2010129

Europos Sajungos oficialusis leidinys

L 324/13

KOMISIJOS REGLAMENTAS (ES) Nr. 1152/2010
2010 m. gruodzio 8 d.

kurivo i$ dalies kei¢iamas Reglamentas (EB) Nr. 440/2008, nustatantis bandymy metodus pagal

Europos Parlamento ir Tarybos reglamenta (EB) Nr. 1907/2006 dél cheminiy medZiagy

registracijos, jvertinimo, autorizacijos ir apribojimy (REACH), siekiant ji suderinti su technikos
pazanga

(Tekstas svarbus EEE)

EUROPOS KOMISIJA,
atsizvelgdama i Sutartj dél Europos Sgjungos veikimo,

atsizvelgdama i 2006 m. gruodzio 18 d. Europos Parlamento ir
Tarybos reglamentg (EB) Nr. 1907/2006 dél cheminiy medziagy
registracijos, jvertinimo, autorizacijos ir apribojimy (REACH),
jsteigiantj Europos cheminiy medziagy agentira, i§ dalies
keiciantj Direktyvg 1999/45/EB bei panaikinantj Tarybos regla-
mentg (EEB) Nr. 793/93, Komisijos reglamentg (EB) Nr.
148894, Tarybos direktyva 76/769/EEB ir Komisijos direktyvas
91/155/EEB, 93/67/EEB, 93/105/EB bei 2000/21/EB (), ypat j
jo 13 straipsnio 3 dalj,

kadangi:

(1)  Komisijos reglamente (EB) Nr. 440/2008 (3 pateikti
bandymy metodai, taikomi nustatant pagal Reglamenta
(EB) Nr. 1907/2006 naudojamy cheminiy medziagy fizi-
kines ir chemines savybes, toksiskumg ir ekotoksiskuma.

(2)  Reglamenta (EB) Nr. 440/2008 bitina atnaujinti, visy
pirma jtraukiant { ji du naujus neseniai OECD priimtus
in vitro akiy dirginimo bandymy metodus, taip siekiant
sumazinti eksperimentiniais tikslais naudojamy gyviny

skaiciy, kaip nustatyta 1986 m. lapkricio 24 d. Tarybos
direktyvoje 86/609/EEB dél valstybiy nariy jstatymy ir
kity teisés akty, susijusiy su eksperimentiniais ir kitais
mokslo tikslais naudojamy gyviiny apsauga, suderi-
nimo (}). Dél $io pasialymo buvo konsultuojamasi su
suinteresuotosiomis $alimis.

(3)  Todél Reglamenta (EB) Nr. 440/2008 reikéty atitinkamai
is dalies pakeisti.

4) Siame reglamente numatytos priemonés atitinka komi-
teto, isteigto pagal Reglamento (EB) Nr. 1907/2006
133 straipsnj, nuomone,

PRIEME S] REGLAMENTA;

1 straipsnis

I Reglamento (EB) Nr. 440/2008 priedo B dalj jtraukiami B.47
ir B.48 skyriai, pateikti Sio reglamento priede.

2 straipsnis

Sis reglamentas jsigalioja trecia dieng nuo jo paskelbimo Europos
Sgjungos oficialiajame leidinyje.

Sis reglamentas yra privalomas visas ir tiesiogiai taikomas visose valstybése narése.

Priimta Briuselyje 2010 m. gruodzio 8 d.

() OL L 396, 2006 12 30, p. 1.
() OL L 142, 2008 5 31, p. 1.

Komisijos vardu
Pirmininkas
José Manuel BARROSO

() OL L 358, 1986 12 18, p. 1.
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PRIEDAS

,B.47. GALVIJU RAGENOS PADRUMSTEJIMO IR PRALAIDUMO BANDYMO METODAS AKIS ESDINAN-

CIOMS IR STIPRIAI DIRGINANCIOMS MEDZIAGOMS NUSTATYTI
IVADAS

. Galvijy ragenos padrumstéjimo ir pralaidumo (angl. Bovine Corneal Opacity and Permeability, BCOP) bandymo metodas

yra in vitro bandymo metodas, kurj tam tikromis aplinkybémis ir su tam tikrais apribojimais galima taikyti chemines
medziagas ir miinius klasifikuojant kaip ,akis ésdinancias ir stipriai dirginancias medziagas“ (1) (2) (3). Pagal §j
bandymy metoda stipriai dirginancios medziagos apibréziamos kaip medziagos, sukeliancios akiy pazeidimus, kurie
triuiui nepraeina per 21 dieng po paveikimo ta medziaga. Nors BCOP bandymas néra laikomas tinkamu visiskai
pakeisti triusio akies in vivo bandyma, §j bandymg rekomenduojama atlikti kaip viena i§ pakopinés bandymo
strategijos, taikomos reguliavimo tikslais klasifikuojant ir Zenklinant tam tikroje srityje naudojamas medziagas,
sudedamuyjy daliy (4) (5). Bandomasias medziagas ir misinius (6) galima klasifikuoti kaip akis ésdinancias arba stipriai
dirginancias medziagas neatlickant papildomy bandymy su triusiais. Cheminé medziaga, kurios bandymo rezultatai
neigiami, turéty bati isbandyta su triusiais, taikant nuosekliajag bandymy metodika, aprasyta OECD bandymy gairése
Nr. 405 (7) (Sio priedo B.5 skyrius).

. Sio bandymo metodo paskirtis — aprasyti procediiras, taikomas vertinant, ar bandomoji medziaga gali sukelti ésdi-

nimg arba stipry dirginima, sprendziant pagal jos geb¢jima sukelti izoliuotos galvijo ragenos padrumstéjima arba
didesnj pralaiduma. Toksinis poveikis ragenai vertinamas pagal: i) sumazéjusig Sviesos skvarbg (padrumstéjima) ir ii)
padidéjusia fluoresceino natrio druskos daziklio skvarba (pralaidumg). Bandomaja medziaga paveiktos ragenos
padrumstéjimo ir pralaidumo vertinimo rezultatai susumuojami siekiant apskaiciuoti in vitro dirginimo skaiting
verte (angl. In Vitro Irritancy Score, IVIS), kuri naudojama klasifikuojant bandomosios medziagos dirginimo lygj.

. Akis dirginancios medziagos, sukeliancios akiy pazeidimus, kurie praeina maziau kaip per 21 dieng, ir akiy nedirgi-

nancios medziagos taip pat buvo isbandytos taikant BCOP bandymo metodg. Taciau BCOP bandymo metodo

. Apibréitys pateiktos 1 priedélyje.

PRADINIAI SVARSTYMAI IR APRIBOJIMAI

. Sis bandymo metodas pagristas Alternatyviy metody patvirtinimo tarpzinybinio koordinavimo komiteto (angl. Inte-

ragency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods, ICCVAM) BCOP bandymo metodo protokolu
(8), parengtu atlikus tarptautinj patvirtinimo tyrimg (4) (5) (9), padedant Europos alternatyviy metody patvirtinimo
centrui (angl. European Centre for the Validation of Alternative Methods, ECVAM) bei Japonijos alternatyviy metody
patvirtinimo centrui (angl. Japanese Centre for the Validation of Alternative Methods, JaCVAM). Sis protokolas parengtas
remiantis informacija, gauta i§ In vitro bandymy metody instituto (angl. Institute for In Vitro Sciences, 1IVS) ir i3
INVITTOX protokolo Nr. 124 (10), kuris buvo naudojamas 1997-1998 m. atliekant Europos bendrijos finansuotg
BCOP bandymo metodo preliminaraus patvirtinimo tyrima. Abu Sie protokolai parengti remiantis BCOP bandymo
metodika, kurig pirmasis aprasé Gautheron et al. (11).

. Nustatyti $io metodo apribojimai susij¢ su didele klaidingai teigiamy rezultaty dalimi alkoholiy bei ketony atveju ir

didele klaidingai neigiamy rezultaty dalimi kietyjy medziagy atveju, kaip nurodyta patvirtinimo duomeny bazéje (zr.
44 skirsnj) (5). I§ duomeny bazés pasalinus $iy cheminiy ir fizikiniy kategorijy chemines medziagas, BCOP bandymo
metodo tikslumas pagal ES, EPA ir GHS klasifikavimo sistemas i§ esmés pageréjo (5). Remiantis $iy bandymy tikslu
(t. y. tiktai nustatyti akis ésdinancias ir (arba) stipriai dirginancias medziagas), klaidingi neigiami rezultatai neturi
lemiamos reik§més, nes Sios cheminés medZiagos véliau bus iSbandytos su triusiais arba taikant kitus deramai
patvirtintus in vitro bandymus, atsizvelgiant j reguliavimo reikalavimus ir taikant nuosekligja bandymo metodika
pagal jrodomosios duomeny galios metoda. Be to, naudojant dabarting patvirtinimo duomeny baz¢ negalima deramai
jvertinti tam tikry klasiy cheminiy medZiagy arba produkty (pvz., miSiniy). Taliau tyréjai galéty apsvarstyti Sio
bandymo metodo taikymo visy tipy bandomosioms medziagoms (jskaitant misinius) galimybes, kai teigiamas rezul-
tatas galéty bati priimtas kaip orientacinis akiy ésdinimo arba stipraus dirginimo atsakas. Taciau teigiami rezultatai,
gauti bandant alkoholius arba ketonus, turéty biti aiskinami atsargiai, vengiant nepagristy prognoziy.

. Visos procediiros su galvijy akimis ir galvijy ragenomis turéty biti atlickamos pagal bandymy laboratorijos taisykles

ir procediras, taikytinas gyvininés kilmés medziagoms, jskaitant audinius ir audiniy skyscius, bet neapsiribojant tik
jais. Rekomenduojama laikytis bendryjy laboratorijose taikytiny atsargumo priemoniy (12).

. Sio bandymo metodo apribojimas yra tas, kad, nors pagal jj ir atsizvelgiama i tam tikrg poveikj akims, vertinamg

pagal triusio akiy dirginimo bandymo metoda, ir i§ dalies j to poveikio lygj, pagal §j metoda neatsizvelgiama j akies
junginés ir rainelés pazeidimus. Be to, nors pagal BCOP bandymo metods ir negalima jvertinti ragenos pazeidimy
griZtamumo per se, pasitlyta, remiantis triusio akiy tyrimais, pagal pradinj ragenos paZzeidimy gylio vertinima
nustatyti, ar poveikis negriZtamas, ar griztamas (13). Galiausiai pagal BCOP bandymo metoda negalima jvertinti
galimo sisteminio toksiskumo, susijusio su poveikiu akims.
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. Toliau dedamos pastangos siekiant geriau apibudinti BCOP bandymo metodo naudingumg ir apribojimus, jj naudo-

jant silpnai dirginancioms ir nedirginan¢ioms medziagoms nustatyti (taip pat Zr. 45 skirsnj). Be to, naudotojai
kvieCiami teikti patvirtinimo organizacijoms pavyzdzius ir (arba) duomenis, kuriais remiantis biity galima oficialiai
jvertinti galima biisima BCOP bandymo metodo paskirtj, jskaitant silpnai dirginan¢iy medziagy ir nedirginanciy
medZiagy nustatyma.

Kiekviena laboratorija, pradedanti taikyti §j bandymo metodg, turéty naudoti 2 priedélyje nurodytas patikros
chemines medziagas (angl. proficiency substances). Laboratorija gali naudoti 3ias chemines medziagas norédama jrodyti
savo techning kompetencija taikyti BCOP bandymo metodg, prie§ pateikdama BCOP bandymo duomenis teisés
aktuose numatytais pavojy klasifikavimo tikslais.

BANDYMO PRINCIPAS

BCOP bandymo metodas yra tipinis konkretaus organo tyrimo modelis, pagal kurj galima i§saugoti normaly trum-
palaikj fiziologinj ir biocheminj galvijy ragenos funkcionavimag in vitro. Pagal § bandymo metoda bandomosios
medziagos sukeltas paZeidimas nustatomas kiekybiskai jvertinant ragenos padrumstéjimo ir pralaidumo pokycius,
atitinkamai naudojant drumsties matuoklj (angl. opacitometer) ir regimosios $viesos spektrofotometra. Abu matavimai
atlickami siekiant apskaiciuoti VIS, kuri naudojama in vitro dirginimo pavojaus kategorijai nustatyti, kad biity galima
prognozuoti bandomosios medziagos geba dirginti akis in vivo (Zr. ,Sprendimo kriterijai®).

Pagal BCOP bandymo metoda naudojamos izoliuotos ragenos, paimtos i§ ka tik paskersty galvijy akiy. Ragenos
padrumstéjimas kiekybiskai jvertinamas matuojant ragenos praleidziama $viesos kiekj. Ragenos pralaidumas kieky-
biskai jvertinamas kaip fluoresceino natrio druskos daziklio kiekis, prasiskverbes per visa ragenos storj, matuojant
uzpakalinés kameros terpéje. Bandomosios medziagos uzdedamos ant ragenos epitelio pavirsiaus jos jdedant j
ragenos laikiklio pricking kamerg. 3 priedélyje pateiktas ragenos laikiklio, naudojamo atlickant BCOP bandyma,
aprasas ir schema. Rageny laikikliy galima isigyti i§ jvairiy komerciniy 3altiniy arba pasidaryti.

Galvijy akiy Saltinis bei amZius ir gyviing riiSies pasirinkimas

| skerdyklas atvezti galvijai paprastai paskerdZiami vartoti Zmonéms arba kitais komerciniais tikslais. Kaip BCOP
bandymams skirty rageny Saltinis gali bati naudojami tik sveiki gyvinai, kurie laikomi tinkamais naudoti Zmoniy
maisto grandinéje. Kadangi galvijy svorio intervalas gana didelis ir priklauso nuo veislés, amZziaus bei lyties, reko-
menduojamo skerdziamo gyvino svorio nenustatyta.

Rageny dydziai gali skirtis dél gyviny amziaus skirtumo. Ragenos, kuriy horizontalus skersmuo didesnis kaip
30,5 mm, o ragenos storis per vidurj ne mazesnis kaip 1 100 pm, paprastai gaunamos i§ senesniy kaip astuoneriy
mety galvijy, o ragenos, kuriy horizontalus skersmuo maZesnis kaip 28,5 mm, o ragenos storis per vidurj mazesnis
kaip 900 pm, paprastai gaunamos i jaunesniy kaip penkeriy mety galvijy (14). Dél sios priezasties senesniy kaip 60
ménesiy galvijy akys paprastai nenaudojamos. Galvijy, kuriy amzius maZesnis kaip 12 ménesiy, akys paprastai
nebiidavo naudojamos, nes jos dar nevisiskai iSsivysciusios, ir jy ragenos storis bei skersmuo yra gerokai mazesni
nei suaugusiy galvijy. Taciau jauny gyviiny (t. y. 6-12 ménesiy) ragenas naudoti leidZiama, nes jy naudojimas teikia
tam tikry pranasumy, pvz., jy lengviau gauti, amZiaus intervalas yra nedidelis ir darbuotojams kyla maZiau pavojy,
susijusiy su galvijy spongiforminés encefalopatijos poveikiu (15). Kadangi buty naudinga geriau jvertinti ragenos
dydzio arba storio sary3j su ésdinanciy ir dirginanciy medziagy poveikiu, naudotojai kvieciami teikti duomenis apie
apytikslj gyviny, i§ kuriy gautos per tyrima naudotos ragenos, amziy ir (arba) svorj.

Akiy rinkimas ir gabenimas i laboratorija

Akis surenka skerdykly darbuotojai. Kad mechaninis ir kitoks akiy pazeidimas baty kuo mazesnis, gyviing paskerdus,
akys turi bati iSimamos kuo greiciau. Kad ant akiy nepatekty galinCiy dirginti cheminiy medziagy, skerdykly
darbuotojai turety nenaudoti valikliy gyviino galvai nuplauti.

Akys turi bati visiskai panardintos | Hankso subalansuota druskos tirpalg (angl. Hanks' Balanced Salt Solution, HBSS),
supilta | tinkamo dydzio talpykla, ir vezamos | laboratorija taip, kad buty kuo maziau pazeistos ir (arba) uzkreéstos
bakterijomis. Kadangi akys renkamos skerdziant gyvinus, jos gali buti iSteptos krauju ir kitomis biologinémis
medZiagomis, jskaitant bakterijas ir kitus mikroorganizmus. Todél svarbu uztikrinti, kad uZterSimo pavojus biity
kuo mazesnis (pvz., laikant indg su akimis ant drégno ledo, { HBSS, naudojama vezant akis, jdedant antibiotiky [pvz.,
100 IU/mL penicilino ir 100 pg/mL streptomicino]).

Laikotarpis nuo akiy surinkimo iki rageny panaudojimo per BCOP bandyma turéty bati kuo mazesnis (paprastai
renkama ir naudojama t3 pacig dieng), ir turi biti jrodyta, kad $is laiko tarpas neturés neigiamos jtakos bandymo
rezultatams. Sie rezultatai grindziami akiy atrankos kriterijais ir atsaku i teigiamas bei neigiamas kontrolines
medziagas. Visos akys, naudojamos atlickant bandyma, turéty bati i§ to paties tam tikrg dieng surinktos akiy rinkinio.
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BCOP bandymui skirty akiy atrankos kriterijai

Akis atvezus | laboratorija, atidziai apziGirima, ar jos neturi triikumy, jskaitant padidéjusj drumstumg, jbrézimus ir
neovaskuliarizacija. Turéty bati naudojamos tik tokiy trikumy neturinéiy akiy ragenos.

Be to, véliau, per tam tikrus bandymo etapus, jvertinama kiekvienos ragenos kokybé. Ragenos, kuriy padrumstéjimas
po pradinio vienos valandos trukmeés kalibravimo laikotarpio yra didesné kaip septyni drumsties vienetai, atmetamos
(PASTABA: drumsties matuoklis turéty biiti kalibruotas pagal standartus, taikomus drumsties vienetams nustatyti, 7r.

3 priedélj).

Kiekviena apdorojamy (bandomgja medziaga, kartu naudojamomis neigiamomis ir teigiamomis kontrolinémis
medziagomis) meéginiy grupé turi bati sudaryta ne maziau kaip i§ trijy akiy. Atliekant BCOP bandyma trys ragenos
turéty bati apdorojamos neigiamomis kontrolinémis medziagomis. Kadangi visos ragenos yra isimamos i§ viso akies
obuolio ir jdedamos | rageny kameras, gali likti $iy Zmogaus veiksmy padariniy, kurie turés jtakos kai kuriy rageny
padrumstéjimo ir pralaidumo vertéms (atsizvelgiant j neigiamas kontrolines medziagas). Be to, padrumstéjimo ir
pralaidumo vertes, gautos naudojant neigiamas kontrolines grupes, naudojamos bandomosios medziagos ir teigiamos
kontrolinés grupés padrumstéjimo ir pralaidumo verteéms, naudojamoms apskaic¢iuojant IVIS vertes, pakoreguoti.

EIGA
Akiy paruosimas

Trikumy neturincios ragenos, stengiantis nepaZeisti ragenos epitelio ir endotelio, i$pjaunamos su 2-3 mm plocio
skleros apvadu, kuris paliekamas tam, kad véliau baty patogiau paimti rageng. Izoliuotos ragenos idedamos j
specialius rageny laikiklius, sudarytus i§ priekiniy ir uzpakaliniy kamery, kurios lieciasi su atitinkamai ragenos epitelio
ir endotelio pavirsiumi. Abi kameros iki virSaus pripildomos pasildyta Eagle’o minimalia pagrindine terpe (angl. Eagle’s
Minimum Essential Medium, EMEM) (pirmiau uZpakaliné kamera) taip, kad nesusidaryty burbuly. Tada ne trumpiau
kaip vieng valandg palaikoma 32 + 1 °C jtaiso temperatiira, kad susilyginty rageny bei terpés temperatiira ir, kiek tai
jmanoma, bity pasicktas normalus medziagy apykaitos aktyvumas (apytikslé ragenos pavirSiaus temperatiira in vivo
yra 32 °C).

Po temperatiiros nusistovéjimo laikotarpio, abi kameros pripildomos naujos pasildytos EMEM, ir registruojami
pamatiniai kiekvienos ragenos padrumstéjimo rodmenys. Visos ragenos, turin¢ios makroskopiniy audinio pazeidimy
(pvz., jbrézimy, pigmento sankaupy, neovaskuliarizacijos poZymiy) arba kuriy drumstis yra didesné kaip septyni
drumsties vienetai, atmetamos. Apskai¢iuojama visy stabilios biisenos rageny drumsties vidutiné verté. Ne maziau
kaip trys ragenos, kuriy drumsties vertés yra artimos vidutinei visy rageny drumsties vertei, pasirenkamos kaip
neigiama (arba tirpiklio) kontroliné méginiy grupé. Likusios ragenos padalijamos i bandomaja grupe ir teigiama
kontroling grupe.

Kadangi vandens $iluminé talpa didesné uZz oro, vanduo uztikrina stabilesng inkubacing temperatiira. Todél ragenos
laikiklj ir jo turinj rekomenduojama laikyti vandens vonioje, kurioje biity palaikoma 32 + 1 °C temperatiira. Taciau
gali bati naudojami ir oro inkubatoriai, jeigu bus imtasi priemoniy vienodai temperatirai palaikyti (pvz., i§ anksto
pasildant laikiklius ir terpg).

Bandomosios medZiagos uZdéjimas

Taikomi du skirtingi apdorojimo protokolai: vienas — skys¢iams ir pavir§inio aktyvumo medziagoms (kietosioms
medziagoms arba skysciams), kitas — kietosioms ne pavirsinio aktyvumo medZziagoms.

Skysciai bandomi neskiesti, o pavirinio aktyvumo medZziagos — naudojant 10 proc. koncentracijos tirpalg (pagal
mase), medziagg istirpinant 0,9 % natrio chlorido tirpale, distiliuotame vandenyje arba kitame tirpiklyje, kuris, kaip
buvo jrodyta, neturi neigiamo poveikio bandymo sistemai. Pusiau kietosios medZziagos, tepalai ir vaskai paprastai
bandomi kaip skysciai. Jeigu naudojama kitokia skiedimo koncentracija, tai turi bati deramai pagrista. Ragenos
veikiamos skysciais ir pavirsinio aktyvumo medziagomis 10 minudiy. Jeigu taikoma kitokia poveikio trukme, tai
turi bati tinkamai moksliskai pagrista.

Nepavirsinio aktyvumo medzZiagos paprastai bandomos naudojant 20 proc. koncentracijos tirpalus arba suspensijas,
pagamintus medzZiaga iStirpinus 0,9 % natrio chlorido tirpale, distiliuotame vandenyje arba kitame tirpiklyje, kuris,
kaip buvo jrodyta, neturi neigiamo poveikio bandymo sistemai. Tam tikromis aplinkybémis ir pateikus deramg
mokslinj pagrindima, kietosios medziagos taip pat gali bati bandomos neatskiestos, jas tiesiogiai uzdedant ant
ragenos pavirSiaus, taikant atviros kameros metoda (zr. 29 skirsnj). Ragenos veikiamos kietosiomis medziagomis
keturias valandas, taciau skys¢iy ir aktyviyjy pavirSiaus medziagy atveju gali bati taikoma kitokia poveikio trukmé,
pateikiant tinkama mokslinj pagrindima.

Atsizvelgiant | bandomosios medziagos fizikines ir chemines savybes (pvz., ar tai kietoji medziaga, ar klampus arba
neklampus skystis), galima taikyti jvairius apdorojimo badus. Pagrindinis kriterijus — uZtikrinti, kad bandomoji
medziaga tinkamai padengty epitelio pavirsiy ir kad ji biity gerai nuvalyta per plovimo etapus. Neklampiems ir
mazai klampiems skysciams paprastai taikomas uzdaros kameros metodas, o pusiau klampioms bei klampioms
skystoms bandomosioms medziagoms ir neatskiestoms kictosioms medziagoms — atviros kameros metodas.
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Pagal uzdaros kameros metoda bandomosios medziagos kiekis, kurio pakanka ragenos epitelio pavirsiui padengti
(750 pL), jdedamas | prieking kamera per dozavimo angas, esancias virSutiniame kameros pavirsiuje; veikimo
laikotarpiui kameros angos uzdaromos. Svarbu uztikrinti, kad kiekviena ragena biity veikiama bandomaja medziaga
tinkamg laiko tarpa.

Pagal atviros kameros metoda prie§ apdorojimg i§ priekinés kameros i§imamas lango uzrakto Ziedas ir stiklinis langas.
Kontroliné arba bandomoji medziaga (750 pL arba toks bandomosios medziagos kiekis, kurio pakakty visai ragenai
padengti) tiesiogiai uzdedama ant ragenos epitelio pavirSiaus naudojant mikropipete. Jeigu bandomajg medziaga
sunku jtraukti i pipete, bandomoji medziaga gali biti spaudimo bidu jstumiama i stimokling pipete, naudojama
dozuojant. Stimoklinés pipetés galas jkiSamas j $virk§to dozavimo galiukg taip, kad cheming medziagg spaudimo
biidu biiti galima jsvirksti i stimoklinés pipetés galiuka. Svirksto stiimoklis stumiamas, tuo pat metu pipetés stiimoklj
traukiant i virSy. Jeigu pipetés galiuke atsiranda oro burbuliuky, bandomoji medziaga paalinama (i$stumiama), ir
procedira kartojama tol, kol galiukas uzpildomas be oro burbuliuky. Prireikus gali biti naudojamas jprastas $virkstas
(be adatos), kadangi ji naudojant galima tiksliai i§matuoti bandomosios medziagos kiekj ir lengviau padengti ragenos
epitelio pavirsiy. Baigus dozuoti, stiklinis langas jdedamas atgal i priekine kamerg, taip vél atkuriant uzdara sistema.

Inkubacija pasibaigus veikimui medziaga

Pasibaigus veikimo laikotarpiui, bandomoji medziaga, neigiama kontroliné medziaga arba teigiama kontroliné
medZiaga pasalinama i§ priekines kameros, epitelis nuplaunamas ne maziau kaip tris kartus (arba kol nelicka matomy
bandomosios medziagos zymiy) naudojant EMEM (kurios sudétyje yra raudonojo fenolio). Nuplovimui naudojama
terpé, kurios sudétyje yra raudonojo fenolio, nes taip galima stebéti raudonojo fenolio spalvos pokytj ir nustatyti
rigstiniy arba Sarminiy medZziagy nuplovimo veiksminguma. Jeigu raudonasis fenolis vis dar praranda spalvg (yra
geltonas arba purpurinis) arba jeigu bandomoji medziaga yra vis dar matoma, ragenos plaunamos daugiau kaip tris
kartus. I§ terpés pasalinus bandomajg medziaga, ragenos paskutinj karta nuplaunamos naudojant EMEM (be raudo-
nojo fenolio). EMEM (be raudonojo fenolio) paskutiniam plovimui naudojama tam, kad prie§ drumsties matavima
raudonasis fenolis tikrai biity pasalintas i§ prickinés kameros. Tada priekiné kamera i§ naujo pripildoma nauja EMEM
be raudonojo fenolio.

Jeigu bandymas atlickamas naudojant skyscius arba pavirSinio aktyvumo medziagas, nuplautos ragenos dar dvi
valandas laikomos 32 £ 1°C temperatiiroje. Tam tikrais atvejais ragenas gali blti naudinga palaikyti ir ilgiau nei
dvi valandas po veikimo bandomaja medziaga; dél to sprendziama kiekvienu konkreciu atveju. Ragenos, kurios buvo
veikiamos kietosiomis medziagomis, pasibaigus keturiy valandy veikimo laikotarpiui kruopsciai nuplaunamos, bet
papildomai inkubuoti jy nereikia.

Pasibaigus inkubacijos laikotarpiui, jeigu bandymai atlickami su skysciais ir pavir§inio aktyvumo medziagomis, ir
pasibaigus keturiy valandy veikimo laikotarpiui, jeigu bandymai atlickami su kietosiomis nepavirsinio aktyvumo
medZiagomis, registruojamas kiekvienos ragenos padrumstéjimas ir pralaidumas. Be to, kickviena ragena apZitirima
vizualiai ir registruojamos susijusios pastabos (pvz., audinio nusilupimas, bandomosios medziagos likuciai, nevienodas
padrumstéjimas). Sios pastabos gali biiti svarbios, nes jos gali biiti susijusios su drumsties matuoklio rodmeny
svyravimais.

Kontrolinés medZiagos

Per kiekviena bandyma kartu naudojamos neigiamos kontrolinés medziagos arba tirpiklis (nesiklis) bei teigiamos
kontrolinés medziagos.

Kai bandoma 100 % grynumo skysta cheminé medziaga, pagal BCOP bandymo metoda kartu naudojama neigiama
kontroliné medziaga (pvz., 0,9 % natrio chlorido tirpalas arba distiliuotas vanduo), kad bandymo sistemoje bity
galima aptikti netipinius pokyc¢ius ir gauti pamatinius duomenis, kuriais remiantis baty galima jvertinti bandymo
rezultatus. Be to, taip uztikrinama, kad bandymo salygos neturéty netinkamos jtakos atsakui j dirginima.

Kai bandoma atskiesta skysta, pavirsinio aktyvumo arba kietoji cheminé medziaga, pagal BCOP bandymo metoda tuo
pat metu iSbandoma tirpiklio (nesiklio) kontroliné méginiy grupé, kad bandymo sistemoje biity galima aptikti
netipinius pokyc¢ius ir gauti pamatinius duomenis, kuriais remiantis baity galima jvertinti bandymo rezultatus. Galima
naudoti tik tokius tirpiklius (nesiklius), kurie, kaip buvo jrodyta, neturi neigiamos jtakos bandymo sistemai.

Norint patikrinti, ar sukeliamas tinkamas atsakas, per kiekvieng bandyma tuo pat metu patikrinama teigiama kontro-
liné medziaga, kuri yra Zinoma kaip akis dirginanti medziaga. Kadangi pagal §j bandymo metoda BCOP bandymas
atliekamas siekiant nustatyti ésdinancias arba stipriai dirginancias medziagas, geriausia kaip teigiama kontroling
medZiaga naudoti etaloning cheming medziaga (angl. reference substance), kuri naudojama pagal §j bandymo metoda
sukelia stipry atsakg. Tac¢iau norint uztikrinti galimybe jvertinti atsako | teigiama kontroling medziagg kaitg per tam
tikrg laika, dirginamasis poveikis neturéty bati pernelyg stiprus.

Pavyzdziui, bandant skystas medziagas tinkamos naudoti teigiamos kontrolinés medziagos yra dimetilformamidas
arba 1 % natrio hidroksidas. Bandant kietas medziagas tinkamos naudoti teigiamos kontrolinés medziagos pavyzdys
yra 20 % (mft) imidazolis 0,9 % natrio chlorido tirpale.
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Lyginamosios cheminés medziagos (angl. benchmark substances) yra naudingos norint jvertinti tam tikrai cheminiy
medziagy arba produkty kategorijai priskiriamy nezinomy cheminiy medziagy akiy dirginimo potenciala arba
santykinj akis dirginan¢ios medziagos dirginimo potencialg tam tikrame atsako j dirginimag intervale.

ISmatuoti rezultatai

Padrumstéjimas nustatomas pagal ragenos praleidziamg $viesos kiekj. Ragenos padrumstéjimas kiekybiskai vertinamas
naudojant drumsties matuoklj, kuriuo gaunamos drumsties vertés tolydzioje skaléje.

Pralaidumas nustatomas pagal fluoresceino natrio druskos daziklio kiekj, prasiskverbusj per visus ragenos lasteliy
sluoksnius (t. y. nuo iSorinio ragenos pavirsiaus epitelio per vidinio ragenos paviriaus endotelj). | prieking ragenos
laikiklio kamerg, kuri lieciasi su ragenos epitelio pavir§iumi, jpilama 1 mL fluoresceino natrio druskos tirpalo (4 arba
5 mg/mL, kai atitinkamai bandomos skystos ir pavirSinio aktyvumo medZiagos arba nepaviriinio aktyvumo
medziagos), o | uzpakaling kamera, kuri lieCiasi su ragenos endotelio pavir$iumi, pripilama naujos EMEM. Tada
laikiklis horizontalioje padétyje 90 + 5 min. laikomas 32 + 1 °C temperatiiroje. Naudojant UV/VIS spektrofotomet-
rijos metodikg, iSmatuojamas fluoresceino natrio druskos, prasiskverbusios | uzpakaling kamera, kiekis. Spektrofoto-
metrinio matavimo duomenys, gauti naudojant 490 nm ilgio bangas, registruojami kaip optinio tankio (OD4¢) arba
sugerties vertés, iSmatuotos tolydzioje skaléje. Fluoresceino pralaidumo vertés nustatomos kaip OD4gq vertés, iSma-
tuotos regimosios §viesos spektrofotometru, taikant standartinj 1 cm storio sluoksnj.

Arba galima naudoti 96 duobuciy mikrotitravimo 1ékstelés skaitytuva, jeigu: i) galima nustatyti lékstelés skaitytuvo,
skirto fluoresceino ODygo vertéms nustatyti, tiesinj intervalg ir ii) 96 duobuciy ploksteléje, naudojamoje ODy4qq
vertéms, atitinkanc¢ioms standartinj 1 cm storio sluoksnj, nustatyti, naudojamas tinkamas fluoresceino méginiy kiekis
(tam gali reikeéti pilnai pripildyti duobute [iprastas kiekis — 360pL]).

DUOMENYS IR JU TEIKIMAS
Duomeny vertinimas

Padrumstéjimo ir vidutinio pralaidumo (OD4g¢) vertes pakoregavus atsizvelgiant j normalios drumsties ir neigiamos
kontrolinés medziagos pralaidumo OD,q, vertes, kiekvienos apdoroty méginiy grupés vidutinés padrumstéjimo ir
pralaidumo OD,qgq vertés turi bati jradytos i empiriniu badu gautg formule, skirta kiekvienos apdoroty méginiy
grupés in vitro dirginimo skaitinei vertei (IVIS) apskaiciuoti:

IVIS = vidutiné padrumstéjimo verté + (15 x vidutiné pralaidumo OD g verté).

Sina et al. (16) nurodé, kad 3 formulé buvo gauta atlickant vidaus ir tarplaboratorinius tyrimus. Buvo atlikta
duomeny, gauty atlikus 36 junginiy serijos tyrima daugelyje laboratorijy, daugiavarianté analize, siekiant gauti
geriausiai in vivo ir in vitro duomenis atitinkancia lygti. Sig analize atlike dviejy skirtingy bendroviy mokslininkai
gavo beveik tapacias lygtis.

Be to, padrumstéjimo ir pralaidumo vertés turéty biiti jvertintos atskirai, siekiant nustatyti, ar bandomoji medziaga
sukeélé ésdinimg arba stipry dirginima vien dél padrumstéjimo arba vien dél pralaidumo rezultaty (Zr. ,Sprendimo
kriterijai®).

Sprendimo kriterijai

Cheminé medziaga, kurios IVIS ne mazesné kaip 55,1, laikoma ésdinancia arba stipriai dirginancia medziaga. Kaip
nurodyta 1 skirsnyje, jeigu nenustatoma, kad cheminé medziaga yra akis ésdinanti arba stipriai dirginanti medziaga,
klasifikavimo ir Zenklinimo tikslais turety biti atlikti papildomi bandymai. Lyginant su triusio akies in vivo bandymo
metodo duomenimis, klasifikuojamais pagal EPA (1), ES (2) arba GHS (3) klasifikavimo sistemas, bendras BCOP
bandymo metodo tikslumas — nuo 79 % (113/143) iki 81 % (119/147), klaidingai teigiamy rezultaty dalis — nuo
19 % (20/103) iki 21 % (22/103), klaidingai neigiamy rezultaty dalis — nuo 16 % (7/43) iki 25 % (10/40). I§
duomeny bazés pasalinus tam tikry cheminiy (pvz., alkoholius, ketonus) arba fizikiniy (pvz., kietasias medziagas)
kategorijy chemines medziagas, BCOP bandymo metodo tikslumas pagal ES, EPA ir GHS klasifikavimo sistemas yra
nuo 87 % (72/83) iki 92 % (78/85), klaidingai teigiamy rezultaty dalis — nuo 12 %. (7/58) iki 16 % (9/56), klaidingai
neigiamy rezultaty dalis — nuo 0 % (0/27) iki 12 % (3/26).

Net jeigu bandomoji medziaga nepriskiriama akis ésdinan¢iy arba stipriai dirginan¢iy medziagy kategorijai, BCOP
bandymy duomenys, naudojami kartu su triusio akies in vivo bandymo arba deramai patvirtinto in vitro bandymo
duomenimis, gali bati naudingi toliau vertinant BCOP bandymy, kuriais siekiama nustatyti silpnai dirginancias ir
nedirginancias medZziagas, metodo naudingumg ir apribojimus (Siuo metu rengiamos toksiskumo akims in vitro
bandymy metody rekomendacinis dokumentas).
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Tyrimo priimtinumo kriterijai

Tyrimas laikomas priimtinu, jeigu naudojant teigiama kontroling medziaga gauta IVIS nevirsija dviejy dabartinio
istorinio vidurkio, atnaujinamo ne reciau kaip karta per tris ménesius arba, kai bandymai atlickami nedaznai (t. y.
reCiau kaip karta per ménesj), kiekvieng karta laboratorijose atlikus priimting bandyma, standartiniy nuokrypiy.
Vertinant atsaka | neigiama kontroling medziaga arba tirpiklj (nesiklj) gautos padrumstéjimo ir pralaidumo vertés
neturéty virSyti nustatyty normalios drumsties ir pralaidumo verciy virSutiniy riby, nustatyty galvijy ragenoms,
apdorotoms tinkama neigiama kontroline medziaga arba tirpikliu (nesikliu).

Bandymo ataskaita

Bandymy ataskaitoje turéty bt pateikta toliau nurodyta informacija, jeigu ji yra svarbi atlikto tyrimo atzvilgiu.

Bandomosios ir kontrolinés medziagos
Cheminés medziagos pavadinimas (-ai), pvz., Cheminiy medziagy santrumpy tarnybos (angl. Chemical Abstracts Service,
CAS) naudojamas struktiirinis pavadinimas ir kiti pavadinimai, jeigu jie Zinomi;

CAS registracijos numeris (RN), jeigu jis Zinomas;

cheminés medziagos arba misinio grynumas ir sudétis (masés procentinémis dalimis), kiek tai Zinoma remiantis
turima informacija;

tyrimui svarbios fizikinés ir cheminés savybés, pvz., fizinis bavis, lakumas, pH, stabilumas, cheminiy junginiy klase,
tirpumas vandenyje;

bandomosios ir (arba) kontrolinés cheminés medziagos apdorojimas prie§ bandyma, jeigu tai atlickama (pvz., pasil-
dymas, sumalimas);

stabilumas, jeigu jis Zinomas.

Informacija apie réméjg ir bandymy laboratorijg

Réméjo pavadinimas ir adresas, bandymy laboratorija ir tyrimo vadovas;
informacija apie akiy 3altinj (t. y. vieta, kurioje buvo paimtos akys);

akiy laikymo ir gabenimo salygos (pvz., akiy paémimo data ir laikas, laikotarpis iki bandymy pradzios, gabenimo
terpé ir temperatdira, antibiotikai (jei jie naudoti));

jeigu yra informacijos, specifinés gyviiny, i§ kuriy buvo paimtos akys, charakteristikos (pvz., gyviino, kurio akys buvo
paimtos, amzius, lytis, svoris).

Taikyto bandymo metodo ir protokolo pagrindimas

Bandymo metodo integralumas

Bandymo metodo integralumo (t. y. tikslumo ir patikimumo) uZtikrinimo per tam tikra laikg procedira (pvz.,
periodiniai bandymai su patikros medziagomis, istoriniy duomeny apie neigiamas ir teigiamas kontrolines medziagas
naudojimas).

Bandymo priimtinumo kriterijai

Priimtini kartu naudojamy teigiamy ir neigiamy kontroliniy grupiy verciy intervalai, atsizvelgiant | istorinius

duomenis;

jeigu turima, priimtini kartu naudojamy lyginamyjy medziagy kontrolinés grupés verciy intervalai, atsiZvelgiant i
istorinius duomenis.

Bandymo sglygos

Taikytos bandymo sistemos aprasas;
naudoto rageny laikiklio tipas;

prietaisy, naudoty matuojant padrumstéjimg ir pralaiduma (pvz., drumsties matuoklio ir spektrofotometro), kalibra-
vimo informacija;
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informacija apie naudotas galvijy ragenas, jskaitant informacija apie jy kokybe;
iSsami informacija apie taikyta bandymo metods;

naudota (-os) bandomosios medziagos koncentracija (-os);

bandymo metodo pakeitimy, jeigu jy buvo padaryta, aprasas;

informacija apie istorinius duomenis, gautus taikant §j modelj (pvz., neigiamos ir teigiamos kontrolinés medziagos;
patikros medziagos, lyginamosios cheminés medziagos);

taikyty vertinimo kriterijy aprasas.

Rezultatai

Atskiry méginiy duomeny lentelé (pvz., padrumstéjimo ir ODygq vertés, bandomajai medziagai ir teigiamoms,
neigiamoms bei lyginamosioms cheminéms medziagoms [jeigu jos naudojamos] apskaiciuotos IVIS vertés, pateiktos
lentelés pavidalu, jeigu taikytina, kartu pateikiant atlikty pakartotiniy bandymy duomenis ir vidutines kiekvieno
bandymo rezultaty vertes su standartiniais nuokrypiais);

kity nustatyty poveikiy apibdinimas.

Aptarimas ir rezultatai
vada
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1 priedélis

APIBREZTYS

Tikslumas — bandymo metodo rezultaty ir patvirtinty pamatiniy verciy sutapimo artumas. Tikslumas yra bandymo
metodo naudojimo charakteristiky matas ir vienas i§ tinkamumo aspekty. Terminas daznai vartojamas pakaitomis su
terminu ,sutapimas” reik§me ,tinkamy bandymo metodo rezultaty dalis“.
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http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_brd_bcop.htm
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Lyginamoji cheminé medZiaga — cheminé medziaga, naudojama kaip standartas, su kuriuo lyginama bandomoji
medziaga. Lyginamoji cheminé medZiaga turi turéti tokias savybes: i) tinkama (-us) ir patikima (-us) 3altinj (-ius); ii) jos
struktiirings ir funkcinés savybés turi bati panasios j bandomyjy medziagy kategorijos savybes; iii) turi bati Zinomos jos
fizikinés ir cheminés savybés; iv) turi biiti duomeny, patvirtinanéiy zinoma poveiki; v) turi biiti Zinomas jos stiprumas
pageidaujamo poveikio intervalo ribose.

Ragena — permatoma priekiné akies obuolio dalis, dengianti rainele bei vyzdj ir praleidzianti $viesa i vidy.

Ragenos padrumstéjimas — iSmatuota ragenos padrumstéjimo verté, gauta rageng baigus veikti bandomaja medziaga.
Padidéjusi ragenos drumstis rodo ragenos paZeidimg. Padrumstéjima galima vertinti subjektyviai, kaip tai daroma per
Draize‘o triusio akies bandyma, arba objektyviai, naudojant prietaisg, pvz., drumsties matuokl;.

Ragenos pralaidumas - kiekybinis ragenos epitelio pazeidimo jvertinimas nustatant fluoresceino natrio druskos daziklio
kiekj, prasiskverbiantj per visus ragenos lgsteliy sluoksnius.

EPA 1 kategorija — ésdinimas (negriztamas akies audinio suardymas) arba ragenos pakenkimas arba dirginimas, trun-
kantis ilgiau kaip 21 dieng (1).

ES R41 kategorija — akies audinio pazeidimas arba smarkus fizinis regéjimo pablogéjimas po to, kai ant iSorinio akies
pavirSiaus buvo uzdeta bandomosios medziagos, iki galo nepraeinantis per 21 diena nuo uzdéjimo.

Klaidingai neigiamy rezultaty dalis - visy teigiamy medziagy, kurios taikant bandymo metoda buvo klaidingai identi-
fikuotos kaip neigiamos, dalis. Tai yra vienas i§ bandymo metodo naudojimo charakteristiky rodikliy.

Klaidingai teigiamy rezultaty dalis — visy neigiamy medziagy, kurios taikant bandymo metoda buvo klaidingai identi-
fikuotos kaip teigiamos, dalis. Tai yra vienas i§ bandymo metodo naudojimo charakteristiky rodikliy.

GHS (Visuotinai suderinta cheminiy medziagy klasifikavimo ir Zenklinimo sistema) — sistema, kurioje pateikiama
cheminiy medziagy (medziagy ir misiniy) klasifikacija pagal standartizuotus fizikiniy pavojy, pavojy sveikatai bei aplinkai
tipus ir nagrinéjami atitinkami informaciniai elementai, pvz., piktogramos, signaliniai ZodZiai, pavojingumo frazés, atsar-
gumo frazés ir saugos duomeny lapai, kad baty galima informuoti apie medziagy neigiama poveiki, siekiant apsaugoti
zmones (jskaitant darbuotojus, darbininkus, vezéjus, vartotojus ir avarijy likvidatorius) ir aplinka (3).

GHS 1 kategorija — akies audinio pazeidimas arba smarkus fizinis regéjimo pablogéjimas po to, kai ant iSorinio akies
pavirSiaus buvo uzdéta bandomosios medziagos, iki galo nepraeinantis per 21 diena nuo uzdéjimo (3).

Pavojus — medziagos savybeé arba aplinkybés, dél kuriy organizmui, sistemai arba populiacijai (arba jos daliai), kurig veikia
toji medziaga, gali bati padarytas kenksmingas poveikis.

In vitro dirginimo skaitiné verté (IVIS) — empiriniu biidu gauta formulé, naudojama atliekant BCOP bandyma, kai
kiekvienos bandomuyjy meéginiy grupés vidutinés padrumstéjimo ir pralaidumo vertés susumuojamos, kad buty apskai-
¢iuota kiekvienos bandomuyjy meéginiy grupés bendra in vitro skaitiné verté. IVIS = vidutiné padrumstéjimo verté + (15 x
vidutine pralaidumo verte).

Neigiamas kontrolinis méginys — bandomaja medziaga neapdorota méginio kopija, turinti visas sudedamgsias bandymo
sistemos dalis. Sis méginys tiriamas kartu su bandomaja medziaga apdorotais méginiais ir kitais kontroliniais meginiais,
siekiant nustatyti, ar tirpiklis veikia bandymo sistemg.

Nedirginancios medziagos — cheminés medziagos, nepriskiriamos EPA I, 1 arba III kategorijos, ES R41 arba R36
kategorijos arba GHS 1, 2A arba 2B kategorijos akis dirginancioms medziagoms.

Akis ésdinanti medZiaga — a) cheminé¢ medziaga, negriZtamai suardanti akies audinj; b) cheminés medziagos, priski-
riamos GHS 1 kategorijos, EPA I kategorijos arba ES R41 kategorijos akis dirginan¢ioms medziagoms (1) (2) (3).

Akis dirginanti medZiaga — a) cheminé medziaga, kuri, uzdéta ant priekinio akies pavirSiaus, sukelia griztamus akies
pazeidimus; b) cheminés medziagos, priskiriamos EPA II arba III kategorijos, ES R36 kategorijos arba GHS 2A arba 2B
kategorijos akis dirginancioms medziagoms (1) (2) (3).
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Akis stipriai dirginanti medZiaga — a) cheminé medziaga, kuri, uzdéta ant priekinio akies pavirSiaus, sukelia akies
audinio pazeidimus, nepraeinancius per 21 dieng nuo tos medziagos uzdéjimo, arba sukelia didelj fizinj regos pabloge-
jimg; b) cheminés medziagos, priskiriamos GHS 1 kategorijos, EPA I kategorijos arba ES R41 kategorijos akis dirginan-
¢ioms medziagoms (1) (2) (3).

Drumsties matuoklis — prietaisas, naudojamas ragenos padrumstéjimui i$matuoti kiekybiskai jvertinant Sviesos prasisk-
verbima per ragena. Paprastai $is prietaisas yra sudarytas i§ dviejy skyriy, i§ kuriy kiekvienas turi savo $viesos Saltinj ir
fotoelementy. Vienas skyrius skirtas apdorotai ragenai, kitas — prietaisui kalibruoti ir prietaiso nulinei padéciai nustatyti.
Halogeninés lempos $viesa perduodama per kontrolinj skyriy (tuscia kamera be langy ar skysciy) | fotoelementy ir
lyginama su $viesa, perduota i fotoelementg per bandymo skyriy, kuriame yra kamera su ragena. Palyginamas i§ foto-
elementy perduoto $viesos kiekio skirtumas ir skaitmeniniame ekrane parodoma skaitiné drumsties verté.

Teigiamas kontrolinis méginys — meéginio kopija, turinti visas sudedamasias bandymo sistemos dalis ir apdorota
chemine medziaga, kuri, kaip yra Zinoma, sukelia teigiamg atsaka. Norint uztikrinti galimybe jvertinti atsako i teigiama
kontroling medziaga kaita per tam tikra laika, dirginamasis poveikis neturéty biti pernelyg stiprus.

Patikimumas — bandymo metodo, taikomo pagal tg patj protokolg, atkuriamumo toje pacioje laboratorijoje ir kitose
laboratorijose matas. Patikimumas jvertinamas apskaiciuojant atkuriamumg laboratorijoje ir tarp laboratorijy ir pakarto-
jamumg laboratorijoje.

Tirpiklio (nesiklio) kontrolinis méginys — neapdorotas méginys, turintis visas sudedamasias bandymo sistemos dalis,
jskaitant tirpiklj (nesiklj), kuris tiriamas kartu su bandomagja medziaga apdorotais méginiais ir kitais kontroliniais meégi-
niais, siekiant nustatyti pamatinj meéginiy, apdoroty tuo paciu tirpikliu (nesikliu), atsaka. Atliekant bandyma kartu su
neigiamu kontroliniu meéginiu, $is méginys taip pat parodo, ar tirpiklis (nesiklis) veikia bandymo sistema.

Pakopiniai bandymai — nuosekli bandymo metodika, pagal kurig tam tikra eilés tvarka nagrinéjama visa turima infor-
macija apie bandomaja medziaga, kickvienoje pakopoje taikant jrodomosios duomeny galios metodika siekiant nustatyti,
ar yra pakankamai duomeny sprendimui dél pavojingumo kategorijos priimti, prie§ pereinant prie kitos pakopos. Jeigu
bandomosios medziagos geba dirginti akis galima nustatyti remiantis turima informacija, papildomy bandymy atlikti
nereikia. Jeigu bandomosios medziagos dirginamosios gebos nustatyti remiantis turima informacija negalima, taikoma
nuosekli gyviny bandymo metodika, kol gaunami duomenys, kuriais remiantis galima aiskiai nustatyti tos medziagos
kategorija.

Patvirtintas bandymo metodas — bandymo metodas, kurio patvirtinimo tyrimai buvo atlikti siekiant nustatyti jo
tinkamumg (jskaitant tikslumg) ir patikimumga konkreciai paskirciai. Svarbu atkreipti démesj, kad patvirtintas bandymo
metodas gali bati nepakankamai tikslus ir patikimas, kad ji baty galima pripazinti tinkamu siilomai paskirciai.

Irodomoji duomeny galia — metodika, pagal kurig vertinamos tam tikry informacijos daliy privalumai ir trikumai,
siekiant priimti ir pagristi sprendimg dél cheminés medziagos pavojingumo.

2 priedélis

Patikros medZiagos BCOP bandymo atveju

Pries pradédamos sistemingai taikyti bandymo metoda, susijusj su $iuo bandymo metodu, laboratorijos gali pageidauti
jsitikinti savo techniniu tinkamumu $iam bandymui atlikti. Tokiu tikslu jos pamégina teisingai nustatyti desimties 1
lenteléje sitilomy cheminiy medziagy akiy ésdinimo kategorija. Sios cheminés medziagos parinktos atsizvelgiant i jvairy
vietinio akies dirginimo ir (arba) ésdinimo atsaka, pagrista triusio akies in vivo bandymo rezultatais (TG 405) (t. y. JT GHS
1, 2A, 2B kategorijos arba ,Neklasifikuojama ir nezenklinama“) (3) (7). Taciau, atsizvelgiant | patvirtintg $iy bandymy
naudinguma (t. y. tik nustatyti akis ésdinancias ir (arba) stipriai dirginancias medziagas), klasifikavimui aktualiis rezultatai,
susije su tinkamumo pasitikrinimu, yra tik du (ésdinanti ir (arba) stipriai dirginanti arba neésdinanti ir (arba) stipriai
nedirginanti medZiaga). Kiti atrankos kriterijai yra Sie: cheminés medziagos turi bati parduodamos rinkoje, turi biti
kokybisky in vivo pamatiniy duomeny ir turi bati kokybisky duomeny apie abu in vitro metodus, apie kuriuos yra
rengiamos bandymy gairés. Dél Sios priezasties dirginancios cheminés medziagos buvo atrinktos i§ ICCVAM rekomen-
duojamy 122 etaloniniy cheminiy medziagy, skirty in vitro toksiskumo akims bandymo metodams patvirtinti, saraso (zr.
H priedéli: ICCVAM rekomenduojamos etaloninés cheminés medziagos) (5). Pamatiniai duomenys pateikti [CCVAM
istorinés apzvalgos dokumentuose, skirtuose BCOP ir izoliuotos vistos akies (angl. Isolated Chicken Eye, ICE) bandymo
metodams (17) (18).
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1 lentelé

BCOP bandymo atveju rekomenduojamos techninés patikros cheminés medziagos

Cheminé medziaga CASNR Chemirlljzsérjn(el;i 213208 | Eizinis bavis kat;lgc:)rii\;'z o In vitro kategorija (%)
Benzalkonio chloridas 8001-54-5 Onio junginys Skysta 1 kategorija | Esdinanti ir (arba) stipriai
(5 %) dirginanti
Chlorheksidinas 55-56-1 Aminas, Kieta 1 kategorija | Esdinanti ir (arba) stipriai

amidinas dirginanti
Dibenzoil-L-vyno 2743-38-6 Karboksirtigsties Kieta 1 kategorija | Esdinanti ir (arba) stiptiai
riigstis esteris dirginanti
Imidazolas 288-32-4 Heterociklinis Kieta 1 kategorija | Esdinanti ir (arba) stipriai
junginys dirginanti
Trichloracto  riigstis 76-03-9 Karboksirtigstis Skysta 1 kategorija | Esdinanti ir (arba) stipriai
(30 %) dirginanti
2,6-dibenzoilchloridas 4659-45-4 Acilhalogenidas Skysta 2A kategorija Neésdinanti ir (arba)
stipriai nedirginanti
Etil-2-metil 609-14-3 Ketonas, esteris Skysta 2B kategorija Neésdinanti ir (arba)
acetoacetatas stipriai nedirginanti
Amonio nitratas 6484-52-2 Neorganiné Kieta 2A kategorija Neésdinanti ir (arba)
druska stipriai nedirginanti
Glicerinas 56-81-5 Alkoholis Skysta Nezenklina- Neésdinanti ir (arba)
ma stipriai nedirginanti
n-heksanas 110-54-3 Angliavandenilis Skysta Nezenklina- Neésdinanti ir (arba)
(aciklinis) ma stipriai nedirginanti

Santrumpos: CASRN — Cheminiy medziagy pavadinimy santrumpy tarnybos registracijos numeris.
(") Cheminés medziagos klasés kiekvienai bandomajai medziagai priskirtos taikant standarting klasifikavimo sistemg, remiantis Nacionalinés

medicinos bibliotekos medicinos objekty pavadinimy (MeSH) klasifikavimo sistema (paskelbta http//www.nlm.nih.gov/mesh).

(%) Remiantis rezultatais, gautais atlikus triusio akies in vivo bandyma (OECD TG 405), ir taikant JT GHS (3)(7).
(%) Remiantis BCOP ir ICE rezultatais.

3 priedélis

BCOP BANDYMUI NAUDOJAMAS RAGENOS LAIKIKLIS

. BCOP rageny laikikliai gaminami i§ inertinés medziagos (pvz., polipropileno). Laikikliai yra sudaryti i§ dviejy daliy

(priekinés ir uzpakalinés kamery) ir turi dvi panasias cilindro pavidalo vidines kameras. Kiekvienos kameros talpa yra
5 ml, jy galuose yra stikliniai langai, per kuriuos registruojamos padrumstéjimo matavimy vertés. Kiekviena vidiné
kamera yra 1,7 cm skersmens ir 2,2 cm gylio (). Kad biity iSvengta nutekéjimo, ant uzpakalinés kameros uzdedamas
apvalus ziedas. Ragenos endoteliu | apacia padedamos ant apvalaus uzpakaliniy kamery Ziedo, o priekinés kameros
padedamos ant rageny epitelio. Kameros jtvirtinamos trimis nertdijanciais varZtais, esandiais ties iSoriniais kameros
krastais. Kickvienos kameros gale yra stiklinis langas, kurj galima i$imti, kad biity patogiau pasiekti ragena. Kad bity
iSvengta nutekéjimo, tarp stiklinio lango ir kameros taip pat jdedamas apvalus Ziedas. Kiekvienos kameros vir§uje yra
dvi angos, per kurias jpilama bei pasalinama terpé ir bandomieji junginiai. Apdorojimo ir inkubacijos laikotarpiais jos
uzdaromos guminiais dangteliais.

Pateikti matmenys yra pagristi ragenos laikikliu, naudojamu 12-60 ménesiy karvéms. Jeigu naudojami 612 ménesiy gyviinai, laikiklis

turéty biti pagamintas taip, kad kiekvienos kameros talpa biity 4 ml, o kiekvienos vidinés kameros skersmuo — 1,5 cm, gylis — 2,2 cm.
Projektuojant naujus rageny laikiklius, labai svarbu uztikrinti, kad priekinéje kameroje veikiamo ragenos pavirsiaus ploto ir uzpakalinés
kameros talpos santykis biity toks pat, kaip jprastam rageny laikikliui apskaiciuotas santykis. Tai yra biitina tam, kad baty teisingai
nustatytos pralaidumo vertés, nustatomos IVIS skai¢iavimams pagal sitilomg formule.


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

glass disc - —

posterior compartment

anterior compartment

fixing screws

Zodynélis:

Glass disc: stiklinis diskas

PTFE-O-ring: PTFE apvalus ziedas

Refill: pripildymo anga

Hanger: laikiklis

Cap: dangtelis

Nut: verzlé

O-ring: apvalus Zziedas

Posterior compartment: galinis skyrius
Anterior compartment: priekinis skyrius

Fixing screws: fiksuojamieji varztai

DRUMSTIES MATUOKLIS

. Drumsties matuoklis yra $viesos skvarbos matavimo prietaisas. Halogeninés lempos $viesa perduodama per kontrolinj

skyriy (tus¢ig kamerg be langy ar skysciy) i fotoelements ir lyginama su 3viesa, j fotoelementa perduota per bandymo
skyriy, kuriame yra kamera su ragena. Palyginamas i3 fotoelementy perduoto $viesos kiekio skirtumas ir skaitmeni-
niame ekrane parodoma skaitiné drumsties verté. Nustatomi drumsties vienetai.

. Drumsties matuokliu turi biiti gaunamas tiesinis atsakas tam tikrame drumsties rodmeny intervale, apimanciame ribas,

taikomas pagal jvairius klasifikatorius, aprasytus pagal prognozavimo modelj (t. y. iki ribos, susijusios su ésdinimu ir
(arba) stipriu dirginimu). Norint uZtikrinti tikslius tiesinius rodmenis iki 75-80 drumsties vienety, bitina sukalibruoti
drumsties matuoklj naudojant jvairius kalibratorius. Kalibratoriai (neskaidriis poliesterio lapai) jdedami j kalibravimo
kamera (ragenos kamera, pritaikyta kalibravimo priemonéms laikyti) ir registruojami drumsties matuoklio rodmenys.
Kalibravimo kamera pritaikoma laikyti kalibratorius tarp $viesos Saltinio ir fotoelemento daugmaz tokiu atstumu, kokiu
jdedamos ragenos atlickant padrumstéjimo matavimus. Pirmiausia drumsties matuoklis sukalibruojamas iki 0 drumsties
vienety, naudojant kalibravimo kamera be kalibratoriaus. Tada vienas po kito i kalibravimo kamera dedami trys
kalibratoriai ir matuojama drumstis. Naudojant kalibratorius Nr. 1, 2 ir 3 turéty bati gauti drumsties rodmenys,
atitinkantys nustatytas ty kalibratoriy vertes — atitinkamai 75, 150 ir 225 drumsties vienetus su 5 proc. paklaida.
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B.48. IZOLIUOTOS VI§VTOS AKIES BANDYMO METODAS AKIS ESDINANCIOMS IR STIPRIAI DIRGI-
NANCIOMS MEDZIAGOMS NUSTATYTI

IVADAS

1. Izoliuotos vistos akies (angl. Isolated Chicken Eye, ICE) bandymo metodas yra in vitro bandymo metodas, kurj tam
tikromis aplinkybémis ir su tam tikrais apribojimais galima taikyti siekiant chemines medziagas ir misinius suklasi-
fikuoti kaip akis ésdinancias ir stipriai dirginancias medziagas (1) (2) (3). Siose bandymy gairése stipriai dirginancios
medziagos apibréziamos kaip medziagos, sukeliancios akiy pazeidimus, kurie triusiui nepraeina per 21 dieng po
paveikimo ta medziaga. Nors $is bandymo metodas néra laikomas tinkamu visiskai pakeisti triusio akies in vivo
bandyma, ICE bandymo metoda rekomenduojama taikyti kaip vieng i§ pakopinés bandymo strategijos, taikomos
reguliavimo tikslais klasifikuojant ir Zenklinant tam tikroje srityje naudojamas medziagas, sudedamyjy daliy (4) (5).
Bandomasias medziagas ir misinius (6), kurie, atlickant §j bandyma, priskiriami teigiamy medziagy kategorijai, galima
klasifikuoti kaip akis ésdinancias arba stipriai dirginancias medZziagas neatlickant papildomy bandymy su triusiais.
Cheminé medziaga, kurios bandymo rezultatai neigiami, turéty bati isbandyta su triusiais, taikant nuosekligja
bandymo metodika, aprasytg OECD bandymy gairése Nr. 405 (7) (Sio priedo B.5 skyrius).

2. Sio bandymo metodo paskirtis — aprasyti procediiras, taikomas vertinant, ar bandomoji medziaga gali sukelti ¢sdi-
nimg arba stipry dirginima, sprendziant pagal jos gebéjima sukelti toksinj poveikj iSimtai vistos akiai. Toksinis
poveikis ragenai matuojamas $iais biidais: i) kokybiskai vertinant padrumstéjima, ii) kokybiskai vertinant epitelio
pazeidimus ant akies uzdéjus fluoresceino (fluoresceino sulaikymas), iii) kiekybiskai matuojant storio padidéjima
(pabrinkima) ir iv) kokybiskai vertinant makroskopinius morfologinius pavir§iaus paZeidimus. Ragenos pa-
drumstéjimo, pabrinkimo ir pazeidimy vertinimas baigus veikti bandomaja medziaga atlickamas atskirai ir tada
susumuojamas siekiant nustatyti akies dirginimo kategorijas.

3. Akis dirginancios medziagos, sukeliancios akiy pazeidimus, kurie praecina maziau kaip per 21 diena, ir akiy nedirgi-
nancios medziagos taip pat buvo isbandytos taikant ICE bandymo metodg. Taciau ICE bandymo metodo tikslumas ir

4. Apibréztys pateiktos 1 priedélyje.

PRADINIAI SVARSTYMAI IR APRIBOJIMAI

5. Sis bandymo metodas pagristas Alternatyviy metody patvirtinimo tarpzinybinio koordinavimo komiteto (ICCVAM)
ICE bandymo metodo protokolu (8), parengtu atlikus tarptautinj patvirtinimo tyrima (4) (5) (9), padedant Europos
alternatyviy metody patvirtinimo centrui, Japonijos alternatyviy metody patvirtinimo centrui ir TNO Gyvenimo
kokybés — Toksikologijos ir taikomosios farmakologijos departamentui (Nyderlandai). Protokolas pagristas informa-
cija, gauta i§ paskelbty protokoly ir i§ TNO dabar taikomo protokolo (10) (11) (12) (13) (14).

6. Nustatyti $io metodo apribojimai pagristi klaidingai teigiamy rezultaty dalimi alkoholiy atveju ir klaidingai neigiamy
rezultaty dalimis kietyjy medziagy ir pavirSinio aktyvumo medziagy atveju (Zr. 47 skirsnj) (4). 1§ duomeny bazés
pasalinus $iy cheminiy ir fizikiniy kategorijy chemines medziagas, ICE bandymo metodo tikslumas pagal ES, EPA ir
GHS Kklasifikavimo sistemas i§ esmés pageréjo (4). Remiantis $iy bandymuy tikslu (t. y. tiktai nustatyti akis ésdinancias
ir (arba) stipriai dirginancias medziagas), klaidingi neigiami rezultatai neturi lemiamos reik§més, nes $ios cheminés
medziagos véliau bus isbandytos su triusiais arba taikant kitus deramai patvirtintus in vitro bandymus, atsizvelgiant j
reguliavimo reikalavimus ir taikant nuosekliagja bandymo metodika pagal jrodomosios duomeny galios metoda. Be to,
naudojant dabarting patvirtinimo duomeny baze negalima deramai jvertinti tam tikry klasiy cheminiy medziagy arba
produkty (pvz., misiniy). Taiau tyréjai galéty apsvarstyti Sio bandymo metodo taikymo visy tipy cheminéms
medziagoms (jskaitant miinius) galimybes, kai teigiamas rezultatas galéty bati priimtas kaip orientacinis akiy ésdi-
nimo arba stipraus dirginimo atsakas. TaCiau teigiami rezultatai, gauti bandant alkoholius, turéty bati aiskinami
atsargiai, vengiant nepagristy prognoziy.

7. Visos procediros su visty akimis turety bati atlickamos pagal bandymy laboratorijos taikytinas Zmogaus arba
gyvininés kilmés medziagy, jskaitant audinius ir audiniy skyscius, bet neapsiribojant tik jais, tvarkymo taisykles ir
procediras. Rekomenduojama laikytis bendryjy laboratorijose taikytiny atsargumo priemoniy (15).

8. Sio bandymo metodo apribojimas yra tas, kad, nors pagal jj ir atsizvelgiama j tam tikrg poveikj akims, vertinama
pagal triusio akiy dirginimo bandymo metoda, ir i§ dalies i to poveikio lygj, pagal §j metoda neatsizvelgiama j akies
junginés ir rainelés pazeidimus. Be to, nors pagal ICE bandymo metoda ir negalima jvertinti ragenos pazeidimy
griZtamumo per se, remiantis triusio akiy tyrimais pasiilyta naudoti pradinj ragenos pazeidimy gylio vertinima,
siekiant atskirti, ar poveikis negriztamas, ar griztamas (16). Galiausiai pagal ICE bandymo metoda negalima jvertinti
galimo sisteminio toksiskumo, susijusio su poveikiu akims.

9. Toliau dedamos pastangos siekiant geriau apibadinti ICE bandymo metodo naudingumg ir apribojimus, siekiant
nustatyti silpnai dirginancias ir nedirginancias medziagas (taip pat Zr. 48 skirsnj). Be to, naudotojai kvie¢iami teikti
bisima ICE bandymo metodo paskirtj, jskaitant silpnai dirginanciy akis medziagy ir nedirginan¢iy medziagy nusta-
tyma.
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Kiekviena laboratorija, pradedanti taikyti §j bandymo metods, turéty naudoti 2 priedélyje nurodytas patikros
chemines medziagas. Laboratorija gali naudoti $ias chemines medziagas norédama jrodyti savo techning kompetencija
taikyti ICE bandymo metods, pries pateikdama ICE bandymy duomenis teisés aktuose numatytais pavojy klasifika-
vimo tikslais.

BANDYMO PRINCIPAS

ICE bandymo metodas yra tipinis konkretaus organo tyrimo modelis, pagal kurj galima i$saugoti trumpalaikj vistos
akies funkcionavima in vitro. Pagal §j bandymo metoda bandomosios medziagos padarytas pazeidimas nustatomas
jvertinant ragenos pabrinkima, padrumstéjima ir fluoresceino sulaikyma. Pirmieji du parametrai vertinami kokybiskai,
o ragenos pabrinkimas — kiekybiskai. Kiekvieno matavimo rezultatai paverciami skaitine verte, kuri naudojama
bendram dirginimo indeksui apskai¢iuoti, arba priskiriami tam tikrai kokybinei kategorijai, kuri naudojama in vitro
akies ésdinimo ir stipraus dirginimo kategorijai nustatyti. Tada kiekvieng i§ iy rezultaty galima naudoti prognozuoti
bandomosios medziagos geba ésdinti arba stipriai dirginti akis in vivo (zr. ,Sprendimo kriterijai®).

Visty akiy Saltinis ir amzZius

Paprastai §iam bandymui biidavo naudojamos visty akys, paimtos skerdykloje, kurioje vistos badavo paskerdziamos
vartoti Zmonéms, taip pasalinant poreikj naudoti laboratorinius gyvinus. Naudojamos tik sveiky gyviiny, kurie
laikomi tinkamais naudoti Zmoniy maisto grandingje, akys.

Nors kontroliuojamas tyrimas, kuriuo baty siekiama jvertinti tinkamiausia viSty amziy, nebuvo atliktas, pagal §j
bandymo metoda anksc¢iau biidavo naudojamos tokio amziaus ir svorio vistos, kokio paprastai biina pavasariniai
visciukai, apdorojami pauksciy skerdykloje (t. y. apie 7 savaiCiy amziaus, 1,5-2,5 kg svorio).

Akiy paémimas ir gabenimas j laboratorija

Galvos turéty bati nuimtos i karto po to, kai vis¢iukai numarinami, paprastai elektrosoku, ir jpjaunant kaklg, kad
nubégty kraujas. Turéty biiti rastas netoli laboratorijos esantis vietinis visty Saltinis, kad galvas baty galima nuvezti i§
skerdyklos | laboratorijg pakankamai greitai, taip uztikrinant, kad jy paZeidimo ir (arba) uZterSimo bakterijomis
tikimybé buty kuo maZzesné. Laikotarpis nuo visty galvy surinkimo iki akiy panaudojimo per ICE bandymg turéty
bati kuo mazesnis (paprastai iki dviejy valandy), ir turi buti jrodyta, kad Sis laikotarpis neturés neigiamos jtakos
bandymo rezultatams. Sie rezultatai grindziami akiy atrankos kriterijais ir atsaku j teigiamy ir neigiamy kontroliniy
medziagy poveikj. Visos akys, naudojamos atliekant bandyma, turéty biti i§ to paties tam tikrg dieng surinkto akiy
rinkinio.

Kadangi akys i$pjaunamos laboratorijoje, i§ skerdyklos vezamos sveikos galvos laikomos aplinkos temperatiiroje,
plastikinése dézése, drékinamose izotoniniu druskos tirpalu sudrékintomis audinio skiautémis.

ICE bandymui skirty akiy atrankos kriterijai

ISimtos akys, kuriy pamatinés nusidazymo fluoresceinu arba ragenos padrumstéjimo vertés yra didelés (t. y. didesnés
kaip 0,5), imetamos.

Kiekviena apdorojamy méginiy grupé ir kartu naudojama kontroliné méginiy grupé sudaroma ne maziau kaip i3 trijy
akiy. Neigiama kontroliné grupé ir tirpiklio (nesiklio) kontroliné grupé (jeigu naudojamas tirpiklis néra druskos
tirpalas) sudaroma bent i3 vienos akies.

EIGA
Akiy paruosimas

Atsargiai, nepaZeidziant ragenos, i$pjaunami akiy vokai. Ragenos sveikumas greitai jvertinamas ant ragenos pavirsiaus
kelioms sekundéms uZzlasinus 2 % (m/t) fluoresceino natrio druskos tirpalo lasg ir ji nuplovus izotoniniu druskos
tirpalu. Tada fluoresceinu apdorotos akys apZifirimos naudojant mikroskopg su plysine lempa, siekiant jsitikinti, kad
ragena yra nepaZeista (t. y. kad fluoresceino sulaikymo ir ragenos padrumstéjimo vertés yra ne didesnés kaip 0,5).

Jeigu ragena nepazeista, akis i$pjaunama i§ kaukolés, nepazeidZiant ragenos. Akies obuolys istraukiamas i§ akiduobes
tvirtai suimant mirksimaja membrang chirurginémis Znyplémis, tada lenktomis, bukais galais zirklémis nupjaunami
akies raumenys. Svarbu pernelyg nespausti ragenos (pvz., spaudziamaisiais jrankiais), kad ji nebity pazeista.

Akj i8émus i§ akiduobés, matoma regos nervo dalis turéty bati palikta. I akiduobés iSimta akis padedama ant
sugeriamojo audinio, tada nupjaunama mirksimoji membrana ir kiti jungiamieji audiniai.
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I$imta akis jtvirtinama nertidijancio plieno dékle taip, kad ragena buty pasukta vertikaliai. Tada déklas perkeliamas |
superfuzijos aparato kamerg (16). Déklai superfuzijos aparate padedami taip, kad lasantis izotoninio druskos tirpalas
patekty ant visos ragenos. Superfuzijos aparato kamerose turéty biiti palaikoma 32 + 1,5 °C temperatiira. 3 priedélyje
pateikta superfuzijos aparato ir akiy dékly, kuriuos galima nusipirkti arba pasigaminti, schema. Aparato konstrukcija
gali buti pakeista atsizvelgiant i konkrecios laboratorijos poreikius (pvz., norint sudaryti galimybe jdéti kitokj akiy
skaiciy).

Akis jdéjus | superfuzijos aparatg, jos dar karta apZitirimos per plysinj mikroskopa, sickiant jsitikinti, ar jos nebuvo
pazeistos per i§pjovimo procedirg. Kartu turi bati i$matuotas ragenos storis ties ragenos vir§iine, naudojant gylio
matavimo prietaisg, jrengta mikroskope su plysine lempa. Akys, kuriy i) fluoresceino sulaikymo skaitiné verté didesné
kaip 0,5, ii) rageny drumstis didesné kaip 0,5 arba kurios iii) turi kitokiy pazeidimo pozymiy, turéty bati pakeistos. I
akiy, kurios nebuvo atmestos pagal kurj nors i§ iy kriterijy, grupés turi bati atmestos tos akys, kuriy ragenos storio
nuokrypis nuo visy akiy vidurkio didesnis kaip 10 %. Naudotojai turéty Zinoti, kad naudojant mikroskopus su plysine
lempa gauti rageny storio duomenys gali skirtis, jeigu bus pasirinktos nevienodos plysio plocio nuostatos. Turéty biiti
nustatytas 0,095 mm plocio plysys.

Apzitréjus akis ir jsitikinus jy tinkamumu, jos daugmaZz 45-60 minuciy laikomos inkubacinémis salygomis, kad iki
dozavimo jy temperatiira susilyginty su bandymo sistemos temperatiira. Pasibaigus temperatiiros nusistovéjimo
laikotarpiui, registruojamos ragenos storio ir drumsties nulinés atskaitos vertés, kurios bus naudojamos kaip pama-
tinés (t. y. laikas = 0). Kaip pamatiné verté naudojama fluoresceino skaitiné verté i§pjovimo metu.

Bandomosios medziagos uZdéjimas

I§ karto po to, kai uzraSomi nulinés atskaitos matavimai, akis (su déklu) iSimama i3 superfuzijos aparato, padedama
horizontaliai ir ant ragenos uzdedama bandomosios medziagos.

Skystos bandomosios medziagos paprastai bandomos grynos, taciau prireikus (t. y. pagal tam tikrg tyrimo plano dalj)
jas galima atskiesti. Pageidautina, kad cheminéms medZziagoms skiesti biity naudojamas fiziologinis tirpalas. Kontro-
liuojamomis sglygomis gali bati naudojami ir kiti tirpikliai, taciau biitina jrodyti tirpiklio, kuris néra fiziologinis
tirpalas, tinkamuma.

Skystos bandomosios medziagos ant ragenos uzlasinamos taip, kad visas ragenos pavirSius baty tolygiai padengtas
bandomaja medziaga; standartinis kiekis yra 0,03 ml.

Jeigu jmanoma, kietosios medziagos turéty bati kuo smulkiau sutrinamos griistuvéje su piesta arba panasioje smul-
kinimo priemonéje. Milteliai ant ragenos beriami taip, kad jos pavirsius bty tolygiai padengtas bandomaja medziaga;
standartinis kiekis yra 0,03 g.

Bandomoji medziaga (skysta arba kieta) uzdéta palaikoma 10 sekundZiy, tada nuplaunama nuo akies aplinkos
temperatiros izotoniniu druskos tirpalu (naudojant apie 20 ml tirpalo). Tada akis (idéta i laikiklj) vél jdedama j
superfuzijos aparatg, i prading vertikalig padéti.

Kontrolinés medziagos

Per kiekvieng bandyma kartu turéty bati naudojami kontroliniai neigiami méginiai, tirpiklio (nesiklio) kontroliniai
méginiai ir teigiami kontroliniai méginiai.

Kai bandomi gryni skysciai arba kietosios cheminés medziagos, pagal ICE bandymo metoda kartu kaip neigiama
kontroliné medziaga naudojamas fiziologinis tirpalas, kad baty galima aptikti netipinius bandymo sistemos pokycius
ir kad bandymo salygos neturéty netinkamos jtakos atsakui j dirginima.

Kai bandomi atskiesti skysciai, tam, kad bty galima aptikti netipinius bandymo sistemos poky¢ius ir kad bandymo
salygos neturéty netinkamos jtakos atsakui | dirginimg, taikant bandymo metoda kartu naudojama kontroliné
tirpiklio (nesiklio) méginiy grupé. Kaip nurodyta 25 skirsnyje, galima naudoti tik tokius tirpiklius (nesiklius), kurie,
kaip jrodyta, neturi neigiamos jtakos bandymo sistemai.



2010129

Europos Sgjungos oficialusis leidinys

L 32429

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Norint patikrinti, ar sukeliamas tinkamas atsakas, per kickvieng bandyma kaip teigiama kontroliné medziaga naudo-
jama zinoma akis dirginanti medziaga. Kadangi pagal §j bandymo metodg ICE bandymas atliekamas siekiant nustatyti
ésdinancias arba stipriai dirginancias medziagas, kaip teigiama kontroling medziaga reikéty naudoti etaloning cheming
medziaga, kuri naudojama pagal §j bandymo metoda sukelia stipry dirginima. Taciau, norint uztikrinti galimybe
jvertinti atsako j teigiamg kontroling medziaga kaita per tam tikrg laika, dirginamasis poveikis neturéty bati pernelyg
stiprus. Turéty bati gauta pakankamai in vitro duomeny apie teigiama kontroling medziaga, kad baty galima apskai-
Ciuoti statistiskai apibrézta priimting teigiamos kontrolinés medziagos poveikio intervalg. Jeigu tinkamy istoriniy ICE
bandymo metodo duomeny apie tam tikra teigiama kontroling medZiaga néra, gali reikéti atlikti tyrimus Siai
informacijai gauti.

Pavyzdziui, per skysty cheminiy medziagy bandymus tinkamos naudoti teigiamos kontrolinés medziagos yra 10 %
acto rugstis arba 5 %. benzalkonio chloridas, o kietyjy cheminiy medziagy bandymams tinkamy naudoti teigiamy
kontroliniy medziagy pavyzdziai yra natrio hidroksidas arba imidazolis.

Lyginamosios cheminés medziagos yra naudingos norint jvertinti tam tikrai cheminiy medZziagy arba gaminiy
kategorijai priskiriamy nezinomy cheminiy medziagy gebg dirginti akis arba santykine akis dirginancios medziagos
dirginamajg geba tam tikrame atsako i dirginimg intervale.

ISmatuoti rezultatai

Apdorojamos ragenos vertinamos prie§ apdorojima ir po 30, 75, 120, 180 bei 240 minuciy (* 5 minutés) nuo
nuplovimo apdorojus. Taikant $iuos laiko momentus, uZtikrinamas tinkamas matavimy kiekis per keturiy valandy
veikimo laikotarpj, o tarp matavimy paliekama pakankamai laiko reikiamoms visy akiy apzitroms.

Vertinami tokie poveikiai: ragenos padrumstéjimas, pabrinkimas, fluoresceino sulaikymas ir morfologiniai padariniai
(pvz., epitelio iSopéjimas arba atsilaisvinimas). Visi poveikiai, i§skyrus fluoresceino sulaikyma (jis nustatomas tik pries
apdorojimg ir po 30 minudiy nuo apdorojimo bandomgja medziaga), vertinami kiekvienu pirmiau nurodytu laiko
momentu.

Patariama padaryti ragenos padrumstéjimo, fluoresceino sulaikymo, morfologiniy padariniy ir, jei atliekami histopa-
tologiniai tyrimai, jy metu nustatyty padariniy nuotraukas.

Baigus keturiy valandy tyrimg, naudotojams sitloma i$saugoti akis tinkamame fiksatyve (pvz., neutraliame bufe-
riniame formalino tirpale), kad bty galima istirti galimus histopatologinius pakitimus.

Rageny pabrinkimas nustatomas remiantis ragenos storio matavimais, atliekamais optiniu stormaciu, jrengtu mikro-
skope su plysine lempa. Jis ireiskiamas procentais ir apskai¢iuojamas remiantis ragenos storio matavimais pagal Sia
formule:

ragenos storis laiko momentu t — ragenos storis laiko momentu = 0 « 100
ragenos storis laiko momentu = 0

Apskaiciuojamas visy bandomuyjy akiy vidutinis procentinis ragenos pabrinkimas kiekvienu stebéjimo laiko momentu.
Remiantis didZiausigja vidutine ragenos pabrinkimo verte, nustatyta kuriuo nors laiko momentu, kiekvienai bando-
majai medZiagai priskiriama bendra kategoriné verté.

Nustatant skaitines vertes, ragenos padrumstéjimas skaiCiuojamas tame ragenos plote, kuris labiausiai nepraleidzia
§viesos. ApskaiCiuojama visy bandomyjy akiy vidutiné ragenos padrumstéjimo verté kickvienu stebéjimo laiko
momentu. Remiantis didZiausia vidutine ragenos padrumstéjimo verte, nustatyta kuriuo nors laiko momentu, kiek-
vienai bandomajai medziagai suteikiama bendra kategoriné verte (1 lentelé).

1 lentelé

Ragenos padrumstéjimo vertés

Verté Stebéjimo i§vados

0 Jokios padrumstéjimo

0,5 Labai nezymus padrumstéjimas
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Verté Stebéjimo i$vados
1 Padrumstéje pavieniai ploteliai; rainelés rastas aiskiai matomas
2 Aiskiai matomas pusskaidris plotas; rainelés rastas Siek tiek neryskus
3 Stiprus ragenos padrumstéjimas; rainelés rasto aiskiai nematyti; vyzdzio dydis beveik nejZitrimas
4 Visiskas ragenos susidrumstimas; rainelés nematyti

Vidutiné fluoresceino sulaikymo verté visoms bandomosioms akims apskai¢iuojama tik po 30 minuciy nuo stebéjimo
pradzios; pagal $ig verte nustatoma kiekvienos bandomosios medziagos bendra kategoriné verté (2 lentelé).

2 lentelé

Fluoresceino sulaikymo vertés

Verté Steb¢jimo i§vados
0 Fluoresceino sulaikymo nepastebéta
0,5 Labai mazas sulaikymas pavienése lastelése
1 Sulaikymas pavienése lastelése, i$sidésciusiose per visa apdorotg ragenos plotg
2 Sulaikymas sutelktuose arba susisiekianc¢iuose pavieniy lasteliy plotuose
3 Fluoresceino sulaikymas dideliuose susisiekianciuose ragenos plotuose

Morfologinis poveikis apima ragenos epitelio lasteliy ,iSopéjima“, epitelio ,atsilaisvinima®, ragenos pavirsiaus ,iurks-
té¢jima* ir bandomosios medziagos ,prilipima* prie ragenos. Siy pozymiy lygis gali biiti jvairus, pozymiai gali
pasireiksti kartu. Siy pozymiy klasifikavimas yra subjektyvus, priklauso nuo tyréjo interpretacijos.

DUOMENYS IR JU TEIKIMAS
Duomeny vertinimas

Nustatant kiekvieno ICE bandymy metu gauto rezultato kategorija, rageny padrumstéjimo, pabrinkimo ir fluoresceino
sulaikymo matavimo rezultatai turéty bati vertinami atskirai. Tada visy ICE bandymy rezultaty kategorijos susumuo-
jamos ir nustatoma kiekvienos bandomosios medziagos dirginimo kategorija.

Sprendimo kriterijai

[vertinus kiekviena rezultata, remiantis i§ anksto nustatytais intervalais, galima nustatyti ICE kategorijas. Ragenos
storio (3 lentelé), padrumstéjimo (4 lentelé) ir fluoresceino sulaikymo (5 lentelé) rezultatai aiskinami pagal Sias skales:

3 lentelé

ICE klasifikavimo kriterijai atsizvelgiant i ragenos storj

Vidutinis ragenos pabrinkimas (proc.) (*) ICE kategorija
0-5 I
Daugiau kaip 5, bet ne daugiau kaip 12 I
Daugiau kaip 12, bet ne daugiau kaip 18 (praéjus 11

daugiau kaip 75 min. nuo apdorojimo)

Daugiau kaip 12, bet ne daugiau kaip 18 (pracjus ne 11
daugiau kaip 75 min. nuo apdorojimo)

Daugiau kaip 18, bet ne daugiau kaip 26 I
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Vidutinis ragenos pabrinkimas (proc.) (*) ICE kategorija

Daugiau kaip 26, bet ne daugiau kaip 32 (pragjus 11
daugiau kaip 75 min. nuo apdorojimo)

Daugiau kaip 26, bet ne daugiau kaip 32 (pra¢jus ne v
daugiau kaip 75 min. nuo apdorojimo)

Daugiau kaip 32 v

(*) Rageny pabrinkimo vertés naudojamos tik tada, kai storis matuojamas naudojant Haag-Streit BP900 mikroskopg su plysine lempa
su gylio matuokliu Nr. I ir nustacius plysio plotj ties rodmeniu 9%, atitinkanciu 0,095 mm. Naudotojams reikéty Zinoti, kad
naudojant mikroskopus su plysine lempa gauti rageny storio duomenys gali skirtis, jeigu bus pasirinktas nevienodas plysio plotis.

4 lentelé

ICE klasifikavimo kriterijai atsizvelgiant j padrumstéjima

Vidutiné didziausia padrumstéjimo verté () ICE kategorija
0,0-0,5 I
0,6-1,5 1l
1,6-2,5 11
2,6-4,0 v

(® Zr. 1 lentele.

5 lentelé

ICE klasifikavimo kriterijai atsizvelgiant i vidutinj fluoresceino sulaikyma

Vidutiné fluoresceino sulaikymo verté pra¢jus 30 min. nuo

apdorojimo (¥) ICE kategorija

0,0-0,5 I
0,6-1,5 1I
1,6-2,5 11
2,6-3,0 v

(*) Zr. 2 lentele.

Bendra bandomosios medziagos in vitro dirginimo kategorija nustatoma pagal dirginimo Klasifikatoriy, kuriuo
apibendrinamos nustatytos rageny pabrinkimo, padrumstéjimo ir fluoresceino sulaikymo kategorijos pagal 6 lenteléje
pateiktg sistema.

6 lentelé

Bendrosios in vitro dirginimo kategorijos

Kategorija Trijy rezultaty deriniai

Esdinanti ir (arba) stipriai dirginanti cheminé | 3 x IV

medziaga 2x1V, 1 x1II

2x1V, 111 (%

2x1V, 1 x1 (¥

Ragenos drumstis po 30 min. ne mazesné kaip 3 (ne maziau
kaip dviejy akiy)

Ragenos drumstis kuriuo nors laiko momentu yra lygi 4 (ne
maziau kaip dviejy akiy)

Didelis epitelio susilpnéjimas (bent vienos akies)

(*) Retai pasitaikantys deriniai.
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Kaip nurodyta 1 skirsnyje, jeigu nenustatoma, kad cheminé medziaga yra akis ésdinanti arba stipriai dirginanti
medziaga, klasifikavimo ir Zenklinimo tikslais turéty bati atlikti papildomi bandymai. Lyginant su triusio akies in
vivo bandymo metodo duomenimis, klasifikuojamais pagal EPA (1), ES (2) arba GHS (3) Klasifikavimo sistemas,
bendras ICE bandymo metodo tikslumas nustatant akis ésdinancias ir stipriai dirginancias medziagas yra nuo
83 % (120/144) iki 87 % (134/154), klaidingai teigiamy rezultaty dalis — nuo 6 % (7/122) iki 8 % (9/116), klaidingai
neigiamy rezultaty dalis — nuo 41 % (13/32) iki 50 %. (15/30). I§ duomeny bazés pasalinus tam tikry cheminiy (pvz.,
alkoholius ir aktyvigsias pavirSiaus medZziagas) arba fizikiniy (pvz., kietasias medziagas) klasiy chemines medziagas,
ICE bandymo metodo tikslumas pagal ES, EPA ir GHS klasifikavimo sistemas yra nuo 91 % (75/82) iki 92 % (69(75),
klaidingai teigiamy rezultaty dalis — nuo 5 % (4/73) iki 6 % (4/70), klaidingai neigiamy rezultaty dalis — nuo 29 %
(2/7) iki 33 % (3/9) (4).

Net jeigu bandomoji medziaga nepriskiriama akis ésdinanciy arba stipriai dirginan¢iy medziagy kategorijai, ICE
bandymy duomenys, naudojami kartu su triusio akies in vivo bandymo arba deramai patvirtinto in vitro bandymo
duomenimis, gali biiti naudingi toliau vertinant ICE bandymy, kuriais sickiama nustatyti silpnai dirginancias ir
nedirginancias medziagas, metodo naudingumg ir apribojimus (Siuo metu rengiamos toksiskumo akims in vitro
bandymy metody rekomendacinis dokumentas).

Tyrimo priimtinumo kriterijai

Tyrimas laikomas priimtinu, jeigu kartu naudojant neigiama kontroling grupe, tirpiklio (nesiklio) kontroling grupe ir
teigiama kontroling grupe, nustatoma, kad cheminé medZiaga atitinkamai priskirtina nedirginan¢iy medziagy arba
stipriai dirginanciy ir (arba) ésdinanciy medziagy kategorijai.

Bandymo ataskaita

Bandymy ataskaitoje turéty bati pateikta toliau nurodyta informacija, jeigu ji yra svarbi atlikto tyrimo atzvilgiu.

Bandomosios ir kontrolinés medziagos

Cheminés medZziagos pavadinimas (-ai), pvz., Cheminiy medziagy santrumpy tarnybos (angl. Chemical Abstracts Service,
CAS) naudojamas struktiirinis pavadinimas ir kiti pavadinimai, jeigu jie Zinomi;

CAS registracijos numeris (RN), jeigu jis Zinomas;

cheminés medziagos arba misinio grynumas ir sudétis (masés procentinémis dalimis), kiek tai Zinoma remiantis
turima informacija;

tyrimui svarbios fizikinés ir cheminés savybés, pvz., fizinis buvis, lakumas, pH, stabilumas, cheminés medziagos klasé,
tirpumas vandenyje;

bandomosios ir (arba) kontrolinés medziagos apdorojimas pries bandyma, jeigu tai atlickama (pvz., pasildymas,
sumalimas);

stabilumas, jeigu jis Zinomas.

Informacija apie réméjg ir bandymy laboratorijg

Réméjo pavadinimas ir adresas, bandymy laboratorija ir tyrimo vadovas;

informacija apie akiy Saltinj (pvz., vieta, kurioje buvo paimtos akys);

akiy laikymo ir gabenimo sglygos (pvz., akiy surinkimo data ir laikas, laikotarpis iki bandymy pradzios);

jeigu yra informacijos, specifinés gyviny, i§ kuriy buvo paimtos akys, charakteristikos (pvz., gyviino, kurio akys buvo
paimtos, amZius, lytis, svoris).

Taikyto bandymo metodo ir protokolo pagrindimas
Bandymo metodo integralumas

Bandymo metodo integralumo (t. y. tikslumo ir patikimumo) uztikrinimo per tam tikrg laikg procedira (pvz.,
periodiniai bandymai su patikros cheminémis medziagomis, istoriniy duomeny apie neigiamas ir teigiamas kontro-
lines medziagas naudojimas).
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Bandymo priimtinumo kriterijai
Jeigu turima, priimtini kartu naudojamy lyginamyjy kontroliniy medziagy poveikio intervalai, pagristi istoriniais
duomenimis.

Bandymo sglygos

Taikytos bandymo sistemos aprasas;

naudotas mikroskopas su plysine lempa(pvz., modelis);

naudoto mikroskopo su plysine lempa instrumentinés nuostatos;
informacija apie naudotas visty akis, jskaitant informacija apie jy kokybe;
iSsami informacija apie taikyta bandymo metodika;

naudota (-os) bandomosios medziagos koncentracija (-os);

bandymo metodikos pakeitimy, jeigu jy buvo padaryta, aprasas;

informacija apie istorinius duomenis, gautus taikant $j modelj (pvz., neigiamos ir teigiamos kontrolinés medziagos,
patikros cheminés medziagos, lyginamosios cheminés medziagos);

taikyty vertinimo kriterijy aprasas.

Rezultatai

Kity nustatyty poveikiy apibtidinimas;
akies nuotraukos, jeigu reikia.

Aptarimas ir rezultatai
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1 priedelis

APIBREZTYS

Tikslumas — bandymo metodo rezultaty ir patvirtinty pamatiniy verciy sutapimo artumas. Tikslumas yra bandymo
metodo naudojimo charakteristiky matas ir vienas i§ tinkamumo aspekty. Terminas daznai vartojamas pakaitomis su
terminu ,sutapimas” reik§me ,tinkamy bandymo metodo rezultaty dalis“.

Lyginamoji cheminé medZiaga — cheminé medziaga, naudojama kaip standartas, su kuriuo lyginama bandomoji
medziaga. Lyginamoji cheminé medziaga turi turéti tokias savybes: i) tinkamg (-us) ir patikimg (-us) 3altinj (-ius); ii) jos
struktirinés ir funkcinés savybés turi baiti panasios | bandomyjy medziagy kategorijos savybes; iii) turi biiti Zinomos jos
fizikinés ir cheminés savybés; iv) turi bati duomeny, patvirtinanciy zinomg poveikj; v) turi bati Zinomas jos stiprumas
pageidaujamo atsako intervalo ribose.

Ragena — permatoma priekiné akies obuolio dalis, dengianti rainele bei vyzdj ir praleidzianti Sviesg i vidy.

Ragenos padrumstéjimas — iSmatuota ragenos padrumstéjimo verté, gauta rageng baigus veikti bandomaja medZiaga.
Padidéjusi ragenos drumstis rodo ragenos pazeidima.

Ragenos pabrinkimas — objektyvi per ICE bandymg nustatoma ragenos issipiitimo lygio verté, gauta rageng baigus veikti
bandomaja medziaga. ISreiskiamas procentais ir apskaiCiuojamas remiantis i$matuotu pamatiniu (nustatytu pries skiriant
dozg) ragenos storiu ir ragenos storiu, vienodais intervalais uZregistruotu ragena baigus veikti bandomaja medziaga per
ICE bandyma. Ragenos pabrinkimo lygis rodo ragenos pazeidima.

EPA 1 kategorija — ésdinimas (negriZtamas akies audinio suardymas) arba ragenos pakenkimas arba dirginimas, trun-
kantis ilgiau kaip 21 diena (1).

ES R41 kategorija — akies audinio pazeidimas arba smarkus fizinis regéjimo pablogéjimas, ant iSorinio akies pavirSiaus
uzdéjus bandomosios medziagos, iki galo nepraeinantis per 21 diena nuo uzdéjimo (2).

Klaidingai neigiamy rezultaty dalis — visy teigiamy medziagy, kurios taikant bandymo metoda buvo klaidingai identi-
fikuotos kaip neigiamos, dalis. Tai yra vienas i§ bandymo metodo naudojimo charakteristiky rodikliy.

Klaidingai teigiamy rezultaty dalis — visy neigiamy medziagy, kurios taikant bandymo metoda buvo klaidingai identi-
fikuotos kaip teigiamos, dalis. Tai yra vienas i§ bandymo metodo naudojimo charakteristiky rodikliy.

Fluoresceino sulaikymas — per ICE bandyma subjektyviai nustatomas fluoresceino natrio druskos kiekis, islikes ragenos
epitelio lastelése, rageng baigus veikti bandomaja medziaga. Fluoresceino sulaikymo laipsnis rodo ragenos epitelio pazei-
dima.

GHS (Visuotinai suderinta cheminiy medziagy klasifikavimo ir Zenklinimo sistema) — sistema, kurioje pateikiama
cheminiy medziagy (medziagy ir misiniy) klasifikacija pagal standartizuotus fizikiniy pavojy, pavojy sveikatai bei aplinkai
tipus ir nagrinéjami atitinkami informaciniai elementai, pvz., piktogramos, signaliniai ZodZiai, pavojingumo frazés, atsar-
gumo frazés ir saugos duomeny lapai, kad bity galima informuoti apie medziagy neigiama poveiki, siekiant apsaugoti
zmones (jskaitant darbuotojus, darbininkus, vezéjus, vartotojus ir avarijy likvidatorius) ir aplinkg (3).

GHS 1 kategorija — akies audinio pazeidimas arba smarkus fizinis regéjimo pablogéjimas, ant iorinio akies pavirsiaus
uzdéjus bandomosios medziagos, iki galo nepraeinantis per 21 diena nuo uzdéjimo (3).

Pavojus — medZiagos savybé arba aplinkybés, dél kuriy organizmui, sistemai arba populiacijai (arba jos daliai), kurig veikia
toji medziaga, gali bati padarytas kenksmingas poveikis.
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Neigiamas kontrolinis méginys — bandomaja medziaga neapdorota méginio kopija, turinti visas sudedamgsias bandymo
sistemos dalis. Sis méginys tiriamas kartu su bandomagja medziaga paveiktais méginiais ir kitais kontroliniais méginiais,
siekiant nustatyti, ar tirpiklis veikia bandymo sistema.

Nedirginancios medziagos — cheminés medziagos, nepriskiriamos EPA I, 1 arba III kategorijos, ES R41 arba R36
kategorijos arba GHS 1, 2A arba 2B kategorijos akis dirginancioms medziagoms (1) (2) (3).

Akis ésdinanti medZiaga — a) cheminé medziaga, negriZtamai suardanti akies audinj; b) cheminés medziagos, priski-
riamos GHS 1 kategorijos, EPA I kategorijos arba ES R41 kategorijos akis dirginan¢ioms medziagoms (1) (2) (3).

Akis dirginanti medZiaga — a) cheminé medziaga, kuri, uzdéta ant priekinio akies pavirSiaus, sukelia griztamus akies
pazeidimus; b) cheminés medziagos, priskiriamos EPA II arba III kategorijos, ES R36 kategorijos arba GHS 2A arba 2B
kategorijos akis dirginan¢ioms medziagoms (1) (2) (3).

Akis stipriai dirginanti medzZiaga — a) cheminé medziaga, kuri, uzdéta ant priekinio akies pavirsiaus, sukelia akies
audinio pazeidimus, nepraeinancius per 21 dieng nuo tos medziagos uzdéjimo, arba sukelia didelj fizinj regos pabloge-
jimg; b) cheminés medziagos, priskiriamos GHS 1 kategorijos, EPA 1 kategorijos arba ES R41 kategorijos akis dirginan-
¢ioms medziagoms (1) (2) (3).

Teigiamas kontrolinis méginys — méginio kopija, turinti visas sudedamasias bandymo sistemos dalis ir apdorota
chemine medziaga, kuri, kaip yra Zinoma, sukelia teigiama atsaka. Norint uZtikrinti galimybe jvertinti atsako i teigiama
kontroling medZziagg kaita per tam tikrg laika, dirginamasis poveikis neturéty bati pernelyg stiprus.

Patikimumas - bandymo metodo, taikomo pagal ta patj protokola, atkuriamumo toje pacioje laboratorijoje ir kitose
laboratorijose matas. Patikimumas jvertinamas apskaiciuojant atkuriamuma laboratorijoje ir tarp laboratorijy ir pakarto-
jamumg laboratorijoje.

Mikroskopas su plysine lempa — prietaisas, naudojamas tiesiogiai istirti aki, jos vaizda padidinant binokuliniu mikro-
skopu ir sukuriant tiesioginj stereoskopinj vaizda. Taikant ICE bandymo metoda, Sis prietaisas naudojamas vistos akies
priekinéms sudedamosios dalims apzitiréti ir ragenos storiui objektyviai i§matuoti pritaisytu gylio matavimo prietaisu.

Tirpiklio (nesiklio) kontrolinis méginys — neapdorotas méginys, turintis visas sudedamasias bandymo sistemos dalis,
jskaitant tirpiklj (nesiklj), kuris tiriamas kartu su bandomaja medziaga apdorotais méginiais ir kitais kontroliniais mégi-
niais, siekiant nustatyti pamatinj meéginiy, apdoroty tuo paciu tirpikliu (nesikliu), atsaka. Atliekant bandyma kartu su
neigiamu kontroliniu méginiu, $is méginys taip pat parodo, ar tirpiklis (nesiklis) veikia bandymo sistema.

Pakopiniai bandymai — nuosekli bandymo metodika, pagal kurig tam tikra eilés tvarka nagrinéjama visa turima infor-
macija apie bandomaja medziaga, kickvienoje pakopoje taikant jrodomosios duomeny galios metodikg siekiant nustatyti,
ar yra pakankamai duomeny sprendimui dél pavojingumo kategorijos priimti, prie§ pereinant prie kitos pakopos. Jeigu
bandomosios medziagos geba dirginti akis galima nustatyti remiantis turima informacija, papildomy bandymuy atlikti
nereikia. Jeigu bandomosios medziagos dirginamosios gebos nustatyti remiantis turima informacija negalima, taikoma
nuosekli gyviiny bandymo metodika, kol gaunami duomenys, kuriais remiantis galima aiskiai nustatyti tos medziagos
kategorija.

Patvirtintas bandymo metodas - bandymo metodas, kurio patvirtinimo tyrimai buvo atlikti siekiant nustatyti jo
tinkamuma (jskaitant tikslumg) ir patikimuma konkreciai paskirciai. Svarbu atkreipti démesj, kad patvirtintas bandymo
metodas gali bati nepakankamai tikslus ir patikimas, kad jj baty galima pripaZinti tinkamu sidlomai paskirciai.

Irodomoji duomeny galia — metodika, pagal kurig vertinamos tam tikry informacijos daliy privalumai ir trikumai,
siekiant priimti ir pagristi sprendimg dél cheminés medziagos pavojingumo.
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2 priedelis

PATIKROS CHEMINES MEDZIAGOS ICE BANDYMU METODO ATVEJU

Prie§ pradédamos sistemingai taikyti bandymo metods, susijusi su Siomis bandymy gairémis, laboratorijos gali pageidauti
jsitikinti savo techniniu tinkamumu pamégindamos teisingai nustatyti desimties 1 lentel¢je sidlomy cheminiy medziagy
akiy ésdinimo kategorijg. Sios cheminés medziagos parinktos atsizvelgiant | jvairy vietinio akies dirginimo ir (arba)
ésdinimo atsaka, pagrista triusio akies in vivo bandymo rezultatais (TG 405) (t. y. JT GHS 1, 2A, 2B kategorijos arba
,Neklasifikuojama arba nezenklinama“) (3) (7). Taciau, atsizvelgiant | patvirtintg $iy bandymy naudinguma (t. y. tik
nustatyti akis ésdinancias ir (arba) stipriai dirginancias medziagas), klasifikavimui aktualds rezultatai, susije su techninio
tinkamumo pasitikrinimu, yra tik du (ésdinanti ir (arba) stipriai dirginanti arba neésdinanti ir (arba) stipriai nedirginanti
medziaga). Kiti atrankos kriterijai yra Sie: cheminés medziagos turi biti parduodamos rinkoje, turi bati kokybisky in vivo
pamatiniy duomeny ir turi biiti kokybisky duomeny apie abu in vitro metodus, apie kuriuos yra rengiamos bandymy
gairés. Dél Sios priezasties dirginancios cheminés medziagos buvo atrinktos i§ ICCVAM rekomenduojamy 122 etaloniniy
cheminiy medziagy, skirty in vitro toksiskumo akims bandymo metodams patvirtinti, sgrao (zr. H priedélyje pateikta
ICCVAM rekomenduojamy etaloniniy cheminiy medziagy sara3y) (4). Pamatiniai duomenys pateikti ICCVAM istorinés
apzvalgos dokumentuose, skirtuose galvijy ragenos padrumstéjimo ir pralaidumo (BCOP) ir ICE bandymo metodams (17)
(18).

1 lentelé

ICE bandymy metodo atveju rekomenduojamos patikros cheminés medziagos

Cheminés In vivo
Cheminé medziaga CASNR medi%agos Fizinis bivis kategor?ja o In vitro kategorija ()
klasé (1)
Benzalkonio chloridas | 8001-54-5 Onio junginys Skysta 1 kategorija | Esdinanti ir (arba) stipriai
(5 %) dirginanti
Chlorheksidinas 55-56-1 Aminas, Kieta 1 kategorija | Esdinanti ir (arba) stipriai
amidinas dirginanti
Dibenzoil-L-vyno 2743-38-6 Karboksirigs- Kieta 1 kategorija | Esdinanti ir (arba) stipriai
ragstis ties esteris dirginanti
Imidazolas 288-32-4 Heterociklinis Kieta 1 kategorija | Esdinanti ir (arba) stipriai
junginys dirginanti
Trichloracto  riigstis 76-03-9 Karboksirigs- Skysta 1 kategorija | Esdinanti ir (arba) stipriai
(30 %) tis dirginanti
2,6-dichlorbenzoil- 4659-45-4 Acilhalogeni- Skysta 2A kategorija Neésdinanti ir (arba)
chloridas das stipriai nedirginanti
Etil-2-metil 609-14-3 Ketonas, Skysta 2B kategorija Neésdinanti ir (arba)
acetoacetatas esteris stipriai nedirginanti
Amonio nitratas 6484-52-2 Neorganiné Kieta 2A kategorija Neésdinanti ir (arba)
druska stipriai nedirginanti
Glicerinas 56-81-5 Alkoholis Skysta NeZenklinama Neésdinanti ir (arba)
stipriai nedirginanti
n-heksanas 110-54-3 Angliavande- Skysta Nezenklinama Neésdinanti ir (arba)
nilis stipriai nedirginanti
(aciklinis)

Santrumpos: CASRN — Cheminiy medziagy pavadinimy santrumpy tarnybos registracijos numeris.

(") Cheminés klasés kiekvienai bandomajai medziagai priskirtos taikant standarting klasifikavimo sistema, remiantis Nacionalinés medicinos

bibliotekos medicinos objekty pavadinimy (MeSH) klasifikavimo sistema (paskelbta http//www.nlm.nih.gov/mesh).
(%) Remiantis rezultatais, gautais atlikus triusio akies in vivo bandyma (OECD TG 405), ir taikant JT GHS (3)(7).
(}) Remiantis BCOP ir ICE rezultatais.



http//www.nlm.nih.gov/mesh
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3 priedelis

ICE superfuzijos aparato ir akiy dékly schemos

(Daugiau bendrosios informacijos apie superfuzijos aparatg ir akies déklg pateikta Burton et al. (17))

SUDEDAMOSIOS | APRASYMAS
DALIES NUMERIS
1 SILTO VANDENS ISLEIDIMO ANGA
2 STUMDOMOSIOS DURELES
3 SUPERFUZIJOS APARATAS
4 OPTINIS MATAVIMO PRIETAISAS
5 SILTO VANDENS JLEIDIMO ANGA
6 DRUSKOS TIRPALAS
7 SILTAS VANDUO
8 DRUSKOS TIRPALO ILEIDIMO ANGA
9 KAMERA
10 AKIES LAIKIKLIS
11 VISTOS AKIS
12 DRUSKOS TIRPALO ISLEIDIMO ANGA
13 NUSTATYMO VERZLE
14 REGULIUOJAMA VIRSUTINE RANKENA
AKIES LAIKIKLIS 15 NEJUDAMA APATINE RANKENA“




