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A BIZOTTSAG 1152/2010/EU RENDELETE
(2010. december 8.)

a vegyi anyagok regisztrildsirdl, értékelésérél, engedélyezésérél és korlitozisir6l (REACH) sz6l6
1907/2006/EK eurdpai parlamenti és a tandcsi rendelet értelmében alkalmazand6 vizsgélati

modszerek megidllapitisir6l sz6l6 440/2008/EK

rendeletnek a miszaki fejlédéshez valé

hozzdigazitds céljabol t6érténd modositisirol

(EGT-vonatkozdsi szoveg)

AZ EUROPAI BIZOTTSAG,
tekintettel az Eurdpai Unié mikodésérsl szolo szerzdésre,

tekintettel a vegyi anyagok regisztraldsarol, értékelésérl, enge-
délyezésérdl és korlatozasardl (REACH), az Eurdpai Vegyianyag-
tigynokség létrehozasdrdl, az 1999/45[EK irdnyelv modosita-
sdrol, valamint a 793/93/EGK tandcsi rendelet, az 1488/94/EK
bizottsagi rendelet, a 76/769/EGK tandcsi irdnyelv, a
91/155/EGK, a 93/67/EGK, a 93/105[EK és a 2000/21/EK
bizottsagi iranyelv hatdlyon kiviil helyezésérdl szolo, 2006.
december 18-i 1907/2006/EK eurdpai parlamenti és tandcsi
rendeletre (') és kiilonosen annak 13. cikke (3) bekezdésére,

mivel:

(1) A 440/2008/EK bizottsgi rendelet (%) meghatdrozza az
1907/2006/EK rendelet céljira az anyagok fizikai-kémiai
tulajdonsagainak, toxicitdsdnak és  Okotoxicitdsanak
meghatdrozdsara alkalmazandé vizsgdlati mddszereket.

(2)  Annak érdekében, hogy a kisérleti és egyéb tudomanyos
célokra felhasznélt allatok védelmére vonatkozé tagallami
torvényi, rendeleti és kozigazgatdsi rendelkezések kozeli-

tésérdl szol6, 1986. november 24-i 86/609/EGK tandcsi
irdnyelvnek (}) megfelelden a kisérleti célokra felhasznalt
allatok szdmdt csokkenteni lehessen, elsébbségi intéz-
kedés keretében indokolt a 440/2008/EK rendeletet két
0j, az OECD dltal a kozelmiltban elfogadott in vitro
szemirritdciés  vizsgdlati modszerrel  kiegésziteni. E
rendelet tervezetérdl egyeztetés tortént az érdekeltekkel.

(3) A 440/2008/EK rendeletet ennek megfeleléen médositani
kell.

(4) Az e rendeletben el8irt intézkedések osszhangban vannak
az 1907/2006/EK rendelet 133. cikkével létrehozott
bizottsdg véleményével,

ELGOGADTA EZT A RENDELETET:
1. cikk

A 440/2008/EK rendelet mellékletének B. része kiegésziil az e
rendelet melléklete szerinti B.47. és B.48. fejezettel.

2. cikk

Ez a rendelet Az Eurdpai Unié Hivatalos Lapjdban torténd kihir-
detését kovet§ harmadik napon lép hatalyba.

Ez a rendelet teljes egészében kotelez8 és kozvetleniil alkalmazandé valamennyi tagdllamban.

Kelt Briisszelben, 2010. december 8-dn.

() HL L 396., 2006.12.30., 1. o.
() HL L 142., 2008.5.31., 1. o.

a Bizottsdg részérdl
az elnok
José Manuel BARROSO

() HL L 358., 1986.12.18., 1. o.
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MELLEKLET

,B.47. SZARVASMARHA-SZARUHARTYA OPACITASANAK ES PERMEABILITASANAK MERESEN

ALAPULO VIZSGALATI MODSZER A SZEMKORROZIOT ES A SULYOS SZEMIRRITACIOT
OKOZO ANYAGOK AZONOSITASARA

BEVEZETES

. A szarvasmarha-szaruhdrtya opacitdsinak és permeabilitdsinak mérésén alapuld vizsgdlati modszer (a tovabbiakban:

BCOP vizsgélat) olyan in vitro vizsgalati médszer, amely bizonyos koriilmények kozott és bizonyos korldtok mellett
felhaszndlhaté anyagok és vegyiiletek »szemkorr6ziét és silyos szemirritdcidt okozékénte« torténd besoroldsdra (1) (2)
(3). E vizsgdlati mddszer alkalmazédsiban silyos szemirritdciét okozd anyagok azok az anyagok, amelyek a nyulak
esetében a felvitelt kovetGen legaldbb 21 napon dt tarté szemlézidkat okoznak. Noha a vizsgdlat nem valtja ki teljes
mértékben a nyulakon végzett in vivo szemvizsgalatot, a BCOP vizsgdlat alkalmazdsa a szabdlyozdi kovetelmények
szerinti besorolds és cimkézés egy adott alkalmazdsi teriileten torténd meghatdrozdséra szolgald, tobbszint(i vizsgalati
stratégia részeként ajanlott (4) (5). A vizsgélt anyagok és keverékek (6) nyulakon végzett tovabbi vizsgélatok nélkiil
»szemkorrdziot vagy sulyos szemirritdciét okozd« besoroldst kaphatnak. Azokat az anyagokat, amelyek vizsgdlata
negativ eredményt adott, az OECD 405. vizsgdlati irdnymutatdsiban (e melléklet B.5. fejezete) (7) leirtak szerint
1épcsbzetes vizsgélati stratégia alkalmazdsdval nyulakon végzett tovabbi vizsgdlatoknak kell aldvetni.

. E vizsgdlati médszer célja a vizsgdlt anyag szemkorrdziot vagy stlyos szemirritdciot okozé esetleges hatdsdnak

kimutatdsa annak alapjdn, hogy izoldlt szarvasmarha-szaruhdrtydban milyen mértékben vadlt ki opacitdst és fokozott
permeabilitdst. A szaruhdrtydra gyakorolt toxikus hatdsok jellemzése (i) a csokkent fénydtbocsatds (opacitds) és (i) a
fluoreszcein-natrium festékanyag fokozott dthatoldsa (permeabilitds) mérésével torténik. A szaruhdrtya vizsgdlt
anyagnak valé expozicidjat kovetSen megéllapithatd opacitdsbdl és permeabilitdsbdl egyiittesen szdrmaztatjuk az
Gn. in vitro irritdciés pontszdmot (In Vitro Irritancy Score, a tovdbbiakban: IVIS), amely a vizsgdlt anyag irritdci6
szempontjabdl vald osztdlyba soroldsdra szolgdl.

. A BCOP vizsgdlattal 21 napndl rovidebb id§ alatt gy6gyuld szemlézidkat kivaltd szemirritdciét okozo, illetve irritdcidt

nem okozd anyagokat is vizsgdltak. Az ezekbe a kategéridkba tartozd anyagok tekintetében azonban nem tortént
meg a BCOP vizsgilat pontossaganak és megbizhatésdganak formalis értékelése.

. A fogalommeghatdrozdsok az 1. fiiggelékben taldlhatok.

KIINDULASI MEGFONTOLASOK ES KORLATOK

. E vizsgdlati médszer alapja az alternativ médszerek validaldsaval foglalkozo tigynokségkozi koordinacids bizottsdg

(ICCVAM) BCOP vizsgdlati protokollja (8), amelynek kidolgozdsa az alternativ mddszerek validaldsdval foglalkozd
eurdpai, illetve japan kozpont (ECVAM, JaCVAM) részvételével végrehajtott nemzetkozi validdcids vizsgdlat (4) (5) (9)
alapjan tortént. A protokoll alapjit az In Vitro Tudomdnyok Intézetétsl (IIVS) kapott adatok, illetve az INVITTOX
124. protokoll (10) képezi; ez a protokoll szolgalt a BCOP vizsgilat Eurépai Kozosség dltal finanszirozott,
1997-1998-ban elvégzett elGvaliddciéjanak protokolljaként. Mindkét protokoll alapja az a BCOP vizsgdlati médszer,
amelyrd] elséként Gautheron et al. (11) szdmolt be.

. A vizsgilati mddszer azonositott korldtai a validdciés adatbdzisban az alkoholok és a ketonok esetében tapasztalt

nagy hamis pozitiv ardnyokon és a szildrd anyagok esetében tapasztalt nagy hamis negativ ardnyon alapulnak (ldsd a
44. pontot) (5). Ha az emlitett kémiai és fizikai osztdlyokba tartozé anyagokat kizdrjuk az adatbézisbdl, akkor a
BCOP vizsgalat pontossdga az EU, az EPA és a GHS besoroldsi rendszerében egyarant jelentGsen javul (5). A vizsgalat
céljét (azaz kizdrdlag a szemkorrozidt, illetve stlyos szemirritdcidt okozd anyagok azonositdsa) is figyelembe véve a
hamis negativ ardnyok jelentGsége nem kritikus, hiszen az érintett anyagokat a szabalyozoéi kovetelményektdl figgéen
— az adatok bizonyit erejének mérlegelésével, 1épcsdzetes vizsgilati stratégia alkalmazdsaval — késébb nyulakon vagy
mds, megfelelden validdlt in vitro vizsgélatokkal is megvizsgdljdk. Emellett a jelenleg rendelkezésre dllo validdcios
adatbdzis nem teszi lehet6vé egyes kémiai osztdlyok vagy termékcsoportok (példdul a keverékek) megfeleld értéke-
lését. A vizsgélat végrehajtdja azonban a vizsgdlati modszer alkalmazdsit valamennyi tipust vizsgdland6 anyag
esetében (beleértve a keverékeket is) fontolora veheti, a pozitiv eredmény ugyanis ilyenkor is elfogadhaté lehet a
szemkorrdzi6, illetve a stlyosan irritativ hatds jelzésére. Az alkoholok és a ketonok esetében azonban a kapott pozitiv
eredményeket a tdlz6 elrejelzés kockdzata miatt Gvatosan kell értelmezni.

. A szarvasmarhaszemmel és a szarvasmarha-szaruhdrtydval végzett valamennyi eljards sordn be kell tartani a vizsgdlo

intézménynek az dllati eredet(i anyagok — ideértve tobbek kozott a szoveteket és a szoveti folyadékokat — kezelésére
vonatkoz6 rendelkezéseit és eljdrdsait. Ajanlott tovabbd kovetni az dltaldnos laboratériumi dvintézkedéseket is (12).

. A vizsgélati médszernek korlatja, hogy noha figyelembe vesz egyes szemre gyakorolt, a nyulakon végzett szemirri-

tacios vizsgédlatban elemzett hatdsokat, illetve bizonyos fokig azok stlyossdgét is, nem veszi figyelembe a kotShartya-
és az {riszsériiléseket. Mdsrészrdl, noha maga a BCOP vizsgélat nem alkalmas a szaruhdrtya-1éziok visszafordithaté-
sdganak értékelésére, a nyulakon végzett szemvizsgdlatok alapjan kordbban javasoltdk, hogy a szaruhdrtya-sériilés
kezdeti mélységének értékelése alkalmas lehet a visszafordithatatlan és a visszafordithaté hatdsok megkillonbozteté-
sére (13). Végezetiil a BCOP vizsgélat nem alkalmas a szembe keriilés kovetkeztében fellépd szisztémds toxicitdsi
potencidl megitélésére.
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. Tovabbra is folyik a munka a BCOP vizsgélat nem stlyos irritdciét okozo, illetve irritdciét nem okozd anyagok

azonositdsara valo haszndlhatésdga, valamint korldtai részletesebb leirdsa érdekében (ldsd még a 45. pontot is). A
felhasznélokat bétoritjuk arra, hogy mintdikat és/vagy adataikat kiildjék meg a validalé szervezeteknek, ezzel ugyanis
segithetik a BCOP vizsglat jovébeli felhaszndldsainak (ideértve a nem stlyos irritdciét okozd, illetve az irritdcidt nem
okozd anyagok azonositésdt is) formdlis értékelését.

Minden olyan laboratériumnak, amely a vizsgalatot el6szor alkalmazza, a 2. fiiggelékben felsorolt jartassagi teszt-
anyagok felhaszndldsaval ajanlatos meggy6zGdnie felkésziiltségérSl. Miel6tt a laboratérium a BCOP vizsgélat adatait a
szabdlyozdi kovetelmények szerinti veszélyességi besorolds céljaira rendelkezésre bocsdtand, e vegyi anyagok vizs-
gélatdval demonstrdlhatja a BCOP vizsgélat elvégzésében vald jdrtassdgat.

A VIZSGALAT ELVE

. A BCOP vizsgilat olyan organotipikus mddszer, amely rovid tdvon in vitro fenntartja a szarvasmarhdk izoldlt

szaruhdrtydjdnak normdl fizioldgiai és biokémiai mikodését. A mddszerrel a vizsgélt anyag dltal okozott kdrosodds
jellemzése a szaruhdrtya opacitdsvéltozdsdnak opaciméterrel, illetleg permeabilitdsvaltozdsdnak lathaté fényes fény-
spektroszkdpidval valé kvantitativ mérése Gtjdn torténik. A két mérés alapjan szdmitjuk az IVIS értékét, amely a
vizsgalt anyag in vivo szemirritdcis hatdsdnak elGrejelzését megalapozd in vitro veszélyességi besoroldsi kategéria
megéllapitdsdra szolgdl (ldsd a dontési kritériumokat).

A BCOP vizsgilat frissen levdgott szarvasmarhdbdl izoldlt szaruhdrtydkat haszndl fel. A szaruhdrtya opacitdsdnak
mérése kvantitativ médon, a szaruhdrtydn dtbocsatott fény mennyiségének mérésével torténik. A permeabilitds mérése
ugyancsak kvantitativ médon, a szaruhdrtya teljes vastagsdgdn dthatolé és a hdtsé kamrdban taldlhaté kozegben
kimutathat6 fluoreszcein-ndtrium festékanyag mennyiségének mérésével torténik. A vizsgélt anyagoknak a szaru-
hértya felhdmjénak felilletére torténd felvitele a szaruhdrtyatarté eliilsé kamrdjéba torténd bevitellel torténik. A 3.
figgelék tartalmazza a BCOP vizsgdlatban felhasznalt szaruhdrtyatart lefrdsat és dbrdjat. A szaruhdrtyatart6 a keres-
kedelmi forgalomban kiilonféle forrdsokbdl beszerezhet, vagy sajit haszndlatra megépithetd.

A szarvasmarhaszemek szdrmazdsa és életkora, az dllatfaj kivélasztdsa

A vigohidon a szarvasmarhdkat rendszerint emberi fogyasztds céljdbol vagy mds kereskedelmi célokbdl 6lik le. A
BCOP vizsgdlat céljara felhaszndlandé szaruhdrtydk csak az emberi élelmiszerlincba valé bekeriilésre alkalmas, egész-
séges dllatokbol vehetSk. Mivel a szarvasmarhdk tomege fajtdtdl, életkortdl és nemtdl figgdn jelentds mértékben
eltérhet, a vagdsra keriil§ dllatok tekintetében nincs ajdnlott tomeg.

Kiilonboz6 életkort éllatokbdl szdrmazd szemek esetén a szaruhdrtya mérete véltoz6 lehet. A 30,5 mm vizszintes
atmérét meghaladd és legaldbb 1100 pm kozépponti vastagsdgl szaruhdrtydk édltaldban nyolcévesnél idGsebb, a
28,5 mm 4tmér$ és 900 pum kozépponti vastagsdg alatti szaruhdrtydk dltaldban 6tévesnél fiatalabb szarvasmarhdbol
szdrmaznak (14). Emiatt nem szokds 60 hénaposndl id6sebb szarvasmarhdkbol szdrmazé szaruhdrtydkat felhaszndlni.
Hagyomdnyosan nem szokds 12 hénaposndl fiatalabb szarvasmarhdkb6l szarmazé szemeket sem felhasznélni, mivel
ebben az életkorban a szemek még fejlddésben vannak, és a szaruhdrtya vastagsdga és dtmérdje 1ényegesen kisebb a
kifejlett szarvasmarhdbdl szérmazé szaruhdrtydkon mért értékeknél. Elényeikre valé tekintettel ugyanakkor megen-
gedhet§ a fiatal (6 és 12 honap kozotti életkord) dllatokbol szdrmazd szaruhdrtydk haszndlata is, mivel ezek nagyobb
mennyiségben dllnak rendelkezésre, sztikebb az életkori tartomdnyuk, és ez esetben kisebb a munkavillaloknak a
szarvasmarhdk szivacsos agyvel6bantalmdval szembeni kitettsége is (15). Mivel a szaruhdrtya méretének és vastagsa-
gdnak a korréziot és az irritdciét okozé anyagokkal szembeni reagéldsi képességre gyakorolt hatdsdval kapcsolatban
hasznos volna tovabbi értékelést végezni, a felhaszndlokat batoritjuk arra, hogy szdmoljanak be a vizsgdlataikban
felhasznélt szaruhdrtydkat ad6 allatok becsiilt életkordrdl ésfvagy tomegérdl.

A szemek begyiijtése és beszillitisa a laboratériumba

A szemeket a vdgohid alkalmazottai gydjtik be. A mechanikai és egyéb kdrosoddsnak a lehet§ legkisebb mértékiire
val6 csokkentése érdekében a szemeket a haldl bekovetkezése utdn mihamarabb ki kell venni. A szemek potencidlisan
irritativ anyagokkal szembeni expoziciéjanak megel6zése érdekében a vagohid alkalmazottai az dllat fejének ledbli-
tésekor mosdszert nem hasznélhatnak.

A szemeket megfelel§ méretli edénybe ontott Hank-féle sdoldatba (HBBS-oldat) kell helyezni oly médon, hogy az
oldat a szemeket teljesen befedje, és a laboratériumba oly médon kell beszéllitani, hogy a lehetd legkisebb legyen a
kérosodds és[vagy a bakteridlis fert6zés esélye. Mivel a begytijtés a vigds sordn torténik, a szemek vérrel és mds
bioldgiai anyagokkal — ideértve a baktériumokat és mds mikroorganizmusokat is — érintkezhetnek. Ezért fontos annak
biztositdsa, hogy a kontamindcié veszélye a lehet§ legkisebb legyen (példdul a szemeket tartalmazé edény jégen
taroldsdval, a szemek szdllitds kozbeni tdroldsira haszndlt HBSS-oldathoz antibiotikumok [példdul penicillin
100 IU/ml és streptomicin 100 mg/ml koncentrdcioban] hozzdaddsaval).

A szemek begytjtése és a szaruhdrtydnak a BCOP vizsgdlatban vald felhaszndldsa kozott eltelt idének a lehets
legrovidebbnek kell lennie (a begytijtésnek és a felhaszndldsnak rendszerint ugyanazon a napon meg kell torténnie),
és igazolni kell, hogy ez az id6 nem befolydsolja a vizsgilat eredményeit, azaz a szemek kivalasztdsi kritériumait,
valamint a pozitiv és a negativ kontrollmintédk eredményeit. A vizsgélatban felhaszndlt valamennyi szemnek egy
meghatdrozott napon begyjtott személlomanybdl kell szdrmaznia.
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A BCOP vizsgilatban felhaszndlt szemek kivalasztdsi kritériumai

A szemek épségét a laboratériumba valé beérkezést kovetSen gondosan meg kell vizsgdlni; ennek keretében ellen-
Grizni kell killonosen a fokozott opacitdst, valamint a karcoldsok és a rendellenes érburjanzds (neovaszkularizdcio)
jelenlétét. A vizsgdlat céljdra csak ép szemekbdl szdrmazd szaruhdrtydk hasznédlhatok fel.

Az egyes szaruhdrtydk mindségét a vizsgdlat sordn késébb is kell értékelni. A vizsgdlatbdl ki kell zdrni azokat a
szaruhdrtyédkat, amelyek opacitdsa a kezdeti egyords ekvilibracids id@szak elteltével hét opacitdsegységnél nagyobb
(MEGJEGYZES: az opacimétert az opacitasi egységek meghatirozdsdhoz hasznalt opacitisetalonnal kell kalibralni, lasd
a 3. fuggeléket).

Minden kezelt csoportnak (a vizsgdlt anyaggal és a negativ és a pozitiv kontrollanyaggal kezelt csoportnak egyardnt)
legalabb harom szembdl kell dllnia. A BCOP vizsgdlatban a negativ kontroll céljara hdrom szaruhdrtyét kell felhasz-
ndlni. Mivel a szaruhdrtydk a teljes szemgolydbdl kivagdssal keriilnek eltdvolitisra, majd pedig rogzitésre keriilnek a
szaruhdrtyakamraban, fennall annak a veszélye, hogy a kiilonbozé miiveletek befolydsoljdk az egyes szaruhdrtydk (a
negativ kontrollt is ideértve) opacitds- és permeabilitasértékét. Figyelembe veend még az is, hogy az IVIS szdmitdsa
sordn a vizsgdlt anyaggal és a pozitiv kontrollanyaggal kezelt szaruhdrtydk opacitds- és permeabilitisértékeinek
korrekcidja a negativ kontrollanyaggal kezelt szaruhdrtydk opacitds- és permeabilitisértékeinek felhaszndldsdval
torténik.

ELJARAS
A szemek elGkészitése

Az ép szaruhdrtydkat a kés6bbi kezelés elGsegitése érdekében preparéljuk tigy, hogy a szaruhdrtya koriil 2-3 mm-es
perem maradjon, tigyelve arra, hogy a szaruhdrtya fel- és belhdmja ne sériiljon. A prepardlt szaruhdrtydkat felerdsitjiik
az erre a célra kialakitott, a szaruhdrtya felhdmja elé keriil§ eliilsg, illetve belhdmja elé keriil hdtsé kamrabdl 4llo
szaruhdrtyatartokra. Mindkét kamrdt (a hdts6 kamrdval kezdve) teljesen feltoltjiik el6melegitett Eagle-féle tdpfolya-
dékkal (Eagle’s Minimum Essential Medium, a tovédbbiakban: EMEM oldat), tigyelve a buborékképzsdés megel6zésére.
A berendezést ezt kovetden 32 + 1 °C-on legaldbb egy 6rdn 4t ekvilibrdljuk annak érdekében, hogy a szaruhdrtydk a
kozeggel kiegyenlitGdjenek, és lehetSség szerint elérjék normélis metabolikus aktivitdsukat (a szaruhdrtya feliiletének
hémérséklete in vivo 32 °C).

Az ekvilibrcios id6 eltelte utin mindét kamrdt Gj EMEM oldattal feltoltjiik, és minden egyes szaruhdrtydn leolvassuk
a kiinduldsi opacitdsértéket. A vizsgalatbol ki kell zdrni a makroszkopikus szoveti kdrosoddst (példdul karcoldsokat,
elszinezédést, rendellenes érburjanzdst) mutaté és a 7-nél nagyobb opacitdst szaruhdrtyakat. Kiszamitjuk valamennyi
ekvilibrélt szaruhdrtya opacitdsanak szamtani kozepét. A negativ kontroll céljira legaldbb hdrom olyan szaruhdrtyat
kell kivalasztani, amelynek opacitdsa az Gsszes szaruhdrtydn mért opacitdsértékek medidnjinak kozelében van. A
megmaradé szaruhdrtyakat ezt kovetSen kezelt csoportra és pozitiv kontrollesoportra osztjuk.

Mivel a viz fajhdje nagyobb, mint a levegsé, a viz stabilabb hémérsékleti viszonyokat biztosit az inkubaldshoz. Ezért
a szaruhdrtyatart6 és tartalmdnak 32 1 °C hémérsékleten valé tartdsdra vizfiird§ haszndlata ajanlott. A h6mérséklet
allandésdgdnak biztositdsdt szolgdlo ovintézkedések (példdul a tartdk és a kozeg el6melegitése) mellett azonban
hasznélhat6 levegés inkubdtor is.

A vizsgdlt anyag felvitele

Két eltérd kezelési protokoll haszndlatos, az egyik a folyadékok és a szildrd és a folyékony feliiletaktiv anyagok, a
masik pedig a nem feliiletaktiv szilird anyagok esetében.

A folyadékok vizsgdlata higitatlan dllapotban, a feliiletaktiv anyagoké 10 vegyes szdzalék (m/V) koncentricioban,
0,9 %-os natrium-klorid oldattal, desztilldlt vizzel vagy mds olyan olddszerrel készitett oldatban torténik, amely
igazoltan nem gyakorol kdros hatdst a vizsgalatra. A félszilard anyagok, krémek és gyantdk vizsgdlata rendszerint
a folyadékokra vonatkozé protokoll szerint torténik. Ha a higitds koncentricidja ettdl eltérd, akkor azt megfelel6en
meg kell indokolni. A szaruhdrtydkat a folyadéknak vagy feliiletaktiv anyagnak 10 percig kell kitenni. Ettdl eltéré
behatdsi id6 alkalmazdsat tudomdnyos szempontbdl megfeleléen meg kell indokolni.

A nem feliiletaktiv szildrd anyagok vizsgilata 20 % koncentrdciéban, 0,9 %-os ndtrium-klorid-oldattal, desztillalt
vizzel vagy mds olyan olddszerrel késziilt oldat vagy szuszpenzié formdjdban torténik, amely igazoltan nem gyakorol
kéros hatdst a vizsgdlatra. A szilard anyagok bizonyos koriilmények kozott és megfelels tudomanyos indokoldssal
higitatlanul, a szaruhdrtya felilletére a nyitott kamrds modszerrel (ldsd a 29. pontot) valdé kozvetlen felvitellel is
vizsgdlhatok. A szaruhdrtydt a szilard anyagnak négy 6rdn ét kell kitenni, de a folyadékok és a feliiletaktiv anyagok

......

esetéhez hasonléan — tudomdnyos szempontti megfelel§ indokoldssal — mds behatdsi id6 is alkalmazhaté.

A vizsgélt anyag fizikai jellegétdl és kémiai jellemzGitSl (pl. szilird anyag vagy folyadék, viszkézus vagy nem
viszkozus folyadék) fiiggden mds felviteli modok is alkalmazhatok. A legfontosabb annak biztositdsa, hogy a vizsgélt
anyag megfelelGen beboritsa a felhdm feliletét, valamint hogy azt az 6blitési 1épések sordn megfelelden eltdvolitsuk.
A nem és a kissé viszkozus folyadékok esetében rendszerint a zdrt kamrds, mig a kozepes és a nagy viszkozitdst
folyadékok, illetve a szildrd anyagok esetében rendszerint a nyitott kamrds modszer hasznélatos.
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A zdrt kamrds modszer esetében az eliils6 kamrdba a szaruhdrtya felhdmjdnak befedéséhez elegendd mennyiségt
(750 pl) vizsgalt anyagot kell a kamra tetején taldlhaté adagolonyildsokon keresztiil bevinni, majd az expozicié idejére
a nyildsokat a kamradugaszokkal le kell zdrni. Fontos annak biztositdsa, hogy valamennyi szaruhdrtya megfelel§ ideig
legyen kitéve a vizsgdlt anyagnak.

A nyitott kamrds mddszer esetében a kezelés el6tt levessziik az eliilsé kamra ablakzard gyfrtjét és az ablaknyilds
tivegét. A kontrollanyagot vagy a vizsgdlt anyagot (750 pl vagy a szaruhdrtya teljes befedéséhez sziikséges mennyi-
ségben) mikropipettdval kozvetlenill a szaruhdrtya felhdmjanak feliiletére vissziik fel. Ha a vizsgdlt anyagot nehezen
lehet pipettaba felszivni, akkor az adagolds megkonnyitésére finnpipettdba pumpdlhaté. A finnpipetta hegyét behe-
lyezziik a fecskendd adagoldjdba, hogy az anyagot nyomads alatt lehessen befecskendezni a hegybe. A fecskendd
dugattytjat a pipetta szelepének felfelé huzdsival egyidejiileg benyomjuk. Ha a pipetta hegyében légbuborékok
jelennek meg, a vizsgdlati anyagot el kell tavolitani (ki kell nyomni) és a mtveletet mindaddig ismételni kell, amig
a pipetta hegye légbuborékok nélkiil feltelik. Sziikség esetén normal fecskendd is hasznélhaté (td nélkiil), mivel ez
lehetdvé teszi a vizsgdlt anyag pontos mérését és a szaruhdrtya felhdmjdnak felilletére val6 egyszerd felvitelét. Az
adagolast kovetSen a zdrt rendszer visszadllitdsa érdekében az ablaknyilds iivegét vissza kell szerelni az eliilsé
kamrara.

Inkubdci6é a behatdst kovetGen

A behatisi id§ elteltével a vizsgdlt anyagot vagy negativ vagy pozitiv kontrollanyagot kivessziik az eliils§ kamrabol, és
a felhdmot legaldbb hdromszor (de legaldbb a vizsgdlt anyag lithaté nyomainak teljes eltdvolitdsdig) fenolvoros
indikdtort tartalmazé EMEM oldattal lemossuk. Az oblitéshez azért kell fenolvoros indikdtort tartalmazd kozeget
haszndlni, mert a fenolvoros indikdtor szinvéltozdsdnak megfigyelésével ellendrizhetd a savas és a ligos anyagok
leoblitésének eredményessége. A szaruhdrtydt hdromndl tobbszor is le kell mosni, ha a fenolvords indikdtor még
mindig elszinezddik (sdrgdra vagy lildra) vagy ha a vizsgdlt anyag még mindig ldthat6. A kozeg vizsgdlt anyagtdl vald
megtisztitdsat kovetSen a szaruhdrtydkat még egyszer le kell mosni EMEM oldattal (mely ekkor fenolvoros indikdtort
mdr nem tartalmaz). Az utolsé oblitéshez azért kell fenolvoros indikdtort nem tartalmazé EMEM oldatot haszndlni,
mert igy biztosithaté az opacitdsmérés el6tt a fenolvords indikdtornak az elils kamrdbdl valé eltdvolitdsa. Ezt
kovetSen az elills6 kamrat — fenolvoros indikdtor bekeverése nélkiil — ismételten feltoltjitk Gj EMEM oldattal.

Folyadékok ¢és feliletaktiv anyagok esetében a szaruhartydkat az oblitést kovetSen legaldbb tovabbi két 6ran 4t 32 +
1 °C hémérsékleten inkubélni kell. Bizonyos koriilmények kozott hasznos lehet hosszabb utéinkubécids id6t alkal-
mazni, amirdl eseti alapon kell donteni. A szilird anyagokkal kezelt szaruhdrtydkat a négydrds behatdsi id§ végén
alaposan le kell obliteni, utdinkubécié azonban nem sziikséges.

Folyadékok és feliiletaktiv anyagok esetében az utdinkubdcié végén, nem felilletaktiv szilird anyagok esetében a
négyords behatdsi id6 elteltével minden egyes szaruhdrtya opacitdsat és permeabilitdsat feljegyezzitk. Egyben minden
szaruhdrtydt szemrevételezéssel is megvizsgdlunk, és az esetleges észrevételeket (pl. szovetlevdlds, vizsgdlt anyag
maradéka, egyenetlen fénydteresztési mintak) feljegyezzitk. Ezek a megfigyelések fontosak lehetnek, mert befolydsol-
hatjak az opaciméteren leolvasott értékeket.

Kontrollanyagok

Minden vizsgilatban parhuzamosan negativ vagy olddszeres|vivGanyagos kontrollt és pozitiv kontrollt is kell végezni.

Higitatlan folyadékok vizsgélatakor a vizsgdlati elrendezés esetleges nem jellemzd véltozdsainak észlelése és a vizsgalat
végpontjaiban figyelembe veendd kiinduldsi értékek meghatdrozdsa céljabol a BCOP vizsgélatban parhuzamos negativ
kontrollanyagot (példaul 0,9 %-os natrium-klorid oldatot vagy desztilldlt vizet) kell alkalmazni. A negativ kontroll-
anyag alkalmazdsa egyben azt is biztositja, hogy a vizsgélat koriilményei ne eredményezzenek tévesen irritativ hatdst.

Higitott folyadékok, feliiletaktiv anyagok és szilird anyagok vizsgdlatakor a vizsgdlati elrendezés esetleges nem
jellemz8 valtozdsainak észlelése és a vizsgdlat végpontjaiban figyelembe veendd kiinduldsi értékek meghatdrozdsa
céljdbol a BCOP vizsgdlatban parhuzamos oldészeres|vivéanyagos kontrollt kell alkalmazni. Csak olyan olddszer,
illetSleg vivBanyag alkalmazhat6, amely igazoltan nem gyakorol kdros hatdst a vizsgdlatra.

Annak ellendrzése érdekében, hogy a kivaltott hatds valoban megfelelé-e, a vizsgélatnak mindig tartalmaznia kell egy
ismerten szemirriticiot okoz6 anyaggal végzett parhuzamos pozitiv kontrollvizsgélatot is. Mivel a BCOP vizsgilat
célja a szemkorr6zidt és a stlyos szemirritdcit okozé anyagok azonositdsa, a pozitiv kontrollanyagnak idelis
esetben olyan referenciaanyagnak kell lennie, amely ebben a vizsgélatban stlyos hatdst vdlt ki. Annak érdekében
azonban, hogy a pozitiv kontrollvizsgalatban jelentkezd hatds idébeli viltozdsa is megfigyelhet§ legyen, az irritativ
hatds nem lehet tdlsigosan erdteljes.

Folyékony vizsgdlt anyagok esetében pozitiv kontrollanyagként példdul dimetil-formamid vagy 1 %-os ndtrium-
hidroxid alkalmazhat6. Szilird vizsgdlt anyagok esetében pozitiv kontrollanyagként példdul 0,9 %-os ndtrium-
klorid-oldathoz 20 vegyes szdzalék (m/V) koncentrdciéban adagolt imidazol alkalmazhato.
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A referenciaanyagok jol haszndlhatok egy adott vegyianyag- vagy termékosztdlyba tartozé ismeretlen vegyi anyagok
szemirritdcids hatdsdnak értékelésére vagy valamely szemirriticids anyag relativ irritativ hatdsdnak az irritativ hatds
egy adott tartomdnydn beliili értékelésére.

Mért végpontok

Az opacitdst a szaruhdrtydn dtbocsatott fény mennyiségének mérésével hatdrozzuk meg. A szaruhdrtya opacitdsinak
kvantitativ mérése opaciméterrel torténik, amely a mért opacitdsértéket folyamatos skdlin mutatja.

A permeabilitds meghatdrozésa a szaruhdrtya Osszes sejtrétegén (azaz a szaruhdrtya kiils§ felilletén a felhdmtdl a
szaruhdrtya belsd feliilletén a belhdmig) 4thatol6 fluoreszcein-ndtrium festékanyag mennyiségének mérésével torténik.
A szaruhdrtyatarténak a felhdm elé keriil§ eliils6 kamrdjat 1 ml (folyadék vagy feliiletaktiv anyag vizsgélata esetében
4 mg/ml, nem feliiletaktiv szilird anyag vizsgélata esetében 5 mg/ml) fluoreszcein-ndtrium-oldattal, a belhdm elé
keriil6 hdtsé kamrdt pedig 4j EMEM oldattal feltoltjiik. A tartot ezt kovetden vizszintes helyzetben 90 + 5 percig
32 £ 1 °C hémérsékleten inkubdljuk. A hdtsé kamrdba dthatolé fluoreszcein-ndtrium mennyiségének mérése ultrai-
bolya- és lithat6 fényes fényspektroszkopids eljardssal torténik. Az eljards keretében folyamatos skdldn meg kell
hatdrozni és fel kell jegyezni a 490 nm-hez tartozd optikai stirtiségek (OD499) vagy abszorbancidk értékét. A
fluoreszceines mérés keretében a permeabilitdsértékeket a szabvanyos 1 cm-es fénytt alkalmazdsdval, a 1athatd fényes
fényspektroszkopidval mért OD,q¢ értékek alapjdn kell meghatdrozni.

Az el6zGekben leirt modszer alternativdjaképpen 96 lyukd mikrotiterlemez-olvasé is alkalmazhaté azzal a feltétellel,
hogy (i) a fluoreszceines OD 49 értékek meghatdrozasahoz megdllapithaté a lemezolvasé linedris tartomdanya, és (i) a
96 lyukt lemezbe annyi fluoreszceinmintdt tesziink, amennyi ahhoz sziikséges, hogy az igy meghatdrozott OD 49,
értékek megegyezzenek a szabvanyos 1 cm-es fénytttal mért értékekkel (ehhez gyakran teljesen [dltaliban 360 ml-rel]
feltoltott lyukak szitkségesek).

ADATOK ES JEGYZOKONYVEZES
Az adatok kiértékelése

Azt kovetSen, hogy az opacitds- és az dtlagos permeabilitdsértékeket (OD4g0) a hattéropacitds, illetve a negativ
kontroll OD4g permeabilitdsértékeinek figyelembevételével korrigaltuk, az egyes kezelt csoportok édtlagos opacitds-
és dtlagos ODyg permabilitdsértékeit egy kisérleti iton szdrmaztatott Gsszefiiggés segitségével kezelt csoportonként
egyetlen jelz8szdmmd, az in vitro irritdciés pontszammad (IVIS) alakitjuk:

IVIS = étlagopacitds + (15 x ODyqq dtlagpermeabilitds).

Sina et al. (16) szerint ezt az Osszefiiggést bels6 és laboratoriumkozi vizsgalatok keretében dolgoztdk ki. Egy tobb
laboratériumban 36 anyagon elvégzett vizsgdlatsorozat adatain tobbvaltozés analizist hajtottak végre azon Ossze-
fuggés meghatdrozdsa végett, amely az in vivo és az in vitro adatok kozott a legjobb illeszkedést biztositja. Ezt az
analizist két kiilonbozs cég kutatéi is elvégezték, és csaknem azonos Osszefiiggésre jutottak.

Az opacitds- és a permeabilitdsértékeket egymdstol fuggetleniil is ki kell értékelni annak meghatdrozdsdra, hogy a
vizsgdlt anyag a korr6ziét vagy a stlyos irritdciét nem csak a két végpont egyikében véltotta-e ki (ldsd a dontési
kritériumokat).

Dontési kritériumok

Korr6zidt vagy stlyos irritciét okozoénak kell tekinteni azt az anyagot, amelyre IVIS > 55,1 adédik. Mint az 1.
pontban ldttuk, ha a vizsgdlt anyagot a vizsgdlat nem mutatja szemkorr6ziot vagy stlyos szemirritdciot okozonak,
akkor a besorolds és a cimkézés céljdra tovabbi vizsgdlatokat kell végezni. A nyulakon végzett in vivo szemvizs-
gdlatbdl szarmazo, az EPA (1), az EU (2) vagy a GHS (3) besoroldsi rendszer szerint osztilyozott adatokkal ossze-
hasonlitva a BCOP vizsgalat altalinos pontossdga 79 % (113/143) és 81 % (119/147) kozott, hamis pozitiv ardnya
19 % (20/103) és 21 % (22[103) kozott, hamis negativ ardnya pedig 16 % (7/43) és 25 % (10/40) kozott van. Ha az
adatbdzisbol egyes meghatdrozott kémiai (alkoholok, ketonok) vagy fizikai (szilird anyagok) osztdlyokat kizdrunk,
akkor az EU, az EPA és a GHS besoroldsi rendszerben a BCOP vizsgalat pontossaga 87 % (72/83) és 92 % (78/85),
hamis pozitiv ardnya 12 % (7/58) és 16 % (9/56), hamis negativ ardnya pedig 0 % (0/27) és 12 % (3/26) kozé keriil.

Ha a vizsgdlt anyagot a vizsgdlat nem mutatja is szemkorrézit vagy stlyos szemirriticiot okozdénak, a BCOP
vizsgdlat adatai — a nyulakon végzett in vivo szemvizsgdlatbdl vagy megfelel6en validdlt mds in vitro vizsgélatbol
szarmaz6 adatokkal egyiitt — jol haszndlhatok annak tovabbi meghatdrozdsdban, hogy a BCOP vizsgédlat mennyire és
milyen korldtokkal alkalmas a nem stlyos irriticiot okozo, illetve az irritdciét nem okozé anyagok azonositdsdra
(jelenleg folyik egy ttmutatd elkészitése az in vitro szemtoxicitds-vizsgdlati modszerekre vonatkozoéan).
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A vizsgidlat elfogadisi kritériumai

A vizsgélat akkor elfogadhaté, ha a pozitiv kontrollanyaghoz tartozé IVIS érték az aktudlis (legaldbb hdromhavonta,
illet6leg az ilyen vizsgdlatot havi egy alkalomndl ritkdbban végzd laboratériumok esetében minden elfogadhatd
vizsgalat utdn aktualizdlt) torténeti dtlagtol legfeljebb a szérds kétszeresének megfelel6 mértékben tér el. A negativ
kontrollanyagon és az olddszeren/vivGanyagon megfigyelt hatdsokhoz tartozé opacitds- és permeabilitdsértékeknek
kisebbnek kell lenniiik az adott negativ kontrollanyaggal vagy oldészerrel[vivGanyaggal kezelt szarvasmarha-szaruhar-
tydra megdllapitott fels§ héttéropacitds- és hattérpermeabilitds-korldtnal.

Vizsgilati jegyz8konyv

A vizsgdlati jegyzGkonyvnek a kovetkezd informdcidkat kell tartalmaznia, amennyiben azok a vizsgélat lefolytatdsa
szempontjabdl relevansak:

Vizsgdlt anyag és kontrollanyagok

Kémiai név (nevek): a Chemical Abstracts Service (CAS) szerinti szerkezeti név, ezt kovetSen az egyéb ismert nevek,
ha vannak

A CAS szerinti nyilvantartdsi szam (CAS-szdm), ha ismert

Az anyag vagy keverék tisztasdga és osszetétele (tomegszdzalékban), a rendelkezésre 4116 informacioknak megfelelGen

Fizikai-kémiai tulajdonsdgok: halmazallapot, illékonysdg, pH, stabilitds, kémiai osztdly, vizben valé oldhatdsdg, ha a
vizsgélat szempontjabdl relevinsak

A vizsgdlt anyag és a kontrollanyagok kezelése a vizsgdlatot megel6zden, ha tortént ilyen (pl. melegités, Grlés)

Stabilitas, ha ismert

A megbizd és a vizsgdlatot végzd laboratérium adatai

A megbizd, a vizsgdlatot végzd laboratérium és a vizsgdlatvezet§ neve és cime

A szemek beszerzési helyének (a létesitmény, ahonnan szdrmaznak) megjelolése

A szemek tdroldsdnak és széllitdsinak korilményei (pl. a szemek begytjtésének napja és idGpontja, a vizsgilat
megkezdéséig eltelt id6, a szdllitdeszkoz és a hémérsékleti viszonyok, az alkalmazott antibiotikumok)

Azon egyedek jellemzdi, amelyekbdl a szemek szdrmaznak (pl. a donordllat életkora, neme, tomege), ha rendelkezésre
dllnak

Az alkalmazott vizsgdlati médszer és protokoll indokoldsa
A vizsgdlati mddszer integritdsa

A vizsgilati modszer idébeli integritdsinak (példdul pontossdgdnak, megbizhat6sdgdnak) biztositdsdra alkalmazott
modszer (példdul jirtassdgi tesztanyagokon végzett idGszakos vizsgdlatok, negativ és pozitiv torténeti kontrolladatok
felhasznaldsa)

A vizsgdlat elfogadhatésdgdnak kritériumai

Az elfogadhaté parhuzamos pozitiv és negativ kontrolladatok tartoménya a torténeti adatok alapjan

Az elfogadhaté parhuzamos referencia-kontrolltartomanyok a torténeti adatok alapjan, szitkség szerint

Vizsgdlati koriilmények

Az alkalmazott vizsgalati elrendezés lefrdsa

Az alkalmazott szaruhdrtyatarté tipusa

Az opacitds és a permeabilitds mérésére haszndlt mdszerek (pl. opaciméter és spektroszkop) kalibréldsi adatai
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A felhaszndlt szarvasmarha-szaruhdrtya adatai, megéllapitdsok a mindségiikre vonatkozdan

Az alkalmazott vizsgdlati eljards részletei

A vizsgdlt anyagok alkalmazott koncentrcidja (koncentraci6i)

A vizsgdlati eljards barmilyen véltoztatdsdnak leirdsa

Utalds a modellel kapcsolatos torténeti adatokra (pl. negativ és pozitiv kontrollanyagok, jirtassdgi tesztanyagok,
referenciaanyagok)

Az alkalmazott értékelési kritériumok leirdsa

Eredmények

A megvizsgdlt mintdk adatai egyenként, tabldzatos formdban (pl. a vizsgdlt anyag, a pozitiv, a negativ és a referencia-
kontrollanyag [ha volt] opacitds- és OD,4go értékei tabldzatos formdban, ideértve az esetleg megismételt azonos
mérések adatait, valamint az egyes mérések kozépértékeit és szérdsait is)

A megfigyelt egyéb jelenségek leirdsa

Az eredmények sziveges elemzése
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1. fiiggelék

FOGALOMMEGHATAROZASOK

Pontossdg: A vizsgdlati eredmény és az elfogadott referenciaérték kozotti egyezés mértéke. A vizsgdlati modszer haté-
konysdgat mutatja, és alkalmazhat6sdganak egyik szempontja. A kifejezés gyakran haszndlatos az ,egyezés” sz6 megfe-
lelgjeként, amely arra utal, hogy egy adott vizsgélat milyen ardnyban szolgdltat helyes eredményeket.
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Referenciaanyag: A vizsgdlt anyaggal valé osszehasonlitds céljdbol etalonként haszndlt anyag. A referenciaanyaggal
szemben a kovetkez$ elvdrdsok fogalmazhatdk meg: (i) dllandé és megbizhaté beszerzési forrdssal vagy forrdsokkal
kell rendelkeznie; (i) a vizsgdlt anyagosztilyhoz hasonld szerkezettel és funkcionalitdssal kell rendelkeznie; (iii) ismert
fizikai-kémiai tulajdonsdgokkal kell rendelkeznie; (iv) rendelkezésre kell dllnia az ismert hatdsait alitdmasztd adatoknak; és
(v) a kivant hatdstartomdnyban ismert hatdsinak kell lennie.

Szaruhdrtya: A szemgolyé eliilsé részén az iriszt és a pupilldt fed§ és a szem belsejébe a fényt bevezetd, dttetszd rész.

Szaruhdrtya opacitdsa: A szaruhdrtydnak a vizsgdlt anyaggal valé behatdst kovetd étlétszatlansdgét leird jellemzd. Az
opacitds megnovekedése a szaruhdrtya kdrosoddsdt jelzi. Az opacitds értékelése torténhet szubjektiv médon (mint példdul
a nyulakon végzett Draize-féle szemvizsgdlatban) vagy objektiv médszerrel (mdszerrel, példdul opaciméterrel).

Szaruhdrtya permeabilitdsa: A szaruhdrtya felhdmjdnak kdrosoddsdt leiré szdimadat; meghatdrozdsa a szaruhdrtya dsszes
sejtrétegén dthatold fluoreszcein-ndtrium festékanyag mennyiségének mérése alapjan torténik.

EPA szerinti 1. kategéria: Szemkorrézi6 (visszafordithatatlan pusztulds a szem szoveteiben) vagy 21 napndl hosszabb
ideig fenndllé szaruhdrtya-elvaltozds vagy -irritdci6 (1).

EU szerinti R41. kategéria: A vizsgilt anyagnak a szem kiils6 feliiletére valé juttatdsdt kovetSen olyan szovetkdrosodds
kialakuldsa vagy a latds olyan silyos fizikai romldsa, amely a behatdst kovetSen 21 napon beliil nem fordithaté vissza
teljes mértékben (2).

Hamis negativ ardny: A vizsgalati modszer alkalmazdsa sordn tévesen negativnak mindsitett pozitiv anyagok részaranya.
A hamis negativ ardny a vizsgdlati mddszer hatékonysdganak egyik mutatéja.

Hamis pozitiv ardny: A vizsgdlati modszer alkalmazdsa sordn tévesen pozitivnak mindsitett negativ anyagok részardnya.
A hamis pozitiv ardny a vizsgilati médszer hatékonysdgdnak egyik mutatdja.

GHS (a vegyi anyagok osztilyozisinak és cimkézésének globdlisan harmonizdlt rendszere): Anyagoknak és
keverékeknek a fizikai, egészségi és kornyezeti veszélyek szabvanyositott tipusai és szintjei szerinti osztdlyokba soroldsira
és megfelel6 kommunikdcios elemekkel (példdul piktogramokkal, figyelmeztetésekkel, figyelmeztetd mondatokkal, Gvin-
tézkedésekre vonatkozé mondatokkal és biztonsdgi adatlapokkal) torténd jelolésére javaslatokat megfogalmazé rendszer,
amelynek célja, hogy az emberek (koztik a munkaaddk, a munkavéllalok, a fuvarozok, a fogyaszték és a siirg@sségi
segélyszolgélatok) és a kornyezet megédvdsa érdekében egységesitse az anyagok kdros hatdsaira vonatkozé informécidk
tovabbitdsat (3).

GHS szerinti 1. kategéria: A vizsgilt anyagnak a szem kiils§ feliiletére valé juttatdsdt kovetSen olyan szovetkdrosodds
kialakuldsa vagy a latds olyan sdlyos fizikai romldsa, amely a behatdst kovetSen 21 napon beliil nem fordithaté vissza
teljes mértékben (3).

Veszély: Anyag vagy helyzet azon sajitossdga, hogy €16 szervezettel, rendszerrel vagy (al)populdciéval valé taldlkozdsakor
kdros hatdsokat képes el6idézni.

In vitro irritdciés pontszadm (IVIS): A BCOP vizsgilatban alkalmazott, kisérleti titon szdrmaztatott Gsszefiiggés, amely az
egyes kezelt csoportok opacitdsinak és permeabilitdsanak kozépértékeit minden egyes kezelt csoportra egyetlen in vitro
pontszdm forméjaban fejezi ki. IVIS = dtlagopacitds + (15 x dtlagpermeabilitds).

Negativ kontroll: A vizsgdlati elrendezés valamennyi alkotdelemét tartalmazd kezeletlen rendszer. Ez a minta dsszevet-
het8 a vizsgélt anyaggal kezelt mintdkkal és mds kontrollmintdkkal, és ennek alapjin megdllapithat6, hogy az old6szer
kolesonhatdsba 1ép-e a vizsgélati elrendezéssel.

Szemirriticiét nem okozé anyag: Az EPA szerinti ., II. vagy I, az EU szerinti R41. vagy R36., illetve a GHS szerinti
1., 2.A. vagy 2.B. kategéridba nem tartozé anyag.

Szemkorrdziot okozé anyag: (a) A szemben visszafordithatatlan szovetkdrosoddst okozé anyag; (b) a GHS szerinti 1.,
az EPA szerinti 1. vagy az EU szerinti R41. kategdridba tartozd, szemirriticidt okozd anyag (1) (2) (3).

Szemirritdciét okozé anyag: (a) Olyan anyag, amelynek a szem kiils§ feliiletére vald behatdsa visszafordithaté elvalto-
zdst okoz; (b) az EPA szerinti II. vagy IIL, az EU szerinti R36., illetve a GHS szerinti 2.A. vagy 2.B. kategéridba besorolt,
szemirritdciot okozd anyag (1) (2) (3).
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Sillyos szemirriticiét okoz6 anyag: (a) Olyan anyag, amelynek a szem kiils§ feliiletére val behatdsa a behatdst
kovetSen 21 napon belill nem gyogyuld szovetkdrosoddst okoz vagy a latds sulyos fizikai romldsat okozza; (b) a GHS
szerinti 1., az EPA szerinti 1. vagy az EU szerinti R41. kategéridba besorolt, szemirritdcidt okozé anyag (1) (2) (3).

Opaciméter: A szaruhdrtya fénydtbocsdtdsat kvantitativ médon értékeld, a szaruhdrtya opacitdsanak mérésére alkalmazott
miszer. Rendszerint két kamrabdl éll, amelyek mindegyike sajét fényforrdssal és fotocelldval van ellitva. Az egyik
kamrdban helyezkedik el a kezelt szaruhdrtya, mig a mdsik a mszer kalibrdldsdra és alaphelyzetbe éllitdsira szolgl.
Egy kontrollrekeszt (folyadékkal nem toltott tires kamra ablakok nélkiil) halogénldmpa fényével étvilagitanak, a fényt
fotocelldval érzékelik, és ezt dsszevetik a szaruhdrtydt tartalmazé kamrdt magéban foglalé vizsgélati rekeszen dtvezetett, a
fotocelldval érzékelt fénnyel. A fotocelldk segitségével mért fényerdsségek Gsszehasonlitdsdbol ad6dd szdmszerd opacitds-
éreék digitalis kijelz6n jelenik meg.

Pozitiv kontroll: A vizsgilati elrendezés valamennyi alkotGelemét tartalmazo, ismert pozitiv hatdst kivalté anyaggal
kezelt rendszer. Annak érdekében azonban, hogy a pozitiv kontrollvizsgélatban jelentkez8 hatds id6beli valtozdsa is
megfigyelhet§ legyen, a hatds nem lehet tdlsdgosan erdteljes.

Megbizhatésdg: Vizsgilati mddszer laboratoriumon beliili és laboratériumok kozotti reprodukalhatésiga ugyanazon
protokoll alkalmazdsa mellett. Megéllapitdsa a laboratériumon belili és a laboratériumok kozotti reprodukdlhatésag,
valamint a laboratériumok kozotti megismételhetSség kiszdmitdséval torténik.

Oldészeres|vivGanyagos kontroll: A vizsgilati elrendezés valamennyi alkotéelemét az olddszerrel vagy vivGanyaggal
egylitt tartalmazé kezeletlen rendszer, amely Osszevethet a vizsgdlt anyaggal kezelt mintdkkal és més kontrollmintdkkal,
és ennek alapjan megéllapithatok az ugyanazon olddszerben oldott vagy vivGanyaggal felvitt vizsgdlt anyag kiinduldsi
értékei. E kontroll negativ kontrollal elvégzett parhuzamos vizsgdlatdval az is megdllapithatd, hogy az olddészer vagy
vivBanyag kolcsonhatdsba 1ép-e a vizsgilati elrendezéssel.

Tobbszintii vizsgdlat: Olyan 1épcsdzetes vizsgélati stratégia, amelynek keretében a vizsgdlt anyagra vonatkozd vala-
mennyi informdciét meghatdrozott sorrendben éttekintjiik, és az egyes szinteken az adatok bizonyité erejének mérlege-
lésével meghatdrozzuk, hogy a kovetkez§ szintre val6 tovabblépés eltt a veszélyességi besoroldsra vonatkozé dontéshez
elegendd informdcié all-e rendelkezésre. Ha a vizsgdlt anyag irritativ hatdsa a rendelkezésre 4ll6 informdciok alapjdn
megéllapithatd, tovabbi vizsgdlatra nincs szitkség. Ha a vizsgdlt anyag irritativ hatdsa a rendelkezésre dll6 informdcidk
alapjan nem dllapithaté6 meg, tobb lépcsSben egymds utdn allatkisérleteket kell végezni mindaddig, amig az egyértelmd
besorolds meg nem dllapithatd.

Validélt vizsgilati mddszer: Olyan vizsgilati modszer, amelynek az adott céllal kapcsolatos relevancidja (pontossigat is
ideértve) és megbizhatdsdga ellendrzd vizsgdlatok alapjén megéllapitdst nyert. Fontos megjegyezni, hogy a validalt vizs-
gélati modszer a javasolt felhasznéldsi célra nem feltétleniil kindl megfeleld pontossdgi és megbizhatosdgii elfogadhatd
eljdrést.

Az adatok bizonyit6 erejének mérlegelése: Az a folyamat, amelynek sordn az adott anyag veszélyességével kapcso-
latban rendelkezésre 4ll6 érveket és ellenérveket a megfelel§ kovetkeztetés levondsa és aldtdmasztdsa céljabdl részletesen
attekintjiik.

2. fiiggelék

Jartassagi tesztanyagok a BCOP vizsgilathoz

Az e vizsgélati modszerre tdmaszkod6 vizsgélati modszerek rutinszerd alkalmazdsinak megkezdése el6tt célszerd lehet, ha
a laboratérium az 1. tdblazat szerinti tiz anyagon ellendrzi a szemkorr6ziét okozé anyagok azonositdsaban valé technikai
jartassagat. Ezen anyagok kivalasztdsa tigy tortént, hogy a nyulakon végzett in vivo szemvizsgdlatok (TG 405.) alapjn a
lokélis szemirritdcié/szemkorrézié (ENSZ GHS szerinti 1., 2.A. és 2.B. kategéria, valamint a ,nem besorolt és cimkézett”
kategoria) szempontjabdl reprezentativak legyenek (3) (7). Azonban e vizsgdlatok validdlt alkalmazdsi korét (kizdrdlag a
szemkorrdziot, illetSleg stilyos szemirritdciot okozd anyagok azonositdsa) figyelembe véve besoroldsi célbdl a jrtassdg
igazoldsa csak két vizsgélati kimenetelre (szemkorrdziét vagy stlyos szemirritdciot okozo, illetve szemkorr6ziot, illetve
sulyos szemirritdciét nem okozd) értelmezhetS. A kivélasztds mdsik kritériuma az volt, hogy az anyagok kereskedelmi
forgalomban beszerezhetSk legyenek, kivdlé minéség( in vivo referenciaadatok alljanak rdjuk vonatkozdan rendelkezésre,
és kivdlo mindségii referenciaadatok élljanak rendelkezésre abbdl a két in vitro vizsgdlati modszerbdl is, amelyek tekin-
tetében folyik a vizsgdlati dtmutatd kidolgozdsa. Ennek megfeleléen az anyagok az ICCVAM dltal az in vitro szemtoxi-
citdsi vizsgélati modszer validdliséhoz ajanlott 122 irritativ referenciaanyagbdl keriiltek kivalasztdsra (ldsd Appendix H:
ICCVAM Recommended Reference Substances) (5). A referenciaadatok megtaldlhatok a BCOP vizsgélatra és az izoldlt
csirkeszem vizsgélatin alapuld vizsgdlati médszerre (ICE vizsgdlat) vonatkozé ICCVAM-héttérdokumentumokban (17)
(18).
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1. tdbldzat

Ajénlott tesztanyagok a BCOP vizsgalatban valé technikai jartassdg ellenérzéséhez

Anyag CASRN Kémiai osztdly () | Halmazéllapot In :(?{ZS]??)SO- In vitro besorolds (%)
Benzalkonium-klorid 8001-54-5 Oniumvegyiilet Folyadék | 1. kategdria Szemkorrdziét [sulyos
(5%) irritdciot okozd
Klérhexidin 55-56-1 Amin, amidin Szilard 1. kategoria Szemkorrdziét [sulyos

szemirritaciét okozo

Dibenzoil-L-bork&sav 2743-38-6 Karbonsav, észter Szilard 1. kategoria Szemkorrézit [stlyos

szemirritdciot okozd

Imidazol 288-32-4 Heterociklikus Szilard 1. kategoria Szemkorrdziét [sulyos

szemirritdciot okozd

Triklorecetsav (30%) 76-03-9 Karbonsav Folyadék | 1. kategoria Szemkorréziét [stlyos

szemirritdciot okozd

2,6-Diklérbenzoil- 4659-45-4 Savhalogenid Folyadék 2.A. kate- Szemkorrdziét [silyos
klorid goéria szemirritdcit nem okozd

Etil-2-metilaceto- 609-14-3 Keton, észter Folyadék 2.B. kate- Szemkorréziét [stlyos
acetat gobria szemirritdcidt nem okozd

Ammoénium-nitrdt 6484-52-2 Szervetlen s6 Szildrd 2.A. kate- Szemkorrdziét [sulyos
goéria szemirritdcidt nem okozd

Glicerin 56-81-5 Alkohol Folyadék | Nem cimké- Szemkorrdziét [silyos
zett szemirritdcidt nem okozd

n-Hexdn 110-54-3 Szénhidrogén Folyadék | Nem cimké- Szemkorrdziét [silyos
(aciklikus) zett szemirriticiot nem okozo

Roviditések: CASRN = a Chemical Abstracts Service (CAS) szerinti nyilvantartdsi szdm (CAS-szdm).
(") A kémiai osztdly meghatdrozasa standard besoroldsi rendszer alkalmazdsaval, a National Library of Medicine ,Medical Subject Headings”

(MeSH) elnevezésii besoroldsi rendszere alapjan (elektronikus formatumban: http//www.nlm.nih.gov/mesh cimen) tortént.

() A nyulakon végzett in vivo szemvizsgilat (OECD TG 405) eredményei alapjan és az ENSZ GHS felhaszndldsaval (3) (7).
(%) BCOP- és ICE-eredmények alapjan.

3. fiiggelék

SZARUHARTYATARTO A BCOP VIZSGALATHOZ

. A BCOP vizsgdlathoz alkalmazott szaruhdrtyatartd inert anyagbdl (példdul polipropilénbdl) késziil. A tartdk két részbdl

(elils6 és hdtsé kamrabdl) dllnak, és két, egymdshoz hasonlé hengeres belsé kamraval rendelkeznek. Mindkét kamra
5 ml térfogatti és tivegablakban végzddik, amelyen keresztiil az opacitdst mérik. Mindkét belsé kamra dtmérgje 1,7 cm,
mélysége 2,2 cm. (1) A szivargds megelGzésére a hdtsé kamrdban egy tomitSgytrd taldlhato. A szaruhdrtydkat a
belhdmi oldalukkal lefelé kell a hdtsé kamra tomitSgytrdjére fektetni, majd az elillsé kamrakat a szaruhdrtydk felhdmi
oldaldra kell elhelyezni. A kamrakat a kamrdk kiils6 peremén taldlhaté6 harom, korr6ziddlls acélbol késziilt csavar
rogziti. Az egyes kamrahdzak végén tivegablak taldlhat6, amely a szaruhdrtyahoz valé konnyebb hozziférés érdekében
eltavolithatd. A szivdrgds megelGzésére az iivegablak és a kamra kozott is van egy tomitégydrd. Mindegyik kamra
tetején két nyilds taldlhatd, amelyen keresztiil betolthetS és iirithetd a kozeg és a vizsgalt anyag. A kezelési és az
inkubdci6s idGszak alatt ezeket a nyildsokat gumikupak zdrja le.

A megadott méretek 12-60 héonapos tehenekhez haszndlt szaruhdrtyatartokon alapulnak. 6-12 hénapos egyedek esetében a tartot gy

kell kialakitani, hogy mindkét kamra térfogata 4 ml, a belsé kamrdk dtmérGje 1,5 cm, mélysége pedig 2,2 cm legyen. Uj tipusi
szaruhdrtyatartok esetében nagyon fontos, hogy a vizsgélt anyagnak kitett szaruhdrtya-feliilet és a hdtsé karma térfogatdnak hdnyadosa
megegyezzen a hagyomdnyos szaruhdrtyatartd hasonld adataval. Ez azért sziikséges, hogy az IVIS javasolt képletébe beirand6 perme-
abilitasértékek helyesen legyenek meghatdrozva.
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Hanger: RogzitGelem

Cap: Kupak

Nut: Csavaranya

O-ring: TomitSgytird

Posterior compartment: Hatsé kamra
Anterior compartment: Eliilsé kamra

Fixing screws: RogzitGcsavarok

AZ OPACIMETER

. Az opaciméter a fénydtbocsatds mérésére szolgdlé mdszer. Egy kontrollrekeszt (folyadékkal nem toltott iires kamra

ablakok nélkiil) halogénldmpa fényével 4tviligitanak, a fényt fotocelldval érzékelik, és ezt Osszevetik a szaruhdrtydt
tartalmazé kamrdt magdban foglalé vizsgdlati rekeszen étvezetett, a fotocelldval érzékelt fénnyel. A fotocelldk segit-
ségével mért fényerGsségek Osszehasonlitisabol adodd szdmszerti opacitdsérték digitdlis kijelzén jelenik meg. Ennek
alapjan torténik az opacitdsegységek megdllapitdsa.

. Az opaciméternek az elSrejelz8 modellben leirt kiilonféle besoroldsokhoz tartozd hatarértékek 4ltal kijelolt tartoma-

nyokban (vagyis a szemkorréziot, illetve a stlyos irritativ hatdst meghatdrozé hatarértékig) linedris viselkedést kell
tandsitania. Annak érdekében, hogy a leolvasdsok 75-80 opacitdsegységig linedrisak és pontosak legyenek, az opaci-
métert tobb kalibratorral kell kalibrdlni. A kalibrdtorokat (opdlos poliészter lapokat) a kalibrdciés kamréba (a kalib-
rdtorok tartdsdra dtalakitott szaruhdrtyakamraba) kell helyezni, és leolvasast kell végezni az opaciméteren. A kalibracids
kamrédkat gy kell kialakitani, hogy a kalibritorok a fényforrdstdl és a fotocelldtdl ugyanolyan tdvolsdgra helyezked-
jenek el, mint a szaruhdrtydk az opacitdsmérés sordn. Az opacimétert elszor iires kalibraciés kamrdval a zérus
opacitdsegységre kell kalibrdlni. A hdrom kiilonboz8 kalibratort ezutdn egyenként be kell helyezni a kalibracios
kamrdba, és mérni kell az opacitdst. Az els6, a mdsodik és a harmadik kalibrdtor behelyezésekor rendre az eldre
bedllitott 75, 150 és 225 (£ 5 % tlirés) opacitdsegységet kell tudni leolvasni.
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B.48. IZOLALT CSIRKESZEM VIZSGALATAN ALAPULO VIZSGALATI MODSZER A SZEMKORROZIOT ES
A SULYOS SZEMIRRITACIOT OKOZO ANYAGOK AZONOSITASARA

BEVEZETES

1. Az izoldlt csirkeszem vizsgdlatin alapul6 vizsgdlati modszer (a tovabbiakban: ICE vizsgilat) olyan in vitro vizsgélati
modszer, amely bizonyos koriilmények kozott és bizonyos korlitok mellett felhaszndlhaté anyagok és vegyiiletek
»szemkorr6zidt és silyos szemirritdciét okozoként« torténd besoroldsdra (1) (2) (3). E vizsgdlati mddszer alkalmazd-
sdban stlyos szemirritdciot okozd anyagok azok az anyagok, amelyek a nyulak esetében a felvitelt kovetGen legaldbb
21 napon 4t tarté szemléziokat okoznak. Noha a vizsgilat nem viltja ki teljes mértékben a nyulakon végzett in vivo
szemvizsgalatot, az ICE vizsgdlat alkalmazdsa a szabalyozoi kovetelmények szerinti besorolds és cimkézés egy adott
alkalmazasi teriileten torténd meghatdrozdsara szolgald, tobbszintd vizsgalati stratégia részeként ajanlott (4) (5). A
vizsgdlatban pozitiv eredményt add vizsgdlt anyagok és keverékek (6) nyulakon végzett tovdbbi vizsgédlatok nélkiil
»szemkorrozidt vagy sulyos szemirritdciot okozo« besoroldst kaphatnak. Azokat az anyagokat, amelyek vizsgdlata
negativ eredményt adott, az OECD 405. vizsgdlati irdnymutatdsdban (e melléklet B.5. fejezete) (7) leirtak szerint
lépcsbzetes vizsgélati stratégia alkalmazdsdval nyulakon végzett tovabbi vizsgdlatoknak kell aldvetni.

2. E vizsgalati modszer célja a vizsgdlt anyag szemkorréziot vagy stlyos szemirritdcidt okozd esetleges hatdsanak
kimutatdsa annak alapjdn, hogy a csirkébdl eltdvolitott csirkeszemben milyen mértékben valt ki toxikus hatdst. A
szaruhdrtydra gyakorolt toxikus hatdsok jellemzése (i) az opacitds kvalitativ értékelésével, (i) a szembe juttatott
fluoreszcein kovetkeztében bekovetkezd felhdmkarosodds (fluoreszcein-visszatartds) kvalitativ értékelésével, (iii) a
megvastagodds (felduzzadds) kvantitativ mérésével és (iv) a felillet makroszkopikus morfoldgiai kdrosoddsanak kvali-
opacitdst, felduzzadast és kdrosodast kiilon-kiilon jellemezziik, majd ezekbdl a jellemzdkbdl egyiittesen szdrmaztatjuk
az Un. szemirritdcids osztalyt.

3. Az ICE vizsgdlattal 21 napndl rovidebb id6 alatt gyogyulé szemlézidkat kivaltd szemirritdciot okozd, illetve irritdcidt
nem okozé anyagokat is vizsgdltak. Az ezekbe a kategéridkba tartozd anyagok tekintetében azonban nem tortént
meg az ICE vizsgdlat pontossdganak és megbizhatdosdganak formdlis értékelése.

4. A fogalommeghatdrozasok az 1. fiiggelékben taldlhatok.

KIINDULASI MEGFONTOLASOK ES KORLATOK

5. E vizsgdlati modszer alapja az alternativ mddszerek validdldsdval foglalkozd tigynokségkozi koordindcids bizottsdg
(ICCVAM) ICE vizsgdlati protokollja (8), amelynek kidolgozdsa az alternativ mddszerek validldsdval foglalkozd
eurdpai, illetve japan kozpont (ECVAM, JaCVAM), valamint a hollandiai TNO Quality of Life Department of Toxi-
cology and Applied Pharmacology kutatészervezet részvételével végrehajtott nemzetkozi validdcids vizsgélat (4) (5)
(9) alapjan tortént. A protokoll alapjat publikdlt protokollokbdl szdrmazé informdciok, valamint a protokoll alkal-
mazdsa kapcsdn a TNO-ndl szerzett tapasztalatok képezik (10) (11) (12) (13) (14).

6. A mddszer azonositott korldtai az alkoholok esetében tapasztalt hamis pozitiv ardnyokon és a szilard és a feliiletaktiv
anyagok esetében tapasztalt hamis negativ ardnyon alapulnak (ldsd a 47. pontot) (4). Ha az emlitett kémiai és fizikai
osztilyokba tartozé anyagokat kizarjuk az adatbdzisbol, akkor az ICE vizsgdlat pontossdga az EU, az EPA és a GHS
besoroldsi rendszerében egyardnt jelentésen javul (4). A vizsgélat céljat (azaz kizdrdlag a szemkorrdziot, illetve stlyos
szemirritdciét okozd anyagok azonositdsa) is figyelembe véve a hamis negativ ardnyok jelentGsége nem kritikus,
hiszen az érintett anyagokat a szabdlyozoi kovetelményektdl fiiggen — az adatok bizonyité erejének mérlegelésével,
lépcsbzetes vizsgalati stratégia alkalmazdsdval — kés6bb nyulakon vagy mds, megfelel6en validdlt in vitro vizsgala-
tokkal is megvizsgaljak. Emellett a jelenleg rendelkezésre ll6 validdcios adatbazis nem teszi lehet8vé egyes kémiai
osztilyok vagy termékcsoportok (példdul a keverékek) megfelel értékelését. A vizsgalat végrehajtdja azonban a
vizsgdlati modszer alkalmazdsit valamennyi tipusd anyag vizsgdlata esetében (beleértve a keverékeket is) fontoléra
veheti, a pozitiv eredmény ugyanis ilyenkor is elfogadhaté lehet a szemkorrdzié, illetve a stlyosan irritativ hatds
jelzésére. Az alkoholok esetében azonban a kapott pozitiv eredményeket a tilz6 elérejelzés kockazata miatt Gvatosan
kell értelmezni.

7. A csirkeszemmel végzett valamennyi eljdrds sordn be kell tartani a vizsgdl6 intézménynek az emberi és az allati
eredetii anyagok — ideértve tobbek kozott a szoveteket és a szoveti folyadékokat — kezelésére vonatkozé rendelke-
zéseit és eljardsait. Ajdnlott tovabbd kovetni az dltaldnos laboratériumi 6vintézkedéseket is (15).

8. A vizsgélati médszernek korlétja, hogy noha figyelembe vesz egyes szemre gyakorolt, a nyulakon végzett szemirri-
tacios vizsgdlatban elemzett hatdsokat, illetve bizonyos fokig azok stlyossdgét is, nem veszi figyelembe a kotShartya-
és az iriszsériiléseket. Mdsrészr6l, noha maga az ICE vizsgdlat nem alkalmas a szaruhdrtya-1éziok visszafordithatdsa-
ganak értékelésére, a nyulakon végzett szemvizsgdlatok alapjan kordbban javasoltdk, hogy a szaruhdrtya-sériilés
kezdeti mélységének értékelése alkalmas lehet a visszafordithatatlan és a visszafordithaté hatdsok megkillonbozteté-
sére (16). Végezetil az ICE vizsgdlat nem alkalmas a szembe keriilés kovetkeztében fellép szisztémds toxicitdsi
potencidl megitélésére.

9. Tovdbbra is folyik a munka az ICE vizsgdlat nem silyos irritdciét okozd, illetve irriticiot nem okozé anyagok
azonositdsdra vald haszndlhat6sdga, valamint korldtai részletesebb leirdsa érdekében (ldsd még a 48. pontot is). A
felhaszndlokat bétoritjuk arra, hogy mintdikat és/vagy adataikat kiildjék meg a validdlé szervezeteknek, ezzel ugyanis
segithetik az ICE vizsgdlat jovébeli felhaszndldsainak (ideértve a nem stilyos szemirritdciot okozo, illetve a szemir-
ritdciét nem okozd anyagok azonositdsdt is) formalis értékelését.
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Minden olyan laboratériumnak, amely a vizsgalatot el6szor alkalmazza, a 2. fiiggelékben felsorolt jdrtassdgi teszt-
anyagok felhaszndldsdval ajdnlatos meggy6zddnie felkésziiltségérdl. Miel6tt a laboratérium az ICE vizsgalat adatait a
szabélyoz6i kovetelmények szerinti veszélyességi besorolds céljaira rendelkezésre bocsdtand, e vegyi anyagok vizs-
gélatdval demonstrdlhatja a BCOP vizsgélat elvégzésében vald jdrtassdgat.

A VIZSGALAT ELVE

Az ICE vizsgélat olyan organotipikus moddszer, amely rovid tdvon in vitro fenntartja a csirkeszem mukodését. A
modszerrel a vizsgdlt anyag dltal okozott kdrosodds jellemzése a szaruhdrtya felduzzaddsinak, opacitdsdnak és
kérosoddsdnak értékelése utjan torténik. Mig e két utbbi paraméter kvalitativ értékelést igényel, a szaruhdrtya
felduzzaddsdnak jellemzése kvantitativ médszerrel torténik. A mérési eredményeket vagy kvantitativ pontszimma
transzformdljuk, amely az 4tfogé jellemzést adé irritdcids index kiszdmitdsdhoz sziikséges, vagy kvalitativ jellemzés
formdjéban fejezziik ki, amely a vizsgdlt anyag in vitro szemkorrdzidt és stlyos szemirritdciét okozé hatdsti anyag-
ként torténd besoroldsdra szolgdl. Ezt kovetSen e két eredmény barmelyike felhaszndlhaté a vizsgdlt anyag in vivo
szemkorrdziét és silyos szemirritdcidt okozé hatdsdnak elSrejelzésére (ldsd a dontési kritériumokat).

A csirkeszemek szdrmazdsa és életkora

A miltban a vizsgédlathoz vdgohidrol beszerzett, emberi fogyasztds céljdbdl ledlt csirkékbdl nyert szemeket hasz-
néltak, ami biztositotta, hogy nem Xkellett laboratriumi dllatokat tartani. Csak az emberi élelmiszerlincba vald
bekeriilésre alkalmas, egészséges édllatokbdl nyert szemek hasznélhatbak fel.

Bar a csirkék optimdlis életkordnak meghatdrozasa céljdbdl nem végeztek dtfogd ellendrzott vizsgdlatot, a vizsgalat
céljdra igénybe vett csirkék életkora és tomege a hagyomdnyosan vdgohidra keriil§ vagécsirkék életkordnak és
tomegének felel meg (kb. 7 hetes, 1,5-2,5 kg tomegdi csirkék).

A szemek begyiijtése és beszillitisa a laboratériumba

A csirke elkabitdsdt (mely rendszerint elektromos sokkal torténik) és a nyak kivéreztetési célii bemetszését kovetGen a
fejet azonnal el kell tdvolitani. Annak érdekében, hogy a csirkefejeket a vagohidrdl a kdrosodds ésvagy bakteridlis
fert6zés megelGzéséhez szitkséges gyorsasdggal a laboratériumba lehessen szdllitani, a laboratérium kozelében helyi
beszerzési forrdst célszerd taldlni. A fejek begytjtése és a szemeknek az ICE vizsgélatban valé felhaszndldsa kozott
eltelt id6nek a lehetS legrovidebbnek kell lennie (mindennek rendszerint két éran beliil meg kell torténnie), és
igazolni kell, hogy ez az id6 nem befolydsolja a vizsgdlat eredményeit, azaz a szemek kivélasztdsi kritériumait,
valamint a pozitiv és negativ kontrollmintdk eredményeit. A vizsgélatban felhaszndlt valamennyi szemnek egy
meghatdrozott napon begytjtott személlomanybdl kell szdrmaznia.

Mivel a szemeknek a fejbdl valé kimetszése a laboratoriumban torténik, az egész fejeket szobahSmérsékleten,
izotonids sdoldattal nedvesitett toriilkozékkel pérasitott mifanyag dobozokban kell a vdgéhidrdl a laboratériumba
széllitani.

Az ICE vizsgilatban felhaszndlt szemek kivalasztdsi kritériumai

A vizsgilatbdl ki kell zdrni azokat a szemeket, amelyek esetében a kivételt kovetGen nagy (0,5-nél nagyobb) a
fluoreszceines foltosodds kiinduldsi értéke vagy a szaruhdrtya-opacitdsi pontszdm.

Minden kezelt csoportnak és pozitiv kontrollcsoportnak legaldbb harom szembdl kell dllnia. A negativ, illetve — ha az
olddszer nem séoldat — az olddszeres kontrollcsoportnak legaldbb egy szembdl kell dllnia.

ELJARAS
A szemek elGkészitése

A szemhéjat Gvatosan bemetssziik, tigyelve arra, hogy elkeriiljiik a szaruhdrtya sériilését. Ezutdn a szaruhdrtya épségét
a szaruhdrtya feliiletére néhdny mdsodpercre felvitt, majd izoténids séoldattal leoblitett, egy cseppnyi 2 vegyes
szdzalékos (m/[V) fluoreszcein-ndtrium alkalmazdsdval gyorsan értékeljikk. A fluoreszceinnel kezelt szemeket ezutdn
réslimpds mikroszkoppal megvizsgdljuk, és ellendrizzitk, hogy a szaruhdrtya nem sériilt-e meg (a fluoreszcein-
visszatartasi és a szaruhdrtya-opacitdsi pontszam legfeljebb 0,5 lehet).

Ha a szem sériilést6] mentes, akkor eltavolitjuk a koponyabdl, tigyelve arra, hogy elkeriiljiik a szaruhdrtya sériilését. A
szemgolyot — a pislogohdrtydt sebészeti csipesszel feszesen tartva — kihtizzuk a szemiiregb6l, és a szemizmokat
tompa hegyt hajlitott olléval dtvagjuk. Fontos, hogy ne fejtsink ki olyan erds nyomadst, amely kdrosithatja a
szaruhdrtydt (nyomdsos szovetelvaltozds kovetkezhet be).

Amikor a szemet a szemiiregbdl eltdvolitjuk, a szemidegbdl egy szabad szemmel is jol lathat6 részt rajta hagyunk. A
szemet a szemiiregbdl valé eltdvolitdst kovetGen nedvszivd parndra helyezziik, majd levagjuk réla a pislogohdrtydt és
az egyéb kotSszoveteket.
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A kivett szemet korr6ziddllo acél csiptetSre erdsitjiik gy, hogy a szaruhdrtya fiiggSleges helyzetben legyen. A
csiptetSt ezt kovetGen behelyezzitk a szuperfuzids késziilék egyik kamrdjaba (16). A csiptetdt a szuperfuziés készii-
lékben tgy kell elhelyezni, hogy az izotdnids séoldat cseppjei a teljes szaruhdrtydt érjék. A szuperfizids késziilék
kamrdinak hémérsékletét 32 = 1,5 °C-on kell tartani. A 3. fiiggelék bemutatja a szuperfiiziés késziilék jellemzd
kialakitdsat és a szemcsiptetSket; ezek az eszkozok kereskedelmi forgalomban is kaphatdk, de sajit hasznélatra is
megépithetSk. A késziilék az egyes laboratériumok igényeinek (példdul a vizsgdland6 szemek szdmédnak) megfelelGen
modosithato.

A szemeket a szuperfiizids késziilékbe valé behelyezés utdn ismét megvizsgdljuk réslimpds mikroszképpal annak
ellendrzésére, hogy az el6készités sordn nem sériiltek-e meg. A réslimpds mikroszkép mélységmérgjével ekkor a
szaruhdrtya legmagasabb pontjdn megmérjiik a szaruhdrtya vastagsdgat is. Nem vizsgélhatok tovabb azok a szemek,
(i) amelyeknek fluoreszcein-visszatartdsi pontszdéma 0,5-nél nagyobb, (i) amelyeknek szaruhdrtya-opacitdsa 0,5-nél
nagyobb, valamint (iii) amelyek a kdrosodds barmely tovabbi jelét mutatjdk. Az e szempontok alapjan ki nem zdrt
szemek kozil ki kell zdrni mindazokat, amelyek szaruhdrtya-vastagsdga az osszes szem kozépértékétdl 10 %-kal
nagyobb mértékben eltér. A felhaszndloknak tisztdban kell lenniiik azzal, hogy a réslimpés mikroszk6pok kiilonb6z6
résbedllitdsok esetén eltérd szaruhdrtya-vastagsgot adhatnak. A résszélességet 0,095 mm-re kell allitani.

Valamennyi szem megvizsgaldsa és jovdhagydsa utdn a szemeket koriilbeliil 45-60 percig inkubdlni kell annak
érdekében, hogy a vizsgdlando anyag felvitele elStt a rendszerrel ekvilibrdlodjanak. Az ekvilibricids id§ eltelte utdn
fel kell jegyezni a kiinduldsi (azaz a zérus iddpillanatban érvényes) szaruhdrtya-vastagsagot és opacitdst. A fluoresz-
cein-visszatartds végpontban kiinduldsi értékként az elSkészitéskor meghatérozott fluoreszcein-pontszamot kell figye-
lembe venni.

A vizsgdlt anyag felvitele

A kiinduldsi referenciamérések utdn a szemeket (tartjukkal egyiitt) azonnal ki kell venni a szuperfiizids késziilékbdl,
vizszintes helyzetbe kell hozni, majd fel kell vinni a vizsgdlt anyagot a szaruhdrtydra.

A folyadékokat dltaldban higitatlan dllapotban vizsgéljuk, de sziikség esetén (példdul ha a vizsgdlat leirdsa igy
rendelkezik) higitds is alkalmazhaté. Higitds esetén lehet6leg fiziologids sooldatot alkalmazunk. Ellendrzott koriilmé-
nyek kozott mdsféle olddszer is haszndlhaté, a fiziologids sooldattdl eltérd oldoszerek megfelel§ségét azonban kiilon
igazolni kell.

A folyékony vizsgalt anyagot tgy vissziik fel a szaruhdrtya felilletére , hogy a szaruhdrtya teljes felilletét egyenletesen
beboritsa. A szabvanyos térfogat 0,03 ml.

A szildrd anyagokat lehetSleg dorzscsészében, mozsdrban vagy hasonlé 6rleszkozben a lehet§ legfinomabbra
6roljik. A port agy vissziik fel a szaruhdrtya felilletére, hogy a vizsgdlt anyag egyenletesen fedje azt be. A szabvanyos
mennyiség 0,03 g.

A vizsgélt anyagot (akdr folyékony, akdr szilird) 10 masodpercig hagyjuk hatni, majd szobahSmérsékleten leoblitjitk
kb. 20 ml izoténids séoldattal. Ezt kovetGen a szemet (tartéjaval egyiitt) az eredeti fiigg6leges helyzetben vissza-
helyezziik a szuperfizios késziilékbe.

Kontrollanyagok

Minden vizsgélatban parhuzamosan negativ vagy olddszeres/vivGanyagos kontrollt és pozitiv kontrollt is kell végezni.

Higitatlan folyadékok és szilird anyagok vizsgélatakor a vizsgilati elrendezés esetleges nem jellemz§ valtozésainak
észlelése céljabol és annak biztositdsdra, hogy a vizsgélat koriilményei ne eredményezzenek tévesen irritativ hatdst, az
ICE vizsgdlatban parhuzamos negativ kontrollanyagként fizioldgids séoldatot kell alkalmazni.

Higitott folyadékok vizsgélatakor a vizsgélati elrendezés esetleges nem jellemz§ valtozdsainak észlelése céljabol és
annak biztositdsdra, hogy a vizsgdlat koriilményei ne eredményezzenek tévesen irritativ hatdst, az ICE vizsgdlatban
parhuzamos oldészeres/vivéanyagos kontrollt kell alkalmazni. A 25. pontnak megfelelGen csak olyan oldészer,
illet6leg vivSanyag alkalmazhatd, amely igazoltan nem gyakorol kdros hatdst a vizsgdlatra.
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Annak ellendrzése érdekében, hogy a kivéltott hatds valoban megfelel6-e, a vizsgdlatnak mindig tartalmaznia kell egy
ismerten szemirritdciét okozé anyaggal végzett parhuzamos pozitiv kontrollvizsgdlatot is. Mivel az ICE vizsgalat célja
a szemkorr6ziot és a stilyos szemirritdciét okozd anyagok azonositdsa, a pozitiv kontrollanyagnak olyan referencia-
anyagnak kell lennie, amely ebben a vizsgélatban sidlyos hatdst valt ki. Annak érdekében azonban, hogy a pozitiv
kontrollvizsgdlatban jelentkezd hatds idébeli véltozdsa is megfigyelhetd legyen, az irritativ hatds nem lehet tilsdgosan
erSteljes. A pozitiv kontrollanyagra vonatkozéan megfelel§ mennyiségt in vitro adatot kell létrehozni dgy, hogy
meghatdrozhatd legyen a pozitiv kontrollanyag statisztikailag meghatdrozott elfogadhaté tartomdnya. Ha egy adott
pozitiv kontrollanyagra vonatkozdan nincs elegend kordbbi adat az ICE vizsgélat alkalmazdsabol, akkor ezen adatok
elgdllitdsdhoz kiilon vizsgdlatok lehetnek szitkségesek.

Folyékony vizsgalt anyagok esetében pozitiv kontrollanyagként példdul 10 %-os ecetsav vagy 5 %-os benzalkonium-
klorid, szildrd vizsgélt anyagok esetében példdul ndtrium-hidroxid vagy imidazol alkalmazhaté.

A referenciaanyagok jol haszndlhat6k egy adott vegyianyag- vagy termékosztdlyba tartozé ismeretlen vegyi anyagok
szemirritdcids hatdsanak értékelésére vagy valamely szemirritdcids anyag relativ irritativ hatdsdnak az irritativ hatds
egy adott tartomdnydn belilli értékelésére.

Mért végpontok

A kezelt szaruhdrtydkat a kezelés el6tt, majd a kezelést kovetd leoblités utdn 30, 75, 120, 180 és 240 perc (+ 5 perc)
elteltével értékeljik. Ezek az id6pontok a négydrds behatdsi idén belil megfelel6 mennyiségli mérést adnak,
mikozben a mérések kozott elegendd id6 4ll rendelkezésre valamennyi szem szitkséges vizsgélatdnak elvégzéséhez.

Az értékelt végpontok: a szaruhdrtya opacitdsa, felduzzaddsa, fluoreszcein-visszatartisa és morfoldgiai elvdltozdsai
(példdul a felhdm benyomddasa vagy fellazuldsa). A fluoreszcein-visszatartds kivételével (amelyet csak a kezelés eltt
és a vizsgdlt anyagnak valé expozicié utdn 30 perccel hatdrozunk meg) minden végpontot valamennyi fenti
idépontban meg kell hatdrozni.

A szaruhdrtya opacitdsdnak, fluoreszcein-visszatartdsdnak, morfoldgiai elvaltozdsainak és — ha vizsgdljuk — hisztopa-
toldgidjanak dokumentdldsdra ajanlott fényképeket késziteni.

A négy ora elteltével végrehajtott utolsé vizsgalatot kovetSen ajdnlatos a szemeket az esetleges hisztopatoldgiai
vizsgdlathoz megfelel§ fixdloban (példdul semleges pufferolt formalinban) tartani.

A szaruhdrtya felduzzaddsdt a réslimpds mikroszk6p optikai pachométerével végzett szaruhdrtyavastagsdg-mérésekbdl
hatdrozzuk meg. A felduzzaddst szdzalékban fejezziik ki, és a kovetkezd képletbdl, a mért szaruhdrtya-vastagsdgok
felhasznéldsdval szdmitjuk (a képletben t. a vizsgdlt idGpillanathoz, t., pedig a t = 0 idSpillanathoz tartozé szaru-
hértya-vastagsagot jelenti):

szaruhdrtya-vastagsdg a vizsgdlt iddpillanatban — szaruhdrtya-vastagsdg a zérus idépillanatban « 100
szaruhdrtya-vastagsdg a zérus idépillanatban

Az Osszes id6pontban megfigyelt szaruhdrtyafelduzzadds-kozépértékek maximuma alapjan minden vizsgalt anyaghoz
atfogé jellemzést adé pontszdmot rendeliink.

A szaruhdrtya-opacitdsi pontszdmot a szaruhdrtya legstirtbben opélos teriilete alapjan kell megallapitani. Minden

id6pontban megfigyelt szaruhdrtyaopacitds-kozépértékek maximuma alapjan minden vizsgélt anyaghoz atfogé jellem-
zést add pontszdmot rendeliink (1. tdbldzat).

1. tdbldzat

Szaruhdrtya-opacitdsi pontszdmok

Pontszdm Megfigyelés

0 Nincs opélosodds

0,5 Nagyon halvény opdlosodds
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Pontszdm Megfigyelés
1 Szort vagy zavaros teriiletek; az irisz részletei tisztdn kivehetSek
2 Konnyen észrevehetd dttetsz§ teriilet; az irisz részletei kissé elmosddottak
3 Sualyos szaruhdrtya-opalosodds; az irisznek egyetlen részlete sem vehetd ki, a pupilla mérete alig
érzékelhetd
4 A szaruhdrtya teljes opdlosoddsa; az irisz nem lathat6

Kizdr6lag a 30 perc elteltével végzett megfigyelés alkalmdval meghatdrozzuk az Gsszes szem fluoreszcein-visszatar-
tasanak kozépértékét, és ennek alapjén minden vizsgdlt anyaghoz é4tfogd jellemzést adé pontszdmot rendeliink (2.
tablézat).

2. tdbldzat

Fluoreszcein-visszatartdsi pontszdmok

Pontszdm Megfigyelés
0 Nincs fluoreszcein-visszatartds
0,5 Igen csekély mértékd, egysejtes foltosodds
1 Egysejtes foltosodds elszértan a szaruhdrtya kezelt feliiletén
2 Fokdlis vagy egybefliggd, stirti egysejtes foltosodds
3 A szaruhdrtya nagy egybefiiggd teriiletei tartanak vissza fluoreszceint

A morfoldgiai elviltozdsok kozott megemlitendS a szaruhdrtya felhdmsejtjeinek »benyomodddsa«, a felhdm »fellazu-
ldsa¢, a szaruhdrtya felilletének »érdesedése« és a vizsgdlt anyag »feltapaddsa« a szaruhdrtya feliiletére. Ezek a megfi-
gyelések kiilonbozd stlyossagaak lehetnek, és egyidejiileg is eléfordulhatnak. A megfigyelések besoroldsa a vizsgélatot

ADATOK ES JEGYZOKONYVEZES
Az adatok értékelése

A szaruhdrtya opacitdsat, felduzzaddsat és fluoreszcein-visszatartdsat kiilon-kiilon értékeljik, és az egyes végpon-
tokhoz kiilon-kiilon ICE-osztalyt allapitunk meg. Ezt koveten az egyes végpontokhoz tartozd ICE-osztdlyok egyiittes
figyelembevételével meghatdrozzuk az egyes vizsgdlt anyagok irritdciés besoroldsat.

Dontési kritériumok

Az egyes végpontok értékelését kovetSen az ICE-osztilyok megdllapitdsit el6re meghatdrozott tartomanyok alapjan
végezzitk. A szaruhdrtya-vastagsdg (3. tabldzat), az opacitds (4. tdblazat) és a fluoreszcein-visszatartds (5. tabldzat)
jellemzése a kovetkezd skdldkon, négy ICE-osztaly figyelembevételével torténik:

3. tdbldzat

A szaruhdrtya-vastagsdg besoroldsi kritériumai az ICE vizsgélatban

Szaruhdrtya-felduzzadds kozépértéke (%) (*) ICE-osztaly

0-t6l 5-ig L
5-nél nagyobb, 12-ig IL
12-nél nagyobb, 18-ig (a kezelés utdn tobb mint 75 1L
perccel)

12-nél nagyobb, 18-ig (a kezelés utin legfeljebb 75 1L
perccel)

18-ndl nagyobb, 26-ig 1L
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Szaruhdrtya-felduzzadds kozépértéke (%) (*) ICE-osztily
26-ndl nagyobb, 32-ig (a kezelés utdn t6bb mint 75 1L
perccel)
26-ndl nagyobb, 32-ig (a kezelés utin legfeljebb 75 Iv.
perccel)

32 felett Iv.

(*) A szaruhdrtya-felduzzadds pontszdmai csak akkor érvényesek, ha a vastagsig mérése . sz. mélységmérdvel felszerelt Haag-Streit
BP900 réslimpds mikroszkoppal és 9¥s-re (0,095 mm) dllitott résszélességgel tortént. A felhaszndloknak tisztdban kell lenniiik
azzal, hogy a réslimpds mikroszkopok kiilonboz8 résbedllitds esetén eltérd szaruhdrtya-vastagsagot adhatnak.

4. tdbldzat

Az opacitds besoroldsi kritériumai az ICE vizsgdlatban

A maximalis opacitdspontszamok kozépértéke (¥) ICE-osztily
0,0-0,5 L.
0,6-1,5 L.
1,6-2,5 1.
2,6-4,0 V.

(*) Lasd az 1. tabldzatot.

5. tdbldzat

A fluoreszcein-visszatartds kozépértékének besoroldsi kritériumai az ICE vizsgélatban

Fluoreszcein-visszatartds kozépértéke a kezelés utdn 30 perccel (¥) ICE-osztly
0,0-0,5 L.
0,6-1,5 1.
1,6-2,5 ML
2,6-3,0 Iv.

(*) Lisd a 2. tdblazatot.

A vizsgdlt anyag éltaldnos in vitro irritdciés besoroldsit a szaruhdrtya opacitédsa, felduzzaddsa és fluoreszcein-vissza-
tartdsa alapjan meghatdrozott kategéridk alapjdn, a 6. tdbldzatban bemutatott séma szerint dllapitjuk meg.

6. tdbldzat

Osszesitett in vitro irritdciés besorolds

Besorolds A hérom végpont kombinaci6i

Szemkorrdziét | stlyos szemirritdcidt okozd anyag | 3 x IV.

2 x1V, 1 x1IL

21V, 1x1IL (¥

2V, 1xL (%

30 percnél a szaruhdrtya opacitdsa legaldbb 3 (legaldbb két
szem esetében)

Barmely idGpontban a szaruhdrtya opacitdsa 4 (legalabb két
szem esetében)

A felhdm silyos fellazuldsa (legaldbb egy szem esetében)

(*) Kevésbé valdszint kombinaciok.
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Mint az 1. pontban ldttuk, ha a vizsgdlt anyagot a vizsgédlat nem mutatja szemkorrdziot vagy silyos szemirritdciét
okozoénak, akkor a besorolds és a cimkézés céljara tovabbi vizsgalatokat kell végezni. A nyulakon végzett in vivo
szemvizsgdlatbdl szdrmazd, az EPA (1), az EU (2) vagy a GHS (3) besoroldsi rendszer szerint osztilyozott adatokkal
osszehasonlitva az ICE vizsgdlat dltalinos pontossdga a szemkorr6zidt és a sdlyos szemirritdciét okozd anyagok
azonositésa tekintetében 83 % (120/144) és 87 % (134/154) kozott, hamis pozitiv ardnya 6 % (7/122) és 8 % (9/116)
kozott, hamis negativ ardnya pedig 41 % (13/32) és 50 % (15/30) kozott van. Ha az adatbdzisbdl egyes meghatd-
rozott kémiai (alkoholok, feliiletaktiv anyagok) és fizikai (szildrd anyagok) osztdlyokat kizdrunk, akkor az EU, az EPA
és a GHS besoroldsi rendszerben az ICE vizsgélat pontossiga 91 % (75/82) és 92 % (69/75), hamis pozitiv ardnya 5 %
(4/73) és 6 % (4/70), hamis negativ ardnya pedig 29 % (2/7) és 33 % (3/9) kozé keril (4).

Ha a vizsgélt anyagot a vizsgdlat nem mutatja is szemkorrézidt vagy stlyos szemirritdciot okozonak, az ICE vizsgdlat
adatai — a nyulakon végzett in vivo szemvizsgdlatbol vagy megfelelGen validalt mds in vitro vizsgalatbdl szdrmazo
adatokkal egyiitt — jOl haszndlhatok annak tovabbi meghatdrozdsdban, hogy az ICE vizsgdlat mennyire és milyen
korlatokkal alkalmas a nem stilyos irritdciot okozd, illetve az irritciét nem okozé anyagok azonositdsdra (jelenleg
folyik egy utmutatd elkészitése az in vitro szemtoxicitds-vizsgdlati médszerekre vonatkozodan).

A vizsgidlat elfogadisi kritériumai

A vizsgélat akkor elfogadhaté, ha a szemirritacié szempontjabdl az egyidejii negativ vagy vivGanyagos/olddszeres
kontroll irriticiét nem okozonak, az egyidejii pozitiv kontroll sdlyos irriticiot [korrézidt okozénak bizonyul.

Vizsgilati jegyz8konyv
A vizsgilati jegyz6konyvnek a kovetkezd informdcidkat kell tartalmaznia, amennyiben azok a vizsgdlat lefolytatdsa

szempontjabdl relevansak:

Vizsgdlt anyag és kontrollanyagok

Kémiai név (nevek): a Chemical Abstracts Service (CAS) szerinti szerkezeti név, ezt kovetSen az egyéb ismert nevek,
ha vannak

A CAS szerinti nyilvantartdsi szim (CAS-szdm), ha ismert

Az anyag vagy keverék tisztasdga és osszetétele (tomegszazalékban), a rendelkezésre dllé informdcidknak megfelelen

Fizikai-kémiai tulajdonsdgok: halmazallapot, illékonysdg, pH, stabilitds, kémiai osztily, vizben val6 oldhatésdg, ha a
vizsgalat szempontjdbol relevansak

A vizsgdlt anyag és a kontrollanyagok kezelése a vizsgdlatot megel6zden, ha tortént ilyen (pl. melegités, Grlés)

Stabilitas, ha ismert

A megbizé és a vizsgdlatot végzd laboratorium adatai

A megbizo, a vizsgélatot végzg laboratérium és a vizsgélatvezetS neve és cime

A szemek beszerzési helyének (pl. a létesitmény, ahonnan szdrmaznak) megjelolése

A szemek tdroldsdnak és széllitdsdnak koriilményei (pl. a szemek begydjtésének napja és idSpontja, a vizsgdlat
megkezdéséig eltelt id6)

Azon egyedek jellemzdi, amelyekbdl a szemek szarmaznak (pl. a donoréllat életkora, neme, tomege), ha rendelkezésre

allnak

Az alkalmazott vizsgdlati médszer és protokoll indokoldsa
A vizsgdlati mddszer integritdsa

A vizsgdlati modszer idébeli integritdsanak (példdul pontossdganak, megbizhatdsdganak) biztositdsdra alkalmazott
modszer (példdul jartassdgi tesztanyagokon végzett iddszakos vizsgdlatok, negativ és pozitiv torténeti kontrolladatok
felhaszndldsa)
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A vizsgdlat elfogadhatésdgdnak kritériumai

Az clfogadhaté parhuzamos referencia-kontrolltartomdnyok a torténeti adatok alapjan, szitkség szerint

Vizsgdlati koriilmények

Az alkalmazott vizsgdlati elrendezés lefrdsa

Az alkalmazott réslimpds mikroszkép (pl. modellszdm)

Az alkalmazott réslimpds mikroszkop bedllitdsai

A felhaszndlt csirkeszemek adatai, megéllapitdsok a mingségiikre vonatkozéan

Az alkalmazott vizsgdlati eljards részletei

A vizsgdlt anyagok alkalmazott koncentricidja (koncentracioi)

A vizsgdlati eljards barmilyen véltoztatdsdnak leirdsa

Utalds a modellel kapcsolatos torténeti adatokra (pl. negativ és pozitiv kontrollanyagok, jirtassdgi tesztanyagok,
referenciaanyagok)

Az alkalmazott értékelési kritériumok leirdsa

Eredmények
A megfigyelt egyéb jelenségek leirdsa

A szemekrdl késziilt fényképek (ha vannak)

Az eredmények sziveges elemzése
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1. fiiggelék

FOGALOMMEGHATAROZASOK

Pontossdg: A vizsgdlati eredmény és az elfogadott referenciaérték kozotti egyezés mértéke. A vizsgdlati modszer haté-
konysdgdt mutatja, és alkalmazhatésdgdnak egyik szempontja. A kifejezés gyakran haszndlatos az ,egyezés” sz6 megfe-
lelgjeként, amely arra utal, hogy egy adott vizsgdlat milyen ardnyban szolgdltat helyes eredményeket.

Referenciaanyag: A vizsgélt anyaggal vald osszehasonlitds céljabol etalonként haszndlt anyag. A referenciaanyaggal
szemben a kovetkez$ elvdrdsok fogalmazhatdk meg: (i) édlland6 és megbizhatd beszerzési forrdssal vagy forrdsokkal
kell rendelkeznie; (i) a vizsgdlt anyagosztilyhoz hasonl6 szerkezettel és funkcionalitdssal kell rendelkeznie; (iii) ismert
fizikai-kémiai tulajdonsdgokkal kell rendelkeznie; (iv) rendelkezésre kell dllnia az ismert hatdsait aldtdmaszt6 adatoknak; és
(v) a kivdnt hatdstartomdnyban ismert hatdsinak kell lennie.

Szaruhdrtya: A szemgoly6 eliilsé részén az iriszt és a pupillt fed§ és a szem belsejébe a fényt bevezetd, éttetszé rész.

Szaruhdrtya opacitdsa: A szaruhdrtydnak a vizsgélt anyaggal valé behatdst kovetd édtlatszatlansdgat leird jellemzd. Az
opacitds megnovekedése a szaruhdrtya kdrosodasat jelzi.

Szaruhdrtya felduzzaddsa: Az ICE vizsgdlatban a szaruhdrtydnak a vizsgdlt anyaggal valé érintkezését kovetd felpuffa-
ddsa mértékét objektiv médon jellemzd érték. Szdzalékban fejezziik ki, és a szaruhdrtya-vastagsdg kiinduldsi (a vizsgalt
anyag felvitele el6tti) értékébdl és az ICE vizsgdlat sordn a vizsgalt anyagnak valé expoziciét kovetSen rendszeres
id6kozonként végzett mérésekbdl szdmitjuk. A szaruhdrtya felduzzaddsinak foka jelzi a szaruhdrtya kdrosoddsdnak
mértékét.

EPA szerinti 1. kategéria: Szemkorrdzié (a szem szoveteiben visszafordithatatlan pusztuldst okoz) vagy 21 napnil
hosszabb ideig fenndllé szaruhdrtya-elvdltozds vagy -irritdcio (1).

EU szerinti R41. kategéria: A vizsgélt anyagnak a szem kiils6 feliiletére valé juttatdsdt kovetSen olyan szévetkdrosodds
kialakuldsa vagy a latds olyan sdlyos fizikai romldsa, amely a behatdst kovetGen 21 napon belil nem fordithaté vissza
teljes mértékben (2).

Hamis negativ ardny: A vizsgdlati médszer alkalmazdsa sordn tévesen negativnak mindsitett pozitiv anyagok részardnya.
A hamis negativ ardny a vizsgdlati modszer hatékonysdgdnak egyik mutatéja.

Hamis pozitiv ardny: A vizsgdlati modszer alkalmazdsa sordn tévesen pozitivnak mindsitett negativ anyagok részardnya.
A hamis pozitiv ardny a vizsgdlati médszer hatékonysdganak egyik mutatdja.

Fluoreszcein-visszatartds: Az ICE vizsgdlatban a szaruhdrtya felhdmsejtjeiben a vizsgélt anyagnak valé expozicidt kove-
tGen visszatartott fluoreszcein-natrium mennyiségét szubjektiv médon jellemzd adat. A fluoreszcein-visszatartds foka utal
a szaruhdrtyafelhdm kdrosoddsanak mértékére.

GHS (a vegyi anyagok osztilyozisinak és cimkézésének globélisan harmonizilt rendszere): Anyagoknak és
keverékeknek a fizikai, egészségi és kornyezeti kockdzatok szabvanyositott tipusai és szintjei szerinti osztdlyokba soro-
ldsdra és megfelel6 kommunikacids elemekkel (példdul piktogramokkal, figyelmeztetésekkel, figyelmeztetd mondatokkal,
Gvintézkedésekre vonatkozé mondatokkal és biztonsdgi adatlapokkal) torténd jelolésére javaslatokat megfogalmazé rend-
szer, amelynek célja, hogy az emberek (koztitk a munkaaddk, a munkavallalok, a fuvarozok, a fogyasztok és a siirgdsségi
segélyszolgdlatok) és a kornyezet megdvisa érdekében egységesitse az anyagok kdros hatdsaira vonatkozé informdciok
tovabbitdsét (3).

GHS szerinti 1. kategéria: A vizsgilt anyagnak a szem kiils feliiletére vald juttatdsdt kovetSen olyan szovetkdrosodds
kialakuldsa vagy a latds olyan sdlyos fizikai romldsa, amely a behatdst kovetGen 21 napon belill nem fordithaté vissza
teljes mértékben (3).

Veszély: Anyag vagy helyzet azon sajétossdga, hogy €16 szervezettel, rendszerrel vagy (al)populdcidval valé taldlkozdsakor
kdros hatdsokat képes el6idézni.
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Negativ kontroll: A vizsgélati elrendezés valamennyi alkotdelemét tartalmazé kezeletlen rendszer. Ez a minta Osszevet-
het8 a vizsgélt anyaggal kezelt mintdkkal és mds kontrollmintdkkal, és ennek alapjin megdllapithat6, hogy az old6szer
kolesonhatdsba 1ép-¢ a vizsgdlati elrendezéssel.

Szemirritdciét nem okoz6 anyag: Az EPA szerinti I, Il. vagy I, az EU szerinti R41. vagy R36., illetve a GHS szerinti
1., 2.A. vagy 2.B. kategéridba nem tartozé anyag (1) (2) (3).

Szemkorr6zi6t okozé anyag: (a) A szemben visszafordithatatlan szovetkdrosoddst okozé anyag; (b) a GHS szerinti 1.,
az EPA szerinti 1. vagy az EU szerinti R41. kategdridba tartozd, szemirritdcit okozd anyag (1) (2) (3).

Szemirritdciét okozé anyag: (a) Olyan anyag, amelynek a szem kiils§ feliiletére val6 behatdsa visszafordithat6 elvalto-
zast okoz; (b) az EPA szerinti II. vagy IIL, az EU szerinti R36., illetve a GHS szerinti 2.A. vagy 2.B. kategéridba besorolt,
szemirritdciot okozé anyag (1) (2) (3).

Siilyos szemirriticiét okozd anyag: (a) Olyan anyag, amelynek a szem kiils§ feliletére valdé behatdsa a behatdst
kovetSen 21 napon belill nem visszafordithatd szovetkdrosoddst okoz vagy a ldtds silyos fizikai romldsit okozza; (b)
a GHS szerinti 1., az EPA szerinti I. vagy az EU szerinti R41. kategéridba besorolt, szemirritdciot okozé anyag (1) (2) (3).

Pozitiv kontroll: A vizsgilati elrendezés valamennyi alkotdelemét tartalmazd, ismert pozitiv hatdst kivélté anyaggal
kezelt rendszer. Annak érdekében azonban, hogy a pozitiv kontrollvizsgilatban jelentkezd hatds iddbeli valtozdsa is
megfigyelhet§ legyen, a hatds nem lehet tdlsdgosan erdteljes.

Megbizhatésdg: Vizsgilati médszer laboratériumon beliili és laboratériumok kozotti reprodukélhatésdga ugyanazon
protokoll alkalmazdsa mellett. Megallapitdsa a laboratériumon beliili és a laboratériumok kozotti reprodukdlhatdsdg,
valamint a laboratériumok kozotti megismételhetSség kiszdmitdséval torténik.

Réslimpds mikroszkép: A szem binokuldris mikroszkép nagyitdsa alatti, dll6 sztereoszképids kép alkotdsdval torténd
kozvetlen vizsgélatira alkalmazott miszer. Az ICE vizsgdlatban a mdszert a csirkeszem eliilsé szerkezeteinek, illetve a
mélységméré tartozékkal a szaruhdrtya vastagsdgdnak objektiv mérésére hasznéljuk.

Oldészeres|vivGanyagos kontroll: A vizsgilati elrendezés valamennyi alkotéelemét az oldészerrel vagy vivSanyaggal
egyiitt tartalmazd kezeletlen rendszer, amely osszevethetd a vizsgdlt anyaggal kezelt mintdkkal és mds kontrollmintdkkal,
és ennek alapjan megdllapithatok az ugyanazon oldészerben oldott vagy vivGanyaggal felvitt vizsgdlt anyag kiinduldsi
értékei. E kontroll negativ kontrollal elvégzett parhuzamos vizsgdlatival az is megdllapithat6, hogy az olddszer vagy
vivBanyag kolcsonhatdsba 1ép-e a vizsgélati elrendezéssel.

Tobbszintii vizsgilat: Olyan lépcszetes vizsgdlati stratégia, amelynek keretében a vizsgdlt anyagra vonatkozé vala-
mennyi informdciét meghatdrozott sorrendben attekintjiik, és az egyes szinteken az adatok bizonyité erejének mérlege-
1ésével meghatdrozzuk, hogy a kovetkezd szintre valé tovabblépés elStt a veszélyességi besoroldsra vonatkozé dontéshez
elegendd informdci6 dll-e rendelkezésre. Ha a vizsgdlt anyag irritativ hatdsa a rendelkezésre dllo informaciok alapjan
megdllapithatd, tovabbi vizsgalatra nincs szitkség. Ha a vizsgdlt anyag irritativ hatdsa a rendelkezésre dllo informdacidk
alapjan nem dllapithaté meg, tobb lépcsSben egymds utdn allatkisérleteket kell végezni mindaddig, amig az egyértelmd
besorolds meg nem 4&llapithatd.

Validélt vizsgdlati médszer: Olyan vizsgalati médszer, amelynek az adott céllal kapesolatos relevancidja (pontossagit is
ideértve) és megbizhatdsdga ellendrzd vizsgdlatok alapjan megdllapitdst nyert. Fontos megjegyezni, hogy a validalt vizs-
gdlati modszer a javasolt felhaszndldsi célra nem feltétleniil kindl megfeleld pontossdgi és megbizhatdsdgt elfogadhatd
eljdrast.

Az adatok bizonyit6 erejének mérlegelése: Az a folyamat, amelynek sordn az adott anyag veszélyességével kapcso-
latban rendelkezésre ll6 érveket és ellenérveket a megfelel kovetkeztetés levondsa és aldtdmasztdsa céljabol részletesen
attekintjik.
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2. fiiggelék

JARTASSAGI TESZTANYAGOK AZ ICE VIZSGALATHOZ

Az e vizsgélati modszerre tdmaszkod6 vizsgdlati médszerek rutinszerd alkalmazdsanak megkezdése el6tt célszerd lehet, ha
a laboratérium az 1. tbldzat szerinti tiz anyagon ellendrzi a szemkorréziot okozé anyagok azonositdsdban vald technikai
jartassdgat. Ezen anyagok kivalasztdsa ugy tortént, hogy a nyulakon végzett in vivo szemvizsgélatok (TG 405.) alapjan a
lokalis szemirritdci6/szemkorr6zié (ENSZ GHS szerinti 1., 2.A. és 2.B. kategéria, valamint a ,nem besorolt és cimkézett”
kategéria) szempontjabdl reprezentativak legyenek (3) (7). Azonban e vizsgilatok validalt alkalmazdsi korét (kizardlag a
szemkorroziot, illetSleg silyos szemirritdciét okozé anyagok azonositdsa) figyelembe véve besoroldsi célbdl a jartassag
igazoldsa csak két vizsgdlati kimenetelre (szemkorr6zidt vagy silyos szemirriticiét okozo, illetve szemkorrézidt, illetve
stlyos szemirritdciot nem okozd) értelmezhetS. A kivdlasztds masik kritériuma az volt, hogy az anyagok kereskedelmi
forgalomban beszerezheték legyenek, kivdlé mindségi in vivo referenciaadatok dlljanak rdjuk vonatkozdan rendelkezésre,
és kivdlo min6ségii referenciaadatok dlljanak rendelkezésre abbdl a két in vitro vizsgdlati modszerbdl is, amelyek tekin-
tetében folyik a vizsgdlati Gtmutatd kidolgozdsa. Ennek megfelelden az anyagok az ICCVAM dltal az in vitro szemtoxi-
citdsi vizsgdlati modszer validaldsdhoz ajnlott 122 irritativ referenciaanyagbdl keriiltek kivdlasztdsra (ldsd Appendix H:
ICCVAM Recommended Reference Substances List) (4). A referenciaadatok megtaldlhatok a szarvasmarha-szaruhdrtya
opacitdsdnak és permeabilitdsinak mérésén alapulé vizsgdlati mddszerre (BCOP vizsgdlat) és az ICE vizsgélatra vonatkozd
ICCVAM-héttérdokumentumokban (18) (19).

1. tdbldzat

Ajanlott tesztanyagok az ICE vizsgdlatban val6 technikai jértassdg ellenSrzéséhez

Vegyi anyag CASRN Kémiai osztdly (') | Halmazallapot In rv(i;;gsl;zze)so- In vitro besorolds (%)
Benzalkonium-klorid 8001-54-5 Oniumve- Folyadék 1. kategoria Szemkorr6zidt/stlyos
(5 %) gyiilet szemirritdciot okozd
Kl6rhexidin 55-56-1 Amin, amidin Szildrd 1. kategoria Szemkorr6ziét/silyos

szemirritdciot okozd

Dibenzoil-L-bork&sav 2743-38-6 Karbonsav, Szildrd 1. kategoria Szemkorr6ziét/stlyos

észter szemirritdciot okozd

Imidazol 288-32-4 Heterociklikus Szilard 1. kategéria Szemkorrézidt/stlyos

szemirritdciot okozd

Triklérecetsav (30 %) 76-03-9 Karbonsav Folyadék 1. kategéria Szemkorr6zidt/silyos

szemirritdciot okozd

2,6-Diklérbenzoil- 4659-45-4 Savhalogenid Folyadék 2.A. kategéria Szemkorrézidt/stlyos
klorid szemirritdciét nem okozd

Etil-2-metilaceto- 609-14-3 Keton, észter Folyadék 2.B. kategéria Szemkorr6ziét/silyos
acetdt szemirritdciot nem okozd

Ammonium-nitrdt 6484-52-2 Szervetlen s Szilard 2.A. kategéria Szemkorrdziét/stilyos
szemirritdciét nem okozd

Glicerin 56-81-5 Alkohol Folyadék Nem cimké- Szemkorr6zidt/silyos
zett szemirritdciot nem okozé

n-Hexédn 110-54-3 Szénhidrogén Folyadék Nem cimké- Szemkorrdzidt/stilyos
(aciklikus) zett szemirriticiot nem okozo

Roviditések: CASRN = a Chemical Abstracts Service (CAS) szerinti nyilvantartdsi szdm (CAS-szdm).

(") A kémiai osztdly meghatdrozdsa standard besoroldsi rendszer alkalmazdsdval, a National Library of Medicine ,Medical Subject Headings”
(MeSH) elnevezésti besoroldsi rendszere alapjan (elektronikus formatumban: http//www.nlm.nih.gov/mesh cimen) tortént.

(®) A nyulakon végzett in vivo szemvizsgdlat (OECD TG 405) eredményei alapjan és az ENSZ GHS felhaszndldsaval (3) (7).

(}) BCOP- és ICE-eredmények alapjan.
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3. Fiiggelék

Szuperfuziés késziilék és szemcsiptetd az ICE vizsgilathoz

(A szuperfiiziés késziilék és a szemcsiptetd tovdbbi dltaldnos leirdsdt ldsd: Burton et al. (17))

SORSZAM MEGNEVEZES

1 MELEGVIZ-KIFOLYONYILAS

2 CSUSZOAJTO

3 SZUPERFUZIOS KESZULEK

4 OPTIKAI MEROMUSZER

5 MELEGVIZ-BEFOLYONYILAS

6 SOOLDAT

7 MELEG ViZ

8 SOOLDAT-BEFOLYONYILAS

9 KAMRA

10 SZEMTARTO

11 CSIRKESZEM

12 SOOLDAT-KIFOLYONYILAS

13 ALLITOCSAVAR

14 ALLITHATO FELSO KAR
SZEMTARTO 15 ROGZITETT ALSO KAR”




