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Smernice EP a Rady 2010/63/EU,

V 4 ryr v

+o ochraneé zvirat pro védeckeé ucely
B Ucinnost od 1.1.2013, zakon 246/1992 Sb.

B Plsobnost na obratlovce (kruhousti), hlavonozce,
plody a embrya od 3. tretiny vyvoje

B Povinnost uplatnovat principy 3R, systematicka
naErada pokus(l na zviratech — schvalené projekty
pokust

B Prioritou je pou2|t| alternativni metody in vitro, pro
vedecke nebo vzdelavaci ucely pokus na 2viteti Ize
jen pri absenci metody /n vitro




Toxikologicke zkousky - ucel / cile

+

B Zjisteni nebezpecnych viastnosti u novych
chemickych latek

B Ovéreni bez C‘Jecnostl u spotrebnich vyrobki a
jejich ingredienci

ingredience: chemické latky syntetického / pfirodniho plvodu

vyrobky: éciva, zdravotnické prostfedky, chemické pfipravky,
Eotravmy, doplnky stravy, kosmetika, osobni ochranné prostredky,
racky, vyrobky pro déti



Toxikologickeé zkousky — metody
zkouseni

Konvencni pokus na zviratech ﬁobratlovach) metody
volby bez vedecke validace (Bailey, J.,ATLA 43, 2015 - 5%
léCiv po testech na zviratech uvedeno ‘do humanni praxe)

Alternativni metoda dle 3R : validovana /vedecky
uznana za validni (EURL-ECVAM - European Center for
Validation of Alternative Methods, OECD, ICCVAM-US,
JaCVAM, KoCVAM...)

Princip 3R (Russell & Burch, 1959)
s Reduction (snizeni poctu zvirat, vice informaci z 1 zv.)
= Refinement (zmirnéni postupl: omezit bolest a strach)
s Replacement (nahrada jinym testem bez pouziti zvirat)
- in vitro (bunécneé kultury, rekonstruovane tkane)
- ex vivo (izolovaneé zvireci / lidske tkane a organy)
- in silico (PC simulace, QSAR, matematické modely)
- in chemico (simulace v chemickém prostredi) 4



3R definice

= replacement absolutni (zvirata nejsou viibec potreba) versus
relativni (zvirata nejsou vystavena stresu a bolesti, ale slouzi
jako darci organt ¢i bunék)

= replacement plny (zadna zvirata) versus castecny (pouziti
napr. Drosophila melanogaster, embrya, primarni kultury ze
zvirat)

s souhrn metod: EURL ECVAM status report on the
development, validation and regulatory acceptance of
alternative methods and approaches (2021).

https://publications.jrc.ec.europa.eu/repository/handle/JRC127780

s EK e-learningové moduly - PP, zavaznost pokust, hledani v
databazich etplas.eu
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https://publications.jrc.ec.europa.eu/repository/handle/JRC127780

3R hledani pro PP

‘ = bibliografické databaze pro alternativy:

m PubMed - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
m EMBASE - https://www.embase.com/
m Web Of Science - https://apps.webofknowledge.com

Relevantni weby https://norecopa.no/databases-guidelines/eu-
commission-inventory-of-3rs-knowledge-sources

Adverse Outcome Pathway (Drahy skodlivého ucinku)
https://aopkb.oecd.org/index.html

Joint Research Centre - EURL-ECVAM
https://data.jrc.ec.europa.eu/collection/id-0088



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.embase.com/
https://norecopa.no/databases-guidelines/eu-commission-inventory-of-3rs-knowledge-sources

Ingredience - chemickeé latky

+ m Narizeni 1906/2007/ES, o registraci, hodnoceni,
povolovani a omezovani chemlckych latek, REACH

B predepisuje prednostné uziti metod bez zvirat, dle
objemu/rok pribyvaji zkousky, nejsou alternatlvy

1-10 t/rok: Akutni toxicita -oralni /n vivo
Kozni leptavost/drazdivost - /in vitro

Oc¢ni drazdivost - /in vitro

Sensibilisace klze - /n vivo, baterie in vitro
Mutagenita / genotoxicita - /n vitro

10-100 t/rok:

+ Akutni toxicita dermalni/inhalacni , toxicita po opakovane
davce, toxicita pro rozmnozovam toxikokinetika —/n vivo

vice jak 1000 t/rok:
+ Karcinogenita + rozsifene zkousky chronicke toxicity — /n vivo




Legislativa zavaznych metod
zkouseni nebezpecnych vilastnosti

A{Eai‘izeni Komise (ES) C. 440/2008, kterym se stanovi
zkusebni metody podle narizeni Evropskeho parlamentu
a Rady (ES) c. 1907/2006 o registraci, hodnoceni,
povolovani a omezovani chemickych latek - REACH

OECD - metody zkouseni chem.latek www.oecd.org

Normy - napr. EN ISO 10993 pro zdravotnické
prostredky

Stanoviska ECVAM, ICCVAM... - vedecky uznané
alternativni metody (centra validace EU, USA, J., Ko.)


http://www.oecd.org/

Minimalni pozadavky na ingredience
(SSCS Védecky vybor pro bezpecnost spotrebitelli, 2021)

I- hodnoceni bezpecnosti KP - Uplny toxikologicky profil vSech
ingredienci , vyhodnoceni bezpecnosti dle expozice + vypocet
hranice bezpecnosti - Margins of Safety

Minimalni pozadavky:
Akutni toxicita

Drazdivost a leptavost
Sensibilizace

Kozni absorpce a penetrace
Toxicita po opakované davce
Mutagenita / genotoxicita

Predpoklada se poziti / prokazana absorpce kizi
m Karcinogenita, toxicita pro rozmnozovani, fototoxicita
m lidska data, zvireci data do 2013 - testy pro jiné ucely

= Knight et al., ALTEX 38, 2021 - ECHA testy 63/419 vylu¢né kosm.
ingredienct! 9




Validované/vhodné metody in vitro

+

= validace =kontrolované nezavisleé studie vedené val. centry

- SOP, > 3 laboratore, >100 latek (naslepo)
- predikCni kapacita: presnost, sensitivita + specificita
(nejlépe nad 80%) k datlim in vivo
- variabilita intra / inter laboratorni, transferabilita do jiné laboratore
- oponentura Peer Review » stanovisko veédeckého vyboru

= vhodné - vyvoj ukoncen, existuje SOP + sada experimentu,
publikovano

- Peer Review (val.centra), kladné stanovisko k prevalidaci
- databaze alternativnich metod (SOP) DB-ALM

https://jeodpp.jrc.ec.europa.eu/ftp/jrc-opendata/EURL-
ECVAM/datasets/DBALM/LATEST/online/dbalm.html




Akutni toxicita / letalita
(cytotoxicita 3T3 Balb/c, NHK)

l = B.1 Akutni oralni toxicita (/7 vivo, zatim neni nahrada)
m Odhad LD50 z cytotoxicity na fibroblastech 3T3 Balb/c

m IC,, — cytotoxicka koncentrace latky snizujici zivotnost
bunécné kultury na 50%




Akutni toxicita / letalita

l m vypocet: log LD50 (mg/kg) = 0.372logIC50 (pg/ml)
+ 2.024

s pokud D50 >2000 mg/kg, neni potreba test in vivo
(ECVAM 2013)

koncentrace



Test cytotoxicity - Neutral Red Uptake
Screening kosmetickych pripravku

Mysi fibroblasty Balb/c 3T3 Pasazovani bunék Monolayer 96-j. desticky

Méreni
fluorimetr




Nejvyssi necy

NNy

totoxické koncentrace

kosmetickych prostredkt (ng/ml)

Obvykle rozmezi hodnot:

sampon

zubni pasta

EDT, EDP, voda po holeni
sprchovy gel

kondicioner

pena na holeni

telové mléko

ustni voda

tonik

vlasova voda

1-100
100 — 2000
100 —-1000

10 - 50
50 — 250
100 — 250
100 - 500
500 — 2000
500 — 2000
1000 — 2000



Cytotoxicita — zubni pasty

‘ Kategorie

Bélici, antibakterialni pasta
- hydrated silica 20%

- éterické oleje

- triclosan

- sorbitol 30-40%

- glycerin 10-40%

Bézna pasta

Jemna pasta

-anorganické soli

uhlic¢itan vapenaty
hydrogenfosforeCnan vapenaty

Nejvyssi necytotoxicka
koncentrace (ug/ml)

100

250-500

1000-2500

15



Leptavost a drazdivost
3D modely lidské ktize

EpiDerm (MatTek, USA, SK)

normalni lidské epidermalni
keratinocyty od 1 darce,
metabolicky aktivni

8-12 vrstev epidermis vcetne
bazalni, spinozni a granularni
vrstvy

10-15 vrstev stratum corneum

zkousky:
s leptavost e S —
(B.40, OECD 431) B N
s drazdivost (B.46, -, A o LS
OECD 439)

m fototoxicita (OECD
498)

16



Validace modelu EpiDerm

+

Jirova et al, 2010, Contact Dermatitis 62
spoluprace SzU na validaci

25 chemikalii testovano v 4-h koznim testu na
dobrovolnicich (HPT)

jen 5 ze 16 latek klasifikovanych jako drazdive na
kralicich bylo drazdivé pro lidskou kizZi

shoda vysledkt kralik - 4-hr HPT jen 56 %,

HPT - model EpiDerm 76 %

vysledky na kralicich oproti Cloveku prehnaneé

17



Drazdivé ucinky na kizi
(iritace = reverzibilni zmény na kizi)

to MINUT 2 CRIL MTT TEST
EXPOZICE POST- INKUBACE

!
—

Endpoint - MTT assay:

1 mg/ml MTT, redukce zlutého
barviva na modry formazan

\r.«“_
-~

mrtva tkan

EpiDerm (0.63 cm?)
25 mg/ 30 pl aplikace

Zivotnost > 50% negativni kontroly: nedrazdi
Zivotnost <= 50% negativni kontroly: drazdi

18



In Vitro Reconstructed Human Epidermis (RHE) Models
Validated for Regulatory Purposes

Native human sKin

MatTek Corp. EpiDerm™ (EPI-200) SkinEthic™ RHE

Cell Systems epiCS® EpiSkin™ (SM) J-TEC LabCyte EPI-MODEL




+

F \Im

Drazdiveé ucinky na kuzi
OECD 439

EpiSkin (F), EpiDerm™ (USA-SK), SkinEthic™ RHE
(F), LabCyte EPI-MODEL24 (Jap.)
limity - barevné latky interferujici s MTT,

latky redukukujici MTT - zmrazené kontroly,
mereni HPLC misto spektrofotometru

predikce: rozhoduje zivotnost 50%

predikce GHS 2 a 1, nikoliv Cat.3 (mild irritant), v
zemich bez Cat.3 Ize No Cat. (stand alone test,
jinde Cast strategie)

pokud neni latka leptava a zivotnost <50%, pak
klasifikace Cat.2

20



Leptavé ucinky na kuzi
(B.40, OECD TG 431)

aplikace latka 3 min a 1 hod

barveni MTT (zluté barvivo redukovano
enzymaticky na modré, spektrofotometricky
mereni)

kontrola (voda) = 100% zivotnost

predikce: cut-off 50% (3 min) a 15% (1 hod)

50 %

leptajici leptajici neleptajici
21



F \Im

Leptavé ucinky na kizi

m dosud 4 modely: EpiSkin (F),

EpiDerm (USA), SkinEthic (F),
epiCS (drive EST-1000, D)

m rlzné predikéni modely, kontroly kvality

m Ize klasifikovat subkategorie 1A vs. 1B-1C vs. NC,
nelze odlisit 1B od 1C

= limity - barevne latky interferujici s MTT,
latky redukukujici MTT - zmrazené kontroly,
mereni HPLC misto spektrofotometru

22



TER
(B.40/OECD TG 430)

In Vitro Skin Corrosion: Transcutaneous Electrical
Resistance Test Method (TER)

kize potkand 28-30 dni, 20 mm
disky umisténé do zkumavek
s recepcni a donorovou tekutinou

ztrata integrity a bariérové funkce £
predikce:
cut-off ztrata elektrickeho odporu pod 5 kQ

obarveni sulforhodaminem B a po 2 h méreni
penetrace do recepcni tekutiny (nad 40 pg/disk
pozitivni)

23



inner (thick) electrode
/

crocodile clip

outer (thin) electrode

PTFE tube-_

crocodile clip

spring clip

receptor chamber
(disposable tube) ~._

magnesium sulphate
(154 mM)

epidermis of skin disc

magnesium sulphate
(154 mM)

~ dermis of skin disc




Corrositex
(OECD TG 435)

+

m In Vitro Membrane
Barrier Test Method
for Skin Corrosion

m VRM Corrositex®

m synteticka makromolekularni biobariéra a chemicky
detekcni systém "

m rada omezeni - nutny predbézny test
kompatibility s chemickym indikatorem

m predbézny timescale category test
(alkalicka rezerva)

= volba prislusného postupu dle SOP




Corrositex
B.65

= aplikace na membranu
a zaznamenani
casu priniku

m predikce:

Time Required for CDS Change

Oto 3 >3 to 60 >60 to 240 >240 minutes
minutes minutes minutes

Oto 3 >3 to 30 >30 to 60 >60 minutes
minutes minutes minutes

Packing Packing Packing Non-

Corrosive

26




F Vm

Drazdive/leptave ucinky na oci

‘ B. 5 in vivo (kralik)

Draiztv test ﬂ A % ) —
= organotypické modely: BCOP (bovinni rohovka) OECD 437,
ICE (kureci rohovka) OECD 438

m cytotoxicita: Short Term Exposure OECD 491, Fluorescein
Leakage OECD 460, Cytosensor Microphysiometer (ECVAM 2009)

s 3D modely rohovky (OECD 492):
— EpiOcular™, MatTek - validovan 2014
— HCE Human Corneal Epithelium, Skinethic - validovan 2016

= vhodné metody: HET-CAM test ,
bunécny model NRR, NRU, organotypické modely kralici oko #




Ocni iritace — 3D modely
(B.69/OECD TG 492)

I = VRM EpiOcular (MatTek,
USA) a SkinEthic, Labcyte

m lidské keratinocyty —
skvamozni epitelium
modelujici rohovku

m klasifikace No Cat. vs Cat.1
nebo Cat.2

m nelze odlisit Cat. 1 a 2

m soucast tier-testing strategy Krdiiéirotiovka
(zatim neni definitivni baterie
metod)

28



Ocni iritace — EpiOcular

‘ m aplikace tekutych i tuhych
latek, nerozpustnych ve

vode, barveni MTT

m SOP:

— chemicke latky (aplikace
30 min L/6 h S, cut-off

60% zivotnost oproti
kontrole)

— formulace (redéni 20%,
aplikace 3 Casy — vypocet
ETs0)

29



Oc¢ni iritace - BCOP
(Bovine Cornea Opacity/Permeability, OECD 437)

= bovinni rohovka -
cerstve izolovana po
odberu z jatek

m aplikace a oplach

m mereni zakaleni
(opacita)

m permeabilita pro
fluorescein

= validace pro silneé
drazdive latky

oplach a méreni
na opacitometru

narusena
rohovka

30



BCOP In vitro Irritancy Score

+

m vypocet IVIS = mean opacity value + (15 x mean
permeability OD490 value)

m validace pro nedrazdive nebo silne drazdive latky

m predikce:

m IVIS < 3 UN GHS No Category

m IVIS > 3; < 55 nelze predikovat (nelze Cat.2A a 2B)
m IVIS > 55 UN GHS Cat.1

31



Isolated Chicken Eye ICE
(B.48, OECD TG 438)

m kureci bulvy z jatek
m 10 s expozice 0,03 mi(g)

m otok rohovky, opacita a
barveni fluoresceinem




+

ICE

m slozity predikcni model = kombinace méreni
tloustky rohovky, opacity a uvolnéni
fluoresceinu

m predikce:

m UN GHS No Category

m nelze predikovat Cat.2A a 2B
s UN GHS Cat.1

33



STE - SIRC linie
(B.68/OECD TG 491)

Short Time Exposure In Vitro Test Method for
Identifying i) Chemicals Inducing Serious Eye Damage
and ii) Chemicals Not Requiring Classification for Eye

Irritation or Serious Eye Damage

konfluentni monolayer Statens Seruminstitut
Rabbit Cornea (SIRC) cells v 96j desticce

5 min expozice latce v 5% a 0,05% koncentraci N

. = # ‘\\‘
barveni MTT M\\":&’ “x
predikce: Cell viability
UN GHS Cat. 1 - < 70%

UN GHS No Category - > 70%
nelze odlisit Cat. 2A a 2B

GHS1
Severe Irritant




Fluorescein Leakage
(B.61, OECD TG 460)

+- surfaktanty, chemicke laky rozpustneé ve vodeé

m aplikace 1 min. na konfluentni bunky MDCK
CB997 tubular epithelial cells

m prinik fluoresceinu pres monolayer bunék s
narusenymi desmosomalnimi vazbami (spojovaci
mustky sousednich epitelovych bunéek) — FL,,

Fluorescein v mediu

Méreni pruniku pod monolayer

Epithelial junctions remain
4——— impermeable to fluorescein

35



FL

Confluent cell

monolayer ? \.2..4.2;.’.»2;5..8.4(

24 well
companion
plate

~ Set volume of
j_ solution
| Semi permeable

membrane

i) MDCK cells allowed to reach confluence.

'—-v—-o—-—-——n‘
oA Sn s

ii) Soluble test substance
added.

V /
/

1
VoA NRSS ™ -

iv) Sodium-fluorescindye
added.

5_0-"?' , ‘ S 9,
iii) Test substance removed
after 1 min.

v) Damage to tight junctions
determined by fluorescin
leakage.

36
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Fluorescein Leakage

FL20 = koncentrace zptsobujici 20% prtnik FL,

mereno spektrofotometricky
predikce: pokud FL20 < 100 mg/ml

UN GHS 1 (corrosive /severe irritant), neni potreba

dal testovat

zarazeni do baterie test(

nelze latky s vysokym a nizkym pH,
tekave, fixujici bunky




Ocni iritace - Neutral Red Release
DB-ALM protokol ¢. 54

surfaktanty, chemicke
latky rozpustné ve
vode

monolayer bunék
obarven neutralni
cerveni (NR)

aplikace latky 1 min
uvolnéni NR po
destrukci membran

vypocet NRR:,

38



Oocni iritace - HET — CAM

(Hen s Egg Test - Chorioallantoic Membrane)

|- fertilizovana vejce (8-10 dni), aplikace latek na membranu
= sledovani zmeén (5 min.): hemoragie, lyza, koagulace

39



Ocni iritace - HET- CAM
Zmeény po aplikaci Samponu pro déti

neporusena
membrana

iritacni potencial 8,3

mirna iritace




Ocni iritace HET-CAM

m rozpoustedlo lepidla na umélé rasy
iritacni potencial 17,2 - silna iritace




Ocni iritace HET-CAM

| m oCni stiny, rasenky — zadna iritace

42



Senzibilizace klize
(alergicka kontaktni dermatitida)

dosud /7 vivo maximalizacni zkouska na morcatech

zkouska s vysetrenim lokalnich lymfatickych uzlin
mysi LLNA Local Lymph Node Assay
(OECD 442A)- refinement

opakovana aplikace latky na usi

proliferace T-lymfocytl v uzlinach je
umerna aplikované davce a potencialu
alergenu

stimulacni index >1,8 mp latka
povazovana za senzibilizujici




Senzibilizace kuze
DPRA OECD 442C

+

s Direct Peptide Reactivity Assay
m /n chemico test simulujici reakci haptenu s peptidy
(lysin a cystein)
m HPLC stanoveni Ubytku peptidi mp 4 tfidy reaktivity
m latky senzibilizujici
>6’38 0/0 Calculation of peptide depletion

\VASH HPLC/PDA
nesenzibilizujici '

<6,38 %




Senzibilizace kiize
LuSens OECD 442D

in vitro test s GM bunécnou linii
lidskych keratinocytl

obsahuje reportérovy gen pro luciferazu, aktivuje se
kovalentni modifikaci cysteinovych zbytkdl, vyvolavajici
alergickou reakci organismu mp luminiscence

48 h, 96 jamek
luminiscence

zivotnost MTT

senzibilizujici potencial: SI > 1,5, zivotnost >70 %

45



Senzibilizace kuze

baterie in vitro test
DPRA - vazba haptent na proteiny

KeratinoSens, LuSens (ARE-Nrf2 luciferase test) -
aktivace luciferazoveho genu v keratinocytech

h-CLAT (Human Cell Line Activation Test) |dentifikace
markerl aktivace lidskych g I ——
dendritickych bunék
pritokovou cytometrii
(fluorescencni znacky)

predikcni model 2 ze 3 (OECD 497, 2021)

46



Kozni absorpce a penetrace in vitro
| B.45 (OECD 428)

|terée ze hrbetni ¢asti klize prasete

znaceni aplikacniho pole

difuzni komurka, 34°C
aplikace 24 hodin

47



Kozni absorpce a penetrace in vitro

| . s s o
stripovani vrstev (16 stripu VR
zpracovani stripu
penkou)




Kozni absorpce a penetrace in vitro

zpracovani dermis

HPLC analyza

po extrakci 13 frakci v isopropanolu 24 hod.




Kozni absorpce/penetrace v % nasady
(navratnost > 90%)

Penetrace COSOL E
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Toxicita po opakované davce

opakovana aplikace (oralni, dermalni,
inhalacni) /n vivo - 28 dni

subchronicka toxicita - 90 dni, chronicka -
vetsi cast zivota

klinické hodnoceni, analyza krve, organt a
tkani (histopatologie)

NOAEL — No Observed Adverse Effect Level

zatim zadna nahrada, pokusy s modely
organdl, kokultury, QSAR, read-across
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Mutagenita/genotoxicita

Zkouska na reverzni mutace s bakteriemi
(AMES test) B.13/14 (OECD 471)

+

= gen. upravene kmeny Salmonella typhimurium,
zavislé na prisunu histidinu

= bodové mutace
(substituce, adice
a delece parll
bézi DNA)

m reverze mutace —
obnova schopnosti | Sl
rUst v nepritomnosti
histidinu

52



Zkouska na reverzni mutace
s bakteriemi (AMES test)

‘ = pozitivni vysledek: narlst poctu kolonii
minimalne 2x proti kontrole, koncentracni
zavislost
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Zkouska na chromozomoveé aberace

u savcu /in vitro
B.10 (OECD 473)

m primarni kultury nebo
stabilizované bunécneé linie

m aplikace testovaneé latky

m zastava metafaze (kolchicin)

m fixace, barveni Giemsou

= hodnoceni mikroskopicky:
Cetnost chromatidovych a
chromozomovych aberaci
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Zkouska na chromozomoveé aberace
u savcu /in vitro

,‘_

Typy aberaci

= chromatidove zlomy
a vymeny

s chromozomove zlomy
a vymeny (translokace,
dicentry, ringy)



chromozomovy zlom

translokace
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+

In Vitro Micronucleus Test
OECD 487

béhem déleni bunek tvorba
mikrojader obsahujicich
nereplikujici se
chromozomoveé fragmenty
(klastogenni ucinek) nebo
celé chromozomy, které iy
nemigruji (aneugenni ucinek)
primarni kultury, 3D modely
nebo bunécné linie

po aplikaci latky zastava
cytokineze (cytochalasin)

hodnoceni vyskytu mikrojader
v binuklearnich bunkach 57




Fototoxicita

Zkouska fototoxicity 3T3 NRU in vitro
B.41 (OECD 432)

‘ - fotoaktivni latka + svetlo = toxicita
projevy — erytem, edem, pigmentace

8 konc. latky na dvou destickach,
jedna ozarena 5] UVA, druha ve tmé

vypocet fotoiritacni faktor PIF

Forovnanl cytotoxickych koncentraci
tky snizujicich zivotnost bunécné
kultury na 50% v pritomnosti a
nepritomnosti zareni

EC50(-UV)
o | R —
EC,(+UV)
Latka je fototoxicka: PIF> 5

Pravdépodobné fototox.: PIF> 2




EpiDerm™ — fototoxicita
OECD 498

aplikace 5 koncentraci latky po 4 tkanich
pres noc (16 -18 hod.)

'/2 tkani ozarena solarnim simulatore
netoxickou davkou 5
UVA 6 J/cm?, V2 tkani ve tmé

oplach tkani, postinkubace

aBIikace MTT 3 hod., extrakce , méreni
absorbance pri 570 nm

vypocet zivotnosti oproti kontrole
(= 100%)

mriva tka
A
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EpiDerm™ —fototoxicita

Predikcni model:

latka je fototoxicka, pokud aspon v jedné koncentraci
po ozareni je zivotnost tkani snizena nejméne o 30 %
oproti zivotnosti tkané exponované stejné koncentraci,

ale bez ozareni.




Karcinogenita

+

s testy bunécné
transformace

Cell Transformation
Assays (CTA) s vyuzitim
embryonalnich bunék
syrského krecka (SHE) a
mysich fibroblastd
BALB/c 3T3

s morfologicka

transformace normalnich

bunek (A1, A2) v maligni
ve formé kolonii (B1 a B2) o




Toxicita pro rozmnozovani

+

zatim /n vivo testy, 1-2 generacni

in vitro — aktivace specifického receptoru (estrogen, androgen
agonistd a antagonist()

detekce reportéroveho genu iniciujiciho produkci luciferinu
Estrogen Receptor Transactivation Assay s

OECD 455 (linie bunék lidského karcinomu - '
aktivace luciferazového genu)

YES/YAS - yeast screen pro agonisty a antagonisty
(GMO kvasinky - kolorimetricka reakce
pri vazbé latky na receptory)

=\




Toxikokinetika

l = ADME - absorpce, distribuce, metabolismus a
exkrece in vivo

s kombinace alternativnich 7in silico a in vitro metod

m expozice Cloveéka prevedena
na koncentraci v cilovych organech
a porovnana s ucinky in vitro

s Human-on -a-chip




Model simulace GIT

m [IM1a2-TNO Triskelion simulace GIT
(www.triskelion.nl)




Alternativni metody a kosmetika

+

m pokusy na zviratech pri zkouskach KP i jejich
ingredienci v EU zakazany

m alternativni metody jedina moznost pro
testovani ingredienci v budoucnosti

m QSAR, bunécné linie a 3D modely

m potvrzeni v klinickych studiich na lidskych
dobrovolnicich
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Biologické metody in vivo
ve skupiné dobrovolniki

COLIPA (Cosmetics Europe) Guidelines pro
hodnoceni

— bezpecnosti a funkce

— kozni snasenlivosti

— SPF (Sun Protection Factor)

etickeé principy biomedicinskych zkousek

(CIOMS 2016 — Council for Int. Organizations of Medical
Sciences, pri WHO)

= souhlas etické komise
= individualni informovany souhlas
m dohled klinickych specialisttl (dermatolog)
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Test kozni snasenlivosti uzavreny

“‘- aplikace SLS 2% a 5%
v semiokluzi po dobu
4 hod.

m odecet reakce 30 min.,
24 hod a 48 hod po
odstranéni testovane
latky
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Test kozni snasenlivosti otevreny

m Mmasazni pripravek
obsahujici kapsaicin =
= 5 min o

m 15 min

m 1 hod



EpiDerm™ - ochranneé ucinky
ingredienci proti SLS

Aloe Vera, Chamomile, Pronalen Sunlife, Pronalen
Sensitive Skin, Green Tea, Pronalen Cereal

s 3D model EpiDerm, SLS 0,75%

S

e

S

S 150
-

o

2
N

=
o
o

a
o

o

P.Sunlife  Chamomile Aloe Vera P. GreenTea P.Cereal
5% 5% 5% Sens.Skin 5% 2,5%
0,5%
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Klinicka studie - ochranné ucinky
ingredienci proti SLS

+

potvrzeni vysledkl in vitro v klinické studii
jednorazovy uzavreny epikutanni test
skupina 20 dobrovolnik{

aplikace samotneho SLS a SLS v kombinaci s
ingrediencemi v koncentracich doporucenych
vyrobcem na 4 hodiny

odecet reakci (erytém, edéem) po 0.5, 24 a 48 hod

vypocet IKI — Index kozni iritace, primérné skore
reakci pro celou skupinu dobrovolnikd
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Klinicka studie - ochranné ucinky

ingredienci proti SLS

+

= nejvyraznegjsi snizeni indexu kozni iritace (IKI) u
Pronalenu Sensitive Skin, Green Tea a Chamomile

¢as odectu (hod)

= SDS 5%
P.Sun 2%
P.Sun 5%
=P, Cereal 2,5%
X === P Cereal 5%
=% =GT5%
el GT 6%

== =P.SS0.5%

S| —— PSS 50

Aloe 5%
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3D modely tkani (MatTek)
pro zkouseni KP

+

EpiOral, EpiGingival EpiVaginal

S

iritace pro sliznice prostredky pro intimni hygienu

MelanoDerm

béleni / tmavnuti kiize
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Ekotoxikologie a alternativy

+Hierarchické baterie testl

" sladkovodni rasy (ovlivnéni rlistovych parametrt kultury, trvani
testu: min 72 hodin) napr. Vibrio fischeri

® vyssi rostliny (kliCivost, trvani testu: 72 hodin), test na
semenech horcice bilé (Sinapis alba)

® sladkovodni bezobratli (ovlivnéni pohyblivosti, ihyn, trvani
testu: 48 hodin),Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia magna
(C.20/OECD TG 211)

® sladkovodni ryby (Uhyn, trvani testu: 96 hodin)
Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro sladkovodni ryby (Poecilia
reticulata nebo Danio rerio )

m konvencni testy toxicity na zivém organismu
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Test Allium cepa (cibule)

+

m toxicita (inhibice rlstu a poctu korink()

m genotoxicita (hodnoceni chromozom{ z vrcholu
kofink{ - rlstovy meristém)
= levné, neni potreba Uprava vzorkt pred zkousenim
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Fish Embryo Test (FET)
(C.49/OECD 236)

v .;\ WAGIRAN, :#

m fertilizované jikry Danio rerio (zebrafish)

= doba trvani 96 hod, tj. do 2/3 vyvoje embryi
(replacement)

m indikatory toxicity: koagulace embryi,
poruchy vyvoje ploutvi, ocasu a srdecniho
tepu

m stanoveni LC50 (koncentrace zpUsobujici
zmeny u 50% embryi)

m vysoka korelace s konvencnim testem akutni
toxicity na rybach

75



+

Fish Embryo Test (FET)

Indikatory toxicity

Normal

Beginning coagulation

Lethal
effects

E = eye; S =sonites; Ch = chorion; C =chorda; TD = tail detached; TND = tail not detached
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Ekotoxicita a alternativy

‘ ® hierarchie: sladkovodni rasy (napr. Vibrio fischeri ), vyssi
rostliny (klicivost semen horcice bilé), sladkovodni bezobratli
(inhibice pohyblivosti Daphnia magna), sladkovodni ryby
(akutni letalni toxicita)
®" Fish embryo toxicity test (FET test)

— fertilizovana vejce danio rerio
koagulace embryi, poruchy vyvoje ploutvi,
ocasu a srdecniho tepu

m Allium cepa test
— toxicita (inhibice rfistu a poctu kotinkd) 2

— genotoxicita (hodnoceni chromozomd
z vrcholu korink( - rlstovy meristém)
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Alternativy v zakladnim vyzkumu

zadne predpisy na pouziti zvirat ci alternativ
dllezita je znalost dostupnych a vyvoj novych
metod pro nahrazeni zvirat v zakladnim vyzkumu

pouziti k oveéreni ucinku latek pred pokusem na
zvireti vede k redukci poctu zvirat

noveé technologie (vyroba monoklonalnich protilatek
in vitro)
pouziti izolovanych organt (napr. rezy mozku nebo

aorty)

primarni kultury Ci imortalizované bunécné linie

komercne dostupné modely membran a tkani (kuze/
oCi, tenkeé a tluste strevo, dychaci cesty)



3D modely lidskych tkani

+

s EpiAirway (MatTek)
— trachealni/bronchialni epithelium

= MucilAir, Small Air (Epithelix) [

— nazalni/trachealni/bronchialni epithelium

x Epilntestinal (MatTek)

— intestinalni epithelium + fibroblasty

s Colon epithelium (Sterlab)

— epithelium tlustého streva




Alternativy ve skolstvi

+

m studenti by neméli byt nuceni k pokustim na
zviratech

m interaktivni virtualni zaznamy pitvy
m 3D modely, videa and diagramy
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Vyhody alternativnich metod

screening i klasifikace hazardu u vysokeho poctu
latek v kratkem casovém intervalu bez pouziti
zvirat (replacement)

umoznuji pouzit bunky lidskeho ptivodu nebo
transgenni bunky nesouci lidské geny, maji vyssi
relevanci pro Cloveka nez pokus na zviratech bez
validace (metody volby)

testy /n vitro jsou standardizovany, probihaji za
kontrolovanych podminek, je omezena variabilita
mezi experimenty

alternativni metody poskytuji cennou informaci
pred pripadnymi testy na zviratech, coz umozni
snizit pocet zvirat v pokuse nebo omezit stradani
(reduction, refinement)
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Zdroje informaci

m https://jeodpp.jrc.ec.europa.eu/ftp/jrc-
opendata/EURL-ECVAM/datasets/
DBALM /LATEST/online/dbalm.html/

m http://oecd.org

m http://mattek.com

m http://iivs.org/testing-services
m https://norecopa.no



