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KOMISSION ASETUS (EU) N:o 1152/2010,

annettu 8 piivini joulukuuta 2010,

testimenetelmien vahvistamisesta kemikaalien rekisterdinnistd, arvioinnista, lupamenettelyisti ja
rajoituksista (REACH) annetun asetuksen (EY) N:o 1907/2006 nojalla annetun asetuksen (EY) N:o
440/2008 muuttamisesta sen mukauttamiseksi tekniikan kehitykseen

(ETA:n kannalta merkityksellinen teksti)

EUROOPAN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan unionin toiminnasta tehdyn sopi-
muksen,

ottaa huomioon kemikaalien rekister6innistd, arvioinnista, lupa-
menettelyistd ja rajoituksista (REACH), Euroopan kemikaaliviras-
ton perustamisesta, direktiivin 1999/45/EY muuttamisesta sekd
neuvoston asetuksen (ETY) N:o 79393, komission asetuksen
(EY) N:o 1488/94, neuvoston direktiivin 76/769/ETY ja komis-
sion direktiivien 91/155/ETY, 93/67/ETY, 93[/105/EY ja
2000/21/EY kumoamisesta 18 pdivinid joulukuuta 2006 anne-
tun Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY) N:o
1907/2006 (') ja erityisesti sen 13 artiklan 3 kohdan,

sekd katsoo seuraavaa:

(1)  Komission asetuksessa (EY) N:o 440/2008 (?) vahvis-
tetaan asetuksen (EY) N:o 1907/2006 soveltamiseksi kay-
tettdvat testimenetelmat, joilla méaritelldan aineiden fysi-
kaalis-kemialliset ominaisuudet, myrkyllisyys ja myrkylli-
syys ympristolle.

(2)  Asetusta (EY) N:o 440/2008 on syyti muuttaa OECD:n
hiljattain vahvistamien kahden uuden silma-drsytystd kos-
kevan in vitro -menetelmdn sisallyttamiseksi asetukseen,

jotta koetarkoituksiin kdytettdvien eldinten mairda voitai-
siin vihentdd kokeisiin ja muihin tieteellisiin tarkoituksiin
kiytettavien eldinten suojelua koskevien jisenvaltioiden
lakien, asetusten ja hallinnollisten maarédysten lihentdmi-
sestd 24 piivind marraskuuta 1986 annetun neuvoston
direktiivin 86/609/ETY (}) mukaisesti. Sidosryhmid on
kuultu asiasta.

(3)  Asetusta (EY) N:o 440/2008 olisi sen vuoksi muutettava.

(4)  Tassd asetuksessa sdddetyt toimenpiteet ovat asetuksen
(EY) N:o 1907/2006 133 artiklalla perustetun komitean
lausunnon mukaiset,

ON ANTANUT TAMAN ASETUKSEN:

1 artikla

Lisatdadn asetuksen (EY) N:o 440/2008 liitteessd olevaan B osaan
luvut B.47 ja B.48 timdn asetuksen liitteen mukaisesti.

2 artikla

Tamd asetus tulee voimaan kolmantena péivind sen jilkeen, kun
se on julkaistu Euroopan unionin virallisessa lehdessd.

Tamd asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja sitd sovelletaan sellaisenaan kaikissa jisenval-

tioissa.

Tehty Brysselissd 8 piiviand joulukuuta 2010.

() EUVL L 396, 30.12.2006, s. 1.
() EUVL L 142, 31.5.2008, s. 1.

Komission puolesta
José Manuel BARROSO
Puheenjohtaja

() EYVL L 358, 18.12.1986, s. 1.
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LIITE

"B. 47. NAUDAN SARVEISKALVON SAMEUTEEN JA LAPAISEVYYTEEN PERUSTUVA TESTIMENETELMA

SILMAA SYOVYTTAVIEN JA SILMAA VAKAVASTI ARSYTTAVIEN AINEIDEN TUNNISTAMISEKSI
JOHDANTO

. Naudan sarveiskalvon sameuteen ja ldpdisevyyteen perustuva testimenetelmi (Bovine Corneal Opacity and Permea-

bility, BCOP) on in vitro -testimenetelmd, jota voidaan tietyissd olosuhteissa ja tietyin rajoituksin kdyttdd aineiden ja
seosten luokittelemiseksi silmaa syovyttaviksi ja silmdd vakavasti drsyttaviksi (1) (2) (3). Tatd testimenetelmad sovel-
lettaessa maddritellddn vakavasti drsyttivit aineet sellaisiksi, jotka aiheuttavat silmévaurioita, jotka kestdvit kanissa
vihintddn 21 vuorokautta annostelun jilkeen. Vaikka BCOP-testin ei katsota tdysin korvaavan in vivo -kaninsilmates-
tid, sen kdyttod suositellaan vaiheittaisessa testauksessa sddntomairdistd luokitusta ja merkint6jen méadraamistd varten
tietylld sovellusalalla (4) (5). Testiaineet ja seokset (6) voidaan luokitella silmid syovyttiviksi tai silmdd vakavasti
drsyttaviksi ilman kaneilla tehtdvaa lisitestausta. Aine, jolle saadaan testissd negatiivinen tulos, olisi testattava kaneissa
kiyttden vaiheittaista testausstrategiaa, kuten OECD:n ohjeessa Test Guideline 405 (7) (tdmdn liitteen B. 5 luku)
esitetdan.

. Tdssd testimenetelmédssd kuvataan menettelyt, joilla arvioidaan testiaineen mahdollinen kyky syovyttdd tai drsyttdd

vakavasti silmdd mittaamalla kykyi aiheuttaa sameutta ja lapaisevyyden lisddntymistd eristetyssd naudan sarveiskal-
vossa. Myrkylliset vaikutukset sarveiskalvoon mitataan seuraavilla menetelmilld: i) valon lipikulun (transmission)
vihentyminen (sameus) ja ii) natriumfluoreseiini-variaineen lisddntynyt siirtyminen silmédn (lipdisevyys). Testiaineelle
altistuksen jilkeen tehhtyjd sarveiskalvon sameus- ja ldpaisevyysarviointeja tarkastellaan yhdessd siten, ettd voidaan
johtaa in vitro -drsyttavyysarvo (In Vitro Irritancy Score, IVIS), jonka avulla luokitellaan testiaineen arsyttavyystaso.

. BCOP-menetelmalld on testattu myos silmad drsyttdvid aineita, jotka aiheuttavat alle 21 péivissd palautuvia vaurioita

ja aineita, jotka eivit drsytd silmdd. BCOP-menetelmin tarkkuutta ja luotettavuutta ndihin kategorioihin kuuluvien
aineiden testauksessa ei ole kuitenkaan validoitu virallisesti.

. Mddritelmit esitetddn lisdyksessd 1.

ALUSTAVIA HUOMIOITA JA RAJOITUKSIA

. Tami testimenetelmd perustuu ICCVAMin (Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative

Methods, vaihtoehtoisten menetelmien validoinnin virastojenvilinen koordinointikomitea) BCOP-testimenetelmipro-
tokollaan (8), joka kehitettiin kansainvilisen validointitutkimuksen perusteella (4)(5)(9). Siihen ovat osallistuneet
vaihtoehtoisten menetelmien eurooppalainen validointikeskus ECVAM ja Japanin vastaava keskus (JaCVAM). Proto-
kolla perustuu tietoihin, jotka on saatu In vitro -tieteiden instituutista (IIVS) ja INVITTOX-protokollasta 124 (10),
joka edustaa protokollaa, jota kiytettiin Euroopan yhteison tukemassa vuosina 1997-1998 tehdyssi BCOP-testin
esivalidointitutkimuksessa. Molemmat protokollat perustuvat BCOP-mdaaritysmenetelmaan, jonka raportoivat ensim-
mdisend Gautheron et al. (11).

. Tamin testimenetelmin haittoja ovat validointitietokannassa havaitut alkoholeille ja ketoneille saatujen viirien po-

sitiivisten tulosten suuri méiri ja kiinteille aineille saatujen véirien negatiivisten tulosten suuri maird (ks. kohta 44)
(5). Kun tietokannasta poistetaan ndihin kemiallisiin ja fysikaalisiin luokkiin kuuluvat aineet, parantuu BCOP-mene-
telmin tarkkuus EU:n, EPAn ja GHS:n luokitusjirjestelmissd huomattavasti (5). Koska timin testin tarkoituksena on
ainoastaan tunnistaa silmid syovyttdvit jaftai silmid vakavasti drsyttivit aineet, vddrit negatiiviset tulokset eivit
haittaa, koska tillaiset aineet testattaisiin mychemmin kaneilla tai muilla asianmukaisesti validoiduilla in vitro -testeilld
sddntomadraisistd vaatimuksista riippuen kiyttden vaiheittaista testausstrategiaa ja todistusndyton arviointia. Nykyisen
validointitietokannan avulla ei myoskddn voida arvioida asianmukaisesti tiettyjd kemikaali- tai tuoteluokkia (esimer-
kiksi seoksia). Tutkijat voisivat kuitenkin harkita titd testimenetelmdd kaikentyyppisille testimateriaaleille, myos
seoksille, jolloin positiivisen tuloksen voitaisiin katsoa viittaavan silmin syovytykseen tai vakavaan arsytykseen.
Alkoholeilla ja ketoneilla saatuihin positiivisiin tuloksiin olisi kuitenkin suhtauduttava varovaisesti.

. Kaikissa naudan silmid ja sarveiskalvoja kdyttavissd menettelyissd olisi noudatettava testauslaitoksen maarddmid eldin-

perdisten materiaalien (muun muassa muttei ainoastaan kudosten ja kudosnesteiden) kisittelyd koskevia sddntoja.
Suositellaan yleismaailmallisia laboratorioissa noudatettavia ennaltavarautumiskdytinteitd (12).

. Erds tdmin testimenetelmén rajoitus on se, ettd vaikka siind otetaan huomioon joitakin kanin silmé-drsytystestissa

arvioituja silmdvaikutuksia ja jossain méirin niiden vakavuus, siind ei tarkastella sidekalvon ja virikalvon vaurioita.
Kaninsilmatutkimusten perusteella on myos ehdotettu, ettd vaikka BCOP-testissd ei sindnsd voida arvioida sarveis-
kalvovaurioiden palautuvuutta, voidaan kuitenkin arvioida sarveiskalvovaurion alkusyvyys ja sen avulla erottaa pa-
lautuvat ja palautumattomat vaikutukset (13). BCOP-menetelmilld ei voida myoskddn arvioida sitd, missd méérin
silméaltistukseen voi liittyd systeemistd myrkyllisyyttd.
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. Tutkimuksissa pyritddn selvittimaan lisdd BCOP-mddrityksen kidyttokelpoisuutta ja rajoituksia ei-vakavien drsyttivien

aineiden ja ei-drsyttavien aineiden tunnistamiseksi (ks. myos kohta 45). Kéyttdjid rohkaistaan antamaan néytteitd ja/tai
tuloksia validointijarjestdille, jotta BCOP-testimenetelmidn mahdollisia tulevia kiyttotapoja, kuten ei-vakavien drsytté-
vien aineiden ja ei-drsyttdvien aineiden tunnistusta, voidaan arvioida virallisesti.

Kun laboratorio alkaa kayttdd titd médritysmenetelmad, sen olisi kdytettivd lisdyksessd 2 mainittuja pitevyyden
osoittamiseen tarkoitettuja kemikaaleja. Laboratorio voi kiyttdd nditd kemikaaleja osoittaakseen teknisen patevyytensa
BCOP-testin suorituksessa ennen kuin se toimittaa BCOP-mdiritystuloksia sddntomaardistd vaaraluokitusta varten.

TESTIN PERIAATE

BCOP-testimenetelmé on elinmalli, joka mahdollistaa naudan sarveiskalvon tavanomaisten fysiologisten ja biokemi-
allisten toimintojen lyhytaikaisen ylldpitdmisen in vitro -oloissa. Testiaineen aiheuttamaa vauriota arvioidaan tissd
menetelmdssd mittaamalla muutokset sarveiskalvon sameudessa ns. opasitometrilld ja muutokset ldpdisevyydessi
ndkyvid valoa mittaavalla spektrofotometrilli. Molempia mittauksia kéytetddn IVIS-arvon laskemiseen. IVIS-arvon
avulla osoitetaan aineelle in vitro -drsyttivyyteen perustuva vaaraluokituskategoria, jotta voidaan ennustaa testiaineen
in vivo -silma-arsytyskyky (ks. paatoskriteerit).

BCOP-testimenetelmissd kiytetddn vasta teurastetuista naudoista saaduista silmistd eristettyjd sarveiskalvoja. Sarveis-
kalvon sameus mitataan sind valomairind, joka kulkee sarveiskalvon ldpi. Lapdisevyys mitataan sind méédrdnd natri-
umfluoreseiini-vériainetta, joka imeytyy koko sarveiskalvon lipi ja joka mitataan takakammiossa olevassa mediumissa
(viliaineessa). Testiaineet annostellaan sarveiskalvon epiteelipinnalle lisddmalld sitd sarveiskalvotelineen etukammioon.
Lisdyksessd 3 on kuvaus ja kaavio BCOP-testissd kiytetysti sarveiskalvotelineestd. Sarveiskalvotelineitd saa kaupallisesti
eri ldhteistd, tai ne voi rakentaa itse.

Naudan silmien lihde ja eliinten iki seki eldinlajin valinta

Teurastamoihin tuodut nautaeldimet teurastetaan useimmiten kdytettdviksi ihmisravinnoksi tai muihin kaupallisiin
tarkoituksiin. BCOP-testiin voidaan kdyttdd vain sarveiskalvoja, jotka on saatu terveistd, ihmisravinnoksi kelpaavista
eldimistd. Koska nautaeldinten paino vaihtelee paljon riippuen rodusta, idsti ja sukupuolesta, ei anneta mitdin
suositusta siitd, minkd painoisia eldinten olisi oltava teurastushetkelld.

Sarveiskalvojen mitat voivat vaihdella kiytettdessd eri ikdisistd eldimistd saatuja silmid. Yli kahdeksan vuoden ikiisistd
eldimistd saatujen sarveiskalvojen halkaisija vaakasuunnassa on yleensd > 30,5 mm ja sarveiskalvon keskiosan paksuus
(CCT) 21 100 pm, kun taas alle viiden vuoden ikéisten sarveiskalvon halkaisija on < 28,5 mm ja CCT < 900 pm.
Tastd syysti ei yleensd kéytetd silmid, jotka on saatu yli 60 kuukauden ikéisistd eldimistd. Perinteisesti ei ole kaytetty
alle 12 kuukauden ikiisten nautojen silmié, koska silmien kehitys on vield kesken ja sarveiskalvo on huomattavasti
ohuempi ja sen halkaisija pienempi kuin tdysikasvuisten eldinten sarveiskalvon. Nuorista eldimistd (eli 6—12 kuukautta
vanhoista) saatuja sarveiskalvoja voidaan kiyttdd, koska sithen liittyy joitakin etuja. Niitd saa helpommin, ikdvaihtelu
on pienempi, ja vaara tyontekijoiden altistumisesta naudan spongiformiselle enkefalopatialle on pienempi (15). Koska
olisi hyodyllistd arvioida lisdd sarveiskalvon koon tai paksuuden vaikutusta sarveiskalvon reagoimiseen syovyttaviin ja
arsyttaviin aineisiin, kdyttdjid kehotetaan raportoimaan niiden eldinten arvioitu iké ja/tai paino, joista tutkimuksessa
kéytetyt sarveiskalvot on saatu.

Silmien keridminen ja niiden kuljetus laboratorioon

Teurastamon henkilokunta kerdd silmat. Jotta silmille aiheutuisi mahdollisimman vihin mekaanista tai muuta vahin-
koa, olisi silmdmuna poistettava mahdollisimman pian kuoleman jilkeen. Jotta silmit eivit altistuisi mahdollisesti
arsyttaville aineille, teurastamon tyontekijat eivat saisi kayttdd detergenttejd huuhtoessaan eldimen paita.

Silmét olisi upotettava kokonaan Hanksin suolaliuokseen (Hanks' Balanced Salt Solution, HBSS) sopivankokoisessa
astiassa ja kuljetettava laboratorioon sellaisella tavalla, ettd bakteerikontaminaatio tai muut vauriot ovat mahdollisim-
man pienid. Koska silmdt kerdtddn teurastuksen yhteydessd, nithin saattaa roiskua verta ja muita biologisia aineita,
kuten bakteereja ja muita pienelioitd. Siksi on tirkedd varmistaa, ettd kontaminaatioriski on mahdollisimman pieni.
Esimerkiksi astia, jossa silmit ovat, on pidettivi jadhauteessa, ja kuljetusta varten kiytettdvaan HBSS:d4n on listtava
antibiootteja (esim. penisilliinid 100 IU/ml ja streptomysiinid 100 pg/mL]).

Silmien kerddmisen ja BCOP-testin tekemisen vilisen ajan pitdisi olla mahdollisimman Iyhyt (kerdys ja kdytto mie-
luiten samana pdivdnd), ja pitdisi osoittaa, etteivit médritystulokset ole sen takia epiluotettavia. Nima tulokset
perustuvat silmien valintaperusteisiin sekd positiivisten ja negatiivisten kontrollindytteiden vasteisiin. Kaikkien maa-
rityksessd kdytettyjen silmien olisi oltava perdisin samasta tiettynd pdivand keritystd silmaryhmasta.
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BCOP-testissi kiytettivien silmien valintaperusteet

Heti kun silmit saapuvat laboratorioon, tutkitaan huolellisesti, onko niissd vikoja, kuten lisddntynyttd sameutta,
naarmuja ja verisuonittumista. Testissd saa kdyttdd vain sellaisista silmistd saatuja sarveiskalvoja, joissa ei ole tillaisia
vikoja.

Kaikkien sarveiskalvojen laatua arvioidaan myos mddrityksen myohemmissd vaiheissa. Sarveiskalvot, joiden same-
usaste yhden tunnin tasapainottumisajan jilkeen on suurempi kuin seitsemin sameusyksikkod (HUOM. opasitometri
pitdisi kalibroida sameusyksikkojen vahvistamiseen kéytetyilld sameusstandardeilla, ks. lisdys 3), hylataan.

Kussakin kasittelyryhmissi (testiaine, samaan aikaan tehtdvit negatiiviset ja positiiviset kontrollit) on oltava vihintdin
kolme silmdd. BCOP-madrityksessd pitéisi negatiiviseen kontrolliin kéyttdd kolme sarveiskalvoa. Koska kaikki sarveis-
kalvot leikataan kokonaisesta silmdmunasta ja asetetaan sarveiskalvokammioihin, voi kisittelystd aiheutua vahinkoa,
joka vaikuttaa yksittdisen sarveiskalvon sameuteen ja lipiisevyyteen (myos negatiivisessa kontrollissa). Negatiivisista
kontrollisarveiskalvoista saatuja sameus- ja ldpiisevyysarvoja kiytetddn lisiksi [VIS-laskelmissa korjaamaan testituot-
teella ja positiivisella kontrollilla késiteltyjen sarveiskalvojen sameus- ja lipiisevyysarvoja.

MENETTELY
Silmien valmistelu

Virheettomit sarveiskalvot leikataan siten, ettd niihin jdd 2-3 mm:n reuna kovakalvoa, miki helpottaa myohempid
kisittelyd. Varotaan vahingoittamasta sarveiskalvon epiteelid ja endoteelid. Eristetyt sarveiskalvot asetetaan erikois-
telineisiin, joissa on etu- ja takaosasto. Namd ovat kosketuksissa sarveiskalvon epiteelipuoleen (etukammio) ja endo-
teelipuoleen (takakammio). Molemmat kammiot tdytetddn ylimadrin esilimmitetylld Eaglen Minimum Essential Me-
dium (EMEM) -viljelynesteelld (mediumilla) (takakammio ensin) ja varmistetaan, ettei muodostu kuplia. Laitteen
annetaan tasapainottua 32 £ 1 celsiusasteessa vahintddn tunnin, jotta sarveiskalvot tasapainottuvat mediumin kanssa
ja niiden metabolinen toiminta palautuu normaaliksi (mikali mahdollista). Sarveiskalvon pinnan limpétila in vivo on
noin 32°C.

Tasapainottumisjakson jilkeen molempiin kammioihin lisdtdin tuoretta esilimmitettyd EMEM:id, ja kustakin sarveis-
kalvosta otetaan sameuden perustasolukema. Kaikki sarveiskalvot, joissa esiintyy makroskooppisia kudosvaurioita
(esimerkiksi naarmuja, virihairioitd, verisuonittumista) tai joiden sameus ylittdd 7 sameusyksikkod, hylitdan. Kaikille
tasapainotetuille sarveiskalvoille lasketaan sameuden keskiarvo. Negatiivisiksi kontrollisarveiskalvoiksi (liuotinkontrolli)
valitaan vihintddn kolme sarveiskalvoa, joiden sameusarvot ovat lihelld kaikkien sarveiskalvojen mediaania. Muut
sarveiskalvot jaetaan kasittelyryhmédn ja positiivisen kontrollin ryhmaéin.

Koska veden limpokapasiteetti on suurempi kuin ilman, vedelld saadaan tasaisempi inkubaatiolimpétila. Siksi suo-
sitellaan vesihauteen kdytt6d sarveiskalvotelineen ja sen sisdllon pitdmiseksi 32 + 1 celsiusasteessa. Kuitenkin myos
ilmainkubaattoreita voidaan kdyttdd, kunhan huolehditaan siihen, ettd limpotila pysyy vakaana (esimerkiksi esilim-
mittdmalld telineet ja mediumit).

Testiaineen annostelu

Kasittelya varten on kaksi eri protokollaa, toinen nesteille ja pinta-aktiivisille aineille (kiintedt tai nestemdiset) ja toinen
kiinteille aineille, jotka eivit ole pinta-aktiivisia.

Nesteet testataan laimentamattomina. Pinta-aktiiviset aineet testataan 10-prosenttisen liuoksena (w/v) 0,9-prosentti-
sessa natriumkloridiliuoksessa, tislatussa vedessd tai muussa liuottimessa, josta on osoitettu, ettei se hiiritse testijirjes-
telmaa. Puoliksi kiinteit aineet, voiteet ja vahat testataan tavallisesti kuten nesteet. Jos laimennuksia muutetaan, on ne
perusteltava. Sarveiskalvot altistetaan nesteille ja pinta-aktiivisille aineille 10 minuutin ajan. Jos altistusaikaa muu-
tetaan, olisi se perusteltava tieteellisesti.

Kiintedt aineet, jotka eivit ole pinta-aktiivisia, testataan tavallisesti 20-prosenttisena liuoksena tai suspensiona 0,9-
prosenttisessa natriumkloridiliuoksessa, tislatussa vedessd tai muussa liuottimessa, josta on osoitettu, ettei se hdiritse
testijarjestelmad. Joissakin olosuhteissa ja asianmukaisesti tieteellisesti perusteltuna kiinteitd aineita voidaan testata
myo6s sellaisenaan annostelemalla niitd suoraan sarveiskalvon pinnalle avoimen kammion menetelméssd (ks. kohta
29). Sarveiskalvot altistetaan kiinteille aineille neljan tunnin ajan. Kuten nesteiden ja pinta-aktiivisten aineiden ta-
pauksessa, altistusajan muuttaminen on perusteltava tieteellisesti.

Kisittely voi olla erilaista riippuen testattavan aineen fysikaalisista ja kemiallisista ominaisuuksista, esimerkiksi siitd,
onko kyseessi kiinted aine, neste, viskoosi tai ei-viskoosi neste. Tarkeintd on varmistaa, ettd testiaine peittdd riittavasti
epiteelin pinnan ja ettd se voidaan huuhtelemalla poistaa riittavésti. Suljetun kammion menetelmai kdytetddn taval-
lisesti testattaville nesteille, jotka vaihtelevat ei-viskoosista lievisti viskoosiin, kun taas avoimen kammion menetelmai
kiytetddn tavallisesti puoliksi viskooseille ja viskooseille nesteille ja kiinteille aineille.
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Suljetun kammion menetelméssi annostellaan etukammioon niin paljon testiainetta (750 pl), ettd se peittdd sarveis-
kalvon epiteelipuolen. Annostelu tapahtuu kammion yldosassa olevien aukkojen kautta. Aukot suljetaan sitten tulpilla
altistuksen ajaksi. On tirkedd varmistaa, ettd kukin sarveiskalvo altistetaan testiaineelle niin pitkiksi aikaa kuin on
asianmukaista.

Avoimen kammion menetelméssd ikkunan lukitusrengas ja etukammion lasi-ikkuna poistetaan ennen kasittelya.
Kontrollia tai testiainetta (750 pl tai niin paljon, ettd testiaine peittdd sarveiskalvon kokonaan) annostellaan suoraan
sarveiskalvon epiteelipinnalle mikropipetilld. Jos testiainetta on vaikea pipetoida, se voidaan siirtdd paineen avulla ns.
positive displacement -pipetointilaitteeseen annostelun helpottamiseksi. Positive displacement -pipetin karki tyonne-
tadn ruiskun annostelukirkeen niin, ettd aine voidaan siirtdd displacement-pipetin kirkeen paineen avulla. Ruiskun
méntdd painetaan samalla kun pipetin méntdd vedetddn ylospiin. Jos pipetin kirkeen ilmestyy ilmakuplia, testiaine
puhalletaan ulos ja prosessi toistetaan, kunnes karki saadaan tdytettyd ilman ilmakuplia. Jos on tarpeen, voidaan
kiyttdd tavallista ruiskua (ilman neulaa), koska silld voidaan mitata tarkka tilavuus testiainetta, ja annostelu sarveis-
kalvon epiteelipinnalle on helpompaa. Annostelun jilkeen lasi-ikkuna pannaan paikalleen etukammion pdille, jotta
jarjestelma on jilleen suljettu.

Inkubointi altistuksen jilkeen

Altistusajan jilkeen testiaine, negatiivinen kontrolliaine tai positiivinen kontrolliaine poistetaan etukammiosta ja
epiteeli pestddn vihintddn kolmesti (tai kunnes testiainetta ei ndy) EMEM:illd (jossa on fenolipunaa). Huuhteluun
kidytetddn fenolipunaa sisiltivdd mediumia, koska fenolipunan virin vaihtumista voidaan seurata, kun halutaan
madrittdd happamien tai emdiksisten aineiden huuhtelun tehokkuus. Sarveiskalvoja pestddn enemmdin kuin kolme
kertaa, jos fenolipuna on edelleen vdirinvirinen (keltainen tai purppuranvirinen) tai jos testiainetta on vield nikyvilld.
Kun mediumissa ei ole enidd testiainetta, sarveiskalvot pestdin vield kerran EMEM:illd (jossa ei ole fenolipunaa).
EMEM-huuhtelua (ilman fenolipunaa) kdytetddn viimeiseksi sen varmistamiseksi, ettd fenolipuna on poistunut etu-
kammiosta ennen sameusmittausta. Etukammio tdytetdén sitten uudelleen tuoreella EMEM:illd (ilman fenolipunaa).

Kun testiaine on neste tai pinta-aktiivinen aine, sarveiskalvoja inkuboidaan huuhtelun jilkeen vield kaksi tuntia 32 £ 1
celsiusasteessa. Tietyissd olosuhteissa voi pitempi aika altistuksen jilkeen olla hyddyksi. Sitd voidaan harkita tapa-
uskohtaisesti. Kiinteilld aineilla kisitellyt sarveiskalvot huuhdellaan perusteellisesti neljan tunnin altistuksen paatteeksi,
mutta niitd ei tarvitse endd inkuboida enempd.

Kunkin sarveiskalvon sameus ja ldpdisevyys kirjataan nesteille ja pinta-aktiivisille aineille altistuksen jdlkeisen inkubaa-
tion jilkeen ja kiinteille aineille, jotka eivit ole pinta-aktiivisia aineita, neljin tunnin altistuksen jilkeen. Kutakin
sarveiskalvoa tarkastellaan my6s silmidmairaisesti ja kirjataan merkitykselliset havainnot (esimerkiksi kudoksen kuo-
riutuminen, testiaineen jaimit, epdtasainen sameusjakauma). Tillaiset havainnot voivat olla tirkeitd, silld ne voivat
nikya opasitometrin lukemien vaihteluna.

Kontrolliaineet

Kussakin kokeessa on mukana samanaikaisesti médritettavit negatiiviset eli liuotin/vehikkelikontrollit ja positiiviset
kontrollit.

Kun testataan 100-prosenttista nestemdistd ainetta, otetaan BCOP-méiritykseen samanaikaisesti madritettavd negatii-
vinen kontrolli (esimerkiksi 0,9-prosenttinen natriumkloridiliuos tai tislattu vesi) sitd varten, ettd epaspesifiset muu-
tokset testijdrjestelmissd voidaan havaita ja médrityksen pddtepisteille saadaan perustaso. Ndin varmistetaan myos,
etteivat madritysolosuhteet aiheuta drsytysvastetta tahattomasti.

Kun testataan laimennettua nestetti, pinta—aktiivista ainetta tai kiintedd ainetta, otetaan BCOP—méiéritykseen saman-
aikaisesti madritettdva liuotin/vehikkelikontrolliryhma sitd varten, ettd epaspesifiset muutokset testijarjestelmassd voi-
daan havaita ja madrityksen péitepisteille saadaan perustaso. Liuotinta/vehikkelid saa kdyttdd vain, jos on osoitettu,
ettei se héiritse testijarjestelmaa.

Kuhunkin kokeeseen otetaan mukaan tunnettu silmid drsyttdva aine positiivisena kontrollina, jotta voidaan varmistaa,
ettd saadaan asianmukainen vaste. Koska BCOP-mairitystd kiytetddn tdssd testimenetelmissd syovyttivien tai vaka-
vasti drsyttdvien aineiden tunnistamiseksi, positiivisen kontrollin olisi mielellddn oltava aine, joka aiheuttaa vakavan
vasteen tissd testimenetelméssd. Arsytysvaste ei kuitenkaan saisi olla liian voimakas, jotta positiivisen kontrollivasteen
vaihtelu ajan funktiona voidaan madrittda.

Nestemdisille testiaineille voidaan positiivisena kontrollina kdyttdd esimerkiksi dimetyyliformamidia tai 1-prosenttista
natriumhydroksidia. Kiinteiden testiaineiden positiivisena kontrollina voidaan kéyttdd esimerkiksi 20-prosenttista (w/v)
imidatsolia 0,9-prosenttisessa natriumkloridiliuoksessa.
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Vertailuaineet ovat hyodyllisid, kun arvioidaan tiettyyn kemikaali- tai tuoteryhmiéin kuuluvien tuntemattomien ke-
mikaalien silma-drsytyskykyd tai silmdd drsyttivin aineen suhteellista drsytyskykya tietylld drsytysvastealueella.

Mitatut pditepisteet

Sarveiskalvon sameus mitataan sind valomdiiring, joka kulkee sarveiskalvon lipi. Sarveiskalvon sameus mitataan
kvantitatiivisesti opasitometrilld, jolla saadaan jatkuvalla asteikolla mitattuja sameusarvoja.

Lipiisevyys mitataan sind médrind natriumfluoreseiini-viriainetta, joka imeytyy kaikkien sarveiskalvon solukerrosten
(ts. sarveiskalvon ulkopinnan epiteelin ja sisdpinnan endoteelin) ldpi. 1 ml natriumfluoreseiinilivosta (4 mg/ml tes-
tattaessa nesteitd tai pinta-aktiivisia aineita tai 5 mg/ml testattaessa kiinteitd aineita, jotka eivit ole pinta-aktiivisia)
lisitdin sarveiskalvotelineen etukammioon, joka on kosketuksissa sarveiskalvon epiteelipuolen kanssa. Takakammi-
ossa, joka on kosketuksissa sarveiskalvon endoteelipuolen kanssa, on tuoretta EMEM:id. Telinettd inkuboidaan vaa-
kasuorassa 90 + 5 min 32 £ 1 celsiusasteessa. Takakammioon siirtyvin natriumfluoreseiinin madrd mitataan UV/[VIS-
spektrofotometrilld. 490 nanometrin aallonpituudella mitatut spektrofotometrin lukemat kirjataan optisena tiheyteni
(ODyg() tai absorbanssiarvoina, jotka mitataan jatkuvalla asteikolla. Fluoreseiinilipdisevyysarvot madritetdin kiyttien
0D,y -arvoja, jotka on mitattu spektrofotometrilld tavanomaisella 1 senttimetrin valotielld.

Vaihtoehtoisesti voidaan kiyttdd 96 kuopan kuoppalevyjen lukulaitetta, jos i) laitteen fluoreseiinin OD g, -arvojen
mittausalue on lineaarinen; ja i) 96 kuopan levyissid kiytetddn sellaista fluoreseiinindytteiden tilavuutta, jolla saadaan
1 cmen valotielld saatuja arvoja vastaavat ODggo -arvot (tdmd saattaa edellyttds, ettd kuoppa tdytetdin kokonaan
[tavallisesti 360ml]).

MITTAUSTULOKSET JA TESTISELOSTEET
Mittaustulosten arviointi

Kun sameusarvot ja keskimaariiset lapdisevyysarvot (OD,90) on korjattu taustan sameuden ja negatiivisen kontrollin
lapaisevyyden OD,qq -arvojen suhteen, yhdistetddn kunkin kasittelyryhméin sameuden keskiarvot ja ldpdisevyyden
keskimairdiset OD 9 -arvot kokemusperdiseen kaavaan, josta lasketaan kullekin kasittelyryhmille in vitro -drsytysaste
(IVIS) seuraavasti:

IVIS = sameuden keskiarvo + (15 x keskimdiirdinen lipiisevyyden OD 49y -arvo)

Sina et al. (16) ovat raportoineet, ettd timi kaava on johdettu heidin laboratoriossaan ja laboratorioidenvilisissd
tutkimuksissa. Monilaboratoriotutkimuksessa 36 yhdisteen sarjalle saaduille tuloksille tehtiin monimuuttuja-analyysi,
jossa madritettiin paras yhtdlo in vivo ja in vitro saatujen tuloksien vilille. Kahden yhtion tutkijat tekivit timéan
analyysin. He johtivat lihes identtiset yhtalot.

Sameus- ja lipdisevyysarvoja olisi arvioitava myos erikseen, jotta nihdiin, aiheuttaako testiaine sy6vytysti tai vakavaa
arsytystd vain yhden péddtepisteen médrityksessd (ks. padtoskriteerit).

Aine, jonka aiheuttama IVIS on vahintddn 55.1, médritellddn syovyttdvaksi tai vakavaa drsytystd aiheuttavaksi ai-
neeksi. Kuten 1 kohdassa mainittiin, jos testiainetta ei tunnisteta silmid sy6vyttaviksi tai niitd vakavasti drsyttavaksi,
on testausta jatkettava luokitusta ja merkintdjen médradmistd varten. BCOP-testimenetelmédn yleinen tarkkuus on
vililld 79 % (113/143) — 81 % (119/147), siind saatujen véarien positiivisten tulosten maari on valilld 19 % (20/103)
- 21 % (22/103) ja védrien negatiivisten tulosten maird valilld 16 % (7/43) — 25 % (10/40) verrattuna kanin silméi in
vivo kdyttavilld testimenetelmilld saatuihin tuloksiin luokiteltuna EPAn (1), EU:n (2) tai GHS:n (3) luokitusjirjes-
telmien mukaan. Kun tietokannasta jitetddn pois tiettyihin kemiallisiin (alkoholit, ketonit) tai fysikaalisiin (kiintedt
aineet) luokkiin kuuluvat aineet, BCOP-menetelmén tarkkuus EPAn, EUnn ja GHS:n luokitusjirjestelmissd vaihtelee
viilld 87 % (72/83) — 92 % (78/85), vddrien positiivisten tulosten médrd on valilld 12 % (7/58) — 16 % (9/56) ja
védrien negatiivisten tulosten maard valilli 0 % (0/27) — 12 % (3/26).

Vaikka testiaineelle ei saataisi luokitusta silmid syGvyttaviksi tai niitd vakavasti drsyttavaksi ainecksi, BCOP-menetel-
missd saaduista tuloksista voi olla hyotyd kaytettynd yhdessd in vivo -kaninsilmitestissd tai asianmukaisesti validoi-
dussa in vitro -testissd saatujen testitulosten kanssa, kun arvioidaan BCOP-menetelmin kayttokelpoisuutta ja rajoituk-
sia muiden kuin vakavasti drsyttivien ja ei-drsyttdvien aineiden tunnistamisessa (valmisteilla on ohjeet in vitro -sil-
mémyrkyllisyystestimenetelmien kdytosta).
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Tutkimuksen hyviksymiskriteerit

Testid pidetddn hyvaksyttavind, jos positiivisella kontrollilla saadaan IVIS-arvo, joka on kahden standardipoikkeaman
sislld senhetkisestd pitkdn aikavilin keskiarvosta, joka on pdivitettdvd vahintddn kolmen kuukauden vilein tai joka
kerta kun sellaisissa laboratorioissa, joissa testejd tehddin vain harvoin (vidhemmin kuin kerran kuussa) saadaan
hyviksytty testi. Negatiivisista tai liuotin/vehikkelivasteista saatujen sameus- ja lapiisevyysarvojen pitdisi olla pienem-
mit kuin vahvistetut sameuden ja ldpiisevyyden taustaraja-arvot naudan sarveiskalvolle, jota on kisitelty negatiivisilla
tai liuotin/vehikkelikontrolleilla.

Testiseloste

Testiselosteessa olisi annettava seuraavat tiedot, jos ne ovat merkityksellisid tutkimuksen suorittamiselle:

Testi- ja kontrolliaineet

Kemiallinen nimi (nimet), kuten CAS:n (Chemical Abstracts Service) kdyttimé rakennetta kuvaava nimi, jonka jilkeen
annetaan muut nimet, jos ne tunnetaan;

CAS-numero, jos se tunnetaan;

Aineen tai seoksen puhtausaste tai koostumus (painoprosentteina), jos tieto on saatavilla;

Testin suorittamisen kannalta merkitykselliset fysikokemialliset ominaisuudet, kuten olomuoto, haihtuvuus, pH, stabii-
lius, kemiallinen luokka ja vesiliukoisuus;

Tarvittaessa testi- ja/tai kontrolliaineiden kasittely ennen testid (esim. limmittdminen tai jauhaminen);

Stabiilius, jos se tiedetddn.

Sponsoria ja testauslaitosta koskevat tiedot:

Sponsorin nimi ja osoite, testilaitos ja tutkimusjohtaja;

Silmien ldhde (laitos, josta ne on kerdtty);

Silmien silytys- ja kuljetusolosuhteet (kuten silmien kerdyspdivd ja kellonaika, aika siihen asti kun testi aloitettiin,
kuljetuksessa kiytetty medium ja limpotilaolot, mahdollisesti kdytetyt antibiootit);

Erityistietoja eldimisté, joista silmdt on kerdtty (kuten ikd, sukupuoli, paino), jos tiedot ovat saatavilla.

Kaytetyn testimenetelman ja protokollan perustelu
Testimenetelmdn integriteetti

Menettely, jolla testimenetelmdn integriteetti (ts. tarkkuus ja luotettavuus) ajan suhteen varmistetaan (esimerkiksi
patevoittdmiseen kdytettyjen aineiden sddnnollinen testaus, aiempien negatiivisten ja positiivisten kontrollitulosten
kiytto).

Hyvaksyttavin testin kriteerit
Hyviksyttavit aiempiin tuloksiin perustuvat samaan aikaan tehtyjen positiivisten ja negatiivisten kontrollien vaihte-

luvilit;

Tapauksen mukaan hyviksyttavit aiempiin tuloksiin perustuvat samaan aikaan tehtyjen vertailukontrollien vaihtelu-
valit.

Testausolosuhteet

Kuvaus kiytetystd testijarjestelmasti;

Kdytetyn sarveiskalvotelineen tyyppi;

Kalibrointitiedot laitteista, joita kdytettiin sameuden ja ldpiisevyyden mittaukseen (esimerkiksi opasitometri ja spek-
trofotometri);
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Kaytettyja naudan silmid koskevat tiedot, myds niiden laatua koskeva lausuma:
Kiytetty testimenettely yksityiskohtaisesti;

Kytetyt testiainekonsentraatiot;

Kuvaus testimenettelyjen mahdollisista muutoksista;

Viittaus mallia koskeviin aiempiin tuloksiin (esimerkiksi negatiiviset ja positiiviset kontrollit, patevoittimiseen kaytetyt
aineet, vertailuaineet);

Kuvaus kaytetyistd arviointikriteereista.

Tulokset

Esitetdin taulukossa tulokset, jotka on saatu yksittiisistd testindytteistd (esimerkiksi sameus ja OD 49 -arvot ja lasketut
IVIS-arvot testiaineelle sekd positiivisille, negatiivisille ja vertailukontrolleille [jos mukana] taulukkomuodossa, myos
tulokset toistetuista kaksoismadrityksistd tapauksen mukaan, sekd keskiarvot + standardipoikkeamat kullekin kokeelle;

Kuvaus muista havaituista vaikutuksista.

Tulosten tarkastelu
Pidtelmd
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Lisdys 1

MAARITELMAT

Tarkkuus: Testimenetelmin tulosten ja hyviksyttyjen vertailuarvojen vilinen ero. Tarkkuudella mitataan testimenetelmin
suoritusta, ja se on erds “relevanssin” nikokohta. Termid kédytetddn usein "konkordanssin” kanssa vaihtoehtoisena, jolloin
silld tarkoitetaan testimenetelmalld saatujen oikeiden tulosten osuutta.
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Vertailuaine: Aine, johon testiainetta verrataan. Vertailuaineella olisi oltava seuraavat ominaisuudet: i) se saadaan vakaana
pysyvisti ja luotettavasta lahteestd; ii) sen rakenne ja toiminta ovat samankaltaisia testattavan aineryhman kanssa; iii) sen
fysikaalis-kemialliset ominaisuudet tunnetaan; iv) se tukee tunnetuista vaikutuksista saatuja tietoja, ja v) sen vaikutuskyky
halutun vasteen vaihtelualueella tunnetaan.

Sarveiskalvo: Silmdmunan etuosan lipindkyvé osa, joka peittdd virikalvon ja silmiterdn ja pddstdd valoa sisdosiin.

Sarveiskalvon sameus: Sarveiskalvon sameuden mitta, kun sarveiskalvo on altistettu testiaineelle. Sarveiskalvon sameu-
den lisddntyminen merkitsee sarveiskalvon vauriota. Sameus voidaan arvioida subjektiivisesti Draizen kaninsilmatestilld tai
objektiivisesti jollain laitteella, kuten "opasitometrilld”.

Sarveiskalvon lipiisevyys: Sarveiskalvon epiteelin vaurion mitta, jota varten madritetdén kaikkien sarveiskalvon solu-
kerrosten lipi menneen fluoreseiini-viriaineen méra.

EPA-kategoria 1: Syovyttivi (palautumaton silmidkudoksen tuhoutuminen) tai yli 21 vuorokautta kestivi sarveiskalvoon
kohdistuva vaikutus tai drsytys (1).

EU:n R41-luokka: Silmdn kudosvauriot tai vakava fyysinen nion rappeutuminen, joka syntyy, kun testiainetta on
annosteltu silmén etupinnalle, eikd se korjaudu tdysin 21 piivan kuluessa annostelusta (2).

Viirien negatiivisten tulosten osuus: Niiden positiivisten aineiden osuus, jotka testimenetelmi yksiloi virheellisesti
negatiivisiksi. Vddrien positiivisten tulosten osuus on erds testimenetelmin suorituskyvyn indikaattori.

Viirien positiivisten tulosten osuus: Kaikkien negatiivisten aineiden osuus, jotka testimenetelmi yksiloi virheellisesti
positiivisiksi. Véirien positiivisten tulosten osuus on erds testimenetelmin suorituskyvyn indikaattori.

GHS (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals, kemikaalien maailmanlaajuisesti
yhdenmukaistettu luokitus- ja merkintijirjestelmi): Jarjestelms, jossa ehdotetaan kemikaalien (aineet ja seokset) luo-
kitusta fysikaalisten, terveyteen ja ympdristoon liittyvien vaarojen standardityyppien ja -tasojen mukaisesti ja osoitetaan
niille vaaraviestinndn tunnukset, kuten kuvamerkit, huomiosanat, vaaralausekkeet, turvalausekkeet ja turvatiedotteet, jotta
voidaan vilittdd tietoa kemikaalien kielteisistd vaikutuksista ihmisten (mukaan luettuina tyonantajat, tyontekijat, kuljettajat,
kuluttajat ja pelastushenkilosto) ja ympariston suojelemiseksi (3).

GHS-kategoria 1: Silmin kudosvauriot tai vakava fyysinen nién rappeutuminen, joka syntyy, kun testiainetta on annos-
teltu silmén etupinnalle, eikd se korjaudu tdysin 21 pdivan kuluessa annostelusta (3).

Vaara: Vaikuttavan tekijin ("agentin”) tai tilanteen sisidinen ominaisuus, jolla on kyky aiheuttaa haitallisia vaikutuksia, kun
organismi, jirjestelma tai (ala)populaatio altistuu kyseiselle aineelle.

In vitro drsytysarvo (In Vitro Irritancy Score, IVIS): BCOP-testissd kdytetty empiirisesti johdettu kaava, jossa kunkin
kasittelyryhman sameuden keskiarvot ja lipdisevyyden keskiarvot yhdistetddn yhteen in vitro -arvoon. IVIS = sameuden
keskiarvo + (15 x keskiméirdinen ldpiisevyysarvo)

Negatiivinen kontrolli: Kisittelemiton néyte, jossa on kaikki testijirjestelmin osat. Negatiivinen kontrolli prosessoidaan
testiaineella kasiteltyjen ndytteiden ja muiden kontrollindytteiden kanssa, jotta voidaan maddrittdd, reagoiko liuotin tes-
tijarjestelman kanssa.

Ei-drsyttivi: Aineet, joita ei ole luokiteltu EPA-jirjestelmdn kategoriaan 1, II tai Ill; EU:n kategoriaan R41 tai R36; tai
GHS:n kategoriaan 1, 2A tai 2B silmédd drsyttavaksi aineeksi.

Silmid syovyttivi aine: a) Aine, joka aiheuttaa silméén palautumatonta kudosvauriota; b) aineet, jotka on luokiteltu
GHS:n kategoriaan 1, EPAn kategoriaan I tai EU:n kategoriaan R41 silmdi arsyttdviksi aineiksi (1) (2) (3).

b) aineet, jotka on luokiteltu EPAn kategoriaan II tai III, EU:n kategoriaan R36 tai GHS:n kategoriaan 2A tai 2B silmii
arsyttaviksi aineiksi (1) (2) (3).
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Silmai vakavasti drsyttdvi aine: a) Aine, joka aiheuttaa silmén etupinnalle annosteltuna kudosvauriota, joka ei korjaudu
21 piivin kuluessa annostelusta tai joka aiheuttaa ndkokyvyn vakavaa fyysistd rappiota; b) aineet, jotka on luokiteltu
GHS:n kategoriaan 1, EPAn kategoriaan I tai EU:n kategoriaan R41 silmii arsyttaviksi aineiksi (1) (2) (3).

Opasitometri: Laite, jolla mitataan sarveiskalvon sameutta arvioimalla kvantitatiivisesti valon kulkeminen sarveiskalvon
lapi. Opasitometrissi on tyypillisesti kaksi osastoa, joista kussakin on oma valonlihde ja valokenno. Toista osastoa
kiytetddn kasitellylle sarveiskalvolle ja toista laitteen kalibrointiin ja nollaamiseen. Halogeenilampun valoa lihetetddn
kontrolliosaston ldpi (tyhjd kammio, jossa ei ole ikkunaa eiké nestettd) valokennoon ja verrataan valoon, joka on lihetetty
nidytteelle kdytetyn osaston (jossa on sarveiskalvon sisaltivd kammio) lipi valokennoon. Valokennoista saadun valon
transmissioita verrataan, ja numerondytolld ndytetdin numeerinen sameuden arvo.

Positiivinen kontrolli: Niyte, jossa on kaikki testijirjestelmin osat ja joka on Kkisitelty aineella, jonka tiedetddn aiheut-
tavan positiivisen vasteen. Vakava vaste ei kuitenkaan saisi olla liian voimakas, jotta positiivisen kontrollivasteen vaihtelu
ajan funktiona voidaan arvioida.

Luotettavuus: Arvo, joka osoittaa, missi médrin testimenetelmd pystytddn suorittamaan uusittavalla tavalla samassa
laboratoriossa tai eri laboratorioissa ajan myotd kdytettdessd samaa protokollaa. Arvo médritetdan laskemalla laboratori-
onsisdinen ja laboratorioidenvilinen uusittavuus ja laboratorionsisdinen toistettavuus.

Liuotin/vehikkelikontrolli: Kisittelemdton néyte, jossa on kaikki testijirjestelmidn osat, mukaan luettuina liuotin tai
vehikkeli, ja joka prosessoidaan testiaineella kisiteltyjen ja muiden kontrollindytteiden kanssa perusvastetason maaritti-
miseksi néytteille, joissa testiaine on liuotettu samaan liuottimeen tai vehikkeliin. Kun tillainen néyte testataan saman-
aikaisesti negatiivisen kontrollin kanssa, se osoittaa myds, reagoiko liuotin tai vehikkeli testijirjestelmin kanssa.

Vaiheittainen testaus: Vaiheittainen testausstrategia, jossa kaikkia testiainetta koskevia olemassa olevia tietoja tarkas-
tellaan tietyssd jirjestyksessd kiyttden todistusndyttoprosessia kussakin vaiheessa sen mdirittimiseksi, onko kiytettivissd
riittdvésti tietoja vaaraluokituspaitostd varten, ennen kuin siirrytddn seuraavaan vaiheeseen. Jos testiaineen drsytyskyky
voidaan madrittdd olemassa olevien tietojen perusteella, ei lisitestausta tarvita. Jos testiaineen arsytyskykyd ei voida
méirittdd olemassa olevien tietojen perusteella, toteutetaan vaiheittainen testaus eldimilld, kunnes luokitus voidaan méa-
ritelld aukottomasti.

Validoitu testimenetelmi: Testimenetelm, jonka validointitutkimukset on saatettu paitokseen ja relevanssi (tarkkuus
mukaan luettuna) ja luotettavuus tiettyd tarkoitusta varten on mddritetty. On tirkedd huomata, ettd validoitu testi ei ehkd
ole riittdvin tarkka ja luotettava, jotta se voitaisiin hyviksyd ehdotettuun tarkoitukseen.

Todistusniyttd: Prosessi, jossa tarkastellaan erilaisten tietojen vahvuuksia ja heikkouksia, kun niiden avulla on tarkoitus
pddttdd aineen vaarallisuutta koskevasta paitelmastd tai kun tietojen on madrd tukea kyseistd paatelmad.

Lisdys 2

Pitevoittimiseen kiytettivit aineet BCOP-testimenetelmille

Ennen kuin laboratorio alkaa kiyttdd tihidn testimenetelmdidn perustuvaa menetelméi rutiininomaisesti, se voi osoittaa
teknisen pitevyytensd mddrittimalld oikein taulukossa 1 suositeltujen 10 aineen syovyttivyysluokituksen. Aineet on
valittu siten, ettd ne edustavat sellaisia paikallisen silméd-drsytyksen ja/tai syvytyksen vasteita, jotka perustuvat in vivo
kaninsilmitestissi (TG 405) saatuihin tuloksiin (ts. YK:n GHS-jirjestelmin kategoriat 1, 2A, 2B tai “Ei luokiteltu ja
merkitty”) (3) (7). Kun otetaan huomioon nididen méiritysten validoitu hyodyllisyys (ts. ainoastaan silmid syovyttivien
jaftai silmdd vakavasti drsyttdvien aineiden tunnistamista varten), vain kahta luokitustarkoituksiin kdytettavaa testitulosta
(syOvyttavat jaftai silmdd vakavasti drsyttdvit aineet tai ei-syOvyttdvit jaftai ei vakavasti drsyttdvit aineet) kdytetddn
patevyyden osoittamiseksi. Muita valintakriteerejd ovat se, ettd aineet ovat kaupallisesti saatavilla, ettd saatavilla on
laadukkaita in vivo -vertailutietoja ja ettd on laadukkaita tietoja niistd kahdesta in vitro -menetelmdstd, joille parhaillaan
kehitetddn testiohjeita. Tdstd syystd drsyttdvat aineet silmitoksisuuden in vitro -testimenetelmien validointiin valittiin
ICCVAM:n 122 suositellun vertailuaineen luettelosta (ks. lisdys H): ICCVAM: suositellut vertailuaineet (5). Vertailutiedot
ovat saatavilla BCOP-menetelmille ja eristetylld kanan silmilld tehtiville testimenetelmille (ICE) laadituista tausta-
asiakirjoista (17) (18).
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Taulukko 1

Suositellut aineet BCOP-menetelmin teknisen pitevyyden osoittamiseksi

. Kemiallinen Fysikaalinen | In vivo -luoki- . .
Aine CAS-nro Tuokka () S lomuoto: tws () In vitro -luokitus (*)
Bentsalkoniumkloridi 8001-54-5 Oniumyhdiste Neste Kategoria 1 | SyGvyttdva [vakavasti dr-
(5 %) syttava
Klooriheksidiini 55-56-1 Amiini, amidiini Kiintead Kategoria 1 | Syovyttdvd [vakavasti ar-
syttava

Dibentsoyyli-L-vii- 2743-38-6 Karboksyyli- Kiintea Kategoria 1 | Syovyttdvd [vakavasti ar-
nihappo happo, esteri syttava

Imidatsoli 288-32-4 Heterosyklinen Kiintead Kategoria 1 | Syovyttdvd [vakavasti ar-
syttava

Trikloorietikkahappo 76-03-9 Karboksyylihapot Neste Kategoria 1 | Syovyttdvd [vakavasti dr-
(30 %) syttavd

2,6-Diklooribentsoyy- 4659-45-4 Asyylihalidi Neste Kategoria 2A | Ei syovyttivi [ei vakavasti
likloridi drsyttavi

Etyyli-2-metyyliaseto- 609-14-3 Ketoni, esteri Neste Kategoria 2B | Ei sy6vyttavi [ei vakavasti
asetaatti arsyttava

Ammoniumnitraatti 6484-52-2 Epdorgaaninen Kiinted Kategoria 2A | Ei syovyttivi [ei vakavasti
suola drsyttavi

Glyseroli 56-81-5 Alkoholi Neste Ei merkintdd | Ei syovyttava [ei vakavasti
arsyttava

n-Heksaani 110-54-3 Hiilivety Neste Ei merkintdd | Ei syovyttivi [ei vakavasti
(asyklinen) drsyttavi

Lyhenteet: CAS-nro = Chemical Abstracts Service -rekisterinumero.
(") Kunkin testiaineen kemiallinen luokka maaritettiin National Library of Medicine Medical Subject Headings (MeSH) -luokitusjarjestelmain

(saatavilla osoitteessa http/[www.nlm.nih.gov/mesh) perustuvan tavanomaisen luokitusjarjestelmén perusteella.

(?) Perustuu tuloksiin, jotka on saatu kanin silmalld tehdylld in vivo -testilli (OECD TG 405) kdyttden YK:n GHS-jarjestelmad (3)(7).
(%) Perustuu BCOP- ja ICE-testien tuloksiin.

Lisdys 3

BCOP-TESTISSA KAYTETTY SARVEISKALVOTELINE

. BCOP-testissd kiytetyt sarveiskalvotelineet valmistetaan reagoimattomasta aineesta (esimerkiksi polypropyleenisti).

Telineissd on kaksi puolta (etu- ja takakammio) ja kaksi samanlaista lierionmuotoista sisikammiota. Kuhunkin kam-
mioon mahtuu 5 ml:aa, ja niiden pddssd on lasi-ikkuna, jonka ldpi sameusmittaukset tehddan. Kunkin sisskammion
halkaisija on 1,7 cm ja syvyys 2,2 cm (') Takakammiossa on tiivisterengas vuotojen estimiseksi. Sarveiskalvo asetetaan
endoteelipuoli alaspdin takakammion tiivisterenkaan péille, ja etukammio asetetaan sarveiskalvon epiteelipuolen piille.
Kammiot kiinnitetddn paikoilleen kolmella ruostumattomasta terdksestd valmistetulla ruuvilla, jotka sijaitsevat kam-
mion ulkoreunoilla. Kunkin kammion pédssi on lasi-ikkuna, joka voidaan poistaa, ettd sarveiskalvoon padstddn
helposti kasiksi. Lasi-ikkunan ja kammion vilissd on tiivisterengas vuotojen estimiseksi. Medium ja testiyhdisteet
lisitaan kammioon (ja poistetaan siitd) niiden yldosassa olevien kahden aukon kautta. Aukot suljetaan kumitulpilla
kasittelyn ja inkubaation ajaksi.

Mitat ovat sarveiskalvotelineelle, jota kiytetdin 12-60 kuukauden ikaisille lehmille. Jos kéytetdan 6-12 kuukauden ikiisid eldimid, olisi

teline suunniteltava niin, ettd kunkin kammion tilavuus on 4 ml ja kunkin sisdkammion halkaisija 1,5 cm ja syvyys 2,2 cm. Jos tehddan
uusi, erilainen sarveiskalvoteline, on tirkedd huolehtia siité, ettd altistetun sarveiskalvon pinta-alan suhde takakammion tilavuuteen on
sama kuin kéytettdessd tavanomaista sarveiskalvotelinettd. Tama on vilttimatonti, jotta lipdisevyysarvot voidaan madrittad oikein IVIS-
arvon laskemiseksi ehdotetulla kaavalla.
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Glass disc: Lasikiekko

PTFE-O-ring: PTFE-tiivisterengas
Refill: Taytto

Hanger: Ripustinlaite

Cap: Tulppa

Nut: Mutteri

O-ring: Tiivisterengas

Posterior compartment: Takaosasto
Anterior compartment: Etuosasto

Fixing screws: Kiinnitysruuvit

OPASITOMETRI

. Opasitometri on laite, jolla mitataan valon transmissiota. Halogeenilampun valoa lihetetddn kontrolliosaston lipi (tyhjd

kammio, jossa ei ole ikkunaa eikd nestettd) valokennoon ja verrataan valoon, joka on lihetetty niytteelle kdytetyn
osaston (jossa on sarveiskalvon sisiltdvd kammio) ldpi valokennoon. Valokennoista saadun valon transmissioita ver-
rataan, ja numerondytolld niytetddn numeerinen sameuden arvo. Sameusyksikot maaritetdédn.

. Opasitometrilld pitéisi saada lineaarinen vaste sellaisella sameuslukema-alueella, joka kattaa ennustemallissa kuvatuille

eri luokituksille kdytetyt raja-arvot (ts. sithen arvoon saakka, joka maédrittdd syovyttivyyden jaftai vakavan drsyttavyy-
den). Jotta voidaan varmistaa, ettd lukemat ovat lineaarisia ja tarkkoja 75-80 sameusyksikkoon saakka, on opasitometri
kalibroitava sarjalla kalibraattoreita. Kalibraattorit (opaakit polyesterilevyt) asetetaan kalibrointikammioon (sarveiskal-
vokammio, joka on suunniteltu kalibraattoreiden kiyttod varten), ja opasitometristd otetaan lukemat. Kalibrointikam-
mio on suunniteltu sellaiseksi, ettd kalibraattorit ovat siind suunnilleen samalla etdisyydelld valosta ja valokennosta kuin
mihin sarveiskalvot asetettaisiin sameusmittausten ajaksi. Opasitometri kalibroidaan ensin 0 sameusyksikkoon kayttien
kalibrointikammiota, jossa ei ole kalibraattoria. Kalibrointikammioon asetetaan sitten perikkiin kolme erilaista kalib-
raattoria ja mitataan sameudet. Kalibraattoreilla 1, 2 ja 3 pitdisi saada 5 prosentin tarkkuudella samat sameuslukemat
kuin asetetut arvot 75, 150 ja 225 sameusyksikkoa.
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B. 48. ERISTETTYA KANAN SILMAA KAYTTAVA TESTIMENETELMA SILMAA SYOVYTTAVIEN JA SILMAA
VAKAVASTI ARSYTTAVIEN AINEIDEN TUNNISTAMISEKSI

JOHDANTO

1. Eristetyn kanan silmin kdytt6on perustuva testimenetelmd (Isolated Chicken Eye, ICE) on in vitro -testimenetelmd, jota
voidaan tietyissd olosuhteissa ja tietyin rajoituksin kdyttdd aineiden ja seosten luokittelemiseksi silmdd syovyttaviksi ja
silmda vakavasti drsyttaviksi (1) (2) (3). Tdtd testimenetelmiid sovellettaessa madritellddn vakavasti drsyttivit aineet
sellaisiksi, jotka aiheuttavat silmivaurioita, jotka kestdvdt kanissa vahintddn 21 vuorokautta annostelun jalkeen.
Vaikka ICE-testin ei katsota tdysin korvaavan in vivo -kaninsilmitestid, sen kayttod suositellaan vaiheittaisessa tes-
tauksessa sdantomaédrdistd luokitusta ja merkint6jen maaraamistd varten tietylld sovellusalalla (4) (5). Testiaineita ja
seoksia (6), jotka ovat tdssd mddrityksessd positiivisia, voidaan luokitella silmidd syovyttaviksi tai silmdd vakavasti
drsyttaviksi ilman kaneilla tehtdvaa lisitestausta. Aine, jolle saadaan testissd negatiivinen tulos, olisi testattava kaneissa
kidyttden vaiheittaista testausstrategiaa, kuten OECD:n ohjeessa Test Guideline 405 (7) (timin liitteen B. 5 luku)
esitetdan.

2. Tdssd testimenetelmissd kuvataan menettelyt, joilla arvioidaan testiaineen mahdollinen kyky syovyttdd tai drsyttdd
vakavasti silmdd mittaamalla kykya aiheuttaa myrkyllisyyttd eristetyssd kanan silmdssd, josta silmdmuna on poistettu.
Sarveiskalvoon kohdistuneet myrkyllisyysvaikutukset mitataan i) maarittimalld sameus kvalitatiivisesti, ii) médritta-
milld epiteelivaurio kvalitatiivisesti, kun silméddn lisitddn fluoreseiinid (fluoreseiinin retentio), iii) mittaamalla kvanti-
tatiivisesti paksuuntuminen (turpoaminen) ja iv) arvioimalla kvalitatiivisesti pinnan makroskooppiset morfologiset
vauriot. Sarveiskalvon sameus, turpoaminen ja vaurio arvioidaan testiaineelle altistuksen jilkeen erikseen ja yhdis-
tetddn sen jalkeen, jotta voidaan johtaa silma-arsytysluokitus.

3. ICE-menetelmilld on testattu my6s silmai drsyttdvid aineita, jotka aiheuttavat alle 21 pdivissd palautuvia vaurioita ja
aineita, jotka eivit drsytd silmad. ICE-menetelmén tarkkuutta ja luotettavuutta ndihin kategorioihin kuuluvien aineiden
testauksessa ei ole kuitenkaan validoitu virallisesti.

4. Mddritelmit esitetddn lisdyksessd 1.

ALUSTAVIA HUOMIOITA JA RAJOITUKSIA

5. Tami testimenetelmi perustuu ICCVAMin (Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative
Methods, vaihtoehtoisten menetelmien validoinnin virastojenvilinen koordinointikomitea) ICE-testimenetelmiproto-
kollaan (8), joka kehitettiin kansainvilisen validointitutkimuksen perusteella (4)(5)(9). Tutkimukseen ovat osallistuneet
vaihtoehtoisten menetelmien eurooppalainen validointikeskus, Japanin vastaava keskus ja Alankomaiden sovelletun
luonnontieteen tutkimuslaitoksen TNO toksikologian ja sovelletun farmakologian elimin laatu -osasto. Protokolla
perustuu julkaistuista protokollista ja TNO:n nykyisin kdyttdmastd protokollasta saatuihin tietoihin (10) (11) (12) (13)
(14).

6. Taman menetelmin tunnistettuja rajoituksia ovat alkoholeille saatujen vairien positiivisten tulosten mdird ja kiinteille
aineille ja pinta-aktiivisille aineille saatujen vadrien negatiivisten tulosten maird (ks. kohta 47) (4). Kun tietokannasta
poistetaan niihin kemiallisiin ja fysikaalisiin luokkiin kuuluvat aineet, parantuu ICE-menetelmén tarkkuus EU:n, EPAn
ja GHS:n luokitusjirjestelmissd huomattavasti (4). Koska timdn testin tarkoituksena on ainoastaan tunnistaa silmid
syOvyttavit jaftai silmid vakavasti drsyttdvit aineet, vddrit negatiiviset tulokset eivit haittaa, koska tillaiset aineet
testattaisiin myohemmin kaneilla tai muilla asianmukaisesti validoiduilla in vitro —testeilld sddntomadraisistd vaatimuk-
sista riippuen kayttden vaiheittaista testausstrategiaa ja todistusndyton arviointia. Nykyisen validointitietokannan
avulla ei myoskddn voida arvioida asianmukaisesti tiettyjd kemikaali- tai tuoteluokkia (esimerkiksi seoksia). Tutkijat
voisivat kuitenkin harkita titd testimenetelmai kaikentyyppisille testimateriaaleille, myos seoksille, jolloin positiivisen
tuloksen voitaisiin katsoa viittaavan silmidn syovytykseen tai vakavaan drsytykseen. Alkoholeilla saatuihin positiivisiin
tuloksiin olisi kuitenkin suhtauduttava varovaisesti yliennustuksen vaaran takia.

7. Kaikissa kanan silmid kdyttavissa menettelyissd olisi noudatettava testauslaitoksen maarddmid ihmis- tai eldinperdisten
materiaalien (muun muassa muttei ainoastaan kudosten ja kudosnesteiden) Kisittelyd koskevia sddntojd ja menettelyja.
Suositellaan yleismaailmallisia laboratorioissa noudatettavia ennaltavarautumiskdytinteitd (15).

8. Erds tdmin testimenetelman rajoitus on se, ettd vaikka siind otetaan huomioon joitakin kanin silméd-drsytystestissd
arvioituja silmdvaikutuksia ja jossain mdéirin niiden vakavuus, siind ei tarkastella sidekalvon ja virikalvon vaurioita.
On myos ehdotettu kaninsilmatutkimusten perusteella, ettd vaikka ICE-testissd ei sindnsd voida arvioida sarveiskal-
vovaurioiden palautuvuutta, voidaan kuitenkin arvioida sarveiskalvovaurion alkusyvyys ja sen avulla erottaa palautu-
vat ja palautumattomat vaikutukset (16). ICE-menetelmalld ei voida my6skddn arvioida sitd, missd méirin silmaaltis-
tukseen voi liittyd systeemistd myrkyllisyytta.

9. ICE-testimenetelman kayttokelpoisuutta ja rajoituksia ei-vakavien drsyttivien aineiden ja ei-drsyttivien aineiden tun-
nistamiseksi pyritddn selvittdiméddn lisdd (ks. myos kohta 48). Kdyttdjid rohkaistaan myos antamaan néytteitd ja/tai
tuloksia validointijirjestéille, jotta ICE-testimenetelmdn mahdollisia tulevia kdyttotapoja, kuten ei-vakavien silmaa
drsyttdvien aineiden ja ei-drsyttdvien aineiden tunnistusta, voidaan arvioida virallisesti.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Kun laboratorio alkaa kdyttdd titd médritysmenetelmid, sen olisi kdytettivid lisdyksessd 2 mainittuja pétevyyden
osoittamiseen tarkoitettuja kemikaaleja. Laboratorio voi kdyttdd niitd kemikaaleja osoittaakseen teknisen patevyytensi
ICE-testin suorituksessa ennen kuin se toimittaa ICE-mddritystuloksia sddntomadrdistd vaaraluokitusta varten.

TESTIN PERIAATE

ICE-testimenetelmd on elinmalli, joka mahdollistaa kanan silmén lyhytaikaisen ylldpitimisen in vitro. Téssd testime-
netelmissi testiaineen aiheuttama vaurio arvioidaan médrittdmalld sarveiskalvon turpoaminen, sameus ja fluoreseiinin
retentio. Kaksi jalkimmadistd muuttujaa arvioidaan kvalitatiivisesti, kun taas sarveiskalvon turpoaminen voidaan mai-
rittdd kvantitatiivisesti. Kukin mittaus joko muunnetaan kvantitatiiviseksi arvoksi yleisen édrsyttivyysindeksin laskemi-
seksi tai sille osoitetaan kvalitatiivinen kategoria, jonka avulla vahvistetaan sitten luokitus in vitro silmaa syovyttavaksi
ja vakavasti silmaa drsyttavaksi. Kummankin tuloksen avulla voidaan sitten ennustaa testiaineen in vivo -silmasyovyt-
tavyyttd ja kykyd aiheuttaa vakavaa drsytystd (ks. paatoskriteerit).

Kanansilmien lihde ja kanojen ikd

Tassd madrityksessd on tavanomaisesti kdytetty teurastamosta saaduista kanoista (jotka on teurastettu elintarviketuo-
tantoa varten) kerittyjd silmig, jolloin ei ole tarvittu laboratorioeldimii. Testiin voidaan kdyttdd vain silmid, jotka on
saatu terveistd, ihmisravinnoksi kelpaavista eldimista.

Parasta kanan ikdi ei ole arvioitu kontrolloidussa tutkimuksessa. Testimenetelmissi on tavanomaisesti kdytetty sen
ikiisid ja painoisia kanoja kuin ovat siipikarjateurastamossa tavanomaisesti teurastetut kevitkananpojat (ts. noin 7
viikon ikdisid, paino 1,5-2,5 kg).

Silmien kerdiminen ja niiden kuljetus laboratorioon

Pait pitdisi irrottaa heti kanojen tainnutuksen jilkeen, mika tehdiin tavallisesti sihkosokilla, ja sen jilkeen, kun kaula
on katkaistu verenlaskua varten. Olisi hyva 16ytda laboratorion ldhelld sijaitseva paikallinen kanojen teurastamo, jotta
kanojen pdit voidaan kuljettaa teurastamosta laboratorioon riittdvin nopeasti, ettd pilaantuminen ja/tai bakteerikon-
taminaatio ovat mahdollisimman vihiisid. Kananpéiden kerddmisen ja silmien kdyton (ICE-testissd) vilisen ajan pitisi
olla mahdollisimman lyhyt (mieluiten alle kaksi tuntia), ja pitdisi osoittaa, etteivit maaritystulokset ole sen takia
epiluotettavia. Ndmia tulokset perustuvat silmien valintaperusteisiin sekd positiivisten ja negatiivisten kontrollindyt-
teiden vasteisiin. Kaikkien madrityksessd kdytettyjen silmien olisi oltava perdisin samasta tiettynd pdivind kerétystd
silmaryhmasta.

Koska silmit dissekoidaan laboratoriossa, koskemattomat pait kuljetetaan teurastamosta ympiriston limpatilassa
muovilaatikoissa kosteutettuina isotonisella fysiologisella keittosuolaliuoksella kostutetuilla pyyheliinoilla.

ICE-testissi kiytettivien silmien valintaperusteet

Silmit, jotka varjdytyvit voimakkaasti fluoreseiinilli (> 0,5) tai joiden sarveiskalvon sameus on korkea (> 0,5)
silmdmunan poistamisen jalkeen, hylitaan.

Kussakin kisitellyssd ryhmissi ja samanaikaisesti madritettavissd positiivisessa kontrollissa on oltava vahintdin kolme
silméi. Negatiivisessa kontrolliryhmissi tai liuotinkontrollissa (jos kiytetddn muuta liuotinta kuin fysiologista keitto-
suolaliuosta) on oltava vahintdan yksi silma.

MENETTELY
Silmien valmistelu

Silmaluomet leikataan huolellisesti pois varoen vahingoittamasta sarveiskalvoa. Sarveiskalvon eheys arvioidaan nope-
asti lisdamalld tippa 2-prosenttista (w/v) natriumfluoreseiinid sarveiskalvon pinnalle muutamaksi sekunniksi, minka
jalkeen huuhdotaan isotonisella fysiologisella keittosuolaliuoksella. Fluoreseiinilld kasiteltyja silmid tarkastellaan rako-
valomikroskoopilla, jotta voidaan varmistaa, ettei sarveiskalvo ole vahingoittunut (ts. fluoreseiinin retentio ja sarveis-
kalvon sameusarvo on enintdin 0,5).

Jos silmi on vahingoittumaton, se dissekoidaan kallosta varoen vahingoittamasta sarveiskalvoa. Silmdmuna vedetdin
irti silmdkuopasta pitden tiukasti vilkkukalvosta kiinni kirurgisilla pihdeilld, ja silmdn lihakset leikataan kayrilld,
tylppakarkisilld saksilla. On tirkeds, ettei sarveiskalvoa vahingoiteta liialla paineella (kompressioartefakta).

Kun silmdid poistetaan silmikuopasta, pitdisi osa nikohermoa jittdd kiinni ja nikyville. Kun silmd on poistettu
silmikuopasta, se asetetaan imupaperialustalle, ja vilkkukalvo ja muu sidekudos leikataan pois.
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Silmidmunasta poistettu silma kiinnitetddn ruostumattomasta teriksestd valmistettuun pitimeen siten, ettd sarveiskalvo
on pystysuorassa. Pidin siirretddn tiputuslaitteen (superfuusiolaite) kammioon (16). Pitimet asetetaan tiputuslaitteeseen
siten, ettd koko sarveiskalvoon voidaan kohdistaa isotonisesta fysiologisesta keittosuolaliuoksesta koostuva tiputus.
Tiputuslaitteen kammioiden limpétila on pidettdvd arvossa 32 = 1,5°C. Lisdyksessd 3 esitetddn kaavio tyypillisestd
tiputuslaitteesta ja silmdnpitimistd. Niitd saa kaupallisesti tai ne voi rakentaa itse. Laite voidaan mukauttaa yksittdisen
laboratorion tarpeisiin (esimerkiksi useille silmille).

Kun silmét on asetettu tiputuslaitteeseen, niitd tarkastellaan jélleen rakovalomikroskoopilla, jotta voidaan varmistaa,
etteivit ne ole vahingoittuneet dissektiossa. Sarveiskalvon paksuus sen kirjessd olisi myos mitattava rakovalomikros-
kooppiin kuuluvalla syvyydenmittauslaitteella. Jos silmien i) fluoreseiinin retentioarvo on yli 0.5; ii) sarveiskalvon
sameus on yli 0.5; tai iii) silmissd on muita vahingoittumisen merkkej, ne on vaihdettava toisiin. Niistd silmistd, joita
ei ole hylitty edelld mainittujen kriteerien perusteella, hylatddn sellaiset, joiden sarveiskalvon paksuus poikkeaa yli 10
prosentilla kaikkien silmien keskiarvosta. Kayttdjien pitdisi olla tietoisia siitd, ettd rakovalomikroskoopeilla voi saada
erilaisia arvoja sarveiskalvon paksuudelle, jos raon leveyden asetus on erilainen. Raon leveys olisi asetettava arvoon
0,095 mm.

Kun kaikki silmit on tutkittu ja hyviksytty, silmid inkuboidaan noin 45-60 min, jotta ne tasapainottuvat testijarjes-
telméssd ennen annostelua. Tasapainottumisjakson jilkeen otetaan sarveiskalvon paksuudelle ja sameudelle lukema
perusarvoa varten (nolla-arvo ajanhetkelld 0). Dissektion yhteydessd madritettyd fluoreseiiniarvoa kdytetdan fluoreseii-
niretention perusarvona.

Testiaineen annostelu

Vilittomisti nolla-arvojen mittausten jilkeen silmi (telineineen) poistetaan tiputuslaitteesta, asetetaan vaakasuoraan, ja
testiaine annostellaan sarveiskalvolle.

Nestemdiset testiaineet testataan tavallisesti laimentamattomina, mutta ne voidaan laimentaa tarvittaessa (esimerkiksi
jos se kuuluu tutkimussuunnitelmaan). Aineet laimennetaan mieluiten fysiologisella keittosuolaliuoksella. Muitakin
livottimia voidaan kdyttad valvotuissa olosuhteissa, mutta muiden liuottimien kuin fysiologisen keittosuolaliuoksen
kayttokelpoisuus olisi osoitettava.

Nestemdiset testiaineet annostellaan sarveiskalvolle siten, ettd testiaine peittdd kokonaan ja tasaisesti sarveiskalvon
pinnan; tavallinen tilavuus on 0,03 ml.

Kiintedt aineet olisi mahdollisuuksien mukaan jauhettava mahdollisimman hienoksi morttelissa huhmareella tai vas-
taavalla jauhamislaitteella. Jauhe annostellaan sarveiskalvolle siten, ettd testiaine peittdd pinnan tasaisesti; tavallinen
maara on 0,03 g.

Testiaineen (nesteen tai kiintedn aineen) annetaan vaikuttaa 10 sekunnin ajan, ja se huuhdellaan silmistd isotonisella
fysiologisella keittosuolaliuoksella (noin 20 ml) huoneenlimpatilassa. Telineessd oleva silmd asetetaan uudelleen
tiputuslaitteeseen pystysuoraan.

Kontrolliaineet

Kussakin kokeessa on oltava mukana negatiiviset eli liuotin/vehikkelikontrollit ja positiiviset kontrollit.

Testattaessa 100-prosenttisia nesteitd tai kiinteitd aineita kdytetddn ICE-testissd negatiivisena kontrollina fysiologista
keittosuolaliuosta, jotta voidaan havaita epéspesifiset muutokset testijarjestelmissi ja varmistaa, etteivit madritysolo-
suhteet aiheuta tahattomasti drsytysvastetta.

Testattaessa laimennettuja nesteitd kdytetddn testissd samanaikaisesti liuotin/vehikkelikontrolliryhmas, jotta voidaan
havaita epdspesifiset muutokset testijirjestelmédssd ja varmistaa, etteivat médritysolosuhteet aiheuta tahattomasti drsy-
tysvastetta. Kuten kohdassa 25 mainitaan, liuotinta/vehikkelid saa kdyttdd vain, jos on osoitettu, ettei se hdiritse
testijarjestelmaa.
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Kuhunkin kokeeseen otetaan mukaan tunnettu silmié drsyttdvé aine positiivisena kontrollina, jotta voidaan varmistaa,
ettd saadaan asianmukainen vaste. Koska ICE-mddritystd kdytetddn tissd testimenetelmdssd syGvyttavien tai vakavasti
drsyttdvien aineiden tunnistamiseksi, positiivisen kontrollin olisi mielellddn oltava vertailuaine, joka aiheuttaa tissd
testimenetelmissd vakavan vasteen. Vakava drsytysvaste ei kuitenkaan saisi olla liian voimakas, jotta positiivisen
kontrollivasteen vaihtelu ajan funktiona voidaan arvioida. Positiivisesta kontrollista olisi hankittava riittavésti in vitro
-tuloksia, jotta positiiviselle kontrollille voidaan laskea tilastollisesti madritelty hyviksyttavé alue. Jos tietylle positii-
viselle kontrollille ei ole saatavilla riittdvésti aiempia ICE-testimenetelmalld saatuja tuloksia, on tietojen saamiseksi
mahdollisesti tehtdva lisdtutkimuksia.

Nestemdisten testiaineiden positiivisina kontrolleina voidaan kdyttdd esimerkiksi 10-prosenttista etikkahappoa tai 5-
prosenttista bentsalkoniumkloridia, ja kiinteiden aineiden positiivisina kontrolleina voidaan kayttdd esimerkiksi nat-
riumhydroksidia tai imidatsolia.

Vertailuaineet ovat hyodyllisid, kun arvioidaan tiettyyn kemikaali- tai tuoteryhmaidn kuuluvien tuntemattomien ke-
mikaalien silmé-drsytyskykyd tai silmdd drsyttdvin aineen suhteellista drsytyskykyd tietylld drsytysvastealueella.

Mitatut pditepisteet

Kisitellyt sarveiskalvot arvioidaan ennen kdsittelyd ja alkaen 30, 75, 120, 180 ja 240 minuuttia (+ 5 minuuttia)
kasittelyn jilkeen tehdyn huuhtelun jilkeen. Niilld ajankohdilla saadaan riittdivd méddrd mittauksia neljan tunnin
kasittelyn aikana, ja mittauksien vélilld on riittavésti aikaa tehdi kaikista silmistd tarvittavat havainnot.

Arvioidut pddtepisteet ovat sarveiskalvon sameus, turpoaminen, fluoreseiinin retentio ja morfologiset vaikutukset
(esimerkiksi epiteelin pistemédinen syopyminen tai irtoaminen). Kaikki mddritykset (lukuun ottamatta fluoreseiinin
retentiota, joka maritetddn vain ennen Kisittelyd ja 30 minuutin kuluttua testiaineen annostelusta) tehddan kullakin
mainitulla ajanhetkelld.

On suositeltavaa ottaa valokuvia osoitukseksi sarveiskalvon sameudesta, fluoreseiinin retentiosta, morfologisista muu-
toksista ja histopatologiasta (jos sellaisia tutkimuksia on tehty).

Kun viimeinen tutkimus on tehty neljan tunnin kohdalla, suositellaan, ettd silmét sdilytetdédn sopivassa kiinnitys-
aineessa (esimerkiksi neutraalissa puskuroidussa formaliinissa), jotta voidaan mahdollisesti tehdd histopatologisia
tutkimuksia.

Sarveiskalvon turpoaminen arvioidaan sarveiskalvon paksuuden mittauksista, jotka tehdidin rakovalomikroskooppiin
kuuluvalla optisella paksuudenmittauslaitteella. Turpoaminen ilmoitetaan prosenttilukuna, ja se lasketaan sarveiskal-
von paksuuden mittauksista seuraavalla kaavalla:

sarveiskalvon paksuus hetkellat — sarveiskalvon paksuus hetkellat = 0
- x 100
sarveiskalvon paksuus hetkellat = 0

Kaikkien testattujen silmien sarveiskalvon turpoamisen prosenttikeskiarvo lasketaan kaikille havaintojankohdille. Kul-
lekin testiaineelle annetaan yleinen kategoriaa koskeva arvo sarveiskalvon turpoamiselle saadun korkeimman (mina
tahansa ajankohtana havaitun) keskiarvon perusteella.

Sarveiskalvon sameus lasketaan kayttden sitd sarveiskalvon alaa, joka antaa suurimman sameusarvon. Kaikkien tes-
tattujen silmien sarveiskalvon keskimdirdinen sameusarvo lasketaan kaikille havaintoajankohdille. Kullekin testiai-
neelle annetaan yleinen kategoriaa koskeva arvo sarveiskalvon sameudelle saadun korkeimman (miné tahansa ajan-
kohtana havaitun) keskiméirdisen arvon perusteella (Taulukko 1).

Taulukko 1

Sarveiskalvon sameusarvot

Arvo Havainto

0 Ei sameutta

0,5 Hyvin heikkoa sameutta
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Arvo Havainto
1 Hajanaisia sameita alueita; virikalvon yksityiskohdat selvésti nahtdvissd
2 Selvisti erottuva lipikuultava alue; varikalvon yksityiskohdat hiukan himaria
3 Vakavaa sarveiskalvon sameutta; varikalvosta ei ole nikyvilld erityisid yksityiskohtia; silmaterdn kokoa
voi tuskin erottaa
4 Téysin samea sarveiskalvo; silmiterdd ei niy

Kaikkien testattujen silmien fluoreseiinin retention keskiarvo lasketaan ainoastaan 30 minuutin ajanhetkelle. Sitd
kiytetddn kullekin testiaineelle annettavaan yleiseen kategoria-arvoon (taulukko 2).

Taulukko 2

Fluoreseiinin retention arvot

Arvo Havainto
0 Ei fluoreseiinin retentiota
0,5 Hyvin vahiistd yksittdisten solujen varjadntymista
1 Yksittdisid vdrjddntyneitd soluja on hajaantuneena sarveiskalvon kasitellylle alueelle
2 Tiiviitd ja tiheitd yksittdisten vérjadntyneiden solujen rykelmid
3 Laajoja sarveiskalvon alueita, joilla esiintyy tiheidd fluoreseiinivérjadntymistd

Morfologisia vaikutuksia ovat esimerkiksi sarveiskalvon epiteelisolujen “pistemdinen syopyminen”, epiteelin "irtoami-
nen”, sarveiskalvon pinnan "karhentuminen” ja testiaineen "takertuminen” sarveiskalvoon. Niiden 1oydosten vakavuus
voi vaihdella, ja ne voivat esiintyd samanaikaisesti. Ndiden 16ydosten luokittelu riippuu tutkijan tulkinnasta.

MITTAUSTULOKSET JA TESTISELOSTEET
Mittaustulosten arviointi

Sarveiskalvon sameutta, turpoamista ja fluoreseiinin retentiota koskevat tulokset olisi arvioitava erikseen, jotta kul-
lekin péitepisteelle voidaan muodostaa ICE-luokka. Kutakin paitepistettd koskevat ICE-luokat yhdistetddn sitten
arsytysluokituksen muodostamiseksi kullekin testiaineelle.

Kun kukin péitepiste on arvioitu, voidaan ICE-luokat osoittaa ennalta médrityn vaihteluvalin perusteella. Sarveis-
kalvon paksuus (taulukko 3), sameus (taulukko 4) ja fluoreseiinin retentio (taulukko 5) ICE-luokkia kdyttden tulkitaan
seuraavien asteikkojen mukaisesti:

Taulukko 3

ICE-luokituskriteerit sarveiskalvon paksuudelle

Keskimddriinen sarveiskalvon turpoaminen (%) () ICE-luokka
0-5 I
>5-12 II
>12-18 (> 75 min Kkisittelyn jalkeen) I
>12-18 (< 75 min Kisittelyn jalkeen) I
>18-26 11
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Keskimddriinen sarveiskalvon turpoaminen (%) (¥) ICE-luokka
>26-32 (> 75 min kisittelyn jilkeen) 11
>26-32 (< 75 min kisittelyn jalkeen) v
>32 v

(*) Sarveiskalvon turpoamisarvoja voi soveltaa vain, jos paksuus on mitattu Haag-Streit BP900 -rakovalomikroskoopilla, joka on
varustettu syvyydenmittauslaitteella nro I, raon leveys asetettuna arvoon 9%, mikd vastaa 0,095 mm:id. Kéyttdjien pitdisi olla
tietoisia siitd, ettd rakovalomikroskoopeilla voi saada erilaisia arvoja sarveiskalvon paksuudelle, jos raon leveyden asetus on
erilainen.

Taulukko 4

ICE-luokituskriteerit sameudelle

Keskimddriinen suurin sameusarvo (¥) ICE-luokka
0,0-0,5 I
0,6-1,5 Il
1,6-2,5 111
2,6-4,0 \Y

(*) Ks. taulukko 1.

Taulukko 5

ICE-luokituskriteerit keskimaaraiselle fluoreseiinin retentiolle

Keskimaarainen fluoreseiinin retentioarvo 30 minuuttia kisittelyn [CE-luokka
jilkeen (¥) i
0,0-0,5 [
0,6-1,5 1l
1,6-2,5 111
2,6-3,0 v

(*) Ks. taulukko 2.

Testiaineen yhdistetty in vitro -drsyttivyysluokitus arvioidaan lukemalla drsyttivyysluokitus, joka vastaa sarveiskalvon
turpoamiselle, sarveiskalvon sameudelle ja fluoreseiinin retentiolle saatujen kategorioiden yhdistelmii, soveltamalla
taulukossa 6 esitettyd jdrjestelmaa.

Taulukko 6

Yhdistetyt in vitro -drsyttavyysluokitukset

Luokittelu Kolmen piitepisteen yhdistelmit

Syovyttava | vakavasti drsyttavd 3 xIV

2x1V, 1 <1

2x1V, 1 x11(%

2x1V, 1 x1(%

Sarveiskalvon sameus > 3, 30 minuutin kohdalla (vdhintddn
kahdessa silmassa)

Sarveiskalvon sameus = 4 milld tahansa mittausajankohdalla
(vdhintddn kahdessa silmassa)

Vakava epiteelin irtoaminen (vdhintddn yhdessd silméssd)

(*) Harvinaisemmat yhdistelmat.
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Kuten 1 kohdassa mainittiin, jos testiainetta ei tunnisteta silmid syovyttavaksi tai niitd vakavasti drsyttivaksi, on
testausta jatkettava luokitusta ja merkintojen médrdamistd varten. ICE-testimenetelmin yleinen tarkkuus on vililld
83 % (120/144) — 87 % (134/154), siind saatujen vddrien positiivisten tulosten médrd on vililli 6 % (7/122) — 8 %
(9/116) ja vadrien negatiivisten tulosten mddrd valilldi 41 % (13/32) — 50 % (15/30), kun menetelmad kaytetddn
tunnistettaessa aineita silmad syovyttaviksi ja silmad vakavasti drsyttaviksi, verrattuna kanin silmédd in vivo kayttavalld
testimenetelmalld saatuihin tuloksiin luokiteltuna EPAn (1), EU:n (2) tai GHS:n (3) luokitusjarjestelmien mukaan. Kun
tietokannasta jitetddn pois tiettyihin kemiallisiin (alkoholit, pinta-aktiiviset aineet) ja fysikaalisiin (kiintedt aineet)
luokkiin kuuluvat aineet, ICE-menetelmin tarkkuus EPAn, EU:n ja GHS:n luokitusjirjestelmissd vaihtelee vailld
91 % (75/82) — 92 % (69]75), vdirien positiivisten tulosten maird on vililli 5% (4/73) — 6 % (4/70) ja vddrien
negatiivisten tulosten maard valilldi 29 % (2/7) - 33 % (3/9) (4).

Vaikka testiaineelle ei saataisi luokitusta silmid sy6vyttaviksi tai niitd vakavasti drsyttaviksi aineeksi, ICE-menetelmissd
saaduista tuloksista voi olla hyotyd kdytettynd yhdessd in vivo -kaninsilmétestissd tai asianmukaisesti validoidussa in
vitro -testissd saatujen testitulosten kanssa, kun arvioidaan ICE-menetelmin kayttokelpoisuutta ja rajoituksia muiden
kuin vakavasti drsyttdvien ja ei-drsyttdvien aineiden tunnistamisessa (valmisteilla on ohjeet in vitro -silmamyrkyllisyys-
testimenetelmien kaytostd).

Tutkimuksen hyviksymiskriteerit

Testid pidetdan hyviksyttivang, jos samanaikaisesti tehtyjen negatiivisten tai liuotin/vehikkelikontrollien antama
arsyttavyysluokitus on "ei drsyttivd” ja samanaikaisesti tehtyjen positiivisten kontrollien antama drsyttavyysluokitus
on “vakavasti drsyttivd | syovyttavd’.

Testiseloste

Testiselosteessa olisi annettava seuraavat tiedot, jos ne ovat merkityksellisid tutkimuksen suorittamiselle:

Testi- ja kontrolliaineet

Kemiallinen nimi (nimet), kuten CAS:n (Chemical Abstracts Service) kiyttima rakennetta kuvaava nimi, jonka jilkeen
annetaan muut nimet, jos ne tunnetaan;

CAS-numero, jos se tunnetaan;

Aineen tai seoksen puhtausaste tai koostumus (painoprosentteina), jos tieto on saatavilla;

Testin suorittamisen kannalta merkitykselliset fysikokemialliset ominaisuudet, kuten olomuoto, haihtuvuus, pH, stabii-
lius, kemiallinen luokka ja vesiliukoisuus;

Tarvittaessa testi- ja/tai kontrolliaineiden kisittely ennen testid (esim. lammittdminen tai jauhaminen);

Stabiilius, jos se tiedetddn.

Sponsoria ja testauslaitosta koskevat tiedot:

Sponsorin nimi ja osoite, testilaitos ja tutkimusjohtaja;

Silmien ldhde (esimerkiksi laitos, josta ne on keritty);

Silmien sdilytys- ja kuljetusolosuhteet (kuten silmien kerdyspiivé ja kellonaika, aika, joka on kulunut kerdyksestd
sithen asti, kun testi aloitettiin);

Erityistietoja eldimisté, joista silmdt on kerdtty (kuten ikd, sukupuoli, paino), jos tiedot ovat saatavilla.

Kdytetyn testimenetelmdn ja protokollan perustelu
Testimenetelmadn integriteetti

Menettely, jolla testimenetelmdn integriteetti (ts. tarkkuus ja luotettavuus) ajan suhteen varmistetaan (esimerkiksi
patevoittimiseen kéytettyjen aineiden sddnnollinen testaus, aiempien negatiivisten ja positiivisten kontrollitulosten

kaytto).
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Hyvaksyttavin testin kriteerit
Tapauksen mukaan hyviksyttavit aiempiin tuloksiin perustuvat samaan aikaan tehtyjen vertailukontrollien vaihtelu-
vilit.

Testausolosuhteet

Kuvaus kdytetystd testijarjestelmastd;

Kdytetty rakovalomikroskooppi (esimerkiksi sen malli);

Kiytetyn rakovalomikroskoopin laiteasetukset;

Kiytettyjd kanan silmid koskevat tiedot, myos niiden laatua koskeva lausuma;
Kiytetty testimenettely yksityiskohtaisesti;

Kaytetyt testiainekonsentraatiot;

Kuvaus testimenettelyjen mahdollisista muutoksista;

Viittaus mallia koskeviin aiempiin tuloksiin (esimerkiksi negatiiviset ja positiiviset kontrollit, patevoittimiseen kaytetyt
aineet, vertailuaineet);

Kuvaus kaytetyistd arviointikriteereist.

Tulokset

Kuvaus muista havaituista vaikutuksista.

Tarvittaessa valokuvat silmista.

Tulosten tarkastelu
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Lisdys 1

MAARITELMAT

Tarkkuus: Testimenetelmin tulosten ja hyviksyttyjen vertailuarvojen vilinen ero. Tarkkuudella mitataan testimenetelmin
suoritusta, ja se on eris "relevanssin” nakokohta. Termid kdytetdin usein "konkordanssin” kanssa vaihtoehtoisena, jolloin
silld tarkoitetaan testimenetelmalld saatujen oikeiden tulosten osuutta.

Vertailuaine: Aine, johon testiainetta verrataan. Vertailuaineella olisi oltava seuraavat ominaisuudet: i) se saadaan vakaana
pysyvisti ja luotettavasta lihteestd; ii) sen rakenne ja toiminta ovat samankaltaisia testattavan aineluokan kanssa; iii) sen
fysikaalis-kemialliset ominaisuudet tunnetaan; iv) se tukee tunnetuista vaikutuksista saatuja tietoja; ja v) sen vaikutuskyky
halutun vasteen vaihtelualueella tunnetaan.

Sarveiskalvo: Silmidmunan etuosan lipinikyvi osa, joka peittdd virikalvon ja silméterin ja pddstdd valoa sisiosiin.

Sarveiskalvon sameus: Sarveiskalvon sameuden mitta, kun sarveiskalvo on altistettu testiaineelle. Sarveiskalvon sameu-
den lisddntyminen merkitsee sarveiskalvon vauriota.

Sarveiskalvon turpoaminen: ICE-testissd objektiivisesti mitattu sarveiskalvon pullistumisen maird, kun sarveiskalvo on
altistettu testiaineelle. Turpoaminen ilmaistaan prosenttilukuna ja lasketaan sarveiskalvon paksuuden perustasomittauksista
(ennen annostelua) ja paksuuksista, jotka on mitattu sddnnéllisin véliajoin sen jilkeen, kun sarveiskalvo on altistettu
testiaineelle ICE-testissd. Sarveiskalvon turpoamisaste osoittaa sarveiskalvon vauriota.

EPA-kategoria 1: Syovyttivd (palautumaton silmikudoksen tuhoutuminen) tai yli 21 vuorokautta kestdvi sarveiskalvoon
kohdistuva vaikutus tai drsytys (1).

EU:n R41-luokka: Silmidn kudosvauriot tai vakava fyysinen nion rappeutuminen, joka syntyy, kun testiainetta on
annosteltu silmén etupinnalle, eikd se korjaudu tdysin 21 paivin kuluessa annostelusta (2).

Viirien negatiivisten tulosten osuus: Niiden positiivisten aineiden osuus, jotka testimenetelmi yksildi virheellisesti
negatiivisiksi. Viirien positiivisten tulosten osuus on erds testimenetelmin suorituskyvyn indikaattori.

Viirien positiivisten tulosten osuus: Kaikkien negatiivisten aineiden osuus, jotka testimenetelmi yksiloi virheellisesti
positiivisiksi. Vairien positiivisten tulosten osuus on erds testimenetelman suorituskyvyn indikaattori.

Fluoreseiinin retentio: ICE-testissd tehty subjektiivinen mittaus fluoreseiininatriumin méréstd, jonka epiteelisolut pidit-
tavit sarveiskalvossa, kun se on altistettu testiaineelle. Sarveiskalvon turpoamisaste osoittaa sarveiskalvon epiteelin vau-
riota.

GHS (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals, kemikaalien maailmanlaajuisesti
yhdenmukaistettu luokitus- ja merkintijirjestelmi): Jirjestelms, jossa ehdotetaan kemikaalien (aineet ja seokset) luo-
kitusta fysikaalisten, terveyteen ja ympdristoon liittyvien vaarojen standardityyppien ja -tasojen mukaisesti ja osoitetaan
niille vaaraviestinnin tunnukset, kuten kuvamerkit, huomiosanat, vaaralausekkeet, turvalausekkeet ja turvatiedotteet, jotta
voidaan vilittdd tietoa kemikaalien kielteisistd vaikutuksista ihmisten (mukaan luettuina tyonantajat, tyontekijat, kuljettajat,
kuluttajat ja pelastushenkilosto) ja ympiriston suojelemiseksi (3).

GHS-kategoria 1: Silmin kudosvauriot tai vakava fyysinen ndon rappeutuminen, joka syntyy, kun testiainetta on annos-
teltu silmin etupinnalle, eikd se korjaudu tdysin 21 pdivan kuluessa annostelusta (3).

Vaara: Vaikuttavan tekijin ("agentin”) tai tilanteen sisdinen ominaisuus, jolla on kyky aiheuttaa haitallisia vaikutuksia, kun
organismi, jarjestelmd tai (ala)populaatio altistuu kyseiselle aineelle.
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Negatiivinen kontrolli: Kisittelemiton niyte, jossa on kaikki testijdrjestelmén osat. Negatiivinen kontrolli prosessoidaan
testiaineella késiteltyjen néytteiden ja muiden kontrollindytteiden kanssa, jotta voidaan mdirittdd, reagoiko liuotin tes-
tijarjestelman kanssa.

Ei-drsyttivi: Aineet, joita ei ole luokiteltu EPA-jirjestelmdn kategoriaan 1, II tai IIl; EU:n kategoriaan R41 tai R36; tai
GHS:n kategoriaan 1, 2A tai 2B silmédd drsyttavaksi aineeksi (1)(2)(3).

Silmai syovyttivd aine: a) Aine, joka aiheuttaa silméin palautumatonta kudosvauriota; b) aineet, jotka on luokiteltu
GHS:n kategoriaan 1, EPAn kategoriaan I tai EU:n kategoriaan R41 silméi érsyttaviksi aineiksi (1) (2) (3).

b) aineet, jotka on luokiteltu EPA-jirjestelmin kategoriaan II tai III; EU:n kategoriaan R36; tai GHS:n kategoriaan 1, 2A tai
2B silmai arsyttaviksi aineeksi (1)(2)(3).

Silmai vakavasti drsyttdvi aine: a) Aine, joka aiheuttaa silmén etupinnalle annosteltuna kudosvauriota, joka ei korjaudu
21 piivdn kuluessa annostelusta tai joka aiheuttaa nakokyvyn vakavaa fyysistd rappiota; b) aineet, jotka on luokiteltu
GHS:n kategoriaan 1, EPAn kategoriaan I tai EU:n kategoriaan R41 silmaa arsyttdviksi aineiksi (1) (2) (3).

Positiivinen kontrolli: Ndyte, jossa on kaikki testijirjestelmin osat ja joka on kisitelty aineella, jonka tiedetddn aiheut-
tavan positiivisen vasteen. Vakava vaste ei kuitenkaan saisi olla liian voimakas, jotta positiivisen kontrollivasteen vaihtelu
ajan funktiona voidaan arvioida.

Luotettavuus: Arvo, joka osoittaa, missd médrin testimenetelmd pystytddn suorittamaan uusittavalla tavalla samassa
laboratoriossa tai eri laboratorioissa ajan myotd kiytettdessd samaa protokollaa. Arvo mddritetddn laskemalla laboratori-
onsisdinen ja laboratorioidenvilinen uusittavuus ja laboratorionsisiinen toistettavuus.

Rakovalomikroskooppi: Laite, jolla tarkastellaan silméi suoraan kaksiokulaarisen mikroskoopin suurennoksella luomalla
stereoskooppinen, pysty kuva. Laitetta kdytetddn ICE-testissi kanan silmidn etukammion tarkasteluun ja sarveiskalvon
paksuuden objektiiviseen mittaukseen mikroskooppiin liitetyn syvyyttd mittaavan laitteen avulla.

Liuotin/vehikkelikontrolli: Kisittelemdton néyte, jossa on kaikki testijirjestelmdn osat, mukaan luettuina livotin tai
vehikkeli, ja joka prosessoidaan testiaineella kisiteltyjen ja muiden kontrollindytteiden kanssa perusvastetason mdadritti-
miseksi néytteille, joissa testiaine on liuotettu samaan liuottimeen tai vehikkeliin. Kun tillainen néyte testataan saman-
aikaisesti negatiivisen kontrollin kanssa, se osoittaa myds, reagoiko liuotin tai vehikkeli testijirjestelmin kanssa.

Vaiheittainen testaus: Vaiheittainen testausstrategia, jossa kaikkia testiainetta koskevia olemassa olevia tictoja tarkas-
tellaan tietyssd jarjestyksessd kdyttden todistusndyttoprosessia kussakin vaiheessa sen maédrittdmiseksi, onko kdytettivissd
riittavésti tietoja vaaraluokituspddtostd varten, ennen kuin siirrytddn seuraavaan vaiheeseen. Jos testiaineen drsytyskyky
voidaan mddrittdd olemassa olevien tietojen perusteella, ei lisdtestausta tarvita. Jos testiaineen arsytyskykyd ei voida
madrittdd olemassa olevien tietojen perusteella, toteutetaan vaiheittainen testaus eldimilld, kunnes luokitus voidaan maa-
ritelld aukottomasti.

Validoitu testimenetelmi: Testimenetelm, jonka validointitutkimukset on saatettu paitokseen ja relevanssi (tarkkuus
mukaan luettuna) ja luotettavuus tiettyd tarkoitusta varten on médritetty. On tirkedd huomata, ettd validoitu testi ei ehké
ole riittdvin tarkka ja luotettava, jotta se voitaisiin hyviksyd ehdotettuun tarkoitukseen.

Todistusniytto: Prosessi, jossa tarkastellaan erilaisten tietojen vahvuuksia ja heikkouksia, kun niiden avulla on tarkoitus
pddttdd aineen vaarallisuutta koskevasta paitelmdstd tai kun tietojen on mdadrd tukea kyseistd padtelmaa.
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Lisdys 2

PATEVYYDEN OSOITTAMISEEN TARKOITETUT KEMIKAALIT ICE-TESTIMENETELMALLE

Ennen kuin laboratorio alkaa kayttdd tahan testimenetelmdin perustuvaa menetelmdd rutiininomaisesti, se voi osoittaa
teknisen patevyytensd médrittimalld oikein taulukossa 1 suositeltujen 10 aineen silmasyovyttavyysluokituksen. Aineet on
valittu siten, ettd ne edustavat sellaisia paikallisen silmé-drsytyksen ja/tai-syovytyksen vasteita, jotka perustuvat in vivo
kaninsilmitestissd (TG 405) saatuihin tuloksiin (ts. YK:n GHS-jarjestelman kategoriat 1, 2A, 2B tai “Ei luokiteltu ja
merkitty”) (3) (7). Kun otetaan huomioon naiden madritysten validoitu hyodyllisyys (ts. ainoastaan silmaa syovyttavien
jatai silmad vakavasti drsyttdvien aineiden tunnistamista varten), vain kahta luokitustarkoituksiin kdytettdavaa testitulosta
(syOvyttavit jaftai silmdd vakavasti drsyttivit aineet tai ei-syOvyttdvit jaftai ei vakavasti drsyttdvit aineet) kdytetddn
pdtevyyden osoittamiseksi. Muita valintakriteerejd ovat se, ettd aineet ovat kaupallisesti saatavilla, ettd saatavilla on
laadukkaita in vivo -vertailutietoja ja ettd on laadukkaita tietoja niistd kahdesta in vitro -menetelmdsts, joille parhaillaan
kehitetddn testiohjeita. Tdstd syystd drsyttdvdt aineet silmitoksisuuden in vitro -testimenetelmien validointiin valittiin
ICCVAM:n 122 suositellun vertailuaineen luettelosta (ks. lisiys H, ICCVAM:n suositeltujen vertailuaineiden luettelo) (4).
Vertailutiedot ovat saatavilla naudan sarveiskalvon sameus- ja lipdisevyysmenetelmille (BCOP) ja ICE-menetelmille laa-
dituista tausta-asiakirjoista (18) (19).

Taulukko 1

Suositellut aineet ICE-menetelmin teknisen pétevyyden osoittamiseksi

Kemikaali CAS-nro Kemiallinen Fysikaalinen. olo- | In vivo -luoki- n vitro -luokitus ()
luokka (1) muoto: tus (%)
Bentsalkoniumkloridi 8001-54-5 Oniumyhdiste Neste Kategoria 1 | Syovyttavd/vakavasti drsyt-
(5 %) tava
Klooriheksidiini 55-56-1 Amiini, ami- Kiinted Kategoria 1 | Sydvyttivd|vakavasti drsyt-
diini tava
Dibentsoyyli-L-vii- 2743-38-6 Karboksyyli- Kiinted Kategoria 1 | Syovyttavd/vakavasti drsyt-
nihappo happo, esteri tava
Imidatsoli 288-32-4 Heterosyklinen Kiintead Kategoria 1 | Syovyttivd[vakavasti drsyt-
tava
Trikloorietikkahappo 76-03-9 Karboksyyliha- Neste Kategoria 1 | Syovyttavd/vakavasti drsyt-
(30 %) pot tava
2,6-Diklooribentsoyy- 4659-45-4 Asyylihalidi Neste Kategoria 2A | Ei syovyttavi/ei-vakavasti
likloridi arsyttava
Etyyli-2-metyyliaseto- 609-14-3 Ketoni, esteri Neste Kategoria 2B | Ei syovyttdvi/ei-vakavasti
asetaatti arsyttava
Ammoniumnitraatti 6484-52-2 Epadorgaaninen Kiinted Kategoria 2A | Ei syovyttavi/ei-vakavasti
suola arsyttava
Glyseroli 56-81-5 Alkoholi Neste Ei merkintdd | Ei syOvyttdvi/ei-vakavasti
arsyttava
n-Heksaani 110-54-3 Hiilivety Neste Ei merkintdd | Ei syovyttavi/ei-vakavasti
(asyklinen) arsyttava

Lyhenteet: CAS-nro = Chemical Abstracts Service -rekisterinumero.

(") Kunkin testiaineen kemiallinen luokka maéritettiin National Library of Medicine Medical Subject Headings (MeSH) -luokitusjarjestelméén
(saatavilla osoitteessa http/[www.nlm.nih.gov/mesh) perustuvan tavanomaisen luokitusjirjestelmén perusteella.

(%) Perustuu tuloksiin, jotka on saatu kanin silmélld tehdylld in vivo -testilli (OECD TG 405) kayttien YK:n GHS-jirjestelmai (3)(7).

(}) Perustuu BCOP- ja ICE-testien tuloksiin.
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Lisdys 3

ICE-testissd kiytetyn tiputuslaitteen ja silminpitimien kaaviot

(ks. Burton et al. (17), jossa esitetidn yleinen kuvaus tiputuslaitteesta ja silmdnpitimestd)
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