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II

(Akty o charakterze nieustawodawczym)

ROZPORZADZENIA

ROZPORZADZENIE KOMISJI (UE) 2017/735
z dnia 14 lutego 2017 r.

zmieniajace, w celu dostosowania do postepu technicznego, zalacznik do rozporzadzenia (WE)

nr 440/2008 ustalajgcego metody badafi zgodnie z rozporzadzeniem (WE) nr 1907/2006

Parlamentu Europejskiego i Rady w sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwolefi i stosowanych
ograniczefi w zakresie chemikaliow (REACH)

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)
KOMISJA EUROPEJSKA,
uwzgledniajac Traktat o funkcjonowaniu Unii Europejskiej,

uwzgledniajagc rozporzadzenie (WE) nr 1907/2006 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 18 grudnia 2006 r.
w sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych ograniczen w zakresie chemikaliow (REACH)
i utworzenia Europejskiej Agencji Chemikaliéw, zmieniajace dyrektywe 1999/45/WE oraz uchylajace rozporzadzenie
Rady (EWG) nr 793/93 i rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1488/94, jak réwniez dyrektywe Rady 76/769/EWG
i dyrektywy Komisji 91/155/EWG, 93/67EWG, 93/105/WE i 2000/21/WE ('), w szczegblnosci jego art. 13 ust. 2,

a takze majac na uwadze, co nastgpuje:

(1) Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 440/2008 (%) zawiera metody badan stuzace okreslaniu wlasciwosci fizykoche-
micznych, toksycznosci oraz ekotoksycznosci substancji chemicznych, ktére to metody nalezy stosowaé do celéw
rozporzadzenia (WE) nr 1907/2006.

(2)  Nalezy uaktualni¢ rozporzadzenie (WE) nr 440/2008 w celu uwzglednienia nowych i zaktualizowanych metod
badawczych przyjetych niedawno przez Organizacje Wspdlpracy Gospodarczej i Rozwoju (OECD), w celu
uwzglednienia postgpu technicznego oraz zmniejszenia liczby zwierzat wykorzystywanych do celéw do$wiad-
czalnych zgodnie z dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE (°). Projekt ten byt przedmiotem
konsultacji z zainteresowanymi stronami.

(3)  Proces dostosowania do postgpu technicznego obejmuje dwadzieicia metod badawczych: jedng nowa metode
oznaczania wilasciwosci fizykochemicznych, pig¢ nowych metod badawczych i jedng zaktualizowana metode
badawczg na potrzeby oceny ekotoksycznosci, dwie zaktualizowane metody badawcze na potrzeby oceny loséw
i zachowania si¢ w $rodowisku oraz cztery nowe metody badawcze i siedem zaktualizowanych metod
badawczych na potrzeby ustalania skutkéw dla zdrowia ludzkiego.

(4)  OECD dokonuje regularnych przegladéw swoich wytycznych dotyczacych badafi, aby identyfikowaé te metody
badawcze, ktére sg przestarzale z naukowego punktu widzenia. W niniejszym dostosowaniu do postepu
technicznego usuwa si¢ sze$¢ metod badawczych, w odniesieniu do ktérych anulowano odpowiednie wytyczne
OECD dotyczace badan.

(') Dz.U.L 396z 30.12.2006,s. 1.

(*) Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 440/2008 z dnia 30 maja 2008 r. ustalajagce metody badan zgodnie z rozporzadzeniem (WE)
nr 1907/2006 Parlamentu Europejskiego i Rady w sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych ograniczen w zakresie
chemikaliéw (REACH) (Dz.U. L 142 z 31.5.2008, 5. 1).

(*) Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych
do celéw naukowych (Dz.U.L 276 2 20.10.2010, s. 33).
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(5)  Nalezy zatem odpowiednio zmieni¢ rozporzadzenie (WE) nr 440/2008.

(6)  Srodki przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu sa zgodne z opinig komitetu ustanowionego na mocy art. 133
rozporzadzenia (WE) nr 19072006,

PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

Artykut 1

W zalgczniku do rozporzadzenia (WE) nr 440/2008 wprowadza si¢ zmiany zgodnie z zalgcznikiem do niniejszego
rozporzadzenia.

Artykut 2

Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w zycie dwudziestego dnia po jego opublikowaniu w Dzienniku Urzgdowym Unii
Europejskiej.

Niniejsze rozporzadzenie wigze w caloSci i jest bezposrednio stosowane we wszystkich
panstwach czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli dnia 14 lutego 2017 r.

W imieniu Komisji
Jean-Claude JUNCKER

Przewodniczgcy
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ZAELACZNIK

W zalgczniku do rozporzadzenia (WE) nr 440/2008 wprowadza si¢ nastgpujace zmiany:

1) w czesci A dodaje si¢ rozdzial w brzmieniu:

,A.25 STALE DYSOCJACJI W WODZIE (METODA MIARECZKOWA - METODA SPEKTROFOTOMETRYCZNA -
METODA KONDUKTOMETRYCZNA)

WPROWADZENIE

Niniejsza metoda badawcza jest réwnowazna metodzie opisanej w dotyczacej badaii wytycznej OECD nr 112
(1981).

Warunki wstepne

— odpowiednia metoda analityczna;

— rozpuszczalno$¢ w wodzie.

Wytyczne
— wzdr strukturalny;
— przewodno§¢ elektryczna dla metody konduktometryczne;j.

Oswiadczenia kwalifikujgce

— wszystkie metody badawcze mozna przeprowadzi¢ na substancjach czystych lub substancjach o jakosci
handlowej. Nalezy rozwazy¢ ewentualny wplyw zanieczyszczen na wyniki;

— metoda miareczkowa nie jest odpowiednia w przypadku substancji o niskiej rozpuszczalnosci (zob. ponizsza
sekcja poswigcona roztworom do badan);

— metode spektrofotometryczng stosuje si¢ wylacznie w odniesieniu do substancji o znaczgco réznigcych sie
widmach absorpcyjnych UV/VIS dla form zdysocjowanych i niezdysocjowanych. Metoda ta jest réwniez
odpowiednia w przypadku substancji o niskiej rozpuszczalnosci i w przypadku dysocjacji bez uzycia kwasow |
z uzyciem zasad, np. tworzenia kompleksow;

— w sytuacjach, w ktérych ma zastosowanie réwnanie Onsagera, mozna wykorzysta¢ metod¢ konduktometryczna
nawet przy umiarkowanie niskich stezeniach i nawet w przypadkach réwnowagi niekwasowej/zasadowe;.

Dokumenty standardowe

Niniejsza metoda badawcza opiera si¢ na metodach podanych w Zrédtach wymienionych w sekgji ,Bibliografia” oraz
na wstepnym projekcie wytycznych dotyczacych zgloszenia przedprodukeyjnego EPA z 18 sierpnia 1978 r.
METODA — WPROWADZENIE, CEL, ZAKRES, ISTOTNOSC, ZASTOSOWANIE I OGRANICZENIA BADANIA

Dysocjacja substancji w wodzie ma znaczenie dla oceny jej wplywu na Srodowisko. Okresla ona forme substancii,
ktora z kolei determinuje jej zachowanie i transport. Moze wplywaé na adsorpcje substancji chemicznej na glebach
i osadach oraz absorpcje w komérkach biologicznych.

Definicje i jednostki

Dysocjacja to odwracalny proces rozpadu na co najmniej dwa zwigzki chemiczne, ktére moga by¢ jonowe. Proces
oznacza si¢ na 0gol za pomoca wzoru:

RX = R+ X~
a stala rownowagi stezenia determinujaca reakcje to:

o R
RX
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Na przyklad w sytuacji gdy R oznacza woddr (substancja jest kwasem), stata wynosi:

e X
Ka - [H ] : [HX]
lub
pK, = pH - log %

Substancje odniesienia

Ponizsze substancje odniesienia nie muszg by¢ stosowane za kazdym razem, gdy badana jest nowa substancja.
Podaje si¢ je przede wszystkim w tym celu, aby okresowo mozna bylo wykonaé wzorcowanie metody oraz aby
umozliwi¢ poréwnanie wynikéw w przypadku zastosowania innej metody.

pK, () Temp. w °C
p-Nitrofenol 7,15 251
Kwas benzoesowy 4,12 20
p-Chloroanilina 3,93 20

(") Nie s3 dostepne zadne wartosci dla temperatury 20 °C, mozna jednak przyjaé, ze zmienno$¢ wynikéw pomiaréw jest wyzsza
niz oczekiwana zaleznos$¢ od temperatury.

Korzystne byloby zastosowanie substancji z kilkoma pK, jak wskazano w przedstawionej ponizej zasadzie metody.
Taka substancjg méglby byé:

Kwas cytrynowy pK, (8) Temp. w °C
1) 3,14 20
2) 4,77 20
3) 6,39 20

Zasada metody badawczej

Opisany proces chemiczny jest na ogél tylko nieznacznie zalezny od temperatury w zakresie temperatur wystepu-
jacych w §rodowisku naturalnym. Do wyznaczenia stalej dysocjacji wymagany jest pomiar stezeni zdysocjowanych
i niezdysocjowanych form substancji chemicznej. Korzystajac z wiedzy o stechiometrii reakcji dysocjacji, o ktérej
mowa w sekgji ,Definicje i jednostki” powyzej, mozna wyznaczy¢ odpowiednig stala. W konkretnym przypadku
opisanym w niniejszej metodzie badawczej substancja zachowuje si¢ jak kwas albo zasada, a najlepszym sposobem
na wyznaczenie jest okreslenie odpowiednich stezen zjonizowanych i niezjonizowanych form substancji oraz pH
roztworu. Zalezno$¢ miedzy tymi terminami przedstawiono na réwnaniu dla pK, w sekcji ,Definicje i jednostki”
powyzej. Niektére substancje wykazuja wigcej niz jedna stala dysocjacji i mozliwe jest opracowanie podobnych
réwnan. Niektére z metod opisanych w niniejszym dokumencie mozna réwniez zastosowaé w odniesieniu do
dysocjacji bez uzycia kwaséw | z uzyciem zasad.

Kryteria jako$ci

Powtarzalno$¢

Stala dysocjacji powinna by¢ powtarzana (minimum trzy oznaczenia) w zakresie £ 0,1 jednostek logarytmicznych.
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OPIS PROCEDUR BADAWCZYCH

Istniejag dwa podstawowe podejscia do wyznaczania pK, Jedno polega na miareczkowaniu znanej ilosci substancji
odpowiednio mianowanym roztworem kwasu lub mianowanym roztworem zasady; drugie polega na okresleniu
wzglednego stezenia zjonizowanych i niezjonizowanych form oraz jego zaleznosci od pH.

Przygotowania

Metody oparte na tych zasadach mozna zaklasyfikowaé jako procedury miareczkowe, spektrofotometryczne
i konduktometryczne.

Roztwory do badari

W przypadku metody miareczkowej i metody konduktometrycznej substancj¢ chemiczng nalezy rozpusci¢
w wodzie destylowanej. W przypadku metody spektrofotometrycznej i innych metod stosuje si¢ roztwory
buforowe. Stezenie substancji badanej nie powinno przekraczal nizszej sposrdéd nastgpujacych wartosci: 0,01 M
albo polowy stezenia w stanie nasycenia, a do sporzgdzania roztworéw nalezy stosowaé najczystsza dostepna forme
substancji. Jezeli substancja jest tylko czgSciowo rozpuszczalna, mozna ja rozpusci¢ w niewielkiej iloci rozpusz-
czalnika mieszalnego z wodg przed dodaniem do wskazanych powyzej stezen.

Roztwory nalezy sprawdzi¢ pod katem obecno$ci emulsji za pomocg stozka Tyndalla, zwlaszcza jezeli w celu
zwigkszenia rozpuszczalnodci uzyto wspdlrozpuszczalnika. W przypadku stosowania roztworéw buforowych
stezenie buforowe nie powinno przekracza¢ 0,05 M.

Warunki badania

Temperatura
Nalezy wyregulowaé temperature do co najmniej + 1 °C. Preferowana temperatura oznaczenia wynosi 20 °C.

Jezeli podejrzewa si¢ znaczng zalezno$¢ od temperatury, oznaczenia nalezy dokonywaé w co najmniej dwoch
réznych temperaturach. W takim przypadku temperature nalezy ustawi¢ w odstgpach co 10 °C, a regulacja
temperatury powinna wynosic * 0,1 °C.

Analizy

Zastosowana metoda bedzie zalezala od charakteru badanej substancji. Musi ona by¢ na tyle czula, aby umozliwié
oznaczenie réznych gatunkéw przy kazdym stezeniu roztworu do badar.

Przeprowadzenie badania

Metoda miareczkowa

Roztwoér do badan okresla si¢ poprzez miareczkowanie odpowiednio mianowanym roztworem zasady lub kwasu,
mierzgc pH po kazdym dodaniu titrantu. Nalezy przyrostowo doda¢ titrant co najmniej 10 razy przed osiggnigeciem
punktu réwnowaznikowego miareczkowania. Jezeli réwnowaga zostanie osiggnieta dostatecznie szybko, mozna
skorzysta¢ z potencjometru rejestrujacego. W przypadku tej metody konieczne sa dokladne informacje na temat
catkowitej ilosci substancji i jej stezenia. Nalezy podja¢ $rodki ostroznosci, aby wykluczyé dwutlenek wegla.
Szczegdtowe informacje na temat procedury, Srodkéw ostroznosci i obliczen podano w badaniach standardowych,
np. w pozycjach (1), (2), (3), (4) bibliografii.

Metoda spektrofotometryczna

Dlugo$¢ fali ustala si¢ wowczas, gdy zjonizowane i niezjonizowane formy substancji maja wyraznie rézne
wspotezynniki ekstynkcji. Widmo absorpcyjne UV/VIS uzyskuje si¢ z roztworéw o stalym stezeniu, w warunkach
pH, w ktérych substancja jest zasadniczo niezjonizowana i w pelni zjonizowana, oraz w szeregu posrednich pH.
W tym celu mozna albo dodawal przyrostowo stezony kwas (stezong zasadg) do stosunkowo duzej objetosci
roztworu substancji w wieloskladnikowym roztworze buforowym, poczatkowo przy wysokim (niskim) pH (pozycja
(5) bibliografii), albo dodawa¢ jednakowe objetosci roztworu podstawowego substancji w np. wodzie czy metanolu
do stalych objetosci réznych roztwordéw buforowych obejmujacych pozadany zakres pH. Na podstawie wartosci pH
i absorbangji przy wybranej diugosci fali oblicza si¢ wystarczajac liczbe wartosci dla pK, korzystajac z danych
uzyskanych przy co najmniej 5 pH, w ktdrych substancja jest zjonizowana w co najmniej 10 % i mniej niz 90 %.
Wiecej informacji szczegdtowych na temat do$wiadczenia i metodg obliczania mozna znaleZé w pozycji (1)
bibliografii.
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Metoda konduktometryczna

Przy uzyciu komorki o niskiej znanej stalej komérkowej mierzy si¢ przewodno$é roztworu substancji o stezeniu
okoto 0,1 M w wodzie do pomiaréw przewodnosci. Mierzy si¢ takze przewodno$¢ szeregu dokladnie wykonanych
rozcienczen tego roztworu. Za kazdym razem stezenie zmniejsza si¢ o polowe, a serie powinny obejmowac co
najmniej rzad wielkosci stezenia. Przewodno§¢ graniczng przy rozcieficzeniu nieskonczenie wielkim ustala sig,
przeprowadzajagc podobne do$wiadczenie z uzyciem soli sodowej, a nastepnie dokonujac ekstrapolacji. Stopien
dysocjacji mozna wéwczas obliczy¢ na podstawie przewodnosci kazdego roztworu za pomocg réwnania Onsagera
i stad stalg dysocjacji mozna obliczy¢ zgodnie z prawem rozcienczen Ostwalda jako K = a2C/(1 - a), gdzie C
oznacza stezenie w molach na litr, a a oznacza frakcje zdysocjowang. Nalezy podja¢ Srodki ostroznosci, aby
wykluczy¢ CO,. Wigcej informacji szczegdlowych na temat doswiadczenia i metode obliczania mozna znalezé
w standardowej literaturze i pozycjach (1), (6) i (7) bibliografii.

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC

Opracowanie wynikéw
Metoda miareczkowa

Warto$¢ pK, oblicza si¢ dla 10 punktéw mierzonych na krzywej miareczkowania. Oblicza si¢ Srednia i odchylenie
standardowe takich warto$ci pK, Nalezy je przestawi na wykresie zestawiajacym pH z objetoscig mianowanego
roztworu zasady lub kwasu oraz w postaci tabeli.

Metody spektrofotometryczne

Absorbancje i pH zestawia si¢ w tabeli dla kazdego widma. Na podstawie posrednich punktéw danych widma
oblicza si¢ co najmniej pieé wartosci pK,, a takze Srednig i odchylenie standardowe tych wynikéw.

Metoda konduktometryczna

Przewodno$¢ réwnowaznikowa A oblicza si¢ dla kazdego stezenia kwasu i dla kazdego stezenia mieszaniny
zlozonej z jednego réwnowaznika kwasu oraz réwnowaznika wodorotlenku sodu niezawierajgcego weglanéw
w ilosci 0,98. Kwas jest w nadmiarze, aby zapobiec nadmiarowi OH- w wyniku hydrolizy. 1/A zestawia si¢ na
wykresie z VC, a A, soli mozna otrzymaé przez ekstrapolacje do stezenia zerowego.

A, kwasu mozna obliczy¢, korzystajac z dostepnych w literaturze wartodci H* i Na*. Warto$¢ pK, mozna wyliczy¢
ze wzoru a = A, [A, i K, = a2C/(1 - a) dla kazdego stezenia. Lepsze wartosci Ka mozna uzyska¢, dokonujac korekt
o ruchliwo$¢ i aktywnos$¢. Nalezy obliczy¢ $rednig i odchylenia standardowe wartosci pK,

Sprawozdanie z badania
Wszystkie dane pierwotne i obliczone wartosci pK, nalezy przedtozy¢ wraz z metodg obliczania (najlepiej w formie

tabeli, jak zasugerowano w pozycji (1) bibliografii), podobnie jak opisane powyzej parametry statystyczne.
W przypadku metod miareczkowych nalezy przedstawi¢ szczegélowe informacje na temat mianowania titrantéw.

W przypadku metody spektrofotometrycznej nalezy przedstawi¢ wszystkie widma. W przypadku metody kondukto-
metrycznej nalezy przedstawi¢ szczegblowe informacje na temat wyznaczania stalej komoérkowej. Nalezy
przedstawi¢ informacje na temat zastosowanej techniki, metod analitycznych i charakteru wszelkich wykorzysty-
wanych roztworéw buforowych.

Nalezy podaé temperaturg(-y) przeprowadzania badania.

BIBLIOGRAFIA
(1) Albert, A. i Sergeant, E.P.: Ionization Constants of Acids and Bases, Wiley, Inc., Nowy Jork, 1962.

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

(4) Standard Method 242. APHA/AWWA|WPCE, Standard Methods for the Examination of Water and Waste Water,
wydanie 14., Amerykanskie Stowarzyszenie Zdrowia Publicznego, Waszyngton, 1976.

(5) Clark, J. i Cunliffe, A.E.: Rapid spectrophotometric measurement of ionisation constants in aqueous solution.
Chem. Ind. (Londyn) 281, (marzec 1973 r.).

(6) ASTM D 1125 — Annual ASTM Standards, Filadelfia, 1974.
(7) Standard Method 205 — APHA/AWWANPCF (zob. Powyzej (4)).
(8) Handbook of Chemistry and Physics, wydanie 60. CRC-Press, Boca Raton, Floryda, 33431 (1980).”

2) w czedci B rozdzial B.5 otrzymuje brzmienie:

,B.5 DZIALANIE ZRACE | SILNIE DRAZNIACE NA OCZY
WPROWADZENIE

Niniejsza metoda badawcza jest rbwnowazna metodzie opisanej w dotyczacej badan wytycznej OECD (TG) nr 405
(2012). Okresowo dokonuje si¢ przegladu wytycznych OECD dotyczacych badania substancji chemicznych w celu
zagwarantowania, ze odzwierciedlajg one najlepsza dostepng wiedze naukowa. W poprzednich przegladach
przedmiotowej wytycznej dotyczacej badan szczegdlng uwage poswiecono mozliwym ulepszeniom, dokonujac
oceny wszystkich dostepnych informacji na temat badanej substancji chemicznej w celu unikniecia niepotrzebnych
badan na zwierzetach laboratoryjnych i tym samym usunigcia watpliwosci zwigzanych z dobrostanem zwierzat.
Wytyczna TG nr 405 (przyjeta w 1981 r. i zaktualizowana w latach 1987, 2002 i 2012) obejmuje zalecenie, aby
przed rozpoczeciem opisywanego badania dzialania zracego | silnie draznigcego na oczy in vivo przeprowadzié
analize wagi dowodéw (1) na istniejacych odpowiednich danych. Jezeli dostepne dane sa niewystarczajace, zaleca si¢
opracowanie takich danych za pomoca badan sekwencyjnych (2)(3). Strategia takich badan obejmuje przeprowa-
dzenie zweryfikowanych i zaakceptowanych badan in vitro i stanowi dodatek do niniejszej metody badawczej. Do
celow rozporzadzenia (WE) nr 1907/2006 w sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych
ograniczen w zakresie chemikaliow (REACH) () w odno$nym poradniku ECHA uwzglednia si¢ réwniez
zintegrowang strategie badan (21). Badania na zwierzgtach nalezy przeprowadzaé tylko wtedy, gdy zostang uznane
za konieczne po rozwazeniu dostgpnych metod alternatywnych, a korzystanie z nich zostanie uznane za wlasciwe.
W momencie sporzadzania niniejszej zaktualizowanej metody badawczej istnieja przypadki, w ktérych
zastosowanie tej metody jest nadal konieczne lub wymagane zgodnie z niektérymi ramami regulacyjnymi.

Najnowsza aktualizacja dotyczyla gléwnie wykorzystania lekéw przeciwbdlowych i Srodkéw znieczulajacych i nie
miala wplywu na podstawowe zaloZenia i strukture wytycznej dotyczacej badan. ICCVAM (3 oraz niezalezny
miedzynarodowy panel naukowy ds. wzajemnej oceny dokonaly przegladu przydatnosci i ograniczen zwigzanych
z rutynowym stosowaniem $rodkéw znieczulajgcych miejscowo, lekéw przeciwbdlowych o dzialaniu ogdlnou-
strojowym, a takze humanitarnego zakoficzenia procedur podczas badan dzialania draznigcego na oczy in vivo (12).
W wyniku przegladu stwierdzono, ze stosowanie $rodkéw znieczulajacych miejscowo i lekéw przeciwbdlowych
o dzialaniu ogdlnoustrojowym mogloby pozwoli¢ czeSciowo lub catkowicie wyeliminowa¢ bdl i stres, nie
wplywajac na wyniki badania, oraz zalecono, aby substancje te byly zawsze stosowane. W niniejszej metodzie
badawczej uwzgledniono ten przeglad. Nalezy rutynowo stosowaé $rodki znieczulajace miejscowo, leki przeciw-
bélowe o dzialaniu ogdlnoustrojowym i humanitarne zakoniczenie procedur w trakcie badania dzialania zracego
i silnie draznigcego na oczy in vivo. Wyjatki od ich stosowania nalezy uzasadni¢. Udoskonalenia opisane w niniejszej
metodzie znaczgco zmniejsza lub wyeliminujg bol i stres zwierzat podczas wigkszodci badan w przypadkach,
w ktorych badania bezpieczenstwa dla oczu in vivo sa nadal konieczne.

Zréwnowazone prewencyjne przeciwdzialanie bolowi powinno obejmowac (i) rutynowe podawanie $rodku znieczu-
lajgcego miejscowo (np. proparakainy lub tetrakainy) i leku przeciwbdlowego o dzialaniu ogélnoustrojowym (np.
buprenorfiny) przed podaniem substancji chemicznej, (i) rutynowe podawanie $rodka przeciwb6lowego o dziataniu
ogélnoustrojowym (np. buprenorfiny i meloksykamu) po podaniu substancji chemicznej, (ili) zaplanowane
obserwacje, monitorowanie i nagrywanie zwierzat w celu zaobserwowania klinicznych objawéw bélu lub stresu
oraz (iv) zaplanowane obserwacje, monitorowanie i odnotowywanie charakteru, dotkliwosci i postgpowania
wszystkich urazéw oczu. Wigcej szczegélowych informacji przedstawiono w  zaktualizowanych procedurach
opisanych ponizej. Po podaniu badanej substancji chemicznej nie nalezy podawaé zadnych dodatkowych $rodkow
znieczulajgcych miejscowo ani lekéw przeciwbdlowych w celu uniknigcia zaktdcenia badania. Nie nalezy stosowaé
miejscowo lekow przeciwbdlowych o dzialaniu przeciwzapalnym (np. meloksykamu), a stosowane dawki lekow
o dzialaniu ogdlnoustrojowym nie powinny zaklécaé skutkéw dla oczu.

Definicje zamieszczono w dodatku do metody badawczej.

(") Rozporzadzenie (WE) nr 1907/2006 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 18 grudnia 2006 r. w sprawie rejestracji, oceny, udzielania
zezwolen i stosowanych ograniczen w zakresie chemikaliéw (REACH) i utworzenia Europejskiej Agencji Chemikaliéw, zmieniajace
dyrektywe 1999/45/WE oraz uchylajace rozporzadzenie Rady (EWG) nr 793/93 i rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1488/94, jak
réwniez dyrektywe Rady 76/769[EWG i dyrektywy Komisji 91/155[EWG, 93/67/EWG, 93/105/WE i 2000/21/WE. Dz.U. L 304
222.11.2007,s. 1.

() Amerykanski Miedzyagencyjny Komitet Koordynacyjny ds. Uznawania Metod Alternatywnych
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ZALOZENIA WSTEPNE

Z uwagi na dobrze pojety interes nauki i dobrostan zwierzat nie nalezy rozwazaé przeprowadzania badan in vivo,
dopdki wszystkie dostepne dane na temat potencjalnego zracego/draznigcego dzialania substancji chemicznej na
oczy nie zostang ocenione w ramach analizy wagi dowodéw. Tego rodzaju dane obejmuja dowody z badaf
wykonanych na ludziach lub zwierzetach laboratoryjnych, dowody na dzialanie Zrace/draznigce na oczy jednej
substancji lub wigkszej liczby strukturalnie powigzanych substancji lub mieszanin takich substancji, dane
wskazujgce na silng kwasowo$¢ lub zasadowos¢ substancji chemicznej (4) (5) oraz wyniki zweryfikowanych
i zaakceptowanych badan dzialania zracego na skore i dzialania Zrgcego/draznigcego na oczy in vitro lub ex vivo (6)
(13) (14) (15) (16) (17). Takie badania moga zosta¢ przeprowadzone przed analiza wagi dowodéw lub w jej
nastepstwie.

W przypadku niektérych substancji chemicznych taka analiza moze wskazywaé na potrzebe przeprowadzenia
badan potencjalu dzialania Zrgcego/draznigcego substancji chemicznej na oczy in vivo. We wszystkich takich
przypadkach, przed rozwazeniem zastosowania badania na oczach in vivo, najlepszym rozwigzaniem byloby
przeprowadzenie w pierwszej kolejnosci badania dzialania zracego substancji chemicznej na skére in vitro lub in vivo
oraz przeprowadzenie oceny zgodnie ze strategia badan sekwencyjnych okreslong w metodzie badawczej B.4 (7) lub
zintegrowang strategig badan opisang w poradniku ECHA (21).

Strategi¢ badan sekwencyjnych, ktéra obejmuje przeprowadzenie zweryfikowanych badafi dzialania Zracego|
draznigcego na oczy in vitro lub ex vivo, zalaczono jako dodatek do niniejszej metody badawczej oraz, do celéw
rozporzadzenia REACH, w poradniku ECHA (21). Zaleca si¢ realizacje takiej strategii badan przed podjeciem badan
in vivo. W przypadku nowych substancji chemicznych zaleca si¢ zastosowanie strategii badan sekwencyjnych do
celéw opracowania uzasadnionych naukowo danych na temat zracego/draznigcego dzialania substancji chemiczne;j.
W odniesieniu do istniejacych substancji chemicznych, na temat ktérych brak jest wystarczajacych danych co do ich
dzialania zracego/draznigcego na skore i oczy, strategia ta moze zosta¢ wykorzystana w celu uzupelnienia luk
w danych. Uzycie innej strategii lub procedury badawczej badz podjecie decyzji o niezastosowaniu strategii badan
sekwencyjnych wymaga uzasadnienia.

ZASADA BADANIA IN VIVO

Po wczesniejszym podaniu leku przeciwbblowego o dzialaniu ogélnoustrojowym i odpowiedniego znieczulenia
miejscowego aplikuje si¢ substancje chemiczng, ktéra ma by¢ badana, w pojedynczej dawce na jedno oko
zwierzecia do$wiadczalnego; drugie oko, na ktére nie podano substancji chemicznej, stuzy jako préba kontrolna.
Stopien dzialania draznigcego/zragcego na oczy ocenia si¢ poprzez ocen¢ zmian patologicznych spojowki, rogéwki
oraz teczéwki w okreSlonych odstepach czasu. Inne zmiany w oku i niepozgdane skutki ogdélnoustrojowe sa
réwniez opisywane w celu uzyskania kompletnej oceny skutkow. Czas trwania badania powinien by¢ wystarczajacy
do oceny odwracalnosci lub nieodwracalnosci obserwowanych skutkow.

Zwierzeta wykazujace oznaki silnego stresu lub bélu na ktérymkolwiek etapie badan lub oznaki zmian patolo-
gicznych kwalifikujace si¢ do humanitarnego zakonczenia procedury opisanego w niniejszej metodzie badawczej
(zob. pkt 26) nalezy usmierci¢ w sposéb humanitarny, a substancj¢ chemiczng nalezy odpowiednio ocenié. Kryteria
podejmowania decyzji o uSmiercaniu zwierzgt w stanie agonalnym lub cierpigcych silny bél zostaly okreslone
w wytycznych OECD (8).

PRZYGOTOWANIA DO BADANIA IN VIVO

Wybér gatunku

Krolik albinos jest preferowanym gatunkiem zwierzat laboratoryjnych. Wykorzystywane sg zdrowe mlode doroste
kroliki. W przypadku wykorzystania innych szczepéw lub gatunkéw nalezy poda¢ uzasadnienie.

Przygotowanie zwierzat

Obydwoje oczu zwierzecia doswiadczalnego wstepnie wybranego do badania nalezy zbadaé na 24 godziny przed
przystapieniem do badaf. Zwierz¢ta z objawami podraznienia oczu, wad wzroku lub istniejacych uszkodzen
rog6éwki nie powinny by¢ wykorzystywane w badaniu.

Warunki utrzymywania i karmienia

Zwierzeta nalezy utrzymywaé oddzielnie. Temperatura w pomieszczeniu dla zwierzat doswiadczalnych powinna
wynosi¢ 20 °C (£ 3 °C) w przypadku krélikéw. Chociaz wilgotno§¢ wzgledna powinna wynosi¢ co najmniej 30 %
i pozadane jest, zeby nie przekraczala 70 % poza czasem czyszczenia pomieszczenia, celem powinno by¢
utrzymywanie jej na poziomie 50-60 %. OSwietlenie powinno by¢ sztuczne z zachowaniem cyklu 12 godzin
$wiatla i 12 godzin ciemno$ci. Nalezy unika¢ nadmiernego nateZenia $wiatla. Do zywienia mozna stosowal
konwencjonalne pasze laboratoryjne z nieograniczonym dostepem do wody do picia.
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PROCEDURA BADAWCZA

Stosowanie $rodkéw znieczulajgcych miejscowo i lekéw przeciwbdlowych o dzialaniu ogélnoustrojowym

Zaleca si¢ stosowanie ponizszych procedur w celu uniknigcia lub zminimalizowania bélu i stresu podczas procedur
badania bezpieczenstwa dla oczu. Mozna skorzysta¢ z procedur alternatywnych, ktére opracowano w celu
zapewnienia tak samo dobrych, a nawet lepszych sposobéw na uniknigcie bolu i stresu lub ich u$mierzenie.

— Sze$édziesigt minut przed podaniem badanej substancji chemicznej za pomocg wstrzykniecia podskérnego
podaje si¢ buprenorfing w ilosci 0,01 mg/kg w celu uzyskania terapeutycznego poziomu ogdlnoustrojowego
dzialania przeciwbolowego. Z dostepnych danych wynika, Ze buprenorfina i inne podobne opioidowe leki
przeciwbdlowe podawane ogdlnoustrojowo nie powoduja zmiany reakcji oczu ani nie oczekuje sig, ze
spowoduja takg zmiang (12).

— Pig¢ minut przed podaniem badanej substancji chemicznej na kazde oko podaje si¢ jedna krople lub dwie krople
Srodka znieczulajacego miejscowo (np. 0,5-proc. chlorowodorku proparakainy lub 0,5-proc. chlorowodorku
tetrakainy). Aby unikna¢ mozliwego zaklécenia badania, zaleca si¢ stosowanie $rodka znieczulajacego
miejscowo, ktéry nie zawiera konserwantéw. Oko kazdego zwierzgcia, na ktdére zamiast badanej substancji
chemicznej podaje si¢ Srodek znieczulajacy miejscowo, stuzy jako préba kontrolna. Jezeli przewiduje sig, ze
badana substancja chemiczna spowoduje silny bél i stres, danego zwierzecia nie nalezy zasadniczo poddawad
badaniu in vivo. W przypadku watpliwosci lub gdy badanie jest konieczne, nalezy rozwazy¢ jednak dodatkowe
zastosowania $rodka znieczulajacego miejscowo w odstgpach pieciominutowych przed podaniem badanej
substancji chemicznej. Uzytkownicy powinni mie¢ $wiadomos¢, ze wielokrotne zastosowania $rodkéw znieczu-
lajacych miejscowo mogg potencjalnie spowodowal nieznaczne spotegowanie dzialania draznigcego lub
wydluzenie czasu potrzebnego do ustgpienia zmian patologicznych wywolanych substancja chemiMetode
badawczg BCOP mozna wykorzysta¢ do identyfikowania substancji chemicznychczna.

— Osiem godzin po podaniu badanej substancji chemicznej za pomoca wstrzyknigcia podskérnego podaje si¢
buprenorfing w dawce 0,01 mg/kg i meloksykam w dawce 0,5 mg/kg w celu zapewnienia ciaglego terapeu-
tycznego poziomu ogdlnoustrojowego dzialania przeciwbdlowego. Chociaz brakuje danych wskazujgcych, ze
meloksykam ma dzialanie przeciwzapalne na oczy, gdy jest podawany raz dziennie przez wstrzykniecie
podskérne, nie nalezy podawaé go co najmniej 8 godzin po podaniu badanej substancji chemicznej w celu
unikniecia ewentualnego mozliwego zakl6cenia badania (12).

— Po o$miu godzinach od podania badanej substancji chemicznej co 12 godzin nalezy wstrzykiwaé podskérnie
buprenorfing w dawce 0,01 mg/kg w polaczeniu z meloksykamem w dawce 0,5 mg/kg podawanym co 24
godziny do czasu ustapienia zmian patologicznych oczu oraz klinicznych objawéw bélu i stresu. Dostepne sa
leki przeciwbdlowe o przedluzonym uwalnianiu, ktérych stosowanie mozna rozwazy¢ w celu zmniejszenia
czestotliwosci dawkowania lekéw przeciwbdlowych.

— Analgezje ,ratunkowg” nalezy zastosowal niezwlocznie po podaniu badanej substancji chemicznej, jezeli
analgezja prewencyjna i znieczulenie miejscowe sg niewystarczajace. Jezeli zwierze wykazuje objawy bolu
i stresu w trakcie badania, nalezy niezwlocznie wstrzykng¢ podskérnie ,ratunkowsy” dawke buprenorfiny w ilosci
0,03 mg/kg, a nastepnie powtarzal w razie potrzeby nawet co 8 godzin zamiast dawki 0,01 mg/kg wstrzy-
kiwanej podskérnie co 12 godzin. Meloksykam w dawce 0,5 mg/kg wstrzykuje si¢ podskérnie co 24 godziny
w polaczeniu z ,ratunkows” dawka buprenorfiny, ale nie wczesniej niz po uplywie co najmniej 8 godzin od
podania badanej substancji chemicznej.

Podawanie badanej substancji chemicznej

Badang substancje chemiczng nalezy umiesci¢ na spojowce jednego oka kazdego ze zwierzat po delikatnym
odsunigciu dolnej powieki z galki ocznej. Nastepnie powieki lagodnie przytrzymuje si¢ zamknigte przez mniej
wiecej jedng sekundg, aby zapobiec utracie materiatu. Drugie oko, na ktdre nie podano substancji chemicznej, stuzy
jako préba kontrolna.

Nawilzanie

Oczu zwierzat do$wiadczalnych nie nalezy przeptukiwaé przez co najmniej 24 godziny po wkropleniu badanej
substancji chemicznej, z wyjatkiem badania substancji stalych (zob. pkt 18) i przypadkéw natychmiastowego
dziatania zracego lub draznigcego. W stosownych przypadkach po 24 godzinach mozna przeplukac oczy.

Nie zaleca si¢ stosowania grupy satelitarnej zwierzat w celu zbadania wplywu przeplukiwania, chyba ze ma to
uzasadnienie naukowe. Jezeli grupa satelitarna jest potrzebna, nalezy uzy¢ dwoch krélikow. Warunki przeplukiwania
powinny by¢ dokladnie dokumentowane, np. czas przeptukiwania; sktad i temperatura roztworu do przeplukiwania;
czas trwania, objetos¢ i szybko$¢ aplikowania.
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Poziom dawki

1) Badanie cieczy

W badaniu cieczy stosuje si¢ dawke o objetosci 0,1 ml. Nie nalezy stosowal urzadzenia rozpylajacego do
aplikowania substancji chemicznej bezposrednio na oko. W przypadku aerozolu ciecz nalezy najpierw rozpyli
i zebra¢ w zbiorniku przed zaaplikowaniem jej na oko w ilosci 0,1 ml.

2) Badanie substangji stalych

W badaniu substangji stalych, past i czastek substancji chemicznych stosowana ilo§¢ powinna mie¢ objetos¢ 0,1 ml
lub wage nie wigksza niz 100 mg. Badang substancj¢ chemiczng nalezy zmieli¢ do uzyskania postaci sprosz-
kowanej. Objeto$¢ substancji stalej nalezy mierzy¢ po delikatnym zbiciu, np. poprzez ostukanie pojemnika
pomiarowego. Jezeli badana substancja chemiczna w postaci stalej nie zostala usunigta z oka zwierzecia doswiad-
czalnego w wyniku dzialania mechanizméw fizjologicznych w pierwszym punkcie czasowym obserwacji po
uplywie godziny od jej podania, oko mozna przeplukaé roztworem soli fizjologicznej lub woda destylowana.

3) Badanie aerozoli

Zaleca si¢, aby wszystkie urzadzenia rozpylajace i aerozole zostaly zebrane przed rozpoczgciem wkraplania do oka.
Wyjatek stanowia substancje chemiczne w aerozolach znajdujace si¢ w pojemnikach pod ci$nieniem, ktérych nie
mozna zebraé z powodu parowania. W takich przypadkach nalezy przytrzymaé oko w pozycji otwartej
i zaaplikowal badana substancje chemiczng do oka jednym psiknigciem trwajacym okolo sekundy z odleglosci
10 cm prostopadle do oka. Odlegloé¢ ta moze si¢ rézni¢ w zaleznosci od ci$nienia w rozpylaczu i jego zawartosci.
Nalezy uwazal, aby nie doszlo do uszkodzenia oka z powodu ciSnienia w rozpylaczu. W odpowiednich
przypadkach moze by¢ niezbedna ocena mozliwosci potencjalnego ,mechanicznego” uszkodzenia oka spowodo-
wanego sila rozpylacza.

Oszacowac dawke aerozolu mozna, wykonujac nastepujaca symulacje badania: substancja chemiczna jest rozpylana
na papierku wagowym przez otwér o rozmiarze oka krélika znajdujacy si¢ bezposrednio przed papierkiem.
Przyrost wagi papierka wykorzystuje si¢ do okreslenia przyblizonej ilosci rozpylonej na oko. W przypadku lotnych
substancji chemicznych wielko§¢ dawki mozna oszacowal poprzez zwazenie pojemnika odbiorczego przed
usunigciem i po usunigciu badanej substancji chemiczne;j.

Badanie wstepne (badanie dzialania draznigcego|iracego na oczy in vivo z wykorzystaniem jednego
zwierzecia)

Zaleca si¢, aby badanie in vivo wstgpnie wykonywano z wykorzystaniem jednego zwierzecia (zob. dodatek do
niniejszej metody badawczej: Strategia badan sekwencyjnych dzialania draznigcego i zracego na oczy). Obserwacje
powinny umozliwi¢ okreSlenie dotkliwosci i odwracalnodci zmian przed przystgpieniem do badania potwierdza-
jacego na drugim zwierzeciu.

Jezeli wyniki tego badania wskazuja, ze substancja chemiczna jest Zrgca lub silnie draznigca dla oka przy
zastosowaniu opisanej procedury, nalezy zaprzesta¢ dalszego badania dzialania draznigcego na oczy.

Badanie potwierdzajace (badanie dzialania draznigcego na oczy in vivo z wykorzystaniem dodatkowych
Zwierzat)

W przypadku niezaobserwowania dzialania zracego lub silnie draznigcego na oczyw badaniu wstepnym reakcje
w postaci dzialania draznigcego lub reakcje ujemng nalezy potwierdzi¢ przy wykorzystaniu maksymalnie dwoch
dodatkowych zwierzat. W przypadku stwierdzenia dzialania draznigcego w badaniu wstepnym zaleca si¢ przepro-
wadzenie badania potwierdzajacego w spos6b sekwencyjny na kazdym ze zwierzat z osobna, a nie narazanie obu
dodatkowych zwierzgt na dzialanie badanej substancji jednocze$nie. Jezeli badanie na drugim zwierzeciu ujawni
dzialanie zrace lub silnie draznigce na oczy, badanie nie bedzie kontynuowane. Jezeli wyniki badania drugiego
zwierzecia sg wystarczajgce, aby ustali¢ klasyfikacje pod wzgledem zagrozeri, wowczas nie nalezy prowadzié
zadnych dalszych badan.

Okres obserwacji

Okres obserwacji powinien by¢ wystarczajaco dlugi, aby mozna bylo w pelni oceni¢ sile i odwracalno$¢ obserwo-
wanych skutkéw. Nalezy jednak przerwaé do$wiadczenie w momencie, gdy zwierze wykazuje objawy silnego bolu
lub stresu (8). W celu okreslenia odwracalnosci skutkéw zwierzeta nalezy co do zasady obserwowal przez 21 dni
po podaniu badanej substancji chemicznej. Jezeli odwracalno$¢ zostanie zaobserwowana przed uplywem 21 dni,
do$wiadczenie nalezy przerwaé w tym momencie.
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Obserwacje kliniczne i ocena punktowa reakcji oka

Oczy nalezy dokfadnie oceni¢ pod katem wystapienia lub braku zmian patologicznych oczu godzing po podaniu
badanej substancji chemicznej, a nastgpnie nalezy przeprowadzaé takie oceny co najmniej raz dziennie. Zwierzeta
nalezy ocenia¢ kilka razy dziennie przez pierwsze trzy dni, aby upewnié si¢, Ze decyzje o przerwaniu badania
zostang podjete w odpowiednim momencie. Zwierzeta doswiadczalne s3 rutynowo poddawane ocenie przez caly
czas trwania badania pod katem klinicznych objawéw bélu lub stresu (np. powtarzajace si¢ drapanie lub pocieranie
oka, nadmierne mruganie, nadmierne lzawienie) (9) (10) (11), co najmniej dwa razy dziennie, z minimum sze$cio-
godzinnym odstepem miedzy obserwacjami lub czgSciej w razie potrzeby. Jest to konieczne, aby (i) wlasciwie ocenié
zwierzeta pod katem wystapienia bolu i stresu w celu podjecia $wiadomych decyzji dotyczacych koniecznosci
zwigkszenia dawki lekéw przeciwbdlowych oraz aby (ii) oceni¢ zwierzgta pod katem dowodéw na ustalone
humanitarne zakonczenie procedury w celu podjecia $wiadomych decyzji, czy humanitarne u$miercenie zwierzat
jest wlaSciwym rozwigzaniem, oraz w celu zapewnienia podejmowania takich decyzji w odpowiednim momencie.
Wybarwienie fluoresceing nalezy stosowaé rutynowo, a biomikroskop z lampg szczelinowg nalezy stosowal
w odpowiednich przypadkach (np. przy ocenianiu dotkliwo$ci obrazenia w sytuacji wystgpienia owrzodzenia
rogbwki) jako wsparcie w wykrywaniu i mierzeniu uszkodzenia oka oraz w celu oceny, czy ustalone kryteria
zakoniczenia procedury w odniesieniu do humanitarnego u$miercania zostaly spelnione. Cyfrowe fotografie zaobser-
wowanych zmian patologicznych mozna gromadzi¢ w celach informacyjnych oraz aby zapewni¢ stale rejestrowanie
skali uszkodzenia oka. Zwierzeta nie powinny by¢ poddawane badaniu dluzej niz to konieczne po uzyskaniu
ostatecznych informacji. Zwierzeta wykazujace objawy silnego bolu lub stresu nalezy bezzwlocznie u$miercié
w spos6b humanitarny, a substancje¢ chemiczng nalezy odpowiednio ocenic.

Zwierzeta, u ktorych po podaniu substancji chemicznej wystapily nastepujace zmiany patologiczne oczu, nalezy
usmierci¢ w sposéb humanitarny (opis stopni zmian patologicznych znajduje si¢ w tabeli 1): perforacja lub
znaczace owrzodzenie rogéwki, w tym garbiak; krwawienie z przedniej komory oka; zmetnienia rogéwki stopnia 4;
brak reakeji na $wiatlo (zmiany w teczowce stopnia 2) utrzymujacy si¢ przez 72 godziny; owrzodzenie blony
spojéwkowej; martwica spojowek lub faldu poélksiezycowatego spojowki; lub tworzenie si¢ strzepow tkanki
martwiczej. Wynika to z faktu, ze tego typu zmiany patologiczne sg na og6t nieodwracalne. Ponadto zaleca sig, aby
w przypadku wystgpienia zmian patologicznych oczu stosowano humanitarne zakonczenie procedury w celu
przerwania badaf przed zakonczeniem planowanego 21-dniowego okresu obserwacji. Uznaje si¢, Ze nastgpujace
zmiany patologiczne s3 sygnalem uszkodzen oka w wyniku dzialania silnie draznigcego lub Zrgcego na oczy oraz
uszkodzen, co do ktérych nie oczekuje sig, Ze calkowicie ustapia do konca 21-dniowego okresu obserwacji:
powazne uszkodzenie (np. owrzodzenie rogéwki wykraczajagce poza powierzchniowe warstwy podskorne),
zniszczenie rgbka spojowki >50 % (o czym $wiadczy zbielenie tkanki spojéwkowej) oraz powazne zakazenie oka
(ropna wydzielina). Polaczenie: unaczynienia powierzchni rogdwki (tj. tuszczki); powierzchni wybarwienia
fluoresceing, ktéra nie zmniejsza si¢ z czasem na podstawie codziennej oceny; lub braku ponownego nabton-
kowania po uplywie 5 dni od podania badanej substancji chemicznej takze mozna uznaé za potencjalnie uzyteczne
kryteria, ktére wplywaja na decyzje kliniczng w sprawie wczesniejszego zakonczenia badania. Powyzsze ustalenia
z osobna s3 jednak niewystarczajace do uzasadnienia wczesniejszego zakoriczenia badania. Po zidentyfikowaniu
powaznych skutkéw dla oczu nalezy skonsultowal si¢ z uczestniczacym w badaniu lub wykwalifikowanym
lekarzem weterynarii zajmujacym si¢ zwierzetami laboratoryjnymi lub z personelem przeszkolonym w identyfi-
kowaniu klinicznych zmian patologicznych, aby przeprowadzi¢ badanie kliniczne w celu ustalenia, czy polaczenie
tych skutkéw uzasadnia wczedniejsze zakonczenie badania. Nalezy okresli¢ i odnotowa stopnie reakcji oka
(spojowki, rogbwki i teczéwki) po uplywie 1, 24, 48 i 72 godzin od podania badanej substancji chemicznej (tabela
1). Zwierzeta, u ktérych nie wystapily zmiany patologiczne oczu, moga zostal u$miercone nie wczeniej niz po
uplywie 3 dni od zaaplikowania substancji. Zwierzeta, u ktorych wystapily zmiany patologiczne oczu, ktdre nie sg
powazne, powinny przebywac pod obserwacja do czasu ustgpienia zmian lub przez 21 dni, po uplywie ktérych
badanie zostaje zakonczone. Obserwacje nalezy prowadzi¢ i odnotowywac co najmniej po uplywie 1, 24, 48 i 72
godzin oraz 7, 14 i 21 dni w celu okreSlenia statusu zmian patologicznych oraz ich odwracalnosci lub nieodwra-
calno$ci. W razie koniecznosci nalezy prowadzi¢ czestsze obserwacje w celu okreslenia, czy zwierze doswiadczalne
nalezy u$mierci¢ ze wzgledéw humanitarnych lub wykluczy¢ z badania z powodu wynikéw ujemnych.

Po kazdym badaniu nalezy zapisal oceny punktowe zmian patologicznych oczu (tabela 1). Nalezy réwniez
odnotowywad wszelkie inne zmiany patologiczne oczu (np. tuszczka, wybarwienie, zmiany w przedniej komorze)
lub niepozadane skutki ogdlnoustrojowe.

Badanie reakcji mozna ulatwi¢ dzigki zastosowaniu lupy dwuokularowej, recznej lampy szczelinowe;j,
biomikroskopu lub innego odpowiedniego narzedzia. Po odnotowaniu obserwacji przeprowadzonych po uplywie
24 godzin oczy mozna poddawaé dalszym badaniom za pomocg fluoresceiny.

Ocena punktowa reakcji oka jest z koniecznosci subiektywna. Aby ujednolici¢ oceng punktowsg reakcji oka oraz
pomée laboratoriom badawczym i osobom biorgcym udzial w przeprowadzaniu i interpretowaniu obserwacji,
nalezy odpowiednio przeszkoli¢ personel przeprowadzajacy obserwacje w zakresie stosowanego systemu oceny
punktowej reakcji.
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DANE I SPRAWOZDAWCZOSC

Ocena wynikéw

Oceny punktowe dzialania draznigcego na oczy nalezy analizowal w polaczeniu z charakterem i dotkliwoscig
zmian patologicznych oraz ich odwracalno$cig lub brakiem odwracalno$ci. Poszczegdlne oceny punktowe nie
stanowig normy bezwzglednej wlasciwosci draznigcych danej substancji chemicznej, poniewaz ocenie poddawane sg
réwniez inne skutki dzialania badanej substancji chemicznej. Ewentualnie poszczegélne oceny punktowe nalezy
postrzegaé jako warto$ci odniesienia, ktére maja znaczenie tylko wtedy, gdy sa poparte pelnym opisem i ocena
wszystkich obserwacgji.

Sprawozdanie z badania
Sprawozdanie z badania powinno zawiera nastepujace informacje:

Uzasadnienie badari in vivo: analiza wagi dowodow dotyczgca istniejgeych juz danych na temat badania, w tym wyniki badast
sekwencyjnych:

— opis odpowiednich danych dostepnych z uprzednio przeprowadzonych badar;
— dane uzyskane na kazdym etapie strategii badan;

— opis przeprowadzonych badan in vitro, w tym szczegblowe dane na temat procedur, wynikéw otrzymanych
z zastosowaniem badanych substancji chemicznych | substancji chemicznych odniesienia;

— opis przeprowadzonych badan dziatania draznigcego/zracego na skére in vivo, wraz z otrzymanymi wynikami;
— analiza wagi dowodow dla celéw przeprowadzenia badania in vivo.
Badana substancja chemiczna:

— dane identyfikacyjne (np. nazwa systematyczna i, jezeli jest dostepny, numer CAS, czysto$¢, znane zanieczy-
szczenia, Zrodlo, numer partii);

— stan skupienia i wiasciwosci fizykochemiczne (np. pH, lotno$é, rozpuszczalno$é, stabilno$é, reaktywnosé
w kontakcie z wodg);

— w przypadku mieszaniny nalezy okresli¢ skladniki, w tym dane identyfikacyjne skltadowych substancji (np.
nazwy systematyczne oraz, jezeli s3 dostepne, numery CAS) i ich stezenia;

— stosowana dawka.

Nosnik:

— dane identyfikacyjne, stezenie (w stosownych przypadkach), uzyta objetosé;

— uzasadnienie wyboru nosnika.

Zwierzgta doswiadczalne:

— wykorzystany gatunek/szczep, uzasadnienie wykorzystania zwierzat innych niz krolik albinos;
— wiek kazdego zwierz¢cia na poczgtku badania;

— liczba zwierzat kazdej plci w grupie badanej i grupach kontrolnych (jezeli s3 wymagane);
— masa ciala kazdego zwierzgcia na poczatku i na koficu badania;

— zrédlo, warunki utrzymywania, pasza itp.

Srodki znieczulajgce i leki przeciwbdlowe

— dawki i godziny podawania Srodkéw znieczulajacych miejscowo i lekéw przeciwbdlowych o dziataniu ogdlnou-
strojowym;

— jezeli zastosowano $rodek znieczulajgcy miejscowo — dane identyfikacyjne, czysto$¢, rodzaj i potencjalne
interakcje z badang substancja chemiczng.



28.4.2017 Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej L112/13

Wyniki:

— opis metody zastosowanej do oceny punktowej dzialania draznigcego w kazdym punkcie czasowym obserwacji
(np. reczna lampa szczelinowa, biomikroskop, fluoresceina);

— tabela danych dotyczacych wywolania dzialania draznigcego/zracego dla kazdego zwierzecia w kazdym punkcie
czasowym obserwacji az do momentu usunigcia kazdego zwierzecia z badania;

— opis stopnia i charakteru obserwowanego dzialania draznigcego lub zracego;

— opis wszelkich innych zmian patologicznych zaobserwowanych w oku (np. unaczynienie, formowanie tuszczki,
zrosty, wybarwienie);

— opis miejscowych i ogdlnoustrojowych niekorzystnych skutkéw niezwigzanych z oczami, zapis klinicznych
objawéw bélu i stresu, fotografie cyfrowe i wyniki ewentualnego badania histopatologicznego.

Oméwienie wynikéw

Interpretacja wynikéw

Ekstrapolacja wynikéow badafi dzialania draznigcego na oczy zwierzat laboratoryjnych na ludzi jest zasadna tylko
w ograniczonym stopniu. W wielu przypadkach krélik albinos jest bardziej wrazliwy niz ludzie na dzialanie
draznigce lub zrace na oczy.

Przy interpretacji danych nalezy pamigta¢ o wykluczeniu dzialania draznigcego na oczy bedacego wynikiem infekgji
wtornej.
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Tabela 1

Ocena punktowa zmian patologicznych oka

Rogéwka Ocena punktowa

Zmgtnienie: Stopien gestosci (odczyt powinien dotyczy¢ obszaru o najwigkszej gestosci) (*)

Brak owrzodzenia lub zmetnienia 0

Rozrzucone lub rozmyte obszary zmetnienia (inne niz lekkie zmatowienie normalnego poly- 1
sku); wyraznie widoczne elementy teczéwki

Latwo zauwazalny obszar pSlprzezroczysty; lekko zaciemnione elementy teczowki 2

Obszary o kolorze perfowym; brak widocznych elementéw teczéwki; rozmiar Zrenicy zwie- 3
rzgcia trudny do okreslenia
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Rogéwka Ocena punktowa
Zmatowienie rogdwki; teczéwka niewidoczna z powodu zmetnienia 4
Maksymalna mozliwa liczba punktéw: 4
Teczdwka
W normie 0
Znaczaco poglebiona falda, przekrwienie, opuchlizna, umiarkowane przekrwienie okotoro- 1

gbéwkowe; lub wstrzyknigcie; teczowka reaguje na $wiatlo (przyjmuje sig, Ze powolna reakcja
stanowi skutek)

Krwotok, silne zniszczenia, lub brak reakcji na $wiatlo 2

Maksymalna mozliwa liczba punktéw: 2

Spojéwka

Zaczerwienienie (dotyczy spojowki powiekowej i gatkowej; wylaczajac rogéwke i teczowke)

W normie 0
Niektore naczynia krwionosne przekrwione (po wstrzyknieciu) 1
Rozmycie, kolor karmazynowy; pojedyncze naczynia trudno widoczne 2
Rozmycie, kolor migsa czerwonego 3

Maksymalna mozliwa liczba punktéw: 3

Obrzek spojowki

Opuchlizna (dotyczy powiek i/lub faldu pétksiezycowatego spojowki)

W normie 0
Niewielka opuchlizna powyzej normy 1
Widoczna opuchlizna z cz¢$ciowym wywinigciem powieki 2
Opuchlizna, z powiekami zamknigtymi w polowie 3
Opuchlizna, z powiekami zamknigtymi wigcej niz w polowie 4

Maksymalna mozliwa liczba punktéw: 4

(*) Nalezy zapisa¢ obszar zme¢tnienia rogéwki
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Dodatek

DEFINICJE

Rezerwa kwasowo|zasadow: w przypadku preparatéw kwasowych jest to ilo§¢ (w g) wodorotlenku sodu na
100 g preparatu wymagana do osiggnigcia okreslonego pH. W przypadku preparatéw zasadowych jest to ilos¢ (w g)
wodorotlenku sodu odpowiadajaca ilosci kwasu siarkowego (w g) na 100 g preparatu wymagana do osiagnigcia
okreslonego pH (Young et al. 1988).

Substancja chemiczna: substancja albo mieszanina.

Substancje niewykazujace dzialania draznigcego: substancje, ktére nie zostaly zaklasyfikowane do kategorii I, Il
lub III EPA jako draznigce dla oczu; ani do kategorii 1, 2, 2A lub 2B wg GHS jako substancje draznigce dla oczu;
lub do unijnej kategorii 1 lub 2 (17) (18) (19).

Substancja zragca dla oczu: a) substancja chemiczna powodujgca nieodwracalne uszkodzenie tkanki oka; b)
substancje chemiczne zaklasyfikowane do kategorii 1 wg GHS jako draznigce dla oczu lub do kategorii I EPA jako
draznigce dla oczu lub do unijnej kategorii 1 (17) (18) (19).

Substancja draznigca dla oczu: a) substancja chemiczna, ktéra powoduje odwracalng zmiang w oku; b) substancje
chemiczne zaklasyfikowane do kategorii II lub III EPA jako draznigce dla oczu; lub do kategorii 2, 2A lub 2B wg
GHS jako substancje drazniace dla oczu; lub do unijnej kategorii 2 (17) (18) (19).

Substancja silnie draznigca dla oczu: a) substancja chemiczna powodujaca uszkodzenie tkanki oka, ktdre nie
ustepuje w ciggu 21 dni od podania, lub powodujgca powazne fizyczne pogorszenie widzenia; b) substancje
chemiczne zaklasyfikowane do kategorii 1 wg GHS jako draznigce dla oczu lub do kategorii I EPA jako draznigce
dla oczu lub do unijnej kategorii 1 (17) (18) (19).

Badana substancja chemiczna: dowolna substancja lub mieszanina badana za pomocg niniejszej metody
badawczej.

Podejscie zintegrowane: strategia badan sekwencyjnych, w ramach ktdrej wszystkie istniejace informacje na temat
badanej substancji chemicznej s3 analizowane na kazdym poziomie w okreSlonym porzadku z zastosowaniem
procesu uwzgledniajacego wage dowoddéw w celu okreslenia, czy dostepna jest wystarczajaca ilo$¢ informacji do
podjecia decyzji o klasyfikacji zagrozenia, przed przejSciem do nastgpnego poziomu. Jezeli na podstawie
dostepnych informacji mozna przypisaé badanej substancji chemicznej potencjal w zakresie wywolania
podraznienia, dodatkowe badania nie sa wymagane. Jezeli na podstawie dostgpnych informacji nie mozna przypisaé
badanej substancji chemicznej potencjalu w zakresie wywolania podraznien, przeprowadza si¢ procedure badan
sekwencyjnych na zwierzgtach do momentu, w ktérym bedzie mozna dokona¢ jednoznacznej klasyfikacji.

Waga dowodéw (proces): mocne i stabe strony zgromadzonych informacji wykorzystuje si¢ jako podstawe do
wyciagniecia wniosku, ktory moze nie wynika¢ ewidentnie z poszczegdlnych danych.
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DODATEK DO METODY BADAWCZE] B.5 (')

STRATEGIA BADAN SEKWENCYJNYCH DZIALANIA DRAZNIACEGO I ZRACEGO NA OCZY
Uwagi og6lne

Zar6wno w dobrze pojetym interesie nauki, jak i z uwagi na dobrostan zwierzat istotne jest unikniecie
niepotrzebnego wykorzystywania zwierzat oraz minimalizacja badan mogacych powodowal silne reakcje
u zwierzat. Wszystkie informacje na temat substancji chemicznej istotne z punktu widzenia jej potencjalnego
dzialania draznigcego lub zracego na oczy powinny zostal poddane ocenie przed podjeciem badan in vivo. Mozliwe
jest, Ze istnieja wystarczajace dowody pozwalajagce na sklasyfikowanie badanej substancji chemicznej jako
potencjalnie draznigcej lub Zracej dla oczu, co sprawia, Ze przeprowadzanie badaf na zwierzetach laboratoryjnych
jest zbyteczne. Dlatego wykorzystanie analizy wagi dowodéw oraz strategii badan sekwencyjnych zminimalizuje
potrzebe prowadzenia badan in vivo, zwlaszcza jezeli substancja chemiczna moze powodowac silne reakcje.

Zaleca si¢ wykorzystanie analizy wagi dowodéw celem oceny istniejacych informacji dotyczacych dzialania
draznigcego i zracego na oczy przez substancje chemiczne, a takze celem stwierdzenia, czy nalezy przeprowadzié
dodatkowe badania, inne niz badania oka in vivo, aby scharakteryzowa¢ takie potencjalne dzialanie substancji. Jezeli
niezbedne s dalsze badania, zaleca si¢ realizowanie strategii badan sekwencyjnych celem uzyskania odpowiednich
danych do$wiadczalnych. W odniesieniu do substancji, ktére nie posiadajg historii badaf, nalezy zastosowal
strategie badan sekwencyjnych w celu uzyskania danych potrzebnych do oceny ich dzialania Zragcego/draznigcego na
oczy. Strategie badan wstepnych opisang w niniejszym dodatku opracowano podczas warsztatéow OECD (1).
Nastepnie zostala ona potwierdzona i rozszerzona w zharmonizowanym systemie Kklasyfikacji substancji
chemicznych pod wzgledem zagrozen dla zdrowia ludzi i Srodowiska oraz zatwierdzona podczas 28. wspdlnego
posiedzenia Komitetu ds. Substancji Chemicznych i Grupy Roboczej ds. Substancji Chemicznych, ktére odbylo sie
w listopadzie 1998 r. (2), i zaktualizowana przez grupe ekspertéw OECD w 2011 r.

Pomimo Zze niniejsza strategia badan nie jest integralna czgscia metody badawczej B.5, utozsamia ona zalecane
podejscie do okreslania wlasciwosci odpowiadajacych za dzialanie draznigce/zrace na oczy. Wspomniane podejscie
reprezentuje zaréwno najlepsza praktyke, jak i wzorzec etyczny dla badan dzialania draznigcego/zracego na oczy in
vivo. Niniejsza metoda badawcza stanowi wytyczne dotyczace prowadzenia badan in vivo i okresla czynniki, jakim
nalezy poswieci¢ uwage przed rozpoczeciem takich badaf. Strategia badan sekwencyjnych okresla podejscie
w zakresie wagi dowodéw do oceny istniejacych danych na temat wlasciwosci substancji chemicznych odpowiada-
jacych za dzialanie draznigce/zrace na oczy oraz zintegrowane podejscie do generowania odpowiednich danych
dotyczacych substancji chemicznych wymagajacych dodatkowych badan, lub takich, w odniesieniu do ktérych nie
przeprowadzono jak dotad Zadnych badan. W ramach tej strategii zaleca si¢ przeprowadzenie zweryfikowanych
i zaakceptowanych badafi in vivo lub ex vivo, a dopiero w nastgpnej kolejnosci zastosowanie metody badawczej B.4
w okreslonych okoliczno$ciach (3) (4).

Opis strategii badan sekwencyjnych

Przed podjeciem badafi w ramach strategii badan sekwencyjnych (rysunek) nalezy poddaé ocenie wszystkie
dostepne informacje w celu okreslenia potrzeby prowadzenia badan in vivo na oku. Chociaz z oceny pojedynczych
parametrow (np. wartosci skrajnych pH) mozna uzyskaé istotne informacje, nalezy wzig¢ pod uwage ogél
istniejacych informacji. Przy podejmowaniu decyzji dotyczacej wagi dowoddw nalezy poddaé ocenie wszystkie dane
dotyczace skutkéw dzialania danej substancji chemicznej lub substancji analogicznych oraz nalezy przedstawié
uzasadnienie podjetej decyzji. W pierwszej kolejnosci nalezy polozy¢ nacisk na istniejace dane na temat dzialania
substancji chemicznej na ludzi i zwierzeta, a nastepnie na wyniki badan in vitro lub ex vivo. O ile to mozliwe, nalezy
unika¢ badan in vivo substancji chemicznych o dzialaniu Zrgcym. Czynniki uwzgledniane w omawianej strategii
badan obejmujg:

oceng istniejacych danych na temat ludzi lub zwierzat lub danych z badania in vitro uzyskanych na podstawie
zweryfikowanych i zaakceptowanych na szczeblu migdzynarodowym metod (etap 1).

(") Zob. réwniez poradnik ECHA dotyczacy wymagan w zakresie informacji i oceny bezpieczeristwa chemicznego rozdzial R.7a w celu
uzyskania informacji na temat wykorzystania zintegrowanej strategii badan dziatania draznigcego na oczy w ramach rozporzadzenia
REACH: Wytyczne dotyczace punktéw koficowych http://echa.europa.eu/documents/10162/13632/information_requirements_r7a_en.
pdf


http://echa.europa.eu/documents/10162/13632/information_requirements_r7a_en.pdf
http://echa.europa.eu/documents/10162/13632/information_requirements_r7a_en.pdf
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W pierwszej kolejnosci nalezy wzia¢ pod uwage istniejgce dane dotyczace dziatania na ludzi, np. badania kliniczne
lub analizy zawodowe, a takze sprawozdania ze studiéw przypadkéw lub dane pochodzace z badan przeprowa-
dzonych na zwierzetach dotyczacych dzialania na oczy lub dane pochodzace ze zweryfikowanych i zaakceptowanych
na szczeblu miedzynarodowym metod badan dzialania draznigcego/zracego na oczy in vitro, poniewaz dostarczaja
informacji bezpo$rednio zwigzanych z oddzialywaniem na oczy. Nastepnie nalezy podda¢ ocenie dostepne dane
uzyskane w wyniku badan prowadzonych na ludziach lub zwierzetach dotyczacych dzialania zracego/draznigcego
na skore lub badan in vitro opartych na zweryfikowanych i zaakceptowanych na szczeblu migdzynarodowym
metodach dotyczacych dzialania zracego na skére. Substancje chemiczne, o ktérych wiadomo, ze wykazuja
dziaanie Zrgce lub silnie draznigce na oko, nie powinny by¢ aplikowane do oczu zwierzat, podobnie jak substancje
chemiczne o dziataniu zracym lub silnie draznigcym na skorg; takie substancje chemiczne nalezy réwniez uznaé za
zrgce lub draznigce dla oczu. Substancje chemiczne, wobec ktdrych istnieja wystarczajace dowody, uzyskane
w poprzednich badaniach okulistycznych, $wiadczace o braku dzialania zracego i draznigcego, réwniez nie powinny
by¢ poddawane badaniu in vivo na oku;

analiz¢ zaleznosci struktura-aktywno$¢ (SAR) (etap 2).

Nalezy uwzgledni¢ wyniki badan strukturalnie powigzanych substancji chemicznych, o ile sg one dostepne.
W przypadku dostgpnosci wystarczajacych danych na temat oddzialywania na ludzi lub zwierzgta substancji
strukturalnie powiazanych lub mieszanin takich substancji, wskazujacych na potencjal dziatania zracego/
draznigcego na oczy, mozna domniemywal, ze badana substancja chemiczna spowoduje taka samg reakcje.
W takich przypadkach badanie takiej substancji chemicznej moze nie by¢ konieczne. Wyniki ujemne badan
dotyczacych strukturalnie powiazanych substancji lub mieszanin takich substancji nie sa wystarczajacym dowodem
na brak dzialania zracego/draznigcego danej substancji chemicznej w $wietle strategii badan sekwencyjnych. Ze
zweryfikowanych i zaakceptowanych podejs¢ SAR nalezy korzystaé w celu zidentyfikowania potencjatu dziatania
zrgcego i draznigcego na skore i oczy;

wiasciwosci fizykochemiczne i reaktywnos¢ chemiczng (etap 3).

Substancje chemiczne charakteryzujace si¢ skrajnym pH, takim jak < 2,0 lub > 11,5, mogg mie¢ silne dzialanie
miejscowe. Jezeli takie skrajne pH jest podstawa do identyfikacji substancji chemicznej jako Zracej lub draznigcej dla
oczu, wéwezas mozna réwniez uwzglednic jej rezerwe kwasowo(zasadows (tj. pojemno$é buforows) (5)(6)(7). Jezeli
pojemnos¢ buforowa wskazuje na to, ze substancja chemiczna moze nie by¢ szkodliwa dla oka (tj. substancje
chemiczne ze skrajnym pH i niskg rezerwa kwasowo|zasadowa), nalezy przeprowadzi¢ dalsze badania w celu
potwierdzenia tej cechy, najlepiej przy uzyciu zweryfikowanych i zaakceptowanych badan in vitro lub ex vivo (zob.
pkt 10);

uwzglednienie innych istniejacych informacji (etap 4).

Na tym etapie nalezy oceni¢ wszystkie dostepne informacje na temat toksycznosci og6lnoustrojowej w kontakcie ze
skorg. Ponadto nalezy uwzgledni¢ ostrg toksyczno$¢ skorng powodowang przez badana substancje chemiczng. Jezeli
wykazano, ze badana substancja chemiczna jest bardzo toksyczna w kontakcie ze skéra, badanie na oku moze
okaza¢ si¢ zbyteczne. Pomimo ze zalezno$¢ miedzy ostrg toksycznoscig skorng a dziataniem draznigcym/zracym na
oczy nie zawsze jest oczywista, mozna zalozy¢, ze jesli czynnik jest bardzo toksyczny w kontakcie ze skorg, bedzie
wykazywal wysoka toksyczno$¢ po zaaplikowaniu na oko. Dane na ten temat mogg rowniez zostaC rozpatrzone
pomiedzy etapami 2 i 3;

oceng dzialania Zrgcego na skoére substancji chemicznej, o ile jest to wymagane do celéw regulacyjnych (etap 5).

W pierwszej kolejnosci potencjal dzialania zracego i silnie draznigcego na skore nalezy oceni¢ zgodnie z metodg
badawcza B.4 (4) i towarzyszacym jej dodatkiem (8), w tym z wykorzystaniem zweryfikowanych i zaakceptowanych
na szczeblu miedzynarodowym metod badania dzialania Zracego na skére in vitro (9) (10) (11). Jezeli okaze sig, ze
substancja chemiczna ma dzialanie zrace lub silne drazniace na skérg, mozna réwniez uznaé, ze jest zraca lub silnie
draznigca dla oka. W zwigzku z powyzszym dalsze badania nie beda wymagane. Jezeli substancja chemiczna nie
dziata zrgco ani silnie draznigco na skore, nalezy przeprowadzi¢ badania na oku in vitro lub ex vivo;

wyniki uzyskane z badani in vitro lub ex vivo (etap 6).

Substancje chemiczne wykazujace wlasciwosci zrace lub silnie draznigce w badaniach in vitro lub ex vivo (12) (13),
ktore zostaly zweryfikowane i zaakceptowane na szczeblu migdzynarodowym na potrzeby oceny dziatania zracego/
draznigcego na skore lub oko, nie muszg by¢ badane na zwierzgtach. Mozna zalozy¢, ze takie substancje chemiczne
spowoduja podobnie silne reakcje in vivo. Jezeli zweryfikowane i zaakceptowane badania in vitrolex vivo nie sg
dostepne, nalezy pomina¢ etap 6 i przejs¢ bezposrednio do etapu 7;
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badania na krélikach in vivo (etap 7 i 8):

badania na oczach in vivo powinny rozpoczynaé si¢ od badan wstepnych z wykorzystaniem jednego zwierzecia.
Jezeli wyniki tych badan wskazuja, ze substancja chemiczna jest silnie draznigca lub zraca dla oczu, dalsze badania
powinny zostaé wstrzymane. Jezeli badanie nie wykazuje zadnego dzialania Zracego ani silnie draznigcego, nalezy
przeprowadzi¢ badanie potwierdzajace z wykorzystaniem dwdch dodatkowych zwierzat. W zaleznosci od wynikow
badania potwierdzajacego konieczne moze by¢ przeprowadzenie dalszych badan [zob. metoda badawcza B.5].



L 112/20 Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej 28.4.2017
STRATEGIA BADAN I OCENY DZIALANIA DRAZNIACEGO I ZRACEGO NA OCZY
Dzialanie Ustalenie Whniosek

Istniejace dane na temat ludzi lub zwierzat lub
dane z badania in vitro uzyskane na podstawie
zweryfikowanych i zaakceptowanych na szcze-
blu migdzynarodowym metod, ktére przedsta-
wiaja skutki dla oczu

Istniejace dane na temat ludzi lub zwierzat lub
dane z badania in vitro uzyskane na podstawie
zweryfikowanych i zaakceptowanych na szcze-
blu migdzynarodowym metod, ktére przedsta-
wiajg dzialanie Zrace na skore

Istniejace dane na temat ludzi lub zwierzat lub
dane z badania in vitro uzyskane na podstawie
zweryfikowanych i zaakceptowanych na szcze-
blu migdzynarodowym metod, ktére przedsta-
wiajg dzialanie silnie draznigce na skore

!

Brak dostgpnych informacji lub dostgpne informacje
s¢ niejednoznaczne

Przeprowadzi¢ SAR pod katem dzialania zra-
cego/draznigcego na oczy

Rozwazy¢ SAR w odniesieniu do dzialania zra-
cego na skore

!

Nie mozna dokonaé zadnych prognoz albo
prognozy nie sg jednoznaczne ani ujemne

Zmierzy¢ pH (uwzgledni¢ pojemno$é bufo-
rowg, w stosownych przypadkach)

!

2 <pH < 11,5, or pH < 2,0 lub > 11,5 przy
niskiej/braku pojemnosci buforowej, w stosownych
przypadkach

Powazne uszkodzenie oczu

Dzialanie draznigce na oczy

Brak dzialania zracego/
draznigcego na oczy

Dzialanie zrace na skore

Silne dziatanie draznigce na
skore

Przewidzie¢ powazne
uszkodzenie oczu

Przewidzie¢ dzialanie
draznigce na oczy

Przewidzie¢ dzialanie zrgce
na skore

pH < 2 lub > 11,5 (przy
wysokiej pojemnosci
buforowej, w stosownych

przypadkach)

Szczytowy punkt koficowy; uznaé substancje
za zracg dla oczu. Nie wymaga badan.

Szczytowy punkt koncowy; uznaé substancje
za draznigcg dla oczu. Nie wymaga badan.

Szczytowy punkt koncowy; wuznaé brak
dzialania zracego i draznigcego dla oczu. Nie

wymaga badan.

Zalozy¢ dzialanie zrgce na oczy. Nie wymaga

badan.

Zalozy¢ dzialanie draznigce na oczy. Nie
wymaga badan.

Zalozy¢ dzialanie zrace na oczy. Nie wymaga
badan.

Zalozy¢ dzialanie draznigce na oczy. Nie
wymaga badan.

Zalozy¢ dzialanie Zrace na oczy. Nie wymaga

badan.

Zalozy¢ dzialanie Zrace na oczy. Nie wymaga

badan.
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Dzialanie

Uzna¢ istniejgce dane na temat toksycznosci
ogodlnoustrojowej w kontakcie ze skorg

|

Brak informacji na ten temat lub substancja
chemiczna nie jest wysoce toksyczna.

|

Oceni¢ w do$wiadczeniu potencjal dziatania
zracego na skore zgodnie ze strategia badan
opisang w rozdziale B.4 niniejszego zalacz-
nika, jezeli jest to wymagane réwniez do celéw
regulacyjnych

!

Substancja chemiczna nie dziata zrgco ani silnie
draznigco na skdrg

Przeprowadzi¢ zweryfikowane i zaakceptowane
badania na oku in vitro lub ex vivo

!

Zweryfikowanych i zaakceptowanych badari na oku
in vitro lub ex vivo nie mozna wykorzystaé do
sformutowania wniosku

Przeprowadzi¢ badanie wstgpne na oku krélika
in vivo z wykorzystaniem jednego zwierzecia

|

Brak powaznych uszkodzer lub brak reakgji

!

Ustalenie

Wysoka toksycznos¢ przy
stezeniach, ktére bylyby
testowane na oku.

Reakcja w postaci dzialania
zracego lub silnie
draznigcego

Reakcja w postaci dzialania
zracego lub silnie
draznigcego

Reakcja w postaci dzialania
draznigcego

Reakcja w postaci dzialania
niedraznigcego

Powazne uszkodzenie oczu

Whniosek

Substancja chemiczna bylaby zbyt toksyczna,
aby przeprowadzi¢ badanie. Nie wymaga
badan.

Zalozy¢ dzialanie Zrace na oczy. Nie wymaga
dalszych badan.

Zalozy¢ dzialanie zrace lub silnie draznigce
na oczy, pod warunkiem ze przeprowadzone
badanie(-a) mozna  wykorzystal  do
identyfikacji substancji zracych/silnie
draznigcych, a substancja chemiczna wchodzi
w zakres dziedziny zastosowania badania lub
badan. Nie wymaga dalszych badan.

Zalozy¢ dzialanie draznigce na oczy, pod
warunkiem ze przeprowadzone badanie(-a)
mozna  wykorzystal  do  prawidlowej
identyfikacji ~ substancji ~ zracych,  silnie
draznigcych 1 draznigcych, a substancja
chemiczna wchodzi w  zakres dziedziny
zastosowania badania lub badaf. Nie wymaga
dalszych badan.

Zalozy¢ brak dzialania draznigcego na oczy,
pod warunkiem ze przeprowadzone badanie
(-a) mozna wykorzystaé do prawidlowej
identyfikacji ~ substancji ~ zracych, = silnie
draznigcych lub  draznigcych dla  oczu,
a substancja chemiczna wchodzi w zakres
dziedziny zastosowania badania. Nie wymaga
dalszych badan.

Uzna¢ substancj¢ za zraca dla oczu. Nie
wymaga dalszych badan.
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Dzialanie

8 Przeprowadzi¢ badanie potwierdzajace z wyko-
rzystaniem jednego dodatkowego zwierzecia
lub dwdch dodatkowych zwierzat.

Ustalenie

Dzialanie zrace lub
draznigce

Brak dzialania zracego lub

Whniosek

Uzna¢ substancj¢ za zracg lub drazniaca dla
oczu. Nie wymaga dalszych badan.

Uznaé brak dzialania draznigcego i Zracego

draznigcego dla oczu. Nie wymaga dalszych badan.;
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3) w czedci B rozdzial B.10 otrzymuje brzmienie:

,B.10 Badanie aberracji chromosomowej w komorkach ssakow in vitro

WPROWADZENIE

Niniejsza metoda badawcza jest réwnowazna metodzie opisanej w dotyczacej badai wytycznej OECD nr 473
(2016). Stanowi ona cze$¢ cyklu metod badawczych dotyczacych toksykologii genetycznej. Opracowany zostal
dokument OECD, ktéry zawiera zwigzle informacje na temat badafi w zakresie toksykologii genetycznej oraz
przeglad ostatnich zmian, jakie wprowadzono do wytycznych dotyczacych badan (1).

Celem badania aberracji chromosomowej in vitro jest zidentyfikowanie substancji chemicznych, ktére powoduja
strukturalne aberracje chromosomowe w hodowanych komérkach ssakéw (2) (3) (4). Strukturalne aberracje moga
wystepowa¢ w dwoch typach — chromosomowym lub chromatydowym. W trakcie przeprowadzania testow
aberracji chromosomowych in vitro moze wystapi¢ poliploidalno$¢ (w tym endoreduplikacja). Mimo ze aneugeny
moga powodowal poliploidalno$¢, sama poliploidalno$¢ nie musi jednak $wiadczy¢ o wlasciwosciach aneuge-
nicznych i moze stanowi¢ po prostu skutek zaburzenia cyklu komoérkowego lub cytotoksycznosci (5). Celem
niniejszego testu nie jest pomiar aneuploidii. W celu wykrycia aneuploidii zalecane bedzie przeprowadzenie testu
mikrojadrowego in vitro (6).

W badaniu aberracji chromosomowej w komodrkach ssakow in vitro mozna wykorzystywac¢ kultury ustanowionych
linii komérkowych lub pierwotne hodowle komérek pochodzacych od czlowieka lub od gryzoni. Wykorzystywane
komoérki nalezy dobieraé na podstawie ich zdolnosci do wzrostu w kulturach, stabilnosci kariotypu (w tym liczby
chromosoméw) oraz spontanicznych czestosci wystepowania aberracji chromosomowych (7). W chwili obecnej
dostepne dane nie pozwalajg na opracowanie konkretnych zaleceni, ale wynika z nich, ze istotne jest, aby podczas
oceny zagrozefi stwarzanych przez substancje chemiczne wzia¢ pod uwage status bialka p53, stabilno$¢ genetyczna
(kariotypowa), zdolno$¢ do naprawy DNA oraz pochodzenie (od gryzoni lub od czlowieka) komérek wybranych do
badania. Zacheca si¢ zatem uzytkownikéw niniejszej metody badawczej do uwzgledniania wptywu tych oraz innych
wlasciwosci komoérek na zachowanie linii komérkowej przy wykrywaniu indukcji aberracji chromosomowych
w miar¢ rozwoju wiedzy w tej dziedzinie.

Stosowane definicje znajduja si¢ w dodatku 1.

ZALOZENIA WSTEPNE I OGRANICZENIA

Badania przeprowadzane in vitro wymagaja zazwyczaj wykorzystania egzogennego Zrédla aktywacji metabolicznej,
chyba ze komoérki sa metabolicznie wydolne w odniesieniu do badanych substancji chemicznych. Egzogenny uklad
metabolizujacy nie jest w stanie catkowicie nasladowaé warunkéw in vivo. Nalezy zachowaé ostroznosé, aby unikngé
wystgpienia warunkéw, ktore mogg doprowadzi¢ do znieksztalconych wynikéw dodatnich, tj. uszkodzenia
chromosomu niespowodowanego bezposrednig interakcja migdzy badanymi substancjami chemicznymi
a chromosomami; do takich warunkéw zalicza si¢ zmiany pH lub osmolalnos¢ (8) (9) (10), interakcje z elementami
podtoza (11) (12) badz zbyt wysokie poziomy cytotoksycznosci (13) (14) (15) (16).

Test ten wykorzystuje si¢ do wykrywania aberracji chromosomowych, ktére moga wynika¢ ze zdarzen klasto-
gennych. Analize indukcji aberracji chromosomowej nalezy przeprowadzi¢ przy uzyciu komérek w metafazie.
Dlatego istotne jest, aby komorki przeszly mitoze zaréwno w kulturach poddanych, jak i niepoddanych dziataniu
substancji chemicznej. W przypadku wytworzonych nanomaterialéw konieczne moze by¢ specjalne dostosowanie
niniejszej metody badawczej, ktore jednak nie zostalo tu opisane.

Przed zastosowaniem niniejszej metody badawczej z uzyciem mieszaniny w celu zgromadzenia danych na potrzeby
zalozonego celu regulacyjnego nalezy zastanowic sig, czy zastosowanie niniejszej metody moze doprowadzi¢ do
uzyskania wynikéw odpowiednich z punktu widzenia tego celu, a jezeli tak — dlaczego. Przeprowadzenie takiej
analizy nie jest konieczne, jezeli ustanowiono wymog regulacyjny dotyczacy badania danej mieszaniny.
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ZASADA BADANIA

Kultury komérkowe pochodzace od ludzi lub od innych ssakéw poddaje si¢ dzialaniu badanej substancji chemicznej
zaréwno z zastosowaniem egzogennego zrodla aktywacji metabolicznej, jak i bez takiego Zr6dla, pod warunkiem
ze nie wykorzystuje si¢ komoérek o odpowiednich zdolnosciach metabolicznych (zob. pkt 13). W odpowiednich
z gbry okreslonych odstepach czasu po rozpoczeciu poddawania kultur komérkowych dziataniu badanej substancji
chemicznej sa one poddawane dzialaniu substancji chemicznej zatrzymujacej metafaze (np. colcemidu lub
kolchicyny), nastepnie pobierane i barwione, a komoérki w metafazie sg analizowane pod mikroskopem na obecnosé
aberracji typu chromatydowego i chromosomowego.

OPIS METODY

Przygotowania

Komérki

Mozna korzysta¢ z réznych linii komérkowych (np. komérek jajnika chomika chinskiego (CHO), komérek plucnych
chomika chinskiego V79, komérek plucnych chomika chinskiego (CHL)/IU, TK6) lub pierwotnych hodowli
komoérek, w tym limfocytéw krwi obwodowej ludzi lub innych ssakéw (7). Nalezy przedstawi¢ naukowe
uzasadnienie wyboru linii komérkowych. Jezeli stosowane sa komérki pierwotne, ze wzgledu na dobrostan zwierzat
nalezy rozwazy¢ uzycie komoérek pierwotnych pochodzacych od ludzi, jezeli jest to mozliwe; nalezy je pobraé
w zgodzie z zasadami etycznymi i przepisami majacymi zastosowanie do ludzi. Ludzkie limfocyty krwi obwodowej
nalezy pozyskiwa¢ od miodych (w wieku okolo 18-35 lat) niepalacych oséb, u ktérych nie stwierdzono zadnych
schorzen oraz ktdre nie byly narazone w ostatnim czasie na czynniki genotoksyczne (tj. substancje chemiczne,
promieniowanie jonizujace) w stopniu, ktéry moglby zwigkszy¢é podstawowa czesto$¢ wystepowania aberracji
chromosomowych. Zagwarantuje to niskg i stala podstawowa czestos¢ wystepowania aberracji chromosomowych.
Wyjsciowa czesto$¢ wystepowania aberracji chromosomowych wzrasta wraz z wiekiem, a tendencja ta jest bardziej
widoczna u kobiet niz u mezczyzn (17) (18). Jezeli dla celow stosowania faczy sie komorki pochodzace od wigkszej
liczby dawcow niz jeden, nalezy wskazaé liczbe dawcow. Nalezy wykazal, ze komérki ulegly podzialowi w okresie
od rozpoczecia poddawania ich dzialaniu badanej substancji chemicznej do momentu pobrania prébek. Kultury
komérkowe utrzymuje si¢ w fazie wzrostu wykladniczego (linie komérkowe) badz stymuluje si¢ ich podziat
(pierwotne kultury limfocytéw) celem narazenia komoérek na dzialanie badanej substancji chemicznej w réznych
stadiach cyklu komoérkowego, poniewaz czulo$¢ stadiéw komoérek na badang substancj¢ chemiczng moze byé
nieznana. Komoérki pierwotne, ktére wymagaja stymulacji mitogenami, aby si¢ podzieli¢, zasadniczo nie podlegaja
synchronizacji podczas narazenia na dzialanie badanej substancji chemicznej (np. limfocyty ludzkie po 48-
godzinnej stymulacji mitogenami). Wykorzystywanie zsynchronizowanych komoérek podczas podawania badanej
substancji chemicznej nie jest zalecane, ale moze zostaé zaakceptowane w uzasadnionych przypadkach.

Podtoza i warunki hodowli

W celu utrzymania kultur nalezy zastosowal odpowiednie podloze oraz warunki inkubacji (naczynia do hodowli
komérkowych, wilgotne §rodowisko o zawartosci CO, 5 %, w stosownych przypadkach, oraz temperatura inkubacji
w wysokosci 37 °C). Linie komérkowe powinny by¢ rutynowo sprawdzane pod katem stabilno$ci zmiennej liczby
chromosoméw oraz nieobecnosci zanieczyszczenia mykoplazmg (7) (19), a komérki nie powinny by¢ wykorzys-
tywane, jezeli sa zanieczyszczone lub w przypadku, gdy zmienna liczba chromosoméw ulegla zmianie. Nalezy
ustali¢ normalny czas trwania cyklu komérkowego linii komérkowych lub pierwotnych kultur wykorzystywanych
w laboratorium badawczym, ktéry powinien by¢ zgodny z opublikowanymi wlasciwosciami komorek (20).

Przygotowanie kultur

Linie komérkowe: komoérki sa rozmnazane z kultur wyjsciowych i wysiewane na podloze w takiej gestosci, by
komérki w zawiesinie lub w jednowarstwowej hodowli komérek mogly nadal rosnaé¢ wykladniczo az do czasu
pobrania (np. nalezy unika¢ konfluencji w przypadku komoérek rosngcych w jednowarstwowej hodowli komorek).

Limfocyty: krew pelng z antykoagulantem (np. heparyng) lub oddzielone limfocyty hoduje si¢ (np. przez 48 godzin
dla limfocytéw ludzkich) w obecnosci mitogenu [np. fitohemaglutyniny (PHA) dla limfocytéw ludzkich] w celu
indukgji podziatlu komérek przed ich narazeniem na dzialanie badanej substancji chemiczne;.
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Aktywacja metaboliczna

Egzogenne uklady metabolizujace nalezy stosowaé w przypadku, gdy stosuje si¢ komorki o nieodpowiedniej
endogennej wydolno$ci metabolicznej. Najpowszechniej stosowanym ukladem, ktéry jest domyslnie zalecany, jezeli
nie jest uzasadnione zastosowanie innego systemu, jest frakcja postmitochondrialna suplementowanego kofaktora
(S9) przygotowywana z watroby gryzoni (najczesciej szczuréw) otrzymujacych czynniki pobudzajace enzymy takie
jak Aroclor 1254 (21) (22) (23) lub kombinacja fenobarbitalu i f-naftoflawonu (24) (25) (26) (27) (28) (29). Ta
ostatnia kombinacja nie pozostaje w sprzecznosci z Konwencja sztokholmska w sprawie trwalych zanieczyszczen
organicznych (30) i okazala si¢ rownie skuteczna jak Aroclor 1254 w wywolywaniu oksydaz wieloczynnosciowych
(24) (25) (26) (28). Frakcja S9 jest zazwyczaj wykorzystywana w stezeniach w zakresie 1-2 % (objetosciowo), ale
stezenie to moze by¢ zwigkszone do 10 % (obj.) w koncowym podlozu uzytym do badania. Podczas poddawania
zwierzecia czynnikom nalezy unikaé stosowania produktéw, ktdre zmniejszaja indeks mitotyczny, a zwlaszcza
czynnikéw wigzacych wapn (31). Klasa badanych substancji chemicznej moze mie¢ wplyw na wybér rodzaju
i stezenia egzogennego ukladu metabolizujacego lub czynnika pobudzajacego metabolizm.

Przygotowanie badanej substancji chemicznej

Badane substancje chemiczne w stanie stalym nalezy rozpuscié w odpowiednich rozpuszczalnikach oraz
rozcienczy¢, jezeli jest to odpowiednie, przed poddaniem komoérek ich dzialaniu (zob. pkt 23). Ciekle substancje
chemiczne mozna dodaé¢ do ukladu badawczego bezposrednio lub rozcieficzy¢ przed podaniem do ukladu
badawczego. Gazowe lub lotne substancje chemiczne nalezy bada¢ za pomocg odpowiednich modyfikacji standar-
dowych protokoléw, takich jak poddawanie komérek dzialaniu substancji badanej w szczelnie zamknigtych
naczyniach do hodowli komérkowych (32) (33) (34). Preparaty badanej substancji chemicznej nalezy przygo-
towywaé tuz przed poddaniem komoérek jej dzialaniu, chyba ze dane dotyczace stabilnosci wskazujg, iz
dopuszczalne jest sktadowanie substangji.

Warunki badania

Rozpuszczalniki

Rozpuszczalnik nalezy wybra¢ tak, aby zoptymalizowaé rozpuszczalno$¢ badanych substancji chemicznych,
unikajac niepozadanego wplywu na przeprowadzenie badania, np. zmiany wzrostu komérek, wplywu na spéjnosé
badanej substancji chemicznej, reakcji z naczyniami do hodowli komérkowych czy zaklécenia uktadu metabolizu-
jacego. Zaleca si¢, aby w miare mozliwosci w pierwszej kolejnoici rozwazy¢ zastosowanie wodnego rozpusz-
czalnika (lub podloza). Sprawdzonymi rozpuszczalnikami sa woda lub sulfotlenek dimetylu. Zasadniczo zawarto$é
rozpuszczalnikéw organicznych nie powinna przekracza¢ 1 % (obj.) a zawarto$¢ rozpuszczalnikéw wodnych (soli
fizjologicznej lub wody) w koficowym podlozu uzytym do badania nie powinna przekroczy¢é 10 % (obj.). Jezeli
uzywane s3 niesprawdzone rozpuszczalniki (np. etanol czy aceton), ich uzycie powinno by¢ uzasadnione danymi,
ktére potwierdzajg ich zgodno$¢ z badanymi substancjami chemicznymi, ukladem badawczym oraz brak
toksyczno$ci genetycznej w zastosowanym stezeniu. W razie braku takich danych potwierdzajacych nalezy
uwzglednié préby kontrolne niepoddawane dzialaniu substancji (zob. dodatek 1) w celu wykazania, ze wybrany
rozpuszczalnik nie wywoluje skutkéw szkodliwych lub klastogennych.

Pomiar proliferacji komdrek i cytotoksycznosci oraz wybdr badanych stezen

Przy ustalaniu najwyzszego stezenia badanej substancji chemicznej nalezy unikaé stezen, ktére moga dawaé
znieksztalcone wyniki dodatnie, np. stezen powodujacych nadmierng cytotoksyczno$é (zob. pkt 22), strgcanie
substancji w podlozu (zob. pkt 23) i znaczne zmiany pH lub osmolalnosci (zob. pkt 5). Jezeli badana substancja
chemiczna powoduje znaczng zmiang pH podloza w momencie dodania, pH moze zosta¢ dopasowane poprzez
buforowanie konicowego podloza uzytego do badania, aby uniknal znieksztalconych wynikéw dodatnich
i utrzyma¢ odpowiednie warunki hodowli.

Dokonuje si¢ pomiaru proliferacji komorek, aby upewni¢ si¢, Ze odpowiednia liczba komérek poddanych dziataniu
substancji przeszla mitoze podczas testu oraz ze substancja chemiczna jest podawana przy odpowiednim poziomie
cytotoksycznosci (zob. pkt 18 i 22). Cytotoksyczno$¢ powinna zostaé okreslona w ramach gléwnego doswiadczenia
z uzyciem aktywacji metabolicznej lub bez niej, przy wykorzystaniu odpowiedniego wskazania dotyczacego $mierci
i wzrostu komoérek. Chociaz ocena cytotoksycznosci w badaniu wstgpnym moze by¢ przydatna w lepszym
okresleniu stezen, ktére majg zostaé uzyte w gléwnym dos$wiadczeniu, badanie wstepne nie jest obowigzkowe. Jezeli
taka ocena zostanie przeprowadzona, nie moze ona zastapi¢ pomiaru cytotoksycznosci w gléwnym doswiadczeniu.
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Wzgledne podwojenie populacji (RPD) lub wzgledny wzrost liczby komérek (RICC) to odpowiednie metody
oszacowania cytotoksyczno$ci w badaniach cytogenetycznych (13) (15) (35) (36) (55) (zob. wzory w dodatku 2).
W przypadku dlugoterminowego poddania dzialaniu substancji chemicznej i pobierania prébek po rozpoczeciu
podawania substancji chemicznej w czasie dluzszym niz 1,5-krotno$¢ normalnego czasu trwania cyklu
komérkowego (tj. w sumie dluzej niz 3-krotnos$¢ czasu trwania cyklu komérkowego) RPD moze prowadzi¢ do
niedoszacowania cytotoksycznosci (37). W takich warunkach RICC moze by¢ lepsza miarg; pomocne oszacowanie
z wykorzystaniem RPD moze rowniez zapewni¢ ocena cytotoksyczno$ci po 1,5-krotnosci normalnego czasu
trwania cyklu komérkowego.

W przypadku limfocytéw z pierwotnych hodowli chociaz indeks mitotyczny jest miarg skutkéw cytotoksycznych/
cytostatycznych, moze mie¢ na niego wplyw czas po podaniu substancji chemicznej, wykorzystany mitogen
i ewentualne zakldcenie cyklu komérkowego. Indeks mitotyczny jest jednak akceptowalny, poniewaz inne miary
cytotoksycznosci moga by¢ niewiarygodne i niepraktyczne oraz mogg nie mie¢ zastosowania do docelowej
populacji limfocytéw zwigkszajacej si¢ w reakcji na stymulacje PHA.

Chociaz RICC i RPD dla linii komérkowych i indeks mitotyczny pierwotnej hodowli limfocytéw s3 zalecanymi
parametrami cytotoksycznosci, inne wskazniki (np. integralno$¢ komérek, apoptoza, martwica, cykl komérkowy)
moga zapewni¢ przydatne informacje dodatkowe.

Nalezy oceni¢ co najmniej trzy badane stezenia (poza kontrolami z rozpuszczalnikiem i kontrolami dodatnimi),
ktére spelniajg kryteria dopuszczalnoéci (odpowiednia cytotoksyczno$é, liczba komorek itp.). Bez wzgledu na rodzaj
komorek (linie komérkowe badz pierwotne kultury limfocytéw) przy kazdym badanym stezeniu mozna stosowaé
zaré6wno zduplikowane, jak i pojedyncze kultury poddane dzialaniu substancji. Mimo ze zalecane jest stosowanie
zduplikowanych kultur, dopuszczalne jest réwniez stosowane pojedynczych kultur, pod warunkiem Ze policzono
takg samg catkowita liczbe komoérek w przypadkéw zaréwno kultur pojedynczych, jak i zduplikowanych.
Zastosowanie pojedynczych kultur jest szczegdlnie uzasadnione, jezeli ocenie poddaje si¢ wigcej niz 3 stgZenia (zob.
pkt 31). Wyniki uzyskane na podstawie niezaleznych zduplikowanych kultur przy danym st¢zeniu mozna faczy¢ na
potrzeby analizy danych (38). W przypadku badanych substancji chemicznych wykazujacych niewielkg cytotok-
syczno$¢ lub niewykazujacych zadnej cytotoksycznosci na 0gdét odpowiednie bedzie zastosowanie 2-3-krotnych
przedzialéw stezenia. W przypadku wystapienia cytotoksycznosci wybrane badane stezenia powinny obejmowaé
zakres rozpoczynajacy si¢ od stezenia, ktére wykazuje cytotoksycznosé, jak opisano w pkt 22, oraz uwzgledniajacy
stezenia, w ktorych wystgpita umiarkowana i niewielka cytotoksycznos¢ lub nie wystapita zadna cytotoksycznosé.
Wiele badanych substancji chemicznych wykazuje gwaltowny wzrost krzywych stezenie-odpowiedz, w zwigzku
z czym aby uzyska¢ dane przy niskiej i umiarkowanej cytotoksycznosci lub aby szczegdlowo zbadaé zaleznosé
dawka-odpowiedZ, konieczne bedzie zastosowanie stezen o bardziej zblizonych wartosciach lub wigcej niz trzech
stezen (kultury pojedyncze lub zduplikowane), w szczegblnosci w sytuacjach, w ktorych wymagane jest
powtérzenie do§wiadczenia (zob. pkt 47).

Jezeli maksymalne stezenie opiera si¢ na cytotoksyczno$ci, najwyzsze stezenie powinno dazy¢ do osiagnigcia
cytotoksycznodci na poziomie 55 = 5 % przy wykorzystaniu zalecanych parametréw cytotoksycznosci (tj.
zmniejszenie RICC i RPD dla linii komérkowych i zmniejszenie indeksu mitotycznego pierwotnych hodowli
limfocytow do poziomu 45 £ 5 % jednoczesnej kontroli ujemnej). Nalezy zachowac ostrozno$¢ w interpretowaniu
wynikow dodatnich, ktére wystapily wylacznie w gérnym przedziale tego zakresu cytotoksycznosci 55 + 5 % (13).

Dla stabo rozpuszczalnych badanych substancji chemicznych, ktére nie wykazuja cytotoksyczno$ci w stezeniach
nizszych od najnizszego stezenia nierozpuszczalnego, najwyzsze badane stezenie powinno spowodowaé metnosé
lub osad widoczny golym okiem lub przez mikroskop w ukladzie odwréconym pod koniec podawania badanej
substancji chemicznej. Nawet jezeli cytotoksyczno$¢ wystapi dla stezefi powyzej najniZszego stezenia nierozpusz-
czalnego, zaleca si¢ przeprowadzenie testu tylko dla jednego stezenia powodujgcego metno$¢ badz wytracenie sie
widocznego osadu, poniewaz osad moze spowodowal pojawienie si¢ wynikow znieksztalconych. W przypadku
stezenia powodujgcego powstanie osadu nalezy zadbaé o to, aby pojawienie si¢ osadu nie zakldcito przebiegu testu
(np. barwienia lub oceny). Pomocne moze si¢ okazal okreSlenie rozpuszczalnosci podloza przed wykonaniem
do$wiadczenia.

Jezeli nie zaobserwowano zadnego osadu ani ograniczenia cytotoksycznosci, najwyzsze badane stezenie powinno
odpowiada¢ 10 mM, 2 mg/ml lub 2 pl/ml w zaleznosci od tego, ktora z tych wartosci jest najnizsza (39) (40) (41).
Jezeli badana substancja chemiczna nie ma okre$lonego skladu, np. substancje o nieznanym lub zmiennym skladzie,
zlozone produkty reakcji lub materialy biologiczne (UVCB) (42), wyciagi pochodzace ze Srodowiska itp., moze by¢
konieczne podwyzszenie (np. do 5 mg/ml) najwyzszego stezenia w przypadku braku dostatecznej cytotoksycznosci,
tak aby zwigkszy¢ stezenie kazdego ze skladnikow. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na fakt, ze wymagania te mogg sie
r6zni¢ w przypadku produktéw leczniczych przeznaczonych dla ludzi (43).
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Kontrole

Dla kazdego czasu pobrania nalezy wlaczy¢ jednoczesng kontrole ujemna (zob. pkt 15), obejmujaca sam rozpusz-
czalnik w podlozu uzytym do badania, w ramach ktérej test przeprowadza si¢ w identyczny sposdb, jak
w przypadku kultur poddanych dzialaniu substancji.

Jednoczesna kontrola dodatnia jest konieczna, aby wykazaé zdolno$¢ laboratorium do zidentyfikowania
klastogenéw w warunkach okre$lonych w stosowanym protokole badania oraz skuteczno$¢ egzogennego ukladu
metabolizujgcego, w stosownych przypadkach. Przykladowe substancje stuzgce do kontroli dodatniej sg
przedstawione ponizej w tabeli 1. W uzasadnionych przypadkach dopuszcza si¢ zastosowanie alternatywnych
substancji chemicznych stuzacych do kontroli dodatniej. Poniewaz testy na komoérkach ssakow in vitro pod katem
toksycznos$ci genetycznej sa w dostatecznym stopniu ustandaryzowane, zastosowanie kontroli dodatniej mozna
ograniczy¢ do klastogenu wymagajacego aktywacji metabolicznej. W tym przypadku pojedyncza reakcja
klastogenna w ramach kontroli dodatniej wykaze zaréwno aktywnos¢ ukladu metabolizujacego, jak i reaktywnosé
ukladu badawczego, pod warunkiem Ze odbywa si¢ jednoczesnie z nieaktywowanym testem o takim samym czasie
podawania badanej substancji. W przypadku dlugoterminowego poddawania dziataniu substancji chemicznej (bez
S9) nalezy zastosowa¢ jednak oddzielng kontrole dodatnia, poniewaz czas podawania badanej substancji chemicznej
bedzie si¢ roznit od czasu w badaniu z wykorzystaniem aktywacji metabolicznej. Kazdg kontrole dodatnig nalezy
zastosowal przy co najmniej jednym stezeniu, od ktdérego oczekuje si¢ wytworzenia odtwarzalnego oraz
wykrywalnego wzrostu wykraczajgcego poza poziom wyjsciowy, w celu wykazania czulosci ukladu badawczego (tj.
efekty sg jasne, ale nie ujawniajg badajagcemu bezposrednio tozsamosci zakodowanych szkielek mikroskopowych),
a reakcja nie powinna by¢ zaklécona cytotoksycznoscig wykraczajgcg poza limity okreslone w niniejszej metodzie
badawczej.

Tabela 1

Chemiczne substancje odniesienia zalecane do oceny bieglo$ci laboratorium oraz do wyboru substancji do
kontroli dodatniej

Kategoria Substancja chemiczna Numer CAS
1. Klastogeny aktywne bez aktywacji metabolicznej
Metanosulfonian metylu 66-27-3
Mitomycyna C 50-07-7
N-tlenek 4-nitrochinoliny 56-57-5
Arabinozyd cytozyny 147-94-4

2. Klastogeny wymagajace aktywacji metabolicznej

Benzola]piren 50-32-8

Cyklofosfamid 50-18-0

PROCEDURA

Poddanie dzialaniu substancji chemicznej

Rozmnazajace si¢ komérki sg poddawane dziataniu badanej substancji chemicznej w obecnosci uktadu metabolizu-
jacego oraz przy jego braku.
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Czas pobrania kultury komérkowej

W celu gruntownej oceny, ktéra jest niezbedna do potwierdzenia wyniku ujemnego, nalezy przeprowadzi¢ doswiad-
czenie we wszystkich trzech nastgpujacych warunkach z zastosowaniem krétkoterminowego poddawania dziataniu
substancji chemicznej z aktywacja metaboliczng i bez niej oraz dtugoterminowego poddawania dziataniu substancji
bez aktywacji metabolicznej (zob. pkt 43, 44 i 45):

— komorki nalezy poddawaé dzialaniu badanej substancji chemicznej bez aktywacji metabolicznej przez 3-6
godzin, a nastgpnie nalezy pobraé prébki w czasie rownowaznym okoto 1,5-krotnosci normalnego czasu
trwania cyklu komérkowego po rozpoczeciu poddawania dzialaniu substancji (18);

— komorki nalezy poddawaé dzialaniu badanej substancji chemicznej z uzyciem aktywacji metabolicznej przez 3-
6 godzin, a nastepnie nalezy pobraé probki w czasie réwnowaznym okolo 1,5-2-krotnosci normalnego czasu
trwania cyklu komérkowego po rozpoczeciu poddawania dziataniu substancji (18);

— komérki powinny by¢ nieprzerwanie poddawane dziataniu badanej substancji chemicznej bez aktywacji metabo-
licznej az do pobrania prébek w czasie rownowaznym okolo 1,5-krotnosci normalnego czasu trwania cyklu
komoérkowego. Niektore substancje chemiczne (np. analogi nukleozydowe) moga by¢ tatwiej wykryte w okresie
podawania substancji chemicznej/pobierania probek, ktéry jest dluzszy niz 1,5-krotno$¢ normalnego czasu
trwania cyklu komérkowego (24).

Jezeli ktérekolwiek z powyzszych warunkéw doswiadczalnych wywolaly reakcje dodatnig, badanie ktéregokolwiek
z pozostalych schematéw poddawania dziataniu substancji chemicznej moze okaza¢ si¢ zbedne.

Przygotowanie chromosoméw

Kultury komérkowe s3 poddawane dzialaniu colcemidu lub kolchicyny zazwyczaj przez 1-3 godzin przed
pobraniem komoérek. Kazda kultura komoérkowa jest pobierana oraz poddawana dzialaniu substancji oddzielnie
w celu przygotowania chromosomoéw. Przygotowanie chromosoméw obejmuje hipotoniczne poddawanie komérek
dzialaniu substancji chemicznej, utrwalanie oraz wybarwianie. Po uplywie 3-6-godzin poddawania dzialaniu
substancji w jednowarstwowych hodowlach komérek moga by¢ obecne komérki mitotyczne (mozna je rozpoznaé
po okraglym ksztalcie i fakcie, ze oddzielajg si¢ od powierzchni). Z uwagi na latwo$¢ oddzielania si¢ komoérek
mitotycznych mozna je utraci¢ w momencie usuwania podloza zawierajacego badang substancje chemiczna. Jezeli
istnieja dowody na znaczny wzrost liczby komérek mitotycznych w poréwnaniu z prébami kontrolnymi, co
wskazuje na prawdopodobiefistwo zatrzymania mitozy, nalezy zebra¢ komoérki poprzez odwirowanie i dodaé je
z powrotem do hodowli, aby w czasie poboru unikngé utraty komorek bedacych w fazie mitozy i zagrozonych
aberracjg chromosomows.

Analiza

Wszystkie preparaty, w tym te stanowigce kontrole dodatnig i ujemna, nalezy niezaleznie zakodowa¢ przed przepro-
wadzeniem analizy mikroskopowej aberracji chromosomowych. Ze wzgledu na fakt, ze procedury utrwalania czesto
skutkujg odsetkiem komérek w metafazie, ktére utracity chromosomy, zliczone komérki powinny zatem zawieraé
liczbe centromeréw réwna liczbie modalnej +/-2.

Nalezy oceni¢ co najmniej 300 dobrze rozciagnietych metafaz na stezenie oraz grupe kontrolng, aby uznaé, ze
badana substancja chemiczna daje wynik wyraZnie ujemny (zob. pkt 45). Wspomniane 300 komdrek nalezy réwno
podzieli¢ miedzy kontrpréby w przypadku wykorzystania zduplikowanych kultur. W przypadku stosowania
pojedynczych kultur na kazde stgzenie (zob. pkt 21) w takiej pojedynczej kulturze nalezy oceni¢ co najmniej 300
dobrze rozciggnigtych metafaz. Ocena 300 komoérek przynosi korzys¢ w postaci zwigkszenia mocy statystycznej
testu, a ponadto rzadko obserwowane sg wartosci zerowe (oczekuje si¢ zaledwie 5 %) (44). Liczbe zliczanych
metafaz mozna zmniejszy¢ w przypadku odnotowania duzej liczby komoérek z aberracjami chromosomowymi oraz
w przypadku uznania badanej substancji chemicznej za dajaca wynik wyraznie dodatni.

Nalezy oceni¢ iloSciowo komérki ze strukturalnymi aberracjami chromosomowymi, z uwzglednieniem lub
z pominigciem przerw. Terminy ,ztamanie” i ,przerwa” sg zdefiniowane w dodatku 1 zgodnie z (45) (46). Aberracje
typu chromatydowego i chromosomowego nalezy odnotowywal oddzielnie i klasyfikowaé wedlug podtypow
(zfamania, wymiany). Procedury stosowane w laboratorium powinny zapewniaé przeprowadzanie analizy aberracji
chromosomowych przez odpowiednio przeszkolonych pracownikéw odpowiadajacych za zliczanie oraz -
w stosownych przypadkach — poddanie wynikéw tej analizy wzajemnej ocenie.
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Mimo ze badanie przeprowadza si¢ w celu wykrycia strukturalnych aberracji chromosomowych, nalezy pamigtaé
o koniecznosci odnotowywania czestosci wystepowania poliploidalnosci i endoreduplikacji, jezeli zaobserwowano
wystapienie tych zjawisk. (Zob. pkt 2).

Bieglo$¢ laboratorium

Aby ustali¢ wystarczajace doswiadczenie laboratorium w zakresie omawianego testu przed zastosowaniem go
w rutynowych badaniach, laboratorium powinno wczesniej przeprowadzi¢ szereg doswiadczen z wykorzystaniem
substancji chemicznych stuzacych do kontroli dodatniej, dzialajacych za pomoca réznych mechanizméw i réznych
kontroli ujemnych (z wykorzystaniem réznych rozpuszczalnikéw/nosnikéw). Reakcje otrzymane w wyniku takiej
kontroli dodatniej i ujemnej powinny odpowiadaé reakcjom opisanym w literaturze. Nie dotyczy to laboratoriow,
ktére dysponujg odpowiednim do$wiadczeniem, tj. laboratoriéw prowadzacych baze danych historycznych, o ktérej
mowa w pkt 37.

Aby wykazaé bieglos¢ w zakresie wykrywania klastogennych substancji chemicznych i okresli¢ skutecznosé¢ ukladu
metabolizujacego, nalezy zbadal szereg substancji chemicznych stuzacych do kontroli dodatniej (zob. tabela 1
w pkt 26) przy krotkoterminowym i dlugoterminowym poddawaniu dzialaniu substancji chemicznej przy braku
aktywacji metabolicznej oraz przy krétkoterminowym poddawaniu dzialaniu substancji chemicznej w obecnosci
aktywacji metabolicznej. Nalezy dobraé szereg stezen wybranych substancji chemicznych, tak aby uzyskal
powtarzalne i powiazane ze stgzeniem wzrosty wykraczajace poza poziom wyjSciowy w celu wykazania czulosci
i zakresu oznaczania uktadu badawczego.

Dane historyczne dotyczace kontroli
Laboratorium powinno ustali¢:
— zakres i rozklad historycznych wynikéw kontroli dodatniej,

— zakres i rozklad historycznych wynikéw kontroli ujemnej (bez poddania dzialaniu substancji chemiczne;j,
z rozpuszczalnikiem).

Przy pierwszym gromadzeniu danych dotyczacych rozkladu historycznych wynikéw kontroli ujemnej wyniki
jednoczesnej kontroli ujemnej powinny by¢ zgodne z opublikowanymi danymi dotyczacymi kontroli, o ile takie
dane istniejg. W miare dodawania kolejnych danych doswiadczalnych do rozkladu kontroli jednoczesne kontrole
ujemne powinny w idealnych warunkach miesci¢ si¢ w granicach kontrolnych wyznaczajacych przedziat 95 % dla
tego rozkladu (44) (47). Prowadzona przez dane laboratorium baza danych historycznych dotyczacych kontroli
ujemnej powinna wyjSciowo zawiera¢ dane z co najmniej 10 doSwiadczer, a najlepiej z co najmniej 20
doswiadczen przeprowadzonych w poréwnywalnych warunkach doswiadczalnych. Laboratoria powinny stosowad
metody kontroli jako$ci, takie jak karty kontrolne (np. karty C lub karty X-$rednie (48)) w celu okre$lania stopnia
zmiennoSci gromadzonych przez nie danych dotyczacych kontroli dodatniej i ujemnej oraz w celu wykazania, ze
stosowana przez nie metodologia jest ,pod kontrolg” (44). Dalsze zalecenia dotyczace sposobu gromadzenia
i wykorzystywania danych historycznych (tj. kryteria wlaczania danych do zbioru danych historycznych
i wykluczania danych z tego zbioru oraz kryteria dopuszczalnosci dla danego do$wiadczenia) mozna znalezé
w literaturze (47).

Wszelkie zmiany w protokole do$wiadczalnym nalezy rozpatrywaé pod katem ich spéjnosci z dotychczas
prowadzonymi przez laboratorium bazami danych historycznych dotyczacych kontroli. Wszelkie powazne
niespdjnosci powinny skutkowaé utworzeniem nowej bazy danych historycznych dotyczacych kontroli.

Dane dotyczace kontroli ujemnej powinny obejmowac czgsto$¢ wystepowania komoérek z aberracjami chromoso-
mowymi w pojedynczej kulturze lub w ramach sumy zduplikowanych kultur, jak opisano w pkt 21. Jednoczesne
kontrole ujemne powinny w idealnych warunkach miesci¢ si¢ w granicach kontrolnych wyznaczajacych przedziat
95 % dla rozkladu danych zawartych w prowadzonej przez laboratorium bazie danych historycznych dotyczacych
kontroli ujemnej (44) (47). W przypadku gdy dane dotyczace jednoczesnej kontroli ujemnej znajduja si¢ poza
granicami kontrolnymi wyznaczajacymi przedzial 95 %, wilgczenie ich do rozkladu kontroli historycznej moze by¢
dopuszczalne, pod warunkiem ze dane te nie stanowia skrajnych obserwacji nietypowych oraz ze istniejag dowody
$wiadczace o tym, iz dany uklad badawczy znajduje si¢ ,pod kontrolg” (zob. pkt 37), a takze dowody wykluczajace
blad techniczny czy ludzki.
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DANE I SPRAWOZDAWCZOSC

Przedstawienie wynikow

Nalezy oceni¢ iloSciowo odsetek komoérek ze strukturalnymi aberracjami chromosomowymi. Aberracje typu
chromosomowego i chromatydowego sklasyfikowane wedlug podtypéw (ztamania, wymiany) nalezy wyszczeg6lnié
oddzielnie, podajac ich liczbe i czesto$¢ wystepowania w kulturach do$wiadczalnych i kontrolnych. Przerwy
odnotowuje si¢ i zglasza odrgbnie, przy czym nie bierze si¢ ich pod uwage przy ustalaniu ogdlnej czestosci
wystepowania aberracji. Odsetek komérek, w ktérych odnotowano poliploidalnosé lub endoreduplikacje, zglasza
sig, jezeli zostang zaobserwowane.

Nalezy odnotowywac jednoczesne pomiary cytotoksycznosci w odniesieniu do wszystkich kultur poddanych
dzialaniu substancji chemicznej, kultur kontroli ujemnej i kultur kontroli dodatniej w ramach gléwnego doswiad-
czenia lub gléwnych doswiadczen aberracji.

Nalezy dostarczy¢ dane dotyczace poszczegdlnych kultur. Dodatkowo wszystkie dane nalezy podsumowaé
w postaci tabeli.

Kryteria dopuszczalno$ci
Dopuszczalno$¢ testu ocenia si¢ na podstawie nastgpujacych kryteriow:

— uznaje si¢, ze dopuszczalne jest wlgczenie danych dotyczacych jednoczesnej kontroli ujemnej do prowadzonej
przez laboratorium bazy danych historycznych dotyczacych kontroli ujemnej, jak opisano w pkt 39;

— jednoczesne kontrole dodatnie (zob. pkt 26) powinny wywolywaé reakcje zgodne z reakcjami odnotowanymi
w bazie danych historycznych dotyczacych kontroli dodatniej i wykazywal statystycznie istotny wzrost
w poréwnaniu z jednoczesna kontrolg ujemna;

— kryteria proliferacji komoérek w kontroli z rozpuszczalnikiem powinny zostaé spelnione (pkt 17 1 18);

— zbadano wszystkie warunki do§wiadczalne do momentu uzyskania w jednych z nich wynikéw dodatnich (zob.
pkt 28);

— mozna poddaé analizie wystarczajgca liczbe komorek i stezen (pkt 31 i 21);

— kryteria wyboru najwyzszego stezenia sa spéjne z kryteriami opisanymi w pkt 22, 23 i 24.

Ocena i interpretacja wynikow

O ile wszystkie kryteria dopuszczalnosci sa spelnione, uznaje sig, ze badana substancja chemiczna daje wynik
wyraznie dodatni, jezeli w dowolnych ze zbadanych warunkéw doswiadczalnych (zob. pkt 28):

a) co najmniej jedno z badanych stezen wykazuje statystycznie istotny wzrost w pordwnaniu z jednoczesng
kontrolg ujemna,

b) ocena przeprowadzona z zastosowaniem odpowiedniego testu tendencji pokazuje, Ze wzrost jest powigzany
z dawka,

¢) ktorykolwiek wynik znajduje si¢ poza rozkladem danych historycznych dotyczacych kontroli ujemnej (np. poza
granicami kontrolnymi wyznaczajacymi przedzial 95 % na podstawie rozktadu Poissona; zob. pkt 39).

W przypadku gdy wszystkie wspomniane kryteria sg spelnione, uznaje si¢, ze badana substancja chemiczna jest
w stanie wywola¢ aberracje chromosomowe w kulturze komoérek ssakéw w danym ukladzie badawczym. Zalecenia
dotyczace najodpowiedniejszych metod statystycznych mozna znalez¢ w literaturze (49) (50) (51).

O ile wszystkie kryteria dopuszczalnosci sa spelnione, uznaje si¢, ze badana substancja chemiczna daje wynik
wyraznie ujemny, jezeli we wszystkich zbadanych warunkach do$wiadczalnych (zob. pkt 28):

a) zadne z badanych stezefi nie wykazuje statystycznie istotnego wzrostu w poréwnaniu z jednoczesng kontrolg
ujemna,
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b) ocena przeprowadzona z zastosowaniem odpowiedniego testu tendencji pokazuje, ze wzrost nie jest powigzany
ze stezeniem,

¢) wszystkie wyniki mieszcza si¢ w rozkladzie danych historycznych dotyczacych kontroli ujemnej (np.
w granicach kontrolnych wyznaczajacych przedzial 95 % na podstawie rozktadu Poissona; zob. pkt 39).

Badana substancje chemiczng uznaje si¢ nastepnie za niezdolng do wywolania aberracji chromosomowych
w kulturze komérek ssakéw w danym ukladzie badawczym.

Weryfikacja wyraznie dodatniej lub ujemnej reakcji nie jest wymagana.

Jezeli reakcja nie jest ani wyraZnie ujemna, ani wyraznie dodatnia, jak opisano powyzej, oraz aby ulatwi ustalenie
biologicznego znaczenia wyniku, dane powinny zosta¢ ocenione na podstawie opinii eksperta lub wynikéw
dalszych badan. Przydatna moze by¢ ocena dodatkowych komoérek (w stosownych przypadkach) lub powtdrne
przeprowadzenie do$wiadczenia, potencjalnie z zastosowaniem zmienionych warunkéw do$wiadczalnych (np.
odstepow czasu miedzy stezeniami, innych warunkow aktywacji metabolicznej (tj. stezenie S9 lub pochodzenie S9)).

W rzadkich przypadkach nawet po przeprowadzeniu dalszych badan uzyskany zbiér danych uniemozliwi uznanie
wynikéw za dodatnie lub ujemne i w takiej sytuacji reakcja badanej substancji chemicznej zostanie uznana za
niejednoznaczna.

Wzrost liczby komoérek poliploidalnych moze $wiadczy¢ o tym, ze badane substancje chemiczne mogg potencjalnie
hamowa¢ procesy mitotyczne oraz indukowal aberracje liczby chromosoméw (52). Wzrost liczby komoérek
z endoreduplikowanymi chromosomami moze $wiadczy¢ o tym, ze badane substancje chemiczne moga
potencjalnie hamowaé przebieg cyklu komérkowego (53) (54) (zob. pkt 2). Dlatego tez czgsto$¢ wystepowania
komérek poliploidalnych i komérek z endoreduplikowanymi chromosomami nalezy odnotowywaé oddzielnie.

Sprawozdanie z badania

Sprawozdanie z badania powinno zawiera nastepujace informacje:

Badana substancja chemiczna:

— zrédlo, numer partii, data graniczna do uzytku, jezeli jest dostepna;

— stabilno$¢ badanej substancji chemicznej, jezeli jest znana;

— rozpuszczalno$¢ i stabilno$¢ badanej substancji chemicznej w rozpuszczalniku, jezeli sg znane;

— pomiar pH, osmolalnosci i osadu w podlozu, do ktérego dodano badang substancje chemiczna, w stosownych
przypadkach.

Substancja jednosktadnikowa:
— wyglad fizyczny, rozpuszczalno$é w wodzie i dodatkowe istotne wlasciwosci fizykochemiczne;

— dane identyfikacyjne substancji chemicznej, takie jak: nazwa IUPAC lub CAS, numer CAS, kod SMILES lub
InChl, wzér strukturalny, czysto$é, nazwa chemiczna zanieczyszczefi, w stosownych przypadkach i jesli jest to
praktycznie wykonalne, itp.

Substancja wielosktadnikowa, UVCB i mieszaniny:

— opisane w miare mozliwoici poprzez podanie nazwy systematycznej (zob. powyzej), okreslenie ilosci oraz
istotnych wlasciwosci fizykochemicznych sktadnikéw.

Rozpuszczalnik:
— uzasadnienie wyboru rozpuszczalnika,

— nalezy wskaza¢ réwniez zawarto$¢ procentowy rozpuszczalnika w koficowym podlozu.
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Komdrki:

— rodzaj i zrodlo komérek;

— cechy kariotypu oraz odpowiednio$¢ wykorzystywanych rodzajéw komoérek;
— nieobecnos$¢ mykoplazmy w przypadku linii komérkowych;

— w przypadku linii komérkowych — informacje na temat czasu trwania cyklu komérkowego, czasu podwojenia
lub wskaznika proliferacji;

— ple¢, wiek i wszelkie inne istotne informacje na temat dawcéw krwi, krew pelna lub oddzielone limfocyty,
wykorzystany mitogen;

— w przypadku linii komérkowych — liczba pasazy, o ile informacje na ten temat sg dostepne;
— w przypadku linii komérkowych — metody utrzymania kultur komérkowych;

— w przypadku linii komérkowych — modalna liczba chromosoméw.

Warunki badania:

— nazwa substancji chemicznej zatrzymujacej metafaze, jej stezenie oraz okres narazenia komoérek na dzialanie tej
substancji;

— stezenie badanej substancji chemicznej wyrazone jako stezenie koficowe w podlozu (np. pg lub mg/mL lub mM
podtoza);

— uzasadnienie wyboru stezen oraz liczby kultur, z uwzglednieniem np. danych dotyczacych cytotoksycznosci
oraz granic rozpuszczalnosci;

— sklad podloza, w stosownych przypadkach stezenie CO,, poziom wilgotnosci;

— stezenie (lub objeto$¢) rozpuszczalnika i badanej substancji chemicznej dodanych do podloza;
— temperatura inkubacji;

— czas inkubadji;

— czas poddawania dzialaniu substancji chemicznej;

— czas pobrania po podaniu substancji chemicznej;

— w stosownych przypadkach zageszczenie komoérek w czasie osadzania;

— typ oraz sklad ukladu metabolizujacego (Zrédlo frakeji S9, metoda przygotowania preparatu frakeji S9, stezenie
lub objetos¢ preparatu frakeji S9 i frakeji S9 w koficowym podlozu, kontrole jakosci frakeji S9);

— substancje chemiczne stuzace do kontroli dodatniej i ujemnej, stezenia koficowe w poszczegdlnych warunkach
poddawania dzialaniu substancji chemiczne;j;

— metody przygotowywania preparatOw oraz stosowane techniki barwienia;

— kryteria dopuszczalnosci metod oznaczania zawartosci;

— kryteria oceny aberracji;

— liczba przeanalizowanych metafaz;

— metody pomiaru cytotoksycznosci;

— wszelkie informacje uzupelniajace istotne w kontekscie cytotoksycznosci i stosowanej metody;
— kryteria uznawania wynikéw badan za dodatnie, ujemne lub niejednoznaczne;

— metody stosowane w celu ustalenia poziomu pH, osmolalnosci i strgcania.



28.4.2017 Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej L 112/33

Wyniki:

— liczba komorek poddanych dzialaniu substancji chemicznej i liczba komérek pobranych z kazdej kultury
w przypadku zastosowania linii komérkowych;

— wyniki pomiaru cytotoksycznosci, np. RPD, RICC, indeks mitotyczny, ewentualne inne obserwacje;

— w przypadku linii komérkowych — informacje na temat czasu trwania cyklu komérkowego, czasu podwojenia
lub wskaznika proliferacji;

— oznaki stracania i czas oznaczenia;
— definicja aberracji, w tym przerw;

— liczba ocenionych komérek, liczba komoérek z aberracjami chromosomowymi i rodzaj aberracji chromoso-
mowych podany osobno dla kazdej hodowli poddanej dzialaniu substancji chemicznej i dla kazdej hodowli
kontrolnej, z uwzglednieniem i z pominigciem przerw;

— zmiany ploidalnosci (podane osobno dla komoérek poliploidalnych i dla komérek z endoreduplikowanymi
chromosomami), jezeli zaobserwowano takie zmiany;

— w stosownych przypadkach zalezno$¢ stezenie-odpowiedz;
— dane dotyczace jednoczesnych kontroli ujemnych (rozpuszczalnik) i dodatnich (st¢zenia i rozpuszczalniki);

— dane historyczne dotyczgce kontroli ujemnej (z rozpuszczalnikiem) i dodatniej wraz z zakresami, $rednimi oraz
odchyleniami standardowymi oraz granice kontrolne wyznaczajace przedzial 95 % dla rozkladu, uwzgledniajac
ilo§¢ danych;

— analizy statystyczne, ewentualne p-warto$ci.
Oméwienie wynikow.

Whioski.
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