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Abstrakt

Tato disertatni prace se zameéfuje na systematické hodnoceni genotoxicity
vybranych chemickych latek a spotfebnich vyrobkli za vyuziti toxikologickych metod in
vitro, konkrétn¢ in vitro testu sav€ich chromozomovych aberaci a alkalického in vitro

kometového testu na savcich bunkach.

V prvni casti prace bylo portfolio in vitro metod Oddéleni alternativnich
toxikologickych metod Statniho zdravotniho ustavu doplnéno o nové pfistupy a jiz
zavedené metody byly inovativné optimalizovany. Jednotlivé metody byly nasledné
kombinovany za tucelem ziskani komplexniho pohledu na genotoxicky potencial

testovanych latek a ingredienci spottebnich vyrobkd.

Vysledky testd zvySily porozuméni mechanismim genotoxicity v kontextu
vyuzitych in vitro metod. Vysledky této disertacni prace poskytly diilezité informace o
genotoxickém potencidlu vybranych latek a parfémi, coz ma vyznam v oblasti ochrany
spotiebitele. Jednotlivé ¢asti v zavéru prace diskutuji dosazené vysledky v oblasti testovani
genotoxicity, vcetné¢ potencidlniho zaclenéni kombinaci in vitro metod do regulativniho
procesu za ucelem posileni bezpecnosti a ochrany spotiebitele o nové ptistupy bez pouziti

laboratornich zvirat.

Tato disertatni prace pfispiva k rozvoji metod pro hodnoceni genotoxicity a
zvySuje povédomi o bezpecnosti chemickych latek a parfémli v kontextu spotiebnich
vyrobka. Jeji vysledky maji dtlezité implikace pro oblast regulace, vyzkumu a vyroby a

mohou slouzit jako podklad pro dalsi diskuse o bezpecnosti spotiebnich vyrobki na trhu.

Kli¢ova slova: genotoxicita/mutagenita, alternativni toxikologické testovani, in vitro
metody, testovaci baterie metod, chromozomové aberace, alkalicky in vitro kometovy test,
in vitro test sav¢ich chromozomovych aberaci, spotfebni vyrobky, ingredience,

konzervanty



Abstract

This doctoral thesis is focused on systematic evaluation of genotoxicity of selected
chemical substances and consumer products using in vitro toxicological methods,
specifically the /n vitro Mammalian Chromosome Aberration Test and Alkaline /n vitro
Comet Assay. In the first part of the study, these in vitro methods were implemented at the
Unit for Alternative Toxicological Methods at the National Institute of Public Health,
systematically optimized, and selected for further assessment. The methods were
subsequently combined to obtain a comprehensive view of the genotoxic potential of the

tested substances and consumer products.

The results of the tests enhanced the understanding of genotoxicity mechanisms in
the context of the employed in vitro methods. The findings of this doctoral thesis provide
crucial information on the genotoxic potential of selected substances and perfumes, which
holds significant importance in the field of consumer protection. The discussion in the
conclusion of the thesis proposes directions for further research in the field of genotoxicity
testing, including the potential integration of in vitro methods into the regulatory process

and the enhancement of safety and consumer protection due to novel approaches.

This doctoral thesis contributes to the development of methods for evaluating
genotoxicity and increases awareness of the safety of chemical substances and perfumes in
the context of consumer products. Its results have important implications for regulation,
research, and manufacturing, serving as a basis for further discussions on the safety of

consumer products on the market.

Key words: genotoxicity/mutagenicity, alternative toxicological testing, in vitro methods,
testing battery of methods, chromosome aberrations, Alkaline in vitro Comet Assay, In
vitro  Mammalian Chromosome Aberration Test, consumer products, ingredients,

preservatives



Cile prace
Tato disertatni prace je zaméfend na vyuziti in vitro metod pro testovani

genotoxicity chemickych latek a spotfebnich vyrobkl. Primarnim cilem doktorského

projektu bylo pfispét k pochopeni, zdokonaleni a rozvoji téchto metod.

Hlavnim cilem této disertacni prace bylo systematicky ovéfovat, optimalizovat 1
nové zavést do laboratorni praxe Odd¢leni alternativnich toxikologickych metod Statniho
zdravotniho Ustavu toxikologické metody bez pouziti laboratornich zvifat vhodné pro
identifikaci genotoxicity chemickych latek, smési i spotfebnich vyrobkt, aplikovat tyto
metody v kombinaci na testovani genotoxicity chemickych latek, vyuzivanych jako
konzervanty v kosmetickych pfipraveich, a dale ovéfit vyuziti vybranych metod pfi

testovani finalnich kosmetickych ptipravkli s podobnym slozenim.

Dalsimi cili doktorského projektu bylo zkoumat mechanismy genotoxicity, ovéfit
vyuzitelnost zavedenych metod, zhodnotit citlivost a specificnost vybranych metod,
diskutovat jejich aplikovatelnost, navrhnout metodické zlepSeni k jejich optimalizaci a
jejich vhodné kombinace pro zlepSeni sledovani potencidlu genotoxicity in vitro u
vybranych chemickych latek a spotiebnich vyrobkti vyznamnych v oblasti ochrany
vetejného zdravi a ochrany spotiebitelti. V pritbé¢hu doktorského projektu byly cile prace

prabézné dopliovany dle zjisténych vysledk.

Nedilnou soucésti doktorského projektu bylo posouzeni, zda vysledky testi
odpovidaji bezpecnostnim standardiim pro dany typ vyrobku a navrhy strategii in vitro pro

hodnoceni genotoxicity, které mohou byt aplikovany ve vyzkumu a praxi.

V ramci grantového projektu ERDS/ESF "Mezinarodni konkurenceschopnost SZU
ve vyzkumu, vyvoji a vzdélavani v alternativnich toxikologickych metodach" (¢.
VZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000860) byly z hlediska bezpecnosti genotoxicity ovéfeny
vybrané chemické latky a kosmetické ptipravky nékolika metodami vhodnymi pro detekci

riaznych koncovych bodl genotoxicity jako zavazného toxikologického ucinku.



Obsah

ADSETAKL ...ttt et h e et bt e st enaeeeaee 4

AADSIIACE ...ttt ettt et h et e a e bbbt et eat e bt e b eaees 5

CHLE PIACE ..ottt ettt ettt ettt e e et e et e e bt e e et e et e e sabeenseessseesseessseenseesssaenseenssesnseas 6

SeZNAM ZKIALEK ....c.veiiiiiiiiiiee e e 9

Literarni Gvod a piehled problematiky .........cccoeviiiiiiiiiiiiiiieecee e 12

2 TEOTELICKA CAST ..uueiiueiiiieeiie ettt sttt e b e st e e bt e et e sbeesaneens 15

2.1 GenotoXiCKE TUCINKY ..ouviiiiiiieiie ettt e ere e e e s rne e 15

2.2 Dostupné in vitro pristupy pro testovani genotoXiCity.......ccceevveervreeerveersveessrneenns 19

2.3  Kombinace metod doporucenych pro testovani genotoxicity / mutagenity /

KATCINOZENILY ...vveeeuiiieeiiee ettt e eiee e etee et e et e e s eteeestaeeesaaeetaaesnsseeessseeanssaessseeesssaeessseeensseens 20
2.4 Legislativni problematika testovani genotoxicity / mutagenity / karcinogenity u

kosmetickych ingredienci a kosmetickych pripravki..........ccccoeeeviiiiinciieciiieciee e, 21

3 EXPerimentalng CAST.......cccuiiiiiiiiieiiieie ettt ettt 23

3.1 MEOAIKA .o et 23

3.1.1  Invitro test sav€ich chromozomovych aberaci..........ccccccevviierienciienienienen. 23

3.1.1.1  Lidské periferni lymfocyty ........cccceeeiimniiiiiiiniiiieeceee e 24

3.1.1.2  KUultivace KIVE ....oouiiiiiiiicee e 24

3.1.1.3  ZPracovVAni KIVe.......cceveeuiiiiiie ettt ve e e 25

3.1.1.4  Aplikace vysledné SUSPENZE .........ccevcueeerieeeiiiieeiieeeiee e eevee e 27

3.1.1.5  Barveni preparatil .......eeeceeeeeieeeiieeeieeeeieeeeieeesvee e eee e naee e 27

3.1.1.6  Mikroskopickd analyza...........cccccceeeviiieiiiieiieceeeee e 28

3.1.2  Alkalicky KOMEtOVY teSt i1 VIFO ......covueeeiieiiieiieiieeieeee e 32

3.1.2.1  Piiprava podloznich sKIiCeK ........cccccurrriiiniiiiiiiieiec e, 34

3.1.2.2  Inkubace BUNCK......cc.eeviiiiiriiiiiiiiiiceee e 34

3.1.2.3  Smichéani bunécné suspenze s LMP agar0zou............ccceeveeevveneeeneennen. 34

31,214 LYZACE.ciiiiiiiie ettt et e e et e e e e anaaee s 35

3.1.2.5  EIeKtroforéza .......ccc.ooiiiiiiiiiiiiieie e 35

3.1.2.6  NEUralIZACE ....couieiiiiiiieieee ettt 36

3.1.2.7  BAIVENT ciiiiiiiiiiceee et 36

3.1.2.8  Mikroskopickd analyza, vyhodnoceni............cccecvevieniiiniinciieieeieee. 37

4 Vysledky @ diSKUZE .....c.oeuiiiiiiieceee et 39

4.1 Para@DeNY ...eiiiiiiiiiecii ettt e ettt et e st e e bt e snbeesaeenraens 39

4.1.1  Vysledky in vitro testu sav€ich chromozomovych aberaci .............ccceeuenee. 40



4.1.2  Vysledky kometového testu in vitro na bunéénych liniich SVK14 a HaCaT42

4.1.3  DISKUZE et 43

4.2 Triclosan a TricloCarban ...........coceeiiiiiiiiiieiieeieeee e 45
4.2.1  Vysledky in vitro testu sav€ich chromozomovych aberaci .............cccceeuneen. 47
4.2.2  Vysledky kometového testu in vitro na bunécéné linii HaCaT ....................... 48
4.2.3  DISKUZE ettt 49

i B o (<) 111 SO PUR PSPPSRI 52
4.3.1 Vysledky in vitro testu sav€ich chromozomovych aberaci ............c.ccceeneen. 53
4.3.2  Vysledky kometového testu in vitro na bunééné linii NIH/3T3.................... 54
4.3.3  DISKUZE .o 55

S ZAVET ettt ettt a ettt eeh e et e et e eaeeteenteeneentas 57
6 SEZNAM [IEETATUTY ...vvieiiieeeiie ettt ettt e st e e ste e e s e e etaeeesaeessaeesssaeessseeensseeenns 58
7 Publikacni CINNOSt QULOTA. .....coiuiiiiiiiiieiie ettt 75
7.1 Préce souvisejici s diSertacni Praci........ccceeeeereeiiieeiieeeiieeeiee e eevee e e 75
7.2 Ostatnd PUDIIKACE.......ceoiieiiieiieiieeieee ettt 76
PHIONA €. 1 oottt ettt et ettt 80
PHIONA €. 2 1o bbbttt 100

PHIIORA €. 3 1ot 117



Seznam zkratek

3R
ADME
AOP
ATCC
BP

CA
CAS
CCD
CMT
Coslng
DMEM
DMSO
DNA
DPRA
EC
ECACC
ECVAM
EdC
EdP
EdT
EDTA
EFSA
ECHA
EP
EPAA
ES

EU
FBS

Replacement, Reduction and Refinement

Absorpce, distribuce, metabolismus, exkrece

Adverse Outcome Pathway

American Type Culture Collection

Butylparaben

Chromosome Aberration Test

Chemical Abstracts Service

Charge-Coupled Device Camera (zafizeni s vazanymi naboji)
Comet assay (test)

Cosmetic ingredient database

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina

Direct Peptide Reactivity Assay

European Commission

European Collection of Authenticated Cell Cultures
European Center for Validation of Alternative Methods
Eau de cologne

Eau de parfum

Eau de toilette

Etylendiamintetraoctova kyselina

European Food Safety Authority

European Chemical Agency

Ethylparaben

European Partnership for Alternative Approaches to Animal Testing
Smérnice Evropského parlamentu a Rady

European Union

Fetal bovine serum



FISH
HMP
CHO
ICCVAM

INCI
IUPAC
LMP
MAS
MN
MP
MTT

NOAEL
NR
NRU
OECD
O™

pS3
PBS
PHA
PHBA
PP

S9
SCCP
SCCS
SCF
SCGE
SD

Fluorescencni in situ hybridizace
High Melting Point (agarose)

Chinese hamster ovary cells

Interagency Coordinating Commitee on the Validation of Alternative

Methods

International Nomenclature of Cosmetic Ingredients
International Union of Pure and Applied Chemistry
Low Melting Point (agarose)

Metabolic Activation System

Micronucleus Test

Methylparaben

Kolorimetricky test pro méteni cytotoxicity s vyuzitim barviva
3-[4,5-dimetylthiazyol-2-yl]-2,5 difenyl tetrazolium bromid

No Observed Adverse Effect Level

Neutral Red

Neutral Red Uptake (3T3 NRU Cytotoxicity Assay)
Organisation for Economic Co-operation and Development
Olive Tail Moment

Parfum

Jaderny protein, transkripéni faktor

Phosphate buffered saline

Phytohaemagglutinine

Kyselina p-hydroxybenzoova

Propylparaben

Aktivacni metabolicka smés z jaterniho homogenatu savct
Scientific Committee on Consumer Products

Scientific Committee on Consumer Safety

Scientific Committee on Food

Single cell gel electrophoresis

Standard deviation

10



SzU

TCC

TCS

TG

US EPA
uv
YES/YAS

Statni zdravotni Gstav

Triclocarban

Triclosan

Test Guideline

United States Environmental Protection Agency
Ultrafialové zareni

Yeast Estrogen Screen/Yeast Androgen Screen
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Literarni uvod a prehled problematiky
Genotoxicita, jakozto kliCcovy aspekt v oblasti toxikologie, piedstavuje komplexni

téma, které zasahuje do Siroké Skaly biologickych procesti a ma vyznamny dopad na lidské
zdravi a zivotni prostfedi. Termin "genotoxicita" oznacuje schopnost latek zplsobit
poskozeni genetické informace v bunkéch, coz muze mit rizné dasledky, vEetné mutaci,

chromozomovych aberaci a karcinogeneze.

V soufasném pracovnim a zivotnim prostiedi, zatizeném neustdle rostoucim
poctem chemickych latek, je posouzeni genotoxickych uc€inkt stale naléhavéjsim ukolem v
oblasti ochrany vefejného zdravi, bezpecnosti spotiebitelli, pracovniho l1ékatstvi a ochrany
zivotniho prostiedi. RUzné latky, at’ uz pfirozené nebo antropogenni, mohou vyvolat

genotoxické U€inky a predstavovat potencidlni riziko pro organismy a ekosystémy.

Vyzkum v oblasti genotoxicity neustale poskytuje nové poznatky o mechanismech,
skute¢nych dopadech a ptistupech k hodnoceni genotoxickych rizik. Genotoxické ucinky
se mohou projevovat na riznych urovnich biologické organizace, od molekularnich zmén v

DNA az po cytogenetické poruchy a vyvoj rtiznych onemocnéni, v€etné onkologickych.

Etika a odpovédnost ve védeckém vyzkumu se stavaji klicovymi principy, zejména
pokud jde o testovani a hodnoceni bezpecnosti chemickych latek v kosmetickych
pripravcich. Natizenim Evropské unie (EC, 2009), které se tyka kosmetiky, bylo zakdzano
testovani kosmetickych ingredienci a kone¢nych produktli na zvifatech, coz zdlraznuje
pottebu hledat alternativni pfistupy pro posouzeni toxicity a bezpe¢nosti (Beken ef al.,
2016). Testovani chemickych latek, které vyvolavaji toxikologické obavy, na lidskych
dobrovolnicich pro koncové body toxicity, jako je genotoxicita, mutagenita a
karcinogenita, je eticky nepfijatelnym postupem. V tomto kontextu se uplatiuji
toxikologické metody in vitro jako kliCovy nastroj pro posouzeni bezpecnosti a rizik
spojenych s pouzivanim chemickych latek ve spotfebnich vyrobcich, véetné kosmetickych
pripravk. Nedavno byly navrzeny vhodné kombinace in vitro metod, které vyuzivaji
testovaci systémy lidského ptvodu, jako jsou lidské geny, receptory, proteiny, bunky a
tkané¢ (OECD, 2017). Tyto in vitro metody nejenze poskytuji spolehlivda a védecky

relevantni data, ale také umoznuji efektivni hodnoceni genotoxicity bez pouziti zvitat.
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Genotoxicita je jeden z nejkriti¢téjSich toxikologickych koncovych bodii a ma
velky vyznam pro vefejné zdravi, bezpecnost spotiebitelll a ochranu Zivotniho prostiedi.
Eticky zaklad védeckého vyzkumu je dale posilen principy 3R (Replacement, Reduction
and Refinement) definovanymi Russellem a Burchem v roce 1959. Tyto principy jsou
pevné zakotveny ve Smérici Evropského parlamentu a Rady EU 2010/63/EU o ochrané
zvitat pouzivanych pro védecké ucely, kterd podporuje hledani alternativnich metod k
testovani na zvitatech (Smérnice 2010/63). I pfes vyznamny pokrok ve vyvoji, validaci a
pouzivani alternativnich metod bez pouziti zvifat, komunita v oblasti regulace tradi¢né
preferuje pfistupy zalozené na zvifatech (Combes & Balls, 2014). Obtize spojené
s hodnocenim genotoxicity in vitro, vcetn¢ fyziologického pozadi indukce a propojeni

vysledki in vitro s podminkami in vivo, vedou k nizké akceptaci in vitro daji.

Prestoze nékteré testy in vitro byly jiz ptijaty pro regulacni ucely, jako je test
savéich chromozomovych aberaci (OECD TG 473), test mikrojader na sav¢ich bunkéch
(OECD TG 487) a bakterialni Amestuv test (OECD TG 471), stale existuje potieba
zdokonaleni a dal§iho vyzkumu. Kombinace vice validovanych in vitro testii s dostatecnou
senzitivitou a specificitou se ukazuje jako vhodny pfistup pro posouzeni genotoxicity
chemickych latek a spotfebnich vyrobkl. Jednotlivé metody in vitro mohou vykazovat
specifick¢é vyhody 1 omezeni, ale jejich kombinace muze zvysit citlivost hodnoceni
bezpecnosti (Bhagat, 2018). Dosud vSak Zzadny samostatn¢ pouzity test in vitro
neumoznuje detekci Siroké Skaly specifickych zmén ve struktufe DNA projevujicich se
jako nezadouci ucinky spojené bud’ s genotoxicitou, nebo mutagenitou (Nesslany, 2017).
Proto se aktudln¢ doporucuje pouzivat kombinace 2 nebo 3 validovanych in vitro testl
s dostate¢nou senzitivitou a specificitou. Chemické latky mohou byt vyhodnoceny jako
nevykazujici genotoxicky potencial, pokud jsou vSechny pouzité koncové body in vitro
jasné negativni, zatimco alespoil dva koncové body in vitro vykazujici pozitivni vysledky

mohou genotoxicky potencial predpovidat (EFSA, 2011).

V soucasné dobé jsou mezinarodni pracovni skupiny a organizace, véetné OECD,
EURL ECVAM, EPAA a ICCVAM, aktivné¢ zapojeny do podpory a validace
alternativnich toxikologickych metod. Hledaji se dalsi udaje k porozuméni toxikologickym
mechanismiim a vlastnostem chemickych latek, vcetné genotoxicity, s piesahem do

problematiky ADME - absorpce, distribuce, metabolismu a vylu¢ovani.
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Vzhledem k neustalému pokroku v oblasti vyvoje novych metodologii 1ze o¢ekavat,
ze budou k dispozici vysoce efektivni hodnotici metody a jejich kombinace in vitro, které

podpofi jejich SirSi vyuziti a poskytnou relevantni informace pro lidské zdravi.

Celosvétove se nazory a doporuceni v oblasti testovani genotoxicity promitaji do
legislativnich dokumentli a smérnic, jako jsou Natizeni Rady (ES) ¢. 440/2008, OECD
Overview of Genetic Toxicology Test Guidelines (OECD, 2017), zprava agentury ECHA o
pristupech bez pouziti zvitat (ECHA, 2017) a védecké stanovisko trfadu EFSA ke
strategiim testovani genotoxicity (EFSA, 2018). Tyto dokumenty poskytuji rdmec pro
regulacni hodnoceni a zajiStuji postupny piechod od tradi¢nich postupli zaloZzenych na

zvitatech k modernim, etickym a védecky relevantnim pfistuptim bez jejich pouziti.

Tato disertacni prace se bude podrobné zabyvat problematikou genotoxicity
ingredienci spotfebnich vyrobkli, chemickych konzerva¢nich latek pouZzivanych
v kosmetice a souvislostmi s legislativou, etickymi aspekty, vyvojem alternativnich metod

a jejich praktickou aplikaci.

Cilem prace je zkoumat genotoxické ucinky, které chemické latky mohou vyvolat,
a to s dirazem na mechanismy pusobeni a toxikologické metody in vitro. Kromé toho
prace poskytne komplexni pfehled soucasné situace a trendy v oblasti alternativnich metod
pro hodnoceni genotoxicity, které nabizeji efektivni ptistupy bez pouziti laboratornich

zvirat.

Hlubsi porozuméni genotoxickym ucinkiim, implementace modernich a etickych

postupit hodnoceni genotoxicity, které reflektuji aktualni védecky vyvoj a normy v oblasti

wevr

ochranu lidského zdravi a zivotniho prostiedi.
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2 Teoreticka ¢ast
2.1 Genotoxické ucinky

Deoxyribonukleova kyselina, zkracen¢ DNA, je zakladni molekulou genetické
informace ve vSech zivych organismech. Tato dvojit¢ Sroubovicova molekula nese
geneticky kod, ktery urcuje vyvoj, fungovani a dédi¢né vlastnosti organismi. DNA se
sklada ze dvou dlouhych fetézcti nukleotidl, které jsou propojeny spojovacimi mustky
tvofenymi pary bazi (adenin s thyminem, guanin s cytosinem). Tato komplexni struktura
DNA tvoii zaklad pro dédicnost a piendsi genetickou informaci z jedné generace na

druhou.

Chromozomy jsou struktury nesouci genetickou informaci v bunkéach zivych
organismt (Obrazek 1). V lidském téle se nachazi v jadie bunck. Kazdy zdravy ¢lovék ma
ve svych buiikach 46 chromozomu uspotfaddanych do 23 pard. Tyto chromozomy obsahuji
segmenty DNA - geny, které urcuji rizné vlastnosti a charakteristiky jedince. Béhem
bunécného déleni se chromozomy kopiruji a pienaseji na dal§i bunécné populace, coz
zajistuje predani genetické informace z jedné buiky na dalsi. Studium struktury a funkce

chromozomt je klicové pro pochopeni genetiky a dédicnosti v organismech.

Obr. 1: Stavba chromozomu (pievzato z: http://www.genetika-biologie.cz/chromozomy)
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Genotoxicitou se v toxikologii a genetice oznacuje schopnost chemickych latek,
fyzikélnich faktor nebo biologickych agens (jako jsou viry) zplsobovat poskozeni
genetické informace v buinikach organismu. Genotoxické latky mohou zplsobit zmény v
DNA, coz mize mit rtizné biologické dusledky, véetné mutaci, chromozomovych aberaci a
genetickych abnormalit, které mohou vést k aktivaci onkogenti a deaktivaci tumor
supresorovych genil. Tyto procesy prokazatelné¢ zvysuji riziko rozvoje rakoviny nebo
jinych degenerativnich onemocnéni (Ocadlikova er al., 2007). Genotoxicita muze
postihnout bunky bud’ pfimo, nebo nepiimo. Pfimé genotoxické vlivy piisobi na DNA a
mohou zptsobit jeji fyzikalni nebo chemickou zménu. Nepiimé genotoxické vlivy mohou
vykazovat latky, které maji genotoxicky uc€inek az po metabolické pieméné v buiice.
Znalosti z tohoto oboru jsou vyuzivany pii biologickém monitorovéani v oblasti prevence
nadorovych onemocnéni nejen u osob profesiondlné exponovanych mutagennim a
karcinogennim latkdm, ale i u osob ovlivnénych témito latkami z zivotniho prostiedi

(Rossner, 1996).

Hodnoceni genotoxicity je dilezitym krokem v procesu hodnoceni bezpecnosti
chemickych latek, spotfebnich vyrobki, 1é¢iv, potravin a dalSich latek, kterym jsou
organismy potencidln¢ exponovany. Identifikace genotoxickych latek a pochopeni

mechanismd, jimiz pusobi, pfispiva k ochran¢ vefejného zdravi a zivotniho prosttedi.

Piimé mutageny maji schopnost piimo plsobit na DNA a zplsobovat jeji
poskozeni. Piikladem jsou alkylacni Cinidla, kterd mohou ménit strukturu bazi v DNA.
Ionizujici zareni, jako je rentgenové zafeni a gama zafeni, mohou pfimo interagovat s
DNA, zptsobovat zlomy nebo pifimé zmény v nukleotidové sekvenci. Nepiimé mutageny
samy o sobé nejsou mutageny, ale mohou byt metabolizovany v bunice na mutagenni
slouceniny. Ptikladem mohou byt prekurzory aromatickych amini. K napodobeni situace
in vivo se doporucuje zatazovat pti testovani in vitro metabolicky aktivacni systém (MAS)
(Tice et al., 2000; Nesslany, 2017). NejbéznéjSim systémem pouzivanym pro metabolickou
aktivaci je frakce S9, pfipravovand tradicné z jater hlodavcii, ale v soucasnosti jsou
komeréné dostupné i lidské frakce S9 (EFSA, 2011; Hong et al., 2018). Ultrafialové (UV)
zéateni ze slunecniho svétla nepfimo plsobi na DNA tim, ze vytvaii tzv. pyrimidinové

dimery, coz jsou strukturalni zmény v DNA.
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Chromozomové poskozeni miiZze nastat pii pusobeni mutageni, coz jsou latky nebo
faktory schopné zpusobit genetické zmény v DNA. Diisledky poskozeni chromozomt jsou
mutace, coz jsou trvalé genetické zmény v nukleotidové sekvenci. Pfimo nebo nepiimo
zpuisobené poskozeni chromozomti miize vést k abnormalitdm v jejich struktufe. Sem patii
mutace zpusobené deleci (Obrazek 2), duplikaci (Obrazek 3), inverzi (Obrazek 4),
translokaci (Obrazek 5) nebo vznikem prstencitého chromozomu (ring) (Obrazek 6),
projevujici se jako chromozomové aberace. Nékteré mutageny mohou zpusobit genetické
zmeény, které nasledné vedou k nekontrolovanému bujeni bunék, coz je charakteristické pro
nadorovy rust. Studium genotoxicity a pochopeni mechanismu, které vedou k poskozeni
chromozomt, je klicové pro posouzeni bezpecCnosti latek a prevenci rizik spojenych s

expozici mutagentim.

Obr. 2: Schématicky nakres delece (pfevzato z

https://medlineplus.gov/genetics/understanding/mutationsanddisorders/structuralchanges/)

Obr. 3: Schématicky nakres duplikace (pfevzato z
https://medlineplus.gov/genetics/understanding/mutationsanddisorders/structuralchanges/)
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Obr. 4: Schématicky nakres inverze (pfevzato z
https://medlineplus.gov/genetics/understanding/mutationsanddisorders/structuralchanges/)

Obr. 5: Schématicky nakres translokace (pfevzato z
https://medlineplus.gov/genetics/understanding/mutationsanddisorders/structuralchanges/)

Obr. 6: Schématicky nakres prstencitého chromozomu (ring) (pievzato z
https://medlineplus.gov/genetics/understanding/mutationsanddisorders/structuralchanges/)
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2.2 Dostupné in vitro pristupy pro testovani genotoxicity

Testovaci baterie navrzend pro pocatecni screening genotoxického potencialu by
méla umoznit detekei tfi dilezitych genotoxickych koncovych bodi, tj. genovych mutaci,
strukturdlnich chromozomaélnich aberaci (klastogenity) a numerickych zmén v poctu
chromozomt (aneuploidie) (EFSA, 2011). Pouziti in vitro systému je obecné povazovano
za uziteCné a je zahrnuto do aktualizovanych Smérnic OECD pro testovani genotoxicity,

jako naptiklad OECD TG 489 (In vivo sav¢i alkalicky kometovy test).

Nejbéznéji pouzivané metody hodnoceni genotoxického potencidlu latek in vivo s
moznym zahrnutim testovacich systému in vitro jsou uvedeny nize na zéklad¢ jejich

hlavniho koncového bodu genotoxicity:
Genové mutace:

e Testy genovych mutaci somatickych a zarode¢nych bunék transgennich

hlodavcti (OECD TG 488).

Poskozeni chromozomii:

e Test mikrojader savcich erytrocytti (CMT) (OECD TG 474),
e Test chromozomovych aberaci kostni dfen¢ savcii (CA) (OECD TG 475).

Primarni poskozeni DNA:

o Alkalicky in vivo kometovy test na sav¢ich bunikach (CMT) (OECD TG 489)

Mutace:

o Test bakteridlni reverzni mutace u Salmonella typhimurium a Escherichia coli
(Amesuv test) (OECD TG 471),

e [n vitro test mutace genu na sav¢ich bunkach (OECD TG 476),

e [nvitro testy genovych mutaci s pouzitim tk lokusu (OECD TG 490).
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Chromozomove aberace:

e [nvitro test savCich chromozomovych aberaci (CA) (OECD TG 473),

e [nvitro test mikrojader sav¢ich bunck (MN) (OECD TG 487) (klastogenita),

e [n vitro alkalicky kometovy test na sav€ich bunikdich (CMT) (provadény na
testovacim systému in vitro, v souladu s OECD TG 489) (chromozomalni

zlomy).

2.3 Kombinace metod doporucenych pro testovani genotoxicity /

mutagenity / karcinogenity

Kombinace testii pro screening karcinogenity byla navrzena jiz v roce 1974 (Stoltz
et al., 1974). V nedavné dob¢ bylo v odbornych publikacich zminéno, ze kombinace
Amesova testu, in vivo testu mikrojader (MN), in vivo testu chromozomovych aberaci
(CA) a kometového testu (CMT) zvySuje citlivost testovaci baterie navrzené pro detekci
karcinogenii (Kang ef al., 2013a; Kim & Margolin 1999; Morita et al., 2016). Alternativné
se také uvadi, ze kombinace Amesova testu a in vivo MN, nebo kombinace testt MN a
CMT vykazuji slibnou citlivost (Shelby & Zeiger 1990; Recio et al., 2010; Vasquez, 2010;
Kang et al., 2013a). Signifikantni citlivost byla popsana pii pouziti kombinace in vivo
CMT (90 %) a in vitro CMT (86,9 %), in vivo MN + in vivo CA (88,6 %), in vivo MN +
in vivo CMT (92,5 %), in vitro CMT + in vivo MN (95,6 %) (Bhagat, 2018; Kimura et al.,
2013). Nejvyssi citlivost byla pozorovana u kombinace in vivo CMT + in vivo CA (96,7 %)
(Bhagat, 2018; Madrigal-Bujaidar et al., 2008; Pfuhler et al., 2009; Bowen et al., 2011).
Obecny vyvoj toxikologického testovani, provadéného podle principi 3R, umoziuje
zahrnuti vyhradné in vitro koncovych bodli ve vhodnych kombinacich do testovacich
baterii bez pouziti laboratornich zvitat. Nelze ocekavat, ze by jediny samostatny in vitro
test pfedpovidal vSechny klicové udalosti, které mohou potencialné vést k pretrvavajici
genotoxicité a/nebo mutagenité. Proto by méla kombinace in vitro testl zahrnovat testy s
dostate¢nou citlivosti (aby se zabranilo faleSn¢ negativnim vysledkim) a specificitou (aby
se predeslo falesné pozitivnim vysledkim). Standardni baterie in vitro genotoxickych testu,
doporucena pro regulacni ucely, by méla zahrnovat 2 nebo 3 standardizované ¢i validované
metody s alespon jednim testem na bakteriich a jednim testem na bunécnych kulturach

(Nesslany, 2017).
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V ptipadé dermalni expozice se dirazn¢ doporucuji exkluzivni ptistupy in vitro,
nebot’ jsou jedinymi dostupnymi testovacimi piistupy pro testovani kosmetiky a
kosmetickych ptisad. V piipadé kosmetickych ingredienci by hodnoceni potencialu
mutagenity, které bude pfipojeno k nafizeni (ES) €. 1223/2009, mélo zahrnovat testy
poskytujici informace o tfech genotoxickych koncovych bodech, tj. mutagenitu na genové
urovni, poskozeni chromozomi a/nebo prestavby (klastogenitu) a numerické

chromozomov¢ aberace (aneuploidii).

Evropsky védecky vybor pro bezpecnost spotiebitelli doporucil dva testy pro

zékladni testovani kosmetickych ingredienci:

e Bakteridlni test reverznich mutaci (OECD 471) jako test zahrnujici genové
mutace,
e [n vitro test mikrojader (OECD 487) jako test na strukturdlni chromozomové

aberace (klastogenicita) i numerické chromozomové aberace (aneugenicita).

Potvrzujici nebo podpirné dikazy lze ziskat pomoci testl detekujicich primarni

poskozeni DNA, jako je napt. alkalicky kometovy test (Kirkland ez al., 2011).

2.4 Legislativni problematika testovani genotoxicity / mutagenity /

karcinogenity u kosmetickych ingredienci a kosmetickych pripravkii
Testovani kosmetickych ingredienci a findlnich kosmetickych ptipravkll na
zvitatech je v Evropské unii zakdzano pro vSechny toxikologické ucely od roku 2013.
Naftizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 ze dne 30. listopadu 2009 o
kosmetickych pfipravcich (déle jen ,,Nafizeni*) poskytuje seznam ingredienci zakazanych
pro pouziti v kosmetice (Pfiloha II) nebo schvalenych/povolenych pouze pro omezené
pouziti (Ptilohy III, IV, V, VI). Seznam kosmetickych ingredienci s dostate¢né popsanymi
toxikologickymi vlastnostmi neni k dispozici a v souladu s Nafizenim maji osoby
odpovédné za uvadéni kosmetického ptipravku na trh v EU povoleno pouzit konkrétni
ingredienci, pokud bylo provedeno hodnoceni bezpecnosti podle Piilohy I, které musi byt k

dispozici na vyzadani regulacnim organitim.
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V obecné roviné predstavuji finalni kosmetické pfipravky smési mnoha ingredienci.
Predmétem hodnoceni bezpecnosti je pfitomnost a toxikologické vlastnosti kazdé
individualni ingredience. Né&které ingredience vSak mohou byt slozeny také z mnoha
individudlnich slozek ptivodem z pfirodnich a biologickych extraktli nebo biologickych
tekutin. Toxikologické vlastnosti kombinované smési, jako je kosmeticky piipravek, zavisi
nejen na vlastnostech jednotlivych slozek, ale také na jejich kombinovanych interakcich, i
kdyz jsou jednotlivé slozky pouzité v koncentracich, které je mozno povazovat za
bezpecné, a dale na biodostupnosti, typu a frekvenci expozice. Biologické tucinky
kosmetického ptipravku mlze ovlivnit mnoho faktori, jako je povaha vyroby, biologicka
variabilita, nestandardizovand kvalita, stabilita nebo ruzny piivod pfirodnich slozek
(naptiklad pfirodnich extraktl, rostlinnych ingredienci, esencialnich olejl, biologickych
tekutin atd.). Pfirodni produkty mohou vykazovat variabilitu mezi jednotlivymi Sarzemi v
zévislosti na rocnim obdobi, plivodu rostlin atd. Pouziti nepiimych distribucnich kanali
muze bohuzel umoznit vstup nekvalitnich vyrobkli na maloobchodni trh. Podrobné
informace o mnoha chemickych latkach jsou vetejné dostupné v Registracnich slozkach na
webovych strankach Evropské agentury pro chemické latky (ECHA). Seznam
kosmetickych ingredienci je uveden v kosmetické nomenklatuie podle INCI
(tj. Mezinarodni nomenklatura kosmetickych ingredienci), kterou lze vyhledavat podle
nazvu nebo Cisla v evropské databazi Coslng (Databaze kosmetickych ingredienci,

https://ec.europa.eu/growth/ sectors/cosmetics/cosing_en).

Na obalu kosmetického piipravku jsou jednotlivé slozky setazeny sestupné podle
jejich procentudlniho rozlozeni ve finalnim objemu (naptf. hmotnost/hmotnost nebo
objem/objem podle typu pevného nebo kapalného kosmetického piipravku). VéEtSina
toxikologickych udajii o chemickych latkach byla historicky generovdna na in vivo
modelech a ve studiich, které nemusi byt plné relevantni pro ¢lovéka, zejména v oblasti
toxikokinetiky a toxikodynamiky, metabolismu, systémové toxicity, ale 1 genotoxicity,

mutagenity nebo karcinogeneze.
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3 Experimentalni ¢ast
Cilem experimentalni c¢asti doktorského projektu bylo zhodnotit genotoxicky

potencial vybranych latek prostfednictvim baterie in vitro toxikologickych metod bez
pouziti laboratornich zvifat, co nejvice relevantnich k ¢lovéku. Vyzkum reaguje na vyzvu
Evropské komise k poskytnuti idajii screeningu mozného genotoxického potencialu
vybranych latek. Zvlastni pozornost byla vénovana in vitro alkalickému kometovému testu
(CMT), provadénému na riznych bunéénych liniich, a in vitro testu savcich
chromozomovych aberaci (CA) na lidskych perifernich lymfocytech podle metodiky
OECD TG 473. V ramci in vitro kometového testu byly zvoleny bunécné linie HaCat a
SVK14, coz jsou nenadorové lidské keratinocyty, a mysi embryondlni fibroblasty
NIH/3T3. Pro test chromozomovych aberaci byly pouzity lymfocyty periferni krve od
zdravého dérce (zdravy nekurdk, nepijici alkohol, ktery nebyl vystaven zafeni, infekci nebo
medikaci méné¢ nez jeden meésic pied datem odbéru). Selekce bunécnych linii byla
motivovdna potiebou ziskat komplexni a srovnatelnd data pii hodnoceni genotoxického
potencialu latek na riznych typech bunék s potencidlné riznymi regulacnimi mechanismy.
Tato experimentalni ¢ast disertatni prace ndm umoznila aplikovat a optimalizovat in vitro
toxikologické metody na konkrétnich bunéénych modelech, a tim ziskat relevantni data k
posouzeni genotoxického potencidlu testovanych latek. Metodologie a vysledky byly
podrobné diskutovdny a interpretovany, s cilem piispét k lepSimu pochopeni

genotoxickych u€inkli chemickych latek a spottebnich vyrobki.

3.1 Metodika

3.1.1 In vitro test sav¢ich chromozomovych aberaci
In vitro test savCich chromozomovych aberaci je kratkodoby in vitro test

mutagenity umoziujici detekci chromozomovych abnormalit (strukturdlnich a
numerickych aberaci) v savCich (lidskych) bunkach pomoci optického mikroskopu
(Rossner, 1996). Lze pouzit jak kultury stabilizovanych bunéénych linii, tak primarnich
bunc¢k, napt. bunky ¢inského kiecka nebo lidské lymfocyty. Po expozici testované latce s
pouzitim 1 bez pouziti vhodného metabolického aktiva¢niho systému (detekce pfimych 1
nepfimych mutagentl) se na bunécné kultury ptasobi mitotickym jedem, napft. kolchicinem,
aby doslo ke kumulaci délicich se bun¢k (C-metafaze). Buniky jsou nasledné laboratorné

zpracovany a jsou z nich pfipraveny mikroskopické preparaty, které jsou obarveny
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vhodnym barvivem. Dobfe rozprostiené metafdzické buiniky jsou analyzovany na

pfitomnost chromozomovych aberaci.

Metoda slouzi k biologickému monitorovani profesionalné¢ exponovanych
pracovniki mutagennim nebo karcinogennim latkdm (napf. zaméstnanci laboratofi
pracujici s cytostatiky), nebo se pouziva pro testovani chemickych latek z hlediska jejich
genotoxicity, a pravé tuto modifikaci testu jsme pouzili pro studium genotoxicity u
ingredienci spotifebnich vyrobkl. Poskozeni genetického materidlu buiky (DNA),
analyzované jako chromozomové aberace, je projevem biologického efektu genotoxickych

faktorti (Rossner, 1996; Ocadlikova et al., 2007).

3.1.1.1 Lidské periferni lymfocyty
Lymfocyty patii mezi bil¢é krvinky — leukocyty, tedy bunky vykonavajici v

organismu imunitni funkce, a fadi se k agranulocytim (spolecné s monocyty a makrofagy).

V perifernim ob&hu pievladaji malé lymfocyty, které maji primér 6 — 8 um.

Z celkového mnozstvi cirkulujicich leukocytl periferni krve tvoii lymfocyty
20 — 45 % a jsou v nich obsaZeny mitochondrie 1 proteosynteticky aparat. Jadro, které ma

kulovity tvar a prakticky vypliiuje celou buiiku, se intenzivné barvi (Koc¢arek et al., 2010).

Lymfocyty vznikaji z lymfoidni pluripotentni bunky v kostni difeni a jejich
diferenciace se uskuteciiuje v primarnich imunitnich organech: thymu a kostni dfeni, podle
toho nazvy T a B lymfocyty. Ve svételném mikroskopu nelze rozdil mezi témito buiikami
rozeznat. VétSina lymfocytl Zije nékolik mésici. Vyjimkou jsou pouze tzv. pamétoveé
bunky, které¢ vznikaji z T lymfocyti nebo B lymfocyti, ty jsou schopny ptezivat po cely
zivot jedince (Penka et al., 2001).

3.1.1.2 Kultivace krve
Lymfocyty periferni krve od zdravého dérce byly kultivovany v kultivaénim médiu

RPMI-1640, které obsahuje L-glutamin, NaHCO; (vSe od Sigma-Aldrich), a je doplnéno
10% tepelné inaktivovanym bovinnim sérem (Bioveta, Ceska republika) a stimulatorem
bunécného déleni phytohaemagglutininem (PHA) pii 37 °C. Proces kultivace probiha

v 12,5 cm? lahvich pro tkanové kultury Falcon.

24



Test provadény za podminek in vitro vyzaduje pouziti exogenniho zdroje
metabolického aktivacniho systému (MAS), byly tedy paraleln¢ provedeny dvé verze testu
(). s nebo bez metabolické aktivacni stimulace), podle testovacich pokyni OECD TG 473.
Jako exogenni zdroj MAS byla pouzita kofaktorem doplnénd postmitochondridlni frakce
S9, pfipravend z jater hlodavct (potkani Wistar) (pfiprava Statni zdravotni ustav, Projekt

pokusii & MZDR 37519/20019-4/0VZ).

Ctyficet osm hodin po zahajeni kultivace byla k buiikdm pfidana testovana latka na
dobu 4 hodin (s MAS a bez MAS). Soucasné jsou v experimentu aplikovany pozitivni
kontroly thio-TEPA 10°M (Sigma-Aldrich), pfimy mutagen bez MAS, a cyklofosfamid
10*M, nepiimy mutagen s MAS (Cytoxan, Bristol-Myers Squibb, USA). Jako negativni

kontrola bylo pouzito kultivaéni médium.

Po 4 hodinéach byla kultura dvakrat promyta médiem RPMI-1640 bez séra, aby se
odstranila testovana latka. Nasledn¢ byly builky opét nasazeny do kultivac¢nich lahvi s
kompletnim kultivaénim médiem a kultivovany po dobu 24 hodin pii 37 °C. Dv¢ hodiny
pfed ukoncenim kultivace byl ke vzorkim pfidan kolchicin (Sigma-Aldrich) jako latka

zastavujici bunécné déleni v metafazi.

Pro ptipad negativniho vysledku (v pfitomnosti i za absence MAS) probiha
kontinualni experiment bez pouZiti metabolické aktivace a testovana latka je ke kultufe
aplikovana na interval 1,5 nédsobku normdalniho bunétného cyklu, coz odpovida dobé

priblizn€ 26 hodin.

Dvé hodiny pied ukoncenim kultivace byl ke vzorkliim opét pfidan kolchicin

(Sigma-Aldrich) jako latka zastavujici bunécné déleni v metafazi.

3.1.1.3 Zpracovani krve
Po procesu kultivace, jehoz celkova doba byla 76 hodin (v ptipad¢ druhého testu 74

hodin, nebot’ se testovana latka inkubuje s kulturou 26 hodin), byly bunky pielity do
plastovych zkumavek a zpracovany oddélené pomoci hypotonie, fixace a barveni 5%

Giemsa-Romanowski (Hungerford, 1965).
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Hypotonie

Zkumavky s bunéfnou kulturou byly -centrifugovany 3 minuty pii 2000
otaCkach/min. Supernatant byl odstranén a k buiitkdm byl na dobu 10 minut pfidan
hypotonicky roztok, 0,55% KCI v deionizované vodé, teplota 37 °C. Tento proces probiha

pii pokojové teploté a slouZzi k odstranéni erytrocytt z kultury.

1. fixaéni roztok — Ibrainuv roztok

Ibrainliv roztok se aplikuje na bunécénou kulturu jako prvni fixace a je tvofen
deionizovanou vodou, kyselinou octovou a metanolem. Po pfiliti fixa¢niho roztoku (4 °C)
k buiikkam byla provedena centrifugace (3 minuty; 2000 otacek/min). Sliti supernatantu a

dukladna resuspendace sedimentu byla provedena po kazdé centrifugaci.

Ibrainuv fixa¢ni roztok:

Latka / roztok MnoZstvi Priprava, skladovaci podminky

Deionizovand voda 92 ml Latky se smichaji a vysledny roztok

je vychlazen na 4 °C. Je uréeny
Kyselina octova 5ml k pfimému pouZiti.

Metanol 3ml Neuchovava se.

2. fixacni roztok

Jako druhy fixa¢ni roztok byl pouzit vychlazeny metanol (4 °C) a po jeho aplikaci

byla opét provedena centrifugace po dobu 3 minut pii 2000 otackach/min.

3. fixaéni roztok

Posledni, tedy 3. fixacni roztok (4 °C) je tvofen metanolem a kyselinou octovou
(3:1). Latky byly smichany v potfebném mnozstvi dle piedepsaného pomeéru, vysledny
roztok je urCen k pfimému pouziti a neuchovava se. Po piiliti k bunééné kultufe byla

provedena centrifugace (3 minuty, 2000 otacek/min).

26



3. fixaéni roztok:

Latka / roztok MnoZzstvi Priprava, skladovaci podminky

Metanol 3 dily Latky se smichaji a vysledny roztok

je vychlazen na 4 °C. Je uréeny
k pfimému pouZziti.

Kyselina octova 1 dil o
Neuchovava se.

3.1.1.4 Aplikace vysledné suspenze
Pfedmytd podlozni skla, na kterd se kape vysledna bunécna suspenze, byla

uchovavana v chromsirové smeési. Pred pouzitim byla sklicka jednotlivé promyta pod

tekouci vodou, nalozena do destilované vody a vychlazena v chladnicce (4 °C).

Po sliti supernatantu ze zkumavek je nutné sediment opét dobfe promichat pipetou
a nakapat 4 — 6 kapek na mokré, vychlazené podlozni sklo. Od kazdé kultury byla takto

pfipravena 2 podlozni sklicka.

3.1.1.5 Barveni preparati
SuSeni preparatti probihd volné na vzduchu a poté jsou obarveny 5% roztokem

Giemsa — Romanowski (Merck).

Slozeni barviciho roztoku:

Latka / roztok MnoZzstvi Priprava, skladovaci podminky

Destilovana voda 80 ml

) Latky se smichaji a vysledny barvici
Sorensentv pufr, 4 °C 15 ml roztok je uréeny k pfimému pouziti.

. Neuchovava se.
Giemsa —

Romanowski > ml

Oznacena podlozni sklicka byla naskladana do sklenénych kyvet a az po okraj
prelita barvicim roztokem. Proces barveni trva 5 minut, nasledné byly preparaty dikladné

oplachnuty pod tekouci vodou.
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Sorensentiv pufr (pH 6,8) sloZeni:

Latka / roztok MnoZzstvi Priprava, skladovaci podminky

],376 g KH>PO4

roztok A / 400 ml deionizované vody

Roztoky se smichaji a uchovavaji se

pti 4 °C v chladnicce.
5,52 g Na,HPO, . 12 H,O

roztok B / 600 ml deionizované vody

3.1.1.6 Mikroskopicka analyza
Buniky nachéazejici se v metafdzi bunéného cyklu (alespoit 200 dobie

rozprostienych metafazi se 46 + 2 centromerami, viz Obrazek 7) byly mikroskopicky
analyzovany na pfitomnost chromozomovych a chromatidovych aberaci, pfi
tisicindsobném zvétSeni a za pouziti imerzniho oleje pro fluorescenci, jak zndzoriuje

Obrazek 8.

Obr. 7: Dobfe rozprostfené metafaze na preparatu pii stonasobném zvétSeni (fotografie autora)
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Obr. 8: Metafaze pfi tisicinasobném zvétseni (fotografie autora)

Posuzuji se nasledujici jevy:

Pteruseni celistvosti jedné nebo obou chromatid, pfi¢emz je mezera pierusené
chromatidy stejnd nebo mensi nez je jeji Sitka, se nazyva Gap. Gapy byly
zaznamenany samostatn¢ a nebyly zahrnuty do celkové frekvence aberaci.
Jako chromatidovy zlom je hodnoceno poruseni kontinuity jedné nebo obou
chromatid, pokud je mezera pterusené chromatidy vétsi nez jeji Sitka (Obrazek
9), nebo pokud je fragment dislokovany mimo osu chromatidy. Chromatidové
zlomy mohou byt jednoduché nebo dvojité.
Chromatidové vymény (symetrické, asymetrické), jak doklada Obrazek 10.
Chromozomové vymény:

— dicentricky chromozom,

— translokace,

— prsténcity chromozom (ring).

Fragmentace, neboli rozpad celého chromozomu (Obrazek 11).
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Obr. 9: Jednoduchy chromatidovy zlom pii tisicindasobném zvétSeni (fotografie autora)

Obr. 10: Asymetricka chromatidova vyména pfi tisicindsobném zvétSeni (fotografie autora)
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Obr. 11: Fragmentace chromozomt pfi tisicinasobném zvétseni (fotografie autora)

Bylo hodnoceno procento bunck se strukturdlnimi chromozomalnimi aberacemi.
Alespoil dvojnasobné zvyseni poctu aberantnich bunék ve srovnani s negativni kontrolou
bylo kritériem pro stanoveni pozitivniho vysledku vcetné zvySeni poctu bunék s

chromozomalnimi aberacemi souvisejiciho s koncentraci testované latky.

e Endoreduplikace, neboli jev, kdy homologni chromozomy lezi tésné u sebe,
se zaznamenava, ale pfi vyhodnoceni se nepocita do aberaci.

e Dale se pouze zaznamenavaji ptipadné polyploidni buiiky, u kterych je pocet
centromer vyssi nez 3 a vicenasobek haploidni sady (23 chromozomii), nebo

aneuploidni buiiky, kde je vyssi nebo nizsi pocet chromozom nez 46.

Ackoliv je ucelem testu odhalovani strukturdlnich chromozomovych aberaci, je
rovnéz dulezité zaznamenat piipadné polyploidie ¢i endoreduplikace, a zaroven je také

nutné evidovat zjiSténou cytotoxicitu v experimentalnich i1 kontrolnich kulturach.
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Neanalyzuji se:

e Spatné obarvené Ci pfebarvené metafaze,

e metafaze s nedostatecn¢ odd€lenymi chromatidami,

e prometafiazické chromozomy,

e pozdni metafidze (kdyz jsou chromatidy v centromeie od sebe oddéleny),

e nedostate¢né rozprostiené chromozomy v  metafdzich (ptekryvani
chromozomti),

e splyvajici metafaze (slouceni chromozomu z vice metafazi),

e mechanické poSkozeni chromozomul/metafazi (vzniklé pii zpracovani vzorkl
nebo poskrabanim natéru),

e metafaze, které maji jiny pocet centromer nez 46 + 2 (aneuploidie se pouze

zaznamena, jev lze spolehlivé odlisit jen metodou FISH).

3.1.2 Alkalicky kometovy test in vitro
Kometovy test neboli alkalickd varianta jednobunééné gelové elektroforézy

(alkaline Single Cell Gel Electrophoresis — SCGE) je citliva technika, umoznujici detekci
fragmentt DNA na trovni jednotlivych bun¢k (Obrazek 12). Principem metody je odlisna
migrace DNA a jejich fragmentl v elektrickém poli. Buriky jsou po inkubaci s testovanou
latkou podrobeny plisobeni lyza¢niho roztoku, jehoz vlivem dochazi k odstranéni membran
a vetSiny proteinl z bunék. V alkalickém prostiedi nastava denaturace DNA, kterd se pfi
nasledné elektroforéze uvoliiuje z jadra a jako anion migruje ke kladné elektrods. Cim
vetsi je pocet zloml v DNA, tim vEtsi mnozstvi ji vycestuje z jadra. Po vhodném obarveni
fluorescen¢ni sondou ptipominaji sledované objekty komety (Obrazek 13 a 14), které
obsahuji neporusenou DNA v hlavé a poskozenou DNA v ocasu. Na mikroskopickém
preparatu 1ze mnozstvi zlomi kvantifikovat pomoci softwaru CometScore (Obrazek 15) a
nasledn¢ statisticky vyhodnotit. Mezi nejCastéjSimi parametry, které jsou vyhodnocovany,
je Olive tail moment (OTM), procentualni podil DNA v hlavé komety nebo v jejim ocasu.
Metoda byla pouzita na bazi OECD TG 489 s modifikacemi pro in vitro test, tj. s vyuzitim
lidskych nenddorovych bunéénych linii odvozenych od lidskych keratinocyti (HaCaT a
SVK14 zakoupenych v ATCC, USA (Jiravova et al, 2016) a mySich embryonalnich
fibroblastit NIH/3T3 (ECACC, UK).
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Cells mixed with low melting
agarose at 379C (LM Agarose)

Immuobilize cells on
CometSlide CometSlide™

Treat cells with Lysis Solution
(removes membranes and
histones from the DMNA)

Alkaline electrophoresis
performed {reveals DNA breaks)

Samples treated with alkali Samples stained with intercalating dye and
(unwinds and denaturas DNA) visualized by epifluorescence microscopy.

Obr. 12: Schematické znazornéni priubéhu experimentu s vyuzitim metody kometové

analyzy.(pfevzato z https://www.creative-bioarray.com/Services/In-Vitro-Comet-Assay.htm)
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3.1.2.1 Priprava podloZnich skli¢ek
Prvnim krokem byla pfiprava mikroskopickych podloznich sklicek, ktera byla

potazena vrstvou 1% HMP agar6zy (agardza s vysokym bodem tani) v destilované vod¢ a
poté byla umisténa do susarny, kde byla ponechana po dobu 30 min pii teploté¢ 60 °C.
Nésledné byl aplikovan 1% roztok HMP agarozy v 1xPBS, 85 pl na kazdé podlozni
sklicko. Poté byla mista s aplikovanou HMP agar6zou ihned piekryta krycimi sklicky.
V chladnicce (pti 4 °C) se urychlilo tuhnuti gelu.

3.1.2.2 Inkubace bunék
Buriky byly inkuboviny v DMEM (Merck, Germany), v 75 cm? lahvich (Greiner

Bio-ONE), s testovanymi vzorky nafedénymi v DMEM s vysokym obsahem glukozy
(DMEM s 4500 mg/l glukozy, L-glutamin, pyruvat sodny a hydrogenuhli¢itan sodny,
Sigma-Aldrich) bez fetdlniho bovinniho séra (FBS), aby byly ziskdny vybrané
necytotoxické koncentrace (pg/ml) (37 °C, 5 % COz). Jako pozitivni kontrola byl na
bunécénou kulturu aplikovan 0,1% H20, v 1xPBS po dobu 15 minut pii 4 °C. Bunécna
kultura v kultivaénim médiu (DMEM) slouzila jako negativni kontrola.

Po inkubaci byly buiiky oplachnuty roztokem 1xPBS (100 pl na jamku) a nasledné
sklizeny trypsinizaci, pomoci 50 pl enzymu TrypLE™ Express Enzyme (1x, bez fenolové
cervené; Gibco, ThermoFisher Scientific, USA) aplikovaného na dobu £+ 10 minut, pii
37 °C. Pro zastaveni trypsinizace bylo aplikovano 100 ul DMEM + 10 % v/v FBS (VWR,
USA).

3.1.2.3 Smichani bunécné suspenze s LMP agaro6zou
Sklizena bunécénd suspenze byla pfemisténa do centrifuga¢ni zkumavky a byla

provedena centrifugace (3 min, 1500 otd¢ek/min). Nasledn¢ bylo z bunécného peletu
odebrano 25 pl a resuspendovano v 85 pl 1% roztoku agardzy s nizkou teplotou tani
(LMP) (Molecular Biology Grade; Qbiogene, MP Biomedicals, USA) temperovaného na
37 °C. Vysledna husta agar6zova suspenze (85 ul) byla napipetovana na predem potazena

mikroskopicka sklicka a rychle ptikryta krycimi sklicky.
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3.1.2.4 Lyzace
Po ztuhnuti gelu/agarézy (cca 15 minut) byla kryci sklicka odstranéna a podlozni

sklicka, s buitkami fixovanymi v agardze, byla ponofena do lyza¢niho pufru s 1% Triton™
X-100 (Merck) ptfi 4 °C na 60 minut, jehoz vlivem dochazi k odstranéni membrany a
vetSiny proteint z bunék.

Nejprve byl pfipraven zasobni roztok lyza¢niho pufru, do kterého byl v den
experimentu pfidan 1 ml Triton™ X-100 na 100 ml zasobniho roztoku. Vysledny roztok
byl pied pouzitim vychlazen na 4 °C.

SloZeni lyza¢niho pufru: 2,5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris a 1% Triton™
X-100, pH 10, 4 °C. Vysledna hodnota pH se upravi pomoci NaOH.

Lyzaéni pufr — zasobni roztok 1000 ml:

Latka / roztok Mmnozstvi na 1000 ml Priprava, skladovaci podminky
2,5M NaCl 146,40 g

Latky se doplni deionizovanou vodou
100mM EDTA 37,20 ¢ na objem 1000 ml.

Pomoci NaOH se upravi pH na
10mM Tris 1,21¢g vyslednou hodnotu pH 10.

Uchovava se pii pokojové teploté.
NaOH +82¢g

3.1.2.5 Elektroforéza
V den pokusu byl ptipraven alkalicky elektroforeticky pufr (2000 ml) ze zasobnich

roztokl a vychlazen na 4 °C. Po lyze bun¢k byla sklicka promyta destilovanou vodou.
Dalsim krokem bylo umisténi sklicek do elektroforetické vany (Sub-Cell Model 192 Cell,
2000 ml) a jejich ponotfeni do dostatecného objemu chlazené¢ho (4 °C) alkalického
elektroforetického roztoku (300mM NaOH a ImM EDTA, pH > 13) na 40 minut.
Nasledné byla provedena elektroforéza za podminek 0,8 V/cm a 350 mA, 20 min, pfi 4 °C.
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Elektroforetické zasobni roztoky:

Latka / roztok MnoZstvi Priprava, skladovaci podminky

10N NaOH 200 g/ 500 ml destil. vody ) L
200mM EDTA je mozné skladovat

L max. 2-3 tydny.
200mM EDTA 7,4448 g/ 100 ml deioniz. vody

Elektroforeticky roztok (v den experimentu):

Latka / roztok MnoZstvi Priprava, skladovaci podminky

10N NaOH 60 ml Roztoky v pfedepsaném mnoZstvi
doplnit do 2000 ml deioniz. vodou a

200mM EDTA 10 ml promichat. Uchovavat pti 4 °C.

3.1.2.6 Neutralizace
Po elektroforéze byla sklicka opatrné pfenesena do sklenénych kyvet a peclivé

promyta (dvakrat 5 minut) neutralizacnim pufrem (0,4M Tris; pH 7,5; 4 °C) a osusena.

Neutraliza¢ni pufr (Tris), zdsobni roztok 1000 ml:

Latka / roztok MnoZzstvi na 1000 ml Priprava, skladovaci podminky

0,4M Tri 48,5
, 1is g Pomoci HCl se upravi pH roztoku na

hodnotu pH 7,5.
HCI

Uchovava se pii pokojové teploté.

. i Roztok ma nestabilni pH.
H;0 deionizovana p

3.1.2.7 Barveni
Po neutralizaci byly preparaty obarveny fluorescenénim barvivem SYBR Green I

concentrate (10000xDMSO; Merck; fedéni dle navodu 1:10 000 v PBS). Na agar6zové
plochy s buiitkami bylo aplikovano 25 pl barviva a nasledné byly plochy pfikryty krycimi
sklicky a preparaty byly uloZzeny na dobu 15 minut do chladnicky (4 °C). Pfi procesu

barveni bylo nutné pouzivat rukavice a pracovat v temnu.
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3.1.2.8 Mikroskopicka analyza, vyhodnoceni
Vzorky byly mikroskopicky analyzovany pomoci fluorescen¢niho mikroskopu

Olympus s piipojenou CCD kamerou (Obrazek 14) a vyhodnoceny softwarem CometScore
1.5 (Tritek CometScore Freeware V1.5 Software; TriTek Corp., Sumerduck, VA, USA)
(viz Obrazek 15). Experiment byl proveden ve tfech cyklech (s pouzitim triplikath vzorki).

Z kazdého testované¢ho vzorku bylo pro hodnoceni ndhodné vybrano 100 bunék a
sttedni hodnoty (mediany) z kazdého méfeni byly pouzity pro matematickou a statistickou
analyzu. Pro interpretaci vysledkli byly pouzity primérné hodnoty procentualniho
mnozstvi DNA v hlavé komety (pfimo umérné intaktni, nefragmentované DNA), nebo
mnozstvi (%) DNA v ocasu komety (pfimo umérné fragmentované DNA).

Rozdily vreakci testovactho systému na zkoumanou latku (v riznych
koncentracich) byly posuzovany analyzou rozptylu (ANOVA) a Dunnettovym z-testem.
Jako hladina statistické vyznamnosti byla pfijata hodnota p < 0,05. VSechny statistické
analyzy byly provedeny pomoci IBM SPSS Statistics for Windows (verze 23.0; IBM
Corp., Armonk, NY, USA).

Obr. 13: Stavba komety — déleni na hlavu (Head) a ocas (Tail) (pfevzato z
https://www.slideshare.net/zeeldholakia7/genotoxicity-251354134)
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Obr. 14: Obraz testovaného mikroskopického preparatu ve fluorescen¢nim mikroskopu, tisicinasobné

zveétseni, prevzato z (https://www.nature.com/articles/s41598-020-75592-7/figures/2

[ Head Lengh T Langth Hiosd % Int Tad %k Tad Migration Tasd Mt Widh Totsd Asea Total I MEL Cormmart |
1 16513 13276 102 =W . 1520 TIoT B354 I FIMETER B

Obr. 15: Priklad méteni komet v software Comet Score IV (pfevzato z
https://www.researchgate.net/figure/An-example-of-a-comet-analysed-by-Comet-Assay-1V-The-blue-line-

represents-the-start-of figb 265190763)
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4 Vysledky a diskuze

Tato disertacni prace je zaloZzena na vysledcich tfi publikovanych studii
zaméfenych na konzervanty a parfémové kompozice (Chrz et al., 2020; Chrz et al., 2024,
Dvotakova et al., 2023). Pro testovani genotoxickych uc¢inka byly vyuzity metody In vitro

test savCich chromozomovych aberaci a Alkalicky kometovy test in vitro.

4.1 Parabeny

Parabeny jsou syntetické konzervaéni latky, Siroce pouZzivané ve spotiebnich
vyrobcich a to nejen v kosmetice, ale 1 ve farmaceutickych vyrobcich ¢i potravinach. Jedna
se o estery kyseliny p-hydroxybenzoové (PHBA), mezi nejvice pouzivané patii
methylparaben (MP), ethylparaben (EP), propylparaben (PP) a butylparaben (BP) (Giizel
Bayiilken & Tiyli 2019; Fransway et al, 2019; Matwiejczuk et al., 2020). Jejich
rozpustnost a konzervacni ucinek zavisi na délce fetézce, tedy ¢im krat$i uhlovodikovy
fetézec, tim lepsi rozpustnost ve vodé¢, avSak mensi konzervacni Gcinek. Kvili zminénym
variabilnim vlastnostem se parabeny casto aplikuji ve smési (Kapalavavi et al. 2014).
Existuje fada publikovanych studii zaméfenych na potencidlni rizika téchto latek. O jejich
potencialni genotoxicité a karcinogenité pojednava naptiklad studie Darbre ef al. 2004, ve
které byly pozorovany nalezy parabent v biopsiich prsni tkané a jako zdroj parabeni jsou
uvedeny antiperspiranty (Darbre et al. 2004). Hodnoceni rizik pro ¢lovéka se vSak stalo
velmi naro¢nym, protoZe nepriikazné nebo protichidné vysledky byly prokézany cetnymi
studiemi in vivo a in vitro nebo v kombinovanych testovacich bateriich (napi. Roszak et
al., 2017; Barr et al., 2012; Fransway et al., 2019; Soni et al., 2005; Kang et al., 2013b;
Darbre & Harvey 2008; Kim et al., 2020a; Bilal & Igbal 2019). Oficialni védecka
stanoviska shrnuji, Ze pouziti parabeni je pro lidské zdravi bezpecné, protoze parabeny se
v lidském téle metabolizuji na kyselinu benzoovou a vylucuji se moci, pficemz kyselina
benzoova je v mnoha testech prakticky bez toxickych ucinki a je nepravdépodobné, Ze by

ovliviiovala s chromozomy (SCF, 1994; SCCP, 2011; SCCP, 2013).

Sedm vzorkl esterti kyseliny p-hydroxybenzoové (methylparaben, ethylparaben,
propylparaben, isopropylparaben, butylparaben, isobutylparaben, benzylparaben) bylo pro
ucely na$i studie (Chrz et al., 2020) doddno od TOKYO Chemical Industry Co.
(Tabulka 1).
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Tab. 1: Charakteristika estert kyseliny p-hydroxybenzoové vybranych pro testovani

Molekularni
Substance IUPAC CAS Vzorec hmotnost
(g/mol)
methyl 4-
Methylparaben 99-76-3 CsH;z0s 152,15
hydroxybenzoate
ethyl 4-
Ethylparaben 120-47-8 CoH 1903 166,17
hydroxybenzoate
propyl 4-
Propylparaben 94-13-3 CioH1203 180,21
hydroxybenzoate
propan-2-yl 4-
Isopropylparaben 4191-73-5 CioH 1203 180,20
hydroxybenzoate
butyl 4-
Butylparaben 94-26-8 C11H1403 194,23
hydroxybenzoate
2-methylpropyl 4-
Isobutylparaben 4247-02-3 Ci1H1405 194,23
hydroxybenzoate
benzyl 4-
Benzylparaben 94-18-8 Ci4sH1203 228,25
hydroxybenzoate

4.1.1 VysledKky in vitro testu sav¢ich chromozomovych aberaci
Ve validovaném testu in vitro savéich chromozomovych aberaci nevykazovaly

lidské lymfocyty periferni krve zvySenou miru chromozomadlnich aberaci ve srovnani s

negativni kontrolou pro methylparaben, isobutylparaben a benzylparaben. Ethylparaben

byl povazovan za hranicni, ale pro jeho vysokou toxicitu nebylo mozné vzorek vyhodnotit

ve vSech koncentracich. Propylparaben, isopropylparaben a butylparaben vykazovaly

vysoké procento aberaci a koncentracni zdvislost u nejvyssSich testovanych koncentraci je

ve srovnani s negativni kontrolou evidentni (vice nez dvojnasobnd) v ptipadé 26 hodinové

inkubace bez MAS (Tabulka 2).
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Tab. 2: In vitro test sav€ich chromozomalnich aberaci. Procento aberantnich bunék bylo zaznamenano po 4

hodinach s/bez MAS a 26 hodinach bez MAS.

Vzorky / Koncentrace | % aberantnich bunék
Kontroly pg/ml 4 h 4 h 26 h Hodnoceni
s MAS | bez bez
MAS | MAS
Methylparaben 10 3 4 4,5 negativni
neprikazny
25 4 3 tox vysledek kviili
cytotoxicité
50 tox tox tox
100 tox tox tox
Ethylparaben 10 3 3 3 hrani¢ni
neprikazny
25 5,5 4 tox vysledek kvili
cytotoxicité
50 tox tox tox
100 tox tox tox
Propylparaben 5 4 3,5 2,5 pozitivni
10 2 3 2
25 5 6 9
50 tox tox tox
Isopropylparaben 5 3 3 2 pozitivni
10 2,5 3 3,5
25 4 4,5 7,5
50 tox tox tox
Butylparaben 5 5 5 3 pozitivni
10 6 5,5 9
25 tox tox tox
50 tox tox tox
Isobutylparaben 5 3 3 2,5 negativni
10 5 4 4,5
25 tox tox tox
50 tox tox tox
Benzylparaben 1 4 3 2,5 negativni
2,5 5 3 0,5
5 2,5 4 1,5
10 3,5 3 5
Negativni kontrola .,
(kultivacni medium) 3 2 negativnl
Pozitivni kontrola e,
(thio-TEPA 10°M) 10 15 pozitivni
MAS Negativni kontrola .,
(neexponované bunky s MAS) 3,3 negativni
Pozitivni kontrola L
(cyklofosfamid 10M) 1 pozitivni
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4.1.2 Vysledky kometového testu in vitro na bunécnych liniich SVK14 a HaCaT
Pozorovana intenzita poskozeni DNA u bunécné linie SVK 14 vystavené n¢kterému

z parabent (methyl-, ethyl-, propyl-, isopropyl-, butyl-, isobutyl- nebo benzylparaben)
nepiekrocila hodnoty negativni kontroly ani pii vysokych koncentracich, které byly v MTT
testu posouzeny jako cytotoxické (Graf 1). V bunécné linii HaCaT vykazovaly
benzylparaben a ethylparaben zvysenou fragmentaci DNA (benzylparaben, primérna
hodnota 30,9 % DNA v hlavé pti 250 pg/ml; ethylparaben, praimérnd hodnota 32,8 %
DNA v hlavé pii 1000 pg/ml), coz ptedstavovalo hodnoty vyznamné vzdalené od negativni
kontroly (99,7 % DNA v hlavé), pficemz fragmentace DNA ptesdhla i hodnoty pozitivni
kontroly (0,1 % H>O v 1x PBS, 15 min, 4 °C, stfedni hodnota 62,9 % DNA v hlav¢), jak
je uvedeno na Graf 2. Proto byly benzylparaben a ethylparaben v kometovém testu in vitro
vyhodnoceny jako podezielé latky zhlediska genotoxicity, protoze pii vysSich
koncentracich mohou vykazovat potencidlné¢ genotoxické ucCinky. Tento vysledek byl

pouzit jako indikace pro dalsi testovani s cilem potvrdit vysledky.

Kometovy test (bunécna linie SVK14)
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Graf 1: Alkalicky kometovy test in vitro provedeny na bunécné linii SVK14. Data (% DNA v hlavé) jsou
prezentovana jako stfedni hodnoty = SD ze tii nezdvislych méfeni. Vysledky byly povazovany za statisticky
vyznamné, pokud byla hodnota p < 0,05 (*). DNA v hlavé je umérna poskozeni DNA (¢im vyS$si hodnota,

tim niz8i poskozeni DNA).
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Kometovy test (bunécna linie HaCaT)
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Graf 2: Alkalicky kometovy test in vitro provedeny na bunécné linii HaCaT. Data (% DNA v hlavé) jsou
prezentovana jako stfedni hodnoty = SD ze tii nezdvislych méfeni. Vysledky byly povazovany za statisticky
vyznamné, pokud byla hodnota p < 0,05 (*). DNA v hlavé je umérna poskozeni DNA (¢im vyS$si hodnota,

tim niz§i poSkozeni DNA).

4.1.3 Diskuze
Cilem na$i studie bylo ziskat data pro testovanou skupinu chemickych

latek — parabent, pouzivanych jako konzervanty v kosmetickém primyslu. Pouzili jsme
kombinaci dvou in vitro toxikologickych metod s vyuzitim tfech lidskych bunkam
relevantnich nemalignich bunéénych systémt. Provedli jsme alkalicky kometovy test
in vitro (CMT) s vyuzitim bunécnych linii HaCaT a SVK14 a test CA, neboli in vitro test
savCich chromozomovych aberaci, s pouzitim lidskych lymfocyti periferni krve. NaSe
studie prokazala vysokou variabilitu vysledki mezi dvéma metodami in vitro a piekvapive
také mezi dvéma bunécnymi liniemi pouzitymi v kometovém testu. Pozorovana intenzita
poskozeni DNA v bunécné linii SVK14 neptesahla hodnoty negativni kontroly a vSechny
vzorky byly klasifikovany jako negativni, coz naznacuje, Ze latky, u nichz se vyznamné
projevila cytotoxicita, se vyznamné neakumulovaly v DNA ani nenapadaly strukturu DNA,
a proto mohou byt cytotoxické ucinky pfisuzovany jinym mechanismim neZ napf.

piimému oxidativnimu poSkozeni DNA. Pti pouziti HaCaT bunécné linie byla vétSina
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vzorkli také klasifikovana jako negativni, nicméné benzylparaben a etylparaben
vykazovaly zvySenou fragmentaci DNA pfi jedné testované koncentraci. Vysledky
z kometového testu jsme povazovali za orientacni pro dalsi testovani a provedli jsme
validovany test chromozomovych aberaci (CA) s pouzitim lidskych lymfocytt periferni
krve. V CA testu byl methylparaben klasifikovan jako negativni a ethylparaben jako
hrani¢ni, oba vSak vykazovaly vyznamnou cytotoxicitu. Propylparaben, isopropylparaben,
butylparaben byly klasifikovany jako pozitivni a isobutylparaben, benzylparaben jako
negativni. Alkalicky kometovy test byl opakované popsan v jinych studiich, kde
poskytoval pozitivni vysledky pouze pfi vyznamné vysSich koncentracich nez v testu
chromozomovych aberaci nebo v testu indukce vzniku mikrojader (Giannotti et al., 2002;
Kimura et al., 2013; Kawaguchi et al., 2010). Vzhledem k tomu, Ze kometovy test nemusi
poskytovat specifickou odpovéd’ s uspokojivou citlivosti pfi nizSich koncentracich,
postrada metabolickou aktivaci a mize byt ohroZen vys$si cytotoxicitou, nezda se, ze by
tyto dva testy mohly v kombinaci slibné€ korelovat. Za ptedpokladu, Ze negativni vysledek
in vitro by mél byt podpofen udaji z alesponl dvou validovanych testii in vitro, a s ohledem
na to, Ze v na$i laboratofi byl validovan pouze jeden biologicky test in vitro, je tieba
vysledky posuzovat s opatrnosti. V ptipadé nepriikaznych vysledkl z testovani in vitro se
doporucuje test opakovat nebo pouzit jiny test in vitro (EFSA 2011). Bohuzel, zvySeni
poctu in vitro testi muze dale snizit specificitu a zvysit faleSnou pozitivitu. Neprukazné
vysledky mohou byt ziskany 1 diky zahrnuti metabolického aktiva¢niho systému,
rozdilnym experimentalnim podminkam, specifi¢nosti testovaciho systému, pouzitého
bunécné¢ho typu atd. (Nesslany, 2017). Rizné typy savéich bunc¢k mohou vykazovat
variabilitu v expresi genti zapojenych do opravy DNA, bunécnych obrannych systémi,
fizeni bunéného cyklu a apoptéozy (napf. p53), coz mad za ndsledek variabilitu v
pozorované odpovédi. U perifernich lymfocytl byl zjistén vysoce stabilni karyotyp, avSak
pfi rutinni diagnostice je tfeba zvazit i moznou variabilitu mezi darci (Tweats ef al., 2007).
Abychom hloubéji zvazili dal§i mozné zdroje variability, zamé&fili jsme se také na
rozpustnost parabenii ve vodé, urcujici jejich biologickou dostupnost na bunécéné urovni.
Provedli jsme také doplnkovy test cytotoxicity pomoci 3T3 Balb/c fibroblastli a test
Neutral Red Uptake (3T3 NRU Cytotoxicity Assay), ktery byl proveden podle ECVAM
DB-ALM Protocol no. 46. Béhem mikroskopické kontroly jsme v bezsérovych médiich

pozorovali rtizné formace u testovanych vzorkl parabent, jako jsou shluky nebo krystaly,
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které nebyly pozorovany pii rutinni vizualni kontrole. To naznacuje, Ze pfi testovani je
tteba pecliveé sledovat rozpustnost testovanych latek. Vysledky testu cytotoxicity 3T3 NRU
ukazaly dal$i variabilitu. Na zakladé téchto vysledkli jsme navrhli, aby byla v ptipadé¢
parabenti dukladné zkontrolovdna rozpustnost ve vodnich roztocich (tj. kultivaénim
médiu), protoZe Spatnd rozpustnost ve vod¢ nebo krystalizace mize vyznamné ovlivnit
biologickou dostupnost parabeni v testovacich systémech in vitro i in vivo a ohrozit
vysledky testovani genotoxicity. Provedli jsme stru¢né vyhledavani tidajii o rozpustnosti
parabenti ve vod¢ a nasli jsme podobné zavéry pro jednotlivé parabeny nebo jejich smési.
Obecné jsou parabeny stabilni na vzduchu a jsou odolné vici hydrolyze v horké nebo
studené vodé a v kyselych roztocich. Antibakteridlni potencial parabent rostl s délkou
esterifikovaného alkoholového fetézce, avSak rozpustnost ve vod¢ klesala (Soni et al.,
2001). Variabilni antimikrobidlni potencidl a rozpustnost ve vod¢ predstavuje jeden z
divodi aplikace parabend ve smési, aby byla zajisténa optimalni antimikrobidlni aktivita a
ptijatelna rozpustnost (Giizel Baylilken & Tiiylii 2019; Soni et al., 2005; Kapalavavi ef al.,
2014; Giordano et al., 1999; Perlovich et al., 2005).

4.2 Triclosan a Triclocarban

Triclosan (TCS) a Triclocarban (TCC) se od pocatku 40. let 20. stoleti pouzivaji
jako fungicidy a konzervacni latky v mnoha produktech, v€etné odévi, latek, hracek, obala
potravin, podlah v potravinaiském pramyslu, stavebnich materiald, zdravotnickych potteb
a zejména v produktech pro domacnost a osobni péci, jako jsou mydla, antibakteridlni
tuhd/tekuta mydla, télova mléka, deodoranty, detergenty, 1ékai'ské dezinfek¢ni prostiedky,
mydla po holeni, dezinfek¢ni prostiedky na ruce, zubni pasty, ustni a Cistici vody, kousatka
a ubrousky pro déti, atd. (Iacopetta et al., 2021). Tyto dvé chemikalie se liSi svou
strukturou, ale obé jsou polychlorované aromatické antimikrobialni latky, ve kterych jsou
tfi atomy vodiku na aromatickych kruzich nahrazeny chlorem. Jsou G¢inné proti mnoha
riznym bakteriim a také nékterym houbam a prvokiim, protoze inhibuji syntézu mastnych

kyselin a vyvolavaji naruseni integrity membrany (SCCS, 2022, Shrestha et al., 2020).

Dermalni aplikace produkti osobni péce je povazovana za hlavni cestu lidské
expozice, ackoli se mohou do lidského téla dostat také oralné prostiednictvim zubni pasty,

ustnich vod a zubnich osetieni. V disledku toho byly TCS a TCC detekovany v lidskych
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vzorcich, jako je krev, matefské mléko, moc, vlasy a nehty (Zhang et al., 2022; Pycke et
al., 2014; Wei et al., 2017; Toms et al., 2011; Kim et al., 2020b; Asimakopoulos et al.,
2014; Xue et al., 2015; Iyer et al., 2018; Li et al., 2018; Tian et al., 2023; Yin et al., 2016).
Navic TCS a TCC predstavuji zatéz pro vodni prostiedi a riziko kontaminované pitné
vody, protoze soucasné Cistirny odpadnich vod nejsou typicky navrzeny pro ciSténi
takovych mikropolutantii (Armstrong et al., 2018; Chen et al, 2019). Dlouhodoba
expozice vodnich organismt TCS a TCC spolu s jejich bioakumula¢nim potencidlem vedla
k jejich detekovatelnym hladindm ve vodnich potravnich fetézcich u druht, jako jsou fasy,
korysi, ryby a mofisti savci (Meador et al., 2016; Gomes et al., 2021). Environmentalni
TCS a TCC by mohly byt u€¢inné pfijimany potravinarskymi plodinami, coz vede k dalsi
potencialni expozici ¢lovéka prostfednictvim konzumace potravin (Lozano et al., 2018;
Yang et al., 2020; Vimalkumar et al., 2019). Jejich neptiznivé biologické ucinky u lidi
vcetné endokrinniho naruseni, vyvojovych a reprodukénich dopadtt (Wei et al., 2017; Wu
et al., 2016; Rochester et al., 2017; Aker et al., 2019; Cao et al., 2020; Costa et al., 2020),
narusSeni stievni mikroflory (Yang et al., 2020; Xie et al., 2020; Sanidad et al., 2022;
Zhang et al., 2023b) a zvySeni rezistence na antibiotika (Giuliano et al., 2015; Hartmann
etal., 2016; Westfall et al., 2019; Zhang et al., 2023a) vedlo k pfisné regulaci pouzivani

obou konzervantu.

V EU je podle aktudlniho Natizeni (ES) ¢. 1223/2009 o kosmetickych piipravcich
povoleno pouziti TCS jako konzervantu v kosmetickych piipravcich s maximalni
koncentraci 0,3 % v zubnich pastach, mydlech na ruce, t€lovych mydlech/sprchovych
gelech, deodorantech (nikoli sprejich), pudrech na oblicej, korektorech skvrn a pfipravcich
na ¢isténi nehtll pred aplikaci umélych nehtli, a s maximalni koncentraci 0,2 % v Ustnich
vodach (polozka 25, pfiloha V). Pouziti TCC jako konzervantu je regulovano na
maximalni koncentraci 0,2 % v kone¢ném produktu (polozka 23, pfiloha V) a
v oplachovacich pfipraveich na maximalni koncentraci 1,5 % s vylou€enim pouziti jako
inhibitoru mikroorganismi (polozka 100, ptiloha III). S ohledem na potencialni vlastnosti
téchto dvou konzervacnich latek naruSujicich endokrinni systém vydal Védecky vybor pro
bezpecnost spotiebitelti doporuceni k aktudlné projedndvané novele natfizeni o kosmetice,
ze TCS by se nemél pouzivat v Ustnich vodach nebo zubnich pastach pro déti do 3 let a

TCC by nemél byt povolen pro pouziti v Gstni vod¢ a zubni pasté pro déti do 6 let.
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Mély by byt rovnéz zavedeny pozadavky na oznacovani s cilem zvySit ochranu

spotiebitelt (SCCS, 2022).

V roce 2019 Evropskd komise vyzvala ziCastnéné strany, vCetné¢ akademickych a
jinych vyzkumnych ustavii, orgdni zemi EU, vyrobcl kosmetickych piipravki, vyrobct
latek vzbuzujicich obavy a sdruzeni spotifebitelli, aby predlozily veskeré veédecké
informace tykajici se hodnoceni bezpecnosti 14 latek, véetné¢ TCS a TCC (SCCS, 2022).
Predlozeni jakychkoli relevantnich védeckych informaci bylo pozadovéano v rdmci nafizeni
o kosmetice a zmén jeho pfiloh uvadéjicich zakézané, schvalené nebo povolené ptisady

pouze pro omezené pouZziti.

V nasi studii zaméfené na genotoxicitu a endokrinni disrupci téchto latek (Chrz
et al., 2024) byly pouzity nasledujici vzorky: Triclocarban (TCC, ¢islo CAS: 101-20-2,
¢islo EC: 202-924-1, nazev ITUPAC: N-(4-Chlorfenyl)-N'-(3,4-dichlorfenyl)mocovina), a
Triclosan (TCS, ¢islo CAS: 3380-34-5, ¢islo EC: 222-182-2), nazev IUPAC: 5-chlor-2-
(2,4-dichlorfenoxy)fenol), dodavatel Sigma-Aldrich, USA.

4.2.1 Vysledky in vitro testu sav¢ich chromozomovych aberaci
V in vitro testu chromozomovych aberaci byly obé chemické latky TCS a TCC

jasné pozitivni pfi nejvyssich testovanych necytotoxickych koncentracich (10 pg/ml),
inkubace po dobu 4 hodin (Tabulka 3). Prodlouzena expozice (26 h, bez MAS) pfi vysSich
koncentracich (5, 10 pg/ml) vedla k vySSi cytotoxicité¢, proto data nemohla byt

vyhodnocena jako pozitivni (NE = nehodnoceno).
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Tab. 3: In vitro test sav€ich chromozomovych aberaci. Procento aberantnich bun¢k bylo zaznamenano po 4

hodinach s/bez MAS a 26 hodinach bez MAS. NE - nehodnoceno, MAS - metabolicky aktiva¢ni systém.

Vzorky / Koncentrace % aberantnich bunék
Kontroly pg/ml 4h 4 h 26 h Hodnoceni
s MAS | bez MAS | bez MAS
Triclosan 2,5 5 6 4 negativni
5 4 5 NE negativni
10 21 10 NE pozitivni
Triclocarban 2,5 4 3 3 negativni
5 7 7 NE hrani¢ni
10 12 8 NE pozitivni
Negativni kontrola
' ) 4 3 4 negativni
(kultiva¢ni medium)
Pozitivni kontrola
) 9 10 pozitivni
(thio-TEPA 10°°M)
MAS Negativni kontrola )
3 negativni
(neexponované buiiky)
Pozitivni kontrola .
10 pozitivni

(cyklofosfamid 10*M)

4.2.2 Vysledky kometového testu in vitro na bunécéné linii HaCaT
V kometovém testu se procento DNA v ocasu (DNA in Tail) vyznamné zvysilo pfi

nejvyssSich testovanych necytotoxickych koncentracich obou testovanych konzerva¢nich
latek TCS a TCC a byla pozorovana jasna pozitivni reakce zavisla na koncentraci (Tabulka
4). Data (% DNA v ocasu) jsou prezentovana jako primérné + SD hodnoty ze tfi
nezavislych méfeni. Vysledky byly povazovany za statisticky vyznamné, kdyz byla
hodnota p < 0,05 (*). DNA v ocasu je pifimo imérna poskozeni DNA (¢im vyssi hodnota,

tim vétsi poSkozeni DNA).
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Tab. 4: Kometovy test in vitro, HaCaT bunécna linie. Data (% DNA v ocasu) jsou prezentovana jako stfedni

hodnoty + SD ze tii nezavislych méfeni. (*) statisticky vyznamny vysledek s p < 0,05.

Vzorky / Koncentrace % DNA in Tail p-value
Kontroly pg/ml Priumér + SD
Triclosan 2,5 3,75+0,34 0,060
5 13,87+ 1,51* <0,0001
10 15,99 + 1,64* <0,0001
Triclocarban 2,5 6,08 £0,20* 0,000
5 7,86 +£0,98% 0,001
10 11,92 £2,28* 0,0005
Negativni kontrola
0,63 0,07 —
(kultiva¢ni medium)
Pozitivni kontrola
91,48 £0,75 —
(0,1% H>0»)

4.2.3 Diskuze
V nasi studii v testu sav€ich chromozomovych aberaci (CA) byly TCS i TCC

pozitivni pii nejvyssi testované necytotoxické koncentraci (Tabulka 3). Prodlouzena
expozice (26 h, bez MAS) vedla k vyssi cytotoxicité, proto data nemohla byt pouzita pro
hodnoceni. Ackoli vétSina vzacné dostupnych vysledkd v registracnich dokumentacich
ECHA Kklasifikovala obé¢ latky jako negenotoxické, nartist poctu chromozomalnich aberaci
v bunkach ¢inského kiecka V79 vystavenych nejvyssi koncentraci TCS (3,0 ug/ml) byl
pozorovan pii 18hodinovych a 28hodinovych fixacnich intervalech bez S9 (Heidemann,
1990), coz je v souladu s nasimi pozitivnimi vysledky generovanymi na relevantnim
testovacim systému savct (lidské periferni lymfocyty). Bohuzel literarni vyzkum odhalil,
ze jsou k dispozici omezené a neprukazné udaje o chromozomovych aberacich
indukovanych TCS. TCS byl testovan negativné v testech s buitkami CHO nebo v testu
mikrojader na mysich (kostni dfert) (SCCP, 2009; SCCS, 2011). Signifikantni (p < 0,05)
koncentracné zavisly nariist aberantnich bunék byl pozorovan po 96 hodinach expozice
TCS u vylihlych mlad’at Labeo rohita (podporovany koncentracné zavislym zvySenim
nekrotickych, apoptotickych a mikronukledrnich bunék) (Sharma et al., 2022). Bylo
zjisténo, Ze neaktivovany TCS indukuje na dévce zavislé zvySeni vytézku bunék s

abnormalni morfologii chromozomt v testu in vitro sav¢ich chromozomovych aberaci s
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hladinami dévek v rozmezi od 1 do 3 pug/ml (18hodinovy sbér) a pii 3 pg/ ml (28hodinovy
sbér). NejCasteji pozorovanym typem posSkozeni chromozomli byly chromozomové
vymény. V in vivo testu chromozomovych aberaci kostni difené vSak nebyly pozorovany

zadné znamky strukturdlnich chromozomovych aberaci (US EPA, 2008).

V piipadé TCC jsou udaje o indukovanych chromozomovych aberacich jesté
vzacnéjsi. Jak bylo publikovano v ,,Screeningovém hodnoceni mocoviny, N-(4-
chlorfenyl)-N'-(3,4-dichlorfenyl) (triklokarbanu)“ zvetejnéném kanadskou vladou v bfeznu
2023 (Government of Canada, 2023), TCC byl negativni v in vitro testu chromozomovych
aberaci v buiikdch vajecnikli ¢inského kiecka, s metabolickou aktivaci i bez ni, v
koncentracich az 2000 pg/ml (Soap and Detergent Association, 2002). V testech Tox21 byl
TCC identifikovan jako genotoxicky v bunécnych liniich s deficitem v drahach opravy
DNA (Kim et al., 2019). Dostupné omezené udaje byly vyhodnoceny Védeckym vyborem
pro bezpecnost spotiebitelti se zavérem, ze TCC nebyl shledan jako klastogenni v testu

chromozomalnich aberaci s metabolickou aktivaci a bez ni (SCCS, 2022).

V kometovém testu (CMT) provedeném na bunééné linii HaCaT bylo procento
DNA v ocasu (DNA in Tail) statisticky vyznamné zvySeno pii dvou nejvysSich
testovanych koncentracich po expozici TCS (5, 10 ul/ml) a pii vSech tfech testovanych
koncentracich po expozici TCC (2,5, 5, 10 ul/ml). Takovy vysledek je podporovéan napf.
studii vyuzivajici larvy vodniho hmyzu Chironomus riparius, kde bylo zjisténo, ze TCS
ma genotoxickou aktivitu, protoze vyznamné zvysuje vSechny parametry komety (% DNA
v ocasu, délka ocasu, Tail moment, Olive moment) ve vSech testovanych koncentracich
(Martinez-Paz et al., 2013), nebo ve studii binarni kombinace TCS a carbendazimu
testované¢ na Daphnia magna (Silva et al., 2015). Jak TCS, tak TCC zptsobily na
koncentraci zavislé poskozeni DNA prvoka Tetrahymena thermophila v alkalickém
al., 2015). Jina studie provedena na bunkach HaCaT a L02, ke kterym byl aplikovan TCC,
vSak pfinesla negativni vysledky (Sun et al., 2019).

Jak je uvedeno v OECD TG 489, pozitivni nalezy v CMT testu nemusi byt spojeny
pouze s genotoxicitou. Toxicita pro cilovou tkan mize také vést ke zvySené migraci DNA.
Casto je pozorovana nizka nebo stiedni cytotoxicita, coZ ukazuje, Ze neni mozné rozlisit

migraci DNA indukovanou genotoxicitou od migrace DNA indukovanou cytotoxicitou v
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samotném CMT testu. Pokud je vSak pozorovano zvyseni migrace DNA, doporucuje se
provést vySetfeni jednoho nebo vice indikatorti cytotoxicity, protoze to mize pomoci pii
interpretaci nalezt. ZvysSeni migrace DNA za pfitomnosti jasnych dikazli cytotoxicity je
tteba interpretovat s velkou opatrnosti (Burlinson et al. 2007; OECD 2014; OECD 2016d).
Ve vefejné dostupnych registratnich dokumentacich (ECHA/12675; ECHA/12075),
stanoviscich Védeckého vyboru pro spotiebni vyrobky (SCCP, 2009) a v nejnovejsi
veédecké literatuie (Sun et al., 2020) byly TCS 1 TCC opakované shledany negativnimi v
Amesove testu provedenému podle OECD TG 471 (OECD, 2020). Antimikrobidlni
aktivita TCS byla s nejvétsi pravdépodobnosti inhibovdna enzymy obsazenymi v jaternim
homogenatu (frakce S9), nebo byl TCS preménén na metabolity s nizsi cytotoxicitou. To
potvrzuje opravnénost zarazeni systému metabolické aktivace do toxikologickych metod in
vitro s cilem zajistit vyssi relevanci pro Clovéka s ohledem na metabolickou pfeménu
xenobiotik v jatrech a toxikokinetiku organismu obecné s ohledem na absorpci, distribuci,
metabolismus a vyluovani in vivo. Doporucujeme peclivé zvazit udaje o cytotoxicité v
jakémkoli in vitro testu, protoze mohou byt ziskany faleSn¢ pozitivni/negativni vysledky,
zvlasté pokud jsou testovana vysoce cytotoxicka antimikrobidlni ¢inidla. Rostouci ditkazy
o genotoxickych tc¢incich TCS a TCC na vodni organismy a ryby (Paul ef al., 2019; Lee et
al., 2023a; Wang et al., 2018; Xu et al., 2015) podporuji varovani pted TCS a TCC a
zvysuji usili o podrobnéjsi popis mechanismil, kterymi se u€inky téchto polychlorovanych
konzervacnich latek projevuji. Naptiklad oxidacni poSkozeni ve specifickych bunkéch a
tkanich (Ma et al., 2022; Zhong et al., 2022; Adhikari et al., 2023; Cui et al., 2023; Althili
& Lee, 2019), potencidlni synergické U¢inky s jinymi latkami pfitomnymi ve finalnich
kosmetickych ptipravcich nebo v zivotnim prostiedi (Silva et al., 2015; Lee et al., 2023Db;
Pashaei ef al., 2023; Qu et al., 2021), a hodnoceni bezpecnosti jejich aktivnich metaboliti,
produkt biodegradace nebo fotolyzy, s ohledem na jejich Siroké pouziti ve spotiebnich
vyrobcich a jejich pfitomnost v Zivotnim prostiedi (lacopetta et al., 2021; Zhang et al.,
2023a). Nedavné obavy vefejnosti vznesené v souvislosti s potencidlnimi toxikologickymi
ucinky a akumulaci TCS a TCC v zivotnim prostiedi vyustily v pokusy najit ucinnou
nahradu téchto antimikrobialnich latek (Iacopetta et al., 2021), napi. analogy TCC (Pujol et
al., 2018) obsahujici pentafluorsulfanyl nebo benzalkoniumchlorid, benzethoniumchlorid a

chloroxylenol.
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Tyto latky vSak dosud nebyly testovany tak intenzivné jako TCS a TCC, a proto
mohou predstavovat vétsi riziko pro clovéka nebo Zivotni prostfedi (Sreevidya et al.,
2018). Nez bude presvédCivé odivodnéno jejich masivni pouziti ve spotiebitelskych
vyrobcich, je zapotfebi dalSiho zkouméni z hlediska jejich mechanismi ucinku a

ekologického vyznamu.

4.3 Parfémy

Kosmetické parfémy obsahuji smési vonnych latek, naptf. aromatické nebo
fenolické slouceniny, syntetické viing€, éterické oleje ptirodniho ptvodu, rozpoustédla a
etanol. V zavislosti na procentudlni koncentraci vonnych latek ve findlni formulaci
parfémového produktu se rozliSuje: parfém (P) 15-40 % vonnych slozek, parfémovana
voda (EdP) 8-15 %, toaletni voda (EdT) 4-8 % a kolinskd voda (EdC) 3-5 %. Kvalita a
bezpecné koncentrace jednotlivych slozek jsou predpokladem pro bezpecny findlni

kosmeticky produkt (Steineman et al., 2011).

Literarni tdaje (Wieck et al., 2018; Basketter et al., 2019; Tai et al., 2023)
naznacuji, ze vonné slozky mohou vykazovat cetné neptiznivé biologické ucinky, napf.
cytotoxicitu, fototoxicitu, kozni senzibilizaci, (foto)genotoxicitu, mutagenitu, reprotoxicitu
a endokrinni disruptivitu. Proto byla provedena pilotni studie s vybranymi vzorky produkt
na bazi ving, jako jsou deodoranty, toaletni vody a parfémy, s cilem integrovat vysledky z
fady alternativnich metod bez pouziti zvifat vhodnych pro detekci nasledujicich
toxikologickych koncovych bodi: cytotoxicita (s 3T3 Balb/c fibroblasty); potencial
senzibilizace klize (metoda in chemico, Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA), a metoda

LuSens in vitro, zalozena na lidskych keratinocytech)

Potencial genotoxicity (in vitro alkalicky kometovy test s buitkami NIH/3T3 a
metoda sav€ich chromozomovych aberaci in vitro u vybranych vzorklti pozitivnich v
kometovém testu); a endokrinni disrupce (in vitro test YES/Y AS na geneticky upravenych
kvasinkach). Pritomnost dvaceti ¢ty specifickych zndmych alergenli v testovanych
vzorcich byla stanovena pomoci GC-MS/MS. Zavérem byl proveden odhad NOAEL (No
Observed Adverse Effect Level) smési alergent, které byly identifikovany v jednotlivych

vzorcich testovanych v této studii (Dvotakova et al., 2023).
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Pro ucely nasi studie bylo zakoupeno na uzemi EU 10 produktl, které se pouzivaji
jako kosmetické parfémy (EdP, 1 deodorant, P, EAT a EdC). V bézné¢ maloobchodni siti
byly zakoupeny vzorky 1 — 6; vzorky s oznacenim 7, 8 byly zakoupeny v internetovém
prodeji neznackovych produktl; vzorek 9 pochazel z ptfimého katalogového prodeje;

vzorek 10 ze znackové fady produkti byl zakoupen online (viz Tabulka 5).

Tab. 5: Charakterizace vzorkt pouzitych pro studii.

Vzorek Typ Zemé
produktu | piavodu
1 EdP EU
2 EdP UAE
3 EdP CHINA
4 EdP EU
5 Deodorant EU
6 EdP KSA
7 P EU
8 P EU
9 EdT EU
10 EdC EU

4.3.1 Vysledky in vitro testu sav¢ich chromozomovych aberaci
In vitro test sav€ich chromozomovych aberaci byl proveden se vzorky 5, 6, 8, 9 a

10 podle OECD TG 473 (OECD, 2016a), aby bylo mozné ovéftit predpokladany
genotoxicky potencial stanoveny v alkalickém kometovém testu in vitro. Zadny ze vzorkt
neindukoval pozadované minimalni dvojnadsobna zvysSeni procenta aberantnich bunék ve
srovnani s negativni kontrolou (viz Tabulka 6). Pozitivni kontrola pouzitd v testu bez MAS
byla spravné klasifikovana; v testovaci verzi s MAS vSak byla hodnota negativni kontroly
relativné vysSi ve srovnani s historickymi daty. Test byl pfijat jako dodatecné potvrzeni
negativniho genotoxického potencidlu, zatimco pozorované naznaky velmi slabych,
koncentra¢né zavislych odpovédi v kometovém testu in vitro byly z hlediska genotoxicity
hodnoceny jako nepriikazné a spiSe jako projev oxidacniho stresu. Vzorky byly testovany v

triplikatech.
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Vysledky uvedené v Tabulce 6 ukazuji procento aberantnich bunék. Pozitivni
vysledek je charakterizovéan alesponi dvojnasobnym zvySenim procenta aberantnich bunék

ve srovnani s negativni kontrolou).

Tab. 6: In vitro test sav€ich chromozomovych aberaci. Procento aberantnich bun¢k bylo zaznamenano po 4

hodinach s/bez MAS a 26 hodinach bez MAS. MAS - metabolicky aktiva¢ni systém.

% aberantnich bunék
Vzorky / Koncentrace 4h 4h 26 h Hodnoceni
Kontroly pg/ml s MAS bez bez
MAS MAS
5 0,05 2 5 1
0,1 1 4 0 negativni
0,15 1 1 2
6 0,25 4 3 3
0,5 3 5 2 negativni
0,75 5 2 5
8 0,25 3 2 2
0,5 3 4 4 negativni
0,75 1 2 5
9 0,5 1 5 1
1 3 3 7 negativni
1,5 6 4 6
10 0,5 2 4 3
1 4 5 5 negativni
1,5 2 3 7
Negativni kontrola 4 5 negativni
(kultiva¢ni medium)
Pozitivni kontrola 8 15 pozitivni
(thio-TEPA 10°°M)
MAS Negativni kontrola 6 negativni
(neexponované buiky s MAS)
Pozitivni kontrola 9 pozitivni
(cyklofosfamid 10*M)

o 4

4.3.2 Vysledky kometového testu in vitro na bunécéné linii NIH/3T3
Alkalicky kometovy test byl proveden za pomoci bunétné linie fibroblasti

NIH/3T3, na kterou byly aplikovany testované vzorky v koncentracich uvedenych v
Tabulce 7. Zéaznamy ukazuji procento DNA vocasu (DNA in Tail) pifi danych
koncentracich testovaného vzorku. Tucna ¢isla ukazuji statisticky vyznamnou fragmentaci
DNA, zavislou na koncentraci, ve srovnani s kontrolnim vehikulem. ,,—* znamena, Ze tyto
koncentrace nebyly testovany (viz Tabulka 7). DNA v ocasu je pfimo imérnd poskozeni

DNA (¢im vyssi hodnota, tim vétsi poSkozeni DNA).
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Tab. 7: Kometovy test in vitro, bunécna linie NIH/3T3. Data (% DNA v ocasu) jsou prezentovana jako

sttedni hodnoty + SD ze tfi nezavislych méfeni. (*) statisticky vyznamny vysledek s p < 0,05.

% DNA in Tail
Vzorky / 50 100 150 250 350 500 750 1000 1500
Koncentrace | pug/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
1 o o 1,344 0,299 2,329 o o o o
2 T T 0,002 0,525 0,354 T T T T
3 o o 0,118 2,006 0,939 o o o o
4 T T 0,037 1,540 1,210 T T T T
5 0,066 | 2,823 5,842 o o o o o o
6 T T T 0,073 T 0,981 11,658 T T
7 o o o 0,008 o 0,969 7,087 o o
8 T T T 1,376 T 1,129 5,055 T T
9 o o o o o 1,394 o 3,043 24,002
10 T T T T T 1,557 T 2,690 14,647

4.3.3 Diskuze
Kometovy test s NIH/3T3 fibroblasty nezjistil zddny vyznamny genotoxicky

potencial ve vybranych necytotoxickych koncentracich finalnich kosmetickych ptipravkl
(. > 10% zvyseni % DNA v ocasu pii aplikaci dvou po sobé jdoucich necytotoxickych
koncentraci). Nicmén¢ fragmentace DNA zavisla na koncentraci, kterd byla povazovana za
statisticky vyznamnou, byla detekovana u vzorki 6, 8, 9 a 10 (Tabulka 7). Proto byla
provedena dal$i analyza téchto konkrétnich vzorka s pouzitim validovaného in vitro testu
savéich chromozomovych aberaci v souladu s OECD TG 473 (OECD, 2016a) pro
potvrzeni suspektnich vysledkli. V tomto druhém testu vSak u zZadného ze vzorkl nebyl

pozorovan genotoxicky potencial (Tabulka 6).

Bohuzel, i nadéle je obtizné konkurovat konven¢nimu toxikologickému testovani in
vivo zalozenému na pouziti laboratornich zvirat, které nékteré regulacni organy vytrvale
podporuji, a to navzdory zdkazu EU testovat kosmetiku na zvitatech. Primarnim cilem nasi
pilotni studie bylo prokdzat uziteCnost metod in vitro pro predikci rizik a hodnoceni rizik

findlnich (parfémovych) kosmetickych ptipravki. Dosli jsme k zaveru, Ze na§ navrhovany

55




piistup by mél byt dale rozvijen a optimalizovan, aby bylo mozné ptesnéji predpovidat
potencidlni nebezpeci pii hodnoceni bezpecnosti kosmetickych ptipravka. Specificky
vybrané biologické metody in vitro by mély byt zahrnuty do souboru vétsi baterie testt,
zalozené na znamych drahéch neptiznivych ucinki (tzv. ,,Adverse Outcome Pathways®,
AOP) a molekularnich mechanismech vedoucich k témto nepfiznivym ucinkiim. Takovy
ptistup zaloZeny na AOP by mohl odhalit nové toxikologické mechanismy a poskytnout
cenna data, ktera mohou piispét k objasnéni specifickych interakci mezi jednotlivymi
slozkami ve findlnim kosmetickém piipravku. Interakce mezi slozkami mohou mit za
nasledek celkovou neptiznivou biologickou odpovéd’, i kdyz jsou koncentrace jednotlivych

slozek povazovany za bezpecné.

V nasi studii bylo prokazano, ze baterie vybranych biologickych testl in vitro je
prospésna pii screeningu bezpecnosti kosmetickych piipravka a jejich slozek a mize byt
potencialné vyuzita jako zéklad pro dalsi rozvoj kombinovanych toxikologickych pfistupii

v oblasti vefejného zdravi a ochrany spotiebitele.
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5 Zavér

Tato disertani prace piedstavuje komplexni pohled na vyuziti alternativnich
toxikologickych metod in vitro bez pouziti laboratornich zvitat, které byly v nedavné dobé
uvedeny jako perspektivni pro testovani genotoxicity chemickych latek a spotfebnich
vyrobkli. S ohledem na zékaz testovani kosmetickych ptipravkli a jejich ingredienci
metodami s vyuzitim laboratornich zvitat, tato prace ptispiva k pochopeni, zdokonaleni a

rozvoji jedinych eticky piijatelnych pfistupt testovani v oblasti kosmetického primyslu.

Systematickym ovéfovanim, optimalizaci a novym zavadénim in vitro
toxikologickych metod do praxe byly béhem vyzkumu identifikovany silné a slabé stranky
jednotlivych metodik, které byly pribézné optimalizovany a kombinovany pii aplikaci na
skupinu chemickych latek vyuZzivanych jako konzervanty kosmetickych piipravkll a
parfémy. Aplikace specifickych metod poskytla cenné vysledky, které nejenze odpovidaji
bezpecnostnim standardim z hlediska vyuziti validovanych toxikologickych metod in
vitro, ale také poskytuji platformu pro dalsi optimalizaci a inovace v oblasti metod, jejichz

Vyvoj je na urovni vyzkumu a procesu standardizace.

V réamci grantového projektu byly posouzeny vybrané chemické latky a kosmetické
ptipravky metodami vhodnymi pro detekci riznych koncovych bodi genotoxicity. Diky
tomu bylo mozné zhodnotit, zda vysledky testli odpovidaji bezpecnostnim standardim pro
dany typ vyrobku. Soucasné byly ovéieny strategie pro in vitro hodnoceni genotoxicity,

které jsou Siroce aplikovany ve vyzkumu a praxi.

Disertacni prace splnila stanovené cile a pfispéla do souboru poznatkii o studiu
genotoxicity u spotifebnich vyrobkl a jejich ingredienci. Vysledky této disertacni prace
maji pfinos pro oblast ochrany vefejného zdravi a bezpecCnosti spotiebiteli. Dosazené
poznatky mohou slouzit jako zaklad pro dalsi vyvoj a zdokonaleni in vitro toxikologickych
metod. Diskuse o regulaci genotoxickych testii a standardizaci postupii v oblasti
spotfebnich vyrobkli by méla byt podnétem pro dalsi kroky v rdmci ochrany vetejného

zdravi.
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