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1. Uvod

Lidsky organismus je po dobu svého Zzivota nepfetrzit¢ vystaven vlivu fady
fyzikélnich, chemickych i biologickych faktorti. Zkoumdni téchto faktori je od nepaméti
predmétem lidského poznani a je spojeno s pouzitim zvitat jako experimentalniho modelu pfi
Egyptand, Rekii a Rimant, ale k obrovskému nartistu poétu zvifat pouzivanych v pokusech
doslo az s primyslovou revoluci a prudkym rozvojem oborG mediciny, farmacie Cci
toxikologie ve 20. stoleti. PfedevSim rozvoj chemického prumyslu v 19. stoleti a farmacie ve
20. stoleti vedl k vyrob¢é obrovského mnozstvi novych latek s nezndamymi G¢inky na lidsky
organismus, jejichz bezpecnost bylo nutné ovétit pfed uvolnénim na trh. Po celosvétové
tragédii zplisobené teratogennim piipravkem Thalidomid vzrostl vyznam i rozsah toxikologie
nebyvalou mérou a byla pfijata fada opatfeni a zdkonu stanovujici zasady zkouSeni novych
latek z hlediska jejich akutni i chronické toxicity, senzibilizace, mutagenity, karcinogenity,
teratogenity, reproduk¢ni toxicity apod.

S rozvojem experimentalni €innosti na zvifatech je spojena i1 spolecenskd tendence
pokusy z etickych divoda omezit ¢i zcela zakazat. Jiz v roce 1876 byl ve Velké Britanii piijat
zakon omezujici kruté zachazeni se zvitaty ("Cruelty to Animals Act") a v roce 1898 byl v
Bristolu zalozen Britsky svaz proti vivisekci (British Union Against Vivisection), ktery je
dodnes vyznamnou nevladdni organizaci prosazujici humanni pfistup ke zvifatim a jejich
ochranu. V roce 1959 se poprvé objevuje pojem “alternativni metoda k pokusu na zviteti” a
princip 3R v knize britskych védcti Russella a Burche "The Principles of Humane
Experimental Technique". Alternativni metodou je postup, pii némz dochézi k redukci poc¢tu
zvitat (Reduction), zmirnéni utrpeni zvitfat zménou protokolu (Refinement) ¢i nahrazeni zvitat
jinym modelem (Replacement). Tato koncepce se stala hnacim motorem védeckého vyvoje ve
druhé poloving 20. stoleti a vedla k vytvofeni mnoha postupi in vitro (Russell, 1995).

V 60. letech 20. stoleti, zamétenych na lidské prava, zacal z etickych a spolecenskych
diavodu rast silny tlak na omezeni pokust na zvitatech, prfedevsim v oblasti kosmetickych
prostiedkt. Ve Velké Britanii v roce 1969 vznikl Fond pro nahrazeni zvitat v Iékatskych
experimentech (FRAME), jenz zakotvil princip 3R piimo ve své zakladaci listiné. Rozsahlé
demonstrace koncem 70. let pied centralami firem Revlon a Avon v USA vedly Asociaci
vyrobcil kosmetiky a toaletniho zbozi (COLIPA) k vyc¢lenéni finan¢nich prosttedkil a zalozeni
Centra pro alternativy k pokusiim na zviratech (Center for Alternatives to Animal Testing,

CAAT) pti Université Johns Hopkinse (Rienzi, 2006).
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V nasledujicich letech vznikla celosvétoveé tada dalSich organizaci zamétenych na
vyvoj a implementaci alternativnich metod, napf. Interagency Coordinating Committee on the
Validation of Alternative Methods (ICCVAM) v USA, Zentralstelle zur Erfassung und
Bewertung von Ersatz- und Erganzungsmethoden zum Tierversuch (ZEBET) v Némecku ¢i
Japanese Society for Alternatives to Animal Experiments (JSAAE) v Japonsku.

V roce 1986 piijala Rada Evropy Smérnici 86/609/EHS zabyvajici se ochranou zvitat
pouzitych pro experimentalni a jiné védecké ucely. Tato smérnice, ktera je v soucasné dobé
revidovana, mé za cil maximalizovat pohodu (welfare) experimentalnich zvifat a snizovat
jejich pocet pii pokusech v oblasti zkouseni 1éCiv, potravin i chemickych latek. V odstavcei 7.2
smernice 86/609/EHS je uvedeno, ze: "Pokus [na zvifeti] nesmi byt proveden, pokud je
dostupnd jina, védecky platnd metoda bez pouziti zvifete, kterd mize byt vyuzita za ticelem
ziskani pozadovaného vysledku." Odstavec 23.1 také stanovuje, ze vlady zemi EU by mély
propagovat alternativni metody: “Evropska komise a cClenské staty by mély podporovat
vyzkum tykajici se vyvoje a validace alternativnich technik, které dokéazi poskytnout
informace na stejné urovni jako testy na zvifatech, pficemz by tyto pokusy mély vyzadovat
pouziti mensiho mnozstvi zvitat nebo zahrnovat méné bolestivé procedury.” (EHS, 1986).

Vroce 1991 bylo Evropskou komisi na zdkladé¢ Smérnice 86/609/EHS zalozeno
Evropské centrum pro validaci alternativnich metod (The European Centre for the Validation
of Alternative Methods, ECVAM), pfi Spole¢ném vyzkumném centru Evropské komise
(Joint Research Centre, JRC), jehoz poslanim je vyvoj, validace a prosazeni védeckého i
legislativniho pfijeti alternativnich metod v Evropském spolecenstvi.

Pozadavek na nahrazeni zkousSek na zvitratech alternativnimi metodami se objevil také
v tzv. 7. dodatku Kosmetické smérnice (Smérnice 2003/15/EC). Tento dodatek Kosmetické
smérnice 76/768/EEC (EEC, 1976) zavedl zakaz zkouseni findlnich vyrobkl na zvitatech od
11.9.2004 a postupny zakaz uvadéni na trh kosmetickych prosttedkd, jejichz ingredience byly
zkouSeny na zvifatech jinymi nez alternativnimi metodami po 11.3.2009. Pouze ucinky
ingredienci z hlediska chronické toxicity, reprodukéni toxicity a toxikokinetiky lze zkousSet
konven¢nimi metodami na zvifatech do roku 2013 vzhledem k tomu, Ze v soucasnosti
neexistuji zadné alternativy in vitro k témto zkouskam (EC, 2003).

Dalsi pozadavky na vyuziti alternativnich metod jsou zakotveny v nové evropskeé
legislativé tykajici se chemickych latek REACH, tj. Nafizeni tykajici se registrace, hodnoceni
a autorizace chemickych latek (Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006).
Cilem natizeni REACH je zajistit vysokou uroveil ochrany lidského zdravi a Zivotniho

prostiedi a zaroven podpofit rozvoj alternativnich metod pti hodnoceni rizik u chemickych
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latek. Informace o toxicité¢ latek je nutné ziskavat predevSim alternativnimi metodami,
rovnocennymi predepsanym konvenénim zkouSkam, naptiklad pomoci kvalitativnich a
kvantitativnich modeli vztahli mezi strukturou a aktivitou (QSAR), pomoci metod in vitro ¢i
metod zalozenych na toxikogenomice (EC, 2006).

Rada alternativnich metod je zaloZena na bundénych, organotypickych a tkafovych
kulturach, jejichz rychly rozvoj zapocal jiz na zacatku 20. stoleti. V roce 1885 zakladatel
tkanovych kultur Wilhelm Roux vynal ¢ast neurdlniho ektodermu kufeciho embrya a udrzel
jej nazivu ve vyhiivaném fyziologickém roztoku po nékolik dni (Hamburger, 1997). V roce
1907 Ross Granville Harrison publikoval vysledky své prace se spindlnimi bunkami oboj-
zivelnika a polozil tak zédklady metodologie bunécnych kultur. Velky rozvoj této techniky byl
zaznamenan ve 40. a 50. letech minulého stoleti pfi virologickém vyzkumu a nésledujici
masové produkci vakcin.  Salkova vakcina proti poliomyelitis byla jednou z prvnich
vyrobenych touto technikou (Harrison a Rae, 1997).

Bunééna kultura je systém, v némz jsou za vhodnych podminek in vitro kultivovany
nejcastéji eukaryotické sav¢i buiikky. Prvnim typem jsou primarni bunééné kultury, vzniklé
enzymatickym rozvolnénim bunék tkani, které jsou nasledné¢ kultivovany v prostiedi
kultivaéniho média (jde o smés riznych typt bunc¢k ptvodni tkan¢). Dal§im typem jsou
sekundarni bunécné kultury neboli nékolikrat pasazované primarni kultury. Tietim typem jsou
bunééné linie, ziskdvané cilenou selekci z primarnich kultur pomoci fyzikalnich ¢i
chemickych mutagenli nebo zalozené piimo na nadorovych buiikdch (napt. bunécna linie
HeLa pochazejici z bun¢k nadoru d€lozniho hrdla jedné darkyné), které lze pasazovat bez
omezeni. Vzhledem ke snaze standardizovat postupy in vitro jsou nejcastéji pro alternativni
metody pouzivdny imortalizované bunééné linie, dostupné ve sbirkach bunécnych kultur.
Evropska sbirka bunécnych kultur (European Collection of Cell Cultures, ECACC) byla
zalozena v roce 1984 jako servisni a referencni stiedisko pro védeckou komunitu v Evropé.
Adherentni buniky lze péstovat na vhodné upraveném povrchu (napt. plast pro tkanové
kultury, kolagenova matrice) a stimulovat jejich rast a diferenciaci. Tim dochézi ke vzniku
trojrozmérné tkané, tzv. organotypické kultury, jez je biochemicky a fyziologicky bliz$i tkdni
in vivo. Od 80. let minulého stoleti probihd ve svété vyvoj trojrozmérnych modeld riznych
tkani (kaze, rohovky, plicniho a mukédzniho epitelu apod.), spojeny s rozvojem a optimalizaci
fady novych alternativnich toxikologickych postupti.

Jedinou ptekazkou pied zapracovanim alternativnich metod do legislativy je nutnost
jejich formalni validace, jez je definovana jako proces, ktery ovéii spolehlivost a relevanci

urcité metody pro dany ucel, at’ se jedna o zkousSku in vivo ¢i in vitro (Balls et al., 1990).
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Valida¢ni proces, predchazejici pfijeti metody do legislativniho systému, by mél
zahrnovat:

- jasné€ definovany ucel zkousky a podrobny protokol

- dikaz o transferabilité, tj. moznosti ispéSného prenosu postupu do jiné laboratofe

- informace o vyhovujici intralaboratorni a interlaboratorni variabilité vysledkl

- definici predikéniho modelu zaloZeného na biostatistickém zpracovani dat

- experimentélni validaéni fazi zahrnujici kruhovy test v nékolika laboratotich,
s dostatecnym poctem zkousenych latek za slepych podminek

- nezavislé hodnoceni vysledki validace

- definici oblasti vyuzitelnosti, tj. pro jaky toxikologicky cil ¢i typ materidlu je
zkouska vhodna

- definici kritérii pro hodnoceni charakteristik chovani modelu véetné referencnich

latek (Hartung et al., 2004).

Validaéni aktivity Evropského centra pro validaci alternativnich metod v poslednim
desetileti vedly k uspésnému legislativnimu pfijeti fady metod in vitro pro zkouseni lokalni
tolerance, tj. snasenlivosti pro kizi, o¢i a sliznice. Jako prvni metoda in vitro byla do natizeni
stanovujiciho metody pro zkousSeni toxicity chemickych latek a ptipravkl v rdmci novelizace
Smérnice Rady 67/548/EEC (EEC, 1967) v roce 2000 piijata zkouska fototoxicity in vitro
3T3 NRU, nésledovala zkouska kozni leptavosti na modelech EpiDerm™ a EPISKIN™
(2000), zkouska kozni absorpce in vitro (2004) a zkouska kozni drazdivosti na modelech
lidské epidermis (2009). V databazi ECVAM byla shroméazdéna tada protokolii dalSich,
védecky platnych metod, jez jsou dostupné védecké vetejnosti ve formé tzv. protokold
INVITTOX (http://ecvam-dbalm.jrc.ec.europa.eu). VSechny tyto metody lze vyuzit pfi
stanoveni lokalni tolerance (mistni snaSenlivosti) substanci pfichdzejicich do styku s lidskym
organismem prostfednictvim klGze a sliznic napt. ve smyslu kozni a ocni drazdivosti ¢i

fototoxicity.
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1.1. Kozni drazdivost

1.1.1. KiiZe — struktura a funkce

Kuze je komplexni organ pokryvajici povrch téla, tvotici permeabilni bariéru vici
fyzikélnim, chemickym a biologickym faktorim zevniho prostfedi. Kozni povrch dospélého
&lovéka predstavuje plochu asi 2 m” a vahu az 15 kg. Kize plni nékolik zakladnich funkci
jako:

1. chemickd bariéra fungujici v obou smérech, ovliviiyjici ztraty vody, elektrolyti a
dalsich télnich slozek, zamezujici priniku nezadoucich ¢i toxickych latek ze zevniho
prostiedi;

2. mikrobiologickéd bariéra zabranujici vstupu nezadoucich mikroorganismii;

3. radiacni bariéra proti Skodlivému UV zafeni, kterd je vysledkem produkce melaninu,
syntetizovaného melanocyty v bazalni vrstvé kiize po stimulaci UV zafenim,;

4. dalsi funkce — napt. regulace télesné teploty, imunitni funkce (detekce antigend,
senzibilizace), ukladani a syntéza dilezitych molekul (napf. vitaminu D), exkrece a
absorpce, senzorické vjemy jako tlak, teplota, bolest apod. (Wagner et al., 2002).

Kuze se sklada ze dvou vrstev — vnéjsi pokozky (epidermis) a spodni skary (dermis).
S podkladem spojuje kiizi podkozni vazivo (hypoderm). Soucésti kiize jsou i vlasy, nehty a
kozni zlazy (souborné kozni adnexa). V mukokutarnich spojenich ptechdzi kiize ve sliznici.

Epidermis tvoii vicevrstevny dlazdicovy rohovéjici epitel, obsahujici prevazné
keratinocyty, dale Langerhansovy buiky, melanocyty, Merkelovy bunky a T-lymfocyty.
Epidermis se déale déli na stratum corneum (rohova vrstva), stratum granulosum, stratum
spinosum a stratum basale. Ve ztlu§télé vrstvé kiiZze na dlanich ¢i ploskach nohou se objevuje

také stratum lucidum (obr. 1).

Slratum cormneum ——

Stratum lucidum ——

Stratum granulosum -

Stratum spinosum — T — Epidermis

e
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-
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Papilami__— oS, =1/ NI N
oblast — A B J/hr
Refikuldmi ~ “S:,f i 2
oblast — AN e
Nervova zakonéeni | \,

Viasetnice ~~ — Podko2ni tkah
g

— Sval

Obr. 1: Anatomicka struktura kize (pievzato z http:// healthyskinbeauty.com)
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Ochrannou bariéru kiize tvoti pfedevSim keratinizovana vrstva stratum corneum, ktera
je nepretrzité¢ obnovovana diky keratinocytim ze stratum basale, které se slozitou diferenciaci
posunuji smérem k povrchu, az se oddéli ve formé odumftelé rohové vrstvy. Tento proces se
nazyvéa deskvamace a trva 14-30 dni. Vysoce odolnou zrohovélou vrstvu pokozky (stratum
corneum) tvori 18-21 wvrstev pevné spojenych keratinizovanych buné¢k, bezjadernych
korneocytli, v podobé plochych desticek se silnou keratinovou sténou a hustymi svazky
keratinizovanych tonofilament (Klika, 1988). Korneocyty a intercelularni hmota slozena ze
specifickych lipidl tvoii strukturu nazyvanou "cihly a malta", pfi¢emz korneocyty predstavuji
"cihly" a lipidova matrix v mezibunéénych prostorech predstavuje "maltu". Chemické slozeni
stratum corneum ma vliv na jeho fyzikdlné-chemické vlastnosti a tim 1 na kvalitu kozni
bariéry. Stratum corneum je sloZzeno ze 75 - 80% proteint, 5 - 15% lipidi, dale jsou zde
pfitomny dalsi organické slouceniny a voda. Intercelularni prostor stratum corneum je
vyplnén smési specifickych lipidi s malym mnozstvim vody. Lipidy jsou uspotadany do
nekolika dvojvrstev tak, ze jejich hydrofobni ¢ast smétuje dovnit a hydrofilni ¢ast vné, do
vodného prostiedi. Lamely jsou tvofeny pfiblizn€ z 50% ceramidy, 25% cholesterolem, 10%
volnymi mastnymi kyselinami, zbytek je tvofen organickymi estery cholesterolu, cholesterol
sulfatem a glukosylceramidy (Hrabalek a Vavrova, 2005).

Dermis neboli Skara obsahuje fadu struktur, jako napi. krevni vlasecnice, vlasové
vacky, mazové a potni zladzy. DéEli se na ¢ast ptilehlou k epidermis (papilarni oblast) a nize
lezici tzv. retikuldrni oblast. Bunéény zdklad dermis tvofi fibroblasty, ddle makrofadgy a
mastocyty (zirné buniky). Fibroblasty vyluc¢uji kolagen, elastin a proteoglykany, které zajist'uji
pevnost a elasticitu ktize (Eckert, 1992).

Pod dermis se nachdzi podkozni tkén, tvofend prevazné adipocyty. Podkozni tukové

vazivo je energetickou zasobou a piisobi jako mechanicky a tepelny izolator téla.

1.1.2. Drazdéni kuze

Drazdéni kize neboli iritace, jak ji definuje Globaln€ harmonizovany systém (GHS)
klasifikace a oznaCovani chemickych latek Organizace spojenych narodd (OSN, 2007),
znamena vznik reverzibilniho poskozeni klize po aplikaci zkousené latky az po dobu 4 hodin.
Drazdéni ktuze je lokdln€ vznikajici neimunogenni reakce, ktera se objevuje kratce po
stimulaci. Jeji hlavni charakteristikou je reverzibilni proces zahrnujici zanétlivé reakce
a vétSinu klinickych charakteristickych pifiznakt drazdéni (erytém, edém, svédéni a bolest)

souvisejicich se zanétlivym procesem (Harvell et al., 1995).
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Expozice kiize riznym xenobiotikim, jako jsou chemické latky, Iéciva nebo
kosmetické prostiedky, vede kfadé¢ koznich reakci. Latky pronikajici rohovou vrstvou
(stratum corneum) mohou zpiisobit rozklad lipidd a denaturaci proteini (Welss et al., 2004).
Po naruSeni rovnovahy lipidi dochazi ke snizeni bariérové funkce klize, a tim k zvySené
transepidermalni ztrat¢ vody a snadnéj$i penetraci toxickych latek k zivym keratinocytim
(Bouwstra et al., 2003). N¢které chemikalie, napt. povrchové aktivni latky (surfaktanty),
v niz$i koncentraci navozuji posSkozeni bunéénych membran, zatimco ve vysSich
koncentracich zptisobuji lyzu bunék a uvolnéni cytoplasmy do mezibunééného prostoru
(Partearroyo et al., 1990). Cytoplasma keratinocytii obsahuje prozanétlivy imunomoduléator
cytokin IL-1a, jehoz uvolnéni vede k sekundarnim molekuldrnim reakcim, morfologickym
zméndm a nastupu typickych symptomil kontaktni dermatitidy, napt. erytému, edému, svédéni
¢i bolesti (Welss et al., 2004).

Drazdéni mize byt navozeno také oxidativnim stresem, kdy reaktivni formy kysliku
(ROS) zplisobuji bunécné posSkozeni vlivem oxidace nukleovych kyselin, proteini a
membranovych lipidd, coz vede ke zménéné genové expresi nebo piimé cytotoxicité (Allen a
Tresini, 2000; Rogers et al., 2001).

Reakce klize po expozici toxickym latkdm mutze byt zavisla na fad¢ dalSich ucinka,
napft. na zmén¢ lipidovych dvojvrstev bunéénych membran (Welss et al., 2004) ¢i modifikaci
pruznosti membran (Fulbright et al., 1997). Objasnéni téchto mechanismi je zasadné dilezité

pro vyvoj vhodnych toxikologickych zkousek pro hodnoceni kozni drazdivosti.

1.1.3. ZkouSeni koZni drazdivosti

ZkouSeni a klasifikace potencidlu kozni drazdivosti v minulosti vyluéné zahrnovaly
pouzivani laboratornich zvitat (metoda B.4, Natizeni ¢. 440/2008 Sb.) tzv. Draizovym testem
kozni drazdivosti na kralicich (ES, 2008).

Tato zkouSka byla vyvinuta ve 40. letech 20. stoleti pro predikci hazardu drazdivosti u
latek a smési, které prichazeji ucelové nebo ndhodné do kontaktu s lidskou kiizi (Draize et al.,
1944). Zvolenym experimentdlnim zvifetem se stal albinoticky kralik vzhledem
k jednoduchému, finan¢n¢ nendro¢nému chovu a vysoce citlivé, snadno iritabilni kiazi.
Postupné doslo k tadé¢ modifikaci postupu této zkousky, predevSim se zkratila expozice
ze 24 hod na 4 hod a nebyla provadéna skarifikace kiize. Pfes vSechna vylepSeni byla tato
metoda nadale ter€em kritiky, pfedev§im pro nizkou prediktivitu a omezenou relevanci
vysledkl pro c¢lovéka (Phillips et al., 1972; Nixon et al., 1975), déle pro vysoce subjektivni

hodnoceni zaloZzené¢ na vizualnim bodovani reakci a s tim spojenou Spatnou
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reprodukovatelnost vysledk (Weil a Scala, 1971). Hodnoceni kozni drazdivosti navic
vychazi pouze z bodovéni stupné erytému a edému, zcela opomiji napt. vezikulaci, tvorbu
pfiSkvaru ¢i ulceraci. PfestoZze je touto zkouSkou spravné klasifikovana vétSina silné
drazdivych latek, fada substanci lehce drazdiva pro kraliky nevyvolava zadné reakce u lidi.
Podle nékterych studii je odhadovéano, ze az 40% latek nedrazdivych pro cloveéka je
klasifikovano Draizovym testem na kralicich jako drazdivé (Basketter et al., 2004).

V poslednich letech je z etickych, ekonomickych i spole¢enskych ditvodii pfedev§im v
Evropé kladen velky dlraz na nahrazeni zkousek na zvitatech alternativnimi metodami. Tyto
zasady jsou vtéleny jak do tzv. 7. dodatku Kosmetické smérnice (EC, 2003), tak do nové
legislativy tykajici se chemickych latek REACH, tj. natizeni tykajici se registrace, hodnoceni
a autorizace chemickych latek (EC, 2006).

Zna¢né mnozsvi financnich prostfedkt i Usili renomovanych védeckych pracovist
vedlo ke vzniku tady in vitro metod, nejéastéji vyuzivajicich imortalizované bunééné linie
vzhledem k jejich vysoké standardizaci a nizkym nakladim pfti kultivaci. Pro zkouSeni kozni
drézdivosti vSak nejsou ptili§ vhodné, protoze postradaji rohovou vrstvu a jsou pfilis citlivé na
expozici xenobiotikim. V poslednich letech doSlo k velkému rozvoji produkce
rekonstruované lidské epidermis, ptivodné vyvijené predevsim pro 1écbu popalenin. Nekteré
trojrozmérné modely lidské kiize byly pozdéji modifikovany pro zkouSeni dermatotoxického
potencialu chemickych latek ¢i 1é¢iv (Roguet a Schaefer, 1997).

Modely rekonstruované lidské kiize lze v zasad¢ pouzit pro zkouseni vSech typh
lokalni toxicity, tj. kozni leptavosti, drazdivosti, penetrace a fototoxicity. V soucasné dob¢ je
na svétovém trhu dostupnd fada koznich modeld, napf. EPISKIN™ a SkinEthic RHE
(L'Oréal, Francie), EpiDerm™ (Mattek, USA), ESR-1000™ (Cell Systems GmbH,
Némecko) a Phenion™ (Phenion GmbH, Némecko). Vedle epiderméalnich modelii tvofenych
keratinocyty jsou dostupné i komplexni modely obsahujici epidermis i dermis (tzv. "full-
thickness" modely obsahujici keratinocyty i1 fibroblasty), ¢i specialni modely s funkénimi
melanocyty. Jsou vyvijeny i dalsi specializované modely, napt. EpiOcular™ simulujici tkan
rohovky pro zkouseni oéni drazdivosti, EpiVaginal™ na bazi slizni¢niho epitelu &i EpiOral™
odvozeny od mukdzy ustni dutiny (http//:www.mattek.com).

Lidské keratinocyty a fibroblasty, bunéény zaklad rekonstruované kize, pochaze;ji
vétSinou z biopsii. Nejcastéji je uzivana tkan z juvenilni pfedkozky. Po separaci epidermis od
dermis je pfipravena suspenze jednotlivych typti bun¢k. Oddélené keratinocyty jsou poté
nasazeny na vhodny substrat, napt. na kolagenovou matrici (model EPISKIN™) ¢&i inertni

filtry slozené z acetylcelulozy nebo polykarbonatu (modely EpiDerm™ a Skinethic RHE).
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Po uchyceni bun¢k na substratu jsou kultury inkubovany nékolik dni v kultivatnim mediu,
obsahujicim napf. sérum, hormony, vitaminy ¢i ristové faktory, aby doslo k proliferaci a
vzniku mnohovrstevné tkang. Nasledné jsou kultury vyzdvizeny a exponovany vzduchu
(ptechod voda-vzduch), ¢imz je stimulovana diferenciace keratinocytt, vedouci az ke vzniku
funk¢ni rohové vrstvy (Prunieras et al., 1983, Régnier et al., 1993).

Modely rekonstruované lidské epidermis svym celkovym uspofaddnim vérné
napodobuji biochemické a fyziologické vlastnosti svrchnich casti lidské kiize, tj. epidermis
véetné stratum corneum. Princip zkousky na modelu rekonstruované lidské epidermis je
zalozen na predpokladu, ze drazdivé latky jsou schopny proniknout pfes stratum corneum
difuzi a Ze jsou cytotoxické pro buiiky v podkladovych vrstvach. Zivotaschopnost bungk se
méti na zdkladé premény vitdlniho barviva MTT (3—(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-
2H-tetrazolium-bromid) u¢inkem dehydrogenazy v Zivé tkani na stl modrého formazanu,
jehoz mnozstvi koreluje s celkovym poctem nebo vitalitou zivych bunék a kvantitativné se
meii po extrakei z tkdni (Mosman, 1983). Drazdivé latky se identifikuji na zakladé jejich
schopnosti sniZzovat Zivotaschopnost bunék pod definované prahové trovné (napt. 50%
Zivotnosti oproti kontrole v ptipadé modeltt EPISKIN™ a EpiDerm™).

Zkouska kozni leptavosti (korozivity) vyuzivajici modely rekonstruované epidermis
byla Gspésné validovana (Fentem et al., 1998) a pfijata do legislativy jiz v roce 2004 (OECD,
2004; ES, 2008b). Dodateénd validace (tzv. "catch-up study") modelu EpiDerm™ pro
zkousSeni kozni leptavosti (Liebsch et al., 2000) ukdzala, ze trojrozmérné modely kiize vedou
k podobnym vysledkiim, pokud maji spole¢né strukturalni a funk¢ni atributy. Proto byl vydan
metodicky pokyn OECD TG431 definujici kriteria kvality nového kozniho modelu, aby byl
védecky piijatelny a mohl byt zafazen do validacniho procesu. Model musi byt zalozen na
keratinocytech, které tvofi mnohovrstevnou tkan pod funkéni rohovou vrstvou, s dostate¢nou
bariérou proti priniku cizorodych latek. Zivotnost je obvykle kvantifikovana s pouzitim
vitalniho barviva (napt. MTT nebo jiné metabolicky pfeménéné barvivo). Opticka hustota
extrahovaného barviva musi byt asponn 20x vys$$i nez opticka hustota extrakéniho Cinidla.
Hodnota Zivotnosti negativni kontroly musi byt stabilni po celou dobu zkousky. Stratum
corneum musi byt dostate¢né odolné proti priniku nékterého z cytotoxickych markera (napft.
1% Triton X-100). Tuto vlastnost lze ovéfit napf. ur€enim doby expozice markeru, ktera
snizuje zivotnost na 50% oproti kontrole (ET50). Vyrobce by mél kontrolovat, ze jednotlivé
tkan¢ poskytuji reprodukovatelné vysledky nejen v €ase, ale i v riiznych laboratotich (OECD,

2004).
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Po uspésné validaci zkousky kozni leptavosti na trojrozmérnych modelech lidské ktize
zkouSeni kozni drazdivosti, a to se zkouskou funkéni integrity kiize SIFT-Skin Integrity
Function Test (Heylings et al., 2003) a dvéma postupy vyuzivajicimi rekonstruované kozni
modely (model EpiDerm™ od firmy MatTek, USA, a model EPISKIN™ od firmy L Oréal,
Francie). Pro oba modely rekonstruované epidermis byl vypracovan spolecny protokol s 15
minutovou aplikaci a 42 hodinovou post-inkubaci (Kandérova et al., 2005; Cotovio et al.,
2005).

Vzhledem k tomu, Ze Draizlv test kozni drazdivosti je dosud jedinou pravné zdvaznou
zkouskou pro klasifikaci a znaCeni chemickych latek, rozhodl management validacni studie
pouzit vysledky na kralicich jakoZzto zlaty standard (Eskes, 2007). Ptestoze je klasifikace
kozni drazdivosti chemickych latek provadéna z hlediska jejich ucinkli na ¢loveéka, pfi této
validaci alternativnich metod nebyly vzaty do Gvahy zadné udaje z humanni praxe, ani pfi
planovani a vybéru referencnich latek, ani pii hodnoceni vysledkli. Neni proto piekvapivé, ze
v pribéhu validaéni studie obé zkouSky drazdivosti na modelech lidské kize, které
strukturalné obsahuji lidské buiiky, klasifikovaly nékteré substance odlisné oproti Draizovu
testu, ¢imz se pro modely snizila jejich vysledna citlivost i celkova piesnost (Spielmann et al.,
2007).

Vysledkem valida¢ni studie bylo piijeti zkousky na modelu EPISKIN™ jakozto
plnohodnotné nahrady zkousky kozni drazdivosti na kralicich. Model EpiDerm™ vykazoval
vysokou specifi¢nost, ale nizsi citlivost, a proto byl validovan jako zkouska in vitro pro
klasifikaci neiritanti. Bylo rozhodnuto, Ze je nutné optimalizovat uzity protokol tak, aby se
zlepsila predikéni schopnost této zkousky klasifikovat iritanty (ECVAM, 2007).

Modifikace protokolu ve smyslu prodlouzeni doby expozice z 15 min na 60 min vedla
ke zlepSeni vysledkid a v nasledné zkracené validacni studii (tzv. "catch-up study") byla
zkouska na modelu EpiDerm™ pod oznatenim EpiDerm™ SIT validovana jako dalsi
plnohodnotnd néhrada Draizova testu pii zkouSeni kozni drazdivosti (ECVAM, 2008).
Zkouska drazdéni klze in vitro byla pfijata do evropské legislativy jako metoda B.46
Drazdéni kiize in vitro: zkouska pomoci modelu rekonstruované lidské epidermis (ES, 2009).

Validac¢ni studie alternativnich metod jako zlaty standard vesmeés vyuzivaji vysledky z
experimentll na zvifatech, pfestoze jejich relevance pro Clovéka je diskutabilni a mnoZstvi
udaji z experimentd je v nékterych pfipadech nedostate¢né (napi. klasifikace kozni
drazdivosti chemickych latek je v mnoha ptipadech zalozena na vysledcich ze 3 zvitat v jedné

laboratofi). Vzhledem k dlouhodobému nedostatku plné relevantnich dat pro clovéka byl
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Dr. Basketterem a jeho kolegy vyvinut postup pro etické a bezpecné zkouSeni potencidlu
kozni drézdivosti ve skupiné dobrovolniki (Basketter et al., 1997; Robinson et al., 1999;
Basketter et ael.,, 1999). Tato ctyrhodinova zkouSka drazdivosti s vyuzitim okluzivnich
naplasti, tzv. 4h Human Patch Test (4HPT), je zaloZend na zkouSeni chemickych latek v
postupné se zvysujicich aplikacnich dobach od 15 min az po 4 hod. I slaba kozni reakce ve
formé erytému a edému znamend ukonceni zkousky a del$i expozice neni provadéna, takze
nedochézi ke vzniku zavaZznych projevl kozni iritace. V 90. letech minulého stoleti byla
realizovana tfada klinickych studii ve skupin¢ dobrovolnikii za Gcelem srovnani vysledkt
drazdivosti u kralikti a u lidi (Robinson et al., 1999; Basketter et al., 2004). Tyto studie
potvrdily, Ze Draizova zkousSka kozni drazdivosti na krélicich v mnoha ptipadech piecenuje
pfedpokladané reakce u lidi a proto by neméla byt exkluzivni a jedinou metodou pro

identifikaci hazardu drazdivosti novych substanci (Patil a Patrick, 1998).
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1.2. O¢ni drazdivost
1.2.1. Oko - struktura a funkce

Struktura lidského oka jakozto organu zraku je prizpiisobena potieb¢ zaosttit paprsek
svétla na sitnici (retina). VSechny casti oka, pres které paprsek svétla prochéazi, jsou
prihledné, aby co nejméné zabranovaly rozptylu dopadajiciho svétla. Rohovka (cornea) a
¢ocka (lens) pomahaji paprsek svétla spojit a zaostfit na zadni sténu oka — sitnici. Dopadajici
svétlo pak zptisobuje chemické premény ve svétlo¢ivnych bunkach (ty€inky a ¢ipky), které
vysilaji nervové impulsy zrakovym nervem (nervus opticus) do mozku. Svétlo vstoupi pies
rohovku, do oblasti vyplnéné komorovou vodou (humor aquosus), a dopada na cocku skrz
panenku (pupila, zornice). Ta se pomoci svalii (duhovka, iris) roztahuje a zuzuje, ¢imz
reguluje mnozstvi prochéazejiciho svétla. Pomoci svali je také regulovana Cocka, ktera
zaostfuje paprsky, aby se sbihaly pfesné na sitnici, kde vytvaieji pievraceny obraz. Cela
zbyvajici oblast oka je vyplnéna sklivcem (corpus vitreum), ktery udrzuje v oku stély tlak a
tim 1 tvar (http://www.ocnivady.cz/anatomie-lidskeho-oka.p49.html). Anatomie o¢ni koule je

znizornéna na obr. 2.

rohovka (cornea)

komorové voda (humor aquosus)
duhovka (iris)

spojivka (conjuctiva)

limbus (limbus)

¢ocka (lens)

skléra (sclera)

sklivec (corpus vitreum)

. sitnice (retina)

0. zrakovy nerv (nervus opticus)

N At ol o S

Obr. 2: Anatomie oka (pievzato z www.kst.cz/web/wp-content/organy/oko-prurez.jpg)

Rohovka spolu se sklérou tvoii vnéjsi obal oka, podili se na udrzeni jeho tvaru a
ochrané vnitinich ¢asti pied mechanickym poSkozenim ¢i vstupem infekce. Primérna velikost

rohovky je 10—12 mm, jeji tloustka dosahuje v centralni ¢asti asi 0,5 mm, smérem k okrajim
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se ztlustuje. Skladd se z Sesti vrstev: epitelu, bazdlni membrany, Bowmanovy vrstvy,

stromatu, Descemetovy membrany a endotelu (obr. 3).

1. slzny film
2. epitel

o 2a - povrchové buiky

o 2b - kubické buiky

o 2c - bazalni cylindrické bunky
bazalni membrana

Bowmanova vrstva
stroma

Descemetska blanka

NS W

endotel

Obr. 3: Anatomicka stavba rohovky (pfevzato z http://www.ocnivady.cz/anatomie-lidskeho-

oka.p49.html)

Epitel tvofici vnéjsi ¢ast rohovky se sklada z 5-6 vrstev bunék. Pod 2-3 fadami
povrchovych plochych bunék se nachazeji 2—3 fady bunék kubickych, na bazalni membranu
naseda vrstva bun¢k cylindrickych, které jsou schopny bunééného déleni (proliferace). Délici
se buiikky se vyvijeji v buiikky kubické a putuji k povrchu epitelu. Odumirajici buiiky se
odlupuji z povrchu oka a jsou odplavovany slzami. Epitel rohovky se predevSim pii
rozséahlej$im poskozeni obnovuje i na zdklad¢ déleni kmenovych bun€k nachazejicich se v
limbu (hrani¢ni oblast mezi rohovkou a sklérou).

Bazilni membrana je tvofend predevSim kolagenem a lamininem, které jsou
produkovany epitelem rohovky. V ptipadé€ naruseni epitelu chrani bazalni membrana oko pred
vstupem infekce ¢i mechanickym poskozenim.

Bowmanova vrstva ulozena pod epitelem se skldda z plsti kolagennich mikrofibril
zalitych do hmoty amorfni. Pfi poranéni tato membrédna na rozdil od epitelu znovu
neregeneruje.

Stroma (substantia propria corneae) tvoii nejpodstatnéjsi slozku rohovky. Jedna se o
velmi ploché fibroblasty tvofici vazivovou tkan, ve které kolagenni fibrily tvofi vrstvené
tenké lamely vyplnéné mukopolysacharidy. Rozhodujici roli v prihlednosti rohovky hraje

pozadovany konstantni obsah vody v rohovkovém parenchymu. V téchto pochodech sehravaji
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svou ulohu endotel, epitel a obé membrany. ZvySenim obsahu vody dojde ke zbobtnani
mukopolysacharidii, jednotlivé fibrily se roztla¢i a rohovka se zakali (Kvapilikova, 2000).

Descemetska blanka ma charakter bazalni blanky, je produktem zadniho
mezenchymového epitelu rohovky.

Zadni epitel rohovky (endotel) je tvofen mozaikou vétSinou hexagonalnich plochych
bunck o tloust'ce asi 5 um. Endotel rohovky je metabolicky vysoce aktivni, zdsobeni Zivinami
je zajisténo priachodem z komorové tekutiny.

Zevni okraj skléry prekryva okraj rohovky. Na okraji zevni plochy rohovky ptechéazi
rohovkovy epitel ve vicevrstevny epitel spojivky o¢niho bulbu. Spojivka (tunica conjunctiva)
ma charakter sliznice, je vystlana vicevrstevnym epitelem cylindrickym s poharkovymi
bunikami a endoepitelovymi Zldzkami mucindzniho charakteru. Je zasobena krvi cilidrnim

cévnim systémem (Klika, 1988).

1.2.2. Drazdéni oka

Z toxikologického hlediska jsou nejdilezitéjsi casti oka ptichdzejici do kontaktu
s prostfedim, tj. rohovka, spojivka a duhovka. Asi 80% struktury rohovky je tvofeno
rohovkovym stroma, jez zajistuje priuchod svétla diky vysoké organizovanosti makromolekul
a pozadovanému stupni hydratace (70-80%). NaruSeni této rovnovahy vede k otoku a
zakaleni. Prvni fyzikélni bariéru proti vstupu exogenniho materialu do oka tvoti pfedni epitel
rohovky, ktery ma regeneracni schopnosti. Mensi podrazdéni je reverzibilni, pokud se buiiky
epitelu preskupi a zakryji poranénou oblast, nebo jsou vytvofeny nové buiky v disledku
bunécného déleni. Naopak naruSeni vnitini endotelové membréany je nevratné a miize vést az
k trvalé slepoté (Curren a Harbell, 1998).

Dalsi citlivou ¢asti oka je spojivka, kterd kryje vnéjsi ¢ast oka a vnitini povrch vicek.
Je bohat¢ prokrvend, zajistuje zvlhceni oka a obsahuje zlazy vylucujici komponenty slzného
filmu. Pfi podrazdéni dochazi k zanétlivym procestiim, dilataci vlaseCnic, zméndm
v permeabilité vldseCnic vedoucim k priniku tekutiny do intersticidlniho prostoru a tim
k otoku. Tyto jevy jsou do zna¢né miry reverzibilni. Slabé iritanty mohou zptlisobit pouze
zanét spojivky bez poskozeni rohovky.

Tteti dilezitou casti oka je duhovka (iris), jejiz konstrikce ¢i dilatace reguluje
mnozstvi svétla pronikajiciho na sitnici. Duhovka je prokrvena tkan uloZend za rohovkou. Jeji
podrazdéni vede k dilataci vldseCnic, prusaku tekutiny a néslednému otoku. SniZeni

schopnosti reakce na svétlo vede k t€zkému poskozeni zraku (Hackett a McDonald, 1994).
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1.2.3. ZkouSeni o¢ni drazdivosti

Vzhledem k tomu, Ze chemicka latka mize mit vliv na tfi rizné typy tkani v oku, je
hodnoceni drazdivosti xenobiotik obtizné. Latka ma drazdivé ucinky na oci, pokud po
aplikaci na ptredni povrch oka vyvola zmény, které jsou plné vratné do 21 dnti po aplikaci.
Latka ma leptavé Uc¢inky na o€i, pokud jednordzova aplikace na pfedni Cast oka vyvola
poskozeni o¢ni tkan€ nebo fyzické zhorSeni vidéni, které neni plné reverzibilni do 21 dnli po
aplikaci (ES, 2008a).

Zkouska oc¢ni drazdivosti na kralicich, publikovana jiz v roce 1944 (Draize, 1944),
vychazi z numerického bodovani stupné poskozeni jednotlivych tkani a nasledného vazeného
vypoctu celkového skore drazdéni. Zkousena latka je aplikovana na predni Cast oka, druhé
oko slouzi jako kontrola. Poskozeni spojivky, rohovky a duhovky je standardnim zpiisobem
bodovéano 1, 24, 48 a 72 hod po aplikaci. Reverzibilita reakce je dilezitym parametrem a je
sledovana po dobu 21 dni. Tato zkouska se stala ptfedepsanou standardni metodou pro
hodnoceni o¢ni drazdivosti (ES, 2008a), pfestoze je znamo, ze hodnoceni stupné poskozeni je
vysoce subjektivni, variabilita reakci jednotlivych experimentdlnich zvifat vysoka a
reprodukovatelnost vysledkti nizka (Earl et al., 1997).

S rozvojem poznani a vzrustajici tendenci nahrazovat zkousky na zvitatech
alternativnimi metodami narusta i potfeba vyvinout a validovat zkousky o¢ni drazdivosti in
vitro. V soucasné dob¢ neexistuje jedina plné€ validovana a legalné akceptované zkouska o¢ni
drazdivosti in vitro pro klasifikaci chemickych latek. Rada metod, zaloZenych na buné&énych,
tkanovych nebo organotypickych modelech, vSak existuje desitky let a rizné metody in vitro
jsou pouzivany jako screening pii vyvoji novych latek.

Nejblizsi k situaci in vivo je zkouska na izolovaném kralicim (IRE — Isolated Rabbit
Eye) nebo slepicim oku (ICE — Isolated Chicken Eye), kdy latka je aplikovana piimo na o¢ni
bulvy ziskané jako odpad v potravinafském primyslu. Dalsi skupina zkousek vyuziva pouze
rohovku, ktera je povazovana za rozhodujici bariéru pii poskozeni oka. Zkouska BCOP
(Bovine Corneal Opacity and Permeability) je zaloZena na méfeni zmén opacity a
permeability bovinni rohovky po aplikaci zkouSené latky. V roce 2007 Védecky vybor
ECVAM schvalil pouziti zkousky BCOP a ICE pro klasifikaci korozivnich a siln¢ drazdivych
latek v EU (ECVAM, 2007a) a obé metody byly zapracovany do systému metodickych
doporuceni OECD jako TG 437 a TG 438 (OECD, 2009, 2009a).

Dalsi pfistup k hodnoceni o¢ni drazdivosti pfedstavuji rekonstruované trojrozmérné
modely tkani, napf. model rohovky EpiOcular'™ od firmy MatTek (USA), & model HCE

(Skinethic, Francie). Struktura modelu simuluje epitelidlni povrch rohovky a jeji naruSeni Ize
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hodnotit jako snizeni zivotnosti tkdni, uvolnéni prozanétlivych medidtord ¢i zmén
permeability po aplikaci zkouSené latky. Vysledky ukazuji, Ze tyto modely maji vysokou
predikéni schopnost v ptipadé slabych a stiednich iritantii (Stern et al., 1998) a v blizké dobé
je ofekéavana valida¢ni studie ECVAM zaméfena na tyto modely.

Zkouskou hodnotici akutni poskozeni spojivky je test HET-CAM (Hen's Egg —
Chorioallantoic Membrane), vyuZivajici jako substradt vysoce prokrvenou chorioalantoidni
membranu fertilizovaného slepi¢iho vejce. Stupen poskozeni je vypocitan podle ¢asu nutného
k vyvolani hemoragie, lyzy a koagulace pozorované na membrané do 5 minut po aplikaci
latky (Luepke, 1985). Tato zkouska je doporu¢ena ECVAM pro screening ocni drazdivosti
(protokol INVITTOX ¢.47, dostupny online na http://ecvam-dbalm.jrc.cec.eu.int), ale pied
moznym zatazenim do valida¢niho procesu je nutné zpiesnéni protokolu a rozsifeni skupiny
zkousenych latek.

Vzhledem k tomu, ze naruSeni rohovky vede ke zvySenému priniku xenobiotik do
rohovkového stroma a tim k zdvaznému poSkozeni dalSich struktur oka, je povazovano
fada metod zaloZenych na bunéénych kulturach, simulujicich epitel vnéjsi ¢asti oka. Jedna se
napt. o zkouSku pruniku fluoresceinu monolayerem bunék (Fluorescein Leakage Test),
hodnotici naruseni pevnych vazeb mezi epitelidlnimi bunkami, nebo zkousky cytotoxicity
zalozené na uvolnéni neutrdlni cervené (Neutral Red Release) nebo pifijmu neutralni cervené
(Neutral Red Uptake) po aplikaci testované latky.

Zkouska Neutral Red Release je zalozena na skuteCnosti, ze jednim z mnoha
okamzitych toxickych ucinkti nékterych latek je poskozeni bunécné membrany, které se
projevi jako unik intracelularniho obsahu. Pokud jsou bunky pifedem naplnény vitdlnim
barvivem a poté kratkodobé (1 min) exponovany toxickému plsobeni, mnozstvi uvolnéného
barviva z bun¢k odpovidd stupni poskozeni membran, a tak poskytuje informaci o mife
toxicity. Jako substrat jsou pouzivany mysi fibroblasty 3T3 Balb/c, které¢ jsou kultivovany do
stadia plné konfluence. Bylo zjisténo, Ze v tomto stavu nejvice pfipominaji buniky na povrchu
oka oproti buitkdm, které jsou ve fazi rychlého mnoZzeni (Reader et al., 1990). Tato metoda
byla pfedmétem fady prevalidacnich studii s cilem nalézt alternativni metodu o¢ni drazdivosti
k Draizové test na zvitatech (Balls et al., 1995). V roce 2009 prob¢hla retrospektivni valida¢ni
studie Ctyf bunéfnych metod vcetné NRR dle protokolu INVITTOX ¢.54 pro nahrazeni
zkousek o¢ni drazdivosti na kralicich. Védecky vybor ECVAM vydal zavérecné prohlaseni, v
némz je uvedeno, zZe tato metoda nemuize byt zatim doporucena jako plnohodnotnd nahrada

testu na zviratech vzhledem k nedostatkiim v parametrech reprodukovatelnosti, transferability
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a oblasti pouziti této zkousky (ECVAM, 2009).

Zkouska pfijmu neutralni ¢ervené (Neutral Red Uptake) umozZituje hodnotit bazalni
toxicitu a iritani potencial latek pomoci méfeni mnozstvi vitdlniho barviva (neutrdlni ¢erven,
NR), které pronikd membranami a akumuluje se v lysozomech zivych bunék. Zmény
bunécného povrchu nebo naruseni citlivych lysozomélnich membran vedou ke snizeni ptijmu
a vazby NR Zivymi buiikami. Pokud jsou bunky exponovany po 24 hod zkouSené latce,
nasledny pfijem neutrdlni Cervené odpovida stupni posSkozeni bunééné kultury, a tak
poskytuje informaci o poctu zivych, poskozenych ¢i mrtvych bun¢k (Babich a Borenfreund,
1990).

Kazdd z vySe zminénych alternativnich metod hodnoti specificky typ poskozeni a
nemuiZze postihnout vSechny aspekty komplexniho piisobeni xenobiotik na oko. Proto vyvoj
téchto metod vede ke snaze vytvofit baterii zkouSek, jez by se doplilovaly tak, aby byla
pokryta celé Skala projevl o¢ni drazdivosti in vitro (Grindon et al., 2008).

Skupina expertit ECVAM v roce 2010 vytvofila strategii zkouSeni ocni iritace in vitro,
vychdazejici z baterie zkouSek zaméfenych na 4 typy mechanismu G¢inku chemickych latek.
Jedna se o lyzu membran (naruseni membranové integrity plisobenim povrchové aktivnich
latek, napft. tenzidl), koagulace (precipitace ¢i denaturace makromolekul charakteristicka pro
ptsobeni kyselin, louhli ¢i organickych rozpoustédel), saponifikace (St€peni lipidl) a ucinek
na makromolekuly, tj. alkylace ¢i oxidace esencidlnich bilkovin ¢i nukleovych kyselin
pusobenim peroxidili, epoxidii ¢i oxidacnich belidel (Jester, 2006). Expertni skupina dospéla
k zavéru, ze uspesné nahrazeni zkousek o¢ni drazdivosti na zviratech baterii zkousek in vitro
zavisi na lepSim poznani mechanismu uc¢inku chemickych latek, systematické kompilaci a
hodnoceni existujicich 0dajii z Draizova testu a vyuziti vSech dostupnych dat z humanni
praxe. Teprve validace jednotlivych alternativnich metod, vytvoteni relevantnich predikénich
modelll a pokryti vSech mechanismi uc¢inku povede k legislativnimu zapracovani baterie

zkousek a jejich vyuziti pii klasifikaci hodnoceni rizika chemickych latek. (Scott et al., 2010).
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1.3. Biologické ti¢inky sluneéniho zareni - fototoxicita
1.3.1. U¢inky slune¢niho za¥eni na organismus

Slunecni zéfeni je elektromagnetické vinéni obsahujici nékolik slozek, které maji
ruzny biologicky ucinek. Slunecni paprsky pronikajici do atmosféry obsahuji ultrafialové
(UV) zafeni, viditelné svétlo a infradervené (IC) paprsky (obr. 4). Atmosféra funguje jako

ochranny destnik, ktery brani priniku nejskodlivéjSich slozek slune¢niho spektra. Hlavnim

filtrem je ozonova vrstva, dal§imi faktory jsou Castice prachu, koui a oblaka.

vinova délka
(nm)

x -
J|| JI Stratum cornsum \
v
] Stratum spinosum Epidarmis
Strntunri basala
iy

Dermis

L
l \ Subeutis

Obr. 4: Prinik slune¢niho zéafeni do kiize (pfevzato z www. missionignition.net/bms)

Z hlediska biologické tc¢innosti méa nejvetsi vyznam UV slozka slunecniho zafeni.
Podle vinové délky se rozdé€luje do tfi oblasti: UVC (100 - 290 nm), UVB (290 - 320 nm) a
UVA (320 - 400 nm).

Zateni UVC, slozka UV zéfeni o nejkratsi vinové délce, je zivotu na zemi nebezpec¢na.
Ackoli je zatim jeho praniku zabranéno tim, Ze je zcela absorbovano atmosférou, obava z jeho

vlivu na zivé organismy v disledku ztenCovani ozénové vrstvy stoupa.
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Asi 60% zéateni UVB je filtrovano ozénovou vrstvou atmosféry, zbytek dopadd na
zemsky povrch. Po dopadu na kiizi zateni pronikd do pokozky, do horni ¢asti dermis zasadhne
vSak jen velmi mala cast (asi 10%). UVB zéfeni vyvolava syntézu vitaminu D, zpisobuje
hnédé zbarveni klze efektem pozdni pigmentace, tj. stimulace melanocyti ke tvorbé
melaninu, a navozuje ztlusténi ktize (hyperplasie). Pii nadmérné davce UVB zateni zptisobuje
zarudnuti kiiZe (erytém), jesté vyssi expozice ma za nasledek spaleni pokoZzky. Zareni UVB se
podili na vzniku volnych radikalti a reaktivnich forem kysliku, které zpisobuji poskozeni
bunéénych makromolekul véetné DNA, a tak ptispivd k pfedasnému starnuti kiize (tzv.
photoageing), imunosupresi ¢i vzniku zhoubného onemocnéni kiize (Guarrera, 1988).

Diky vétsi vinové délce se dostavda UVA zafeni hloubéji do kize, do dermis jej
pronikne asi 40%. Biologickym u¢inkem UVA zéafeni na pojivo dermis je tzv. elastoidni
degenerace, jejimz néasledkem je pred¢asné starnuti kiize. UVA zafeni se také podili na tvorbé
volnych radikald, pfi dlouhodobé&jsim plisobeni naruSuje imunitni mechanismy a umoznuje
rozvoj nadorovych onemocnéni kuze. Fotooxidaci melaninu pfitomného v epidermis
zpusobuje casnou pigmentaci kiize.

Slune¢ni zafeni o vinové délce mezi 400 - 700 nm je oznacovano jako viditelné svétlo,
zateni v pasmu nad 700 nm je oznacovano jako infradervené a ma vyrazné tepelné Gcinky.

Zatim nebyly popsany zadné negativni u€inky téchto dvou typt zéateni (De Polo, 1998).

1.3.2. Ochrana kiiZe pred slune¢nim zaienim

K piirozenym faktorim ochrany ktze patii predevSim tloustka epidermis a troven
melaninové pigmentace. Rohova vrstva nejen absorbuje a odrazi dopadajici UV zéfeni, ale
také oslabuje jeho rozptyl diky keratinu s absorpénim maximem mezi 290 - 320 nm (Ettler,
2004). Melanin chrani kizi diky rozptylu a absorpci UV zafeni, jez pfeménuje na tepelnou
energii, zaroven funguje jako lapa¢ volnych radikald vznikajicich v kUzi po ozafeni
(Kullavanijaya a Lim, 2005). Pfestoze zdrava kize obsahuje ucinny obranny systém proti
slune¢nimu zafeni 1 oxidativnimu stresu, nadmérnd expozice UV zafeni muize piekonat
antioxidacni a reparacni kapacitu kize a vést k oxidativnimu poSkozeni, imunosupresi az
karcinogenezi.

Silnému piisobeni slunecniho svétla je mozné se vyhybat napt. pobytem ve stinu,
ochrannym odévem ¢i nanaSenim fotoprotektivnich pfipravkd pfimo na kiizi. Moderni
prostiedky na slunéni (tzv. sunscreeny) ve formé olej, krému ¢i gelii obsahuji UV filtry
poskytujici Sirokospektralni ochranu proti UV zafeni. Podle mechanismu tc¢inku lze UV filtry

rozdé¢lit na chemické a fyzikalni. Chemické filtry jsou organické slouCeniny (napf. cinnamaty,
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benzofenony, salicylaty), jez transformuji vysokoenergetické UV zafeni na neSkodné
dlouhovinné zéteni o vlnové délce nad 380 nm a preméiuji je na teplo. Fyzikdlni filtry jsou
nerozpustné latky anorganické povahy (napi. oxid titaniity). Jejich funkce je zaloZena na
rozptylu, odrazu a/nebo absorpci UV zéteni (Draelos, 1995).

Pouzivani UV filtra jakozto ingredience kosmetickych prostiedkii je v zemich
Evropského spolecensvi regulovano Evropskou smérnici pro kosmetické prostredky
(Smérnice Rady 76/768/EEC). Ptiloha €.7 povoluje v soucasné dobé pouziti 27 latek jako UV
filtrG. Latky uvedené na seznamu povolenych UV filtri jsou pfredmétem aplikace ptrisnych
toxikologickych kritérii a vyhodnoceni bezpecnosti (SCCNFP/0690/03, SCCNFP, 2003).
Soubor informaci o bezpecnosti nového UV filtru musi zahrnovat vysledky provedenych
zkousek zamétfenych na akutni, subchronickou a chronickou toxicitu, kozni a o€ni drazdivost,
senzibilizaci, perkutanni absorpci, fototoxicitu/fotosenzibilizaci, toxicitu pro reprodukci a
karcinogenitu. Pouze ingredience s bezpeénym toxikologickym profilem a vypocitanou
hranici bezpec¢nosti ("Margins of Safety") s hodnotou vyssi nez 100 mohou byt schvélené pro

pouziti v humanni praxi (Nohynek a Schaefer, 2001).
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1.3.3. Fotosensibilizace

Jednim z neZadoucich uCinkli slune¢niho zareni je fotosensibilizace, kterd je
definovana jako proces, pfi némz jsou vyvoldny nezadouci toxické kozni reakce na jinak
bézné neucinné davky zareni ucinkem specifické latky, absorbujici zareni specifické vinové
délky (tzv. fotosensitizér). Podle mechanismii, které se uplatiuji pfi posSkozeni organismu, se

reakce déli na fototoxické (fotoiritacni), fotoalergické a fotogenotoxické (obr. 5).

| Chemicky fotosensitizér |

— svétlo (UVivis) |

| Fotoreaktivni produkt |

|
{ Fotobiologické uginky I |

| Fototoxicita | | | Fotoalergie | | | Fotogenlotoxicita |
fotocytotoxicita - lokalni fotovazba poskozeni DNA
- systémova na proteiny transformace bunék

in vivo

| fotokarcinogenita |

Obr. 5: Fotobiologické ucinky (podle Spielmanna et al., 2000)

Fototoxicita je definovana jako toxickd odezva klize na latku aplikovanou na télo,
ktera je vyvolana nebo zvySena (a je zjevna pii nizsich urovnich davek zareni nez obvykle) po
nasledné expozici svétlu, nebo ktera je vyvolana ozafenim kize po systémovém podani latky
(ES, 2008c). Fotosensibilizace mtze byt vyvoldna fadou chemickych latek ¢i 1éciv, které
vstupuji do organismu ingesci, inhalaci ¢i topickou aplikaci na ktzi. Podle literarnich zdroja
existuje asi 15000 latek v zivotnim prostiedi, vCetné 1éCiv, latek rostlinného piivodu ¢i
ingredienci spotiebnich vyrobki, které vykazuji fotosenzitivni potencidl a vedou
k vystupiiovanym koznim reakcim na slunecni =zéafeni (Spielmann et al., 1994).
Pravdépodobnost fototoxické reakce zavisi na dostatecné absorpci a distribuci latky v tkdnich
a je snizena fungujici detoxikaci a exkreci organismem. VéEtSina fotosensitizérti reaguje na
UVA zéfeni, existuje vSak 1 fada latek se specifickou reakci na UVB zafeni nebo na zateni
z oblasti viditeIného spektra, napt. v piipad¢ barviv (Marzulli a Maibach, 1987).

Predpokladem fotosensibilizace je absorpce fotonu UV/vis zafeni fotoaktivni
molekulou, ktera vede ke vzniku nestabilniho excitovaného stavu, tj. singletu i tripletu.
Vétsina fotosensibilizacnich oxidacnich reakci je spojena s tripletovym stavem fotosensitizéru

vzhledem k jeho relativné delSimu ¢asu rozpadu (obr. 6).
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Obr. 6: Mechanismy fotosensibilizace (podle Spielmanna et al., 1994)
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V zévislosti na typu fotoaktivni latky, charakteru biologického substratu (napf.
nukleova kyselina, protein, ¢dst membrany) a na reakénich podminkach (napf. pH, obsah
kysliku) dochdzi ke dvéma typlim fotochemické reakce. Pii fotochemické reakci typu I
sensitizér v tripletovém stavu piedava svou energii piimo biologickému substratu, ¢imz
dochazi k produkci volnych radikéld, reagujicich s kyslikem za vzniku superoxidového
radikdlu (O;"), peroxidu vodiku (H,0,), hydroxylového radikalu (OH’) a dalSich reaktivnich
forem kysliku (ROS). Pii fotochemické reakei typu II dochazi k energetickému transferu ze
sensitizéru v tripletovém stavu na kyslik v zdkladnim stavu. Vznikajici singletovy kyslik je
vysoce reaktivni a jeho oxida¢ni ucinek poskozuje bunééné membranové struktury a
makromolekuly véetné nukleovych kyselin, lipidi ¢i proteint (Spielmann et al., 1994).

Na principu fotobiologického ucinku nékterych fotoaktivnich latek je zalozena
fotodynamické 1écba nadorti. Fotosensibilizujici latky, které jsou pfednostné vychytavany v
patologicky zménéné tkani a néasledné ozéieny zaifenim odpovidajici vinové délky, navozuji
oxidaci membranovych lipida a proteinil, vedouci k cytolyze a destrukci tumorti (Brown et al,
1999; Kolarova et al., 2007).

Typickymi klinickymi projevy dermalni fotoiritace je erytém, edém, vezikulace
(tvorba puchyikll), svédéni, zvysena teplota kliize a pretrvavajici hyperpigmentace. Béhem
zanétlivého procesu dochazi k uvolnéni histaminu, kininti, derivati kyseliny arachidonové a
prostaglandint (Marzulli a Maibach, 2004). Prvni pfiznaky vznikaji Casto jiz béhem nékolika
minut az hodin po ozéfeni, snaslednym olupovanim a sklonem k trvalej§im skvrnitym
hyperpigmentacim (Ditrichové, 2008).

Fototoxicita je nezadouci vedlejsi reakce u fady lékii, potvrzena napt. u antibiotik a
chemoterapeutik (tetracyklin, gentamycin, sulfonamidy aj.), u nesteroidnich antiflogistik
(ketoprofen, piroxicam), cytostatik, diuretik, antimalarik na bazi chinolinu ¢i nékterych
psychofarmak (napft. chlorpromazin, haloperidol). Prvni patologické reakce na slune¢ni svétlo
byly popsany jiz béhem II. svétové valky pii uziti lokélnich sulfonamidi k 1é¢bé vale¢nych
zranéni. Fototoxické reakce po zevnim kontaktu jsou vyvolany také fadou primyslovych
chemikalii (napt. ¢ernouhelny dehet a jeho derivaty, ¢i krotonovy olej), barviv (methylenova
modrf, bengalska Cerven), dezinfekénich prostfedki (triclosan, chlorhexidin) ¢i surovin pro
kosmetické prostfedky, napt. éterické oleje pouzivané jako vonné ptisady, ¢i1 UV filtry
(Neumann et al., 2000).

Fotoalergie je oproti fototoxicit¢ pomémé vzacnd. Na rozdil od piimé
fototraumatizace kize pii fototoxickych reakcich je fotoalergie obvykle vysledkem imunitni

reakce IV. typu (pozdni bunéény typ) zprostiedkované T-lymfocyty (Dubakiene a Kupriene,
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2006). Vznika jen u predisponovanych osob po piedchozi fazi sensibilizace (nejméné 1-2
fotoalergickych reakci je zaznamenana po topickych 1é¢ivech (napt. antisepticich, lokalnich
antiflogisticich), vonnych substancich (parfémy obsahujici éterické oleje) ¢i chemickych
slunecnich filtrech (naptf. benzofenony). Klinicky obraz zpravidla odpovidd ekzémovym
projevim s papulovezikul6znim vysevem, Casté je neostré ohrani¢eni vyrazky a jeji Sifeni i za
hranice ozafeni (Ditrichova, 2008).

Fotogenotoxicita a fotokarcinogenita nékterych latek souvisi se vznikem singletového
kysliku, volnych radikalt a dalsich reaktivnich forem kysliku. Pokud dojde k naruSeni DNA
¢1 jinych bunéénych struktur, objevi se mutace a chromozomalni aberace, které mohou vést ke
vzniku néadort (Loveday, 1996). Fotogenotoxicky potencidl byl potvrzen u tady latek
pouzivanych ve farmaceutickém ¢i kosmetickém primyslu, jedna se napf. o psoraleny,
fenothiaziny, fluorochinolony a dal$i substance (Stern, 1998). Zna¢na pozornost je v posledni
dobé vénovana genotoxickému potencidlu 8-methoxypsoralenu, jenz je vice jak 30 let
vyuzivan ve fotochemické terapii lupénky a jinych koZznich chorob. V ramci tzv. PUVA
terapie je ve formé tablet, koupeli ¢i topicky podavan 8-methoxypsoralen a po 1-2 hodinach
poté je l1écend pokozka ozarena suberytematdznimi davkami UVA. V poslednich letech bylo
prokézano, ze tato terapie muze vést ke zvySenému vyskytu malignich melanomt a jinych

typt koznich naddort (Stern et al., 1997; Miiller et al., 1998).

1.3.4. Fototoxicita éterickych oleju

Vyznamnou skupinu fototoxickych substanci tvoifi latky rostlinného puavodu,
vyvolavajici tzv. fytofotodermatdzy. Furokumariny neboli psoraleny jsou piirodni
heterocyklické slouceniny s kumarinovou strukturou navdzanou na furanové jadro (Tisserand
a Balacs, 1995). Vyskytuji se piredevsim v rostlinach z ¢eledi Rutaceae (citrusy, routa aj.),
Umbelliferae (napf. bolSevnik, andélika, karotka, celer, petrzel, pastindk) a Moraceae
(fikovnik, chlebovnik). Tyto fotoaktivni latky zcitlivuji kiizi na slunce nejen po kontaktu, ale i
po peroralnim podani (Pathak, 1986). Po konzumaci celerového saladtu a dzusu s vysokym
obsahem psoralent a nasledné navstéve solaria byla popsana buldzni reakce na celém povrchu
téla, vyzadujici 1écbu kortikoidy (Ljunggren, 1990). K zavazné fototoxické reakci mize dojit 1
vlivem ozateni kiize po potiisnéni St'avou ze slupek citrusovych plodii (Gross et al., 1987).

Furokumariny se vyskytuji i v nékterych vonnych substancich rostlinného ptvodu,
pouzivanych v kosmetickych a farmaceutickych ptipravcich. Jedna se predevsim o éterické

oleje, pfirodni aromatické sekundarni metabolity nékterych rostlin, ziskadvané parni ¢i vodni
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destilaci vyvinutou Araby jiz ve stiedoveku. Jsou pouzivany po staleti pro svou vini a ucinky
k odhaleni jejich mechanismi uc¢inku (Bakkali et al., 2008). Z hlediska potencidlu
fotosenzibilizace jsou stiedem pozornosti citrusové éterické oleje (napf. bergamotovy,
citronovy, pomerancovy), jez mohou na kzi vyvolat po ozéafeni sluncem kontaktni
fototoxické reakce sndsledujici pretrvavajici hyperpigmentaci ¢i pfesuny pigmentu
(Ditrichova, 2008). Tento stav byl popsan poprvé jiz v roce 1916 a je znam jako berloque
dermatitis neboli piivéskova dermatitida. Vyznacuje se lokalizovanymi skvrnami na krku,
obliceji ¢i pazich, vznikajicimi po aplikaci parfémi s obsahem bergamotového oleje a
nasledné expozici slunecnimu zaieni (Zaynoun et al., 1981). Teprve v poloviné 20. stoleti byl
tento jev objasnén, kdyZ byl potvrzen fotosenzibilizujici potencial furokumarinii, jmenovité
bergaptenu (5-methoxypsoralen) a xanthotoxinu (8-methoxypsoralen), latek s nejsilnéjSimi
fototoxickymi uc¢inky (Kavli a Volden, 1984).

Furokumariny existuji ve form¢ linedrni (psoraleny, isopimpinelin, citropten,
oxypeucedanin aj.) ¢i anguldrni (napf. angelicin, pimpinelin). Absorbuji UV zafeni v rozsahu
300 — 335 nm. Po absorpci fotonu molekulou furokumarinu dojde k fotodynamické reakci
typu II, tj. k tvorb¢ singletového kysliku a naslednému poskozeni bunéénych membran, jader,
enzyml apod. (Joshi a Pathak, 1983, Morliere et al., 1980). Zaroven dojde k excitaci
molekuly furokumarinu do tripletového stavu a kovalentni vazbé s DNA. Vytvafeji se
monofunkéni adukty mezi furanovou vazbou psoralenu a cytosinem ¢i thymidinem. Linearni
furokumariny zpusobuji piekiizeni vldken DNA (cross-linking). Vznik aduktd vede
k mutacim, inhibici syntézy DNA a bunécné proliferace, stimuluje melanogenezi a zptisobuje
bunécnou smrt (Musajo a Rodighiero, 1972). V ptipadé bergaptenu bylo potvrzeno, Ze mé
fotogenotoxické i fotokarcinogenni ucinky, po opakované dermalni aplikaci vyvolava u mysi
zvySeny vyskyt karcinomi ktize (Averbeck et al., 1990; Young et al., 1990).

Bergamotovy olej, lisovany za studena ze slupek pomerance Citrus aurantium ssp.
bergamia, byl pro svoji pfijemnou viini pouzivan do kosmetickych prostredki ¢i jako ptisada
¢aju (Earl Grey) po staleti. Obsahuje vice nez 300 slozek vcetné fady furokumarint, jako je
bergapten (0,3 - 0,39%), bergamotin, citropten, bergaptol, isopimpinelin ¢i oxypeucedanin
(Leung a Foster, 2003). Chemoabsorpcnimi a extrakénimi technikami Ize z bergamotového
oleje odstranit bergapten a ostatni furokumariny. Vysledny olej je zndm pod nazvem
bergamot FCF (“furocoumarin-free”). Bergamotovy olej je Siroce uzivana aromaticka
ingredience kosmetickych prostfedki, které se aplikuji na pokozku exponovanou slunci,

piestoze nékteré jeho komponenty mohou zpusobit fototoxickou reakci (Tisserand a Balacs,
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1995). Bylo zjisténo, ze ani pfidani UV filtrd (0,5 — 1%) do parfémovych kompozic
obsahujicich bergapten nezabrani vzniku fototoxické reakce na kiizi (Dubertret et al., 1990).
Mezinarodni asociace vyrobcu fragranci (International Fragrance Association — IFRA) proto
doporucuje maximalni obsah bergamotové silice 0,4% ve vyrobcich urcenych k aplikaci na
ktzi exponované slunci, aby se omezilo nebezpeci fototoxicity nebo fotokarcinogeneze
(IFRA, 1992). V aromaterapeutickych pfipravcich neni obsah bergaptenu nijak omezen, a
proto se objevuji pfipady zdvazného poskozeni kiize po pouziti sauny s aromaterapuetickou
koupeli a naslednou expozici UV zéfeni v solariu (Kaddu et al., 2001).

Ostatni za studena lisované citrusové oleje, napf. citronovy (Citrus limon),
grapefruitovy (Citrus paradisi), pomerancovy (Citrus sinensis) a mandarinkovy (Citrus
reticulata), jsou také znamé fototoxikanty, které obsahuji fotoaktivni furokumariny jako je
bergapten a jeho derivaty, napf. bergamotin, citropten, herniarin nebo oxypeucedanin
(Naganuma et al., 1985). V roce 2005 Védecky vybor pro spotiebni vyrobky vydal omezeni
pro furokumarinové substance pouzivané v kosmetice s cilem omezit riziko vzniku
fototoxickych reakci u spottebitelii. Celkova koncentrace téchto latek nesmi byt vy$si nez 1
ppm v konecném vyrobku (SCCP, 2005).

Dalsi potencialné fotoaktivni latkou je citral, ktery je obsazen v menSim mnozstvi
v citrusovych silicich a predstavuje hlavni slozku éterického oleje z Litsea cubeba. Tento
monoterpenicky aldehyd, vyskytujici se ve form¢ isomertl neral a geranial, vykazuje zvySené
toxické ucinky za pfitomnosti UVA zéafeni na bakterie, plisné (Asthana et al., 1992) a houby
(Green a Berenbaum, 1994). Olej Litsea cubeba navodil fototoxické uéinky in vitro také v
bunécné kulture fibroblasti 3T3 (Kand’arova, 2006). Po ozatfeni UV dochazi k fotochemické
pfeméné citralu na cyklické formy fotocitral A a fotocitral B (Barany et al., 1978), ale udaje o
ptipadnych fototoxickych vlastnostech téchto produkti citralu nejsou v literatufe dostupné.

Nejnovejsi poznatky vedou k otazce, zda rozsifeni konzumace citrusovych plodi a
dzusi nema spojitost se zvySenym vyskytem karcinomu kize v poslednich 50 letech (Sayre a
Dowdy, 2008). Zatimco pro kosmetické prostiedky bylo Védeckym vyborem pro spotiebni
vyrobky pii Evropské komisi vydano omezeni na obsah furokumarini ve finélnich vyrobcich
(SCCP, 2005), a tada extrakti z dalSich rostlin s obsahem furokumarinti je v kosmetickych
prostiedcich upln¢ zakdzéana, napi. Pakmin vétsi (Ammi majus) a jeho galenické ptipravky, ¢i
Fikovnik smokvoi (Ficus carica) a Aloisie trojlistd (Lippia citriodora), jez jsou zakdzany jako
slozky parfémt (Ptiloha ¢.2 k vyhlasce ¢. 448/2009 Sb., o stanoveni hygienickych pozadavkl
na kosmetické prostiedky), nebyla dosud provedena zadna studie dietarniho pifijmu téchto

latek v ramci EU.
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1.3.5. Hodnoceni fototoxickych ucinki

Bezpecné uzivani chemickych latek a ptipravkil, kosmetickych prostiedkd i 1éciv
pfedpoklada toxikologické testy u surovin, piipadné i findlniho vyrobku, potvrzujici
nepiitomnost nebezpecnych vlastnosti véetné fototoxicity. Hodnoceni fototoxicity je nutné u
vSech latek, které¢ absorbuji svételnou energii v oblasti slunecniho svétla. Podle prvniho
zakona fotochemie (Grotthaus-Drapertiv zakon) vyZaduje fotoreakce dostatecnou absorpci
svételnych kvant. Pfed zahdjenim biologického zkousSeni je potieba stanovit UV/vis absorpéni
spektrum zkousené latky podle metodického pokynu OECD (OECD, 1981).

Pro zkouSeni potenciadlu fototoxicity se az dosud vyuzivaly klasické metodické
postupy na zvifatech nebo ve skupiné dobrovolnikii (Kligman a Breit, 1968; Marzulli a
Maibach, 2004), kdy navozend fototoxickd reakce byla hodnocena na zdkladé klinickych
symptomu. Testy in vivo na zvifatech se staly pfedmétem opravnéné kritiky nejen z divodi
etickych, ale &asto i pro nizky stupeii spolehlivosti v predikci reakce u lidi. Zadna z dfive
uzivanych zkousek akutni fototoxicity na morcatech, mysich, kralicich ¢i potkanech nebyla
védecky vyhodnocena ¢i validovana (Lovell a Sanders, 1992; Nilsson et al., 1993). V 90.
letech minulého stoleti proto Evropska komise reprezentovana svym Generalnim feditelstvim
IX (Directorate General XI) a pozdéji Evropskym centrem pro validaci alternativnich metod
(ECVAM) spolecné¢ s Asociaci vyrobci kosmetiky a toaletniho zbozi (COLIPA)
zorganizovala rozsdhlou studii pro vyvoj a validaci zkouSek fototoxicity in vitro. Jako
nejperspektivnéjsi se projevila zkouska fototoxicity vyuZzivajici bunécné linie mySich
fibroblast Balb/c 3T3, ktera byla posléze uspésné validovana (Spielmann et al., 1994, 1998).
V roce 2000 se v ¢lenskych statech EU stala tato zkouska jakoZzto prvni alternativni metoda in
vitro soucasti pravniho fadu (Smérnice 67/548/EEC, Metoda B.41, Ptiloha 5) a v roce 2004
byla piijata jako metodicky pokyn OECD (Test Guideline 432, OECD, 2004a).

Zkouska vyhodnocuje fotocytotoxicitu z relativniho snizeni zivotaschopnosti bungk,
mysSich fibroblasta linie Balb/c, exponovanych zkouSené latce v pritomnosti svétla versus pii
jeho absenci. Cytotoxicita je vyjadiena jako koncentra¢né zavislé sniZeni piijmu vitalniho
barviva (neutralni cervené, NR) 24 hodin po plsobeni zkousené latky a ozareni (Babich a
Borenfreund, 1990). NR je slabé kationické barvivo, které nedifusné pronika bunécnymi
membranami a akumuluje se v lysosomech bun¢k. Zmény povrchu citlivych lysosomalnich
membran, vyvolané plisobenim xenobiotik, zpisobuji ztrdtu pevnosti lysosomi a dalsi

nevratné¢ zmény, které vedou ke sniZeni pfijmu a vazby neutrdlni ¢ervené. Je proto mozné
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rozliSovat mezi zZivotaschopnymi, poSkozenymi nebo mrtvymi bunikami (ES, 2008¢c; OECD,

2004a).

Vzhledem k vysoké citlivosti je tato zkouSka povazovana za spolehlivou zékladni
metodu pro identifikaci akutnich fototoxickych u¢inkd u ¢loveéka a pokud vysledek u dané
latky je negativni, neni nutné dal§i zkouSeni. Tato metoda mé vSak nckteré nevyhody a
omezeni, které jsou diskutovany v poslednich letech fadou odbornikli (Spielmann et al.,
2000). Monolayer mysich fibroblastli pfedstavuje velmi jednoduchy a zranitelny biologicky
systém ve srovnani s trojrozmérnou stavbou lidské ktze, kterd zahrnuje spojeni a interakce
riznych typt bun¢k a ptfedevsim ma ochrannou bariéru ve form¢ stratum corneum. Zkouskou
3T3 NRU PT nelze testovat smési ¢i latky ve vodé nerozpustné ¢i latky s extrémni hodnotou
pH. Citlivost bun€k v monolayeru je navic tak vysoka, Ze mlzZe vést k fadé faleSné
pozitivnich vysledkl,, a to pfedev§im ve vysSich koncentracich latek. Bylo zjisténo, Ze
ptestoze je vysledek zkousky 3T3 NRU PT pozitivni, zkousena latka mize byt v n¢kterych
piipadech aplikovana bezpecné na kiizi ¢lovéka, pokud neni vyznamné absorbovana a

nepenetruje do hlubsich vrstev epidermis (Jones et al., 2003, Kand’arova, 2006).

Jako doplitkovd metoda pro zkouseni latek aplikovanych na kizi byla proto navrzena a
podrobena prevalidaénimu procesu zkouska fototoxicity vyuzivajici modely rekonstruované
lidské epidermis (Liebsch et al., 1999). Oproti zkousce fototoxicity 3T3 NRU umoziuje tato
metoda zalozena na trojrozmérnych koznich modelech s funkéni rohovou vrstvou odhadnout
riziko absorpce/penetrace latky a tudiz jeji biologickou dostupnost v hlubsich vrstvach kiize
(Spielmann et al., 2000). Modely rekonstruované lidské ktize umoziuji zkouseni piipravkl a
latek aplikovanych topicky, bez fedéni, s extrémnim pH ¢i zapracované ve formulacich

v nizkych koncentracich jako v kone¢ném spotiebnim vyrobku (Liebsch et al., 2005).

Tato zkousSka byla zafazena mezi validni alternativni metody do databize ECVAM

jako INVITTOX protokol ¢. 121 (http://ecvam-dbalm.jrc.ec.europa.eu).
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2. Experimentalni ¢ast

2.1. Cile prace

Cilem této prace bylo sestaveni a zavedeni baterie alternativnich metod in vitro

vyuzivajicich bunééné, tkanové a orgdnové modely pro studium ucinkii zafeni a chemickych

faktorti na biologické systémy. Alternativni toxikologické metody in vitro bez pouziti zvitat

zahrnovaly zkousky vyuzivajici bunécnou kulturu fibroblastti 3T3 Balb/c a rekonstruované

modely lidskych tkani EpiDerm™ a EpiOcular™. Tyto zkouiky byly zavedeny a

optimalizovany pro stanoveni hazardu kozni a o¢ni drazdivosti/leptavosti a fototoxicity u

spoleCensky zavaznych latek s moznym zdravotnim rizikem. Prace zahrnovala nésledujici

dil¢i studie:

V ramci mezindrodni pracovni skupiny byly z hlediska kozni drazdivosti zkouSeny
chemické latky pouzité ve validacni studii ECVAM, jez vedly k nejednoznaénym
vysledkim ve zkouSkdch na modelech rekonstruované lidské epidermis. Byla
provedena optimalizace protokolu zkousky drazdivosti modelu EpiDerm™ a vysledky
byly konfrontovany s existujicimi daty z registru chemickych latek a vysledky

vlastnich experimentalnich studii kozni drazdivosti ve skupiné dobrovolniki.

V ramci grantového projektu IGA MZ CR, zaméfeného na vyhodnoceni mistni
snasenlivosti materialll pfichazejicich do styku s lidskym organismem prostfednictvim
ktze, sliznic ¢i oc¢i, byla sestavena baterie zkousek pro stanoveni o¢ni drazdivosti.
Vybrané oftalmologické piipravky, chemické latky a findlni kosmetické vyrobky byly
podrobeny zkoumani z hlediska jejich moZzné drazdivosti pro oko. Cilem této prace
bylo rozsifit skalu zkousenych substanci, ovéfit oblast pouzitelnosti alternativnich

metod, optimalizovat jejich protokol a ptispét k procesu jejich validace.

S pouZitim alternativnich metod in vitro byl hodnocen potencidl fototoxicity u skupiny
komeréné dostupnych éterickych olejii, které jsou soucdsti mnoha spotiebnich
vyrobkl. Na zéklad¢ vysledku alternativnich metod byla provedena limitovana studie
fototoxicity in vivo ve skupiné lidskych dobrovolniki, jejimz cilem bylo ovéfeni

mozné extrapolace vysledki in vitro na situaci v humanni praxi.

V ramci grantového projektu MPO, zaméfeného na vyvoj novych fotoprotektivnich
ochrannych prostiedkid, byly nové syntetizované UV absorbéry podrobeny Skale
toxikologickych zkouSek. Jako prvni stupeit pro hodnoceni bezpecnosti byly

provadény screeningové zkousky fototoxicity a kozni drazdivosti in vitro.
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2.2. Material a metodika
2.2.1. Bunécné a tkanové kultury

2.2.1.1. Bunécna linie Balb/c 3T3

Jako substrat pro zkousky fototoxicity (3T3 NRU PT), bazalni cytotoxicity (NRU) a
o¢ni drazdivosti (NRR) byla pouzita bunécna linie mySich embryondlnich fibroblasti 3T3
Balb/c L1, dostupna v Evropské sbirce bunéénych kultur (ECACC, http:
//www .hpacultures.org.uk/collections/ecacc.jsp). Zakladni charakteristika a kultivacni
podminky jsou uvedeny v tabulce €. 1. Pfi zkouskach fototoxicity byly pouzity pasaze nizsi
nez 90 vzhledem k tomu, Ze ve vysSich pasazich vzrlsta citlivost bun¢k viici zateni (ES,
2008c). Citlivost bunék vuci zareni UVA stanovena pomoci uzivané¢ho ozafovaciho zatizeni
byla pravidelné 2x mésicné¢ oveéfovana. Zkouska spliiovala kritéria jakosti, pokud
Zivotaschopnost bun&k po ozafeni davkou 5 J/cm® byla vice neZ 80% a po ozéafeni davkou 9

2 14 ~ e b W /4 I
J/em” vice nez 50% zivotaschopnosti bunék uchovavanych v temnu.

Buné¢na linie

Balb/c 3T3, klon L1 dodavatel: ECACC, ¢. 86052701
morfologie: adherentni fibroblasty
puvod: mysi embryo

Kultivaéni podminky

Kultiva¢ni medium Dulbeccova modifikace minimalniho esencidlniho
media dle Eaglea (DMEM, LONZA)
100 IU/ml Penicilin (SIGMA)
100 pg/ml Streptomycin (SIGMA)
10% inaktivované bovinni sérum (S.M.L. vyroba sér
ZVOS Hustopece, a.s)
Inkuba¢ni podminky Inkubétor HeraCell (HERAEUS)
teplota: 37°C
koncentrace CO»: 7,5%
Pasazovani kazdé 3-4 dny
trypsinizace: 0,25% roztok trypsinu (SIGMA)
Prekultivace pro pokus 96-jamkové desti¢ky pro tkanové kultury s plochym
dnem (TPP, Svycarsko)
denzita: 1x10* bunék /100 - 150 pul D-MEM na jamku
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Doba inkubace: 22-24 hod (zkouska fototoxicity, cytotoxicity NRU)
70-72 hod (zkouska o¢ni drazdivosti NRR)

Tab. 1: Zakladni charakteristika bunécné linie a kultiva¢ni podminky

2.2.1.2. EpiDerm™ - rekonstruovany model lidské epidermis

Rekonstruovany model lidské klze EpiDerm™ od firmy MatTek, USA, je
trojrozmérny systém zaloZeny na kultivaci normdlnich lidskych epidermalnich keratinocytt,
které tvoii mnohovrstevny, vysoce diferencovany model lidské epidermis. Epidermalni buniky
jsou kultivovany na specialnich plastovych stojancich (insertach) za pouziti media bez séra,
postupné se diferencuji a tvoii mnohovstevnou strukturu zahrnujici bazalni, spindzni,
granularni a rohovou vrstvu (stratum corneum). Model EpiDerm™ je mitoticky a metabolicky
aktivni a obsahuje keratohyalin, desmozomy a intracelularni lamelarni lipidové vrstvy ve
stratum corneum, jez jsou typické pro epidermis in vivo. Strukturné je model velmi blizky
lidské epidermis a proto predstavuje vyborny substrat pro hodnoceni kozni drazdivosti,

leptavosti ¢i fototoxicity in vitro (obr. 7).

Obr.7: Histologie modelu EpiDerm™ Obr.8: Sada EpiDerm™

(zvétSeni 400x, www.mattek.com)

Zakladni sada EpiDerm™ (EPI-200) dodavand firmou MatTek v chladicim boxu
obsahuje 24 tkani, které¢ jsou ulozeny v mikrotitraéni desticce na vrstvé zivného agaru a
chlazeny dvéma balicky ledu na teplotu 4-6°C (obr. 8). Sada obsahuje také specidlni
kultivaéni medium (DMEM) a soucésti barvici soupravy MTT (koncentrat MTT,
rozpoustédlo MTT, pufr PBS pro oplach, extra¢ni Cinidlo isopropanol a 24-jamkové plastové

desti¢ky). Zakladni charakteristika modelu EpiDerm™ je uvedena v tabulce &. 2.
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Typ inserty Millicell PCF, priimér 9 mm, potazena kolagenem

Bunéény typ Normalni lidské epidermalni keratinocyty
Kultiva¢ni medium DMEM s piidanim antibiotik, rtistovych faktort, insulinu,

hydrokortizonu a stimulatori bunécéné diferenciace
Pavod Neonatalni pfedkozka (jeden darce)

Kontrolovdno vyrobcem HIV, Hepatitis-B, Hepatitis-C, mykoplasma

Kultivace 34-37°C, 5% CO,, prechod vzduch-voda
Histologie 8-12 bunéénych vrstev (bazalni, spindzni a granularni vrstvy)

10-15 vrstev (stratum corneum, rohova vrstva)

Tab. 2: Zakladni charakteristika rekonstruovaného modelu EpiDerm™ a kultivaéni

podminky (zdroj http://www.mattek.com)

2.2.1.3. EpiOcular™ - rekonstruovany model lidské rohovky

Rekonstruovany model lidské rohovky EpiOcular™ od firmy MatTek, USA, se sklada
z normalnich lidskych epidermélnich keratinocytt, které tvofi stratifikovany dlazdicovy epitel
podobny epitelu rohovky. Epidermalni buniky jsou kultivovany na specidlnich plastovych
stojancich (insertdich) za pouziti media bez séra, postupné¢ se diferencuji a tvofi
mnohovstevnou strukturu analogickou stavbé normalniho kornealniho epitelu in vivo (obr. 9 a
10, ptevzaty z www.mattek.com). Model EpiOcular je mitoticky a metabolicky aktivni a

uvolnuje fadu cytokinl spojenych s o¢ni drazdivosti a zdnétem (www.mattek.com).

Obr. 9: Histologie modelu EpiOcular™ Obr. 10: Histologie krali¢i rohovky

(zvétSeni 360x) (zvétSeni 360x)
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Zékladni sada EpiOcular™ (OCL-200) doddvana firmou MatTek v chladicim boxu
obsahuje 24 tkani, které¢ jsou ulozeny v mikrotitraéni desticce na vrstvé zivného agaru a
chlazeny dvéma balicky ledu na teplotu 4-6°C. Sada obsahuje také specidlni medium
(DMEM) a soucasti barvici soupravy MTT (koncentrat MTT, rozpoustédlo MTT, pufr PBS
pro oplach, isopropanol a 24-jamkové plastové desticky). Zakladni charakteristika modelu

EpiOcular™ je uvedena v tabulce ¢&. 3.

Typ inserty Millicell PCF, primér 9 mm
Bunéény typ Normalni lidské epidermalni keratinocyty
Kultiva¢ni medium DMEM s piidanim antibiotik, ristovych faktort, insulinu,

hydrokortizonu a stimulatorti bunééné diferenciace
Piivod Neonatalni predkozka (jeden darce)

Kontrolovdno vyrobcem HIV, Hepatitis-B, Hepatitis-C, mykoplasma

Kultivace 34-37°C, 5% CO,, prechod vzduch-voda
Histologie 5-8 bunécnych vrstev (bazalni vrstva k apikalnimu povrchu)

bez kornifikace (rohovéni)

Tab. 3: Zakladni charakteristika rekonstruovaného modelu EpiOcular™ a kultivaéni

podminky (zdroj www.mattek.com)

Vyrobce kontroluje kazdou 3arzi dodavanych tkani EpiDerm™ a EpiOcular ™.
Bariérova funkce je oveéfovana standardem Triton X-100 (1%) ve zkousce zahrnujici né€kolik
casovych bodu. Poté je vypocitdna hodnota ET50 (doba nutné ke sniZeni zivotnosti tkani na
50% po aplikaci cytotoxické latky), ktera musi byt v historicky daném rozmezi. V opaéném
piipadé vyrobce informuje své zakazniky, ze dand Sarze tkani nespliiuje kriteria kvality, a

doda nahradni sadu tkani.
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2.2.1.4. Barveni MTT

Vitalni zluté barvivo MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium
bromid, CAS 298-93-1) je pfijimano buitkami a redukovdno mitochondridlni reakei za vzniku
modrého produktu formazanu, ktery se akumuluje v buiice, protoZe neprochézi plasmatickou
membranou. Pfi solubilizaci bun¢k vhodnym fixaénim roztokem (napft. isopropanolem) dojde
k uvolnéni formazanu, jehoz mnoZzstvi lze detekovat a kvantifikovat jednoduchou
kolorimetrickou metodou s vyuzitim spektrofotometru. Schopnost bun¢k redukovat MTT
indikuje mitochondridlni integritu a aktivitu, kterd mlze byt interpretovana jakozto mira
zivotaschopnosti ¢i poctu bunék. Schopnost bunék redukovat MTT po expozici zkouSené
latce ve srovnani s negativni kontrolou, exponovanou standardni netoxické substanci,
umoziiuje hodnotit relativni toxicitu zkousené latky (ES, 2009).

Barveni rekonstruovanych modeld tkani EpiDerm™ a EpiOcular™ bylo provedeno
dle protokolu INVITTOX ¢.17 (http://ecvam-dbalm.jrc.ec.europa.eu).

Barvici souprava MTT (koncentrat MTT, rozpoustédlo MTT, pufr PBS pro oplach,
extracni Cinidlo isopropanol a 24-jamkové plastové desticky) byla soucasti kazdé dodavky
tkani od firmy MatTek. Médium MTT bylo pfipraveno bezprostiedné pied pouzitim
smichanim koncentratu a rozpoustédla MTT. Pfed zahajenim barveni v zavislosti na pouZzitém
protokolu byly tkang EpiDerm™ & EpiOcular™ oplachnuty PBS a umistény do 24-
jamkovych desticek s 0,3 ml MTT media na jamku. Po 3h inkubaci (37°C, 5% CO,) byly
tkan¢ oplachnuty PBS a pfeneseny do 24-jamkové desticky obsahujici extrakéni ¢inidlo
(isopropanol, 2 ml na jamku). Extrakce probihala 2 hod za mirného tfepani na tfepacce.
Vysledna koncentrace formazanu, vzniklého enzymatickou redukci MTT ve tkéanich, byla
stanovena méienim absorbance pii vinové délce 540 nm na spektrofotometru Varian UV-VIS

CARY IE.
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2.2.2. Analytické metody
2.2.2.1. Fluorimetrie

Fluorimetrickd metoda stanoveni zivotnosti bunétné kultury je =zaloZzena na
inkorporaci vitalniho fluorescenéniho barviva (napt. neutralni ¢ervein - NR) do zivych bunék
("neutral red uptake"), které je pfi ukonceni pokusu uvolnéno z bunck plisobenim fixa¢niho
roztoku, jenz rozru$i membrany a tim umozni prinik intracelularniho obsahu do okolniho
media. Fluorescence vysledného roztoku je nasledné detekovédna v systému excitacniho (530
nm) a emisniho filtru (590 nm) pfi priichodu studeného svétla. Zivotnost bunééné kultury je
vyjadiovana v % detekované fluorescence v kultufe s pfitomnosti testované latky vici
kontrolni kultuie bez pfitomnosti testované latky (Rat, 1993).

Pro detekci emitované fluorescence a méfeni fluorescen¢nich jednotek (FSU) byl

pouzit multidetekéni fluorescencné-luminiscenéni reader FLx800 (Biotek Instruments, USA).

2.2.2.2. Spektrofotometrie

Spektralni analyza vzork éterickych olejli byla provedena podle metodického pokynu
OECD 101 (OECD, 1981). Vzorky byly fedény v. DMSO na koncentraci 0,1 mg/ml.
Absorbance v oblasti UV/vis byla méfena v rozmezi 200-750 nm proti blanku (DMSO).

Kvantifikace formazanu, produktu mitochondridlni redukce barviva MTT, uzivaného
jako indikétoru Zivotnosti tkani EpiDerm™ a EpiOcular'™, byla stanovena piti vlinové délce
570 nm proti blanku (isopropanol).

Veskeré spektrofotometrické analyzy byly provadény na spektrofotometru Varian
Cary UV-VIS 1E (Varian, Inc., USA) s pouzitim jednorazovych UV-mikrokyvet s obsahem
70 ul (BRAND GmbH, Némecko).

2.2.2.3. Chromatografie

Slozeni éterickych olejii bylo stanoveno pomoci tandemu plynového chromatografu
Agilent 7890A a hmotnostniho detektoru Agilent 5975C (GC/MS). Detaily chromatografické

analyzy jsou uvedeny v tabulce €. 4.
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Kolona HP-5ms

Délka 30 m

Vnitini primér 0,25 mm
Tloustka stacionarni faze 0,25 um

Teplotni rezim 60 do 250°C
Nastiik Split 20:1

Nosny plyn Helium

Typ ionizace elektronové 70 eV

Tab. 4: Parametry chromatografické analyzy

Vzorky éterickych olejii byly fedény acetonitrilem v poméru 1:10. Interpretace

retencnich Casii a spekter byla provadéna porovnanim naméfenych vysledkd s komercéné

dostupnymi udaji (Adams, 1995). Ptehled stanovovanych slozek éterickych olejii je uveden

v tabulce ¢. 5.

Nézev/ synonyma

Nazev dle IUPAC

Struktura

Bergapten
5-methoxypsoralen
5-methoxy-6,7-
furokumarin

4-methoxy-7H-furo[3,2-g]chro-
men-7-on

Bergamotin
5-geranoxypsoralen
Bergaptin

4-{[(2E)-3,7-dimethylokta-2,6-
dien-1-yl]oxy}-7H-furo[3,2-
g|chromen-7-on

Bergaptol
5-hydroxypsoralen
5-hydroxy-
furokumarin

4-hydroxy-7H-furo[3,2-g]chro-
men-7-on
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Isopimpinelin 4,9-dimethoxy-7H-furo[3,2- P
5,8-dimethoxy- g|chromen-7-on o
psoralen O P
5,8-dimethoxy-6,7- ( N
furokumarin S 4

~
Oxypeucedanin 4-{[(25)-3,3-dimethyloxiran-2-
5-(isoamyloxy-2,3- yl]- methoxy}-7H-furo[3,2-
epoxid)psoralen g|chromen-7-on /\A»

/ \\.

Citropten 5,7-dimethoxy-2H-chromen-2-
5,7-dimethoxy- on
kumarin T E
Citrapten (
Limetin S

o~
Herniarin 7-methoxy-2H-chromen-2-on
7-methoxykumarin .
Methylumbelliferon . \@ A

/

Citral 3,7-dimethylokta-2,6-dienal
cis,trans-citral
geranial/neral

Tab. 5: Stanovované slozky éterickych olejl
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2.2.3. KoZni drazdivost

2.2.3.1. Chemické latky

V ramci studie kozni drdzdivosti chemickych latek in vitro a in vivo byly testovany
vybrané chemické latky, které¢ byly zahrnuty do valida¢ni studie ECVAM (Spielmann et al.,
2007), a chemické latky (¢.3, 4, 8, 10, 13, 15, 17 a 21), které byly v minulosti zkouseny in
vivo v jinych studiich (Basketter et al., 2004). Tabulka ¢. 6 shrnuje jejich nazev, CAS Cislo,

¢istotu a dodavatele.

¢, | Nazev ¢islo CAS Cistota (%) Dodavatel
1 20% Natrium-dodecyl-sulfat (Laurylsiran sodny SLS) 151-21-3 >99 Merck
2 | 2-Isopropyl-2-isobutyl-1,3-dimethoxypropan 129228-21-3 >=95 ECVAM
3 Kyselina nonanova 112-05-0 96 Aldrich
4 | Kyselina dekanova 334-48-5 96 Aldrich
5 Heptaldehyd (heptanal) 111-71-7 >=95 Fluka
6 | Butyl-methakrylat 97-88-1 99 Sigma-Aldrich
7 | di-n-Propyldisulfid 629-19-6 98 Aldrich
8 a-terpineol (2-(4-Methylcyklohex-3-enyl)-propan-2-ol)) 98-55-5 95 Alfa Aesar
9 1-Bromhexan 111-25-1 >98 Fluka
10 | Dekan-1-ol 112-30-1 99+ Sigma-Aldrich
11 | Undec-10-enova kyselina 112-38-9 98 Sigma
12 | bis[(1-Methylimidazol)-(2-ethylhexanoat)], neuréeno >=95 ECVAM
Zn komplex
13 | Hexyl-salicylat 6259-76-3 98+ SAFC
14 | Terpinyl-acetat 80-26-2 95+ SAFC
15 | Linalyl-acetat 115-95-7 >95 Fluka
16 | Smés isomert: 52783-21-8 >=95 ECVAM
1-(2-isopropylfenyl)-1-fenylethan, 1-(3-isopropylfenyl)-
1-fenylethan, 1-(4-isopropylfenyl)-1-fenylethan
17 | Heptyl-butyrat 5870-93-9 98+ SAFC
18 | Smés isomerd: 1-(spiro[4.5]dec-7-en-7-yl)pent-4-en-1-| 224031-70-3 >=95 ECVAM
on, 1-(spiro[4.5]dec-6-en-7-yl)pent-4-en-1-on
19 | 4-Methylthio-benzaldehyd 3446-89-7 95 Aldrich
20 | Hydroxycitronellal (3,7-dimethyl-7-hydroxyoktanal) 107-75-5 95+ Aldrich
21 | Kyselina dodekanova 143-07-7 98+ SAFC
22 | Dipropylenglykol 25265-71-8 99 Aldrich
23 | Kyselina 1-naftalenoctova 86-87-3 97 Sigma
24 | 3,4-Dimethyl-1-H-pyrazol 2820-37-3 >=95 ECVAM
25 | 1-Brom-4-chlorbutan 6940-78-9 99 Aldrich

Tab. 6: Chemické latky zkousené na kozni drazdivost
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2.2.3.2. UV filtry

V ramci projektu MPO "Fotoprotektivni pracovni prostiedky" byl zkouSen potencial
kozni drazdivosti novych UV filtrli, syntetizovanych ve VUOS Rybitvi, s oznaéenim Soltex

E279, Soltex M a Cosol E.

CH,
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Vzorec 1: Soltex E279 Vzorec 2: Cosol E

O O~
h T

Vzorec 3: Soltex M
2.2.3.3. Zkouska kozni draZdivosti in vitro s vyuZitim modelu EpiDerm™

Ve studii kozni drazdivosti 25 chemickych latek provedené ve spolupraci
s Dr. Basketterem (UNILEVER, Velka Britanie), Centrem pro alternativni metody ZEBET
(Némecko) a firmou MatTek (USA) byl pouZzit optimalizovany postup s modifikovanou
dobou aplikace vzorkl 60 min dle protokolu firmy MatTek, verze 7.0 (MatTek, 2009).

Zkouska kozni drazdivosti UV filtr byla provadéna dle SOP firmy Mattek, verze 5.0,
pro klasifikaci chemickych latek, pouzitého ve 2. fazi valida¢ni studie kozni drazdivosti
ECVAM, s aplikaci latek po dobu 15 min (ECVAM, 2004). Vzorek Cosol E byl zkouSen
také v modifikovaném protokolu s prodlouzenou dobou aplikace na 60 min.

Po piijmu zasilky od firmy MatTek byly tkand EpiDerm™ vyjmuty z transportni
agarové desticky, preneseny do 6-jamkovych desticek obsahujicich ptredehiaté medium
(0,9 ml) a inkubovany pfes noc za uUCelem odstranéni stresovych latek vzniklych pfi

transportu.
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Chemické latky byly testovany na tfech tkanich, jako negativni kontrola byla pouzita
sterilni deionizovana voda, jako pozitivni kontrola 5% vodny roztok laurylsiranu sodného
SLS (SIGMA, CR).

Po 16-24 hodinach preinkubace (37°C, 5% CO;) byly na tkan¢ aplikovany kontroly
nebo vzorky v mnozstvi 30 ul kapalného vzorku/tkan nebo 25 mg pevného vzorku/tkan a
inkubovany 35 min v inkubatoru v 6-jamkovych destickach. Poté byly tkéné vynaty
z inkubdtoru a po dosazeni 15 minutové, resp. 60 minutové expozice byly postupné
oplachovany ve sterilnim PBS. Po ukonceni aplikace byly tkané 15x oplachnuty pomoci
stiicky a na zavér tfikrat ponofeny do 150 ml PBS, osuseny na buni¢in¢ a ptfeneseny do
6-jamkovych desticek naplnénych Cerstvym piedehiatym mediem (0,9 ml/jamku). Poté byly
tkané inkubovany dalSich 42 hodin. Po ukonceni post-kultivace byly tkdné pieneseny do
24-jamkovych desticek obsahujicich medium s rozpusténym barvivem MTT (0,3 ml/jamku) a
inkubovany 3 hodiny. Po obarveni byly tkané ptreneseny do desticky s extrak¢nim ¢inidlem
(2 ml isopropanolu/jamku), roztiepany po dobu 2 hod a vysledné zabarveni supernatantu bylo
méteno na spektrofotometru pfi vinové délce 570 nm. Z naméfenych vysledki optické denzity
(OD) byla spocitana zivotnost tkani po aplikaci vzorkl dle vzorce: Zivotnost vzorku (%) =
OD vzorku / OD negativni kontroly. Pokus spliioval kritéria kvality, pokud primérna opticka
hustota ODs7¢ u negativnich kontrol byla >1,0 a <2,5, primérna hodnota zivotnosti pozitivni
kontroly (5% SLS) byla <20% a smeérodatnd odchylka tii replikatd tkéni ovlivnénych
testovanou latkou byla < 18%.

Predikéni model stanoveny firmou MatTek umoznuje klasifikovat zkousSené latky
nasledujicim zptsobem: Pokud je Zivotnost tkani ovlivnénych zkouSenou latkou >50%
zivotnosti tkdni ovlivnénych vodou (negativni kontroly), je latka povazovana za nedrazdivou
pro kizi (neklasifikovana dle EU / GHS). Pokud je Zivotnost tkani ovlivnénych zkousenou
latkou <50% zivotnosti negativni kontroly, je latka klasifikovana jako drazdiva pro kuzi

(klasifikace EU - R38 nebo GHS - kategorie 2).

2.2.3.4. Epikutanni test koZni drazdivosti (4h Human Patch Test — 4HPT)

Epikutanni testy kozni drazdivosti u 25 chemickych latek byly provedeny dle postupu
popsané¢ho Basketterem et al. (2004). Vybér pokusnych osob a postup testovani se fidil
principy zakotvenymi v Mezinarodni etické smérnici pro biomedicinsky vyzkum zahrnujici
lidské tucastniky (CIOMS, 2002). Studie byla realizovdna se souhlasem Etické komise

Statniho zdravotniho Gstavu Praha. Vybér osob byl provadén na principu uplné dobrovolnosti.
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Vsichni dobrovolnici byli sezndmeni s pribéhem studie, splnili podminky pro zatazeni do
studie a za timto Ucelem vyplnili specidlni dotaznik.

Studie zahrnovala jednorazovy uzavieny kozni test (patch-test) na kiizi vnéjsi Casti
nadlokti. Vzorky byly aplikovany v mnozstvi 0,2 ml (kapaliny) nebo 0,2 g (vodou zvlh¢ené
pevné latky) pomoci okluzivni néaplasti Hill Top Chamber s vnitinim bavinénym terc¢ikem o
priméru 25 mm (Hill Top Companies, Cincinnati, Ohio, USA). Jako pozitivni kontrola byl
pouzit 20% vodny roztok laurylsiranu sodného (SIGMA, CR) a jako negativni kontrola
destilovana voda. Doba expozice stoupala od 15 a 30 min, az po dosazeni 1, 2, 3 az 4 hodin.

Pro hodnoceni koznich reakci bylo pouzito nasledujici ¢tyfstupnové bodovani:

74dnd vyznamna reakce,

+ slaby erytém, edém, suchost ¢i Supinaténi na prevazujici ¢asti mista aplikace,

++ zietelny erytém pfipadné piesahujici misto aplikace, doprovdzeny edémem,
Supinaténim, piipadné hemoragii ¢i strupy,

+++ silny erytém piesahujici misto aplikace, doprovazeny edémem, hemoragii ¢i tvorbou

krusty.

Projevy kozni drazdivosti byly odecitany 24, 48 a 72 hod po sejmuti naplasti. Pokud
se u subjektu objevila kozni reakce ve formé slabého erytému nebo vyssi v kterémkoli Case
odectu, dal§i aplikace nebyla provedena. Pokud nebyla zaznamendna Zzadnd reakce,
nasledovala dal$i aplikace na nové nedotcené misto kize s del§i dobou expozice. Celkovy
pocet subjektii, u nichz byla vyvolana pozitivni reakce na zkouSenou latku po dob¢ expozice
aZz 4 hodiny, byl poté s vyuzitim Fisherova exaktniho testu (Siegel a Castellan, 1988)
porovnan s poctem subjektli, u nichz byla vyvolana drazdiva reakce po aplikaci pozitivni
kontroly SLS. Latka byla klasifikovana jako drazdiva (R38), pokud incidence pozitivnich
reakci na zkouSenou latku byla signifikantné vyssi nebo se vyznamné neliSila od incidence

pozitivnich reakci vyvolanych v téZe skupiné dobrovolnikli 20% roztokem SLS.
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2.2.4. O¢ni drazdivost

2.2.4.1. Oftalmologické pripravky

NRR a NRU) byly otestovany farmakologické ptipravky dostupné bez lékatského predpisu:
Ophthalmo-Septonex (IVAX), Oc¢ni voda s kyselinou boritou (Kréskd 1ékarna), Garasone
(Schering-Plough), Visine (Pfizer), Ophtal (IVAX), Sanorin-Analergin (IVAX), déale pitna

Jako referen¢ni nedrazdivé latky pro zkouSky o¢ni drazdivosti (zkousky cytotoxicity

voda odebrana z kohoutku a fyziologicky roztok (ptipravna pad SZU).

2.2.4.2. Chemické latky

Pro zkousky o¢ni drazdivosti in vitro bylo vybrano 20 latek pouzitych ve studii kozni

drazdivosti in vitro a in vivo (viz kapitola 2.3.1.1.). Nazvy chemickych latek a jejich

charakterizace jsou uvedeny v tabulce €. 7.

Nazev CAS Cistota Vyrobce
1 | 20% Natrium-dodecyl-sulfat (Laurylsiran sodny SLS) | 151-21-3 >99 SIGMA
2 | Kyselina nonanova 112-05-0 96 Aldrich
3 | Kyselina dekanova 334-48-5 96 Aldrich
4 | Heptaldehyd (heptanal) 111-71-7 >95 Fluka
5 | Butyl-methakrylat 97-88-1 99 Sigma-Aldrich
6 | di-n-Propyl disulfid 629-19-6 98 Aldrich
7 | a-terpineol (2-(4-Methylcyklohex-3-enyl)-propan-2-ol) | 98-55-5 95 Alfa Aesar
8 | 1-Bromhexan 111-25-1 >98 Fluka
9 | Dekan-1-ol 112-30-1 99+ Sigma-Aldrich
10 | Undec-10-enova kyselina 112-38-9 98 Sigma
11 | Hexyl-salicylat 6259-76-3 98+ SAFC
12 | Terpinyl-acetat 80-26-2 95+ SAFC
13 | Linalyl-acetat 115-95-7 >95 Fluka
14 | Heptyl-butyrat 5870-93-9 98+ SAFC
15 | 4-Methylthio-benzaldehyd 3446-89-7 95 Aldrich
16 | Hydroxycitronellal (3,7-dimethyl-7-hydroxyoktanal) 107-75-5 95+ Aldrich
17 | Kyselina dodekanova 143-07-7 98+ SAFC
18 | Dipropylenglykol 25265-71-8 99 Aldrich
19 | Kyselina 1-naftalenoctova 86-87-3 97 Sigma
20 | 1-Brom-4-chlorbutan 6940-78-9 99 Aldrich

Tab. 7: Chemické latky zkouSené na o¢ni drazdivost

51




2.2.4.3. Kosmetické prostredky
Pro zkousky oc¢ni drazdivosti smésnych vzorkil byly vybrany komeréné dostupné

tenzidové kosmetické prostiedky, uvedené v tabulce ¢.8.

Cislo | Nazev (charakterizace) Vyrobce

1 Johnson's baby shampoo s kondicionerem Johnson and Johnson, Italie
(Détsky Sampon)

2 Head & Shoulders Sampon proti luptim pro mastné vlasy Procter and Gamble, Velka Britanie
(Sampon proti lupim s pyrithionem zine¢natym na mastné vlasy)

3 Hydrataéni péniva sprchova kara Sheer Vitality Eurona, CR
(Sprchovy gel s pantenolem)

4 Obnovujici ochranny sampon Complete Regenergy Eurona, CR
(Sampon pro bézné pouiti)

5 Tekuté mydlo z obnovitelnych zdrojt surovin Everstar, CR
(Ekologické tekuté mydlo)

6 Shampoo anti-dandruff cactus & pistachio Body Basics CZ, CR
(Sampon proti lupiim s piroctonem olaminu)

7 Shower gel White Tea Body Basics CZ, CR
(Sprchovy Sampon pro bézné pouZziti)

8 Tekuté mydlo Détsky svét Eurona, CR
(Détské tekuté mydlo)

9 Jericho Bath & Shower Gel Sugarcone Paloma Dead Sea Ltd., [zrael
(Sprchovy gel s mineralnimi solemi)

Tab. 8: Kosmetické prostfedky zkouSené na o¢ni drazdivost

2.2.4.4. Zkouska o¢ni drazdivosti NEUTRAL RED RELEASE (NRR)

Pro zkousky oc¢ni drazdivosti oftalmologickych piipravkli, chemickych latek i
kosmetickych prostfedki metodou NRR (dle protokolu INVITTOX ¢.54) byly jako substrat
pouzity mysi fibroblasty 3T3 Balb/c, nasazené do 96-jamkovych desticek v denzité
1 x 10* /ml, v mnozstvi 150 pl na jamku, a inkubovany 3-4 dny do dosaZeni konfluence.
Po mikroskopickém ovéfeni 100% konfluence bylo z jamek odsato kultivacni medium se
sérem a jamky byly naplnény 100 pul media se sérem a neutralni ¢erveni (NR) v koncentraci
50 pg/ml media se sérem. Po 3 hodinach inkubace zajist'ujici dostate¢nou inkorporaci NR do
bunék bylo medium odsato, jamky oplachnuty 200 ml fyziologického roztoku pufrovaného
fosfatem (PBS) a exponovany testovanym vzorkim v objemu 50 pl (3 jamky na kazdou
koncentraci). ZkouSené latky byly fedény v PBS v rozmezi 1 - 1000 mg/ml a vzdy byla
pouzita i 100% netedéna latka. Jako negativni kontrola bylo pouzito PBS. Aplikace probihala
1 minutu, poté byla latka jemné odsata a kazdd jamka opatrné¢ oplachnuta 200 pl PBS
(u nejvyssich koncentraci tenzidovych kosmetickych ptipravkl byl oplach proveden dvakrat).
Nasledovalo mikroskopické vySetieni bunék v kazdé jamce pro vylouceni falesSné

negativnich/pozitivnich  vysledkli (mikroskop Olympus 1X-50-S8F) a fotograficky
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zdokumentovany vysledky (Digital Camera Olympus C-5050 ZOOM). Zavérem byla kazda
jamka naplnéna 100 pl fixaéniho roztoku (1 ml kyseliny octové v 49 ml deionizované vody a
50 ml ethanolu) a desticka tfepana 10 min na tfepacce. Vysledné zabarveni NR odpovidajici
stupni poskozeni membran bunééné kultury bylo méfeno fluorimetrickou metodou s vyuzitim
readeru Biotek a vyjadieno pomoci fluorescen¢nich jednotek (Fluorescence Standard Units -
FSU). Zivotnost kultury (%) byla stanovena vypoétem: primér FSU vzorku/ primér FSU
negativni kontroly.

Z naméfenych hodnot byla poté pomoci softwaru Phototox Version 2.0 (ZEBET,
Némecko) urcena hodnota NRRsy, t.j. koncentrace testované latky v mg/ml, ktera zpiisobila
uvolnéni 50% NR z bunécné kultury oproti kontrolni kultute, ovlivnéné PBS. Vzhledem k
tomu, ze dosud neexistuje validovany predikéni model pro klasifikaci o¢ni drazdivosti touto
metodou, byly hodnoty NRRsy vztahovany k hodnot¢ NRRsy soubézné zkouseného 20%
SLS, o némz je znamo, ze ma leptavé ucinky na oci, znaceni R41 (ECETOC, 1998).
Zkousené latky, jez dosahuji hodnoty NRRsy nad 1000 mg/ml, byly hodnoceny jako
nedrazdivé pro o€i na zéklad¢ vysledki studie Komise evropskych spolecenstvi z roku 1991
(Anon., 1991).

Pro ucely této studie byla zvolena nasledujici klasifikace o¢ni drazdivosti:

Klasifikace NRRsy (mg/ml) poznamka
NC nedrazdi > 1000 nutno mikroskopicky ovéfit
drazdi <1000 a >NRRs((SLS nutno potvrdit jinou alternativni
R36 20%) zkouskou

silné drazdi /
R41 lepta < NRR5o(SLS 20%)

2.2.4.5. Zkouska o¢ni drazdivosti NEUTRAL RED UPTAKE (NRU)

Pro zkousSky ocni iritace oftalmologickych piipravki a kosmetickych prostiedkl
metodou NRU (dle protokolu INVITTOX ¢&. 46) byly jako substrat pouzity mysi fibroblasty
3T3 Balb/c, nasazené do 96-jamkovych desti¢ek v denzité 1 x 10* /ml, v mnozstvi 100 pl na
jamku, a inkubovany 18-24 hod do dosazeni cca 60% konfluence. Po mikroskopickém
ovéteni kvality bunék bylo z jamek odsato kultivacni medium se sérem a jamky byly

naplnény 200 pl zkouSenych vzorkii natedénych v mediu bez séra (4 jamky na kazdou
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koncentraci). Jako negativni kontrola bylo pouzito medium bez séra, jako pozitivni kontrola
20% laurylsiran sodny (SLS).

Po 24 hod inkubaci byly testované vzorky odstranény, jamky proplachnuty 200 pl
PBS a naplnény 200 pl media s neutralni ¢erveni (NR) v koncentraci 50 pg/ml. Nasledovalo
mikroskopické vysetfeni bun¢k v kazdé jamce pro vylouceni faleSné negativnich/pozitivnich
vysledkl (mikroskop Olympus IX-50-S8F). Po 3 hodinach inkubace zajiStujici dostate¢nou
inkorporaci NR do bunék bylo medium odsato, jamky oplachnuty 200 ml PBS a naplnény
200 pl fixaéniho roztoku (1 ml kyseliny octové v 49 ml deionizované vody a 50 ml ethanolu).
Poté byla desticka tfepana 10 min na tfepacce. Vysledné zabarveni NR odpovidajici zivotnosti
bunécné kultury bylo méfeno fluorimetrickou metodou s vyuzitim multifunkéniho readeru
Biotek a vyjadfeno pomoci fluorescencnich jednotek (Fluorescence Standard Units - FSU).
Zivotnost kultury (%) byla stanovena vypoétem : primér FSU vzorku/ primér FSU negativni
kontroly.

Z naméienych hodnot byla poté pomoci softwaru Phototox Version 2.0 (ZEBET,
Némecko) urcena hodnota NRUjs, t.j. koncentrace testované latky v pg/ml, ktera zplsobila
50% snizeni zivotnosti bunécné kultury oproti kontrolni kultute, ovlivnéné mediem se sérem.
Vzhledem k tomu, Ze dosud neexistuje validovany predikéni model pro klasifikaci o¢ni iritace
touto metodou, byly hodnoty NRUsy vztahovany k hodnot¢ NRUsy soubézné zkouSeného
SLS, o némz je znamo, Ze ma leptavé ucinky na oci, znaceni R41 (ECETOC, 1998).
Zkousené latky, jez dosahuji hodnoty NRUsy nad 10 000 pg/ml, jsou povazovany za zcela
necytotoxické a bez jakychkoli negativnich u¢inkl na o¢i (Jones et al., 1999; Spielmann et al.,
1996).

Pro ucely této studie byla zvolena nasledujici klasifikace o¢ni drazdivosti:

Klasifikace NRUs, (pg/ml) poznamka

NC nedrazdi >10 000 nutno mikroskopicky ovéfit

<10 000 a >NRUs, (SLS nutno potvrdit jinou alternativni
R36 drazdi 20%) zkouskou

siln€ drazdi/

R41 lepta < NRUjsp (SLS 20%)
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2.2.4.6. Zkouska o¢ni drazdivosti s vyuZitim modelu EpiOcular™

Zkouska ocni drazdivosti chemickych latek byla provadéna dle SOP firmy MatTek pro
klasifikaci chemickych latek (Protokol "REACH", Mattek, 2007). Zkouska o¢ni drazdivosti
kosmetickych prostfedkti byla provedena dle SOP firmy MatTek pro zkouseni rozpustnych
tenzidovych ptipravkl (Protokol "Dilution Method", MatTek, 2005).

2.2.4.6.1. Postup zkousky dle SOP pro chemické latky (""REACH")

Po piijmu zasilky od firmy MatTek byly tkané EpiOcular™ vyjmuty z transportni
agarové desticky, pieneseny do 6-jamkovych desticek obsahujicich predehiaté medium
(0,9 ml) a inkubovany pies noc za ucelem odstranéni stresovych latek vzniklych pfi
transportu.

Chemické latky byly testovany na dvou tkanich, jako negativni kontrola byla pouZita
sterilni deionizovana voda, jako pozitivni kontrola methyl acetat (SIGMA, CR).

Po 16-24 hodinéach preinkubace byly tkan¢ zvlh¢eny 20 pl PBS a inkubovany dalSich
30 min. Poté byly aplikovany kontroly nebo kapalné vzorky v mnozstvi 50 pl/tkan a
inkubovany 30 min. Pevné latky byly aplikovany pomoci zarovnané 1Zi€ky (cca 50 mg) a
inkubovany 90 min. Po ur¢ené dob¢ aplikace byly tkané oplachnuty postupné ve 3 kadinkach
se 100 ml PBS, osuSeny na buni¢in¢ a pieneseny do 12-jamkovych desti¢ek naplnénych
cerstvym mediem (5 ml/jamku). Po 12 minutovém ponoteni (tzv. fdze "post-soak") byly tkané
vyjmuty, osuseny na buniin¢ a inkubovany v 6-jamkovych destickich s mediem
(0,9 ml/jamku) po dobu 120 min v pfipadé kapalnych vzorki, resp. po dobu 18 hodin v
pripad¢ pevnych vzorki (tzv. faze "post-treatment") .

Po ukonceni této faze byly tkané pfeneseny do 24-jamkovych desti¢ek obsahujicich
medium s rozpuSténym barvivem MTT (0,3 ml/jamku) a inkubovany 3 hodiny. Po obarveni
byly tkéan¢ pieneseny do 24-jamkové desticky s extrakénim cinidlem (isopropanol,
2 ml/jamku), roztfepany po dobu 2 hod a vysledné zabarveni supernatantu bylo méfeno na
spektrofotometru pti vinové délce 570 nm. Z namétfenych vysledki optické denzity (OD) byla
spocCitana zivotnost tkani po aplikaci vzorkt dle vzorce: zivotnost vzorku (%) = OD vzorku /
OD negativni kontroly. Predikéni model stanoveny firmou MatTek umoznuje klasifikovat
zkousené latky nasledujicim zpiisobem: Pokud je Zivotnost tkani ovlivnénych zkouSenou
latkou >60% Zivotnosti tkani ovlivnénych vodou (negativni kontrola), je latka povazovana za
nedraZdivou pro o€i. Pokud je Zivotnost tkdni ovlivnénych zkouSenou latkou <60% Zivotnosti

negativni kontroly, je latka klasifikovana jako drazdiva.
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2.2.4.6.2. Postup zkousky dle SOP pro rozpustné materialy ("'Dilution Method")

Po piijmu zasilky od firmy MatTek byly tkané EpiOcular™ vyjmuty z transportni
agarové desticky, pfeneseny do 6-jamkovych desti¢ek obsahujicich pfedehfaté medium
(0,9 ml) a inkubovany pies noc za ucelem odstranéni stresovych latek vzniklych pii
transportu.

ZkouSené rozpustné latky byly testovany na dvou tkanich, jako negativni kontrola
byla pouzita sterilni deionizovand voda, jako pozitivni kontrola 0,3% Triton (tenzid
dodévany firmou MatTek). VSechny latky byly rozpusStény ve sterilni vod€ na koncentraci
20%.

Po 16-24 hodinach preinkubace byly na tkané aplikovany zkousené vzorky v mnozstvi
100 pl/tkan. V predbézné zkouSce (tzv. "range finder"), byla doba aplikace vSech latek
shodna, a to 16 min. Negativni kontrola (voda) byla aplikovana na 60 min, pozitivni kontrola
(Triton) byla aplikovana na 15 a 45 min. Po aplikaci vzork a kontrol byly tkané oplachnuty
ve tfech kadinkach se 100 ml PBS, osuSeny na buniin¢ a pieneseny do 12-jamkovych
desticek naplnénych Cerstvym mediem (5 ml/jamku). Po 10 minutovém ponoteni (tzv. faze
"post-soak") byly tkdn¢ vyjmuty, osuSeny na buni¢in€¢ a inkubovdny v 24-jamkovych
destickach s mediem obsahujicim barvivo MTT (0,3 ml/jamku) po dobu 3 hodin. Po obarveni
byly tkané pteneseny do 24-jamkové desticky s extrakénim cinidlem (isopropanol, 2
ml/jamku), roztfepany po dobu 2 hod a vysledné zabarveni supernatantu bylo méfeno na
spektrofotometru pti vinové délce 570 nm. Z namétfenych vysledki optické denzity (OD) byla
spocitana zivotnost tkani po aplikaci vzorkt dle vzorce: zivotnost vzorku (%) = OD vzorku /
OD negativni kontroly.

Na zakladé vysledkii predbézného testu byl poté proveden na dalsi sad¢ tkdni vlastni

test stejnym postupem, ale s dobou aplikace dle néasledujiciho schématu:

Zivotnost po 16 min. expozici dalsi ¢asové body (doba aplikace)
> 90% 64 min., 256 min.
<90% ale > 30% 4 min., 64 min.
<30% 1 min., 4 min.

Jednotlivé hodnoty Zivotnosti tkani po expozici danému vzorku ve vSech tfech
casovych bodech byly na zavér dosazeny do tabulky EXCEL (dodéna firmou MatTek) a
vypoctena hodnota ET50 (Cas, po ktery je nutno exponovat tkané testované latce, aby doslo k

poklesu Zivotnosti 0 50% oproti kontrole)
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Dle predikéniho modelu vytvofeného firmou MatTek na zdkladé zkouSeni fady

substanci 1ze na zdklad€ hodnot ET50 klasifikovat latky nasledujicim zpisobem:

Klasifikace o¢ni drazdivosti ET50 (min.)

NC nedrazdi >256-26.5

R36-11 slab¢ drazdi <26.5-11.7

R36-1 sttedné drazdi <11.7-3.45
silng

R4 drazdi/lepts <343

2.2.4.7. Zkouska ocni drazdivosti s vyuzitim chorioalantoidni memrany slepic¢iho
embrya (HET-CAM)

Pro ziskani komplexniho obrazu o tuc¢incich chemickych latek a tenzidovych
kosmetickych prostfedkii na tkan€ oka byly do studie zahrnuty vysledky zkousky HET-CAM
(Hen’s Egg Chorioallantoic Membrane Test) provedené v ramci SZU v laboratofi Oddéleni
toxikologie in vitro RNDr. Stanislavem Janouskem.

HET-CAM je alternativnim testem pro zkouSeni kozni a o¢ni iritace a drazdéni sliznic.
Podstatou zkouSky je pozorovani zmén po aplikaci zkouSené latky na bohaté prokrvenou
chorioalantoidni membranu fertilizovaného slepi¢iho vejce (stafi 8 — 10 dni, 5 vajec pro
kazdou latku). Po dobu 5 min po aplikaci se zaznamenava Cas prvniho vyskytu hemoragie
(H), koagulace (C) nebo lyzy (L). Po dosazeni zaznamenanych ¢ast v sekundach se vypocita
tzv. iritacni skore (IS) dle Kalweitova vzorce

IS =(301- H) x 5/300 + (301- (L / V)) x 7/300 + (301- C) x 9/300

Predik¢éni model stanovi nasledujici klasifikaci chemickych latek metodou HET-CAM:

Klasifikace o¢ni drazdivosti IS

NC nedrazdi 0.0-09

R36-11 slabé drazdi 1.0-49

R36-1 stiedné drazdi 5.0-89
silné

R4l drazdi/lepta 9.0-21.0

Zkouska byla provadéna dle protokolu INVITTOX ¢.47 (http://ecvam-dbalm.jrc.ec.

europa.cu).
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2.2.5 Biologické ucinky zareni - fototoxicita

2.2.5.1. Bergamotové a jiné éterické oleje

Ve studii fototoxicity byly pouzity komeréné dostupné éterické oleje bergamot (CAS
8007-75-8), Litsea cubeba (CAS 68855-99-2), pomeran¢ (CAS 8008-57-9), grapefruit (CAS
8016-20-4), citron (CAS 8008-56-0-8) a mandarinka (CAS 8008-31-9). Ve vysledcich a
diskusi jsou vzorky oznaceny dle nazvl vyrobcii: Aroma (Praha), Biomedica (Praha), SIGMA
AG (Némecko), Schupp GmbH (Freudenstadt, Némecko), Nobilis Tilia (Krasna Lipa), Eoné
(Krasna Lipa), Ivan PiSa (Zebrak), Cosmetic Karl Hadek International (Usti nad Labem) a
SALUS (Mica a Harasta, Bteclav).

Glycerinova mydla s obsahem silic od firmy SALUS byla vyrobena firmou Katefina
Honcova, Raskovice. K zdkladnimu slozeni spole¢nému pro vSechna mydla (dle Soupisu a
spole¢né nomenklatury piisad pouzivanych v kosmetickych prostiedcich - INCI):“Aqua,
Glycerin, Sodium Stearate, Propylene Glycol, Sorbitol, Sodium Laurate, Sodium Laureth
Sulfate, Sodium Lauryl Sulfate, Sodium Chloride, Steric Acid, Lauric Acid, Pentasodium
Pentetate, Tetrasodium Etidronate, barvivo® byly pfidany éterické oleje v nasledujicim
mnozstvi:

- Glycerinové mydlo s viini "vanocni pohoda": Eerveny pomeran¢ Citrus sinensis 0.044%,
Litsea cubeba 0.03%;

- Glycerinove mydlo s grapefruitem: grapefruit Citrus paradis 0.31%;

- Glycerinové mydlo s Litseou cubebou: Litsea cubeba 0.18%;

- Glycerinové mydlo s cervenym pomerancem: Cerveny pomeran¢ Citrus sinensis 0.26%.

2.2.5.2. UV filtry
V ramci vyzkumného projektu “Fotoprotektivni pracovni prostfedky* FT- TA3/050
byly ve Vyzkumném ustavu organickych syntéz, Rybitvi, pfipraveny tfi typy novych UV

filtrG podrobenych nésledné biologickym zkouskam:
1) Lipofilni fotostabilni UV filtry rozpustné v oleji

Ester E-alkoholu s 2-ethylhexanovou kyselinou, oznacen jako Soltex E279 (vzorec 4),

a jeho modifikace s ndzvem Soltex E311 (vzorec 5).
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OH

CH,CH;
CH2CH20—ﬁ—CH—CHZCH2CH2CH3 CHZCHzo—ﬁ—(CH2 )i6-CHs
(0]

Vzorec 4: Soltex E279 Vzorec 5: Soltex E311

2) Organické ve vod¢ nerozpustné filtry
Kopolymer E-ester — kyselina methakrylovd — butandioldimethakrylat v poméru
98:1,5:0,5 pod nazvem Cosol E (vzorec 6). S ptfidavkem dispergatoru Spolapon AES byl

namlet na ¢astice o velikosti cca 200 nm a 80 nm.

OH

Vzorec 6: Cosol E

Kondenzaci benzimidazolanilinu a kyanurchloridu byl ptipraven UV filtr pod ndzvem

Soltex M (vzorec 7) a namlet s ptidavkem dispergatoru Spolapon AES na pramér 85 nm.

O O~
Ia )

OCH,CHj

Vzorec 7: Soltex M
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Zékladni struktura UV absorbéru Soltex M uvedena ve vzorci 8 byla dale modifikovana

tak, jak to je naznaceno v tabulce €. 9.
Rs N R,
T Y
N \( N

R4

Vzorec 8: Obecna struktura UV absorbéru fady Soltex M

Soltex R, R; R;
" 0+ U0
-OCH,CHj i i
MN C[N\> { H—— C[N\H - C[N\H i
: o OO
_OH N N
. seses
-OH -OH i
. sezes
~OC,Hs -OC;Hs; ”
. sazes
~O(CH,);CH; -O(CH,);CH; ”
6M —o—CHZCH—(—CHz—)SCH3 —o—CHZCH—(—CHz—)SCH3 C["wn
(|:HZCH3 (|:HZCH3 L
™ —o—CHZCH—(—CHzﬁSCH3 C["wn C["wn
(|:HZCH3 h H

Tab. 9: Modifikace struktury Soltexu M
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Kondenzaci benzimidazolanilinu s benzoylchloridem byla vytvofena dal§i varianta

tohoto UV filtru pod ndzvem Soltex 8M (vzorec 9).

@Q@“‘ﬁ@

(o}

Vzorec 9: Soltex 8M

3) UV filtr rozpustny ve vodé

Vodourozpustnd varianta Soltexu M, obsahujici sulfo skupiny, byla oznafena Soltex S

(vzorec 10).

803Na

OC,Hs

Vzorec 10: Soltex S

2.2.5.3. Svételny zdroj

Pro studie fototoxicity in vitro a in vivo byl pouzit solarni simulator od firmy Dr.
Honle (Planegg, Némecko), ktery byl pouzit pii validaéni studii zkousky fototoxicity 3T3
NRU PT (Spielmann et al., 1998). UV-Sun Simulator, typ SOL-500, byl doplnén filtrem typu
HI1 sucelem odfiltrovat ptevaznou cast zafeni UVB, které je pro bunky skodlivé. Spektralni
charakteristika ozafeni s pouzitim filtru a vicka plastové desticky pro tkanové kultury je

uvedeno na obrazku ¢. 11.

Intenzita ozafeni [mW/cm?]
0 3

0,1 4

] SOL 500 + filtr H2
0.01 4 SOL 500 + filtr H1
k| / SOL 500 + filtr H1 + vicko 96jamkové destitky

0,001

L 1 T T T 1 I I
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Vinova délka [nm]

Obr. 11: Spektralni charakteristika ozafeni simulatorem SOL-500 (pfevzato z ES, 2008c)
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Solarni simulator byl upevnén na stojanu umoziujicim posun zatfi¢e pro presné
nastaveni expozicni vzdalenosti. Po 15 min pfedehfati zatfiCe byla skrz vicko desticky
zmétena intenzita UVA zafeni a expozi¢ni vzdalenost (cca 60 cm) byla nastavena tak, aby
intenzita UVA dosahovala 1,7 +/- 0,1 mW/cm®. Pfed kazdym pokusem byla intenzita zafeni

kontrolovana pomoci UVA radiometru, typ No.37 (Dr. Honle, Planegg, Némecko).

2.2.5.4. Zkouska fototoxicity 3T3 NRU PT

Zkouska fotototoxicity éterickych olejit a UV filtri byla provedena dle nafizeni
Komise (ES) ¢.440/2008, kterym se stanovi zkuSebni metody podle natizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢€.1907/2006 o registraci, hodnoceni, povolovani a omezovani
chemickych latek (Metoda B.41. Zkouska fototoxicity 3T3 NRU in vitro). Zkouska
vyhodnocuje fotocytotoxicitu z relativniho snizeni Zivotaschopnosti bun¢k exponovanych
zkouSené latce v piitomnosti svétla versus pii jeho absenci. Cytotoxicita je vyjadiena jako
koncentrané zavislé snizeni pfijmu vitalniho barviva (neutralni cervené, NR) 24 hodin po

pusobeni zkouSené latky a ozateni.

Pro kazdou zkouSenou latku byly pouzity dvé identické desticky s plochym dnem pro
tkatiové kultury 8x12 jamek (TPP, Svycarsko). Jako bun&ny substrat slouzila bunééna linie
3T3, prekultivovana v hustoté 1 x 10* bunék/jamku po dobu cca 20 hod pted pokusem (37°C,
5% CO;). Testovana latka byla tésné pied pouzitim rozpusténa bud’ pifimo v aplikaénim
mediu (ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem - PBS), nebo v etanolu ¢i DMSO a
nasledné¢ v aplikacnim mediu (PBS) tak, aby koncentrace etanolu/DMSO v PBS byla
nanejvys 1%. Po preinkubaci bylo z jamek odsato kultivacni medium se sérem a jamky byly
naplnény 100 pl nafedéného vzorku v 8 koncentracich (6 jamek na kazdou koncentraci). Jako
kontrola bylo pouzito PBS. Bunky s testovanou latkou byly inkubovany v temnu po dobu
60 min, poté byla jedna desticka (+UV) skrz vitko ozafena davkou UVA 5J/cm?, duplicitni
desticka (-UV) byla po dobu 50 min uchovéna za laboratorni teploty v temnu. Nasledné byly
roztoky odstranény, jamky promyty 150 pl PBS, naplnény kultivaénim mediem se sérem a
pies noc inkubovany. Nasledujici den bylo kultivaéni medium z bunék odstranéno a
nahrazeno 100 pl roztoku neutrdlni cervené (NR v koncentraci 50 pg/ml DMEM bez séra).
Po 3 hod inkubaci, promyti PBS a extrakci (extrakcni Cinidlo: 1 ml kyseliny octové v 49 ml
vody a 50 ml etanolu) byla stanovena zivotnost kultur kvantitativné (fluorimetricky). Stupen
cytotoxicity byl vyjadfovan v % detekované fluorescence v kultufe s pfitomnosti testované

latky vici kontrolni kultufe bez pfitomnosti testované latky.
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Pro predikci potencidlu fototoxicity bylo nezbytné analyzovat kiivky koncentrace-
odezva jak za pfitomnosti (+UV), tak za nepfitomnosti (-UV) svétla. Existuji dvé verze
predikénich modeld, jedna zalozena na porovnani koncentraci testované latky vedoucich k
50% inhibici pfijmu NR (ICsp) a vypoctu fotoiritacniho faktoru (PIF) a druha zalozena na

porovnani dvou kiivek koncentrace-odezva (MPE).

Predikéni model, verze 1: fotoirita¢ni faktor (PIF)

Pokud byly ziskany uplné kiivky koncentrace-odezva jak za ptitomnosti (+UV), tak za
nepiitomnosti (-UV) svétla, fotoiritacni faktor byl vypocitan podle vzorce
IC 50 (-ur)

P = e oy
50 (+UV)

Pokud nelze vypocist ICsy bez pritomnosti zaifeni (latka neni cytotoxickd do
maximalni testované koncentrace), ale existuje ICsy v pfitomnosti zatfeni, nelze PIF stanovit,
ptestoze vysledek naznacuje fototoxicky potencial zkousené latky. V téchto piipadech byl z
dosazenych hodnot spocitan ">PIF", kdy za ICso(-UV) byla dosazena nejvyssi zkousena
koncentrace latky.

Pokud nelze vypocist ICsp ani v pfitomnosti ani absenci ozéfeni, nelze pro zkouseny

material fotoirita¢ni faktor PIF stanovit.

Predikéni model, verze 2: stfedni svételny ucinek (MPE)
V tomto modelu jsou prekonana omezeni modelu PIF v téch ptipadech, kde nelze
ziskat hodnotu ICsy. Stfedni svételny u€inek (MPE) je zaloZen na srovnani uplné kiivky

zévislosti odezvy na koncentraci (Holzhiitter, 1997).

Analyza dat
K predikci potencidlu fototoxicity byl vyuzit software Phototox Version 2.0, vyvinuty
na Humboldtové univerzité v Berliné (Holzhiitter, 1997), dostupny jako freeware na strankach
OECD (www.oecd.org/document/55/0,2340,en_2649 34377 2349687 1 1 1 1,00. html.)
Hodnoty fluorescen¢nich jednotek (FSU), generované fluorimetrem BIOTEK, byly
importovany ve standardnim formatu a pocitacovy program porovnal odpovidajici dvojice
experimentll (+UV a —UV), vypocital hodnoty PIF a MPE, na zdkladé odpovidajicich

predikénich modeli provedl predikci potencialu fototoxicity a vypocital pravdépodobnost

toxicity s prihlédnutim k variabilité jednotlivych experimentt.
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Interpretace vysledkii

Na zéklad¢ natizeni Komise (ES) ¢.440/2008 lze predpovédét, Ze zkouSena latka s
PIF < 2 ¢i MPE < 0,1 ,,neni fototoxicka*. Hodnoty PIF > 2 a <5 ¢i MPE > 0,1 a < 0,15
predpovidaji: ,,pravdépodobné fototoxicka“ a hodnoty PIF > 5 ¢i MPE > 0,15 predpovidaji:
»fototoxicka®“. Pro hodnoty ">PIF" plati, Ze hodnota ">PIF" > 1 ukazuje na potencial

fototoxicity.

2.2.5.5. Zkouska fototoxicity s vyuZitim modelu EpiDerm™

Zkousky fototoxicity bergamotovych a dalSich éterickych oleji i vybranych UV filtra
byly provadény na trojrozmdmém modelu lidské kize EpiDerm™ (MatTek, USA) dle
protokolu INVITTOX ¢.121 - EpiDerm'™ Phototoxicity Assay (http:/ecvam-dbalm.jrc.
ec.europa.eu).

Po piijmu zasilky od firmy MatTek byly tkand EpiDerm'™ vyjmuty z transportni
agarové destiCky, pieneseny do 6-jamkovych desticek obsahujicich pfedehiaté medium
(0,9 ml) a inkubovany pies noc za ucelem odstranéni stresovych latek vzniklych pii
transportu.

Po 18-24 hod. preinkubaci byly tkan¢ pteneseny do 6-jamkovych desticek s Cerstvym
predehfatym mediem (0,9 ml) a poté byly exponovany negativni kontrole (deionizovana
voda) nebo zkouSenym vzorkim po dobu 16-18 hod. Kazda latka byla zkouSena
v 5 koncentracich fedénych sterilni deionizovanou vodou nebo sezamovym olejem (Lamotte
GmbH, Némecko), na 4 replikatnich tkanich (dvé ozatfené UV a dvé bez ozafeni UV). Latky
fedéné vodou byly aplikovany v mnozstvi 50 ul vzorku /tkéan, latky fedéné sezamovym
olejem byly aplikovany v mnozstvi 20 pl vzorku na ter¢iku z filtraéniho papiru ptilozeného na
povrch tkdné. Vzhledem ke schopnosti nékterych latek absorbovat UV zéfeni a fungovat jako
UV filtr nejvyssi koncentrace neptesahovala 10%.

Po celono¢ni expozici byla polovina tkani (¢ast +UV) ozafena solarnim simulatorem
(Dr. Honle, Némecko) po dobu cca 60 min tak, Ze intenzita UVA byla nastavena
na 1,6 - 1,8 mW/cm?® a vysledna davka UVA dosahla 6 J/cm®. Druh4 polovina tkani byla po
dobu zéafeni uchovana v temnu za laboratorni teploty (Cast -UV). Poté byly tkané 20x
oplachnuty PBS pomoci stficky, osuseny na buni¢iné a pteneseny do 6-jamkovych desticek
naplnénych Cerstvym ptedehiatym mediem (0,9 ml). Poté byly tkdn¢ inkubovany dalSich
18-24 hodin.

Po wukonceni post-kultivace byly tkané¢ pieneseny do 24-jamkovych desti¢ek

obsahujicich medium s rozpusténym barvivem MTT (0,3 ml) a inkubovany 3 hodiny.
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Po obarveni byly tkané pifeneseny do desticky s extrakénim cCinidlem (2 ml
isopropanolu/jamku), rozttepany po dobu 2 hod a vysledné zabarveni supernatantu bylo
méteno na spektrofotometru pii vinové délce 570 nm. Z naméfenych vysledkii optické denzity
(OD) byla spocitana zivotnost tkani po aplikaci vzorkt dle vzorce: zivotnost vzorku (%) =
OD vzorku / OD negativni kontroly. Pokus spliioval kritéria kvality, pokud priimérné opticka
hustota ODs7y negativnich kontrol byla >0,8 a smérodatnd odchylka dvou replikath tkani
ovlivnénych testovanou latkou byla < 30%.

Predik¢ni model, zaloZzeny na vypoctu primérnych zivotnosti vzorkill s ozafenim a bez
ozateni, pouzity v prevalida¢ni studii (Liebsch et al., 1999), stanovi, ze latka je fototoxicka,
pokud aspon v jedné koncentraci po ozafeni je zivotnost tkani sniZena nejméné o 30% oproti

Zivotnosti tkan€ exponované stejné koncentraci, ale bez ozateni.

2.2.5.6. Epikutanni test fototoxicity (Human photopatch test)

Epikutanni testy fototoxicity ve skupiné dobrovolnikii byly provedeny dle postupu
popsan¢ho Neumannem et al. (2000).

Vybér pokusnych osob a postup testovani se tidil principy zakotvenymi v Mezindrodni
etické smérnici pro biomedicinsky vyzkum zahrnujici lidské ucastniky (CIOMS, 2002).
Studie byla realizovana se souhlasem Etické komise Statniho zdravotniho tustavu Praha.
Vybér osob byl provadén na principu Uplné dobrovolnosti. VSichni dobrovolnici byli
seznameni s prubchem studie, splnili podminky pro zafazeni do studie a za timto ucelem
vyplnili specidlni dotaznik v€etné informovaného souhlasu.

Studie zahrnovala jednorazovy uzavieny kozni test (patch-test v okluzi na spodni ¢asti
zad) a nasledné ozafeni solarnim simulatorem (Dr. Honle, Némecko).

Vzorky byly fedény ve vodé pro tkanové kultury nebo v sezamovém oleji (Lamotte
GmbH, Bremen). Na spodni ¢asti zad dobrovolnikli nalevo i napravo od patefe byly
aplikovany v okluzi testované vzorky pomoci saturovanych ter¢ikli papiru o praiméru 0,8 cm
urcenych do naplasti Finn Chamber (Finn Chamber on Scanpor, Epitest Ltd Oy, Finsko).
Doba expozice byla 1 hodina. Zbytky testované latky byly odstranény jemnym setfenim.
Ihned po sejmuti patch testu byla leva ¢ast zad ozafena soldrnim simulatorem v celkové dévce
UVA 5 J/ cm’. Intenzita zafeni byla 5 mW/cm?, vzdalenost zafi¢e od ozafované plochy cca
35 cm, doba ozéfeni 15 - 20 minut. Prava ¢ast zad bez ozateni slouzila jako kontrola. Odecet
reakei (erytém, edém) byl provadén ihned po ozafeni a v intervalech 24, 48 a 72 hodin po

ozareni.
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Pro hodnoceni kozZnich reakci bylo pouZzito nasledujici Ctyfstupiiové bodovani:

zadna vyznamna reakce,

+ slaby erytém, edém, suchost ¢i Supinaténi na pievazujici Casti mista aplikace,

++ zietelny erytém pfipadné ptesahujici misto aplikace, doprovdzeny edémem,
Supinaténim, piipadné hemoragii ¢i strupy,

+++  silny erytém piresahujici misto aplikace, doprovazeny edémem, hemoragii ¢i tvorbou
krusty.

Pro vypocet a vyhodnoceni potencialu fototoxicity (pocet pozitivnich reakci/pocet subjekti)

byly pouzity hodnoty zaznamenané v intervalech 24, 48 a 72 hodin.
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2.3. Vysledky a diskuse

2.3.1. KozZni drazdivost

2.3.1.1. KozZni drazdivost 25 chemickych latek

V letech 2003-2007 zorganizovalo Evropské centrum pro validaci alternativnich
metod ECVAM rozsahlou validaéni studii zkouSek kozni drazdivosti in vitro, ktera
zahrnovala i rekonstruované kozni modely EpiDerm™ od firmy MatTek, USA, a model
EPISKIN™ od firmy L’Oréal, Francie (Spielmann et al., 2007; Eskes et al., 2007). V priibdhu
této studie ob¢ zkousky drazdivosti na modelech lidské kuize klasifikovaly nékteré substance
odli$né oproti Draizovu testu kozni drazdivosti na kralicich.

S cilem objasnit nejednoznacné vysledky koznich modell ve valida¢ni studii ECVAM
a zarovei optimalizovat protokol kozni drazdivosti s vyuzitim modelu EpiDerm™ byla
vytvoiena pracovni skupina zahrnujici Dr. Baskettera a Dr. Marriottovou z laboratote
UNILEVER (Velka Britanie), Dr. Liebsche z némeckého centra pro alternativni metody
ZEBET (Némecko), Dr. Kand’arovou z firmy MatTek (USA) a pracovniky laboratore NRC
pro kosmetiku (SZU, Praha). Bylo rozhodnuto vyzkouset nékteré z chemickych latek z
valida¢ni studie ECVAM podle modifikovaného SOP pro zkousku drazdivosti na modelu
EpiDerm™ s prodlouZenou dobou aplikace z 15 na 60 min. Dale bylo ujednano provést
klinickou studii kozni drazdivosti na dobrovolnicich metodou 4HPT (viz strana 49).

Jednalo se o latky (viz strana 47), které ve validacni studii vykazovaly nejednoznacné
¢1 hranicni vysledky. DalSich 8 latek (¢.3, 4, 8, 10, 13, 15, 17 a 21) bylo v minulosti
zkouseno Dr. Basketterem ve skupiné dobrovolnikii (Basketter et al., 2004) a v této studii
slouzily k ovéfeni transferability zkousky 4HPT mezi laboratofemi. Pred zafazenim do
klinické studie byl zjistén toxikologicky profil vSech latek a substance korozivni ¢i jinak
toxikologicky nepfijatelné nebyly zkouseny.

Klasifikace vybranych 25 chemickych latek, pochézejici z databazi Evropského centra
pro ekotoxikologii a toxikologii chemikalii - European Centre for the Ecotoxicology and
Toxicology of Chemicals (ECETOC, 1995), z Databaze novych chemikalii (New Chemicals
Database, NCD) a z Toxic Substance Control Act (TSCA, databaze zifizena pti Environmental
Protection Agency EPA, USA), byla pfevzata zpublikaci shrnujicich validaci
rekonstruovanych modelii kiize pro stanoveni kozni drazdivosti in vitro (Spielmann et al.,

2007; Eskes et al., 2007).
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V ramci SZU byla zkousena v optimalizovaném protokolu s 60 min. aplikaci na
modelu EpiDerm™ drazdivost 5 chemickych latek, ostatni vysledky zkousky in vitro byly
pfevzaty od firmy MatTek. Po zaskoleni Dr. Basketterem byly v laboratofich NRC pro

kosmetiku (SZU) provadény viechny klinické zkousky kozni drazdivosti u dobrovolniki.

2.3.1.1.1. Vysledky
V ramci této studie bylo s vyuzitim modelu EpiDerm™ v upraveném protokolu
(60 min aplikace) zkouSeno v laboratofi NRC pro kosmetiku 5 chemickych latek,
poskytnutych do studie oddélenim CORRELATE (ECVAM, Itélie): 2-Isopropyl-2-isobutyl-
1,3-dimethoxypropan (¢.2, DXP); bis[(1-Methylimidazol)-(2-ethyl-hexanoat)], Zn komplex
(¢.12, MEHZn); Smé&s isomeri: 1-(2-isopropylfenyl)-1-fenylethan, 1-(3-isopropylfenyl)-1-
fenylethan, 1-(4-isopropylfenyl)-1-fenylethan (¢.16, IPP); Smés isomeri: 1-(spiro[4.5]dec-7-
en-7-yl)pent-4-en-1-on,1-(spiro[4.5]dec-6-en-7-yl)pent-4-en-1-on  (¢.18,  SPIR); 3.4-
Dimethyl-1-H-pyrazol (¢.24, DMP). Vysledky kozni drazdivosti in vitro jsou uvedeny

na obrazku ¢&. 12.

Kozni iritace EpiDerm 60 - chemické latky
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Obr. 12: Chemické latky - vysledky kozni drazdivosti s vyuzitim modelu EpiDerm™™,

modifikovany protokol s aplikaci 60 min.
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Modifikovany protokol kozni drazdivosti zahrnoval prodlouzeni aplikacni doby
z 15 min na 60 min. Ve zkouSce zahrnujici 15 min. aplikaci byly 2 latky klasifikovany jako
drazdivé (DMP, MEHZn) a 3 latky jako nedrazdivé (DXP, IPP, SPIR). Ani u jednoho ze
zkousenych vzorkd vsSak modifikaci postupu a prodlouzenim aplikaéni doby nedoslo ke
zméné klasifikace.

Ve skupinach dobrovolniki (pocet subjekt 29 nebo 30 ve skupin€) byl poté proveden
epikutanni test kozni drazdivosti. Celkovy pocet subjektii, u nichZ byla vyvolana pozitivni
reakce na zkouSenou latku po dobé expozice az 4 hodiny, byl s vyuZzitim Fisherova exaktniho
testu porovnan s po¢tem subjektd, u nichz byla vyvolana drazdiva reakce po aplikaci pozitivni
kontroly SLS. Latka byla klasifikovana jako drazdivad (R38), pokud incidence pozitivnich
reakei na zkouSenou latku byla signifikantné vyssi nebo se vyznamné nelisila od incidence
pozitivnich reakci vyvolanych v téZe skupiné dobrovolnikti 20% roztokem SLS.

Sumarni vysledky zahrnujici klasifikaci zkousenych latek podle EU na kralicich, podle
zkousky na koznim modelu EpiDerm™ s vyuzZitim dvou riznych protokoli (15 min a 60 min
aplikace) a podle epikutanniho testu 4HPT ve skupiné dobrovolnikii jsou uvedeny v tabulce
¢. 10 (strana 70).

Skupina vybranych 25 chemikalii obsahovala dle klasifikace EU na kralicich 16
iritantti a 9 neiritanti. Ze 16 latek drazdivych na kralicich jen 5 vyvolalo drazdivé reakce u
lidi. Jednalo se o SLS (€.1), kyselinu nonanovou (¢€.3), kyselinu dekanovou (¢.4), heptaldehyd
(¢.5) a 1-bromhexan (¢.9). V piipad€ pozitivni kontroly (20% SLS) byly prokazany jasné
pozitivni reakce ve formé erytému u vétSiny osob ve skupiné dobrovolnikl (94 pozitivnich z
celkového poctu 118 subjektl). U dalSich vySe zminénych drazdivych Ilatek byla
zaznamenana vyznamnd incidence pozitivnich reakci (kyselina nonanové: 19/29, kyselina
dekanova: 28/29, heptaldehyd: 17/29, 1-bromhexan: 16/30).

Jeden z klasifikovanych iritantti, 1-bromhexan (¢.9), vyvolaval u vSech subjekti silnou
senzorickou iritaci ve form¢ svédéni ¢i paleni. Expozi¢ni doba zéavisela na subjektivnim
vnimani jednotlivych dobrovolnikii a pohybovala se mezi 30 min az 2 hod. I zredukovana
doba aplikace vedla k jednozna¢nému vzniku pozitivnich reakei u 16 ze 30 subjekti.
Senzorické drazdéni bylo v men$i mife zaznamendno i v pfipadé dalSiho iritantu
klasifikovaného ve zkousce na kralicich, di-n-propyldisulfidu (¢.7). Pocet pozitivnich reakci
nestacil vSak v ptipad¢ této latky k jeji klasifikaci jakoZzto iritantu (6/30).

Zadna z latek klasifikovanych dle EU jako nedrazdiva nevyvolala drazdéni ani u lidi.
Zvysena incidence pozitivnich reakci (11/30) se objevila po aplikaci 3,4-dimethyl-1-H-

pyrazolu, ale reakce byly sotva znatelné, hranicni a vétSinou zmizely do 24 hod.
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¢. | Chemicka latka Klasifikace | 4HPT | Pozitivni | Pozitivni | EpiDerm | EpiDerm
EU Clovek | reakce |reakcena |15 min |60 min
kralik SLS
1 [20% Natrium-dodecyl-sulfat | R38 I 94/118 | 94/118 R38 R38
(Laurylsiran sodny SLS)
2 | 2-Isopropyl-2-isobutyl-1,3- R38 NI 6/29 26/29 NI NI
dimethoxypropan
3 | Kyselina nonanové R38 I 19/29 26/29 R38 R38
4 | Kyselina dekanova R38 I 28/29 26/29 R38 R38
5 Heptaldehyd (heptanal) R38 I 17/29 23/29 R38 R38
6 | Butyl-methakrylat R38 NI 0/30 22/30 NI R38
7 di-n-Propyldisulfid R38 NI 6/30 22/30 NI NI
8 |oa-terpineol (2-(4-Methylcyklohex- | R38 NI 0/29 23/29 NI R38
3-enyl)-propan-2-ol))
9 | 1-Bromhexan R38 I 16/30 22/30 NI R38
10 | Dekan-1-ol R38 NI 1/30 23/30 R38 R38
11 | Undec-10-enova kyselina R38 NI 1/29 23/29 R38 R38
12 | bis[(1-Methylimidazol)-(2- R38 NI 0/29 26/29 R38 R38
ethylhexanoat)], Zn komplex
13 Hexyl-salicylat R38 NI 0/30 22/30 NI NI
14 Terpinyl-acetat R38 NI 0/30 22/30 NI NI
15 Linalyl-acetét R38 NI 0/30 23/30 NI NI
16 | Smés isomeru: R38 NI 0/29 26/29 NI NI
1-(2-isopropylfenyl)-1-fenylethan,
1-(3-isopropylfenyl)-1-fenylethan,
1-(4-isopropylfenyl)-1-fenylethan
17 | Heptyl-butyrat NI NI 0/30 22/30 NI NI
18 | Smés isomerd: 1-(spiro[4.5]dec-7-| NI NI 0/29 26/29 NI NI
en-7-yl)pent-4-en-1-on,
1-(spiro[4.5]dec-6-en-7-yl)pent-4-
en-1-on
19 4-Methylthio-benzaldehyd NI NI 0/30 22/30 NI R38
20 | Hydroxycitronellal (3,7-dimethyl-7- | NI NI 0/30 23/30 NI NI
hydroxyoktanal)
21 Kyselina dodekanova NI NI 0/29 23/29 NI NI
22 Dipropylenglykol NI NI 0/30 22/30 NI NI
23 | Kyselina 1-naftalenoctové NI NI 0/30 22/30 NI NI
24 3,4-Dimethyl-1-H-pyrazol NI NI 11/29 26/29 R38 R38
25 | | -Brom-4-chlorbutan NI NI 0/30 22/30 NI R38

R38 (I) - drazdi kizi (iritant), NI - nedrdzdi kazi (neiritant)

Tab. 10: Sumarni vysledky klasifikace kozni drazdivosti chemickych latek metodami in vivo

a in vitro
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Udaje uvedené v tabulce &. 11 ukazuji miru konkordance mezi klasifikaci latek s
vyuzitim metody EU na kralicich, klasifikaci na zaklad€ zkousky na rekonstruovaném koznim
modelu EpiDerm™ s pouzitim obou protokolél (15 min/60 min expozice) a klasifikaci dle
vysledkt ziskanych v klinické studii ve skupiné dobrovolnikii (4HPT). Vysledky zkousky na
koznim modelu s vyuzitim protokolu s 15 min aplikaci byly prevzaty z valida¢ni studie
ECVAM, vysledky ze zkousky se 60 min aplikaci byly ¢asteéné ziskany v SZU nebo dodany

z internich zdrojt firmy MatTek.

Zpisob klasifikace Citlivost Specifi¢nost Presnost
Test na kralicich » 4HPT 100,0% (5/5) 45,0% (9/20) 56.0%
4HPT P Test na kralicich 31,3% (5/16) 100,0% (9/9) 56.0%
15 min EpiDerm P Test na kralicich 43,8% (7/16) 77,8% (7/9) 56.0%
60 min EpiDerm » Test na kralicich 62,5% (10/16) 66,7% (6/9) 64,0%
15 min EpiDerm » 4HPT 80,0% (4/5) 75,0% (15/20) 76.0%
60 min EpiDerm » 4HPT 100,0% (5/5) | 60,0% (12/20) 68,0%

Tab. 11: Konkordance klasifikace chemickych latek metodami in vivo a in vitro

V této studii s limitovanym poc¢tem zkouSenych latek se Draiziiv test na kralich
vyznaCoval ve vztahu k clovéku 100% citlivosti (5 iritantd pro clovéka bylo spravné
klasifikovano jako iritanty), ale jenom 45% specifi¢nosti (pouze 9 z 20 neiritantl pro ¢loveka
bylo klasifikovano jako neiritant na krélicich), coz vedlo k celkové piesnosti 56%. V ramci
této studie se zkouska drazdivosti s vyuzitim modelu EpiDerm™ (s 15 min, resp. 60 min
aplikaci) vzhledem ke kralikim vyznacovala citlivosti 43,8%, resp. 62,5%. Prodlouzena doba
expozice zlepsila citlivost zkousky, ale zaroven zvysila riziko falesné pozitivnich vysledka a
tudiz snizila jeji specifi¢nost (ze 77,8% na 66,7%). Zkouska na modelu EpiDerm™ vzhledem
ke ¢lovéku se vyznacovala 80%, resp. 100% citlivosti, specifi¢nost byla vyhodnocena ve vysi
75%, resp. 60% pii prodlouzené expozici. Celkova piesnost zkousky na modelu EpiDerm™ s
pouzitim dvou riznych protokoll se pohybovala mezi 68% a 76% a byla vyssi, neZ pfesnost

Draizovy zkousky na kralicich.
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2.3.1.1.2. Diskuse

Prokoly novych toxikologickych metod in vitro musi byt vyvinuty a optimalizovany
tak, aby vedly k vysledkiim srovnatelnym ¢i lepSim, nez poskytuji pravné zavazné referencni
metody. Pro mnoho latek, véetné téch zkouSenych ve valida¢nich studiich kozni drazdivosti
(Fentem et al., 2001; Cotovio et al., 2005; Kandarova et al., 2005), jsou udaje in vivo velmi
omezené dostupné. Klasifikace kozni drazdivosti je ¢asto vysledkem zkouSeni na 3 krélicich v
jedné laboratofi. Informace o mezilaboratorni reprodukovatelnosti této zkousky prakticky
neexistuji. Vzhledem k tomu, ze ve validacni studii kozni drazdivosti vedené ECVAM
(Spielmann et al., 2007) bylo zaznamendno n¢kolik nespravnych klasifikaci s pouzitim obou
hodnocenych koznich modelti (EPISKIN™, EpiDerm™), byla realizovana v SZU klinicka
studie zaméfend na hodnoceni drazdivosti vybranych latek bez zavaznych toxikologickych
vlastnosti ptimo na ¢lovéku.

Z tabulky ¢. 10 vyplyva, ze z 16 iritantd klasifikovanych na kralicich jen 5 vyvolalo
drazdéni u cloveéka. Tento vysledek je v souladu s pfedchozimi studiemi publikovanymi
Basketterem et al. (1999, 2004), které¢ odhalily, Ze asi 40% iritanti pro kraliky nevyvolalo
iritaci pfi zkouSce 4HPT ve skupiné¢ dobrovolnikd. Tato studie na omezeném poctu
chemickych latek ukazala, ze zkouska na kralicich se vyznacuje 100% citlivosti, ale pouze
45% specificnosti, coz naznacuje, ze Draizlv test spravné identifikuje vSechny iritanty pro
clovéka, ale 55% chemickych latek je nespravné klasifikovano a oznaceno jako drazdivé. I
pfes nutné respektovani principu predbézné opatrnosti je potieba zvazit, Ze nespravné
oznaceni vice nez poloviny novych nedrdzdivych latek jakozto iritanti mlze mit velky
ekonomicky dopad na vyrobu, transport, manipulaci a kone¢né uziti fady chemickych latek,
napf. jako ingredienci spotiebnich vyrobkii.

Epikutanni zkouska kozni drazdivosti u lidi (4HPT) slouzi k identifikaci hazardu kozni
drazdivosti, nikoli rizika. Je zaloZena na rezimu progresivni expozice spojené s pouzitim
srovnavaci kontroly (SLS), jehoz cilem je zabranit vyvolani silnéjSich drazdivych rekaci a
zachovat vSechny etické principy biomedicinského vyzkumu (CIOMS, 2002). Tato metoda
ma vysokou mezilaboratorni reprodukovatelnost (Griffiths et al., 1997) a vysledky nejsou
zavislé na typu kiize, pohlavi ¢i véku subjektii (Basketter et al., 1996; Robinson et al., 2001).
Chemické latky, zkousené¢ v piredchozich studiich Dr. Basketterem v laboratotich
UNILEVER, v podminkach zkouseni v laboratotich SZU vykazovaly obdobné vysledky a
stejnou klasifikaci (Basketter et al., 2004), ¢imz byla potvrzena vysoka reprodukovatelnost

vysledkt a transferabilita zkousky 4HPT mezi laboratofemi.
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Klinické studie potvrdila jiz dfive udavanou skutecnost, Ze neexistuje korelace mezi
subjektivnim senzorickym vnimanim svédéni ¢i paleni a naslednym rozvojem kozni reakce
(Basketter a Griffiths, 1993; Coverly et al., 1998). V celé skupiné subjektii vyvolala zkouSena
latka 1-bromhexan silnou senzorickou drazdivost vyzadujici zkraceni expozi¢ni doby, ale
nasledné projevy kozni iritace se objevily jen u 16 ze 30 subjektt. V ptipad¢ latky di-n-
propyldisulfidu byly u dobrovolnikii zaznamendny senzorické projevy, ale pouze u Sesti z
nich se nésledn¢ vyvinula rozpoznatelnd kozni reakce. Tyto poznatky potvrzuji obecné
pfijimany zavér, ze senzorické reakce by nemély byt soucasti hodnoceni koznich reakei, coz
odpovida i postupu zkousky na kralicich, kde senzorické u€¢inky nelze hodnotit.

V soucasné limitované studii na 25 chemickych latkach se projevila pomérné Spatna
konkordance mezi Draizovym testem a koZni reakci u lidi (pfesnost pouze 56%). Zkouska
zalozend na koznim modelu EpiDerm™ prokézala lepsi konkordanci (pfesnost 76%,
resp. 68%) pravdépodobné proto, zZe rekonstruovana lidska epidermis je svou strukturou blizsi
lidské kozi in vivo nez kize krali¢i. Kozni model EpiDerm™ navic neobsahuje vlasové
kandlky, které v okluzivnich podminkéch in vivo napomdhaji penetraci chemickych latek do
hlubsich vrstev epidermis ¢i dermis. Protokol zkousky in vitro také pocita se slabsi kozni
bariérou modelu, a proto expozice je 15 min/60 min oproti 4 hodinam u lidi i kralikd in vivo.

Vysledky této studie, publikované na Mezinarodnim kongresu o alternativnich
metodach v Japonsku (Jirova et al., 2008) a posléze v asopise Contact Dermatitis (Jirova et
al., 2010), ptispély ke zméné kritérii pro hodnoceni charakteristik chovéani dalSich modela
rekonstruované ktize in vitro pro drazdéni kize, navrhovanych pro validaci. V roce 2009
vydal ECVAM revidované standardy chovani a seznam referencnich latek pro stanoveni
hodnoty ptesnosti a spolehlivosti novych modeli vzhledem k validovanym referen¢nim
metoddam (ECVAM, 2009a). Ze seznamu referen¢nich drazdivych latek byly vytazeny a-
terpineol a butyl-methakrylat, které nevyvolavaji drazdivé reakce u lidi. U dalSich dvou latek
drazdivych na krélicich, a to u 1-dekanolu a di-n-propyldisulfidu, bylo pfidano oznaceni
"chemikalie drazdivé pro kralika, ale nedrazdivé pro ¢loveéka". V navrhu metodického pokynu
OECD pro zkouseni kozni drazdivosti in vitro s vyuzitim rekonstruované epidermis, ktery je
otevien k pripominkovani (http://www.oecd.org), je zapracovan jiz revidovany seznam
referencnich latek. V Piiloze 2 tykajici se hodnoceni charakteristik chovani navrhovanych
modell rekonstruované lidské epidermis se nové objevilo specifické omezeni tykajici se
citlivosti navrhované metody in vitro v tom smyslu, ze pouze dvé drazdivé referencni latky,
1-dekanol a di-n-propyldisulfid, mohou byt klasifikovany jako nedrazdivé ve vice nez jedné

laboratofi ucastnici se validacni studie. Piestoze citlivost validované referencni metody
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(EPISKIN™), vypogitand na zakladé zkouseni 20 referenénich latek, je pies 90%,
pozadovana citlivost navrhované metody byla stanovena na 80% vzhledem k tomu, Ze 1-
dekanol (latka klasifikovand validovanou referen¢ni metodou jako drazdivd) a di-n-
propyldisulfid (latka klasifikovand referen¢ni validovanou metodou jako nedrazdiva, ftj.
falesné negativni) nejsou drazdivé pro ¢love€ka, prestoze jsou klasifikovany jako drazdivé v
Draizové testu na kralicich (OECD, 2009b). Timto pfistupem je zohlednéna moznost, Ze nova
navrhovand metoda mulze mit lepsi schopnost klasifikovat drazdivé latky pro ¢lovéka nez
sou¢asna validovana referenéni metoda vyuzivajici kozni model EPISKIN™.

Zaveérem lze konstatovat, ze zkouska ve skupiné dobrovolnikd 4HPT je dtlezitym
zdrojem informaci pro pfistup zalozeny na prikaznosti ditkazi ("weight of evidence") pii
klasifikaci hazardu chemickych latek, protoze vyuzivad hodnoceni kozni drazdivosti pfimo u
lidi, pro néz je klasifikace urcena. Proto by méla v budoucnosti byt humanni data vyuZzivana
pii validaci alternativnich metod a vyvoji integrovanych strategii zkouSeni (Hoffmann et al.,
2008), protoze jen vysledky ovéfené na lidech poskytuji konecné rozhodnuti o predikéni

schopnosti novych alternativnich metod.

2.3.1.2. Kozni drazdivost UV filtri

V ramci vyzkumného projektu dotovaného MPO s nazvem “Fotoprotektivni pracovni
prostiedky* (FT-TA3/050), realizovaného ve spolupraci s Vyzkumnym ustavem organickych
syntéz, a.s., byly navrZeny, syntetizovany a zkouSeny nové druhy UV absorbérii. Tyto
slouceniny byly podrobeny celé skale screeningovych toxikologickych zkousek, v prvni fadé
zkousce fototoxicity (viz kapitola 2.3.3.3.) a u vybranych vzorki 1 zkousce kozni drazdivosti
s vyuzitim modelu lidské epidermis EpiDerm'™ (ES, 2009). Zkouska kozni drazdivosti UV
filtrd oznacenych jako Soltex E279, Soltex M a Cosol E byla provadéna dle SOP firmy
Mattek, verze 5.0, pro klasifikaci chemickych latek, pouzitého ve 2. fazi valida¢ni studie
kozni drazdivosti ECVAM, s aplikaci latek po dobu 15 min (ECVAM, 2004). Vzorek
Cosol E byl zkouSen také v modifikovaném protokolu s prodlouzenou dobou aplikace na 60

min (MatTek, 2009).

2.3.1.2.1. Vysledky
Vysledky zkousky kozni drazdivosti in vitro jsou zndzornény na obrazku ¢. 13. Zadny

ze zkouSenych vzorkl neprokazal potencial kozni drazdivosti, tj. nezpusobil snizeni zivotnosti
tkani na 50% oproti kontrole (destilovand voda). Ani prodlouZena aplikace Cosolu E na 60

min nevedla k prikazu potencialu kozni drazdivosti tohoto UV filtru.
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KozZni iritace EpiDerm - UV absorbéry
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Obr. 13: Kozni drazdivost UV absorbérti s vyuzitim modelu EpiDerm™

2.3.1.2.2. Diskuse

Soucasné fotoprotektivni prostiedky by mély poskytovat Sirokospektralni ochranu
pred UV zéafenim a zéaroven byt bezpetné pro zdravi, fotostabilni, vodéodolné a snadno
zapracovatelné do formulaci kosmetickych prostiedkli. Vyvoj takovych latek je velmi
obtizny, srovnatelny s vyvojem nového 1éCiva. Je potieba syntetizovat desitky molekul a
podrobit je screeningovym toxikologickym zkouskam, nez se podaii objevit novy vhodny UV
absorbér vyhovujici vSem vySe uvedenym kritériim (Nohynek a Schaefer, 2001). Pred
zafazenim nové substance na seznam povolenych UV filtrti je pak potfeba predlozit informace
o provedeni fady toxikologickych zkousek vcetné kozni drazdivosti (SCCNFP/0690/03).

V ramci projektu MPO s nazvem “Fotoprotektivni pracovni prostiedky* byla zkousena
fototoxicita a drazdivost fady novych syntetizovanych UV absorbéri. Zkouska kozni
drazdivosti na rekonstruovaném modelu EpiDerm™ odhalila, Ze ani jeden ze ti{ zkougenych
novych UV filtrli nema potencial draZdivosti pro kizi a tyto substance mohou byt zatazeny do
baterie dalSich biologickych zkouSek. Soubézné probihaly zkousky fototoxicity vSech nové
syntetizovanych UV absorbérii a souhrnné vysledky studie téchto fotoprotektivnich substanci

jsou diskutovany v kapitole 2.3.3.3 (strana 110).
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2.3.2. O¢ni drazdivost
2.3.2.1. Oftalmologické pripravky

Pti zavadéni metod in vitro pro zkouSeni o¢ni drazdivosti, tj. zkousek cytotoxicity
NRR a NRU, a pfi zvazovani vhodnych predikénich modeli pro tyto metody, byly vybrany ke
zkouSeni vzorky, u nichZ pii jednordzové aplikaci prokazatelné¢ nedochazi ke vzniku oéni
iritace. Byla pouzita pitnd voda, fyziologicky roztok a oftalmologické ptipravky, které jsou
dlouhodobé dostupné na trhu a u nichZ nejsou znamy zadné negativni G¢inky ve smyslu o¢ni

drazdivosti.

2.3.2.1.1. Vysledky

Ve zkouSce cytotoxicity NRR s kratkodobou aplikaci 1 min. zadny z testovanych
vzorkii neprokazal toxické udinky. Zivotnost bunééné kultury neklesla pod 85% oproti
kontrole a proto nebylo mozné spocitat hodnotu NRRso, tj. koncentraci, pfi niz dojde
k uvolnéni 50% NR z bun¢k oproti kontrole.

Ve zkousce cytotoxicity NRU s expozici vzorkiim po 24 hod. ptipravky Ophtalmo-
Septonex, O¢ni voda s kyselinou boritou, Garasone a Sanorin-Analergin vyvolaly velmi
nizkou toxickou odezvu s hodnotami NRUsy v rozmezi 16 299,2 — 35 805,3 pg/ml. Ostatni
vzorky nebyly toxické do nejvyssi testované koncentrace 100 000 pg/ml (tabulka €. 12).

Vzorek NRR NRU
Zivotnost (% K) NRUs (ng/ml)

Ophthalmo-Septonex 94,3 + 4,6 16 299,2 +£1064,4
O¢ni voda s kyselinou boritou 91,2+0,6 29 076,7 + 54359
Garasone 91,8+ 1,0 35 805,3 +503,4
Visine 97,3+3,0 >100 000
Ophtal 102,9+ 5,6 >100 000
Sanorin-Analergin 85,8 +6,0 31164,9 +1302,3
pitna voda 853+74 >100 000
fyziologicky roztok 94,4+ 6,7 >100 000

Tab. 12: Oftalmologické ptipravky - vysledky zkouSek o¢ni drazdivosti NRR a NRU

2.3.2.2. Chemické latky

Tato studie méla za cil ziskat dalSich poznatky o skupin€ chemickych latek, které byly
zkouseny z hlediska kozni drézdivosti metodami in vitro a in vivo (viz kapitola 2.3.1.1.).

Vybrané chemikalie, u nichz byla zndma kozni drézdivost u lidi, byly podrobeny zkoumani
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z hlediska jejich mozné drazdivosti pro oko s vyuzitim baterie in vitro metod. U Sesti z nich
byla zndma i1 o¢ni drazdivost in vivo, klasifikovana Draizovym testem na kralicich (ECETOC,
1998). Byly pouzity zkousky vyuzivajici bunécnou kulturu 3T3 Balb/c fibroblasti (NRR),
rekonstruovany model rohovky EpiOcular'™ od firmy MatTek, USA a test na
chorioalantoidni membrané kufeciho embrya, HET-CAM (vysledky byly laskavé poskytnuty
RNDr. Stanislavem Janouskem, SZU).

2.3.2.2.1.Vysledky

Ve zkouSce o¢ni drazdivosti NRR bylo mozné uréit hodnotu NRRsy pouze u 5
chemickych latek, zpusobujicich naruseni membran a vyplaveni NR. U téchto latek ve
bunécnou kulturu (obr. 14) oproti kultufe zcela destruované (obr. 15). Tento jednoznacny

ucinek byl zaznamenan v ptipadé SLS, alfa terpineolu, dipropylenglykolu, kyseliny nonanové

a 4-methylthio-benzaldehydu.

Obr. 14: Kontrolni kultura (PBS) Obr. 15: Iritacni G¢inek (dipropylenglykol)

zvétSeni 200x zvétSeni 200x

Pii striktnim dodrzeni protokolu INVITTOX ¢. 54, tj. po jednorazovém oplachu
zkouSené latky, byl u fady chemickych latek pozorovan toxicky ucinek bez vyplaveni NR
z bun¢k. Tento jev byl zptisoben bud’ nedostate¢nym oplachem chemické latky nebo fixaci
bun¢k bez naruseni membran. Typickym piikladem neopldchnuté latky, ktera absorbovala
uvolnénou neutrdlni Cervein a tak vedla k faleSné negativnimu vysledku, je hydroxycitronellal
(obr. 16) a heptaldehyd. Fixacni G¢inky se projevily u kyseliny dekanové (obr. 17), dekan-1-

olu, undec-10-enové kyseliny a linalyl-acetatu.
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Obr. 16: FaleSn¢ negativni ucinek Obr. 17: Fixac¢ni ucinek

(hydroxycitronellal) (kyselina dekanova 500 mg/ml)

zvétSeni 200x zvétSeni 200x

Rada zkougenych chemickych latek nevyvolala po aplikaci na bunéénou kulturu zadné
toxické ucinky ani po nafedéni do nejvyssi koncentrace 1000 mg/ml, ani po aplikaci latky
samotné. Dvé pevné latky, kyseliny naftalenoctova a dodekanové, byly aplikovany v suspenzi
v nejvyssi mozné koncentraci vzhledem k minimalni rozpustnosti v PBS, tj. 250 mg/ml resp.
500 mg/ml. Mikroskopické hodnoceni odhalilo, Ze ani jedna z téchto krystalickych, ve vodé
nerozpustnych latek nema toxicky ucinek na bunécnou kulturu fibroblastli (obr. 18). Mezi
dals$i netoxické latky patfil butyl-metakrylat, di-n-propyldisulfid, hexyl-salicylat, terpinyl-
acetat, heptyl-butyrat a 1-bromhexan (obr. 19).

Obr. 18: Netoxicky ucinek Obr. 19: Netoxicky ucinek (bromhexan)
(kys. dodekanova 250 mg/ml) zvétseni 200x

zvétSeni 200x
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Ve zkoudce oéni drazdivosti s vyuZitim modelu EpiOcular™ byly ve dvou
nezavislych pokusech testovany ucinky cCistych chemickych latek bez fedéni (viz strana 51).
Dvé pevné latky, kyselina dekanova a undec-10-enova, se po zahiati na 37°C zmeénily na
kapaliny a byly aplikovany jako tekuté latky. Potencidl drazdivosti pro oko, projevujici se
jako sniZeni Zivotnosti pod 60% oproti negativni kontrole, byl pozorovan u 20% SLS,
kyseliny nonanové, heptaldehydu, kyseliny dekanové, kyseliny undec-10-enové, a-terpineolu,
4-methylthiobenzaldehydu, hydroxycitronellalu, 1-brom-4-chlorbutanu a dvou pevnych latek,
kyseliny 1-naftalenoctové a dodekanové.

Vysledky jsou shrnuty v obrazku ¢. 20.

. ™ . s 4z
EpiOcular'™- chemické latky
1400 E Pokus 1
-
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Obr. 20: O¢ni drazdivost chemickych latek s vyuzitim modelu EpiOcular™

Tabulka €. 13 shrnuje veskeré ziskané tidaje o 20 zkousenych chemickych latkach v
této studii. Zahrnuje dostupna data o o¢ni drazdivosti in vivo, klasifikovana Draizovym
testem na kralicich (ECETOC, 1998), vysledky o&ni drazdivosti na modelu EpiOcular™,
hodnoty NRRsy ze zkouSky cytotoxicity NRR a hodnoty iritacniho skore (IS) ze zkousky
HET-CAM.
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. . s ECETOC EpiOcular NRRs, HET-CAM

€. | Chemicka litka in vivo v, (%) (mg/ml) as)

1 3% SLS 3% -NC - 177.5+16.1] 15.1+1.8
20% SLS 15% - R41 2,7+0,2 21.3+0.8 13.2+2.1
SLS 30% - R36 - 2.7+ 1.1 123+3.2

2 | Kyselina nonanova 43 8+3,8 46.1 £2.7 14.8+2.5

3 | Heptaldehyd 14,0+4.1 780.4%* 6.9+ 1.8

4 | Dekan-1-ol 71,6 5,0 drazdi* 7,5+3.3

5 |Kyselina dekanova
(37°C - kapalina) 13,2+ 8,4 drazdi* 7.1+14

6 | Kyselina undec-10-enova
(37°C - kapalina) 199+0,5 drazdi* 8.6t24

7 | a- terpineol 10,7 +4,3 225+114 75+1.9

8 | Butyl-methakrylat 70,4+ 7.2 nedrazdi 8.6+2.5

9 | 1-Bromhexan 76,8 5,7 nedrazdi 32+1.8

10 | Linalyl-acetat 78,2+7,9 drazdi* 54+2.1

11 | di-n-Propyl disulfid NC 934+34 nedrazdi 2.5+2.1

12 | Hexyl-salicylat 99,4+32 nedrazdi 0.7+£0.2

13 | Terpinyl-acetat 73,1+34 nedrazdi 56£23

14 | Dipropylenglykol 699+0,7 1697.3+749| 158+3.2

15 | Heptyl-butyrat 107,0 £ 6,2 nedrazdi 0.4+0.2

16 437.7 +
4-Methylthio-benzaldehyd NC 41,6 £4,2 112.3 39+1.8

17 | Hydroxycitronellal 16,9 +0,7 drézdi * 83+2.7

18 | 1-Brom-4-chlorbutan NC 479 +1,2 nedrazdi 8.8+ 3.3

19 | Kyselina 1-naftalenoctova (pevna) R41 154+4,1 negrzési(()ii A 0.3£0.1

20 | Kyselina dodekanova (pevna) R41 7,2+2,9 negrsé(;(()li A 0.5+0.2

NC - neklasifikovano (nedrazdi oko), R36 - drazdi oko, R41 - lepta oko

* - faleSn¢ negativni vysledek zptisobeny fixaci bun¢k ¢i absorpci NR, drazdéni potvrzeno
mikroskopicky

A - negativni vysledek pii nejvy$si mozné testované koncentraci potvrzen mikroskopicky
Predikéni model NRR: NC - NRRsy > 1000; R36 - NRRsy < 1000 a >NRRso(SLS 20%); R41 -
NRRso < NRRso(SLS 20%)

Predikéni model EpiOcular™: NC - Zivotnost >60% kontroly; R36 - Zivotnost <60% kontroly.
Predikéni model HET-CAM: NC - IS 0.0 - 0.9; R36/1 - IS 1.0 - 4.9; R36/I1 - IS 5.0 - 8.9; R41 - IS
9.0 -21.0.

Tab. 13: Sumarni data o¢ni drazdivosti 20 chemickych latek

2.3.2.2.2. Statistické zhodnoceni

Shoda klasifikace 20 chemickych latek pomoci metod NRR, EpiOcular'™ a
HET-CAM byla hodnocena pomoci koeficientu shody kappa (Siegel a Castellan, 1988).
Nejvyssi statisticky vyznamna shoda byla zaznamenana mezi metodami HET-CAM a NRR
(75%), niz§i shoda byla zaznamenana mezi metodami NRR a EpiOcular™ (70%). Mezi

metodami HET-CAM a EpiOcular' signifikantni shoda nebyla nalezena (tab. 14).

80



Korelace metod shodnost (%) | kappa p-hodnota
HET-CAM vs. NRR 75,0 0,4681 0,0067*
HET-CAM vs. EpiOcular 55,0 0,0426 0,4111
NRR vs. EpiOcular 70,0 0,3939 0,0391*

Tab. 14: Statistické hodnoceni shody klasifikace o¢ni drazdivosti 20 chemickych latek
s vyuzitim metod NRR, EpiOcular™ a HET-CAM

2.3.2.3. Kosmetické prostiedky

Jako dalsi skupina latek zkouSenych z hlediska potencidlu oc¢ni drézdivosti bylo
vybrano 9 komeréné dostupnych Ccisticich kosmetickych pfiravkd na bazi tenzidi. Jako
referencni latka byl pouzit laurylsiran sodny (SLS) v riznych koncentracich.

Zkouseni zahrnovalo metody vyuzivajici bunécnou kulturu 3T3 Balb/c fibroblasti
(NRR a NRU), rekonstruovany model rohovky EpiOcular™ od firmy MatTek, USA, a test na
chorioalantoidni membrané kutfeciho embrya, HET-CAM (vysledky byly laskavé poskytnuty
RNDr. Stanislavem Janouskem, SZU).

2.3.2.3.1. Vysledky

Protokol zkousky oc¢ni drazdivosti NRR byl v ptipadé kosmetickych prostiedka
modifikovan ve smyslu zlepSeni oplachu vzorkii po aplikaci. Tenzidové pripravky ve
vysokych koncentracich nebo netfedéné vzhledem ke své vysoké viskozit¢ ztstdvaly po
jednorazovém oplachu v jamkéch, zadrzovaly uvolnénou neutrdlni Cerven a vedly tak
k faleSn€¢ negativnim vysledkiim. Mikroskopické hodnoceni potvrdilo toto zjisténi (obr. 21).
Teprve opakovany oplach umoznil odstranéni uvolnéné NR z bungk, stanoveni jejiho

mnozstvi a vypocet hodnot NRRs (obr. 22).

.

Obr. 21: Sampon &.4 po 1 oplachu Obr. 22: Sampon &.4 po opakovaném
zvétSeni 200x oplachu, zvétseni 200x
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Souhrnné vysledky klasifikace potencialu drazdivosti vybranych vyrobk metodami in
vitro jsou uvedeny v tabulce &.15. Zkouska s vyuzitim modelu EpiOcular'™ klasifikovala
pouze vzorek ¢ 2 (Sampon proti luptim s pyrithionem zine¢natym na mastné vlasy) jakozto
vyrobek s potencidlem drazdivosti pro oko. Pfi pouziti zkousek cytotoxicity NRR a NRU
vykazovaly vSechny vzorky potencial drazdivosti, nicméné¢ obé metody shodné urcily vzorek
¢.1 (Détsky Sampon) a ¢&.5 (Ekologické tekuté mydlo) jakozto vyrobky s nejvysSimi
zkouSce HET-CAM byly vsechny vzorky klasifikovany jako drazdivé, nejnizsi iritacni skore

bylo zaznamenéno u vzorka ¢. 1,2, 5,7 a 8.

Vzorek NRR EpiOcular NRU HET-CAM
NRRsy (mg/ml) | ET50 (min.) | NRUs, (ug/ml) | Iritaéni skore

1 ]?étsky Sampon 332.4+105.8 449 382.8+33.9 48+2.5
2 | Sampon proti luptim s pyrithionem

zine¢natym na mastné vlasy 60.1 £6.1 16,1 9.8+3.7 8.8 £3.1
3 | Sprchovy gel s pantenolem 83.1 £26.1 32,4 56.4+9.6 16.5+1.6
4 | Sampon pro b&zné pouziti 172.0+44.4 38,3 153+1.6 109+2.0
5 lkaologické tekuté mydlo 544.4+174.5 84,4 193.6 £ 78.0 7.6+19
6 | Sampon proti luplim s piroctonem

olaminu 854+304 41,8 59.6 £4.0 10.0£2.0
7 | Sprchovy $ampon pro bé&zné pouziti 51.7+18.0 33,5 51.2+3.7 7.8+0.6
8 | Détské tekuté mydlo 343.1£63.3 41,9 61.2+3.7 154+1.5
9 | Sprchovy gel s minerdlnimi solemi 131.9+52.8 38,5 99.3 +18.9 8.8+0.7

SLS 27+1.1 netestovano 7.6+4.6 123+3.2

SLS 20% 21.3+0.8 netestovano 61.7£9.2 13.2+2.1

SLS 3% 177.5+16.1 netestovano 463.0 + 89.1 151+1.8

NC - neklasifikovano (nedrazdi oko), R36 - drazdi oko (R36/1 slabé, R36/11 stiedné drazdi), R41 - silné drazdi az
lepta oko
Predik¢ni model NRR: NC - NRRs, > 1000; R36 - NRRs, < 1000 a >NRR5o(SLS 20%);
R41 - NRRs < NRRso(SLS 20%)
Predikéni model EpiOcularTM: NC - ET50 >256-26.5 min; R36/I - ET50 <26.5-11.7 min;
R36/I1 - ET50 <11.7-3.45; R41 - ET50 <3.45
Predikéni model NRU: NC - NRUs;, > 10 000; R36 - NRUs, < 10 000 a >NRU;5,(SLS 20%);
R41 - NRUs < NRU5(SLS 20%).
Predikéni model HET-CAM: NC - 1S 0.0 - 0.9; R36/I - 1S 1.0 - 4.9; R36/I1 - IS 5.0 - 8.9; R41 - 1S 9.0 - 21.0.

Tab. 15: Kosmetické prosttedky - vysledky zkousek o&ni drazdivosti NRR, EpiOcular™,
NRU a HET-CAM

2.3.2.3.2. Statistické hodnoceni
V ptipadé souboru kosmetickych prostiedkli byla data ziskdna ve formé ciselnych
hodnot reprezentujicich spojitou veli¢inu. Pro analyzu asociace mezi metodami byl pouzit

Spearmantiv pofadovy korela¢ni koeficient (Siegel a Castellan, 1988).
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Asociace mezi metodami korelaéni p-hodnota
koeficient

NRR vs. EpiOcular 0,8667 0,0025%*
NRR vs. NRU 0,4909 0,1497
NRR vs. HET-CAM -0,2432 0,4984
NRU vs. EpiOcular 0,8516 0,0036*
NRU vs. HET-CAM -0,3769 0,2830
EpiOcular vs. HET-CAM -0,3874 0,3029

Tab. 16: Statistické hodnoceni korelace klasifikace o¢ni drazdivosti 20 chemickych

latek s vyuzitim metod NRR, NRU, EpiOcularTM a HET-CAM

Statisticky vyznamné korelace byly prokdzany mezi metodami NRR/EpiOcular™ a
NRU/EpiOcular™. Mezi NRR a NRU byla zjiiténa korelace stfedni velikosti, ktera viak

nevysla vyznamné, pravdépodobné v diisledku malého poc¢tu zkouSenych vzorkda.

2.3.2.4. Diskuse

Zkouska o¢ni drazdivosti oftalmologickych piipravkii metodou NRR potvrdila, Ze pfi
jednorazové aplikaci tyto vzorky nemaji potencial drazdivosti. Pfi delsi aplikaci (24 hod) ve
zkousce NRU se projevila relativn€é vyssi toxicita u vzorkd obsahujicich ucinné
antimikrobialni latky. Je zndmo, ze pfitomnost konzervacnich ¢i antimikrobialnich latek v
oftalmologickych ptipravcich miize pii dlouhodobém uzivani vést k toxickym ¢i zanétlivym
procesim na povrchu oka (Noecker, 2001). Tato studie potvrdila, Ze zkouska cytotoxicity
NRU zohlediuje nejen piimy ucinek latky na integritu membran, ale poskytuje informace
také o obecné toxicité zkousené latky, protoze identifikuje naruseni metabolickych funkci na
riznych bunéénych trovnich. U Zadného z oftalmologickych ptipravkd zkouSenych touto
metodou vSak nebyla prekrocena hrani¢ni hodnota NRUs, pro stanoveni potencialu o¢ni
drazdivosti, tj. 10 000 pg/ml. Latky, jez dosahuji hodnoty NRUsy nad 10 000 pug/ml, jsou
povazovany za zcela necytotoxické a bez jakychkoli negativnich G¢inkl na oci (Jones et al.,
1999; Spielmann et al., 1996). Vysledky této studie potvrdily opravnénost zvoleného
predikéniho modelu pro zkousku cytotoxicity NRU.

Pro hodnoceni potencidlu drazdivosti chemickych latek pro oko je v poslednich letech
vyvijena a ovéfovana fada metod in vitro zalozenych na bunécnych ¢i organotypickych
modelech. Problémem pfi jejich validaci je nizké kvalita a nedostatek dat z Draizova testu na

krélicich. U fady latek zcela chybi informace o u¢inku z humanni praxe. Proto byla provedena
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studie o¢ni drazdivosti zaméfend na chemické latky, u nichz byla zndma kozni drazdivost
stanovend metodami in vitro a in vivo (Jirova et al., 2008; 2010). Z vysledkl vyplynulo, Ze
nékteré latky drazdivé na kizi nemusi nutné vyvolavat o¢ni iritaci. T¢kavé nebo pevné latky
mohou byt rozdiln¢ klasifikovany vzhledem ke svym fyzikdlnéchemickym vlastnostem a
zasadnim odliSnostem v postupu Draizovy zkouSky kozni a oc¢ni drazdivosti. Ve zkousce
kozni drazdivosti (metoda B.4) jsou latky aplikovany v mnozstvi 0,5 ml ¢i 0,5 g na oholenou
ktzi kralikd pod okluzivni naplasti po dobu 4 hod. Ve zkouSce o¢ni drazdivosti (metoda B.5)
je latka aplikovana v mnozstvi 0,1 ml ¢i 0,1 g do spojivkového vaku, poté se vicka na 1 min.
pridrzi, aby nedoslo k uniku vzorku (ES, 2008). Vzorky se nevyplachuji, ale dochazi k jejich
postupnému odstranéni slzenim.

Chemicka latka ¢.11, di-n-propyldisulfid, je klasifikovdna jako koZni iritant na
kralicich, ale nebyla klasifikovana jako drazdiva ani s pouzitim modelu EpiDerm™, ani ve
skupin¢ dobrovolnikl (viz strana 70). Ve studii o¢ni drazdivosti di-n-propyldisulfid vyvolal
pozitivni reakce pouze ve zkousce HET-CAM, ostatni in vitro metody, EpiOcular™ a NRR,
jej klasifikovaly jako nedrazdivy. Dle databaze referen¢nich latek pro o¢ni iritaci (ECETOC,
1998) je di-n-propyldisulfid klasifikovan na zékladé Draizova testu na tfech kralicich jako
nedrazdivy, ale vyvolal u vSech pokusnych zvirat slabé podrazdéni spojivky, které vymizelo
do 2 dnti od aplikace. Tento vysledek potvrzuje diilezitost zkousky HET-CAM, ktera simuluje
podrazdéni spojivky a je tak dalezitym doplitkem ostatnich in vitro metod zohlediujicich
ptedevsim potencialni poSkozeni rohovkového epitelu.

Ptikladem vysoce tékavé latky je latka ¢. 9, 1-bromhexan, ktery vyvolava kozni
drazdivost pouze pii aplikaci v okluzi (jak na kralicich, tak ve skupiné¢ dobrovolnikl) ¢i pii
prodlouzené aplikaci na modelu EpiDerm™. Klasifikace oéni drazdivosti in vivo na kralicich
neni bohuZel zndma, ale ve studii in vitro byla tato latka hodnocena jako nedrazdiva ve
zkouskach NRR a EpiOcular™ a vyvolala jen slabé drazdivé uginky ve zkousce HET-CAM.

Pevné latky ¢. 19 a 20, kyseliny naftalenoctova a dodekanova, dle udaji z databéaze
ECETOC (1998) klasifikované jako siln¢ drazdivé az leptavé (R41), zplsobily u pokusnych
zvitat zavazné poskozeni rohovky pretrvavajici u nckterych zvifat vice nez 21 dni.
Zaznamenané podrazdéni spojivky bylo témét zanedbatelné. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o
pevné latky ve formé ve vod¢ nerozpustnych krystalli, je mozné, ze zpusobily poskrabani
rohovky u pokusnych kralikd. Tyto latky ve studii in vitro vedly pravdépodobné i1 k
mechanickému poskozeni tkani EpiOcular'™, nenavodily vsak skute¢né chemické poskozeni,
jak dokumentuji negativni vysledky zkousek NRR a HET-CAM. V tomto piipadé¢ klasifikace

ocni iritace na kralicich nemusi odpovidat relevantnim expozi¢nim podminkam u c¢lovéka,
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kde 1ze oCekavat okamzité odstranéni téchto latek dikladnym vyplachem nebo intenzivnim
slzenim.

Statistické hodnoceni vysledki studie na 20 chemickych latkach ukazalo, ze vysledky
metody HET-CAM se vyznamné shoduji se zkouskou cytototoxicity NRR (75,0% shody,
kappa=0,4681, p=0,0067). EpiOcular™, model lidské rohovky, poskytuje vyznamné shodné
vysledky se zkouSkou cytotoxicity NRR (70,0 % shody, kappa=0,3939, p=0391), ale shoda
se zkouskou HET-CAM je velmi nizkd (55,0% shody, kappa=0,0426, p=0,4111). Toto
zjisténi potvrzuje, ze kazda z téchto zkousek poskytuje informaci o poskozeni jiného typu
o¢ni tkan¢ a Ze vSechny maji své misto ve strategii postupného zkouseni chemickych latek
(McNamee et al., 2009).

Vysledky studie na tenzidovych kosmetickych prostfedcich ukdzaly, ze zkouska na
modelu EpiOcular™ spravné identifikovala ptipravek ¢.2, Sampon proti luptim s pyrithionem
zine¢natym na mastné vlasy, jako pripravek s nejvyssim potencidlem ocni iritace, nebot’ jiz
obsah aktivnich ingredienci indikuje signifikantni schopnost potencidlné navodit ocni
drazdivost. Podobné vysledky byly zaznamenany i ve zkouSskdch NRR a NRU. Zkouska
HET-CAM naopak spravné identifikovala pfipravek s nejmirnéjSimi drazdivymi uc¢inky pro
o¢ni tkané vzhledem k nizkému obsahu tenzidd (¢.1, Détsky Sampon). Receptury dvou
pripravki, ¢.1 (Détsky Sampon) a €.5 (Ekologické tekuté mydlo), byly vyrobcem navrzeny s
ohledem na jemnou détskou pokozku, resp. na Zivotni prostfedi, a jsou i vysoce Setrné ke
tkanim oka. Ve vSech zkouskdch in vitro bylo u téchto vzorkli dosazeno vysledka
snasSenlivost pii pouziti v humanni praxi. Statistické hodnoceni vysledki studie na
kosmetickych prostiedcich prokazalo vyznamné korelace mezi metodami NRR/EpiOcular™ a
NRU/EpiOcular™, potvrzujici diilezitost vyuziti téchto in vitro metod pro predikci poskozeni
epitelia rohovky. VSechny pouzité alternativni zkousky jsou uspésné fadu let vyuzivany jako
screeningové metody pro hodnoceni potencialu ocni drazdivosti pii vyvoji tenzidovych
kosmetickych prostiedkli, kdy jsou srovndvany s referenénim standardnim vyrobkem
("benchmark") se zndmymi ucinky in vivo (Jones et al., 2001).

Studie o¢ni iritace rtiznych typl substanci odhalila, ze zkouska cytotoxicity NRR
muze vést k faleSné negativnim vysledklim v ptipad¢ latek s fixaénim ucinkem, ktery zabrani
uniku NR z bunék, nebo u latek, které absorbuji NR a nejsou zcela odstranény jednordzovym
oplachem dle standardniho protokolu. Resenim by mohla byt optimalizace oplachu (vétsi
objem PBS nebo opakovany oplach). Pfedev§im u formulaci s vysokou viskozitou je

opakovany oplach naprosto nezbytny. Jako zasadni krok pro zajisténi spravné klasifikace se
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jevi mikroskopické hodnoceni bunétné kultury ihned po oplachu zkouSené latky. Tato
doporuceni pro modifikaci protokolu INVITTOX ¢.54 se objevila i v zavére¢né zpraveé panelu
oponentl ("Peer Review Panel") pfi retrospektivni validaci ¢tyf in vitro metod pro hodnoceni
o¢ni drazdivosti, kterou zorganizoval ECVAM v roce 2009. Metoda NRR nebyla Védeckym
vyborem ECVAM zatim doporucCena jako samostatnd metoda pro plnohodnotnou nahradu
testu na zvitratech vzhledem k nedostatkiim v parametrech reprodukovatelnosti, transferability
a oblasti pouZiti této zkouSky (ECVAM, 2009).

Zkouska HET-CAM, vyuzivajici bohaté prokrvenou chorioalantoidni membranu,
poskytuje vyznamné vysledky ve vztahu k poskozeni spojivky. Piestoze nadhodnocuje
(Gettings et al., 1994; 1996) a je s oblibou vyuzivana k prikazu nepfitomnosti potencidlu o¢ni
drazdivosti u kosmetickych prostiedkd. Pfi pouziti standardniho systému bodovani dle
Kalweitova vzorce, zalozeného na odectu doby vzniku hemoragie, koagulace a lyzy, muze
dochazet k tomu, ze jeden dominantni u¢inek piekryje ostatni parametry. Paradoxn¢ tak mtize
dojit ke vzniku vyssiho irita¢niho skore u nizSich koncentraci téZe latky (viz 3% SLS oproti
20% SLS, Tabulka €. 15). Pokud neni mozné hodnoceni vSech tii parametrt najednou, pak by
mohl byt drazdivy ucinek latky lépe vyjadifen pomoci maximalniho skére dominantniho
ucinku.

Kazda z pouzitych metod pro stanoveni o¢ni iritace in vitro poskytuje dil¢i informaci o
mechanismu ucinku zkouSené latky na specifické tkan¢ oka. VSechny pouzité zkousky
prokazaly dobrou reprodukovatelnost vysledkl, ale zaroven je nutno zdidraznit, Ze bez
dostate¢ného mnozstvi referencnich udajii ze zkouSek in vivo je obtizné stanovit predikéni
schopnost jednotlivych alternativnich metod.

V soucasné dob¢ ziistava jedinou predepsanou standardni metodou pro hodnoceni oéni
drazdivosti Draiziv test na kralicich podle Nafizeni Komise (ES) ¢.440/2008, Metoda B.5
(ES, 2008a). Jak stanovi ptiloha této zkouSky o¢ni drazdivosti, pii hodnoceni drazdivych
ucinkll na o¢i je nutné shromdzdit vSechny relevantni udaje o Gcincich zkousené latky a latek
s analogickou chemickou strukturou (QSAR - Quantitative structure-activity relationship).
Data je tfeba hodnotit s vyuzitim postupd zalozenych na prikaznosti dikaza ("weight of
evidence"). Zvlastni diraz je kladen na posouzeni veskerych dostupnych udaji o ucincich
latky na clovéka a zvitata, jejich fyzikdlnéchemickych vlastnosti a dale na posouzeni vysledkl
zkousSeni in vitro nebo ex vivo.

Uplné nahrazeni zkousky oéni drazdivosti na zvifatech je jednou z priorit center pro

validaci alternativnich metod v Evropé i USA (ECVAM, ICCVAM). V poslednich letech
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probéhla fada validacnich studii, vychazejicich ze systematické kompilace existujicich udaja
z Draizova testu 1 z huménni praxe a jejich porovani s vysledky metod in vitro (Balls et al.,
1999, ICCVAM, 2007). Vysledky ukazaly, ze jednotlivé in vitro metody obecné byly
navrzeny tak, ze simuluji mechanismus u¢inku latek na specifické o¢ni tkang, coz vede k
nutnosti nahradit Draiziiv test o¢ni drazdivosti baterii vzajemné se doplitujicich alternativnich
metod. V budoucnu je proto nutné vytvofit databazi referencnich standardnich chemikalii,
identifikovat omezeni a oblast pouziti jednotlivych alternativnich metod, po zhodnoceni
vysledkl o¢ni iritace dostatecného mnozstvi chemickych latek riiznych tfid vytvofit relevantni
predikéni modely a sestavit baterii metod pokryvajicich vSechny mechanismy u¢inku na
jednotlivé druhy ocni tkan¢ (Worth a Balls, 2002). Teprve uspésnd validace jednotlivych
alternativnich metod muze vést k legislativnimu zapracovani baterie zkousek a jejich vyuziti

pti klasifikaci hodnoceni rizika chemickych latek. (Scott et al., 2010).

87



2.3.3. Biologické ucinky zareni
2.3.3.1. Fototoxicita bergamotovych oleji

Cilem této studie bylo nejen identifikovat mozné rozdily ve fototoxicité begamotovych
oleji od rtiznych vyrobcli s odliSnym obsahem fotoaktivnich latek, ale take zhodnotit
potencial fototoxicity v zavislosti na pouzitych rozpoustédlech, doporucenych v oficialni
metodologii zkousek fototoxicity (Spielmann et al., 2000; ES, 2008c). Ctyii komeréné
dostupné vzorky bergamotového oleje (BO AROMA, BO BIOMEDICA, BO SIGMA a BO
SCHUPP) byly podrobeny spektralni a chemické analyze za ucelem identifikace obsahu
fotoaktivnich komponent. Fototoxicita byla stanovena metodami in vitro s pouzitim
validované zkousky fototoxicity 3T3 NRU PT (ES, 2008c) a zkousky fototoxicity na modelu
rekonstruované lidské kaze EpiDerm™ (Liebsch et al., 1999). Na zakladé vysledkd na
modelu EpiDerm™ byla poté provedena limitovana studie fototoxicity in vivo ve skuping
lidskych dobrovolnikii, zaméfend na oveéfeni mozné extrapolace vysledkl in vitro na situaci v

humanni praxi.

2.3.3.1.1. Vysledky

Spektrofotometricka analyza v oblasti UV/vis prokézala vyssi absorbanci (v rozsahu
300 — 360 nm) v piipadée BO SCHUPP a BO SIGMA, ve srovnani se vzorky BO AROMA a
BO BIOMEDICA (obr. 23).

Bergamotové oleje - spektralni analyza
02 = B0 Sigma
0,18
BO Aroma
0,16
0,14 ———BO Schupp
[]
g 0 BO Biomedica
©
Qo 01
S
8 0,08
Q2
< 0,06
0,04
0,02
0 T T T T T — ]
280 300 320 340 360 380 400
Vinova délka [nm]

Obr. 23: Spektralni analyza bergamotovych oleji
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Chemicka analyza s vyuzitim plynové chromatografie s hmotnostni detekci (GC/MS)
umoznila identifikaci a kvantifikaci zndmych fotoaktivnich latek v jednotlivych vzorcich
bergamotovych oleji. V tabulce ¢.17 jsou uvedeny hmotnostni koncentrace (v %)
jednotlivych identifikovanych slozek. U vzorki BO AROMA a BO BIOMEDICA nebyla
identifikovana ptitomnost sledovanych fotoaktivnich slozek. ZvySeny obsah fotoaktivnich
latek byl zjistén u vzorkiit BO SIGMA a BO SCHUPP. Mimo bergaptenu byly identifikovany
jeho derivaty bergaptol a bergamotin a také dal§i potencidlné fotoaktivni latky, jako je

citropten, isopimpinelin, geranial a neral.

Nazev BO Neral | Geranial | Bergapt | Bergapt | Bergamoti | Isopimpi | Citropte
(vyrobce) en ol n -nelin n
AROMA - - - - - - -
BIOMEDICA - - - - - - -
SIGMA 0,48 0,04 0,13 0,3 0,86 <0,01 0,13
SCHUPP 0,43 - 0,18 <0,01 0,83 - 0,19

Tab. 17: Obsah fotoaktivnich latek ve vzorcich bergamotovych oleji

S pouzitim zkousky fototoxicity 3T3 NRU PT ve dvou nezavislych pokusech byly
ze Ctyt zkousenych vzorkl bergamotovych oleji dva klasifikovany jako nefototoxické a dva
jako fototoxické. Vysledky vyjadiené pomoci fotoiritatniho faktoru (PIF) nebo stfedniho
svételného ucinku (MPE) jsou shrnuty v tabulce €. 18. U nékterych vzorkl vSak vysledky
byly nejednoznacné nebo byla klasifikace provedena na zékladé hrani¢nich hodnot PIF a
MPE. Navic se ukazalo, ze vysledky této zkousky byly zavislé na pouzitém rozpoustédle

(PBS, DMSO nebo ethanol).
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Bergamotovy olej Rozpoustédlo Pokus ¢. PIF MPE
Ethanol 1 1,218 0,027
(1% v PBS)
2 1,067 -0,004
DMSO 1 1,006 0,005
AROMA (1% v PBS)
2 1,185 -0,038
PBS 1 1,075 0,004
2 0,905 0,064
Ethanol 1 1,377 -0,004
(1% v PBS)
2 1,178 0,016
DMSO 1 1,051 0,003
BIOMEDICA (1% v PBS)
2 0,904 -0,017
PBS 1 1,310 0,113*
2 1,113 0,031
Ethanol 1 1,159 0,000
(1% in PBS)
2 1,383 0,147*
DMSO 1 1,266 0,048
SIGMA (1% in PBS)
2 1,666 0,144*
PBS 1 1,648 0,017
2 2,380* 0,232%*
Ethanol 1 1,126 0,126*
(1% v PBS)
2 1,358 0,156**
DMSO 1 1,419 0,081
SCHUPP (1% v PBS)
2 1,410 0,088
* %%
PBS 1 2,581 0,289
2 3,415* 0,348**

* pravdépodobné fototoxicky, ** fototoxicky

Tab. 18: Fototoxicita bergamotovych oleji - 3T3 NRU PT
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Zkouska fototoxicity s vyuzitim modelu EpiDerm™ prokazala potencial fototoxicity
u BO AROMA v oleji a BO SIGMA a BO SCHUPP ve vod¢ i v oleji (obr. 24a - 24h).
Fototoxicita nebyla zjiSténa u BO AROMA ve vodé a u BO BIOMEDICA ve vodé€ ani v oleji.

a) BO AROMA ve vod¢

b) BO AROMA v oleji

MTT (% kontroly)

0,032 0,100 0,316

Bergamotovy olej AROMA
(voda)

1,000

3,160
[%]

¢) BO BIOMEDICA ve vodé

(voda)

MTT (% kontroly)

0,100 0,316

0,032

Bergamotovy olej BIOMEDICA

1,000

3,160
nn

[%]

MTT (% kontroly)

0,100 0,316 1,000

Bergamotovy olej AROMA
(sezamovy olej)

3,160

10,000
[%]

d) BO BIOMEDICA v oleji

(sezamovy olej)

MTT (% kontroly)

0,100 0,316 1,000

Bergamotovy olej BIOMEDICA

3,160

10,000
[%]

Obr. 24a-d: Fototoxicita BO AROMA a BO BIOMEDICA s vyuzitim modelu Epiderm™.

Kazdy sloupec zndzoriiuje pramérnou zivotnost dvou tkéni bez ozareni (UV-) a s ozafenim

(UVH).
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e) BO SIGMA ve vodé f) BO SIGMA v oleji

Bergamotovy olej SIGMA Bergamotovy olej SIGMA
(voda) (sezamovy olej) mUV-
mUV+
120 - 120 -
100 + 100 1
= >
° 80 S 80
5 5
< 60 4 < 60
2 2
E 40 A E 40 4
20 + 20 1
0 - 0 4

0,032 0,100 0,316 1,000 3,160 0,100 0,316 1,000 3,160 10,000
[%]

[%]

g) BO SCHUPP ve vod¢ h) BO SCHUPP v oleji

Bergamotovy olej SCHUPP Bergamotovy olej SCHUPP
(voda) (sezamovy olej)
120 F -~ — -~~~ ———— - - - === = —— 120 -
| UV-

100 - m UV + 100 +
= =

S 80 - S 80 -
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< 60 < 60
& 2

E 40+ £ 40+
= =

20 + 20 +

0 - 0+
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Obr. 24e-h: Fototoxicita BO SIGMA a BO SCHUPP s vyuzitim modelu Epiderm™. Kazdy

sloupec znazoriiuje priomérnou zivotnost dvou tkani bez ozateni (UV-) a s ozafenim (UV+).
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Nasledujici zkouska fototoxicity in vivo v limitované skupiné¢ dobrovolniki
(5 subjektll) byla zaloZena na aplikaci nejvyssi nefototoxické/necytotoxické koncentrace
jednotlivych olejii zjisténych ve zkousce na modelu EpiDerm™. Vzorky byly fedény ve vodé
a sezamovém oleji. Pocet pozitivnich reakci byl odecitan ve tiech ¢asovych intervalech po

aplikaci a nésledném ozareni.

Fototoxické ucinky in vivo ve formé erytému ¢i pigmentace byly pozorovany pouze
v ptipadé vzorkii BO SIGMA a BO SCHUPP fedénych vodou. Vzorky fedéné v oleji
nevyvolaly zadnou pozitivni reakci. Vysledky zkouSky fototoxicity in vivo jsou shrnuty

v tabulce ¢. 19.

pocet pozitivnich reakci
v raznych intervalech
odectu
24 h 48 h 72 h

Bergamotovy olej

AROMA (1% ve vodg) 0/5 0/5 0/5
BIOMEDICA (1% ve vodg) 0/5 0/5 0/5
SIGMA (0,1% ve vodg) 55 | 55 | 55

SCHUPP (0,0316% ve vodé) 5/5 5/5 5/5

AROMA (1% v oleji) o5 | o5 | 055
BIOMEDICA (10% v oleji) o5 | o5 | 055
SIGMA (0,316% v oleji) 05 | o5 | 05
SCHUPP (0,1% v oleji) 05 | o5 | 05

Tab. 19: Fototoxicita bergamotovych olejii - epikutanni test ve skupin¢ dobrovolnikt

Casna erytémova reakce po ozafeni vzorkii BO SIGMA a BO SCHUPP, fedénych
vodou, se vyvinula do 24 hod po aplikaci vzorkli a nasledném ozafeni. Nejsilngj$i projevy
fotoiritace byly zaznamenany 72 hod po ozafeni. BO SIGMA (0,1% ve vod¢) vyvolal mirny
az silny erytém, doprovazeny edémem, u vSech 5 subjektii. BO SCHUPP (0,0316% ve vod¢)
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navodil velmi slaby az mirny erytém bez edému. Obrazek ¢. 25 znazoriiuje priklad kozni

reakce jednoho z dobrovolnikii 48 hod po ozéfeni.

1 - BO AROMA (1% ve vodé); 2 - BO BIOMEDICA (1% ve vod&); 3 - BO SIGMA (0,1% ve vod&);
4 - BO SCHUPP (0,0316% ve vod&); 5 - BO AROMA (1% v oleji); 6 - BO BIOMEDICA (10% v oleji);
7 - BO SIGMA (0,316% v oleji); 8 - BO SCHUPP (0,1% v oleji)

Obr. 25: Fototoxicita bergamotovych oleju - ptiklad kozni reakce 48 hod po ozéteni

Erytémova reakce se postupné u vSech dobrovolnikli béhem 7 dni vyvinula
v persistentni pigmentaci pfipominajici opaleni. Na obrazku ¢. 26 je vidét hyperpigmentace

pretrvavajici az 30 dni po provedeni epikutanniho testu.

1 - BO SIGMA (0,1% ve vodé); 2 - BO SCHUPP (0,0316% ve vodé)
Obr. 26: Fototoxicita bergamotovych oleji - piiklad hyperpigmentace ptetrvavajici 30 dni

po ozafeni
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2.3.3.1.2. Diskuse

Z literatury je znamo, ze nckteré chemické latky klasifikované jako fototoxické ve
zkousce 3T3 NRU PT nejsou fototoxické, pokud jsou aplikovany na kizi v nizkych
koncentracich (Jones et al, 2003; Kandarova, 2006). Tento jev je spojovan s jejich omezenou
biologickou dostupnosti v ktzi, souvisejici s jejich nizkou ¢i Zadnou penetraci/absorpci.
Predpoklada se, Ze biologicka dostupnost fotoaktivni latky je kliCovym faktorem pro rozvoj
kozni reakce po ozéatfeni (Jones et al., 2003; Liebsch et al., 2005). Rekonstruované modely
lidské ktize obsahuji rohovou vrstvu a tudiz vykazuji bariérovou funkci obdobnou jako lidska
epidermis. Proto jsou navrzeny jako dopliikova metoda pro verifikaci pozitivnich vysledkl ze
zkousky 3T3 NRU PT a pro zkousSeni latek, které nelze v bunééné kultuie testovat, napf.
z diivodu nerozpustnosti ve vodném prostfedi. Modely rekonstruované lidské kiize umoziuji
zkousSeni piipravkil a latek, aplikovanych topicky, bez fedéni, s extrémnim pH ¢i zapracované
ve formulacich v nizkych koncentracich jako v kone¢ném spotiebitelském vyrobku (Liebsch
et al., 2005).

Znamou podminkou fototoxického ucinku latky je jeji schopnost absorpce svételné
energie v oblasti slunecniho zateni (ES, 2008c). Tato studie prokazala, Zze fototoxicky
potencial ¢ty bergamotovych oleji byl zavisly na jejich absorpci UVA a obsahu
fotoaktivnich komponent.

Chromatografickd analyza slozeni BO AROMA a BO BIOMEDICA neodhalila
ptitomnost zadného ze znamych fototoxickych furokumarint v téchto vzorcich. Vzorek BO
BIOMEDICA neprokazal prakticky zddnou absorpci v kritické oblasti UV zateni (300 — 400
nm) a v zadné ze zkouSek fototoxicity in vitro ani in vivo nenavodil fotoxické ucinky.
Podobné¢ vysledky byly ziskany 1 v ptipadé BO AROMA, pouze nejvyssi koncentrace pouZité
ve zkousce na modelu EpiDerm™ (3,16% a 10% v sezamovém oleji) zptisobily fototoxickou
reakci. Tento vysledek mohl byt zpiisoben pfitomnosti neidentifikovanych necistot v BO
AROMA, coz indikuje 1 vykyv v absorpénim spektru kolem 280-290 nm (viz obr. 23).

BO SIGMA a BO SCHUPP prokazaly vyraznou absorpci zafeni v oblasti 300-340 nm,
indikujici potencial pro fotoaktivaci. Chemicka analyza ukazala ptitomnost fady fotoaktivnich
komponent v jejich slozeni, véetné bergaptenu. Fototoxické ucinky téchto vzorkd byly
potvrzeny zkouSkami in vitro na buiikach 1 koznich modelech v zavislosti na pouzitém
rozpoustédle. Pti pouZiti vodnych roztoki (PBS v piipadé¢ zkousky 3T3 NRU PT) byly tyto
oleje v obou systémech klasifikovany jako fototoxické. Obecné lze konstatovat, Ze pouziti
dalsich doporucenych rozpoustédel ve zkousce 3T3 NRU PT, jako je ethanol a DMSO,

neptispélo ke zlepSeni klasifikace, protoze vedlo k nejednoznaénym nebo hrani¢nim
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hodnotam PIF a MPE. Pouziti DMSO jakozto rozpoustédla mize naopak snizit fototoxicky
ucinek zkousené latky vzhledem k tomu, Ze se projevuje jako lapa¢ volnych radikalti (Masaki
et al., 1995). Na zaklad¢ vysledki této studie 1ze doporucit, aby i omezené rozpustné latky
jako éterické oleje byly prednostné zkouseny ve vodném roztoku, pouzivaném cCasto i v
humanni praxi, aby nedochazelo k chybné negativni klasifikaci.

V dermatologické studii zahrnujici omezeny pocet lidskych dobrovolnikii byly
aplikovany koncentrace bergamotovych oleji, které se projevily jako nefototoxické a
necytotoxické ve zkousce in vitro na modelu lidské kize Epiderm™. V piipadé vodnych
roztokit BO SIGMA a BO SCHUPP byly in vivo u lidi navozeny fototoxické kozni reakce i
pii pouziti nefototoxickych koncentraci zjisténych in vitro. Vybér koncentraci pro klinickou
studii byl zalozen na znalosti vy$$i permeability modelu lidské klize oproti lidské klizi in vivo
(Perkins et al., 1996; Ponec et al., 2001), byla proto pfedpokldddna nizSi biologicka
dostupnost v lidské kuzi vzhledem k jeji lepsi bariérové funkci. Nejvyssi nefototoxické
koncentrace bergamotovych oleji in vitro fedénych v sezamovém oleji dobfe korelovaly s
vysledky zkousky na lidskych dobrovolnicich, zatimco koncetrace fedéné ve vodé vyvolaly
vétsi kozni reakei in vivo, nez bylo ocekavano. Vyssi reaktivita lidské kiize in vivo miize byt
vysvétlena relativné vyssimi davkami UVB zafeni emitovanymi solarnim simulatorem, které
jsou v pokusech in vitro eliminovany. Pfi zkouskéch in vitro jsou bunky ¢i tkané ozafovany s
pouzitim vicka mikrotitaéni desticky, kterda ma zvySeny filtracni ucinek pro UVB zéfeni
(Liebsch a Spielmann, 1998).

24 hod po ozafeni byl na kizi subjektii exponované BO SIGMA a BO SCHUPP ve
vod¢ pozorovan erytém, ktery se po 72 hod vyvinul v pigmentaci pfipominajici nadmérné
opéaleni kiize. Tento jev je zpusoben pfitomnosti bergaptenu, o némz je zndmo, Ze stimuluje
melanogenezi a tim prohlubuje ztmavnuti kiize pfi opalovani. V minulosti byl bergamotovy
olej zdmérné pridavan do prostiedkti ke slunéni, ale vzhledem k novym poznatkim o
moznych fotogenotoxickych a fotokarcinogennich vlastnostech bergaptenu se od této praxe
upousti (Moysan et al., 1993). Pigmentacni uc€inek chemickych latek nelze zkouset na modelu
lidské koze EpiDerm'™, protoZe tento model neobsahuje melanocyty. Hodnoceni zmén
pigmentace by bylo mozné provadét v modifikované zkousce fototoxicity s vyuzitim
specifickych modeli kiiZe obsahujicich aktivni melanocyty, jako je napt MelanoDerm™ od
firmy MatTek.

Tato studie na bergamotovych olejich nepotvrdila vyssi citlivost modelu lidské ktze
ve srovnani s lidskou kiizi in vivo. Nebyla zjisténa piima korelace vysledki zkousek in vitro s

bezpecnou koncentraci pro lidskou ktizi. Zkouska fototoxicity s vyuzitim modelu lidské kiize
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je dulezitym néstrojem pro potvrzeni piitomnosti ¢i absence fototoxického potencidlu latek.
Nemtuze vSak byt vyuzita pro pfimou predikci koncentrace pro bezpecné pouziti v huménni
praxi, aniz je zafazen dal$i bezpecnostni faktor, a to minimalné¢ 10, tj. uziti 10x nizsi

koncentrace nez je nejvyssi nefototoxicka koncentrace ve zkousce na koznim modelu in vitro.

2.3.3.2. Fototoxicita dalSich éterickych oleji

Cilem této studie, navazujici na ptedchozi pokusy se ¢tyfmi bergamotovymi oleji
(Kejlova et al., 2007), bylo hodnoceni potencialu fototoxicity u skupiny komeréné dostupnych
éterickych olejli, které jsou soucdsti mnoha spotiebnich vyrobkl, jako jsou antiseptické
ptipravky, prostfedky pro domécnost, aromata a kosmetické prostfedky. Pro zkouseni byly
vybrany citrusové éterické oleje (pomeranc, citron, mandarinka a grapefruit) a silice Litsea
cubeba. V této studii byla opét vyuzita strategie postupného zkousSeni zahrnujici spektralni a
chemickou analyzu vzork (GC/MS), in vitro zkousky fototoxicity (3T3 NRU PT a zkouska
fototoxicity na modelu lidské kize EpiDerm'™) a zkousku fototoxicity in vivo ve skuping
lidskych dobrovolnikd. Sada 31 éterickych olejti dostupnych na trhu, zakoupenych od sedmi
ruznych dodavatell, byla chemicky analyzovana a jejich fototoxicky potencial byl stanoven
metodou 3T3 NRU PT. Nasledné byly zkouSeny i vzorky finalnich vyrobkl (glycerinovych
mydel), v jejichz receptuie byly zapracovany éterické oleje firmy SALUS ze stejné Sarze.
Vybrané vzorky 8 oleji z pomerance, citronu a Litsea cubeba byly poté testovany metodou s
vyuzitim koznich modelé. Na zakladé vysledkd na modelu EpiDerm™ byla provedena
limitovana studie fototoxicity in vivo ve skupiné lidskych dobrovolnikili, zamétfena na ovéieni

moznosti extrapolace vysledkil in vitro na situaci v humanni praxi.

2.3.3.2.1. Vysledky

U vSech zkousenych vzorkt spektrofotometricka analyza v oblasti UV/vis prokazala
absorbanci v rozsahu 300 - 350 nm, indikujici potencidl fotoaktivace a piipadnych
fototoxickych ucinkd.

Vysledky chemické analyzy zkousenych vzorki éterickych oleji metodou GC/MS,
zaméfené na identifikaci znamych fotoaktivnich komponent éterickych oleju (viz kapitola
2.2.2.3.) jsou uvedeny v tabulkach ¢. 20-24. Obsah jednotlivych sloZek je vyjadren jako

hmotnostni koncentrace v %.
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Nazev (vyrobce) Neral Geranial Bergapten Citropten
Pomeran¢ AROMA 0,101 0,270

Pomeran¢ BIOMEDICA 0,100 0,280 <0,01
Pomeran¢ hotky BIOMEDICA 0,020 0,075 0,137

Pomerané EONE 0,115 0,293

Pomeran¢ Karl Hadek 0,078 0,254

Pomeranc extra Karl Hadek 0,102 0,336

Pomeran¢ bez terpenu Karl Hadek 0,447 0,875

Pomeranc¢ Nobilis Tilia 0,070 0,140

Pomeran¢ hotky Nobilis Tilia <0,01 0,050 <0,01

Pomeran¢ SALUS 0,020 0,063

Tab. 20: Obsah fotoaktivnich sloZzek v pomerancovych olejich

Nazev (vyrobce) Neral Geranial OX}:ip;enui;e— Citropten Herniarin
Citron AROMA 1,796 4,060 <0,01 <0,01
Citron BIOMEDICA 2,217 4,416

Citron EONE 1,945 3,236 <0,01 0,052 <0,01
Citron Karl Hadek 1,823 3,047 <0,01 0,080 <0,01
Citron extra Karl Hadek 2,884 0,020 0,094 <0,01
Citron bez terpenu Karl Hadek 14,449 21,738 0,063 0,105

Citron Nobilis Tilia 2,125 3,686 <0,01 <0,01 <0,01
Tab. 21: Obsah fotoaktivnich slozek v citronovych olejich

Nazev (vyrobce) Neral Geranial Bergapten Bergaptol
Grapefruit BIOMEDICA 0,217 0,612 <0,01
Grapefruit EONE <0,01 0,054 <0,01
Grapefruit Karl Hadek 0,059 0,141 0,020
Grapefruit Nobilis Tilia 0,085 0,181 <0,01
Grapefruit SALUS 0,070 0,098 <0,01 0,040

Tab. 22: Obsah fotoaktivnich slozek v grapefruitovych olejich

Néazev (vyrobce) Neral Geranial
Mandarinka AROMA <0,01 <0,01
Mandarinka BIOMEDICA 0,356 0,722
Mandarinka EONE

Mandarinka Karl Hadek

Mandarinka Nobilis Tilia <0,01

Tab. 23: Obsah fotoaktivnich slozek v mandarinkovych olejich

Nazev (vyrobce) Neral Geranial
Litsea cubeba AROMA 21,837 30,775
Litsea cubeba BIOMEDICA 29,689 39,962
Litsea cubeba Nobilis Tilia 32,061 41,177
Litsea cubeba SALUS 32,476 40,983

Tab. 24: Obsah fotoaktivnich slozek v olejich Litsea cubeba

Témet vSechny analyzované citrusové oleje obsahovaly neral a geranial v rizném

mnozstvi. V grapefruitovych olejich se mimo neralu/gernialu vyskytoval i1 bergaptol,
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v jednom piipadé 1 bergapten. V citronovych silicich byl identifikovan také oxypeucedanin,
herniarin a citropten. Mandarinkové silice obsahovaly malé mnozstvi neralu/geranialu a u
nékterych nebyly identifikovany zadné znadmé fotoaktivni latky. Oleje Litsea cubeba se
skladaly z50-70% z neralu/geranialu a neobsahovaly zadné dal§i znamé fotoaktivni
komponenty. Dle predpokladu deterpenované (koncentrované) oleje Pomeran¢ bez terpenu
Karl Hadek a Citron bez terpenu Karl Hadek obsahovaly ostatni slozky, tj. neral/geranial,
nebo oxypeucedanin v piipadé citronové silice, ve vyS$im mnoZstvi oproti neupravenému
vzorku.

Zkouska fototoxicity 3T3 NRU s pouzitim jednoho rozpoustédla (PBS) byla
provedena u vSech testovanych vzorkl. Vysledky vyjadifené pomoci fotoiritacniho faktoru

(PIF) nebo stfedniho svételného uc¢inku (MPE) jsou shrnuty v tabulkach &. 25-29.

Nazev (vyrobce) Pokus | PIF MPE
Pomerané AROMA 1 1,282 0,024
2 |5,093%* | 0,139%
» * %k
Pomeran¢ EONE 1 |2,715% | 0,233
2 2,033% | 0,050
Pomerané BIOMEDICA ! 1,507 | 0,091
2 1,667 | 0,062
%k
Pomeran¢ hotky BIOMEDICA 1 1,841 0,199
2 1,929 | 0,143*
%%
Pomeran¢ Karl Hadek 1 1,987 | 0,166
2 2,395% 0,072
* %k
Pomeran¢ extra Karl Hadek 1 2,340 0,206
2 1,703 | 0,169%*
Pomeran¢ bez terpenu 1 2,552% | 0,161%*
Karl Hadek ) 1.866 | 0,184%%
%k
Pomerané Nobilis Tilia 1 1,901 | 0,233
2 1,318 | 0,120%
Pomeran¢ hotky Nobilis Tilia 1 1,505 0,086
2 | 2,349 | 0,240%*
Pomeran¢ SALUS 1 1,188 0,102
2 1,289 | 0,107

* pravdépodobné fototoxicky, ** fototoxicky

Tab. 25: Fototoxicita pomerancovych oleji - 3T3 NRU PT
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Nézev (vyrobce) Pokus | PIF MPE
* %
Citron AROMA 1 2,105 0,149
2 1,808 | 0,218+
ek wosk
Citron BIOMEDICA 1 |10,010%*] 0,510
2 | 6,158%* | 0,279**
» * *%
Citron EONE 1 3,427 0,259
2 1,734 | 0,221%*
Citron Karl Hadek 1 1,352 0,036
2 1,274 | 0,093
Citron extra Karl Hadek ! 1,370 0,045
2 1,063 0,001
* %k
Citron bez terpenu Karl Hadek 1 2,630 0,268
2 4,952% | 0,376**
Citron Nobilis Tilia 1 1,208 0,081
2 1,974 | 0,080

* pravdépodobné fototoxicky, ** fototoxicky
Tab. 26: Fototoxicita citronovych oleji - 3T3 NRU PT

Nazev (vyrobce) Pokus PIF MPE
E 3
Grapefruit BIOMEDICA 1 1,651 | 0,181
2 1313 | 0,055
- %
Grapefruit EONE 1 1,551 0,113
2 1,368 | 0,082
%
Grapefruit Karl Hadek 1 1,477 0,102
2 1,366 | 0,103*
Grapefruit Nobilis Tilia 1| 1,861 | 0,091
2 1310 | 0,080
* %
Grapefruit SALUS 1 [2,028* | 0,288
2 1,510 | 0,175%*

* pravdépodobné fototoxicky, ** fototoxicky
Tab. 27: Fototoxicita grapefruitovych oleji - 3T3 NRU PT

Nizev (vyrobce) Pokus| PIF MPE

. 1 1,836 0,093
Mandarinka AROMA 3 1,707 | 0,108+
Mandarinka 1 [13,656**|0,515%*
BIOMEDICA 2 2,619% |0,265%*

' , 1 1,466 0,063
Mandarinka EONE ) 1,360 0,015

. 1 1,627 0,098
Mandarinka Karl Hadek > 1,338 0,055
Mandarinka Nobilis Tilia 5 1,288 0,014

* pravdépodobné fototoxicky, ** fototoxicky
Tab. 28: Fototoxicita mandarinkovych oleji - 3T3 NRU PT
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Nazev (vyrobce) Pokus PIF MPE
1 8,442%* | 0,112*

Litsea cubeba AROMA

4,024* | 0,151**
4,369* | 0,201**

Litsea cubeba SALUS

2 | 9702 | 0.212%*
* % £33
Litsea cubeba BIOMEDICA ! 18,211 0,396
2 | 5559 | 0,001
Litsea cubeba Nobilis Tilia 1 1,529 | 0,009
2 1913 | 0,081
1
2

* pravdépodobné fototoxicky, ** fototoxicky
Tab. 29: Fototoxicita oleju Litsea cubeba - 3T3 NRU PT

VétSina éterickych oleji byla fototoxicka ¢i pravdépodobné fototoxicka. Nékteré oleje,
napf. Pomeran¢ BIOMEDICA nebo Litsea cubeba Nobilis Tilia, fototoxické ucinky vibec
nenavodily, prestoze mély obdobné slozeni jako fototoxické vzorky stejného druhu oleje.
Nejméné fototoxické byly mandarinkové oleje s vyjimkou Mandarinky BIOMEDICA
s vy$§im obsahem neralu a geranialu.

Ve zkousSce fototoxicity 3T3 NRU PT byly zkouSeny také finalni kosmetické vyrobky
(glycerinovd mydla) se zndmym obsahem éterickych oleji firmy SALUS stejné Sarze (viz
strana 58). Obsah silic ve vyrobcich a vysledky zkousSky fototoxicity jsou uvedeny v tabulce

¢. 30.

Nazev obsah silic PIF MPE

Litsea Litsea cubeba 0,18% 1,275 0,018

Grapefruit Citrus paradis 0,31% 1,219 0,093

Pomerané Citrus sinensis 0,26% 1,238 -0,014

Vanocni pohoda Citrus sinensis 0,044% 1,015 0,000
Litsea cubeba 0,03%

Tab. 30: Zkouska fototoxicity glycerinovych mydel - 3T3 NRU PT

Zatimco éterické oleje Litsea cubeba SALUS a Grapefruit SALUS ve zkousce 373
NRU PT byly vyznamné fototoxické, mydla s nizkym obsahem téchto fototoxickych

éterickych olejl (v rozsahu 0,03% az 0,31%) nevyvolala v této zkousce fototoxické Gcinky.

Na zaklad¢ slozeni a prvnich vysledki fototoxicity bylo vybrano 8 vzorku silic s
riznym potencidlem fototoxicity pro detailnéjsi zkoumadni jejich fototoxickych ucinki.
Zkouska fototoxicity 3T3 NRU PT byla u téchto vzorkl provedena i s pouZzitim dalSich
doporucenych rozpoustédel, tj. ethanolu a DMSO (tabulka ¢. 31).
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Nazev (vyrobce) Rozpoustédlo | Pokus PIF MPE
Ethanol 1 5,513% 0,024
(1% v PBS) 2 5,442%% 0,110
Litsea cubeba DMSO 1 4,179* 0,166**
AROMA (1% v PBS) 2 2,191* -0,172
PBS 1 8,442%* 0,112*
2 9,702%* 0,212+%*
Ethanol 1 18,329** | 0,512%*
(1% v PBS) 2 3,021% 0,093
Litsea cubeba DMSO 1 18,268** 0,342%*
BIOMEDICA (1% v PBS) 2 6,590 0,178
PBS 1 18,211%* | 0,396**
2 5,559%* 0,091
Ethanol 1 1,044 0,025
(1% v PBS) 2 1,056 0,014
y DMSO 1 1,071 -0,003
Pomeran¢ AROMA (1% v PBS) > 1117 0.077
PBS 1 1,282 0,024
2 5,093 0,139*
Ethanol 1 1,462 0,014
(1% v PBS) 2 0,981 -0,009
5 , DMSO 1 1,724 0,074
Pomeran¢ EONE (1% v PBS) 5 0.930 0.002
PBS 1 2,715 0,233%*
2 2,033* 0,050
Ethanol 1 1,343 -0,073
(1% v PBS) 2 1,333 0,101*
Pomeran¢ bez terpenu DMSO 1 1,609 0,037
Karl Hadek (1% v PBS) 2 1,307 0,033
PBS 1 2,552* 0,161**
2 1,866 0,184%*
Ethanol 1 1,380 0,082
(1% v PBS) 2 1,202 0,008
. DMSO 1 1,099 0,004
Citron AROMA (1% v PBS) ) 0.965 20023
1 2,105% 0,149*
PBS 2 >1,808% | 0,218**
Ethanol 1 1,037 0,035
(1% v PBS) 2 1,225 0,085
. , DMSO 1 1,253 0,010
Citron EONE (1% vPBS) [ 2 1,437 0,175%*
1 3,427+ 0,259%*
PBS 2 1,734 0,221%*
Ethanol 1 2,072* 0,115*
(1% v PBS) 2 1,935 0,204%*
Citron bez terpenu DMSO 1 1,690 0,156**
Karl Hadek (1% v PBS) 2 1,564 0,142*
PBS 1 2,630* 0,268+*
2 4,952* 0,376%*

* pravdépodobné fototoxicky, ** fototoxicky, > nebyla dosazena koncentrace IC50 (-UV)
Tab. 31: Fototoxicita éterickych olejii - 3T3 NRU PT (vSechna rozpoustédla)
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Ve zkousce fototoxicity 3T3 NRU byly vSechny vybrané silice klasifikovany jako
fototoxické ¢i pravdépodobné fototoxické, 1 kdyz v nékterych ptipadech se jednalo
o nejednoznacné nebo hrani¢ni vysledky. U vzorkl Litsea cubeba AROMA a BIOMEDICA
byl prokazan vysoky potencial fototoxicity pfi pouziti vSech tii doporucenych rozpoustédel.
Naopak u vzorkds Pomerané AROMA, Pomerané EONE a Citron AROMA byl fototoxicky
ucinek navozen pouze pii aplikaci vzorkdh v PBS. U ostatnich vzorkd byly vysledky pfi
pouziti ethanolu a DMSO jako rozpoustédel nejednoznaéné.

Ve zkousce fototoxicity s vyuzitim rekonstruovaného kozniho modelu Epiderm™ byly
vybrané vzorky zkouSeny ve vodném roztoku v rozmezi koncentraci 0,03% - 3,16%.
U vzorki Litsea cubeba AROMA a BIOMEDICA byl pozorovén silny cytotoxicky ucinek,
ale v pouzitém rozmezi koncentraci nebyl navozen fototoxicky ucinek, tj. ani v jedné
koncentraci po ozafeni nebyla Zivotnost tkani sniZena nejméné o 30% oproti Zivotnosti tkané
exponované stejné koncentraci, ale bez ozafeni. Ostatni éterické oleje vykazovaly potencial

fototoxicity v souladu s vysledky zkousky 3T3 NRU PT (obr. 27a - 27h).

a) Litsea cubeba AROMA b) Litsea cubeba BIOMEDICA
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Obr. 27a-b: Fototoxicita éterickych olejii s vyuzitim modelu Epiderm™. Kazdy sloupec

znazoriiuje prumérnou zivotnost dvou tkani bez ozatreni (UV-) a s ozarenim (UV+).

103



c) Pomeranc AROMA

d) Pomerané EONE

Pomerané AROMA Pomerané EONE muv-
(voda) auv. (voda)
120 - - = = = = = — = = — — ouv+ 1207 ----------"-"--"-"-"------
R e E——— - 100 7
3 80 - - - E 80 T -
§ s
S 60 = - = 07
E 40 - E 40 1
20 = - 20
0~ 0
0,10 0,32 1,00 0,03 0,10 032
e) Pomeranc bez terpenu Karl Hadek f) Citron AROMA
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Obr. 27c¢-h: Fototoxicita éterickych olejii s vyuZitim modelu Epiderm™. Kazdy sloupec

znazornuje pramérnou zivotnost dvou tkani bez ozareni (UV-) a s ozafenim (UV+).




V epikutannim testu fototoxicity in vivo ve skupiné dobrovolnikli byly pouZity
nejvyssi necytotoxické/nefototoxické koncentrace ze zkousky in vitro na modelu EpiDerm™
a koncentrace 10x nizsi, tzn. byl zafazen bezpecnostni faktor 10. VSechny vzorky byly fedény
destilovanou vodou. ZvySeny vyskyt koznich reakci ve formé¢ velmi slabého erytému ci
pigmentace byl zaznamenan po aplikaci a ozafeni vzorkli Pomerance AROMA, Citronu
AROMA, Citronu EONE a Citronu bez terpenu Karl Hadek v koncentracich, které byly
necytotoxické/nefototoxické ve zkousce in vitro. U nékterych subjektd se navic objevily i
drazdivé reakce ve form¢ velmi slabého erytému u kontrolnich vzorkli bez ozafeni UVA.
Pokud byli dobrovolnici exponovani 10x niz§im koncentracim téchto vzorkl, nebyly

pozorovany zadné kozni reakce (tabulka ¢. 32).

) pocet pozitivnich reakci v riznych
Etericky olej (fedény vodou) intervalech odectu
24 h 48 h 72 h
Litsea cubeba AROMA (0,1%) 0/10 0/10 0/10
Litsea cubeba AROMA (0,01%) 0/10 0/10 0/10
Litsea cubeba BIOMEDICA (0,1%) 0/10 0/10 0/10
Litsea cubeba BIOMEDICA (0,01%) 0/10 0/10 0/10
. 6/10 6/10 4/10
Pomeran¢ AROMA (1% ) draZdi 3/10 | drézdi3/10 | drézdi3/10
Pomeran¢ AROMA (0,1% ) 0/10 0/10 0/10
Pomeran¢ EONE (0,1%) 1/10 0/10 0/10
Pomeran¢ EONE (0,01%) 0/10 0/10 0/10
Pomeran¢ bez terpenu Karl Hadek (0,1%) 0/10 0/10 1/10
Pomeran¢ bez terpenu Karl Hadek (0,01%) 0/10 0/10 0/10
. 6/10 5/10 5/10
Citron AROMA (1%) draZdi 5/10 | drézdi3/10 | drézdi3/10
Citron AROMA (0,1% ) 0/10 0/10 0/10
. . 2/10
Citron EONE (0,1%) drazdi 1/10 3/10 2110
Citron EONE (0,01%) 0/10 0/10 0/10
Citron bez terpenu Karl Hadek (0,1%) dré;giol 10 6/10 5/10
Citron bez terpenu Karl Hadek (0,01%) 0/10 0/10 0/10

Tab. 32: Fototoxicita éterickych olejl - epikutanni test fototoxicity ve skupiné dobrovolnikil

2.3.3.2.1. Diskuse
Vysledky této studie potvrdily potencidl fototoxicity u fady éterickych oleja
pouzivanych jako ingredience kosmetickych prostiedkli, vyrobkli pro domacnost C¢i

aromaterapeutickych piipravkii. Vyrobei kosmetickych prostiedkd jsou si védomi rizika
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fototoxickych ucinki téchto éterickych olejli a proto Mezinarodni asociace vyrobct fragranci
(International Fragrance Association — IFRA) vydala doporuceni tykajici se maximalniho
obsahu silic v riznych vyrobcich. Napi. obsah pomerancové silice (Citrus aurantium) ve
vyrobcich aplikovanych na pokozku exponovanou slunci nesmi presahnout 1,25%, aby se
omezilo nebezpeci fototoxicity nebo fotokarcinogeneze (IFRA, 2002). Obsah grapefruitového
oleje je omezen na 4%, citronového oleje na 2% a citralu na 0,04% - 2,5% podle typu
vyrobku a miry expozice organismu (IFRA, 2008). Obsah téchto latek ve vyrobcich, které se
oplachuji, neni nijak omezen. V této studii byly zkoumany fototoxické ucinky éterickych
oleji SALUS po zapracovani do findlniho vyrobku. Vyrobce na etiketu glycerinovych mydel
pravdépodobné na principu predbézné opatrnosti piidal varovani: "mulze vyvolat
fotosenzibilitu". Zkouska 3T3 NRU PT vSak prokazala, Ze tyto finalni vyrobky s nizkym
obsahem silic jiz nemaji potencial vyvolat fototoxické ucinky. Tyto vysledky potvrdily, Ze
riziko fototoxickych ucinki glycerinovych mydel s nizkym obsahem fototoxickych silic je
zanedbatelné.

Vysledky této studie prokazaly, Ze fototoxicita éterickych oleji je podminéna
obsahem fotoaktivnich slozek, pfedev§im furokumarinli. Fototoxicky uc¢inek byl
nejjednoznacnéji navozen u silic s nejvysSim obsahem fotoaktivnich latek. ZkouSeni vzorki
s niz§im obsahem fotoaktivnich komponent vedlo k nekonzistentnim ¢i hrani¢nim hodnotam
PIF a MPE. Fototoxicky ucinek je vSak pravdépodobné navozen i dalSimi dosud
nepopsanymi fotoaktivnimi latkami, protoZe u nékterych vzorkd obsahujicich vysoky podil
neralu a geranialu (napt. Litsea cubeba Nobilis Tilia) fototoxicky ucinek proti ocekavani
zaznamenan nebyl. Opét se projevil vyznam pouziti vhodného rozpoustédla - fototoxicky
ucinek byl pozorovan ptredev§im u vzorkl fedénych PBS (obdobné jako ve studii na
bergamotovych olejich, viz kapitola 2.3.3.1.). Na zaklad¢ vysledki této studie 1ze doporucit
pii zkousce fototoxicity 3T3 NRU pouziti vSech doporucenych rozpoustédel, aby se
zabranilo ptfipadné chybné klasifikaci (Kejlova et al., 2007).

Tato studie potvrdila, Ze nékteré substance klasifikované jako fototoxické ve zkousce
fototoxicity 3T3 NRU, jediné validované a pravné zavazné metod¢ v soucasné dob¢, nemusi
vyvolat fototoxické ucinky na lidské kizi in vivo (Jones et al., 2003, Kandarova et al., 2007).
Monolayer mysSich fibroblastii 3T3 Balb/c piedstavuje zjednoduSeny model ve srovnani
s trojrozmérnou  strukturou lidské klUze a postrdda bariérové funkce rohové vrstvy.
Nepostihuje proto biologickou dostupnost zkousené latky aplikované topicky na kiizi. Metoda

zalozend na rekonstruovanych koznich modelech, obsahujicich funkéni stratum corneum,
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zohlediiuje stupen absorpce/penetrace latky a z ni vyplyvajici biologickou dostupnost
v hlubsich vrstvach kiize (Spielmann et al., 2000).

S vyuzitim obou in vitro metod byly vodné roztoky 8 vybranych éterickych oleja
shodné klasifikovany jako fototoxické s vyjimkou olejii Litsea cubeba, kde fototoxicky
GGinek v pouzitych koncentracich na modelu kiize Epiderm™ nebyl zaznamenan.
Neptitomnost ocekavaného fototoxického potencidlu ve zkouSce na koznim modelu oproti
zkouSce 3T3 NRU mohla byt zplisobena vysoce cytotoxickym G¢inkem v rozsahu pouZzitych
koncentraci. Tento cytotoxicky uc¢inek mohl prekryt G€inek fototoxicky, a proto je nezbytné
dalsi zkou$eni v uz$im rozmezi koncentraci mezi 0,1% a 3,16%.

V epikutannim testu fototoxicity in vivo ve skupiné dobrovolnikii byly pouzity
nejvyssi necytotoxické/nefototoxické koncentrace ze zkouSky in vitro na modelu
EpiDerm™ a koncentrace 10x niz§i. U fady subjektil byly zaznamenany drazdivé reakce po
aplikaci nékterych vzorki v koncentracich, které byly necytotoxické/nefototoxické ve
zkouSce in vitro, a to 1 bez ozaieni. Protokol zkousky fototoxicity s vyuzitim modelu
EpiDerm™ je zcela odlisny od protokolu zkousky kozni drazdivosti EpiDerm™ SIT
(viz bod 2.2.3.3.), a proto nelze vyuzit k predikci kozni drazdivosti u lidi. Vyskyt
fototoxickych reakci ve formé erytému ¢i pigmentace in vivo po aplikaci a ozateni vzorka
v koncentracich, jez byly nefototoxické ve zkouSce vyuzivajici rekonstruovanou lidskou
epidermis, je v souladu s vysledky studie na bergamotovych olejich (viz kapitola 2.3.3.1.).
Opét se nepotvrdila vyssi citlivost koznich modelt oproti lidské kizi in vivo, ktera je
citovana v odborné literatuie (Ponec et al., 2001; 2002). Pokud byl zatazen bezpecnostni
faktor 10 a dobrovolnici byli exponovani 10x niz§im koncentracim téchto fototoxickych
vzorki, nebyly pozorovany zadné koZzni reakce.

Zkouska fototoxicity s vyuzitim trojrozmérnych koZznich modeli je uzite¢nym
dopliikem pro potvrzeni klasifikace latek jak z hlediska jejich fototoxického potencialu,
identifikovaného zkouskou na bunééném modelu 3T3 NRU, tak z divodt nalezeni bezpecné
koncentrace pro topickou aplikaci. V humanni praxi vSak nelze pouzit pfimo koncentrace
klasifikované jako bezpecné na koznim modelu, protoze v nékterych ptipadech mohou byt
zaznamenany nezadouci kozni reakce. Pokud zkouska fototoxicity 3T3 NRU PT vede k
hrani¢nim nebo nejednoznaénym vysledktim, méla by latka byt zkouméana pomoci zkousky
fototoxicity na trojrozmérnych modelech lidské kiize a vysledky ovéfeny v klinické studii s
pouzitim bezpecnostniho faktoru 10 za ucelem hodnoceni rizika dané latky pred

zapracovanim do spotfebnich vyrobkl pro humanni praxi.
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2.3.3.3. Fototoxicita UV filtri
Ve spolupraci s Vyzkumnym ustavem organickych syntéz, a.s., byl feSen projekt

dotovany MPO s nazvem“Fotoprotektivni pracovni prosttedky“ (FT-TA3/050), zaméfeny na
vyvoj novych typi UV absorbéri. Béhem 3 let byly byly navrzeny, syntetizovany a
zkoumany UV filtry rozpustné v oleji, ve vod¢ 1 zcela nerozpustné, aplikovatelné ve formé
disperze. Tyto slouceniny pak byly podrobeny cel¢ Skale toxikologickych zkousek, v prvni
fad¢ zkousce fototoxicity in vitro 3T3 NRU PT, a déle u vybranych vzorkii zkousce
fototoxicity a kozni drazdivosti s vyuzitim modelu lidské epidermis EpiDerm™ (viz kapitola
23.1.2).

2.3.3.3.1. Vysledky

U vsech novych slougenin, syntetizovanych v laboratofi VUOS (viz strana 58), byla
jako prvni stupent hodnoceni bezpec¢nosti provadéna screeningova zkouska fototoxicity 3T3
NRU PT in vitro. Vysledky vSech pokust jsou shrnuty v tabulce ¢. 33.

VétSina zkouSenych novych latek vykazovala velmi nizkou cytotoxicitu, nebyly
cytotoxické do nejvyssi testované koncentrace (1000 pg/ml), proto ve vétsing piipadl nebylo
mozné vypocitat hodnotu ICsy bez pritomnosti zafeni. Pokud existovala hodnota ICs
v ptitomnosti zafeni ICso(+UV), byl z dosazenych hodnot spocitan ">PIF", kdy za ICs¢(-UV)
byla dosazena nejvyssi zkouSend koncentrace latky. Pro hodnoty ">PIF" plati, Ze hodnota
">PIF" > 1 ukazuje na potencial fototoxicity. VétSina ze zkouSenych UV absorbért s
vyjimkou Cosolu E vykazovala potencidl fototoxicity. V nékterych ptipadech byly vysledky
nejednoznacné ¢i hranicni (napft. Soltex E279, Soltex E311, Soltex 7M a Soltex 8M).

Nazev Rozpoustédlo | Pokus | PIF MPE
1 2,300* 0,131*
Soltex E279 ethanol 2 2.259% 0.112
1 >1,000 -0,070
Soltex E311 PBS 2 >1,149* 0,152%*
3 >1,000 0,022
1 >1,000 0,100
Cosol E DMSO 2 >1,000 -0,028
3 >1,000 -0,014
. 1 1,082 0,001
Cosol E disperze 80 nm | PBS 2 1,568 0,008
. 1 1,405 -0,044
Cosol E disperze 200 nm | PBS 2 1.734 0.029
1 >3,020%* | 0,355**
Soltex M DMSO 2 >5,350%* | 0,382**
3 >20,000%* | 0,558%**
1 >3482,17** | 0,894**
Soltex MN DMSO 2 S141.6 | 0.700%%
%k %%
Soltex 2M DMSO é >13,5 0,183

>9.365%* | 0,265%*
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1 >16,536** | 0,387**
Soltex 3M DMSO 3 >41,651** | 0,518**
1 366,017** | 0,795%*
Soltex 4M DMSO D 16,800%* | 0,370%*
1 266,778%* | 0,656**
Soltex 5SM DMSO ) 38,475%* | 0,457**
1 8,547%* | 0,655**
Soltex 6M DMSO ) >44,921%% | 0,541**
1 >5,385%* 0,052
Soltex 7M DMSO 2 >1,308* 0,039
1 >1,042% | 0,114*
Soltex 8M DMSO ) >1,000 0,115
1 >83,700%* | 0,595%*
Soltex S PBS 2 >5,648** | 0,258**
3 >45,321*%* | 0,644**

* pravdépodobné fototoxicky, ** fototoxicky
> nebyla dosaZena koncentrace ICsy (-UV)

Tab. 33: Fototoxicita UV absorbéra - 3T3 NRU PT

Lipofilni UV filtr Soltex E279 vykazoval ve zkousce 3T3 NRU PT pravdépodobné
fototoxické ucinky na zdklad€ hrani¢nich hodnot PIF a MPE, proto byl podroben dalsi
zkougce fototoxicity s vyuzitim rekonstruovaného modelu kize EpiDerm™. Tato zkouska
nepotvrdila potencial fototoxicity této latky, pokud byla pouzita v maximalni koncentraci

10%. V Zadné z testovanych koncentraci nedoSlo po ozéfeni k poklesu Zivotnosti o vice nez

30% (obr. 28).

SOLTEX E279 (v oleji) ..
120 - o +UVA
100 - -
>
S 80
c
o
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<
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20 - -
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Kontrola 0,1 0,316 1 3,16 10
(%]

Obr. 28: Fototoxicita Soltexu E279 s pouzitim modelu EpiDerm™. Kazdy sloupec

znazoriiuje prumérnou zivotnost dvou tkani bez ozareni (-UVA) a s ozafenim (+UVA).
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Dalsi ve vod¢ nerozpustny filtr Soltex M vykazoval nejen ve zkouSce 3T3 NRU PT,
ale i s pouzitim modelu EpiDerm™ fototoxické uginky (obr. 29). Ve vyssich koncentracich
nad 1% se uplatnil filtra¢ni G¢inek této molekuly, zafeni neproniklo ke koznim tkanim, a
proto nebyl navozen fototoxicky ucinek. Ten se projevil jednozna¢né v nizsich koncentracich,

kde pokryti tkani absorbérem nebylo tak vyznamné.

SOLTEX M (v oleji) m - UVA

MTT (% kontroly)

m

Kontrola 0,1 0,316 1 3,16 10

[%]

Obr. 29: Fototoxicita Soltexu M s vyuzitim modelu EpiDerm™. Kazdy sloupec znazoriiuje

primérnou zZivotnost dvou tkani bez ozafeni (-UVA) a s ozafenim (+UVA).

2.3.1.2.2. Diskuse
Vyvoj novych UV filtri je spojen se zkousSenim bezpecnosti téchto novych

chemickych latek, které nesmi mit zadné negativni ucinky stejné jako jiné ingredience
spotfebnich vyrobkid. PouZivani UV filtri do kosmetickych prostiedkit je v zemich
Evropského spolecensvi regulovano. Evropska smérnice pro kosmetické prostiedky povoluje
v soucasné dobé pouziti 28 latek jako UV filtri (Pfiloha ¢.7 k vyhlasce ¢. 448/2009 Sb., o
stanoveni hygienickych pozadavkii na kosmetické prostiedky). Latky uvedené na seznamu
povolenych UV filtri jsou pfedmétem aplikace piisnych toxikologickych kritérii a
vyhodnoceni bezpec¢nosti (SCCNFP, 2003).

V ramci projektu MPO "Fotoprotektivni pracovni prostfedky" byly nové syntetizované
UV filtry zkouSeny pifednostné screeningovymi in vitro metodami, aby se zabranilo
zbytecnému vyvoji a optimalizaci toxikologicky nevhodnych chemickych struktur. Na
zaklad¢ vysledki zkousek fototoxicity s vyuZzitim metod in vitro byla v prab&hu projektu cela

fada novych sloucenin bud’ modifikovéana, nebo vyfazena z dalsiho testovani.
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Lipofilni UV filtr nazvany Soltex E279 vykazoval ve zkouSce fototoxicity 3T3 NRU
PT pravdépodobny potencidl fototoxicity, ktery vSak nebyl potvrzen ve zkouSce fototoxicity s
vyuzitim modelu EpiDerm™. Vzhledem k tomu, Ze zkouska 3T3 NRU PT je v soudasné dobé&
jedinou validovanou a pravné zavaznou zkouskou fototoxicity, byla provedena modifikace
molekuly Soltexu E279 s cilem omezit jeji fototoxické vlastnosti. Vysledny UV filtr Soltex
E311 vSak nebyl fotostabilni a jeho vysledky fototoxicity byly nejednoznacné, a proto tato
¢ast vyzkumu byla ukoncena.

Z organickych, ve vod¢ nerozpustnych filtri byl zkousen kopolymer E-esteru
s derivaty kyseliny akrylové pod nazvem Cosol E, ktery nevykazoval potencial fototoxicity
ani ve form¢ suroviny, ani po namleti a zapracovani do vodné disperze. Tento UV filtr
neprokazal ani potencial kozni drazdivosti ve zkousce vyuzivajici model EpiDerm™ (viz
kapitola 2.3.1.2), a proto mohl byt déale testovan v celé baterii toxikologickych zkousek v
Centru ekologie, toxikologie a analytiky v ramci VUOS, a.s., Rybitvi.

Dalsi organicky UV sbsorbér piipraveny kondenzaci benzimidazolanilinu a
kyanurchloridu, oznafeny Soltex M, vykazoval ve zkouskach fototoxicity vyznamny
potencial fototoxickych ucinkd. Byl proto strukturné modifikovan a optimalizovén tak, aby
byly zachovany jeho absorpcni vlastnosti a eliminovan fototoxicky potencial. Vysledky
zkousky fototoxicity 3T3 NRU PT modifikovanych verzi Soltexu M (tj. Soltex MN, 2M, 3M,
4M, 5M, 6M, 7TM, 8M) ukazaly, ze se nepodafilo najit molekulu bez potencidlu fototoxicity, a
proto se tento smér vyzkumu také uzaviel.

Vyse uvedené vyzkumné prace vyustily v navrh nového UV filtru. Pod pracovnim
nazvem Cosol E byl zabudovan do vysoce ucinnych, fotostabilnich, Sirokopasmovych
fotoprotektivnich prostiedkll, které byly podrobeny rozsdhlému dalSimu testovani. Bylo
zjisténo, ze piipravek neni fototoxicky, je z toxikologického hlediska zcela nezdvadny, nema
tendenci penetrovat kuzi a ve smési sUVB a UVA filtrem vykazuje synergické
fotoprotektivni ucinky v celém spektru dopadajicim na zemsky povrch. Je mozno jej pouzit
pro pfipravu emulzi jak snizkymi, tak svysokymi ochrannymi faktory a ve srovnani
s anorganickymi UV filtry nezpisobuje zbéleni kize (Kubac et al., 2008). Postup syntézy a
zpisob pouziti Cosolu E je chranén ¢eskou patentovou piihlaskou ¢islo 2008-438, ,,Vodna
mikrodisperze UV filtru na bazi methakrylatového kopolymeru, zpiisob jeji pfipravy, a

kosmeticky fotoprotektivni prostiedek obsahujici tuto vodnou mikrodisperzi* (VUOS, 2009).
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2.4. Zavér

V poslednich letech jsou v Evropé z etickych, finan¢nich i védeckych divoda
nahrazovdny experimenty na zvifatech alternativnimi metodami in vitro, vyuZivajicimi
bunécné a tkanové kultury. Pouziti alternativnich toxikologickych metod namisto testd na
zvitatech je povinné, pokud existuje validovana nebo védecky vyhovujici metoda. Protokoly
novych toxikologickych metod in vitro musi byt vyvinuty a optimalizovany tak, aby vedly k
vysledkim srovnatelnym ¢i lepSim, nez poskytuji pravné zavazné referencni metody.

Vzhledem k nedostatku kvalitnich dat o kozni drazdivosti in vivo byla realizovana
v ramci této prace klinickd studie zaméfend na hodnoceni drdzdivosti vybranych latek bez
zavaznych toxikologickych vlastnosti pfimo na clovéku. V limitované studii na 25
chemickych latkach se projevila pomérné Spatnd konkordance mezi Draizovym testem na
kralicich a koZni reakci u lidi (pfesnost pouze 56%). Optimalizovana zkouska zaloZend na
koznim modelu EpiDerm™ prokazala lepsi konkordanci (pfesnost 76%, resp. 68%) s
vysledky klinické studie pravdépodobné proto, ze rekonstruovana lidska epidermis je svou
strukturou blizs§i lidské kazi in vivo nez kaze krali¢i. Potvrdilo se, Ze zkouSka kozni
drazdivosti ve skupiné dobrovolnikit 4HPT je dilezitym zdrojem informaci pii klasifikaci
hazardu chemickych latek. Humanni data by méla byt v budoucnosti vyuzivana pfi vyvoji a
validaci alternativnich metod, protoze jen vysledky ovéfené na lidech mohou poskytnout
kone¢né rozhodnuti o predikéni schopnosti alternativnich metod. Vysledky této prace
prispély ke zméndm v seznamu referencnich latek vydanych ECVAM 1 k modifikaci
hodnoceni charakteristik chovani navrhovanych modelt rekonstruované lidské epidermis
v navrhu metodického pokynu OECD.

Pro hodnoceni o¢ni drazdivosti chemickych latek a smési zlstadva v soucasné dobé
jedinou predepsanou standardni metodou Draiziv test na kréalicich. Jeho pfedpokladem je
shromazdéni vSech relevantnich tidajii o ucincich zkousené latky a jejich strukturnich obdob
véetn¢ dostupnych udajii o ucincich latky na cloveéka a zvitata, jejich fyzikalnéchemickych
vlastnosti a vysledkii zkouseni in vitro nebo ex vivo. Uplné nahrazeni zkousky o&ni
drézdivosti na zvitatech je jednou z priorit center pro validaci alternativnich metod v Evrop¢ i
USA, a proto v poslednich letech probéhla fada valida¢nich studii riznych alternativnich
metod. Vysledky ukazaly, ze Draiziiv test o¢ni drazdivosti bude nutné nahradit baterii
vzajemné¢ se dopliujicich metod in vitro. V budoucnu je proto nutné vytvorit databazi
referencnich standardnich chemikalii, identifikovat omezeni a oblast pouziti jednotlivych

alternativnich metod, po zhodnoceni vysledkl o¢ni iritace dostatecného mnozstvi chemickych
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latek rtiznych tfid vytvoftit relevantni predikéni modely a sestavit baterii metod pokryvajicich
vSechny mechanismy u¢inku. Tato prace, zaméfena na vybrané oftalmologické ptipravky,
chemické latky a kosmetické prostredky, ptispéla k rozsifeni databdze zkouSenych substanci a
odhalila limity jednotlivych zkousek. Pfispéla k diskusi o nutné modifikaci protokolu
jednotlivych zkousek a nutnosti vytvofit relevantni predikéni modely pro hodnoceni hazardu
o¢ni drazdivosti riznych typl zkousenych substanci.

Pro zkouSeni fototoxického potencialu substanci byla jiz vroce 2000 validovana
alternativni zkouska vyuzivajici buné¢nou kulturu fibroblast 3T3 NRU PT. Je vSak znamo,
ze nékteré chemické latky klasifikované jako fototoxické ve zkouSce 3T3 NRU PT in vitro
nejsou fototoxické, pokud jsou aplikovany za ptirozenych podminek in vivo na kazi ¢lovéka
v nizkych koncentracich, a to diky jejich omezené penetraci a biologické dostupnosti v kiizi.
Proto jako dopliikovd metoda pro verifikaci fototoxickych ucinkii byla navrzena zkouska
vyuzivajici rekonstruované modely lidské kiize, jez obsahuji rohovou vrstvu a tudiz vykazuji
bariérovou funkci obdobnou jako lidskd epidermis in vivo. Ob¢ alternativni metody byly
vyuzity pii hodnoceni potencidlu fototoxicity bergamotovych a jinych éterickych oleja,
pouzivanych jako ingredience spotiebnich vyrobkul. Tato studie potvrdila zavislost potencialu
fototoxicity éterickych olejii na obsahu fotoaktivnich latek, jmenovité¢ furokumarint. Bylo
zjisténo, Ze vysledky fototoxicity ve zkouSce 3T3 NRU PT byly zavislé na pouzitém
rozpoustédle. Reprodukovatelné vysledky byly ziskany pii pouziti vodného rozpoustédla
(PBS), naopak pouziti dalSich doporucenych rozpoustédel, jako je ethanol a DMSO,
neptispélo ke zlepseni klasifikace, protoze vedlo k nejednoznaénym nebo hrani¢nim
vysledkim. Zkouska fototoxicity s vyuzitim modelu lidské epidermis potvrdila, Ze nékteré
substance klasifikované jako fototoxické ve zkouSce fototoxicity 3T3 NRU PT nemusi
vyvolat fototoxické ucinky na lidské kiizi in vivo. V epikutdnnim testu fototoxicity ve skupiné
dobrovolnikii byly pouzity nejvyssi necytotoxické/nefototoxické koncentrace ze zkousky in
vitro na modelu EpiDerm™ a koncentrace 10x niz§i. U fady subjektdl byly zaznamenany
pozitivni reakce po aplikaci nékterych vzorki v  koncentracich, které byly
necytotoxické/nefototoxické ve zkouSce in vitro. Nebyla potvrzena vyssi citlivost koznich
modell oproti lidské kiizi in vivo, kterd je citovana v odborné literatufe. Pokud byl zafazen
bezpecnostni faktor 10 a dobrovolnici byli exponovani 10x niz§im koncentracim téchto
fototoxickych vzorki, nebyly pozorovany zadné kozni reakce.

Studie fototoxicity ve skupiné éterickych olejii potvrdila, ze zkouSka fototoxicity s
vyuzitim trojrozmérnych koznich modell je uzitenym doplitkem pro potvrzeni klasifikace

latek jak z hlediska jejich fototoxického potencidlu, identifikovaného zkouSkou na bunééném
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modelu 3T3 NRU, tak z diavodi nalezeni bezpecné koncentrace pro topickou aplikaci. V
humanni praxi vSak nelze pouzit ptimo koncentrace klasifikované jako bezpecné na koznim
modelu, protoze v nekterych piipadech se mohou uplatnit i dalsi faktory, napt. metabolismus
a interakce latek, které s vyuzitim zjednoduseného modelu lidské epidermis nelze postihnout.
Pokud zkouska fototoxicity 3T3 NRU PT vede k hrani¢nim nebo nejednoznacnym
vysledkim, méla by latka byt zkoumana pomoci zkousky fototoxicity na trojrozmérnych
modelech lidské ktize a vysledky ovéteny v klinické studii s pouzitim bezpecnostniho faktoru
10 za ucelem hodnoceni rizika dané latky pfed zapracovanim do spottebnich vyrobki pro
humanni praxi.

Alternativni metody zkouSeni fototoxicity jsou nedilnou soucasti hodnoceni
bezpecnosti novych chemickych latek vcetn€ UV absorbérti, jeZ jsou pfed zafazenim na
seznam UV filtri povolenych v kosmetickych prostfedcich predmétem aplikace piisnych
toxikologickych kritérii. V ramci projektu MPO "Fotoprotektivni pracovni prostiedky" byly
nove syntetizované UV filtry zkouSeny prednostné screeningovymi in vitro metodami, aby se
zabrénilo zbyte¢nému vyvoji a optimalizaci toxikologicky nevhodnych chemickych
sloucenin. Na zaklad¢ vysledki zkouSek fototoxicity s vyuzitim metod in vitro byla
v prubéhu projektu celd fada novych sloucenin bud’ modifikovana, nebo vytazena z dalSiho
testovani. Vysledkem tohoto projektu je navrh nového UV filtru, ktery byl zabudovan do
vysoce ucinnych, fotostabilnich, Sirokopasmovych fotoprotektivnich prostiedki. Cosol E neni
fototoxicky, je z toxikologického hlediska zcela nezavadny a nema tendenci penetrovat ktizi.
Postup syntézy a zptsob pouziti Cosolu E je chranén ceskou patentovou piihlaskou.

Vysledky této prace potvrdily, Ze alternativni metody jsou vhodnym nastrojem pro
hodnoceni bezpecnosti chemickych latek a smési. Pti optimalizaci protokolu a standardizaci
bunécného ¢i tkanového substratu metody in vitro vedou k vysoce reprodukovatelnym
vysledktim, jez mohou predikovat situaci v humanni praxi Iépe nez konvencni metody na
zvitatech. Provedené studie také ukazaly, jak z4dsadni vyznam ma vyuziti humannich dat pii

vyvoji a validaci novych alternativnich metod.
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2.5. Souhrn

Snaha nahradit pokusy na zvifatech alternativnimi metodami in vitro vedla k vyvoji a
validaci fady metod zaloZenych na bunéénych kulturdch nebo rekonstruovanych modelech
lidské tkang. Tato prace byla zamétena na zavedeni a hodnoceni metod in vitro pro zkouSeni
kozni/o¢ni drazdivosti a fototoxicity.

Studie kozni drazdivosti 25 chemickych latek, zkouSenych s vyuzitim modelu kiize
EpiDerm™ v optimalizovaném protokolu a ve skupin& dobrovolniki (4HPT), odhalila, Ze
drazdivosti pro ¢lovéka nez konvencni Draizova zkouska na kralicich. Shoda vysledkli mezi
zkouskou na zvitatech a 4HPT byla pouze 56%, zatimco shoda klasifikace s pomoci modelu
EpiDerm™ a ve skuping dobrovolnikii dosihla 76%. Tyto vysledky pfispély ke zmé&nam
v seznamu referencnich standardnich latek, vydanému ECVAM, a byly zahrnuty do navrhu
nového metodického pokynu OECD tykajiciho se kozni drazdivosti.

Pomoci baterie metod byl hodnocen potencial o¢ni drazdivosti oftalmologickych
pripravki, kosmetickych prostfedka a chemickych latek se znamymi idaji o jejich potencialu
kozni drazdivosti. Vysledky této studie pftispély ke specifikaci oblasti pouziti a omezeni
jednotlivych metod.

Tato prace zahrnovala také hodnoceni fototoxickych ucinkli bergamotovych a jinych
¢éterickych oleju. Strategie postupného zkouseni se sklddala z chemické analyzy, zkouSek
fototoxicity in vitro 3T3 NRU PT a zkousky na modelu lidské kiize EpiDerm™. Negativni
vysledky nebo nejvyssi nefototoxické koncetrace ziskané s pomoci modelu klze byly
potvrzeny ve zkousce fototoxicity ve skupiné dobrovolnikii. Fototoxicita éterickych oleji byla
zavisla na obsahu fotoaktivnich slozek a na pouzitém rozpoustédle. Zkouska fototoxicity
s vyuzitim modelu lidské kiize je dilezitym ndstrojem pro volbu pocatecnich koncentraci
pouzitych v konfirmacnich testech na lidech, ale pro extrapolaci je nutné zatradit bezpecnostni
faktor 10.

Zkousky fototoxicity a kozni drazdivosti in vitro byly také pouzity pii vyvoji a syntéze
novych UV filtri a vedly ke vzniku nového, Sirokospektralniho UV absorbéru bez

negativnich G€inkt na zdravi.
Klic¢ova slova: o¢ni drazdivost, kozni drazdivost, fototoxicita, bunécna kultura Balb/c 3T3,

rekonstruovany model EpiDerm'™, EpiOcular’, epikutanni test kozni drazdivosti, epikutanni

test fototoxicity, chemické latky, éterické oleje, UV filtry, kosmetické prostredky
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2.6. Summary

Efforts to replace animal experiments by alternative methods in vitro have lead to the
development and validation of various in vitro protocols, involving cell cultures or
reconstructed human tissue models. This work was focused on implementation and
evaluation of in vitro methods for testing skin and eye irritation and phototoxicity.

A study on skin irritation of 25 chemicals, using skin model EpiDerm™ with
optimized protocol and 4h human patch test (4HPT) revealed, that in vitro models derived
from human skin cells might be more useful for the prediction of human skin irritation hazard
than conventional Draize test on rabbits. Concordance of the rabbit test with the 4HPT was
only 56%, whereas concordance of human epidermis model EpiDerm™ with human data was
76%. These results contributed to amendments of the list of reference standard chemicals
issued by ECVAM and included in draft OECD Test Guideline on skin irritation.

Eye irritation of ophtalmologic preparations, cosmetic products and chemicals with
known skin irritation potential was assessed using a battery of in vitro methods. The results of
this study contributed to the specification of applicability domain and revealed limitations of
individual methods.

This work included evaluation of phototoxicity potential of bergamot and other
essential oils. The applied tiered testing strategy involved chemical analysis, in vitro 3T3
NRU Phototoxicity Test and the EpiDerm™ Skin Phototoxicity Assay. The negative results
or the first non-phototoxic concentrations determined by the skin model were confirmed in
vivo by means of human skin photopatch test. The phototoxicity of the essential oils was
dependent on the content of photoactive substances and the solvent used. The human skin
model test proved to be a useful tool for consideration of initial concentrations for
confirmatory human photopatch tests, however, a safety factor of 10 has to be considered for
extrapolation.

The in vitro tests for phototoxicity and skin irritation were also used during the
development and synthesis of new UV filters, resulting in a novel broad-spectrum UV

absorber with no adverse health effects.
Keywords: skin irritation, eye irritation, phototoxicity, cell culture Balb/c 3T3,

reconstructed model EpiDerm™, EpiOcular™, 4h human patch test, human photopatch test,

chemicals, essential oils, UV filters, cosmetics
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