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NARIADENIE KOMISIE (EU) & 1152/2010
z 8. decembra 2010,

ktorym sa na wicely prisposobenia technickému pokroku meni a dopiiia nariadenie (ES) & 440/2008,
ktorym sa ustanovuji testovacie metédy podla nariadenia Eurépskeho parlamentu a Rady (ES) &
1907/2006 o registricii, hodnoteni, autorizdcii a obmedzovani chemickych litok (REACH)

(Text s vyznamom pre EHP)

EUROPSKA KOMISIA,
so zretelom na Zmluvu o fungovani Eurdpskej tnie,

so zretelom na nariadenie Eurépskeho parlamentu a Rady (ES)
¢. 1907/2006 z 18. decembra 2006 o registrcii, hodnotent,
autorizdcii a obmedzovani chemikélii (REACH) a o zriadeni
Eurépskej chemickej agentiry, o zmene a doplneni smernice
1999/45/ES a o zrudeni nariadenia Rady (EHS) ¢ 793/93
a nariadenia Komisie (ES) ¢ 1488/94, smernice Rady
76/769[EHS a smernic Komisie 91/155/EHS, 93/67/EHS,
93/105/ES a 2000/21/ES ('), a najmi na jeho ¢ldnok 13 ods. 3,

kedze:

(1)  Nariadenie Komisie (ES) ¢. 440/2008 (%) obsahuje testo-
vacie metdédy na Gcely stanovenia fyzikdlno-chemickych
vlastnosti, toxicity a ekotoxicity ldtok, ktoré sa majt
uplatiiovat na tcely nariadenia (ES) ¢. 1907/2006.

(2)  Je potrebné aktualizovat nariadenie (ES) ¢. 440/2008 tak,
aby prioritne zahffalo dve nové testovacie metddy in
vitro na o¢nii drdzdivost, ktoré prijala OECD s cielom
obmedzit pocet zvierat pouzivanych na pokusné dcely,
v stlade so smernicou Rady 86/609/EHS z 24. novembra

1986 o aproximdcii zdkonov, inych pravnych predpisov
a spravnych opatreni clenskych Sstdtov tykajicich sa
ochrany zvierat pouzivanych na pokusné a iné vedecké
tcely (}). Tento ndvrh sa konzultoval so zdcastnenymi
stranami.

(3)  Nariadenie (ES) ¢. 440/2008 by sa preto malo zodpove-
dajacim spdsobom zmenit a doplnit.

(4)  Opatrenia stanovené v tomto nariadeni st v sulade so
stanoviskom vyboru zriadeného ¢lankom 133 nariadenia
(ES) ¢ 1907/2006,

PRIJALA TOTO NARIADENIE:

Cldnok 1
V cCasti B prilohy k nariadeniu (ES) ¢. 440/2008 sa doplnaj
kapitoly B.47 a B.48, ako sa uvddza v prilohe k tomuto naria-
deniu.

Cldnok 2

Toto nariadenie nadobtida G¢innost tretim diom nasledujiicim
po jeho uverejneni v Uradnom vestniku Eurdpskej iinie.

Toto nariadenie je zdvdzné v celom rozsahu a priamo uplatnitelné vo vietkych ¢lenskych

Statoch.

V Bruseli 8. decembra 2010

) U.v. EU L 396, 30.12.2006, s. 1.
.v. EU L 142, 31.5.2008, s. 1.

Za Komisiu
predseda
José Manuel BARROSO

() U.v. ES L 358, 18.12.1986, s. 1.
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PRILOHA

»B. 47 TESTOVACIA METODA ZAKALU A PRIEPUSTNOSTI HOVADZE] ROHOVKY NA ZISTOVANIE
OCNYCH ZIERAVIN A SILNE DRAZDIVYCH LATOK

UvoD

1. Testovacia metdda zdkalu a priepustnosti hovidzej rohovky je testovacia metdda in vitro, ktord sa moze pouzivat za
urcitych okolnosti a so 3pecifickymi obmedzeniami na Klasifikdciu litok a zmesi ako ,o¢nych Zieravin a silne
drazdivych latok' (1) (2) (3). Na ucely tejto testovacej metody sa silne drazdivé litky vymedzuji ako drdzdivé
latky vyvoldvajiice ocné 1ézie, ktoré u kralikov pretrvdvaji najmenej 21 dni po podani. Hoci sa nepovazuje za platni
a plnohodnotnd nahradu in vivo testu krali¢ich o¢i, na tcely regulacnej klasifikdcie a oznacovania v rdmci urcitej sféry
pouzitelnosti sa odporica pouzivat testovaciu metddu zdkalu a priepustnosti hoviddzej rohovky ako stcast stratégie
postupného testovania (4) (5). Testované latky a zmesi (6) mozno klasifikovat ako o¢né Zieraviny alebo silne drazdivé
latky bez dalSicho testovania na kralikoch. Létka, ktorej testovanie je negativne, by sa musela testovat na krélikoch
s vyuzitim stratégie sekven¢ného testovania, ako sa ustanovuje v usmerneni OECD pre testy 405 (7) (kapitola B.5
tejto prilohy).

2. Ugelom tejto met6dy je opis postupov, ktoré sa pouZivajii na posudzovanie moznej oénej Zieravosti alebo silnej
drdzdivosti testovanej latky meranim jej schopnosti vyvolat zdkal a zvySent priepustnost v izolovanej hovidzej
rohovke. Toxické tcinky na rohovku sa meraji: i) znizenym prestupom svetla (zdkal) a ii) zvySenym prechodom
farbiva fluoresceinu sodného (priepustnost). Hodnotenia zdkalu a priepustnosti rohovky po vystaveni pdsobeniu
testovanej latky sa zlicia a odvodi sa hodnotiace ¢islo in vitro (In Vitro Irritancy Score, dalej len IVIS), ktoré sa
pouziva na klasifikdciu trovne drdzdivosti testovanej latky.

3. O¢né drazdivé latky vyvolavajiice 1ézie, ktoré ustipia za menej ako 21 dni, a nedrdzdivé latky sa takisto testovali
s vyuzitim testovacej metddy zdkalu a priepustnosti hovddzej rohovky. Presnost a spolahlivost testovacej metody
zdkalu a priepustnosti hovidzej rohovky pre litky v tychto kategéridch sa vak formdlne neposudzovala.

4. Vymedzenie pojmov sa uvddza v dodatku 1.

POCIATOCNE UVAHY A OBMEDZENIA

5. Této testovacia metdda vychddza z protokolu testovacej metddy zdkalu a priepustnosti hovidzej rohovky medzia-
genttirneho koordina¢ného vyboru pre overovanie alternativnych metdd (Interagency Coordinating Committee on the
Validation of Alternative Methods, dalej len JCCVAMY) (8), ktory bol vytvoreny podla medzinirodnej hodnotiacej
stadie (4)(5)(9) s prispevkami od Eurdpskeho centra pre validdciu alternativnych met6d a japonského centra pre
overovanie alternativnych metod. Tento protokol vychddza z informdcif ziskanych od Instititu pre vedy in vitro a z
protokolu INVITTOX 124 (10), ktory predstavuje protokol pouzivany pri rozbore predbeznej hodnotiacej 3tudie
testovacej metddy zdkalu a priepustnosti hovidzej rohovky, ktort financovalo Eurdpske spolocenstvo a ktord
prebehla v rokoch 1997 -1998. Obidva protokoly vychddzaji z metodiky rozboru testovacej metddy zakalu
a priepustnosti hovidzej rohovky, ktorti prvykrat zverejnil Gautheron a kolektiv (11).

6. Zistené obmedzenia tejto testovacej met6dy vychddzaji z vysokych mier falosnej pozitivity na alkoholy a ketény a z
vysokej miery falo3nej negativity na tuhé latky zaznamenané v overovacej databaze (pozri odsek 44) (5). Ked' sa latky
tychto chemickych a fyzikdlnych tried vylicia z databdzy, presnost testovacej metddy zékalu a priepustnosti hovadzej
rohovky v Klasifikacnych systémoch EU, Agentdry na ochranu Zivotného prostredla (dalej len [EPAY) a Globalneho
harmonizovaného systému klasifikdcie a oznacovania chemickych latok a zmesi (dalej len ,GHS') sa vyrazne zlepsi
(5). Vzhladom na dcely tohto rozboru (t. j. iba na zistovanie o¢nych Zieravin/silne drdzdivych ldtok) nie si miery
falosnej negativity rozhodujice, pretoze taketo litky by sa ndsledne testovali na krédlikoch alebo inymi vhodne
overenymi testami in vitro v zdvislosti od regula¢nych poziadaviek s pouzitim stratégie sekvencného testovania,
ktord vychddza z pristupu podla zdvaznosti dokazov. Okrem toho aktudlna overovacia databdza neumoziuje
primerané postdenie niektorych chemickych tried alebo tried vyrobkov (napr. zmesi). Vyskumnici by vsak mohli
zvazit pouzitie tejto testovacej metddy pre vietky druhy testovanych materidlov (vrdtane zmesi), pricom pozitivny
vysledok by sa mohol akceptovat ako tdaj, ktory naznaCuje reakciu vo forme ocnej Zieravosti alebo silného
podrazdenia. Pozitivny vysledok ziskany pre alkoholy alebo ketény by sa vsak mal interpretovat opatrne pre riziko
nadsadenej predpovede.

7. Vietky postupy s hovidzimi ocami a s hovadzimi rohovkami by mali zodpovedat platnym nariadeniam pre dané
testovacie zariadenie a postupom na nardbanie s materidlom Zzivo¢isneho poévodu, medzi ktoré, okrem inych, patria
tkanivd a tkanivové tekutiny. Odportcaji sa vSeobecne platné laboratorne bezpecnostné opatrenia (12).

8. Obmedzenim tejto testovacej metddy je, Ze i ked sa pri nej zohladnuji niektoré Gcinky na oci, ktoré sa posudzuji
metédou testovania ocnej drdzdivosti krdlikov, a do istej miery aj ich zdvaznost, neprihliada sa na poskodenia
spojiviek a dahovky. I ked sa vratnost 1ézif rohovky nemoZe pri rozbore zdkalu a priepustnosti hovadzej rohovky
posudzovat samostatne, na zdklade $tadii o¢i kralikov sa takisto podal nvrh, aby sa hodnotenie pociatocnej hibky
poskodenia rohovky mohlo pouzivat na rozliovanie nevratnych a vratnych tcinkov (13). A napokon, testovanie
zdkalu a priepustnosti hoviddzej rohovky neumoziiuje vykonat hodnotenie potencidlnej systémovej toxicity stvisiacej
s expoziciou oci.
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. Préce na charakterizovani pouzitelnosti a obmedzeni rozboru zdkalu a priepustnosti hovidzej rohovky pri zistovani

slabo drdzdivych a nedrdzdivych ldtok (pozri aj odsek 45) pokracuji. PouZivatelom sa takisto odporica, aby poskytli
vzorky afalebo tidaje hodnotiacim organizicidm na formélne postdenie moznych budicich sposobov pouzitia
testovacej metddy zdkalu a priepustnosti hoviddzej rohovky aj na zistovanie slabo drdzdivych a nedrédzdivych latok.

V kazdom laboratériu, ktoré prvykrdt zavadza tento rozbor, by sa mali pouzit chemikélie na preukdzanie sposobilosti
uvedené v dodatku 2. Laboratérium moze pouzit tieto chemikdlie na preukdzanie svojej technickej sposobilosti na
vykondvanie testovacej metddy zdkalu a priepustnosti hovddzej rohovky prv, ako predlozi tidaje z rozboru zdkalu
a priepustnosti hovidzej rohovky na tcely klasifikicie nebezpecenstva podla predpisov.

PRINCIP TESTU

Testovacia metéda zdkalu a priepustnosti hovidzej rohovky je organotypicky model, ktory poskytuje kratkodobé
zachovanie normdlnej fyziologickej a biochemickej funkcie hovidzej rohovky in vitro. Pri tejto testovacej metdde sa
poskodenie testovanou latkou hodnoti kvantitativnymi meraniami zmien zdkalu a priepustnosti rohovky opacitome-
trom, resp. spektrofotometrom vo viditelnej oblasti svetla. Obidve merania sa pouZivaji na vypocet hodnotiaccho
Cisla in vitro, ktoré sa pouziva na priradenie klasifikacnej kategdrie nebezpecenstva podrazdenia in vitro na predvidanie
schopnosti testovanej latky vyvolat o¢né podrézdenie in vivo (pozri Cast Rozhodovacie kritérid).

V testovacej metdde zdkalu a priepustnosti hoviddzej rohovky sa pouzivaji izolované rohovky z o Cerstvo zabitych
zvierat. Zdkal rohovky sa kvantitativne meria ako mnoZstvo svetla prepusteného cez rohovku. Priepustnost sa
kvantitativne stanovuje ako mnozstvo farbiva fluoresceinu sodného, ktoré prejde cez celt hribku rohovky,
a meria sa v médiu zadnej komory. Testované latky sa nandsajii na epitelidlny povrch rohovky pridanim do prednej
komory drziaka rohovky. Dodatok 3 obsahuje opis a schému drziaka rohovky, ktory sa pouziva v testovacej metode
zdkalu a priepustnosti hovidzej rohovky. Drziaky rohovky sa dajii zakipit z roznych zdrojov alebo sa daji zhotovit.

Zdroj a vek hovidzich o&i a vyber druhov zvierat

Dobytok odoslany na bitinky sa zvycajne zabija pre Tudskd spotrebu alebo pre iné komercné sposoby pouzitia. Ako
zdroj rohoviek pre testovanie zdkalu a priepustnosti hovddzej rohovky sa pouzivaji iba zdravé zvieratd, ktoré sa
povazuji za vhodné na vstup do lTudského potravinového retazca. KedZe rozsah hmotnosti dobytka je Siroky
v zévislosti od sposobu chovu, veku a pohlavia, neexistuje Ziadne odporti¢anie pre hmotnost zvierata v Case zabitia.

Pri pouziti o&f zo zvierat v roznom veku mozu byt rozmery rohoviek rozne. Rohovky s vodorovnym priemerom
> 30,5 mm a s hodnotami stredovej hriibky rohovky > 1 100 pm sa vo vicobecnosti ziskavajii z dobytka staricho
ako osem rokov, zatial ¢o rohovky s vodorovnym priemerom < 28,5 mm a s hodnotami stredovej hriibky rohovky
< 900 pm sa vo vieobecnosti ziskavaji z dobytka mladsieho ako pit rokov (14). Z toho dovodu sa oci dobytka
starsicho ako 60 mesiacov zvycajne nepouzivaji. OCi dobytka mladsieho ako 12 mesiacov sa takisto tradi¢ne
nepouZivajl, pretoze tieto o¢i sa este vyvijaji a hribka rohovky a priemer rohovky st znacne mensie, ako sa uvddza
v pripade o¢i dospelého dobytka. Pouzitie rohoviek mladych zvierat (t. j. 6 aZ 12 mesacnych) je vSak pripustné,
pretoze to md nickolko vyhod, ako je vyssia dostupnost, uzsi vekovy interval a mensie nebezpecenstvo stvisiace
s potencidlnym vystavenim pracovnikov bovinnej spongiformnej encefalopatii (15). Kedze dalsie postdenie vplyvu
velkosti alebo hriibky rohovky na schopnost reagovat na Zieravé a drazdivé ltky by bolo prinosné, odportca sa, aby
pouzivatelia ozndmili odhadovany vek afalebo hmotnost zvierat, od ktorych rohovky pouzité v §tidii pochddzaja.

Odber a doprava o¢i do laboratéria

Odber o¢f vykondvaji zamestnanci bitinkov. V snahe minimalizovat mechanické a iné druhy poskodenia oci by sa
o¢i mali vyldpnut ¢o najskor po zabiti. Zamestnanci bitinkov by pri oplachovani hlavy zvierata nemali pouzit Ziadny
detergent, aby sa predislo vystaveniu oci posobeniu potencidlne drazdivych latok.

O¢i by sa mali tplne ponorit do Hankovho vyvézeného solného roztoku (dalej len HBSS') v nddrzi vhodnej velkosti
a dopravit do laboratéria takym sposobom, aby sa minimalizovalo poskodenie afalebo kontamindcia baktériami.
KedZe odber o¢f sa vykondva pocas zabfjania, tieto o¢i mozu byt vystavené styku s krvou alebo inymi biologickymi
latkami vrdtane baktéril a inych mikroorganizmov. Preto je dolezité minimalizovat nebezpecenstvo kontamindcie
(napr. ulozenim nddrZze s o¢ami na lad, pridanim antibiotik do HBSS, ktory sa pouziva na skladovanie oci pri
preprave [napr. ddvkou penicilinu 100 IU/ml a streptomycinu 100 mg/ml]).

Casovy interval medzi odberom o&f a pouzitim rohoviek na testovanie zdkalu a priepustnosti hovidzej rohovky by sa
mal minimalizovat (zvycajne sa odber a pouzitie vykond v jednom dni) a mal by byt preukdzatelny, aby sa nedali
spochybnit vysledky rozboru. Zdkladom pre tieto vysledky st vyberové kritérid na oci, ako aj reakcie pri pozitivnej
a negativnej kontrole. Vetky oci pouzité na rozbor by mali byt z jednej skupiny o¢i pochddzajicich z odberu
v urcity den.
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Vyberové kritérid na o&i pouZzivané na testovanie zdkalu a priepustnosti hovidzej rohovky

Ked sa o¢i dopravia do laboratéria, pozorne sa prekontrolujii s ohladom na poskodenia vritane zvyseného zdkalu,
Skrabancov a prekrvenia. MoZu sa pouzit iba rohovky z odf bez takychto chyb.

V dalsich krokoch rozboru sa takisto posudzuje kvalita kazdej rohovky. Rohovky, ktoré maji po prvej hodine

ustalovania zdkal vacsi ako sedem zdkalovych jednotiek, sa majii vyradit (POZNAMKA: opacitometer by sa mal
kalibrovat podla noriem zédkalu, ktoré sa pouzivaji na stanovenie zdkalovych jednotiek, pozri dodatok 3).

Skupina pre kazdd dpravu (testovand ldtka, sibezné negativne a pozitivne kontroly) sa skladd minimélne z troch o¢i.
Tri rohovky by sa mali pouzit na negativnu kontrolu pri rozbore testovania zdkalu a priepustnosti hovidzej rohovky.
KedZe odobrané rohovky pochddzaji z celych ocnych guli a tieto sa instaluji do komor na rohovky, existuje tu
moznost, Ze tito manipuldcia moze ovplyvnit jednotlivé hodnoty zdkalu a priepustnosti rohovky (vritane negativnej
kontroly). Okrem toho hodnoty zdkalu a priepustnosti rohoviek z negativnej kontroly sa pouZivajii na korigovanie
testovaného predmetu a hodnoty zdkalu a priepustnosti rohoviek z pozitivnej kontroly pri vypoctoch IVIS.

POSTUP
Priprava o¢i

Rohovky bez chyb sa vyrezii s 2 az 3 mm prazkom skléry, ktord pomdha pri ndslednej manipuldcii, pricom sa
postupuje opatrne, aby nedoslo k poskodeniu epitelu a endotelu rohovky. Oddelené rohovky sa nainstalujii do
$pecidlne navrhnutych drziakov rohovky pozostdvajicich z prednej a zadnej priehradky, ktoré sa dotykaja epitelidlnej,
resp. endotelidlnej strany rohovky v uvedenom poradi. Obidve komory sa naplnia prebytkom predhriateho mini-
mélneho zdkladného média Eagle (Eagle’s Minimum Essential Medium, dalej len ,EMEM) (najprv zadnd komora), ¢im
sa zabezpedi, Ze sa nevytvoria Ziadne bubliny. Zariadenie sa potom ustaluje pri teplote 32 + 1°C aspoii jednu
hodinu, ¢im sa umozni, aby sa rohovky dostali do rovnovihy s médiom a dosiahli beznii metabolicki aktivitu
v najvacsej moznej miere (priblizna teplota povrchu rohovky in vivo je 32 °C).

Po dobe ustalovania sa do obidvoch komor pridd cerstvé predhriate EMEM a pre kazdd rohovku sa od¢itaji zdkladné
udaje o zdkale. V3etky rohovky, ktoré vykazuji makroskopické poskodenie tkaniva (napr. Skrabance, pigmentdciu,
neovaskularizdciu) alebo zdkal > 7 zdkalovych jednotiek, sa vyradia. Vypocitaji sa priemerné hodnoty zdkalu
vietkych ustdlenych rohoviek. Minimdlne tri rohovky s hodnotami zdkalu blizkymi strednej hodnote vsetkych
rohoviek sa vyber ako rohovky na negativnu kontrolu (alebo kontrolu rozpustadla). Zvy$né rohovky sa potom
rozdelia do skupin na dpravu a pozitivnu kontrolu.

KedZe tepelnd kapacita vody je vyssia ako tepelnd kapacita vzduchu, voda poskytuje stabilnejsie teplotné podmienky
inkubdcie. Preto sa odportca pouzit vodny kapel na udrziavanie drziaka rohovky a jeho obsahu na teplote 32 + 1 °C.
Vzdu$né inkubdtory sa viak takisto mozu pouzivat, pricom sa predpokladajii opatrenia na udrZiavanie stabilnej
teploty (napr. predhriatim drziakov a médii).

Nanesenie testovanej litky

Pouzivaji sa dva rozne protokoly na tpravu, jeden na kvapaliny a povrchovo aktivne latky (tuhé litky alebo
kvapaliny) a jeden na povrchovo neaktivne tuhé latky.

Kvapaliny sa testujii nezriedené, zatial ¢o povrchovo aktivne ldtky sa testuji pri koncentrdcii 10 % m/V v 0,9 %
roztoku chloridu sodného, v destilovanej vode alebo v inom rozpustadle, o ktorom sa preukdzalo, Ze nemd Ziadne
nepriaznivé Gcinky na testovaci systém. Polotuhé latky, pasty a vosky sa zvycajne testuji ako kvapaliny. Pre
alternativne koncentricie zriedenia by sa mali uviest prislusné dovody. Rohovky sa vystavia posobeniu kvapalin
a povrchovo aktivnych ldtok pocas 10 mintit. Pri pouziti inej dlzky expozicie by sa malo uviest primerané vedecké
zdovodnenie.

Povrchovo neaktivne tuhé litky sa zvycajne testujii ako roztoky alebo suspenzie s koncentrdciou 20 % v 0,9 %
roztoku chloridu sodného, v destilovanej vode alebo v inom rozpustadle, o ktorom sa preukdzalo, Ze nemd Ziadne
nepriaznivé G¢inky na testovaci systém. Za urcitych okolnosti a pri riadnom vedeckom zddvodneni sa tuhé latky
moZzu testovat aj Cisté priamym nanesenim na povrch rohovky s pouzitim metddy otvorenej komory (pozri odsek
29). Rohovky sa vystavia posobeniu tuhych ldtok na 3tyri hodiny, ale podobne ako pri kvapalinich a povrchovo
aktivnych latkach mozu sa pouzit iné dfzky expozicie s primeranym vedeckym zdovodnenim.

V zdvislosti od fyzikdlnej povahy a chemickych vlastnosti (napr. tuhé ldtky, kvapaliny, viskozne ¢i neviskdzne
kvapaliny) testovanej ldtky sa mozu pouzivat rozne metddy Gpravy. Najdolezitejsie je zabezpecit, aby testovand
ltka primerane pokryvala epitelidlny povrch a aby sa pri oplachovani primerane odstrdnila. Metéda uzavretej komory
sa zvycajne pouziva na neviskdzne az mierne viskozne kvapalné testované latky, zatial ¢o metdda otvorenej komory
sa zvyCajne pouziva na poloviskézne a viskdzne kvapalné testované litky a na Cisté tuhé latky.
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Pri metdde uzavretej komory sa do prednej komory cez ddvkovacie otvory na hornej strane komory zavedie
dostato¢né mnozstvo testovanej latky (750 pl) tak, aby sa iou pokryla epitelidlna strana rohovky, a otvory komory
sa ndsledne uzavra zdtkami na Cas expozicie. Dolezité je zabezpecit, aby kazdd rohovka bola vystavend posobeniu
testovanej ldtky pocas primeraného obdobia.

Pri met6de otvorenej komory sa pred tipravou vyberie prstencovy zdmok okna a sklenené okno z prednej komory.
Kontrolnd alebo testovand ldtka (750 pl alebo dostato¢né mnozstvo testovanej latky na Gplné pokrytie rohovky) sa
nanesie priamo na epitelidlny povrch rohovky pomocou mikropipety. Ak sa testovand latka tazko pipetuje, moze sa
na ulahéenie dédvkovania naplnif do piestovej pipety pod tlakom. Spicka piestovej pipety sa vloz{ do ddvkovacieho
hrotu striekacky tak, aby sa materidl mohol zaviest do vytldcacieho hrotu pod tlakom. Sticasne s postivanim piestu
pipety nahor sa tla¢i na piest strickacky. Ak sa v $picke pipety objavia vzduchové bubliny, testovany materidl sa
odstrdni (vytladi) a postup sa opakuje, pokial sa $picka nenaplni bez vzduchovych bublin. Ak je potrebné, moze sa
pouzit obycajnd striekacka (bez ihly), pretoze umoziuje odmerat presny objem testovanej litky a jej lahsie nanesenie
na epitelidlny povrch rohovky. Po ddvkovani sa sklenené okno vriti na svoje miesto v prednej komore a tym sa
systém znova uzavrie.

Poexpozitnd inkubicia

Po uplynuti expozicného obdobia sa testovand ldtka, litka na negativnu kontrolu alebo na pozitivnu kontrolu
odstrdnia z prednej komory a epitel sa preplichne aspon trikrdt (alebo pokial nie st viditelné Ziadne znaky
pritomnosti testovanej ldtky) s EMEM (obsahujicim fenolovd cerver). Médium s obsahom fenolovej Cervene sa
pouziva na oplachovanie, lebo zmena farby fenolovej Cervene sa moze monitorovat, ¢im sa zisti G¢innost oplacho-
vania kyslych alebo zdsaditych materidlov. Rohovky sa umyvaji viac ako trikrdt, pokial je farba fenolovej cervene
zmenend (na zltd alebo fialovi) alebo je testovand ldtka stdle viditend. Ked médium neobsahuje testovani ldtku,
rohovky sa opldchnu posledny krdt s EMEM (bez fenolovej cervene). EMEM (bez fenolovej Cervene) sa pouziva na
kone¢né opldchnutie, aby sa zabezpecilo odstrdnenie fenolovej Cervene z prednej komory pred meranim zdkalu.
Prednd komora sa potom znova naplni cerstyym EMEM bez fenolovej Cervene.

V pripade kvapalin alebo povrchovo aktivnych ldtok sa rohovky po oplachnuti inkubujii dalsie dve hodiny pri teplote
32 £+ 1 °C. DIh3{ poexpozi¢ny ¢as moze byt za urcitych podmienok uZito¢ny a mohlo by sa o fiom v jednotlivych
pripadoch uvazovat. Rohovky upravené tuhou litkou sa na konci stvorhodinového expozicného obdobia dokladne
opldchnu, ale nevyzaduje sa dalsia inkubdcia.

Na konci poexpozicného inkubacného obdobia, v pripade kvapalin a povrchovo aktivnych litok, a na konci
Stvorhodinového expozicného obdobia, v pripade povrchovo neaktivnych tuhych ldtok, sa zaznamend zdkal
a priepustnost kazdej rohovky. Kazdd rohovka sa takisto vizudlne prehliadne a pripadné pozorovania sa zaznamenaji
(napr. zlupovanie tkaniva, zvysky testovanej latky, vzorky s nerovnomernym zdkalom). Tieto pozorovania by mohli
byt dolezité, lebo sa mdzu prejavit v kolisani tdajov opacitometra.

Kontrolné litky

Stbezné negativne kontroly alebo kontroly rozpustadla/nosica a pozitivne kontroly st sucastou kazdého pokusu.

Ked' sa testuje kvapalnd ldtka s koncentrdciou 100 %, do testovacej metédy zdkalu a priepustnosti hovddzej rohovky
sa zaclefiuje sibeznd negativna kontrola (napr. 0,9 % roztok chloridu sodného alebo destilovand voda), aby sa dali
zistit ne$pecifické zmeny v testovacom systéme a aby sa poskytol zdklad na koncové body rozboru. Tym sa takisto
zabezpecuje, aby v dosledku podmienok rozboru nedoslo k neprimeranej reakcii vo forme podrdzdenia.

Ked sa testuje zriedend kvapalina, povrchovo aktivna ldtka alebo tuhd litka, do testovacej metddy zdkalu
a priepustnosti hovddzej rohovky sa zacleniuje sibeznd kontrolnd skupina rozpustadla/nosica, aby sa dali zistit
nespecifické zmeny v testovacom systéme a aby sa poskytol zdklad na koncové body rozboru. Méze sa pouzit
iba také rozpustadlo/nosi¢, u ktorého sa preukdzalo, Ze nemd Ziadne nepriaznivé Gcinky na testovaci systém.

Do kazdého pokusu sa zaclenuje nejakd zndma oc¢nd drdzdiva ldtka ako sibeznd pozitivna kontrola a tym sa overuje
vyvolanie primeranej reakcie. KedZe rozbor zdkalu a priepustnosti hoviddzej rohovky sa pouziva v tejto testovacej
metdde na zistovanie Zieravych alebo silne drzdivych latok, v idedlnom pripade by sa na pozitivnu kontrolu mala
pouzit referencnd ldtka, ktord v tejto testovacej metdde vyvoldva zdvazni reakciu. V snahe zabezpecit moZnost
vyhodnotit premenlivost reakcie pri pozitivnej kontrole v case by vSak zdvaznost drdzdivej reakcie nemala byt
extrémne silnd.

Priklady pozitivnych kontrol na kvapalné testované latky st dimetylformamid alebo 1 % hydroxid sodny. Prikladom
pozitivnej kontroly na tuhé testované litky je 20 % (hmotnost na objem) roztok imidazolu v 0,9 % roztoku chloridu
sodného.
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Referen¢né latky si uzitocné na posudzovanie potencidlu ocnej drdzdivosti nezndmych chemikalif urCitej chemickej
triedy alebo triedy vyrobkov alebo na posudzovanie potencidlu pomernej drdzdivosti ocnej drdzdivej latky v rdmci
urcitého rozsahu drdzdivych reakcii.

Namerané koncové body

Zdkal urcuje mnoZstvo svetla prepusteného cez rohovku. Zakal rohovky sa kvantitativne meria pomocou opacito-
metra a vysledkom st hodnoty zdkalu merané na spojitej stupnici.

Priepustnost ur¢uje mnozstvo farbiva fluoresceinu sodného, ktoré prejde cez vietky bunkové vrstvy rohovky (t. j. od
epitelu na vonkajsom povrchu rohovky cez endotel na vnatornom povrchu rohovky). 1 ml roztoku fluoresceinu
sodného (4 alebo 5 mg/ml, ked sa testuji kvapaliny a povrchovo aktivne latky, resp. povrchovo neaktivne tuhé latky)
sa pridd do prednej komory drziaka rohovky, ktord sa dotyka epitelidlnej strany rohovky, zatial ¢o zadnd komora,
ktord sa dotyka endotelidlnej strany rohovky, sa naplni ¢erstvym EMEM. Drziak sa potom inkubuje vo vodorovnej
polohe pocas 90 + 5 minit pri teplote 32 £ 1 °C. MnoZstvo fluoresceinu sodného, ktory prejde do zadnej komory, sa
kvantitativne odmeria pomocou ultrafialovej/viditelnej spektrofotometrie. Spektrofotometrické merania stanovené pri
490 nm sa zaznamenaji ako hodnoty optickej hustoty (OD,gq) alebo absorbancie, ktoré sa meraji na spojitej
stupnici. Hodnoty priepustnosti fluoresceinu sa stanovia z hodnot OD,9¢ nameranych spektrofotometrom pri vidi-
telnom svetle s pouitim standardnej optickej dfzky 1 cm.

Alternativne sa moze pouzit snima¢ 96-jamkovych mikrotitracnych platni za predpokladu, ze i) je mozné vytvorit
linedrny rozsah snimaca platni na stanovenie hodnot OD g, pre fluorescein a ii) pouZiji sa spravne objemy vzoriek
fluoresceinu na 96-jamkovej platnicke, aby vysledkom boli hodnoty OD g, ktoré sa rovnaji standardnej optickej
dlzke 1 cm (to by mohlo vyzadovat kompletné naplnenie jamky [obycajne 360ml]).

UDAJE A SPRAVA
Vyhodnotenie tidajov

Ked sa vykond korekcia hodnot zdkalu a priemernej priepustnosti (OD499) vzhladom na zdkal pozadia a hodnoty
priepustnosti OD9¢ negativnej kontroly, priemerné hodnoty zdkalu a priepustnosti OD49q pre kazdd upravent
skupinu by sa mali dosadit do empiricky odvodeného vzorca na vypocet hodnotiaceho ¢isla drdzdivosti in vitro
(dalej len ,IVISY) pre kazdd upravend skupinu takto:

IVIS = priemernd hodnota zdkalu + (15 x priemernd hodnota priepustnosti OD 490)

Sina a kol. (16) ozndmili, Ze tento vzorec bol odvodeny pri vnitrolaboratérnych a medzilaboratérnych Stididch.
Udaje vypocitané na sbor 36 zlicenin v ramci $tidie za Gcasti viacerych laboratérif sa podrobili analyze podla
viacerych ndhodnych premennych s cielom uréit rovnicu, ktord by najlepsie vyjadrovala vztah medzi tdajmi in vivo
a in vitro. Tuto analyzu vykonali vedci v dvoch nezdvislych spolo¢nostiach a odvodili takmer totozné rovnice.

Hodnoty zdkalu a priepustnosti by sa mali posudzovat aj samostatne, aby sa zistilo, ¢i testovand ldtka vyvolala
zieravy Uc¢inok, alebo silné podrdzdenie iba prostrednictvom jednej z dvoch koncovych hodnét (pozri Rozhodovacie
kritérid).

Rozhodovacie kritérid

Latka, ktord vyvoldva IVIS = 55,1, sa vymedzuje ako Zieravd alebo silne drdzdivd. Ako sa uvddza v odseku 1, ak sa
testovand latka nepreukdze ako o¢nd Zieravina alebo silne drazdiva litka, malo by sa vykonat dalsie testovanie na
ucely klasifikdcie a oznacovania. Testovacia metéda zdkalu a priepustnosti hovidzej rohovky md celkovi presnost
79 % (113/143) az 81 % (119/147), mieru falodnej pozitivity 19 % (20/103) az 21 % (22/103) a mieru falosnej
negativity 16 % (7/43) az 25 % (10/40) v porovnani s idajmi metddy na testovanie o&f krélikov in vivo klasifikovanej
podra klasifikacného systému EPA (1), EU (2) alebo GHS (3). Ked' sa litky v rdmci urcitych chemickych tried (t. j.
alkoholy, ketény) alebo fyzikilnych tried (t. j. tuhé ltky) vylacia z databazy, presnost testovania zdkalu
a priepustnosti hovidzej rohovky v klasifikacnych systémoch EU, EPA a GHS je v rozsahu 87 % (72/83) az 92 %
(78/85), miera falosnej pozitivity je v rozsahu 12 % (7/58) aZ 16 % (9/56) a miera falodnej negativity je v rozsahu
0% (0/27) az 12% (3)26).

Aj ked sa neziska klasifikicia ocnej Zieravosti alebo silnej drdzdivosti testovanej latky, tdaje testovania zédkalu
a priepustnosti hoviddzej rohovky mozu byt uzitoéné v spojeni s testovacimi ddajmi z testu oci krélikov in vivo
alebo z vhodne overeného testu in vitro na dalsie postidenie pouZitelnosti a obmedzeni testovacej met6dy zdkalu
a priepustnosti hoviddzej rohovky na zistovanie slabo drazdivych alebo nedrdzdivych litok (usmernenie na pouzivanie
testovacich metdd ocnej toxicity in vitro je v $tddiu vyvoja).
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Kritérid prijatelnosti Stadie

Test sa povazuje za prijatelny, ak vysledkom pozitivnej kontroly je IVIS, ktoré patri do rozsahu dvoch $tandardnych
odchylok aktudlneho historického priemeru, ktory sa mé aktualizovat najmenej kazdé tri mesiace alebo vzdy, ked sa
vykond nejaky prijatelny test v laboratéridch, kde sa testy vykondvaji zriedkavo (t. j. menej ako jedenkrat za mesiac).
Vysledkom reakcif negativnej kontroly alebo kontroly rozpustadla/nosica by mali byt hodnoty zdkalu a priepustnosti,
ktoré st mensie ako stanovené horné hranice hodnét zdkalu a priepustnosti pozadia pre hovadzie rohovky upravené
prislusnou negativnou kontrolou alebo kontrolou rozpustadla/nosica.

Spriva o testovani

Spréva o testovani by mala obsahovat tieto informdcie, ak s dolezité na vykonanie Stidie:

Testované a kontrolné ldtky

Nézov chemikdlie (ndzvy chemikdlii), ako je Strukturdlny nazov, ktory pouziva sluzba Chemical Abstracts Service
(dalej len ,CAS), po ktorom nasledujii iné ndzvy, ak st zndme;

registracné Cislo CAS, ak je zndme;

Cistota a zloZenie ldtky alebo zmesi (v hmotnostnych percentdch), pokial je tdto informdcia k dispozicii;

fyzikdlno-chemické vlastnosti, ako je fyzikdlny stav, prchavost, pH, stabilita, chemickd trieda, rozpustnost vo vode
dolezitd na vykonanie Studie;

pripadnd dprava testovanych/kontrolnych latok pred testovanim (napr. zahrievanie, drvenie);

stabilita, ak je zndma.

Informdcie tykajice sa objedndvatela a testovacieho zariadenia

Meno a adresa objednavatela, testovacieho zariadenia a veddceho $tadie;

identifikdcia zdroja ocf (t. j. zariadenie, v ktorom sa vykonal ich odber);

podmienky skladovania a dopravy o¢i (napr. ddtum a cas odberu oci, Casovy interval pred zaciatkom testovania,
dopravné média a teplotné podmienky, vietky pouzité antibiotikd);

osobitné charakteristiky zvierat, od ktorych sa vykonal odber o¢i (napr. vek, pohlavie, hmotnost darcovského
zvierata), ak st k dispozicii.

Zdovodnenie testovacej metédy a pouZity protokol
Integrita testovacej metddy

Postup, ktory sa pouziva na zabezpeCenie integrity (t. j. presnosti a spolahlivosti) testovacej metédy v Case (napr.
pravidelné testovanie ldtok na preukdzanie sposobilosti, pouzivanie historickych negativnych a pozitivnych kontrol-
nych tdajov).

Kritérid na prijatelny test

Prijatelné rozsahy stbeznej pozitivnej a negativnej kontroly na zdklade historickych tdajov;

prijatelné rozsahy pripadnych sibeznych referenénych kontrol na zéklade historickych tidajov.

Podmienky testovania

Opis pouzitého testovaciecho systému;

pouzity typ drziaka rohovky;

informécie o kalibracii zariadeni pouzitych na meranie zdkalu a priepustnosti (napr. opacitometra a spektrofotometra);
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informécie o pouzitych hovidzich rohovkéch, vritane prehldsenia o ich kvalite;
podrobnosti 0 pouZitom testovacom postupe;

koncentrécia (koncentricie) pouzitej testovanej latky (latok);

opis vsetkych tprav testovacieho postupuy;

odkaz na historické idaje modelu (napr. negativne a pozitivne kontroly, litky na preukdzanie sposobilosti, referencné
latky);

opis pouzitych hodnotiacich kritérif.

Vyisledky

Tabulka ddajov o jednotlivych testovanych vzorkdch (napr. hodnoty zdkalu a OD49q a vypocitané IVIS na testované
latky a pozitivne, negativne a referencné kontroly [ak si zahrnuté] uvedené vo forme tabuliek, vritane ddajov
z pripadnych replikovanych a opakovanych pokusov a priemerné hodnoty + $tandardnd odchylka pre kazdy pokus);

opis inych pozorovanych téinkov.

Diskusia

Zdver
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Dodatok 1

VYMEDZENIE POJMOV

Presnost: blizkost zhody vysledkov testovacej metddy s prijatymi referenénymi hodnotami. Je to miera vykonnosti
testovacej metddy a jeden z aspektov ,vyznamnosti‘. Tento pojem sa ¢asto pouziva ako zamenitelny s pojmom ,zhoda“
a oznacuje podiel spravnych vysledkov testovacej metddy.


http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_tmer.htm
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_brd_ice.htm
http://www.cdc.gov/ncidod/dhqp/pdf
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_brd_bcop.htm
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/ocutox/ivocutox/ocu_brd_bcop.htm
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Referen¢nd ldtka: ltka, ktord sa pouziva ako Standard na porovndvanie s testovanou litkou. Referencnd ldtka by mala
mat tieto vlastnosti: i) stly a spolahlivy zdroj (zdroje); ii) trukturdlnu a funkénti podobnost s triedou latok, ktoré sa
testuji; iii) zndme fyzikdlne/chemické vlastnosti; iv) podporné informdcie o zndmych t¢inkoch a v) zndmu G¢innost
v rozsahu Ziadanej reakcie.

Rohovka: priehladnd cast prednej strany ocnej gule, ktord pokryva dithovku a zrenicu a prepuasta svetlo do vnitra oka.

Zikal rohovky: miera rozsahu zakalenia rohovky po vystaveni posobeniu testovanej ldtky. ZvySeny zdkal rohovky je
priznakom poskodenia rohovky. Zdkal sa moze posudzovat subjektivne, ako je to pri Draize teste o&i krélikov, alebo
objektivne pomocou pristroja napr. opacitometra.

Priepustnost rohovky: kvantitativne meranie poskodenia epitelu rohovky stanovenim mnozstva farbiva fluoresceinu
sodného, ktoré prejde cez vetky bunkové vrstvy rohovky.

EPA kategéria 1: Zieravé (nevratné znicenie ocného tkaniva) alebo postihnutie rohovky alebo podrazdenie, ktoré
pretrvéva viac ako 21 dni (1).

EU kategéria R41: vznik poskodenia tkaniva v oku alebo zdvainé fyzické zhorSenie videnia po naneseni testovanej ldtky
na predny povrch oka, ktoré nie je dplne vratné do 21 dni od nanesenia (2).

Miera falo$nej negativity: podiel vietkych pozitivnych ldtok, ktoré st testovacou metédou nespravne identifikované ako
negativne. Je to jeden z ukazovatelov vykonnosti testovacej metddy.

Miera falo$nej pozitivity: podiel vietkych negativnych latok, ktoré st testovacou metédou nespravne identifikované ako
pozitivne. Je jednym z ukazovatelov vykonnosti testovacej met6dy.

GHS (globédlny harmonizovany systém klasifikdcie a oznafovania chemickych litok): systém navrhovania klasifi-
kécie chemikalii (ldtok a zmesi) podla Standardizovanych typov a stupnov fyzickych, zdravotnych a environmentélnych
nebezpecenstiev a oznaCovania pomocou prislusnych komunikaénych prvkov, ako st piktogramy, signalizacné slovd,
upozornenia na nebezpecenstvo, bezpe¢nostné upozornenia a karty bezpecnostnych tdajov na sprostredkovanie infor-
mdcif o ich nepriaznivych tG¢inkoch s ciefom chrénit Tudi (vritane zamestnancov, pracujiicich, dopravcov, spotrebitelov
a subjekty zodpovedné za rieSenie nidzovych situdcii) a Zivotné prostredie (3).

GHS kategoria 1: vznik poskodenia tkaniva v oku alebo zdvazného fyzického zhor3enia videnia po naneseni testovanej
latky na predny povrch oka, ktoré nie je dplne vratné do 21 dni po naneseni (3).

Nebezpecenstvo: vnitornd vlastnost Cinidla alebo situdcia, ktord mé schopnost vyvolat nepriaznivé Gcinky pri vystaveni
organizmu, systému alebo obyvatelstva (skupiny obyvatelov) posobeniu tohto ¢inidla.

Hodnotiace ¢islo drdzdivosti in vitro (dalej len ,,IVIS“): empiricky odvodeny vzorec, ktory sa pouziva pri rozbore
zakalu a priepustnosti hovidzej rohovky, pricom sa priemerné hodnoty zdkalu a priepustnosti za kazdi o3etrent skupinu
zlacia do jediného hodnotiaceho ¢isla in vitro na kazda o3etrent skupinu. IVIS = priemernd hodnota zdkalu + (15x
priemernd hodnota priepustnosti).

Negativna kontrola: neupravend replika, ktord obsahuje v3etky zlozky testovacieho systému. Této vzorka sa spracuje so
vzorkami upravenymi testovanou litkou a s inymi kontrolnymi vzorkami s cielom zistit, ¢i rozpustadlo a testovaci
systém na seba navzdjom posobia.

Nedréazdiva latka: latka, ktord v EPA kategérii I, Il ani III; v EU kategorii R41 ani R36 ani v GHS kategérii 1, 2A ani 2B
nie je klasifikovand ako o¢nd drazdivd latka.

Oc¢nd Zieravina: a) litka, ktord sposobuje nevratné poskodenie tkaniva oka; b) ldtka, ktord je v GHS kategérii 1, v EPA
kateg6rii I alebo v EU kateg6rii R41 klasifikovand ako o¢nd Zieravina (1) (2) (3).

Oc¢né drazdiva ldtka: a) ldtka, ktord po naneseni na predny povrch oka vyvoldva nevratnii zmenu v oku; b) ldtka, ktord
je v EPA kategérii 1I alebo I, v EU kategérii R36 alebo v GHS kategérii 2A alebo 2B klasifikovand ako o¢nd drazdivd
litka (1) (2) (3).
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O¢nd silne drazdiva ldtka: a) ldtka, ktord po naneseni na predny povrch oka vyvoldva poskodenie o¢ného tkaniva, ktoré
neusttipi do 21 dni po nanesent, alebo sposobuje zdvazné fyzické zhor3enie videnia; b) ldtka, ktord je v GHS kategérii 1,
v EPA kategorii I alebo v EU kategérii R41 klasifikovand ako o¢nd drazdivd litka (1) (2) (3).

Opacitometer: pristroj na meranie ,zakalu rohovky“ kvantitativnym vyhodnotenim prestupu svetla cez rohovku. Typicky
pristroj md dve prichradky, z ktorych kazdd mad vlastny zdroj svetla a fotobunku. Jedna prichradka sa pouziva na
upravend rohovku, zatial ¢o druhd sa pouZiva na kalibrovanie a vynulovanie pristroja. Svetlo z halogénovej lampy sa
vysle cez kontrolnt prichradku (prdzdna komora bez okien alebo kvapaliny) do fotobunky a porovnd sa so svetlom
vyslanym do fotobunky cez pokusna priehradku, v ktorej je umiestnend komora obsahujtica rohovku. Rozdiel v prestupe
svetla z fotobuniek sa porovnd a na Cislicovej zobrazovacej jednotke sa ukdze ¢iselnd hodnota zdkalu.

Pozitivna kontrola: replika obsahujica vietky zlozky testovacicho systému a upravend litkou, o ktorej sa vie, Ze
vyvoldva pozitivnu reakciu. S cielom zabezpecit moznost vyhodnotit premenlivost reakcie pri pozitivnej kontrole
v ¢ase by vsak zdvaznost reakcie nemala byt extrémne silnd.

Spolahlivost: miera rozsahu, v ktorom sa testovacia metéda moze opakovane vykondvat v Case v laboratériu a medzi
laboratériami, priom sa pouziva rovnaky protokol. Hodnoti sa vypocitanim vnitrolaboratérnej a medzilaboratérnej
reprodukovatelnosti a vnitrolaboratérnej opakovatelnosti.

Kontrola rozpistadla/nosica: neupravend vzorka, ktord obsahuje vietky zlozky testovacieho systému, vritane rozpus-
tadla alebo nosica, ktord sa spracuje so vzorkami upravenymi testovanou latkou a s inymi kontrolnymi vzorkami, a zisti
sa zdkladnd reakcia vzoriek upravenych testovanou litkou rozpustenou v tom istom rozpustadle alebo nosici. Ked sa tito
vzorka testuje so stibeznou negativnou kontrolou, preukazuje sa aj to, ¢i rozpustadlo, alebo nosi¢ a testovaci systém na
seba navzdjom posobia.

Postupné testovanie: stratégia postupného testovania, pri ktorej sa vsetky existujice informdcie o testovanej ldtke
kontrolujii v ur¢itom poradi, s pouzitim postupu posudzovania zdvaznosti dokazov v kazdom stupni a zistuje sa, ¢i
je k dispozicii dostatok informdcii na rozhodnutie o klasifikcii nebezpecenstva pred postupom do dalsieho stupna. Ak sa
drézdivy potencidl testovanej litky moze stanovif na zdklade existujicich informdcii, nevyzaduje sa ziadne dalsie testo-
vanie. Ak drdzdivy potencidl testovanej litky nie je mozné stanovit na zdklade existujiicich informdcii, vykondva sa
testovanie metédou postupnych krokov na zvieratdch, az kym sa nedd urobit jednozna¢nd klasifikdcia.

Overend testovacia metdda: testovacia metdda, v pripade ktorej sa ukoncili hodnotiace Stidie na uréenie vyznamnosti
(vratane presnosti) a spolahlivosti na urcity tcel. Je dolezité poznamenat, Ze overend testovacia metéda nemusi mat
dostato¢nt vykonnost z hladiska presnosti a spolahlivosti, aby sa mohla povazovat za prijatelnd na navrhnuty dcel.

Posudzovanie zdvaznosti dékazov: postup posudzovania silnych a slabych stranok roznych informdcif na dosiahnutie
a podporu zéveru, pokial ide o potencidl nebezpecnosti nejakej latky.

Dodatok 2

Litky na preukazovanie spdsobilosti pre testovaciu metédu zikalu a priepustnosti hovidzej rohovky

Pred rutinnym pouzivanim testovacej metddy, ktord zodpoveda tejto testovacej metdde, laboratdrid mozu preukdzat svoju
technickd sposobilost sprévinym stanovenim klasifikcie o¢nej Zieravosti 10 1atok odporicanych v tabulke 1. Vyber tychto
latok sa vykonal tak, aby zastupovali ten rozsah reakcii lokdlneho podrdzdenia oka/zieravého téinku na oko, ktory
vychddza z vysledkom testov o¢i kralikov in vivo (TG 405) (t. j. kategérie 1, 2A, 2B alebo neklasifikované a oznacené
podla GHS OSN (3) (7). Vzhladom na overenti pouzitelnost tychto rozborov (t. j. iba na zistovanie o¢nych Zieravin/silne
drazdivych ldtok) tu vsak existujii len dva vysledky testov na ucely klasifikdcie (Zieravina/silne drdzdivd latka alebo
nezieravina/slabo drdzdivd litka) na preukdzanie sposobilosti. Dalsim kritériom na vyber bola komer¢nd dostupnost
latok, dostupnost vysoko kvalitnych referenénych tidajov in vivo a existencia vysoko kvalitnych tddajov z dvoch met6d
in vitro, pre ktoré sa pripravujii usmernenia na testovanie. Z toho dovodu sa drdzdivé litky vybrali zo zoznamu 122
referencnych latok, ktoré odporucil vybor ICCVAM na overovanie testovacich metdd o¢nej toxicity in vitro (pozri dodatok
H: Referencné latky odporicané ICCVAM) (5). Referencné ddaje st dostupné v podkladovych kontrolnych dokumentoch
ICCVAM pre testovaciu metédu zdkalu a priepustnosti hovidzej rohovky a testovaciu met6du izolovaného kuracieho oka
(17) (18).
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Tabulka 1

Odportcané litky na preukazovanie technickej sposobilosti na testovanie zékalu a priepustnosti hoviddzej rohovky

Létka CASRN Chemickd trieda (') Fyfzikélna Klasifikéczia in Klasifikdcia in vitro (%)
orma vivo (%)
Benzalkénium chlorid 8001-54-5 Oniové zlicenina | Kvapalina | Kategéria 1 Zieravé[silne drazdiva
(5 %) latka
Chlérhexidin 55-56-1 Amin, amidin | Tuhd litka | Kategoria 1 Zieravé[silne drazdiva
latka
Kyselina dibenzoyl-L- 2743-38-6 Karboxylova Tuhd latka | Kategéria 1 Zieravé[silne drdzdivé
vinna kyselina, ester latka
Imidazol 288-32-4 Heterocyklickd | Tuhd litka | Kategéria 1 Zieravé[silne drazdiva
zliCenina latka
Kyselina  trichléroc- 76-03-9 Karboxylova Kvapalina | Kategoria 1 Zieravé[silne drdzdivé
tova (30 %) kyselina latka
2,6-dichlérbenzoyl 4659-45-4 Acylhalogenid Kvapalina | Kategéria 2A | Nezieravd[slabo drazdivd
chlorid latka
Etyl-2-metylaceto- 609-14-3 Keton, ester Kvapalina | Kategéria 2B | Nezieravd[slabo drazdivd
octan latka
Dusi¢nan aménny 6484-52-2 Anorganickd sol' | Tuhd ldtka | Kategoria 2A | NeZieravé[slabo drdzdivd
latka
Glycerol 56-81-5 Alkohol Kvapalina | Neoznacend | Nezieravd/slabo drdzdiva
latka
n-hexdn 110-54-3 Uhlovodik Kvapalina | Neoznafend | Nezieravéd/slabo drdzdivd
(acyklicky) latka

Skratky: CASRN = Registracné &islo Chemical Abstracts Service
(") Chemické triedy sa stanovili pre kazdu testovant latku s pouzitim Standardnej klasifikacnej schémy na zdklade klasifikacného systému

National Library of Medicine Medical Subject Headings (dostupné na http//www.nlm.nih.gov/mesh).

(%) Na zdklade vysledkov testu o¢i krdlikov in vivo (OECD TG 405) a s pouzitim GHS OSN (3)(7).
(%) Na zdklade vysledkov testovania zdkalu a priepustnosti hovidzej rohovky a izolovaného kuracieho oka.

Dodatok 3

DRZIAK ROHOVKY NA TESTOVANIE ZAKALU A PRIEPUSTNOSTI HOVADZE] ROHOVKY

. Drziaky rohoviek na testovanie zdkalu a priepustnosti hovidzej rohovky st vyrobené z inertného materidlu (napr.

z polypropylénu). Drziaky sa skladaji z dvoch polovic (prednej a zadnej komory) a maji dve podobné valcovité
vndtorné komory. Obidve komory majii objem 5 ml a s ukoncené sklenenym oknom, cez ktoré sa zaznamenavaji
namerané udaje zdkalu. Obidve vndtorné komory maji priemer 1,7 cm a hlbku 2,2 cm ('). Tesniaci krizok umiest-
neny na zadnej komore sa pouziva proti presakovaniu cez netesnosti. Rohovky sa umiestiiuji endotelidlnou stranou
nadol na tesniaci krizok zadnej komory a prednd komora sa poloZi na epitelidlnu stranu rohovky. Komory st
zafixované na mieste tromi nehrdzavejicimi skrutkami na vonkajsej hrane komory. Na konci kazdej komory je
sklenené okno, ktoré sa moze vybrat, aby sa zabezpecil lahs{ pristupu k rohovke. Tesniaci krazok sa takisto nachddza
medzi sklenenym oknom a komorou a brani presakovaniu cez netesnosti. Dva otvory na vrchnej strane kazdej
komory umoziuji zavedenie a odstrdnenie média a testovanych zlicenin. V case tpravy a inkubdcie si uzavreté
gumovymi zdtkami.

Rozmery st uvedené pre drziak rohovky, ktory sa pouziva pre kravy vo veku 12 az 60 mesiacov. V pripade, Ze sa pouzivaji 6 az 12-

mesacné zvieratd, drziak sa musi navrhnit tak, aby kazdd komora mala objem 4 ml a aby kazdd vnitornd komora mala priemer
1,5 cm a hlbku 2,2 cm. Pri novom ndvrhu drziaka rohovky je velmi dolezité, aby pomer vystavenej plochy povrchu rohovky k objemu
zadnej komory bol taky isty ako tento pomer vo zvycajne pouzivanom drziaku rohovky. Je to potrebné preto, aby sa zabezpecilo
spravne urcenie hodnot priepustnosti na vypocet IVIS podla navrhnutého vzorca.


http//www.nlm.nih.gov/mesh
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OPACITOMETER

. Opacitometer je zariadenie na meranie prestupu svetla. Svetlo z halogénovej lampy sa vysle cez kontrolnd priechradku

(prdzdna komora bez okien alebo kvapaliny) do fotobunky a porovnd sa so svetlom vyslanym do fotobunky cez
pokusnti priehradku, v ktorej je umiestnend komora s rohovkou. Rozdiel v prestupe svetla z fotobuniek sa porovnd
a &iselnd hodnota zdkalu sa vysvieti na zobrazovacej jednotke. Zikalové jednotky st stanovené.

. Opacitometer by mal poskytovat linedrnu reakciu v urcitom rozsahu tddajov zdkalu, ktoré patria do intervalov

pouzivanych pre rozne Klasifikdcie opisané v prognostickom modeli (t. j. aZ po interval, ktorym sa urcuje Zieravost/
silnd drdzdivost). V snahe zabezpecit linedrne a presné tidaje az do 75 — 80 zdkalovych jednotiek je potrebné vykonat
kalibrdciu opacitometra s pouZitim stiboru kalibraénych materidlov. Kalibra¢né materidly (matné polyesterové folie) sa
vlozia do kalibra¢nej komory (komora na rohovku ur¢end na uloZenie kalibracnych materidlov) a odcita sa tdaj na
opacitometri. Kalibra¢nd komora je navrhnutd tak, aby kalibracné materidly boli v nej uloZené priblizne v rovnakej
vzdialenosti medzi svetlom a fotobunkou ako rohovky pri merani zdkalu. Opacitometer sa najprv kalibruje na zdkal 0
zdkalovych jednotiek s pouzitim kalibracnej komory bez kalibracného materidlu. Potom sa do kalibracnej komory
vlozia tri rozne kalibra¢né materidly po sebe a odmeraji sa zdkaly. Vysledkom merania kalibra¢nych materidlov 1, 2
a 3 by mali byt tdaje zdkalu, ktoré sa rovnaji ich nastavenym hodnotdim 75, 150, resp. 225 zdkalovych jednotiek
+5%.
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B 48 TESTOVACIA METODA IZOLOVANEHO KURACIEHO OKA NA ZISTOVANIE OCNYCH ZIERAVIN
A SILNE DRAZDIVYCH LATOK

UvVOoD

1. Testovacia metdda izolovaného kuracicho oka je testovacia metdda in vitro, ktord sa moze pouzivat za urCitych
okolnosti a s ur¢itymi obmedzeniami na klasifikdciu litok a zmesi ako o¢nych Zieravin a silne drdzdivych ldtok (1)
(2) (3). Na tcely tejto testovacej metddy sa silne drazdivé latky vymedzuji ako latky vyvoldvajiice ocné 1ézie, ktoré
u krélikov pretrvdvaji najmenej 21 dni po podani. I ked sa nepovazuje za platnii a plnohodnotnii nihrada testu
krélicich oci in vivo, odportica sa pouzivat testovaciu metédu izolovaného kuracieho oka ako stcast stratégie
postupného testovania pre regulacnd klasifikiciu a na oznaCovanie v rdmci urCitej stéry pouzitelnosti (4) (5).
Testované latky a zmesi (6), ktoré si v tomto rozbore pozitivne, mozno klasifikovat ako ocné Zieraviny alebo
silne drdzdivé latky bez dalSicho testovania na krélikoch. Létka, ktorej testovanie je negativne, sa musi testovat na
krdlikoch s vyuzitim stratégie sekvencného testovania, ako sa ustanovuje v usmerneni OECD na testy 405 (7)
(kapitola B.5 tejto prilohy).

2. Ucelom tejto metddy je opisat postupy, ktoré sa pouZivajii na posudzovanie potencidlnej oénej Zieravosti alebo silnej
drazdivosti testovanej latky meranim jej schopnosti vyvolat toxicitu vo vylipnutom kuracom oku. Toxické ti¢inky na
rohovku sa meraj: i) kvalitativnym hodnotenim zdkalu, ii) kvalitativnym hodnotenim poskodenia epitelu na zdklade
nanesenia fluoresceinu do oka (zadrzania fluoresceinu), iii) kvantitativnym meranim zvicSenej hribky (zdurenia) a iv)
kvalitativnym posudzovanim makroskopického morfologického poskodenia povrchu. Zdkal rohovky, zdurenie
a hodnotenie poskodenia po vystaveni pdsobeniu testovanej latky sa hodnotia jednotlivo a potom sa zldcia
a odvodi sa klasifikicia o¢ného podrazdenia.

3. O¢né drazdivé latky vyvoldvajiice 1ézie, ktoré ustipia za menej ako 21 dni, a nedrdzdivé latky sa takisto testovali
s vyuZitim testovacej metddy izolovaného kuracieho oka. Presnost a spolahlivost testovacej metddy izolovaného
kuracieho oka na latky v tychto kategéridch sa vSak formélne neposudzovala.

4. Vymedzenia st uvedené v dodatku 1.

POCIATOCNE UVAHY A OBMEDZENIA

5. Tato testovacia metéda vychddza z protokolu testovacej metddy izolovaného kuracieho oka medziagentiirneho
koordina¢ného vyboru pre overovanie alternativnych metéd (dalej len JCCVAM) (8), ktory bol vytvoreny podla
medzindrodnej hodnotiacej stadie (4) (5) (9) s prispevkami od Eurdpskeho centra pre validdciu alternativnych metdd,
japonského centra pre overovanie alternativnych metéd a z Odboru toxikolégie a aplikovanej farmakoldgie Organi-
zdcie pre aplikovany prirodovedecky vyskum pre kvalitu Zivota (dalej len ,TNOY) (Holandsko). Tento protokol
vychddza z informdcii ziskanych zo zverejnenych protokolov, ako aj z aktudlneho protokolu, ktory pouziva TNO
(10) (11) (12) (13) (14).

6. Zistené obmedzenia tejto testovacej metédy vychddzaja z vysokej miery falonej pozitivity na alkoholy a z vysokych
mier falodnej negativity na tuhé litky a povrchovo aktivne latky (pozri odsek 47) (4). Ked sa latky tychto chemickych
a fyzikdlnych tried vylicia z tdajovej zdkladne, presnost testovacej metddy izolovaného kuracieho oka
v klasifikacnych systémoch EU, EPA a GHS sa vyrazne zlepsi (4). Na zdklade tcelu tohto rozboru (t. j. iba na
zistovanie o¢nych Zieravin/silne drdzdivych latok) miery falo3nej negativity nie s rozhodujtice, pretoze takéto latky
sa nasledne testujii na kralikoch alebo inymi vhodne overenymi testami in vitro v zdvislosti od regulacnych pozia-
daviek s pouzitim stratégie sekvenéného testovania, ktord vychddza z pristupu podla zdvaznosti dokazov. Okrem
toho aktudlna overovacia databdza neumoziuje primerané postdenie niektorych chemickych tried alebo tried
vyrobkov (napr. zmesi). Vyskumnici by vSak mohli zvazit pouZitie tejto testovacej metddy na testovanie vietkych
druhov materidlov (vritane zmesi), pricom pozitivny vysledok by sa mohol akceptovat ako tdaj, ktory naznacuje
reakciu vo forme ocnej Zieravosti alebo silného podrdzdenia. Pozitivny vysledok ziskany pre alkoholy by sa vak mal
interpretovat opatrne pre riziko nadsadenej predpovede.

7. Vietky postupy s kuracimi oami a s hovddzimi rohovkami by mali vyhovovat platnym nariadeniam daného
testovacieho zariadenia a postupom na nardbanie s materidlmi pochddzajiicimi z Tudi alebo zo zvierat, medzi
ktoré okrem inych patria tkanivd a tkanivové tekutiny. Odporacaji sa vieobecne platné laboratérne bezpecnostné
opatrenia (15).

8. Obmedzenim tejto testovacej metddy je, Ze i ked sa zohladnuju niektoré Gcinky na odi, ktoré sa posudzuji metédou
testovania o¢nej drdzdivosti kralikov, a do istej miery aj ich zdvaznost, neprihliada sa na poskodenia spojiviek
a dthovky. I ked sa samotnd vratnost 1ézif rohovky nemoze posudzovat testovacou metédou izolovaného kuracieho
oka, na zdklade 3tadii o¢i krélikov bol takisto podany ndvrh, aby sa hodnotenie pociatocnej hlbky poskodenia
rohovky mohlo pouzivat na rozliSovanie nevratnych a vratnych dcinkov (16). A nakoniec, testovacia metdda
izolovaného kuracicho oka neumoziiuje vykonat hodnotenie potencidlu pre systémovi toxicitu sdvisiacu
s expoziciou o¢i.

9. Pokracujii price na dalSom charakterizovani pouzitelnosti a obmedzeni testovacej metédy izolovaného kuracieho
oka na zistovanie slabo drdzdivych a nedrdzdivych ldtok (pozri aj odsek 48). Pouzivatelom sa takisto odportica, aby
poskytli vzorky afalebo tdaje overovacim organizicidm na formélne posidenie moznych budicich sposobov pouzitia
testovacej metddy izolovaného kuracicho oka, vritane zistovania o¢nych slabo drdzdivych a nedrdzdivych latok.
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V kazdom laboratériu, ktoré prvykrat zavddza tento rozbor, by sa mali pouzit chemikdlie na preukdzanie sposobilosti
uvedené v dodatku 2. Laboratérium moze pouzit tieto chemikdlie na preukdzanie svojej technickej sposobilosti na
vykondvanie testovacej metddy izolovaného kuracieho oka prv, ako predlozi tdaje z testovania izolovaného kura-
cieho oka na ucely regulacnej klasifikicie nebezpecenstva.

PRINCIP TESTU

Testovacia metdda izolovaného kuraciecho oka je organotypicky model, ktory poskytuje kritkodobé zachovanie
kuracieho oka in vitro. Pri tejto testovacej metdde sa poskodenie testovanou litkou hodnoti stanovenim zdurenia
rohovky, zédkalu rohovky a zadrzania fluoresceinu v rohovke. Zatial ¢o posledné dva parametre vyzaduja kvalitativne
hodnotenie, analyza zdurenia rohovky poskytuje kvantitativne hodnotenie. Kazdé meranie sa prevedie na kvantita-
tivny tdaj, ktory sa pouzije na vypocet celkového indexu podrdzdenia, alebo sa priradi kvalitativna kategéria, ktord sa
pouzije na priradenie Klasifikdcie ocnej Zieravosti a silnej drdzdivosti in vitro. Kazdy z tychto vysledkov sa potom
moZe pouzit na predvidanie potencidlu testovanej litky posobit ako Zieravina a silne drdzdivd latka in vivo (pozri
Rozhodovacie kritérid).

Zdroj a vek kuracich o&i

Historicky sa na tento rozbor pouzivali o¢i pochddzajice z kurciat z bittinkov, kde sa zabijajii na Tudskd spotrebu,
¢im sa odstrénila potreba laboratérnych zvierat. Pouzivaji sa iba o¢i zo zdravych zvierat, ktoré sa povazuji za
vhodné na vstup do Tudského potravinového refazca.

[ ked sa este nevykonala ziadna kontrolovand §tiidia na postdenie optimalneho veku kuréiat, vek a hmotnost kurciat,
ktoré sa pouzivaju historicky na tdto testovaciu metédu, zodpovedaji veku a hmotnosti jarnych kurciat spracové-
vanych tradi¢ne na hydinovych bitankoch (t. j. priblizne 7 tyzdnov, 1,5 — 2,5 kg).

Odber a doprava o&i do laboratéria

Hlavy by sa mali odoberat hned po znehybneni kurciat zvycajne elektrickym Sokom alebo narezanim krku
s ndslednym vykrvdcanim. Miestny zdroj kurciat v blizkosti laboratéria by mal byt situovany tak, aby sa hlavy
mohli dopravit z bitinka do laboratéria dostatoéne rychlo, ¢im sa minimalizuje zhorSenie ich kvality afalebo
kontamindcia baktériami. Casovy interval medzi odberom kuracich hldv a pouzitim o&f v testovacej metéde izolo-
vaného kuracieho oka by mal byt o najmensi (zvycajne do dvoch hodin) a mal by byt preukazatelny, aby sa nedali
spochybnit vysledky rozboru. Zakladom tychto vysledkov st vyberové kritérid na oci, ako aj reakcie na pozitivne
a negativne kontroly. V3etky o¢i pouzité na rozbor by mali byt z jednej skupiny o¢i pochddzajicich z odberu v urcity
den.

KedZe o¢i sa odoberaji v laboratériu, neporusené hlavy sa dopravuji z bitinka pri teplote okolitého prostredia
v plastovych boxoch a zvlh¢uji sa utierkami namocenymi do izotonického fyziologického roztoku.

Vyberové kritérid na o&i pouzivané na testovanie izolovaného kuracieho oka

0Odi, ktoré maji po vylipnuti vysoké pociatocné sfarbenie fluoresceinom (t. j. > 0,5) alebo vysokt hodnotu zakalenia
rohovky (t. j. > 0,5), sa vyradia.

Kazdd skupina na dpravu a stibeznd pozitivnu kontrolu sa skladd najmenej z troch o¢i. Skupina na negativnu
kontrolu alebo na kontrolu rozpustadla (ak sa pouziva iné rozpustadlo ako fyziologicky roztok) obsahuje minimalne
jedno oko.

POSTUP
Priprava odi

Oc¢né viecka sa opatrne odrezi, pricom sa dbd na to, aby sa neposkodila rohovka. Celistvost rohovky sa rychlo
vyhodnoti kvapkou 2% (m/V) fluoresceinu sodného, ktord sa nanesie na povrch rohovky na nieckolko sekind
a potom sa opldchne izotonickym fyziologickym roztokom. O¢i oSetrené fluoresceinom sa potom prehliadnu pod
biomikroskopom, aby sa potvrdilo, Ze rohovka je neposkodend (t. j. hodnota zadrzania fluoresceinu a zdkalu rohovky
< 0,5).

Ak je rohovka neposkodend, oko sa vyreze z lebky a dbd sa na to, aby sa neposkodila rohovka. O¢nd gula sa
vytiahne z o¢nej jamky, pricom sa tretie viecko pevne zachyti chirurgickymi klietami a ocné svaly sa prestrihnt
ohnutymi noznicami s tupymi hrotmi. Dolezité je zabranit poskodeniu rohovky nadmernym tlakom (napr. kompres-
nymi predmetmi).

Ked sa oko vyberie z o¢nej jamky, mala by sa na nom ponechat viditelnd ¢ast ocného nervu. Po vybrati z ocnej
jamky sa oko polozi na absorpénii podlozku a odreze sa tretie viecko a iné spojovacie tkaniva.
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Vyltipnuté oko sa upevni do svorky z nehrdzavejiicej ocele tak, aby rohovka bola v kolmej polohe. Svorka sa potom
prenesie do komory superfizneho pristroja (16). Svorky by sa mali do superfizneho pristroja vlozit tak, aby celd
rohovka bola ponorend v izotonickom fyziologickom roztoku. Komory superfazneho pristroja by mali mat riadent
teplotu 32 £ 1,5 °C. V dodatku 3 je uvedend schéma typického superfizneho pristroja a o¢nych svoriek, ktoré je
mozné kapit alebo zhotovit. Pristroj sa moZe upravit tak, aby vyhovoval potrebdm konkrétneho laboratéria (napr. na
uloZenie rozneho poctu odi).

Po vlozeni do superfizneho pristroja sa o¢i znova prehliadnu pod biomikroskopom a skontroluje sa, ¢ pocas
resekcie nedoslo k ich poskodeniu. Stcasne by sa mala odmerat aj hriibka rohovky na vrchole rohovky
s pouZitim meracicho zariadenia na biomikroskope. O¢i s i) hodnotou zadrzania fluoresceinu > 0,5; ii) hodnotou
zdkalu rohovky > 0,5 alebo iii) s akymikolvek inymi znakmi poskodenia by sa mali nahradit inymi. Spomedzi odi,
ktoré sa nevyradia na zdklade nicktorého z tychto kritérii, sa musia vyradit o¢i s hribkou rohovky, ktord md
odchylku viac ako 10 % z priemernej hodnoty za vietky oci. Pouzivatelia by mali vediet, Ze biomikroskopy mozu
poskytovat rdzne namerané tidaje hriibky rohovky, ak je nastavend rozna $irka strbiny. Sirka $trbiny by mala byt
nastavena na 0,095 mm.

Ked' sa vSetky oci prezri a st vyhovujice, inkubuji sa asi 45 az 60 mindt, aby sa dostali do ustdleného stavu
s testovacim systémom pred ddvkovanim. Po dobe ustalovania sa zaznamend nulové referenéné meranie na hriabku
a zdkal rohovky, ktoré slazi ako zdkladny stav (t. j. ¢as = 0). Hodnota fluoresceinu stanovend pri resekcii sa pouZiva
ako zdkladné meranie tohto kone¢ného vysledku.

Nanesenie testovanej litky

Hned po nulovych referenénych meraniach sa oko (v drziaku) vyberie zo superfizneho pristroja, ulozi sa do
vodorovnej polohy a na rohovku sa nanesie testovand latka.

Kvapalné testované latky sa zvycajne testujii nezriedené, ale ak sa to povazuje za potrebné, mozu sa zriedit (napr. ako
sicast ndvrhu Stadie). Ako rozpustadlo pre zriedené litky sa uprednostiiuje fyziologicky roztok. V riadenych
podmienkach sa viak mozu pouzivat aj iné rozpustadld, ale mala by sa preukdzat vhodnost inych rozpustadiel
pouzitych namiesto fyziologického roztoku.

Kvapalné testované latky sa nanesti na rohovku tak, aby cely povrch rohovky bol rovnomerne pokryty testovanou
latkou; Standardny objem je 0,03 ml.

Ak je to mozné, tuhé litky by sa mali o najjemnejsie rozdrvit ticikom v trecej miske alebo podobnym drviacim
nastrojom. PraSok sa potom nanesie na rohovku tak, aby povrch bol rovnomerne pokryty testovanou latku; Stan-
dardné mnozstvo je 0,03 g.

Testovand latka (kvapalnd alebo tuhd) sa nanesie na 10 sekind a potom sa oplichne z oka izotonickym fyziolo-
gickym roztokom (priblizne 20 ml) pri teplote okolitého prostredia. Oko (v drziaku) sa ndsledne vrati do superfiiz-
neho pristroja do povodnej zvislej polohy.

Kontrolné litky

Stbezné negativne kontroly alebo kontroly rozpustadla/nosica a pozitivne kontroly by sa mali zaclenit do kazdého
pokusu.

Ked sa testuji kvapaliny s koncentrdciou 100 % alebo tuhé latky, v testovacej metdde izolovaného kuracicho oka sa
pouziva fyziologicky roztok ako stibeznd negativna kontrola na zistovanie nespecifickych zmien v testovacom
systéme a aby sa zabezpecilo, Ze podmienky rozboru nevyvolaji neziaducu reakciu vo forme podrazdenia.

Ked sa testuji nezriedené kvapaliny, sibeznd skupina na kontrolu rozpustadla/nosica sa zacleni do testovacej
metddy, aby sa zistili neSpecifické zmeny v testovacom systéme a aby sa zabezpecilo, Zze podmienky rozboru
nevyvolaji neziaducu reakciu vo forme podrdzdenia. Ako sa uvddza v odseku 25, moze sa pouzit iba také rozpus-
tadlo/nosi¢, o ktorom sa preukdzalo, Ze nemd nepriaznivé G¢inky na testovaci systém.
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Do kazdého pokusu sa zacleni zndma o¢nd drdzdivd litka ako sibeznd pozitivna kontrola, aby sa overilo, Ze sa
vyvolala nélezitd reakcia. KedZe v tejto testovacej metdde sa pouziva rozbor izolovaného kuracieho oka na zistovanie
zieravin alebo silne drazdivych latok, na pozitivou kontrolu by sa mala pouzit referencnd ldtka, ktord pri tejto
testovacej metdde vyvoldva silnd reakciu. Aby sa vSak umoznilo vyhodnotenie premenlivosti reakcie pri pozitivnej
kontrole v ¢ase, zdvaznost drdzdivej reakcie by nemala byt extrémne silnd. Mali by sa vygenerovat dostatocné tidaje
in vitro na pozitivnu kontrolu, aby bolo mozné vypocitat Statisticky vymedzeny prijatelny rozsah pre pozitivnu
kontrolu. Ak na urcitd pozitivnu kontrolu nie st k dispozicii primerané historické ddaje testovacej metddy izolo-
vaného kuraciecho oka, moze byt potrebné vykonat $tidie, ktoré by tieto informdacie poskytli.

Prikladom pozitivnych kontrol na kvapalné testované latky je 10 % kyselina octovd alebo 5 % benzalkénium chlorid,
zatial ¢o prikladom pozitivnych kontrol na tuhé testované latky je hydroxid sodny alebo imidazol.

Referencné latky st uzitocné na posudzovanie schopnosti nezndmych chemikalii urcitych chemickych tried alebo
tried vyrobkov sposobovat o¢né podrazdenie alebo na posudzovanie pomerného drazdivého potencidlu ocnej draz-
divej latky v urcitom rozsahu drdzdivych reakcil.

Meranie kone¢nych vysledkov

Merané rohovky sa posudzuji pred Gpravou a 30, 75, 120, 180 a 240 minit (¢ 5 mindt) po oplachnuti po
testovanej latke. Tieto Casové body poskytujii primerany pocet merani pocas 4 hodin osetrenia, pricom medzi
meraniami zostdva dostatok casu na vykonanie predpisanych pozorovani pre vietky oci.

Posudzované konecné vysledky st zdkal rohovky, zdurenie rohovky, zadrzanie fluoresceinu v rohovke a morfologické
G¢inky (napr. tvorba jamiek alebo uvolnenie epitelu). Vietky konecné vysledky, s vynimkou zadrzania fluoresceinu
(ktoré sa stanovuje iba pred Gpravou a 30 mindt po vystaveni posobeniu testovanej latky), sa stanovuji v kazdom
z uvedenych casovych bodov.

Odportica sa vyhotovit fotografie na zdokumentovanie zdkalu rohovky, zadrzania fluoresceinu, morfologickych
ucinkov a histopatoldgie, ak sa vykond.

Po poslednom prehliadnuti po Styroch hodindch sa pouzivatelom odportica, aby oci ulozili do vhodného fixaéného
roztoku (napr. neutrdlneho tlmivého roztoku formalinu) pre pripadné histopatologické skiimanie.

Zdurenie rohovky sa stanovuje meranim hribky rohovky optickym pachymetrom na biomikroskope. Vyjadruje sa
v percentdch a vypocita sa z nameranych ddajov hribky rohovky podla tohto vzorca:

[ hrébka rohovky v case t — hrébka rohovky v case = 0

hrébka rohovky rohovky case = 0 ] X 100

Priemernd percentudlna hodnota zdurenia rohovky za vietky testované oci sa vypocita pre vietky Casové body
merania. Na zdklade najvy$Sej priemernej hodnoty zdurenia rohovky, nameranej v kazdom casovom bode, sa
potom urci celkovd hodnota kategérie na kazdd testovand ldtku.

Zékal rohovky sa vypocita tak, Ze na hodnotenie sa pouzije Cast rohovky, ktord je najhustejsie zakalend. Priemernd
hodnota zékalu rohovky za vietky testované oci sa vypocita pre vietky casové body merania. Na zdklade najvyssej
priemernej hodnoty zdkalu rohovky, nameranej v kazdom ¢asovom bode, sa potom uréi celkovd hodnota kategérie
pre kazdua testovand ldtku (tabulka 1).

Tabulka 1

Hodnoty zdkalu rohovky

Hodnota Vyhodnotenie pozorovania

0 Bez zdkalu

0,5 Velmi slaby zdkal
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Hodnota Vyhodnotenie pozorovania
1 Roztrisené alebo rozptylené plochy; detaily dithovky st jasne viditelné
2 Lahko rozpoznatelnd priehladnd plocha; detaily dithovky st mierne zatemnené
3 Silny zakal rohovky; Ziadne 3pecifické detaily dihovky nie st viditelné; velkost zrenice je sotva
rozpoznatelnd
4 Uplny zakal rohovky; dithovka nie je viditelna

Priemernd hodnota zadrzania fluoresceinu za vsetky testované oci sa vypocita len na meranie v ¢asovom bode 30
mintt a pouZije sa na urcenie celkovej hodnoty kategérie na kazdi testovani latku (tabulka 2).

Tabulka 2

Hodnoty zadrzania fluoresceinu

Hodnota Vyhodnotenie pozorovania
0 Ziadne zadrzanie fluoresceinu
0,5 Velmi mald skvrna na jednej bunke
1 Skvrny na jednej bunke rozptylené po celej o3etrenej ploche rohovky
2 Loziska alebo splyvajiice skvrny na jednej bunke
3 Splyvajice velké plochy rohovky zadrziavajice fluorescein

Medzi morfologické dcinky patri jamkovanie’ buniek epitelu rohovky, ,uvolnenie’ epitelu, ,zdrsnenie’ povrchu
rohovky a ,prilnutie’ testovanej litky k rohovke. Tieto zistenia mozu byt rozne, pokial ide o ich zdvaznost,
a moZu sa vyskytovat stcasne. Klasifikdcia tychto zisteni je subjektivna podla vykladu vyskumnika.

UDAJE A SPRAVA
Vyhodnotenie tidajov

Vysledné hodnoty zdkalu rohovky, zdurenia rohovky a zadrzania fluoresceinu by sa mali posudzovat osobitne, aby sa
stanovila trieda izolovaného kuracieho oka pre kazdy konecny vysledok. Triedy izolovaného kuraciecho oka pre kazdy
kone¢ny vysledok sa potom zlcia a stanovi sa klasifikdcia drdzdivosti na kazdd testovand latku.

Rozhodovacie kritérid

Ked sa posadi kazdy kone¢ny vysledok, mozZu sa priradit triedy izolovaného kuracieho oka na zdklade vopred
urCeného rozsahu. Vyklad hribky rohovky (tabulka 3), zdkalu (tabulka 4) a zadrzania fluoresceinu (tabulka 5)
s pouzitim Styroch tried izolovaného kuracieho oka sa robi podla tychto stupnic:

Tabulka 3

Klasifikacné kritérid izolovaného kuracicho oka na hribku rohovky

Priemerné zdurenie rohovky (%) (*) Trieda izolovaného kuracieho oka
0az 5 I
>5az 12 1I
>12 az 18 (> 75 mindt po oSetreni) 1I
>12 az 18 (< 75 mindat po oSetreni) 111
>18 az 26 11
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Priemerné zdurenie rohovky (%) (*)

Trieda izolovaného kuracieho oka

>26 az 32 (>75 mindt po oSetreni) 11
>26 az 32 (<75 mindt po oSetreni) v
>32 v

(*) Tieto hodnoty zdurenia rohovky platia iba vtedy, ak sa hriibka meria biomikroskopom Haag-Streit BP900 so zariadenfm na
meranie hlbky ¢. I a pri nastaveni $irky Strbiny 9%, ktord sa rovnd 0,095 mm. Pouzivatelia by mali vedief, Ze biomikroskopy
mozu ddvat rozne namerané hodnoty hribky rohovky, ak je nastavend rozna Sirka strbiny.

Tabulka 4

Klasifika¢né kritérid izolovaného kuracicho oka na zdkal

Priemernd hodnota pre maximalny zdkal (*) Trieda izolovaného kuracieho oka
0,0 -0,5 I
0,6 —1,5 il
1,6 — 2,5 11
2,6 - 4,0 I\%

(*) Pozri tabulku 1.

Tabulka 5

Klasifikacné kritérid izolovaného kuracieho oka na priemerné zadrzanie fluoresceinu

Priemernd hodnota zadrianirznfl}t(lgrescefnu 30 mindit po oset- Trieda izolovaného kuracicho oka
0,0 - 0,5 I
0,6 - 1,5 Il
1,6 — 2,5 11
2,6 - 3,0 \Y

(*) Pozri tabulku 2.

Celkova klasifikdcia drazdivosti in vitro na testovant ldtku sa hodnoti pomocou Klasifikdcie drazdivosti, ktord zodpo-
vedd kombindcii kategorii ziskanych pre zdurenie rohovky, zdkal rohovky a zadrzanie fluoresceinu a pouzitim
schémy uvedenej v tabulke 6.

Tabulka 6

Celkové klasifikdcia drazdivosti in vitro

Klasifikdcia Kombindcie 3 konec¢nych vysledkov

3xIV

2x1V, 1 <1

2x1V, 111 (%

2x1IV, 1 x1(%

Zékal rohovky > 3 po 30 mindtach (aspofi v 2 ociach)
Zékal rohovky = 4 v ktoromkolvek ¢asovom bode (asponi v 2
ociach)

Zéavazné uvolnenie epitelu (aspon v 1 oku)

Zieravina/silne drazdivé litka

(*) Kombindcie, ktorych vyskyt je menej pravdepodobny.
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47.

48.

49.

50.

Ako sa uvddza v odseku 1, ak sa testovand latka nepreukdze ako o¢nd Zieravina alebo silne drdzdivd ldtka, malo by sa
vykonat dalsie testovanie na tcely klasifikicie a oznacovania. Testovacia met6da izolovaného kuracicho oka mé
celkovil presnost 83 % (120/144) az 87 % (134/154), mieru falosnej pozitivity 6 % (7/122) az 8 % (9/116) a mieru
falosnej negativity 41 % (13/32) az 50 % (15/30) na zistovanie ocnych zieravin a silne drdzdivych litok v porovnani
s tidajmi metddy na testovanie o¢i krélikov in vivo klasifikovanej podla klasifikacného systému EPA (1), EU (2) alebo
GHS (3). Ked' sa latky v rdmci urcitych chemickych tried (t. j. alkoholy a povrchovo aktivne ldtky) a fyzikdlnych tried
(t. j. tuhé latky) vylicia z databdzy, presnost testovania izolovaného kuracieho oka v klasifikacnych systémoch EU,
EPA a GHS je v rozsahu 91 % (75/82) az 92 % (69/75), miery falo$nej pozitivity st v rozsahu 5 % (4/73) az 6 %
(4/70) a miery falo$nej negativity si v rozsahu 29 % (2/7) az 33 % (3/9) (4).

Aj ked sa neziska klasifikdcia ocnej Zieravosti alebo silnej drdzdivosti testovanej létky, ddaje testovania izolovaného
kuraciecho oka moézu byt uzitocné v spojeni s testovacimi tdajmi z testu o¢i krdlikov in vivo alebo z vhodne
overeného testu in vitro na dalsie postidenie pouzitelnosti a obmedzeni testovacej metddy izolovaného kuracieho
oka na zistovanie slabo drézdivych a nedrdzdivych ldtok (usmernenie na pouZivanie testovacich metéd ocnej toxicity
in vitro je v $tddiu vyvoja).

Kritérid prijatelnosti Stidie
Test sa povazuje za prijatelny, ak vysledkom stibeznych negativnych kontrol a kontrol rozpustadla/nosica

a stbeznych pozitivnych kontrol je klasifikdcia drdzdivosti, ktord patri do triedy nedrdzdivych ldtok, resp. silne
drazdivych ldtok/zieravin.

Sprava o testovani

Spréva o testovani by mala obsahovat tieto informdcie, ak s dolezité na vykonanie Stidie:

Testované a kontrolné ldtky

Nézov chemikélie (ndzvy chemikdlii), ako je Strukturdlny ndzov, ktory pouziva sluzba Chemical Abstracts Service
(dalej len ,CASY), po ktorom nasledujii iné ndzvy, ak si zndme;

registracné ¢islo CAS, ak je zndme;
Cistota a zloZenie ldtky alebo zmesi (v hmotnostnych percentich), pokial je tdto informécia k dispozicii;

fyzikdlno-chemické vlastnosti, ako je fyzikdlny stav, prchavost, pH, stabilita, chemicka trieda, rozpustnost vo vode
dolezitd na vykonanie $tadie;

pripadnd tprava testovanych/kontrolnych litok pred testovanim (napr. zahrievanie, drvenie);
stabilita, ak je zndma.

Informdcie tykajtice sa objedndvatela a testovacieho zariadenia

Meno a adresa objedndvatela, testovacieho zariadenia a vediiceho $tadie;
identifikdcia zdroja o¢f (t. j. zariadenie, v ktorom sa vykonal ich odber);
podmienky skladovania a dopravy o¢i (napr. ddtum a cas odberu oci, Casovy interval pred zaciatkom testovania);

osobitné charakteristiky zvierat, od ktorych sa vykonal odber o¢i (napr. vek, pohlavie, hmotnost darcovského
zvierata), ak st k dispozicii.

Zdovodnenie testovacej metddy a pouZity protokol
Integrita testovacej metddy

Postup, ktory sa pouziva na zabezpeCenie integrity (t. j. presnosti a spolahlivosti) testovacej metédy v Case (napr.
pravidelné testovanie ldtok na preukdzanie sposobilosti, pouzivanie historickych negativnych a pozitivnych kontrol-
nych ddajov).
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Kritérid pre prijatelny test

Prijatelné rozsahy pripadnych stibeznych referencnych kontrol na zdklade historickych tdajov.

Podmienky testovania

Opis pouzitého testovacieho systému;

pouzity typ biomikroskopu (napr. oznacenie modelu);

nastavenia pouzitého biomikroskopu;

informdcie o pouzitych kuracich ociach, vritane prehldsenia o ich kvalite;

podrobnosti o pouzitom testovacom postupe;

koncentrdcia (koncentracie) pouzitej testovanej latky (latok);

opis vetkych tprav testovacicho postupu;

odkaz na historické ddaje modelu (napr. negativne a pozitivne kontroly, ldtky na preukdzanie sposobilosti, referencné
latky);

opis pouzitych hodnotiacich kritérii.

Vysledky

Opis inych pozorovanych Géinkov;

pripadne fotografie oka.

Diskusia

Zdver
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Dodatok 1

VYMEDZENIE POJMOV

Presnost: blizkost zhody vysledkov testovacej metddy s prijatymi referenénymi hodnotami. Je to miera vykonnosti
testovacej metddy a jeden z aspektov ,vyznamnosti“. Tento pojem sa Casto pouziva ako zamenitelny s pojmom ,zhoda“
a oznacuje podiel spravnych vysledkov testovacej metddy.

Referencnd ldtka: litka, ktord sa pouziva ako Standard na porovndvanie s testovanou litkou. Referencnd litka by mala
mat tieto vlastnosti: i) stdly a spolahlivy zdroj (zdroje); ii) Strukturdlnu a funként podobnost s triedou ldtok, ktoré sa
testujii; iii) zndme fyzikdlne/chemické vlastnosti; iv) podporné informdacie o zndmych dcinkoch a v) zndmu G¢innost
v rozsahu Ziadanej reakcie.

Rohovka: priehladnd cast prednej strany ocnej gule, ktord pokryva dithovku a zrenicu a prepdsta svetlo do vndtra oka.

Zdkal rohovky: miera rozsahu zakalenia rohovky po vystaveni posobeniu testovanej ltky. ZvySeny zdkal rohovky je
priznakom poskodenia rohovky.

Zdurenie rohovky: pri testovani izolovaného kuracicho oka objektivne meranie rozsahu roztiahnutia rohovky po
vystaveni posobeniu testovanej latky. Vyjadruje sa v percentdch a vypocita sa zo zdkladnych (pred ddvkovanim) merani
hribky rohovky a hribky zaznamenanej po vystaveni pdsobeniu testovaného materidlu pri testovani izolovaného kura-
cieho oka. Miera zdurenia rohovky je priznakom poskodenia rohovky.

EPA Kkategéria 1: Zieravé (nevratné znicenie o¢ného tkaniva) alebo postihnutie rohovky alebo podrizdenie, ktoré
pretrvéva viac ako 21 dni (1).

EU kategéria R41: vznik poskodenia tkaniva v oku alebo zdvazné fyzické zhorsenie videnia po naneseni testovanej latky
na predny povrch oka, ktoré nie je dplne vratné do 21 dni od nanesenia (2).

Miera falo$nej negativity: podiel vietkych pozitivnych ldtok, ktoré sii testovacou metédou nesprévne identifikované ako
negativne. Je to jeden z ukazovatelov vykonnosti testovacej metddy.

Miera falo$nej pozitivity: podiel vietkych negativnych ldtok, ktoré s testovacou metédou nespravne identifikované ako
pozitivne. Je jednym z ukazovatelov vykonnosti testovacej metddy.

Zadrzanie fluoresceinu: pri testovani izolovaného kuracieho oka subjektivne meranie mnozstva fluoresceinu sodného,
ktory zadrzia epitelidlne bunky v rohovke po vystaveni posobeniu testovanej litky. Miera zadrzania fluoresceinu je
priznakom poskodenia epitelu rohovky.

GHS (globdlny harmonizovany systém Kklasifikicie a oznacovania chemickych ltok): systém navrhovania klasifi-
kdcie chemikdlif (ldtok a zmesi) podla $tandardizovanych typov a stupnov fyzickych, zdravotnych a environmentilnych
nebezpecdenstiev a oznacovania pomocou prislusnych komunikac¢nych prvkov, ako sa piktogramy, signalizacné slova,
upozornenia na nebezpecenstvo, bezpecnostné upozornenia a karty bezpecnostnych ddajov na sprostredkovanie infor-
mdcii o ich nepriaznivych tcinkoch s cielom chrédnit Tudi (vrdtane zamestnancov, pracujticich, dopravcov, spotrebitelov
a subjekty zodpovedné za rieSenie nidzovych situdcii) a Zivotné prostredie (3).

GHS kategoria 1: vznik poskodenia tkaniva v oku alebo zdvazné fyzické zhorSenie videnia po naneseni testovanej latky
na predny povrch oka, ktoré nie je dplne vratné do 21 dni po naneseni (3).

Nebezpecenstvo: vnitornd vlastnost ¢inidla alebo situdcia, ktord méd schopnost vyvolat nepriaznivé G¢inky pri vystaveni
organizmu, systému alebo obyvatelstva (skupiny obyvatelov) posobeniu tohto ¢inidla.
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Negativna kontrola: neupravend replika, ktord obsahuje vsetky zlozky testovacieho systému. Tdto vzorka sa spracuje so
vzorkami upravenymi testovanou litkou a s inymi kontrolnymi vzorkami s cielom zistit, ¢i rozpustadlo a testovaci
systém na seba navzdjom posobia.

Nedrazdiva latka: litka, ktord v EPA kategérii I, Il ani III; v EU kateg6rii R41 ani R36, ani v GHS kategérii 1, 2A ani 2B
nie je klasifikovand ako o¢nd drazdivd latka (1) (2) (3).

Oc¢nd Zieravina: a) ldtka, ktord sposobuje nevratné poskodenie tkaniva oka; b) ldtka, ktord je v GHS kategérii 1, v EPA
kateg6rii I alebo v EU kateg6rii R41 klasifikovand ako o¢nd Zieravina (1) (2) (3).

Oc¢né drazdiva ldtka: a) ldtka, ktord vyvoldva nevratni zmenu v oku po naneseni na predny povrch oka; b) ldtka, ktord
je v EPA kategorii II alebo 1II, v EU kategérii R36 alebo v GHS kategérii 2A alebo 2B klasifikovand ako o¢nd drdzdivd
litka (1) (2) (3).

O¢nd silne drdzdiva litka: a) litka, ktord po naneseni na predny povrch oka vyvoldva poskodenie o¢ného tkaniva, ktoré
neusttpi do 21 dni po nanesenf, alebo sposobuje zdvazné fyzické zhorSenie videnia; b) litka, ktord je v GHS kategérii 1,
v EPA kategoérii I alebo v EU kateg6rii R41 klasifikovand ako o¢nd drdzdiva latka (1) (2) (3).

Pozitivna kontrola: replika obsahujica vietky zlozky testovacieho systému a upravend litkou, o ktorej sa vie, ze
vyvoldva pozitivnu reakciu. S cielom zabezpecit moznost vyhodnotit premenlivost reakcie pri pozitivnej kontrole
v Case by vSak zdvaznost reakcie nemala byt extrémne silnd.

Spolahlivost: miera rozsahu, v ktorom sa testovacia metéda moze opakovane vykondvat v ¢ase v laborat6riu a medzi
laboratériami, priom sa pouziva rovnaky protokol. Hodnoti sa vypocitanim vndtrolaboratérnej a medzilaboratdrnej
reprodukovatelnosti a vntitrolaboratérnej opakovatelnosti.

Biomikroskop: pristroj pouZivany na priame preskiimanie oka pri zvicSeni binokuldrnym mikroskopom s vytvorenim
stereoskopického vzpriameného obrazu. V testovacej metdde izolovaného kuracicho oka sa tento pristroj pouziva na
prehliadanie prednych Struktdr kuracieho oka, ako aj na objektivne meranie hriibky rohovky pomocou pripojeného
zariadenia na meranie hibky.

%

Kontrola rozpustadla/nosica: neupravend vzorka, ktord obsahuje vetky zlozky testovacieho systému, vritane rozpus-
tadla alebo nosica, ktord sa spracuje so vzorkami upravenymi testovanou ldtkou a s inymi kontrolnymi vzorkami, a zist{
sa zdkladnd reakcia vzoriek upravenych testovanou litkou rozpustenou v tom istom rozpustadle alebo nosici. Ked sa tito
vzorka testuje so stibeznou negativnou kontrolou, preukazuje sa aj to, ¢i rozpustadlo, alebo nosi¢ a testovaci systém na
seba navzdjom posobia.

Postupné testovanie: stratégia postupného testovania, pri ktorej sa vietky existujice informdcie o testovanej ldtke
kontroluji v ur¢itom poradi, s pouzitim postupu posudzovania zdvaznosti dokazov v kazdom stupni a zistuje sa, ¢i
je k dispozicii dostatok informdcii na rozhodnutie o klasifikdcii nebezpecenstva pred postupom do dalsieho stupna. Ak sa
drézdivy potencidl testovanej litky moze stanovit na zdklade existujicich informdcii, nevyzaduje sa ziadne dalsie testo-
vanie. Ak drdzdivy potencidl testovanej litky nemozno stanovit na zdklade existujtcich informdcif, vykondva sa testovanie
metédou postupnych krokov na zvieratdch, az kym sa nedd urobit jednoznacnd klasifikdcia.

Overend testovacia metdda: testovacia metdda, pre ktorti sa ukoncili hodnotiace $tadie a zistila sa vyznamnost (vritane
presnosti) a spolahlivost na urcity acel. Je dolezité poznamenat, Ze overend testovacia metéda nemusi mat dostato¢nd
vykonnost z hladiska presnosti a spolahlivosti, aby sa mohla povazovat za prijatelnti na navrhnuty tcel.

Posudzovanie zdvaznosti dokazov: postup posudzovania silnych a slabych strdnok roznych informdcif na dosiahnutie
a podporu zdveru, ktory sa tyka potencidlu nebezpecnosti nejakej latky.
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Dodatok 2

LATKY NA PREUKAZOVANIE SPOSOBILOSTI PRE TESTOVACIU METODU IZOLOVANEHO KURACIEHO OKA

Pred rutinnym pouZivanim testovacej metddy, ktord zodpoveda tejto testovacej metdde, mozu laboratérid preukazat svoju
technickdi sposobilost spravnym stanovenim klasifikdcie o¢nej Zieravosti 10 ldtok odportcanych v tabulke 1. Vyber tychto
latok sa vykonal tak, aby zastupovali ten rozsah reakcii lokdlneho podrdzdenia oka/zieravého téinku na oko, ktory
vychddza z vysledkom testov o¢i kralikov in vivo (TG 405) (t. j. kategdrie 1, 2A, 2B alebo ldtky neklasifikované alebo
oznacené podla GHS OSN) (3) (7). Vzhladom na overent pouzitelnost tychto rozborov (t. j. iba na zistovanie o¢nych
zieravin/silne drdzdivych latok) tu vsak existujii len dva vysledky testov na tcely klasifikdcie (Zieravina/silne drazdiva latka
alebo nezieravina/slabo drézdiva litka) na preukdzanie sposobilosti. Dalsim kritériom na vyber bola komer¢nd dostupnost
latok, dostupnost vysoko kvalitnych referencnych tdajov in vivo a existencia vysoko kvalitnych tdajov z dvoch metéd in
vitro, pre ktoré sa pripravujii usmernenia na testovanie. Z toho dovodu sa drdzdivé latky vybrali zo zoznamu 122
referen¢nych latok, ktoré odporucil vybor ICCVAM na overovanie testovacich metdd ocnej toxicity in vitro (pozri dodatok
H: Zoznam referen¢nych litok odportcanych ICCVAM) (4). Referencné tdaje st dostupné v podkladovych kontrolnych
dokumentoch ICCVAM pre testovaciu metddu zdkalu a priepustnosti hovidzej rohovky a testovaciu metédu izolovaného
kuracieho oka (18) (19).

Tabulka 1

Odportcané litky na preukazovanie technickej sposobilosti na testovanie izolovaného kuraciecho oka

Chemikalia CASRN Chemické Fyzikdlna forma Klasifikajcia () in Klasifikdcia (%) in vitro
trieda () vivo
Benzalk6énium chlorid |  8001-54-5 Oniova zltce- Kvapalina Kategéria 1 | Zieravé/silne drdzdiv4 litka
(5 %) nina
Chlérhexidin 55-56-1 Amin, amidin Tuhd litka Kategoéria 1 | Zieravé/silne drdzdiv4 litka
Kyselina dibenzoyl-L- | 2743-38-6 Karboxylovd Tuhd ldtka Kategéria 1 | Zieravé/silne drazdiva létka
vinna kyselina, ester
Imidazol 288-32-4 Heterocyklickd |  Tuhd ldtka Kategéria 1 | Zieravé/silne drazdiva létka
zlicenina
Kyselina  trichléroc- 76-03-9 Karboxylovd Kvapalina Kategoria 1 | Zieravd/silne drdzdiva litka
tova (30 %) kyselina
2,6-dichlérbenzoyl 4659-45-4 Acylhalogenid Kvapalina Kategéria 2A | Nezieravd/slabo drazdivd
chlorid latka
Etyl-2-metylaceto- 609-14-3 Ketén, ester Kvapalina Kategéria 2B | Nezieravé/slabo drdzdivé
octan latka
Dusi¢nan aménny 6484-52-2 Anorganickd Tuhd ldtka Kategdria 2A | Nezieravd[slabo drdzdivd
sol latka
Glycerol 56-81-5 Alkohol Kvapalina Neoznacend Nezieravd/slabo drazdiva
latka
n-hexdn 110-54-3 Uhlovodik Kvapalina Neoznacend Nezieravé/slabo drézdivéd
(acyklicky) latka

Skratky: CASRN = Registra¢né ¢islo Chemical Abstracts Service

(") Chemické triedy sa stanovili na kazdi testovand litku s pouzitim Standardnej klasifikacnej schémy na zéklade klasifikacného systému
National Library of Medicine Medical Subject Headings (dostupné na http//www.nlm.nih.gov/mesh).

(%) Na zédklade vysledkov testu o¢i krdlikov in vivo (OECD TG 405) a s pouzitim GHS OSN (3)(7).

(}) Na zédklade vysledkov testovania zdkalu a priepustnosti hovidzej rohovky a izolovaného kuracieho oka.
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Dodatok 3

Schémy superfazneho pristroja na oéi a oénych svoriek

[Dalsi genericky vSeobecny opis superfiizneho pristroja a ocnej svorky pozri v publikdcii Burton et al. (17)]

C. POLOZKY | OPIS
1 VYPUSTACI OTVOR TEPLE] VODY

2 POSUVNE DVIERKA

3 SUPERFUZNY PRISTROJ

4 OPTICKE MERACIE ZARIADENIE

5 PLNIACI OTVOR TEPLEJ VODY

6

7

8

FYZIOLOGICKY ROZTOK
TEPLA VODA
PLNIACI OTVOR FYZIOLOGICKEHO

PRIEREZ PRIEHRADKY

ROZTOKU

9 PRIEHRADKA

10 DRZIAK OKA

11 KURACIE OKO

12 VYPUSTACI OTVOR FYZIOLOGICKEHO
ROZTOKU

13 NASTAVOVACIA SKRUTKA

14 NASTAVITEENE HORNE RAMENO

DRZIAK OKA 15 PEVNE DOLNE RAMENO*




