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Potencjat wtasciwos$ci draznigcych substancji chemicznych jest obecnie oceniany zdol-
noscig do wywotywania podraznienia oka krélika (test Draize@a). Ze wzgledéw humani-
tarnych zaleca sie zastgpienie tego testu testami alternatywnymi. Niniejszy artykut jest
przegladem testéw alternatywnych do testu Draize'a, wykonywanych tv laboratoriach
krajow Wspolnoty Europejskiej, jednoczes$nie jest dyskutowana czuto$¢ metod oraz ich
powtarzalno$é.

Pod wptywem organizacji bronigcych praw zwierzat zrodzito sie poczucie, ze szereg
testow wykonywanych na zwierzetach moze i powinno zosta¢ zaniechanych i zastgpio-
nych testami bardziej humanitarnymi, nie narazajagcymi zwierzat na nieuzasadnione
cierpienia [19, 37]. Niestety, opracowanie testow alternatywnych napotyka na powazne
trudnosci. Problemy zwigzane z regulacjg prawng testéw przeprowadzanych na zwierze-
tach i prowadzeniem testow alternatywnych w przypadku kosmetykéw i ich sktadnikdw
sg omawiane w artykule redakcyjnym ATLA [4]. W skrdcie z artykutu wynika, ze jesli
nie zostanie osiggniety nalezyty postep w opracowywaniu testow zastepujacych badania
na zwierzetach to w terminie do 1 stycznia 1997 Komisja EC zaproponuje przetozenie
wprowadzenia zakazu wykonywania testow na zwierzetach na co najmniej dwa lata.

Testem, ktorego zaniechanie wydaje sie szczegOlnie istotne w najblizszych latach
jest test podraznienia oka (test Draizea) [11]. Test ten jest wykonywany w celu oceny
stopnia ryzyka stosowania okres$lonej substancji wprowadzanej w obreb worka spo-
jéwkowego lub stosowanej w poblizu gatki ocznej. Wprowadzonego materiatu nie
wyptukuje sie, a intensywnos$¢ reakcji ocenia sie po 24, 48 i 72 godzinach, a niekiedy
nawet po 21 dniach. Wprowadzenie substancji w obreb worka spojowkowego moze
wywota¢ reakcje ze strony nabtonka rogowki i/lub spojowki a niekiedy takze ich
zrebu oraz naczyn wystepujacych w zrebie spojowki i wokot rogoéwki. Wykazanie
nieszkodliwosci niektérych lekdw, kosmetykow, srodkow czyszczacych itp. za pomo-
cq testu Draizea stanowi w wielu krajach warunek dopuszczenia ich do sprzedazy
[U 2, 3]. Mimo to jest on krytykowany nie tylko ze wzgledéw humanitarnych ale
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rowniez dlatego, ze wyniki uzyskiwane przez rézne laboratoria niekiedy réznig sie
pomiedzy sobg a gatka oczna krélika wydaje sie by¢ bardziej wrazliwa niz ludzka, co
moze doprowadzi¢ do zdyskwalifikowania uzytecznych substancji [36]. Reakcje za-
chodzace w oku moga mie¢ charakter cytotoksyczny, zapalny lub immunologiczny
w mniej lub bardziej ztozonej formie. Organizacje takie jak FDA, CPSC i EPA
w USA oraz EEC oceniajg podraznienie roznych czesci gatki ocznej poszczeg6lnych
zwierzat. Ocenia sie zmetnienie rogowki, zapalenie teczowki, zaczerwienienie i obrzek
spojowki, obecno$é wysieku oraz ziluszczanie sie nabtonka [40]. Zsumowanie zapisu
cyfrowego wyniku oceny zaczerwienienia, obrzeku i wysieku daje wynik catkowity
[11]. Opracowano rowniez doktadny osmiostopniowy system cyfrowej klasyfikacji
intensywnosci podraznienia [21]. Zapis cyfrowy nie wyeliminowat jednak miedzy-
laboratoryjnych réznic w ocenie badanych substancji [9].

Od 1964 roku test Draizea stanowi oficjalng metode badania wkasciwosci potencjal-
nie niebezpiecznych dla zdrowia substancji [13]. Wydano réwniez ilustrowany przewod-
nik utatwiajacy ocene testu [12]. Zmodyfikowany sposéb przeprowadzania testu Draizea
wprowadzita takze Narodowa Akademia Nauk Stanéw Zjednoczonych [29]. Doktadny
opis zmian histopatologicznych zachodzgcych po wprowadzaniu substancji chemicznych
do worka spojowkowego krélika zawarty jest w pracy Parisha [39].

Dodatkowga komplikacje we wprowadzaniu alternatywnych w stosunku do testu
Draize’a metod stanowi uzywanie kilku jego modyfikacji. Poniewaz stopien szkod-
liwosci substancji okreslany na podstawie réznych wersji testu rézni sie, powstaje
problem, z ktérymi wynikami nalezy porownywac wyniki testow alternatywnych.

W jednej z modyfikacji testu Draizea nie wprowadza sie, jak w metodzie klasycz-
nej, 0,L ml badanego ptynu lub 0,1 g substancji suchej do worka spojowkowego,
ale umieszcza sie 0,01 ml badanego roztworu lub 0,01 g substancji bezposrednio na
rogowce [18, 23]. Metoda ta jest zalecana przez IRAG w przypadku badania sub-
stancji, ktore podejrzewa sie o silne dziatanie draznigce. W przypadku odpowiedzi ze
strony gatki ocznej substancje klasyfikuje sie jako draznigcg, natomiast jesli nie
wywota zmian, nalezy przeprowadzi¢ test z petng dawka [23].

Amerykanska firma Procter and Gamble [42] stosuje procedure, w ktorej wprowa-
dza sie do oka tylko 3 mg badanej substancji. Jest to spowodowane obserwacjg, ze
test Draizea w formie zalecanej w Stanach Zjednoczonych przez FHSA [10], wyka-
zuje znacznie silniejsze podraznienie niz to, ktore wystepuje w oku cztowieka po
przypadkowym wprowadzeniu danej substancji. Ponadto, metoda FHSA powoduje
tak silne podraznienie, ze uniemozliwia rozréznienie pomiedzy réznymi modyfika-
cjami skiadu produktu.

Dyskutowana jest rowniez kwestia liczby zwierzat potrzebnych do przeprowadze-
nia testu. W Stanach Zjednoczonych uzywa sie 6 krolikow dla oznaczenia wiasciwo-
Sci jednej substancji. Uznaje sie ja za drazniaca, jesli co najmniej 4 sposrod 6 kroli-
kow wykazujg objawy podraznienia. Test w tej postaci cechuje wysoki stopien
precyzji, wynoszacy co najmniej 99%. Wyniki przeprowadzone na nizszej liczbie
zwierzat sg czesto falszywie dodatnie [40].

Dotychczasowe obserwacje wskazujg, ze ze wzgledu na réznorodno$é objawow
obserwowanych w tescie Draizea zastapienie go pojedynczym testem wykonywanym np.
w hodowli tkanek moze okaza¢ sie niemozliwe i bedzie wymagac stosowania kilku testow
aby odtworzy¢ reakcje mogace wystgpi¢ pod wpltywem podraznienia gatki ocznej.
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Wydaje sie réwniez, ze rézne testy moga by¢ przydatne do oceny dziatania
roznych typow substancji w zaleznosci od ich rozpuszczalnosci (woda, akohol,
DM SO, inne rozpuszczalniki organiczne) oraz natury chemicznej. Odmiennych tes-
tow moze wymagac¢ ocena detergentéw uzywanych w mydle lub szamponach a innych
ocena np. rozpuszczalnikdw organicznych uzywanych do czyszczenia garderoby.

Konieczne jest réwniez rozréznienie testow wstepnych, o charakterze skrinin-
gowym oraz testow zastepczych, ktdére catkowicie eliminowatyby koniecznos$¢ przep-
rowadzenia testu Draize'a.

Sformutowano szereg kryteriow, ktdre powinien spetniac test in vitro aby mogt zostaé
uznany za wiasciwy substytut testu in vivo. Przytaczamy je za Greenem i wsp. [17].

1. Uzasadnienie: nalezy uzasadni¢ na jakiej podstawie dokonano wyboru
danego a nie innego testu.

2. Znaczenie: koncowy punkt odczytu testu in vitro powinien wyraznie od-
powiada¢ biologicznemu lub fizjopatologicznemu efektowi wywotanemu in vivo.

3. Sprawdzenie:

a) Wymaga opracowania standardowego protok6tu przeprowadzenia testu

b) Wymaga wewnatrz- i miedzylaboratoryjnej powtarzalnosci wynikdw osiaga-
nych przy stosowaniu standardowego protokdtu

4. Aspekt jakosSciowy: udziela odpowiedzi na pytanie, czy uktad in vitro
reaguje w ten sam spos6b co test in vivo.

5. Aspekt iloSciowy: czy nasilenie odczynu mierzonego testem alternatyw-
nym jest takie samo jak mierzone in vivo.

Metody oceny in vitro nie muszg by¢ uniwersalne. Mozna stosowac je do oceny
wybranych kategorii substancji. Powinno poréwnywac sie je z systemem oceny i kla-
syfikacji stosowanym przez odpowiednie agencje rzagdowe.

Sposoby przeprowadzenia wewnatrz- i miedzylaboratoryjnej oceny powtarzalnosci
wynikéw oraz definicje licznych termindw zwigzanych z tym zagadnieniem zawiera
raport z konferencji poswieconej weryfikacji procedur testowania toksycznosci [5, 6].

W lutym 1993 roku opublikowano podsumowanie konferencji poswieconej
omowieniu wartosci testow in vitro i mozliwosci zastgpienia nimi testu Draize&a.
W przyblizeniu potowa uczestnikow sadzita, ze testy in vitro moga by¢ przydatne jako
testy skriningowe, natomiast nikt nie uznat, ze moga stanowi¢ test zastepczy.

Obecnie najczesciej stosowane w badaniach in vitro sg dwa testy. Jeden z nich ocenia
w jakim stopniu pod wplywem badanej substancji ulega zahamowaniu pochtanianie
przez komarki czerwieni obojetnej [8, 14, 39, 41]. W drugim tescie okresla sie wptyw
badanej substancji na btong kosméwkowo-omoczniowg zarodkdw kurczat [14, 24, 27,
39, 41]. Wynik testu odczytuje sie w ciggu Kilku minut i jest podawany w zapisie
cyfrowym (wartosci od 0-21) co umozliwia klasyfikacje potencjatu testowanej substancji
do wywotania podraznienia. Kilkudniowy test nie daje dobrych wynikéw [32].

Grupa badaczy niemieckich z réznych osrodkéw okreslita wewnatrz- i miedzy-
laboratoryjng ocene btedu powstajgcego przy stosowaniu powyzszych metod i porow-
nata ich wyniki z wynikami testu Draizea [39]. Test cytotoksyczny z czerwienig
obojetng byt lepiej powtarzalny, natomiast test przeprowadzony na btonie kosmow-
kowo-omoczniowej dawat mniej fatszywie ujemnych wynikéw w poréwnaniu z testem
ocznym niz test cytotoksyczny. Badacze niemieccy opracowujg obecnie obszerng baze
danych dotyczacych wiasciwosci toksycznych substancji okreslanych wspomnianymi
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metodami i zamierzajg pordwnac uzyskane wyniki z danymi z systemu komputero-
wego (TOPKAT) i utworzonego w USA i okreslajacego zalezno$¢ pomiedzy struk-
tura zwiazku chemicznego i jego wiasciwosciami draznigcymi (SAR, structure-acdvity
relationship), [39].

Bank danych dotyczacych wiasciwosci toksycznych zwigzkéw chemicznych okre-
$lanych metodami in vitro powstat réwniez we Wioszech [25, 26].

Metodg, ktora wydaje sie by¢ najbardziej obiecujaca jest testowanie wihasnosci
draznigcych substancji chemicznych na gatkach ocznych martwych zwierzat. Poczagtkowo
stosowano w tym celu gatki oczne krélikow, obecnie uzywa sie gatek bydlecych. Wyniki
uzyskiwane w tym systemie sg do$¢ zblizone do wynikéw uzyskiwanych in vivo [32].
Bydlece gatki oczne poddaje sie dziataniu substancji testowanych ptynnych lub rozpusz-
czonych w ptynie hodowlanym (MEM). Rogéwki sg inkubowane w plynie przez
10 minut. Po uptynie tego czasu nabtonek jest trzykrotnie przeptukiwany a nastepnie
dokonuje sie pierwszego pomiaru jego przejrzystosci. Nastepnego pomiaru dokonuje sie
po 2 godzinnej inkubacji w medium hodowlanym. Substancje state sg przegotowy-
wane w postaci 20% roztworéw lub zawiesin w MEM. Substancje sg testowane na
15 rogéwkach w tym 3 stuzg jako kontrolne. Zmiany w przejrzystosci sg rejestrowane za
pomocy przyrzadu skalowanego (skala od 0 do 150) (Electro-Design, Riom, France),
ktéry daje wyniki cyfrowe. Nastepnym etapem wykonywanego testu jest pomiar
optycznej gestosci (optical density O.D.) ptynu, w ktérym rogéwki byty hodowane przez
90 minut. Gesto$¢ optyczng ptynu oznacza sie spektrofotometrycznie. Poréwnano
wartosci testu wihasciwosci draznigcych okreslonych substancji otrzymane ta metoda
w 12 réznych laboratoriach [15]. Okazato sie ze 82,7% substancji testowanych byto
klasyfikowane tak samo we wszystkich laboratoriach.

Do zastgpienia testu Draize'a moze okazac¢ sie rowniez przydatna metoda EYTEX.
EYTEX jest to syntetyczna macierz biatek roslinnych, ktéra pod wptywem draznigcych
substancji ulega zmetnieniu podobnie jak to sie dzieje z rogdwka. System EYTEX zostat
wprowadzony i opatentowany przez Robak Europe (Gennevillers, Francja) i jest
polecany jako test skriningowy dla okreslania toksycznosci substancji chemicznych [33].

Poza testami wspomnianymi powyzej opisano liczne inne przeprowadzane zazwyczaj
w hodowli tkanek, nie znalazty one jednak szerszego zastosowania [22, 28, 30, 34, 35, 38].
Jackson i Rutty [20] zaproponowali ,,pietrowy” system oceny szkodliwos$ci preparatow,
polegajacy na tym ze poczatkowo ocenia sie wiasciwosci fizyko-chemiczne danej
substancji, nastepnie cytotoksyczno$¢ in vitro, wynik testu skornego u krélikow i wreszcie
test Draize&. Przeprowadzanie testu przerywa sie po stwierdzeniu szkodliwego dziatania
substancji na ktoryms z etapéw. Metoda ta jednak nie zostata rozpowszechniona.

Niezaleznie od prob zastgpienia testu Draize'a podraznienia oka trwajg rowniez
prace nad wyeliminowaniem testdw wykonywanych w celu okre$lenia zachodzacego
pod ich wptywem podraznienia lub uszkodzenia skoéry [7, 16, 31].

Skréty nazw organizacji zajmujacych sie okreslaniem wiasciwosci draznigcych
substancji chemicznych i regulacjg prawng zwigzang z zezwoleniem na dopuszczenie
substancji chemicznych do produkcji kosmetykdéw, Srodkow czyszczacych itd.

ACT = Americal College of Toxicology; BTS = British Toxicology Society; CAAT
= The John Hopkins Center for Alternatives to Animal Testing; CPSC = US
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Consumer Product Safety Commision; ECE-TOC = European Chemical Industry
Ecology and Toxicology Centre; EEC = European Economic Community; EPA
= US Environmental Protection Agency; ERGATT = European Research Group
for Alternatives to Animal Testing; FDA = US Food and Drug Administration;
FHSA = Federal Hazardous Substances Act; FRAME = Fund for the Replacement
of Animals in Medical Experiments; IRAG = Interagency Regulatory Alternatives
Group; OECD = Organisation for Economic Cooperation and Development; OSHA
= US Occupational Safety and Health Administration; SCC = Scientific Committee
on Cosmetology; SOPT = Society of Toxicology.
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DRA1ZE TEST AND ALTERATIVE METHODS FOR THE EVALUATION
OF IRRITANCY OF CHEMICAL SUBSTANCES

Summary

The eye irritancy test in rabbits (Draize test) is currently the method used to evaluate the hazard
or safety of chemical substances. To reduce the need for animal testing some new procedures as
alternative were elaborated. We present a review of method used as well as evaluation of sensitivity
and repeatability of alternative tests applied in laboratories of European Economic Communities.
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