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Abstrakt

V soucasnosti se pro identifikaci rizika sensibilizace ktize pouziva tzv. definovany
pristup (DA, Defined Approach), ktery zahrnuje kombinaci metod pokryvajicich alespon
dvé ze tii klicovych udalosti ("2 ze 3") vedoucich ke kozni sensibilizaci. Dle OECD jsou to
klicové udalosti (KE, key event): kovalentni vazba na protein KE1 (napt. DPRA, OECD TG
442C), aktivace keratinocyti KE2 (napt. LuSens, OECD TG 442D) a aktivace dendrickych
bunék KE3 (napf. h-CLAT, OECD TG 442E).

Hlavnim cilem prace bylo zavedeni metody OECD TG 442D (LuSens), jako jedné
ze tii in vitro metod k hodnoceni potencialu kozni sensibilizace latek a smési bez pouziti
testll na zvifatech. Byla hodnocena bezpecnost zdravotnickych prostiedkil, spotfebnich
vyrobku, kosmetickych prosttedkit, ingredienci, pfisad a konzervantd i findlnich uprav
ochrannych odévii. Metoda LuSens je citlivéjsi k nékterym typtim materiali, jako je napf.
latex, guma, silikon, ¢i rostlinnym extraktlim a esencialnim olejim, které jsou ¢asto soucasti

zdravotnickych prostredki.

Experimentalni prace byla mimo samotné zavedeni metody téz zaméfena na feSeni
problematiky piipravy extraktl zdravotnickych prostfedki a spotfebnich vyrobki. Studie s
vyuZitim bunééné linie lidskych keratinocytd (LuSens) odhalila, Ze mizZe byt mnohem
s vyuzitim lokéalnich lymfatickych uzlin mysi (LLNA). Kombinovand pfesnost, coz je
pramér citlivosti a specifi¢nosti metody vzhledem k referenénim datim na lidech, je u
metody LLNA 58 %, v piipad¢ alternativnich metod ("2 ze 3") se jedna o 88 %. Uvedena
metoda ve vhodné kombinaci s dal$imi alternativnimi metodami tak nejen muze zcela
nahradit testy na zvifatech, ale poskytuje vysledky, které jsou piesnéjsi a maji vétsi relevanci

k lidskym datiim, nez data ziskan4 testy na zvifatech.

Klic¢ova slova: kozni sensibilizace, buné¢na linie LuSens, extrakty zdravotnickych
prostiedkil, spotfebni vyrobky, kosmetika, kosmetické pfisady, ingredience a konzervanty,

bezpecénost ochrannych odévil



Abstract
Currently, the so-called Defined Approach (DA) is used to identify the risk of skin

sensitisation, which includes a combination of methods covering at least two of the three key
events ("2 out of 3") leading to skin sensitisation. According to OECD, the key events (KE)
comprise: covalent binding to protein KE1 (e.g. DPRA, OECD TG 442C), activation of
keratinocytes KE2 (e.g. LuSens, OECD TG 442D) and activation of dendric cells KE3 (e.g.
h-CLAT, OECD TG 442E).

The main aim of the work was to implement the OECD TG 442D (LuSens) assay as
one of the three in vitro methods designed to assess the potential for skin sensitisation of
substances and mixtures without using animal tests. The safety of medical devices, consumer
products, cosmetics, ingredients, additives and preservatives as well as final protective
clothing treatments was evaluated. The LuSens method is more sensitive to certain types of
materials, such as latex, rubber, silicone, or plant extracts and essential oils, which are often

part of medical devices.

In addition to the LuSens assay implementation, the experimental work was also
focused on addressing the issue of the preparation of extracts of medical devices and
consumer products. A study using the human cell line of keratinocytes (LuSens) revealed
that it may be much more useful for predicting skin sensitisation in humans than the
conventional in vivo method using murine local lymph nodes (LLNA). The combined
accuracy, which is the average of the sensitivity and specificity of the method relative to the
reference data on humans, is 58 % for the LLNA and 88 % for the alternative methods ("2
out of 3"). Thus, the LuSens method, in appropriate combination with other alternative
methods, not only can completely replace animal tests, but also the results obtained are more

accurate and relevant to human data than those obtained by animal tests.

Key words: skin sensitization, LuSens cell line, medical device extracts, consumer products,

cosmetics, cosmetic ingredients, ingredients and preservatives, safety of protective clothing



Cile prace
Cilem této prace bylo zavést do laboratorni praxe pro Oddéleni alternativnich

toxikologickych metod Statniho zdravotniho tistavu metodu k hodnoceni kozni sensibilizace

in vitro: LuSens (OECD TG 442D), s vyuzitim luminiscen¢ni a spektrofotometrické metody

pro studium ucinkti chemickych latek a spotfebnich vyrobkl. Jednd se o alternativni

toxikologickou metodu in vitro bez pouziti zvitat vyuzivajici imortalizovanou buné¢nou linii

lidskych keratinocytii modifikovanych vnesenim genu umoziujicim sledovat kozni

sensibilizaci. Tato zkouska byla zavedena a optimalizovana pro stanoveni rizika kozni

sensibilizace u spolecensky zavaznych latek s moznym zdravotnim rizikem.

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 bezpec¢nosti
kozni sensibilizace ovéteny predméty bézného uzivani véetné kosmetickych
prostiedki a jejich ingredienci, zdravotnickych prostfedkii, chemickych latek a
osobnich ochrannych pomiicek.

V ramci grantového projektu "TraiN-SafeMDs: Sit’ vzdélavacich pracovist’ pro
zlepSeni védomosti o bezpecnosti zdravotnickych prostfedkii se zaméfenim na
ustni dutinu" (8X20026), zaméteného na zlepSeni znalosti o bezpe¢nosti
zdravotnickych prostfedkli, byly nové vyvijené zdravotnické prostredky
podrobeny baterii toxikologickych zkousek. Pro hodnoceni biokompatibility
byla provedena dil¢i zkouska kozZni sensibilizace in vitro.

S pouzitim alternativni metody in vitro byl hodnocen potencial kozni
sensibilizace u skupiny komerc¢né dostupnych erotickych pomticek, které mohou
byt pouzity i jako zdravotnické prostiedky (napf. VenuSiny kuli¢ky) pro posileni
svali panevniho dna u Zen po porodu ¢i v boji sinkontinenci. V ramci
grantového projektu "Funkcionalizace ochrannych odévi aplikaci findlnich
uprav pradelenskymi postupy a prodlouzeni Zivotnosti odévil reaktivaci efektl
v ramci pradelenského servisu a ndhradou baviny smésnymi konstrukcemi"
(FV40146), byly provedeny zkousky k ovéfeni antimikrobialniho efektu,
toxikologickych vlastnosti a zdravotni bezpecnosti. Jednim z dil¢ich testli pro
ovéteni bezpecnosti ochrannych odévl po styku s kiizi a mozného vzniku

sensibilizace byla metoda LuSens.
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Vehicle control
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Uvod

Clovek je po celou dobu svého Zivota nepietrzité vystaven vlivu mnoha faktord, které
mohou vyvolavat akutni ¢i chronickou toxicitu, mutagenitu, karcinogenitu, teratogenitu ¢i
sensibilizaci. Porozuméni témto faktorim (fyzikalnim, chemickym, biologickym)
pasobicim na lidsky organismus je historicky spojeno s pouztim pokusnych zvifat jako
experimentalniho modelu pfi vyvoji védy a mediciny. V ramci primyslové revoluce doslo
k vyraznému rozvoji chemického pramyslu, farmacie, ale i toxikologie. Bylo vyvinuto velké
mnozstvi novych chemickych latek s neznamymi ucinky pro lidsky organismus, které bylo
nutno ovéfit s ohledem na jejich bezpe¢nost pied uvedenim na trh (Bauch et al., 2012).
S rozvojem pokust na zvitatech je vSak také spojena spoleCenska a eticka iniciativa tyto
pokusy omezit ¢i zcela zastavit. V roce 1959 se poprvé objevil pojem alternativni metody
k pokustim na zvitatech a s nimi souvisejici principy 3R. Na zakladé principi 3R (Reduction
— snizeni poctu zvifat, Refinement — zmirnéni postupti, omezeni bolesti a strachu, a
Replacement — nahrazeni jinym testem bez pouziti zvitat) vznikla snaha o minimalizovani
pouziti pokusnych zvifat ve vyzkumu. Tyto principy se staly zakladnim kamenem pro

védecky vyvoj a vedly k zavedeni postupt in vitro (Russell, 1995).

Ve druhé poloviné osmdesatych let se zacal rozvijet teoreticky a prakticky ramec
od tkani k bunkam. Na pocatku 20. stoleti byl zahdjen vyzkum opacnym smérem, S Cilem
dosahnout co nejvice poznani o jediné burice, objasnit a identifikovat mechanismy bazalni
toxicity. V tomto obdobi se pozornost soustiedila pfedev§im na struktury vyskytujici se
uvniti bunék, které se dostavaji do kontaktu s toxickymi latkami. AvSsak mechanismy ,,pro¢*
a ,jak” nebyly stale jeSte¢ objasnény. V nasledujicich letech se pak zajem soustfedil na
mechanismy toxického pulsobeni, a to i diky vyraznému zlepSeni metodik v praci s

tkanovymi kulturami (Zucco et al., 2004).

V poslednich letech je jednim z hlavnich pFistupti metod in vitro nastoleni podminek
a interakci mezi bunkami tak, aby byly co nejlépe simulovany podminky in vivo. Dale také
doslo k dosti piesné identifikaci koncovych bodd in vitro piistupd, které se zabyvaji otazkou

specifickych toxickych ucinki na cilové organy (Myers et al., 2017).

Jednou z mnoha vyhod in vitro metod je moznost kultivovat buiky ziskané ptimo z

lidskych tkani, coZ mize pomoci ziskat komplexné&jsi a spolehlivéjsi udaje pro hodnoceni
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toxikologickych rizik pro ¢lovéka (Myers et al., 2017). Testovani toxicity chemickych latek
na tkanovych kulturach je vyhodné z etického hlediska diky usetfeni velkého poctu
experimentalnich zvifat a navic jsou alternativni metody z praktického hlediska mnohem
rychlejsi, ekonomictejsi a efektivnéjsi. Aternativni metody vyuzivajici lidskych bunéénych
kultur jsou z védeckého hlediska prukaznéjsi vzhledem ke studiu ptisobeni chemickych latek
v lidskych bunikach v porovnani s jinymi ¢asto pouzivanymi druhy, jako jsou potkan nebo
mys, kde vysledek plsobeni chemické latky mtize byt zcela odlisSny diky rozdilim ve

fyziologii ¢i metabolismu (Myers et al., 2017).

Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2003/65/ES tykajici se ochrany zvifat
pouzivanych pro pokusné a jiné védecké ucely je zamétfena na sniZeni poctu zvifat pouzitych
pii pokusech v ramci testovani chemickych latek, 1é¢iv a potravin. Ve smérnici je piimo
uvedeno, zZe: ,,Pokus nesmi byt proveden, pokud je dostupna jind védecky platnd metoda bez
pouziti zvifete, kterd mize byt pouzita za ucelem ziskani pozadovaného vysledku* (ES,

2003).

V roce 1991 bylo zalozeno Evropské centrum pro validaci alternativnich metod
(ECVAM), které ma na starosti vyvoj, validaci a prosazeni védeckého a legislativniho pfijeti
alternativnich metod v Evropské unii. V roce 2004 byl zaveden uUplny zakaz testovani
findlnich kosmetickych vyrobkl na zvifatech, coZ v nasledujicich letech vyustilo v uplny
zakaz uvadéni na trh kosmetickych ingredienci a prostfedki testovanych na zvifatech (EC,
2003). Evropska unie také zavedla systém REACH (Registration — registrace, Evaluation —
hodnoceni, Authorization — povoleni a Restriction — omezeni chemickych latek), v jehoz
ramci méla byt otestovana toxicita az 30 000 chemickych latek vyrabénych v mnoZstvi
pfesahujicim jednu tunu ro¢né. Cilem nafizeni REACH bylo zajiSténi ochrany lidského
zdravi a Zivotniho prostiedi a také subvence vyvoje alternativnich metod pro hodnoceni rizik
chemickych latek (EC, 2006). Pokud by k tomuto ovéfeni byly pouzity klasické testy na
zviratech, pouzity pocet experimentalnich zvifat by se pohyboval mezi 4 — 12 miliony a testy
by trvaly desitky let. Z tohoto divodu vznikla nutnost vypracovat v ramci mezinarodni
spoluprace strategickou baterii vhodnych alternativnich metod pro testovani praimyslovych

chemickych latek (Kolmanova, 2012).

Jednim ze zakladnich aspektii, ktery je tfeba vzdy brat v tivahu pfi vyvoji metod

zalozenych na biologickych systémech, je relevance ziskanych tidaji pro humanni praxi, tj.
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predikce ucinkt pro lidskou populaci (Purchase, 1986). Druhym problémem jsou potize s
dostupnosti in vivo dat, ktera koreluji s vysledky in vitro. Tietim aspektem je variabilita
biologickych systému, ktera mize ovlivnit nejen relevanci testu, ale také jeho spolehlivost
(standardizaci). Ctvrtou kli¢ovou roli hraje pfevod nového experimentalniho modelu na
zkuSebni postup. Nové testy in vitro byly piijaty do mezinarodnich piedpisii a mnohé dalsi
byly pfijaty védeckym vyborem ECVAM. Postup validace je vSak pribézné revidovan, a
tedy upiesiiovan podle ziskanych zkusenosti, zohlednéného specifického cile a také vnitini

povahy zkousky.

Na zakladé¢ soucasnych védeckych poznatki o chemickych a biologickych
mechanismech souvisejicich S kozni sensibilizaci byla vytvofena koncepce drahy
Skodlivého u¢inku AOP — Adverse Outcome Pathway spolu s odpovidajicimi alternativnimi
metodami (MacKay, 2013; OECD, 2014), ktera sleduje udalosti vedouci k nepiiznivému
zdravotnimu ucinku, tj. alergické kontaktni dermatitid¢ lidi nebo kontaktni ptecitlivélosti

hlodavcu (Adler et al., 2011; OECD, 2012).
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2 Teoreticka ¢ast
2.1 Kize

KuiZe je nejvétsi organ lidského téla o plose 1,8 m?, ktery tvoii prvni obrannou linii
proti infekcim a patogenim piichazejicim zvnéjsku (Rehfeld et al., 2017). Jeji role je kli¢ova
pro regulaci teploty, produkci vitamind a jeji smyslové schopnosti ndm napomahaji

Vv interakci s prostiedim.

Kuze je ménici se dynamicky organ, ktery se sklada ze tii vrstev (obr. 1). Vrchni
vrstva epidermis je tenkd vrstva o tloustce pfiblizn€ 0,1 mm stratifikovaného dlazdicového
epitelu, slozena ze Ctyf az péti vrstev keratinocyti v postupnych fazich diferenciace.
Stratifikovany epitel vytvaii vodotésnou bariéru z vnéjSiho prostiedi a zabrafiuje nadmérné
ztrat¢ vody z t¢la. Epidermis se sklada predevsim z keratinocytii, nachazeji se zde vsak i
melanocyty, které prostiednictvim exprese melaninu zajistuji bariéru pred ultrafialovym
(UV) zafenim. Epidermis nema vlastni krevni zésobeni, ale je vyZivovana z cév V nizSich

vrstvach pod sebou.

Druhou vrstvu tvofi dermis, silnd, pruzna, pevna vrstva o sile 3-4 mm, kterd ma
relativné nizky objem bunék ve srovnani s epidermis. Dermis je tvofena kolagennimi a
elastinovymi vldkny, kterd zajiStuji silu a pruznost. Kromé celuldrni matrice obsahuje
dermis struktury jako jsou krevni vlase¢nice, které vyzivuji epidermis a zaroven odstrafuji
Skodlivé latky, pojivova vlakna - fibroblasty a mastocyty, které se podileji na hojeni ran, a
mazové a potni Zlazy vytvarejici hydrofilni vrstvu. Déle se zde nachéazeji lymfatické cévy,

smyslové receptory a vlasové kofinky.

Nejhlubsi vrstva kiize, podkozni tkan, slouzi k uchovani energie a zaroven pusobi
jako tlumi¢ narazli a izolace téla. Tato vrstva je tvofena kolagennimi vldkny, tukovymi

burikami a krevnimi cévami (Chambers & Vukmanovic-Stejic, 2020).
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Obr. 1: Stavba ktize (ptevzato z https://www.eucerin.cz/o-kuzi/zakladni-
informace/struktura-a-funkce-kuze)

2.2 Sensibilizace kiize

Chemické latky zpusobujici alergickou reakci po styku s kuzi se nazyvaji kozni
sensibilizatory. Od 19. stoleti doslo k vyraznému nartistu vyskytu alergickych onemocnéni.
Jednou z nejpravdépodobnégjsich pfi¢in je vystaveni naSich organismid stale vétSimu
mnozstvi chemickych latek, nez tomu bylo v minulosti. Vystaveni chemickym latkdm mutize
180 000 novych piipadi sensibilizace (ECHA, 2020), v poslednich letech je to Cast&ji u
mladsich déti nez u dospélych (Thyssen et al., 2007).

Sensibilizace kiize je jednim ze sledovanych parametra toxicity. Jakmile je clovék
citlivy na alergen, musi se mu po zbytek Zivota vyhybat, aby zabranil vzniku alergické reakce
(ECHA, 2020). Existuji Ctyfi typy kozni precitlivélosti zaloZzené na imunologickém
mechanismu, ktery zprosttedkovava onemocnéni, konkrétné typ 1 (okamzity/souvisejici s
IgE), u kterého reakce kozniho testu dosahne vrcholu za 2 hodiny; typ Il (cytotoxicita
souvisejici s protilatkou a komplementem); typ III (zprosttedkovany komplexem antigen-
protilatka); a reakce typu IV nebo opozdéné hypersenzitivity, kterd se miize objevit béhem
48-72 hodin (Lee a Thomson, 1999; Posadas a Pichler, 2007). Alergicka kontaktni
dermatitida (ACD) je typ IV opozdéné hypersenzitivni reakce nebo alergie (Ouyang et al.,
2014).
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Alergicka kontaktni dermatitida ma dvé faze: indukci a elicitaci (Kimber et al.,
2002a). Ve fazi indukce chemické latka nebo alergen pronika pfes zevni ¢ast epidermis.
Béhem tohoto prichodu jsou chemické latky potencidlné vystaveny biotransformacnim
procestim, které mohou zvysit nebo snizit alergenni potencial. Vychozi chemicka latka nebo
metabolit pak tvoii stabilni konjugat s nosnymi proteiny uvniti kiize (Enoch et al., 2011).
Tento stabilni konjugéat nebo hapten-proteinovy komplex je poté zpracovan epidermalnimi
dendritickymi buiikkami (tj. Langerhansovymi bunikkami) a dermalnimi dendritickymi
bunkami, které nasledn¢ dozravaji a migruji z epidermis do mistnich lymfatickych uzlin.
Komplexy hapten-proteinti mohou také reagovat a aktivovat reakci v keratinocytech, které
pak mohou interagovat s dendritickymi buitkami. V lymfatickych uzlindch dendritické
buiiky ptedstavuji hlavni molekuly histokompatibilniho komplexu, které zahrnuji cast
hapten-proteinového komplexu az po naivni T-lymfocyty (Huppert et al., 2018; Johnson et
al., 2020). To vyvolava diferenciaci a proliferaci alergennich T-buné¢k specifické paméti, z
nichz nékteré znovu cirkuluji po celém tele (Obr. 2). Elicitacni faze nastava po nasledném
kontaktu se stejnym alergenem. Opé&t dochézi k tvorbé hapten-proteinového konjugatu, ktery
je nésledné absorbovan epidermélnimi dendritickymi buiikami, stejné€ jako dal§imi butikami
prezentujicimi antigen (Clausen a Stoitzner, 2015). Cirkulujici alergenové specificke,
aktivované pamétové T-builky vyvolaji sekreci specifickych cytokind, které indukuji
uvoliovani zanétlivych cytokini a mobilizaci cytotoxickych T-bunék, jakoZ 1 dalSich
zanétlivych bunék v krvi. Tyto buniky migruji do epidermis a vyvolavaji charakteristickou
lokalni zanétlivou reakci (Obr. 2). ACD mize podstatné ovlivnit kvalitu Zivota pacientt s
nepfijemnymi pfiznaky kozni vyrazky, puchyit nebo otokd (Obr. 3, 4), které mohou v

nékterych ptipadech pietrvavat po cely Zivot (Strickland et al., 2016).
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Obr. 2. Pfehled mechanismu béhem sensibiliza¢ni a elicitaéni faze koZni sensibilizace
(ptevzato z https://doi.org/10.3389/fphar.2015.00094)

Legenda: . Hapteny prostupuji zdravou kizi 2. Dochazi k vazbeé haptenii na kozni proteiny

3. Langerhansovy buiiky se vazi na hapten-proteinovy komplex a diferencuji se na vyzrdlé
dendpritické burnky behem migrace do lymfatické uzliny 4. Langerhansovy buriky prezentuji
haptenové proteiny naivnim T-lymfocytum 5. Klonalni expanze specifickych efektorii a
pamétovych T-bunék 6. Proliferované T-lymfocyty se s5ifi do krevniho obéhu, coz zpuisobuje
sensibilizaci jedince 7. Opétovné vystaveni jedince podobnym haptenum 8. Uvolnéni
zanétlivych cytokinii a chemokinii epidermalnimi bunikami 9. Infiltrace T-bunek z krevnich

cév do mista kontaktu 10. Rozvoj alergicke kontaktni dermatitidy.

Obr. 3: ACD na rukou (pfevzato z https://www.molnlycke.us/biogel-gloves/contact-

dermatitis/)
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Obr. 4: ACD na obli¢eji (ptevzato z https://www.medicalnewstoday.com/articles/322484)

Latence mezi expozici latce a vyskytem vyrazky se s ndslednymi expozicemi
zkracuje. Sensibilizace kize je b&zny, ale velmi zavazny pracovni a ekologicky zdravotni
problém. ACD je nejcastéj$im projevem imunotoxicity u lidi (Aeby et al., 2010; Basketter a
Kimber, 2009; Adler et al., 2011; Kimber et al., 2011).

Dalsim aspektem aktivace DC a rozvoje sensibilizace kiize, ktery miiZze byt relevantni
pro bunécné testovaci systémy, je pozadavek na signaly nebezpeci. Pojem signal nebezpeci
byl vytvoren k popisu druhého signalu, ktery je nutny pro Gplné rozvinuti adaptivni imunitni
odpovédi (Matzinger, 1998). Ve skutecnosti musi byt setkdni s cizim antigenem
doprovazeno uréitou urovni zdn&tu, lokalnim traumatem nebo poskozenim bun&k. Ugelem
je zabranit spusténi zbyte¢né a nepfimétené imunitni reakce, pokud neexistuje zadna hrozba,
ktera by byla signalizovana lokalnim poskozenim nebo traumatem, u kterého se ocekava, ze
bude spojen s vpadem antigenu. Znamky poSkozeni jsou rozpoznavany prostiednictvim
receptorid pro rozpoznavani patogentt (Kimber et al., 2011). Z nich jsou nejdukladnéji
charakterizovany Toll-like receptory (TLR). Signély nebezpeci se také uplatiuji pti vyvolani
imunitni odpovédi na chemické alergeny pii sensibilizaci kiize (McFadden and Basketter,
2000; Kimber et al., 2002b). V soucasné dob¢ existuji dikazy, ze ligace TLR muze hrat
dilezitou roli ve vyvoji sensibilizace klize. Z neddvného vyzkumu vyplynulo, Ze TLR4 ma
dilezitou funkci pii vzniku alergie na nikl (Schmidt et al., 2010). Nikl je velmi ¢astou
pii¢inou ACD v Severni Americe, ale i v Evropé. V minulosti se ukazalo, Ze je velmi obtizné
a Casto az nemozné stimulovat sensibilizaci soli niklu u mysi. V testu lokalnich lymfatickych

uzlin (LLNA) na mysich je nikl (spravn€) povazovan za falesné negativni. Nyni byl
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vysvétlen imunobiologicky zéklad pro tento druhovy rozdil, kdy se ukazalo, Ze ionty niklu
mohou piimo spustit aktivaci lidského TLR4. Tato aktivace je zavisld na pfitomnosti
nechranénych histidinii na receptoru v pozicich 456 a 458. Tyto zbytky se nachézeji na
lidském TLR4, ale ne na ekvivalentnim receptoru u mysi (Schmidt et al., 2010). Vyznam
tohoto objevu spo¢iva v tom, e u lidi na rozdil od mysi mohou ionty Ni?* indukovat
sensibilizaci ktze, protoze prostiednictvim aktivace TLR4 je mozné vyvolat zanétlivé

signaly, které jsou nezbytné k zahdjeni a udrzeni adaptivni imunitni odpovédi.

2.3 Draha $kodlivého u¢inku (AOP)
Draha skodlivého uc¢inku (AOP) je sled udélosti od chemické struktury cilové

......

rrrrrr

jednotlivce nebo populace.

Znalosti AOP pro sensibilizaci kiize vyvolané kovalentni vazbou latek na proteiny se za
poslednich deset let zna¢né vyvinuly a Ize je shrnout do jedendacti krokt, které zahrnuji Ctyti

udalosti povazované za klicové (key events, KE).

Prvni kli¢ovou udalosti je molekularni interakce s koZnimi proteiny v misté plisobeni.
Konkrétn¢ se cilova chemicka latka nebo metabolicky produkt ¢i abioticky transformacni
produkt cilové chemické latky kovalentné vaze na cysteinové nebo lysinové zbytky (KE1).
Druha klicova udalost se odehrava v keratinocytech (KE2) a zahrnuje zanétlivé reakce a
genovou expresi spojenou s konkrétni signalni cestou bunék (v zavislosti na odezvé
antioxida¢niho elektrofilniho elementu). Tteti klicovou udalosti je aktivace dendritickych
bun¢k (KE3), kterd je hodnocena na zékladé exprese specifickych markerti bunééného
povrchu, chemokint a cytokinii. Posledni klicovou udélosti je proliferace T-bunék (KE4),
coz nakonec vede k alergické kontaktni dermatitidé (Jowsey et al., 2006; OECD, 2010;
OECD, 2014).
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Obr. 5. Sensibilizace ktize — draha AOP, ovéiené metody pro hodnoceni KE (pfevzato z
https:/link.springer.com/chapter/10.1007/978-981-13-2447-5_11)

Nejbéznéji pouzivany test na zvifatech je test s vySetfenim lokalnich lymfatickych uzlin
(LLNA) zalozeny na komplexni sérii udalosti, které jsou zdkladem imunitni odpovédi po
expozici chemickému sensibilizatoru, zahrnujici vSechny kli¢ové udalosti (Williams et al.,
2015). Tento test je Siroce piijimany a nabizi vyhody oproti tradi¢nim testiim na morcatech
(GPMT nebo Buehleriv test), ve smyslu sniZzeni poctu zvifat (reduction) a zmirnéni utrpeni
zménou protokolu (refinement) pii pouzivani zvirat (Basketter et al., 2007). Vytvoreni drahy
AOP pro sensibilizaci kize v§ak umoznilo vyvoj mnoha testovacich metod bez pouZiti
zvifat, které jsou spojeny s jednou nebo vice kli¢ovymi udalostmi AOP (Mehling et al.,
2012; Reisinger et al., 2015). AOP zahrnuje chemické interakce probihajici na molekularni
urovni a nikoli na trovni celého zvifete. Neptiznivé G¢inky pozorované in vivo jsou tedy
vysledkem mnoha biologickych odpovédi a chemické struktury toxické latky. Tyto metody
byly navrzeny tak, aby se zaméfily na jednotlivé kli¢ové udalosti (OECD, 2014). V soucasné
dobé¢ jsou k dispozici zkousky bez pouziti zvitat, postihujici tfi klicové udalosti AOP (OECD
TG 442 C, D a E), zahrnujici celkem osm metod. Podle souc¢asného nédzoru by tyto metody
nem¢ly byt povazovany za samostatné testy, ale spiSe v kontextu vicetroviiové testovaci
strategie, tzv. Definovaného pfistupu (DA), ktery pfistupuje ke klasifikaci na zaklade udaja
z n€kolika alternativnich metod. SloZitost zakladni biologie dale naznacuje, Ze k ptedpovédi

ucinnosti sensibilizatoru neni dostate¢né pouze pouziti jedné metody in vitro (Rovida et al.,
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2015; Urbisch et al, 2015). Z tohoto diivodu se piedpoklada, ze pouze kombinace nékolika
metod Vv integrované strategii testovani zabrani potieb¢ testovani na zviratech (MacKay et

al., 2013).

V soucasnosti existuje celd fada narodnich a mezinarodnich regulac¢nich pozadavki na
zkousky k identifikaci koznich sensibilizatori. Evropské, ale i americké regulacni organy
maji odlisné pozadavky na udaje o sensibilizaci klize v zavislosti na kategorii pouziti latky,
ale téméf vSechny tradi¢né spoléhaly na testy vyuzivajici zvifecich modeld (Daniel et al.,
2018). Az vroce 2009 Evropska unie stanovila Uplny zakaz testovani vSech slozek
kosmetiky na zvitatech, coz podnitilo rychly vyvoj a pouzivani alternativnich metod (EC,
2003). Také natizeni REACH, které bylo pfijato s cilem zlepsit ochranu lidského zdravi a
zivotniho prostfedi v souvislosti s riziky, které mohou piedstavovat chemické latky,
podporuje alternativni metody k hodnoceni rizik latek za i¢elem snizeni poc¢tu zkousSek na
zvitatech. Zatimco REACH obecné vyzaduje, aby testy na zvitatech byly pouzivany jako
posledni moznost, natizeni z roku 2017 vyzaduje pouziti metod in vitro a in silico jako prvni

volbu pro sensibilizaci klize a umoziuje testovani na zvitatech jen za vyjimecnych okolnosti

(EU, 2016; Sauer et al., 2016).

2.4 Testovaci metody vyvinuté na zakladé klicovych udalosti AOP

2.4.1 Metody hodnotici prvni klicovou udalost drahy $kodlivého ucinky (KE1)

......

sensibilizaci kiiZze, konkrétné reaktivity proteinli, pomoci kvantifikace reaktivity zkousenych
latek vaci modelovym syntetickym peptidim (lysinu a cysteinu). Hodnoceni ubytku
lysinovych a cysteinovych zbytki je vyuzito Kk diskriminaci mezi sensibilizatory a
nesensibilizatory ktize. (OECD TG 442C; Gerberick et al., 2004; OECD, 2019).

e Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA)

e Amino Acid Derivative Reactivity Assay (ADRA)

e The Kkinetic Direct Peptide Reactivity Assay (kKDPRA)
2.4.2 Metody hodnotici druhou kli¢ovou udalost drahy $kodlivého u¢inky (KE2)

Jedna se 0 in vitro metody s vyuzitim adherentnich bunétnych linii odvozenych
z lidskych keratinocytdi obsahujicich gen pro luciferdzu, pod transkripéni kontrolou
konstitutivniho promotoru k aktivaci signalni dradhy Nrf2/Keapl/ARE. Antioxida¢ni

responzivni element je up-regulovan kontaktnimi sensibilizatory, coz umoznuje

22



kvantitativni méfeni indukce luciferazového genu (luminiscenéni detekci) za pouziti
znamych substrati produkujicich svétlo, jako ukazatele aktivity transkripéniho faktoru
Vv bunkach po expozici elektrofilnim latkam (OECD TG 442D; Natsch, 2010; Natsch et al.
2011; OECD, 2018a).

e KeratinoSens™

e LuSens

2.4.3 Metody hodnotici tieti klicovou udalost drahy $kodlivého ucinku (KE3)
Navrzené in vitro metody kvantifikuji zmény v expresi markerti bunééného povrchu

spojenych s procesem aktivace monocyti a dendritickych bunék (tj. CD86 a CD54) v
buné&éné linii THP-1 lidské monocytarni leukémie po expozici sensibilizujicim latkam.
Nameétené hodnoty exprese bunéénych markert CD86 a CD54 se poté pouzivaji k
diskriminaci mezi sensibilizatory a nesensibilizatory (OECD TG 442E; Sakaguchi et al.,
2009; OECD, 2018b).

e Human Cell Line Activation test (h-CLAT)

Metoda U-SENS™ kvantifikuje zménu v expresi markeru bunééného povrchu spojeného s
procesem aktivace monocytli a dendritickych bun¢k (tj. CD86) v bunétné linii lidského
histiocytarniho lymfomu U937 po expozici sensibilizatorum (Piroird et al., 2015). Naméfené
hladiny exprese CD86 markeru bunééného povrchu v bunééné linii U937 se pak pouZziji pro
podporu rozliseni mezi koznimi sensibilizatory a nesensibilizatory (OECD TG 442E;

OECD, 2018b).
e U937 cell line activation Test (U-SENS™)

Na rozdil od testd analyzujicich expresi markerit bunééného povrchu, test IL8-Luc
kvantifikuje zmény v expresi IL-8, cytokinu spojeného s aktivaci dendritickych bun¢k (DC).
V odvozené THP-1 reportérové bunécéné linii (THP-G8, vytvofené z lidské akutni
monocytarni leukemické bunécéné linie THP-1) se exprese IL-8 méfi po expozici
sensibilizatorim (Takahashi et al., 2011). Exprese luciferazy se pak vyziva k rozliseni mezi
sensibilizatory kize a latkami, které nesensibilizuji (OECD TG 442E; OECD, 2018b).

e Interleukin-8 Reporter Gene Assay (IL-8 Luc assay)
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Kazdy z téchto validovanych testii postihuje pouze jednu klicovou udalost, zatimco
sensibilizace kuze je komplexni imunitni odpovéd. Z tohoto divodu se pouze jedna
alternativni metoda, ktera hodnoti pouze jednu klicovou udalost, povazuje za nedostatecnou
pro hodnoceni schopnosti testované latky vyvolat sensibilizaci kuze. Stale vice je kladen
diraz na komplexni hodnoceni, které kombinuje nejméné dvé metody in chemico nebo in
vitro, coz vede k piistupu ,,2 ze 3 (OECD, 2017a; Bauch et al., 2012). Provedou se dva
testy postihujici jednu ze tfi kli¢ovych udalosti (KE1-3). Pokud se vysledky obou testt
shoduji, je rozhodovani jednoznacné. V piipad¢, ze jsou vysledky testli v rozporu, mél by
byt proveden tieti test, postihujici jinou klicovou udalost. VSechny soucasné testy jednoduse
reflektuji rGzné zplsoby hodnoceni reaktivity chemickych sloucenin a vykazuji pfitom
specificka technicka omezeni. Relevance predikce na zaklad¢ jejich kombinovaného pouziti
zavisi na tom, jak rizné testy vzdjemné kompenzuji své nevyhody. V praci Roberts a
Patlewicz (2018) bylo naznaceno, Ze nejsou nutné vice nez dvé metody (konkrétné DPRA a
h-CLAT), které mohou poskytnout podstatné vyssi uroven G¢innosti nez pfistup ,,2 ze 3.
Strategie postupného testovani kombinujici 1 az 3 modely k pokryti hlavnich kli¢ovych
udalosti sensibilizace kiize AOP by mohla byt pouzita pro ptistup zdola nahoru, ktery by
minimalizoval nebezpeci falesné negativniho vysledku (Scott et al., 2010). Studie
publikovana Otsubo et al. (2017) uvadi, ze binarni testovaci baterie KeratinoSens a h-CLAT
by mohla byt uzite¢na jako soucast ptistupu zdola nahoru, kde testovaci strategie navrhuje
pouziti zkusebnich metod, které mohou spolehlivé definovat latky nesensibilizujici. Bylo
vyvinuto mezindrodni usili o nalezeni definovan¢ho pfistupu, ktery by se skladal ze
zavedeného postupu interpretace dat aplikovaného na vysledky, generovaného pomoci

definovaného souboru informacnich zdroji s cilem odvodit predikci sensibilizace kize
(OECD, 2017b; Coleman et al., 2015).

V soucasnosti slouzi LLNA jako referen¢ni metoda, se kterou se porovnavaji nové
alternativni pfistupy. LLNA postihuje ¢tvrtou klicovou udélost drahy Skodlivého uc¢inku a
mize prokazat platnost novych metod (Basketter et al., 2009). Ptesnost in vitro metod, v
ramci DA, dosahuje hodnot mezi 76-85 % Vv porovnani s LLNA, ktera dosahuje pfesnosti
pouze 74 % (Kleinstreuer et al., 2018). Cilem je snaha o nahrazeni in vivo testd pomoci
kombinace né€kolika alternativnich metod (Adler et al., 2011). Na rozdil od systému zkousek
in vivo, které jsou intaktnimi dynamickymi systémy, jsou alternativni pfistupy metod in

chemico a in vitro relativné statické a zaméfuji se na charakterizaci nebo kvantifikaci
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jednotlivych chemickych, biochemickych nebo bunéénych déji pro nasledné pouziti v DA

hodnoceni drahy AOP.
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Metodika

LuSens je in vitro metoda identifikujici koZni sensibilizatory pomoci geneticky
modifikované linie lidskych keratinocytll po 48hodinové expozici bunécéné linie testovanym
chemickym latkam/ extraktim. Kvantitativné jsou detekovany zmény v aktivité
luciferazového substratu vici negativni kontrole (NC), s potvrzenim validity pomoci
pozitivni kontroly (PC), kontroly reagencii (VC) a kontroly pozadi (Blank).
3.1.1 Buné¢na linie

Imortalizované lidské keratinocyty jsou modifikovany vnesenim genu umoziujicim
sledovat kozni sensibilizaci (gen ARE z Rattus norvegicus) kodujici gen pro NADPH:
quinone oxidoreduktazu 1. Vzhledem k vysoké homologii responzivniho elementu ARE je
tato sekvence funk¢ni u lidi a je up-regulovana kontaktnimi sensibilizatory. To umoziuje
kvantitativni detekci indukce luciferdzového genu po aktivaci reportérového transkripéniho

faktoru Nrf2 v bunkdach po expozici potencidlné sensibilizujicim latkdm.

Antioxidacni responzivni element ARE je vnesen do bun¢k transfekci pomoci
plazmidového vektoru pGL4.20 [luc2/Puro] nesoucim gen pro luciferazu (reportér) a gen
pro rezistenci vici Puromycinu (selektor). Déle vektor obsahuje synteticky reportérovy gen
Luc2 z Photinus pyralis, kodujici enzym luciferazu, katalyzujici ATP dependentni
oxidativni dekarboxylaci substrat (pfeména luciferinu za produkce svételné emise 562 nm)
a gen Amp z E.coli kodujici enzym penicilin beta-laktamazu, zajist'ujici rezistenci bunééné
linie vici penicilinovym antibiotikiim (prevence bakterialni kontaminace) (Emter et al.,

2010).
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A

Buriky LGSens 70 hod. po rozmrazeni (P6/1) | 100 pm .

Obr. 6. Bunééna linie LuSens (fotografie autora)

Bunécna linie LuSens (P4, klon 16) byla poskytnuta firmou BASF SE (Némecko) v ramci
védecké spoluprace se SZU. Bun&éna linie byla rozkultivovana, &ast linie byla uloZena
v tekutém dusiku a &ast v -80°C v laboratofich SZU. Buiiky byly pied pouzitim v testu
ovéteny laboratoti Centra epidemiologie a mikrobiologie, Narodni referenéni laboratofe pro
chiipku a nechiipkovéa respiraéni virova onemocnéni, SZU, metodou PCR a nebyla
prokazana piitomnost DNA Mycoplasma species. Pro experimenty byla pouzita buné¢na
suspenze s pasazi 4 az 16.
3.1.2 RozmraZeni bunééné linie, pasdZovani a propagace

Pracovni kultura uloZena v -80°C se rozmrazi tak, ze se kryovialka nech4d 5 minut pfi
laboratorni teploté, poté se bunky resuspenduji v7 ml média 1 (bez puromycinu),
centrifuguji se 5 min pii 380x g. Poté se odsaje zamrazovaci médium, buriky se resuspenduji
v 7. ml média 1 (S puromycinem) a pievedou se do kultiva¢ni lahve T25. Buriky se inkubuji
24 hod., poté se médium 1 odsaje a buiiky se oplachnou PBS (bez ionti1) a pfida se médium
1 (s puromycinem). Prace probiha za sterilnich podminek, propagace se provadi 2 x tydné v
T25 tkanovych lahvich se 7 ml média 1, minimalné 3 pasdze po rozmraZeni, dale pak v T75

tkanovych lahvich s 20 ml média 1 pii 37°C, 5 % COe..
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Ptehled vSech pouzivanych médii v metodé LuSens

Média Slozky

médium 1 D-MEM + 10 % FBS + P/S + (Pur)
médium 2 D-MEM + 10 % FBS

médium 3 D-MEM + 1 % FBS

zamrazovaci médium médium1 + 10 % DMSO

3.1.3 Priprava bunécné suspenze, nasazeni bunék a inkubace
Kultura z pasaze 4 - 16 o konfluenci 80-90 % se oplachne 10 ml PBS (s 0,05 % EDTA)

a sklidi se do média 2. Do kazdé T75 lahve se ptida 2 ml trypsinu a lahev se inkubuje cca 5-
7 min. pii 37 °C, 5 % COa. Po uvolnéni z povrchu lahve se burniky splachnou z povrchu
proudem 3 ml média a resuspenduji se na kone¢ny objem 5 ml. Ze ziskané bunééné suspenze
se stanovi pocet bun€k a pripravi se bunééna suspenze na hustotu 88 000 bunék/deska
v médiu 2. Objem 120 pl bunééné suspenze se pipetuje do vSech jamek kromé& H12
transparentni TPP desticky a bilé desticky s prihlednym dnem. Desky se inkubuji po dobu
24 hod pii 37 °C, 5 % CO:..
3.1.4 Expozice testovanou latkou

Testovana latka byla rozpusténa v DMSO (100x zasobni roztok). Kone¢na koncentrace
DMSO s bunikami nesmi piesahnout 1 % z divodu cytotoxicity, proto bylo dle metodiky

pfipraveno fedéni nasledovné:

1) 100x fedici deska (zasobni roztok testovanych latek, nejvyssi ptipustna

koncentrace 200 mM pro metodu LuSens).
Postup pro testovani 2 latek ve 12 koncentracich:

e Do jamek AB1-AB11 se pipetovalo 100 ul DMSO
e Do jamky Al12 se pipetovalo 200 ul zasobniho roztoku testované latky I. o

koncentraci 200 mM

e Do jamky B12 se pipetovalo 200 ul zasobniho roztoku testované latky II. o

koncentraci 200 mM

Objem 100 pl se ptenesl ze sloupce 12 do sloupce 11, postupné az do sloupce 1. Pted i po

pfeneseni se objem michal 3x (viz schéma nize).
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o
To wells 1-11 were previously added 100 uL DMSO

2) Dale se ptipravila 4x fedici deska (ze 100x fedici desky)

Postup:

e Do jamek AB1-AB12 se pipetovalo 360 pl média 3
e Ze 100x DMSO desky, jamek AB1-12 se prenaselo 15 pl do ekvivalentnich

jamek 4x fedici desky (viz schéma nize)

,
A
B () 19)03)@) O © @ © @@ @] restsuvstance
COQH/OOO<QUOQ
pate |2OO0O0O0OOOOOOOO
'Y 000000000000
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In plate 4x: 360 pL cell culture media was previously added to A/B 1-12

Cell culture media No 3.
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K buikam se aplikovalo 50 pl testované latky ze 4x tedici desky do kazdé jamky, ktera
obsahovala 150 ul D-MEM (kone¢ny objem: 200 pl/jamka). Bunky byly inkubovany po

dobu 48 hodin. Latky byla aplikovany ve dvanacti nebo Sesti koncentracich v triplikatu.

Schéma: deska se 2 testovanymi latkami ve 12 koncentracich

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1
L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1
L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1

T[o[m[m[o]o]x]>

Extrakty byly pfipraveny v D-MEM nebo v DMSO podle povahy materialu, nebo v obou
vehikulech. Extrakty byly aplikovany v Sesti koncentracich v triplikatu pro D-MEM (100%-
75%-50%-25%-10%-1%) a pro DMSO (100%-50%-25%-12,5%-6,25%-3,125%), souc¢asné

nad 1 %. Buiiky byly inkubovany po dobu 48 hodin.

Schéma: deska se 4 testovanymi extrakty v 6 koncentracich

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A L1 L1 L1 L1 L1 L1
B L1 L1 L1 L1 L1 L1
C L1 L1 L1 L1 L1 L1
D L3 L3 L3 L3 L3 L3 L4 L4 L4 L4 L4 L4
E L3 L3 L3 L3 L3 L3 L4 L4 L4 L4 L4 L4
F L3 L3 L3 L3 L3 L3 L4
G
H

NC NC NC NC NC NC | B |

V ramci kazdého experimentu byla zatazena pozitivni kontrola (EGDMA, koncentrace
120 uM), negativni kontrola (DL-kyselina mlé¢na, 5000 uM) a odpovidajici rozpoustédlova
kontrola.

3.1.5 Meéfreni luminiscence a absorbance

Po uplynuti 48hodinové expozicni doby byly bilé desky pro méteni luminiscence dvakrat
omyty 360 ul PBS (s Ca?*/Mg?"). Poté byl pfipraven roztok luciferazy (jeden dil PBS bez
Ca?*/Mg?* a jeden dil ¢inidla One-Glo®). Luminiscence byla méfena na luminometru

GloMax multireader (Promega).
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Luciferazovy systém One-Glo® pracovni roztok:

Latka/roztok Mnozstvi Ptiprava, skladovaci podminky
Steady-Glo/ One-Glo 10 ml Roztok Steady-Glo pfimo z chladnicky a
zasobni roztok PBS temperované na laboratorni teplotu se
ichaji v temnu v cru 1:1.
PBS bez Ca?*/Mg?* 10 ml rrichapt Y =R V pometu
Mnozstvi: 200 ul / jamku.

Z prahlednych desek bylo odsato D-MEM s latkou a bylo ptidano cerstvé D-MEM s

barvicim roztokem MTT, deska se nechala v inkubétoru barvit po dobu 2 hodin.

Zivotaschopnost bunék byla stanovena na spektrofotometru Eon (Biotek) pii vinové délce

570 nm.

Vitalni barvivo MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) je

za normdlnich podminek zluté barvy. Mitochondridlni enzymy dychaciho fetézce, umisténé

na membrandch zivych bunck, redukuji MTT na fialovy formazan, ktery ziistava uvniti

bun¢k ve form¢ nerozpustnych granuli. Po solubilizaci bunék lyzaénim roztokem se

nerozpustny formazan z bunék uvolni, a vznikne tak Ciry roztok vhodny k fotometrickému

stanoveni. Hodnota absorbance urcuje mnozstvi Zivych bunék.

MTT zéasobni roztok:
Latka/roztok Mnozstvi Ptiprava, skladovaci podminky
MTT 5 mg/ml Nechat rozpustit v termostatu, ve tmé (obalen
PBS (bez Ca?IMg™) alobalem). Filtrovat (sterilni filtr 0,45 pm).
MTT pracovni roztok:
Latka/roztok Mnozstvi Ptiprava

MTT zasobni roztok, filtrovan

1 dil (2 ml/ 1 deska)

D-MEM + 1% FBS

9 dilu (18 ml/ 1 deska

20 ml /1 deska
200 pl /1 jamka
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Lyzac¢ni roztok:

Latka/roztok MnozZstvi
SDS 109
DMSO 99,6 ml
Kyselina octova 100% 0,4 mi

3.1.6 Vyhodnoceni
Indukce luminiscence (I) byla vypoctena vyd€lenim relativni luminiscenéni jednotky

(RLU) exponovanych bunék (T) ku RLU bunék s kontrolou rozpoustédla (VC) s pouzitim

nasledujici rovnice:
I =RLU (T) - RLU (Blank) / RLU (VC) — RLU (Blank)

Zkousena latka byla povazovana za latku se sensSibilizaénim potencialem, pokud indukce
luciferazové aktivity byla vyssi nebo rovna 1,5nasobku v porovnéni s kontrolou rozpoustédla
a zaroven zivotaschopnost bun¢k (V) byla vyssi nebo rovna 70 % alesponi ve 3 testovanych

koncentracich.
V (%) = (OD (T) — OD (Blank) / OD (VC) — OD (Blank)) *100

3.1.7 Kontrola validity testu

Pro validitu experimentu musi pozitivni kontrola (PC) vykazovat indukeci luciferazové
aktivity > 2,5 a soucasné zivotnost bunék musi byt minimalné 70 %, negativni kontrola (NC)
musi dosahovat indukce luciferdzové aktivity < 1,5. Variacni koeficient rozpoustédlové
kontroly (VC) musi byt do 20 % a alespon 3 testované koncentrace musi mit relativni
zivotnost nad 70 %. Vysledek je posuzovan jako validni, pokud 2 nezévisla opakovani
vykazuji shodu, v ptipad¢ rozdilnych vysledkl je tieba provést tieti nezavisly experiment.
Na zékladé¢ 3. nezdvislého experimentu se poté vyhodnoti latka jako sensibilizujici/
nesensibilizujici.
3.1.8 Pouzité analytické metody

3.1.8.1 Spektrofometrie
Méfeni absorpce svétla po prichodu vzorkem patii mezi nejpouzivanéjsi techniky

Vv Iékatské chemii a biochemii. Elektromagnetické zafeni je pohlcovano mnoha latkami,
avSak mira, jakou latka pohlcuje svétlo rtiznych vinovych délek, zavisi na struktufe

sloucCeniny. Latky absorbuji zafeni o urcitych vlnovych délkach s energii fotona
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odpovidajicich rozdilu energii elektronovych hladin. U fady latek obsahujicich valencni
elektron muize byt tento elektron excitovan elektromagnetickym zéafenim do vyssi
energetické hladiny. Lidskému oku se pak latka jevi jako barevna, pokud absorbované zareni
lezi ve viditelné Casti spektra. Absorbance je veli¢ina udavajici, kolik svétla bylo pohlceno
méfenym vzorkem, a je pfimo imeérna koncentraci absorbujici latky. Pro méfeni absorbance
se pouzivaji techniky zalozené na principu pohlceni monochromatického svétla rtiznych
vlnovych délek latkou. Jedna se o fotometry (méfeni probiha pii jedné nebo nékolika presné
definovanych vlnovych délkach) a spektrofotometry (méfeni probiha v souvislém tseku

vlnovych délek nebo 1ze vinova délka libovolné nastavit).

Rutinng se dnes pouzivaji fotometry se svislym paprskem, které disponuji vyhodou
meéfeni v mikrotitraénich destickach, kde se vzorky méfi v polystyrenovych destickach s 96
jamkami (pouzivaji se také dalsi formaty od 4 do 384 jamek). Oproti klasickému usporadani
neni vyzadovano velké mnozstvi vzorku, pracné zpracovani jednotlivych vzorkl a
vyménovani Kyvet, coz je naro¢né po strance ¢asové i finan¢ni. U klasickych fotometri se
absorbance méfi vodorovnym paprskem a optickd draha je déna tloustkou kyvety.
Fotometrie se svislym paprskem vyuziva k méfeni absorbance délku optické drahy, kterd je
zavisla na vysce hladiny v jamce. Pokud se ke vzorku piidd urcité mnozstvi bezbarvého
roztoku (napf. isopropanol), dojde ke sniZzeni koncentrace absorbujici latky, ale zaroven se
umérné zvysi hladina roztoku v jamce, prodlouZi se opticka drdha, a vyslednd absorbance
bude tudiz stejna. Na rozdil od klasické fotometrie, kdy absorbance odpovida koncentraci
latky v roztoku, zavisi absorbance pfi méfeni svislym paprskem na latkovém mnoZstvi
absorbujici latky ve vzorku. Mikrotitracni desticky jsou jednordzové a s ohledem na pocet
métenych vzorkl v rdmci jedné desticky mnohem levnéjsi neZ plastové kyvety. Zmeéfit jednu
desku s 96 jamkami netrva déle nez nékolik vtefin. Vyhodou je i mensi objem vzorku, jamky
se obvykle plni objemem 100 — 300 pl. U destickovych fotometrti se jako monochroméator
pouzivaji sady interferencnich filtri. Pro vétsi piehlednost se kromé pojmu absorbance
pouziva termin opticka hustota (OD — optical density). Opticka hustota zavisi na vlastnostech

vzorku, nikoli na délce optické drahy, po niz svétlo vzorkem prochézi.

3.1.8.2 Luminometrie
Pojem luminiscence je odvozen z latinského slova lumen (svétlo). Luminiscence je

proces emise fotonti formou studeného svétla, vznikajictho néavratem elektront

z excitovaného stavu do zakladniho energetického stavu za nizkych teplot (Goldberg &
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Weiner, 1989). Energie chemickych reakci je vyuzita ktvorbé svétla, tzv.
chemiluminiscenci. Mira svétla produkovaného fotochemickou reakei je pfimo umérna
koncentraci jednotlivych reaktanti (Aslan & Geddes, 2009). Zakladnim principem
chemiluminiscence je oxidace luminoforu silnym oxida¢nim Cc¢inidlem. Luminofor je
organicka sloucenina umoziujici vlastni chemickou excitaci a nasledné vyzateni energie ve

formé svétla.
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4  Vysledky a diskuze
4.1 Kosmetika, kosmetické prisady, ingredience a konzervanty

Pted uvedenim nové kosmetické piisady na trh musi vyrobci stanovit jeji bezpecnostni
profil, zejména posoudit potencidl sensibilizace klize, coz je povinny pozadavek pro topické
aplikace. Od zékazu testovani na zvitatech v Evropé v roce 2013 natizeni ES ¢. 1223/2009
o kosmetickych pfipravcich uvadi seznam latek zakazanych v kosmetickych ptipravcich
(ptiloha II) a latky, které mohou byt obsazeny v kosmetickych piipravcich pii dodrzeni
stanovenych omezeni (pfiloha III, IV, V, VI). Toxikologické vlastnosti slozenych smési,
mezi které patii findlni kosmetické ptipravky, zavisi nejen na toxikologickych vlastnostech
jednotlivych slozek, ale také na jejich kombinovanych interakcich, a to 1 pfi pouziti
v nizkych ¢i bezpecnych koncentracich. V zavislosti na biologické dostupnosti, typu a
Cetnosti expozice mohou vysledky testl in vitro vést k predikei uc¢inkd na vyssi biologické
urovni a nemély by byt podcenovany.

4.1.1 Parfémy

Kosmetické parfémy ptedstavuji chemické smési obsahujici slozky syntetického i1
prirodniho pivodu. Komponenty jsou sefazeny v sestupném poradi podle jejich
procentudlniho zastoupeni v konecném objemu. Kvalita a bezpecné koncentrace

jednotlivych slozek jsou predpokladem pro bezpecny finalni kosmeticky produkt.

Jednou z velmi dulezitych soucasti kosmetickych piipravkd, které mohou byt z
toxikologického hlediska potencialné nebezpecné, jsou smési vonnych latek, obvykle
sloZené z komplexnich aromatickych nebo fenolickych slou¢enin, dale pak syntetické viing,
éterické oleje ¢i rozpoustédla (Steineman et al., 2011). V zavislosti na procentualni
koncentraci vonnych latek ve finalni formulaci parfémového produktu se rozlisuje: parfém
(P) 15-40 % vonnych slozek, parfémovana voda (EdP) 8-15 %, toaletni voda (EdT) 4-8 % a
kolinska voda (EdC) 3-5 %.

V nedavné dobé byly zaznamenany piipady zdravotnich problémt pii pouzivani
parfému, predevsim se jednalo 0 podrazdéni a sensibilizaci kize, bolesti hlavy nebo
astmatické zachvaty, a to pfevazné u spotiebitel s citlivou pokozkou nebo s predispozici ke

kozni ¢i respira¢ni alergii (Steineman, 2017; Basketter et al., 2019).

V ramci studie bylo na trhu EU zakoupeno 10 produktti reprezentujicich kosmetické

parfémy (P, EdP, EdT, EdC a 1 deodorant). VVzorky 1 — 6 byly zakoupeny prostiednictvim
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bézné maloobchodni sité. Vzorky 7 a 8 byly zakoupeny prostfednictvim internetového
prodeje neznackovych produktii, vzorek 9 prosttednictvim pfimého katalogového prodeje a
vzorek 10 prostfednictvim online prodeje originalni znackové tady distribuované

velkoobchodnimi kanaly.

Testované vzorky byly pfipraveny jako zdsobni roztoky rozpusténé¢ v DMSO a dale
fedény dle kapitoly 3.1.2 v D-MEM. Celkem bylo hodnoceno 6 koncentraci od kazdého

vyrobku ve dvou opakovanich.

Tab. 1: Charakterizace a vysledky parfému pouzitych pro studii

Vzorek Typ Zemé LuSens
produktu | pivodu (DMSO)
1 EdP EU -
2 EdP UAE -
3 EdP CHINA -
4 EdP EU -
5 Deodora EU -
nt
6 EdP KSA +
7 P EU +
8 s) EU +
9 EdT EU +
10 EdC EU -

Vysledky jsou rozdéleny do 2 kategorii: - negativni vysledek, + pozitivni vysledek
(alespoit v 1 koncentraci byla zaznamenana indukce luciferazové aktivity > 1,5 oproti

kontrole a soucasné Zivotaschopnost bun¢k dosahovala alespon ve 3 koncentracich > 70 %).

Vzorek ¢islo 2 vykazoval vyznamny cytotoxicky efekt v koncentracich 25 — 100 pg/ml,
ovsem sensibilizacni potencial vzorku v nizsich koncentracich, které splnily kritéria viability
bungk > 70 %, nebyl prokazan. Ctyfi vzorky z testovaného souboru (vzorky 6, 7, 8, 9)
poskytly pozitivni odpovéd’. Vzorek 6 odhalil sensibiliza¢ni potencial ve tfech testovanych
koncentracich (25 — 50 — 100 pg/ml), vzorek 7 poskytl pozitivni odpoveéd ve dvou
koncentracich (50 a 100 pg/ml) a vzorek 8 vykazoval pozitivni odezvu pouze v jedné

z testovanych koncentraci (100 pg/ml), pticemz v koncentraci 50 pg/ml byla hodnota tésné
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pod hranici pozitivity. Vzorek 9 vykazoval pozitivni odezvu pouze v jedné z koncentraci
(100 pg/ml).
4.1.2 Diskuze

Testovani kosmetickych prostiedkti na zvifatech bylo zakazano, apozaduje se, aby byly
tyto zkousky nahrazeny jednou nebo vice validovanymi alternativnimi metodami. Testovani
na lidskych dobrovolnicich u latek vzbuzujicich toxikologické obavy je z etického hlediska
také nepfijatelné. Z tohoto divodu zustava pouziti toxikologickych metod in vitro,
zalozenych na primarnich lidskych bunécnych liniich nebo tkanich, vhodnym ptistupem k

posouzeni zdravotnich rizik.

Kosmetické pfipravky s obsahem riznych ingredienci piedstavuji mélo definované
smé&si, ve kterych mohou byt kombinované rizné Gc¢inky vSech slozek ptitomnych ve
findlnim produktu. Bohuzel je dosti problematické posuzovat, ktera jednotliva slozka je
zodpovédna za jaky biologicky u€¢inek. Zvlastni pozornost je tieba vénovat hodnoceni mistni
toxicity (podrazdéni kiize a oc€i), senzibilizaci kiize a v ptipad€ absorpce UV zafenim také

fotoindukované toxicité (EU, 2017a).

Na zaklad¢ né€kolika studii byly deodoranty a parfémy shledany jako nejrizikovéjsi
kategorie produktli z hlediska senzibilizace kiize a kontaktnich alergii. Podle natizeni (ES)
¢. 1223/2009 musi byt jakykoli kosmeticky pfipravek dostupny na trhu za béZznych podminek
pouziti bezpe¢ny pro lidské zdravi. Ptiloha III tohoto nafizeni obsahuje seznam zakazanych
kosmetickych ptisad, jejichz pouziti je omezeno nékolika podminkami, naptiklad maximalni
povolenou koncentraci ve vyrobcich nebo povinnym ozna¢enim v seznamu piisad (Lamas
et al., 2010; EU, 2017a). Je definovano 26 vonnych latek (Cinamal, Geraniol, Evernia
prunastri, Cinnamyl alcohol, Eugenol, Hydroxycitronellal, Isoeugenol, a-Amyl cinnamal,
Citral, Coumarin, Hydroxyisohexyl 3-cyclohexane carboaldehyde, Citronellol, a-
Hexylcinnamal, Farnesol, Benzyl alcohol, Benzyl salicylate, Linalool, Limonene,
Butylphenyl methylpropional, Anisyl alcohol, Benzyl cinnamate, Benzyl benzoate, Methyl-
2-octynoate, o-Isomethyl ionone, Evernia furfuracea, Amyl cinnamal), které musi byt
specifikovany na etiketach kosmetickych vyrobki, pokud jsou pfitomny v koncentracich
0,001 % (u produktd pouzivanych bez oplachovani) a 0,01 % (u produkti pouzivanych
s oplachovanim) (Arribas et al., 2012).
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V dnesni dob¢ se jako vonné slozky pouziva piiblizn¢ 3000 latek (Cuesta et al., 2010).
Prestoze jsou vonné latky rozSifenymi alergeny, se kterymi pfichazi do styku témét cela
populace, procento jedincu alergickych na viné je relativné nizké. Kontaktni alergie na
vonné slozky i mimo kosmetiku, pfedevsim z vyrobkii pozivanych v kazdodennim zivoté (tj.
praci prostredky, avivdze, aromaterapeutické oleje a dalsi domaci chemie) patii mezi zcela
béznou a postihuje az 3 % evropské populace (Arribas et al., 2012; Wieck et al., 2018).
Frekvence alergie na vonné latky je u déti nizsi a zvysuje se s vékem, pravdépodobné kvili

opakované expozici v priabéhu zivota (Thyssen et al., 2009).

Metody in vitro by mély byt zahrnuty do baterie toxikologickych testil pfi screeningu
vlastnosti kosmetickych ptipravkl a jejich slozek v oblasti vefejného zdravi a ochrany
spotiebitele. Tyto metody vyvinut¢ na zakladé drédhy AOP mohou odhalit nové
toxikologické vlastnosti a poskytnout cenné idaje o jejich mechanickém zakladé, coz miize
prispét k objasnéni mechanismt a specifickych interakci jednotlivych slozek finalniho
kosmetického vyrobku. Interakce jednotlivych slozek mohou vést k celkové biologické
odpovédi, i kdyZz koncentrace jednotlivych ingredienci jsou povazovany za bezpecné.
Z etického duivodu se proto nabizi pouziti in vitro toxikologickych pfistupl relevantnich pro
Clovéka, tj. bez pouziti laboratornich zvitat, jako prvni krok pied testovanim na lidskych
dobrovolnicich.

4.1.3 UV filtry

UV filtry (UVF) jsou soucasti opalovacich krémti a pouzivaji se k ochrané pokozky pied
slune¢nim zafenim. V ramci poslednich let jsou zaclenovany i1 do jiné kosmetiky denni
potieby. Bylo v§ak vzneseno mnoho obav o jejich bezpec¢nosti, jelikoz UV filtry mohou byt
absorbovany kiUzZi a pak dale metabolizovany, pfipadné bioakumulovany. Tyto procesy
perkutanni absorpce mohou mit za nasledek rizné neptiznivé zdravotni u¢inky, napt. ACD
divodu jsou maximalni povolené koncentrace regulovany platnou legislativou a je zapotiebi
vytvorfeni jejich toxikologického profilu, aby byla zajisténa jejich Uc¢innost a soucasné

bezpecnost v kosmetickych prostfedcich.

Bylo vybrano celkem pét latek (Tab. 2) reprezentujicich UVF v opalovacich krémech

pro ovéieni bezpecnosti z hlediska kozni sensibilizace.

38



Tab. 2: P&t testovanych latek reprezentujicich UVF (Sigma-Aldrich).

UVF Sigma-Aldrich (CAS) Chemicka struktura
- - O OH
2-Hydroxy-4 131-57.7
methoxybenzophenone O O
OCH,
O OH
2,4-Dihydroxybenzophenone 131-56-6
OH
CHs
HsC CHa
3-(4-Methylbenzylidine)camphor 36861-47-9 o
\ CHj
CHs
0
Homosalate 118-56-9 I QCHs
0 CHa
OH
) 9
Octocrylene 6197-30-4 = 0 CH
y oo™

Testované vzorky byly pfipraveny jako zasobni roztoky rozpusténé v DMSO a dale
fedény dle kapitoly 3.1.2 v D-MEM. Celkem bylo hodnoceno 6 koncentraci. Vysledky jsou
uvedeny v grafech (1-5), Zluté sloupce reprezentuji hodnotu indukce luciferazové aktivity
jednotlivych vzorkl a Cernd plnéd €ara predstavuje hrani¢ni hodnotu indukce luciferazové
aktivity (1,5nasobek). Modra ¢ara reprezentuje zivotaschopnost vzorkli v pouzitych

koncentracich a modra pferusovana ¢ara predstavuje mezni hodnotu Zivotaschopnosti (70

%),
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Graf. 2: 2,4-Dihydroxybenzophenone
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Graf. 5: Octocrylene

Tti UVF (2-Hydroxy-4-methoxybenzophenone, 2,4-Dihydroxybenzophenone a
Octocrylene) z péti vybranych pro ovéfeni bezpe€nosti z hlediska kozni sensibilizace
vykazovaly potencial kozni sensibilizace. Vzorek 2-Hydroxy-4-methoxybenzophenone
odhalil sensibiliza¢ni potencial ve tfech testovanych koncentracich (15,75 — 31,5 — 63 uM),
vzorek 2,4-Dihydroxybenzophenone poskytl pozitivni odpovéd’ pouze v jedné z testovanych
koncentraci (63 uM) a Octocrylene vykazoval pozitivni odezvu ve tfech testovanych
koncentracich (2,5 -5 - 10 uM).

4.1.4 Diskuze

Opalovaci krémy obsahuji jeden nebo i1 vice UV filtri @ mnoho dalSich latek (napf.
zmékéovadla, konzervaéni latky, stabilizatory, emulgatory, viné ¢i barviva). UVF jsou
specifické slouceniny, které brani prichodu ultrafialového zareni skrze pokozZku.
Dermatologové je rozdéluji na chemické (absorbujici UV paprsky a pfeménujici se na
tepelnou energii) a fyzikalni (odrazejici UV paprsky). Chemici kategorizuji UVF jako
organické vs. anorganické, lipofilni vs. hydrofilni. Databaze Narodni lékaiské knihovny
(National Library of Medicine , NLM) tyto slou¢eniny uvadi pod ozna¢enim slunecni clony
a definuje je jako chemické nebo fyzikalni latky, které chrani pokozku pied spalenim ¢i
erytémem tim, Ze absorbuji nebo blokuji ultrafialové zareni. UVF se pouzivaji také ve
spotiebni kosmetice (napt. make-upy, laky na nehty, Sampony) a v primyslu (napt. plasty,

barvy, tmely) k ochran¢ pied fotodegradaci.
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Opalovaci krémy s obsahem UVF mohou zptsobit alergickou kontaktni dermatitidu.
Oxybenzone, chemicky UVA filtr, je nejbézngjsi slozka opalovacich krému zpusobujici
podrazdéni, az alergickou kontaktni nebo foto-kontaktni dermatitidu. PABA byl béznym
alergenem v opalovacich krémech, ktery byl zakazan, a dnes ho ve slozeni opalovacich
krémtl nenajdeme. Dalsi latky, které prokazatelné¢ zptsobuji foto-alergické reakce, jsou
cinnamaty, dibenzoylmethany a benzofenony (Sabzevari et al., 2021). Dalsim ptikladem
muze byt Octocrylene, Cira olejova organicka sloucenina, kterd je vyuzivana pii vyrobé
opalovacich ptipravkla. Patii do skupiny derivati kyseliny skoficové (cinnamati) a v
produktu piisobi jako chemicky UVF, ktery se vstiebava do pokozky, pohlcuje skodlivé UV
paprsky a preménuje je na teplo. Octocrylene absorbuje UV zafeni v celém spektru UVB a
v malé ¢asti UVA. Je pouZzivan v bézné kosmetice a jeho maximalni povolend koncentrace
je 10 % (SCCS, 2021b) SCCS stanovil, ze maximalni koncentraci 2,2 % 2-Hydroxy-4-
methoxybenzophenone (Benzofenonu-3) jako UV filtru Ize povazovat za bezpecnou v
télovych krémech, hnacich sprejich a sprejich s pumpickou. V téchto typech opalovacich
ptipravku se Benzofenon-3 pouziva v koncentraci 0,5 % v ochranné formulaci. Koncentrace
této slozky jako UV filtru by v§ak neméla piekrocit 1,7 % (SCCS, 2020a). Podobné pouziti
homosalatu, jako UV filtru v kosmetickych ptipravcich, je pro spotiebitele bezpecné v
maximalni koncentraci 1,4 % v kone¢ném vyrobku (SCCS, 2020b). 4-Methylbenzylidene
camphor (4-MBC) se pouziva pro ochranu spotiebitele v opalovacich krémech v koncentraci
0,5 % a niz8i. Kromé toho lze 4-MBC pouzit k zajisténi UV ochrany v produktech denni
péce o plet’ (pletové krémy/mléka, atd.), které maji vlastnosti vhodné k ochran¢ proti UV
zateni, koncentrace pro toto pouziti se pohybuje od velmi nizké aZ po maximalni tj. 4%

(SCCS, 2008).

Dréazdive latky, alergeny, fotoalergeny i1 opalovaci kosmetika celkové, to vSe tvofi
polozky, které je tteba vzit v tivahu pii doporuceni spravné ochrany pied sluncem. V této
praci n€které UV filtry byly v ramci testovani metodou LuSens potvrzeny jako potencialni
senzibilizatory kize, proto lze obecné doporucit se slunci radéji vyhybat a pouzivat ochranné

odévy, nez aplikovat na pokozku nadmérné mnozstvi kosmetickych ptipravki s UVF.

4.1.5 Koloranty — Ftalocyaniny
Ftalocyaniny (PCs) jsou aromatické molekuly s 18 n-elektrony makrocyklického
charakteru, skladajici se ze ¢tyt isoindolinovych jednotek. Makrocyklicky systém rozhoduje

0 spektralnich vlastnostech (absorp¢ni spektrum), centralné chelatované kationty o zptsobu,
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jakym bude absorbovana energie uvolnéna. Pfipojeni postrannich skupin pak mtze vyrazné
ovlivnit rozpustnost v riznych médiich, od nepolarnich organickych rozpoustédel az po
vodu. Tim Ize optimalizovat vlastnosti latek pro riizné aplikace. Diky rozsahlému systému
konjugovanych vazeb tyto latky silné absorbuji svétlo v oblasti vinovych délek 600—700 nm,
jsou to tedy modra az modrozelena barviva (Lobbert, 2011).

Ftalocyaniny jsou strukturné piibuzné piirodnim pigmentiim, ale na rozdil od pfirodnich
pigmentl s omezenou stabilitou jsou ftalocyaniny velmi stabilni organicka barviva (Christie,
2015). Poprvé byly popsany v roce 1907 pii syntéze 2-kyanobenzamidu jako modie
zbarveny vedlejsi produkt nezndmého slozeni. Dikladnéjsiho studia se jim dostalo
v ticatych letech 20. stoleti a v roce 1933 byl poprvé pouzilt pojem ftalocyanin (Lobbert,
2011).

Ftalocyaniny nalezly siroké uplatnéni, zejména v textilnim prumyslu, automobilovém
primyslu, v naplnich do tiskaren, pii vyrob¢é CD diski a dalSich aplikacich, jelikoZ se jedna
o0 levnou obdobu organickych pigmenti (Lobbert, 2011). Barevnost v§ak neni jejich jedinou
vyznamnou vlastnosti, maji téZ G¢inky fototoxické a antimikrobialni. Absorbuji svétlo o
vy$8ich vinovych délkach, ¢ehoz se vyuziva v 1é€bé nadorovych onemocnéni postupem
znamym jako fotodynamicka terapie (Kolarova et al., 2007; Li et al., 2019). Tato metoda
vyuziva cytotoxického efektu na savei buiiky, jenZ nastane pii kombinaci tii slozek — 1éCiva,
svétla a kysliku. LéGivo, nazyvané fotosensitizér, absorbuje svételné zafeni. Cim delsi

vilnova délka (az 800 nm), tim hloubg&ji svétlo pronika do cilovych tkani.

Cilem studie bylo podrobit novy a ucinny antimikrobidlni derivat ftalocyaninu AlPc
toxikologickému hodnoceni, zahrnujicimu vyhradné alternativni metody bez pouZiti zvifat.
Testovana sloucenina (AIPC) byla syntetizovana a charakterizovana Centrem organické

chemie s. 1. 0, Pardubice, Ceska republika (Obr. 7).
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Obr. 7: Schéma ptipravy AlPc dvoukrokovou reakei pro reaktivni barviva

Zluté sloupce reprezentuji hodnotu indukce luciferazové aktivity a ¢erna plna

pfedstavuje hrani¢ni hodnotu indukce luciferdzové aktivity (1,5nasobek). Modra

I3

¢ara

cara

reprezentuje Zivotaschopnost vzorku ve zvolenych koncentracich a modra pferuSovana ¢ara

predstavuje hrani¢ni hodnotu zivotaschopnosti (70 %).
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Vysledky této prace prokazaly, ze AlPc vyvolal u testu kozni sensibilizace in vitro
hrani¢ni sensibiliza¢ni potencial (Graf. 6), avSak ve studii kozni absorpce/penetrace bylo
prokazano, ze tato latka nepronikd skrze epidermis a dermis, tudiz je riziko vzniku

sensibilizace témér zanedbatelné.

4.1.6 Diskuze
Pro antimikrobidlni aplikaci na rtizné podklady je vyhodné trvale fixovat ucinny

ftalocyaninovy fotosensitizér na dany material. V piipad¢ bavinénych tkanin je béznym
postupem vyuziti reaktivnich ftalocyaninovych barviv. Barvivo je za alkalickych podminek
snadno navazané na nemodifikovanou bavinu. Reaktivni skupiny (PcS) jsou v souc¢asné dobé
Siroce pouzivany pro barveni textilnich materialti, a maji extrémné nizké fotosensibiliza¢ni
vlastnosti. Tyto materialy obsahuji ur¢it¢é mnozstvi anorganickych soli (NaCl, Na,SOas) a
také zbytky vychozich slozek, jako jsou aromatické aminy. Strategie byla piijata Sevim et
al., 2011, kteti ptipravili fadu Pcs nesoucich 4-(karboxymethylsulfanylové) skupiny, které
byly nésledné vazény na bavlnu s kationtovou modifikaci. Vyslednd latka vykazovala

dobrou stéalost vii¢i vod¢ a prani.

V ramci predchoziho projektu MPO Martinkova et al., 2016, byla pfipravena série 14
Pcs pro reaktivni barveni bavinénych latek. Barvené textilie byly testovany na stalobarevnost
nekolika mezinarodnimi standardnimi metodami. Bylo prokdzano, ze nejstabilnéjsi vzorky
vykazovaly dobré vysledky fotoaktivity (sulfovinyl Pcs). Dvé nejstabilngjsi barvené textilie
prokazaly vysoky a spolehlivy antimikrobialni G¢inek proti G+ a G— bakteriim, a to i po
opakovaném prani pii 60 °C. Predpokladem bylo, Ze material bude vyrabén ve velkém
méfitku pro pouZiti ve zdravotnickém priimysl, napt. na obli¢ejové masky, lozni pradlo nebo

pracovni odévy pro lékare a sestry.

Na zakladé téchto skutecnosti bylo rozhodnuto podrobit testim toxicity nejucinngjsi Pcs
pro potvrzeni, Ze nevykazuje Zadnd neocekavand zdravotni rizika pro pracovniky v textilnich
tovarnach, pacienty, poptipad¢ dalsi uzivatele. Tento upraveny AlPc material nema cistotu
obvyklou pro testy toxicity, na druhou stranu piedstavuje skute¢ny material, ktery je
planovan pro vyrobu ve velkém méfitku, kde vysoka Cistota neni vyZadovana.

4.1.7 Koloranty — Azobarviva

V roce 1881 byla uméla barviva poprvé pouzita vV potravinovych vyrobcich (Downham

& Collins, 2000). V roce 1900 pak bylo barveni potravin umélymi barvivy uz pomeérné
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bézné. V soucasné dobé tvofi azobarviva piiblizné 50 % vSech organickych barviv
pouzivanych V potravinaiském, farmaceutickém a kosmetickém primyslu ¢i medicing
(Coultate & Blackburn, 2018). Od 20. stoleti byl v mnoha zemich prosazen regula¢ni dohled
nad azobarvivy, pouzivanymi jako koloranty, a bylo u nich provedeno velké mnozstvi
toxikologickych studii (Lehto et al., 2017). Presto je stale obtizné urcit jejich potencialni
dopad na lidské zdravi. Tradi¢ni studie toxicity azobarviv byly provadény in vivo, na
modelovych organismech potkana a mySi. Tyto studie byly zaméfeny piedev$im na
imunologické, sérologické, biochemické a histopatologické end-pointy (Elbanna et al.,
2017; Hashem et al., 2010).

Pravé z tohoto divodu jsme se zaméfili na oblast, kterd doposud nebyla dostatecné
prozkoumana, a to na toxikologické hodnoceni bezpecénosti in vitro. Byla vybrana ctyfii

azobarviva (Tab. 3), kdy jednim s testovanych ukazateld byla pravé kozni sensibilizace.

Tab. 3: Ctyfi testované latky reprezentujici azobarviva - koloranty (Sigma-Aldrich).

Azobarvivo Sigma-Aldrich (CAS) Chemicka struktura
(o]
Tartrazine 1934210 o Nao)i'\!
Na0-§— NN
o OH \Q\g-ONa

Brilliant blue 3844459

S-ONa
IOL
Sunset yellow 2783940 Ho
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Hac/\;N/\CHS
N (] 0
Brilliant green 633034 | HO-8-0
U,
N CH,
Hsc)

Testované vzorky byly piipraveny jako zasobni roztoky rozpusténé v DMSO a déle

fedény dle kapitoly 3.1.2 v D-MEM. Celkem bylo hodnoceno 6 koncentraci (Graf. 7-10).

Zluté sloupce reprezentuji hodnotu indukce luciferazové aktivity a Cernd plna cara
predstavuje hrani¢ni hodnotu indukce luciferazové aktivity (1,5nasobek). Modra cara
reprezentuje zivotaschopnost vzorkl ve zvolenych koncentracich a modra prerusovana cara

predtsavuje hrani¢ni hodnotu Zivotaschopnosti (70 %).
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Graf. 9: Sunset yellow
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Graf. 10: Brilliant green

Zadné z vyse testovanych azobarviv nevykazovalo sensibilizaéni potencial pro kuZi.
Pouze Brilliant green ve vysSich koncentracich vykazoval cytotoxicky efekt, ovSem
Vv necytotoxickych koncentracich (10 — 0,313 puM) s zZivotnosti > 70 % sensibiliza¢ni
potencial prokézan nebyl.

4.1.8 Diskuze

Synteticka azobarviva jsou Siroce pouZivana v priimyslu. Néktera azobarviva mohou byt
karcinogenni, aniz by se $tépila na aromatické aminy. Karcinogenita mnoha azobarviv je
v§ak zplisobena jejich $t€pnym produktem, jako je benzidin. Benzidin vyvolava rizné lidské
a zviteci nadory. Dalsi slozka azobarviv, p-fenylendiamin, je kontaktnim alergenem. Uvadi
se, ze mnoho azobarviv a jejich redukéné St€penych produktl, jakoz i chemicky ptibuznych
aromatickych amint ovliviiuje lidské zdravi a zptsobuje alergie (Chung, 2016). PouZivani
téchto chemickych latek zvySuje pravdépodobnost expozice, a to bud’ pozitim, nebo
prichodem ptes kizi. Otazka expozice je dulezita, jelikoZ na zéklad¢ diive provedenych
vyzkumt bylo prokazano, Ze existuje vztah mezi dlouhodobou expozici témto latkam a
rozvojem intraoralni alergické dermatitidy nebo stomatitidy (Torgerson et al., 2007; Feller
et al., 2017). Z tohoto divodu je nutné zhodnotit potencial azobarviv pouZzivanych
V potravinach, kosmetickych piipravcich, hrackach a dalSich vyrobcich ptichazejicich do

styku s kazi a sliznicemi, z hlediska sensibilizace.

Ditlezitd je predevSim vcasna identifikace rizikovych faktord spojenych se

spotiebitelskym pouzivanim vyrobki kazdodenni potieby. Mezi hlavni riziko patii latky se
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sensibilizujicim potencidlem s negativnim dopadem na fyzické a psychické zdravi ¢lovéka,

se socialnimi a spolecenskymi dusledky (Tomankova et al., 2011).

Hlavné v potravinaiském prumyslu se pouzivaji potravinaiska barviva (FC), tak aby byly
potraviny pro spotiebitele pfitazlivéjsi a rozmanitéjsi. Nezadouci uc€inky spojené s
konzumaci FC, vcetné reakci vyvolanych imunitnim systémem (okamzitd ¢i opozdéna
hypersenzitivni reakce) se vyskytuji ojediné€le. Dolozené reakce jsou vétSinou mirné,
postihuji pfedevsim kuzi, jen vzacné se vyskytuji anafylaktické reakce (Yamashita et al.,
2018). Azobarviva, tartrazin (E102) a sunset yellow (E110) jsou bé&zné ptidatné
potravinaiské latky schvalené pro pouzivani, ale je jim vénovana zna¢na pozornost, protoze
existuje moznost, Ze vyvolavaji prozanétlivou reakci. Ve studiich, tykajicich se nezadoucich
u¢inkli azobarviv na zdravi Clov€ka, byly zaznamenany u nékterych jedinci reakce
popisované jako potravinové alergie, zptsobujici svédéni, edém, koptivku, astma nebo rymu
v disledku poziti potravinaiského barviva tartrazinu. Na druhé strané, pti dermalnim
testovani tartrazinu, provadéném jako patch test, byly ziskdny pfevazné€ negativni vysledky
(SCCNEFP, 2004). Shodou okolnosti jsou obé& vySe zminéna barviva aryl azoslou¢eninami.
Tyto aryl azoslouceniny mohou byt redukéné Stépeny za vzniku aromatickych amint, které
mohou byt toxické, mutagenni ¢i karcinogenni. Kyselina arachidonova (AA) je 20uhlikova
polynenasycend mastna kyselina, kterd se nachazi v sav€ich bunkach. AA miZze byt
pfeménéna enzymatickymi nebo neenzymatickymi cestami na fadu okysli¢enych
metabolitli, souhrnné zndmych jako eikosanoidy, které se podileji na zanétlivych a
alergickych procesech. AA muze byt oxygenovana 5-lipoxygenézou za vzniku leukotrienu
B4 (Lotzer et al.,, 2005). Leukotrien B4 je silny chemoatraktant schopny rekrutovat
leukocyty, neutrofily, monocyty do mist zanétu a zesilovat tak zanétlivé reakce (Lotzer et
al., 2005). AA muze také projit neenzymatickou peroxidaci iniciovanou volnymi radikaly
za vzniku F2-isoprostanii, které jsou stabilnimi in vivo markery oxida¢niho stresu (Sies et
al., 2017). V ramci in vivo pokust barvivo sunset yellow zpusobilo u 50 % testovanych
zvitat zbarveni kiize do oranzova, diky ¢emuz nebylo mozné urcit, zda byl pfitomen erytém,
nicméné edém zaznamenan nebyl (SCCNFP, 2004). Tartrazin obsazeny v potravinovych
produktech tvoii univerzalni bézovou az zlutou barvu, kterou lze dobfe kombinovat
s brilantovou modrti (E133) nebo zeleni (E142) pro vytvofeni riznych zelenych odstind

potravin a napoju, z tohoto diivodu je Siroce pouzivan po celém svéte (Leo et al., 2018).
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4.1.9 Parabeny
Parabeny jsou skupina syntetickych chemikalii Siroce pouzivanych jako konzervacni

latky v riznych spotiebnich produktech. Zahrnuji alkylové nebo arylové homology kyseliny
p-hydroxybenzoové (PHBA). Mezi nejcastéji pouzivané estery patii methylparaben (MP),
ethylparaben (EP), propylparaben (PP) a butylparaben (BP) (OECD, 2020; Bledzka et al.,
2014; Darbre & Harvey, 2008). Parabeny jsou malé hygroskopické krystaly, které maji fadu
vyhodnych vlastnosti, jako je vysoka chemicka stabilita, odolnost vii¢i hydrolyze, stabilni
rozmezi pH a také nizké vyrobni naklady (Jewell et al., 2007; Golden et al., 2005; Soni et
al., 2005). Celosvétoveé piedstavuji tyto slou¢eniny velmi oblibené piisady, protoze jsou
bezbarvé, bez chuti, bez zapachu a biologicky odbouratelné, a protoze neméni konzistenci
ani barvu kone¢nych produktt (Petric et al., 2021). Od 20. let 20. stoleti jsou parabeny
nejoblibenéjsimi syntetickymi konzervanty pouzivanymi nejen v kosmetice, ale také v
potravindch a farmaceutickych vyrobcich, a to pro jejich Siroké spektrum antimikrobidlnich
a antimykotickych vlastnosti (Soni et al., 2005, 2002, Matwiejczuk et al., 2020; Petric et al.,
2021).

Pro ucely studie byla zakoupena sada 7 estert kyseliny p-hydroxybenzoové od Tokyo
Chemical Industry Co., Ltd. (TCI). Informace o testovanych vzorcich, véetné jejich zkratek,

CAS cisel, molekulové hmotnosti a ¢istoty jsou shrnuty v Tab. 4.

Tab. 4: Charakteristika esterti kyseliny p-hydroxybenzoové vybranych pro testovani

Vzorky Zkratka CAS Molekularni Skupenstvi,

hmotnost Cistota (%)
(9/mol)

Methyl-4- MP 99-76-3 152.15 Prasek (>99)

hydroxybenzoate

Ethyl-4- EP 120-47- 166.17 Prasek (>99)

hydroxybenzoate 8

Butyl-4- BP 94-26-8 194.23 Prasek (>99)

hydroxybenzoate

Isobutyl-4- IBP 4247- 194.23 Prasek (>99)

hydroxybenzoate 02-3

Propyl-4- PP 94-13-3 180.20 Prasek (>99)

hydroxybenzoate

Isopropyl-4- IPP 4191- 180.21 Prasek (>99)

hydroxybenzoate 73-5

Benzyl-4- BzP 94-18-8 228.24 Prasek (>99)

hydroxybenzoate

52



Vysledky zkousky pro stanoveni potencialu sensibilizace vybranych parabent metodu in
vitro (LuSens) jsou uvedeny v grafech ¢. 11-17.

Zluté sloupce reprezentuji hodnotu indukce luciferazové aktivity a Cerna plna cara
predstavuje hranicni hodnotu indukce luciferazové aktivity (1,5nasobek). Modra cara
reprezentuje zivotaschopnost vzorkl ve zvolenych koncentracich a modra prerusovana ¢ara

ptedtsavuje hrani¢ni hodnotu zivotaschopnosti (70 %).
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Graf. 11: Methyl-4-hydroxybenzoate
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Graf. 12: Ethyl-4-hydroxybenzoate

53



indukce luciferazové aktivity
D

0.781 1.563 3.125 6.25 12.5

koncentrace pg/ml

Graf. 13: Butyl-4-hydroxybenzoate
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Graf. 14: Isobutyl-4-hydroxybenzoate
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Graf. 15: Propyl-4-hydroxybenzoate
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Graf. 16: Isopropyl-4-hydroxybenzoate
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Graf. 17: Benzyl-4-hydroxybenzoate

LuSens test odhalil senzibiliza¢ni potencial vSech testovanych parabend. Pozitivniho
vysledku bylo dosazeno z divodu metabolické aktivace bunééné kultury, pticemz bylo
dosazeno koncentra¢ni zavislosti indukce luciferazové aktivity. Jak je z grafii patrné,
koncentraéni zavislost ma klesajici trend se snizujici se koncentraci. Pfestoze byly pouzité
koncentrace nadhodnoceny, s takovymi koncentracemi se spotiebitel ve vyrobcich bézné
nesetka, je dulezité piistupovat k nim s opatrnosti z hlediska hodnoceni zdravotni
bezpecnosti.

4.1.10 Diskuze

Navzdory fad¢ studii publikovanych za poslednich 40 let ziistava sensibiliza¢ni ¢inek
parabenti na kuzi kontroverznim tématem. Methyl- a propyl- paraben byly opakované
klasifikovany jako nesensibilizujici v testu LLNA na mysich (Soni et al., 2005), zatimco
cetné studie zaloZené na maximalizacnim testu na morcatech poskytly nejednoznaéné
vysledky (Marzulli et al., 1976, Andersen et al., 1995). Obecné byla v literatuie
zaznamenana senSibilizace zpusobena parabeny piedevsim, pokud doSlo k expozici
poskozené ¢i poranéné pokozky (Andersen, 2008). Podobnég, jako v testech na finalnich
kosmetickych pfipravcich, obsahujicich v rozmezi od 0,1 % do 0,8 % jednoho nebo
kombinaci dvou parabenti, nebylo prokazano vyznamné podrazdéni nebo sensibiliza¢ni
potencial. Tyto udaje podporuji bezpecnost parabenti pro lidské zdravi v povolenych

koncentracich v kosmetickych ptipravcich (Cherian et al., 2020).
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Soucasné hodnoceni bezpecnosti parabent se vSak opird o dostupna historicka data,
Casto zaloZena na experimentech in vivo provedenych pted desitkami let (Cherian et al,
2020). S cilem zaplnit mezery ve vyzkumu a ovéfit historicka data bylo podrobeno testu

sensibilizace sedm vySe zminénych parabend.

Testované parabeny ve zvolenych koncentracich vykazovaly sensibiliza¢ni potencial
Vtestu LuSens, coz je vsouladu s nedavnymi studiemi Tourneix et al. (2020) a
Vandecasteele et al. (2021), zamé&fenymi na Ctyii strukturné podobné parabeny, které byly
predikovany také jako pozitivni na bunéénych liniich v testech KeratinoSens™ a U-

SENS™,

V Evropské unii je povoleno pouzivat kyselinu 4-hydroxybenzoovou a jeji soli a estery,
jiné nez estery isopropylu, isobutylu, fenylu, benzylu a pentylu, v maximalnich
koncentracich 0,4 % pro jednotlivé estery a 0,8 % pro smési esterit v konecnych produktech
(EC, 2009; EC, 2014). Isopropyl-, isobutyl-, benzyl- a pentyl- paraben jsou v souladu s
platnymi piedpisy EU v kosmetickych ptipravcich zakazany (EC, 2009). Védecky vybor pro
bezpecnost spotiebiteli (SCCS) doporucil, aby v kosmetickych ptipravcich uréenych pro
styk s kazi v oblasti plen pro déti ve véku <3 let byly zakazany i butyl- a propyl- paraben
(SCCS, 2021a). SCCS navic stanovil maximalni koncentra¢ni limity 0,4 % pro methyl- a
ethylparaben (jednotlivé estery a jejich soli) a 0,8 % pro smési Ctyt esterti (methyl-, ethyl-,
butyl-, propyl-), kde v souctu jednotlivych koncentraci butyl- a propyl- nesmi ptresahnout
0,14 % (EC, 2014; EC, 2009).

V poslednich letech vykazuje celosvétova spotieba kosmetickych produkti rostouci
trend. Rozumna aplikace kosmetiky obsahujici parabeny by neméla predstavovat riziko pro
lidské zdravi, nicméné pouzivani nepfiméfeného mnozstvi kosmetickych ptipravka
obsahujicich tyto slozky mlze vést k rozvoji neptiznivych zdravotnich t€inkli (Matwiejczuk
etal., 2020). Existuji spory ohledné bezpecnosti parabenii pro spotiebitele, kde je kosmetika
hlavnim zdrojem téchto slouCenin, zejména s ohledem na bezoplachové kosmetické
piipravky aplikované na povrch kiize, bez omezeni mnoZstvi a plochy aplikace. Spotiebitelé
by mohli byt potencidlné ohroZeni pravidelnym nadmérnym pouZivanim kosmetiky
obsahujici parabeny (Darbre et al., 2004). Obecné¢ plati, Ze parabeny jsou schopny pronikat
pfes stratum corneum, hromadit se a metabolizovat (Andersen, 2008). Rozsah penetrace

zavisi vice na vlastnostech parabenu (rozpustnost, lipofilita), nez na slozeni formulace napf.
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pfitomnost latek zvySujicich penetraci, jako je etanol, mocovina nebo propylenglykol
(Pedersen, et al., 2007, Matwiejczuk et al., 2020). Studie in vitro na komerénich krémech
obsahujicich parabeny odhalila, Ze po 8 hodinach aplikace na kazi krali¢iho ucha
propenetruje skrze modelovou bariéru az 60 % methyl-, 40 % ethyl- a 20 % propyl- parabenu
(Pedersen et al., 2007). Proces vstiebavani vsak zavisi na fad¢ fyzikalnich a biologickych
faktord, jako je vék, stav kuze, teplota kiize, oblast aplikace, dobé kontaktu, frekvenci
aplikace, hydrataci pokozky a perifernim ob&hu (Lopes et al., 2015; Hougeir & Kircik ,
2012).

4.2 Zdravotnické prostredky

Aby nedochazelo k sensibilizaci klize zdravotnickymi prostfedky, musi byt pied
uvedenim na trh tyto vzorky testovany v souladu s ISO EN 10993-10. Tato norma se
pfevazné tyka testu in vivo, ale nevylucuje pouziti metod in vitro, které byly dostatecné
technicky a védecky ovéfeny (ISO, 2021a). V roce 2017 prevalence vzniku alergické
kontaktni dermatitidy (ACD) byla zaznamenana u 20 % populace (Alinaghi et al., 2019).
Toto zjisténi zdlraznuje vyznam koncového bodu ve strategiich toxikologického hodnoceni
rizik pro spotiebni zbozi, kosmetiku a zdravotnické prostfedky. V poslednich letech jsou
zaznamenany piipady imunitnich reakci na kovové implantaty tvotfené slouc¢eninami niklu,
kobaltu ¢i chromu (Haddad et al., 2019), dale pak ACD zpusobena zdravotnickymi
prostiedky prichazejicimi do kontaktu s pokozkou, které obsahuji akrylaty, napf. glukdzové
senzory ¢i inzulinové pumpy (Herman et al., 2018; Uter et al., 2020). Z divodu
minimalizace tohoto rizika je sensibilizace kiize jednim ze tii testi biokompatibility, které
jsou vyzadovany pro vSechny zdravotnické prostiedky popsané v norme¢ ISO EN 10993,

spolecné s koZni iritaci a cytotoxicitou (ISO, 2018).

V ramci této studie bylo metodou kozni sensibilizace in vitro testovano 41 komeréné
dostupnych zdravotnickych prostiedkt (Tab. 5). Vzorky byly extrahovany ve vhodnych
rozpoustédlech (D-MEM, DMSO), aby byly odhaleny vSechny extrahovatelné slozky pro
testovani pomoci poméru povrch/objem podle ISO EN 10993-12 (ISO, 2021b). Doporuceny
pomér 3 cm?/ml byl aplikovan na pevné vzorky s definovanym povrchem o tloustce vétsi
nez 0,5 mm. Vzorky tenéi nez 0,5 mm byly extrahovany v poméru 6 cm?ml a vzorky s
nedefinovanym povrchem byly extrahovany v poméru 0,2 g/ml. Doba extrakce 24 hodin, 37

°C, byla zvolena na zdklad¢ podkladii pro testovani cytotoxicity tkanovych kultur v normeé
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ISO 10993-5. Pfed samotnym testovanim byly extrakty ptefiltrovany ptes 0,2 um filtr

(Whatman TM6753-2502), aby se minimalizovalo riziko biologické kontaminace, ktera by

mohla ovlivnit vysledky.

Tab. 5: Seznam zdravotnickych prostfedki a vysledky testovani jejich extrakti

Vzore Popis LuSens
k
DMSO D-MEM
1 Silikonovy tésnici krouzek } }
2 Tubus - -
3 Antimikrobialni Sol SB15 + +
4 Hemostatickd kolagenni hubka B *
5 Hemostaticka kolagenni hubka - *
6 Hemostaticky absorp¢ni - *
material
7 Kryti pro akutni a chronické - *
rany
8 Vyplit zdravotnického + -
materidlu
9 Textil - -
10 Textil - -
11 Dvouvrstvy laminat : -
12 Gaza } }
13 Vypli zdravotnického - -
materialu
14 Dievény aplikator : :
15 Vysetfovaci latexové rukavice + +
16 Porodni vlozky } Bl
17 Absorp¢ni podlozky : }
18 Péna pro velmi suchou - *
pokozku
19 Usni kapky } *
20 Nosni sprej + +
21 Anestetické jehly - X
22 Epiduralni katetry - X
23 Usni sprej + +
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24 Nosni sprej + +
25 Aniball svétle rizova - -
26 Bioaktivni kryti ran } *
27 Aniball tmavé rizova - -
28 Aniball lososové rizova - -
29 Dentalni kompozit + -
30 Lubrikac¢ni gel tfesen ) )
31 Hydrogel na popéleniny } *
= Lubrikaéni gel jahoda - -
33 Lubrikac¢ni gel pfirodni ) )
34 Gumovy material pro + +
zdravotnické prostredky
35 Obvazovy material s - -
polstarkem
36 Puncocha po stehna } }
37 Pleteny kolenni navlek se - -
silikonem stabilizovanou
patelou
33 Hemostaticky obvaz - }
39 Mocovy katetr } l
40 Ttivrstvy sendvicovy textilni - -
material
41 Ttivrstvy sendvicovy textilni - *
material

Vysledky jsou rozdéleny do 5 kategorii: - negativni vysledek, + pozitivni vysledek, +?
nejednoznacny vysledek, x vzorky, které nemohly byt testovany (kvili nedostatku
zkuSebniho materialu), a * vzorky, které nemohly byt testovany (nevhodné pro metodu nebo

extrakéni vehikulum).

Z celkového poctu 41 vzorki bylo 33 klasifikovano jako negativni, 6 vzorku jako
pozitivni (vzorky 3, 15, 20, 23, 24, 34) a dva vzorky byly pozitivni pouze v jednom
z extrak¢nich vehikul (vzorky 8, 29). Devét vzorka bylo nevhodnych pro extrakei v D-MEM
(*). Vzorky nevhodné pro extrakci v D-MEM byly cytotoxické ve vSech testovanych
koncentracich (vzorek 42), nebo obsahovaly kolagen (vzorky 4, 5, 6, 7 a 26), ktery vytvofil
po aplikaci extraktii rosolovitou hmotu na povrchu bunék. Tato silna vrstva, kterou nebylo

mozné z bunééného povrhu odstranit, znemoznila naslednou analyzu a hodnoceni. Ostatni
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vzorky nevhodné pro extrakci v D-MEM (vzorky 18, 19 a 31) byly ve formé& pény, ktera
znemoznovala homogenni extrakci. Nedostatek materialu umoznil testovani 2 vzorki pouze

v jednom z extrak¢nich vehikul - DMSO (vzorky 21 a 22).

U vzorku ¢islo 8 technologicky postup vyroby zahrnoval intenzivni myti saponaty, které
pravdépodobné nebyly G¢inné oplachnuty a v extraktu mohly byt pfitomny neznamé
necistoty z recyklace plasti. Zbytkové detergenty a necistoty pravdépodobné zptisobily
pozitivni odezvu v testu LuSens (DMSO). Nov¢ dodana Sarze tohoto materialu (vzorek 13),
vyrobena za modifikovanych podminek vcetn¢ dikladného oplachu, poskytla negativni
vysledek. Vzorek lubrikac¢niho gelu tfesen (vzorek 30) obsahoval tfesnové aroma, které bylo
syntetické, nikoli pfirodni potravinaiské aroma a mohlo byt divodem sensibiliza¢niho
potencialu tohoto vzorku. Dalsi testované vzorky od stejného vyrobce, lubrikaéni gel jahoda
a ptirodni lubrikacni gel (vzorek 32 a 33), s velmi podobnym slozenim kromé vyse
zminéného aromatu, nevykazovaly sensibiliza¢ni potencial. Vzorky 20, 23 a 24 vykazovaly
pozitivni reakci v ramci in vitro testu, a to diky vyssi citlivosti metody na rostlinné extrakty,
esencialni oleje a parfémy, které predstavuji komplexni smési a mohou zahrnovat ptirozené
se vyskytujici kontaktni sensibilizatory. Spektrum hlasenych koznich reakci na esencialni
oleje zahrnuje kontaktni kopfivku, kontaktni dermatitidu, fototoxické reakce a také
alergickou kontaktni dermatitidu (Bleasel et al., 2002; Lalko & Api, 2006). Tyto slouc¢eniny
mohou byt zdrojem problémt, jsou-li obsazeny ve sloZeni zdravotnickych prostifedkd.
Metody in vitro jsou také citlivéjsi na nékteré typy materiald, jako je latex, pryz nebo silikon,
jak je patrné z pozitivnich vysledki u vzorkd 15 a 34. Casto se uvadi, e latex z piirodniho
kaucuku zpiisobuje sensibilizaci nebo alergii, coZ vede k vaZzZnym zdravotnim pracovnim
problémim. Prvni zpravy o alergii na latex z pfirodniho kau¢uku zahrnovaly pouze kontaktni
dermatitidu, ackoli pozd¢ji byly s rostouci frekvenci popsany i anafylaktické reakce (Valks
etal., 2004). Nova forma pfirodniho kaucuku (guayule) je jiz komeréné dostupna, a pouziva
se k vyrobé latexovych prostifedkil ve zdravotnictvi, napt. 1ékaiskych vySetiovacich rukavic
¢i katetrG. Guayule obsahuje terpenovou pryskyfici obsahujici stovky isoprenoidnich
sloucenin. Ve studii Cornish et al. (2010) se uvadi, Ze derivaty guayule (guayuliny) jsou
kontaktnimi sensibilizdtory u morcat, ackoli u mySi nebyl zaznamenan sensibiliza¢ni
potencidl nebo podrazdéni guayulinem A, ale pryskyfice guayule podrazdila kizi mysi v
koncentracich okolo 10 % a vysSich, ovSem bez potvrzeni sensibilizace. U lidi alergickych

na latex nebyla zatim také zaznamenand zadné reakce na guayulin (Cornish et al., 2010).

61



4.2.1 Diskuze
V ramci mé prace byla validovana metoda LuSens (OECD TG 442D) navrzena tak, aby

ov¢tila schopnost detekovat kozni sensibilizatory v nizkych koncentracich, coz by ji ucinilo
vhodnou alternativou pro testovani kozni sensibilizace extraktli zdravotnickych prostiedkt

k metodé LLNA.

Zdravotnické prostiedky bézné obsahuji smés materidll v nizkych koncentracich,
chemickymi latkami, které 1ze piipravit jako roztok testované latky o definované koncentraci
(Myers et al., 2017). Zdravotnické prostfedky je Casto nutné pied samotnym testovanim
extrahovat pomoci polarnich a nepolarnich rozpoustédel podle ISO 10993-12 (ISO, 2021b).
Mozné sensibilizatory extrahované ze zdravotnickych prostfedki jsou tedy Casto extrémné
zfedéné a jejich sensibiliza¢ni potencial mize byt ovlivnén jinymi slozkami ptfitomnymi v
extraktu. Alternativni metody pro hodnoceni kozni sensibilizace byly validovany zatim
pouze pro chemické latky, avSak zkouma se jejich potencial k predikci kozni sensibilizace u
smési a extraktl. Nové studie zahrnuji optimalizaci pro testovani botanickych extraktl a
ptisad (Gan et al., 2013; Moreira et al., 2017; Nishijo et al., 2019), smési a extraktu finalnich
produktti (Settivari et al., 2015; de Avila et al., 2019; Cottrez et al., 2020). Piikladem muze
byt studie Andres et al. (2013), ve které se zabyvali kozni sensibilizaci vyvolanou
rostlinnymi extrakty, kde v pouzitém testu KeratinoSens™ (OECD TG 442D) byly tyto
rostlinné extrakty hodnoceny jako negativni, avSak pfi obohaceni zndmymi sensibilizatory
dosahovaly pozitivnich hodnot. Studie poskytla diikkaz o vhodnosti pouzité metody pro
testovani kozni sensibilizace in vitro. Téz byly ovéteny schopnosti metod in vitro detekovat

minoritni slozky se sensibilizaénim potencialem.

Metoda LuSens prokazala dobrou predikéni schopnost ve srovnani s in vivo piistupem v
ptipad¢€ nesensibilizujicich materialti. Nicméné metoda LuSens neni vhodna pro testovani
vSech typli materidlli zdravotnickych prostfedki (naptf. vzorkd ve formé pény nebo
obsahujicich kolagen). Byla téz prokazana vyssi citlivost in vitro metody na nekteré

materidly (latex, pryz, silikon, rostlinné extrakty, éterické oleje a parfémy).

Podle vyrobct zdravotnickych prostiedkd poskytuje vétSina testl sensibilizace in vivo
negativni vysledky (Myers et al., 2017) a k prokéazani sensibiliza¢niho potencialu se pouziva

stale velké mnoZstvi experimentalnich zvirat. Alternativni metody zaloZené na bunkdach a
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tkanich lidského pivodu s vyssi relevanci pro Klinickou praxi dosahuji prokazatelné
pfesnosti pro stanoveni nepfitomnosti Sensibilizaéniho potencialu (Myers et al., 2017;
Bergal et al., 2020) a jsou schopné predikovat bezpecnost zdravotnickych prostiedku

prichazejicich do kontaktu s lidskym télem.

4.3 Predméty bézného uzivani — spotiebni vyrobky

4.3.1 Erotické pomiicky
Existuji dvé hlavni kategorie, kterymi jsou erotické pomucky obvykle v EU oznaceny, a

to jako zdravotnické prosttedky, nebo spottebni produkty. Pro oznadeni zdravotnickych
prostiedkli musi projit vyrobky piisnymi kritérii a musi byt prokazany zdravotni vyhody.
Ptikladem erotickych pomiicek, klasifikovanych jako zdravotnické prostiedky ptichazejici
do kontaktu se sliznicemi v lidském téle, jsou Venusiny kulicky (Kegelovy kuli¢ky), které
predstavuji dvé spojené koule o priméru 2,5-3,5 cm. Vlozenim do pochvy pomahaji v
posileni svalii panevniho dna, které miize na jedné stran¢ zvysit sexudlni potéSeni, ale také
pomaha pfii problémech s ovladanim mocového méchyie a dalsimi zdravotnimi problémy.
Jejich pouzivani se doporucuje zenam po porodu, gynekologické operaci ¢i star§im zZenam
trpicim inkontinenci (Tichotova, 2018). Podle nékterych odbornikii az polovina starSich zen
v soucasnosti trpi malym unikem moci a tfetina téchto poruch se objevuje uz ve stfednim
véku. Tzv. stresovou inkontinenci leh¢iho stupné lze 1é¢it relativné efektivné specialnimi
cviky na posileni svalii panevniho dna a pravé VenuSiny kulicky mohou byt uZite¢nou

terapeutickou pomickou (Glavind, 2001; Rubin et al., 2019).

V ramci pilotni studie byly hodnoceny moZné neptiznivé zdravotni ti€inky 20 erotickych
pomucek, zakoupenych na ¢eském trhu. Extrakty byly pfipraveny podle normy ISO EN
10993-12 v D-MEM. Jelikoz vyrobci Casto neposkytli uplné informace o slozeni kone¢ného
vyrobku na obalu, produkty byly podrobeny infrafervené spektroskopii s Fourierovou
transformaci (FTIR) za ucelem ovéteni deklarovanych druhti plastovych material pomoci
piistroje IR AVATAR 320 FT-IR (BRUKER). Zatfizeni umoziuje méfit hlavni soucast
vzorku, ale nelze vyloucit vyskyt mékéenych materialt v podobé piisad, které byly pod
detekénim limitem. Vybér byl zaméfen na erotické pomiicky s lékafskym vyuzitim
(Kegelovy kulicky/ Venusiny kulicky) a dalsi produkty jakou jsou vibratory, dilda nebo

uméla vagina (Tab. 6).

63



Tab. 6: Seznam testovanych vzorka erotickych pomucek véetné porovnani materialového

slozeni stanoveného v laboratofi s deklarovanym na obalu a vysledkt zkousky
sensibilizace extraktl metodou LuSens

Vzorek| Zemé Material deklarovany Extrakt v
¢. plivodu Material vyrobcem D-MEM
1. Cina ¢isty 100% silikon ¢isty 100% silikon -
2. Cina ¢isty 100% silikon ¢isty 100% silikon -
3. Cina Cisty 100% silikon Cisty 100% silikon +
4. Cina ¢isty 100% silikon ¢isty 100% silikon +

5 ¢isty 100% silikon,
5. Cina ABS ¢isty 100% silikon, ABS +
6. Cina Cisty 100% silikon Cisty 100% silikon +
7. Cina termoplastickd guma termoplasticka guma -

styrénovy

5 termoplasticky styrénovy termoplasticky
8. Cina elastomer elastomer */-
9. Cina ABS ABS */-

polyethylene

) polyethylene terephthalate,
10. Cina terephthalate, ABS ABS */-
11. Polsko polyisopren/ latex latex */-
12. | Némecko PVC PVC +
13. Polsko 100% latex 100% latex *[+
14. Cina PVC (Jelly) PVC (Jelly) +
15. Cina silikon termoplastickd guma -
16. Cina PVC (zelé) PVC (zelé) +
17. Cina ABS ABS +
18. Cina PVC PVC +
19. Cina PVC latex -
20. Cina ABS PVC bez ftalatii +

Vysledky jsou rozdéleny do 3 kategorii: - negativni vysledek, + pozitivni vysledek a
* vzorky, které vykazovaly ve 100% extraktu viabilitu <70 %, coz je zndmkou cytotoxického

efektu.

V testu LuSens vykazovaly vzorky 3, 4, 5, 6, 12, 14, 16, 17, 18 a 20 indukci
luciferazové aktivity vyssi nez 1,5nésobek a jejich zivotaschopnost byla vyssi nez 70 %, coz
znadi potencial sensibilizace klize. Netedéné extrakty (100%) vzork 8, 9 a 10 (vyrobené z
elastomeru na bazi styrenu) a vzorki 11 a 13 (vyrobené z latexu) vykazovaly
zivotaschopnost mnohem mensi nez 70 %, coz je znamkou cytotoxického efektu. V 75%
extraktu (vzorky 8, 9, 10) a v 1% extraktu (vzorky 11 a 13) jiz prokéazaly Zivotaschopnost >

70 %, a soucasné¢ nebyl prokdzan senzibilizacni potencial. Pouze u vzorku 13 byly
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zaznamenany hrani¢ni hodnoty pro koZni sensibilizaci. ZvySena Zivotaschopnost
zaznamenand u dvou vzorkd (16 a 20) byla pravdépodobné zpiisobena extrahovanymi
barvivy interferujicimi s testem MTT, jelikoz mikroskopické hodnoceni bunééné kultury
neodhalilo vyznamny nartst oproti kontrole extrakéniho ¢inidla.
4.3.2 Diskuze

Extrakty finalnich produkti pfedstavuji smési neznamych latek. Pro Gcely posouzeni
rizik je dulezité identifikovat potencialni toxicitu simulaci podminek in vivo. Vysledky
metod in vitro slouzi jako orienta¢ni data s pfidanou hodnotou pro screening potencialnich
interakci na molekuldrni a bunécné urovni, s potencialni predikci neptiznivych u¢inkd na

vyssi biologické urovni.

Citlivé metody in vitro stale Castéji prokazuji své mozné vyuziti pro hodnoceni
bezpecnosti, a jak naznacuji i nase vysledky, nejvice cenénym piinosem metod in vitro je
piedpoveéd bezpecnosti pro ,,in vitro bezpecné* spotiebitelské produkty (tj. produkty, které
nevykazuji biologické U¢inky na bunécéné rovni) Nase vysledky potvrdily sensibiliza¢ni
potencial u vyrobkti z PVC a latexu. Je znamo, ze latex muze zpisobit sensibilizaci nebo
alergickou reakci, ktera vede k vaznym zdravotnim problémim. PVC je tuhy polymer a pro
zlepseni jeho vlastnosti se misi se zmékcovadly (plastifikatory). Nejbéznéjsi zmekcovadla
pouzivand v primyslovém méfitku jsou ftalaty, jejichZ toxikologicka rizika, predev§im v
ptipadé DTDP a TINTM, byla opakované prokazana (Carlson a Patton, 2010; ECHA, 2020).
Jelly je forma mékéeného PVC, kde obsah ftalati mize byt az 70%, to znamena, ze vice nez

2/3 materialu mohou obsahovat plastifikatory (Nilsson et al., 2006).

V soucasné dobé prakticky neexistuji Zadné bezpecnostni normy, které by regulovaly
chemikalie pouzivané pro vyrobu erotickych pomtcek. Vyrobci mohou své produkty
vyrabét volné¢ z jakéhokoli materidlu, v€etné nejbéznéjSich ftalati. VéEtsSina erotickych
pomiicek se vyrabi v Cing, a to zcela bez nebo jen s minimalnim popisem materialu,
z kterého jsou vyrobeny. Bohuzel vyrobci €asto neposkytuji tplné informace o sloZeni
konec¢ného produktu na obalu, a Casto se lze také setkat s nepravdivymi tvrzenimi jako
,»100% silikon* popft ,,bez ftalati“. V EU musi byt na obalu vyrobku vSechna oznaceni,
varovani a navod k pouziti (EP, 2002). Natizeni Evropského parlamentu a Rady EU ¢.

1907/2006 tykajici se REACH (EC, 2006) se vztahuje na v§echny chemikalie v¢etné slozek

spotifebniho zbozi. Ftalaty nejsou jediné potencialné nebezpecné chemikalie nachazejici se
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Vv erotickych pomickach. Komplexni popis chemického slozeni vyrobku, vcetné
antimikrobialnich a dalSich ptisad (napf. stfibro, triclosan, méd’, oxid zine¢naty, barviva,

vung atd.), je zahrnut jen zfidka na baleni produktu.

V roce 2006 Dansky technologicky institut testoval 16 ndhodné vybranych erotickych
pomucek. Bylo odhaleno nékolik nebezpecnych latek, véetné ftalatt (DEHP, DNOP a
DINP), kadmia, cinu, trimethylcinchloridu a fenoli. ,,Jelly* je Siroce pouzivané materialové
oznaceni pro ,,zelé* formu PVC. Obsah ftalati v PVC mize byt az 70 %, coZ znamend, Ze
vice nez 2/3 materialu mohou obsahovat plastifikatory (Nilsson et al., 2006). V prub&hu roku
2016 Svédska agentura pro chemické latky (KEMI, 2017) provedla dozor nad obsahem
chemickych latek v erotickych pomuckach prodavanych na §védském trhu. Kontrolovano
bylo 44 vyrobki od 16 vyrobcet, zejména vyrobky z mékéen¢ho PVC a elektricka zatizeni.
Jeden z kontrolovanych produktii, dildo z mékceného PVC, obsahovalo zakazané hladiny
chlorovanych parafinti, které jsou nebezpecné pro zivotni prostredi a rovnéz podezielé z
karcinogenity. Dalsi tfi erotické pomicky obsahovaly ftalat DEHP v koncentracich nad 0,1
% hmotnosti. DEHP a dalsi ftalaty (DBP, BBP, DIBP) jsou omezeny limitem v EU od
cervence 2020 (EC, 2018).

Informace o nepfiznivych ucincich zplsobenych erotickymi pomuickami jsou velmi
vzacné. Navzdory klesajicimu tabu kolem erotickych pomiicek stale existuje hodné studu,
kdyz ptijde te¢ na jejich pouziti. HlaSené nezadouci zdravotni U€inky zahrnuji predevs§im

priznaky zanétu, kontaktni dermatitidy nebo podrazdéni (Keenan, 2014; Sloan, 2017).

Podle natfizeni 2017/745 o zdravotnickych prostiedcich spliuji erotické pomicky
parametry zdravotnickych prostiedku I. tiidy (tj. neinvazivni zafizeni, kterd pfichézeji do
kontaktu s poranénou kizi poptipad¢ sliznicemi). Toto nafizeni ptinasi ptisn€j$i normy pro
vyrobce, nicméné pro tiidu I. zdravotnickych prostiedkd nejsou klinické zkousky povinné
(EU, 2017b). Vsechny zdravotnické prostiedky musi spliovat pozadavky norem fady I1SO
10993 tykajici se biokompatibility, coz vyzaduje chemickou charakterizaci toxikologické
hodnoceni biologickych ucinkl a rizik, kterému se vyrobci erotickych pomiicek snaZzi
vyhnout. Analyza rizika a pfinosu u zdravotnickych prostfedki se stavi nad chemickou
bezpecnost. Pro ochranu spotiebitele je tfeba hledat kvalitni a bezpe¢né neporézni materialy,
navody pro bezpecné pouziti a udrzbu. Pravdou vSak zlstava, Ze vétSina erotickych pomticek

se na trhu prodava jako spotiebni zbozi. Napiiklad v Ceské republice v databazi
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zdravotnickych prostiedki regulované Ministerstvem zdravotnictvi jsou uvedeny pouze tii
produkty  (Kegelovy  kulicky) pod  oznatenim  zdravotnicky  prostfedek
(https://eregpublicsecure.ksrzis.cz/Registr/RZPRO/ZdravotnickyProstredek/Detail/55812).

Dulezité je apelovani na vladni organy, aby regulovaly priamysl erotickych pomucek a
vyzadovaly jejich testovani bezpeCnosti. Nejrealisti¢téj§im prvnim krokem Kk feSeni
problému je zvySeni povédomi vefejnosti o rizicich, ktera souvisi s pouzivanim téchto
produktii, vzhledem k proménlivé kvalité produktt na trhu. Snadna dostupnost na internetu
zté¢zuje ovefeni kvality produktii, navic mistni distributofi a vyrobci nemohou soutézit s
cenami nabizenymi online, coz vede u vétSiny vyrabénych produkti k omezené nebo zadné
regulaci materialt. V roce 2018 provedla OECD celosvétovou osvétovou kampan ke zvyseni
povédomi o bezpeénosti produkti prodavanych online, kdy podle statistik bylo az 68 %
spotiebitelskych vyrobkd dodavanych online zakazano nebo stazeno z trhu (OECD, 2018c).

Je ztejmé, Ze erotické pomiicky predstavuji sortiment Sedé zony tam, kde neexistuji
zadné konkrétni pokyny, a je proto vysoce potiebné provadét kontroly k zajisténi

bezpecnosti verejného zdravi.

4.4  Funkcionalizace ochrannych odévi aplikaci finalnich iprav pradelenskymi

postupy

Funkcionalizace odévi by méla zarucit dosazeni vys$si ptidané hodnoty dodanim
bariérovych efekt pracovnim odéviim, lizkovinam, apod. (nehotlavost, snizena $pinivost,
antimikrobidlni vlastnosti). Reaktivace (obnoveni) dodanych efektl po uréeném poctu cykli
udrzby by méla vést k podstatnému prodlouZeni Zivotnosti odévi, které by jinak musely byt
pro dany ucel nahrazeny novymi. V ptipad€ neSpinivych (tzv. soil release) uprav by mélo
dojit navic k vyznamnému sniZeni poskozeni odévli z priimyslovych, potravinaiskych
provozil a gastronomického sektoru, vzhledem k niz§imu zneciSténi barevnymi a mastnymi
skvrnami by mélo byt mozno prat odévy v mirngjSich reZimech, tj. pfi niz8ich teplotach, bez
pouziti agresivnich chemikalii. Bude tak mozné zkraceni praciho cyklu, a tim i k uspote
vody, energie, snizeni mnozstvi odpadnich vod. Dal§im faktorem vedoucim k podstatnému
prodlouzeni Zivotnosti odévli by méla byt ndhrada bavinénych konstrukci smésnymi
materidly bavlna/polyester za vyuziti vyhodnych vlastnosti obou druhii vlaken: celulé6zova
slozka by méla zajistit fyziologicky komfort noSeni a polyesterovy podil by mél zajistit vyssi

pevnost, odolnost a rychlej$i odvadéni potu. Prodlouzeni Zivotnosti textilii reaktivaci
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funkénich Gprav, mirn€jsimi rezimy Gdrzby, a vyssim uplatnénim smésnych konstrukci by
melo vést v podminkach leasingové pradelny k vyznamnym tsporam v nakladech na vlastni
zbozi vzhledem k dematerializaci (niz§i mnozstvi odévl s vysokou pfidanou hodnotou a s
delsi Zivotnosti) i v nakladech na pradelenskou tdrzbu. Pro leasingovou pradelnu by to
znamenalo moznost pradelenské recyklace funkénich Gprav vedle zasadni tspory materialu
a energie a také vyznamné zvyseni konkurenceschopnosti v disledku prodlouzeni zivotnosti

nabizenych funkcnich vyrobkd.

V laboratoii SZU byl hodnocen potencial sensibilizace u vzorkéi z provozné
aplikovanych antimikrobialnich uprav provedenych v Pradelné¢ LOTOS: Materialy 50/50
PES/Cel, 90/10 Ba/Ly a 75/25 PES/Ba z provozni zkousky Pradelny LOTOS — tGprava
ULTRA-FRESH KW-48 s naslednou hydrofobni tpravou BAYGARD BCS-01 (Tab. 7),
hodnoceny byla také vzorky po prani v 25 cyklech pii 40°C.

Zkouska LuSens byla provedeny na extraktech materialt piipravenych v DMSO

(plocha 3 cm?/ ml extrakéniho ¢inidla, extrakéni ¢as 24 hod pii 37°C).

Tab. 7: Charakterizace vzorkl (slozeni a upravy) a vysledky hodnoceni sensibilizace
jejich extraktli metodou LuSens

C. Ozn. Slozeni Uprava (dvoustupiiové) LuSens (extrakt
v DMSO)

1. 1A 1. AMB+TEXAFIX YV, -

mezi)fixace

2. 1A prani ( )

25x40° A 2. HOF Baygard BCS- -

(A) 01/TP fixace

0

3. |2A 50% polyester/S0 - 3 G TEXAFIX V., i

% celuloza

i 2A prani (viskoza) kepr - (mezi)suSeni
25x40° rizova 2. HOF Baygard BCS- -
01/TP fixace
5 |3A 1. AMB+ACRAMIN -
- BSN, (mezi)fixace
6. 3A prani
25x40° 2. HOF Baygard BCS- -
01/TP fixace
7. | 4A -
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8. 4A prani 1. AMB+ACRAMIN
25x40° BSN, (mezi)suseni
2. HOF Baygard BCS-
01/TP fixace
9. A bez Bez upravy
upravy
10. | 1B 1. AMB+TEXAFIX V,
mezi)fixace
11. | 1B prani ( )
25x40° 2. HOF Baygard BCS-
01/TP fixace
12. | 2B ®) 1. AMB+TEXAFIX V,
13. | 2B prani 910 z/roabzvllerla_/t(zl? (mezi)susSeni
25x40° yeratp 2. HOF Baygard BCS-
01/TP fixace
14. | 3B 1. AMB+ACRAMIN
- BSN, (mezi)fixace
15. | 3B prani
25x40° 2. HOF Baygard BCS-
01/TP fixace
16. | 4B 1. AMB+ACRAMIN
BSN N
17. | 4B prani SN, (mezi)suseni
25x40° 2. HOF Baygard BCS-
01/TP fixace
18. | B bez Bez upravy
upravy
19. | 1C 1. AMB+TEXAFIX V,
Nfi
20. | 1C prani (mezi)fixace
25x40° 2. HOF Baygard BCS-
01/TP fixace
21. | 2C ©) 1. AMB+TEXAFIX V,
0, 1 Seni
22. | 2C prani 750/0/0b23||,¥§s|$r/r25 (mezi)suseni
25x40° Pt 12 HOF Baygard BCS-
01/TP fixace
23. |3C 1. AMB+ACRAMIN
- BSN, (mezi)fixace
24. | 3C prani
25x40°
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2. HOF Baygard BCS-

01/TP fixace
25. | 4C 1. AMB+ACRAMIN +
26. | 4C prani BSN, (mezi)suseni
25x40° 2. HOF Baygard BCS- ]
01/TP fixace
27. | Cbez Bez upravy ]
upravy

Vysledky jsou rozdéleny do 2 kategorii: - negativni vysledek, + pozitivni vysledek.
Vzorky byly piipraveny jako vysece o plose 3 cm? na 1 ml extrakéniho ¢inidla (DMSO).
Extrakty byly dale fedény v D-MEM sobsahem 1 % séra (FBS) a testovany v 6

koncentracich.

Na zédklad¢€ dvou opakovani testu bylo prokazano, Ze prané vzorky 11 a 17 (materidlu
B: 90 % bavlna/10 % lycra uplet - bild) vykazuji sensibilizujici potencial, ktery dosahoval
hodnot indukce luciferazové aktivity > 1,5nasobek indukce luciferazové aktivity a soucasné
neprané vzorky 19 a 25 (materialu C: 75 % polyester/25 % bavina kepr) poskytly rovnéz
pozitivni odpoveéd'.
4.4.1 Diskuze

V ramci toxikologického posouzeni sensibilizace kiize byly ovéfeny 3 typy materialt
(A, B, C) s aplikaci riznych tprav a pradelenskych pocest (prani 25x40°). U materialu 1B
s aplikaci vrstev (AMB+TEXAFIX V s mezifixaci a HOF Baygard BCS-01/TP s fixaci) a
materialu 4B (AMB+ACRAMIN BSN s mezisu$enim a HOF Baygard BCS-01/TP s fixaci)
doslo v dusledku 25 cykli prani pfi 40° ke zhorSeni toxikologickych vlastnosti materiald,
oproti neosetfenému materalu, z hlediska sensibilizace kiize. Naopak v pfipadé materialu 1C
s vrstvami (AMB+TEXAFIX Vs mezifixaci a HOF Baygard BCS-01/TP s fixaci) a
materialu 4C s vrstvami (AMB+ACRAMIN BSN s mezisusenim a HOF Baygard BCS-
01/TP s fixaci) byl prokazan horsi toxikologicky profil u zakladnich materiali nez pfi
aplikaci 25 cykld prani pii 40°, kdy doslo ke zlepseni toxikologickych vlastnosti z hlediska

sensibilizace kuze.

V pribéhu této etapy grantového projektu byly prace zaméfeny na optimalizaci
funk¢énich tuprav aplikovanych pradelenskym postupem a jejich provozni ovéieni.

Laboratorni zkousky byly provedeny v INOTEXU, poloprovozni a provozni zkousky pak
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paralelné probihaly na technologickém zafizeni v INOTEXU a na provoznim zafizeni
Pradelny LOTOS s cilem stanoveni smérnych technologii nehoflavych,
hydrofobnich/oleofobnich a antimikrobialnich uprav na materidlech/odévech ze sortimentu
Pradelny LOTOS vcetn¢ rezimi reaktivace efektl. Hodnoceni dosazenych -efektu,
mechanicko-fyzikalnich a fyziologickych vlastnosti bylo dle odpovidajicich standardt
provadéno ve zkusebn¢ INOTEXU, testovani antimikrobialnich vlastnosti, testovani
cytotoxicity a kozni snésenlivosti téchto upravenych textilii probéhlo ve specializovanych

laboratofich Statniho zdravotniho tstavu se sidlem v Praze (SZU).
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S5 Zavér

Pozadavek toxikologie 21. stoleti je nahradit experimenty na laboratornich zvitatech
pomoci in vitro modelt s vyuzitim lidskych bunék a tkani, které jsou reprodukovatelné;si,
rychlejsi, cenové efektivnéjsi a predevSim vykazuji vyssi relevanci k expozici ¢lovéka.
Expozice vysoké davce jedné latce u kratkovékého zvifete o hmotnosti nékolika set gramii
nema takovou vypovidajici hodnotu, co se tyce rizik pro clovéka. Rozhodné neodrazi lidskou
rozmanitost, jako je vék, pohlavi, hmotnost nebo rasa. Diilezité je také, Ze nejsme vystaveni
jednotlivym chemikaliim, ale jejich smésim ve velmi odlisnych koncentracich. Z tohoto
divodu vznikla snaha nahradit pokusy na zvifatech alternativnimi metodami, které v oblasti
testovani toxicity stale Castéji nahrazuji zvifeci modely. Ziskana data se pouzivaji pro
rozhodovani o vetejném zdravi a k ochrané Zivotniho prostfedi. OvSem pouze metody, které
spliuji legislativni pozadavky (napf. legislativa EU REACH), jsou pfijimany jako oficialni
testovaci nastroje a vzhledem ke globalizaci trhii jSOU uznavany na mezinarodni Grovni
(napft. zaclenénim do zkuSebnich pokyntt OECD). Validace alternativnich metod se provadi
prostfednictvim védeckych studii hodnoticich dvé kli€¢ové hypotézy, spolehlivost a relevanci

zkuSebni metody pro zamysleny ucel.

Tato prace byla zamétena na zavedeni metody OECD TG 442D (LuSens), jako jedné
ze tfi dosud validovanych in vitro metod postihujicich dil¢i kroky drahy AOP pro

sensibilizaci ktize, k hodnoceni potencialu kozni sensibilizace.

Na zaklad¢é stanovenych cili prace, které spadaly pod grantové projekty, byla
hodnocena bezpecnost zdravotnickych prostiedki, spotfebnich vyrobki, kosmetickych
ptipravki, ingredienci, pfisad a konzervanti. Dale také toxikologické hodnoceni bezpecnosti
noveé Vyvijenych materiald v rdmci projektu Funkcionalizace ochrannych odévu aplikaci
findlnich uprav pradelenskymi postupy a prodlouzenim Zivotnosti odévi reaktivaci efektl v

ramci pradelenského servisu.

Experimentalni prace byla zaméfena na feSeni problematiky ptipravy extrakta
zdravotnickych prostedkt a spotfebnich vyrobki. Studie s vyuzitim bunécné linie lidskych
sensibilizace u €lovéka neZ konvenéni zkouska s vyuzitim lokalnich lymfatickych uzlin mysi
(LLNA). Z hlediska welfare zvitfat je LLNA nepochybné vhodnéj$i metodou ve srovnani s

konvencnimi toxikologickymi metodami in vivo, kdy jsou zvifata vystavena méné
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bolestivym a stresujicim situacim, nez napf. v maximalizatnim testu na morcatech
(Basketter et al., 2005; Hoffmann, 2015). Vysoka variabilita vysledkt na zvifatech je vSak
ukazatelem nejistoty, pokud jde o koncovy bod LLNA (EPA, 2018). V ramci dil¢i prace
zamé&fené na zdravotnické prostifedky byla zaznamenana shoda vysledkti mezi zkouSkou na
zvitatech a metodou LuSens 80 % V ptipadé extraktd ptipravenych v D-MEM a 85,4 % u
extraktli pfipravenych v DMSO. Tyto vysledky pfispély k prokdzani vhodnosti a
pouzitelnosti in vitro metod pro testovani extraktd zdravotnickych prostiedki, predevsim v
piipadé vzorkl bez potencidlu sensibilizace. Bylo ovSem prokazano, ze ne vSechny typy
materialtt zdravotnickych prostfedki jsou vhodné pro testovani touto metodou. Metoda
LuSens je citlivéjsi k nékterym typim materialt, jako je napi. latex, guma, silikon, ¢i
rostlinnym extraktim a esencialnim olejum, které jsou Casto soucasti zdravotnickych
prostfedkli. V soucasné dob¢ je tato metoda jiz zavedena pro Centrum toxikologie a
zdravotni bezpeénosti Statniho zdravotniho ustavu (SZU) v Praze, a nabizena jako jedna

z alternativnich metod pro testovani kozni sensibilizace.

Dalsi cast experimentalni prace zahrnovala hodnoceni sensibilizace kluze u
kosmetickych prosttedkt, ptisad, ingredienci a konzervanti. V téchto ptipadech bylo
prokazano, ze pokud latka vykazovala potencial k sensibilizaci ktize, byla i experimentalné

potvrzena jeji koncentra¢ni zavislost.

V neposledni fad¢ byla metoda LuSens zafazena k ovéfeni bezpecnosti v ramci
toxikologického hodnoceni bezpe¢nosti nové vyvinutych materialovych tprav textilii s
optimalizovanymi funkénimi upravami aplikovanymi pro pradelenské postupy a s dirazem

na prodlouzeni Zivotnosti odévl reaktivaci efekti v ramci pradelenského servisu.

Zavérem lze fici, ze se jedna o robustni metodu, snadno transferovatelnou do
zavedenych bunéénych a tkanovych laboratofi. Tato metoda poskytuje dobie
reprodukovatelné vysledky na riznych typech matric (smési nebo extrakty), nejen pro
chemické latky. Jedna se o validovanou metodu drahy AOP a dle OECD No. 497: Defined
Approaches on Skin Sensitization je nedilnou soucasti baterie testd, které by mély v blizké

budoucnosti zcela nahradit zkousky sensibilizace na zvitatech.
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1. Introduction

The first adult novelties (or so-callsd sex toys, infimacy products,
marital aids, erotic adult products) in human history appeared in ancient
times (Hubin e al, 2019). A siltstone phallus i quoted as being the
oldest known sex toy ever discoversd. Phalluses made from stone, wood,
bone, leather, bronze, chalk, bresd, and even comiel dung costed inoresin
harve been found or referenced in historical texts and images. During the
Hennissance these ids were reportedly widely mown, typically mades of
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ey (Fogarty, 2017 M=INEWS, 3016 Woollaston, 2005k In the
1950s, the vibrator lost the status of a medical device and was consid-
ered a purely sexanl erctic aid, however, sex was not spoken about
publicly at that time and so sven srotic gids were tshoo and their sales
and development have diminished. Pollowing the sexaal revolution in
the 1%F0s, numerous new manufacturers emerged developing novel
designs, materials and features. At this time the first labex, plastic and gel
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Abstract

Medical devices must be rested bafore marksting in accordance with 150 B 10993-10 in order to avoid skin sensi-
tization. This standard predominantly refers to the in vive test but does not exdude the vse of in vire methads that have
been sufficiently technically and sciemifically validated for medical device tesing. It is formseen that, due to the com-
plesity of the sensitization endpaint, a combination of several methods will be nesded to address all key events u:u:x:urrln%
in the sensitization process. The objective of this pilot sudy was to evalvate the sensitization potential of selected medica
devices using 0 combination of in chemice (DPRA, OECD TG 442C) and in viro (LuSens, DECD TG 4420) methods in
comparisen with the in vive [LLMA DA, QECD TG 442A) method and to suggest a possible testing y for the safery
assassment of madical device extract. Cverall, one of the 42 ested samples exhibited positive results in all amployed test
methads, while 33 samples were predicted as non-sensitizing in all three performed methods. This stidy demansrated
good agresment between in vitro and in vivo results regarding non-sensitizing samples; howeyer, some discrepancies
in positve classification were recordad. A testin amm?r is suggasted in which nagative results are acc and a
pnm'm resu s in the in chemico or in vitro msar& fol u:uwad'.:?pgwhh athird in virro test and evaluaed mmrdung
with the “2 cut of 3 approach”. This srategy may reduce and replace animal use for testing the sensitization potential of

medical devices

1 Intreduction

A medical dewice (MD) 15 defined as any instrament, apparatus,
implant or material intended by the producer to be nsed, sepa-
Tately or in combination, for specific medical vses, e.z., diagno-
sis, monitoring, cure of disease or injury, adpstment or sapport
of the anatonry or physiological process, assisting or maintain-
ing life, or contmol of conception (WHO, 2020). The broad spec-
tum of medical devices, comprising catheters, gloves, blood
bapgs. wound dressmgs, tissue engineenng articles, etc., is global-
ly increasing, and a high rate of research and progress in this area
has been recently reported (Myers et al, 2017). Medical devices
wsually contain diverse materials such as plastics, cotion, mb-
ter, latex, gels, metallic alloys or biological denivatives (Goud,
2017). They may be in contact with the buman body for a shon
period (= 24 h), for a profonzed period (> 24 h to 30 days) or per-
manently (= 30 days).

With the aim to ensure safety for the end-users of MDs, all in-
coming marketed articles hawe to be tested according to “Biolog-
wal evalnation of medical devices™ (T30 10993}, which contams
a collection of standards for evaluating MDs for the purpose of
managing bisdogical risks (150, 2009; Smickland et al., 20107,
The ranpe of endpoints for biocompatibility evahmtion is defined
by the nature of body contact (e.g.. contact with healthy skin vs
with damaged skin vs implanted device in bone or tissue) and
fime persistence (e.z.. short term ws long term application’con-
tact). Three fondamental items of information oblizatory for all
types of MDs comprise data on their cytoboxicity, sensitization
and irmitation iniracutanems Teactivity.

5kin sensitization is defined as a dermal reaction initiated by im-
mumalogical responses o a chemical or material, which bkead to a
delayed-type hypersensitivity response after cutaneous comtact
and subsequent penetration inte the epidermis, resulting in allergic
comtact dermatitis (OECD, 1992; Basketter et al., 2005). During
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