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KOMISIJAS REGULA (ES) Nr. 1152/2010
(2010. gada 8. decembris),

ar kuru, pielagojot tehnikas attistibai, groza Regulu (EK) Nr. 440/2008 par testéSanas metoZu
noteikSanu saskana ar Eiropas Parlamenta un Padomes Regulu (EK) Nr. 1907/2006, kas attiecas
uz kimikaliju registréSanu, vértésanu, licencéSanu un ierobezosanu (REACH)

(Dokuments attiecas uz EEZ)

EIROPAS KOMISIJA,
nemot véra Ligumu par Eiropas Savienibas darbibu,

nemot véra Eiropas Parlamenta un Padomes 2006. gada
18. decembra Regulu (EK) Nr. 1907/2006, kas attiecas uz kimi-
kaliju registreSanu, vértéSanu, licencéSanu un ierobeZzosanu
(REACH), un ar kuru izveido Eiropas Kimikaliju agentiru,
groza Direktivu 1999/45/EK un atce] Padomes Regulu (EEK)
Nr. 793/93 un Komisijas Regulu (EK) Nr. 1488/94, ka ari
Padomes Direktivu 76/769/EEK un Komisijas Direktivu
91/155[EEK, 93/67/EEK, 93/105/EK un 2000/21/EK (1), un jo
ipasi tas 13. panta 3. punktu,

ta ka:
(1)  Komisijas Regula (EK) Nr. 440/2008 (3 ir noteiktas
Regulas (EK) Nr. 1907/2006 nolika piemérojamas teste-

$anas metodes vielu fizikali kimisko ipasibu, toksicitates
un ekotoksicitates noteiksanai.

(2)  Regula (EK) Nr. 440/2008 ir jaatjaunina, ieklaujot taja ka
prioritati divas jaunas in-vitro testéSanas metodes acu
kairinajuma noteik$anai, ko nesen piepémusi ESAO, lai
samazinatu izmeginajumos izmantojamo dzivnieku

skaitu atbilstigi Padomes 1986. gada 24. novembra
Direktivai 86/609/EEK par dalibvalstu normativo un
administrativo aktu tuvinasanu attieciba uz to dzivnieku
aizsardzibu, kurus izmanto izméginajumos un citiem
zinatniskiem merkiem (}). Par $o projektu ir rikota
apsprieSanas ar ieinteresétajam personam.

(3)  Tapéc attiecigi jagroza Regula (EK) Nr. 440/2008.

(4 Saja regula noteiktie pasakumi ir saskana ar atzinumu, ko
sniegusi atbilstigi Regulas (EK) Nr. 1907/2006 133.
pantam izveidota komiteja,

IR PIENEMUSI SO REGULU.

1. pants

Regulas (EK) Nr. 440/2008 pielikuma B dalai pievieno 3is
regulas pielikuma noteiktas nodalas B.47 un B.48.

2. pants

Si regula stajas speka tresaja diend péc tas publicésanas Eiropas
Savienibas Oficialaja Veéstnest.

Si regula uzliek saistibas kopuma un ir tiesi piemérojama visas dalibvalstis.

Brisele, 2010. gada 8. decembri

() OV L 396, 30.12.2006., 1. Ipp.
() OV L 142, 31.5.2008,, 1. Ipp.

Komisijas varda —
priekssedetajs
José Manuel BARROSO

() OV L 358, 18.12.1986., 1. Ipp.
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PIELIKUMS

“B. 47 LIELLOPU RADZENES DULKOgANAS_UN CAURLAII?TB_AS TESTESANAS METODE NOPIETNUS ACU
BOJAJUMUS VAI NOPIETNU KAIRINAJUMU IZRAISITAJU VIELU IDENTIFICESANAI

IEVADS

1. Liellopu radzenes dulkosanas un caurlaidibas (BCOP) testéSanas metode in vitro ir noteikSanas metode, ko konkrétos
apstaklos un ar noteiktiem ierobeZojumiem var izmantot, lai vielas un to maisijumus klasificétu ka “nopietnus acu
bojajumus vai nopietnu kairinagjumu” izraisitajus (1) (2) (3). Saja testéSanas metodé nopietnu kairindjumu izraisosam
uzskata vielas, kas trusiem rada acu bojajumus, kuri neizzad vismaz 21 dienas laika péc iedarbibas. Kaut gan netiek
uzskatits, ka ar BCOP var pilniba aizstat iedarbibas testu uz acim in vivo ar trusiem, BCOP iesaka izmantot daudz-
pakapju testéSanas stratégija, lai ipasas lietoSanas joma veiktu normativajos aktos reglamentéto klasifikaciju un
markéSanu (4) (5). Test€jamas vielas un maisjjumus (6) var klasificét ka nopietnus acu bojajumus vai nopietnu
kairindgjumu izraisoSas, neveicot papildu testéSanu ar trusiem. Ar vielam, kuru testéSanas rezultats ir negativs, javeic
izméginajumi izmantojot truSus péc pakapeniskas logiski secigas testéSanas stratégijas saskana ar ESAO testéSanas
noradijumiem OECD Test Guideline 405 (7) (31 pielikuma B. 5. nodala).

2. Saja testdSanas metodé aprakstitas procediiras, ko izmanto, lai vértétu testgjamas vielas potencialo nopietnus boja-
jumus vai nopietnu kairindjumu izraisoSo iedarbibu uz acim, ko méra ar tas spéju izraisit izolétas liellopu acs
radzenes dulkosanos un palielinat tas caurlaidibu. Toksisko iedarbibu uz radzeni méra ar sadiem parametriem: (i)
gaismas caurlaidibas samazinasanas (dulkosanas), (i) krasvielas fluoresceina natrija sals caurlaidibas palielinasanas
(caurlaidiba). Radzenes dulkosanas un caurlaidibas vértéjumu péc testéjamas vielas iedarbibas apvieno, lai noteiktu
kairindjuma raditaju in vitro (IVIS), ko izmanto testéjamas vielas radita kairindgjuma pakapes klasificésanai.

3. Péc BCOP testéSanas metodes ir testétas ari tada acu kairindjuma izraisosas vielas, kura raditie bojajumi izzad drizak
neka 21 dienas laika, gan ari vielas, kuram nav kairinajumu izraisosas iedarbibas. Tomér BCOP testéSanas metodes
pareiziba un rezultatu ticamiba So kategoriju vielam nav formali novertéta.

4. Definicijas sk. 1. papildinajuma.

SAKOTNEJIE APSVERUMI UN IEROBEZOJUMI

5. Sis testéanas metodes pamata ir Alternativo metozu validéSanas starpagentiiru koordinacijas komitejas (ICCVAM)
BCOP testésanas metodes protokols (8), kas tika izstradats péc starptautiska validacijas pétijuma (4)(5)(9), kura
piedalijas Eiropas Alternativo metoZu validéSanas centrs (ECVAM) un Japanas Alternativo metozu validésanas centrs
(JaCVAM). Protokola pamata ir informacija, kas iegiita no In vitro pétjjumu institata (IIVS) un INVITTOX protokola
Nr. 124 (10), kur§ atbilst Eiropas Kopienas sponsoréta 1997.-1998. gada veikta BCOP testa ieprieks¢jas validacijas
pétijuma izmantotajam protokolam. Abu protokolu pamata ir BCOP testéSanas metodika, ko pirmoreiz aprakstijusi
Gautheron et al. (11).

6. Sis testéSanas metodes apzinatie ierobezojumi ir lielais klfidaini pozitivo rezultatu procents spirtiem un ketoniem un
lielais klGidaini negativo rezultatu procents cietvielam validacijas datubazé (sk. 44. punktu) (5). Ja no datubazes izslédz
vielas, kas ietilpst Sajas fizikalo un kimisko ipasibu klasés, BCOP precizitate ES, EPA un GHS klasifikacijas sistémas
ievérojami uzlabojas (5). Pamatojoties uz $a testa noliku (t.i., identificét tikai nopietnus acu bojajumus | nopietnu
kairindgjumu izraiso$as vielas), kladaini negativo rezultatu procentam nav bitiskas nozimes, jo $adas vielas péc tam
tiktu testétas izméginajumos ar trusiem vai izmantojot citus pietiekami validétus in vitro testus atkariba no norma-
tivajos aktos noteiktajam prasibam, izmantojot secigas testéSanas stratégiju un citus attiecigus datus. Turklat patlaban
esoda validacijas datubaze nedod iespgjas pienacigi noveértét dazas kimisko vielu un produktu klases (pieméram,
maisijumus). Tau var méginat izmantot $o testéSanas metodi visu veidu test§jamajiem materialiem (tostarp maisi-
jumiem), ja pozitivs rezultats var bit pienemams ka norade par nopietnus acu bojajumus vai nopietnu kairindjumu
izraisodu iedarbibu. Tacu par spirtiem un ketoniem iegiitie pozitivie rezultati jainterpreté piesardzigi parvértésanas
riska deél.

7. Visas procediiras ar liellopu acim un liellopu radzeném testéSanas iestadém jaievéro piemérojamie noteikumi un
procediiras darbibam ar dzivnieku izcelsmes materidliem, pie kuriem pieder arf audi un audu kidrumi. Bez tam
ieteicams ievérot vispargjos piesardzibas pasakumus darbam laboratorija (12).

8. Lai gan testéSanas metodé tiek nemti véra dazi iedarbibas veidi uz acim, kas tiek novertéti trusa acs kairinajuma testa
metodé un zinama méra to smagums, taja netiek pemti véra konjunktivas un varaviksnenes bojajumi, kas ir §is
metodes ierobezojums. Kaut gan radzenes bojajumu atgriezeniskumu per se nevar novértét izmantojot BCOP testa
metodi, pamatojoties uz izméginajumu rezultatiem ar trusiem, ierosinats neatgriezeniskas un atgriezeniskas iedarbibas
noskir$anai izmantot radzenes bojajuma sakotngja dziluma noveértgjumu (13). Visbeidzot, izmantojot BCOP metodi,
nevar novértét ar iedarbibu uz acim saistitas sistémiskas toksicitates potencialu.
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. Patlaban notiek darbs pie precizaku raksturlielumu izstrades BCOP metodes izmanto$anas iespéju un ierobeZojumu

noteik3ana kairinajumu izraisosu un kairindjumu neizraisou vielu identificéSanai (sk. ari 45. punktu). BCOP testé-
Sanas metodes formalai novértésanai un iespéjamo izmantoSanas veidu noteiksanai, tostarp kairinajumu izraiso$u un
kairindjumu neizraiso§u vielu identificéSanai, tas lietotdji tiek aicinati iesniegt validacijas organizacijam paraugus
un/vai sniegt datus.

Laboratorijam, kas sak lietot 3o testéSanas metodi, jaizmanto 2. papildinagjuma noraditas standartvielas. Laboratorija
§is vielas var izmantot BCOP testéSanas metodes izpildes tehniskas kompetences demonstrésanai pirms BCOP testé-
Sanas rezultatu datu iesniegdanas izmantosanai normativajos aktos reglamentétajai bistamibas klasifikacijai.

METODES PRINCIPS

BCOP testeSanas metode ir organtipisks modelis, kas islaicigi nodrosina iespéju saglabat liellopu acs radzenes
normilas fiziologiskas un biokimiskas funkcijas in vitro. Saja testéSanas metod@ testgjamas vielas raditos bojajumus
novérté, veicot radzenes dulkoSanas un gaismas caurlaidibas izmainu kvantitativus mérjjumus attiecigi ar opacito-
metru un redzamas gaismas spektrofotometru. Abus mérjjumus izmanto IVIS aprékinasanai, péc kura nosaka kairi-
najuma izraisiSanas bistamibas klasifikacijas kategoriju in vitro, ko izmanto testéjamas vielas acu kairinajumu izraisi-
Sanas potenciala in vivo prognozei (sk. sadalu “Lémuma pienemsanas kritériji”).

BCOP testésanas metodé tiek izmantotas tikko kautu liellopu acs izolétas radzenes. Radzenes dulkoSanos méra
kvantitativi ka radzenes gaismas caurlaidibu. Radzenes caurlaidibu méra kvantitativi ka krasvielas fluoresceina natrija
sals daudzumu, kas iziet cauri visam radzenes slanim un ko nosaka aizmuguréja nodalijjuma vidé. Testéjamo vielu
aplicé uz radzenes epitélija virsmas, to iepildot radzenes turétaja prickséja kamera. 3. papildinagjuma dots BCOP
metodé izmantojama radzenes turétdja apraksts un shéma. Radzenes turétdji ir gatavi nopérkami no dazadiem
piegadatajiem, tos var izgatavot pasu spékiem.

Liellopu acu iegiiSanai izmantojamo dzivnieku Skirnes un vecums

Uz kautuvém nosititos liellopus parasti kauj izmantoSanai patérinam cilvéku partika vai citam vajadzibam. Par
cilvekiem paredzétas partikai piemérotiem uzskata tikai veseligus dzivniekus, ko izmanto ari BCOP testa vajadzigo
radzenu iegisanai. Liellopu dzivsvars atkariba no $kirnes, vecuma un dzimuma var ievérojami atskirties, tapéc netiek
noteikts ieteicamais dzivnicka dzivsvars kausanas laika.

Ja tiek izmantotas dazada vecuma dzivnieku acis, to radzenu izméri var atSkirties. No liellopiem, kas vecaki par
astoniem gadiem, parasti iegiist radzenes, kuru diametrs horizontali ir > 30,5 mm un kuru biezums centra (CCT) ir
> 1100 pm, savukart no liellopiem, kas ir jaunaki par pieciem gadiem, ieglist radzenes ar diametru horizontali
<28,5mm un CCT <900 pm (14). Sa iemesla dé] tapéc parasti neizmanto par 60 ménesiem vecaku liellopu acis.
Parasti neizmanto ari par 12 ménesiem jaunaku liellopu acis, jo tas vél attistas un radzenes biezums un diametrs ir
ievérojami mazaki neka pieaugusu liellopu acim. Tacu jaunlopu (t.i., 6 lidz 12 ménesus vecu) radzenes ir pielaujams
izmantot, jo tam ir dazas prieksrocibas, pieméram, lielaka pieejamiba, mazs vecuma diapazons un mazaks darbinieku
iesp&jamas saskares risks ar liellopu stklveida encefalopatiju (15). Ta ka butu lietderigi sikak novértét, ka radzenes
lielums un biezums ietekmé tas reakciju uz nopietnus acu bojajumus/ nopietnu acu kairinajumu izraisitaju vielu
iedarbibu, lietotdji tiek rosinati noradit to dzivnieku aptuveno vecumu un/vai dzivsvaru, no kuriem nemtas testésanai
izmantotas radzenes.

Acu nemsana un nogadasana laboratorija

Acis nem kautuvju darbinieki. Lai péc iespéjas samazinatu acu mehaniskos un cita veida bojajumus, acis izpem
iespéjami driz péc dzivnieka nonavéSanas. Lai noveérstu kairinagjumu iesp&ami izraisoSu vielu iedarbibu uz acim,
dzivnieka galvas skalosanai nedrikst izmantot detergentus.

Piemérota izméra konteinera acis pilniba iegremdé Henksa skiduma (Hanks’ Balanced Salt Solution, HBSS) un nogada
laboratorija ta, lai péc iespgjas samazinatu to bojasanos un/vai bakterialo kontaminaciju. Ta ka acis tick nemtas
kauSanas laika, tas var bat paklautas asinu un citu biologisko materialu, ka ari baktériju u.c. mikroorganismu
iedarbibai. Tapéc ir svarigi iespéjami samazinat kontaminacijas risku (pieméram, turot konteineru ar acim uz kiistosa
ledus, un Henksa skidumam (HBSS), kura acis atrodas transportéSanas laika, pievienojot antibiotikas [pieméram,
penicilinu koncentracija 100 IU/mL un streptomicinu koncentracija 100 pg/mL]).

Péc iespgjas samazina laiku no acu pemsanas lidz radzenu izmantosanai BCOP testa (parasti pem un izmanto taja
pasa diend), un uzskatami parada, ka tam nav ietekmes uz testéSanas rezultatiem. So rezultitu pamata ir acu izvéles
kritériji, ka arf atbildes reakcijas pozitivaja un negativaja kontrolé. Visam testé$ana izmantotajam acim ir jabat no
vienas noteikta diena nemto acu grupas.
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BCOP testam izmantojamo acu izvéles kritériji

Péc acu nogadasanas laboratorija uzmanigi parbauda, vai tam nav bojajumu, tostarp parmérigas dulkosanas, skrambu
vai neovaskularizacijas. Jaizmanto tikai tadu acu radzenes, kam nav $o bojajumu.

Vélak testéSanas procesd novérté arl katras radzenes kvalitati. Nav derigas radzenes, kuru dulkosanas raditajs péc
sakotnéjas vienas stundas lidzsvaroSanas perioda ir lielaks par septinam dulkosanas vienibam (PIEZIME: opacitometrs
jakalibré ar dulkainibas kalibratoriem standartiem, kurus izmanto dulkoSanas vienibu noteiksanai, sk. 3. papildina-
jumu).

Katra paraugu grupa (testé§jama viela, paralélas negativas un pozitivas kontroles) jabiit vismaz tris acim. BCOP testa
negativajai kontrolei izmanto tris radzenes. Ta ka visas radzenes tiek iznemtas no acs abola un iemontétas radzenu
kameras, ir iesp&jami atsevisku radzenu dulkosanas un caurlaidibas raditaju artefakti (tostarp negativaja kontrolg).
Turklat, veicot IVIS aprékinus, radzenu, kam veic negativo kontroli, dulkosanas un caurlaidibas vértibas tiek izman-
totas to radzenu dulkosanas un caurlaidibas vértibu korekcijai, uz kuram iedarbojas ar testgjamo vielu un izmanto
pozitivajai kontrolei.

PROCEDURA
Acu sagatavosana

Nebojatas radzenes izpreparé kopa ar 2-3 mm platu cipslenes dalu, lai atvieglotu turpmakas operacijas un nebojatu
radzenes epitéliju un endotéliju. Izolétas radzenes nostiprina $im nolikam paredzétos radzenu turétajos, kas sastav no
priek3gja un aizmuguréja nodalijuma, kuri saskaras attiecigi ar radzenes epitélija un endotélija virsmu. Abas kameras
(vispirms aizmuguréjo kameru) ta, lai neveidotos burbuli, pilniba piepilda ar siltu Igla barotni (Eagle’s Minimum
Essential Medium, EMEM). Péc tam vismaz vienu stundu ierici iztur pie 32 £ 1°C, lai stabilizétu tas temperatiiru
un radzene bitu lidzsvara ar apkartjo vidi, iespéjami nodrosinot normalu metabolisko aktivitati (radzenes virsmas
temperatiira in vivo ir apméram 32 °C).

Péc lidzsvarosanas abas kameras iepilda svaigu siltu EMEM, un katrai radzenei nolasa sakotnéjas dulkoSanas radi-
jumus. Radzenes, kam tiek konstatéti makroskopiski audu bojajumi (pieméram, skrambas, pigmentacija, neovasku-
larizacija) vai kuru dulkoSanas raditajs ir lielaks par 7 dulko3anas vienibam, nav derigas. Aprékina visu to radzenu
vidgjo dulkosanos, kam veikta lidzsvarosana. Vismaz tris radzenes, kuru dulkosanas vértibas ir tuvu visu radzenu

kontroles grupas.

Ta ka adens siltumietilpiba ir lielaka par gaisa siltumietilpibu, ddens nodrosina stabilakus temperatiiras apstaklus
inkubacijai. Tapéc radzenes turétdja un ta satura uzturéSanai 32 + 1 °C temperatiird ieteicams izmantot Gidens vannu.
Tacu var izmantot ari inkubatorus ar gaisu, ja tiek veikti temperatiiras stabilitates uzturéSanai vajadzigie pasakumi
(pieméram, ieprieks sasildot turétajus un barotni).

Testejamas vielas aplicéSana

Izmanto divus dazadus apstrades protokolus, vienu skidrumiem un virsmaktivam vielam (cietvielam vai skidrumiem),
bet otru cietvielam, kas nav virsmaktivas.

Skidrumu iedarbibu testé neatskaidot, bet virsmaktivas vielas testé 10 % (masas) koncentracija 0,9 % natrija hlorida
$kiduma, destiléta tidens vai cita $kidinataja skiduma, par kuriem ir iegttas liecibas, ka tiem nav nevélamas ietekmes
uz testéSanas sistému. Pusskidrus, krémveida un vaskveida materialus parasti testé skidumu veida. Ja izmanto citu
atskaidisanas koncentraciju, tas ir attiecigi japamato. Skidrumu un virsmaktivo vielu iedarbibai radzenes paklauj 10

min. Ja izmanto citu iedarbibas laiku, tam jasniedz pienacigs zinatnisks pamatojums.

Cietvielas, kas nav virsmaktivas, parasti testé skidumu vai suspensiju veida 20 % koncentracija 0,9 % natrija hlorida
$kiduma, destiléta Gidens vai cita $kidinataja skiduma, par kuriem ir iegitas liecibas, ka tiem nav nevélamas ietekmes
uz test€Sanas sistému. Zinamos apstaklos ar pienacigu zinatnisku pamatojumu cietvielas var testét tira veida, izman-
tojot valgjas kameras metodi (sk. 29. punktu), tas tiesi aplicgjot uz radzenes virsmas. Cietvielu iedarbibai radzenes
paklauj cetras stundas, tacu, tapat ka $kidrumu un virsmaktivu vielu gadijuma, ar pienacigu zinatnisku pamatojumu
drikst izmantot citu iedarbibas laiku.

Atkariba no testéjamas vielas fizikalajam un kimiskajam ipasibam (pieméram, cietvielas, skidrumi, viskozi un ne-
viskozi kidrumi) var izmantot dazadas aplicéSanas metodes. Galvenais ir nodrosinat, lai testéjama viela pienacigi
parklatu epitélija virsmu, un skalojot ta tiktu pienacigi noskalota. Slégtas kameras metodi parasti izmanto neviskozam
vai nedaudz viskozam testéjamam vielam, kas ir $kidrumi, bet valgjas kameras metodi parasti izmanto dalgji
viskozam un viskozam test§jamajam vielam un cietvielam tira veida.
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[zmantojot slégtas kameras metodi, pietickamu daudzumu testéjamas vielas (750 pL), ar ko var parklat radzenes
epitélija virsmu, ievieto priekséja kamera pa dozeSanas atverém kameras aug3pusé un atveres péc tam uz iedarbibas
laiku noslédz ar kameras aizbazpiem. Svarigi ir nodrosinat, lai katra radzene tiktu paklauta testéjamas vielas iedarbibai
uz atbilstosu laiku.

[zmantojot valéjas kameras metodi, pirms aplicéSanas nonem loga sléggredzenu un prieksgjas kameras stikla lodzinu.
Kontroles vai testéjamo vielu (750 pL vai tadu testgjamas vielas daudzumu, ar ko var pilniba noklat radzeni) aplicé
tieSi uz radzenes epitélija virsmas ar mikropipeti. Ja testéjamas vielas dozéSana ar pipeti ir apgritinata, to var zem
spiediena iepildit virzulpipeté, lai atvieglotu dozéSanu. Virzulpipetes uzgali ievieto §lirces dozeSanas uzgali, lai mate-
rialu spiediena iedarbibas rezultata varétu iespiest dozéSanas uzgali. Vienlaikus, pipetes virzulim parvietojoties augsup,
tiek spiests Slirces virzulis. Ja pipetes uzgali paradas gaisa burbuli, test§jamo materialu iznem (izspiez) un procesu
atkarto, kameér uzgalis ir pilns un taja nav gaisa burbulu. Ja vajadzigs, var izmantot parastu §lirci (bez adatas), jo ar to
var izmérit precizu testéjamas vielas tilpumu, un vielu ir vieglak uzklat radzenes epitélija virsmai. Péc aplicéSanas
prieksjai kamerai ieliek stikla lodzinu, lai atkal izveidotu noslégtu sistému.

Inkubésana péc iedarbibas

Péc iedarbibas perioda testéjamo, negativas kontroles vai pozitivas kontroles vielu iznem no prieksgjas kameras un
epitéliju vismaz tiis reizes (vai kamér vairs nav vizuali novérojamas testéjamas vielas paliekas) nomazga ar EMEM (kas
satur fenolsarkano). Barotni, kura ir fenolsarkanais, izmanto skaloSanai, jo fenolsarkana krasas izmainas var novérot,
lai noteiktu skabu vai sarmainu materialu noskalosanas efektivitati. Radzenes mazga vairak neka tris reizes, ja
fenolsarkanais nekrasojas sarkans (ir dzeltena vai violeta krasa) vai ja ir redzamas testéjama materiala atliekas. Kad
barotné vairs nav testéjamas vielas, radzenes pédéjo reizi noskalo ar EMEM (bez fenolsarkana). Pédéja skalosanas reize
izmanto EMEM (bez fenolsarkana), lai noskalotu fenolsarkano no priekséjas kameras pirms dulkoSanas mérisanas. Péc
tam prieks¢jo kameru no jauna piepilda ar svaigu EMEM, kas nesatur fenolsarkano.

Testéjot skidrumus vai virsmaktivas vielas, péc skalosanas radzenes inkubé vél divas stundas 32 + 1 °C temperatiira.
Zinamos apstaklos var bt noderigs ilgaks péciedarbibas laiks, kas janem véra konkrétos gadijumos. Ar cietvielam
apstradatas radzenes péc Cetru stundu ilga iedarbibas perioda beigam riipigi noskalo, bet tam nav vajadziga papildu
inkubacija.

Péc skidrumu un virsmaktivo vielu iedarbibas paredzéta inkubacijas perioda beigam un, iznemot virsmaktvas vielas,
péc Cetru stundu ilgas cietvielu iedarbibas novéro katras radzenes dulkosanos un caurlaidibu. Katru radzeni apskata
un registré novérojumus (pieméram, audu nolobiSanas, testéjama materiala atlickas, nevienmérigas dulkosanas
pazimes). Sie novérojumi var biit svarigi, jo ar tiem var biit izskaidrojamas opacitometra radijumu atkiribas.

Kontroles vielas

Katra eksperimenta ieklauj paralélas negativas vai 3kidinataja/neséja kontroles un pozitivas kontroles.

Test&jot vielu, kas ir skidrums ar 100 % koncentraciju, BCOP testéSanas metodé ieklauj paralélu negativo kontroli
(pieméram, 0,9 % natrija hlorida $kidumu vai destilétu tdeni), lai varétu konstatét neraksturigas testéSanas sistémas
izmainas un testéjamajiem beigu punktiem noteiktu sakotnéjas vértibas. Tadéjadi tiek ari nodrosinats, lai testésanas
apstaklu dé] ka atbildes reakcija nepareizi netiktu konstatéts kairinajums.

Testgjot atskaiditu vielu, kas ir Skidrums, virsmaktivo vielu vai cietvielu, BCOP testéSanas metodé ieklauj paralélu
skidinataja/nesgja kontroles grupu, lai varétu konstatét neraksturigas testéSanas sistémas izmainas un noteiktu

méramo parametru sakotnéjas vértibas. Drikst izmantot tikai tadu $kidinataju/neséju, par kuru iegiitas liecibas, ka
tam nav nevélamas ietekmes uz testéSanas sistému.

Katra eksperimenta ka paralélu pozitivo kontroli ieklauj testu ar acu kairinajumu izraisosu vielu, lai parliecinatos, ka
atbildes reakcija ir atbilstosa. Ta ka $aja testéSanas metodé BCOP tests tiek izmantots, lai identificétu acu nopietnus
bojajumus vai nopietnu kairingjumu izraisitajas vielas, idedla gadijuma pozitivajai kontroles vielai biitu jabit stan-
dartvielai, kas Saja testéSanas metodé izraisa spécigu reakciju. Tomér, lai nodro$inatu iesp&ju novertét pozitivas
kontroles reakcijas mainibu laika, kairinajuma reakcijas intensitate nedrikstétu bat parmérigi liela.

Pozitivas kontroles pieméri test§jamajam vielam, kas ir $kidrumi, ir dimetilformamids vai 1 % natrija hidroksida
skidums. Pozitivas kontroles piemérs test§jamajam cietvielam ir 20 % (masas) imidazola $kidums 0,9 % natrija hlorida
skiduma.
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Salidzinasanas vielas ir lietderigi izmantot, lai novértétu noteiktas nezinamu kimisko ielu vai produktu kategorijas
potencialu izraisit acu kairinagjumu vai novértétu acu kairinajumu izraisoSas vielas salidzinoso spéju izraisit noteiktas
intensitates kairinajuma reakcijas.

Méramie beigu punkti

Dulkosanos nosaka péc radzenes gaismas caurlaidibas. Radzenes dulkosanos méra kvantitativi ar opacitometru,
rezultata iegtstot dulkosanas vértibas, kas ir nepartraukti lielumi.

Caurlaidibu nosaka péc krasvielas fluoresceina natrija sals daudzuma, kas iziet cauri visiem radzenes $tinu slaniem (t.i.,
no epitélija uz radzenes argjas virsmas lidz endotélijam uz radzenes ieksgjas virsmas). Radzenes turétaja prieksgjo
kamera, kas saskaras ar radzenes epitélija virsmu, iepilda 1 mL fluoresceina natrija sals $kiduma (attiecigi 4 vai
5 mg/mL, testéjot Skidrumus un virsmaktivas vielas vai cietvielas, kas nav virsmaktivas), savukart aizmuguréjo
kameru, kas saskaras ar radzenes endotélija virsmu, piepilda ar svaigu EMEM. Péc tam turétaju horizontala stavokli
90 + 5 min inkubé 32 £ 1 °C temperatiird. [zmantojot UV|VIS spektrofotometriju, kvantitativi izméra fluoresceina
natrija sals daudzumu, kas nonak aizmuguréja kamera. Spektrofotometriskos mérijjumus veic pie 490 nm, registré ka
optiska blivuma (OD4g() vai absorbcijas vértibas, ko méra ka nepartrauktu lielumu. Fluoresceina caurlaidibas vértibas
nosaka, izmantojot ODyqq vértibas, izmantojot redzamas gaismas spektrofotometru ar standarta 1 cm optiska cela
garumu.

Var izmantot ari 96 iedobju mikrotitrésanas plati, ja (i) var noteikt fluoresceina OD 49 vértibu noteikSanai izmantotas
plates lasitaja linearo diapazonu un (i) lai ieglitu OD4gq vertibas, kas ekvivalentas standarta 1 cm optiska cela
garumam, 96 iedobju platé tiek izmantoti pareiza tilpuma fluoresceina paraugi (tam vajadziga pilniba pilna iedobe
[parasti 360 uL]).

DATI UN TESTESANAS PARSKATS
Datu novértésana

Péc dulkoSanas un vidgjas caurlaidibas (OD490) vértibu korekcijas, nemot véra fona dulkosanos un negativas kontroles
caurlaidibas OD 49 vertibas, lai katrai testéjamo paraugu grupai aprékinatu in vitro kairinajuma raditaju (IVIS) katras
test€jamas paraugu grupas vidéas dulkoSanas un caurlaidibas ODg49q vértibas apvieno, izmantojot $adu empirisku
formulu:

IVIS = vidgja dulkosanas veértiba + (15 x vidéja caurlaidibas OD g, vertiba)

Sina et al. (16) norada, ka 3i formula ir iegiita iekslaboratoriju un starplaboratoriju pétjjumos. Datiem, kas, izmantojot
36 savienojumus, iegiiti vairaku laboratoriju veikta pétfjuma, tika veikta daudzfaktoru analize, lai iegiitu vienadojumu,
kas vislabak apraksta in vivo un in vitro datu savstarpgjo sakaribu. So analizi veica divas atseviskas zinatnieku grupas,
iegtistot gandriz identiskus vienadojumus.

Dulkosanas un caurlaidibas veértibas janovérté ari neatkarigi viena no otras, lai noteiktu, vai testéjama viela izraisijusi
nopietnus acu bojajumus vai nopietnu kairinajumu tikai kada viena testéSanas beigu punkta vai to abu dé| (sk. sadalu
“Lémuma pienemsanas kritériji").

Lemuma pienemSanas kritériji

Vielu uzskata par nopietnus acu bojajumus vai nopietnu kairindgjumu izraisosu, ja tas iedarbibas rezultata izméritais
IVIS ir = 55,1. Ka noteikts 1. punktd, ja test§jama viela netiek identificéta ka nopietnus acu bojajumus vai nopietnu
kairindgjumu izraisoSa, tas klasifikacijai un markésanai ir javeic papildu testéSana. BCOP testéSanas metodes pareiziba ir
79 % (113]143) lidz 81 % (119/147), kladaini pozitivo rezultatu dala ir no 19 % (20/103) lidz 21 % (22/103) un
kladaini negativo rezultatu dala ir no 16 % (7/43) lidz 25 % (10/40), salidzinot ar datiem, kas iegtti péc trusa acu
testéSanas metodes in vivo, kas klasificéti atbilstigi EPA (1), ES (2) vai GHS (3) klasifikacijas sistémai. Ja noteiktu
kimisko (t.i., spirti, ketoni) vai fizikalo (t.i., cietvielas) ipasibu grupas vielas izslédz no datubazes, BCOP pareiziba ES,
EPA un GHS Klasifikacijas sistéma ir no 87 % (72/83) lidz 92 % (78/85), kladaini pozitivo rezultatu dala ir no 12 %
(7/58) lidz 16 % (9/56) un kladaini negativo rezultatu dala ir no 0 % (0/27) lidz 12 % (3/26).

Ja testé&jamo vielu neklasificé ka nopietnus acu bojajumus vai nopietnu kairindjumu izraisosu, kopa ar trusa acu testa
in vivo vai cita atbilstigi validéta in vitro testa datiem BCOP dati var bat noderigi, lai turpmak novértétu BCOP
testéSanas metodes piemérotibu un ierobeZojumus acu kairindjumu izraiso§u un acu kairinagjumu neizraisodu vielu
testéSanai (patlaban tiek izstradats noradijumu dokuments par in vitro testéSanas metodém, lai noteiktu toksicitati
acim).
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Testa rezultitu pienemamibas kritériji

Testésanas rezultatu uzskata par pienemamu, ja pozitivaja kontrolé tiek iegita IVIS veértiba, kas divkarSas standart-
novirzes robezas sakrit ar tadas pasreizjo ieprieks iegiito vésturisko datu vidgjo vértibu, kura tiek atjauninata vismaz
reizi tris méneos vai ikreiz, kad veic piepemamu testu laboratorijas, kuras testéSanu izdara reti (t.i., retak neka reizi
ménesi). Negativas vai $kidinataja/nesgja kontroles rezultata jaiegiist tadas dulkoSanas un caurlaidibas vértibas, kas ir
mazakas neka liellopu radzeném sakotngji noteiktas fona dulkoSanas un caurlaidibas augstakas veértibas attiecigaja

Testésanas parskats

TestéSanas parskata jaieklauj $ada informacija, kas attiecas uz konkréto noteiksanu:

Testejamas vielas un kontrolvielas

Kimiskais nosaukums(-i), pieméram, kimijas analitisko apskatu indeksa (Chemical Abstracts Service, CAS) izmantotais
nosaukums, péc tam citi nosaukumi, ja tadi ir zinami;

CAS registra numurs, ja tas ir zinams;

vielas vai maisijuma tiriba un sastavs (masas procentos), ciktal §i informacija ir pieejama;

fizikali kimiskas ipasibas, kas attiecas uz pétijuma veiksanu, pieméram, fizikalais stavoklis, gaistamiba, pH, stabilitate,
vielas kimiska klase, skidiba tdent;

testéjamas/kontroles vielu sagatavosana testésanai, ja tiek veikta (pieméram, sildisana, sasmalcinasana);

stabilitate, ja zinama.

Informacija par sponsoru un testeSanas iestadi

Sponsora, testéSanas iestades nosaukums, pétjjuma vaditaja uzvards un adrese;
norade par acu nemsanas vietu (t.i, iestade, kur tas nemtas);

Acu glabasanas un transportéSanas apstakli (pieméram, acu pemsanas datums un laiks, lidz testéSanas sakumam
pagajusais laiks, transportéSanas un temperatiiras apstakli, izmantotas antibiotikas);

ipaSas to dzivnieku pazimes, no kuriem nemtas acis, ja tadas ir pieejamas (pieméram, donordzivnieka vecums,
dzimums, svars).

Izmantotas testeSanas metodes un protokola pamatojums

TesteSanas metodes integritate

Procediira, ko izmanto, lai nodro$inatu testéSanas metodes integritati (t.i., pareizibu un ticamibu) laika (pieméram,
periodiska standartvielu testéSana, ieprieks iegiito vésturisko negativas un pozitivas kontroles datu izmanto$ana).
Testa apstiprinasanas kritériji

Pienemams paralélo pozitivo un negativo kontrolu rezultatu diapazons, pamatojoties uz ieprieks iegtitajiem véstu-

riskajiem datiem;

ja vajadzigs, pienemami paralélo standarta kontrolu diapazoni, pamatojoties uz ieprieks iegiitajiem vésturiskajiem
datiem.

Testesanas apstakli

Izmantotas testéSanas sistémas apraksts;

izmantota radzenes turétaja tips;

informacija par dulkoSanas un caurlaidibas mériericu (pieméram, opacitometra un spektrofotometra) kalibrésanu;
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informacija par izmantotajam liellopu radzeném, tostarp liecibas par to kvalitati;

sikas zipas par izmantoto testéSanas procediru;

test§jamas vielas koncentracija(-s);

testéSanas procediras iespéjamo modifikaciju apraksts;

atsauce uz vésturiskajiem datiem par modeli (pieméram, negativas un pozitivas kontroles, standartvielas, salidzina-
Sanas vielas);

izmantoto noveértéjuma kritériju apraksts.

Rezultati

Tabulas veida apkopoti dati par katru testgjamo paraugu (pieméram, dulkosanas un OD,gq vértibas un aprékinatais
testéjamas vielas IVIS, un pozitivas, negativas un salidzinasanas kontroles [ja paredzétas], péc vajadzibas ieklaujot
datus no atkartotiem eksperimentiem, un katra eksperimenta iegiita vidéja vértiba * standartnovirze);

Novérojumu apraksts.

Rezultatu novertgjums
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1. papildinajums

DEFINICIJAS

Pareiziba: péc testéSanas metodes iegiito mérjjumu rezultatu sakritibas pakape ar attiecigajam references vértibam. Tas ir
testeSanas metodes veiktspéjas raksturlielums un viens no tas piemérotibas aspektiem. So terminu bieZi izmanto ar nozimi
“sakritiba” vai atbilstiba, ar to domajot pareizo rezultatu dalu, ko iegiist péc testéSanas metodes.
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Salidzinasanas viela: viela, ko izmanto ka standartu salidzinasanai ar testéjamo vielu. Salidzinasanas vielai ir jabat sadam
Ipasibam: (i) pastavigs un uzticams ieguves avots, (i) struktiras un funkciju lidziba ar test§jamo vielu klases vielam, (ii)
zinamas fizikalas/kimiskas ipasibas; (iv) papildu dati par zinamajiem iedarbibas veidiem un (v) vielas zinamais iedarbibas
stiprums atbilst vélamas reakcijas intensitates diapazonam.

Radzene: acs abola prieksgja caurspidiga dala, kas parklaj varaviksneni un ziliti un ielaiz aci gaismu.

Radzenes dulkoSanas: izmérita radzenes dulkosanas pakdpe péc test§jamas vielas iedarbibas. Radzenes dulkosanas
palielinasanas norada uz radzenes bojajumiem. Dulkosanos var novértét subjektivi ka Dreizes (Draize) trusa acu testd
vai objektivi, izmantojot instrumentu, pieméram, opacitometru.

Radzenes caurlaidiba: kvantitativs radzenes epitélija bojajumu mérfjums, nosakot krasvielas fluoresceina natrija sals
daudzumu, kas iziet cauri visam radzenes $inu kartam.

EPA 1. kategorija: nopietns acu bojajums (acs audu neatgriezeniska noardisana), radzenes bojajums vai izraisits kairi-
najums, kas saglabajas ilgak par 21 dienu (1).

ES R41 kategorija: acs audu bojajums vai nopietni fiziski redzes traucéjumi, kas rodas péc testéjamas vielas aplicéSanas
uz acs prieksgjas virsmas un nav pilnigi atgriezeniski 21 dienas laika péc aplicésanas (2).

Kliidaini negativo rezultatu dala: visu to pozitivo vielu dala ar attiecigu iedarbibu, kas, izmantojot konkréto testéSanas
metodi, nepareizi identificéta ka negativa viela, kurai 3adas iedarbibas nav. Tas ir viens no testéSanas metodes veiktspéjas
raksturlielumiem.

Kliadaini pozitivo rezultatu dala: visu to visu to negativo vielu dala bez attiecigas iedarbibas, kas, izmantojot konkréto
testéSanas metodi, nepareizi identificétas ka pozitivas vielas ar 3adu iedarbibu. Tas ir viens no testéSanas metodes
veiktspéjas raksturlielumiem.

GHS (Globali harmonizéta kimisko vielu klasifikacijas un markéSanas sistéma): sistéma, saskana ar kuru kimikalijas
(vielas un maisfjumus) klasificé péc standartizétiem kaitigas iedarbibas veidiem un to intensitates uz cilvéka veselibu un
vidi, ka arT paredz atbilstodu sazinas elementu izmantoSanu, pieméram, piktogrammas, signalvardus, bistamibas apzimé-
jumus, piesardzibas apziméumus un drosibas datu lapas, kuru meérkis ir sniegt informaciju, kas nepieciesama cilvéku
(tostarp darba devéju, stradajoso, transporta darbinieku, patérétaju un avarijas dienestu darbinieku) un vides aizsardzibai
pret to kaitigo iedarbibu (3).

GHS 1. kategorija: acs audu bojajums vai nopietni fiziski redzes traucgjumi, kas rodas péc testéjamas vielas aplicésanas
un kas nav pilnigi atgriezeniski ilgak par 21 dienu péc vielas aplicésanas (3).

Bistamiba: agentam vai situdcijai piemitoSa ipasiba, kas $a agenta iedarbibas rezultata var radit nevélamu ietekmi uz
attiecigo organismu, sistému vai (sub)populaciju.

In vitro kairinajuma raditajs (IVIS): péc empiriskas formulas aprekinats raditajs, ko izmanto BCOP testa un kura tiek
apvienota katras paraugu grupas vidéja dulkosanas un vidéja caurlaidibas vertiba, lai katrai grupai iegfitu vienu rezultatu in
vitro. IVIS = vidéja dulkosanas vértiba + (15 x vidéja caurlaidibas vértiba).

Negativa kontrole: ar testéjamo vielu neapstradats atkartojums, kura ir visi pargjie testéanas sistémas komponenti. So
paraugu testé kopa ar paraugiem, uz kuriem aplicéta testéjama viela, un citiem kontroles paraugiem, lai noteiktu, vai
skidinatajam ir mijiedarbiba ar testéSanas sistemu.

Kairindjumu neizraisosa viela: viela, kas netiek klasificéta ka EPA 1, II vai IIl kategorijas, ES R41 vai R36 kategorijas, vai
GHS 1., 2.A vai 2.B kategorijas acu kairindjumu izraisitaja viela.

Nopietnus acu bojajumus izraisosa viela: (a) viela, kas rada acs audu neatgriezenisku bojajumu; (b) viela, kas tiek
klasificéta ka GHS 1. kategorijas, EPA 1 kategorijas vai ES R41 kategorijas acu kairinajumu izraisitaja viela (1) (2) (3).

Acu kairindgjumu izraisosa viela: (a) viela, kas péc aplicéSanas uz acs prieksgjas virsmas izraisa aci atgriezeniskas
izmainas, (b) viela, kas tiek klasificéta ka EPA 1I vai IIl kategorijas, ES R36 kategorijas vai GHS 2.A vai 2.B kategorijas
acu kairinajumu izraisitaja viela (1) (2) (3).
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Nopietnu acu kairinajumu izraisosa viela: (a) viela, kas péc apliceSanas uz acs prieksjas virsmas izraisa acs audu
bojajumus, kas ir neatgriezeniski ilgak par 21 dienu péc aplicéSanas vai kas izraisa nopietnus fiziskus redzes traucgjumus;
(b) viela, kas tiek klasificeta ka GHS 1. kategorijas, EPA I kategorijas vai ES R41 kategorijas acu kairindgjumu izraisitaja
viela (1) (2) (3).

Opacitometrs: instruments, ko lieto, lai méritu “radzenes dulkoSanos”, radzenes gaismas caurlaidibas kvantitativai noteik-
Sanai. Instrumentam parasti ir divi nodalijumi, katram savs gaismas avots un fotoelements. Viena nodalijuma ievieto
apstradato radzeni, bet otru izmanto instrumenta kalibrésanai un nulles vértibu iestatiSanai. Halogénlampas gaisma iet
cauri kontroles nodalfjumam (tuk$a kamera bez logiem un $kidruma) kritot uz fotoelementu, un tiek salidzinata ar
gaismu, kas krit uz fotoelementu izejot cauri nodalijumam, kura ir kamera ar radzeni. Tiek salidzinata abu fotoelementu
uztvertas gaismas caurlaidibas vértibu starpiba, un uz ciparu displeja tiek izvadita dulkosanas skaitliska vértiba.

Pozitiva kontrole: atkartojums, kura ir visi testéSanas sistémas komponenti, un kuram veikta apstrade ar vielu, par ko ir
zinams, ka ta izraisa attiecigo atbildes reakciju. Lai nodro$inatu iespéu novertét pozitivas kontroles atbildes reakcijas
mainibu laika, nopietnu kairindjumu izraiso3as reakcijas intensitate nedrikst bat parlieku liela.

Ticamiba: lielums, kas raksturo, kada méra taja pasa vai cita laboratorija ilgaka laika, izmantojot to pasu protokolu, var
izpildit testéSanas metodi atkartoti. To novérté, aprékinot metodes reproducgjamibu dazadas laboratorijas un atkartoja-
mibu taja pasa laboratorija.

Skidinataja/neséja kontrole: ar testéjamo vielu neapstradts paraugs, kurd ir visi testésanas sistémas komponenti, tostarp
skidinatajs vai nesgjs, ko izmanto testéjamas vielas un citos kontroles paraugos, lai noteiktu attieciga skidinataja vai neséja
izskidinato ar testéjamo vielu apstradato paraugu sakotnéjo atbildes reakciju. Testéjot kopa ar paralélu negativo kontroli,

Daudzpakapju testéSana: pakapeniskas testéSanas stratégija, kura noteiktd seciba parskata visu esoso informaciju par
testéjamo vielu, katra pakapé izmantojot datu svariguma pieeju, lai pirms parejas uz nakamo pakapi noteiktu, vai ir
pieejams pietickami daudz informacijas, lai pienemtu lémumu par bistamibas klasifikaciju. Ja testgjamas vielas kairindjuma
izraisiSanas potencialu var noteikt, pamatojoties uz eso$o informaciju, papildus testéSana nav javeic. Ja, pamatojoties uz
eso$o informaciju, testéjamas vielas kairinajuma izraisiSanas potencialu nevar noteikt, veic pakapenisku secigu testéSanas
procediru ar dzivniekiem, lidz var viennozimigi pienemt lémumu par klasifikaciju.

Validéta testéSanas metode: testéSanas metode, kurai ir veikti validacijas pétjjumi, lai noteiktu metodes piemérotibu
noteiktam noliikam (tostarp pareizibu) un ticamibu. Jaievéro, ka validétas testéSanas metodes veiktspéja pareizibas un
ticamibas zina var nebit pietickama, lai to izmantotu paredzétajam nolikam.

Pieradijjumu vertéSana: process, kura tiek apsvértas dazadu datu prieksrocibas un trikumi, lai pienemtu un pamatotu
secinajumu par vielas potencialo bistamibu.

2. papildingjums

BCOP testéSanas metodes standartvielas

Pirms $ai testéSanas metodikai atbilstigas testeSanas metodes regularas izmantoSanas laboratorijas var uzskatami apliecinat
savu tehnisko prasmi, pareizi nosakot klasifikaciju 1. tabula ieteiktajam 10 vielam, kas izraisa nopietnus acu bojajumus.
Sis vielas ir izraudzitas, lai raksturotu nopietnus acu bojajumus/ nopietnu acu kairindjumu izraisitdju vielu lokalas
iedarbibas diapazonu, kura pamata ir in vivo trusa acu testa rezultati (TG 405) (ti., 1., 2.A, 2.B kategorija, vai netiek
klasificéta un markéta saskana ar ANO GHS (3) (7). Tacu, nemot véra 3o testu validéto noderigumu (t.i., nopietnus acu
bojajumus vai nopietnu kairindgjumu izraisitaju vielu identificésanai), lai pieraditu prasmi, var iegit tikai divus klasifice-
jamus testa rezultatus (izraisa nopietnus acu bojajumus/ nopietnu acu kairindjumu vai neizraisa nopietnus acu bojajumus|
nopietnu acu kairinajumuy). Citi izvéles kritériji ir vielu pieejamiba tirgd, lai blitu pieejami loti kvalitativi in vivo atsauces
dati un lai biitu pieejami loti kvalitativi dati par divam in vitro metodém, kurdm tiek izstradati testéanas noradijumi. ST
iemesla dé] tika izraudzitas nopietnus acu bojajumus izraisodas vielas no ICCVAM ieteikta 122 standartvielu saraksta in
vitro acim toksisko ipasibu noteikSanas testa metozu validésanai (sk. H papildindjumu. ICCVAM ieteiktas atsauces vielas)
(5). Atsauces dati ir pieejami ICCVAM papildinformacijas parskata dokumentos par BCOP metodi un izolétas vistas acs
(ICE) testéSanas metodi (17) (18).
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1. tabula.

leteicamas vielas tehniskas prasmes apliecinasanai testéSanai péc BCOP

Viela CAS Nr. Kimiska klase (') Ag‘rlzgk{?i;:té- klasilgk‘;:i(;a 0 In vitro klasifikacija (%)
Benzalkonija  hlorids 8001-54-5 Onija Skidrums | 1. kategorija Izraisa nopietnus acu
(5 %) savienojums bojajumus/nopietnu acu

kairinajumu
Hlorheksidins 55-56-1 Amins, amidins Cietviela | 1. kategorija Izraisa nopietnus acu
bojajumus/nopietnu acu
kairinajumu
Dibenzoil-L-vinskabe 2743-38-6 Karbonskabes Cietviela | 1. kategorija Izraisa nopietnus acu
esteris bojajumus/nopietnu acu
kairinajumu
Imidazols 288-32-4 Heterociklisks Cietviela | 1. kategorija Izraisa nopietnus acu
savienojums bojajumus/nopietnu acu
kairinajumu
Trihloretikskabe 76-03-9 Karbonskabe Skidrums | 1. kategorija Izraisa nopietnus acu
(30 %) bojajumus/nopietnu acu
kairinajumu
2,6-Dihlorbenzoil 4659-45-4 Acilhalogenids Skidrums 2.A Neizraisa nopietnus acu
hlorids kategorija bojajumus/nopietnu acu
kairindgjumu
Etil-2-metilaceto- 609-14-3 Ketonesteris Skidrums 2B Neizraisa nopietnus acu
acetats kategorija bojajumus/nopietnu acu
kairinajumu
Amonija nitrats 6484-52-2 Neorganiskais Cietviela 2.A Neizraisa nopietnus acu
sals kategorija bojajumus/nopietnu acu
kairinajumu
Glicerins 56-81-5 Spirts Skidrums Netiek Neizraisa nopietnus acu
markéta bojajumus/nopietnu acu
kairinajumu
n-heksans 110-54-3 Oglidenradis Skidrums Netiek Neizraisa nopietnus acu
(acikliskais) markéta bojajumus/nopietnu acu
kairinagjumu

Saisinajumi: CAS Nr. = Kimijas analitisko apskatu indeksa registra numurs
(") Kimiskas klases katrai testéjamai vielai pieskirtas, izmantojot standarta klasifikacijas shému, kuras pamata ir National Library of Medicine

Medical Subject Headings (MeSH) klasifikacijas sistéma (pieejama http://www.nlm.nih.gov/mesh).

(3) Pamatojoties uz in vivo trusa acu testa rezultatiem (ESAO TG 405) un izmantojot ANO GHS sistému (3)(7).
(%) Pamatojoties uz BCOP un ICE testéSanas metozu rezultatiem.

3. papildinajums

BCOP RADZENES TURETAJS

. BCOP radzenu turétaji ir izgatavoti no inerta materiala (pieméram, polipropiléna). Turétajs sastav no divam pusém

(prieksgja un aizmuguréja kamera), un tam ir divas lidzigas cilindriskas ick3gjas kameras. Katras kameras tilpums ir
5 mL, un tas gala ir stikla disks, caur kuru registré dulkosanas mérjjumus. Katras iek3gjas kameras diametrs ir 1,7 cm,
un augstums 2,2 cm (!). Lai nepielautu noplades, aizmuguréja kamera ievieto blivi. Radzenes novieto ar endotélija
virsmu uz leju pret aizmuguréjas kameras blivi, un priek$jo kameru novieto uz radzenes epitélija virsmas. Kameras
notur vieta tris neriiséjosas skriives kameras armala. Lai nodrosinatu vieglu piekluvi radzenei, katras kameras gala ir
nonemams stikla disks. Ari starp stikla disku un kameru ir blive, lai nepielautu noplades. Barotnes un testéjamas vielas
ievadiSanai un izvadiSanai ir paredzétas divas atveres katras kameras augSpusé. ledarbibas un inkubacijas perioda laika
tas noslédz ar gumijas vacipiem.

Noraditie izméri attiecas uz radzenes turétdju, kas paredzéts 12 lidz 60 ménesus vecu govju acim. Ja izmanto 6 lidz 12 ménesus vecu

dzivnieku acis, abu turétaja kameru tilpumam jabat 4 mL, bet abu iekséjo kameru diametram 1,5 cm un augstumam 2,2 cm. Katra
jaunas konstrukcijas radzenes turétaja gadijuma ir loti svarigi, lai iedarbibai paklauta radzenes virsmas laukuma attieciba pret aizmu-
guréjas kameras tilpumu biitu tada pati ka standarta radzenes turétajam. $i prasiba ir vajadziga, lai pareizi noteiktu caurlaidibas vértibas
IVIS aprékinasanai saskapa ar noradito formulu.
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Paskaidrojumi

Glass disc: Stikla disks

PTFE-O-ring: PTFE blive

Refill: lepildisana

Hanger: Piestiprinajums

Cap: Vacins

Nut: Uzgrieznis

O-ring: Blive

Posterior compartment: Aizmuguréja kamera
Anterior compartment: Priekséja kamera

Fixing screws: Savienosanas skriives

OPACITOMETRS

. Opacitometrs ir gaismas caurlaidibas mérierice. Halogénlampas gaisma iet cauri kontroles nodalijumam (tuksa kamera

bez logiem un $kidruma) kritot uz fotoelementu, un tiek salidzinata ar gaismu, kas krit uz fotoelementu izejot cauri
nodalijjumam, kura ir kamera ar radzeni. Tiek salidzinata fotoelementu uztverta gaismas starojuma starpiba, un uz
ciparu displeja tiek izvadita dulkoSanas skaitliska vertiba.

. Opacitometra radijumiem visa mérjjumu diapazona jabit linearai sakaribai lidz pat prognozes modeli aprakstito

dazado Klasifikaciju robezvértibam (t.i.,, lidz robezvértibai, kas atbilst nopietnus acu bojajumus/nopietnu acu kairina-
jumu izraisitdgju vielu klasifikacijai). Lai nodrosinatu linearus un precizus radijumus lidz 75-80 dulkoSanas vienibam,
opacitometrs ir jakalibré ar vairakiem kalibratoriem. Kalibratorus (puscaurspidigas poliestera loksnes) novieto kalibré-
Sanas kamera (radzenes kamera, kas paredzéta kalibréSanas lidzeklu turéSanai) un nolasa opacitometra radjjumu.
Kalibrésanas kamera ir izveidota ta, lai kalibrators atrastos apméram tada pasa attaluma no gaismas un fotoelementa,
kada dulkosanas mérjjumu laika bitu novietota radzene. Opacitometru vispirms iestata uz 0 dulkosanas vienibam bez
kalibratora kalibrésanas kamera. Péc tam parmainus pa vienam kalibrésanas kamera ievieto tris dazadus kalibratorus un
méra dulkosanos. DulkoSanas radijumiem 1., 2. un 3. kalibratoram jabit attiecigi 75, 150 un 225 dulko3anas vienibas
+5%.
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B.48 IZOLETAS VISTAS ACS TESTESANAS METODE NOPIETNUS ACU BOJAJUMUS VAI NOPIETNU
KAIRINAJUMU IZRAISITAJU VIELU IDENTIFICESANAI

IEVADS

1. Izolétas vistas acs (ICE) testéSanas metode in vitro ir noteikSanas metode, ko konkrétos apstaklos un ar noteiktiem
ierobeZojumiem var izmantot, lai vielas un to maisjumus klasificétu ka “nopietnus acu bojajumus vai nopietnu
kairindjumu” izraisitajus (1) (2) (3). Saja testéSanas metodé par nopietnu kairindjumu izraisosam uzskata vielas, kas
trusiem rada acu bojajumus, kuri neizzid vismaz 21 dienas laika péc iedarbibas. Kaut gan netiek uzskatits, ka ar ICE
var pilniba aizstat iedarbibas testu uz acim in vivo ar trusiem, ICE iesaka izmantot daudzpakapju testéSanas stratégija,
lai Tpasas lieto3anas joma veiktu normativajos aktos reglamentéto klasifikaciju un markésanu (4) (5). Testéjamas vielas
(6) var klasificét ka nopietnus acu bojajumus vai nopietnu kairindgjumu izraisoSas, neveicot papildu testéSanu ar
truSiem. Ar vielam, kuru testéSanas rezultats ir negativs, javeic izméginajumi, izmantojot trusus, péc pakapeniskas
logiski secigas testéSanas stratégiju saskana ar ESAO testéSanas noradijumiem OECD Test Guideline 405 (7) (31
pielikuma B. 5. nodala).

2. Saja testéSanas metodé aprakstitas procediiras, ko izmanto, lai vértétu testéjamas vielas potenciilo nopietnus boja-
jumus vai nopietnu kairindjumu izraiso§o iedarbibu uz acim, ko meéra ar tas sp&ju izraisit toksisku iedarbibu uz
izoletu vistas aci. Toksisko iedarbibu uz radzeni méra ar $adiem parametriem: (i) kvalitativs dulkoSanas novért&ums,
(i) kvalitativs epitélija bojajumu novértgjums, pamatojoties uz fluoresceina aplicésanu acij (fluoresceina aizturésana),
(i) kvantitativs biezuma palielinaSanas (uzbrieduma) novértéjums un (iv) kvalitativs makroskopisko morfologisko
virsmai radito bojajumu novértéjums. Radzenes dulkoSanas, uzbrieduma un bojajumu novértéjumu péc testéjamas
vielas iedarbibas noveérté atseviski un péc tam apvieno, lai noteiktu acu kairinajuma klasifikaciju.

3. Izmantojot ICE testeSanas metodi, ir testétas arl acu kairindjumu izraisosas vielas, kas rada bojajumus, kuri izzad
drizak neka 21 diena, un vielas, kam nav kairinajumu izraiso$as iedarbibas. Tacu ICE testéSanas metodes pareiziba un
ticamiba $o kategoriju vielam nav formali novértéta.

4. Definicijas sk. 1. papildinajuma.

SAKOTNEJIE APSVERUMI UN IEROBEZOJUMI

5. Sis test&Sanas metodes pamata ir Alternativo metozu validésanas starpagentiiru koordinacijas komitejas (ICCVAM) ICE
testéSanas metodes protokols (8), kas tika izstradats péc starptautiska validacijas pétijuma (4) (5) (9), kura piedalijas
Eiropas Alternativo metozu validéSanas centrs, Japanas Alternativo metozu validésanas centrs un TNO Dzives
kvalitates nodalas toksikologijas un praktiskas farmakologijas departaments (Niderlande). Protokola pamata ir infor-
macija, kas iegiita no publicétiem protokoliem, ka ar TNO paslaik izmantota protokola (10) (11) (12) (13) (14).

6. Sis metodes apzinatie ierobezojumi ir lielais klfidaini pozitivo rezultatu procents spirtiem un lielais kliidaini negativo
rezultatu procents cietvielam un virsmaktivam vielam (sk. 47. punktu) (4). Ja no datubazes izslédz vielas, kas ietilpst
sajas kimisko un fizikalo ipasibu klasés, ICE precizitate ES, EPA un GHS Kklasifikacijas sistémas ievérojami uzlabojas
(4). Pamatojoties uz §is testéSanas mérki (t.i., identificét tikai nopietnus acu bojajumus | nopietnu kairinadjumu
izraisodas vielas), kliidaini negativo rezultatu procentam nav bitiskas nozimes, jo $adas vielas péc tam tiktu testétas
izméginajumos ar truSiem vai citus pietickami validétus in vitro testus, atkariba no normativo aktu prasibam,
izmantojot secigas testéSanas stratégiju un datu nozimiguma pieeju. Turklat, izmantojot lidzsingjo validacijas datu-
bazi, nevargja pienacigi noveértét dazas kimisko vielu vai produktu klases (pieméram, maisjjumus). TaCu var apsvert
iespEjas izmantot 30 testéSanas metodi visu veidu testgjamajiem materidliem (tostarp maisjjumiem), ja pozitivs
rezultats var bat pienemams ka norade par nopietnus acu bojajumus vai nopietnu kairinajumu izraisosu iedarbibu.
Tacu spirtu testé$ana iegliti pozitivi rezultati jainterpreté piesardzigi parvértéSanas riska dél.

7. Visas procediiras ar vistu acim testéSanas iestadém jaievéro piemérojamie noteikumi un procediras darbibam ar
cilveku vai dzivnieku izcelsmes materialiem, pie kuriem pieder ari audi un audu skidrumi. Bez tam ieteicams ievérot
vispar¢jos piesardzibas pasakumus darbam laboratorija (15).

8. TestéSanas metodé netiek nemti véra konjunktivas un varaviksnenes bojajumi, kas ir tas ierobezojums, tomér taja tiek
nemti véra dazi iedarbibas veidi uz aci, kas tiek novertéti trusa acs kairindgjuma testa metod€, un zinama meéra to
smagums. Kaut gan radzenes bojajumu atgriezeniskumu nevar novértét, izmantojot ICE testéSanas metodi, pamato-
joties uz trusu acu pétijumiem, ir ierosinats, ka, lai noskirtu neatgriezenisku un atgriezenisku iedarbibu, var izmantot
radzenes bojajuma sakotnéja dziluma noveértgjumu (16). Visbeidzot, izmantojot ICE testéSanas metodi, nevar novertét
sistémiskas toksicitates potencialu saistiba ar iedarbibu uz acim.

9. Patlaban notiek darbs pie precizaku raksturlielumu izstrades ICE testéSanas metodes noderigumam un ierobezoju-
miem tadu vielu identificéSanai, kas nerada nopietnus acu bojajumus vai nopietnu acu kairindjumu (sk. ari 48.
punktu). Lietotdji tiek aicinati iesniegt validacijas organizacijam paraugus unfvai datus, lai tas formali novertétu
ICE testésanas metodes turpmakos lietosanas veidus, tostarp nopietna acu kairindjuma izraisodu un acu kairinajumu
neizraiso$u vielu identificésanai.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Laboratorijam, kas sak lietot S0 testéSanas metodi, jaizmanto 2. papildindgjuma noraditas standartvielas. Laboratorija
§is vielas var izmantot ICE testéSanas metodes izpildes tehniskas kompetences demonstrésanai pirms ICE testéSanas
rezultatu datu iesniegSanas izmantoSanai normativajos aktos reglamentétajai bistamibas klasifikacijai.

METODES PRINCIPS

ICE testdsanas metode ir organtipisks modelis, kas Tslaicigi nodrosina iesp&ju saglabat vistas aci in vitro. Saja testésanas
metodé testéjamas vielas raditos bojajumus novérté, nosakot radzenes uzbriedumu, dulkoanos un fluoresceina
aizturi. Divi pédgjie parametri tiek noveértéti kvalitativi, bet radzenes uzbrieduma noteik$ana ir kvantitativa. Katru
novértéjumu parver§ kvantitativa rezultata, ko izmanto, lai aprékinatu kopgjo kairindgjuma raditaju, vai tam pieskir
kvalitativu kategoriju, ko izmanto, lai in vitro noteiktu nopietnus acu bojajumus vai nopietnu kairinajumu izraisitaju
iedarbibas klasifikaciju. Abus rezultatus var izmantot, lai prognozétu testéjamas vielas potencialo in vivo nopietnus acu
bojajumus vai nopietnu kairinajumu izraisitaju iedarbibu (sk. sadalu “Lémuma pienemsanas kritériji").

Vistu acu iegiiSanai izmantojamo dzivnieku avots un vecums

Parasti $aja testa izmanto acis, kas nemtas no kautuvé cilveku patéripam partikai kautam vistam, tapéc laboratorijas
dzivnieki nav jaizmanto. Izmanto tikai veseligu dzivnieku acis, kurus uzskata par piemérotiem cilvékiem paredzétas
partikas apritei.

Kaut gan vistu optimala vecuma novértéSanai nav veikts Ipass pétjjums, 3aja testéSanas metodé ierasti izmanto
pavasara calus, kurus parasti apstrada putnu kautuvé (t.i., aptuveni 7 nedélas vecus, 1,5-2,5 kg).

Acu nemsana un nogadasana laboratorija

Galvas atdala tdlit péc vistu apdullinaSanas, parasti ar elektriskas stravas triecienu, un asinu nolaiSanas pa griezumu
kakla. Jaizvélas vietéjs vistu sagades avots, kas atrodas iesp&jami tuvu laboratorijai, lai vistu galvas no kautuves varétu
nogadat laboratorija, iespgjami samazinot to bojasanos un/vai bakterialo kontaminaciju. Laiks no vistu galvu
nemsanas lidz acu izmanto$anai ICE testam ir iespéjami jasamazina (parasti divu stundu laika), un uzskatami japarada,
ka tam nav nevélamas ietekmes uz noteikianas rezultitiem. So rezultitu pamatd ir acu izvéles kritériji, ka arf
pozitivas un negativas kontroles reakcijas. Visam testéSanai izmantotajam acim ir jabit no vienas noteikta diena
nemtu acu grupas.

Ta ka acis laboratorija tiek preparétas, galvas no kautuves transporté pie apkartéjas vides temperatiiras plastmasas
karbas, kuras mitrumu uztur ar sals izotoniska $kiduma samitrinatiem dvieliem.

ICE testam izmantojamo acu izvéles kritériji

Izbraké acis, kuram péc izpemsanas ir augsts fluoresceina sakotnéjais saistiSanas raditajs (t.i., > 0,5) vai radzenes
dulkosanas raditajs (t.i., > 0,5).

Katra paraugu grupa un paralélaja pozitivaja kontrolé testé vismaz tris acis. Negativas kontroles grupa vai $kidinataja

PROCEDURA
Acu sagatavosana

Uzmanigi nonem plakstinus, nebojajot radzeni. Radzenes integritati atri novérté, uz dazam sekundém uzpilinot tas
virsmai 2 % (masas) fluoresceina natrija sals $kidumu, ko péc tam noskalo ar sals izotonisko $kidumu. Péc tam ar
fluoresceinu apstradatas acis parbauda ar spraugas lampas mikroskopu, lai parliecinatos, vai radzene nav bojata (t.i., ja
fluoresceina aiztures un radzenes dulkoSanas raditaji ir < 0,5).

Ja acs nav bojata, to uzmanigi, nebojajot radzeni, izpreparé galvaskausa. Acs abolu izvelk no dobuma, stingri pieturot
mirkskinasanas membranu ar kirurgiskajam knaiblém, un acs muskulus pargriez ar liektam $kérém ar noapalotiem
galiem. Svarigi ir nepielaut radzenes bojajumus parmériga spiediena dél (t.i., saspiesanas artefakti).

Kad acs ir iznemta no dobuma, pie tas atstdj redzamu dalu redzes nerva. Péc iznemsanas no dobuma aci novieto uz
absorbgjosa paliktpa un nogriez mirkskinasanas membranu un citus saistaudus.
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Iznemto aci ar radzeni vertikala stavokli iestiprina neriiséjosa térauda skava. Skavu péc tam ievieto mitrinasanas
aparata kamera (16). Skavas mitrinaSanas aparata ievieto ta, lai izotoniska sals $kiduma pilieni mitrinatu visu radzeni.
Mitrinasanas aparata kamera jauztur 32 + 1,5 °C temperattira. Tipisku mitrinaSanas aparata (ko var iegadaties vai
izgatavot) un acu stiprindgjuma skavu shému sk. 3. papildinajuma. Aparatu var parveidot atbilstosi konkrétas labo-
ratorijas vajadzibam (pieméram, lai izmantotu atskirigu acu skaitu).

Péc ievietoSanas mitrinaSanas aparata acis vélreiz apskata ar spraugas lampas mikroskopu, lai parliecinatos, ka
preparésanas procediira tas nav bojatas. [zméra radzenes biezumu radzenes virsotné, izmantojot spraugas lampas
mikroskopa dziluma mériSanas ierici. Nomaina visas acis, (i) kuru fluoresceina aiztures rezultats ir > 0,5, (i) kuru
radzenes dulkoSanas raditajs ir > 0,5 vai (ili) kam ir jebkuras citas bojajumu pazimes. No tam acim, kas netiek
izbrakétas neviena $§ kritérija de], izbraké tas, kuru radzenes biezums at3kiras no visu acu radzenes vidéja biezuma
raditaja par vairak neka 10 %. Lietotdjiem japem vérd, ka, izmantojot spraugas lampas mikroskopu, ar dazadu
spraugas platumu radzenes biezuma mérfjumu rezultati var bat atskirigi. Spraugas platums jaiestata 0,095 mm.

Kad visas acis ir parbauditas un atzitas par derigam, acis apméram 45 lidz 60 min inkubg, lai pirms aplicésanas tas
lidzsvarotu ar testéSanas sistému. Péc lidzsvaroSanas registré radzenes biezuma un dulkoSanas nulles sakotngjos
mérfjumu, ko izmanto ki sakuma punktu (ti, laiks = 0). Sim testéSanas beigu punktam ka sakotnéjas atskaites
punktu izmanto fluoresceina aiztures raditaju, kas noteikts acs preparésanas laika.

Test&jamas vielas apliceSana

Talit péc nulles sakotngjiem mérjjumiem (turétaja ievietotu) aci iznem no mitrinaganas aparata, novieto horizontali
un uz radzenes aplicé testéjamo vielu.

Testéjamas vielas, kas ir skidrumi, parasti testé neatskaiditas, tacu tas var at3kaidit, ja tas tiek uzskatits par vajadzigu
(pieméram, planojot pétjjumu). AtskaidiSanai ieteicams izmantot sals fiziologisko $kidumu. Kontrolétos apstaklos var

japarada.

Testéjamas vielas, kas ir kidrumi, uz radzenes aplicé ta, lai pilniba visa radzenes virsma tiktu vienmerigi noklata ar
testéjamo vielu; standarta tilpums ir 0,03 mL.

Cietvielas iesp&jami siki jasasmalcina piestd, vai izmantojot lidzvértigu smalcinasanas ierici. Pulveri aplicé uz radzenes
ta, lai virsmu vienmérigi parklatu ar testéjamo vielu; standarta daudzums ir 0,03 g.

Testéjamo vielu (Skidruma vai cietvielas veida) aplicé uz 10 sek un péc tam noskalo no acs ar istabas temperattiras
sals izotonisko $kidumu (apméram 20 ml). Péc tam aci (ievietotu turétaja) atkal ievieto mitrinasanas aparata
sakotngja vertikalaja stavokli.

Kontroles vielas

Katra eksperimenta ieklauj paralélas negativas vai $kidinataja/neséja kontroles un pozitivas kontroles.

Testgjot skidrumus 100 % koncentracija vai cietvielas, ICE testéSanas metodé izmanto paralélu negativo kontroli ar
sals fiziologisko $kidumu, lai konstatétu neraksturigas testéSanas sistémas izmainas un nodrosinatu, ka noteik3anas
apstaklu dé] netick konstatéta kairindgjumu izraiso$a reakcija.

Testgjot atskaiditus Skidumus, testéSanas metodé ieklauj paralelu $kidinataja/neséja kontroles grupu, lai konstatétu
neraksturigas testéSanas sistémas izmainas un nodrosinatu, ka testéSanas apstaklu dé] kairindgjumu izraiso$a reakcija
netiek konstatéta. Ka noteikts 25. punkta, drikst izmantot tikai tadu Skidinataju/nesgju, par kuru ir liecibas, ka tam
nav nelabvéligas ictekmes uz testéSanas sistemu.
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Katra eksperimenta ka paralélu pozitivo kontroli ieklauj testu ar zinamu acu kairinajumu izraiso$u vielu, lai parlie-
cinatos, ka izraisita atbildes reakcija ir atbilstosa. Ta ka Saja testéSanas metodé ICE tests tiek izmantots nopietnus acu
bojajumus vai nopietnu kairindjumu izraisitaju vielu identificéSanai, pozitivas kontroles vielai jabiit standartvielai, kas
Saja testéSanas metodé izraisa spécigu reakciju. Tomér, lai nodrosinatu iesp&u novértét pozitivas kontroles reakcijas
mainibu laika, spécigas reakcijas intensitate nedrikst bat parmérigi liela. Pozitivas kontroles vajadzibam jaiegiist
pietieckami daudz in vitro datu, lai varétu aprékinat statistiski noteiktu pozitivajai kontrolei pienemamo vértibu
intervalu. Ja pozitivajai kontrolei nav pieejams pietickams daudzums ieprieks iegiitu vésturisko ICE testéSanas metodes
datu, iesp&jams, javeic pétijumi, lai $o informaciju iegatu.

Pozitivas kontroles pieméri testéjamajam vielam, kas ir skidrumi, ir 10 % etikskabe vai 5 % benzalkonija hlorids, bet
pozitivas kontroles testéjamam cietvielam ir natrija hidroksids vai imidazols.

Salidzinasanas vielas ir lietderigi izmantot, lai novértétu nezinamu noteiktas kimisko vielu vai produktu kategorijas
sp&ju izraisit acu kairinajumu, vai ari, lai novértétu acu kairinajumu izraisoSas vielas salidzinoSo spgju izraisit
noteiktas intensitates atbildes reakciju uz kairindjumu.

Méramie beigu punkti

Apstradatas radzenes novérté pirms aplicéSanas un 30, 75, 120, 180 un 240 min (+ 5 min) péc skaloSanas apstrades
beigas. Ar siem laika intervaliem pietiek, lai ¢etru stundu ilgaja iedarbibas perioda veiktu pietiekamu skaitu mérjjumu
un starp mérjjumiem bitu pietickami ilgs laiks visu vajadzigo novérojumu veik3anai.

Novérté $adus parametrus: radzenes dulkosanas, uzbriedums, fluoresceina aizture un morfologiskas izmainas
(pieméram, epitélija izdrupSana vai atslabsana). Visus parametrus, izpemot fluoresceina aizturi (ko nosaka tikai
pirms aplicéSanas un 30 min péc testéjamas vielas iedarbibas), nosaka katra no iepriek§ minétajiem laika intervaliem.

Radzenes dulkosanas, fluoresceina aiztures, morfologisko izmainu un histopatologisko izmainu, ja tas tiek noteiktas,
dokumentésanai ieteicams izmantot fotografijas.

Péc pédgjas noteiksanas cetru stundu perioda beigas lietotajiem ieteicams saglabat acis piemérota fiksativa (pieméram,
neitrala buferéta formalina) iespéjamai histopatologiskai izmeklésanai.

Radzenes uzbriedumu nosaka no radzenes biezuma mérfjumiem ar spraugas lampas mikroskopa optisko pahimetru.
To izsaka procentos un aprékina saskana ar radzenu biezuma meérfjumiem saskana ar $adu formulu:

radzenes biezums laika t — sakotngjais radzenes biezums = 0 100
X
sakotngjais radzenes biezums = 0

Visiem novérojumu laika intervaliem aprékina visu testéjamo acu radzenu vidéjo uzbriedumu procentos. Pamatojoties
uz augstako radzenu uzbrieduma vidgjo raditaju, kas novérots jebkura laika intervala, katrai testéjamai vielai pieskir
kopgjo kategorijas rezultatu.

Radzenes dulkosanos aprékina péc tas radzenes dalas, kurai noteikts skaitliski lielakais dulkoSanas raditajs. Visam
testéjamajam acim visos novérojumu laika intervalos aprékina radzenu dulkosanas vidgjo raditaju. Pamatojoties uz
jebkura laika intervala novérotas radzenu dulkosanas augstako vidgjo raditaju, katrai testéjamai vielai pieskir kopgjo
kategorijas rezultatu (1. tabula).

1. tabula

Radzenes dulkosanas raditajs

Raditajs Novérojums

0 Nav dulkosanas

0,5 Loti vaja dulkoSanas
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Raditajs Novérojums
1 Izkaisitas vai diftizas zonas, labi redzamas varaviksnenes dalas
2 Labi izskirama caurspidiga dala, varaviksnenes dalas redzamas nedaudz neskaidri
3 Liela radzenes dulkosanas, atseviskas varaviksnenes dalas nav redzamas, acs zilites izmérs tikko
saskatams
4 Pilniga radzenes dulkoSanas, varaviksnene nav saskatama

Vidéjo fluoresceina aiztures vértibu visam test§jamam acim aprékina tikai 30 min novérodanas intervalam un
izmanto, lai pieskirtu katrai testgjamai vielai kop€jo kategorijas rezultatu (2. tabula).

2. tabula

Fluoresceina aiztures raditajs

Rezultats Novérojums
0 Nav fluoresceina aiztures
0,5 Loti neliela atsevisku $tinu iekrasosanas
1 Neregulara atsevisku $tnu iekrasoSanas visa apstradataja radzenes dala
2 Koncentréta vai saplistosa bliva atsevisku $tinu ickrasosanas
3 Lielas, sapliistosas radzenes dalas iekrasosanas ar fluoresceinu

» o«

Morfologisko izmainu veidi ir radzenes epitélija $tinu “izdrupSana”, epitélija “atslabsana”, “nelidzenumu veidosanas”
radzenes virsma un testé§jamas vielas “pielipsana” pie radzenes. So bojajumu smaguma pakape var atskirties, un
vairakas §is pazimes var konstatét vienlaicigi. Atkariba no testéSanas veicgja interpretacijas $o bojajumu Klasifikacija
ir subjektiva.

DATI UN TESTESANAS PARSKATS
Datu noveértésana
Radzenes dulkoSanas, uzbrieduma un fluoresceina aiztures rezultati janoveérté atseviski, lai katram beigu punktam

iegtitu ICE klasi. Péc tam attiecigas testéjamas vielas izraisita kairinajuma klasifikacijas iegisanai apvieno visiem beigu
punktiem noteiktas ICE klases.

Lemuma pienemsSanas kritériji

Péc visu beigu punktu novértésanas var pieskirt ICE klases, pamatojoties uz iepriek§ noteiktiem raditaju vertibu
intervaliem. Radzenes biezumu (3. tabula), dulkosanos (4. tabula) un fluoresceina aizturi (5. tabula) atbilstosi Cetram
ICE klasém interpreté 3adi.

3. tabula

ICE radzenes biezuma Klasifikacijas kritériji

Videjais radzenes uzbriedums (%) (*) ICE Klase
0 lidz 5 I
>5 lidz 12 II
>12 lidz 18 (> 75 min péc aplicésanas) I
>12 lidz 18 (< 75 min péc aplicéSanas) 1
> 18 lidz 26 11
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Vidgjais radzenes uzbriedums (%) (* ICE Klase
>26 lidz 32 (> 75 min péc aplicésanas) 11
>26 lidz 32 (< 75 min péc aplicéSanas) v
>32 %

(*) Radzenes uzbrieduma raditajus izmanto tikai tad, ja biezums ir mérits ar Haag-Streit BP900 spraugas lampas mikroskopu,
izmantojot dziluma mériSanas ierici Nr. I un spraugas platuma iestatfjuma vértibu 9%, kas vienada ar 0,095 mm. Lietotajiem
janem veéra, ka, izmantojot spraugas lampas mikroskopu, ar dazadu spraugas platumu var iegit atskirigus radzenes biezuma

mérfjumu rezultatus.

4. tabula

ICE Klasifikacijas kritériji dulkoSanas noveértésanai

Lielakais vidéjais dulkosanas raditajs (*) ICE klase
0,0-0,5 I
0,6-1,5 Il
1,6-2,5 111
2,6-4,0 \Y

(*) Skatit 1. tabulu.

5. tabula

ICE Klasifikacijas kritériji fluoresceina aiztures vidgja raditaja noveértéSanai

Fluoresceina aiztures vidéjais raditajs 30 min péc aplicésanas (*) ICE klase
0,0-0,5 I
0,6-1,5 I
1,6-2,5 il
2,6-3,0 1\

(*) Sk. 2. tabulu.

Kopéjo testéjamas vielas in vitro kairindgjuma klasifikacijas kategoriju nosaka atbilstigi kairinajuma klasifikacijai, kas
atbilst radzenes uzbrieduma, radzenes dulko3anas un fluoresceina aiztures raditaju kombinacijai, izmantojot 6. tabula

noteikto shému.

6. tabula

Kopéjas in vitro kairinajuma klasifikacijas

Klasifikacija

3 parametru raditaju kombinacija

Izraisa nopietnus acu bojajumus/ nopietnu acu | 3 x IV

kairinajumu

2x1V, 1 x1I
2xIV, 1 x11 (4
2x1IV, 1 x1(%

Radzenes dulkosanas
acim)

Radzenes dulkoSanas > 3 péc 30 min (vismaz 2 acim)
= 4 jebkura laika intervala (vismaz 2

levérojama epitélija atslabsana (vismaz 1 acij)

(*) Mazak ticama kombincija.




L 324/32

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

9.12.2010.

47.

48.

49.

50.

Ka noteikts 1. punkta, gadijumos, kad testéjama viela netiek identificéta ka nopietnus acu bojajumus vai nopietnu
kairinajumu izraisitaja, klasifikacijas un markésanas nolaka ir javeic papildu testéSana. Nopietnus acu bojajumus vai
nopietnu kairindgjumu izraisitaju vielu identificéSanas kopga pareiziba péc ICE testéSanas metodes ir no 83 %
(120/144) lidz 87 % (134/154), kludaini pozitivo rezultatu dala ir no 6 % (7/122) lidz 8 % (9/116) un kludaini
negativo rezultatu dala ir no 41 % (13/32) lidz 50 % (15/30), salidzinot ar izméginajumu rezultatiem ar trusu acim in
vivo atbilstigi EPA (1), ES (2) vai GHS (3) klasifikacijas sistémai. Ja noteiktas kimisko (t.i., spirti un virsmaktivas vielas)
un fizikalo ipasibu (t.i., cietvielas) grupas vielas izslédz no datubazes, ICE pareiziba ES, EPA un GHS Klasifikacijas
sistéma ir no 91 % (75/82) lidz 92 % (69/75), kludaini pozitivo rezultatu dala ir no 5 % (4/73) lidz 6 % (4/70) un
kladaini negativo rezultatu dala ir no 29 % (2/7) lidz 33 % (3/9) (4).

Ja testéjama viela netiek klasificéta ka nopietnus acu bojajumus vai nopietnu kairindjumu izraisitaja, kopa ar in vivo
trusa acu testa vai cita atbilstigi validéta in vitro testa datiem ICE dati var bat noderigi, lai turpmak novértétu ICE
testéSanas metodes piemérotibu un ierobezZojumus ka nopietnus acu bojajumus vai nopietnu kairindgjumu neizraisosu
vielu identificésanai (tiek izstradats noradijumu dokuments par in vitro testéSanas metodém, lai noteiktu toksicitati
acim).

Testa rezultatu pienemamibas kritériji
TestéSanas rezultatu uzskata par piepemamu, ja paralélaja negativaja vai neséja/skidinataja kontrole un paralelaja

pozitivaja kontrolé tiek noteikta kairinajuma klasifikacija, kas atbilst attiecigi kairingjumu izraiso§u un nopietnus acu
bojajumus vai nopietnu kairingjumu izraisodu vielu klasifikacijai.

Testesanas parskats

Testésanas parskata jaieklauj $ada informacija, kas attiecas uz konkréto noteiksanu.

Testejamas vielas un kontrolvielas

Kimiskais nosaukums(-i), pieméram, kimijas analitisko apskatu indeksa (Chemical Abstracts Service, CAS) izmantotais
nosaukums, péc tam citi nosaukumi, ja tadi ir zinami;

CAS registra numurs, ja tas ir zinams;

vielas vai maisijuma tiriba un sastavs (masas procentos), ciktal §1 informacija ir pieejama;

fizikali kimiskas ipasibas, kas attiecas uz pétijuma veikSanu, pieméram, fizikalais stavoklis, gaistamiba, pH, stabilitate,
vielas kimiska klase, skidiba tiden;

test§jamas/kontroles vielas sagatavoSana testéSanai, ja tiek veikta (pieméram, sildiSana, sasmalcinasana);

stabilitate, ja zinama.

Informacija par sponsoru un testéSanas iestadi

Sponsora, testéSanas iestades nosaukums, pétjjuma vaditaja uzvards un adrese;

norade par acu nemsanas vietu (t.i., iestade, kur tas pemtas);

Acu glabasanas un transportéSanas apstakli (pieméram, acu nemsanas datums un laiks, lidz testéSanas sakumam
pagajusais laiks);

ipaSas to dzivnieku pazimes, no kuriem nemtas acis, ja tadas ir pieejamas (pieméram, donordzivnieka vecums,
dzimums, dzivsvars).

Izmantotds testeSanas metodes un protokola pamatojums
Testesanas metodes integritate

Procediira, ko izmanto, lai nodrosinatu testéSanas metodes integritati (t.i., pareizibu un ticamibu) laika (pieméram,
periodiska standartvielu testéSana, ieprieks iegtito vésturisko negativo un pozitivo kontroles datu izmantosana).
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Testa apstiprinasanas kriteriji
ja vajadzigs, pienemami paralélo standarta kontrolu diapazoni, pamatojoties uz ieprieks iegiitajiem vésturiskajiem
datiem.

Testesanas apstakji

[zmantotas testéSanas sistémas apraksts;

izmantotais spraugas lampas mikroskops (pieméram, modelis);

izmantota spraugas lampas mikroskopa instrumentu iestatjjumi;

informacija par izmantotajam vistu acim, tostarp to kvalitates apliecinajumi;

sikas zinas par izmantoto testéSanas procediru;

izmantota(-s) testéjamas vielas koncentracija(s-),

testésanas procediras iespéjamo modifikaciju apraksts;

atsauce uz vesturiskajiem datiem par modeli (pieméram, negativas un pozitivas kontroles, standartvielas, salidzina-
Sanas vielas);

izmantoto novértgjuma kritériju apraksts.

Rezultati

Novérojumu apraksts;

attiecigos gadijumos acs fotografijas;

Rezultatu novertejums
Secinajums
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1. papildingjums

DEFINICIJAS

Pareiziba: péc testéSanas metodes iegiito mérjjumu rezultdtu sakritibas pakape ar attiecigajam references vértibam. Tas ir
testéSanas metodes veiktspéjas raksturlielums un viens no tas piemérotibas aspektiem. So terminu biezi izmanto ar nozimi
“sakritiba” vai atbilstiba, ar to domajot pareizo rezultatu dalu, ko iegiist péc testéSanas metodes.

Salidzinasanas viela: viela, ko izmanto ki standartu salidzinasanai ar testéjamo vielu. Salidzinasanas vielai ir jabat $adam
ipasibam: (i) pastavigs un uzticams ieguves avots, (i) struktiiras un funkciju lidziba ar testéjamo vielu klases vielam, (i)
zinamas fizikalas/kimiskas ipasibas; (iv) papildu dati par zinamajiem iedarbibas veidiem un (v) vielas zinamais iedarbibas
stiprums atbilst velamas reakcijas intensitates diapazonam.

Radzene: acs dbola priekséja caurspidiga dala, kas parklaj varaviksneni un ziliti un ielaiz aci gaismu.

Radzenes dulkosSanas: izmeérita radzenes dulkosanas pakape péc testéjamas vielas iedarbibas. Radzenes dulkosanas
palielinasanas norada uz radzenes bojajumiem.

Radzenes uzbriedums: objekiivs ICE testa mérjjums, kas norada, kadd méra radzene péc testéjamas vielas iedarbibas ir
uzbriedusi. To izsaka procentos un aprékina no radzenes sakotnéja (pirms aplicéSanas) biezuma mérfjuma un biezuma,
kas péc testéSanas materiala iedarbibas saskana ar ICE testéSanas metodi registréts ar regulariem intervaliem. Radzenes
uzbrieduma pakape norada uz radzenes bojajumiem.

EPA 1. kategorija: nopietns acu bojajums (acs audu neatgriezeniska noardisana), radzenes bojajums vai izraisits kairi-
najums, kas saglabajas ilgak par 21 dienu (1).

ES R41 kategorija: acs audu bojajums vai nopietni fiziski redzes traucgjumi, kas rodas péc testéjamas vielas aplicéSanas
uz acs prieksgjas virsmas un nav pilnigi atgriezeniski 21 dienas laika péc aplicéSanas (2).

Klidaini negativo rezultatu dala: visu to pozitivo vielu dala ar attiecigu iedarbibu, kas, izmantojot konkréto testéSanas
metodi, nepareizi identificétas ka negativas vielas, kurai §adas iedarbibas nav. Tas ir viens no testéSanas metodes veikt-
spéjas raksturlielumiem.

Kladaini pozitivo rezultatu dala: visu to visu to negativo vielu dala bez attiecigas iedarbibas, kas, izmantojot konkréto
testéSanas metodi, nepareizi identificétas ka pozitivas vielas ar $adu iedarbibu. Tas ir viens no testéSanas metodes
veiktspéjas raksturlielumiem.

Fluoresceina aizture: subjektivs ICE testa mérfjums, kas norada, kida mera radzenes epitélija $iinas péc testéjamas vielas
iedarbibas aiztur fluoresceina natrija sali. Fluoresceina aiztures pakape norada uz radzenes epitélija bojajumiem.

GHS (Globali harmonizéta kimisko vielu klasifikacijas un markésanas sistéma): sistéma, saskana ar kuru kimikalijas
(vielas un maisijumus) klasificé péc standartizétiem kaitigas iedarbibas veidiem un to intensitates uz cilvéka veselibu un
vidi, ka arT paredz atbilstosu sazinas elementu izmantosanu, pieméram, piktogrammas, signalvardus, bistamibas apzimeé-
jumus, piesardzibas apzimé&umus un dro$ibas datu lapas, kuru mérkis ir sniegt informaciju, kas nepiecieSama cilveku
(tostarp darba devéju, stradajoso, transporta darbinieku, patérétaju un avarijas dienestu darbinieku) un vides aizsardzibai
pret to kaitigo iedarbibu (3).

GHS 1. kategorija: acs audu bojajums vai nopietni fiziski redzes traucgjumi, kas rodas péc testéjamas vielas aplicésanas
un kas nav pilnigi atgriezeniski ilgak par 21 dienu péc vielas aplicéSanas (3).

Bistamiba: agentam vai situdcijai piemitosa ipasiba, kas 33 agenta iedarbibas rezultata var radit nevélamu ietekmi uz
attiecigo organismu, sistému vai (sub)populaciju.
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Negativa kontrole: ar testdjamo vielu neapstradats atkartojums, kura ir visi pargjie testéanas sistémas komponenti. So
paraugu testé kopa ar paraugiem, uz kuriem aplicéta test€jama viela, un citiem kontroles paraugiem, lai noteiktu, vai
skidinatajam ir mijiedarbiba ar testéSanas sistému.

Kairinajumu neizraisosa viela: viela, kas netiek klasificéta ka EPA 1, Il vai Il kategorijas, ES R41 vai R36 kategorijas, vai
GHS 1., 2.A vai 2.B kategorijas acu kairindjumu izraisitaja viela (1)(2)(3).

Nopietnus acu bojajumus izraisosa viela: (a) viela, kas rada acs audu neatgriezenisku bojajumu; (b) viela, kas tiek
klasificéta ka GHS 1. kategorijas, EPA 1 kategorijas vai ES R41 kategorijas acu kairingjumu izraisitaja viela (1) (2) (3).

Acu kairindgjumu izraisosa viela: (a) viela, kas péc aplicéSanas uz acs prieksgjas virsmas izraisa acl atgriezeniskas
izmainas, (b) viela, kas tiek klasificéta ka EPA II vai IIl kategorijas, ES R36 kategorijas vai GHS 2.A vai 2.B kategorijas
acu kairinajumu izraisitaja viela (1) (2) (3).

Nopietnu acu kairindjumu izraiso$a viela: (a) viela, kas péc apliceSanas uz acs priekséjas virsmas izraisa acs audu
bojajumus, kas ir neatgriezeniski ilgak par 21 dienu péc aplicéSanas vai kas izraisa nopietnus fiziskus redzes traucgjumus;
(b) viela, kas tiek klasificéta ka GHS 1. kategorijas, EPA I kategorijas vai ES R41 kategorijas acu kairindgjumu izraisitaja
viela (1)(2)(3).

Pozitiva kontrole: atkartojums, kura ir visi testéSanas sistémas komponenti, un kuram veikta apstrade ar vielu, par ko ir
zinams, ka ta izraisa attiecigo atbildes reakciju. Lai nodrosinatu iesp&u noveértét pozitivas kontroles atbildes reakcijas
mainibu laika, nopietnu kairindgjumu izraiso$as reakcijas intensitate nedrikst bt parlieku liela.

Ticamiba: lielums, kas raksturo, kada méra taja pasa vai cita laboratorija ilgaka laika, izmantojot to pasu protokolu, var
izpildit testéSanas metodi atkartoti. To noveérté, aprékinot metodes reproducgjamibu dazadas laboratorijas un atkartoja-
mibu taja pasa laboratorija.

Spraugas lampas mikroskops: instruments, ko izmanto acs apskatisanai binokulara mikroskopa palielindgjuma, izveidojot
stereoskopisku, stavus novietotu attélu. ICE testéSanas metodé 3o instrumentu izmanto, lai apskatitu vistas acs prieksgjas
struktdras, ka arT objektivi izméritu radzenes biezumu ar dziluma mériSanai paredzétu paligierici.

Skidinataja/neséja kontrole: ar testéjamo vielu neapstradats paraugs, kurd ir visi testéanas sistémas komponenti, tostarp
skidinatajs vai nesgjs, ko izmanto test&jamas vielas un citos kontroles paraugos, lai noteiktu attieciga $kidinataja vai nesgja
iz§kidinato ar testgjamo vielu apstradato paraugu sakotngjo atbildes reakciju. Test&jot kopa ar paralélu negativo kontroli,
§is paraugs parada ari, vai $kidinatajam vai neséjam ir mijiedarbiba ar testéSanas sistému.

Daudzpakapju testéSana: pakapeniskas testéSanas stratégija, kurd noteikta seciba parskata visu esoSo informaiciju par
testéjamo vielu, katra pakapé izmantojot datu svariguma pieeju, lai pirms parejas uz nakamo pakapi noteiktu, vai ir
pieejams pietickami daudz informacijas, lai pienemtu lémumu par bistamibas klasifikaciju. Ja testéjamas vielas kairinajuma
izraisiSanas potencialu var noteikt, pamatojoties uz eso$o informaciju, papildus testéSana nav javeic. Ja, pamatojoties uz
esoso informaciju, testéjamas vielas kairinajuma izraisiSanas potencialu nevar noteikt, veic pakapenisku secigu testéSanas
procediiru ar dzivniekiem, lidz var viennozimigi piepemt lémumu par klasifikaciju.

Validéta testéSanas metode: testéSanas metode, kurai ir veikti validacijas pétjjumi, lai noteiktu metodes piemérotibu
noteiktam nolikam (tostarp pareizibu) un ticamibu. Jaievéro, ka validétas testeSanas metodes veiktspéja pareizibas un
ticamibas zina var nebit pietiekama, lai to izmantotu paredzétajam nolakam.

Pieradijumu veértésana: process, kura tiek apsveértas dazadu datu prieksrocibas un triikumi, lai pienemtu un pamatotu
secindjumu par vielas potencialo bistamibu.
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2. papildinajums

ICE TESTESANAS METODES STANDARTVIELAS

Pirms 3ai testéSanas metodikai atbilstigas testéSanas metodes regularas izmanto$anas laboratorijas var uzskatami apliecinat
savu tehnisko prasmi, pareizi nosakot klasifikaciju 1. tabula ieteiktajam 10 vielam, kas izraisa nopietnus acu bojajumus.
Sis vielas ir izraudzitas, lai raksturotu acu viet&ju bojajumu/kairindjuma izraisisanas diapazonu, kura pamata ir in vivo trusa
acu testa rezultati (TG 405) (t. i, 1., 2.A, 2.B kategorija, vai netiek klasificéta un markéta saskana ar ANO GHS (3) (7).
Tacu, nemot véra 3o testu validéto noderigumu (t. i., tikai nopietnus acu bojajumus | acu kairinajumu izraisitaju vielu
identificéSanai), prasmes aplicinaSanai var iegit tikai divus klasificéjamus testa rezultatus (nopietnus acu bojajumus vai
nopietnu kairindgjumu izraisitaja viela, vai acu bojajumus | acs kairinajumu neizraisosa viela). Citi izvéles kritériji ir vielu
pieejamiba tirgii, lai baitu pieejami loti kvalitativi in vivo atsauces dati un lai baitu pieejami loti kvalitativi dati par divam in
vitro metodém, kurdm tiek izstradati testéSanas noradjjumi. Si iemesla dé| tika izraudzitas nopietnus acu bojajumus
izraisitajas vielas no ICCVAM ieteikta 122 standartvielu saraksta in vitro acim toksisko Ipasibu noteikSanas testa metozu
valideSanai (sk. H papildinajumu. ICCVAM ieteiktas atsauces vielas (4). Atsauces dati ir pieejami ICCVAM papildinforma-
cijas parskata dokumentos par liellopu radzenes dulkosanas un caurlaidibas (BCOP) un ICE testéSanas metodi (18) (19).

1. tabula

leteicamas vielas ICE metodes izpildes tehniska prasmiguma pieradisanai

Kimikalija CAS Nr. Kimiska klase (') | Agregatstavoklis klasilgk‘;:i(;a 0 In vitro Klasifikacija (%)
Benzalkonija  hlorids | 8001-54-5 Onija Skidrums 1. kategorija Izraisa nopietnus acu
(5 %) savienojums bojajumus/nopietnu acu

kairindgjumu
Hlorheksidins 55-56-1 Amins, Cietviela 1. kategorija Izraisa nopietnus acu
amidins bojajumus/nopietnu acu
kairinajumu
Dibenzoil-L-vinskabe 2743-38-6 Karbonskabes Cietviela 1. kategorija Izraisa nopietnus acu
esteris bojajumus/nopietnu acu
kairingjumu
Imidazols 288-32-4 Heterociklisks Cietviela 1. kategorija Izraisa nopietnus acu
savienojums bojajumus/nopietnu acu
kairinajumu
Trihloretikskabe 76-03-9 Karbonskabe Skidrums 1. kategorija Izraisa nopietnus acu
(30 %) bojajumus/nopietnu acu
kairingjumu
2,6-Dihlorbenzoil 4659-45-4 | Acilhalogenids Skidrums 2.A kategorija | Neizraisa nopietnus acu
hlorids bojajumus/nopietnu acu
kairinajumu
Etil-2-metilaceto- 609-14-3 Ketonesteris Skidrums 2.B kategorija | Neizraisa nopietnus acu
acetats bojajumus/nopietnu acu
kairingjumu
Amonija nitrats 6484-52-2 Neorganiskais Cieta viela 2.A kategorija | Neizraisa nopietnus acu
sals bojajumus/nopietnu acu
kairinajumu
Glicerins 56-81-5 Spirts Skidrums Netiek Neizraisa nopietnus acu
markéta bojajumus/nopietnu acu
kairindgjumu
n-heksans 110-54-3 Ogludenradis Skidrums Netiek Neizraisa nopietnus acu
(acikliskais) markéta bojajumus/nopietnu acu
kairinajumu

Saisinajumi: CAS Nr. = Kimijas analitisko apskatu indeksa registra numurs

(") Kimiskas klases katrai testéjamai vielai pieskirtas, izmantojot standarta klasifikacijas shému, kuras pamata ir National Library of Medicine
Medical Subject Headings (MeSH) klasifikacijas sistéma (pieejama http://www.nlm.nih.gov/mesh).

(%) Pamatojoties uz in vivo trusa acu testa rezultatiem (ESAO TG 405) un izmantojot ANO GHS sistému (3)(7).

(}) Pamatojoties uz BCOP un ICE testéSanas metoZu rezultatiem.
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3. papildinajums

ICE mitrinaSanas aparata un acu skavu shémas

(Mitrinasanas aparata un acs turétaja skavas pilnieaku aprakstu sk. Burton et al. (17))

NR. APRAKSTS
1 SILTA UDENS NOTEKA
2 SLIDOSAIS VACINS
3 MITRINASANAS APARATS
4 OPTISKAIS MERINSTRUMENTS
5 SILTA UDENS PIEVADE
6 SALS SKIDUMS
7 SILTS UDENS
8 SALS SKIDUMA PIEVADE
9 NODALIJUMS
10 ACS TURETAJS
11 VISTAS ACS
12 SALS SKIDUMA NOTEKA
13 IESTATISANAS SKRUVE
14 REGULEJAMA AUGSEJA KAJINA
ACS TURETAJS 15 FIKSETA APAKSEJA KAJINA”




