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1. Uvod

Chemické latky mohou pii kontaktu s lidskym okem
vyvolat negativni reakce, které se projevuji riizné intenziv-
nim podrazdénim, zanétem, poskozenim rohovky, zhorse-
nim vidéni az oslepnutim. S rozvojem chemické vyroby
od poloviny 19. stoleti nardstal pocet piipada trvalého
poskozeni zraku disledkem nehod pfi manipulaci s fadou
chemickych latek. To vedlo k potiebé znalosti zakladnich
toxikologickych vlastnosti pouzivanych latek'. Testovani
oéni drazdivosti patfilo a patfi mezi zakladni kroky pfi
zjiStovani negativnich ucinkt latek na zdravi clovéka.
Jako prvni biologické modely pro cilené zkouSeni o¢ni
drazdivosti byla pouzivana zvifata, ktera byla (v souladu
s tehdej$i urovni znalosti) povazovana za odpovidajici
model®.

Cilené pouzivani laboratornich zvifat ke zjistovani
toxickych uginki zapogalo jiz v 18. stoleti’. Prvnim védec-
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ky zvefejnénym postupem pro testovani o¢ni drazdivosti
byl Draiziiv test o¢ni drazdivosti, ktery byl publikovan
vroce 1944 (cit.*). Tento zékladni in vivo test pouzival
jako biologicky model albinotického kralika, pfesn¢ defi-
noval mnozstvi aplikované latky, délku expozice a metodi-
ku popisu sledovanych reakci oka po expozici.
V Sedesatych letech minulého stoleti se zacala prosazovat
snaha omezit pouzivani zvifat k toxikologickym testlim,
popfipadé minimalizovat jejich stres. V té dob& byl, mimo
jiné, publikovan princip 3R (Reduction — sniZeni poctu,
Refinement — zjemnéni, Replacement — nahrada), ktery
shrnuje pristupy k omezeni pouzivani laboratornich zvi-
fat’. Tento princip je zékladem alternativnich metod. Pro
ocni drazdivost byla vyvinuta fada védeckych postupi
vyuzivajicich bunécné, tkanové nebo organové systémy.
Nekteré z téchto metod byly mezinarodné validovany
ajejich pouziti bylo nasledné zahrnuto do ptislusnych
legislativnich dokumentt, tykajicich se ochrany zdravi
Cloveka pii kontaktu s chemickymi latkami. In vivo test je
v soucasné dob¢ nahrazovan riiznymi strategiemi toxikolo-
gického testovani, které zahrnuji predevSim vyuziti do-
stupnych informaci o chemickych latkach, pouziti predik-
tivnich in silico modelti (pocitacové systémy odhadujici
toxicitu vypoctem na zékladé chemické struktury) a testo-
vani pomoci kombinace vhodnych, védecky ovétenych
a validovanych alternativnich postupii. Takto definované
strategie by mély davat relevantni informace na stejné
urovni jako testy na zviratech.

Cilem tohoto ¢lanku je struéné informovat o pouziva-
nych alternativnich biologickych modelech, které postupné
nahrazuji testy na zvifatech, a definovat jejich vyhody
a nevyhody.

2. Testovani o¢ni drazdivosti in vivo

Draiztv test na kralicich byl vyvinut jako reakce na
cetné piipady poskozeni zraku v disledku pouzivéni ne-
bezpednych kosmetickych pripravki®. Test byl akceptovan
Organizaci pro ekonomickou spolupraci a rozvoj (OECD)
a v roce 1981 publikovan v prvnim souboru doporuc¢enych
testovacich metod (Test Guidelines) pro testovani toxicity
chemickych latek jako TG No. 405.

Tato metoda se stala zdkladem pro testovani ocni
drazdivosti pro vSechny typy chemickych latek, jako jsou
pramyslové chemikalie, 1é¢iva, zdravotnické prostredky,
biocidni G¢inné latky atd. Testovana latka je aplikovana do
spojivkového vaku jednoho oka (druhé oko slouzi jako
kontrola pro hodnoceni o¢ni reakce). V rtiznych casovych
intervalech od expozice je numericky hodnocena mira
poskozeni spojivky, rohovky a duhovky. Nasledné je vy-
pocteno celkové skore podrazdéni. Pivodni schéma testo-
vani vyvinuté Draizem a spol. bylo postupné modifikova-
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no, aby se chranila zvifata a zajistila se, pokud mozno,
jejich pohoda (welfare). Od roku 2012 je aplikace testova-
né latky provadéna pod mirnou sedaci®. Vyhodou tohoto
testu, oproti vSem publikovanym alternativnim metodam,
je komplexnost a systémovost odezvy zivého organismu
a moznost vyhodnotit reverzibilitu zmén na rohovce, du-
hovce i spojivce. Zvifata jsou pozorovana relativné dlou-
hou dobu po expozici, proto je mozno sledovat vyhojeni
jednotlivych tkani, protrahovany efekt nebo nevratnost
poskozeni. Dillezitym faktorem je také moznost posouzeni
systémové toxicity zkouSené latky souvisejici s ocni expo-
zici®. Tyto ukazatele nelze u alternativnich biologickych
modeli vzdy hodnotit. Jako nevyhody tohoto in vivo testu
jsou, mimo etickych divodt, uvadény predevsim subjek-
tivnost hodnoceni odezvy, anatomicka odlisnost krali¢iho
oka ve srovnani s okem Cc¢lovéka, nedostate¢na znalost
mechanismu G¢inku a vysoka variabilita vysledkt’. Také
metodou predepsand aplikovand davka je piili§ vysoka
oproti realné moznosti expozice lidi**. Jako sporna se uka-
zuje ekonomicka vyhodnost alternativ, protoze né&které
pouzivané biologické in vitro modely (napf. komercné
vyrabéné 3D tkanové modely) jsou relativné drahé a vy-
slednd cena za test je vysSSi nez puvodni Draiziv test.
Nicméné predevsim etické hledisko vedlo k mezinarodni
validaci vybranych alternativnich zkousek a nasledné
k jejich zaclenéni do pfislusnych legislativ pro chemické
latky, 1éCiva aj. V oblasti kosmetiky doSlo k uplnému za-
kazu testovani téchto produktl a jejich komponent na zvi-
fatech’.

3. Alternativni biologické modely

Pii testovani toxicity chemickych latek se v oblasti
o¢ni leptavosti a drazdivosti vyuzivaji testovaci systémy
bunééné, organotypické nebo organové. Jako prvni moz-
nosti se ukazalo vyuziti o¢i zvifat pouzivanych pro jiné
védecké ucely nebo jateCnych zvitat, jako modelu velmi
blizkého kréli¢imu oku™'’.

Organy jatecnych zvifat, které jsou de facto odpadnim
materialem, byly pouzity pfi vyvoji celé skupiny alterna-
tivnich metod, které se fadi mezi ex vivo metody. Tyto
metody pouzivaji izolované organy, které si uchovavaji
nékteré biologické funkce a vlastnosti Zivych organismi
po nékolik hodin od utraceni jatetného zvifete®''.
V oblasti o¢ni drazdivosti se jako alternativni biologické
modely pro rohovku pouzivaji celé kralici a kufeci o€i
nebo izolované hovézi ¢i praseci rohovky. O¢i nebo o¢ni
rohovky jsou umistény do specializovanych drzaku, které
umoznuji zachovat jejich biologické vlastnosti po celou
dobu testu. Principem vSech téchto zkousek je sledovani
zmén opacity (zakalu) a permeability (propustnosti) rohov-
ky po kontaktu s testovanou latkou. Jedna se o modely
pouze pro rohovku bez moznosti sledovat reverzibilitu 1ézi
a systémového udinku po oéni expozici®. Metody vyuZziva-
jici celé kuteci oko a izolovanou hovézi rohovku byly, na
zakladé doporuceni Védeckého vyboru Evropského stie-
diska pro validaci alternativnich metod ECVAM
(European Centre for the Validation of Alternative Met-
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hods), zatazeny mezi OECD testovaci postupy'>">.

Relativné novym typem alternativnich biologickych
modelll pro testovani ocni drazdivosti jsou tkanové
3D modely. V této oblasti byli velmi aktivni vyrobci kos-
metickych ptipravkd, ktefi iniciovali vyzkum a vyvoj
in vitro o€nich modeldl, jako reakci na spoleCensky a na-
sledné také legislativni tlak na omezeni pouzivani zvifat
v kosmetickém primyslu. Nékolik firem (MatTek, USA;
SkinEthic, Francie) se specializovalo na vyvoj téchto mo-
deld, a to nejen tkani o¢ni rohovky, ale také epitelu kiize,
tkéné slizni¢ni, plicni a jiné, které jsou Siroce vyuZzivany
pii vyvoji novych farmaceutickych latek'*. Jejich 3D tka-
flové modely o¢ni rohovky byly zdkladem pro celou skupi-
nu alternativnich metod vhodnych pro chemické latky
s riznymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Rekonstruo-
vané trojrozmérné modely lidské rohovky strukturalné
odpovidaji epitelidlnimu povrchu rohovky. Kontakt této
vrstvy s testovanou latkou se mlze projevit snizenim Zzi-
votnosti bunék modelové tkan¢€. Tento efekt je kvantitativ-
né dobte stanovitelny pomoci specidlniho barviva, které se
aktivuje disledkem metabolické aktivity zivych bunék.
U bunék poskozenych kontaktem se zkouSenou latkou
nedochazi ke zméné¢ zbarveni nebo jen v malé mife. Inten-
zita zbarveni méfend spektrofotometricky je tedy neptimo
umérnd toxicit€. DalSi schopnosti téchto biologickych

~~~~~

reakce na testovanou toxickou latku nebo moznost stano-
veni miry propustnosti tkané po aplikaci latky. Védecké
studie povazuji tyto modely za dostatecné citlivé i pro
testovani latek s mirnym drazdivym potencialem'’. Néko-
lik téchto metod bylo validovano na trovni ECVAM
anasledné zatazeno jako OECD testovaci postup €. 492,
kt?é*y umoziuje pouziti fady komerc¢nich tkafiovych mode-
il

Poslednim uvadénym typem biologickych modeld,
které jsou vyuzivany v ramci alternativnich metod oc¢ni
drazdivosti, jsou vybrané bunécné linie, které napodobuji
epitel vngjsi vrstvy rohovky. Tyto 2D modely byly pouzi-
vany mezi prvnimi, ale dnes jsou postupné nahrazovany
jinymi biologickymi systémy, které svou stavbou a citli-
vosti vice odpovidaji realné odpovédi lidského nebo zvite-
ciho oka. Metodiky jsou zalozeny na klasickych princi-
pech detekce cytotoxicity napt. pomoci neutralni ¢ervené.
Me¢étenim prostupu fluoresceinu pies bunécnou vrstvu lze
soucasné hodnotit naruSeni vazeb mezi buitkami bunécné
kultury jako reakci na kontakt s toxickou/drazdivou lat-
kou'”. Jedinou OECD doporu¢enou metodou pro tento typ
biologického modelu je fluoresceinovy test prostupnosti
(Fluorescein Leakege Test) pro identifikaci leptavych
a silné drazdivych chemickych latek (OECD TG. No. 460)
z roku 2017 (cit.'®).

Vyse uvedené skupiny alternativnich biologickych
modell jsou modely pro o¢ni rohovku. Dalsi dulezitou
soucasti oka pro posouzeni miry podrazdéni je o¢ni spojiv-
ka. Na rozdil od rohovky je o¢ni spojivka a jeji cévni
struktura jako funkéni celek komplikovanéjsi, proto bylo
Zatim jedinym védecky ovéfenym modelem je chorioalan-
toidni membrana (CAM) oplozenych ptacich vajec, ktera



Chem. Listy /14, 651-657 (2020)

v urité fazi vyvoje zarodku strukturou ptipomina cévni
fe¢isté spojivky saved'™?. CAM reaguje na kontakt
s drazdivymi latkami srovnatelng s lidskou spojivkou®.
Mira poskozeni se stanovuje na zékladé rychlosti nastupu
pozorovanych 1ézi (hemoragie, vasodilatace, vasokonstrik-
ce, koagulace) po aplikaci testované latky.

Doposud nebyl vyvinut ani validovan zadny biologic-
ky model pro lidskou duhovku. Vzhledem k tendenci pod-
cenovat drazdivy potencial latek plsobicich vyraznéji na
duhovku nebo spojivku®' mél by byt tento specificky Géi-
nek zohlednén také pii vyvoji novych strategii, které by
plné nahradily komplexni in vivo test na kralicich.

4. Priklady testovacich metodik vyuZivajicich
ruzné typy alternativnich modela

4.1. Zkouska na hovézich rohovkach

Zkouska opacity a propustnosti na hovézich rohov-
kach je znama pod zkratkou BCOP (Bovine Corneal Opa-
city and Permeability). Byla publikovana jako testovaci
metoda OECD v roce 2009 a nasledné revidovana v roce
2017. Biologickym modelem je izolovana hovézi rohovka,
kterd si kratkodobé udrzuje zékladni fyziologické
a biochemické funkce. Oc¢ni bulvy jsou ziskavany
z mladych jate¢nych zvitat, vhodnych pro vstup do potra-
vinového fetézce lidi. V laboratofi jsou z bulev vyjmuty
rohovky. Neposkozené izolované tkané jsou po prvotni
selekci na tloustku, poSkozeni a nizkou troven primarniho
zékalu umistény do specialnich drzaku, kde ve specialnim
mediu (EMEM — Eaglovo minimdalni esencialni medium)
vytvaii model hovéziho oka. Toto bunééné kultivacni mé-
dium obsahuje aminokyseliny, soli, glukosu a vitaminy.
Zkousené latky se aplikuji nefedéné na epitelialni povrch
rohovky v mnozstvi plné pokryvajici povrch u pevnych
latek nebo 750 pl u kapalin. Principem zkousky je zména
zakalu rohovky po expozici zkousenou latkou. Zakal se
méfi kvantitativné jako mnozstvi prichodu svétla pomoci
opacitometru.  Propustnost se méfi  kvantitativné
(spektrofotometricky) jako mnozstvi barviva fluoresceinu
sodného, ktery projde celou tloustkou rohovky. Toxicita
latek se projevuje sniZzenou propustnosti svétla (zvySenym
zékalem) a zvySenou propustnosti barviva fluoresceinu.
Celkové hodnoceni drazdivosti latek se stanovuje na zakla-
d¢ vypocteného parametru IVIS (In Vitro Irritancy Score),
ktery zahrnuje oba sledované ukazatele'?.

Testovaci metoda OECD je pouzitelna pro Siroké
spektrum chemickych latek a smési, protoze predepisuje
samostatny postup pro aplikaci a naslednou expozici pev-
nych latek a samostatny postup pro latky kapalné. Princip
meéfeni miry poskozeni je pro oba typy latek stejny. Pro-
blematické je pouziti této metody pro chemické latky ba-
revné a latky vysoce viskozni. Tyto latky ulpivaji po apli-
kaci na rohovkach a metodikou doporuceny systém opla-
chovani neni dostate¢ny pro jejich odstranéni. Vysledky
meéfeni opacity jsou v téchto ptipadech zkreslené. Urcitou
moznosti se ukazuje pouziti dvoufazového systému odstra-
néni latek z rohovek za pouziti jemného mechanického
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odstranéni a oplachu polarnim (napt. EMEM) a nepolar-
nim (napf. rostlinny olej) &inidlem®.

4.2. Zkouska na rekonstruovaném 3D modelu lidské
rohovky

Zkouska byla vydéana jako testovaci metoda OECD
v roce 2017, kdy byly doporuceny prvni dva tkanové mo-
dely. V roce 2019 byla aktualizovéna a také byl rozsifen
seznam doporucenych tkanovych 3D modelt (LabCyte
CORNEA-MODEL24, MCTT HCE™, EpiOcular™
OCL-200, SkinEthic™ HCE/S, LabCyte CORNEAMODEL?24
a MCTT HCETM RhCE)".

Pii zkouSce se pouzivd vicejamkovd mikrotitra¢ni
deska obsahujici v kazdé jamce tkan na zivné agaroze,
ktera udrzuje fyziologické vlastnosti modelu. Kontakt
modelu s toxickou latkou se projevuje snizenim Zzivota-
schopnosti bunék. Tkané se dodavaji chlazené a je nutné
zachovavat ptedepsany teplotni rezim pii uchovani, prein-
kubaci a nasledném experimentu. Kapalné vzorky i pevné
latky se aplikuji pifimo na tkaiové terciky, a to
v predepsaném mnozstvi 50 pl. Délka expozice je 30 min
pro kapaliny a 90 min pro pevné latky. Po expozici a na-
sledné postinkubaci jsou tkané preneseny do roztoku MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid),
kde dochazi k jejich obarveni. Vitalni zluté barvivo MTT
je zdravymi buiikami mitochondrialné pfeménéno na fialo-
vy formazan ((E,2)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-difenyl-
formazan). Pro stanoveni intenzity obarveni je nutno barvi-
vo z tkani extrahovat pomoci propan-2-olu. Intenzita zbar-
veni, tzv. optickd hustota, je méfena spektrofotometricky.
Porovnanim s hodnotami negativni kontroly je vypoctena
zivotnost bun¢k. Pokles zivotnosti pod 60 % znamena
poziltéivm' vysledek a latku je mozno oznacit jako drazdi-
vou .

4.3, Zkouska o¢ni drazdivosti na chorioalantoidni
membrang slepic¢iho embrya

Tato zkouska jako jedind vyuziva model pro oc¢ni
spojivku a je zndma pod zkratkou HET-CAM (Hen's Egg-
Chorioallantoic Membrane Test). Metodika je popsana
v ICCVAM protokolu pro zjistovani ocni drazdivosti
(Koordina¢ni vybor pro validaci alternativnich metod)™.
Testovacim modelem jsou oplozena slepi¢i vejce, ktera
jsou vhodnym organotypickym modelem pro spojivkovou
tkan oka. Pouzivaji se pouze oplozena vejce od slepic ple-
mene Leghorn o pfedepsané hmotnosti. Po ptepravé do
laboratofe jsou vejce inkubovana v definovanych teplot-
nich a vlhkostnich podminkach za soucasného otaceni do
devatého dne inkubace. V tento den je skofapka v oblasti
nad vzduchovou bublinou odpreparovana a papirova blana
je zvlhcena fyziologickym roztokem (0,9 hm.% vodny
roztok NaCl). Po dalsi inkubaci je papirovd membrana
odstranéna a vejce je pripraveno na aplikaci testované
latky, kdy se umisti pod stereomikroskop s nastavenym
zvétSenim 100x. Vyhodou je pouziti zdiznamového zafize-
ni pro nahravani pribéhu reakce a asu. Testované latky se
aplikuji nefedéné pfimo na chorioalantoidni membranu
v mnozstvi 0,3 ml nebo 0,3 g. Thned po aplikaci se pozoru-



Chem. Listy /14, 651-657 (2020)

ji viditelné zmény na membrané. Po stanovenou dobu
(obvykle neptesahne 300 s) je sledovana ptitomnost hemo-
ragii (krvaceni z cév), vaskularni 1éze a koagulace vasku-
larnich proteind. Vypocet iritatniho skore vychézi
z numerickych hodnot pfifazenych nastupu jednotlivych
1ézi v pevné stanovenych ¢asovych intervalech. Podle vySe
iritacniho skore se pfifazuje stupen drazdivosti.

Tato zkouska patii mezi zkousky doporucované
ECVAM, ale doposud nebyla mezinarodn¢ validovana
a neni zafazena mezi schvalené metody OECD. Nevyho-
dou zkousky je subjektivnost hodnoceni nastupu
i intenzity sledovanych 1ézi. Publikovany jiz byly postupy
navrhujici objektivni kvantitativni postupy pro vyhodnoce-
ni reakce tkan¢ na kontakt s testovanou latkou napt. pouzi-
tim barevnych &inidel**.

5. Vyhody a nevyhody biologickych modeli
pro testovani chemickych latek

Podrazdéni oka u lidi i zvifat se projevuje rizné inten-
zivnimi zménami piedevSim na spojivce a rohovce a je
doprovazeno systémovou reakci o¢i jako je slzeni nebo
intenzivni mrkani. Také slozeni slz se pfi podrazdéni oka
méni, napf. stoupa mnozstvi obsazeného endorfinu a dal-
Sich latek tlumicich bolest. Oproti komplexnosti in vivo
modelu jsou alternativni modely cileny pouze pro jednu
¢ast oka, a to pro rohovku nebo spojivku. Pro dalsi in vivo
sledovanou ¢ést oka duhovku zatim neni k dispozici Zadny
model a ani systémovou reakci oka nelze doposud spoleh-
livé modelovat.

Slabé a silné stranky jednotlivych metod pouzivaji-
cich in vitro biologické modely byly definovany pti vyvoji
a nasledné validaci téchto metod, kdy jsou vysledky po-
rovnavéany s vysledky in vivo testl na kralicich®.

Metody vyuzivajici izolované o¢i nebo o¢ni rohovky
jsou vhodné pro testovani Siroké Skaly chemickych latek
bez ohledu na jejich rozpustnost. Metoda BCOP vyuzivaji-
ci hovézi rohovky je schopna s vysokou ptesnosti identifi-
kovat latky silné drazdivé. Mirné¢ drazdivé latky (napt.
dusi¢nan amonny, dichlorobenzoyl-chlorid) obvykle po-
skozuji pouze povrchovy epitel. Siln¢ drazdivé latky (napf.
imidazol, 30% trichloroctova kyselina) pronikaji do hlub-
Sich vrstev. Mohou proniknout rohovkou a poskodit endo-
tel?. Pfi pouziti standardniho testovaciho postupu je proto
na. Pouziti histologického vySetfeni exponovanych roho-
vek miize pomoci pii piesn&jsim vyhodnoceni’’. Nizka
mira pfesnosti pro oblast latek mirné drazdivych souvisi
s vysokou mirou fale$né pozitivnich vysledki pfi testovani
alkohold a ketonti. Pfi testovani pevnych zkusebnich mate-
rialt mize dochazet k mechanickému poskozeni povrchu
rohovky, coz také vyrazné ovlivituje vysledky™.

Pii pouziti prase¢i rohovky neni nutno ve srovnani
s hovézi rohovkou fesit prevenci ptfed encefalopatickym
onemocnénim (lidové nemoci $ilenych krav)®, coZ je ne-
spornou vyhodou. Také anatomicky vice pfipomina lid-
skou rohovku, a to pfedev§im strukturou a tloustkou.
Z tohoto divodu jsou prase¢i rohovky casto pouzivany
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v oftalmologickém vyzkumu®. V n&kterych publikacich je
tento model povazovan za vhodny pro hodnoceni drazdi-
vosti o¢i u kapalnych a ve vodé& rozpustnych latek”. Meto-
da vyuzivajici tento model nebyla doposud pfijata regulac-
nimi orgény, které ziejmé upfednostiiuji BCOP. Modely
vyuzivajici izolované o¢i nebo o¢ni rohovky jsou hranici
mezi in vivo a in vitro systémy a jejich vyhodnou je vyssi
etickd piijatelnost' a niz$i naklady oproti in vivo i vétsing
in vitro modelii. Nevyhodou je opét anatomicka rozdilnost
od lidské rohovky, ale také mezidruhové odlisnosti jednot-
livgch modelt*'?. V téchto studiich soucasné nelze vy-
hodnotit vSechny ostatni toxikologické parametry ocni
drézdivosti, jako jsou zanétliva reakce, reverzibilita
zmén® a systémové ucinky latek, napf. letalitu nékterych
pesticidd®’. Dalsi nevyhodou se ukazuje relativng kratka
doba pro hodnoceni reakce rohovky (4 h), coz neumoziuje
testovani v prodlouzenych ¢asovych schématech.

Tyto nedostatky jsou spolecné pro vSechny ex vivo
metody vyuzivajici izolované organy.

U testu HET-CAM v¢étSina provedenych validacnich
studii prokdzala vyznamnou korelaci mezi timto testem
a Draizeho testem. Tato korelace in vivo versus in vitro
prokazala dobré vysledky pro mirn¢ drazdivé a nedrazdivé
chemické latky, jakoz i pro povrchové aktivni latky
(tenzidy)**®. Agkoliv je zkouska HET-CAM v zisadé
pouzitelna pro vSechny typy chemikalii bez ohledu na
jejich fyzikalné-chemické vlastnosti, testovani pevnych
a nerozpustnych nebo lepivych materiali muze kompliko-
vat reprodukovatelnost vysledkd zkousek. U pigmentd
a barviv mize dochazek k zabarveni CAM a nasledné tak
komplikovat vyhodnoceni reakce®~’. Horsi korelace vy-
sledkd in vivo versus in vitro byla pozorovana u alkoholt
a esterti’”.

Test poskytuje kvalitativni informace o moznych
ucincich testovanych latek na spojivku, ale také je mozno
sledovat koagulaci bilkovin a vysledek vyuzit pro od-
had poskozeni rohovky**, coz by mohlo byt jeho vyraz-
nou vyhodou. Rozdilna stavba spojivkového modelu
HET-CAM oproti rohovkovym modelim vyZzaduje i jiné
techniky vyhodnoceni odezvy systému na kontakt
s chemickou latkou''. Obtizné je piedeviim hodnoceni
cévnich reakei a dal§ich zmén na membran&*’. Nevyhodou
se ukazuje narocnost vlastniho provedeni testu zahrnujici
fadu parametrti zhorSujicich reprodukovatelnost vysledkd
pii mezilaboratornim porovnani. Mezi tyto faze patii sub-
jektivni pozorovani zmén v membranové morfologii, pri-
beh inkubace, pivod vajec, zpisob otevirani skotrapky,
pouziti pozitivnich a negativnich kontrol*’. Epitelialni 3D
in vitro modely jsou oproti jinym modelim velmi kiehké,
coz vyzaduje Setrné zachdzeni, aby nedosSlo k vysuseni
a poskozeni tkani. Odpojeni bunék z 3D struktury v kultu-
fe muze vést k nespravné interpretaci ziskanych vysled-
ki*!. Daldim omezenim je modelace pouze epitelialni vrst-
vy, proto je nelze pouzit ke stanoveni moznych ucinki
latek pronikajicich do stromatu a endotelu. U téchto mode-
1a nelze sledovat reverzibilitu podrazdéni* a lze je pouzit
pouze pro modelaci reakce rohovky** ™. Testy zaloZené na
bunéénych modelech postradaji modelaci hormonalnich,
imunitnich a nervovych vlivi. Jejich vyhodou je jednodu-
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chost a dobra reprodukovatelnost vysledkii, ale bez zo-
hlednéni interakci v ramci tak specializovaného organu,
jako je oko'', maji jako samostatné testy pouze omezené
pouZziti.

Tradi¢ni bunécné in vitro modely pro o¢ni drazdivost
se vétSinou sklddaji z monovrstvy kultivovanych bunck
a odezva téchto bun€k na kontakt se zkouSenou latkou se
stanovuje standardnimi cytotoxickymi postupy. Obecné
jsou méfeni cytotoxicity rychld, jednoducha a levna®.
Zpusobt vyhodnoceni je cela fada, coz komplikuje vypra-
covéni jednotného protokolu testovani a jeho néslednou
mezinarodni validaci. Publikovany jsou postupy hodnoce-
ni  cytotoxicity = pomoci  zabudovdni  thymidinu
(1-[(2R,4S,5R)-4-hydroxy-5-(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]-
-5-methylpyrimidin-2,4-dion), pouziti riznych typa bar-
viv, méfeni uniku enzymu laktatdehydrogenasy (LDH)
z buiiky, fluoresceinové netésnosti (FL) a dalsi*’. Kazda
z téchto metod ma své vyhody i omezeni a vétSinou se
pouziva kombinace minimalné dvou.

Z 2D bunécnych modeltt OECD zahrnulo mezi dopo-
ruéené testovaci metody pouze zkousku FL, kterda méfi
toxicky ucinek latek na zakladé zvySené propustnosti sod-
né soli fluoresceinu (3',6'-dihydroxyspiro[2-benzofuran-
-1,9'-xanthen]-3-on) epitelidlni monovrstvou bunék.
Mnozstvi prostoupeného fluoresceinu je tmérné miie po-
Skozeni bunécnych spoji. Metoda je vhodna pro identifi-
kaci siln€ drazdivych, ve vodé rozpustnych chemikalii
jako soucést stupiiovité testovaci strategie®, ktera vyzadu-
je zapojeni dalSich in vitro nebo in vivo zkousek. Tuto
metodu nelze pouzit ke klasifikaci silnych kyselin, visk6z-
nich a barevnych latek®®. Bun&ené kultury jsou obvykle
vystaveny testovanym latkam, které byly natfedény kulti-
vaénim médiem*. Pouziti pro nerozpustné latky je
z tohoto diivodu omezené®. Standardizované laboratorni
testovani na bunéénych kulturach je zalozeno na dlouho-
dobém pouziti jedné bunécné linie. Permanentni nebo
imortalizované buné¢né linie jsou vyhodnéjsi z hlediska
dostklzpnosti, reprodukovatelnosti a snadné detekce posko-
zeni .

6. Zavér

Z ptehledu vyplyva, ze nelze nahradit in vivo testova-
ni o¢ni drazdivost pouze jednim alternativnim testem, kte-
ry by splioval vSechna sledovana kritéria pro poskozeni
oci a zanétlivé zmény. K Gplnému nahrazeni in vivo testil
oc¢ni drazdivosti je a bude nutno pouzivat stupnovité testo-
vaci strategie vyuzivajici riizné biologické modely. Bude
velmi dilezité tyto alternativni zkousky déle modifikovat
s cilem zlepSeni zplisobu vyhodnoceni a predikce proble-
matickych in vivo koncovych bodu, jako je reverzibilita,
perzistence nebo mechanické podrazdéni.

V soucasné dob€ narodni a mezinarodni organizace
doporucuji pouzivat pro testovani chemickych latek rtizné
viceuroviiové testovaci postupy obsahujici kombinaci
in vitro nebo ex vivo metod, s ohledem na jejich silné
stranky. Mezinarodné validovany a OECD doporuceny
jsou doposud pouze metody, které vyuzivaji modely o¢ni
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rohovky, coz ma své nevyhody. Zajimavou moznosti je
kombinace dvou biologickych modeld, jednoho pro spojiv-
ku a druhého pro rohovku. Tato kombinace se ukazuje
jako jedno z perspektivnich feSeni, kterému zatim brani
nedokoncend validace zkousky HET-CAM jak na Urovni
ECVAM, tak nasledn¢ v OECD.

Je nepravdépodobné, ze jakykoli jednotlivy test obsa-
hujici pouze jeden typ bunék ¢i jeden typ tkané bude scho-
pen napodobit slozitosti a fyziologické parametry systému
in vivo. O¢ni draZdivost bude testovana formou testova-
cich strategii vyuzivajicich stupiiovitého testovani.
V oblasti vyvoje zatim zlstdva strategie rozliSujici latky
nedrazdivé a mirné drazdive, i kdyz prvni védecky ovétené
ném zapracovani do prislusnych legislativ musi byt zvaze-
no také ekonomické hledisko, protoZze nové postupy by
mély byt dostupné, rychlé, bez nutnosti drahého vybaveni
testovacich laboratoii ¢i vysokych nakladl na alternativni
biologické modely.
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biological models used in ex vivo and in vitro eye irritation
testing, which is gradually replacing animal tests. Ad-
vantages and disadvantages in laboratory use are defined
for the models and compared to the classical model in
vivo. Organotypic models using isolated eyes of farm ani-
mals or fertilized eggs have proved to be very promising.
Alternative models use only one part of the eye and there-
fore are not able to yield the same response as an in vivo
test.

Keywords: eye irritation, in vitro methods, biological mod-
els, alternative methods, opacity and permeability test,
chorioallantoic membrane
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