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Oceniano przydatnos$¢ testu wykonywanego na btonie omoczniowo-kosméwkowej
zarodka kury do okre$lenia wiasciwosci draznigcych kosmetykow.

Przemyst chemiczny i kosmetyczny wytwarza coraz to nowe produkty. Warun-
kiem dopuszczenia ich do obrotu jest wykonanie testéw, ktére wykluczytyby ich
dziatanie draznigce na skore i oczy przysztych uzytkownikéw. Dotychczas stosowa-
nym testem okreslajgcym ryzyko wywotania podraznienia skéry lub oka byt test
wykonywany in vivo na oku krolika (test Draize'a) [2]. Wiele organizacji bronigcych
praw zwierzat w Europie Zachodniej, a ostatnio i w Polsce, protestuje przeciwko
stosowaniu metod powodujacych cierpienia i okaleczenie zwierzat, stad w krajach
Unii Europejskiej testy Draizea na zwierzetach sg wycofywane i zastepowane testa-
mi alternatywnymi. Ro6zne metody okreslajace potencjalne wiasciwosci draznigce
substancji chemicznych przedstawiono we wczesniejszej pracy na podstawie pismien-
nictwa [6]. W tej pracy chcieliSmy sprawdzi¢, przydatno$¢ do okreslenia wiasciwosci
draznigcych jednego ze stosowanych testéw alternatywnych, opracowanego przez
Luepkeyo [5]-Chorioallantoic Membrane test-CAM test, ktdry wydawat sie nam
stosunkowo prosty w wykonaniu. Metoda Luepke'go polega na ocenie wptywu sub-
stancji chemicznej na naczynia krwionos$ne btony omoczniowo-kosmdwkowej (CAM)
zarodka kury. Ta btona ptodowa sktada sie z dwoch warstw nabtonka (zewnetrznej
i wewnetrznej) oraz zawartej miedzy nimi bogato unaczynionej tkanki facznej. Uktad
krwiono$ny CAM pozostaje w tgcznosci z krazeniem zarodkowym. Substancje bada-
ne moga w réznym stopniu uszkadza¢ naczynia btony omoczniowo-kosmoéwkowej
i sama btone. Oceniano czuto$é testu, jego powtarzalnos¢ i mozliwo$é poréwnania
otrzymanych wynikdw z wynikami znanymi z badan przeprowadzonych poprzednio
w innych pracowniach.
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METODY | MATERIALY

Badania wykonywano na zarodkach kur rasy Astra i Hy-Line. Jaja byty inkubowane w termo-
stacie o temperaturze 37,8°C-38,0<€ i wilgotnosci powietrza - 60%. W trzecim dniu rozwoju skorupy
otwierano i wykonywano sztuczng komore powietrzng nad rozwijajagcym sie zarodkiem wedtug
metody Callebaut [1], po czym inkubowano dalej do 10 dnia rozwoju. W 10 dniu, otw6r w skorupie
nad zarodkiem byt poszerzany dla utworzenia dogodnego pola obserwacji i jaja umieszczano pod
mikroskopem stereoskopowym (F-my Olympus), pod ktérym dokonywano dalszych obserwacji (po-
wiekszenie 30 X). Badana substancja byta nakrapiana na CAM w ilosci 200 y\. W tym okresie
rozwoju btona omoczniowo-kosméwkowa przylega, poza obrebem komory powietrznej, do skorupy
jaja. W obserwowanym polu nie ma juz biatka, ktérego resztka pozostaje w okolicy pecherzyka
z6tciowego. Tak wiec badana substancja dziata bezposrednio na nabtonek CAM. Reakcje obser-
wowano po 0,5, 2 i 5 min. W przypadku zeli i zawiesin 200 /1 roztworu nalewano lub kiadziono
szpatutka, a po 20 sekundach sptukiwano 5 ml wody destylowanej. Od tego momentu mierzono czas.
Reakcje oceniano po 0,5, 2 i 5 minutach [5]. Kazda substancja byta badana na 4 jajkach. Obser-
wowano zachowanie sie naczyn krwiono$nych. Wskaznikami reakcji wg Luepkeyo sa: przekrwienie,
krwotok i koagulacja. Tabela | i Il przedstawia punktowa ocene wptywu draznigcego preparatu wg
tego autora [5].

Tabela 1. Ocena draznigcego dziatania preparatu na btone omoczniowo-kosméwkowg [5]
Scoring scheme for irritation testing with the hen’s egg chrioallantoic membrane

Tabela IlI. Ocena stopnia reakcji draznigcej wg liczby punktéw [5]
Classification of cumulative scores in the chorioallantoic
membrane test

Kryteria stosowane dotychczas w pismiennictwie [4, 5, 7], wydawaty sie nam mato precyzyjne
i dlatego opierajac sie na metodyce Luepke'go rozszerzono test o nowe parametry oceny. Uwzgled-
niono zmiany o réznym charakterze, obserwowane w naczyniach o réznej grubos$ci, zachowujac
sumaryczng ocene punktowg dla poszczegblnych zmian w odpowiednich grupach czasowych. Naczy-
nia krwiono$ne w btonie omoczniowo-kosmoéwkowej zostaty zaklasyfikowane do trzech grup w zalez-
nosci od $rednicy: wiosowate, $rednie o $rednicy 25-100 /an i duze, o $rednicy powyzej 100 /im.
Zaobserwowano nastepujgce reakcje: wylewy, zniszczenie $ciany naczyn, utrata widoczno$ci naczyn
wynikajaca zapewne z lizy wchodzacych w jego skfad komérek lub koagulacje krwi co przejawiato sie
lokalnym zatrzymaniem krazenia lub tez zbielenie naczyn, ktére jest prawdopodobnie wyrazem
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koagulacji ich $cian. W skrajnych przypadkach wystepowata koagulacja nabtonka. W zalezno$ci od
stopnia reakcji i czasu oddziatywania preparatu (0,5 do 5 minut), obserwowano powyzsze zmiany
w naczyniach o réznej grubosci. Reakcja zaczynata sie od naczyn wiosowatych po czym obejmowata
naczynia $rednie. Naczynia duze na og6t nie ulegaty uszkodzeniu, jedyng zmiang obserwowang pod
wplywem dziatania draznigcego niektérych preparatéw byto zatrzymanie w nich krazenia. Zmodyfi-
kowany test podano w Tabeli 11l wraz z oceng punktowa poszczeg6lnych zmian.

Tabela 1ll. Opis zmian w naczyniach krwiono$nych i nabtonku CAM pod wplywem testowanych
substancji wraz z oceng punktowg ich wiasciwosci draznigcych
The description of modification of CAM blood vessels and epithelium evoked by
tested substances and the score of the potential irritation

Dla wyjasnienia obserwowanego czesto zjawiska znikania, w polu obserwacji, wynaczynionych
erytrocytéw lub zatrzymanych w naczyniach, pod wptywem niektérych preparatéw, wykonano bada-
nia bezposredniego dziatania szamponu nr 6 na krwinki czerwone 10-dniowego zarodka. W tym celu
pobierano krew z serca w ilosci okoto 5 ul. i dodawano do 5 /Nl. roztworu szamponu w plynie
fizjologicznym (0,9% NaCl). Ptyn fizjologiczny byt uzywany jako kontrola.

Stosujagc zmodyfikowany test, poddano ocenie szampony (w trzech stezeniach: nie rozcienczony,
rozcieficzony wodg destylowana w stosunku 1:2 i 1:4), kremy, emulsje, zele, toniki i mleczka
kosmetyczne. Précz tego oceniono wiasciwosci draznigce nastepujacych substancji chemicznych:
siarczan dodecylu sodu - SDS 1%, preparat Teepol 5%, stosowany do mycia szkka laboratoryjnego,
dimetylo sulfotlenek - DMSO 10% i alkohol etylowy 50% i 100 %. Jako kontrola stuzyta woda
destylowana, stosowana réwniez do rozcieficzania alkoholu, detergentu i innych substanciji.

WYNIK]

Miarg zdolnosci do wywotania reakcji draznigcej przez badany preparat bylo
uszkodzenie naczyn krwionosnych w btonie kosméwkowo-omoczniowej zarodka kur-
czecia, oceniane wedtug zmodyfikowanego przez nas testu (Tabela I11). Ocena stop-
nia reakcji draznigcej byta odczytywana z Tabeli Il, przez zsumowanie liczby punk-
tow uzyskanych wg testu, zgodnie z czterema kategoriami: brak reakcji, reakcja
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staba, Srednia (czyli umiarkowana) i silna. Badano réwniez bezposrednie dziatanie
szamponu (nr 6) na krwinki czerwone. Stwierdzono zmiane ksztattu krwinek i wy-
stepowanie hemolizy. Szybko$¢ reakcji byfa zalezna od stezenia szamponu i czasu.
W rozcienczeniach 1:4, reakcja byla natychmiastowa, wszystkie krwinki ulegaty
hemolizie. W rozciefczeniu 1:100 po 30 sekundach nastepowata zmiana ksztattu
komorek z owalnych na soczewkowate, po 2 minutach obserwowano uwolnienie
hemoglobiny z krwinek lub ich pekanie a po 5 minutach tylko nieliczne krwinki
zachowaly swdj ksztatt. Przy stezeniu 1:1000 po 30 sekundach krwinki zachowaty
normalny ksztatt, po 2 minutach niektore krwinki zmienialy ksztatt a niektére ule-
gaty hemolizie. Po 5 minutach hemoliza dotyczyta tylko niewielkiego odsetka krwi-
nek. Po rozcieniczeniu szamponu w stosunku 1: 5000 nie byto reakcji po 2 minutach
a po 5 minutach pojawity sie nieliczne, zhemolizowane krwinki. Przy rozciefnczeniu
1:10000 hemoliza nie wystepowata.

W pracy oceniono wihasciwosci draznigce 14 substancji ptynnych i 13 substancji
0 konsystencji zelu lub zawiesiny. Wyniki badan podano w Tabelach IV, V i VL
Woda podwaéjnie destylowana traktowana jako kontrola nie miata wiasciwosci draz-
nigcych (Tabela 1V) dlatego stosowana byta jako roztwér obojetny do rozciefAczania
szampon6éw (z wyjatkiem uzytego do badania uszkadzania krwinek), detergentéw
lalkoholu oraz sptukiwania zeli i zawiesin.

Tabela 1V. Ocena wiasciwosci draznigcych ptynnych substancji chemicznych
Scores and assessments of irritation potential of liquid chemicals
and cosmetics

W Tabeli IV zestawiono wyniki testu dla trzech tonikow produkcji krajowej.
Zaden z tonikéw nie wykazywat wiasciwosci draznigcych. Dla poréwnania wynikow
testu kosmetykéw wykonano badanie substancji chemicznych o spodziewanym sil-
nym dziataniu draznigcym, takich jak alkohol lub SDS. Wyniki testu tych substancji
sg zestawione w Tabeli IV. Preparaty te juz po 0,5 minuty niszczyly naczynia krwio-
nosne powodujac wylewy i rozpad naczyn.

Szampony testowano w trzech stezeniach: nie rozcienczone, w rozcienczeniu 1:2
i 1:4. Wszystkie testowane szampony wykazywaty rézne wiasciwosci draznigce, przy
czym stopient draznienia nieznacznie réznit sie¢ przy zmianie stezenia (Tabela V).
Najmniejszg reakcje wywotywal szampon dla dzieci a najwiekszg szampony 1i 6.
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Tabela V. Ocena wiasciwosci draznigcych szamponéw
Scores and assessments of irritation potential of shampoos

* - szampon spiukiwany po 20 sek
** - szampon dla dzieci ,myje bez tez”

W Tabeli VI zestawiono wyniki testu kreméw, zeli, emulsji, mleczek i tuszéw do
rzes. Metodyka oceny wiasciwosci draznigcych zawiesin i zeli rézni sie od metodyki
oceny substancji ptynnych. W pierwszym przypadku badany preparat dziata na btone
tylko przez 20 sekund a w drugim przez 5 minut. Dla pordwnania wynikéw uzy-
skanych przy uzyciu obu metod oceniono wiasciwosci draznigce szamponu Nr 6 obie-
ma modyfikacjami testu. W pierwszej wersji doswiadczenia szampon dziatat przez
5 minut a oceny dokonywano tak jak w przypadku innych substancji ptynnych po
0,5, 2 i 5 minutach. W drugiej wersji byt sptukiwany po 20 sekundach a ocene
przeprowadzono w ciggu nastepnych 0,5, 2 i 5 minutach. Wyniki oceny wiasnosci
draznigcych przy zastosowaniu obu technik sg podobne: 13, 12 punktdw w poréw-
naniu do 12,6 punktéw (Tabela V). Szampon Nr 4 nie rozcienczony oddziatywat
przez 20 sekund podczas gdy w rozcienczeniu 1:2 przez 5 minut. Liczba punktow, na
ktére w obu przypadkach oceniono reakcje draznigcg wynosita odpowiednio: 8i 7,75
(Tabela V).

Wszystkie preparaty testowane, poza jednym kremem i jednym szamponem, byly
produkowane w kraju. Na uwage zastuguje wynik oceny kremu nr 1L W Tabeli VI
zamieszczone sg dwa wyniki gdyz oceniano probki z dwoch partii kremu, jedna z nich
wywotywata podraznienia skory. W obu przypadkach test Draize'a nie wykazat
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Tabela VI. Ocena wiasciwosci draznigcych kremoéw, zeli i zawiesin
Scores and assessments of irritation potential of creams,
gels and suspension

wiasciwosci draznigcych podczas gdy wynik testu wykonanego na bionie omocz-
niowo-kosmowkowej byt rézny: krem, ktory wywotywat podraznienia skory powodo-
wat rowniez zmiany w naczyniach CAM ocenione jako staba reakga drazniaca.
Zbadano rdéwniez wplyw emulsji zawierajacej a-hydroksykwasy. Emulsje takie
sg w chwili obecnej szeroko stosowane w Polsce i w krajach Unii Europejskiej.
Testowana emulsja (nr 1, Tabela VI) wykazywala tylko stabg reakcje draznigca.

Tabela VII. Ocena wiasciwosci draznigcych niektérych substancji na podstawie testu CAM
i testu Draize'a
Comparison of CAM test results with those for Draize method irritation testing
using various cosmetics

W Tabeli VII zestawiono ocene wiasciwosci draznigcych niektorych tonikow
mleczek i szampondw, wykonang testem CAM i testem Draize 'a
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DYSKUSJA

Nie opracowano dotychczas idealnego testu pozwalajgcego oceni¢ ryzyko wywo-
fania podraznienia skory i oka ludzkiego przez kosmetyki i preparaty chemiczne.
Dotychczas stosowany test in vivo - wykonywany na oku krélika powinien by¢
z powoddw etycznych zastgpiony innym testem. Jest wiele testow proponowanych
jako alternatywne [przeglad pismiennictwa: 3, 6], zaden z nich jednak nie uzyskat
dotychczas petnej akceptacji ani w krajach Unii Europejskiej ani w Stanach Zjed-
noczonych. Sposréd proponowanych testow na uwage zastuguje ocena wiasnosci
draznigcych substancji chemicznych metodg badania ich oddziatywania na btoneg
omoczniowo-kosmowkowg zarodka kury - test CAM [5]. Badana substancja od-
dziatuje na bogato unaczyniona, zywa btone a zdolno$¢ do podrazniania jest ocenia-
na przez; reakcje krwinek - ich hemolize; naczyn krwionosnych: wylewy, utrata
widocznosci naczyn tub ich zbielenie bedace przypuszczalnie wynikiem koagulacji;
oraz reakcje nabtonka - koagulacje. Szybkos¢ reakcji jest okreslona w czasie. Kal-
kulacja punktowa (skala od 0 do 21 punktéw) uwzglednia zakres zmian i szybkos¢
wystapienia reakcji - im szybciej wystepujg zmiany, tym wyzsza liczba punktow.

Test CAM nie nadaje sie do oceny substancji w postaci ciat statych. Umieszczenie
ciata statego na bionie omoczniowo-kosmdwkowej moze powodowac uszkodzenia
mechaniczne. Mozliwa jest natomiast ocena wiasciwosci draznigcych kremow, zawie-
sin i zeli. Jest to jednak inna metoda niz stosowana dla substancji ptynnych. Kremy,
zele i zawiesiny dziatajg tylko przez 20 sekund, po czym sg sptukiwane. Reakcja jest
odczytywana tylko w tym polu, na ktore dziatat badany preparat i mozna zauwazyc¢,
ze ogranicza sie tylko do niego. Substancje ptynne pokrywajg catg odstonietg po-
wierzchnie btony i dziatajg na nig przez caty czas obserwacji (0-5 minut). Okazato sig,
ze nie stanowi to wiekszej réznicy w ocenie preparatow obiema metodami.

Poréwnanie testu CAM z testem ocznym Draizea wykazuje, ze test CAM jest
znacznie bardziej czuty. Wykazujg to zaréwno nasze doswiadczenia jak i wyniki
przedstawione w piSmiennictwie [7]. Wynika to ze specyfiki obu metodyk. Test CAM
jest krétkotrwaly i odczyt wyniku - natychmiastowy. Uzyskane wyniki a takze
uzyskane przez Luepke [5] wskazuja, ze dluzsze pozostawienie substancji badanej nie
zmienia oceny. Metodyka wykonania testu Draizea polega na diugotrwatej obser-
wacji, do 72 godzin i dotyczy zywych tkanek, ktore podlegajg gojeniu. Badana sub-
stancja nawet jezeli powoduje podraznienia po 2 godzinach to w wiekszosci przypad-
kéw po 48 lub 72godzinach, po wyptukaniu z oka, nie daje zmian trwatych
a podraznienie znika. Oczywiscie dotyczy to substancji o umiarkowanym potencjale
draznigcym, takich jak kosmetyki czy szampony, gdyz Zzrace preparaty powodujg
trwale uszkodzenia. Przedstawione tu rdznice w obu metodykach powodujg od-
mienne oceny wiasciwosci draznigcych substancji przy uzyciu obu testow. Wigze
sie to z niebezpieczenstwem odrzucenia niektérych preparatow na podstawie oceny
testem CAM. Z drugiej strony test ten jest na tyle czuly, ze moze wykazywac
roznice w jakosci dwoch prébek pozornie tego samego preparatu, nie wykrywalne
testem in vivo.

Plusem tej metodyki jest rowniez fakt, zejest to metoda pétilosciowa i w niewielkim
stopniu oparta na subiektywnej ocenie, jednakze musi by¢ wykonywana przez osobe
majacg doswiadczenie w ocenie reakcji naczyn krwionosnych CAM na podawane
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substancje. Laboratoria nie majace doswiadczenia w wykonywaniu tego testu moga
roznie interpretowac obserwowane reakcje [4]. W momencie rozpoczynania wykony-
wania testu ocena wydaje sie by¢ istotnie trudna. Trudnosci poteguje fakt, ze kryteria
oceny zamieszczone w pismiennictwie sg bardzo ogolne: krwotok, liza i koagulacja
[4, 7] lub przekrwienie, krwotok i koagulacja [5]. Tak niejednoznaczne okreslenia
sktonity nas do poszerzenia skali oceny przez dodanie nowych parametréw okreslajgcych
wielko$¢ naczyn, ktorych dotyczy reakcja. Wydaje sig, ze opracowana przez nas skala
umozliwia tatwiejsze i bardziej jednoznaczne odczytanie wynikow testu przy zachowaniu
oceny punktowej opracowanej przez autora metody [5].

Wydaje sie, ze tego rodzaju test moze byé przydatny do wstepnego testowania
substancji chemicznych, oraz dla oceny ewentualnych wiasciwosci draznigcych prepa-
ratow kosmetycznych.

WNIOSKI

Zmodyfikowany przez nas test Luepke'go jest testem krotkotrwatym i czutym.
Metoda ta nadaje sie do testowania ptynow, zawiesin i zeli. Test moze by¢ przydatny
do oceny wihasciwosci substancji chemicznych i preparatéw kosmetycznych.

E.T. Mystkowska-Baczkowska, A Komar, J. Samos-Zielinska,
W. Stroinska, T. Rogulska

ASSESSMENT OF THE CHORIOALLANTOIC MEMBRANE OF THE CHICK EMBRYO
TO TEST IRRITATION POTENTIAL OF CHEMICAL AND COSMETIC PRODUCTS

Summary

A large number of new chemicals and cosmetics are introduced every year and it is necessary to
find a reliable method for the detection of potential irritants. Hitherto used, for this purpose, in vivo
rabbit eye test (Draizea test) should be substituted by alternatives because of ethical and legal
aspects. One of the most promising method predicting the irritant potential is test performed on the
chorioallantoic membrane of the chick embryo (CAM-test) [5]. This membrane is a complete tissue
including arteries, capillaries and veins and is technically easy to study. The aim of the study was to
check reliability and sensitivity of the test.

The principles of the method are simple.The test substance (pure, dissolved or suspended) is
applied to the CAM at a volume of 200 /A. The blood vessels and the remaining parts of the
membrane are examined and scored for irritant effects (hyperaemia, lysis or coagulation) after 0,5,
2 and 5 minutes treatment.

The numerical, time-dependent score (Table IIlI) are summed to give a single numerical value
indicating the irritation potential of the tested substance (Table Il). The final assessement is based on
the mean value from four experiments.

A summary of the results of CAM irritation testing of some of chemicals and cosmetics is given
in Tables IV, V and VI. Table VII shows results of assessment of irritation potential of various
cosmetics tested by two methods: CAM and Draize eye tests.

It was found that CAM test is a rapid and very sensitive method which can give an information
on the potential of irritation of chemical substances and cosmetics.
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