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Legislativa KP
Kosmeticka smérnice 76/768/EEC

+

= http://ec.europa.eu/enterprise/cosmetics

s 7. dodatek Kosmetické smeérnice (2003/15/ES)
— zakaz testu finalnich vyrobkd na zvifatech od 11.9.2004
— zakaz uvadét na trh vyrobky, jejichz ingredience byly
zkouseny pot€, co existuje validovana alternativni metoda

— konecné terminy pro ukonceni zkousek ingredienci na zviratech :
11.3.2009 vétsSina zkousek, 2013 toxicita po opakované davce,
toxicita pro reprodukci a toxikokinetika

s Zakon 246/1992 Sb. o ochrane zvirat proti tyrani

— novela (z. 77/2004) zapracovala nad ramec 7. dodatku zakaz
zkousek KP i ingredienci, v CR zadné testy KP na zviratech




Cile EU v oblasti KP

ﬁchrana zdravi spotrebitele
B bezpecnost vyrobkii a jejich ingredienci
— i latky a ingredience, které prinaseji benefit pro
cloveka, je nutno zkouset a overovat jejich
bezpecnost (napr. UV filtry)

= zkousky lokalni tolerance finalnich vyrobkii
— kozni drazdivost
— ocCni drazdivost
— fototoxicita
— senzibilizace




Sekvencni metoda hodnoceni
bezpecnosti KP

+

= vyhodnoceni toxikologického profilu
ingredienci

= vylouceni korozivnich vlastnosti,
toxicity ingredienci

s bezpecnost zapracované koncentrace

|




Sekvencni metoda stanoveni
bezpecnosti KP

+

= mira expozice osob pri aplikaci

— misto (kolem odi, intimni oblast), frekvence,
koncentrace, mnozstvi, plocha

= cilova skupina osob
— klize atopicka, reaktivni-citliva, normalni, sucha,
mastna, akndzni, opalena-spalena
— déti do 3 let, déti nad 3 roky, dospivajici, dospeli,
starsi osoby
= profesionalni pouziti, bézné pouziti,
predvidatelné chyby pouziti

: &




Sekvencni metoda stanoveni
bezpecnosti KP

+

= vyhodnoceni vysledki alternativnich metod
= vyhodnoceni humannich dat

— testy jednorazové a opakované aplikace u
cilovych skupin osob pred uvedenim na trh

— testy dlouhodobého uzivani — ,,in use" testy
— klinické a instrumentalni stanoveni funkce

— dotaznikova Setreni — vyhodnoceni uzivani
pripravku po uvedeni na trh (,post-marketing"
data)

— monitoring nezadoucich Ucinkd




Biologické metody in vitro

Test cytotoxicity

buné&ena linie fibroblastt 3T3 - Neutral Red Uptake Test (NRU)
Test kozni iritace

3D modely lidské kize

Test o¢ni iritace

HET-CAM - chorioalantoidni membrana - kureci embryo, NRU,
3T3 Neutral Red Release (NRR)

Test fototoxicity
3T3 NRU test/ 3D modely lidské kiize

Penetrace/absorpce
prasedi kiize ex vivo




Alternativni metody v legislative
NaF. 440/2008/ES / OECD / ECVAM / ICCVAM

o ‘ Akutni toxicita: B.1 metoda fixni davky, stanoveni

1|:3F|’d¥ ?kutnl' toxicity (OECD 420,423). Test cytotoxicity 3T3/NHK (ICCVAM
raft

Kozni leptavost: B.40 EpiSkin/ EpiDerm, TERtest (OECD 430, 431)
Kozni drazdivost: EPISKIN, EpiDerm, SkinEthic (ESAC St. 2007/8)
Fototoxicita: B.41 3T3 NRU test (OECD 432)

Ocni drazdivost - screening: Organotypické modely
BCOP (bovinni), ICE (kureci) oko (ICCVAm +ESAC St.2007)

HET-CAM, cytotoxicita: 3T3, NHK.. (REACH, ptiloha x) pro pozitivni klasifikaci
Ize pouZit i prevalidovane metody

Kozni absorpce a penetrace in vitro: B.45 (OECD 428)
Genotoxicita / Mutagenita
Genove mutace:

B.13/14 Zkouska na reversni mutace u bakterii (OECD 471)
B.10 Zk.na chromozomové aberace u savci /n vitro (OECD 473)
Klastogenicita + aneugenicita: In vitro mikronukleus test

(OECD 487 - draft, ESAC Statement 2006)




Cytotoxicita 3T3 Balb/c

Snizeni zivotnosti narostlé bunécné kultury po 24 hod
aplikaci testovanému vzorku

EC,, — cytotoxicka koncentrace latky snizujici zivotnost
bunécné kultury na 50% (ingredience)

Nejvyssi necytotoxicka koncentrace (finalni KP)




Test cytotoxicity KP

+

Mysi fibroblasty Balb/c 3T3 Pasazovani bunek Monolayer 96-j. desticky

Méreni
fluorimetr
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Nejvyssi necytotoxické koncentrace
kosmetickych prostredki (pg/ml)

Obvyklé rozmezi hodnot:

sampon 1-100
zubni pasta 100 — 2000
EDT, EDP, voda po holeni 100 — 1000
sprchovy gel 10 - 50
kondicioner 50 — 250
péna na holeni 100 — 250
telové mléko 100 — 500
ustni voda 500 — 2000
tonik 500 — 2000
vlasova voda 1000 — 2000




Cytotoxicita - sampony

*}“ ) Nejvyssi necytotox.
Kategorie konc. (mg/ml)

Proti lupim
- ammonium lauryl sulfate 10-20%

- sodium lauryl sulfate 10-35%

- zinc pyrithione 2%

- salicylic acid 2%

- piroctone olamine 1%

Bézny Sampon, proti lupim s
ketoconazolem

- sodium lauryl sulfate 5-20%

- ketoconazole 0.5%
Jemny Sampon, pro ¢asté pouiti

- panthenol, rostlinné extrakty




Cytotoxicita — zubni pasty

Kategorie Nejvyssi necytotoxicka
koncentrace (ug/ml)

Bélici, antibakterialni pasta

- hydrated silica 20%

- éterické oleje

- triclosan

- sorbitol 30-40%

- glycerin 10-40%

BéZna pasta 250-500
Jemna pasta

-anorganicke soli

uhli¢itan vapenaty 1000-2500
hydrogenfosfore¢nan vapenaty




Kozni drazdivost
3D modely lidské ktize

+

normalni lidske epidermalni
keratinocyty od 1 darce,
metabolicky aktivni

8-12 vrstev epidermis
10-15 vrstev stratum corneum

zkousky:
m leptavost
s drazdivost
m fototoxicita




Komercné dostupné 3D modely klize

Recen)sh‘ucted human epidermal models - RHE modely

EPISKIN model, 1991 SkinEthic RHE,1994
L "Oreal, Francie SkinEthic, Francie

* cenove priznive

* respektuje eticke otazky

* vhodné pro screeningové
testovani

EpiDerm, 1993 ]
il atTek Corporation, USA - ructed human full thickness models

iy ™

EpiDerm FT model AST2000 FT model Phenion FT model
MatTek Corporation Cell Systems, D Henkel, D
(2003) (2006)




EpiDerm™

EO MINUT

EXPOZICE

- drazdiveé ucinky na kuzi

42 HODIN
POST- INKUBACE

MTT TEST

EpiDerm (0.63 cm?)
25 mg/ 30 ul aplikace

Endpoint - MTT assay:

1 mg/ml MTT, redukce zlutého
barviva na modry formazan

Zivotnost > 50% negativni kontroly: nedrazdi

Zivotnost

negativni kontroly:




EpiDerm™ — kozni drazdivost

1. pfijem tkani 2. aplikace vzork®

5. vypocet zivotnosti




EpiDerm™ — kozni drazdivost SLS

+

m laurylsiran sodny (SLS)

m zZivotnost
vUci kontrole
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Kozni drazdivost — epikutanni test
jednorazovy uzavreny

+

m aplikace SLS 2% a 5%
v semiokluzi po dobu
4 hod.

m odecet reakce 30 min.,
24 hod a 48 hod po
odstranéni testované
latky

m senzitivni jedinci
reakce i na 0,5% SLS




EpiDerm™ - ochranneé ucinky
ingredienci proti SLS

4}—- Aloe Vera, Chamomile, Pronalen Sunlife, Pronalen
Sensitive Skin, Green Tea, Pronalen Cereal

s 3D model EpiDerm, SLS 0,75%

<o

S

17

o 150

[

=

@)

=
N

-
o
o

al
o

o

P.Sunlife  Chamomile Aloe Vera P. GreenTea P.Cereal
5% 5% 5% Sens.Skin 5% 2.5%
0,5%




Klinicka studie - ochranné ucinky
ingredienci proti SLS

+

potvrzeni vysledkd in vitro v klinické studii
jednorazovy uzavreny epikutanni test
skupina 20 dobrovolnik{

aplikace samotneho SLS a SLS v kombinaci s

ingrediencemi v koncentracich doporucenych
vyrobcem na 4 hodiny

odecet reakci (erytém, edém) po 0.5, 24 a 48 hod

vypocet IKI — Index kozni iritace, primérné skére
reakci pro celou skupinu dobrovolnikd




Klinicka studie - ochranné ucinky
ingredienci proti SLS

+

m nejvyraznéjsi snizeni indexu kozni iritace (IKI) u
Pronalenu Sensitive Skin, Green Tea a Chamomile

e SDS 5%
P.Sun 2%
P.Sun 5%

== =P, Cereal 2,5%
e} === P Cereal 5%
=t =GT5%
el GT 6%
m—t = PSS 0.5%
S | et e P.SS 5%

Aloe 5%
el CH 5%

€as ode ¢tu (hod)
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3D modely tkani MatTek, USA
k pritkazu lokalni tolerance / funkce

EpiDerm

kozni drazdivost
fototoxicita
perkutanni absorpce
mikronukleus test

EpiOcular

ocni drazdivost




Dalsi 3D modely tkani MatTek, USA

+

EpiOral EpiVaginal

iritace pro sliznice prostredky pro intimni hygienu

MelanoDerm

béleni / tmavnuti kiize

24




Drazdive/leptaveé ucinky na oci

s 3D modely ocni rohovky
— EpiOcular™, MatTek

s HET-CAM

— test na chorioalantoidni membrane fertilizovaného
slepiciho vejce

m bunécné kultury

— bunky 3T3 — Neutral Red Uptake (NRU) a Neutral
Red Release (NRR)

25




OcCni iritace — 3D modely

m model EpiOcular

m lidské keratinocyty
— skvamozni

EpiOcular

Krali¢i rohovka

epitelium modelujici
rohovku

m korelace predikce s
vysledky Draizova
testu

[ ]
-
A7 r=085 (24 matedals)
“& re093 (23 matenals)

Predicted Draize




Ocni iritace — EpiOcular™

+

— chemicke latky
(aplikace 30 min,
zivotnost oproti kontrole)

= aplikace tekutych i tuhych latek,
nerozpustnych ve vode

— formulace 5
(redeni 20%, aplikace 3 casy —
vypocet )

klasifikace dle ETx:

nedrazdi >256-26.5 min
mirné drazdi <26.5-11.7 min
stredné drazdi<11.7-3.45 min
silné drazdi <3.45 min




Ocni iritace - HET — CAM

(Hen s Egg Test - Chorioallantoic Membrane)

‘- fertilizovana vejce (8-10 dni), aplikace latek na membranu
= sledovani zmén (5 min.): hemoragie, lyza, koagulace

&




Ocni iritace - HET-CAM
Vypocet iritacniho skore a potencialu

sledovani prvniho vyskytu: hemoragie (H),
lyzy (L) a koagulace (C) po dobu 300 s (tj. 5 min)

vypocet iritacniho skore:
(301-H)x5 (301-L)x7 (301-C)x9
IS = + o+
300 300 300

vypocet iritacniho potencialu: primér IS
0-0,9 zadna iritace
1-4,9 lehka iritace
5-8,9 mirna iritace
9-21 silna iritace




Ocni iritace - HET- CAM
Zmeny po aplikaci Samponu pro deti

hemoragie, lyza
30s

neporusena
membrana

iritacni potencial 8,3

mirna iritace




Ocni iritace HET-CAM

+

m oCni stiny, rasenky — zadna iritace




Ocni iritace HET-CAM

+

= rozpoustédlo lepidla na umélé rasy
iritacni potencial 17,2 - silna iritace




cni iritace - Neutral Red Release

surfaktanty, chemicke
latky rozpustné ve
vode

monolayer bunek
obarven neutralni
cerveni (NR)
aplikace latky 1 min

uvolnéni NR po
destrukci membran

vypocet NRRc,




Ocni iritace — tenzidové pripravky

m kombinace testu cytototoxicity NRR a NRU, EpiOcular, HET-CAM

NRR EpiOcular NRU HET-CAM

NRR50 EC50
(mg/ml) ET50 (min.) (ng/ml) IritaCni skore

3324 +
Détsky Sampon 3625 2339

Sampon proti luptim s pyrithionem
zine€natym 16.1 8.8 +3.1

Sprchovy gel s pantenolem 32.4
Sampon pro b&zné pouziti

o R 544.4 +
Ekologicke tekuté mydlo 1745 84.4 193.6 +78.0 7619

Sampon proti luptm s piroctonem
olaminu

41.8
Sprchovy Sampon pro béZzné pouziti

Détské tekuté mydlo 343.1+63.3

4
Sprchovy gel s mineralnimi solemi 385




Kozni absorpce a penetrace

m dllezita informace pro hodnoceni
bezpecnosti ingredienci

m vypocet Margins of Safety (hranice
bezpecnosti)

m doporuceno zkouseni ingredience
zapracovane ve finalnim vyrobku

m in vitro: vyuziti praseci klize ex vivo




Kozni absorpce a penetrace in vitro

‘terée ze hrbetni ¢asti klize prasete

znaceni aplikaéniho pole

difuzni komurka, 34°C
aplikace 24 hodin




Kozni absorpce a penetrace in vitro

‘ stripovani vrstev (16 stripu

zpracovani stripu
lepenkou) p — P




Kozni absorpce a penetrace in vitro

zpracovani dermis

HPLC analyza

po extrakci 13 frakci v isopropanolu 24 hod.




UV filtr - kozni absorpce
a penetrace in vitro

+

Penetrace 24.4. a 5.6. 2008

% z nasady
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Fototoxicita
Zkouska fototoxicity 3T3 NRU in vitro

fotoaktivni latka + svétlo = toxicita l t

aiN |

projevy — erytém, edém, pigmentace

8 konc. latky na dvou destickach,
jedna ozarena 5] UVA, druha ve tmé

vypocet fotoiritacni faktor PIF

|:>orovnan| cytotoxickych koncentraci
tky snizujicich zivotnost bunécné
kultury na 50% v pritomnosti a
neprltomnostl zareni

v fov 4P

EC.,(+UV)

Latka je fototoxicka
Pravdépodobne fototoxicka :




Hodnoceni fototoxicity
COLIPA/BGVYV software

+

Ftalocyanin FC 1009-1

ED 50 (mg/|) :

+light - light
0.003517  106.8

0 0.001 0.01 01 10 100 mg/I

CutOff Mean Phototoxic Probability
0.100 0.755 1.000
2.000 30572.07 1.000




EpiDerm™ — zkouska fototoxicity

- 5 koncentraci latky na 4 tkanich, dvé ozarené 63 UVA,
dvé ve tmeé

- Latka je fototoxicka,

pokud aspon v jedné koncentraci po ozareni je
zivotnost tkani snizena nejméneé o oproti
zivotnosti tkane exponované stejné koncentraci,
ale bez ozareni.

%Zivotnosti)
(o]
o

MTT (9
S

=2
o o




Fototoxicita bergamotovych olejii
Obsah fotoaktivnich latek

Fotoaktivni Bergamot Bergamot Bergamot Bergamot
slozka A B C D

Bergapten - - 0,13 0,18

Bergaptol 0,3 stopy

Bergamoten 0.86 0.83

Isopimpinelin stopy

Neral 0,48
Geranial 0,04




Fototoxicita bergamotovych olejii
3T3 NRU zkouska fototoxicity

+

= klasifikace

1.07 N
0.91 N

1.31 N
1.11 NF
1.65 N
2.38

2.6
3.4

Bergamot A

Bergamot B

Bergamot C

Bergamot D

NF — nefototoxicky, PF — pravdépodobné fototoxicky




Fototoxicita bergamotovych olejii
3D modely kiize

+

m bergamoty A a B (furokumarin-free) nefototoxicke
m bergamoty C a D fototoxicke

= nejvyssi nefototoxicka koncentrace 0,1 % (C) a
0,03% (D)

Bergamot C Bergamot D

0.316 1.000 3.160 0.100 0.316 1.000 3.160
0 0




Fototoxicita bergamotovych oleji
Photopatch test u dobrovolnikt

+

m overeni nefototoxické koncentrace

m aplikace 1h v okluzi, ozareni 6]
(UVA)

bergamoty A a B (1%) — reakce 0/5
pergamot C (0,1%) reakce 5/5
pergamot D (0,03%) reakce 5/5

z koznich modell nelze primo
odhadnout bezpecnou koncentraci

nutny bezpecnostni faktor 10




+

Fototoxicita éterickych oleji
Fotoaktivni latky /fototoxicita

Neral

Geranial

Citrapten Oxypeuc.

313 3D max.
NRU model nefotox.
PT konc.

Pomeranc¢
A

Pomeranc¢
B

Pomeranc¢
bez
terpenu C

Citron A
Citron B

Citron bez
terpenu C

4.06
3.24
21.74

<0.01
0.05
0.11

1%

0,1%

0,1%




Fototoxicita éterickych oleji
Photopatch test u dobrovolnikt

‘ i pocet pozitivnich fototoxickych reakci
Etericky olej (ve vodk) v riznych intervalech
24 h 48 h 72 h

Pomeranc A ( )

Pomeranc¢ A (0.1% ) 0/5 0/5 0/5
Pomeran¢ B (0.1%) 0/5 0/5 0/5
Pomeran¢ B (0.01%) 0/5 0/5 0/5
Pomeran¢ bez terpenu C (0.1%) 0/5 0/5 0/5
Pomeran¢ bez terpenu C (0.01%) 0/5 0/5 0/5

Citron A (19%)

Citron A (0.1% ) 0/5 0/5 0/5
Citron B (0.1%) 0/5 0/5 0/5
Citron B (0.01%) 0/5 0/5 0/5
Citron bez terpenu C ( ) 0/5

Citron bez terpenu C (0.01%) 0/5 0/5 0/5




Fototoxicita - glycerinova mydila
varovani ,mize vyvolat fotosenzibilitu"
+ 3T3 NRU zkouska fototoxicity

Nazev obsah silic PIF Fototox.
Litsea Litsea cubeba 0,18% 1,275 \|=

Grapefruit Citrus paradis 0,31% 1,219 NE

Pomeran¢ Citrus sinensis 0,26% 1,238 \|=

Vanocni pohoda Citrus sinensis 0,044% 1,015 \[=

Litsea cubeba 0,03%




Zavery

m alternativni testy nedilnou soucasti
hodnoceni bezpecnosti KP

m kozni drazdivost — moznost overeni
epikutannim testem u lidi

m fototoxicita - startovaci koncentrace pro
zkousky u lidi, bezpecnostni faktor 10

m oCni drazdivost — baterie testl nutna pro
MoA (Mode of Action), snasenlivost pro ocni
okoli mozné ovéfit az nasledné in-use
testem




Dekuji za pozornost.

RNDr. Kristina Kejlova
Statni zdravotni Ustav Praha
tel. +420 267082327
e-mail: kejlova@szu.cz




