)¢

KOMPLEXNI STRATEGIE TESTOVANI SENZIBILIZACE
ALTERNATIVNIMI METODIKAMI

Vysledek ¢. TH0301084 — IP1

Cislo projektu: TH03010284

Nazev projektu: Testovani in vitro senzibilizace - metodika komplexniho pFistupu

Strana 1 /19
Technologicka Evropskd 1692/37, 160 00 Praha 6
agentura +420 234 611 1M
Ceské republiky info@tacrcz, wwwitacrcz



C

1. Ukel

T A
R

Zajistit standardizaci postupt pfi provadéni testt kozni senzibilizace in vitro/in chemico a jejich
vyhodnocovani pomoci strategie komplexniho piistupu k testovani.
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Adverse Outcome Pathway — Draha Skodlivého ucinku

Integrated Testing Strategy and Assessment — integrovana strategie testovani
Amino Acid Derivate Reactivity assay — test reaktivity derivatti aminové kyseliny
Direct Peptide Reactivity assay — ptimy test reaktivity peptidi

Evropska agentura pro chemické latky — dohlizi na uplatiovani legislativy EU tykajici se
chemickych latek ve vztahu k Zivotnimu prostiedi a lidskému zdravi

N- (2- (1-naftyl) acetyl) -L-cysteinu
a-N- (2- (1-) naftyl) acetyl) -L-lysinu
pomer distribuce latky v prosttedi oktanol/voda

logaritmus rozdélovaciho koeficientu (rozpustnost v polarnim rozpoustédle)

.....

zdravotnicky prostiedek
Key Events — klicové udalosti konceptu AOP
klasifikace, oznaceni a baleni chemickych latek

molekulova hmotnost
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Defined Approach — piesny postup interpretace ziskanych vysledkt, vzniklych z definované sady
informaénich zdroji (naptf. z in chemico/in vitro/in silico metod) s cilem

rozhodnout o toxikologické predikci in vivo

3. UVOD

Tato strategie vychazi z doporuc¢eni OECD metodik a doporuceni ECHA (Evropska Chemicka
Agentura) (ref 1, 2, 3, 4, 5). Strategie testovani se pouziva pro zjisténi miry senzibilizace testovanych
latek, jako jsou chemikalie, zdravotnické prostfedky, kosmetika, farmaceutické ptipravky atd.
Metodika strategie je zalozena na konceptu drahy skodlivého ucinku AOP (Adverse Outcome
Pathway), ktery mapuje klicové biologické udalosti v organizmu, pfi spusténi alergické reakce a
imunitni odpovédi, a na ptistupu IATA (Integrated Testing Strategy and Assessment) (ref 1, 2).

Jednotlivé alternativni metodiky, pouZivany v ramci této strategie, byly jiz verifikovany a
vychazi z OECD TG a mezilaboratornich srovnavacich validaci (SOP M/98, SOP/117, M/101, SOP
M/118, SOP M/119, M/57, SOP 334). Konkrétni metodiky, které se ve strategii pouZzivaji, jsou
fyzikalné-chemické zkousky, in chemico a in vitro testy:

e Metody stanoveni rozdélovaciho koeficientu (SOP M/57)
e Metoda turbidimetrie (SOP 334)

o Metoda DPRA (SOP M/98)

e Metoda ADRA (SOP M/117)

e Metoda KeratinoSens™ (SOP M/101)

e Metoda IL-8 Luc (SOP M/118)

e Metoda h-CLAT (SOP M/119)

K in vitro testim jsou pouzivany bunécné linie (metody KeratinoSens, IL-8 Luc, h-CLAT), in
chemico testy (DPRA, ADRA) pouzivaji kapalinovou chromatografii a fyzikalné-chemické zkousky
se pouzivaji ke zjisténi rozpustnosti testovanych latek.

4. PRINCIP STRATEGIE

Strategie testovani senzibilizace je zalozena na konceptu AOP (Adverse Outcome Pathway =
Draha Skodlivého uc¢inku) (Obr. 1), které reprezentuje biologické udalosti (Key events) majici za
nasledek kaskadu dalSich dé€ji vedoucich ke Skodlivym G€inkiim latky na organizmus, tedy ke vzniku
alergické kontaktni dermatitidy (ref 6). Tento koncept je pouzivan v ramci OECD a je zalozen na
validovanych metodikach a ptistupech in vitro/in chemico/in silico.
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Prvni spoustéci biologickou udalosti v AOP je molekularni kovalentni vazba latky na kozni
proteiny (KE 1). Druhou biologickou udalosti je spusténi imunitni zanétlivé reakce v koznich buiikach
(keratinocytech) (KE 2). Tato reakce zahrnuje i zmény v expresi genti spojenych se specifickymi
signalnimi drdhami. Tietim klicovym bodem je aktivace specifickych bun¢k imunitni odpovédi
(dendritickych nebo-li Largenhansovych bunék), které jsou spojeny s expresi bunécnych
povrchovych markert, chemokinti nebo cytokini (KE 3). Posledni, ¢tvrtou udalosti této drahy, je
aktivace a proliferace T-lymfocytt, které se mnozi pti imunitni reakci organizmu (KE 4) (Obr. 1 a 2)

(ref 6).

Obr. 1: Kaskada dé&ju — klicové body senzibilizace in vivo (AOP) (ref 6, 13): KE 1 - Klicova uddalost
1=2¢. 1; KE 2-Klicova udalost 2 = ¢. 2; KE 3 - Klicova udalost 3 =¢. 3, 4, 5; KE 4 - Klicova udalost
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Obr. 2: Schéma konceptu AOP senzibilizace (pfevzato ze schématu v ref 6, 7)
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Strategie komplexniho testovani senzibilizace v tomto SOP vychéazi z doporuc¢eni OECD
metodik a doporu¢eni ECHA (ref 1, 2, 3, 4, 5). Strategie testovani se bude pouzivat pro zjisténi miry
senzibilizace testovanych latek, jako jsou chemikalie, zdravotnické prostiedky, kosmetika,
farmaceutické pripravky atd. Metodika je zalozena na konceptu AOP, na ptistupu IATA (Integrated
Testing Strategy and Assessment) (ref 1, 2) a ptistupu ,, Defined Approaches* (Definované postupy
hodnoceni vysledku alternativnich pfistupt a informaci k predikei in vivo) (ref 7, 8).

Ve strategii hodnoceni vysledkil z alternativnich testi (in vitro/in chemico/in silico), ptipadné
ostatnich toxikologickych a chemickych informaci o latce, existuje nékolik pfistupti. U piistupu IATA
nebo stupriovité strategie (tzv. ,tiered strategy*) maji alternativni metodiky zpravidla prvni misto ve
schématu testovani toxikologickych vlastnosti latky a dopliuji chybéjici informace o latce, napt. o
mechanizmu puisobeni (ref 1). Alternativni metoda sama o sob¢€ nemiize predikovat chovani testované
latky in vivo, avSak kombinace alternativnich metod spolu s dal§imi pfistupy napft. in silico informace
nebo analogicka predikce (tzn. na zaklad¢ toxikologického chovani chemickych analogl testované
latky), mohou podat dulezité informace o toxikologickych vlastnostech testované latky (ref 8).

Tzv. integrovana strategie IATA, pouZivana v rdmci hodnoceni OECD, je pfistup zaloZzeny na
nejnovéjsich védeckych informacich dalezitych pro charakterizaci chemickych rizik, ktery se opira o
integrovanou analyzu stavajicich informaci o vlastnostech latek spolu s generovanim novych
informaci, pomoci strategie testovani. IATA muze zahrnovat kombinace metod (QSAR, in chemico,
in vitro, ex vivo, in vivo) a dalsich védeckych koncepti jako napt. AOP (ref 1). IATA muize mit také
rtizna rozhodovaci schémata/strategie o ziskanych informacich a tedy riiznou podobu postupu pouziti
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testll/metod, napft. tzv. schéma vahy dikazu (,,weight of evidence*), baterie testli nebo viceuroviova
strategie testovani (viz obr. 3) (ref 9).

Obr. 3: Piiklady ruznych rozhodovacich schémat toxikologického testovani IATA ptistupu (ref. 9)

A: Weight of evidence B: Battery of tests C: Tiered strategy

TEST1 Result 1 4 TEST1 TEST1

Result 2 | pecision
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Result3 | resv It

Result TEST2 Result 1

TEST 5 Result 2

10
118

Result 4 -

Result 3

Vysvetlivky:

A) Vaha dukazu (Weight of evidence, WoE): nejprve se otestuje soubor nezavislych testi/metodik a dle
vysledkl ze vSech metodik se udéla finalni rozhodnuti o sledované vlastnosti, zadny test/metodika sam o
sob& nestaci k findlnimu rozhodnuti, pouze soubor vsech muze dat konecny vysledek, i kdyz metodiky
nebyly provadény standardnim zptisobem.

B) Baterie testl (Battery of tests): Finalni vysledek je definovan souc¢tem vysledk mnoha testi, které musi byt
provedeny vSechny k ziskani rozhodnuti.

C) Vicetroviiova strategie (Tiered strategy, stupnovitd): Dle vysledku prvniho kroku se rozhodne, jaky
nasledujici test bude proveden. Je to otevieny systém a neexistuje zde pfesna kombinace testil, kterykoli
vysledek testu mtize zménit troven nasledujiciho.

Vysledky z riznych metod a informaci mohou byt také pouzity pro tzv. Defined Approaches
(definovany postup, DA). Cilem tohoto konceptu je ziskat informace pro hodnoceni toxikologickych
rizik na srovnatelné urovni jako poskytuji studie in vivo. DA se sklada z pevné daného postupu
interpretace udaju aplikovanych na ziskana data (napf. in chemico/in vitro/in silico metody) vzniklych
zZ definované sady informacnich zdroji s cilem rozhodnout o predikci (ref 7).
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Zatimco v IATA piistupu je pii predikci vzdy zahrnut stupen odborného posouzeni, predikce
piistuptt DA jsou rozhodovény dle definovanych pravidel a mohou byt pouzity samy o sob¢, pokud
jsou povazovany za vhodné pro dany ucel, nebo jsou pouzity spolecné s jinymi zdroji informaci
v souvislosti s IATA (ref 7, 8, 10). Interpretace dat dle DA je transparentni a fidi se pfesnymi pravidly
pro rozhodnuti o vysledné predikci (ref 10).

OECD zvefejnila draft TG (ref 8), kde jsou prezentovany tfi pristupy DA pro rozhodnuti o
senzibilizacnich vlastnostech latky a pro klasifikaci senzibiliza¢niho potencidlu. KE 1 — 3 (,,Key
events 1 — 3%) konceptu AOP jsou reprezentovany 3 validovanymi metodami (napi. DPRA,
Keratinosens™ a h-CLAT). Vsechny tyto metodiky i zminéné DA maji n&jakou limitaci a tzv.
hrani¢ni rozsah, kde mohou byt vysledky zkreslené, zejména pokud je log P > 3,5. Pfi hodnoceni
predikce je tedy dilezité brat vzdy tyto informace na védomi a v tomto dokumentu (ref 8) je také
popsano rozhodovaci schéma pii nejasnych/hrani¢nich vysledcich, které lze na takovéto situace
uplatnit (podrobné¢ viz ref 8 a 10).

5. STRATEGIE TESTOVANI

Tato strategie je zaloZena na vyse zminnovaném konceptu AOP senzibilizace (dle OECD), metodik
OECD a natizeni ECHA (ref 1,2, 3, 4, 5, 6, 8, 10).

Vvbér pristupu/konceptu

V ramci tohoto SOP byl na zaklad¢ vysledkt z verifikace komplexni metodiky vybran pfistup DA
2 ze 3, popsany v ramci OECD hodnoceni (ref 8, 10) a/nebo piistup IATA a hodnoceni dle ECHA
(ref 2).

DA 2 ze 3 lze pouzivat pro identifikaci rizika a je zalozen na datech z alternativnich in chemico
(KE 1) aiin vitro (KE 2/3) metod — to znamena, ze predikce je zaloZzena na shodném vysledku alesponi
2 validovanych testi postihujicich KE ze 3. Ptistup predikuje kozni senzibilizaci pomoci sekvenc¢niho
testovani v nedefinovaném sledu. Pokud jsou prvni dvé metody rozdilné ve vysledné predikci, je
nutné udélat i tfeti metodu. O vysledku 1ze rozhodnout na zakladé 2 shodnych predikci (viz kapitola
4.4, Obr. 6).

Dle aktudlniho nafizeni ECHA (ref 2) jsou potiebné, pro rozhodnuti o senzibiliza¢nich
vlastnostech latky in vivo, vysledky ze vsech tii alternativnich testd, které postihuji 3 klicové
biologické udalosti (,, Key event 1 — 3 *) dle konceptu AOP. Alternativni metodiky, sledujici posledni
klicovou udalost imunitni odpovédi organizmu (,, Key 4°), zatim nebyly validovany. Pokud tedy
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nektery alternativni test nelze pouzit kvili specifickym vlastnostem latky (napf. nerozpustnost), musi
byt zvazeno ziskani vice informaci, napf. pomoci QSAR modelt, informaci o pH, vlastnosti jako je
kozni leptavost anebo lze pouzit i validované in Vivo testy, zejména v piipadé potieby klasifikace do
kategorii dle CLP (1A, 1B) (ref 2).

Postup testovani v ramci strategie

Kli¢ové informace pro zacatek testovani alternativnimi metodikami je rozpustnost testované
latky, pripadné tcel testovani (budouci pouziti — zdravotnicky prosttedek, kosmetika, chemicka latka
atd.).

Pokud je testovana latka rozpustnd, lze postupovat na alternativni metodiky, v podstaté 1ze
pouzit v§echny (viz Obr. 4). Pokud jde o nerozpustnou latku a nejedna se o zdravotnicky material,
nelze alternativni metodiky pouzit a je nutné ziskat informace o toxikologickych vlastnostech napft.
pomoci modelovani (in silico — QSAR) anebo testovani validovanymi metodikami in vivo (LLNA
test — SOP M/75). Avsak toto in vivo testovani a in silico modelovani neni souc¢asti tohoto SOP a
strategie.

Pokud se jedna o zdravotnicky material, testovana latka mtize byt extrahovana a tento extrakt
lze pouzit pro alternativni metodiky KE 2 a 3 (viz dalsi kapitoly).

Obr. 4: Zakladni postupova strategie komplexniho testovani senzibilizace dle rozpustnosti chemikalii

zjistit rozpustnost chemické latky nerozpustnd
RN = nelze dale
(turbidimetrie, log P) testovat
N2
rozpustna
N2
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testy KE 1 in chemico (DPRA,

ADRA) poz./neg. -
N2
testy KE 2 - in vitro Predikce
(KeratinoSens™) poz./neg. ->
N

testy KE 3 - in vitro (IL-8 Luc, h-
CLAT) poz./neg. -

1) Rozpustnost testované ldatky

Alternativni metodiky, verifikované a pouzivané v této strategii, jsou pro testovani senzibilizace
omezeny zejména rozpustnosti testované latky. Kli¢ovou informaci pro zacatek testovani a vybér
konkrétniho testu je tedy rozpustnost a informace, zda se jedna o zdravotnicky material nebo jinou
kategorii latek. V ramci alternativnich metodik jsou pouzivana pro testovani pouze polarni
rozpoustédla (viz Tab. 1). Dulezitym parametrem v rozpustnosti je tedy hodnota KOW (pomér
distribuce latky v prostiedi oktanol/voda) nebo jinak se také nazyva jako rozdélovaci koeficient (log
P), ktery udava informaci o rozpustnosti v polarnich nebo nepolarnich rozpoustédlech nebo-li
distribuci ve vodném nebo lipofilnim prostiedi. Konkrétné nabyva téchto hodnot:

e KOW <5 potom je latka rozpustna v polarnich rozpoustédlech
e KOW =5 -7 nelze ur€it, o rozpustnosti existuji jen omezené informace
o KOW > 7 extrémné hydrofobni, tedy nerozpustné v polarnich rozpoustédlech
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Tab. 1: Rozpoustédla pouzivana v ramci jednotlivych metodik

DPRA ADRA KeratinoSens™ IL-8 Luc h-CLAT
test test
Acetonitril Acetonitril DMSO X-VIVO 15 Kultivaéni
bunécéné
médium
(RPMI 1640 +
10% FBS)
Aceton Voda Kultivaéni DMSO Fyziologicky
bunééné médium roztok (0,91%
(DMEM + 9,1% NaCl ve vodg)
FBS)
DMSO Aceton DMSO
Voda DMSO

DMSO: dimethylsulfoxid, DMEM: Dulbeccos modified Eagles medium — modifikované zdkladni bunécné
médium, FBS: fetalni bovinni sérum, RPMI 1640: ristové bunécné médium

Pokud tedy rozpustnost testované latky neni znama (od vyrobce, dodavatele, z literatury), lze
pouzit jednu nebo vice z fyzikdlné-chemickych zkousSek, konkrétné¢ tedy metodu stanoveni
rozdé€lovaciho koeficientu (SOP M/57) nebo metodu turbidimetrie (SOP 334).

Pokud je rozpustnost znama nebo byla zjisténa fyzikalné-chemickou zkouskou (SOP M/57) a
latka je rozpustna v polarnim prostiedi, postupuje se dale na vybér metody (Obr. 5).
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Pokud je latka nerozpustnd a jedna se 0 zdravotnicky material, lze pouzit pro testovani
alternativnimi testy jeho extrakt. Pfiprava extraktu je uvedena v jednotlivych metodikach a fidi se dle
ISO norem 10993-10 a 10993-12 (ref 11, 12).

Pokud je latka nerozpustna v polarnich rozpoustédlech a nejedna se o zdravotnicky material, nelze
pouzit alternativni metodiky a je nutné ziskat o vlastnostech latky informace z dostupné védecké
literatury, pfipadné postupovat na validovanou metodiku in vivo (napt. LLNA test — SOP M/75).

Obr. 5: Rozhodovaci schéma - rozpustnost testované latky V polarnim rozpoustédle (vodném
prostiedi)

2) Metodiky KE 1 konceptu AOP (DPRA, ADRA)

Pokud je testovand latka rozpustnd v poldrnim rozpoustédle postupuje se dle schématu na
metodiky, které interpretuji 1. kli¢ovou biologickou udalost vyvolani alergické reakce v organizmu,
konkrétné schopnost navazani testované latky na peptidy (popt. aminokyseliny) koznich bunék. Jedna
se 0 metodiky in chemico.

Pro toto zjiSténi Ize pouzZit metodiky dv€é — konkrétné DPRA a/nebo ADRA. Metodiky jsou
zalozené na kapalinové chromatografii (HPLC). Kazda z nich ma trochu odli§né moznosti v pouZiti
rozpoustédel pro testovani latky a tudiz i vysledek testovani mtze byt odlisny. Jsou také zalozeny na
jiném pouziti substratu, kam se testovana latka mize navazat — DPRA sleduje kovalentni vazbu na
peptidy lysin a cystein, ADRA kvantifikuje zbytkové koncentrace derivatu N- (2- (1-naftyl) acetyl) -
L-cysteinu (NAC) a derivatu a-N- (2- (1-) naftyl) acetyl) -L-lysinu (NAL). Pokud je tedy latka dobie
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rozpustna, je vhodné pouzit nejprve metodu DPRA, pokud je rozpustna méné je vhodnéjsi pouzit
metodu ADRA. Avsak v ramci verifikace komplexni strategie senzibilizace byla metoda ADRA
shledana jako vyhodnéjsi, protoze ma SirSi pouzitelnost (néklady, podminky akceptovatelnosti
vysledkil) a mensi omezeni (koeluce, rozpustnost).

Metodiky jsou tedy vhodné pro rozpustné latky s definovanou molekulovou hmotnosti (MW).
Naopak nejsou vhodné pro testovani komplexnich smési, extrakty zdravotnickych materiald,
nestabilni latky v alkalickém prostiedi nebo kovové slouceniny.

Vysledek z téchto metodik mize byt hodnocen dle predikéniho modelu jako pozitivni/negativni,
ptipadné neprikazny, pokud vysledky nebo podminky metody nemohou splnit akceptaéni kritéria,
ptipadné nelze ziskat opakované jasny vysledek.

3) Metodiky KE 2 konceptu AOP (Keratinosens™)

Pokud je testovana latka rozpustnd v polarnich rozpoustédlech nebo se jednd o extrakt
zdravotnického materialu, postupuje se na metodu Keratinosens™, ktera interpretuje schopnost
testované latky spustit 2. klicovou udalost, tedy signalni drahy v kozni bufice a nasledny pfepis genti
pro aktivaci imunitni odpovédi.

Metodika je zaloZend na spusténi signalni drahy v buiice, coz je kvantifikovano zvySenou mirou
luminiscen¢niho sviceni. Jedna se o in vitro metodiku. Pro tuto metodiku a i vSechny ostatni metodiky,
které pracuji s tkdnovymi kulturami, je dulezitd také sterilita testované latky. Pokud informace o
sterilit¢ neni zndma, je nutné zjistit, zda se pfipadné da testovand latka sterilizovat a pokud ne, je
dillezité takovou informaci vzit v potaz pii zavérecném hodnoceni o vysledku testovani.

Metoda je tedy vhodna pro testovani rozpustnych latek, komplexnich smési i kovovych slou¢enin
a extraktli zdravotnickych materidlti. Nelze testovat latky s obsahem lysinovych rezidui, vysoce
cytotoxické anebo fytoestrogeny.

Vysledek ztéto metody miize byt hodnocen dle predikce jako negativni/pozitivni nebo
neprikazny.

4) Metodiky KE 3 konceptu AOP (IL-8 Luc, h-CLAT)

Pokud je testovana latka rozpustna v polarnich rozpoustédlech nebo se jednd o extrakt
zdravotnického materialu, dalsi metodikou pro testovani bude vybrana metoda IL-8 Luc nebo metoda
h-CLAT.
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Obe¢ tyto metodiky pouzivaji bunécné tkanové linie a sleduji spusténi genti, které maji za pticinu
vznik protilatek, které jsou kvantifikovany. U metody IL-8 Luc pomoci luminiscen¢niho svicenti,
v ptipad¢ h-CLAT je méfeni kvantifikovano pomoci priitokového cytometru a odezvy fluorescencné
znacenych protilatek. Jedna se o metody in vitro.

Metoda IL-8 Luc je vhodna pro zcela rozpustné latky, nerozpustné latky lze také testovat, ale
Vv piipadé negativniho vysledku nelze rozhodnout o predikci (vzhledem k nedostateéné rozpustnosti)
a vysledek je tak hodnocen jako neprikazny. Dale je vhodnd i pro komplexni smési, extrakty
zdravotnickych materiald, nevhodna je pro surfaktanty nebo anhydridy.

Metoda h-CLAT je vhodna pro rozpustné latky, komplexni smési i extrakty zdravotnickych
materialil, neni vhodna pro prohapteny (latky, které jsou aktivovany enzymaticky, napt. pomoci P450
enzymil) a prehapteny (latky, které jsou aktivovany oxidaci) nebo latky s fluorescencni aktivitou
emitujici stejné jako napf. propidium jodid. Pro latky s KOW > 3,5 mohou produkovat falesné
negativni vysledky, proto jsou tyto vysledky u téchto latek neprikazné.

Vysledek téchto metod muize byt hodnocen jako negativni/pozitivni anebo neprikazny dle
predikce u jednotlivych metod.

6. SOUHRN STRATEGIE, ANALYZA VYSLEDKU A ZAVERECNE
HODNOCENI

Nejprve je nutné zjistit rozpustnost testované latky, jeji zafazeni a piipadné piipustné pouziti
jednotlivych metodik (napt. odlisna legislativa je v pfipadé testovani zdravotnickych prostredki a
kosmetickych latek). Pokud rozpustnost nezname a ani nemizeme zjistit, je nutné udélat fyzikalné-
chemické zkousky, které ur¢i miru rozpustnosti v rozpoustédlech pro dané metodiky (metoda
turbidimetrie) a/nebo zjisti hodnotu logP (KOW) (Obr. 6). Dle ziskané informace se dale postupuje
na metodiky KE 1, v ptipadé plné rozpustnosti a definované MW. V ptipadé nerozpustnosti
zdravotnického materialu nebo Spatné rozpustnosti testované latky (komplexni smési) Se postupuje
na metodiku KE 2, a nakonec KE 3. Pokud nemayji testované latky né¢jaké omezujici vlastnosti v ramci
metody (viz ptehled v Tab. 3), je snaha této strategie ziskat 3 vysledky alternativnich metodik
(hodnotici 3 kli¢ové udalosti) a/nebo 2 shodné vysledky ze 3 metod.
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Obr. 6: Shrnujici schéma strategie testovani senzibilizace bez pouziti in vivo metodik, zaloZzené na
rozpustnosti latky, véetné extraktii zdravotnickych materiala
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Kone¢né hodnoceni predikce se provadi nejlépe ze vSech 3 vysledka (Tab. 2) dle aktualnich
doporuc¢eni ECHA (ref 2) a/nebo ze dvou shodnych vysledk ze 3 metod — dle piistupu Defined
Approach 203 (ref 8, 10) (Obr. 6).

Hodnoceni dle ECHA

Pokud jsou vSechny 3 vysledky shodné, potom je i kone¢ny vysledek stejny. Pokud je alesponi 1
metoda ze 3 hodnocena odlis$né, je nutné mit ke kone€nému rozhodnuti nejlépe jesté dalsi informace
o testované latce (pH, leptavost, QSAR, vice vysledku z riznych alternativnich testt napt. ADRA i
DPRA), jinak je vysledek hodnocen jako nepritkazny. To samé v ptipadé odlisného vysledku u 2 testi
ze 3, je kone¢ny vysledek/predikce hodnocena jako nepriikazna.
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Tab. 2: Schéma hodnoceni vysledka a zavére¢na predikce — dle ECHA

Vysledek Vysledek Vysledek DalSi Kone¢né

1 2 3 informace rozhodnuti

I EE——S—t—yp
negativni negativni negativni ano/ne negativni
pozitivni pozitivni pozitivni ano/ne pozitivni
negativni pozitivni pozitivni ano pozitivni/neprikazny
pozitivni negativni negativni ano negativni/nepritkkazny
negativni pozitivni pozitivni ne neprukazny
pozitivni negativni negativni ne neprikazny
Hodnoceni DA 2 ze 3

Pokud maji alespoii 2 z testi (ADRA/DPRA, KeratinoSens™, 1L-8 Luc/h-CLAT) postihujicich
KE shodny vysledek, pak je vysledek predikce stejny jako shodny vysledek. Pokud jsou prvni dvé
metody rozdilné ve vysledné predikei, je nutné udélat i tieti metodu.

Strana 15 /19
Technologicka Evropska 1692/37, 160 00 Praha 6
agentura +420 234 611 1M
Ceské republiky info@tacr.cz, wwwitacrcz



T A
C R

Obr. 6: Schéma hodnoceni vysledki a zavérecna predikce — dle DA 2z 3
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7. OMEZENI

pfipadn¢ zatazeni do kategorie zdravotnického materialu.

Omezeni jednotlivych metod je uvedeno v ramci popisu metodik v jednotlivych kapitolach, zde
je v Tab. 3 celkovy souhrn omezeni pro ptehledné srovnani. Obecné je hlavnim omezenim pro vybér
a pouziti alternativnich metodik senzibilizace rozpustnost testované latky v polarnich rozpoustédlech,

Tab. 3: Pouziti jednotlivych pro rizné druhy testovanych latek - srovnani

Technologicka
agentura
Ceské republiky

+420 234 611 111

info@tacrcz, wwwitacrcz

Evropskd 1692/37, 160 00 Praha 6

Testy DPRA ADRA KeratinoSens™ IL-8 Luc h-CLAT
jsou rozpustné latky testovani zcela rozpustné rozpustné
vhodné s definovanou rozpustnych latky latky,
pro molekulovou latek, komplexni
hmotnosti (MW) komplexnich pro komplexni smé&si i
smési i smési, extrakty | extrakty
kovovych zdravotnickych zdravotnickych
slou¢enin a materidli materialti
extrakt
zdravotnickych
materiali
nejsou testovani latky s obsahem surfaktanty nebo prohapteny a
vhodné komplexnich smési, lysinovych anhydridy prehapteny
pro extrakty rezidui, vysoce nebo latky
zdravotnickych cytotoxické s fluorescencni
materidlti, nestabilni anebo aktivitou
latky v alkalickém fytoestrogeny emitujici stejné
prostredi nebo jako napf.
kovové slouceniny propidium
jodid. Pro latky
s KOW > 3,5
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8. VYSLEDKY KOMPLEXNI STRATEGIE TESTOVANI

Vysledky budou prezentovany formou zavére¢né zpravy. Zprava bude obsahovat:

- navrh provedeni komplexni strategie pro konkrétni latku
- vysledky testii provedenych podle tohoto navrhu
- predikci ucinku in vivo provedenou na zakladé¢ ziskanych vysledkt

Zprava by méla pokud mozno obsahovat (ref 10):

e Definici a popis sledovaného mechanizmu predikce

e Definici cile/ucelu predikce

e Popis zakladniho odivodnéni predikce

e Popis jednotlivych informacnich zdroji (vysledkii metodik)

e Popis zpusobu zpracovani udaji z jednotlivych informaénich zdroju
e Zohlednéni zndmych nejistot
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