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Badania toksykologiczne

— dlternatywne metody w kosmetologii
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Organisciak

W Swietle polskiego prawa
Podstawowym aktem prawnym regulujgcym kwestie wymagan

dotyczacych sktadu, oznakowania kosmetykow oraz warunkéw ich obrotu

w Polsce jest Ustawa o kosmetykach z dnia 30 marca 2001 r.

[Dz. U. 2001 Nr 42 poz. 473] wraz z pdzniejszymi zmianami: Ustawa z dnia

30 pazdziernika 2003 r. 0 zmianie ustawy o kosmetykach [Dz. U. 2003

Nr 208 poz. 2019] oraz Ustawa z dnia 27 sierpnia 2004 r. 0 zmianie ustawy

0 kosmetykach [Dz. U. 2004 Nr 213 poz.2158].

W mysl Art.2.1. kosmetykiem jest kazda substancja lub preparat
przeznaczone do zewnetrznego kontaktu z ciatem czfowieka: skéra,
witosami, wargami, paznokciami, zewnetrznymi narzgdami ptciowymi,
zebami i btonami $luzowymi jamy ustnej, ktérych wytgcznym lub
podstawowym celem jest utrzymanie ich w czystosci, pielegnowanie,
ochrona, perfumowanie, zmiana wygladu ciata lub ulepszenie jego
zapachu.

Na podstawie Art. 8 Ustawy o Kosmetykach z dnia 30 marca 2001 r,,
zostat powotany do zycia Krajowy System Informowania o Kosmetykach
(KSloK), prowadzony z ramienia Gtownego Inspektora Sanitarnego przez
Instytut Medycyny Pracy im. Prof. J. Nofera w todzi.

Dziatalno$¢ statutowa Krajowego Systemu polega nie tylko na
gromadzeniu danych o kosmetykach wprowadzonych do obrotu na terenie
Polski, lecz réwniez na gromadzeniu informacji o przypadkach zachorowan
spowodowanych uzyciem kosmetyku.

Z tego powodu kazdy producent/importer przed wprowadzeniem
kosmetyku do obrotu na polski rynek zobowigzany jest do zgtoszenia go
do Krajowego Systemu Informowania o Kosmetykach (KSIoK).

Art11. ust. 1. Ustawy okresla z kolei jaki rodzaj dokumentacji powinien
posiada¢ kazdy kosmetyk. W mysl tego przepisu sg to informacje
obejmujgce:

1) ilosciowy i jako$ciowy sktad kosmetyku, a w przypadku kompozycii
zapachowych i aromatycznych jej nazwe lub numer kompozycji oraz
imie i nazwisko lub nazwe oraz adres dostawcy poszczegolnych
sktadnikow kosmetyku,

2) specyfikacje fizykochemiczng i mikrobiologiczng surowcow i
gotowego kosmetyku oraz kryteria kontroli czystosci mikrobiologicznej
kosmetyku,

3o

3) opis metody produkgji zgodnej z dobrg praktyka produkcii,

4) ocene wptywu kosmetyku na bezpieczenstwo zdrowia
ludzi, przygotowang z uwzglednieniem charakterystyki
toksykologicznej sktadnikow, ich struktury chemicznej
i stopnia kontaktu z ciatem cztowieka, a takze nazwisko
i adres osoby odpowiedzialnej za te ocene,

5) istniejgce dane o niepozadanych skutkach dla zdrowia ludzi
powstatych w nastepstwie stosowania kosmetyku,

6) udokumentowane wyniki badan dziatania kosmetyku, jezeli jest to
uzasadnione deklarowanym rodzajem dziatania kosmetyku.

Art.11 ust. 2 podkresla, ze ocena wptywu kosmetyku na
bezpieczenstwo zdrowia ludzi, powinna by¢ sporzagdzona zgodnie

z zasadami dobrej praktyki laboratoryjnej, pod kierunkiem osoby
posiadajgcej wyzsze wyksztatcenie w dziedzinie farmagji, toksykologii,
medycyny lub dziedzinach pokrewnych.

Zasady dobrej praktyki produkcji kosmetyku z uwzglednieniem w
szczegolnosci ogdinych wymagan dotyczacych prowadzenia i stosowania
systemow zapewnienia jakosci na wszystkich etapach produkcii
kosmetyku, moggcych mie¢ wptyw na jego jakoS¢, w celu wyeliminowania
nieprawidtowo$ci mogacych stanowic¢ zagrozenie dla zdrowia ludzi,
Minister wiaSciwy do spraw zdrowia okre$la, w drodze rozporzgdzenia.

Nadzér nad przestrzeganiem przepisow ustawy sprawuje na zasadach
i w trybie okreslonym w odrebnych przepisach Panstwowa Inspekcja
Sanitarna oraz w zakresie znakowania, zafatszowarn i prawidtowosci obrotu
Inspekcja Handlowa

Kwestie testowania kosmetykow na zwierzetach okreslone sg
w nastepujgcych punktach Ustawy [Dz. U. 2004 Nr 213 poz.2158]:
»Art. 4a.1. Zakazuje sie, w celu spetnienia wymagan niniejszej ustawy,
przeprowadzania testow kosmetykow na zwierzetach.
2. Zakazuje sie, w celu spetnienia wymagan ninigjszej ustawy:
1) wprowadzania do obrotu kosmetykow:
a) testowanych na zwierzetach,
b) zawierajgcych sktadniki lub ich kombinacje testowane
na zwierzetach,



2)  przeprowadzania na zwierzetach testow

sktadnikéw kosmetykéw lub kombinacji tych

sktadnikow.

3. Zakaz, o ktorym mowa w ust. 2 pkt. 1lit. bi
pkt. 2, obowigzuje od momentu zastagpienia
testow na zwierzetach przez jedng lub wiecej
uznanych i przyjetych w Unii Europejskiej
metod alternatywnych.

4. Minister wtasciwy do spraw zdrowia w
porozumieniu z ministrem wiasciwym
do spraw nauki moze okresli¢, w drodze
rozporzadzenia, procedury przeprowadzania
testow kosmetykdw, sktadnikow kosmetykow
lub ich kombinacji, majac na uwadze postep
nauki w rozwoju metod alternatywnych.”

Art. 11 ust. 1, pkt. 4:

,4) ocene wptywu kosmetyku na
bezpieczenstwo zdrowia ludzi, przygotowang z
uwzglednieniem charakterystyki toksykologicznej
sktadnikéw, ich struktury chemicznej i stopnia
kontaktu z ciatem cztowieka, a takze nazwisko i
adres osoby odpowiedzialnej za te ocene; ocena
ta uwzglednia cechy miejsc, w ktérych kosmetyk
bedzie stosowany lub grupe odbiorcow, dla
ktorych jest on przeznaczony, ze szczeg6lnym
uwzglednieniem kosmetykow przeznaczonych
wyfgcznie do zewnetrznej higieny intymnej oraz
dla dzieci ponizej trzeciego roku zycia,”

,7) dane dotyczgce wszelkich testow
na zwierzetach przeprowadzonych przez
producenta, jego przedstawicieli lub dostawcow
w czasie opracowywania lub dokonywania
oceny wptywu kosmetyku lub jego skfadnika
na bezpieczenstwo zdrowia ludzi; wymog ten
dotyczy rowniez testow przeprowadzanych w
celu spefnienia wymogéw panstw niebedacych
cztonkami Unii Europejskiej.”

Art. 4 ust. 5 Ustawy o ochronie zwierzat
z 21 sierpnia 1997 r. definiuje metody
alternatywne w zakresie przeprowadzania
doswiadczen jako nowoczesne metody
badawcze, nie wymagajgce przeprowadzania
doswiadczen na zywym zwierzeciu.

Art. 28 ust.1 Ustawy o ochronie zwierzat
mowi za$ ,Do$wiadczenia i testy na zwierzetach
sg dopuszczalne tylko wtedy, gdy sg
konieczne do badan naukowych, dydaktyki w
szkotach wyzszych lub ochrony zdrowia ludzi
badz zwierzat, jezeli celow tych nie mozna
0siggna¢ w inny sposdb z powodu braku

e-wydanie do pobrania na. www.farmacom.com.pl

odpowiednich metod alternatywnych. Osoba,
ktéra ma przeprowadza¢ doswiadczenia i

testy na zwierzetach, ma obowigzek korzysta¢

z migdzynarodowej informacji w danej dziedzinie
nauki, by wyeliminowa¢ powtarzalnos¢
doswiadczen, jezeli nie sg one konieczne.”

Rzeczywistos¢

Zgodnie ze zmianami Ustawy o
kosmetykach [Dz. U. 2004 Nr 213 poz. 2158],
15.10.2004 wszedt w zycie przepis zakazujacy
wprowadzania do obrotu kosmetykow
testowanych na zwierzetach.

QOdpowiedzig na zmieniajace sie prawo i
nowe wymagania miato by¢ powstanie Polskiej
Platformy Porozumienia ds. Rozwoju Metod
Alternatywnych do Badan Na Zwierzetach
[POLCOPA], majgcej wejs¢ w skiad
niedochodowej organizacji ECOPA [European
Consensus Platform on 3-Rs Alternatives,
http://www.ecopa.eu/] zrzeszajgcej podobne
organizacje z innych krajow Europy.

Ogblnym zamierzeniem ECOPA jest
stworzenie paneuropejskiego, swoistego
zwigzku 4 grup, przedstawicieli: przemystu,
nauki, rzadu i ochrony zwierzat, ktory
zajmowatby sig harmonijnym wprowadzeniem
idei 3R’s (reduction, refinement, replacement)
w badaniach na zwierzetach. Zgodnie z
doswiadczeniami tworcow ECOPA, tylko
potaczone dziatania i interesy reprezentantow
tych 4 Srodowisk odniosg sukces i przyczynig
sie do rozwoju metod alternatywnych
ograniczajacych testowanie na zwierzetach.
Aby sprosta¢ ogromnemu naciskowi i
zapotrzebowaniu na rozwdj tych metod, ECOPA
nawigzata bardzo Sciste kontakty m. in. z
ECVAM [European Centre for the Validation of
Alternative Methods], ICCVAM [The Interagency
Coordinating Committee on the Validation of
Alternative Methods] i OECD [The Organization
for Economic Cooperation and Development].

Niewatpliwym wyréznieniem byto
wystosowanie przez dziataczy ECOPA
zaproszenia do wspotpracy naukowcow
z Instytutu Medycyny Pracy im. Prof. J. Nofera
w todzi.

Podijete przez Instytut dziatania miaty na celu
stworzenie polskiej platformy, w kidrej sktadzie,
zgodnie z zatozeniami, znaleZli sig nastepujgcy
przedstawiciele:

REKLAMA

I'n'ter ast

Producent

I ELCAED

z tworzyw
sztucznych

PL 62-020 Gortatowo, ul. Fabryczna 4
E-mail: biuro@interplastpn.pl

tel. +48 (61) 817 33 16
tel./fax +48 (61) 817 25 25
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1. Nauki:

— Krajowe Centrum Metod Alternatywnych Do Oceny Toksycznosci
dziatajgce przy Instytucie Medycyny Pracy im. Prof. J. Nofera
w todzi [Dr M. Stepnik].
— Instytut Fiziologii i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego
Polskiej Akademii Nauk w Jabtonnie [Prof. B. Pastuszewskal.
2. Przemystu:
»  Centrum Naukowo-Badawcze Instytutu Dr Ireny Eris [Dr R. Debowska]
«  Procter & Gamble [Dr M. Jozefowicz]
3. Rzadu:
*  Krajowa Komisja Etyczna ds. Doswiadczen na Zwierzetach
[Dr D. Sladowski] przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym
4. Ochrony Zwierzat:
»  Towarzystwo Opieki Nad Zwierzetami w Polsce [W. Muza]
»  Stowarzyszenie Ochrony Zwierzat GAJA [P. Grzybowski]

Do gtéwnych zadan Polskiej Platformy zalicza sie:

a) identyfikacje ogdinokrajowych potrzeb w zakresie stosowania metod
alternatywnych w réznych dziedzinach badan naukowych (testowanie
substancji chemicznych w tym kosmetykéw, szczepionek i preparatow
medycznych, itd.),

b) opracowanie i wdrozenie ogdinokrajowego programu edukacyjno-
informacyjnego promujgcego metody alternatywne (seminaria, kursy
praktyczne, wykfady, prezentacje multimedialne) obejmujgcego
réwniez pomoc przy implementacji tych metod w zainteresowanych
laboratoriach,

) wspotprace i merytoryczne wsparcie dla organdw odpowiedzialnych
za aspekty prawne dotyczgce eksperymentow na zwierzetach (m.in.
przy dostosowywaniu polskiego ustawodawstwa w tym zakresie do
ustawodawstwa EU),

d) promocije i udziat polskich placowek badawczych w
migdzynarodowych programach dotyczacych rozwoju i walidacji
nowych metod alternatywnych (np. w ramach programu naukowego
ECOPA tzw. eSI (ECOPA Sciencelnitiative),

e) Scistg wspotprace naukowg z platformami z innych krajow
europejskich, z ECOPA, jak réwniez z ECVAM.

Obecnie POLCOPA, czyli Polska Platforma d/s Metod Alternatywnych
jest stowarzyszonym, lecz nie petnoprawnym czfonkiem organizacji ECOPA.

Zasada 3R
Podstawe zastosowania metod alternatywnych w badaniach
toksykologicznych opisuje Zasada ,3R". Po raz pierwszy zostata ona
okre$lona w 1959 roku w opracowaniu ,Zasady ludzkich technik
eksperymentalnych” autorstwa W.M.S. Russell i R.L. Burch. Zgodnie
z definicjg, Zasada ,3R’, a tym samym metody alternatywne majg na celu:
« REDUCE, czyli zmnigjszy¢ liczbe zwierzat wykorzystanych do
uzyskania okreslonej iloci informacji za pomocg badan,
» REFINE, czyli udoskonali¢ badania toksykologiczne, w celu
zmniejszenia cierpien zwierzat lub stresujacego oddziatywania, lub,
» REPLACE, czyli zastapi¢ zwierzeta metodami bez ich udziatu (in vitro,
ex vivo lub in silico - za pomoca analizy komputerowej).

o

Zgodnie z powyzszg definicjig metody alternatywne to nie tylko metody
in vitro, ale rowniez ulepszone, zmodyfikowane metody in vivo. Te trzy
rodzaje postepowan alternatywnych, nie wykluczajg siebie nawzajem i na
przyktad badania in vitro moga stuzy¢ jako czesciowe zastapienie badan
na zwierzetach w odniesieniu do niektorych rodzajéw badanych substancii,
czy tez szczegbinego typu i/ lub zakresu zagrozenia toksykologicznego.
Jezeli za$ testy in vitro zostaty uzyte w kontekscie wielopoziomowej
strategii badan, moze to rdwniez stuzy¢ jako ograniczenie i udoskonalenie
metod alternatywnych (np. moze zmniejszy¢ liczbe substancji testowanych
na zwierzetach, a szczegolnie ilos¢ toksycznych substancii).

Zasady ,3 R” wyznaczajg strategie dla racjonalnego i etapowego
podejscia do minimalizacji wykorzystywania zwierzat w eksperymentach
i ich cierpienia, bez uszczerbku dla naukowej jako$ci podejmowanych prac.

Rys historyczny

Od momentu opublikowania Zasad ,3R” w 1959, opracowano szereg
przydatnych metod alternatywnych stuzacych ocenie potencjalnych
efektow toksycznych substancii i produktow chemicznych. Weigz jednak
wprowadzenie metod alternatywnych w toksykologii do oficjalnego wykazu
trwa wiele lat.

Od 1986 roku Koncepcja "3R” uzyskata wsparcie prawa UE, ktére
wymaga od naukowcow i badaczy korzystania z dostepnych metod
alternatywnych przed przeprowadzeniem eksperymentéw in vivo.

Bolonska Deklaracja ,3R”, przyjeta w 1999 r. przez Trzeci Swiatowy
Kongres Metod Alternatywnych i Wykorzystania Zwierzat w Naukach
Biologicznych, szczegdlnie silnie potwierdzita potrzebe wprowadzenia
w zycie Zasady ,3R”. Dzisiaj, Redukcja, Udoskonalenie
i Zastapienie to podstawowe zatozenia badan prowadzonych
w UE ograniczajgce wykorzystanie zwierzgt w badaniach naukowych
i eksperymentach.

Dyrektywa Rady 86/609/EWG w sprawie ochrony zwierzat
wykorzystywanych do celow doswiadczalnych i naukowych w artykule
7.2 mowi:

Eksperymentu nie przeprowadza sie, jezeli istnieje inna, racjonalnie
i praktycznie dostepna, naukowo zadowalajgca metoda uzyskania
odpowiednich wynikéw, niewymagajgca wykorzystania zwierzat.”

Artykut 23 z kolei precyzuije:

Komisja i panstwa cztonkowskie powinny zacheca¢ do badan nad
rozwojem i walidacjg metod alternatywnych, ktore mogg zapewni¢
ten sam poziom informacji jak te otrzymane w do$wiadczeniach
z wykorzystaniem zwierzat, ale ktére dotyczg mniejszej liczby zwierzat
lub ktére pociggaja za sobg mniej bolesne procedury oraz podejmujg
inne dziatania, jakie uznajg za stosowne do wspierania badan w tej
dziedzinie. Komisja i panstwa cztonkowskie powinny monitorowac
trendy w metodach doswiadczalnych”.

W odpowiedzi na powyzsze artykuty 7 i 23 dyrektywy Rady 86/609/
EWG, w 1991 roku utworzono Europejskie Gentrum Walidacji Metod
Alternatywnych (ECVAM - European Centre for the Validation of Alternative
Methods). Gtéwne zadania ECVAM to:

+ naukowa ocena i walidacja metod alternatywnych,
* dziatalno$¢ o charakterze centrum informacyjnego, oraz,
» prowadzenie bazy danych badan in vitro oraz metod zwalidowanych.

e-wydanie do pobrania na: www.farmacom.com.pl



ECVAM monitoruje réwniez projekty badawcze finansowane przez
Komisje Europejska, utrzymuije kontakty z platformami typu ECOPA
i stowarzyszeniami optujgcymi za eliminacjg zwierzat wykorzystanych
do celéw naukowych i regulacyjnych.

Wg danych European Commission (2010). Report from the
Commission to the Council and the European Parliament: Sixth report
on the statistics on the number of animals used for experimental and
other scientific purposes in the Member States of the European Union.
SEC (2010) 1107 w 2008 roku w 27 krajach UE uzyto do badan
naukowych 12 milionéw zwierzat.

Siodma poprawka Dyrektywy Kosmetycznej przewiduje zakonczenie
procesu zastepowania badan z udziatem zwierzat metodami
alternatywnymi do 11 marca 2013 r. Wéwczas wejdzie w zycie catkowity
zakaz wykonywania testéw substancji chemicznych na zwierzetach
[toksycznos¢ dawki powtdrzonej, toksyczny wptyw na zdolnosci
reprodukcyjne, toksykokinetyka] pod warunkiem, ze dostepne beda
odpowiednie metody alternatywne.

Niewatpliwg przeszkodg w catkowitym zastgpieniu badan na
zwierzetach jest brak zatwierdzenia wielu metod w ECVAM oraz
diugotrwaty proces walidacji i rejestracii

W chwili obecnej wigkszos¢ wymaganych prawem parametrow
toksykologicznych, a wiec:
« toksycznos¢ ostre;,
 wiasnosci zracych i draznigcych (skore i oczy),
* wiasno$ci uczulajgcych skore,
« absorpcji przez skore oraz,
+ mutagennosci/genotoksycznosci,
oraz dodatkowych, dotyczacych:
« toksycznosci przewleklej,
- fototoksycznosci,
dziatania kancerogennego,
« toksycznego wptywu na rozréd oraz,
*  toksykokinetyki,
mozna okresli¢ tylko po wykonaniu testow na zwierzetach.

Obserwuijgc kierunek zmian prawa EU w zarzgdzaniu substancjami
chemicznymi, m. in. REACH- Registration, Evaluation and Authorization
of Chemicals, Dyrektywe Kosmetyczng 76/768/EWG (VIl Poprawka: Nie
dla zwierzat z 2009 r), czy tez Klasyfikacje i Oznakowanie Chemikaliow
oraz Przepisy Transportowe, mozna wnioskowac, iz rozwéj metod
alternatywnych zastepujgcych testowanie na zwierzetach nabiera coraz
wigkszego znaczenia.

Walidacja metod alternatywnych

Aby metoda alternatywna, opracowana przez akademickich
i przemystowych naukowcéw, zostata wprowadzona jako swoisty
zamiennik badania na zwierzeciu, musi przej$¢ skomplikowany proces
walidacji oraz rejestracji, prowadzony przez Europejskie Centrum Walidacji
Metod Alternatywnych (ECVAM).

Obecnie stosowane kryteria walidacji nowych metod badan
toksykologicznych zostaty opracowane wspdinym wysitkiem naukowcow

e-wydanie do pobrania na. www.farmacom.com.pl
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POZLAE

centrum badawczo-rozwojowe

Wiedza, doswiadczenie
i profesjonalizm w dziataniu

Oferujemy:

v Kompleksowe badania preformulacyjne

v Opracowywanie receptur produktéw kosmetycznych i
kosmeceutykow

v Wytwarzanie kontraktowe produktéw w skali
laboratoryjne;j

v Rozwéj i walidacje metod analitycznych sktadnikéw
aktywnych, zanieczyszczen i konserwantow

v’ Badania mikrobiologiczne, w tym testy konserwaciji

v Testy przechowalnicze

v’ Analizy zgodnosci produktu z opakowaniem

bezposrednim
POZLAE

www.pozlab.pl ]
pozlab@pozlab-l’l centrum badawczo-rozwojowe
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z obu grup in vivo i in vitro, specjalistow w dziedzinie rejestracii oraz innych

ekspertow z poczatku lat 80-tych. Ostateczny ksztatt tych kryteridw,

szczegbtowo opisanych w dokumencie OECD Guidance 34, jest wynikiem

wspofpracy:

« Europejskiego Centrum Walidacji Metod Alternatywnych (ECVAM - the
European Centre for the Validation of Alternative Methods),

*  Organizacji Wspotpracy Gospodarczej i Rozwoju (OECD - the
Qrganization for Economic Cooperation and Development),

» Komitetu Koordynacyjnego ds. Weryfikacji Metod Alternatywnych
(ICCVAM - Interagency Coordinating Committee on the Validation of
Alternative Methods).

Wspotpraca tych miedzynarodowych organizacii z krajowymi i
zewnetrznymi ekspertami oraz organizacjami, takimi jak RAM, ZEBET
i CAAT w zakresie ujednolicenia kryteriéw walidacji, pozwala unikngé
zasadniczych roznic miedzy badaniami pomiedzy krajami i kontynentami.

Proces walidacji jest wieloetapowy [schemat 1]. Badanie uznaje sig za
zatwierdzone, gdy charakterystyka jego dziatania, korzysci i ograniczenia
zostaty odpowiednio okreslone dla konkretnego celu. Zaréwno, pomiary
wiarygodno$ci jak i przydatno$ci metody badania sg niezaleznymi etapami
walidacji nowej metody badania i obie sg wymagane.

Faza Badan [1-5 lat]

.

Wynalezienie metody
[2-5 lat]

.

Prewalidacja [Rozwoj badan]
[1-2 lata]

- udoskonalenie protokotu
- transmisja protokotu
- wydajno$¢ protokotu

Walidacja
[2-5 lat]

Zatwierdzenie metody [2-3 lata]

(ocena z udziatem formalnych
miedzylaboratoryjnych badan
z kodowanym badaniem
substancji chemicznych)

.

Niezalezna ocena

.

Rejestracja metody
[1-3 lata]

Schemat 1. Etapy walidacji metody alternatywnej
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Proces walidacji potwierdza istotnos¢ naukowg metody alternatywnej
pod katem klasyfikacji i oznakowania, zatwierdzenia produktu lub badania
bezpieczenstwa.

W szczegdinosci w trakcie walidacji okre$lane sa;

wiarygodno$¢ i przydatnos¢ poszczegolnych badan,

* przystepnos¢ metody lub procesu badawczego,

« niezawodno$¢ metody zdefiniowana jako zakres powtarzalnoSci
wynikow w czasie badan w ramach jednego laboratorium
i pomiedzy laboratoriami, gdy wykonywane sg przy uzyciu tego
samego standardowego protokotu,

« trafno$¢ metody badania, ktdra opisuje zalezno$¢ miedzy badaniem a

jego wynikami u gatunkéw docelowych oraz

czy metoda badania jest znaczgca

i przydatna do okre$lonego celu, wraz

ze zidentyfikowanymi ograniczeniami.

W skrécie, jest to zakres, w ktorym pomiary stosowang metodg sg

prawidtowe lub przewidujg (biologiczny) efekt.

Przewidywalno$¢ i niezawodno$¢ testu toksycznosci okreslaja;

 czutosé, czyli procent pozytywnych (toksycznych) chemikaliow
prawidtowo zidentyfikowanych,

« specyficznosé, czyli procent substancji chemicznych negatywnych
(nietoksycznych) prawidtowo rozpoznawanych,

» przewidywalno$¢, czyli procent prognozy dla poszczegélnych
Klasyfikacii, ktore byty prawidtowe,

+ doktadnosé¢, czyli ogolny odsetek poprawnych klasyfikacji.

Inne parametry oceniane przez biostatystykow podczas walidacii:

» powtarzalno$¢é wynikow pomiedzy laboratoriami, czyli zgodno$¢
klasyfikacji miedzy laboratoriami,

» powtarzalno$¢ w laboratoriach, czyli zgodno$¢ klasyfikacii
miedzy trzema i wigkszg iloscig niezaleznych dziafan w jednym
laboratorium,

- prawdopodobienstwo poprawnosci klasyfikacii.

Przeglad zwalidowanych alternatywnych metod badan toksycznosci
zgodnych z migdzynarodowymi standardami oraz zatwierdzonych przez
ECVAM, ICCVAM OECD, jest dostepny na stronie internetowej AltTox
[www.alttox.org).

Zastepowanie zwierzat w eksperymentach
toksykologicznych
Do czesciowego lub catkowitego zastapienia zwierzat w
eksperymentach toksykologicznych moga by¢ stosowane nastepujace
systemy:
 metody in vitro: hodowle komdrkowe, zrekonstruowane tkanki, systemy
co-cultur
*  exvivo: wyizolowane zwierzece tkanki i organy,
* insilico: symulacje komputerowe i modele matematyczne, np. QSAR

Podstawowymi zaletami badan in vitro sg: brak skutkow ubocznych
dla innych organéw, kontrolowane warunki badan oraz mozliwy do



osiggniecia wysoki poziom standaryzacji badan, co przekfada sie na
zmniejszenie réznic w wynikach badan pomiedzy doswiadczeniami.
W wigkszosci przypadkow badanie jest szybkie i niedrogie, wymaga
uzycia niewielkiej ilosci materiatu do badania, a przy tym, co istotne
wytwarza ograniczong ilo$¢ toksycznych odpadow. W badaniach
in vitro mozna wykorzysta¢ do badan komérki i tkanki ludzkie oraz
transgeniczne komorki niosgce ludzkie geny, a ponadto ograniczy¢
badania z udziatem zwierzat.

Jak kazda metoda badan, in vitro posiadajg pewne
ograniczenia jak np. to, ze nie dajg mozliwosci testowania interakcii
miedzy tkankami i narzadami, nie mozna tez oceni¢ dziafania
ogolnoustrojowego, farmakokinetyki oraz przewlektych skutkow
stosowania. Osobng kwestie stanowig ograniczenia techniczne: jak
rozpuszczalno$e, reakcje z tworzywami sztucznymi, czy tez brak
wiasciwosci bariery in vivo-podobne;.

Niewatpliwie jednak prawidtowo wybrane metody in vitro w zaleznosci
od celu badania, w potgczeniu z dogtebng wiedzg na temat badanego
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narzedzia do catkowitego lub cze$ciowego zastepowania zwierzat
w badaniach.

Nic dziwnego, ze wsparcie ze wszystkich segmentow wspdinoty
praw zwierzat jest wazne w rozwoju koncepcji 3R, w szczegolinosci,
w rozszerzeniu wykorzystania ludzkich komérek in vitro w modelach
3D, zwtaszcza w poréwnaniu do innych testow, ktore wykorzystujg
rozpoznawalne czesci ciata zwierzecia. Przyktadem jest, np.
izolowana rogowka bydta w tescie na integralnos¢ nabtonka [BCOP
- Bovine Corneal Opacity/Permeability Assay] do oceny dziatania
draznigcego na oko, oraz test sptywowych weztéw chtonnych na
myszach ([LLNA - Local Lymph Node Assay] do pomiaru uczulenia
skory. W wyraznym kontrascie pozostajg za$, organotypowe
modele oparte na komérkach ludzkich, takie jak EpiDerm ™
zrekonstruowany ludzki naskérek [RHE Reconstructed Human
Epidermis] [Rys 1, 2] i EpiOcular ™ model ludzkiego oka
[Rys. 3], produkowane z normalnych ludzkich komorek uzyskanych
z etycznych Zrodet.

zwigzku (uzyskang np. z baz danych lub symulacji komputerowych /QSAR,
chemii analitycznej) mogg by¢ bardziej trafne dla niektorych obszardw niz
ich odpowiedniki z udziatem zywych zwierzat.

Do zbudowania modelu in vitro mozna wykorzystac:
pierwotne kultury komérkowe,

 ustalone linie komorkowe,

*  ciggte linie komorkowe,

« trojwymiarowe zrekonstruowane tkanki

Na szczegoing uwage zastuguig tréjwymiarowe modele tkanek z
komorek ludzkich. Geneza ich powstania jest $cisle zwigzana z unikalnym
procesem obrobki tworzywa sztucznego, przez co mozna wptyng¢ na jego
wiasciwo$¢ przylegania do komorek.

Zasada ,,3R” a modele tkanek ludzkich ,,3D”
Od 1997 roku, zrekonstruowane modele tkankowe zostaty
zawarte w kilku migdzynarodowych walidacjach i probach walidacji,
a ponadto zostaty zaakceptowane przez Unie Europejskg (UE) i
amerykanskie organy regulacyjne, jak rowniez przez Organizacje
Wspétpracy Gospodarczej i Rozwoju (OECD), jako zatwierdzone

e-wydanie do pobrania na. www.farmacom.com.pl

Trojwymiarowe modele in vitro sg stosowane nie tylko ze

wzgledow humanitarnych, ale takze dlatego, ze dostarczajg bardziej
Jfizjologicznych” danych naukowych. Ludzkie kultury tkankowe

nie tylko lepiej reprezentujg badang wiasciwosc, lecz rowniez nie
wprowadzajg dodatkowych mechanizmoéw metabolizmu i detoksykacii
wystepujacych tylko u ssakow, co mogtyby uczyni¢ eksperyment
pozbawionym znaczenia.

Metody badan oparte na ludzkich komorkach in vitro bazujgce
na trojwymiarowych modelach tkanek majg dodatkowg zalete -
dostarczajg wiecej wynikdéw badan in vivo. Na przyktad w badaniu
poréwnujacym 4-godzinny test Human Patch Test i model EpiDerm
uzywane w potgczeniu z MTT, zgodnosci migdzy tymi dwiema
metodami wynosita 76%.

Zgodnos¢ testu skornego Rabbit Draize z Human Patch Test
wyniosta tylko 56%.

Innym przyktadem zwyciestwa zaréwno dla obroncéw praw
zwierzat jak i badaczy, jest wykorzystanie tkanek EpiOcular
[Rys. 3] przez przemyst, poniewaz wyniki badan lepiej odzwierciedlajg
rzeczywiste wykorzystanie na $wiecie i ludzkie oceny okulistyczne.

3
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Rys. 2. EpiDerm ™ by MatTek Corporation

Rys. 3. EpiOcular by MatTek Corporation

Cho¢ formalna ocena i walidacja kazdej metody in vitro moze trwac¢
ponad pie¢ lat, warto$¢ i potencjat alternatywnych metod badawczych
w oparciu o tréjwymiarowe modele tkanek ludzkich in vitro jest
rozpoznawana na dtugo przed formalnym potwierdzeniem. Dlatego zdarza
sie, ze metoda badania moze by¢ przyjeta do powszechnego uzycia bez
formalnej walidaciji.

Przyktadem jest badanie podraznienia oczu in vitro przy uzyciu
EpiOcular [tréjwymiarowy model tkanki rogéwki cztowieka in vitro).
Badanie nie jest jeszcze formalnie zatwierdzone jako petne zastepstwo
in vitro dla Draize Eye Test Rabbit Irritation, jednakze wielu producentow
kosmetykéw i produktow do pielegnaciji w badaniach rozwojowych nowych
produktow, rutynowo zastepuije test Draize systemem EpiOcular. Wieksza
czuto$¢ badania z udziatem EpiOcular w stosunku do testu Draize, daje
wyniki badania podraznienia ponizej wartosci uzyskanych z testu Draize'a,
o pozwala na tworzenie mozliwie najtagodniejszych produktow. Kolejnym
powodem chetnego stosowania sytemu EpiOcular sg ilosciowe, nie
jakosciowe wyniki badan w poréwnaniu z testem Draize, co dostarcza
naukowcom bardziej wiarygodnych i powtarzalnych wynikéw badan.
Poniewaz EpiOcular jest produkowany z komorek ludzkich, wyniki testu
podraznienia bardziej odpowiadajg potencjatowi ludzkiego podraznienia
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oczu niz wyniki badan uzyskane z udziatem krélikow. Niewatpliwg
korzyscig zastosowania sytemu EpiOcular jest nizszy koszt badania w
poréwnaniu z badaniami przeprowadzanymi z udziatem zwierzat. Ostatnim
za$ i najwazniejszym argumentem przemawiajgcym na korzys¢ EpiOcular,
jest eliminacja oraz znaczne ograniczenie wykorzystania zwierzat w
badaniach rozwojowych nowych formut.

Whioski

W wielu migdzynarodowych walidacjach potwierdzono, ze metody
alternatywne posiadajg ogromny potencjat w eliminacji badz ograniczeniu
udziatu zwierzgt w badaniach, szczegolnie w badaniach bezpieczenstwa.

Dotychczas formalnie zarejestrowane, zwalidowane badz czesciowo
ocenione metody alternatywne, pozwalajg ograniczy¢ udziat zwierzat w
badaniach:

* genotoksycznosci,

» miejscowego dziatania draznigcego i toksycznego [dziatanie Zrace na
skore],

« kontroli jakosci preparatow biologicznych,

* produkcji przeciwciat monoklonalnych,

* bezpieczenstwa finalnych produktow kosmetycznych.

e-wydanie do pobrania na. wWww.farmacom.com.pl
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Badania na zwierzetach maja z zatozenia przewidzie¢ potencjalne Zrddta

«  Ustawa o kosmetykach z dnia 30 marca 2001 r. [Dz. U. 2001 Nr 42 poz. 473] wraz z
poznigjszymi zmianami: [Dz. U. 2003 Nr 208 poz. 2019, Dz. U. 2004 Nr 213 poz.2158].

tradycyjnych metod z udziatem zwierzat powinny by¢ poddane ponowne; + Ustawy o ochronie zwierzat z 21 sierpnia 1997
«  Sheasgreen, J., Klausner, M., Kandérova, H. and Ingalls, D. (2009).The MatTek Story -

skutki zastosowania substancji u czfowieka. Zdolno$ci przewidujgce

analizie. Te rozwazania znacznie zwigkszg zdoino$¢ do wytwarzania How the Three Rs Principles Led to 3-D Tissue Success! ATLA 37, 611-622.
odpowiednich | wiarygodnych metod alternatywnych rzeczywiscie +  Kandérova, H. and LetaSiova, S.(2011). Alternative Methods in Toxicology: Pre-validated
o ) . . i and Validated Methods. Interdisciplinary Toxicology, Volume 4(3). In press.

przewidujgcych oddziatywanie na zdrowie cztowieka. « wwwimplodzpl

Wedtug danych Europsjskiego Stowarzyszenia Kosmetycznego «  European Commission (2010). Report from the Commission to the Council and the

i o ) European Parliament: Sixth report on the statistics on the number of animals used for

[COLIPA - The European Cosmetics Association] przedstawione experimental and other scientific purposes in the Member States of the European Union.

o , -~ " . L SEC (2010) 1107
ponizej 4 typy badan toksycznosci mogg by¢ ocenione przy uzyciu - wwweolpagy
metod in vitro zastepujgcych badania z udziatem zwierzat. [Tabela 1]. + www.ecvam.com

*  www.ecopa.eu

Zastqpleme

Podraznienie, pojawiajace sie tylko wtedy, gdy substancja Test wychwytu czerwieni obojetnej 3T3 [wy-
jest narazona na promieniowanie ultrafioletowe (UV) tyczne OECD TG 432, przyjete w 2004 r.]

Modele ludzkiej skéry Epiderm, EpiSkin
oraz SkinEthic
[wytyczne OECD TG 439, przyjete w 2009 r.] 0

Tab. 1. Metody alternatywne zwalidowane przez ECVAM
REKLAMA

Fototoksycznosé

Miejscowe objawy skérne

Podraznienie skd SO ) )
v np. zaczerwienienie, pieczenie lub poparzenie

Zostaty one opracowane dzieki ogromnemu zaangazowaniu przemystu

kosmetycznego. 4 metody zostaly ostatecznie zwalidowane przez ECVAM, BIURO TECHNOLOGICZNO-MARKETINGOWE "TTM”
mgr inz. Stawomir Podgajny
natomiast pigta, czyli —test absorpcji przezskornej in vitro —zostat PL-95-060 BRZEZINY, ul. Konopnickiej 20

tel./fax +48 46 8742813, tel. +46 60 1314947

oficjalnie zatwierdzony przez OECD. od 1989

zaktad konstrukcji maszyn
ses dla matych firm przemyslu

Obecnie przemyst kosmetyczny skupiony jest na rozwoju metod
alternatywnych w czterech strategicznych obszarach:

« dziatanie draznigce na oko, o= kosmetycznego
+  genotoksyczno$¢ / mutagennosc, - chemicznego
N . . - farmaceutycznego

* dziafanie uczulajace na skore,

o y o - spozywczego
« toksycznosé (w tym toksyczno$¢ po podaniu wielokrotnym).

produkujemy maszyny i urzqdzenla
W chwili obecnej kosmetyki zawierajace substancie testowane na z materiatéw AISI 304/316
zwierzetach, objete sg zakazem badan oraz dziatan marketingowych. beczki, zbiorniki, mieszalniki (w tym prézniowe, wieloptaszczowe),
j ) ) o mieszadta, mieszadta na kolumnach podnos$nikowych,

Zakaz badan substancji testowanych z udziatem zwierzat istnieje od homogenizatory, pompy, mtynki korundowe, mtynki koloidalne,

ptuczki opakowan, przenosniki ptytkowe, rolkowe, tasmowe,
dozowniki pétautomatyczne i automatyczne (liniowe),
zatwierdzonych i dostgpnych metod alternatywnych badan napetniarki prézniowe, napetniarki cisnieniowe,
zakrecarki, etykietarki, aplikatory, zgrzewarki indukcyjne plomb,
stoty, pakowarki w folie termokurczliwa, urzadzenia obkurczajace

dopiero w 2013 roku, dlatego badanie okreslajace dziatanie uczulajace etykiety termokurczliwe, zgrzewarki, wykrywacze metaf,
stelaze wspomagajace roztadunek kanistrow i innych opﬁglpv.an

2009 roku. Nie obejmuje on jednak grupy substancii, nie posiadajacych

toksykologicznych. Dla tych substancji zakaz zacznie obowigzywaé

na skore wcigz mozna wykonywaé w warunkach in vivo [test sptywowych
weztow chfonnych na myszach — LLNA).

W 2013 r. zacznie jednak obowigzywac catkowity zakaz testowania na
zwierzetach wszystkich substancji, bez uwzglednienia obecnych wyjatkow.
Wiemy jednak, ze do tego czasu nie beda dostepne metody alternatywne
dla wszystkich substancii.

Przedstawia to ogromny problem dla przemystu kosmetycznego.

e-wydanie do pobrania na. www.farmacom.com.pl




