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Centrum toxikologie a zdravotni
bezpecnosti - Oddéleni alternativnich
toxikologickych metod

vyvoj, validace a implementace alternativnich
toxikologickych metod /n vitro a in silico (QSAR)

mezinarodni validacni studie (MatTek - model
EpiDerm a EpiOcular, drazdivost, fototoxicita, BASF-
kDPRA, ECVAM - thyroidni disrupce)

veédecka cinnost (granty, REDEALTOX 140 mil. K¢)

hodnoceni bezpecnosti spotrebnich vyrobkt (KP),
chemickych latek, zdravotnickych prostredkd

systém kvality akreditace CIA i SLP
normotvorna cinnost (ISO, OECD, CEN)



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




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



Chemicke latky - REACH

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

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

1-10 t/rok: Akutni toxicita oralni - /n vivo

Kozni leptavost/drazdivost - /in vitro

Oc¢ni drazdivost - /in vitro

Sensibilizace klize - baterie in vitro (AOP a Defined Approach)
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 + rozsirené zkousky chronicke toxicity — /n vivo




Kozni leptavost/drazdivost

+

m Corrosion

s Transcutaneous Electrical Resistance Test Method (TER),
OECD 430 (2000, revised in 2013 and 2015 by OECD)

m Corrositex - In Vitro Membrane Barrier Test Method,
OECD 435 (2006, revised in 2015)

s Reconstructed Human Epidermis Test Method (RHE)
(includes more than one protocol), OECD 431 (2000, revised in 2013,
2015 and 2016 by OECD)

m Irritation

s Reconstructed Human Epidermis Test Method (RHE)
(includes more than one protocol), OECD 439 (in EU 2009 and in
OECD 2010, revised in 2013 and 2015 by OECD)

https://www.echa.europa.eu/support/oecd-eu-test-guidelines 6



Transcutaneous Electrical Resistance TER
(OECD TG 430)

m klze potkanl 28-30 dni, 20 mm
disky umisténé do zkumavek
s recepcni a donorovou tekutinou

m ztrata integrity a bariérové funkce

Predikce: \
m cut-off ztrata elektrickeého odporu pod 5 kQ

m obarveni sulforhodaminem B a po 2 h méreni

penetrace do recepcni tekutiny (nad 40 pg/disk
pozitivni) ’




In Vitro Membrane Barrier Test Method
(OECD TG 435)

x VRM Corrositex®

m synteticka makromolekularni
biobariéra a chemicky detekcni system

m aplikace na membranu a zaznamenani
casu pruniku
Predikce:

r CDS Change

>60 to 240 >240 minutes
minutes

>30 to 60 >60 minutes

Group | Group Il
corrosive




Leptavost a drazdivost pro kizi
3D modely lidské epidermis

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:
m leptavost
(OECD 431)

m drazdivost
(OECD 439)

m fototoxicita
(OECD 498) 9




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




Leptaveé ucinky na kizi - EpiDerm
(OECD TG 431)

m aplikace latky 3 min a 1 hod

m 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
11



Drazdivé ucinky na ktazi - EpiDerm
(OECD TG 439)

to MINUT 2 CRIL MTT TEST
EXPOZICE POST- INKUBACE

!
—

Endpoint - MTT assay:

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

mrtva tkan

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

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

12



Ocni drazdivost

Reconstructed human Cornea-like Epithelium (RhCE) test,
OECD TG 492 (2024)

Reconstructed Human Cornea-like Epithelium Time-To-Toxicity
(RhCE-TTT) test, OECD TG 492B (2024)

Bovine Corneal Opacity and Permeability (BCOP) test, EU
B.47, OECD TG 437 (2023)

Isolated Chicken Eye (ICE) test, EU B.48, OECD TG 438
(2023)

Fluorescein leakage (FL) test, OECD TG 460 (2023)
Short Time Exposure (STE) test, OECD TG 491 (2023)
Eye Irritancy Test (EIT) test, OECD TG 494 (2021)

In vitro macromolecular test method, OECD TG 496 (2024)

https://www.echa.europa.eu/support/oecd-eu-test-guidelines 13



3D modely rohovky
(OECD TG 492)

VRM EpiOcular (MatTek,
USA), SkinEthic (F), LabCyte  [Fe——-———
CORNEA-MODEL24 (J) a e e
MCTT HCE (JK)

lidské keratinocyty —
skvamozni epitelium
modelujici rohovku

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

nelze odlisit Cat. 1 a 2
soucast tier-testing strategy

Krali¢i rohovka

14



Oc¢ni drazdivost — EpiOcular

l m aplikace tekutych i tuhych

latek, nerozpustnych ve vode

m aplikace 30 min liquids,

6 h solids, post-inkubace
120 min/ 18 hodin, MTT

Predikce: cut-off 60%
zivotnost oproti kontrole
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Bovine Cornea Opacity/Permeability BCOP
( OECD TG 437)

= bovinni rohovka -
cerstve izolovana po
odberu z jatek

m aplikace 750 pl a

- ~
) /
T
";/f"
'L f -

| '.

i 'y

; -

0]9) ach oplach a méfeni
vv s ’ na opacitometru
m mereni zakaleni
(opacita)

m permeabilita pro
fluorescein (90 min
expozice)

m histologie

narusena
rohovka
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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
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

17



Isolated Chicken Eye ICE
(OECD TG 438)

m kureci bulvy z jatek
m 10 s expozice latce

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

Predikce:

= UN GHS No Category

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




Short Time Exposure
(OECD TG 491)

+

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

N7

Al

Irritation or Serious Eye Damage

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

= 5 min expozice latce v 5% a 0,05% koncentraci
m barveni MTT
Predikce: Cell viability

GHS Catego
s UNGHS Cat. 1- < 70%
= UN GHS No Category - > 70% |-
= nelze odlisit Cat. 2A a 2B

GHS1
Severe Irritant




Fluorescein Leakage
( OECD TG 460)

+- surfaktanty, chemické latky rozpustné ve vodé

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

m spektrometricky méren prinik fluoresceinu pres monolayer
bunék s narusenymi desmosomalnimi vazbami (spojovaci
mistky sousednich epitelovych bunék) — FL,,

Predikce: pokud FL20 < 100 mg/ml - UN GHS 1 (corrosive
/severe irritant), neni potreba dal testovat

Fluorescein v mediu

Méreni pruniku pod monolayer

pA



https://www.echa.europa.eu/support/oecd-eu-test-guidelines

Kozni sensibilizace

Test method OECD 442C — Key Event-Based Test Guideline for in chemico
skin sensitisation assays addressing the Adverse Outcome Pathway Key Event
on Covalent Binding to Proteins (adopted 2015, updated 2021)

Test method OECD 442D — Key Event-Based Test Guideline: in vitro skin
sensitisation assays addressing the AOP key event on keratinocyte activation
(adopted 2015, updated 2018)

The test method — OECD 442E - Key Event-Based Test Guideline: in vitro
Skin Sensitisation assays addressing Key Event on activation of dendritic cells

on the adverse outcome pathway for skin sensitisation (adopted 2017,
updated 2018)

Guideline - OECD 497 — Guideline on Defined Approaches for Skin
Sensitisation (adopted 2021).

21



Adverse Outcome Pathway
for Skin Sensitization (OECD, 2014)

Klicoveé body (Key Events ) pro vznik sensibilizace:
kovalentni vazba na proteiny
aktivace keratinocytd
aktivace dendritickych bunek

Dendritic Cell
Activation

mMUSST or h-CLAT

\. ‘ Direct Peptide

Reactivity Assay




Senzibilizace klize - DPRA
(OECD TG 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

Predikce: latky senzibilizujici >6,38 %

) Calculation of peptide depletion

nesenzibilizujici GRS
<6,38 %




Senzibilizace kiize - LuSens
(OECD TG 442D)

‘ m /n vitro test s GM bunéecnou linii
lidskych keratinocytl

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

m 48 h, 96 jamek

= luminiscence

m zivotnost MTT

Predikce: senzibilizujici potencial: SI > 1,5
zivotnost =70 %
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Senzibilizace ktuize - h-CLAT
(OECD TG 442E)

+

s h-CLAT (Human Cell Line Activation Test) - kvantifikace
exprese markert aktivace lidskych dendritickych bunék
pritokovou cytometrii (fluorescencni znacky)

Predikce sensibilizace:
m CD54 >2150%
m CD86 =200%

m baterie in vitro testl predikéni model 2 ze 3 (Defined
Approach OECD TG 497, 2021)

25



Genotoxicita/mutagenita

https://www.echa.europa.eu/support/oecd-eu-test-guidelines

Bacterial Reverse Mutation Test, OECD TG 471 (adopted
in 1983; revised in 1997, 2020)

In Vitro Mammalian Chromosomal Aberration Test,
OECD TG 473 (adopted in 2016)

In Vitro Mammalian Cell Micronucleus Test, OECD TG
487 (adopted in 2010; revised in 2014, 2016, 2023)

Transgenic rodent (TGR) somatic and germ cell gene mutation
assays, OECD TG 488 (adopted in 2011; revised in 2013,
2020, 2022)

Mammalian Erythrocyte Pig-a Gene Mutation Assay, OECD TG
470 (adopted in 2022)
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Zkouska na reverzni mutace s

bakteriemi (AMES test)
+ (OECD TG 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

27



Zkouska na reverzni mutace
s bakteriemi (AMES test)

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

28



Zkouska na chromozomoveé aberace
u savcu 7in vitro
‘ (OECD TG 473)
m primarni kultury nebo

stabilizované bunécné linie
m aplikace testovaneé latky
m zastava metafaze (kolchicin)
m fixace, barveni Giemsou

= hodnoceni mikroskopicky:
Cetnost chromatidovych a
chromozomovych aberaci
zlomy a vymeny

(translokace, dicentry, ringy)




+

In Vitro Micronucleus Test
(OECD TG 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 30




Zkouska fototoxicity 3T3 NRU in vitro
(OECD TG 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




Fototoxicita na modelech kulize
(OECD TG 498)

“T aplikace 5 koncentraci latky na model
EpiDerm

m > tkani ozarena solarnim simulatorem
netoxickou davkou UVA 6 J/cm?,

1/2 tkani ve tmé
m oplach, postinkubace, barveni MTT
m vypocet zivotnosti oproti kontrole

Predikce fototoxicity: snizeni zivotnosti
nejmene o 30% v +UV pokusu oproti

-UV pokusu alespon v jedné koncentraci




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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Dekuji za pozornost.

RNDr. Kristina Kejlova, Ph.D.
Statni zdravotni Ustav Praha
tel, +420 267082327

e-mail: kristina.kejlova@szu.cz
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