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UREDBA KOMISIJE (EU) st. 1152/2010
z dne 8. decembra 2010

o spremembi Uredbe (ES) $t. 440/2008 o dolocitvi testnih metod v skladu z Uredbo (ES) st.
1907/2006 Evropskega parlamenta in Sveta o registraciji, evalvaciji, avtorizaciji in omejevanju
kemikalij (REACH) zaradi prilagoditve tehni¢nemu napredku

(Besedilo velja za EGP)

EVROPSKA KOMISJJA JE —
ob upostevanju Pogodbe o delovanju Evropske unije,

ob upostevanju Uredbe (ES) $t. 1907/2006 Evropskega parla-
menta in Sveta z dne 18. decembra 2006 o registraciji, eval-
vaciji, avtorizaciji in omejevanju kemikalij (REACH), o ustano-
vitvi Evropske agencije za kemikalije ter spremembi Direktive
1999/45[ES ter razveljavitvi Uredbe Sveta (EGS) $t. 793/93 in
Uredbe Komisije (ES) §t. 1488/94 ter Direktive Sveta
76/769/EGS in direktiv Komisije 91/155/EGS, 93/67[EGS,
93/105/ES in 2000/21/ES ("), zlasti ¢lena 13(3) Uredbe,

ob upostevanju naslednjega:

(1)  Uredba Komisije (ES) st. 440/2008 () doloca testne
metode za ugotavljanje fizikalno-kemijskih lastnosti,
toksi¢nosti in ekoloske toksi¢nosti snovi, ki jih je treba
uporabiti v skladu z Uredbo (ES) $t. 1907/2006.

(2)  Uredbo (ES) §t. 440/2008 je treba posodobiti tako, da se
vanjo prednostno vkljucita novi testni metodi za ugota-
vljanje drazilnosti o¢i in vitro, ki jih je pred kratkim
sprejel OECD, da se Stevilo zivali za poskusne namene
zmanj$a v skladu z Direktivo Sveta 86/609/EGS z dne

24. novembra 1986 o pribliZevanju zakonov in drugih
predpisov drzav ¢lanic o varstvu Zivali, ki se uporabljajo
za poskusne in druge znanstvene namene (). Posveto-
vanja z zainteresiranimi stranmi o tem predlogu so bila
opravljena.

(3)  Uredbo (ES) st. 440/2008 je zato treba ustrezno spreme-

niti.

(4)  Ukrepi iz te uredbe so v skladu z mnenjem odbora,
ustanovljenega s ¢lenom 133 Uredbe (ES) $t.
1907/2006 —

SPREJELA NASLEDNJO UREDBO:

Clen 1

V delu B Priloge k Uredbi (ES) §t. 440/2008 se v skladu s
prilogo k tej uredbi dodata poglavji B.47 in B.48.

Clen 2

Ta uredba zacne veljati tretji dan po objavi v Uradnem listu
Evropske unije.

Ta uredba je zavezujoca v celoti in se neposredno uporablja v vseh drzavah ¢lanicah.

V Bruslju, 8. decembra 2010

() UL L 396, 30.12.2006, str. 1.
() UL L 142, 31.5.2008, str. 1.

Za Komisijo
Predsednik
José Manuel BARROSO

() UL L 358, 18.12.1986, str. 1.
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PRILOGA

,B. 47 TESTNA METODA ZA DOLOéAN]E MOTNJAVE IN PREPUSTNOSTI ROZENICE GOVEDA ZA
UGOTAVLJANJE JEDKIH IN ZELO DRAZILNIH SNOVI ZA OCI (BCOP)

UvoD

1. Testna metoda za dolocanje motnjave in prepustnosti rozenice goveda (BCOP) je testna metoda in vitro, ki se pod
dolocenimi pogoji in z doloCenimi omejitvami uporablja za razvricanje snovi in zmesi med jedke in zelo drazilne za
oc¢i' (1) (2) (3). Pri tej testni metodi so zelo drazilne snovi tiste snovi, ki povzrocajo poskodbe odi, ki se pri zajcu
ohranijo najmanj 21 dni po aplikaciji. Ceprav testa in vivo na oceh zajcev ne more nadomestiti popolnoma, se test
BCOP priporoca kot del stopenjske testne strategije za regulativno razvri¢anje in oznacevanje za posebna podrogja
uporabe (4)(5). Testne snovi in zmesi (6) se lahko razvrstijo med jedke ali zelo drazilne snovi za od¢i, ne da bi bilo
potrebno opraviti dodatno testiranje na zajcih. Snov z negativnim testnim rezultatom bi bilo treba testirati na zajcih s
pomogjo sekvencne testne strategije, ki je doloCena v testni smernici OECD 405 (7) (poglavje B. 5 te priloge).

2.V tej testni metodi so opisani postopki za oceno potencialne jedkosti in moc¢ne drazilnosti testne snovi za oci glede
na njeno sposobnost, da v izolirani roZenici goveda povzroca motnjavo in povecano prepustnost. Toksi¢ni u¢inki na
roZenico se merijo z: (i) zmanjSanim prenosom svetlobe (motnjava) in (ii) povecanim prehajanjem barvila natrijevega
fluoresceina (prepustnost). Oceni motnjave in prepustnosti roZenice po aplikaciji testne snovi skupaj pomenita
drazilnost in vitro (IVIS), ki se uporablja za razvrstitev testne snovi v razlicne stopnje draZenja.

3. S testno metodo BCOP so bile testirane tudi drazilne snovi, ki povzrocajo poskodbe oci, ki izginejo v manj kot 21
dnevih, in nedrazilne snovi. Vendar natancnost in zanesljivost testne metode BCOP pri snoveh iz teh dveh kategorij
nista bili ocenjeni formalno.

4. Opredelitve so navedene v dodatku L

ZACETNI POMISLEKI IN OMEJITVE

5. Ta testna metoda temelji na protokolu testne metode BCOP Medagencijskega usklajevalnega odbora za validacijo
alternativnih metod (ICCVAM)(8), ki je bil pripravljen po mednarodni Studiji o validaciji (4)(5)(9), pri kateri sta
sodelovala Evropski center za validacijo alternativnih metod (ECVAM) in Japonski center za validacijo alternativnih
metod (JaCVAM). Protokol temelji na informacijah, ki jih je prispeval Institut za raziskave in vitro (IIVS), in protokolu
INVITTOX 124 (10), ki se je uporabil pri predvalidacijski $tudiji o preskusu BCOP, ki je bila opravljena med leti
1997-1998 in ki jo je sponzorirala Evropska skupnost. Oba protokola temeljita na testni metodologiji BCOP, o
kateri je prvi porocal Gautheron et al. (11).

6. Opredeljene omejitve za to testno metodo temeljijo na visokem $tevilu lazno pozitivnih rezultatov za alkohole in
ketone ter visokem Stevilu lazno negativnih rezultatov za trdne snovi, zbranih v podatkovni zbirki za validacijo (glej
tocko 44) (5). Ce se snovi iz teh kemijskih in fizikalnih razredov izkljucijo iz podatkovne zbirke, se natan¢nost BCOP
v sistemih za razvr§canje snovi EU, EPA in GHS bistveno izboljsa (5). Pri tem preskusu (tj. za ugotavljanje izklju¢no
jedkih in zelo drazilnih snovi za o¢i) lazno negativni rezultati niso kriti¢ni, saj bi se take snovi nato preskusale na
zajcih ali, odvisno od regulativnih zahtev, z drugimi ustrezno potrjenimi testi in vitro, pri katerih se uporablja
sekvencna testna strategija, ki temelji na tezi dokazov. Poleg tega nekaterih kemijskih ali proizvodnih razredov
(npr. zmesi) s trenutno validacijsko podatkovno zbirko ni bilo mogoce ustrezno oceniti. Vendar pa bi lahko
preskudevalci to testno metodo uporabili pri vseh vrstah testnega materiala (tudi pri zmeseh), pri cemer bi bil
pozitiven rezultat sprejemljiv kot indikator za jedko ali zelo drazilno snov za oci. Pozitivne rezultate, pridobljene
z uporabo alkoholov ali ketonov, je treba razlagati previdno, saj obstaja tveganje, da so vanje vkljuceni tudi lazno
pozitivni rezultati.

7. Pri vseh postopkih na ocesih in roZenicah goveda je treba upostevati veljavna pravila in postopke testnega urada o
ravnanju z Zivalskim materialom, kamor spadajo med drugim tudi tkiva in tkivne tekocine. Priporocajo se splo$ni
previdnostni ukrepi za laboratorije (12).

8. Ceprav testna metoda uposteva nekatere ucinke, ocenjene s testno metodo za ugotavljanje drazilnih snovi na oceh
zajcev, in do dolocene mere tudi njihovo resnost, je kljub temu omejena, saj ne uposteva poskodb veznice in
garenice. Ceprav tudi same reverzibilnosti poskodb rozenice s preskusom BCOP ni mogoce oceniti, je bilo na podlagi
Studij na oceh zajcev kljub temu predlagano, da se oceni prvotna globina poskodbe roZenice ter tako razlikuje med
ireverzibilnimi in reverzibilnimi ucinki (13). Treba je tudi opozoriti, da s testno metodo BCOP ni mogoce oceniti
potencialne sistemske toksi¢nosti, povezane z izpostavljenostjo o¢i.
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. Trenutno potekajo prizadevanja za nadaljnjo karakterizacijo uporabnosti in omejitev preskusa BCOP za ugotavljanje

lazje drazilnih in nedrazilnih snovi (glej tudi tocko 45). Uporabnikom se priporoca, da organizacijam za validacijo
zagotovijo vzorce infali podatke za uradno oceno morebitnih prihodnjih uporab testne metode BCOP, vkljucno za
ugotavljanje lazje drazilnih in nedrazilnih snovi.

Laboratoriji, ki ta preskus opravljajo prvi¢, morajo uporabiti kemikalije za preverjanje usposobljenosti iz dodatka 2.
Te kemikalije uporabijo, da dokazejo, da so tehni¢no sposobni izvajati testno metodo BCOP, preden podatke o testu
BCOP predlozijo za regulativno razvrstitev nevarnosti.

NACELO TESTA

Testna metoda BCOP je organotipski model, ki zagotavlja kratkoro¢no ohranjanje obicajne fizioloske in biokemijske
funkcije roZenice goveda in vitro. Pri tej testni metodi se poskodba, ki jo povzrodi testna snov, oceni tako, da se
spremembe motnjave in prepustnosti rozenice merijo kvantitativno z opacitometrom oziroma spektrofotometrom
vidne svetlobe. Obe meritvi se uporabita za izracun IVIS, na podlagi katerega se dodeli kategorija nevarnosti
drazilnosti in vitro, s pomocjo katere se predvidi potencialni drazilni u¢inek testne snovi in vivo (glej merila za
odlocanje).

Pri testni metodi BCOP se uporabljajo izolirane rozenice oci sveze zaklanega goveda. Motnjava roZenice se meri
kvantitativno in ustreza koli¢ini svetlobe, ki prodre skozi roZenico. Prepustnost se meri kvantitativno in ustreza
kolicini barvila natrijevega fluoresceina, ki prodre skozi celotno debelino roZenice in ga zazna medij v zadnjem delu
drzala. Testne snovi se dodajo v sprednji del drzala za roZenico in se tako aplicirajo na epitelno povrsino rozenice.
Dodatek 3 vsebuje opis in sliko drzala, ki se uporablja za BCOP. Drzala za roZenico ponujajo na trgu razlicna
podjetja, laboratoriji pa jih lahko izdelajo tudi sami.

Izvor in starost oci goveda ter izbor Zivalskih vrst

Govedo, ki se zakolje v klavnicah, je obiajno namenjeno za clovesko prehrano ali druge komercialne uporabe. Pri
testih BCOP se kot vir roZenic uporabljajo samo zdrave Zivali, primerne za vstop v prehransko verigo. Ker so goveda
glede na pasmo, starost in spol razlicno tezka, ni priporocene teze za zakol.

Velikost rozenice se lahko pri oceh razli¢no starih Zivali razlikuje. RoZenice z vodoravnim premerom > 30,5 mm in
centralno debelino rozenice (CCT) =1 100 pm ima obicajno govedo, starejse od osem let, roZenice z navpi¢nim
premerom < 28,5 mm in CCT < 900 pm pa obicajno govedo, mlajse od pet let (14). Zato se oci goveda, starejsega od
60 mesecev, obi¢ajno ne uporabljajo. O¢i goveda, mlajSega od 12 mesecev, se obicajno prav tako ne uporabljajo, saj
$e niso popolnoma razvite, debelina in premer roZenice pa sta bistveno manjsa kot pri oceh starejSega goveda. Kljub
temu se lahko uporabljajo rozenice mladih Zivali (tj. starih od Sest do 12 mesecev), saj ima njihova uporaba nekatere
prednosti, npr. vedja razpoloZljivost, manjsi starostni razpon in manjsa nevarnost izpostavljenosti goveji spongi-
formni encefalopatiji za osebje klavnice (15). Ker bi bilo nadaljnje ocenjevanje ucinka, ki ga imata velikost in debelina
rozenice na odzivnost jedkih in zelo drazilnih snovi za oci, koristno, se uporabnike spodbuja, da sporocijo priblizno
starost infali tezo zivali, katerih roZenice so uporabili v $tudiji.

Odvzem in prevoz oéi v laboratorij

O¢i odvzame osebje klavnice. Da bi ¢im bolj zmanjsali mehanske in druge vrste poskodb o¢i, jih morajo odvzeti
takoj po zakolu. Da oc¢i ne bi bile izpostavljene potencialno drazilnim snovem, osebje klavnice pri spiranju glav Zivali
ne sme uporabljati detergentov.

Odi je treba dati v dovolj veliko posodo, jih preliti s Hanksovo uravnotezeno raztopino soli (HBSS) in prepeljati v
laboratorij tako, da se njihovo stanje ¢im manj poslabsa infali da ne pride do bakterijske okuzbe. Ker se oci
odvzamejo med zakolom, lahko pridejo v stik s krvjo in drugimi bioloskimi snovmi, vklju¢no z bakterijami in
drugimi mikroorganizmi. Zato mora biti tveganost okuzbe ¢im manjsa (tj. posoda, v kateri so o¢i, se mora hraniti na
mokrem ledu, HBSS, ki se uporablja za hrambo oc¢i med prevozom, pa je treba dodati antibiotike [tj. 100 IU/mL
penicilina in 100 pg/mL streptomicina]).

Cas med odvzemom o¢i in uporabo rozenic mora biti pri BCOP &m krajsi (obicajno se odvzamejo in uporabijo isti
dan) in ne sme vplivati na zanesljivost testnih rezultatov. Ti temeljijo na merilih za izbor oc¢i ter pozitivnih in
negativnih kontrolnih reakcijah. Vsa ocesa, uporabljena v preskusu, morajo pripadati isti skupini o¢i, odvzeti na
dolo¢en dan.
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Merila za izbor o¢i za uporabo pri testu BCOP

Po prihodu v laboratorij se oci skrbno pregledajo, ali so poskodovane, vklju¢no s povecano motnjavo, praskami in
neovaskularizacijo. Uporabljajo se lahko samo roZenice neposkodovanih oci.

Kakovost vsake roZenice se oceni tudi v poznejsi fazi preskusa. RoZenice z motnjavo ve¢ kot sedem enot motnjave
(OPOMBA: opacitometer je treba kalibrirati v skladu s standardi za dolocevanje enot motnjave, glej dodatek 3) je
treba po enournem Kkalibriranju izlociti.

Vsaka testna skupina (testna snov, primerjalne negativne in pozitivne kontrole) je sestavljena iz najmanj treh oéi. Pri
preskusu BCOP je treba za negativno kontrolo uporabiti tri roZenice. Ker se roZenice odstranijo s celotnega zrkla in
pritrdijo v drzala za roZenice, se lahko zaradi artefaktov, ki nastanejo zaradi prijemanja, vrednosti motnjave in
prepustnosti v posameznih primerih spremenijo (tudi pri negativni kontroli). Poleg tega se vrednosti motnjave in
prepustnosti roZenic z negativno kontrolno reakcijo uporabljajo za korigiranje vrednosti motnjave in preglednosti
predmeta testiranja in pozitivnih kontrolnih vzorcev pri izracunih IVIS.

POSTOPEK
Priprava o¢i

Neposkodovane rozZenice se secirajo tako, da se ohrani 2 do 3 mm S$irok rob belo¢nice, kar olaj$a nadaljnje ravnanje,
pri ¢emer je treba paziti, da se epitelij in endotelij roZenice ne poskodujeta. Izolirane roZenice se pritrdijo v posebej
za to izdelana drZala, sestavljena iz sprednjega in zadnjega dela drzala, na katera je roZenica pripeta z epitelno
oziroma endotelno stranjo. Oba dela drzala se do roba napolnita z ogretim Eaglovim minimalnim osnovnim
medijem EMEM (najprej zadnji del drzala), pri ¢emer je treba zagotoviti, da se ne tvorijo mehurcki. Naprava se
nato ekvilibrira pri 32 + 1 °C najmanj eno uro, da se roZenice ekvilibrirajo z medijem in da se doseze ¢im bolj
normalna presnova (priblizna temperatura na povrsini roZenice znasa in vivo 32 °C).

Po ekvilibriranju se v oba dela drzala doda svez, ogret medij EMEM, za vsako rozenico pa se zabelezijo izhodis¢ne
vrednosti motnjave. RoZenice z makroskopskimi poskodbami tkiva (npr. praskami, pigmentacijo, neovaskularizacijo)
ali motnjavo, vedjo od sedem enot, se zavrzejo. Nato se izracuna povprecna motnjava vsch ekvilibriranih roZenic. Za
negativno kontrolo (ali kontrolo s topilom) se izberejo najmanj tri rozenice, katerih motnjava je blizu povprec¢ni
motnjavi vseh roZenic. Preostale roZenice se nato razdelijo na skupino za nadaljnje testiranje in skupino za pozitivne
kontrole.

Ker je toplotna kapaciteta vode vecja od zraka, zagotavlja voda stabilnejSe temperaturne pogoje za inkubacijo. Zato se
priporoca, da se drzalo za rozenico in njegova vsebina hranita v vodni kopeli pri 32 + 1 °C. Lahko se uporabljajo tudi
inkubatorji za vzdrZevanje temperature zraka, Ce zagotavljajo stabilno temperaturo (tj. s pred¢asnim segrevanjem
drzal in medijev).

Uporaba testne snovi

Vodita se dva razlicna testna protokola - eden za tekocine in povrsinsko aktivne snovi (trdne snovi ali tekocine) ter
eden za povrsinsko neaktivne snovi (trdne snovi).

Tekocine se testirajo nerazred¢ene, medtem ko se povriinsko aktivne snovi testirajo v 10-odstotni koncentraciji w|v
in 0,9-odstotni raztopini natrijevega klorida, destilirani vodi ali drugem topilu, za katerega je dokazano, da nima
$kodljivih u¢inkov na testni sistem. Poltrdne snovi, kreme in voski se navadno testirajo kot tekocine. Ce se uporab-
ljajo druge koncentracije raztopin, jih je treba ustrezno utemeljiti. RoZenice so izpostavljene teko¢inam in povrinsko
aktivnim snovem 10 minut. Ce je ¢as izpostavljenosti drugacen, ga je treba ustrezno znanstveno utemeljiti.

Povriinsko neaktivne trdne snovi se navadno testirajo kot 20-odstotne raztopine ali suspenzije v 0,9-odstotni
raztopini natrijevega klorida, destilirani vodi ali drugem topilu, za katerega je dokazano, da nima $kodljivih uc¢inkov
na testni sistem. V dolocenih okolis¢inah in ¢e je znanstveno utemeljeno, se lahko trdne snovi testirajo tudi
nerazredéene z neposredno aplikacijo na povrsino rozenice, pri ¢emer se uporablja odprta metoda (glej tocko 29).
RozZenice so izpostavljene trdnim snovem $tiri ure; ¢e je znanstveno utemeljeno, se lahko tako kot pri tekocinah in
povrsinsko aktivnih snoveh ¢as izpostavljenosti spremeni.

Uporabljajo se lahko razlicne testne metode, odvisno od fizikalnih in kemijskih lastnosti testne snovi (tj. trdna,
tekoca, viskozna ali neviskozna tekocina). NajpomembnejSe je zagotoviti, da testna snov dovolj dobro pokriva
epitelno povrdino in da se med spiranjem ustrezno odstrani. Zaprta metoda se navadno uporablja za neviskozne
do nekoliko viskozne testne snovi, medtem ko se odprta metoda navadno uporablja za polviskozne in viskozne
tekoce testne tekocine in nerazredcene trdne snovi.
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Pri zaprti metodi se prek dozirnih odprtin na zgornji povisini v sprednji del drzala doda toliko testne snovi (750 pL),
da ta prekrije epitelno stran roZenice, odprtine pa se nato za Cas izpostavljenosti zatesnijo s tesnilnimi Cepki. Treba je
zagotoviti, da je vsaka roZenica testni snovi izpostavljena dovolj dolgo.

Pri odprti metodi se pred testiranjem s sprednjega dela drzala odstranita obrocek za zapiranje okenca in stekleno
okence. Kontrolna ali testna snov (750 pL ali dovolj testne snovi, da je prekrita celotna roZenica) se aplicira
neposredno na epitelno povrsino rozenice z mikropipeto. Ce se testna snov tezko pipetira, se lahko za lazje doziranje
testno snov nanese s pipeto za neposredno izpodrivanje tlaka. Konica pipete za neposredno izpodrivanje tlaka se
vstavi v dozirno konico brizgalke, da se material napolni v konico za izpodrivanje pod tlakom. Ce se potisni bat
pocasi sproica, se vle¢ni bat pipete pomakne navzgor. Ce se v konici pipete zacnejo tvoriti zraéni mehurcki, se
predmet testiranja odstrani (izvrze) in postopek ponovi, dokler konica ni polna in v njej ni zra¢nih mehurckov. Po
potrebi se lahko uporabi obicajna brizgalka (brez igle), saj omogoca merjenje natan¢ne koli¢ine testne snovi in lazjo
aplikacijo na epitelno povrsino rozenice. Po doziranju se na sprednji del drzala ponovno namesti stekleno okence in
tako ponovno ustvari zaprt sistem.

Inkubacija po izpostavljenosti

Po izpostavljenosti se testna snov, snov za negativno kontrolo ali snov za pozitivno kontrolo odstrani iz sprednjega
dela drzala, epitelij pa se najmanj trikrat (oziroma dokler testna snov ni ve¢ vidna) spere z EMEM (ki vsebuje fenol
rdece). Za spiranje se uporablja medij, ki vsebuje fenol rdece, saj se lahko s spreminjanjem barv v fenol rdecem
nadzoruje, ali je bilo spiranje kislih ali alkalnih materialov ucinkovito. Ce je fenol rdece $e vedno obarvano (rumeno
ali vijolicasto) ali Ce je testna snov Se vedno vidna, se roZenice sperejo vec kot trikrat. Ko v mediju ni vec testne snovi,
se roZenice e zadnji¢ sperejo z EMEM (brez fenol rdecega). EMEM (brez fenol rdecega) se uporabi pri zadnjem
spiranju, da se zagotovi, da je bilo fenol rdece odstranjeno iz sprednjega dela drzala pred merjenjem motnjave. Nato
se sprednji del drzala ponovno napolni s svezim EMEM brez fenol rdecega.

Pri tekocinah ali povriinsko aktivnih snoveh se roZenice po spiranju dajo v inkubator Se za dve dodatni uri pri
32 +1°C. V dolocenih okolis¢inah je po izpostavljenosti koristna tudi dalj$a inkubacija, vendar je to odvisno od
vsakega posameznega primera. RoZenice, ki se testirajo s trdnimi snovmi, se po $tirih urah izpostavljenosti temeljito
sperejo, vendar pri njih nadaljnja inkubacija ni potrebna.

Po koncani inkubaciji, ki sledi izpostavljenosti (pri tekocinah in povriinsko aktivnih snoveh), oziroma po koncu
Stiriurne izpostavljenosti (pri povrsinsko neaktivnih trdnih snoveh) se zabelezita motnjava in prepustnost vsake
roZenice. Poleg tega se vsaka roZenica pregleda vizualno in zabeleZijo vsa pomembnejsa opazanja (npr. lupljenje
tkiva, prisotnost preostale testne snovi, neenotni vzorci motnjave). Ta opazanja so lahko pomembna, saj se lahko
odrazajo v odklonih, ki jih izmeri opacitometer.

Kontrolne snovi

Vsak poskus vkljucuje primerjalno negativno kontrolo ali kontrolo s topilom/vehiklom ter pozitivno kontrolo.

Pri testiranju 100-odstotne tekoce snovi se v testno metodo BCOP vkljuci primerjalna negativna kontrola (npr. 0,9-
odstotna raztopina natrijevega klorida ali destilirane vode), da se ugotovijo nespecificne spremembe testnega sistema
in zagotovijo izhodis¢ne vrednosti za konéne tocke preskusa. Ta kontrola tudi zagotavlja, da preskusni pogoji ne
povzrocajo drazilnih reakcij.

Pri testiranju razredcene tekocine, povrsinsko aktivne ali trdne snovi se v testno metodo BCOP vkljuci primerjalna
kontrolna skupina s topilom/vehiklom, da se ugotovijo nespecificne spremembe testnega sistema in zagotovijo
izhodid¢ne vrednosti za koncne tocke preskusa. Uporablja se lahko samo topilo/vehikel, za katerega je dokazano,
da nima skodljivih u¢inkov na testni sistem.

Pri vsakem poskusu se kot primerjalna pozitivna kontrola vklju¢i tudi znana drazilna snov za o¢i, da se zagotovi, da
se sprozi zelena reakcija. Ker se pri tej testni metodi preskus BCOP uporablja za ugotavljanje jedkih ali zelo drazilnih
snovi za o¢i, mora biti referencna snov pri pozitivni kontroli snov, ki pri tej testni metodi povzrodi mo¢no reakcijo.
Da se zagotovi, da se odkloni pri reakcijah pozitivne kontrole ocenjujejo v daljSem obdobju, stopnja drazilnega
ucinka ne sme biti prevelika.

Primera pozitivnih kontrol za tekoce testne snovi sta dimetilformamid ali 1-odstoten natrijev hidroksid. Primer
pozitivne kontrole za trdno testno snov je 20-odstoten wfv imidazol v 0,9-odstotni raztopini natrijevega klorida.
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Primerjalne snovi so primerne za ocenjevanje potencialnih drazilnih ucinkov, ki jih imajo neznane kemikalije
dolocenega kemijskega ali proizvodnega razreda na oci, ali za ocenjevanje relativnega potencialnega drazenja drazilne
snovi za oko v dolo¢enem razponu drazilnih reakcij.

Merjene konéne tocke

Motnjava je odvisna od koli¢ine svetlobe, ki prodre skozi rozenico. Motnjava roZenice se meri kvantitativno s
pomodjo opacitometra, pri ¢emer se meri neprekinjeno.

Prepustnost je odvisna od koli¢ine barvila natrijevega fluoresceina, ki prodre skozi vse celi¢ne sloje roZenice (tj. od
epitelija na zunanji povrsini rozenice do endotelija na notranji povrsini rozenice). V sprednji del drzala za roZenico,
na katerega je pripeta epitelna stran roZenice, se doda 1 mL raztopine natrijevega fluoresceina (4 ali 5 mg/mL pri
testiranju tekocin in povrdinsko aktivnih snovi oziroma povrsinsko neaktivnih snovi), medtem ko se zadnji del drzala,
na katerega je pripeta endotelna stran roZenice, napolni s svezim EMEM. Drzalo se nato da v inkubator v vodo-
ravnem polozaju za 90 £ 5 minut pri 32 £ 1 °C. Koli¢ina natrijevega fluoresceina, ki prodre v zadnji del drzala, se
meri kvantitativno s pomocjo spektrofotometrije UV/VIS. Spektrofotometri¢ne meritve pri 490 nm se belezijo kot
neprekinjeno merjene vrednosti opti¢ne gostote (OD490) ali absorbance. Prepustnost fluorosceina se doloca z vred-
nostmi OD g, ki so bile izmerjene s spektrofotometrom vidne svetlobe pri standardni dolZini poti 1 cm.

Namesto spektrofotometra se lahko uporablja tudi Citalec 96-mestnih mikrotiterskih plos¢, pod pogojem, da: (i) se
lahko doloci linearno merilno obmogje ¢italca za dolocevanje vrednosti fluroesceina OD4gq in (i) Ce se v 96-mestni
mikrotiterski plos¢i uporablja dovolj veliko vzorcev fluoresceina, da se zagotovijo vrednosti OD,qg, ki ustrezajo
standardni dolzini poti 1 cm (za to so lahko potrebne popolnoma napolnjene posode [navadno 360 pL]).

PODATKI IN POROCANJE
Ocenjevanje podatkov

Po korigiranju vrednosti motnjave in povprecne prepustnosti (OD490) za vrednosti ozadja za motnjavo in vrednosti
prepustnosti negativne kontrole OD,q se vrednosti povpre¢ne motnjave in prepustnosti OD4gq za vsako testno
skupino zdruzijo v empiricno izpeljani formuli, s katero se izracuna vrednost draZenja in vitro (IVIS) za vsako testno
skupino, kot sledi:

IVIS = povpre¢na vrednost motnjave + (15 x povprecna vrednost prepustnosti OD 490)

Po Sini et al. (16) je bila ta formula izpeljana na podlagi laboratorijskih in medlaboratorijskih $tudij. Podatki, zbrani
med multilaboratorijsko Studijo za 36 spojin, so bili ocenjeni z multivariantno analizo, s katero se je dolocila
najustreznej$a enacba za primerjanje podatkov in vivo ter in vitro. Analizo so opravili znanstveniki dveh razli¢nih
podjetij in izpeljali skoraj identi¢ni enacbi.

Vrednosti motnjave in prepustnosti je treba oceniti tudi neodvisno, da se ugotovi, ali testna snov skozi eno od dveh
kon¢nih to¢k ucinkuje jedko ali zelo drazilno (glej merila za odlocanje).

Merila za odlocanje

Snov z IVIS > 55,1 velja za jedko ali zelo drazilno snov. Kot je navedeno pod tocko 1, je treba testno snov, ki ni
opredeljena kot jedka ali zelo drazilna za oci, zaradi razvricanja in oznacevanja dodatno testirati. V primerjavi s
podatki testne metode in vivo na oceh zajcev, razvriCenih po sistemih za razvricanje EPA (1), EU (2) ali GHS (3), je
splo$na natan¢nost testne metode BCOP 79-odstotna (113/143) do 81-odstotna (119/147), delez lazno pozitivnih
rezultatov 19-odstoten (20/103) do 21-odstoten (22/103) ter delez lazno negativnih rezultatov 16-odstoten (7/43)
do 25-odstoten (10/40). Ce se iz podatkovne zbirke izkljucijo snovi dolocenega kemijskega (npr. alkoholi, ketoni) ali
fizikalnega razreda, je natan¢nost testa BCOP po sistemih za razvrscanje EU, EPA in GHS 87-odstotna (72/83) do 92-
odstotna (78/85), delez lazno pozitivnih rezultatov 12-odstoten (7/58) do 16-odstoten (9/56) ter delez lazno
negativnih rezultatov 0-odstoten (0/27) do 12-odstoten (3/26).

Tudi ¢e jedke ali zelo drazilne testne snovi za o¢i ni mogoce razvrstiti, so lahko podatki, pridobljeni z BCOP in
testom in vivo na oceh zajcev ali primerno validiranim testom in vitro, koristni za nadaljnje ocenjevanje primernosti in
omejitev testne metode BCOP za dolocanje nejedkih in ne zelo drazilnih snovi (trenutno se pripravljajo smernice za
uporabo testnih metod in vitro za ugotavljanje toksi¢nosti za oci).
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Merila za sprejemljivost Studije

Test se Steje za sprejemljivega, ¢e je pri pozitivni kontroli vrednost IVIS znotraj dveh standardnih odklonov veljavne
povprecne vrednosti iz preteklih testov, ki jo je treba posodobiti najmanj vsake tri mesece oziroma vedno, kadar
opravljajo test laboratoriji, ki redko opravljajo teste (tj. manj kot enkrat mese¢no). Reakcije negativne kontrole s
topilom/vehiklom morajo dati vrednosti motnjave in prepustnosti, ki so manj$e od veljavnih zgornjih omejitev
vrednosti ozadja za motnjavo in prepustnosti rozZenic goveda, testiranih z zadevnimi negativnimi kontrolami ali
kontrolami s topilom/vehiklom.

Porocilo o testu

V porodilu o testu je treba navesti naslednje informacije (Ce so pomembne za izvedbo Studije):

testne in kontrolne snovi

kemijska imena in strukturno ime Sluzbe za izmenjavo kemijskih izvleckov (CAS), ki jim sledijo druga imena, ¢e so
znana;

registrska Stevilka CAS (RN), e je znana;

Cistost in sestava snovi ali zmesi (v teznostnih odstotkih), ¢e so te informacije na voljo;

fizikalno-kemijske lastnosti, pomembne za izvedbo Studije, npr. fizikalno stanje, hlapnost, pH vrednost, stabilnost,
kemijski razred, topnost v vodi;

obdelava testnih/kontrolnih snovi pred testiranjem, Ce je pomembna (npr. segrevanje, mletje);

stabilnost, ¢e je znana.

podatki o narocniku in testnem laboratoriju

ime in naslov narocnika, testnega laboratorija in vodje Studije;

podatki o viru o¢i (tj. obrat, v katerem so bili odvzeti);

pogoji za hrambo in prevoz o¢i (tj. dan in ¢as odvzema oci, ¢as pred prvim testiranjem, prevozna sredstva in
temperaturni pogoji, morebitno uporabljeni antibiotiki);

posebne lastnosti zivali, katerim so bili odvzete o¢i, ¢e so znane (tj. starost, spol, teza zivali donatorke).

utemeljitev testne metode in uporabljenega protokola
celovitost testne metode

postopek za zagotavljanje celovitosti (tj. natancnosti in zanesljivosti) testne metode v daljSem casovnem obdobju (npr.
redno testiranje snovi za preverjanje sposobnosti, uporaba podatkov o negativni in pozitivni kontroli iz preteklih
testov).

merila za sprejemljivost testa

sprejemljiva primerjalna pozitivna in negativna kontrola na podlagi podatkov iz preteklih testov;

sprejemljiva primerjalna pozitivna in negativna kontrola na podlagi podatkov iz preteklih testov.

testni pogoji

opis uporabljenega testnega sistema;

vrsta uporabljenega drzala za roZenico;

podatki o kalibriranju naprav za merjenje motnjave in prepustnosti (npr. opacitometer in spektrofotometer);
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podatki o uporabljenih rozenicah goveda, vkljuéno z izjavami o njihovi kakovosti;
podrobnosti o uporabljenem testnem postopku;

uporabljene koncentracije testne snovi;

opis vseh sprememb testnega postopka;

sklic na modelne podatke iz preteklih testov (tj. negativna in pozitivna kontrola, snovi za preverjanje sposobnosti,
primerjalne snovi);

opis uporabljenih meril za ocenjevanje.

rezultati

tabele s podatki iz posameznih testnih vzorcev (npr. vrednosti motnjave in ODy4q ter izracunane vrednosti IVIS za
testno snov ter pozitivne, negativne in primerjalne kontrole [¢e so bile upostevane], vkljuéno s podatki iz ponovitev
poskusa v dvojniku, ¢e so bile opravljene, ter povprecne vrednosti + standardni odklon pri vsakem poskusu);

opis drugih opazenih ucinkov;

razprava o rezultatih
sklepne ugotovitve.
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Dodatek 1

OPREDELITVE

Natan¢nost: stopnja ujemanja testnih rezultatov s priznanimi referenc¢nimi vrednostmi. Je merilo ucinkovitosti testne
metode in eden od vidikov ,ustreznosti. Ta izraz in izraz ,skladnost“ se pogosto izmeni¢no uporabljata in pomenita
delez pravilnih rezultatov testne metode.


http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_tmer.htm
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_brd_ice.htm
http://www.cdc.gov/ncidod/dhqp/pdf
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_brd_bcop.htm
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_brd_bcop.htm

L 324/22

Uradni list Evropske unije

9.12.2010

Primerjalna snov: snov, ki se uporablja kot standard za primerjavo s testno snovjo. Primerjalna snov mora imeti
naslednje lastnosti: (i) trajen in zanesljiv vir; (i) strukturno in funkcijsko podobnost z razredom testiranih snovi; (i)
znane fizikalne/kemijske lastnosti; (iv) spremni podatki o znanih ucinkih in (v) znana potenca v razponu Zelene reakcije.

RoZenica: prozoren sprednji del zrkla, ki pokriva Sarenico in zenico ter skozi katerega vstopa svetloba.

Motnjava roZenice: merjenje stopnje motnjave roZenice po izpostavljenosti testni snovi. Povecana motnjava roZenice
pomeni, da je roZenica poskodovana. Motnjava se lahko ocenjuje subjektivno kot pri Dreizovem testu na oceh zajcev ali
objektivno z instrumentom, kot je ,opacitometer®.

Prepustnost roZenice: kvantitativna vrednost poskodovanega epitelija roZenice, izmerjena z dolocanjem koli¢ine barvila
natrijevega fluoresceina, ki prodre skozi vse celi¢ne plasti roZenice.

EPA kategorija 1: jedka snov (ireverzibilno uniCenje ocesnega tkiva), ki poskoduje ali drazi roZenico ve¢ kot 21 dni (1).

EU kategorija R41: poskodba ocesnega tkiva ali resno fizi¢no poslabsanje vida po aplikaciji testne snovi na sprednjo
povrsino ocesa, ki po 21 dneh aplikacije ni popolnoma reverzibilna (2).

Delez lazno negativnih rezultatov: delez vseh pozitivnih snovi, ki jih testna metoda prikaze kot lazno negativne. To je
eden od kazalnikov ucinkovitosti testne metode.

Delez lazno pozitivnih rezultatov: deleZ vseh negativnih snovi, ki jih testna metoda prikaze kot lazno negativne. To je
eden od kazalnikov ucinkovitosti testne metode.

GHS (Globalno usklajeni sistem za razvr$€anje in oznaCevanje kemikalij): sistem za razvricanje kemikalij (snovi in
zmesi) s pomo¢jo standardiziranih vrst in stopenj fizikalnih, zdravstvenih in okoljskih nevarnosti ter za oznacevanje z
npr. piktogrami, opozorilnimi besedami, izjavami o nevarnosti, varnostnimi izjavami in varnostnimi listi z namenom
raz8irjanja informacij o $kodljivih u¢inkih kemikalij ter s tem zascite ljudi (vkljuéno z delodajalci, delavci, prevozniki,
potrosniki in resevalci) in okolja (3).

GHS kategorija 1: poskodba ocesnega tkiva ali resno fizicno poslabsanje vida po aplikaciji testne snovi na sprednjo
povrsino ocesa, ki po 21 dneh aplikacije ni popolnoma reverzibilna (3).

Nevarnost: nelocljiva lastnost snovi ali stanja, ki lahko ob izpostavljenosti tej snovi skodljivo ucinkuje na organizem,
sistem ali (pod)populacijo.

Vrednost drazenja in vitro (IVIS): empiri¢no izpeljana formula, ki se uporablja pri testu BCOP, pri kateri se povpre¢ne
vrednosti motnjave in prepustnosti za vsako testno skupino zdruzijo v eno samo vrednost in vitro za vsako testno
skupino. IVIS = povpre¢na vrednost motnjave + (15 x povpre¢na vrednost prepustnosti).

Negativna kontrola: netestirani dvojnik, ki vsebuje vse komponente testnega sistema. Ta vzorec se obdela z vzorci,
testiranimi s testno snovjo, in drugimi kontrolnimi vzorci, da se ugotovi, ali topilo reagira s testnim sistemom.

Nedrazilna snov: snovi, ki niso razvricene v EPA kategorije [, II ali IIl; EU kategoriji R41 ali R36 ali GHS kategorije 1,
2A ali 2B drazilnih snovi za o¢i.

Jedka snovi za oi: (a) snov, ki povzroca ireverzibilno poskodbo ocesnega tkiva; (b) snovi, ki so razvriCene v GHS
kategorijo 1, EPA kategorijo I ali EU kategorijo R41 drazilnih snovi za oci (1) (2) (3).

Drazilna snov za o&i: (a) snov, ki po aplikaciji na sprednjo povrsino ocesa povzroci reverzibilno poskodbo ocesa; (b)
snovi, ki so razvricene v EPA kategoriji II ali III, EU kategorijo R36 ali GHS kategoriji 2A ali 2B drazilnih snovi za o¢i (1)

@) 3.
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Zelo drazilna snov za odi: (a) snov, ki po aplikaciji na sprednjo povrsino ocesa povzroci poskodbo tkiva, ki po 21 dneh
po aplikaciji ne izgine oziroma resno fizi¢no poslabsa vid; (b) snovi, ki so razvri¢ene v GHS kategorijo 1, EPA kategorijo I
ali EU kategorijo R41 drazilnih snovi za oci (1) (2) (3).

Opacitometer: instrument za merjenje motnjave roZenice, ki kvantitativno ocenjuje prenos svetlobe skozi rozenico.
Navadno ima dva dela, ki imata vsak svoj vir svetlobe in fotocelico. En del se uporablja za testirano roZenico, drugi
za kalibriranje in nastavitev indtrumenta na vrednost ni¢. Svetloba halogene svetilke se skozi kontrolni del (prazen del
brez okenc ali tekocine) usmeri v fotocelico in primerja s svetlobo, usmerjeno v fotocelico skozi testni del, v katerem je
del z rozenico. Primerja se razlika v preneseni svetlobi iz fotocelic, na digitalnem ekranu pa se prikaze numeri¢na
vrednost motnjave.

Pozitivna kontrola: dvojnik, ki vsebuje vse komponente testnega sistema in se testira s snovjo, za katero je znano, da
sprozi pozitivno reakcijo. Da se zagotovi, da se odkloni pri reakciji pozitivne kontrole ocenjujejo v daljSem ¢asovnem
obdobju, stopnja reakcije ne sme biti prevelika.

Zanesljivost: stopnja reproduktivnosti testne metode v laboratorijih in med njimi v dolocenem ¢asovnem obdobju pri
uporabi istega protokola. Oceni se z izracunom laboratorijske in medlaboratorijske reproduktivnosti in ponovljivosti.

Kontrola s topilom/vehiklom: netestirani vzorec, ki vsebuje vse komponente testnega sistema, vklju¢no s topilom ali
vehiklom, ki se obdela z vzorci, testiranimi s testno snovjo, in drugimi kontrolnimi vzorci, da se dolo¢i izhodis¢na
reakcija za vzorce, testirane s testno snovjo in raztopljene v istem topilu ali vehiklu. Pri testiranju s primerjalno negativno
kontrolo ta vzorec tudi pokaze, ali topilo oziroma vehikel reagira s testnim sistemom.

Stopenjsko testiranje: stopenjska testna strategija, pri kateri se v posebnem vrstnem redu pregledajo vse informacije o
testni snovi, pri ¢emer se na vsaki stopnji uporabi teza dokazov, da se dolodi, ali je na voljo dovolj informacij za
razvrstitev snovi med nevarne snovi, preden se preide na naslednjo stopnjo. Ce se lahko na podlagi razpolozljivih
informacij dolo¢i potencialno drazenje snovi, dodatno testiranje ni potrebno. Ce na podlagi razpolozljivih informacij
potencialnega draZenja testne snovi ni mogoce doloditi, se opravi postopno sekvencno testiranje na zivalih, dokler ni
mogoca jasna razvrstitev.

Validirana testna metoda: testna metoda, za katero sta bili na podlagi validacijskih $tudij doloceni primernost (vklju¢no
z natannostjo) in zanesljivost za dolo¢en namen. Treba je opozoriti, da natan¢nost in zanesljivost validirane testne
metode nista nujno zadostni, da bi bili sprejemljivi za predlagani namen.

Teza dokazov: proces preucevanja prednosti in slabosti razlicnih informacij z namenom sprejetja zakljucka o potencialni
nevarnosti snovi in njegovi utemeljitvi.

Dodatek 2

Snovi za preverjanje usposobljenosti za testno metodo BCOP

Preden lahko zacnejo laboratoriji redno uporabljati testno metodo, ki izpolnjuje zahteve te testne metode, morajo
dokazati tehni¢no usposobljenost tako, da deset priporocenih snovi iz tabele 1 pravilno razvrstijo glede na njihov drazilni
u¢inek na oci. Te snovi so bile izbrane, ker predstavljajo razpon reakcij lokalnega draZenja/razjedanja ocesa, ki temelji na
rezultatih testa in vivo na oceh zajcev (TG 405) (4. kategorije 1, 2A, 2B ali snovi, ki niso razvriCene in oznacene v skladu
z UN GHS (3) (7). Vendar se lahko zaradi validirane primernosti teh preskusov (tj. izklju¢no za dolo¢evanje jedkih in zelo
drazilnih snovi za oci) usposobljenost dokaze samo z dvema testnima rezultatoma, na podlagi katerih je mogoca razvr-
stitev (jedka/zelo drazilna snov ali nejedka/nedrazilna snov). Druga merila za izbor snovi so bila, da so te dostopne na
trgu, da so na voljo visokokakovostni referen¢ni podatki in vivo in visokokakovostni podatki, pridobljeni z dvema
metodama in vitro, za Kateri se pripravljajo smernice. Zaradi tega so bile drazilne snovi izbrane iz priporo¢enega seznama
ICCVAM, ki vsebuje 122 referen¢nih snovi za validacijo testnih metod in vitro za ugotavljanje toksicnosti za oci (glej
dodatek H: ICCVAM - Priporocene referencne snovi) (5). Referen¢ni podatki so zbrani v dokumentih ICCVAM o pregledu
ozadja testne metode BCOP in testne metode ICE na izoliranih o¢eh piscancev (17) (18).
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Tabela 1

Priporocene snovi za ugotavljanje tehni¢ne usposobljenosti za BCOP

Snov St. CAS Kemijski (') razred Fiég;ﬁlza Raz:)firvsoti(tze)v in Razvrstitev in vitro (%)
benzalkonijev  klorid 8001-54-5 onijska spojina tekoca kategorija 1 | jedka/zelo drazilna snov
(5 %)
klorheksidin 55-56-1 amin, amidin trdna kategorija 1 | jedka/zelo drazilna snov
dibenzoil-L-vinska 2743-38-6 karboksilna trdna kategorija 1 | jedka/zelo drazilna snov
kislina kislina, ester
imidazol 288-32-4 heterocikli¢na trdna kategorija 1 | jedka/zelo drazilna snov

spojina
trikloroocetna  kislina 76-03-9 karboksilna tekoca kategorija 1 | jedka/zelo drazilna snov
(30 %) kislina
2,6-diklorobenzoil 4659-45-4 kislinski halid tekoca kategorija 2A nejedka/lazje drazilna
klorid snov
etil-2-metil 609-14-3 keton, ester tekoca kategorija 2B nejedkaflazje drazilna
acetoacetat snov
amonijev nitrat 6484-52-2 anorganska sol trdna kategorija 2A nejedkaflazje drazilna
snov
glicerol 56-81-5 alkohol tekoca ni oznake nejedkallazje drazilna
snov
n-heksan 110-54-3 ogljikovodik tekoca ni oznake nejedka/lazje drazilna
(aciklicen) snov

Kratice: 3t. CAS = registrska Stevilka Sluzbe za izmenjavo kemijskih izvleckov (CAS)

(") Kemijski razredi so bili dodeljeni za vsako testno snov s standardnim sistemom za razvr$canje, ki temelji na sistemu MeSH (na voljo na
http/fwww.nlm.nih.gov/mesh).

(%) Na podlagi rezultatov, pridobljenih s testom in vivo na oceh zajcev (OECD TG 405), in ob upostevanju UN GHS (3)(7).

(*) Na podlagi rezultatov BCOP in ICE.

Dodatek 3

DRZALO ZA ROZENICO ZA DOLOCANJE BCOP

1. Drzala za rozenico za BCOP so narejena iz intertnega materiala (npr. polipropilena). Sestavljena so iz dveh polovic
(sprednjega in zadnjega dela) in dveh podobnih cilindri¢nih notranjih posodic. Prostornina vsake posodice je 5 mL in
se konca s steklenim okencem, skozi katerega se belezijo vrednosti motnjave. Premer notranjih posodic je 1,7 cm,
globina pa 2,2 cm (Y). Tesnilni obro¢ek na zadnjem delu drzala preprecuje uhajanje. RoZenice se z endotelno stranjo
navzdol polozijo na tesnilni obrocek zadnjega dela drzala, sprednji del drzala pa se polozi na epitelno stran roZenice.
Oba dela drzala sta pritrjena s tremi vijaki iz nerjaveCega materiala na zunanjih robovih vsakega dela. Na koncu
vsakega dela drzala je stekleno okence, ki se lahko odstrani za lazji dostop do rozenice. Med steklenim okencem in
delom drzala je tesnilni obrocek, ki preprecuje uhajanje. Skozi luknjici na vrhu vsakega dela drzala se vnasajo in
odstranjujejo medij in testne snovi. Med testiranjem in inkubacijo sta oba dela drzala zaprta z gumijastimi Cepki.

Navedene dimenzije se nanasajo na drzala za roZenico, ki se uporabljajo pri kravah, starih od 12 do 60 mesecev. Za uporabo pri
zivalih, starih od Sest do 12 mesecev, bi moralo biti drzalo zasnovano tako, da bi bila prostornina vsakega dela 4 mL, premer obeh
notranjih delov 1,5 cm in njuna globina 2,2 cm. Pri vsakem novo zasnovanem drzalu za roZenico je pomembno, da je razmerje med
izpostavljeno povrino roZenice in prostornino zadnjega dela enako razmerju pri obicajnih drzalih za roZenico. Tako se zagotovi, da se
pravilno dolocijo vrednosti prepustnosti za izracun IVIS s predlagano formulo.


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

glass disc - —

posterior compartment

anterior compartment

fixing screws

Glosar

Glass disc: steklena ploscica

PTFE-O-ring: tesnilni obroc¢ek PTFE

Refill: odprtina za polnjenje

Hanger: povezovalni element

Cap: Cepek

Nut: varovalni obrocek

O-ring: tesnilni obrocek

Posterior compartment: zadnji del drzala
Anterior compartment: sprednji del drzala

Fixing screws: pritrdilni vijaki

OPACITOMETER

. Opacitometer je naprava, ki meri prenos svetlobe. Svetloba halogene svetilke se skozi kontrolni del (prazen del brez

okenc ali tekocine) usmeri v fotocelico in primerja s svetlobo, usmerjeno v fotocelico skozi testni del, v katerem je del
z rozenico. Nato se primerja razlika v svetlobi, ki se prenese iz fotocelic, na digitalnem ekranu pa se prikaze numeri¢na
vrednost motnjave. Enote motnjave so Ze doloCene.

. Opacitometer naj bi prek izmerjenih vrednosti motnjave zagotovil linearno reakcijo, ki ustreza mejnim vrednostim, ki

se uporabljajo v razli¢nih sistemih za razvricanje, opisanih v modelu za prognosticiranje (tj. do mejne vrednosti, ki
doloca jedkost/mocno drazilnost). Da bodo izmerjene vrednosti do 75-80 enot motnjave linearne in natancne, je treba
opacitometer kalibrirati s kalibratorji. Kalibratorji (neprepustne poliesterske folije) se namestijo v kalibracijski del (del za
rozenico, zasnovan posebej za kalibratorje) in belezijo na opacitometru. Kalibracijski del je zasnovan tako, da je
oddaljenost kalibratorjev med svetlobo in fotocelico priblizno enaka kot oddaljenost rozenic med merjenjem prepust-
nosti. Opacitometer se najprej kalibrira na 0 enot motnjave, pri ¢emer se uporablja kalibracijski del brez kalibratorja.
Nato se tri razli¢ni kalibratorji en za drugim namestijo v kalibracijski del ter se meri prepustnost. Kalibratorji 1, 2 in 3
naj bi zagotovili vrednosti prepustnosti, ki ustrezajo vnaprej dolo¢enim vrednostim 75, 150 oziroma 225 enot
motnjave * 5 %.
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B. 48 TESTNA METODA NA IZOLIRANIH OCEH PISCANCEV ZA UGOTAVLJANJE JEDKIH IN ZELO
DRAZILNIH SNOVI ZA OCI (ICE)

UvoD

1. Testna metoda na izoliranih ofeh piscancev (ICE) je testna metoda in vitro, ki se pod dolocenimi pogoji in z
dolocenimi omejitvami uporablja za razvr$canje snovi in zmesi med jedke in zelo drazilne za oci‘ (1) (2) (3). V
tej testni metodi so zelo drazilne snovi tiste snovi, ki povzrocajo poskodbe oci, ki se pri zajcu ohranijo najmanj 21
dni po aplikaciji. Ceprav testa in vivo na oceh zajcev ne more nadomestiti popolnoma, se test ICE priporoca kot del
stopenjske testne strategije za regulativno razvricanje in oznacevanje za posebna podrocja uporabe (4) (5). Testne
snovi in zmesi (6), ki v tem preskusu dajo pozitiven rezultat, se lahko razvrstijo med jedke ali zelo drazilne snovi za
odi, ne da bi bilo potrebno opraviti dodatno testiranje na zajcih. Snov z negativnim rezultatom testa bi bilo treba
testirati na zajcih s pomocjo sekvencne testne strategije, ki je dolocena v preskusni smernici OECD 405 (7) (poglavje
B. 5 te priloge).

2. V tej testni metodi so opisani postopki za oceno potencialne jedkosti in mocne drazilnosti testne snovi za oci glede
na njeno sposobnost, da v izoliranem ocesu pis¢anca povzroca toksi¢nost. Toksi¢ni ucinki na roZenico se merijo z: (i)
kvalitativnim ocenjevanjem motnjave, (i) kvalitativnim ocenjevanjem poskodbe epitelija po aplikaciji fluoresceina
(zadrzevanje fluoresceina), (ili) kvantitativnim ocenjevanjem povecane debeline (nabreklosti) in (iv) kvantitativnim
ocenjevanjem makroskopske morfoloske poskodbe na povr$ini. Motnjava roZenice, nabreklost in ocenjevanje
poskodb po izpostavljenosti testni snovi se najprej ocenijo posamicno in nato zdruzijo, da se lahko doloci stopnja
drazilnosti ocesa.

3. S testno metodo ICE so bile testirane tudi drazilne snovi, ki povzrocajo poskodbe odci, ki izginejo v manj kot 21
dneh, in nedrazilne snovi. Vendar natan¢nost in zanesljivost testne metode ICE pri snoveh iz teh dveh kategorij nista
bili ocenjeni formalno.

4. Opredelitve so navedene v dodatku 1.

ZACETNI POMISLEKI IN OMEJITVE

5. Ta testna metoda temelji na protokolu (8) testne metode ICE Medagencijskega usklajevalnega odbora za validacijo
alternativnih metod (ICCVAM), ki je bil pripravljen po mednarodni studiji o validaciji (4)(5)(9), pri kateri so sodelovali
Evropski center za validacijo alternativnih metod (ECVAM), Japonski center za validacijo alternativnih metod
(JaCVAM) ter Oddelek za toksikologijo in uporabno farmakologijo nizozemskega Instituta za raziskave TNO.
Protokol temelji na informacijah iz objavljenih protokolov ter protokolu, ki ga uporablja TNO (10) (11) (12) (13)
(14).

6. Opredeljene omejitve za to testno metodo temeljijo na visokem Stevilu lazno pozitivnih rezultatov za alkohole ter
visokem Stevilu lazno negativnih rezultatov za trdne in povriinsko aktivne snovi (glej tocko 47) (4). Ce se snovi iz
teh kemijskih in fizikalnih razredov izkljucijo iz podatkovne zbirke, se natancnost ICE v sistemih za razvricanje EU,
EPA in GHS bistveno izboljsa (4). Pri tem preskusu (tj. za ugotavljanje izklju¢no jedkih in zelo drazilnih snovi za oci)
lazno negativni rezultati niso kriti¢ni, saj bi se take snovi nato preskusale na zajcih ali, odvisno od regulativnih
zahtev, z drugimi ustrezno potrjenimi testi in vitro, pri katerih se uporablja sekvencna testna strategija, ki temelji na
tezi dokazov. Poleg tega nekaterih kemijskih ali proizvodnih razredov (npr. zmesi) s trenutno validacijsko poda-
tkovno zbirko ni bilo mogoce ustrezno oceniti. Vendar pa bi lahko preskusevalci to testno metodo uporabili pri vseh
vrstah testnega materiala (tudi pri zmeseh), pri ¢emer bi bil pozitiven rezultat sprejemljiv kot indikator za jedko ali
zelo drazilno snov za oci. Pozitivne rezultate, pridobljene z uporabo alkoholov, je treba razlagati previdno, saj obstaja
tveganje, da so vanje vkljuceni tudi lazno pozitivni rezultati

7. Pri vseh postopkih na ocesih piscancev je treba upostevati veljavna pravila in postopke testnega urada o ravnanju s
¢loveskim ali Zivalskim materialom, kamor spadajo med drugim tudi tkiva in tkivne tekocine. Priporocajo se splosni
previdnostni ukrepi za laboratorije (15).

8. Ceprav testna metoda uposteva nekatere ucinke na ocesa, ocenjene s testno metodo za ugotavljanje drazilnih snovi
na oceh zajcev, in do dolocene mere tudi njihovo resnost, je kljub temu omejena, saj ne uposteva poskodb veznice in
garenice. Ceprav tudi same reverzibilnosti poskodb roZenice s testom ICE ni mogoce oceniti, je bilo na podlagi $tudij
na oceh zajcev kljub temu predlagano, da se oceni prvotna globina poskodbe roZenice ter tako razlikuje med
ireverzibilnimi in reverzibilnimi ucinki (16). Treba je tudi opozoriti, da s testno metodo ICE ni mogoce oceniti
potencialne sistemske toksi¢nosti, povezane z izpostavljenostjo oci.

9. Trenutno potekajo prizadevanja za nadaljnjo karakterizacijo uporabnosti in omejitev testne metode ICE za ugota-
vljanje lazje drazilnih in nedrazilnih snovi (glej tudi tocko 48). Uporabnikom se priporoca, da organizacijam za
validacijo zagotovijo vzorce infali podatke za uradno oceno morebitnih prihodnjih uporab testne metode ICE,
vkljuéno za ugotavljanje lazje draZilnih ali nedrazilnih snovi za oci.



9.12.2010

Uradni list Evropske unije

L 32427

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Laboratoriji, ki ta preskus opravljajo prvi¢, morajo uporabiti kemikalije za preverjanje usposobljenosti iz dodatka 2.
Te kemikalije uporabijo, da dokazejo, da so tehni¢no sposobni izvajati testno metodo ICE, preden podatke o testu
ICE predlozijo za regulativno razvrstitev nevarnosti.

NACELO TESTA

Testna metoda ICE je organotipski model, ki zagotavlja kratkoro¢no ohranjanje pis¢ancjega ocesa v in vitro. Pri tej
testni metodi se poskodba, ki jo povzrodi testna snov, oceni tako, da se dolocijo nabreklost roZenice, njena
prepustnost in zadrZevanje fluorosceina. Medtem ko se zadnja parametra ocenjujeta kvalitativno, je treba nabreklost
roZenice oceniti kvantitativno. Vsaka meritev se pretvori v kvantitativen rezultat, ki se uporabi za izra¢un splosnega
indeksa drazilnosti, ali pa se ji dodeli kvalitativna kategorija, ki se uporablja za razred jedkosti in moé¢ne draZilnosti za
odi in vitro. Oba rezultata se lahko nato uporabita za predvidevanje jedkosti in moc¢ne drazilnosti testne snovi za oci
in vivo (glej merila za odlocanje).

Izvor in starost oci piS€ancev

Za ta preskus se obi¢ajno uporabljajo o¢i pis¢ancev, ki so bili zaklani v klavnicah in namenjeni za ¢lovesko prehrano,
kar pomeni, da poskusne Zzivali niso potrebne. Uporabljajo se samo o¢i zdravih Zivali, primernih za vstop v
prehransko verigo

Ceprav kontrolirana studija za ocenjevanje najprimernejse starosti pis¢ancev ni bila opravljena, se pri tej testni metodi
uporabljajo mladi piscanci, ki so bili zaklani v klavnicah (tj. piScanci, stari pribliZno sedem tednov in tezki od
1,5-2,5 kg).

Odvzem in prevoz o¢i v laboratorij

Glave se odstranijo neposredno po omamljanju piS¢ancev, obicajno z elektricnim Sokom, in po izkrvavitvi zaradi
prereza vratu. Pis¢anci se morajo nahajati v blizini laboratorija, tako da se njihove glave iz klavnice v laboratorij
pripeljejo dovolj hitro, da se njihovo stanje ¢im manj poslab3a infali da ne pride do bakterijske okuzbe. Cas med
odvzemom o¢i in uporabo glav pis¢ancev mora biti pri testni metodi ICE ¢im krajsi (navadno dve uri) in ne sme
vplivati na zanesljivost rezultatov preskusa. Ti temeljijo na merilih za izbor o¢i ter pozitivnih in negativnih
kontrolnih reakcijah. Vsa ocesa, uporabljena v preskusu, morajo pripadati isti skupini o¢i, odvzeti na dolo¢en dan.

Ker se ocesa secirajo v laboratoriju, se intaktne glave iz klavnice v laboratorij prepeljejo na sobni temperaturi v
plasticnih posodah in navlaZene s krpami, napojenimi z izotoni¢no fiziolosko raztopino.

Merila za izbor odi za test ICE

O¢i z mocno izhodisno obarvanostjo s fluoresceinom (. > 0,5) ali motno roZenico (tj. > 0,5) po izolaciji se
Zavrzejo.

Vsaka testna skupina in primerjalna pozitivna kontrola sta sestavljeni iz najmanj treh o¢i. Za negativno kontrolo ali
kontrolo s topilom (¢e se namesto fizioloske raztopine uporablja drugo topilo) se uporabi najmanj eno oko.

POSTOPEK
Priprava oci

Skrbno se odstranijo veke, pri Cemer je treba paziti, da se roZenica ne poskoduje. Celovitost roZenice se hitro oceni
tako, da se na njeno povrsino za nekaj sekund aplicira kapljica 2-odstotnega (w/v) natrijevega fluoresceina, povrina
pa se nato spere z izotoni¢no fiziolosko raztopino. O, ki jim je bil dodan fluorescein, se nato osvetlijo s Spranjsko
svetilko, da se roZenica ne bi poskodovala (tj. zadrzevanje fluoresceina in motnjava roZenice < 0,5).

Ce je oko neposkodovano, se izreZe iz lobanje, pri cemer je treba paziti, da se rozenica ne poskoduje. Zrklo se
potegne iz ocesne votline potegne tako, da se zmurka zagrabi s kirurskimi prijemalkami, ocesne miice pa se
prerezejo z ukrivljenimi $karjami s topo konico. Tako se prepreci, da bi se roZenica zaradi prevelikega tlaka
poskodovala (tj. artefakti zaradi stisnjenja).

Ko se oko odstrani iz ocesne votline, se ga mora $e vedno drzati viden del vidnega Zivca. Po odstranitvi iz ocesne
votline se oko poloZi na vpojno podlago, nato pa se odrezeta Zmurka in preostalo vezno tkivo.



L 324/28

Uradni list Evropske unije

9.12.2010

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Izolirano oko se pritrdi v prijemalko iz nerjavecega materiala, pri ¢emer mora biti roZenica v vodoravnem poloZaju.
Prijemalka se nato prenese v komoro naprave za superfuzijo (16). Prijemalke je treba v napravi za superfuzijo
namestiti tako, da je celotna roZenica pokrita z izotonicno fiziolosko raztopino. Temperatura v komorah naprave
za superfuzijo mora znaati 32 + 1,5 °C. Dodatek 3 vsebuje diagram obicajne naprave za superfuzijo z ocesnimi
prijemalkami, ki je na voljo na trgu, laboratoriji pa jo lahko izdelajo tudi sami. Naprava se lahko prilagodi potrebam
posameznega laboratorija (tj. za sprejem razlicnega Stevila oci).

V napravi za superfuzijo se o¢i e enkrat pregledajo s Spranjsko svetilko, da se zagotovi, da se med seciranjem niso
poskodovale. Pri tem se z nastavkom za merjenje globine na Spranjski svetilki na apeksu roZzenice izmeri tudi
debelina rozenice. O¢i z (i) vrednostjo zadrzanega fluoresceina > 0,5; (ii) motnjavo roZenice > 0,5; ali (iii) dodatnimi
znaki poskodb je treba zamenjati. Za o¢i, ki se na podlagi teh meril ne zavrzejo, velja, da se kljub temu zavrzejo, ce
debelina rozenice za ve¢ kot 10 % odstopa od povprecne vrednosti vseh o¢i. Uporabniki morajo upostevati, da lahko
$pranjske svetilke pri razli¢nih irinah 3pranje za debelino rozenice dajo razli¢ne merilne vrednosti. Sirino $pranje je
treba nastaviti na 0,095 mm.

Po pregledu in izlocitvi se o¢i dajo v inkubator za priblizno 45 do 60 minut, da se pred doziranjem ekvilibrirajo s
testnim sistemom. Po ekvilibriranju se kot izhodis¢na vrednost za debelino in motnjavo roZenice zabelezi ni¢na
vrednost (tj. ¢as = 0). Vrednost fluoresceina, dolocena pri seciranju, se uporabi kot izhodis¢na vrednost za koncno
tocko.

Uporaba testne snovi

Po meritvi z ni¢nimi referenénimi vrednostmi se oko (in drzalo) odvzame iz naprave za superfuzijo in da v vodoravni
polozaj, nato pa se na roZenico aplicira testna snov.

Tekoce testne snovi se obicajno testirajo nerazredcene, lahko pa se po potrebi tudi razredéijo (tj. kot del koncepta
Studije). Najpogosteje se kot topilo pri razred¢enih snoveh uporablja fizioloska raztopina. Pod kontrolnimi pogoji se
lahko uporabljajo tudi druga topila, vendar je treba dokazati, da so primerna.

Tekoce testne snovi se aplicirajo na roZenico tako, da je s testno snovjo enakomerno pokrita celotna povrsina
roZenice; standardna prostornina je 0,03 mL.

Ce je mogoce, je treba trdne testne snovi ¢&im bolj zdrobiti v terilnici s pestilom ali primerljivim orodjem za trenje.
Prasek se aplicira na roZenico tako, da je njena povrsina enakomerno pokrita s testno snovjo; standardna koli¢ina je
0,03 g.

Testna snov (tekoca ali trdna) se pusti ucinkovati 10 sekund, nato pa se spere z ocesa s fiziolosko raztopino
(priblizno 20 mL) pri sobni temperaturi. Oko (in drzalo) se nato ponovno da v napravo za superfuzijo v prvotnem
pokonénem polozaju.

Kontrolne snovi

Vsak poskus vkljucuje primerjalno negativno kontrolo ali kontrolo s topilom/vehiklom ter pozitivne kontrole.

Pri testiranju 100-odstotnih tekocin ali trdnih snovi se kot primerjalna negativna kontrola pri testni metodi ICE
uporablja fizioloska raztopina, da se ugotovijo nespecificne spremembe testnega sistema in da preskusni pogoji ne
povzrocajo neustreznih drazilnih reakcij.

Pri testiranju razredCenih tekocin se v testno metodo vkljuci primerjalna kontrolna skupina s topilom/vehiklom, da se
ugotovijo nespecifiéne spremembe testnega sistema in da preskusni pogoji ne povzrocajo drazilnih reakcij. Kot je
navedeno v tocki 25, se lahko uporablja samo topilo/vehikel, za katerega je dokazano, da nima $kodljivih u¢inkov na
testni sistem.
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Pri vsakem poskusu se kot primerjalna pozitivna kontrola vkljui tudi znana drazilna snov za o¢i, da se zagotovi, da
se sprozi zelena reakcija. Ker se pri tej testni metodi preskus ICE uporablja za ugotavljanje jedkih ali zelo drazilnih
snovi, mora biti referen¢na snov pri pozitivni kontroli snov, ki pri tej testni metodi povzro¢i mocno reakcijo. Da se
zagotovi, da se odkloni pri reakciji pozitivne kontrole ocenjujejo v daljsem casovnem obdobju, stopnja mocne
reakcije ne sme biti prevelika. Za pozitivno kontrolo je treba zbrati dovolj podatkov o in vitro, da se lahko izra¢una
statisti¢no dolo¢en sprejemljiv razpon pozitivne kontrole. Ce za dologeno pozitivno kontrolo ni na voljo ustreznih
podatkov o testni metodi ICE iz preteklosti, je treba opraviti Studije, v katerih se bodo ti podatki zbrali.

Primera pozitivnih kontrol za tekoce testne snovi sta 10-odstotna ocetna kislina ali 5-odstoten benzalkonijev klorid,
primera pozitivnih kontrol za trdne testne snovi pa natrijev hidroksid in imidazol.

Primerjalne snovi so primerne za ocenjevanje potencialnih draZilnih ucinkov, ki jih imajo neznane kemikalije
dolo¢enega kemijskega ali proizvodnega razreda na o¢i, ali za ocenjevanje relativnega potencialnega draZenja drazilne
snovi za oko v dolo¢enem razponu drazilnih ucinkov.

Merjene koncne tocke

Testirane roZenice se ocenijo pred testiranjem in nato 30, 75, 120, 180 in 240 minut (+ 5 minut) po spiranju, ki se
opravi po testiranju. Ti asovni intervali omogocajo ustrezno Stevilo meritev med §tirjurnim testiranjem in zagota-
vljgjo dovolj ¢asa, da se o¢i med posameznimi meritvami ustrezno pregledajo.

Kon¢ne tocke, ki se ocenijo, so motnjava rozenice, nabreklost, zadrzevanje fluoresceina in morfoloski ucinki (tj.
luknjicast ali odstopljen epitelij). Vse kon¢ne tocke razen zadrZevanja fluoresceina (ki se dolo¢i pred testiranjem in 30
minut po izpostavljenosti testni snovi) se dolocijo pri vsakem navedenem ¢asovnem intervalu.

Priporoca se, da se motnjava roZenice, zadrzevanje fluoresceina, morfoloski ucinki in morebitni histopatoloski izvidi
fotografirajo.

Po Stiriurnem pregledu je treba o¢i hraniti v ustrezni fiksirni raztopini (tj. v nevtralnem formalinskem pufru), da se
lahko po potrebi opravi histopatoloski pregled.

Nabreklost roZenice se dolo¢i na podlagi debelin roZenice, izmerjenih z opti¢nim pahimetrom na $pranjski svetilki.
Izrazi se v odstotkih in izracuna na podlagi izmerjenih debelin roZenic s pomocjo naslednje formule:

debelina roZenica v casu t — debelina roZenice v casu t = 0 100
. ~ . ¥ ><
debelina roZenice v casu t = 0

Povpre¢na nabreklost roZenice vseh testnih o¢i, izraZena v odstotkih, se izra¢una v vseh Casovnih intervalih. Na
podlagi najvisje povprecne vrednosti nabreklosti roZenice, ki je bila zabeleZena v vseh ¢asovnih intervalih, se za vsako
testno snov doloci skupna vrednost posamezne kategorije.

Pri izraCunu motnjave roZenice se upoSteva povr$ina najbolj motne roZenice. Povprecna motnjava rozenice vseh
testnih oi se izraCuna v vseh Casovnih intervalih. Na podlagi najvisje povprecne vrednosti motnjave roZenice, ki je
bila zabelezena v vseh ¢asovnih obdobjih, se za vsako testno snov dolo¢i skupna vrednost za posamezno kategorijo

(tabela 1).

Tabela 1

Motnjava roZenice

Vrednost Opazanja

0 roZenica ni motna

0,5 rozenica zelo malo motna
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Vrednost Opazanja
1 neostra in razpriena obmodja, deli Sarenice dobro vidni
2 obmogje, ki prepusca svetlobo, dobro razpoznavno deli Sarenice slabse vidni
3 zelo motna roZenica; deli Sarenice niso vidni; velikost zenice komaj razpoznavna
4 popolnoma motna roZenica; $arenica ni vidna

Povpre¢na vrednost zadrzanega fluoresceina se pri vseh testnih o¢eh izracuna samo za 30-minutno ¢asovno obdobje
in se za vsako testno snov dodeli kot skupna vrednost za posamezno kategorijo (tabela 2).

Tabela 2

Zadrzevanje fluoresceina

Vrednost Opazanja
0 brez zadrzanega fluoresceina
0,5 zelo malo zadrzanega fluoresceina v posameznih celicah
1 posamezne celice z nekaj fluoresceina, razdrobljene na testiranem podrodju roZenice
2 tockaste ali zlite celice z veliko fluoresceina
3 velika zlita podro¢ja rozenice, v katerih se zadrzuje fluorescein

Morfoloski ucinki vkljucujejo luknjicaste’ epitelne celice rozenice, ,odstopljeni epitelij, ,kosmato* rozeni¢no povrsino
in ,prilepljeno testno snov na roZenico. Ta opazanja so lahko razli¢no resna in se lahko pojavijo istocasno. Uvricanje
teh opazanj poteka subjektivno glede na razlago raziskovalca.

PODATKI IN POROCANJE
Ocenjevanje podatkov

Rezultate za motnjavo in nabreklost roZenice ter zadrzevanje fluoresceina je treba oceniti loceno, da se ustvari razred
ICE za vsako konéno tocko. Razredi ICE za vsako koncno tocko se nato zdruzijo, da se vsaka testna snov lahko
razvrsti v razred drazilnosti.

Merila za odlocanje

Po oceni vsake koncne tocke se na podlagi vnaprej dolocenega razpona dodelijo razredi ICE. Debelina roZenice
(tabela 3), motnjava roZenice (tabela 4) in zadrZevanje fluoresceina (tabela 5) se razlagajo s pomogjo stirih razredov
ICE po naslednjih lestvicah:

Tabela 3

Merila ICE za razvrstitev glede na debelino rozZenice

Povprecna nabreklost rozenice (%) (*) Razred ICE
0do 5 I
>5 do 12 Il
>12 do 18 (> 75 min po aplikaciji) I
>12 do 18 (< 75 min po aplikaciji) 1
>18 do 26 111
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Povprecna nabreklost rozenice (%) (*) Razred ICE
>26 do 32 (> 75 min po aplikaciji) 11
>26 to 32 (< 75 min po aplikaciji) v
>32 v

(*) Vrednosti za nabreklost rozenice so veljavne samo, ¢e se merijo s Spranjsko svetilko tipa Haag-Streit BP900 z napravo za metjenje
globine $t. I in nastavljeno 3irino $pranje 9%, tj. 0,095 mm. Uporabniki morajo upostevati, da lahko Spranjske svetilke pri razlicnih
sirinah $pranje dajo razlicne merilne vrednosti za debelino rozenice.

Tabela 4

Merila ICE za razvrstitev motnjave roZenice

Povpre¢na najvisja vrednost motnjave (*) Razred ICE
0,0-0,5 I
0,6-1,5 I
1,6-2,5 11
2,64,0 I\%

(*) Glej tabelo 1.

Tabela 5

Merila ICE za razvrstitev glede na povprec¢no vrednost zadrzanega fluoresceina

Povpre¢na vrednost zadrizx;iiglfa Cﬂi;(z:;esceina po 30 minutah po Razred ICE
0,0-0,5 I
0,6-1,5 Il
1,6-2,5 11
2,6-3,0 \Y

(*) Glej tabelo 2.

46. Splosni razred testne snovi za drazilnost in vitro se doloci tako, da se za razrede drazilnosti, ki ustrezajo ugotovljenim
kategorijam za nabreklost in motnjavo roZenice ter zadrzevanje fluoresceina, uporabi formula iz tabele 6.

Tabela 6

Splosna razvrstitev za drazilnost in vitro

Razvrstitev Kombinacije treh kon¢nih tock

jedka/zelo drazilna snov 3xIV

2x1v, 1 x1III

2x1V, 1 <11 (4

2x1V, 1 x1(%

motnjava roZenice > 3 pri 30 min (pri najmanj 2 oceh)
motnjava rozenice 4 pri vsakem Casovnem intervalu (pri
najmanj 2 oceh)

mocno odstopljen epitelij (pri najmanj enem ocesu)

(*) manj pogoste kombinacije
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Kot je navedeno v prvem odstavku, je treba testno snov, ki ni opredeljena kot jedka ali zelo drazilna za odi, zaradi
razvricanja in oznacevanja dodatno testirati. V primerjavi s podatki testne metode in vivo na oceh zajcev za dolocanje
jedkih ali zelo drazilnih snovi za o¢i, razvr$¢enih po EPA (1), EU (2) ali GHS (3), je splo$na natan¢nost testne metode
ICE 83-odstotna (120/144) do 87-odstotna (134/154), delez lazno pozitivnih rezultatov 6-odstoten (7/122) do 8-
odstoten (9/116) ter delez lazno negativnih rezultatov 41-odstoten (13/32) do 50-odstoten (15/30). Ce se iz
podatkovne zbirke izkljucijo snovi nekaterih kemijskih (npr. alkoholi, ketoni) ali fizikalnih razredov (npr. trdne
snovi), je natancnost testa ICE po sistemih za razvr¢anje EU, EPA in GHS 91-odstotna (75/82) do 92-odstotna
(69/75), delez lazno pozitivnih rezultatov 5-odstoten (4/73) do 6-odstoten (4/70) ter delez lazno negativnih rezul-
tatov 29-odstoten (2/7) do 33-odstoten (3/9) (4).

Tudi ¢e jedke ali zelo drazilne testne snovi za o¢i ni mogoce razvrstiti, so lahko podatki, pridobljeni s ICE in testom
in vivo na oceh zajcev ali primerno validiranim testom in vitro, koristni za nadaljnje ocenjevanje primernosti in
omejitev testne metode ICE za dolocanje nejedkih in ne zelo drazilnih snovi (smernice za uporabo testnih metod in
vitro za ugotavljanje toksicnosti za oci se pripravljajo).

Merila za sprejemljivost Studije

Test se Steje za sprejemljivega, Ce dajo primerjalne negativne kontrole s vehiklom/topilom in primerjalne pozitivne
kontrole za drazilnost vrednosti, ki spadajo v razrede nedrazilnih snovi oziroma razrede zelo drazilnih[jedkih snovi.

Porocilo o testu

V porodilu o testu je treba navesti naslednje informacije (¢e so pomembne za izvedbo Studije):

testne in kontrolne snovi

kemijska imena in strukturno ime Sluzbe za izmenjavo kemijskih izvleckov (CAS), ki jim sledijo druga imena, ¢e so
znana;

registrska Stevilka CAS (RN), e je znana;

Cistost in sestava snovi ali zmesi (v teznostnih odstotkih), ¢e so te informacije na voljo;

fizikalno-kemijske lastnosti, pomembne za izvedbo Studije, npr. fizikalno stanje, pH vrednost, stabilnost, kemijski
razred, topnost v vodi;

obdelava testnih/kontrolnih snovi pred testiranjem, Ce je pomembna (npr. segrevanje, mletje);

stabilnost, ¢e je znana.

podatki o narocniku in testnem laboratoriju

ime in naslov naroc¢nika, testnega laboratorija in vodje Studije;

podatki o viru o¢i (tj. obrat, v katerem so bili odvzeti);

pogoji za hrambo in prevoz o¢i (fj. dan in cas odvzema odi, Cas pred prvim testiranjem, prevozna sredstva in
temperaturni pogoji, morebitno uporabljeni antibiotiki);

posebne lastnosti Zivali, katerim so bili odvzete o¢i, ¢e so znane (tj. starost, spol, teza zivali donatorke).

utemeljitev testne metode in uporabljenega protokola
celovitost testne metode

postopek za zagotavljanje celovitosti (tj. natancnosti in zanesljivosti) testne metode v daljSem casovnem obdobju (npr.
redno testiranje snovi za ugotavljanje sposobnosti, uporaba podatkov o negativni in pozitivni kontroli iz preteklih
testov).
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merila za sprejemljivost testa

sprejemljiva primerjalna pozitivna in negativna kontrola na podlagi podatkov iz preteklih testov.

testni pogoji

opis uporabljenega testnega sistema;

vrsta uporabljene $pranjske svetilke (tj. model);

nastavitve instrumentov za uporabljeno Spranjsko svetilko;

podatki o uporabljenih oceh piscancev, vklju¢no z izjavami o njihovi kakovosti;

podrobnosti o uporabljenem testnem postopku;

uporabljene koncentracije testne snovi;

opis vseh sprememb testnega postopka;

sklic na podatke o modelu iz preteklih testov (tj. negativna in pozitivna kontrola, snovi za preverjanje sposobnosti;
ugotavljanje sposobnosti, primerjalne snovi);

opis uporabljenih meril za ocenjevanje.

rezultati

opis drugih opazenih ucinkov;

po potrebi slike oci;

razprava o rezultatih
sklepne ugotovitve
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Dodatek 1

OPREDELITVE

Natan¢nost: stopnja ujemanja rezultatov testne metode s sprejetimi referencnimi vrednostmi. Je merilo uéinkovitosti
testne metode in eden od vidikov ,ustreznosti‘. Ta izraz in izraz ,skladnost“ se pogosto izmeni¢no uporabljata in
pomenita delez ustreznih rezultatov testne metode.

Primerjalna snov: snov, ki se uporablja kot standard za primerjavo s testno snovjo. Primerjalna snov mora imeti
naslednje lastnosti: (i) trajen in zanesljiv vir; (i) strukturno in funkcijsko podobnost z razredom testiranih snovi; (ii)
znane fizikalne/kemijske lastnosti; (iv) spremni podatki o znanih ucinkih in (v) znana potenca v razponu Zelene reakcije.

RoZenica: prozoren sprednji del zrkla, ki pokriva Sarenico in zenico ter skozi katerega vstopa svetloba.

Motnjava roZenice: merjenje stopnje motnjave roZenice po izpostavljenosti testni snovi. Povecana motnjava roZenice
pomeni, da je roZenica poskodovana.

Nabreklost roZenice: objektivno merjenje pri testu ICE, da se dolo¢i obcutljivost rozenice po aplikaciji testne snovi.
Izrazi se v odstotkih in izra¢una na podlagi izhodis¢nih (vrednosti pred aplikacijo) izmerjenih vrednosti debelin roZenice
in debelin, zabelezenih v testu ICE v rednih asovnih intervalih po aplikaciji testnega materiala. Stopnja nabreklosti
roZenice je indikator za poskodbo roZenice.

EPA Kkategorija 1: jedka snov (ireverzibilno uniCenje ocesnega tkiva), ki prizadene ali drazi rozZenico ve¢ kot 21 dni (1).

EU kategorija R41: poskodba ocesnega tkiva ali resno fizi¢no poslabsanje vida po aplikaciji testne snovi na sprednjo
povrsino ocesa, ki po 21 dneh aplikacije ni popolnoma reverzibilna (2).

Delez lazno negativnih rezultatov: delez vseh pozitivnih snovi, ki jih testna metoda prikaze kot lazno negativne. To je
eden od kazalnikov ucinkovitosti testne metode.

Delez lazno pozitivnih rezultatov: delez vseh negativnih snovi, ki jih testna metoda prikaze kot lazno pozitivne. To je
eden od kazalnikov ucinkovitosti testne metode.

Zadrzevanje fluoresceina: subjektivno merjenje pri testu ICE, s katerim se doloci obseg zadrzanega natrijevega fluore-
sceina v celicah epitelija po aplikaciji testne snovi. Obseg zadrzanega fluoresceina je indikator za poskodbo roZeni¢nega
epitelija.

GHS (Globalno usklajeni sistem za razvr$€anje in oznacevanje kemikalij): sistem za razvricanje kemikalij (snovi in
zmesi) s pomocjo standardiziranih vrst in stopenj fizikalnih, zdravstvenih in okoljskih nevarnosti ter za oznacevanje z
npr. piktogrami, opozorilnimi besedami, izjavami o nevarnosti, varnostnimi izjavami in varnostnimi listi z namenom
razirjanja informacij o $kodljivih uc¢inkih kemikalij ter s tem zascite ljudi (vkljuéno z delodajalci, delavci, prevozniki,
potrosniki in resevalci) in okolja (3).

GHS kategorija 1: poskodba ocesnega tkiva ali resno fizicno poslabsanje vida po aplikaciji testne snovi na sprednjo
povrsino ocesa, ki po 21 dneh aplikacije ni popolnoma reverzibilna (3).

Nevarnost: nelocljiva lastnost snovi ali stanja, ki lahko ob izpostavljenosti tej snovi $kodljivo ucinkuje na organizem,
sistem ali (pod)populacijo.
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Negativna kontrola: netestirani dvojnik, ki vsebuje vse komponente testnega sistema. Ta vzorec se obdela z vzorci,
testiranimi s testno snovjo, ali drugimi kontrolnimi vzorci, da se ugotovi, ali topilo reagira s testnim sistemom.

Nedrazilna snov: snovi, ki niso razvr§cene v EPA kategorije I, II ali IIl; EU kategoriji R41 ali R36; ali GHS kategorije 1,
2A ali 2B drazilnih snovi za oci.

Jedka snovi za o&i: (a) snov, ki povzroca ireverzibilno poskodbo ocesnega tkiva; (b) snovi, ki so razvriéene v GHS
kategorijo 1, EPA kategorijo I ali EU kategorijo R41 drazilnih snovi za oci (1) (2) (3).

Drazilna snov za o¢i: (a) snov, ki po aplikaciji na sprednjo povrsino ocesa povzroca reverzibilno poskodbo ocesa; (b)
snovi, ki niso razvriCene v EPA kategorije I, II ali IIl; EU kategorija R36: ali GHS kategorijo 1, 2A ali 2B drazilnih snovi za
odi.

Zelo drazilna snov za o&i: (a) snov, ki po aplikaciji na sprednjo povrsino ocesa povzroci poskodbo tkiva, ki po 21 dneh
po aplikaciji ne izgine oziroma resno fizicno poslabsa vid; (b) snovi, ki so razvricene v GHS kategorijo 1, EPA kategorijo
ali EU kategorijo R41 drazilnih snovi za oci (1) (2) (3).

Pozitivna kontrola: dvojnik, ki vsebuje vse komponente testnega sistema in se testira s snovjo, za katero je znano, da
reagira pozitivno. Da se zagotovi, da se odkloni pri reakciji pozitivne kontrole ocenjujejo v daljsem casovnem obdobju,
stopnja mocne reakcije ne sme biti prevelika.

Zanesljivost: stopnja reproduktivnosti testne metode v laboratorijih in med njimi v dolocenem casovnem obdobju pri
uporabi istega protokola. Oceni se z izracunom laboratorijske in medlaboratorijske reproduktivnosti in ponovljivosti.

Spranjska svetilka: instrument, ki se uporablja za direktno preiskavo ocesa in ki skupaj z binokularnim mikroskopom
tvori stereomikroskop s pokonéno sliko. Pri testni metodi ICE se ta instrument uporablja za vpogled v sprednje strukture
ocesa piscanca ter za objektivno merjenje debeline roZenice z nastavkom za merjenje globine.

Kontrola s topilom/vehiklom: netestirani vzorec, ki vsebuje vse komponente testnega sistema, vklju¢no s topilom ali
vehiklom, ki se obdela s kontrolnimi vzorci, testiranimi s testno snovjo, in drugimi kontrolnimi vzorci, da se doloci
izhodi$¢na reakcija za vzorce, testirane s testno snovjo in raztopljene v istem topilu ali vehiklu. Pri testiranju s primerjalno
negativno kontrolo ta vzorec tudi pokaze, ali topilo oziroma vehikel reagira s testnim sistemom.

Stopenjsko testiranje: stopenjska testna strategija, pri kateri se v posebnem vrstnem redu pregledajo vse informacije o
testni snovi, pri ¢emer se na vsaki stopnji uporabi teza dokazov, da se dolodi, ali je na voljo dovolj informacij za
razvrstitev snovi med nevarne snovi, preden se preide na naslednjo stopnjo. Ce se lahko na podlagi razpolozljivih
informacij dolo¢i potencialno drazenje snovi, dodatno testiranje ni potrebno. Ce na podlagi razpolozljivih informacij
potencialnega drazenja testne snovi ni mogoce doloditi, se opravi postopno sekvencno testiranje na zivalih, dokler ni
mogoca jasna razvrstitev.

Validirana testna metoda: testna metoda, za katero sta bili na podlagi validacijskih $tudij doloceni primernost (vklju¢no
z natan¢nostjo) in zanesljivost za doloCen namen. Treba je opozoriti, da natancnost in zanesljivost validirane testne
metode nista nujno zadostni, da bi bili sprejemljivi za predlagani namen.

Teza dokazov: proces preuevanja prednosti in slabosti razli¢nih informacij z namenom sprejetja zakljucka o potencialni
nevarnosti snovi in njegovi utemeljitvi.
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KEMIKALIJE ZA PREVERJANJE SPOSOBNOSTI PRI TESTNI METODI ICE

Preden lahko zacnejo laboratoriji redno uporabljati testno metodo, ki izpolnjuje zahteve te testne metode, morajo
dokazati tehni¢no usposobljenost tako, da deset priporocenih snovi iz tabele 1 pravilno razvrstijo glede na njihov drazilni
ucinek na oci. Te snovi so bile izbrane, ker predstavljajo razpon reakcij lokalnega drazenja/razjedanja ocesa, ki temelji na
rezultatih testa in vivo na oceh zajcev (TG 405) (kategorije 1, 2A, 2B ali snovi, ki niso razvriCene in oznacene v skladu z
UN GHS (3) (7). Vendar se lahko zaradi validirane primernosti teh poskusov (tj. izklju¢no za dolocevanje jedkih in zelo
drazilnih snovi za o¢i) usposobljenost dokaze samo z dvema testnima rezultatoma, na podlagi katerih je mogoca razvr-
stitev (jedka/zelo drazilna snov ali nejedka/nedrazilna snov). Druga merila za izbor snovi so bila, da so te dostopne na
trgu, da so na voljo visokokakovostni referencni podatki in vivo in visokokakovostni podatki, pridobljeni z dvema
metodama in vitro, za kateri se pripravljajo smernice. Zaradi tega so bile drazilne snovi izbrane iz priporocenega seznama
ICCVAM, ki vsebuje 122 referen¢nih snovi za validacijo testnih metod in vitro za ugotavljanje toksiCnosti za odi (glej
dodatek H: Referen¢ni podatki so zbrani v dokumentih ICCVAM o pregledu ozadja testne metode BCOP in testne metode
ICE na izoliranih oceh piscancev (18) (19).

Tabela 1

Priporocene snovi za ugotavljanje tehnicne usposobljenosti za ICE

Kemikalija St. CAS Kemijski razred (') | Fizikalna oblika Raz;/;s;i(tze)v in Razvrstitev in vitro (%)
benzalkonijev  klorid | 8001-54-5 onijska tekoca kategorija 1 jedka/zelo drazilna snov
(5 %) spojina
klorheksidin 55-56-1 amin, amidin trdna kategorija 1 jedka/zelo drazilna snov
dibenzoil-L-vinska 2743-38-6 karboksilna trdna kategorija 1 jedka/zelo drazilna snov
kislina kislina, ester
imidazol 288-32-4 heterocikli¢na trdna kategorija 1 jedka/zelo drazilna snov

spojina
trikloroocetna  kislina 76-03-9 karboksilna tekoca kategorija 1 jedka/zelo drazilna snov
(30 %) kislina
2,6-diklorobenzoil 4659-45-4 kislinski halid tekoca kategorija 2A | nejedka/lazje drazilna snov
klorid
etil-2-metil 609-14-3 keton, ester tekoca kategorija 2B | nejedka/lazje drazilna snov
acetoacetat
amonijev nitrat 6484-52-2 anorganska trdna kategorija 2A | nejedka/lazje drazilna snov

sol
glicerol 56-81-5 alkohol tekoca ni oznake nejedkallazje drazilna snov
n-heksan 110-54-3 ogljikovodik tekoca ni oznake nejedkalazje drazilna snov
(acikli¢en)

Kratice: 3t. CAS = registrska 3tevilka Sluzbe za izmenjavo kemijskih izvleckov (CAS).

(") Kemijski razredi so bili dodeljeni za vsako testno snov s standardnim sistemom za razvricanje, ki temelji na sistemu MeSH (na voljo na
http//www.nlm.nih.gov/mesh).

(%) Na podlagi rezultatov, pridobljenih s testom in vivo na oceh zajcev (OECD TG 405), in ob upostevanju UN GHS (3)(7).

(}) Na podlagi rezultatov BCOP in ICE.
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Diagrami naprave za superfuzijo in prijemalk za o¢i pri ICE

(za dodaten genericen opis naprave za superfuzijo in prijemalke za oci glej Burton et al. (17))

EYE HOLDER

OPIS
1 IZHOD TOPLE VODE
2 DRSNA VRATA
3 NAPRAVA ZA SUPERFUZIJO
4 INSTRUMENT ZA OPTICNO MERJENJE
5 DOVOD TOPLE VODE
6 FIZIOLOSKA RAZTOPINA
7 TOPLA VODA
8 DOVOD FIZIOLOSKE RAZTOPINE
9 DEL/KOMPARTMENT
10 DRZALO ZA OKO
11 PISCANCJE OKO
12 IZHOD FIZIOLOSKE RAZTOPINE
13 PRITRDILNI VIJAK
14 PRILAGODLJIVA ZGORNJA ROCICA
15 PRITRJENA SPODNJA ROCICA*




