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VERORDNUNG (EU) Nr. 1152/2010 DER KOMMISSION
vom 8. Dezember 2010

zur Anderung — zwecks Anpassung an den technischen Fortschritt — der Verordnung (EG) Nr.

440/2008 zur Festlegung von Priifmethoden gemiff der Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 des

Europdischen Parlaments und des Rates zur Registrierung, Bewertung, Zulassung und
Beschrinkung chemischer Stoffe (REACH)

(Text von Bedeutung fiir den EWR)

DIE EUROPAISCHE KOMMISSION —

gestiitzt auf den Vertrag iiber die Arbeitsweise der Europiischen
Union,

gestiitzt auf die Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 des Europii-
schen Parlaments und des Rates vom 18. Dezember 2006 zur
Registrierung, Bewertung, Zulassung und Beschrinkung che-
mischer Stoffe (REACH), zur Schaffung einer Europiischen
Agentur fiir chemische Stoffe, zur Anderung der Richtlinie
1999/45/EG und zur Aufhebung der Verordnung (EWG) Nr.
793/93 des Rates, der Verordnung (EG) Nr. 1488/94 der Kom-
mission, der Richtlinie 76/769/EWG des Rates sowie der Richt-
linien 91/155/EWG, 93/67/EWG, 93/105/EG und 2000/21/EG
der Kommission ('), insbesondere auf Artikel 13 Absatz 3,

in Erwdgung nachstehender Griinde:

(1)  In der Verordnung (EG) Nr. 440/2008 der Kommis-
sion (?) sind die Prifmethoden zur Bestimmung der phy-
sikalisch-chemischen Eigenschaften, der Toxizitit und der
Okotoxizitit von Stoffen im Rahmen der Verordnung
(EG) Nr. 1907/2006 festgelegt.

(2)  Es ist angezeigt, die Verordnung (EG) Nr. 440/2008 zu
aktualisieren, um vorrangig zwei kiirzlich von der OECD
angenommene neue In-vitro-Priifmethoden zur Identifizie-
rung augenreizender Stoffe in die Verordnung aufzuneh-
men, damit die Zahl der fiir wissenschaftliche Zwecke

verwendeten Tiere gemdf der Richtlinie 86/609/EWG des
Rates vom 24. November 1986 zur Annidherung der
Rechts- und Verwaltungsvorschriften der Mitgliedstaaten
zum Schutz der fiir Versuche und andere wissenschaftli-
che Zwecke verwendeten Tiere (}) verringert werden
kann. Interessentriger wurden zu diesem Entwurf kon-
sultiert.

(3)  Die Verordnung (EG) Nr. 440/2008 sollte daher entspre-
chend gedndert werden.

(4)  Die in dieser Verordnung vorgesehenen Maffnahmen ent-
sprechen der Stellungnahme des mit Artikel 133 der
Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 eingesetzten Ausschus-
ses —

HAT FOLGENDE VERORDNUNG ERLASSEN:

Artikel 1

Teil B des Anhangs der Verordnung (EG) Nr. 440/2008 wird
um die Kapitel B.47 und B.48 gemdfl dem Anhang der vorlie-
genden Verordnung erginzt.

Artikel 2

Diese Verordnung tritt am dritten Tag nach ihrer Veréffent-
lichung im Amtsblatt der Europdischen Union in Kraft.

Diese Verordnung ist in allen ihren Teilen verbindlich und gilt unmittelbar in jedem Mitglied-

staat.

Briissel, den 8. Dezember 2010

() ABL L 396 vom 30.12.2006, S. 1.
() ABL L 142 vom 31.5.2008, S. 1.

Fiir die Kommission
Der Prisident
José Manuel BARROSO

() ABL L 358 vom 18.12.1986, S. 1.
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ANHANG

. 47 TRUBUNGS- UND DURCHLASSIGKEITSTEST AN DER ISOLIERTEN RINDERHORNHAUT ZWECKS

IDENTIFIZIERUNG VON STOFFEN MIT AUGENVERATZENDER UND STARK AUGENREIZENDER
WIRKUNG

EINLEITUNG

. Der Triibungs- und Durchlissigkeitstest an der isolierten Rinderhornhaut (Bovine Corneal Opacity and Permeability,

BCOP) ist eine In-vitro-Priifmethode, die unter bestimmten Bedingungen und mit bestimmten Grenzen eingesetzt
werden kann, um Stoffe und Gemische als Stoffe und Gemische mit ,augenverdtzender und stark augenreizender
Wirkung’ (1) (2) (3) einzustufen. Fiir die Zwecke dieser Priifmethode sind Stoffe mit starker Reizwirkung Stoffe,
welche Augenlisionen verursachen, die beim Kaninchen nach der Applikation mindestens 21 Tage lang anhalten.
Auch wenn der Test den In-vivo-Kaninchenaugentest nicht absolut ersetzen kann, wird der BCOP innerhalb eines
spezifischen Anwendungsbereichs dennoch als Teil einer gestuften Priifstrategie zur vorschriftsmifigen Einstufung
und Kennzeichnung empfohlen (4) (5). Priifsubstanzen und —gemische (6) konnen als augenveritzend oder stark
augenreizend eingestuft werden, ohne dass weitere Tests am lebenden Kaninchen erforderlich sind. Eine Priifsubstanz
mit negativem Testergebnis miisste allerdings nach einer sequenziellen Priifstrategie, wie in der OECD-Testrichtlinie
405 (7) (Kapitel B. 5 dieses Anhangs) dargelegt, am Kaninchen getestet werden.

Diese Priifmethode beschreibt die Verfahrensschritte fiir die Beurteilung des augenveritzenden oder stark augen-
reizenden Potenzials einer Priifsubstanz, gemessen als seine Fihigkeit, bei isolierten Rinderhornhduten Tritbungs-
und verstirkte Durchldssigkeitseffekte hervorzurufen. Toxische Effekte fiir die Hornhaut sind messbar durch i) ver-
minderte Lichtiibertragung (Triibung) und ii) den verstirkten Durchtritt von Fluorescein-Natrium-Farbstoff (Durch-
lassigkeit). Die Tritbungs- und Durchldssigkeitsbewertungen der Hornhaut nach Applikation einer Prifsubstanz
ergeben in Kombination einen In-Vitro-Reizwert (In Vitro Irritancy Score, IVIS), der fir die Einstufung des Reiz-
potenzials der Priifsubstanz mafSgeblich ist.

. Augenreizende Stoffe, die Lasionen hervorrufen, die in weniger als 21 Tagen abklingen, sowie Stoffe ohne Reiz-

wirkung wurden ebenfalls nach der BCOP-Methode untersucht. Die Genauigkeit und Zuverlissigkeit des BCOP bei
Stoffen dieser Kategorien wurden jedoch nicht offiziell evaluiert.

Fiir Definitionen siche Anlage 1.

VORBEMERKUNGEN UND EINSATZGRENZEN

. Diese Priifmethode basiert auf dem BCOP-Testprotokoll des Organisationsiibergreifenden Koordinationsausschusses

zur Validierung alternativer Methoden (Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods,
ICCVAM) (8), das im Anschluss an eine internationale Validierungsstudie (4)(5)(9) und unter Mitwirkung des Euro-
pdischen Zentrums zur Validierung alternativer Methoden (European Centre for the Validation of Alternative Methods,
(ECVAM) und des Japanischen Zentrums zur Validierung alternativer Methoden (Japanese Center for the Validation of
Alternative Methods, JaCVAM) entwickelt wurde. Das Protokoll beruht auf Informationen des Instituts fiir In-vitro-
Forschung (Institute for In Vitro Sciences, 1IVS) und auf dem INVITTOX-Protokoll 124 (10), das fir die von der
Europdischen Gemeinschaft finanzierte BCOP-Privalidierungsstudie aus den Jahren 1997-1998 herangezogen wurde.
Beide Protokolle beruhen auf der BCOP-Priifmethodik, wie sie von Gautheron et al. (11) erstmals beschrieben wurde.

Die anerkannten Einsatzgrenzen dieser Priifmethode beruhen auf den aus den Validierungsdaten hervorgehenden
hohen Falsch-Positiv-Raten fiir Alkohole und Ketone und der hohen Falsch-Negativ-Rate fiir Feststoffe (siche Punkt
44) (5). Durch Ausschluss von Stoffen dieser chemischen und physikalischen Klassen aus der Datenbank lasst sich die
Genauigkeit des BCOP in allen Klassifizierungssystemen (EU, EPA und GHS) erheblich verbessern (5). Fiir die Zwecke
dieser Priifung (d. h. ausschlieliche Identifizierung augenveritzender/stark augenreizender Stoffe) sind Falsch-Negativ-
Raten nicht mafigeblich, da diese Stoffe anschlieend an Kaninchen oder - je nach Vorschriften - im Rahmen anderer
angemessen validierter In-vitro-Tests nach einer sequenziellen Priifstrategie mit einem evidenzbasierten Bewertungs-
ansatz (weight of evidence approach) getestet werden. Auflerdem konnten bestimmte Chemikalien- oder Produktklassen
(z. B. Gemische) mit den derzeitigen Validierungsdaten nicht angemessen evaluiert werden. Priifer konnten diese
Priifmethode jedoch fur alle Arten von Priifmaterial (auch Gemische) einsetzen und ein Positivergebnis als Indikator
einer augenveritzenden oder stark augenreizenden Wirkung akzeptieren. Positivergebnisse bei Verwendung von
Alkohol oder Ketonen sollten angesichts des Risikos von Falsch-Positiv-Prognosen (over-prediction) jedoch mit einer
gewissen Zuriickhaltung interpretiert werden.

Bei allen Verfahren, die Rinderaugen und Rinderhornhiute involvieren, sollten die geltenden Regeln und Verfahrens-
vorschriften der Priifanstalt fir den Umgang mit Tiermaterial eingehalten werden, das auch Gewebe und Gewe-
befliissigkeiten umfasst, jedoch nicht darauf beschrinkt ist. Universelle Laborregeln sollten beachtet werden (12).

Eine Grenze der Priifmethode liegt darin, dass, obgleich zwar einige der im Kaninchenaugentest evaluierten Reiz-
wirkungen und bis zu einem gewissen Grad auch deren Schwere beriicksichtigt werden, Bindehaut- und Irisverlet-
zungen aufler Acht gelassen werden. Auch wurde — obwohl sich die Reversibilitdt von Hornhautldsionen per se mit
dem BCOP nicht beurteilen ldsst —auf der Grundlage von Kaninchenaugenstudien dennoch vorgeschlagen, eine
Bewertung der anfinglichen Tiefe der Hornhautverletzung heranzuziehen, um zwischen irreversiblen und reversiblen
Wirkungen zu unterscheiden (13). SchlieBlich sei auch zu erwihnen, dass eine potenziell mit der Augenexposition
einhergehende systemische Toxizitdt nach der BCOP-Methode nicht bewertet werden kann.
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. Es laufen Arbeiten, um Eignung und Grenzen des BCOP zur Identifizierung von Stoffen mit schwacher Reizwirkung

oder von Stoffen ohne Reizwirkung genauer zu charakterisieren (siche auch Punkt 45). Ferner wird empfohlen, dass
Anwender den Validierungsorganisationen Exemplare und/oder Daten zur formellen Evaluierung etwaiger kiinftiger
Anwendungsbereiche des BCOP iibermitteln, auch um Stoffe mit schwacher Reizwirkung oder Stoffe ohne Reiz-
wirkung identifizieren zu kénnen.

Laboratorien, die diese Priifmethode zum ersten Mal anwenden, sollten die in Anlage 2 genannten Leistungschemi-
kalien verwenden. Laboratorien konnen diese Chemikalien verwenden, um ihre technische Kompetenz zur Durch-
fihrung des BCOP zu demonstrieren, bevor sie BCOP-Testdaten zum Zwecke der vorgeschriebenen Gefahrenklassi-
fizierung einreichen.

TESTPRINZIP

Die BCOP-Priifmethode ist ein organtypisches Modell, das die kurzfristige Aufrechterhaltung der normalen physio-
logischen und biochemikalischen Funktionen von Rinderhornhiuten in vitro gewahrleistet. Bei dieser Methode werden
durch die Priifsubstanz hervorgerufene Schiden bewertet, indem Verdnderungen von Trilbung und Durchldssigkeit
der Hornhaut mithilfe eines Opazimeters bzw. eines VIS-Spektrofotometers quantitativ gemessen werden. Die beiden
Messwerte dienen der Berechnung eines In-vitro-Reizwertes (IVIS), der seinerseits herangezogen wird, um zwecks
Priadiktion des Augenreizpotenzials einer Priifsubstanz am lebenden Objekt (in vivo) eine Zuordnung zu einer
Gefahrenkategorie aufgrund des In-vitro-Reizungspotenzials des Stoffes vorzunehmen (siche Entscheidungskriterien).

Fir die BCOP-Priifmethode werden isolierte Hornhdute der Augen frisch geschlachteter Rinder verwendet. Die
Hornhauttriibung wird quantitativ bestimmt als Menge der die Hornhaut durchdringenden Lichtstrahlung. Die Durch-
lassigkeit der Hornhaut wird quantitativ bestimmt als die Menge an Natrium-Fluorescein, die die gesamte Dicke der
Hornhaut durchdringt und im Medium in der Hinterkammer nachgewiesen wird. Die Applikation der Priifsubstanzen
auf die Epitheloberfliche der Hornhaut erfolgt durch Zugabe der Stoffe in die Vorderkammer des Hornhauthalters.
Anlage 3 enthilt eine Beschreibung sowie ein Schaubild einer Halterung, wie sie fiir den BCOP verwendet wird.
Hornhauthalter sind im Handel erhiltlich oder konnen als Bausatz bezogen werden.

Bezugsquelle und Alter der Rinderaugen und Auswahl der Tiere

Schlachtrinder werden in der Regel fiir den menschlichen Verzehr oder fiir andere gewerbliche Zwecke getotet. Nur
gesunde und fiir die menschliche Nahrungskette geeignet befundene Tiere kommen als Bezugsquelle fiir Augen-
hornhdute fiir den BCOP-Test in Frage. Da Rinder je nach Rasse, Alter und Geschlecht eine grole Gewichtsspanne
aufweisen, gibt es keine Gewichtsempfehlung fur die Tiere zum Zeitpunkt der Schlachtung.

Augenhornhdute von Tieren verschiedener Altersklassen sind mitunter unterschiedlich grof8. Hornhdute mit einem
horizontalen Durchmesser von > 30,5 mm und einer zentralen Hornhautdicke (CCT) von > 1 100 pm stammen in
der Regel von iber acht Jahre alten Rindern, wihrend Hornhdute mit einem horizontalen Durchmesser von
<28,5mm und einer zentralen Hornhautdicke von < 900 pm im Allgemeinen von weniger als fiinf Jahre alten
Tieren stammen (14). Deshalb werden Augen von iiber 60 Monate alten Tieren in der Regel nicht verwendet.
Traditionsgemafl werden keine Augen von weniger als 12 Monate alten Rindern verwendet, da die Augen dieser
Tiere noch nicht ausgewachsen sind und Hornhautdicke sowie Hornhautdurchmesser wesentlich kleiner sind als bei
ausgewachsenen Rindern. Hornhéute von Jungtieren (d. h. Tiere im Alter von sechs bis 12 Monaten) sind aufgrund
ihrer Vorteile jedoch zulissig: Sie sind beispielsweise leichter erhiltlich, die Altersspanne ist geringer und das Labor-
personal ist in geringerem Mafle BSE-gefdhrdet (15). Da eine weitere Evaluierung des Einflusses von Hornhautgrofie
oder Hornhautdicke auf die Wirkung veridtzender oder reizender Stoffe niitzlich wire, sollten Anwender das ge-
schitzte Alter und/oder das Gewicht der Tiere, von denen die fiir eine Studie verwendeten Hornhiute stammen,
mitteilen.

Gewinnung und Bef6érderung der Augen zum Labor

Die Rinderaugen werden im Schlachthof gewonnen. Um jede mechanische und sonstige Schiddigung der Augen auf
ein Minimum zu beschrinken, sollten die Augen nach der Totung des Tieres so bald wie moglich ausgeschilt werden.
Damit die Augen nicht mit potenziellen Reizstoffen in Berithrung kommen, sollte das Schlachthofpersonal zum
Abspiilen des Schidels keine Detergenzien verwenden.

Die Augen sollten in einem angemessen grofsen Behiltnis vollstindig in HBSS eingelegt und so zum Labor befordert
werden, dass sich ihr Zustand moglichst nicht verschlechtert undfoder es maoglichst nicht zu einer bakteriellen
Kontamination kommt. Da die Augen wihrend des Schlachtprozesses gewonnen werden, konnten sie mit Blut
und anderen biologischen Stoffen wie Bakterien und sonstigen Mikroorganismen in Berithrung kommen. Deshalb
muss unbedingt sichergestellt werden, dass das Kontaminationsrisiko auf ein Mindestmafd begrenzt wird (z. B. indem
das fur die Beforderung der Augen verwendete Behaltnis auf Nasseis gelagert und die zur Lagerung der Augen
wihrend der Beforderung verwendete HBSS-Losung mit Antibiotika (z. B. 100 IU/mL Penizillin und 100 pg/mL
Streptomycin) angereichert wird).

Der Zeitabstand zwischen der Gewinnung der Augen und der Verwendung der Hornhédute im BCOP sollte moglichst
gering sein (im Idealfall sollten die Hornhdute am selben Tag gewonnen und verwendet werden) und die Testergeb-
nisse nachweislich nicht kompromittieren. Letztere basieren auf den Auswahlkriterien fir die Augen sowie auf den
Reaktionen der Positiv- und Negativkontrollen. Alle fiir die Priifung verwendeten Augen sollten aus einer an ein und
demselben Tag gewonnenen Partie Augen stammen.
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Auswahlkriterien fiir Augen, die im BCOP-Test eingesetzt werden

Unmittelbar nach ihrer Ankunft im Labor werden die Augen sorgfiltig auf Mangel wie unter anderem verstirkte
Triibung, Kratzer und Neovaskularisation untersucht. Nur Hornhdute von Augen, die keine derartigen Mangel auf-
weisen, diirfen verwendet werden.

Die Qualitit jeder Hornhaut wird auch in spateren Testphasen gepriift. Hornhdute, die nach einer ersten einstiindigen
Aquilibrierung mehr als sieben Tritbungseinheiten aufweisen (ANMERKUNG: der Opazimeter sollte nach den Trii-
bungsnormen kalibriert werden, die auch zur Festlegung der Triibungseinheiten verwendet werden; siche Anlage 3),
sind zu verwerfen.

Jede Behandlungsgruppe (Priifsubstanz sowie konkurrierende Negativ- und Positivkontrollen) umfasst mindestens drei
Augen. Fir die Negativkontrollen des BCOP sollten drei Hornhdute verwendet werden. Da die Hornhiute operativ
vom Augapfel entfernt und in die Hornhautkammern eingespannt werden, kann es infolge dieser Handgriffe bei
einzelnen Hornhduten zu verdnderten Tritbungs- und Durchldssigkeitswerten kommen (auch bei der Negativkon-
trolle). Auflerdem werden die Triibungs- und Durchldssigkeitswerte von Hornhduten der Negativkontrolle dazu
verwendet, die Tritbungs- und Durchlissigkeitswerte des Priifobjekts und der Positivkontrolle bei den IVIS-Berech-
nungen zu korrigieren.

VERFAHREN
Vorbereitung der Augen

Unbeschadigte Hornhdute werden seziert, wobei ein 2 bis 3 mm breiter Sklera-Rand belassen wird, um das anschlie-
Rende Manipulieren zu erleichtern; dabei ist darauf zu achten, dass die Epithel- und Endothelzellschicht der Hornhaut
nicht beschadigt wird. Die isolierten Hornhdute werden in speziell entwickelte Hornhauthalter eingespannt, die aus
Vorder- und Hinterkammern bestehen, welche die Schnittstellen zur Epithel- bzw. Endothelseite der Hornhdute
bilden. Beide Kammern (Hinterkammer zuerst) werden bis zum Uberlaufen mit vorgewirmtem EMEM-Medium
gefiillt, wobei sicherzustellen ist, dass sich keine Luftblasen bilden. Das Gerit wird sodann bei 32 1 °C fiir min-
destens eine Stunde dquilibriert, um die Hornhdute mit dem Medium zu dquilibrieren und so weit wie moglich eine
normale Stoffwechseltatigkeit zu gewihrleisten (die ungefihre Temperatur der Hornhautoberfliche betrigt in vivo
32°0).

Nach der Aquilibrierung wird frisches vorgewirmtes EMEM-Medium in beide Kammern gegeben, und fiir jede
Hornhaut werden Referenztritbungswerte abgelesen. Hornhdute, die makroskopische Gewebeschdden (z. B. Kratzer,
Pigmentierung, Neovaskularisation) oder iiber sieben Triibungseinheiten aufweisen, werden verworfen. Sodann wird
die Durchschnittstritbung aller dquilibrierten Hornhéute berechnet. Mindestens drei Hornhéute mit Triibungswerten
nahe am Mittelwert simtlicher Hornhidute werden fiir die Negativ-(oder Losungsmittel-)Kontrolle ausgewihlt. Die
restlichen Hornhiute werden in Behandlungs- und Positivkontrollgruppen aufgeteilt.

Da die Warmekapazitit von Wasser hoher ist als die Warmekapazitit von Luft, bietet Wasser stabilere Temperatur-
bedingungen fiir die Inkubation. Deshalb wird ein Wasserbad empfohlen, um Hornhauthalter samt Inhalt auf einer
Temperatur von 32 + 1 °C zu halten. Es konnen jedoch auch Luftinkubatoren verwendet werden, sofern alle erfor-
derlichen Vorkehrungen getroffen wurden, um die Temperatur stabil zu halten (z. B. durch Vorwirmen der Halte-
rungen und Medien).

Applikation der Priifsubstanz

Es werden zwei unterschiedliche Behandlungsprotokolle verwendet — eines fiir Fliissigkeiten und Tenside (Feststoffe
oder Fliissigkeiten) und eines fiir nichttensidische Feststoffe.

Fliissigkeiten werden unverdiinnt, Tenside in einer Konzentration von 10 % w/v in 0,9 % Natriumchloridlosung,
destilliertem Wasser oder einem anderen Losungsmittel, welches das Testsystem nachweislich nicht beeintrachtigt,
getestet. Halbfeste Stoffe, Cremes und Wachse werden in der Regel wie Fliissigkeiten getestet. Sofern alternative
Losungskonzentrationen verwendet werden, ist dies angemessen zu begriinden. Die Hornhdute werden den Fliissig-
keiten und Tensiden fiir die Dauer von zehn Minuten ausgesetzt. Bei anderen Expositionszeiten sollten diese wis-
senschaftlich begriindet werden.

Nichttensidische Feststoffe werden in der Regel wie Losungen oder Suspensionen in einer Konzentration von 20 % in
0,9 % Natriumchloridlosung, destilliertem Wasser oder einem anderem Losungsmittel, welches das Testsystem nach-
weislich nicht beeintrichtigt, getestet. Unter bestimmten Bedingungen und sofern wissenschaftlich begriindet, konnen
Feststoffe auch unverdiinnt durch direkte Applikation auf die Hornhautoberfliche getestet werden, wobei die offene
Methode (open chamber method, siche Punkt 29) angewandt wird. Die Hornhdute werden den Feststoffen fiir die Dauer
von vier Stunden ausgesetzt; soweit wissenschaftlich fundiert konnen jedoch auch, wie bei Fliissigkeiten und Tensi-
den, alternative Expositionszeiten verwendet werden.

Je nach den physikalischen und chemischen Eigenschaften der Priifsubstanz (z. B. fest, fliissig, zdhfliissig oder nicht
zdhfliissig) konnen unterschiedliche Behandlungsmethoden angewandt werden. Der kritische Faktor besteht darin
sicherzustellen, dass die Priifsubstanz die Epitheloberfliche angemessen bedeckt und wiahrend der Spiillungen sach-
gemif entfernt wird. Die geschlossene Methode (closed chamber method) wird in der Regel fiir nicht zdhflissige bis
leicht zdhfliissige Priifsubstanzen eingesetzt, wihrend die offene Methode eher fiir halbzdhflissige und zdhfliissige
Priifsubstanzen sowie fiir unverdiinnte Feststoffe verwendet wird.
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Bei der geschlossenen Methode wird iiber die Dosieroffnungen auf der Oberseite der Kammer so viel Priifsubstanz
(750 pL) in die Vorderkammer gegeben, dass die Epithelseite der Hornhaut bedeckt ist; die Offnungen werden
anschliefend fiir die gesamte Expositionsdauer mit den Kammerverschliissen abgedichtet. Es muss unbedingt sicher-
gestellt werden, dass alle Hornhdute der Priifsubstanz fiir eine angemessene Dauer ausgesetzt werden.

Bei der offenen Methode werden vor der Behandlung Scheibenverschlussring und Glasscheibe von der Vorderkammer
entfernt. Die Kontroll- oder die Priifsubstanz (750 pL bzw. geniigend Priifsubstanz, um die Hornhaut komplett zu
bedecken) wird mit einer Mikropipette direkt auf die Epitheloberfliche der Hornhaut appliziert. Erweist sich das
Pipettieren einer Priifsubstanz als schwierig, so kann dieser zur leichteren Dosierung mittels Druckausgleich in eine
Direktverdrangungspipette geladen werden. Die Spitze der Direktverdringungspipette wird in die Dosierspitze der
Spritze eingefiihrt, damit das Material unter Druck in die Spitze der Verdringungspipette geladen werden kann. Lasst
man den Bedienknopf langsam zuriickgleiten, fihrt der Kolben der Pipette nach oben. Treten in der Pipettenspitze
Luftblaschen auf, wird das Priifobjekt verworfen (ausgestoffen) und der Prozess wird so lange wiederholt, bis die
Spitze ohne Luftblasen gefiillt ist. Erforderlichenfalls kann eine normale Spritze (ohne Nadel) verwendet werden, denn
sie gestattet das Abmessen einer akkuraten Menge Priifsubstanz und erleichtert die Applikation auf die Epithelober-
fliche der Hornhaut. Nach der Dosierung wird die Glasscheibe wieder auf die Vorderkammer gesetzt, um das System
wieder zu schliefSen.

Inkubation nach der Exposition

Nach Ablauf der Expositionszeit werden Priifsubstanz, Negativkontrolle oder Positivkontrolle aus der Vorderkammer
entfernt, und das Epithel wird mindestens drei Mal (oder bis keine Priifsubstanz mehr sichtbar ist) mit (phenolrot-
haltigem) EMEM-Medium gewaschen. Phenolrot wird zum Abspiilen verwendet, da sich aufgrund der Farbverinde-
rung bei Phenolrot die Wirksamkeit des Abspiilens siurehaltiger oder alkalischer Materialien bestimmen ldsst. Die
Hornhiute werden mindestens drei Mal gewaschen, wenn die Farbverdnderung (ins Gelbe oder Lila) anhilt oder wenn
die Priifsubstanz nach wie vor sichtbar ist. Sobald das Medium frei von Priifsubstanz ist, werden die Hornhiute ein
letztes Mal mit EMEM-Medium (ohne Phenolrot) abgespiilt. EMEM-Medium (ohne Zusatz von Phenolrot) wird als
letzte Spiilung verwendet, um sicherzustellen, dass der Phenolrot-Farbstoff vor der Trilbungsmessung aus der Vor-
derkammer entfernt wurde. Die Vorderkammer wird sodann wieder mit nicht phenolrot-haltigem frischem EMEM-
Medium aufgefiillt.

Bei Fliissigkeiten oder Tensiden werden die Hornhdute nach dem Abspiilen fiir weitere zwei Stunden bei 32 £ 1 °C
inkubiert. Unter bestimmten Umstinden konnte sich nach der Exposition eine lingere Inkubationszeit als zweck-
dienlich erweisen; dies sollte auf Fallbasis gepriift werden. Mit Feststoffen behandelte Hornhdute werden nach Ablauf
der vierstiindigen Exposition griindlich abgespiilt; eine langere Inkubation ist nicht erforderlich.

Nach Ablauf der auf die Exposition folgenden Inkubation (Fliissigkeiten und Tenside) bzw. nach Ablauf der vier-
stiindigen Exposition (nichttensidische Feststoffe) werden Triibung und Durchldssigkeit der einzelnen Hornhaute
aufgezeichnet. Auflerdem wird jede Hornhaut visuell gepriift, und relevante Befunde (z. B. Gewebeabschilung, Reste
von Priifsubstanz, uneinheitliche Triibungsmuster) werden aufgezeichnet. Diese Daten konnten insofern wichtig sein,
als sie Abweichungen der Opazimeter-Messwerte bestitigen konnten.

Kontrollstoffe

Jeder Versuch beinhaltet konkurrierende Negativ- oder Losungsmittel-/Vehikelkontrollen und Positivkontrollen.

Fiir Tests von Fliissigstoffen zu 100 % sieht der BCOP eine konkurrierende Negativkontrolle (z. B. 0,9 % Natrium-
chloridlosung oder destilliertes Wasser) vor, damit unspezifische Veranderungen im Testsystem festgestellt werden
konnen und ein Referenzwert fiir die Test-Endpunkte ermittelt werden kann: Auf diese Weise wird auch sichergestellt,
dass die Testbedingungen nicht zu einer unerwiinschten Reizwirkung fithren.

Fir Tests von verdiinnten Fliissigkeiten, Tensiden oder Feststoffen sieht der BCOP eine Gruppe konkurrierender
Losungsmittel-/Vehikelkontrollen vor, damit unspezifische Veranderungen im Testsystem festgestellt werden konnen
und ein Referenzwert fir die Test-Endpunkte ermittelt werden kann. Es sind nur Losungsmittel/Vehikel zuldssig, die
das Testsystem nachweislich nicht beeintrichtigen.

Jeder Versuch beinhaltet als konkurrierende Positivkontrolle einen bekannten Augenreizstoff, um iiberpriifen zu
konnen, dass eine addquate Wirkung eintritt. Da bei dieser Priiffmethode der BCOP zur Identifizierung augenver-
dtzender oder stark augenreizender Stoffe angewandt wird, sollte es sich bei der Positivkontrolle idealerweise um eine
Referenzsubstanz handeln, der bei dieser Priifmethode eine starke Wirkung hervorruft. Um sicherzustellen, dass im
Zeitverlauf auftretende Wirkungsschwankungen bei der Positivkontrolle bewertet werden konnen, sollte die Reaktion
jedoch nicht zu heftig sein.

Beispiele fir Positivkontrollen fiir fliissige Priifsubstanzen sind Dimethylformamid oder 1 %iges Natriumhydroxid. Fiir
feste Priifsubstanzen kdme 20 %iges (Gewichtsprozent) Imidazol in 0,9 % Natriumchloridlésung als Positivkontrolle
in Frage.
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Referenzsubstanzen sind niitzlich fir die Bewertung des Augenreizpotenzials unbekannter Chemikalien einer spezi-
fischen Chemikalien- oder Produktklasse oder die Bewertung des relativen Reizpotenzials eines Augenreizstoffes
innerhalb einer spezifischen Spanne von Reizwirkungen.

Gemessene Endpunkte

Die Triibung wird durch Messung der durch die Hornhaut durchgehenden Lichtstrahlung bestimmt. Die quantitative
Messung der Hornhauttritbung erfolgt mithilfe eines Opazimeters, eines Messgerits, bei dem die Triibungswerte
kontinuierlich gemessen werden.

Die Durchlassigkeit wird durch Messung der Menge Fluorescein-Natrium bestimmt, die alle Zellschichten der Horn-
haut (d. h. von der Epithelzellschicht auf der duleren Hornhautoberfliche bis zur Endothelzellschicht auf der inneren
Hornhautfliche) passiert. Die Vorderkammer des Hornhauthalters, die die Verbindung zur Epithelseite der Hornhaut
bildet, wird mit 1 mL Fluorescein-Natrium-Losung (4 oder 5 mg/mL bei Fliissigkeiten und Tensiden bzw. nichttensi-
dischen Feststoffen) aufgefiillt, wihrend die Hinterkammer, die die Verbindung zur Endothelseite der Hornhaut bildet,
mit frischem EMEM-Medium gefiillt wird. Die Halterung wird sodann in horizontaler Position fiir 90 + 5 Minuten bei
32 %+ 1°C inkubiert. Die Menge an Fluorescein-Natrium, die in die Hinterkammer eindringt, wird mithilfe eines
UV/VIS-Spektrofotometers gemessen. Bei 490 nm ausgewertete spektrofotometrische Messungen werden als Werte
fur optische Dichte (OD4go) oder Absorbanzwerte aufgezeichnet, die kontinuierlich gemessen werden. Zur Bestim-
mung der Fluorescein-Durchldssigkeit werden OD49-Werte herangezogen, die mithilfe eines VIS-Spektrofotometers
bei einer Standardpfadlinge von 1 cm ermittelt wurden.

Alternativ kann ein Plattenleser fiir 96-Mulden-Mikrotiterplatten verwendet werden, sofern i) der lineare Messbereich
des Plattenlesers fiir die Bestimmung der Fluorescein-OD 49o-Werte festgelegt werden kann und ii) in der 96-Mulden-
Mikrotiterplatte Fluorescein-Proben in der richtigen Menge verwendet werden, um OD49o-Werte zu ergeben, die der
Standardpfadlinge von 1 cm entsprechen (dies konnte vollstindig gefiillte Mulden [in der Regel 360pL] erfordern).

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Datenauswertung

Sobald die Triibungs- und die durchschnittlichen Durchlassigkeits-(OD49q-)Werte um die Hintergrundtriibungswerte
und die OD4gg-Durchlissigkeitswerte der Negativkontrolle korrigiert wurden, werden die durchschnittlichen Trii-
bungs- und OD,qq-Durchldssigkeitswerte fiir jede Behandlungsgruppe in einer empirisch abgeleiteten Formel kom-
biniert, um fiir jede Behandlungsgruppe einen In-vitro-Reizwert (IVIS) zu berechnen:

IVIS = durchschnittl. Triibungswert + (15 x durchschnittl. OD49¢-Durchlissigkeitswert)

Nach Sina et al. (16) wurde diese Formel aus Labor- und Interlaborstudien abgeleitet. Die fiir eine Serie von
36 Verbindungen in einer Multilaborstudie generierten Daten wurden einer multivariaten Analyse unterzogen, um
die Best-fit-Gleichung zwischen In-vivo- und In-vitro-Daten zu ermitteln. Diese Analyse wurde von Wissenschaftlern
zweier separater Unternehmen durchgefiihrt, die zu quasi identischen Gleichungsergebnissen gelangten.

Die Tritbungs- und Durchldssigkeitswerte sollten auch unabhingig voneinander bestimmt werden, um feststellen zu
konnen, ob eine Priifsubstanz fiir nur einen der beiden Endpunkte (siche Entscheidungskriterien) eine augenver-
dtzende oder stark augenreizende Wirkung verursachte.

Entscheidungskriterien

Ein Stoff, der einen IVIS-Wert > 55,1 bewirkt, gilt als Stoff mit verdtzender oder stark reizender Wirkung. Wie bereits
unter Punkt 1 erwihnt, sollten, wenn die Priifsubstanz nicht als Stoff mit augenveritzender oder stark augenreizender
Wirkung identifiziert wird, fur Klassifizierungs- und Kennzeichnungszwecke zusitzliche Testungen vorgenommen
werden. Gemessen an Daten aus In-vivo-Kaninchenaugentests, die nach den EPA (1)-, EU (2)- oder GHS (3)-Klassi-
fizierungssystemen Klassifiziert wurden, zeichnet sich der BCOP durch eine allgemeine Genauigkeit von 79 %
(113/143) bis 81 % (119/147), eine Falsch-Positiv-Rate von 19 % (20/103) bis 21 % (22/103) und eine Falsch-
Negativ-Rate von 16 % (7/43) bis 25 % (10/40) aus. Werden Stoffe bestimmter Chemikalienklassen (d. h. Alkohole,
Ketone) oder bestimmter physikalischer Klassen (d. h. Feststoffe) aus der Datenbank ausgeschlossen, so liegen die
Genauigkeit des BCOP gemessen an den EU-, EPA- und GHS-Klassifizierungssystemen zwischen 87 % (72/83) und
92 % (78/85), die Falsch-Positiv-Raten zwischen 12 % (7/58) und 16 % (9/56) und die Falsch-Negativ-Raten zwischen
0% (0/27) und 12 % (3/26).

Selbst wenn die augenverdtzende oder stark augenreizende Wirkung einer Priifsubstanz nicht klassifiziert werden
kann, kénnen Daten aus dem BCOP in Kombination mit Testdaten aus dem In-vivo-Kaninchenaugentest oder aus
einem angemessen validierten In-vitro-Test zweckdienlich sein, um Eignung und Einsatzgrenzen des BCOP zur
Identifizierung von schwach reizenden Stoffen und von Stoffen ohne Reizwirkung genauer zu priifen (ein Leitfaden
fur die Anwendung von In-vitro-Priifmethoden zur Untersuchung auf okulare Toxizitdt wird zur Zeit erarbeitet).
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Studienakzeptanzkriterien

Ein Test gilt als akzeptabel, wenn die Positivkontrolle einen IVIS-Wert innerhalb von zwei Standardabweichungen des
geltenden historischen Mittelwertes ergibt, der mindestens alle drei Monate bzw. immer dann aktualisiert werden
muss, wenn Laboratorien, die nur selten Testungen vornehmen (d. h. weniger als einmal im Monat), einen akzep-
tablen Test durchfithren. Die Negativ- oder Losungsmittel-/Vehikelkontrollen sollten Tritbungs- und Durchlassigkeits-
werte ergeben, die geringer sind als die Obergrenzen, die fiir Hintergrundtriitbungs- und Durchlissigkeitswerte fiir
Rinderhornhdute vorgegeben sind, welche mit der jeweiligen Negativ- bzw. Losungsmittel-/Vehikelkontrolle behandelt
wurden.

Testbericht

Der Testbericht sollte die folgenden Informationen umfassen, soweit sie fiir die Studie relevant sind:

Priifsubstanzen und Kontrollsubstanzen

chemische Bezeichnung(en) wie der vom Chemical Abstracts Service (CAS) benutzte strukturelle Name, gefolgt von
anderen Bezeichnungen, soweit bekannt;

die CAS-Registrierungsnummer (CAS-Nr.), soweit bekannt;

Reinheit und Zusammensetzung des Stoffes oder des Gemisches (in Gewichtsprozent(en)), soweit diesbeziigliche
Informationen vorliegen;

physiko-chemikalische Eigenschaften wie physikalischer Zustand, Fliichtigkeit, pH-Wert, Stabilitit, Chemikalienklasse,
Wasserloslichkeit, soweit sie fiir die Studie relevant sind;

Behandlung der Priifsubstanzen/Kontrollsubstanzen vor der Testung, soweit zutreffend (z. B. Erwirmung, Zerkleine-
rung);

Stabilitit, soweit bekannt.

Informationen zum Auftraggeber und Priifanstalt

Name und Anschrift des Auftraggebers, der Priifanstalt und des Studienleiters;
Angaben zur Identifizierung der Bezugsquelle der Augen (d. h. die Einrichtung, in der sie gewonnen wurden);

Lager- und Transportbedingungen der Augen (z. B. Datum und Uhrzeit der Gewinnung, Zeitspanne vor Testbeginn,
Transportmedien und Temperaturbedingungen, eventuell verwendete Antibiotika);

soweit verfiigbar, spezifische Angaben zu den Tieren, von denen die Augen gewonnen wurden (z. B. Alter, Ge-
schlecht, Gewicht des Spendertieres).

Begriindung der Priifmethode und des angewandten Protokolls
Integritdt der Priifmethode

Das zur Gewdhrleistung der Integritdt (d. h. der Genauigkeit und Zuverldssigkeit) der Prifmethode im Zeitverlauf
angewandte Verfahren (z. B. regelmifige Testung von Leistungsstoffen, Hinzuziehung historischer Daten aus Negativ-
und Positivkontrollen).

Testakzeptanzkriterien

Akzeptable konkurrierende Positiv- und Negativkontrollen aufgrund historischer Daten;
gegebenenfalls akzeptable Reihen konkurrierender Referenzkontrollen aufgrund historischer Daten.

Testbedingungen

Beschreibung des angewandten Testsystems;
Typ des verwendeten Hornhauthalters;

Kalibrierungsdaten zu den fiir die Messung der Tritbung und Durchldssigkeit verwendeten Gerite (z. B. Opazimeter
und Spektrofotometer);
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Angaben zu den verwendeten Rinderhornhduten, einschlielich Qualititsbestdtigungen;

Einzelheiten des angewandten Testverfahrens;

verwendete Priifsubstanzkonzentration(en);

Beschreibung etwaiger Anderungen des Testverfahrens;

Verweis auf historische Modelldaten (z. B. Negativ- und Positivkontrollen, Leistungsstoffe, Referenzsubstanzen);
Beschreibung der angewandten Bewertungskriterien.

Ergebnisse

Tabellarische Aufstellung von Daten aus einzelnen Testproben (z. B. Tritbungs- und OD49o-Werte und berechnete
IVIS-Werte fiir die Priifsubstanz und die Positiv-, Negativ- und Referenzkontrollen [soweit einbezogen], einschlieSlich
Daten aus Wiederholungsversuchen, soweit durchgefithrt, sowie Mittelwerte + Standardabweichung fiir jeden Ver-
such);

Beschreibung anderer beobachteter Wirkungen.

Erorterung der Ergebnisse
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Anlage 1

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Genauigkeit: Der Grad der Ubereinstimmung zwischen Testergebnissen und anerkannten Referenzwerten. Die Genau-
igkeit ist ein Maf§ der Leistung der Priifmethode und ein Aspekt der ,Relevanz®. Der Begriff wird oft im Sinne von
,Ubereinstimmung“ verwendet und bezeichnet den Anteil der korrekten Ergebnisse einer Priifmethode.
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Referenzsubstanz: Eine zum Vergleich mit einer Priifsubstanz verwendete Bezugsgrofe. Eine Referenzsubstanz sollte die
folgenden Eigenschaften aufweisen: i) bestindige und zuverlissige Quelle(n); ii) strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit
zur Klasse der gepriiften Stoffe; iii) bekannte physikalische/chemische Eigenschaften; iv) unterstiitzende Daten zu bekann-
ten Wirkungen; v) bekannte Potenz innerhalb der erwiinschten Wirkungsspanne.

Hornhaut: Der Iris und Pupille iiberdeckende transparente vordere Teil des Augapfels, iiber den Licht ins Augeninnere
iibertragen wird.

Hornhauttriibung: Messwert fiir die Undurchsichtigkeit der Hornhaut nach Applikation einer Priifsubstanz. Eine stirkere
Hornhauttriibung ist ein Indikator fur die Schadigung der Hornhaut. Die Tritbung kann subjektiv (Draize-Kaninchen-
augentest) oder objektiv (mithilfe eines Messgerits, z. B. eines Opazimeters) bestimmt werden.

Hornhautdurchlissigkeit: Quantitativer Messwert fiir die Schidigung der Epithelzellschicht der Hornhaut, ermittelt durch
Bestimmung der Menge an Fluorescein-Natrium, die alle Zellschichten der Hornhaut durchdringt.

EPA-Kategorie 1: Veritzende Wirkung (irreversible Schidigung des Augengewebes) oder Hornhautkomplikation oder
-reizung, die iiber 21 Tage lang anhalt (1).

EU-Kategorie R41: Schidigung des Augengewebes oder schwere physikalische Beeintrachtigung des Sehvermogens nach
Applikation einer Priifsubstanz auf die Vorderfliche des Auges, die innerhalb von 21 Tagen nach der Applikation nicht
vollstindig zuriickgeht (2).

Falsch-Negativ-Rate: Der Anteil aller positiven Substanzen, die durch eine Priifmethode filschlicherweise als negativ
identifiziert werden. Die Falsch-Negativ-Rate ist ein Leistungsindikator der Priifmethode.

Falsch-Positiv-Rate: Der Anteil aller negativen Substanzen, die durch eine Priifmethode félschlicherweise als positiv
identifiziert werden. Die Falsch-Positiv-Rate ist ein Leistungsindikator der Priifmethode.

GHS (Globales Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien): Ein System zur
Klassifizierung von Chemikalien (Stoffe und Gemische) nach standardisierten Typen und Stufen physikalischer, gesund-
heitlicher und 6kologischer Gefahren und zur entsprechenden Kennzeichnung durch Piktogramme, Signalworter, Gefah-
renhinweise, Sicherheitshinweise und Sicherheitsdatenblitter, um zum Schutz des Menschen (einschlieflich Arbeitgeber,
Arbeiter, Spediteure, Verbraucher und Notfall-Einsatzkrifte) und der Umwelt Informationen tiber die schddlichen Wir-
kungen der betreffenden Chemikalien zu verbreiten (3).

GHS-Kategorie 1: Schadigung des Augengewebes oder schwere physikalische Beeintrichtigung des Sehvermogens nach
Applikation einer Priifsubstanz auf die Vorderfliche des Auges, die innerhalb von 21 Tagen nach der Applikation nicht
vollstandig zuriickgeht (3).

Gefahr: Inhirente Eigenschaft eines Stoffes oder eines Umfelds mit dem Potenzial, einen Organismus, ein System oder
eine (Sub)population bei Exposition gegeniiber diesem Stoff zu schadigen.

In-vitro-Reizwert (IVIS): Eine empirisch abgeleitete Formel zur Verwendung im BCOP, bei der der durchschnittliche
Tritbungs- und der durchschnittliche Durchlassigkeitswert fiir jede Behandlungsgruppe in einem einzigen In-vitro-Wert
zusammengefasst werden. IVIS = durchschnittlicher Tritbungswert + (15 x durchschnittlicher Durchlassigkeitswert).

Negativkontrolle: Ein unbehandeltes Replikat, das alle Komponenten eines Testsystems enthilt. Diese Probe wird mit
priifsubstanzbehandelten Proben oder anderen Kontrollproben mitgefithrt, um festzustellen, ob das Losungsmittel mit
dem Testsystem interagiert.

Stoffe ohne Reizwirkung: Stoffe, die nicht als Augenreizstoffe der EPA-Kategorien I, Il oder III, der EU-Kategorien R41
oder R36 oder der GHS-Kategorien 1, 2A oder 2B eingestuft sind.

Augenveritzende Stoffe: a) Stoffe, die das Augengewebe irreversibel schidigen; b) Stoffe, die als Augenreizstoffe der
GHS-Kategorie 1, der EPA-Kategorie I oder der EU-Kategorie R41 eingestuft sind (1) (2) (3).

Augenreizende Stoffe: a) Stoffe, die nach Applikation auf die Vorderfliche des Auges eine reversible Augenschidigung
verursachen; b) Stoffe, die als Augenreizstoffe der EPA-Kategorien II oder III, der EU-Kategorie R36 oder der GHS-
Kategorien 2A oder 2B eingestuft sind (1) (2) (3).
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Stark augenreizende Stoffe: a) Stoffe, die nach Applikation auf die Vorderfliche des Auges das Augengewebe derart
schiadigen, dass die Schiddigung nicht innerhalb von 21 Tagen nach der Applikation des Stoffes zuriickgeht oder dass das
Sehvermogen schwer beeintrichtigt ist; b) Stoffe, die als Augenreizstoffe der GHS-Kategorie 1, der EPA-Kategorie I oder
der EU-Kategorie R41 eingestuft sind (1) (2) (3).

Opazimeter: Ein Instrument zur Messung der ,Hornhauttritbung” durch quantitative Evaluierung der Lichtiibertragung
durch die Hornhaut. Das Gerit besteht in der Regel aus zwei Kammern, beide mit eigener Lichtquelle und Fotozelle. Eine
Kammer wird fiir die behandelte Hornhaut verwendet, die zweite zur Kalibrierung und Nulleinstellung des Instruments.
Licht aus einer Halogenleuchte wird durch eine Kontrollkammer (leere Kammer ohne Fenster oder Fliissigkeit) zu einer
Fotozelle geleitet und mit dem durch die Versuchskammer, die die Kammer mit der Hornhaut enthilt, zu einer Fotozelle
geleiteten Lichtstrahl verglichen. Der Unterschied bei der Lichtiibertragung aus den Fotozellen wird errechnet und als
numerischer Tritbungswert digital angezeigt.

Positivkontrolle: Ein Replikat, das alle Komponenten eines Testsystems enthélt und mit einem Stoff behandelt wird, der
bekanntermafien eine positive Reaktion hervorruft. Um sicherzustellen, dass Abweichungen bei der Positivkontrollreaktion
im Zeitverlauf bewertet werden konnen, sollte die Reaktion nicht zu heftig sein.

Zuverlissigkeit: Maf8 der Reproduzierbarkeit einer Priifmethode innerhalb von und zwischen Laboratorien iiber einen
lingeren Zeitraum und bei einheitlichem Protokoll. Die Zuverldssigkeit wird durch Berechnung der Intra- und Interlabor-
Reproduzierbarkeit bewertet.

Losungsmittel-[Vehikelkontrolle: Eine unbehandelte Probe, die alle Komponenten eines Testsystems enthilt, einschlief-
lich des Losungsmittels oder Vehikels, und die mit den Priifsubstanzbehandelten Proben und anderen Kontrollproben
mitgefithrt wird, um die Referenzreaktion fiir die mit der Priifsubstanz behandelten Proben, die im selben Losungsmittel
oder Vehikel aufgelost wurden, zu bestimmen. Bei der Testung mit einer konkurrierenden Negativkontrolle zeigt diese
Probe auflerdem an, ob das Losungsmittel oder Vehikel mit dem Testsystem interagiert.

Stufenweiser Priifansatz: Eine schrittweise Priifstrategie, bei der alle vorhandenen Informationen iiber eine Priifsubstanz
in einer vorgegebenen Reihenfolge tiberpriift werden, wobei auf jeder Stufe nach dem evidenzbasierten Bewertungsansatz
(weight-of-evidence) vorgegangen wird, um feststellen zu konnen, ob geniigend Informationen fiir einen Gefahrenklassifi-
zierungsbeschluss vorliegen, bevor zur nichsten Stufe iibergangen wird. Wenn das Reizpotenzial einer Priifsubstanz auf
Basis der vorliegenden Informationen zugeordnet werden kann, sind keine weiteren Testungen erforderlich. Ist dies nicht
der Fall, miissen schrittweise sequenzielle Tierversuche durchgefiihrt werden, bis eine eindeutige Klassifizierung vorgenom-
men werden kann.

Validierte Priifmethode: Eine Priifmethode, fiir die zwecks Bestimmung ihrer Relevanz (einschlieflich Genauigkeit) und
Zuverlissigkeit fiir einen bestimmten Zweck Validierungsstudien abgeschlossen wurden. Es wird jedoch darauf hingewie-
sen, dass eine validierte Priifmethode moglicherweise nicht genau und zuverldssig genug ist, um fiir den vorgeschlagenen
Zweck akzeptiert zu werden.

Evidenzbasierte Bewertung: Der Prozess der Priifung der Stirken und Schwichen verschiedener Informationen, um
iiber das Gefahrenpotenzial eines Stoffes entscheiden zu kénnen und diese Entscheidung zu untermauern.

Anlage 2

Leistungsstoffe fiir den BCOP

Vor der routinemifigen Anwendung eines Tests, der den Anforderungen der vorliegenden Priifmethode geniigt, konnen
Laboratorien ihre technische Kompetenz demonstrieren, indem sie die zehn in Tabelle 1 empfohlenen Stoffe in die
richtige Atzwirkungsklasse einstufen. Die Stoffe wurden so ausgewihlt, dass sie die Bandbreite lokaler Augenreizungs-
|Augenveritzungswirkungen reprisentieren, die auf den Ergebnissen des In-vivo-Kaninchenaugentests basiert (TG 405) (d.
h. Kategorien 1, 2A, 2B oder ,nicht eingestuft und nicht gekennzeichnet* nach dem UN-GHS-System (3) (7). Angesichts
der validierten Eignung dieser Tests (d. h. zur ausschlieRlichen Identifizierung augenveritzender/stark augenreizender
Stoffe) kann die Kompetenz des Labors jedoch nur anhand von zwei Klassifizierungsergebnissen (veritzend|stark reizend
oder nicht verdtzend/schwach reizend) demonstriert werden. Weitere Auswahlkriterien betrafen die Erhéltlichkeit der
Stoffe im Handel, die Verfiigbarkeit hochwertiger In-vivo-Referenzdaten und das Vorhandensein hochwertiger Daten aus
zwei In-vitro-Methoden, fiir die zurzeit Testrichtlinien erarbeitet werden. Aus diesem Grunde wurden die Reizstoffe aus der
von der ICCVAM empfohlenen Liste von 122 Referenzsubstanzen fiir die Validierung von In-vitro-Priifmethoden zur
Untersuchung auf okulare Toxizitit ausgewdhlt (siche Anhang H: von ICCVAM empfohlene Referenzsubstanzen) (5).
Referenzdaten konnen aus den Background Review Documents der ICCVAM fiir die BCOP- und die ICE-Priifmethode (Test
am isolierten Hiihnerauge) bezogen werden (17) (18).
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Tabelle 1

Empfohlene Stoffe fiir die Demonstration der technischen Kompetenz von Laboratorien zur Durchfithrung des BCOP

Chemikalien Physikalischer | In-vivo-Klassifi- . e
Stoff CAS-Nr. Klasse (1) yZustan d zierung () In-vitro-Klassifizierung (%)
Benzalkoniumchlorid 8001-54-5 Oniumverbin- fliissig Kategorie 1 verdtzend|stark reizend
(5 %) dung
Chlorhexidin 55-56-1 Amin, Amidin fest Kategorie 1 verdtzend|stark reizend
Dibenzoyl-D-Wein- 2743-38-6 Carbonsdure, Es- fest Kategorie 1 verdtzend|stark reizend
saure ter
Imidazol 288-32-4 heterocyclisch fest Kategorie 1 verdtzend|stark reizend
Trichloressigsaure 76-03-9 Carbonsiure flissig Kategorie 1 verdtzend|stark reizend
(30 %)
2,6-Dichlorbenzoyl- 4659-45-4 Acylhalolenid flissig Kategorie 2A | Nicht veritzend| schwach
chlorid reizend
Ethyl-2-methylaceto- 609-14-3 Ketone, Ester fliissig Kategorie 2B | Nicht verdtzend| schwach
acetat reizend
Ammoniumnitrat 6484-52-2 Anorganisches fest Kategorie 2A | Nicht veritzend| schwach
Salz reizend
Glyzerin 56-81-5 Alkohol fliissig Nicht einge- | Nicht verdtzend| schwach
stuft reizend
n-Hexan 110-54-3 Kohlenwasser- fliissig Nicht einge- | Nicht verdtzend| schwach
stoff stuft reizend
(acyclisch)

Abkiirzungen: CAS-Nr. = Registrierungsnummer des Chemical Abstracts Service

(") Jede Priifsubstanz wurde anhand einer Standard-Klassifizierungsregelung auf Basis des Klassifizierungssystems der National Library of
Medicine Medical Subject Headings (MeSH) einer Chemikalienklasse zugeordnet (abrufbar iiber http//www.nlm.nih.gov/mesh).

(?) gestiitzt auf Ergebnisse aus dem In-vivo-Kaninchenaugentest (OECD TG 405) unter Verwendung des UN-GHS-Klassifizierungssystems

BG)?).

(%) gestiitzt auf Ergebnisse der BCOP- und ICE-Priifmethoden.

BCOP-HORNHAUTHALTER

Anlage 3

1. BCOP-Hornhauthalter sind aus einem trigen Material (z. B. Polypropylen) gefertigt. Sie bestehen aus zwei Halften

(einer Vorder- und einer Hinterkammer) sowie zwei identischen zylindrischen Innenkammern. Jede Kammer hat ein
Fassungsvermdgen von 5 mL und schliet mit einer Glasscheibe ab, durch die die Tritbungsmesswerte abgelesen
werden. Jede Innenkammer hat einen Durchmesser von 1,7 cm und ist 2,2 cm tief (). Ein auf der Hinterkammer
positionierter Dichtungsring verhindert Leckagen. Die Hornhidute werden mit der Endothelseite nach unten auf den
Dichtungsring der Hinterkammern platziert, wihrend die Vorderkammern auf die Epithel-Seite der Hornhaute gesetzt
werden. Die Kammern werden mit drei nichtrostenden Schrauben an den Auflenkanten der Kammer fixiert. Jede
Kammer schlielt mit einer Glasscheibe ab, die fiir den leichten Zugang zur Hornhaut abgenommen werden kann. Um
Leckagen zu verhindern, befindet sich zwischen Glasscheibe und Kammer ein weiterer Dichtungsring. Zwei Offnungen
auf der Oberseite jeder Kammer gestatten den Ein- und Auslass des Mediums und der Testverbindungen. Sie werden
wihrend der Behandlung und der Inkubation mit Gummistopsel verschlossen.

Es handelt sich um Abmessungen einer Halterung fiir Hornhéute von Kiithen im Alter von 12 bis 16 Monaten. Soweit Tiere im Alter

von sechs bis 12 Monaten verwendet werden, miisste die Halterung so konzipiert sein, dass jede Kammer 4 mL fasst und jede
Innenkammer einen Durchmesser von 1,5 cm aufweist und 2,2 cm tief ist. Bei jedem neuen Halterungsmodell ist ausschlaggebend,
dass das Verhiltnis zwischen der exponierten Hornhautoberfliche und dem Fassungsvermdgen der Hinterkammer dem jeweiligen
Verhiltniswert bei traditionellen Hornhauthaltern entspricht. Dadurch wird sichergestellt, dass die Durchlassigkeitswerte zwecks Berech-
nung des IVIS-Wertes nach der vorgeschlagenen Formel korrekt bestimmt werden.


http//www.nlm.nih.gov/mesh
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PTFE-O-ring

glass disc - —

posterior compartment

anterior compartment

fixing screws

Glossar

Glass disc: Glasscheibe

PTFE-O-ring: PTFE-Dichtungsring
Refill: Einlassoffnung

Hanger: Aufhinger

Cap: Stopsel

Nut: Sicherungsmutter

O-ring: Dichtungsring

Posterior compartment: Hinterkammer
Anterior compartment: Vorderkammer

Fixing screws: Fixierschrauben

OPAZIMETER

. Der Opazimeter ist ein Gerdt zur Messung der Lichtiibertragung. Licht aus einer Halogenleuchte wird durch eine

Kontrollkammer (leere Kammer ohne Fenster oder Fliissigkeit) zu einer Fotozelle geleitet und mit dem Lichtstrahl
verglichen, der durch die Versuchskammer, welche die Kammer mit der Hornhaut enthilt, zu einer Fotozelle geleitet
wird. Der Unterschied bei der Lichtiibertragung aus den Fotozellen wird berechnet und als numerischer Triibungswert
digital angezeigt. Die Triibungseinheiten sind vorgegeben.

. Der Opazimeter sollte mittels eine Reihe von Triibungsmesswerten eine lineare Reaktion ergeben, die den Schwellen-

werten fiir die vom Prognosemodell beschriebenen unterschiedlichen Klassifizierungen (d. h. bis zu dem Schwellen-
wert, der die veritzende/stark reizende Wirkung bestimmt) Rechnung trigt. Um lineare und akkurate Messwerte bis zu
75-80 Triibungseinheiten zu gewéhrleisten, muss der Opazimeter mit einer Reihe von Kalibratoren geeicht werden. Die
Kalibratoren (undurchsichtige Polyesterfolien) werden in die Kalibrierkammer (eine fir die Aufnahme der Kalibratoren
konzipierte Hornhautkammer) platziert und auf dem Opazimeter abgelesen. Die Kalibrierkammer ist derart konzipiert,
dass die Kalibratoren in ungefidhr demselben Abstand zu Lichtquelle und Fotozelle gehalten werden, in dem sich die
Hornhiute bei der Triibungsmessung befinden wiirden. Der Opazimeter wird zunichst auf null Tritbungseinheiten
geeicht, wobei die Kalibrierkammer ohne Kalibrator verwendet wird. Anschlieend werden nacheinander drei unter-
schiedliche Kalibratoren in die Kalibrierkammer gesetzt, und die Triibungswerte werden gelesen. Die Kalibratoren 1, 2
und 3 sollten Tritbungswerte ergeben, die ihren eingestellten Werten von 75, 150 bzw. 225 Triibungseinheiten * 5 %
entsprechen.
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B. 48 TEST AM ISOLIERTEN HUHNERAUGE ZUR IDENTIFIZIERUNG VON STOFFEN MIT AUGENVER-
ATZENDER UND STARK AUGENREIZENDER WIRKUNG

EINLEITUNG

1. Der Test am isolierten Hithnerauge (Isolated Chicken Eye, ICE) ist eine In-vitro-Priifmethode, die unter bestimmten
Bedingungen und mit bestimmten Grenzen eingesetzt werden kann, um Stoffe und Gemische als Stoffe und Ge-
mische mit augenverdtzender und stark augenreizender Wirkung einzustufen (1) (2) (3). Fir die Zwecke dieser
Priifmethode sind Stoffe mit starker Reizwirkung Stoffe, welche Augenldsionen verursachen, die beim Kaninchen
nach der Applikation mindestens 21 Tage lang anhalten. Auch wenn der Test den In-vivo-Kaninchenaugentest nicht
absolut ersetzen kann, wird der ICE innerhalb eines spezifischen Anwendungsbereichs dennoch als Teil einer ge-
stuften Priifstrategie zur vorschriftsmafSigen Einstufung und Kennzeichnung empfohlen (4) (5). Bei diesem Test positiv
testende Priifsubstanzen und -gemische (6) konnen als Stoffe und Gemische mit augenveritzender oder stark augen-
reizender Wirkung eingestuft werden, ohne dass weitere Tests am lebenden Kaninchen erforderlich sind. Ein Stoff mit
negativem Testergebnis miisste nach einer sequenziellen Priifstrategie, wie in der OECD-Testrichtlinie 405 (7) (Kapitel
B. 5 dieses Anhangs) dargelegt, am Kaninchen getestet werden.

2. Diese Priifmethode beschreibt die Verfahrensschritte fir die Beurteilung des augenverdtzenden oder stark augen-
reizenden Potenzials einer Priifsubstanz, gemessen als seine Fahigkeit, im isolierten Hithnerauge toxische Wirkung
zu zeigen. Toxische Wirkungen auf die Hornhaut werden gemessen durch i) qualitative Bewertung der Tritbung, ii)
qualitative Bewertung der Schidigung der Epithel-Zellschicht durch Applikation von Fluorescein auf das Auge
(Fluorescein-Verfarbung), iii) quantitative Messung verstirkter Dicke (Schwellung) und iv) qualitative Beurteilung
makroskopischer morphologischer Oberflichenschadigungen. Hornhauttriitbungen, Hornhautschwellungen und Horn-
hautschddigungen nach Applikation einer Priifsubstanz werden zunichst einzeln bewertet und anschlieend zwecks
Klassifizierung des Augenreizwertes (Eye Irritancy Classification) kombiniert.

3. Augenreizende Stoffe, die Lasionen hervorrufen, welche in weniger als 21 Tagen abklingen, und Stoffe ohne augen-
reizende Wirkung wurden ebenfalls nach der ICE-Methode untersucht. Die Genauigkeit und Zuverlassigkeit des ICE
bei Stoffen in diesen beiden Kategorien wurden jedoch nicht offiziell evaluiert.

4. Fur Definitionen siche Anhang 1.

VORBEMERKUNGEN UND EINSATZGRENZEN

5. Diese Priifmethode basiert auf dem ICE-Testprotokoll des Organisationsiibergreifenden Koordinationsausschusses zur
Validierung alternativer Methoden (Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods, ICCVAM)
(8), das im Anschluss an eine internationale Validierungsstudie (4) (5) (9) und unter Mitwirkung des Europdischen
Zentrums zur Validierung alternativer Methoden (European Centre for the Validation of Alternative Methods), des Japa-
nischen Zentrums zur Validierung alternativer Methoden (Japanese Center for the Validation of Alternative Methods) und
der Abteilung Toxikologie und angewandte Pharmakologie des niederlindischen Forschungsinstituts TNO Quality of
Life entwickelt wurde. Das Protokoll beruht auf Informationen aus veréffentlichten Protokollen und auf dem von
TNO derzeit verwendeten Protokoll (10) (11) (12) (13) (14).

6. Die anerkannten Einsatzgrenzen dieser Priiffmethode beruhen auf der Falsch-Positiv-Rate fiir Alkohole und den Falsch-
Negativ-Raten fiir Feststoffe und Tenside (siche Punkt 47) (4). Durch Ausschluss von Stoffen dieser chemischen und
physikalischen Klassen aus der Datenbank ldsst sich die Genauigkeit des ICE in allen Klassifizierungssystemen (EU,
EPA und GHS) erheblich verbessern (4). Fir die Zwecke dieser Priifung (d. h. ausschliefliche Identifizierung augen-
verdtzender/stark augenreizender Stoffe) sind Falsch-Negativ-Raten nicht mafgeblich, da diese Stoffe anschlieend an
Kaninchen oder - je nach Vorschriften - im Rahmen anderer angemessen validierter In-vitro-Tests anhand einer
sequenziellen Priifstrategie mit einem evidenzbasierten Bewertungsansatz (weight of evidence approach) geprift werden.
AufSerdem konnten bestimmte Chemikalien- oder Produktklassen (z. B. Gemische) mit den derzeitigen Validierungs-
daten nicht angemessen evaluiert werden. Priifer konnten diese Priifmethode jedoch fiir alle Arten von Priifmaterial
(auch Gemische) einsetzen und ein Positivergebnis als Indikator einer augenveritzenden oder stark augenreizenden
Wirkung akzeptieren. Positivergebnisse bei Verwendung von Alkohol sollten angesichts des Risikos von Falsch-
Positiv-Prognosen (over-prediction) jedoch mit einer gewissen Zuriickhaltung interpretiert werden.

7. Bei allen Verfahren, die Hithneraugen involvieren, sollten die geltenden Regeln und Verfahrensvorschriften der Priif-
anstalt fir den Umgang mit Human- bzw. Tiermaterial eingehalten werden, das auch Gewebe und Gewebefliissig-
keiten umfasst, jedoch nicht darauf beschrinkt ist. Universelle Laborregeln sollten beachtet werden (15).

8. Eine Grenze der Prifmethode liegt darin, dass, obgleich zwar einige der im Kaninchenaugentest evaluierten Reiz-
wirkungen und bis zu einem gewissen Grad auch deren Schwere beriicksichtigt werden, Bindehaut- und Irisverlet-
zungen aufler Acht gelassen werden. Auch wurde —obwohl sich die Reversibilitdt von Hornhautldsionen per se mit
dem ICE nicht beurteilen ldsst - ausgehend von Kaninchenaugenstudien dennoch vorgeschlagen, eine Bewertung der
anfianglichen Dicke der Hornhautverletzung heranzuziehen, um zwischen irreversiblen und reversiblen Wirkungen zu
unterscheiden (16). Schlieflich sei auch zu erwihnen, dass eine potenziell mit der Augenexposition verbundene
systemische Toxizitdt nach der ICE-Methode nicht bewertet werden kann.

9. Es laufen Arbeiten, um Eignung und Grenzen des ICE zur Identifizierung von Stoffen mit schwacher Reizwirkung
oder von Stoffen ohne Reizwirkung genauer zu charakterisieren (siche auch Punkt 48). Ferner wird empfohlen, dass
Anwender den Validierungsorganisationen Exemplare und/oder Daten zur formellen Priifung etwaiger kinftiger
Anwendungsbereiche des ICE iibermitteln, auch um Stoffe mit schwacher Reizwirkung oder Stoffe ohne Reizwirkung
identifizieren zu kénnen.
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Laboratorien, die diese Priifmethode zum ersten Mal anwenden, sollten die in Anlage 2 genannten Leistungschemi-
kalien verwenden. Laboratorien konnen diese Chemikalien verwenden, um ihre technische Kompetenz zur Durch-
fihrung des ICE zu demonstrieren, bevor sie ICE-Testdaten zum Zwecke der vorschriftsmifligen Gefahrenklassifizie-
rung einreichen.

TESTPRINZIP

Die ICE-Priifmethode ist ein organtypisches Modell, das die Zellstruktur des Hiihnerauges in vitro kurzfristig funk-
tionsfahig halt. Bei dieser Priifmethode werden durch die Priifsubstanz hervorgerufene Schdden als Hornhautschwel-
lungen, Hornhauttritbung und korneale Fluorescein-Verfirbung festgestellt. Wihrend die beiden letztgenannten Pa-
rameter eine qualitative Bewertung erfordern, muss die Hornhautschwellung quantitativ bestimmt werden. Jedes
Messergebnis wird entweder in einen quantitativen Wert umgerechnet, der seinerseits fiir die Berechnung eines
Gesamtreizindexes (Overall Irritancy Index) zugrunde gelegt wird, oder einer Qualittskategorie zugeordnet, die wie-
derum fiir die Einordnung in Klassen fiir Stoffe mit in vitro augenveritzender und stark augenreizender Wirkung
herangezogen wird. Jedes dieser Ergebnisse kann alsdann verwendet werden, um das Potenzial einer Priifsubstanz, in
vivo Augenveritzungen und starke Augenreizungen hervorzurufen, vorauszusagen (siche Entscheidungskriterien).

Bezugsquelle und Alter der Hithneraugen

Traditionell werden fiir diesen Test Augen von Hithnern verwendet, die in einer Schlichterei fir den menschlichen
Verzehr geschlachtet wurden; auf diese Weise wird der Einsatz von Versuchstieren vermieden. Nur Augen von
gesunden Tieren, die fiir die Nahrungskette geeignet angesehen werden, diirfen verwendet werden.

Es wurde keine kontrollierte Studie zur Bestimmung des optimalen Alters der Hithner durchgefithrt, doch werden fiir
diesen Test traditionsgemdfd Hithner verwendet, bei denen es sich nach Alter und Gewicht um Junghithner handelt
(d. h. Hithner im Alter von ungefihr siecben Wochen mit einem Gewicht von 1,5 bis 2,5 kg), die in der Regel in einer
Gefliigelschlichterei geschlachtet werden.

Gewinnung und Beférderung der Augen zum Labor

Die Kopfe sollten unmittelbar nach dem Betduben der Tiere, normalerweise durch Elektroschock, und nach dem
Entbluten durch Nackenstich abgesetzt werden. Sie sollten aus einer in Nihe des Labors gelegenen Quelle bezogen
werden, um die Kopfe moglichst schnell vom Schlachthof zum Labor befordern zu konnen, damit sich ihr Zustand
nicht verschlechtert undfoder Bakterienkontaminationen auf ein Mindestmafl begrenzt werden. Der Zeitabstand
zwischen der Gewinnung der Hithnerkopfe und der Verwendung der Augen im ICE sollte moglichst gering sein
(d. h. hochstens zwei Stunden betragen) und die Testergebnisse nachweislich nicht kompromittieren. Letztere hingen
von den Auswahlkriterien fiir die Augen sowie von den Reaktionen der Positiv- und Negativkontrollen ab. Alle im
Test verwendeten Augen sollten aus derselben Partie Augen stammen, die an ein und demselben Tag gewonnen
wurden.

Da die Augen im Labor seziert werden, sind die intakten K6pfe in Kunststoffbehiltnissen, die mit Tiichern, welche in
isotonischer Kochsalzlosung getrinkt wurden, ausgeschlagen sind, und bei Umgebungstemperatur vom Schlachthof
zum Labor zu befordern.

Auswahlkriterien fiir Augen, die im ICE-Test eingesetzt werden

Augen mit starker Ausgangs-Fluorescein-Verfiarbung (d. h. > 0,5) oder mit starker Hornhauttritbung (d. h. > 0,5) nach
der Ausschilung werden verworfen.

Jede Behandlungsgruppe und die konkurrierende Positivkontrolle umfassen mindestens drei Augen. Die Negativkon-
trollen bzw. die Losungsmittelkontrolle (wenn ein anderes Losungsmittel als Kochsalzlosung verwendet wird) be-
stehen aus mindestens einem Auge.

VERFAHREN
Priparieren der Augen

Die Augenlider werden sorgfaltig weggeschnitten, wobei darauf zu achten ist, dass die Hornhaut nicht beschidigt
wird. Die Unversehrtheit der Hornhaut wird mithilfe eines Tropfens von 2 %igem (w/v) Natrium-Fluorescein, der fiir
einige Sekunden auf die Hornhautoberfliche appliziert und anschliefend mit isotonischer Kochsalzlosung abgespiilt
wird, schnell tiberpriift. Fluorescein-behandelte Augen werden sodann mit einem Spaltlampenmikroskop auf Horn-
hautschddigung untersucht (d. h. Fluorescein-Verfirbung und Hornhauttriibungswerte miissen < 0,5 betragen).

Liegt keine Schadigung vor, wird das Auge weiter freigelegt, wobei daftir Sorge zu tragen ist, dass die Hornhaut nicht
beschidigt wird. Der Augapfel wird aus der Augenhohle herausgezogen, indem die Nickhaut mithilfe einer chirur-
gischen Zange festgehalten und die Augenmuskulatur mit einer gebogenen, stumpfendigen Schere durchtrennt wird.
Dieser Schritt ist wichtig, um zu vermeiden, dass die Hornhaut durch iibermédfigen Druck geschddigt wird (Kom-
pressionsartefakte).

Beim Herauslosen des Auges aus der Augenhohle sollte ein sichtbarer Teil des Sehnervs noch anhaften. Das Auge
wird anschlieend auf eine saugfihige Unterlage gesetzt, und Nickhaut sowie anderes Bindegewebe werden weg-
geschnitten.
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Das auf diese Weise ausgeschilte Auge wird in einer Klemme aus rostfreiem Stahl fixiert, wobei die Hornhaut vertikal
positioniert sein muss. Die Klemme wird sodann in eine Kammer des Superfusionsgerits gesetzt (16). Im Super-
fusionsgerit sollten die Klemmen so positioniert werden, dass die gesamte Hornhaut mit der Kochsalzinfusion
versorgt wird. Die Temperatur in den Kammern des Superfusionsgerits sollte auf 32 + 1,5 °C gehalten werden.
Anlage 3 zeigt ein Schaubild eines typischen Superfusionsgerits mit Augenklemmen; das Gerdt ist im Handel fertig
oder als Bausatz erhiltlich. Es kann den Bediirfnissen des jeweiligen Labors angepasst werden (z. B. um Augen in
verschiedener Anzahl aufzunehmen).

Nach dem Einsetzen ins Superfusionsgerdt werden die Augen erneut mit einem Spaltlampenmikroskop untersucht,
um sicherzustellen, dass sie wahrend des Sezierens nicht beschddigt wurden. Bei dieser Gelegenheit sollte mit dem
Pachometeraufsatz des Spaltlampenmikroskops auch die Hornhautdicke im Apex gemessen werden. Augen mit i)
einer Fluorescein-Verfiarbung von > 0,5, ii) einer Hornhauttritbung von > 0,5 oder iii) etwaigen anderen Anzeichen
einer Schidigung sollten ersetzt werden. Einzelne Augen, auf die keines der genannten Kriterien zutrifft, werden
verworfen, wenn sie eine Hornhautdicke aufweisen, die mehr als 10 % vom durchschnittlichen Dickenwert aller
Augen zusammengerechnet abweicht. Anwender sollten sich dariiber im Klaren sein, dass Spaltlampenmikroskope
mit unterschiedlicher Spaltbreiteneinstellung unterschiedliche Dickenmesswerte ergeben konnen. Die Spaltbreite sollte
auf 0,095 mm eingestellt sein.

Sobald alle Augen untersucht und fiir einwandfrei befunden wurden, werden sie zwecks Aquilibrierung des Test-
systems vor Applikation der Priifsubstanz fiir ungefihr 45 bis 60 Minuten inkubiert. Nach der Aquilibrierung werden
Referenzmessungen von Hornhautdicke und Hornhauttriibung zum Zeitpunkt Null vorgenommen, welche als Refe-
renzszenario dienen (d. h. Zeitpunkt = 0). Der beim Sezieren ermittelte Fluorescein-Wert wird als Referenzmesswert
fir diesen Endpunkt verwendet.

Applikation der Priifsubstanz

Unmittelbar nach den Referenzmessungen zum Null-Zeitpunkt wird das Auge (in seiner Halterung) aus dem Super-
fusionsgerit entnommen, und zur Applikation der Priifsubstanz auf die Hornhaut horizontal positioniert.

Flissige Priifsubstanzen werden in der Regel unverdiinnt getestet, konnen jedoch verdiinnt werden, sofern dies fiir
notwendig gehalten wird (z. B. als Teil des Studienkonzepts). Bevorzugtes Losungsmittel fiir verdiinnte Stoffe ist
physiologische Kochsalzlosung. Unter kontrollierten Bedingungen konnen auch alternative Losungsmittel verwendet
werden, deren Eignung jedoch nachgewiesen werden sollte.

Fliissige Priifsubstanzen werden so auf die Hornhaut appliziert, dass die gesamte Hornhautoberfliche gleichmifig von
der Priifsubstanz bedeckt ist; das Standardvolumen betrdgt 0,03 mL.

Feste Priifsubstanzen sollten wenn maoglich im Morser oder mit einem vergleichbaren Zerkleinerungsgerit so fein wie
moglich gemahlen werden. Das Pulver wird so auf die Hornhaut appliziert, dass die Oberfliche von der Priifsubstanz
gleichmifig bedeckt ist; die Standardmenge betrdgt 0,03 g.

Die Priifsubstanz (fliissig oder fest) wird fir 10 Sekunden appliziert und anschlieBend mit isotonischer Kochsalzlo-
sung (ungefihr 20 mL) bei Umgebungstemperatur vom Auge abgespiilt. Das Auge (in seiner Halterung) wird
anschliefend wieder in aufrechter Ausgangsstellung in das Superfusionsgerit eingesetzt.

Kontrollsubstanzen

Jeder Versuch sollte konkurrierende Negativ- oder Losungsmittel-/Vehikelkontrollen und konkurrierende Positivkon-
trollen umfassen.

Beim Priifen unverdiinnter (100 % iger) Fliissigkeiten oder Feststoffe wird als konkurrierende Negativkontrolle im ICE-
Test physiologische Kochsalzlosung verwendet, um unspezifische Veranderungen im Testsystem festzustellen und um
sicherzustellen, dass die Testbedingungen keine ungerechtfertigten Reizwirkungen hervorrufen.

Zum Testen verdiinnter Fliissigkeiten umfasst der Test auch eine Gruppe konkurrierender Losungsmittel-/Vehikel-
kontrollen, um unspezifische Verdnderungen im Testsystem nachzuweisen und um sicherzustellen, dass die Testbe-
dingungen keine ungerechtfertigten Reizwirkungen hervorrufen. Wie unter Punkt 25 erwihnt, sind nur Losungs-
mittel/Vehikel zuldssig, die das Testsystem nachweislich nicht beeintrachtigen.
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Jeder Versuch umfasst als konkurrierende Positivkontrolle einen bekannten Augenreizstoff, damit tiberpriift werden
kann, ob eine addquate Wirkung eintritt. Da der ICE-Test bei dieser Priifmethode eingesetzt wird, um verdtzende oder
stark reizende Stoffe zu identifizieren, sollte es sich bei der Positivkontrolle um eine Referenzsubstanz handeln, die
bei dieser Priifmethode eine starke Wirkung hervorruft. Um zu gewihrleisten, dass die Veranderlichkeit der Reaktion
der Positivkontrolle im Zeitverlauf bewertet werden kann, sollte die Reaktionsstdrke nicht allzu heftig sein. Es sollten
geniigend In-vitro-Daten fiir die Positivkontrolle generiert werden, damit eine statistisch vorgegebene vertretbare
Spanne fiir die Positivkontrolle berechnet werden kann. Liegen fiir eine bestimmte Positivkontrolle keine angemes-
senen historischen Daten zur ICE-Priifmethode vor, so konnen Studien erforderlich werden, um die erforderlichen
Daten zu generieren.

Beispiele fiir Positivkontrollen fiir fliissige Priifsubstanzen sind 10 % ige Essigsiure oder 5 % iges Benzalkonium-
chlorid, wahrend fiir Positivkontrollen fiir feste Priifsubstanzen Natriumhydroxid oder Imidazol in Frage kommen.

Referenzsubstanzen sind niitzlich fiir die Evaluierung des AugenReizpotenzials unbekannter Chemikalien einer be-
stimmten Chemikalien- oder Produktklasse oder zur Evaluierung des relativen Reizpotenzials eines Augenreizstoffes
innerhalb einer spezifischen Spanne von Reizwirkungen.

Gemessene Endpunkte

Behandelte Hornhidute werden vor der Behandlung evaluiert sowie in Abstinden von 30, 75, 120, 180 und 240
Minuten (+ 5 Minuten) nach dem Abspiilen im Anschluss an die Behandlung. Diese Zeitreihe gestattet eine ange-
messene Anzahl von Messungen wihrend des vierstiindigen Behandlungszeitraums und ldsst geniigend Zeit zwischen
den Messungen, um alle Augen vorschriftsgemdf beobachten zu konnen.

Die evaluierten Endpunkte sind Hornhauttritbung, Hornhautschwellung, Fluorescein-Verfarbung und morphologische
Effekte (z. B. durchlochertes oder abgelostes Epithel). Alle Endpunkte mit Ausnahme der Fluorescein-Verfirbung (die
ausschlieflich vor der Behandlung sowie 30 Minuten nach Applikation der Priifsubstanz ermittelt wird) werden zu
jedem der vorgenannten Zeitpunkte bestimmt.

Hornhauttriibung, Fluorescein-Verfirbung, morphologische Effekte und, sofern sie vorliegen, histopathologische Be-
funde sollten fotografiert werden.

Nach der abschlieSenden Untersuchung am Ende des vierstiindigen Behandlungszeitraums sollten die Augen in einer
geeigneten Fixierlosung (z. B. neutrales gepuffertes Formalin) aufbewahrt werden, damit sie gegebenenfalls histopa-
thologisch untersucht werden konnen.

Hornhautschwellungen werden durch Hornhautdickenmessungen bestimmt, die mit dem optischen Pachometerauf-
satz eines Spaltlampenmikroskops vorgenommen werden. Der Schwellungsmesswert wird als Prozentsatz ausgedriickt
und auf Basis der Hornhautdickenmesswerte nach folgender Formel berechnet:

Hornhaut - Dicke zum Zeitpunkt t — Hornhaut - Dicke zum Zeitpunkt = 0 e
Hornhaut - Dicke zum Zeitpunkt = 0

Fiir alle getesteten Augen wird die durchschnittliche Hornhautschwellung (in Prozent) fiir simtliche Beobachtungs-
zeitpunkte berechnet. Auf Basis des hochsten Mittelwertes fiur die Hornhautschwellung (beliebiger Beobachtungszeit-
punkt) wird jeder Priifsubstanz ein Gesamtwert fiir die Kategorie (overall category score) zugeordnet.

Die Hornhauttriibung wird anhand der Hornhautfliche berechnet, die am stirksten getriibt ist. Fiir alle getesteten
Augen wird der durchschnittliche Tritbungswert fiir jeden Beobachtungszeitpunkt berechnet. Auf Basis des hochsten
Mittelwertes fiir die Hornhauttritbung (beliebiger Beobachtungszeitpunkt) wird anschlieend jede Priifsubstanz ein
Gesamtwert fiir die Kategorie (overall category score) zugeordnet (Tabelle 1).

Tabelle 1

Hornhauttriibungswerte

Wert Beobachtung

0 keine Tritbung

0,5 sehr schwache Triibung
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Wert Beobachtung
1 gestreute oder diffuse Strukturen; Iris deutlich sichtbar
2 leicht erkennbare lichtdurchldssige Struktur; Iris weniger deutlich sichtbar
3 starke Hornhauttriibung; Einzelheiten der Iris nicht sichtbar; Pupillengroe kaum erkennbar
4 vollstindige Triibung/Iris unsichtbar

Fiir alle getesteten Augen wird die durchschnittliche Fluorescein-Verfiarbung nur fiir den 30-miniitigen Beobachtungs-
zeitpunkt berechnet, der zur Berechnung des jeder Priifsubstanz zugeordneten Gesamtwertes fiir die Kategorie heran-
gezogen wird (Tabelle 2).

Tabelle 2

Fluorescein-Verfiarbung

Wert Beobachtung
0 keine Fluorescein-Verfirbung
0,5 sehr geringfiigige Verfirbung einzelner Zellen
1 Verfarbung einzelner Zellen auf der gesamten behandelten Fliche der Hornhaut
2 punktuelle oder konfluierende dichte Zellverfirbung
3 konfluierende grofflichige Fluorescein-Verfarbung der Hornhaut

Morphologische Effekte umfassen ,durchlocherte’ Hornhaut-Epithelzellen, ,abgeloste’ Epithelzellen, ,aufgeraute’ Horn-
hautoberfliche und ,Verklebung' der Hornhaut mit der Priifsubstanz. Diese Befunde konnen unterschiedlich stark
ausgeprigt sein und gleichzeitig auftreten. Thre Einstufung erfolgt subjektiv je nach Auswertung des Priifers.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Datenauswertung

Die Ergebnisse fiir die Hornhauttriibung, die Hornhautschwellung und die Fluorescein-Verfirbung sollten einzeln
evaluiert werden, um fiir jeden Endpunkt eine ICE-Klasse zu generieren. Kombiniert ergeben die ICE-Klassen fiir die
einzelnen Endpunkte eine Reizklasse (Irritancy Classification) fiir die einzelnen Priifsubstanzen.

Entscheidungskriterien

Nach der Evaluierung jedes Endpunktes konnen die ICE-Klassen entsprechend einer vorgegebenen Spanne zugeordnet
werden. Die Auswertung der Hornhautdicke (Tabelle 3), der Hornhauttriilbung (Tabelle 4) und der Fluorescein-
Verfirbung (Tabelle 5) und ihre Einstufung in vier ICE-Klassen erfolgen in folgender Rangordnung:

Tabelle 3

Kriterien fur die Einstufung in ICE-Klassen - Hornhautdicke

Durchschnittliche Hornhautschwellung (in %) (* ICEKlasse
0 bis 5 I
>5 bis 12 I
>12 bis 18 (> 75 Minuten nach der Behandlung) 1l
>12 bis 18 (< 75 Minuten nach der Behandlung) 11
> 18 bis 26 11
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Durchschnittliche Hornhautschwellung (in %) (*) ICE-Klasse
> 26 bis 32 (> 75 nach der Behandlung) 111
>26 bis 32 (s 75 Minuten nach der Behandlung) I\%
>32 v

(*) Die Werte fiir die Hornhautschwellung sind nur giiltig, wenn die Dicke mit einem Haag-Streit-BP900-Spaltlampenmikroskop mit
Tiefenmessgerdt Nr. I und einer Spaltbreiteneinstellung 9,5 (= 0,095 mm) gemessen wird. Anwender sollten sich dariiber im
Klaren sein, dass Spaltlampenmikroskope mit unterschiedlicher Spaltbreiteneinstellung unterschiedliche Dickenmesswerte ergeben
konnen.

Tabelle 4

Kriterien fur die Einstufung in ICE-Klassen - Hornhauttrilbung

Durchschnittlicher Hochstwert fiir die Hornhauttriibung (*) ICE-Klasse
0,0-0,5 I
0,6-1,5 Il
1,6-2,5 11
2,6-4,0 Y%

(*) Siehe Tabelle 1.

Tabelle 5

Kriterien fur die Einstufung in ICE-Klassen - durchschnittliche Fluorescein-Verfirbung

Durchschnittliche Verfarbung 30 Minuten nach der ICEKlasse
Behandlung (¥)
0,0-0,5 I
0,6-1,5 II
1,6-2,5 111
2,6-3,0 I\Y

(*) Siehe Tabelle 2.

Die Gesamtklassifizierung des In-vitro-Reizpotenzials (overall in vitro irritancy classification) einer Priifsubstanz richtet
sich nach der Reizklasse (irritancy classification), die der Kombination von Kategorien entspricht, die fiir die Hornhaut-
schwellung, die Hornhauttriibung und die Fluorescein-Verfirbung ermittelt wurden, und wird nach dem Schema in
Tabelle 6 vorgenommen.

Tabelle 6

Gesamtklassifizierung des In-vitro-Reizpotenzials

Klassifizierung Kombinationen der drei Endpunkte

Y%

Iv, 1 x 1II

IV, 1 x I1(Y

2 x 1V, 1 x 1(¥

Hornhauttriibung > 3 nach 30 Min. (bei mindestens zwei
Augen)

Hornhauttritbung = 4 zu beliebigem Zeitpunkt (bei mindes-
tens zwei Augen)

starkes Ablosen der Epithel-Zellschicht (bei mindestens einem
Auge)

verdtzend | stark reizend

NN W
X X X

X

(*) weniger gingige Kombinationen.
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Wie unter Punkt 1 bereits erwahnt, sollte die Priifsubstanz, soweit er nicht als Stoff mit augenverdtzender oder stark
augenreizender Wirkung identifiziert wurde, zu Einstufungs- und Kennzeichnungszwecken zusitzlich getestet werden.
Gemessen an Daten aus In-vivo-Kaninchenaugentests, die nach den EPA-(1)-, EU-(2)- oder GHS-(3)-Klassifizierungs-
systemen eingestuft wurden, zeichnet sich der ICE hinsichtlich der Identifizierung von Stoffen mit augenveritzender
oder stark augenreizender Wirkung durch eine allgemeine Genauigkeit von 83 % (120/144) bis 87 % (134/154), eine
Falsch-Positiv-Rate von 6 % (7/122) bis 8 % (9/116) und eine Falsch-Negativ-Rate von 41 % (13/32) bis 50 % (15/30)
aus. Werden Stoffe einer bestimmten Chemikalienklasse (d. h. Alkohole und Tenside) oder einer bestimmten physika-
lischen Klasse (d. h. Feststoffe) aus der Datenbank ausgeschlossen, so liegen die Genauigkeit des ICE gemessen an den
EU-, EPA- und GHS-Klassifizierungssystemen zwischen 91 % (75/82) und 92 % (69/75), die Falsch-Positiv-Raten
zwischen 5 % (4/73) und 6 % (4/70) und die Falsch-Negativ-Raten zwischen 29 % (2/7) und 33 % (3/9) (4).

Selbst wenn die augenveritzende oder stark augenreizende Wirkung einer Priifsubstanz nicht klassifiziert werden
kann, konnen Daten aus dem ICE in Kombination mit Testdaten aus dem In-vivo-Kaninchenaugentest oder aus einem
angemessen validierten In-vitro-Test zweckdienlich sein, um Eignung und Grenzen des ICE zur Identifizierung von
schwach augenreizenden Stoffen und von Stoffen ohne Reizwirkung besser zu evaluieren (ein Leitfaden fiir die
Anwendung von In-vitro-Priifmethoden zur Untersuchung auf okulare Toxizitdt wird zur Zeit erarbeitet).

Studienakzeptanzkriterien

Ein Test gilt als akzeptabel, wenn die konkurrierenden Negativ- oder Vehikel-/Losungsmittelkontrollen sowie die
konkurrierenden Positivkontrollen eine Reizklasse ergeben, die unter die Kategorien Stoffe ohne Reizwirkung' bis hin
zu Stoffe mit starker Reizwirkung/Atzwirkung' fallt.

Testbericht

Der Testbericht sollte die folgenden Informationen umfassen, soweit sie fiir die Studie relevant sind:

Priifsubstanzen und Kontrollsubstanzen

Chemische Bezeichnung(en) wie der vom Chemical Abstracts Service (CAS) benutzte strukturelle Name, gefolgt von
anderen Bezeichnungen, soweit bekannt;

die CAS-Registrierungsnummer (CAS-Nr.), soweit bekannt;

Reinheit und Zusammensetzung des Stoffes oder des Gemisches (in Gewichtsprozent(en)), soweit diesbeziigliche
Informationen vorliegen;

Physiko-chemikalische Eigenschaften wie physikalischer Zustand, Fliichtigkeit, pH-Wert, Stabilitdt, Chemikalienklasse,
Wasserloslichkeit, soweit sie fiir die Studie relevant sind;

Behandlung der Priifsubstanzen/Kontrollsubstanzen vor der Testung, soweit zutreffend (z. B. Erwirmung, Zerkleine-
rung);

Stabilitdt, soweit bekannt.

Informationen zu Auftraggeber und Priifanstalt

Name und Anschrift des Auftraggebers, der Priifanstalt und des Studienleiters;
Angaben zur Identifizierung der Bezugsquelle der Augen (d. h. Einrichtung, in der sie gewonnen wurden);
Lager- und Transportbedingungen der Augen (z. B. Datum und Uhrzeit der Gewinnung, Zeitspanne vor Testbeginn);

soweit bekannt, spezifische Daten betreffend die Tiere, von denen die Augen gewonnen wurden (z. B. Alter,
Geschlecht, Gewicht des Spendertieres).

Begriindung der Priifmethode und des angewandten Protokolls
Integritdt der Priifmethode

Das zur Gewihrleistung der Integritdt (d. h. Genauigkeit und Zuverldssigkeit) der Priifmethode im Zeitverlauf ange-
wandte Verfahren (z. B. regelmifSige Testung von Leistungsstoffen, Hinzuziehung historischer Daten iiber Negativ-
und Positivkontrollen).
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Testakzeptanzkriterien

gegebenenfalls akzeptable Reihen konkurrierender Referenzkontrollen aufgrund historischer Daten;

Testbedingungen

Beschreibung des angewandten Testsystems;

verwendetes Spaltlampenmikroskop (z. B. Modell);

Einstellungen des verwendeten Spaltlampenmikroskops;

Angaben zu den verwendeten Hiihneraugen, einschlieflich Qualititsbestitigungen;

Einzelheiten des angewandten Testverfahrens;

verwendete Priifsubstanzkonzentration(en);

Beschreibung etwaiger Anderungen am Testverfahren;

Verweis auf historische Modelldaten (z. B. Negativ- und Positivkontrollen, Leistungsstoffe, Referenzsubstanzen);
Beschreibung der angewandten Bewertungskriterien;

Ergebnisse

Beschreibung sonstiger festgestellter Wirkungen;
gegebenenfalls Aufnahmen vom Auge;

Errterung der Ergebnisse
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BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Genauigkeit: Der Grad der Ubereinstimmung zwischen Testergebnissen und anerkannten Referenzwerten. Die Genau-
igkeit ist ein Mafl der Leistung der Priifmethode und ein Aspekt der ,Relevanz‘. Der Begriff wird oft im Sinne von
,Ubereinstimmung“ verwendet und bezeichnet den Anteil der korrekten Ergebnisse einer Priifmethode.

Referenzsubstanz: Eine zum Vergleich mit einer Priifsubstanz verwendete Bezugsgrofe. Eine Referenzsubstanz sollte die
folgenden Eigenschaften aufweisen: i) bestindige und zuverlissige Quelle(n); i) strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit
zur Klasse der gepriiften Stoffe; iii) bekannte physikalische/chemische Eigenschaften; (iv) unterstiitzende Daten zu be-
kannten Wirkungen; v) bekannte Potenz innerhalb der erwiinschten Wirkungsspanne.

Hornhaut: Der Iris und Pupille iiberdeckende transparente vordere Teil des Augapfels, iiber den Licht ins Augeninnere
iibertragen wird.

Hornhauttriibung: Messwert fiir die Undurchsichtigkeit der Hornhaut nach Applikation einer Priifsubstanz. Eine ver-
starkte Hornhauttriibung ist ein Indikator fiir die Schidigung der Hornhaut.

Hornhautschwellung: Objektiver Messwert im Rahmen des ICE fiir die Umfangszunahme der Hornhaut nach Applika-
tion einer Priifsubstanz. Der Wert wird als Prozentsatz ausgedriickt und auf Basis von Referenz-Hornhautdickenmessun-
gen (Messung vor der Applikation) und der in regelmifSigen Abstinden nach der Applikation der Priifsubstanz im ICE
aufgezeichneten Dicke berechnet. Das Ausmafl der Hornhautschwellung ist ein Indikator der Hornhautschadigung.

EPA-Kategorie 1: Veritzende Wirkung (irreversible Schidigung des Augengewebes) oder Hornhautkomplikation oder
-reizwirkung, die iiber 21 Tage lang anhilt (1).

EU-Kategorie R41: Schadigung des Augengewebes oder schwere physikalische Beeintrachtigung des Sehvermogens nach
Applikation einer Priifsubstanz auf die Vorderfliche des Auges, die innerhalb von 21 Tagen nach der Applikation nicht
vollstandig zuriickgeht (2).

Falsch-Negativ-Rate: Der Anteil aller positiven Substanzen, die von einer Priifmethode filschlicherweise als negativ
identifiziert werden. Die Falsch-Negativ-Rate ist ein Leistungsindikator der Priifmethode.

Falsch-Positiv-Rate: Der Anteil aller negativen Substanzen, die von einer Priifmethode filschlicherweise als positiv
identifiziert werden. Die Falsch-Positiv-Rate ist ein Leistungsindikator der Priifmethode.

Fluorescein-Verfirbung: Subjektiver Messwert im Rahmen des ICE fiir die Fluorescein-Natrium-Verfirbung der Epithel-
Zellen in der Hornhaut nach Applikation einer Priifsubstanz. Das Ausmafl der Fluorescein-Verfirbung ist ein Indikator der
Schidigung der kornealen Epithel-Zellen.

GHS (Globales Harmonisierte System zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien): Ein System zur
Klassifizierung von Chemikalien (Stoffe und Gemische) nach standardisierten Typen und Stufen physikalischer, gesund-
heitlicher und 6kologischer Gefahren und zur entsprechenden Kennzeichnung durch Piktogramme, Signalworter, Gefah-
renhinweise, Sicherheitshinweise und Sicherheitsdatenblitter, um zum Schutz des Menschen (einschlieflich Arbeitgeber,
Arbeiter, Spediteure, Verbraucher und Notfall-Einsatzkrifte) und der Umwelt Informationen iiber die schadlichen Wir-
kungen der betreffenden Chemikalien zu verbreiten (3).

GHS-Kategorie 1: Schidigung des Augengewebes oder schwere physikalische Beeintrichtigung des Sehvermogens nach
Applikation einer Priifsubstanz auf die Vorderfliche des Auges, die innerhalb von 21 Tagen nach der Applikation nicht
vollstandig zuriickgeht (3).

Gefahr: Inhdrente Eigenschaft eines Stoffes oder eines Umfelds mit dem Potenzial, einen Organismus, ein System oder
eine (Sub)population bei Exposition gegeniiber diesem Stoff zu schadigen.
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Negativkontrolle: Fin unbehandeltes Replikat, das alle Komponenten eines Testsystems enthilt. Diese Probe wird mit
Priifsubstanzbehandelten Proben oder anderen Kontrollproben mitgefithrt, um festzustellen, ob das Losungsmittel mit
dem Testsystem interagiert.

Stoffe ohne Reizwirkung: Stoffe, die nicht als Augenreizstoffe der EPA-Kategorien I, I oder III, der EU-Kategorien R41
oder R36 oder der GHS-Kategorien 1, 2A oder 2B eingestuft sind (1) (2) (3).

Augenveritzende Stoffe: a) Stoffe, die das Augengewebe irreversibel schidigen; b) Stoffe, die als Augenreizstoffe der
GHS-Kategorie 1, der EPA-Kategorie 1 oder der EU-Kategorie R41 eingestuft sind (1) (2) (3).

Augenreizende Stoffe: a) Stoffe, die nach Applikation auf die Vorderfliche des Auges eine reversible Augenschidigung
verursachen; b) Stoffe, die als Augenreizstoffe der EPA-Kategorie II oder IIl, der EU-Kategorie R36 oder der GHS-
Kategorien 2A oder 2B eingestuft sind (1) (2) (3).

Stark augenreizende Stoffe: a) Stoffe, die nach Applikation auf die Vorderfliche des Auges das Augengewebe derart
schidigen, dass die Schidigung nicht innerhalb von 21 Tagen nach der Applikation des Stoffes zuriickgeht oder dass das
Sehvermogen schwer beeintrichtigt ist; b) Stoffe, die als Augenreizstoffe der GHS-Kategorie 1, der EPA-Kategorie I oder
der EU-Kategorie R41 eingestuft sind (1) (2) (3).

Positivkontrolle: Ein Replikat, das alle Komponenten eines Testsystems enthilt und mit einem Stoff behandelt wird, der
bekanntermafien eine positive Reaktion hervorruft. Um sicherzustellen, dass Abweichungen bei der Positivkontrollreaktion
im Zeitverlauf bewertet werden konnen, sollte die Reaktion nicht zu heftig sein.

Zuverlissigkeit: Maf8 der Reproduzierbarkeit einer Priifmethode innerhalb von und zwischen Laboratorien iiber einen
langeren Zeitraum und bei einheitlichem Protokoll. Die Zuverldssigkeit wird durch Berechnung der Intra- und Interlabor-
Reproduzierbarkeit bewertet.

Spaltlampen-Mikroskop: Ein Instrument zur direkten Untersuchung des Auges, vergrofert mit einem binokularen
Aufrechtbild-Stereomikrosop. Beim ICE-Test wird dieses Instrument eingesetzt, um die Vorderkammern des Hithnerauges
visuell zu untersuchen und um die Hornhautdicke anhand eines Pachometer-Aufsatzes objektiv zu messen.

Losungsmittel-/Vehikelkontrolle: Eine unbehandelte Probe, die alle Komponenten eines Testsystems enthilt, einschliefS-
lich des Losungsmittels oder Vehikels und die mit den Priifsubstanzbehandelten und anderen Kontrollproben mitgefithrt
wird, um die Referenzreaktion fiir die mit der Priifsubstanz behandelten Proben, die im selben Losungsmittel oder Vehikel
aufgelost wurden, zu bestimmen. Bei der Testung mit einer konkurrierenden Negativkontrolle zeigt diese Probe auflerdem
an, ob das Losungsmittel oder Vehikel mit dem Testsystem interagiert.

Stufenweiser Priifansatz: Eine schrittweise Priifstrategie, bei der allen vorhandenen Informationen iiber eine Priifsub-
stanz in einer vorgegebenen Reihenfolge iiberpriift werden, wobei auf jeder Stufe nach dem evidenzbasierten Bewertungs-
ansatz (weight-of-evidence) vorgegangen wird, um feststellen zu kénnen, ob geniigend Informationen fiir eine Gefahren-
klassifizierung vorliegen, bevor zur nachsten Stufe {ibergangen wird. Wenn das Reizpotenzial einer Prifsubstanz auf Basis
der vorliegenden Informationen zugeordnet werden kann, sind keine weiteren Testungen erforderlich. Ist dies nicht der
Fall, miissen schrittweise sequenzielle Tierversuche durchgefithrt werden, bis eine eindeutige Klassifizierung vorgenommen
werden kann.

Validierte Priiffmethode: Eine Priifmethode, fiir die zwecks Bestimmung ihrer Relevanz (einschliefSlich Genauigkeit) und
Zuverlassigkeit fiir einen bestimmten Zweck Validierungsstudien abgeschlossen wurden. Es wird darauf hingewiesen, dass
eine validierte Priifmethode maoglicherweise nicht genau und zuverldssig genug ist, um fiir den vorgeschlagenen Zweck
akzeptiert zu werden.

Evidenzbasierte Bewertung: Der Prozess der Priifung der Stirken und Schwichen verschiedener Informationen, um
tiber das Gefahrenpotenzial eines Stoffes entscheiden zu kénnen und diese Entscheidung zu untermauern.



9.12.2010

Amtsblatt der Europdischen Union

L 324/37

Anlage 2

LEISTUNGSSTOFFE FUR DEN ICE

Vor der routinemafligen Anwendung eines Tests, der den Anforderungen der vorliegenden Priifmethode geniigt, konnen
Laboratorien ihre technische Kompetenz demonstrieren, indem sie die zehn in Tabelle 1 empfohlenen Stoffe in die
richtige Atzwirkungsklasse einstufen. Die Stoffe wurden so ausgewihlt, dass sie die Bandbreite lokaler Augenreizungs-
|Augenveritzungswirkungen reprasentieren, die auf den Ergebnissen des In-vivo-Kaninchenaugentests basieren (TG 405) (d.
h. Kategorien 1, 2A, 2B oder ,nicht eingestuft und nicht gekennzeichnet“ nach dem UN-GHS-System (3) (7). Angesichts
der validierten Eignung dieser Tests (d. h. Tests zur ausschlieflichen Identifizierung augenveritzender/stark augenreizender
Stoffe) kann die Kompetenz des Labors jedoch nur anhand von zwei Klassifizierungsergebnissen (veritzend|stark reizend
oder nicht verdtzend[schwach reizend) demonstriert werden. Weitere Auswahlkriterien betrafen die Erhiltlichkeit der
Stoffe im Handel, die Verfiigbarkeit hochwertiger In-vivo-Referenzdaten und das Vorhandensein hochwertiger Daten aus
zwei In-vitro-Methoden, fiir die zurzeit Testrichtlinien erarbeitet werden. Aus diesem Grunde wurden die Reizstoffe aus der
von der ICCVAM empfohlenen Liste von 122 Referenzsubstanzen fiir die Validierung von In-vitro-Prifmethoden zur
Untersuchung auf okulare Toxizitit ausgewdhlt (siehe Anhang H: von ICCVAM empfohlene Referenzsubstanzen) (4).
Referenzdaten kénnen aus den Background Review Documents der ICCVAM fiir die BCOP-Priifmethode (Test an der
isolierten Rinderhornhaut) und die ICE-Priifmethode bezogen werden (18) (19).

Tabelle 1

Empfohlene Stoffe fiir die Demonstration der technischen Kompetenz von Laboratorien zur Durchfithrung des ICE

Stoff CAS-Nr. Chemikalien- | Physikalischer Zu- | In-vivo-Klassifizie- In-vitro-Klassifizierung (°)
klasse (1) stand rung (?)

Benzalkoniumchlorid 8001-54-5 Oniumverbin- fliissig Kategorie 1 verdtzend/stark reizend

(5 %) dung

Chlorhexidin 55-56-1 Amin, Amidin fest Kategorie 1 veritzend|stark reizend

Dibenzoyl-D-Wein- 2743-38-6 Carbonsiure, fest Kategorie 1 veritzend/stark reizend

sdure Ester

Imidazol 288-32-4 heterocyclisch fest Kategorie 1 veritzend|stark reizend

Trichloressigsaure 76-03-9 Carbonsdure flissig Kategorie 1 veritzend|stark reizend

(30 %)

2,6-Dichlorbenzoyl- 4659-45-4 Acylhalolenid flissig Kategorie 2A | Nicht veritzend/schwach

chlorid reizend

Ethyl-2-methylaceto- 609-14-3 Ketone, Ester fliissig Kategorie 2B | Nicht veritzend/schwach

acetat reizend

Ammoniumnitrat 6484-52-2 | Anorganisches fest Kategorie 2A | Nicht veritzend/schwach
Salz reizend

Glyzerin 56-81-5 Alkohol fliissig Nicht einge- Nicht veritzend[schwach

stuft reizend

n-Hexan 110-54-3 Kohlenwasser- flissig Nicht einge- Nicht verdtzend/schwach

stoff stuft reizend
(acyclisch)

Abkiirzungen: CAS-Nr. = Registrierungsnummer des Chemical Abstracts Service

(1) Jede Priifsubstanz wurde anhand einer Standard-Klassifizierungsregelung auf Basis des Klassifizierungssystems der National Library of

Medicine Medical Subject Headings (MeSH) einer Chemikalienklasse zugeordnet (abrufbar iiber http//www.nlm.nih.gov/mesh).

(%) gestiitzt auf Ergebnisse aus dem In-vivo-Kaninchenaugentest (OECD TG 405) unter Verwendung des UN-GHS-Klassifizierungssystems

B)?).

(%) gestiitzt auf Ergebnisse der BCOP- und ICE-Priifmethoden.
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Schaubilder des ICE-Superfusionsgerits und der ICE-Augenklemmen

(Siehe Burton et al. (17) fiir weitere generische Beschreibungen von Superfusionsgerdten und Augenklemmen)

Nr. BESCHREIBUNG

1 WARMWASSERAUSLASS

2 SCHIEBEFENSTER

3 SUPERFUSIONSGERAT

4 OPTISCHES MESSINSTRUMENT

5 WARMWASSEREINLASS

6 KOCHSALZLOSUNG

7 WARMES WASSER

8 EINLASS KOCHSALZLOSUNG

9 KAMMER

10 AUGENHALTERUNGSVORRICHTUNG

11 HUHNERAUGE

12 AUSLASS KOCHSALZLOSUNG

13 FESTSTELLSCHRAUBE

14 OBERER JUSTIERBARER FIXIERARM
EYE HOLDER 15 UNTERER UNBEWEGLICHER FIXIERARM®




