UNIVERZITA PARDUBICE

FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

BAKALARSKA PRACE

2019 Ondfej Cernik



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko — technologicka

Ustav environmentalniho a chemického inzenyrstvi

Alternativni toxikologickeé testy v oblasti o¢ni drazdivosti

Ondfej Cernik

Bakalatska prace

2019



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2018/2019

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a ptijmeni: Ondrej Cernik

Osobni ¢islo: C16656

Studijni program: B2807 Chemické a procesni inZenyrstvi
Studijni obor: Ochrana Zivotniho prost¥edi

Ndazev tématu: Alternativni toxikologické testy v oblasti o¢ni drazdivosti

Zadévajicl katedra: Ustav environmentdlniho a chemického inZenyrstvi

Zasady pro vypracovani:

1. Zpracujte literarni reSersi (od roku 2014 v&etné) na toxikologickou oblast oéni drazdivosti
a leptavosti. Pozornost zaméite predeviim na princip o¢ni toxicity, rozdilnost pfistupt in
vivo a in vitro, na pouziti riiznych alternativnich biologickych modeli, zejména jejich vyhody
a nevyhody a na pozadavky legislativy pro chemické latky.

2. Ziskané poznatky dopliite o praktické zkuSenosti z experimentalniho pracoviits, kde jsou
vybrané alternativni metody pouziviny. PopiSte metodiku zkousek, omezujici faktory a oblast
chemickych latek, pro které jsou dané zkougky vhodné.

3. Bakalafskou praci zpracujte v souladu se Smérnici UPa &. 9/2012 » Pravidla pro zverejnovani
zdvéretnych praci a jejich zdkladni jednotnou formélni Gpravu” v platném znéni.



Rozsah grafickych prac:
Rozsah pracovni zprdvy:
Forma zpracovdni bakaldiské prace: ti§téna

Seznam odborné literatury:

Vedouci bakaldiské price: prof. Ing. Jaromira Chylkova, CSc.,

Ustav environmentélniho a chemického inZenyrstvi
Konzultant bakaldiské prace: Ing. Petra Plodikova
Datum zadani bakalaiské prace: 8. Ginora 2019

Termin odevzdani bakalafské prace: 4. ¢ervence 2019

ol

~ —
L.s.

prof. Ing. Petr Kalenda, CSc.
dékan

prof. Ing. Petr Mikuldsek, CSc.
vedouci katedry

V Pardubicich dne 8. tinora 2019



Prohlasuji:
Tuto praci jsem vypracoval samostatné. VeSkeré literarni prameny a informace, které jsem v

préci vyuzil, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byl jsem seznamen s tim, ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
zékona ¢. 121/2000 Sb., autorsky zdkon, zejména se skuteCnosti, ze Univerzita Pardubice ma
pravo na uzavieni licencni smlouvy o uziti této prace jako skolniho dila podle § 60 odst. 1
autorského zdkona, a s tim, ze pokud dojde k uziti této prace mnou nebo bude poskytnuta
licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne pozadovat
pfiméfeny pfispévek na thradu ndkladl, které na vytvofeni dila vynaloZila, a to podle
okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach a o zméné
a doplnéni dalSich zadkonl (zdkon o vysokych Skolach), ve znéni pozdé¢jSich predpist, a
smérnici Univerzity Pardubice ¢. 9/2012, bude prace zvetejnéna v Univerzitni knihovné a

prostfednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 3. 7. 2019

Ondtej Cernik



Podékovani

Réd bych pod&koval vedouci mé bakalaiské prace prof. Ing. Jaromife Chylkové, CSc.
Za odborné vedeni, ochotu, pomoc a velkou trpélivost pfi tvorbé mé prace. Déle bych chtél
podékovat Ing. Petfe Plodikové a Ing. Zdenice Rosslerové za velikou vstiicnost a pomoc pii
experimentalni ¢asti prace a dale také o chut’ se podélit o nabrané zkuSenosti v dané oblasti
dale pak za ochotu a trpélivost. V neposledni fadé bych chtél také podeékovat svym rodi¢im

za udélenou moznost studovani na vysoké skole.



Anotace

V piedkladané bakalaiské praci byla zpracovavana literarni reSerSe tykajici se alternativnich
testi v oblasti oc¢ni drézdivosti. V experimentdlni casti byla testovana ocni drazdivost
dimethylformamidu a 20 %-niho roztoku imidazolu pomoci metody BCOP na hovézich
rohovkach. Bylo zjisténo, ze se jednd o latky silné drazdivé, a tedy mohou slouzit jako

pozitivni kontrola pfi aplikaci tohoto testu na dalSich latkéch.
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Alternative toxicological testing of eye irritation
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In this bachelor thesis, a literature review of alternative tests in the field of eye irritation was
elaborated. In the experimental part, the eye irritation of dimethylformamide and
20% imidazole solution was tested using the BCOP method on bovine corneas. They have
been found to be highly irritating and thus can serve as a positive control in the application of
this test to other substances.
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Dimethylformamid

Bovine Corneal Opacity and Permeability — test o¢ni drazdivosti
a leptavosti na hovézi rohovce

Letalni (smrtelna) davka

Hen’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane, test o¢ni drazdivosti na
prokrvené chorioalantiodni membrané kuteciho embrya

Refinement, replacement, reduction — zmirnéni, nahrada, sniZzeni
Quantitative Structure Aktivity Relationship — predik¢ni metoda pro
odhad toxicity

Evropské unie

Registration, Evaluaiton, Authorisation and Restriction of Chemicals,
(registrace, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek)
European Chemicals Agency — Evropska agentura pro chemické latky
Organisation for Economic Co-operation and Development,
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Test guidelines — pokyny pro testovani
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In vitro irritancy score — in vitro skoré o¢ni drazdivosti
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 difenyltetrazolium bromid

Hanks' Balanced Salt Solution — Hankdv balancovany solny roztok
Eagle’s Minimum Essential Medium — kultiva¢ni médium

The United Nations Globally Harmonized System of Classification and
Labeling of Chemicals — Globaln¢ harmonizovany systém OSN pro

klasifikaci a oznacovani chemickych latek.



Uvod

Toxikologii Ize rozdélit do nékolika oblasti. Jedna se napiiklad o klinickou, forenzni
nebo prumyslovou toxikologii. Znalosti, potfebné pro pochopeni piisobeni latek musi mit
faktorem toxikologického testovani je ochrana zdravi ¢lovéka, ale také Zivotni prostiedi okolo
nas. Vlastnosti chemickych latek jsou zkoumany jak na bazi biologické — plsobeni
cizorodych latek na zivé organismy, jejich tkan¢, builkky nebo na metabolismus a reakce
probihajici uvnitt Zivych organismd, tak i z davodu fyzikalné chemickych vlastnosti latek.
Pod timto si lze ptredstavit odbouratelnost latek, jejich vzajemné reakce ¢i stabilitu v okolnich
podminkach. Chemické latky, jsou vSude kolem nés a je jisté to, Ze ne vSechny latky jsou
bezpecné nebo urcené K pouziti bez jakéhokoliv omezeni. Z tohoto diivodu se systematicky
provadi testovani bezpe¢nosti chemickych latek. Oblasti, kde je pozadovana detailni znalost
toxikologickych ucinkti chemickych latek je nékolik. Patfi sem testovani zdravotnich
prostfedkl a 1éCiv, testovani latek pouzivanych v domécnostech, primyslovych chemikalii,
latek uzivanych v zeméd¢lstvi (jako napt. inhibitory ¢i podpurné latky). Negativni vlastnosti
jsou zjistovany i u produktt lidské ¢innosti jako jsou zbytky spalin (u stacionarnich nebo
mobilnich zdroji), odpady z vyroby, domacnosti apod.

Skodlivé plisobeni latek se v po&atcich systematické toxikologie zjistovalo piedevsim
pomoci pokusnych zivych zvifat, a to jak pfi akutni, tak dlouhodobé toxicité. Vzdy se
sledovaly rizné moznosti vstupu do organismu — oralni, dermalni, inhala¢ni, intraven6zni
a dalsi. Cilem bylo a stale je, experiment co nejvice piiblizit moznému kontaktu Clovéka
s danou zkouSenou latkou. Pouziti laboratornich zvifat je na zakladé spolecenského tlaku
postupné nahrazovano pouzitim vhodnych biologickych modeli, které musi byt schopny dat
podobnou odpoveéd’ jako puvodni in vivo test. V soucasné dobé¢ je tato snaha jiz pozadovana
legislativné a postupné se pocet alternativnich metod zvysuje. V této dobé¢ jiz existuje mnoho
metod testovani, u kterych je nahrazeni pouziti zvifat bud’ uplné anebo jenom z ¢asti. Pro
tento Gcel jsou pouzivany biologické nebo pocitacové modely. Také jsou pouzivany nizsi
organismy jako jsou bakterie.

Utelem této bakalaiské prace je popis zminénych alternativnich testl, a to ve
specifické oblasti ocni drazdivosti. V ramci prace je testovano a porovnavano toxické
pusobeni dvou latek, a to 100% dimethylformamidu (DMFA) a 20% imidazolu, které se
pouzivaji jako pozitivni kontrola v ramci postupt danych metodikou BCOP TG. 437 (Bovine
Corneal Opacity and Permeability).
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Toxikologie jako védni obor

Dnesni doba si zada spoustu zmén a nejriznéjSich inovaci v mnoha odvétvich
a profesich rtiznych obort. Neni tomu jinak ani ve velice rychle se rozvijejici oblasti
toxikologie. Testovani latek probiha uz od nepaméti a vyviji se ruku vruce s vyvojem
civilizace. Nejdiive se jednalo jenom o prosté sledovani ucinkt latek ptirodniho ptivodu na
zivé organismy. Poznatky o ucincich latek byly déale pfedavany nejcastéji lidovou slovesnosti
a znalost byla casto limitovana lokalitou, kde se sledovany subjekt nachazel. Dale bylo
zkouseni latek zpfesiovano a zaGinaly se pouzivat pojmy jako farmaka &i jed. Casto
se jednalo 1 o jednu latku, kde mezi podpirnym ¢i negativnim vlivem rozhodovala pouze
davka (smrtelna davka kuchynské soli — NaCl — cca 200 g) nebo zpisob upravy (solanin —
jedovata latka v zelenych bramboréich). Pro tento rozvoj toxikologie v podobé, kdy byly
pfedavany zkuSenosti nejenom slovesné, ale i pisemné, se v priabéhu historie zapsalo nékolik
osobnosti, jako jsou Paracelsus (1493 - 1541), u kterého se objevuje uzivani pojmu davka ¢i
M. J. B. Orfila (1787 - 1853) oznacovan jako ,,otec toxikologie* a mnozi dalsi [1, 2].

Ve 20. stoleti narostl pocet chemickych latek, se kterymi mohl ¢lovek piijit v bézném
zivoté do styku. Rozmach a vyvoj novych slouc¢enin probihal hlavné v armad¢, dale pak ve
farmaceutickém a kosmetickém pramyslu. V téchto oblastech byly a stale jsou nejvyssi
pozadavky na vytvafeni novych latek. Jednim z divodu této aktivity byla, a stale pietrvava
tvorba syntetickych substanci, které by nahradily urcité funkéni skupiny latek pfirodnich
zpusobujicich vini, povzbuzeni organismu nebo snizeni bolesti (analgetika). DalSim
argumentem pro syntetické vyroby téchto latek je jejich velké naduzivani, které by se nedalo
jenom z pfirodnich zdroju zajistit tak, aby pokryly pozadavky lidi v globalnim méfitku.
Poptavka rostla rychleji, nezli nabidka ptirodnich produkti mohla pokryt [2, 3].

Zpocatku byl u téchto latek sledovan spise jejich Gcinek a dusledky ¢i vedlejsi projevy
byvaly ¢asto opomijeny. V dne$ni dobé jsou pozadavky na testovani ohledné bezpecénosti
¢i nebezpecnosti latek povinné [3].

Zkousky toxicity jsou provadény na odbornych toxikologickych pracovistich
rozmisténych po celém svété. Byla zavedena jednotna pravidla a normy pro provadéné
zkousky. Tim bylo docileno sjednoceni pribéhu a vysledkl testovani. Tento normativni

model byl implementovan do experimentalnich pracovist’ pro zajiSténi reprodukovatelnosti
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provadénych laboratornich c¢innosti. Dosazeni téchto cili jde soubézné s dodrzovanim
obecnych zakladnich pravidel, ktera jsou rozdélena na tfi reprezentativni pozadavky [4].
Prvnim je pfesné popsani zplusobu provedeni testu, kterym je zajistovana
opakovatelnost celé toxikologické studie. V popisu testu musi byt zahrnuty ¢asti piipravy,
pribéhu a zakonceni testu spolu s jeho vyhodnocenim. Tento zpiisob prace je stejny pro zivé
organismy i pro chemické latky. Pii provadéni studie na zviratech (naptiklad pfi testovani
na laboratornim potkanovi (Rattus norvegicus)) jsou popisovany podminky jejich chovu, vék,
pohlavi, pivod a dalsi. Na to je navazovan vétSinou standardizovany protokol o pribchu
testovani (jsou zapisovany hlavné vnéjsi zmény zvitete). Vyhodnoceni a mnozstvi informaci
nutnych k ziskani od sledovaného subjektu zalezi na zaméfeni experimentu. Niz§i organismy
na bunééné urovni jsou sledovany stejné. Specifikum této skupiny organismu zahrnuje popis
zdroje, kultivaéni podminky ¢i vybér vhodného média. Chemické latky uzité pti testovani by
mély byt oznadené dostupnym pivodem vcetné Cisla Sarze. Jsou-li pouzity V dnesni dobé
moderni nanomaterialy, je dalezité ptidat ktestu jejich komplexni popis unikatnich

fyzikalnich vlastnosti [5, 6].

Druhym zéakladnim pozadavkem je spolehlivé vyhodnoceni vysledkd toxikologického
zkoumani. Testovani obsahujici velkou sumu experimentalnich dat je nejcastéji statisticky
zpracovavano, ¢imz je ziskan jasny a ptehledny soubor vysledkd. Zachovani kvality
zpracovanych vyslednych hodnot je docileno vhodnym vybérem metody a dostateCnym

popisem ziskanych vysledku [5, 6].

Poslednim nezbytnym pravidlem musi byt dodrZeni objektivity informaci z provedené

toxikologické studie [5, 6].

Jsou-li tyto pozadavky experimentalni prace dodrzeny, bude toxikologie veédou
reprezentativni. Takto ziskané poznatky o toxicité latek jsou poté sdileny mezi institucemi

a jsou podkladem pro spolupraci a rozvoj oboru [6].

1.1.1 Rozdéleni toxikologickych zkousek

Z dlivodu rozsédhlosti toxikologie jako multidisciplinarni védy je rozdéleni
toxikologickych testli naro¢né. Dlivodem je velké mnoZstvi pozadovanych informaci, které je
nutné prehledné diverzifikovat do kategorii. Prifez rozdéleni jednotlivych zkousek toxicity je

diskutovan nize [7].
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1.1.1.1 Zkousky dle doby expozice

Rozdéleni toxikologickych zkousek na zakladé doby, po kterou je objekt vystaven
puasobeni 1atky Ize definovat na [8]:

e Akutni toxicitu — jednorazova ¢i opakovana expozice, Uéinek se projevi
okamzité nebo do 24 hodin

e Subakutni toxicitu — opakovand nebo trvald expozice, negativni ulinky se
objevi mezi jednim az dvacatym osmym dnem

e Subchronickou toxicitu — vystaveni expozici je stejné jako u subakutni
toxicity, nepfiznivé ucinky nastupuji maximalné do 90 dni (doba nepiesahne
10 % zivota)

e Chronickou toxicitu — opakovana nebo stala expozice, po vétsi Cast zivota

sledovaného jedince [8].

Akutni intoxikace organismu je vétSinou zpisobena velkou davkou xenobiotika nebo
uzitim malého mnozstvi latky, ale svelkou toxicitou za kratky cas. Nepfiznivé uc¢inky
testované cizorodé latky se projevi ihned po podani prvni nebo vice davek béhem 24 hodin
[8-10].

Subakutni a subchronickd toxicita je oproti akutni intoxikaci organismu
dlouhodobé¢jsi. Diky tomu jsou podavany pii experimentu men$i davky cizorodych latek.
Delsi doba expozice si zada i vysSi pocet pouzitych zvifat v rdmci testovani, aby bylo mozné
sledované parametry vyhodnotit bez zkresleni. V dnesni dob¢ je kladen diiraz na snizeni poctu
testovanych zvifat a zaroven jsou pouzivany predev§im mensi druhy. Toxikologicka studie
musi byt provadéna na tfech riznych skupinach, aby bylo docileno objektivity a spolehlivosti
testll. Jedna skupina je pokusnd, na kterou je aplikovana latka. Dalsi skupina je kontrolni,
zvifata jsou vystavena stejnym podminkam jako pokusna, ale neni do nich aplikovano
xenobiotikum. Posledni je volna skupina, kde jedinci nejsou vystaveni stresujicim ¢initelim
prostiedi ani cizorodé latce. Konec experimentu je spojen s usmrcenim kontrolni i pokusné
skupiny zvifat. Nasleduje pitva, laboratorni vySetfeni jednotlivych organd a télnich tekutin

a dalsi kroky vedouci k zjisténi toxicity aplikované latky [8-10].

Chronické ucinky se projevi po opakovaném vystaveni toxickému ciniteli, béhem
kterého se v cilovém organu (jatra, ledviny atd.) nastfada kritické mnozstvi latky. Doba
vystaveni musi byt alespon vétSina zivota pokusného jedince. Rozsah poskozeni zalezi na

tom, zda se bude jednat o latky piisobici na néjaky cilovy orgén nebo zda nastanou systémové
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zmény. Do tohoto dlouhodobého testovani latek patii testy specializované napf. na
karcinogenitu, mutagenitu, teratogenitu ¢i vliv latek ovliviujici reprodukci. Pravé posledni
druh testovani dokaze velice znatelné prodlouzit dobu provadéné studie z duvodu aplikace

vicegeneracnich testt [8-10].
Testy provadéné dlouhodobé jsou Casove i finanéné narocné a maji velké pozadavky

na odbornost a kvalitni zdravotni stav laboratorni obsluhy.

1.1.1.2 Zkousky dle pouzitého modelu pro testovani

Testovani toxicity latek mtze probihat za riznych podminek, ale vétSinou se realizuji

Ctyfi zakladni metody [11]:

e Invivo

e Exvivo
e Invitro
e Insilico

Toto zakladni rozdéleni déli zkousky toxicity a testovani latek do modelii, podle kterych
se pozna, na jakém principu byl proveden dany experiment, aniz by se znal jeho priibéh.
Rozezna se provedeni na Zivém organismy, na tkani z mrtvého jedince, testovani v laboratofi
na skle ¢i pomoci pocitaci na specidlnich softwarech. V dnesni dob¢ jsou uzivany kroky,
které omezuji pouzivani in vivo metod a hledaji se odpovidajici nahrady ve zbylych
metodach. VSechny tyto zkratky maji sviij piivod Vv latinském jazyce a reflektuji svoji oblast

pouziti [12].

In vivo je heslo slozené ze dvou latinskych slov a pfedstavuje testovani ,,na zivém®.
Experiment je provadén za pouziti Zivého organismu, ktery se nechd vystavit G¢inkim
vybrané latky. Pocet, druh, pohlavi, stafi, doba aplikace a dalSi podminky zavisi pouze na tom
jaka studie se praveé provadi, a které podminky musi byt splnény pro spravny prubéh celé
studie. Protoze nelze pro vSechny latky vzit stejny druh a pocet organismd, z toho diivodu,
ze ucCinky latek jsou pro kazdy druh organismu V néfem jiné, je zapotiebi hledat vhodné

podobnosti pro zjisténi spolehlivych vysledku [11, 13, 14].

EX vivo znamena testovani ,,mimo zivé®“. Testovani je provadéno mimo organismus,
¢imz je vyfeSen eticky problém oproti testovani in vivo. Dilezité je dodrzet stabilni a sterilni
prostiedi po celou dobu ptipravy a testu. Pro kazdy experiment je tfeba mit urcitou ¢ast tkane,

bud’ celou (napft. izolované organy) anebo jenom ¢ast. V této bakalarské praci je dale blize
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popsano uziti dvou testd vyuzivajicich tuto metodu. Prvnim testovanim je BCOP,
které nahrazuje dlouho pouzivany Draizeho test o¢ni drazdivosti a leptavosti. BCOP test je
zalozen na izolovanych hovézich rohovkach, které pochazi zusmrceného skotu. Pro
zachovani zivé tkané po celou dobu testu byl pouzit kultiva¢ni roztok. Diky této nahradé a
vyvinuti alternativni metody bylo uSetfeno od dalSich experimenti spoustu albinskych
kralikd. Tento alternativni test zcela nahrazuje Draizeho test o¢ni drazdivosti a leptavosti.
Druhym diskutovanym testem je HET-CAM test o¢ni drazdivosti na prokrvené

chorioalantoidni membrané kufeciho embrya [15, 16, 17].

In vitro oznacuje testovaci techniky provadéné nejcastéji v lékafstvi, biologii ¢i
Vv toxikologii. Znamena to ,,zkoumani na skle“. Testy provadéné touto metodou probihaji
nejcastéji ve zkumavkach, Petriho miskach a jinych laboratornich sklech. Pfedmétem studie
mohou byt izolované organy, tkané¢ at’ uz vyrobené uméle anebo odebrany neinvazivni
zakrokem z zivého jedince. Nevyhodou pouzivani této metody u synteticky vyrobenych
modeld je, Ze nedokazi reflektovat piesnou bunéCnou stavbu a reakci sledované tkané.
Vybranym a blize dale popsanym testem je EpiOcular™ RCE tkanovy model. Testy na o¢ni

drazdivost se provadégji v tomto piipadé na syntetickych modelech [11, 12, 14, 18].

In silico je metoda, zalozena na pocitacovych simulacich. Jedna se o velice rychle
se rozvijejici obor zkoumani, ktery je uzivan poslednich 30 let. Moderni technologie davaji
moznost diky specialnim softwarim namodelovat ucinky a reakce vybranych latek, diky
¢emuz je jejich zkoumani rychlejsi. Tato metoda ma v sobé veliky potencial, a to z mnoha
davodu. Jednoznaéné pozitivum je snizeni poCtu testd in vivo a in vitro, nasledkem ¢ehoz,
se snizi i uzivani zvifat. Dal$im kladnym pfinosem je snadna volba modelovych situaci.
U vykonnych modelovacich softwarti je mozné si navolit spoustu podminek, na které by
se dalo pii pouziti skute¢ného objektu a ostatnich metod jenom velice t¢Zko dosahnout [12,
19, 20].

1.1.1.3 Zkousky dle cesty vstupu

Cizorodé¢ latky at’ uz budou chemicke, biologické nebo jiného charakteru se mohou do

tél organismi dostat 4 zakladnimi cestami [21]:

e Inhala¢né
e Peroralné
e Dermalné
e Intravaskularné
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Podle vstupu latky do organismu se nedd objektivné piedpokladat jeji toxické piisobeni.
Diivodem je to, ze kazda latka mé jiné vlastnosti at’ uz chemické ¢i fyzikdlni a obecné
pro konkrétni latku, u které budeme znat jeji chovani, reakci ¢i akumulaci v organismu.
Existuji 1 dalsi cesty vstupu latek do organismu jako tfeba: intramuskuldrni, intraperitonealni,
subkutanni a jiné. Vzhledem k jinému zaméfeni prace a malému vyuziti t€chto metod jsou

V praci pouze zminény [21].

Inhala¢né se do téla mohou dostat latky pomoci dychaci soustavy, kterd primarné
dostava kyslik k zivotn¢ diillezitym organtim. Nejvice poskozuji dychaci soustavu latky t€kaveé
anebo snadno sublimujici. Po§kozenym organem témito cizorodymi latkami byva nejéastéji
mozek [22-25].

Peroralné piijaté latky se zazivacim traktem dostanou pfes tenké stievo do krevniho
recisté, kde vétSina latek zacne projevovat své toxické ucinky. Jen malo latek zacne reagovat
jiz v dutin¢ ustni (hlavné diky kratce stravené dobég). Prikladem toxikace latkou pfiijatou
travicim ustrojim je poziti jedovatych hub. Uginek se projevi az po chvili (minuty az dny)
a nasledky jsou poté fatdlni ve formé¢ systémovych otrav u téch nejjedovatéjSich druhd.
Pribéh, a tedy i rychlost zavisi na tom, zda je travici trakt prazdny ¢i jak pfijata latka reaguje
na zmény pH zpisobené prechodem mezi riznymi ¢astmi zazivani. Vstifebavani cizorodé

latky v organismu zavisi na plose stiev [26—29].

Dermalné neboli pies kuzi se dostavaji xenobiotika do krve. Aby se to nestavalo tak
Casto, je mezi télnim a okolnim prostfedim ochrannd membrana — klize. Jedna se o nejvetsi
organ v téle, ktery zmirnuje dopady nebezpecnych latek. Viditelnd dermalni intoxikace je

napiiklad zarudnuti pokozky [25, 30].

Intravaskularné podand latka ma velice rychly nastup Gc¢inku. V krvi miize dojit ihned
Kk negativni reakci [31].
1.2 Vyvoj alternativnich testu v toxikologii

Toxikologické testovani latek bylo od svého vzniku zavislé na zvifatech. AvSak
V dne$ni dobé€ uZ tomu tak neni a do poptedi se dostavaji alternativni testy, které spliuji

koncepci 3R (Replacement, Reduction, Refinement) jakozto zaklad alternativnich testi. [32].

17



Pro toxikologické testovani latek se pouzivaji nejcastéji MyS laboratorni (Mus
musculus), Potkan laboratorni (Rattus norvegicus), Morc¢e domaci (Cavia porcellus), Kiecek
zlaty (Mesocricetus auratus), Kralik domaci (Oryctolagus cuniculus) a dalsi. Aby mohlo byt
néjaké zvife pouzito K pokusu, je tieba ho brat z chovu specialné uréené¢ho pro testovani.

V zadném piipadé nelze brat voln¢ zijici organismy [33].

Piikladem uziti laboratornich zvitat K testovani u¢inku toxicity latek slouzi mimo jiné
tzv. akutni test toxicity. Vzhledem k tomu, Ze bude provadén metodou in vivo na Zivych
organismech a vysledky se budou vyhodnocovat pomoci LDso, tak pro neznamou latku
se pocita s umrtim jedinct. Letalni (smrtelnd) davka LDsg je davka latky, jednorazoveé podana
pokusnym jedinciim, kterd zplsobi u 50 % testovanych zivo€ichli thyn. Pocet zvifat, které
uhynou nebo budou usmrceny neni kone¢ny. Casto je nafizeno pro kazdé testovani pouzit
nova pokusnd zvirata. To znamena, ze kdyz béhem testu uhyne 50 % jedinct tak zbytek
pokusné studie musi byt také utracen kvili zptsobenému zdravotnimu poskozeni nebo
vystaveni velkému stresu. Stresované zvife by mohlo negativné ovlivnit vysledky Vv jinych
studiich. Testy zpusobujici utrpeni nebo umrti zvitat jako v uvedeném piikladu u LDsg byly
hlavnim divodem k zavadéni novych alternativnich testi. Tyto etické diivody vedly k hledani
dalsich zptsobi testovani toxicity latek, které by byly rychlé, stejné prikazné a ptipadné
i levn&jsi (testovani na zivych modelech je naro¢né jak na odbornou obsluhu, tak

i z ekonomického hlediska) [34, 35].

Nahrazeni zvifat dosud pouzivanych Vtestech by mélo probihat pomoci nové
vytvofenych alternativnich testl. Diulezitym bodem je zachovat spolehlivost prubéhu

testovani a ziskani nezkreslenych vysledku. V jiném piipadé by dany test byl nefunkéni [36].

Alternativni testovani by mélo poskytnout stejnou informacni kvalitu o toxicité dané
latky, jako testy klasické, probihajici na zvifatech, avSak za uziti nizS§iho poctu Zzivych
pokusnych jedinct, zpusobeni mensiho utrpeni nebo Gplného vylouéeni zvifat [32].

Alternativni testy se zaméfuji na pouziti nahradnich biologickych modelt,

syntetickych tkani, ¢i matematického modelovani [18, 34].

1.3  Alternativni testy na koncepci 3R

Prvni hlasy, které se ozyvaly na omezeni testil na zvifatech nebyly nijak systematické.
Teprve vroce 1959 vychazi kniha snazvem ,,The principles of humane experimental

technique® (Principy humanni experimentalni techniky) od autori W.M.S. Russella
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a R.L. Burcha [32], kde se objevuje koncepce 3R. Jedna se o zkratku ze tii pocatecnich
pismen anglickych slov: Replacement (nahradit), Reduction (snizit pocet), Refinement
(zjemnit). Snizeni pouzitych jedincl ve zkouSeni latek se da zajistit pomoci naplanovanych
a dobie pripravenych experimenti, naptiklad na jednom jedinci lze provést pfi jedné studii
vice navzdjem si nekonkurujicich testti. Také je dilezité nevystavovat laboratorni zvitrata
stresovym a bolestivym situacim. Pokud je to mozné, tak provadét testy na nizSich

organismech [34, 37, 38].

1.3.1 Nahrada pokusnych jedincu v testovani (Replacement)

Nahradu zvifete lze provést Gplné nebo z Casti. Toto se da docilit pouzitim testd
in vitro nebo in silico. Obé tyto metody nahrazuji vhodny test jako celek anebo se daji pouzit
K zjisténi jenom casti informaci o zkoumané latce. Kdyz jsou tyto metody pouzity
na pocatku testd, tak se usetii pokusni jedinci, a to proto ze je ziejmé, zda latka je toxicka ¢i

nikoli [37-40].

In vitro metoda pouziva izolované organy, kmenové bunky, tkang€, nepotiebny

material z jatek, niz§i organismy aj. [37, 39].

In silico metoda je pouzivana kupiikladu ve farmacii. Pomoci pocitacové modelace
se provede pocatecni screening molekul, kde se nasimuluji rizné biologické reakce nebo
toxické ucinky. Toto jednoduché testovani pomahd vybrat do dalSich stupnli provétovani
jenom ty nejstabilnéjs$i molekuly. Jeden z modeli, ktery takovéto simulace provadi je QSAR
(Quantitative Structure Aktivity Relationship), ktery popisuje vztahy mezi zménou struktury
a aktivitou latek. Uplatnéni nachdzi pfedevsim v chemickém nebo farmaceutickém primyslu

[39, 41].

1.3.2 SniZeni poétu zvirat v toxikologickych studiich (Reduction)

Redukce pokusnych jedinct potfebnych k testovani je zavisla na dobrém navrhu
experimentu, odborném zpracovani vysledkd, pouziti nejmodernéjSich meéficich technik
a sdileni ziskanych vysledkli. Souvisi s tim také omezeni opakovéni provedenych pokust.
Obecné proto plati pravidlo: ziskat vice informaci od stejného poctu zvitat anebo od mensiho

poctu jedincu ziskat srovnatelné vysledky jako z experimentd s vétsim poctem zvitat [37-40].
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1.3.3 SniZeni stresovych podnéti pokusnych zvirFat v ramci testovani toxicity

(Refinement)

Hlavni myslenka je zalozena na tom, Ze organismus, ktery je ve stresu, dokaze zkreslit
vysledky testli (hlavné diky vykyvim hormonalni hladiny). V tomto piipad¢ by se cely test
m¢él opakovat. Z tohoto divodu je tieba vytvofit zvifatim co nejlep$i zivotni podminky
a Vv pfipadé nutnosti jim podavat rizna anestetika nebo analgetika pro ulevu od bolesti pii

toxikologickém testovani [37—40].

1.4 Testy o¢ni drazdivosti

Z divodu ochrany zdravi a vytvofeni bezpe¢ného pracovniho prostoru vznikla nutnost
testovani cizorodych chemickych latek, vyvolavajici o¢ni drazdivost. Pro ochranu oci je
pouzivano specialnich ochrannych pomucek. Pii jejichZz uzivani je oko do jisté miry chranéno.
Latky poskozujici zrak mohou byt riizné fyzikdlni (pevné, kapalné nebo plynné latky)
¢i chemické (kyseliny, louhy, silna oxidovadla a jiné latky) struktury [42].

Z téchto argumentii vyplynulo kvantum latek, které by mohly poSkozovat oci. Diky
velké rozmanitosti chemickych substanci vV obchu, se kterymi se setkdme v pramyslu,
1ékatstvi, farmacii, domacnostech a dalSich oblastech vznikla potfeba zmapovani ucinkt

dostupnych a pouzivanych chemickych latek [42].

Cilem provadénych testi o¢ni drazdivosti je dokazat moznou toxicitu nebo neutralitu
latek. Za pomoci toxikologickych, testl, které byly od pocatku inovovany a jejich vyvoj

pokracuje stale dal.

1.4.1 Oko - cilovy organ

vvvvvv

téla. Pomoci n¢hoz, je pfijiman a pfedavan nervovy vzruch z oka do mozku, kde se vytvoii
zrakovy vjem podoby okoli. Jednd se o parovy orgédn, diky kterému lze vidét trojrozmérné

prostiedi okolo nas [43]. Model lidského oka je znazornén na obrazku 1:
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A —sklivec

B — ¢ocka

C —rohovka
D — zornice
E — duhovka

F — o¢ni bélmo

G — zrakovy nerv

H — sitnice

Obrazek 1 Anatomie o¢ni koule [44]

Mista, kudy prochazi paprsek svétla musi byt prihledna, aby dany paprsek mohl
projit skrze cely prostor oka az k sitnici (H), na které dochazi k zaostfovani ptijatého podnétu
(obrazu). Cesta svétla okem zacéina na rohovce (C), pies kterou prostupuje do oblasti zornice
(D), jejiz funkci je reagovat na silu piijatého svétla pomoci svého roztazeni ¢i stazeni. Dale
svétlo postupuje do Cocky (B), kterd ma funkci smétovat vSechny piijaté paprsky do sitnice
(H), a ta nakonec z piijatého svételného vjemu z okoli vytvofi pfevraceny obraz. Sitnice ma
své vlastni smyslové bunky, které funguji jako fotoreceptory (tyCinky a cipky). Ze
svétlocivnych o¢nich bunék pomoci nervového vzruchu proudi ziskany vjem pres zrakovy
nerv (G) piimo do mista zpracovani a oto¢eni obrazu — mozku. VétSinu prostoru o¢ni koule
zabira sklivec (A), jehoz funkci je udrzeni tlaku a tvaru oka. Obsahem sklivce je pruhledna,

rosolovita hmota [43, 45, 46, 47].

Rohovka je svrchni prithlednou a pevnou vrstvou oka. Chrani vnitini ¢asti oka pred
infekci nebo mechanickym poskozenim. Rohovka se sklada z péti vrstev zahrnujicich epitel,
Bowmanovu vrstvu, stromu, Descemetovu membranu a endotel [46, 48]. Tyto casti jsou

zobrazené na obrazku 2.
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slzny film

rohovkovy

epitel
bazalni
vrstva

—P_M—
Browmz'mova
membrana —
e — = Descemetova
membrana
endotel -

predni o¢ni komora

Obrazek 2 Struktura slozeni rohovky [49]

Rohovkovy epitel je prvni vrstva oka, ktera je vystavena okoli. Probiha v ném lom
dopadajiciho svétla. Spravné funkci epitelu je docileno neustalym vlhéenim ze slznych
kanalkd pomoci slzného filmu. Epitel se dokaze na rozdil od Bowmanovy membrany stale
obnovovat. Dalsi vrstvou rohovky je stroma obsahujici keratocyty rozptylené mezi sitémi
kolagenovych fibril, rozmisténych pro udrzeni co nejvétsi prihlednosti rohovky. Idedlni
pruhlednost rohovky zavisi na obsahu vody v oku. V ptipadé odchyleni od jejiho normalniho
objemu dojde ke zméné rozestupi a pruméri stromalnich kolagenovych fibril, coz ma za
nasledek negativni ovlivnéni rohovky. Regulace obsahu vody stromy je proto dilezita.

Posledni vrstvou rohovky je endotel, ktery se stara o prenos tekutiny a zivin [46, 48].

1.4.2 Princip o¢ni drazdivosti

Drazdivé ucinky se projevi jen na mistech, kam se miZze dostat cizorodad latka.
V piipad¢ lidského oka mohou byt poskozeny hlavné rohovka, spojivka ¢i duhovka.

Na obrazku 3 je znazornéna piesna lokalizace citlivych mist.
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Predni

O¢ni vicko
komora

Cocka

Rohovkovy epitel

Rohovka

bélima
(skléra)

Obrazek 3 Drazdivost oka — dotend mista [50]

Rohovka je pfirozenou ochranou bariérou oka ptfed vstupem cizorodych latek.
Na jejim povrchu je rohovkovy epitel tvofen vrstvami bunck, které maji schopnost
se regenerovat. Pfi men§im poSkozeni bude d¢j reverzibilni, a epitel se dokaze sim obnovit.
V piipad¢é vétsiho poskozeni, které nedokaze piirozend obnova bun€k napravit je defekt
na rohovce dlouhodoby. Podobné negativni ireverzibilni zmény jsou vyvolany i poruseni

endotelu (zpusobi i slepotu) [51, 52].

Pod rohovkou se nachéazi bohaté prokrvend a hodné inervovana spojivka. Timto
charakterem je jiz predurcena k vysoké citlivosti na okolni podnéty. Pfi zanétu, mechanickém
nebo chemickém poskozeni spojivka napuchne, zrudne a spousti velice bolestivé podnéty.
Funkce spojivky je ochrana oka (produkuje hlen, ktery je soucasti ochranného slzného filmu

oka), je zde i centrum imunitnich buné¢k [51, 52].

Duhovka je barevna tkan obklopujici zornici. Jedna se bohaté prokrvenou ¢ast oka,
kterd dokaZe stahem svého svalstva regulovat velikost zornice a tim padem i1 mnoZzstvi
proslého slune¢niho svitu na oblast sitnice. Poskozeni duhovky znamena omezeni reakce

zornice na svétlo, které vede k poskozeni kvality zraku [51, 52].
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1.4.3 Legislativa pro chemické latky

Laboratorni ¢innosti, pro testovani chemickych latek jsou upravovany legislativou,
jejimz obsahem je spravna laboratorni praxe, ktera musi byt institucemi dodrzovana. Patii
sem jak pozadavky na laboratorni pracovniky (tvofeni zdznami z testovani, provadéni
experimentu podle normy a jiné), tak i pro chemické latky (chemicka latka je zkoumdna

Vv takovém stavu, ve kterém je uvadéna na trh) [53].

Popis testovani toxickych latek spolu s rozdélenim metod shrnuji také pravni predpisy
EU — Evropské unie. Nafizeni Evropské komise jsou implementovana do Sbirky zakonu

Ceské republiky [54].

Testovani nebezpecnosti a toxicity latek je provadeéno stale predevsim na zvitatech. Je
nutné mit v legislativé pravidla, které se budou pfi experimentalnich ¢innostech s pokusnymi
zvitaty dodrzovat. Sem patii zachovani vhodnych zivotnich podminek, minimalizace vzniku
bolesti ¢i stresu, coz je zajistovano tlumivymi medikamenty a dal$i. Laboratorni pracovnici
musi byt proSkoleni pro praci s pokusnymi zvifaty, a musi vlastnit aktualni opravnéni

Kk provadéni testovani [55].

Informace o vlastnostech latek vyrobenych, dovezenych nebo pouzivanych na uzemi
Evropské unie jsou shromazdovany a hodnoceny dle nafizeni REACH — Registration,
Evaluaiton, Authorisation and Restriction of Chemicals (registrace, hodnoceni, povolovani
a omezovani chemickych latek). Hodnoticim a regulujicim organem vlastnosti a moZnych

rizik chemickych latek je ECHA — Evropska agentura pro chemické latky [56-58].

1.4.4 Draizeho test o¢ni draZdivosti a leptavosti metodou in vivo

Historicky prvnim systematickym testem pro o¢ni toxicitu latek byl Draizeho test o¢ni
drazdivost a leptavosti publikovany v roce 1944 [59]. Jedna se o validovany test pod zastitou
Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj — OECD TG. 405 [60]. Testovani akutni
ocni toxicity touto metodou je standardizované a slouzi k ovéfeni ¢i hodnoceni novych

alternativnich zkousek, které jiz nepouzivaji do testd ziva pokusna zvirata [61].

K testovani se uzivaji albinSti kralici. Pocet testovanych jedincl zavisi na druhu
studie. Obvykle je pouzivano 3 a 6 kralikli. Testovana latka je pfi védomi kralika aplikovana
do jednoho oka a druh¢ je ponechano pro kontrolu. Pribézné zapisovéani a hodnoceni zkousky

probiha po 1, 24, 48 a 72 hodin¢ od aplikace latky. V piipadé potieby zjiSténi reverzibility
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reakce latky na oko je test prodlouzen az na 21 dni. Béhem této doby jsou sledovany: zakaleni
rohovky, podrazdéni, zCervenani nebo opuchnuti spojivek a dal$i. VSechny tyto fyziologické
zmeny jsou zaznamenavany a porovnavany s normativnim bodovacim systémem. Po skonc¢eni

testu je pokusny kralik usmrcen a vlastnosti latky jsou vyhodnoceny dle metodiky [61].

Tato in vivo metoda je schopna pii jednom testovani charakterizovat komplexni
ucinky latky na oko. Pii provadéni testu je ziskana jak reakce rohovky, tak i spojivky. Dalsi
vyhoda je moznost testovani kapalnych i pevnych latek. Nevyhodou testovani na zivych
zvitatech je provadéni testovani na zivych jedincich, dale pak naro¢néd obsluha, podminky

na prostor a jiné [60, 62, 63].

Nize popsané alternativni metody pii testovani nevyuzivaji zivych zvifat, coz je
vyhodou, ale pro ziskani vysledkd jako z Draizeho testu je tieba provést vice testl, diky

uz§imu zaméteni metod. Obvykle jen na jednu ¢ast oka [64, 65].

1.45 Vybrana organotypicka skupina alternativnich test pro posuzovani o¢ni

drazdivosti

Alternativni testy jsou provadéné na riiznych ocnich modelech. Mezi které patii také
testy organotypické, kde testovani o¢ni drazdivosti probiha na izolovanych organech. Seznam

pouzivanych testl je zobrazen nize [64, 65].

e BCOP - Bovine Corneal Opacity and Permeability, test na izolovanych
hovézich rohovkéach. Tato metoda je blize popsana V metodice vybranych
alternativnich testli a v experimentalni ¢4sti této.

e HET-CAM test o¢ni drazdivosti na prokrvené chorioalantoidni membrané
kufeciho embrya. Test je blize popsan v metodice vybranych testd.

e Test na izolovanych kufeciho ocich (ICE)

e Test na izolovanych krali¢ich o¢ich (IRE) [64, 65].

Vyhodou téchto modelti jsou objektivni vysledky, pouZiti Zivych tkani, simulace
in vivo testu ¢i rychlé provedeni. Nevyhoda modeli spociva v jejich specifikaci pouze
na jednu testovanou véc, a to rohovku nebo spojivku. Neposkytnou komplexni informaci
o toxické latce [64, 65].
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1.5 Metodika vybranych alternativnich zkousek

V ramci laboratorni praxe ve Vyzkumném ustavu organickych syntéz a.s., Pardubice,
bylo pracovano se 3 riznymi alternativnimi testy. VSechny tfi testy byly zaméfené na stejnou
oblast lokalni toxikologie. Jednalo se 0 zjistovani o¢ni toxicity latek za pomoci testi:
BCOP — test byl provadén na izolovanych hovézich rohovkach, EpiOcular™ RCE — testovani
probihalo na uméle vyrobeném tkanovém modelu a HET-CAM - testu o¢ni drazdivosti

na prokrvené choriolantanoidni membrané¢ kuteciho embrya [64, 65].

1.5.1 BCOP - Bovine Corneal Opacity and Permeability (test na izolovanych
hovézich rohovkach), OECD TG. 437

Jedna se o testovaci metodu na izolované hovézi rohovce, kterd dokaze po kratkou
dobu od vyjmuti z porazeného byka zachovavat normalni biochemické a fyziologické funkce.
Vyhodnoceni probih4 kvantitativn€ za pomoci zméfeni zmén opacity (mnozstvi proslého
svétla rohovkou) a permeability (mnozstvi barviva fluoresceinu sodného proslého pies
rohovku). Namétené udaje byly pomoci empiricky odvozeného vzorce pievedeny na In Vitro
Irritancy Score (IVIS). Tento vztah slouzi pro stanoveni miry toxicity sledovanych latek

v testu [15].

Timto testem nelze zjistit reakci testovanych latek na spojivky. Pro ziskani informaci
o pusobeni zkoumanych latek na spojivku je téeba provést dopliujici test (napi. HET — CAM
test o¢ni drazdivosti na prokrvené chorioalantoidni membrané kufeciho embrya). Dale
se tento test nepouZziva pro lipofilni barviva, z dlivodu barveni rohovky a znehodnoceni testu.
Vysoko viskozni latky se obtizné dostavaji z rohovky, proto se pro tento test také nevyuzivaji

[15].

1.5.2 HET-CAM test o¢ni drazdivosti na prokrvené chorioalantoidni membrané

kureciho embrya

Toto testovani vyuZiva chorioalantoidni membranu fertilizovaného slepiciho vajicka
jako vhodného organotypického modelu, pro alternaci spojivkové tkané oka. Detekce
Skodlivych zkoumanych latek probihd na cévach chorioalantoidni membrany. Zde se také
identifikuje vznikla hemoragie (Obr. 4) ¢i koagulace, kterda je sledovana pomoci
stereoskopického mikroskopu. Na obrdzku 5 jsou znazornény cévy pted plsobenim latek,

na obrazku 6 pak jsou dokumentovany zmeény po jejich aplikaci [51, 64, 65].

26



Obrazek 4 Vznikld hemoragie cév po
aplikaci latky

Obrazek 67 Vznikla kogulace cév po
aplikaci latky

Experiment je provadén devaty den inkubace slepiciho vejce, kdy jesté neni zcela
vyvinuta nervova tkan kuteciho embrya. V téchto testech se upfednostiiuji latky nerozpusténé

a nefedéné. Omezujicim faktorem je hmotnost zkoumanych latek, kterd nesmi byt vétsi nez

0,3 g [51, 64, 65].

1.5.3 EpiOcular™ RCE tkaiiovy model, OECD TG. 492

Testovani cizorodych latek probiha u této metody na povrchu trojrozmérného modelu
rohovkového epitelu (Obr. 7). Vysledek experimentu je hodnocen pomoci zivotaschopnosti
bunék, ktera je indikovana metabolizaci Zlutého barviva MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5 difenyltetrazolium bromid). To se v piitomnosti zivych bunék redukuje na formazan,

ktery ma modrou barvu. Tato zména se sleduje spektrofotometricky [67].
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Obrazek 7 Aplikace latek na tkanovy 3D
model

Tuto metodu neni vhodné pouzivat pro nestabilni latky (napf. tékavé). DalSim
problémem jsou mozné reakce mezi testovanou latkou a MTT. Testovacimi latkami mohou

byt jak kapaliny, tak pevné latky [67].
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité chemikalie a roztoky

V experimentu bylo pouzito téchto chemickych latek a roztokid: HBSS (Hanks'
Balanced Salt Solution — Hankdv balancovany solny roztok); EMEM (Eagle’s Minimum
Essential Medium — kultivaéni médium); 0,9% roztok NaCl; 100% DMFA
(dimethylformamid); 20% Imidazol v 0,9% roztoku NaCl; 5% fluorescein sodny a fenolova

cerven.

2.2 Pouzité pristroje

e Opacita byla méfena pomoci opacitometru MC2 (Le spécialise du laboratoire,

France).

e Permeabilita byla stanovovana pomoci UV/VIS  spektrofotometru
(Spectrophotometer GENESYS ™ 10 UV/VIS Scanning).

2.3 Vybér rohovek a aplikace alternativni metody BCOP

Pro experimentalni ¢ast prace, byla zvolena metoda sledovani o¢ni drazdivosti
a leptavosti BCOP na izolovanych hovézich rohovkach. Divodem, vybrani tohoto
alternativniho testu byla jeho spolehlivost a Casté provadéni na experimentalnim pracovisti

Vyzkumného tUstavu organickych syntéz a.s.

V ramci experimentalni ¢asti prace byly ovétovany drazdivé G¢inky dvou chemickych
latek na casti oka — rohovce. Zkoumanymi latkami byly 100% dimethylformamid
a 20% imidazol v 0,9% roztoku chloridu sodného, které jsou pouzivany jako pozitivni
kontroly pro kapalné respektive pevné latky. Tyto latky jsou uzivany pro potvrzeni ucinkda

daného testu.

Testovacim objektem byly o¢i zdravého skotu, ktery byl uréen ke zpracovani
pro potieby potravinarského priimyslu. O¢ni bulvy mély jednotny primér a silu rohovky. Vék

hovéziho dobytka byl mezi jednim az péti lety.

Odbér oc¢i byl provadén na jatkdch co nejdiive po usmrceni zvifete z duvodu
minimalizace poskozeni o¢ni rohovky. K omyti opatrné vyjmutych hovézich o¢i by nemél byt

pouzit detergent. Byla pouZita ¢ista voda.
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Pti ptfevozu hovézich o¢i do laboratofe byla dodrzena opatieni k zamezeni jejich
kontaminace. Toho bylo docileno pomoci chladiciho media. Hovézi o¢i byly umistény
v roztoku HBBS (Hanks' Balanced Salt Solution — fyziologicky roztok), ktery obsahoval
antibiotika (penicilin — 100 IU/mL a streptomycin — 100 pg/mL) k zamezeni bakterialni

infekce. Ve bylo uloZeno v termosce se suchym ledem.

Aby byla zachovana rohovka skotu pro testovani v neporuseném stavu je tieba zkratit
¢as mezi odbérem a testovanim na minimum. To znamena nutnost provadét zkousky toxicity

V den odbéru hovézich o¢i.

Na provedeni experimentu bylo zapotiebi vybrat devét rohovek spliujicich vstupni

podminky neporuseného stavu.

Po pfijeti do laboratofe byla vizualn€ zkontrolovana evidentni poSkozeni oc¢i. Diraz
byl kladen na poSkrabani, vzniklého neopatrnym zachdzenim ¢i na neovaskularizaci. Dale
se dostaly jenom ty bez vné&jsiho poskozeni, které by bylo okem patrné. Vybrané rohovky
byly vytiznuty zhovéziho oka s2-3 mm lemem bélima. Nasledné¢ byly instalovany
do specialnich drzaku. Drzak je slozen z piedni a zadni komory, kde obé tyto ¢asti byly
naplnény piedehiatym (32 + 1 °C) kultivaénim roztokem EMEM (Eagle's Minimal Essential
Medium) — zadni komora byla plnéna jako prvni. Poté byla provedena preinkubace
ptfi 32 = 1 °C po dobu jedné hodiny, ¢imz se dosdhlo normalni metabolické aktivity rohovek
a po uplynuti inkubacni doby bylo provedeno vné&jsi prezkoumani a byla zméfena zdkladni
opacita rohovek. Zjevné znehodnocené rohovky Skrabanci, pigmentaci atd. byly
Z experimentu vyfazeny. Vyloucené byly také ty rohovky, u kterych byla namétfena zména

zakladni opacity o vice nez 7 jednotek.

Pro vlastni testovani zkousenych kapalnych latek bylo pouzito specialnich drzaku,
které se skladaly ze dvou komor (pfedni a zadni), jejichZ vstupni a vystupni stény byly diky
sklenénym sklickim propustné pro svételné zareni. V horni ¢asti byly komory opatfeny
uzaviratelnymi plnicimi otvory. Testované rohovky byly umistény mezi tyto komory.

Nakonec bylo vse vodotésné spojeno.

Ptedni komora byla plnéna testovanou latkou, zadni pak fyziologickym kultivaénim
roztokem. Konkrétné v této praci ve tiech pfednich komorach byl umistén roztok DMFA,
dalsi tfi byly naplnény 20% imidazolem v 0,9% roztoku NaCl a zbyvajici byly vyuzity jako
negativni kontrola, na které byl aplikovan 0,9% roztok NacCl.
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Rohovky nainstalované v drzacich byly vystaveny testovanym latkdm po dobu ¢ty

hodin umisténych v inkubatoru o teploté 32 + 1°C.

Po skonceni inkubace byly testované latky odstranény z prednich komor a nasledoval
oplach rohovek médiem EMEM s barvivem fenolovou ¢erveni. Epitel rohovek byl oplachnut
nejméné 3krat. Dalsi oplachovani zalezelo na tom, zda ménil pouzity indikator svoji barvu
(zluta nebo purpurova). Nakonec byly rohovky oplachnuty kultivaénim roztokem bez

fenolové Cervené. Nasledné bylo provedeno méteni opacity po aplikaci latek.

Po skonceni méfeni opacity byla provedena vyména kultivaéniho roztoku v predni
komoie za fluorescein sodny. V zadni komoie byl ponechén roztok EMEM, ktery byl pouze
obnoven. Poté byly drzaky inkubovany pii teploté¢ 32 + 1°C ve svislé poloze po dobu
90 minut. Jakmile byla dokonéena inkubace bylo zjisténo mnozstvi proslého fluoresceinu

sodného za pomoci méfeni absorbance pii vinové délce 490 nm.
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3 Vysledky a diskuse

Vysledky testovani oéni drazdivosti 100% DMFA a 20% imidazolu jsou zobrazeny
v piilozenych tabulkach 1 az 8. Ziskané hodnoty byly zpracovavany dle metodiky pro dané
testovani [15]. Vysledna hodnota IVIS slouzila k posouzeni o¢ni drazdivosti chemickych

latek.

Testovani dle normy vyzaduje odpovidajici kvalitu vstupniho materialu — rohovek. Ty
se jednak nejdfive posuzuji vizualné a dale na zakladé objektivniho méfeni svételného zareni
pro§lého skrz rohovky. V tabulce 1 jsou uvedeny ziskané poznatky. Z tabulky je ziejmé,
7ze ze vSech 20 rohovek byla viditelné poSkozena pouze jedna (rohovka ¢. 17). Byla
mechanicky poskrabana. Na zakladé objektivniho spektralniho méfeni byly urceny dalsi ¢tyfi
nevyhovujici rohovky ¢islo 7, 10, 15 a 18. Toto bylo rozhodnuto na zakladé skutecnosti,

Ze prepocitana hodnota Iref byla vy$si nez hodnota Ix [15], podle nasledujicich vztah:

Iy
(Iref) Lux = 11651
Ptiklad vypoctu pro rohovku €. 1:
1119
(Iref) Lux = Tresi T 960 Lux

Ptiklad porovnani hodnot u rohovky ¢&islo 1:
(Iref) Lux < (I) Lux
960 Lux < 1032 Lux

Rohovka muZe byt pouzita pro testovani o¢ni drazdivosti a leptavosti, jelikoz je 1032 vétsi

nez 960 a splituje tak podminku danou metodikou.
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Tabulka 1 Vysledky zjisténi vhodnosti rohovek pro pouziti k testu o¢ni drazdivosti

. Vzhled Nameétené Prepocitana Zakladni Hodnoceni
d(rj;fu pied hodnoty hodnota iluminace moznosti
inkubaci | iluminace (lo) Lux |  (Iref) Lux (Ix) Lux testovani
1 bn 1119 960 1032 ano
2 bn 1098 942 1009 ano
3 bn 1089 935 1027 ano
4 bn 1094 939 993 ano
5 bn 1123 964 1007 ano
6 bn 1128 968 1033 ano
7 bn 1122 963 869 ne
8 bn 1127 967 1020 ano
9 bn 1095 940 1005 ano
10 bn 1045 897 885 ne
11 bn 1079 926 999 ano
12 bn 1065 914 982 ano
13 bn 1085 931 977 ano
14 bn 1055 906 979 ano
15 bn 1087 933 905 ne
16 bn 1097 942 985 ano
17 _ 1 1 0 ne
18 bn 1097 942 857 ne
19 bn 1087 933 971 ano
20 bn 1119 960 1032 ano

Vysvétlivky: bn — bez nélezu,
kapalinu EMEM; (Iref) Lux — vypocitana hodnota; Ix — zafivy tok prosly skrz instalovanou

rohovku v drzaku; ** pokud je zéakladni iluminace men$i nez (Iref) je rohovka z testu

vyfazena.

— rohovka byla poskozena; (lo) — zafivy tok prosly skrz

Z 15 rohovek, které vyhovovaly potfebam testovani bylo upotifebeno k vlastnim

experimentim pouze devét. Jejich rozdéleni k jednotlivym testim pfinasi tabulka 2.
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Tabulka 2 Pridéleni rohovek k jednotlivym testovanym latkam

Cislo

rohovky Testovana latka
1
2 0, 9% NaCl
3
4
5 100% DMFA
6
8
9 20% Imidazol v 0,9% roztoku NacCl
11

Naésledujici tabulka 3 dokumentuje pozorované zmény na rohovkach po 4 hodinovém
pusobeni testovanych latek. Z tabulky je vidét, ze u DMFA a 20% imidazolu v 0,9% roztoku
NaCl doslo k viditelnému poskozeni rohovek, projevujici se jejich zakalenim. Tento stav byl
na misté, jelikoz se latky pouzivaji jako pozitivni kontrola. Pii ptisobeni ziedéného roztoku

chloridu sodného k poskozeni nedoslo. Tato latka slouzi jako negativni kontrola.

Tabulka 3 Vzhled rohovek po vystaveni testovanym latkam

Aplikovana latka Rohovka ¢. Vzhled po expozici
1 Bez makroskopického poskozeni
2 Bez makroskopického poskozeni
0,9% NaCl
3 Bez makroskopického poskozeni
4 Poskozeni rohovky
100% DMFA 5 Poskozeni rohovky
6 Poskozeni rohovky
8 Poskozeni rohovky
0 ' 0
20% Imidazol v 0,9% 9 Poskozeni rohovky
roztoku NacCl
11 Poskozeni rohovky

34



Po odstranéni testovanych latek zpfedni komory drzdku a jejich nahradé
za fyziologicky roztok EMEM, byla zjiStovana propustnost svételného toku skrz membrany.
Nameétené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 4. Slouzily nasledné pro vypocet opacity podle

obecného vztahu z metodiky BCOP [15].

Ptiklad vypoctu pocatecni opacity je nasledujici:

Opacita gp_gir =

lo — hodnota iluminace (z tab. 1) — drzak s kapalinou, bez rohovky
Ix — zmé&fena iluminace (z tab. 1) — drzak s kapalinou, s rohovkou

Ukazka pouzitého vypoctu pro opacitu:

_ o —0,9894
OpaClta OP—KIT — 0.0251 = 3, 78

Vysledné hodnoty opacity jsou zobrazeny v tabulce 4

Tabulka 4 Vysledky méfeni prostupu zateni skrz exponované rohovky a vypoctu opacit

Hodnota _ Hodnota
Aplikovana Pocate¢ni lluminace _
Rohovkaé. | zakladni | opacity po
latka iluminace _ po aplikaci T
opacity aplikaci
1 1032 3,78 1020 4,29
2 1009 3,94 1007 4,02
0,9% NaCl
3 1027 2,83 1020 3,12
4 993 4,47 340 88,77
100% 5 1007 5,01 329 96,57
DMFA 6 1033 4,09 349 89,35
20% 8 1020 4,60 412 69,56
Imidazol
9 1005 3,99 427 62,75
v 0,9%
NaCl 11 999 3,61 384 72,53
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V tabulce jsou zndzornény hodnoty zafivého toku piepoctené na opacitu rohovky, a to

jak pro inkubaci fyziologickym roztokem, tak po aplikaci testovanych latek.

Na zakladé vypoctenych hodnot opacit zakladnich a po aplikaci se vyhodnotil jejich
rozdil, ktery po zpriimérovani pak slouzil pro urceni vysledné hodnoty IVIS. Tyto dil¢i tdaje

jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5 Hodnoty opacit

Primérny | Primérna
Aplikovana | Rohovka | Opacita po | Zakladni | Rozdil .
o _ _ rozdil opacita
latka ¢. aplikaci opacita | opacity )
opacity (zpFesnéna)
1 4,29 3,78 0,51
2 4,02 3,94 0,09 0,29 -
0,9% NacCl
3 3,12 2,83 0,29
4 88,77 4,47 84,30
100% (87,04 - 0,29)
5 96,57 5,01 91,56 87,04
DMFA 86,75
6 89,35 4,01 85,26
20% 8 69,56 4,60 64,96
Imidazol (64,21 - 0,29)
9 62,75 3,99 58,76 64,21
v 0,9% 63,92
NaCl 11 72,53 3,61 68,92

DalSim sledovanym ukazatelem vedle opacity byla permeabilita, kterd je taktéz
parametrem potfebnym pro vypocet vyslednych hodnot IVIS. Pro jednotlivé testované latky

jsou tyto hodnoty v tabulce 6.

36



Tabulka 6 Hodnoty permeabilit

Hodnoty
. Primérna
Aplikovana permeability Prumérna .
Rohovka & permeabilita
latka absorbance permeabilita
Fepoctena
(490 nm) prep
1 0,001
2 0,001 0,01 -
0,9% NaCl
3 0,029
4 0,711
(0,639-0,01)
100% DMFA 5 0,476 0,639
0,628
6 0,729
8 2,437
(2,425-0,01)
20% Imidazol | 9 2,410 2,425
2,415
v 0,9% NaCl 11 2,428

Propustnost byla méfena pomoci roztoku fluoresceinu sodného proslého do zadni
komory za pomoci UV/VIS spektrofotometru. V tabulce 6 jsou zaneseny vysledky z méteni
kazdé sledované skupiny testovanych latek. Zjisténé hodnoty permeability se zprimérovaly.
Poté byla od hodnot testovanych latek odeCtena permeabilita zfedéného roztoku chloridu
sodného, ktera byla provedena kvili zptesnéni vysledki. Ziskané tidaje jsou podkladem pro

vypocet hodnot IVIS, pro které plati:

IVIS = primérna hodnota opacity + (15 x primérna hodnota permeability (490 nm)) [15]

Ukazka vypoctu IVIS pro roztok 0,9% NacCl je nésledujici:
IVIS=1,92 +15x 0,05 =2,67

Vypocitané hodnoty pro jednotlivé testované latky jsou shrnuty v tabulce 7.
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Tabulka 7 Stanovené hodnoty IVIS pro jednotliva testovani latky

IVIS
Aplikovana latka
Vypocet Vysledek
0,9% NaCl 0,29+15x0,01 0,44
100% DMFA 86,75 + 15 x 0,628 96,17
20% Imidazol v 0,9% NaCl | 63,92 + 15 x 2,415 100,145

Cely vypocet zobrazeny v tabulce 7 byl proveden dle platnych pravidel a podle

aktualni normy [metodika]. Ze ziskanych vysledkti bylo mozné stanovit miru nebezpe¢nosti

(toxicity) testované latky dle jejiho zafazeni do kategorie dle nasledujici tabulky 8.

Tabulka 8 Rozhodujici kritérium pro rozfazeni ucinku latek

IVIS Kategorie (UN GHS*)
<3 Kategorie 0

>3 <55 Bez presného zatazeni
> 55 Kategorie 1

* UN GHS - The United Nations Globally Harmonized System of Classification and Labeling

of Chemicals (Globalné¢ harmonizovany systém OSN pro klasifikaci a oznaCovani

chemickych latek)

Na zaklad¢ uvedeného systému jsou definovany jednotlivé kategorie nasledovné [15]:

- UN GHS Kategorie 0: Chemické latky, které nespliuji pozadavky pro klasifikaci pro: UN

GHS Kategorie 1 nebo 2

- UN GHS Kategorie 1: ,,Vazné poskozeni o¢i‘

- UN GHS Kategorie 2: ,,Podrazdéni oci*“[15].
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Zavérem experimentalni prace l1ze konstatovat, ze roztok 0,9% NaCl, splnil dany
predpoklad a zadné poskozeni nenastalo. Bylo to potvrzeno vypoctem hodnoty IVIS, ktera
byla 2,67. Je-li tato hodnota mensi nezli 3, nespada latka do nebezpeénych latek drazdicich
o¢ni rohovku. Roztok DMFA, o kterém je znamo, ze rohovku lepta mél ¢iselnou hodnotu
IVIS 100,145. Tento zjistény udaj odpovida dle UN GHS — zatazeni do Kategorie 1 — kdy
latka zptsobuje — ,,Vazné poskozeni ocCi“. Posledni testovanou latkou byl 20% Imidazol
v 0,9% roztoku NaCl, ktery ma stejné piedpoklady k leptani rohovky jako piedesla latka.
Vypocitany udaj IVIS 96,17 potvrdil dany piedpoklad. Bylo tak potvrzeno, Ze je pro oci
toxicky. Také spada podle UN GHS — do Kategorie 1 —,,Vazné poskozeni o¢i®.

Dosazené vysledky potvrzuji, Zze jak dimethylforamid, tak 20 %-ni roztok imidazolu
v 0,9 %-nim NaCl pilisobi vazné poskozeni oc¢i a jsou tedy opravnéné pouzivany k pozitivni

kontrole pfi testovani o¢ni drazdivosti jinymi latkami.
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4 Zavér

Tato bakalaiska prace byla zaméfena na alternativni metody v prokazovani toxickych
ucinkii chemickych latek na oko, které je citlivym smyslovym orgénem. V teoretické ¢asti
bakalaiské prace byl popsan model oka, se specidlnim zaméfenim na mista, kterd mohou byt
poskozena. Byly popsany negativni dusledky styku rohovky, spojivky a duhovky s cizorodou
latkou. Rohovka byla popsana samostatné¢ znovu, a to z ditvodu jejiho pouziti pfi testovani
o¢ni drazdivosti v experimentalni casti bakalaiské prace. Dale se prace vénuje popisu
vyvoje toxikologie spolu s diivody vzniku alternativnich testi, které omezuji uzivani zvitat pii
experimentech. Této eliminaci dopomohla také koncepce 3R, jejiz smysl spociva
V omezovani, nahrazovani a zlepSovani zivotnich podminek pokusnych zvifat. Dale byly
toxikologické zkousky rozdéleny podle doby expozice, pouzit¢tho modelu ¢i cesty vstupu
toxickych latek do organismu. Poslednim bodem teoretické Casti je prezentace vybranych
testll o¢ni drazdivosti, které se provadéji na Vyzkumném tstavu organickych syntéz a.s., kde

byla provadéna experimentalni ¢ast bakalatské prace.

V experimentalni ¢asti byla testovana ocni drazdivost dimethylformamidu a 20 %-niho
roztoku imidazolu pomoci metody BCOP (Bovine Corneal Opacity and Permeability)
na hovézich rohovkach. Jako negativni kontrola — latka, kterd nepoSkozuje rohovku byl pouzit
0,9% roztok NaCl. Vysledek testu podlozeny hodnotami IVIS, kterymi byly 100,145 pro
DMFA a 96,17 pro 20% Imidazol potvrdil, Ze ob¢ latky spadaji podle UN GHS do ,,Kategorie
1“ kdy dochazi k véznému poskozeni oci. Tim byl potvrzen dany predpoklad, Ze obé
zkousené latky mohou byt dale pouZivany jako pozitivni kontrola pifi testovani ocni

drazdivosti a leptavosti.
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