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B.69PRUFMETHODE UNTER VERWENDUNG VON REKONSTRUIERTEM MENSCHLICHEM HORNHAUTARTIGEM
EPITHEL (RhCE) ZUR ERMITTLUNG VON CHEMIKALIEN, BEI DENEN EINE EINSTUFUNG UND KENNZEICHNUNG ALS
AUGENREIZEND ODER SCHWER AUGENSCHADIGEND NICHT ERFORDERLICH ISTZ23

Die vollsténdige Beschreibung dieser Priifmethode wurde gestrichen.
Die gleichwertige internationale Prifmethode ist in Teil 0 Tabelle 2 aufgefuhrt.

Auzug aus: Verordnung (EU) 2019/1390 der Kommission vom 31. Juli 2019 zur Anderung - zwecks Anpassung an den
technischen Fortschritt - des Anhangs der Verordnung (EG) Nr. 440/2008 zur Festlegung von Priifmethoden gemanR der
Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 des Europaischen Parlaments und des Rates zur Registrierung, Bewertung, Zulassung und
Beschrankung chemischer Stoffe (REACH)

EINLEITUNG

1. Diese Priifmethode (PM) entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 492 (2017). Als schwere Augenschidigung werden nach
dem Global harmonisierten System (UN GHS) zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien der Vereinten
Nationen (1) und nach Verordnung (EG) Nr.1272/2008 des Europiischen Parlaments und des Rates vom 16. De-
zember 2008 iiber die Einstufung, Kennzeichnung und Verpackung von Stoffen und Gemischen (CLP-Verordnung) (*)
das Erzeugen von Gewebeschiden im Auge oder schwerwiegende Verschlechterungen des Sehvermogens nach Ap-
plikation eines Priifstoffes auf die Oberfliche des Auges bezeichnet, die innerhalb von 21 Tagen nach Applikation
nicht vollstindig reversibel sind. Ebenfalls nach dem UN GHS und der CLP-Verordnung bezeichnet Augenreizung das
Erzeugen von Veranderungen am Auge nach Applikation eines Priifstoffes auf die Oberfliche des Auges, die innerhalb
von 21 Tagen nach der Applikation vollstindig reversibel sind. Priifchemikalien, die schwere Augenschddigungen
auslosen, werden als UN-GHS-/CLP-Kategorie 1 eingestuft. Chemikalien die Augenreizungen hervorrufen, werden als
UN-GHS-/CLP-Kategorie 2 eingestuft. Priifchemikalien, die nicht als augenreizende oder schwer augenschidigende
Stoffe eingestuft werden, sind als Stoffe definiert, bei denen die Kriterien fiir eine Einstufung in die UN-GHS-/CLP-
Kategorien 1 oder 2 (2A oder 2B) nicht erfullt sind, d. h. sie werden als Stoffe der UN-GHS-/CLP-Kategorie Keine
Einstufung bezeichnet.

2. Zur Beurteilung von schweren Augenschidigungen bzw. Augenreizungen wurden bislang in der Regel Labortiere
verwendet (PM B.5 (2)). Die Auswahl der am besten geeigneten Priifmethode und die Anwendung dieser Priifmethode
sollten unter Beriicksichtigung des OECD-Leitliniendokuments iiber integrierte Priifungs- und Bewertungsansitze
(IATA = Integrated Approaches to Testing and Assessment) zur Untersuchung von schweren Augenschidigungen
und von Augenreizungen (39) erfolgen.

3. Die Priifmethode beschreibt ein In-vitro-Verfahren zur Ermittlung von Chemikalien (Stoffen und Gemischen), die
keine Einstufung und Kennzeichnung als augenreizend oder schwer augenschidigend nach dem UN GHS und der
CLP-Verordnung erfordern. Fiir diese Priifmethode wird rekonstruiertes menschliches hornhautartiges Epithel (RhCE)
verwendet, das die histologischen, morphologischen, biochemischen und physiologischen Eigenschaften des mensch-
lichen Hornhautepithels weitgehend widerspiegelt. Vier weitere In-vitro-Priifmethoden wurden validiert, als wissen-
schaftlich fundiert bewertet und als PM B.47 (3), B.48 (4), B.61 (5) und B.68 (6) zur Bewertung der Endpunkte fiir
schwere Augenschidigungen bzw. fiir Augenreizungen beim Menschen angenommen.

4. Bei dieser Priifmethode kommen zwei validierte im Handel erhltliche RhCE-Modelle zum Einsatz. Zur Beurteilung
von Augenreizungen | schweren Augenschddigungen anhand des EpiOcular™ Eye Irritation Test (EIT) und des
SkinEthic™ Human Corneal Epithelium (HCE) Eye Irritation Test (EIT) wurden Validierungsstudien durchgefiihrt
(7) (8) (9) (10) (11) (12) (13). Bei diesen Priifungen wurden jeweils im Handel erhaltliche RhCE-Gewebemodelle
als Priifsystem verwendet. Diese Priifungen werden im Folgenden die validierten Referenzmethoden (VRM 1 bzw.
VRM 2) genannt. Aufgrund dieser Validierungsstudien und nach dem unabhingigen Peer-Review dieser Studien (9)
(12) wurde festgestellt, dass Chemikalien (Stoffe und Gemische), die keine Einstufung und Kennzeichnung als augen-
reizend bzw. schwer augenschiddigend nach dem UN GHS erfordern, mit dem EpiOcular™ EIT und dem SkinEthic™
HCE EIT korrekt ermittelt werden. Daher wurden diese Priifungen fir diesen Zweck als wissenschaftlich fundiert
empfohlen (13).

5. Gegenwairtig herrscht allgemeiner Konsens dariiber, dass der In-vivo-Draize-Augentest in absehbarer Zukunft nicht in
vollem Umfang durch eine einzelne In-vitro-Priifmethode ersetzt werden kann (2) (14), die geeignet wire, das gesamte
Spektrum augenreizender bzw. schwer augenschidigender Reaktionen auf unterschiedliche Chemikalienklassen vor-
herzusagen. Unter Umstdnden ist es jedoch moglich, den Draize-Augentest durch strategische Kombinationen meh-
rerer alternativer Priifmethoden im Rahmen (gestufter) Priifstrategien (z. B. des Bottom-up- oder des Top-down-
Ansatzes) vollstindig zu ersetzen (15). Der Bottom-up-Ansatz (15) wird verwendet, wenn auf Basis der vorliegenden
Informationen davon auszugehen ist, dass eine Chemikalie Augenreizungen nicht in einem Umfang auslost, der eine
Einstufung erfordern wiirde. Umgekehrt wird der Top-down-Ansatz (15) verwendet, wenn nach den vorliegenden
Informationen davon auszugehen ist, dass eine Chemikalie schwere Augenschadigungen hervorruft. Der EpiOcular™
EIT und der SkinEthic™ HCE EIT werden empfohlen, um im Rahmen einer Priifstrategie (z. B. des von Scott u. a.
empfohlenen Bottom-up- oder Top-down-Ansatzes) etwa in einem ersten Schritt bei einem Bottom-up-Ansatz oder

(1) Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 des Europdischen Parlaments und des Rates vom 16. Dezember 2008 iiber die Einstufung, Kenn-
zeichnung und Verpackung von Stoffen und Gemischen, zur Anderung und Aufhebung der Richtlinien 67/548/EWG und
1999/45/EG und zur Anderung der Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 (ABL L 353 vom 31.12.2008, S. 1).
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in einem der letzten Schritte bei einem Top-down-Ansatz ohne weitere Priifung Chemikalien zu ermitteln, bei denen
eine Einstufung als augenreizend oder schwer augenschidigend nach dem UN GHS bzw. der CLP-Verordnung nicht
erforderlich ist (Keine Einstufung) (15). Zur Unterscheidung zwischen der UN-GHS-/CLP-Kategorie 1 (schwere Augen-
schidigung) und der UN-GHS-/CLP-Kategorie 2 (Augenreizung) sind der EpiOcular™ EIT und der SkinEthic™ HCE
EIT jedoch nicht vorgesehen. Diese Unterscheidung muss in einem weiteren Schritt einer Priifstrategie vorgenommen
werden (15). Eine Priifchemikalie, bei der die Durchfithrung des EpiOcular™ EIT oder SkinEthic™ HCE EIT zur
Einstufung als augenreizend oder schwer augenschidigend als erforderlich betrachtet wird, muss daher einer weiteren
Untersuchung (in vitro und/oder in vivo) unterzogen werden (z. B. durch die PM B.47, B.48, B.61 oder B.68), um zu
einem endgiiltigen Ergebnis (UN-GHS-/CLP-Kategorie Keine Einstufung, UN-GHS-/CLP-Kategorie 2 oder UN-GHS-
|CLP-Kategorie 1) zu gelangen.

6. Diese Priifmethode beschreibt das Verfahren zur Beurteilung des augengefihrdenden Potenzials einer Priifchemikalie
anhand ihrer mit der MTT-Priifung (16) (Nummer 21) gemessenen Fihigkeit, bei einem RhCE-Gewebemodell eine
zytotoxische Wirkung hervorzurufen. Die Viabilitit des RhCE-Gewebes nach Behandlung mit einer Priifchemikalie
wird im Vergleich zu Geweben ermittelt, die mit dem Negativkontrollstoff behandelt wurde (Viabilitit in %). Nach
dieser Viabilitit wird das Augengefahrdungspotenzial der Priifchemikalie angegeben.

7. Verfiigbare Leistungsstandards (17) erleichtern die Validierung neuer oder modifizierter In-vitro-Priiftungen unter
Verwendung von RhCE ahnlich dem EpiOcular™ EIT und dem SkinEthic™ HCE EIT nach den Grundsitzen von
OECD Guidance Document Nr. 34 (18) und ermdglichen eine frithzeitige Anderung der OECD TG 492 zur ent-
sprechenden Beriicksichtigung. Die gegenseitige Anerkennung der Daten gemdf dem OECD-Ubereinkommen wird
nur fir Priffungen garantiert, die gemafl diesen Leistungsnormen validiert wurden, sofern diese Priifungen von der
OECD iiberpriift und in die entsprechende Priifrichtlinie aufgenommen wurden.

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

8. Es gelten die Begriffsbestimmungen in Anlage 1.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND BEGRENZUNGEN

9. Diese Priifmethode beruht auf im Handel erhiltlichen dreidimensionalen RhCE-Gewebemodellen, die entweder mit
primdren humanen epidermalen Keratinozyten (d. h. EpiOcular™ OCL-200) oder mit humanen immortalisierten
Hornhaut-Epithelzellen (d. h. SkinEthic™ HCE/S) hergestellt wurden. Die RhCE-Gewebemodelle EpiOcular™ OCL-200
und SkinEthic™ HCE/S spiegeln das dreidimensionale In-vivo-Hornhaut-Epithelgewebe wider und werden aus Zellen
der zu untersuchenden Spezies hergestellt (19) (20). Mit den Priifungen werden die Zytotoxizitit infolge der Durch-
dringung der Hornhaut durch die Chemikalien und die Induzierung von Zell- und Gewebeschidden direkt gemessen.
Die gemessene zytotoxische Reaktion gibt dann Aufschluss iiber den Gesamtumfang der in vivo auftretenden Augen-
reizungen bzw. schweren Augenschidigungen. Zellschddigungen konnen aufgrund unterschiedlicher Wirkungsweisen
auftreten (Nummer 20). Der Zytotoxizitit kommt jedoch eine wichtige, wenn nicht gar die entscheidende, grund-
legende Bedeutung bei der Ermittlung des Gesamtumfangs der schweren Augenschiddigungen bzw. der Augenrei-
zungen aufgrund der Wirkung einer Chemikalie zu, die sich unabhingig von den den Gewebeschddigungen zugrunde
liegenden physikalisch-chemischen Prozessen in vivo in einer Hornhauttriibung, einer Iritis, einer Bindehautrotung
und/oder einem Bindehautodem (Chemose) dufert.

10. In der dieser Priiffmethode zugrunde liegenden Validierungsstudie wurden vielfaltige Chemikalien sowie zahlreiche
unterschiedliche Chemikalientypen, Chemikalienklassen, Molekulargewichte, log-P-Werte, chemische Strukturen usw.
beriicksichtigt. Die Validierungsdatenbank fiir den EpiOcular™ EIT enthielt insgesamt 113 Chemikalien, darunter 95
verschiedene organische Funktionsgruppen entsprechend einer Analyse mit der QSAR-Toolbox der OECD (8). Bei
diesen Chemikalien handelte es sich meist um einkomponentige Stoffe; in der Studie wurden aber auch mehrere
mehrkomponentige Stoffe beriicksichtigt (darunter 3 Homopolymere, 5 Copolymere und 10 Quasipolymere). Hin-
sichtlich des Aggregatzustands und der UN-GHS-/CLP-Kategorien verteilten sich die 113 Priifchemikalien wie folgt:
13 Flussigkeiten der Kategorie 1, 15 Feststoffe der Kategorie 1, 6 Fliissigkeiten der Kategorie 2A, 10 Feststoffe der
Kategorie 2A, 7 Fliissigkeiten der Kategorie 2B, 7 Feststoffe der Kategorie 2B, 27 Fliissigkeiten der Kategorie Keine
Einstufung und 28 Feststoffe der Kategorie Keine Einstufung (8). Die Validierungsdatenbank fiir den SkinEthic™ HCE
EIT enthielt insgesamt 200 Chemikalien, darunter 165 verschiedene organische Funktionsgruppen (8) (10) (11). Bei
diesen Chemikalien handelte es sich meist um einkomponentige Stoffe; in der Studie wurden aber auch mehrere
mehrkomponentige Stoffe beriicksichtigt (darunter 10 Polymere). Hinsichtlich des Aggregatzustands und der UN-
GHS-/CLP-Kategorien verteilten sich die 200 Priifchemikalien wie folgt: 27 Fliissigkeiten der Kategorie 1, 24 Feststoffe
der Kategorie 1, 19 Fliissigkeiten der Kategorie 2A, 10 Feststoffe der Kategorie 2A, 9 Fliissigkeiten der 2B, 8
Feststoffe der Kategorie 2B, 50 Fliissigkeiten der Kategorie Keine Einstufung und 53 Feststoffe der Kategorie Keine
Einstufung (10) (11).
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11. Diese Priifmethode ist bei Stoffen und Gemischen sowie bei Feststoffen, Fliissigkeiten, halbfesten Stoffen und Wach-
sen anwendbar. Fliissigkeiten konnen wissrig oder nicht wissrig sein, Feststoffe in Wasser 16slich oder unloslich.
Sofern moglich, sollten Feststoffe vor der Applikation zu Feinpulver gemahlen werden; eine weitere Behandlung der
Probe ist nicht notig. In den Validierungsstudien wurden keine Gase und Aerosole bewertet. Obwohl deren Priifung
mit der RhCE-Technologie prinzipiell vorstellbar ist, erlaubt die vorliegende Priifmethode das Untersuchen von Gasen
und Aerosolen nicht.

12. Priifchemikalien, die Licht im selben Spektrum absorbieren konnen wie MTT-Formazan (natiirlich oder nach einer
Behandlung), und Priifchemikalien, die in der Lage sind, den lebenswichtigen Farbstoff MTT zu reduzieren (zu MTT-
Formazan), konnen die Messungen der Gewebeviabilitit storen und erfordern die Verwendung geeigneter Kontrollen
zur Korrektur. Die Art der moglicherweise erforderlichen geeigneten Kontrollen hingt von der Art der durch die
Priifchemikalie ausgelosten Interferenzen und vom Verfahren zur Quantifizierung von MTT-Formazan ab (Nummern
36-42).

13. Die Ergebnisse von Vorvalidierungsstudien (21) (22) und von umfassenden Validierungsstudien (8) (10) (11) haben
gezeigt, dass sowohl der EpiOcular™ EIT als auch der SkinEthic™ HCE EIT auch in Labors durchgefiihrt werden
konnen, die noch nicht iiber Erfahrungen mit der Durchfithrung dieser Assays verfiigen, und dass die Ergebnisse
sowohl innerhalb der Labors als auch zwischen den Labors reproduzierbar sind. Diesen Studien zufolge liegt die zu
erwartende Reproduzierbarkeit hinsichtlich der Ubereinstimmung der Vorhersagen beim EpiOcular™ EIT mit Daten
zu 113 Chemikalien bei 95 % (innerhalb von Labors) bzw. 93 % (zwischen Labors). Die zu erwartende Reproduzier-
barkeit hinsichtlich der Ubereinstimmung der Vorhersagen beim SkinEthic™ HCE EIT mit Daten zu 120 Chemikalien
betrdgt 92 % (innerhalb von Labors) bzw. 95 % (zwischen Labors).

14. Der EpiOcular™ EIT kann auch zur Identifizierung von Chemikalien angewendet werden, die keine Einstufung als
augenreizend oder schwer augenschidigend gemif dem UN GHS und der CLP-Verordnung erfordern. Aufgrund der
in der Validierungsstudie ermittelten Daten (8) ergeben sich fiir den EpiOcular™ EIT eine Gesamtgenauigkeit von
80 % (bei 112 Chemikalien), eine Sensitivitit von 96 % (bei 57 Chemikalien), eine Falsch-negativ-Rate von 4 % (bei
57 Chemikalien), eine Spezifitit von 63 % (bei 55 Chemikalien) und eine Falsch-negativ-Rate von 37 % (bei 55
Chemikalien) im Vergleich zu den Daten des In-vivo-Kaninchenaugentests (PM B.5) (2) (14) bei Einstufung nach dem
UN GHS und der CLP-Verordnung. In einer Studie, in der 97 fliissige agrochemische Zubereitungen mit dem
EpiOcular™ EIT gepriift wurden, wurde fur diese Art von Gemischen eine dhnliche Leistungsfihigkeit der Priif-
methode festgestellt wie in der Validierungsstudie (23). Die 97 Zubereitungen verteilten sich wie folgt: 21 Kategorie
1, 19 Kategorie 2A, 14 Kategorie 2B und 43 Keine Einstufung bei Einstufung nach dem UN GHS bezogen auf
Referenzdaten des In-vivo-Kaninchenaugentests (PM B.5) (2) (14). Folgende Werte wurden ermittelt: Gesamtgenau-
igkeit 82 % (97 Zubereitungen), Sensitivitit 91 % (54 Zubereitungen), Falsch-negativ-Rate 9 % (54 Zubereitungen),
Spezifitit 72 % (43 Zubereitungen) und Falsch-positiv-Rate 28 % (43 Zubereitungen) (23).

15. Der SkinEthic™ HCE EIT kann auch zur Identifizierung von Chemikalien angewendet werden, die keine Einstufung
als augenreizend oder schwer augenschidigend gemdff dem UN GHS und der CLP-Verordnung erfordern. Aufgrund
der in der Validierungsstudie ermittelten Daten (10) (11) ergeben sich fur den SkinEthic™ HCE EIT eine Gesamt-
genauigkeit von 84 % (bei 200 Chemikalien), eine Sensitivitit von 95 % (bei 97 Chemikalien), eine Falsch-negativ-
Rate von 5 % (bei 97 Chemikalien), eine Spezifitit von 72 % (bei 103 Chemikalien) und eine Falsch-negativ-Rate von
28 % (bei 103 Chemikalien) im Vergleich zu den Daten des In-vivo-Kaninchenaugentests (PM B.5) (2) (14) bei
Einstufung nach dem UN GHS und der CLP-Verordnung.

16. Die mit beiden RhCE-Priifungen mit Stoffen oder Gemischen ermittelten Falsch-negativ-Raten liegen bei 12 % der
Gesamtwahrscheinlichkeit, dass Chemikalien im In-vivo-Draize-Augentest bei wiederholten Priifungen entweder als
UN-GHS-/CLP-Kategorie 2 oder als UN-GHS-/CLP-Kategorie Keine Einstufung ermittelt werden; dies ist auf die
pritffungsimmanente Variabilitit der Methode zuriickzufithren (24). Die mit beiden RhCE-Priifmethoden sowohl bei
Stoffen als auch bei Gemischen ermittelten Falsch-positiv-Raten sind bei dieser Priifmethode nicht kritisch, da alle
Priffchemikalien, fir die sich eine Gewebeviabilitit von kleiner oder gleich den festgelegten Grenzwerten ergibt
(Nummer 44), je nach den rechtlichen Anforderungen im Rahmen einer sequenziellen Priifstrategie nach einem
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evicdenzbasierten Ansatz weiteren In-vitro-Priffmethoden bzw. als letzte Moglichkeit Kaninchentests unterzogen
werden missen. Diese Priifmethoden konnen fiir alle Arten von Chemikalien eingesetzt werden, wobei ein Negati-
vergebnis als Indikator dafiir akzeptiert werden sollte, dass die betreffenden Chemikalien nicht als augenreizend oder
schwer augenschidigend einzustufen sind (UN-GHS-/CLP-Kategorie Keine Einstufung). Auflerdem sollten die zustin-
digen Regulierungsbehorden konsultiert werden, bevor die Kurzzeitpriifung mit dem EpiOcular™ EIT und dem
SkinEthic™ HCE EIT unter Beriicksichtigung einer anderen Klassifizierungsregelung als der des UN GHS bzw. der
CLP-Verordnung durchgefiihrt wird.

17. Eine Einschrinkung besteht bei dieser Priifmethode darin, dass nicht zwischen Augenreizungen | reversiblen Wir-
kungen am Auge (Kategorie 2) und schweren Augenschidigungen | irreversiblen Wirkungen am Auge (Kategorie 1)
im Sinne des UN GHS und der CLP-Verordnung und nicht zwischen einer augenreizenden Wirkung (optionale
Kategorie 2A) und einer schwach augenreizenden Wirkung (optionale Kategorie 2B) im Sinne des UN GHS unter-
schieden werden kann (1). Um diese Unterscheidungen vornehmen zu kénnen, miissen weitere Untersuchungen mit
anderen In-vitro-Priifmethoden vorgenommen werden.

18. Der Begriff ,Priifchemikalie“ bezeichnet bei dieser Priifmethode das, was gepriift wird, (%) und bezieht sich nicht auf
die Anwendbarkeit der RhCE-Priifmethode zur Priifung von Stoffen und/oder Gemischen.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

19. Die Priifchemikalie wird oberflichlich auf zwei dreidimensionale RhE-Modelle appliziert. Nach der Exposition und der
Inkubation im Anschluss an die Behandlung wird die Gewebeviabilitit gemessen. Die RhCE-Gewebe werden aus
primdren humanen epidermalen Keratinozyten oder humanen immortalisierten Hornhaut-Epithelzellen rekonstruiert,
die mehrere Tage bis zur Bildung eines geschichteten Plattenepithels mit ausgeprdgter Differenzierung kultiviert
wurden, das das menschliche Hornhaut-Epithel widerspiegelt. Das RhCE-Gewebemodell des EpiOcular™ EIT besteht
aus mindestens drei lebensfahigen Zellschichten mit nicht verhornter Oberfliche mit hornhautartiger Struktur ent-
sprechend der In-vivo-Struktur. Das RhCE-Gewebemodell des SkinEthic™ HCE EIT umfasst mindestens vier lebens-
fahige Zellschichten mit siulenartigen Basalzellen, Fliigelzellen (Ubergangszellen) und oberflichlichen Plattenepithel-
zellen dhnlich dem normalen menschlichen Hornhaut-Epithel (20) (26).

20. Chemisch induzierte Augenreizungen bzw. schwere Augenschiddigungen, die sich in vivo vorwiegend in einer Horn-
hauttriibung, Irititis, Bindehautrotung und/oder einem Bindehautodem (Chemose) dufSern, sind auf eine Kaskade von
Ereignissen zuriickzufithren, an deren Beginn das Eindringen der Chemikalien in die Hornhaut und/oder die Binde-
haut und die Schiadigung von Zellen stehen. Zellschiadigungen konnen aufgrund unterschiedlicher Wirkungsweisen
entstehen, darunter eine Lyse der Zellmembran (z. B. durch Tenside oder organische Losungsmittel), die Koagulation
von Makromolekiilen (insbesondere Proteinen) (z. B. durch Tenside, organische Losungsmittel, Laugen und Siuren),
die Verseifung von Lipiden (z. B. durch Laugen) und Alkylierungen oder sonstige kovalente Wechselwirkungen mit
Makromolekiilen (z. B. durch Bleichmittel, Peroxide und Alkylierungsmittel) (15) (27) (28). Allerdings wurde nicht
nachgewiesen, dass die Zytotoxizitit unabhingig von den der Gewebeschidigung zugrunde liegenden physikalisch-
chemischen Prozessen eine wichtige, wenn nicht die primére, ursichliche Rolle bei der Ermittlung der Gesamtreaktion
im Hinblick auf Augenreizungen bzw. schwere Augenschidigungen durch eine Chemikalie spielt (29) (30). Das
Potenzial einer Chemikalie, eine Augenreizung oder eine schwere Augenschidigung zu verursachen, hingt vom
Umfang der Ausgangsverletzung (31) ab, der mit dem Umfang, in dem Zellen absterben, (29) und mit dem Umfang
der anschlieBenden Reaktionen und der endgiiltigen Ergebnisse (32) korreliert. Leichte Reizungen betreffen daher
gewohnlich nur das oberflichliche Hornhaut-Epithel, geringe und mifSige Reizungen schidigen hauptsichlich das
Epithel und das oberflichliche Stroma, und schwere Reizungen fithren zu Schidigungen des Epithels, des tiefen
Stromas und gelegentlich des Hornhaut-Endothels (30) (33). Die Messung der Viabilitit des RhCE-Gewebemodells
nach der oberflichlichen Applikation einer Priifchemikalie zur Ermittlung von Chemikalien, bei denen eine Einstu-
fung als augenreizend oder schwer augenschidigend nicht erforderlich ist (UN-GHS-/CLP-Kategorie Keine Einstufung),
beruht auf der Annahme, dass alle Chemikalien, die Augenreizungen oder schwere Augenschddigungen verursachen,
im Hornhaut-Epithel und/oder in der Bindehaut eine zytotixische Wirkung induzieren.

(® Im Juni 2013 kam die Gemeinsame Tagung der OECD iiberein, dass der Begriff ,Priifchemikalie* zur Beschreibung des Priifgegen-
standes bei neuen und aktualisierten OCED-Priifrichtlinien einheitlicher verwendet werden solle.
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21. Die Viabilitit des RhCE-Gewebes wird gewohnlich anhand der durch die lebensfahigen Zellen des Gewebes bewirkten

22.

Enzymkonversion des Vitalfarbstoffs MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid, Thiazolyl-
Blau-Tetrazoliumbromid; CAS-Nummer 298-93-1] zu einem blauen MTT-Formazan-Salz gemessen, das nach seiner
Extraktion aus Geweben quantifiziert wird (16). Chemikalien, bei denen eine Einstufung und Kennzeichnung nach
dem UN GHS bzw. der CLP-Verordnung nicht erforderlich ist (Kategorie Keine Einstufung), sind die Chemikalien, bei
denen die Viabilitit des Gewebes eine festgelegte Grenze nicht unterschreitet (d. h. Gewebeviabilitdt > 60 % beim
EpiOcular™ EIT und beim SkinEthic™ HCE EITL () und > 50 % beim SkinEthic™ HCE EITS (%)) (Nummer 44).

NACHWEIS DER LEISTUNGSFAHIGKEIT

Vor der routinemifligen Durchfithrung von RhCE-Priifungen fiir rechtliche Zwecke sollten Labors die erforderliche
technische Befihigung durch eine ordnungsgemife Einstufung der 15 in Tabelle 1 genannten Chemikalien nach-
weisen. Diese Chemikalien wurden unter den in den Validierungsstudien der VRM verwendeten Chemikalien aus-
gewdhlt (8) (10) (11). Die Auswahl beinhaltet nach Moglichkeit Chemikalien, die (i) verschiedene Aggregatzustinde
abdecken, (i) das gesamte Spektrum an in vivo auftretenden Augenreizungen bzw. schweren Augenschiddigungen
nach hochwertigen Ergebnissen des In-vivo-Kaninchenaugen-Referenztests (PM B.5) (2) (14) sowie nach dem UN GHS
(d. h. Kategorien 1, 2A, 2B und Keine Einstufung) (1) und nach der CLP-Verordnung (d. h. Kategorien 1 oder 2 bzw.
Keine Einstufung) abdecken, (iii) die verschiedenen In-vivo-Einstufungsparameter abdecken (24) (25), (iv) reprasentativ
fur die in der Validierungsstudie verwendeten Chemikalienklassen sind (8) (10) (11), (v) organische Funktionsgruppen
gut und umfassend reprasentieren (8) (10) (11), (vi) gut definierte chemische Strukturen aufweisen (8) (10) (11), (vii)
farbig und/oder direkte MTT-Reduktionsmittel sind, (viii) bei der Validierung zu reproduzierbaren Ergebnissen gefiihrt
haben, (ix) mit RhCE-Prifmethoden in den jeweiligen Validierungsstudien korrekt vorhergesagt wurden, (x) das
gesamte Spektrum an In-vitro-Reaktionen abdecken, das mit hochwertigen RhCE-Priifmethoden ermittelt wurde
(Viabilitat 0-100 %), (xi) im Handel erhiltlich sind und (xii) nicht mit untragbar hohen Beschaffungs- und/oder
Entsorgungskosten verbunden sind. Wenn eine genannte Chemikalie nicht erhéltlich ist oder aus sonstigen berech-
tigten Griinden nicht verwendet werden kann, kann eine andere Chemikalie eingesetzt werden, die die oben be-
schriebenen Anforderungen erfiillt (z. B. eine bei der Validierung der VRM verwendete Chemikalie). Solche Abwei-
chungen sollten nur in gerechtfertigten Fillen vorkommen.

Tabelle 1

Liste der Leistungschemikalien

Chemische Bezeich- Organische Funktions- | Aggregat- | Viabilitit VRM WL Vorhersage MTTRe- | g rin-
nun CAS-Nr. ruppe (1) zustand 1 (%) O VRM 2 VRM Gilifton || ©
: S : ) 0 mittel -
In-vivo-Kategorie 1 (*)
Methylmercapto- 2365-48-2 Carbonsdureester, L 10,9+ 6,4 | 55%7,4 | Keine Vor- | J (stark) N
acetat (Methylthio- Thioalkohol hersage
glykolat) moglich
Hydroxyethylacry- 818-61-1 Acrylat,Alkohol L 7,5+4,7(C) | 1,6+1,0 | Keine Vor- N N
lat hersage
moglich
2,5-Dimethyl-2,5- 110-03-2 Alkohol S 2,3+0,2 0,2+0,1 Keine Vor- N N
hexanediol hersage
moglich
Natriumoxalat 62-76-0 Oxocarbonsiure S 290+1,2 | 53+4]1 | Keine Vor- N N
hersage
moglich
In-vivo-Kategorie 2A (*)
2,4,11,13-Tetraa- 18472-51-0 | Aromatisches hetero- IL 40+1,1 1,3+0,6 | Keine Vor- N ]
zatetradecan-dii- zyklisches Halogenid, hersage (schwa-
midamid, N,N’- Aryl-Halogenid, Dihy- moglich ch)
Bis(4-Chlorphe- droxyl-Gruppe, Gua-
nyl)-3,12-diimino- nidin
, di-D-gluconat
(20 %, wissrig) (°)

(}) EITL: SkinEthic™ HCE EIT bei Fliissigkeiten.
(*) EITS: SkinEthic™ HCE EIT bei Feststoffen.
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Chemische Bezeich- Organische Funktions- | Aggregat- | Viabilitit VRM WL Vorhersage MITRe- | b hin-
CAS-Nr. VRM 2 duktions-
nung gruppe (') zustand 1 (%) ® % ) VRM mittel terf.
Natriumbenzoat 532-32-1 Aryl, Carboxylsiure S 3,526 0,6 £0,1 Keine Vor- N N
hersage
moglich
In-vivo-Kategorie 2B (*)
Diethyltoluamid 134-62-3 Benzamid L 15,6 + 6,3 2,8 £0,9 | Keine Vor- N N
hersage
moglich
2,2-Dimethyl-3- 79-92-5 Alkan, verzweigt mit S 4,7 £1,5 15,8+ 1,1 | Keine Vor- N N
methylenbicy- tertidgrem Kohlenstoff; hersage
clo[2.2.1]-heptan; Alken; Bicycloheptan; moglich
Kohlenstoffzyklen mit
Briickenbindung; Cy-
cloalkan
In Vivo Keine Einstufung ()
1-Ethyl-3-methyli- | 342573-75-5 | Alkoxy, Ammonium- L 799+6,4 | 79,4 +6,2 | Keine Einst. N N
midazoliumethyl- salz, Aryl; Imidazol,
sulfat Sulfat
Dicaprylylether 629-82-3 Alkoxy, Ether L 97,8+4,3 | 952+ 3,0 | Keine Einst. N N
Piperonylbutoxid 51-03-6 Alkoxy, Benzodioxol, L 104,2 £ 4,2 | 96,5 £ 3,5 | Keine Einst. N N
Benzyl, Ether
Polyethylenglycol 61788-85-0 | Acylal, Alkohol, Allyl, | Viskose | 77,6 £5,4 | 89,1 2,9 | Keine Einst. N N
(PEG-40) hydrier- Ether Fliissig-
tes Rizinusol keit
1-(4-Chlorphenyl)- 101-20-2 Aromatisches hetero- S 106,7 £5,3 | 101,9+ | Keine Einst. N N
3-(3,4-dichlorphe- zyklisches Halogenid, 6,6
nyl)-harnstoff Aryl-Halogenid,
Harnstoffderivate
2,2'-Methylen-bis- | 103597-45-1 | Alkan verzweigt mit S 102,7 = 97,7 + 5,6 | Keine Einst. N N
(6-(2H-benzotria- quartdrem Kohlen- 13,4
z0l-2-yl)-4- stoff, kondensierte
(1,1,3,3-tetrame- carbocyclische aroma-
thylbutyl)phenol) tische Verbindungen,
kondensierte gesit-
tigte Heterocyclen,
Vorlauferchemikalien
quinoider Verbindun-
gen, tert-Butyl
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Chemische Bezeich- Organische Funktions- | Aggregat- | Viabilitit VRM WL Vorhersage MITRe- | b hin-
CAS-Nr. VRM 2 duktions-
nung gruppe (') zustand 1 (%) ® % ) VRM mittel terf.
Kaliumtetrafluoro- | 14075-53-7 | Anorganische Salze S 88,6 £33 | 92,9 +5,1 | Keine Einst. N N
borat
Abkiirzungen:

CASRN = Registernummern des Chemical Abstracts Service.; UN GHS = United Nations Globally Harmonized System of Classification and Labelling of
Chemicals (1); VRM 1 = validierte Referenzmethode, EpiOcular™ EIT; VRM 2 = validierte Referenzmethode, SkinEthic™ HCE EIT; Farbinterf. =
Farbinterferenz mit der Standardabsorption (optische Dichte (OD)) Messung von MTT-Formazan.

(") Organische Funktionsgruppe, zugewiesen aufgrund einer Nested Analysis der OECD Toolbox 3.1 (8).

(3) Nach den Ergebnissen eines EpiOcular™ EIT in der EURL ECVAM]/Cosmetics Europe Eye Irritation Validation Study (EIVS) (8).

(%) Nach den Ergebnissen des SkinEthic™ HCE EIT in der Validierungsstudie (10) (11).

(%) Nach den Ergebnissen des In-vivo-Kaninchenaugentests (PM B.5/OECD TG 405) (2) (14) unter Beriicksichtigung des UN GHS.

(°) Nach den Ergebnissen der Studie des CEFIC CONsortium for in vitro Eye Irritation testing strategy (CONA4EI).

(%) Die Einstufung in die Kategorie 2A oder 2B ist von der Auswertung der Kriterien des UN-GHS zur Unterscheidung zwischen diesen beiden
Kategorien abhingig, d. h. firr eine Einstufung in die Kategorie 2A miissen an 1 von 3 gegeniiber 2 von 3 Tieren Wirkungen an Tag 7 beobachtet
werden. Die In-vivo-Studie umfasste drei Tiere. Alle Endpunkte mit Ausnahme einer Hornhauttriibung bei einem Tier, gingen bis Tag 7 oder frither
auf einen Wert von null zuriick. Das eine Tier, das sich bis Tag 7 nicht vollstindig regeneriert hatte, wies (an Tag 7) einen Hornhauttriibungswert
von 1 auf, der an Tag 9 ganz zuriickgegangen war.

PRUFVERFAHREN

23. Im Rahmen des Nachweises der Leistungsfahigkeit sollten die Benutzer die vom Hersteller des RhCE-Gewebemodells
spezifizierten Barriereeigenschaften der Gewebe nach Erhalt tiberpriffen (Nummern 25, 27 und 30). Dies ist be-
sonders dann wichtig, wenn die Gewebe iiber grofe Entfernungen/Zeitrdume transportiert werden. Sobald eine
Priifung erfolgreich etabliert und ihre Leistungsfihigkeit festgestellt und nachgewiesen wurde, ist diese Uberpriifung
nicht mehr routinemifig erforderlich. Allerdings empfiehlt es sich auch bei routinemifig durchgefithrten Priifungen,
die Barriereeigenschaften in regelmafligen Abstinden zu kontrollieren.

24. Gegenwairtig entsprechen der EpiOcular™ EIT und der SkinEthic™ HCE EIT als wissenschaftlich fundierte Priifungen
dieser Priifmethode (9) (12) (13); diese Priifungen werden auch als validierte Referenzmethoden (VRM 1 bzw. VRM 2)
bezeichnet. Fiir die RhCE-Priifmethoden liegen Standardarbeitsanweisungen vor, die bei der Umsetzung und Ver-
wendung dieser Priifmethoden im Labor angewendet werden sollten (34) (35). In den folgenden Abschnitten sowie in
Anlage 2 werden die wesentlichen Elemente und Verfahren der RhCE-Priifungen beschrieben.

ELEMENTE DER RHCE-PRUFMETHODE
Allgemeine Bedingungen

25. Zur Rekonstruktion des aus progressiv geschichteten, aber nicht verhornten Zellen bestehenden dreidimensionalen
hornhautartigen Epithelgewebes sind die betreffenden menschlichen Zellen zu verwenden. Das RhCE-Gewebemodell
wird in Einsdtzen mit einer porosen synthetischen Membran konstruiert, durch die Nahrstoffe in die Zellen gelangen
konnen. Das rekonstruierte hornhautartige Epithel sollte mehrere Schichten lebensfahiger nicht verhornter Epithel-
zellen enthalten. Beim RhCE-Gewebemodell sollte die Epitheloberfliche unmittelbar mit der Luft in Berithrung
kommen, damit eine oberflichliche Exposition gegeniiber den Priifchemikalien dhnlich wie in vivo beim natiirlichen
Hornhaut-Epithel erfolgen kann. Das RhCE-Gewebemodell sollte eine funktionsfahige Barriere bilden, die so robust
ist, dass sie eine rasche Durchdringung zytotoxischer Referenzstoffe (z. B. Triton X-100 oder Natriumdodecylsulfat
(SDS)) verhindert. Die Barrierefunktion sollte nachgewiesen werden. Zur Beurteilung der Barrierewirkung kann
entweder die Expositionszeit, bei der nach Applikation eines Referenzstoffs in einer bestimmten festgelegten Kon-
zentration (z. B. 100 pl 0,3 % (v/v) Triton X-100) die Viabilitit eines Gewebes um 50 % reduziert wird (ETs5q), oder
die Konzentration bestimmt werden, bei der ein Referenzstoff nach einer bestimmten Expositionszeit (z. B. nach 30-
miniitiger Behandlung mit 50 pl SDS) die Viabilitit der Gewebe um 50 % reduziert (IC5;) (Nummer 30). Die
Riickhalteeigenschaften des RhCE-Gewebemodells miissen ausschlieSen, dass die Priifchemikalie rund um die Horn-
schicht in lebensfihiges Gewebe eindringt und die Modellierung der Hornhautexposition beeintrichtigt. Die zur
Herstellung des RhCE-Gewebemodells verwendeten menschlichen Zellen miissen frei von Verunreinigungen durch
Bakterien, Viren, Mycoplasma und Pilze sein. Der Hersteller priift die Sterilitit des Gewebemodells und stellt sicher,
dass das Modell nicht durch Pilze oder Bakterien verunreinigt ist.

Funktionale Bedingungen
Viabilitdt

26. Die Grofenordnung der Viabilitit der Gewebe wird mit der MTT-Priifung bestimmt (16). Die lebensfihigen Zellen
des RhCE-Gewebemodells reduzieren den lebenswichtigen Farbstoff MTT zu einem blauen MTT-Formazan-Nieder-
schlag, der dann mit Isopropanol (oder einem &hnlichen Losungsmittel) aus dem Gewebe extrahiert wird. Das
extrahierte MTT-Formazan kann durch eine Standard-(OD)-Absorptionsmessung oder mit einem HPLC/UPLC-Spek-
trometrieverfahren (OD = optische Dichte) (36) quantifiziert werden. Die optische Dichte (OD) des reinen Extrak-
tionslosungsmittels sollte ausreichend gering sein, d. h. OD < 0,1. Das RhCE-Gewebemodell sollte sicherstellen, dass
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jede Charge des verwendeten RhCE-Gewebemodells die vorgegebenen Kriterien fiir die Negativkontrolle erfiillt. Die
Akzeptanzspannen der OD-Werte der Negativkontrolle fiir die VRM sind Tabelle 2 zu entnehmen. Bei Durchfithrung
einer HPLC/UPLC-Spektrophotometrie sollten die in Tabelle 2 genannten OD-Spannen der Negativkontrolle als
Akzeptanzkriterium fiir die Negativkontrolle angenommen werden. Im Priifbericht sollte dokumentiert werden,
dass die mit dem Negativkontrollstoff behandelten Gewebe iiber den gesamten Expositionszeitraum stabil bleiben
(bzw. dass eine vergleichbare Gewebeviabilitdt gemessen wird). Entsprechend verfihrt der Hersteller des Gewebes im
Rahmen der Qualititskontrolle zur Freigabe der Gewebecharge. Dabei konnen allerdings andere als die in Tabelle 2
genannten Akzeptanzkriterien mafigeblich sein. Der Entwickler/Hersteller des RhCE-Gewebemodells sollte eine Ak-
zeptanzspanne (oberer und unterer Grenzwert) fur die OD-Werte der Negativkontrolle (unter den Bedingungen bei
der Qualititskontrolle der Priifmethode) festlegen.

Tabelle 2
Akzeptanzspannen fiir OD-Werte der Negativkontrolle zur Kontrolle der Chargenqualitit (fiir die Anwender
der Priifung)
Priifung Untere Akzeptanzgrenze Obere Akzeptanzgrenze

EpiOcular™ EIT (OCL-200) — VRM 1 (Pro- >0,8 () <25

tokolle fur Flussigkeiten und fiir Feststoffe)

SkinEthic™ HCE EIT (HCE/S) — VRM 2 (Pro- >1,0 <25

tokolle fur Flussigkeiten und fiir Feststoffe)

(!) Diese Akzeptanzgrenze tragt der Moglichkeit lingerer Versand- oder Lagerzeiten (z. B. > 4 Tage) Rechnung, die nachweislich
keine Auswirkungen auf die Leistungsfahigkeit der Priifmethode haben (37).

Barrierefunktion

27. Das RhCE-Gewebemodell sollte so dick und robust sein, dass es ein rasches Eindringen der zytotoxischen Referenz-
stoffe verhindert; als Mafstab sind die Werte z. B. fiir ET5, (Triton X-100) oder ICs, (SDS) (Tabelle 3) anzunehmen.
Die Barrierefunktion der einzelnen Chargen des verwendeten RhCE-Gewebemodells sollte nach der Lieferung
der Gewebe an den Endverwender vom Entwickler/Hersteller des RhCE-Gewebemodells nachgewiesen werden (Num-
mer 30).

Morphologie

28. Anhand einer histologischen Untersuchung des RhCE-Gewebemodells sollte die Ahnlichkeit des Epithelgewebes mit
der menschlichen Hornhaut (bei mindestens 3 Schichten lebensfahiger Epithelzellen und nicht verhornter Oberfliche)
nachgewiesen werden. Fiir die VRM hat der Entwickler/Hersteller eine geeignete Morphologie nachgewiesen. Daher
brauchen die Anwender der Priffmethode diesen Nachweis nicht fir jede einzelne verwendete Gewebecharge neu zu
fithren.

Reproduzierbarkeit

29. Die Ergebnisse der Positivkontrolle und der Negativkontrollen der Priifmethode sollen die Reproduzierbarkeit iiber
langere Zeit belegen.

Qualitdtskontrolle (QK)

30. Das RhCE-Gewebemodell sollte nur dann verwendet werden, wenn der Entwickler/Hersteller nachweist, dass jede
Charge des verwendeten RhCE-Gewebemodells bestimmten Freigabekriterien geniigt, von denen die Kriterien der
Viabilitat (Nummer 26) und der Barrierefunktion (Nummer 27) die wichtigsten sind. Der Entwickler/Hersteller des
RhCE-Gewebemodells legt eine Akzeptanzspanne (oberer und unterer Grenzwert) fiir die Barrierefunktionen anhand
der Werte fiir ET5, oder IC5q (Nummern 25 und 26) fest. Die vom Entwickler/Hersteller der RhCE-Gewebemodelle
bei der Qualitdtskontrolle fiir die Freigabe einer Charge angenommenen (und fiir die VRM verwendeten) Akzeptanz-
spannen fiir ET5, und ICs; sind Tabelle 3 zu entnehmen. Der Entwickler/Hersteller des RhCE-Gewebemodells stellt
den Anwendern der Priifmethode Daten zur Verfiigung, die die Erfilllung simtlicher Freigabekriterien belegen, damit
die Anwender die betreffenden Informationen im Priifbericht beriicksichtigen konnen. Fiir die zuverldssige Vorher-
sage, dass Chemikalien eine Einstufung und Kennzeichnung im Hinblick auf eine augenreizende oder schwer augen-
schiddigende Wirkung nach dem UN GHS bzw. der CLP-Verordnung nicht erfordern, konnen ausschlieSlich Ergeb-
nisse akzeptiert werden, die mit Geweben ermittelt wurden, die diese Freigabekriterien vollstindig erfiillen.
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Tabelle 3
Chargenfreigabekriterien im Rahmen der Qualititskontrolle

Priifung Untere Akzeptanzgrenze Obere Akzeptanzgrenze

EpiOcular™ EIT (OCL-200) — VRM 1 (100 pl ETsy = 12,2 min ETsy = 37,5 min
0,3 % (v[v) Triton X-100)

SkinEthic™ HCE EIT (HCE[S) — VRM 2 (30- ICso = 1 mg/ml ICso = 3,2 mg/ml
miniitige Behandlung mit 50 pl SDS)

Applikation der Priifchemikalie und der Kontrollstoffe

31. Fir jede Priifchemikalie und fur jeden Priifstoff sollten bei jedem Priiflauf mindestens zwei Gewebereplikate ver-
wendet werden. Zwei unterschiedliche Behandlungsprotokolle werden verwendet (jeweils eines fiir fliissige und eines
fiir feste Priifchemikalien) (34) (35). Bei beiden Methoden und Protokollen ist die Oberfliche des Gewebemodells vor
der Applikation von Priifchemikalien mit calcium- und magnesiumfreiem Dulbecco-Phosphatpuffer (Ca*/Mg?*-
freiem DPBS) zu befeuchten, um eine Feuchtigkeit dhnlich wie am menschlichen Auge herzustellen. Die Behandlung
der Gewebe beginnt mit der Exposition gegeniiber den Priifchemikalien und den Kontrollstoffen. Nach den beiden
Behandlungsprotokollen der beiden VRM sind die Priifchemikalien und Kontrollstoffe so ausreichend aufzutragen,
dass die gesamte Epitheloberfliche gleichmifig bedeckt, eine unklare Dosierung jedoch vermieden wird (Nummern
32 und 33) (Anlage 2).

32. Priifchemikalien, die bei hochstens 37 °C pipettiert werden kénnen (erforderlichenfalls mit einer Direktverdranger-
Pipette), werden in den VRM als Hliissigkeiten behandelt; ansonsten sind die Priifchemikalien als Feststoffe zu
betrachten (Nummer 33). Bei den VRM wird die fliissige Priffchemikalie gleichmifig auf die Gewebeoberfliche
aufgetragen (mindestens 60 ul/cm?) (siehe Anlage 2, (33) (34)). Kapillareffekte (Wirkungen der Oberflichenspan-
nung), die aufgrund der geringen Volumina der in den Einsatz (auf die Gewebeoberfliche) aufgetragenen Chemikalien
auftreten konnten, sollten maoglichst vermieden werden, um eine korrekte Dosierung bei der Behandlung des Gewe-
bes sicherzustellen. Mit fliissigen Priifchemikalien behandelte Gewebe werden 30 Minuten bei Standard-Kulturbedin-
gungen (37 £2°C, 5+1% CO,, =95% relative Luftfeuchtigkeit) inkubiert. Am Ende des Expositionszeitraums
werden die fliissige Priifchemikalie und die Kontrollstoffe unter griindlichem Waschen mit Ca2*/Mg?*-freiem DPBS
bei Raumtemperatur vorsichtig von der Gewebeoberfliche entfernt. Nach der Behandlung und nach dem Waschen
erfolgt eine Immersion des Gewebes bei Raumtemperatur fiir einen bestimmten, je nach VRM unterschiedlichen
Zeitraum in ein frisches Medium, um im Gewebe absorbierte Riickstinde der Priifchemikalien zu entfernen. Nur bei
VRM 1 werden die Zellen nach der Exposition und vor der Durchfithrung der MTT-Priifung in einem frischen
Medium bei Standard-Kulturbedingungen inkubiert (siche Anlage 2, (34) (35)).

33. Priifchemikalien, die bei Temperaturen bis zu 37 °C nicht pipettiert werden konnen, werden in den VRM als Fest-
stoffe behandelt. Die Priifchemikalie sollte in ausreichender Menge aufgetragen werden, um die gesamte Oberfliche
des Gewebes zu bedecken (d. h. mindestens 60 mg/cm? (Anlage 2)). Feststoffe sollten nach Moglichkeit als Feinpulver
gepriift werden. Mit festen Priifchemikalien behandelte Gewebe werden iiber einen festgelegten Zeitraum (je nach
VRM) bei Standard-Kulturbedingungen inkubiert (sieche Anlage 2, (34) (35)). Am Ende des Expositionszeitraums
werden die feste Priifchemikalie und die Kontrollstoffe unter griindlichem Waschen mit Ca?*/Mg2*-freiem DPBS
bei Raumtemperatur vorsichtig von der Gewebeoberfliche entfernt. Nach der Behandlung und nach dem Waschen
erfolgt eine Immersion des Gewebes bei Raumtemperatur fiir einen bestimmten, je nach VRM unterschiedlichen,
Zeitraum in ein frisches Medium, um im Gewebe absorbierte Riickstinde der Priifchemikalien zu entfernen. Nach der
Exposition und vor der Durchfithrung der MTT-Priffung werden die Zellen in frischem Medium bei Standard-
Kulturbedingungen inkubiert (siche Anlage 2, (34) (35)).
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34. Bei jedem Priiflauf sind gleichzeitige Negativ- und Positivkontrollen zu beriicksichtigen, um nachzuweisen, dass die
Werte fur die Viabilitit (mit der Negativkontrolle ermittelt) und die Sensitivitit (mit der Positivkontrolle ermittelt) der
Gewebe innerhalb der anhand historischer Daten festgelegten Akzeptanzspannen liegen. Die gleichzeitige Negativ-
kontrolle dient auch als Referenzwert (Gewebeviabilitit 100 %) zur Berechnung der relativen Viabilitdt der mit der
Priifchemikalie behandelten Gewebe (% Viabilitatpf,,o). Der fiir die VRM empfohlene Positivkontrollstoff ist reines
Methylacetat (CAS-Nr. 79-20-9, im Handel erhiltlich beispielsweise von Sigma-Aldrich, Bestellnr. 45997, fliissig). Als
Negativkontrollstoffe fiir VRM 1 und VRM 2 werden ultrareines H,O bzw. Ca?*/Mg?*-freier DPBS empfohlen. Diese
Kontrollstoffe wurden in den Studien zur Validierung der VRM verwendet und fiir diese Kontrollstoffe liegen die
umfangreichsten historischen Daten vor. Die Verwendung geeigneter alternativer Positiv- oder Negativkontrollstoffe
sollte wissenschaftlich begriindet und angemessen gerechtfertigt sein. Negativ- und Positivkontrollen sollten mit
denselben Protokollen wie die im jeweiligen Priiflauf (d. h. fiir Fliissigkeiten undfoder Feststoffe) verwendeten Priif-
chemikalien gepriift werden. Vor der Durchfithrung der MTT-Prifung (Nummer 35) ist hinsichtlich der Exposition
und ggf. der Immersion nach der Behandlung das Protokoll so einzuhalten, wie fir die gleichzeitig durchgefiihrten
Kontrollen bei fliissigen Priifchemikalien (Nummer 32) bzw. bei festen Priifchemikalien (Nummer 33) beschrieben
(34) (35). Eine einzelne Gruppe von Negativ- und Positivkontrollen ist fiir alle in einem Priiflauf beriicksichtigten
Priifchemikalien jeweils eines Aggregatzustands (fliissig oder fest) ausreichend.

Messungen der Gewebeviabilitit

35. Die MTT-Priifung ist eine standardisierte quantitative Methode (16), die zur Messung der Gewebeviabilitit nach dieser
Priifmethode angewandt werden sollte. Sie ist zur Anwendung in einem dreidimensionalen Gewebemodell geeignet.
Die MTT-Priifung wird unmittelbar im Anschluss an die Inkubation nach der Behandlung durchgefiihrt. Bei den VRM
wird die Probe des RhCE-Gewebemodells 180 £ 15 Minuten bei Standard-Kulturbedingungen in 0,3 ml MTT-Losung
(1 mg/ml) gegeben. Der Vitalfarbstoff MTT wird durch die lebensfihigen Zellen des RhCE-Gewebemodells zu einem
blauen MTT-Formazan-Niederschlag reduziert. Der blaue MTT-Formazan-Niederschlag wird dann mit einer geeigneten
Menge Isopropanol (oder einem dhnlichen Losungsmittel) aus dem Gewebe extrahiert (34) (35). Mit fliissigen Priif-
chemikalien gepriifte Gewebe sind sowohl oben als auch unten aus dem Gewebe zu extrahieren. Mit festen Priif-
chemikalien und mit gefirbten Fliissigkeiten gepriifte Gewebe dagegen sind ausschlieflich aus dem unteren Bereich
zu extrahieren (um die Gefahr einer Verunreinigung der Isoropanol-Extraktionslosung durch moglicherweise im
Gewebe verbliebene Priffchemikalien zu minimieren). Bei Geweben, die mit fliissigen Priifchemikalien gepriift wurden,
die nicht ohne Weiteres auswaschbar sind, muss die Extraktion unter Umstinden ebenfalls ausschlieflich aus dem
unteren Bereich des Gewebes erfolgen. Die gleichzeitig gepriiften Negativ- und Positivkontrollstoffe sind wie die
gepriifte Chemikalie zu behandeln. Das extrahierte MTT-Formazan kann entweder durch eine Standardabsorptions-
(OD-)Messung bei 570 nm innerhalb einer Filter-Bandbreite von maximal * 30 nm oder mit einem HPLC/UPLC-
Spektrophotometrieverfahren gemessen werden (Nummer 42) (11) (36).

36. Die optischen Eigenschaften der Priifchemikalie bzw. ihre chemische Wirkung auf das MTT kénnen die MTT-
Formazan-Messung beeintrichtigen und dazu fithren, dass die Gewebeviabilitdt falsch eingeschétzt wird. Priifche-
mikalien konnen die MTT-Formazan-Messung durch direkte Reduzierung des MTT zu blauem MTT-Formazan und/
oder durch Farbinterferenzen storen, wenn die Priifchemikalie an sich oder infolge von Behandlungsverfahren in
demselben OD-Bereich wie das MTT-Formazan (570 nm) absorbiert. Vor der eigentlichen Priifung sind Vorpriifungen
durchzufithren, um direkt wirkende potenzielle MTT-Reduziermittel und/oder Chemikalien zu ermitteln, die Farbin-
terferenzen verursachen konnen. Auerdem sollten weitere Kontrollen verwendet werden, um potenzielle Interferen-
zen aufgrund dieser Priifchemikalien erkennen und korrigieren zu kénnen (Nummern 37-41). Dies ist besonders
dann wichtig, wenn eine bestimmte Priifchemikalie nicht vollstindig aus dem RhCE-Gewebemodell ausgewaschen
wurde oder das hornhautartige Epithel durchdringt und daher bei Durchfihrung der MTT-Priifung auch in den RhCE-
Gewebemodellen enthalten ist. Bei Priifchemikalien, die (an sich oder nach einer Behandlung) Licht im selben Bereich
wie MTT-Formazan absorbieren und wegen iibermafiger Interferenzen (d. h. einer Absorption bei 570 + 30 nm)
nicht mit der Standardabsorptions-(OD-)Messung bei MTT-Formazan im Einklang stehen, kann eine MTT-Formazan-
Messung mit einem HPLC/UPLC-Spektrophotometrieverfahren vorgenommen werden (Nummern 41 und 42) (11)
(36). Eine genaue Beschreibung der Vorgehensweise zur Erkennung und Korrektur einer direkten MTT-Reduktion
sowie von Interferenzen durch Firbemittel ist den Standardarbeitsanweisungen fiir die VRM zu entnehmen (34) (35).
Die Flussdiagramme in den Anhingen IIl und IV veranschaulichen die Vorgehensweise zur Erkennung und Behand-
lung von direkt wirkenden MTT-Reduktionsmitteln und von Farbinterferenzen verursachenden Chemikalien fir die
VRM 1 und 2.
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37. Um potenzielle Interferenzen durch Priifchemikalien zu ermitteln, die (an sich oder nach einer Behandlung) Licht im
selben Spektrum wie MTT-Formazan absorbieren, und um entscheiden zu kénnen, ob weitere Kontrollen erforderlich
sind, wird die Priifchemikalie zu Wasser und/oder Isopropanol hinzugegeben und iiber einen angemessenen Zeitraum
bei Raumtemperatur inkubiert (siche Anlage 2, (34) (35)). Wenn die Priifchemikalie bei VRM 1 in Wasser und/oder
Isopropanol ausreichend Licht im Bereich von 570 £ 20 nm absorbiert (siche Anlage 3), oder wenn bei VRM 2 eine
farbige Losung entsteht, wenn die Priifchemikalie mit Wasser gemischt wird (siche Anlage 4), ist anzunehmen, dass
die Priifchemikalie bei der Standardabsorptions-(OD-)Messung von MTT-Formazan Interferenzen verursacht; in die-
sem Fall sind weitere Farbkontrollen oder eine HPLC/UPLC-Spektrophotometrie vorzunehmen. Die betreffenden
Kontrollen werden dann nicht benétigt (Nummern 41 und 42 sowie Anhinge III und IV) (34) (35). Bei Durch-
fithrung der Standardabsorptions-(OD-)Messung wird jede interferierende Priifchemikalie auf mindestens zwei lebens-
fihige Gewebereplikate aufgetragen; diese Replikate werden dem vollstindigen Priifverfahren unterzogen, aber wih-
rend der MTT-Inkubation nicht mit der MTT-Losung, sondern mit einem Medium inkubiert, um in lebendem Gewebe
eine nicht spezifische Farbe (NSCipeng) zu erzeugen (34) (35). Die NSCjpeng-Kontrolle muss gleichzeitig mit der
Untersuchung des Priiffarbstoffs durchgefithrt werden, und bei mehreren Priifungen ist wegen der inhirenten biolo-
gischen Variabilitit lebender Gewebe fiir jede durchgefiihrte Priifung (bei jedem Priiflauf) eine unabhingige NSCjqeng-
Kontrolle zu priifen. Die tatsichliche Viabilitit des Gewebes wird als Prozentanteil der ermittelten Viabilitdt bei
lebendem Gewebe nach der Exposition gegeniiber der interferierenden Priifchemikalie und nach Inkubation mit
der MTT-Losung (% Viabilitdtpg,,) abziiglich des Prozentanteils der nicht spezifischen Farbe berechnet, die bei
gleichzeitig mit der zu korrigierenden Priifung untersuchten lebenden Geweben nach Exposition gegeniiber der
interferierenden Priifchemikalie und nach Inkubation mit einem Medium ohne MTT entstanden ist (% NSCjupeng)s
d. h. tatsichliche Gewebeviabilitit = [% Viabilititpygung] - [% NSCiehendl-

38. Um direkte MTT-Reduktionsmittel zu identifizieren, sollten die Priifchemikalien jeweils zu frisch hergestellter MTT-
Losung hinzugegeben werden. Eine geeignete Menge einer Priifchemikalie wird zu einer MTT-Losung hinzugegeben
und etwa 3 Stunden unter Standard-Kulturbedingungen inkubiert (siche Anhinge III und IV) (34) (35). Wenn sich das
MTT-Gemisch mit der Priifchemikalie (bzw. die Suspension bei nicht 16sliche Priifchemikalien) blau/violett farbt, ist
davon auszugehen, dass die Priifchemikalie das MTT direkt reduziert; anschliefend sollte unabhingig von der Durch-
fihrung der Standardabsorptions-(OD-)Messung oder einer HPLC/UPLC-Spektrophotometrie eine weitere Funktions-
prifung der nicht lebensfihigen RhCE-Gewebemodelle vorgenommen werden. Bei dieser zusitzlichen Funktions-
priffung werden abgetotete Gewebe mit nur noch residualer metabolischer Aktivitit eingesetzt, die die Priifchemikalie
in dhnlicher Weise wie lebensfihige Gewebe absorbieren und binden. Bei der VRM 1 werden Gewebe abgetotet,
indem sie einer niedrigen Temperatur ausgesetzt werden (,durch Gefrieren abgetotet). Bei der VRM 2 werden
Gewebe abgetotet, indem sie iiber einen lingeren Zeitraum (z. B. mindestens 24 £ 1 Std) in Wasser inkubiert
und anschliefend bei einer niedrigen Temperatur aufbewahrt werden (,in Wasser abgetotet®). Jede MTT reduzierende
Priifchemikalie wird auf mindestens zwei abgetotete Gewebereplikate aufgetragen, die dem gesamten Priifverfahren
unterzogen werden, um eine nicht spezifische MTT-Reduktionskontrolle (NSMTT-Reduktion) herzustellen (34) (35).
Pro Priifchemikalie ist unabhingig von der Anzahl der durchgefithrten unabhingigen Priifungen/Priifliufe eine
einzelne NSMTT-Kontrolle ausreichend. Anschlieend wird die tatsichliche Viabilitdt des Gewebes als Prozentanteil
der bei lebenden Geweben nach Exposition gegeniiber dem MTT-Reduktionsmittel gemessenen Viabilitdt (% Viabi-
litdtp,ifn) abziiglich des Prozentanteils der nicht spezifischen MTT-Reduktion durch dasselbe MTT-Reduktionsmittel
bei abgetoteten Geweben bezogen auf die gleichzeitig mit der zu korrigierenden Priifung untersuchte Negativkon-
trolle (% NSMTT), d. h. tatséchliche Gewebeviabilitdt = [% Viabilititpyfng] - [% NSMTT], berechnet.

39. Bei Priifchemikalien, die sowohl Farbinterferenzen (Nummer 37) als auch eine direkte MTT-Reduktion (Nummer 38)
verursachen, wird fiir die Standardabsorptions-(OD-)Messung aufler der NSMTT-Kontrolle und der NSCju,enq-Kon-
trolle (siche vorstehende Abschnitte) eine dritte Gruppe von Kontrollen benotigt. Dies ist gewdhnlich bei dunklen
Priifchemikalien der Fall, die beim MTT-Versuch Licht im Bereich von 570 # 30 nm (z. B. blau, violett oder schwarz)
absorbieren, weil deren Fihigkeit zur direkten MTT-Reduktion durch die inhdrente Farbqualitit dieser Chemikalien
beeintrichtigt wird (Nummer 38). In diesen Fillen sind zusammen mit den NSCjy,.ng-Kontrollen regelmiffig NSMTT-
Kontrollen zu verwenden. Priifchemikalien, bei denen sowohl NSMTT-Kontrollen als auch NSCjy,.nq-Kontrollen
untersucht wurden, konnen von lebenden und von abgetoteten Geweben absorbiert und gebunden werden. Daher
kann in diesen Fillen bei der NSMTT-Kontrolle eine Korrektur nicht nur der potentiellen direkten MTT-Reduktion
durch die Prifchemikalie, sondern auch der Farbinterferenz infolge der Absorption und der Bindung der Priifche-
mikalie an
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abgetotete Gewebe erfolgen. Dies kann eine doppelte Korrektur der Farbinterferenz zur Folge haben, da mit der
NSCjepeng-Kontrolle bereits eine Korrektur der Farbinterferenz aufgrund der Absorption und der Bindung der Priif-
chemikalie durch lebende Gewebe erfolgt. Um eine mogliche doppelte Korrektur von Farbinterferenzen zu vermeiden,
muss eine dritte Kontrolle mit nicht spezifischen Farben mit abgetteten Geweben (NSCypgeqsie) untersucht werden
(siche Anhidnge IIT und IV) (34) (35). Bei dieser zusitzlichen Kontrolle wird die Priifchemikalie auf mindestens zwei
abgetotete Gewebereplikate aufgetragen, die dem vollstindigen Priifverfahren zu unterziehen sind, wobei die Gewebe
jedoch wihrend der MTT-Inkubation nicht mit der MTT-Losung, sondern mit einem Medium inkubiert werden.
Unabhingig von der Anzahl der durchgefithrten unabhingigen Priifungen/Priifliufe ist pro Priifchemikalie eine
einzige NSCpqeiste-Kontrolle hinreichend. Diese Kontrolle sollte jedoch gleichzeitig mit der NSMTT-Kontrolle sowie
mit derselben Gewebecharge untersucht werden. Die tatsdchliche Viabilitit des Gewebes wird dann als Prozentanteil
der ermittelten Viabilitdt bei lebendem Gewebe nach der Exposition gegeniiber der Priifchemikalie (% Viabilitdtpyg,y,)
abziiglich % NSMTT und abziiglich % NSCju,.nq zuziiglich des Prozentanteils der nicht spezifischen Farbe berechnet,
die nach Exposition der abgetoteten Gewebe gegeniiber der interferierenden Priffchemikalie und nach Inkubation mit
einem Medium ohne MTT entstanden ist; dieser Prozentanteil wird bezogen auf die gleichzeitig mit der zu kor-
rigierenden Priifung untersuchte Negativkontrolle (% NSCypgersie), d. h. tatsichliche Gewebeviabilitit = [% Viabilitat-
Prﬁfung] - [% NSMTT] - [% NSCjgpengl + [% NSCabgetétet]’ ermittelt.

40. Wichtig ist, dass eine nicht spezifische MTT-Reduktion und nicht spezifische Farbinterferenzen die optische Dichte
(bei Standard-Absorptionsmessungen) und die Peak-Flichen fiir MTT-Formazan (bei HPLC/UPLC-Spektrophotomet-
riemessungen) der Gewebeextrate iiber die Linearititsspanne des Spektrophotometers hinaus verstirken bzw. ver-
grofern konnen. Daher muss jedes Labor vor der Untersuchung von Priffchemikalien fiir rechtliche Zwecke die
Linearitdtsspanne der OD/Peak-Fliche seines Spektrophotometers mit im Handel (z. B. bei Sigma-Aldrich (Bestellnr.
M2003) erhiltlichem MTT-Formazan (CAS-Nr. 57360-69-7) ermitteln.

41. Die Standardabsorptions-(OD-)Messung mit einem Spektrophotometer ist zur Beurteilung von Priifchemikalien ge-
eignet, die als direkte MTT-Reduktionsmittel wirken bzw. Farbinterferenzen verursachen, sofern die bei der MTT-
Formazan-Messung beobachtete Interferenz nicht zu stark ausgeprigt ist (d. h. wenn die OD-Werte der Gewebeex-
trakte mit der Priifchemikalie ohne Korrektur fiir eine direkte MTT-Reduktion und/oder Farbinterferenzen innerhalb
der Linearititsspanne des Spektrophotometers liegen). Ergebnisse bei Priifchemikalien mit % NSMTT und/oder %
NSCiepend = 60 % (VRM 1 sowie VRM 2 beim Protokoll fiir Fliissigkeiten) bzw. 50 % (VRM 2 beim Protokoll fiir
Feststoffe) der Negativkontrolle sind jedoch mit Sorgfalt zu bewerten, da dies die festgelegten und in den VRM
verwendeten Schwellenwerte sind, nach denen dariiber entschieden wird, ob bei Chemikalien eine Einstufung er-
forderlich ist (Nummer 44). Die Standardabsorption (OD) kann bei ibermafiger Interferenz mit der MTT-Formazan-
Messung (d. h. wenn die Interferenz dazu fiihrt, dass nicht korrigierte OD-Werte der Priifgewebeextrakte auflerhalb
der Linearititsspanne des Spektrophotometers liegen) jedoch nicht gemessen werden. Priiffarbstoffe, die sich bei
Kontakt mit Wasser oder Isopropanol firben und die Standardabsorptions-(OD-)Messung von MTT-Formazan iiber-
mafig beeintrichtigen, konnen durch HPLC/UPLC-Spektrophotometrie gemessen werden (siche Anhinge III und IV).
Eine Messung durch HPLC/UPLC-Spektrophotometrie ist deshalb mdglich, weil bei der HPLC/UPLC-Spektrophoto-
metrie das MTT-Formazan vor der Quantifizierung von der Priifchemikalie getrennt werden kann (36). Daher werden
unabhingig von der zu priffenden Chemikalie keine NSCipena- 0der NSC,p,cisie-Kontrollen benotigt, wenn eine
HPLC/UPLC-Spektrophotometrie vorgenommen wird. Allerdings sollten NSMTT-Kontrollen verwendet werden,
wenn vermutet wird, dass eine Priifchemikalie MTT direkt reduziert (Verfahren wie in Nummer 38 beschrieben).
NSMTT-Kontrollen sollten jedoch auch bei Priifchemikalien mit Firbungen (an sich oder in Wasser auftretend)
verwendet werden, wenn vermutet wird, dass eine Priifchemikalie MTT direkt reduziert oder wenn die Farbe einer
Priffchemikalie die Beurteilung ihrer Fahigkeit zur direkten MTT-Reduktion beeintrachtigt (Nummer 38). Wenn MTT-
Formazan durch HPLC/UPLC-Spektrophotometrie gemessen wird, ist der Prozentanteil der Viabilitdt des Gewebes als
Prozentanteil der MTT-Formazan-Peak-Fliche, die mit lebenden Geweben nach Exposition gegeniiber der Priifche-
mikalie ermittelt wurde, bezogen auf die MTT-Formazan-Peak-Fliche der gleichzeitigen Negativkontrolle zu berech-
nen. Bei Priffchemikalien, die MTT direkt reduzieren konnen, wird die tatsichliche Gewebeviabilitit wie folgt be-
rechnet: % Viabilitétpg,ngabziiglich % NSMTT, wie in Nummer 38 im letzten Satz beschrieben. Und schlieflich ist
festzustellen, dass direkte MTT-Reduktionsmittel sowie auch Farbinterferenzen verursachende direkte MTT-Redukti-
onsmittel, die nach der Behandlung in den Geweben gebunden sein und MTT so stark reduzieren konnen, dass es
(bei Standard-OD-Messungen) zu OD-Werten oder (bei der Untersuchung der Gewebeextrakte durch UPLC-/HPLC-
Spektrophotometrie) zu Peak-Flichen auferhalb der Linearititsspanne des Spektrophotometers und zu Farbinterfe-
renzen kommen kann, mit Priifmethoden unter Verwendung von RhCE nicht bewertet werden konnen. Solche Fille
sind allerdings sehr selten.
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42. MTT-Formazan-Messungen konnen bei allen Arten von Priifchemikalien (gefirbt, nicht gefirbt, MTT-Reduktions-
mittel und Mittel, die keine MTT-Reduktion bewirken) durch HPLC/UPLC-Spektrophotometrie vorgenommen werden
(11) (36). Aufgrund der Vielfalt der HPLC/UPLC-Spektrophotometriesysteme konnen nicht fiir alle Systeme exakt
identische Bedingungen festgelegt werden. Daher sollte die Eignung des jeweiligen HPLC/UPLC-Spektrophotometrie-
systems vor der Verwendung zur Quantifizierung von MTT-Formazan in Gewebextrakten durch Erfillung der
Akzeptanzkriterien fiir eine Reihe von Standard-Qualifikationsparametern auf der Grundlage der Branchenleitlinien
der US-amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) fiir die Validierung bioanalytischer Methoden nach-
gewiesen werden (36) (38). Diese Schliisselparameter sowie die jeweiligen Akzeptanzkriterien sind Anlage 5 zu
entnehmen. Wenn die in Anlage 5 beschriebenen Akzeptanzkriterien erfullt sind, wird das betreffende HPLC|
UPLC-Spektrophotometriesystem als geeignet fiir die Messung von MTT-Formazan unter den in dieser Priifmethode
beschriebenen Versuchsbedingungen betrachtet.

Akzeptanzkriterien

43. Bei allen Priifliufen mit RhCE-Gewebechargen, die die Anforderungen der Qualititskontrolle erfiillen, (Nummer 30)
miissen alle mit dem Negativkontrollstoff behandelten Gewebe OD-Werte aufweisen, die der Qualitit der Gewebe
nach der Lieferung sowie nach Durchfithrung aller Schritte und aller im Protokoll vorgesehenen Prozesse entsprechen
und nicht auferhalb der in Tabelle 2 genannten historisch ermittelten Grenzen liegen (Nummer 26). Die mittlere
Gewebeviabilitit von mit dem Positivkontrollstoff (d. h. mit Methylacetat) behandelten Geweben muss bei Anwen-
dung der Protokolle fiir Fliissigkeiten oder fiir Feststoffe < 50 % der Negativkontrolle bei der VRM 1 und < 30 %
(beim Protokoll fiir Fliissigkeiten) bzw. < 20 % (beim Protokoll fiir Feststoffe) der Negativkontrolle bei der VRM 2
sein und damit belegen, dass die Gewebe unter den Bedingungen der Priifmethode auf eine reizende Priifchemikalie
reagieren konnen (34) (35). Die Variabilitit zwischen Gewebereplikaten bei Priifchemikalien und Kontrollstoffen muss
innerhalb der akzeptierten Grenzen liegen (d. h. die Viabilitit von zwei Gewebereplikaten muss unter 20 % liegen,
bzw. bei drei Gewebereplikaten darf die Standardabweichung (SD) hochstens 18 % betragen). Wenn die Negativ- oder
die Positivkontrolle bei einem Priiflauf Werte auflerhalb der akzeptierten Spannen ergibt, ist der Priiflauf als nicht
geeignet zu betrachten und sollte wiederholt werden. Liegt die Variabilitit zwischen Gewebereplikaten bei einer
Priifchemikalie aufSerhalb der akzeptierten Spanne, ist die Priiffung als nicht geeignet zu betrachten und die Priif-
chemikalie erneut zu priifen.

Auswertung der Ergebnisse und Pridiktionsmodell

44. Die OD-Werte/Peak-Flachen der Replikatgewebe-Extrakte fiir die einzelnen Priifchemikalien werden zur Berechnung
der mittleren Gewebeviabilitdt in Prozent (Mittelwert der Gewebereplikate) bezogen auf die mit 100 % angesetzte
Negativkontrolle verwendet. Der prozentuale Grenzwert der Gewebeviabilitdt bei der Ermittlung von Priifchemikalien,
bei denen eine Einstufung als augenreizend oder schwer augenschidigend (UN-GHS-/CLP-Kategorie Keine Einstufung)
nicht erforderlich ist, sind Tabelle 4 zu entnehmen. Die Ergebnisse sind wie folgt zu bewerten:

— Bei einer Priiffchemikalie sind eine Einstufung und Kennzeichnung nach dem UN GHS bzw. der CLP-Verordnung
nicht erforderlich (Keine Einstufung), wenn die mittlere prozentuale Gewebeviabilitit nach der Exposition und
nach der Inkubation im Anschluss an die Exposition den in Tabelle 4 genannten Grenzwert der Gewebeviabilitit
in Prozent iberschreitet (>). In diesem Fall sind weitere Untersuchungen mit anderen Priifmethoden nicht
erforderlich.

— Ist die mittlere prozentuale Gewebeviabilitit nach der Exposition und nach der Inkubation im Anschluss an die
Exposition kleiner oder gleich (<) dem in Tabelle 4 genannten Grenzwert der Gewebeviabilitit in Prozent, kann
keine Vorhersage getroffen werden. In diesem Fall sind weitere Untersuchungen mit anderen Priifmethoden
vorzunehmen, weil bei den Priffmethoden unter Verwendung von RhCE ein bestimmter Anteil falsch positiver
Ergebnisse ermittelt wird (Nummern 14 und 15) und nicht zwischen den UN-GHS-/CLP-Kategorien 1 und 2
unterschieden werden kann (Nummer 17).
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Tabelle 4

Vorhersagemodelle nach dem UN-GHS und der CLP-Verordnung

VRM

Keine Einstufung

Keine Vorhersage maoglich

VRM 1 — EpiOcular™ EIT (beide Protokolle)

Mittlere Gewebeviabilitat
> 60 %

Mittlere Gewebeviabilitdt
<60%

VRM 2 — SkinEthic™ HCE EIT (Protokoll fiir Fliis-
sigkeiten)

Mittlere Gewebeviabilitit
> 60 %

Mittlere Gewebeviabilitit
<60%

VRM 2 - SkinEthic™ HCE EIT (Protokoll fiir Fest-

Mittlere Gewebeviabilitdt
>50%

Mittlere Gewebeviabilitdt
<50%

stoffe)

45. Kann eine eindeutige Klassifizierung vorgenommen werden, so ist eine einzige, Priifung mit mindestens zwei
Geweben ausreichend. Bei Grenzergebnissen, wie z. B. nicht iibereinstimmenden Replikatmessungen und/oder einer
mittleren prozentualen Gewebeviabilitit von 60 + 5 % (VRM 1 sowie VRM 2 beim Protokoll fiir Flissigkeiten) bzw.
50+ 5% (VRM 2 beim Protokoll fiir Feststoffe), sollte eine zweite bzw. bei abweichenden Ergebnissen der ersten
beiden Priifungen eine dritte Priifung in Betracht gezogen werden.

46. Wenn angemessen und begriindet, konnen bei bestimmten Arten von Gemischen fir Priifchemikalien, bei denen eine
Einstufung vorgenommen wurde, und fiir Priifchemikalien, bei denen eine Einstufung nicht erforderlich ist, unter-
schiedliche prozentuale Grenzwerte fur die Gewebeviabilitit angenommen werden, um die Leistungsfahigkeit der
Prifmethode fiir die betreffende Art von Gemischen insgesamt zu erhohen (Nummer 14). Referenzchemikalien
konnen die Beurteilung des augenreizenden bzw. schwer augenschidigenden Potenzials unbekannter Priifchemikalien
oder Produktklassen und die Bewertung des relativen augentoxischen Potenzials einer klassifizierten Chemikalie
innerhalb einer bestimmten Spanne positiver Reaktionen erleichtern.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Daten

47. Die Daten einzelner Replikatgewebe eines Priiflaufs (z. B. OD-Werte/MTT-Formazan-Peak-Flichen und berechnete
prozentuale Daten der Gewebeviabilitt fiir die Priifchemikalie und fiir Kontrollen sowie die endgiiltige Vorhersage
mit der RhCE-Priifmethode) sind fir jede Priifchemikalie (ggf. einschlieflich der Daten von Wiederholungspriifungen)
tabellarisch darzustellen. Auflerdem sind fur jede einzelne Priifchemikalie und fiir alle Kontrollen die mittlere pro-
zentuale Gewebeviabilitit und der Unterschied der Viabilitit zwischen zwei Gewebereplikaten (bei n = 2 Replikat-
gewebe) bzw. die Standardabweichung (SD) (bei n > 3 Replikatgeweben) anzugeben. Wenn bei einer Priifchemikalie
bei der Messung von MTT-Formazan anhand der direkten MTT-Reduktion eine Interferenz festgestellt wird und/oder
eine farbliche Interferenz auftritt, ist dies fiir jede einzelne gepriifte Chemikalie anzugeben.

Priifbericht

48. Der Priifbericht enthilt die folgenden Angaben:

Priifstoff

Einkomponentiger Stoff:

— Chemische Bezeichnung, wie z. B. [UPAC- oder CAS-Bezeichnung(en), CAS-Registriernummer(n), SMILES- oder
InChI-Code, Strukturformel und/oder andere Kennungen;

— Aggregatzustand, Fliichtigkeit, pH-Wert, log P, Molekulargewicht, Chemikalienklasse und weitere fiir die Unter-
suchung relevante physikalische und chemische Eigenschaften, soweit verfugbar;
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— Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und praktisch durchfiihrbar,
usw.;

— Behandlung vor der Untersuchung, sofern relevant (z. B. Erwdrmen, Mahlen);
— Lagerbedingungen und Stabilitit, soweit verfiigbar;
mehrkomponentige Stoffe, UVCB-Stoffe und Gemische:

— Charakterisierung, so weit wie moglich, z. B. durch die chemische Zusammensetzung (siehe oben), Reinheit, das
quantitative Vorkommen und die relevanten physikalisch-chemischen Eigenschaften (siche oben) der einzelnen
Elemente, soweit verfiugbar;

— Aggregatzustand sowie weitere fir die Untersuchung relevante physikalische und chemische Eigenschaften, soweit
verfiigbar;

— Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und praktisch durchfiihrbar,
usw.;

— Behandlung vor der Untersuchung, sofern relevant (z. B. Erwirmen, Mahlen);
— Lagerbedingungen und Stabilitit, soweit verfiigbar.

Positiv- und Negativkontrollstoffe

— Chemische Bezeichnung, wie z. B. [IUPAC- oder CAS-Bezeichnung(en), CAS-Registriernummer(n), SMILES- oder
InChI-Code, Strukturformel und/oder andere Kennungen;

— Aggregatzustand, Fliichtigkeit, Molekulargewicht, Chemikalienklasse und weitere fur die Untersuchung relevante
physikalische und chemische Eigenschaften, soweit verfiigbar;

— Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und praktisch durchfiihrbar,
usw.;

— Behandlung vor der Priifung, soweit zutreffend (z. B. Erwdrmung, Zerkleinerung);
— Lagerbedingungen und Stabilitit, soweit verfiigbar;

— ggf. Begriindung fiir die Verwendung einer anderen Negativkontrolle als ultrareines H,O oder Ca**|Mg?*-freier
DPBS;

— ggf. Begriindung der Verwendung einer anderen Positivkontrolle als reines Methylacetat;

— Verweis auf historische Ergebnisse von Positiv- und Negativkontrollen, die geeignete Akzeptanzkriterien fiir einen
Priifdurchlauf dokumentieren.

Informationen zu Auftraggeber und Priifanstalt

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

— RhCE-Gewebemodell und verwendetes Protokoll (ggf. mit Begriindung fiir die getroffene Auswahl)
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Bedingungen der Priifmethode

— Verwendetes RhCE-Gewebemodell einschlielich Chargennummer;

— Wellenldnge und Bandbreite (wenn relevant) fiir die Quantifizierung von MTT-Formazan und die Linearitits-
spanne des Messgerits (z. B. eines Spektrophotometers);

— Beschreibung der verwendeten Methode zur Quantifizierung von MTT-Formazan;
— Beschreibung des HPLC/UPLC-Spektrophotometriesystems (wenn relevant);

— umfassende Begleitdokumentation fur das betreffende RhCE-Gewebemodell, einschlieflich seiner Leistung. Diese
sollte unter anderem die folgenden Elemente und Angaben beinhalten:

i) Qualitdtskontrolle der Viabilitdt (Hersteller)

i) Viabilitit unter den Bedingungen der Priifmethode (Anwender);
i) Qualitdtskontrolle der Barrierefunktion;

iv) ggf. Morphologie;

v) Reproduzierbarkeit und Vorhersagefdhigkeit;

vi) ggf. sonstige Qualitdtskontrollen des RhCE-Gewebemodells;

— Verweis auf historische Daten zum RhCE-Gewebemodell. Unter anderem sollte die Akzeptierbarkeit der QK-Daten
auf der Grundlage historischer Chargendaten spezifiziert werden;

— Erkldrung, dass die Priifeinrichtung ihre Befahigung zur Durchfihrung der Priifmethode vor der regelmifSigen
Untersuchung der Leistungschemikalien nachgewiesen hat.

Akzeptanzkriterien fir Priiflaufe und Priifungen

— Mittelwerte und Akzeptanzspannen der Positiv- und der Negativkontrollen auf der Grundlage historischer Daten;
— akzeptable Variabilitat zwischen Gewebereplikaten fiir Positiv- und Negativkontrollen;

— akzeptable Variabilitdt zwischen Gewebereplikaten fur die Priifchemikalie.

Priifverfahren

— Einzelheiten der angewandten Methode;
— Dosierungen der verwendeten Priifchemikalien und Kontrollstoffe;

— Expositionszeitraum und -temperatur, Dauer der Immersion nach der Exposition und Inkubationszeit nach der
Exposition (wenn relevant);

— Beschreibung etwaiger Anderungen am Priifverfahren;
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— Angabe verwendeter Kontrollen fiir direkte MTT-Reduktionsmittel und/oder Priiffarbstoffe (wenn relevant);

— Anzahl der pro Priifchemikalie und pro Kontrolle (PK, Negativkontrolle und NSMTT, NSCj.peng und NSC

. abgetotet’
wenn relevant) verwendeten Gewebereplikate.

Ergebnisse

— Tabellarische Darstellung der Daten fiir die einzelnen Priifchemikalien und Kontrollstoffe fiir die einzelnen Priif-
laufe (ggf. einschlieSlich Wiederholungspriifungen) und Replikatmessungen einschlieSlich der OD-Werte bzw. der
MTT-Formazan-Peak-Flachen, der prozentualen Gewebeviabilitit, der mittleren prozentualen Gewebeviabilitdt,
Unterschieden zwischen Gewebereplikaten bzw. der Standardabweichung und der endgiiltigen Vorhersagen;

— gegebenenfalls Ergebnisse verwendeter Kontrollen fiir direkte MTT-Reduktionsmittel und/oder Priiffarbstoffe ein-
schlieRlich OD-Werten oder MTT-Formazan-Peak-Flichen, % NSMTT, % NSCiepend, % NSCypgerster: Unterschieden
zwischen Gewebereplikaten bzw. der Standardabweichung, der endgiiltigen korrekten prozentualen Gewebevia-
bilitit und der endgiiltigen Vorhersagen;

— mit der Priifchemikalie (den Priifchemikalien) und den Kontrollstoffen ermittelte Ergebnisse bezogen auf die
definierten Akzeptanzkriterien fiir Priiflaufe und Priifungen;

— Beschreibung weiterer festgestellter Wirkungen (z. B. Verfirbung der Gewebe durch Priiffarbstoffe).
Ergrterung der Ergebnisse.
Schlussfolgerung.
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Anlage 1
BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Augenreizung: Erzeugen von Verinderungen am Auge nach Applikation einer Priifchemikalie auf die Oberfliche des
Auges, die innerhalb von 21 Tagen nach der Applikation vollstindig reversibel sind. Synonym zu den Einstufungen
Jreversible Wirkungen am Auge“ und ,UN-GHS-/CLP-Kategorie 2°.

Bottom-up-Ansatz: Schrittweiser Ansatz fiir eine Priifchemikalie, von der vermutet wird, dass sie keine Einstufung und
Kennzeichnung als augenreizend oder schwer augenschidigend erfordert. Dabei werden zunichst Chemikalien, die keine
Einstufung und Kennzeichnung erfordern (negatives Ergebnis), von anderen Chemikalien (positives Ergebnis) unterschie-
den.

Chemikalie: Ein Stoff oder Gemisch.
Dev: Abweichung

Einkomponentiger Stoff: Ein nach seiner quantitativen Zusammensetzung definierter Stoff, bei dem mehr als ein
Hauptbestandteil in einer Konzentration von mindestens 80 % w/w vorliegt.

EIT: Eye Irritation Test (Priifung auf Augenreizung).

Ersatzpriifung: Eine Priifung, die eine routinemifig angewandte Priifung zur Identifikation von Gefahren undfoder zur
Risikobewertung ersetzen soll, und die im Vergleich zur akzeptierten Priifung nachweislich in allen moglichen Priifsitua-
tionen und mit allen Stoffen einen gleichwertigen oder besseren Schutz der Gesundheit von Mensch oder Tier bzw. der
Umwelt gewahrleistet (18).

ETs,: Expositionszeit, die erforderlich ist, um die Gewebeviabilitdt bei Anwendung einer Referenzchemikalie in einer
vorgegebenen festen Konzentration um 50 % zu reduzieren.

EURL ECVAM: Referenzlabor der Europdischen Union fiir alternative Methoden zu Tierversuchen.

Evidenzbasierte Bewertung: Priifung der Stirken und Schwichen verschiedener Informationen, um iiber das Gefahren-
potenzial einer Priifchemikalie entscheiden zu konnen und diese Entscheidung zu untermauern.

Falsch-Negativ-Rate: Der Anteil aller Positivstoffe, die mit einer Priifmethode filschlicherweise als Negativstoffe identi-
fiziert werden. Die Falsch-Negativ-Rate ist ein Indikator fir die Leistungsfihigkeit einer Priifmethode.

Falsch-Positiv-Rate: Der Anteil aller Negativstoffe, die mit einer Priiffmethode filschlicherweise als Positivstoffe identifi-
ziert werden. Die Falsch-Positiv-Rate ist ein Indikator fiir die Leistungsfahigkeit einer Priifmethode.

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

Gemisch: Ein Gemisch oder eine Losung, die aus zwei oder mehr Stoffen besteht.

Genauigkeit: Der Grad an Ubereinstimmung zwischen Testergebnissen und akzeptierten Referenzwerten. Die Genauigkeit
ist ein Mafl der Leistung der Priifmethode und ein Aspekt der Relevanz. Der Begriff wird oft im Sinne von ,Uber-
einstimmung“ verwendet und bezeichnet den Anteil der korrekten Ergebnisse einer Priifmethode (18).

Gestufte Priifstrategie: Eine schrittweise Priifstrategie, bei der alle vorhandenen Informationen iiber eine Priifchemikalie
in einer vorgegebenen Reihenfolge tiberpriift werden, wobei auf jeder Stufe nach dem evidenzbasierten Bewertungsansatz
(weight-of-evidence) vorgegangen wird, um feststellen zu kénnen, ob geniigend Informationen fiir eine Gefahreneinstu-
fung vorliegen, bevor zur nichsten Stufe der Strategie iibergegangen wird. Wenn das Gefahrenpotenzial/die gefahrenre-
levante Wirksamkeit einer Priifchemikalie auf Basis der vorliegenden Informationen ermittelt werden kann, sind keine
weiteren Untersuchungen erforderlich (18).
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Gewebeviabilitit: Parameter zur Messung der Gesamtaktivitit einer Zellenpopulation (bei einem rekonstruierten Gewebe
die Fahigkeit, den Vitalfarbstoff zu reduzieren), der je nach gemessenem Endpunkt und verwendetem Testaufbau mit der
Gesamtzahl und/oder Vitalitit lebender Zellen korreliert.

Giiltige Priifmethode: Fine Priifmethode, die eine ausreichende Relevanz und Zuverldssigkeit fiir einen bestimmten
Zweck aufweist und auf wissenschaftlich fundierten Grundsitzen beruht. Eine Priifmethode ist nie im absoluten Sinn,
sondern nur in Bezug auf einen definierten Zweck giiltig (18).

HCE: Menschliches Hornhautepithel SkinEthic™.

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

HPLC: Hochleistungs-Fliissigkeitschromatografie.

IC;q: Konzentration, bei der eine Referenzchemikalie die Viabilitit der Gewebe nach einer vorgegebenen Expositionsdauer
um 50 % verringert (z. B. nach einer 30-miniitigen Behandlung mit SDS).

Irreversible Wirkungen am Auge: Siche ,Schwere Augenschidigung®.

Keine Einstufung: Chemikalien, die nicht als augenreizend (UN-GHS-/CLP-Kategorie 2, UN-GHS-/Kategorien 2A oder 2B)
oder schwer augenschidigend (UN-GHS-/CLP-Kategorie 1) eingestuft werden. Synonym zu ,,UN-GHS-/CLP-Kategorie Keine
Einstufung*.

Leistungsstandards: Auf einer validierten und als wissenschaftlich fundiert betrachteten Priifmethode beruhende Normen,
auf deren Grundlage die Vergleichbarkeit einer vorgeschlagenen, mechanistisch und funktionell dhnlichen Priifmethode
bewertet werden kann. Sie umfassen (i) wesentliche Elemente der Priifmethode; (i) ein Mindestverzeichnis von Referenz-
chemikalien, ausgewihlt aus den Chemikalien, die zum Nachweis der akzeptablen Leistung der validierten Referenz-
methode verwendet werden; und (iii) je nach den fiir die validierte Referenzmethode erzielten Ergebnissen die vergleich-
baren Genauigkeits- und Zuverldssigkeitswerte, die die vorgeschlagene Priifmethode bei der Bewertung anhand des
Mindestverzeichnisses von Referenzchemikalien erreichen sollte (18).

LLOQ: Untere Quantifizierungsgrenze.

log P: Logarithmus des Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten.

Mehrkomponentiger Stoff: Ein nach seiner quantitativen Zusammensetzung definierter Stoff, bei dem mehr als ein
Hauptbestandteil in einer Konzentration von mindestens = 10 % w/w und < 80 % w/w vorhanden ist. Ein mehrkom-
ponentiger Stoff ist das Ergebnis eines Herstellungsprozesses. Der Unterschied zwischen einem Gemisch und einem
mehrkomponentigen Stoff besteht darin, dass ein Gemisch durch die Mischung von zwei oder mehr Stoffen ohne
chemische Reaktion entsteht. Ein mehrkomponentiger Stoff wird durch eine chemische Reaktion gebildet.

MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid; Thiazolyl-Blau-Tetrazoliumbromid.

Negativkontrolle: Eine Probe, die alle Elemente eines Priifsystems enthilt und mit einem Stoff behandelt wird, der
bekanntermaflen eine positive Reaktion hervorruft. Diese Probe wird mit Proben, die mit einer Priifchemikalie behandelt
wurden, und mit anderen Kontrollproben mitgefithrt, um eine Gewebeviabilitit von 100 % zu ermitteln.

NSC Nicht spezifische Farbe bei abgetoteten Geweben.

abgetotet:

NSCiepend: Nicht spezifische Farbe bei lebenden Geweben.

NSMTT: Nicht spezifische MTT-Reduktion.
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OD: Optische Dichte.

Positivkontrolle: Eine Probe, die alle Elemente eines Priifsystems enthdlt und mit einem Stoff behandelt wird, der im
Priifsystem bekanntermafen eine positive Reaktion hervorruft. Diese Probe wird mit Proben, die mit einer Priifchemikalie
behandelt wurden, und mit anderen Kontrollproben mitgefiihrt. Um sicherzustellen, dass Abweichungen der Positivkon-
trollreaktion im Zeitverlauf bewertet werden konnen, sollte die Reaktion nicht zu heftig sein.

Priifchemikalie: Stoff oder Gemisch, der/das mit dieser Priifmethode untersucht wird.

Priiflauf: Ein Priiflauf besteht aus einer oder mehreren Priifchemikalien, die gleichzeitig mit einer Negativ- und einer
Positivkontrolle gepriift werden.

Priifung: Eine einzelne Priifchemikalie, die gleichzeitig an mindestens zwei Gewebereplikaten im Sinne der jeweiligen
Standardarbeitsanweisungen gepriift wird.

Referenzchemikalie: Fine zum Vergleich mit einer Priifchemikalie verwendete Chemikalie. Eine Referenzchemikalie sollte
die folgenden Eigenschaften aufweisen: (i) einheitliche und zuverldssige Herkunft; (i) strukturelle und funktionelle Ahn-
lichkeit mit der Klasse der zu priifenden Stoffe; (iii) bekannte physikalisch-chemische Eigenschaften; (iv) unterstiitzende
Daten zu bekannten Wirkungen und (v) bekannte Wirksamkeit im Bereich der erwiinschten Reaktion.

Relevanz: Dieser Begriff bezieht sich auf das Verhiltnis zwischen der Priifmethode und der betreffenden Wirkung und
auf die Frage, ob dieses Verhaltnis aussagekriftig und niitzlich fiir einen bestimmten Zweck ist. Er beschreibt das Ausma€,
in dem mit einer Priifung die untersuchte biologische Wirkung korrekt gemessen oder vorhersagt wird. Die Relevanz
schlieBt eine Beurteilung der Genauigkeit (Ubereinstimmung) einer Priifmethode ein (18).

Reproduzierbarkeit: Die Ubereinstimmung von Ergebnissen, die mit wiederholten Priifungen derselben Priifchemikalie
nach demselben Priifprotokoll ermittelt wurde (siehe ,Zuverldssigkeit) (18).

Reversible Wirkungen am Auge: Siche ,Augenreizung*.

RhCE: Rekonstruiertes menschliches hornhautartiges Epithel.

Schwere Augenschiidigung: Erzeugen von Gewebeschidden im Auge oder eine schwerwiegende Verschlechterung des
Sehvermogens nach Applikation eines Priifstoffs auf die Oberfliche des Auges, die innerhalb von 21 Tagen nach der
Applikation nicht vollstindig reversibel sind. Synonym zu den Einstufungen ,irreversible Wirkungen am Auge“ und ,UN-
GHS-/CLP-Kategorie 1“.

SD: Standardabweichung

Sensitivitit: Der Anteil aller positiven/wirkenden Priifchemikalien, die durch die Priifung korrekt eingestuft werden. Die
Sensitivitit ist ein Maf$ der Genauigkeit einer Priifmethode mit kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei der
Bewertung ihrer Relevanz (18).
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Spezifitit: Der Anteil aller negativen/wirkungslosen Priifchemikalien, die durch die Priiffung korrekt eingestuft werden.
Die Spezifitit ist ein Mafl der Genauigkeit einer Priifmethode mit kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei
der Bewertung ihrer Relevanz (18).

Standardarbeitsanweisungen: Formliche, schriftliche Verfahrensbeschreibungen, in denen detailliert erldutert wird, wie
bestimmte regelmiflige und priifungsspezifische Titigkeiten im Labor durchgefithrt werden sollten. Standardarbeitsanwei-
sungen sind nach guter Laborpraxis (GLP) vorgeschrieben.

Stoff: Ein chemisches Element und seine Verbindungen in natiirlicher Form oder gewonnen durch ein Herstellungs-
verfahren, einschlieflich der zur Wahrung seiner Stabilitit notwendigen Zusatzstoffe und der durch das angewandte
Verfahren bedingten Verunreinigungen, aber mit Ausnahme von Losungsmitteln, die von dem Stoff ohne Beeintrichti-
gung seiner Stabilitit und ohne Anderung seiner Zusammensetzung abgetrennt werden kénnen.

Top-down-Ansatz: Schrittweiser Ansatz bei einer Chemikalie, von der vermutet wird, dass sie schwere Augenschiden
verursacht. Dabei werden zunichst Chemikalien, die schwere Augenschiden verursachen (positives Ergebnis), von anderen
Chemikalien (negatives Ergebnis) unterschieden.

Ubereinstimmung: Siehe ,Genauigkeit*.

Uberschiissige Dosis: Die Menge der auf das RhCE-Gewebemodell aufgetragenen Priifchemikalie, die iiber die zur
vollstindigen und gleichméafligen Bedeckung der Hautoberfliche erforderliche Menge hinausgeht.

ULOQ: Obere Quantifizierungsgrenze.

UN GHS (United Nations Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals = Global
harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung der Vereinten Nationen): Ein System zur Klassifizierung
von Chemikalien (Stoffen und Gemischen) nach standardisierten Typen und Stufen physikalischer, gesundheitlicher und
okologischer Gefahren und zur entsprechenden Kennzeichnung durch Piktogramme, Signalworter, Gefahrenhinweise,
Sicherheitshinweise und Sicherheitsdatenbogen, um zum Schutz des Menschen (einschlieflich Arbeitgeber, Arbeiter,
Spediteure, Verbraucher und Notfall-Einsatzkrafte) und der Umwelt Informationen iiber die schidlichen Wirkungen der
betreffenden Chemikalien zu verbreiten (1).

UN-GHS|CLP-Kategorie 1: Siche ,Schwere Augenschidigung®.

UN-GHS/CLP-Kategorie 2: Siche ,Augenreizung*.

UN-GHS-/CLP-Kategorie Keine Einstufung: Chemikalien, die die Anforderungen fiir eine Einstufung in die UN-GHS-
|CLP-Kategorien 1 oder 2 (oder die UN-GHS-Kategorien 2A oder 2B) nicht erfiillen. Entspricht der Kategorie ,Keine
Einstufung*.
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UPLC: Ultra-Hochleistungs-Fliissigkeitschromatografie.

UVCB: Stoffe mit unbekannter oder schwankender Zusammensetzung, komplexe Reaktionsprodukte oder biologische
Materialien.

Validierte Priifmethode: Eine Priifmethode, fur die zwecks Bestimmung ihrer Relevanz (einschliefSlich Genauigkeit) und
Zuverlassigkeit fur einen bestimmten Zweck Validierungsstudien abgeschlossen wurden. Es wird darauf hingewiesen, dass
eine validierte Priifmethode moglicherweise nicht genau und zuverldssig genug ist, um fir den vorgeschlagenen Zweck
akzeptiert zu werden (18).

VK: Variationskoeffizient.

VRM 1: Der EpiOcular™ EIT wird als validierte Referenzmethode 1 bezeichnet.

VRM 2: Der SkinEthic™ HCE EIT wird als validierte Referenzmethode 2 bezeichnet.

VRM: Validierte Referenzmethode.

Zuverlissigkeit: Mafl der Reproduzierbarkeit einer Priifmethode innerhalb von und zwischen Laboratorien iiber einen

langeren Zeitraum und bei einheitlichem Protokoll. Die Zuverlassigkeit wird durch Berechnung der Intra- und Interlabor-
Reproduzierbarkeit bewertet (18).
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Anlage 3

FLUSSDIAGRAMM ZUR VERANSCHAULICHUNG DER ERMITTLUNG UND BEHANDLUNG VON DIREKTEN MTT-

REDUKTIONSMITTELN UND/ODER VON  CHEMIKALIEN,

DIE

STANDARDARBEITSANWEISUNGEN DER VRM 1

VORABPRUFUNG AUF
FARBINTERFERENZEN

VORABPRUFUNG AUF

DIREKTE MTT-REDUKTION

50 pl bzw. 50 mg der
Priifchemikalie 1 h bei Standard-
Kulturbedingungen in 1 ml
Wasser erwdrmen.

50 pl bzw. 50 mg der
Priifchemikalie 2-3 h bei
Raumtemperaturin 2 ml
Isopropanol erwdrmen.

50 pl bzw. 50 mg der
Prifchemikalie 3 h bei
Standard-
Kulturbedingungen in 1 ml

I

I

v

Ist die OD bei 570420 nm > 0,08?

1-mg/ml-MTT-L&sung

Ist die Fdrbung der Chemikalie zu
stark fiir eine aussagekrdftige
Vorabpriifung auf direkte MTT-

Reduktion?

" | nei |
Fdrbt sich das Gemisch VORAB-
blau/violett? PRUFUNG
50 pul bzw. 50 mg der Priifchemikalie 3 h AUF
bei Standard-Kulturbedingungen in 1 ml DIREKTE
1-mg/ml-MTT-Lésung erwdrmen. MTT-
¢ REDUKTION
v Férbt sich das Gemisch
blauyviolett?
A 4 A 4 Ja
| Nein | | Ja ’ Wahlen Sie eine der <% I
folgenden Méglichkeiten: m
A 4 v v v v L
OD-Messung oder OD-Messung oder 0OD-Messung oder HPLC/UPLC-
HPLC/UPLC- HPLC/UPLC- HPLC/UPLC- OD-Messung OD-Messung Spektrophotometrie
Spektrophotometrie || Spektrophotometrie || Spektrophotometrie
Mit jeder durchzufiihrenden Prifung Mit jeder durchzufiihrenden Prifung
gleichzeitig Kontrollen mit lebendem gleichzeitig Kontrollen mit lebendem
Gewebe nach dem vollstandigen Gewebe nach dem vollstandigen
Priifverfahren; Inkubation aber mit Prifverfahren; Inkubation aber mit
Medium statt mit MTT (=% NSCiepend)- Medium statt mit MTT (=% NSCiepeng)-
v UND
Kontrolle mit abgetétetem Gewebe nach Kontrolle mit abgetétetem Gewebe nach dem
dem vollstandigen Prifverfahren (= % vollstandigen Prifverfahren (= % NSMTT).
NSMTT). (Mit einer einzigen Kontr. kénnen (Mit einer einzigen Kontr. kénnen mehrere
mehrere Priifungen korrigiert werden.) Prifungen korrigiert werden.)
* UND
Kontrolle mit abgetotetem Gewebe nach dem
vollsténdigen Priifverfahren, Inkubation aber
mit Medium statt mit MTT (= % NSCypgetstet)-
(Mit einer einzigen Kontr. kénnen mehrere
Prifungen korrigiert werden.)
v + v v
Kontrollen Endg. % Viabilitat = Endg. % Viabilitat = Endg. % Viabilitit = Kontrollen
sind nicht % Viabilitat Priifung nicht korr. - % % Viabilitat Prifung nicht korr. - % % Viabilitat Priifung nicht korr. - % sind nicht

erforderlich.

NSMTT

NSCiebend - % NSMTT + % NSCabgetstet

NSCiebend

erforderlich.

FARBINTERFERENZEN  VERURSACHEN, NACH DEN
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Anlage 4

FLUSSDIAGRAMM ZUR VERANSCHAULICHUNG DER ERMITTLUNG UND BEHANDLUNG VON DIREKTEN MTT-

REDUKTIONSMITTELN UND/ODER VON CHEMIKALIEN, DIE

STANDARDARBEITSANWEISUNGEN DER VRM 2

VORABPRUFUNG AUF
DIREKTE MTT-
REDUKTION

30 pl bzw. 30 mg der
Priifchemikalie 30 h bei
Standard-
Kulturbedingungen in 300 pl

VORABPRUFUNG AUF
FARBINTERFERENZEN

10 pl bzw. 10 mg der
Priifchemikalie 30 min bei
Raumtemperatur in 90 pl Wasser

v

Fdirbt sich das Gemisch?

Wasser erwdrmen.
Ist die Farbung der Chemikalie zu
stark fiir eine aussagekrftige
Vorabpriifung auf direkte MTT-
Reduktion?
[
A 4
Férbt sich das Gemisch m VORAB-
blau/violett? PRUFUNG
30 pl bzw. 30 mg der AUF
Priifchemikalie 30 h bei DIREKTE
Standard-Kulturbedingungen in MTT-
300 pl Wasser erwarmen.
* REDUKTION
v Fdrbt sich das Gemisch
v v i blauyviolett?
| Nein | ‘ Ja | Waéhlen Sie eine der < I
folgenden Méglichkeiten: m
A 4 \4 l l
OD-Messung oder OD-Messung oder OD-Messung oder HPLC/UPLC-
HPLC/UPLC- HPLC/UPLC- HPLC/UPLC- OD-Messung OD-Messung Spektrophotometrie
Spektrophotometrie Spektrophotometrie Spektrophotometrie

] v

v

Mit jeder durchzufiihrenden Priifung gleichzeitig
Kontrollen mit lebendem Gewebe nach dem
vollstandigen Prifverfahren; Inkubation aber mit
Medium statt mit MTT (=% NSCichend)-

Mit jeder durchzufihrenden Priifung gleichzeitig
Kontrollen mit lebendem Gewebe nach dem
vollstandigen Prifverfahren; Inkubation aber mit
Medium statt mit MTT (=% NSCiebend)-

v

i UND

Kontrolle mit abgetétetem Gewebe
nach dem vollstandigen Priifverfahren
(= % NSMTT). (Mit einer einzigen
Kontr. kdnnen mehrere Prifungen
korrigiert werden.)

Kontrolle mit abgetétetem Gewebe nach dem
vollstandigen Prifverfahren (= % NSMTT). (Mit
einer einzigen Kontr. kénnen mehrere
Priifungen korrigiert werden.)

¢ UND

Kontrolle mit abgetdtetem Gewebe nach dem vollstandigen
Priifverfahren, Inkubation aber mit Medium statt mit MTT (=
% NSCabgetstet). (Mit einer einzigen Kontr. kénnen mehrere

Priifungen korrigiert werden.)

\4 A\ 4 \4 A\ 4 v
Kontrollen Endg. % Viabilitat = Endg. % Viabilitat = Endg. % Viabilitat = Kontrollen
sind nicht % Viabilitat Priifung nicht korr. % Viabilitat Priifung nicht korr. % Viabilitat Priifung nicht korr. sind nicht

erforderlich. - % NSMTT - % NSCicbend - % NSMTT + % NSCapgetotet - % NSCiebena erforderlich.

FARBINTERFERENZEN  VERURSACHEN, NACH DEN
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SCHLUSSELPARAMETER UND AKZEPTANZKRITERIEN FUR DIE QUALIFIZIERUNG EINES HPLC/UPLC-

SPEKTROPHOTOMETRIESYSTEMS ZUR MESSUNG VON AUS RhCE-GEWEBEMODELLEN EXTRAHIERTEM MTT-FORMAZAN

Parameter Protokoll abgeleitet aus FDA-Leitlinie (36) (38) Akzeptanzkriterien
Selektivitat Analyse von Isopropanol, Blindkontrolle lebend (Isopro- Flacheyerferenz < 20 % Fla-
panol-Extrakt aus lebenden RhCE-Gewebemodellen ohne chegroq ()
Behandlung), Blindkontrolle abgetotet (Isopropanol-Extrakt
aus abgetoteten RhCE-Gewebemodellen ohne Behandlung)
und einem Farbstoff (z. B. Methylenblau)
Prizision Qualititskontrollen (d. h. MTT-Formazan bei 1,6 pg/ml, 16 | VK < 15 % bzw. < 20 % fiir
pg/ml und 160 pg/ml) in Isopropanol (n=5) LLOQ
Genauigkeit Qualitdtskontrollen mit Isopropanol (n=5) % Abw. < 15 % bzw. < 20 %
fir LLOQ
Matrixeffekt Qualititskontrollen mit Blindkontrolle lebend (n=5) 85 % < Matrixeffekt %
< 115%
Ubertragung Analyse Isopropanol nach einem ULOQ (?) -Standard Flacheerferenz < 20 % Fla-
CN€r109
Reproduzierbarkeit 3 unabhingige Eichkurven (aufgrund von 6 aufeinander | Eichkurven: % Abw. < 15 %

(innerhalb eines Tages)

folgenden Verdiinnungen von MTT-Formazan in Isopro-
panol im Verhiltnis 1:3 beginnend mit der ULOQ, d. h.
200 pg/ml);

Qualititskontrollen mit Isopropanol (n=5)

bzw.
< 20 % fir LLOQ

Qualititskontrollen: % Abw.
<15% und VK < 15%

Reproduzierbarkeit Tag 1: 1 Eichkurve und Qualititskontrollen in Isopropanol
(n=3)
(innerhalb eines Tages) Tag 2: 1 Eichkurve und lealit;tskontrollen in Isopropanol
n:
Tag 3: 1 Eichkurve und Qualititskontrollen in Isopropanol
(n=3)
Kurzzeitstabilitit von MTT- | Qualitdtskontrollen in Blindkontrollen lebend (n=3), die am % Abw. < 15%
Formazan in RhCE-Gewe- Tag der Vorbereitung sowie nach 24-stiindiger Lagerung
beextrakt bei Raumtemperatur analysiert wurden.
Langzeitstabilitit von MTT- | Qualitdtskontrollen in Blindkontrollen lebend (n=3), die am % Abw. < 15%

Formazan in RhCE-Gewe-
beextrakt (erforderlichenfalls)

Tag der Vorbereitung sowie nach mehrtigiger Lagerung bei
-20 °C analysiert wurden.

(") LLOQ: Untere Quantifizierungsgrenze, definiert als Gewebeviabilitit von 1-2 %, d. h. 0,8 pg/ml.
() ULOQ: Obere Quantifizierungsgrenze, definiert als mindestens zweimal so hoch wie die erwartete MTT-Formazan-Konzentration in

Isopropanol-Extrakten aus Negativkontrollen (~70 pg/ml bei der VRM), d. h. 200 pg/ml.




