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Toxikologické zkousky - ucel / cile

v’ Zjisténi nebezpecnych vlastnosti u novych chemickych latek
v' Ovéreni bezpecnosti ingredienci spotfebnich vyrobkd

Ingredience => chemické latky - syntetické / prirodni

Zakaz testl na zviratech k prikazu bezpecnosti / funkce =>
vyuzivani metod in vitro

e finalni vyrobky - 11.9.2004

* ingredience - 11.3.2009

* tox. po opak davce / tox. pro reprodukci / toxikokinetika -
11.3.2013

| latky a vyrobky, prinasejici benefit pro clovéka, je povinnost

zkouset a ovérovat jejich bezpecnost pfi ordlni / dermalni /
inhalacni expozici.
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Toxikologické zkousky - metody zkouseni

Konvencni pokusy - na zviratech (obratlovcich): metody volby bez
védecké validace

Alternativni metody dle 3R: validované / védecky uznané za validni
Princip 3R (Russell & Burch, 1959)

* Reduction => snizeni poctu zvirat v pokusu

* Refinement => zmirnéni postupu - omezeni bolesti,
utrpeni a strachu

* Replacement => nahrada jinym testem bez pouziti zvirat

v in vitro - bunééné kultury, rekonstruované tkané
v’ ex vivo - izolované zviteci / lidské tkané a organy
v in silico - poéitac¢ové simulace, QSAR, matematické modely

* Nafizeni EP a Rady (ES) ¢. 1907/2006, o registraci, hodnoceni, povolovani a omezovani

chemick\'/ch |ét€k, REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals)
* Nafizeni Komise (ES) ¢. 440/2008, kterym se stanovi zkusebni metody
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REACH

Rozsah toxikologickych zkousek dle objemu uvadéného na trh

typ pokusu

toxicita pro rozmnozovani

konv. /Repl.

mutagenita / genotoxicita in vitro

10 - 100 t/rok

akutni toxicita dermalni / inhalaéni

Repl.

typ pokusu

konv.

vice nez 1000 t/rok

karcinogenita

akutni toxicita oralni Red. / Ref. toxikokinetika konv.

Ziravost a drazdivost pro kazi Repl. 100 - 1000 t/rok typ pokusu

oini drasdivost Repl. toxicita po. op’akovane davce 90 denni Konv.
(subchronicka)

senzibilizace ktize E:zi/ Ref. / reprotoxicita konv.

typ pokusu

toxicita po opakované davce 212 mésict
(chronicka)

konv.

toxicita po opakované davce 28 denni
(subakutni)

konv.
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Globalni spoluprace pri validaci alternativnich metod
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Author: J Kreysa; ECVAM

ECVAM

European Center for Validation of Alternative
Methods

OECD

Organization for European Economic
Cooperation

PARERE

Network for Preliminary Assessment of
Regulatory Prevalence

ESTAF

ECVAM Stakeholder Forum

ESAC

ECVAM Scientific Advisory Committee

NETVAL

European Union Network of Laboratories for
Validation of Alternative Methods

ICATM

International Cooperation on Alternative Test
Methods
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Smérnice 2010/63/EU
o ochrané zvirat pouzivanych pro védecké ucely
Povinnosti CS

* zajistit podporu alternativnich pristupu a Sirit informace o nich;

e urcit jediné kontaktni misto pro poskytovani poradenstvi v pravni
zavaznosti a vhodnosti alternativnich pristupa (sit PARERE);

 navrhnout EK specializované a kvalifikované laboratore k
zavedeni a kvalifikaci alternativnich metod (sit NETVAL).

Statni zdravotni ustav - Centrum toxikologie a zdravotni bezpecnosti

=> kontaktni misto do PARERE a specializovana laborator pro
NETVAL

=> experti CTZB => Védecky vybor Evropského centra pro validaci
alternativnich metod EK (EURL-ECVAM, JRC); odborné skupiny a
vybory OECD , ECHA
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Toxikologické zkousky

e Cytotoxicita pro odhad akutni toxicity

* Drazdivost pro kazi EpiDerm (OECD TG 439)

* Drazdivost pro kuzi HPT

* Drazdivost pro oci (rohovka) EpiOcular (OECD TG 492)

* Drazdivost pro oci (spojivka) HET-CAM test

e Absorpce kuzi in vitro (OECD TG 428)

e Mutagenita (OECD TG 471) - Cytogeneticka analyzy perifernich
lymfocytu krve (CAPL)

* Endokrinni disrupce - YES/YAS test

* Sensibilizace LuSens (OECD TG 442D)

* Fototoxicita 3T3 NRU in vitro (OECD TG 432)

 Mutagenita - zkouska na reverzni mutace s bakteriemi - AMES
test (OECD TG 471)
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Cytotoxicita pro odhad akutni toxicity

* 8 koncentraci testované latky => 48 h expozice => barveni
neutralni cerveni => méreni zivotnosti fluorimetricky

» z 8 koncentraci vypocet IC50 => snizeni zivotnosti na 50 %
negativni kontroly

e vypocet teoretické hodnoty LD50

log LD50 (mg/kg) = 0.372logIC50 (ug/ml) + 2.024 | coativni kontrola

Pozadavek: >2000 mg/kg
=> neni-li splnéno => jina metoda !!!

testovana latka

pozitivni kontrola
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Drazdivost pro kuzi EpiDerm OECD TG 439

* lidské epidermalni keratinocyty od 1 darce, metabolicky aktivni

e aplikace latky 60 minut => 42 h post-inkubace => barveni MTT
(zluté barvivo enzymaticky preménéné na modry formazan)

Zivotnost > 50 % negativni kontroly: nedrazdi

Zivotnost <50 % negativni kontroly: drazdi

negativni kontrola

pozitivni kontrola

testované latky
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Drazdivost pro kuzi HPT - Human Patch Test

v' Mezinarodni smérnice pro biomedicinsky vyzkum (CIOMS, 2002)

v" Souhlas etické komise testovaciho zafizeni .

v Vlybér osob - princip dobrovolnosti

v’ Podpis individudlniho informovaného souhlasu

v’ Kritéria pro zarazeni/vyfazeni do/ze studie

v' Metodika: (Cosmetic Product Test Guidelines for Assessment of
Human Skin Compatibility, Colipa, Bruxelles 1997)

v Postup testu: Doba expozice 24 hodin prvni den, druhy aZ paty
den 6 hodin kazdy den. Odecet je provadén pred kazdou aplikaci
a osmy den po prvni aplikaci. T

v’ Systém klasifikace: erytém/suchost/edém
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Drazdivost pro oci (rohovka) EpiOcular
OECD TG 492

* lidské keratinocyty: skvamozni epitelium modelujici rohovku
kralika

e aplikace 30 minut => 12 minut zaliti mediem => 2 h post-
inkubace => barveni MTT (Zluté barvivo enzymaticky preménéné
na modry formazan)

Zivotnost > 60 % negativni kontroly: nedrazdi

Zivotnost = 60 % negativni kontroly: drazdi

EpiOcular kralici rohovka
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Drazdivost pro oci (spojivka)
HET-CAM test

fertilizovana vejce (8 - 10 dni) => aplikace latek na membranu
sledovani zmén (5 minut) - hemoragie, lyza, koagulace
vypocet iritacniho skore

stupen iritace: Zadna / lehka / mirna / silna iritace

IS= 5. (301-sec H) / 300 + 7. (301-sec V) / 300 + 9. (301-sec C) / 300
H = hemoragie, V =vazokonstrikce cévy, C = krevni koagulace

kategorie

nulovy iritant IS <0,0 - 0,9>
slaby iritant 1S<1,0-1,9>
stredni iritant IS<5,0-8,9>

silny iritant IS <9,0 - 21,0>
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Absorpce kuzi in vitro OECD TG 428

praseci kiize (prasecina) => aplikace na 24 h => stripovani =>
zpuchyrovani (oddéleni epidermis od dermis) => rozklad vzorkul =>
analyza (napt. ICP, HPLC, spektrofotometrie,...)
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Mutagenita (OECD TG 471)
Cytogeneticka analyza perifernich lymfocytl krve (CAPL)

e odbeér zilni krve do vakutaineru s heparinem

* kultivace krve (kultivacni médium - stimulace bunécéného déleni),
po dobu 50 h, 37 °C

e posledni 2 h pridan kolchicin - zastavuje bunécné déleni

e zpracovani kultur => hemolyza erytrocytl => 3 fixace =>

* krevni natér na sklo => barveni 5% Giemsa-Romanowski

 mikroskopické hodnoceni
(zvétseni 1000x) rorsblese

dicentricky chromozom

chromozomovy zlom
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Endokrinni disrupce ISO 19040-1:2018

Xenoscreen YES/YAS test pro detekci estrogennich a androgennich disruptorti s
vyuzitim GMO Saccharomyces cerevisiae

» 2 geneticky modifikované kmeny S. cerevisiae

* Inkorporované geny pro hERa a hAR

* 48 hodin inkubace, exprese enzymu => barevna zména
4 toxikologicke cile:

. agonisticka aktivita na estrogenovy receptor

. antagonisticka aktivita na estrogenovy receptor

. agonisticka aktivita na androgenovy receptor

. antagonisticka aktivita na androgenovy receptor

S WN =

pozitivni kontrola | —> (

pc AgNOS NOS
Estradiol
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LuSens OECD TG 442D
Stanoveni potencialu sensibilizace

* In vitro test s vyuZitim bunécné linie lidskych keratinocytt

e GMO linie bunék => obsahuje luciferazovy gen, ktery se pri
navazani sensibilizatoru exprimuje a vznika luminiscence =
luminiscencni zareni

 expozice 48 hodin (2 paralelni stanoveni) => vyhodnoceni
indukce luciferazové aktivity (luminometr) a vyhodnoceni %
zivotnosti s vyuzitim MTT (spektrofotometr)

Latka sensibilizuje pokud jsou alespon v jedné testované
koncentraci splnény podminky:

Indukce luminiscence 21,5 x oproti negativni kontrole

zdroven

Zivotnost 270 % oproti negativni kontrole
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Fototoxicita 3T3 NRU in vitro OECD TG 432

+ UVA (5J)

8 konc. latky s 2 desticky

fotoiritacni faktor "PIF"

(cytotoxické konc. latky snizujici
zivotnost bunécné kultury na 50%

v pritomnosti a nepritomnosti zareni)

EC50(-UV)
[ —
EC50(+UV)

. Y ;
g R W, O, 3
o (e e el (N N N N e

Latka je fototoxicka: PIF> 5
Pravdépodobné fototoxicka: PIF > 2

- UVA
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Mutagenita AMES test OECD TG 471

 kmeny Salmonella typhimurium - mutace v genech, které se
podileji na syntéze histidinu => vyzaduji externi zdroj histidinu

* sleduje se schopnost testované latky zpulisobit reverzni mutaci =>
rust bakterie bez externiho histidinu

e antimikrobialni latky nelze testovat

. -

agar, S9 mix(rat bver
Control Negative extract) and salmonella
(base media only} strain TA100)

Control positive
( base media+
sodiume azide)

0

Sample extract + base media

! !
= = =
!

= &= &

conrrol negattve plare  Revertant calonies of sample  control positive plate


https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=&url=https://www.researchgate.net/figure/Fig-1-A-flowchart-for-Ames-test-procedure_fig1_327562017&psig=AOvVaw1vNgQXlx_jySccGqKtlaE-&ust=1572821862493564
https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwjhuP7M0czlAhVLblAKHcL5Aj0QjRx6BAgBEAQ&url=https://www.synbiosis.com/application-notes/ames-test/&psig=AOvVaw1vNgQXlx_jySccGqKtlaE-&ust=1572821862493564
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zkouska AgNOS/NOS
Akutni toxicita 876 mg/kg 910,8 mg/kg 370,7 mg/kg 2247,7 mg/kg
Kozni drazdi (as such) nedrazdi
drazdivost 1%/ 0,1% nedrazdi nedrazdi vy
. - nedrazdi
EpiDerm nedrazdi
Kozni nedrazdi
drazdivost nedrazdi nedrazdi nedrazdi nedrazd
(HPT)
Ocni drazdivost drézdi drézdi nedrézdi nedrazdi
EpiOcular nedrazdi
Oc¢ni drazdivost nedrazdi ) ulovy iritant nulovy iritant
HET-CAM Y nulovy iritant
Ag omezené v
epidermis a
Absorpce kazi nepenetruje nepenetruje nepenetruje dermis
v RF nebyl
detekovan
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AgMMT

je genotoxicky v

AgNOS/NOS

Mutagenita negativni negativni konc. 100 pg/ml negativni
1. negativni
Endokrinni _y 2. slabé pozitivni ., .,
i negativni _y negativni negativni
disrupce 3. negativni
4. slabé pozitivni
negativni v pozitivni
Sensibilizace pozitivni negativni konc. 0,005-5 | 250-500 pg/ml
ug/mil 15,3-62,5 pg/ml
Fototoxicita fototoxicky fototoxicky - -
pozitivni
4 kmeny .
AMES test negativni - -

negativni, 1
kmen pozitivni
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