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NARIZENI KOMISE (EU) & 1152/2010

ze dne 8. prosince 2010,

kterym se pfizpisobuje technickému pokroku nafizeni (ES) ¢ 4402008, kterym se stanovi
zkuSebni metody podle nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) & 1907/2006 o registraci,
hodnoceni, povolovini a omezovani chemickych litek (REACH)

(Text s vyznamem pro EHP)

EVROPSKA KOMISE,
s ohledem na Smlouvu o fungovani Evropské unie,

s ohledem na nafizeni Evropského parlamentu a Rady
¢. 1907/2006 ze dne 18. prosince 2006 o registraci, hodnocent,
povolovani a omezovani chemickych litek (REACH), o ziizeni
Evropské agentury pro chemické litky, o zméné smérnice
1999/45(ES a o zruSeni nafizeni Rady (EHS) ¢. 793/93, nafizeni
Komise (ES) ¢. 1488/94, smérnice Rady 76/769/EHS a smérnic
Komise 91/155/EHS, 93/67/EHS, 93/105/ES a 2000/21ES (1),
a zejména na ¢l. 13 odst. 3 uvedeného nafizeni,

vzhledem k témto dévodim:

(1)  Nafizeni Komise (ES) ¢. 440/2008 (%) obsahuje zkusebni
metody pro uréeni fyzikdlné-chemickych vlastnosti, toxi-
city a ekotoxicity latek pouzivanych pro tcely nafizeni
(ES) & 1907/2006.

(2) Je potiebné aktualizovat nafizeni (ES) ¢ 440/2008,
s cilem prioritné zafadit dvé nové zkuSebni metody in
vitro pro podrdzdéni o¢i ptijaté neddvno organizaci
OECD, aby se dosahlo snizeni poctu zvitat pouzivanych
pro pokusné tcely v souladu se smérnici Rady

Toto nafizeni je zdvazné v celém rozsahu

V Bruselu dne 8. prosince 2010.

(') Ut vést. L 396, 30.12.2006, s. 1.
() UF. vést. L 142, 31.5.2008, s. 1.

86/609/EHS ze dne 24. listopadu 1986 o sblizovani
pravnich a spravnich pfedpist ¢lenskych stati tykajicich
se ochrany zvifat pouzivanych pro pokusné a jiné
védecké tucely (). Se zicastnénymi stranami byla tato
piedloha konzultovana.

(3)  Nafizeni (ES) ¢. 440/2008 by proto mélo byt odpovida-
jicim zplisobem zménéno.

(4)  Opatieni stanovend timto nafizenim jsou v souladu se
stanoviskem vyboru zfizeného ¢lankem 133 nafizeni (ES)
& 1907/2006,

PRIJALA TOTO NARIZENT:
Cldnek 1

V &asti B prilohy nafizeni (ES) ¢. 440/2008 se dopliiuji kapitoly
B.47 a B.48 podle ustanoveni uvedenych v piiloze tohoto nafi-
zeni.

Cldnek 2

Toto nafizeni vstupuje v platnost tfetim dnem po vyhldseni
v Ufednim véstniku Evropské unie.

a piimo pouzitelné ve viech clenskych statech.

Za Komisi
José Manuel BARROSO
piedseda

() UF. vést L 358, 18.12.1986, s. 1.
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PRILOHA

. 47 ZKUSEBNf METODA PRO ZAKAL A PROPUSTNOST ROHOVKY U SKOTU PRO ZJISTOVANI LATEK

S LEPTAVYMI A SILNE DRAZDIVYMI UCINKY NA OCI
UvoD

. ZkuSebni metoda pro zdkal a propustnost rohovky u skotu (BCOP — Bovine Corneal Opacity and Permeability) je

zkuSebni metoda in vitro, kterou lze za urcitych okolnosti a s nékterymi omezenimi pouzit pro klasifikaci latek
a smés jako ldtky s leptavymi a silné drazdivymi acinky na oci‘ (1) (2) (3). Pro tcely této zkusebni metody jsou silné
drazdivé latky definovdny jako latky zptsobujici o¢ni 1éze, které pietrvavaji u kraliki po dobu nejméné 21 dni po
jejich poddni. I kdyz se BCOP nepovazuje za Gplnou ndhradu za oéni test in vivo na krdlicich, doporucuje se pouzit
jako soucdst strategie stupiiovitych zkouSek pro regula¢ni klasifikaci a oznaCovdni v rdmci specifické oblasti po-
uzitelnosti (4) (5). Zkousené latky a smési (6) lze klasifikovat jako ldtky s leptavymi nebo silné drdzdivymi tcinky na
odi bez dalstho zkouseni na krélicich. Létka, jejiz negativni zkousky by si vyzddaly zkouseni na krélicich s pouzitim
strategie stupniovitého zkouseni, jak je uvedeno v metodice OECD 405 (7) (kapitola B. 5 této piilohy).

. Utelem této zkusebni metody je popsat postupy pouzivané k hodnoceni potencidlnich leptavych nebo silné draz-

divych t¢inkt zkousené litky na o¢i méfené jeji schopnosti zptsobit zdkal a zvysit propustnost v oddélené rohovce
skotu. Toxické dcinky na rohovku se méff: i) snizenou propustnosti svétla (zdkal) a ii) zvySenou prostupnosti barviva
fluoresceinu sodného (propustnost). Hodnoceni zdkalu a propustnosti rohovky po expozici zkousené ldtce se spoji,
aby se odvodil stav podrdzdénosti in vitro (IVIS — In Vitro Irritancy Score), ktery se pouzivd pro klasifikaci tirovné
drazdivych tcinkd zkousené latky.

Latky s drazdivymi tcinky na oci zptisobujici léze, které odezni nejpozdéji do 21 dni a nedrdzdivé latky byly rovnéz
zkouseny s pouzitim zkuSebni metody BCOP. Pfesnost a spolehlivost zkusebni metody BCOP u ldtek téchto kategorif
viak nebyla oficidlné hodnocena.

Definice jsou uvedeny v dodatku 1.

POCATECNI POSOUZENI A OMEZEN(

. Tato zkuSebni metoda je zaloZena na protokolu zkuSebni metody BCOP Koordina¢ntho vyboru mezi riznymi

organizacemi pro ovéfovéni platnosti alternativnich metod (ICCVAM) (8) zpracovaném v ndvaznosti na mezindrodni
studii o ovéfovani platnosti (4)(5)(9) s pfispénim Evropského stiediska pro validaci alternativnich metod (ECVAM)
a Japonského stiediska pro validaci alternativnich metod (JaCVAM). Protokol vychdzi z informaci ziskanych
z Institutu pro védni obor in vitro (IIVS) a z protokolu 124 INVITTOX (10), ktery pfedstavuje protokol pouzivany
pro studii o pfedbézném ovéfovani platnosti analyzy BCOP sponzorovanou Evropskym  spolecenstvim
a vypracovanou v letech 1997-1998. Oba tyto protokoly jsou zalozeny na metodice analyzy BCOP poprvé ohldsené
Gautheronem et al. (11).

Stanovend omezeni pro tuto zkuSebni metodu jsou zaloZena na vysokych mirdch falesné pozitivity pro alkoholy
a ketony a na vysoké mife falesné negativity pro pevné litky sledované v databazi ovéfovani platnosti (viz bod 44)
(5). Jsou-li latky v ramci téchto chemickych a fyzikdlnich tfid vyfazeny z databéze, pfesnost BCOP v klasifikacnich
systémech EU, EPA a GHS je podstatné vyssi (5). Vychdzeje z tcelu této analyzy (tj. zjistovat pouze latky
s leptavymisilné drézdivymi G¢inky na oci), miry fale$né negativity nejsou kritické, protoze tyto litky by se ndsledné
zkousely na krdlicich nebo jinymi ndlezité¢ validovanymi zkouskami in vitro v zdvislosti na pozadavcich prévnich
piedpisti s vyuZzitim strategie stupiiovitého zkouSeni v piistupu zaloZeném na védZzeni dukazi. Kromé toho soucasnd
databdze ovéfovani platnosti neumoziuje odpovidajici hodnoceni nékterych tifd chemickych latek nebo produktd
(napf. smési). Vyzkumnici by v§ak mohli zvdzit pouziti této zkuebni metody pro vSechny druhy zkousenych ldtek
(vEetné smési), pficemz kladné vysledky by mohly byt pfijaty jako indikdtor reakce o¢i na leptavé nebo silné drazdivé
latky. Kladné vysledky ziskané u alkoholti a ketond by se vsak mély interpretovat opatrné z divodu rizika nepfi-
méfené predpovédi.

V piipadé viech postupt tykajicich se o¢i skotu a rohovek skotu by se méla dodrzovat nafizeni a postupy pouzitelné
na zkuSebny pro zachdzeni s materidly ziskanymi ze zvitat, které kromé jiného zahrnuji tkiné¢ a mimobuné¢né
tekutiny. Doporucuji se univerzdlni laboratorni preventivni opatfeni (12).

Omezeni zkuSebni metody spocivd v tom, Ze i kdyZ tato metoda piihlizi k nékterym Gcinktim na o¢i vyhodnocenym
zkuSebni metodou podrdzdéni o¢i kralikd a do urcité miry i k jejich sile, nebere v dvahu poskozeni spojivky
a duhovky. A také ackoli reverzibilitu 1ézi rohovky nelze v analyze BCOP hodnotit samu o sobg, na zdkladé studif
provadénych na ocich krélikd bylo navrzeno, aby se posouzeni pocdtecni hloubky poskozeni rohovky pouzilo
k rozliSeni mezi nevratnymi a vratnymi G¢inky (13). A konecné je tieba uvést, Ze BCOP neumoziuje posouzeni
moznosti soustavné toxicity spojené s expozici o¢f urcitym latkdm.
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. Vyviji se sili, aby se dile popsala Gcelnost a omezeni analyzy BCOP pro zjistovdni slabych drazdivych ldtek

a nedrazdivych latek (viz také bod 45). Uzivatelim se rovnéz doporucuje, aby organizacim pro ovéfovani platnosti
poskytli vzorky a/nebo tddaje pro oficidlni hodnoceni pfipadného budouciho pouziti zkusebni metody BCOP, véetné
zji§tovéni slabych drdzdivych latek a nedrdzdivych latek.

Kazda laboratof, kterd poprvé provadi tuto analyzu, by méla pouZit vhodné chemické latky uvedené v dodatku 2.
Laboratof muze pouzit tyto chemické litky k prokdzani své odborné zputsobilosti v provddéni zkusebni metody
BCOP pred prfedlozenim analytickych tdaja BCOP pro regulacni acely klasifikace nebezpecnosti.

ZASADA ZKOUSKY

Zkusebni metoda BCOP je organotypicky model, ktery zajistuje kritkodobé udrzovdni bézné fyziologické
a biochemické funkce rohovky skotu in vitro. V této zkuSebni metodé se poskozeni zkousenou litkou posuzuje
kvantitativnim méfenim zmén v zdkalu a propustnosti rohovky za pomoci opacitometru (pfistroje na méfeni
priihlednosti) a optického lehkého spektrofotometru. Obé méfeni se pouzivaji k vypoctu stavu podrdzdéni in vitro
(IVIS) za Gcelem pridéleni kategorie klasifikace nebezpecnosti podrdzdéni pro predpoviddni potencidlu o¢niho
podrézdéni zkousenou litkou in vivo (viz kritéria rozhodovéni).

Zkusebni metoda BCOP pouzivd oddélené rohovky z o¢i Cerstvé pordzeného skotu. Zikal rohovky se méii kvanti-
tativné jako mnozstvi priichodu svétla rohovkou. Propustnost se méif kvantitativné jako mnozstvi barviva fluores-
ceinu sodného, které prochdzi celou tloustkou rohovky a zjistuje se v mediu zadni komory. Zkousené latky se
aplikuji na epitelidlni povrch rohovky pfidinim do pfedni komory drzdku rohovky. V dodatku 3 je uveden popis
a schématicky ndkres drzdku rohovky pouzivany v BCOP. Drzdky rohovky lze komer¢né ziskat z riznych zdrojd,
nebo je lze zkonstruovat.

Zdroj a vék o¢i skotu a vybér druhd zvifat

Skot posilany na jatka se zpravidla pordzi bud pro lidskou spotiebu, nebo pro jind komeréni pouziti. Jako zdroj
rohovek pro pouziti v BCOP se pouzivaji pouze zdravd zvifata, kterd se povazuji za vhodnd pro vstup do lidského
potravinového fetézce. Jelikoz skot md Siroky rozsah hmotnosti v zévislosti na chovu, véku a pohlavi, neexistuje
zddné doporuceni tykajici se hmotnosti zvifat v dobé pordzky.

Mohou se vyskytnout rozdily ve velikosti rohovky, kdyz se pouzivaji o¢i od zvifat riizného véku. Rohovky
o vodorovném priiméru > 30,5 mm a s hodnotami zdkladni tloustky rohovky (CCT) = 1 100 pm se obvykle ziskdvaji
ze skotu starstho osmi let, zatimco rohovky o vodorovném priméru < 28,5mm a CCT <900 pm se obvykle
ziskdvaji ze skotu mladstho péti let (14). Z téchto divodi se zpravidla nepouzivaji o¢i ze skotu starstho 60 mésica.
O¢i ze skotu mladstho 12 mésicii se tradicné nepouzivaji, protoZe oci se jesté vyvijeji a tloustka a pramér rohovky
jsou mnohem mensi, nez jsou zaznamendny u o&i dospélého skotu. Pouzivani rohovek z mladych zvitat (. 6 az 12
mésict starych) je viak piipustné, jelikoz maji urcité vyhody, napf. zvysend dostupnost, tizky vékovy rozsah a nizsf
nebezpecnost souvisejici s potencidlni expozici zaméstnanc bovinni spongiformni encefalopatii (15). Protoze by
bylo tcelné dalsi hodnoceni vlivu velikosti nebo tloustky rohovky na reakci na leptavé a drazdivé latky, uzivatelim se
doporucuje oznamovat odhadovany vék a/nebo hmotnost zvifat, které poskytuji rohovky pouzivané ve studii.

Ziskdvani a doprava o&i do laboratofe

O¢i shromazduji zaméstnanci jatek. Aby se minimalizovaly mechanické a jiné druhy poskozeni oci, mély by se oci
odstranit co nejdifve po tmrti. Aby se zamezilo expozici o¢i potencidlné drazdivym latkdm, zaméstnanci jatek by
neméli pii oplachovani hlavy zvifete pouzivat Cistici prostredky.

O¢i by mély byt ve vhodné velké nddobé tplné ponofeny do Hanksova vyvdzeného solného roztoku (HBSS)
a dopraveny do laboratore tak, aby se minimalizovalo poskozeni a/nebo bakteridlni znecisténi. JelikoZ oci se ziskdvaji
béhem procesu pordzeni, mohou byt vystaveny krvi a jinym biologickym latkdm, vcetné baktérif a jinych mikroor-
ganismil. Proto je dulezité zajistit, aby riziko znecisténi bylo minimalizovéno (napf. drzenim nddoby, kterd obsahuje
odi, v mokrém ledu, pfidinim antibiotik do Hanksova vyvdzeného solného roztoku (HBSS) pouzitého k uchovani oci
béhem dopravy [napf. penicilin se 100 m.j./ml a streptomycin se 100 pg/ml]).

Casovy interval mezi ziskinim o&f a pouzitim rohovky v BCOP by meél byt co nejkratsi (ziskdni a pouziti se
uskute¢niuje zpravidla tentyz den) a mél by byt prokdzdn, aby se nenarusily vysledky analyzy. Tyto vysledky jsou
zaloZeny na kritériich vybéru ocf a také na reakcich na pozitivni a negativni kontroly. Vsechny oci pouzité v analyze
by mély byt ze stejné skupiny o¢i ziskanych v urcity den.
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Kritéria vybéru oéi pouzivanych v BCOP

Jakmile se o¢i dostanou do laboratote, jsou peclivé vy3etfeny z hlediska vad, vcetné zvySeného zdkalu, skrdbancti
a neovaskularizace. Sméji se pouzivat pouze rohovky z odi, které tyto vady nemaji.

Kvalita kazdé rohovky se také hodnoti v pozdéjsich krocich analyzy. Rohovky, které majf zdkal vétf nez sedm
zdkalovych jednotek, se po pocdtecni jednohodinové dobé vyrovnédni vyfadi (POZNAMKA: opacitometr by mél byt
kalibrovén podle norem zdkalu pouzivanych k urceni zdkalovych jednotek, viz dodatek 3).

Kazdd zkusebni skupina (zkousend ldtka, paralelni negativni a pozitivni kontroly) pozistavd nejméné ze tiech odi.
V piipadé rohovek pro negativni kontrolu by se v analyze BCOP mély pouzivat tii rohovky. Protoze viechny
rohovky jsou vyiznuty z celé o¢ni boule a vlozeny do komor rohovky, existuje moZnost vytvord ze zpracovani
jednotlivych hodnot zdkalu a propustnosti rohovky (véetné negativni kontroly). Kromé toho se hodnoty zdkalu
a propustnosti rohovek z negativnich kontrol pouzivaji k dpravé zkouSenych predmétl a hodnoty zdkalu
a propustnosti rohovek z pozitivnich kontrol se pouZivaji ve vypoctech IVIS.

POSTUP
Pfiprava o&i

Rohovky, které nemaji vady, se vyfezavaji s 2 az 3 mm okrajem ocniho bélma, ktery ziistivd a pomdhd v nasledném
oSetfeni, pfiemz se musi ddvat pozor, aby se zamezilo poskozeni epitelu a endotelu rohovky. Oddélené rohovky se
zasazuji do zvldst k tomu urenych drzdkd rohovek slozenych z prednich a zadnich ¢asti, které se dotykaji piislusné
epitelidlnich a endotelidlnich stran rohovky. Obé komory se tplné zaplni piedehfdtym Eaglovym minimalné nutnym
médiem (EMEM) (nejdiive zadni komora) a tim se zajisti, Ze se nevytvoii Zadné bubliny. Zafizeni se potom vyrovnava
na teplotu 32 + 1 °C negjméné po dobu jedné hodiny, aby se rohovky mohly srovnat s médiem a dosdhnout v co
nejvetsim rozsahu bézné metabolické aktivity (pfibliznd teplota povrchu rohovky in vivo je 32 °C).

Po dobé vyrovnani se Cerstvé predehfaté médium EMEM piidd do obou komor a pro kazdou rohovku se odeberou
zdkladni ddaje o zédkalu. Vsechny rohovky, které vykazuji makroskopické poskozeni tkdni (napf. poskrdbéni, pigmen-
tace, neovaskularizace) nebo zdkal > 7 jednotek zdkalu, se vyfadi. Vypocte se stiedni zdkal vyrovnanych rohovek.
Minimdlné tii rohovky s hodnotami zdkalu, které se blizi stfedni hodnoté vsech rohovek, se vyberou jako rohovky
pro negativni kontrolu (nebo pro kontrolu s rozpoustédlem). Zbylé rohovky se potom rozdéli do zkusebnich skupin
a do skupin pro pozitivni kontrolu.

Jelikoz tepelnd kapacita vody je ve srovndni se vzduchem vyssi, voda poskytuje stabilnéjsi teplotni podminky pro
inkubaci. Proto se doporucuje pouzivini vodni 1dzné pro udrzovani drzdku rohovky a jeho obsahu pii teploté
32 £1°C. Vzduchové inkubdtory vSak lze také pouzit za predpokladu, Ze budou pfijata preventivni opatieni
k zachovani tepelné stability (napf. predehfatim drzdkd a medii).

Aplikace zkouSené latky

Pouzivaji se dva rtizné zkuSebni protokoly, jeden pro tekutiny a smacedla (pevné nebo tekuté) a jeden pro pevné
latky, které nejsou smacedla.

Tekutiny se zkouseji nefedéné, zatimco smdcedla se zkouseji pii koncentraci 10 % objemové hmotnosti (w/v) v 0,9 %
roztoku chloridu sodného, destilované vody nebo jiného rozpoustédla, u néhoz se prokdzalo, Ze nemd nepiiznivé
Gcinky na zkusebni systém. Jako tekutiny se zpravidla zkouseji polotuhé, krémové a voskovité latky. U alternativnich
koncentraci roztoku by mélo byt predlozeno piislusné zdivodnéni. Rohovky jsou vystaveny tekutindm a smacedltim
po dobu 10 minut. Pouziti jinych dob expozice by mélo byt doprovizeno odpovidajicim védeckym zdivodnénim.

Pevné latky, které nejsou smécedla, se zpravidla zkouseji jako roztoky nebo suspenze pii 20 % koncentraci v 0,9 %
roztoku chloridu sodného, destilované vody nebo jiného rozpoustédla, u néhoz se prokdzalo, Ze nemd nepfiznivé
Gcinky na zkusebni systém. Za urcitych okolnosti a s ndlezitym védeckym zdivodnénim se pevné latky mohou
zkouset také Cisté s pifmou aplikaci na povrch rohovky a s pouzitim metody otevienych komor (viz bod 29).
Rohovky jsou vystaveny pevnym litkim po dobu ¢tyf hodin, ale podobné jako u tekutych ltek a smacedel 1ze
s odpovidajicim védeckym zdivodnénim pouzit alternativni doby expozice.

Je mozné pouzit rizné metody zkousSeni v zdvislosti na fyzické povaze a chemickych vlastnostech zkousené latky
(napf. pevné latky, tekutiny, viskézni latky versus neviskdzni tekutiny). Kriticky faktor zajistuje, Ze zkousend ldtka
nalezit¢ pokryvd epitelidlni povrch a Ze je prislusné odstranéna béhem oplachovéni. Metoda uzavienych komor se
obvykle pouzivd pro neviskdzni az mirné viskézni tekuté zkousené ldtky, zatimco metoda otevienych komor se
zpravidla pouzivd pro poloviskézni a viskézni tekuté zkousené latky a pro Cisté pevné latky.
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V metodé uzavienych komor se dostatecné mnozstvi zkousené latky (750 pL) k pokryti epitelidlni strany rohovky
zavadi do predni komory pfes ddvkovaci otvory na hornim povrchu komory a otvory jsou potom béhem expozice
uzavieny komorovymi zdtkami. Je dillezité zajistit, aby kazdd rohovka byla vystavena zkousené litce po piislusnou

dobu.

V metodé otevienych komor se pred zkousenim odstrani z pfedni komory zaviraci klicka okénka a sklenéné okénko.
Kontrolni nebo zkousend litka (750 puL nebo dostate¢né mnozstvi zkouSené latky, aby tplné pokryla rohovku) se
aplikuje pfimo na epitelidlni povrch rohovky s pouzitim mikropipety. Pokud je zkouSenou latku obtizné pipetovat,
Ize ji zavést pod tlakem do objemové pipety, coz pomfize v ddvkovani. Spicka objemové pipety se zasune do
davkovaci spicky injekéni stiikacky tak, aby latku bylo mozné zavést pod tlakem do 3picky vytésiovani. Pist injekéni
stitkacky se stlaci soucasné s tim, jak se pist pipety vytahuje nahoru. Pokud se ve $picce pipety objevi vzduchové
bubliny, zkouseny predmét se odstrani (vytlaci) a postup se opakuje, dokud 3picka neni naplnénd bez vzduchovych
bublin. V piipadé potieby lze pouzit béznou injekéni stitkacku (bez jehly), protoze umoziuje méfeni piesného
objemu zkou$ené litky a snadnéjsi aplikaci na epitelidlni povrch rohovky. Po dédvkovéni se sklenéné okénko umisti
znovu na predni komoru, aby se obnovil uzavfeny systém.

Inkubace po expozici

Po dob¢ expozice se zkousend ldtka, litka pro negativni kontrolu nebo latka pro pozitivni kontrolu odstrani z pfedni
komory a epitel se nejméné tiikrdt oplachne (nebo se oplachuje tak dlouho, dokud nepfestanou byt viditelné stopy
zkousené latky) médiem EMEM (obsahujici fenolovou Cerven). Na oplachovéni se pouzivd médium obsahujici feno-
lovou Cerven, protoze zménu barvy ve fenolové Cerveni lze sledovat, aby se zjistila G¢innost oplachovacich kyselych
nebo alkalickych latek. Rohovky se proplachuji vice nez tfikrdt, pokud je fenolovd Cerven jesté zbarvend (do zluta
nebo do nachova), nebo pokud je zkousend ldtka stile viditelnd. Jakmile jiz v médiu neni zkousend ldtka, rohovky se
naposledy oplachnou médiem EMEM (bez fenolové cervené). EMEM (bez fenolové Cervené) se pouzivd jako konecny
oplach, aby se pfed méfenim zdkalu zajistilo odstranéni fenolové Cervené z predni komory. Predni komora se pak
naplni Cerstyym EMEM bez fenolové Cervené.

U tekutin nebo smécedel se rohovky po oplachu inkubuji po dobu dalsich dvou hodin pii teploté 32 + 1 °C. Dels
doba po expozici by byla za urcitych okolnosti ti¢elnd a mohla by se zvazit pfipad od piipadu. Rohovky zkousené
s pevnymi ldtkami se dikladné proplidchnou na konci doby ¢tyfhodinové expozice, ale nevyzaduji si dalsi inkubaci.

Zékal a propustnost kazdé rohovky se v piipadé tekutych ldtek a smédcedel zaznamend na konci doby inkubace po
expozici a v piipadé pevnych ldtek, které nejsou smdcedla, na konci doby ¢tythodinové expozice. Kazdd rohovka se
sleduje rovnéz vizudlné a pipadnd pozorovini se zaznamenaji (napf. odlupovdni tkdn¢, zbytky zkousené latky,
nejednotné struktury rohovky). Tato pozorovdni by mohla byt dilezitd, protoze mohou odrdzet zmény v ddajich
opacitometru.

Litky pro kontrolu

Do kazdého pokusu se zafazuji soubézné negativni kontroly nebo kontroly s rozpoustédlem/vehikulem a pozitivni
kontroly.

Kdyz se zkousi tekutd litka pfi 100 % koncentraci, soubéznd negativni kontrola (napf. 0,9 % roztok chloridu
sodného nebo destilovand voda) se zahrne do zkuSebni metody BCOP tak, aby bylo mozné zjistit nespecifické
zmény ve zkuSebnim systému a zajistit zdkladnu pro koncové body analyzy. Tim se rovnéz zajisti, Ze podminky
analyzy nebudou mit za ndsledek nevhodnou drdzdivou reakci.

Kdyz se zkoudi rozfedénd tekutina, smécedlo nebo pevnd litka, skupina pro soubéznou kontrolu
s rozpoustédlem/vehikulem se zahrne do zkusebni metody BCOP tak, aby bylo mozné zjistit nespecifické zmény
ve zkuSebnim systému a zajistit zdkladnu pro koncové body analyzy. Lze pouZit pouze rozpoustédlo/vehikul,
u kterého se prokdzalo, Ze nemd nepfiznivé ti¢inky na zkuSebni systém.

Do kazdého pokusu se zafadi zndmd latka s drazdivymi Gcinky na oci jako latka pro soubéZnou pozitivni kontrolu,
aby se ovérilo, Ze je vyvoldna odpovidajici reakce. Protoze analyza BCOP se v této zkusebni metodé pouzivd ke
zji§tovéni leptavych nebo silnych drazdivych latek, idedlné by pro pozitivni kontrolu méla byt referen¢ni ldtka, kterd
v této zkuSebni metodé vyvold silnou reakci. Aby se vak zajistilo, Ze proménlivost v reakci na pozitivni kontrolu
bude mozné ¢asem vyhodnotit, rozsah drdzdivé reakce by nemél byt nadmérny.

Priklady tekutych zkousenych litek pro pozitivni kontrolu jsou dimetylformamid nebo 1% hydroxid sodny.
Prikladem pevnych zkousenych latek pro pozitivni kontrolu je 20 % (objemové hmotnosti) imidazol v 0,9 % roztoku
chloridu sodného.
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38.

39.

40.

41.

Srovndvaci litky jsou tcelné pro hodnoceni potencidlu podrézdéni o& nezndmymi chemickymi ldtkami nebo
specifickymi tfidami chemickych latek ¢i produkti nebo pro hodnoceni potencialu relativniho podrazdéni litkou
s drazdivymi G¢inky na oci ve specifickém rozmezi drdzdivych reakci.

Méfené koncové body

Zdkal se ur¢uje mnozstvim svételné propustnosti rohovkou. Zakal rohovky se kvantitativné méf za pomoci opaci-
tometru a vysledkem jsou hodnoty zdkalu méfené na celém rozsahu stupnice.

Propustnost se urcuje mnoZstvim barviva fluoresceinu sodného, které pronikd vsemi vrstvami bunék rohovky (t.
epitelem na vngsim povrchu rohovky pres endotel na vnitinim povrchu rohovky). 1 ml roztoku fluoresceinu
sodného (4 nebo 5 mg/ml, kdyz se piislusné zkouseji tekuté litky a smdcedla nebo pevné litky, které nejsou
smacedla) se pfidivd do pfedni komory drzdku rohovky, kterd je spojena s epitelidlni stranou rohovky, zatimco
zadni komora, kterd je spojena s endotelidln{ stranou rohovky, se naplni cerstyym médiem EMEM. Drzdk se potom
ve vodorovné poloze inkubuje po dobu 90 # 5 min. na teplotu 32 % 1 °C. Mnozstvi fluoresceinu sodného, ktery
piechdzi do zadni komory, se kvantitativné méf{ za pomoci spektrofotometrie UV/VIS. Spektrofotometrickd méfeni
hodnocend ve 490 nm se zaznamenaji jako optickd hustota (OD490) nebo hodnoty absorbance, které se méfi na
celém rozsahu stupnice. Hodnoty propustnosti fluoresceinu se stanovi s pouzitim hodnot OD 9, na zdkladé spek-
trofotometru viditelného svétla s pouzitim bézné optické délky 1 cm.

Alternativné se muZe pouzit analyzdtor desticek s 96 jamkami, pokud i) Ize stanovit linedrni dosah analyzitoru
desticek pro urceni hodnot fluoresceinu ODy4q¢; a ii) v 96jamkové destice je pouzito spravné mnozstvi vzorkl
fluoresceinu, jehoz vysledkem jsou hodnoty OD,qq odpovidajici bézné optické délce 1 cm (to by si mohlo vyzadovat
uplné plnou jamku [obvykle 360pL]).

UDAJE A PODAVANI ZPRAV

Hodnoceni idajiu

42. Jakmile se hodnoty zdkalu a stfedni hodnoty propustnosti (OD490) upravi na zdkal pozadi a hodnoty propustnosti

43.

44,

45.

ODy9q pro negativni kontrolu, stiedni hodnoty zdkalu a propustnosti OD49q pro kazdou zkusebni skupinu by se
mély spojit do empiricky odvozeného vzorce, aby se vypocital stav podrazdéni in vitro (IVIS) pro kazdou zkuSebni
skupinu takto:

IVIS = stfedni hodnota zdkalu + (15 x stfedni hodnota propustnosti OD 49()

Sina et al. (16) oznamil, Ze tento vzorec byl odvozen béhem laboratornich a mezilaboratornich studii. Udaje
vytvofené pro fady 36 sloucenin v multilaboratorni studii byly pfedmétem vicerozmérné analyzy s cilem urcit
nejvhodngjsi rovnovdhu mezi Gdaji in vivo a in vitro. Tuto analyzu uskutecnili ve dvou samostatnych spolecnostech
védci, ktefi odvodili téméf stejné vzorce.

Hodnoty zdkalu a propustnosti by se mély rovnéz posuzovat samostatné, aby se urcilo, zda zkousend latka zpiisobuje
poleptani nebo silné podrazdéni pomoci pouze jednoho nebo dvou koncovych bodi (viz kritéria rozhodovéni).

Kritéria rozhodovani

Ldtka, kterd zpusobuje IVIS > 55,1, se definuje jako leptavd nebo silné drdzdivd. Jak je uvedeno v bodé 1, pokud
zkousend latka nenf urcena jako ldtka s leptavymi nebo silné drézdivymi Gcinky na oci, mélo by se uskute¢nit dalsi
zkouseni pro dcely klasifikace a oznacovdni. Zkusebni metoda BCOP ma celkovou pfesnost 79 % (113/143) az 81 %
(119/147), miru falesné pozitivity 19 % (20/103) az 21 % (22/103) a miru falesné negativity 16 % (7/43) az 25 %
(10/40) ve srovnéni s tdaji ze zkuSebni metody in vivo na ocich kréliké klasifikovanymi podle klasifikacnich systémii
EPA (1), EU (2) nebo GHS (3). V piipad¢, ze latky v urcitych chemickych t¥dach (tj. alkoholy, ketony) nebo
fyzikédlnich tf{dach (tj. pevné litky) jsou vylouCeny z databdze, pfesnost BCOP se v klasifika¢nich systémech EU,
EPA a GHS pohybuje v rozmezi od 87 % (72/83) do 92 % (78/85), mira falesné pozitivity od 12 % (7/58) do 16 %
(9/56) a mira falesné negativity od 0 % (0/27) do 12 % (3/26).

[ kdyz se klasifikace latek s leptavymi nebo silné drazdivymi Gcinky na o¢i pro zkousenou ldtku neziskd, tidaje BCOP
mohou byt uZitecné ve spojeni s testovacimi daji z o¢ni zkousky in vivo na krdlicich nebo z nélezité validované
zkousky in vitro, aby se déle vyhodnotila Gicelnost a omezeni zkuSebni metody BCOP pro urceni slabych drdzdivych
a nedrdzdivych ldtek (dokument s pokyny o pouzivani zkuSebnich metod ocni toxicity in vitro se zpracovavd).
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46.

47.

Kritéria pfijeti studie

Zkouska se povazuje za piijatelnou, pokud pozitivni kontrola vykazuje IVIS spadajici do obvyklych odchylek
dosavadni stfedni hodnoty, kterou je tieba aktualizovat nejméné kazdé tii mésice nebo pokazdé, kdyz se prijatelnd
zkouska vykondvd v laboratofich, kde se zkousky nedélaji Casto (tj. méné nez jednou mésicné). Vysledkem reakce na
negativni kontrolu nebo na kontrolu s rozpoustédlem/vehikulem by mély byt hodnoty zdkalu a propustnosti, které
jsou nizsi nez stanovené horni meze pro hodnoty zdkalu pozadi a prostupnosti u rohovek skotu zkousené pfislusnou
negativni kontrolou nebo kontrolou s rozpoustédlem/vehikulem.

Zpréva o zkousce

Zpréva o zkou$ce by méla zahrnovat tyto informace, pokud se tykaji uskuteciiovani studie:

Zkousené ldtky a ldtky pro kontrolu

Chemicky nézev (chemické ndzvy), napt. strukturdlni ndzev pouZzivany sluzbou chemickych abstrakt (CAS) spolu
s dalsimi ndzvy, jsou-li zndmy;

registracni ¢islo (RN) CAS, je-li zndmo;
Cistota a slozeni ltky nebo smési (v procentu (procentech) podle véhy), jsou-li tyto informace dostupné;

fyzikdlné chemické vlastnosti, napf. fyzikdlni stav, t€kavost, pH, stalost, tfida chemickych latek, rozpustnost ve vodé
odpovidajici provddéni studie;

piipadné oSetfeni zkousené latky/litky pro kontrolu pfed zkouSenim (napf. zahfdti, mleti);
stdlost, je-li zndma.

Informace tykajici se zadavatele a zkuSebniho zafizeni

Jméno a adresa zadavatele, zkusebniho zafizeni a vedouciho studie;
ureni zdroje o¢f (tj. zaf{zeni, z néhoz byly ziskany);

podminky skladovdni a dopravy oc¢i (napf. datum a cas ziskdni o¢i, asovy interval pfed zahdjenim zkouseni,
dopravni prostfedky a teplotni podminky dopravy, vechna pouzitd antibiotika);

specifické vlastnosti zvifat, z nichz byly ziskdny odci, jsou-li tyto vlastnosti k dispozici (napf. vék, pohlavi, hmotnost
zvifete, které je ddrcem).

Zdivodnéni pouzité zkuSebni metody a protokolu
Uplnost zkusebni metody
Postup pouzivany k zajisténi Gplnosti (tj. pfesnosti a spolehlivosti) zkusebni metody v pribéhu ¢asu (napf. pravidelné

zkouseni vhodnych latek, vyuzivani dosavadnich tdajii negativnich a pozitivnich kontrol).

Kritéria pro pijatelnou zkousku

Prijatelné rozsahy soubéznych pozitivnich a negativnich kontrol zaloZené na dosavadnich tdajich;
piipadné piijatelné rozsahy soubéznych srovndvacich kontrol na zékladé dosavadnich tdaj.

Zkugebni podminky

Popis pouzitého zkuSebniho systému;
typ pouzit¢ho drzaku rohovek;

informace o kalibraci pfistroje pouzitého k méfeni zdkalu a propustnosti (napf. opacitometr a spektrofotometr);
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informace o pouzitych rohovkich skotu, véetné prohldSeni o jejich kvalité;

podrobnosti o pouzitém zkuSebnim postupu;

koncentrace pouzité zkousené latky;

popis vSech zmén zkusebniho postupu;

odkaz na dosavadni tidaje modelu (napf. negativni a pozitivni kontroly, vhodné ldtky, srovnavaci latky);
popis pouzitych hodnoticich kritérii.

Vyisledky

Sestaveni udajii z jednotlivych zkusebnich vzorkd do tabulek (napf. hodnoty zdkalu OD49y a vypocitany IVIS pro
zkou$enou ldtku a pozitivni, negativni a srovndvaci kontroly [jsou-li zahrnuty] uvedené v tabulkové formé, pripadné
véetné udajii z nékolikrdt opakovanych pokust a stfednich hodnot * bézné odchylky pro kazdy pokus);

popis jinych pozorovanych t¢inka.

Posouzeni vysledkil
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Dodatek 1

Presnost shody mezi vysledky zkusebni metody a pFijatymi referenénimi hodnotami. Je to méfeni vysledku
metody a jednoho aspektu ,diilezitosti“. Termin se ¢asto pouzivd namisto ,souladu®, kterym se rozumi podil

spravnych vysledkt zkusebni metody.
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Srovnévaci latka: Litka pouzitd jako norma pro srovndni se zkousenou ldtkou. Srovndvaci litka by méla mit tyto
vlastnosti: i) nesporny a spolehlivy zdroj (nesporné a spolehlivé zdroje); ii) strukturdlni a funkéni podobnost s tiidou
zkousenych ldtek; iii) zndmé fyzikdlni/chemické vlastnosti; iv) podptirné tdaje o zndmych Gclincich a v) zndmd sila
v rozsahu zddouci reakce.

Rohovka: Prithlednd pfedni ¢dst o¢ni bulvy, kterd zahrnuje duhovku a oc¢nici a propousti svétlo dovnitf oka.

Zdkal rohovky: Méfeni rozsahu zdkalu rohovky po expozici zkousené ldtce. ZvySeny zdkal rohovky je piiznacny pro
poskozeni rohovky. Zdkal 1ze hodnotit subjektivné, jak se to déld ve Draizeové o¢ni zkousce na krélicich, nebo objektivné
s pfistrojem jako ,opacitometr*.

Propustnost rohovky: Kvantitativni méfeni poskozeni epitelu rohovky urcenim mnozstvi barviva fluoresceinu sodného,
ktery prochdzi viemi vrstvami bunék rohovky.

Kategorie 1 EPA: Zasazeni leptavou litkou (nevratné poskozeni o¢ni tkdné) nebo zasaZeni rohovky ¢i podrdzdéni
pretrvavajici déle nez 21 dni (1).

Kategorie R41 EU: Tvorba poskozeni tkdni v oku nebo zdvazné fyzické sldbnuti vidéni po aplikaci zkousené latky na
predni plochu oka, které neni plné vratné do 21 dni od aplikace (2).

Mira faleSné negativity: Podil vSech pozitivnich litek falesné zjisténych zkuSebni metodou jako negativni. Je to jeden
z ukazateltl vysledku zkusebni metody.

Mira fale$né pozitivity: Podil vSech negativnich ldtek falesné zjisténych zkuSebni metodou jako pozitivni. Je to jeden
z ukazateltt vysledku zkuSebni metody.

GHS (Globdlné harmonizovany systém klasifikace a oznacovani chemickych latek): Systém klasifikace chemickych
latek (latek a smési) podle standardizovanych typt a trovni fyzikdlnich, zdravotnich a environmentdlnich rizik
a odpovidajictho oznacovani pomoci prvki informaci o nebezpecnosti, jako jsou vystrazné symboly nebezpecnosti,
signdlni slova, standardni véty o nebezpecnosti, pokyny pro bezpecné zachdzeni a bezpecnostni listy, aby poskytly
informace o nepfiznivych Gcincich s ohledem na ochranu lidi (véetné zaméstnavateldl, zaméstnancti, dopravcd, spotiebi-
teldi a respondérii nebezpedi) a Zivotniho prostiedi (3).

Kategorie 1 GHS: Tvorba poskozeni tkéni v oku nebo zdvazné fyzikdlni sldbnuti vidéni po aplikaci zkousené litky na
predni plochu oka, které neni plné vratné do 21 dni od aplikace (3).

Nebezpecnost: Zikladni charakteristika chemické litky nebo situace, kterd ma potencidl vyvolat nepfiznivé Gcinky, jsou-
li organismus, systém nebo (sub)populace vystaveny této latce.

Stav podrdzdéni in vitro (IVIS): Empiricky odvozeny vzorec pouZivany v analyze BCOP, pficemz stiedni hodnoty
zdkalu a propustnosti se pro kazdou zkusebni skupinu spoji do jedné hodnoty in vitro pro kazdou zkusebni skupinu. IVIS
= stfedni hodnota zdkalu + (15 x stfedni hodnota propustnosti).

Negativni kontrola: Nezkousend replika, kterd obsahuje viechny slozky zkusebniho systému. Tento vzorek se zpracovdvé
se vzorky zkouSené latky a jinymi kontrolnimi vzorky, aby se zjistilo, zda rozpoustédlo vzdjemné reaguje se zkusebnim
systémem.

Nedrdzdiva latka: Litky, které nejsou klasifikovédny jako ldtky s drézdivymi Gcinky na oci kategorie 1, II, nebo III EPA;
kategorie R41 nebo R36 EU; nebo kategorie 1, 2A, nebo 2B GHS.

Litka s leptavymi d¢inky na o¢i: a) Ldtka, kterd zptsobuje nevratné poskozeni tkdni oka; b) litky které jsou klasifi-
kovény jako latky s drdzdivymi dcinky na oci kategorie 1 GHS, kategorie I EPA nebo kategorie R41 EU (1) (2) (3).

Litka s drdzdivymi a¢inky na o&i: a) Ltka, kterd zplisobuje nevratnou zménu v oku po aplikaci na predni plochu oka;
b) latky, které jsou Klasifikovany jako latky s drézdivymi Gcinky na oci kategorie Il nebo III EPA, kategorie R36 EU nebo
kategorie 2A nebo 2B GHS (1) (2) (3).
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Litka se silné drdZdivymi cinky na o¢i: a) Litka zplisobujici poskozeni v oku po aplikaci na predni plochu oka, které
neodezni do 21 dni po aplikaci, nebo zpiisobujici zdvazné fyzikdlni slabnuti vidéni; b) latky, které jsou klasifikovany jako
latky s drdzdivymi Gcinky na o¢i kategorie 1 GHS, kategorie I EPA nebo kategorie R41 EU, (1) (2) (3).

Opacitometr: Pfistroj pouzivany k méfeni ,zdkalu rohovky“ kvantitativnim hodnocenim svételné propustnosti pres
rohovku. Typicky pfistroj ma dvé cdsti, kazdd s vlastnim zdrojem svétla a fotobunkou. Jedna ¢dst se pouzivd pro
zkousenou rohovku a druhd pro kalibraci a vynulovani pfistroje. Svétlo z halogenové lampy se posild pfes kontrolni
Cast (prazdnd komora bez okének nebo tekutin) do fotobuiiky a vyrovnané se svétlem se posild do fotobunky pfes
zkusebni cdst, ve které je umisténa komora obsahujici rohovku. Rozdil ve svételné propustnosti z fotobunék se porovnava
a numerickd hodnota zakalu se zobrazi na digitdlni obrazovce.

Pozitivni kontrola: Replika obsahujici viechny slozky zkuSebniho systému a zkousend s litkou, o niZ je zndmo, Ze
vyvolava pozitivni reakci. Aby se zajistilo, Ze proménlivost v reakci na pozitivni kontrolu bude mozné casem vyhodnotit,
rozsah silné reakce by nemél byt nadmérny.

Spolehlivost: Méfeni rozsahu, v jakém muaZe byt zkuSebni metoda casem reprodukovatelnd v laboratofich a mezi
laboratofemi, kdyZ se provadi s pouzitim stejného protokolu. Hodnoti se to vypoctem laboratorni a mezilaboratorni
reprodukovatelnosti a laboratorni opakovatelnosti.

Kontrola s rozpoustédlem/vehikulem: Neosetfeny vzorek obsahujici viechny slozky zkusebniho systému, vcetné
rozpoustédla nebo vehikulu, ktery se zpracovava o3etfenou zkousenou litkou a jinymi kontrolnimi vzorky, aby se zjistila
zdkladni reakce vzorkii oSetfenych zkousenou litkou rozpusténou ve stejném rozpoustédle nebo vehikulu. Pokud se
vzorek zkousi soubéznou negativni kontrolou, ukazuje také, zda rozpoustédlo nebo vehikul vzdjemné reaguje se
zkuSebnim systémem.

Stupfiovité zkouseni: Strategie postupného zkouseni, kde se vSechny existujici informace o zkousené latce prezkouma-
vaji ve stanoveném poradi s pouzitim postupu véhy diikazii na kazdém stupni, aby se zjistilo, zda jsou k dispozici
dostacujici informace pro rozhodnuti o klasifikaci nebezpecnosti, nez se postoupi do dalsiho stupné. Pokud lze potencidl
drazdivych acinka zkousené latky urcit na zdkladé existujicich informaci, dalsi zkouSeni neni nutné. Jestlize potencidl
drazdivych tcinkd zkousené latky nelze urcit na zdkladé existujicich informaci, pouzije se stupfiovity postupny postup
zkouseni na zvifatech, dokud se neur¢i jednoznac¢nd klasifikace.

Validovand zkuSebni metoda: zkuSebni metoda, pro kterou byly zpracovany valida¢ni studie s cilem urcit dileZitost
(vCetné presnosti) a spolehlivost pro specificky ticel. Je nutné poznamenat, Ze validovand zkuSebni metoda nemusi
poskytnout postacujici vysledek z hlediska ptesnosti a spolehlivosti, aby byla shleddna piijatelnou pro navrzeny dcel.

Viéha dikazi: Postup zvazovani silnych a slabych strdnek réiznych informaci v dosahovani a podpore zévéru tykajiciho se
potencidlu nebezpecnosti latky.

Dodatek 2

Vhodné litky pro zkuSebni metodu BCOP

Nez laboratofe rutinné pouziji zkusebni metodu, kterd dodrzuje tuto zkusebni metodu, mély by prokazat svou odbornou
zplisobilost spravnym urcenim klasifikace 10 latek s drazdivymi Gcinky na o¢i doporucenych v tabulce 1. Tyto ldtky byly
vybrény tak, aby pfedstavovaly rozsah reakci v piipadé mistniho podrdzdéni/poleptdni oci, které vychdzeji z vysledkd
o¢nich zkousek in vivo na krélicich (TG 405) (tj. kategorie 1, 2A, 2B nebo neklasifikované a oznacené podle GHS OSN)
(3) (7). S piihlédnutim k validované Gicelnosti téchto analyz (tj. zjistovani pouze ltek s leptavymi/siln¢ drdzdivymi tcinky
na oci) viak existuji pouze dva vysledky zkousky pro klasifika¢ni cely (leptavé/silné drézdivé litka nebo neleptava/slabd
drazdivé latka), aby byla prokdzdna odbornd zpiisobilost. Dalsim kritériem vybéru bylo to, zda litka je komer¢né
dostupnd, zda jsou k dispozici kvalitni referen¢ni tdaje in vivo a zda jsou kvalitni Gdaje ze dvou metod in vitro, pro
které byly zpracovany metodiky. Z tohoto divodu byly drézdivé litky vybrdny z doporuceného seznamu 122 referen-
¢nich latek ICCVAM pro ovéfeni platnosti zkusebnich metod oé¢ni toxicity in vitro (viz dodatek H: Doporucené referencni
latky ICCVAM) (5). Referen¢ni tdaje jsou dostupné v zdkladnim dokumentu o pfezkumu ICCVAM pro zkusebni metodu
BCOP a oddéleného kufeciho oka (ICE) (17) (18).
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Tabulka 1

Doporucené latky k prokdzani odborné zptsobilosti pro BCOP

Létka CASRN Trida chemickych Fyzikélni Klasifikace Klasifikace in vitro (%)
latek (1) forma in vivo (?)
Benzalkoniumchlorid 8001-54-5 Oniovd Tekutd Kategorie 1 Leptavd/silné drdzdivd
(5%) sloucenina latka
Chlorhexidin 55-56-1 Amin, amidin Pevna Kategorie 1 Leptavd/silné drazdivd
latka
Dibenzoyl-L-tartarovd 2743-38-6 Karboxylova Pevnd Kategorie 1 Leptavd/silné drdzdiva
kyselina kyselina, ester latka
Imidazol 288-32-4 Heterocyklickd Pevna Kategorie 1 Leptavd/silné drazdivd
latka
Kyselina trichloroc- 76-03-9 Karboxylova Tekutd Kategorie 1 Leptavé/silné drazdivd
tova (30%) kyselina latka
Dichlorbenzoyl 4659-45-4 Acylhalogenid Tekutd Kategorie 2A | Neleptavd/slabd drazdivd
chlorid latka
Etyl-2-metyla- 609-14-3 Keton, ester Tekutd Kategorie 2B | Neleptavé/slaba drdzdivd
ceto—acetdt latka
Dusi¢nan amonny 6484-52-2 Anorganicka stl Pevnd Kategorie 2A | Neleptavd/slabd drazdivd
latka
Glycerol 56-81-5 Alkohol Tekutd Neoznacend | Neleptavd/Slabd drdzdivé
latka
n-hexan 110-54-3 Uhlovodik Tekutd Neoznacend | Neleptavd/slabd drdzdiva
(acyklicky) latka

Zkratky: CASRN = registracni ¢islo podle sluzby chemickych abstrakt
(") Tridy chemickych latek byly pfidéleny kazdé zkousené litce s pouzitim standardniho klasifika¢niho schématu na zdkladé klasifikacniho

systému Narodni knihovny ndzva l1ékd a 1écivych litek (MeSH) (dostupné na http/fwww.nlm.nih.gov/mesh).

(?) ZaloZena na o¢ni zkousce in vivo na krdlicich (OECD TG 405) s pouzitim GHS OSN (3)(7).
(%) Zalozena na vysledcich v BCOP a ICE.

Dodatek 3

DRZAK ROKOVEK BCOP

. Drzdky rohovek BCOP se vyrdbéji z inertniho materidlu (napf. polypropylenu). Drzdky se sklddaji ze dvou polovin

(pfedni a zadni komora) a maji dvé podobné cylindrické vnitini komory. Kazdd komora pojme obsah 5 ml a kon¢i ve
sklenéném okénku, pfes které se zaznamendvaji méfeni zakalu. Kazda vnitini komora md pramér 1,7 cm a hloubku
2,2 cm (Y). Pouzije se tésnici krouzek umistény na zadni komofe, aby se zamezilo tniku ldtky. Rohovky jsou umistény
na endotelidlni strané pod tésnicim krouzkem zadnich komor a pfedni komory se nachdzeji na epitelidlni strané
rohovek. Komory se udrzuji na misté za pomoci tfech nerezavych Sroubt umisténych na vnéjsich okrajich komory. Na
konci kazdé komory se nachdzi sklenéné okénko, které Ize odstranit, aby byl snadny piistup k rohovce. Jeden tésnic
krouzek je také umistén mezi sklenénym okénkem a komorou, aby se zamezilo dniku latky. Dva otvory v horni ¢dsti
kazdé komory umoziuji zavedeni a odstranéni média a zkousenych smési. Po dobu zkouseni a inkubace jsou
uzavfeny gumovymi uzavéry.

Poskytnuté rozméry vychdzeji z drzdku rohovek, ktery se pouzivd u krav ve véku od 12 do 60 mésict. V piipadé, Ze se pouzivaji

zvitata ve véku od 6 do 12 mésict, drzdk by musel byt zkonstruovin tak, aby kazdd komora méla objem 4 ml a aby kazda vnitini
komora méla primér 1,5 cm a hloubku 2,2 cm. U kazdého nové zkonstruovaného drziku rohovek je velmi dalezité, aby pomér
exponované plochy povrchu rohovky k objemu zadni komory byl stejny jako pomér v tradiénim drzdku rohovek. Je to nutné
k zajisténi, Ze hodnoty propustnosti budou stanoveny spravné pro vypocet IVIS za pomoci navrzeného vzorce.
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Anterior compartment: Predni komora

Fixing screws: Spojovaci Srouby

OPACITOMETR

. Opacitometr je piistroj pro méfeni svételné propustnosti. Svétlo z halogenové lampy se posild pfes kontrolni ¢st

(prdzdnd komora bez okének nebo tekutiny) do fotoburiky a vyrovnané se svétlem se posild do fotoburiky pres
zkuSebni &dst, ve které se nachdzi komora obsahujici rohovku. Rozdil ve svételné propustnosti z fotobunék se
porovnédva a numerickd hodnota zdkalu se zobrazi na digitdlni obrazovce. Tim se ur¢i zdkalové jednotky.

. Opacitometr by mél poskytnout linedrni odezvu za pomoci fady tdaji o zdkalu, které zahrnuji mezni hodnoty

pouzivané pro riizné klasifikace popsané v modelu piedpovédi (tj. az do mezni hodnoty, kterd urcuje leptavost/silnou
drézdivost). Aby se zajistily linedrni a presné tdaje az do 75 — 80 zdkalovych jednotek, je nutné opacitometr
kalibrovat s pouzitim fady kalibra¢nich pfistroji. Kalibrtory (neprihledné félie z polyesteru) se umisti do kalibra¢ni
komory (komora rohovky urcena k drzeni kalibritori) a ¢tou se na opacitometru. Kalibraéni komora je urcena
k drzeni kalibrdtorti pfiblizné ve stejné vzddlenosti mezi svétlem a fotobuikou, v jaké se umisti rohovky béhem
méfeni zdkalu. Opacitometr se nejdiive kalibruje na 0 zdkalovych jednotek s pouzitim kalibracni komory bez
kalibrdtoru. Potom se tii rtizné kalibrdtory umisti jeden po druhém do kalibra¢ni komory a méii se zdkaly. Vysledkem
kalibrdtort 1, 2 a 3 by mély byt ddaje o zdkalu rovnajici se piislusné nastavenym hodnotdm 75, 150, a 225
zdkalovych jednotek, + 5 %.
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B. 48 ZKUSEBNi METODA ODDELENEHO KURECIHO OKA PRO ZJISTOVANI LATEK S LEPTAVYMI
A SILNE DRAZDIVYMI UCINKY NA OCI

UvoD

1. Zkusebni metoda oddéleného kufectho oka (ICE — Isolated Chicken Eye) je zkusebni metoda in vitro, kterou lze za
urcitych okolnosti a s nékterymi omezenimi pouZit pro Klasifikaci litek a smési jako litky s leptavymi a silné
drazdivymi tcinky na oci (1) (2) (3). Pro tcely této zkuSebni metody jsou silné drazdivé litky definoviny jako
latky zptsobujici o¢ni léze, které pretrvavaji u kréliki po dobu nejméné 21 dni po jejich poddni. I kdyz se metoda
ICE nepovazuje za Gplnou ndhradu za ocni test in vivo na krélicich, doporucuje se pouZit ji jako soucdst strategie
stupniovitych zkousek pro regula¢ni klasifikaci a oznacovani v ramci specifické oblasti pouzitelnosti (4) (5). Zkousené
latky a smési (6), které jsou v této analyze pozitivni, Ize klasifikovat jako latky s leptavymi nebo silné drazdivymi
G¢inky na o¢i bez dalstho zkouSeni na krélicich. Latka s negativnim vysledkem zkousky by si vyzddala zkouSeni na
krélicich s pouzitim strategie stupiiovitého zkouseni, jak je uvedeno v metodice OECD 405 (7) (kapitola B. 5 této

piilohy).

2. Utelem této zkusebni metody je popsat postupy pouZivané k hodnoceni potencidlnich testovacich litek s leptavymi
nebo silné drazdivymi G¢inky na o¢i méfené jeji schopnosti zpiisobit toxicitu v odstranéném kufecim oku. Toxické
Gcinky na rohovku se méfi i) kvalitativnim hodnocenim zdkalu, ii) kvalitativnim hodnocenim poskozeni epitelu na
zdkladé aplikace fluoresceinu do oka (zadrzovani fluoresceinu), iii) kvantitativnim méfenim zvySené tloustky (otok)
a iv) kvalitativnim hodnocenim makroskopického morfologického poskozeni povrchu. Hodnoceni zékalu a otoku
rohovky a poskozeni po expozici zkouSené ldtce se posuzuje samostatné a potom se spoji za tcelem odvozeni
klasifikace drazdivych acinkd na oci.

3. Latky s drdzdivymi G¢inky na oci zpusobujici 1éze, které odezni nejpozdéji do 21 dni a nedrazdivé ldtky byly rovnéz
zkouseny s pouzitim zkuSebni metody ICE. Pfesnost a spolehlivost zkusebni metody ICE u latek téchto kategorif viak
nebyla oficidlné¢ hodnocena.

4. Definice jsou uvedeny v dodatku 1.

POCATECNI POSOUZENI A OMEZEN{

5. Tato zku3ebni metoda je zaloZena na protokolu zkusebni metody ICE Koordina¢niho vyboru mezi raznymi orga-
nizacemi pro ovéfovani platnosti alternativnich metod (ICCVAM) (8) zpracovanému v ndvaznosti na mezindrodni
studii o ovéfovani platnosti (4) (5) (9) s pfispénim Evropského stiediska pro ovéfovani platnosti alternativnich metod,
Japonského stiediska pro validaci alternativnich metod a oddéleni toxikologie a aplikované farmakologie TNO Quality
of Life (Nizozemsko). Protokol vychdzi z informaci ziskanych z uvefejnénych protokolil a také z aktualntho proto-
kolu, ktery pouzivdi TNO (10) (11) (12) (13) (14).

6. Omezeni stanovend pro tuto metodu jsou zaloZena na mife falesné pozitivity pro alkoholy a na mirich fale3né
negativity pro pevné litky a smdcedla (viz bod 47) (4). Jsou-li litky v rdmci téchto chemickych a fyzikdlnich tid
vyfazeny z databdze, presnost ICE v klasifikacnich systémech EU, EPA a GHS je podstatné vyssi (4). Vychdzeje z tcelu
této analyzy (tj. zjistovat pouze latky s leptavymi/silné drazdivymi tcinky na oc¢i), miry falesné negativity nejsou
kritické, protoze tyto latky by se ndsledné zkousely na krdlicich nebo jinymi naleZité validovanymi zkouskami in vitro
v zévislosti na pozadavcich pravnich predpist s vyuzitim strategie stupnovitého zkouSeni v pfistupu zaloZeném na
vazeni dikazi. Kromé toho soucasnd databdze ovéfovani platnosti neumoziuje odpovidajici hodnoceni nékterych
chemickych t¥d nebo tiid produktd (napf. smési). Vyzkumnici by vSak mohli zvdZzit pouziti této zkuSebni metody
pro zkouseni vSech druht ldtek (véetné smési), pficemz kladny vysledek by mohl byt piijat jako piiznak reakce oc¢f na
leptavé nebo silné drazdivé latky. Kladné vysledky ziskané u alkoholt by se v§ak mély interpretovat opatrné z dtvodu
rizika nepfiméfené predpovédi.

7. Veskeré postupy u kufecich o¢f by mély dodrzovat nafizeni a postupy pouzitelné na zkuSebny pro zachdzeni
s lidskymi materidly nebo materidly ziskanymi ze zvifat, které kromé jiného zahrnuji tkdné a mimobunééné tekutiny.
Doporucuji se univerzélni laboratorni preventivni opatieni (15).

8. Omezeni zkusebni metody spocivd v tom, Ze i kdyZ ptihlizi k nékterym G¢inkiim na o¢i vyhodnocenym metodou
zkouseni podrdzdéni o¢i na krélicich a do ur¢ité miry i k jejich sile, nebere v dvahu poskozeni spojivky a duhovky.
Ackoli reverzibilitu 1éz{ rohovky nelze ve zkusebni metodé ICE hodnotit samu o sob€, na zdkladé¢ studii o ocich
krélikdi bylo pfesto navrZeno, zZe by se posouzeni pocatecni hloubky poskozeni rohovky mohlo pouzit k rozliseni
mezi nevratnymi a vratnymi Gc¢inky (16). A konecné je tieba uvést, Ze zkuSebni metoda ICE neumoziuje posouzeni
potencidlu soustavné toxicity spojené s expozici oci.

9. Vyviji se tsili, aby se dale popsala ticelnost a omezeni zkusebni metody ICE pro zjistovéni slabych drazdivych latek
a nedrézdivych latek (viz také bod 48). Uzivatelim se rovnéz doporucuje, aby organizacim pro ovéfovani platnosti
poskytli vzorky a/nebo tdaje pro oficidlni hodnoceni piipadného budouciho pouziti zkusebni metody ICE, vcetné
zjistovéni latek se slabymi drdzdivymi a nedrdzdivymi Gcinky na odi.
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Kazdé laboratof, kterd poprvé provadi tuto analyzu, by méla pouzit osvédcené chemické latky uvedené v dodatku 2.
Laboratof muize pouzit tyto chemické litky k prokdzani své odborné zpisobilosti v pouzivani zkusebni metody ICE
pied predlozenim tidaji ICE pro regulacni ucely klasifikace nebezpedi.

ZASADA ZKOUSKY

Zkusebni metoda ICE je organotypicky model, ktery zajistuje kratkodobé uchovéni kufectho oka in vitro. V této
zkuSebni metodé se poskozeni zkousenou latkou posuzuje uréenim otoku a zdkalu rohovky a zadrzovéni fluores-
ceinu. Zatimco dva posledni parametry se tykaji kvalitativntho hodnoceni, analyza otoku rohovky zajistuje kvanti-
tativn{ hodnoceni. Kazdé méfeni se bud’ prevadi na kvantitativni hodnotu pouzivanou k vypoctu celkového ukazatele
podrazdéni, nebo je piifazeno kvalitativni kategorizaci, kterd se pouzivd ke stanoveni klasifikace leptavych a silné
drézdivych G¢inkd na odi in vitro. Kazdy z téchto vysledkd potom muzZe byt pouzit k pfedviddni potencidlu zkousené
latky ptisobit jako latka s leptavymi a silné drézdivymi d¢inky na o¢i in vivo (viz kritéria rozhodovéni).

Zdroj a vék kufecich o¢i

Tradi¢né se pro tuto analyzu pouzivaji kufeci oci ziskané z jatek, kde se kufata zabijeji pro lidskou spotiebu, ¢imz se
eliminuje potieba laboratornich zvifat. Pouzivaji se pouze oéi zdravych zvifat, které se povazuji za vhodné pro vstup
do lidského potravinového Fetézce.

Ackoli nebyla zpracovdna kontrolni studie pro hodnoceni optimdlniho véku kufat, vék a hmotnost kufat tradiéné
pouzivanych v této zkusebni metodé odpovidd mladym kufatim tradi¢né zpracovdvanym na jatkdch pro drtbez (4.
piiblizné 7 tydnd staré, o vdze 1,5 - 2,5 kg).

Shromazdovani a doprava o&i do laboratofe

Hlavy by se mély odstranit ihned po usmrceni kufat obvykle elektrickym Sokem a nafiznutim krku za dcelem
zbaveni krve. Mistni zdroj kufat blizko laboratofe by mél byt umistén tak, aby hlavy kufat mohly byt dopraveny
z jatek do laboratofe dostatecné rychle s cflem minimalizovat zkazen{ a/nebo bakteridln{ znecisténi. Casovy interval
mezi shromdzdénim kufecich hlav a pouzitim o¢i ve zkusebni metodé ICE by mél byt co nejkratsi (zpravidla do dvou
hodin) a mél by byt prokdzan, aby se nenarusily vysledky analyzy. Tyto vysledky vychdzeji z kritérif vybéru oci a také
z reakci na pozitivni a negativni kontroly. VSechny o¢i pouzité v analyze by mély byt ze stejné skupiny oci
shromdzdénych v urcity den.

ProtoZe o¢i se oddéluji v laboratofi, neporudené hlavy se dopravuji z jatek za okolni teploty v umélohmotnych
krabicich, které jsou navlhéeny ru¢niky namocenymi v izotonickém fyziologickém roztoku.

Kritéria vybéru o&i pouZivanych v ICE

O¢i, které maji vysoké zdkladni zbarveni fluoresceinem (tj. > 0,5) nebo vysokou hodnotu zdkalu rohovky (tj. > 0,5) se
po jejich odstranéni vyradi.

Kazdd zkusebni skupina a soubéznd pozitivni kontrola pozistdvd nejméné ze tiech oci. Skupina pro negativni
kontrolu nebo pro kontrolu s rozpoustédlem (pouziva-li se jiné rozpoustédlo nez fyziologicky roztok) pozistdva
nejméné z jednoho oka.

POSTUP
Pfiprava odi

Oc¢ni vicka se opatrné vyfiznou a pfitom se ddva pozor, aby se neposkodila rohovka. Neporusenost rohovky se rychle
posoudi kdpnutim 2 % (objemové hmotnosti) fluoresceinu sodného aplikovaného na povrch rohovky po dobu
nékolika vtefin, ktery se potom oplichne izotonickym fyziologickym roztokem. OC¢i osetfené fluoresceinem se
pak zkoumaji pod mikroskopem se $térbinovou lampou, aby se zajistilo, Ze se rohovka neposkodi (tj. hodnoty
zadrzeni fluoresceinu a zdkalu rohovky <0,5).

Neni-li oko poskozeno, vyfizne se z lebky a pfitom se ddvd pozor, aby se neposkodila rohovka. Oéni bulbus se
vyjme z ocnice tak, Ze se chirurgickou pinzetou pevné uchopi mzurka a ocni sval se ustfihne zahnutymi tupymi
ntizkami zakoncenymi hrotem. Je dilezité zamezit poskozeni rohovky nadmérnym tlakem (tj. kompresni artefakty).

KdyZ je oko vyjmuto z ocnice, viditelnd ¢dst oéntho nervu by se méla nechat spojena. Jakmile se oko vyjme z ocnice,
polozi se na absorpéni podlozku a mzurka a jiné pojivové tkdné se ustiihnou.
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Odstranéné oko se nasadi na nerezavy ocelovy drzdk s rohovkou ve svislé poloze. Drzdk se potom pienese do
komory chladictho piistroje (16). Drzdky by se mély v chladicim pfistroji postavit tak, aby kapky izotonického
fyziologického roztoku dostdvala celd rohovka. Teplota komor chladiciho pfistroje by méla byt fizena na 32 + 1,5 °C.
V dodatku 3 je schématicky nakres typického chladiciho pfistroje a o¢nich drzdkd, které je mozné obchodné ziskat
nebo zkonstruovat. Pfistroje mohou byt upraveny, aby spliovaly potfeby jednotlivé laboratofe (napf. umisténi
razného poctu odi).

Kdyz se oci vlozi do chladictho piistroje, znovu se prozkoumaji pod mikroskopem se Stérbinovou lampou, aby se
zjistilo, zda nebyly poskozeny béhem vyfezdvani. Tloustka rohovky by se v této dobé méla také méfit na vrcholu
rohovky s pouzitim zafizeni pro méfeni hlouby na mikroskopu se $térbinovou lampou. O¢i s: i) hodnotou zadrzeni
fluoresceinu > 0,5; ii) zdkalem rohovky > 0,5; nebo iii) jakymikoli dalsimi znaky poskozeni by se mély vyménit.
V piipadé o¢i nevyfazenych na zdkladé jakéhokoli z téchto kritérif se musi vyfadit jednotlivé oci s tloustkou rohovky,
kterd se o vic nez 10 % odchyluje od stiedni hodnoty pro vSechny o¢i. Uzivatelé by si méli byt védomi toho, ze
mikroskopy se $térbinovou lampou by mohly ukazovat méfeni riizné tloustky rohovky, je-li rozdilné nastaveni sitky
Stérbiny. Siika Stérbiny by se méla nastavit na 0,095 mm.

Poté, co byly o¢i prozkoumdny a schvileny, inkubuji se po dobu piiblizné¢ 45 az 60 minut, aby se uvedly do
rovnovéhy se zkuSebnim systémem pied ddvkovanim. Po dobé vyrovnani se pro tloustku rohovky a zdkal zazna-
mend nulové referencni méfenti, které slouzi jako zdklad (tj. cas = 0). Hodnota fluoresceinu stanovend pfi oddélovani
se pro tento koncovy bod pouzivd jako zdkladni méfeni.

Aplikace zkouSené latky

O¢i se (v drzdku) ihned po nulovém referenénim méfeni vyberou z chladiciho piistroje, postavi se do vodorovné
polohy a na rohovku se aplikuje zkousend ldtka.

Tekuté zkousené latky se zpravidla zkouseji nefedéné, mohou se vsak fedit, pokud se to povazuje za nutné (napf.
jako soucdst ndvrhu studie). Preferovanym fedidlem pro fedéné litky je fyziologicky roztok. Za fizenych podminek
lze v3ak také pouzit alternativni fedidla, ale vhodnost jinych fedidel nez fyziologického roztoku by se méla prokazat.

Tekuté zkousené latky se aplikuji na rohovku tak, Ze cely povrch rohovky se rovnomérné pokryje zkousenou latkou;
obvykly objem je 0,03 ml.

Podle moznosti by se pevné litky mély co nejjemnéji polozit do tieci misky a térky nebo do srovnatelného drtictho
prostiedku. Prasek se aplikuje na rohovku tak, Ze se povrch stejnomérné pokryje zkousenou litkou; obvyklé mnoz-
stvi je 0,03 g.

Zkousend latka (tekutd nebo pevnd) se aplikuje po dobu 10 vtefin a pak se z oka opldchne izotonickym fyziolo-
gickym roztokem (pfiblizné 20 ml) pfi okolni teploté. Oko (v drzdku) se potom v ptvodni svislé poloze vriti do
chladictho pfistroje.

Litky pro kontrolu

Do kazdého pokusu by mély byt zafazeny soubézné negativni kontroly nebo kontroly s rozpoustédlem/vehikulem
a pozitivni kontroly.

Kdyz se zkouseji 100 % tekuté latky nebo pevné litky, fyziologicky roztok se ve zkusebni metodé ICE pouZivd pro
soubéZnou negativni kontrolu, aby se zjistily nespecifické zmény ve zkuSebnim systému a aby se zajistilo, Ze
podminky analyzy nebudou mit za ndsledek nevhodnou drdzdivou reakci.

Kdyz se zkouseji zfedéné tekuté ldtky, do zkusebni metody se zafadi skupina pro soubéznou kontrolu
s rozpoustédlem/vehikulem, aby se zjistily nespecifické zmény ve zkudebnim systému a aby se zajistilo, Ze podminky
analyzy nebudou mit za ndsledek nevhodnou drdzdivou reakci. Jak je uvedeno v bodé 25, lze pouZit pouze
rozpoustédlo/vehikul, u kterého se prokdzalo, Ze nemd nepiiznivé Gcinky na zkuSebni systém.
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Do kazdého pokusu se zafadi zndmd ldtka s drdzdivymi G¢inky na odi jako soubéznd pozitivni kontrola, aby se
ovérilo, Ze je vyvoldna odpovidajici reakce. ProtoZe analyza ICE se v této zkusebni metodé pouzivd ke zjiStovani
leptavych nebo silnych drdzdivych ldtek, pozitivni kontrola by méla byt referen¢ni litkou, kterd v této zkuSebni
metodé vyvold silnou reakci. Aby se vSak zajistilo, Ze proménlivost v reakei na pozitivni kontrolu bude mozné ¢asem
vyhodnotit, rozsah silné reakce by nemél byt nadmérny. Mél by se vytvofit dostatek tdaji in vitro pro pozitivni
kontrolu, aby bylo mozné vypocitat statisticky stanoveny, pfijatelny rozsah pozitivni kontroly. Nejsou-li ddaje
o zkusebni metodé ICE z minulosti pro ur¢itou pozitivni kontrolu k dispozici, bude nutné uskute¢nit studie za
Ucelem ziskdni téchto informaci.

Priklady tekutych zkousSenych litek pro pozitivni kontroly jsou 10 % kyselina octovd nebo 5% benzalkonium
chlorid, zatimco piiklady pevnych zkousenych latek pro pozitivni kontroly jsou hydroxid sodny nebo imidazol.

Srovndvaci ldtky jsou tGcelné pro hodnoceni potencidlu podrézdéni o¢i nezndmymi chemickymi ldtkami nebo
specifickymi tiidami chemickych ldtek nebo produktt nebo pro hodnoceni relativniho potencidlu podrazdéni litkou
s drdzdivymi Gcinky na o¢i ve specifickém rozmez{ drézdivych reakci.

Méfené koncové body

Zkousené rohovky se hodnoti pfedbézné osetiené a hodnoceni zacind ve 30, 75, 120, 180 a 240 minutich (+ 5
minut) po oplachu po oSetfeni. Tyto casové body zajistuji odpovidajici pocet méfeni béhem ¢tyfhodinové
doby zkouseni a pfitom ponechdvaji dostatek Casu mezi méfenimi, aby potiebnd pozorovani byla uskute¢néna
pro viechny odci.

Hodnocené koncové body jsou zdkal a otok rohovky, zadrzovani fluoresceinu a morfologické Gcinky (napf. tvofeni
jizev nebo uvoliovani epitelu). VSechny koncové body kromé zadrzovéni fluoresceinu (ktery je stanoven pouze
v piedbézné dpravé a 30 minut po expozici zkouSené litce) se urcuji v kazdém vySe uvedeném casovém bodu.

Doporucuji se fotografické snimky, aby se zdokumentoval zdkal rohovky, zadrzovéni fluoresceinu, morfologické
ucinky a histopatologie, pokud se provadi.

Uzivatelim se po konecné zkousce doporucuje, aby po uplynuti doby ¢tyf hodin ulozili o¢i do vhodného fixatniho
prostiedku (napf. neutrdlni pufrovany formalin) pro piipadné histopatologické vysetieni.

Otok rohovky se ur¢uje méfenim tloustky rohovky, které se provadi optickym pachymetrem pod mikroskopem se
§térbinovou lampou. Vyjadiuje se jako procento a vypocitiva se z méfeni tloustky rohovky podle nasledujictho
vzorce:

corneal thickness at time t — corneal thickness at time = 0 100
X
corneal thickness at time = 0

Stredni procento otoku rohovky se u vsech zkousenych o¢i vypocitdvd pro vSechny ¢asové body pozorovini. Na
zdkladé nejvyssi stfedni hodnoty otoku rohovky pozorované v jakémkoli ¢asovém bodu se potom kazdé zkousené
latce pridéli celkovd hodnota kategorie.

Zékal rohovky se vypocitavd s pouzitim plochy rohovky pro hodnoceni, kterd je nejvice zakalena. Stfedni hodnota
zdkalu rohovky se u vSech zkouSenych o¢i vypocitivd pro vsechny casové body pozorovéani. Na zdkladé nejvyssi
stfedni hodnoty zdkalu rohovky pozorované v jakémkoli ¢asovém bodé se potom kazdé zkousené ldtce pridéli
celkovd hodnota kategorie (tabulka 1).

Tabulka 1

Hodnoty zdkalu rohovky

Hodnota Pozorovéni

0 Z4dny zdkal.

0,5 Velmi slaby zdkal.
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Hodnota Pozorovani
1 Rozptylené nebo roztrousené plochy; detaily duhovky jsou jasné viditelné.
2 Snadno rozeznatelnd prithlednd plocha; detaily duhovky jsou ponékud nejasné.
3 Silny zdkal rohovky; nejsou viditelné zadné konkrétni detaily duhovky; velikost pupily je stéZi roze-
znatelnd.
4 Uplny zakal rohovky; duhovka neni viditelna.
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Stredni hodnota zadrzovani fluoresceinu se u vech zkousenych oci vypocitava pouze pro ¢asovy bod 30minutového
pozorovani, ktery se pouziva pro celkovou hodnotu kategorie pfidélenou kazdé zkousené latce (tabulka 2).

Tabulka 2

Hodnoty zadrzovani fluoresceinu

Hodnota Pozorovani
0 Z4dné zadrzovani fluoresceinu.
0,5 Velmi slabé zbarveni jednotlivych bunék.
1 Zbarveni jednotlivych bunék se rozsifilo po zkousené plose rohovky.
2 Fokélni nebo splyvajici tplné zbarveni jednotlivych bunék.
3 Splyvajici velké plochy zadrzovani fluoresceinu rohovky.

Morfologické ucinky zahrnuji jizvy’ na epitelidlnich bunkdch rohovky, ,uvolnovani' epitelu, ,zdrsnéni® povrchu
rohovky a ,nalepeni® zkouSené litky na rohovku. Tato zji§téni se mohou ve své zdvaznosti ménit a mohou se
vyskytovat soubézné. Klasifikace téchto zjisténi je subjektivni podle interpretace vyzkumnika.

UDAJE A PODAVANI ZPRAV

Hodnoceni ddajit

Vysledky ze zdkalu a otoku rohovky a zadrzovani fluoresceinu by se mély hodnotit zvlast, aby se pro kazdy koncovy
bod vytvofila tifda ICE. Tiidy ICE pro kazdy koncovy bod se pak spoji za tGéelem vytvofeni klasifikace drézdivych
GCinka pro kazdou zkousenou latku.

Kritéria rozhodovani

Poté, co byl kazdy koncovy bod vyhodnocen, lze na zdkladé predem urceného rozmezi pfifadit tfidy ICE. Inter-
pretace tloustky (tabulka 3) a zdkalu rohovky (tabulka 4) a zadrZovani fluoresceinu (tabulka 5) s pouzitim Ctyf tid
ICE se uskuteciiuje podle téchto méfitek:

Tabulka 3

Klasifikacni kritéria ICE pro tloustku rohovky

Stiedni otok rohovky (%) (*) Trida ICE
0az 5 I
>5az 12 I
>12 az 18 (> 75 min. po zkouseni) Il
>12 az 18 (< 75 min. po zkouseni) 111
>18 az 26 111




9.12.2010

Utedn{ véstnik Evropské unie

L 32431

46.

Stfedni otok rohovky (%) (*) Trida ICE
>26 az 32 (> 75 min. po zkouseni) 111
>26 az 32 (< 75 min. po zkouseni) I\%
>32 v

(*) Hodnoty otoku rohovky jsou pouzitelné pouze, méfi-li se tloustka pod mikroskopem se $térbinovou lampou Haag-Streit BP900 s
méficim piistrojem na méfeni hloubky ¢. I a nastavenim $itky $térbiny na 9%, coz se rovnd 0,095 mm. UZivatelé by si méli byt
védomi toho, ze mikroskopy se $térbinovou lampou by mohly ukazovat méfeni riizné tloustky rohovky, je-li rozdilné nastaveni
sitky Stérbiny.

Tabulka 4

Klasifika¢ni kritéria ICE pro zdkal

Stfedni maximdlni hodnota zdkalu (¥) Trida ICE
0,0 -0,5 I
0,6 - 1,5 II
1,6 — 2,5 11
2,6 - 4,0 v

(*) Viz tabulka 1.

Tabulka 5

Klasifika¢ni kritéria ICE pro stfedni zadrzovani fluoresceinu

Stfedni hodnota zadriovém’v fhforesceinu 30 minut po zkou- Titda ICE
Sen (*)
0,0 -0,5 I
0,6 —1,5 11
1,6 - 2,5 111
2,6 - 3,0 v

(*) Viz tabulka 2.

Klasifikace celkovych drdzdivych dcinkd in vitro pro zkouSenou litku se posuzuje z tdaji klasifikace drazdivych
ucinkd, kterd odpovidd kombinaci kategorif ziskanych pro otok rohovky, zdkal rohovky a zadrzovani fluoresceinu a s
pouzitim schématu uvedeného v tabulce 6.

Tabulka 6

Klasifikace celkovych drdzdivych Gcinkt in vitro

Klasifikace Kombinace 3 koncovych bodi

Leptavd/silné drdzdiva ldtka 3x IV

2x1V, 1 x1II

2 %1V, 1 x 11 (¥

2 %1V, 1 x1(%

Zékal rohovky = 3 ve 30 min. (nejméné ve 2 ocich)

Zdkal rohovky = 4 v kazdém casovém bod¢ (nejméné ve 2
ocich)

Silné uvoliiovani epitelu (nejméné v 1 oku)

(*) Vyskyt téchto kombinaci je méné pravdépodobny.
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Jak je uvedeno v bodé 1, pokud zkousend ldtka neni zjisténa jako ldtka s leptavymi nebo silné drdzdivymi G¢inky na
o¢i, mélo by se uskutecnit dalsi zkouseni pro dcely klasifikace a oznacovdni. Zkusebni metoda ICE md celkovou
piesnost 83 % (120/144) az 87 % (134/154), miru fale$né pozitivity 6 % (7/122) az 8 % (9/116) a miru falesné
negativity 41 % (13/32) az 50 % (15/30) pro identifikaci litek s leptavymi a silné drézdivymi Gcinky na oci, ve
srovndni s Gdaji ze zkuSebni metody in vivo na ocich krélikd, klasifikovanymi podle klasifikacnich systéma EPA (1),
EU (2) nebo GHS (3). V piipadé, ze latky v urcitych chemickych (tj. alkoholy a smécedla) a fyzikdlnich (tj. pevné
latky) tfidach jsou vylouceny z databédze, piesnost ICE se v Klasifikacnich systémech EU, EPA a GHS pohybuje
v rozmezi od 91 % (75/82) do 92 % (69/75), mira falesné pozitivity od 5 % (4/73) do 6 % (4/70) a mira falesné
negativity od 29 % (2/7) do 33 % (3/9) (4).

I kdyz se klasifikace latek s leptavymi nebo siln¢ drézdivymi acinky na oci pro zkousenou latku neziskd, tdaje ICE
mohou byt uZitecné ve spojeni s testovacimi daji z o¢ni zkousky in vivo na krélicich nebo z nélezité validované
zkousky in vitro, aby se déle vyhodnotila Gcelnost a omezeni zkusebni metody ICE pro zji§téni slabych drazdivych
a nedrazdivych latek (dokument s pokyny o pouzivani zkuSebnich metod ocni toxicity in vitro se zpracovavd).

Kritéria pfijeti studie

Zkouska se povazuje za piijatelnou, pokud soubézné negativni kontroly s vehikulem/ rozpoustédlem a soubézné
pozitivni kontroly poskytnou Klasifikaci drdzdivych dcinkd, které spadaji piislusné do tiid nedrazdivych a silné
drazdivych/leptavych latek.

Zpriva o zkousce

Zpréva o zkousSce by méla zahrnovat tyto informace, pokud se tykaji uskutectiovani studie:

Zkousené ldtky a ldtky pro kontrolu

Chemicky ndzev (chemické ndzvy), napt. strukturdlni ndzev pouzivany sluzbou chemickych abstrakt (CAS), s dalsimi
nazvy, jsou-li znamy;

registracni ¢islo (RN) CAS, je-li zndmo;

Cistota a slozeni latky nebo smési (v procentu (procentech) podle vahy), jsou-li tyto informace dostupné;

fyzikdlné chemické vlastnosti, napf. fyzikalni stav, tékavost, pH, stalost, tiida chemickych latek, rozpustnost ve vodé
odpovidajici provddeéni studie;

piipadné osetieni zkousenych latek[latek pro kontrolu pted zkousenim (napf. zahfti, mleti);

stalost, je-li zndma.

Informace tykajici se zadavatele a zkuSebniho zafizeni

Jméno a adresa zadavatele, zkusebniho zafizeni a vedouciho studie;

ureni zdroje o&i (napf. zafizeni, z néhoz byly ziskdny);

podminky skladovéni a dopravy o¢i (napf. datum a Cas shromdzdéni oci, Casovy interval pfed zahdjenim zkouseni);

specifické vlastnosti zvitat, z nichz byly ziskdny oci, jsou-li tyto vlastnosti k dispozici (napf. vék, pohlavi, hmotnost
darce).

Zdivodnéni pouzité zkuSebni metody a protokolu
Uplnost zkusebni metody

Postup pouZzivany k zajisténi dplnosti (tj. pfesnost a spolehlivost) zkusebni metody v pribéhu ¢asu (napf. pravidelné
zkouSeni vhodnych ldtek, vyuzivini dosavadnich ddajii negativnich a pozitivnich kontrol).



9.12.2010

Utedn{ véstnik Evropské unie

L 324/33

Kritéria pro pijatelnou zkousku

piipadné piijatelné rozsahy soubéznych srovndvacich kontrol na zdkladé dosavadnich tdaja.

Zkusebni podminky

Popis pouzitého zkusebniho systému;

pouzity mikroskop se $térbinovou lampou (napf. model);

nastaveni piistroje pro pouzivany mikroskop se §térbinovou lampou;

informace o pouzitych kufecich ocich, véetné prohldseni o jejich kvalité

podrobnosti o pouzitém zkusebnim postupu;

koncentrace pouzité zkousené latky;

popis viech zmén zkusebniho postupu;

odkaz na dosavadni Gdaje modelu (napf. negativni a pozitivni kontroly, vhodné latky, srovndvaci latky);

popis pouzitych hodnoticich kritérii.

Vysledky

popis jinych pozorovanych dcinkd;
piipadné fotografické snimky o¢i.
Posouzeni vysledkii

Zaveér
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Dodatek 1

DEFINICE

Presnost: Piesnost shody mezi vysledky zkuSebni metody a pfijatymi referencnimi hodnotami. Je to méfeni vysledku
zkusebni metody a jednoho aspektu ,dtlezitosti“. Termin se ¢asto pouzivd namisto ,souladu®, kterym se rozumi podil
spravnych vysledkt zkusebni metody.

Srovnavaci latka: Litka pouzitd jako norma pro srovndni se zkousenou ltkou. Srovndvaci litka by méla mit tyto
vlastnosti: i) nesporny a spolehlivy zdroj (nesporné a spolehlivé zdroje); ii) strukturdlni a funkéni podobnost s tfidou
zkousenych ldtek; iii) zndmé fyzikdlni/chemické vlastnosti; iv) podpiirné tdaje o zndmych Gcincich a v) zndmd sila
v rozsahu Zddouci reakce.

Rohovka: Prihlednd pfedni ¢dst o¢ni bulvy, kterd zahrnuje duhovku a o¢nici a propousti svétlo dovniti oka.

Zdkal rohovky: Méfeni rozsahu zdkalu rohovky po expozici zkousené ldtce. ZvySeny zdkal rohovky je pfiznacny pro
poskozeni rohovky.

Otok rohovky: Objektivni méfeni rozsahu zdufeni rohovky ve zkousce ICE po expozici zkousené ldtce. Vyjadfuje se
procentudlné a vypocitivd se z méfeni zdkladni tloustky rohovky (pfed davkovdnim) a tloustky zaznamendvané
v pravidelnych intervalech po vystaveni zkousené latce ve zkousce ICE. Stupeil otoku rohovky je piiznacny pro poskozeni
rohovky.

Kategorie 1 EPA: Zasazeni poleptdnim (nevratné poskozeni o¢ni tkdné) nebo zasazeni rohovky ¢i drdzdéni pretrvdvajici
déle nez 21 dni (1).

Kategorie R41 EU: Tvorba poskozeni tkdni v oku nebo zdvazné fyzikdlni sldbnuti vidéni po aplikaci zkousené latky na
pfedni plochu oka, které neni plné vratné do 21 dni od aplikace (2).

Mira faleSné negativity: Podil vSech pozitivnich ldtek falesné zjisténych zkuSebni metodou jako negativni. Je to jeden
z ukazateldi vysledku zkusebni metody.

Mira fale$né pozitivity: Podil viech negativnich ldtek falesné zjisténych zkusebni metodou jako pozitivni. Je to jeden
z ukazateldl vysledku zkusebni metody.

Zadrzovini fluoresceinu: Subjektivni méfeni rozsahu fluoresceinu sodného ve zkousce ICE, ktery je zadrzovdn bunikami
epitelu v rohovce po expozici zkousené latce. Stupen zadrzovéni fluoresceinu je pi{znacny pro poskozeni epitelu rohovky.

GHS (Globdlné harmonizovany systém klasifikace a oznacovani chemickych latek): Systém klasifikace chemickych
latek (litek a smési) podle standardizovanych typt a drovni fyzikdlnich, zdravotnich a environmentdlnich rizik
a odpovidajictho oznacpvani pomoci prvki informaci o nebezpecnosti, jako jsou vystrazné symboly nebezpecnosti,
signdlni slova, standardni véty o nebezpeénosti, pokyny pro bezpecné zachdzeni a bezpecnostni listy, aby byly poskytnuty
informace o jejich nepiiznivych tcincich s ohledem na ochranu lidi (véetné zaméstnavatelti, zaméstnancti, dopravcd,
spotiebitels a respondért nebezpeci) a zivotntho prostiedi (3).

Kategorie 1 GHS: Tvorba poskozeni tkdni v oku nebo zdvazné fyzikdlni sldbnuti vidéni po aplikaci zkouSené latky na
pfedni plochu oka, které neni plné vratné do 21 dni od aplikace (3).

Nebezpecnost: Zakladni charakteristika ldtky nebo situace, kterd ma potencidl vyvolat nepfiznivé Gcinky, jsou-li orga-
nismus, systém nebo (sub)populace vystaveny této latce.
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Negativni kontrola: Nezkousend replika, kterd obsahuje vSechny slozky zkusebniho systému. Tento vzorek se zpracovavé
se vzorky zkousené latky a jinymi kontrolnimi vzorky, aby se urcilo, zda rozpoustédlo vzdjemné reaguje se zkusebnim
systémem.

Nedrazdiva litka: Latky, které nejsou klasifikovdny jako ldtky s drézdivymi G¢inky na oci kategorie 1, II, nebo III EPA;
kategorie R41 nebo R36 EU; nebo kategorie 1, 2A, nebo 2B GHS (1)(2)(3).

Litka s leptavymi dcinky na oci: a) Litka, kterd zptsobuje nevratné poskozeni tkdni o¢i. b) Létky, které jsou klasifi-
kovany jako ldtky s drézdivymi G¢inky na oci kategorie 1 GHS, kategorie I EPA nebo kategoriec R41 EU (1)(2)(3).

Litka s drdzdivymi d¢inky na o€i: a) ldtka, kterd zptsobuje nevratnou zménu v oku po aplikaci na pfedni plochu oka;
b) latky, které jsou Klasifikovany jako latky s drdzdivymi Gcinky na oci kategorie II nebo III EPA, kategorie R36 EU nebo
kategorie 2A nebo 2B GHS (1) (2) (3).

Silné drazdiva ldtka: a) Litka, kterd zptsobuje poskozeni tkdni v oku po aplikaci na pfedni plochu oka, které neni vratné
do 21 dni od aplikace, nebo zpiisobuje vdzné fyzické snizeni vidéni. b) Latky, které jsou klasifikovany jako latky
s drazdivymi Gcinky na o¢i kategorie 1 GHS, kategorie I EPA nebo kategorie R41 EU (1)(2)(3).

Pozitivni kontrola: Replika obsahujici vSechny slozky zkuSebniho systému a zkousend s ldtkou, o niZ je zndmo, Ze
zplisobuje pozitivni reakci. Aby se zajistilo, Ze proménlivost v reakci na pozitivni kontrolu bude mozné ¢asem vyhod-
notit, rozsah silné reakce by nemél byt nadmérny.

Spolehlivost: Méfeni rozsahu, v jakém se zkuSebni metoda mize Casem pouZit opakované v laboratofich a mezi
laboratofemi, kdyz se provadi s pouzitim stejného protokolu. Hodnoti se to vypoctem laboratorni a mezilaboratorni
reprodukovatelnosti a laboratorni opakovatelnosti.

Mikroskop se $térbinovou lampou: Piistroj pouZivany k piimému vySetfeni oka se zvétSenim pod binokuldrnim
mikroskopem a vytvofenim stereoskopického, piimého obrazu. Ve zkuSebni metodé ICE se tento piistroj pouZzivd
k prohlizeni pfednich struktur kufectho oka a také k objektivnimu méfeni tloustky rohovky s pfidavnym zaiizenim
na méfeni hloubky.

Kontrola s rozpoustédlem/vehikulem: Neosetieny vzorek obsahujici viechny slozky zkuSebniho systému, véetné
rozpoustédla nebo vehikulu, ktery se zpracovdvd s osetfenou zkousenou litkou a jinymi kontrolnimi vzorky, aby se
zjistila zdkladni reakce vzorkd zkouSenych se zkousenou litkou rozpusténou ve stejném rozpoustédle nebo vehikulu.
Pokud se vzorek zkousi se soubéZnou negativni kontrolou, ukazuje také, zda rozpoustédlo nebo vehikul vzdjemné reaguje
se zkuSebnim systémem.

Stupiiovité zkouSeni: Strategie postupného zkouseni, kde se vSechny existujici informace o zkousené ldtce pfezkouma-
vaji ve stanoveném poradi s pouZitim postupu vahy dtikazi na kazdém stupni, aby se zjistilo, zda je k dispozici dost
informaci pro rozhodnuti o Klasifikaci nebezpecnosti, nez se postoupi do dalstho stupné. Pokud potencidl drdzdivych
Gcink® zkousené ltky lze urcit na zdkladé existujicich informaci, dalsi zkouSeni neni nutné. Jestlize na zdklad¢ existujicich
informaci nelze urcit potencial drdzdivych tcinkd zkousSené ltky, pouZije se stupriovity postupny postup zkouSeni na
zvifatech, dokud se neur¢i jednoznacnd klasifikace.

Validovand zkuSebni metoda: ZkuSebni metoda, pro kterou byly zpracoviny validacni studie s cilem urcit ddlezitost
(véetné presnosti) a spolehlivost pro specificky acel. Je nutné poznamenat, Ze validovand zkuSebni metoda nemusi
poskytnout postacujici vysledek z hlediska presnosti a spolehlivosti, aby byla shleddna pfijatelnou pro navrzeny dcel.

Véha dikazi: Postup zvazovani silnych a slabych strének rtiznych informaci v dosahovéni a podpore zdvéru tykajictho se
potencialu nebezpecnosti latky.
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Dodatek 2

VHODNE CHEMICKE LATKY PRO ZKUSEBNI METODU ICE

Nez laboratofe rutinné pouZiji zkusebni metodu, kterd dodrzuje tuto zkusebni metodu, mély by prokdzat svou odbornou
zpusobilost spravnym urc¢enim klasifikace 10 latek s drazdivymi Gcinky na o¢i doporucenych v tabulce 1. Tyto latky byly
vybrany tak, aby pfedstavovaly rozsah reakci pro mistni podrdzdéni/poleptini oci, ktery vychdzi z vysledki ocnich
zkousek in vivo na krdlicich (TG 405) (tj. kategorie 1, 2A, 2B nebo neklasifikované ¢i oznacené podle GHS OSN (3)(7).
S ptihlédnutim k validované tcelnosti téchto analyz (tj. zjistovani pouze latek s leptavymi/silné drazdivymi dcinky na oci)
vak existuji pouze dva vysledky zkousky pro klasifikacni acely (leptavd/silné drazdivé latka nebo neleptava/slaba drazdiva
ldtka), aby byla prokdzdna odbornd zpusobilost. Dalsim kritériem vybéru bylo to, zda litka je komercné dostupnd, zda
jsou k dispozici kvalitn referen¢ni tidaje in vivo a zda jsou k dispozici kvalitni ddaje ze dvou metod in vitro, pro které byly
zpracovany metodiky. Z tohoto divodu byly drazdivé latky vybrany z doporuceného seznamu 122 referencnich latek
ICCVAM pro ovéfeni platnosti zkusebnich metod o¢ni toxicity in vitro (viz dodatek H: Seznam doporucenych referenénich
latek ICCVAM) (4). Referencni tidaje jsou dostupné v zakladnim dokumentu o pfezkumu ICCVAM pro zkusebni metodu
pro zdkal a propustnost rohovky u skotu (BCOP) a zkusebni metodu oddéleného kufeciho oka (ICE) (18) (19).

Tabulka 1

Doporucené litky k prokdzani odborné zptisobilosti pro ICE

Chemicka litka CASRN Trida Fhemick)}ch Fyzikdlni forma Klas.ifikf?tce ) Klasifikace (*) in vitro
latek (1) in vivo
Benzalkoniumchlorid 8001-54-5 Oniova Tekutd Kategorie 1 Leptavd/silné drazdiva
(5 %) slou¢enina latka
Chlorhexidin 55-56-1 Amin, amidin Pevnd Kategorie 1 Leptavé/silné drazdivd
latka
Dibenzoyl-L—tartarovd | 2743-38-6 Karboxylovd Pevna Kategorie 1 Leptavé/siln¢ drazdiva
kyselina kyselina, ester latka
Imidazol 288-32-4 Heterocyklickd Pevnd Kategorie 1 Leptavé/siln¢ drazdiva
latka
Kyselina  trichloroc- 76-03-9 Karboxylova Tekutd Kategorie 1 Leptavd/silné drdzdiva
tova (30 %) kyselina latka
Dichlorobenzoylch- 4659-45-4 Acylhalogenid Tekutd Kategorie 2A | Neleptavé/slabd drdzdiva
lorid latka
Ethyl-2-metyla- 609-14-3 Keton, ester Tekutd Kategorie 2B | Neleptavé[slabd drdzdivd
ceto—acetdt latka
Dusi¢nan amonny 6484-52-2 Anorganickd Pevnd Kategorie 2A | Neleptavé/slabd drdzdivéd
sal latka
Glycerol 56-81-5 Alkohol Tekutd Neoznacend Neleptavé/slabd drdzdivd
latka
n-hexan 110-54-3 Uhlovodik Tekutd Neoznacend Neleptavd/slabd drazdiva
(acyklicky) latka

Zkratky: CASRN = registracni ¢islo podle sluzby chemickych abstrakt

(") Chemické tiidy byly pfidéleny kazdé zkousené ldtce s pouzitim standardniho klasifikacniho schématu na zdkladé klasifika¢niho systému
Narodni knihovny ndzvi 1ékd a lécivych litek (MeSH) (dostupny na http//www.nlm.nih.gov/mesh).

(%) Zalozena na o¢ni zkousce in vivo na kralicich (OECD TG 405) a s pouzitim GHS OSN (3)(7).

(}) Zalozena na vysledcich v BCOP a ICE.
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Schématicky nékres chladiciho pfistroje a drzdki oéi ICE

Dalsi obecné pouZitelné popisy chladiciho pristroje a drZdku oci viz Burton et al. (17)

PRUREZ KOMOROU

DRZAK OCT

POLOZKA C. | POPIS
1 ODVOD TEPLE VODY
2 POSUVNY KRYT
3 SPECIALNI ZKUSEBNI PRISTROJ
4 OPTICKY MERICI PRISTROJ
5 PRIVOD TEPLE VODY
6 SOLNY ROZTOK
7 TEPLA VODA
8 PRIVOD SOLNEHO ROZTOKU
9 KOMORA
10 DRZAK OC{
11 KURECI OKO
12 ODVOD SOLNEHO ROZTOKU
13 SROUBOVA SVORKA
14 NASTAVITELNE HORN] RAMENO
15 PEVNE DOLN] RAMENO*




