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II

(Rechtsakte ohne Gesetzescharakter)

VERORDNUNGEN

VERORDNUNG (EU) 2017/735 DER KOMMISSION
vom 14. Februar 2017

zur Anderung — zwecks Anpassung an den technischen Fortschritt — des Anhangs der

Verordnung (EG) Nr. 440/2008 zur Festlegung von Priifmethoden gemif8 der Verordnung (EG)

Nr. 1907/2006 des Europdischen Parlaments und des Rates zur Registrierung, Bewertung,
Zulassung und Beschrinkung chemischer Stoffe (REACH)

(Text von Bedeutung fiir den EWR)
DIE EUROPAISCHE KOMMISSION —
gestiitzt auf den Vertrag tiber die Arbeitsweise der Européischen Union,

gestiitzt auf die Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 des Europiischen Parlaments und des Rates vom 18. Dezember 2006
zur Registrierung, Bewertung, Zulassung und Beschrinkung chemischer Stoffe (REACH), zur Schaffung einer
Européischen Chemikalienagentur, zur Anderung der Richtlinie 1999/45/EG und zur Aufhebung der Verordnung (EWG)
Nr. 793/93 des Rates, der Verordnung (EG) Nr. 1488/94 der Kommission, der Richtlinie 76/769/EWG des Rates sowie
der Richtlinien 91/155/EWG, 93/67[/EWG, 93/105/EG und 2000/21/EG der Kommission (!), insbesondere auf Artikel 13
Absatz 2,

in Erwigung nachstehender Griinde:

(1) In der Verordnung (EG) Nr. 440/2008 der Kommission () sind die zum Zwecke der Verordnung (EG)
Nr. 1907/2006 anzuwendenden Priifmethoden fiir die Bestimmung der physikalisch-chemischen Eigenschaften,
der Toxizitdt und der Okotoxizitdt von Chemikalien festgelegt.

(2)  Die Verordnung (EG) Nr. 440/2008 muss aktualisiert und um die von der Organisation fiir wirtschaftliche
Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD) kiirzlich angenommenen neuen und aktualisierten Priifmethoden
erganzt werden, um dem technischen Fortschritt Rechnung zu tragen und sicherzustellen, dass die Zahl der fiir
wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere im Sinne der Richtlinie 2010/63/EU des Europdischen Parlaments
und des Rates (*) verringert wird. Interessentrager wurden zu diesem Entwurf konsultiert.

(3)  Diese Anpassung an den technischen Fortschritt betrifft 20 Priifmethoden: eine neue Methode zur Bestimmung
einer physikalisch-chemischen Eigenschaft, fiinf neue und eine aktualisierte Prifmethode zur Bewertung der
Okotoxizitit, zwei aktualisierte Priifmethoden zur Bewertung des Verbleibs und Verhaltens von Stoffen in der
Umwelt sowie vier neue und sieben aktualisierte Priifmethoden zur Bestimmung von Wirkungen auf die
menschliche Gesundheit.

(4)  Die OECD uberpriift ihre Priifrichtlinien regelmiflig, um jene auszusondern, die wissenschaftlich tiberholt sind.
Mit dieser Anpassung an den technischen Fortschritt werden auch sechs Priifmethoden gestrichen, deren
zugrunde liegende OECD-Priifrichtlinien ebenfalls gestrichen wurden.

(') ABLL 396 vom 30.12.2006, S. 1.

(*) Verordnung (EG) Nr. 440/2008 der Kommission vom 30. Mai 2008 zur Festlegung von Priifmethoden gemif$ der Verordnung (EG)
Nr. 1907/2006 des Europdischen Parlaments und des Rates zur Registrierung, Bewertung, Zulassung und Beschrinkung chemischer
Stoffe (REACH) (ABL. L 142 vom 31.5.2008, . 1).

(*) Richtlinie 2010/63/EU des Europdischen Parlaments und des Rates vom 22. September 2010 zum Schutz der fiir wissenschaftliche
Zwecke verwendeten Tiere (ABL. L 276 vom 20.10.2010, S. 33).
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(5)  Die Verordnung (EG) Nr. 440/2008 sollte daher entsprechend gedndert werden.

(6)  Die in dieser Verordnung vorgeschenen Mafinahmen entsprechen der Stellungnahme des mit Artikel 133 der
Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 eingesetzten Ausschusses —

HAT FOLGENDE VERORDNUNG ERLASSEN:

Artikel 1

Der Anhang der Verordnung (EU) Nr. 440/2008 wird gemifl dem Anhang der vorliegenden Verordnung geindert.

Artikel 2

Diese Verordnung tritt am zwanzigsten Tag nach ihrer Veroffentlichung im Amtsblatt der Europdischen Union in Kraft.

Diese Verordnung ist in allen ihren Teilen verbindlich und gilt unmittelbar in jedem
Mitgliedstaat.

Briissel, den 14. Februar 2017

Fiir die Kommission
Der Prisident
Jean-Claude JUNCKER
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ANHANG

Der Anhang zur Verordnung (EG) Nr. 440/2008 wird wie folgt gedndert:
(1) In Teil A wird das folgende Kapitel hinzugefiigt:

,A.25 DISSOZIATIONSKONSTANTEN IN WASSER (TITRATIONSVERFAHREN — SPEKTROFOTOMETRISCHES
VERFAHREN — KONDUKTOMETRISCHES VERFAHREN)

EINLEITUNG

Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie 112 (1981).

Voraussetzungen
— Geeignete Analysemethode

— Wasserloslichkeit

Leitlinien
— Strukturformel
— Elektrische Leitfahigkeit fir konduktometrisches Verfahren

Einschrinkende Aussagen

— Alle Priifmethoden konnen an reinen Stoffen oder Stoffen handelsiiblicher Qualitit durchgefithrt werden. Die
potenziellen Auswirkungen von Verunreinigungen auf die Ergebnisse sind zu beriicksichtigen.

— Das Titrationsverfahren ist fiir Stoffe mit geringer Loslichkeit nicht geeignet (sieche Priiflésungen unten).

— Das spektrofotometrische Verfahren ist nur bei Stoffen anwendbar, deren UV/VIS-Absorptionsspektren sich in
der dissozilerten und undissoziierten Form jeweils deutlich unterscheiden. Dieses Verfahren eignet sich
moglicherweise auch fur Stoffe mit geringer Loslichkeit und nicht-saure/basische Dissoziationsformen (z. B.
Komplexbildung).

— In Fillen, in denen die Onsagersche Gleichung anwendbar ist, kann das konduktometrische Verfahren
angewendet werden, selbst bei mifig niedrigen Konzentrationen und auch in Fillen von Nichtsdure-/Basen-
Gleichgewichten.

Standarddokumente

Diese Priiffmethode beruht auf den Verfahren, auf die im Abschnitt ,Literaturhinweise* verweisen wird, sowie auf
dem Leitfaden der EPA ,Preliminary Draft Guidance for Premanufacture Notification“ vom 18. August 1978.
METHODE — EINLEITUNG, ZWECK, ANWENDUNGSBEREICH, RELEVANZ, ANWENDUNG UND VERSUCHSGRENZEN

Die Dissoziation eines Stoffes in Wasser ist wichtig fir die Beurteilung seiner Auswirkungen auf die Umwelt. Sie
bestimmt die Form des Stoffes, die wiederum fiir das Verhalten und den Transport des Stoffes mafigeblich ist. Sie
beeinflusst moglicherweise die Anlagerung der Chemikalie an Boden und Sedimente und ihr Eindringen in
biologische Zellen (Absorption).

Definitionen und Einheiten

Unter Dissoziation versteht man den reversiblen Vorgang der Spaltung einer chemischen Spezies in zwei oder
mehrere chemische Stoffe, die auch in ionischer Form vorliegen konnen. Dieser Vorgang wird im Allgemeinen wie
folgt angegeben:

RX = R+ X~
Die der Reaktion zugrunde liegende Gleichgewichtskonstante der Konzentration ist

R
RX
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Handelt es sich bei R beispielsweise um Wasserstoff (eine Saure), ist die Konstante

(X-]
K, =[H] &=
[H] X
oder
_ H1oe X7
pK, = pH - log IFX]
Referenzsubstanzen

Die folgenden Referenzstoffe miissen nicht in allen Fillen verwendet werden, in denen eine neue Substanz
untersucht wird. Sie werden hier vor allem angegeben, damit die Methode gelegentlich kalibriert werden kann und
um die Ergebnisse mit denen anderer Methoden vergleichen zu konnen.

pK, () Temp. in °C
p-Nitrophenol 7,15 25 (Y
Benzoesdure 4,12 20
p-Chloroanilin 3,93 20

(") Fir 20 °C ist kein Wert verfiigbar, aber es kann davon ausgegangen werden, dass die Variabilitit der Messergebnisse hoher ist
als die zu erwartende Temperaturabhingigkeit.

Sinnvoll wire ein Stoff mit mehreren pKs (siehe ,, Prinzip der Priifmethode® ), z. B.

Zitronensdure pK, (8) Temp. in °C
1) 3,14 20
2) 4,77 20
3) 6,39 20

Prinzip der Priifmethode

Das beschriebene chemische Verfahren ist im umweltrelevanten Temperaturbereich in der Regel nur wenig
temperaturabhingig. Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante ist eine Messung der Konzentrationen des
chemischen Stoffes in seiner dissoziierten und undissoziierten Form erforderlich. Aus dem stochiometrischen
Verhiltnis der Dissoziationsreaktion (siche , Definitionen und Einheiten® ) ldsst sich die jeweilige Konstante
bestimmen. In dem bei dieser Priiffmethode beschriebenen besonderen Fall verhalt sich der Stoff wie eine Sdure
oder Base, und die Bestimmung erfolgt am besten mittels Bestimmung der relativen Konzentrationen der
ionisierten und nichtionisierten Formen des Stoffes und des pH-Werts der Losung. Welche Beziehung zwischen
diesen Begriffen besteht, ist der Gleichung fiir pK, in , Definitionen und Einheiten” zu entnehmen. Fiir einige Stoffe
ergeben sich mehrere Dissoziationskonstanten, und es lassen sich dhnliche Gleichungen aufstellen. Einige der hier
beschriebenen Methoden eignen sich auch fur nicht-saure/basische Dissoziationen.

Qualititskriterien

Wiederholbarkeit

Die Dissoziationskonstante sollte mit einer Toleranz von + 0,1 log-Einheiten repliziert werden (mindestens
dreifache Bestimmung).
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BESCHREIBUNG DER PRUFVERFAHREN

Zur Bestimmung des pK -Wertes stehen zwei grundlegende Ansdtze zur Verfiigung — Titration einer bekannten
Menge des Stoffes mit einer Standardsdure bzw. Standardbase und Bestimmung der relativen Konzentration der
ionisierten und nichtionisierten Formen und ihrer pH-Abhéngigkeit.

Vorbereitungen

Die auf diesen Grundsitzen basierenden Methoden konnen als Titrationsverfahren, spektrofotometrische Verfahren
und konduktometrische Verfahren klassifiziert werden.

Testldsungen

Beim Titrier- und konduktometrischen Verfahren sollte die chemische Substanz in destilliertem Wasser gelost
werden. Beim spektrofotometrischen und bei anderen Verfahren werden Pufferlosungen verwendet. Die
Konzentration des Priifstoffs sollte den niedrigeren der beiden Werte — 0,01 M bzw. die Halfte der Sittigungskon-
zentration — nicht {iberschreiten, und bei der Herstellung der Losungen sollte die reinste verfiigbare Form der
Substanz verwendet werden. Sofern der Stoff nur schwer 16slich ist, kann er in einer kleinen Menge
wassermischbaren Losungsmittels gelost werden, bevor er den oben genannten Konzentrationen zugegeben wird.

Die Losungen sollten mithilfe eines Tyndall-Strahls auf Emulsionen iiberpriift werden, insbesondere wenn ein
Zusatzlosungsmittel zur Verbesserung der Loslichkeit verwendet wurde. Sofern Pufferlosungen verwendet werden,
sollte die Konzentration 0,05 M nicht tiberschreiten.

Priifbedingungen
Temperatur

Temperaturkonstanz sollte mit einer Toleranz von + 1 °C gewihrleistet sein. Die Bestimmung sollte am besten bei
201 °C erfolgen.

Wenn eine erhebliche Temperaturabhingigkeit vermutet wird, sollte die Bestimmung bei mindestens zwei weiteren
Temperaturwerten erfolgen. Die Temperaturintervalle sollten im vorliegenden Fall 101 °C betragen, und
Temperaturkonstanz sollte mit einer Toleranz von + 0,11 °C gewahrleistet sein.

Analysen

Die Methode richtet sich nach der Art des Priifstoffs. Er muss ausreichend empfindlich sein, damit eine
Bestimmung der unterschiedlichen Spezies bei jeder Konzentration der Testlosung méglich ist.

Durchfiihrung des Tests

Titrationsverfahren

Die Bestimmung der Priiflosung erfolgt durch Titration mit der Standardsdure- bzw. Standardbasenlosung, wobei
nach jeder Zugabe des Titranten der pH-Wert gemessen wird. Vor Erreichen des Aquivalenzpunktes sollten
mindestens 10 inkrementelle Zugaben erfolgen. Wenn ein Gleichgewicht relativ schnell erreicht wird, kann ein
Kompensationschreiber (Potenziometer) verwendet werden. Fir dieses Verfahren miissen sowohl die Gesamtmenge
des Stoffes als auch seine Konzentration genau bekannt sein. Es miissen Vorkehrungen zum Ausschluss von
Kohlendioxid getroffen werden. In den Standardtests sind Verfahren, Vorsichtsmafinahmen und Berechnungs-
methoden im Einzelnen beschrieben (vgl. Literaturhinweise (1), (2), (3), (4)).

Spektrofotometrisches Verfahren

Es wird eine Wellenldnge ermittelt, bei der sich die Extinktionskoeffizienten der ionisierten und nichtionisierten
Formen des Stoffes deutlich unterscheiden. Das UV/VIS-Absorptionsspektrum wird aus Losungen mit konstanter
Konzentration bei einem pH-Wert, bei dem der Stoff im Wesentlichen nichtionisiert und bei dem sie vollstindig
ionisiert vorliegt, sowie bei mehreren pH-Zwischenwerten ermittelt. Dies geschieht entweder durch Zugabe von
Inkrementen konzentrierter Sdure (Base) zu einem relativ grofen Volumen einer Losung der Substanz in einem
Mehrkomponentenpuffer bei einem anfangs hohen (niedrigen) pH-Wert (Literaturhinweis 5) oder durch Zugabe
gleicher Mengen einer Stammlosung des Stoffes z. B. in Wasser oder Methanol zu konstanten Volumina
verschiedener Pufferlosungen, die den gewiinschten pH-Bereich abdecken. Aus den pH- und Absorptionswerten bei
der gewihlten Wellenlinge wird eine ausreichende Anzahl von Werten fiir den pK -Wert berechnet; dabei werden
Daten aus mindestens 5 pH-Bereichen verwendet, in denen die Substanz zu mindestens 10 Prozent und zu weniger
als 90 Prozent ionisiert ist. Fiir weitere Einzelheiten zum Versuch und zur Berechnungsmethode siehe
Literaturhinweis (1).
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Konduktometrisches Verfahren

Anhand einer Zelle mit niedriger, bekannter Zellkonstante wird die Leitfdhigkeit einer ca. 0,1 M-Losung der
Substanz in Leitfdhigkeitswasser gemessen. Ferner werden die Leitfdhigkeiten einiger akkurat hergestellter
Verdiinnungen dieser Losung gemessen. Die Konzentration wird jedes Mal halbiert, und die Reihen sollten
verschiedene Konzentrationen in abgestufter Reihenfolge umfassen. Die Grenzleitfahigkeit bei unendlicher
Verdiinnung ldsst sich ermitteln, indem ein dhnlicher Versuch mit Na-Salz durchgefithrt und extrapoliert wird. Der
Dissoziationsgrad ldsst sich sodann aus der Leitfahigkeit der jeweiligen Losung nach der Onsagerschen Gleichung
ermitteln, und die Dissoziationskonstante kann anschliefend nach dem Ostwaldschen Verdiinnungsgesetz als
K = a2C/(1 — a) berechnet werden, wobei C der Konzentration in Mol pro Liter und a dem dissoziierten Teil
entspricht. Es miissen Vorkehrungen zum Ausschluss von CO, getroffen werden. Fiir weitere Einzelheiten zum
Versuch und zur Berechnungsmethode siehe Standardtexte und Literaturhinweise (1), (6) und (7).

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Ergebnisauswertung
Titrationsverfahren

Der pK,-Wert wird fir 10 Messpunkte auf der Titrationskurve gemessen. Es werden die Mittelwerte und Standard-
abweichungen dieser pK -Werte errechnet. Es sollte eine Korrelationskurve pH-Wert/Volumen der Standardbase
oder -sdure in tabellarischer Form erstellt werden.

Spektrofotometrisches Verfahren

Das Absorptionsmafl und der pH-Wert werden fiir jedes Spektrum tabellarisch erfasst. Aus den Datenpunkten der
Zwischenspektren werden mindestens funf Werte fur den pK, berechnet, ebenso wie die Mittelwerte und Standard-
abweichungen dieser Ergebnisse.

Konduktometrisches Verfahren

Die Aquivalentleitfihigkeit A wird fiir jede Sidurekonzentration und fiir jede Konzentration eines Gemisches aus
einem Sduredquivalent plus einem 0,98 Aquivalent karbonatfreier Natronlauge ermittelt. Die Sdure liegt im
Uberschuss vor, um einen hydrolysebedingten Uberschuss an OHzu vermeiden. 1/A wird gegen O_C aufgetragen,
und A, des Salzes lasst sich durch Extrapolation zur Nullkonzentration ermitteln.

A, der Siure lasst sich anhand von Literaturwerten fir H* und Na* berechnen. Der pK, ldsst sich fiir jede
Konzentration aus a = A, [A, und K, = a2C/(1 — a) ermitteln. Man erhalt bessere Werte fiir Ka, indem Korrekturen
fiir Mobilitdt und Aktivitit vorgenommen werden. Es sollten die Mittelwerte und Standardabweichungen dieser pK. -
Werte berechnet werden.

Priifbericht
Anzugeben sind simtliche Rohdaten, die berechneten pK -Werte und die Berechnungsmethode (am besten in

tabellarischer Form, wie in Literaturhinweis (1) empfohlen), ebenso wie die oben beschriebenen statistischen
Parameter. Bei Titrationsverfahren sind nihere Angaben zur Standardisierung der Titranten zu machen.

Beim spektrofotometrischen Verfahren sind alle Spektren anzugeben. Beim konduktometrischen Verfahren sollten
nihere Angaben zur Bestimmung der Zellkonstante gemacht werden. Zudem sind Angaben zum angewandten
Verfahren, zur Analysemethode und zur Art des verwendeten Puffers zu machen.

Die Priiftemperatur(en) sollte(n) festgehalten werden.

LITERATURHINWEISE
(1) Albert, A. & Sergeant, E.P.,, lonization Constants of Acids and Bases, Wiley, Inc., New York, 1962.

(2) Nelson, N.H. & Faust, S.D., Acidic dissociation constants of selected aquatic herbicides, Env. Sci. Tech. 3, 1I, S. 1186-
1188 (1969).
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(3) ASTM D 1293 — Annual ASTM Standards, Philadelphia, 1974.

(4) Standard Method 242. APHA|AWWA|WPCF, Standard Methods for the Examination of Water and Waste Water, 14.
Ausgabe, American Public Health Association, Washington, D.C., 1976.

(5) Clark, J. & Cunliffe, A.E., Rapid spectrophotometric measurement of ionisation constants in aqueous solution. Chem.
Ind. (London) 281, (Mirz 1973).

(6) ASTM D 1125 — Annual ASTM Standards, Philadelphia, 1974.
(7) Standard Method 205 — APHA/AWWA/NPCF (siche (4)).
(8) Handbook of Chemistry and Physics, 60th ed. CRC-Press, Boca Raton, Florida, 33431 (1980).”

(2) In Teil B erhalt Kapitel B.5 folgende Fassung:

,B.5 AKUTE AUGENREIZUNG/-VERATZUNG
EINLEITUNG

Diese Priiffmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie 405 (2012). Die OECD-Priifrichtlinien fur die Priifung von
Chemikalien werden regelmifig tiberpriift, um sicherzustellen, dass sie den besten verfiigbaren wissenschaftlichen
Erkenntnissen entsprechen. Bei vorangegangenen Uberpriifungen dieser Priifrichtlinien wurde ein besonderes
Augenmerk auf mogliche Verbesserungen durch die Auswertung aller vorhandenen Informationen iiber die
Priifchemikalie gelegt, um unnétige Versuche an Labortieren zu vermeiden und somit auch Belange des
Tierschutzes zu Dberiicksichtigen. Die (1981 verabschiedete und 1987, 2002 und 2012 aktualisierte)
Priifrichtlinie 405 beinhaltet die Empfehlung, vor der Durchfithrung des beschriebenen In-vivo-Tests zur Ermittlung
der akuten Reiz-/Atzwirkung des Stoffs auf die Augen eine evidenzbasierte kritische Analyse (Weight-of-Evidence
analysis, WoE-Analyse) (1) der bereits vorhandenen einschligigen Daten vorzunehmen. Sofern nicht geniigend
Daten zur Verfiigung stehen, konnen diese mit Hilfe sequenzieller Tests generiert werden (2) (3). Die Priifstrategie,
die ergdnzend zu dieser Priiffmethode empfohlen wird, sieht die Durchfithrung validierter und anerkannter In-vitro-
Tests vor. Fiir die Zwecke der Verordnung EG (Nr.) 1907/2006 zur Registrierung, Bewertung, Zulassung und
Beschriankung chemischer Stoffe (REACH) (') wird auferdem eine integrierte Priifstrategie in die entsprechende
ECHA-Leitlinie (21) aufgenommen. Tierversuche sollten nur dann durchgefithrt werden, wenn deren Notwendigkeit
nach Abwigen verfiigbarer alternativer Methoden festgestellt und die Anwendung der so ermittelten Methoden fiir
angemessen befunden wurde. Zum Zeitpunkt der Ausarbeitung dieser aktualisierten Priifmethode gibt es nach wie
vor Fille, in denen die Anwendung dieser Priifmethode noch immer notwendig oder gesetzlich vorgeschrieben ist.

Bei der letzten Aktualisierung lag Der Schwerpunkt in erster Linie auf der Verwendung von Analgetika und
Anisthetika; das grundlegende Konzept und der Aufbau der Prifrichtlinien blieben unberiihrt. ICCVAM () und eine
unabhingige internationale wissenschaftliche Peer-Review-Gruppe iiberpriiften den Nutzen und die Grenzen einer
routinemifSigen Verwendung topischer Anisthetika, systemischer Analgetika und humaner Endpunkte bei In-vivo-
Sicherheitstests zur Ermittlung von Augenreizungen (12). Die Uberpriifung ergab, dass durch die Verwendung
topischer Andsthetika und systemischer Analgetika Schmerzen und Leiden ganz oder zu einem Grofteil vermieden
werden konnten, ohne die Testergebnisse zu beeintrdchtigen, und es wurde ein genereller Einsatz dieser Stoffe
empfohlen. Bei der vorliegenden Priifmethode wurde diese Uberpriifung beriicksichtigt. Topische Anisthetika,
systemische Analgetika und humane Endpunkte sollten bei In-vivo-Tests zur Feststellung akuter Augenreizung/-ver-
dtzungen routinemifSig eingesetzt werden. Ausnahmen sind zu begriinden. Die in dieser Methode beschriebenen
Verfeinerungen werden bei den meisten Versuchen, bei denen Sicherheitstests zur Feststellung von Augenreizungen
am lebenden Tier nach wie vor erforderlich sind, erheblich zur Verringerung oder Vermeidung von Schmerzen und
Leiden bei den Versuchstieren beitragen.

Eine ausgewogene praventive Schmerzbehandlung sollte Folgendes umfassen: i) eine routinemifSige Vorbehandlung
mit einem topischen Anisthetikum (z. B. Proparacain oder Tetracain) und einem systemischen Analgetikum (z. B.
Buprenorphin), ii) eine routinemifige Nachbehandlung mit systemischen Analgetika (z. B. Buprenorphin und
Meloxicam), iii) eine planméiRige Beobachtung und Uberwachung von Tieren mit Aufzeichnung klinischer
Anzeichen von Schmerzen und/oder Leiden und iv) eine planmiRige Beobachtung, Uberwachung und Erfassung
der Art, des Schweregrads und des Verlaufs simtlicher Augenverletzungen. Fiir weitere Details siehe die
nachfolgend beschriebenen aktualisierten Verfahren. Nach Verabreichung der Priifchemikalie sollten keine
zusitzlichen topischen Anisthetika oder Analgetika gegeben werden, um eine Beeintrichtigung der Studie zu
vermeiden. Analgetika mit entziindungshemmender Wirkung (z. B. Meloxicam) sollten nicht topisch aufgetragen
werden und systemisch verabreichte Dosen sollten nicht mit den Wirkungen auf die Augen interferieren.

Definitionen finden sich in der Anlage zur Priifmethode.

(") Verordnung EG (Nr.) 1907/2006 zur Registrierung, Bewertung, Zulassung und Beschrankung chemischer Stoffe (REACH), zur Schaffung
einer Européischen Agentur fiir chemische Stoffe, zur Anderung der Richtlinie 1999/45/EG und zur Aufhebung der Verordnung (EWG)
Nr. 793/93 des Rates, der Verordnung (EG) Nr. 1488/94 der Kommission, der Richtlinie 76/769/EWG des Rates sowie der Richtlinien
91/155/EWG, 93/67/EWG, 93/105/EG und 2000/21/EG der Kommission. AB. L 304 vom 22.11.2007,S. 1.

() Das US-amerikanische Validierungszentrum (,Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods*).



L112/8 Amtsblatt der Europdischen Union 28.4.2017

AUSGANGSUBERLEGUNGEN

Im Interesse wissenschaftlicher Verldsslichkeit und des Tierschutzes sollen In-vivo-Tests erst dann in Erwdgung
gezogen werden, wenn alle fiir das Hautveritzungs-/-reizungspotenzial der Chemikalie zur Verfiigung stehenden
einschldgigen Daten auf Basis ihrer Beweiskraft (weight-of-evidence, WoE) ausgewertet worden sind. Zu diesen Daten
gehoren unter anderem Erkenntnisse aus bereits durchgefithrten Untersuchungen am Menschen und/oder an
Labortieren, Hinweise auf Veritzungen/Reizungen durch eine oder mehrere strukturell verwandte Substanzen oder
Gemische aus diesen Substanzen, Daten, die eine starke Aziditit oder Alkalinitdt der Substanz belegen (4) (5) und
Ergebnisse validierter und anerkannter In-vitro- oder Ex-vivo-Tests auf Hautverdtzungen und -reizungen (6) (13) (14)
(15) (16) (17). Diese Studien koénnen sowohl vor als auch nach einer WoE-Analyse durchgefithrt worden sein.

Fir bestimmte Chemikalien ergibt eine solche Analyse moglicherweise, dass deren Augenveritzungs-/-reizungs-
potenzial im Rahmen von In-vivo-Studien untersucht werden muss. In all diesen Fillen sollten zunichst die
augenverdtzenden Wirkungen der Chemikalie in vitro undfoder in vivo untersucht und nach der sequenziellen
Priifstrategie in Priifmethode B.4 (7) oder nach der in der ECHA-Leitlinie (21) beschriebenen integrierten
Priifstrategie evaluiert werden, bevor ein In-vivo-Augentest in Erwdgung gezogen wird.

Erginzend zu dieser Priifmethode wird eine sequenzielle Priifstrategie, die auch validierte In-vitro- oder Ex-vivo-Tests
auf Augenveritzungs-|-reizungswirkungen vorsieht, in diese Priifmethode und, fiir die Zwecke der REACH-
Verordnung, auch in die ECHA-Leitlinie (21) aufgenommen. Es wird empfohlen, dass eine solche sequenzielle
Priifstrategie vor einem In-vivo-Test durchgefithrt wird. Fiir neue Chemikalien wird ein stufenweiser Priifansatz
empfohlen, um wissenschaftliche fundierte Daten uiber die durch die Chemikalie bedingte Veritzung/Reizung
erheben zu konnen. Bei bereits bekannten Chemikalien, fiir die nicht geniigend Daten zum Hautverdtzungs-/-rei-
zungspotenzial bzw. Augenveritzungs-/-reizungspotenzial vorliegen, kann die Strategie genutzt werden, um
Datenliicken zu schlielen. Die Anwendung einer anderen Priifstrategie bzw. eines anderen Priifverfahrens oder die
Entscheidung gegen einen stufenweisen Priifansatz sollten begriindet werden.

PRINZIP DES IN-VIVO-TESTS

Nach einer Vorbehandlung mit einem systemischen Analgetikum und nach Einleitung einer geeigneten topischen
Anisthesie wird die zu priffende Chemikalie als Einzeldosis in ein Auge des Versuchstiers getrdufelt; das
unbehandelte Auge dient als Kontrolle. Der Grad der Reizung/Veritzung wird bestimmt, indem in zuvor
festgelegten Zeitabstinden und anhand einer Punkteskala Schidigungen der Bindehaut, der Hornhaut und der Iris
bewertet werden. Es werden auch andere Reaktionen des Auges und systemische Schiden erfasst, um die
Wirkungen umfassend beurteilen zu kénnen. Die Beobachtungsdauer sollte lang genug sein, um die Reversibilitit
bzw. Irreversibilitit der Wirkungen evaluieren zu kénnen.

Tiere, die zu irgendeinem Zeitpunkt wahrend des Versuchs Anzeichen schweren Leidens und/oder starker
Schmerzen oder Lisionen aufweisen, die den in dieser Priifmethode beschriebenen humanen Endpunkten (siche
Nummer 26) entsprechen, sollten human getotet werden, und die Chemikalie ist entsprechend einzustufen.
Kriterien fiir die Entscheidung iiber die humane Totung moribunder Tiere mit starken Leidensanzeichen sind
Gegenstand eines OECD-Leitfadens (8).

VORBEREITUNG DES IN-VIVO-TESTS

Auswabhl der Tierart

Bevorzugtes Labortier fur den Test sind gesunde, junge, geschlechtsreife Albino-Kaninchen. Die Verwendung
anderer Stimme oder Arten sollte begriindet werden.

Vorbereitung der Versuchstiere

Innerhalb von 24 Stunden vor dem Versuch werden bei jedem der ausgewihlten Versuchstiere beide Augen
untersucht. Tiere, bei denen bereits eine Augenreizung, okulare Defekte oder eine Hornhautschiddigung vorliegen,
sollen nicht verwendet werden.

Haltungs- und Fiitterungsbedingungen

Die Tiere sollen einzeln gehalten werden. Die Temperatur im Versuchstierraum sollte fiir Kaninchen 201 °C (¢31 °
C) betragen. Obwohl die relative Luftfeuchtigkeit mindestens 30 % und aufSer wihrend der Raumreinigung
maximal 70 % betragen sollte, ist ein Wert von 50-60 % anzustreben. Der Raum soll kiinstlich beleuchtet sein, mit
Hell-/Dunkelphasen im 12-Stunden-Rhythmus. Uberhohte Lichtintensitdt sollte vermieden werden. An die
Versuchstiere kann herkommliches Laborfutter verfiittert werden, wobei eine unbegrenzte Trinkwasserversorgung
zu gewihrleisten ist.
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PRUFVERFAHREN

Verwendung topischer Anisthetika und systemischer Analgetika

Es wird empfohlen, zur Verringerung oder Vermeidung von Schmerzen und Leiden bei Augensicherheitspriifungen
wie nachstehend beschrieben vorzugehen. Ersatzweise konnen auch alternative Verfahren angewendet werden, mit
denen sich Schmerzen und Leiden nachweislich ebenso gut oder sogar besser vermeiden oder lindern lassen.

— Sechzig Minuten vor Applikation der Priifchemikalie 0,01 mg/kg Buprenorphin subkutan injizieren, um einen
therapeutischen Grad systemischer Analgesie zu erreichen. Fiir Buprenorphin und andere vergleichbare opioide
Analgetika, die systemisch verabreicht werden, sind keine verdnderten Augenreaktionen bekannt oder zu
erwarten (12).

— Funf Minuten vor Applikation der Priifchemikalie ein oder zwei Tropfen eines topischen Augenanisthetikums
(z. B. 0,5 % Proparacainhydrochlorid oder 0,5 % Tetracainhydrochlorid) in jedes Auge des Versuchstiers
traufeln. Um eine mogliche Beeinflussung der Studie zu vermeiden, wird ein topisches Anisthetikum
empfohlen, das keine Konservierungsstoffe enthilt. Das Auge des Versuchstiers, das nicht mit der
Priifchemikalie, sondern nur mit dem topischen Anasthetikum behandelt wurde, dient als Kontrolle. Wenn zu
erwarten ist, dass die Priifchemikalie starke Schmerzen und Leiden verursacht, sollte sie unter moglichst nicht in
vivo getestet werden. Wenn diesbeziiglich Zweifel bestehen oder wenn Versuche durchgefithrt werden miissen,
sollten weitere Applikationen des topischen Anisthetikums in Abstdnden von 5 Minuten in Erwdgung gezogen
werden, bevor die Priifchemikalie appliziert wird. Labortechniker sollten bedenken, dass mehrfache
Applikationen topischer Anisthetika moglicherweise einen leichten Anstieg des Schweregrads chemisch
induzierter Schidigungen und/oder der fiir ein Ausheilen derselben erforderlichen Zeit bewirken konnen.

— Acht Stunden nach Applikation der Priifchemikalie subkutan 0,01 mg/kg Buprenorphin und 0,5 mglkg
Meloxicam injizieren, um den therapeutischen Grad der systemischen Analgesie aufrechtzuerhalten. Auch wenn
keine Daten vorliegen, die darauf hinweisen, dass Meloxicam bei einmal tdglicher subkutaner Verabreichung
entziindungshemmende Wirkung auf die Augen hat, sollte Meloxicam frithestens 8 Stunden nach Applikation
der Pritfchemikalie verabfolgt werden, um eine mogliche Beeinflussung der Studie zu vermeiden (12).

— Nach der anfinglichen Behandlung 8 Stunden nach Applikation der Priifchemikalie alle 12 Stunden subkutan
0,01 mg/kg Buprenorphin und alle 24 Stunden subkutan 0,5 mg/kg Meloxicam verabreichen, bis die
Augenschidigungen ausheilen und keine klinischen Anzeichen fiir Schmerzen und Leiden mehr vorliegen. Es
stehen Depot-Analgetikapraparate mit Depotwirkung zur Verfiigung, deren Einsatz in Betracht gezogen werden
konnte, um die Haufigkeit der Gabe von Analgetika zu reduzieren.

— Unverziiglich nach Applikation der Priifchemikalie sollte eine Auffrischungsdosis Analgetika verabreicht
werden, wenn priventive Analgetika und topische Anisthetika unzulinglich sind. Zeigt ein Versuchstier
wihrend der Studie Anzeichen von Schmerzen und Leiden, sollte unverziiglich eine Auffrischungsdosis
0,03 mg/kg Buprenorphin subkutan verabreicht und bei Bedarf alle 8 Stunden anstatt mit 0,01 mg/kg alle
12 Stunden erneuert werden. 0,5 mg/kg Meloxicam sollte subkutan alle 24 Stunden zusammen mit der
Auffrischungsdosis Buprenorphin verabfolgt werden, frithestens jedoch 8 Stunden nach Applikation der
Priifchemikalie.

Applikation der Priifchemikalie

Die Priifchemikalie sollte bei jedem Tier in den Bindehautsack eines Auges appliziert werden, indem das untere Lid
leicht vom Augapfel weggezogen wird. Die Lider dann etwa eine Sekunde lang leicht zusammendriicken, damit
kein Priifmaterial verloren geht. Das andere, unbehandelte Auge dient als Kontrolle.

Ausspiilen

Die Augen der Versuchstiere sollten frithestens 24 Stunden nach Applikation der Priifchemikalie ausgewaschen
werden; Ausnahmen gelten fiir Feststoffe (siche Nummer 18) und bei sofortigem Eintritt einer Atz- oder
Reizwirkung. Nach 24 Stunden kann eine Augenspiilung erfolgen, sofern dies fiir angemessen gehalten wird.

Untersuchungen an einer zusitzlichen Versuchstiergruppe (Satellitengruppe) zur Erforschung des Einflusses des
Ausspiilens wird nicht empfohlen, aufler in wissenschaftlich begriindeten Fillen. Sollte eine Satellitengruppe
tatsdchlich benotigt werden, sind zwei Kaninchen vorzusehen. Die Bedingungen, unter denen die Augenspiilung
erfolgte (Zeitpunkt, Zusammensetzung und Temperatur der Spiilldsung, Dauer, Volumen und Geschwindigkeit der
Applikation) sollten genau dokumentiert werden.
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Dosierung

(1) Priifung von Fliissigkeiten

Bei der Priifung von Fliissigkeiten eine Dosis von 0,1 ml verwenden. Liegt die Priifchemikalie als Pumpspray vor,
sollte sie nicht direkt ins Auge gespriiht, sondern mittels Sprithstof§ entnommen und in einem Behilter aufgefangen
werden. Anschliefend 0,1 ml in das Auge eintrdufeln.

(2) Priifung von Feststoffen

Bei Feststoffen, Pasten und partikelférmigen Chemikalien sollte die Priifmenge ein Volumen von 0,1 ml oder ein
Gewicht von hochstens 100 mg haben. Die Priifchemikalie sollte zu einem feinen Pulver zermahlen werden. Das
Volumen von Feststoffen sollte erst nach vorsichtigem Kompaktieren, z. B. durch Klopfen des Messbehalters,
bestimmt werden. Ist die in Form eines Feststoffs vorliegende Priifchemikalie bis zum ersten Beobachtungs-
zeitpunkt, d. h. 1 Stunde nach der Applikation, nicht aufgrund physiologischer Vorginge aus dem Auge entfernt
worden, kann das Auge mit Kochsalzlosung oder destilliertem Wasser ausgespiilt werden.

(3) Priifung von Aerosolen

Es wird empfohlen, alle als Pumpspray oder Aerosol vorliegenden Priifchemikalien mittels Sprithstoff zu
entnehmen, in einem Behilter aufzufangen und anschlieend zu applizieren. Einzige Ausnahme sind Chemikalien
in Aerosol-Druckbehiltern, die aufgrund der Vaporisierung nicht aufgefangen werden konnen. In diesen Fillen
sollte das Auge offen gehalten und die Priiffchemikalie mit einem einzigen Sprithstof etwa eine Sekunde lang aus
10 cm Entfernung ins Auge gespritht werden. In Abhingigkeit vom Druck und vom Behilterinhalt kann dieser
Abstand variieren. Es ist darauf zu achten, dass das Auge durch den Sprithdruck nicht verletzt wird. Unter
Umstinden muss das Risiko ,mechanischer Augenschdden, die auf den Sprithdruck zuriickzufiihren sind, beurteilt
werden.

Bei Aerosolen kann die Dosis geschitzt werden, indem der Test folgendermaflen simuliert wird: Die Chemikalie
durch eine Offnung in der GroRe eines Kaninchenauges auf Wigepapier sprithen, wobei sich die Offnung
unmittelbar vor dem Papier befindet. Anhand der Gewichtszunahme des Papiers wird ein Niherungswert fiir die
ins Auge gesprithte Menge ermittelt. Bei fliichtigen Chemikalien kann ein Schitzwert fir die Dosis ermittelt
werden, indem man einen Auffangbehilter vor und nach Entnahme der Priifchemikalie wiegt.

Vorversuch (In-vivo-Test auf Augenreizung/-veritzung an einem einzigen Tier)

Es empfiehlt sich dringend, den In-vivo-Test zunichst nur an einem Tier durchzufithren (sieche Ergdnzung zu dieser
Priifmethode: Eine sequenzielle Strategie fiir die Priifung auf Augenreizung/-veritzung). Die Beobachtungen sollen
ausreichen, um den Schweregrad und die Reversibilitit der Wirkungen zu bestimmen, bevor ein Bestitigungstest an
einem zweiten Tier durchgefithrt wird.

Sofern das beschriebene Verfahren ergibt, dass der Stoft augenveritzend wirkt oder schwere Augenreizungen
auslost, sollen keine weiteren Priifungen auf Augenreizung durchgefithrt werden.

Bestitigungstest (In-vivo-Test auf augenreizende Wirkungen an zusitzlichen Tieren)

Wird im Vorversuch keine dtzende oder schwer augenreizende Wirkung beobachtet, sollte die Reizungsreaktion
bzw. die negative Reaktion an bis zu zwei weiteren Tieren bestitigt werden. Ergibt der Vorversuch eine
Reizwirkung, sollte der Bestitigungstest nach Moglichkeit als sequenzieller Versuch an einem Tier einem
bestimmten Zeitpunkt und nicht durch gleichzeitige Exposition der zwei weiteren Tiere erfolgen. Der Test ist
abzubrechen, wenn beim zweiten Tier Anzeichen einer Veritzung oder einer schweren Reizung festgestellt werden.
Wenn die Ergebnisse beim zweiten Tier eine Bestimmung der Gefahrenklasse zulassen, sollten keine weiteren Tests
durchgefiihrt werden.

Beobachtungszeitraum

Die Beobachtungszeit sollte so bemessen sein, dass das Ausmaf§ und die Reversibilitit der festgestellten Wirkungen
umfassend bewertet werden konnen. Allerdings sollte der Versuch abgebrochen werden, sobald das Tier starke
Anzeichen von Leiden und Schmerzen zeigt (8). Um feststellen zu konnen, ob die Wirkungen reversibel sind,
sollten die Tiere in der Regel wihrend 21 Tagen nach Applikation der Priifchemikalie beobachtet werden. Bilden
sich die Schiden vor Ablauf dieser 21 Tage zuriick, sollte der Versuch zu diesem Zeitpunkt beendet werden.
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Klinische Beobachtungen und Einstufung von Augenreaktionen

Die Augen sollten eine Stunde nach Applikation der Priifchemikalie umfassend auf vorhandene bzw. nicht
vorhandene Augenlisionen untersucht werden; danach mindestens eine Untersuchung tiglich durchfiihren. In den
ersten 3 Tagen sollten die Tiere mehrmals tiglich untersucht werden, damit Entscheidungen, den Versuch zu
beenden, zeitnah getroffen werden konnen. Versuchstiere sollten wihrend der gesamten Studiendauer routinemifSig
mindestens zweimal téglich, falls notig auch haufiger, auf klinische Anzeichen von Schmerzen undfoder Leiden
untersucht werden (z. B. wiederholtes Kratzen und Reiben am Auge, iibermifiges Blinzeln, iibermifig trinende
Augen) (9) (10) (11), wobei zwischen den Beobachtungen mindestens 6 Stunden liegen sollten. Dies ist notig, um i)
Tiere angemessen auf Anzeichen von Schmerzen und Leiden zu untersuchen und fundierte Entscheidungen im
Hinblick auf eine Erhohung der Dosis von Analgetika treffen zu konnen, und ii) Tiere auf Anzeichen vorbestimmter
humaner Endpunkte zu untersuchen, damit fundierte Entscheidungen dariiber getroffen werden konnen, ob Tiere
human getotet werden sollten, und damit solche Entscheidungen zeitnah getroffen werden konnen. Eine Anfirbung
mit Fluorescein sollte routinemifig erfolgen und gegebenenfalls sind als Hilfsmittel zum Nachweis und zur
Messung von Augenschiden und zur Beurteilung, ob vorbestimmte Endpunktkriterien fir ein humanes Toten
erfillt sind, eine Spaltlampe und ein Biomikroskop zu verwenden (z. B. bei der Beurteilung der Tiefe einer
Schidigung im Falle einer Hornhautulzeration). Digitale Fotografien von beobachteten Schidigungen konnen zu
Referenzzwecken und zur dauerhaften Dokumentation des Ausmafies der Augenschidigung erfasst werden. Sobald
aussagekriftige Informationen vorliegen, sollte der Versuch nicht linger als notig fortgesetzt werden. Tiere mit
starken Anzeichen von Schmerzen oder Leiden sollen unverziiglich human getotet werden, wobei die Chemikalie
entsprechend einzustufen ist.

Bei Tieren mit folgenden Augenschddigungen nach Applikation der Priifchemikalie ist eine humane Totung
angezeigt (siche Tabelle 1 zur Beschreibung der Schidigungsgrade): Hornhautperforation oder signifikante
Hornhautulzeration mit Staphylom; Blut in der vorderen Augenkammer; Hornhauttrilbung Grad 4; fehlender
Pupillenreflex (Irisreaktion Grad 2) wiahrend 72 Stunden; Ulzeration der Bindehaut; Nekrose der Bindehaut oder
der Nickhaut oder Gewebsdemarkierung. Diese Schiden sind im Allgemeinen irreversibel. Dariiber hinaus wird
empfohlen, die folgenden Augenschadigungen als humane Endpunkte zu definieren, bei denen Studien vor Ablauf
des planmifiigen 21-tigigen Beobachtungszeitraums beendet werden sollten. Diese Schiddigungen gelten als
pradiktiv fiir schwere Reizungen oder Verdtzungen und Schidigungen, bei denen davon ausgegangen werden muss,
dass sie bis zum Ablauf des 21-tdgigen Beobachtungszeitraums nicht vollstindig abklingen: sehr tiefe Schidigung
(z. B. eine Hornhautulzeration bis in Schichten unterhalb der Stromaoberfliche), Zerstérung des Limbus zu mehr
als 50 % (nachgewiesen durch ein Ausbleichen des Bindehautgewebes) und schwere Augeninfektion (eitriger
Ausfluss). Eine Kombination von Vaskularisierung der Hornhautoberfliche (d. h. Pannus), sich nicht riickbildender
Fluoresceinfirbung (basierend auf einer tiglichen Untersuchung) und/oder einer ausbleibenden Reepithelisierung am
5. Tag nach Applikation der Priifchemikalie konnte ebenfalls als potenziell zweckdienliches Kriterium fir die
klinische Entscheidung iiber eine vorzeitige Beendigung der Studie angesehen werden. Einzeln betrachtet sind diese
Ergebnisse jedoch nicht ausreichend, um eine vorzeitige Beendigung der Studie zu rechtfertigen. Sobald
schwerwiegende Auswirkungen auf die Augen festgestellt werden, sollten ein behandelnder Tierarzt oder ein
qualifizierter Labortierarzt oder im Nachweis klinischer Schidigungen geschultes Laborpersonal zur Notwendigkeit
einer klinischen Untersuchung zur Feststellung, ob die Kombination dieser Auswirkungen eine vorzeitige
Beendigung der Studie rechtfertigt, konsultiert werden. Der jeweilige Grad der Augenreaktion (Bindehaut, Hornhaut
und Iris) ist 1, 24, 48 und 72 Stunden nach Applikation der Priifchemikalie zu ermitteln und zu dokumentieren
(Tabelle 1). Tiere, bei denen keine Augenschidigungen auftreten, diirfen frithestens 3 Tage nach der Behandlung
getotet werden. Bei leichten bis mifligen Augenschadigungen sollten die Tiere bis zum Abklingen der Symptome
bzw. fiir die Dauer von 21 Tagen beobachtet werden; erst danach wird die Studie abgeschlossen. Untersuchungen
sollen mindestens nach 1 Stunde, 24 Stunden, 48 Stunden, 72 Stunden sowie am 7., 14. und 21. Tag durchgefiihrt
und dokumentiert werden, um den Status der Schidigungen zu ermitteln und zu kldren, ob sie reversibel oder
irreversibel sind. Erforderlichenfalls sollten hiufigere Untersuchungen durchgefithrt werden, um zu entscheiden, ob
das Versuchstier aus Tierschutzgriinden human getotet oder aufgrund von negativen Ergebnissen aus dem Versuch
genommen werden sollte.

Der jeweilige Grad der Augenschiddigung (vgl. Tabelle 1) sollte fiir jede Untersuchung erfasst werden. Etwaige
weitere Augenschddigungen (z. B. Pannus, Verfirbungen, Verinderungen in der vorderen Augenkammer) oder
negative systemische Wirkungen sing ebenfalls zu dokumentieren.

Als Hilfsmittel konnen bei den Untersuchungen Binokularlupen, Handspaltlampen, Biomikroskope und andere
geeignete Gerdte benutzt werden. Nach Aufzeichnung der Beobachtungen nach 24 Stunden konnen die Augen
auflerdem mit Fluorescein weiter untersucht werden.

Die Bewertung von Augenreaktionen ist zwangsldufig subjektiv. Um die Einstufung von Augenreaktionen stirker
zu vereinheitlichen und den Priiflabors und allen an den Versuchen und an der Interpretation der Versuchser-
gebnisse Beteiligten die Arbeit zu erleichtern, miissen die Priifer im Umgang mit der Bewertungsskala geschult
werden.
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DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Ergebnisauswertung

Die Bewertung der Augenreizung sollte anhand der Art und des Schweregrads der Schidigung und deren
Reversibilitit bzw. Irreversibilitit vorgenommen werden. Die jeweils ermittelten Schweregrade stellen keinen
alleingiiltigen MafSstab fiir die reizenden Eigenschaften einer Chemikalie dar, denn es werden auch andere
Wirkungen der Priifchemikalie beurteilt. Vielmehr sollten die einzelnen Graduierungswerte als Referenzwerte
betrachtet werden, die nur dann sinnvoll sind, wenn simtliche Beobachtungen genau erfasst und evaluiert werden.

Priifbericht
Der Priifbericht muss folgende Angaben enthalten:

Begriindung fiir den In-vivo-Test: WoE-Analyse von Daten aus fritheren Versuchen unter Einbeziehung von Ergebnissen aus der
sequenziellen Priifstrategie:

— Beschreibung aller einschldgigen Daten aus fritheren Versuchen;
— Daten, die auf den einzelnen Stufen der Priifstrategie erhoben wurden;

— Beschreibung der durchgefiihrten In-vitro-Tests mit Einzelheiten zu den angewandten Verfahren sowie zu den
Ergebnissen fiir Priif-/Referenzchemikalien;

— Beschreibung der durchgefiihrten In-vivo-Tests auf Hautreizung/-verdtzung mit Einzelheiten zu den Ergebnissen;
— WoE-Analyse als Grundlage fiir die Durchfithrung einer In-vivo-Studie.
Priifchemikalie:

— Angaben zur Identitdt (z. B. chemische Bezeichnung und, sofern vorhanden, CAS-Nummer, Reinheit, bekannte
Verunreinigungen, Bezugsquelle, Chargennummer);

— physikalische Beschaffenheit und physikalisch-chemische Eigenschaften (z. B. pH-Wert, Fliichtigkeit, Loslichkeit,
Stabilitdt, Reaktivitit mit Wasser);

— bei Gemischen: Angabe der einzelnen Bestandteile, einschlieSlich Angaben zur Identitit (z. B. chemische
Bezeichnungen und, sofern vorhanden, CAS-Nummern) und den Konzentrationen;

— verwendete Dosis.

Vehikel:

— Angaben zur Identitdt, (gegebenenfalls) Konzentration; Einsatzvolumen;

— Begriindung der Auswahl des Vehikels.

Versuchstiere:

— Spezies/Stamm, Begriindung des Verzichts auf Albino-Kaninchen zugunsten anderer Tiere;

— Alter der Tiere zu Beginn der Studie;

— Anzahl der Versuchstiere pro Geschlecht in den Priif- und Kontrollgruppen (falls erforderlich);
— Gewicht der einzelnen Tiere bei Versuchsbeginn und -ende;

— Herkunft der Tiere, Haltungsbedingungen, Ernidhrung usw.

Andsthetika und Analgetika

— Dosen und Zeitpunkte, zu denen topische Anisthetika und systemische Analgetika verabreicht wurden;

— sofern lokale Anisthetika eingesetzt wurden, Angaben zur Identitit, Reinheit, Art und mdglichen
Wechselwirkungen mit der Priifchemikalie.
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Ergebnisse:

— Beschreibung der Methode zur Bewertung von Reizungen zu den einzelnen Beobachtungszeiten (z. B.
Handspaltlampe, Biomikroskop, Fluorescein);

— tabellarische Erfassung der Daten uiber Reizungs-/Verdtzungsreaktionen zu allen Messzeitpunkten und fur jedes
einzelne Versuchstier bis hin zum Ausscheiden des Tiers aus dem Versuch;

— ausfihrliche Beschreibung von Art und Schweregrad der festgestellten Reizung bzw. Verdtzung;

— Beschreibung aller anderen im Auge festgestellten Schidigungen (z. B. Vaskularisierung, Pannus, Verklebungen,
Verfarbungen);

— Beschreibung sonstiger lokaler und systemischer Folgen auflerhalb des Auges, Dokumentation klinischer
Anzeichen von Schmerzen und Leiden, digitale Fotografien und ggf. vorliegende histopathologischer Befunde.

Diskussion der Ergebnisse.

Interpretation der Ergebnisse

Eine Extrapolation der Ergebnisse von Untersuchungen auf Augenreizungen an Labortieren auf den Menschen ist
nur bedingt moglich. Oftmals reagiert das Albino-Kaninchen empfindlicher als der Mensch auf Stoffe mit
augenreizenden oder -veritzenden Eigenschaften.

Bei der Interpretation von Daten ist darauf zu achten, dass Reizungen aufgrund einer sekundiren Infektion nicht
beriicksichtigt werden.
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Tabelle 1

Einstufung von Augenschidigungen

Cornea Grad

Tribung: Triibungsgrad (fir die Auswertung wird der am stirksten betroffene Bereich ge-
nommen) (*)

Keine Ulzeration oder Triibung 0

Punktformige oder diffuse Tritbungsbereiche (ohne leichte Triibung des normalen Glanzes); 1
Einzelheiten der Iris deutlich erkennbar

Leicht erkennbarer durchlissiger Bereich, Einzelheiten der Iris etwas verschattet 2

Perlmuttartige Bereiche, keine Einzelheiten der Iris sichtbar, Grofe der Pupille kaum erkenn- 3

bar
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Cornea Grad
Triibe Hornhaut; Iris aufgrund der Triibung nicht erkennbar 4
Hochstmogliche Punktzahl: 4
Iris
Normal 0
Deutlich vertiefte Rugae, Kongestion, Schwellung, mifige circumcorneale Hyperimie oder 1
Injektion; Iris reagiert auf Licht (trdge Reaktion ist positiv)
Blutungen, grofiflichige Zerstorung, keine Reaktion auf Licht 2
Hochstmogliche Punktzahl: 2
Conjunctivae
Rotung (der Augenlidbindehaut und der Augapfelbindehaut; ohne Hornhaut und Iris)
Normal 0
Einige Blutgefifie zeigen Hyperdmie (Injektion) 1
Diffuse karmesinrote Farbe; einzelne GefdfSe nur schwer erkennbar 2
Diffuse dunkelrote Verfarbung 3
Hochstmogliche Punktzahl: 3
Chemosis
Schwellung (der Augenlider und/oder Nickhaute)
Normal 0
Uber dem Normalen liegende Schwellung 1
Deutliche Schwellung mit partieller Auswirtskehrung der Lider 2
Schwellung mit etwa halbgeschlossenen Lidern 3
Schwellung mit mehr als halbgeschlossenen Lidern 4

Hochstmaogliche Punktzahl: 4

(*) Die Grofe des von der Hornhauttriibung betroffenen Areals sollte dokumentiert werden.
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Anlage

DEFINITIONEN
Chemikalie: ein Stoff oder ein Gemisch.

Evidenzbasierte Analyse (Weight-of-Evidence, WoE): der Prozess der Priifung der Stirken und Schwichen einer
Datensammlung als Grundlage fiir eine Schlussfolgerung, zu der es auf Basis von Einzeldaten maoglicherweise nicht
gekommen wire.

Priifchemikalie: Stoff oder Gemisch, der bzw. das nach dieser Priifmethode getestet wird.

Saure/alkalische Reserve: Bei sauren Zubereitungen: zum Erreichen eines bestimmten pH-Werts erforderliche
Menge (in g) Natronlauge/100 g Zubereitung. Bei alkalischen Zubereitungen: zum Erreichen eines bestimmten pH-
Werts erforderliche Menge (in g) Natronlauge, die der Menge (in g) Schwefelsdure/100 g Zubereitung entspricht,
(Young et al. 1988).

Stoffe ohne Reizwirkung: Stoffe, die nicht als augenreizende Stoffe der EPA-Kategorien I, I oder III eingestuft
sind, oder augenreizende Stoffe der GHS-Kategorien 1, 2, 2A oder 2B oder der EU-Kategorien 1 oder 2 (17) (18)
(19).

Stoff mit augendtzender Wirkung: a) eine Chemikalie, die eine irreversible Gewebeschidigung am Auge
verursacht; b) Chemikalien, die als augenreizende Stoffe der GHS-Kategorie 1 oder als augenreizende Stoffe der
EPA-Kategorie I oder der EU-Kategorie 1 eingestuft sind (17) (18) (19).

Stoff mit augenreizender Wirkung: a) eine Chemikalie, die eine reversible Verinderung im Auge hervorruft; b)
Chemikalien, die als augenreizende Stoffe der EPA-Kategorien II oder III oder als augenreizende Stoffe der GHS-
Kategorien 2, 2A oder 2B oder der EU-Kategorie 2 eingestuft sind (17) (18) (19).

Stoff mit schwer augenreizender Wirkung: a) eine Chemikalie, die eine Gewebeschddigung im Auge verursacht,
die nicht innerhalb von 21 Tagen nach Applikation ausheilt, oder eine massive Verschlechterung des Sehvermogens
auslost; b) Chemikalien, die als augenreizende Stoffe der GHS-Kategorie 1 oder als augenreizende Stoffe der EPA-
Kategorie I oder der EU-Kategorie 1 eingestuft sind(17) (18) (19).

Stufenweiser Ansatz: eine schrittweise Priifstrategie, bei der alle vorhandenen Informationen iiber eine
Priifchemikalie in einer vorgegebenen Reihenfolge iiberpriift werden, wobei auf jeder Stufe nach dem
evidenzbasierten Analyseansatz (Weight-of-Evidence, WOE) vorgegangen wird, um festzustellen, ob geniigend
Informationen fiir eine Gefahrenklassifizierung vorliegen, bevor zur nichsten Stufe iibergangen wird. Wenn das
Reizpotenzial einer Priifchemikalie auf Basis der vorliegenden Informationen zugeordnet werden kann, sind keine
weiteren Testungen erforderlich. Ist dies nicht der Fall, miissen schrittweise sequenzielle Tierversuche durchgefiihrt
werden, bis eine eindeutige Klassifizierung moglich ist.
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ERGANZUNG ZUR PRUFMETHODE B.5 ())

SEQUENZIELLE STRATEGIE FUR DIE PRUFUNG AUF AUGENREIZUNGEN UNDAUGENVERATZUNGEN
Allgemeine Uberlegungen

Im Interesse wissenschaftlicher Verldsslichkeit und des Tierschutzes muss die unnétige Verwendung von
Versuchstieren verhindert und die Durchfithrung von Versuchen, die bei den Tieren wahrscheinlich schwere
Reaktionen hervorrufen, auf ein Mindestmafl beschrinkt werden. Bevor ein In-vivo-Test ins Auge gefasst werden
kann, sollten zunidchst alle einschligigen Informationen iiber die potenziell augenreizenden/-veritzenden
Wirkungen einer Chemikalie bewertet werden. Moglicherweise liegen bereits geniigend Kriterien (Evidence) fur die
Einstufung einer Priifchemikalie aufgrund ihres Augenreizungs-/-veritzungspotenzials vor, sodass sich Versuche an
Labortieren eriibrigen. Folglich schrinken WoE-Analysen bereits vorliegender Daten und die Anwendung einer
sequenziellen Priifstrategie die Notwendigkeit von In-vivo-Tests deutlich ein. Dies gilt umso mehr, wenn davon
auszugehen ist, dass die Chemikalie schwere Reaktionen hervorruft.

Zur Beurteilung bereits vorhandener Informationen iiber die augenreizenden/-veritzenden Wirkungen von
Chemikalien sollte das Instrument der evidenzbasierten Analyse herangezogen werden. Ausgehend davon ist zu
entscheiden, ob als Beitrag zur Charakterisierung dieses Potenzials zusitzliche Studien, bei denen es sich nicht um
In-vivo-Augenuntersuchungen handelt, durchgefiihrt werden sollten. Sofern weitere Studien durchgefithrt werden
miissen, empfiehlt es sich, zur Generierung sachdienlicher Versuchsdaten die sequenzielle Priifstrategie
anzuwenden. Bei noch nicht gepriiften Stoffen soll die sequenzielle Priifstrategie genutzt werden, um die Datensitze
zu generieren, die fiir die Beurteilung des augenitzenden/-reizenden Potenzials ben6tigt werden. Die urspriingliche
in dieser Ergdnzung beschriebene Priifstrategie wurde in einem OECD-Workshops (1) entwickelt. Sie wurde im
Rahmen des ,Harmonised Integrated Hazard Classification System for Human Health and Environmental Effects of Chemical
Substances“ bestdtigt und weiter ausgebaut, das im November 1998 von den Teilnehmern der 28. Gemeinsamen
Tagung des Chemikalien-Ausschusses und der Arbeitsgruppe Chemikalien gebilligt (2) und 2011 von einer OECD-
Expertengruppe iiberarbeitet wurde.

Diese Priifstrategie ist zwar nicht integraler Bestandteil der Priifmethode B.5, wird aber zur Ermittlung augenreizen-
der/-veritzender Merkmale empfohlen. Dieser Ansatz entspricht sowohl der besten Praxis als auch dem ethischen
Richtwert fiir Augenreizungs/-verdtzungspriifungen am lebenden Tier. Die Priifmethode ist nicht nur eine Anleitung
fir die Durchfithrung des In-vivo-Tests, sondern beschreibt auch die Faktoren, die vor der Durchfithrung eines
solchen Versuchs tiberpriift werden sollten. Die sequenzielle Priifstrategie liefert einen Ansatz fir die Bewertung
bereits vorhandener Daten iiber die augenreizenden/-verdtzenden Eigenschaften von Chemikalien und einen
stufenweisen Ansatz fiir die Generierung sachdienlicher Daten iiber Chemikalien, die im Rahmen zusitzlicher
Studien untersucht werden miissen bzw. noch gar nicht untersucht wurden. Die Strategie sieht die Durchfithrung
validierter und anerkannter In-vitro- und Ex-vivo-Tests vor, in bestimmten Fillen gefolgt von Untersuchungen nach
Priifmethode B.4 (3) (4).

Beschreibung der stufenweisen Priifstrategie

Alle vorhandenen Informationen sollten vor der Durchfithrung von Versuchen im Rahmen der sequenziellen
Priifstrategie (Fliebild) bewertet werden, um die Notwendigkeit von In-vivo-Augentests zu kliren. Auch wenn
wichtige Informationen aus der Beurteilung einzelner Parameter (z. B. extreme pH-Werte) gewonnen werden
konnen, sollten die bereits vorliegenden Angaben in ihrer Gesamtheit betrachtet werden. Alle relevanten Daten iiber
die Wirkungen der betreffenden Chemikalie und Struktur verwandter Verbindungen sollten mittels WoE-Analyse
bewertet werden, und die Entscheidung sollte begriindet werden. Dabei sollten bereits vorliegende Angaben zur
Wirkung der Chemikalie auf Mensch und Tier im Vordergrund stehen, gefolgt von den Ergebnissen von In-vitro-
und Ex-vivo-Tests. In-vivo-Untersuchungen mit Chemikalien mit Atzwirkung sollten nach Moglichkeit immer
vermieden werden. Folgende Faktoren werden bei der Priifstrategie beriicksichtigt:

Beurteilung bereits vorliegender Daten zur Wirkung der Chemikalie auf Mensch undfoder Tier undfoder mit
validierten und international anerkannten Methoden gewonnener In-vitro-Daten (Stufe 1)

(") Zur Anwendung einer integrierten Strategie fiir Augenreizungspriifungen im Rahmen der REACH-Verordnung vgl. auch die ECHA
Guidance on information requirements and chemical safety assessment, Kapitel R.7a: Endpoint specific guidance http://echa.europa.eu/documents/
10162/13632/information_requirements_r7a_en.pdf
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Zunichst sollten vorhandene Humandaten, z. B. aus klinischen Studien oder Studien zur Exposition am
Arbeitsplatz, Fallberichte und/oder Ergebnisse von Tierversuchen (Untersuchungen am Auge) und/oder mit
validierten und international anerkannten Methoden gewonnene In-vitro-Daten zu augenreizenden/-veritzenden
Wirkungen bewertet werden, denn sie liefern Hinweise, die unmittelbar die Wirkungen auf das Auge betreffen.
Danach sollten vorhandene Daten aus Untersuchungen an Menschen undfoder Tieren zu Hautverdtzun-
gen/-reizungen und/oder mit validierten und international anerkannten Methoden gewonnene In-vitro-Daten zu
hautitzenden Wirkungen bewertet werden. Chemikalien mit bekannter augenveritzender oder schwer
augenreizender Wirkung sollen nicht in die Augen von Tieren getraufelt werden. Dies gilt ebenso fiir Chemikalien,
die Hautreizungen oder -veritzungen hervorrufen. Alle diese Chemikalien sollten ebenfalls als augenveritzende
und/oder -reizende Stoffe betrachtet werden. Auch mit Chemikalien, bei denen in fritheren Augenuntersuchungen
hinreichend nachgewiesen wurde, dass sie weder Verdtzungen noch Reizungen hervorrufen, sollten keine In-vivo-
Studien am Auge durchgefiihrt werden.

Analyse der Struktur-Wirkungs-Beziehungen (Structure-Activity Relationships, SAR) (Stufe 2)

Die gegebenenfalls vorhandenen Ergebnisse von Untersuchungen an strukturell verwandten Chemikalien sollten
beriicksichtigt werden. Liegen geniigend Daten iiber das augenverdtzende/-reizende Potenzial von strukturell
verwandten Stoffen oder Gemischen aus diesen Stoffen aus Untersuchungen an Menschen und/oder Tieren vor,
kann davon ausgegangen werden, dass die zu beurteilende Priifchemikalie die gleichen Reaktionen hervorrufen
wird. In diesen Fillen braucht die Chemikalie nicht getestet zu werden. Fir die Zwecke der sequenziellen
Priifstrategie reichen negative Daten aus Untersuchungen an strukturell verwandten Stoffen oder Gemischen als
Nachweis fiir ein Nichtvorhandensein augenveritzender/-reizender Wirkungen nicht aus. Zur Ermittlung des
Verdtzungs- und Reizungspotenzials in Bezug auf die Haut und die Augen sollten validierte und anerkannte SAR-
Verfahren herangezogen werden.

Physikalisch-chemische Eigenschaften und chemische Reaktivitit (Stufe 3)

Stoffe mit extremen pH-Werten (< 2,0 bzw. > 11,5) konnen starke lokale Reaktionen hervorrufen. Gilt ein extremer
pH-Wert als Anhaltspunkt fiir die augenveritzende oder -reizende Wirkung einer Chemikalie, so kann deren saure/
alkalische Reserve (Pufferkapazitit) ebenfalls beriicksichtigt werden (5) (6) (7). Lasst die Pufferkapazitit darauf
schliefen, dass eine Chemikalie maoglicherweise keine augenverdtzende Wirkung hat (d. h. Chemikalien mit
extremem pH-Wert und geringer saurer/alkalischer Reserve), sollten weitere Priiffungen zur Bestitigung dieser
Vermutung durchgefithrt werden. Dafiir eignen sich validierte und anerkannte In-vitro- oder Ex-vivo-Tests (siche
Punkt 10).

Einbeziehung anderer vorhandener Informationen (Stufe 4)

In dieser Phase sollen alle verfiigbaren Informationen tiber die systemische Toxizitdt bei Applikation auf die Haut
bewertet werden. Die akute dermale Toxizitdt der Priifchemikalie sollte ebenfalls beurteilt werden. Hat sich die
Priifchemikalie bei Hautkontakt als sehr giftig erwiesen, braucht sie nicht am Auge getestet zu werden. Auch wenn
nicht unbedingt ein Zusammenhang zwischen akuter dermaler Toxizitit und Augenreizung/-verdtzung besteht,
kann davon ausgegangen werden, dass ein Stoff, der bei Hautapplikation sehr giftig ist, auch beim Eintrdufeln in
das Auge eine starke Toxizitdt aufweist. Diese Daten konnen auch zwischen den Stufen 2 und 3 bewertet werden.

Bewertung des Hautveritzungspotenzials der Chemikalie, sofern auch unter gesetzgeberischen Aspekten
erforderlich (Stufe 5)

Zunichst sollte das Potenzial zur Hautveritzung und starken Hautreizung nach Priifmethode B.4 (4) und der
zugehorigen Ergdnzung (8) bewertet werden, auch anhand der validierten und international anerkannten In-vitro-
Tests auf hautveritzende Wirkung (9) (10) (11). Wird der Nachweis erbracht, dass die Chemikalie Verdtzungen oder
schwere Hautreizungen verursacht, so kann sie auch als Chemikalie mit augenveritzenden oder stark
augenreizenden Eigenschaften betrachtet werden. In diesem Falle sind keine weiteren Tests erforderlich. Verursacht
die Chemikalie keine Verdtzung oder starke Reizung der Haut, sollte ein In-vitro- oder Ex-vivo-Augentest
durchgefiihrt werden.

Ergebnisse von In-vitro- oder Ex-vivo-Tests (Stufe 6)

Chemikalien, deren verdtzende oder stark reizende Eigenschaften in validierten und international anerkannten, auf
die Ermittlung der Augenverdtzung/-reizung ausgerichteten In-vitro- oder Ex-vivo-Tests (12) (13) nachgewiesen
wurden, miissen nicht an Tieren getestet zu werden. Es kann davon ausgegangen werden, dass diese Substanzen in
vivo vergleichbar schwere Wirkungen hervorrufen werden. Stehen validierte und anerkannte In-vitro-/Ex-vivo-Tests
nicht zur Verfigung, sollte die Stufe 6 iibersprungen und es sollte direkt zu Stufe 7 iibergegangen werden.



28.4.2017 Amtsblatt der Europdischen Union L112/19

In-vivo-Test an Kaninchen (Stufen 7 und 8)

Vor dem eigentlichen In-vivo-Augentest sollte zundchst ein Vorversuch an nur einem Tier durchgefithrt werden. Es
sollten keine weiteren Tests erfolgen, wenn der Vorversuch ergibt, dass die Chemikalie schwere Augenreizungen
oder -verdtzungen hervorruft. Liefert der Vorversuch keine Anhaltspunkte fiir eine dtzende Wirkung oder schwere
Reizungen, wird ein Bestitigungstest an zwei weiteren Tieren durchgefiihrt. Abhingig von den Ergebnissen des
Bestitigungstests miissen gegebenenfalls weitere Tests durchgefiihrt werden. [siche Priifmethode B.5]
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PRUF-UND BEWERTUNGSSTRATEGIE: AUGENREIZUNG/-VERATZUNG

Stufe

Bereits vorliegende Daten aus Untersuchungen
am Menschen und/oder an Tieren und/oder In-
vitro-Daten aus validierten und international
anerkannten Methoden belegen Wirkungen auf
das Auge

Bereits vorliegende Daten aus Untersuchungen
am Menschen und/oder an Tieren und/oder In-
vitro-Daten aus validierten und international
anerkannten Methoden belegen dtzende Wir-
kungen auf die Haut

Bereits vorliegende Daten aus Untersuchungen
am Menschen und/oder an Tieren und/oder In-
vitro-Daten aus validierten und international
anerkannten Methoden belegen schwere haut-
reizende Wirkungen

!

Keine Informationen vorhanden bzw. vorhandene
Informationen nicht schliissig

Durchfithrung einer SAR-Analyse auf augen-
verdtzende/-reizende Wirkung

Priifung einer SAR-Analyse auf hautveritzen-
de/-reizende Wirkung

!

Vorhersagen nicht maglich bzw. Vorhersagen nicht
schliissig oder negativ

Messung pH-Wert (ggf. unter Beriicksichtigung
der Puffer-kapazitat)

!

2 <pH < 11,5 oder ggf. pH < 2,0 oder > 11,5
mit geringem/ohne Pufferungsvermogen

!

Ergebnis

Schwere Augenschiden

Augenreizend

Nicht augenveritzend/nicht
augenreizend

Hautveritzend

Stark hautreizend

schwere Augenschidigung
vorhersehbar

Augenreizung
vorherabsehbar

Hautveratzung
vorhersehbar

pH < 2 oder > 11,5 (ggf.
mit hoher Pufferkapazitit)

Schlussfolgerung

Apikaler Endpunkt; gilt als augenverdtzend.
Keine Priifung erforderlich.

Apikaler Endpunkt; gilt als augenreizend.
Keine Priifung erforderlich.

Apikaler  Endpunkt;  gilt als  nicht
augenveritzend oder -reizend. Keine Priifung
erforderlich.

Vermutlich augenverdtzend. Keine Priifung
erforderlich.

Vermutlich
erforderlich.

augenreizend. Keine Priifung

Vermutlich augenverdtzend. Keine Priifung
erforderlich.

Vermutlich
erforderlich.

augenreizend. Keine Priifung

Vermutlich augenverdtzend. Keine Priifung
erforderlich.

Vermutlich augenverdtzend. Keine Priifung
erforderlich.
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Stufe Ergebnis

Sehr toxisch bei
Konzentrationen, die fur
Augentests genutzt werden.

Priifung bereits vorliegender Daten zur syste-
mischen Toxizitdit nach Applikation auf die
Haut

!

Keine entsprechenden Angaben vorhanden bzw.
Chemikalie ist nicht sehr giftig.

!

Versuch zur Bewertung des Hautverdtzungspo-
tenzials nach Priifstrategie in Kapitel B.4 dieses
Anhangs, sofern auch unter gesetzgeberischen
Aspekten erforderlich

Verdtzung bzw. schwere
Reizung

!

Chemikalie ruft keine Hautverdtzung oder schwere
Hautreizung hervor

Durchfithrung validierter und anerkannter In-
vitro- oder Ex-vivo- Augentest(s)

Verdtzung bzw. schwere
Reizung

Reizung

Keine Reizung

!
Validierte und anerkannte In-vitro- oder Ex-vivo-
Augentest(s) eignen sich nicht  fiir
Schlussfolgerungen

!

Durchfithrung des In-vivo-Vorversuchs an ei-
nem Kaninchen

Schwere Augenschidden

|

Keine schwere Schidigung bzw. keine Reaktion

!

Schlussfolgerung

Kein Test, weil Chemikalie zu giftig. Keine
Pritfung erforderlich.

Vermutlich augenveritzend. Keine weitere
Pritfung erforderlich.

Vermutlich augenverdtzend oder schwer
augenreizend, vorausgesetzt, der
durchgefithrte  Test ist zur Ermittlung
atzender[schwer reizender Stoffe geeignet und
die Chemikalie fallt in den
Anwendungsbereich des Tests. Keine weitere
Priifung erforderlich.

Vermutlich augenreizend, vorausgesetzt, der|
die durchgefithrte(n) Test(s) ist (sind) zur
Ermittlung 4tzender, schwer reizender und
reizender Stoffe geeignet und Chemikalie fallt
in den Anwendungsbereich des/der Tests.
Keine weitere Priifung erforderlich.

Vermutlich nicht augenreizend, vorausgesetzt,
der/die durchgefihrte(n) Test(s) ist (sind) zur
Ermittlung nichtreizender Stoffe sowie zur
Unterscheidung  von  reizenden, schwer
reizenden oder augenveritzenden Stoffen
geeignet und die Chemikalie fillt in den
Anwendungsbereich des Tests. Keine weitere
Priifung erforderlich.

Vermutlich augenveritzend. Keine weitere
Priifung erforderlich.



L 11222 Amtsblatt der Europdischen Union 28.4.2017

Stufe Ergebnis Schlussfolgerung
8 Durchfithrung des Bestdtigungstests an ein | Atzend oder reizend Vermutlich augenveritzend oder
oder zwei weiteren Tieren augenreizend.  Keine  weitere  Priifung
erforderlich.

Weder dtzend noch reizend ~ Vermutlich ~ weder  augenreizend  noch
augenveritzend. Keine weitere Priifung
erforderlich.
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(3) In Teil B erhilt Kapitel B.10 folgende Fassung:

,B.10 In-vitro-Test auf Chromosomenaberrationen in Siugetierzellen

EINLEITUNG

Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie 473 (2016). Sie ist Teil einer Reihe von Priifmethoden zur
genetischen Toxikologie. Ein neu erstelltes OECD-Dokument enthilt kurz gefasste und hilfreiche Informationen zu
Untersuchungen zur genetischen Toxikologie sowie eine Ubersicht iiber die jiingsten Anderungen dieser
Priifrichtlinien (1).

Der In-vitro-Test auf Chromosomenaberrationen dient dem Nachweis von Chemikalien, die in Siugerzellkulturen
strukturelle Chromosomenaberrationen auslosen (2) (3) (4). Dabei ist zwischen strukturellen Chromosomentyp-
und Chromatidentypaberrationen zu unterscheiden. Bei In-vitro-Tests auf Chromosomenaberrationen konnte es zu
Polyploidie (einschlieflich Endoreduplikation) kommen. Aneugene kénnen zwar eine Polyploidie hervorrufen, die
an sich jedoch kein Hinweis auf ein aneugenisches Potenzial ist und moglicherweise nur auf Storungen des
Zellzyklus oder Zytotoxizitit hinweist (5). Dieser Test dient nicht der Messung der Aneuploidie; dazu wird ein In-
vitro-Mikrokerntest (6) empfohlen.

Fir den In-vitro-Chromosomenaberrationstest eignen sich Kulturen von etablierten Zelllinien oder primire
Zellkulturen vom Menschen oder von Nagetieren. Die verwendeten Zellen werden unter dem Gesichtspunkt ihrer
Wachstumsfahigkeit in Kultur, der Karyotypstabilitit (einschlieSlich Chromosomenzahl) und der spontanen
Haufigkeit von Chromosomenaberrationen ausgewdahlt (7). Die bisher vorhandenen Daten lassen zwar keine
verbindlichen Empfehlungen zu, legen jedoch nahe, dass bei der Bewertung des Gefahrenpotenzials chemischer
Stoffe der p53-Status, die genetische (Karyotyp-) Stabilitit, die DNA-Reparaturfihigkeit und die Herkunft (Nagetier/
Mensch) der fiir die Tests ausgewdhlten Zellen beriicksichtigt werden miissen. Anwendern dieser Priifmethode wird
daher empfohlen, beim Nachweis der Entwicklung von Chromosomenaberrationen den Einfluss dieser und anderer
Zellcharakteristika auf die Leistungsfahigkeit von Zelllinien zu beriicksichtigen, da sich die wissenschaftlichen
Kenntnisse auf diesem Gebiet stindig weiterentwickeln.

Fiir Definitionen siehe Anlage 1.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND GRENZEN

In vitro durchgefithrte Versuche setzen in der Regel eine exogene Metabolisierung voraus, es sei denn, die Zellen
sind in Bezug auf die Priifchemikalie metabolisch kompetent. Mit exogener Metabolisierung lassen sich die In-vivo-
Bedingungen jedoch nicht gédnzlich nachvollziehen. Es sind unbedingt Bedingungen zu vermeiden, die zu kinstlich
herbeigefithrten Positivergebnissen fithren konnten, d. h. zu Chromosomenschiden, die nicht von einer direkten
Interaktion zwischen den Priifchemikalien und den Chromosomen herrithren; zu solchen Bedingungen gehoren
Verdnderungen des pH-Wertes bzw. der Osmolalitit (8) (9) (10), eine Interaktion mit einzelnen Komponenten des
Mediums (11) (12) oder eine hochgradige Zytotoxizitit (13) (14) (15) (16).

Dieser Test dient der Feststellung von Chromosomenaberrationen infolge klastogener Vorginge. Zur Analyse von
Chromosomenaberrationen sollten Metaphasenzellen verwendet werden. Deshalb ist es wichtig, dass Zellen sowohl
in behandelten als auch in unbehandelten Kulturen die Mitose erreichen. Fiir hergestellte Nanomaterialien sind
moglicherweise spezielle Anpassungen dieser Priffmethode erforderlich, die an dieser Stelle jedoch nicht
beschrieben werden.

Bevor die Prifmethode auf ein Gemisch angewendet wird, um Daten fiir regulatorische Zwecke zu generieren,
sollte gepriift werden, ob, und, falls ja, warum sie diesbeziiglich zweckdienliche Ergebnisse liefert. Diese
Uberlegungen eriibrigen sich, wenn die Durchfithrung von Tests fir das Gemisch gesetzlich vorgeschrieben ist.
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TESTPRINZIP

Die Behandlung der Zellkulturen (humane Zellen oder andere Siugetierzellen) mit der Priifchemikalie erfolgt mit
und ohne exogene Metabolisierung, es sei denn, es werden Zellen verwendet, die iiber eine entsprechende
Stoffwechselkompetenz verfiigen (siche Nummer 13). In bestimmten vorab festgelegten Zeitabstinden werden die
Zellkulturen mit einem Spindelgift (z. B. Colcemid oder Colchicin) behandelt, geerntet und angefirbt und die
Metaphasezellen anschliefend mikroskopisch auf Chromatidentyp- und Chromosomentypaberrationen untersucht.

BESCHREIBUNG DER METHODE

Vorbereitungen

Zellen

Es konnen verschiedene Zelllinien (z. B. Ovarialzellen des chinesischen Hamsters (CHO), V79-Lungenzellen des
chinesischen Hamsters (CHL), TK6-Lungenzellen des chinesischen Hamsters (CHL)/IU) oder primire Zellkulturen,
auch menschliche Zellen oder Lymphozyten aus dem peripheren Blut von Menschen oder anderen Siugern,
verwendet werden (7). Die Wahl der verwendeten Zelllinien sollte wissenschaftlich begriindet sein. Wenn
Primirzellen verwendet werden, sollten im Interesse des Tierschutzes Primirzellen menschlichen Ursprungs in
Betracht gezogen werden, soweit dies moglich ist und die Entnahme nach humanethischen Grundsitzen und
Regeln erfolgt. Lymphozyten aus peripherem Humanblut sollte jungen (etwa 18-35 Jahre alten) Personen
entnommen werden, die Nichtraucher sind, bei denen keine Krankheit festgestellt wird und die kiirzlich nicht in
einem Umfang mit gentoxischen Substanzen (z. B. Chemikalien, ionisierende Strahlungen) in Berithrung kamen, der
die Hintergrundinzidenz von Chromosomenaberrationen erhohen wiirde. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass
die Hintergrundinzidenz von Chromosomenaberrationen niedrig und konstant ist. Die Baseline-Inzidenz von
Chromosomenaberrationen steigt mit dem Alter, wobei dieser Trend bei Frauen ausgeprigter ist als bei Mannern
(17) (18). Wenn Zellen mehrerer Spender zwecks Verwendung gepoolt werden, ist die Zahl der Spender anzugeben.
Es muss nachgewiesen werden, dass sich die Zellen zwischen Behandlungsbeginn und Zellentnahme geteilt haben.
Die Zellkulturen werden in einer Phase exponentiellen Wachstums gehalten (Zelllinien) oder zur Teilung angeregt
(primdre Lymphozytenkulturen), um Zellen in unterschiedlichen Zyklusstadien zu exponieren, da die
Empfindlichkeit der Zellstadien gegeniiber den Priifchemikalien moglicherweise nicht bekannt ist. Die Primérzellen,
die mit mitogenen Wirkstoffen zur Teilung angeregt werden miissen, werden in der Regel wihrend der Behandlung
mit der Priffchemikalie nicht weiter synchronisiert (z. B. humane Lymphozyten nach einer 48-stiindigen mitogenen
Stimulation). Die Verwendung synchronisierter Zellen wihrend der Behandlung wird nicht empfohlen, kann jedoch
zuldssig sein, sofern gerechtfertigt.

Kulturmedien und Inkubationsbedingungen

Die Kultivierung erfordert geeignete Kulturmedien und Inkubationsbedingungen (Kulturgefile, ggf. befeuchtete
Atmosphdre mit einer CO,-Konzentration von 5 %, Inkubationstemperatur von 371 °C). Zelllinien sind
routinemaflig auf Stabilitit der modalen Chromosomenzahl und Mycoplasma-Verunreinigung zu iiberpriifen (7)
(19); bei Verunreinigung oder bei verinderter modaler Chromosomenzahl sollten Zellen nicht verwendet werden.
Die normale Dauer des Zellzyklus sollte bei den gewéhlten Zelllinien oder den im Priiflabor verwendeten primaren
Kulturen bekannt sein und mit veroffentlichten Zellcharakteristiken {ibereinstimmen (20).

Vorbereitung der Kulturen

Zelllinien: Die Zellen werden aus Stammkulturen gewonnen und im Kulturmedium in einer solchen Dichte
tiberimpft, dass die Zellen in Suspensionen oder Monolayern bis zum Zeitpunkt ihrer Ernte weiterhin exponentiell
wachsen (z. B. sollte eine Konfluenz bei in Monolayern geziichteten Zellen vermieden werden).

Lymphozyten: Mit einem Antikoagulans (z. B. Heparin) behandeltes Vollblut oder separierte Lymphozyten werden
einem Kulturmedium beigegeben (z. B. im Fall von humanen Lymphozyten fiir die Dauer von 48 Stunden), das ein
Mitogen (z. B. Phytohimagglutinin (PHA) bei humanen Lymphozyten) enthilt, um eine Zellteilung vor der
Behandlung mit der Priifchemikalie herbeizufiihren.
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Stoffwechselaktivierung

Bei Zellen mit unzulinglicher endogener Stoffwechselkapazitit sollten exogene metabolisierende Systeme
verwendet werden. Das gidngigste und, sofern nicht anders begriindet, standardmifig empfohlene System, ist eine
durch Ko-Faktoren erginzte post-mitochondriale Fraktion (S9) aus der Leber von Nagetieren (in der Regel Ratten),
die mit enzyminduzierenden Agenzien wie Aroclor 1254 (21) (22) (23) oder einer Kombination aus Phenobarbiton
und p-Naphtoflavon (24) (25) (26) (27) (28) (29) vorbehandelt wurde. Letztere Kombination verstof3t nicht gegen
das Stockholmer Ubereinkommen iiber persistente organische Schadstoffe (30) und hat sich fiir die Induktion von
Multifunktionsoxidasen als ebenso wirksam wie Aroclor 1254 erwiesen (24) (25) (26) (28). Die S9-Fraktion wird
im Endmedium in der Regel in Konzentrationen von 1 bis 2 % v|v verwendet, kann jedoch auf 10 % v/v erhoht
werden. Die Verwendung von Produkten, die den Mitoseindex senken, insbesondere Komplexbildner fiir Calcium
(31), sollten wahrend der Behandlung vermieden werden. Die Wahl der Art und Konzentration des exogenen
Metabolisierungssystems oder metabolischen Agens ist moglicherweise von der Klasse der gepriiften Chemikalien
abhingig.

Vorbereitung der Priifchemikalie

Feste Priifchemikalien sollten vor der Zellbehandlung in geeigneten Losungsmitteln gelost und ggf. verdiinnt
werden (siche Nummer 23). Fliissige Priifchemikalien konnen dem Versuchssystem vor der Behandlung direkt
zugegeben und/oder verdiinnt werden. Gasformige oder fliichtige Priifchemikalien sind durch entsprechende
Modifikationen der Standardprotokolle zu priifen, z. B. durch Behandlung in hermetisch verschlossenen
Kulturgefalen (32) (33) (34). Zubereitungen der Priifchemikalie sollten kurz vor der Behandlung hergestellt werden,
es sei denn, die Chemikalie ist bei Lagerung nachweislich stabil.

Priifbedingungen

Losungsmittel

Das Losungsmittel sollte so gewdhlt werden, dass eine optimale Loslichkeit der Priifchemikalie gewahrleistet ist,
ohne dass die Durchfilhrung des Versuchs beeintrachtigt wird, z. B. durch Verinderung des Zellwachstums,
Beeintrichtigung der Integritit der Priffchemikalie, Reaktion mit Kulturgefilen, Behinderung des Metabolisie-
rungssystems. Es ist empfiehlt sich, als erste Wahl die Verwendung eines wissrigen Losungsmittels (oder
Kulturmediums) in Erwédgung zu ziehen. Griindlich erprobte Losungsmittel sind z. B. Wasser oder Dimethylsulfoxid.
Organische Losungsmittel sollten 1 % v/v und wissrige Losungsmittel (Kochsalzlosung oder Wasser) sollten 10 % v/
v im Endmedium moglichst nicht tiberschreiten. Werden weniger griindlich erprobte Losungsmittel verwendet (z. B
Ethanol oder Aceton), so ist dies durch Daten zu untermauern, die ihre Vertriglichkeit mit der Priifchemikalie und
mit dem Versuchssystem sowie ihre mangelnde Gentoxizitit in der verwendeten Konzentration belegen. Liegen
keine Daten vor, die dies belegen, sollten unbedingt unbehandelte Kontrollen (siche Anlage 1) einbezogen werden,
um nachzuweisen, dass durch die gewidhlten Losungsmittel keine schidlichen oder klastogenen Wirkungen
ausgelost werden.

Messung von Zellproliferation und Zytotoxizitit und Wahl der Behandlungskonzentrationen

Bei der Bestimmung der hochsten Konzentration der Priifchemikalie sind Konzentrationen zu vermeiden, die zu
kiinstlich positiven Reaktionen fithren koénnen, z. B. zu ibermifliger Zytotoxizitit (siche Nummer 22),
Ausfillungen im Kulturmedium (siehe Nummer 23) oder ausgeprigten Verinderungen des pH-Werts oder der
Osmolalitdt (siche Nummer 5). Sofern die Priifchemikalie zum Zeitpunkt der Zugabe den pH-Wert des Mediums
erheblich verdndert, ldsst sich dieser auch durch Zugabe eines Puffers ins Endmedium einstellen, damit kiinstlich
positive Reaktionen vermieden und geeignete Kulturbedingungen aufrechterhalten werden.

Es sind Messungen der Zellproliferation vorzunehmen, um sicherzustellen, dass wihrend des Tests eine
ausreichende Zahl behandelter Zellen eine Mitose durchlaufen hat und dass die Behandlungen auf geeigneten
Zytotoxizititsniveaus durchgefithrt werden (siehe Nummern 18 und 22). Die Zytotoxizitit sollte im Hauptversuch
mit und ohne Stoffwechselaktivierung unter Verwendung eines geeigneten Indikators fiir Zelltod und -wachstum
bestimmt werden. Wenngleich die Bewertung der Zytotoxizitit im Rahmen eines Vorversuchs niitzlich sein kann,
um eine bessere Bestimmung der im Hauptversuch verwendeten Konzentrationen vornehmen zu kénnen, ist ein
Vorversuch nicht zwingend erforderlich. Wird er durchgefiihrt, ersetzt er nicht die Messung der Zytotoxizitit im
Hauptversuch.



L 112/26 Amtsblatt der Europdischen Union 28.4.2017

Die relative Populationsverdopplung (RPD) oder die relative Erhohung der Zellzahl (RICC) sind geeignete Verfahren
zur Bewertung der Zytotoxizitdt in zytogenetischen Versuchen (13) (15) (35) (36) (55) (Formeln siche Anlage 2).
Bei Langzeitbehandlungen und Probenahmezeitpunkten nach Beginn der Behandlung, die iiber 1,5 normale
Zellzykluslangen (d. h. mehr als 3 Zellzykluslingen insgesamt) andauern, konnte es bei der RPD zu einer
Unterschdtzung der Toxizitdit kommen (37). Unter diesen Umstinden ist die RICC moglicherweise das bessere
Verfahren; anderenfalls erhilt man bei Bewertung der Zytotoxizitit nach 1,5 normalen Zellzykluslingen beim RPD-
Verfahren einen hilfreichen Schitzwert.

Bei Lymphozyten in Primirkulturen ist der Mitoseindex (MI), auch wenn er ein geeigneter Wert zur Messung
zytotoxischer|/zytostatischer Wirkungen ist, abhdngig vom Zeitpunkt der Messung nach der Behandlung, vom
verwendeten Mitogen sowie moglichen Storungen des Zellzyklus. Der MI ist jedoch zulissig, da andere Verfahren
zur Messung der Zytotoxizitit moglicherweise zu komplex und wenig praktikabel und nicht auf die Zielpopulation
der Lymphozyten anwendbar sind, die infolge der PHA-Stimulation wachsen.

Zwar sind das RICC- bzw. das RPD-Verfahren fiir Zelllinien und der MI fiir Primarkulturen von Lymphozyten die
empfohlenen Zytotoxizitdtsparameter, weitere Indikatoren (z. B. Zellintegritit, Apoptose, Nekrose, Zellzyklus)
konnten jedoch niitzliche Zusatzinformationen liefern.

Es sollten mindestens drei Versuchskonzentrationen (ausgenommen Losungsmittel und Positivkontrollen), die die
Akzeptanzkriterien erfiillen (geeignete Zytotoxizitit, Anzahl der Zellen usw.), ausgewertet werden. Unabhingig von
der Art der Zellen (Zelllinien oder Primirkulturen von Lymphozyten) konnen fiir jede tiberpriifte Konzentration
Replikat- oder Einfachkulturen verwendet werden. Wenngleich die Verwendung von Zweifachkulturen ratsam ist,
sind Einfachkulturen auch zuldssig, vorausgesetzt, es wird fiir Einfach- oder Zweifachkulturen jeweils die gleiche
Gesamt-Zellpopulation ausgewertet. Die Verwendung von Einzelkulturen ist insbesondere dann relevant, wenn
mehr als drei Konzentrationen bewertet werden (siche Nummer 31). Die Ergebnisse aus den unabhingigen
Replikatkulturen bei einer gegebenen Konzentration kénnen zu Datenanalysezwecken gepoolt werden (38). Bei
Priifchemikalien mit geringer oder ohne Zytotoxizitit sind in der Regel Konzentrationsintervalle mit zwei- bis
dreifacher Konzentration geeignet. Wenn Zytotoxizitit auftritt, sollten die Versuchskonzentrationen einen Bereich
ausgehend von dem Wert, bei dem Zytotoxizitit auftritt (siche Beschreibung unter Nummer 22), bis zu
Konzentrationen mit mafSiger und geringer oder nicht vorhandener Toxizitit umfassen. Viele Priifchemikalien
zeigen steile Konzentrations-Wirkungs-Kurven, und um Daten bei mafiiger oder geringer Toxizitdt zu erhalten oder
die Dosis-Wirkungs-Beziehung im Einzelnen auszuwerten, wird es erforderlich sein, Konzentrationen mit kleineren
Abstinden und/oder mehr als drei Konzentrationen zu verwenden (Einfach- oder Replikatkulturen), insbesondere in
Fillen, in denen ein Wiederholungsversuch erforderlich ist (siche Nummer 47).

Beruht die hochste Konzentration auf Zytotoxizitit, so sollte versucht werden, unter Verwendung der empfohlenen
Zytotoxizititsparameter (d. h. Verringerung der RICC und RPD bei Zelllinien und Verringerung des MI bei
Primirkulturen von Lymphozyten auf 45 + 5 % der gleichzeitigen Negativkontrolle) mit der hochsten
Konzentration eine Zytotoxizitdt von 55 + 5 % zu erreichen. Vorsicht ist geboten, positive Ergebnisse dahingehend
zu interpretieren, dass sie ausschlieSlich am oberen Ende dieses zytotoxischen Bereichs von 55 £ 5 % anzutreffen
sind (13).

Im Falle schwer loslicher Chemikalien, die bei Konzentrationen unterhalb der niedrigsten unldslichen Konzentration
nicht zytotoxisch sind, sollte die hochste analysierte Konzentration am Ende der Behandlung mit der Priifchemikalie
eine Trilbung oder eine mit bloSem Auge oder mithilfe eines inversen Mikroskops erkennbare Ausfillung bewirken.
Auch wenn Zytotoxizitit oberhalb der niedrigsten unloslichen Konzentration auftritt, ist es ratsam, nur eine
Konzentration zu testen, bei der es zu einer Triibung oder sichtbaren Ausfillung kommt, da kiinstliche Wirkungen
eine Folge dieser Ausfillung sein konnten. Bei der Konzentration, bei der es zu einer Ausfillung kommt, ist
unbedingt sicherzustellen, dass die Ausfillung die Durchfithrung des Versuchs nicht beeintrachtigt (z. B. Firbung
oder Auswertung). Es ist moglicherweise sinnvoll, die Loslichkeit im Kulturmedium vor dem Versuch zu
bestimmen.

Wird keine Ausfillung bzw. keine grenzwertige Zytotoxizitit beobachtet, sollte die hochste Versuchskonzentration
10 mM, 2 mg/ml oder 2 pl/ml entsprechen, je nachdem, welcher Wert der niedrigere ist (39) (40) (41). Sofern die
Zusammensetzung der Priifchemikalie nicht vorgegeben ist, es sich z. B. um einen Stoff mit unbekannter oder
schwankender Zusammensetzung, um komplexe Reaktionsprodukte oder biologische Materialien (UVCB) (42),
einen Umweltextrakt usw. handelt, muss die hochste Konzentration maoglicherweise hoher angesetzt werden (z. B.
bei 5 mg/ml), sofern keine ausreichende Zytotoxizitit vorhanden ist, um die Konzentration der einzelnen
Komponenten zu erhohen. Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass diese Anforderungen sich von denen fiir
Humanpharmazeutika unterscheiden konnen (43).
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Kontrollen

Bei jedem Zellerntezeitpunkt sind gleichzeitige Negativkontrollen (siche Nummer 15) zu beriicksichtigen, bei denen
das Behandlungsmedium lediglich Losungsmittel enthilt und die auf die gleiche Weise wie die Behandlungskulturen
behandelt werden.

Gleichzeitige Positivkontrollen miissen angelegt werden, um die Eignung des Labors zum Nachweis von
Klastogenen unter den Bedingungen des verwendeten Priifprotokolls sowie ggf. die Wirksamkeit des exogenen
Metabolisierungssystems nachzuweisen. Beispiele fiir Positivkontrollen sind Tabelle 1 zu entnehmen. Es konnen
andere geeignete Positivkontrollchemikalien verwendet werden, sofern gerechtfertigt. Da In-vitro-Tests auf
Gentoxizitdt in Sdugetierzellen ausreichend standardisiert sind, kann sich die Hinzuziehung von Positivkontrollen
auf ein Klastogen beschrinken, das eine Stoffwechselaktivierung erfordert. Unter der Voraussetzung, dass diese
einzeln durchgefiihrte Positivkontrolle zeitgleich zu dem nicht aktivierten Versuch mit derselben Behandlungsdauer
erfolgt, wird durch ihre Wirkung sowohl die Aktivitdt des Metabolisierungssystems als auch die Reaktionsfahigkeit
des Versuchssystems nachgewiesen. Im Falle einer Langzeitbehandlung (ohne S9) sollte jedoch eine gesonderte
Positivkontrolle erfolgen, da die Behandlungsdauer beim Versuch mit Stoffwechselaktivierung eine andere ist. Jede
Positivkontrolle sollte bei einer oder mehreren Konzentrationen durchgefithrt werden, die voraussichtlich eine
reproduzierbare und erkennbare Zunahme gegeniiber dem Hintergrund ergeben, womit sich die Empfindlichkeit
des Versuchssystems nachweisen ldsst (d. h. die Wirkungen sind eindeutig, lassen aber beim Ablesen nicht sofort
die Identitit der kodierten Objekttriger erkennen), und die Wirkung sollte nicht durch einen Zytotoxizititswert
beeintrichtigt werden, der die in der Priifmethode vorgegebenen Grenzen iiberschreitet.

Tabelle 1.

Zur Beurteilung der Eignung des Labors und zur Wahl der Positivkontrollen empfohlene Referenzche-

mikalien
Kategorie Chemikalie CAS-Nr.
1. Klastogene, die ohne Stoffwechselaktivierung wirken
Methylmethansulfonat 66-27-3
Mitomycin C 50-07-7
4-Nitroquinolin-N-oxid 56-57-5
Cytosinarabinosid 147-94-4

2. Klastogene, die eine Stoffwechselaktivierung erfordern

Benzo[a]pyren 50-32-8

Cyclophosphamid 50-18-0

VERFAHREN

Behandlung mit der Priifchemikalie

Proliferierende Zellen werden mit und ohne Stoffwechselaktivierungssystem mit der Priifchemikalie behandelt.
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Zeitpunkt der Zellernte

Um eine genaue Bewertung zu ermoglichen, die erforderlich wire, um auf ein negatives Ergebnis schlieffen zu
konnen, sollte jede der drei nachgenannten Versuchsbedingungen getestet werden — eine Kurzzeitbehandlung mit
und ohne Stoffwechselaktivierung und eine Langzeitbehandlung ohne Stoffwechselaktivierung (siche Nummern 43,
44 und 45):

— Die Zellen sollten 3 bis 6 Stunden lang ohne Stoffwechselaktivierung mit der Priifchemikalie behandelt werden,
wobei eine Probenahme nach Ablauf eines Zeitraums erfolgt, der etwa der 1,5-fachen Dauer des normalen
Zellzyklus nach Behandlungsbeginn entspricht (18).

— Die Zellen sollten 3 bis 6 Stunden lang mit Stoffwechselaktivierung mit der Priifchemikalie behandelt werden,
wobei eine Probenahme nach Ablauf eines Zeitraums erfolgt, der etwa der 1,5-fachen Dauer des normalen
Zellzyklus nach Behandlungsbeginn entspricht (18).

— Die Zellen sollten kontinuierlich ohne Stoffwechselaktivierung behandelt werden, wobei eine Probenahme nach
Ablauf eines Zeitraums erfolgt, der etwa der 1,5-fachen Dauer des normalen Zellzyklus entspricht. Bestimmte
Chemikalien (z. B. Nucleosidanaloge) sind moglicherweise leichter nachweisbar, wenn der Zeitraum fiir die
Behandlung/Probenahme mehr als die 1,5-fache Dauer des normalen Zellzyklus betrdgt (24).

In Fillen, in denen eine der oben genannten Versuchsbedingungen zu einem positiven Befund fithrt, kann
moglicherweise auf Untersuchungen nach den anderen Behandlungsverfahren verzichtet werden.

Chromosomenpriparation

Die Zellkulturen werden vor der Gewinnung in der Regel ein bis drei Stunden lang mit Colcemid oder Colchicin
behandelt. Fiir die Chromosomenpriparation wird jede Zellkultur gesondert geerntet und aufgearbeitet. Zur
Chromosomenpriparation gehoren die Behandlung der Zellen mit hypotoner Losung, die Fixierung und das
Anfirben. In Monolayern konnen am Ende der 3- bis 6-stiindigen Behandlung mitotische Zellen vorhanden sein
(diese sind daran zu erkennen, dass sie rund sind und sich von der Oberfliche 16sen). Da diese mitotischen Zellen
sich leicht losen, konnen sie bei Entfernung des Mediums mit der Priifchemikalie verloren gehen. Kann
nachgewiesen werden, dass verglichen mit den Kontrollen die Zahl der mitotischen Zellen erheblich zugenommen
hat, was mit hoher Wahrscheinlichkeit auf einen mitotischen Arrest hinweist, sollten die Zellen durch
Zentrifugieren gesammelt und anschlieend den Kulturen wieder zugefithrt werden, um zu vermeiden, dass Zellen
verlorengehen, die sich in der Mitose befinden und zum Zeitpunkt der Gewinnung dem Risiko einer Chromosome-
naberration ausgesetzt sind.

Analyse

Alle Objekttrager, auch die fir die Positiv- und Negativkontrollen, sollten vor der mikroskopischen Untersuchung
von unabhingiger Seite kodiert werden. Da es bei der Fixierung bei einem Teil der Metaphasezellen hiufig zum
Verlust von Chromosomen kommit, sollten die ausgewerteten Zellen daher eine Zentromerzahl enthalten, die bei
allen Zelltypen dem Modalwert £ 2 entspricht.

Es sollten mindestens 300 gut gespreitete Metaphasen je Konzentration und Kontrolle analysiert werden, um
schlussfolgern zu konnen, dass eine Priifchemikalie eindeutig negativ ist (siche Nummer 45). Die 300 Zellen sind
gleichmidfig auf die Replikate zu verteilen, sofern solche verwendet werden. Bei der Verwendung von
Einzelkulturen je Konzentration (siche Nummer 21) sollten mindestens 300 gut gespreitete Metaphasen in dieser
Einzelkultur analysiert werden. Die Analyse von 300 Zellen hat den Vorteil, dass die statistische Aussagekraft des
Versuchs erhoht wird; zudem sind dann kaum Nullwerte zu erwarten (erwartungsgemif nur 5 %) (44). Die Anzahl
der zu analysierenden Metaphasen kann verringert werden, wenn eine hohe Zahl von Zellen mit Chromosomena-
berrationen beobachtet wird und die Priifchemikalie als eindeutig positiv gilt.

Zellen mit einer oder mehreren strukturellen Chromosomenaberration(en) mit und ohne Gaps sollten analysiert
werden. Briiche und Gaps sind gemif (45) (46) in Anlage 1 definiert. Chromatidentyp- und Chromosomentypa-
berration sollten getrennt erfasst und Subtypen zugeordnet werden (Briiche, Austausche). Die im Labor
angewandten Verfahren sollten gewihrleisten, dass die Analyse von Chromosomenaberrationen von qualifizierten
Technikern ausgefithrt und ggfs. einer Peer-Review unterzogen wird.
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Obwohl es bei dem Test um den Nachweis struktureller Chromosomenaberrationen geht, ist das Auftreten von
Polyploidie und Endoreduplikation unbedingt festzuhalten (siche Nummer 2).

Kompetenz des Labors

Um ausreichende Erfahrung mit der Durchfithrung des Versuchs nachzuweisen, bevor er fiir routinemifige
Testungen angewendet wird, sollte das Labor eine Reihe von Versuchen mit positiven Referenzchemikalien
durchgefiihrt haben, die sich unterschiedlicher Mechanismen und verschiedener Negativkontrollen bedienen (unter
Verwendung verschiedener Losungsmittel/Vehikel). Die Reaktionen dieser Positiv- und Negativkontrollen sollten der
Literatur entsprechen. Dies gilt nicht fur erfahrene Laboratorien, d. h. fiir Laboratorien, die tiber eine historische
Datenbank im Sinne von Nummer 37 verfiigen.

Eine Auswahl von Positivkontrollchemikalien (siche Tabelle 1 unter Nummer 26) sollte anhand von Kurz- und
Langzeitbehandlungen ohne Stoffwechselaktivierung und dariiber hinaus anhand einer Kurzzeitbehandlung mit
Stoffwechselaktivierung untersucht werden, um die Eignung des Labors zum Nachweis klastogener Chemikalien
und zur Bestimmung der Wirksamkeit des Metabolisierungssystems zu belegen. Zum Nachweis der Empfindlichkeit
und dynamischen Bandbreite des Versuchssystems sollten mehrere Konzentrationen der ausgewéhlten Chemikalien
ausgewihlt werden, um reproduzierbare und konzentrationsbezogene Zunahmen gegeniiber dem Hintergrund zu
erhalten.

Historische Kontrolldaten

Das Labor sollte Folgendes nachweisen:

— Bereich und Verteilung historischer Positivkontrollen

— Bereich und Verteilung historischer Negativkontrollen (unbehandelt, Losungsmittel)

Beim erstmaligen Erwerb von Daten zur Verteilung einer historischen Negativkontrolle sollten gleichzeitige
Negativkontrollen veréffentlichten Kontrolldaten entsprechen, soweit solche vorhanden sind. Kommen weitere
Versuchsdaten zur Verteilung der Kontrollen hinzu, sollten gleichzeitige Negativkontrollen idealerweise innerhalb
von 95 % der Kontrollgrenzen der gewidhlten Verteilung liegen (44) (47). Die Datenbank des Labors fiir historische
Negativkontrollen sollte zundchst mit mindestens 10 Versuchen angelegt werden. Vorzugsweise sollte sie jedoch aus
mindestens 20 Versuchen bestehen, die unter vergleichbaren Versuchsbedingungen durchgefithrt wurden. Labors
sollten Qualititskontrollverfahren anwenden, wie z. B. Qualititsregelkarten (z. B. C-Karten oder X-Bar-Karten (48)),
um zu ermitteln, wie variabel ihre Positiv- und Negativkontrolldaten sind, und um nachzuweisen, dass die
Methodik in ihrem Labor ,unter Kontrolle* ist (44). Weitere Empfehlungen zu Aufbau und historischer
Datensammlungen (d. h. Kriterien fiirr die Aufnahme und den Ausschluss von Daten in bzw. aus historischen
Datensammlungen und die Akzeptanzkriterien fir einen bestimmten Versuch) sind den Literaturhinweisen zu
entnehmen (47).

Etwaige Anderungen am Versuchsprotokoll sollten auf Ubereinstimmung mit den bereits vorhandenen historischen
Kontrolldatenbanken gepriift werden. Bei grofSeren Unstimmigkeiten sollte eine neue historische Kontrolldatenbank
erstellt werden.

Daten iber Negativkontrollen sollten das Auftreten von Zellen mit Chromosomenaberrationen aus einer
Einzelkultur oder aus einer Summe von Replikatkulturen umfassen (vgl. Beschreibung unter Punkt 21).
Gleichzeitige Negativkontrollen sollten idealerweise innerhalb der Kontrollgrenzen von 95 % der gewihlten
Verteilung in der Datenbank des Labors zu historischen Negativkontrollen liegen (44) (47). Sofern gleichzeitige
Negativkontrolldaten aufSerhalb der Kontrollgrenzen von 95 % liegen, ist es zulissig, sie in die historische Kontroll-
verteilung aufzunehmen, solange es sich bei den Daten nicht um ,extreme Ausreifler” handelt und nachgewiesen
werden kann, dass das Versuchssystem ,unter Kontrolle® ist (siehe Nummer 37) und nachweislich kein technisches
oder menschliches Versagen vorliegt.
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DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Prisentation der Ergebnisse

Bewertet werden sollte der Anteil der Zellen mit struktureller Chromosomenaberration bzw. strukturellen
Chromosomenaberrationen. Chromatidentyp- und Chromosomentypaberrationen, die Subtypen zugeordnet sind
(Briiche, Austausche), sollten dabei unter Angabe ihrer Anzahl und Haufigkeit fiir Versuchs- und Kontrollkulturen
getrennt erfasst werden. Gaps werden getrennt erfasst und angegeben, aber in der Regel nicht bei der
Gesamthaufigkeit der Aberrationen beriicksichtigt. Der Anteil der Zellen mit Polyploidie undjoder Endoredu-
plikation wird angegeben, sofern beobachtet.

Erfasst werden sollten auch Mafinahmen, die in den Hauptpriifungen auf Aberrationen gleichzeitig zur Bestimmung
der Zytotoxizitdt aller behandelten und Negativ- sowie Positivkontrollkulturen durchgefithrt werden.

Die Daten firr die einzelnen Kulturen sollten erfasst dokumentiert werden. Zusitzlich sollten alle Daten in
tabellarischer Form zusammengefasst werden.

Giiltigkeitskriterien
Die Akzeptanz eines Versuchs beruht auf folgenden Kriterien:

— Die Aufnahme der gleichzeitigen Negativkontrolle in die Datenbank des Labors fiir historische Negativkontrollen
gilt als zuldssig, wenn sie der Beschreibung unter Nummer 39 entspricht.

— Gleichzeitige Positivkontrollen (siche Nummer 26) sollten Reaktionen hervorrufen, die mit den Reaktionen
kompatibel sind, die in der Datenbank fiir historische Positivkontrollen erzeugt werden, und, verglichen mit den
gleichzeitigen Negativkontrollen, eine statistisch signifikante Zunahme aufweisen.

— Die Kriterien fiir die Zellproliferation in der Losungsmittelkontrolle sollten erfiillt sein (Nummern 17 und 18).

— Es wurden alle drei Versuchsbedingungen getestet, es sei denn, eine fihrte zu positiven Ergebnissen (siche
Nummer 28).

— Eine angemessene Zahl an Zellen und Konzentrationen ist analysierbar (Nummern 31 und 21).

— Die Kriterien fur die Auswahl der hochsten Konzentration entsprechen den Kriterien unter den Nummern 22,
23 und 24.

Auswertung und Interpretation der Ergebnisse

Unter der Voraussetzung, dass alle Akzeptanzkriterien erfullt sind, gilt eine Priffchemikalie als eindeutig positiv,
wenn bei einer der getesteten Versuchsbedingungen (siche Nummer 28):

a) mindestens eine der Versuchskonzentrationen, verglichen mit der gleichzeitigen Negativkontrolle, eine statistisch
signifikante Zunahme aufweist,

b) die Zunahme bei der Bewertung anhand eines geeigneten Trendtests dosisabhingig ist,

c) eines der Ergebnisse aufSerhalb der Verteilung der historischen Negativkontrolldaten liegt (z. B. auf einer Poisson-
Verteilung beruhende Kontrollgrenzen von 95 %, siche Nummer 39).

Sind all diese Kriterien erfiillt, wird davon ausgegangen, dass die Priifchemikalie Chromosomenaberrationen in
Saugerzellkulturen in diesem Versuchssystem auslosen kann. Fir Empfehlungen zu den am besten geeigneten
statistischen Methoden siehe Literaturhinweise (49) (50) (51).

Unter der Voraussetzung, dass alle Akzeptanzkriterien erfullt sind, gilt eine Priifchemikalie als eindeutig negativ,
wenn in allen getesteten Versuchsbedingungen (siche Punkt 28):

a) keine der Versuchskonzentrationen, verglichen mit der gleichzeitigen Negativkontrolle, eine statistisch
signifikante Zunahme aufweist,
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b) bei der Bewertung anhand eines geeigneten Trendtests keine dosisabhidngige Zunahme erfolgt ist,

c) alle Ergebnisse innerhalb der Verteilung der historischen Negativkontrolldaten liegen (z. B. auf einer Poisson-
Verteilung beruhende Kontrollgrenzen von 95 %, siche Nummer 39).

Es wird dann davon ausgegangen, dass die Priifchemikalie keine Chromosomenaberrationen in Siugerzellkulturen
in diesem Versuchssystem auslosen kann.

Bei einer eindeutig positiven oder negativen Reaktion ist eine Verifizierung nicht erforderlich.

In den Fillen, in denen die Reaktion, wie oben beschrieben, weder eindeutig negativ noch eindeutig positiv ist, oder
um die biologische Relevanz eines Ergebnisses zu untermauern, sollten die Daten durch eine fachkundige
Beurteilung und/oder anhand weiterer Untersuchungen bewertet werden. Die Auswertung (ggf.) weiterer Zellen
oder die Durchfithrung eines Wiederholungsversuchs, moglicherweise unter verinderten Versuchsbedingungen
(z. B. Abstinde der Konzentrationen, andere Metabolisierungsbedingungen (d. h. Konzentration (S9) oder Herkunft
(S9)), konnten hilfreich sein.

In seltenen Fillen ldsst der Datensatz selbst nach weiteren Untersuchungen keine definitive Schlussfolgerung zu
positiven oder negativen Ergebnissen zu; in diesem Fall wird die Reaktion der Priifchemikalie als unschliissig
eingestuft.

Eine zahlenmifige Zunahme der polyploiden Zellen deutet moglicherweise darauf hin, dass die Priifchemikalie
mitotische Prozesse zu hemmen und numerische Chromosomenaberrationen hervorzurufen vermag (52). Eine
zahlenmifSige Zunahme der Zellen mit endoreduplizierten Chromosomen ist moglicherweise ein Anzeichen dafiir,
dass die Priifchemikalie die Zellzyklusprogression zu hemmen vermag (53) (54) (siche Nummer 2). Die Inzidenz
von polyploiden Zellen und Zellen mit endoreduplizierten Chromosomen sollte daher getrennt erfasst werden.

Priifbericht

Der Priifbericht muss folgende Angaben enthalten:

Priifchemikalie:

— Herkunft, Partienummer, ggf. begrenztes Verwendungsdatum;

— Stabilitdt der Priifchemikalie, falls bekannt;

— Loslichkeit und Stabilitdt der Priifchemikalie in Losungsmittel, falls bekannt;

— Messung des pH-Werts, Osmolalitit und ggf. Niederschlag im Kulturmedium, dem die Priifchemikalie
zugegeben wurde.

Einkomponentiger Stoff:
— Ausschen, Wasserloslichkeit und weitere relevante physikalisch-chemische Eigenschaften;

— chemische Bezeichnung, wie z. B. [UPAC- oder CAS-Bezeichnung, CAS-Nummer, SMILES- oder InChI-Code,
Strukturformel, Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, falls zutreffend und praktisch
durchfihrbar usw.

Mehrkomponentiger Stoff, UVCB-Stoffe und Gemische:

— So weit wie moglich charakterisiert durch die chemische Zusammensetzung (siche oben), das quantitative
Vorkommen und die relevanten physikalisch-chemischen Eigenschaften der einzelnen Komponenten.

Losungsmittel:
— Begriindung der Wahl des Losungsmittels.

— Der Anteil des Losungsmittels im Endmedium sollte ebenfalls angegeben werden.
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Zellen:

— Typ und Herkunft der Zellen;

— Karyotypmerkmale und Eignung des verwendeten Zelltyps;

— bei Zelllinien: Nichtvorhandensein von Mycoplasma;

— bei Zelllinien: Angaben iiber die Dauer des Zellzyklus, Verdopplungszeit oder Proliferationsindex;

— Geschlecht der Blutspender, Alter und sachdienliche Informationen zum Spender, Vollblut oder separierte
Lymphozyten, verwendetes Mitogen;

— bei Zelllinien: ggf. Passagenanzahl;

— bei Zelllinien: ggf. zum Erhalt der Zellkultur verwendete Verfahren;

— bei Zelllinien: Modalwert der Chromosomen.

Priifbedingungen:

— Bezeichnung der Spindelgifte, deren Konzentration und Dauer der Zellexposition;

— Konzentration der Priifchemikalie, ausgedriickt als Endkonzentration im Kulturmedium (z. B. pg oder mg/ml
oder mM des Kulturmediums).

— Begriindung der Wahl der Konzentrationen und der Anzahl der Kulturen, darunter z. B. Angaben zur
Zytotoxizitdt und Loslichkeitsgrenze;

— Medienzusammensetzung, ggf. CO,-Konzentration, Feuchtigkeit;

— Konzentration (und/oder Volumen) des Losungsmittels und der beigegebenen Priifchemikalie;
— Inkubationstemperatur;

— Inkubationszeit;

— Behandlungsdauer;

— Zeitpunkt der Gewinnung nach der Behandlung;

— ggf. Zelldichte bei der Beimpfung;

— Art und Zusammensetzung des Stoffwechselaktivierungssystems (Herkunft von S9, Zubereitungsmethode des
S9-Gemisches, Konzentration oder Volumen des S9-Gemisches und S9 im Endmedium, Qualititskontrollen von
S9);

— Chemikalien der Positiv- und Negativkontrollen, Endkonzentrationen fiir die jeweiligen Behandlungsbe-
dingungen;

— Methoden zur Priparation des Objekttragers und verwendete Farbetechnik;
— Akzeptanzkriterien fiir Versuche;

— Kriterien fur die Auswertung der Aberrationen;

— Anzahl der analysierten Metaphasen;

— Methoden zur Bestimmung der Zytotoxizitat;

— evtl. zusidtzliche Angaben zur Zytotoxizitit und zum verwendeten Verfahren;
— Kriterien zur Einstufung der Studien als positiv, negativ oder nicht eindeutig;

— Methoden zur Bestimmung von pH-Wert, Osmolalitit und Ausfallung.
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Ergebnisse:

— Anzahl der behandelten Zellen und Anzahl der je Kultur geernteten Zellen, sofern Zelllinien verwendet werden
— Bestimmung der Zytotoxizitit, z. B. RPD, RICC, MI, ggf. andere Beobachtungen;

— Informationen zu Zellzyklusdauer, Verdopplungsdauer oder Proliferationsindex im Fall von Zelllinien;

— Ausfillungszeichen und Bestimmungszeit;

— Definition fiir Aberrationen, einschlieflich Gaps;

— Anzahl der ausgewerteten Zellen, Anzahl der Zellen mit Chromosomenaberrationen mit getrennter Angabe des
Chromosomenaberrationstyps fiir jede behandelte Kultur und Kontrollkultur, mit und ohne Gaps;

— ggf. beobachtete Verinderungen der Ploidie (gesonderte Angabe von polyploiden Zellen und Zellen mit
endoreduplizierten Chromosomen);

— nach Moglichkeit Dosis-Wirkungs-Verhaltnis;

— Daten zu gleichzeitigen Negativ-(Losungsmittel-)Kontrollen und Positivkontrollen (Konzentrationen und
Losungsmittel);

— Daten zu historischen Negativ-(Losungsmittel-)Kontrollen und Positivkontrollen mit Bereichen, Mittelwerten
und Standardabweichungen und 95 %-Grenzen fiir die Verteilung sowie Anzahl der Datensitze.

— ggf. statistische Analysen, p-Werte.
Diskussion der Ergebnisse.
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Anlage 1

DEFINITIONEN

Aneuploidie: Abweichung von der normalen diploiden (oder haploiden) Chromosomenzahl durch ein einziges
Chromosom oder mehr, nicht aber durch einen ganzen (oder mehrere) Chromosomensatz/-sitze (Polyploidie).

Apoptose: programmierter Zelltod, der durch eine Reihe von Schritten charakterisiert ist, an deren Ende ein
Schrumpfen von Zellen zu membrangebundenen Partikeln steht, die schlieSlich durch Phagozytose oder Shedding
abgebaut werden.

Chemikalie: ein Stoff oder ein Gemisch.
Chromatidbruch: Diskontinuitit in einem einzelnen Chromatid mit eindeutiger Dislokation eines der Bruchstiicke.

Chromatid-Gap: nicht gefirbter Bereich (achromatische Lision) eines einzelnen Chromatids mit minimaler
Dislokation eines der Bruchstiicke.

Chromatidentypaberration: strukturelle Chromsomenanomalie, —gekennzeichnet durch Bruch einzelner
Chromatiden oder Bruch und Reunion zwischen Chromatiden.

Chromosomentypaberration: strukturelle Chromosomenanomalie, gekennzeichnet durch Bruch oder Bruch und
Reunion beider Chromatiden an gleicher Position.

Endoreduplikation: Prozess, bei dem der Kern nach einer S-Phase der DNA-Replikation keine Mitose durchliuft,
sondern in eine weitere S-Phase eintritt. Das Ergebnis sind Chromosomen mit 4, 8, 16, ... Chromatiden.

Genotoxisch: allgemeiner Begriff, der alle Typen von DNA- oder Chromosomenschiddigungen umfasst,
einschliefSlich Briichen, Deletionen, Addukten, Nukleotidmodifikationen und -verkniipfungen, Rearrangements,
Genmutationen, Chromosomenaberrationen sowie Aneuploidie. Nicht alle genotoxischen Effekte fithren zu
Mutationen oder stabilen Chromosomenschiden.

Klastogen: Chemikalie, die strukturelle Chromosomenaberrationen in Zellpopulationen oder eukaryontischen
Organismen auslost.

Konzentrationen: bezichen sich auf Endkonzentrationen der Priifchemikalie im Kulturmedium.

Losungsmittelkontrolle: allgemeiner Begriff zur Bezeichnung der Kontrollkulturen, die nur mit dem
Losungsmittel behandelt werden, das verwendet wird, um die Priifchemikalie zu losen.

Mitose: Teilung des Zellkerns, die in der Regel in Prophase, Prometaphase, Metaphase, Anaphase und Telophase
gegliedert ist.

Mitoseindex (MI): Anteil der Zellen einer Zellpopulation, die sich zum Beobachtungszeitpunkt in Metaphase
befinden; zugleich Hinweis auf den Grad der Zellproliferation in dieser Population.

Mutagen: Ausloser einer Erbgutverinderung der DNA-Basenpaarsequenz(en) in Genen oder in der Chromosomen-
struktur (Chromosomenaberrationen).

Numerische Aberration: Abweichung der Chromosomenzahl vom Normalwert, der fiir die verwendeten Zellen
charakteristisch ist.

p53-Status: Das p53-Protein ist an der Regulierung des Zellzyklus, Apoptose und DNA-Reparatur beteiligt. Zellen,
denen ein funktionales p53-Protein fehlt und die nicht in der Lage sind, den Zellzyklus aufzuhalten oder
beschidigte Zellen iber Apoptose oder andere Mechanismen (z. B. Einleitung einer DNA-Reparatur) im
Zusammenhang mit Aufgaben des p53-Proteins als Reaktion auf DNA-Schiden zu beseitigen, sollten theoretisch
eher zu Genmutationen oder Chromosomenaberrationen neigen.

Polyploidie: zahlenmifSige Chromosomenaberrationen in Zellen oder Organismen, von denen ein oder mehrere
ganze Chromosomensitze betroffen sind, im Gegensatz zur Aneuploidie, bei der nur ein oder mehrere einzelne
Chromosomen betroffen sind.
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Priifchemikalie: Stoff oder Gemisch, der bzw. das nach dieser Priifmethode getestet wird.

Relative Erhohung der Zellzahl (RICC): zahlenmifige Zunahme von Zellen in Kulturen, die mit der Chemikalie
behandelt sind, verglichen mit der Zunahme in nicht behandelten Kulturen, ausgedriickt als Prozentanteil.

Relative Populationsverdopplung (RPD): Zunahme der Anzahl an Populationsverdopplungen in Kulturen, die
mit der Chemikalie behandelt sind, verglichen mit der Zunahme in nicht behandelten Kulturen, ausgedriickt als
Prozentanteil.

S9-Leberfraktion: Uberstand des Leberhomogenats nach Zentrifugieren bei 9 000g, d. h. Rohleberextrakt.

S9-Gemisch: Gemisch aus der S9-Leberfraktion und fiir die metabolische Enzymaktivitit notwendigen Ko-
Faktoren.

Strukturelle Aberration: Verinderung der Chromosomenstruktur, nachweisbar durch mikroskopische
Untersuchung des Metaphase-Stadiums der Zellteilung, duflert sich in Form von Deletionen und Fragmenten,
intrachromosomalen oder reziproken Translokationen.

Unbehandelte Kontrollen: Kulturen, die nicht behandelt werden (d. h. weder mit der Priifchemikalie noch mit
Losungsmittel), jedoch gleichzeitig in gleicher Weise aufgearbeitet werden wie die Kulturen, die mit der
Priifchemikalie behandelt werden.

Zellproliferation: Zunahme der Anzahl von Zellen als Ergebnis der mitotischen Zellteilung.

Zytotoxizitdt: Fir die Zwecke der unter diese Priifmethode fallenden Versuche, bei denen Zelllinien zum Einsatz
kommen, bezeichnet Zytotoxizitit eine Verringerung der relativen Populationsverdopplung (RPD) bzw. eine relative
Erhohung der Zellzahl (RICC) der behandelten Zellen, verglichen mit der Negativkontrolle (siche Nummer 17 und
Anlage 2). Fir die Zwecke der unter dieser Prifmethode fallenden Versuche, bei denen Primirkulturen von
Lymphozyten zum Einsatz kommen, bezeichnet Zytotoxizitit eine Verringerung des Mitoseindex (MI) der
behandelten Zellen, verglichen mit der Negativkontrolle (siche Nummer 18 und Anlage 2).
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Anlage 2

FORMELN ZUR BEWERTUNG DER ZYTOTOXIZITAT

Mitoseindex (MI):

Zahl der mitotischen Zellen
Gesamtzahl ausgewerteter Zellen

MI(%) = x 100

Die relative Erhohung der Zellzahl (RICC) oder die relative Populationsverdopplung (RPD) wird empfohlen,
da bei beiden der Anteil der Zellpopulation beriicksichtigt wird, der eine Teilung durchlaufen hat.

( zahlenmafige Zunahme von Zellen in behandelten Kulturen(Ende-Beginn))

RICC(%) = 100
%) ( zahlenmidfige Zunahme von Zellen in Kontrollkulturen(Ende-Beginn)) x
o« (Anzahl von Populationsverdopplungen in behandelten Kulturen)
RPD(%) = (Anzahl von Populationsverdopplungen in Kontrollkulturen) x 100
Dabei gilt:

Populationsverdopplung = [log ((Zellzahl nach Behandlung + Anféingliche Zellzahl)] + log 2

Beispielsweise deutet eine RICC oder eine RPD von 53 % auf eine Zytotoxizitit/Zytostase von 47 % hin, und eine
anhand des MI gemessene Zytotoxizitdt/Zytostase von 55 % bedeutet, dass der tatsichliche MI zu 45 % aufler
Kontrolle ist.

In jedem Fall sollte die Groe der Zellpopulation vor der Behandlung ermittelt werden; Gleiches gilt fur behandelte
Kulturen und Negativkontrollkulturen.

Wenngleich der RCC-Wert (d. h. die in behandelten Kulturen/Zellzahl in Kontrollkulturen) in der Vergangenheit als
Bestimmungsgrofe fiir die Zytotoxizitdt herangezogen wurde, wird er nicht mehr empfohlen, da er zu einer
Unterschitzung der Toxizitét fithren kann.

Bei den Negativkontrollkulturen sollte die Populationsverdopplung der Anforderung gerecht werden, dass
Zellprobenahmen nach der Behandlung zu einem Zeitpunkt erfolgen miissen, der etwa der 1,5-fachen Dauer des
normalen Zellzyklus entspricht, und der Mitoseindex sollte so hoch liegen, dass man eine ausreichend hohe
Zellzahl erhilt, die die Mitose erreicht, und zuverldssig mit einer 50 %igen Verringerung kalkulieren kann.”

(4) In Teil B erhalt Kapitel B.11 folgende Fassung:

,B.11 Test auf Chromosomenaberrationen in Knochenmarkzellen von Siugetieren

EINLEITUNG

Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie 475 (2016). Sie ist Teil einer Serie von Priifmethoden zur
genetischen Toxikologie. Es wurde ein OECD-Dokument erstellt, das kurz gefasste und hilfreiche Informationen zu
Untersuchungen zur genetischen Toxikologie sowie eine Ubersicht iiber die jiingsten Anderungen dieser
Priifrichtlinien enthilt (1).

Der In-vivo-Test auf Chromosomenaberrationen in Knochenmarkzellen von Saugetieren ist vor allem fir die
Bewertung der Genotoxizitit relevant, da trotz artenspezifischer Unterschiede bestimmte Faktoren den In-vivo-
Stoffwechsel, die Pharmakokinetik und die DNA-Reparaturprozesse beeinflussen und zu den Reaktionen beitragen.
Ein In-vivo-Versuch ist ferner hilfreich fiir weitere Untersuchungen zu gentoxischen Wirkungen, die in einem In-
Vitro-System nachgewiesen wurden.
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Der In-vivo-Test auf Chromosomenaberrationen in Sdugetierzellen dient dem Nachweis von strukturellen Chromoso-
menaberrationen, die von Priifchemikalien in Knochenmarkzellen von Siugetieren, in der Regel Nagetieren,
ausgelost werden (2) (3) (4) (5). Dabei ist zwischen strukturellen Chromosomentyp- und strukturellen Chromatiden-
typaberrationen zu unterscheiden. Bei der Mehrzahl der auf gentoxischen Chemikalien beruhenden Mutagene sind
die Aberrationen dem Chromatidentyp zuzuordnen, doch kommen auch Chromosomentypaberrationen vor.
Chromosomenschdden und damit zusammenhingende Prozesse sind die Ursache fiir zahlreiche humangenetische
Erkrankungen, und es gibt wesentliche Anhaltspunkte dafiir, dass diese Schdden und Prozesse, wenn sie
Verdnderungen an Onkogenen und Tumorsuppressorgenen auslosen, an der Entstehung von Krebs beim Menschen
und in Versuchssystemen beteiligt sind. Polyploidie (einschlieSlich Endoreduplikation) kénnte bei In-vivo-Versuchen
zum Nachweis von Chromosomenaberrationen entstehen. Eine Polyploidie an sich ist jedoch kein Hinweis auf ein
aneugenisches Potenzial und weist moglicherweise nur auf Storungen des Zellzyklus oder Zytotoxizitit hin. Dieser
Test dient nicht der Messung der Aneuploidie, zu deren Nachweis ein In-vivo-Erythrozyten-Mikrokerntest bei
Sdugern (vgl. Kapitel B.12 dieses Anhangs) oder der In-vitro-Mikronukleustest an Sdugetierzellen (vgl. Kapitel B.49
dieses Anhangs) empfohlen wiirden.

Fiir Definitionen der verwendeten Begriffe siche Anlage 1.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN

Bei dieser Priffung werden routinemifiig Nagetiere eingesetzt, aber auch andere Arten konnen in einigen Fillen
geeignet sein, sofern dies wissenschaftlich gerechtfertigt wird. Zielgewebe bei dieser Priifung ist das Knochenmark,
da es sich um ein gefifreiches Gewebe mit einer Population rasch proliferierender Zellen handelt, die sich leicht
isolieren und aufarbeiten lassen. Die Verwendung anderer Versuchstiere als Ratten und Miuse sollte im Bericht
wissenschaftlich begriindet werden. Sofern andere Versuchstiere als Nagetiere verwendet werden, wird empfohlen,
Chromosomenaberrationen in Knochenmarkzellen im Rahmen anderer geeigneter Toxizitdtstests zu messen.

Soweit es Anhaltspunkte dafiir gibt, dass die Priifchemikalie(n) oder (ein) reaktive® Metabolit(en) das Zielgewebe
nicht erreicht bzw. erreichen, ist dieser Test nicht geeignet.

Bevor die Priifmethode auf ein Gemisch angewendet wird, um Daten fiir Regulierungszwecke zu generieren, sollte
gepriift werden, ob, und falls ja, warum sie fiir diese Zwecke geeignete Ergebnisse liefert. Diese Uberlegungen
eriibrigen sich, wenn die Durchfithrung von Tests fiir das betreffende Gemisch gesetzlich vorgeschrieben ist.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

Die Priifchemikalie wird den Tieren iiber einen geeigneten Expositionsweg verabreicht; letztere werden nach der
Behandlung zu einem angemessenen Zeitpunkt human getotet. Vor der Totung werden die Tiere mit einem
Spindelgift (z. B. Colchicin oder Colcemid) behandelt. Anschliefend werden aus den Knochenmarkzellen
Chromosomen prépariert und angefirbt, und die Metaphasezellen werden auf Chromosomenaberrationen
untersucht.

UBERPRUFUNG DER EIGNUNG DES LABORS

Eignungspriifungen

Um ausreichende Erfahrung mit der Durchfithrung des Versuchs nachzuweisen, bevor er fiir routinemifige
Testungen angewendet wird, sollte das Labor seine Fihigkeit zur Reproduktion erwarteter Ergebnisse aus
veroffentlichten Daten (z. B. (6)) iiber Chromosomenaberrationshiufigkeiten mit mindestens zwei Positivkontroll-
chemikalien (einschlieRlich durch geringe Dosen positiver Kontrollen ausgeloste schwache Reaktionen), wie in
Tabelle 1 aufgelistet, und mit kompatiblen Vehikel-/Losungsmittelkontrollen demonstriert haben (siehe Nummer
22). In diesen Versuchen sollten Dosierungen verwendet werden, mit denen reproduzierbare und dosisabhingige
Zunahmen erzielt werden und die die Empfindlichkeit und dynamische Bandbreite des Versuchssystems im
untersuchten Gewebe (Knochenmark) demonstrieren, wobei nach der die im Labor normalerweise angewandten
Auswertungsmethode vorgegangen werden sollte. Diese Anforderung gilt nicht fiir erfahrene Laboratorien, d. h. fir
Laboratorien, die iiber eine historische Datenbank im Sinne der Nummern 10-14 verfiigen.
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Historische Kontrolldaten

Im Rahmen der Eignungspriifungen sollte das Labor Folgendes nachweisen:
— Bereich und Verteilung historischer Positivkontrollen und

— Bereich und Verteilung historischer Negativkontrollen.

Beim erstmaligen Erwerb von Daten zur Verteilung einer historischen Negativkontrolle sollten gleichzeitige
Negativkontrollen mit verdffentlichten Kontrolldaten iibereinstimmen, soweit solche vorhanden sind. Kommen
weitere Versuchsdaten zur Verteilung der historischen Kontrollen hinzu, sollten gleichzeitige Negativkontrollen
idealerweise innerhalb der 95 %-Kontrollgrenze dieser Verteilung liegen. Die Datenbank des Labors fiir historische
Negativkontrollen sollte statistisch robuste Werte enthalten, die gewihrleisten, dass das Labor in der Lage ist, die
Verteilung seiner Negativkontrolldaten zu bewerten. Nach der Literatur reicht moglicherweise ein Minimum von
10 Versuchen aus, doch wird empfohlen, unter vergleichbaren Versuchsbedingungen mindestens 20 Versuche
durchzufithren. Laboratorien sollten Qualititskontrollverfahren wie Qualitdtsregelkarten (z. B. C-Karten oder X-Bar-
Karten (7)) anwenden, um zu ermitteln, wie variabel ihre Daten sind, und um nachzuweisen, dass die Methodik in
ihrem Labor ,unter Kontrolle* ist. Fir weitere Empfehlungen zu Aufbau und Verwendung historischer
Datensammlungen (d. h. Kriterien fiir die Aufnahme und den Ausschluss von Daten in bzw. aus historischen
Datensammlungen und die Akzeptanzkriterien fiir einen bestimmten Versuch) siehe Literaturhinweise (8).

Soweit das Labor wihrend der Eignungspriifungen (siche Nummer 9) nicht geniigend Versuche abschliefit, um eine
statistisch robuste Verteilung der Negativkontrollen zu demonstrieren (siche Punkt 11), kann die Verteilung auch
wiahrend der ersten routinemafiigen Tests erstellt werden. Diese Vorgehensweise sollte sich an den Literaturemp-
fehlungen orientieren (8), und die bei diesen Versuchen erzielten Negativkontrollergebnisse sollten mit
veroffentlichten Negativkontrolldaten iibereinstimmen.

Etwaige Anderungen am Versuchsprotokoll sollten hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf die resultierenden Daten
gepriift werden, die mit den bereits vorhandenen Labordaten iiber historische Kontrollen iibereinstimmen miissen.
Nur bei groferen Unstimmigkeiten sollte eine neue Datenbank fiir historische Kontrollen erstellt werden, soweit
eine fachkundige Beurteilung ergibt, dass eine Abweichung von der vorherigen Verteilung besteht (siehe Nummer
11). Wiahrend der Neuerstellung muss fiir die Durchfithrung eines aktuellen Versuchs ggfs. keine vollstindige
Datenbank mit Negativkontrollen vorhanden sein, vorausgesetzt, dass Labor kann nachweisen, dass seine Werte aus
gleichzeitigen Negativkontrollen entweder mit seiner vorangegangenen Datenbank oder mit den entsprechenden
veroffentlichten Daten iibereinstimmen.

Daten iiber Negativkontrollen sollten das Vorkommen struktureller Chromosomenaberrationen (ohne Gaps) bei
jedem Tier umfassen. Gleichzeitige Negativkontrollen sollten idealerweise innerhalb der 95 %-Kontrollgrenzen der
gewihlten Verteilung in der Datenbank des Labors fiir historische Negativkontrollen liegen. Sofern Daten zu
gleichzeitigen Negativkontrollen auflerhalb der 95 %-Kontrollgrenzen liegen, ist es zuldssig, sie in die historische
Kontrollverteilung aufzunehmen, solange es sich bei den Daten nicht um ,extreme Ausreifferhandelt und
nachgewiesen werden kann, dass das Versuchssystem, unter Kontrolle ist (siche Nummer 11) und kein Hinweis auf
technisches oder menschliches Versagen vorliegt.

BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE

Vorbereitungen

Auswahl der Tierart

Es sollten junge, gesunde und geschlechtsreife Tiere der iblichen Labortierstimme zum Einsatz kommen.
Gewohnlich werden Ratten verwendet, doch kommen auch Miduse in Frage. Es konnen auch andere geeignete
Sdugetierarten verwendet werden, sofern dies im Bericht wissenschaftlich begriindet wird.
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Haltungs- und Fiitterungsbedingungen

Bei Nagern sollte die Temperatur im Versuchstierraum 221 °C (¢ 31 °C) betragen. Die relative Luftfeuchte sollte
vorzugsweise bei 50 bis 60 % liegen, mindestens aber 40 % betragen und aufler bei Reinigung des Raumes 70 %
nicht tibersteigen. Der Raum sollte kiinstlich beleuchtet sein, mit Hell-/Dunkelphasen im 12-Stunden-Rhythmus. An
die Versuchstiere kann herkdmmliches Laborfutter verfiittert werden, wobei eine unbegrenzte Trinkwasser-
versorgung zu gewihrleisten ist. Die Wahl des Futters kann dadurch beeinflusst werden, dass es sich fur die
Beimischung einer Priifchemikalie eignen muss, wenn diese iiber das Futter verabreicht wird. Nagetiere konnen in
kleinen Gruppen von Tieren gleichen Geschlechts und der gleichen Behandlungsgruppen untergebracht werden
(maximal fiinf pro Kifig), sofern kein aggressives Verhalten zu erwarten ist, vorzugsweise in Kifigen mit festem
Boden und entsprechender Ausgestaltung des Lebensumfelds. Die Tiere diirfen nur dann einzeln untergebracht
werden, wenn dies wissenschaftlich gerechtfertigt ist.

Vorbereitung der Tiere

In der Regel werden junge, gesunde und geschlechtsreife Tiere verwendet (bei Nagetieren vorzugsweise Tiere, die zu
Behandlungsbeginn 6 bis 10 Wochen alt sind, wobei etwas iltere Tiere auch zulissig sind), die den Kontroll- und
Behandlungsgruppen nach dem Zufallsprinzip zuzuordnen sind. Die Tiere werden nach einer humanen,
minimalinvasiven Methode (z. B. durch Anbringen von Ringen, Kennmarken, Mikrochips oder biometrisch, nicht
jedoch durch Kupieren der Ohren oder Zehen) einzeln gekennzeichnet. Die Tiere werden iiber einen Zeitraum von
mindestens fiinf Tagen unter Laborbedingungen eingewdhnt. Die Kifige sind so anzuordnen, dass etwaige standort-
bedingte Auswirkungen minimal sind. Kreuzkontaminationen zwischen Positivkontrolle und Priifchemikalie sind zu
vermeiden. Zu Beginn der Studie sollten die Korpergewichtsunterschiede zwischen den behandelten Tiere maoglichst
gering sein und um nicht mehr als + 20 % vom Durchschnittsgewicht des jeweiligen Geschlechts abweichen.

Vorbereitung der Dosierung

Feste Priifchemikalien sollten vor ihrer Verabreichung an die Tiere in geeigneten Losungsmitteln oder Vehikeln
gelost oder suspendiert oder dem Futter oder Trinkwasser beigemischt werden. Fliissige Priifchemikalien kénnen
direkt verabreicht oder zuvor verdinnt werden. Bei Exposition durch Inhalation kénnen die Priifchemikalien je
nach physikalisch-chemischen Eigenschaften als Gase, Dimpfe oder festes/fliissiges Aerosol verabreicht werden. Es
sind frische Zubereitungen der Priifchemikalie zu verwenden, es sei denn, deren die Stabilitit bei Lagerung ist
erwiesen und die geeigneten Lagerbedingungen sind vorgegeben.

Losungsmittel/Vehikel

Das Losungsmittel/Vehikel sollte bei den gewihlten Dosisstufen keine toxischen Wirkungen hervorrufen und nicht
in Verdacht stehen, mit den Priifchemikalien eine chemische Reaktion einzugehen. Werden keine gingigen
Losungsmittel/Vehikel verwendet, so sind Referenzdaten iiber ihre Kompatibilitit beizubringen. Es empfiehlt sich,
wann immer moglich zunichst die Verwendung eines wissrigen Losungsmittels/Vehikels in Erwdgung zu ziehen.
Beispiele fiir gingige, kompatible Losungsmittel/Vehikel sind Wasser, physiologische Kochsalzlosung, Methylcellulo-
selosung, Carboxymethylcellulose-Natriumsalzlosung, Olivendl und Maisol. Liegen keine historischen oder
veroffentlichten Kontrolldaten vor, aus denen hervorgeht, dass keine strukturellen Aberrationen oder anderen
schidlichen Wirkungen von einem gewihlten, nicht gingigen Losungsmittel/Vehikel ausgehen, sollte ein Vorversuch
durchgefiihrt werden, der die Eignung des Losungsmittels/Vehikels belegt.

Kontrollen

Positivkontrollen

Jeder Versuch sollte eine Gruppe von Tieren umfassen, die mit einer Positivkontrollchemikalie behandelt wurden.
Darauf kann moglicherweise verzichtet werden, wenn das Priiflabor seine Eignung zur Durchfithrung des Tests
demonstriert und eine Serie historischer Positivkontrollen nachgewiesen hat. Umfasst der Versuch keine
gleichzeitige Positivkontrolle, sollten Auswertungskontrollen (fixierte und nicht angefarbte Objekttriger) einbezogen
werden. Dazu eignen sich Referenzproben, die im Rahmen eines separaten Positivkontrollversuchs, der in dem
Labor, das den Versuch durchfiihrt, in regelmifigen Zeitabstinden (z. B. alle 6 bis 18 Monate) durchgefithrt wird
(z. B. bei Eignungspriifungen und danach ggf. auf regelmifiger Basis), entnommen und gelagert wurden.
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Positivkontrollchemikalien sollten zuverldssig bewirken, dass die Hiufigkeit der Zellen mit Chromosomenaber-
rationen gemessen an der spontan entstehenden Zellmenge nachweislich zunimmt. Positivkontrolldosen sollten so
gewihlt werden, dass die Wirkungen eindeutig sind, aber beim Ablesen nicht sofort die Identitit der kodierten
Proben erkennen lassen. Es ist vertretbar, dass die Positivkontrolle im Rahmen eines anderen Behandlungsplans auf
anderem Wege als die Priifchemikalie verabreicht wird und nur eine einzige Probenahme erfolgt. Ggf. konnte eine
zusitzliche Positivkontrolle verwendet werden, die derselben chemischen Klasse angehort wie die Priifchemikalie.
Fir Beispiele fiir Positivkontrollchemikalien siehe Tabelle 1.

Tabelle 1

Beispiele fiir Positivkontrollchemikalien

Chemikalie CAS-Nr.
Ethylmethansulfonat 62-50-0
Methylmethansulfonat 66-27-3
Ethylnitrosoharnstoff 759-73-9
Mitomycin C 50-07-7
Cyclophosphamid(monohydrat) 50-18-0 (6055-19-2)
Triethylenmelamin 51-18-3

Negativkontrollen

Tiere der Negativkontrolle sollten bei jeder Probenahme beriicksichtigt und genau wie die Behandlungsgruppen
behandelt werden, aufler dass ihnen keine Priifchemikalie verabreicht wird. Soweit zur Verabreichung der
Priifchemikalie ein Losungsmittel/Vehikel verwendet wird, sollte die auch Kontrollgruppe dieses Losungsmittel/
Vehikel erhalten. Demonstrieren jedoch historische Negativkontrolldaten bei jeder Probenahme fiir das betreffende
Priiflabor iibereinstimmende Werte zur Variabilitit der Tiere und Haufigkeit der Zellen mit Chromosomenaber-
rationen, so ist fiir die Negativkontrollen moglicherweise nur eine einzige Probenahme erforderlich. Wird bei den
Negativkontrollen nur eine einzige Probe entnommen, so sollte dies zum ersten Probenahmezeitpunkt erfolgen.

VERFAHREN

Anzahl und Geschlecht der Tiere

Die Mikrokernreaktion verlduft bei mannlichen und weiblichen Tieren in der Regel dhnlich (9), und es ist davon
auszugehen, dass dies auch fiir strukturelle Chromosomenaberrationen gilt, sodass die meisten Studien unabhingig
vom Geschlecht durchgefithrt werden konnen. Daten, die nennenswerte Unterschiede zwischen ménnlichen und
weiblichen Tieren demonstrieren (z. B. Unterschiede bei der systemischen Toxizitit, beim Stoffwechsel, bei der
Bioverfiigbarkeit, bei der Knochenmarktoxizitit usw., einschlieflich unter anderem einer Dosisfindungsstudie),
wiirden die Verwendung von Tieren beider Geschlechter nahe legen. In diesem Fall kann es angebracht sein, eine
Studie an Tieren beider Geschlechter durchzufithren, z. B. im Rahmen einer Toxizititsstudie mit wiederholter
Verabreichung. Bei Verwendung beider Geschlechter konnte die Anwendung des faktoriellen Modells zweckdienlich
sein. Fiir Einzelheiten zur Analyse der Daten nach diesem Modell siche Anlage 2.



L 112/44 Amtsblatt der Europdischen Union 28.4.2017

Zu Beginn der Studie sollten die Gruppengrofen so festgelegt werden, dass jede Gruppe mindestens 5 analysierbare
Tiere eines Geschlechts oder beider Geschlechter, sofern beide Geschlechter einbezogen werden, umfasst. Sollte es
sich beim Menschen um eine geschlechtsspezifische Exposition handeln, z. B. wie dies bei bestimmten
Pharmazeutika der Fall ist, ist der Versuch am Tier ebenfalls geschlechtsspezifisch durchzufuhren. Richtwert fir eine
typische Versuchstiermenge: Fiir eine Knochenmarkstudie mit zwei Probenahmezeitpunkten, drei Dosisgruppen
und einer gleichzeitigen Negativkontrollgruppe zuziiglich einer Positivkontrollgruppe (wobei jede Gruppe aus finf
Tieren jedes Geschlechts besteht) wiren maximal 45 Versuchstiere erforderlich.

Dosisstufen

Wird vorab eine Dosisfindungsstudie durchgefithrt, da keine geeigneten Daten zur Dosisauswahl verfigbar sind,
sollte diese im selben Labor unter Verwendung derselben Spezies und desselben Stamms, Geschlechts und
Behandlungsverfahrens wie beim Hauptversuch stattfinden (10). Ziel der Studie sollte sein, die maximal vertragliche
Dosis (MTD) zu ermitteln, die definiert ist als die Hochstdosis, die, bezogen auf den Versuchszeitraum, keine
Anzeichen von Toxizitit hervorruft, die die Studie begrenzen wiirden (z. B. Riickgang des Korpergewichts oder
Zytotoxizitit des hdmatopoetischen Systems), ausgenommen Tod oder Anzeichen von Schmerzen und Leiden, die
eine humane Totung erforderlich machen wiirden (11).

Die Hochstdosis kann ferner als die Dosis definiert werden, die bestimmte Anzeichen toxischer Wirkungen auf das
Knochenmark hervorruft.

Chemikalien, die zu einer Sittigung der toxikokinetischen Eigenschaften fithren oder Entgiftungsprozesse einleiten,
die nach einer Langzeitbehandlung moglicherweise zu einem Riickgang der Exposition fithren, konnen von den
Dosierungskriterien ausgenommen werden und sollten auf Einzelfallbasis evaluiert werden.

Um Dosis-Wirkungs-Informationen zu erhalten, sollte eine vollstindige Studie eine Negativkontrollgruppe und
mindestens drei Dosisstufen (Dosis x 2, jedoch maximal x 4) vorsehen. Ruft die Priifchemikalie in einer Dosisfin-
dungsstudie oder nach bereits vorhandenen Daten keine Toxizitit hervor, so sollte die Hochstdosis fur eine
Einzelgabe 2 000 mg/kg Korpergewicht betragen. Ruft die Priifchemikalie jedoch Toxizitdt hervor, sollte die MTD
die hochste verabreichte Dosis sein, und die Dosisstufen sollten vorzugsweise einen Bereich zwischen Hochstdosis
und der Dosis abdecken, die wenig oder keine Toxizitdt erzeugt. Wenn fur alle untersuchten Dosisstufen Toxizitit
im Zielgewebe (Knochenmark) beobachtet wird, sind weitere Untersuchungen bei nichttoxischen Dosisstufen
ratsam. Studien zur genaueren Charakterisierung der quantitativen Dosis-Wirkungs-Informationen erfordern
moglicherweise weitere Dosisgruppen. Bei bestimmten Arten von Priifchemikalien (z. B. Humanpharmazeutika), fiir
die spezielle Anforderungen gelten, konnen diese Grenzen variieren.

Limit-Test

Weisen Dosisfindungsstudien oder bereits vorhandene Daten fiir verwandten Tierstimme darauf hin, dass eine
Behandlung zumindest mit der Limit-Dosis (siche Beschreibung unten) keine feststellbaren toxischen Wirkungen
(und auch keinen Riickgang der Proliferation des Knochenmarks oder andere Anzeichen fiir toxische Wirkungen im
Zielgewebe) verursacht, und ist auf Basis von In-vitro-Studien zur Untersuchung der Genotoxizitit oder von Daten
tiber strukturell verwandte Chemikalien keine Genotoxizitit zu erwarten, so ist moglicherweise keine umfassende
Studie mit drei Dosisstufen erforderlich, sofern nachgewiesen wurde, dass die Priifchemikalie(n) das Zielgewebe
(Knochenmark) erreicht bzw. erreichen. In solchen Fillen konnte eine der Limit-Dosis entsprechende Einzeldosis
ausreichen. Bei einem Behandlungszeitraum von >14 Tagen betrigt die Limit-Dosis 1 000 mg/kg Korpergewicht/
Tag. Bei einem Behandlungszeitraum von 14 oder weniger Tagen betrdgt die Limit-Dosis 2 000 mg/kg
Korpergewicht/Tag.
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Verabreichung

Bei der Versuchsplanung ist der antizipierte Verabreichungsweg beim Menschen zu beriicksichtigen. Routen wie die
Aufnahme iber die Nahrung oder das Trinkwasser, die topische, subkutane, intravenose, orale (Magensonde),
intratracheale Verabreichung, die Inhalation oder die Implantation sind daher als wissenschaftlich gerechtfertigt
zuldssig. In jedem Fall sollte der Verabreichungsweg so gewdhlt werden, dass das (die) Zielgewebe angemessen
exponiert werden. Eine intraperitoneale Injektion wird in der Regel nicht empfohlen, da diese nicht als Verabrei-
chungsweg beim Menschen vorgesehen ist, und sollte nur mit entsprechender wissenschaftlicher Begriindung
angewandt werden. Sofern die Priifchemikalie der Nahrung oder dem Trinkwasser beigemischt wird, insbesondere
im Fall von Einzeldosierungen, ist darauf zu achten, dass ein ausreichender Zeitabstand zwischen der
Nahrungsmittel-/Trinkwasseraufnahme und der Probenahme eingehalten wird, damit ein Nachweis der Wirkungen
moglich ist (siehe Nummern 33-34). Die Hochstmenge an Fliissigkeit, die jeweils {iber eine Magensonde verabreicht
oder injiziert werden kann, hingt von der Grofe des Versuchstiers ab. Das Volumen sollte im Normalfall 1 ml/
100 g Korpergewicht nicht tiberschreiten, bei wissrigen Losungen konnen aber auch 2 ml/100 g in Betracht
gezogen werden. Werden grofere Volumina verwendet, ist dies zu begriinden. Mit Ausnahme von reizenden oder
dtzenden Priffchemikalien, die normalerweise bei hoheren Konzentrationen gravierende Wirkungen zeigen, sollte
die Variabilitat der Priifvolumina minimiert werden, indem die Konzentration angepasst wird, dass im Verhiltnis
zum Korpergewicht bei allen Dosisstufen ein konstantes Volumen verabreicht wird.

Behandlungsplan

Priifchemikalien werden in der Regel auf einmal verabreicht. Die Gabe kann aber auch in Form von zwei oder
mehreren Teilmengen erfolgen (am gleichen Tag im Abstand von nicht mehr als 2 bis 3 Stunden), wenn es sich um
eine grofSe Menge handelt. In diesen Fillen, oder wenn die Priifchemikalie durch Inhalation verabreicht wird, sollte
der Zeitpunkt der Probenahme auf Basis der letzten Dosisgabe oder des Zeitpunkts, an dem die Exposition beendet
wurde, angesetzt werden.

Es liegen nur wenige Informationen dariiber vor, ob sich ein Protokoll fiir wiederholte Verabreichung fur diesen
Versuch eignet. In Fillen, in denen es zweckmifig erscheint, diesen Versuch in einen Toxizititstest mit wiederholter
Verabreichung einzubinden, ist ein Verlust von mitotischen Zellen mit beschidigten Chromosomen zu vermeiden,
wozu es bei toxischen Dosierungen kommen kann. Eine solche Einbindung ist zuléssig, wenn die hochste Dosis der
Limit-Dosis entspricht oder grofer ist (siche Nummer 29) und eine Dosisgruppe fiir die Dauer des Behandlungs-
zeitraums die Limit-Dosis erhdlt. Soll eine FEinbindung in andere Studien erfolgen, sollte vorrangig der
Mikrokerntest (Priifmethode B.12) als In-vivo-Test fiir Chromosomenaberrationen gewahlt werden.

Knochenmarkproben sollten an zwei verschiedenen Zeitpunkten im Anschluss an Einzelbehandlungen genommen
werden. Bei Nagern sollte das erste Probenahmeintervall der Dauer von 1,5 normalen Zellzyklen (die in der Regel
12 bis 18 Stunden nach der Behandlung abgeschlossen sind) entsprechen. Da die fiir die Aufnahme und
Metabolisierung der Priifchemikalie(n) sowie fiir die Wirkung auf die Zellzykluskinetik benétigte Zeit den optimalen
Zeitpunkt fiir die Feststellung von Chromosomenaberrationen beeinflussen kann, wird empfohlen, 24 Stunden
nach der ersten Probenahme eine weitere Probenahme vorzunehmen. Bei der ersten Probenahme sollten alle
Dosisgruppen behandelt, und es sollten Proben fiir die Analyse aufgearbeitet werden. Bei (einer) weiteren
Probenahme(n) muss nur die Hochstdosis verabreicht werden. Werden Verabreichungsschemata gewihlt, die tiber
einen Tag hinausgehen, und ist dies wissenschaftlich begriindet, sollte die Probenahme im Anschluss an die letzte
Behandlung nach Ablauf eines Zeitraums erfolgen, der der 1,5-fachen Dauer des normalen Zellzyklus entspricht.

Nach der Behandlung und vor der Aufarbeitung der Proben erhalten die Versuchstiere eine intraperitoneale
Injektion mit einer geeigneten Dosis eines Spindelgifts (z. B. Colcemid oder Colchicin), und nach einem
angemessenen Zeitraum im Anschluss daran erfolgt die Aufarbeitung. Bei Méusen betrdgt dieser Zeitraum etwa 3
bis 5 Stunden vor der Aufarbeitung und bei Ratten 2 bis 5 Stunden. Aus dem Knochenmark werden Zellen
gewonnen, aufgequollen, fixiert und angefirbt und anschlieend auf Chromosomenaberrationen untersucht (12).
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Beobachtungen

Mindestens einmal tiglich sollten allgemeine klinische Beobachtungen der Versuchstiere vorgenommen und
vorzugsweise zum gleichen Zeitpunkt und unter Beriicksichtigung des Zeitraums, in dem der Wirkungsgipfel nach
Verabreichung der Dosis zu erwarten ist, protokolliert werden. Mindestens zweimal taglich wihrend der Verabrei-
chungszeit sind alle Tiere auf Morbiditit und Mortalitit zu untersuchen. Alle Tiere sollten zu Studienbeginn,
mindestens einmal pro Woche bei Studien mit wiederholter Verabreichung sowie bei humaner Totung gewogen
werden. In Studien von mindestens einwochiger Dauer sollten mindestens wochentlich Messungen der
Futteraufnahme vorgenommen werden. Wenn die Priifchemikalie {iber das Trinkwasser verabreicht wird, sollte auch
die Wasseraufnahme bei jedem Wasserwechsel und mindestens einmal wochentlich gemessen werden. Tiere mit
Anzeichen von tibermifiger, jedoch nicht t6dlich wirkender Toxizitdt sollten vor Ende des Priifzeitraums human
getotet werden (11).

Exposition des Zielgewebes

Zu (einem) geeigneten Zeitpunkt(en) sollte eine Blutprobe gezogen werden, um den Plasmaspiegel der
Priifchemikalien untersuchen zu konnen. Dadurch soll nachgewiesen werden, dass eine Exposition des
Knochenmarks stattgefunden hat, wo dies gerechtfertigt erscheint und keine anderen Expositionsdaten vorhanden
sind (siche Nummer 44).

Knochenmark- und Chromosomenpriparate

Die Knochenmarkzellen werden in der Regel unmittelbar nach der humanen T6tung aus den Oberschenkel- oder
Schienbeinknochen der Tiere gewonnen, mit hypotoner Losung behandelt und fixiert. Die Zellen werden
anschliefend nach anerkannten Verfahren auf Objekttrager aufgetropft und angefarbt (siehe (3) (12)).

Analyse

Alle Objekttrager, einschlieflich der Positiv- und Negativkontrollen, sollten vor der Analyse unabhingig kodiert und
randomisiert werden, damit die Auswertung ohne Kenntnis der Behandlungsbedingungen erfolgt.

Bei allen behandelten Tieren (einschlieflich der Positivkontrollen), unbehandelten oder mit einem Losungsmittel/
Vehikel behandelten Tieren der Negativkontrollgruppe ist der Mitoseindex als Gradmesser der Zytotoxizitit in
mindestens 1 000 Zellen pro Tier zu bestimmen.

Pro Tier sollten mindestens 200 Metaphasen auf strukturelle Chromsomenaberrationen, mit und ohne Gaps,
analysiert werden (6). Wenn jedoch aus den historischen Negativkontrolldaten hervorgeht, dass die
durchschnittliche Hintergrundhiufigkeit fiir strukturelle Chromsomenaberrationen im Priiflabor < 1 % betrigt,
sollte eine Auswertung weiterer Zellen in Erwidgung gezogen werden. Chromatidentyp- und Chromosomentypaber-
rationen sollten gesondert erfasst und Subtypen zugeordnet werden (Briiche, Austausche). Die Laborpraxis sollte
gewihrleisten, dass die Analyse von Chromosomenaberrationen von gut ausgebildeten Labortechnikern
vorgenommen und ggf. einer Peer-Review unterzogen wird. Da es bei der Priparation der Objekttriger hiufig zum
Bruch eines Teils der Metaphasezellen und zum Verlust von Chromosomen kommt, sollten die ausgewerteten
Zellen eine Zentromerzahl enthalten, die der Zahl 2n * 2 entspricht, wobei n die haploide Chromosomenzahl fiir
diese Spezie ist.
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DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Behandlung der Ergebnisse

Die Daten fiir die einzelnen Tiere sollten tabellarisch erfasst werden. Fir jedes Tier sollten der Mitoseindex, die
Anzahl der bewerteten Metaphasezellen, die Zahl der Aberrationen pro Metaphasezelle und der Anteil der Zellen
mit strukturellen Chromosomenaberrationen angegeben werden. Fiir die Versuchs- und Kontrollgruppen sollten die
unterschiedlichen Typen struktureller Chromsomenaberrationen unter Angabe ihrer Anzahl und Haufigkeit
aufgefihrt werden. Gaps sowie polyploide Zellen und Zellen mit endoreduplizierten Chromosomen werden
getrennt erfasst. Die Haufigkeit von Gaps ist anzugeben, wird in der Regel bei der Analyse der Gesamthaufigkeit
der Aberrationen jedoch nicht beriicksichtigt. Gibt es keine Anhaltspunkte fir unterschiedliche Reaktionen der
Geschlechter, so konnen die Daten fiir beide Geschlechter fiir die statistische Analyse zusammengefasst werden.
Daten zur Toxizitdt und klinische Anzeichen bei Tieren sind ebenfalls anzugeben.

Giiltigkeitskriterien
Die folgenden Kriterien entscheiden iber die Gultigkeit des Versuchs:

a) Die Aufnahme der gleichzeitigen Negativkontrolldaten in die Labordatenbank fiir historische Negativkontrollen
ist zuldssig (siche Nummern 11-14);

b) die gleichzeitigen Positivkontrollen oder Auswertungskontrollen sollten Reaktionen auslosen, die mit denen aus
den historischen Positivkontrolldaten kompatibel sind und verglichen mit der Negativkontrolle eine statistisch
signifikante Zunahme bewirken (siche Nummern 20-21);

¢) es wurde die richtige Anzahl an Dosen und Zellen analysiert;

d) die Kriterien fiir die Wahl der Hochstdosis stimmen mit den unter den Nummern 25-28 beschriebenen Kriterien
iiberein.

Auswertung und Interpretation der Ergebnisse

Unter der Voraussetzung, dass alle Giiltigkeitskriterien erfullt sind, gilt eine Priifchemikalie als eindeutig positiv,
wenn

a) mindestens eine der Behandlungsgruppen, verglichen mit der gleichzeitigen Negativkontrolle, eine statistisch
signifikante Zunahme der Hiufigkeit von Zellen mit strukturellen Chromsomenaberrationen (ohne Gaps)
aufweist,

b) diese Zunahme bei Bewertung nach einem geeigneten Trendtest bei mindestens einer Probenahme dosisabhingig
ist und

c) eines dieser Ergebnisse auferhalb der Verteilung der historischen Negativkontrolldaten liegt (z. B. auf einer
Poisson-Verteilung beruhende Kontrollgrenzen von 95 %).

Wird zu einem bestimmten Probenahmezeitpunkt nur die Hochstdosis untersucht, so gilt eine Priifchemikalie als
eindeutig positiv, wenn, verglichen mit der gleichzeitigen Negativkontrolle, eine statistisch signifikante Zunahme
vorliegt und die Ergebnisse auferhalb der Verteilung der historischen Negativkontrolldaten liegen (z. B. auf einer
Poisson-Verteilung beruhende Kontrollgrenzen von 95 %). Empfehlungen zu geeigneten statistischen Methoden sind
der Literatur zu entnehmen (13). Bei der Durchfithrung einer Dosis-Wirkungs-Analyse sollten mindestens drei
behandelte Dosisgruppen analysiert werden. Bei statistischen Versuchen sollte das Tier Versuchseinheit sein. Positive
Ergebnisse beim Chromosomenaberrationstest deuten darauf hin, dass eine Priifchemikalie Chromosomenaber-
rationen im Knochenmark der getesteten Spezies auslost.

Unter der Voraussetzung, dass alle Giiltigkeitskriterien erfullt sind, gilt eine Priifchemikalie als eindeutig negativ,
wenn unter allen getesteten Versuchsbedingungen

a) keine der Behandlungsgruppen, verglichen mit der gleichzeitigen Negativkontrolle, eine statistisch signifikante
Zunahme der Haufigkeit von Zellen mit strukturellen Chromsomenaberrationen (ohne Gaps) aufweist,
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b) bei Bewertung nach einem geeigneten Trendtest zu keinem Probenahmezeitpunkt eine dosisabhingige Zunahme
festgestellt wird,

c) alle Ergebnisse innerhalb der Verteilung der historischen Negativkontrolldaten liegen (z. B. auf einer Poisson-
Verteilung beruhende Kontrollgrenzen von 95 %) und

d) eine Exposition des Knochenmarks gegeniiber der [den Priifchemikalie(n) erfolgt ist.

Fir Empfehlungen zu den am besten geeigneten statistischen Methoden siche Literaturhinweis (13). Als Nachweis
fur eine Exposition des Knochenmarks gegeniiber einer Priffchemikalie kann auch ein Riickgang des Mitoseindex
oder eine Untersuchung der Plasma- oder Blutspiegel der Priifchemikalie(n) dienen. Bei intravendser Verabreichung
ist kein Expositionsnachweis erforderlich. Alternativ konnen ADME-Daten herangezogen werden, die in einer
unabhingigen Studie unter Verwendung der gleichen Verabreichungswege und der gleichen Spezies gewonnen
wurden, um nachzuweisen, dass eine Knochenmarkexposition stattgefunden hat. Negative Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die Priifchemikalie unter den Versuchsbedingungen keine strukturellen Chromosomenaberrationen im
Knochenmark der getesteten Spezies hervorruft.

Bei einer eindeutig positiven oder negativen Reaktion ist keine Verifizierung erforderlich.

In Fillen, in denen die Reaktion, wie oben beschrieben, weder eindeutig negativ noch eindeutig positiv ist, oder um
die biologische Relevanz eines Ergebnisses zu untermauern (z. B. eine geringe oder grenzwertige Zunahme), sollten
die Daten durch eine fachkundige Beurteilung undjoder anhand weiterer Untersuchungen bewertet werden. In
einigen Fillen kann die Auswertung weiterer Zellen oder die Durchfithrung eines Wiederholungsversuchs,
moglicherweise unter verinderten Versuchsbedingungen, hilfreich sein.

In seltenen Fillen erlaubt der Datensatz auch nach weiteren Untersuchungen keine definitive Aussage dariiber, ob
die Priifchemikalie positive oder negative Ergebnisse zur Folge hat; in diesen Fillen wird die Studie als unschliissig
abgeschlossen.

Die Hiufigkeit des Auftretens polyploider und endoreduplizierter Metaphasen gemessen an der Gesamtzahl der
Metaphasen sollte getrennt erfasst werden. Eine zahlenmifSige Zunahme der polyploiden/endoreduplizierten Zellen
deutet moglicherweise darauf hin, dass die Priffchemikalie mitotische Prozesse zu hemmen und numerische
Chromosomenaberrationen hervorzurufen vermag (siche Abschnitt 3).

Priifbericht

Der Priifbericht sollte folgende Angaben enthalten:

Zusammenfassung

Priifchemikalie:

— Herkunft, Partienummer und ggf. duflerstes Verwendungsdatum;

— Stabilitdt der Priifchemikalie, falls bekannt.

Einkomponentige Substanz:

— Aussehen, Wasserloslichkeit und weitere relevante physikalisch-chemische Eigenschaften;

— chemische Bezeichnung, wie z. B. [UPAC- oder CAS-Bezeichnung, CAS-Nummer, SMILES- oder InChI-Code,
Strukturformel, Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und praktisch
durchfihrbar usw.

Mehrkomponentige Substanz, UVCB-Stoffe und Gemische:

— so weit wie moglich charakterisiert durch die chemische Zusammensetzung (siche oben), das quantitative
Vorkommen und die relevanten physikalisch-chemischen Eigenschaften der einzelnen Komponenten.
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Zubereitung der Priifchemikalie:

— Begriindung der Wahl des Vehikels;

— Loslichkeit und Stabilitdt der Priifchemikalie in Losungsmittel/in einem Vehikel, falls bekannt;
— Zubereitung von Formulierungen fiir Nahrung, Trinkwasser oder Inhalationspriparaten;

— analytische Bestimmung der Formulierungen (z. B. Stabilitdt, Homogenitit, nominale Konzentrationen), wenn
erfolgt.

Versuchstiere:

— Art/Stamm, Begriindung fur die Verwendung;

— Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere;

— Herkunft der Tiere, Haltungsbedingungen, Futter usw.
— Methode zur individuellen Kennzeichnung der Tiere;

— bei Kurzzeitstudien: individuelles Gewicht der Tiere zu Beginn und am Ende der Studie; bei Studien iiber einer
Woche: individuelles Korpergewicht wihrend der Studie und Futteraufnahme. Bereich des Korpergewichts,
Mittelwert und Standardabweichung fiir jede Gruppe.

Priifbedingungen:

— Positiv- und Negativ-(Vehikel-/Losungsmittel-)Kontrollen;

— Daten aus einer ggf. durchgefiihrten Dosisfindungsstudie;

— Begriindung der gewihlten Dosisstufen;

— Angaben zur Zubereitung der Priifsubstanz;

— Angaben zur Verabreichung der Priifsubstanz;

— Begriindung fiir den Verabreichungsweg und die Verabreichungsdauer;

— Methoden zur Uberpriifung, ob die Priifchemikalie(n) in den allgemeinen Kreislauf oder ins Knochenmark
gelangt;

— Angaben zur tatsichlichen Dosis (mglkg Korpergewicht/Tag), errechnet aus der Konzentration der
Priifchemikalie im Futter|/Trinkwasser (ppm) und ggf. deren Aufnahmemenge;

— Angaben tiber Futter- und Wasserqualitit;

— Angaben zur Methode der humanen Tétung;

— Analgesiemethode (sofern angewandt);

— nihere Angaben zu Behandlungs- und Probenahmezeitplinen mit Begriindung;
— Methode fiir die Praparation der Objekttrager;

— Methode zur Untersuchung der Toxizitit;

— Bezeichnung des Spindelgifts und Angabe seiner Konzentration und Dosierung sowie des Zeitpunkts seiner
Verabreichung vor der Probenahme;

— Verfahren zur Isolierung und Konservierung der Proben;

— Kriterien fiir die Auswertung der Aberrationen;
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— Anzahl der pro Tier analysierten Metaphasezellen und Anzahl der fir die Bestimmung des Mitoseindex
analysierten Zellen;

— Kriterien fir die Giiltigkeit der Studie;

— Kriterien fiir die Einstufung der Studie als positiv, negativ oder unschliissig.

Ergebnisse:

— Zustand des Tiers vor und wihrend des Versuchszeitraums, einschliefSlich Anzeichen von Toxizitit;
— Mitoseindex, fiir jedes Tier gesondert anzugeben;

— Typ und Zahl der aberranten Zellen, fiir jedes Tier gesondert anzugeben;

— Gesamtzahl der Aberrationen pro Gruppe mit Mittelwerten und Standardabweichungen;

— Anzahl der Zellen mit Aberrationen pro Gruppe mit Mittelwerten und Standardabweichungen;

— ggf. beobachtete Verinderungen der Ploidie, einschlieflich Haufigkeiten von polyploiden und/oder endoredu-
plizierten Zellen;

— ggfs. Dosis-Wirkungsverhaltnis;

— statistische Analysen und angewandte Methode;

— Daten zum Nachweis, dass eine Exposition des Knochenmarks stattgefunden hat;

— gleichzeitige Negativkontroll- und Positivkontrolldaten mit Bereichen, Mittelwerten und Standardabweichungen;

— historische Negativkontroll- und Positivkontrolldaten mit Bereichen, Mittelwerten und Standardabweichungen
und 95 %-Kontrollgrenzen fiir die Verteilung sowie Behandlungszeitraum und Zahl der Beobachtungen;

— fiir eine positive oder negative Reaktion erfiillte Kriterien.
Diskussion der Ergebnisse.
Schlussfolgerung.

Referenzdokumente.
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Anlage 1

DEFINITIONEN

Aneuploidie: jede Abweichung von der normalen diploiden (oder haploiden) Chromosomenzahl um ein oder
mehrere Chromosomen, jedoch nicht um ganze Chromosomensitze (vgl. Polyploidie).

Chemikalie: ein Stoff oder ein Gemisch.

Chromatidentypaberration: strukturelle Chromsomenanomalie, —gekennzeichnet durch Bruch einzelner
Chromatiden oder Bruch und Reunion zwischen Chromatiden.

Chromosomentypaberration: strukturelle Chromosomenanomalie, gekennzeichnet durch Bruch oder Bruch und
Reunion beider Chromatiden an gleicher Position.

Endoreduplikation: Prozess, bei dem der Kern nach einer S-Phase der DNA-Replikation keine Mitose durchluft,
sondern in eine weitere S-Phase eintritt. Das Ergebnis sind Chromosomen mit 4,8,16, ... Chromatiden.

Gap: achromatische Lision von geringerer Breite als eine Chromatide mit minimaler Verlagerung der Chromatiden.

Mitoseindex: Anteil der Zellen einer Zellpopulation, die sich zum Beobachtungszeitpunkt in der Mitose befinden:
Gradmesser fur den Vermehrungsgrad dieser Population.

Numerische Aberration: Abweichung der Chromosomenzahl vom Normalwert, der fiir die verwendeten Tiere
charakteristisch ist (Aneuploidie).

Polyploidie: numerische Chromosomenaberration, von der ein ganzer Chromosomensatz betroffen ist, im
Gegensatz zu einer numerischen Abweichung in einem Teil des Chromosomensatzes (vgl. Aneuploidie).

Priiffchemikalie: ein Stoff oder ein Gemisch, der bzw. das nach dieser Priifmethode getestet wird.

Strukturelle = Chromosomenaberration: Verinderung der Chromosomenstruktur, nachweisbar  durch
mikroskopische Untersuchung des Metaphase-Stadiums der Zellteilung; dufSert sich in Form von Deletionen und
Fragmenten, intra-chromosomalen oder reziproken Translokationen.

Zentromere: Region(en) eines Chromosoms, an die die Spindelfasern wihrend der Zellteilung anhaften, wodurch
die ordnungsgemife Beforderung der Tochterchromosomen zu den Polen der Tochterzellen erméglicht wird.
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Anlage 2

FAKTORIELLES MODELL ZUR ERMITTLUNG GESCHLECHTSSPEZIFISCHER DIFFERENZEN BEIM IN-
VIVO-TEST AUF CHROMOSOMENABERRATIONEN

Faktorielles Modell und zugehorige Analysen

Bei diesem Modell werden mindestens 5 mannliche und 5 weibliche Tiere je Konzentration getestet, d. h. insgesamt
mindestens 40 Versuchstiere (20 mannliche und 20 weibliche zuziiglich Positivkontrollen).

Das Modell, das zu den einfacheren Faktormodellen zihlt, entspricht einer Zweiwege-Varianzanalyse, bei der
Geschlecht und Konzentration im Wesentlichen die Wirkung bestimmen. Die Daten konnen im Rahmen
zahlreicher Standard-Statistiksoftwareanwendungen wie SPSS, SAS, STATA oder Genstat oder auch mit ,R“
analysiert werden.

Mit der Analyse ldsst sich die Varianz im Datensatz als Varianz zwischen den Geschlechtern, Varianz zwischen den
Konzentrationen und Varianz bezogen auf die Interaktion zwischen den Geschlechtern und Konzentrationen
abbilden. Jede Bedingung wird an einem Schitzwert der Varianz zwischen den Replikattieren in den gleichge-
schlechtlichen Tiergruppen, die die gleiche Konzentration erhalten, gemessen. Die zugrundeliegende Methodik ist in
vielen Standardwerken zur Statistik (siche Referenzdokumente) und in den in Statistiksoftware-Paketen
mitgelieferten Hilfe-Funktionen niher beschrieben.

Die Analyse beginnt mit der Untersuchung der Interaktionsbedingung ,Konzentration x Geschlecht” nach der
ANOVA-Tabelle (). Liegt keine signifikante Interaktion vor, liefern die kombinierten Werte fiir die Geschlechter
oder Konzentrationen giiltige statistische Tests fiir die jeweiligen Konzentrationen, und zwar basierend auf der
ANOVA-Bedingung der innerhalb der Gruppe gepoolten Varianzen.

Es folgt eine Partitionierung des Schatzwerts fiir die Varianzen zwischen den Konzentrationen in Kontraste, die
einen Test fiir lineare und quadratische Kontraste aus den Reaktionen der verschiedenen Konzentrationen liefern.
Ergibt sich hingegen eine signifikante Interaktion fiir Term ,Konzentration x Geschlecht, so kann dieser Term auch
in Interaktionskontraste ,linearer Wert x Geschlecht“ und ,quadratischer Wert x Geschlecht partitioniert werden.
Aufgrund dieser Terme ldsst sich priifen, ob die Reaktionen der jeweiligen Konzentrationen fiir beide Geschlechter
parallel verlaufen oder ob es zwischen den Geschlechtern zu einer differenzierten Reaktion kommit.

Anhand des Schitzwerts fiir die innerhalb der Gruppe gepoolten Varianzen lassen sich paarweise Tests auf
Abweichungen zwischen Mittelwerten durchfithren. Diese Vergleiche konnten zwischen den Mittelwerten fiir die
beiden Geschlechter und zwischen den Mittelwerten fiir die verschiedenen Konzentrationen durchgefiihrt werden,
beispielsweise um einen Vergleich mit den Negativkontrollen vorzunehmen. In Fillen mit signifikanter Interaktion
konnen Vergleiche zwischen den Mittelwerten verschiedener Konzentrationen innerhalb eines Geschlechts oder
zwischen den Mittelwerten beider Geschlechter bei gleicher Konzentration vorgenommen werden.

Referenzdokumente
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komplexeren Formen, wie sie in der ,Design of Experiment“-Methode verwendet werden. Die folgende Auflistung
ist nicht erschopfend. Einige Biicher enthalten Beispielrechnungen zu vergleichbaren Versuchsplinen, in einigen
Fillen auch mit einem Code zur Durchfithrung der Analysen unter Verwendung verschiedener Softwarepakete.
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moglicherweise einem anderen, wenn auch vergleichbarem Ansatz, werden jedoch nicht notwendigerweise eine Herleitung der
herkommlichen Anova-Tabelle vornehmen, die auf algorithmische Losungswege fiir statistische Berechnungen aus dem Vor-Computer-
zeitalter zuriickgeht.
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(5) In Teil B erhalt Kapitel B.12 folgende Fassung:

,B.12 Erythrozyten-Mikrokerntest bei Siugern

EINLEITUNG

Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie 474 (2016). Sie ist Teil einer Reihe von Priifmethoden zur
genetischen Toxikologie. Es wurde ein OECD-Dokument erstellt, das kurz gefasste und hilfreiche Informationen zu
Untersuchungen zur genetischen Toxikologie sowie eine Ubersicht iiber die jiingsten Anderungen dieser
Priifrichtlinien enthalt (1).

Der In-vivo-Mikrokerntest bei Sdugern ist insbesondere fur die Bewertung der Genotoxizitit relevant, da trotz
artenspezifischer Unterschiede Faktoren des In-vivo-Stoffwechsels, der Pharmakokinetik und von DNA-Reparatur-
prozessen aktiv sind und zu den Reaktionen beitragen. Ein In-vivo-Versuch ist ferner hilfreich fiir weitere
Untersuchungen zu gentoxischen Wirkungen, die in einem In-Vitro-System nachgewiesen wurden.

Der In-vivo-Mikrokerntest bei Sdugern dient zum Nachweis einer von der Priifchemikalie in den Chromosomen
oder im mitotischen Apparat von Erythroblasten hervorgerufenen Schidigung. Der Test untersucht die Bildung von
Mikrokernen in Erythrozyten, von denen Stichproben entweder aus dem Knochenmark oder dem peripheren Blut
von Tieren, in der Regel Nagern, entnommen wurden.

Zweck des Mikrokerntests ist der Nachweis von Chemikalien, die zytogenetische Schiden hervorrufen, durch die es
zur Bildung von Mikrokernen mit zuriickgebliebenen Chromosomenfragmenten oder ganzen Chromosomen
kommt.

Wenn sich ein Knochenmarkerythroblast zu einem unreifen Erythrozyten (manchmal auch als polychromatischer
Erythrozyt oder Retikulozyt bezeichnet) entwickelt, wird der Hauptkern ausgestoffen. Dabei kann aber ein
moglicherweise entstandener Mikrokern im Zytoplasma verbleiben. Die Sichtbarmachung bzw. das Aufspiiren der
Mikrokerne wird in diesen Zellen dadurch erleichtert, dass sie keinen Hauptkern aufweisen. Eine Zunahme der
Hiufigkeit von mikrokernhaltigen unreifen Erythrozyten in behandelten Tieren deutet auf die Verursachung
struktureller oder numerischer Chromosomenaberrationen hin.

Neu gebildete mikrokernhaltige Erythrozyten werden durch Firben identifiziert und quantifiziert und im Anschluss
daran visuell mithilfe eines Mikroskops oder anhand eines automatisierten Verfahrens analysiert. Das Zihlen einer
ausreichenden Zahl unreifer Erythrozyten im peripheren Blut oder Knochenmark geschlechtsreifer Tiere wird
erheblich erleichtert durch die Verwendung eines automatisierten Auswertungssystems. Solche Systeme stellen
vertretbare Alternativen zur manuellen Auswertung dar (2). Vergleichende Studien haben ergeben, dass solche
Verfahren unter Verwendung geeigneter Kalibrierstandards eine bessere Reproduzierbarkeit und Empfindlichkeit
(innerhalb und zwischen Labors) bieten als eine mikroskopische Auswertung (3) (4). Automatisierte Systeme zur
Messung der Hiufigkeit von mikrokernhaltigen Erythrozyten umfassen unter anderem Durchflusszytometer (5),
Bildanalyseplattformen (6) (7) und Laser-Scanning-Zytometer (8).

Auch wenn dies im Rahmen des Tests normalerweise nicht erfolgt, konnen Chromosomenfragmente von ganzen
Chromosomen anhand einiger Kriterien unterschieden werden. Dazu zahlt die Feststellung des Vorhandenseins oder
Fehlens einer Kinetochor- bzw. Zentromer-DNA in den Mikrokernen; beides ist charakteristisch fiir intakte
Chromosomen. Das Fehlen einer Kinetochor- bzw. Zentromer-DNA deutet darauf hin, dass der Mikrokern nur
Fragmente von Chromosomen enthilt, wohingegen das Vorhandensein auf einen Chromosomenverlust hinweist.

Die Definitionen zur verwendeten Terminologie sind Anlage 1 zu entnehmen.
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AUSGANGSUBERLEGUNGEN

Zielgewebe fiir genetische Schiden ist in diesem Test das Knochenmark junger geschlechtsreifer Nagetiere, da
Erythrozyten in diesem Gewebe gebildet werden. Die Mikrokernuntersuchung in unreifen Erythrozyten in
peripherem Blut ist auch bei anderen Sdugetierarten vertretbar, fir die eine entsprechende Empfindlichkeit zum
Nachweis von Chemikalien, die strukturelle oder numerische Chromosomenaberrationen in diesen Zellen auslosen,
nachgewiesen (durch Induktion von Mikrokernen in unreifen Erythrozyten) und eine wissenschaftliche Begriindung
geliefert wurde. Hauptendpunke ist die Haufigkeit der nicht ausgereiften mikrokernhaltigen Erythrozyten. Werden
die Tiere kontinuierlich tiber einen Zeitraum behandelt, der die Lebensdauer des Erythrozyten in der verwendeten
Spezies iiberschreitet (z. B. 4 Wochen oder linger bei Miusen), kommt aber auch der Anteil der Mikrokerne
enthaltenden ausgereiften Erythrozyten im peripheren Blut von Spezies, bei denen in der Milz kein iibermifSiger
Abbau von Mikrokernzellen erfolgt, als Endpunkt des Tests in Betracht.

Wenn Anzeichen dafiir bestehen, dass die Priifchemikalie(n) oder ein reaktiver Metabolit bzw. reaktive Metaboliten
das Zielgewebe nicht erreicht bzw. erreichen, ist dieser Test nicht geeignet.

Bevor die Priffmethode auf ein Gemisch angewendet wird, um unter bestimmten gesetzgeberischen Aspekten Daten
zu gewinnen, sollte gepriift werden, ob, und falls ja, warum, sie fiir diesen Zweck geeignete Ergebnisse liefert. Diese
Uberlegungen eriibrigen sich, sofern die Durchfithrung von Tests fur das Gemisch gesetzlich vorgeschrieben ist.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

Die Priffchemikalie wird den Tieren iiber einen geeigneten Applikationsweg verabreicht. Bei Verwendung von
Knochenmark werden sie zu einem geeigneten Zeitpunkt nach der Behandlung human getétet. Das Knochenmark
wird entnommen, prapariert und gefarbt (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15). Findet peripheres Blut Verwendung, so
wird es zu geeigneten Zeitpunkten nach der Behandlung entnommen, pripariert und gefarbt (12) (16) (17) (18).
Bei akuter Verabreichung ist es wichtig, den Zeitpunkt der Gewinnung des Knochenmarks oder Blutes so zu
wihlen, dass die behandlungsabhidngige Induktion von nicht ausgereiften mikrokernhaltigen Erythrozyten
nachweisbar ist. Werden Blutproben aus peripherem Blut entnommen, sollte ausreichend Zeit vergangen sein,
damit diese Vorgdnge im zirkulierenden Blut nachweisbar sind. Die Priparate werden auf das Vorhandensein von
Mikrokernen untersucht, entweder durch mikroskopische Darstellung, Bildanalyse, Durchflusszytometrie oder
Laser-Scanning-Zytometrie.

UBERPRUFUNG DER EIGNUNG DES LABORS

Untersuchungen zur Eignung

Zum Nachweis ausreichender Erfahrungen mit der Durchfithrung des Versuchs, bevor er fiir routinemifige
Testungen verwendet wird, sollte das Labor die Eignung zur Reproduktion erwartbarer Ergebnisse aus den
veroffentlichten Daten (17) (19) (20) (21) (22) fur Mikrokernhdufigkeiten mit mindestens zwei Positivkontrollche-
mikalien (einschl. durch geringe Dosen von Positivkontrollen ausgeloste schwache Reaktionen), wie in Tabelle 1
aufgelistet, und mit kompatiblen Vehikel-/Losungsmittelkontrollen nachgewiesen haben (siche Nummer 26). In
diesen Versuchen sollten Dosierungen verwendet werden, mit denen man reproduzierbare und dosisabhingige
Zunahmen erhilt und die Empfindlichkeit und dynamische Bandbreite des Versuchssystems im untersuchten
Gewebe (Knochenmark oder peripheres Blut) nachweisen kann; auflerdem sollte die Auswertungsmethode
verwendet werden, die im Labor eingesetzt werden soll. Diese Anforderung gilt nicht fur erfahrene Labors, d. h. fiir
Labors, die tiber historische Daten gemaf$ Definition unter den Nummern 14-18 verfiigen.

Historische Kontrolldaten
Im Rahmen der Untersuchungen zur Eignung des Labors sollte das Labor Folgendes nachweisen:
— Bereich und Verteilung historischer Positivkontrollen und

— Bereich und Verteilung historischer Negativkontrollen.
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Bei der erstmaligen Gewinnung von Daten zur Verteilung einer historischen Negativkontrolle sollten gleichzeitige
Negativkontrollen mit verdffentlichten Kontrolldaten iibereinstimmen, sofern solche vorhanden sind. Werden
weitere  Versuchsdaten zur Verteilung der historischen Kontrollen hinzugefugt, sollten gleichzeitige
Negativkontrollen idealerweise innerhalb der 95 %-Kontrollgrenze der gewahlten Verteilung liegen. Die Datenbank
des Labors zu historischen Negativkontrollen sollte statistisch solide Werte enthalten, um sicherzustellen, dass das
Labor in der Lage ist, die Verteilung seiner Negativkontrolldaten zu bewerten. In der Literatur wird eine
Mindestanzahl von 10 Versuchen vorgeschlagen; vorzugsweise sollte der Datensatz jedoch mindestens 20 Versuche
umfassen, die unter vergleichbaren Versuchsbedingungen durchgefithrt wurden. Labors sollten Qualitdtskontroll-
verfahren anwenden, wie z. B. Qualitdtsregelkarten (z. B. C-Karten oder X-Bar-Karten (23)), um zu ermitteln, wie
variabel ihre Daten sind, und um nachzuweisen, dass die Methodik in ihrem Labor ,unter Kontrolle“ ist. Weitere
Empfehlungen zum Aufbau und zur Verwendung historischer Datensammlungen (d. h. Kriterien fur die Aufnahme
und den Ausschluss von Daten in bzw. aus historischen Datensammlungen und die Giiltigkeitskriterien fiir einen
bestimmten Versuch) sind den Literaturhinweisen zu entnehmen (24).

Wenn das Labor wahrend der Untersuchungen zur Eignung des Labors (siche Nummer 13) keine ausreichende Zahl
von Versuchen zum Nachweis einer statistisch soliden Verteilung der Negativkontrollen abschlieft (siche
Nummer 15), kann die Verteilung auch wihrend der ersten routinemifigen Tests festgelegt werden. Diese
Vorgehensweise sollte sich an den in der Literatur vorgegebenen Empfehlungen orientieren (24) und die bei diesen
Versuchen erhaltenen Negativkontrollergebnisse sollten mit verdffentlichten Negativkontrolldaten iibereinstimmen.

Samtliche Anderungen am Versuchsprotokoll sind hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf die zu gewinnenden Daten
zu priifen, die mit den bereits vorhandenen Daten zu historischen Kontrollen iibereinstimmen miissen. Nur bei
grofSeren Inkonsistenzen sollte eine neue Datenbank zu historischen Kontrollen erstellt werden, wenn eine
fachkundige Beurteilung eine Abweichung von der vorherigen Verteilung ergibt (siche Nummer 15). Wihrend der
Neuerstellung muss fiir die Durchfithrung eines aktuellen Versuchs gegebenenfalls keine vollstindige Datenbank mit
Negativkontrollen vorhanden sein, vorausgesetzt, das Labor kann nachweisen, dass seine Werte aus gleichzeitigen
Negativkontrollen entweder mit seiner vorhergehenden Datenbank oder mit den entsprechenden verdffentlichten
Daten iibereinstimmen.

Daten zu Negativkontrollen sollten vorhandene nicht ausgereifte mikrokernhaltige Erythrozyten bei jedem Tier
erfassen. Gleichzeitige Negativkontrollen sollten idealerweise innerhalb der 95 %-Kontrollgrenzen der Verteilung in
der Datenbank des Labors zu historischen Negativkontrollen liegen. Sofern Daten zu den gleichzeitigen
Negativkontrollen auflerhalb der 95 %-Kontrollgrenzen liegen, ist es zuldssig, sie in die historische Kontroll-
verteilung aufzunehmen, solange es sich bei den Daten nicht um ,extreme Ausreifler” handelt und nachgewiesen
werden kann, dass das Versuchssystem ,unter Kontrolle“ ist (siche Nummer 15) und kein Hinweis auf ein
technisches oder menschliches Versagen vorliegt.

BESCHREIBUNG DER METHODE

Vorbereitungen

Auswahl der Tierspezies

Es sollten junge gesunde und geschlechtsreife Tiere iiblicher Labortierstimme zum Einsatz kommen. Es kénnen
Miuse, Ratten oder andere geeignete Sdugetierarten verwendet werden. Wird peripheres Blut verwendet, ist
nachzuweisen, dass der in der Milz erfolgende Abbau Mikrokerne enthaltender Zellen aus dem Blutkreislauf nicht
den Nachweis induzierter Mikrokerne in der gewihlten Spezies beeintrichtigt. Bei Mausen und Ratten konnte dies
eindeutig nachgewiesen werden (2). Die wissenschaftliche Begriindung fiir die Verwendung anderer Versuchstiere
als Ratten und Mduse sollte in den Bericht aufgenommen werden. Sofern andere Versuchstiere als Nagetiere
verwendet werden, wird empfohlen, die Messung induzierter Mikrokerne in einen anderen geeigneten Toxizititstest
einzubinden.



28.4.2017 Amtsblatt der Europdischen Union L 112/57

Haltungs- und Fiitterungsbedingungen

Bei Nagern sollte die Temperatur im Versuchstierraum 221 °C (£ 31 °C) betragen. Die relative Luftfeuchte sollte
vorzugsweise bei 50 bis 60 % liegen, mindestens aber 40 % betragen und aufler bei Reinigung des Raumes 70 %
nicht tibersteigen. Der Raum sollte kiinstlich beleuchtet sein, wobei die Beleuchtung im 12-Stunden-Rhythmus ein-
und ausgeschaltet werden sollte. An die Versuchstiere kann herkommliches Laborfutter verfiittert werden, wobei
eine unbegrenzte Trinkwasserversorgung zu gewéhrleisten ist. Die Auswahl des Futters kann dadurch beeinflusst
werden, dass eine geeignete Beimischung einer Priifchemikalie gewahrleistet werden muss, wenn diese iiber das
Futter verabreicht wird. Nagetiere sollten in kleinen Gruppen (maximal funf pro Kifig) von Tieren gleichen
Geschlechts und der gleichen Behandlungsgruppen untergebracht werden, sofern kein aggressives Verhalten zu
erwarten ist, vorzugsweise in Kifigen mit festem Boden und angemessener Ausgestaltung des Lebensumfelds. Die
Tiere konnen nur dann einzeln untergebracht werden, wenn dies wissenschaftlich begriindet ist.

Vorbereitung der Versuchstiere

In der Regel werden junge gesunde Tiere verwendet (bei Nagetieren vorzugsweise Tiere, die bei Behandlungsbeginn
6 bis 10 Wochen alt sind, wobei etwas altere Tiere auch zuléssig sind), die den Kontroll- und Behandlungsgruppen
nach dem Zufallsprinzip zuzuordnen sind. Es erfolgt eine Einzelidentifizierung der Tiere unter Verwendung einer
humanen, minimalinvasiven Methode (z. B. durch Anbringen von Ringen, Marken, Mikrochips oder durch
biometrische Identifizierung, nicht jedoch durch Kupieren der Ohren oder Zehen). Die Tiere werden iiber einen
Zeitraum von mindestens fiinf Tagen unter Laborbedingungen eingewohnt. Die Kifige sind so aufzustellen, dass
etwaige durch den Standort bedingte Auswirkungen maoglichst gering sind. Eine gegenseitige Kontamination durch
die Positivkontrolle und die Priifchemikalie ist zu vermeiden. Bei Beginn der Studie sollte die Schwankung des
Korpergewichts der behandelten Tiere gering sein und um nicht mehr als maximal £ 20 % vom mittleren Gewicht
fir jedes Geschlecht abweichen.

Vorbereitung der Dosierung

Feste Priifchemikalien sollten vor der Verabreichung an die Tiere in geeigneten Losungsmitteln oder Vehikeln gelost
oder suspendiert oder dem Futter oder Trinkwasser beigemischt werden. Fliissige Priifchemikalien konnen direkt
verabreicht oder zuvor verdiinnt werden. Bei Exposition durch Inhalation konnen die Priifchemikalien je nach ihren
physikalisch-chemischen Eigenschaften als Gase, Dimpfe oder festes|fliissiges Aerosol verabreicht werden. Es sind
frische Zubereitungen der Priifchemikalie zu verwenden, es sei denn, die Stabilitit der Chemikalie bei Lagerung
wird nachgewiesen und die entsprechenden Lagerbedingungen werden definiert.

Priifbedingungen

Losungsmittel/Vehikel

Das Losungsmittel/Vehikel sollte bei den gewahlten Dosierungen keine toxischen Wirkungen hervorrufen und mit
den Priifchemikalien keine chemische Reaktion eingehen. Werden keine allgemein bekannten Losungsmittel/Vehikel
verwendet, so sind Daten zur Kompatibilitit beizubringen. Es ist zu empfehlen, als erste Wahl moglichst die
Verwendung eines wissrigen Losungsmittels/Vehikels in Erwdgung zu ziehen. Beispiele fur iiblicherweise
verwendete, kompatible Losungsmittel/Vehikel sind Wasser, physiologische Kochsalzlosung, Methylcelluloselosung,
Carboxymethylcellulose-Natriumsalzlosung, Olivendl und Maisol. Liegen keine historischen oder verdffentlichten
Kontrolldaten vor, aus denen hervorgeht, dass von einem gewdhlten, iblicherweise nicht verwendeten
Losungsmittel/Vehikel keine Mikrokerne oder andere schidliche Wirkungen induziert werden, sollte ein Vorversuch
durchgefiihrt werden, um die Akzeptanz des Losungsmittels/Vehikels nachzuweisen.
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Kontrollen

Positivkontrollen

Jeder Versuch sollte in der Regel eine Gruppe von Tieren umfassen, die mit einer Positivkontrollchemikalie
behandelt wurden. Darauf kann maoglicherweise verzichtet werden, wenn das Priiflabor seine Eignung fur die
Durchfithrung des Tests nachgewiesen und einen bestimmten Bereich historischer Positivkontrollen etabliert hat.
Enthilt der Versuch keine gleichzeitige Positivkontrolle, sind Auswertungskontrollen (fixierte und nicht gefirbte
Objekttriager oder Zellsuspensionen, je nach Auswertungsmethode) in jeden Versuch zu integrieren. Diese erhilt
man beispielsweise im Rahmen von Untersuchungen zur Eignung des Labors und danach gegebenenfalls auf
regelmifiger Basis, indem bei der Auswertung der Studie geeignete Referenzproben hinzugezogen werden, die bei
einem gesonderten, regelmifig (z. B. alle 6 bis 18 Monate) durchgefiihrten Positivkontrollversuch gewonnen und
aufbewahrt wurden.

Positivkontrollchemikalien sollten zuverlissig eine nachweisliche Zunahme der Hadufigkeit von Mikrokernen
gegeniiber dem spontanen Niveau erzeugen. Erfolgt eine manuelle mikroskopische Auswertung, sind Positivkon-
trolldosen so zu wihlen, dass die Wirkungen eindeutig sind, aber beim Ablesen nicht sofort die Identitit der
kodierten Proben erkennen lassen. Es ist vertretbar, dass die Positivkontrolle unter Verwendung eines anderen
Behandlungsplans auf anderem Wege als die Priifchemikalie verabreicht wird und nur eine einzige Probenahme
erfolgt. Gegebenenfalls konnte auch eine zusitzliche Positivkontrolle herangezogen werden, die der gleichen
chemischen Klasse angehort wie die zu priifende Chemikalie. Beispiele fiir Positivkontrollchemikalien sind Tabelle 1
zu entnehmen.

Tabelle 1

Beispiele fiir Positivkontrollchemikalien.

Chemikalien und CAS-Nr.

Ethylmethansulfonat [CAS-Nr. 62-50-0]

Methylmethansulfonat [CAS-Nr. 66-27-3]

Ethylnitrosoharnstoff [CAS-Nr. 759-73-9]

Mitomycin C [CAS-Nr. 50-07-7]

Cyclophosphamid(monohydrat) [CAS-Nr. 50-18-0 (CAS-Nr. 6055-19-2)]

Triethylenmelamin [CAS-Nr. 51-18-3]

Colchicin [CAS-Nr. 64-86-8] oder Vinblastin [CAS-Nr. 865-21-4] — als Aneugen

Negativkontrollen

Zu jedem Probenahmezeitpunkt sind Tiere der Negativkontrollgruppe einzubeziehen, die — abgesehen davon, dass
ihnen die Priifchemikalie nicht verabreicht wird — ebenso behandelt werden wie die Behandlungsgruppen. Sofern
ein Losungsmittel/Vehikel bei der Verabreichung der Priifchemikalie verwendet wird, sollte die Kontrollgruppe
dieses Losungsmittel/Vehikel erhalten. Wenn jedoch aus historischen Negativkontrolldaten fur das Priiflabor zu
jedem Stichprobenzeitpunkt iibereinstimmende Werte zur Variabilitat der Tiere und zur Haufigkeit der Zellen mit
Mikrokernen hervorgehen, ist bei den Negativkontrollen gegebenenfalls nur eine einzige Probenahme erforderlich.
Erfolgt bei den Negativkontrollen nur eine einzige Probenahme, so ist diese zum ersten in der Studie vorgesehenen
Probenahmezeitpunkt vorzunehmen.
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Bei Verwendung von peripherem Blut ist anstelle einer gleichzeitigen Negativkontrolle moglicherweise auch eine
vor der Behandlung entnommene Probe vertretbar, jedoch nur bei Kurzzeitstudien unter der Voraussetzung, dass
die gewonnenen Daten mit der historischen Kontrolldatenbank fiir das Priiflabor iibereinstimmen. Es wurde belegt,
dass bei Ratten die Entnahme von Proben kleiner Volumina (z. B. unter 100 pl/Tag) vor der Behandlung nur
minimale Auswirkungen auf die Hintergrundhaufigkeit von Mikrokernen hat (25).

VERFAHREN

Anzahl und Geschlecht der Tiere

Die Mikrokernreaktion verlduft im Normalfall bei mannlichen und weiblichen Tieren dhnlich. Daher konnen die
meisten Studien unabhingig vom Geschlecht durchgefithrt werden (26). Daten, aus denen nennenswerte
Unterschiede zwischen ménnlichen und weiblichen Tieren hervorgehen (z. B. Unterschiede bei der systemischen
Toxizitdt, beim Stoffwechsel, bei der Bioverfiigbarkeit, bei der Knochenmarktoxizitit usw., auch beispielsweise im
Rahmen einer Dosisfindungsstudie), wiirden die Verwendung von Tieren aus jedem Geschlecht nahe legen. In
diesem Fall kann es angebracht sein, eine Studie an Tieren beider Geschlechter durchzufithren, z. B. als Teil einer
Toxizitatsstudie bei wiederholter Verabreichung. Gegebenenfalls ist die Verwendung eines faktoriellen Versuchsplans
geeignet, wenn beide Geschlechter einbezogen werden. Einzelheiten zur Analyse der Daten bei Verwendung eines
solchen Versuchsplans sind in Anlage 2 enthalten.

Zu Beginn der Studie sollten die Gruppengroflen so bestimmt werden, dass man pro Gruppe mindestens
5 analysierbare Tiere pro Geschlecht oder aus beiden Geschlechtern, sofern beide Geschlechter einbezogen werden,
erhilt. Sollte es sich beim Menschen um eine geschlechtsspezifische Exposition handeln, z. B. bei bestimmten
Pharmazeutika, ist der Versuch an Tieren des betreffenden Geschlechts durchzufiihren. Bei einer gemiff den unter
Nummer 37 festgelegten Parametern durchgefithrten Knochenmarkstudie mit drei Dosisgruppen und gleichzeitigen
Negativ- und Positivkontrollen (wobei jede Gruppe aus fiinf Tieren eines einzigen Geschlechts besteht) kann als
Richtwert fiir die Giblicherweise erforderliche Hochstmenge an Tieren eine Anzahl von 25 bis 35 Versuchstieren
angegeben werden.

Dosierungen

Wenn zunidchst eine Dosisfindungsstudie durchgefithrt wird, da keine geeigneten Daten zur Dosierungswahl
verfiigbar sind, sollte diese im gleichen Labor unter Verwendung des/der gleichen Spezies, Rasse, Geschlechts und
Behandlungsverfahrens wie im Hauptversuch stattfinden (27). Ziel der Studie sollte sein, die maximal vertragliche
Dosis (MTD) zu ermitteln, die definiert ist als die hochste Dosierung, die vertragen wird, ohne dass Anzeichen von
Toxizitdt auftreten, die die Studie, bezogen auf den Untersuchungszeitraum, begrenzen wiirden (z. B. durch
Riickgang des Korpergewichts oder Zytotoxizitit des blutbildenden Systems, ausgenommen jedoch Tod oder
Anzeichen von Schmerzen und Leiden, die eine humane T6tung erforderlich machen wiirden (28)).

Die Hochstdosis kann auch als Dosis definiert werden, die Toxizitdt im Knochenmark hervorruft (z. B. eine
Reduzierung des Anteils unreifer Erythrozyten an der Gesamtzahl der Erythrozyten im Knochenmark oder
peripheren Blut von mehr als 50 %, nicht jedoch auf weniger als 20 % des Kontrollwerts). Bei der Analyse von
CD71-positiven Zellen im peripheren Blutkreislauf (d. h. anhand einer Durchflusszytometrie) reagiert diese sehr
junge Fraktion unreifer Erythrozyten jedoch schneller als die grofere RNA-positive Kohorte unreifer Erythrozyten
auf toxische Einwirkungen. Daher kann sich gegebenenfalls eine hohere scheinbare Toxizitt bei Versuchsplanen mit
akuter Exposition ergeben, bei denen die Fraktion der CD71-positiven unreifen Erythrozyten untersucht wird,
vergleicht man sie mit der von unreifen Erythrozyten mit entsprechendem RNA-Gehalt. Aus diesem Grund kann
die Hochstdosis fiir Toxizitdt hervorrufende Priifchemikalien bei Versuchen mit fiinf oder weniger Behandlungstagen
auch als die Dosis verstanden werden, die eine statistisch signifikante Verringerung des Anteils CD71-positiver
unreifer Erythrozyten an der Gesamtzahl der Erythrozyten hervorruft, nicht jedoch auf weniger als 5 % des
Kontrollwerts (29).

Chemikalien, die eine Sittigung der toxikokinetischen Eigenschaften aufweisen oder Entgiftungsprozesse einleiten,
die nach einer Langzeitgabe moglicherweise zu einem Riickgang der Exposition fithren, entsprechen
moglicherweise nicht den Dosierungskriterien und sollten anhand einer Einzelfallpriifung bewertet werden.
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Um Dosis-Wirkungs-Informationen zu erhalten, sollte eine vollstindige Studie eine Negativkontrollgruppe und
mindestens drei Dosierungen enthalten, die sich in der Regel um einen Faktor von 2 (maximal von 4)
unterscheiden. Ruft die Priifchemikalie in einer Dosisfindungsstudie oder auf der Basis bereits vorhandener Daten
keine Toxizitdt hervor, sollte die hochste Dosierung fiir einen Behandlungszeitraum von 14 Tagen oder mehr
1 000 mg/kg Korpergewicht/Tag bzw. firr Behandlungszeitriume von weniger als 14 Tagen 2 000 mglkg
Korpergewicht/Tag betragen. Ruft die Priifchemikalie jedoch Toxizitdt hervor, sollte die MTD die hochste
verabreichte Dosierung sein und die Dosierung sollte vorzugsweise einen Bereich vom Hochstwert bis zu einer
Dosierung, die wenig oder keine Toxizitdt erzeugt, abdecken. Wenn bei allen untersuchten Dosierungen toxische
Wirkungen im Zielgewebe (Knochenmark) beobachtet werden, sind weitere Untersuchungen bei nichttoxischen
Dosierungen anzuraten. Studien zur ausfithrlicheren Charakterisierung der quantitativen Dosis-Wirkungs-
Informationen erfordern gegebenenfalls weitere Dosisgruppen. Bei bestimmten Arten von Priifchemikalien (z. B.
Humanpharmazeutika), fiir die spezielle Anforderungen gelten, konnen die Grenzen variieren.

Limit-Test

Wenn Dosisfindungsstudien oder bereits vorhandene Daten von verwandten Tierstimmen darauf hindeuten, dass
eine Behandlung mit mindestens der Limit-Dosis (siche Beschreibung unten) keine feststellbaren toxischen
Wirkungen (und auch keinen Riickgang der Proliferation des Knochenmarks oder andere Anzeichen fiir toxische
Wirkungen im Zielgewebe) verursacht, und wenn auf der Basis von In-vitro-Studien zur Untersuchung der
Genotoxizitit oder von Daten strukturell verwandter Chemikalien keine Genotoxizitit zu erwarten ist, ist eine
vollstindige Studie mit drei Dosierungen gegebenenfalls nicht erforderlich, vorausgesetzt, es wurde nachgewiesen,
dass die Priifchemikalie(n) das Zielgewebe (Knochenmark) erreicht bzw. erreichen. In solchen Fillen ist eine
Einzeldosierung mit der Limit-Dosis gegebenenfalls ausreichend. Bei einem Behandlungszeitraum von 14 Tagen
oder mehr betrigt die Limit-Dosis 1 000 mg/kg Korpergewicht/Tag. Bei Behandlungszeitriumen von weniger als
14 Tagen betrdgt die Limit-Dosis 2 000 mg/kg Korpergewicht/Tag.

Verabreichung

Bei der Versuchsplanung sind die zu erwartenden Verabreichungswege beim Menschen zu beriicksichtigen.
Verabreichungswege, wie etwa eine Aufnahme iiber die Nahrung, iiber das Trinkwasser, eine topische, subkutane,
intravenose, orale (iber eine Magensonde), intratracheale Verabreichung, durch Inhalation oder Implantation, sind
mit entsprechender Begriindung zu wihlen. In jedem Fall sollte der Verabreichungsweg so gewihlt werden, dass das
bzw. die Zielgewebe eine angemessene Exposition erfihrt bzw. erfahren. Eine intraperitoneale Injektion wird in der
Regel nicht empfohlen, da diese nicht als Verabreichungsweg beim Menschen vorgesehen ist, und sollte nur mit
spezieller wissenschaftlicher Begriindung angewandt werden. Sofern die Priifchemikalie der Nahrung oder dem
Trinkwasser beigemischt wird, insbesondere im Fall von Einzeldosierungen, ist darauf zu achten, einen
ausreichenden Abstand zwischen der Nahrungsmittel- und Trinkwasseraufnahme und der Probenahme einzuhalten,
damit ein Nachweis der Wirkungen maglich ist (siche Nummer 37). Die Hochstmenge an Flisssigkeit, die jeweils
iiber eine Magensonde oder eine Injektion verabreicht werden kann, hingt von der Grofle des Versuchstiers ab. Das
Volumen sollte im Normalfall 1 ml/100 g Korpergewicht nicht iiberschreiten, bei wissrigen Losungen konnen aber
auch 2 ml/100 g in Betracht gezogen werden. Werden groffere Volumina verwendet, ist dies zu begriinden. Mit
Ausnahme von reizenden oder idtzenden Priifchemikalien, die normalerweise bei hoheren Konzentrationen
gravierende Wirkungen zeigen, sollte die Variabilitit der Priifvolumina durch Anpassung der Konzentration auf ein
konstantes Volumen im Verhiltnis zum Korpergewicht bei allen Dosen moglichst gering gehalten werden.

Behandlungsplan

Vorzugsweise werden 2 oder mehr Behandlungen durchgefiihrt mit Verabreichung der Priifchemikalie in Abstinden
von 24 Stunden, insbesondere wenn dieser Test in andere Toxizittsstudien eingebunden wird. Alternativ konnen
Einzelbehandlungen erfolgen, wenn dies wissenschaftlich begriindet ist (wenn z. B. bekannt ist, dass die
Priifchemikalie den Zellzyklus blockiert). Die Priifchemikalien konnen auch in Form von zwei oder mehreren
Teilmengen am gleichen Tag im Abstand von nicht mehr als 2 bis 3 Stunden verabreicht werden, wenn es sich um
ein grofes Materialvolumen handelt. In diesen Fillen, oder wenn die Priifchemikalie durch Inhalation verabreicht
wird, sollte der Zeitpunkt der Probenahme ausgehend von der letzten Dosis oder dem Zeitpunkt, an dem die
Exposition beendet wurde, geplant werden.
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Die Priiffung kann an Mausen oder Ratten auf dreierlei Weise durchgefithrt werden:

a. Die Tiere erhalten die Priifchemikalie einmal. Knochenmark wird mindestens zweimal (von unabhingigen
Gruppen von Tieren) entnommen, wobei die erste Probenahme frithestens 24 Stunden nach der Behandlung
und die letzte spdtestens 48 Stunden nach der Behandlung erfolgen muss (mit angemessenen Abstinden
zwischen den Probenahmen), es sei denn, eine Priffchemikalie verfiigt bekanntermafen tiber auflergewohnlich
lange Halbwertszeiten. Wird eine Probe bereits frither als 24 Stunden nach der Behandlung entnommen, so ist
dies zu begriinden. Bei Verwendung peripheren Bluts werden mindestens zweimal Proben entnommen (von
derselben Gruppe von Tieren), wobei die erste Probenahme frithestens 36 Stunden nach der Behandlung und die
letzte spitestens 72 Stunden nach der Behandlung zu erfolgen hat und nach der ersten Probenahme
angemessene Abstinde einzuhalten sind. Bei der ersten Probenahme sollten alle Dosisgruppen behandelt und
zur Analyse aufgearbeitet werden. Bei einer oder mehreren weiteren Probenahmen muss nur die hochste
Dosierung verabreicht werden. Wird bei einer Probenahme eine positive Reaktion verzeichnet, so ist die
Entnahme weiterer Proben nicht erforderlich, es sei denn, es werden quantitative Dosis-Wirkungs-Informationen
benotigt. Die beschriebenen Gewinnungszeitpunkte ergeben sich aus der Kinetik des Auftretens und
Verschwindens der Mikrokerne in diesen zwei Gewebekompartimenten.

b. Bei 2 Behandlungen pro Tag (z. B. zwei Behandlungen in Abstdnden von 24 Stunden) sollte eine Probenahme
einmalig 18 bis 24 Stunden nach der letzten Behandlung beim Knochenmark oder einmalig 36 bis 48 Stunden
nach der letzten Behandlung bei peripherem Blut erfolgen (30). Die beschriebenen Gewinnungszeitpunkte
ergeben sich aus der Kinetik des Auftretens und Verschwindens der Mikrokerne in diesen zwei Gewebekompar-
timenten.

c. Bei 3 oder mehr Behandlungen pro Tag (z. B. drei oder mehr Behandlungen in Abstinden von etwa 24 Stunden)
sollte eine Probenahme beim Knochenmark spitestens 24 Stunden nach der letzten Behandlung und bei
peripherem Blut spitestens 40 Stunden nach der letzten Behandlung erfolgen (31). Durch diese
Behandlungsoption konnen der Comet-Assay (z. B. Probenahme 2 bis 6 Stunden nach der letzten Behandlung)
mit dem Mikrokerntest kombiniert und der Mikrokerntest in Toxizitdtstests mit Wiederholungsdosen integriert
werden. Gesammelte Daten lassen darauf schlieSen, dass tiber diese breiter angelegten Zeitrdume eine Induktion
von Mikrokernen zu beobachten ist, wenn 3 oder mehr Applikationen stattgefunden haben (15).

Sofern relevant oder wissenschaftlich begriindet und zur leichteren Einbindung in andere Toxizitdtstests sind auch
andere Dosierungs- oder Probenahmeverfahren vertretbar.

Beobachtungen

Mindestens einmal tiglich — vorzugsweise zum gleichen Zeitpunkt und unter Beriicksichtigung des Zeitraums, in
dem der Wirkungsgipfel nach Verabreichung der Dosis zu erwarten ist — sollten allgemeine klinische
Beobachtungen der Versuchstiere vorgenommen und protokolliert werden. Mindestens zweimal tiglich wihrend
der Verabreichungszeit sind alle Tiere auf Morbiditit und Mortalitit zu tberpriifen. Alle Tiere sollten zu
Studienbeginn, mindestens einmal pro Woche wihrend Studien mit Wiederholungsdosen und bei humaner Totung
gewogen werden. In Studien von mindestens einwochiger Dauer sollten mindestens wochentlich Messungen der
Futteraufnahme vorgenommen werden. Wenn die Priffchemikalie iiber das Trinkwasser verabreicht wird, sollte auch
die Wasseraufnahme bei jedem Wasserwechsel und mindestens einmal wochentlich gemessen werden. Tiere mit
Anzeichen von iibermifiger, jedoch nicht todlich wirkender Toxizitdt sollten vor Ende des Priifzeitraums human
getotet werden (28). Unter bestimmten Umstinden kann die Korpertemperatur der Versuchstiere tiberwacht
werden, da behandlungsabhingige Hyper- und Hypothermien eine Rolle bei falschen Ergebnissen gespielt haben
mogen (32) (33) (34).

Exposition des Zielgewebes

Zu einem oder mehreren geeigneten Zeitpunkten sollte eine Blutprobe genommen werden, um eine Untersuchung
der Plasmaspiegel der Priifchemikalie zu ermdglichen. Damit soll nachgewiesen werden, dass eine Exposition des
Knochenmarks stattgefunden hat, wo dies gerechtfertigt erscheint und keine anderen Expositionsdaten vorhanden
sind (siche Nummer 48).
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Knochenmark-/Blutpriparation

Die Knochenmarkzellen werden in der Regel unmittelbar nach der humanen T6tung aus den Oberschenkel- oder
Schienbeinknochen gewonnen. Dabei werden die Zellen gewohnlich entnommen und unter Verwendung erprobter
Methoden pripariert und gefirbt. Kleine Mengen peripheren Bluts konnen, unter Einhaltung entsprechender
Tierschutznormen, entweder anhand einer Methode gewonnen werden, die ein Uberleben des Versuchstiers
ermdglicht, wie z. B. eine Blutentnahme aus der Schwanzvene oder einem anderen geeigneten Blutgefdff, oder
durch Kardialpunktion oder Blutentnahme aus einem grofen Blutgefif§ bei humaner Tétung des Versuchstiers. Bei
Erythrozyten sowohl aus dem Knochenmark als auch aus peripherem Blut werden die Zellen, abhingig von der
Analysemethode, sofort supravital gefirbt (16) (17) (18), es werden Ausstrichpraparate hergestellt und sie werden
dann fur mikroskopische Zwecke gefirbt, oder die Zellen werden fixiert und fiir eine Durchflusszytometrie-Analyse
entsprechend gefarbt. Durch Verwendung eines DNA-spezifischen Farbstoffs [z. B. Acridin Orange (35) oder
Hoechst 33258 plus pyronin-Y (36)] lassen sich bestimmte Artefakte vermeiden, die bei Verwendung eines nicht
DNA-spezifischen Farbstoffs auftreten. Trotz dieses Vorteils ist aber die Verwendung herkémmlicher Farbstoffe
(z. B. Giemsa fur mikroskopische Analyse) nicht ausgeschlossen. Zusitzliche Systeme [z. B. Cellulosesdulen zur
Entfernung kernhaltiger Zellen (37) (38)] konnen ebenfalls verwendet werden, falls diese Systeme nachweislich fiir
die Aufbereitung von Proben im Labor kompatibel sind.

Sofern diese Verfahren anwendbar sind, konnen Anti-Kinetochor-Antikérper (39), FISH mit panzentromerischen
DNA-Sonden (40) oder eine In-situ-Markierung mit Panzentromer-spezifischen Primern zusammen mit einer
geeigneten DNA-Gegenfirbung (41) zur Untersuchung der Art der Mikrokerne (Chromosom/Chromoso-
menfragment) herangezogen werden, um zu bestimmen, ob der der Mikrokerninduktion zugrunde liegende
Mechanismus auf clastogene und/oder aneugene Wirkungen zuriickzufithren ist. Es konnen auch andere Verfahren
zur Unterscheidung zwischen Clastogenen und Aneugenen verwendet werden, sofern ihre Wirksamkeit
nachgewiesen wurde.

Analyse (manuell und automatisiert)

Alle Objekttrager oder Analysenproben, einschlieflich der Positiv- und Negativkontrollen, sollten vor der Analyse,
gleich welcher Art, unabhingig kodiert und randomisiert werden, damit die Auswertung ohne Kenntnis der
Behandlungsbedingungen erfolgt. Eine solche Codierung eriibrigt sich, wenn automatisierte Auswertungssysteme
verwendet werden, die nicht auf einer Sichtpriifung beruhen und keinen Bedienungseinfliissen unterliegen. Der
Anteil unreifer Erythrozyten an der Gesamtzahl (unreife + reife Erythrozyten) wird fur jedes Tier bestimmt, indem
bei Verwendung von Knochenmark mindestens 500 Erythrozyten und bei Verwendung von peripherem Blut
mindestens 2 000 Erythrozyten gezahlt werden (42). Je Tier werden mindestens 4 000 unreife Erythrozyten auf
das Vorhandensein von unreifen mikrokernhaltigen Erythrozyten untersucht (43). Wenn aus der Datenbank der
historischen Negativkontrollen hervorgeht, dass die mittlere Hintergrundhaufigkeit fur unreife mikrokernhaltige
Erythrozyten im Priiflabor < 0,1 % betragt, sollte eine Auswertung weiterer Zellen in Erwdgung gezogen werden.
Bei der Analyse der Proben sollte der Anteil der unreifen Erythrozyten an der Gesamtzahl der Erythrozyten in
behandelten Tieren nicht weniger als 20 % des Anteils in der (Vehikel-/Losungsmittel)kontrolle bei einer
mikroskopischen Auswertung und nicht weniger als etwa 5 % des Anteils in der (Vehikel-/Losungsmittel)kontrolle
bei Auswertung der unreifen CD71+-Erythrozyten anhand von zytometrischen Verfahren betragen (siche
Nummer 31) (29). Bei einem mikroskopisch ausgewerteten Knochenmarktest wiirde die Hochstgrenze der Toxizitit
beispielsweise bei einem Anteil unreifer Erythrozyten von 10 % liegen, wenn der Anteil der unreifen Erythrozyten
im Knochenmark bei den Kontrollen 50 % betrigt.

Da die Milz von Ratten mikrokernhaltige Erythrozyten sequestriert und vernichtet, ist es zur Beibehaltung einer
hohen Empfindlichkeit des Tests bei der Analyse von peripherem Blut von Ratten ratsam, die Analyse mikrokern-
haltiger unreifer Erythrozyten auf die jiingste Fraktion zu beschrinken. Bei der Verwendung automatisierter
Analysemethoden konnen diese am wenigsten ausgereiften Erythrozyten aufgrund ihres hohen RNA-Gehalts oder
ihres hohen Anteils an Transferrin-Rezeptoren (CD71+) auf ihrer Oberfliche nachgewiesen werden (31). Der
direkte Vergleich verschiedener Fiarbemethoden hat jedoch ergeben, dass mit unterschiedlichen Methoden zufrieden-
stellende Ergebnisse erzielt werden konnen, darunter auch die herkommliche Farbung mit Acridin Orange (3) (4).



28.4.2017 Amtsblatt der Europdischen Union L 112/63

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Behandlung der Ergebnisse

Die Daten fur die einzelnen Tiere sind in tabellarischer Form darzustellen. Die Anzahl der ausgewerteten unreifen
Erythrozyten, die Anzahl mikrokernhaltiger unreifer Erythrozyten und der Anteil unreifer Erythrozyten an der
Gesamtzahl sind getrennt fiir jedes Tier aufzulisten. Werden Mause kontinuierlich tiber einen Zeitraum von
4 Wochen oder linger behandelt, sind auch die Daten zur Anzahl und zum Anteil mikrokernhaltiger reifer
Erythrozyten anzugeben, sofern sie erfasst wurden. Daten zur Toxizitdt bei Tieren und klinische Anzeichen sind
ebenfalls anzugeben.

Giiltigkeitskriterien
Die folgenden Kriterien entscheiden tiber die Gultigkeit des Versuchs:

a. die Aufnahme der Daten zu den gleichzeitigen Negativkontrollen in die Datenbank des Labors zu historischen
Negativkontrollen ist zuldssig (siche Nummern 15-18);

b. die gleichzeitigen Positivkontrollen oder Auswertungskontrollen sollten Reaktionen auslosen, die mit denen
kompatibel sind, die in der Datenbank zu den historischen Positivkontrollen erzeugt werden, und verglichen mit
der gleichzeitigen Negativkontrolle eine statistisch signifikante Zunahme bewirken (siche Nummern 24-25);

c. es wurde die entsprechende Anzahl an Dosierungen und Zellen analysiert;

d. die Kriterien fiir die Wahl der hochsten Dosierung stimmen mit den unter den Nummern 30-33 beschriebenen
tiberein.

Bewertung und Interpretation der Ergebnisse

Unter der Voraussetzung, dass alle Giiltigkeitskriterien erfullt sind, gilt eine Priffchemikalie als eindeutig positiv,
wenn

a. mindestens eine der Behandlungsgruppen, verglichen mit der gleichzeitigen Negativkontrolle, eine statistisch
signifikante Zunahme der Haufigkeit mikrokernhaltiger unreifer Erythrozyten aufweist,

b. diese Zunahme bei der Bewertung mit einem geeigneten Trendtest mindestens zu einem Probenahmezeitpunkt
dosisabhingig ist und

c. eines oder mehrere dieser Ergebnisse auflerhalb der Verteilung der historischen Negativkontrolldaten liegen (z. B.
auf einer Poisson-Verteilung beruhende Kontrollgrenzen von 95 %).

Wird zu einem bestimmten Probenahmezeitpunkt nur die hochste Dosierung untersucht, gilt eine Priifchemikalie
als eindeutig positiv, wenn, verglichen mit der gleichzeitigen Negativkontrolle, eine statistisch signifikante Zunahme
vorliegt und die Ergebnisse auferhalb der Verteilung der historischen Negativkontrolldaten liegen (z. B. auf einer
Poisson-Verteilung beruhende Kontrollgrenzen von 95 %). Empfehlungen zu den am besten geeigneten statistischen
Methoden sind der Literatur zu entnehmen (44) (45) (46) (47). Bei der Durchfihrung einer Dosis-Wirkungs-
Analyse sollten mindestens drei behandelte Dosisgruppen analysiert werden. Bei statistischen Versuchen sollte das
Tier als Versuchseinheit zugrunde gelegt werden. Positive Ergebnisse im Mikrokerntest deuten darauf hin, dass eine
Priifchemikalie Mikrokerne induziert, die das Ergebnis von Chromosomenschiden oder einer Schidigung im
mitotischen Apparat von Erythroblasten der getesteten Spezies sind. In den Fillen, in denen der Test durchgefihrt
wurde, um Zentromere in Mikrokernen nachzuweisen, dient eine Priifchemikalie, die zentromerhaltige Mikrokerne
erzeugt (zentromerische DNA oder Kinetochore, die auf den Verlust ganzer Chromosomen hinweisen) als Nachweis
dafiir, dass es sich bei der Priifchemikalie um ein Aneugen handelt.

Unter der Voraussetzung, dass alle Giiltigkeitskriterien erfullt sind, gilt eine Priifchemikalie als eindeutig negativ,
wenn unter allen untersuchten Versuchsbedingungen

a. keine der Behandlungsgruppen, verglichen mit der gleichzeitigen Negativkontrolle, eine statistisch signifikante
Zunahme der Haufigkeit mikrokernhaltiger unreifer Erythrozyten aufweist,
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b. zu keinem Probenahmezeitpunkt eine dosisabhidngige Zunahme bei der Bewertung mit einem geeigneten
Trendtest vorliegt,

c. alle Ergebnisse innerhalb der Verteilung der historischen Negativkontrolldaten liegen (z. B. auf einer Poisson-
Verteilung beruhende Kontrollgrenzen von 95 %) und

d. eine Exposition des Knochenmarks gegeniiber der [den Priifchemikalie(n) erfolgt ist.

Empfehlungen zu den am besten geeigneten statistischen Methoden sind der Literatur zu entnehmen (44) (45) (46)
(47). Als Nachweis fur eine Exposition des Knochenmarks gegentiber einer Priifchemikalie kann ein Riickgang des
Verhiltnisses von unreifen zu reifen Erythrozyten oder der gemessenen Plasma- oder Blutspiegel der Priifchemikalie
dienen. Im Falle einer intravendsen Verabreichung ist kein Nachweis fiir eine Exposition zu erbringen. Alternativ
dazu konnen ADME-Daten herangezogen werden, die in einer unabhingigen Studie unter Verwendung der gleichen
Verabreichungswege und der gleichen Spezies gewonnen wurden, um nachzuweisen, dass eine Knochenmarkex-
position stattgefunden hat. Negative Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Priifchemikalie unter den Versuchsbe-
dingungen keine Mikrokerne in den unreifen Erythrozyten der getesteten Spezies erzeugt.

Bei einer eindeutig positiven oder negativen Reaktion ist eine Verifizierung nicht erforderlich.

In den Fillen, in denen die Reaktion weder eindeutig negativ noch eindeutig positiv ist, oder um die biologische
Relevanz eines Ergebnisses zu untermauern (z. B. eine geringe oder grenzwertige Zunahme), sollten die Daten
durch eine fachkundige Beurteilung und/oder anhand weiterer Untersuchungen der vorliegenden abgeschlossenen
Versuche bewertet werden. In einigen Fillen kann die Auswertung weiterer Zellen oder die Durchfithrung eines
Wiederholungsversuchs unter verdnderten Versuchsbedingungen hilfreich sein.

In seltenen Fillen erlaubt der Datensatz auch nach weiteren Untersuchungen keine definitive Aussage dariiber, ob
die Priifchemikalie positive oder negative Ergebnisse zur Folge hat, und die Studie wird daher als nicht eindeutig
abgeschlossen.

Priifbericht

Der Priifbericht muss folgende Angaben enthalten:

Zusammenfassung

Priifchemikalie:

— Herkunft, Partienummer, gegebenenfalls Verwendungsdatum;

— Stabilitdt der Priifchemikalie, falls bekannt.

Einkomponentiger Stoff:

— physikalisches Erscheinungsbild, Wasserloslichkeit und weitere relevante physikalisch-chemische Eigenschaften;

— chemische Bezeichnung, wie z. B. [UPAC- oder CAS-Bezeichnung, CAS-Nummer, SMILES- oder InChI-Code,
Strukturformel, Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, falls zutreffend und praktisch
durchfiihrbar usw.

Mehrkomponentiger Stoff, UVCB-Stoffe und Gemische:

— so weit wie moglich charakterisiert durch die chemische Zusammensetzung (siche oben), das quantitative
Vorkommen und die relevanten physikalisch-chemischen Eigenschaften der einzelnen Komponenten.

Zubereitung der Priifchemikalie:
— Begriindung der Auswahl des Vehikels;

— Loslichkeit und Stabilitdt der Priifchemikalie im Losungsmittel/Vehikel, falls bekannt;
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— Zubereitung von Formulierungen fiir Nahrung, Trinkwasser oder Inhalationspriparaten;

— analytische Bestimmung der Formulierungen (z. B. Stabilitdt, Homogenitit, nominale Konzentrationen), wenn
erfolgt.

Versuchstiere:

— verwendete(r) Spezies/Stamm, Begriindung fiir deren Verwendung;
— Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere;

— Herkunft der Tiere, Haltungsbedingungen, Futter usw.

— Methode zur eindeutigen Identifizierung der Tiere;

— bei Kurzzeitstudien: individuelles Gewicht der Tiere bei Beginn und am Ende der Studie; bei Studien iiber einer
Woche: individuelles Korpergewicht wihrend der Studie und Futteraufnahme. Bereich des Korpergewichts,
Mittelwert und Standardabweichung fiir jede Gruppe.

Priifbedingungen:

— Positiv- und Negativ-(Vehikel-/Losungsmittel-)Kontrollen;

— Daten aus einer gegebenenfalls durchgefiihrten Dosisfindungsstudie;
— Begriindung der gewiahlten Dosisstufen;

— Angaben zur Zubereitung der Priffchemikalie;

— Angaben zur Verabreichung der Priifchemikalie;

— Begriindung fiir den Verabreichungsweg und die Verabreichungsdauer;

— Methoden zur Uberpriifung, ob die Priifchemikalie(n) in den allgemeinen Kreislauf oder ins Zielgewebe gelangt
bzw. gelangen;

— Angaben zur tatsichlichen Dosis (mg/kg Korpergewicht/Tag), errechnet aus der Konzentration der
Priifchemikalie im Futter/Wasser (ppm) und gegebenenfalls der Futteraufnahme;

— Angaben iiber Futter- und Wasserqualitit;

— Angaben zur humanen Tétungsmethode;

— Analgesiemethode (sofern angewandt);

— nihere Angaben zu Behandlungs- und Probenenahmeplidnen und Begriindungen fir die Wahl;
— Methode fur die Praparation der Objekttriger;

— Verfahren zur Isolierung und Konservierung der Proben;

— Methode zur Untersuchung der Toxizitit;

— Kriterien fiir die Auswertung mikrokernhaltiger unreifer Erythrozyten;

— Anzahl der pro Tier zur Bestimmung der Hiufigkeit mikrokernhaltiger unreifer Erythrozyten und zur
Bestimmung des Verhiltnisses unreifer/reifer Erythrozyten analysierten Zellen;

— Kriterien fur die Gultigkeit der Studie;

— gegebenenfalls Verfahren, wie z. B. die Verwendung von Anti-Kinetochor-Antikorpern oder Zentromer-
spezifischen DNA-Sonden, zur Ermittlung ganzer oder fragmentierter Chromosomen in den Mikrokernen.
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Ergebnisse:

— Zustand des Tiers vor und wihrend des Testzeitraums, einschlieflich Anzeichen von Toxizitit;
— Anteil unreifer Erythrozyten an der Gesamtzahl der Erythrozyten;

— Anzahl mikrokernhaltiger unreifer Erythrozyten, gesondert fiir jedes Tier anzugeben;

— Mittelwert und Standardabweichung mikrokernhaltiger unreifer Erythrozyten je Gruppe;

— gegebenenfalls Dosis-Wirkungsverhaltnis;

— statistische Analysen und angewandte Methoden;

— Daten zu gleichzeitigen Negativkontrollen und Positivkontrollen mit Bereichen, Mittelwerten und Standardab-
weichungen;

— historische Negativkontroll- und Positivkontrolldaten mit Bereichen, Mittelwerten und Standardabweichungen
und 95 %-Kontrollgrenzen fiir die Verteilung sowie Behandlungszeitraum und Anzahl der Datenpunkte;

— Daten zum Nachweis, dass eine Exposition des Knochenmarks stattgefunden hat;

— gegebenenfalls Charakterisierungsdaten, aus denen hervorgeht, ob Mikrokerne ganze oder fragmentierte
Chromosomen enthalten;

— fur eine positive oder negative Reaktion erfiillte Kriterien.
Diskussion der Ergebnisse.
Schlussfolgerung.
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Anlage 1

DEFINITIONEN
Chemikalie: Stoff oder Gemisch.

Erythroblast: Frithe Entwicklungsstufe von Erythrozyten, unmittelbar vor der Bildung unreifer Erythrozyten, bei
der die Zelle noch einen Zellkern enthilt.

Kinetochore: Proteinstruktur, die dem Zentromer eukaryotischer Zellen aufsitzt und die Chromosomen wihrend
der Mitose und Meiose mit Mikrotubuli-Polymeren aus dem mitotischen Spindelapparat verbindet, wodurch
wihrend der Zellteilung die Schwesterchromatiden auseinander gezogen werden.

Mikrokerne: kleine Kerne zusitzlich zu den Hauptkernen der Zellen und von diesen getrennt, die wihrend der
Telophase der Mitose (Meiose) durch zuriickgebliebene Chromosomenteile oder ganze Chromosomen gebildet
werden.

Normochromatischer oder reifer Erythrozyt: vollstindig ausgereifter Erythrozyt, der nicht mehr die nach der
Enukleation verbleibende residuale RNA und/oder andere kurzlebige Zellmarker nach der Enukleation im Anschluss
an die letzte Teilung in den Erythroblasten enthalt.

Polychromatischer oder unreifer Erythrozyt: neu gebildeter Erythrozyt in einer Zwischenstufe der Entwicklung,
der sich aufgrund des Vorhandenseins residualer RNA in den neu gebildeten Zellen sowohl mit den blauen als auch
den roten Komponenten klassischer Blutfarbstoffe, wie z. B. Giemsa von Wright, farben ldsst. Solche neu gebildeten
Zellen entsprechen in etwa den Retikulozyten, die mithilfe eines Vitalfarbstoffs sichtbar gemacht werden, durch den
die residuale RNA in einem Retikulum ausfillt. Zum Nachweis der neu gebildeten roten Blutkdrperchen werden
derzeit oft andere Verfahren verwendet, unter anderem die monochromatische Firbung von RNA mit Fluoreszenz-
farbstoffen oder die Kennzeichnung kurzlebiger Oberflichenmarker wie CD71 mit fluoreszierenden Antikérpern.
Polychromatische Erythrozyten, Retikulozyten und CD71-positive Erythrozyten sind allesamt den unreifen
Erythrozyten zuzuordnen, auch wenn sie vom Alter geringfiigig verschieden verteilt sind.

Priifchemikalie: Stoff oder Gemisch, der bzw. das nach dieser Priifmethode getestet wird.

Retikulozyt: neu gebildeter Erythrozyt, mit einem Vitalfarbstoff gefirbt, durch den residuale zellulire RNA in
einem charakteristischen Retikulum ausfillt. Bei Retikulozyten und polychromatischen Erythrozyten ist das Zellalter
dhnlich verteilt.

Zentromere: Region(en) eines Chromosoms, an die wihrend der Zellteilung die Spindelfasern anhaften, wodurch
die ordnungsgemife Beforderung der Tochterchromosomen zu den Polen der Tochterzellen ermoglicht wird.
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Anlage 2

FAKTORIELLER VERSUCHSPLAN ZUR ERMITTLUNG GESCHLECHTSSPEZIFISCHER UNTERSCHIEDE
BEIM IN-VIVO-MIKROKERNTEST

Faktorieller Versuchsplan und zugehorige Analysen

Anhand dieses Versuchsplans werden mindestens 5 minnliche und 5 weibliche Tiere je Konzentration getestet. So
ergibt sich ein Versuch, bei dem mindestens 40 Tiere verwendet werden (20 mannliche und 20 weibliche zzgl.
entsprechende Positivkontrollen).

Der Versuchsaufbau, der zu den einfacheren faktoriellen Versuchsplinen zahlt, entspricht einer Zweiwege-
Varianzanalyse, wobei das Geschlecht und die Konzentration im Wesentlichen die Wirkung bestimmen. Die Daten
konnen anhand vieler Standard-Statistiksoftwareanwendungen wie SPSS, SAS, STATA oder Genstat oder auch mit
,R“ analysiert werden.

Durch die Analyse ldsst sich die Varianz im Datensatz zwischen den Geschlechtern, zwischen den Konzentrationen
und in Bezug auf die Wechselwirkungen zwischen den Geschlechtern und Konzentrationen partitionieren. Jede der
Bedingungen wird anhand eines Schitzwerts der Varianz zwischen den Wiederholungsversuchstieren innerhalb der
gleichgeschlechtlichen Tiergruppen tiberpriift, die die gleiche Konzentration erhalten haben. Die zugrundeliegende
Methodik ist in vielen Standardwerken zur Statistik (siche Referenzdokumente) und in den in Statistiksoftware-
Paketen mitgelieferten Hilfe-Funktionen im Einzelnen beschrieben.

Die Analyse beginnt mit der Untersuchung der Interaktionsbedingung ,Konzentration x Geschlecht” anhand der
ANOVA-Tabelle (!). Liegt keine signifikante Interaktion vor, liefern die kombinierten Werte fur die Geschlechter
oder Konzentrationen giiltige statistische Tests fiir die jeweiligen Konzentrationen, und zwar basierend auf der
ANOVA-Bedingung der innerhalb der Gruppe gepoolten Varianz.

Es folgt eine Partitionierung des Schitzwerts fir die Varianzen zwischen den Konzentrationen in Kontraste, die
einen Test fur lineare und quadratische Kontraste aus den Reaktionen der verschiedenen Konzentrationen liefern.
Ergibt sich hingegen eine signifikante Interaktion fiir die Bedingung ,Konzentration x Geschlecht, kann diese
Bedingung auch in Interaktionskontraste ,linearer Wert x Geschlecht® und ,quadratischer Wert x Geschlecht*
partitioniert werden. Diese Bedingungen liefern Tests dazu, ob die Reaktionen der jeweiligen Konzentrationen fiir
die zwei Geschlechter parallel verlaufen oder ob es zu einer zwischen den Geschlechtern differenzierten Reaktion
kommt.

Anhand des Schitzwerts fir die innerhalb der Gruppen gepoolten Varianzen lassen sich paarweise Tests zu
Abweichungen zwischen den Mittelwerten durchfithren. Diese Vergleiche konnten zwischen den Mittelwerten fiir
die beiden Geschlechter und zwischen den Mittelwerten fur die verschiedenen Konzentrationen durchgefiihrt
werden, beispielsweise um einen Vergleich mit den Negativkontrollen vorzunehmen. In Fillen mit signifikanter
Interaktion konnen Vergleiche zwischen den Mittelwerten verschiedener Konzentrationen innerhalb -eines
Geschlechts oder zwischen den Mittelwerten beider Geschlechter bei gleicher Konzentration vorgenommen werden.

Referenzdokumente

Es sind viele Werke zur Statistik erhaltlich, in denen die Theorie, der Aufbau, die Methodik, die Analyse und die
Interpretation faktorieller Versuchspline erértert werden, von einfachen Zweifaktorenanalysen bis hin zu
komplexeren Formen, wie sie in der ,Design of Experiment“-Methode verwendet werden. Die folgende Auflistung
ist nicht erschopfend. Einige Biicher enthalten Beispielrechnungen zu vergleichbaren Versuchspldnen, in einigen
Fillen auch mit einem Code zur Durchfithrung der Analysen unter Verwendung verschiedener Softwarepakete.

Box, G.E.P, Hunter, W.G. and Hunter, J.S. (1978). Statistics for Experimenters. An Introduction to Design, Data
Analysis, and Model Building. New York: John Wiley & Sons.

Box G.E.P. & Draper, N.R. (1987). Empirical model-building and response surfaces. John Wiley & Sons Inc.

Doncaster, C.P. & Davey, AJ.H. (2007). Analysis of Variance and Covariance: How to Choose and Construct Models
for the Life Sciences. Cambridge University Press.

Mead, R. (1990). The Design of Experiments. Statistical principles for practical application. Cambridge University
Press.

() Statistiker, die mit einem Modellierungsansatz wie dem Ansatz der allgemeinen linearen Modelle (GLM) arbeiten, folgen bei der Analyse
moglicherweise einem anderen, wenn auch vergleichbarem Ansatz, werden jedoch nicht notwendigerweise eine Herleitung der
herkommlichen Anova-Tabelle vornehmen, die auf algorithmische Losungswege fiir statistische Berechnungen aus dem Vor-Computer-
zeitalter zuriickgeht.
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Montgomery D.C. (1997). Design and Analysis of Experiments. John Wiley & Sons Inc.
Winer, B.J. (1971). Statistical Principles in Experimental Design. McGraw Hill.

Wu, C.FJ & Hamada, M.S. (2009). Experiments: Planning, Analysis and Optimization. John Wiley & Sons Inc.“

(6) In Teil B wird Kapitel B.15 gestrichen.
(7) In Teil B wird Kapitel B.16 gestrichen.
(8) In Teil B wird Kapitel B.18 gestrichen.
(9) In Teil B wird Kapitel B.19 gestrichen.
(10) In Teil B wird Kapitel B.20 gestrichen.
(11) In Teil B wird Kapitel B.24 gestrichen.

(12) In Teil B erhalt Kapitel B.47 folgende Fassung:

,B.47 Triilbungs- und Durchlissigkeitstest an der Rinderhornhaut zwecks Identifizierung von
i) Chemikalien, die schwere Augenschiden verursachen, und ii) Chemikalien, die keine Einstufung als
augenreizend oder schwer augenschidigend erfordern

EINLEITUNG

Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie 437 (2013). Der Triibungs- und Durchlissigkeitstest an der
Rinderhornhaut (Bovine Corneal Opacity and Permeability, BCOP) wurde vom Organisationsiibergreifenden
Koordinationsausschuss zur Validierung alternativer Methoden (Interagency Coordinating Committee on the Validation of
Alternative Methods, ICCVAM) unter Mitwirkung des Europdischen Zentrums zur Validierung alternativer Methoden
(European Centre for the Validation of Alternative Methods, ECVAM) und des Japanischen Zentrums zur Validierung
alternativer Methoden (Japanese Centre for the Validation of Alternative Methods, JaCVAM) in den Jahren 2006 und
2010 evaluiert (1) (2). Im Rahmen der ersten Evaluierung wurde der BCOP-Test im Hinblick auf seine Eignung zur
Identifizierung von Chemikalien (Stoffen und Gemischen) uiberpriift, die schwere Augenschiden verursachen (1). Im
Rahmen der zweiten Evaluierung wurde der BCOP-Test im Hinblick auf seine Eignung zum Nachweis von
Chemikalien (Stoffen und Gemischen) iiberpriift, die nicht als augenreizende oder schwer augenschidigende Stoffe
eingestuft wurden (2). Die BCOP-Validierungsdatenbank enthielt insgesamt 113 Stoffe und 100 Gemische (2)(3).
Auf der Grundlage dieser Evaluierungen und zugehoriger Peer-Reviews wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass
sich die Priifmethode sowohl zum Nachweis von Chemikalien (Stoffen und Gemischen) eignet, die schwere
Augenschidden verursachen (Kategorie 1), als auch von Chemikalien, bei denen keine Einstufung aufgrund von
Augenreizung oder schweren Augenschidden gemifS Definition im Globalen Harmonisierten System zur Einstufung
und Kennzeichnung von Chemikalien (GHS) der Vereinten Nationen (4) und der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008
iiber die Einstufung, Kennzeichnung und Verpackung von Stoffen und Gemischen (') erforderlich ist, weshalb sie
fur beide Zwecke als wissenschaftlich giiltig anerkannt wurde. Unter schweren Augenschiden sind Gewebeschiden
im Auge oder eine schwerwiegende Verschlechterung des Sehvermdgens nach Applikation einer Priffchemikalie auf
die Oberfliche des Auges zu verstehen, die innerhalb von 21 Tagen nach der Applikation nicht vollstindig
reversibel sind. Priifchemikalien, die schwere Augenschiden hervorrufen, werden als Stoffe der UN-GHS-
Kategorie 1 eingestuft. Chemikalien, die nicht als augenreizende oder schwer augenschiddigende Stoffe eingestuft
werden, sind als Stoffe definiert, die nicht den Anforderungen zur Einstufung in die UN-GHS-Kategorie 1 oder 2
(2A oder 2B) entsprechen, d. h. sie werden als Stoffe der UN-GHS-Kategorie ,Keine Einstufung“ bezeichnet. Diese
Priifmethode beriicksichtigt die empfohlenen Einsatzbereiche und Einsatzgrenzen des BCOP-Tests auf Grundlage der
zugehorigen Evaluierungen. Zu den wichtigsten Unterschieden zwischen der urspriinglichen Fassung der OECD-
Priifrichtlinie aus dem Jahr 2009 und der aktualisierten Fassung von 2013 gehéren u. a. die Verwendung der
BCOP-Priifmethode zur Identifizierung von Chemikalien, die keine Einstufung nach dem UN-GHS-Klassifizie-
rungssystem erfordern (Nummern 2 und 7), Klarstellungen zur Anwendbarkeit der BCOP-Priifmethode fiir die
Prifung von Alkoholen, Ketonen und Feststoffen (Nummern 6 und 7) sowie von Stoffen und Gemischen
(Nummer 8), Klarstellungen zur Art der Priifung von oberflichenaktiven Stoffen und tensidhaltigen Gemischen
(Nummer 28), Aktualisierungen und Klarstellungen zu Positivkontrollen (Nummern 39 und 40), eine
Aktualisierung der Entscheidungskriterien der BCOP-Priifmethode (Nummer 47), eine Aktualisierung der
Giiltigkeitskriterien der Studie (Nummer 48), eine Aktualisierung der Bestandteile des Priifberichts (Nummer 49),
eine Aktualisierung der Anlage 1 zu Definitionen, die Ergdnzung von Anlage 2 zur Vorhersagefihigkeit der BCOP-
Priifmethode unter verschiedenen Klassifizierungssystemen, eine Aktualisierung der Anlage 3 zur Liste der
Leistungschemikalien und eine Aktualisierung der Anlage 4 zum BCOP-Hornhauthalter (Nummer 1) und zum
Opazimeter (Nummern 2 und 3).

(") Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 des Europdischen Parlaments und des Rates vom 16. Dezember 2008 iiber die Einstufung,
Kennzeichnung und Verpackung von Stoffen und Gemischen, zur Anderung und Aufhebung der Richtlinien 67/548/EWG und
1999/45/EG und zur Anderung der Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 (ABI. L 353 vom 31.12.2008, S. 1).
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Gegenwirtig herrscht allgemeiner Konsens dariiber, dass der In-vivo-Draize-Augentest in absehbarer Zukunft nicht
durch einen einzigen In-vitro-Augenreizungstest ersetzt werden kann, der in der Lage ist, das gesamte Spektrum an
Augenreizungen fur verschiedene Chemikalienklassen vorherzusagen. Unter Umstinden ist es jedoch moglich, den
Draize-Augentest durch strategische Kombinationen mehrerer alternativer Priifmethoden im Rahmen einer
(gestuften) Priifstrategie zu ersetzen (5). Der Top-Down-Ansatz (5) wird verwendet, wenn auf Basis der
vorliegenden Informationen davon auszugehen ist, dass eine Chemikalie ein hohes Reizpotenzial aufweist.
Umgekehrt wird der Bottom-Up-Ansatz (5) verwendet, wenn auf Basis der vorliegenden Informationen davon
auszugehen ist, dass eine Chemikalie keine ausreichende Augenreizung erzeugt und somit keine Einstufung
erfordert. Die BCOP-Priifmethode ist eine In-vitro-Priifmethode, die unter bestimmten Bedingungen und mit
bestimmten Grenzen zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien mit augengefihrdender Wirkung
angewendet werden kann. Auch wenn der Test den In-vivo-Kaninchenaugentest nicht absolut ersetzen kann, wird
die BCOP-Priifmethode als erster Schritt im Rahmen einer Priifstrategie wie des von Scott et al. vorgeschlagenen
Top-Down-Ansatzes (5) empfohlen, um ohne weitere Tests (4) schwer augenschidigende Chemikalien, d. h.
Chemikalien, die in die UN-GHS-Kategorie 1 einzustufen sind, zu identifizieren. Die BCOP-Priifmethode wird auch
fur die Identifizierung von Chemikalien empfohlen, die keine Einstufung als augenreizend oder schwer
augenschidigend gemifl UN-GHS (,Keine Einstufung” ) (4) erfordern, und kann daher im Rahmen einer
Priifstrategie z. B. mit Bottom-up-Ansatz verwendet werden (5). Im Falle einer Chemikalie, bei der anhand der
BCOP-Priifmethode nicht vorhergesagt werden kann, dass sie schwere Augenschiden verursacht oder keine
Einstufung als augenreizend/schwer augenschiddigend erfordert, miissten jedoch weitere Tests (in vitro undfoder in
vivo) durchgefithrt werden, um eine eindeutige Einstufung vornehmen zu konnen.

Diese Priifmethode beschreibt die Verfahrensschritte fiir die Beurteilung des augengefihrdenden Potenzials einer
Priifchemikalie, gemessen als ihre Fihigkeit, bei isolierten Rinderhornhiuten Triibungs- und verstirkte Durchldssig-
keitseffekte hervorzurufen. Toxische Effekte fiir die Hornhaut sind messbar durch: i) verminderte Lichtiibertragung
(Tribung) und ii) den verstirkten Durchtritt von Fluorescein-Natrium-Farbstoff (Durchldssigkeit). Die Triibungs-
und Durchlassigkeitsbewertungen der Hornhaut nach Applikation einer Priifchemikalie ergeben in Kombination
einen In-Vitro-Reizwert (In Vitro Irritancy Score, IVIS), der fur die Einstufung des Reizpotenzials der Priifchemikalie
mafgeblich ist.

Definitionen sind Anlage 1 zu entnehmen.

VORBEMERKUNGEN UND EINSATZGRENZEN

Diese Priifmethode basiert auf dem BCOP-Testprotokoll des Organisationsiibergreifenden Koordinationsausschusses
zur Validierung alternativer Methoden (Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative
Methods, ICCVAM) (6)(7), das urspriinglich auf Informationen des Instituts fiir In-vitro- Forschung (Institute for In
Vitro Sciences, IIVS) und auf dem INVITTOX-Protokoll 124 (8) beruht. Letzteres Protokoll wurde fiir die von der
Europdischen Gemeinschaft finanzierte Pravalidierungsstudie aus den Jahren 1997-1998 herangezogen. Beide
Protokolle beruhen auf der BCOP-Priifmethodik, wie sie von Gautheron et al. (9) erstmals beschrieben wurde.

Die BCOP-Priifmethode kann zur Identifizierung von schwer augenschiddigenden Chemikalien gemifl UN-GHS-
Definition, d. h. Chemikalien, die in die UN-GHS-Kategorie 1 einzustufen sind, angewendet werden (4). Gemessen
an Daten aus In-vivo-Kaninchenaugentests, die nach dem UN-GHS-Klassifizierungssystem eingestuft wurden, weist
die BCOP-Priifmethode fiir diesen Zweck eine allgemeine Genauigkeit von 79 % (150/191), eine Falsch-Positiv-Rate
von 25 % (32/126) und eine Falsch-Negativ-Rate von 14 % (9/65) auf (3) (siche Anlage 2, Tabelle 1). Werden
Priifchemikalien einer bestimmten Chemikalienklasse (Alkohole, Ketone) oder mit bestimmten physikalischen
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Eigenschaften (Feststoffe) aus der Datenbank ausgeschlossen, so liegt die allgemeine Genauigkeit der BCOP-
Priifmethode gemessen am UN-GHS-Klassifizierungssystem bei 85 % (111/131), die Falsch-Positiv-Rate bei 20 %
(16/81) und die Falsch-Negativ-Rate bei 8 % (4/50) (3). Potenzielle Mingel der BCOP-Priifmethode bei der
Identifizierung von schwer augenschidigenden Chemikalien (UN-GHS-Kategorie 1) griinden auf hohen Falsch-
Positiv-Raten fiir Alkohole und Ketone und hohen Falsch-Negativ-Raten fiir Feststoffe, die in den Validierungsdaten
beobachtet wurden (1)(2)(3). Da jedoch nicht fiir alle Alkohole und Ketone durch die BCOP-Priifmethode zu hohe
Werte vorhergesagt werden und einige korrekt als Stoffe der UN-GHS-Kategorie 1 eingestuft werden, werden diese
beiden organischen funktionellen Gruppen nicht als Stoffe aulerhalb des Anwendungsbereichs dieser Priifmethode
betrachtet. Es muss also bei der Anwendung dieser Priifmethode entschieden werden, ob eine gegebenenfalls zu
hohe Vorhersage fiir einen Alkohol oder ein Keton vertretbar ist oder ob weitere Tests mit einem evidenzbasierten
Bewertungsansatz durchgefithrt werden sollten. Beziiglich der Falsch-Negativ-Raten fiir Feststoffe ist zu beachten,
dass Feststoffe beim In-vivo-Draize-Augenreizungstest zu variablen und extremen Expositionsbedingungen fithren
konnen, aus denen sich moglicherweise irrelevante Vorhersagen tiber das tatsichliche Reizungspotenzial ableiten
(10). Es ist ferner zu beachten, dass keine der Falsch-Negativ-Raten, die in den ICCVAM-Validierungsdaten (2)(3) im
Zusammenhang mit der Identifizierung von schwer augenschidigenden Chemikalien (UN-GHS-Kategorie 1)
festgestellt wurden, im Ergebnis zu einem IVIS < 3 fithrten, dem Kriterium zur Identifizierung einer Priifchemikalie
als Stoff der UN-GHS-Klasse ,Keine Einstufung” . Des Weiteren gelten Falsch-Negativ-Raten der BCOP-Priifmethode
in diesem Zusammenhang nicht als kritisch, da alle Priifchemikalien mit einem Wert von 3 < IVIS < 55
nachfolgend, je nach den gesetzlichen Anforderungen und unter Verwendung einer sequentiellen Priifstrategie mit
einem evidenzbasierten Bewertungsansatz, anhand weiterer, angemessen validierter In-vitro-Tests oder als letzte
Option an Kaninchen getestet werden wiirden. Angesichts der Tatsache, dass einige feste Chemikalien anhand der
BCOP-Priifmethode korrekterweise als Stoffe der UN-GHS-Kategorie 1 vorhergesagt werden, wird auch nicht davon
ausgegangen, dass diese physikalischen Eigenschaften auflerhalb des Anwendungsbereichs dieser Priifmethode
liegen. Priifer konnen diese Priifmethode fiir alle Arten von Chemikalien einsetzen und ein IVIS-Wert > 55 sollte als
Indikator fiir eine schwer augenschidigende Wirkung gelten, nach der eine Einstufung in UN-GHS-Kategorie 1
ohne weitere Tests vorzunehmen ist. Wie bereits erwdhnt, sollten Positivergebnisse bei Verwendung von Alkoholen
oder Ketonen angesichts des Risikos der Vorhersage zu hoher Werte jedoch mit einer gewissen Zuriickhaltung
interpretiert werden.

Die BCOP-Priifmethode kann auch zur Identifizierung von Chemikalien angewendet werden, die keine Einstufung
als augenreizend oder schwer augenschidigend gemifl dem UN-GHS-Klassifizierungssystem erfordern (4).
Gemessen an Daten aus In-vivo-Kaninchenaugentests, die nach dem UN-GHS-Klassifizierungssystem eingestuft
wurden, weist die BCOP-Priifmethode fiir diesen Zweck eine allgemeine Genauigkeit von 69 % (135/196), eine
Falsch-Positiv-Rate von 69 % (61/89) und eine Falsch-Negativ-Rate von 0 % (0/107) auf (3) (siche Anlage 2,
Tabelle 2). Die erhaltene Falsch-Positiv-Rate (In-vivo-Chemikalien der UN-GHS-Klasse ,Keine Einstufung® mit einem
IVIS-Wert > 3, siche Nummer 47) ist zwar recht hoch, gilt in diesem Zusammenhang jedoch nicht als kritisch, da
alle Priifchemikalien mit einem Wert von 3 < IVIS < 55 nachfolgend, je nach den gesetzlichen Anforderungen und
unter Verwendung einer sequentiellen Priifstrategie mit einem evidenzbasierten Bewertungsansatz, anhand weiterer,
angemessen validierter In-vitro-Tests oder als letzte Option an Kaninchen getestet werden wiirden. Die BCOP-
Priifmethode weist keine nennenswerten Médngel fiir die Untersuchung von Alkoholen, Ketonen und Feststoffen auf,
sofern das Ziel die Identifizierung von Chemikalien ist, die keine Einstufung als augenreizend oder schwer
augenschidigend (UN-GHS-Klasse ,Keine Einstufung® ) erfordern (3). Priifer konnen diese Priifmethode jedoch fiir
alle Arten von Chemikalien einsetzen, und ein Negativergebnis (IVIS < 3) sollte als Indikator dafiir gelten, dass
keine Einstufung vorzunehmen ist (UN-GHS-Klasse ,Keine Einstufung“ ). Da mit der BCOP-Priifmethode nur 31 %
der Chemikalien richtig identifiziert werden konnen, die keine Einstufung als augenreizend oder schwer
augenschddigend erfordern, sollte diese Priifmethode nicht die erste Wahl sein, wenn als erster Schritt ein Bottom-
up-Ansatz verwendet werden soll (5), sofern andere validierte und akzeptierte In-vitro-Verfahren mit dhnlich hoher
Empfindlichkeit, jedoch einer hoheren Spezifitit zur Verfiigung stehen.

Die BCOP-Validierungsdatenbank enthielt insgesamt 113 Stoffe und 100 Gemische (2)(3). Die BCOP-Priifmethode
gilt demnach als fur die Priifung von Stoffen und Gemischen gleichermaflen anwendbar.
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Aufgrund der betrichtlichen Anzahl von Chemikalien der UN-GHS-Kategorie 1, die zu niedrig in die UN-GHS-
Kategorien 2, 2A oder 2B eingestuft sind, und von Chemikalien, die keine Einstufung erfordern, jedoch zu hoch in
die UN-GHS-Kategorien 2, 2A oder 2B eingestuft sind, wird die BCOP-Priifmethode nicht fiir die Identifizierung
von Priifchemikalien empfohlen, die als augenreizend (d. h. UN-GHS-Kategorie 2 oder Kategorie 2A) oder leicht
augenreizend (UN-GHS-Kategorie 2B) eingestuft werden sollten (2)(3). Diesbeziiglich konnen weitere Tests mit einer
anderen geeigneten Methode erforderlich sein.

Bei allen Verfahren, die Rinderaugen und Rinderhornhiute involvieren, sollten die geltenden Regeln und Verfahrens-
vorschriften der Priifanstalt fiir den Umgang mit Tiermaterial (u. a. Gewebe und Gewebefliissigkeiten) eingehalten
werden. Universelle Laborregeln sollten beachtet werden (11).

Bindehaut- und Irisverletzungen werden bei der BCOP-Priifmethode zwar aufler Acht gelassen, doch werden
Auswirkungen auf die Hornhaut beriicksichtigt, die wesentliche Einflussfaktoren fiir die In-vivo-Klassifizierung nach
dem UN-GHS-Klassifizierungssystem bilden. Die Reversibilitit von Hornhautlisionen ldsst sich per se mit der
BCOP-Priifmethode nicht beurteilen. Doch wurde ausgehend von Kaninchenaugenstudien vorgeschlagen, eine
Bewertung der anfinglichen Tiefe der Hornhautverletzung heranzuzichen, um einige Arten irreversibler Wirkungen
zu identifizieren (12). Allerdings sind weitere wissenschaftliche Erkenntnisse erforderlich, um zu verstehen, wie
irreversible Wirkungen auftreten, die nicht mit einer anfinglichen starken Verletzung im Zusammenhang stehen.
Schlielich sei auch erwidhnt, dass das Potenzial fir eine mit der Augenexposition verbundene systemische Toxizitit
nach der BCOP-Methode nicht bewertet werden kann.

Diese Prifmethode wird regelmafig aktualisiert, um neue Informationen und Daten zu beriicksichtigen.
Beispielsweise konnen histopathologische Befunde potenziell niitzlich sein, wenn eine umfassendere Charakte-
risierung der Hornhautschiadigung erforderlich ist. Wie im OECD-Leitfaden Nr. 160 (13) umrissen, sollten
Anwender Hornhdute aufbewahren und histopathologische Proben zubereiten, die zum Aufbau einer Datenbank
und zur Entwicklung von Entscheidungskriterien herangezogen werden konnen, mit denen sich die Genauigkeit
dieser Priifmethode weiter verbessern ldsst.

Laboratorien, die diese Priifmethode zum ersten Mal anwenden, sollten die in Anlage 3 genannten Leistungsche-
mikalien verwenden. Laboratorien konnen diese Chemikalien verwenden, um ihre technische Kompetenz zur
Durchfithrung der BCOP-Priifmethode nachzuweisen, bevor sie BCOP-Testdaten fiir Zwecke der vorschriftsmifSigen
Gefahrenklassifizierung einreichen.

TESTPRINZIP

Die BCOP-Priifmethode ist ein organtypisches Modell, das die normalen physiologischen und biochemikalischen
Funktionen von Rinderhornhduten in vitro kurzfristig aufrechterhilt. Bei dieser Methode werden durch die
Priifchemikalie hervorgerufene Schiden bewertet, indem Verdnderungen von Triibung und Durchldssigkeit der
Hornhaut mithilfe eines Opazimeters bzw. eines VIS-Spektrofotometers quantitativ gemessen werden. Die beiden
Messwerte dienen der Berechnung eines In-vitro-Reizwertes (IVIS), der seinerseits herangezogen wird, um zwecks
Pradiktion des Augenreizpotenzials einer Priffchemikalie am lebenden Objekt (in vivo) eine Zuordnung zu einer
Gefahrenkategorie aufgrund des In-vitro-Reizungspotenzials des Stoffes vorzunehmen (siche Entscheidungskriterien
unter Nummer 48).

Fir die BCOP-Priifmethode werden isolierte Hornhidute der Augen frisch geschlachteter Rinder verwendet. Die
Hornhauttriibung wird quantitativ bestimmt als Menge der die Hornhaut durchdringenden Lichtstrahlung. Die
Durchldssigkeit der Hornhaut wird quantitativ bestimmt als die Menge an Natrium-Fluorescein, die die gesamte
Dicke der Hornhaut durchdringt und im Medium in der Hinterkammer nachgewiesen wird. Die Applikation der
Priifchemikalien auf die Epitheloberfliche der Hornhaut erfolgt durch Zugabe der Stoffe in die Vorderkammer des
Hornhauthalters. Anlage 4 enthilt eine Beschreibung sowie ein Schaubild einer Halterung, wie sie fiir die BCOP-
Priifmethode verwendet wird. Hornhauthalter sind im Handel erhaltlich oder kénnen als Bausatz bezogen werden.
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Bezugsquelle und Alter der Rinderaugen und Auswahl der Tiere

Schlachtrinder werden in der Regel fiir den menschlichen Verzehr oder fiir andere gewerbliche Zwecke getotet. Nur
gesunde und fir die menschliche Nahrungskette geeignet befundene Tiere kommen als Bezugsquelle fiir
Augenhornhdute fiir den BCOP-Test in Frage. Da Rinder je nach Rasse, Alter und Geschlecht eine grof3e
Gewichtsspanne aufweisen, gibt es keine Gewichtsempfehlung fiir die Tiere zum Zeitpunkt der Schlachtung.

Augenhornhidute von Tieren verschiedener Altersklassen sind mitunter unterschiedlich groff. Hornhdute mit einem
horizontalen Durchmesser > 30,5 mm und einer zentralen Hornhautdicke (CCT) mit Werten > 1 100 pm stammen
in der Regel von iiber acht Jahre alten Rindern, wihrend Hornhdute mit einem horizontalen Durchmesser
< 28,5 mm und CCT-Werten < 900 pm im Allgemeinen von weniger als fiinf Jahre alten Tieren stammen (14).
Deshalb werden Augen von iiber 60 Monate alten Tieren in der Regel nicht verwendet. Traditionsgemifs werden
keine Augen von weniger als 12 Monate alten Rindern verwendet, da die Augen dieser Tiere noch nicht
ausgewachsen sind und Hornhautdicke sowie Hornhautdurchmesser wesentlich kleiner sind als bei ausgewachsenen
Rindern. Hornhdute von Jungtieren (d. h. Tiere im Alter von sechs bis 12 Monaten) sind aufgrund ihrer Vorteile
jedoch zulassig: Sie sind beispielsweise leichter erhaltlich, die Altersspanne ist geringer und das Laborpersonal ist in
geringerem Mafle BSE-gefihrdet (15). Da eine weitere Evaluierung des Einflusses von Hornhautgroe oder
Hornhautdicke auf die Wirkung veritzender oder reizender Stoffe niitzlich wire, sollten Anwender das geschitzte
Alter und/oder das Gewicht der Tiere, von denen die fiir eine Studie verwendeten Hornhéute stammen, mitteilen.

Gewinnung und Befoérderung der Augen zum Labor

Die Augen werden im Schlachthof gewonnen. Um jede mechanische und sonstige Schadigung der Augen auf ein
Minimum zu beschrinken, sollten die Augen nach der Totung des Tieres so bald wie mdoglich ausgeschilt und
unmittelbar danach sowie wihrend der Beforderung gekiihlt werden. Damit die Augen nicht mit potenziellen
Reizstoffen in Berithrung kommen, sollte das Schlachthofpersonal zum Abspiilen des Schidels keine Detergenzien
verwenden.

Die Augen sollten in einem angemessen grofen Behiltnis vollstindig in HBSS eingelegt und so zum Labor
befordert werden, dass sich ihr Zustand moglichst nicht verschlechtert und/oder es moglichst nicht zu einer
bakteriellen Kontamination kommt. Da die Augen wihrend des Schlachtprozesses gewonnen werden, konnten sie
mit Blut und anderen biologischen Stoffen wie Bakterien und sonstigen Mikroorganismen in Berithrung kommen.
Deshalb muss unbedingt sichergestellt werden, dass das Kontaminationsrisiko auf ein Mindestmall begrenzt wird
(z. B. indem das fiir die Beforderung der Augen verwendete Behaltnis auf Nasseis gelagert und die zur Lagerung der
Augen wihrend der Beforderung verwendete HBSS-Losung mit Antibiotika (z. B. 100 IU/ml Penizillin und 100 pg/
ml Streptomycin) angereichert wird).

Der Zeitabstand zwischen der Gewinnung der Augen und der Verwendung der Hornhdute im BCOP-Test sollte
moglichst gering sein (im Idealfall sollten die Hornhdute am selben Tag gewonnen und verwendet werden) und die
Testergebnisse nachweislich nicht kompromittieren. Letztere basieren auf den Auswahlkriterien fiir die Augen sowie
auf den Reaktionen der Positiv- und Negativkontrollen. Alle fur die Priifung verwendeten Augen sollten aus einer
an ein und demselben Tag gewonnenen Partie Augen stammen.

Auswahlkriterien fiir Augen, die im BCOP-Test eingesetzt werden

Unmittelbar nach ihrer Ankunft im Labor werden die Augen sorgfiltig auf Mingel wie unter anderem verstirkte
Triibung, Kratzer und Neovaskularisation untersucht. Nur Hornhdute von Augen, die keine derartigen Mingel
aufweisen, diirfen verwendet werden.

Die Qualitit jeder Hornhaut wird auch in spiteren Testphasen gepriift. Hornhdute, die nach einer ersten
einstiindigen Aquilibrierung mehr als sieben Triibungseinheiten oder einen vergleichbaren Wert fiir das verwendete
Opazimeter und die verwendeten Hornhauthalterungen aufweisen (ANMERKUNG: der Opazimeter sollte nach den
Triibungsnormen kalibriert werden, die auch zur Festlegung der Triibungseinheiten verwendet werden; sieche
Anlage 4), sind zu verwerfen.
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Jede Behandlungsgruppe (Priifchemikalie sowie gleichzeitige Negativ- und Positivkontrollen) umfasst mindestens
drei Augen. Fir die Negativkontrollen des BCOP-Tests sollten drei Hornhdute verwendet werden. Da die Hornhiute
operativ. vom Augapfel entfernt und in die Hornhautkammern eingespannt werden, kann es infolge dieser
Handgriffe bei einzelnen Hornhiuten zu verdnderten Tritbungs- und Durchlissigkeitswerten kommen (auch bei der
Negativkontrolle). Auflerdem werden die Tribungs- und Durchldssigkeitswerte von Hornhduten der
Negativkontrolle dazu verwendet, die Tritbungs- und Durchlassigkeitswerte der mit der Priifchemikalie behandelten
Hornhiute und der Hornhiute der Positivkontrolle bei den IVIS-Berechnungen zu korrigieren.

VERFAHREN

Vorbereitung der Augen

Unbeschidigte Hornhdute werden seziert, wobei ein 2 bis 3 mm breiter Sklera-Rand belassen wird, um das
anschlieflende Manipulieren zu erleichtern; dabei ist darauf zu achten, dass die Epithel- und Endothelzellschicht der
Hornhaut nicht beschddigt wird. Die isolierten Hornhdute werden in speziell entwickelte Hornhauthalter
eingespannt, die aus Vorder- und Hinterkammern bestehen, welche die Schnittstellen zur Epithel- bzw.
Endothelseite der Hornhiute bilden. Beide Kammern (Hinterkammer zuerst) werden bis zum Uberlaufen mit
vorgewdrmtem phenolrotfreiem EMEM-Medium gefiillt, wobei sicherzustellen ist, dass sich keine Luftblasen bilden.
Das Gerdt wird sodann bei 32 # 11 °C fiir mindestens eine Stunde &dquilibriert, um die Hornhdute mit dem
Medium zu &quilibrieren und so weit wie moglich eine normale Stoffwechseltitigkeit zu gewiahrleisten (die
ungefihre Temperatur der Hornhautoberfliche betrdgt in vivo 321 °C).

Nach der Aquilibrierung wird frisches vorgewarmtes, phenolrotfreies EMEM-Medium in beide Kammern gegeben,
und fiir jede Hornhaut werden Referenztrilbungswerte abgelesen. Hornhdute, die makroskopische Gewebeschiden
(z. B. Kratzer, Pigmentierung, Neovaskularisation) oder iber sieben Triibungseinheiten bzw. einen fir das
verwendete Opazimeter und die verwendeten Hornhauthalterungen vergleichbaren Wert aufweisen, werden
verworfen. Mindestens drei Hornhiute werden fiir die Negativ-(oder Losungsmittel-)Kontrolle ausgewdhlt. Die
restlichen Hornhdute werden in Behandlungs- und Positivkontrollgruppen aufgeteilt.

Da die Warmekapazitit von Wasser hoher ist als die Warmekapazitit von Luft, bietet Wasser stabilere Temperatur-
bedingungen fur die Inkubation. Deshalb wird ein Wasserbad empfohlen, um Hornhauthalter samt Inhalt auf einer
Temperatur von 32 + 11 °C zu halten. Es konnen jedoch auch Luftinkubatoren verwendet werden, sofern alle
erforderlichen Vorkehrungen getroffen wurden, um die Temperatur stabil zu halten (z. B. durch Vorwarmen der
Halterungen und Medien).

Applikation der Priifchemikalie

Es werden zwei unterschiedliche Behandlungsprotokolle verwendet — eines fir Flissigkeiten und Tenside
(Feststoffe oder Fliissigkeiten) und eines fiir nichttensidische Feststoffe.

Fliissigkeiten werden unverdiinnt, halbfeste Stoffe, Cremes und Wachse werden in der Regel als Fliissigkeiten
getestet. Unverdiinnte Tenside werden in einer Konzentration von 10 % w/v in 0,9 % Natriumchloridlésung,
destilliertem Wasser oder einem anderen Losungsmittel, welches das Testsystem nachweislich nicht beeintrachtigt,
getestet. Sofern alternative Losungskonzentrationen verwendet werden, ist dies angemessen zu begriinden.
Tensidhaltige Gemische konnen unverdiinnt getestet oder zundchst auf eine geeignete Konzentration entsprechend
der jeweiligen In-vivo-Exposition verdiinnt werden. Die getestete Konzentration ist angemessen zu begriinden. Die
Hornhdute werden den Fliissigkeiten und Tensiden fiir die Dauer von zehn Minuten ausgesetzt. Bei anderen
Expositionszeiten sollten diese wissenschaftlich begriindet werden. Vgl. Anlage 1 beziiglich einer Definition fuir
,Tensid“ und ,tensidhaltiges Gemisch“ .

Nichttensidische Feststoffe werden in der Regel als Losungen oder Suspensionen in einer Konzentration von 20 %
wlv in 0,9 % Natriumchloridlosung, destilliertem Wasser oder einem anderem Losungsmittel, welches das
Testsystem nachweislich nicht beeintrichtigt, getestet. Unter bestimmten Bedingungen und sofern wissenschaftlich
begriindet, konnen Feststoffe auch unverdiinnt durch direkte Applikation auf die Hornhautoberfliche getestet
werden, wobei die offene Methode (open chamber method, siche Nummer 32) angewandt wird. Die Hornhiute
werden den Feststoffen fiir die Dauer von vier Stunden ausgesetzt; soweit wissenschaftlich fundiert konnen jedoch
auch, wie bei Flissigkeiten und Tensiden, alternative Expositionszeiten verwendet werden.
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Je nach den physikalischen und chemischen Eigenschaften der Priifchemikalie (z. B. fest, fliissig, zdhfliissig oder
nicht zihfliissig) konnen unterschiedliche Behandlungsmethoden angewandt werden. Der kritische Faktor besteht
darin sicherzustellen, dass die Priifchemikalie die Epitheloberfliche angemessen bedeckt und wihrend der
Spilungen sachgemif entfernt wird. Die geschlossene Methode (closed chamber method) wird in der Regel fuir
nicht zahflissige bis leicht zdhfliissige Priifchemikalien eingesetzt, wihrend die offene Methode eher fur
halbzahflissige und zahfliissige Priifchemikalien sowie fiir unverdiinnte Feststoffe verwendet wird.

Bei der geschlossenen Methode wird iiber die Dosieroffnungen auf der Oberseite der Kammer so viel Priifchemikalie
(750 ul) in die Vorderkammer gegeben, dass die Epithelseite der Hornhaut bedeckt ist; die Offnungen werden
anschliefend fur die gesamte Expositionsdauer mit den Kammerverschliisssen abgedichtet. Es muss unbedingt
sichergestellt werden, dass alle Hornhdute der Priifchemikalie fiir eine angemessene Dauer ausgesetzt werden.

Bei der offenen Methode werden vor der Behandlung Scheibenverschlussring und Glasscheibe von der
Vorderkammer entfernt. Die Kontroll- oder die Priifchemikalie (750 pl bzw. geniigend Priifchemikalie, um die
Hornhaut komplett zu bedecken) wird mit einer Mikropipette direkt auf die Epitheloberfliche der Hornhaut
appliziert. Erweist sich das Pipettieren einer Priifchemikalie als schwierig, so kann diese zur leichteren Dosierung
mittels Druckausgleich in eine Direktverdringungspipette geladen werden. Die Spitze der Direktverdrangungspipette
wird in die Dosierspitze der Spritze eingefilhrt, damit das Material unter Druck in die Spitze der
Verdrangungspipette geladen werden kann. Lisst man den Bedienknopf langsam zuriickgleiten, fiahrt der Kolben
der Pipette nach oben. Treten in der Pipettenspitze Luftblaschen auf, wird die Priifchemikalie verworfen
(ausgestof8en) und der Prozess wird so lange wiederholt, bis die Spitze ohne Luftblasen gefiillt ist. Erforderlichenfalls
kann eine normale Spritze (ohne Nadel) verwendet werden, denn sie gestattet das Abmessen einer akkuraten Menge
Priifchemikalie und erleichtert die Applikation auf die Epitheloberfliche der Hornhaut. Nach der Dosierung wird
die Glasscheibe wieder auf die Vorderkammer gesetzt, um das System wieder zu schlieen.

Inkubation nach der Exposition

Nach Ablauf der Expositionszeit werden Priifchemikalie, Negativkontrolle oder Positivkontrolle aus der
Vorderkammer entfernt, und das Epithel wird mindestens drei Mal (oder bis keine Priffchemikalie mehr sichtbar ist)
mit (phenolrothaltigem) EMEM-Medium gewaschen. Phenolrot wird zum Abspiilen verwendet, da sich aufgrund der
Farbverdnderung bei Phenolrot die Wirksamkeit des Abspiilens saurer oder alkalischer Priifchemikalien bestimmen
lasst. Die Hornhaute werden mehr als drei Mal gewaschen, wenn die Farbverdnderung (ins Gelbe oder Lila) anhalt
oder wenn die Priifchemikalie nach wie vor sichtbar ist. Sobald das Medium frei von der Priifchemikalie ist, werden
die Hornhiute ein letztes Mal mit EMEM-Medium (ohne Phenolrot) abgespiilt. Das EMEM-Medium (ohne Zusatz
von Phenolrot) wird als letzte Spiilung verwendet, um sicherzustellen, dass der Phenolrot-Farbstoft vor der
Trilbungsmessung aus der Vorderkammer entfernt wurde. Die Vorderkammer wird sodann wieder mit nicht
phenolrothaltigem frischem EMEM-Medium aufgefillt.

Bei Fliissigkeiten oder Tensiden werden die Hornhdute nach dem Abspiilen fiir weitere zwei Stunden bei 32 + 11 °
C inkubiert. Unter bestimmten Umstinden kénnte sich nach der Exposition eine lingere Inkubationszeit als
zweckdienlich erweisen; dies sollte auf Fallbasis gepriift werden. Mit Feststoffen behandelte Hornhéute werden nach
Ablauf der vierstiindigen Exposition griindlich abgespiilt; eine lingere Inkubation ist nicht erforderlich.

Nach Ablauf der auf die Exposition folgenden Inkubation (Fliissigkeiten und Tenside) bzw. nach Ablauf der
vierstiindigen Exposition (nichttensidische Feststoffe) werden Tritbung und Durchlassigkeit der einzelnen Hornhiute
aufgezeichnet. Auflerdem wird jede Hornhaut visuell gepriift, und relevante Befunde (z. B. Gewebeabschilung, Reste
der Priifchemikalie, uneinheitliche Tritbungsmuster) werden aufgezeichnet. Diese Daten konnten insofern wichtig
sein, als sie Abweichungen der Opazimeter-Messwerte bestitigen konnten.

Kontrollchemikalien

Jeder Versuch beinhaltet gleichzeitige Negativ- oder Losungsmittel-/Vehikelkontrollen und Positivkontrollen.
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Fir Tests von Flissigstoffen zu 100 % sieht der BCOP-Test eine gleichzeitige Negativkontrolle (z. B. 0,9 %
Natriumchloridlosung oder destilliertes Wasser) vor, damit unspezifische Veranderungen im Testsystem festgestellt
werden konnen und ein Referenzwert fiir die Test-Endpunkte ermittelt werden kann. Auf diese Weise wird auch
sichergestellt, dass die Testbedingungen nicht zu einer unerwiinschten Reizwirkung fithren.

Fiir Tests von verdinnten Flissigkeiten, Tensiden oder Feststoffen sicht der BCOP-Test eine Gruppe gleichzeitiger
Losungsmittel-/Vehikelkontrollen vor, damit unspezifische Veranderungen im Testsystem festgestellt werden kénnen
und ein Referenzwert fiir die Test-Endpunkte ermittelt werden kann. Es sind nur Losungsmittel/Vehikel zuldssig, die
das Testsystem nachweislich nicht beeintrichtigen.

Jeder Versuch beinhaltet als gleichzeitige Positivkontrolle eine bekannte augenreizende Chemikalie, damit die
Integritit des Testsystems und seine korrekte Durchfithrung wberpriift werden konnen. Um sicherzustellen, dass im
Zeitverlauf auftretende Wirkungsschwankungen bei der Positivkontrolle bewertet werden konnen, sollte die
Reaktion jedoch nicht zu heftig sein.

Beispiele fiir Positivkontrollen fir fliissige Prifchemikalien sind 100 %iges Ethanol oder 100 %iges Dimethyl-
formamid. Fiir feste Priifchemikalien kime 20 %iges (Gewichtsprozent) Imidazol in 0,9 % Natriumchloridlésung als
Positivkontrolle in Frage.

Referenzchemikalien sind nutzlich fiir die Evaluierung des Augenreizpotenzials unbekannter Chemikalien einer
bestimmten Chemikalien- oder Produktklasse oder zur Evaluierung des relativen Reizpotenzials eines
Augenreizstoffes innerhalb einer spezifischen Spanne von Reizwirkungen.

Gemessene Endpunkte

Die Triibung wird durch Messung der durch die Hornhaut durchgehenden Lichtstrahlung bestimmt. Die
quantitative Messung der Hornhauttriibung erfolgt mithilfe eines Opazimeters, eines Messgerits, bei dem die
Triibungswerte kontinuierlich gemessen werden.

Die Durchlissigkeit wird durch Messung der Menge Fluorescein-Natrium bestimmt, die alle Zellschichten der
Hornhaut (d. h. von der Epithelzellschicht auf der duferen Hornhautoberfliche bis zur Endothelzellschicht auf der
inneren Hornhautfliche) passiert. Die Vorderkammer des Hornhauthalters, die die Verbindung zur Epithelseite der
Hornhaut bildet, wird mit 1 ml Fluorescein-Natrium-Losung (4 oder 5 mg/ml bei Flissigkeiten und Tensiden bzw.
nichttensidischen Feststoffen) aufgefiillt, wihrend die Hinterkammer, die die Verbindung zur Endothelseite der
Hornhaut bildet, mit frischem EMEM-Medium gefiillt wird. Die Halterung wird sodann in horizontaler Position fiir
90 * 5 Minuten bei 32 + 11 °C inkubiert. Die Menge an Fluorescein-Natrium, die in die Hinterkammer eindringt,
wird mithilfe eines UV|VIS-Spektrofotometers gemessen. Bei 490 nm ausgewertete spektrofotometrische Messungen
werden als Werte fir optische Dichte (OD,,,) oder Absorbanzwerte aufgezeichnet, die kontinuierlich gemessen
werden. Zur Bestimmung der Fluorescein-Durchlissigkeit werden OD,,,-Werte herangezogen, die mithilfe eines
VIS-Spektrofotometers bei einer Standardpfadlinge von 1 cm ermittelt wurden.

Alternativ kann ein Plattenleser fir 96-Mulden-Mikrotiterplatten verwendet werden, sofern i) der lineare
Messbereich des Plattenlesers fiir die Bestimmung der Fluorescein- OD,,,-Werte festgelegt werden kann und ii) in
der 96-Mulden-Mikrotiterplatte Fluorescein-Proben in der richtigen Menge verwendet werden, um OD,,-Werte zu
ergeben, die der Standardpfadlinge von 1 cm entsprechen (dies konnte vollstindig gefullte Mulden [in der Regel
360 pl] erfordern).

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Datenauswertung

Sobald die Triibungs- und die mittleren Durchldssigkeits-(OD,,,-)Werte um die Hintergrundtritbungswerte und die
OD,,,-Durchlassigkeitswerte der Negativkontrolle korrigiert wurden, werden die mittleren Triibungs- und OD,q-
Durchléssigkeitswerte fiir jede Behandlungsgruppe in einer empirisch abgeleiteten Formel kombiniert, um fir jede
Behandlungsgruppe einen In-vitro-Reizwert (IVIS) zu berechnen:

IVIS = mittlerer Tritbungswert + (15 x mittlerer OD,,,-Durchldssigkeitswert)
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Nach Sina et al. (16) wurde diese Formel aus Labor- und Interlaborstudien abgeleitet. Die fiir eine Serie von
36 Verbindungen in einer Multilaborstudie generierten Daten wurden einer multivariaten Analyse unterzogen, um
die Best-fit-Gleichung zwischen In-vivo- und In-vitro-Daten zu ermitteln. Diese Analyse wurde von
Wissenschaftlern zweier separater Unternehmen durchgefithrt, die zu quasi identischen Gleichungsergebnissen
gelangten.

Die Tritbungs- und Durchlissigkeitswerte sollten auch unabhingig voneinander bestimmt werden, um feststellen zu
konnen, ob eine Priffchemikalie fir nur einen der beiden Endpunkte (siche Entscheidungskriterien) eine
augenveritzende oder stark augenreizende Wirkung verursachte.

Entscheidungskriterien

Die IVIS-Schwellenwerte zur Identifizierung von schwer augenschidigenden Chemikalien (UN-GHS-Kategorie 1)
und Chemikalien, die keine Einstufung als augenreizend oder schwer augenschidigend erfordern (UN-GHS-Klasse
,Keine Einstufung“ ) sind nachfolgend aufgefiihrt:

IVIS UN-GHS

<3 Keine Einstufung
>3;<55 Keine Vorhersage moglich

> 55 Kategorie 1

Studienakzeptanzkriterien

Ein Test gilt als akzeptabel, wenn die Positivkontrolle einen IVIS-Wert innerhalb von zwei Standardabweichungen
des geltenden historischen Mittelwertes ergibt, der mindestens alle drei Monate bzw. immer dann aktualisiert
werden muss, wenn Laboratorien, die nur selten Testungen vornehmen (d. h. weniger als einmal im Monat), einen
akzeptablen Test durchfithren. Die Negativ- oder Losungsmittel-/Vehikelkontrollen sollten Tritbungs- und Durchlis-
sigkeitswerte ergeben, die geringer sind als die Obergrenzen, die fiir Hintergrundtritbungs- und Durchlissig-
keitswerte fiir Rinderhornhdute vorgegeben sind, welche mit der jeweiligen Negativ- bzw. Losungsmittel-|
Vehikelkontrolle behandelt wurden. Kann eine eindeutige Klassifizierung vorgenommen werden, so ist ein einziger
Testlauf, der aus mindestens drei Hornhduten besteht, ausreichend. Kommt es jedoch im ersten Testlauf zu
grenzwertigen Ergebnissen, sollte ein zweiter Testlauf in Erwdgung gezogen werden (ist jedoch nicht unbedingt
erforderlich) und dariiber hinaus ein dritter, sollte es beim ersten und zweiten Testlauf zu abweichenden mittleren
IVIS-Ergebnissen kommen. In diesem Zusammenhang gilt ein Ergebnis im ersten Testlauf als grenzwertig, wenn die
Vorhersagen aus den 3 Hornhduten nicht iibereinstimmend waren, und zwar wie folgt:

— 2 der 3 Hornhidute ergaben Vorhersagen, die mit dem Mittelwert aller 3 Hornhaute nicht tibereinstimmen,
ODER

— 1 der 3 Hornhdute ergab eine Vorhersage, die mit dem Mittelwert aller 3 Hornhéute nicht iibereinstimmt, UND
das nicht-iibereinstimmende Ergebnis lag mehr als 10 IVIS-Einheiten tiber dem Schwellenwert von 55.

— Bestitigt die Vorhersage aus dem Wiederholungstestlauf das Ergebnis des ersten Testlaufs (basierend auf dem
mittleren IVIS-Wert), kann eine endgiiltige Entscheidung getroffen werden, ohne weitere Tests durchzufithren.
Ergibt der Wiederholungstestlauf eine mit dem ersten Testlauf nicht iibereinstimmende Vorhersage (basierend
auf dem mittleren IVIS-Wert), sollte ein dritter und letzter Testlauf erfolgen, um nicht eindeutige Vorhersagen zu
klaren und die Priifchemikalie einzustufen. Wenn eine Priifchemikalie in einem Testlauf nach der Vorhersage in
die UN-GHS-Kategorie 1 einzustufen ist, kann von weiteren Tests zur Klassifizierung und Kennzeichnung
abgesehen werden.

Priifbericht
Der Priifbericht sollte die folgenden Informationen umfassen, soweit sie fiir die Studie relevant sind:
Priifchemikalien und Kontrollchemikalien

— chemische Bezeichnung(en) wie der vom Chemical Abstracts Service (CAS) benutzte strukturelle Name, gefolgt
von anderen Bezeichnungen, soweit bekannt; die CAS-Registrierungsnummer (CAS-Nr.), soweit bekannt;
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— Reinheit und Zusammensetzung der Priifchemikalien/Kontrollchemikalien (in Gewichtsprozent), soweit
diesbeziigliche Informationen vorliegen;

— physikalisch-chemische ~ Eigenschaften wie physikalischer Zustand, Fliichtigkeit, pH-Wert, Stabilitit,
Chemikalienklasse, Wasserloslichkeit, soweit sie fiir die Studie relevant sind;

— Behandlung der Priifchemikalien/Kontrollchemikalien vor der Testung, soweit zutreffend (z. B. Erwidrmung,
Zerkleinerung);

— Stabilitdt, soweit bekannt.

Informationen zu Auftraggeber und Priifanstalt

— Name und Anschrift des Auftraggebers, der Priifanstalt und des Studienleiters.
Testbedingungen

— verwendetes Opazimeter (z. B. Modell und Spezifikationen) und Geriteeinstellungen;

— Kalibrierungsdaten zu den fur die Messung der Tritbung und Durchldssigkeit verwendeten Gerdten (z. B.
Opazimeter und Spektrofotometer) zur Gewiahrleistung linearer Messungen;

— Typ des verwendeten Hornhauthalters (z. B. Modell und Spezifikationen);
— Beschreibung weiterer verwendeter Gerite;

— das zur Gewihrleistung der Integritit (d. h. der Genauigkeit und Zuverldssigkeit) der Priifmethode im
Zeitverlauf angewandte Verfahren (z. B. regelmifige Testung von Leistungschemikalien).

Testakzeptanzkriterien

— akzeptable gleichzeitige Positiv- und Negativkontrollen auf der Grundlage historischer Daten;

— gegebenenfalls akzeptable Reihen gleichzeitiger Referenzkontrollen auf der Grundlage historischer Daten.
Gewinnung und Vorbereitung der Augen

— Angaben zur Identifizierung der Bezugsquelle der Augen (d. h. Einrichtung, in der sie gewonnen wurden);
— Hornhautdurchmesser als Mafs fiir das Alter des Herkunftstiers und seine Eignung fiir den Test;

— Lager- und Transportbedingungen der Augen (z. B. Datum und Uhrzeit der Gewinnung, Zeitspanne vor
Testbeginn, Transportmedien und Temperaturbedingungen, eventuell verwendete Antibiotika);

— Vorbereitung und Einspannen der Rinderhornhiute, einschlieflich Angaben zu ihrer Qualitit, zur Temperatur
der Hornhauthalter und zu den Kriterien fiir die Auswahl der bei den Tests verwendeten Hornhéute.

Testverfahren
— Anzahl der verwendeten Replikate;

— Identitit der verwendeten Negativ- und Positivkontrollen (soweit zutreffend, auch der Losungsmittel- und
Referenzkontrollen);

— verwendete Priifchemikalienkonzentration(en), Applikations- und Expositionsdauer sowie Inkubationsdauer
nach der Exposition;

— Beschreibung der angewandten Bewertungs- und Entscheidungskriterien;
— Beschreibung der angewandten Studienakzeptanzkriterien;
— Beschreibung etwaiger Anderungen am Testverfahren;

— Beschreibung der angewandten Entscheidungskriterien.
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Ergebnisse

— tabellarische Aufstellung von Daten aus einzelnen Testproben (z. B. Triibungs- und OD,,,-Werte und berechnete
IVIS-Werte fiir die Priifchemikalie und die Positiv-, Negativ- und Referenzkontrollen [soweit einbezogen],
einschlieSlich Daten aus Wiederholungsversuchen, soweit durchgefithrt, sowie Mittelwerte + Standardab-
weichung fur jeden Versuch);

— Beschreibung anderer beobachteter Wirkungen;
— gegebenenfalls die abgeleitete In-vitro-Klassifizierung nach UN GHS.
Erorterung der Ergebnisse

Schlussfolgerung
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Anlage 1

DEFINITIONEN

Augenreizung: Erzeugen von Verinderungen am Auge nach Applikation einer Priifchemikalie auf die Oberfliche
des Auges, die innerhalb von 21 Tagen nach der Applikation vollstindig reversibel sind. Austauschbar mit
,Reversible Wirkungen am Auge” und mit der ,UN-GHS-Kategorie 2 (4).

Bottom-Up-Ansatz: Schrittweiser Ansatz fiir eine Chemikalie, von der vermutet wird, dass sie keine Einstufung als
augenreizend oder schwer augenschidigend erfordert. Dabei werden zuerst Chemikalien, die keine Einstufung
erfordern (negatives Ergebnis), von anderen Chemikalien (positives Ergebnis) unterschieden.

Chemikalie: Stoff oder Gemisch.

Evidenzbasierte Bewertung: Priifung der Stirken und Schwichen verschiedener Informationen, um iber das
Gefahrenpotenzial einer Priifchemikalie entscheiden zu konnen und diese Entscheidung zu untermauern.

Falsch-Negativ-Rate: Der Anteil aller positiven Chemikalien, die von einer Priifmethode filschlicherweise als
negativ identifiziert werden. Sie ist ein Leistungsindikator der Priifmethode.

Falsch-Positiv-Rate: Der Anteil aller negativen Chemikalien, die von einer Priifmethode filschlicherweise als
positiv identifiziert werden. Sie ist ein Leistungsindikator der Priifmethode.

Gefahr: Inhirente Eigenschaft eines Stoffes oder eines Umfelds mit dem Potenzial, einen Organismus, ein System
oder eine (Sub)population bei Exposition gegeniiber diesem Stoff zu schidigen.

Gemisch: Gemisch oder Losung aus zwei oder mehr Stoffen, die nicht miteinander reagieren (4).

Genauigkeit: Der Grad der Ubereinstimmung zwischen Testergebnissen und anerkannten Referenzwerten. Die
Genauigkeit ist ein Maf} der Leistung der Priifmethode und ein Aspekt der ,Relevanz*. Der Begriff wird oft im Sinne
von ,Ubereinstimmung” verwendet und bezeichnet den Anteil der korrekten Ergebnisse einer Priifmethode.

Gestufte Priifstrategie: Eine schrittweise Priifstrategie, bei der alle vorhandenen Informationen iiber eine
Priifchemikalie in einer vorgegebenen Reihenfolge uberpriift werden, wobei auf jeder Stufe nach dem
evidenzbasierten Bewertungsansatz (weight-of-evidence) vorgegangen wird, um feststellen zu kénnen, ob gentigend
Informationen fiir eine Gefahrenklassifizierung vorliegen, bevor zur nichsten Stufe iibergegangen wird. Wenn das
Reizpotenzial einer Priifchemikalie auf Basis der vorliegenden Informationen zugeordnet werden kann, sind keine
weiteren Testungen erforderlich. Ist dies nicht der Fall, miissen schrittweise sequenzielle Tierversuche durchgefiihrt
werden, bis eine eindeutige Klassifizierung vorgenommen werden kann.

Globales Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien der Vereinten
Nationen (UN-GHS): Ein System zur Klassifizierung von Chemikalien (Stoffen und Gemischen) nach
standardisierten Typen und Stufen physikalischer, gesundheitlicher und okologischer Gefahren und zur
entsprechenden Kennzeichnung durch Piktogramme, Signalworter, Gefahrenhinweise, Sicherheitshinweise und
Sicherheitsdatenblitter, um zum Schutz des Menschen (einschliefSlich Arbeitgeber, Arbeiter, Spediteure, Verbraucher
und Notfall-Einsatzkrifte) und der Umwelt Informationen tiber die schidlichen Wirkungen der betreffenden
Chemikalien zu verbreiten (4).

Hornhaut: Der Iris und Pupille iiberdeckende transparente vordere Teil des Augapfels, iiber den Licht ins
Augeninnere iibertragen wird.

Hornhautdurchlissigkeit: Quantitativer Messwert fiir die Schiddigung der Epithelzellschicht der Hornhaut,
ermittelt durch Bestimmung der Menge an Fluorescein-Natrium, die alle Zellschichten der Hornhaut durchdringt.

Hornhauttriibung: Messwert fiir die Undurchsichtigkeit der Hornhaut nach Applikation einer Priifchemikalie. Eine
verstirkte Hornhauttriibung ist ein Indikator fiir die Schidigung der Hornhaut. Die Triibung kann subjektiv
(Draize-Kaninchenaugentest) oder objektiv (mithilfe eines Messgerits, z. B. eines Opazimeters) bestimmt werden.

In-vitro-Reizwert (In Vitro Irritancy Score, IVIS): Eine bei der BCOP-Priifmethode verwendete empirisch
abgeleitete Formel, bei der der mittlere Tribungs- und der mittlere Durchldssigkeitswert fiir jede
Behandlungsgruppe in einem einzigen In-Vitro-Wert zusammengefasst werden. IVIS = mittlerer Triibungswert +
(15 x mittlerer Durchldssigkeitswert).
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Irreversible Wirkungen am Auge: Siche ,Schwere Augenschadigung*

Keine Einstufung nach UN-GHS: Chemikalien, die die Voraussetzungen fiir eine Einstufung in die UN-GHS-
Kategorien 1 oder 2 (2A oder 2B) nicht erfiillen. Austauschbar mit ,Nicht eingestuft®.

Losungsmittel-/Vehikelkontrolle: Eine unbehandelte Probe, die alle Komponenten eines Testsystems enthilt,
einschliefSlich des Losungsmittels oder Vehikels, und die mit den priifchemikalienbehandelten Proben und anderen
Kontrollproben mitgefithrt wird, um die Referenzreaktion fiir die mit der Prifchemikalie behandelten Proben, die
im selben Losungsmittel oder Vehikel aufgelost wurden, zu bestimmen. Bei der Testung mit einer gleichzeitigen
Negativkontrolle zeigt diese Probe auferdem an, ob das Losungsmittel oder Vehikel mit dem Testsystem interagiert.

Negativkontrolle: Ein unbehandeltes Replikat, das alle Komponenten eines Testsystems enthilt. Diese Probe wird
mit priifchemikalienbehandelten Proben und anderen Kontrollproben mitgefuhrt, um festzustellen, ob das
Losungsmittel mit dem Testsystem interagiert.

Nicht eingestuft: Chemikalien, die nicht als augenreizend (UN-GHS-Kategorie 2, 2A oder 2B) oder schwer
augenschadigend (UN-GHS-Kategorie 1) eingestuft sind. Austauschbar mit der UN-GHS-Klasse ,Keine Einstufung*.

Opazimeter: Ein Instrument zur Messung der ,Hornhauttriibung” durch quantitative Evaluierung der
Lichtiibertragung durch die Hornhaut. Das Gerit besteht in der Regel aus zwei Kammern, beide mit eigener
Lichtquelle und Fotozelle. Eine Kammer wird fiir die behandelte Hornhaut verwendet, die zweite zur Kalibrierung
und Nulleinstellung des Instruments. Licht aus einer Halogenleuchte wird durch eine Kontrollkammer (leere
Kammer ohne Fenster oder Fliissigkeit) zu einer Fotozelle geleitet und mit dem Lichtstrahl verglichen, der durch die
Versuchskammer, welche die Kammer mit der Hornhaut enthilt, zu einer Fotozelle geleitet wird. Der Unterschied
bei der Lichtiibertragung aus den Fotozellen wird errechnet und als numerischer Tritbungswert digital angezeigt.

Positivkontrolle: Fin Replikat, das alle Komponenten eines Testsystems enthdlt und mit einer Chemikalie
behandelt wird, die bekanntermafen eine positive Reaktion hervorruft. Um sicherzustellen, dass Abweichungen bei
der Positivkontrollreaktion im Zeitverlauf bewertet werden konnen, sollte die Reaktion nicht zu heftig sein.

Priifchemikalie: Stoff oder Gemisch, der bzw. das nach dieser Priifmethode getestet wird.

Referenzchemikalie: Eine zum Vergleich mit einer Priifchemikalie verwendete Bezugsgrofe. Eine Referenz-
chemikalie sollte die folgenden Eigenschaften aufweisen: i) bestindige und zuverlissige Quelle(n); ii) strukturelle
und funktionelle Ahnlichkeit zur Klasse der gepriiften Chemikalien; iii) bekannte physikalische/chemische
Eigenschaften; iv) unterstiitzende Daten zu bekannten Wirkungen und v) bekannte Potenz innerhalb der
gewlinschten Wirkungsspanne.

Reversible Wirkungen am Auge: Siche ,Augenreizung*.

Schwere Augenschidigung: Erzeugen von Gewebeschiden im Auge oder eine schwerwiegende Verschlechterung
des Sehvermogens nach Applikation einer Priifchemikalie auf die Oberfliche des Auges, die innerhalb von
21 Tagen nach der Applikation nicht vollstindig reversibel sind. Austauschbar mit ,Irreversible Wirkungen am
Auge” und mit der ,UN-GHS-Kategorie 1“ (4).

Stoff: Chemische Elemente und ihre Verbindungen in natiirlicher Form oder durch ein Produktionsverfahren
hergestellt, einschlieBlich der zur Wahrung der Produktstabilitit notwendigen Zusatzstoffe und der bei der
Herstellung entstehenden Verunreinigungen, mit Ausnahme von Losungsmitteln, die von dem Stoff ohne
Beeintrichtigung seiner Stabilitit und ohne Anderung seiner Zusammensetzung abgetrennt werden konnen (4).

Tensid: Auch als oberflichenaktiver Stoff bezeichnet. Hierbei handelt es sich um Stoffe, wie waschaktive
Substanzen (Detergenzien), die die Oberflichenspannung einer Fliissigkeit herabsetzen und so die Bildung von
Schaum oder das Eindringen in feste Stoffe ermdglichen; auch bekannt als Netzmittel.
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Tensidhaltiges Gemisch: Im Kontext dieser Priifmethode ein Gemisch mit einem oder mehreren Tensiden in einer
Endkonzentration von > 5 %.

Top-Down-Ansatz: Schrittweiser Ansatz fur eine Chemikalie, von der vermutet wird, dass sie schwere
Augenschdden verursacht. Dabei werden zuerst Chemikalien, die schwere Augenschiden verursachen (positives
Ergebnis), von anderen Chemikalien (negatives Ergebnis) unterschieden.

UN-GHS-Kategorie 1: Siehe ,Schwere Augenschidigung*
UN-GHS-Kategorie 2: Siehe , Augenreizung.

Validierte Priifmethode: Eine Priifmethode, fiir die zwecks Bestimmung ihrer Relevanz (einschlieRlich
Genauigkeit) und Zuverldssigkeit fir einen bestimmten Zweck Validierungsstudien abgeschlossen wurden. Es wird
darauf hingewiesen, dass eine validierte Priifmethode moglicherweise nicht genau und zuverlissig genug ist, um fiir
den vorgeschlagenen Zweck akzeptiert zu werden.

Zuverlissigkeit: Mafs der Reproduzierbarkeit einer Priifmethode innerhalb von und zwischen Laboratorien tiber
einen ldngeren Zeitraum und bei einheitlichem Protokoll. Die Zuverlassigkeit wird durch Berechnung der Intra- und
Interlabor-Reproduzierbarkeit und Intralabor-Wiederholbarkeit bewertet.
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Anlage 2

VORHERSAGEFAHIGKEIT DER BCOP-PRUFMETHODE

Tabelle 1

Vorhersagefihigkeit der BCOP-Priifmethode fiir die Ermittlung von Chemikalien, die schwere
Augenschiden verursachen ([UN-GHS/EU-CLP Kategorie 1 vs. nicht Kategorie 1 (Kategorie 2 + Keine
Einstufung); US-EPA-Kategorie I vs. nicht Kategorie I (Kategorie II + Kategorie III + Kategorie IV)]

Klassifi- Genauigkeit Empfindlichkeit Falsche Negative Spezifitdt Falsche Positive
zier- Nk
Hngs- % Nr. % Nr. % Nr. % Nr. % Nr.
system
UN-GHS | 191 | 78,53 | 150/191 | 86,15 | 56/65 | 13,85 | 9/65 | 74,60 | 94/126 | 25,40 | 32/126
EU-CLP
US-EPA 190 | 78,95 | 150/190 | 85,71 54/63 | 14,29 | 9/63 | 75,59 | 96/127 | 24,41 | 31/127
Tabelle 2

Vorhersagefihigkeit der BCOP-Priifmethode fiir die Ermittlung von Chemikalien, die keine Einstufung als
augenreizend oder schwer augenschidigend erfordern (,Stoffe ohne Reizwirkung”) [UN-GHS/EU-CLP
Keine Einstufung vs. nicht Keine Einstufung (Kategorie 1 + Kategorie 2); US-EPA-Kategorie IV vs. nicht

Kategorie IV (Kategorie I + Kategorie II + Kategorie III)]

Klassifi- Genauigkeit Empfindlichkeit Falsche Negative Spezifitat Falsche Positive
zier- N
ungs- % Nr. % Nr. % Nr. % Nr. % Nr.
system
UN-GHS | 196 | 68,88 | 135/196 | 100 | 107/107 0 0/107 | 31,46 | 28/89 | 68,54 | 61/89
EU-CLP
US-EPA 190 | 82,11 | 156/190 | 93,15 | 136/146 | 6,85 | 10/146 | 45,45 | 20/44 | 54,55 | 24[44
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Anlage 3

LEISTUNGSCHEMIKALIEN FUR DIE BCOP-PRUFMETHODE

Vor der routinemifigen Anwendung dieser Priifmethode sollten Laboratorien ihre technische Kompetenz
nachweisen, indem sie die 13 in Tabelle 1 empfohlenen Chemikalien in die richtige Augengefihrdungsklasse
einstufen. Die Chemikalien wurden so ausgewihlt, dass sie die Bandbreite von Augengefihrdungen reprisentieren,
die auf den Ergebnissen des In-vivo-Kaninchenaugentests (TG 405) (17) und dem UN-GHS-Klassifizierungssystem
(d. h. den Kategorien 1, 2A, 2B oder ,Nicht eingestuft) basieren (4). Weitere Auswahlkriterien betrafen die
Erhiltlichkeit der Chemikalien im Handel, die Verfugbarkeit hochwertiger In-vivo-Referenzdaten und das
Vorhandensein hochwertiger In-vitro-Daten aus der BCOP-Priifmethode. Referenzdaten konnen aus dem Streamlined
Summary Document (3) und den Background Review Documents des ICCVAM fiir die BCOP-Priifmethode bezogen
werden (2) (18).

Tabelle 1

Empfohlene Chemikalien fiir den Nachweis der technischen Kompetenz von Laboratorien zur
Durchfithrung des BCOP-Tests

28.4.2017

Physikali- In Vivo-Klassifizie
Chemikalie CAS-Nr. Chemikalienklasse (*) scher lvru_n (2;1 e BCOP-Klassifizierung
Zustand 8

Benzalkoniumchlo- | 8001-54-5 | Oniumverbindung flussig | Kategorie 1 Kategorie 1

rid (5 %)

Chlorhexidin 55-56-1 | Amin, Amidin fest Kategorie 1 Kategorie 1

Dibenzoyl-D-Wein- | 2743-38-6 | Carbonsiure, Ester fest Kategorie 1 Kategorie 1

saure

Imidazol 288-32-4 | heterocyclisch fest Kategorie 1 Kategorie 1

Trichloressigsdure 76-03-9 | Carbonsdure flissig | Kategorie 1 Kategorie 1

(30 %)

2,6-Dichlorbenzoyl- | 4659-45-4 | Acylhalogenid flissig | Kategorie 2A Keine genaue/zuver-

chlorid lassige Vorhersage
moglich

Ethyl-2-methyla- 609-14-3 | Ketone, Ester flissig | Kategorie 2B Keine genaue/zuver-

ceto-acetat lassige Vorhersage
moglich

Ammoniumnitrat 6484-52-2 | Anorganisches Salz fest Kategorie 2 (%) Keine genaue/zuver-
lassige Vorhersage
moglich

EDTA (Ethylendia- | 25102-12-9 | Amin, Carbonsiure fest Nicht eingestuft Nicht eingestuft

mintetraessigsdure), (Salz)

Di-Kaliumsalz

Tween 20 9005-64-5 | Ester, Polyether fliussig | Nicht eingestuft Nicht eingestuft
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Physikali- In Vivo-Klassifizi
Chemikalie CAS-Nr. Chemikalienklasse (1) scher nvives a5251 1zie- BCOP-Klassifizierung

Zustand rung ()

2-Mercaptopyrimi- 1450-85-7 | Acylhalogenid fest Nicht eingestuft Nicht eingestuft

din

Phenylbutazon 50-33-9 | heterocyclisch fest Nicht eingestuft Nicht eingestuft

Polyoxyethylen-23- | 9002-92-0 | Alkohol flissig | Nicht eingestuft Nicht eingestuft

laurylether (BRIJ-35)
(10 %)

Abkiirzungen: CAS-Nr. = Registernummer des Chemical Abstracts Service
(") Jede Priifchemikalie wurde anhand einer Standard-Klassifizierungsregelung auf Basis des Klassifizierungssystems der National
Library of Medicine Medical Subject Headings (MeSH) einer Chemikalienklasse zugeordnet (verfugbar unter http//www.nlm.

nih.gov/mesh).

—~—
==

Gestiitzt auf Ergebnisse aus dem In-vivo-Kaninchenaugentest (OECD TG 405) (17) unter Verwendung des UN-GHS (4).
Die Einstufung in die Kategorie 2A oder 2B ist von der Auswertung der Kriterien des UN-GHS zur Unterscheidung zwischen

diesen beiden Kategorien abhdngig, d. h. fiir eine Einstufung in die Kategorie 2A miissen an 1 von 3 gegeniiber 2 von 3 Tieren
Wirkungen an Tag 7 beobachtet werden. Die In-vivo-Studie umfasste drei Tiere. Alle Endpunkte mit Ausnahme einer Binde-
hautrétung bei einem Tier, gingen bis Tag 7 oder frither auf einen Wert von null zuriick. Das eine Tier, das sich bis Tag 7
nicht vollstindig regeneriert hatte, wies (an Tag 7) einen Bindehautrotungswert von 1 auf, der an Tag 10 ganz zuriickging.
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Anlage 4

BCOP-HORNHAUTHALTER

BCOP-Hornhauthalter sind aus einem tragen Material (z. B. Polypropylen) gefertigt. Sie bestehen aus zwei Halften
(einer Vorder- und einer Hinterkammer) sowie zwei identischen zylindrischen Innenkammern. Jede Kammer hat ein
Fassungsvermogen von ca. 5 ml und schliefSt mit einer Glasscheibe ab, durch die die Triibungsmesswerte abgelesen
werden. Jede Innenkammer hat einen Durchmesser von 1,7 cm und ist 2,2 cm tief (). Ein auf der Hinterkammer
positionierter Dichtungsring verhindert Leckagen. Die Hornhdute werden mit der Endothel-Seite nach unten auf
den Dichtungsring der Hinterkammern platziert, wihrend die Vorderkammern auf die Epithel-Seite der Hornhaute
gesetzt werden. Die Kammern werden mit drei Schrauben aus rostfreiem Stahl an den Aufenkanten der Kammer
fixiert. Jede Kammer schliefSt mit einer Glasscheibe ab, die fiir den leichten Zugang zur Hornhaut abgenommen
werden kann. Um Leckagen zu verhindern, befindet sich zwischen Glasscheibe und Kammer ein weiterer
Dichtungsring. Zwei Offnungen auf der Oberseite jeder Kammer gestatten den Ein- und Auslass des Mediums und
der Priifchemikalien. Sie werden wihrend der Behandlung und der Inkubation mit Gummistopseln verschlossen.
Die Lichtiibertragung durch die Hornhauthalter kann sich potenziell verindern, da Lichtstreuung oder Reflexion
durch Abnutzung oder Ablagerung bestimmter chemischer Riickstinde an den Bohrungen der Innenkammer oder
an der Glasscheibe beeinflusst werden konnen. Dies konnte hohere oder niedrigere Referenzwerte fiir die
Lichtiibertragung durch die Hornhauthalter (und umgekehrt niedrigere oder hohere Referenztrilbungswerte) zur
Folge haben und sich als deutliche Verinderungen bei den erwarteten ersten Referenzmessungen der
Hornhauttriibung in den einzelnen Kammern bemerkbar machen (d. h. die anfinglichen Hornhauttriibungswerte
bei spezifischen einzelnen Hornhauthaltern konnen regelmidfig um mehr als zwei oder drei Trilbungseinheiten von
den erwarten Referenzwerten abweichen). Jedes Labor sollte in Erwidgung ziehen, ein Programm zur Evaluierung
der Verinderungen der Lichtiibertragung durch die Hornhauthalter einzurichten, das die Art der gepriiften
Chemikalien und die Haufigkeit des Gebrauchs der Kammern beriicksichtigt. Zur Festlegung von Referenzwerten
konnen die Hornhauthalter vor dem regelmifigen Einsatz durch Messung der Referenztriibungswerte (oder
Lichtiibertragung) der vollstindig mit dem Medium gefiilllen Kammern, ohne Hornhdute, gepriift werden.
Anschliefend werden die Hornhauthalter wahrend ihres Einsatzes in regelmifSigen Abstinden auf Veranderungen
der Lichtiibertragung kontrolliert. Jedes Labor kann die Haufigkeit der Kontrollen der Hornhauthalter abhingig von
der Art der gepriiften Chemikalien, der Haufigkeit des Gebrauchs und der beobachteten Verdnderungen der
Referenzwerte fiir die Hornhauttriibung festlegen. Werden deutliche Verdnderungen in der Lichtiibertragung durch
die Hornhauthalter festgestellt, sind eine Reinigung und/oder Polierung der Innenfliche der Hornhauthalter mit
geeigneten Verfahren oder ein Austausch in Betracht zu ziehen.

Hornhauthalter: Explosionsdarstellung

cap
= glass disc
hanger E[J
il o i YA i
refi il S o
YT e

PTFE-O-ring P
o>

glass disc

anterior compartment

fixing screws

(") Es handelt sich um Abmessungen einer Halterung fiir Hornhaute von Kithen im Alter von 12 bis 60 Monaten. Soweit Tiere im Alter von
sechs bis 12 Monaten verwendet werden, miisste die Halterung so konzipiert sein, dass jede Kammer 4 ml fasst und jede Innenkammer
einen Durchmesser von 1,5 cm aufweist und 2,2 cm tief ist. Bei jedem neuen Halterungsmodell ist ausschlaggebend, dass das Verhaltnis
zwischen der exponierten Hornhautoberfliche und dem Fassungsvermogen der Hinterkammer dem jeweiligen Verhiltniswert bei
herkommlichen Hornhauthaltern entspricht. Dadurch wird sichergestellt, dass die Durchldssigkeitswerte zwecks Berechnung des IVIS-
Wertes nach der vorgeschlagenen Formel korrekt bestimmt werden.
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Anlage 5

OPAZIMETER

Der Opazimeter ist ein Gerdt zur Messung der Lichtiibertragung. Bei dem zur Validierung des BCOP-Tests
verwendeten Gerdt OP-KIT von Electro Design (Riom, Frankreich) wird beispielsweise Licht aus einer
Halogenleuchte durch eine Kontrollkammer (leere Kammer ohne Fenster oder Fliissigkeit) zu einer Fotozelle geleitet
und mit dem Lichtstrahl verglichen, der durch die Versuchskammer, welche die Kammer mit der Hornhaut enthalt,
zu einer Fotozelle geleitet wird. Der Unterschied bei der Lichtiibertragung aus den Fotozellen wird errechnet und
als numerischer Trilbungswert digital angezeigt. Die Triibungseinheiten sind vorgegeben. Andere Arten von
Opazimetern mit einem anderen Aufbau (bei denen z. B. keine parallelen Messungen der Kontrollkammer und
Versuchskammer erforderlich sind) konnen verwendet werden, wenn sie nachweislich dhnliche Ergebnisse wie das
validierte Gerit liefern.

Der Opazimeter sollte eine lineare Reaktion innerhalb eines Bereichs von Tritbungsmesswerten ergeben, der den
Schwellenwerten fiir die vom Vorhersagemodell beschriebenen unterschiedlichen Klassifizierungen (d. h. bis zu dem
Schwellenwert, der die verdtzende/stark reizende Wirkung bestimmt) Rechnung trdgt. Um lineare und akkurate
Messwerte bis zu 75-80 Triibungseinheiten zu gewdihrleisten, muss der Opazimeter mit einer Reihe von
Kalibratoren geeicht werden. Die Kalibratoren werden in die Kalibrierkammer (eine fiir die Aufnahme der
Kalibratoren konzipierte Hornhautkammer) platziert und auf dem Opazimeter abgelesen. Die Kalibrierkammer ist
derart konzipiert, dass die Kalibratoren in ungefihr demselben Abstand zu Lichtquelle und Fotozelle gehalten
werden, in dem sich die Hornhidute bei der Tribungsmessung befinden wiirden. Die Referenzwerte und der
anfangliche Sollwert sind von der Art des verwendeten Gerdts abhingig. Die Linearitdt der Tribungsmessungen
sollte durch geeignete (instrumentspezifische) Verfahren sichergestellt werden. Beim Gerdt OP-KIT von Electro
Design (Riom, Frankreich) wird der Opazimeter beispielsweise zunichst auf null Tritbungseinheiten geeicht, wobei
die Kalibrierkammer ohne Kalibrator verwendet wird. Anschliefend werden nacheinander drei unterschiedliche
Kalibratoren in die Kalibrierkammer gesetzt, und die Tritbungswerte werden gelesen. Die Kalibratoren 1, 2 und 3
sollten Triibungswerte ergeben, die ihren eingestellten Werten von 75, 150 bzw. 225 Triibungseinheiten + 5 %
entsprechen.”

(13) In Teil B erhilt Kapitel B.48 folgende Fassung:

,B.48 Test am isolierten Hiithnerauge zur Identifizierung von i) Chemikalien, die schwere Augenschiden
verursachen, und ii) Chemikalien, die keine Einstufung als augenreizend oder schwer augenschidigend
erfordern

EINLEITUNG

Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie 438 (2013). Der Test am isolierten Hithnerauge (Isolated
Chicken Eye, ICE) wurde vom Organisationsiibergreifenden Koordinationsausschuss zur Validierung alternativer
Methoden (Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods, ICCVAM) unter Mitwirkung des
Europdischen Zentrums zur Validierung alternativer Methoden (European Centre for the Validation of Alternative
Methods, ECVAM) und des Japanischen Zentrums zur Validierung alternativer Methoden (Japanese Centre for the
Validation of Alternative Methods, JaCVAM) in den Jahren 2006 und 2010 evaluiert (1) (2) (3). Bei der ersten
Evaluierung wurde der ICE-Test als wissenschaftlich fundierte Prifmethode fur den Einsatz als Screening-Test zur
Identifizierung von Chemikalien (Stoffen und Gemischen), die schwere Augenschiden (Kategorie 1) gemafs
Definition im Globalen Harmonisierten System zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien (GHS) der
Vereinten Nationen (UN) (1) (2) (4) und der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 iiber die Einstufung, Kennzeichnung
und Verpackung von Stoffen und Gemischen (') verursachen, anerkannt. Bei der zweiten Evaluierung wurde der
ICE-Test im Hinblick auf seine Eignung als Screening-Test zur Identifizierung von Chemikalien, die nicht als
augenreizend oder schwer augenschidigend gemifl UN-GHS einzustufen sind, beurteilt (3) (4). Die Ergebnisse der
Validierungsstudie und die Empfehlungen der Peer-Review-Gruppe bestitigten die urspriingliche Empfehlung, den
ICE-Test fiir die Einstufung von schwer augenschidigenden Chemikalien (UN-GHS-Kategorie 1) zu verwenden, da
sich die verfiigbare Datenbank seit der urspriinglichen Validierung des ICCVAM nicht gedndert hat. In jener Phase
wurden keine weiteren Empfehlungen fiir eine Erweiterung des Anwendungsbereichs des ICE-Tests auch auf andere
Kategorien ausgesprochen. Es wurde eine Neubewertung des in der Validierungsstudie verwendeten In-Vitro- und
In-vivo—Datensatzes durchgefithrt. Der Schwerpunkt lag dabei auf der Evaluierung der ZweckmiRigkeit des ICE-
Tests fir die Identifizierung von Chemikalien, die keine Einstufung als augenreizend oder schwer augenschadigend
(5) erfordern. Die Neubewertung fithrte zu dem Ergebnis, dass der ICE-Test auch verwendet werden kann, um

(") Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 des Europdischen Parlaments und des Rates vom 16. Dezember 2008 iiber die Einstufung,
Kennzeichnung und Verpackung von Stoffen und Gemischen, zur Anderung und Aufhebung der Richtlinien 67/548/EWG und
1999/45/EG und zur Anderung der Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 (ABI. L 353 vom 31.12.2008, S. 1).
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Chemikalien zu identifizieren, die keine Einstufung als augenreizend oder schwer augenschidigend gemifl UN-GHS
(4) (5) erfordern. Diese Priifmethode beriicksichtigt die empfohlenen Einsatzbereiche und Einsatzgrenzen des ICE-
Tests auf Grundlage dieser Evaluierungen. Die Hauptunterschiede zwischen der urspriinglichen Fassung der OECD-
Priiflinie aus dem Jahr 2009 und der aktualisierten Fassung von 2013 sind u. a. die Verwendung des ICE-Tests zur
Identifizierung von Chemikalien, die keine Einstufung nach dem UN-GHS-Klassifizierungssystem erfordern, eine
Aktualisierung der Elemente des Priifberichts, eine Aktualisierung der Definitionen in Anlage 1 sowie eine
Aktualisierung der Leistungschemikalien in Anlage 2.

Gegenwartig herrscht allgemeiner Konsens dariiber, dass der In-vivo-Draize-Augentest in absehbarer Zukunft nicht
durch einen einzigen In-vitro-Augenreizungstest ersetzt werden kann, der in der Lage ist, das gesamte Spektrum an
Augenreizungen fiir verschiedene Chemikalienklassen vorherzusagen. Unter Umstidnden ist es jedoch moglich, den
Draize-Augentest durch strategische Kombinationen mehrerer alternativer Priifmethoden im Rahmen einer
(gestuften) Priifstrategie zu ersetzen (6). Der Top-Down-Ansatz (7) wird verwendet, wenn auf Basis der
vorliegenden Informationen davon auszugehen ist, dass eine Chemikalie ein hohes Reizpotenzial aufweist.
Umgekehrt wird der Bottom-Up-Ansatz (7) verwendet, wenn auf Basis der vorliegenden Informationen davon
auszugehen ist, dass eine Chemikalie keine ausreichende Augenreizung fiir eine Einstufung hervorruft. Der ICE-Test
ist eine In-vitro-Priifmethode, die unter bestimmten Bedingungen und mit bestimmten Grenzen, wie unter den
Nummern 8 bis 10 erldutert, zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien mit augengefihrdender Wirkung
angewendet werden kann. Auch wenn der Test den In-vivo-Kaninchenaugentest nicht absolut ersetzen kann, wird
der ICE-Test als erster Schritt im Rahmen einer Priifstrategie wie des von Scott et al. vorgeschlagenen Top-Down-
Ansatzes (7) empfohlen, um ohne weitere Tests (4) schwer augenschidigende Chemikalien, d. h. Chemikalien, die in
die UN-GHS-Kategorie 1 einzustufen sind, zu identifizieren. Der ICE-Test wird auch fur die Identifizierung von
Chemikalien empfohlen, die keine Einstufung als augenreizend oder schwer augenschiadigend gemifs UN-GHS
(Keine Einstufung (No Category), NC) (4) erfordern, und kann daher als erster Schritt im Rahmen einer Priifstrategie
mit Bottom-up-Ansatz verwendet werden (7). Im Falle einer Chemikalie, bei der mit dem ICE-Test nicht
vorhergesagt werden kann, dass sie schwere Augenschiden verursacht oder keine Einstufung als augenreizend/
schwer augenschidigend erfordert, missten jedoch weitere Tests (in vitro und/oder in vivo) durchgefithrt werden,
um eine eindeutige Einstufung festzulegen. Auflerdem sollten die zustindigen Regulierungsbehdrden konsultiert
werden, bevor der ICE-Test in einem Bottom-Up-Ansatz unter einer anderen Klassifizierungsregelung als dem UN-
GHS angewendet wird.

Diese Priifmethode beschreibt die Verfahrensschritte fiir die Beurteilung des augengefihrdenden Potenzials einer
Priifchemikalie, gemessen als ihre Fahigkeit, im isolierten Hithnerauge eine toxische Wirkung hervorzurufen oder
nicht. Toxische Wirkungen auf die Hornhaut werden gemessen durch i) qualitative Bewertung der Triibung,
ii) qualitative Bewertung der Schidigung der Epithel-Zellschicht durch Applikation von Fluorescein auf das Auge
(Fluorescein-Verfarbung), iii) quantitative Messung verstdrkter Dicke (Schwellung) und iv) qualitative Beurteilung
makroskopischer morphologischer Oberflichenschddigungen. Hornhauttritbungen, Hornhautschwellungen und
Hornhautschidigungen nach Applikation einer Priifchemikalie werden zunichst einzeln bewertet und anschliefend
zwecks Klassifizierung des Augenreizwertes (Eye Irritancy Classification) kombiniert.

Definitionen sind Anlage 1 zu entnehmen.

VORBEMERKUNGEN UND EINSATZGRENZEN

Diese Priifmethode basiert auf dem im OECD Guidance Document 160 (8) empfohlenen Protokoll, das im Anschluss
an eine internationale Validierungsstudie des ICCVAM (1) (3) (9) und unter Mitwirkung des Europdischen Zentrums
zur Validierung alternativer Methoden (European Centre for the Validation of Alternative Methods), des Japanischen
Zentrums zur Validierung alternativer Methoden (Japanese Center for the Validation of Alternative Methods) und der
Abteilung Toxikologie und angewandte Pharmakologie des niederldndischen Forschungsinstituts TNO Quality of Life
entwickelt wurde. Das Protokoll beruht auf Informationen aus veréffentlichten Protokollen und auf dem von TNO
derzeit verwendeten Protokoll (10) (11) (12) (13) (14).

Bei der dieser Priffmethode zugrunde liegenden Validierung wurde ein breites Spektrum von Chemikalien getestet.
Die empirische Datenbank der Validierungsstudie umfasste 152 Chemikalien (72 Stoffe und 80 Gemische) (5). Die
Priifmethode ist auf Feststoffe, Fliissigkeiten, Emulsionen und Gele anwendbar. Die Fliissigkeiten konnen wissrig
oder nichtwissrig, die Feststoffe wasserloslich oder wasserunloslich sein. Gase und Aerosole wurden in einer
Validierungsstudie bisher noch nicht bewertet.
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Der ICE-Test kann zur Identifizierung von schwer augenschidigenden Chemikalien, d. h. Chemikalien, die in die
UN-GHS-Kategorie 1 (4) einzustufen sind, angewendet werden. In diesem Anwendungsbereich beruhen die
anerkannten Einsatzgrenzen des ICE-Tests auf den hohen Falsch-Positiv-Raten fiir Alkohole und den hohen Falsch-
Negativ-Raten fiir Feststoffe und Tenside (1) (3) (9). Die Falsch-Negativ-Raten sind in diesem Kontext (UN-GHS-
Kategorie 1 wird als nicht UN-GHS-Kategorie 1 erkannt) jedoch nicht mafgeblich, da alle Priifchemikalien mit
negativem Ergebnis anschliefend im Rahmen anderer angemessen validierter In-vitro-Tests oder als letzte
Moglichkeit — je nach Vorschriften — an Kaninchen anhand einer sequenziellen Priifstrategie mit einem
evidenzbasierten Bewertungsansatz (weight-of-evidence approach) gepriift werden. Es ist zu beachten, dass Feststoffe
beim In-vivo-Draize-Augenreizungstest zu variablen und extremen Expositionsbedingungen fithren konnen, aus
denen sich moglicherweise irrelevante Vorhersagen iiber das tatsichliche Reizungspotenzial ableiten (15). Priifer
konnen diese Priifmethode jedoch fir alle Arten von Chemikalien einsetzen und ein Positivergebnis als Indikator
fir eine schwer augenschidigende Wirkung, d. h. eine Einstufung in UN-GHS-Kategorie 1, ohne weitere Tests
akzeptieren. Positivergebnisse bei Verwendung von Alkohol sollten angesichts des Risikos von Falsch-Positiv-
Prognosen (over-prediction) jedoch mit einer gewissen Zuriickhaltung interpretiert werden.

Gemessen an Daten aus In-vivo-Kaninchenaugentests, die nach dem UN-GHS-Klassifizierungssystem eingestuft
wurden, weist der ICE-Test hinsichtlich der Identifizierung von Chemikalien mit schwer augenschidigender
Wirkung (UN-GHS-Kategorie 1) eine allgemeine Genauigkeit von 86 % (120/140), eine Falsch-Positiv-Rate von 6 %
(7/113) und eine Falsch-Negativ-Rate von 48 % (13/27) auf (4) (5).

Der ICE-Test kann auch zur Identifizierung von Chemikalien angewendet werden, die keine Einstufung als
augenreizend oder schwer augenschidigend gemdfl dem UN-GHS-Klassifizierungssystem erfordern (4). Bevor der
ICE-Test in einem Bottom-Up-Ansatz unter einer anderen Klassifizierungsregelung angewendet wird, sollten die
zustdndigen Regulierungsbehorden konsultiert werden. Diese Priifmethode kann fiir alle Arten von Chemikalien
eingesetzt werden, wobei ein Negativergebnis als Indikator fur die Nichteinstufung einer Chemikalie als
augenreizend oder schwer augenschddigend akzeptiert werden konnte. Auf der Basis eines Ergebnisses aus der
Validierungsdatenbank besteht bei Bewuchsschutzfarben mit organischen Losungsmitteln jedoch das Risiko von
Falsch-Negativ-Prognosen (under-prediction) (5).

Gemessen an Daten aus In-vivo-Kaninchenaugentests, die nach dem UN-GHS-Klassifizierungssystem eingestuft
wurden, weist der ICE-Test hinsichtlich der Identifizierung von Chemikalien, die keine Einstufung als augenreizend
oder schwer augenschidigend erfordern, eine allgemeine Genauigkeit von 82 % (125/152), eine Falsch-Positiv-Rate
von 33 % (26/79) und eine Falsch-Negativ-Rate von 1 % (1/73) auf (4) (5). Werden Stoffe einer bestimmten
Chemikalienklasse (d. h. Bewuchsschutzfarben mit organischen Losungsmitteln) aus der Datenbank ausgeschlossen,
so liegt die Genauigkeit des ICE-Tests gemessen am UN-GHS-Klassifizierungssystem bei 83 % (123/149), die Falsch-
Positiv-Rate bei 33 % (26/78) und die Falsch-Negativ-Rate bei 0 % (0/71) (4) (5).

Aufgrund der betrichtlichen Anzahl von Chemikalien der UN-GHS-Kategorie 1, die zu niedrig in die UN-GHS-
Kategorien 2, 2A oder 2B eingestuft sind, und von Chemikalien, die keine Einstufung erfordern, jedoch zu hoch in
die UN-GHS-Kategorien 2, 2A oder 2B eingestuft sind, wird der ICE-Test nicht fur die Identifizierung von
Priifchemikalien empfohlen, die als augenreizend (d. h. UN-GHS-Kategorie 2 oder Kategorie 2A) oder leicht
augenreizend (UN-GHS-Kategorie 2B) eingestuft werden sollten. Diesbeziiglich konnen weitere Tests mit einer
anderen geeigneten Methode erforderlich sein.

Bei allen Verfahren, die Hithneraugen involvieren, sind die geltenden Regeln und Verfahrensvorschriften der
Priifanstalt fir den Umgang mit Human- bzw. Tiermaterial (u. a. Gewebe und Gewebefliissigkeiten) einzuhalten.
Universelle Laborregeln sollten beachtet werden (16).
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Die im Kaninchenaugentest evaluierten Bindehaut- und Irisverletzungen werden beim ICE-Test zwar aufer Acht
gelassen, doch werden bei der Priifmethode Auswirkungen auf die Hornhaut beriicksichtigt, die wesentliche
Einflussfaktoren fiir die In-vivo-Klassifizierung nach dem UN-GHS-Klassifizierungssystem bilden. Auch wurde —
obwohl sich die Reversibilitit von Hornhautldsionen per se mit dem ICE-Test nicht beurteilen lisst — ausgehend
von Kaninchenaugenstudien vorgeschlagen, dass eine Bewertung der anfinglichen Tiefe der Hornhautverletzung
herangezogen werden kann, um einige Arten irreversibler Wirkungen zu identifizieren (17). Insbesondere sind
weitere wissenschaftliche Erkenntnisse erforderlich, um zu verstehen, wie irreversible Wirkungen auftreten, die
nicht mit einer anfinglichen starken Verletzung im Zusammenhang stehen. Schlieflich sei auch erwahnt, dass das
Potenzial fiir eine mit der Augenexposition verbundene systemische Toxizitdt mit der ICE-Methode nicht bewertet
werden kann.

Diese Prifmethode wird regelmiflig aktualisiert, um neue Informationen und Daten zu beriicksichtigen.
Beispielsweise konnen histopathologische Befunde potenziell niitzlich sein, wenn eine umfassendere Charakte-
risierung der Hornhautschidigung erforderlich ist. Zur Evaluierung dieser Moglichkeit sollten Anwender die Augen
aufbewahren und histopathologische Proben zubereiten, die zum Aufbau einer Datenbank und zur Entwicklung
von Entscheidungskriterien herangezogen werden konnen, mit denen sich die Genauigkeit dieser Priifmethode
weiter verbessern ldsst. Die OECD hat einen Leitfaden (Guidance Document) fir die Anwendung von Priifmethoden
zur Untersuchung der okularen Toxizitit erarbeitet. Dieser enthilt ausfihrliche Verfahrensanweisungen fur die
Entnahme histopathologischer Proben und Angaben dartiber, wo die Proben und/oder histopathologischen Daten
einzureichen sind (8).

Laboratorien, die diese Priffmethode erstmals anwenden, sollten die in Anlage 2 genannten Leistungschemikalien
verwenden. Laboratorien konnen diese Chemikalien verwenden, um ihre technische Kompetenz zur Durchfithrung
des ICE-Tests nachzuweisen, bevor sie ICE-Testdaten zum Zwecke der vorschriftsmifiigen Gefahrenklassifizierung
einreichen.

TESTPRINZIP

Die ICE-Priffmethode ist ein organtypisches Modell, das die Zellstruktur des Hithnerauges in vitro kurzfristig
funktionsfahig halt. Bei dieser Priifmethode werden durch die Priffchemikalie hervorgerufene Schiden als Hornhaut-
schwellungen, Hornhauttriibung und korneale Fluorescein-Verfarbung festgestellt. Wahrend die beiden
letztgenannten Parameter eine qualitative Bewertung erfordern, muss die Hornhautschwellung quantitativ bestimmt
werden. Jedes Messergebnis wird entweder in einen quantitativen Wert umgerechnet, der seinerseits fiir die
Berechnung eines Gesamtreizindexes (Overall Irritancy Index) zugrunde gelegt wird, oder einer Qualitdtskategorie
zugeordnet, die wiederum fuir die Einordnung in Klassen fiir Chemikalien mit in vitro augengefihrdender Wirkung
(UN-GHS-Kategorie 1 oder keine Einstufung nach UN-GHS) herangezogen wird. Jedes dieser Ergebnisse kann dann
verwendet werden, um das Potenzial einer Priifchemikalie, in vivo schwere Augenschiden hervorzurufen oder keine
Einstufung als augengefihrdend zu erfordern, vorherzusagen (siche Entscheidungskriterien). Allerdings ist keine
Einstufung bei Chemikalien moglich, bei denen mit dem ICE-Test nicht vorhergesagt wird, dass sie schwere
Augenschiden verursachen oder nicht einzustufen sind (sieche Nummer 11).

Bezugsquelle und Alter der Hithneraugen

Traditionell werden fiir diesen Test Augen von Hithnern verwendet, die in einer Schldchterei fiir den menschlichen
Verzehr geschlachtet wurden; auf diese Weise wird der Einsatz von Versuchstieren vermieden. Nur Augen von
gesunden Tieren, die als fiir die Nahrungskette geeignet angesehen werden, diirfen verwendet werden.

Es wurde keine kontrollierte Studie zur Bestimmung des optimalen Alters der Hithner durchgefiihrt, doch werden
fur diesen Test bisher Hithner verwendet, bei denen es sich nach Alter und Gewicht um Junghiihner handelt (d. h.
Hithner im Alter von ungefihr sieben Wochen mit einem Gewicht von 1,5 bis 2,5 kg), die in der Regel in einer
Gefliigelschlichterei geschlachtet werden.

Gewinnung und Beférderung der Augen zum Labor

Die Kopfe sollten unmittelbar nach dem Betduben der Tiere, normalerweise durch Elektroschock, und nach dem
Entbluten durch Nackenstich abgesetzt werden. Sie sollten aus einer in Nihe des Labors gelegenen Quelle bezogen
werden, um die Kopfe moglichst schnell vom Schlachthof zum Labor beférdern zu konnen, damit sich ihr Zustand
nicht verschlechtert undjoder Bakterienkontaminationen auf ein Mindestmafl begrenzt werden. Der Zeitabstand
zwischen der Gewinnung der Hithnerkopfe und ihrem Einsetzen in die Superfusionskammer nach der Ausschalung
muss moglichst gering sein (d. h. hochstens zwei Stunden betragen), damit die Akzeptanzkriterien des Tests erfiillt
werden. Alle fiir die Priiffung verwendeten Augen sollten aus einer an ein und demselben Tag gewonnenen Partie
Augen stammen.
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Da die Augen im Labor seziert werden, sind die intakten Kopfe in Kunststoftbehiltnissen, die mit Tiichern, welche
in isotonischer Kochsalzlosung getrdnkt wurden, ausgeschlagen sind, und bei Umgebungstemperatur
(normalerweise zwischen 18 1 °C und 25 1 °C) vom Schlachthof zum Labor zu befordern.

Auswahlkriterien und Anzahl der Augen, die im ICE-Test eingesetzt werden

Augen mit starker Ausgangs-Fluorescein-Verfarbung (d. h. > 0,5) oder mit starker Hornhauttriibung (d. h. > 0,5)
nach der Ausschilung werden verworfen.

Jede Behandlungsgruppe und die gleichzeitige Positivkontrolle umfassen mindestens drei Augen. Die
Negativkontrollen bzw. die Losungsmittelkontrolle (wenn ein anderes Losungsmittel als Kochsalzlosung verwendet
wird) bestehen aus mindestens einem Auge.

Im Fall von Feststoffen mit dem GHS-Ergebnis ,Keine Einstufung” (No Category, NC) wird ein zweiter Durchlauf mit
drei Augen empfohlen, um das Negativergebnis zu bestitigen oder zu verwerfen.

VERFAHREN

Vorbereitung der Augen

Die Augenlider werden sorgfiltig weggeschnitten, wobei darauf zu achten ist, dass die Hornhaut nicht beschadigt
wird. Die Unversehrtheit der Hornhaut wird mithilfe eines Tropfens von 2 %igem (w/v) Natrium-Fluorescein, der
fir einige Sekunden auf die Hornhautoberfliche appliziert und anschlieBend mit isotonischer Kochsalzlosung
abgespiilt wird, schnell uberpriift. Fluorescein-behandelte Augen werden sodann mit einem Spaltlampenmikroskop
auf Hornhautschidigung untersucht (d. h. Fluorescein-Verfirbung und Hornhauttriibungswerte miissen < 0,5
betragen).

Liegt keine Schidigung vor, wird das Auge weiter freigelegt, wobei dafiir Sorge zu tragen ist, dass die Hornhaut
nicht beschidigt wird. Der Augapfel wird aus der Augenhohle herausgezogen, indem die Nickhaut mithilfe einer
chirurgischen Zange festgehalten und die Augenmuskulatur mit einer gebogenen, stumpfendigen Schere
durchtrennt wird. Dieser Schritt ist wichtig, um zu vermeiden, dass die Hornhaut durch tibermifSigen Druck
geschadigt wird (Kompressionsartefakte).

Beim Herauslosen des Auges aus der Augenhohle sollte ein sichtbarer Teil des Sehnervs noch anhaften. Das Auge
wird anschlieBend auf eine saugfihige Unterlage gesetzt, und Nickhaut sowie anderes Bindegewebe werden
weggeschnitten.

Das auf diese Weise ausgeschilte Auge wird in einer Klemme aus rostfreiem Stahl fixiert, wobei die Hornhaut
vertikal positioniert sein muss. Die Klemme wird sodann in eine Kammer des Superfusionsgerits gesetzt (18). Im
Superfusionsgerit sind die Klemmen so zu positionieren, dass die gesamte Hornhaut mit der Kochsalzinfusion (3-4
Tropfen pro Minute bzw. 0,1-0,15 ml/min) versorgt wird. Die Temperatur in den Kammern des Superfusionsgerits
sollte auf 32 % 1,5°C gehalten werden. Anlage 3 zeigt ein Schaubild eines typischen Superfusionsgerits mit
Augenklemmen; das Gerit ist im Handel fertig oder als Bausatz erhiltlich. Es kann den Bediirfnissen des jeweiligen
Labors angepasst werden (z. B. um Augen in verschiedener Anzahl aufzunehmen).

Nach dem Einsetzen ins Superfusionsgerit werden die Augen erneut mit einem Spaltlampenmikroskop untersucht,
um sicherzustellen, dass sie wahrend des Sezierens nicht beschidigt wurden. Bei dieser Gelegenheit sollte mit dem
Pachometeraufsatz des Spaltlampenmikroskops auch die Hornhautdicke im Apex gemessen werden. Augen mit
i) einer Fluorescein-Verfirbung von > 0,5, ii) einer Hornhauttriibung von > 0,5 oder iii) etwaigen anderen
Anzeichen einer Schadigung sind zu ersetzen. Einzelne Augen, auf die keines der genannten Kriterien zutrifft,
werden verworfen, wenn sie eine Hornhautdicke aufweisen, die mehr als 10 % vom mittleren Dickenwert aller
Augen zusammengerechnet abweicht. Anwender sollten sich dartiber im Klaren sein, dass Spaltlampenmikroskope
mit unterschiedlicher Spaltbreiteneinstellung unterschiedliche Dickenmesswerte ergeben konnen. Die Spaltbreite
sollte auf 0,095 mm eingestellt sein.

Sobald alle Augen untersucht und fiir einwandfrei befunden wurden, werden sie zwecks Aquilibrierung des
Testsystems vor Applikation der Priifchemikalie fiir ungefahr 45 bis 60 Minuten inkubiert. Nach der Aquilibrierung
werden Referenzmessungen von Hornhautdicke und Hornhauttritbung zum Zeitpunkt Null vorgenommen, welche
als Referenzszenario dienen (d. h. Zeitpunkt = 0). Der beim Sezieren ermittelte Fluorescein-Wert wird als Referenz-
messwert fur diesen Endpunkt verwendet.
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Applikation der Priifchemikalie

Unmittelbar nach den Referenzmessungen zum Null-Zeitpunkt wird das Auge (in seiner Halterung) aus dem
Superfusionsgerit entnommen und zur Applikation der Priifchemikalie auf die Hornhaut horizontal positioniert.

Flussige Priffchemikalien werden in der Regel unverdiinnt getestet, konnen jedoch verdiinnt werden, sofern dies fiir
notwendig gehalten wird (z. B. als Teil des Studienkonzepts). Bevorzugtes Losungsmittel fur verdiinnte
Priifchemikalien ist physiologische Kochsalzlosung. Unter kontrollierten Bedingungen kénnen auch alternative
Losungsmittel verwendet werden, deren Eignung jedoch nachzuweisen ist.

Flussige Prifchemikalien werden so auf die Hornhaut appliziert, dass die gesamte Hornhautoberfliche gleichmafig
von der Prifchemikalie bedeckt ist; das Standardvolumen betrdgt 0,03 ml.

Feste Priifchemikalien sollten wenn moglich im Morser oder mit einem vergleichbaren Zerkleinerungsgerit so fein
wie moglich gemahlen werden. Das Pulver wird so auf die Hornhaut appliziert, dass die Oberfliche von der
Priifchemikalie gleichmifig bedeckt ist; die Standardmenge betrigt 0,03 g.

Die Priifchemikalie (flissig oder fest) wird fiir 10 Sekunden appliziert und anschlieBend mit isotonischer
Kochsalzlosung (ungefihr 20 ml) bei Umgebungstemperatur vom Auge abgespiilt. Das Auge (in seiner Halterung)
wird anschliefend wieder in aufrechter Ausgangsstellung in das Superfusionsgerit eingesetzt. Bei Bedarf konnen
nach der 10-sekiindlichen Applikation und zu spiteren Zeitpunkten (z. B. bei der Feststellung von Riickstinden der
Priifchemikalie auf der Hornhaut) weitere Spiilungen vorgenommen werden. Im Allgemeinen ist die Menge an
Kochsalzlosung, die zusitzlich fiir die Spiilungen verwendet wird, nicht mafgeblich; wichtig ist jedoch die
Beobachtung von Anhaftungen der Chemikalie an der Hornhaut.

Kontrollchemikalien

Jeder Versuch sollte gleichzeitige Negativ- oder Losungsmittel-/Vehikelkontrollen und gleichzeitige Positivkontrollen
umfassen.

Beim Priifen unverdiinnter (100 %iger) Fliissigkeiten oder Feststoffe wird als gleichzeitige Negativkontrolle im ICE-
Test physiologische Kochsalzlosung verwendet, um unspezifische Verdnderungen im Testsystem festzustellen und
um sicherzustellen, dass die Testbedingungen keine ungerechtfertigten Reizwirkungen hervorrufen.

Zum Testen verdinnter Fliissigkeiten umfasst der Test auch eine Gruppe gleichzeitiger Losungsmittel-|
Vehikelkontrollen, um unspezifische Veranderungen im Testsystem nachzuweisen und um sicherzustellen, dass die
Testbedingungen keine ungerechtfertigten Reizwirkungen hervorrufen. Wie unter Nummer 31 erwihnt, sind nur
Losungsmittel/Vehikel zuldssig, die das Testsystem nachweislich nicht beeintrdchtigen.

Jeder Versuch umfasst als gleichzeitige Positivkontrolle einen bekannten Augenreizstoff, damit wiberpriift werden
kann, ob eine adiquate Wirkung eintritt. Da der ICE-Test bei dieser Priifmethode eingesetzt wird, um veritzende
oder stark reizende Stoffe zu identifizieren, sollte es sich bei der Positivkontrolle um eine Referenzchemikalie
handeln, die bei dieser Priifmethode eine starke Wirkung hervorruft. Um zu gewihrleisten, dass die Verdnderlichkeit
der Reaktion der Positivkontrolle im Zeitverlauf bewertet werden kann, sollte die Reaktionsstirke jedoch nicht allzu
heftig sein. Es sollten geniigend In-vitro-Daten fur die Positivkontrolle generiert werden, damit eine statistisch
vorgegebene vertretbare Spanne fiir die Positivkontrolle berechnet werden kann. Liegen fiir eine bestimmte
Positivkontrolle keine angemessenen historischen Daten zur ICE-Priifmethode vor, so konnen Studien erforderlich
werden, um die notwendigen Daten zu generieren.

Beispiele fiir Positivkontrollen fir fliissige Priifchemikalien sind 10 %ige Essigsdure oder 5 %iges Benzalko-
niumchlorid, wihrend fur Positivkontrollen fur feste Priifchemikalien Natriumhydroxid oder Imidazol in Frage
kommen.

Referenzchemikalien sind niitzlich fir die Evaluierung des Augenreizpotenzials unbekannter Chemikalien einer
bestimmten Chemikalien- oder Produktklasse oder zur Evaluierung des relativen Reizpotenzials eines
Augenreizstoffes innerhalb einer spezifischen Spanne von Reizwirkungen.
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Gemessene Endpunkte

Behandelte Hornhdute werden vor der Behandlung evaluiert sowie in Abstinden von 30, 75, 120, 180 und
240 Minuten (+ 5 Minuten) nach dem Abspiilen im Anschluss an die Behandlung. Diese Zeitreihe gestattet eine
angemessene Anzahl von Messungen wihrend des vierstiindigen Behandlungszeitraums und ldsst geniigend Zeit
zwischen den Messungen, um alle Augen vorschriftsgemaf$ beobachten zu kénnen.

Die evaluierten Endpunkte sind Hornhauttriibung, Hornhautschwellung, Fluorescein-Verfirbung und
morphologische Effekte (z. B. durchlochertes oder abgelostes Epithel). Alle Endpunkte mit Ausnahme der
Fluorescein-Verfarbung (die ausschlieBlich vor der Behandlung sowie 30 Minuten nach Applikation der
Priifchemikalie ermittelt wird) werden zu jedem der vorgenannten Zeitpunkte bestimmt.

Hornhauttriibung, Fluorescein-Verfarbung, morphologische Effekte und, sofern sie vorliegen, histopathologische
Befunde sollten fotografiert werden.

Nach der abschlieenden Untersuchung am Ende des vierstiindigen Behandlungszeitraums sind die Augen in einer
geeigneten Fixierlosung (z. B. neutrales gepuffertes Formalin) aufzubewahren, damit sie gegebenenfalls
histopathologisch untersucht werden konnen (Einzelheiten siche Nummer 14 und Literaturhinweis (8)).

Hornhautschwellungen werden durch Hornhautdickenmessungen bestimmt, die mit dem optischen
Pachometeraufsatz eines Spaltlampenmikroskops vorgenommen werden. Der Schwellungsmesswert wird als
Prozentsatz ausgedriickt und auf Basis der Hornhautdickenmesswerte nach folgender Formel berechnet:

Hornhautdicke zum Zeitpunkt t — Hornhautdicke zum Zeitpunkt = 0 « 100
Hornhautdicke zum Zeitpunkt = 0

Fiir alle getesteten Augen wird die mittlere Hornhautschwellung (in Prozent) fir simtliche Beobachtungszeitpunkte
berechnet. Auf Basis des hochsten Mittelwertes fiir die Hornhautschwellung (beliebiger Beobachtungszeitpunkt)
wird anschliefend jeder Priifchemikalie ein Gesamtwert fiir die Kategorie (overall category score) zugeordnet (siche
Nummer 51).

Die Hornhauttrilbung wird anhand der Hornhautfliche bewertet, die am stirksten getriibt ist (siche Tabelle 1). Fiir
alle getesteten Augen wird der mittlere Triibungswert fiir jeden Beobachtungszeitpunkt berechnet. Auf Basis des
hochsten Mittelwertes fir die Hornhauttritbung (beliebiger Beobachtungszeitpunkt) wird anschliefend jeder
Priifchemikalie ein Gesamtwert fiir die Kategorie (overall category score) zugeordnet (siche Nummer 51).

Tabelle 1
Hornhauttriibungswerte
Wert Beobachtung
0 keine Triibung
0,5 sehr schwache Triibung
1 gestreute oder diffuse Strukturen; Iris deutlich sichtbar
2 leicht erkennbare lichtdurchldssige Struktur; Iris weniger deutlich sichtbar
3 starke Hornhauttriibung; Einzelheiten der Iris nicht sichtbar; Pupillengrofe kaum erkennbar
4 vollstandige Triibung/Iris unsichtbar
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Die Fluorescein-Verfarbung wird nur fiir den 30-miniitigen Beobachtungszeitpunkt bewertet (siche Tabelle 2).
Anschliefend wird fur alle getesteten Augen die mittlere Fluorescein-Verfirbung fur den 30-miniitigen
Beobachtungszeitpunkt berechnet und zur Ermittlung des jeder Priifchemikalie zugeordneten Gesamtwertes fiir die
Kategorie herangezogen (siche Nummer 51).

Tabelle 2

Fluorescein-Verfirbungswerte

Wert Beobachtung
0 keine Fluorescein-Verfarbung
0,5 sehr geringfiigige Verfirbung einzelner Zellen
1 Verfarbung einzelner Zellen auf der gesamten behandelten Fliche der Hornhaut
2 Punktuelle oder konfluierende dichte Zellverfiarbung
3 konfluierende grofiflichige Fluorescein-Verfirbung der Hornhaut

Morphologische Effekte umfassen ,durchlocherte Hornhaut-Epithelzellen, ,abgeloste“Epithelzellen, ,aufgeraute”
Hornhautoberfliche und ,Verklebung” der Hornhaut mit der Priifchemikalie. Diese Befunde kénnen unterschiedlich
stark ausgepragt sein und gleichzeitig auftreten. Ihre Einstufung erfolgt subjektiv je nach Auswertung des Priifers.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Datenauswertung

Die Ergebnisse fur die Hornhauttriitbung, die Hornhautschwellung und die Fluorescein-Verfarbung sind einzeln zu
evaluieren, um fur jeden Endpunkt eine ICE-Klasse zu generieren. Kombiniert ergeben die ICE-Klassen fur die
einzelnen Endpunkte eine Reizklasse (Irritancy Classification) fir die einzelnen Priifchemikalien.

Entscheidungskriterien

Nach der Evaluierung jedes Endpunktes konnen die ICE-Klassen entsprechend einer vorgegebenen Spanne
zugeordnet werden. Die Auswertung der Hornhautschwellung (Tabelle 3), der Hornhauttritbung (Tabelle 4) und der
Fluorescein-Verfarbung (Tabelle 5) und ihre Einstufung in vier ICE-Klassen erfolgen anhand der nachstehenden
Bewertungsskalen. Die Werte fiir die Hornhautschwellung in Tabelle 3 sind nur giiltig, wenn die Dicke mit einem
Spaltlampenmikroskop (z. B. Haag-Streit BP900) mit Tiefenmessgerdt Nr. 1 und einer Spaltbreiteneinstellung von
9,5 (= 0,095 mm) gemessen wird. Anwender sollten sich dariiber im Klaren sein, dass Spaltlampenmikroskope mit
unterschiedlicher Spaltbreiteneinstellung unterschiedliche Dickenmesswerte ergeben konnen.

Tabelle 3

Kriterien fiir die Einstufung in ICE-Klassen — Hornhautschwellung

Mittlere Hornhautschwellung (in %) (*) ICE-Klasse

0 bis 5 [

> 5 bis 12 II
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Mittlere Hornhautschwellung (in %) (*) ICE-Klasse
> 12 bis 18 (> 75 Minuten nach der Behandlung) 11
> 12 bis 18 (< 75 Minuten nach der Behandlung) I
> 18 bis 26 II
> 26 bis 32 (> 75 Minuten nach der Behandlung) 11
> 26 bis 32 (< 75 Minuten nach der Behandlung) v
> 32 1\%

(*) Hochster Mittelwert fiir die Hornhauttritbung an einem beliebigen Beobachtungszeitpunkt

Tabelle 4

Kriterien fiir die Einstufung in ICE-Klassen — Hornhauttriibung

Hochster Mittelwert fiir die Hornhauttritbung (¥) ICE-Klasse
0,0-0,5 [
0,6-1,5 I
1,6-2,5 I
2,6-4,0 v

(*) Hochster Mittelwert an einem beliebigen Beobachtungszeitpunkt (auf Basis der Tritbungswerte gemaf§ Tabelle 1).

Tabelle 5

Kriterien fiir die Einstufung in ICE-Klassen — mittlere Fluorescein-Verfirbung

Mittlere Verfirbung 30 Minuten nach der Behandlung (*) ICE-Klasse
0,0-0,5 [
0,6-1,5 II
1,6-2,5 I
2,6-3,0 I\Y%

(*) Auf Basis der Werte gemif$ Tabelle 2.

Die In-vitro-Klassifizierung einer Priifchemikalie richtet sich nach der GHS-Klasse, die der Kombination von
Kategorien entspricht, die fir die Hornhautschwellung, die Hornhauttrilbung und die Fluorescein-Verfirbung

ermittelt wurden, und wird gemif§ Tabelle 6 vorgenommen.
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Tabelle 6

In-vitro-Gesamtklassifizierung

UN-GHS-Klassifizierung Kombinationen der drei Endpunkte
Keine Einstufung 3x]
2x[1x1I
Keine Vorhersage moglich Andere Kombinationen
Kategorie 1 3xIV
2x1v, 1 x1II

2 %1V, 1 x I (%

2 %1V, 1 x1(¥

Hornhauttribung > 3 nach 30 Min. (bei mindestens
zwei Augen)

Hornhauttriibung = 4 zu beliebigem Zeitpunkt (bei min-
destens zwei Augen)

starkes Ablosen der Epithel-Zellschicht (bei mindestens
einem Auge)

(*) weniger gingige Kombinationen.

Studienakzeptanzkriterien

Ein Test gilt als akzeptabel, wenn die gleichzeitigen Negativ- oder Vehikel-/Losungsmittelkontrollen sowie die
gleichzeitigen Positivkontrollen ,Keine Einstufung” nach GHS bzw. GHS-Kategorie 1 ergeben.

Priifbericht
Der Priifbericht sollte die folgenden Informationen umfassen, soweit sie fiir die Studie relevant sind:
Priifchemikalien und Kontrollchemikalien

— chemische Bezeichnung(en) wie der vom Chemical Abstracts Service (CAS) benutzte strukturelle Name, gefolgt
von anderen Bezeichnungen, soweit bekannt;

— CAS-Registrierungsnummer (CAS-Nr.), soweit bekannt;

— Reinheit und Zusammensetzung der Priifchemikalien/Kontrollchemikalien (in Gewichtsprozent), soweit
diesbeziigliche Informationen vorliegen;

— physikalisch-chemische ~ Eigenschaften wie physikalischer Zustand, Fliichtigkeit, pH-Wert, Stabilitit,
Chemikalienklasse, Wasserloslichkeit, soweit sie fur die Studie relevant sind;

— Behandlung der Priifchemikalien/Kontrollchemikalien vor der Testung, soweit zutreffend (z. B. Erwdrmung,
Zerkleinerung);

— Stabilitdt, soweit bekannt.

Informationen zu Auftraggeber und Priifanstalt

— Name und Anschrift des Auftraggebers, der Priifanstalt und des Studienleiters;

— Angaben zur Identifizierung der Bezugsquelle der Augen (z. B. Einrichtung, in der sie gewonnen wurden);
Testbedingungen

— Beschreibung des angewandten Testsystems;
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— verwendetes Spaltlampenmikroskop (z. B. Modell) und Einstellungen des verwendeten Spaltlampenmikroskops;

— Verweis auf historische Ergebnisse von Negativ- und Positivkontrollen und gegebenenfalls historische Daten, die
akzeptable Reihen gleichzeitiger Referenzkontrollen dokumentieren;

— das zur Gewihrleistung der Integritdt (d. h. Genauigkeit und Zuverlissigkeit) der Priifmethode im Zeitverlauf
angewandte Verfahren (z. B. regelmifige Testung von Leistungschemikalien).

Gewinnung und Vorbereitung der Augen

— Alter und Gewicht des Spendertieres und, soweit verfiigbar, andere spezifische Angaben zu den Tieren, von
denen die Augen gewonnen wurden (z. B. Geschlecht, Stamm);

— Lager- und Transportbedingungen der Augen (z. B. Datum und Uhrzeit der Gewinnung der Augen, Zeitabstand
zwischen der Gewinnung der Hithnerkopfe und dem Einsetzen der ausgeschilten Augen in die
Superfusionskammer);

— Vorbereitung und Einsetzen der Augen, einschlieBlich Angaben zu ihrer Qualitdt, zur Temperatur der
Augenkammern und zu den Kriterien fiir die Auswahl der bei den Tests verwendeten Augen.

Testverfahren
— Anzahl der verwendeten Replikate;

— Identitdt der verwendeten Negativ- und Positivkontrollen (soweit zutreffend, auch der Losungsmittel- und
Referenzkontrollen);

— verwendete Dosis, Applikations- und Expositionsdauer der Priffchemikalie;

— Beobachtungszeitpunkte (vor und nach der Behandlung);

— Beschreibung der angewandten Bewertungs- und Entscheidungskriterien;

— Beschreibung der angewandten Studienakzeptanzkriterien;

— Beschreibung etwaiger Anderungen am Testverfahren.

Ergebnisse

— tabellarische Aufstellung der Hornhautschwellungs-, Hornhauttriibungs- und Fluorescein-Verfirbungswerte fiir
jedes einzelne Auge und an jedem Beobachtungszeitpunkt, einschlieflich der Mittelwerte aller getesteten Augen

an jedem Beobachtungszeitpunkt;

— hochster Mittelwert fur die Hornhautschwellung, die Hornhauttriibung und die Fluorescein-Verfirbung an
einem beliebigen Beobachtungszeitpunkt und die zugehorige ICE-Klasse;

— Beschreibung sonstiger festgestellter Wirkungen;
— die abgeleitete In-vitro-Klassifizierung nach GHS;
— gegebenenfalls Aufnahmen vom Auge.
Erorterung der Ergebnisse

Schlussfolgerung
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Anlage 1

DEFINITIONEN

Augenreizung: Erzeugen von Verdnderungen am Auge nach Applikation einer Priifchemikalie auf die Oberfldche
des Auges, die innerhalb von 21 Tagen nach der Applikation vollstindig reversibel sind. Austauschbar mit
,Reversible Wirkungen am Auge“ und mit der ,UN-GHS-Kategorie 2“ (4).

Bottom-Up-Ansatz: Schrittweiser Ansatz fiir eine Chemikalie, von der vermutet wird, dass sie keine Einstufung als
augenreizend oder schwer augenschidigend erfordert. Dabei werden zuerst Chemikalien, die keine Einstufung
erfordern (negatives Ergebnis), von anderen Chemikalien (positives Ergebnis) unterschieden.

Chemikalie: Stoff oder Gemisch.

Evidenzbasierte Bewertung: Priifung der Stirken und Schwichen verschiedener Informationen, um iiber das
Gefahrenpotenzial einer Chemikalie entscheiden zu kénnen und diese Entscheidung zu untermauern.

Falsch-Negativ-Rate: Der Anteil aller positiven Chemikalien, die von einer Priifmethode filschlicherweise als
negativ identifiziert werden. Sie ist ein Leistungsindikator der Priifmethode.

Falsch-Positiv-Rate: Der Anteil aller negativen Chemikalien, die von einer Priifmethode filschlicherweise als
positiv identifiziert werden. Sie ist ein Leistungsindikator der Priifmethode.

Fluorescein-Verfirbung: Subjektiver Messwert im Rahmen des ICE-Tests fiir die Fluorescein-Natrium-Verfirbung
der Epithel-Zellen in der Hornhaut nach Applikation einer Priifchemikalie. Das Ausmaf der Fluorescein-Verfirbung
ist ein Indikator der Schidigung des Hornhautepithels.

Gefahr: Inhirente Eigenschaft eines Stoffes oder eines Umfelds mit dem Potenzial, einen Organismus, ein System
oder eine (Sub)population bei Exposition gegeniiber diesem Stoff zu schidigen.

Gemisch: Gemisch oder Losung aus zwei oder mehr Stoffen, die nicht miteinander reagieren (4).

Genauigkeit: Der Grad der Ubereinstimmung zwischen Testergebnissen und anerkannten Referenzwerten. Die
Genauigkeit ist ein Maf} der Leistung der Priifmethode und ein Aspekt der ,Relevanz*. Der Begriff wird oft im Sinne
von ,Ubereinstimmung” verwendet und bezeichnet den Anteil der korrekten Ergebnisse einer Priifmethode.

Gestufte Priifstrategie: Eine schrittweise Priifstrategie, bei der alle vorhandenen Informationen iiber eine
Priffchemikalie in einer vorgegebenen Reihenfolge tiberpriift werden, wobei auf jeder Stufe nach dem
evidenzbasierten Bewertungsansatz (weight-of-evidence) vorgegangen wird, um feststellen zu konnen, ob geniigend
Informationen fiir eine Gefahrenklassifizierung vorliegen, bevor zur ndchsten Stufe iibergegangen wird. Wenn das
Reizpotenzial einer Priifchemikalie auf Basis der vorliegenden Informationen zugeordnet werden kann, sind keine
weiteren Testungen erforderlich. Ist dies nicht der Fall, miissen schrittweise sequenzielle Tierversuche durchgefiihrt
werden, bis eine eindeutige Klassifizierung vorgenommen werden kann.

Globales Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien der Vereinten
Nationen (UN-GHS): Ein System zur Klassifizierung von Chemikalien (Stoffen und Gemischen) nach
standardisierten Typen und Stufen physikalischer, gesundheitlicher und 6kologischer Gefahren und zur
entsprechenden Kennzeichnung durch Piktogramme, Signalworter, Gefahrenhinweise, Sicherheitshinweise und
Sicherheitsdatenblitter, um zum Schutz des Menschen (einschlieflich Arbeitgeber, Arbeiter, Spediteure, Verbraucher
und Notfall-Einsatzkrifte) und der Umwelt Informationen iiber die schidlichen Wirkungen der betreffenden
Chemikalien zu verbreiten (4).

Hornhaut: Der Iris und Pupille iiberdeckende transparente vordere Teil des Augapfels, iiber den Licht ins
Augeninnere iibertragen wird.

Hornhautschwellung: Objektiver Messwert im Rahmen des ICE-Tests fiir die Umfangszunahme der Hornhaut
nach Applikation einer Priifchemikalie. Der Wert wird als Prozentsatz ausgedriickt und auf Basis von Referenz-
Hornhautdickenmessungen (Messung vor der Applikation) und der in regelmidfigen Abstinden nach der
Applikation der Priffchemikalie im ICE-Test aufgezeichneten Dicke berechnet. Das Ausmafl der Hornhautschwellung
ist ein Indikator der Hornhautschadigung.

Hornhauttriibung: Messwert fiir die Undurchsichtigkeit der Hornhaut nach Applikation einer Priifchemikalie. Eine
verstirkte Hornhauttriibung ist ein Indikator fiir die Schiadigung der Hornhaut.
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Irreversible Wirkungen am Auge: siche ,Schwere Augenschiddigung” und ,UN-GHS-Kategorie 1°

Keine Einstufung nach UN-GHS: Stoffe, die die Voraussetzungen fiir eine Einstufung in die UN-GHS-
Kategorien 1 oder 2 (2A oder 2B) nicht erfiillen. Austauschbar mit ,Nicht eingestuft”.

Losungsmittel-/Vehikelkontrolle: Eine unbehandelte Probe, die alle Komponenten eines Testsystems enthilt,
einschliefSlich des Losungsmittels oder Vehikels, und die mit den priifchemikalienbehandelten Proben und anderen
Kontrollproben mitgefithrt wird, um die Referenzreaktion fiir die mit der Prifchemikalie behandelten Proben, die
im selben Losungsmittel oder Vehikel aufgelost wurden, zu bestimmen. Bei der Testung mit einer gleichzeitigen
Negativkontrolle zeigt diese Probe auflerdem an, ob das Losungsmittel oder Vehikel mit dem Testsystem interagiert.

Negativkontrolle: Ein unbehandeltes Replikat, das alle Komponenten eines Testsystems enthilt. Diese Probe wird
mit priifchemikalienbehandelten Proben und anderen Kontrollproben mitgefithrt, um festzustellen, ob das
Losungsmittel mit dem Testsystem interagiert.

Nicht eingestuft: Stoffe, die nicht als augenreizend (UN-GHS-Kategorie 2) oder schwer augenschidigend (UN-
GHS-Kategorie 1) eingestuft sind. Austauschbar mit der UN-GHS-Klasse ,Keine Einstufung*.

Positivkontrolle: Fin Replikat, das alle Komponenten eines Testsystems enthdlt und mit einer Chemikalie
behandelt wird, die bekanntermaflen eine positive Reaktion hervorruft. Um sicherzustellen, dass Abweichungen bei
der Positivkontrollreaktion im Zeitverlauf bewertet werden konnen, sollte die Reaktion nicht zu heftig sein.

Priifchemikalie: Stoff oder Gemisch, der bzw. das nach dieser Priifmethode getestet wird.

Referenzchemikalie: Eine zum Vergleich mit einer Priifchemikalie verwendete Bezugsgrofe. Eine Referenz-
chemikalie sollte die folgenden Eigenschaften aufweisen: i) bestindige und zuverldssige Quelle(n); ii) strukturelle
und funktionelle Ahnlichkeit zur Klasse der gepriiften Chemikalien; iii) bekannte physikalische/chemische
Eigenschaften; iv) unterstiitzende Daten zu bekannten Wirkungen und v) bekannte Potenz innerhalb der
gewlinschten Wirkungsspanne.

Reversible Wirkungen am Auge: siche ,Augenreizung” und ,UN-GHS-Kategorie 2.

Schwere Augenschidigung: Erzeugen von Gewebeschiden im Auge oder eine schwerwiegende Verschlechterung
des Sehvermogens nach Applikation einer Priifchemikalie auf die Oberfliche des Auges, die innerhalb von
21 Tagen nach der Applikation nicht vollstindig reversibel sind. Austauschbar mit ,Irreversible Wirkungen am
Auge” und mit ,UN-GHS-Kategorie 1“ (4).

Spaltlampenmikroskop: Ein Instrument zur direkten Untersuchung des Auges, vergrofert mit einem binokularen
Aufrechtbild-Stereomikroskop. Beim ICE-Test wird dieses Instrument eingesetzt, um die Vorderkammern des
Hiihnerauges visuell zu untersuchen und um die Hornhautdicke anhand eines Pachometer-Aufsatzes objektiv zu
messen.

Stoff: Chemische Elemente und ihre Verbindungen in natiirlicher Form oder durch ein Produktionsverfahren
hergestellt, einschlieBlich der zur Wahrung der P