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KOMISJONI MAARUS (EL) nr 1152/2010,
8. detsember 2010,

millega muudetakse tehnika arenguga kohandamise eesmirgil miirust (EU) nr 440/2008, millega
kehtestatakse katsemeetodid vastavalt Euroopa Parlamendi ja ndukogu miirusele (EU) nr
1907/2006, mis kisitleb kemikaalide registreerimist, hindamist, autoriseerimist ja piiramist (REACH)

(EMPs kohaldatav tekst)

EUROOPA KOMISJON,
vottes arvesse Euroopa Liidu toimimise lepingut,

vottes arvesse Euroopa Parlamendi ja ndukogu 18. detsembri
2006. aasta madrust (EU) nr 1907/2006 (mis kasitleb kemikaa-
lide registreerimist, hindamist, autoriseerimist ja piiramist
(REACH) ning millega asutatakse Euroopa Kemikaaliamet,
muudetakse direktiivi 1999/45/EU ja tunnistatakse kehtetuks
ndukogu miirus (EMU) nr 793/93 ja komisjoni méirus (EU)
nr 1488/94 ning samuti ndukogu direktiiv 76/769/EMU ja
komisjoni direktiivid 91/155/EMU, 93/67/EMU, 93/105/EU ja
2000/21/EQ), () eriti selle artikli 13 Idiget 3,

ning arvestades jargmist:

(1)  Komisjoni mdiruses (EU) nr 440/2008 (3 on esitatud
katsemeetodid ainete fiiiisikalis-keemiliste omaduste,
toksilisuse ja oOkotoksilisuse mairamiseks, mida kasuta-
takse mairuse (EU) nr 1907/2006 kohaldamisel.

(2)  On vaja ajakohastada miirust (EU) nr 440/2008, et
lisada prioriteetsena kaks uut, OECD poolt hiljuti heaks
kiidetud in vitro-katsemeetodit silmairrituse mairamiseks,
et vihendada katsetes kasutatavate loomade arvu miini-

mumini vastavalt ndukogu 24. novembri 1986. aasta
direktiivile 86/609/EMU katseteks ja muudel teaduslikel
eesmirkidel kasutatavate loomade kaitsega seotud liik-
mesriikide  6igus- ja  haldusnormide  thtlustamise
kohta (}). Kdesoleva eelnduga seoses on konsulteeritud
sidusrithmadega.

(3)  Seepdrast tuleks madrust (EU) nr 440/2008 vastavalt
muuta.

(4)  Kdesoleva mairusega ettendhtud meetmed on kooskdlas
médruse (EU) nr 1907/2006 artikli 133 kohaselt asutatud
komitee arvamusega,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA MAARUSE:

Artikkel 1

Mairuse 440/2008 lisa B osasse lisatakse peatiikid B.47 ja B.48
kdesoleva miidruse lisas esitatud kujul.

Artikkel 2

Kéesolev mairus joustub kolmandal pideval parast selle avalda-
mist Euroopa Liidu Teatajas.

Kiesolev mairus on tervikuna siduv ja vahetult kohaldatav kéikides liikmesriikides.

Briissel, 8. detsember 2010

() ELT L 396, 30.12.2006, Ik 1.
() ELT L 142, 31.5.2008, Ik 1.

Komisjoni nimel
president
José Manuel BARROSO

() EUT L 358, 18.12.1986, Ik 1.
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LISA

,B.47. VEISE SARVKESTA HAGUSUSE JA LABILASKVUSE KATSEMEETOD SILMA SOOVITAVATE JA TUGE-

VASTI ARRITAVATE AINETE KINDLAKSTEGEMISEKS
SISSEJUHATUS

. Veise sarvkesta hdgususe ja labilaskvuse katse (Bovine Corneal Opacity and Permeability — BCOP) on in vitro-katsemeetod,

mida voib teatavatel asjaoludel ja teatavate piirangutega kasutada, et klassifitseerida aineid ja segusid silma soovitavaks
ja tugevasti drritavaks (1), (2), (3). Kdesoleva katsemeetodi puhul mairatletakse tugevasti drritava toimega aineks voi
seguks sellised, mis tekitavad kiiiilikul parast pealekandmist vahemalt 21 péeva piisiva silmakahjustuse. Katsemeetodit
ei peeta kiiiliku silma in vivo-katse tdieliku asendamise jaoks kolblikuks; BCOP-meetodit soovitatakse kasutada
astmelise katsetamise strateegia osana Oigusliku klassifitseerimise ja mirgistamise jaoks konkreetses kasutusvald-
konnas (4), (5). Uuritavad ained ja segud (6) voib klassifitseerida silma soovitavaks voi tugevasti drritavaks aineks
ilma edasise katsetamiseta kiiiilikutel. Negatiivse tulemuse andnud ainet on vaja katsetada kiiiilikul, kasutades jérjes-
tikuste katsete strateegiat, mis on esitatud OECD katsesuunises 405 (7) (kdesoleva lisa B.5 peatiikk).

. Kdesoleva katsemeetodi eesmirk on kirjeldada menetlusi, mida kasutatakse uuritava aine silma so6vitava voi tugevasti

drritava toime hindamiseks, tuginedes aine omadusele pohjustada veise isoleeritud sarvkesta hdgustumist ja suuren-
dada selle ldbilaskvust. Toksilist m&ju sarvkestale moddetakse: i) valguse labilaskvuse vahenemise (higususe tekke) ja
ii) naatriumfluorestseiini labilaskvuse suurenemise jargi. Uuritava aine klassifitseerimiseks silma érritava toime jargi
kasutatakse nn in vitro-drritavuse hinnet (In Vitro Irritancy Score, IVIS), mille arvutamiseks kombineeritakse pérast
uuritava ainega kokkupuudet toimunud sarvkesta higustumise ja ldbilaskvuse suurenemise hinnangud.

. BCOP-meetodiga on uuritud ka silmadrritajaid, mille tekitatud kahjustused paranevad vihem kui 21 pievaga, samuti

aineid, mis silmi ei drrita. Kuid sellistesse kategooriatesse kuuluvate ainete puhul ei ole BCOP-meetodi tipsust ja
usaldusvadrsust ametlikult hinnatud.

. Moisted on esitatud 1. liites.

ALGSED KAALUTLUSED JA PIIRANGUD

. Kéesolev katsemeetod pohineb alternatiivmeetodite valideerimise ametitevahelise koordineerimiskomitee (Interagency

Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods, ICCVAM) BCOP-meetodi eeskirjal (8), mis tootati vilja
rahvusvahelise valideerimisuuringu alusel (4), (5), (9), millesse andsid oma panuse alternatiivmeetodite valideerimise
Euroopa keskus (ECVAM) ja alternatiivmeetodite valideerimise Jaapani keskus (JaCVAM). Eeskiri pohineb In Vitro
Teaduste Instituudis (ITVS) saadud teabel ja INVITTOXi eeskitjal 124 (10), mida kasutati Euroopa Uhenduse rahas-
tatud BCOP-meetodi eelvalideerimisuuringus 1997-1998. Molemad eeskirjad pohinevad BCOP-katse eeskirjal, mille
esimesena avaldasid Gautheron ja kaasautorid (11).

. Kdesoleva katsemeetodi puhul kindlaks tehtud piirangud on seotud valepositiivsete tulemuste korge osakaaluga

alkoholide ja ketoonide puhul ning valenegatiivsete tulemuste kdrge osakaaluga tahkete ainete puhul, mida tiheldati
valideerimisandmebaasi puhul (vt punkt 44) (5). Kui osutatud kemikaaliklassidesse ja fiiiisikalistesse aineklassidesse
kuuluvad ained andmebaasist vilja jitta, suureneb BCOP-meetodi tipsus ELi ja USA keskkonnaameti (EPA) klassi-
fitseerimissiisteemi ning ka tilemaailmselt tihtlustatud klassifitseerimissiisteemi (GHS) jérgi oluliselt (5). Pidades silmas
konealuse katse eesmarki (teha tiksnes kindlaks silmi soovitavad voi tugevasti drritavad ained), ei ole valenegatiivsed
tulemused viga olulised, kuna selliseid aineid uuritakse reguleerivate asutuste nduetest olenevalt edasi kiiiilikutel voi
muudes korralikult valideeritud in vitro-katsetes, kasutades jarjestikuste katsete strateegiat ja tdendite kaalukuse lihe-
nemisviisi. Lisaks ei voimaldanud senine valideerimisandmebaas digesti hinnata monesid kemikaali- vdi tooteklasse
(nditeks segusid). Kuid teadlased voiksid kaaluda kdnealuse meetodi kasutamist kdigi uuritava materjali tiiiipide, kaasa
arvatud segude puhul, kusjuures positiivse tulemuse voiks lugeda tdendiks, et tegemist on silma sodvitava voi
tugevasti drritava toimega. Alkoholide ja ketoonidega saadud positiivseid tulemusi tuleks votta ettevaatusega, kuna
nende puhul on oht mdju iilehinnata.

. Veiste silmade ja sarvkestadega tehtavate toimingute puhul tuleks alati jargida katselaboris kohaldatavaid loomadelt

saadud materjalide, kaasa arvatud kudede ja koevedelike jne kisitsemise eeskirju ja korda. Soovitatakse kasutada tildisi
laborite ettevaatusmeetmeid (12).

. Katsemeetodi kasutatavust piirab asjaolu, et kuigi selle puhul vdetakse arvesse mdnesid silmaga seotud mdjusid, mida

on hinnatud kiiiiliku silma 4rritavuse katses, ja mingil maaral ka mojude tugevust, ei peegelda katse silma sidekesta ja
vikerkesta kahjustusi. Kuigi BCOP-katsega ei saa pdhimdtteliselt hinnata sarvkestakahjustuste poorduvust, on kiiiiliku
silma uuringute alusel soovitatud kasutada sarvkestakahjustuse esialgset siigavust poordumatu ja poorduva moju
eristamiseks (13). Lopuks ei voimalda BCOP-katse hinnata ainete silmasattumisega kaasneva siisteemse toksilisuse
voimalust.
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. Jatkatakse uuringuid BCOP-katse kasulikkuse ja piirangute edasiseks iseloomustamiseks ainete puhul, millel ei ole

silma tugevasti drritavat voi arritavat toimet (vt ka punkt 45). Meetodi kasutajatel palutakse valideerimisorganisat-
sioonidele saata niidiseid ja/vdi andmeid, et ametlikult hinnata BCOP-katse voimalikku muud tulevast kasutust,
sealhulgas ka ainete puhul, millel ei ole silma tugevasti drritavat vi arritavat toimet.

Iga labor, kes alustab katsemeetodi kasutamist, peaks oma taseme kontrollimiseks kasutama 2. liites esitatud kemi-
kaale. Labor voib osutatud kemikaale kasutada selleks, et tdendada oma tehnilist padevust BCOP-katse labiviimisel,
enne kui ta esitab BCOP-katsega saadud andmed regulatiivseks ohu klassifitseerimiseks.

KATSE POHIMOTE

BCOP-meetod on organotiiiipne mudel, mille abil on lithiajaliselt voimalik in vitro sailitada veise sarvkesta normaal-
seid fiisioloogilisi ja biokeemilisi funktsioone. Katsemeetodis hinnatakse uuritava aine pdhjustatud kahjustust sarvkesta
higususe ja libilaskvuse muutuste moddtmisega higususmodtja ja nihtava valguse spektromeetri abil. Nende kahe
moddetud suuruse jargi arvutatakse IVIS, mille alusel uuritavale ainele omistatakse in vitro madratud arritavuse
klassifikatsioonikategooria, et ennustada aine vdimet arritada silma in vivo (vt otsustamise kriteeriumid).

BCOP-meetodi puhul kasutatakse virskelt tapetud veise silmast eraldatud sarvkesta. Sarvkesta hidgusust moddetakse
sarvkesta labinud valgushulga mddtmisega. Lébilaskvuse modtmiseks mdddetakse virvaine naatriumfluorestseiini
kogus, mis on libinud kogu sarvkesta paksuse ja joudnud sarvkestataguses kambris olevasse lahusesse. Uuritavad
ained kantakse sarvkesta epiteliaalsele pinnale sel teel, et need lisatakse sarvkestahoidja eespoolsesse kambrisse. 3.
liites on esitatud BCOP-katses kasutatava sarvkestahoidja kirjeldus ja skeem. Sarvkestahoidjaid voib osta mitmelt
firmalt voi ehitada ise.

Veisesilmade hankimise allikad, kasutatavate loomade vanus ja valimine

Tapamajja saadetavad loomad tapetakse harilikult kas inimtoiduks voi muul kaubanduslikul eesmirgil. BCOP-katseks
sobib iiksnes sarvkest, mis on vdetud tervelt loomalt, keda peetakse sobivaks inimtoidus kasutamiseks. Kuna tape-
tavad loomad on toust, vanusest ja soost olenevalt viga erineva kaaluga, ei ole looma soovitatavat kaalu tapmise ajal
madratletud.

Eri vanuses loomade silmade kasutamise korral vdivad sarvkesta mddtmed olla erinevad. Sarvkestad, mille horison-
taallabimodt on iile 30,5 mm ja paksus keskosas vihemalt 1 100 pm, saadakse tavaliselt iile kaheksa aasta vanustelt
loomadelt, samas kui sarvkestad horisontaallibimdoduga alla 28,5 mm ja paksusega keskosas alla 900 pm saadakse
tavaliselt loomadelt, kelle vanus on alla viie aasta (14). Seepdrast kasutatakse tavaliselt silmi, mis on saadud kuni 60
kuu vanustelt loomadelt. Alla 12 kuu vanuste loomade silmi ei ole tavaliselt kasutatud, kuna selliste loomade silmad
alles arenevad ning sarvkesta paksus ja 1dbimo6t on oluliselt vdiksemad kui tdiskasvanud loomade silmades. Noorte
loomade (vanus 6-12 kuud) sarvkestade kasutamine on siiski lubatav, kuna neil on ka eeliseid, nagu parem Kitte-
saadavus, kitsas vanusevahemik ja vdiksem oht, et tootajad voivad kokku puutuda veiste spongiformse entsefalopaa-
tiaga (15). Kuna oleks kasulik hinnata soovitavate voi drritavate ithendite suhtes avalduva sarvkesta tundlikkuse
soltuvust sarvkesta suurusest voi paksusest, palutakse kasutajatel teatada, millises vanuses voi millise kaaluga looma-
delt périnesid uuringus kasutatud sarvkestad.

Silmade kogumine ja toimetamine laborisse

Silmad kogutakse tapamaja t6tajate poolt. Mehaaniliste ja muude kahjustuste miinimumini viimiseks tuleks silmad
silmakoopast eemaldada voimalikult kiiresti parast looma surma. Et viltida silmade kokkupuudet érritust pohjustavate
ainetega, ei tohiks tapamaja to6tajad looma pea loputamisel kasutada detergente.

Silmad tuleks paigutada sobiva suurusega anumasse nii, et need oleksid iileni kaetud Hanksi tasakaalustatud soola-
lahusega (Hanks' Balanced Salt Solution, HBSS), ja toimetada laborisse viisil, mille puhul nende kahjustuse voi bakte-
riaalse saastuse oht oleks minimaalne. Kuna silmi kogutakse tapmisprotsessi ajal, vdivad need kokku puutuda vere ja
muude bioloogiliste ainetega, sealhulgas bakterite ja muude mikroorganismidega. Seepdrast on oluline viia saastuse
oht miinimumini (néiteks silmi sisaldava anuma hoidmisega jad peal ning silmade sailitamiseks ja transportimiseks
kasutatavale Hanksi lahusele antibiootikumide lisamisega (niiteks 100 RU/ml penitsilliini ja 100 mg/ml streptomiit-
siini)).

Ajavahemik silmade kogumise ja sarvkestade BCOP-katses kasutamise vahel peaks olema voimalikult lithike (tavaliselt
kogutakse ja kasutatakse samal pdeval), kusjuures tuleks tdendada, et katsetulemused ei soltu konkreetsest ajavahe-
mikust. Tulemuste aluseks on silmade valimise kriteeriumid ning positiivse ja negatiivse kontrolli katsetes saadud
tulemused. Koik katses kasutatud silmad peavad pdrinema iihest ja samast silmade rithmast, mis on kogutud iihel
konkreetsel pdeval.
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BCOP-katses kasutatavate silmade valimise kriteeriumid

Silmi kontrollitakse peale laborisse saabumist hoolikalt, et neil ei esineks defekte, sealhulgas suurenenud higusust,
kriimustusi ja neovaskularisatsiooni. Kasutatakse ainult sellistest silmadest parit sarvkesti, milles osutatud defekte ei
ole.

Iga sarvkesta kvaliteeti hinnatakse ka katse hilisematel etappidel. Katses ei kasutata sarvkesti, mille higusus pérast
esialgset tthetunnilist tasakaalustumist on iile 7 hdgususiihiku (markus: higususmootja kaliibritakse hagususstandar-
ditega, mida kasutatakse hdgususithikute maaramiseks, vt 3. liide).

Igas katserithmas (uuritav aine, sellega paralleelselt labiviidavad positiivse ja negatiivse kontrolli katsed) kasutatakse
vihemalt kolme silma. BCOP-katses kasutatakse negatiivse kontrolli katses kolme sarvkesta. Kuna koik sarvkestad
eemaldatakse tervelt silmamunalt ja paigutatakse sarvkestakambrisse, vdivad iiksiku sarvkesta, sealhulgas negatiivse
kontrolli katses kasutatud sarvkesta higususe ja ldbilaskvuse véirtusi mdjutada ksitsemisest tekkinud artefaktid.
Lisaks kasutatakse negatiivse kontrolli katses saadud higususe ja labilaskvuse vaartusi in vitro-drritavuse hinnet
(IVIS) arvutamisel uuritava ainega ja positiivse kontrolli katsetes saadud vastavate véirtuste parandamiseks.

KATSE KAIK
Silmade ettevalmistamine

Defektidest vabad sarvkestad 1igatakse vilja koos 2-3 mm laiuse kdvakestaddrega, mis hdlbustab edasist kisitsemist,
kusjuures tuleb viltida sarvkesta epiteeli ja endoteeli kahjustamist. Isoleeritud sarvkest kinnitatakse spetsiaalsesse
sarvkestahoidjasse, millel on eespoolne kamber — selle poole on sarvkesta epiteliaalne kiilg —, ja tagapoolne kamber,
mille poole on endoteliaalne kiilg. Mdlemad kambrid tdidetakse kuni iilevoolamiseni eelsoojendatud EMEM-lahusega
(Eagle’s Minimum Essential Medium), alustades tagapoolsest kambrist ja hoolitsedes, et kambris ei tekiks mulle. Seadet
tasakaalustatakse seejarel temperatuuril 32 + 1 °C vdhemalt iiks tund, et sarvkest saavutaks tasakaalu Gimbritseva
keskkonnaga ja saavutaks normaalse metaboolse aktiivsuse (sarvkesta pinna ligikaudne temperatuur in vivo on 32 °C).

Pirast tasakaalustumisperioodi lisatakse molemasse kambrisse virsket eelsoojendatud EMEM-lahust ja registreeritakse
iga sarvkesta hagususe nullvaartus. Sarvkestad, millel on makroskoopilisi koekahjustusi (niditeks kriimustused, pigmen-
tatsioon, neovaskularisatsioon) voi mille hagusus on suurem kui 7 hagususiihikut, jietakse korvale. Arvutatakse koigi
tasakaalustatud sarvkestade keskmine hdgusus. Negatiivse (voi lahusti-) kontrolli katseteks valitakse vihemalt kolm
sarvkesta, mille higususe véirtused on kéigi sarvkestade higususe keskviidrtuse lihedal. Ulejadnud sarvkestad jaga-
takse seejirel kahte rithma: uuritava ainega toodeldavad ja positiivse kontrolli katse sarvkestad.

Kuna vee soojusmahtuvus on suurem kui Shul, on inkubeerimise ajal vdimalik veega saavutada piisivamaid tempe-
ratuuritingimusi. Seepdrast soovitatakse tdidetud sarvkestahoidjate termostateerimiseks temperatuuril 32 + 1 °C kasu-
tada vesivanni. Kuid kasutada voib ka ohktermostaate, vottes vajalikud meetmed temperatuuri stabiilsuse tagamiseks
(nditeks hoidjate ja lahuste eelsoojendamine).

Uuritava aine pealekandmine

Kasutatakse kaht pealekandmismeetodit, millest iiks on vedelike ja (tahkete voi vedelate) pindaktiivsete ainete jaoks
ning teine on selliste tahkete ainete jaoks, millel ei ole pindaktiivseid omadusi.

Vedelikke katsetatakse lahjendamata kujul ning pindaktiivseid aineid katsetatakse kontsentratsioonis 10 massiprotsenti
0,9 % mnaatriumkloriidi lahuses, destilleeritud vees vdi muus lahustis, mille kohta on tdendatud, et see ei avalda
kahjustavat moju katsesiisteemile. Piidelaid aineid, kreeme ja vahasid uuritakse tavaliselt nagu vedelikke. Muu lahjen-
duskontsentratsiooni kasutamist tuleb veenvalt pohjendada. Sarvkestal lastakse vedelike ja pindaktiivsete ainetega
kokku puutuda 10 minutit. Muu kokkupuuteaja kasutamise korral tuleb esitada veenev teaduslik pohjendus.

Tahkeid aineid, millel ei ole pindaktiivseid omadusi, katsetatakse lahuse voi suspensioonina kontsentratsioonis 20
massiprotsenti 0,9 % naatriumkloriidi lahuses, destilleeritud vees v6i muus lahustis, mille kohta on tdendatud, et see
ei avalda kahjustavat moju katsesiisteemile. Teatavatel puhkudel ja veenva teadusliku pohjendusega voib tahkeid
aineid katsetada ka puhtal kujul, kus uuritav aine kantakse otse sarvkesta pinnale, kasutades lahtise kambri meetodit
(vt punkt 29). Sarvkest jictakse tahke ainega kokkupuutesse neljaks tunniks, kuid nagu vedelike ja pindaktiivsete
ainete puhulgi voib veenva teadusliku pohjendusega kasutada ka muid kokkupuuteaegu.

Pealekandmiseks voib kasutada mitmesuguseid meetodeid, olenevalt uuritava aine fiiiisikalisest olekust ja keemilistest
omadustest (nditeks tahke aine, vedelik, viskoosne vdi mitteviskoosne vedelik). Oluline on tagada, et uuritav aine
korralikult kataks epiteliaalse pinna ja tdielikult eemaldataks loputamistega. Mitteviskoosse vdi vaheviskoosse uuritava
vedeliku puhul kasutatakse tavaliselt suletud kambri meetodit; poolviskoosse ja viskoosse vedeliku vdi tahke puhta
aine uurimiseks kasutatakse tavaliselt lahtise kambri meetodit.
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Suletud kambri meetodi kasutamise korral viiakse eespoolsesse kambrisse kambri iilaosas asuvate pealekandmisavade
kaudu piisav kogus uuritavat ainet (750 pl), et see kataks sarvkesta epiteliaalse kiilje; seejarel avad suletakse kokku-
puuteajaks korkidega. Oluline on tagada, et iga sarvkest oleks uuritava ainega kokkupuutes vajaliku ajavahemiku
jooksul.

Lahtise kambri meetodi kasutamisel vdetakse eespoolse kambri akent hoidev rongas ja klaasaken enne pealekandmist
dra. Kontrollaine voi uuritav aine (750 pl voi sarvkesta tiielikuks katmiseks piisav kogus) kantakse mikropipetiga otse
sarvkesta epiteliaalsele pinnale. Kui uuritavat ainet on raske pipeteerida, voib pealekandmise hdlbustamiseks viia
uuritava aine surve all kolbpipetti. Kolbpipeti otsik viiakse tihedalt siistla dosaatorotsikusse, nii et ainet saab réhu
all viia kolbpipeti otsikusse. Samaaegselt pipetikolvi tagasitdmbamisega lastakse siistla kolb vabaks. Kui pipetiotsikusse
ilmuvad Shumullid, surutakse uuritav aine vilja ja votet korratakse, kuni otsik on tiidetud ja selles ei ole 6humulle.
Vajaduse korral voib kasutada tavalist (ilma ndelata) siistalt, kuna sellega saab uuritava aine ruumala tipselt moota,
samuti on sellega voimalik ainet holpsamini kanda sarvkesta epiteliaalsele pinnale. Pirast uuritava aine pealekandmist
pannakse eespoolse kambri klaasaken tagasi, et taas tekiks suletud siisteem.

Kokkupuutejirgne inkubeerimine

Parast kokkupuuteaja 16ppu eemaldatakse uuritav aine, negatiivse kontrolli vdi positiivse kontrolli aine eespoolsest
kambrist ja epiteeli pestakse vihemalt kolm korda (voi nii kaua, kuni aine jdike ei ole enam vdimalik niha) EMEM-
lahusega (millesse on lisatud fenoolpunast). Loputamiseks kasutatakse fenoolpunast sisaldavat lahust, kuna fenoolpu-
nase virvusemuutust voib kasutada happeliste voi aluseliste materjalide viljapesemise tdielikkuse hindamiseks. Sarv-
kesti pestakse rohkem kui kolm korda, kui fenoolpunane muudab veel oma virvi (kollane vdi punakaslilla) voi kuni
uuritavat ainet on veel ndha. Kui keskkond on uuritavast ainest puhas, loputatakse sarvkesti viimast korda (fenool-
punast mittesisaldava) EMEM-lahusega. Fenoolpunast mittesisaldavat EMEM-lahust kasutatakse viimaseks loputuseks,
et kindlustada fenoolpunase eemaldamine eespoolsest kambrist enne hidgususe mootmist. Seejirel tdidetakse
eespoolne kamber virske (fenoolpunast mittesisaldava) EMEM-lahusega.

Vedelike ja pindaktiivsete ainete puhul inkubeeritakse sarvkesti pdrast loputamist veel kaks tundi temperatuuril
32 +1°C. Mones olukorras on pikem ajavahemik parast kokkupuudet kasulik ja seda tuleks iga kord kaaluda.
Tahke ainega t66deldud sarvkesti loputatakse pohjalikult pérast neljatunnilist kokkupuuteaega, kuid tdiendavat inku-
beerimist ei ole nende puhul vaja.

Vedeliku ja pindaktiivse aine puhul kokkupuutejirgse inkubatsiooniaja 16pus ning tahke, pindaktiivsete omadusteta
aine puhul neljatunnise kokkupuuteaja 13pus registreeritakse iga sarvkesta hagusus ja labilaskvus. Samuti vaadeldakse
iga sarvkesta visuaalselt ja mirgitakse iiles koik asjakohased tdhelepanekud (nditeks koe lahtikoordumine, uuritava
aine jdagid, ebaiihtlaselt jaotunud hagusus). Sellised tdhelepanekud voivad olla olulised, kuna osutatud muutused
voivad mojutada higususmodtja niitu.

Kontrollained

Igas katses tehakse paralleelseid mootmisi ka negatiivse voi lahusti/pealekandmisvahendi kontrolli ja positiivse kont-
rolli ainetega.

BCOP-katse ldbiviimisel 100-protsendilise vedela ainega tehakse paralleelselt negatiivse kontrolli katse (nditeks 0,9 %
naatriumkloriidi lahuse voi destilleeritud veega), et kindlaks teha mittespetsiifiliste muutuste esinemine testsiisteemis ja
saada vordlusvddrtused katse tulemusnditajate jaoks. Sellega tdendatakse ka, et katsetingimused ise ei pohjusta
muutusi, mida ekslikult voiks arrituseks pidada.

BCOP-katse ldbiviimisel lahjendatud vedeliku, pindaktiivse aine voi tahke ainega tehakse paralleelselt lahusti/peale-
kandmisvahendi kontrolli katse, et kindlaks teha mittespetsiifiliste muutuste esinemine testsiisteemis ja saada vord-
lusviirtus katse tulemusniitaja jaoks. Katses voib kasutada ainult sellist lahustit/pealekandmisvahendit, mille kohta on
tdendatud, et see ei avalda negatiivset mdju katsesiisteemile.

Igas eksperimendis tehakse paralleelselt ka positiivse kontrolli katse silmi teadaolevalt drritava ainega, et tdendada
positiivse tulemuse saamist. Kuna kdesolevas katsemeetodis kasutatakse BCOP-katset soGvitavate voi tugevasti drrita-
vate ainete kindlakstegemiseks, peaks positiivse kontrolli aine soovitatavalt olema kontrollaine, mis selle katsemeetodi
puhul péhjustab tugeva moju. Kuid selleks, et oleks voimalik hinnata ka positiivse kontrolli aine moju soltuvust ajast,
ei tohiks drritav moju olla tileméidra suur.

Vedela uuritava aine korral on positiivse kontrolli aineks niiteks dimetiiiilformamiid v6i 1 % naatriumhiidroksiid.
Tahke uuritava aine korral on positiivse kontrolli aineks néiteks 20 % (mass/ruumala) imidasool 0,9 % naatriumklo-
riidi lahuses.
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Vordlusained voimaldavad hinnata teatava kemikaali- v3i tooteklassi uurimata kemikaali omadust pohjustada silmade
drritust voi hinnata teatava silmi drritava aine moju tugevust teatavas drritava toime vahemikus.

Moddetavad tulemusniitajad

Higusus miédratakse sarvkesta labinud valgushulga mootmisega. Sarvkesta higusust moddetakse higususmddtja abil,
millega saadakse hidgususe viirtused pidevas skaalas.

Libilaskvust mairatakse virvaine naatriumfluorestseiini hulga jirgi, mis tungib ldbi koigi sarvkesta kihtide (st sarv-
kesta vilispinnal asuvast epiteelist kuni sisepinnal asuva endoteelini). Sarvkestahoidja eespoolsesse kambrisse, mille
poole on sarvkesta epiteliaalne kiilg, lisatakse 1 ml naatriumfluorestseiini lahust (4 mg/ml, kui uuritav aine on vedelik
voi pindaktiivne aine, ja 5 mg/ml, kui see on pindaktiivsete omadusteta tahke aine), samas kui tagapoolne kamber,
mille poole on endoteliaalne kiilg, tdidetakse virske EMEM-lahusega. Seejdrel inkubeeritakse sarvkestahoidjat hori-
sontaalasendis 90 * 5 minutit 32 £ 1 °C juures. UV/[VIS-spektrofotomeetriliselt moddetakse tagapoolsesse kambrisse
tunginud naatriumfluorestseiini kogus. 490 nm juures ldbiviidavate spektrofotomeetriliste modtmiste tulemused re-
gistreeritakse optilise tiheduse (OD,90) vOi valguse neeldumise ithikutes pidevas skaalas. Fluorestseiini labilaskvuse
véidrtused mairatakse OD g, vddrtustest, mis mairatakse ndhtava valguse spektrofotomeetriga, kasutades standardseid
kivette optilise tee pikkusega 1 cm.

Selle asemel voib kasutada 96-augulise mikrotiiterplaadi lugejat, kui: i) on vdimalik ndidata, et fluorestseiini méddra-
misel on ODggy vddrtused plaadilugeja lineaarses piirkonnas, ja ii) 96-augulisel mikrotiiterplaadil kasutatakse diget
fluorestseiiniproovi ruumala, nii et saadakse samad OD g véirtused kui tavalise 1 cm kiivetiga modtmisel (selleks
tuleb auk (tavaliselt 360 ml) tiita voib-olla dareni).

ANDMED JA PROTOKOLLI KOOSTAMINE
Andmete hindamine

Kui higususe ja keskmise labilaskvuse (OD,qq) véirtused on parandatud tausthigususe ja negatiivse kontrolli ldbi-
laskvuse OD,q, vddrtustega, tuleks iga katserithma keskmised higususe ja labilaskvuse OD,qq véirtused asendada
empiiriliselt tuletatud vorrandisse, et arvutada in vitro-drritavuse hinne (IVIS) iga katserithma jaoks:

IVIS = keskmine hagususe védrtus + (15 x keskmine ldbilaskvuse OD 9, vdartus)

Sina jt (16) teatavad, et selline vdrrand tuletati laborisiseste ja laboritevaheliste uuringutega. 36 ainega labiviidud
laboritevahelise uuringu andmeid toodeldi mitmese korrelatsioonanaliiiisi meetodiga, et leida in vivo ja in vitro saadud
tulemuste seost kdige paremini kirjeldav vorrand. Konealuse analiiiisi viisid ldbi kahe ettevotte teadlased, kes said
peaaegu identsed vorrandid.

Higususe ja ldbilaskvuse vaartusi tuleks ka soltumatult hinnata, et mddrata kindlaks, kas uuritav aine pdhjustas
soovitust voi tugevat drritust ainult ithe kaudu kahest tulemusnditajast (vt otsustamise kriteeriumid).

Otsustuskriteeriumid

Aine, mille IVIS 2 55,1, tunnistatakse soGvitavaks voi tugevat arritust pohjustavaks aineks. Nagu Geldud punktis 1,
kui uuritavat ainet ei klassifitseerita silma so6vitavaks voi tugevasti drritavaks aineks, tuleks aine klassifitseerimiseks ja
etiketile kantava teabe saamiseks teha tiiendavaid katseid. BCOP-katse iildine tipsus on 79 % (113/143) kuni 81 %
(119/147), valepositiivsete tulemuste médr on 19 % (20/103) kuni 21 % (22/103) ja valenegatiivsete tulemuste mair
16 % (7/43) kuni 25 % (10/40), kui tulemusi vorrelda kiiiiliku silma in vivo-katse tulemustega, mis on klassifitseeritud
vastavalt EPA (1), ELi (2) voi GHSi (3) klassifitseerimissiisteemidele. Kui teatavatesse kemikaaliklassidesse (alkoholid,
ketoonid) voi fiiiisikalisse klassi (tahked ained) kuuluvad ained andmebaasist korvale jatta, on ELi, EPA ja GHSi
klassifitseerimissiisteemide kohaselt BCOP-katse tipsus 87 % (72/83) kuni 92 % (78/85), valepositiivsete tulemuste
médr on 12 % (7/58) kuni 16 % (9/56) ja valenegatiivsete tulemuste mair on 0 % (0/27) kuni 12 % (3/26).

Isegi kui uuritavat ainet ei klassifitseerita silma soovitavaks voi tugevasti drritavaks aineks, voib BCOP-katse siiski olla
kasulik koos andmetega, mis saadakse kiiiiliku silma in vivo-katsega voi muu korralikult valideeritud in vitro-katsega,
kuna see aitab paremini hinnata BCOP-katse meetodi kasulikkust ja puudusi selliste ainete kindlakstegemisel, millel ei
ole tugevasti drritavat voi drritavat toimet (tootatakse vilja suunisdokumenti silma suhtes toksilisuse madramise in
vitro-katsemeetodite kohta).
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Uuringu nduetekohasuse kriteeriumid

Katse loetakse nduetekohaseks, kui positiivne kontroll annab IVIS-vdirtuse, mis asub kuni kahe standardhilbe
kaugusel varasemate uuringute jooksvast keskmisest, mida ajakohastatakse vihemalt iga kolme kuu jdrel voi iga
nduetekohase katse labiviimise jarel laboris, kus katseid tehakse harva (harvem kui kord kuus). Negatiivse kontrolli
voi lahusti/pealekandmisvahendi kontrolli katses saadud higususe ja libilaskvuse véirtused peavad olema madalamad
kui tausthdgususe ja lidbilaskvuse véirtuse tilempiirid, mis on varem kindlaks tehtud veise sarvkestade puhul, mida on
toodeldud negatiivse kontrolli voi lahusti/pealekandmisvahendi kontrolli ainetega.

Katseprotokoll

Katseprotokollis tuleks esitada jargmine teave, kui see on uuringu labiviimise seisukohast asjakohane:

Uuritavad ained ja kontrollained:

keemiline nimetus voi keemilised nimetused, nagu struktuurikohane nimetus, mida kasutab Chemical Abstracts Service
(CAS), seejirel muud nimetused, kui need on teada;

CASi registreerimisnumber (RN), kui on teada;

aine puhtus voi segu koostis (massiprotsendina), kuivord see on teada;

fuiisikalis-keemilised omadused nagu fiiisikaline olek, lenduvus, pH, piisivus, kemikaaliklass, lahustuvus vees, mis on
olulised katse libiviimise seisukohast;

uuritava aine/kontrollaine to6tlemine enne katset, kui see on asjakohane (nditeks soojendamine, peenestamine);

piisivus, kui on teada.

Teave sponsori ja uurimisasutuse kohta:

sponsori, katselabori ja uuringu juhi nimi ja aadress;

silmade piritolu kirjeldus (asutus, milles need koguti);

silmade siilitamis- ja transporditingimused (nditeks silmade kogumise aeg, ajavahemik kogumisest katse alguseni,
transpordivahend ja temperatuur transpordi ajal, kasutatud antibiootikumid);

silmade kogumiseks kasutatud loomade eritunnused, kui on teada (niiteks vanus, sugu, looma mass).

Kasutatud meetodi ja katse-eeskirja pohjendus
Katsemeetodi Gigsus:

kasutatud katsemeetodi ajast sdltumatu Sigsuse (st tipsuse ja usaldusvéirsuse) tagamise meetod (s.0 ained, millega
katse labiviimise oskust teatava ajavahemiku jirel kontrollitakse, varasemate negatiivse ja positiivse kontrolli andmete
kasutamine).

Katse kolblikkuse kriteeriumid:

varasematel andmetel pohinevad paralleelse positiivse ja negatiivse kontrolli kolblike tulemuste vahemikud;

voimaluse korral varasematel andmetel pohinevad kolblike paralleelsete vordlustulemuste vahemikud.

Katse tingimused:

kasutatud katsesiisteemi kirjeldus;

kasutatud sarvkestahoidja tiitip;

higususe ja labilaskvuse mddtmiseks kasutatud modteriista (nditeks higususmodtja ja spektrofotomeetri) kaliibrimist
kisitlev teave;
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kasutatud veisesarvkesti kisitlev teave, seejuures nende kvaliteetsuse kinnitused;
kasutatud katsemeetodi tiksikasjad,

uuritavate ainete kasutatud kontsentratsioonid;

koikide katsemetoodikas tehtud muudatuste kirjeldus;

viide varasematele mudeli andmetele (niiteks negatiivse ja positiivse kontrolli ained, katse labiviimise oskuse kont-
rollimiseks kasutatud ained, vordlusained);

kasutatud hindamiskriteeriumide kirjeldus.

Tulemused:

iiksikutes katsetes saadud andmete tabel (nditeks hdgususe ja ODggo vddrtused ning uuritava aine ja positiivse
kontrolli, negatiivse kontrolli ning [vdimaluse korral] vordlusaine kontrolli jaoks arvutatud IVIS-vddrtused tabelina,
sealhulgas vajaduse korral paralleelsete iiksikute médramiste tulemused, iga katse keskvairtused ja standardhilve);

muude tiheldatud toimete kirjeldus.
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1. liide

MOISTED

Tidpsus: katsemeetodi tulemuste ja kinnitatud vordlusvaartuste kooskdla méidr. See on katsemeetodi kasutuskolblikkuse
iiks nditajaid ja tiks nn asjakohasuse aspekte. Terminit kasutatakse sageli vaheldumisi sdnaga ,kooskéla”, mis tihendab
katsemeetodiga saadud digete tulemuste osakaalu.
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Vordlusaine: aine, mida kasutatakse standardina vordlemiseks uuritava ainega. Vordlusainel peaksid olema jirgmised
omadused: i) pidev ja usaldusvdirne tarnija; ii) struktuuriline ja funktsionaalne sarnasus uuritava ainega; iii) teadaolevad
fuiisikalised ja keemilised omadused; iv) tdiendavad andmed teadaolevate mdjude kohta ja v) teadaolev majusus soovitavas
mdju tugevuse vahemikus.

Sarvkest: silmamuna eespoolses osas asuv ldbipaistev kest, mis katab vikerkesta ja silmaava ning laseb valgusel tungida
silma sisse.

Sarvkesta hidgusus: suurus, millega viljendatakse pdrast sarvkesta kokkupuudet uuritava ainega toimuva hiagustumise
maddra. Sarvkesta hdgususe suurenemine niitab sarvkesta kahjustuse suurust. Higusust voib hinnata subjektiivselt, nagu
tehakse Draize kiiiilikusilma katses, voi objektiivselt aparaadiga, nditeks higususmootjaga.

Sarvkesta libilaskvus: sarvkesta epiteeli kahjustuse mddtmine vérvaine naatriumfluorestseiini koguse jirgi, mis tungib
labi koigi sarvkesta kihtide.

USA keskkonnaameti (EPA) I kategooria: soovitus (silmakoe poordumatu kahjustus) voi sarvkesta mojutus voi arritus,
mis piisib rohkem kui 21 pdeva (1).

ELi kategooria R41: koekahjustuse tekkimine silmas voi tugev fiiiisiline nagemislangus parast seda, kui uuritavat ainet on
kantud silma eespoolsele pinnale ja moju ei ole tdielikult poorduv 21 pideva jooksul pirast aine pealekandmist (2).

Valenegatiivsete vastuste miir: kdikide selliste positiivsete ainete osakaal, mis katsemeetodi alusel on ekslikult tunnis-
tatud negatiivseks. See on iiks katsemeetodi kasutuskdlblikkuse niitaja.

Valepositiivsete vastuste méir: koikide selliste negatiivsete ainete osakaal, mis katsemeetodi alusel on ekslikult tunnis-
tatud positiivseks. See on iiks katsemeetodi kasutuskdlblikkuse niitaja.

GHS (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals — kemikaalide iihtne iilemaailmne
klassifitseerimis- ja mirgistamissiisteem): siisteem, milles kemikaalid (ained ja segud) on klassifitseeritud vastavalt nende
futsilise ohtlikkuse ning kahjuliku tervise- ja keskkonnamdju standarditud tiiibile ja -tasemele ning mis hdlmab asja-
omaseid teavitustihiseid, nagu piktogrammid, mirksonad, ohulaused, hoiatuslaused ja ohutuskaardid, et anda edasi
inimeste (sealhulgas tooandjate, tootajate, vedajate, tarbijate ja paistetootajate) ja keskkonna kaitsmiseks vajalikku teavet
konealuste kemikaalide kahjuliku moju kohta (3).

GHSi 1. kategooria: koekahjustuse tekkimine silmas voi tugev fiiiisiline nigemislangus parast seda, kui uuritavat ainet on
kantud silma eespoolsele pinnale ja osutatud moju ei ole tiielikult poorduv 21 péeva jooksul parast aine pealekandmist

(3).

Oht: mdjuri voi olukorra loomupirane omadus tekitada kahjustust, kui organism, siisteem voi (ala-)populatsioon selle
mojuriga kokku puutub.

In vitro-irritavuse hinne (In Vitro Irritancy Score, IVIS): BCOP-katses kasutatav katseliselt tuletatud valem, millega iga
katserithma keskmise hagususe ja keskmise libilaskvuse véirtused ithendatakse itheks konealusele katserithmale avaldatud
moju iseloomustavaks in vitro-hindeks (punktisummaks). IVIS = keskmine hagususe véddrtus + (15 x keskmine labilaskvuse
vaartus)

Negatiivne kontroll: uuritava ainega to6tlemata paralleelproov, mis sisaldab koiki katsesiisteemi komponente. Sellist
proovi toodeldakse koos proovidega, mida mdojutatakse uuritava ainega, ja koos muude kontrollproovidega, et kontrollida,
ega lahusti ei mojuta katsesiisteemi.

Arritust mittepdhjustav aine: aine, mida ei ole klassifitseeritud EPA 1, Il ega IIl kategooriasse, ELi kategooriatesse R41
v0i R36 ega GHSi 1., 2.A voi 2.B kategooriasse kuuluvaks silmaérritajaks.

Silma so6vitav aine: a) aine, mis pShjustab silma kudede podrdumatut kahjustust; b) aine, mis on klassifitseeritud GHSi
1. kategooriasse, EPA T kategooriasse voi ELi kategooriasse R41 kuuluvaks silma drritavaks aineks (1), (2), (3).

Silma irritav aine: a) aine, mis pohjustab pirast silma eespoolsele pinnale kandmist silmas poorduva muutuse; b) aine,
mis on Klassifitseeritud EPA II voi III kategooriasse, ELi kategooriasse R36 vdi GHSi 2.A vdi 2.B kategooriasse kuuluvaks
silma drritavaks aineks (1), (2), (3).
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Silma tugevasti drritav aine: a) aine, mis pdhjustab pirast silma eespoolsele pinnale kandmist silmas koekahjustuse, mis
ei parane 21 pieva jooksul, voi pdhjustab tugeva fiiiisilise nigemislanguse; b) aine, mis on klassifitseeritud GHSi 1.
kategooriasse, EPA I kategooriasse vOi ELi kategooriasse R41 kuuluvaks silma drritavaks aineks (1), (2), (3).

Higususmodtja: aparaat sarvkesta hagususe mootmiseks sarvkesta labinud valguse hulga kvantitatiivse hindamise alusel.
Tiitipilisel seadmel on kaks md&tmisruumi, millest kummalgi on oma valgusallikas ja fotoelement. Uht ruumi kasutatakse
toodeldud sarvkesta mddtmiseks; teine on aparaadi kalibreerimiseks ja nulliviimiseks. Halogeenlambi valgus suunatakse
labi vordlusruumi (tithi kamber, millel ei ole aknaid ja milles ei ole vedelikku) fotoelemendile ja vorreldakse valgusega, mis
on fotoelemendile suunatud labi uuritava sarvkestaga ruumi. Fotoelementide andmete vordlemisest saadakse valguse
labilaskvuse erinevus ja higususe numbriline vaartus esitatakse digitaalsel naidikul.

Positiivne kontroll: paralleelproov, mis sisaldab koiki katsesiisteemi komponente ja mida toodeldakse ainega, mis
teadaolevalt pdhjustab positiivse tulemuse. Selleks, et oleks voimalik hinnata ka positiivse kontrolli aine mdju séltuvust
ajast, ei tohiks mdju olla iilemdira suur.

Usaldusviirsus: sellega mdddetakse katsemeetodi tulemuste reprodutseeritavust, kui meetodit rakendatakse iihe ja sama
katse-eeskirja alusel iihes laboris ja eri laborites pikema aja jooksul. Seda hinnatakse laborisisese ja laboritevahelise
reprodutseeritavuse ja laborisisese korratavuse arvutamisega.

Lahusti/pealekandmisvahendi kontroll: uuritava ainega to6tlemata proov, mis sisaldab koiki katsesiisteemi komponente,
sealhulgas lahustit voi pealekandmisvahendit; sellist proovi toodeldakse sarnaselt uuritava ainega toodeldud proovile ja
muudele kontrollproovidele, et maarata kindlaks samas lahustis voi pealekandmisvahendis lahustatud uuritava ainega
toodeldud proovide nulljoone tase. Kui paralleelselt katsetatakse negatiivse kontrolli proovi, siis néitab lahusti/pealekand-
misvahendi proov ka seda, kas lahusti voi pealekandmisvahend mojutab katsesiisteemi.

Astmeline katsetamine: samm-sammulise katsetamise strateegia, milles enne jirgmisse etappi minekut vaadatakse kind-
laksmadratud korras 1dbi kogu uuritava aine kohta olemasolev teave, kasutades igas etapis tdendite kaalukuse menetlust, et
mddrata kindlaks, kas on piisavalt teavet riskirithma klassifitseerimise otsuse tegemiseks. Kui olemasoleva teabe pdhjal saab
uuritava aine drritavate omaduste kohta otsuse teha, ei ole edasisi katseid vaja teha. Kui olemasoleva teabe pdhjal ei saa
teha otsust uuritava aine 4rritavate omaduste kohta, jitkatakse samm-sammult jdrjestikuste loomkatsete tegemist, kuni
aine saab iiheselt klassifitseerida.

Valideeritud katsemeetod: katsemeetod, mille valideerimisuuringud on 16pule viidud, st on méiratud selle asjakohasus
(sealhulgas tdpsus) ja usaldusvéirsus konkreetse eesmirgi puhul. Oluline on markida, et valideeritud katsemeetod ei
tarvitse olla piisavalt kasutuskolblik tipsuse ja usaldusviddrsuse osas, et seda saaks lugeda vastuvdetavaks konkreetse
eesmargi puhul.

Téendusmaterjali kaalukuse hindamine: protsess, milles kaalutakse mitmesuguste andmete tugevaid ja ndrku kiilgi, et
jouda otsuseni aine voimaliku ohtlikkuse kohta ja toetada sellist otsust.

2. liide

Ained, millega kontrollitakse BCOP-meetodi valdamist

Enne konealuse meetodiga seotud katsemeetodi tavakasutusse votmist vdivad laborid soovida tdendada meetodi tehnilist
valdamist ja madrata selleks igesti tabelis 1 soovitatud 10 aine klassifikatsioon sodvitava toime jirgi. Kdnealused ained
on valitud nii, et oleks esindatud silma paikse érrituse/soovituse pohjustamise kogu skaala, mis pohineb kiiiiliku silmaga in
vivo-katsetes (TG 405) saadud tulemustel (st 1., 2.A ja 2.B kategooria vdi URO GHSi kohaselt ,klassifitseerimata ja
mirgiseta”) (3), (7). Pidades aga silmas konealuste katsete valideeritud kasulikkust (tehakse kindlaks vaid silma soovitavad
vOi tugevasti drritavad ained), on meetodi valdamise tdendamisel tegemist vaid kahesuguste tulemustega klassifitseerimise
seisukohast (soovitav | tugevasti drritav vOi mittesoovitav | silma mitte tugevasti drritav). Muud valikukriteeriumid olid
jargmised: ained peaksid olema kaubanduses saadaval, nende kohta peaksid olema kvaliteetsed in vivo-vordlusandmed ning
on kvaliteetsed andmed, mis on maaratud kahe in vitro-meetodiga, mille jaoks on vilja tootatud katse labiviimise suunised.
Seepdrast valiti drritavad ained 122 vordlusaine nimestikust, mida ICCVAM soovitab kasutada silma suhtes toksilisuse in
vitro-katsete valideerimiseks (vt H liide: ICCVAMi soovitatud vordlusained) (5). Vordlusandmeid on esitatud ka ICCVAMi
taustiilevaatedokumentides BCOP-katse ja isoleeritud kanasilma katse (Isolated Chicken Eye test method, ICE-katse) jaoks (17),
(18).
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Soovitatud ained BCOP-meetodi tehnilise valdamise tdendamiseks

Tabel 1

. . . . Fiiiisikaline In vivo- ) P
Aine CASi nr Uhendiklass (') olek Klassifikatsioon (2 In vitro-klassifikatsioon (%)
Bensalkooniumkloriid 8001-54-5 Ooniumiihend Vedel 1. kategooria | Soovitav/tugevasti drritav
(5 %)
Kloorheksidiin 55-56-1 Amiin, amidiin Tahke 1. kategooria | Soovitav/tugevasti drritav
Dibensotiiil-L-viinhape 2743-38-6 Karbokstiiil- Tahke 1. kategooria | Soovitav/tugevasti drritav
happe ester
Imidasool 288-32-4 Heterotsiikkel Tahke 1. kategooria | Soovitav/tugevasti drritav
Triklorodddikhape 76-03-9 Karboksiiiilhape Vedel 1. kategooria | Soovitav/tugevasti drritav
(30 %)
2,6- 4659-45-4 Atsiriilhaliid Vedel 2.A kategooria | Mitteso6vitav/mitte tuge-
Diklorobensoiiiilkloriid vasti drritav
Etiitil-2-metiiiilatseto- 609-14-3 Ketoon, ester Vedel 2.B kategooria | MittesdGvitav/mitte tuge-
atsetaat vasti drritav
Ammooniumnitraat 6484-52-2 Anorgaaniline Tahke 2.A kategooria | Mittesoovitav/mitte tuge-
sool vasti drritav
Gliitserool 56-81-5 Alkohol Vedel Margiseta Mittesoovitav/mitte tuge-
vasti drritav
n-heksaan 110-54-3 Atsiikliline Vedel Mirgiseta Mittesoovitav/mitte tuge-
stisivesinik vasti drritav

Lithend: CASi nr — Chemical Abstracts Service'i number.

(") Kemikaaliklass on igale uuritavale ainele omistatud standardse klassifitseerimisskeemi kohaselt, mis pohineb USA meditsiiniraamatu-
kogu meditsiiniteemade klassifitseerimissiisteemil (vt http/fwww.nlm.nih.gov/mesh).

() Vastavalt kiiiiliku silma in vivo-katse (OECD TG 405) tulemustele ja kasutades URO GHSi siisteemi (3), (7).

(%) Vastavalt BCOP-katse ja ICE-katse tulemustele.

3. liide

BCOP-KATSES KASUTATAV SARVKESTAHOIDJA

1. BCOP-katses kasutatav sarvkestahoidja valmistatakse inertsest materjalist (nditeks poliipropiileenist). Sarvkestahoidjal on
kaks poolt (eespoolne ja tagapoolne kamber) ja nendes on sarnased silindrilised sisekambrid. Kummagi kambri
ruumala on 5 ml ja kumbki kamber 16peb klaasaknaga, ldbi mille tehakse hagususe mootmisi. Kummagi sisekambri
diameeter on 1,7 cm ja pikkus 2,2 cm (!). Tagapoolsele kambrile asetatud rongastihendit kasutatakse lekete drahoid-
miseks. Sarvkest paigutatakse endoteliaalse kiiljega tagapoolse kambri rongastihendile ja eespoolne kamber paigutatakse
sarvkesta epiteliaalsele kiiljele. Kambreid hoiavad koos kolm roostevabast terasest kruvi, mis asuvad kambri vilisser-
vadel. Kummagi kambri otsas on klaasaken, mida on vdimalik eemaldada, et vdimaldada hdlpsat juurdepéisu sarv-
kestale. Uks rongastihend on ka klaasakna ja kambri vahel, et valtida lekkimist. Kaks ava kummagi kambri iilemisel
kiiljel voimaldavad lisada ja eemaldada lahustit ja uuritavat ainet. Tootlemise ja inkubeerimise ajal on avad suletud
kummikorkidega.

Esitatud modtmetega sarvkestahoidjat kasutatakse 12-60 kuu vanuse lehma sarvkesta puhul. Kui kasutatakse 6-12 kuu vanuse looma
sarvkesta, peaks sarvkestahoidja olema projekteeritud nii, et kummagi kambri ruumala on 4 ml ning kummagi sisekambri diameeter on
1,5 cm ja pikkus on 2,2 ecm. Uue kujundusega sarvkestahoidja puhul on viga oluline, et ainega kokkupuutuva sarvkestaosa pindala ja
tagapoolse kambri ruumala suhe oleks samasugune kui traditsioonilise sarvkestahoidja puhul. Selle tagamine on oluline selleks, et
mdirata Oigesti labilaskvuse véirtused, mida kasutatakse IVIS-vddrtuse arvutamiseks esitatud valemi jérgi.
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PTFE-O-ring

glass disc - —

posterior compartment

anterior compartment

fixing screws

Sonastik

Glass disc: klaasketas

PTFE-O-ring: poliitetrafluoroetiileenist rongastihend
Refill: tditmisava

Hanger: hoidja

Cap: kork

Nut: kinnitusrongas

O-ring: rongastihend

Posterior compartment: tagapoolne kamber
Anterior compartment: eespoolne kamber

Fixing screws: kinnituskruvid

HAGUSUSMOOTJA

. Hdgususmddtja on seade valguse ldbilaskvuse modtmiseks. Halogeenlambi valgus suunatakse 1dbi vordlusruumi (tithi

kamber, millel ei ole aknaid ja milles ei ole vedelikku) fotoelemendile ja vorreldakse valgusega, mis on fotoelemendile
suunatud 1dbi uuritava sarvkestaga ruumi. Fotoelementide andmete vordlemisest saadakse valguse labilaskvuse erinevus
ja higususe numbriline véirtus esitatakse digitaalsel naidikul. Tehakse kindlaks higususithikud.

. Hdgususmddtja peaks tagama lineaarse sdltuvuse kogu higususe lugemite vahemikus, mis ulatub ennustusmudelis

kirjeldatud eri klassifikatsioonides kasutatavate kriitiliste védrtusteni (st kuni kriitiliste védrtusteni, mille alusel aine
tunnistatakse soovitavaks voi tugevasti drritavaks). Lineaarsete ja tipsete lugemite saamiseks kuni 78-80 hdgususithi-
kuni on hidgususmddtja vaja kaliibrida, kasutades rida kaliibrimisfiltreid. Kaliibrimisfiltrid (hdgusad poliiesterlehed)
pannakse kaliibrimiskambrisse (sarvkestahoidja, mis on projekteeritud kaliibrimisfiltri hoidmiseks) ja vdetakse hagu-
susmodtja lugem. Kaliibrimiskamber on projekteeritud nii, et see hoiaks kaliibrimisfiltreid ligikaudu samas kohas
valgusallika ja fotoelemendi vahel, milles asub sarvkest hdgususe modtmise ajal. Higususmootja kaliibritakse esmalt
higususe lugemile 0, kasutades kaliibrimiskambrit ilma kaliibrimisfiltrita. Seejdrel paigutatakse kaliibrimiskambrisse
iikshaaval kolm eri kaliibrimisfiltrit ja moddetakse hagusus. Kaliibrimisfiltritega 1, 2 ja 3 tuleks saada nende ettendhtud
higususvéirtuste lugemid, vastavalt 75, 150 ja 225 hagususe tihikut * 5 %.
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B.48. ISOLEERITUD KANASILMA MEETOD SILMA SOOVITAVATE JA TUGEVALT ARRITAVATE AINETE
KINDLAKSTEGEMISEKS

SISSEJUHATUS

1. Isoleeritud kanasilma meetod (Isolated Chicken Eye, ICE) on in vitro-katsemeetod, mida voib teatavatel asjaoludel ja
teatavate piirangutega kasutada, et klassifitseerida aineid ja segusid silma soovitavaks ja tugevasti drritavaks (1), (2),
(3). Kéesolevas katse-meetodis on tugevasti arritava toimega aineks voi seguks mairatletud sellised, mis tekitavad
kirtilikul pdrast pealekandmist vihemalt 21 pieva piisiva silmakahjustuse. Katsemeetodit ei peeta kiiiiliku silma in
vivo-katse tdieliku asendamise jaoks kolblikuks; ICE-meetodit soovitatakse kasutada korrastatud astmelise katsetamise
strateegia osana Oigusliku Klassifitseerimise ja margistamise jaoks konkreetses kasutusvaldkonnas (4), (5). Kéesoleva
katse kohaselt positiivseid uuritavaid aineid ja segusid (6) voib klassifitseerida silma soovitavaks voi tugevasti arrita-
vaks aineks ilma edasise katsetamiseta kiiiilikutel. Negatiivse tulemuse andnud ainet on vaja katsetada kiiiilikul,
kasutades jarjestikuste katsete strateegiat, mis on esitatud OECD katsesuunises 405 (7) (kdesoleva lisa B.5 peatiikk).

2. Kiesoleva katsemeetodi eesmadrk on kirjeldada menetlusi, mida kasutatakse uuritava aine voimaliku silma soovitava
vOi tugevasti drritava toime hindamiseks, tuginedes aine omadusele mojuda toksiliselt varskelt eraldatud kanasilmale.
Toksilist moju sarvkestale mdddetakse: i) hagususe kvalitatiivse hindamisega, ii) epiteelikahjustuse kvalitatiivse hinda-
misega, kasutades fluorestseiini kandmist silma (fluorestseiini peetumine silmas), iii) sarvkesta paksuse suurenemise
(turse) moStmisega ja iv) makroskoopilise morfoloogilise pinnakahjustuse kvalitatiivse hindamisega. Sarvkesta hagu-
sust, turset ja kahjustust hinnatakse parast uuritava ainega kokkupuutumist individuaalselt ja seejarel andmed koon-
datakse silma drritava toime klassifitseerimiseks.

3. ICE-meetodiga on uuritud ka silmadrritajaid, mille tekitatud kahjustused paranevad vihem kui 21 pidevaga, samuti
aineid, mis silmi ei drrita. Kuid sellistesse kategooriatesse kuuluvate ainete puhul ei ole ICE-meetodi tipsust ja
usaldusvddrsust ametlikult hinnatud.

4. Moisted on esitatud 1. liites.

ALGSED KAALUTLUSED JA PIIRANGUD

5. Kéesolev katsemeetod pohineb alternatiivmeetodite valideerimise ametitevahelise koordineerimiskomitee (Interagency
Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods, ICCVAM) ICE-meetodi eeskirjal (8), mis tootati vilja
rahvusvahelise valideerimisuuringu alusel (4), (5), (9), millesse andsid oma panuse alternatiivmeetodite valideerimise
Euroopa keskus (European Centre for the Validation of Alternative Methods, ECVAM), alternatiivmeetodite valideerimise
Jaapani keskus (Japanese Center for the Validation of Alternative Methods, JaCVAM) ja Madalmaade uurimisinstituudi TNO
toksikoloogia ja rakendusfarmakoloogia elukvaliteedi osakond. Eeskirja aluseks on avaldatud andmetest saadud teave,
samuti TNOs praegu kasutatav eeskiri (10), (11), (12), (13), (14).

6. Kdesoleva meetodi kindlakstehtud piirangud on seotud alkoholide valepositiivsete tulemuste ning tahkete ainete ja
pindaktiivsete ainete valenegatiivsete tulemuste mdairaga (vt punkt 47) (4). Kui osutatud kemikaaliklassidesse ja
futisikalistesse aineklassidesse kuuluvad ained andmebaasist vilja jitta, suureneb ICE-meetodi tdpsus ELi ja USA
keskkonnaameti (EPA) klassifitseerimissiisteemi ning ka iilemaailmselt tthtlustatud klassifitseerimissiisteemi (GHS)
jargi oluliselt (4). Pidades silmas konealuse katse eesmirki (teha iiksnes kindlaks silmi soovitavad voi tugevasti
drritavad ained), ei ole valenegatiivsed tulemused viga olulised, kuna selliseid aineid uuritakse reguleerivate asutuste
nouetest olenevalt edasi kiiiilikutel voi muudes korralikult valideeritud in vitro-katsetes, kasutades jérjestikuste katsete
strateegiat ja toendite kaalukuse ldhenemisviisi. Lisaks ei voimaldanud senine valideerimisandmebaas digesti hinnata
monesid kemikaali- vdi tooteklasse (nditeks segusid). Kuid teadlased voiksid kaaluda konealuse meetodi kasutamist
koigi uuritava materjali tiitipide, kaasa arvatud segude puhul, kusjuures positiivse tulemuse voiks lugeda tdendiks, et
tegemist on silma soovitava voi tugevasti drritava toimega. Alkoholidega saadud positiivseid tulemusi tuleks votta
ettevaatusega, kuna nende puhul on oht mdju iile hinnata.

7. Kanasilmadega tehtavate toimingute puhul tuleks alati jrgida katselaboris kohaldatavaid inimestelt ja loomadelt
saadud materjalide, kaasa arvatud kudede ja koevedelike jne kisitsemise eeskirju ja korda. Soovitatakse kasutada
iildisi laborite ettevaatusmeetmeid (15).

8. Katsemeetodi kasutatavust piirab asjaolu, et kuigi selle puhul voetakse arvesse monesid silmaga seotud mojusid, mida
on hinnatud kiiiiliku silma 4rritavuse katses, ja mingil maaral ka mojude tugevust, ei peegelda katse silma sidekesta ja
vikerkesta kahjustusi. Kuigi ICE-katsega ei saa pohimdtteliselt hinnata sarvkestakahjustuste poorduvust, on kiiiliku
silma uuringute alusel soovitatud kasutada sarvkestakahjustuse esialgset siigavust poordumatu ja poorduva moju
eristamiseks (16). Lopuks ei vdimalda ICE-katse hinnata ainete silmasattumisega kaasneva siisteemse toksilisuse
voimalust.

9. Jatkatakse uuringuid ICE-katse kasulikkuse ja piirangute edasiseks iseloomustamiseks ainete puhul, millel ei ole silma
tugevasti drritavat voi drritavat toimet (vt ka punkt 48). Meetodi kasutajatel palutakse valideerimisorganisatsioonidele
saata ndidiseid ja/vdi andmeid, et ametlikult hinnata ICE-katse vdimalikku muud tulevast kasutust, sealhulgas ka
ainete puhul, millel ei ole silma tugevasti drritavat voi arritavat toimet.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Iga labor, kes alustab katsemeetodi kasutamist, peaks oma taseme kontrollimiseks kasutama 2. liites esitatud kemi-
kaale. Labor voib osutatud kemikaale kasutada selleks, et tdendada oma tehnilist padevust ICE-katse labiviimisel, enne
kui ta esitab ICE-katsega saadud andmed regulatiivseks ohu klassifitseerimiseks.

KATSE POHIMOTE

ICE-meetod on organotiiiipne mudel, mille abil on lithiajaliselt voimalik siilitada kanasilma in vitro. Katsemeetodis
hinnatakse uuritava aine pohjustatud kahjustust sarvkesta turse, higususe tekkimise ja fluorestseiini peetumise moot-
misega. Viimase kahe niitaja puhul on tegemist kvalitatiivse hindamisega, sarvkesta turse analiiiisi puhul on ette
ndhtud kvantitatiivne hindamine. Iga mo6tmise tulemus teisendatakse kas kvantitatiivseks punktisummaks (hindeks),
mida kasutatakse iildise drritavusnaitaja arvutamiseks, voi omistatakse sellele kvalitatiivne kategooria, mida kasuta-
takse silma soovitava ja tugevasti drritava toime in vitro-klassifikatsiooni omistamiseks. Kumbagi neist tulemustest
voib kasutada selleks, et ennustada aine vdimet soovitada voi tugevasti drritada silma in vivo (vt otsustamise kritee-
riumid).

Kanasilmade hankimise allikad, kasutatavate kanade vanus

Konealuseks katseks on kasutatud silmi, mis on kogutud kanadelt tapamajas, kus need tapetakse inimtoiduks; see
korvaldab katseloomade kasutamise vajaduse. Kasutatakse iiksnes silmi, mis on vdetud tervetelt lindudelt, keda
peetakse sobivaks inimtoidus kasutamiseks.

Kuigi kanade sobivaima vanuse hindamiseks ei ole ldbi viidud kontrollitud uuringut, on tavaliselt kasutatud kone-
aluseks katseks tapamajas tapetud kevadisi kanu (st vanus umbes 7 nadalat, kaal 1,5-2,5 kg).

Silmade kogumine ja toimetamine laborisse

Pead tuleks korvaldada kohe pirast kanade uimastamist, tavaliselt elektriloogiga, ja kori labildikamist, et veri vilja
lasta. Labor peaks olema kohaliku tapamaja lihedal, nii et kanade pead saaks kiiresti toimetada tapamajast laborisse,
et vila miinimumini lagunemisest ja/voi bakteritega saastumisest tingitud kahjustused. Ajavahemik kanapeade kogu-
mise ja silmade ICE-katses kasutamise vahel peaks olema voimalikult lithike (tavaliselt kuni kaks tundi), kusjuures
tuleks toendada, et katsetulemused ei soltu konkreetsest ajavahemikust. Tulemuste aluseks on silmade valimise
kriteeriumid ning positiivse ja negatiivse kontrolli katsetes saadud tulemused. Ko6ik katses kasutatud silmad peavad
parinema iihest ja samast silmade rithmast, mis on kogutud iithel konkreetsel paeval.

Kuna silmad eraldatakse laboris, veetakse kanade pead tervelt tapamajast laborisse toatemperatuuril plastkastides,
milles niiskuse suurendamiseks on isotoonilise keedusoolalahusega niisutatud kiteratid.

ICE-katses kasutatavate silmade valimise kriteeriumid

Silmad, millel kohe peale silmakoopast valjavotmist on korge fluorestseiiniga varvumise nditaja (iile 0,5) voi sarvkesta
hdgususe hinne (ille 0,5), jdetakse korvale.

Igas katserithmas ja paralleelselt labiviidavas positiivse kontrolli katses kasutatakse vahemalt kolme silma. Negatiivse
kontrolli rithmas voi lahusti kontrollis (kui kasutatakse muud lahustit kui keedusoolalahust) kasutatakse vihemalt
iihte silma.

KATSE KAIK
Silmade ettevalmistamine

Silmalaud 16igatakse hoolikalt dra, viltides sarvkesta vigastamist. Sarvkesta kvaliteeti kontrollitakse kiiresti tihe tilga
2 % (mass/ruumala) naatriumfluorestseiini lahusega, mis kantakse sarvkesta pinnale moneks sekundiks ja loputatakse
siis maha isotoonilise keedusoolalahusega. Fluorestseiiniga to6deldud silmi vaadeldakse siis pilulamp-mikroskoobiga,
et teha kindlaks, et sarvkest on vigastamata (st fluorestseiini peetumine ja sarvkesta higususe hinne on < 0,5).

Kui sarvkest on vigastamata, jitkatakse silma viljaldikamist silmakoopast, véltides sarvkesta vigastamist. Silmamuna
tommatakse silmakoopast vilja, hoides pilkekilet kindlalt kirurgitangidega, ja silmalihased 15igatakse ldbi painutatud
niiriotsaliste kiidridega. Oluline on viltida sarvkesta vigastust liigse rohu tdttu (st kokkusurumisest tingitud artefakte).

Kui silm on silmakoopast vilja tdommatud, tuleb silmamuna kiilge jtta ndhtav osa silmanirvi. Kui silm on silma-
koopast vilja voetud, pannakse see filterpaberile ning 16igatakse dra pilkekile ja muud sidekoelised osad.
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Viljavoetud silm paigutatakse roostevabast terasest silmahoidja klambri vahele, nii et sarvkest on vertikaalasendis.
Silmahoidja pannakse seejirel tilgutusaparaadi (superfusiooniaparaadi) kambrisse (16). Silmahoidjad tuleb tilgutus-
aparaadis paigutada nii, et isotooniline keedusoolalahus niisutaks kogu sarvkesta. Tilgutusaparaadi kambrites tuleks
hoida temperatuuri 32 * 1,5 °C. 3. liites on esitatud tiiiipilise tilgutusaparaadi ja silmahoidjate skeem; sellise aparaadi
voib osta vdi valmistada ise. Aparaati voib muuta vastavalt iga labori vajadustele (nditeks vajaliku arvu silmade
paigutamiseks aparaati).

Pirast tilgutusaparaati paigutamist kontrollitakse silmi uuesti pilulamp-mikroskoobiga, et nende hulgas ei oleks
viljavotmisega vigastatud silmi. Samal ajal mdddetakse sarvkesta tipus sarvkesta paksus, kasutades pilulamp-mikro-
skoobi siigavusmddtmisseadet. Asendatakse koik jargmiste tunnustega silmad: i) fluorestseiini peetumise hinne iile
0,5, ii) sarvkesta hagusus iile 0,5 voi iii) omavad muid kahjustuse tunnuseid. Osutatud kriteeriumide pohjal korval-
damata jdetud silmade hulgast kdrvaldatakse veel silmad, mille sarvkesta paksus kaldub iile 10 % korvale koikide
silmade kohta arvutatud keskvaartusest. Tootajad peaksid arvestama, et pilu erineva laiuse korral voib pilulamp-
mikroskoop anda tulemuseks erinevaid sarvkesta paksuse vddrtusi. Pilu laiuseks tuleb seada 0,095 mm.

Kui koik silmad on ile vaadatud ja kolblikuks tunnistatud, inkubeeritakse neid umbes 45-60 minutit, et need
saavutaksid katsesiisteemiga tasakaalu, enne kui neile uuritav aine peale kantakse. Pdrast tasakaalustumist mdddetakse
sarvkesta paksuse ja higususe vordlustase (0-tase), mis jadb baasjooneks (vddrtused ajahetkel 0). Viljaldikamise ajal
mairatud fluorestseiini peetumise hinnet kasutatakse kdnealuse tulemusniitaja baasjoonena.

Uuritava aine pealekandmine

Kohe peale vordlustaseme (0-taseme) mootmist voetakse silm (koos silmahoidjaga) tilgutusaparaadist vélja, pannakse
horisontaalasendisse ja uuritav aine kantakse sarvkestale.

Vedelaid uuritavaid aineid moddetakse tavaliselt lahjendamata kujul, kuid neid voib ka lahjendada, kui seda peetakse
vajalikuks (nditeks kui see on osa katse korraldusest). Eelistatud lahusti ainete lahjendamiseks on fiisioloogiline
keedusoolalahus. Kontrollitud tingimustes voib kasutada ka muid lahusteid, kuid muude lahustite kui fiisioloogilise
keedusoolalahuse sobivust on vaja tdendada.

Vedelad uuritavad ained kantakse sarvkestale nii, et kogu sarvkesta pind on uuritava ainega iihtlaselt kaetud; tavaline
ruumala on 0,03 ml.

Tahked ained tuleks jahvatada voimalikult peeneks uhmris uhmrinuiaga véi muu peenestamisvahendiga. Pulber
kantakse sarvkestale niimoodi, et pind oleks uuritava ainega iihtlaselt kaetud; tavaline kogus on 0,03 g.

Uuritav (vedel voi tahke) aine kantakse 10 sekundiks peale ja loputatakse siis silma pealt maha toatemperatuuril oleva
isotoonilise keedusoolalahusega (umbes 20 ml). Silm (koos silmahoidjaga) pannakse seejirel tagasi tilgutusaparaati
esialgsesse vertikaalasendisse.

Kontrollained

Igas katses tuleks teha paralleelseid mddtmisi ka negatiivse voi lahusti/pealekandmisvahendi kontrolli ja positiivse
kontrolli ainetega.

100-protsendilise vedeliku voi tahke aine uurimise korral kasutatakse ICE-katses paralleclse negatiivse kontrollina
fusioloogilist keedusoolalahust, et teha kindlaks katsesiisteemi mittespetsiifilisi muutusi ning tdendada, et katsetingi-
mused ise ei tekita ekslikult drritusndhtusid.

Lahjendatud vedeliku uurimise korral tehakse ICE-katses paralleelselt lahusti/pealekandmisvahendi kontrolli katse, et
teha kindlaks katsesiisteemi mittespetsiifilisi muutusi ning tdendada, et katsetingimused ise ei tekita ekslikult arri-
tusnahtusid. Nagu 6eldud punktis 25, voib katses kasutada ainult sellist lahustit/pealekandmisvahendit, mille kohta on
tdendatud, et see ei avalda negatiivset moju katsesiisteemile.
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Igas eksperimendis tehakse paralleelselt ka positiivse kontrolli katse silmi teadaolevalt drritava ainega, et tdendada
positiivse tulemuse saamist. Kuna kéesolevas katsemeetodis kasutatakse ICE-katset soovitavate voi tugevasti rritavate
ainete kindlakstegemiseks, peaks positiivse kontrolli aine olema vdrdlusaine, mis selle katsemeetodi puhul p&hjustab
tugeva moju. Kuid selleks, et oleks vdimalik hinnata ka positiivse kontrolli aine mdju sdltuvust ajast, ei tohiks moju
olla iilemddra suur. Positiivse kontrolli kohta tuleks saada piisaval hulgal in vitro-andmeid, nii et saaks arvutada
positiivse kontrolli véirtuste statistiliselt maaratletud vahemiku. Kui konkreetse positiivse kontrolli jaoks ei ole
piisavalt varasemaid tdpseid ICE-katse andmeid, vdib sellise teabe saamiseks olla vaja korraldada eraldi uuringuid.

Vedelate uuritavate ainete positiivse kontrolli niideteks on 10 % &ddikhape voi 5 % bensalkooniumkloriid; tahkete
uuritavate ainete positiivse kontrolli nidideteks on naatriumhiidroksiid vdi imidasool.

Vordlusained voimaldavad hinnata teatavasse kemikaali- voi tooteklassi kuuluva uurimata kemikaali omadust pohjus-
tada silmade drritust voi hinnata teatava silmi drritava aine moju tugevust teatavas drritava toime vahemikus.

Méddetavad tulemusniitajad

Sarvkesti hinnatakse enne uuritava ainega tootlemist ning 30, 75, 120, 180ja 240 minutit (* 5 minutit) pérast
tootlemisejargset loputamist. Sellised modtmiste ajad annavad vajaliku hulga modtmisi totlemisele jargneva nelja-
tunnilise ajavahemiku jooksul; samas jidb mddtmiste vahele piisavalt aega, et noutavad vaatlused saaks teha kdikide
silmadega.

Moddetakse jargmisi tulemusnditajaid: sarvkesta hdgusus, turse, fluorestseiini peetumine ja morfoloogilised muutused
(nditeks epiteeli augustumine voi lahtikoorumine). Kaiki tulemusnditajaid peale fluorestseiini peetumise (mida maira-
takse ainult enne tootlemist ja 30 minutit parast kokkupuudet uuritava ainega) méiratakse igal eespool osutatud
ajahetkel.

Sarvkesta hdgususe, fluorestseiini peetumise, morfoloogiliste muutuste ja histopatoloogia (kui seda uuritakse) muutusi
on soovitatav dokumenteerida fotodega.

Peale viimast vaatlust nelja tunni pérast on soovitatav silmad konserveerida sobiva fiksaatoriga (nditeks puhverdatud
neutraalse formaliiniga), et seda oleks voimalik histopatoloogiliselt uurida.

Sarvkesta turse médratakse sarvkesta paksuse modtmisega, kasutades pilulamp-mikroskoobile lisatud optilist paksu-
semddtjat. Sarvkesta turse viljendatakse protsendina ja arvutatakse sarvkesta paksuse modtmisandmetest jargmise
valemiga:

sarvkesta paksus ajahetkel t — sarvkesta paksus ajahetkel = 0
. x 100
sarvkesta paksus ajahetkel = 0

Arvutatakse koikide katses kasutatud silmade keskmine sarvkesta turse protsent iga uuritud ajahetke jaoks. Igal
ajahetkel registreeritud koige kdrgema keskmise sarvkestaturse hinde pdhjal omistatakse igale uuritavale ainele ildine
kategooriahinne.

Sarvkesta hdgusus arvutatakse, kasutades hindamiseks koige rohkem hdgustunud sarvkestaosa pindala. Arvutatakse
koikide katses kasutatud silmade keskmine sarvkesta hadgususe véirtus iga uuritud ajahetke jaoks. Igal ajahetkel
registreeritud koige korgema keskmise sarvkesta higususe hinde pdhjal omistatakse igale uuritavale ainele iildine
kategooriahinne (tabel 1).

Tabel 1.

Sarvkesta hdgususe hinne

Hinne Vaatlusandmed

0 higusust ei ole

0,5 viga nork hiagusus
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Hinne Vaatlusandmed
1 hajutatud voi ebaselgete piirjoontega alad; vikerkesta detailid on selgelt nihtavad
2 kergesti margatav poolldbipaistev ala; vikerkesta detailid on veidi ebaselged
3 sarvkest on tugevalt higune; vikerkesta konkreetsed detailid ei ole ndhtavad; pupilli suurus on
vaevunihtav
4 sarvkest on tdielikult hiagune; pupilli ei ole niha

Keskmine fluorestseiini peetumise véidrtus arvutatakse koikide katses kasutatavate silmade jaoks ainult ajahetke 30
minutit jaoks; osutatud véirtust kasutatakse igale uuritavale ainele iildise kategooriahinde omistamisel (tabel 2).

Tabel 2.

Fluorestseiini peetumise hinne

Hinne Vaatlusandmed
0 fluorestseiini peetumist ei ole
0,5 tiksikud rakud on vdga norgalt virvunud
1 tiksikuid varvunud rakke on hajusalt kogu to6deldud sarvkestal
2 varvunud tiksikud rakud moodustavad virvumistsentreid voi -laike
3 peetunud fluorestseiiniga sarvkestaalad moodustavad ulatuslikke laike

Morfoloogiline méju holmab jargmist: ,auklikud” sarvkesta epiteelirakud, lahtikoorunud epiteel, sarvkesta pinna
karedaks muutumine ning uuritava aine ,kleepumine” sarvkestale. Sellised nahtused vdivad olla erineva raskusastmega
ja esineda samaaegselt. Nende ndhtuste klassifitseerimine on subjektiivne ja soltub uurija tolgendusest.

ANDMED JA PROTOKOLLI KOOSTAMINE
Andmete hindamine

Sarvkesta hdgususe ja turse ning fluorestseiini peetumise tulemusi tuleb hinnata eraldi, et leida ICE-klass iga tule-
musnditaja jaoks. Iga tulemusnaitaja ICE-klassid koondatakse seejarel iga uuritava aine arritavuse klassifikatsiooni
saamiseks.

Otsustamiskriteeriumid

Kui iga tulemusnditaja on hinnatud, saab eelnevalt médratud vahemike alusel omistada ICE-klassid. Sarvkesta paksuse
(tabel 3), hagususe (tabel 4) ja fluorestseiini peetumise (tabel 5) tdlgendamine nelja ICE-klassi kasutamisega toimub
jargnevate skaalaastmete alusel:

Tabel 3.

Sarvkesta turse ICE-klassifitseerimise kriteeriumid

Keskmine sarvkesta turse (%) (*) ICE-klass

0 kuni 5 I
>5 kuni 12 I
>12 kuni 18 (> 75 minutit pdrast kokkupuudet uuritava 1I
ainega)

>12 kuni 18 (< 75 minutit parast kokkupuudet uuritava 11
ainega)

> 18 kuni 26 11
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Keskmine sarvkesta turse (%) (*) ICE-klass
> 26 kuni 32 (> 75 minutit parast kokkupuudet uuritava 11
ainega)
> 26 kuni 32 (< 75 minutit parast kokkupuudet uuritava v
ainega)
>32 v

(*) Sarvkesta turse hindeid saab kasutada ainult siis, kui sarvkesta paksus on moéddetud pilulamp-mikroskoobiga Haag-Streit BP900,
kasutades siigavusmootmisseadet nr [ ja pilulaiust 9%, mis vastab 0,095 millimeetrile. To6tajad peaksid arvestama, et pilu erineva
laiuse korral voib pilulamp-mikroskoop anda tulemuseks erinevaid sarvkesta paksuse vaartusi.

Tabel 4.

Sarvkesta hdgususe ICE-klassifitseerimise kriteeriumid

Keskmine maksimaalse higususe hinne (*) ICE-klass
0,0-0,5 I
0,6-1,5 Il
1,6-2,5 11
2,6-4,0 %

(*) Vt tabel 1.

Tabel 5.

Fluorestseiini peetumise ICE-klassifitseerimise kriteerjumid

Keskmine fluorestseiini peetumise hinne 30 minutit parast
- . ICE-klass
kokkupuudet uuritava ainega (*)
0,0-0,5 I
0,6-1,5 I
1,6-2,5 111
2,6-3,0 A%

(*) Vt tabel 2.

Uuritava aine iildine in vitro-drritavuse klassifikatsioon hinnatakse arritavusniitajate kategooriate kombineerimisega,
vottes arvesse sarvkesta turse, sarvkesta hagususe ja fluorestseiiini peetumise kategooriaid ning kasutades tabelis 6
esitatud skeemi.

Tabel 6.

Uldise in vitro-drritavuse klassifikatsiooni miiramine

Klassifikatsioon Kolme tulemusniitaja kombineerimine

Soovitav | tugevasti arritav 3x1V

2x1v, 1 x1II

2x1V, 1 x11(%

2x1V, 1 x1(%

30 minuti pdrast sarvkesta hadgusus >3 (vdhemalt kahes
silmas)

Mingil ajahetkel sarvkesta hdgusus =4 (vihemalt kahes
silmas)

Epiteeli tugev lahtikoorumine (vihemalt ithes silmas)

(*) Ebatdeniolisemad kombinatsioonid




L 324/32

Euroopa Liidu Teataja

9.12.2010

47.

48.

49.

50.

Nagu oeldud punktis 1, kui uuritavat ainet ei klassifitseerita silma soovitavaks voi tugevasti rritavaks aineks, tuleks
aine klassifitseerimiseks ja etiketile kantava teabe saamiseks teha tdiendavaid katseid. Silma soovitavate ja tugevasti
drritavate ainete kindlakstegemisel on ICE-katse iildine tipsus 83 % (120/144) kuni 87 % (134/154), valepositiivsete
tulemuste maar on 6 % (7/116) kuni 8 % (9/116) ja valenegatiivsete tulemuste maar 41 % (13/32) kuni 50 % (15/30),
kui tulemusi vorrelda kiiiiliku silma in vivo-katse tulemustega, mis on klassifitseeritud vastavalt EPA (1), ELi (2) voi
GHSi (3) Klassifitseerimissiisteemidele. Kui teatavatesse kemikaaliklassidesse (alkoholid ja pindaktiivsed ained) voi
fuiisikalisse klassi (tahked ained) kuuluvad ained andmebaasist korvale jitta, on ELi, EPA ja GHSi klassifitseerimis-
siisteemide kohaselt ICE-katse tipsus 91 % (75/82) kuni 92 % (69/75), valepositiivsete tulemuste maar on 5 % (4/73)
kuni 6 % (4/70) ja valenegatiivsete tulemuste mdar on 29 % (2/7) kuni 33 % (3/9) (4).

Isegi kui uuritavat ainet ei klassifitseerita silma soovitavaks voi tugevasti drritavaks aineks, voib ICE-katse siiski olla
kasulik koos andmetega, mis saadakse kiiiiliku silma in vivo-katsega vdi muu korralikult valideeritud in vitro-katsega,
kuna see aitab paremini hinnata ICE-katse meetodi kasulikkust ja puudusi selliste ainete kindlakstegemiseks, millel ei
ole tugevasti drritavat voi drritavat toimet (to6tatakse vilja suunisdokumenti silma toksilisuse in vitro-katsemeetodite
kasutamise kohta).

Uuringu nduetekohasuse kriteeriumid

Katse loetakse nductekohaseks, kui paralleelselt labiviidud negatiivse kontrolli vdi pealekandmisvahendi | lahusti
kontrolli katsed ja positiivse kontrolli katsed annavad drritavuse klassifikatsiooni tulemused, mille kohaselt esimesel
juhul on tegemist silma mittedrritavate ja teisel juhul silma tugevasti drritavate | soovitavate ainetega.

Katseprotokoll

Katseprotokollis tuleks esitada jargmine teave, kui see on uuringu labiviimise seisukohast asjakohane:

Uuritavad ained ja kontrollained

keemiline nimetus vdi keemilised nimetused, nagu struktuurikohane nimetus, mida kasutab Chemical Abstracts Service
(CAS), seejirel muud nimetused, kui need on teada;

CASi registreerimisnumber (RN), kui on teada;

aine puhtus voi segu koostis (massiprotsendina), kuivord see on teada;

futisikalis-keemilised omadused nagu fuiisikaline olek, lenduvus, pH, piisivus, kemikaaliklass, lahustuvus vees, mis on
olulised katse ldbiviimise seisukohast;

uuritava aine | kontrollaine to6tlemine enne katset, kui see on asjakohane (nditeks soojendamine, peenestamine);

piisivus, kui on teada.

Teave sponsori ja uurimisasutuse kohta

sponsori, katselabori ja uuringu juhi nimi ja aadress;

silmade pdritolu kirjeldus (nditeks asutus, milles need koguti);

silmade sdilitamis- ja transporditingimused (nditeks silmade kogumise aeg, ajavahemik kogumisest katse alguseni);

silmade kogumiseks kasutatud lindude eritunnused, kui on teada (niiteks lindude vanus, sugu, mass).

Kasutatud meetodi ja katse-eeskirja pohjendus

Katsemeetodi digsus

Kasutatud katsemeetodi ajast sdltumatu digsuse (st tipsuse ja usaldusvairsuse) tagamise meetod (s.0 ained, millega
katse labiviimise oskust teatava ajavahemiku jirel kontrollitakse, varasemate negatiivse ja positiivse kontrolli andmete
kasutamine).
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Katse kolblikkuse kriteeriumid

voimaluse korral varasematel andmetel pohinevad kolblike paralleelsete vordlustulemuste vahemikud.

Katse tingimused

kasutatud katsesiisteemi kirjeldus;

kasutatud pilulamp-mikroskoop (niiteks mudel);

kasutatud pilulamp-mikroskoobi seaded;

kasutatud kanasilmi kisitlev teave, seejuures nende kvaliteetsuse kinnitused;
kasutatud katsemeetodi iiksikasjad,

uuritavate ainete kasutatud kontsentratsioonid;

koikide katsemetoodikas tehtud muudatuste kirjeldus;

viide varasematele mudeli andmetele (nditeks negatiivse ja positiivse kontrolli ained, katse labiviimise oskuse kont-
rollimiseks kasutatud ained, vordlusained);

kasutatud hindamiskriteeriumide kirjeldus.

Tulemused

muude tiheldatud toimete kirjeldus;
vajaduse korral silmade fotod.

Tulemuste arutelu
Kokkuvote
KIRJANDUS
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MOISTED

Tidpsus: katsemeetodi tulemuste ja kinnitatud vordlusvaartuste kooskdla méidr. See on katsemeetodi kasutuskdlblikkuse
iiks niitajaid ja iiks nn asjakohasuse aspekte. Terminit kasutatakse sageli vaheldumisi sdnaga ,kooskdla”, mis tihendab
katsemeetodiga saadud digete tulemuste osakaalu.

Vordlusaine: aine, mida kasutatakse standardina vordlemiseks uuritava ainega. Vordlusainel peaksid olema jdrgmised
omadused: i) pidev ja usaldusvédrne tarnija; ii) struktuuriline ja funktsionaalne sarnasus uuritavate ainetega; iii) teadaolevad
fuiisikalised ja keemilised omadused; iv) tdiendavad andmed teadaolevate mdjude kohta ja v) teadaolev mojusus soovitavas
mdju tugevuse vahemikus.

Sarvkest: silmamuna eespoolses osas asuv libipaistev kest, mis katab vikerkesta ja silmaava ning laseb valgusel tungida
silma sisse.

Sarvkesta higusus: suurus, millega viljendatakse pirast sarvkesta kokkupuudet uuritava ainega toimuva hdgustumise
midra. Sarvkesta higususe suurenemine nditab sarvkesta kahjustuse suurust.

Sarvkesta turse: ICE-katse puhul objektiivselt mdddetav suurus, millega viljendatakse pirast sarvkesta kokkupuudet
uuritava ainega toimuva sarvkesta paisumise méira. See viljendatakse protsendina ja arvutatakse ICE-katses enne to6tle-
mist moddetud sarvkesta paksuse ja parast uuritava ainega kokkupuudet korrapiraste ajavahemike jarel moddetud
sarvkesta paksuse andmetest. Sarvkesta turse ulatus nditab sarvkesta kahjustuse suurust.

EPA I kategooria: soovitus (silmakoe poordumatu kahjustus) voi sarvkesta majutus voi drritus, mis piisib rohkem kui 21
pdeva (1).

ELi kategooria R41: koekahjustuse tekkimine silmas vdi tugev fiiiisiline nigemislangus pirast seda, kui uuritavat ainet on
kantud silma eespoolsele pinnale ja mdju ei ole tdielikult poorduv 21 pieva jooksul pirast aine pealekandmist (2).

Valenegatiivsete vastuste mair: koikide selliste positiivsete ainete osakaal, mis katsemeetodi alusel on ekslikult tunnis-
tatud negatiivseks. See on iiks katsemeetodi kasutuskolblikkuse niitaja.

Valepositiivsete vastuste madr: koikide selliste negatiivsete ainete osakaal, mis katsemeetodi alusel on ekslikult tunnis-
tatud positiivseks. See on iiks katsemeetodi kasutuskolblikkuse niitaja.

Fluorestseiini peetumine: ICE-katse puhul subjektiivselt hinnatav suurus, millega viljendatakse pérast sarvkesta kokku-
puudet uuritava ainega toimuva naatriumfluorestseiini epiteelirakkudes peetumise médra. Fluorestseiini peetumise méddr
niitab sarvkesta epiteeli kahjustuse suurust.

GHS (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals — kemikaalide iihtne iilemaailmne
klassifitseerimis- ja margistamissiisteem): siisteem, milles kemikaalid (ained ja segud) on klassifitseeritud vastavalt nende
fuissilise ohtlikkuse ning kahjuliku tervise- ja keskkonnamoju standarditud tiiiibile ja -tasemele ning mis holmab asja-
omaseid teavitustdhiseid, nagu piktogrammid, marksdnad, ohulaused, hoiatuslaused ja ohutuskaardid, et anda edasi
inimeste (sealhulgas to6andjate, tootajate, vedajate, tarbijate ja padstetootajate) ja keskkonna kaitsmiseks vajalikku teavet
konealuste kemikaalide kahjuliku mdju kohta (3).

GHSi 1. kategooria: koekahjustuse tekkimine silmas vdi tugev fiiiisiline nigemislangus parast seda, kui uuritavat ainet on
kantud silma eespoolsele pinnale ja moju ei ole taielikult poorduv 21 pdeva jooksul parast aine pealekandmist (3).

Oht: mojuri vdi olukorra loomupirane omadus tekitada kahjustust, kui organism, siisteem vdi (ala-)populatsioon selle
mojuriga kokku puutub.
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Negatiivne kontroll: uuritava ainega tootlemata paralleelproov, mis sisaldab koiki katsesiisteemi komponente. Sellist
proovi toodeldakse koos proovidega, mida méjutatakse uuritava ainega, ja koos muude kontrollproovidega, et kontrollida,
ega lahusti ei mdjuta katsesiisteemi.

Arritust mittepdhjustav aine: aine, mida ei ole klassifitseeritud EPA I, II ega IIl kategooriasse, ELi kategooriatesse R41
v0i R36 ega GHSi 1., 2.A voi 2.B kategooriasse kuuluvaks silmadrritajaks (1), (2), (3).

Silma soovitav aine: a) aine, mis pohjustab silma kudede poordumatut kahjustust; b) aine, mis on klassifitseeritud GHSi
1. kategooriasse, EPA I kategooriasse voi ELi kategooriasse R41 kuuluvaks silma arritavaks aineks (1), (2), (3).

Silma irritav aine: a) aine, mis pohjustab pirast silma eespoolsele pinnale kandmist silmas poorduva muutuse; b) aine,
mis on klassifitseeritud EPA II voi IIl kategooriasse, ELi kategooriasse R36 vdi GHSi 2.A vdi 2.B kategooriasse kuuluvaks
silmairritajaks (1), (2), (3).

Silma tugevasti drritav aine: a) aine, mis pdhjustab pérast silma eespoolsele pinnale kandmist silmas kudede kahjustuse,
mis ei ole podrduv 21 pieva jooksul, vdi pohjustab tugeva fuiisilise nigemislanguse; b) aine, mis on klassifitseeritud GHSi
1. kategooriasse, EPA 1 kategooriasse voi ELi kategooriasse R41 kuuluvaks silma drritavaks aineks (1), (2), (3).

Positiivne kontroll: paralleelproov, mis sisaldab kdiki katsesiisteemi komponente ja mida t66deldakse ainega, mis
teadaolevalt pohjustab positiivse tulemuse. Selleks, et oleks vdimalik hinnata ka positiivse kontrolli aine mdju séltuvust
ajast, ei tohiks moju olla iilemaira suur.

Usaldusviirsus: sellega mdddetakse katsemeetodi tulemuste reprodutseeritavust, kui meetodit rakendatakse iihe ja sama
katseprotokolli alusel iihes laboris ja eri laborites pikema aja jooksul. Seda hinnatakse laborisisese ja laboritevahelise
reprodutseeritavuse ja laborisisese korratavuse arvutamisega.

Pilulamp-mikroskoop: seade, mida kasutatakse silma otseseks vaatluseks; binokulaarmikroskoobiga saadakse suurendatud
vertikaalne stereoskoopiline kujutis. ICE-katses kasutatakse seda seadet kanasilma eespoolsete struktuuride vaatlemiseks,
samuti sarvkesta paksuse objektiivseks modtmiseks, kasutades lisaseadet — paksusemdotjat.

Lahusti/pealekandmisvahendi kontroll: uuritava ainega td6tlemata proov, mis sisaldab kdiki katsesiisteemi komponente,
sealhulgas lahustit v6i pealekandmisvahendit; sellist proovi toodeldakse sarnaselt uuritava ainega toodeldud proovile ja
muudele kontrollproovidele, et miirata kindlaks samas lahustis voi pealekandmisvahendis lahustatud uuritava ainega
to6deldud proovide nulljoonetase. Kui paralleelselt katsetatakse negatiivse kontrolli proovi, siis naitab lahusti/pealekand-
misvahendi proov ka seda, kas lahusti voi pealekandmisvahend mojutab katsesiisteemi.

Astmeline katsetamine: samm-sammulise katsetamise strateegia, milles enne jargmisse etappi minekut vaadatakse kind-
laksmédratud korras ldbi kogu uuritava aine kohta olemasolev teave, kasutades igas etapis tdendite kaalukuse menetlust, et
madrata kindlaks, kas on piisavalt teavet riskirithma klassifitseerimise otsuse tegemiseks. Kui olemasoleva teabe pdhjal saab
uuritava aine arritavate omaduste kohta otsuse teha, ei ole edasisi katseid vaja teha. Kui olemasoleva teabe pdhjal ei saa
teha otsust uuritava aine drritavate omaduste kohta, jitkatakse samm-sammult jirjestikuste loomkatsete tegemist, kuni
aine saab iiheselt klassifitseerida.

Valideeritud katsemeetod: katsemeetod, mille valideerimisuuringud on 18pule viidud, st on mairatud selle asjakohasus
(sealhulgas tdpsus) ja usaldusvdirsus konkreetse eesmirgi puhul. Oluline on markida, et valideeritud katsemeetod ei
tarvitse olla piisavalt kasutuskolblik tipsuse ja usaldusvddrsuse osas, et seda saaks lugeda vastuvdetavaks konkreetse
eesmdrgi puhul.

Téendusmaterjali kaalukuse hindamine: protsess, milles kaalutakse mitmesuguste andmete tugevaid ja norku kiilgi, et
jouda otsuseni aine vdimaliku ohtlikkuse kohta ja toetada sellist otsust.
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ICE-KATSE VALDAMISE KONTROLLIMISEKS SOOVITATAVAD KEMIKAALID

Enne kiesoleva katsemeetodi kohase katsemeetodi tavakasutusse votmist voivad laborid soovida tdendada meetodi tehni-
list valdamist ja maarata selleks Oigesti tabelis 1 soovitatud 10 aine klassifikatsioon sodvitava toime jirgi. Konealused
ained on valitud nii, et oleks esindatud silma paikse arrituse/soovituse pohjustamise kogu skaala, mis pohineb kiitiliku
silmaga in vivo-katsetes (TG 405) saadud tulemustel (st 1., 2.A ja 2.B kategooria voi URO GHSi kohaselt ,klassifitseerimata
ja mirgiseta”) (3), (7). Pidades aga silmas konealuste katsete valideeritud kasulikkust (tehakse kindlaks vaid silma s66vi-
tavad voi tugevasti drritavad ained), on meetodi valdamise tdendamisel tegemist vaid kahesuguste tulemustega klassifit-
seerimise seisukohast (soovitav/tugevasti drritav voi mittesdovitav/silma mitte tugevasti drritav). Muud valikukriteeriumid
olid jargmised: ained peaksid olema kaubanduses saadaval ja nende kohta peaksid olema kvaliteetsed in vivo-vordlus-
andmed ning on olemas kvaliteetsed andmed, mis on maéiratud kahe in vitro-meetodiga, mille jaoks on vilja tootatud
katse ldbiviimise suunised. Seepdrast valiti drritavad ained 122 vordlusaine nimestikust, mida ICCVAM soovitab kasutada
silma toksilisuse in vitro-katsete valideerimiseks (vt H liide: ICCVAMi soovitatud vordlusained) (4). Vordlusandmeid on
esitatud ka ICCVAMi taustiilevaatedokumentides veise sarvkesta hdgususe ja labilaskvuse meetodi (BCOP-katse) ja ICE-
katsemeetodi jaoks (18), (19).

Tabel 1

Soovitatavad ained ICE-meetodi tehnilise valdamise tdendamiseks

o . o . N In vivo- . -

Uhend CASi nr Uhendiklass (1) | Fiiiisikaline olek Klassifikatsioon () In vitro-klassifikatsioon (%)
Bensalkooniumkloriid 8001-54-5 Ooniumithend Vedel 1. kategooria | Soovitav/tugevasti drritav
(5%)

Kloorheksidiin 55-56-1 Amiin, Tahke 1. kategooria | Soovitav/tugevasti drritav
amidiin
Dibensoiiiil-L- 2743-38-6 Karbokstiiil- Tahke 1. kategooria | Soovitav/tugevasti drritav
viinhape happe ester
Imidasool 288-32-4 Heterotsiikkel Tahke 1. kategooria | Soovitav/tugevasti drritav
Triklorodadikhape 76-03-9 Karbokstiiilha- Vedel 1. kategooria | Soovitav/tugevasti drritav
(30 %) pe
2,6-diklorobensoiiiil- 4659-45-4 Atsiiiilhaliid Vedel 2.A kategooria | Mittesoovitav/mitte tuge-
kloriid vasti drritay
Etiiiil-2-metiiiilatseto- 609-14-3 Ketoon, ester Vedel 2.B kategooria | Mittesoovitav/mitte tuge-
atsetaat vasti arritav
Ammooniumnitraat 6484-52-2 Anorgaaniline Tahke 2.A kategooria | Mittesoovitav/mitte tuge-
sool vasti drritay
Gliitserool 56-81-5 Alkohol Vedel Mirgiseta Mittesoovitav/mitte tuge-
vasti arritav
n-heksaan 110-54-3 Atsiikliline Vedel Mirgiseta Mittesoovitav/mitte tuge-
stisivesinik vasti drritav

Lithendid: CASi nr — Chemical Abstracts Service'i number.

(") Kemikaaliklass on igale uuritavale ainele omistatud standardse klassifitseerimisskeemi kohaselt, mis pohineb USA meditsiiniraamatu-
kogu meditsiiniteemade klassifitseerimissiisteemil (vt http/fwww.nlm.nih.gov/mesh).

() Vastavalt kiiiiliku silma in vivo-katse (OECD TG 405) tulemustele ja kasutades URO GHSi siisteemi (3), (7).
(}) Vastavalt BCOP-katse ja ICE-katse tulemustele.
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ICE-katses kasutatava tilgutusaparaadi ja silmahoidja skeem

(Tilgutusaparaadi ja silmahoidja iildise tdiendava kirjelduse on esitanud Burton et al. (17))

KAMBRI LABILOIGE

SILMAHOIDJA

KIRJELDUS
1 SOOJA VEE VALJAVOOLUTORU
2 LUKANDLUUK
3 TILGUTUSAPARAAT
4 OPTILINE MOOTEINSTRUMENT
5 SOOJA VEE SISSEVOOLUTORU
6 FUSIOLOOGILINE KEEDUSOOLALAHUS
7 SOE VESI
8 FUSIOLOOGILISE SOOLALAHUSE
SISSEVOOLUTORU
9 KAMBER
10 SILMAHOIDJA
11 KANASILM
12 SOOLALAHUSE VALJAVOOLUTORU
13 FIKSEERIMISKRUVI
14 REGULEERITAVA KORGUSEGA ULEMINE HAAR
15 FIKSEERITUD ALUMINE HAAR”




