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KOMMISSIONENS FORORDNING (EU) Nr. 1152/2010
af 8. december 2010

om @ndring med henblik pa tilpasning til den tekniske udvikling af Kommissionens forordning (EF)

nr. 440/2008 fastleeggelse af forsogsmetoder i henhold til Europa-Parlamentets og Radets forordning

(EF) nr. 1907/2006 om registrering, vurdering og godkendelse af samt begraensninger for kemikalier
(REACH)

(E@S-relevant tekst)

EUROPA-KOMMISSIONEN HAR —

under henvisning til traktaten om Den Europiske Unions
funktionsmdde,

under henvisning til Europa-Parlamentets og Rédets forordning
(EF) nr. 1907/2006 af 18. december 2006 om registrering,
vurdering og godkendelse af samt begransninger for kemikalier
(REACH), om oprettelse af et europeisk kemikalieagentur og
om andring af direktiv 1999/45/EF og ophavelse af Rédets
forordning (EQF) nr. 793/93 og Kommissionens forordning
(EF) nr. 1488/94 samt Réddets direktiv 76/769/EQF og Kommis-
sionens direktiv 91/155/EQF, 93/67/EQF, 93/105/EF og
2000/21/EF (1), sarlig artikel 13, stk. 3, og

ud fra felgende betragtninger:

(1)  Kommissionens forordning (EF) nr. 440/2008 (%) inde-
holder de forsegsmetoder til bestemmelse af stoffers
fysisk-kemiske egenskaber, toksicitet og @kotoksicitet,
der skal anvendes i forbindelse med forordning (EF) nr.
1907/2006.

(2) Det er nedvendigt at ajourfere forordning (EF) nr.
4402008 ved, at der med hgj prioritet indsattes to
nye in vitro-forsagsmetoder for gjenirritation, som
OECD har vedtaget for nylig, sdledes at antallet af dyr,
der anvendes til forsag, begranses til et minimum i over-

ensstemmelse med Rédets direktiv 86/609/EQF af
24. november 1986 om indbyrdes tilnermelse af
medlemsstaternes love og administrative bestemmelser
om beskyttelse af dyr, der anvendes til forseg og andre
videnskabelige formal (}). De interesserede parter er blevet
hort om dette udkast.

(3)  Forordning (EF) nr. 440/2008 ber derfor andres i over-
ensstemmelse hermed.

(4)  Foranstaltningerne i denne forordning er i overensstem-
melse med udtalelse fra det udvalg, der er oprettet i
henhold til artikel 133 i forordning (EF) nr.
1907/2006 —

VEDTAGET DENNE FORORDNING:

Artikel 1

I del B i bilaget til forordning (EF) nr. 440/2008 indsattes
kapitel B.47 og B.48 som anfert i bilaget til nervaerende forord-
ning.

Artikel 2

Nearvaerende forordning trader i kraft pa tredjedagen efter
offentliggarelsen i Den Europeeiske Unions Tidende.

Narverende forordning er bindende i alle enkeltheder og gaelder umiddelbart i hver medlems-

stat.

Udfeerdiget i Bruxelles, den 8. december 2010.

() EUT L 396 af 30.12.2006, s. 1.
() EUT L 142 af 31.5.2008, s. 1.

Pd Kommissionens vegne
José Manuel BARROSO

Formand

() EFT L 358 af 18.12.1986, s. 1.
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BILAG

»B.47. OKSECORNEA-UKLARHEDS- OG -PERMEABILITETSTESTMETODEN (BCOP-TESTMETODEN) TIL

IDENTIFIKATION AF QJENATSENDE STOFFER OG STARKT QJENIRRITERENDE STOFFER
INDLEDNING

. Oksecornea-uklarheds- og -permeabilitetstestmetoden (BCOP [Bovine Corneal Opacity and Permeability]-testmetoden)

er en in vitro-testmetode, som under visse omstendigheder og med swrlige begransninger kan anvendes til at
klassificere stoffer og blandinger som »gjenatsende stoffer og sterkt gjenirriterende stoffer« (1) (2) (3). For denne
testmetode er sterkt gjenirriterende stoffer defineret som dem, der inducerer ojenlaesioner, der persisterer hos
kaninen i mindst 21 dage efter administration. Selv om den ikke betragtes som gyldig som fuldstendig erstatning
for in vivo-kaningjentesten, anbefales BCOP anvendt som del af en trindelt testningsstrategi for forskriftsmassig
klassificering og meerkning inden for et specifikt anvendelsesomrdde (domzne) (4) (5). Teststoffer og -blandinger
(6) kan klassificeres som gjenatsende stoffer eller starkt gjenirriterende stoffer uden yderligere testning hos kaniner.
Et stof, der er testet negativt, vil skulle testes hos kaniner ved anvendelse af en sekventiel testningsstrategi som anfort
i OECD Test Guideline 405 (7) (kapitel B. 5 i dette bilag).

. Formalet med denne testmetode er at beskrive de procedurer, som anvendes til at vurdere et teststofs potentielle

ojenaetsning eller sterke gjenirritation som malt ved dets evne til at inducere uklarhed og eget permeabilitet i en
isoleret oksecornea. Toksiske virkninger pa cornea madles ved: (i) nedsat lystransmission (uklarhed) og (i) eget passage
af farvestoffet natriumfluorescein (permeabilitet). Uklarheds- og permeabilitetsvurderingerne af cornea efter ekspone-
ring for et teststof kombineres til udledning af en in vitro-irritationsscore (IVIS, In Vitro Irritancy Score), som anvendes
til at klassificere teststoffets irritationsniveau.

. Qjenirriterende stoffer, som inducerer lasioner, der forsvinder pd mindre end 21 dage, og ikke-gjenirriterende stoffer

er ogsé testet ved anvendelse af BCOP-testmetoden. BCOP-testmetodens nejagtighed og palidelighed for stoffer i disse
kategorier er imidlertid ikke vurderet formelt.

. Definitioner findes i tilleg 1.

INDLEDENDE BETRAGTNINGER OG BEGR/ANSNINGER

. Denne testmetode er baseret pd Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods

(ICCVAM) BCOP Test Method Protocol (8), som blev udviklet efter en international valideringsundersagelse (4) (5)
(9) med bidrag fra European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM) og Japanese Center for the
Validation of Alternative Methods (JaCVAM). Protokollen er baseret pa oplysninger fra Institute for In Vitro Sciences
(IIVS) og INVITTOX Protocol 124 (10), som er den protokol, der blev anvendt til den af De Europeiske Fellesskaber
sponsorerede pravalideringsundersegelse af BCOP-assayet, som blev gennemfert i 1997-1998. Begge disse proto-
koller er baseret pd BCOP-assaymetodikken, som ferst blev rapporteret af Gautheron et al. (11).

. De identificerede begreensninger for denne testmetode er baseret pd de heje falsk positiv-rater for alkoholer og

ketoner og den hgje falsk negativ-rate for faste stoffer i valideringsdatabasen (se punkt 44) (5). Nér stoffer i disse
kemiske og fysiske stofgrupper udelukkes fra databasen, forbedres BCOP’s nejagtighed pé tveers af EU-, EPA- og GHS-
klassificeringssystemerne vasentligt (5). Som folge af formalet med dette assay (dvs. alene identifikation af ejenzt-
sende stoffer/staerkt gjenirriterende stoffer) er falsk negativ-rater ikke kritiske, eftersom sadanne stoffer efterfolgende
vil blive testet hos kaniner eller med andre tilstreekkeligt validerede in vitro-test, alt efter de forskriftsmessige krav, ved
anvendelse af en sekventiel testningsstrategi med en »weight of evidence«-tilgang. Den nuverende valideringsdatabase
har desuden ikke muliggjort en tilstrakkelig vurdering af visse kemiske stofgrupper eller produktgrupper (f.eks.
blandinger). Undersegerne vil imidlertid kunne overveje at anvende denne testmetode til alle typer af testmateriale
(herunder blandinger), hvor et positivt resultat vil kunne accepteres som indikativt for en gjenztsningsrespons eller
sveer gjenirritationsrespons. Positive resultater for alkoholer eller ketoner ber dog fortolkes med forsigtighed som
folge af risikoen for overfortolkning.

. Alle procedurer med oksegjne og oksecorneae skal folge testfacilitetens galdende forskrifter og procedurer for

handtering af animalske materialer, hvilket omfatter, men ikke er begranset til, vav og vavsvasker. Det anbefales
at benytte universale laboratorieforsigtighedsregler (12).

. Testmetoden har den begrensning, at selv om den tager hejde for nogle af de gjenvirkninger, som vurderes i

kaningjenirritationstestmetoden, og til en vis grad deres svarhedsgrad, tager den ikke hejde for conjunctiva- og
irisskader. Desuden kan reversibiliteten af cornealaesioner ikke vurderes i sig selv med BCOP-assayet, men det er pd
grundlag af kaningjenundersogelser foresldet, at en vurdering af den indledende cornealasionsdybde kan anvendes til
at skelne mellem irreversible og reversible virkninger (13). Endelig muligger BCOP-testmetoden ikke vurdering af den
potentielle systemiske toksicitet i forbindelse med @jeneksponering.
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. Der er bestrabelser i gang for yderligere at karakterisere anvendeligheden af og begrensningerne for BCOP-assayet til

identifikation af ikke-staerkt irriterende stoffer og ikke-irriterende stoffer (se ogsd punkt 45). Brugerne opfordres ogsa
til at forsyne valideringsorganisationer med prover ogfeller data med henblik p& formel vurdering af mulige frem-
tidige anvendelser af BCOP-testmetoden, herunder anvendelse til identifikation af ikke-starkt irriterende stoffer og
ikke-irriterende stoffer.

Ethvert laboratorium ber, nir det pabegynder brug af dette assay, benytte kompetencekemikalierne i tilleg 2. Et
laboratorium kan benytte disse kemikalier til at godtgere sin tekniske kompetence vedrerende brug af BCOP-
testmetoden, inden det pabegynder fremsendelse af BCOP-assaydata med henblik pa forskriftsmeassig fareklassifice-
ring.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

BCOP-testmetoden er en organotypisk model, som kortvarigt opretholder normal fysiologisk og biokemisk funktion
af oksecornea in vitro. Ved denne testmetode vurderes teststoffets beskadigende virkning ved kvantitative méalinger af
andringer i cornea-uklarhed og -permeabilitet med henholdsvis et opacitometer og et spektrofotometer til synligt lys.
Begge malinger anvendes til at beregne en IVIS, som anvendes til at tildele en in vitro-irritationsfareklassificerings-
kategori med henblik pé forudsigelse af et teststofs in vivo-gjenirritationspotentiale (se Beslutningskriterier).

I BCOP-testmetoden anvendes isolerede corneae fra gjnene fra friskslagtet kveeg. Cornea-uklarhed males kvantitativt
som omfanget af lystransmission gennem cornea. Permeabilitet males kvantitativt som mangden af farvestoffet
natriumfluorescein, der passerer gennem den fulde tykkelse af cornea som detekteret i mediet i det bageste
kammer. Teststofferne tilfores til cornea-epiteloverfladen ved tilsatning til corneaholderens forreste kammer. I
tilleg 3 findes en beskrivelse af og et diagram over en corneaholder, som anvendes i BCOP-testmetoden. Cornea-
holdere kan kebes i handelen fra forskellige kilder eller konstrueres.

Kilde til oksegjne og deres alder samt udvalgelse af dyrearter

Kvag, som sendes til slagterier, aflives typisk enten med henblik pd anvendelse til konsum eller anden kommerciel
udnyttelse. Kun raske dyr, som anses for egnede til at indgd i menneskets fodekeade, anvendes som kilde til corneae
til brug i BCOP-testen. Eftersom vagtintervallet for kvag er bredt og athanger af race, alder og ken, er der ingen
anbefalet vagt for dyrene pd slagtetidspunktet.

Der kan forekomme variationer i corneadimensioner ved anvendelse af gjne fra dyr med forskellig alder. Corneae
med en vandret diameter > 30,5 mm og veardier for den centrale corneatykkelse (CCT) pd > 1 100 pm stammer i
almindelighed fra kvag, som er mere end otte ar gamle, mens corneae med en vandret diameter < 28,5 mm og CCT
<900 pm i almindelighed stammer fra kveeg, som er mindre end fem &r gamle (14). Derfor anvendes der typisk ikke
ojne fra kvaeg, som er mere end 60 maneder gamle. @jne fra kvag, som er mindre end 12 maneder gamle, har
traditionelt ikke varet anvendst, eftersom disse gjne stadig er i udviklingsfasen, og corneatykkelsen og -diameteren er
betydeligt mindre end det rapporterede for ojne fra voksent kveg. Anvendelse af corneae fra yngre (dvs. 6-12
méneder gamle) dyr er imidlertid tilladelig, eftersom det giver visse fordele, sdsom oget tilgangelighed, et snavert
aldersinterval og nedsat risiko for potentiel arbejdstagereksponering for bovin spongiform encefalopati (BSE) (15). Da
yderligere vurdering af betydningen af corneastorrelse eller -tykkelse for responsen pa @tsende og irriterende stoffer
ville vare nyttig, opfordres brugerne til at rapportere den estimerede alder ogfeller vagt for de dyr, hvorfra de
corneae, der undersgges, stammer.

Indsamling og transport af gjne til laboratoriet

Qjnene indsamles af slagteriarbejdere. For at minimere mekanisk og anden beskadigelse af ojnene skal de enukleeres
hurtigst muligt efter dyrenes aflivning. For at hindre, at gjnene eksponeres for potentielt irriterende stoffer, ma
slagteriarbejderne ikke anvende rensemiddel, ndr de skyller dyrenes hoveder.

Qjnene skal nedsenkes helt i Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS) i en beholder med en passende storrelse og
transporteres til laboratoriet pd en sddan made, at odelaggelse ogfeller bakteriekontaminering minimeres. Eftersom
gjnene indsamles under slagteprocessen, vil de kunne blive eksponeret for blod og andre biologiske substanser,
herunder bakterier og andre mikroorganismer. Det er derfor vigtigt at sikre, at risikoen for kontaminering minimeres
(f.eks. ved at opbevare beholderen med ojnene pé vad is, ved at tilsette antibiotika til den HBSS, som gjnene
opbevares i under transport [f.eks. penicillin i en koncentration pd 100 IE/ml og streptomycin i en koncentration
pad 100 mg/ml]).

Tidsintervallet mellem indsamling af @jnene og anvendelsen af corneae i BCOP-testen skal minimeres (typisk indsam-
ling og anvendelse samme dag), og det skal pévises, at intervallets varighed ikke péavirker assayresultaterne negativt.
Disse resultater er baseret pd udvelgelseskriterierne for ejnene, sdvel som de positive og negative kontrolresponser.
Alle de ojne, som anvendes i assayet, skal stamme fra samme gruppe ojne, som er indsamlet pé en bestemt dag.
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Udvelgelseskriterier for gjne, der anvendes i BCOP-testen

Nér gjnene er ankommet til laboratoriet, underseges de omhyggeligt for defekter, herunder eget uklarhed, ridser og
neovaskularisering. Der anvendes kun corneae fra gjne, som er fri for sddanne defekter.

Kvaliteten af hver enkelt cornea vurderes ogsd pa senere assaytrin. Corneae med en uklarhed pd mere end syv
uklarhedsenheder (BEMARK: opacitometeret skal kalibreres med uklarhedsstandarder, som anvendes til at fastlegge
uklarhedsenhederne, se tilleg 3) efter en indledende entimes ligevaegtsindstillingsperiode skal kasseres.

Hver behandlingsgruppe (teststof, samtidige negative og positive kontroller) bestdr af minimum tre ojne. Der skal
anvendes tre corneae som negative kontrolcorneae i BCOP-assayet. Eftersom alle corneae ekscideres fra det hele
ojeacble og anbringes i corneakamrene, er der mulighed for hindteringsfordrsagede artefakter i de individuelle cornea-
uklarheds- og -permeabilitetsvaerdier (inklusive negativ kontrol). Uklarheds- og permeabilitetsvardierne for de
corneae, der fungerer som negativ kontrol, anvendes desuden til at korrigere uklarheds- og -permeabilitetsvaerdierne
for testartikel- og positiv kontrol-behandlede corneae i IVIS-beregningerne.

TESTPROCEDURE
Klargering af gjnene

Corneae, som er fri for defekter, fridissekeres saledes, at der stadig er en 2-3 mm sclerakant tilbage til hjelp ved
efterfolgende hdndtering, idet det tilstraebes at undgd at beskadige cornea-epitelet og -endotelet. Isolerede corneae
anbringes i specialdesignede corneaholdere, der bestdr af forreste og bageste rum, som granser op til henholdsvis
epitel- og endotelsiden af cornea. Begge kamre fyldes rigeligt op med forvarmet Eagle’s Minimum Essential Medium
(EMEM) (bageste kammer forst), idet det sikres, at der ikke dannes bobler. Derpa bringes anordningen i ligevaegt ved
32+ 1°C i mindst en time for at gere det muligt for corneac at komme i ligevaegt med mediet og opnd normal
metabolisk aktivitet i den grad, det er muligt (den tilnarmelsesvise temperatur af cornea-overfladen in vivo er 32 °C).

Efter ligevaegtsindstillingsperioden tilsattes frisk forvarmet EMEM til begge kamre, og der afleses basislinje-uklarhed
for hver cornea. Alle corneae, som har makroskopisk vavsbeskadigelse (f.eks. ridser, pigmentering, neovaskularise-
ring) eller en uklarhed > 7 uklarhedsenheder, kasseres. Den gennemsnitlige uklarhed for alle corneae, som er bragt i
ligevaegt, beregnes. Minimum tre corneae med uklarhedsveardier tet pd medianveerdien for alle corneae udvelges som
negative (eller oplesningsmiddel-) kontrolcorneae. De resterende corneae fordeles derpd i en behandlingsgruppe og en
positiv kontrolgruppe.

Eftersom varmekapaciteten for vand er hgjere end for luft, giver vand mere stabile temperaturbetingelser til inku-
bering. Derfor anbefales det at benytte et vandbad til at holde corneaholderen og dens indhold ved 32 £ 1 °C. Der
kan dog ogsd anvendes luftinkubatorer under forudsatning af omhyggelig opretholdelse af temperaturstabilitet (f.eks.
ved forvarmning af holdere og medier).

Applikation af teststoffet

Der anvendes to forskellige behandlingsprotokoller - en for vesker og overfladeaktive stoffer (faste stoffer eller
vasker) og en for ikke-overfladeaktive stoffer.

Vasker testes ufortyndede, mens overfladeaktive stoffer testes ved en koncentration pa 10 % vagt/volumen i en 0,9 %
natriumchloridoplesning, destilleret vand eller et andet oplasningsmiddel, som er pavist ikke at pavirke testsystemet
negativt. Halvfaste stoffer, cremer og vokser testes typisk som veasker. Der skal gives passende begrundelse for
alternative fortyndingskoncentrationer. Corneae eksponeres for vasker og overfladeaktive stoffer i 10 minutter.
Anvendelse af andre eksponeringstider skal ledsages af tilstrakkeligt videnskabeligt rationale.

Ikke-overfladeaktive faste stoffer testes typisk som oplesninger eller opslaemninger ved en koncentration p& 20 % i en
0,9 % natriumchloridoplesning, destilleret vand eller et andet oplesningsmiddel, som er pdvist ikke at pavirke
testsystemet negativt. Under visse omstendigheder og med beherig videnskabelig begrundelse kan faste stoffer
ogsd testes i ren form ved direkte applikation pd cornea-overfladen ved anvendelse af metoden med abent
kammer (se punkt 29). Corneae eksponeres for faste stoffer i fire timer, men som for vasker og overfladeaktive
stoffer kan der anvendes alternative eksponeringstider med tilstrakkeligt videnskabeligt rationale.

Der kan anvendes forskellige behandlingsmetoder alt efter teststoffets fysiske natur og kemiske egenskaber (f.eks. faste
stoffer, vaesker, viskose kontra ikke-viskase veesker). I den forbindelse er det absolut pdkravet at sikre, at teststoffet
dakker epiteloverfladen tilstraekkeligt, og at det fjernes tilstraekkeligt under skylletrinene. Der anvendes typisk en
metode med lukket kammer for ikke-viskese til let viskose flydende teststoffer, mens der typisk anvendes en metode
med dbent kammer for halvviskese og viskese flydende teststoffer og for rene faste stoffer.
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Ved metoden med lukket kammer indferes der tilstraekkeligt teststof (750 pl) til at dakke cornea-epitelsiden i det
forreste kammer gennem doseringshullerne pa kammerets overside, og hullerne lukkes efterfolgende med kammer-
propperne under eksponeringen. Det er vigtigt at sikre, at hver cornea cksponeres for et teststof i det rette tids-
interval.

Ved metoden med &bent kammer fjernes vindueslaseringen og glasvinduet fra det forreste kammer inden behandling.
Kontrol- eller teststoffet (750 pl - nok teststof til at deekke cornea helt) paferes direkte pd cornea-epiteloverfladen ved
anvendelse af en mikropipette. Hvis et teststof er vanskeligt at pipettere, kan teststoffet fyldes i en pipette med positiv
fortreengning under tryk som hjalp til dosering. Pipettespidsen pa pipetten med positiv fortreengning indsattes i
sprojtens doseringsspids, sdledes at materialet kan fyldes over i fortrangningsspidsen under tryk. Samtidig trykkes
sprojtestemplet ned, efterhinden som pipettestemplet trakkes opad. Hvis der dukker luftbobler op i pipettespidsen,
fiernes testartiklen (den presses ud), og processen gentages, indtil spidsen er fyldt uden luftbobler. Om nedvendigt
kan der anvendes en normal sprojte (uden kanyle), eftersom en sddan sprojte dels muligger afmaéling af et nojagtigt
volumen teststof og dels letter applikation pa cornea-epiteloverfladen. Efter doseringen settes glasvinduet pd plads pd
det forreste kammer for at genskabe et lukket system.

Inkubering efter eksponering

Efter eksponeringsperioden fijernes teststoffet, den negative kontrol eller det positive kontrolstof fra det forreste
kammer, og epitelet vaskes mindst tre gange (eller indtil der ikke lengere er synlige tegn pé teststof) med EMEM
(som indeholder phenolredt). Der anvendes phenolredt-holdigt medium til skylning, eftersom et farveskift for
phenolredt kan anvendes som indikator for effektiviteten af bortskylning af sure eller basiske materialer. Corneae
vaskes mere end tre gange, hvis indikatoren phenolredt stadig er misfarvet (gul eller violet), eller hvis teststoffet stadig
er synligt. Nér teststoffet er fjernet fra mediet, foretages en afsluttende skylning af corneae med EMEM (uden
phenolredt). EMEM (uden phenolredt) anvendes til afsluttende skylning for at sikre fjernelse af phenolredt fra det
forreste kammer inden uklarhedsmalingen. Derefter fyldes det forreste kammer igen med frisk EMEM uden phenol-
rodt.

For vasker eller overfladeaktive stoffer inkuberes corneae efter skylning i yderligere to timer ved 32 * 1 °C. Leengere
tid efter eksponering kan vaere nyttig under visse omstendigheder og kan overvejes i hvert enkelt tilflde. Corneae,
som er behandlet med faste stoffer, skylles grundigt ved afslutningen af den fire timer lange eksponeringsperiode,
men kreever ikke yderligere inkubering.

Ved afslutningen af inkuberingsperioden efter eksponeringen for vasker og overfladeaktive stoffer og ved afslutningen
af den fire timer lange eksponeringsperiode for ikke-overfladeaktive faste stoffer registreres uklarheden og permea-
biliteten for hver cornea. Desuden observeres hver cornea visuelt, og vesentlige observationer registreres (f.eks.
vavsafskalning, resterende teststof, uensartede uklarhedsmeonstre). Disse observationer kan veare vigtige, da de kan
give sig udslag i variationer i opacitometerafleesningerne.

Kontrolstoffer

Der indgar samtidige negative eller oplesningsmiddel/vehikel-kontroller og positive kontroller i hvert forseg.

Ved test af et flydende stof i en koncentration p&d 100 % medtages der ved BCOP-testmetoden en samtidig negativ
kontrol (f.eks. 0,9 % natriumchloridoplesning eller destilleret vand), saledes at der kan detekteres ikke-specifikke
andringer i testsystemet og opnds en basislinje for assayets endepunkter. Det sikrer ogsd, at assaybetingelserne
ikke fejlagtigt resulterer i en irritationsrespons.

Ved test af fortyndet veaske, overfladeaktivt stof eller fast stof medtages der ved BCOP-testmetoden en samtidig
oplesningsmiddel/vehikel-kontrolgruppe, saledes at der kan detekteres ikke-specifikke andringer i testsystemet og
opnds en basislinje for assayets endepunkter. Kun et oplesningsmiddel/vehikel, som er pavist ikke at pavirke testsy-
stemet negativt, kan anvendes.

Der medtages et kendt ejenirriterende stof som samtidig positiv kontrol i hvert forseg for at verificere, at der
induceres en passende respons. Eftersom BCOP-assayet anvendes i denne testmetode til identifikation af atsende
eller steerkt irriterende stoffer, skal den positive kontrol ideelt set vaere et referencestof, som inducerer en sver
respons ved denne testmetode. For at sikre, at det er muligt at vurdere variabiliteten i den positive kontrolrespons
over tid, ber sterrelsesordenen af irritationsresponsen imidlertid ikke vare overdrevent stor.

Eksempler pé positive kontroller for flydende teststoffer er dimethylformamid eller 1 % natriumhydroxid. Et eksempel
péd en positiv kontrol for faste teststoffer er 20 % (vagt/volumen) imidazol i 0,9 % natriumchloridoplesning.
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38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Referencestoffer er nyttige i forbindelse med vurdering af ejenirritationspotentialet for ukendte kemikalier fra en
sarlig kemisk stofgruppe eller produktgruppe eller vurdering af det relative irritationspotentiale for et gjenirriterende
stof inden for et specifikt omrade af irritationsresponser.

Milte endepunkter

Uklarhed bestemmes ud fra omfanget af lystransmission gennem cornea. Cornea-uklarhed males kvantitativt ved
hjelp af et opacitometer, hvorved der opnas uklarhedsverdier malt pa en kontinuert skala.

Permeabilitet bestemmes ud fra meaengden af farvestoffet natriumfluorescein, der treenger gennem alle corneacellelag
(dvs. fra epitelet pd den udvendige cornea-overflade til endotelet pd den indvendige cornea-overflade). Der tilsattes
1 ml natriumfluoresceinoplesning (henholdsvis 4 mg/ml ved test af veesker og overfladeaktive stoffer og 5 mg/ml ved
test af ikke-overfladeaktive faste stoffer) til det forreste kammer i corneaholderen, som granser op til epitelsiden af
cornea, mens det bageste kammer, som granser op til endotelsiden af cornea, fyldes med frisk EMEM. Derpd
inkuberes holderen i vandret position i 90 + 5 min ved 32 £+ 1°C. Mangden af natriumfluorescein, der kommer
ind i det bageste kammer, méles kvantitativt ved hjelp af UV|VIS-spektrofotometri. Spektrofotometriske malinger
vurderet ved 490 nm registreres som ODygg- (OD = optisk tethed) eller absorbansvardier, som maéles pd en
kontinuert skala. Fluoresceinpermeabilitetsvardierne bestemmes ved anvendelse af OD49o-vaerdier, som er opndet
med et spektrofotometer til synligt lys ved brug af en 1 cm standardvejlaengde.

Der kan alternativt anvendes en 96-bronds mikrotiterpladeafleser, forudsat at (i) pladeaflaeserens lineaere interval for
bestemmelse af fluorescein-OD 49-veerdier kan fastlaegges; og at (i) volumenet af fluoresceinproverne i 96-brends
pladen er korrekt, siledes at der opnds ODgq-veaerdier svarende til 1 cm standardvejlengden (dette kan krave en helt
fuld brend [sedvanligvis 360 ml]).

DATA OG RAPPORTERING
Datavurdering

Efter at uklarhedsvaerdier og gennemsnitlige permeabilitets-(OD 49q-)vaerdier er korrigeret for baggrundsuklarheds- og
negativ kontrol-permeabilitets-OD49o-vaerdier, skal den gennemsnitlige uklarhedsvardi og den gennemsnitlige
permeabilitets-OD 49q-vaerdi for hver behandlingsgruppe kombineres i en empirisk udledt formel for at beregne en
in vitro-irritationsscore (IVIS) for hver behandlingsgruppe som folger:

IVIS = gennemsnitlig uklarhedsvardi + (15 x gennemsnitlig permeabilitets-OD 49q-vaerdi)

Sina et al. (16) rapporterede, at denne formel blev udledt under interne og sammenlignende laboratorieundersogelser.
Data genereret for i alt 36 forbindelser i en undersogelse med deltagelse af flere laboratorier blev underkastet
flerdimensional analyse for at bestemme ligningen for den bedste tilpasning mellem in vivo- og in vitro-data.
Denne analyse blev udfert af forskere i to forskellige virksomheder, som udledte nasten identiske ligninger.

Uklarheds- og permeabilitetsvaerdierne ber ogsa vurderes uafthangigt for at fastsl, om et teststof kun inducerede
etsning eller staerk irritation ud fra ét af de to endepunkter (se Beslutningskriterier).

Beslutningskriterier

Et stof, som inducerer en IVIS > 55,1, defineres som et @tsende stof eller steerkt irriterende stof. Som anfert i punkt
1 skal der, hvis teststoffet ikke identificeres som gjenatsende stof eller sterkt gjenirriterende stof, gennemfores
yderligere testning med henblik pd klassificering og maeerkning. BCOP-testmetoden har en generel ngjagtighed pé
79 % (113/143) til 81 % (119/147), en falsk positiv-rate pd 19 % (20/103) til 21 % (22/103) og en falsk negativ-rate
pa 16 % (7/43) til 25 % (10/40) i sammenligning med in vivo-kaningjentestmetodedata klassificeret i henhold til EPA-
(1), EU- (2) eller GHS- (3) klassificeringssystemerne. Nar stoffer i visse kemiske (dvs. alkoholer, ketoner) eller fysiske
(dvs. faste stoffer) stofgrupper udelukkes fra databasen, ligger nejagtigheden af BCOP pa tvars af EU-, EPA- og GHS-
klassificeringssystemerne fra 87 % (72/83) til 92 % (78/85), falsk positiv-raterne ligger fra 12 % (7/58) til 16 % (9/56),
og falsk negativ-raterne ligger fra 0 % (0/27) til 12 % (3/26).

Selv hvis der ikke opnds en klassificering som gjenwtsende stof eller steerkt ojenirriterende stof for et teststof, kan
BCOP-dataene vere nyttige sammen med testdata fra in vivo-kaningjentesten eller fra en tilstrackkeligt valideret in
vitro-test til yderligere vurdering af anvendeligheden af og begransningerne for BCOP-testmetoden til identifikation af
ikke-staerkt irriterende stoffer og ikke-irriterende stoffer (et Guidance Document om anvendelse af in vitro-gjentoksici-
tetstestmetoder er under udarbejdelse).
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46.

47.

Undersogelsesacceptkriterier

En test betragtes som acceptabel, hvis den positive kontrol giver en IVIS, der er inden for to standardafvigelser fra det
aktuelle historiske gennemsnit, som skal ajourfores mindst hver tredje maned eller hver gang, der gennemfores en
acceptabel test pd laboratorier, hvor der sjaldent gennemfores test (dvs. sjeldnere end en gang om méneden).
Negative eller oplesningsmiddel/vehikel-kontrolresponser skal resultere i uklarheds- og permeabilitetsvaerdier, der er
mindre end de fastsatte ovre greenser for baggrundsuklarheds- og -permeabilitetsvaerdier for oksecorneae behandlet
med den respektive negative kontrol eller oplesningsmiddel/vehikel-kontrol.

Testrapport

Testrapporten skal omfatte folgende oplysninger, hvis de er relevante for undersogelsens gennemforelse:

Test- og kontrolstoffer

Kemisk(e) navn(e), sdsom det strukturnavn, der anvendes af Chemical Abstracts Service (CAS), efterfulgt af andre
navne, hvis sddanne kendes;

CAS-registreringsnummeret (RN), hvis det kendes;

renhed og sammensatning af stoffet eller blandingen (i vaegtprocent) i det omfang, disse oplysninger er tilgeengelige;

fysisk-kemiske egenskaber, sdsom fysisk tilstand, flygtighed, pH, stabilitet, kemisk stofgruppe og vandopleselighed,
som er relevante for undersogelsens gennemforelse;

behandling af test/kontrol-stofferne inden testning, hvis det er relevant (f.eks. opvarmning, formaling);

stabilitet, hvis den kendes.

Oplysninger om sponsoren og testfaciliteten

Navn og adresse pa sponsoren, testfaciliteten og undersogelseslederen;

identifikation af kilden til gjnene (dvs. den facilitet, hvor de er indsamlet);

opbevarings- og transportbetingelser for gjnene (f.eks. dato og klokkeslet for gjenindsamling, tidsinterval inden
pabegyndelse af testning, transportmedier og temperaturbetingelser, eventuelle anvendte antibiotika);

sarlige karakteristika ved de dyr, som gjnene er indsamlet fra (f.eks. donordyrenes alder, ken, vagt), hvis de er
tilgaengelige.

Begrundelse for den anvendte testmetode og protokol
Testmetodeintegritet

Den procedure, som anvendes til at sikre integriteten (dvs. nejagtighed og pélidelighed) af testmetoden over tid (f.eks.
periodisk testning af kompetencestoffer, anvendelse af historiske negative og positive kontroldata).

Kriterier for en acceptabel test

Acceptable samtidige positive og negative kontrolintervaller pd grundlag af historiske data;

acceptable samtidige referencekontrolintervaller p& grundlag af historiske data, hvis det er relevant.

Testbetingelser

Beskrivelse af det anvendte testsystem;

den anvendte corneaholdertype;

kalibreringsoplysninger for udstyr anvendt til maling af uklarhed og permeabilitet (f.eks. opacitometer og spek-
trofotometer);
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oplysninger om de anvendte oksecorneae, herunder specifikation af deres kvalitet;

detaljer om den anvendte testprocedure;

anvendt(e) teststofkoncentration(er);

beskrivelse af eventuelle endringer i testproceduren;

reference til historiske data for modellen (f.eks. negative og positive kontroller, kompetencestoffer, referencestoffer);
beskrivelse af de anvendte vurderingskriterier.

Resultater

Angivelse i tabelform af data fra hver enkelt testprove (f.cks. uklarheds- og OD,gq-veerdier og beregnet IVIS for
teststoffet og de positive kontroller, negative kontroller og referencekontrollerne [hvis de er medtaget] rapporteret i
tabelform, herunder data fra flergangsbestemmelser/gentagne bestemmelser, hvis det er relevant, og gennemsnit *
standardafvigelsen for hvert forseg);

beskrivelse af andre observerede virkninger.

Diskussion af resultaterne
Konklusion
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Tilleg 1

DEFINITIONER

Cornea: Den transparente del af gjeablets forside, som dakker gjets iris og pupil, og hvorigennem lys kommer ind i gjets
indre.
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Corneapermeabilitet: Kvantitativ méling af beskadigelsen af cornea-epitelet ud fra bestemmelse af mengden af farve-
stoffet natriumfluorescein, der treenger gennem alle corneacellelag.

Cornea-uklarhed: Méling af graden af cornea-uigennemsigtighed efter eksponering for et teststof. @get cornea-uklarhed
er indikativt for beskadigelse af cornea. Uklarhed kan vurderes subjektivt som i Draize-kaningjentesten eller objektivt med
et instrument, sdsom et »opacitometer«.

EPA-kategori I: Atsende virkning (irreversibel edeleggelse af gjenvav) eller corneabeskadigelse eller -irritation, som
persisterer mere end 21 dage (1).

EU-kategori R41: Frembringelse af vavsbeskadigelse i gjet eller alvorlig fysisk synsnedsettelse, som opstér efter appli-
kation af et teststof pd gjets anteriore overflade, og som ikke er fuldt reversibel inden for 21 dage efter applikation (2).

Falsk negativ-rate: Den andel af alle positive stoffer, som ved en testmetode fejlagtigt identificeres som negative. Dette er
én indikator for testmetodens ydeevne.

Falsk positiv-rate: Den andel af alle negative stoffer, som ved en testmetode fejlagtigt identificeres som positive. Dette er
én indikator for testmetodens ydeevne.

GHS (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals [det globale harmoniserede
system for klassificering og meerkning af kemikalier]): Et system til klassificering af kemikalier (stoffer og blandinger)
efter standardiserede typer og niveauer af fysisk fare, sundhedsfare og miljefare med tilherende kommunikationsele-
menter, sdsom piktogrammer, signalord, risikosatninger, sikkerhedssatninger og sikkerhedsdatablade, saledes at oplys-
ninger om stoffernes og blandingernes skadelige virkninger kan videreformidles med henblik pd at beskytte mennesker
(f.eks. arbejdsgivere, arbejdstagere, transporterer, forbrugere og redningspersonel) og milje (3).

GHS-kategori 1: Frembringelse af vavsbeskadigelse i gjet eller alvorlig fysisk synsnedsattelse, som opstér efter applika-
tion af et teststof pd gjets anteriore overflade, og som ikke er fuldt reversibel inden for 21 dage efter applikation (3).

Ikke-irriterende stof: Stoffer, der ikke er klassificeret som gjenirriterende stoffer i EPA-kategori I, 1I eller III, EU-kategori
R41 eller R36 eller GHS-kategori 1, 2A eller 2B.

In vitro-irritationsscore (IVIS): En empirisk udledt formel, som anvendes i BCOP-assayet, og hvorved den gennemsnit-
lige uklarhedsvzardi og den gennemsnitlige permeabilitetsveerdi for hver behandlingsgruppe kombineres i en enkelt in vitro-
score for hver behandlingsgruppe. IVIS = gennemsnitlig uklarhedsvardi + (15 x gennemsnitlig permeabilitetsveaerdi).

Negativ kontrol: Et ubehandlet replikat, som indeholder alle komponenterne fra et testsystem. Denne prove behandles
sammen med de teststofbehandlede prover og andre kontrolprever for at fastsld, om oplesningsmidlet interagerer med
testsystemet.

Nojagtighed: Overensstemmelsen mellem testmetodens resultater og accepterede referenceveerdier. Den er et mal for
testmetodens ydeevne og et af aspekterne af »relevans«. Udtrykket benyttes ofte som synonym for »konkordans« forstdet
som den andel korrekte udfald, testmetoden forer til.

Opacitometer: Et instrument, som anvendes til at male »cornea-uklarhed« ved kvantitativ vurdering af lystransmission
gennem cornea. Det typiske instrument har to rum, som hver har sin egen lyskilde og fotocelle. Det ene rum anvendes til
den behandlede cornea, mens det andet anvendes til at kalibrere og nulstille instrumentet. Lys fra en halogenlampe sendes
gennem et kontrolrum (et vaesketomt kammer uden vinduer) til en fotocelle og sammenlignes med det lys, som er sendt
gennem forsggsrummet, som rummer kammeret med cornea, til en fotocelle. Forskellen i lystransmission fra fotocellerne
sammenlignes, og der vises en numerisk uklarhedsvaerdi pa et digitalt display.

Oplosningsmiddel/vehikel-kontrol: En ubehandlet prove, som indeholder alle komponenterne fra et testsystem,
herunder oplasningsmidlet eller vehiklet, og som behandles sammen med de teststofbehandlede prover og andre kontrol-
prover for at fastlegge basislinjeresponsen for de prover, som er behandlet med teststoffet oplest i det samme oples-
ningsmiddel eller vehikel. Ved test sammen med en samtidig negativ kontrol paviser denne preve ogsd, hvorvidt oplgs-
ningsmidlet eller vehiklet interagerer med testsystemet.

Positiv kontrol: Et replikat, som indeholder alle komponenterne fra et testsystem og er behandlet med et stof, som vides
at inducere en positiv respons. For at sikre, at det er muligt at vurdere variabiliteten i den positive kontrolrespons over tid,
bor storrelsesordenen af den svare respons ikke vere overdrevent stor.

Potentiel fare: Den iboende egenskab ved et middel eller en situation, som kan fordrsage skade, ndr en organisme, et
system eller en (sub)population eksponeres for det pagaldende middel.

Pélidelighed: Mal for, i hvilken grad en testmetode kan udferes reproducerbart i og mellem laboratorier over en lengere
periode, ndr den udfores efter samme protokol. Den bedemmes ved beregning af reproducerbarheden inden for og
mellem laboratorier og repeterbarheden inden for laboratorier.
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Referencestof: Et stof, som anvendes som standard til ssmmenligning med et teststof. Et referencestof skal have folgende
egenskaber: (i) en eller flere ensartede og palidelige kilder; (i) strukturel og funktionel lighed med den stofgruppe, der
testes; (i) kendte fysiske/kemiske egenskaber; (iv) stottedata om kendte virkninger og (v) kendt styrke i det enskede
responsomréde.

Steerkt ogjenirriterende stof: (a) Et stof, som fordrsager vavsbeskadigelse i gjet efter applikation pd ejets anteriore
overflade, som ikke er forsvundet inden for 21 dage efter applikation, eller som fordrsager alvorlig fysisk synsnedsattelse;
(b) stoffer, der er klassificeret som gjenirriterende stoffer i GHS-kategori 1, EPA-kategori I eller EU-kategori R41 (1) (2) (3).

Trindelt testning: Ved anvendelse af den trindelte testningsstrategi gennemgds alle eksisterende oplysninger om et
teststof i en bestemt rakkefolge ved anvendelse af en »weight of evidence«proces pd hvert trin for at fastsla, om der
foreligger tilstraekkelige oplysninger til at treeffe en fareklassificeringsafgerelse, inden der fortsattes til naste trin. Hvis et
teststofs irritationspotentiale kan fastsettes pd grundlag af de eksisterende oplysninger, er der ikke behov for yderligere
testning. Hvis et teststofs irritationspotentiale ikke kan fastsattes pa grundlag af de eksisterende oplysninger, udferes en
trinvis sekventiel dyreforsegsprocedure, indtil der kan foretages en utvetydig klassificering.

Valideret testmetode: En testmetode, for hvilken der er gennemfert valideringsundersogelser for at fastsld relevansen
(herunder nejagtigheden) og palideligheden til et bestemt formal. Det er vigtigt at vare opmarksom pa, at en valideret
testmetode maske ikke har tilstreekkelig ydeevne med hensyn til nejagtighed og palidelighed til at vaere acceptabel til det
planlagte formal.

»Weight of evidence« En proces, hvor styrkerne og svaghederne ved forskellige oplysninger afvejes for at nd frem til og
underbygge en konklusion om et stofs farepotentiale.

Ojenirriterende stof: (a) Et stof, der frembringer en reversibel andring i gjet efter applikation pd gjets anteriore
overflade; (b) stoffer, der er klassificeret som ojenirriterende stoffer i EPA-kategori II eller III, EU-kategori R36 eller
GHS-kategori 2A eller 2B (1) (2) (3).

Ojenetsende stof: (a) Et stof, som fordrsager irreversibel vavsbeskadigelse i gjet; (b) stoffer, der er klassificeret som
gjenirriterende stoffer i GHS-kategori 1, EPA-kategori I eller EU-kategori R41 (1) (2) (3).

Tilleg 2

Kompetencestoffer til BCOP-testmetoden

Inden laboratorier pdbegynder rutinemassig brug af en testmetode, der folger denne testmetode, bor de godtgere deres
tekniske kompetence ved korrekt identifikation af gjenaetsnings-klassificeringen for de ti anbefalede stoffer i tabel 1. Disse
stoffer er udvalgt sdledes, at de repraesenterer det responsomrdde for lokal gjen-irritation/atsning, som er baseret pd
resultater fra in vivo-kaningjentesten (TG 405) (dvs. stoffer, der i henhold til UN GHS er i kategori 1, 2A, 2B eller ikke er
klassificeret og market) (3) (7). Hvad angdr den validerede anvendelighed af disse assays (dvs. alene til identifikation af
gjenztsende stoffer[staerkt gjenirriterende stoffer), er der imidlertid kun to testudfald i relation til klassificering (setsende
stof[staerkt irriterende stof eller ikke-atsende stof/ikke-staerkt irriterende stof), hvormed kompetencen kan godtgeres.
Andre udvelgelseskriterier var, at stofferne er kommercielt tilgaengelige, at der er tilgangelige in vivo-referencedata af
hej kvalitet, og at der findes data af hej kvalitet for de to in vitro-metoder, for hvilke der er Test Guidelines under
udarbejdelse. Derfor blev irriterende stoffer udvalgt fra den af ICCVAM anbefalede liste over 122 referencestoffer til
validering af in vitro-gjentoksicitetstestmetoder (se Appendix H, ICCVAM Recommended Reference Substances List) (5).
Referencedata findes i ICCVAM Background Review Documents for BCOP-testmetoden og isoleret kyllingegje-testmetoden
(ICE [Isolated Chicken Eye]-testmetoden) (17) (18).
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Tabel 1

Anbefalede stoffer til godtgerelse af teknisk kompetence i anvendelse af BCOP

Stof CASRN Kemisk stlo t Fysisk form In vivo'- Klassifi- In vitro-klassificering (*)
gruppe (1) cering (’)
Benzalkoniumchlorid 8001-54-5 Oniumforbin- Flydende Kategori 1 Atsende stof/staerkt irri-
(5 %) delse terende stof
Chlorhexidin 55-56-1 Amin, amidin Fast Kategori 1 Atsende stofsterkt irri-
terende stof
Dibenzoyl-L-vinsyre 2743-38-6 Carboxylsyre, Fast Kategori 1 Atsende stof|steerkt irri-
ester terende stof
Imidazol 288-32-4 Heterocyklisk Fast Kategori 1 Atsende stof/staerkt irri-
terende stof
Trichloreddikesyre 76-03-9 Carboxylsyre Flydende Kategori 1 Atsende stofsteerkt irri-
(30 %) terende stof
2,6-dichlor-benzoyl- 4659-45-4 Acylhalogenid Flydende | Kategori 2A | Ikke-aetsende stof/ikke-
chlorid steerkt irriterende stof
Ethyl-2-methylaceto- 609-14-3 Keton, ester Flydende | Kategori 2B Ikke-ztsende stoffikke-
acetat steerkt irriterende stof
Ammoniumnitrat 6484-52-2 Uorganisk salt Fast Kategori 2A Ikke-aetsende stof/ikke-
steerkt irriterende stof
Glycerol 56-81-5 Alkohol Flydende | Ikke market | Ikke-eetsende stoffikke-
steerkt irriterende stof
n-hexan 110-54-3 Carbonhydrid Flydende | Ikke market | Ikke-eetsende stoffikke-
(acyklisk) steerkt irriterende stof

Forkortelser: CASRN = Chemical Abstracts Service Registry Number
(") De kemiske stofgrupper for hvert teststof blev fastsat ved anvendelse af et standardklassificeringsskema baseret pa National Library of

Medicine Medical Subject Headings (MeSH)-klassificeringssystemet (se folgende websted: http//www.nlm.nih.gov/mesh).

(%) Baseret pa resultater fra in vivo-kaningjentesten (OECD TG 405) og brug af UN GHS (3) (7).
(%) Baseret pé resultater fra BCOP og ICE.

Tilleg 3

BCOP-CORNEAHOLDEREN

. BCOP-corneaholderne er fremstillet af et inaktivt materiale (f.eks. polypropylen). Holderne bestéir af to halvdele (et

forreste og et bageste kammer) og har to ens cylindriske indre kamre. Hvert kammer kan rumme et volumen pd 5 ml
og er afgraenset af et glasvindue, gennem hvilket der foretages uklarhedsmalinger. Hvert indre kammer har en diameter
pd 1,7 cm og en dybde pd 2,2 cm ('). Der er anbragt en o-ring pd det bageste kammer for at forhindre lackager.
Corneae anbringes med endotelsiden nedad pa de bageste kamres o-ring, og de forreste kamre anbringes pé epitelsiden
af corneae. Kamrene holdes pd plads med tre rustfri skruer, som er placeret pd de udvendige kammerkanter. Der er
placeret et glasvindue for enden af hvert kammer, som kan fjernes, sd der er let adgang til cornea. Der er ogsa anbragt
en o-ring mellem glasvinduet og kammeret for at forhindre laekager. To huller pa hvert kammers overside muligger
tilforsel og fjernelse af medium og testforbindelser. De er lukket med gummihatter i behandlings- og inkuberings-
perioderne.

De angivne dimensioner galder for en corneaholder, som anvendes til koer i alderen fra 12 til 60 maneder. Hvis der anvendes dyr i

alderen fra 6 til 12 méneder, vil holderen i stedet skulle konstrueres sddan, at hvert kammer kan rumme et volumen pd 4 ml, og hvert
af de indre kamre har en diameter pa 1,5 cm og en dybde pa 2,2 cm. For enhver nykonstrueret corneaholder er det meget vesentligt, at
forholdet mellem det eksponerede corneaoverfladeareal og det bageste kammers volumen er det samme som forholdet i den traditio-
nelle corneaholder. Det er ngdvendigt for at sikre, at permeabilitetsvaerdierne bestemmes korrekt til beregning af IVIS ved hjelp af den
foreslaede formel.
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Ordforklaring
Glass disc: Glasplade

PTFE-O-ring: PTFE-O-ring

Refill: Pifyldning

Hanger: Ophang

Cap: Heette

Nut: Motrik

O-ring: O-ring

Posterior compartment: Bageste kammer
Anterior compartment: Forreste kammer

Fixing screws: Fastgorelsesskruer

OPACITOMETERET

. Opacitometeret er en anordning til mdling af lystransmission. Lys fra en halogenlampe sendes gennem et kontrolrum

(et veesketomt kammer uden vinduer) til en fotocelle og sammenlignes med det lys, som er sendt gennem forsegs-
rummet, som rummer kammeret med cornea, til en fotocelle. Forskellen i lystransmission fra fotocellerne sammen-
lignes, og der vises en numerisk uklarhedsveerdi pa et digitalt display. Uklarhedsenhederne fastlagges.

. Opacitometeret skal give en linewr respons for en rakke uklarhedsafleesninger, som omfatter de til de forskellige

klassificeringer anvendte tarskelvardier, som er beskrevet med den anvendte Prediction Model (dvs. op til den
taerskelvardi, som er bestemmende for klassificering som atsning/steerk irritation). For at sikre linezre og nejagtige
aflesninger op til 75-80 uklarhedsenheder er det nedvendigt at kalibrere opacitometeret ved hjaelp af en rakke
kalibratorer. Kalibratorerne (uigennemsigtige polyesterark) anbringes i kalibreringskammeret (et corneakammer, som
er konstrueret til at rumme kalibratorerne), hvorefter opacitometeret afleses. Kalibreringskammeret er konstrueret til at
rumme kalibratorerne i ca. samme position mellem lyset og fotocellen, som corneae vil blive anbragt i under uklar-
hedsmélingerne. Opacitometeret kalibreres forst til 0 uklarhedsenheder ved anvendelse af kalibreringskammeret uden
isat kalibrator. Derpd anbringes tre forskellige kalibratorer en efter en i kalibreringskammeret, og uklarhederne méles.
Kalibrator 1, 2 og 3 skal give uklarhedsaflaesninger svarende til deres forud fastsatte veerdier pd henholdsvis 75, 150 og
225 uklarhedsenheder + 5 %.
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B.48. ISOLERET KYLLINGEQGJE-TESTMETODEN (ICE-TESTMETODEN) TIL IDENTIFIKATION AF OJENET-
SENDE STOFFER OG STARKT QJENIRRITERENDE STOFFER

INDLEDNING

1. Isoleret kyllingegje-testmetoden (ICE [Isolated Chicken Eye]-testmetoden) er en in vitro-testmetode, som under visse
omstandigheder og med serlige begraeensninger kan anvendes til at klassificere stoffer og blandinger som »gjenact-
sende stoffer og staerkt gjenirriterende stoffer« (1) (2) (3). I denne testmetode er staerkt irriterende stoffer defineret
som dem, der inducerer gjenlesioner, der persisterer hos kaninen i mindst 21 dage efter administration. Selv om den
ikke betragtes som gyldig som fuldstaendig erstatning for in vivo-kaningjentesten, anbefales ICE anvendt som del af en
trindelt testningsstrategi for forskriftsmaessig klassificering og markning inden for et specifikt anvendelsesomrade
(domane) (4) (5). Teststoffer og -blandinger (6), som er positive i dette assay, kan klassificeres som gjenztsende
stoffer eller steerkt gjenirriterende stoffer uden yderligere testning hos kaniner. Et stof, der er testet negativt, vil skulle
testes hos kaniner ved anvendelse af en sekventiel testningsstrategi som anfert i OECD Test Guideline 405 (7) (kapitel
B. 5 i dette bilag).

2. Formdlet med denne testmetode er at beskrive de procedurer, som anvendes til at vurdere et teststofs potentielle
gjenaetsning eller steerke gjenirritation som malt ved dets evne til at inducere toksicitet i et enukleeret kyllingeoje.
Toksiske virkninger pd cornea males ved (i) en kvalitativ vurdering af uklarhed, (i) en kvalitativ vurdering af
epitelbeskadigelse pa grundlag af applikation af fluorescein pd gjet (fluoresceinretention), (iii) en kvantitativ maling
af oget tykkelse (opsvulmning) og (iv) en kvalitativ vurdering af makroskopisk morfologisk overfladebeskadigelse.
Vurderingerne af cornea-uklarhed, -opsvulmning og -beskadigelse efter eksponering for et teststof evalueres indivi-
duelt, hvorefter de kombineres til udledning af en Eye Irritancy Classification (gjenirritationsklassificering).

3. Qjenirriterende stoffer, som inducerer leesioner, der forsvinder pd mindre end 21 dage, og ikke-gjenirriterende stoffer
er ogsa testet ved anvendelse af ICE-testmetoden. ICE-testmetodens nejagtighed og pélidelighed for stoffer i disse
kategorier er imidlertid ikke vurderet formelt.

4. Definitioner findes i tilleg 1.

INDLEDENDE BETRAGTNINGER OG BEGR/ANSNINGER

5. Denne testmetode er baseret pa Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods
(ICCVAM) ICE Test Method Protocol (8), som blev udviklet efter en international valideringsundersegelse (4) (5)
(9) med bidrag fra European Centre for the Validation of Alternative Methods, Japanese Center for the Validation of
Alternative Methods og TNO Quality of Life Department of Toxicology and Applied Pharmacology (Nederlandene).
Protokollen er baseret pa oplysninger fra offentliggjorte protokoller, sivel som TNO’s aktuelt anvendte protokol (10)
(11) (12) (13) (14).

6. De identificerede begransninger for denne metode er baseret pd falsk positiv-raten for alkoholer og falsk negativ-
raterne for faste stoffer og overfladeaktive stoffer (se punkt 47) (4). Nar stoffer i disse kemiske og fysiske stofgrupper
udelukkes fra databasen, forbedres ICE's ngjagtighed pa tveers af EU-, EPA- og GHS-klassificeringssystemerne vasent-
ligt (4). Som felge af formalet med dette assay (dvs. alene identifikation af gjenatsende stoffer/staerkt gjenirriterende
stoffer) er falsk negativ-rater ikke kritiske, eftersom sadanne stoffer efterfolgende vil blive testet hos kaniner eller med
andre tilstrekkeligt validerede in vitro-test, alt efter de forskriftsmaessige krav, ved anvendelse af en sekventiel
testningsstrategi med en »weight of evidence«tilgang. Den nuvearende valideringsdatabase har desuden ikke mulig-
gjort en tilstrackkelig vurdering af visse kemiske stofgrupper eller produktgrupper (f.cks. blandinger). Undersagerne vil
imidlertid kunne overveje at anvende denne testmetode til test af alle materialetyper (herunder blandinger), hvor et
positivt resultat vil kunne accepteres som indikativt for en ejenatsningsrespons eller svar gjenirritationsrespons.
Positive resultater for alkoholer skal dog fortolkes med forsigtighed som folge af risikoen for overfortolkning.

7. Alle procedurer med kyllingeojne skal folge testfacilitetens galdende forskrifter og procedurer for handtering af
humane eller animalske materialer, hvilket omfatter, men ikke er begranset til, vav og vavsvasker. Det anbefales
at benytte universale laboratorieforsigtighedsregler (15).

8. Testmetoden har den begransning, at selv om den tager hejde for nogle af de gjenvirkninger, som vurderes i
kaningjenirritationstestmetoden, og til en vis grad deres svarhedsgrad, tager den ikke hejde for conjunctiva- og
irisskader. Desuden kan reversibiliteten af cornealasioner ikke vurderes i sig selv med ICE-testmetoden, men det er pd
grundlag af kaningjenundersegelser foresldet, at en vurdering af den indledende cornealasionsdybde kan anvendes til
at skelne mellem irreversible og reversible virkninger (16). Endelig muligger ICE-testmetoden ikke vurdering af den
potentielle systemiske toksicitet i forbindelse med gjeneksponering.

9. Der er bestrabelser i gang for yderligere at karakterisere anvendeligheden af og begransningerne for ICE-testmetoden
til identifikation af ikke-steerkt irriterende stoffer og ikke-irriterende stoffer (se ogsd punkt 48). Brugerne opfordres
ogsé til at forsyne valideringsorganisationer med prover ogfeller data med henblik pd formel vurdering af mulige
fremtidige anvendelser af ICE-testmetoden, herunder anvendelse til identifikation af ikke-staerkt gjenirriterende stoffer
og ikke-gjenirriterende stoffer.
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Ethvert laboratorium ber, nir det pabegynder brug af dette assay, benytte kompetencekemikalierne i tilleg 2. Et
laboratorium kan benytte disse kemikalier til at godtgere sin tekniske kompetence vedrerende brug af ICE-testme-
toden, inden det pdbegynder fremsendelse af ICE-data med henblik pd forskriftsmaessig fareklassificering.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

ICE-testmetoden er en organotypisk model, som kortvarigt opretholder kyllingegjets funktion in vitro. Ved denne
testmetode vurderes teststoffets beskadigende virkning ved bestemmelse af cornea-opsvulmning, -uklarhed og -fluore-
sceinretention. Mens de to sidstnevnte parametre indebarer en kvalitativ vurdering, medforer analyse af cornea-
opsvulmning, at der skal foretages en kvantitativ vurdering. Hver méling konverteres enten til en kvantitativ score,
som anvendes til beregning af et samlet Irritation Index (irritationsindeks), eller tildeles en kvalitativ kategorisering,
som anvendes til at tildele en in vitro-klassificering med hensyn til gjenatsning og sterk ejenirritation. Begge disse
udfald kan derpd anvendes til at forudsige et teststofs in vivo-potentiale for gjenztsning og sterk ejenirritation (se
Beslutningskriterier).

Kilde til kyllingegjne og deres alder

Historisk set er der til dette assay anvendt ejne indsamlet fra kyllinger pa et slagteri, hvor de aflives med henblik pa
anvendelse til konsum, hvilket eliminerer behovet for forsegsdyr. Kun gjnene fra raske dyr, som anses for egnede til
at indgd i menneskets fodekade, anvendes.

Selv om der ikke er gennemfort en kontrolleret undersagelse til vurdering af den optimale kyllingealder, har de ved
denne testmetode anvendte kyllinger historisk set haft samme alder og vagt som de pa et fjerkraslagteri traditionelt
behandlede varkyllinger (dvs. ca. 7 uger gamle kyllinger med en vagt pd 1,5-2,5 kg).

Indsamling og transport af gjne til laboratoriet

Hovederne skal fjernes umiddelbart efter sedering af kyllingerne, som sadvanligvis sker ved elektrisk sted, og incision
i halsen med henblik pé afbledning. Der skal findes en lokal kilde til kyllinger taet pé laboratoriet, sdledes at deres
hoveder kan overfores fra slagteriet til laboratoriet hurtigt nok til, at edelaeggelse ogfeller bakteriekontaminering
minimeres. Tidsintervallet mellem indsamlingen af kyllingehovederne og anvendelsen af gjnene ved ICE-testmetoden
skal minimeres (det skal typisk veere to timer eller derunder), og det skal pavises, at intervallets varighed ikke pévirker
assayresultaterne negativt. Disse resultater er baseret pd udvelgelseskriterierne for ejnene sdvel som de positive og
negative kontrolresponser. Alle de ojne, som anvendes i assayet, skal stamme fra samme gruppe gjne, som er
indsamlet pa en bestemt dag.

Eftersom ojnene fridissekeres i laboratoriet, transporteres de intakte hoveder fra slagteriet ved omgivende temperatur i
plastkasser befugtet med handkleder, som er vadet med isotonisk saltvand.

Udveelgelseskriterier for gjne, der anvendes i ICE-testen

@jne med hejt niveau af basislinjefluoresceinfarvning (dvs. > 0,5) eller hgj cornea-uklarhedsscore (dvs. > 0,5) efter
enukleering kasseres.

Hver behandlingsgruppe og samtidige positive kontrol bestdr af mindst tre gjne. Den negative kontrolgruppe eller
oplesningsmiddelkontrollen (hvis der anvendes et andet oplesningsmiddel end saltvand) bestdr af mindst ét oje.

TESTPROCEDURE
Klargering af ejnene

@jenlagene ekscideres forsigtigt og uden at beskadige cornea. Der foretages en hurtig vurdering af cornea-integriteten
ved at pdfere en drdbe 2 % (vaegt/volumen) natriumfluorescein pd cornea-overfladen i nogle fi sekunder, hvorefter
der skylles med isotonisk saltvand. De fluoresceinbehandlede ojne undersoges derefter med et spaltelampemikroskop
for at sikre, at cornea er ubeskadiget (dvs. har scorer for fluoresceinretention og cornea-uklarhed < 0,5).

Er cornea ubeskadiget, fridissekeres gjet helt fra kraniet uden at beskadige cornea. @jexblet trakkes ud af gjenhulen
ved et fast tag i blinkhinden med en kirurgisk tang, og ejenmusklerne skeeres over med en bgjet, stumpendet saks.
Det er vigtigt at undgd corneabeskadigelse som folge af overdrevent tryk (dvs. komprimeringsartefakter).

Nar gjet fjernes fra gjenhulen, skal der medfelge en synlig vedhangende del af synsnerven. Efter fjernelsen fra
gjenhulen anbringes ojet pa et absorberende underlag, hvorefter blinkhinden og andet bindevev skares vak.
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Det enukleerede gje anbringes i en rustfri stdlholder med cornea i lodret position. Derefter indsettes holderen i et
kammer i superfusionsapparatet (16). Holderne skal anbringes sadan i superfusionsapparatet, at det isotoniske
saltvand drypper ned over hele cornea. Temperaturen i superfusionsapparatets kamre skal vare reguleret til
32 £1,5°C. Tilleg 3 indeholder et diagram over et typisk superfusionsapparat og @jenholderne, som kan kebes i
handelen eller konstrueres. Apparatet kan modificeres, s& det opfylder det enkelte laboratoriums behov (f.eks. sd det
kan rumme et andet antal gjne).

Efter anbringelsen i superfusionsapparatet undersoges @jnene igen med et spaltelampemikroskop for at sikre, at de
ikke er blevet beskadiget under dissektionsproceduren. P4 dette tidspunkt méles ogsd corneatykkelsen. Den méles ved
corneas toppunkt ved anvendelse af dybdemélingsanordningen pé spaltelampemikroskopet. @jne med (i) en fluore-
sceinretentionsscore pa > 0,5; (i) en cornea-uklarhed pé > 0,5 eller (iii) eventuelle yderligere tegn pé beskadigelse skal
udskiftes. Af de ojne, der ikke kasseres ud fra nogen af ovennavnte kriterier, kasseres gjne med en corneatykkelse,
som afviger mere end 10 % fra gennemsnitsvardien for alle gjne. Brugerne skal vare opmarksomme pé, at spal-
telampemikroskoper kan give forskellige corneatykkelsesmélinger alt efter indstillingen af spaltebredden. Spalte-
bredden skal indstilles til 0,095 mm.

Nér alle gjnene er undersegt og godkendt, inkuberes de i ca. 45 til 60 minutter for at bringe dem i ligevagt med
testsystemet inden dosering. Efter ligeveegtsindstillingsperioden foretages en nulpunktsreferencemadling af corneatyk-
kelse og -uklarhed, som vil fungere som basislinje (dvs. tid = 0). Den ved fridissekering bestemte fluoresceinscore
anvendes som basislinjemaling for det endepunkt.

Applikation af teststoffet

Umiddelbart efter nulpunktsreferencemaélingerne fjernes gjet (i sin holder) fra superfusionsapparatet og anbringes i
vandret position, hvorefter teststoffet péifores pd cornea.

Flydende teststoffer testes typisk ufortyndede, men kan fortyndes, hvis det anses for nedvendigt (f.eks. som del af
undersogelsens design). Det foretrukne oplesningsmiddel til fortyndede stoffer er fysiologisk saltvand. Der kan
imidlertid ogsd anvendes alternative oplesningsmidler under kontrollerede betingelser, men egnetheden af andre
oplesningsmidler end fysiologisk saltvand skal pavises.

Flydende teststoffer paferes pd cornea siledes, at hele overfladen af cornea dakkes jaevnt med teststoffet. Standard-
volumenet er 0,03 ml.

Om muligt ber faste stoffer formales s fint som muligt med morter og steder eller et tilsvarende formalingsvaerktej.
Pulveret péferes pd cornea siledes, at overfladen dakkes jevnt med teststoffet. Standardmaengden er 0,03 g.

Nar teststoffet (flydende eller fast) har veeret pafert i 10 sekunder, skylles det vak fra gjet med isotonisk saltvand (ca.
20 ml) ved omgivende temperatur. Gjet (i sin holder) sattes derefter tilbage i superfusionsapparatet i sin oprindelige
opretstdende position.

Kontrolstoffer

Der skal indgd samtidige negative kontroller eller oplesningsmiddel/vehikel-kontroller og positive kontroller i hvert
forseg.

Ved test af vasker i en koncentration pd 100 % eller faste stoffer anvendes fysiologisk saltvand som den samtidige
negative kontrol ved ICE-testmetoden, sdledes at ikke-specifikke @ndringer i testsystemet kan pavises, og det kan
sikres, at assaybetingelserne ikke fejlagtigt resulterer i en irritationsrespons.

Ved test af fortyndede vasker medtages en samtidig oplesningsmiddel/vehikel-kontrolgruppe ved testmetoden, siledes
at ikke-specifikke endringer i testsystemet kan pavises, og det kan sikres, at assaybetingelserne ikke fejlagtigt
resulterer i en irritationsrespons. Som anfert i punkt 25 kan der kun anvendes et oplesningsmiddel/vehikel, som
er pavist ikke at pavirke testsystemet negativt.
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Der medtages et kendt gjenirriterende stof som samtidig positiv kontrol i hvert forseg for at verificere, at der
induceres en passende respons. Eftersom ICE-assayet anvendes i denne testmetode til identifikation af atsende
eller staerkt irriterende stoffer, skal den positive kontrol vare et referencestof, som inducerer en svar respons ved
denne testmetode. For at sikre, at det er muligt at vurdere variabiliteten i den positive kontrolrespons over tid, bar
storrelsesordenen af den svare respons imidlertid ikke vaere overdrevent stor. Der skal genereres tilstrackkelige in vitro-
data for den positive kontrol, sdledes at der kan beregnes et statistisk defineret acceptabelt interval for den positive
kontrol. Hvis der ikke er tilstrakkelige historiske ICE-testmetodedata tilgengelige for en bestemt positiv kontrol, kan
det vare nodvendigt at gennemfore undersogelser for at tilvejebringe disse oplysninger.

Eksempler pd positive kontroller for flydende teststoffer er 10 % eddikesyre eller 5 % benzalkoniumchlorid, mens
eksempler pd positive kontroller for faste teststoffer er natriumhydroxid eller imidazol.

Referencestoffer er nyttige i forbindelse med vurdering af gjenirritationspotentialet for ukendte kemikalier fra en
serlig kemisk stofgruppe eller produktgruppe eller vurdering af det relative irritationspotentiale for et gjenirriterende
stof inden for et specifikt omrdde af irritationsresponser.

Malte endepunkter

Behandlede corneae vurderes inden behandlingen og fra og med 30, 75, 120, 180 og 240 minutter (+ 5 minutter)
efter skylningen efter behandlingen. Med disse tidspunkter opnds et passende antal mélinger over firetimers behand-
lingsperioden, samtidig med at der er tilstraekkelig tid mellem maélingerne til at foretage de fornedne observationer for
alle gjnene.

De vurderede endepunkter er cornea-uklarhed, -opsvulmning og -fluoresceinretention og morfologiske virkninger pa
cornea (f.eks. erosion eller lasning af epitelet). Alle endepunkterne med undtagelse af fluoresceinretention (som kun
bestemmes inden behandlingen og 30 minutter efter teststofeksponeringen) bestemmes pé hvert af de ovennaevnte
tidspunkter.

Det tilrddes at tage fotografier for at dokumentere cornea-uklarhed og -fluoresceinretention, morfologiske virkninger
pa cornea og, hvis det udferes, histopatologi.

Efter den afsluttende undersogelse efter fire timer opfordres brugerne til at konservere gjnene i et egnet fikserings-
middel (f.eks. neutralbufret formalin) med henblik pa eventuel histopatologisk undersegelse.

Cornea-opsvulmning bestemmes ud fra corneatykkelsesmélinger foretaget med et optisk pachymeter pa et spalte-
lampemikroskop. Den udtrykkes i procent og beregnes ud fra corneatykkelsesmalinger ved hjelp af folgende formel:

cornea tykkelse til tiden t — cornea tykkelse til tiden = 0 % 100
cornea tykkelse til tide = 0

Den gennemsnitlige procentvise cornea-opsvulmning for alle testojnene beregnes for alle observationstidspunkter. Ud
fra den hejeste gennemsnitsscore for cornea-opsvulmning som observeret pa et hvilket som helst tidspunkt opnds der
derefter en samlet kategoriscore for hvert teststof.

Beregningen af cornea-uklarhed baseres pé scoring af det omrdde af cornea, hvor uklarheden er mest udtalt. Den
gennemsnitlige cornea-uklarhedsverdi for alle testajnene beregnes for alle observationstidspunkter. Ud fra den hgjeste
gennemsnitsscore for cornea-uklarhed som observeret pa et hvilket som helst tidspunkt opnds der derefter en samlet
kategoriscore for hvert teststof (tabel 1).

Tabel 1

Cornea-uklarhedsscorer

Score Observation

0 Ingen uklarhed

0,5 Meget ubetydelig uklarhed
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Score Observation
1 Spredte eller diffuse omrader; detaljer i iris ses tydeligt
2 Let skelneligt gennemskinneligt omrade; detaljer i iris er lidt utydelige
3 Steerk cornea-uklarhed; ingen specifikke detaljer i iris er synlige; pupillens storrelse er kun lige akkurat
skelnelig
4 Fuldsteendig cornea-uklarhed; iris er ikke synlig

Den gennemsnitlige fluoresceinretentionsveardi for alle testojnene beregnes kun for 30-minutters observationstids-
punktet, og herudfra opnds den samlede kategoriscore for hvert teststof (tabel 2).

Tabel 2

Fluoresceinretentionsscorer

Score Observation
0 Ingen fluoresceinretention
0,5 Meget ubetydelig enkeltcellefarvning
1 Enkeltcellefarvning spredt ud over hele det behandlede omrade af cornea
2 Fokal eller sammenflydende enkeltcellefarvning med hej taethed
3 Fluorescein er tilbageholdt i store sammenflydende omrader af cornea

Morfologiske virkninger omfatter »erosion« af cornea-epitelceller, »losning« af epitelet, »tiltagende ruhed« af cornea-
overfladen og »fastklaeben« af teststoffet til cornea. Disse resultater kan have varierende sveerhedsgrad og kan fore-
komme samtidig. Klassificeringen af disse resultater er subjektiv og baseret pd undersggerens fortolkning.

DATA OG RAPPORTERING
Datavurdering

Resultaterne for cornea-uklarhed, -opsvulmning og -fluoresceinretention skal vurderes sarskilt for at finde frem til en
ICE-stofgruppe for hvert endepunkt. Derefter kombineres ICE-stofgrupperne for hvert endepunkt for at opnd en
Irritancy Classification (irritationsklassificering) for hvert teststof.

Beslutningskriterier

Nar hvert af endepunkterne er vurderet, kan der fastsattes ICE-stofgrupper pa grundlag af forudfastsatte intervaller.
Fortolkning af corneatykkelse (tabel 3), -uklarhed (tabel 4) og -fluoresceinretention (tabel 5) ved anvendelse af fire
ICE-stofgrupper udferes ud fra folgende skalaer:

Tabel 3

ICE-Kklassificeringskriterier for corneatykkelse

Gennemsnitlig cornea-opsvulmning (%) (*) ICE-stofgruppe
0-5 I
>5-12 II
>12-18 (> 75 min efter behandling) Il
>12-18 (< 75 min efter behandling) il
>18-26 11
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Gennemsnitlig cornea-opsvulmning (%) (*)

ICE-stofgruppe

>26-32 (> 75 min efter behandling) 111
>26-32 (< 75 min efter behandling) I\%
>32 v

(*) Cornea-opsvulmningsscorerne galder kun, hvis tykkelsen er malt med et Haag-Streit BP900-spaltelampemikroskop med dybde-
malingsanordning nr. I og indstilling af spaltebredden til 9%, som svarer til 0,095 mm. Brugerne skal vare opmarksomme pd, at
spaltelampemikroskoper kan give forskellige corneatykkelsesmélinger alt efter indstillingen af spaltebredden.

Tabel 4

ICE-klassificeringskriterier for uklarhed

Gennemsnitlig maksimal uklarhedsscore (*)

ICE-stofgruppe

0,0-0,5 I
0,6-1,5 1l
1,6-2,5 111
2,6-4,0 v

(*) Se tabel 1.

Tabel 5

ICE-klassificeringskriterier for gennemsnitlig fluoresceinretention

Gennemsnitlig fluoresceinreten-tionsscore 30 minutter efter

ICE-stofgruppe

behandling ()
0,0-0,5 I
0,6-1,5 Il
1,6-2,5 111
2,6-3,0 I\%

(*) Se tabel 2.

46. Den samlede in vitro-irritationsklassificering for et teststof fastsattes ved at afleese den irritationsklassificering, der
svarer til kombinationen af kategorier opndet for cornea-opsvulmning, -uklarhed og -fluoresceinretention, og gd ud

fra oversigten i tabel 6.

Tabel 6

Samlede in vitro-irritationsklassificeringer

Klassificering

Kombinationer af de 3 endepunkter

Atsende stof/Steerkt irriterende stof

NN W

2

X X X

X

Cornea-uklarhed
Cornea-uklarhed
mindst 2 gjne)

Markant losning af epitelet (for mindst 1 gje)

v

vV, 1 x III

IV, 1 x 11 (9

IV, 1 x1(9

> 3 efter 30 min (for mindst 2 ejne)

= 4 pd et hvilket som helst tidspunkt (for

(*) Disse kombinationer er mindre sandsynlige.
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47.

48.

49.

50.

Som anfort i punkt 1 skal der, hvis teststoffet ikke identificeres som gjenatsende stof eller starkt gjenirriterende stof,
gennemfores yderligere testning med henblik pa klassificering og mearkning. ICE-testmetoden har en generel nejag-
tighed pa 83 % (120/144) til 87 % (134/154), en falsk positiv-rate pa 6 % (7/122) til 8 % (9/116) og en falsk negativ-
rate pd 41 % (13/32) til 50 % (15/30) til identifikation af gjenatsende stoffer og sterkt gjenirriterende stoffer i
sammenligning med in vivo-kaningjentestmetodedata klassificeret i henhold til EPA- (1), EU- (2) eller GHS- (3)
klassificeringssystemerne. Nar stoffer i visse kemiske (dvs. alkoholer og overfladeaktive stoffer) og fysiske (dvs.
faste stoffer) stofgrupper udelukkes fra databasen, ligger nejagtigheden af ICE pd tveers af EU-, EPA- og GHS-klas-
sificeringssystemerne fra 91 % (75/82) til 92 % (69/75), falsk positiv-raterne ligger fra 5 % (4/73) til 6 % (4/70), og
falsk negativ-raterne ligger fra 29 % (2/7) til 33 % (3/9) (4).

Selv hvis der ikke opnds en klassificering som ejenatsende stof eller steerkt gjenirriterende stof for et teststof, kan
ICE-dataene veere nyttige sammen med testdata fra in vivo-kaningjentesten eller fra en tilstraekkeligt valideret in vitro-
test til yderligere vurdering af anvendeligheden af og begransningerne for ICE-testmetoden til identifikation af ikke-
steerkt irriterende stoffer og ikke-irriterende stoffer (et Guidance Document om anvendelse af in vitro-gjentoksicitets-
testmetoder er under udarbejdelse).

Undersogelsesacceptkriterier

En test betragtes som acceptabel, hvis de samtidige negative kontroller eller vehikel/oplosningsmiddel-kontroller og
de samtidige positive kontroller giver en Irritancy Classification (irritationsklassificering) inden for henholdsvis ikke-
irriterende og steerkt irriterende/@tsende stofgrupper.

Testrapport

Testrapporten skal omfatte folgende oplysninger, hvis de er relevante for undersegelsens gennemforelse:

Test- og kontrolstoffer

Kemisk(e) navn(e), sdsom det strukturnavn, der anvendes af Chemical Abstracts Service (CAS), efterfulgt af andre
navne, hvis sidanne kendes;

CAS-registreringsnummeret (RN), hvis det kendes;

renhed og sammensatning af stoffet eller blandingen (i vagtprocent) i det omfang, disse oplysninger er tilgeengelige;

fysisk-kemiske egenskaber, sdsom fysisk tilstand, flygtighed, pH, stabilitet, kemisk stofgruppe og vandopleselighed,
som er relevante for undersogelsens gennemforelse;

behandling af test/kontrol-stofferne inden testning, hvis det er relevant (f.cks. opvarmning, formaling);

stabilitet, hvis den kendes.

Oplysninger om sponsoren og testfaciliteten

Navn og adresse pa sponsoren, testfaciliteten og undersogelseslederen;

identifikation af kilden til gjnene (f.eks. den facilitet, hvor de er indsamlet);

opbevarings- og transportbetingelser for gjnene (f.eks. dato og klokkeslet for gjenindsamling, tidsinterval inden
pabegyndelse af testning);

sarlige karakteristika ved de dyr, som gjnene er indsamlet fra (f.eks. donordyrenes alder, kon, vegt), hvis de er
tilgaengelige.

Begrundelse for den anvendte testmetode og protokol
Testmetodeintegritet

Den procedure, som anvendes til at sikre integriteten (dvs. nejagtighed og pélidelighed) af testmetoden over tid (f.eks.
periodisk testning af kompetencestoffer, anvendelse af historiske negative og positive kontroldata).
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Kriterier for en acceptabel test

acceptable samtidige referencekontrolintervaller pé grundlag af historiske data, hvis det er relevant.

Testbetingelser

Beskrivelse af det anvendte testsystem;

det anvendte spaltelampemikroskop (f.eks. modellen);

instrumentindstillinger for det anvendte spaltelampemikroskop;

oplysninger om de anvendte kyllingegjne, herunder specifikation af deres kvalitet;

detaljer om den anvendte testprocedure;

anvendt(e) teststofkoncentration(er);

beskrivelse af eventuelle @ndringer i testproceduren;

reference til historiske data for modellen (f.eks. negative og positive kontroller, kompetencestoffer, referencestoffer);
beskrivelse af de anvendte vurderingskriterier.

Resultater

Beskrivelse af andre observerede virkninger.
Fotografier af gjnene, hvis det er relevant.

Diskussion af resultaterne
Konklusion
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Tilleg 1

DEFINITIONER

Cornea: Den transparente del af gjeablets forside, som dakker gjets iris og pupil, og hvorigennem lys kommer ind i gjets
indre.

Cornea-opsvulmning: En objektiv miling i ICE-testen af graden af cornea-udvidelse efter eksponering for et teststof. Den
udtrykkes i procent og beregnes ud fra corneatykkelsesmalinger ved basislinje (inden dosering) og tykkelsen registreret
med regelmassige intervaller efter eksponering for testmaterialet i ICE-testen. Graden af cornea-opsvulmning er indikativ
for beskadigelse af cornea.

Cornea-uklarhed: Méling af graden af cornea-uigennemsigtighed efter eksponering for et teststof. @get cornea-uklarhed
er indikativt for beskadigelse af cornea.

EPA-kategori I: Atsende virkning (irreversibel odeleggelse af gjenvav) eller corneabeskadigelse eller -irritation, som
persisterer mere end 21 dage (1).

EU-kategori R41: Frembringelse af vavsbeskadigelse i gjet eller alvorlig fysisk synsnedszttelse, som opstar efter appli-
kation af et teststof pd gjets anteriore overflade, og som ikke er fuldt reversibel inden for 21 dage efter applikation (2).

Falsk negativ-rate: Den andel af alle positive stoffer, som ved en testmetode fejlagtigt identificeres som negative. Dette er
én indikator for testmetodens ydeevne.

Falsk positiv-rate: Den andel af alle negative stoffer, som ved en testmetode fejlagtigt identificeres som positive. Dette er
én indikator for testmetodens ydeevne.

Fluoresceinretention: En subjektiv maling i ICE-testen af det omfang, hvori natriumfluorescein tilbageholdes af epitel-
celler i cornea efter eksponering for et teststof. Graden af fluoresceinretention er indikativ for beskadigelse af cornea-
epitelet.

GHS (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals [det globale harmoniserede
system for klassificering og meerkning af kemikalier]): Et system til klassificering af kemikalier (stoffer og blandinger)
efter standardiserede typer og niveauer af fysisk fare, sundhedsfare og miljefare med tilherende kommunikationsele-
menter, sdsom piktogrammer, signalord, risikosatninger, sikkerhedssatninger og sikkerhedsdatablade, sdledes at oplys-
ninger om stoffernes og blandingernes skadelige virkninger kan videreformidles med henblik pa at beskytte mennesker
(f.eks. arbejdsgivere, arbejdstagere, transportarer, forbrugere og redningspersonel) og miljg (3).

GHS-kategori 1: Frembringelse af veevsbeskadigelse i gjet eller alvorlig fysisk synsnedsaettelse, som opstér efter applika-
tion af et teststof pd gjets anteriore overflade, og som ikke er fuldt reversibel inden for 21 dage efter applikation (3).

Ikke-irriterende stof: Stoffer, der ikke er klassificeret som gjenirriterende stoffer i EPA-kategori I, II eller I, EU-kategori
R41 eller R36 eller GHS-kategori 1, 2A eller 2B (1) (2) (3).

Negativ kontrol: Et ubehandlet replikat, som indeholder alle komponenter fra et testsystem. Denne prove behandles
sammen med de teststofbehandlede prover og andre kontrolprover for at fastsld, om oplesningsmidlet interagerer med
testsystemet.

Ngjagtighed: Overensstemmelsen mellem testmetodens resultater og accepterede referencevardier. Den er et mal for
testmetodens ydeevne og et af aspekterne af »relevans«. Udtrykket benyttes ofte som synonym for »konkordanse, forstdet
som den andel korrekte udfald, testmetoden forer til.
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Oplosningsmiddel/vehikel-kontrol: En ubehandlet prove, som indeholder alle komponenterne fra et testsystem,
herunder oplesningsmidlet eller vehiklet, og som behandles sammen med de teststofbehandlede prover og andre kontrol-
prover for at fastleegge basislinjeresponsen for de prover, som er behandlet med teststoffet oplest i det samme oples-
ningsmiddel eller vehikel. Ved test sammen med en samtidig negativ kontrol paviser denne prove ogsé, hvorvidt oples-
ningsmidlet eller vehiklet interagerer med testsystemet.

Positiv kontrol: Et replikat, som indeholder alle komponenterne fra et testsystem og er behandlet med et stof, som vides
at inducere en positiv respons. For at sikre, at det er muligt at vurdere variabiliteten i den positive kontrolrespons over tid,
bor storrelsesordenen af den svare respons ikke vere overdrevent stor.

Potentiel fare: Den iboende egenskab ved et middel eller en situation, som kan forirsage skade, nir en organisme, et
system eller en (sub)population eksponeres for det pagaldende middel.

Palidelighed: Mil for, i hvilken grad en testmetode kan udferes reproducerbart i og mellem laboratorier over en laengere
periode, nér den udferes efter samme protokol. Den bedemmes ved beregning af reproducerbarhed inden for og mellem
laboratorier og repeterbarhed inden for laboratorier.

Referencestof: Et stof, som anvendes som standard til sammenligning med et teststof. Et referencestof skal have folgende
egenskaber: (i) en eller flere ensartede og pélidelige kilder; (i) strukturel og funktionel lighed med den stofgruppe, der
testes; (i) kendte fysiske/kemiske egenskaber; (iv) stottedata om kendte virkninger og (v) kendt styrke i det onskede
responsomrade.

Spaltelampemikroskop: Et instrument, som anvendes til direkte undersogelse af gjet under forsterrelse tilvejebragt af et
binokulert mikroskop ved frembringelse af et stereoskopisk, retvendt billede. Ved ICE-testmetoden anvendes dette
instrument til at betragte de anteriore strukturer i kyllingegjet sdvel som til objektiv maling af corneatykkelse med et
dybdemalingsanordningstilbehor.

Sterkt ogjenirriterende stof: (a) Et stof, som fordrsager vavsbeskadigelse i ojet efter applikation pd ejets anteriore
overflade, som ikke er reversibel inden for 21 dage efter applikation, eller som fordrsager alvorlig fysisk synsnedsattelse;
(b) stofter, der er klassificeret som gjenirriterende stoffer i GHS-kategori 1, EPA-kategori I eller EU-kategori R41 (1) (2) (3).

Trindelt testning: Ved anvendelse af den trindelte testningsstrategi gennemgds alle eksisterende oplysninger om et
teststof i en bestemt rakkefolge ved anvendelse af en »weight of evidence«-proces pd hvert trin for at fastsld, om der
foreligger tilstrackkelige oplysninger til at treeffe en fareklassificeringsafgorelse, inden der fortsattes til naste trin. Hvis et
teststofs irritationspotentiale kan fastslas pd grundlag af de cksisterende oplysninger, er der ikke behov for yderligere
testning. Hvis et teststofs irritationspotentiale ikke kan fastsattes pd grundlag af de eksisterende oplysninger, udferes en
trinvis sekventiel dyreforsegsprocedure, indtil der kan foretages en utvetydig klassificering.

Valideret testmetode: En testmetode, for hvilken der er gennemfert valideringsundersogelser for at fastsld relevansen
(herunder nejagtigheden) og palideligheden til et bestemt formdl. Det er vigtigt at vare opmerksom pa, at en valideret
testmetode maske ikke har tilstreekkelig ydeevne med hensyn til nejagtighed og palidelighed til at veere acceptabel til det
planlagte formal.

»Weight of evidence«: En proces, hvor styrkerne og svaghederne ved forskellige oplysninger afvejes for at né frem til og
underbygge en konklusion om et stofs farepotentiale.

Ojenirriterende stof: (a) Et stof, der frembringer en reversibel @ndring i gjet efter applikation pd gjets anteriore
overflade; (b) stoffer, der er klassificeret som ojenirriterende stoffer i EPA-kategori I eller III, EU-kategori R36 eller
GHS-kategori 2A eller 2B (1) (2) (3).

Gjenetsende stof: (a) Et stof, der forirsager irreversibel vavsbeskadigelse i gjet; (b) stoffer, der er klassificeret som
gjenirriterende stoffer i GHS-kategori 1, EPA-kategori I eller EU-kategori R41 (1) (2) (3).
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Tilleg 2

KOMPETENCEKEMIKALIER TIL ICE-TESTMETODEN

Inden laboratorier pabegynder rutinemassig brug af en testmetode, der folger denne testmetode, ber de godtgere deres
tekniske kompetence ved korrekt identifikation af gjenatsningsklassificeringen for de ti anbefalede stoffer i tabel 1. Disse
stoffer er udvalgt siledes, at de reprasenterer det responsomrade for lokal gjen-irritation/®tsning, som er baseret pa
resultater fra in vivo-kaningjentesten (TG 405) (dvs. stoffer, der i henhold til UN GHS er i kategori 1, 2A, 2B eller ikke er
klassificeret og merket) (3) (7). Hvad angar den validerede anvendelighed af disse assays (dvs. alene til identifikation af
gjenetsende stoffer/staerkt gjenirriterende stoffer), er der imidlertid kun to testudfald i relation til klassificering (setsende
stof[staerkt irriterende stof eller ikke-atsende stof/ikke-starkt irriterende stof), hvormed kompetencen kan godtgeres.
Andre udveelgelseskriterier var, at stofferne er kommercielt tilgaengelige, at der er tilgangelige in vivo-referencedata af
hej kvalitet, og at der findes data af hej kvalitet for de to in vitro-metoder, for hvilke der er Test Guidelines under
udarbejdelse. Derfor blev irriterende stoffer udvalgt fra den af ICCVAM anbefalede liste over 122 referencestoffer til
validering af in vitro-gjentoksicitetstestmetoder (se Appendix H, ICCVAM Recommended Reference Substances List) (4).
Referencedata findes i ICCVAM Background Review Documents for oksecornea-uklarheds- og -permeabilitetstestmetoden
(BCOP [Bovine Corneal Opacity and Permeability]-testmetoden) og ICE-testmetoden (18) (19).

Tabel 1

Anbefalede stoffer til godtgerelse af teknisk kompetence i anvendelse af ICE

Kemikalium CASRN Kemisk StIOf- Fysisk form In vivq-klaisifice- In vitro-klassificering (*)
gruppe (') ring (%)
Benzalkonium chlorid | 8001-54-5 | Onium forbin- Flydende Kategori 1 Atsende stoffsteerkt irrite-
(5 %) delse rende stof
Chlorhexidin 55-56-1 Amin, amidin Fast Kategori 1 Atsende stoffstaerkt irrite-
rende stof
Dibenzoyl-L-vinsyre 2743-38-6 Carboxylsyre, Fast Kategori 1 Atsende stoffstaerkt irrite-
ester rende stof
Imidazol 288-32-4 Heterocyklisk Fast Kategori 1 Atsende stoffstaerkt irrite-
rende stof
Trichloreddike  syre 76-03-9 Carboxylsyre Flydende Kategori 1 Atsende stoffstaerkt irrite-
(30 %) rende stof
2,6-dichlor-benzoyl- 4659-45-4 Acylhalogenid Flydende Kategori 2A Ikke-atsende stof/ikke-
chlorid steerkt irriterende stof
Ethyl-2-methylaceto- 609-14-3 Keton, ester Flydende Kategori 2B Ikke-aetsende stof]ikke-
acetat steerkt irriterende stof
Ammonium nitrat 6484-52-2 | Uorganisk salt Fast Kategori 2A Ikke-ztsende stofikke-
steerkt irriterende stof
Glycerol 56-81-5 Alkohol Flydende Tkke maerket Ikke-atsende stof/ikke-
steerkt irriterende stof
n-hexan 110-54-3 Carbonhydrid Flydende Ikke merket Ikke-ztsende stof|ikke-
(acyklisk) steerkt irriterende stof

Forkortelser: CASRN = Chemical Abstracts Service Registry Number
(") De kemiske stofgrupper for hvert teststof blev fastsat ved anvendelse af et standardklassificeringsskema baseret pd National Library of

Medicine Medical Subject Headings (MeSH)-klassificeringssystemet (se folgende websted: http//www.nlm.nih.gov/mesh).
(%) Baseret pa resultater fra in vivo-kaningjentesten (OECD TG 405) og brug af UN GHS (3) (7).
(}) Baseret pa resultater fra BCOP og ICE.
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Tilleg 3

Diagrammer over ICE-superfusionsapparatet og ejenholderne

(Se Burton et al. (17) for yderligere generiske beskrivelser af superfusionsapparatet og ojenholderen)

BESKRIVELSE
1 VARMTVANDSUDTAG
2 SKYDED@R
3 SUPERFUSIONSAPPARAT
4 OPTISK MALEINSTRUMENT
5 VARMTVANDSINDTAG
6 SALTOPLOSNING
7 VARMT VAND
8 SALTOPLOSNINGSINDTAG
9 KAMMER
10 @JEHOLDER
11 KYLLINGEQJE
12 SALTOPLOSNINGSUDTAG
13 REGULERINGSSKRUE
14 REGULERBAR OVRE ARM
QJEHOLDER 15 FAST NEDRE ARM«




