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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva alternativnimi metodami, které se pouzivaji pro odhaleni
potencialu latek zplsobit poSkozeni nebo podrazdéni oka. V experimentdlni casti prace
jenavybrané skupiné latek ovéfen novy zplsob vyhodnoceni testu oc¢ni drazdivosti
na chorioalantoidni membran¢  kufeciho embrya pomoci barviva Trypan  blue
(Trypanové modfi). Do experimentl byly pouzity dalsi dvé alternativni metody HET-CAM
a BCOP. Testovani probihalo na chemikaliich se znamym in vivo u¢inkem. Vysledky testl
byly mezi sebou porovnany. Zavérem byla doporuc¢ena kombinace dvou alternativnich metod

dosahujici 82,4% shody s in vivo vysledky.
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TITLE

Determination of an alternative toxicological in vitro eye irritation test by HET-CAM method

in combination with Trypan blue

ANNOTATION

The diploma thesis deals with alternative methods which are used to reveal the potential
of substances to cause damage or irritation to the eye. In the experimental part of the work,
a new method of evaluating the eye irritation test on the chorioallantoic membrane
of the chicken embryo using the dye Trypan blue is verified on a selected group
of substances. Two other established alternative methods, HET-CAM and BCOP, were also
tested. Testing was performed on chemicals with known in vivo effects. The test results were
compared with each other. In conclusion, a combination of two alternative methods was

recommended, achieving 82.4% agreement with the in vivo results.
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UvVOD

Oko zpracovava obrazové vjemy piijaté ze svého okoli. Jednd se 0 velice citlivy
a zranitelny smyslovy organ. Pfi kontaktu s cizorodou latkou se oko dokaze do jisté miry
ochréanit samo. Mezi nej€astéjs$i obranné mechanismy patii slzeni, mrkéni nebo rozsifeni cév.
Mira vzniklého poskozeni pii selhani pfirozené ochrany oka pak zavisi
na fyzikalné-chemickych vlastnostech dané latky a dobé jejiho tuc¢inku. K ochrané
pfed moznym kontaktem s nebezpecnou latkou se zavedlo toxikologické testovani ocni

drazdivosti.

Prvni systematickou toxikologickou metodou k zjisténi mozného potencialu zkousenych
latek zpisobit poskozeni o¢i byl Draizeho test o¢ni drazdivosti a leptavosti publikovany
vroce 1944. Testovani se provadi na laboratornich albinotickych kralich. Definované
mnozstvi latky se aplikuje do jednoho oka zkouSeného biologického modelu a po stanoveny
¢as se sleduji zmeény o¢ni tkan¢€. Druhé oko zlstava bez aplikace jako kontrolni. Vyhodnocuje

se mira poSkozeni oka a pfipadnd reverzibilita podrazdéni.

V druhé poloviné minulého stoleti rostla snaha omezit pouzivani laboratornich zvirat
u jakéhokoli toxikologického testovani. Hlavni body tohoto cile, mezi které patiilo snizeni
poctu nebo uplného nahrazeni zvirat v testovani a zlepSeni jejich Zivotnich podminek shrnuje
koncepce 3R (Replace, Reduce, Refine). Tyto principy byly zaélenény do laboratornich

postupti, a soucasné se staly i zaklady pro tvorbu alternativnich metod.

VétSina alternativnich metod dokaze simulovat pouze specifickou ¢ast z komplexniho
zviteciho modelu. Pi1 hodnoceni o¢ni drazdivost se vyvoj téchto testli zaméiuje na vnéjsi ¢asti
oka vystavené ucinkiim zkousenych latek. Alternativni testy nejcastéji modeluji pouze dvé

sledované oblasti, a to rohovku a spojivku.

Cilem diplomové prace je zpracovani literarni reSerSe na zdjmovou oblast alternativnich
testd o¢ni drazdivosti. UGelem prvni Gasti experimentalni prace je ovéfeni nové pouzité
metody na chorioalantoidni membrané kufeciho embrya v kombinaci s Trypanovou modii
na pracovisti VUOS a.s. V dalsi fazi bude test CAM-TBS porovnan S Castéji pouzivanou
metodou HET-CAM a s mezinarodné validovanym testem BCOP na izolovanych hovézich
rohovkach. Vysledné hodnoty z jednotlivych testi budou mezi sebou porovnany. Nakonec

bude ovéfena citlivost téchto alternativnich metod s vysledky in vivo testu.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Historické pozadi testovani o¢ni drazdivosti a leptavosti in vivo

V prvni poloving 20. stoleti narostl pocet pripadi, kdy doslo k poskozeni zraku vlivem
pouziti nedostatecné testovanych kosmetickych pripravkd. Jejich potencialni nebezpecnost
nebyla pied uvedenim na trh dostatecné kontrolovana. Natlak vefejnosti spolu s médii pfimél
vlady po celém svété k upravam a aktualizaci legislativ ke zlepSeni ochrany zdravi osob

v soukromé i pracovni oblasti (McCally, 1933; Wilhelmus, 2001).

Vydana opatieni k zajiSténi bezpecnosti obyvatel stati véetné posouzeni potencialu
zpusobit poSkozeni o€i pii expozici cizorodymi latkami byla deklarovana novymi zakony,
smérnicemi a vladnimi nafizenimi. Dale byly zaloZzeny mezinarodni organizace s cilem
koordinovat testovani a shromazd’ovat ziskané informace o stavajicich ¢i novych chemickych
latkach, aby doSlo k zamezeni kontaktu lidi s latkami ohrozujici jejich zdravi. Mezi tyto
organizace muieme zafadit napiiklad: Utad pro kontrolu potravin a  1é&iv
(FDA, Food and Drug  Administration), Agenturu pro ochranu zivotniho prostiedi
(EPA, US Environmental Protection Agency), Organizaci pro hospodaiskou spolupraci
arozvoj (OECD, Organisation for Economic Co-operation and Development) a dalsi
(Kay, 2001; Lebrun et al., 2019; Mancebo et al., 2008; Wilhelmus, 2001).

Pocatek systematického toxikologického testovani oc¢ni drazdivosti a leptavosti
cizorodych latek byl spojen s vladni agenturou Spojenych stati americkych pro kontrolu
potravin a 1éCiv (FDA). Tato organizace byla zalozena v roce 1906 na zakladé pivodniho
zakona o potravinach a 1éCivech z téhoz roku. Jejim ucelem bylo mimo jiné kontrolovat
aregulovat jiz vyrobené produkty. V této dobé neexistoval staitem vymahatelny systém
pro schvalovani vyrobkd pfed jejich uvedenim na trh. Bez piedepsané ochrany lidského
zdravi se mohlo stat, ze az pouzivani kone¢ného produktu spotiebitelem ukazalo na jeho

toxické vlastnosti (Borchers et al., 2007; Meadows, 2006; Parascandola, 1991).

Aktualizaci zakona zroku 1938 o potravinach, lécich a kosmetice, byly zavedeny
kontroly bezpecnosti a toxicity pro vyrobky a ostatni finalni produkty pfed uvedenim na trh.
Pravomoc dozorujicich ufadt byla v souvislosti s novelou zakona rozsifena a pokryvala
v8echny tfi jeho vySe zminéné slozky. Cilem tohoto pravniho piedpisu, bylo zamezit

opakovani tragickych ptipadi (Parascandola, 1991).
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Nehod, které mély za nasledek fatalni poskozeni zdravi, se objevilo vice. Pfed vydanim
nového zadkona se jednalo naptiklad o ptipad ,,Lash-Lure” zroku 1933, kdy damsky
kosmeticky pfipravek pro zvétSeni objemu fas zplsoboval zidvazna podrazdéni a silné
alergické reakce zrakového Ttstroji, které mohlo skoncit az oslepnutim. Tyto problémy
zpusobovaly derivaty uhelného dehtu obsazeného v ptipravku. Jina toxikologické nehoda byla
popsana o 4 roky pozdé¢ji. Tragicka udalost ,,Elixir Sulfanilamide™ z roku 1937 se tykala
farmakologického primyslu. Na nasledky inovace v podobé tekutého antibiotika zemielo
105 pacientli. Duvodem tak velké umrtnosti bylo pouziti toxického rozpoustédla
ethylenglykolu v podavaném Iéku. Oboje udalosti spojovala neznalost nebezpecnych
vlastnosti pouzivanych latek a chybéjici kontrola vyrobku pifed jeho uvedenim spotiebiteli

(Limonciel, 2014; Wax, 1995; Wilhelmus, 2001).

Toxikologické testovani se na laboratornich zvifatech k vyhodnoceni potencialu o¢ni
drazdivosti neznamych latek provadé€lo jiz od 18. stoleti, ale do roku 1944 chybéla
standardizovana metodika k testovani o¢ni drazdivosti a leptavosti. Testovani toxickych
ucinkd latek bylo potieba systematizovat a standardizovat. Hlavnim divodem byl stale vétsi
pocet novych potencionalné nebezpecnych chemickych latek. Vytvofenim normovaného
postupu se zacala zabyvat organizace FDA, pod vedenim, farmakologa J. H. Draize a jeho
tymu na oddéleni dermalni a oéni toxicity. Ukolem vybrané védecké skupiny bylo vyvinout
metodu pro testovani vedlejSich u¢inkti kosmetickych pfipravka. V roce 1944 byla
publikovana studie autorti J. H. Draize, G. Woodard a H. Calvery, pod nazvem ,,Methods for
the study of irritation and toxicity of substances applied topically to the skin and mucous
membranes® (Metoda pro studium drazdivosti a toxicity latek aplikovanych lokalné na kizi
a sliznice). Ugelem nové metody bylo posuzovani drazdivého potencialu materialtl a latek,
které by se mohly dostat do styku s lidskym okem. Nejdiive byly zkouSeny vyrobky
pro domécnost a pracovni prostiedi, zemédelské chemikdlie ¢i tékavé organické latky.
Testovani potencialu drazdivosti bylo nakonec pfijato, jako predprodejni kontrolni metoda
pro vyrobky, materialy a komponenty k ochrané zdravi cilového spotiebitele (Adler et al.,
2011; Draize et al., 1944; Lotz, 2016; Vinardell a Mitjans, 2008; Wilhelmus, 2001).

1.1.1 Draizeho in vivo test oéni drazdivosti

Draizeho test o¢ni drazdivosti a leptavosti z roku 1944 se stal prvnim mezinarodné
uznanym standardizovanym postupem pro testovani latek na akutni oéni drazdivost. Metoda

byla uznana i1 Organizaci pro hospodarskou spolupraci a rozvoj v roce 1981 pod oznacenim
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Test Guideline No.405 Acute Eye Irritation/Corrosion a byla publikovana jako soucast
souboru doporu¢enych metod pro testovani chemicky latek. Pokyny vydané OECD
pro testovani o¢ni drazdivosti, jsou pravidelné aktualizovany, aby se zamezilo v co nejvetsi
mife zbytetnému testovani latek na laboratornich zvifatech a zlepsily se jejich zivotni

podminky (Corvaro et al., 2017; Draize et al., 1944; OECD, 2020a).

Metoda je pomérné jednoduchd a vystupem testovani je projev akutni reakce oka
kralika na aplikovanou latku, diky které se muze vyhodnotit jeji drazdivy potencial.
K testovani jsou nejcastéji vyuzivani albinoti¢ti kralici diky jejich vhodné fyziologické stavbé
(velké oci), dobfe popsané anatomii a relativni ekonomické dostupnosti. ZkouSenad latka
se aplikuje do spojivkového vaku jednoho oka krélika. Druhé oko je ponechano bez expozice
latkou a slouZi jako kontrola pfi vyhodnoceni stupné poskozeni sledovaného oka. Po aplikaci
latky je Vv pravidelnych Casovych intervalech Ciselné hodnoceno poSkozeni tfech hlavnich
Casti oka — spojivky, rohovky a duhovky. Po skonéeni testu je vypocteno, dle stupni
poskozeni oka, celkové skére podrazdéni. Pivodni Draizeho metodika vyuzivala k testovani
nejméné Sest kralikti. V pritbéhu let dochazelo k aktualizacim a zlepSeni platnych testovacich
postupt s ohledem na ochranu laboratornich zvitat a jejich pohody. Vysledkem bylo mimo
jiné snizeni poétu jedincu k testovani z puvodnich Sesti na tii. Soufasné testovaci strategii
o¢ni drazdivosti piedepisuje pro prvni fazi pouziti jednoho laboratorniho kralika. V piipadé
nepfitomnosti nezadoucich reakci zvifete nebo jeho utrpeni je ve druhé fazi test potvrzen
na dalich dvou jedincich. Pokud se ukaze latka velice korozivni a drazdiva, tak je test
Vv prvni fazi ukoncen a proveden vyplach exponovaného oka. Pfi pfetrvavajici extrémni reakci
je mozné laboratorni zvife utratit. Diky aktualizaci metodiky testovani z roku 2012
jsou laboratornim zvifatim podavana analgetika a anestetika ke snizeni bolesti a stresu béhem
toxikologického testu. Monitorovani zmén probiha az po dobu 21 dnt od aplikaci latky
se zaméfenim na podrazdeéni, zarudnuti, otok, krvaceni, oslepnuti (trvalé nasledky), ale také
na projevy regenerace jednotlivych tkani a vymizeni doc¢asného poskozeni oka. Vyhodou,
oproti provadénym alternativnim metodam, in vivo testu je moznost sledovat odezvu zivého
organismu a vyhodnotit miru reverzibility na rohovce, spojivce i duhovce (Barroso et al.,
2017; Earl et al., 1997). Vyhodou je také moznost hodnoceni systémové toxicity po expozici
oka neznamou chemikalii (Adriaens et al., 2014; OECD, 2020a). Obecnou nevyhodou
provadénych in vivo testl jsou etické duvody (Sharpe, 1985). Mezi dalsi v publikacich
uvadéné nevyhody Draizeho testu o¢ni drazdivosti patii anatomicka odliSnost krali¢iho oka

V porovnanim s okem c¢lov€ka, subjektivni hodnoceni stupné poSkozeni, neznalost
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kompletniho mechanismu toxikokinetického uc¢inku, vysokd variabilita vysledkt a ptili§
vysoka davka cizorodé latky oproti mozné expozici u lidi (Davis, 1929; Earl et al., 1997;
Freeberg, 1986; Hartung, 2010; Huhtala et al., 2008; Jester et al., 1998; Prinsen a Koéter,
1993; Scott et al., 2010; Wilson et al., 2015).

V soucasné dob¢ lze vidét snizujici tendenci v pouzivani in vivo toxikologickych testd
o¢ni drazdivosti K ziskani zakladnich informaci o neznamych a potencionalné nebezpecnych
latkach. Tyto zakladni data jsou ziskavana z literatury a dalSich dostupnych informaci.
Naslednym krokem je vyuziti jedné nebo vice védecky ovéfenych alternativnich metod.
Vybrané alternativni zkousky musi poskytovat informace o0 chemické latce na stejné urovni
jako in vivo testy. Diky novym zakontim, ainovacim postupt toxikologického testovani
ve statnich i soukromych podnicich, doslo u vybranych alternativnich metod k validaci.
Normované testy se zaclenily do kontrolniho a regulujiciho spravniho dohledu nad farmaky,
chemickymi latkami aj. Kosmeticky primysl je dikazem téchto progresivnich zmén,
protoze byla piijata legislativa nafizujici vyuziti nezvifecich modeld, ke kontrolam kvality
kosmetickych produkti a jejich komponent (Adriaens et al., 2014; Lotz, 2016; Saito et al.,
2015; Sreedhar et al., 2020; Wilson et al., 2015).

1.2 Lidské oko

Testovani o¢ni drazdivosti a toxicity nelze provadét bez dobré znalosti morfologie,
anatomie a regenerac¢nich funkci naseho zrakového organu. Diky témto zakladnim znalostem
Ize vyhodnocovat rizna poskozeni tkani a zmény funkce oka. Mezi nejvice zranitelné Casti
oka patii rohovka, duhovka a spojivka (Burton, 1972; Jose et al., 2018; Sebastian, 2010;
Secchi a Deligianni, 2006).

Vnimani okolniho svéta je mozné diky smyslovym organiim. Lidsky zrak funguje diky
fad¢ provéazanych a nasebe navazujicich biochemickych a biofyzikalnich reakci. Zrakové
ustroji je parovy orgéan zajistujici prostorové vidéni, vnimani barev a svétla, usnadnéni

pohybu Vv prostoru a také zprosttedkovava percepci nejvétsiho mnozstvi informaci o podobé

vvvvvvvvv

Kels et al., 2015; Mulvey, 2012).

Paprsek svétla nejdiive projde pies rohovku a duhovku. Soucésti duhovky je zornice,
kterda dokaZe za pomoci svalli reagovat na silu pfijatého zafeni. Paprsky dale pokracuji

k Cocce, ktera je zaostii a smeéfuje na sitnici, kde vyvola chemickou pireménu
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ve fotoreceptorech (ty€inky a Cipky). Svétlocivé o¢ni bunky za pomoci nervového vzruchu
vyslou zrakovym nervem odpovidajici impuls do mozku. Zabranéni rozptylu dopadajiciho
svétla je docileno dokonalou prihlednosti vSech ¢asti oka, kudy prochdzi sluneéni paprsky
(Eghrari et al., 2015; Grossniklaus et al., 2015; Hoon et al., 2014; Malhotra et al., 2011,
Sebastian, 2010; Synek a Skorkovska, 2014). Anatomie o¢ni koule s popisem vybranych ¢asti

optického systému oka je zobrazena na obrazku 1.

F A —sklivec
B —éotka
C — rohovka
AN
4 1 C D — zornice
B ’ D E_duhovka
E
N F — oéni bélmo
H G — zrakovy nerv

___/7 H — sitnice

Obrazek 1 - Schématické znazornéni anatomie oc¢ni koule — horizontalni fez
(upraveno z: https://www.wikiskripta.eu/w/Optick%C3%BD_syst%C3%A9m_oka)

1.2.1 O¢ni drazdivost — duvody, mechanismy, disledky

Potencidl oc¢ni drazdivosti u chemickych, farmaceutickych nebo kosmetickych
ptipravka je velice dulezitym bodem bezpecnosti. V oblasti toxikologie oka je sledovana
zejména rohovka, duhovka a spojivka. Mira poSkozeni zraku vnéj$im ¢inidlem zavisi na jeho
fyzikalné-chemickych vlastnostech, jako je fyzikalni forma (kapalina, pevnd latka, gel),
rozpustnost, pH, molekulovd hmotnost, ionizacni potencial ¢i rozpustnost ve vod¢

(Akpek a Gottsch, 2003; Cunha-Vaz, 1979; McNamee et al., 2009).

Oko je neustdle vystaveno vlivim prostiedi, ztoho divodu je nachylné
k mechanickému nebo chemickému poskozeni. Stupen poskozeni je velice variabilni a zalezi
na mnoha faktorech, miZe se jednat o malé odérky reverzibilniho charakteru az o Gplnou

ztratu zraku (Lemp a Blackman, 1981; McClellan, 1997; Shaw et al., 1991).
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Pfi interakci se spousti ochranné mechanismy oc¢ni koule: zvysi se vylu¢ovani slz nebo
se rozsifi cévy, aby se snizila pfitomnost cizorodé latky v oblasti oka. Pfi pretrvavajicim
podrazdéni se zvysuje dilatace cév, dochazi k otoku spojivky, snizuje se reakce na svétlo
spolu s funkci oc¢nich vicek atd. Poskozeni je klasifikovano dle vzniklé reakce oka

na testovanou latku (Barar, 2006; Bito, 1984; Mousa et al., 2021) naptiklad takto:
e Nedrazdiva latka
Latka nezpisobujici 74dné poskozeni oc¢ni tkdné (Nafizeni komise (EU)
¢. 1152/2010, 2010).
e Latka s drazdivymi Gc¢inky
Zptisobuje podrazdéni pretrvavajici 24 hodin. Dusledkem je zanétlivé, ale reverzibilni
poskozeni oka (Nafizeni komise (EU) ¢. 1152/2010, 2010; Vega a Fong, 2001).
e Latka se siln€ drazdivymi G€inky

Chemicka latka zptsobujici silné poskozeni oka, které je nevratné po piredepsanou dobu
21 dni ke sledovani reverzibility reakce nebo zdvazné poskozeni zraku (Nafizeni komise

(EU) ¢. 1152/2010, 2010; Vega a Fong, 2001).
e Latka s leptavymi ucinky

Zpusobuje nevratna posSkozeni, z diivodu zniCeni tkani oka (Natfizeni komise (EU)

¢. 1152/2010, 2010; Vega a Fong, 2001).

Zobrazeni a popis exponovanych ¢asti oka, které jsou hodnoceny pii toxikologickém

testovani o¢ni drazdivosti, jsou zvyraznény na obrazku 2.

1.2.1.1 Rohovka

Rohovka je priihlednd tkéan zajistujici snadny prichod sluneénich paprski a také prvni
pfirozena biologickd ochrannd bariéra oka. Svrchni ¢ast je tvofena rohovkovym epitelem
se schopnosti regenerace. Pfi mensim podrazdéni vétSinou byva poskozeni vratné a dojde
K uplnému uzdraveni oka. Vyhojeni rany probéhne piekrytim novymi buiikami, popiipadé
preskupenim stavajicich. Pfi véts§im poskozeni a zasazeni hlubsich vrstev muze byt reakce
ireverzibilni bez moznosti vyléceni (ztrata prihlednosti rohovky aj.). Nasledkem je trvalé

poskozeni zraku az slepota (Akpek a Gottsch, 2003; Mousa et al., 2021; Wilson, 2020).
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1.2.1.2 Duhovka

Duhovka se nachazi v prostoru za rohovkou. Jedna se o barevnou a bohat¢ prokrvenou
¢ast okolo zornice regulujici prichod svétla. Jeji podrazdéni zplsobi rozsifeni ¢i poskozeni
vlasecnic a otok. Vysledkem je snizeni reakce zornice na vstupujici svétlo. Vlivem zhorSené

regulace muze dojit Kk poskozeni zraku (Malhotra et al., 2011; Sebastian, 2010;
Unger et al., 1981).

1.2.1.3 Spojivka

Spojivka je citliva a bohaté¢ prokrvena tkan nachazejici se zejména na vnitini strané
vicek. Zprostiedkovava zvlhéeni oka (produkuje hlen) a plni imunitni funkci.
Pii mechanickém ¢i chemickém podrazdéni dojde k dilataci nebo naruSeni vlasecnic,
opuchnuti, zarudnuti a zanétu. Podrazdéni je ve vétSiné pripadi reverzibilni a nedojde

k trvalému poskozeni zraku (Dua, 1998; Nichols et al., 1983; Synek a Skorkovska, 2014).

Predni
komora

QOc¢ni vicko
Cocka

Rohovkovy epitel

Obrazek 2 - Sledované ¢asti lidského oka (upraveno z:
https://www.wikiskripta.eu/w/Rohovka)
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1.3 Hnuti proti toxikologickému testovani na laboratornich zviratech

Zvifata byla vyuZivana k pokustim a testovani v riznych oborech od antického Recka.
Historicky se toxikologické testovani stalo béznou a ustalenou formou piedbézné kontroly
K ochrané lidského zdravi, kdy se zvySujicim poctem provedenych testli rostlo i mnozstvi
pouzitych laboratornich zvirat. Divodem tohoto naduzivani byly jednostranné zaméfené
testy, pouzivani velkého poctu jedinct a chybégjici legislativa k ochrané zvifat spolu
s nedostatkem validovanych alternativnich metod. Postupny nesouhlas K vyuzivani
laboratornich zvitat k pokusiim rostl umérné Se zajmem lidi 0 svobodu zvifat. Tento jev
moderni vyspélé spolecnosti byl hlavné zaloZen na etickém souciténi s laboratornimi jedinci

a nesouhlasem s jejich utrpenim (Aaltola, 2011; Callicott, 1988; Stephens a Mak, 2013).

V druhé poloviné dvacatého stoleti rostl odpor proti pokusiim na zvitatech diky vydané
publikaci pod nazvem ,,Animal Liberation* (Osvobozeni zvifat) v roce 1975, jejimz autorem
je australsky filozof Peter Singer, ktera fika, ze je zvifatim pfipisovana niz$i hodnota
na zaklad¢ pftislusnosti k jinému druhu. Tato filozoficka teze se stala jednim ze zdkladi
pro hnuti za prava zvifat. V tomto pokracoval a roku 1983 publikoval americky filozof
Tom Regan knihu s nazvem ,,The Case for Animal Rights* (Pfipad pro prava zvitat), kde je
zpochybniovano pouziti zvifat k vyzkumnym ucelim. Respektovani dobrych Zivotnich
podminek vSech zvitat by mélo byt absolutni moralni hodnotou, kterd by Sla porusit pouze
v extrémnich pfipadech, jako je sebeobrana (Benthall, 2007; Callicott, 1980; Franco, 2013;
Jamieson, 1998).

Na zéklad¢ téchto publikovanych dél vznikl jak v laické, tak akademické spole¢nosti
novy termin ,etika zvifete a s nim dalsi etické pohledy na zvirata, véetné laboratornich,

a naSich povinnosti vi¢i nim (Franco, 2013).

1.4 Historie a zaklady alternativniho toxikologického testovani ocni

drazdivosti

Dvacaté stoleti bylo dobou novych objevii a velkych pokroki v medicing, farmacii
aobecné i v oblasti ochrany lidského zdravi, které prokazatelné vedly ke zvyseni lidské
Zivotni Grovné. Progresivnim vyvojem prochazela také i toxikologicka testovani v oblasti o¢ni
drazdivosti. Dochazelo k aktualizaci a vylepSeni stavajicich postupli. Zacaly se také vyvijet
a aplikovat nové alternativni metody nahrazujici z Casti anebo zcela existujici testy

na zvitatech (Franco, 2013; Saito et al., 2015; Stephens a Mak, 2013).
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1.4.1 Koncepce ,,3R*

V roce 1959 publikovali Russel a Burch filozofickou studii, ve které pozorovali
biologické experimenty. Na zékladé sledovanych trovni bolesti, strachu a trvalych nasledkt
testovanych zvirat klasifikovali n€které tyto pokusy za nehumdénni. Vysledkem byl vznik
trech principa etické laboratorni prace se zvifaty neboli ,,3R*, jako zaklad pro alternativni
metody, publikovany v roce 1959 pod ndzvem ,,The principles of humane experimental
technique® (Principy humanni experimentalni techniky) od autord W.M.S. Russella
a R.L. Burcha (Russell a Burch, 1959). Zkratka ,,3R* se sklada ze tii anglickych slov replace,
reduce, refine neboli nahradit, snizit, zjemnit a stala se zakladnim stavebnim kamenem
pro vylepSeni a tvorbu novych toxikologickych alternativnich metod (Lee et al., 2012;
Lotz et al., 2018; Russell a Burch, 1959; Wilson et al., 2015).

1.4.1.1 Replace — nahradit laboratorni zvifata

Nahradit Ize zvifata niz§imi organismy nebo rychle se vyvijejicimi metodami in vitro,
ex vivo anebo in silico a to jak z ¢asti tak v nékterych piipadech i uplné (piehled metod je
uveden na obrazku 3). Tohoto principu je vyuZivano hlavné Vv prvni fazi toxikologického
testovani, kdy nejsou znamy drazdivé vlastnosti studované latky. Pokud by se latka prokazala
jako drazdiva, na laboratornich zvifatech se dale netestuje (Badyal a Desai, 2014; Sharma et
al., 2011).
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Obrazek 3 — Ukazka vybranych alternativnich vyzkumnych modelt
(upraveno z: doi:10.38125/0AJBS.000197)

25



e Insilico testovaci modely

Jako védecky vyraz byl testovaci model in silico, tak jak ho zname nyni, poprvé popsan
Vv roce 1989 pfi experimentech provadénych vyhradné na pocitaci. Silico ptivodné odkazovalo
na chemicky prvek kiemik (silicium), hlavni soucast pocitacovych obvodiu. Dnes se jedna
0 velice progresivni a rychle rozvijejici se odvétvi vyuzivajici digitalnich technologii
k simulaci konkrétnich procestt (na obrazku 3 je znazornén model makromolekuly).
Vypocetni technika je také uspéSné vyuzivana pii predikci toxicity chemickych latek
nebo navrzich novych 1ékd, kde se diky pocitacové modelaci Setii Cas a zdroje. (Idakwo et al.,
2018; Myatt et al., 2018; Scotti et al., 2018).

Pocitacové techniky vyuZzivaji software k analyze dat, ktery zahrnuje vypocetni modely
nebo simulace zalozené na existujicich informacich o vlastnostech a chovani zdjmovych latek.
Vysledkem jsou piedpovédi a navrzené hypotézy pouzitelné jako zaklad pro modely in vivo,
ex vivo, in vitro (Ekins et al., 2007a; Ekins et al., 2007b; Zhou et al., 2016).

Piikladem je model QSAR (Quantitative Structure Aktivity Relationship), predikéni
metoda pro odhad toxicity, ktera dokaze statisticky zhodnotit soubor dat a ukazat mozné

vztahy mezi chemickou stavbou a biologickou aktivitou neznamé latky (Benfenati, 2013).
e Invitro testovaci modely

In vitro neboli ,,ve skle® je vytvofeny model, k testovani mimo zivy organismus
(napi.: na obrazku 3 je zobrazena 96jamkova desticka). Vyhodou této metody je dobie
kontrolované prostfedi. In vitro techniky se Casto pouZivaji v oborech biologie, klinické
mediciny ¢i toxikologie. Biologickym modelem je nejcastéji bunécna linie nebo uméle
vyrobena tkan. Piikladem je tkafiovy model EpiOcular™ RhCE (Reconstructed human
Cornea-like Epithelium). Jedna se 0 uméle vyrobeny rekonstruovany lidsky rohovkovy epitel,
jehoz histologické, morfologické, biochemické a fyziologické vlastnosti simuluji rohovku
jizneni vzdy pravdiva, protoze fada model i mnohondsobné pievySuje cenu jednoho

laboratorniho zvifete (OECD, 2019; Oliveira et al., 2020; Pearson, 1986).

Pouziti nového in vitro testu jako alternativy k metodé¢ in vivo lze pouze po dikladném
posouzeni a ovéfeni spolehlivosti. Specificita daného testu je ovéfena za pomoci nezavislych

védeckych studii (Griesinger et al., 2016; Oliveira et al., 2020).
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e EXVvivo testovaci modely

EX vivo znamena ,,mimo zivé“. Jedna se o testovani na zivych bunikach nebo tkanich
odebranych z organismu a umisténych do vnéjsiho prostfedi za kontrolovanych podminek.
Tato modifikace tedy castecné vyftesila eticky problém ohledné toxikologického testovani
in vivo. Mezi Casto prezentovanad vyuziti ex vivo modelu v oblasti o¢ni drazdivosti se fadi
testovani na izolovanych hovézich rohovkach BCOP TG. 437 (Bovine Corneal Opacity
and Permeability), které je doporu¢ovano smérnici Organizace pro hospodatskou spolupraci
arozvoj jako nahrada in vivo toxikologického Draizeho testu oéni drazdivosti a leptavosti.
Schématické znazornéni postupu izolace hovézi rohovky K testovani o¢ni drazdivosti metodou
BCOP je uvedeno na obrazku 3 (Dusinka et al., 2017; Gregory-Evans et al., 2012;
OECD, 2020b; Snijder et al., 2017; Tacken et al., 2007; Wilhelmus, 2001).

1.4.1.2 Reduce — snizit pocty zvifat nezbytnych pro zkousku

SniZzeni poctu pokusnych zvifat v testovani nesmi mit vliv na kvalitu vysledkl
provadéné studie. Toho lze dosdhnout dobrou ptipravou planu experimentu. Piikladem
je vyuziti jednoho testovaného organismu K vice si navzajem nekonkurujicich testd najednou.
Dalsim bodem je zamezeni kontraproduktivniho opakovani jiz udélanych pokust, k tomu by
mélo pomdhat sdileni vysledki, pouziti nejlepSich dostupnych metod a technik a kvalitni
piiprava spolu s odbornym vyhodnocenim ziskanych vysledki z testovani (Hendriksen, 2014;
Schechtman, 2002; VVandebriel a Loveren, 2010).

1.4.1.3 Refine — zjemnit laboratorni toxikologické postupy

Jedna se o zdokonaleni toxikologickych postupii ke snizeni stresu a bolesti
laboratornich zvirat. Divody k tomuto kroku jsou jak etické a je mysleno na jejich zakladni
prava, tak 1 védecké. Zvife ovlivnéné stresem dokaze do jisté miry zkreslit vysledky
experimentu vlivem fluktuace hormonéalni hladiny. Proto jsou zvifatim vytvoiena co nejlepsi
zivotni podminky a testovani je mozné pod mirnou sedaci. Vysledkem je klidnéjsi prostiedi

pro laboratorni zvife a zpfesnéni vysledkll testovani diky omezeni stresovych faktorQ

a aktualnich laboratornich technik (Liebsch et al., 2011; Lloyd, et al. 2008).

1.4.2 Prinosy koncepce ,,3R*

Vyse zminéné a blize popsané tii typy (replace, reduce, refine) alternativnich postupt
se vzajemné¢ nevylucuji. Testem in vitro lze nahradit testovani na zviratech pro urcité druhy
testovanych latek. Pokud vS$ak danou in vitro metodu pouzijeme v kontextu vicetroviiové
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testovaci strategie stavd se z ni alternativa ke snizeni pocétu vyuzitych zvirat. Tento postup
umoziuje rozpoznat toxickou latku hned v prvni fazi testovani. Pti dodrZeni této strategie jsou

uSetfena laboratorni zvifata (Kandarova a Letasiova, 2011; Russell a Burch, 1959).

Koncepce ,,3R* poskytla strategii pro racionalni a postupny piistup k minimalizaci utrpeni,
stresu a pouzivani zvirat pti experimentech. Nové pfistupy nesmi ohrozit kvalitu a vysledky
provadéné védecké vyzkumné prace. Od té doby byla vyvinuta fada alternativnich metod
pro hodnoceni potencialnich toxickych ucink chemickych latek. Pouziti zvifat ve vyzkumu
a testovani se nyni fidi zékladnimi principy — nahradit, sniZit, zjemnit — nejen na Uzemi

Evropské unie (EU) (Spielmann et al., 2008; Stokes, 2015; Tornqvist et al., 2014).

1.5 Proces ovérovani alternativnich metod

Proces validace zajiStuje novym alternativnim metoddm vyvinutym akademickymi
nebo vyvojovymi pracovniky ovefeni platnosti postupu a pouzitého modelu. Validované
metody jsou naptiklad vyzadovany pii tvorbé toxikologickych podkladt dle nafizeni REACH
— Registration, Evaluaiton, Authorisation and Restriction of Chemicals (registrace, hodnoceni,
autorizace a omezovani chemickych latek) pro shromazd’ovani ahodnoceni udaju
o vlastnostech latek novych, vyrobenych, importovanych nebo pouzivanych na tzemi
Evropské unie. Agentura odpovédnéd dohledem nad moznymi riziky chemickych latek dle
platného natizeni REACH je Evropskd agentura pro chemické latky (ECHA, European
Chemicals Agency) (Lilienblum et al., 2008; Worth a Balls, 2002).

Validaci testovaci metody zalozené na védecky podlozenych principech se stanovuje
spolehlivost a relevance konkrétniho testu, piistupu, metody nebo procesu pro dany ucel

(Ingre-Khans et al., 2019; Kase et al., 2016).

e Spolehlivosti se definuje mira reprodukovatelnosti vysledku testu v laboratofi
V porovndni s ostatnimi pracovisti, kde byl experiment provadén podle stejného
standardizovaného protokolu (Kaltenhduser et al., 2017; Roth a Ciffroy, 2016).

e Relevantnost zkusebni metody popisuje, zda je testovani schopno splnit sviij
ucel neboli do jaké miry experiment dokaZe méfit a predikovat sledovany uc¢inek

(Kaltenhduser et al., 2017; Roth a Ciffroy, 2016).

Vsechny nové a aktualizované testovaci modely (in vivo, in vitro, aj.) musi spliovat
podminky spolehlivosti a relevance. Kontrolni valida¢ni kritéria novych toxikologickych

zkusebnich metod byla vyvijena za pomoci védeckych pracovnikt spolu s regulacnimi organy
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od pocatku 80. let 20. stoleti pod zastitou tfi organizaci: Organizaci pro hospodatskou
spolupraci a rozvoj (OECD), Evropskym stfediskem pro validaci alternativni metod
(ECVAM, European Centre for the Validation of Alternative Methods)
a Meziagenturnim koordinacnim  vyborem  pro  validaci  alternativnich ~ metod
(ICCVAM, Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods).
Z divodu globalni standardizace pozadavkli na harmonizaci validac¢nich kritérii bylo dale
spolupracovano s externimi odborniky a s ndarodnimi organizacemi jako je naptiklad
Fond na nahradu zvifat pfi Iékaiskych pokusech (FRAME, Fund for Replacement of Animals
in Medical Experiments), Némecké narodni stfedisko pro hodnoceni a posouzeni
alternativnich metod (ZEBET, German National Center for Evaluation and Assessment
of Alternative methods) a Centrum pro alternativy k testovani na zvifatech Johna Hopkinse
(CAAT, John Hopkins Center for Alternatives to Animal Testing) (Balls et al., 1990;
Dickens et al., 1993; Ingre-Khans et al., 2019; Kandarova a Letasiova, 2011).

NejcCastéji se vyuzivaji dva typy validacnich studii, prospektivni a retrospektivni.
Zakladnim rozdilem je, Ze prospektivni studie zahrnuje tvorbu novych dat, zatimco
retrospektivni studie se zaobira piehodnocovanim informaci stdvajicich. Typické prospektivni
studie validace je slozena z 6 fazi a muze trvat cca 10 az 25 let. Prvni faze je zalozena
na vyzkumu a pochopeni zakladnich biologickych a toxickych mechanismech. Poté je
vyvinuta nova alternativni metoda pro konkrétni aplikaci ¢i ucel (do experimentu je zapojena
jedna laboratof). Treti faze je prevalidace, ve které je provadéna optimalizace protokolu
ve dvou avice laboratofich. Na to navazuje validace metody a stanoveni spolehlivosti
a relevance (se zapojenim tii a vice pracovist). V paté fazi je metoda nezavisle védecky
posouzena. V posledni fazi regulaéni agentura rozhoduje o piijeti konkrétni aplikace.
Bezproblémovy mezifazovy posun vpied neni nikdy zajistén. Kdykoli mize byt provedeny
vyzkum vracen o jednu nebo vice urovni nize k pfezkoumani. Naopak retrospektivni studie
se obvykle omezuje na vyhodnoceni udajii ptedlozenych v doporucené a standardizované
form¢ pozadované konkrétni organizaci provad&jici hodnoceni (Balls et al., 1990; Corvi et al.,
2008; Curren et al., 1995; Hartung et al., 2019; Kandarova a LetaSiova, 2011).

r w7

1.6 Zakladni postupy vicetroviiového testovani k posouzeni podrazdéni o¢i

Viceturoviiové testovani, standardizace a validace metod a hodnoceni rizik jsou koncepty,
které musi byt neustdle aktualizovany, aby se pfizplsobily kontinudlné velkému piisunu

chemikalii a novych metod. Postup viceGroviiového testovani zavisi na systematické
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posloupnosti sefazenych turovni pouzitych ve strategii testovani. V literatufe Ccasto

prezentovanou strategii je takzvany rozhodovaci strom (Barile, 2010; Ko et al.,2020).

Rozhodovaci strom pro posouzeni nebezpecnosti podrazdéni o¢i je stupniovity
interaktivni pfistup zalozeny na tadé krokt. V tomto postupu jsou zohlednény jak in vitro
testy potvrzené regulaénimi organy taky i ty, které jsou popsany v odborné literatuie
a na zaklade¢ zkusenosti jsou vhodné pro dané vicetiroviiové testovani. Potvrzené metody musi
spliiovat dostate¢nou kvalitativni a prediktivni kapacitu pro hodnoceni nezadoucich reakci
specifickych tfid chemickych latek zapojenych do posouzeni nebezpecnosti (Balls et al.,
2019; McNamee et al., 2009; Saliner a Worth, 2007). Jednotlivé urovné rozhodovaciho

stromu pro identifikaci nebezpecnych latek jsou nasledujici:

Prvni uroven: Provede se WoE (Weight-of-Evidence) vyhodnoceni vSech dostupnych
informaci vcetné napiiklad fyzikalné-chemickych vlastnosti, historickych tdaji z testovani
na zviratech (in vivo) nebo metodou in vitro a analogické studie k jinym strukturné podobnym
chemickym latkdm se znamym potencidlem podrazdéni o¢i. Vystupem analyzy vstupnich dat
by mélo byt urceni, zda je nezndma latka Zirava pro kizi. Pokud ano, tak se latka povazuje
za ziravou pro kizi a zaroven i za silné drazdivou/leptavou pro oci. Jestlize toto vyhodnoceni
neni potvrzené a nezname piesné vlastnosti a chovani latky, povazujeme ji stejné za silné
drazdivou/leptavou jako ptedpoklad nejhorsiho piipadu. Poté je pokracovano v dalsi fazi
posouzeni bezpecnosti (Hardy et al., 2017; Macfarlane et al., 2009; McNamee et al., 2009;
OECD, 2002; Saliner a Worth, 2007).

Druhda troven: Jsou provedeny testy na organotypickych modelech k potvrzeni
nebo vyvraceni potencialu drazdivosti zkouSenych latek pro oc¢i. Mozné modely ktomu
vyuzivané se fadi mezi in vitro a ex vivo metody. Pokud vysledek experimentu prokaze
potencial o¢ni drazdivosti, je potvrzena hypotéza z prvni Grovné testovani. Jestlize je vystup
nejednozna¢ny a mohly by vzniknout pochyby o zatfazeni latky je testovdni posunuto

na posledni uroven (Barile, 2010; OECD, 2002; Prinsen, 1996; Saliner a Worth, 2007).

Treti uroven: Za pomoci in vitro testd o¢ni drazdivosti a leptavosti (pro mirnou
az stiedni drazdivost) je zjistovano, jak moc velkym iritantem je neznama latka pro oko.
Vybér vhodné metody je podfizen zisku kvalitnich podkladovych informaci, proto je nutné
pouzit co nejptesnéjsi dostupny model pro vyhodnoceni drazdivych vlastnosti danych latek.
Vysledek testu spolu s analyzou WoE rozhodnou o tom, zda je latka drazdiva ¢i nedrazdiva

(Barile, 2010; McNamee et al., 2009; OECD, 2002; Saliner a Worth, 2007).
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1.7 Alternativni toxikologické testy

Na pielomu stoleti odhadovalo Evropské centrum pro validaci alternativnich metod
(ECVAM) existenci priblizn€ 70 riznych alternativnich metod pro hodnoceni potencidlu o¢ni
drazdivosti. Vyvinuté postupy testll a zkousek lze rozdé¢lit do nékolika kategorii naptiklad
na zaklad¢é pocitacovych modeld s analyzou vztahu mezi strukturou a fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi. Dalsi skupinou mutze byt sledovani toxicity na rostlinach a mikroorganismech
nebo testy na organotypickych modelech aj. VétSina alternativnich metod je vhodna
pro klasifikaci urcitych kategorii chemickych latek a ve specifickych mezich hodnoceni o¢ni
drazdivosti. Pouzivana klasifikace o¢ni drazdivosti je velice §iroka, cizoroda latka muze byt
nedrazdiva, stiedné drazdiva az korozivni. Postupy a aktualni strategie v testovani jsou
schopny velice dobfe popsat extrémy o¢ni drazdivosti, kdy je latka bezpecna nebo naopak
silné drazdiva. Citlivost ke zjisténi hodnot pruimérného poskozeni ma jen velice malo metod.
Pro tuto oblast jsou nejcasteji vyuzivany soubézné testy na vice metodach, které zptesiuji
ziskané vysledky. Mezi ¢asto publikované postupy alternativniho toxikologického testovani
ofni drazdivosti patfi test na prokrvené chorioalantoidni membrané kufeciho embrya
(HET-CAM), test na prokrvené chorioalantoidni membrané kufeciho embrya obarvené
Trypanovou modii (CAM-TBS, Chorioallantoic Membrane — Trypan Blue Staining), test
naizolovanych hovézich rohovkach (BCOP), test na izolovaném kufecim oku
(ICE, The Isolated Chicken Eye), test na izolovaném krali¢im oku (IRE, Isolated Rabbit Eye)
nebo test na uméle vyrobeném 3D modelu lidské rohovky (EpiOcular™ RhCE, Reconstructed
human Cornea-like Epithelium) (Barile, 2010; Bas, 2021; Brantom et al., 1997,
Kaluzhny a Klausner, 2021; Ko et al., 2020; LeClaire a de Silva, 1998; Zuang et al., 2019).

Vzhledem Kktématu a povaze diplomové prace bude podrobnéji popsan test
na izolovanych hovézich rohovkadch a variace testi vyuzivajici bohaté prokrvenou
chorioalantoidni membranu kufeciho embrya (HET-CAM; CAM-TBS a CAM-VA,

Chorioallantoic Membrane — Vascular assay) (Dholakiya a Barile, 2013).

1.7.1 Organotypické metody — izolované enukleované organy

Oc¢ni organotypické modely jsou fazeny k ex vivo toxikologickym alternativnim
metodam. Jedna se o izolované systémy, jejichz cilem je udrzet po kratkou dobu, fadové
nékolik hodin, nékteré normalni fyziologické a biochemické funkce oka nebo separované
ronovky z hovéziho dobytka, prasat, kraliki nebo kurat. Oproti Draizeho testu ocni
drézdivosti vyuzivajiciho k vysledné hodnoté podrazdéni o¢i mimo rohovky jest¢ udaje
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ze spojivky a duhovky, je schopné testovani enukleovanych o¢i ziskat pouze udaje z reakce
rohovky. Specifickd testovana oblast na druhou stranu podava kvantitativni hodnoceni zékalu
a otoku rohovky, které je vyuzito ke zvySeni spolehlivosti provadénych experimentd diky
mezilaboratornimu porovnani ziskanych hodnot (Barile, 2010; Casterton et al., 2008;
Ubels a Clousing, 2005; Wilson et al., 2015).

Metody jsou provadény obvykle za pomoci opacitometrickych a spektroskopickych
technik hodnotici zmény na izolované rohovce po expozici s neznamou latkou. Sledovanym
projevem podrazdéni oka je mimo jiné zakal rohovky, ktery znaci vakuolizaci a poskozeni
epitelu a stromatu. Potencial drazdivosti latek je zavisly na mife jejich toxicity. Mirné
drazdivé latky obecné poskozuji povrchovy epitel rohovky, stfedné drazdiveé latky mohou
dosédhnout aZz stromatu a nakonec silné drazdivé latky proniknou rohovkou a jsou schopny
nevratn¢ poskodit epitel. Mira prostupnosti latek rohovkou je uvedena na obrazku 4
(Cooper et al., 2001; Gautheron et al., 1992; Jester et al., 2001; Wilson et al., 2015).

Pfi hledani novych vhodnych metod, které by dokazaly reflektovat in vivo vysledky
z kréliciho oka, se ukazala jako nejjednodus$i varianta pouziti oc¢i zvirat, které byly
bud’ soucasti jiného védeckého ucelu nebo jatecna zvirata. Tato oblast alternativniho testovani
je zaméfena na rohovkovou tkan bez moznosti sledovani zanétlivé reakce, reverzibility
¢i systétmoveé toxicity po aplikaci nezndmé latky. Pripravené tkané jsou vlozeny
do specialnich drzakd, které simuluji pfirozené biologické, fyziologické a biochemické
vlastnosti oka po celou dobu experimentu. K vyhodnoceni testu jsou monitorovany zmény
zakalu (opacity) a propustnosti (permeability) po pisobeni testované latky na rohovku. Z vyse
uvedenych alternativnich toxikologickych postupii pro urceni potencialu o¢ni drazdivosti byly
na zékladé¢ doporuceni ECVAM zahrnuty mezi validované procesy OECD pod oznacenim
testovacich smérnic (TG, test guidelines) 437 a TG 438 metody naizolovanych hovézich
rohovkach (BCOP), respektive na izolovaném kufecim oku (ICE). Vybranym a nize
popsanym testem o¢ni drazdivosti je TG 437 — BCOP (Cazedey et al., 2009;
Chamberlainet al., 1997; Cooper et al., 2001; OECD, 2020b; OECD, 2018; Prinsen et al.,
2017; Rowan, 1984; Van der Berghe et al., 2005; Verstraelen et al., 2013).
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Obrazek 4 - Charakteristické miry potencidlu poSkozeni pii expozici toxickou latkou
(upraveno z: doi.org/10.1016/j.tox.2014.11.003)

1.7.1.1 Zkouska na izolovanych hovézich rohovkach

Test nepruhlednosti a propustnosti hovézich rohovek (BCOP) byl vyvinut v 90. letech
minulého stoleti. Vroce 2009 byla tato metoda publikovdna a schvalena Organizaci
pro hospodaiskou  spolupraci a  rozvoj, aktualizace a  pfezkoumani  bylo
provedeno v roce 2020. Test zkouma pusobeni testované chemikalie na rohovku. Vysokou
piesnost identifikace dosahuje tato metoda u silné drazdivych latek. PoSkozeni u nich
vétsinou prostupuje az do hlubsich vrstev tkané — endotelu. Opakem jsou mirné drazdivé
latky, které se zpravidla projevuji jiz na povrchu endotelu. Tim je jejich identifikace mén¢
piesna. Vysledky takovych experimenti je mozné specifikovat pomoci histologického
vySetieni exponované rohovky. Vysledné hodnoty jsou srovnatelné s Draizeho testem ocni
drazdivosti diky analogii s bodovacim vyhodnocovacim syst¢émem. Mechanismy ovliviiujici
celkovy vysledek jsou naptiklad makroskopickda a mechanickd posSkozeni zpusobena
testovanim pevnych materidlli ¢i vysSsi Cetnost faleSné pozitivnich vysledkii pfi provadéni
test na ketonech a alkoholech (Cazelle et al., 2014; Eskes et al., 2017; Gautheron et al.,
1992; Gordon, 2015; Hagino et al., 1999; Jester et al., 2001; Kolle et al., 2019a; Kolle et al.,
2019b; Schrage et al., 2019; Vanparys et al., 1993; Wilson et al., 2015).

Metoda BCOP je zaloZena na modifikovaném biologickém modelu udrzujici po kratkou
dobu biologické, fyziologické a biochemické vlastnosti izolovanych hovézich rohovek. Jedna
se o prihlednou tkan, ktera je hlavnim refrakénim prvkem v optické draze pro pruchod svétla

cockou k sitnici (Barile, 2010; Gautheron et al., 1992).
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Hovézi o¢i jsou ziskdvany z mladych jateCnich zvifat jako vedlejSiho produktu
pii zpracovani masa pro lidskou spotiebu. Po pfevozu do laboratofe jsou rohovky opatrné
vypreparovany a zkontrolovany na makroskopické poskozeni. Poté nasleduje kontrola
tloustky rohovky, urovné primarniho zakalu a ptipadnych dalsich mechanickych poskozeni.
Nevyhovujici separované tkané jsou vylouéeny z testovani a zbytek je umistén do specialnich
drzakti simulujici spolu s kultivatnim médiem EMEM (Eeglovo minimalni esencialni
médium) prostiedi oka. Testované latky mohou byt aplikovany na povrch biologického
modelu jak v pevné form¢, kdy musi byt pokryt cely epitel rohovky anebo o piesné daném
objemu 750 pl, ktery je dan pro kapalné vzorky. Vyhodnoceni probiha za pomoci empiricky
odvozené¢ho vzorce IVIS (In Vitro Irritancy Score) na zakladé zméfeni zmén opacity
a permeability po expozici testovanou latkou. Zakal rohovky je hodnocen opacitometrem,
jehoz principem je méfeni mnozstvi prichodu svétla. Druhou monitorovanou zménou je
spektrofotometricky vyhodnocovana permeabilita fluoresceinu sodného rohovkou. Drazdivost
latek pouzitych v experimentu se projevuje jak celkové vysokym skore IVIS, tak i v priabéhu
testovani, kdy dojde ke sniZzeni propustnosti svétla azvySeni permeability barviva
fluoresceinu sodného skrz testovaci model (Bhasker et al., 2015; Casterton et al., 2008;
Maurer et al., 2002; OECD, 2020b; Verstraelen et al., 2018).

1.7.2 Bunééné linie, kultury a tkané — 2D a 3D modely

V oblasti o¢ni drazdivosti a leptavosti, je poskozeni rohovkové tkané povazovano
za kritické rozhodovaci kritérium. Z tohoto diuvodu byly vyvinuty dal$i druhy testovacich
modeli k rozpoznani toxicity latek pii kontaktu s rohovkou. Mimo jiz vy$e zminénych ex vivo
metod, je mozné Kklasifikovat potencial drazdivosti latek i na jednodusSich ¢i stavebné
vybranych a dale blize popsanych charakteristickych 2D a 3D modelt je uvedeno v tabulce 1
(Huhtala et al., 2008; Kaluzhny a Klausner, 2021; Maurer et al., 2002).
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Tabulka 1 - Ukazka biologickych modelti rohovkového epitelu (Kaluzhny a Klausner, 2021)

2D — jednovrstevny model bunécné 3D — rekonstruovany model rohovkového

linie epitelu
— @
Sché 9 =
modelu -— 3
@ || 1@
i —q
1 Neporézni podpora bunééné 1 Médium
Popis kultury 2 Podptirna porézni membrana
2 Monovrstva bunek 3 Vicevrstva epitelialni tkan
3 Médium 4 Povrchova vrstva epitelu
Primérni bunky:
e Normalni lidskeé epitelialni
burnky rohovky (NHCE,
Human Corneal Epithelial
Cells);
e Lidské endotelialni buiiky Krali¢i epitelialni model rohovky (RCE,
rohovky (HCEC, human Rabbit corneal epithelial model)
corneal endothelial cells); .
H =0 EpiOcular™
Priklady o 1 ibaini buiiky (Limbal procutar
testovacich cells). SkinEthic™
modeld  Bunééné linie: EpiCorneal™
e Lidské epitelialni buniky LabCyte CORNEA-MODEL?24
rohovky (HCE-T, Human
corneal epithelial cells);
e Keratinocytové bunky
(HaCaT keratinocyte cells);
o Kralici epitelidlni buiiky
rohovky, (SIRC, Rabbit
corneal epithelial cells).
Test kratkodobé expozice Test o¢ni drazdivosti
Vyuziti (STE, Short-time exposure test) (EIT, Eye irritation tests)

Test absorpce neutralni ¢ervené
(Neutral red uptake assay)

35



1.7.2.1 2D modely — jednovrstevné bunécné linie

Dvojrozmérné biologické modely lze povazovat za jedny z nejjednodussich.
Ve vyzkumu toxickych vlastnosti latek pro oci byly vyuzivany jako jedny z prvnich
alternativnich metod. Ugelem bun&énych linii je napodobeni svrchniho rohovkového epitelu.
Vyhodnoceni potencialu drazdivosti vychazi z detekce sledované cytotoxicity. Vzhledem
k malé korelaci mezi biologickym modelem a okem ¢lovéka ¢i zvifete je od téchto metod
postupné ustupovano a jsou nahrazovany presnéj$imi a citlivéjSimi postupy. NejcastéjSimi
nedostatky je nizsi citlivost testovani a jednodussi stavba tkan¢, ktera neodpovida realné
komplexnosti sloZzeni rohovky. Mezi stale vyuZivané metodiky patii naptiklad méfeni
prostupnosti fluoresceinu bunécnou vrstvou (FLT, Fluorescein Leakage Test), test absorpce
neutralni Cervené (NRU, Neutral red uptake assay) nebo test kratkodobé expozice
(STE, Short-time exposure test) provadény na rohovkovych bunétnych liniich z kralika
(SIRC, Statens seruminstitut rabbit corneal cell line) (Bradlaw et al., 1997; Cottin a Zanvit,
1997; Harbell et al., 1997; Hockley a Baxter, 1986; Repetto et al., 2008; Wilson et al., 2015).

Doporuc¢enou metodou toxikologického testovani o¢ni drazdivosti na monovrstveé
bunééné linie pro sledovani a identifikaci siln¢ drazdivych a leptavych latek je FLT
(Fluorescein Leakage Test). Metodika byla schvalena OECD vroce 2017 pod c¢islem
testovaci smérnice 460 (OECD TG. 460). Testovani je zalozené na principu detekce mnozstvi
proslého fluoresceinu pres biologicky bunéény model po naruSeni vazeb v experimentalni
bunééné kultute cizorodou latkou s toxickymi vlastnostmi. Vyhodnoceni probiha na zakladé
spektrofluorometrického méteni koncentrace proslého fluoresceinu pies naruSenou buné¢nou

integritu do jamky (Jones et al., 2019; OECD, 2017; Zanvit et al., 1999).

Dal§im vybranym publikovanym testem je absorpce neutralni Cervené. Principem
metodiky je sledovani mnozstvi pojatého barviva buiikou po aplikaci neznamé latky.
Piedpokladana predikce je, ze bunky poskozené po vystaveni toxické nebo drazdivé latce
pojmou méné barviva nez buniky normalni. Vysledek je vypocten na zéklad¢ zavislosti mezi
mnozstvim zivych buné€k a mnoZstvim barviva, které je sledovano po naruSeni bunécné
membrany fluorimetricky. I pfes provedenou validacni studii koordinovanou Evropskym
sdruzenim pro kosmetiku, toaletni potieby a parfumerii (COLIPA, The European Cosmetic
and Perfumery Association) a dobrou reprodukovatelnosti se nepodafilo test validovat.
Metoda zlstava v procesu optimalizace postupl, mezi které patiéi snizeni doby expozice,
odstranéni nutnosti fedit zkousené latky, zvyseni citlivosti atd. (Babich a Borenfreund, 1990;
Bhanushali et al., 2010; Jones et al., 1999; Repetto et al., 2008).
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Zajimavym jednovrstevnym modelem je test kratkodobé expozice provadény na SIRC
butikdch. Uginky zkouSenych latek jsou klasifikovany na zakladé cytotoxicity. Oproti
chemikalii, kterd vice odrazi skute¢né podminky. Dal$im rozdilem je mozna volba pouzitého
média jak pro latky rozpustné ve vodé (fyziologicky roztok), tak i pro latky ve vodé
nerozpustné (mineralni olej). Vysledkem testu je sledovani Zivotaschopnosti bun¢k barvivem
MTT (3-(4,5,-dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid). Vlivem metabolickych
pochodl zdravych bunék dojde ke zméné barvici latky MTT ze Zluté na fialovou barvu
(formazan). Tento jev je pii 570 nm spektrofotometricky vyhodnocen (Adriaens et al., 2018;
Kojima et al., 2013; Sakaguchi et al., 2011; Takahashi et al., 2008).

Obecné se tyto metody vyznacuji vysokym pocétem provedenych replikaci testovani,
komer¢ni dostupnost biologickych modeld apod. Dale jsou zvlast vhodné pro viceuroviiové
testovani a ke klasifikaci nedrazdivych a silné drazdivych latek. Nedostatkem metody
je fyziologicka neptesnost a nizsi relevantnost pii vyhodnocovani vysledki. Daéle jsou ¢asto
vyuzivany bunky, které nepochazi z rohovkového epitelu, coz snizuje miru spolehlivosti
a urovné mozné korelace vysledki s in vivo daty (Adriaens et al., 2018; Kaluzhny a Klausner,
2021).

1.7.2.2 3D tkanové modely tkané rohovky

Trojrozmérna bunééna kultura Vvco nejvétsi mife napodobuje organizaci
a mikroarchitekturu Zivych organd a tkani. Uplatnéni tohoto rychle se rozvijejiciho odvétvi
se naSlo V oblasti vyroby biologickych 3D modelii pro epitel kiize, krevnich cév, rohovky
amnoha dalSich. Z hlediska o¢ni drazdivosti jsou sledovany modely rohovkové tkané,
které se svoji stavbou blizi fyziologickému popisu lidského oka, respektive rohovky,
vice nezli modely bunéénych linii popsanych vyse. Vyvoj a dostupnost téchto progresivnich
modelt roste kazdym rokem. Dosazitelnost a pouziti vyvinutych technik neni pouze ramcové
védeckého charakteru, ale i komer¢niho. Mezi takové protagonisty patii naptiklad americké
spolecnost MatTek, francouzska SkinEthic aj. Divody k takto masivnimu rozvoji novych
alternativnich in vitro technik byly mimo jiné i spoleensko-etické tlaky na kosmeticky
prumysl, vyuZivajici k toxikologickému testovani laboratorni zvifata, ktery se poté stal
aktivnim inovatorem nutnych in vitro testd (Bédard et al., 2020; Castro et al., 2019;
Huh et al., 2011; Kaluzhny et al., 2018; Van Rompay et al., 2018; Wang et al., 2017).
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Ukazka vybranych 3D biologickych modeli od spolecnosti MatTek (EpiOcular™)
a SkinEthic (SkinEthic™ HCE) je zobrazena spolu se srovnanim lidské rohovkové tkané

na obrazku 5 (Kaluzhny a Klausner, 2021).
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Obrazek 5 - Histologické srovnani vybranych biologickych modelti rohovkové tkané s
lidskou rohovkou - EpiOcularTM (a), SkinEthicTM HCE (b) a lidska rohovka (c) (upraveno
z: Kaluzhny a Klausner, 2021; https://www.mattek.com/products/epiocular/)

Vybranym modelem kblizS§imu popisu je vySe zminény komercéné dostupny
EpiOcular™ EIT, uvedeny na trh v roce 1996. Jedn4 se o trojrozmérny in vitro model epitelu
lidské rohovky slozeny z epidermalnich keratinocytii ziskanych z ¢lovéka. Bunky jsou
kultivovany na porézni polykarbon