Alternatywne metoady /n vitro

Sadania podraznienia oka

Jednym z elementow oceny bezpieczenstwa wielu rodzajow produktow jest
ocena prawdopodobienstwa spowodowania podraznienia, hadz uszkodzenia oka.
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Do niedawna standardowg metodg oceny potencjatu draznigcego/
uszkadzajgcego substancji byt opracowany w 1944 roku, test Draize
podraznienia oka krolika.

Badanie to jednak w coraz wigkszym stopniu krytykowano za
brak powtarzalnosci wynikdw, przeszacowanie reakcji cztowieka oraz
okrucienstwo wobec zwierzat.

Niedawno wprowadzona Siédma poprawka Dyrektywy Kosmetycznej
oraz europejskie przepisy REACH zwiekszyly zapotrzebowanie na rozwoj
badan podraznienia oka metodami in vifro. Zmiany ustawodawstwa oraz
rosngca presja organizacji bronigcych praw zwierzat stopniowo eliminujg
z uzycia metody testowania skfadnikow kosmetykow na zwierzetach.

Do czesciowego lub catkowitego zastapienia zwierzat w eksperymentach
toksykologicznych moga by¢ stosowane nastepujace systemy:

» metody in vitro: hodowle komorkowe, zrekonstruowane tkanki, systemy
co-cultur

* ex Vivo: wyizolowane zwierzece tkanki i organy,

* insilico: symulacje komputerowe i modele matematyczne, np. QSAR

Idealnie bytoby zastgpi¢ tradycyjng metode badania na zwierzeciu jedng
metodg alternatywng in vitro, co pozwolitoby utrzymac prosty i ekonomiczny
rezim testowania, oczywiscie przy zafozeniu, ze nowa metoda in vitro dostarczy
danych réwnie dobrych lub lepszej jakosci niz tradycyjne badania in vivo.
Sprawa nie jest jednak taka prosta. Ogolnie badania in vitro zostaty
zaprojektowane do modelowania tylko jednej lub tylko kilku tkanek oka, ale
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nie catego oka. Jest to bardzo przydatne w uzyskaniu bardziej szczegéto-
wych danych mechanicznych procesu podraznienia oka. Jednakze finalnie
zmusza do zastgpienia jednego doswiadczenia na zwierzetach kilkoma
badaniami in vifro. Nie jest to bynajmniej niepozadane. Wykorzystanie kilku
testow in vitro dokfadnie obrazujgcych mechaniczne aspekty uszkodzenia
oka, pozwoli nam prawdopodobnie dowiedzie¢ sie wiecej o faktycznym
ryzyku stosowania chemikaliow przez ludzi.

Wedtug Europejskiego Centrum Walidacji Metod Alternatywnych
ECVAM, w przypadku podraznienia oka ogélnie przyjmuie sie, ze w dajacej
sie przewidzie¢ przysztosci, zadne pojedyncze badanie podraznienia oka
in vitro nie bedzie w stanie zastgpi¢ metody Draize, w przewidzeniu petnego
zakresu podraznienia dla zwigzkéw réznych klas chemicznych. Dopiero
strategiczna kombinacja kilku alternatywnych metod badawczych (strategia
wielopoziomowa) w obrebie jednej strategii badania mogtaby zastgpi¢ badanie
podraznienia oka metodg Draize.

Definicje

Podraznienie oka jest zdefiniowane jako spowodowanie zmian w oku,
w nastepstwie zastosowania badanej substancji na przednig powierzchnie
oka, ktore sg w petni odwracalne w ciggu 21 dni od zastosowania.

Uszkodzenie oka (powazne uszkodzenie oka) jest zdefiniowane jako
spowodowanie uszkodzenia tkanki oka lub powazne fizyczne pogorszenie
widzenia, w nastepstwie natozenia badanej substancji na przednig powierzchnie
oka, ktdre nie jest catkowicie odwracalne w ciagu 21 dni od zastosowania.
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Aby zrozumie¢ interpretacje wynikow badania toksykologicznego,
nalezy przyblizy¢ podstawowa wiedze z zakresu badanego narzadu a
przynajmniej zrozumie¢ jego morfologie, sktad komérkowy oraz fizjologiczne
funkcjonowanie — to pozwala okresli¢, czy wystgpity uszkodzenia i jakie sg
jego nastepstwa.

Oko jest bardzo skomplikowanym narzadem, sktadajacym sie z wielu
tkanek, z ktorych kazda inaczej reaguje na urazy. By¢ moze najwazniejszg
tkankg oka jest rogowka. Zwykle przejrzysta rogowka pozwala $wiattu
swobodnie wpada¢ do oka i ostatecznie skupi¢ sie na siatkowce. Jesli
rogowka jest metna (nieprzezroczysta), co moze sie zdarzy¢ po przypadkowym
narazeniu na dziatanie silnie draznigcych substanciji chemicznych — $wiatto
nie moze juz fatwo przenika¢ przez oko a widzenie jest zaburzone lub nawet
catkowicie zablokowane. Cho¢ powieki stanowig pewng ochrong dla rogowki,
jest ona nadal bardzo narazona na uszkodzenie.

Okoto 80% struktury rogowki stanowi zrab — regularnie uszeregowane
makroczgsteczki, przez ktore Swiatto moze tatwo przenika¢ w wyniku wysokiego
stopnia uporzadkowania zrebu | wiasciwemu poziomowi nawilZenia.

Utrzymanie tego waznego poziomu nawilzenia (75-80% wody) jest
obowigzkiem dwoch aktywnych warstw komaérkowych:

» jednokomdérkowa warstwa $rodbtonka (endothelium), pokrywajaca
powierzchnie wewnetrzng rogowki,

* i znacznie grubszy nabtonek (epithelium), ktory pokrywa powierzchnie

zewnetrzng rogowki.

Te warstwy komorek wspotpracujg razem, aby zapobiec przedostawaniu sig
dodatkowej losci wody do rogowki, comogtoby spowodowaé obrzeki zmetnienie.
Nabtonek ma réwniez drugg funkcje, gdyz stanowi fizyczng bariere przed
przedostawaniem sie ciat obcych. Jesli nabfonek jest uszkodzony, moze
doprowadzi¢ do zmetnienia rogéwki. Jednak drobne zmetnienia czesto sg
odwracalne, poniewaz nabtonek moze ulec samoregeneracii poprzez ruch
otaczajacych komorek na pokrycie rany lub przez wymiane uszkodzonej tkanki
na komorki z nowego podziatu. Natomiast $rodbtonek nie jest na ogot zdolny
do samoregeneracji. Dlatego tez, je$li komérki te ulegng cytotoksycznemu
uszkodzeniu, konsekwencje mogg by¢ znaczgce, np. trwata $lepota. Tak
wyglada zalezno$¢ pomigdzy indukcjg uszkodzenia komorek a rezultatem w
postaci podraznienia oka lub innego rodzaju uszkodzenia, co jest podstawg
badan podraznienia gatki ocznej in vitro.

Inng delikatng tkankg oka jest spojowka, niezrogowaciaty nabtonek ptaski,
ktory wypetnia wewnetrzne powierzchnie powiek i wigkszo$¢ zewnetrzne
powierzchni gatki ocznej (stanowi ciggtos¢ z rogowka). Spojowka jest sinie
unaczyniona i moze reagowac stanem zapalnym po kontakcie z draznigcymi
substancjami. t agodnie draznigce chemikalia lub inne produkty czesto powodujg
zapalenie spojowek bez zadnych towarzyszacych uszkodzen rogowki.

Trzecig wazng tkankg oka jest teczowka (kolorowa cze$¢ oka), kiora
przez zwezenie lub rozszerzenie, kontroluje ilos¢ $wiatta wpadajgcego do
oka i ostatecznie skupiajgcego sie na siatkowce. Teczowka znajduje sie pod
rogbwka w cieczy wodnistej. W niektorych przypadkach ciata obce przenikajg
catkowicie przez rogéwke i wehodzg w interakcje z teczowka. Teczéwka moze
reagowac stanem zapalnym i utraci¢ zdolno$¢ do reagowania na $wiatto,
powaznie uszkadzajgc zdolno$¢ widzenia.

Obserwacije stopnia uszkodzenia kazdej z tych tkanek w modelu
zwierzecym, zostaty wigczone jako cze$¢ systemu oceny wiekszoSci
popularnych protokotéw podraznienia oka.

Generalnie proces testowania substancji sktada sie z kilku etapow:

» Pierwszy etap - okreslenie maksymalnego potencjalnego zagrozenia
sktadnika lub preparatu dla tkanek oka.

» Drugi etap - biorgcy pod uwage rzeczywiste wykorzystanie produktu
oraz oszacowanie prawdopodobienstwa, ze produkt moze niechcacy
dostac sie do oka.

+ Trzeci etap - ostateczna ocena bezpieczenstwa, bierze pod uwage
korzysci, ryzyko i wptyw zastosowania instrukcji, ktore zazwyczaj
towarzyszg produktowi.

Chot caty proces jest wazny, to pierwszy etap catego procesu - ogdlnie
nazywany identyfikacjg zagrozen - i rozwoj udoskonalonych uktadow in vitro
do wykrywania takich zagrozen, sg wazne.

Badanie Draize

W metodzie Draize chemikalia, mieszaniny oraz preparaty wprowadzane
sg bezposrednio do worka spojowkowego oka krolika. Drugie oko stuzy
jako kontrola negatywna, a reakcja zwierzat jest monitorowana za pomocg
ujednoliconego systemu punktacji uszkodzen rogowki, spojowki i teczéwki.
Odpowiedz oka jest kontrolowana po 1, 24, 48 i 72 godzinach. Zwierzeta
sg obserwowane do momentu oceny petnej wielkosci urazu oka i jego
odwracalnosci — przez okres do 21 dni.

Miejscowe stosowanie srodkow chemicznych moze powodowaé
podraznienie i / lub uszkodzenie rogowki poprzez:

« lizg bton (np. $rodki powierzchniowo czynne, rozpuszczalniki organiczne),

* denaturacje biatek (np. srodki powierzchniowo czynne, rozpuszczalniki
organiczne, alkalia i kwasy);

 zmydlanie lipidow (np. alkalia) oraz

« alkilowanie lub inne kowalencyjne interakcje z makroczasteczkami (np.
wybielacze, nadtlenki);

Odwracalnos$¢ urazu oka jest waznym elementem w klasyfikacji substancii
jako draznigcej dla oka w poréwnaniu z uszkadzajacg oko.

Znany od 1944 Test Draize podraznienia oka krélika wykorzystuje
skomplikowany system punktacji, ktéry odzwierciedla stopien uszkodzenia
trzech gtéwnych tkanek oka. Ponadto, oceniane sg odwracalnos¢ oraz
nasilenie objawow.

Zmodyfikowang metodg Draize jest Low Volume Eye Test (LVET), ktora
wykorzystuje jedng dziesigta materiatu zwykle aplikowanego do oka krolika.
LVET pozwala lepiej przewidzie¢ reakcje oka ludzkiego i jest bezpieczniejsza
dla zwierzat.

Retrospektywne badanie walidacyjne udoskonalonego/zredukowanego
badania LVET - metody stosowanej w zakresie detergentéw gospodarstwa
domowego i $rodkéw czystosci, jak rowniez gtownych sktadnikdw ich klas,
miato miejsce w latach 2006 i 2009.
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Po recenzjach, LVET nie jest zalecany do przysztego wykorzystania, w
celu wygenerowania nowych danych, ale zostato zasugerowane, ze istniejace
dane LVET z ograniczonego obszaru stosowania detergentow gospodarstwa
domowego i $rodkow czystosci, jak rowniez gtownych sktadnikéw ich klas, moga
by¢ wykorzystywane do celow klasyfikacii i decyzji dotyczacych etykietowania.
Ponadto ECVAM zalecito, aby istniejgce dane LVET w tym ograniczonym
obszarze stosowania, byty uzyte jako dane uzupetniajgce dlia przysztych badan
walidacyjnych. Zadne dodatkowe badania nie powinny byé wykonywane w celu
dalszego rozwoj lub potwierdzenia testu LVET (ESAC, 2009).

Dlaczego nie krolik

Oprocz oczywistych wzgledow etycznych nakazujacych zaprzestania
testowania kosmetykéw na zwierzetach, ocenna jest rowniez jakos¢ i
prawidfowos¢ otrzymanych tg metodg wynikow.

Historycznie, krdlik albinos zostat wybrany do testowania potencjalnego
(ziatania draznigcego oczy, przede wszystkim z powodu rozmiaru oka, kiory utatwia
rozpoznanie uszkodzenia oraz rozmiaru worka spojowkowego (uwydatniony przez
luzne powieki), z tatwoscig utrzymujacego badany materiat w oku.

Jednak z powodu kilku razgcych réznic, krolik jest daleki od idealnego
modelu dla ludzi. Oto one:

« trzeciapowieka, ktora przesuwa sig bocznie po catym oku, prawdopodobnie
powodujgc usuwanie czesci badanego materiatu, co odréznia od cztowieka,
« worek spojowkowy — znacznie wigkszy niz u ludzi, co oznacza, ze w oku
krélika moze by¢ umieszczona wigksza ilos¢ materiatu [100 pl ptynu lub

100 mg substancii stafej], anizeli taka ktéra moze przez przypadek dostaé

sie do oka cztowieka,
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* rogowka - rogowka krolik jest duzo ciensza niz ludzi,
* produkcja fez - krolik wytwarza mniejszg ilos¢ tez

* czestotliwo$¢ mrugania,

* powierzchni oka.

Z tych i innych powodow, krolik jest powszechnie uwazany za zbyt
wrazliwy wzor cztowieka, co mozna uzna¢ za pozytywny aspekt, poniewaz
dodaje to margines bezpieczenstwa w ocenie ryzyka, jednak przedstawia
problem niewtasciwej oceny zagrozenia i sugeruje, ze lepiej przewidujgcy
model bytoby korzystny.

W kolejnej czesci Artykutu zostang oméwione zwalidowane dotychczas
przez ECVAM metody alteratywne.
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REKLAMA

Alglycera

(INCI: Allantoin Glycyrrhetinic acid)

Substancja czynna pochodzgca z korzenia lukrecji o unikalnej kompozycji
alantoiny i kwasu glicyretynowego (18 8-glycyrrethinic acid). Alglycera
wspomaga odnowe naskérka, fagodzi podraznienia i zaczerwienienia skéry,
chroni jq przed zanieczyszczeniami $rodowiska. Wykazuje silne dziatanie
wybielajgce i stymuluje proces odbudowy naskérka. W kosmetykach
rekomendowane uzycie to 0.1-0.5% w produktach do skéry suchej, wrazliwej
i atopowej. W produktach dermatologicznych proponujemy 0.5-1%.
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