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Abstrakt 
Tato disertační práce se zaměřuje na systematické hodnocení genotoxicity 

vybraných chemických látek a spotřebních výrobků za využití toxikologických metod in 

vitro, konkrétně in vitro testu savčích chromozomových aberací a alkalického in vitro 

kometového testu na savčích buňkách. 

V první části práce bylo portfolio in vitro metod Oddělení alternativních 

toxikologických metod Státního zdravotního ústavu doplněno o nové přístupy a již 

zavedené metody byly inovativně optimalizovány. Jednotlivé metody byly následně 

kombinovány za účelem získání komplexního pohledu na genotoxický potenciál 

testovaných látek a ingrediencí spotřebních výrobků. 

Výsledky testů zvýšily porozumění mechanismům genotoxicity v kontextu 

využitých in vitro metod. Výsledky této disertační práce poskytly důležité informace o 

genotoxickém potenciálu vybraných látek a parfémů, což má význam v oblasti ochrany 

spotřebitele. Jednotlivé části v závěru práce diskutují dosažené výsledky v oblasti testování 

genotoxicity, včetně potenciálního začlenění kombinací in vitro metod do regulativního 

procesu za účelem posílení bezpečnosti a ochrany spotřebitele o nové přístupy bez použití 

laboratorních zvířat. 

Tato disertační práce přispívá k rozvoji metod pro hodnocení genotoxicity a 

zvyšuje povědomí o bezpečnosti chemických látek a parfémů v kontextu spotřebních 

výrobků. Její výsledky mají důležité implikace pro oblast regulace, výzkumu a výroby a 

mohou sloužit jako podklad pro další diskuse o bezpečnosti spotřebních výrobků na trhu. 

 

Klíčová slova: genotoxicita/mutagenita, alternativní toxikologické testování, in vitro 

metody, testovací baterie metod, chromozomové aberace, alkalický in vitro kometový test, 

in vitro test savčích chromozomových aberací, spotřební výrobky, 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 In vitro Mammalian Chromosome Aberration Test and Alkaline In 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 

  



 
 

Cíle práce 
Tato disertační práce je zaměřená na využití in vitro metod pro testování 

genotoxicity chemických látek a spotřebních výrobků. Primárním cílem doktorského 

projektu bylo přispět k pochopení, zdokonalení a rozvoji těchto metod. 

Hlavním cílem této disertační práce bylo systematicky ověřovat, optimalizovat i 

nově zavést do laboratorní praxe Oddělení alternativních toxikologických metod Státního 

zdravotního ústavu toxikologické metody bez použití laboratorních zvířat vhodné pro 

identifikaci genotoxicity chemických látek, směsí i spotřebních výrobků, aplikovat tyto 

metody v kombinaci na testování genotoxicity chemických látek, využívaných jako 

konzervanty v kosmetických přípravcích, a dále ověřit využití vybraných metod při 

testování finálních kosmetických přípravků s podobným složením. 

Dalšími cíli doktorského projektu bylo zkoumat mechanismy genotoxicity, ověřit 

využitelnost zavedených metod, zhodnotit citlivost a specifičnost vybraných metod, 

diskutovat jejich aplikovatelnost, navrhnout metodické zlepšení k jejich optimalizaci a 

jejich vhodné kombinace pro zlepšení sledování potenciálu genotoxicity in vitro u 

vybraných chemických látek a spotřebních výrobků významných v oblasti ochrany 

veřejného zdraví a ochrany spotřebitelů. V průběhu doktorského projektu byly cíle práce 

průběžně doplňovány dle zjištěných výsledků. 

Nedílnou součástí doktorského projektu bylo posouzení, zda výsledky testů 

odpovídají bezpečnostním standardům pro daný typ výrobku a návrhy strategií in vitro pro 

hodnocení genotoxicity, které mohou být aplikovány ve výzkumu a praxi. 

V rámci grantového projektu ERDS/ESF "Mezinárodní konkurenceschopnost SZÚ 

ve výzkumu, vývoji a vzdělávání v alternativních toxikologických metodách" (č. 

VZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000860) byly z hlediska bezpečnosti genotoxicity ověřeny 

vybrané chemické látky a kosmetické přípravky několika metodami vhodnými pro detekci 

různých koncových bodů genotoxicity jako závažného toxikologického účinku. 
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Seznam zkratek 

3R   Replacement, Reduction and Refinement 

ADME   Absorpce, distribuce, metabolismus, exkrece 

AOP   Adverse Outcome Pathway 

ATCC   American Type Culture Collection 

BP   Butylparaben 

CA   Chromosome Aberration Test 

CAS   Chemical Abstracts Service 

CCD   Charge-Coupled Device Camera (zařízení s vázanými náboji) 

CMT   Comet assay (test) 

CosIng   Cosmetic ingredient database 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Deoxyribonukleová kyselina 

DPRA   Direct Peptide Reactivity Assay 

EC   European Commission 

ECACC  European Collection of Authenticated Cell Cultures 

ECVAM  European Center for Validation of Alternative Methods 

EdC   Eau de cologne 

EdP   Eau de parfum 

EdT   Eau de toilette 

EDTA   Etylendiamintetraoctová kyselina 

EFSA   European Food Safety Authority 

ECHA   European Chemical Agency 

EP   Ethylparaben 

EPAA   European Partnership for Alternative Approaches to Animal Testing 

ES   Směrnice Evropského parlamentu a Rady 

EU   European Union 

FBS   Fetal bovine serum 
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FISH   Fluorescenční in situ hybridizace 

HMP   High Melting Point (agarose) 

CHO   Chinese hamster ovary cells 

ICCVAM Interagency Coordinating Commitee on the Validation of Alternative 
Methods 

INCI   International Nomenclature of Cosmetic Ingredients 

IUPAC  International Union of Pure and Applied Chemistry 

LMP    Low Melting Point (agarose) 

MAS    Metabolic Activation System 

MN   Micronucleus Test 

MP   Methylparaben 

MTT Kolorimetrický test pro měření cytotoxicity s využitím barviva 
3-[4,5-dimetylthiazyol-2-yl]-2,5 difenyl tetrazolium bromid 

NOAEL  No Observed Adverse Effect Level 

NR   Neutral Red 

NRU   Neutral Red Uptake (3T3 NRU Cytotoxicity Assay) 

OECD   Organisation for Economic Co-operation and Development 

OTM   Olive Tail Moment 

P   Parfum 

p53   Jaderný protein, transkripční faktor 

PBS   Phosphate buffered saline 

PHA   Phytohaemagglutinine 

PHBA   Kyselina p-hydroxybenzoová 

PP   Propylparaben 

S9 Aktivační metabolická směs z jaterního homogenátu savců 

SCCP   Scientific Committee on Consumer Products 

SCCS   Scientific Committee on Consumer Safety 

SCF   Scientific Committee on Food 

SCGE   Single cell gel electrophoresis 

SD   Standard deviation 
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SZÚ   Státní zdravotní ústav 

TCC   Triclocarban 

TCS   Triclosan 

TG   Test Guideline 

US EPA  United States Environmental Protection Agency 

UV   Ultrafialové záření 

YES/YAS  Yeast Estrogen Screen/Yeast Androgen Screen 
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Literární úvod a přehled problematiky 
Genotoxicita, jakožto klíčový aspekt v oblasti toxikologie, představuje komplexní 

téma, které zasahuje do široké škály biologických procesů a má významný dopad na lidské 

zdraví a životní prostředí. Termín "genotoxicita" označuje schopnost látek způsobit 

poškození genetické informace v buňkách, což může mít různé důsledky, včetně mutací, 

chromozomových aberací a karcinogeneze. 

V současném pracovním a životním prostředí, zatíženém neustále rostoucím 

počtem chemických látek, je posouzení genotoxických účinků stále naléhavějším úkolem v 

oblasti ochrany veřejného zdraví, bezpečnosti spotřebitelů, pracovního lékařství a ochrany 

životního prostředí. Různé látky, ať už přirozené nebo antropogenní, mohou vyvolat 

genotoxické účinky a představovat potenciální riziko pro organismy a ekosystémy. 

Výzkum v oblasti genotoxicity neustále poskytuje nové poznatky o mechanismech, 

skutečných dopadech a přístupech k hodnocení genotoxických rizik. Genotoxické účinky 

se mohou projevovat na různých úrovních biologické organizace, od molekulárních změn v 

DNA až po cytogenetické poruchy a vývoj různých onemocnění, včetně onkologických. 

Etika a odpovědnost ve vědeckém výzkumu se stávají klíčovými principy, zejména 

pokud jde o testování a hodnocení bezpečnosti chemických látek v kosmetických 

přípravcích. Nařízením Evropské unie (EC, 2009), které se týká kosmetiky, bylo zakázáno 

testování kosmetických ingrediencí a konečných produktů na zvířatech, což zdůrazňuje 

potřebu hledat alternativní přístupy pro posouzení toxicity a bezpečnosti (Beken et al., 

2016). Testování chemických látek, které vyvolávají toxikologické obavy, na lidských 

dobrovolnících pro koncové body toxicity, jako je genotoxicita, mutagenita a 

karcinogenita, je eticky nepřijatelným postupem. V tomto kontextu se uplatňují 

toxikologické metody in vitro jako klíčový nástroj pro posouzení bezpečnosti a rizik 

spojených s používáním chemických látek ve spotřebních výrobcích, včetně kosmetických 

přípravků. Nedávno byly navrženy vhodné kombinace in vitro metod, které využívají 

testovací systémy lidského původu, jako jsou lidské geny, receptory, proteiny, buňky a 

tkáně (OECD, 2017). Tyto in vitro metody nejenže poskytují spolehlivá a vědecky 

relevantní data, ale také umožňují efektivní hodnocení genotoxicity bez použití zvířat. 
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Genotoxicita je jeden z nejkritičtějších toxikologických koncových bodů a má 

velký význam pro veřejné zdraví, bezpečnost spotřebitelů a ochranu životního prostředí. 

Etický základ vědeckého výzkumu je dále posílen principy 3R (Replacement, Reduction 

and Refinement) definovanými Russellem a Burchem v roce 1959. Tyto principy jsou 

pevně zakotveny ve Směrnici Evropského parlamentu a Rady EU 2010/63/EU o ochraně 

zvířat používaných pro vědecké účely, která podporuje hledání alternativních metod k 

testování na zvířatech (Směrnice 2010/63). I přes významný pokrok ve vývoji, validaci a 

používání alternativních metod bez použití zvířat, komunita v oblasti regulace tradičně 

preferuje přístupy založené na zvířatech (Combes & Balls, 2014). Obtíže spojené 

s hodnocením genotoxicity in vitro, včetně fyziologického pozadí indukce a propojení 

výsledků in vitro s podmínkami in vivo, vedou k nízké akceptaci in vitro údajů. 

Přestože některé testy in vitro byly již přijaty pro regulační účely, jako je test 

savčích chromozomových aberací (OECD TG 473), test mikrojader na savčích buňkách 

(OECD TG 487) a bakteriální Amesův test (OECD TG 471), stále existuje potřeba 

zdokonalení a dalšího výzkumu. Kombinace více validovaných in vitro testů s dostatečnou 

senzitivitou a specificitou se ukazuje jako vhodný přístup pro posouzení genotoxicity 

chemických látek a spotřebních výrobků. Jednotlivé metody in vitro mohou vykazovat 

specifické výhody i omezení, ale jejich kombinace může zvýšit citlivost hodnocení 

bezpečnosti (Bhagat, 2018). Dosud však žádný samostatně použitý test in vitro 

neumožňuje detekci široké škály specifických změn ve struktuře DNA projevujících se 

jako nežádoucí účinky spojené buď s genotoxicitou, nebo mutagenitou (Nesslany, 2017). 

Proto se aktuálně doporučuje používat kombinace 2 nebo 3 validovaných in vitro testů 

s dostatečnou senzitivitou a specificitou. Chemické látky mohou být vyhodnoceny jako 

nevykazující genotoxický potenciál, pokud jsou všechny použité koncové body in vitro 

jasně negativní, zatímco alespoň dva koncové body in vitro vykazující pozitivní výsledky 

mohou genotoxický potenciál předpovídat (EFSA, 2011). 

V současné době jsou mezinárodní pracovní skupiny a organizace, včetně OECD, 

EURL ECVAM, EPAA a ICCVAM, aktivně zapojeny do podpory a validace 

alternativních toxikologických metod. Hledají se další údaje k porozumění toxikologickým 

mechanismům a vlastnostem chemických látek, včetně genotoxicity, s přesahem do 

problematiky ADME - absorpce, distribuce, metabolismu a vylučování. 
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Vzhledem k neustálému pokroku v oblasti vývoje nových metodologií lze očekávat, 

že budou k dispozici vysoce efektivní hodnotící metody a jejich kombinace in vitro, které 

podpoří jejich širší využití a poskytnou relevantní informace pro lidské zdraví. 

Celosvětově se názory a doporučení v oblasti testování genotoxicity promítají do 

legislativních dokumentů a směrnic, jako jsou Nařízení Rady (ES) č. 440/2008, OECD 

Overview of Genetic Toxicology Test Guidelines (OECD, 2017), zpráva agentury ECHA o 

přístupech bez použití zvířat (ECHA, 2017) a vědecké stanovisko úřadu EFSA ke 

strategiím testování genotoxicity (EFSA, 2018). Tyto dokumenty poskytují rámec pro 

regulační hodnocení a zajišťují postupný přechod od tradičních postupů založených na 

zvířatech k moderním, etickým a vědecky relevantním přístupům bez jejich použití. 

Tato disertační práce se bude podrobně zabývat problematikou genotoxicity 

ingrediencí spotřebních výrobků, chemických konzervačních látek používaných 

v kosmetice a souvislostmi s legislativou, etickými aspekty, vývojem alternativních metod 

a jejich praktickou aplikací. 

Cílem práce je zkoumat genotoxické účinky, které chemické látky mohou vyvolat, 

a to s důrazem na mechanismy působení a toxikologické metody in vitro. Kromě toho 

práce poskytne komplexní přehled současné situace a trendy v oblasti alternativních metod 

pro hodnocení genotoxicity, které nabízejí efektivní přístupy bez použití laboratorních 

zvířat. 

Hlubší porozumění genotoxickým účinkům, implementace moderních a etických 

postupů hodnocení genotoxicity, které reflektují aktuální vědecký vývoj a normy v oblasti 

toxikologie, může poskytnout základ pro vývoj bezpečnějších chemických látek a lepší 

ochranu lidského zdraví a životního prostředí. 
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2 Teoretická část 
2.1 Genotoxické účinky 

Deoxyribonukleová kyselina, zkráceně DNA, je základní molekulou genetické 

informace ve všech živých organismech. Tato dvojitě šroubovicová molekula nese 

genetický kód, který určuje vývoj, fungování a dědičné vlastnosti organismů. DNA se 

skládá ze dvou dlouhých řetězců nukleotidů, které jsou propojeny spojovacími můstky 

tvořenými páry bází (adenin s thyminem, guanin s cytosinem). Tato komplexní struktura 

DNA tvoří základ pro dědičnost a přenáší genetickou informaci z jedné generace na 

druhou. 

Chromozomy jsou struktury nesoucí genetickou informaci v buňkách živých 

organismů (Obrázek 1). V lidském těle se nachází v jádře buněk. Každý zdravý člověk má 

ve svých buňkách 46 chromozomů uspořádaných do 23 párů. Tyto chromozomy obsahují 

segmenty DNA - geny, které určují různé vlastnosti a charakteristiky jedince. Během 

buněčného dělení se chromozomy kopírují a přenášejí na další buněčné populace, což 

zajišťuje předání genetické informace z jedné buňky na další. Studium struktury a funkce 

chromozomů je klíčové pro pochopení genetiky a dědičnosti v organismech. 

 

Obr. 1: Stavba chromozomu (převzato z: http://www.genetika-biologie.cz/chromozomy) 
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Genotoxicitou se v toxikologii a genetice označuje schopnost chemických látek, 

fyzikálních faktorů nebo biologických agens (jako jsou viry) způsobovat poškození 

genetické informace v buňkách organismu. Genotoxické látky mohou způsobit změny v 

DNA, což může mít různé biologické důsledky, včetně mutací, chromozomových aberací a 

genetických abnormalit, které mohou vést k aktivaci onkogenů a deaktivaci tumor 

supresorových genů. Tyto procesy prokazatelně zvyšují riziko rozvoje rakoviny nebo 

jiných degenerativních onemocnění (Očadlíková et al., 2007). Genotoxicita může 

postihnout buňky buď přímo, nebo nepřímo. Přímé genotoxické vlivy působí na DNA a 

mohou způsobit její fyzikální nebo chemickou změnu. Nepřímé genotoxické vlivy mohou 

vykazovat látky, které mají genotoxický účinek až po metabolické přeměně v buňce. 

Znalosti z tohoto oboru jsou využívány při biologickém monitorování v oblasti prevence 

nádorových onemocnění nejen u osob profesionálně exponovaných mutagenním a 

karcinogenním látkám, ale i u osob ovlivněných těmito látkami z životního prostředí 

(Rössner, 1996). 

Hodnocení genotoxicity je důležitým krokem v procesu hodnocení bezpečnosti 

chemických látek, spotřebních výrobků, léčiv, potravin a dalších látek, kterým jsou 

organismy potenciálně exponovány. Identifikace genotoxických látek a pochopení 

mechanismů, jimiž působí, přispívá k ochraně veřejného zdraví a životního prostředí. 

Přímé mutageny mají schopnost přímo působit na DNA a způsobovat její 

poškození. Příkladem jsou alkylační činidla, která mohou měnit strukturu bází v DNA. 

Ionizující záření, jako je rentgenové záření a gama záření, mohou přímo interagovat s 

DNA, způsobovat zlomy nebo přímé změny v nukleotidové sekvenci. Nepřímé mutageny 

samy o sobě nejsou mutageny, ale mohou být metabolizovány v buňce na mutagenní 

sloučeniny. Příkladem mohou být prekurzory aromatických aminů. K napodobení situace 

in vivo se doporučuje zařazovat při testování in vitro metabolický aktivační systém (MAS) 

(Tice et al., 2000; Nesslany, 2017). Nejběžnějším systémem používaným pro metabolickou 

aktivaci je frakce S9, připravovaná tradičně z jater hlodavců, ale v současnosti jsou 

komerčně dostupné i lidské frakce S9 (EFSA, 2011; Hong et al., 2018). Ultrafialové (UV) 

záření ze slunečního světla nepřímo působí na DNA tím, že vytváří tzv. pyrimidinové 

dimery, což jsou strukturální změny v DNA. 
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Chromozomové poškození může nastat při působení mutagenů, což jsou látky nebo 

faktory schopné způsobit genetické změny v DNA. Důsledky poškození chromozomů jsou 

mutace, což jsou trvalé genetické změny v nukleotidové sekvenci. Přímo nebo nepřímo 

způsobené poškození chromozomů může vést k abnormalitám v jejich struktuře. Sem patří 

mutace způsobené delecí (Obrázek 2), duplikací (Obrázek 3), inverzí (Obrázek 4), 

translokací (Obrázek 5) nebo vznikem prstenčitého chromozomu (ring) (Obrázek 6), 

projevující se jako chromozomové aberace. Některé mutageny mohou způsobit genetické 

změny, které následně vedou k nekontrolovanému bujení buněk, což je charakteristické pro 

nádorový růst. Studium genotoxicity a pochopení mechanismů, které vedou k poškození 

chromozomů, je klíčové pro posouzení bezpečnosti látek a prevenci rizik spojených s 

expozicí mutagenům. 

 

Obr. 2: Schématický nákres delece (převzato z 
https://medlineplus.gov/genetics/understanding/mutationsanddisorders/structuralchanges/) 

 

Obr. 3: Schématický nákres duplikace (převzato z 
https://medlineplus.gov/genetics/understanding/mutationsanddisorders/structuralchanges/) 
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Obr. 4: Schématický nákres inverze (převzato z 
https://medlineplus.gov/genetics/understanding/mutationsanddisorders/structuralchanges/) 

 

Obr. 5: Schématický nákres translokace (převzato z 
https://medlineplus.gov/genetics/understanding/mutationsanddisorders/structuralchanges/) 

 

Obr. 6: Schématický nákres prstenčitého chromozomu (ring) (převzato z 
https://medlineplus.gov/genetics/understanding/mutationsanddisorders/structuralchanges/) 
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2.2 Dostupné in vitro přístupy pro testování genotoxicity 

Testovací baterie navržená pro počáteční screening genotoxického potenciálu by 

měla umožnit detekci tří důležitých genotoxických koncových bodů, tj. genových mutací, 

strukturálních chromozomálních aberací (klastogenity) a numerických změn v počtu 

chromozomů (aneuploidie) (EFSA, 2011). Použití in vitro systémů je obecně považováno 

za užitečné a je zahrnuto do aktualizovaných Směrnic OECD pro testování genotoxicity, 

jako například OECD TG 489 (In vivo savčí alkalický kometový test). 

Nejběžněji používané metody hodnocení genotoxického potenciálu látek in vivo s 

možným zahrnutím testovacích systémů in vitro jsou uvedeny níže na základě jejich 

hlavního koncového bodu genotoxicity: 

Genové mutace: 

 Testy genových mutací somatických a zárodečných buněk transgenních 

hlodavců (OECD TG 488). 

 

Poškození chromozomů: 

 Test mikrojader savčích erytrocytů (CMT) (OECD TG 474), 

 Test chromozomových aberací kostní dřeně savců (CA) (OECD TG 475). 

 

Primární poškození DNA: 

 Alkalický in vivo kometový test na savčích buňkách (CMT) (OECD TG 489) 

 

Mutace: 

 Test bakteriální reverzní mutace u Salmonella typhimurium a Escherichia coli 

(Amesův test) (OECD TG 471), 

 In vitro test mutace genu na savčích buňkách (OECD TG 476), 

 In vitro testy genových mutací s použitím tk lokusu (OECD TG 490). 
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Chromozomové aberace: 

 In vitro test savčích chromozomových aberací (CA) (OECD TG 473), 

 In vitro test mikrojader savčích buněk (MN) (OECD TG 487) (klastogenita), 

 In vitro alkalický kometový test na savčích buňkách (CMT) (prováděný na 

testovacím systému in vitro, v souladu s OECD TG 489) (chromozomální 

zlomy). 

 

2.3 Kombinace metod doporučených pro testování genotoxicity / 

mutagenity / karcinogenity 

Kombinace testů pro screening karcinogenity byla navržena již v roce 1974 (Stoltz 

et al., 1974). V nedávné době bylo v odborných publikacích zmíněno, že kombinace 

Amesova testu, in vivo testu mikrojader (MN), in vivo testu chromozomových aberací 

(CA) a kometového testu (CMT) zvyšuje citlivost testovací baterie navržené pro detekci 

karcinogenů (Kang et al., 2013a; Kim & Margolin 1999; Morita et al., 2016). Alternativně 

se také uvádí, že kombinace Amesova testu a in vivo MN, nebo kombinace testů MN a 

CMT vykazují slibnou citlivost (Shelby & Zeiger 1990; Recio et al., 2010; Vasquez, 2010; 

Kang et al., 2013a). Signifikantní citlivost byla popsána při použití 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). Nejvyšší citlivost byla pozorována 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). 

Obecný vývoj toxikologického testování, prováděného podle principů 3R, umožňuje 

zahrnutí výhradně in vitro koncových bodů ve vhodných kombinacích do testovacích 

baterií bez použití laboratorních zvířat. Nelze očekávat, že by jediný samostatný in vitro 

test předpovídal všechny klíčové události, které mohou potenciálně vést k přetrvávající 

genotoxicitě a/nebo mutagenitě. Proto by měla kombinace in vitro testů zahrnovat testy s 

dostatečnou citlivostí (aby se zabránilo falešně negativním výsledkům) a specificitou (aby 

se předešlo falešně pozitivním výsledkům). Standardní baterie in vitro genotoxických testů, 

doporučená pro regulační účely, by měla zahrnovat 2 nebo 3 standardizované či validované 

metody s alespoň jedním testem na bakteriích a jedním testem na buněčných kulturách 

(Nesslany, 2017). 
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V případě dermální expozice se důrazně doporučují exkluzivní přístupy in vitro, 

neboť jsou jedinými dostupnými testovacími přístupy pro testování kosmetiky a 

kosmetických přísad. V případě kosmetických ingrediencí by hodnocení potenciálu 

mutagenity, které bude připojeno k nařízení (ES) č. 1223/2009, mělo zahrnovat testy 

poskytující informace o třech genotoxických koncových bodech, tj. mutagenitu na genové 

úrovni, poškození chromozomů a/nebo přestavby (klastogenitu) a numerické 

chromozomové aberace (aneuploidii). 

Evropský vědecký výbor pro bezpečnost spotřebitelů doporučil dva testy pro 

základní testování kosmetických ingrediencí: 

 Bakteriální test reverzních mutací (OECD 471) jako test zahrnující genové 

mutace, 

 In vitro test mikrojader (OECD 487) jako test na strukturální chromozomové 

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

 

Potvrzující nebo podpůrné důkazy lze získat pomocí testů detekujících primární 

poškození DNA, jako je např. alkalický kometový test (Kirkland et al., 2011). 

 

2.4 Legislativní problematika testování genotoxicity / mutagenity / 

karcinogenity u kosmetických ingrediencí a kosmetických přípravků 

Testování kosmetických ingrediencí a finálních kosmetických přípravků na 

zvířatech je v Evropské unii zakázáno pro všechny toxikologické účely od roku 2013. 

Nařízení Evropského parlamentu a Rady (ES) č. 1223/2009 ze dne 30. listopadu 2009 o 

kosmetických přípravcích (dále jen „Nařízení“) poskytuje seznam ingrediencí zakázaných 

pro použití v kosmetice (Příloha II) nebo schválených/povolených pouze pro omezené 

použití (Přílohy III, IV, V, VI). Seznam kosmetických ingrediencí s dostatečně popsanými 

toxikologickými vlastnostmi není k dispozici a v souladu s Nařízením mají osoby 

odpovědné za uvádění kosmetického přípravku na trh v EU povoleno použít konkrétní 

ingredienci, pokud bylo provedeno hodnocení bezpečnosti podle Přílohy I, které musí být k 

dispozici na vyžádání regulačním orgánům. 
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V obecné rovině představují finální kosmetické přípravky směsi mnoha ingrediencí. 

Předmětem hodnocení bezpečnosti je přítomnost a toxikologické vlastnosti každé 

individuální ingredience. Některé ingredience však mohou být složeny také z mnoha 

individuálních složek původem z přírodních a biologických extraktů nebo biologických 

tekutin. Toxikologické vlastnosti kombinované směsi, jako je kosmetický přípravek, závisí 

nejen na vlastnostech jednotlivých složek, ale také na jejich kombinovaných interakcích, i 

když jsou jednotlivé složky použité v koncentracích, které je možno považovat za 

bezpečné, a dále na biodostupnosti, typu a frekvenci expozice. Biologické účinky 

kosmetického přípravku může ovlivnit mnoho faktorů, jako je povaha výroby, biologická 

variabilita, nestandardizovaná kvalita, stabilita nebo různý původ přírodních složek 

(například přírodních extraktů, rostlinných ingrediencí, esenciálních olejů, biologických 

tekutin atd.). Přírodní produkty mohou vykazovat variabilitu mezi jednotlivými šaržemi v 

závislosti na ročním období, původu rostlin atd. Použití nepřímých distribučních kanálů 

může bohužel umožnit vstup nekvalitních výrobků na maloobchodní trh. Podrobné 

informace o mnoha chemických látkách jsou veřejně dostupné v Registračních složkách na 

webových stránkách Evropské agentury pro chemické látky (ECHA). Seznam 

kosmetických ingrediencí je uveden v kosmetické nomenklatuře podle INCI 

(tj. Mezinárodní nomenklatura kosmetických ingrediencí), kterou lze vyhledávat podle 

názvu nebo čísla v evropské databázi CosIng (Databáze kosmetických ingrediencí, 

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

Na obalu kosmetického přípravku jsou jednotlivé složky seřazeny sestupně podle 

jejich procentuálního rozložení ve finálním objemu (např. hmotnost/hmotnost nebo 

objem/objem podle typu pevného nebo kapalného kosmetického přípravku). Většina 

toxikologických údajů o chemických látkách byla historicky generována na in vivo 

modelech a ve studiích, které nemusí být plně relevantní pro člověka, zejména v oblasti 

toxikokinetiky a toxikodynamiky, metabolismu, systémové toxicity, ale i genotoxicity, 

mutagenity nebo karcinogeneze. 
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3 Experimentální část 
Cílem experimentální části doktorského projektu bylo zhodnotit genotoxický 

potenciál vybraných látek prostřednictvím baterie in vitro toxikologických metod bez 

použití laboratorních zvířat, co nejvíce relevantních k člověku. Výzkum reaguje na výzvu 

Evropské komise k poskytnutí údajů screeningu možného genotoxického potenciálu 

vybraných látek. Zvláštní pozornost byla věnována in vitro alkalickému kometovému testu 

(CMT), prováděnému na různých buněčných liniích, a in vitro testu savčích 

chromozomových aberací (CA) na lidských periferních lymfocytech podle metodiky 

OECD TG 473. V rámci in vitro kometového testu byly zvoleny buněčné linie HaCat a 

SVK14, což jsou nenádorové lidské keratinocyty, a myší embryonální fibroblasty 

NIH/3T3. Pro test chromozomových aberací byly použity lymfocyty periferní krve od 

zdravého dárce (zdravý nekuřák, nepijící alkohol, který nebyl vystaven záření, infekci nebo 

medikaci méně než jeden měsíc před datem odběru). Selekce buněčných linií byla 

motivována potřebou získat komplexní a srovnatelná data při hodnocení genotoxického 

potenciálu látek na různých typech buněk s potenciálně různými regulačními mechanismy. 

Tato experimentální část disertační práce nám umožnila aplikovat a optimalizovat in vitro 

toxikologické metody na konkrétních buněčných modelech, a tím získat relevantní data k 

posouzení genotoxického potenciálu testovaných látek. Metodologie a výsledky byly 

podrobně diskutovány a interpretovány, s cílem přispět k lepšímu pochopení 

genotoxických účinků chemických látek a spotřebních výrobků. 

 

3.1 Metodika 

3.1.1 In vitro test savčích chromozomových aberací 
In vitro test savčích chromozomových aberací je krátkodobý in vitro test 

mutagenity umožňující detekci chromozomových abnormalit (strukturálních a 

numerických aberací) v savčích (lidských) buňkách pomocí optického mikroskopu 

(Rössner, 1996). Lze použít jak kultury stabilizovaných buněčných linií, tak primárních 

buněk, např. buňky čínského křečka nebo lidské lymfocyty. Po expozici testované látce s 

použitím i bez použití vhodného metabolického aktivačního systému (detekce přímých i 

nepřímých mutagenů) se na buněčné kultury působí mitotickým jedem, např. kolchicinem, 

aby došlo ke kumulaci dělících se buněk (C-metafáze). Buňky jsou následně laboratorně 

zpracovány a jsou z nich připraveny mikroskopické preparáty, které jsou obarveny 
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vhodným barvivem. Dobře rozprostřené metafázické buňky jsou analyzovány na 

přítomnost chromozomových aberací. 

Metoda slouží k biologickému monitorování profesionálně exponováných 

pracovníků mutagenním nebo karcinogenním látkám (např. zaměstnanci laboratoří 

pracující s cytostatiky), nebo se používá pro testování chemických látek z hlediska jejich 

genotoxicity, a právě tuto modifikaci testu jsme použili pro studium genotoxicity u 

ingrediencí spotřebních výrobků. Poškození genetického materiálu buňky (DNA), 

analyzované jako chromozomové aberace, je projevem biologického efektu genotoxických 

faktorů (Rössner, 1996; Očadlíková et al., 2007). 

 

3.1.1.1 Lidské periferní lymfocyty 
Lymfocyty patří mezi bílé krvinky – leukocyty, tedy buňky vykonávající v 

organismu imunitní funkce, a řadí se k agranulocytům (společně s monocyty a makrofágy). 

V periferním oběhu převládají malé lymfocyty, které mají průměr 6 – 8 μm. 

Z celkového množství cirkulujících leukocytů periferní krve tvoří lymfocyty  

20 – 45 % a jsou v nich obsaženy mitochondrie i proteosyntetický aparát. Jádro, které má 

kulovitý tvar a prakticky vyplňuje celou buňku, se intenzivně barví (Kočárek et al., 2010). 

Lymfocyty vznikají z lymfoidní pluripotentní buňky v kostní dřeni a jejich 

diferenciace se uskutečňuje v primárních imunitních orgánech: thymu a kostní dřeni, podle 

toho názvy T a B lymfocyty. Ve světelném mikroskopu nelze rozdíl mezi těmito buňkami 

rozeznat. Většina lymfocytů žije několik měsíců. Výjimkou jsou pouze tzv. paměťové 

buňky, které vznikají z T lymfocytů nebo B lymfocytů, ty jsou schopny přežívat po celý 

život jedince (Penka et al., 2001). 

 

3.1.1.2 Kultivace krve 
Lymfocyty periferní krve od zdravého dárce byly kultivovány v kultivačním médiu 

RPMI-1640, které obsahuje L-glutamin, NaHCO3 (vše od Sigma-Aldrich), a je doplněno 

10% tepelně inaktivovaným bovinním sérem (Bioveta, Česká republika) a stimulátorem 

buněčného dělení phytohaemagglutininem (PHA) při 37 °C. Proces kultivace probíhá  

v 12,5 cm2 lahvích pro tkáňové kultury Falcon. 
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Test prováděný za podmínek in vitro vyžaduje použití exogenního zdroje 

metabolického aktivačního systému (MAS), byly tedy paralelně provedeny dvě verze testu 

(tj. s nebo bez metabolické aktivační stimulace), podle testovacích pokynů OECD TG 473. 

Jako exogenní zdroj MAS byla použita kofaktorem doplněná postmitochondriální frakce 

S9, připravená z jater hlodavců (potkani Wistar) (příprava Státní zdravotní ústav, Projekt 

pokusů č. MZDR 37519/20019-4/OVZ). 

Čtyřicet osm hodin po zahájení kultivace byla k buňkám přidána testovaná látka na 

dobu 4 hodin (s MAS a bez MAS). Současně jsou v experimentu aplikovány pozitivní 

kontroly thio-TEPA 10-6M (Sigma-Aldrich), přímý mutagen bez MAS, a cyklofosfamid 

10-4M, nepřímý mutagen s MAS (Cytoxan, Bristol-Myers Squibb, USA). Jako negativní 

kontrola bylo použito kultivační médium. 

Po 4 hodinách byla kultura dvakrát promyta médiem RPMI-1640 bez séra, aby se 

odstranila testovaná látka. Následně byly buňky opět nasazeny do kultivačních lahví s 

kompletním kultivačním médiem a kultivovány po dobu 24 hodin při 37 °C. Dvě hodiny 

před ukončením kultivace byl ke vzorkům přidán kolchicin (Sigma-Aldrich) jako látka 

zastavující buněčné dělení v metafázi. 

Pro případ negativního výsledku (v přítomnosti i za absence MAS) probíhá 

kontinuální experiment bez použití metabolické aktivace a testovaná látka je ke kultuře 

aplikována na interval 1,5 násobku normálního buněčného cyklu, což odpovídá době 

přibližně 26 hodin. 

Dvě hodiny před ukončením kultivace byl ke vzorkům opět přidán kolchicin 

(Sigma-Aldrich) jako látka zastavující buněčné dělení v metafázi. 

 

3.1.1.3 Zpracování krve 
Po procesu kultivace, jehož celková doba byla 76 hodin (v případě druhého testu 74 

hodin, neboť se testovaná látka inkubuje s kulturou 26 hodin), byly buňky přelity do 

plastových zkumavek a zpracovány odděleně pomocí hypotonie, fixace a barvení 5% 

Giemsa-Romanowski (Hungerford, 1965). 
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Hypotonie 

Zkumavky s buněčnou kulturou byly centrifugovány 3 minuty při 2000 

otáčkách/min. Supernatant byl odstraněn a k buňkám byl na dobu 10 minut přidán 

hypotonický roztok, 0,55% KCl v deionizované vodě, teplota 37 °C. Tento proces probíhá 

při pokojové teplotě a slouží k odstranění erytrocytů z kultury. 

 

1. fixační roztok – Ibrainův roztok 

Ibrainův roztok se aplikuje na buněčnou kulturu jako první fixace a je tvořen 

deionizovanou vodou, kyselinou octovou a metanolem. Po přilití fixačního roztoku (4 °C) 

k buňkám byla provedena centrifugace (3 minuty; 2000 otáček/min). Slití supernatantu a 

důkladná resuspendace sedimentu byla provedena po každé centrifugaci.  

Ibrainův fixační roztok: 

Látka / roztok Množství Příprava, skladovací podmínky 

Deionizovaná voda 92 ml Látky se smíchají a výsledný roztok 
je vychlazen na 4 °C. Je určený 
k přímému použití.  

Neuchovává se. 

Kyselina octová 5 ml 

Metanol 3 ml 

 

2. fixační roztok 

Jako druhý fixační roztok byl použit vychlazený metanol (4 oC) a po jeho aplikaci 

byla opět provedena centrifugace po dobu 3 minut při 2000 otáčkách/min. 

 

3. fixační roztok 

Poslední, tedy 3. fixační roztok (4 °C) je tvořen metanolem a kyselinou octovou 

(3:1). Látky byly smíchány v potřebném množství dle předepsaného poměru, výsledný 

roztok je určen k přímému použití a neuchovává se. Po přilití k buněčné kultuře byla 

provedena centrifugace (3 minuty, 2000 otáček/min). 
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3. fixační roztok: 

Látka / roztok Množství Příprava, skladovací podmínky 

Metanol 3 díly Látky se smíchají a výsledný roztok 
je vychlazen na 4 °C. Je určený 
k přímému použití.  

Neuchovává se. 
Kyselina octová 1 díl 

 

3.1.1.4 Aplikace výsledné suspenze 
Předmytá podložní skla, na která se kape výsledná buněčná suspenze, byla 

uchovávána v chromsírové směsi. Před použitím byla sklíčka jednotlivě promyta pod 

tekoucí vodou, naložena do destilované vody a vychlazena v chladničce (4 °C). 

Po slití supernatantu ze zkumavek je nutné sediment opět dobře promíchat pipetou 

a nakapat 4 – 6 kapek na mokré, vychlazené podložní sklo. Od každé kultury byla takto 

připravena 2 podložní sklíčka. 

 

3.1.1.5 Barvení preparátů 
Sušení preparátů probíhá volně na vzduchu a poté jsou obarveny 5% roztokem 

Giemsa – Romanowski (Merck).  

Složení barvicího roztoku:  

Látka / roztok Množství Příprava, skladovací podmínky 

Destilovaná voda 80 ml 

Látky se smíchají a výsledný barvicí 
roztok je určený k přímému použití.  

Neuchovává se. 

Sörensenův pufr, 4 °C 15 ml 

Giemsa – 
Romanowski 5 ml 

 

Označená podložní sklíčka byla naskládána do skleněných kyvet a až po okraj 

přelita barvicím roztokem. Proces barvení trvá 5 minut, následně byly preparáty důkladně 

opláchnuty pod tekoucí vodou. 
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Sörensenův pufr (pH 6,8) složení: 

Látka / roztok Množství Příprava, skladovací podmínky 

roztok A 1,376 g KH2PO4  
/ 400 ml deionizované vody 

Roztoky se smíchají a uchovávají se 
při 4 °C v chladničce. 

roztok B 5,52 g Na2HPO4 . 12 H2O  
/ 600 ml deionizované vody 

 

3.1.1.6 Mikroskopická analýza 
Buňky nacházející se v metafázi buněčného cyklu (alespoň 200 dobře 

rozprostřených metafází se 46 ± 2 centromerami, viz Obrázek 7) byly mikroskopicky 

analyzovány na přítomnost chromozomových a chromatidových aberací, při 

tisícinásobném zvětšení a za použití imerzního oleje pro fluorescenci, jak znázorňuje 

Obrázek 8. 

 

Obr. 7: Dobře rozprostřené metafáze na preparátu při stonásobném zvětšení (fotografie autora) 
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Obr. 8: Metafáze při tisícinásobném zvětšení (fotografie autora) 

 

Posuzují se následující jevy: 

 Přerušení celistvosti jedné nebo obou chromatid, přičemž je mezera přerušené 

chromatidy stejná nebo menší než je její šířka, se nazývá Gap. Gapy byly 

zaznamenány samostatně a nebyly zahrnuty do celkové frekvence aberací. 

 Jako chromatidový zlom je hodnoceno porušení kontinuity jedné nebo obou 

chromatid, pokud je mezera přerušené chromatidy větší než její šířka (Obrázek 

9), nebo pokud je fragment dislokovaný mimo osu chromatidy. Chromatidové 

zlomy mohou být jednoduché nebo dvojité. 

 Chromatidové výměny (symetrické, asymetrické), jak dokládá Obrázek 10. 

 Chromozomové výměny: 

─ dicentrický chromozom, 

─ translokace, 

─ prsténčitý chromozom (ring). 

 Fragmentace, neboli rozpad celého chromozomu (Obrázek 11). 
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Obr. 9: Jednoduchý chromatidový zlom při tisícinásobném zvětšení (fotografie autora) 

 

Obr. 10: Asymetrická chromatidová výměna při tisícinásobném zvětšení (fotografie autora) 
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Obr. 11: Fragmentace chromozomů při tisícinásobném zvětšení (fotografie autora) 

 

Bylo hodnoceno procento buněk se strukturálními chromozomálními aberacemi. 

Alespoň dvojnásobné zvýšení počtu aberantních buněk ve srovnání s negativní kontrolou 

bylo kritériem pro stanovení pozitivního výsledku včetně zvýšení počtu buněk s 

chromozomálními aberacemi souvisejícího s koncentrací testované látky. 

 Endoreduplikace, neboli jev, kdy homologní chromozomy leží těsně u sebe, 

se zaznamenává, ale při vyhodnocení se nepočítá do aberací. 

 Dále se pouze zaznamenávají případné polyploidní buňky, u kterých je počet 

centromer vyšší než 3 a vícenásobek haploidní sady (23 chromozomů), nebo 

aneuploidní buňky, kde je vyšší nebo nižší počet chromozomů než 46. 

Ačkoliv je účelem testu odhalování strukturálních chromozomových aberací, je 

rovněž důležité zaznamenat případné polyploidie či endoreduplikace, a zároveň je také 

nutné evidovat zjištěnou cytotoxicitu v experimentálních i kontrolních kulturách. 
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Neanalyzují se: 

 špatně obarvené či přebarvené metafáze, 

 metafáze s nedostatečně oddělenými chromatidami, 

 prometafázické chromozomy, 

 pozdní metafáze (když jsou chromatidy v centromeře od sebe odděleny), 

 nedostatečně rozprostřené chromozomy v metafázích (překrývání 

chromozomů), 

 splývající metafáze (sloučení chromozomů z více metafází), 

 mechanické poškození chromozomů/metafází (vzniklé při zpracování vzorků 

nebo poškrábáním nátěru), 

 metafáze, které mají jiný počet centromer než 46 ± 2 (aneuploidie se pouze 

zaznamená, jev lze spolehlivě odlišit jen metodou FISH). 

 

3.1.2 Alkalický kometový test in vitro 
Kometový test neboli alkalická varianta jednobuněčné gelové elektroforézy 

(alkaline Single Cell Gel Electrophoresis – SCGE) je citlivá technika, umožňující detekci 

fragmentů DNA na úrovni jednotlivých buněk (Obrázek 12). Principem metody je odlišná 

migrace DNA a jejích fragmentů v elektrickém poli. Buňky jsou po inkubaci s testovanou 

látkou podrobeny působení lyzačního roztoku, jehož vlivem dochází k odstranění membrán 

a většiny proteinů z buněk. V alkalickém prostředí nastává denaturace DNA, která se při 

následné elektroforéze uvolňuje z jádra a jako anion migruje ke kladné elektrodě. Čím 

větší je počet zlomů v DNA, tím větší množství jí vycestuje z jádra. Po vhodném obarvení 

fluorescenční sondou připomínají sledované objekty komety (Obrázek 13 a 14), které 

obsahují neporušenou DNA v hlavě a poškozenou DNA v ocasu. Na mikroskopickém 

preparátu lze množství zlomů kvantifikovat pomocí softwaru CometScore (Obrázek 15) a 

následně statisticky vyhodnotit. Mezi nejčastějšími parametry, které jsou vyhodnocovány, 

je Olive tail moment (OTM), procentuální podíl DNA v hlavě komety nebo v jejím ocasu. 

Metoda byla použita na bázi OECD TG 489 s modifikacemi pro in vitro test, tj. s využitím 

lidských nenádorových buněčných linií odvozených od lidských keratinocytů (HaCaT a 

SVK14 zakoupených v ATCC, USA (Jiravová et al., 2016) a myších embryonálních 

fibroblastů NIH/3T3 (ECACC, UK). 
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Obr. 12: Schematické znázornění průběhu experimentu s využitím metody kometové 

analýzy.(převzato z https://www.creative-bioarray.com/Services/In-Vitro-Comet-Assay.htm) 
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3.1.2.1 Příprava podložních sklíček 
Prvním krokem byla příprava mikroskopických podložních sklíček, která byla 

potažena vrstvou 1% HMP agarózy (agaróza s vysokým bodem tání) v destilované vodě a 

poté byla umístěna do sušárny, kde byla ponechána po dobu 30 min při teplotě 60 °C. 

Následně byl aplikován 1% roztok HMP agarózy v 1xPBS, 85 μl na každé podložní 

sklíčko. Poté byla místa s aplikovanou HMP agarózou ihned překryta krycími sklíčky. 

V chladničce (při 4 °C) se urychlilo tuhnutí gelu. 

 

3.1.2.2 Inkubace buněk 
Buňky byly inkubovány v DMEM (Merck, Germany), v 75 cm2 lahvích (Greiner 

Bio-ONE), s testovanými vzorky naředěnými v DMEM s vysokým obsahem glukózy 

(DMEM s 4500 mg/l glukózy, L-glutamin, pyruvát sodný a hydrogenuhličitan sodný, 

Sigma-Aldrich) bez fetálního bovinního séra (FBS), aby byly získány vybrané 

necytotoxické koncentrace (μg/ml) (37 °C, 5 % CO2). Jako pozitivní kontrola byl na 

buněčnou kulturu aplikován 0,1% H202 v 1xPBS po dobu 15 minut při 4 °C. Buněčná 

kultura v kultivačním médiu (DMEM) sloužila jako negativní kontrola.  

Po inkubaci byly buňky opláchnuty roztokem 1xPBS (100 μl na jamku) a následně 

sklizeny trypsinizací, pomocí 50 μl enzymu TrypLE™ Express Enzyme (1x, bez fenolové 

červeně; Gibco, ThermoFisher Scientific, USA) aplikovaného na dobu ± 10 minut, při 

37 °C. Pro zastavení trypsinizace bylo aplikováno 100 μl DMEM + 10 % v/v FBS (VWR, 

USA). 

 

3.1.2.3 Smíchání buněčné suspenze s LMP agarózou 
Sklizená buněčná suspenze byla přemístěna do centrifugační zkumavky a byla 

provedena centrifugace (3 min, 1500 otáček/min). Následně bylo z buněčného peletu 

odebráno 25 μl a resuspendováno v 85 μl 1% roztoku agarózy s nízkou teplotou tání 

(LMP) (Molecular Biology Grade; Qbiogene, MP Biomedicals, USA) temperovaného na 

37 °C. Výsledná hustá agarózová suspenze (85 μl) byla napipetována na předem potažená 

mikroskopická sklíčka a rychle přikryta krycími sklíčky. 
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3.1.2.4 Lyzace 
Po ztuhnutí gelu/agarózy (cca 15 minut) byla krycí sklíčka odstraněna a podložní 

sklíčka, s buňkami fixovanými v agaróze, byla ponořena do lyzačního pufru s 1% Triton™ 

X-100 (Merck) při 4 °C na 60 minut, jehož vlivem dochází k odstranění membrány a 

většiny proteinů z buněk. 

Nejprve byl připraven zásobní roztok lyzačního pufru, do kterého byl v den 

experimentu přidán 1 ml Triton™ X-100 na 100 ml zásobního roztoku. Výsledný roztok 

byl před použitím vychlazen na 4 °C. 

Složení lyzačního pufru: 2,5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris a 1% Triton™ 

X-100, pH 10, 4 °C. Výsledná hodnota pH se upraví pomocí NaOH. 

 

Lyzační pufr – zásobní roztok 1000 ml: 

Látka / roztok Množství na 1000 ml Příprava, skladovací podmínky 

2,5M NaCl 146,40 g 
Látky se doplní deionizovanou vodou 
na objem 1000 ml.  

Pomocí NaOH se upraví pH na 
výslednou hodnotu pH 10. 

Uchovává se při pokojové teplotě. 

100mM EDTA 37,20 g 

10mM Tris 1,21 g 

NaOH ± 8,2 g 

 

3.1.2.5 Elektroforéza 
V den pokusu byl připraven alkalický elektroforetický pufr (2000 ml) ze zásobních 

roztoků a vychlazen na 4 °C. Po lýze buněk byla sklíčka promyta destilovanou vodou. 

Dalším krokem bylo umístění sklíček do elektroforetické vany (Sub-Cell Model 192 Cell, 

2000 ml) a jejich ponoření do dostatečného objemu chlazeného (4 °C) alkalického 

elektroforetického roztoku (300mM NaOH a 1mM EDTA, pH > 13) na 40 minut. 

Následně byla provedena elektroforéza za podmínek 0,8 V/cm a 350 mA, 20 min, při 4 °C. 

  



36 
 

Elektroforetické zásobní roztoky: 

Látka / roztok Množství Příprava, skladovací podmínky 

10N NaOH 200 g / 500 ml destil. vody 
200mM EDTA je možné skladovat 
max. 2-3 týdny. 

200mM EDTA 7,4448 g / 100 ml deioniz. vody 

 

Elektroforetický roztok (v den experimentu): 

Látka / roztok Množství Příprava, skladovací podmínky 

10N NaOH 60 ml Roztoky v předepsaném množství 
doplnit do 2000 ml deioniz. vodou a 
promíchat. Uchovávat při 4 °C. 200mM EDTA 10 ml 

 

3.1.2.6 Neutralizace 
Po elektroforéze byla sklíčka opatrně přenesena do skleněných kyvet a pečlivě 

promyta (dvakrát 5 minut) neutralizačním pufrem (0,4M Tris; pH 7,5; 4 °C) a osušena. 

 

Neutralizační pufr (Tris), zásobní roztok 1000 ml: 

Látka / roztok Množství na 1000 ml Příprava, skladovací podmínky 

0,4M Tris 48,5 g 
Pomocí HCl se upraví pH roztoku na 
hodnotu pH 7,5.  

Uchovává se při pokojové teplotě. 
Roztok má nestabilní pH. 

HCl  

H2O deionizovaná  

 

3.1.2.7 Barvení 
Po neutralizaci byly preparáty obarveny fluorescenčním barvivem SYBR Green I 

concentrate (10000xDMSO; Merck; ředění dle návodu 1:10 000 v PBS). Na agarózové 

plochy s buňkami bylo aplikováno 25 μl barviva a následně byly plochy přikryty krycími 

sklíčky a preparáty byly uloženy na dobu 15 minut do chladničky (4 °C). Při procesu 

barvení bylo nutné používat rukavice a pracovat v temnu. 
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3.1.2.8 Mikroskopická analýza, vyhodnocení 
Vzorky byly mikroskopicky analyzovány pomocí fluorescenčního mikroskopu 

Olympus s připojenou CCD kamerou (Obrázek 14) a vyhodnoceny softwarem CometScore 

1.5 (Tritek CometScore Freeware V1.5 Software; TriTek Corp., Sumerduck, VA, USA) 

(viz Obrázek 15). Experiment byl proveden ve třech cyklech (s použitím triplikátů vzorků). 

Z každého testovaného vzorku bylo pro hodnocení náhodně vybráno 100 buněk a 

střední hodnoty (mediány) z každého měření byly použity pro matematickou a statistickou 

analýzu. Pro interpretaci výsledků byly použity průměrné hodnoty procentuálního 

množství DNA v hlavě komety (přímo úměrné intaktní, nefragmentované DNA), nebo 

množství (%) DNA v ocasu komety (přímo úměrné fragmentované DNA). 

Rozdíly v reakci testovacího systému na zkoumanou látku (v různých 

koncentracích) byly posuzovány analýzou rozptylu (ANOVA) a Dunnettovým t-testem. 

Jako hladina statistické významnosti byla přijata hodnota p < 0,05. Všechny statistické 

analýzy byly provedeny pomocí IBM SPSS Statistics for Windows (verze 23.0; IBM 

Corp., Armonk, NY, USA). 

 

 
Obr. 13: Stavba komety – dělení na hlavu (Head) a ocas (Tail) (převzato z 

https://www.slideshare.net/zeeldholakia7/genotoxicity-251354134) 
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Obr. 14: Obraz testovaného mikroskopického preparátu ve fluorescenčním mikroskopu, tisícinásobné 

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

 

 

 
Obr. 15: Příklad měření komet v software Comet Score IV (převzato z 

https://www.researchgate.net/figure/An-example-of-a-comet-analysed-by-Comet-Assay-IV-The-blue-line-

represents-the-start-of_fig6_265190763) 
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4 Výsledky a diskuze 
Tato disertační práce je založena na výsledcích tří publikovaných studií 

zaměřených na konzervanty a parfémové kompozice (Chrz et al., 2020; Chrz et al., 2024; 

Dvořáková et al., 2023). Pro testování genotoxických účinků byly využity metody In vitro 

test savčích chromozomových aberací a Alkalický kometový test in vitro. 

 

4.1 Parabeny 

Parabeny jsou syntetické konzervační látky, široce používané ve spotřebních 

výrobcích a to nejen v kosmetice, ale i ve farmaceutických výrobcích či potravinách. Jedná 

se o estery kyseliny p-hydroxybenzoové (PHBA), mezi nejvíce používané patří 

methylparaben (MP), ethylparaben (EP), propylparaben (PP) a butylparaben (BP) (Güzel 

Bayülken & Tüylü 2019; Fransway et al., 2019; Matwiejczuk et al., 2020). Jejich 

rozpustnost a konzervační účinek závisí na délce řetězce, tedy čím kratší uhlovodíkový 

řetězec, tím lepší rozpustnost ve vodě, avšak menší konzervační účinek. Kvůli zmíněným 

variabilním vlastnostem se parabeny často aplikují ve směsi (Kapalavavi et al. 2014). 

Existuje řada publikovaných studií zaměřených na potenciální rizika těchto látek. O jejich 

potenciální genotoxicitě a karcinogenitě pojednává například studie Darbre et al. 2004, ve 

které byly pozorovány nálezy parabenů v biopsiích prsní tkáně a jako zdroj parabenů jsou 

uvedeny antiperspiranty (Darbre et al. 2004). Hodnocení rizik pro člověka se však stalo 

velmi náročným, protože neprůkazné nebo protichůdné výsledky byly prokázány četnými 

studiemi in vivo a in vitro nebo v kombinovaných testovacích bateriích (např. 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 & Iqbal 2019). Oficiální vědecká 

stanoviska shrnují, že použití parabenů je pro lidské zdraví bezpečné, protože parabeny se 

v lidském těle metabolizují na kyselinu benzoovou a vylučují se močí, přičemž kyselina 

benzoová je v mnoha testech prakticky bez toxických účinků a je nepravděpodobné, že by 

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

Sedm vzorků esterů kyseliny p-hydroxybenzoové (methylparaben, ethylparaben, 

propylparaben, isopropylparaben, butylparaben, isobutylparaben, benzylparaben) bylo pro 

účely naší studie (Chrz et al., 2020) dodáno od TOKYO Chemical Industry Co. 

(Tabulka 1). 
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Tab. 1: Charakteristika esterů kyseliny p-hydroxybenzoové vybraných pro testování 

Substance IUPAC CAS Vzorec 

Molekulární 

hmotnost 

(g/mol) 

Methylparaben 
methyl 4-

hydroxybenzoate 
99-76-3 C8H8O3 152,15 

Ethylparaben 
ethyl 4-

hydroxybenzoate 
120-47-8 C9H10O3 166,17 

Propylparaben 
propyl 4-

hydroxybenzoate 
94-13-3 C10H12O3 180,21 

Isopropylparaben 
propan-2-yl 4-

hydroxybenzoate 
4191-73-5 C10H12O3 180,20 

Butylparaben 
butyl 4-

hydroxybenzoate 
94-26-8 C11H14O3 194,23 

Isobutylparaben 
2-methylpropyl 4-

hydroxybenzoate 
4247-02-3 C11H14O3 194,23 

Benzylparaben 
benzyl 4-

hydroxybenzoate 
94-18-8 C14H12O3 228,25 

 

4.1.1 Výsledky in vitro testu savčích chromozomových aberací 
Ve validovaném testu in vitro savčích chromozomových aberací nevykazovaly 

lidské lymfocyty periferní krve zvýšenou míru chromozomálních aberací ve srovnání s 

negativní kontrolou pro methylparaben, isobutylparaben a benzylparaben. Ethylparaben 

byl považován za hraniční, ale pro jeho vysokou toxicitu nebylo možné vzorek vyhodnotit 

ve všech koncentracích. Propylparaben, isopropylparaben a butylparaben vykazovaly 

vysoké procento aberací a koncentrační závislost u nejvyšších testovaných koncentrací je 

ve srovnání s negativní kontrolou evidentní (více než dvojnásobná) v případě 26 hodinové 

inkubace bez MAS (Tabulka 2). 
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Tab. 2: In vitro test savčích chromozomálních aberací. Procento aberantních buněk bylo zaznamenáno po 4 

hodinách s/bez MAS a 26 hodinách bez MAS. 

  

Vzorky / 
Kontroly 

Koncentrace 
µg/ml 

% aberantních buněk  
Hodnocení 4 h  

s MAS 
4 h  
bez 

MAS 

26 h  
bez 

MAS 
Methylparaben 10 3 4 4,5 negativní 

25 4 3 tox 
neprůkazný 
výsledek kvůli 
cytotoxicitě 

50 tox tox tox  
100 tox tox tox  

Ethylparaben 10 3 3 3 hraniční 

25 5,5 4 tox 
neprůkazný 
výsledek kvůli 
cytotoxicitě 

50 tox tox tox  
100 tox tox tox  

Propylparaben 5 4 3,5 2,5 pozitivní 
10 2 3 2  
25 5 6 9  
50 tox tox tox  

Isopropylparaben 5 3 3 2 pozitivní 
10 2,5 3 3,5  
25 4 4,5 7,5  
50 tox tox tox  

Butylparaben 5 5 5 3 pozitivní 
10 6 5,5 9  
25 tox tox tox  
50 tox tox tox  

Isobutylparaben 5 3 3 2,5 negativní 
10 5 4 4,5  
25 tox tox tox  
50 tox tox tox  

Benzylparaben 1 4 3 2,5 negativní 
2,5 5 3 0,5  
5 2,5 4 1,5  
10 3,5 3 5  

Negativní kontrola  
(kultivační medium) 

 
 

 3 2 negativní 

Pozitivní kontrola  
(thio-TEPA 10-6M) 

 
 

 10 15 pozitivní 

MAS Negativní kontrola 
(neexponované buňky s MAS) 

 
 

5,5   negativní 

Pozitivní kontrola  
(cyklofosfamid 10-4M) 

 
 

11   pozitivní 
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4.1.2 Výsledky kometového testu in vitro na buněčných liniích SVK14 a HaCaT 
Pozorovaná intenzita poškození DNA u buněčné linie SVK14 vystavené některému 

z parabenů (methyl-, ethyl-, propyl-, isopropyl-, butyl-, isobutyl- nebo benzylparaben) 

nepřekročila hodnoty negativní kontroly ani při vysokých koncentracích, které byly v MTT 

testu posouzeny jako cytotoxické (Graf 1). V buněčné linii HaCaT vykazovaly 

benzylparaben a ethylparaben zvýšenou fragmentaci DNA (benzylparaben, průměrná 

hodnota 30,9 % DNA v hlavě při 250 µg/ml; ethylparaben, průměrná hodnota 32,8 % 

DNA v hlavě při 1000 µg/ml), což představovalo hodnoty významně vzdálené od negativní 

kontroly (99,7 % DNA v hlavě), přičemž fragmentace DNA přesáhla i hodnoty pozitivní 

kontroly (0,1 % H2O2 v 1x PBS, 15 min, 4 °C, střední hodnota 62,9 % DNA v hlavě), jak 

je uvedeno na Graf 2. Proto byly benzylparaben a ethylparaben v kometovém testu in vitro 

vyhodnoceny jako podezřelé látky z hlediska genotoxicity, protože při vyšších 

koncentracích mohou vykazovat potenciálně genotoxické účinky. Tento výsledek byl 

použit jako indikace pro další testování s cílem potvrdit výsledky. 

 

Graf 1: Alkalický kometový test in vitro provedený na buněčné linii SVK14. Data (% DNA v hlavě) jsou 

prezentována jako střední hodnoty ± SD ze tří nezávislých měření. Výsledky byly považovány za statisticky 

významné, pokud byla hodnota p < 0,05 (*). DNA v hlavě je úměrná poškození DNA (čím vyšší hodnota, 

tím nižší poškození DNA). 
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Graf 2: Alkalický kometový test in vitro provedený na buněčné linii HaCaT. Data (% DNA v hlavě) jsou 

prezentována jako střední hodnoty ± SD ze tří nezávislých měření. Výsledky byly považovány za statisticky 

významné, pokud byla hodnota p < 0,05 (*). DNA v hlavě je úměrná poškození DNA (čím vyšší hodnota, 

tím nižší poškození DNA). 

 

4.1.3 Diskuze 
Cílem naší studie bylo získat data pro testovanou skupinu chemických 

látek – parabenů, používaných jako konzervanty v kosmetickém průmyslu. Použili jsme 

kombinaci dvou in vitro toxikologických metod s využitím třech lidských buňkám 

relevantních nemaligních buněčných systémů. Provedli jsme alkalický kometový test 

in vitro (CMT) s využitím buněčných linií HaCaT a SVK14 a test CA, neboli in vitro test 

savčích chromozomových aberací, s použitím lidských lymfocytů periferní krve. Naše 

studie prokázala vysokou variabilitu výsledků mezi dvěma metodami in vitro a překvapivě 

také mezi dvěma buněčnými liniemi použitými v kometovém testu. Pozorovaná intenzita 

poškození DNA v buněčné linii SVK14 nepřesáhla hodnoty negativní kontroly a všechny 

vzorky byly klasifikovány jako negativní, což naznačuje, že látky, u nichž se významně 

projevila cytotoxicita, se významně neakumulovaly v DNA ani nenapadaly strukturu DNA, 

a proto mohou být cytotoxické účinky přisuzovány jiným mechanismům než např. 

přímému oxidativnímu poškození DNA. Při použití HaCaT buněčné linie byla většina 
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vzorků také klasifikována jako negativní, nicméně benzylparaben a etylparaben 

vykazovaly zvýšenou fragmentaci DNA při jedné testované koncentraci. Výsledky 

z kometového testu jsme považovali za orientační pro další testování a provedli jsme 

validovaný test chromozomových aberací (CA) s použitím lidských lymfocytů periferní 

krve. V CA testu byl methylparaben klasifikován jako negativní a ethylparaben jako 

hraniční, oba však vykazovaly významnou cytotoxicitu. Propylparaben, isopropylparaben, 

butylparaben byly klasifikovány jako pozitivní a isobutylparaben, benzylparaben jako 

negativní. Alkalický kometový test byl opakovaně popsán v jiných studiích, kde 

poskytoval pozitivní výsledky pouze při významně vyšších koncentracích než v testu 

chromozomových aberací nebo v testu indukce vzniku mikrojader (Giannotti et al., 2002; 

Kimura et al., 2013; Kawaguchi et al., 2010). Vzhledem k tomu, že kometový test nemusí 

poskytovat specifickou odpověď s uspokojivou citlivostí při nižších koncentracích, 

postrádá metabolickou aktivaci a může být ohrožen vyšší cytotoxicitou, nezdá se, že by 

tyto dva testy mohly v kombinaci slibně korelovat. Za předpokladu, že negativní výsledek 

in vitro by měl být podpořen údaji z alespoň dvou validovaných testů in vitro, a s ohledem 

na to, že v naší laboratoři byl validován pouze jeden biologický test in vitro, je třeba 

výsledky posuzovat s opatrností. V případě neprůkazných výsledků z testování in vitro se 

doporučuje test opakovat nebo použít jiný test in vitro (EFSA 2011). Bohužel, zvýšení 

počtu in vitro testů může dále snížit specificitu a zvýšit falešnou pozitivitu. Neprůkazné 

výsledky mohou být získány i díky zahrnutí metabolického aktivačního systému, 

rozdílným experimentálním podmínkám, specifičnosti testovacího systému, použitého 

buněčného typu atd. (Nesslany, 2017). Různé typy savčích buněk mohou vykazovat 

variabilitu v expresi genů zapojených do opravy DNA, buněčných obranných systémů, 

řízení buněčného cyklu a apoptózy (např. p53), což má za následek variabilitu v 

pozorované odpovědi. U periferních lymfocytů byl zjištěn vysoce stabilní karyotyp, avšak 

při rutinní diagnostice je třeba zvážit i možnou variabilitu mezi dárci (Tweats et al., 2007). 

Abychom hlouběji zvážili další možné zdroje variability, zaměřili jsme se také na 

rozpustnost parabenů ve vodě, určující jejich biologickou dostupnost na buněčné úrovni. 

Provedli jsme také doplňkový test cytotoxicity pomocí 3T3 Balb/c fibroblastů a test 

Neutral Red Uptake (3T3 NRU Cytotoxicity Assay), který byl proveden podle ECVAM 

DB-ALM Protocol no. 46. Během mikroskopické kontroly jsme v bezsérových médiích 

pozorovali různé formace u testovaných vzorků parabenů, jako jsou shluky nebo krystaly, 
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které nebyly pozorovány při rutinní vizuální kontrole. To naznačuje, že při testování je 

třeba pečlivě sledovat rozpustnost testovaných látek. Výsledky testu cytotoxicity 3T3 NRU 

ukázaly další variabilitu. Na základě těchto výsledků jsme navrhli, aby byla v případě 

parabenů důkladně zkontrolována rozpustnost ve vodních roztocích (tj. kultivačním 

médiu), protože špatná rozpustnost ve vodě nebo krystalizace může významně ovlivnit 

biologickou dostupnost parabenů v testovacích systémech in vitro i in vivo a ohrozit 

výsledky testování genotoxicity. Provedli jsme stručné vyhledávání údajů o rozpustnosti 

parabenů ve vodě a našli jsme podobné závěry pro jednotlivé parabeny nebo jejich směsi. 

Obecně jsou parabeny stabilní na vzduchu a jsou odolné vůči hydrolýze v horké nebo 

studené vodě a v kyselých roztocích. Antibakteriální potenciál parabenů rostl s délkou 

esterifikovaného alkoholového řetězce, avšak rozpustnost ve vodě klesala (Soni et al., 

2001). Variabilní antimikrobiální potenciál a rozpustnost ve vodě představuje jeden z 

důvodů aplikace parabenů ve směsi, aby byla zajištěna optimální antimikrobiální aktivita a 

přijatelná rozpustnost (Güzel Bayülken & Tüylü 2019; Soni et al., 2005; Kapalavavi et al., 

2014; Giordano et al., 1999; Perlovich et al., 2005). 

 

4.2 Triclosan a Triclocarban 

Triclosan (TCS) a Triclocarban (TCC) se od počátku 40. let 20. století používají 

jako fungicidy a konzervační látky v mnoha produktech, včetně oděvů, látek, hraček, obalů 

potravin, podlah v potravinářském průmyslu, stavebních materiálů, zdravotnických potřeb 

a zejména v produktech pro domácnost a osobní péči, jako jsou mýdla, antibakteriální 

tuhá/tekutá mýdla, tělová mléka, deodoranty, detergenty, lékařské dezinfekční prostředky, 

mýdla po holení, dezinfekční prostředky na ruce, zubní pasty, ústní a čisticí vody, kousátka 

a ubrousky pro děti, atd. (Iacopetta et al., 2021). Tyto dvě chemikálie se liší svou 

strukturou, ale obě jsou polychlorované aromatické antimikrobiální látky, ve kterých jsou 

tři atomy vodíku na aromatických kruzích nahrazeny chlorem. Jsou účinné proti mnoha 

různým bakteriím a také některým houbám a prvokům, protože inhibují syntézu mastných 

kyselin a vyvolávají narušení integrity membrány (SCCS, 2022, Shrestha et al., 2020). 

Dermální aplikace produktů osobní péče je považována za hlavní cestu lidské 

expozice, ačkoli se mohou do lidského těla dostat také orálně prostřednictvím zubní pasty, 

ústních vod a zubních ošetření. V důsledku toho byly TCS a TCC detekovány v lidských 
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vzorcích, jako je krev, mateřské mléko, moč, 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). 

Navíc TCS a TCC představují zátěž pro vodní prostředí a riziko kontaminované pitné 

vody, protože současné čistírny odpadních vod nejsou typicky navrženy pro čištění 

takových mikropolutantů (Armstrong et al., 2018; Chen et al., 2019). Dlouhodobá 

expozice vodních organismů TCS a TCC spolu s jejich bioakumulačním potenciálem vedla 

k jejich detekovatelným hladinám ve vodních potravních řetězcích u druhů, jako jsou řasy, 

korýši, ryby a mořští savci (Meador et al., 2016; Gomes et al., 2021). Environmentální 

TCS a TCC by mohly být účinně přijímány potravinářskými plodinami, což vede k další 

potenciální expozici člověka prostřednictvím konzumace potravin (Lozano et al., 2018; 

Yang et al., 2020; Vimalkumar et al., 2019). Jejich nepříznivé biologické účinky u lidí 

včetně endokrinního narušení, vývojových a reprodukčních dopadů (Wei et al., 2017; Wu 

et al., 2016; Rochester et al., 2017; Aker et al., 2019; Cao et al., 2020; Costa et al., 2020), 

narušení střevní mikroflóry (Yang et al., 2020; Xie et al., 2020; Sanidad et al., 2022; 

Zhang et al., 2023b) a zvýšení rezistence na antibiotika (Giuliano et al., 2015; Hartmann 

et al., 2016; Westfall et al., 2019; Zhang et al., 2023a) vedlo k přísné regulaci používání 

obou konzervantů. 

V EU je podle aktuálního Nařízení (ES) č. 1223/2009 o kosmetických přípravcích 

povoleno použití TCS jako konzervantu v kosmetických přípravcích s maximální 

koncentrací 0,3 % v zubních pastách, mýdlech na ruce, tělových mýdlech/sprchových 

gelech, deodorantech (nikoli sprejích), pudrech na obličej, korektorech skvrn a přípravcích 

na čištění nehtů před aplikací umělých nehtů, a s maximální koncentrací 0,2 % v ústních 

vodách (položka 25, příloha V). Použití TCC jako konzervantu je regulováno na 

maximální koncentraci 0,2 % v konečném produktu (položka 23, příloha V) a 

v oplachovacích přípravcích na maximální koncentraci 1,5 % s vyloučením použití jako 

inhibitoru mikroorganismů (položka 100, příloha III). S ohledem na potenciální vlastnosti 

těchto dvou konzervačních látek narušujících endokrinní systém vydal Vědecký výbor pro 

bezpečnost spotřebitelů doporučení k aktuálně projednávané novele nařízení o kosmetice, 

že TCS by se neměl používat v ústních vodách nebo zubních pastách pro děti do 3 let a 

TCC by neměl být povolen pro použití v ústní vodě a zubní pastě pro děti do 6 let. 
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Měly by být rovněž zavedeny požadavky na označování s cílem zvýšit ochranu 

spotřebitelů (SCCS, 2022). 

V roce 2019 Evropská komise vyzvala zúčastněné strany, včetně akademických a 

jiných výzkumných ústavů, orgánů zemí EU, výrobců kosmetických přípravků, výrobců 

látek vzbuzujících obavy a sdružení spotřebitelů, aby předložily veškeré vědecké 

informace týkající se hodnocení bezpečnosti 14 látek, včetně TCS a TCC (SCCS, 2022). 

Předložení jakýchkoli relevantních vědeckých informací bylo požadováno v rámci nařízení 

o kosmetice a změn jeho příloh uvádějících zakázané, schválené nebo povolené přísady 

pouze pro omezené použití. 

V naší studii zaměřené na genotoxicitu a endokrinní disrupci těchto látek (Chrz 

et al., 2024) byly použity následující vzorky: Triclocarban (TCC, číslo CAS: 101-20-2, 

číslo EC: 202-924-1, název IUPAC: N-(4-Chlorfenyl)-N'-(3,4-dichlorfenyl)močovina), a 

Triclosan (TCS, číslo CAS: 3380-34-5, číslo EC: 222-182-2), název IUPAC: 5-chlor-2-

(2,4-dichlorfenoxy)fenol), dodavatel Sigma-Aldrich, USA. 

 

4.2.1 Výsledky in vitro testu savčích chromozomových aberací 
V in vitro testu chromozomových aberací byly obě chemické látky TCS a TCC 

jasně pozitivní při nejvyšších testovaných necytotoxických koncentracích (10 µg/ml), 

inkubace po dobu 4 hodin (Tabulka 3). Prodloužená expozice (26 h, bez MAS) při vyšších 

koncentracích (5, 10 µg/ml) vedla k vyšší cytotoxicitě, proto data nemohla být 

vyhodnocena jako pozitivní (NE = nehodnoceno). 
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Tab. 3: In vitro test savčích chromozomových aberací. Procento aberantních buněk bylo zaznamenáno po 4 

hodinách s/bez MAS a 26 hodinách bez MAS. NE - nehodnoceno, MAS - metabolický aktivační systém. 

 

4.2.2 Výsledky kometového testu in vitro na buněčné linii HaCaT 
V kometovém testu se procento DNA v ocasu (DNA in Tail) významně zvýšilo při 

nejvyšších testovaných necytotoxických koncentracích obou testovaných konzervačních 

látek TCS a TCC a byla pozorována jasná pozitivní reakce závislá na koncentraci (Tabulka 

4). Data (% DNA v ocasu) jsou prezentována jako průměrné ± SD hodnoty ze tří 

nezávislých měření. Výsledky byly považovány za statisticky významné, když byla 

hodnota p < 0,05 (*). DNA v ocasu je přímo úměrná poškození DNA (čím vyšší hodnota, 

tím větší poškození DNA). 

  

Vzorky / 

Kontroly 

Koncentrace 

µg/ml 

% aberantních buněk 

Hodnocení 4 h  

s MAS 

4 h  

bez MAS 

26 h  

bez MAS 

Triclosan 2,5 5 6 4 negativní 

5 4 5 NE negativní 

10 21 10 NE pozitivní 

Triclocarban 2,5 4 3 3 negativní 

5 7 7 NE hraniční 

10 12 8 NE pozitivní 

Negativní kontrola  

(kultivační medium) 
 4 3 4 negativní 

Pozitivní kontrola  

(thio-TEPA 10-6M) 
  9 10 pozitivní 

MAS Negativní kontrola  

(neexponované buňky) 
 3   negativní 

Pozitivní kontrola  

(cyklofosfamid 10-4M) 
 10   pozitivní 
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Tab. 4: Kometový test in vitro, HaCaT buněčná linie. Data (% DNA v ocasu) jsou prezentována jako střední 

hodnoty ± SD ze tří nezávislých měření. (*) statisticky významný výsledek s p < 0,05. 

 

4.2.3 Diskuze 
V naší studii v testu savčích chromozomových aberací (CA) byly TCS i TCC 

pozitivní při nejvyšší testované necytotoxické koncentraci (Tabulka 3). Prodloužená 

expozice (26 h, bez MAS) vedla k vyšší cytotoxicitě, proto data nemohla být použita pro 

hodnocení. Ačkoli většina vzácně dostupných výsledků v registračních dokumentacích 

ECHA klasifikovala obě látky jako negenotoxické, nárůst počtu chromozomálních aberací 

v buňkách čínského křečka V79 vystavených nejvyšší koncentraci TCS (3,0 μg/ml) byl 

pozorován při 18hodinových a 28hodinových fixačních intervalech bez S9 (Heidemann, 

1990), což je v souladu s našimi pozitivními výsledky generovanými na relevantním 

testovacím systému savců (lidské periferní lymfocyty). Bohužel literární výzkum odhalil, 

že jsou k dispozici omezené a neprůkazné údaje o chromozomových aberacích 

indukovaných TCS. TCS byl testován negativně v testech s buňkami CHO nebo v testu 

mikrojader na myších (kostní dřeň) (SCCP, 2009; SCCS, 2011). Signifikantní (p ≤ 0,05) 

koncentračně závislý nárůst aberantních buněk byl pozorován po 96 hodinách expozice 

TCS u vylíhlých mláďat Labeo rohita (podporovaný koncentračně závislým zvýšením 

nekrotických, apoptotických a mikronukleárních buněk) (Sharma et al., 2022). Bylo 

zjištěno, že neaktivovaný TCS indukuje na dávce závislé zvýšení výtěžku buněk s 

abnormální morfologií chromozomů v testu in vitro savčích chromozomových aberací s 

Vzorky / 

Kontroly 

Koncentrace 

µg/ml 

% DNA in Tail 

Průměr ± SD 

p-value 

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* 0,006 

5 7,86 ± 0,98* 0,001 

10 11,92 ± 2,28* 0,0005 

Negativní kontrola 

(kultivační medium) 
 0,63 ± 0,07 ⸺ 

Pozitivní kontrola 

(0,1% H2O2) 
 91,48 ± 0,75 ⸺ 
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hladinami dávek v rozmezí od 1 do 3 μg/ml (18hodinový sběr) a při 3 μg/ ml (28hodinový 

sběr). Nejčastěji pozorovaným typem poškození chromozomů byly chromozomové 

výměny. V in vivo testu chromozomových aberací kostní dřeně však nebyly pozorovány 

žádné známky strukturálních chromozomových aberací (US EPA, 2008). 

V případě TCC jsou údaje o indukovaných chromozomových aberacích ještě 

vzácnější. Jak bylo publikováno v „Screeningovém hodnocení močoviny, N-(4-

chlorfenyl)-N'-(3,4-dichlorfenyl) (triklokarbanu)“ zveřejněném kanadskou vládou v březnu 

2023 (Government of Canada, 2023), TCC byl negativní v in vitro testu chromozomových 

aberací v buňkách vaječníků čínského křečka, s metabolickou aktivací i bez ní, v 

koncentracích až 2000 µg/ml (Soap and Detergent Association, 2002). V testech Tox21 byl 

TCC identifikován jako genotoxický v buněčných liniích s deficitem v drahách opravy 

DNA (Kim et al., 2019). Dostupné omezené údaje byly vyhodnoceny Vědeckým výborem 

pro bezpečnost spotřebitelů se závěrem, že TCC nebyl shledán jako klastogenní v testu 

chromozomálních aberací s metabolickou aktivací a bez ní (SCCS, 2022). 

V kometovém testu (CMT) provedeném na buněčné linii HaCaT bylo procento 

DNA v ocasu (DNA in Tail) statisticky významně zvýšeno při dvou nejvyšších 

testovaných koncentracích po expozici TCS (5, 10 µl/ml) a při všech třech testovaných 

koncentracích po expozici TCC (2,5, 5, 10 µl/ml). Takový výsledek je podporován např. 

studií využívající larvy vodního hmyzu Chironomus riparius, kde bylo zjištěno, že TCS 

má genotoxickou aktivitu, protože významně zvyšuje všechny parametry komety (% DNA 

v ocasu, délka ocasu, Tail moment, Olive moment) ve všech testovaných koncentracích 

(Martínez-Paz et al., 2013), nebo ve studii binární kombinace TCS a carbendazimu 

testované na Daphnia magna (Silva et al., 2015). Jak TCS, tak TCC způsobily na 

koncentraci závislé poškození DNA prvoka Tetrahymena thermophila v alkalickém 

kometovém testu, přičemž TCC indukoval závažnější poškození DNA než TCS (Gao et 

al., 2015). Jiná studie provedená na buňkách HaCaT a L02, ke kterým byl aplikován TCC, 

však přinesla negativní výsledky (Sun et al., 2019). 

Jak je uvedeno v OECD TG 489, pozitivní nálezy v CMT testu nemusí být spojeny 

pouze s genotoxicitou. Toxicita pro cílovou tkáň může také vést ke zvýšené migraci DNA. 

Často je pozorována nízká nebo střední cytotoxicita, což ukazuje, že není možné rozlišit 

migraci DNA indukovanou genotoxicitou od migrace DNA indukovanou cytotoxicitou v 
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samotném CMT testu. Pokud je však pozorováno zvýšení migrace DNA, doporučuje se 

provést vyšetření jednoho nebo více indikátorů cytotoxicity, protože to může pomoci při 

interpretaci nálezů. Zvýšení migrace DNA za přítomnosti jasných důkazů cytotoxicity je 

třeba interpretovat s velkou opatrností (Burlinson et al. 2007; OECD 2014; OECD 2016d). 

Ve veřejně dostupných registračních dokumentacích (ECHA/12675; ECHA/12075), 

stanoviscích Vědeckého výboru pro spotřební výrobky (SCCP, 2009) a v nejnovější 

vědecké literatuře (Sun et al., 2020) byly TCS i TCC opakovaně shledány negativními v 

Amesově testu provedenému podle OECD TG 471 (OECD, 2020). Antimikrobiální 

aktivita TCS byla s největší pravděpodobností inhibována enzymy obsaženými v jaterním 

homogenátu (frakce S9), nebo byl TCS přeměněn na metabolity s nižší cytotoxicitou. To 

potvrzuje oprávněnost zařazení systému metabolické aktivace do toxikologických metod in 

vitro s cílem zajistit vyšší relevanci pro člověka s ohledem na metabolickou přeměnu 

xenobiotik v játrech a toxikokinetiku organismu obecně s ohledem na absorpci, distribuci, 

metabolismus a vylučování in vivo. Doporučujeme pečlivě zvážit údaje o cytotoxicitě v 

jakémkoli in vitro testu, protože mohou být získány falešně pozitivní/negativní výsledky, 

zvláště pokud jsou testována vysoce cytotoxická antimikrobiální činidla. Rostoucí důkazy 

o genotoxických účincích TCS a TCC na vodní organismy a ryby (Paul et al., 2019; Lee et 

al., 2023a; Wang et al., 2018; Xu et al., 2015) podporují varování před TCS a TCC a 

zvyšují úsilí o podrobnější popis mechanismů, kterými se účinky těchto polychlorovaných 

konzervačních látek projevují. Například oxidační poškození ve specifických buňkách a 

tkáních (Ma et al., 2022; Zhong et al., 2022; Adhikari et al., 2023; Cui et al., 2023; Alfhili 

& Lee, 2019), potenciální synergické účinky s jinými látkami přítomnými ve finálních 

kosmetických přípravcích nebo v životním prostředí (Silva et al., 2015; Lee et al., 2023b; 

Pashaei et al., 2023; Qu et al., 2021), a hodnocení bezpečnosti jejich aktivních metabolitů, 

produktů biodegradace nebo fotolýzy, s ohledem na jejich široké použití ve spotřebních 

výrobcích a jejich přítomnost v životním prostředí (Iacopetta et al., 2021; Zhang et al., 

2023a). Nedávné obavy veřejnosti vznesené v souvislosti s potenciálními toxikologickými 

účinky a akumulací TCS a TCC v životním prostředí vyústily v pokusy najít účinnou 

náhradu těchto antimikrobiálních látek (Iacopetta et al., 2021), např. analogy TCC (Pujol et 

al., 2018) obsahující pentafluorsulfanyl nebo benzalkoniumchlorid, benzethoniumchlorid a 

chloroxylenol. 
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Tyto látky však dosud nebyly testovány tak intenzivně jako TCS a TCC, a proto 

mohou představovat větší riziko pro člověka nebo životní prostředí (Sreevidya et al., 

2018). Než bude přesvědčivě odůvodněno jejich masivní použití ve spotřebitelských 

výrobcích, je zapotřebí dalšího zkoumání z hlediska jejich mechanismů účinku a 

ekologického významu. 

 

4.3 Parfémy 

Kosmetické parfémy obsahují směsi vonných látek, např. aromatické nebo 

fenolické sloučeniny, syntetické vůně, éterické oleje přírodního původu, rozpouštědla a 

etanol. V závislosti na procentuální koncentraci vonných látek ve finální formulaci 

parfémového produktu se rozlišuje: parfém (P) 15-40 % vonných složek, parfémovaná 

voda (EdP) 8-15 %, toaletní voda (EdT) 4-8 % a kolínská voda (EdC) 3–5 %. Kvalita a 

bezpečné koncentrace jednotlivých složek jsou předpokladem pro bezpečný finální 

kosmetický produkt (Steineman et al., 2011). 

Literární údaje (Wieck et al., 2018; Basketter et al., 2019; Tai et al., 2023) 

naznačují, že vonné složky mohou vykazovat četné nepříznivé biologické účinky, např. 

cytotoxicitu, fototoxicitu, kožní senzibilizaci, (foto)genotoxicitu, mutagenitu, reprotoxicitu 

a endokrinní disruptivitu. Proto byla provedena pilotní studie s vybranými vzorky produktů 

na bázi vůně, jako jsou deodoranty, toaletní vody a parfémy, s cílem integrovat výsledky z 

řady alternativních metod bez použití zvířat vhodných pro detekci následujících 

toxikologických koncových bodů: cytotoxicita (s 3T3 Balb/c fibroblasty); potenciál 

senzibilizace kůže (metoda in chemico, Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA), a metoda 

LuSens in vitro, založená na lidských keratinocytech) 

Potenciál genotoxicity (in vitro alkalický kometový test s buňkami NIH/3T3 a 

metoda savčích chromozomových aberací in vitro u vybraných vzorků pozitivních v 

kometovém testu); a endokrinní disrupce (in vitro test YES/YAS na geneticky upravených 

kvasinkách). Přítomnost dvaceti čtyř specifických známých alergenů v testovaných 

vzorcích byla stanovena pomocí GC-MS/MS. Závěrem byl proveden odhad NOAEL (No 

Observed Adverse Effect Level) směsí alergenů, které byly identifikovány v jednotlivých 

vzorcích testovaných v této studii (Dvořáková et al., 2023). 
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Pro účely naší studie bylo zakoupeno na území EU 10 produktů, které se používají 

jako kosmetické parfémy (EdP, 1 deodorant, P, EdT a EdC). V běžné maloobchodní síti 

byly zakoupeny vzorky 1 – 6; vzorky s označením 7, 8 byly zakoupeny v internetovém 

prodeji neznačkových produktů; vzorek 9 pocházel z přímého katalogového prodeje; 

vzorek 10 ze značkové řady produktů byl zakoupen online (viz Tabulka 5). 

Tab. 5: Charakterizace vzorků použitých pro studii. 

Vzorek Typ 

produktu 

Země 

původu 

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 Výsledky in vitro testu savčích chromozomových aberací 
In vitro test savčích chromozomových aberací byl proveden se vzorky 5, 6, 8, 9 a 

10 podle OECD TG 473 (OECD, 2016a), aby bylo možné ověřit předpokládaný 

genotoxický potenciál stanovený v alkalickém kometovém testu in vitro. Žádný ze vzorků 

neindukoval požadované minimální dvojnásobná zvýšení procenta aberantních buněk ve 

srovnání s negativní kontrolou (viz Tabulka 6). Pozitivní kontrola použitá v testu bez MAS 

byla správně klasifikována; v testovací verzi s MAS však byla hodnota negativní kontroly 

relativně vyšší ve srovnání s historickými daty. Test byl přijat jako dodatečné potvrzení 

negativního genotoxického potenciálu, zatímco pozorované náznaky velmi slabých, 

koncentračně závislých odpovědí v kometovém testu in vitro byly z hlediska genotoxicity 

hodnoceny jako neprůkazné a spíše jako projev oxidačního stresu. Vzorky byly testovány v 

triplikátech. 
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Výsledky uvedené v Tabulce 6 ukazují procento aberantních buněk. Pozitivní 

výsledek je charakterizován alespoň dvojnásobným zvýšením procenta aberantních buněk 

ve srovnání s negativní kontrolou). 

Tab. 6: In vitro test savčích chromozomových aberací. Procento aberantních buněk bylo zaznamenáno po 4 

hodinách s/bez MAS a 26 hodinách bez MAS. MAS - metabolický aktivační systém. 

 

4.3.2 Výsledky kometového testu in vitro na buněčné linii NIH/3T3 
Alkalický kometový test byl proveden za pomoci buněčné linie fibroblastů 

NIH/3T3, na kterou byly aplikovány testované vzorky v koncentracích uvedených v 

Tabulce 7. Záznamy ukazují procento DNA v ocasu (DNA in Tail) při daných 

koncentracích testovaného vzorku. Tučná čísla ukazují statisticky významnou fragmentaci 

DNA, závislou na koncentraci, ve srovnání s kontrolním vehikulem. „—“ znamená, že tyto 

koncentrace nebyly testovány (viz Tabulka 7). DNA v ocasu je přímo úměrná poškození 

DNA (čím vyšší hodnota, tím větší poškození DNA). 

 
Vzorky / 
Kontroly 

 
Koncentrace 

µg/ml 

% aberantních buněk  
Hodnocení 4 h  

s MAS 
4 h  
bez 

MAS 

26 h  
bez 

MAS 
5 0,05 2 5 1  

negativní 0,1 1 4 0 
0,15 1 1 2 

6 0,25 4 3 3  
negativní 0,5 3 5 2 

0,75 5 2 5 
8 0,25 3 2 2  

negativní 0,5 3 4 4 
0,75 1 2 5 

9 0,5 1 5 1  
negativní 1 3 3 7 

1,5 6 4 6 
10 0,5 2 4 3  

negativní 1 4 5 5 
1,5 2 3 7 

Negativní kontrola  
(kultivační medium) 

  4 5 negativní 

Pozitivní kontrola  
(thio-TEPA 10-6M) 

  8 15 pozitivní 

MAS Negativní kontrola  
(neexponované buňky s MAS) 

 6   negativní 

Pozitivní kontrola  
(cyklofosfamid 10-4M) 

 9   pozitivní 
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Tab. 7: Kometový test in vitro, buněčná linie NIH/3T3. Data (% DNA v ocasu) jsou prezentována jako 

střední hodnoty ± SD ze tří nezávislých měření. (*) statisticky významný výsledek s p < 0,05. 

 

4.3.3 Diskuze 
Kometový test s NIH/3T3 fibroblasty nezjistil žádný významný genotoxický 

potenciál ve vybraných necytotoxických koncentracích finálních kosmetických přípravků 

(tj. > 10% zvýšení % DNA v ocasu při aplikaci dvou po sobě jdoucích necytotoxických 

koncentrací). Nicméně fragmentace DNA závislá na koncentraci, která byla považována za 

statisticky významnou, byla detekována u vzorků 6, 8, 9 a 10 (Tabulka 7). Proto byla 

provedena další analýza těchto konkrétních vzorků s použitím validovaného in vitro testu 

savčích chromozomových aberací v souladu s OECD TG 473 (OECD, 2016a) pro 

potvrzení suspektních výsledků. V tomto druhém testu však u žádného ze vzorků nebyl 

pozorován genotoxický potenciál (Tabulka 6). 

Bohužel, i nadále je obtížné konkurovat konvenčnímu toxikologickému testování in 

vivo založenému na použití laboratorních zvířat, které některé regulační orgány vytrvale 

podporují, a to navzdory zákazu EU testovat kosmetiku na zvířatech. Primárním cílem naší 

pilotní studie bylo prokázat užitečnost metod in vitro pro predikci rizik a hodnocení rizik 

finálních (parfémových) kosmetických přípravků. Došli jsme k závěru, že náš navrhovaný 

% DNA in Tail 
Vzorky / 

Koncentrace 
50 

µg/ml 
100 

µg/ml 
150 

µg/ml 
250 

µg/ml 
350 

µg/ml 
500 

µg/ml 
750 

µg/ml 
1000 
µg/ml 

1500 
µg/ml 

1 ⸺ ⸺ 1,344 0,299 2,329 ⸺ ⸺ ⸺ ⸺ 

2 ⸺ ⸺ 0,002 0,525 0,354 ⸺ ⸺ ⸺ ⸺ 

3 ⸺ ⸺ 0,118 2,006 0,939 ⸺ ⸺ ⸺ ⸺ 

4 ⸺ ⸺ 0,037 1,540 1,210 ⸺ ⸺ ⸺ ⸺ 

5 0,066 2,823 5,842 ⸺ ⸺ ⸺ ⸺ ⸺ ⸺ 

6 ⸺ ⸺ ⸺ 0,073 ⸺ 0,981 11,658 ⸺ ⸺ 

7 ⸺ ⸺ ⸺ 0,008 ⸺ 0,969 7,087 ⸺ ⸺ 

8 ⸺ ⸺ ⸺ 1,376 ⸺ 1,129 5,055 ⸺ ⸺ 

9 ⸺ ⸺ ⸺ ⸺ ⸺ 1,394 ⸺ 3,043 24,002 

10 ⸺ ⸺ ⸺ ⸺ ⸺ 1,557 ⸺ 2,690 14,647 
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přístup by měl být dále rozvíjen a optimalizován, aby bylo možné přesněji předpovídat 

potenciální nebezpečí při hodnocení bezpečnosti kosmetických přípravků. Specificky 

vybrané biologické metody in vitro by měly být zahrnuty do souboru větší baterie testů, 

založené na známých drahách nepříznivých účinků (tzv. „Adverse Outcome Pathways“, 

AOP) a molekulárních mechanismech vedoucích k těmto nepříznivým účinkům. Takový 

přístup založený na AOP by mohl odhalit nové toxikologické mechanismy a poskytnout 

cenná data, která mohou přispět k objasnění specifických interakcí mezi jednotlivými 

složkami ve finálním kosmetickém přípravku. Interakce mezi složkami mohou mít za 

následek celkovou nepříznivou biologickou odpověď, i když jsou koncentrace jednotlivých 

složek považovány za bezpečné. 

V naší studii bylo prokázáno, že baterie vybraných biologických testů in vitro je 

prospěšná při screeningu bezpečnosti kosmetických přípravků a jejich složek a může být 

potenciálně využita jako základ pro další rozvoj kombinovaných toxikologických přístupů 

v oblasti veřejného zdraví a ochrany spotřebitele. 
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5 Závěr 
Tato disertační práce představuje komplexní pohled na využití alternativních 

toxikologických metod in vitro bez použití laboratorních zvířat, které byly v nedávné době 

uvedeny jako perspektivní pro testování genotoxicity chemických látek a spotřebních 

výrobků. S ohledem na zákaz testování kosmetických přípravků a jejich ingrediencí 

metodami s využitím laboratorních zvířat, tato práce přispívá k pochopení, zdokonalení a 

rozvoji jediných eticky přijatelných přístupů testování v oblasti kosmetického průmyslu. 

Systematickým ověřováním, optimalizací a novým zaváděním in vitro 

toxikologických metod do praxe byly během výzkumu identifikovány silné a slabé stránky 

jednotlivých metodik, které byly průběžně optimalizovány a kombinovány při aplikaci na 

skupinu chemických látek využívaných jako konzervanty kosmetických přípravků a 

parfémy. Aplikace specifických metod poskytla cenné výsledky, které nejenže odpovídají 

bezpečnostním standardům z hlediska využití validovaných toxikologických metod in 

vitro, ale také poskytují platformu pro další optimalizaci a inovace v oblasti metod, jejichž 

vývoj je na úrovni výzkumu a procesu standardizace. 

V rámci grantového projektu byly posouzeny vybrané chemické látky a kosmetické 

přípravky metodami vhodnými pro detekci různých koncových bodů genotoxicity. Díky 

tomu bylo možné zhodnotit, zda výsledky testů odpovídají bezpečnostním standardům pro 

daný typ výrobku. Současně byly ověřeny strategie pro in vitro hodnocení genotoxicity, 

které jsou široce aplikovány ve výzkumu a praxi. 

Disertační práce splnila stanovené cíle a přispěla do souboru poznatků o studiu 

genotoxicity u spotřebních výrobků a jejich ingrediencí. Výsledky této disertační práce 

mají přínos pro oblast ochrany veřejného zdraví a bezpečnosti spotřebitelů. Dosažené 

poznatky mohou sloužit jako základ pro další vývoj a zdokonalení in vitro toxikologických 

metod. Diskuse o regulaci genotoxických testů a standardizaci postupů v oblasti 

spotřebních výrobků by měla být podnětem pro další kroky v rámci ochrany veřejného 

zdraví. 
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