0,9 % roztworze chlorku sodu, w wied
destylowanej lub innym rozpuszczalniku, w odniegietio ktérego wykazano,e nie wp ywa
negatywnie na uk ad badawczy. W niektorych okolicziach, po przedstawieniu odpowiedniego
uzasadnienia naukowego, cia a sta e rowm® na bada w postaci nierozciezonej poprzez
bezporedni aplikacj na powierzchni rogowki z zastosowaniem metody ,otwartej komory”
(zob. pkt 29). Ekspozycja rogéwek na dzia anie sia ych trwa cztery godziny, ale podobnie jak
w przypadku cieczy i substancji powierzchniowo azyech moliwe jest zastosowanie innego
czasu ekspozycji, pod warunkiem przedstawieniasinaego uzasadnienia naukowego.

27. W zaleno ci od stanu skupienia i w@wo ci chemicznych (np. cia a sta e, ciecze, ciecze
lepkie oraz ciecze nielepkie) badanej substancji maozastosowa ro ne metody badania.
Najwa niejsze jest, aby upewnisi, e nab onek przedni zosta pokryty badaubstancj w
odpowiedni sposéb oraze odpowiednio j usunito w trakcie p ukania. Metod,zamkni tej
komory” stosuje si zwykle w przypadku cieczy nielepkich i cieczy lekkepkich, natomiast
metod ,otwartej komory” stosuje sizwykle w przypadku cieczy czciowo lepkich i lepkich
oraz nierozcieczonych cia sta ych.

28. W przypadku metody ,zamkiej komory” badan substancj, w ilo ci wystarczajcej
(750 ul) do pokrycia nab onka przedniego rogowkprewadza si do komory przedniej przez
otwory do dawkowania znajdge si w gornej cz ci komory, ktore naspnie w trakcie
ekspozycji uszczelnia sispecjalnymi zatyczkami. Nalg dopilnowa, aby czas ekspozyciji
ka dej rogowki na dzia anie badanej substancji by onay.

29. W przypadku metody ,otwartej komory” przed rogp ciem badania z komory przedniej
usuwa si pier cie zabezpieczagy okienko i szklane okienko. Substancja kontrdtabadana
(750 pl lub w iloci wystarczajcej do ca kowitego pokrycia rogowki) jest aplikovaan
bezporednio na nab onek przedni rogéwki za pomomikropipety. Jeeli trudno jest
zaaplikowa badan substancj za pomoc pipety, wowczas mana tak substancj wprowadzi
pod cinieniem do pipety tokowej, aby u atwidawkowanie. Kocowk pipety tokowej
umieszcza siw ko cowce dawkujcej strzykawki w celu wprowadzenia substancji doddwki
pipety t okowej pod chieniem. W miar naciskania t oka strzykawki, t ok pipety podnosi. s
Je eli w ko céwce pipety pojawisi p cherzyki powietrza, usuwa sbadan substancji cay
proces jest powtarzany, dopoki kdwka nie zostanie nape niona bezlperzykow powietrza. W
miar koniecznoci mo na zastosowanormaln strzykawk (bez igy), poniewaumo liwia ona
dok adne zmierzenie iloi badanej substancji oraz u atwia jej aplikagg nab onek przedni
rogowki. Po podaniu substancji szklane okienko wnptem umieszcza sw komorze przedniej,
aby przywrdci uk ad zamknity.

Inkubacja po zako czeniu ekspozycji

30. Po okresie ekspozycji usuwa badan substancj, substancj do kontroli negatywnej lub
substancj do kontroli pozytywnej z komory przedniej, zaab onek przedni przemywa sto
najmniej trzy razy (lub dopdki nie zniknwszystkie widocznelady badanej substancji) przy
u yciu po ywki EMEM (zawierajcej czerwie fenolow ). Do sp ukiwania stosuje spo ywk
zawierajc czerwie fenolow, poniewa na podstawie zmiany barwy czerwieni fenolowej

9 PL



PL

mo na okreli skutecznoci sp ukiwania substancji kwasowych lub zasadowyBRwogowki
przemywa si wi cej ni trzy razy, jeeli czerwie fenolowa ma w dalszym @u zmienion
barw (6t lub fioletow) lub jeli badana substancja jest w dalszymga widoczna. Po
oczyszczeniu poywki z badanej substancji rogéwki op ukuje po raz ostatni pgwk EMEM
(bez czerwieni fenolowej). Pgpwka EMEM (bez czerwieni fenolowej) jest ywana do
ostatniego op ukania, aby zapewnisunicie czerwieni fenolowej z komory przedniej przed
rozpoczciem pomiaru zmnienia. Nastpnie ponownie wype nia sikomor przedni wie

po ywk EMEM bez czerwieni fenolowej.

31. W przypadku cieczy lub substancji powierzchrmogzynnych rogéwki sinkubowane
przez kolejne dwie godziny w temperaturze 32 + 1\WCniektorych sytuacjach potrzebny neo
by du szy czas dodatkowej ekspozycji; jego wprowadzeanle y rozway indywidualnie dla
ka dego przypadku. Rogéwki wystawione na dzia anie sta ych poddaje sidok adnemu
p ukaniu po zakoczeniu czterogodzinnej ekspozycji, ale nie wymagane dodatkowej
inkubaciji.

32. Pod koniec okresu dodatkowe] inkubacji w prziaacieczy i substancji powierzchniowo
czynnych oraz pod koniec czterogodzinne] ekspozwcjprzypadku cia staych nieth cych
substancjami powierzchniowo czynnymi dokonuje gomiaru zmtnienia i przepuszczalnoi
ka dej rogéwki. Kad rogdéwk obserwuje si rownie wzrokowo i zapisuje si istotne
obserwacje (np. uszczenie gkanki, pozosta @i badanej substancji, niejednolite Zmenie).
Powy sze obserwacje mognie istotne znaczenie, poniewanog znale odzwierciedlenie w
zmiennoci odczytow miernika zntnienia.

Substancje kontrolne

33. Kade dowiadczenie obejmuje réwnoczesrnkontrol negatywn lub kontrol z
zastosowaniem rozpuszczalnika/niga i kontrol pozytywn .

34. W przypadku badania cieczy o &niu 100 % w metodzie badania BCOP uwdgla si
réownoczesn kontrol negatywn (np. 0,9 % roztwér chlorku sodu lub woda destyloa)aw celu
wykrycia niespecyficznych zmian w uk adzie badawnzyzapewnienia punktu odniesienia dla
punktow ko cowych badania. Kontrola negatywna gwarantuje réwnie warunki badania nie
wywo uj niepo danej reakcji w postaci podmsenia.

35. W przypadku badania cieczy rozaeonej, substancji powierzchniowo czynnej lub cia a
sta ego w metodzie badania BCOP uwdgla si réwnoczesn grup kontroli z zastosowaniem
rozpuszczalnika/nmika w celu wykrycia niespecyficznych zmian w ulkzed badawczym i
zapewnienia punktu odniesienia dla punktow dawych badania. Stosowamo na jedynie
rozpuszczalnik/nanik, w odniesieniu do ktdrego wykazan@ nie wp ywa negatywnie na uk ad
badawczy.

36. W kadym dowiadczeniu uwzgldnia si substancj o znanym dzia aniu drai cym dla
oczu, su ¢ do przeprowadzenia rownoczesnej kontroli pozytywneelu zweryfikowania, czy
WYWO0 ana zosta a w aiwa reakcja. Poniewaw niniejszej metodzie badania stosuje lsadanie
BCOP w celu zidentyfikowania substancji cych i silnie drani cych, w idealnej sytuacji do
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kontroli pozytywnej powinna zostau yta substancja referencyjna, ktora wywo uje sieakcj
w takiej metodzie badania. Aby jednak zapewnp liwo oceny zmiennai reakcji w kontroli
pozytywnej w czasie, podraienie nie powinno bynadmierne.

37. Do celéw kontroli pozytywnej w przypadku bademycieczy mona zastosowa na
przyk ad dimetyloformamid lub 1 % roztwér wodoratkel sodu. Do celow kontroli pozytywnej
w przypadku badanych cia staych ma zastosowana przyk ad 20 % (waga w stosunku do
obj to ci) imidazol w 0,9 % roztworze chlorku sodu.

38. Substancje wzorcowe przydatne do oceny potencjalnego dzia aniardraego dla oczu
nieznanych chemikaliow z okidenej klasy chemicznej lub produktowej lub do oceny
wzgl dnego potencjalnego dzia ania diacego substancji drai cej dla oczu w okréonym
zakresie reakcji w postaci podraenia.

Pomiar punktow ko cowych

39. Zmtnienie okrela si na podstawie ilaci wiata przepuszczanego przez rogowk
Zm tnienie rogowki mierzy siilo ciowo przy pomocy miernika zrtnienia, w wyniku czego
otrzymuje si warto ci zm tnienia mierzone na skali @ ej.

40. Przepuszczalno okrela si na podstawie ilaci barwnika na bazie soli sodowej
fluoresceiny, jaka przenika przez wszystkie warstwgowki (tj. przez nab onek przedni na
zewn trznej powierzchni rogéwki po nab onek tylny na wewznej powierzchni rogéwki). Do
komory przedniej pojemnika na rogowktora styka si z nab onkiem przednim rogowki, dodaje
si roztwor 1 ml soli sodowej fluoresceiny (odpowienld lub 5 mg/ml w przypadku badania
cieczy 1 substancji powierzchniowo czynnych lub citaych niebd cych substancjami
powierzchniowo czynnymi), natomiast komotyln , ktéra styka si z nab onkiem tylnym
rogowki, wype nia si wie po ywk EMEM. Nastpnie pojemnik inkubuje siw pozyciji
poziomej przez 90 £ 5 min w temperaturze 32 =+ 1IR&C. soli sodowej fluoresceiny, jaka
przedostaje si do komory tylnej, jest mierzona ilcdowo przy pomocy spektrofotometrii
UV/VIS. Pomiary spektrofotometryczne przy d ugofali 490 nm rejestruje sijako wartoci

g sto ci optycznej (ORgg) lub absorbancji mierzone na skaligiej. Wartoci przepuszczalnai
fluoresceiny okrda si przy uyciu wartoci ODggo otrzymanych w wyniku zastosowania
spektrofotometruwiat a widzialnego, w ktérym stosuje standardow 1 cm drog optyczn.

41. Mo na ewentualnie zastosowazytnik p ytek 96-do kowych, pod warunkiene: (i)
mo na ustali zakres liniowy czytnika p ytek w celu oktenia wartoci OD,g fluoresceiny oraz
(i) odpowiednia liczba probek fluoresceiny zostaniyta w p ytce 96-do kowej, aby otrzyma
warto ci ODg4go rOwnowa ne standardowej 1 cm drodze optycznej (konieczneerbg ca kowite
wype nienie do kéw [zwykle 366i]).

DANE | SPORZ DZANIE SPRAWOZDANIA
Ocena danych

42. Po skorygowaniu wartoi zm tnienia i redniej przepuszczalno (ODygp) wzgl dem
warto ci zm tnienia i negatywnej kontroli przepuszczaloio ODsg ta, rednie wartoci
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zm tnienia i przepuszczalnoi ODygo dla kadej badanej grupy nalg po czy w opracowany
empirycznie wzor w celu obliczenia wskaka podranieniain vitro (IVIS) w odniesieniu do
ka dej badanej grupy w nagiuj cy sposoéb:

IVIS = rednia warto zm tnienia + (15 x rednia warto przepuszczaln@i ODagq)

Sina i in. (16) podaje, e powyszy wzOr opracowano w trakcie badavewn trznych i
mi dzylaboratoryjnych. Dane otrzymane dla serii 36 zkdw w badaniu mdzylaboratoryjnym
poddano analizie wielowymiarowej w celu wyznaczem@vnania, ktore najlepiej opisuje
zaleno mi dzy danymiin vivo a danymiin vitro. Analiz przeprowadzili naukowcy w dwdch
odr bnych przedsbiorstwach, ktorzy otrzymali niemad identyczne wzory.

43.  Wartoci zm tnienia i przepuszczalno réwnie naley ocenia niezalenie, aby
stwierdzi, czy badana substancja wywo ywa a dzia amiee lub silnie drani ce wy cznie w
jednym z dwoch punktéw ka@owych (zob. kryteria decyzji).

Kryteria decyzji

44.  Substancj w przypadku ktérej wskaik IVIS wynosi 55,1, okrela si jako r ¢ lub
silnie drani ¢ . Zgodnie z pkt 1 jeeli badana substancja nie zosta a zidentyfikowaka jr ca
lub silnie drani ca dla oczu, nalg przeprowadzi dodatkowe badanie do celéw klasyfikacji i
oznakowania. Metoda badania BCOP wykazuje ogdlvk adno od 79 % (113/143) do 81 %
(119/147), odsetek wynikéw fa szywie dodatnich @l% (20/103) do 21 % (22/103), odsetek
wynikéw fa szywie ujemnych od 16 % (7/43) do 25 %0/40) w poréwnaniu do danych
uzyskanych w wyniku metody badania vivo na oku krélika, sklasyfikowanych zgodnie z
systemami klasyfikacji EPA (1), UE (2) lub GHS (3 eli substancje nalece do okrelonych
klas chemicznych (tj. alkohole, ketony) lub fizygeh (tj. ciaa stae) swy czone z bazy
danych, dok adno badania BCOP wg systeméw klasyfikacji UE, EPA i &tynosi od 87 %
(72/83) do 92 % (78/85), odsetek wynikéw fa szydelatnich — od 12 % (7/58) do 16 % (9/56),
a odsetek wynikéw fa szywie ujemnych — od 0 % (D&Y 12 % (3/26).

45. Nawet jeeli badana substancja nie zostanie zaklasyfikowjahka r ca lub silnie
dra ni ca dla oczu, dane z badania BCOP miyg przydatne, w poczeniu z danymi z badania
in vivo na oku krolika lub z innego odpowiednio zwalidowgao badanian vitro, w celu dalszej
oceny przydatnai i ogranicze metody badania BCOP w odniesieniu do identyfikaafystancji
0 sabym dziaaniu drai cym i substancji niedrai cych (trwaj prace nad dokumentem
zawieraj cym wytyczne dotyczxe stosowania metod badania toksycezndla oczun vitro).

Kryteria dopuszczalno ci badania

46. Badanie uznaje ska dopuszczalne, jeli kontrola pozytywna daje wskaik VIS, ktory
mie ci si w ramach dwoch standardowych odchyled obecnej historycznejredniej, ktor
naley aktualizowa co najmniej co trzy mieste lub za kadym razem, gdy dopuszczalne
badanie jest przeprowadzane w laboratoriach, wyktorzadko przeprowadza sbadania (.
rzadziej ni raz na miesic). Wartoci zm tnienia i przepuszczalno otrzymane w wyniku reakcji
kontroli negatywnej lub kontroli z zastosowanienzposzczalnika/namika powinny by ni sze
od ustalonych gérnych limitbw wartt zm tnienia i przepuszczalno ta dla rogowek
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bydl cych poddanych odpowiedniej kontroli negatywnej IWontroli z zastosowaniem
rozpuszczalnika/naika.

Sprawozdanie z badania

47. Sprawozdanie z badania powinno zawierast puj ce informacje, o ile sone istotne dla
przebiegu badania:

Substancje badane i kontrolne

Nazwa chemiczna (nazwy chemiczne), np. nazwa stralkia uywana przez Chemical
Abstracts Service (CAS), po ktorej ngstj inne nazwy, jeeli s znane;

Numer CAS, jeeli jest znany;

Czysto i sk ad substancji lub mieszaniny (w procentaclsyhaw miar dostpno ci
tych informacji;

W a ciwo ci fizykochemiczne istotne dla przebiegu badanpa,stan skupienia, lotno,
pH, stabilno , klasa chemiczna, rozpuszczalnw wodzie;

W stosownych przypadkach obrébka substancji badegkgotrolnych przed badaniem
(np. ogrzanie, rozdrobnienie);

Stabilno , je eli jest znana.
Informacje dotyczce sponsora i placowki przeprowadzzgj badanie

Nazwa i adres sponsora i placowki przeprowadzqjbadanie oraz dane kierownika
bada;

Identyfikacja réd a oczu (tj. zak ad, w ktérym je pobrano);

Warunki przechowywania i transportu oczu (np. dataas pobrania oczu, odptczasu
mi dzy pobraniem oczu a rozpockem badania,rodek transportu i temperatura,
wszelkie podane antybiotyki);

W miar dost pno ci szczegd owe dane na temat zwiérbd ktorych pobrano oczy (np.
wiek, p e, masa zwierzia dawcy).

Uzasadnienie zastosowanej metody badania i pratoko
Integralno metody badania

Procedura zastosowana w celu zapewnienia integ@lndtj. dok adnoci i
wiarygodnoci) metody badania w czasie (np. okresowe badaniestancji do
oceny bieg oci, wykorzystanie historycznych danych z kontrokgatywnej i

pozytywnej).
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Kryteria dotyczce badania dopuszczalnego

Dopuszczalny zakres rownoczesnej kontroli pozytywin@egatywnej na podstawie
danych historycznych;

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

Warunki badania
Opis zastosowanego uk adu badawczego;
Rodzaj zastosowanego pojemnika na roggwk

Informacje na temat wzorcowania wize zastosowanych do pomiaru zimienia i
przepuszczalnai (np. miernik zmtnienia i spektrofotometr);

Informacje na temat zastosowanych rogéwek bydih, w tym owiadczenia dotycze
ich jako ci;

Szczegb owe dane na temat zastosowanej proceddayiaa
Zastosowane stenie badanej substancji;
Opis wszelkich modyfikacji procedury badania;

Odniesienie do danych historycznych dotygch modelu (np. kontrole pozytywne i
negatywne, substancje do oceny bieg,csubstancje wzorcowe);

Opis stosowanych kryteriow oceny.
Wyniki

Tabelaryczne zestawienie danych dotpyrh pojedynczych badanych probek (np.
warto ci zm tnienia i ODygp Oraz obliczony wskanik IVIS dla badanej substanciji i
kontroli pozytywnej, negatywnej i odniesienia [gd zostaa uwzgdniona],
przedstawione w tabelarycznej formie, w stosownyghzypadkach z
uwzgl dnieniem danych z powtérzedo wiadczenia z replikatem orarednich +
odchylenie standardowe dla kiego dowiadczenia);

Opis innych zaobserwowanych skutkow.
Omowienie wynikow

Whioski

14 PL



PL

LITERATURA

(1) U.S. EPA (1996). Label Review Manual: 2nd Emiti EPA737-B-96-001. Washington, DC:
U.S. Environmental Protection Agency.

(2) Rozporzdzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1208 z dnia 16 grudnia 2008
r. w sprawie klasyfikacji, oznakowania i pakowarsabstancji i mieszanin, zmieniag i
uchylaj ce dyrektywy 67/548/EWG i 1999/45/WE oraz zmiergaj rozporzdzenie (WE) nr
1907/2006. Dz.U. L 353 z 31.12.2008, S. 1.

(3) ONZ (2007). Globalnie Zharmonizowany Systemsyfikacji i Oznakowania Chemikaliow
(GHS), wydanie drugie zmienione, publikacje ONZ,wyoJork i Genewa 2007. Doginy na
stronie internetowe:

[http://lwww.unece.org/trans/danger/publi/ghs/ghs0&02files_e.html]

(4) ESAC (2007). Statement on the conclusion of tB&€VAM retrospective study on
organotypidn vitro assays as screening tests to identify potentidhocorrosives and severe eye
irritants. Dostpne na stronie internetowej: [http://fecvam.jrqidéx.htm]

(5) ICCVAM (2007). Test Method Evaluation Repoith-Vitro Ocular Toxicity Test Methods for
Identifying Ocular Severe Irritants and Corrosivegeragency Coordinating Committee on the
Validation of Alternative Methods (ICCVAM) and thMational Toxicology Program (NTP)
Interagency Centre for the Evaluation of Alternatifoxicological Methods (NICEATM).
Publikacja NIH nr: 07-4517. Dogine na stronie internetowe;j:
[http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocuticu tmer.htrh

(6) WE (2006). Rozporzizenie (WE) nr 1907/2006 Parlamentu EuropejskieBady z dnia 18
grudnia 2006 r. w sprawie rejestracji, oceny, udn@ zezwole i stosowanych ograniczew
zakresie chemikalibw (REACH) i utworzenia Europ@&gkAgencji Chemikaliow, zmieniage
dyrektyw 1999/45/WE oraz uchylage rozporzdzenie Rady (EWG) nr 793/93 i rozpodzenie
Komisji (WE) nr 1488/94, jak rownie dyrektyw Rady 76/769/EWG i dyrektywy Komisji
91/155/EWG, 93/67/EWG, 93/105/WE i 2000/21/WE. DZ1B96 z 30.12.2006, s. 1.

(7) OECD (2002). Test Guideline 405. OECD Guidelfoe Testing of Chemicals. Acute eye
irritation/corrosion. Dospne na stronie internetoweyj:

[http://www.oecd.org/document/40/0,2340,en 264973437051368 1 1 1 1,00.himl

(8) ICCVAM (2007). ICCVAM Recommended BCOP Test kad Protocol. In: ICCVAM Test
Method Evaluation Reportln Vitro Ocular Toxicity Test Methods for Identifying Ocul3evere
Irritants and Corrosives. Interagency Coordinat@gmmittee on the Validation of Alternative
Methods (ICCVAM) and the National Toxicology PrograNTP) Interagency Centre for the
Evaluation of Alternative Toxicological Methods GEATM). Publikacja NIH nr: 07-4517.

15 PL



PL

Dost pne na stronie internetowe:
[http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocuticu tmer.htrh

(9) ICCVAM. (2006). Current Status ¢ri Vitro Test Methods for Identifying Ocular Corrosives
and Severe Irritants: Bovine Corneal Opacity andability Test Method. Publikacja NIH nr:
06-4512. Research Triangle Park: National ToxicgloBrogram. Dospne na stronie
internetowe;:

[http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivoodticu_brd_ice.htm]

(20) INVITTOX (1999). Protocol 124: Bovine Cornéapacity and Permeability Assay — SOP of
Microbiological Associates Ltd. Ispra, W ochy: Epsgjskie Centrum Uznawania Metod
Alternatywnych (ECVAM).

(11) Gautheron, P., Dukic, M., Alix, D. and SinafF.J(1992). Bovine corneal opacity and
permeability test: Amn vitro assay of ocular irritancfzundam. Appl. Toxicoll8:442-449.

(12) Siegel, J.D., Rhinehart, E., Jackson, M., (i@, L., and the Healthcare Infection Control
Practices Advisory Committee (2007). Guideline ftsolation Precautions: Preventing
Transmission of Infectious Agents in HealthcaretiBg$é. Dostpne na stronie internetowej:
[http://www.cdc.gov/ncidod/dhqgp/pdf].

(13) Maurer, J.K., Parker, R.D. and Jester, J.902). Extent of corneal injury as the mechanistic
basis for ocular irritation: key findings and reaoendations for the development of alternative
assaysReg. Tox. PharmacoB6:106-117.

(14) Doughty, M.J., Petrou, S. and Macmillan, FH98). Anatomy and morphology of the cornea
of bovine eyes from a slaughterhouSan. J. Zool73:2159-2165.

(15) Collee, J. and Bradley, R. (1997). BSE: A diecan - Part I. The Lancet 349: 636-641.

(16) Sina, J.F., Galer, D.M., Sussman, R.S., GaotheP.D., Sargent, E.V., Leong, B., Shah,
P.V., Curren, R.D., and Miller, K. (1995). A collaative evaluation of seven alternatives to the
Draize eye irritation test using pharmaceuticatimtediatesFundam Appl Toxicak6:20-31.

(17) ICCVAM (2006). Background review document, faumt Status of In Vitro Test Methods for
Identifying Ocular Corrosives and Severe IrritariB@mvine Corneal Opacity and Permeability
(BCOP) Test Method. Dogtne na stronie internetowej:

[http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocdtwu_brd _bcop.htm]

(18) ICCVAM (2006). Background review document, (et Status of In Vitro Test Methods for
Identifying Ocular Corrosives and Severe Irritarilated Chicken Eye (ICE) Test Method.
Dost pne na stronie internetowey:
[http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocdtwu_brd _bcop.htm]
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Dodatek 1
DEFINICJE

Dok adno : blisko zgodnoci pomi dzy wynikami zastosowania metody badania a ptywji
warto ciami odniesienia. Jest to miara efektywesiometody badania i jeden z aspektow jej
»istotno ci”. Poj cia tego czsto uywa si zamiennie z pogiem ,zgodno ” na oznaczenie
odsetka prawid owych wynikéw uzyskiwanych przyciu metody badania.

Substancja wzorcowa:substancja wwana jako wzorzec do porowna badan substancj.
Substancja wzorcowa powinna mieastpuj ce cechy: (i) stae i wiarygodnedd o(-a); (ii)
podobie stwo strukturalne i funkcjonalne do badanej klaapssancji; (iii) znane w a&iwo Ci
fizyczne/chemiczne; (iv) dane potwierdzzg wystpowanie znanych skutkow oraz (v) znany
potencja w zakresie podanych reakcji.

Rogowka: przezroczysta warstwa w przedniej @i ga ki ocznej, ktéra okrywa ¢zowk i
renic oraz wpuszczawiat o do wntrza oka.

Zm tnienie rogowki: pomiar stopnia zninienia rogéwki wskutek ekspozycji na badan
substancj. Zwi kszone zmtnienie rogowki wskazuje na jej uszkodzenie. #menie mona
oceni subiektywnie, jak w przypadku testu Draize’a wykaanego na oku krélika, lub
obiektywnie przy uyciu odpowiedniego nargzia, np. ,miernika zntnienia”.

Przepuszczalno rogowki: ilo ciowy pomiar szkody wyrzizonej w nab onku przednim
rogowki poprzez okrdenie, jaka ilo barwnika na bazie soli sodowej fluoresceiny przani
przez wszystkie warstwy rogowki.

Kategoria | EPA: dziaanie r ce (nieodwracalne uszkodzenie tkanki oka) lub zmian
rogoéwkowe lub podranienie rogéwki utrzymujce si d u ej ni 21 dni (1).

Kategoria R41 UE: spowodowanie uszkodzenia tkanki w oku lub paweafizyczne pogorszenie
widzenia w naspstwie na oenia badanej substancji na przedmbwierzchni oka, ktore nie jest
ca kowicie odwracalne w aju 21 dni od na cenia (2).

Odsetek wynikow fa szywie ujemnych:odsetek wszystkich obecnych substancji fa szywie
zidentyfikowanych w wyniku zastosowania metody baczej jako nieobecne. Jest to jeden ze
wska nikow efektywnoci metody badania.

Odsetek wynikow fa szywie dodatnich:odsetek wszystkich nieobecnych substancji fa szywie
zidentyfikowanych w wyniku zastosowania metody bacze] jako obecne. Jest to jeden ze
wska nikow efektywnoci metody badania.
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GHS (Globalnie Zharmonizowany System Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliow):
system proponugy klasyfikacj chemikaliow (substancji i mieszanin) wed ug zndirtavanych
rodzajoéw i poziomow zagre fizycznych, zdrowotnych irodowiskowych oraz omawiay
odpowiednie elementy komunikacyjne, takie jak piktomy, has a ostrzegawcze, zwroty
wskazujce rodzaj zagraenia, zwroty wskazuge rodki ostrono ci i karty charakterystyki
substancji i produktow niebezpiecznych, aby przakainformacje na temat ich dziaa
niepo danych w celu zapewnienia ochrony ludzi (w tym pragikdw, robotnikow,
przewo nikéw, konsumentow i ratownikow) rodowiska (3).

Kategoria 1 GHS: spowodowanie uszkodzenia tkanki w oku lub paveafizyczne pogorszenie
widzenia w naspstwie na oenia badanej substancji na przedmbwierzchni oka, ktore nie jest
ca kowicie odwracalne w aju 21 dni od na cenia (3).

Zagro enie:nieod czna w aciwo czynnika lub sytuacja, ktéra m® potencjalnie doprowadzi
do negatywnych skutkéw w przypadku ekspozycji oigan, systemu lub (sub)populacji na taki
czynnik.

Wska nik podra nienia in vitro (IVIS): opracowany empirycznie wzor stosowany w badaniu
zm tnienia i przepuszczalno rogéwki u byd a (BCOP), zgodnie z ktorymednie wartoci

zm tnienia i przepuszczalno dla ka dej badanej grupy s czone w jeden wskaik in vitro dla

ka dej badanej grupy.lVIS = rednia warto zmtnienia + (15 x rednia warto
przepuszczalnai).

Kontrola negatywna: replikat niepoddany dzia aniu badanej substazepyierajcy wszystkie
sk adniki uk adu badawczego. Prébka ta jest prze@vea razem z probkami poddanymi
dzia aniu badanej substancji oraz z innymi probkdwmntrolnymi w celu okrdenia, czy
rozpuszczalnik wchodzi w reaka uk adem badawczym.

Niedra ni ce: substancje, ktére nie zostay zaklasyfikowane dtedorii I, Il lub 1l EPA,
kategorii R41 lub R36 UE lub kategorii 1, 2A lub ZB1S jako drani ce dla oczu.

r ce dla oczu:a) substancja, ktéra powoduje nieodwracalne uszakud tkanki w oku; b)
substancje, ktore zaklasyfikowano do kategorii 1SGKategorii | EPA lub kategorii R41 UE jako
dra ni ce dla oczu (1)(2)(3).

Dra ni ce dla oczu:a) substancja, ktdra powoduje odwracatmian w oku w nastpstwie jej
na o enia na przednipowierzchni oka; b) substancje, ktore zaklasyfikowano do katiedj lub
[l EPA, kategorii R36 UE lub kategorii 2A lub 2BHG jako drani ce dla oczu (1)(2)(3).

Silnie dra ni ce dla oczu:a) substancja, ktéra powoduje zmiaw oku w nastpstwie jej
zaaplikowania na przednpowierzchni oka, ktGra nie uspuje w cigu 21 dni od na eenia lub
powoduje powane fizyczne pogorszenie widzenia; b) substancjérekizaklasyfikowano do
kategorii | GHS, kategorii | EPA lub kategorii RWUE jako drani ce dla oczu (1)(2)(3).
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Miernik zm tnienia: narz dzie stosowane do pomiaru stopnia ,znenia rogowki” poprzez
ilo ciow ocen przepuszczalnai wiata przez rogbwk Typowe urzdzenie posiada dwie
komory, z ktérych kada ma w asnerdd o wiat a i fotokomérk. W jednej z komor znajduje si
badana rogéwka, natomiast druga jestwana do wzorcowania i zerowania wizenia. wiat o

z lampy halogenowej jest kierowane na fotokom@kzez komor kontroln (pust komor bez
okien i p ynu), a naspnie poréwnywane zeviat em kierowanym na fotokomorkprzez komor
do wiadczaln, w ktérej znajduje si komora zawieraga rogéwk. Poréwnuje si r6 nic w
przepuszczalnei wiat a mi dzy fotokomorkami, a warto liczbowa zmtnienia przedstawiana
jest na wywietlaczu cyfrowym.

Kontrola pozytywna: replikat zawierajcy wszystkie sk adniki uk adu badawczego, ktérytaos
poddany dzia aniu substancji, o ktorej wiadome, wywo a reakcj dodatni. Aby zapewni
mo liwo oceny zmiennai reakcji w kontroli pozytywnej w czasie, podngenie nie powinno
by nadmierne.

Wiarygodno : miary zakresu, w jakim metoda badania mazosta wykonana w sposob
odtwarzalny w jednym laboratorium i pordzy laboratoriami w czasie, w przypadku jej
wykonywania przy uyciu tego samego protokou. Ocenia sj poprzez obliczenie
odtwarzalnoci wewn trz- i mi dzylaboratoryjnej oraz powtarzalre» wewn trzlaboratoryjnej.

Kontrola z zastosowaniem rozpuszczalnika/namika: probka niepoddana dzia aniu badanej
substancji, zawieraga wszystkie sk adniki uk adu badawczego, w tympuszczalnik lub
no nik, ktora jest przetwarzana razem z prébkami pogaa dzia aniu badanej substancji oraz z
innymi prébkami kontrolnymi w celu okrkenia wyj ciowej reakcji dla probek poddanych
dzia aniu badanej substancji rozpuszczonej w tymysa rozpuszczalniku lub noiku. Jeeli
rownoczenie przeprowadza si kontrol negatywn, probka ta wykazuje rownie czy
rozpuszczalnik lub namik wchodzi w reakcj z uk adem badawczym.

Badanie wielopoziomowe:stopniowa strategia badawcza, zgodnie z kt@szystkie dospne
informacje na temat badanej substancjasalizowane na kdym etapie w okrdonym porz dku

Z zastosowaniem procesu uwatiiaj cego wag dowoddéw w celu okrdenia, czy dosfpna jest
wystarczajca ilo informacji do podjcia decyzji o klasyfikacji zagr@nia, przed przegiem do
nast pnego etapu. Jeli na podstawie dogbnych informacji mona przypisa badanej substancji
potencja wywo ania podraienia, dodatkowe badania nie potrzebne. Jeli na podstawie
dostpnych informacji nie mama przypisa badanej substancji potencjau wywo ania
podranienia, przeprowadza sprocedur stopniowych badasekwencyjnych na zwiertach do
momentu, ab dzie moliwe dokonanie jednoznacznej klasyfikaciji.

Zwalidowana metoda badania:metoda badania, w odniesieniu do ktorej zakono badania
walidacyjne w celu okréenia jej istotnoci (w tym dok adnoci) i wiarygodnoci w odniesieniu
do konkretnego celu. Nalg zauway , e zwalidowana metoda badania ramie wykazywa
dostatecznej efektywnoi z punktu widzenia istotnoi i wiarygodnoci, aby mona by o j uzna
za dopuszczalnw odniesieniu do danego celu.
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Waga dowodow: proces analizowania mocnych i s abych stromyéh elementéw informacji
podczas formu owania wniosku dotycego potencjalnego zagemia stwarzanego przez dan
substancj oraz w celu potwierdzenia takiego wniosku.
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Dodatek 2: Substancje do oceny bieg oi w odniesieniu do metody badania BCOP

Przed rozpocziem rutynowego stosowania metody badania zgodingpizjsz metod badania
laboratoria mog podj si wykazania swojej bieg @i technicznej prawid owo identyfikug
klasyfikacj stopnia dzia aniar cego 10 substancji wskazanych w tabeli 1. Substalecrosta y
wybrane w taki sposob, by reprezentowa y zakrekcjieaa miejscowe dzia anie dnai ce/ r ce
dla oczu oparty na wynikach badamavivo na oku krélika (TG 405) (np. kategorie 1, 2A, 2B |
nieklasyfikowane ani nieoznakowane zgodnie z GHSZPN3)(7). Biorc pod uwag
zwalidowan u yteczno tych bada (tj. wy cznie do identyfikowania substancji cych/silnie
dra ni cych dla oczu), istniej jednak tylko dwa wykazuge efektywno wyniki bada dla
potrzeb klasyfikacji (substancjar ca/drani ca lub substancja nie ca/niedrani ca). Innymi
kryteriami doboru byy: dospno handlowa substancji, wysoka jakodostpnych danych
odniesienia z badain vivo oraz istnienie wysokiej jakoi danych dotyczcych dwéch metodh
vitro, w odniesieniu do ktérych przygotowuje siytyczne dotyczce bada. Z tego powodu
substancje drai ce wybrano z zalecanego przez Myagencyjny Komitet Koordynacyjny ds.
Uznawania Metod Alternatywnych (ICCVAM) wykazu 12Rbstancji odniesienia do walidacji
metod bada in vitro toksycznoci dla oczu (zob. dodatek H: Zalecane substancjgesatnia
ICCVAM) (5). Dane referencyjne znalemo na w dokumentach przeglowych ICCVAM dla
metody badania BCOP oraz badania na izolowanynkakaym (ICE) (17)(18).
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Tabela 1:

Zalecane substancje do oceny bieg aechnicznej w odniesieniu do badania

BCOP
Stan Lo S
Substancja | Nr CAS Kla_sa skupien Kla_lsyf!kazc 1a Klasyf_lkagja n
chemicznd i in vivo vitro
Chlorek _ Substancjar ca/
benzalkonium | 8001-54-5 Zovr\::mz/veyk Ciecz Kategoria 1 Substancja silnie
(5 %) drani ca
Chioroheksvd Ami . Substancjar ca/
oroheks mina, ia o ,
Y Y& 55.56-1 amidyna sta e Kategoria 1 Substancja silnie
drani ca
Kwas Kwas _ Substancjar ca/
di_benzoilo—l— 2743-38-6| karboksylowy, g’gg Kategoria 1 Substancja silnie
winowy ester drani ca
2w 7ok . Substancjar ca/
. wi ze iao : L
Imidazol 288-32-4 heterocykliczny|  sta e Kategoria 1 Substanqa silnie
drani ca
Kwas Substancjar ca/
trichlorooctow | 76-03-9 karb}f)vlzgjlowy Ciecz Kategoria 1 Substancja silnie
y (30 %) drani ca
Substancja
Chlorek  2,6- nie r ca/
dichlorobenzoil| 4659-45-4 Halogenek Ciecz Kategoria 2A i
acylu Substancja o
u s abym dzia aniu
dra ni cym
Substancja
2-etylo- nie r ca/
acetylooctan 609-14-3 Keton, ester Ciecz Kategoria 2E Substancja o
metylu s abym dzia aniu
dra ni cym
Substancja
<6 . nie r ca/
o ia o ,
-52.D i
Azotan amonu | 6484-52-2 nieorganiczna sta e Kategoria 2A Substan_CJa o
s abym dzia aniu
dra ni cym
Substancja
nie r ca/
Glicerol 56-81-5 Alkohol Ciecz Nieoznakowana Substancja o
s abym dzia aniu
dra ni cym
22
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n-heksan

110-54-3

W glowodér
(acykliczny)

Ciecz

Nieoznakowana

Substancja
nie r ca/

Substancja o
s abym dzia aniu
dra ni cym

Skréty: Nr CAS = numer w Chemical Abstracts Service

Klasy chemiczne przypisano do kiej badanej substancji z zastosowaniem standardosegematu klasyfikacji w
oparciu o system klasyfikacji Medical Subject Hewdi (MeSH) opracowany przez National Library of etk
(Krajow Bibliotek Medyczn) (dost pny pod adresem http//www.nIm.nih.gov/mesh)

W oparciu o wyniki badaniim vivo na oku krélika (OECD TG 405) i z zastosowaniem GHSZ (3)(7).
%W oparciu o wyniki badaBCOP i ICE.
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Dodatek 3
POJEMNIK NA ROGOWK W BADANIU BCOP

1. Pojemniki na rogéwkstosowane w badaniu BCOP wykonane snateria u obognego
(np. polipropylenu). Pojemnik sk ada sz dwoch po éwek (komory przedniej i tylnej) i mavie
podobne do siebie komory wewirene w kszta cie cylindrycznym. Kda komora mieci 5 ml
cieczy i koczy si szklanym okienkiem, poprzez ktére mma dokona pomiaru zmtnienia.
Ka da z komér wewrtrznych ma 1,7 cmrednicy i 2,2 cm gboko ci. Piercie uszczelniajcy
typu ,,O0” umieszczony na komorze tylnej ma zapobieggciekom. Rogowki umieszcza si
stron z nab onkiem tylnym do do u na pieieniu tylnej komory, zakomor przedni umieszcza
si na stronie z nab onkiem przednim. Komory utrzymye/d w miejscu przez trzyruby ze
stali nierdzewnej umieszczone na zetkrnych krawdziach komor. Na kacu ka dej komory
znajduje si szklane okienko, ktére mpa zdemontowaw celu uzyskania atwego dopt do
rogowki. Pomidzy szklanym okienkiem a komorumieszczony jest rownie pier cie
uszczelniajcy typu ,O” zapobiegaky wyciekom. Dwa otwory na szczycie kkej komory
umo liwiaj wprowadzanie i usuwanie podai badanych zwikéw. Otwory te s zamknite
gumowymi korkami w czasie badania i w okresie irdajb

Glosariusz:

glass disc kr ek szklany

PTFE-O-ring piercie uszczelniajcy typu ,0” z

4 Podane wymiary oparte a wymiarach pojemnikéw na rogéwgktosowanych w przypadku krow w wieku

od 12 do 60 miescy. W przypadku zwierz w wieku 6—12 miescy pojemnik powinien by tak

zaprojektowany, aby komora mia a pojemnd ml, za ka da z komér wewrtrznych mia a rednic 1,5

cm oraz g boko 2,2 cm. W przypadku projektowania nowego pojemm&aogéwk naley pamita, e

stosunek wielkaci eksponowanej powierzchni rogéwki do pojentidkomory powinien by taki sam jak w
tradycyjnym pojemniku. Konieczne jest zapewnieniawid owego okrdenia wartoci przepuszczalnai

na potrzeby obliczenia IVIS przez zastosowanie pnogvanego wzoru.
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politetrafluoroetylenu

refill zasobnik

hanger wieszak

cap nak adka

nut nakr tka

O-ring pier cie uszczelniajcy typu ,0”

posterior compartment

komora tylna

anterior compartment

komora przednia

fixing screws

ruby podtrzymujce
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MIERNIK ZM  TNIENIA

2. Miernik zmtnienia jest to urzlzenie su ce do pomiaru przepuszczaleo wiat a.
wiat 0 z lampy halogenowej jest kierowane na fotokok przez komor kontroln (pust
komor bez okien i p ynu), a naginie porownywane zewiat em kierowanym na fotokomork
przez komor do wiadczaln, w ktorej znajduje sikomora zawieraga rogéwk. Poréwnuje si
ré nic w przepuszczalngi wiata midzy fotokomorkami, a warto liczbowa zmtnienia

przedstawiana jest na wyietlaczu cyfrowym. Ustala sjednostki zmtnienia.

3. Miernik zmtnienia powinien dawa liniow odpowied zoon 2z pojedynczych
odczytébw zmtnienia obejmujcych punkty odcicia stosowane w rawych klasyfikacjach
opisanych w modelu predykcyjnym (tj. do punktu odi@ wskazujcego na dzia anier ce/silnie
dra ni ce). W celu zapewnienia dok adnych liniowych odézyido 75-80 jednostek zrmienia
konieczne jest przeprowadzenia wzorcowania miernjkay uyciu kilku kalibratorow.
Kalibratory (nieprzezroczyste arkusze poliestru)iasnczane s w komorze Kkalibracyjnej
(komorze na rogéwkprzeznaczonej do umieszczenia kalibratoréw) i gjezane na mierniku
zm tnienia. Komora wzorcuga jest przeznaczona do umieszczenia kalibratorquawbli eniu
w takiej samej odleg @i od réd a wiat a i fotokomorki, w jakiej zlokalizowane O rogowki
podczas pomiaru zrmienia. Miernik zmtnienia wzorcuje si najpierw na 0 jednostek
zm tnienia przy uyciu komory wzorcujce] bez kalibratora. Naginie w komorze wzorcugej
umieszcza sipojedynczo rone kalibratory i dokonuje pomiaru zinienia. Kalibratory 1, 2 i 3
powinny dawa odczyty zmtnienia réwne ich ustalonym wartwom odpowiednio 75, 150 i 225
jednostek zmtnienia, 5 %.
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B 48 Metoda badania na izolowanym oku kurzym do célv identyfikacji substancji r cych
i silnie dra ni _cych dla oczu

WPROWADZENIE

1. Metoda badania na izolowanym oku kurzym (ICEt jmetod badaniain vitro, ktor
mo na stosowa w niektorych okolicznaciach i przy okrdonych ograniczeniach w celu
zaklasyfikowania substancji i mieszanin jaka ge i silnie drani ce dla oczu” (1)(2)(3). Dla
celow niniejszych wytycznych dotyozych bada substancje silnie drai ce oznaczaj
substancje, ktére wywo ugzmiany oczne utrzymuge si u krolika przez co najmniej 21 dni od
podania tych substancji. Chociawa a si, e badanie ICE nie me ca kowicie zaspi badania
in vivo na oku krdlika, zaleca sjego stosowanie w ramach strategii badaelopoziomowych do
celow klasyfikacji regulacyjnej i oznakowania w rach okrelonej dziedziny zastosowania
(4)(5). Badane substancje i mieszaniny (6), ktoréyme badaniu daj wyniki dodatnie, mona
zaklasyfikowa jako r ce lub silnie drani ce dla oczu bez przeprowadzania dodatkowych bada
na krélikach. Substancj ktéra daje ujemny wynik w badaniu, nafezbada na krélikach za
pomoc strategii badasekwencyjnych, zgodnie z wytycznymi OECD dotyeymi bada 405 (7)
(rozdzia B. 5 niniejszego z&znika).

2. Niniejsza metoda badania ma na celu opisaniecepgr stosowanych do oceny
potencjalnego dzia ania cego lub silnie drani cego dla oczu badanej substancji, olereego
na podstawie jej potencja u oddzia ywania toksygonea enukleowane oko kurze. Toksyczne
oddzia ywanie na rogbéwkmierzy si przy zastosowaniu (i) jakoiowej oceny zmtnienia, (ii)
jako ciowej oceny uszkodzenia nab onka przedniego papraaplikowanie fluoresceiny na oko
(zatrzymanie fluoresceiny), (iii) ileiowego pomiaru zwkszonej grubaci (obrz ku) oraz (iv)
jako ciowej oceny makroskopowych uszkodzaorfologicznych powierzchni. Oceny ztnienia
rogéwki, obrzku i uszkodze po ekspozycji na badarsubstancj dokonuje si indywidualnie, a
nastpnie czy si je w celu otrzymania Klasyfikacji Dzia ania Dra cego dla Oczu.

3. Metod badania ICE stosuje siréwnie do badania substancji dra cych dla oczu
wywo uj cych zmiany, ktore usbuj w ci gu 21 dni, oraz substancji niedra cych. Dok adno

i wiarygodno metody badania ICE w odniesieniu do substancjyeh tkategoriach nie zosta a
jednak formalnie oceniona.

4. Definicje podano w dodatku 1.
ZAO ENIAWST PNE | OGRANICZENIA

5. Niniejsza metoda badania opiera sina protokole metody badania ICE
Mi dzyagencyjnego Komitetu Koordynacyjnego ds. UznaavaMetod Alternatywnych
(ICCVAM) (8), ktéry opracowano na podstawie wmhtynarodowego badania walidacyjnego
(4)(5)(9), przy udziale Europejskiego Centrum Uzaaia Metod Alternatywnych, Japskiego
Centrum Uznawania Metod Alternatywnych oraz Depaemtu Jakaci ycia Dziau
Toksykologii i Farmakologii Stosowanej TNO (Nidertly). Protokd opiera sina informacjach
uzyskanych z opublikowanych protoko 6w oraz baych protoko 6w stosowanych przez TNO
(10)(11)(12)(13)(14).
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6. Zidentyfikowane ograniczenia niniejszej metodglénia opierajsi na odsetku wynikéw
fa szywie dodatnich w przypadku alkoholi oraz oBsetwynikow fa szywie ujemnych w
przypadku cia staych i substancji powierzchniogaynnych (zob. pkt 47) (4). Jeli z bazy
danych wy czy si powy sze klasy chemiczne i fizyczne, dok adnbadania ICE w systemach
klasyfikacji UE, EPA i GHS znacznie gpoprawia (4). Ze wzgtu na cel niniejszego badania (tj.
zidentyfikowanie wy cznie substancjir cych/silnie drani cych dla oczu) odsetek wynikow
fa szywie ujemnych nie ma decydoggo znaczenia, poniewaubstancje takie zostanastpnie
zbadane na krolikach lub za pomoimnych odpowiednio zwalidowanych bad@ vitro, w
zalenoci od wymogow okrdonych w przepisach, przy zastosowaniu strategidaba
sekwencyjnych zgodnie z podejem opartym na analizie wagi dowodow. Ponadto nadiaza
danych walidacyjnych nie pozwala na odpowiedocen niektorych klas chemicznych lub
produktowych (np. mieszanin). Osoby przeprowadzj badanie mog jednak rozway
zastosowanie niniejszej metody badania w odniasidaiwszystkich rodzajéw materia u (w tym
mieszanin), w przypadku ktérego wynik dodatni m@& zaakceptowajako wskazujcy na
dzia anie r ce lub silnie drani ce dla oczu. Dodatnie wyniki uzyskane w przypadHiwolzoli
nale y jednak interpretowaz ostrono ci ze wzgldu na ryzyko ich zaw\enia.

7. Wszystkie procedury przeprowadzane z wykorzystan oczu kurzych powinny
przebiega zgodnie z regulaminami i procedurami ppstwania z materia em pozyskanym od
ludzi lub zwierzt, ktéry obejmuje m.in. tkanki i p yny tkankowe, @hi zuj cymi w placowce
przeprowadzagej badanie. Zaleca siprzestrzeganie ogolnychrodkéw ostrono ci dla
laboratoriow (15).

8. Ograniczeniem niniejszej metody badania jest, fal chocia uwzgl dnia si w niej
niektore skutki dla oczu oceniane przy zastosowaretody badania podnaienia oczu krélika i
w pewnym zakresie stopigych podranie , nie bierze siw niej pod uwag uszkodze spojowki

i t czéwki. Ponadto, chociaw badaniu ICE nie mama oceni odwracalnoci zmian w rogowce
samych w sobie, zaproponowano, na podstawie badau krolika, moliwo zastosowania
oceny pocztkowego stadium uszkodzenia rogowki w celu romiénia midzy skutkami
nieodwracalnymi i odwracalnymi (16). Badanie ICEe rpozwala te na ocen potencjalnej
toksycznoci systemowej zwizanej z ekspozycjoczu.

9. Podejmowane sstarania w celu dok adniejszego scharakteryzowgmeydatnoci i
ogranicze badania ICE w odniesieniu do identyfikowania sabsji, ktore nie s silnie
dra ni ce, i substancji niedrai cych (zob. rownie pkt 48). U ytkownikdéw zachca si rownie

do przekazywania probek lub danych organizacjomidaayjnym w celu przeprowadzenia
formalnej oceny mdiwych przysz ych zastosowametody badania ICE, w tym do identyfikacji
substancji 0 s abym dzia aniu dr& cym i substancji niedrai cych.

10. W kadym laboratorium zaczynajym przeprowadzanie tego badania ngleastosowa
chemikalia przeznaczone do oceny bieg ovymienione w dodatku 2. Laboratorium neo
stosowa te chemikalia w celu wykazania swojej biegio technicznej w zakresie
przeprowadzania badania metoCE przed przedstawieniem danych z badania ICEEalow
regulacyjnej klasyfikacji zagre .

ZASADA BADANIA
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11. Metoda badania ICE jest modelem organotypicznywdry zapewnia krotkotrwa e
zachowanie oka kurzego vitro. Uszkodzenia spowodowane badaubstancj ocenia si w
ramach tej metody badania na podstawie drzi zm tnienia rogowki oraz zatrzymania
fluoresceiny. Podczas gdy dwa ostatnie parametimagyaj oceny jakociowej, analiza obrku
rogéwki stanowi ocenilo ciow . Ka dy pomiar przelicza sina wynik ilo ciowy stosowany do
obliczania ogo6lnego wskaika podranienia lub te przypisuje si mu kategori jako ciow
stosowan do przypisania kategorii w klasyfikagm vitro dzia ania r cego i drani cego dla
oczu. Kady z tych wynikbw mona nastpnie zastosowa do przewidzenia potencjalnego
dzia ania r cego lub drani cego dla oczin vivo (zob. kryteria decyzji).

Pochodzenie i wiek oczu kurzych

12.  Oczy do niniejszego badania pobieratsadycyjnie od kurcz uzyskiwanych z rzeni, w

ktérej s one poddawane ubojowi na potrzeby smia przez ludzi, co eliminuje konieczno
wykorzystywania zwierz laboratoryjnych. Stosuje sivy cznie oczy zwierz zdrowych, ktore
uznano za odpowiednie do wprowadzenia doeuaha ywno ciowego cz owieka.

13.  Chocia nie przeprowadzono badania z grigntroln w celu oceny optymalnego wieku
kurcz t, wiek i masa kurcz wykorzystywanych dotychczas do niniejszego bamanipowiadaj
m odym kurcztom tradycyjnie przetwarzanym przez rag drobiu (tzn. ok. 7 tygodni, 1,5-2,5

kg).
Pobieranie oczu i transport do laboratorium

14. G owy naley usun natychmiast po umierceniu kurczt (najcz ciej przy uyciu
wstrz su elektrycznego) i naaiu szyi w celu wywo ania krwawienia. Nalezapewni lokalne
réd o kurczt, zlokalizowane blisko laboratorium, tak by gowawierzt mogy zosta
przetransportowane z rzaa@ do laboratorium na tyle szybkogby zminimalizowa mo liwo
pogorszenia stanu oczu lub skaia bakteriami. Nalgg zminimalizowa odstp czasu midzy
pobraniem g 6w kurcz i u yciem oczu w badaniu ICE (zwykle do dwoch godzirgzowykaza,

e nie wp ynie on negatywnie na wyniki badania. VKkyrbadania opierajsi na kryteriach
doboru oczu, jak réwniena reakcjach w ramach kontroli pozytywnej i negatgj. Wszystkie
oczy wykorzystane w badaniu powinny pochodztej samej grupy oczu pobranych danego dnia.

15. Poniewa oczy wycina si w laboratorium, gowy w stanie nienaruszonym s
transportowane z rzai w temperaturze otoczenia, w plastikowych pojémah nawilanych
r cznikami zmoczonymi w izotonicznym roztworze soli.

Kryteria doboru oczu zastosowane w badaniu ICE

16.  Odrzuca sioczy wykazujce po enukleacji wysoki poziom wybarwienia fluomsc (tzn.
> 0,5) lub zmtnienia rogéwki (tzn. > 0,5).

17. Kada badana grupa oraz grupa rownoczesnej kontrdiytpanej sk ada si z co
najmniej trojga oczu. Grupa kontroli negatywnej kdntroli z zastosowaniem rozpuszczalnika
(w przypadku stosowania rozpuszczalnika innego roztwor soli) sk ada siz co najmniegj
jednego oka.
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PROCEDURA
Przygotowanie oczu

18. Powieki wycina si ostronie, tak aby nie uszkodzirogowki. Szybkiej oceny, czy
rogowka jest nienaruszona, dokonuje @dprzez wkroplenie 2 % (w/v) soli sodowej fluoreisy
na powierzchni rogowki na kilka sekund, a naphie przemycie rogowki izotonicznym
roztworem soli. Oczy poddane dzia aniu fluorescdiaga si nastpnie przy uyciu mikroskopu
z lamp szczelinow w celu zagwarantowaniag rogoéwka nie jest uszkodzona (tze. wyniki
zatrzymania fluoresceiny oraz ztnienia 0,5).

19. Jeeli oko nie jest uszkodzone, wycina ge cakowicie z czaszki, stargj si nie
uszkodzi rogéwki. Gak oczn wyci ga si z oczodou przytrzymug mocno migotk
szczypczykami chirurgicznymi, zami nie oka odcina si przy uyciu zagitych tpo
zako czonych noyczek. Nie mona dopuci do powstania uszkodzerogowki poprzez
wywieranie na ni nadmiernego nacisku (tj. stosowania dze kompresyjnych).

20. Po wyjciu gaki ocznej z oczodo u nale pozostawi przyczepion widoczn cz
nerwu wzrokowego. Po wygiu z oczodo u oko umieszcza sia podk adce ch onnej i odcina si
migotk iinne tkanki czne.

21. Poddane enukleacji oko umieszczawsiuchwycie ze stali nierdzewnej, przy rogéwce
ustawionej pionowo. Uchwyt przenosi snastpnie do komory urzizenia do przep ukiwania
(16). Uchwyty naley umieci w urz dzeniu do przep ukiwania w taki sposéb, by na ca
rogowk kapa izotoniczny roztwor soli. Komory udzenia do przep ukiwania powinny
utrzymywa temperatur 32 £ 1,5 °C. Dodatek 3 zawiera schemat budowyvixggm urzdzenia
do przep ukiwania i uchwytéw na oczy, ktére ma naby na rynku lub zbudowasamodzielnie.
Urz dzenie mona tak zmodyfikowa, aby spe nia o potrzeby konkretnego laboratorium. (
poprzez dostosowanie liczby oczu).

22. Po umieszczeniu w uidzeniu do przep ukiwania oczy bada pionownie przy uyciu
mikroskopu z lamp szczelinow w celu sprawdzenia, czy nie zostay one uszkodpmuezas
procedury wycinania. W tym momencie nalerdwnie zmierzy grubo rogowki na jej
wierzcho ku przy zastosowaniu udzenia do pomiaru gooko ci po czonego z mikroskopem z
lamp szczelinow. Naley zastpi oczy (i) o wyniku zatrzymania fluoresceiny > 0(H) o
zm tnieniu rogowki > 0,5 lub (iii) nosze jakiekolwiek lady uszkodzenia. Oczy, ktore nie
zosta y odrzucone ze wzglu na jedno z powyzych kryteriow, naley odrzuci je li grubo ich
rogowki ré ni si 0 ponad 10 % odredniej wartoci dla wszystkich oczu. Wtkownicy powinni
by wiadomi, e mikroskopy z lampami szczelinowymi modgawa ro ne wyniki pomiaru
gruboci rogowki, jeli stosuje si r6 ne ustawienia szczeliny. Szerokoszczeliny powinna
wynosi 0,095 mm.

23. Po zbadaniu i dopuszczeniu wszystkich oczong inkubowane przez ok. 45 do 60 minut
w celu zréownowaenia ich z uk adem badawczym przed dawkowaniemtaots Po okresie
inkubaciji rejestruje sizerowy pomiar referencyjny grubm rogowki i jej zm tnienia, ktory s uy
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jako punkt odniesienia (tj. czas = 0). Wynik poraidtuoresceiny okrdony w momencie
wycinania stosuje sijako pomiar odniesienia dla tego punktu &owego.

Podanie substancji badanej

24. Natychmiast po dokonaniu zerowych pomiaréw regfeyjnych oko (w pojemniku)
wyjmuje si z urz dzenia do przep ukiwania i ustawia w pozycji pozépna na rogoéwk aplikuje
si badan substanc;j.

25.  Substancje ciek e bada gwykle w stanie nierozciezonym, mona je jednak w razie
potrzeby rozcieczy (np. w cz ci badania). Preferowanym rozpuszczalnikiem w paziqol

substancji rozcieczanych jest sol fizjologiczna. Mpa jednak stosowaréwnie alternatywne
rozpuszczalniki w kontrolowanych warunkach badaniale zasadno zastosowania
rozpuszczalnikdw innych nisél fizjologiczna naley udowodni.

26. Badane substancje ciek e aplikuje sa rogéwk w taki sposéb, by ca a powierzchnia
rogowki by a rownomiernie pokryta badasubstancj, standardowa ilo wynosi 0,03 ml.

27. Ciaa stae nalg w miar mo liwo ci jak najdok adniej rozdrobniw mo dzierzu lub
podobnym urzdzeniu rozdrabniagym. Proszek nalg zaaplikowa na rogowk w taki sposob,
by jej powierzchnia by a rGwnomiernie pokryta badanbstancj, standardowa ilo wynosi 0,03

g.

28. Badan substancj (ciecz lub cia o stae) pozostawia girzez 10 sekund, a nashie
zmywa z oka izotonicznym roztworem soli (w ibdok. 20 ml) w temperaturze otoczenia. Oko (w
pojemniku) umieszcza sinastpnie ponownie w urzizeniu do przep ukiwania w pierwotnej
pozycji pionowe;j.

Substancje kontrolne

29. Ka de dowiadczenie powinno obejmowadwnoczesn kontrol negatywn lub kontrol
z zastosowaniem rozpuszczalnikafm&a i kontrol pozytywn .

30. W przypadku badania cieczy o €niu 100 % lub cia sta ych w metodzie badania ICE
jako rownoczesn kontrol negatywn stosuje si soOl fizjologiczn w celu wykrycia
niespecyficznych zmian w uk adzie badawczym i zagwwania, e warunki badania nie
WYWO Uj W niew aciwy sposoéb reakcji w postaci podréenia.

31. W przypadku badania cieczy rozaeonych w metodzie badania uwadhia si
rbwnoczesn kontrol z zastosowaniem rozpuszczalnikafika w celu wykrycia
niespecyficznych zmian w uk adzie badawczym i zagwwania, e warunki badania nie
WYWO Uj W hiew aciwy sposob reakcji w postaci podréenia. Jak stwierdzono w pkt 25 nma
stosowa jedynie rozpuszczalnik/noik, w odniesieniu do ktdrego wykazance nie wp ywa
negatywnie na uk ad badawczy.

32. W kadym dowiadczeniu uwzgldnia si substancj o znanym dzia aniu drai cym dla
oczu su ¢ do przeprowadzenia réwnoczesnej kontroli pozytywneelu zweryfikowania, czy
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Wywo ana zosta a w aiwa reakcja. Poniewaw niniejszej metodzie badania stosuje lsadanie
ICE w celu zidentyfikowania substancjr cych i silnie drani cych, w idealnej sytuacji do
kontroli pozytywnej powinna byu yta substancja referencyjna, ktéra wywo uje sileakcj w
tej metodzie badania. Aby jednak zapewnio liwo oceny zmiennai reakcji w kontroli
pozytywnej w czasie, podraienie nie powinno by nadmierne. Nalg/ wyprodukowa
wystarczajce danein vitro do kontroli pozytywnej, aby moa by o obliczy okrelony
statystycznie dopuszczalny zakres kontroli pozygjwae eli dla konkretnej kontroli pozytywnej
nie istniej odpowiednie dane historyczne z bad@E, mo e zaj konieczno przeprowadzenia
bada w celu dostarczenia tych informaciji.

33. Do celéw kontroli pozytywnej w przypadku bademycieczy mona zastosowa na
przyk ad 10 % kwas octowy lub 5 % roztwor chlorkenbalkonium, zado kontroli pozytywnej
dla badanych cia sta ych - na przyk ad wodoro#teswu lub imidazol.

34.  Substancje wzorcowe przydatne do oceny potencjalnego dzia aniardraego dla oczu
nieznanych chemikaliow z okidenej klasy chemicznej lub produktowej lub do oceny
wzgl dnego potencjalnego dzia ania dracego substancji drai cej dla oczu w okréonym
zakresie reakcji w postaci podraenia.

Pomiar punktow ko cowych

35. Rogéwki poddane dzia aniu badanej substanejniacsi przed podaniem tej substancji, a
nastpnie po 30, 75, 120, 180 i 240 minutach (x 5 mirad) p ukania po podaniu substanciji
badanej. Te punkty czasowe zapewniapdpowiedni liczb pomiaréw w trakcie
czterogodzinnego okresu badania, pozostawigdnoczenie odpowiedniilo czasu pomidzy
pomiarami na dokonanie koniecznych obserwacji wkmfs oczu.

36. Oceniane punkty keowe to zmtnienie rogowki, obrz, zatrzymanie fluoresceiny i
zmiany morfologiczne (np. very lub rozlunienie nab onka przedniego). Wszystkie punkty
ko cowe, z wyjtkiem zatrzymania fluoresceiny (ktore okeesi wy cznie przed poddaniem
materia u dzia aniu badanej substancji oraz 30 mjw nim), ustalane swe wszystkich
wymienionych punktach czasowych.

37. Zaleca si wykonanie fotografii celem udokumentowania zmenia rogowki,
zatrzymania fluoresceiny, zmian morfologicznychzonestopatologii, jei jest przeprowadzana.

38.  Zachca si u ytkownikdéw, by po ostatniej ocenie po czterech gaaeh zachowali oczy
w odpowiednim rodku utrwalajcym (np. obojtnej buforowanej formalinie) na potrzeby
ewentualnego badania histopatologicznego.

39. Obrzk rogowki okrela si na podstawie pomiaru grulm rogéwki dokonywanego przy
u yciu pachymetru optycznego w mikroskopie z langzczelinow. Warto t wyraa si
procentowo i oblicza sij na podstawie pomiaréw grulm rogéwki wed ug poniszego wzoru:

grubo rogowki wczasiet- grubo rogowki wczasie=0 .
grubo rogowki wczasie=0

100
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40. redni warto procentow obrz ku rogowki we wszystkich oczach poddanych badaniu
oblicza si w oparciu o wszystkie punkty czasowe obserwacjiopérciu o najwyszy redni
wynik obrz ku rogowki zaobserwowany w dowolnym punkcie czasowgodaje si ogolny
wynik dla kategorii w odniesieniu do kdej badanej substancji.

41.  Zmtnienie rogowki oblicza siprzy zastosowaniu najbardziej zimia ej powierzchni
rogowki. redni warto procentow zm tnienia rogéwki we wszystkich oczach poddanych
badaniu oblicza siw oparciu o wszystkie punkty czasowe obserwacjiopdrciu 0 najwyszy
redni wynik zmtnienia rogéwki zaobserwowany w dowolnym punkci@stavym podaje si
0golny wynik dla kategorii w odniesieniu do kiej badanej substanciji (tabela 1).

Tabela 1Wyniki oceny zmtnienia rogowki.

Wynik Obserwacja

0 Brak zmtnienia
0,5 Nieznaczne zntnienie
1 Obszary pojedyncze Ilub rozproszone; elementyzdiwki s

wyra nie widoczne

2 Obszar po przezroczysty jest wymnge widoczny; elementy
t czOwki s nieco zamazane

3 Powane zmtnienie rogéwki; nie s widoczne adne konkretng
elementy tczéwki; bardzo trudno jest okide wielko renicy

A} %4

4 Ca kowite zmtnienie rogéwki; tczowka jest niewidoczna

42. redni poziom zatrzymania fluoresceiny we wszystklsddanych oczach oblicza si
wy cznie w punkcie czasowym po 30 minutach; wartb stosuje si do okrelenia ogolnego
wyniku dla kategorii w odniesieniu do kiej badanej substancji (tabela 2).

Tabela 2Wyniki zatrzymania fluoresceiny.

Wynik Obserwacja

0 Brak zatrzymania fluoresceiny
0,5 Nieznaczne wybarwienie pojedynczych komorek
1 Wybarwienie pojedynczych komoérek rozproszone rayne

obszarze rogowki poddanym dzia aniu substancji
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2 Ogniskowe lub cz ce si zwarte wybarwienie pojedynczych
komorek

3 cz ce si du e obszary rogowki zatrzymujfluorescein

43.  Zmiany morfologiczne obejmujw ery” komorek nab onka przedniego, ,rozhienie”
nab onka przedniego, ,stwardnienie” powierzchnidwgi oraz ,przyleganie” badanej substanciji
do rogowki. Ustalenia te mogsi r6 ni mi dzy sob stopniem zaawansowania i mog
wyst powa jednoczenie. Klasyfikacja tych ustalejest subiektywna i zal@ea od interpretacji
osoby badage;j.

DANE | SPORZ DZANIE SPRAWOZDANIA
Ocena danych

44.  Wyniki badania zntnienia rogowki, obrzZku rogowki i zatrzymania fluoresceiny naje

ocenia osobno, tak aby wygenerowélas ICE dla kadego punktu kocowego. Klasy ICE w
odniesieniu do kalego punktu kocowego s nastpnie czone w celu uzyskania Klasyfikacji
Dzia ania Drani cego dla Oczu dla kdej badanej substanciji.

Kryteria decyzji

45, Po dokonaniu oceny kdego punktu kocowego mona przypisa klasy ICE w oparciu o
wcze niej ustalony zakres. Interpretacji wynikdw grubiorogowki (tabela 3), zntnienia (tabela
4) i1 zatrzymania fluoresceiny (tabela 5) z zastasgem czterech klas ICE dokonuje sia
podstawie naspuj cych skal:

Tabela 3Kryteria klasyfikacji ICE w odniesieniu do grulm rogowki.

redni obrzk rogéwki (%) Klasa ICE

0-5 I

>5-12 Il

>12-18 (>75 min po podaniu

substanciji) .

>12-18 (75 min po podaniu

substanciji) i

>18-26 1]

>26-32 (>75 min po podaniu

substancji) i
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>26-32 (75 min po podaniu

I, v
substancji)
>32 A\

"Wyniki dotycz ce obrzku rogéwki maj zastosowanie, wycznie jeeli jej grubo
mierzy si przy uyciu mikroskopu z lampa szczelinonHaag-Streit BP900 z urdzeniem
pomiarowym nr |, przy ustawieniu szczeliny na 9%, adpowiada 0,095 mm. Wtkownicy
powinni by wiadomi, e mikroskopy z lampami szczelinowymi modawa r6 ne wyniki
pomiaru grubaoci rogowki, je eli stosuje sird ne ustawienia szczeliny.

Tabela 4Kryteria klasyfikacji ICE w odniesieniu do ztmienia.

redni maksymalny wynik Klasa ICE
zm tnienia*

0,0-0,5 |

0,6-1,5 Il

1,6-2,5 1]

2,6-4,0 A\

"Zob. tabela 1.

Tabela 5Kryteria klasyfikacji ICE w odniesieniu do zatrzgma fluoresceiny.

redni wynik zatrzymanig
quoresceiny 30 minut po podan| Klasa ICE
substancji

0,0-0,5 |

0,6-1,5 Il

1,6-2,5 1]

2,6-3,0 v

"Zob. tabela 2.

46. Ogodin klasyfikacj dzia ania drani cegoin vitro badanej substancji ocenia §ioprzez
odczyt kategorii dzia ania drai cego odpowiadagej po czeniu kategorii otrzymanych w
odniesieniu do obrku rogowki, zmtnienia rogowki i zatrzymania fluoresceiny oraz
zastosowanie schematu przedstawionego w tabeli 6.
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Tabela 6 0golna klasyfikacja dzia ania dra cegoin vitro.

Kategoria Po czenie 3 punktow kacowych

Substancja o0 dziaanild x IV
r cym / silnie drani cym

2x 1V, 1xll
2xIV,1xII*
2xIV,1xI*
Zm tnienie rogowki 3 po 30 min (w przynajmniej 2 oczu)
Zm tnienie rogéwki = 4 po 30 min (w przynajmniej 2 az

Znaczne rozlunienie nab onka przedniego (w przynajmrniej
1 oku)

*Mniej prawdopodobne poczenia.

47.  Zgodnie z treci pkt 1, jeeli badana substancja nie zosta a zidentyfikowaka jr ca
lub silnie drani ca dla oczu, nalg przeprowadzi dodatkowe badanie do celdéw klasyfikacji i
oznakowania. Metoda badania ICE wykazuje ogdlok adno od 83 % (120/144) do 87 %
(134/154), odsetek wynikow fa szywie dodatnich o6 (7/122) do 8 % (9/116), odsetek
wynikéw fa szywie ujemnych od 41 % (13/32) do 50(%6/30) w odniesieniu do identyfikacji
substancji r cych i silnie drani cych dla oczu w poréwnaniu do danych uzyskanychywiku
metody badanién vivo na oku krolika, sklasyfikowanych zgodnie z systemklasyfikacji EPA
(1), UE (2) lub GHS (3). Jeli substancje nalece do okrelonych klas chemicznych (tj. alkohole
I substancje powierzchniowo czynne) lub fizycznyighcia a sta e) swy czone z bazy danych,
dok adno badania ICE wg systeméw klasyfikacji UE, EPA i GW$nosi od 91 % (75/82) do
92 % (69/75), odsetek wynikéw fa szywie dodatnicbhd-5 % (4/73) do 6 % (4/70), a odsetek
wynikéw fa szywie ujemnych — od 29 % (2/7) do 333/9) (4).

48. Nawet jeeli badana substancja nie zostanie zaklasyfikowjahka r ca lub silnie
dra ni ca dla oczu, dane z badania ICE mbg przydatne, w poczeniu z danymi z badaniia
vivo na oku krélika lub z innego odpowiednio zwalidowgao badanian vitro, w celu dalszej
oceny przydatneai i ogranicze metody badania ICE w odniesieniu do identyfikacjbstancji o
sabym dziaaniu drai cym i substancji niedrai cych (trwaj prace nad dokumentem
zawieraj cym wytyczne dotyczxe stosowania metod badania toksycezndla oczun vitro).

Kryteria dopuszczaln@i badania

49. Badanie uznaje skza dopuszczalne, jeli rownoczesna kontrola negatywna / kontrole z
zastosowaniem rozpuszczalnika/nika oraz rownoczesna kontrola pozytywna daje wiymik
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klasyfikacji dzia ania drani cego mieszcze si odpowiednio w ramach klas substancji
niedrani cych i silnie drani cych/ r cych.

Sprawozdanie z badania

50. Sprawozdanie z badania powinno zawierast puj ce informacje, o ile sone istotne dla
przebiegu badania:

Substancje badane i kontrolne

Nazwa chemiczna (nazwy chemiczne), np. nazwa stralkia uywana przez Chemical
Abstracts Service (CAS), po ktorej ngstj inne nazwy, jeeli s znane;

Numer CAS, jeeli jest znany;

Czysto i sk ad substancji lub mieszaniny (w procentaclsyhaw miar dostpno ci
tych informacji;

W a ciwo ci fizykochemiczne istotne dla przebiegu badanpa,stan skupienia, lotno,
pH, stabilno , klasa chemiczna, rozpuszczalnw wodzie;

W stosownych przypadkach obrébka substancji badegkgotrolnych przed badaniem
(np. ogrzanie, rozdrobnienie);

Stabilno , je eli jest znana.
Informacje dotyczce sponsora i placowki przeprowadzzgj badanie

Nazwa i adres sponsora i placowki przeprowadzqjbadanie oraz dane kierownika
bada;

Identyfikacja réd a oczu (tj. zak ad, w ktérym je pobrano);

Warunki przechowywania i transportu oczu (np. dataas pobrania oczu, odptczasu
mi dzy pobraniem oczu a rozpocem badania);

W miar dost pno ci szczegd owe dane na temat zwiérbd ktorych pobrano oczy (np.
wiek, p e, masa zwierzia dawcy).

Uzasadnienie zastosowanej metody badania i praioko
Integralno metody badania

Procedura zastosowana w celu zapewnienia integ@lndtj. dok adnoci i
wiarygodnoci) metody badania w czasie (np. okresowe badanistancji do
oceny bieg oci, wykorzystanie historycznych danych z kontrokgatywnej i

pozytywnej).
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Kryteria dotyczce badania dopuszczalnego

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

Warunki badania

Opis zastosowanego uk adu badawczego;
Zastosowany mikroskop z lampzczelinow (np. model);
Zastosowane ustawienia mikroskopu z larepczelinow;

Informacje na temat zastosowanych oczu kurzychymw ¢ wiadczenia dotycze ich
jako ci;

Szczegd owe dane na temat zastosowanej proceddayiba
Zastosowane stenie badanej substancji;
Opis wszelkich modyfikacji procedury badania;

Odniesienie do danych historycznych dotygeh modelu (np. kontrole pozytywne i
negatywne, substancje do oceny bieg,csubstancje wzorcowe);

Opis stosowanych kryteriow oceny.
Wyniki

Opis innych zaobserwowanych skutkow;
W razie potrzeby fotografie oka.
Omoawienie wynikow

Whioski
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Dodatek 1
DEFINICJE

Dok adno : blisko zgodnoci pomi dzy wynikami zastosowania metody badania a ptywji
warto ciami odniesienia. Jest to miara efektywesiometody badania i jeden z aspektow jej
»istotno ci”. Poj cia tego czsto uywa si zamiennie z pogiem ,zgodno ” na oznaczenie
odsetka prawid owych wynikéw uzyskiwanych przyciu metody badania.

Substancja wzorcowa:substancja wwana jako wzorzec do porowna badan substancj.
Substancja wzorcowa powinna mieastpuj ce cechy: (i) stae i wiarygodnedd o(-a); (i)
podobie stwo strukturalne i funkcjonalne do badanej klaapssancji; (iii) znane w a&iwo Ci
fizyczne/chemiczne; (iv) dane uzupe ni@ dotyczce znanych skutkédw oraz (v) znasi
dzia ania w zakresie podanych reakciji.

Rogowka: przezroczysta warstwa w przedniej @i ga ki ocznej, ktéra okrywa ¢zowk i
renic oraz wpuszczawiat o do wntrza oka.

Zm tnienie rogowki: pomiar stopnia zninienia rogéwki wskutek ekspozycji na badan
substancj. Zwi kszone zmtnienie rogéwki wskazuje na jej uszkodzenie.

Obrz k rogdéwki: obiektywny pomiar stopnia rozdia rogéwki w nastpstwie ekspozycji na
badan substancj w badaniu ICE. Obrk rogoéwki wyraa si procentowo i oblicza sigo na
podstawie wyjciowych pomiaréw grubai rogowki (sprzed podania substancji) i grutio
mierzonej w rownych odgbach czasu po ekspozycji na badaubstancj w badaniu ICE.
Stopie obrz ku rogowki wskazuje na uszkodzenie rogowki.

Kategoria | EPA: dziaanie r ce (nieodwracalne uszkodzenie tkanki oka) lub zmian
rogowkowe lub podranienie rogéwki utrzymujce si d u ej ni 21 dni (1).

Kategoria R41 UE: spowodowanie uszkodzenia tkanki w oku lub paweafizyczne pogorszenie
widzenia w naspstwie na oenia badanej substancji na przedmbwierzchni oka, ktore nie jest
ca kowicie odwracalne w aju 21 dni od na cenia (2).

Odsetek wynikow fa szywie ujemnych:odsetek wszystkich obecnych substancji fa szywie
zidentyfikowanych w wyniku zastosowania metody baagako nieobecne. Jest to jeden ze
wska nikow efektywnoci metody badania.

Odsetek wynikow fa szywie dodatnich:odsetek wszystkich nieobecnych substancji fa szywie
zidentyfikowanych w wyniku zastosowania metody Wadajako obecne. Jest to jeden ze
wska nikow efektywnoci metody badania.

Zatrzymanie fluoresceiny: subiektywny pomiar ilcci soli fluoresceiny zatrzymanej w
komdrkach nab onka przedniego rogowki w npstwie ekspozycji na badarsubstancj w
badaniu ICE. Stopie zatrzymania fluoresceiny wskazuje na uszkodzemnieamka przedniego
rogowki.
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GHS (Globalnie Zharmonizowany System Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliow):
system proponugy klasyfikacj chemikaliow (substancji i mieszanin) wed ug zndirtavanych
rodzajoéw i poziomow zagre fizycznych, zdrowotnych irodowiskowych oraz omawiay
odpowiednie elementy komunikacyjne, takie jak piktomy, has a ostrzegawcze, zwroty
wskazujce rodzaj zagraenia, zwroty wskazuge rodki ostrono ci i karty charakterystyki
substancji i produktow niebezpiecznych, aby przakainformacje na temat ich dziaa
niepo danych w celu zapewnienia ochrony ludzi (w tym pragikdw, robotnikow,
przewo nikéw, konsumentow i ratownikow) rodowiska (3).

Kategoria 1 GHS: spowodowanie uszkodzenia tkanki w oku lub paveafizyczne pogorszenie
widzenia w naspstwie na oenia badanej substancji na przedmbwierzchni oka, ktore nie jest
ca kowicie odwracalne w aju 21 dni od na cenia (3).

Zagro enie:nieod czna w aciwo czynnika lub sytuacja, ktéra m® potencjalnie doprowadzi
do negatywnych skutkéw w przypadku ekspozycji oigan, systemu lub (sub)populacji na taki
czynnik.

Kontrola negatywna: replikat niepoddany dzia aniu badanej substazeyyierajcy wszystkie
sk adniki uk adu badawczego. Probka ta jest przetvea razem z probkami poddanymi
dzia aniu badanej substancji oraz z innymi prébkdmntrolnymi w celu okrdenia, czy
rozpuszczalnik wchodzi w reaka uk adem badawczym.

Niedra ni ce: substancje, ktére nie zostay zaklasyfikowane deedorii I, 1l lub 1l EPA,
kategorii R41 lub R36 UE lub kategorii 1, 2A lub PB1S jako drani ce dla oczu (1)(2)(3).

r ce dla oczu:a) substancja, ktora powoduje nieodwracalne uszkud tkanki w oku; b)
substancje, ktére zaklasyfikowano do kategorii 1SGkhategorii | EPA lub kategorii R41 UE jako
dra ni ce dla oczu (1)(2)(3).

Dra ni ce dla oczu:a) substancja, ktdra powoduje odwracatmian w oku w nastpstwie jej
na o enia na przednipowierzchni oka; b) substancje, ktore zaklasyfikowano do katiedf lub
[l EPA, kategorii R36 UE lub kategorii 2A lub 2BHS jako drani ce dla oczu (1)(2)(3).

Silnie dra ni ce dla oczu:a) substancja, ktéra powoduje zmiaw oku w nastpstwie jej
na o enia na przednipowierzchni oka, ktéra nie uspuje w cigu 21 dni od na cenia lub
powoduje powane fizyczne pogorszenie widzenia; b) substancjérekizaklasyfikowano do
kategorii | GHS, kategorii | EPA lub kategorii RWUE jako drani ce dla oczu (1)(2)(3).

Kontrola pozytywna: replikat zawierajcy wszystkie sk adniki uk adu badawczego, ktorytaos
poddany dzia aniu substancji, o ktérej wiadome, wywo a reakcj dodatni. Aby zapewni
mo liwo oceny zmiennai reakcji w kontroli pozytywnej w czasie, podnéenie nie powinno
by nadmierne.

Wiarygodno : miary zakresu, w jakim metoda badania ea@osta wykonana w sposob
odtwarzalny w jednym laboratorium i pordey laboratoriami w czasie, w przypadku jej
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wykonywania przy uyciu tego samego protokou. Ocenia sj poprzez obliczenie
odtwarzalnoci wewn trz- i mi dzylaboratoryjnej oraz powtarzalred» wewn trzlaboratoryjnej.

Mikroskop z lamp szczelinow: narzdzie uywane do bezpoedniego badania oka w
powi kszeniu pod mikroskopem dwuokularowym poprzez uamsk prostego obrazu
stereoskopowego. W metodzie badania ICE mie to stosuje sido ogldania przednich
struktur oka kurzego, jak rowniedo obiektywnego pomiaru grubm rogéwki za pomoc
urz dzenia do pomiaru gruba po czonego z mikroskopem.

Kontrola z zastosowaniem rozpuszczalnika/namika: probka niepoddana dzia aniu badanej
substancji, zawieraga wszystkie sk adniki uk adu badawczego, w tympuszczalnik lub
no nik, ktora jest przetwarzana razem z prébkami pogaha dzia aniu badanej substancji oraz z
innymi prébkami kontrolnymi w celu okrkenia wyj ciowej reakcji dla probek poddanych
dzia aniu badanej substancji rozpuszczonej w tymysa rozpuszczalniku lub noiku. Jeeli
rownoczenie przeprowadza si kontrol negatywn, probka ta wykazuje rownie czy
rozpuszczalnik lub namik wchodzi w reakcj z uk adem badawczym.

Badanie wielopoziomowe:stopniowa strategia badawcza, zgodnie z kwszystkie istniejce
informacje na temat badanej substancjasalizowane na kdym etapie w okrédonym porz dku

Z zastosowaniem procesu uwatiiaj cego wag dowoddéw w celu okrdenia, czy dosfpna jest
wystarczajca ilo informacji do podjcia decyzji o klasyfikacji zagr@nia, przed przegiem do
nast pnego etapu. Jeli na podstawie dogbnych informacji mona przypisa badanej substancji
potencja wywo ania podraienia, dodatkowe badania nie potrzebne. Jeli na podstawie
dostpnych informacji nie mama przypisa badanej substancji potencjau wywo ania
podranienia, przeprowadza sprocedur stopniowych badasekwencyjnych na zwiertach do
momentu, ab dzie moliwe dokonanie jednoznacznej klasyfikaciji.

Zwalidowana metoda badania:metoda badania, w odniesieniu do ktorej zakono badania
walidacyjne w celu okréenia jej istotnoci (w tym dok adnoci) i wiarygodnoci w odniesieniu
do konkretnego celu. Nalg zauway , e zwalidowana metoda badania ramie wykazywa
dostatecznej efektywnoi z punktu widzenia istotnoi i wiarygodnoci, aby mona by o j uzna
za dopuszczalnw odniesieniu do danego celu.

Waga dowodow: proces analizowania mocnych i s abych stromyoh elementéw informacji
podczas formu owania wniosku dotycego potencjalnego zagemia stwarzanego przez dan
substancj oraz uzasadnienia takiego wniosku.
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Dodatek 2

CHEMIKALIA DO OCENY BIEG O Cl W ODNIESIENIU DO METODY BADANIA
ICE

Przed rozpocziem rutynowego stosowania metody badania zgodmepizjszymi wytycznymi
dotycz cymi bada laboratoria mog podj si wykazania swojej bieg @i technicznej
prawid owo identyfikujc klasyfikacj stopnia dzia aniar cego 10 substancji wskazanych w
tabeli 1. Substancje te zostay wybrane w taki 8ppdy reprezentoway zakres reakcji na
miejscowe dzia anie drai ce/ r ce dla oczu oparty na wynikach badaimavivo na oku krélika
(TG 405) (np. kategorie 1, 2A, 2B lub nieklasyfikame ani nieoznakowane zgodnie z GHS
ONZ) (3)(7). Biorc pod uwag zwalidowan u yteczno tych bada (. wy cznie do
zidentyfikowania substancjir cych/silnie drani cych dla oczu), istniej jednak tylko dwa
wykazuj ce efektywno wyniki bada dla potrzeb klasyfikacji (substancja ca/drani ca lub
substancja nie ca/niedrani ca). Innymi kryteriami doboru byy: dogino handlowa
substancji, wysoka jako dostpnych danych referencyjnych z bada vivo oraz istnienie
wysokiej jakoci danych dotyczych dwoch metodin vitro, w odniesieniu do ktorych
przygotowuje si wytyczne dotyczce bada. Z tego powodu substancje dnace wybrano z
zalecanego przez Mizyagencyjny Komitet Koordynacyjny ds. Uznawania tdde
Alternatywnych (ICCVAM) wykazu 122 substancji regacyjnych do walidacji metod bada
vitro toksycznoci dla oczu (zob. dodatek H: Wykaz substancji efeyjnych zalecanych przez
ICCVAM) (4). Dane referencyjne znalemo na w dokumentach przeglowych ICCVAM dla
metod badania znmnienia i przepuszczalno rogéwki u byda (BCOP) oraz badania ICE
(18)(19).
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Tabela 1:

Zalecane substancje do oceny bieg technicznej w odniesieniu do badania ICE

Substancja NI CAS Substancja skSut airén Klasyfikacja | Klasyfikacja in
chemiczna chemicznd ig in vivo® vitro®
Chlorek ek Substancjar ca/
benzalkonium | 8001-54-5 Zovr\::mz/vey Ciecz Kategoria 1 Substancja silnie
(5 %) dra ni ca
Chioroheksvd Ami ci Substancjar ca/
oroheksydy mina, ia o , o
drani ca
Kwas Kwas _ Substancjar ca/
dibenzoilo-1- | 2743-38-6| karboksylowy, g’,:g g Kategoria 1 Substancja silnie
Zwi zek ci Substancjar ca/
: wi ze ia o , o
drani ca
Kwas Substancjar ca/
trichlorooctow | 76-03-9 karblf)vlzgjlowy Ciecz Kategoria 1 Substancja silnie
%) )
y (30 % drani ca
Substancja
Chlorek  2,6- nie r ca/
dichlorobenz’oil 4659-45-4 Halogenek Ciecz Kategoria 2A i
acylu g Substancja o
u s abym dzia aniu
dra ni cym
Substancja
2-etylo- nie r ca/
acetylooctan 609-14-3 Keton, ester Ciecz Kategoria 2B sypstancja o
metylu s abym dzia aniu
dra ni cym
Substancja
nie r ca/
Azotan amonu | 6484-52-2 . Sl . Ciao Kategoria 2A i
" nieorganiczna| stae Substancja o
s abym dzia aniu
dra ni cym
Substancja
. . . nie r ca/
Glicerol 56-81-5 Alkohol Ciecz Nieoznakowana
Substancja o
s abym dzia aniu
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dra ni cym

n_heksan

110-54-3

W glowodér
(acykliczny)

Ciecz

Nieoznakowana

Substancja
nie r ca/

Substancja o
s abym dzia aniu
dra ni cym

Skréty: Nr CAS = numer w Chemical Abstracts Service

Klasy chemiczne przypisano do kiej badanej substancji z zastosowaniem standardosegematu klasyfikacji w
oparciu o system klasyfikacji Medical Subject Hewdi (MeSH) opracowany przez National Library of Ntk
(dost pny pod adresem http//www.nlm.nih.gov/mesh)

W oparciu o wyniki badaniim vivo na oku krélika (OECD TG 405) i z zastosowaniem GBSZ (3)(7).
%W oparciu o wyniki badaBCOP i ICE.
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Dodatek 3 Schematy budowy urzdzenia do przep ukiwania i uchwytow na oczy
stosowanych w badaniu ICE

(Zob. Burton i in. (17), aby uzyskdodatkowe, ogolne opisy udzenia do przep ukiwania i
uchwytu na oko)
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POLSKI

CROSS SECTION COMPARTMENT

PRZEKROJ KOMORY

EYE HOLDER UCHWYT NA OKO
ITEM NO. NR
DESCRIPTION OPIS

OUTLET WARM WATER

WYLOT CIEP EJ WODY

SLIDING DOOR

DRZWI PRZESUWNE

SUPERFUSION APPARATUS

URZDZENIE DO PRZEP UKIWANIA

OPTICAL MEASURING INSTRUMENT

MIERNIK OPTYCZNY

INLET WARM WATER

WLOT CIEP EJ WODY

SALINE SOLUTION

ROZTWOR 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 GORNE

FIXED LOWER ARM

NIERUCHOME RAMI DOLNE

PL
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