B.5 AKUTNI TOXICITA: DRAZDIVE A LEPTAVE UCINKY

NA OCI

METODA je v souladu s pravem Evropskych spolecenstvi’®.

UVOD

Pti piipravé této aktualizované metody byla zvlastni pozornost vénovana
moznym zlepSenim, jichz lze dosdhnout vyhodnocovanim veskerych
existujicich informaci o zkousSené latce s cilem vyhnout se nadbytecnym
zkouskam na pokusnych zvifatech a brat tak ohled na dobré zachdzeni s
pokusnymi zvifaty. Soucésti této metody je doporuceni, aby pied
provedenim popsané zkouSky akutnich drdzdivych/leptavych uc¢inki na
o& invivo byla vypracovina analyza prikaznosti’” stavajicich
relevantnich udajt. Pokud jsou k dispozici nedostate¢né tidaje, doporucuje
se je ziskat pomoci metody postupného zkouseni’®. Strategie zkouseni
zahrnuje provedeni validovanych a schvalenych zkousek in vitro a je
popsana v tabulce 10 k této metod¢ zkouSeni. Navic se pied zvazovanim
o¢niho testu in vivo doporucuje provést zkousku drazdivych/leptavych
ucinkd na kGzi in vivo, na jejimz zakladé se ptedpovi mozné leptavé
ucinky na oci.

V z4jmu spolehlivého védeckého piistupu a rovnéz dobrého zachézeni s
pokusnymi zvifaty by se ke zkouSkdm in vivo nemélo ptistupovat, dokud
nebyly vSechny dostupné tdaje vyznamné pro  potencidlni
leptavé/drazdivé ucinky latky na oci vyhodnoceny na zéklad€ analyzy
prukaznosti vysledki. Takové tudaje budou zahrnovat dikazy ze
stavajicich studii na lidech nebo pokusnych zvifatech, dikazy
leptavych/drazdivych ucinkii jedné nebo vice strukturné ptibuznych latek
nebo smeési téchto latek, udaje dokladajici vysokou kyselost nebo
zasaditost latky’ a vysledky validovanych a uznanych zkousek leptavych
a drazdivych uginka na ki in vitro nebo ex vivo™. Tyto studie mohly byt
vypracovany pied analyzou prukaznosti vysledki nebo na zaklad¢ zjisténi
této analyzy.

U nékterych latek muize takova analyza naznaCovat nutnost provedeni
studii potencidlnich leptavych/drazdivych ucinka latky na oci in vivo. Ve
vSech takovych ptipadech se pied zvazenim pouziti o¢ni zkousky in vivo
nejprve provede studie ucink latky na kizi invivo a zhodnoti se
vsouladu smetodou zkouSeni B.4™. Pouziti analyzy prikaznosti
vysledkli a strategie postupného zkouSeni by mélo omezit potiebu
zkouseni leptavych/drazdivych ucinkd na o€i téch latek, u nichz tyto
ucinky byly jiz dostatecné dolozZeny v jinych studiich. Pokud pomoci
strategie postupného zkouSeni nelze o moznosti leptavych nebo
drazdivych G¢inkid na o¢i rozhodnout ani po provedeni studie leptavych a
drazdivych  ucinki na kuzi invivo, lze provést zkousku
leptavych/drazdivych ucinkl na oci in vivo.
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Upfednostiiovand strategie postupného zkouSeni, jejiz soucasti je
provedeni validovanych zkousek leptavych/drazdivych ucinka in vitro
nebo ex vivo, je uvedena v tabulce 10 k této metodé zkouseni. Tato
strategie byla vypracoviana na seminafi OECD’™, jeho tcastniky
jednohlasné doporucena a ptijata jako doporucend strategie zkouSeni
v globaln¢ harmonizovaném systému klasifikace chemickych latek
(GHS)"™. Doporuuje se, aby se podle této strategie zkouseni postupovalo
pied provadénim zkousek in vivo. U novych latek se doporucuje metoda
zkouseni po krocich, diky niz 1ze dosdhnout védecky spolehlivych udaji o
leptavych/drazdivych ucincich latky. U existujicich latek, o jejichz
leptavych/drazdivych ucincich na kizi a o¢i neni k dispozici dostatek
udajt, by se méla tato strategie vyuzit pro doplnéni chyb¢jicich informaci.
Pouziti jiné strategie nebo postupu zkouseni nebo rozhodnuti nepouzit
metodu po krocich musi byt odiivodnéno.

DEFINICE

Drazdivé acinky na oci: vyvolani zmén v oku po aplikaci zkouSené latky
na ptedni povrch oka. Tyto zmény jsou plné vratné do 21 dnti po aplikaci.

Leptavé ucinky na o¢€i: vyvolani poSkozeni o¢ni tkan¢ nebo zavazné
fyzické zhorSeni vidéni po aplikaci zkouSené latky na pfedni povrch oka.
Toto poskozeni neni pln€ vratné do 21 dnti po aplikaci.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Latka, ktera ma byt zkouSena, se nanese v jedné davce na jedno oko
pokusného zvifete, pricemz neexponované oko slouzi jako kontrola.
V urcitych intervalech se na zaklad¢ urCeni 1ézi spojivky, rohovky a
duhovky vyhodnoti stupenn drazdivych/leptavych ucinkd na oci. Popisi se
také jiné ucinky na oko a nezadouci systémové Ucinky, aby bylo mozno
provést Uplné posouzeni ucinkl. Doba studie by meéla byt dostate¢né
dlouhd, aby bylo mozné zhodnotit vratnost nebo nevratnost ucinkda.

Pokusna zvitata, ktera v jakékoli fazi zkousky vykazuji pietrvavajici
ptfiznaky zna¢ného utrpeni nebo bolesti, se humanné utrati a latka se
odpovidajicim zplsobem vyhodnoti. Kritéria rozhodovani o utraceni

umirajicich a zdvazné trpicich pokusnych zvitat lze nalézt v literatue’.

POPIS ZKUSEBN{ METODY
Piiprava na zkous$ku in vivo
Vyber zivocisnych druhii
Upftednostiiovanym pokusnym zvifetem je albin kralika a pouZzivaji se

zdrava mladd dospéla pokusna zvifata. Pfi pouziti jinych kmenl nebo
druhii by se mélo podat zdivodnéni.
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Priprava pokusnych zvirat

Pokusna zvitata jsou vybrana s ohledem na druh, pohlavi a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznalena tak, aby
byla mozna identifikace jednotlivych pokusnych zvifat. Dobu navykani
stanovi § 10 zvlastniho pravniho predpisu'”. 24 h pied zkouskou se
u kazdého z predbézné vybranych pokusnych zvifat provede vysSetfeni
obou oc¢i. Pokusnd zvifata, u kterych se zjisti podrazdéni o¢i, ocni defekt
nebo poskozeni rohovky, se nepouziji.

Podminky chovu a krmeni

Pokusna zvitata by méla byt chovana samostatné. Teplota v mistnosti pro
pokusna zvifata by méla u kralika ¢init (20 + 3) °C. Ackoliv by relativni
vlhkost méla ¢init minimaln€ 30 % a pokud mozno neptesahnout 70 %
béhem uklidu mistnosti, cilem by méla byt hodnota 50 — 60 %. Osvétleni
by mélo byt umélé, mélo by se stiidat 12 h svétla a 12 h tmy, neni-li
v chovné mistnosti denni svétlo. Ke krmeni lze pouzit obvyklé krmivo
uréené pro pokusna zvifata od registrovaného vyrobce s neomezenou
dodavkou pitné vody. Pokusnéd zvifata mohou byt chovéna v klecich ve
skupinach v souladu s pfislusnym pravnim piedpisem'®”, pokud neni
stanoveno projektem pokust jinak, ale pocet pokusnych zvifat v kleci
nesmi branit nerusenému pozorovani kazdého pokusného zvitete.

Postup zkouSky
Aplikace zkousené latky

ZkouSena latka se aplikuje kazdému pokusnému zvifeti do spojivkového
vaku jednoho oka tak, Ze se spodni vicko lehce odchlipne od o¢ni bulvy.
Vicka se pak asi na jednu sekundu lehce pfidrzi u sebe, aby nedoslo ke
ztraté latky. Druhé oko, do kterého se latka neaplikuje, slouzi jako
kontrola.

Vyplach

OC¢i pokusnych zvitat se do 24 h po instilaci zkouSené latky nevyplachuji,
s vyjimkou pevnych latek (viz cast 1.4.2.3.2) a v piipadé okamzitych
leptavych nebo drazdivych ucinkt. Pouziti satelitni skupiny pokusnych
zvitat k vySetfeni vlivu vyplachu o¢i se nedoporucuje, pokud to neni
védecky odivodnéno. Je-li satelitni skupina nezbytna, pouziji se dva
krélici. Podminky vyplachu se podrobné zdokumentuji, napi. doba
vyplachu, slozeni a teplota promyvaciho roztoku, trvani, objem a rychlost
aplikace.

Uroveri davek
Zkouseni kapalin

Pti zkouSeni kapalin se pouzije davka 0,1 ml. K instilaci latky pfimo do
oka by se nemély pouzivat aerosolové rozstiikovace s Cerpadlem. Pred
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instilaci 0,1 ml do oka by se méla tekutina zrozstiikovace vypudit a
shromdzdit do nadobky.

Zkouseni pevnych latek

Pti zkouSeni pevnych latek, past a zrnitych latek se pouzije objem 0,1 ml
nebo hmotnost nejvyse 100 mg. Zkousend latka se rozemele na jemny
prasek. Objem pevného materidlu se stanovi az po opatrném zhutnéni,
napf. poklepanim odmérnou nadobkou. Pokud se pevna zkouSend latka
z oka pokusného zvifete neodstranila pomoci fyziologickych mechanismt
do doby prvniho pozorovani po 1h po aplikaci, 1ze oko vyplachnout
fyziologickym roztokem nebo destilovanou vodou.

ZkouSeni aerosoli

Pred instilaci latek do oka se doporucuje zachytit latky obsazené
v rozstiikovacich nebo aerosolech do nadobky. Jedinou vyjimkou jsou
latky obsazené v aerosolové nadobce pod tlakem, které z divodu
odparovani zachytit nelze. V takovych ptipadech se oko podrzi oteviené a
latka se do oka aplikuje vstiiknutim trvajicim jednu sekundu ze
vzdalenosti 10 cm piimo pfed okem. Vzdalenost se miize podle tlaku
v rozpraSovaci a jeho obsahu liSit. Je tieba dbat na to, aby nedoslo
k poskozeni oka tlakem z rozpraSovace. V pfislusnych pfipadech mize byt
nutné vyhodnotit potencial ,,mechanického poSkozeni oka v dusledku
rozprasovaciho tlaku.

Dévku aerosolu 1ze odhadnout na zaklad¢ této simulované zkousky: latka
se nastiikd na odvazovaci papir skrz otvor o velikosti kraliciho oka,
pricemz tento otvor se nachazi bezprostiedné pied papirem. Na zékladé
zvySeni hmotnosti papiru se odhadne mnozstvi latky, ktera se vstiikne do
oka. U tékavych latek lze davku odhadnout pomoci zvazeni odbérové
nadobky pifed odstranénim zkousené latky a po jejim odstranéni.

Pocatecni zkouska (zkouska drazdivych/leptavych ucinkii na oci in vivo
na jednom pokusném zvireti)

Jak je uvedeno ve strategii postupného zkouseni (viz tabulka 10), dirazné
se doporucuje, aby byla zkouska in vivo provedena nejprve na jednom
pokusném zvifeti.

Pokud vysledky této zkousky naznacuji, ze latka ma leptavé nebo vysoce
drazdivé u¢inky na oci pfi pouziti popsaného postupu, dals$i zkousSeni
drazdivych ucinkl na oc€i se neprovede.

Lokalni anestetika

V jednotlivych ptipadech lze pouzit lokalni anestetika. Pokud analyza
prikaznosti vysledki naznacuje, Ze latka muze zpusobit bolest, nebo
pokud pocatecni zkousky ukazuji, Ze se objevi bolestiva reakce, l1ze pred
instilaci zkouSené latky pouzit lokalni anestetika. Typ, koncentraci a
davku lokalniho anestetika je tieba peclivé zvolit, aby bylo zajisténo, Ze
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v disledku jeho pouziti nedojde k odliSnym reakcim na zkouSenou latku.
Podobné se musi znecitlivit 1 kontrolni oko.

Potvrzujici zkouska (zkouska drazdivych ucinkii na oci in vivo na dalsich
pokusnych zviratech)

Pokud béhem pocatecni zkousky neni pozorovan leptavy Gcinek, méla by
se drazdiva nebo negativni reakce potvrdit na maximaln¢ dalSich dvou
pokusnych zvifatech. Pokud je béhem pocate¢ni zkouSky pozorovéan
znacny leptavy ucinek, ktery naznacuje mozny silny (nevratny) ucinek
v potvrzujici zkousce, doporucuje se provést potvrzujici zkousku metodou
postupného zkouSeni na jednom pokusném zviieti spiSe nez exponovanim
dalsich dvou pokusnych zvitat soucasn¢. Pokud se u druhého pokusného
zvitete projevi leptavé nebo vysoce drazdivé ucinky, ve zkouSce se
nepokracuje. K potvrzeni slabych nebo mirnych drazdivych reakci muze
byt nutné pouzit dalsi pokusnd zvitata.

Doba pozorovani

Doba pozorovéani by méla byt dostatecné dlouhd, aby bylo mozné plné
zhodnotit miru a vratnost pozorovanych ucinkti. Zkouska by vSak méla
byt ukoncena kdykoliv vokamziku, kdy pokusné zvite vykazuje
pretrvavajici piiznaky zna&né bolesti nebo utrpeni™. Za Gdelem urdeni
vratnosti u¢inkll by se pokusnd zvifata méla obvykle pozorovat 21 dnti po
podani zkouSené latky. Pokud je vratnost pozorovana pied uplynutim
21 dna, zkouska by se méla v tomto okamziku ukoncit.

Klinicka pozorovani a hodnoceni ocnich reakci

Oc¢i se vysetii po 1, 24, 48 a 72 h po podani zkousené latky. Jakmile se
ziskaji kone¢né informace, nemélo by zkouSeni na pokusnych zvitatech
probihat déle, nez je nezbytné. Pokusna zvifata se znamkami
ptetrvavajicich prudkych bolesti nebo utrpeni se neprodlené¢ humanné
utrati a latka se odpovidajicim zplisobem vyhodnoti. Huméanné se utrati ta
pokusna zvifata, u nichZ doslo po instilaci k témto o¢nim 1ézim: perforace
rohovky nebo vyrazné zviedovaténi rohovky vcetné stafylomu; krev
v pfedni komote ocni; zdkal rohovky stupné 4 pretrvavajici 48 h; absence
reakce na osvit (reakce duhovky stupné 2) pretrvavajici 72 h; zviedovaténi
spojivkové membrany; nekréza spojivek nebo slzné Zldzy; nebo
odlupovani nekrotické hmoty. Tento postup je dan nevratnosti takovych
1ézi.

Pokusna zvirata, u nichZz o¢ni léze nevzniknou, nelze utratit diive nez
3 dny po instilaci. Pokusnd zvifata s mirnymi az stfednimi lézemi se
pozoruji, dokud 1éze nevymizi, nebo po 21 dni, po jejichz uplynuti se
studie ukon¢i. Po 7, 14 a 21 dnech se provadi pozorovani, aby se urcil stav
1ézi a jejich vratnost nebo nevratnost.

Stupeii reakce oka (spojivek, rohovky a duhovky) je tieba zaznamenat pii
kazdém vySetfeni (tabulka 11). Uvedou se také jakékoli jiné o¢ni 1éze
(napf. panus, zbarveni) nebo nezadouci systémové Uc¢inky.
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VysSetfovani reakci Ize usnadnit pouzitim binokularni lupy, ruéni
Stérbinové lampy, o¢niho mikroskopu nebo jinych vhodnych zatizeni. Po
zaznamenani pozorovani po 24 h mohou byt o¢i pokusnych zvitat dale
vySetieny fluoresceinem.

Hodnoceni o¢nich reakci je nevyhnutelné subjektivni. S cilem podporovat
harmonizaci hodnoceni o¢nich reakci a napomahat zkusebnim laboratofim
a tém, kdo provadéji a interpretuji pozorovéani, musi byt zaméstnanci
provadéjici pozorovani odpovidajicim zplsobem kvalifikovani pro praci
s pouzivanym systémem vyhodnocovani.

DATA
HODNOCENI VYSLEDKU

Stupné drazdivych U¢inkti na oci se zhodnoti ve spojeni s povahou a
stupném zavaznosti 1ézi a jejich vratnosti nebo nevratnosti. Jednotlivé
stupné nepfedstavuji absolutni métitko drazdivych vlastnosti latky, nebot’
se hodnoti také jiné U¢inky zkouSené latky. Jednotlivé stupné by spiSe
mély byt povazovany za referencni hodnoty, které jsou smysluplné, pouze
pokud se opiraji o Giplny popis a hodnoceni veskerych pozorovani.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA
ZPRAVA

V souladu s pfislusnymi pravnimi piedpisy”'” musi byt zpracovan

projekt pokusu a o prib¢hu pokusu je nutno vést protokol.
Zprava o prub¢hu pokusu obsahuje nasledujici informace.

zdivodnéni zkousSeni in vivo: analyza prikaznosti vysledkli pfedchozich
pokusii, véetné vysledki strategie postupného zkouseni:

— popis relevantnich tidajl z ptedchozich zkousek,

— udaje ziskané v kazdém kroku strategie zkouSent,

— popis provedenych zkousek in vitro, véetné¢ podrobnych
udaji o postupech a o vysledcich ziskanych se

zkouSenymi/referen¢nimi latkami,

— popis provedené studie drazdivych/leptavych ucinki na
kazi in vivo, v€etné ziskanych vysledk,

— analyza prikaznosti vysledkli odivodiujici provedeni
studie in vivo.

Zkous$ena latka:

— identifika¢ni udaje (napt. ¢islo CAS, zdroj, Cistota, zndmé
necistoty, Sarze),



— fyzikalni povaha a fyzikalné-chemické vlastnosti (napf.
hodnota pH, tckavost, rozpustnost, stabilita, reaktivita
s vodou),

— v pfipadé smési jeji slozeni a relativni podil slozek
vyjadifeny v procentech,

— je-li pouzito lokalni anestetikum, jeho identifikace, Cistota,
typ, davka a potencialni interakce se zkousenou latkou.

Vehikulum:

— identifikace, koncentrace (podle potieby), pouzity objem,
— zdivodnéni vybéru vehikula.

Pokusna zvifata:

— pouzity druh/kmen, zdGvodnéni pouziti jinych pokusnych
zvitat, neni-li pouzit albin kralika,

— staii kazdého pokusného zvifete na zacatku studie,

— pocet pokusnych zvifat kazdého pohlavi ve zkuSebnich
a kontrolnich skupinéch (je-li to nutné),

— hmotnosti jednotlivych pokusnych zvifat na zacatku a na
konci zkousky,

— puvod, podminky chovu, krmivo atd.
Vysledky:

— popis metody vyhodnoceni drazdivosti pii kazdém
pozorovani (napf. rucni Stérbinova lampa, biomikroskop,
fluorescein),

— udaje ve forme tabulky o reakcich na drazdivé nebo leptavé
ucinky u jednotlivych pokusnych zvifat pii kazdém
pozorovani az do vyjmuti kazdého pokusného zvifete ze
zkousky,

— podrobny popis stupné¢ a charakteru pozorovanych
drézdivych nebo leptavych ucink,

— popis vSech dalSich pozorovanych oc¢nich 1ézi (napf.
vaskularizace, tvorba panu, srist sousednich tkéni,
zbarveni),

— popis mistnich a systémovych nepfiznivych uc¢inkli mimo
o¢i a ptipadné histopatologické nélezy.



Diskuse a interpretace vysledkd.

Extrapolace vysledkt studii drazdivych a¢inkt na o¢i pokusnych
zvitat na ¢lovéka je platnd jen v omezené mite. Albinoticky kralik je
ve vetsing pripadi na drazdivé a ziravé latky pro oc€i citlivéjsi nez
clovek.

Je tfteba dbat na to, aby byla pii interpretaci udaji vylouCena
drazdivost pramenici ze sekundarni infekce.

Zavéry.

TABULKA 11: STUPNICE OCNICH LEZi
Rohovka

Zékal: stupen hustoty (vySetti se nejvice zakalené oblasti)*
Z4dné zviedovatdng ani ZAKAL ............co.ocoiveeveeieeeeeeee oo 0

Rozptylené¢ nebo difuzni oblasti zakalu (jiné nez slabé zastfeni normalniho lesku),

detaily duhovky jasné vIiditeIng ............cccovviiiiiiiiiiiiiieieeeee e 1
Snadno identifikovatelna prithlednd oblast, detaily duhovky lehce zastiené ................ 2
Pfitomnost zony opalescence, detaily duhovky nejsou viditelné, velikost zornice stézi
TOZEZNALEINA ....eiiiiiiiie ettt ettt et e st e be e et et st e naeeeaee 3
Uplna neprithlednost rohovky, duhovka je zcela neviditelnd ..............cocoovveeveveveeennne, 4

Maximaln¢ mozné: 4
* Zaznamena se oblast zékalu rohovky.
Duhovka

D00 0T s L R 0

Vyrazné prohloubené fasy, meéstnani, otoky, stfedni piekrveni kolem rohovky,
nebo prekrveni pti zanctu; rohovka reaguje na svétlo (zpozdéna reakce je povazovéna za

Krvéceni, makroskopické poskozeni nebo bez reakce na sveétlo ..........ccoeceevienieenennne 2
Maximaln¢ mozné: 2

Spojivky

S 24

spojivce, kromé rohovky a duhovky)

INOTIMAINT <.ttt ettt et e st e e 0
Nékteré krevni cévy hyperemické (prekrvené) ........occcoeveeviiiiiiniiieiienieeieeeeee, 1
Diftzni, ruda barva, jednotlivé cévy nesnadno rozeznatelné ..............cceeeeevvennnennnnn. 2
Diflizni temne ruda Darva ........coceoiiiiiiiiie s 3

Maximalné mozné: 3



Otoky (chemosis)

(tyké se vicek nebo slznych zlaz)

INOTIMAINT ...ttt ettt e st e b e sateebeeeaee 0
Slabe abnormalni OtOK ........cceeoiiiiiiiiiiiiee e 1
Patrny otok, s ¢asteCnym obracenim viCek ........ccccimviiiiiiiiiiiiiiiiie e 2
Otok zpiisobujici uzavieni vicek zhruba na polovinu ...........cccoeceeviiiiiiiienieeiieeeen 3
Otok zptisobujici uzavieni vicek vice nez na polovinu ..........ccceeeveeeeeeeenieereieeeneeeeee 4

Maximalné mozné: 4

Tabulka 10
Strategie postupného zkouseni drazdivych a leptavych ucinki na o¢i
OBECNE UVAHY

V zajmu spolehlivého védeckého piistupu a dobrého zachdzeni s pokusnymi zvitaty je
dalezit¢ vyhybat zbytecnému pouzivani pokusnych zvifat a minimalizovat jakékoli
zkousky, které u pokusnych zvitat pravdépodobné vyvolaji zdvazné reakce. Veskeré
informace tykajici se potencialnich leptavych/drazdivych Gc¢inkt latky na oci by se
mély zhodnotit pfed zvazovanim zkousSeni in vivo. MliZe jiz existovat dostatek dukazi
pro klasifikaci zkousené latky podle jejiho potencidlu drazdivych nebo leptavych
ucinkidl na oc€i, aniz by bylo nutné provadet zkousky na pokusnych zvifatech. Proto
vyuziti analyzy prikaznosti vysledkli a strategie postupného zkouSeni snizi potiebu
provadét zkouSeni in vivo, zejména pokud latka pravdépodobné vyvola zavazné
reakce.

Doporucuje se, aby se stavajici informace tykajici se drazdivych a leptavych uc¢inki
latky na oci zhodnotily pomoci analyzy prikaznosti vysledkl, na jejimz zéklad¢ se
rozhodne o tom, zda by se k lepsi charakteristice tohoto potencidlu mély provést dalsi
studie jiné nez oc¢ni studie in vivo. Jsou-li nutné dalsi studie, doporucuje se vyuzit
strategie  postupného zkouSeni a jejim prostiednictvim ziskat relevantni
experimentalni udaje. U latek, které doposud nebyly zkouSeny, by se méla strategie
postupného zkouseni vyuzit k ziskéni tidajt, které jsou nezbytné k vyhodnoceni jejich
leptavych nebo drazdivych ucinki na oci. Strategie zkouSeni popsana v této tabulce
10 byla vypracovana na seminaii OECD’?. Nasledné byla tato strategie potvrzena a
rozpracovana v Harmonizovaném integrovaném systému klasifikace nebezpeci
chemickych latek pro lidské zdravi a jejich vlivu na Zivotni prostiedi, ktery schvalilo
28. spolecné zasedani Vyboru pro chemické latky a Pracovni skupiny pro chemické
latky v listopadu 19987



Ackoliv tato strategie postupného zkouSeni neni nedilnou soucésti zkuSebni
metody B.5, vyjadiuje doporucovany postup stanoveni drazdivych/leptavych ucinka
na oc¢i. Tento postup predstavuje nejlepsi prakticky i eticky standard pro zkouSeni
drazdivych/leptavych u¢inkl na oci in vivo. Metoda zkouseni poskytuje pokyny pro
provadéni zkousky in vivo a shrnuje faktory, kterym je nutno pred zvazovanim takové
zkousky vénovat pozornost. Strategie postupného zkouSeni pfedstavuje pfistup
posuzovani existujicich udajii o drdzdivych a leptavych ucincich latek na oc¢i a
odstupiiovany pftistup k ziskavani relevantnich udaji o latkach, u kterych je nutné
provést dalsi studie, nebo u nichz zadné studie nebyly doposud provedeny. Soucasti
této strategie je provedeni nejprve validovanych a uznanych zkouSek in vitro nebo
ex vivo a poté za urcitych okolnosti provedeni studii drazdivych/leptavych ucinka na
kiizi metodou zkouseni B.4".

POPIS STRATEGIE ZKOUSENI PO KROCICH

Pred zahajenim zkouSek vramci strategie postupného zkouSeni (tabulka 10
pokracovani) se vyhodnoti veskeré dostupné informace, aby se mohlo rozhodnout o
nutnosti provést zkouSeni in vivo. Ackoliv Ize vyznamné informace ziskat
z vyhodnoceni jednotlivych parametrii (napf. extrémni hodnota pH), stavajici
informace by se mély hodnotit jako celek. VSechny relevantni tidaje o ucincich
zkouSené latky a jejich strukturnich obdob se vyhodnoti na zakladé¢ rozhodnuti
zaloZzeném na prukaznosti vysledkli. M¢lo by se podat zdiivodnéni tohoto rozhodnuti.
Hlavni diraz by se m¢l klast na jiz existujici udaje o Gcincich latky na c¢lovéka a
zvitata a dale na vysledky zkousSeni in vitro nebo ex vivo. Studie Ziravych latek in vivo
by se mély provadét co nejméné. Mezi faktory uvedené ve strategii zkouseni patfi:

Hodnoceni existujicich udajii o ucincich latky na clovéka a zvirata (krok 1). Nejprve
je nutné vzit v uvahu existujici udaje o ucincich na ¢loveka, napt. klinické studie nebo
studie nemoci z povolani, zdznamy subjekti hodnoceni nebo tudaje o zkouskach na
pokusnych zvitatech ziskana z o€nich studii, protoZe z téchto dat lze ziskat informace
pfimo se vztahujici k u€¢inkim na oc€i. Poté se zhodnoti dostupné udaje ze studii na
lidech nebo na pokusnych zvitatech zabyvajicich se leptavymi/drazdivymi u¢inky na
ktzi. Latky, jejichz leptavé nebo vysoce drazdivé ucinky na o€i jsou znamy, se do oci
pokusnych zvifat neaplikuji. To plati rovnéz pro latky vykazujici leptavé nebo
drazdivé ucinky na kuzi; takové latky se povazuji za latky sleptavymi nebo
drazdivymi ucinky rovnéz na oci. Latky, o nichZ byly v pfedchozich o¢nich studiich
ziskany dostate¢né dikazy, ze jsou neziravé a nedrazdivé, se v o¢nich studiich in vivo
také nezkouse;ji.

Analyza vztahu mezi strukturou a biologickou aktivitou (SAR) (krok 2). Vezmou se
v avahu vysledky zkouSek strukturné piibuznych chemickych latek, jsou-li
k dispozici. Pokud jsou k dispozici dostate¢né idaje o tcincich strukturné ptibuznych
latek nebo jejich smési na cClovéka nebo zvifata naznacujici, ze maji potencial
leptavych/drazdivych u¢inkti na oci, 1ze predpokladat, ze zkousena latka vyvola stejné
reakce. V takovych pfipadech neni nutné tuto latku zkouset. Negativni udaje ziskané
ze studii strukturné pribuznych latek nebo jejich smési nezakladaji podle strategie
postupného zkouseni dostate¢ny dikaz neziravosti/nedrazdivosti latky. Ke stanoveni
potencidlu leptavych/drazdivych uéinkti na kiizi i o¢i by mél byt pouzity validované a
uznané postupy vychdzejici z analyzy SAR.



Fyzikalne-chemické vlastnosti a chemicka reaktivita (krok 3). Léatky vykazujici
extrémni hodnoty pH jako < 2,0 nebo > 11,5 mohou mit silné mistni G¢inky. Pokud se
leptavé nebo drazdivé ucinky latky na o€i stanovi na zdklad¢é extrémnich hodnot pH,
Ize také vzit vGvahu kyselou/alkalickou rezervu (pufraéni kapacitu)™. Pokud lze
podle pufracni kapacity soudit, ze latka mozna nema leptavé G¢inky na oci, musi tento
predpoklad potvrdit dalsi zkousky, pokud mozno s vyuzitim validované a uznané
zkousky in vitro nebo ex vivo (viz kroky 5 a 6).

Zvazeni dalsich existujicich informaci (krok 4). V této fazi se vyhodnoti veskeré
dostupné informace o systémové toxicit¢ dermdlni cestou. Vezme se v uvahu také
akutni dermalni toxicita zkouSené latky. Pokud se u zkouSené latky ukézalo, ze je pii
podani dermalni cestou vysoce toxick4, nemusi byt nutné zkouset ji na oku. Ackoliv
mezi akutni dermalni toxicitou a drazdivymi/leptavymi ucinky na o¢i nemusi
nezbytné existovat souvislost, 1ze se domnivat, ze pokud je latka pii podani dermalni
cestou vysoce toxickd, bude vysokou toxicitu vykazovat také pfi instilaci podani do
oka. Takov¢ udaje 1ze také vzit v tvahu mezi kroky 2 a 3.

Vysledky ze zkousek in vitro nebo ex vivo (kroky 5 a 6). Latky, které vykazovaly
leptavé nebo vyrazné drazdivé vlastnosti ve zkousce in vitro nebo ex vivo', ktera
byla validovédna a uznana pro hodnoceni vylu¢né leptavych/drazdivych t¢inka na oci
nebo na kizi, neni nutné zkouset na pokusnych zvitatech. Lze ptfedpokladat, Ze takové
latky vyvolaji ve zkousce in vivo podobné zdvazné ucinky. Nejsou-li validované a
uznané zkousky in vitro nebo ex vivo k dispozici, kroky 5 a 6 se pieskoci a piejde se
ptimo ke kroku 7.

Posouzeni drazdivych nebo leptavych ucinki na kuzi in vivo (krok 7). Pokud stavajici
dikazy k provedeni ptesvédcivé analyzy prukaznosti vysledkd potencialnich
drazdivych/leptavych U¢inkt latky na o€i opirajici se o udaje z vyse uvedenych studii
nepostaduji, nejprve se s vyuZitim metody B.4’® a priivodni pfilohy’ vyhodnoti
potencial drazdivych/leptavych u¢inkd na kiZzi in vivo. Jestlize se u latky prokazi
leptavé nebo silné drazdivé ucinky na kizi, povazuje se za latku s leptavymi a
drazdivymi Uc¢inky na oci, pokud odlisny zavér nepodporuji jiné informace. O¢ni
zkousku in vivo by tak nebylo nutné provadét. Pokud latka leptavé nebo vyrazné
drazdivé ucinky na kizi nema, o¢ni zkouska in vivo se provede.

Zkouska in vivo na krélicich (kroky 8 a 9). O¢ni zkouSeni in vivo se zahaji pocatecni
zkouskou na jednom pokusném zviteti. Pokud vysledky této zkousky naznacuji, ze
latka m4 siln€¢ drdzdivé nebo leptavé ucinky na oci, nemélo by se dalSi zkouSeni
provadet. Pokud zkouska zadné leptavé nebo silné drazdivé Gcinky neodhali, provede
se potvrzujici zkouSka na dvou dalSich pokusnych zvitatech.



Tabulka 10 pokracovani

STRATEGIE ZKOUSENI A HODNOCENI DRAZDIVYCH/LEPTAVYCH

UCINKU NA OCI
Aktivita Nalez
Existujici  udaje o | Zavazné poskozeni oci

udincich na lidské nebo
zvifeci o¢i

Existujici  udaje o
leptavych ucincich na
lidskou nebo zvifeci
kazi

Existujici tidaje o silné
drazdivych ucincich na
lidskou nebo zvifeci
kazi

Dréazdiva pro o¢i

Nezirava nebo

nedrazdiva pro oci

Leptavé ucinky na kizi

Silng¢ drazdivé ucinky
na kizi

\

Nejsou k dispozici zadné
informace, nebo
informace nejsou

presvedcivé

\

Provedte hodnoceni
leptavych/drazdivych
ucinki na oc¢i podle
analyzy SAR

Proved’te analyzu SAR
leptavych tc¢inkl na kazi

Ptedpoklad zavazného
poskozeni oci

Ptedpoklad drazdivych
ucinktl na oci

Piedpoklad leptavych
ucinki na kizi

\

Zavér
Dominantni ukazatel;

povazZovana za Ziravou pro
o¢i. Neni nutné zkouSet.

Dominantni ukazatel,;
povazovana za drazdivou
pro ofi. Neni nutné
zkouset.

Dominantni ukazatel,;
povazovana za neziravou a

nedrazdivou  pro  oci.
Nevyzaduje zkouset.
Ptedpoklad leptavych

ucinkt na o¢i. Neni nutné
zkouset.

Predpoklad drazdivych
ucinku na o¢i. Neni nutné
zkouSet.

Predpoklad ziravosti pro
o¢i. Neni nutné zkouset.

Ptredpoklad drazdivosti
pro of¢i. Neni nutné
zkouSet.

Predpoklad Ziravosti pro
o¢i. Neni nutné zkouSet.



Aktivita

Nelze stanovit zddné
predpoklady, nebo jsou

predpoklady
nepresvedcivé nebo
negativni
2
Zméfte  hodnotu pH

(pufracni kapacita, je-li
vyznamna)

0

2<pH < 11,5, nebo
pH <2 nebo >211,5
s nizkou/Zddnou
pufracni kapacitou,
pokud je vyznamna

\

Posud’te systémovou
toxicitu dermalni cestou

\

Takové informace
nejsou k dispozici, nebo
ldtka neni vysoce toxicka

\

Proved'te validovanou a
uznanou zkousku
leptavych ucinkii na oci
in vitro nebo ex vivo

\

Latka neni Zirava, nebo
validované metody
zkouSeni Ziravosti pro
oci in vitro nebo ex vivo
dosud nejsou k dispozici

\

Proved'te validovanou a
uznanou zkousku
drazdivych c¢inkd na
o¢l in vitro nebo ex vivo

Nalez

pH<2 nebo 2=>11,5
(s vysokou  pufracni
kapacitou, pokud je
vyznamna)
Vysoce toxické pfi
koncentracich, které¢ by
byly zkouseny na
ocich.

Leptavé ucinky

Drazdivé ucinky

Ptedpoklad ziravosti pro
oc1. Neni nutné zkouset.

Latka by byla pro
zkouSeni pfiliS toxicka.
Neni nutné zkouset.

Ptedpoklad leptavych
ucinkt na o¢i. Neni tieba
zadné dalsi zkouSeni.

Predpoklad  drazdivych
udinku na o¢i. Neni tfeba
zadné dalsi zkouSeni.



Aktivita
2
Latka neni drazdiva,
nebo validované metody

zkouseni drazdivych
ucinkit na oci in vitro

nebo ex vivo dosud

nejsou k dispozici

2
Experimentalné
vyhodnot'te  potencial
drazdivych nebo

leptavych G¢inkd na kiizi
in vivo (viz metoda
zkousSeni B.4, vetné jeji
prilohy)

\

Latka neni zZirava ani
silné drazdiva pro kuzi

\

Proved’te pocatecni ocni

zkousku na kralicich
invivo na  jednom
pokusném zvifeti

Zadné vyrazné
poskozeni, nebo Zadna
odezva

0

Provedte potvrzujici
zkousku na jednom nebo
dalsich dvou pokusnych
zvitatech

Nalez

Leptavé nebo
drazdivé ucinky

Zéavazné poskozeni oci

Zirava nebo drazdiva

Nezirava nebo

nedrazdiva

silné

Ptredpoklad leptavych
ucink na o¢i. Neni tieba
zadné dalsi zkousSeni.

Povazovana za drazdivou
pro oc¢i. Neni tfeba zadné
dalsi zkousSeni.

Povazovana za Ziravou
nebo drazdivou pro oci.

Neni tifeba zadné dalsi
zkousSeni.
Povazovana za

nedrazdivou a neziravou
pro oc¢i. Neni tfeba Zadné
dalsi zkouSeni.



