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ANOTACE

Prace je vénovana studiu citlivosti a vyuzitelnosti riznych biologickych modelt, které
jsou pouzivany pro testovani o¢ni leptavosti a drazdivosti. Pro tento ucel byly vybrany
tii rzné in vitro metody, které se pouzivaji pro odhaleni potencialu latek zptsobit
poskozeni nebo podrazdéni oka. In vitro metody maji v porovnani s in vivo klasickym
modelem fadu omezeni. Vhodnou kombinaci téchto metod lze vétSinou nahradit
standardni in vivo testovani na kralicich. Experimentalné¢ bylo provedeno ovéteni
riznych kombinaci alternativnich metod a porovnany dosazené vysledky se zavéry
in vivo testa. Pro tuto praci byly vyuzity historické vysledky zkouSek na kralicich a nebyl

proveden Zadny realny test na laboratornich zvitatech.

KLICOVA SLOVA

O¢ni drazdivost, BCOP, HET-CAM, EpiOcular, Dreize test, alternativni testy,
biologické modely.



ANNOTATION

The work is devoted to the study of applicability and sensitivity of various biological
models that are used for testing eye corrosion and irritability. For this purpose, three
different in vitro methods have been selected that are used to reveal the potential of
substances to cause eye damage or irritation. /n vitro methods have some limitations
compared to the in vivo classical model. A suitable combination of these methods can
usually replace standard in vivo testing in rabbits. The various combinations of
alternative methods were verified experimentally, and the results obtained were
compared with the conclusions of an in vivo test. Historical test results in rabbits were

used for this work and no test on laboratory animals was performed.
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1 UVOD

Kontakt chemické latky s lidskym okem mtize vyvolat negativni reakce, které se projevuji
rizné¢ intenzivnim podrazdénim, zanétem, poskozenim rohovky, zhorSenim vidéni az
oslepnutim. S rozvojem chemické vyroby od druhé poloviny 19. stoleti, nartstal pocet piipadt
trvalého poskozeni zraku jako dasledku nehod pti manipulaci s fadou chemickych latek. Tento
fakt vedl k zvysené potiebé zjistovat zakladni toxikologické vlastnosti pouZivanych latek!.
Testovani o¢ni drazdivosti pattilo a patii mezi zékladni kroky pfi zjiStovani negativnich ucinka
latek na zdravi Clovéka. Jako prvni biologické modely pro cilené zkouseni ocni drazdivosti se
pouzivala zvitata, ktera byla v souladu s tehdejsi urovni znalosti povazovana za odpovidajici
modely?.

Cilené pouzivani laboratornich zvitat ke zjistovani toxickych ucéinkti zacalo jiz v 18.
stoleti®>. Prvnim védecky publikovanym postupem pro testovani oéni drazdivosti byl Draiziv
test oéni drazdivosti, ktery byl publikovan v roce 1944*. Tento zakladni in vivo test pouzival
jako biologicky model albinotického kralika, piesné¢ definoval mnozZstvi aplikované latky,
délku expozice a metodiku popisu sledovanych reakeci oka po expozici. V Sedesatych letech
minulého stoleti se zaCala intenzivné prosazovat snaha omezit pouzivani zvifat k testim a
zarovenl minimalizovat jejich stres béhem testovani. V této dob¢ byly mimo jiné publikovany
principy 3R (Reduction, Refinement, Replacement), které shrnuji piistupy k omezeni
pouzivani laboratornich zvifat’. Tyto principy jsou stile zakladem alternativnich metod
testovani, které zcela vylucuji pouziti laboratornich zvitat, nebo alespon snizuji jejich pocty a
utrpeni béhem test®. Pro o¢ni drazdivost byla védecky vyvinuta fada postupi, které vyuzivaji
bunécné, tkanové nebo organové systémy. Neékteré z téchto metod byly mezindrodné
validovany a jejich doporucené pouzivani bylo nasledné zahrnuto do ptislusnych legislativnich
dokumenti, které se tykaji ochrany zdravi cloveka.

Tato prace je zaméfena na vyuziti alternativnich modell v redlnych laboratornich
podminkach jako nahrad in vivo zkousky. V teoretické €asti jsou nejprve popsany pouzivané
biologické modely, jejich prakticka pouZzitelnost a citlivost. Na zaklad¢ literarni reSerse jsou
diskutovany vyhody a nevyhody téchto alternativ, a to nejen v porovnani s in vivo modelem,
ale také po strance ekonomické.

Do experimentalni prace byly vybrany metody HET-CAM, BCOP a RhCE vyuZivajici
rizné biologické modely. V ramci metodické ptipravy pro hlavni planovany experiment bylo
provedeno laboratorni ovéteni navrzené modifikace testu BCOP. Pro tuto validaci bylo pouzito

20 barevnych a/nebo vysoce viskdznich latek, pro které neni plivodni OECD metodika
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doporudena. Upravou metodiky a jeji naslednou validaci bylo dosazeno rozsiteni pouZitelnosti
této dulezité metody pro Sirsi spektrum latek.

Cilem druhé casti experimentdlni prace bylo ovéfeni citlivosti vybranych tfech
alternativnich zkousSek a porovnani jejich vysledkt s in vivo testem. Zvlastni pozornost byla
vénovana metodé¢ HET-CAM, ktera je ojedinéld svou moznosti detekovat ucinky testovanych
latek na o¢ni spojivku, protoze vSechny doposud validované alternativni metody vyuzivaji
zviteci rohovku nebo jeji epitelidlni modely.

Byly vybrany rtzné chemické latky a smési s experimentalné prokazanym in vivo
ucinkem. Cilen¢ byly vyhledany latky, u nichz byl zaznamenan rGzny stupen podrazdéni
spojivky. Do experimentl byly zahrnuty 1 latky, které in vivo vyvolaly slabou tkdfiovou reakei,
ktera nebyla dostatecna pro vysledné zatazeni latky do kategorie ,,drdzdivé pro oko*. U vSech
téchto latek byly k dispozici vysledky in vivo zkouSek vcetné detailnich klinickych dat
popisujicich reakci oka kralika po celou dobu studie. Vybrany soubor vzorka byl testovan
metodou BCOP, metodou HET-CAM a metodou RhCE (model EpiOcular™) nebo byly
se o studie provedené v ramci registrace chemickych latek dle nafizeni REACH’ a také
publikované studie provedené pfi validaci modifikace zkousky BCOP®. Vsechny zkousky byly
provedeny metodickymi postupy dle OECD nebo ECVAM. Pro tcely tohoto experimentu
nebyl proveden zadny in vivo test a pro porovnani provedenych in vitro testi s in vivo vysledky
byla pouzita data ptedchozich studii na laboratornich zvitatech.

Ziskané vysledky alternativnich zkouSek byly porovnany s in vivo experimenty.
Klicovym faktorem bylo porovnani citlivosti pfislusného modelu, ale také korelace
s pozorovanou reakci jednotlivych tkani v in vivo testu.

Dalsim cilem préace bylo navrhnout vhodnou kombinaci alternativnich zkousek, ktera

by svou citlivosti co nejptesnéji odpovidala plivodnimu in vivo testu na kralicich.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Anatomie oka

Zrak je nejdulezitéjsi smysl, kterym vnimame az 80 % veskerého okolniho déni. Diky zraku
dovedeme rozliSovat jednotlivé predméty, vzdalenosti mezi nimi, a mizeme se tedy orientovat
v prostoru. Slunecni paprsky prochézi okem skrz rizna optickd prostfedi: rohovku, predni
komoru, ¢ocku a sklivec. VSechny tyto casti oka, ptes které paprsek svétla prochazi, jsou
prihledné, aby co nejméné zabranovaly rozptylu dopadajiciho svétla. Rohovka (cornea) a
¢ocka (lens) pomahaji paprsek svétla spojit a zaostiit na zadni st€énu oka — sitnici (retina).
Dopadajici svétlo pak zptsobuje chemické premény ve svétlocivnych burkach (tyCinky a
¢ipky), které vysilaji nervové impulsy zrakovym nervem (nervus opticus) do mozku. Svétlo
vstoupi pies rohovku, do oblasti vyplnéné komorovou vodou (humor aquosus), a dopada
na ¢oc¢ku skrz panenku (pupila, zornice). Ta se pomoci svalli (duhovka, iris) roztahuje a zuzuje,
¢imz koriguje mnoZstvi prochézejiciho svétla. Pomoci svalll je také regulovana cocka, kterad
zaostfuje paprsky, aby se sbihaly presné na sitnici, kde vytvareji prevraceny obraz. Cela
zbyvajici oblast oka je vyplnéna sklivcem (corpus vitreum), ktery udrzuje v oku staly tlak a

9,10

tim i tvar™". Anatomie o¢ni koule je zndzornéna na Obrazku 1.

Predni komora Zadni komora

/.. Bélima (sclera)

Cévnatka (choroidea)

Sitnice (retina)

Zluta skvrna

Iris
Cotka /
Rohovka

Zavésny aparat cocky

T Opticky nerv

Obrazek 1. Anatomie ocni koule (Ptevzato z [10])
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Rohovka navazujici na bélimu tvoii vné&jsi obal oka, ktery souCasn¢€ chrani vnitini Casti
pred poskozenim. Spojivka (conjunctiva) ma strukturu sliznice, v jejiz epitelové vrstvé jsou
krevni cévy, lymfatické kanalky i pomocné slzné Zlazy'!. Vné&j§i povrch rohovky je nejvice
vystavovan nepiiznivym vliviim vnéjSiho prostiedi. Omyvaji ho slzy, které¢ obsahuji nékolik

slozek a maji funkci ochrannou, vyZivuji a sou¢asné optimalizuji optickou funkci oka'?.

2.2 Mechanismy podrazdéni oka

Umisténi o¢i a jejich funkce zplisobuje, Ze nékteré ¢asti oka prichazeji do kontaktu
s prostiedim vice nez jiné. Z toxikologického hlediska jsou z tohoto diivodu dulezité rohovka,
spojivka a duhovka. Rohovka je tvofena z velké ¢asti rohovkovym stroma, jehoz stavba
umoziuje snadny priichod svétla. Vysoky obsah vody a makromolekul reaguje pfi poruSeni
své rovnovahy zakalenim, otokem nebo poruSenim celistvosti. Pfedni epitel rohovky vytvari
prvni biologickou bariéru oka, a proto ma vyvinutou relativn€ vysokou regeneracni schopnost.
Pti slabSim podrazdéni dojde k prekryti poskozené oblasti novymi bunkami nebo jsou
pieskupeny stavajici buniky. V téchto ptipadech dojde k plnému vyhojeni tkan¢ bez poruSeni
funkce oka. Pti poskozeni hlubSich vrstev (endotelovda membrana) neni tkan schopna toto
poskozeni zregenerovat a dochéazi k trvalému poskozeni zraku nebo slepoté!?!3,

Za rohovkou se nachazi duhovka, ktera reguluje prichod svétla do hlubsich ¢asti oka.
Tato tkan je dobte prokrvend. Pii jejim podrazdéni dochézi k dilataci ¢i poskozeni vlasecnic a
nasledné otoku, ktery vede k zhorSené regulaci prichodu svétla a miize zplisobit trvalé a vazné
poskozeni zraku.

Spojivka je druhou velmi citlivou ¢asti oka, kterd na kontakt s drazdivymi latkami
reaguje citlivéji nez rohovka. Tato tkan pokryva predevsim vnitini stranu vicek a je bohaté¢
prokrvena. Obsahuje vyusténi zlaz, které zajistuji zvlhCovani o¢ni koule. Pti podrazdéni
dochézi k rychlé dilataci vldse¢nic nebo jejich naruSeni, které je nasledovano zanétlivymi
zménami. Tyto tkénové reakce jsou vétSinou vratné a nevedou k trvalému poskozeni funkce

oka'3.
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2.3 Testovani o¢ni leptavosti/drazdivosti

2.3.1 In vivo test o¢ni drazdivosti

Prvnim mezinarodnim standardizovanym postupem pro testovani o¢ni leptavosti a drazdivosti
byl Draiztv test, ktery byl publikovan v roce 1944 a byl vyvinut jako reakce na ¢etné ptipady
poskozeni zraku v diisledku pouZivani nebezpeénych kosmetickych piipravkd’. Draizlv test
byl nasledn¢ akceptovan Organizaci pro ekonomickou spolupraci a rozvoj (OECD) a v roce
1981 byl publikovan v prvnim souboru doporucenych metod pro testovani toxicity
chemickych latek (OECD Test Guidelines for the Testing of Chemicals) jako Test Guideline
No.405 (soucasné znéni této metody viz cit'¥).

Tato metoda se stala zdkladem pro testovani o¢ni drdzdivosti pro vSechny typy
chemickych latek, jako jsou primyslové chemikalie, 1€Civa, zdravotnické prostfedky, biocidni
ucinné latky atd. Testovana latka je aplikovana do spojivkového vaku jednoho oka (druhé oko
slouzi jako kontrola pro hodnoceni o¢ni reakce). V riiznych ¢asovych intervalech od expozice,
jsou numericky hodnoceny stupné poskozeni spojivky, rohovky a duhovky a nasledné je
vypocteno celkové skore podrazdéni. Pivodni schéma testovani vyvinuté Draizem bylo
postupné modifikovano s cilem ochrany zvitat a jejich pohody (welfare). Od roku 2012 je
aplikace provadéna pod mirnou sedaci'®. Vyhodou tohoto testu, oproti viem publikovanym
alternativnim metodam, je komplexnost a systémovost odezvy zZivého organismu a moznost
vyhodnotit reverzibilitu zmén na rohovce, duhovce i1 spojivce. Zvifata jsou pozorovana
relativné dlouhou dobu po expozici, a proto je mozno sledovat vyhojeni jednotlivych tkani,
protrahovany efekt nebo nevratnost poskozeni. Vyhodou je také moznost posouzeni systémové
toxicity spojené sexpozici o¢i uréitym latkam!'>. Tyto ukazatele nelze u alternativnich
biologickych modelt vétSinou hodnotit. Jako nevyhoda tohoto in vivo testu je mimo etické
divody uvadéna predevsim subjektivnost hodnoceni odezvy, anatomicka odliSnost kréli¢iho
oka ve srovnani s okem ¢lovéka, nedostatecna znalost mechanismu G¢inku a vysoka variabilita
vysledki!'®!”. Metodou ptedepsana aplikovana davka je také piili§ vysokd oproti realné
moznosti expozice u lidi*!'®. U alternativnich testi se jako spornd jevi ptivodné& proklamovana
ekonomické vyhodnost, protoZe n€které pouzivané biologické in vitro modely (napf. komeréné
vyrabéné 3D tkanové modely) jsou relativné drahé a vysledna cena za test je vy$si nez plivodni
Draiztv test. Nicméné predevsim etické hledisko vedlo k mezindrodni validaci vybranych
zkousek a nasledné jejich zaclenéni do pfislusnych legislativ pro chemické latky, 1é¢iva aj.
V soucasné dobé€ je zékladni strategii maximalni vyuZiti dostupnych informaci, a to s cilem

zabréanit provadéni in vivo zkouSek a nasledné vyuzit vhodnych védecky ovérenych a
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validovanych alternativnich postupti, davajicich relevantni informace na stejné urovni jako
testy na zviratech. V oblasti kosmetiky doslo k uplnému zakazu testovani téchto produktt a

jejich komponent na zvitatech'®.

2.3.2 Alternativni biologické modely

Alternativni metody v oblasti o¢ni leptavosti a drazdivosti jsou vyvijeny relativné
dlouhou dobu a vyuzivaji riizné testovaci systémy. Nejcastéji se rozd€luji na bunécné,

organotypické nebo tkanové modely.

2.3.2.1 Bunécné linie — 2D modely

Nejjednodussim typem biologickych modelti, které jsou vyuZzivany v ramci alternativnich
metod o¢ni dradzdivosti, jsou vybrané bunécné linie napodobujici epitel vnéjsi vrstvy rohovky.
Metody zalozené na tomto modelu, jsou vyhodnocovany klasickym principem sledovani
cytotoxicity. PoruSeni integrity bunétné membrany, jako dusledku kontaktu s chemickou
latkou, je sledovano pomoci neutralni cervené (Neutral Red Release Test a Neutral Red Uptake
Test). Ve zkouSce Neutral Red Relase buiiky absorbuji vitalni barvivo jesté pred kontaktem
s chemickou latkou?!. Pokud pfi expozici dojde k poskozeni bun&éné membrany, intracelularni
obsah vcetn¢ barviva se uvolni. Mnozstvi barviva je pak méfeno spektrometricky. Naopak
zkouska Neutral Red Uptake sleduje pfijem vitalniho barviva po expozici chemickou latkou,
kdy pouze Zivotaschopné buiiky toto barvivo absorbuji?>. Mnozstvi inkorporovaného barviva
v buitkach se stanovuje po naruseni jejich membran fluorimetrickou metodou®. V obou
piipadech existuje zavislost mezi mnoZstvim barviva a mnozstvim zivych bunck. U téchto typl
metod stale probiha optimalizace postupu s cilem zlepsSeni reprodukovatelnosti a citlivosti.
Oblast pouziti je zatim omezena a tyto metody nejsou zahrnuty mezi OECD testovaci postupy.

Dal$im pfistupem je sledovani naruSeni vazeb mezi buitkami bunééné kultury jako
reakce na kontakt s toxickou/drazdivou latkou. Tento efekt je detekovdn méfenim prostupu
fluoresceinu pres bun&nou vrstvu (Fluorescein Leakage Test)??. Dosud jedinou OECD
doporuc¢enou metodou pro tento typ biologického modelu je Fluorescein Leakage Test
pro identifikaci leptavych a silné drazdivych latek (OECD TG. 460) z roku 2017%*. Princip
testu je znazornén na Obrazku 2. Epitelové bunky utvarejici monovrstvu na mikroporézni

membrané jsou exponovany zkouSenou latkou. Po ukonceni expozice je na bunéénou vrstvu
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nanesen fluorescein sodny, kdy jeho prinik ptes tuto vrstvu indikuje posSkozeni

mezibun&nych spoji®>26.
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Obrazek 2. Schéma Fluorescein Leakage testu (Upraveno z [28])

Nevyhodou téchto modell je omezena pouzitelnost pro chemické latky se specifickymi
vlastnostmi (t€kavé, nerozpustné, nestabilni ve vodném roztoku), které neumoziuji
rovnomérny kontakt bun&fné kultury s testovanou latkou a vyZaduji dalSi optimalizaci
testovaciho postupu®’?%. Obtizn4 je také extrapolace vysledkii na animalni model. Naopak

vyhodou je rychlost zkousky?’, nizka cena a samoziejmé etické hledisko.
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Méné znamy je STE test (short-time exposure), ktery jako biologicky model pouziva
bunécnou linii z rohovek kralika (SIRC). Vyhodnoceni je zalozeno na klasickém hodnoceni
zivotnosti bunék (cytotoxicit€) pomoci MTT barviva. Tento test je povazovan za vhodny
pro identifikaci siln¢ drazdivych a nedrazdivych latek. Jeho predikéni schopnost u latek slabé
drazdivych je nizka?® 3! %2, Tento test nebyl zafazen mezi legislativou doporucené testovaci
postupy, neni pii testovani nebezpecnosti chemickych latek doposud pouzivan, proto nelze

relevantné posoudit jeho vyhody a nevyhody pii porovnani s klasickym testem na kralicich.

2.3.2.2 Trojrozmérné tkanové modely

tkanové 3D modely. V oblasti vyzkumu a vyvoje in vitro o¢nich modelt byli velmi aktivni
vyrobci kosmetickych ptipravka, ktefi reagovali na spoleCensky a nasledné také legislativni
tlak na omezeni pouZivani zvitat v kosmetickém priimyslu®*. Né&kolik komerénich firem
(MatTek, USA; SkinEthic, Francie) se specializovalo na vyvoj téchto modelt, a to nejen tkani
o¢ni rohovky, ale také epitelu kiize, tkané sliznicni, plicni a jiné, které jsou Siroce vyuzivany
pii vyvoji novych farmaceutickych latek®*. Jejich 3D tkafiové modely oéni rohovky byly
zékladem pro dal$i skupinu alternativnich metod. Cilem vyvoje téchto tkani bylo vytvofit
model lidské rohovky strukturdln¢€ odpovidaji epitelialnimu povrchu rohovky. Rekonstruovany
model EpiOcular™ je sloZzen zlidskych epidermalnich keratinocytl, které se postupné
diferencuji a vytvari stratifikovany dlazdicovy epitel strukturou velmi podobny epitelu lidské
rohovky?>. Histologickd podobnost modelu EpiOcular™ je patrnd z Obrdzku 3. Podobnou

strukturu maji i jiné 3D bunécné modely lidské rohovky.

EpiOcular lidska rohovka
o T - .._..."; _"n-- -...'-—. n__ "--:1. dlf‘:.“"‘ ':f":.:';:-r':'E;:]‘H"'f';:_li.ﬁ-;-;'-‘:--k;-'"‘-:-.;T:;-:.l:' ::’:':'

L | Loy S WCESCLE Toat e

Obrazek 3. Histologicky profil lidské rohovky a jejiho 3D modelu (Upraveno z [36])

Z Obrdazku 4 je patrné schéma vétSiny téchto modelti. Vnitini insert (nddobka) obsahuje
rekonstruovanou tkan, ktera ptes spodni membranu komunikuje s Zivnym médiem. Testovana

latka se nanese na epitel a necha se exponovat. Délka expozice je zavisla na typu modelu a
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konzistenci latky. Po expozici se testovana latka odstrani a tkan se pienese do nového média.
Kontakt modelové tkané s testovanou latkou se miize projevit snizenim zivostnosti bunék.
Tento efekt je kvantitativné dobfe stanovitelny pomoci barviva MTT, které je standardné
pouzivano u jinych metod stanoveni cytotoxicity. Vitalni zluté barvivo MTT je zdravymi
buitkami mitochondridlné pieménéno na fialovy formazan. Intenzita zbarveni méfena
spektrofotometricky je nepfimo iimérna toxicité. Schopnosti téchto biologickych modelt je
uvolnovani protizanétlivych medidtori jako reakce na testovanou toxickou latku. Dalsi
moznosti stanoveni toxicity je méfeni zmény propustnosti tkané po aplikaci latky. Védecké
studie povazuji tyto modely za dostatecné citlivé 1 pro testovani latek s mirnym drazdivym
potencialem?’. Nékolik téchto metod bylo validovano na irovni ECVAM a nasledné zafazeno
jako OECD testovaci postup €. 492, ktery umoziuje pouziti fady komer¢nich tkanovych
modell (LabCyte CORNEA-MODEL24, MCTT HCE™, EpiOcular™ OCL-200, SkinEthic™
HCE/S, LabCyte CORNEAMODEL24 a MCTT HCETM RhCE)*>%’.

Vnitini nadobka ff{'}':’"-_ i '1';:\\_

/ Insert Stratifikovany dalzdicovy
epitel z lidskych

keratinocytd

i
— / Mikroporézni

g LU g - St membrana

Medium vyZivuje tkan skrz membranu

Obrdzek 4. Schéma modelu EpiOcular™ (Upraveno z [36])

Epitelialni 3D in vitro modely jsou oproti jinym modelim velmi kiehké, coZ vyZaduje
Setrné zachdzeni, aby nedoslo k vysuSeni a poSkozeni tkani. Odpojeni bunék z 3D struktury
v kultufe miiZe vést k nespravné interpretaci ziskanych vysledkd®®. Dalsim omezenim je
modelace pouze epitelidlni vrstvy, proto je nelze pouzit ke stanoveni moznych ucinku latek
pronikajicich do stromatu a endotelu. U téchto modelli nelze sledovat reverzibilitu

podrazdéni®® a lze je pouzit pouze pro modelaci reakce rohovky***'#2 Testy zalozené
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na bunéénych modelech postradaji simulaci hormonélnich, imunitnich a nervovych vlivi.
Jejich vyhodou je jednoduchost a dobra reprodukovatelnost vysledki, ale bez zohlednéni
interakci v ramci tak specializovaného organu jako je oko* maji jako samostatné testy pouze
omezené pouziti. Tyto modely maji dobrou predikéni schopnost v ptipadé slabych a stiednich
iritanti*,

Snaha zvysit predikéni schopnosti 3D modeltl vedla k vyvoji tkani kombinujici vice
typt bun€k a tim strukturalng€ vice podobnych in vivo modelu. Prikladem je hemi-cornea model
(komeréné prodavan pod nazvem SkinEthic™), ktery se sklada z vrstvy lidskych epitelidlnich
bunék rohovky utvarejicich ten¢i vrchni ¢ast. Testovand latka je v pfimém kontaktu s touto
vrstvou. Vyrazné silngj$i spodni vrstva modelu je tvofena kulturou lidskych keratinocytt a
vytvafi rohovkové stroma’>*. P¥i mezilaboratornim ovéfeni citlivosti tohoto modelu byla
zjisténa predikéni schopnost 70-80 % a to ptredevSim u latek silné drazdici oko v in vivo
testech?>#¢. Tento model je doporuéen metodikou OECD ¢&.492.

Pti vyvoji 3D modelti pro testovani ocni drazdivosti bylo vyuZito i jinych bunék nez
lidskych. RCE model (Rabbit Corneal Epithelium model) je sloZen ze stratifikované kultury
epitelialnich bunék rohovky kralika. Buniky jsou kultivovany v kolagennim gelu ve specidlnich
bunéénych insertech?”> *¥. Po expozici testovanou latkou je drazdivy efekt stanoven b&znym
postupem sledovani Zzivotaschopnosti buné¢k pomoci barviva MTT. U tohoto modelu je
uvadéna citlivost 92,3 % pfi porovnani s vysledky in vivo zkousky*’. Velmi dobrym
ukazatelem vhodnosti tohoto modelu je histologickd podobnost rohovky kralika a RCE

modelu.

2.3.2.3 Izolované oci

Jinou moZnosti, jak omezit pouziti laboratornich zvifat pfi testovani toxicity chemickych latek,
se ukazalo vyuziti o¢i jate¢nych zvitat, jako modelu velmi blizkého krali¢imu oku**-°. Tento
odpadni material byl zdkladem vyvoje celé skupiny alternativnich metod, které se fadi mezi
ex vivo metody. Ex vivo metody pouzivaji izolované organy, které si uchovavaji nékteré
biologické funkce a vlastnosti Zivych organismii az nékolik hodin od utraceni zvitete®*,
V oblasti o¢ni drazdivosti se jako alternativni biologické modely pro rohovku pouZzivaji celé
krali¢i a kufeci o€i nebo izolované hovézi a praseci rohovky. Tyto biologické modely jsou
umistény do specializovanych drzakd, které umoziuji zachovat jejich biologické vlastnosti

po celou dobu testu. Principem vSech téchto zkousek je sledovani zmén opacity (zdkalu) a
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permeability (propustnosti) rohovky po aplikaci testované latky. Jednd se o modely pouze
pro rohovku bez moznosti sledovat reverzibilitu 1ézi a systémového G¢inku po oéni expozici®.
Metody vyuzivajici celé kufeci oko (ICE) a izolovanou hovézi rohovku (BCOP) byly
na zékladé doporuceni Védeckého vyboru ECVAM zatazeny mezi schvalené OECD testovaci
postupy (OECD TG 438 a 437) 512,

Tyto metody jsou vhodné pro testovani Sirokého spektra chemickych latek bez ohledu
na jejich rozpustnost. Metoda BCOP vyuzivajici hovézi rohovky je schopna s vysokou
piesnosti identifikovat latky silné drazdivé. Mirn€ drazdivé latky obvykle poSkozuji pouze
povrchovy epitel. Siln¢ drazdivé latky pronikaji do hlubSich vrstev. Mohou proniknout
133,

rohovkou a poskodit endote Pii pouziti standardniho testovaciho postupu je proto

exponovanych rohovek miize pomoci pii piesn&jsim vyhodnoceni®'. Nizka mira piesnosti
pro oblast latek mirn¢ drazdivych souvisi s vysokou mirou faleSné pozitivnich vysledki
pii testovani alkoholl a ketonti. Pii testovani pevnych zkuSebnich materiali mtize dochazet
k mechanickému poskozeni povrchu rohovky, coZ také vyrazné ovlivituje vysledky>*.

Pti1 pouziti praseci rohovky neni nutno ve srovnani s hovézi rohovkou fesit prevenci
pied encefalopatickym onemocnénim (lidové nemoci $ilenych krav)>, coZ je nespornou
vyhodou. Také anatomicky vice pfipomind lidskou rohovku, a to pfedevSim strukturou a
tloustkou. Z tohoto ditvodu jsou praseCi rohovky casto pouzivany v oftalmologickém
vyzkumu®®. V nékterych publikacich je tento model povazovan za vhodny pro hodnoceni
drazdivosti o&i u kapalnych a ve vodé rozpustnych latek®>. Snahou je prodlouzit dobu expozice
a predevsim post-expozi¢ni fize a umoznit tak sledovani reverzibility zmén>’. Tento postup
vSak zlistava v oblasti vyzkumu. Metoda vyuzivajici tento model nebyla doposud pfiijata
regula¢nimi orgény, které ziejmée uptednostiiuji test BCOP. Modely vyuzivajici izolované oci
nebo o¢ni rohovky jsou hranici mezi in vivo a in vitro systémy a jejich vyhodnou je vyssi eticka

piijatelnost™®

a niz$i naklady oproti in vivo 1 veétSin€ in vitro modell. Nevyhodou je opét
anatomickd rozdilnost od lidské rohovky, ale také mezidruhové odlisnosti jednotlivych
modeld®®®®. V téchto testech soucasné nelze vyhodnotit vSechny ostatni toxikologické
parametry ocni drazdivosti, jako jsou zanétliva reakce, reverzibilita zmén®! a systémové tcinky
latek, napiiklad letalitu nékterych pesticidd®'. Dalsi nevyhodou se ukazuje relativné kratka
doba pro hodnoceni reakce rohovky (4 h), coZ neumoziiuje testovani v prodlouzenych
casovych schématech. Tyto nedostatky jsou spole¢né pro vSechny ex vivo metody vyuzivajici

izolované organy.
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Pouziti celych o¢i jako modelu pro testovani o¢ni drazdivosti je casto uvadéno
v souvislosti s preklinickym zkouSenim farmaceutickych latek. K tomuto ucelu se nejcastéji
pouzivaji oci krali¢i. Vyhodami obou téchto modeli jsou nizké naklady, podobnost/shoda
modelu, jednoduchost provedeni nebo vhodnost pro Siroké spektrum latek. Pokud je v ramci
tohoto typu testll provedeno histologické vysetieni aplikovaného modelu, lze zvysit jeho
vypovidajici hodnotu o daldi toxikologicky dilezité informace®®. Problematicka je
subjektivnost hodnoceni opacity a permeability. [zolované oc¢i jsou modelem pouze pro lidskou

rohovku, proto maji mensi predikci k 1atkam poskozujicim spojivkovou tkan®.

2.3.2.4 Oplozena driibeZzi vejce

Vyse uvedené skupiny alternativnich biologickych modelll jsou modely pro o¢ni rohovku.
Dalsi nemén¢ diilezitou soucasti oka pro posouzeni miry podrazdéni je o¢ni spojivka. Na rozdil
od rohovky je o¢ni spojivka a jeji cévni struktura jako funkéni celek komplikovangjsi, a proto
je chorioalantoidni membrana (CAM) oplozenych ptacich vajec, ktera v urCité fazi vyvoje
zérodku strukturou piipomind cévni fecisté spojivky savei®. CAM reaguje na kontakt
s drazdivymi latkami srovnatelné s lidskou spojivkou®. Mira poskozeni se stanovuje na zakladé
rychlosti ndstupu pozorovanych 1€zi, jejichz typické ptiklady jsou na Obrdzku 5. Po aplikaci
testované latky mize dojit k prekrveni (hyperemii), kdy se kapilary roztahuji a vyplnuji krvi.
Porusenim celistvosti cév dochazi k uniku krve z cévniho systému (hemoragii). Ne&které
chemické latky zptisobuji denaturaci intra nebo extra-vaskuldrniho proteinu (koagulace).
Na zaklad¢ rychlosti nastupu jednotlivych zmén je vypocteno iritacni skore a vyhodnocen
potencial o¢ni drazdivosti®.

Tato zkouSka patii mezi zkouSky doporuc¢ované ECVAM, ale doposud nebyla
mezinarodné validovana a neni zafazena mezi doporucované metody OECD. Hlavnim
nedostatkem je subjektivita vyhodnoceni reakce membrany. Resenim by bylo kvalitativni
stanoveni rychlosti nastupu jednotlivych 1€zi a jejich intenzity. Jednou z moZnosti je barveni
trypanovou modfi¢®-67:6,

U testu HET-CAM vétsina srovnavacich studii prokazala vyznamnou shodu mezi touto
alternativou a Draize testem. Plati to pfedev§im pro mirné¢ drazdivé a nedrazdivé chemické
latky, ale i pro povrchové aktivni latky (tenzidy)®-’*"!. Dobra predikéni schopnost pro latky

mirné drazdivé mize byt vyuzita pfi testovani kosmetickych latek’?. Ackoliv je zkouska
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HET- CAM v zasad¢ pouzitelna na vSechny typy chemikalii bez ohledu na jejich fyzikalné-
chemické vlastnosti, testovani pevnych a nerozpustnych nebo lepivych materiald muze
komplikovat reprodukovatelnost vysledkii zkousek. U pigmentli a barviv mize dochazek
k zabarveni CAM a nasledné tak zhorsit vyhodnoceni reakce’®’3. Pozitivni korelace vysledki
in vivo vs in vitro byla pozorovana u alkoholi a esteri’*. Vhodnost metody byla ovéiena také
na nizkoprocentnich roztocich béznych laboratornich organickych rozpoustédel”.

HET-CAM test poskytuje kvalitativni informace o moznych ucincich testovanych latek
na spojivku, ale také je mozno sledovat koagulaci bilkovin a vysledek vyuzit pro odhad
poskozeni rohovky®’, coz by mohlo byt jeho vyraznou vyhodou. Rozdilna stavba spojivkového
modelu chorioalantoidni membrany oproti rohovkovym modelim vyZaduje 1 jiné techniky
vyhodnoceni odezvy systému na kontakt s chemickou latkou*. Obtizné je predevsim
hodnoceni cévnich reakci a dalsich zmé&n na membrang®?. Nevyhodou se ukazuje naroénost
vlastniho provedeni testu zahrnujici fadu parametrii zhorSujicich reprodukovatelnost vysledkt
pfi mezilaboratornim porovnani. Mezi né patii subjektivni pozorovani zmén v membranové
morfologii, prubéh inkubace, ptivod vajec, zptsob otevirani skofapky, pouziti pozitivnich a
negativnich kontrol®®. Cilem nékterych publikovanych modifikaci je sniZit tuto variabilitu
vysledki a zajistit objektivitu pii vyhodnoceni testu HET-CAM. Pro aplikaci testovanych latek
bylo navrzeno pouziti specidlniho aplikdtoru (TSA), ktery by umoznil piesnou aplikaci
na omezené ohrani¢ené plose a snadné odstranéni z chorioalantoidni membrany bez nutnosti
omyvani aplikované plochy’®7’.

Zajimavou modifikaci s vysokou vypovidajici hodnotou je test CAMVA
(chorioallantoic membrane vascular assay), ktery jako biologicky model pouziva také
chorioalantoidni membranu, ale u vajec 14 dni po oplozeni. V této fazi vyvoje je cévni systém
vyvinutéjsi a predikéni schopnost mirn¢€ vyssi nez u klasického testu HET-CAM. Z etického
hlediska je vSak velmi sporné, zda tento test Ize povazovat za in vitro alternativu, protoze v této
fazi vyvoje kuteciho zarodku je jiz nervova soustava castecné vyvinuta. Tento test nenasSel $irsi
uplatnéni a pii testovani oéni drazdivosti se prakticky nepouziva®>’®. Oproti metodé BCOP m4
vy$si predikéni schopnost u latek nedrazdivych nebo slabé drézdivych, jako jsou naptiklad
kosmetické prostredky”.

VyuZiti chorioalantoidni membrany (CAM) je mnohem Sirsi, neZ je testovani o¢ni
drazdivosti. Vysoce vaskularizovana membréna je pouzivdna v medicing, bioinzenyrstvi®® a
dalSich oblastech vyzkumu. Poprvé bylo popsano jeji pouZiti v roce 1911 pii modelaci ristu
implantovaného tumoru®'. V oblasti vizualizace neoplastickych zmén se stale vyuziva®>$3,

V souCasnosti nachazi uplatnéni pfi studiu farmakokinetickych vlastnosti latek, jejich
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biodistribuce®, ale také v tkaflovém inZenyrstvi, organové transplantaci®®®”% nebo vyzkumu

angiogeneze®”’°. CAM obsahuje bohatou a rychle rostouct sit krevnich cév, ktera je vyuzivana

h92,93

pii vyvoji novych laserovych®!, fotodynamickyc nebo radioterapeutickych technik®*%°.

Bez poikozeni

Hemoragie Koagulace

Obrdazek 5. Léze sledované na chorioalantoidni membrané (Upraveno z [96])

2.4 Testovaci strategie vyuziti alternativnich modela

Vsechny alternativni biologické modely jsou zaméfeny na jeden specificky typ poskozeni.
Samostatné nejsou schopny postihnout celé¢ spektrum posSkozeni, ke kterému pii kontaktu
lidského oka s drazdivou nebo leptavou latkou realné dochazi. V soucasné dobé jsou vyvoj a
modifikace alternativnich metod sméfovany k vytvofeni odpovidajici sadé (baterii)
mohou alternativni metody zcela nahradit in vivo test a byt zapracovany do pfislusnych

legislativnich piedpisti hodnotici rizika chemickych latek>".
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Soucasna chemickd legislativa (REACH)’ pozaduje zvéaZzeni nutnosti testovani
nebezpeénosti chemikalii za vyuziti in vivo zkousek. Zadatel o registraci chemickych latek je
povinen nejprve shromazdit a posoudit v§echny dostupné informace napf. z literatury. Dal$im
krokem je pouziti vystupti vypoctovych metod (in silico metody) nebo vyuziti strukturdlni
podobnosti latek. Pokud nejsou ziskana data dostatecnd, je zahajeno testovani. Prednostné se
musi pouzit metody in vitro a ex vivo, pokud jsou tyto metody validované¢ a pozadované
Natizenim komise (ES) €.440/2008'%. Pro kazdou sledovanou toxikologickou vlastnost je
doporucena strategie postupnych zkousek s cilem vytvotit vhodné a védecky spravné udaje pro
posouzeni a klasifikaci Skodlivosti latek. Piikladem strategie vyuzivajici vSechny postupné
kroky predchézejici in vivo zkouSce je strategie testovani o¢ni drazdivosti dle Natizeni
REACH, které je na Obrazku 6. V prvni fazi jsou postupné identifikovany latky hotlavé, latky
leptavé klizi a oci, které nevyzaduji dalsi testovani. V dalsi fazi je pozadovano provedeni
in vitro testll. Po zhodnoceni vysledki téchto zkousek a dalSich poZadovanych informaci miize
byt proveden in vivo test.

Testovaci strategie jsou priabézné doplinovany o nove validované a doporuc¢ené metody.
Zkousky na zvitatech se provedou pouze v piipad¢, Ze neni dostatek informaci pro posouzeni
toxicity dan¢ho ucinku nebo pokud neni k dispozici validovana alternativni metoda (napf.

u reproduk¢ni toxicity).
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Integrated testing strategy for eye irritation under REACH

The substance' is manufactured or imported in quantities > 1 tonne per year

C 2

The substance is spontaneously flammable in air at room temperature.

Available information indicates that the criteria are met for classification as No further testing
corrosive to the skin orfand irritating to eyes. required.

) e

Perform? in vitro study for eye imritation.

4

The substance is manufactured or imported in quantities > 10 tonnes per year |

Yes No

The substance is classified as irritating to eyes with risk of serious damage
to eyes;

OR
the substance is classified as corrosive to the skin and provided that the
registrant classified the substance as eye irritant;

OR
the substance is a strong acid (pH < 2,0) or base (pH > 11,5).

(M ) Yes

Perform? in vivo study for eye iritation.

v
No further testing required.

1. The substances concerned are:

a. -phe or imported in quantities of 1 to 10 tonnes,

b. phase-in substances manufactured or imported in quantities of 1 to 10 tonnes and meeting the criteria in annexe Ili;

c. phase-in substances not meeting the criteria in annexe Il and or imported in q ies of 10 tonnes or more.
2 Aregistrant may adapt the standard testing regime in accordance with the general rules set out in annexe X| section 1 (Testing does not appear scientifically necessary) and 2 (Testing is technically not
possible). Under dossier evaluation the Agency may assess these adaplations to the standard testing regime.

Registration, Evaluation,
Prévention du risque chimique, France, 2007 REAC H Authorisation of Chemicals

Obrazek 6. Testovaci strategie ocni drazdivosti dle Natizeni REACH (Ptevzato z [101])
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3 CILE DISERTACNI PRACE

Cilem prace bylo ovéfeni citlivosti tif rtiznych alternativnich metod vyuzivajici rtzné
biologické modely pfi jejich vyuziti jako ndhrady metody in vivo pro testovani ocni
drazdivosti. Vybér metod zahrnoval dvé alternativni zkouSky pouzivajici modely pro ocni
rohovku a jednu zkousku zaloZzenou na modelu lidské spojivky. Experimenty s alternativnimi
metodami byly provedeny v Testovacim zafizeni SLP Vyzkumného tustavu organickych
syntéz, a.s. v Rybitvi, kde vSechny metodiky jsou standardné zavedeny do certifikované¢ho
systému Spravné laboratorni praxe. Pro vyhodnoceni vysledkt alternativnich metod byla
pouzita dostupna detailni data in vivo zkouSek. Experimentalni fazi lze rozd€lit na dva
konkrétni cile:
e Modifikovat stavajici metodu BCOP pro testovani barevnych a viskoznich latek.
Pro tento typ latek navrhnout a validovat rozsifeni oplachové ¢asti testu, které snizi
riziko faleSn€¢ pozitivnich vysledki zplsobenych ulpivanim testované latky
na rohovce nebo jejich obarvenim.
e Ovétit citlivost tfi riiznych alternativnich zkouSek testovani o¢ni drézdivosti a
navrhnout jejich vhodnou kombinaci, kterd by méla co nejvyssi srovnatelnost s in vivo

testem na kralicich.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Metodiky testovani o¢ni drazdivosti

4.1.1 In vivo zkouska o¢ni leptavosti/drazdivosti

In vivo metodika zkousSeni o¢ni leptavosti a drazdivosti prosla fadou aktualizaci, které mély
za cil omezit negativni vliv na laboratorni kraliky, ktefi jsou modelovym zvifetem pro tento
typ testu. V rdmci experimentalni ¢asti této prace byly vyuzity vysledky zkouSek hodnoceni
nebezpecnosti chemickych latek a zkouSek provedenych za ucelem registrace dle natizeni
REACH. Vétsina z nich je dostupna na strankach Evropské chemické agentury'®. Zkousky

byly provedeny dle mezindrodnich metodik platnych v dobé provedeni experimentu.

Provedeni zkousky

Testovacim modelem byli albinotic¢ti kralici bez ohledu na pohlavi. Po aklimatizaci byla zvitata
zvazena a zahdjena zkouska. Chemicka latka se v pfedepsané davce aplikovala
do spojivkového vaku jednoho oka pokusného zvitete. Druhé oko tohoto zvifete slouzilo jako
kontrola bez aplikace chemické latky. V asovych intervalech 1, 24, 48 a 72 hodin po expozici
se 1éze na jednotlivych c¢astech oka (spojivka, rohovka, duhovka) a dal$i zndmky podrazdéni
(slzeni, otok, systémova toxicita) pozorovaly a zaznamenavaly. Nejprve se aplikace provedla
pouze jednomu zvifeti. Pokud nebyla pozorovana zaddna extrémni reakce oka, ktera by
vyzadovala ukonceni expozice z divodu utrpeni zvifete, byla aplikace provedena u dalSich
dvou zvitat. V kazdém testu byli pouziti maximaln¢ tfi kralici. O¢ni reakce byla sledovana az
po dobu 21 dna. Dilezitym ukazatelem byla reverzibilita 1ézi. Pozorovanym zménam bylo
piifazovano Ciselné hodnoceni, a to s ohledem na stupen reakce nebo poskozeni. Pro hodnoceni
byl pouzit skorovaci systém predepsany metodikami OECD a EU. Souctem vSech pfifazenych
hodnot v jednotlivych sledovanych c¢asovych intervalech byl ziskdn Index drézdivosti
pro kazdé zvife. Na zékladé vysledného primérného indexu drazdivosti byl vyhodnocen
drézdivy potencial testované latky. Pro Ucely této prace byl pouzit klasifikacni systém platny
v dobé provedeni in vivo zkouSek (Tabulka I), kdy se klasifikace provadi dle nejvyssiho

primérného indexu zjisténého v pribéhu testu.
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Tabulka 1: Klasifikacni stupnice in vivo zkousek o¢ni drazdivosti

Klasifikace Akutni index o¢ni drazdivosti
nedrazdi 0-4,9

mirné drazdi 5-149

drazdi 15-29.9

siln¢ drazdi 30-59,9

velmi silné drazdi 60—-179,9

extrémné drazdi 80-110

4.1.2 Zkouska BCOP (Bovine Corneal Opacity and Permeability)

Zkouska byla publikovéna jako testovaci metoda OECD v roce 2009 a nasledné revidovéana
v roce 2017'%3. Tato testovaci metoda je pouZitelna pro Siroké spektrum chemickych latek a
smési, protoze piedepisuje samostatny optimalni postup pro aplikaci a naslednou expozici
pevnych latek a obdobny samostatny postup pro latky kapalné. Princip méfeni miry poSkozeni
je pro oba typy latek stejny. Postup pouzity v experimentalni fazi je zaloZen na platnych

mezinarodnich metodikach OECD>? a EU!%,

Provedeni zkousky

Biologickym organotypickym modelem byla izolovana hovézi rohovka, ktera si kratkodobé
udrzuje zékladni fyziologické a biochemické funkce rohovky skotu. OCi byly ziskany
z mladych jate¢nych zvitat, vhodnych pro vstup do potravinového fetézce lidi.

Neposkozené izolované rohovky po prvotni selekci na tloustku, poSkozeni a nizkou uroven
primarniho zékalu byly umistény do specialnich drzaki, kde se nachéazely v piedepsaném
médiu a vytvarely model hovéziho oka. ZkouSené latky se aplikovaly na epitelidlni povrch
rohovky. Principem zkousky je zména zakalu a kompaktnosti rohovky po expozici zkouSenou
latkou. Zékal se meéfil kvantitativné jako mnoZstvi priichodu svétla rohovkou pomoci
opacitometru!®. Propustnost se méfila kvantitativng (spektrofotometricky) jako mnozstvi
barviva fluoresceinu sodného, ktery prosel celou tloustkou rohovky a byl analyzovén v
prostoru za rohovkou, tedy na opacné strané, nez byl aplikovan. Toxicita latek se projevila

snizenou propustnosti svétla (zvySenym zakalem) a zvySenou propustnosti barviva
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fluoresceinu. Celkové hodnoceni bylo stanoveno na zékladé¢ vypocten¢ho parametru IVIS

(In Vitro Irritancy Score), ktery zahrnuje oba sledované ukazatele'*’.

Biologicky model

Oc¢i byly odebrany na jatkach. Doporuceny vek skotu je 12 az 60 mésici, protoze tyto o¢ni
bulvy by mély spliovat pozadavky na primér a silu rohovky. Bulvy byly opatrné vyjmuty co
nejdiive po usmrceni zvitete tak, aby bylo minimalizovano poskozeni o¢niho bulbu (k omyti
hlavy na porazkovém misté nebyl pouzit detergent Ci jiny potencialni iritant).

Odebrané oci byly piepraveny vroztoku HBSS s pfidavkem antibiotik (penicilin
100 1U/ml a streptomycin 100 pg/ml) a na suchém ledu (minimalizace rizika kontaminace).
Zkouska byla vzdy provedena v den odbéru oci.

Rohovky bez defektli (poskrabani, zékal, pigmentace...) byly odfiznuty s 2-3 mm
lemem bélimy. Izolované rohovky se upevnily do specialnich drzakh, které se skladaly
z ptedni (epitelové) a zadni (endotelové) komory (Obrazek 7). Obé komory byly naplnény
nadbytkem ptedehiatého (32+1°C) roztoku EMEM — zadni komora se plnila jako prvni.

Po naplnéni byly rohovky hodinu inkubovéany ve vodni 14zni (32+1°C) - preinkubace.

sklenéné okénko
s tésnénim

sklenéné okénko
s tésnénim

zadni kemora

predni komora

Obrazek 7. Schéma drzaku ocnich rohovek v testu BCOP (Upraveno z [15])

Po probéehlé preinkubaci bylo vyménéno médium v obou komorach a zméfena zékladni

opacita kazdé¢ rohovky. Rohovky, jejichz hodnota opacity byla >7 se vyfadily z testu.

31



Vyhovujici rohovky byly roziazeny postupné do skupin: negativni kontrola, pozitivni kontrola

a testované latky.

Expozice testovanou latkou

Dle charakteru testované latky byl proveden metodikou pfedepsany zptsob aplikace:
Tekutiny se testovaly nefedéné, s délkou expozice 10 minut (32+1°C).

Polotuhé latky, pasty a vosky se testovaly nefedéné jako kapaliny, s délkou expozice 10 minut

(32+1°C).

Pevné latky nesmdacivé byly aplikovany nefedéné, rohovky byly exponovany 4 hodiny

(32+1°C).

Pevné latky smdacivé nebyly vybrany do zadné skupiny testovanych latek. Metodikou

ptedepsany postup s fedénim vzorkll nebyl pouZit.

V zévislosti na viskozité latek byly pro aplikaci pouzity dva odlisné postupy. Metoda
uzaviené komory byla pouZita pro neviskozni a mirné€ viskozni kapaliny. Pfi tomto zptsobu
aplikace byla testovana latka (750 pul) ptidana na epitelialni stranu rohovky (do pfedni komory)
skrz davkovaci otvory, které¢ byly béhem inkubace zavieny. Bylo nezbytné provést
rovnomérné pokryti rohovky testovanou substanci a tim zajistit stejnou dobu expozice
pro kazdou rohovku. Metoda aplikace s otevienou komorou byla pouzita pro poloviskdzni a
viskozni kapaliny a pro pevné latky. Pti pouziti metody oteviené komory bylo pied aplikaci
latky odstranéno sklicko z pfedni komory. Kontrolni nebo testovana latka (750 pl nebo
dostatecné mmnozstvi k piekryti povrchu rohovky) byla aplikovdna na epitelidlni povrch
rohovky. Po nadavkovani bylo sklenéné okénko vraceno.

Po expozici byla testovana latka, negativni nebo pozitivni kontrola odstranéna z piedni
komory a epitel omyt nejméné 3x médiem EMEM s fenolovou cerveni. V oplachovani bylo
vzdy pokratovano, dokud FC ménila barvu (Zluta nebo nachova) nebo pokud byla viditelna
testovana latka na povrchu rohovky.

Jakmile bylo médium bez aplikované latky, bylo provedeno kone¢né omyti médiem
EMEM bez FC. Pfedni komora byla znovu naplnéna médiem EMEM bez FC. Medium se
soucasn¢ vymenilo i v zadni komote. Pro latky, které byly exponovany 10 minut (kapaliny,
smacedla) po vyplachovani nasledovala jesté 2hodinova inkubace pii 32+1°C. Na konci post-
expozicni inkubace bylo vymé&néno médium v obou komorach a byla zmétena opacity kazdé

rohovky. Pro latky, které byly exponovany po dobu 4 hodin, neprobihala Zadna dalsi inkubace.
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Modifikace omyvaciho postupu

Podle testovaci metody OECD>? je odstranéni testované latky z povrchu rohovky po ukoné&eni
expozice testovanou latkou klicovym faktorem. Vysoce viskozni pasty a mastné latky casto
vykazuji tendenci ulpivat na povrch rohovky a obtizné se odstrafiuji pomoci standardniho

postupu®.

Prodlouzeny kontakt vysoce lipofilnich slouc¢enin s rohovkovou tkani muze
nasledné vést ke zvySené penetraci. Barevné latky mohou zase zpusobit trvalé zabarveni
rohovky. VSechny tyto jevy mohou zpusobit falesné pozitivni vysledky. K eliminaci tohoto
omezeni byla na pocatku experimentalni prace validovana modifikace omyvaciho procesu,
kterd zahrnovala nejen Setrné mechanické odstranéni aplikované latky, ale také zatazeni
lipofilnich latek do omyvaciho cyklu. Proces byl ovéfen na souboru 20 latek. Detailni popis
experimentdl a dosazenych vysledkii je uveden v kapitole 5.1. Tento krok byl validovan® a

nasledné na pracovisti VUOS zatazen do interni metodiky v systému SLP. V soucasné dob¢ je

JiZ standardné pouZivan pro komer¢ni testovani o¢ni drazdivosti.

Meéreni opacity

Opacita byla méfena opacitometrem MC2 (Le spécialiste du laboratoire, Francie) jako
bezrozmérné Cislo. Méteni bylo vzdy provedeno na zacatku experimentu (pii ptipraveé oci) a
potom na konci experimentu (po ukonceni 2hodinové post-expozi¢ni inkubace nebo
po ukonceni 4hodinové expozice). Pred kazdym méfenim opacity bylo vyménéno medium

v obou komorach.

Meéreni permeability

Po zméieni opacity bylo z predni komory diikladné odsato médium EMEM a byl pfidan 1 ml
roztoku fluoresceinu sodného (5 mg/ml), tj. na epitelidlni stranu rohovky, zatimco zadni
komora byla stale naplnéna Cerstvym médiem EMEM. Drzék byl inkubovéan v horizontéalni
poloze 90 + 5 minut pii 32+1°C.

Po inkubaci byl odebran roztok ze zadni komory a byla zmétena absorbance pomoci
UV/VIS spektrofotometru Genesys (Thermo Scientific, USA) pii 490 nm (ODss). V testech
byla pouzita kyveta o tloust'ce 1 cm, proto byla namétend hodnota absorbance rovna hodnoté
optické hustoty. Touto hodnotou byla kvantitativné vyjadiena priichodnost dané rohovky

pro fluorescein. Takto byla ziskana individudlni hodnota permeability pro kazdou rohovku.
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Vyhodnoceni

Ptistroj MC2 méftil opacitu, tj. zdkal jako bezrozmérné ¢islo.

- Hodnoty opacity byly nejdiive upraveny podle zakalu pozadi, tj. od hodnoty opacity
po aplikaci byla u kazdé rohovky ode¢tena hodnota opacity ziskana pted aplikaci. Tim byla
ziskana individualni upravena opacita O (ind):

0 po aplikaci - O pozadi opacity* =0 (ind) NK/PK/TL

- Nasledné byla pro kazdou skupinu rohovek (NK/PK/TL) vypocitana primérna opacita
(@ O):
@ O nkerL =Y. O (ind) Np/TL ¢ 3 (pocet rohovek)

- Pak se primérné hodnoty pro testovanou a pozitivni latku korigovaly odectenim praimérné
hodnoty pro negativni kontrolu:

O (cor) kL =@ O pkrL - @ O Nk

Takto bylo ziskano bezrozmérné ¢islo O (cor) pouzivané pii vypoc¢tu hodnoty IVIS

U permeability se z individualnich hodnot vypocitaly primérné hodnoty pro tkdn¢ ovlivnéné
testovanou latkou nebo pozitivni kontrolni latkou:

Pt a QPpk
Priimérnd permeabilita byla pak upravena odeCtenim primérné permeability negativni
kontroly (rozpoustédla):

@ PpkrL- @P Nk = P(cor) pyrL

P (cor) je upravend permeabilita (vyjaddiena v jednotkdch OD499) - bezrozmérné Eislo

pouzité pii vypoctu hodnoty IVIS:

IVIS = Opacita (cor) pxr. + (15x Permeabilita (cor) px/rL )
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Koneé¢né vysledky byly vyjadieny jako in vitro irritancy score (IVIS), pomoci néhoz
byl ptitazen drazdivy potencidl dané latky. Pro toto zarazeni byla pouzita standardni
klasifikace dle GHS (Tabulka 2). Latky s hodnotou iritacniho skére mensi nebo rovno hodnoté
3 jsou povazovany za nedrazdivé bez nutnosti provést dalsi in vitro nebo in vivo testovani.
Naopak latky s hodnotou IVIS vyssi nez 55 musi byt klasifikovany jako vazné poskozujici oko
(Kategorie 1). Latky s parametrem VIS mezi hodnotami 3 az 55 nelze na zakladé testu BCOP

klasifikovat a je nutné provést dalsi in vitro nebo in vivo testy.

Tabulka 2: Klasifikacni stupnice testu BCOP

IVIS klasifikace dle GHS

<3 nedrazdiva

>3;<55 nelze vyhodnotit

>55 siln¢ drazdiva az leptava

4.1.3 Zkouska RhCE (Reconstructed human Cornea-like Epithelium)

Tato zkouska byla vydana jako testovaci metoda OECD v roce 2017, kdy byly doporuceny
prvni dva tkanové modely. V roce 2019 byla aktualizovdna a mimo jiné byl rozsifen seznam
doporucenych tkanovych 3D modelii. Pro experimentalni ¢ast této prace byl pouzit testovaci
postup dle aktuadln¢ platné metody OECD. Poskozeni rohovkového epitelu chemickymi
latkami bylo testovano na modelu EpiOcular™ (MatTek, USA), ktery se pouziva pro zafazeni

testovanych chemickych latek do skupin drazdivé/nedrazdivé.

Provedeni zkousky

Testovany materidl byl nanesen na povrch trojrozmérného modelu rohovkového epitelu.
Po uplynuti doby expozice, omyti v pufru a post-inkubaci v médiu, se tkané barvily roztokem
MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]- 2,5 difenyltetrazolium bromid). Pokud byly buiiky Zivé,
pak bylo MTT redukovano v mitochondriich na modry formazanovy produkt (Obrdzek 8),
jehoz absorbance byla zjiStovana pomoci spektrofotometru (pfi vlnové délce 570 nm).
Relativni Zivotaschopnost buné€k tkané tak odpovidala mife absorbance vztazené k negativni

kontrole.
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Obrdzek 8: Redukce MTT na formazan (Upraveno z [105])

Biologicky model
Experimentaln¢ byl pouzit tkanovy model z lidskych epidermélnich keratinocyta, které tvori
stratifikovany dlazdicovy epitel simulujici epitel rohovky. Tkané byly kultivovany
ve specialnich plastovych insertech a tvofili vicevrstevnou epitelidlni strukturu (5-8 vrstev).
Tento model je metabolicky aktivni a vyznacuje se schopnosti uvoliiovat cytokiny jako reakci
na zanétlivé procesy, coz je dillezité pii sledovani o¢ni iritace a zan&tu'%. Experimenty byly
provadény dle Standardniho pracovniho postupu, ktery byl verifikovan v podminkéach
laboratore!"’.

Biologicky model je dostupny pod ndzvem EpiOcular™ kit OCL-200. Je dodavén jako

testovaci souprava se vSemi potfebnymi komponentami (7abulka 3).

Tabulka 3: Komponenty EpiOcular™ kitu OCL-200

komponenta ucel

zapeceténa deska s 24 jamkami obsahuje 24 inzertl s tkanémi na agaroze
24jamkové desky — 2 kusy pro tests MTT

6jamkové desky — 4 kusy pro expozici latkdm a post-inkubaci tkani
12jamkové desky — 2 kusy pro expozici latkdm a post-inkubaci tkani
lahev serum-free assay médium DMEM médium pro testovani

zkumavka s pozitivni kontrolou Methylacetat
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Exporzice testovanou latkou

Vlastnimu experimentu predchazela preinkubace tkani v novych destickach a novém médiu,
béhem niz se builky aklimatizovaly na dané prostiedi a eliminoval se stres z piepravy a
podchlazeni. Cely pribeh experimentu probihal ve sterilnich podminkéch.

Vsechny testované latky byly aplikovany nefedéné. Kapaliny o objemu 50 pl se
davkovaly pipetou pfimo na tkanové terciky. Dulezité bylo rozprostieni vzorku po celém
povrchu modeli. Casteéné pevné latky (gely, vysoce viskozni kapaliny) o stejném objemu se
aplikovaly vytlaénou pipetou na cely povrch terciki. Zkousenou latku bylo mozno rozprostiit
1 mechanicky. Pevny testovany materidl o hmotnosti 50 mg se nanesl na tkan pomoci malé
ostré 1zicky. V piipadé€ nutnosti byla struktura vzorku upravena rozdrcenim nebo rozetfenim v
tteci misce. Testovana latka byla rozprostiena rovnomérné po celé plose tkang.

D¢élka expozice byla 30 minut pro kapaliny a 90 minut pro pevné latky. Po expozici
byla kazda tkan vyjmuta a 3x oplachnuta PBS tak, aby se testovana latka co nejvice odstranila.
Po omyti se osusily a pfenesly do nové 12jamkové desky s médiem, kde se namacely 12 minut.

Nasledné se tkan¢ prenesly do 6jamkové desky s predehiatym médiem, kde probihala
postinkubace dal§i 2 hodiny u kapalnych testovanych vzork nebo 18 hodin u pevnych
testovanych vzorka. Po této postinkubaci byly tkané osuSeny a pieneseny do roztoku MTT,
kde doslo k jejich obarveni.

Pro posouzeni validity prabéhu testu byla vzdy do skupiny testovanych latek vlozena
metodikou doporucend pozitivni kontrola (methylacetat), tedy latka s prokazanym a
definovanym pozitivnim drazdivym efektem. Pozitivni i negativni kontrola se vzdy testovala
soubézné s testovanymi latkami, zptisob aplikace, délka expozice i vyhodnoceni byly vzdy

stejné.

Barveni pomoci MTT

Pro posouzeni Zivotaschopnosti tkani byly inserty pfeneseny do 24jamkové desky s barvicim
roztokem MTT (300ul na jamku), kde byly barveny 3 hodiny. Barveni probihalo za sterilnich
podminek a pii stalé teplote 37 °C.

Pro stanoveni intenzity obarveni bylo nutno barvivo z tkani extrahovat pomoci
isopropanolu. Tkanég byly opatrn€ osuseny a pieneseny do stejné velké desky s isopropanolem.
Desticka byla ptekryta folii a vickem, poté byla bud’ umisténa do lednice ptes noc, nebo byla
thned extrahovana po dobu 2-3 hodin pii pokojové teploté na tfepacce.

Z kazdé tkan¢ byl slit isopropanol a z extraktu bylo odebrano 2x200 pl do 2 jamek
na 96jamkové desce (1 jamka/200 pl). Stejny postup byl u tkdni exponovanych NK a PK. Bylo
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nutné vzdy ptidat také slepy vzorek (blank), kterym byl ¢isty isopropanol. Absorbance extraktl

na 96jamkové desce byla métena pii 570 nm na spektrofotometru Epoch (BioTek, USA).

Vyhodnoceni

Byla vypocitana primérnd hodnota blanku (ODBIk).

Primérna hodnota blanku byla odectena od kazdé hodnoty OD v experimentu (hodnoty
korigované na blank).

Byla vypocitdna primérna hodnota dvou aliquoti pro kazdou tkan (primérna OD
pro jednotlivou tkan).

Byla vypocitana primérnd hodnota odpovidajicich tkani pro kazdou kontrolu a kazdou
testovanou latku (primérna hodnota pro testovanou latku/kontrolu).

Korigovana hodnota OD negativni kontroly odpovidala 100% Zivotaschopnosti.

Byla vypocitdna procentualni zivotaschopnost odpovidajicich tkani pro kontroly a
testovanou latku vzhledem k negativni kontrole (100 %).

Byl vypocitan rozdil Zivotaschopnosti mezi stejné ovlivnénymi tkdnémi. Jestlize je >20 %
(2 tkang) testovana latka nemohla byt hodnocena.

Testovana latka byla klasifikovana podle predikéniho modelu. Pokud byla primérna
zivotaschopnost tkdné vztazend k negativni kontrole < 60 %, pak latka vyzadovala

klasifikaci dle GHS kategorie 2 — drazdivé pro oko.

Korekcni testy

Nekteré testované chemikalie mohly interferovat s MTT (diky své barvé) nebo MTT

redukovat, takze vysledkem by byla modra barva, kterd& nebyla zplsobena c¢innosti

mitochondrialni dehydrogendzy. Ackoliv byla v testu latka vzdy oplachnuta a médium

pod tkanémi bylo pted kontaktem s MTT vyménéno, zbytkové mnozstvi testované chemikalie

se mohlo uvolnit. Potom by barvivo mohlo pfimo redukovat MTT, coz by bylo interpretovano

jako ,,zivotaschopnost tkané*. Kontrolu redukéni schopnosti nebo schopnosti interference bylo

nutné¢ provést pred samotnym zahdjenim kazdé testovaci procedury. Pfed testovanim

barevnych latek bylo nutno provést korek¢ni testy se zvlastni kontrolou (Colorant Control),

ktera by toto zkresleni odhalila a korigovala. Zadny ze zkouSenych vzorkli neinterferoval

s barvivem MTT.
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Kontrola validity testu

V testech byla kazda latka testovana nejméné na 2 tkanich. Aby byly vysledky testu
akceptovatelné, musel byt rozdil mezi tkdnémi mensi nez 20 %. Jako negativni kontrola byla
pouzita sterilni destilovand voda. Test spliioval akceptacni kritérium, pokud byly primérné
hodnoty v rozmezi 0,8> OD <2,5. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 99 % methylacetat (CAS
79-20-9), ktery byl dodan vyrobcem tkani MatTek. Primérna Zivotaschopnost tkané u této
kontroly méla byt < 50 %. Vysledky vsSech negativnich a pozitivni kontrol spliovaly

pfedepsana kritéria.

4.1.4 Zkouska HET-CAM (Hen's Egg Test — Chorioallantoic Membrane)

HET-CAM je alternativni ,,in vitro*“ metoda, ktera vyuziva chorioalantoidni membranu
slepi¢ich vajec. Chorioalantoidni membrana fertilizovaného slepi¢iho vejce byla shledana jako
vhodny organotypicky model, na kterém lze detekovat Skodlivy efekt testované latky. Tato
vajeCna membrana alternuje spojivkovou tkan oka. Metoda nebyla doposud zafazena mezi
OECD testovaci postupy. Pouzita metodika vychazela z ICCVAM protokolu pro screening
o¢ni drazdivosti'®®.

Postup zkousky

Testovana latka byla aplikovana piimo na CAM. Ihned po aplikaci byly pomoci
stereomikroskopu sledovany viditelné zmény na cévach membrany. Po stanovenou dobu 5 min
byla sledovdna pfitomnost hemoragii (krvaceni zcév), vaskularni léze a koagulace
vaskularnich proteinti. Vypocet iritacniho skore (IS) vychdzel znumerickych hodnot
piifazenych nastupu jednotlivych 1ézi v pevné stanovenych Casovych intervalech. Vzhledem
k t€elu experimentii nebyla hodnocena intenzita poskozeni, ale pouze pozitivita nebo
negativita. Jako pozitiva byly hodnoceny vSechny urovné podrazdéni, tedy IS vyssi nebo

rovno 1.

Expozice testovanou latkou

Pro testovani byla pouZita pouze prokazatelné oplozena vejce od slepic plemene Leghorn
o hmotnosti 50 az 60 g. Po pfepravé do laboratofe byla vejce inkubovéana za ptfedepsanych
teplotnich a vlhkostnich podminek a pfi pravidelném otaceni v lihni do devatého dne inkubace,
kdy byl proveden vlastni test. V tomto intervalu jest¢ neni zcela vyvinuta nervova tkan ani

receptory bolesti kufeciho embrya.
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Osmy den inkubace byla vejce opét prosvicena lampou, na skofapku byla obycejnou
tuzkou vyznacena hranice vzduchové bubliny a poté byla opét ulozena do lihn€. Devaty den
inkubace byla vejce vyjmuta a rozdélena do skupin: negativni kontrola, pozitivni kontrola a
testované latky. V kazdé skupiné byla pouzita vzdy nejméné 3 vejce. Vejce byla oznacena
obycejnou tuzkou na boku ¢islem a popisem.

Devaty den inkubace byl u vSech vajec skalpelem vytvoren otvor do skotapky a
nizkami byla odstfizena skotfdpka mirné nad pfedem vyznacenou hranici vzduchové bubliny
tak, aby nedoslo k poranéni vnitini papirové membrany. Membrana byla néasledné smocena
fyziologickym roztokem a vejce byla vracena do lihné na dobu 30 min. Béhem této doby byl
pohyb lihn€¢ jiz vypnut a vejce nebyla otdCena. Po 30minutové inkubaci v lihni, byl
fyziologicky roztok odstranén (vylit) a pinzetou byla velice opatrné odejmuta papirova
membrana. Tim doSlo k odhaleni chorioalantoidni membrany, na kterou byla nasledné
davkovana testovana latka, negativni a pozitivni kontrola.

Kapaliny a pasty byly davkovany v mnozstvi 0,3 ml pomoci pipety. Rozdrcené pevné
latky byly davkovany v objemu 0,3 ml (pomoci pipety). Pokud vSak objem 0,3 ml presahl
hmotnost 0,3 g, bylo aplikovano pouze 0,3 g (pomoci kopistu — Spachtlicka). V metodice je
uptfednostinovano zkouset latky nerozpusténé a nefedéné, ale v odtivodnénych piipadech lze
testovanou latku fedit fyziologickym roztokem, olivovym olejem nebo jinym vhodnym
rozpoustédlem. Zadnou z testovanych latek nebylo nutno fedit nebo rozpoustst. Vzdy bylo
mnozstvi latky dostatecné k pokryti 50 % plochy membréany. Po aplikaci testované latky byl
povrch membrany sledovan pomoci stereomikroskopu. Pro piesn€jsi vyhodnoceni bylo
vhodné prabéh reakce membrany zaznamendvat, a proto byl v experimentech pouzivan
stereomikroskop Leica S8APO s kamerou Leica MC 170HD. VSechny zmény viditelné

na cévach chorioalantoidni membrany byly vyhodnoceny.

40



Obrazek 9. Aplikace kapalné latky na odkrytou chorioalantoidni membranu

Kontrola validity testu

Kontrola spolehlivosti (validity zkousky) byla provedena soubéZznym testovanim pozitivni a
negativni kontrolni latky. Pozitivni latka musi vyvolat poskozeni (hemoragie, lyze a
koagulace) cév chorioalantoidni membrany slepi¢iho vejce pfi minimalnim mikroskopickém
zvétseni stereomikroskopu (10x — 80x). Negativni latka nesmi zplisobit zaddné poskozeni cév
chorioalantoidni membrany slepi¢iho vejce pfi maximalnim mikroskopickém zvétSeni.
Do kazdého experimentu byla zafazena doporucend a ovétend latka pro pozitivni kontrolu (1%
NaOH) a pro negativni kontrolu (0,9% NaCl). Reakce CAM na kontakt s témito latkami

potvrdila validitu provedenych zkousek.

Vyhodnoceni
Pti hodnoceni byl pouZivan stereoskopicky mikroskop. Na cévach membrany byla po
stanovenou dobu sledovéna pfitomnost a rychlost nastupu téchto zmén:

1) hemoragie (krvaceni z cév)

2) vaskulérni 1éze (nasttiknuti krevnich cév)

3) koagulace (denaturace vaskularnich proteinil)

Doba pozorovani chorioalantoidni membrany slepi¢iho vejce neptesdhla 300 s. Byl
zaznamenavan cas poskozeni (v sekundach) pti 80ndsobném zvétSeni a charakter poskozeni.
Vyhodnoceni drazdivosti bylo provddéno dle postupu uvedeného v protokolu ICCVAM!®®
stanovujici iritaéni skoére (IS) na zéklad€é rychlosti nastupu kazdého ze tii sledovanych

koncovych bodii HET-CAM zkousky ve fixnich asovych intervalech 0,5, 2 a 5 minut®®,
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Na zéklad¢ typu a rychlosti nastupu 1ézi byly ptidéleny ¢iselné hodnoty (Tabulka 4).

vvvvvvvvv

ukazovaly na vétsi poskozeni cévni struktury CAM.

Tabulka 4: Skoérovaci systém pro hodnoceni drazdivosti metodou HET-CAM

Skore
Efekt 0,5 min 2 min 5 min
Vaskularni 1éze 5 3 1
Hemoragie 7 5 6
Koagulace 9 7 5

Ptidélené Ciselné hodnoty byly s¢itany a vysledkem byla numericka hodnota (Irita¢ni
skore) oznacujici potencial podrazdéni zkouSené latky na stupnici s maximalni hodnotou 21.
Pro celkové posouzeni drazdivého potencidlu zkouSené latky bylo ze vSech exponovanych
vajec vypocteno prumémné IS. Tabulka 5 ukazuje hodnoceni nebezpecnosti latek dle dosazené
primé&mé hodnoty IS?’. V ptipadé, Ze nebylo pozorovano zadné cévni poskozeni
chorioalantoidni membrany (v ¢ase 300 sekund), byla testovana latka povazovéna za negativni,

tj. nezpusobujici podrazdéni spojivkové tkané oka.

Tabulka 5: Klasifikace potencidlu chemickych latek dle hodnoty IS (primér ze 3 opakovani)

Potenciél latky Hodnota IS
Nedrazdiva <l

Mirné drazdiva 1-<§
Stredné drazdiva 5-<9
Leptava/siln€ drazdiva 9-21
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4.2 ZkouSené latky/ vybér vzorku

4.2.1 Modifikace metody BCOP - optimalizace postupu oplachu testované
latky z povrchu rohovek

Dle metodiky OECD ¢&. 437 je pouzitelnost zkousky BCOP omezena pro latky barevné a
vysoce viskozni. Vysoce viskozni pasty a mastné latky ¢asto vykazuji silnou tendenci ulpivat
na povrchu rohovek a je velmi obtizné je omyt standardnim postupem za pouziti roztoku
EMEM s nebo bez FC. Dlouhodoby kontakt lipofilnich latek miize zpuisobit zvysenou
penetraci. Barevné latky mohou obarvit povrchovou vrstvu rohovky. V téchto ptipadech se
muZe projevit faleSna pozitivita zkousky.

Pro optimalizaci postupu oplachu byly navrzeny dva nové kroky s cilem zvysit t€innost
odstranovani vysoce viskdznich a barevnych latek. Prvni Uprava spocivala v zatazeni
lipofilniho oplachu (olivovy olej) mezi standardni oplachy roztokem EMEM. Druhym krokem
bylo pfidani mechanického odstranéni ulpivajici testované latky z povrchu rohovky pomoci
vatového tamponu. Dilezité¢ bylo experimentalné ovéfit, zda tyto modifikace nemaji vliv
na validitu testu BCOP a soucasné, zda skutecné snizi faleSnou pozitivitu vysledka testh
s témito latkami.

Byla vybréana skupina 20 viskdznich latek s riiznou barevnosti. Klicovym parametrem
byla hustota a konzistence. U chemickych a farmaceutickych latek byl znam drézdivy potencial
z in vivo zkousky. U kosmetickych produktii logicky nebyl tento udaj dostupny, ale vyhodou
téchto vzorki byla pastovita konzistence a obsazené barvivo. Z laboratorni praxe je znamo, ze
prave tyto latky nelze standardni metodou BCOP testovat. V Tabulce 6 je prehled pouzitych
latek, jejich hustota, barva a odhad drazdivosti pro oko. Do experimentu byly zafazeny také
latky komercné testované na pracovisti VUOS a jejich presnou identitu nelze publikovat.
Pro vyhodnoceni vlivu modifikace metody nebylo pfesné slozeni téchto latek podstatné.

Pro vyhodnoceni vlivu obou navrzenych modifikaci byl proveden dopliiyjici kontrolni
experiment s 30 rohovkami. Bez expozice chemickou latkou bylo 10 rohovek omyto
standardnim postupem, 10 rohovek postupem s vlozenym oplachem olivovym olejem a
u 10 rohovek byl proveden mechanicky kontakt odpovidajici otieni latky z povrchu a nasledné
omyti kombinaci EMEM média a olivovym olejem.

Dalsi ovéfeni vlivu mechanického kontaktu s povrchem rohovky bylo provedeno
na tfech pozitivnich latkach (1% NaOH, 20% Imidazol a DMFA). VSechny latky byly
testovany tfemi variantami testu BCOP, tj. se standardnim oplachem, s vlozenym oplachem

olivovym olejem a s mechanickym otfenim povrchu rohovky.
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Tabulka 6: Charakteristika latek pouzitych pii optimalizaci testu BCOP

Nazev latky/ kod Hustota g/ml Barva Ptedpokladana
drazdivost

1 176/12 Chemicka latka 0,82 derna Ano*

2 177/12 Chemicka latka 1,09 dervena Ne*

3 Vazelina Chemicka latka 0,87 bila Ne*

4 Hlinikové mazivo Chemicka latka 1,00 Seda Ne**

5 Olejova barva Chemicka latka 1,00 Cervena Ne**

6 Plastické mazivo Chemicka latka 0,72 bila Ne**

7 12/09 Farmaceuticka latka 0,80 bezbarva Ano*

8 Imazol krém Farmaceuticka latka 0,71 bila Ano**

9 101/08 Farmaceuticka latka 0,73 bila Mozna**

10 Ichtoxyl mast Farmaceuticka latka 0,80 tmave hnéda Mozna**

11 Dermazulen mast Farmaceuticka latka 0,68 bezbarva Mozna**

12 Triancinolon E mast  Farmaceuticka latka 0,73 bezbarva Ne **

13 Veterinarni mast Farmaceuticka latka 0,80 bila Ne **

14 245/11 Farmaceuticka latka 0,85 bila Ne*

15  Wella lak na vlasy Kosmeticky produkt 0,90 rizova nejsou informace
16  Lak na vlasy Kosmeticky produkt 0,90 bezbarva nejsou informace
17  Kakaové télové Kosmeticky produkt 0,81 bila nejsou informace

maslo
18  Make up Kosmeticky produkt 0,98 hnéda nejsou informace
19  Peeling krém Kosmeticky produkt 0,84 bezbarva nejsou informace
20  Deodorant Kosmeticky produkt 0,62 bila nejsou informace
Pozn.:* - in vivo data VUOS; ** - pribalovy letak nebo MSDS

4.2.2 Ovéreni citlivosti in vitro metod testovani o¢ni drazdivosti

Cilem hlavni experimentalni casti bylo ovéteni citlivosti tfi alternativnich metod testovani ocni

drazdivosti vyuzivajici rtzné biologické modely pro lidskou rohovku a spojivku.

Pro laboratorni experimenty byly vybrany rtizné chemické latky a smési se znamym in vivo

ucinkem na oko. Pro vybér latek byla klicovym ukazatelem dostupnost detailnich vysledkt

zkousky o¢ni drazdivosti na kralicich, a to v€etné klinického pozorovani ocnich 1ézi. Skupina

zahrnovala latky drazdici nebo poskozujici rizné ¢asti oka 1 latky nedrazdivé. Cilené byly

vybrany latky, u nichZ byl zaznamenén riizny stupenn podrazdéni nebo posSkozeni spojivky, i

kdyZ celkovy vysledek testu byl negativni. U nékterych latek byly k dispozici vysledky in vivo

zkousky vcetné detailnich klinickych dat popisujicich nejen reakci oka kralika po celou dobu

studie, ale také jeho celkovy zdravotni stav. Soubor latek obsahuje pevné latky i kapaliny.

Na zdklad€¢ vysledkli prvni experimentdlni casti, kdy byla modifikovana metoda BCOP

pro vysoce viskozni a barevné latky, byl pro druhou experimentalni fazi pouZit i tento typ latek.

Vsechny vzorky byly postupné testovany metodami HET-CAM, BCOP a RhCE.
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Pro hodnoceni in vivo reakce byly pouzity udaje o latkach registrovanych dle Natizeni
REACH'", které jsou volné dostupné na strankdach ECHA. Dale byly pouzity vysledky studii,
u kterych byly k dispozici primarni zdznamy. Jedna se o studie provedené v ramci hodnoceni
nebezpecnosti chemickych latek a registrace chemickych latek. Pro ucely této doktorské prace
nebyl proveden zadny in vivo test a pouze byla pouzita data jiz provedenych zkousek. Piehled

pouzitych latek a vysledky in vivo testi jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7: Ptehled latek pouzitych pro ovéfeni citlivosti in vitro zkuSebnich metod

¢.  Chemicka latka/ nazev CAS skupenstvi/barva zdroj

1 3-Methyl-1,1-difenylmocovina 13114-72-2 pevna latka/bila az Seda  ECHA
2 dusic¢nan sodny 7631-99-4 pevna latka/ bila ECHA
3 jodid draselny 7681-11-0 pevna latka/ bila ECHA
4 dusicnan stiibrny 7761-88-8 kapalina/ zluta ECHA
5 substituovany amin -- pevna latka/ fialova VUOS
6 1,3-Diethyl-1,3-difenylmocovina 85-98-3 pevna latka/ bila ECHA
7  octan amonny 631-61-8 pevna latka/ bila ECHA
8  dusicnan barnaty 10022-31-8 pevna latka/ bila ECHA
9  siran hofecnaty 7487-88-9 pevna latka/ bila ECHA
10 fungicidni smés -- pevna latka/ zelena VUOS

(10% oxichlorid méd’naty)
11 Chloramin-T 149358-73-6  pevna latka/ bila ECHA
(127-65-1)

12 Dust, steelmaking 65996-72-7 pevna latka/ hnédoSeda ~ ECHA
13 Direct Black 19 6428-31-5 pevna latka/ Cerna ECHA
14 xylensulfat sodny 1300-72-7 pevna latka/ nazloutla ECHA
15 karbamat -- pevna latka/ bila VUOS
16  humitan sodny 68131-04-4 kapalina/ tmavé hnéda ECHA
17  benzyl benzoat 120-51-4 kapalina/ bezbarva ECHA
18  3,4-Ethylendioxythiopene 126213-50-1 kapalina/ bezbarva ECHA
19  Dimethylformamid 68-12-2 kapalina/ bezbarva ECHA
20  bélici hlinka -- pevnd latka/Cernozelena  VUOS
21 cyklicky uhlovodik -- pevna latka/ bila VUOS
22 karbamat -- pevna latka/ bila VUOS
23 halogenovany hydrazin -- pevna latka/ bila VUOS
24 smés amind -- kapalina/ Zluta VUOS
25  imidazol -- pevna latka/ Sedobila VUOS
26  benzothiazol -- pevna latka/ hnéda VUOS
27  derivat chinoxalinu -- pevna latka/Sedobila VUOS
28 naftochinon -- pevna latka/ zlutozelena  VUOS
29  karbazol -- pevna latka/ zelenozlutda  VUOS
30 adamantan - kapalina/ bezbarva VUOS

Pozn. VUOS — latky komercné testované ve VUOS, detaily nelze publikovat
ECHA — informace volné dostupné na strankach ECA'”

U latek s volné dostupnymi vysledky in vivo testl (registrované dle natizeni REACH)

je uvedena presna identifikace véetné¢ CAS ¢isla. U vzorid testovanych v ramci hodnoceni
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nebezpecnosti chemickych latek, které nejsou volné dostupné na strankdch ECHA, je
majitelem vysledkli zadavatel studii. Z toho divodu je uvedena pouze chemicka skupina,
do kter¢ se latka tadi.

V Tabulce 8 je piehled vysledkd in vivo zkouSek na kralicich. Pro porovnani
s alternativnimi modely jsou uvedeny sledované zmény oc¢ni rohovky, spojivky a dalsi 1éze,
které byly zplsobeny aplikaci zkousené latky. Soubor vzorkli obsahuje latky s rtizné silnym

drazdivym potencialem i latky nedrézdivé.

Tabulka 8: Dostupné vysledky in vivo testl o¢ni drazdivosti

¢. Zaver in vivo poskozeni/podraz  poSkozeni/podrazdé  jiné léze
zkousky déni rohovky ni spojivky

1 nedrazdi - - --

2 drazdi stiedni stiedni duhovka: mirné podrazdéni,
mzurka: stfedni podrazdéni

3 nedrazdi - mirné az stredni mzurka — mirné

4 velmi silné vyrazné vyrazné otok, slzeni

drazdi

5 mirné drazdi  mimé mirné otok, slzeni

6 nedrazdi - mirné slzeni mirné

7 nedrazdi -- mirné -

8 drazdi - stfedni duhovka: mirné az stfedni
podrazdéni

9 nedrazdi mirné mirné duhovka: mirn¢ podrazdéni

10 silné drazdi vyrazné vyrazné duhovka: mirné podrazdéni

11 silné drazdi vyrazné vyrazné --

12 nedrazdi mirné stfedni slzeni

13 nedrazdi - mirné mzurka: mirmé podrazdéni

14 drazdi - stfedni mzurka: mirné az stiedni
podrazdéni

15 mirné drazdi  mirné az stfedni stiedni otok vicek, vytok

16  nedrazdi - mirny -

17 nedrazdi -- mirny --

18  nedrazdi - mirny -

19 drazdi mirné vyrazné -

20  mirn€ drazdi  mimé stfedni --

21 drazdi mirné mirné az stfedni --

22 drazdi stfedni stfedni az vyrazné --

23 nedrazdi -- mirné uhyn, systémova toxicita

24 nedrazdi - mirné -

25  nedrazdi - mirné az stredni duhovka: mirné podrazdéni

26  mirn¢ drazdi = -- mirné az stfedni -

27  drazdi mirné az stfedni stfedni -

28  nedrazdi - mirné mzurka: mirné podrazdéni

29  mirn¢ drazdi - mirné az stfedni --

30 mirn¢ drazdi = -- mirné az stiedni -
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Modifikace metody BCOP — optimalizace postupu oplachu testované

latky z povrchu rohovek

5.1.1 Vysledky

Vysoce viskdzni a barevné latky vybrané pro modifikaci testu BCOP (Tabulka 6) byly nejprve
otestovany testem BCOP, dle OECD testovaciho postupu, tedy se standardnim trojitym
oplachem médiem EMEM. Dal§im krokem ovétfeni navrzené modifikace bylo pouziti testu
BCOP s modifikovanym oplachem. Mezi standardni EMEM médium byl vloZen oplach
olivovym olejem. Cilem bylo zvySeni uCinnosti omyvaciho procesu u latek rozpustnych
v nepolarnich rozpoustédlech, a to pfedevsim latek barevnych. Ve tretim kroku experimentu
byla stejna skupina latek otestovana dalsi variantou testu BCOP, kdy bylo ptfed oplachovou
¢asti provedeno mechanické odstranéni rezidui latky z povrchu rohovky pomoci vatového
tamponu. Po tomto kroku nasledoval opét proces rozsifeného oplachu kombinaci média
EMEM a olivovym olejem. Tato modifikace byla navrzena pro vysoce viskozni latky.

Priiméry namétenych hodnot opacity a permeability a odpovidajici vypoctenad skore
IVIS jsou shrnuty v Tabulkach 9 a 10. Kazdy experiment (oplach dle standardni metody
BCOP, modifikace s nepolarnim oplachem a modifikace s mechanickym odstranénim latky
z rohovky) byl proveden na skupin¢ péti rohovek, které byly nezéavisle vyhodnoceny. Celkem
tedy bylo pro kazdou latku pouzito 15 rohovek. Vysledky vSech tfi variant byly porovnany
nejen mezi sebou, ale také s ptredpoklddanym iritacnim potencidlem testovanych latek. V ramci
verifikace byl ovéfen vliv obou krokl na intaktni rohovky a tim vylou¢ena moznost falesné
pozitivniho efektu obou modifikaci.

Pti provedeni standardniho oplachu (3x EMEM) byla u 11 vzorka (55 %) pozorovana
rezidua testovanych latek na povrchu rohovek. Ve dvou piipadech ziistala rohovka obarvena
vzorkem. Pouzitim oplachu nepolarnim rozpoustédlem doslo ke zvySeni uc¢innosti omyvaciho
procesu. Rezidua testovanych latek byla pozorovana u 7 vzorkl (35 %) a obarveni rohovek
bylo zaznamenano pouze u jednoho vzorku. Pfi zafazeni mechanického odstranéni latky

z povrchu rohovky byla rezidua aplikovaného vzorku zjisténa pouze u vzorku €.1 (5 %).
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Tabulka 9: Modifikace omyvaci faze testu BCOP - Primérné hodnoty opacity a permeability

¢. omyti EMEM omyti EMEM-+olej mechanické odstranéni +
omyti EMEM +olej
0] PER rezidua OP PER rezidua OP  PER rezidua
1 55,2 0,039 +B 66,2 0,057 +B 36,6 0,052 +
2 534 0,012 +B 54 0,009 N 6 0,01 N
3 101 0,021 + 82,4 0,012 + 13 0,011 N
4 38 0,017 + 9,8 0,026 N 2,2 0,014 N
5 9,6 0,067 N 37 0,012 N 10,4 0,023 N
6 3 0,023 N 10,6 0,023 N 12 0,054 N
7 209,4 0,089 + 214 0,071 + 79,4 0,023 N
8 204,6 0,013 + 229,2 0,02 + 71,2 0,054 N
9 18,4 0,185 N 43,2 0,039 N 29,6 0,032 N
10 11,6 0,084 N 23,6 0,029 N 6,4 0,013 N
11 9,8 0,043 N 6 0,037 N 7,6 0,065 N
12 202,4 0,016 + 20,4 0,064 N 5 0,041 N
13 8,8 0,047 N 15,4 0,032 N 10,2 0,014 N
14 141,2 0,026 + 84 0,014 N 9,6 0,032 N
15 168 0,026 + 160,8 0,012 + 21 0,019 N
16 15 0,013 N 50,8 0,027 N 11 0,054 N
17 2272 0,023 + 232,4 0,015 + 23,2 0,009 N
18 16 0,018 N 15,4 0,022 N 7 0,009 N
19 113,4 0,026 + 115,8 0,093 + 80,4 0,045 N
20 194 0,776 N 194 0,850 N 13,4 0,611 N

Pozn. OP — prumeérna opacita;, PER — prumerna permeabilita;, + — pritomnost testované latky na
rohovce po ukonceni omyvaci faze; B — pretrvavajici obarveni rohovky po ukonceni omyvaci faze; N —
bez rezidui latky na rohovce

Pti provedeni standardniho testu BCOP byl drazdivy potencial (hodnota IVIS vyssi nez
55) naméfen u deviti vzork tj. 45 % latek. U vSech téchto vzora byla zaznamendna ptitomnost
zkousené latky na povrchu rohovek i po trojittm omyti roztokem EMEM. Pouziti prvni
modifikace s omytim pomoci olivového oleje vedlo k vyraznému sniZeni vypoctenych hodnot
IVIS u dvou vzorki (¢.12 a 14). U téchto latek doslo k uplnému odstranéni latky z povrchu
rohovky. U ostatnich sedmi vzorkt (€.1, 3, 7, 8, 15, 17 a 19) kde byla hodnota IVIS vyssi nez
55 nedoslo k podstatnému snizeni hodnoty iritacniho skore. U dalSich ¢tyfech vzorkl doslo
ke sniZzeni vypoctené IVIS (¢. 2, 4, 11, 18). Nejvyraznéjsi pokles indexu drazdivosti byl
pozorovan u vzorkd, kde modifikace zplsobila odstranéni zkousSené latky z rohovky. Naopak
pouziti olivového oleje vedlo ke zvySeni hodnoty IVIS u Sesti vzorki (€. 5, 6, 9, 10, 13 a 16),
1 kdyZ u Zadného z nich nezptlsobilo zvyseni nad limitujici hodnotu 55. U vzorku €. 20 byla

hodnota IVIS bez vyrazné zmény.
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Druh4 modifikace oplachové Casti testu byla zalozena na kombinaci mechanického
odstranéni zbytkl testované latky z povrchu rohovky a nasledném oplachovani roztokem
EMEM médiem a olivovym olejem. Ze sedmi vzorkd, u kterych pouzitim prvni modifikace
nedoslo ke snizeni skore IVIS (€. 1, 3, 7, 8, 15, 17, 19), zptsobilo zafazeni mechanického
odstranéni latky do omyvaci faze pokles hodnoty IVIS pod limit u ¢tyfech z nich (1, 3, 15 a
17). U v§ech mimo ¢.1 doslo k Gplnému odstranéni vzorkt z povrchu rohovek. U vzorkt 7, 8
a 19 zistala hodnota IVIS vyssi nez 55, ale zatazeni druhé modifikace do testu zplsobilo
vyrazné snizeni této hodnoty. Naopak zvyseni hodnoty IVIS u étyfech vzorki (€. 5, 6, 9, 13).
U vSech té€chto latek byla nove ziskana hodnota skére hluboko pod hodnotou 55.

Tabulka 10: Modifikace omyvaci faze testu BCOP — Primérné hodnoty IVIS

omyti EMEM  omyti EMEM +olej mechanické odstranéni + omyti EMEM +olej

_O(

1 55,78* 67,06* 37,39
2 53,58 5.4 6,16
3 101,31* 82,59* 13,17
4 38,26 10,2 2,41
5 10,6 37,17 10,74
6 3,35 10,94 12,81
7 210,73* 215,07* 80,08*
8 204,79* 229,51* 72,16*
9 21,18 43,79 30,08
10 12,86 24,04 6,6
11 10,45 6,56 8,58
12 202,64* 21,35 5,61
13 9,51 15,87 10,42
14 141,6* 8,61 10,08
15 168,38* 160,99* 21,29
16 15,19 51,21 11,82
17 227,55% 232,63* 23,34
18 16,28 15,72 7,14
19 113,79% 117,2* 81,07*
20 31,04 31,15 22,57

Pozn. * dle GHS Ize latku klasifikovat

5.1.2 Diskuse

Pro prvni experimentalni ¢ast prace byly navrZeny dvé zmény omyvaciho procesu testu BCOP,
ktery se standardné provadél dle OECD testovaci metody. Cilem modifikaci bylo zvysit
ucinnost odstranéni barevnych a viskdznich testovanych latky z povrchu rohovky. Rezidua
t&chto latek zvySovala méfené hodnoty opacity a tim zplisobovala fale$né pozitivni vysledky?>.
Prvni modifikace zaloZena na pouZiti olivového oleje jako nepolarniho omyvaciho média

zpiisobila vyrazny pokles hodnot IVIS u pétiny vzorku (¢.2, 4, 12 a 14). Tento efekt souvisel
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se snizenim piitomnosti rezidui zkouSenych latek na povrchu rohovky a s tim souvisejici
zvySeni propustnosti svétla. Naméfené hodnoty opacity byly vyrazné niz$i nez pii pouziti
metodikou piedepsaného postupu. U dvou vzorki byl pozorovan opacny efekt (¢. 5 a 16) kdy
pouziti olivového oleje k odstranéni testované latky z povrchu zpiisobilo zvySeni hodnoty
IVIS. V téchto ptipadech doslo pouze ke zvySeni naméfené hodnoty opacity, ale hodnoty
permeability nebyly vyrazné ovlivnény. Rozpusténi nepolarnich latek v olivovém oleje mohlo
zpusobit jejich prinik do vrchnich vrstev rohovky a tim snizit svételnou propustnost. Moznym
vysvétlenim by mohl byt u¢inek samotného olivového oleje, ale to nebylo v kontrolnich testech
bez chemikalii potvrzeno. Pouziti oleje do oplachovaciho kroku nezptisobilo navyseni hodnoty
IVIS nad limitni hranici 55, tedy nedoSlo k fale$Sné€ pozitivni odpoveédi.

U dvou vzorkl (€. 12 a 19) byla pozorovana zvySena permeabilita pii pouZiti prvni
modifikace. U vzorku €. 12 byl tento efekt vyvazen snizenim hodnot opacity a tim 1 celkovym
snizenim skére IVIS. Naopak u vzorku €. 19 byl zaznamenan mirny nértst skore drazdivosti.
U ostatnich vzorkl nebyl zaznamenan vliv obou modifikaci na hodnoty permeability.

Mechanické odstranéni zbytk testovanych latek z povrchu rohovek pred rozsifenou
sekvenci oplachovacich kroku vedlo k vyraznému zvyseni Gi¢innosti odstranovani testovanych
latek, jejichz rezidua byla pti¢inou nepruhlednosti rohovek a tim zvySeni vysledného IVIS
skore u ctyfech vzorkt (€. 1, 3, 15 a 17). Také v téchto ptipadech nebyla pozorovana vyrazna
zména v propustnosti rohovek.

Pro ovéfeni vlivu samotnych modifikaci na kompaktnost epitelu rohovky byly
provedeny testy bez chemickych latek a testy se tiemi pozitivnimi kontrolnimi latkami.
Ve vSech ptipadech neméla samotnd aplikace mechanického kontaktu a zarazeni olivového
oleje do omyvaciho procesu vyznamny vliv na méfené hodnoty opacity a permeability. Také
provedené histopatologické vySetfeni exponovanych rohovek prokazano, ze modifikace

nezplsobuji naruseni epitelu rohovky.
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5.2 Ovéreni citlivosti in vitro metod testovani o¢ni drazdivosti

5.2.1 Zkouska HET-CAM

5.2.1.1 Vysledky

Skupina 30 vzorkl (7abulka 7), ktera byla vybrana pro ovéfeni citlivosti in vitro metod
pro testovani o¢ni drazdivosti, byla otestovany metodikou HET-CAM popsanou v kapitole
4.1.4. Metodika je vhodna pro rizné typy latek. Kapalné vzorky (€. 5, 16, 17, 18, 19, 24 a 30)
byly aplikovany v objemu 0,3 ml pipetou. Barevné kapaliny byly nanaSeny k okraji odhalené
membrany tak, aby ¢ast zorného pole zlstala odkryta a bylo mozno hodnotit reakci. Pevné
vzorky v mnozZstvi 0,3g byly naneseny na ¢ast membrany o ploSe pfiblizné 50 %. Pro kazdou
zkouSenou latku byla pouzita tfi oplozena vejce. Vybrané latky byly otestovany v nékolika
skupinach se soubézné zkousenou negativni kontrolou (0,9% NaCl) a pozitivni kontrolou (1%
NaOH) pro ovéteni validity testti. Pfehled hodnot vypocteného iritatniho skore a ptifazené
klasifikace pro vSechny testované vzorky je uveden v Tabulce 11.

U vzorkt €. 1, 7, 12 a 16 nebyla pozorovana zadné reakce chorioalantoidni membrany.
Velmi pomaly nastup dilatace cév (po dob¢ 135 sekund) byl zaznamenan u latky €. 6 a to pouze
u jednoho ze tfi testovanych vajec. VSechny tyto latky byly klasifikovany jako nedrazdivé
pro oko.

Nejrychleji a vzdy jako prvni byly pozorovany vaskularni zmény (u testu HET-CAM
jsou to dilatace cév nebo jejich vasokonstrikce). Tyto 1éze jsou povazovany za nejmirnéjsi a
jejich bodové hodnoceni pro vypocet iritacniho skore je nejnizsi. U né€kolika vzorka (€. 8, 13,
17,18, 20, 21, 24, 25 a 28) byla pozorovana pouze tato reakce, kdy dochazelo k postupné rizné
rychlé dilataci cév, bez nastupu hemoragie a koagulace. Vypoctené hodnoty IS byly relativné
nizké (1,3 - 5).

Nejcastéji byla pozorovédna kombinace dvou 1ézi, a to dilatace cév postupné
prechéazejici k poruseni jejich celistvosti a krvaceni. Casovy odstup mezi nastupem obou 1ézi
byl kolem 20 sekund. Tyto zmény byly zaznamendany u tfetiny testovanych latek (¢. 2, 3, 5, 9,
10, 15, 23, 26, 29 a 30). Jejich vysledné irita¢ni skore bylo 6,7 — 11,3.

U vzorkti €. 4, 11, 14, 19, 22 a 27 doslo nejen vaskuldrnim zménam a hemoragii, ale
postupné byla zaznamenana koagulace bilkovin v okoli cév. Tyto zmény jsou povazovany

vewr

pohybovala se v rozmezi 11 — 21.
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Tabulka 11: Ptehled vysledkt zkousky HET-CAM

Vzorek skore klasifikace ocni Vzorek skore klasifikace o¢ni
¢. drazdivosti drazdivosti ¢. drazdivosti drazdivosti
1 0 nedrazdivy 16 0 nedrazdivy
2 9,3 leptavy/siln¢ drazdivy 17 2 mirmné drazdivy
3 10,7 leptavy/siln¢ drazdivy 18 5 stiedné drazdivy
4 21 leptavy/siln¢ drazdivy 19 16 leptavy/silng drazdivy
5 10,7 leptavy/siln¢ drazdivy 20 4,3 mirmné drazdivy
6 0,3 nedrazdivy 21 5 stiedné drazdivy
7 0 nedrazdivy 22 17,7 leptavy/silné drazdivy
8 5 stiedné drazdivy 23 8,3 stiedné drazdivy
9 10,7 leptavy/siln¢ drazdivy 24 3,7 mimeé drazdivy
10 10 leptavy/siln¢ drazdivy 25 5 stiedné drazdivy
11 19 leptavy/silné drazdivy 26 10,7 leptavy/siln¢ drazdivy
12 0 nedrazdivy 27 11 leptavy/siln¢ drazdivy
13 1,3 mirné drazdivy 28 2 mirné drazdivy
14 11,3 leptavy/siln¢ drazdivy 29 11,3 leptavy/silné drazdivy
15 6,7 stitedné drazdivy 30 10,7 leptavy/siln¢ drazdivy

5.2.1.2 Diskuse

Z hlediska praktického provedeni v standardnich laboratornich podminkach je test HET-CAM
relativné jednoduchy. Ptiprava biologického modelu oplozenych slepic¢ich vajec vyzaduje
zvladnuti techniky otevieni skotfdpky nad vzduchovou bublinou, ale nasledné zvlhéeni a
odstranéni papirové membrany 1 samotna aplikace testované latky neni naro¢na. Klicové je
spravné a co nejobjektivnéjsi hodnoceni reakce membrany. Schopnosti identifikovat nastup
jednotlivych 1ézi v ¢asovém prubéhu experimentu vyzaduje zkuSenost hodnotitele. Velmi
uzitetné se ukazalo pouziti zaznamového zafizeni propojeného se stereomikroskopem. Bylo
tak mozno retrospektivné detailn¢ vyhodnotit a porovnat nejen membrany v ramci skupiny, ale
1 pouzit hodnoceni druhou osobou pii nejednoznacnych nalezech.

Jednim z cilii této prace bylo porovnani vysledki jednotlivych alternativnich metod
s vysledky in vivo zkouSek. U latek, které byly na zaklad¢ klasické zkouSky na kralicich
klasifikovany jako velmi silné drazdivé (€. 4) a silné€ drazdivé (€. 10 a 11) doslo ke 100% shod¢
ve vysledcich klasického testu na kralicich a metody HET-CAM, protoZze z vypocteného
iritacniho skore pro alternativni test bylo moZno vSechny klasifikovat jako leptavé /silné
drazdive.

U vzorki s in vivo klasifikaci ,,drazdivy pro oko* byl vysledek tohoto alternativniho
testu prisnéjsi. U vzorka €. 2, 14, 19, 22 a 27 bylo vypoctené skore drazdivosti vyssi nez 11,
proto byly klasifikovany také jako latky leptavé/silné drazdivé. U téchto vzorkl byl tedy test
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HET-CAM citlivéjsi. Presnéjsi in vitro odpovéd’ byla pozorovana u dvou drazdivych latek (€. 8
a 21). IS bylo u obou latek stejné — 5 a latky byly na zéklad¢ vysledkii alternativni metody
zafazeny mezi stfedné¢ drazdivé. I v této skupiné latek lze vysledek ptfi porovnani s in vivo
zatazenim povazovat za relativné shodny.

Velky rozdil a variabilita vysledki byla nalezena ve skupiné latek, které byly
dle vysledkt in vivo test klasifikovany jako mirné drazdivé (¢.5, 15, 20, 26, 29 a 30). Shoda
byla pouze u vzorku €. 20, kdy podle hodnoty IS (4,3) byla latka oznacena také jako mirné
drazdiva. U ostatnich vzorkd byla metoda HET-CAM vyrazné citlivéj§i. Vzorek ¢. 15
s hodnotou IS 6,7 byl klasifikovan jako stiedné drazdivy, i kdyZ hodnota irita¢niho skére byla
pouze mirn¢ nad hranici pro mirn¢€ drazdivé latky. Ostatni vzorky méely hodnotu IS 10,7 nebo
11,3 a byly zafazeny mezi latky leptavé/silné drazdivé. U téchto latek je zajimavé porovnani
1ézi pozorovanych pii in vivo testech. VSechny vzorky vykazovaly vyraznéjSi poSkozeni
spojivek oproti rohovkam (€.15) nebo byla poskozena pouze spojivka (€. 26, 29 a 30) tedy ta
¢asti oka, pro kterou je chorioalantoidni membrana modelem. Tento model by mél byt pro tyto
zmény citlivéj$i. Pouze u vzorku ¢. 5 byly na krélicich pozorovany mirné zmény jak
na spojivcee, tak i na rohovce. Pokud zahrneme do celkového posouzeni citlivosti metody HET-
CAM pro skupinu latek mirné drazdivych v in vivo testech i1 detailni vysledky klinického
pozorovani, lze za jeden z divodil zvySené citlivosti alternativni metody povazovat vyssi
predikci pro latky drazdici spojivku kralika.

Posledni hodnocenou skupinou jsou latky, které byly na zéklad¢ klasického testu
zafazeny mezi latky nedrazdici oko (¢. 1, 3,6, 7,9, 12, 13, 16, 17, 18, 23, 24, 25 a 28). U téchto
latek byla shoda ve vysledku 36 %. IS mensi nez 1 bylo vypocteno u latek €. 1, 6, 7, 12 a 16.
Na zakladé vysledku HET-CAM testu byly jako mirné drazdivé klasifikovany ctyti vzorky
(€. 13, 17,24 a 28) a jako sttedn¢ drazdivé tfi vzorky (¢. 18, 23 a 25). U vSech téchto latek byly
pii in vivo expozici pozorovany zmény na spojivce, které ale nevedly ke klasifikaci Zzddnym
stupném drazdivosti. Tento vysledek odpovida hypotéze o citlivosti modelu chorioalantiodni
membrany pro latky poskozujici spojivku, které je uvedena vyse v textu. U vzorki €. 3 a 9 byl
nejveétsi rozdil ve vysledcich. Ob¢ latky byly v testech in vivo nedrazdivé, ale na zakladé
metody HET-CAM by byly klasifikovany jako leptavé/silné drazdivé. V obou ptipadech byly
u kralikt také pozorovany mirné zmény na spojivce a u vzorku €. 9 i na rohovce.

Vyssi podil fale$né€ pozitivnich vysledki testu HET-CAM u latek in vivo nedrazdivych
nebo mirné€ drazdivych pro oko odpovida publikovanym vysledkiim nékolika jinych studii.
Ve skupiné¢ 134 rlzné drazdivych latek byla nejvy$$i shoda pozorovdna u latek

klasifikovanych jako silng drazdivé pro oko. Experiment sledoval vliv rozpustnosti latky
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na predikéni schopnost alternativniho testu. Chorioalantoidni membrana se ukézala jako
vhodny model pro nerozpustné latky a latky rozpustné v tucich!®’.

Z hlediska praktického pouziti chorioalantoidni membrany pro identifikaci latek
poskozujici oko je dilezita co nejnizsi falesna negativita vysledkt. V téchto pripadech model
neni schopen odhalit toxicky potencial. V testované skupiné¢ vzorkl nebyl tento ptipad
zaznamenan. VSechny drazdivé latky bez ohledu na stupen drazdivosti mély v testu HET-
CAM pii provedeni dle metodiky popsané v kapitole 4.1.4 pozitivni vysledek. Pti pouziti
SirSiho spektra testovanych vzorki 1ze faleSnou pozitivitu vysledkil zaznamenat. Procento této
chyby je vSak u siln¢ drazdivych a leptavych latek nizs$i nez u latek zptisobujici jen mirné
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podrazdéni oka'™. Chorioalantoidni membrana je modelem pro spojivku a také s tim muize

souviset nizka mira fale$né negativity!!%!!!,

5.2.2 Zkouska BCOP

5.2.2.1 Vysledky

Pro testovani kapalnych vzorka (€. 5, 16-19, 24 a 30) byla pouzita standardni metodika
,uzaviené komory®, kdy 750 ul testované latky bylo aplikovano pipetou ddvkovacimi otvory
v pfedni komote pfimo na epitelidlni povrch rohovky. Délka expozice byla 10 minut a
pro odstranéni vzorkii bylo pouzito pouze EMEM média sa bez fenolové cCervené.
Po 2hodinové post-inkubacni fazi byla métena hodnota opacity.

Cilem experimentti bylo porovnani vysledki metody BCOP a in vivo zkousky
na krélicich, pii které je zvifatim testovana latka aplikovana nefedénd. Z tohoto diivodu byla
pro zkouSeni vSech pevnych vzorki metodou BCOP pouzita metodika ,,oteviené komory*, kdy
je pevnd latka aplikovana nefedénd na epitelidlni povrch rohovky skrze ptedni otvor komory
drzéku. Délka expozice byla 4 hodiny. U vétSiny pevnych vzorka (€.1-4, 6-9, 11, 12, 14, 15,
21-23, 25-29) nasledovalo omyti pomoci EMEM média jako u kapalin. Béhem expozi¢ni doby
doslo u vzorki €. 10, 13 a 20 k pfilnuti na povrch rohovky nebo k jejimu mirnému obarveni.
Z tohoto diivodu byla pro odstranéni latky z rohovky pouZzita modifikace omyvaci procedury,
kterd byla navrZzena a ovéfena v prvni Casti experimentdlnich praci. V kazdé skupiné
testovanych latek byla vzdy vloZena ptislusnd negativni (0,9% NaCl) a pozitivni kontrolni
latka (100% dimethylformamid pro kapaliny a 20% imidazol pro pevné latky).

Zakaleni (opacita) byla méfena u vSech testovanych vzorkl, negativni kontroly a

pozitivni kontrolni latky opacitometrem MC2. Nejvys$si hodnoty opacity (vys$si nez 50) byly
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naméieny u vzorkl €. 4, 5, 8, 10, 11 a 19. Naopak u latek €. 3, 7, 16, 17 a 26 byly naméfené
hodnoty opacity pted a po expozici zkousenou latkou téméf shodné.

Propustnost membrany byla zjistovana u vSech 30 vzorki stejnym postupem s aplikaci
1 ml roztoku fluoresceinu sodného na epitelidlni stranu rohovky. Pro méfeni absorbance bylo
po 90minutové expozici odebrano médium ze zadni komory. Obsah byl analyzovan piistrojem
UV/VIS spektrofotometr Genesys pii 490 nm. Zvysené hodnoty permeability ukazujici
prostup fluresceinu skrz rohovku byly detekovany pouze u nékolika vzorkt (€. 4, 10, 11 a 14).
Tyto hodnoty ukazuji na poruseni celistvosti tkan¢ rohovky.

Vypoctené hodnoty iritaéniho skore a ptidélend klasifikace potencidlu vyvolat
podrazdéni o€i jsou souhrnné uvedeny v Tabulce 12. Jednoznacné negativni vysledek byl
zjistén u Sesti vzorktli, kdy hodnota IVIS se pohybovala v rozmezi 0,33 — 2,69. Na zaklad¢
klasifikace dle GHS je mozno tyto vzorky oznacit jako nedrazdivé. Naopak klasifikace ,,siln¢
drazdivy az leptavy pro oko* byla pfifazena vSem testovanym vzorkim, u ktery byla hodnota
iritatniho skore vyssi nez 55, coz byly vzorky ¢ 4, 10 a 11 s hodnotami IVIS 134,06; 129,2 a
76,84. U téchto vzorki byly naméteny nejvyssi hodnoty opacity, testovana latka tedy vyrazné
snizila prithlednost rohovky. Zakaleni rohovek bylo viditelné jiz po ukonceni expozice a jejich
omyti.

V z4dném z experimentl nedoslo k obarveni rohovek testovanymi latkami ani nebyla

patrna rezidua na povrchu epitelu, ktera by ukazovala na falesné pozitivni vysledek zkousky.

Tabulka 12: Ptehled vysledka zkousky BCOP

Vzorek IVIS klasifikace o¢ni Vzorek IVIS klasifikace o¢ni
¢. drazdivosti ¢. drazdivosti
1 2,69 nedrazdivy 16 0,59 nedrazdivy
2 3,77 nelze hodnotit 17 0,67 nedrazdivy
3 1,33 nedrazdivy 18 2 nedrazdivy
4 134,06 silné drazdivy az leptavy 19 49 nelze hodnotit
5 33 nelze hodnotit 20 19,82 nelze hodnotit
6 2,36 nedrazdivy 21 12,69 nelze hodnotit
7 0,33 nedrazdivy 22 19,33 nelze hodnotit
8 42,94 nelze hodnotit 23 2,38 nedrazdivy
9 4,34 nelze hodnotit 24 2,7 nedrazdivy
10 129,2 siln€ drazdivy az leptavy 25 2,09 nedrazdivy
11 76,84 siln€ drazdivy az leptavy 26 11,7 nedrazdivy
12 0,33 nedrazdivy 27 32,38 nelze hodnotit
13 2,34 nedrazdivy 28 8,67 nedrazdivy
14 39,48 nelze hodnotit 29 11,09 nelze hodnotit
15 36,33 nelze hodnotit 30 41,48 nelze hodnotit
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5.2.2.2 Diskuse

V laboratornich podminkéch je metoda BCOP relativné jednoducha. Naroc¢néjsi je zvladnuti
techniky vypreparovani rohovek zhovézich o¢i a jejich umisténi do specialnich drzak.
Pro vytvoreni pozadovaného funkéniho modelu oka je dilezit¢ dokonale utésnit stfedovou
cast, aby nedochazelo kolem rohovky k priniku médii mezi pfedni a zadni komorou.
Pfi dodrzeni této podminky neni ndslednd expozice, omyvani i méfeni prihlednosti a
prostupnosti obtizna.

Pti porovnani vysledkd zkousky s hovézimi rohovkami s vysledky in vivo testi byla
nalezena 100% shoda u latek velmi siln¢ drazdicich oko (¢.4) a siln¢ drazdicich oko (€. 10 a
11). Pouze u téchto latek byla primérna hodnota IVIS vyssi nez 55 a latky byly na zakladé
testu BCOP klasifikovany jako silné poskozujici oko az leptavé.

Témétr 100% presnost byla pozorovana také u latek in vivo nedrazdivych. Ze ¢trnacti
nedrazdivych latek byl negativni vysledek v BCOP zkouSce zaznamenan u tfinacti (€. 1, 3, 6,
7, 12, 13, 16-18, 23-25 a 28). U vzorku ¢. 9 byla hodnota IVIS pouze mirné nad limitem
pro latky nedrazdive.

Zkouska BCOP neni dostatecné citlivd pro latky snizS§im potencidlem zpusobit
podréazdéni o¢i. Pii hodnotach iritaéniho skore nad 3 a pod 55 nelze vysledek pouzit pro odhad
drazdivého potencidlu zkousené latky. Legislativa pro chemické latky v téchto ptipadech
piedepisuje pokracovat v testovani za pouziti jinych alternativnich metod nebo metodu in vivo
na kralicich.

Z experimentu vyplyva, Zze test BCOP je dostatecné citlivy pro odhaleni latek
nedrazdicich oko a latek siln€ji poSkozujici oko. U téchto latek nebyl zaznamenan falesné
negativni vysledek. Pro ostatni latky neni dostatecné citlivy, coz ukazuji 1 vypoctené hodnoty
IVIS. Iritaéni skore u latek in vivo mirné draZdicich oko se pohybovalo v rozmezi 11,09 —
41,48. U drazdivych latek byla variabilita iritacniho skore vétsi (3,77 — 49). Dobré predikéni
schopnost metody BCOP byla publikovéana ve studiich s velmi pocetnymi skupinami vzork.

Shoda s in vivo vysledky testii u drazdivych chemickych latek dosahovala 73-77 %!%!13,
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5.2.3 Zkouska RhCE

5.2.3.1 Vysledky

V laboratornich podminkach je provedeni testu RhCE s modelem EpiOcular™ vyrazné
na udrzeni ptresn¢ definovanych podminek, casového planu zkousky i techniku manipulace
s kiehkou 3D strukturou. Metodika obsahuje mnoho jednotlivych krokt odlisnych pro kapalné
a pevné vzorky. U latek je nutno sledovat, zda vzorek ptimo neredukuje pouzité barvivo MTT
nebo zda barevnost vzorku nemuize ovlivnit vysledné spektrofotometrické hodnoceni
zivotaschopnosti tkane.

Chemické latky (Tabulka 7) byly ve zkousce s pouzitim modelu EpiOcular™ testovany
vzdy ve dvou nezavislych experimentech. U vSech vzorkl byl pouZit postup s preinkubaci
tkani pres noc. Kapaliny (50 ul) byly aplikovany pipetou pfimo na tkané. Pevné latky (50 mg)
byly pfenaSeny l1zickou a opatrné rozprostirany na cely povrch modelu. Pii aplikaci
testovanych latek bylo u vzorku €. 17 nutno pouZit fixa¢ni sitku, ktera zajistila rovnomérné
pokryti celych tkani. Délka expozice byla u kapalin a pevnych vzorkl rozdilna, tak jak je
uvedeno v metodice v kapitole 4.1.3. Jako problematické se ukézalo testovani nékterych
pevnych latek (¢. 10, 12, 13, 20 a 26), které se pii expozici prichytily na povrch modelu a
nebylo mozno je kompletné odstranit. Po postinkubacni fazi bylo provedeno barveni MTT
po dobu 3 hodin a nasledna extrakce isopropanolem. Absorbance extraktii na 96jamkové desce
se meéfila spektrofotometrem Epoch pifi 570 nm. Vysledky byly porovnany s hodnotami
prislusné negativni kontrolni latky (sterilni deionizovana voda) a bylo vypocteno prumeérné
procento Zzivotaschopnosti tkani po expozici testovanymi latkami. Vysledné hodnoty i1
odpovidajici hodnoceni potencialu drazdit oko jsou uvedeny v Tabulce 13. Ve vybrané skupiné
vzorki nebylo nutno provést zddnou korekci vysledkli z divodl barevnosti nebo schopnosti
ptimo redukovat barvivo MTT. Validita vSech experimentl byla ovéfena pouzitim pozitivni
kontrolni latky (metylacetat) dodavané vyrobcem modelu firmou MatTek.

Pouze u ¢tyfech vzorki (€. 1, 9, 16 a 17) byla Zivotaschopnost tkani vyS$si nez 60%
hodnoty kontrolnich tkani. Tyto latky neni nutno klasifikovat Zadnym stupném drazdivosti
pro oko. Ostatnich 26 vzorkli mélo Zivotaschopnost tkani pod touto hodnotou a lze je
na zaklad¢ vysledki testu RhCE povazovat za drazdivé. U poloviny vzorkd byla
zivotaschopnost niz§i nez 10% (€. 2-4, 7, 8, 11-14, 20, 24-28) a u ostatnich latek byla v rozmezi
11,7 -55,6.
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Tabulka 13: Ptehled vysledki zkouSky RhCE

Vzorek procento hodnoceni o¢ni Vzorek procento hodnoceni o¢ni
¢ Zivotnosti drazdivosti ¢. Zivotnosti drazdivosti
1 91,1+11,67 nedrazdivy 16 69,8+3,04 nedrazdivy
2 0,9+0,99 drazdivy 17 90,5+4,6 nedrazdivy
3 1,6+0,21 drazdivy 18 33,3+4,03 drazdivy
4 0,6+0,21 drazdivy 19 11,7+0,85 drazdivy
5 55,6+4,24 drazdivy 20 0,9+0,28 drazdivy
6 53,7+1,77 drazdivy 21 31,8+1,48 drazdivy
7 240,64 drazdivy 22 14,6+1,06 drazdivy
8 6,242,83 drazdivy 23 32,1+2,62 drazdivy
9 89,5+6,51 nedrazdivy 24 0,8+0,49 drazdivy
10 30,2+7,42 drazdivy 25 2,1+0,64 drazdivy
11 0,8+0,57 drazdivy 26 0,6+0,71 drazdivy
12 1,1+0,57 drazdivy 27 2,240,71 drazdivy
13 1,5+0,57 drazdivy 28 8,2+0,78 drazdivy
14 240,92 drazdivy 29 32,2+4,38 drazdivy
15 43,4+2.,47 drazdivy 30 22,6+0,07 drazdivy

5.2.3.2 Diskuse

Prace potvrdila, ze metoda vyuZivajici rekonstruovanou lidskou rohovku je vyrazné citlivejsi
oproti jinym alternativnim metodam 1 pavodnimu in vivo testu. U nedrdzdivych latek byla
shoda zaznamenana pouze v 29 %. U deseti vzorkl byl zaznamenén fale$né€ pozitivni vysledek.
Vsechny in vivo latky drazdivé byly ve zkouSce RhCE pozitivni a na zdkladé¢ GHS by byly
klasifikovany jako drazdivé pro oko. Na zdklad¢ zjisténych hodnot Zivotaschopnosti tkdni neni
mozno v soucasné dob¢ pfiradit testovanym chemickym latkdm zadny kvalitativni stupen

drazdivosti nebo zaradit latky mezi leptavé pro oko.

5.3 Porovnani vysledkii in vivo a in vitro zkouSek

Vyvoj novych in vitro nebo ex vivo metod je zaméten predevSim na modely pro lidskou
rohovku, kterd je nejvice exponovanou tkani oka a pfichazi do ptimého styku s okolnim
prostfedim. Tyto alternativni zkousky poskytuji pouze dil¢i informace vzhledem k typu
pouzitého biologického modelu. Probihajici vyvoj kazdé metody vedl kdobré
reprodukovatelnosti vysledkli, ale bez porovnani s velkym mnoZstvim hodnot zin vivo

t°7. ReSenim se ukazuje pouziti

zkousek neni mozno piesné stanovit jejich predikéni schopnos
kombinace dvou az tii alternativnich in vitro nebo ex vivo zkousek, kterd by mohla vést
k uplnému nahrazeni in vivo testovani o¢ni drézdivosti pfi zachovani stejné nebo 1 vyssi

vypovidajici hodnoté testovani’®. Vzhledem k tendenci podcetiovat drazdivy potencial latek
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plsobicich vyrazngji na duhovku nebo spojivku!!*

mél by byt tento specificky uc¢inek
zohlednén také pii vyvoji téchto strategii.

Vysledky testovani o¢ni drazdivosti pomoci alternativnich metod na skuping 30 latek
potvrzuji predpokladany rozdil v citlivosti vybranych in vitro modeli. Porovnanim
s klasickym testem na kralich se jako nejblizsi ukazuje test HET-CAM, ktery ma vysokou
predikéni schopnost u latek siln€ drazdici oko a relativné dobrou vypovidajici hodnotu u latek
mirné drazdivych a nedrazdivych. Tento test vSak neni doposud dostate¢né validovan, proto
neni zafazen mezi metody doporucované OECD. Test BCOP, ktery je zalozen na pouziti
izolované hovézi rohovky jako biologického modelu, je velmi vhodny pro identifikaci silné
drazdivych a nedrazdivych latek. Z tohoto divodu je OECD metodika zaméfena pouze
na identifikaci té€chto latek. Pro latky s mirnym a stfedni potencidlem zptisobit podrazdéni oka
je nepresny a dle strategie testovani o¢ni drdzdivosti Natizeni REACH je druhym krokem
po testu BCOP zkouska RhCE s 3D tkdnovym modelem rohovky. Na vybranou skupinu
chemickych latek (Tabulka 7) byl experimentalné pouzit model EpiOcular, ktery se ukazal
jako extrémné citlivy. Podle vysledki této metody bylo klasifikovano 26 latek jako drazdivych
a pouze 4 jako nedrazdivé oko.

Porovnani citlivosti jednotlivych alternativnich metod je problematické, protoze jejich
klasifika¢ni stupnice jsou velmi rozdilné. Zkouska HET-CAM z dosazené¢ho IS rozliSuje
4 stupné drazdivosti (Tabulka 5) a umoznuje klasifikaci latek 1 podle miry podrazdéni oka,
které mohou testované latky zptsobit. Alternativni test BCOP vyuzivajici hovézi rohovku
klasifikuje pouze latky siln¢ drazdivé az leptavé pro oko a latky nedrazdivé. Velka skupina
latek je zafazena do kategorie ,,nelze hodnotit. Pfi pouziti této klasifikani stupnice je
srovnani vysledka latek vyvolavajici mirné az stiedni podrazdéni oka v in vivo podminkach
obtizné. Velmi piisnou klasifikaci ma test RhCE, ktery latky rozdéluje pouze na nedrazdivé a
drézdivé. Vzhledem k velké citlivosti tohoto testu jsou mezi latky klasifikované jako drazdivé
zafazeny nejen latky sriznym potencidlem drazdit oko, ale také cast latek in vivo
nedrazdivych. Extrémni citlivost byla potvrzena i v experimentech této prace. Nejednotnost
v hloubce rozliSeni miry draZdivosti znesnadiluje porovnani vysledkli jednotlivych
alternativnich metod mezi sebou. Pokud rozdélime vysledky pouze na pozitivni (drazdivost
bez ohledu na stupeil) a negativni (nedrézdivé) lze ¢astecné posoudit citlivost biologickych
modelil viici in vivo testu na krélicich. Toto rozdéleni je vyznaceno v Tabulce 14 Sedou barvou
pozitivnich poli. U testu HET-CAM je pak shoda 70 % a u testu RhCE je to 66,7 %. Zatazenim
spornych vysledki testu BCOP (,,nelze hodnotit*), mezi vysledky pozitivni, dojde k navySeni
shody z 46,7 % na 93 %.
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Pokud test BCOP pouzijeme jako prvni krok testovaci strategie, dojde k identifikaci
latek siln¢ drézdivych a nedrdzdivych. Pro testovani potencidlu drazdit oko ostatnich latek je
dle strategie testovani REACH doporuceno pouziti druhé in vitro metody. Pro posouzeni
citlivosti metod RhCE a HET-CAM pro skupinu 13latek, které nelze na zéklad¢ testu BCOP
hodnotit (¢. 2, 5, 8, 9, 14, 15, 19-22, 27, 29 a 30), bylo provedeno porovnani vysledkl této
podskupiny s vysledky testu na kralicich. Shoda vysledkt této podskupiny s in vivo vysledkem
byla 100 % u RhCE a 92 % u HET-CAM. Ani v jednom ptipad¢ nedoslo k falesné negativnimu
zatazeni drazdivé latky mezi nedrazdivé. Tyto vysledky potvrzuji, Ze 1 kdyZ obé metody
poskytuji informace o poskozeni jiného typu ocni tkdn€ je jejich celkova citlivost
srovnatelna’?. Z tohoto diivodu je také test RhCE zafazen do strategie postupného testovani
o¢ni drazdivosti. Oproti metodé¢ HET-CAM se jedna o metodu validovanou a zatfazenou mezi

OECD doporucované metody.

Tabulka 14: Souhrn vysledka in vivo a in vitro zkousek

Vzorek in vivo HET-CAM BCOP EpiOcular™
C.

1 nedrazdi nedrazdivy nedrazdivy nedrazdivy
2 drazdi leptavy/siln¢ drazdivy  nelze hodnotit drazdivy

3 nedrazdi leptavy/siln¢ drazdivy  nedrazdivy drazdivy

4 velmi silné drazdi  leptavy/silné€ drazdivy  silné drazdivy drazdivy

5 mirné drazdi leptavy/siln¢ drazdivy  nelze hodnotit drazdivy

6 nedrazdi nedrazdivy nedrazdivy drazdivy

7 nedrazdi nedrazdivy nedrazdivy drazdivy

8 drazdi sttedné drazdivy nelze hodnotit drazdivy

9 nedrazdi leptavy/siln€ drazdivy  nelze hodnotit nedrazdivy
10 siln¢ drazdi leptavy/siln€ drazdivy  silné drazdivy drazdivy
11 siln¢ drazdi leptavy/siln€ drazdivy  silné drazdivy drazdivy
12 nedrazdi nedrazdivy nedrazdivy drazdivy
13 nedrazdi mirn¢ drazdivy nedrazdivy drazdivy
14 drazdi leptavy/siln€ drazdivy  nelze hodnotit drazdivy
15 mirn¢ drazdi sttedné drazdivy nelze hodnotit drazdivy
16 nedrazdi nedrazdivy nedrazdivy nedrazdivy
17 nedrazdi mirn¢ drazdivy nedrazdivy nedrazdivy
18 nedrazdi sttedné drazdivy nedrazdivy drazdivy
19 drazdi leptavy/siln¢ drazdivy  nelze hodnotit drazdivy
20 mirn¢ drazdi mirn¢ drazdivy nelze hodnotit drazdivy
21 drazdi sttedné drazdivy nelze hodnotit drazdivy
22 drazdi leptavy/siln€é drazdivy  nelze hodnotit drazdivy
23 nedrazdi stredné drazdivy nedrazdivy drazdivy
24 nedrazdi mirné drazdivy nedrazdivy drazdivy
25 nedrazdi stredné drazdivy nedrazdivy drazdivy
26 mirné drazdi leptavy/silné drazdivy  nedrazdivy drazdivy
27 drazdi leptavy/siln€é drazdivy  nelze hodnotit drazdivy
28 nedrazdi mirné drazdivy nedrazdivy drazdivy
29 mimé drazdi leptavy/siln€ drazdivy  nelze hodnotit drazdivy
30 mimé drézdi leptavy/siln€ drazdivy  nelze hodnotit drazdivy
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Publikované vysledky studii porovnavajici citlivost alternativnich metod nejsou
jednoznacné. Jejich predikeni schopnost je zavisla nejen na drazdivém potencidlu latek, ale
také na jejich fyzikaln€ — chemickych vlastnostech jako je rozpustnost, polarita nebo tékavost.
Strategie testovani pomoci dvou in vitro metod by se mohla lisit dle typu testované latky.
U rozpustnych latek mize byt vhodné kombinovat testy na bunéénych liniich (STE test) a
BCOP. Naopak pro nerozpustné latky ma vyssi predikéni schopnost kombinace modeld

115 Tato kombinace se ukézala jako vhodn&jsi i pro tékavé

EpiOcular™ a hovézi rohovky
latky. Pro zkousSeni alkoholtl a ketonti neni zatazeni testu BCOP vhodné z diivodu vysokého

poctu falesné pozitivnich vysledki u tohoto typu chemickych latek.
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6 ZAVER

V souladu se stanovenymi cili byla v rdmci této disertacni prace studovana problematika
pouziti alternativnich biologickych modeli pro testovani oc¢ni drézdivosti. V prvni Casti
experimentalni prace byla navrzena a odzkousena modifikace testu BCOP, ktery jako testovaci
model pouziva hovézi rohovky. Tento alternativni test je povazovan za vhodnou alternativu
testovani ocni leptavosti a drazdivosti, 1 kdyZz ho nelze pouzit na vSechny typy chemickych
latek a smési. Tato omezeni jsou uvedena nejen v literatufe, ale predevsim v metodice OECD
¢. 437. Experimentalni prace byla zaméfena na feSeni problému vysokého poctu faleSné
pozitivnich vysledkil pii testovani silné€ viskdznich a barevnych latek dle klasického postupu.
Pro tyto latky byly navrZeny a validovany dvé modifikace postupu oplachovani s cilem zvySeni
jeho ucinnosti.

Viskozni latky maji tendenci ulpivat na povrchu rohovky a tim zmenSovat svételnou
propustnost. Podobny efekt byl pozorovan u latek barevnych. Vyslednd uprava systému
omyvani je zaloZena na kombinaci jemného mechanického odstranéni a rozsiteni oplachovani
exponovanych rohovek o pouziti nepolarniho olivového oleje. Modifikace se ukézala jako
velmi ucinnéd pii odstranovani adhezivnich vzorkli a potencidlné by mohla rozsitit oblast
aplikace testu BCOP. Pouziti ipravy omyvajiciho procesu je jednoduché, levné a nevyzaduje
z4dné specialni vybaveni a podstatné nezvysuje ¢asovou naro¢nost. V soucasné dob¢ je tato
modifikace jiz zavedena do systému SLP a standardn¢ pouzivana pii testovani ocni
drézdivosti.

Druha ¢ast experimentalni prace byla zaméfena na porovnani citlivosti tii vybranych
alternativnich metod vici klasickému in vivo testu na kralich. Byly zvoleny zkousky BCOP,
RhCE a HET-CAM, které¢ vyuzivaji zcela odlisné biologické modely. Zkouska RhCE zalozena
na 3D modelu z lidskych keratinocytl, ktery je strukturalné podobny povrchové ¢asti rohovky,
se ukdzala jako vysoce citlivd bez moZznosti rozliSeni stupné drazdivosti chemickych latek. Test
HET-CAM pouziva vysoce prokrvenou chorioalantoidni membranu oplozenych slepicich
vajec. U této metody se predpokladal vysoky potencidl v oblasti identifikace mirné drazdivych
latek, coz bylo experimentalné potvrzeno. Zkouska BCOP vyuZivajici izolované hovézi
rohovky ma v porovnani s in vivo testem na krélicich dobrou predikéni schopnost pro silné
drazdivé a leptavé latky a také pro latky nedrazdivé. Latky s potencidlem zplsobit mirné nebo
sttedni podrézdéni oka nelze timto testem identifikovat.

Pro chemické latky je pouZivana dvojice alternativnich testi BCOP a RhCE.

Kombinace dvou modell pro lidskou rohovku nemtiZze pokryvat v§echny mechanismy u¢inki
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a tim upln¢ nahradit testovani o¢ni drazdivosti na zvitfatech. Zatfazeni metody HET-CAM
do strategie testovani o¢ni drdzdivosti s testem BCOP se tak jevi jako mozna varianta
ke stavajici legislativou doporucované testovaci strategii. Tato zkouSka by byla schopna
identifikovat latky s potencidlem zpisobit mirné nebo stiedni podradzdéni oka a klasifikovat je.
Jeho uspésna validace a eventudlni zména zpisobu hodnoceni 1ézi by mohla vést
k legislativnimu zapracovani tohoto testu do skupiny zkousek pro klasifikaci ocni drazdivosti
a naslednému zatrazeni do testovaci strategie. Jako samostatny test ma HET-CAM velky
potencial v oblasti mirn¢ drazdivych latek jako jsou naptiklad kosmetické produkty.
Vysledky prace potvrdily, ze pouze kombinace rizné citlivych in vitro testl vyuzivajici
rizné biologické modely, mize upln¢ nahradit klasicky in vivo test o¢ni drazdivosti

na zviratech.
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Two modifications of the rinsing procedure within the BCOP assay were proposed. Their ability to
enhance the removal efficiency of highly viscous and colored samples was compared with an unmodified
BCOP procedure (TG OECD 437). The first modification consisted of three-step washing of the applied
chemicals from the cornea using Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM), olive oil and EMEM, while
the classical OECD TG 437 procedure prescribes only EMEM. Within the second modification, mechanical
removal of the tested sample from the cornea surface prior to the two step washing procedure was per-
formed. The in vitro irritation score (IVIS) exceeded the value of 55 for 9 out of 20 samples when a
BCOP . .. . R . . . .
Viscous samples .non—rnodlﬁed rinsing procedure was used. The first modification with the olive oil resulted in a decrease
0ils in IVIS for numerous samples, while an IVIS score drop below the threshold value of 55 was only observed
for two of them. Mechanical removal of sample residua resulted in a further decline in the measured IVIS.
Only the three samples treated by means of this procedure revealed an IVIS above 55. The decreases in
IVIS observed during both modifications were mainly related to the reduced opacity, whereas the perme-

Keywords:
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Rinsing procedure

ability mostly remained unaffected.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Evaluation of ocular irritancy is an integral part of safety assess-
ment of a wide range of industrial chemicals and consumer prod-
ucts. The in-vivo Draize eye irritation test (Draize et al., 1944)
and its modifications (OECD, 2012), which were used for this pur-
pose for a number of decades, have gradually ceased to meet the
modern requirements for toxicological testing. Ethical (3R) and
legal (EU, 2003) standards as well as methodological reasons have
led to a search for more suitable alternatives. The Bovine Corneal
Opacity and Permeability (BCOP) test performed according to the
OECD testing guideline (TG) 437 (OECD, 2013) first described by
Gautheron et al. (1992), ranks among the few in-vitro and ex-vivo
alternatives accepted by European Union (EU) regulatory authori-
ties for eye irritation testing. According to the prediction model
presented in Test Guideline 437 (OECD, 2013), the assay allows
for identifying severe eye irritants; i.e., those having irreversible
effects on the eye/causing serious damage to the eye (Category 1)

* Corresponding author.
E-mail address: miloslav.pouzar@upce.cz (M. Pouzar).

http://dx.doi.org/10.1016/j.tiv.2015.05.019
0887-2333/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

(Global Harmonized System [GHS], Category 1) and those not
requiring classification.

According to the OECD test guideline (OECD, 2013), the critical
factors of the BCOP test ensure that the test substance adequately
covers the epithelial surface and that it is adequately removed dur-
ing the rinsing steps. Highly viscous pastes and oily substances
often exhibit a strong tendency to stick on the cornea surface
and it is difficult to wash them off using the standard procedure
(Cassidy and Stanton, 1997). Prolonged contact of highly lipophilic
compounds with corneal tissue may subsequently lead to
enhanced penetration (Gautheron et al., 1992). Colored substances
in turn can cause ostensibly irreversible staining of the cornea,
which we have also noticed several times during the testing of
chemicals for the purposes of REACH. This staining has subsequent
influence on resulting IVIS score.

When REACH entered into force, the BCOP test was introduced
in our GLP (Good Laboratory Practice) complying laboratory. Since
this time, a high number of chemical substances and mixtures have
been tested, with some of which ranking with the group of highly
viscous and colorful chemicals. The classical rinsing procedure rec-
ommended by OECD TG 437 did not ensure the appropriate
removal of adhering and coloring samples from the cornea and
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the measured IVIS score values were evidently distorted. The aim
of our study was to modify the rinsing procedure within the
BCOP test in order to enhance the removing efficiency for highly
viscous and colored samples. The results obtained through the
use of the modified rinsing procedures were compared with those
obtained by the process with unmodified rinsing. The reasons for
the differences in the measured irritancy status for certain samples
were consequently discussed.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Our interest was focused on water insoluble, lipophilic, highly
viscous and/or colored samples with expected significant adhe-
siveness to the ocular cornea tissue. For the purposes of our work
it would be ideal to use only such substances whose irritation sta-
tus had already been defined on the basis of certified in-vitro or
in-vivo OECD methods. Unfortunately, the group of samples meet-
ing the above criteria, which we were able to gather with using our
testing results database, was insufficiently large. We were there-
fore forced to supplement the group of samples with pharmaceuti-
cals, cosmetics and chemical products with a less exact irritancy
status. The potential ocular irritancy of these samples was esti-
mated based on leaflets and safety data sheets information.
Finally, the group of 20 samples with the required physicochemical
properties was assembled. Detailed information about the samples
is summarized in Table 1.

2.2. BCOP tests

The initial phase of testing was performed according to stan-
dard OECD TG 437 protocol, where the selected corneas without
macroscopic tissue damage were mounted in holders and incu-
bated with EMEM for the duration of 1 h. Baseline opacity was
measured after removing the medium (Opacitometer MC2- le spe-
cialist du laboratoire - France). The open-chamber method with
direct application to the cornea was used for application of the test
samples in order to achieve complete coverage of the epithelial
surface by viscous liquid/borderline waxy solid substances. The

Table 1
Characteristics of the tested samples.

exposure time was selected with respect to the sample character
and the aim of the study.

The exposure for 10 min and a subsequent 2 h of post-exposure
incubation are the conditions primarily used for BCOP test of lig-
uids and surfactants. Solid samples are typically exposed for 4 h
without post-exposure incubation. OECD TG 437 expressly recom-
mends testing the semi-solids, creams and waxes as liquids. We
have nevertheless decided to use a longer exposure time and test
such samples as solids. Since our study was focused on improving
the rinsing procedure efficiency, it was necessary at least in some
cases to induce the pathological changes of cornea. Only a few of
the samples previously tested at our facility were classified as class
2 irritants while the rest of the samples had an uncertain irritancy
status. Their ability to induce the desired effects (increasing per-
meability/opacity) was therefore questionable. The more extreme
experimental conditions were supposed to induce a wider spec-
trum of test responses with the use of the available set of samples
and enable us to achieve our study objectives.

The substances were therefore tested at 100% concentration for
4 h. Then in accordance with OECD TG 437 the test samples were
washed off three times from the exposed cornea using the pre-
scribed EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) with phenol
red and then once with EMEM without phenol red. First step (three
times washing by EMEM with phenol red) was unified due to effort
to use the same conditions for whole sample set. The high adhesion
of some samples to the cornea surface and related low efficiency of
above mentioned rinsing procedure was expected. Sample residu-
als trapped on the cornea were crucial for possibility to test the
efficiency of modified rinsing procedures.

Our proposed modification of the rinsing procedure first con-
sisted of adding a second washing step, during which the olive
oil was applied in order to increase the removing efficiency of
the highly lipophilic sample components. The epithelial surface
was washed with olive oil (pharmaceutical quality, supplier Dr.
Kulich Pharma, Czech Republic, lot. No. 0010/0112/538 and
CH/0275/538) either three times or as long as the cornea surface
was free of visible sample residues. After the olive oil washing pro-
cedure, the corneas were rinsed with EMEM once again. During
each washing step, the anterior chamber of the holder was com-
pletely filled with the liquid medium and the cornea was washed
by a repeated circular movement in a horizontal position.

No. Substance name or code Physical description - Expected eye In vivo data/GHS
color irritancy classification

1 176/12 (azodye) Chemical product Black Yes® Eye. Irrit. cat 2

2 177/12 (azodye) Chemical product Red No* Not classified

3 Petroleum jelly Chemical product White No* Not classified

4 Aluminous grease Chemical product Gray No® (N/A)

5 0Oil color Chemical product Red No® (N/A)

6 Plastic grease Chemical product White NoP (N/A)

7 12/09 antimycoticum Pharmaceutical product Colorless Yes?® Eye irrit. cat 2

8 Imazol cream Pharmaceutical product White Yes” (N/A)

9 101/08 dermatologicum Pharmaceutical product White Possible” Skin Irrit. cat.2

10 Ichtoxyl cream Pharmaceutical product Dark brown Possible” (N/A)

11 Dermazulen cream Pharmaceutical product Colorless Possible” (N/A)

12 Triancinolon E cream Pharmaceutical product Colorless No® (N/A)

13 Veterinary cream Pharmaceutical product White No® (N/A)

14 245/11 immunosuppresivum and dermatologicum Pharmaceutical product White No* Not classified

15 Wella hair wax Cosmetics Pink No info (N/A)

16 Hair wax Cosmetics Colorless No info (N/A)

17 Cocoa body butter Cosmetics White No info (N/A)

18 Make up Cosmetics Brown No info (N/A)

19 Peeling cream Cosmetics Colorless No info (N/A)

20 Deodorant Cosmetics White No info (N/A)

2 In vivo data VUOS (skin or eye irritation).
b Leaflets and safety data sheets.



Table 2

Results of BCOP tests with using various rinsing procedures.

No. Expected Standard rinsing method using EMEM Modified rinsing method - EMEM followed by olive oil rinse and Modified rinsing method - EMEM followed by mechanical
eye EMEM rinse removal and olive oil rinse and EMEM rinse
irritancy

Mean Mean VIS Presence of test substance Mean Mean VIS Presence of test substance Mean Mean VIS Presence of test substance
opacity permeability  (SD) after washing procedure opacity permeability  (SD) after washing procedure opacity permeability  (SD) after washing procedure
(SD) (SD) (SD) (SD) (SD) (SD)
1 Yes 55.2 0.039 (0.008) 55.78 Not fully removed, 66.2 0.057 (0.005) 67.06 Not fully removed, 36.6 0.052 (0.009) 37.39 Not fully removed
(13.03) (12.92) colored (23.17) (23.13) colored (15.73) (15.68)
2 No 53.4 0.012 (0.005) 53.58 Not removed, colored 5.4(2.88) 0.009 (0.003) 5.4 Without 6 (2.74) 0.01 (0.005)  6.16 Without
(3.65) (3.65) (2.92) (2.74)
3 No 101 0.021 (0.004) 101.31  Not removed 824 0.012 (0.005) 82.59 Not fully removed 13 (5.34) 0.011(0.003) 13.17 Without
(17.89) (17.9) (17.39) (17.44) (5.35)
4 No 38 0.017 (0.003) 38.26 Not fully removed 9.8(5.07) 0.026 (0.003) 10.2 Without 2.2(1.30) 0.014 (0.004) 2.41 Without
(17.35) (17.32) (5.05) (1.30)
5 No 9.6(3.51) 0.067 (0.024) 10.6 Without 37 0.012 (0.005) 37.17 Without 104 0.023 (0.005) 10.74 Without
(3.57) (11.42) (11.42) (2.61) (2.61)
6 No 3(1.58) 0.023 (0.003) 3.35 Without 10.6 0.023 (0.004) 10.94 Without 12 (447) 0.054 (0.004) 12.81 Without
(1.61) (4.72) (4.77) (4.47)
7 Yes 209.4 0.089 (0.003) 210.73  Not removed 214 0.071 (0.003) 215.07 Not removed 79.4 0.023 (0.005)  80.08 Without
(53.33) (53.36) (27.45) (27.45) (28.87) (28.91)
8 Yes 204.6 0.013 (0.003) 204.79  Not removed 229.2 0.02 (0.005)  229.51 Not removed 71.2 0.054 (0.004) 72.16 Without
(26.18) (26.18) (26.60) (26.61) (20.51) (20.48)
9 Possible 18.4 0.185 (0.007) 21.18 Without 432 0.039 (0.005) 43.79 Without 29.6 0.032 (0.006) 30.08 Without
(5.46) (5.56) (8.93) (8.96) (6.66) (6.66)
10  Possible 11.6 0.084 (0.004) 12.86 Without 23.6 0.029 (0.003) 24.04 Without 6.4(2.61) 0.013(0.003) 6.6 Without
(5.18) (5.21) (9.50) (9.46) (2.64)
11 Possible 9.8(3.27) 0.043 (0.003) 10.45 Without 6 (2.00) 0.037 (0.004) 6.56 Without 7.6(3.97) 0.065 (0.004) 8.58 Without
(3.24) (2.03) (3.95)
12 No 202.4 0.016 (0.004) 202.64 Not removed 20.4 0.064 (0.005) 21.35 Without 5(1.58) 0.041 (0.006) 5.61 Without
(20.89) (20.92) (4.28) (4.26) (1.59)
13 No 8.8(2.59) 0.047 (0.007) 9.51 Without 15.4 0.032 (0.007) 15.87 Without 10.2 0.014 (0.005) 10.42 Without
(2.52) (4.83) (4.76) (3.96) (4.0)
14 No 141.2 0.026 (0.004) 141.6 Not fully removed 8.4(3.58) 0.014(0.003) 8.61 Without 9.6(5.03) 0.032(0.005) 10.08 Without
(38.22) (38.22) (3.56) (5.05)
15 No 168 0.026 (0.003) 168.38  Not removed 160.8 0.012 (0.003) 160.99 Not removed 21 0.019 (0.004) 21.29 Without
(33.38) (33.42) (30.31) (30.30) (10.84) (10.88)
16 No 15(3.74) 0.013 (0.003) 15.19 Without 50.8 0.027 (0.003) 51.21 Without 11 (2.55) 0.054(0.008) 11.82 Without
(3.74) (10.06) (10.04) (2.57)
17  No 227.2 0.023 (0.005) 227.55 Not removed 2324 0.015 (0.003) 232.63 Not removed 23.2 0.009 (0.003) 23.34 Without
(17.37) (17.35) (30.96) (30,95) (5.07) (5.09)
18 No 16 (3.39) 0.018 (0.004) 16.28 Without 15.4 0.022 (0.003) 15.72 Without 7 (2.92) 0.009 (0.003) 7.14 Without
(3.37) (3.97) (3.95) (2.89)
19 No 1134 0.026 (0.004) 113.79  Not removed 115.8 0.093 (0.005) 117.2 Not removed 80.4 0.045 (0.004) 81.07 Without
(29.85) (29.84) (22.73) (22.71) (22.03) (22.04)
20 No 19.4 0.776 (0.002) 31.04 Without 19.4 0.85(0.003)  32.15 Without 134 0.611 (0.004) 22.57 Without
(6.07) (6.08) (8.02) (8.03) (4.98) (4.95)
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Fig. 1. Measured opacity (a), permeability (b), and calculated IVIS scores (c).

The mechanical removal of the tested samples from the surface
of the corneal tissue was carried out before the sequence of the
washing procedures such as the second rinsing procedure modifi-
cation. The careful wiping of the cornea was performed using a
cotton-wool pad (supplier Hartmann Rico a.s., Czech Republic).

The final part of the test was again performed completely in
accordance with the OECD TG 437. Corneal opacity after 2h
post-exposure time was measured and consequently 1 mL sodium
fluorescein solution (concentration 4 mg/mL) was added to the
anterior chamber of the cornea holder. After 1.5 h of incubation
the amount of sodium fluorescein that had penetrated through

cornea into the posterior chamber was quantified using UV/VIS
spectrophotometry (Spectrophotometer GENESYS™ 10 UV/VIS
Scanning). The in vitro irritation score (IVIS) was calculated accord-
ing to the following formula (Eq. (1))

IVIS = mean opacity value + (15 x mean ODy4g value)

M

Calculation of IVIS score for each sample and each experimental
design (unmodified process, and the first and second modifica-
tions) was performed using 5 independent measurements, thus a
total of 15 corneas were spent within the experiments with the
particular sample.
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3. Results
3.1. Standard OECD TG 437 protocol

The opacity and permeability values and corresponding IVIS
summarized in Table 2 were calculated as the arithmetic mean of
five repeated experiments consisting of an exposure of five individ-
ual bovine corneas to a particular tested substance. The IVIS of the
nine samples (45%) exceeded the value 55. Two of them were
chemical products (1, 3); four of them were pharmaceuticals (7,
8, 12 and 14) and three of them belonged to cosmetics (15, 17
and 19). It was possible to visually detect sample residues on the
corneal surface in the case of all the samples with IVIS above 55.
The next two samples with not fully removed sample traces
express the IVIS of 53.6 (2) and 38.3 (4). Only one sample, which
showed no visually detectable traces of the sample, has an IVIS
score above 30 (20).

3.2. First rinsing procedure modification (olive oil)

Application of a second washing step using olive oil and EMEM
resulted in a substantial decrease in the measured IVIS for sample
Nos. 12 and 14. The value of this parameter for sample No. 12 was
202.6 when the classical approach was used and 21.4 for the mod-
ified procedure (89% reduction). In the case of sample 14, the value
of the IVIS dropped from 141.6 to 8.6 (94% reduction). Unlike the
classical process, the modified rinsing procedure was capable of
completely removing both these samples from the corneal surface.
For the other samples, where the non-modified process provided
IVIS values higher than 55 (1, 3, 7, 8, 15, 17 and 19), the modifica-
tion did not induce a substantial IVIS decrease. In the case of these
samples, the removal efficiency of the modified rinsing procedure
was similarly low as the efficiency of the unmodified process.
The IVIS decrease was also detected for certain samples, where
the non-modified process provided values lower than 55 (Nos. 2,
4,11, 18). The most substantial decline in IVIS was again observed

Table 3
Effects of the modifications on the baseline opacity.
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for those samples, where the modification led to the visible elimi-
nation of sample residues irremovable by the classical approach (2,
4). In contrast, however, using the olive oil led to an increase in IVIS
for several samples (Nos. 5, 6,9, 10, 13, 16 and 20). This effect was
strongest for sample 5 (increase of 285%) and most serious for sam-
ple No. 16, where the IVIS changed from 15.2 to 51.2.

3.3. Second rinsing procedure modification (mechanical removal and
olive oil)

The second modification of the rinsing procedure was based on
the mechanical removal of the tested sample from the bovine cor-
nea after the exposure time and subsequent two-step washing pro-
cess, which was identical to the procedure described in the
previous Section 3.2. This modification resulted in an increased
IVIS score in comparison with the non-modified process in four
cases (Nos. 5, 6,9 and 13). For all these samples, the IVIS obtained
using the non-modified process was far below the value of 55
(from 3.4 to 21.2) and the results of the modified procedure (from
10.4 to 30.1) did not attain this value. The seven samples express
an IVIS score higher than 55 (1, 3, 7, 8, 15, 17 and 19), when the
first modification was used. The second modification caused the
IVIS to drop below this value for four of them (1, 3, 15 and 17). A
significant difference in sample residues removal efficiency
between first and second modification was observed for six of
these samples (3, 7, 8, 15, 17 and 19). Visible corneal staining
was only detected after second modification for one sample (1).

4. Discussion

Two modifications of the rinsing procedure within the BCOP
test performing in accordance with OECD TG 437 were suggested.
These modifications were intended to enhance the removal effi-
ciency of the sample residues, if highly viscous and if the coloring
samples were tested.

Standard rinsing method using EMEM
oil rinse and EMEM rinse

Modified rinsing method - EMEM followed by olive

Modified rinsing method - EMEM followed by
mechanical removal and olive oil rinse and EMEM

rinse
Cornea Baseline Final Opacity Cornea Baseline Final Opacity Cornea Baseline Final Opacity
no. opacity opacity difference no. opacity opacity difference no. opacity opacity difference
1 7 7 0 1 6 7 +1 1 4 4 0
2 4 5 +1 2 7 7 0 2 4 4 0
3 7 7 0 3 7 7 0 3 5 6 +1
4 6 6 0 4 7 8 +1 4 5 5 0
5 6 7 +1 5 6 6 0 5 4 5 +1
6 7 7 0 6 6 7 +1 6 2 2 0
7 7 7 0 7 7 7 0 7 6 6 0
8 5 6 +1 8 5 6 +1 8 4 4 0
9 7 7 0 9 7 7 0 9 7 8 +1
10 7 7 0 10 6 6 0 10 6 6 0
Table 4
Effect of the modification on the permeability.
Standard rinsing method using EMEM Modified rinsing method - EMEM followed by mechanical removal and olive oil
rinse and EMEM rinse
Positive item Opacity difference Permeability VIS Positive Opacity difference Permeability VIS
mean/SD mean/SD mean/SD item mean/SD mean/SD mean/SD
NaOH 1% 77.4/22.05 1.898/0.388 105.87/22.11 NaOH 1% 75.8/26.48 1.952/0.262 105.08/25.84
Imidazole 20% 43.2/4.09 1.922/0.228 72.03/5.31 Imidazole 20% 42.6/7.02 1.766/0.274 69.09/4.72
DMFA 90.4/10.99 0.169/0.055 92.93/11.31 DMFA 91.6/14.33 0.146/0.067 93.79/14.38
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Table 5
Result of the histopathological examination.

Test substance Epithelium lesions/intensity
Untreated —/-

Stroma lesions/intensity

—/-

Endothelium lesions/intensity

—/-

Standard rinsing method using EMEM

NaOH 1% Loss/+++

Loss of staining S/+++

Degeneration S/+++

Vacuolation/+++

Desquamation S/++

Vacuolation W/++

Detachment/+

Loss of staining/++

Coagulation and degeneration/++

DMFA Vacuolation S/++
Loss of adherence
Desquamation S/+++

No. 5 Desquamation S/+

No. 7 Desquamation S/++
Coagulation and hypereosinophilia S/++
Nuclear condensation S/++
Detachment/+
Vacuolation S/++

No. 9 Desquamation S [+
Detachment/+
Vacuolation B/+

No. 20 Detachment/+++

Imidazole 20%

Swelling/++
Degeneration/++

,/,

Swelling/++

,/,

Swelling/++

,/,

Degeneration/++

Modified rinsing method - EMEM followed by mechanical removal and olive oil rinse and EMEM rinse

NaOH 1% Loss
Imidazole 20% Desquamation S/++
Vacuolation W/++
Detachment/+
Loss of staining S/++
Degeneration S/++
DMFA Detachment/+
Swelling and vacuolation [++
Loss of adherence

No. 5 Desquamation S [+
Detachment/+
No. 7 Desquamation S/+++—

Coagulation and hypereosinophilia S/++
Swelling and vacuolation W,B/++
No. 9 Swelling S/++
Desquamation S/+
Nuclear condensation S/++
Detachment/+
Vacuolation S/+
No.20 Detachment/+++
Vacuolation and swelling/++

Swelling/++
Degeneration/++

—/-

Detachment/+

Loss

Detachment/+

Desquamazion/+
Detachment/+

,/,

Detachment/+++

Detachment/+++
Degeneration/++
Loss

Degeneration/++ —/-
—- —-
—[- Loss
Swelling/++ Detachment/+
Nuclear condensation/++ —/-

+ Focal changes, slight intensity of changes.
++ Mild intensity of changes.

+++ Marked intensity of changes.

S - squamous stratum of epithelium.

W - wing stratum of epithelium.

B - basal stratum of epithelium.

The first modification based on the application of olive oil
induced a sharp decline in the IVIS namely for samples 2, 4, 12
and 14 (Fig. 1c) This effect was connected with the apparent differ-
ence in efficiency of sample residues removal between the unmod-
ified and modified procedure (Table 2) and with related changes in
the opacity (Fig. 1a). The permeability of these samples (Fig 1b)
remained virtually unchanged (2, 4, 14) or even rose (12).
Changes in opacity were also important in cases, when the first
modification led to an essential increase in IVIS (5 and 16). The dis-
solution of these materials (5 and 16) in olive oil could have prob-
ably caused the sample penetration into the inner layers of the
corneal tissue and induce the observed effect. The effect of the olive
oil itself could be the alternative explanation of this finding.
Moreover, a less important opacity increase was observed for cer-
tain other samples (1, 6, 8, 9, 10, and 13). Therefore, the other

experiment with 30 new untreated corneas was performed. 10 cor-
neas were treated by unmodified, 10 by modified rinsing procedure
and 10 by mechanical contact and modified rinsing procedure with-
out application of any sample and opacities were measured. The
results summarized in Table 3 indicate that the application of olive
oil itself has no or a minimal effect on the opacity values.

The highest increase in permeability caused by the first modifi-
cation was observed for samples 12 and 19. In the case of sample
12, this effect was overbalanced by a simultaneous opacity decline,
which was crucial for the resulting IVIS drop, while a slight IVIS
rise was observable for sample 19, where the competitive process
did not take place. The possible effect of olive oil on fluorescein
permeability is discussed in the next paragraph.

The mechanical removal of the sample residues before the
sequence of washing steps led to a dramatic change in removal
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efficiency, related opacity and the resulting IVIS score for several
samples (1, 3, 15 and 17). The permeability variation in this case
also had a minimal effect on the calculated IVIS. The expected
weakness of the procedure based on the wiping of corneas was
in their potential mechanical damage. The test performed with a
set of three substances declared as positive control substances
(1% NaOH, 20% Imidazole and DMFA) did not confirm this concern.
The results summarized in Table 4 reveal no significant difference
in opacity and permeability when the unmodified process and
mechanical removal of the sample residues was performed. This
conclusion is supported by histopathological analysis of corneas
exposed by the above-mentioned positive substances and by sam-
ples 5, 7,9 and 20, the results of which are summarized in Table 5.
Epithelia and stromal lesions were evaluated according to Harbell
et al. (2006) and OECD No. 160 (OECD, 2011).

5. Conclusion

Two modifications of the rinsing procedure within the BCOP
test were suggested and tested for their ability to remove the resi-
dues of highly viscous and coloring samples from the corneal sur-
face. Particular modifications namely influenced opacity
measurements, while permeability values in general remained
unaffected. The rinsing procedure based on wiping and subsequent
washing of exposed corneas with olive oil proved to be extremely
effective in removal of highly adhesive samples and could poten-
tially expand the application area of the BCOP test. Both discussed

modifications are simple and inexpensive. They require no special
equipment and do not substantially increase the labor intensity of
the testing.
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