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1. UVOD

U svim se ljudskim djelatnostima, pa tako 1 u znanstvenim istrazivanjima, potrebno ponasati u
skladu s moralnim nacelima zajednice u kojoj zivimo. Unazad nekoliko desetaka godina,
koristenje pokusnih Zivotinja u znanstvenim istrazivanjima jedno je od najéesc¢e diskutiranih

etiCkih pitanja, kako u znanstvenim krugovima tako i u javnosti.

Toksikologija kao interdisciplinarno znanstveno podrucje nuzno uklju¢uje mnoga testiranja na
zivotinjama koje sluze kao modeli za ispitivanje apsorpcije, distribucije, metabolizma,
izlu€ivanja i toksi¢nosti razlicitih tvari. Koristenju Zivotinja u toksikoloskim i drugim sli¢nim
istrazivanjima protive se mnogi znanstvenici, tvrde¢i da ih je potrebno ukinuti, zamijeniti
alternativnim metodama i/ili unaprijediti. Tema ovog rada je provjera moguénosti koristenja
zamjenskih testova i njihove dostupnosti, kao i1 pregled postoje¢ih metoda te razrada njihove
uspjesnosti u cilju smanjenja koriStenja zivotinja. Ispitivanje kozne preosjetljivosti jedan je od
testova u kojem je koriStenje Zivotinja bilo visoko zastupljeno, a koza je organ kojega je moguce
jednostavnije rekonstruirati in vitro od sloZenijih sustava unutrasnjih organa. Zbog toga je tema
ovog rada i pitanje eti¢nosti u ispitivanju dermalne toksi¢nosti i kozne preosjetljivosti. Istrazit
¢e se potencijal zamjene testova koji koriste laboratorijske Zivotinje alternativnim testovima

kao i razvoj te unaprjedenje alternativnih testova za ispitivanje kozne preosjetljivosti.

Etika u toksikologiji, kao i u drugim znanostima, postavlja drustvena i politi¢ka pitanja s ciljem
unapredenja drustva u cjelini. U radu ¢e se istraZziti u kojoj mjeri zakoni pridonose napretku u
razvoju alternativnih testova i smanjenju koristenja zivotinja, posebice na razini Europske unije.
Osim ispitivanja na Zzivotinjama, postoji i niz drugih eti¢kih pitanja u toksikoloskim
istrazivanjima. Ona se odnose na koriStenje embrija zivotinja i ljudi, provedbu ispitivanja na
ljudima, koristenje tkiva i stanica ljudskog podrijetla, embrionalnih mati¢nih stanica i fetalnog

seruma.

U ovom diplomskom radu obuhvaden je pregled literature na temu etike u znanstvenim
istrazivanjima, posebice u onih ispitivanja koja ukljucuju primjenu pokusnih zivotinja u
toksikologiji. Dan je uvid u alternativne testove toksic¢nosti te pregled zakona i pravilnika koji
imaju utjecaj na ispitivanja na zivotinjama. Razradena su neka eticka nacela u toksikoloskim
istrazivanjima koja se najces¢e dovode u pitanje. Objasnjeni su postupci koji se smatraju
problemati¢nima, postupci koji im sluze kao zamjena, primjerenost i potencijal zamjene te
zakonska regulativa koja ima za zada¢u maksimalno smanjiti provodenje eti¢ki upitnih

postupaka u ispitivanju toksi¢nosti.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ETIKA U TOKSIKOLOSIM ISTRAZIVANJIMA

Izraz etika dolazi od grcke rijeci %12¢o¢ (moralan, ¢cudoredan) i koristi se za opis tri pojma: skup
nacela moralnog ponaSanja, znanost o moralu i disciplina unutar filozofije (Hrvatska

enciklopedija, 2020a).

Pojam etika se u slobodnom govoru najc¢esc¢e odnosi na skup nacela moralnog ponasanja koji
obuhvada sva moralna ponaSanja nekog drustva ili drustvene skupine. Nacela moralnog
ponasanja se zasnivaju na temeljnim drustvenim vrijednostima poput postenja, dobrote i
ljudskosti. Etika proucava moral kao druStveni fenomen u kontekstu konkretnih ljudskih
postupaka u okviru maksima (osnovno nacelo kojeg se Covjek pridrzava u zivotu) i
civilizacijskih pravila u drustvu. Znanost etika moze biti 1 filozofska disciplina koja ispituje
zasnovanosti i izvor morala, odnosno filozofija morala. Filozofija morala je filozofska
disciplina koja proucava temeljne kriterije za vrednovanje te ciljeve 1 smisao moralnih htijenja
i djelovanja. Izvor morala moze biti izvan ¢ovjeka ili imanentan ¢ovjeku, odnosno sastavni dio

njegove biti (Hrvatska enciklopedija, 2020a).

U prirodnim je znanostima nuzno obratiti pozornost na eti¢nost istrazivanja, odnosno pripaziti
da postupci u obavljanju znanstvenih djelatnosti budu u skladu s eti¢kim nac¢elima vremena i
kulture u kojoj Zivimo. To se najviSe odnosi na istrazivanja za ¢ije je provodenje potrebno
ukljuciti druga Ziva bica ili kada tijek istrazivanja ima na njih utjecaj. Druga Zivuca bi¢a mogu
biti ukljucena direktno kao testni subjekti. To se dogada primjerice kod ispitivanja utjecaja neke
tvari na zivo bice, Zivotinju ili Covjeka. Ukljucenje u procese znanstvenih istrazivanja moze biti
i indirektno, primjerice kao subjekte pokazatelje zagadenja okolisa uslijed neke ekoloske
katastrofe, kao i koristenje ljudi i Zivotinja za dobivanje bioloSkog materijala (tkiva, stanica,
seruma) za znanstvena ispitivanja. Znanstveno ispitivanje na ljudima provodi se dobrovoljno,
a subjekti se tretiraju odredenim dozama lijeka ili cjepiva tijekom klinickih ispitivanja. Serum,
tkiva, stanice i embriji humanog podrijetla takoder se dobivaju od dobrovoljnih darivatelja,

odnosno embrija preostalih nakon in vitro oplodnje (Sills i sur., 2005; Cheluvappa i sur., 2017).

Ukljucivanje zivotinja u znanstvena istrazivanja eticki je problemati¢no zbog pretpostavke da
zivotinje osjecaju bol, nelagodu 1 patnju tijekom istraZivanja, kao i zbog moguénosti smrti
zivotinja. Jedan od primjera za to je vivisekcija, odnosno anatomska sekcija ili izvodenje
kirurS§koga postupka na zivom organizmu za potrebe znanstvenog istrazivanja iz podrucja

animalne fiziologije, kirurgije ili farmakologije. Moze se provoditi na ljudima ili zivotinjama



(Hrvatska enciklopedija, 2020b). ToksikoloSka istrazivanja su po ovom pitanju posebice

problemati¢na jer ukljucuju koristenje bioloskog materijala zivotinjskog ili ljudskog podrijetla.

Prema antropocentristi¢koj ideologiji, Covjek je jedino bi¢e koje ima razum i slobodnu volju te
zbog toga zasluzuje posebno mjesto u svijetu. S druge strane, neantropocentrizam je prosirenje
etike po kojem 1 priroda i zivotinje imaju vlastitu vrijednost. Prema neantropocentristickoj
ideologiji, kod ljudskog bi djelovanja trebalo uzeti u obzir i zastitu prirode te prava zivotinja.
Neantropocentristicki pogled na prava zivotinja zasniva se na tri osnovna stava. Prvi je da su
zivotinje zZiva bi¢a koja mogu patiti te imaju interese i potrebe slicne ljudskim. Drugi je da po
principu jednakosti interesi zivotinja moraju biti uvazeni poput ljudskih. Treca je da zivotinje
imaju vrijednost koja proizlazi iz svijesti ili srodstva s ljudima (Kaluderovi¢, 2009; Ticac i
Marinovi¢, 2017).

2.1.1. Razvoj misli o etici u znanstvenim istrazivanjima

Etika je skup nacela koji bi trebao biti uroden svakom ¢lanu zajednice pa tako i znanstvenicima

......

misli, ali i razvoj znanosti i medicine (Germain i sur., 2017; Hrvatska enciklopedija, 2020a).

Vivisekcija ima dugu tradiciju. U II stoljecu prije Krista Galen je u sklopu Aleksandrijske Skole
provodio vivisekciju svinja kako bi dokazao da arterijama tece krv, a ne zrak. Ovaj je znanstveni
dokaz zasluzan za opstanak i izmjenu Hipokratove medicine, po kojoj zdravlje ovisi o ravnotezi
humora, odnosno ravnotezi Cetiri glavne tekucine u tijelu. Teorija humora je bilo osnovno
nacelo medicine u srednjem vijeku te je dominirala do XIX stolje¢a. William Harvey je u XVII
stolje¢u provodio istrazivanja koja su ukljucivala vivisekciju, takoder kako bi objasnio

anatomiju i fiziologiju krvozilnog sustava (Stojs, 2014; Ackerknecht i Haushofer, 2016).

Ideje protiv eksperimentiranja na Zivotinjama javile su se u staroj Grckoj te u Rimskoj filozofiji,
kao odgovor na testiranje na Zivotinjama tadasnjih znanstvenika. Koncepti medicinske etike
postoje i u indijskoj, egipatskoj, kineskoj, arapskoj te babilonskoj medicini. U islamskoj se
medicini etika zasnivala na konceptima odgovornosti prema pacijentima, sebi i odgovornosti
pacijenta prema lijeCnicima. Takva su se pravila prije svega odnosila na odnos lijecnika 1
pacijenata tijekom lijeGenja, a ne na znanstvena istrazivanja (Stojs, 2014; Ackerknecht i

Haushofer, 2016).
Moderna ideja protiv vivisekcije i opcenito uporabe Zivotinjskih modela u istrazivanjima
potjece iz XIX stolje¢a. Prema prvim zapisima, protivnici uporabe pokusnih zivotinja tvrde da

je moralni napredak covjeCanstva doSao do stadija u kojemu se misli i na dobrobit zivotinja. U



filozofiji XVII i XVIII stoljec¢a prevladavao je pogled u kojemu su zZivotinje bezdusni strojevi i
instrumenti, dok je u modernoj filozofiji u obzir uzeta njihova sposobnost za patnju i njihov

odnos s ljudima (Germain i sur., 2017).

Odnos ljudi 1 zivotinja te briga za zivotinje znatno se promijenio kroz posljednje stoljece zbog
promjene uloge zivotinja u svakodnevnom zivotu. Posjedovanje kuénih ljubimaca Cesto za
posljedicu ima negativan odnos prema prihvacanju koristenja zivotinja u istrazivanjima. Pokret
protiv zivotinjskih modela je drustveno slozeni fenomen koji se bavi dobrobiti zivotinja,
moralnim shvacanjem Zivotinja i ljudi te zastitom protiv iskoriStavanja i prodaje Zivotinja za
ljudsku korist. Tijekom vremena to je postao politi¢ki problem, problem moc¢i i problem odnosa
izmedu znanstvenika i ostatka druStva. Zahtjevi za prava zivotinja moraju biti kompatibilni s
uobicajenim razmisljanjem o etici i ostvarivi u praktickim i politickim okvirima (Kaluderovic,
2009; Germain i sur., 2017). Razni pokreti protiv vivisekcije se ¢esto odnose iznimno na
znanost, dok zanemaruju ostale aspekte ljudskog Zivota u kojima dolazi do loSeg tretiranja
zivotinja. Tako prema mnogim propisima laboratorijske zivotinje ,,vrijede vise® od ostalih
zivotinja u drustvu jer je istovremeno uzgoj i ubijanje Zivotinja za proizvodnju mesa i ostalih

prehrambenih proizvoda eti¢ki prihvaceniji (Hagelin i sur., 2003; Germain i sur., 2017).

Zagovornici eksperimenata u kojima se Zivotinje koriste kao model, znanstvenike koji im se
protive prikazuju konzervativnima te tvrde da se odupiru znanstvenom napretku, buduéi da
napredak znanosti ima pogodan utjecaj na zivote i ljudi i zivotinja. Neki smatraju kako dobrobit
koja dolazi od znanosti uvijek opravdava istrazivanja na zivotinjama te da je znanost
prilagodena idealnom kompromisu izmedu imperativa znanstvenog i moralnog napretka
covjeCanstva. Za moderni pokret protiv vivisekcije se smatra da je nastao u Velikoj Britaniji u
Viktorijansko doba u konzervativhom i religioznom drustvu Puritanaca te nije imao potporu

siromasnije radnicke klase, a danas ima potporu iz svih slojeva drustva (Germain i sur., 2017).
2.1.2. Stav javnosti prema istraZivanjima na Zivotinjama

Tesko je moguée saznati generalni stav javnosti prema znanstvenim istraZivanjima na
zivotinjama koji bi bio vjerodostojan jer metodologija 1 narucitelji tih istraZzivanja utjecu u
znaajnoj mjeri na rezultate. Takoder, stavovi se znatno razlikuju s obzirom na dob, spol,
osobne i kulturne karakteristike te karakteristike zivotinja o kojima se radi. U suvremenom
drustvu ljudi imaju razli€it stav prema koriStenju Zivotinja ovisno o tome koja se vrsta Zivotinja
koristi u eksperimentalne svrhe. Zivotinje koje su prihvaéene kao kuéni ljubimci (npr. psi i

macke) kao i primate, ljudi dozivljavaju kao Zivotinje ve¢ih mentalnih sposobnosti pa smatraju



da su nepogodne za istrazivanje. S druge strane, podrzavaju koristenje drugih vrsta zivotinja za
koje misle da su mentalno manje razvijene (npr. misevi, Stakori ili ribe). Tako ista osoba moze
podrzavati istrazivanja na jednoj, a protiviti se istrazivanjima na drugoj skupini Zivotinja.
Takoder, zivotinje koje zadrze neonatalni izgled (neotenziju) ¢e ceS¢e biti smatrane
nepogodnima za istrazivanja. Na stavove ljudi utjeCe i krajnji cilj istraZivanja za koji se koriste
zivotinje te Zivotni uvjeti u kojima se drze tijekom eksperimenata. Znanstvena i medicinska
istrazivanja imaju vecu potporu javnosti kada je u pitanju dozvola koriStenja zivotinja za
testiranje, od istrazivanja za druge svrhe (Festing i Wilkinson, 2007; Ormandy i Schuppli,
2014).

Istrazivanje provedeno na 987 odraslih osoba u Velikoj Britaniji 2018. godine pokazalo je kako
68 % stanovnistva prihvaca kori$tenje Zivotinja u znanstvene Svrhe. Za potpunu zabranu
istrazivanja na Zivotinjama izjasnilo se 27 % stanovnika. U odnosu na 2016. godinu, broj ljudi
koji se u potpunosti slaZe s upotrebom zivotinja u znanstvenim istrazivanja se blago smanjio za
sve vrste istrazivanja. Prema rezultatima ove studije vecéina javnosti slaze se kako je potrebno
uciniti vise kako bi se pronasle alternative koriStenju zivotinja. Dio javnosti koji se slaze da je
upotreba Zivotinja u medicinskim istraZivanjima bitna je 41 % te je u padu. Samo 15 % javnosti
tvrdi da uopée nisu zabrinuti zbog upotrebe Zivotinja u istrazivanjima, a taj broj je u padu u
odnosu na 2016. godinu. Ovi rezultati upuéuju na senzibiliziranost javnosti kada je u pitanju
testiranje na zivotinjama te na Sve manje prihvacanje upotrebe pokusnih Zivotinja, a razlog tome

moze biti i nedovoljna informiranost o nuznosti takvih testova (IPSOS Mori, 2018)

Znanstvena zajednica i farmaceutska industrija ulazu veliki napor, resurse i materijalna sredstva
u razvoj znanosti i tehnologije kako bi se zivotinje zamijenile alternativnim modelima kad i

gdje god je to moguce (Festing i Wilkinson, 2007).
2.1.3. Eticka pitanja kod primjene testova toksi¢nosti

Testiranje na Zivotinjama najceS¢e se koristi u svrhu procjene sigurnosti i ucinkovitosti
kemikalija, pesticida, potrosackih proizvoda, lijekova, medicinskih uredaja, cjepiva i mnogih
drugih proizvoda. Ta istrazivanja su neophodna jer su zahtijevana od strane nadleZnih
regulatornih tijela te su nuzna kako bi se zastitilo zdravlje ljudi, zivotinja i odrzala zastita
okoliSa. Vecina akutnih testova toksi¢nosti provodi se najéeS¢e pomocu miSeva, Stakora,
zamoraca i zeCeva (Krewski i sur., 2010; Stokes, 2015). Upotreba zivotinja u istrazivanju i
poducavanju podlijeZze strogim etickim smjernicama te se uvijek u obzir uzimaju alternativna

ispitivanja (Krewski i sur., 2010).



Testovi toksi¢nosti koji kao testni sustav koriste Zive Zivotinje nazivaju se in vivo testovima
toksic¢nosti, a objasnjeni su u poglavlju 2.2.1. Tijekom toksikoloskih ispitivanja kod zivotinja
dolazi do razvoja ozljeda i bolesti, a moguca je i prisutnost boli i patnje. Ponekad sam test moze
imati letalan ishod za zivotinju. To se danas smatra najveéim etickim problemom in vivo testova
toksi¢nosti. Osnovni argument koji se navodi protiv testiranja na zivotinjama je ¢injenica da su
zivotinje ziva bi¢a s razvijenim zivéanim sustavom koja imaju osjet boli i1 osjecaju patnju i
nevolju, zbog ¢ega ih ne bi trebalo podlagati tome u svrhu istrazivanja (Doke i Dhawale, 2015).
Mnogi pobornici pokreta protiv istrazivanja na zivotinjama koji nisu iz znanstvenih krugova
smatraju kako Zivotinje pate na isti na¢in kao i ljudi, a u prilog tome govori i teorija evolucije.
Medutim, u pocetcima se ideje o smanjenju testiranja na zivotinjama nisu odnosile samo na
dobrobit zivotinja, ve¢ primarno na moralno pitanje tih eksperimenata i prvotnog pronalazenja
nacina za provodenje tih eksperimenata. Dovodi se u upit moral lijecnika ili znanstvenika koji

su ustanovili laboratorijske testove na Zivotinjama i provodili ih (Germain i sur., 2017).

Patnju je moguc¢e primijetiti na laboratorijskim zivotinjama i moguce je procijeniti kada
zivotinja pati, a kada ne. Na temelju opazanja moze Se donijeti pravodoban zakljuc¢ak o patnji
zivotinje. Razlika izmedu ljudi i1 Zivotinja je 1 ¢injenica da neke vrste mogu osjetiti 1 ispustati
mirise, visoke frekvencije zvukova, infracrveno ili UV svjetlo Sto ljudskim osjetilima nije
mogucée registrirati (Bateson, 1986; Germain i sur., 2017). Zivotinje mogu pokazivati osjet boli
i nelagode na razli¢ite nacine. Neke se Zivotinje umire i ostanu nepokretne i tihe kada su u
opasnosti, $to je njihov obrambeni mehanizam. Znanja o prirodnom ponasanju Zivotinja se
moraju inkorporirati u procjenu iz razloga Sto se tako moZze suziti spektar okolnosti u kojima se
smatra da zivotinje pate. Izolacija zivotinje od ostalih pripadnika iste vrste moze kod nekih
uzrokovati velik stres (npr. majmuni), a kod nekih nema utjecaja (npr. ptice). Znanje o
ponasanju zivotinja ste¢eno je u velikoj mjeri promatranjem Zzivotinja u divljini, u njihovom
prirodnom stani$tu te za to uglavnom nisu bili potrebni testovi na laboratorijskim zivotinjama

(Bateson, 1986).

Prema Russellu 1 Burchu, na ¢ijem se radu temelji najceS¢e koriSteni princip eti¢nosti u
istrazivanjima na zivotinjama, opcéenito se pojam Svijesti razmatra kao beskorisni koncept,
apstraktan sam po sebi. Sav napredak u ovom polju nije postignut uslijed brige oko samog
pojma svijesti, nego uzimajuci svijest kao jednu od varijabli u procjeni eti¢nosti istrazivanja i
proucavajuci razlicita stanja svijesti (Russell i Burch, 1959). Veliki napredak u istraZzivanju
svijesti je postignut zahvaljuju¢i neurokirurgiji. Na stanja svijesti znacajno se utjece kirurSkim

zahvatom na vidljivim mozdanim strukturama (ili promjene nastaju kao posljedica patoloskih



procesa) koje su zajednicke vecini kraljeznjaka. Fluktuacija svijesti se manifestira kao
interakcija izmedu korteksa i prednjeg mozga. S druge strane, promatrajuci inteligenciju kao
varijablu, uocena je povezanost s neokroteksom i ona predstavlja nacin funkcioniranja koji je
gotovo u potpunosti ograni¢en samo na ¢ovjeka (Croft, 1952; Russell i Burch, 1959). Nizi
kraljeznjaci mogu u jednom trenutku imati jedno odredeno raspoloZenje te to ograni¢ava opseg
njihove paznje na jedan ¢imbenik, dok razvijeniji organizmi poput sisavaca imaju veci opseg
paznje pa mozemo iz trenutka u trenutak kontrolirati smjer i fokus nase paznje. Nizi kraljeznjaci
osjet nelagode kada se javi nelagoda, $to je kod ljudi slu¢aj samo kod iznimno jake boli i
nelagode. Za nize kraljeznjake se ne zna tocno na koji nacin osjecaju bol i nevolju te kako je
dozivljavaju. Pretpostavka je da jaka bol nadjacava sve ostale osjete koji dolaze do mozga
zivotinje. To je svojstvo svih kraljeznjaka te je vidljivo prema motorickim i autonomnim
ucincima boli. Pretpostavlja se da postoje dvije vrste osjeta kozne boli, koje se razlikuju prema
latenciji i trajanju - brza i spora ili otra i goruca. One se mogu prenositi razli¢itim zivéanim
vlaknima, ali se ne razlikuju u osjetu, osim u njegovu trajanju. Ljudi mogu svjesno smanjiti
intruziju boli 1 ne doZivljavati ju kao nelagodu izravnom kontrolom pozornosti ili perifernom
distrakcijom. Sli¢no je pokazano pokusima na mackama i majmunima te se pretpostavlja da je
taj mehanizam prisutan i kod ostalih sisavaca. Nakon prvog dozivljaja boli i predocenja
problema boli, ukoliko Zivotinja ima moguénost izrazavanja boli, njezina ja¢ina je smanjena.
Pretpostavlja se da se osjet boli smanjuje s vremenom pa laboratorijske Zivotinje nakon
prvotnog alarma nemaju jak osjecaj boli. To se odnosi na morfoloski i psiholoski razvijenije
zivotinje pa dovodi u upit jesu li zaista ,,jednostavnije* zivotinje prikladnije za istrazivanja. Na
temelju toga se moze zakljuciti da sisavci, poput misSeva, Stakora ili kuni¢a, nisu nuzno lo§
model za istraZivanja u kojima Zivotinja trpi bol ili patnju, osobito ukoliko se istraZivanja

provode kroz dulji vremenski period (Russell i Burch, 1959).

Bol se moze selektivno ukloniti farmakoloSkom ili kirurSkom lokalnom ili sistemskom
anestezijom. Kod zivotinja bol odmah ima za efekt nagli rast otkucaja srca, a te reakcije nema
pod dubokom anestezijom. Medutim, osjecaj boli se vraca prije ostalih osjecaja kod budenja, u
trenutku kad se zivotinja jo§ obi¢no smatra nesvjesnom. Ustanovljeno je da je refleks boli u
srcu (ubrzanje pulsa za 9 - 14 %) bolji pokazatelj prisutnosti svjesnog stanja nego bilo koja
somatska motoricka reakcija (Croft, 1952). Drugi je pokazatelj samovoljno ponasanje zivotinje
i reakcije te endokrini odgovor. Osjet boli se kod Zivotinja prenosi nocireceptorima, odnosno

osjetilnim neuronima za prijenos signala boli. Tesko ga je mjeriti i kategorizirati jer je osjet



subjektivan pa se pokusava pratiti promatranjem promjena na zivotinji. Kod laboratorijskih
zivotinja bol se procjenjuje pracenjem refleksa, potiskivanja ponasanja koja se povezuju s
osje¢ajem ugode, izraza lica i drugih automatskih ponasanja. Razvijaju se nove tehnike procjene
boli zivotinja na modelima manjih Zivotinja, poput zebrastih ribica i vinskih musSica, a koje bi
mogle biti primjenjive i na sisavcima. PonaSanje (Kretnje) Zivotinje prati se racunalno te s¢ iz
velike koli¢ine podataka dobivenih pra¢enjem nekoliko stotina Zzivotinja analiziraju i
rekonstruiraju kretnje zivotinja. Takvi bi se modeli mogli primijeniti i na veée Zivotinje poput
miSeva (Graham 1 Hampshire, 2016). Tre¢i pokazatelj je sposobnost za efektivnu reprodukciju,
koji moze koristiti samo u dugoro¢nim istraZivanjima. Kako bi mogle razviti zdravo potomstvo,
potrebno je funkcioniranje endokrinog sustava te zdravstveno stanje i ponaSanje zivotinja
moraju biti u izvrsnom stanju. Ukoliko zenka osjeca patnju i stres, teze ¢e se uspostaviti

laktacija (Russell i Burch, 1959).

Do smrti laboratorijskih Zivotinja dolazi kao rezultat tijeka eksperimenta koji ima letalni ishod
ili eutanazijom. Smrt u toksikoloskim istrazivanjima moze biti krajnja tocka eksperimenta, kao
Sto je odredivanje LDso vrijednosti ili Zivotinja moze uginuti nakon ili tijekom eksperimenta
kojem smrt nije krajnja tocka. Eutanazija se nekada provodi nakon eksperimenata na
zivotinjama koji nemaju letalni ishod, kako ne bi doslo do naknadne patnje i osje¢aja boli kod
zivotinje. Osim toga, kada se za eksperiment koristi samo neki organ ili tkivo iz Zivotinje, one
bivaju eutanizirane nakon izdvajanja tog tkiva ili organa. U ovim slu¢ajevima se broj uginulih
Zivotinja moze smanjiti koristenjem ranijih krajnjih tocaka i koristenjem LDso testova koji

koriste manji broj zivotinja (Stokes, 2011; Doke i Dhawale, 2015).

Do nepotrebne smrti zivotinja dolazi i eutanazijom Zivotinja koje su dobivene uzgojem
laboratorijskih Zivotinja, a zavrsile su kao viSak. Kako se postiglo smanjenje takvog viska, a
time 1 broja ukupno kori$tenih Zivotinja, potrebno je uskladivanje broja uzgojenih Zivotinja sa
brojem koji je potreban za istrazivanja (Doke i Dhawale, 2015). Kod koriStenja genetski
modificiranih Zivotinja, uvijek je potrebno prvo provjeriti postoje li veé jedinke s
odgovarajuc¢im svojstvima. Uzgoj genetski modificiranih Zivotinja se treba prilagoditi kako bi
se dobio trazeni broj zivotinja uz minimalni broj koriStenih Zenki i najmanje invazivne
postupke. To se postize pazljivim tehnikama ubrizgavanja, koristenjem Zenki optimalne mase i
veli¢ine, prac¢enjem stanja i selekcijom muzjaka (Robinson i Jennings, 2004). Dobivene linije
genetski modificiranih miSeva se koriste samo povremeno za znanstvena istrazivanja, ali ih je
potrebno odrzavati. Ukoliko se odrzavaju kontinuiranim uzgojem zivotinja, rada se prevelik

broj zivotinja koje se moraju eutanizirati jer nisu potrebne za laboratorijska istrazivanja. Kako



bi se to izbjeglo, mogu se krioprezervirati spermiji i oocite ili zamrzavati rani zametci te
odmrzavati po potrebi. Linije ostaju stabilne jer nema smanjenja fertilnosti zbog starenja,
smanjuje se genetski otklon i linija ostaje oCuvana u slucaju gubitka uzgojene kolonije.
Takoder, transport smrznutih zametaka ili kriokonzerviranih stanica nasuprot zivih zivotinja je
pogodan za istrazivanja jer tijekom transporta dolazi do stresa kod zivotinje (Lane i Jennings,
2004; CCAC, 2020).

2.1.4. Koristenje ljudi i ljudskog materijala za istrazivanja

Vivisekcija se, osim na zivotinjama, tijekom povijesti provodila 1 na ljudima. U anticko doba 1
srednjem vijeku radilo se o robovima i zarobljenicima, ali je vrhunac neeti¢nih istrazivanja na
ljudima dosegnut tijekom nacisticke ere. Veliki broj vivisekcija i eksperimenata na ljudima
731. Kako bi se neeti¢na istrazivanja na ljudima ovog tipa iskorijenila u potpunosti, uvedena su
nacela medicinske etike, kao §to je, primjerice, NirnberSki kodeks. Prema NirnberSkom
kodeksu istrazivanje na ljudskim subjektima moguce je iskljuc¢ivo dobrovoljno te kad su ti

subjekti pravilno informirani o postupku (Stojs, 2014; Ackerknecht i Haushofer, 2016).

U danasnje se vrijeme u razvijenim zemljama ne provode istrazivanja na ljudima koja nisu
dobrovoljna. U klinickim istrazivanjima je potrebno ispitati nove lijekove i cjepiva na ljudima.
U fazi | klini¢kih pokusa koriste se male, subterapijske doze lijeka kako bi se ispitala
farmakokinetika, bioraspolozivost i1 poluZivot lijekova te njihova sigurnost na manjem broju
(od 20 do 80) zdravih dobrovoljaca. U fazama II, 111 i IV se ispituju terapijske doze lijeka na
ve¢em broju (iznad 100) zdravih ili pacijenata s odredenim bolestima, kako bi se ispitala
ucinkovitost, djelotvornost i sigurnost lijekova te obavio nadzor nakon stavljanja u promet
(EFPIA, 2020).

Od ljudskog bioloSkog materijala, u znanstvenim istraZivanjima i ispitivanjima toksi¢nosti

koriste se stanice i tkiva ljudskog podrijetla te ljudske mati¢ne stanice (Eskes i sur., 2017).
2.1.5. Dobivanje bioloskog materijala ljudskog podrijetla i mati¢nih stanica

In vitro istrazivanja su istrazivanja u kojima se ne koriste cijele zivotinje, ve¢ izolirane stanice
ili tkiva te predstavljaju eticki prihvatljiviju alternativu in vivo istrazivanjima. Principi in vitro
istrazivanja razradeni su u poglavlju 2.2.3., a koristenje i rukovanje s kulturama stanica i tkiva
u poglavlju 2.2.3.1. i 2.2.3.3. Stanice i tkiva za potrebe in vitro istrazivanja moraju se svjeze
izolirati iz zivotinje ili Covjeka ukoliko se radi o primarnoj kulturi ili propagirati iz komercijalno

dostupnih stani¢nih linija. Kod toga je potrebno paziti na fenotipske i genotipske karakteristike



stanica. Ukoliko se koriste kontinuirane stani¢ne linije, preporuca se dobivanje stanica iz
provjerenih izvora, kao §to su DSMZ (njem. Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen) ili ATCC (engl. American Type Culture Collection) banke
stanica (Hartung 1 sur., 2002). Prije uspostavljanja stani¢nih linija iz bilo kojih stanica ljudskog
podrijetla, potrebno je dobiti eticko odobrenje. Kod uspostavljanja novih stani¢nih kultura,
potrebno je traziti etiCko odobrenje ukoliko se za kulturu koriste stanice ljudskog podrijetla.
Sva odobrenja i dozvole eti¢kih povjerenstava o upotrebi ljudskih tkiva i stanica potrebno je
trajno Cuvati. Zbog osiguranja sljedivosti i kontrole potrebno je voditi svu evidenciju glede
nabave, opskrbe i koriStenja bioloSkog materijala ljudskog podrijetla. Humane stanice
dobavljaju se iz banki tkiva ili bolnica te je dobivanje stanica neprofitno (Bal-Price i Coecke,
2011).

Embrionalne mati¢ne stanice su eticki problemati¢ne jer ih je potrebno dobiti iz unutarnje
stanicne mase blastociste, prije implantacije embrija. Blastociste za dobivanje embrionalnih
mati¢nih stanica se dobivaju od neimplantiranih embrija namijenjenih umjetnoj oplodnji, kao i
embrija za ostala medicinska i geneticka istrazivanja. Mati¢ne stanice mogu se dobiti iz tkiva
uniStavanje embrija. U oba slucaja eticka opravdanost dobivanja tih stanica ne razlikuje se od

one za dobivanje bilo kojeg drugog tkiva ljudskog podrijetla (Bal-Price i Coecke, 2011).

2.1.5.1. Koristenje zivotinjskih i ljudskih embrija

Za sve lijekove i kemikalije, ali i tvari kojima smo izloZeni iz okolis$a je potrebno procijeniti
kemijski induciranu razvojnu i reproduktivnu toksi¢nost. Metode kojima se procjenjuje takva
toksi¢nost ¢esto zahtijevaju veliki broj laboratorijskih Zivotinja kao $to su Stakori i ze€evi, dugo
traju i skupe su. In vitro metode probira pomocu stanica mogu zamijeniti trenutne modele. Za
ispitivanje embriotoksi¢nosti, odnosno $tetnog ucinka tvari na embrij, mogu se koristiti
embrionalne mati¢ne stanice (npr. misa). Neki in vitro testovi priznati od strane nadleznih
regulatornih tijela su EST (engl. Embryonic Stem cell Test), WEC (engl. Whole-Embryo
Culture) i MM (engl. MicroMass) test (Lilienblum i sur., 2008).

EST je in vitro test koji koristi embrionalne mati¢ne stanice misSa te se koristi za ispitivanje
embriotoksicnosti. EST test se zasniva na ¢injenici da spoj koji ima potencijalni embriotoksi¢an
ucinak blokira spontani razvoj embrionalne mati¢ne stanice u sréani misic s otkucajima tijekom
prvih 10 dana embrionalnog razvoja. Koristi se kao test probira u razvoju novih farmaceutika,
za identifikaciju hazarda te kao alat kod dono$enja internih odluka u proizvodnji farmaceutika

i biocida (Marx-Stoelting i sur., 2009). WEC test koristi cijeli embrij Stakora, tako da
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predstavlja sloZeniji sustav u odnosu na EST test. Na uzgojenim embrijima se 48 sati nakon
implantacije proucava pojava malformacija ili kasnjenje u razvoju odredenih organskih sustava.
MM test se zasniva na dogadajima tijekom diferencijacije stanica udova u hondrocite koje
proizvode hrskavicu (Lilienblum i sur., 2008; Seiler i Spielmann, 2011). Mana ovih testova je
Sto ovise o detekciji krajnjih tocaka, ¢ije poznavanje zahtjeva opsezno iskustvo u
eksperimentima pa mogu dovesti do pogresnih prosudbi. Tezi se smanjenju broja koristenih
embrija. lako je potrebno od nekuda dobiti embrionalne mati¢ne stanice i upotreba zivotinja
nije u potpunosti iskljucena, broj koriStenih embrija je znatno smanjen (Seiler i Spielmann,

2011; Doke i Dhawale, 2015).

Kako bi se mogle razviti stani¢ne linije embrionalnih mati¢nih stanica, ¢esto se uniStava embrij.
Moguce je uspostaviti kulturu embrionalnih mati¢nih stanica bez unistavanja embrija tako da
se uspostavi iz pojedinacne blastomere koja se biopsijom izdvaja iz embrija. Ovom je tehnikom
moguce izdvajanje samo jedne blastomere (ili nekada dvije) iz embrija u stadiju od 8 stanica.
Nakon izdvajanja iz embrija uzgajaju se zajedno s parentalnim embrijem u istoj epruveti 12 do
24 sata, nakon Cega se embrij izdvaja i nastavlja rast u mediju 48 sati. Vec¢ina embrija nastavlja
rast do faze blastociste. Ljudske maticne se uzgajaju na sloju embrionalnih firoblasta misa
(MEF, engl. Mouse Embryonic Fibroblasts) i zahtijevaju prisutnost fibroblastnog faktora rasta
(bFGF ili FGF-2, engl. Fibroblast Growth Factor). Medij se suplementira lamininom i
fibronektinom (Chung i sur., 2006; Chung i sur., 2008). Kada se embrionalne mati¢ne stanice
kultiviraju bez antidiferencijacijskih faktora, one spontano diferenciraju i formiraju
trodimenzionalne visestani¢ne agregate koji se nazivaju embrioidna tjelesca (EB, engl.
Embryoid Bodies). Kao zamjena za embrionalne mati¢ne stanice, mogu se Koristiti
pluripotentne stanice. KoriStenje pluripotentnih stanica je eticki opravdanije od koriStenja
embrionalnih mati¢nih stanica zato §to se mogu dobiti iz tkiva odrasle osobe, odnosno
dobrovoljnog donora. Pluripotentne stanice mogu diferencirati u razli¢ite tipove stanica te se

mogu koristiti, izmedu ostalog, i u toksikoloskim istrazivanjima (Thélu i sur., 2020).

2.1.6. 3R nacelo u zastiti dobrobiti pokusnih zivotinja

odnos prema pokusnim zivotinjama, doslo je do razvoja modela koji bi trebali biti vodilje pri
pokusaju smanjenja patnje i brojnosti pokusnih zivotinja. Jedan od prvih opceprihvacenih
takvih principa, koji se do danas Siroko primjenjuje, je 3R princip. Razvijen je iz Koncepta
zamjene kojeg su predlozili Charles Hume 1 William Russell 1957. godine, a predlaze zamjenu

koriStenja Zivotinja metodama istraZivanja koje ne koriste Zivotinje. Koncept zamjene prosirili

11



su William Russell i Rex Burch, kako bi istrazivanja bila jo§ humanija, u princip kasnije nazvan

3R (Doke i Dhawale, 2015).

3R je akronim za tri pristupa koja bi se trebala provoditi po ovom nacelu pri istrazivanjima na
pokusnim zivotinjama, a to su: smanjenje (engl. Reduction), zamjena (engl. Replacement) i
poboljsanje (engl. Refinement) (Dellambra i sur., 2019). Smanjenje se odnosi na smanjenje
broja zivotinja koje se koriste u istrazivanjima, zamjena oznac¢ava zamjenu svjesnih zivih visih
zivotinja materijalom koji nema osjetila ili ima manju mogucnost osjeta boli, a poboljsanje je
svako smanjenje ucestalosti ili ozbiljnosti nehumanih postupaka primjenjivih na one zZivotinje

koje se i dalje moraju koristiti (Russell i Burch, 1959; Doke i Dhawale, 2015).
2.1.7. Koristenje zivotinja u svrhe istrazivanja u svijetu i Europskoj uniji

Broj koristenih Zivotinja u svrhu laboratorijskih eksperimenata naglo je porastao s razvojem
biomedicinskih znanosti i tehnologije. Ukupan broj koriStenih Zivotinja je visok, ali se smanjuje
unazad zadnjih nekoliko desetlje¢a. Na grafickom prikazu broja Zzivotinja koriStenih u
istrazivanjima u SAD-u (slika 1) vidljiva je tendencija smanjenja broja pokusnih Zivotinja,
unato¢ ¢injenici da u SAD-u vlada opusteniji pristup glede reguliranja broja zivotinja koje se

koriste u laboratorijskim istrazivanjima (NAVS, 2020).
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Slika 1. Ukupan broj zivotinja koje su se koristile u istrazivacke svrhe unazad 45 godina u
SAD-u (prema NAVS, 2020)

broj pokusnih Zivotinja

Razlog smanjenja zabiljezenog broja koristenih zivotinja u SAD-u i zemljama Europske unije
su, osim inkorporiranja 3R principa, promjene u biljeZenju, odnosno vrsti zivotinja koje dolaze
u obzir kod obrade statistickih podataka. Kada se izrazava ukupan broj koristenih zivotinja, od

2010. godine time nisu obuhvaceni fetusi sisavaca, zivotinje zrtvovane za tkiva ili organe niti
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zivotinje koje se eutaniziraju jer su viSak (Busquet, 2020). Od 2005. do 2017. godine broj
godisnje koristenih pokusnih zivotinja u zemljama EU je pao za 2,27 milijuna (Festing i
Wilkinson, 2007; Busquet, 2020). Industrije koje se koriste Zivotinjama za svoja istrazivanja su
farmaceutska, kozmeticka, prehrambena, kemijska industrija 1 industrija zastite bilja. Od toga
najveci broj Zivotinja na kojima su provodeni eksperimenti, njih ¢ak 50 % (prema podacima za
2005. godinu), odlazi na proizvodnju farmaceutika, razvoj cjepiva 15 %, a toksikoloska
ispitivanja 4 % (Bottini i Hartung, 2009).

Pokusne zivotinje Kkoriste se u temeljnim znanstvenim istrazivanjima, kao i razvojnim i
primijenjenim. Broj koritenih Zivotinja za neka od istraZivanja tijekom 2017. godine prikazan

je naslici 2.
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W istraZivanja koja ukljuduju tesko podnosljive postupke po eksperimentalnu Zivotinju nanoseéi joj patnju i bol
B istrazivanja koja ukljuéuju umjereno invazivne postupke po eksperimentalnu Zivotinju
B istrazivanja koja ukljuéuju blage/neinvazivne postupke pri radu s eksperimentalnim Zivotinjama

istraZivanja kod kojih su eksperimentalne Zivotinje podvrgnute postupku koji je u cijelosti izveden pod opéom
anestezijom nakon kojeg Zivotinja nije dosla svijesti.

Slika 2. Broj pokusnih zivotinja koriStenih u deset najzastupljenijih podrudja istraZivanja
vezanih uz razliCite bolesti i poremecaje u 2017. godini (prema EC, 2020)
Temeljna istrazivanja koja ukljucuju istrazivanje ziv€anog i imunosnog sustava, istraZivanja u
podruc¢ju onkologije, ponaSanja i biologije Zivotinja Su ona na koja opada vise od polovice

koristenih Zivotinja. Translacijska i primijenjena istraZivanja ukljucuju istrazivanje raka kod
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ljudi, neuroloskih, psihi¢kih i zaraznih bolesti, kao i poremecaja u zivotinja. Za ovaj tip
istrazivanja se 2017. godine koristilo vise od 2,2 milijuna pokusnih zivotinja (EC, 2020). Za
farmakoloska ispitivanja i ispitivanja toksi¢nosti koristilo se oko 8 % od ukupno koristenih

Zivotinja, a broj¢ana raspodjela za neka od istrazivanja prikazana je na slici 3 (EC, 2020).
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B istrafivanja keja ukljuéuju umjerenc invazivie postupke po eksperimentalnu Zivetinju

B istrafivanja koja ukljufuju blage,/meinvazivne postupke pri radu s eksperimentalnim ZFivotinjama

istragivania kod kojih su eksperimentalne fivotinje podvrgnute postupku koji je u cijelosti izveden
pod opéom anestezijom nakon kojeg fivotinja nije defla svijesti

Slika 3. Broj koristenih zivotinja u 2017. godini za naj¢esc¢a ispitivanja iz podrucja
farmakologije i toksikologije (prema EC, 2020)
Godine 2017. u zemljama Europske unije je uzgojeno 12,6 milijuna Zivotinja, od ¢ega je za
testiranje na zivotinjama koriSteno 9,39 milijuna Zivotinja (EC, 2020), od ¢ega su 2,53 milijuna
sisavci (Busquet, 2020). Od toga je 8,8 % zivotinja koriSteno u testovima toksi¢nosti i drugim
testovima za ispitivanje sigurnosti, a 11,8 % za kontrolu kvalitete. Za testiranje toksi¢nosti
najvise je zivotinja koristeno za test kozne preosjetljivosti te iznosi vise od pola testiranja. Drugi
testovi za koje je koriSten velik broj Zivotinja su testovi karcinogenosti, genotoksicnosti i
iritacije koze. Broj zivotinja koristenih za testiranje o¢ne i kozne iritacije je u naglom padu u
periodu od 2005. do 2017. godine. Najcesce koristene zivotinje od 2008. do 2017. godine u EU
za razvojnu toksic¢nost su Stakori, a uporaba miSeva i zeCeva je znatno manja (EC, 2020). Broj
koristenih sisavaca kao laboratorijskih Zivotinja u SAD-u u 2017. godini je 780 tisu¢a. Ukupan

broj svih koriStenih Zivotinja za 2017. godinu nije poznat, a procjenjuje se da je izmedu 12 i 23
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milijuna (omjer broja sisavaca i ukupnih Zivotinja iznosi 1:15 - 30) (USDA, 2020). U Hrvatskoj
jeu 2018. godini za istrazivanja koriSteno 25,816 zivotinja (UVSH, 2019).

Zivotinje za istrazivanja dolaze iz dva tipa izvora. Prvi tip su izvori A-klase, koji ukljuduju
rasplode zivotinja specifi¢no za eksperimentalne svrhe, a drugi su tip izvori B-klase, koje ¢ine

raznovrsni ostali izvori poput azila, ali 1 zivotinje iz divljine (Doke i Dhawale, 2015).
2.1.8. Smanjenje broja zivotinja koje se koriste za eksperimente

Koristenje zivotinja treba se pazljivo planirati kako bi se koristio $to manji broj zivotinja te
kako bi njihova patnja bila §to manja. Dobro razraden dizajn eksperimenta pomaze u znatnom
smanjenju broja zivotinja koje se koriste u istrazivanjima te omogucuje prikupljanje potrebnih
podataka koriste¢i minimalni mogucéi broj Zivotinja. Dobra znanstvena praksa podrazumijeva
da se mora koristiti dovoljno veliki broj zivotinja kako bi mogli generirati rezultat sa
statistiCkim znacajem. Stoga je potrebno naci zlatnu sredinu, kako bi dizajn eksperimenta bio u

skladu i s jednim i s drugim principom (Festing i Wilkinson, 2007).

Godine 1998. FRAME (engl. Fund for the Replacement of Animals in Medical Experiments) je
formirao Odbor za smanjenje uporabe pokusnih zivotinja (engl. Reduction Committee) kako bi
javno objavili u¢inkovite tehnike redukcije broja Zivotinja (Festing 1 Wilkinson, 2007; Doke 1
Dhawale, 2015). Dva nova pristupa smanjenju broja zivotinja su sekvencijalno testiranje i
integrirano testiranje sa strategijama odlucivanja ( ITDS, engl. Integrated Testing and Decision
Strategies) (Stokes, 2015).

Sekvencijalno testiranje se uspjeSno provodi u kombinaciji s inovativnim statistiCkim
metodama. Ukljuéeno je u smjernice OECD-a (engl. Organisation for Economic Co-operation
and Development) za testove iritacije oka i koze, kod kojih se test smatra zavrS§enim u trenutku
kad se kod jedne ili dvije od zivotinja pojave teze lezije ili dvije Zivotinje pokazu jednak
negativan rezultat. Budu¢i da se ne tretiraju sve zivotinje odjednom, ukupno vrijeme testa je

produljeno (Stokes, 2015).

Druga strategija, integrirano testiranje sa strategijama odlu¢ivanja, moze smanjiti uporabu
zivotinja koriStenjem i razmatranjem vece koli¢ine podataka 1 dostupnih informacija prije
uporabe Zivotinja. Na primjer, kod testa akutne oralne toksi¢nosti mogu se u obzir uzeti sve
dostupne informacije o provedenim testovima na zivotinjama, ali i slu¢ajevima koji su se javili
kod ljudi zbog slucajne izlozenosti. Ako niti tada nema dovoljno informacija za procjenjivanje
rizika, provode se testovi koji su potrebni za nadopunu tih podataka, nakon provedenih in vitro

testova kojima se odredi odgovarajuca pocetna doza. Ovaj je pristup smanjio broj potrebnih
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zivotinja za jedno ispitivanje, a sli¢ni pristupi se koriste i kod testova kozne preosjetljivosti
(Stokes, 2015).

2.1.9. Relativna i apsolutna zamjena zivotinjskih modela u istrazivanjima

Osim u svrhu smanjenja broja zivotinja eliminiranjem testiranja na zivotinjama u pocetnim
fazama razvoja, alternativne metode sluze i za zamjenu zivotinjskih in vivo modela opéenito.
To su ve¢ navedene in vitro metode testiranja na stani¢nim kulturama, in silico modeli koji se
provode na ra¢unalnim sustavima (potpoglavlje 2.2.4.), druge nove tehnike analize, ali i
zamjena naprednijih Zivotinja nizim Zivotinjama. Zamjena zivotinjskih modela bi trebala u
konac¢nici imati najveéi utjecaj na dobrobit zivotinja zbog potpunog izbjegavanja uporabe

zivotinja za dio testiranja (Doke i Dhawale, 2015; Stokes, 2015).

Kod zamjene postoje dva smjera - relativna i apsolutna zamjena. Kod relativne zamjene se
Zivotinje koriste u istrazivanju, ali nisu izloZene patnji, a kod apsolutne se uopcée ne koriste

zivotinje (Doke 1 Dhawale, 2015).

Sisavci 1 ostali visi kraljeSnjaci najcesce su koriStene zivotinje u laboratorijskim istrazivanjima.
Udio pojedinih zivotinjskih vrsta u ukupnom broju istrazivanja na Zivotinjama u Hrvatskoj
prikazan je na slici 4, a iz njega je vidljivo da su miSevi i §takori najzastupljeniji i prevladavaju

ostale vrste (UVSH, 2019).

Zivotinje po vrstama koje su kori$tene u
Hrvatskoj u 2018. godini za sva istrazivanja

B misevi
W Stakori
M perad
zecevi
M zebrasta ribica
M svinje
ovce

konji, magarci i krizanci

zamorci

Slika 4. Vrste Zivotinja koje su koriStene u Hrvatskoj u 2018. godini za sva istrazivanja
(prema UVSH, 2019)
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Glavna strategija apsolutne zamjene je odabir manje razvijenih zivotinja, poput beskraljeznjaka
i nizih kraljeznjaka, gljiva, protista i porokariota umjesto kraljeznjaka koji imaju razvijeniji
zivéani sustav. Osim toga, moguce je i koriStenje in vitro i in silico metoda koje u nekoj mjeri
mogu zamijeniti dio ispitivanja. Na slici 5 prikazana je usporedba broja koristenih nekih vrsti
sisavaca, ptica i riba u istrazivanjima. Broj nizih kraljeSnjaka u ispitivanjima toksi¢nosti se

povecéava U posljednjih nekoliko godina, dok je koriStenje ptica u blagom padu (EC, 2020).

Prokarioti koji se koriste su bakterije, najces¢e Escherichia coli (model za molekularne i
genetske studije), Bacillus subtilis (model stani¢ne diferencijacije) i Caulobacter crescentus.
Eukariotski modelni organizmi se c¢esto preferiraju nasuprot prokatiorskim zbog vece
podudarnosti u stani¢énim funkcijama s viSim eukariotima. Filamentozni fungus Neurospora
crassa moze biti model za geneticka ispitivanja, studije cirkadijalnog ritma i regulaciju
metabolizma (Diaz i Larrondo, 2020). Saccharomyces cerevisiae i Schizosaccharomyces
pombe su takoder modeli u geneti¢kim studijama. Protist Dictyostelium discoideum se koristi u

molekularnim i geneti¢kim istrazivanjima (Doke i Dhawale, 2015).
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Slika 5. Broj zivotinja koje su se 2015., 2016. i 2017. godine koristile u istrazivanjima po prvi
put, prema vrstama u drzavama ¢lanicama Europske unije (izostavljene su zZivotinje koje su se
koristile u najve¢em broju, Stakori i misevi) (prema EC, 2020)

Beskraljeznjaci se koriste za proucavanje mnogih bolesti te su pogodni jer imaju kratak zivotni
vijek 1 koriStenje ovih Zivotinja ¢esto ne predstavlja eticki problem. Mnogi beskraljeznjaci se
koriste za znanstvena istrazivanja. Spuzva Amphimedon queenslandica se koristi u prou¢avanju

evolucije, razvojne biologije i komparativne genomike, a vrste iz roda Aplysia (morski zekani)
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u neurobiologiji. Nematod Caenorhabditis elegans je ¢esto koristen modelni organizam i moze
se koristiti u raznim biomedicinskim istrazivanjima za proucavanje apoptoze i razvojne
genetike. Koristi se 1 za proucavanje razliitih neuroloskih poremecaja poput Huntingtonove,
Parkinsonove i Alzheimerove bolesti, poremecaja imunosnog sustava, raka i dijabetesa.
Clankonozac Drosophila melanogaster (vinska musica) moZe posluZiti za genetsko
modeliranje, razvojnu biologiju, proucavanje transformacija, mutacija i za probir toksi¢nosti, a
osim za geneticka, koristi i za neuroloska istrazivanja. Vrste iz koljena Cnidaria (Zarnjaci) se
koriste za razumijevanje procesa regeneracije i morfogeneze. Zarnjaci iz roda Hydrozoa
pogodni su za istrazivanja u toksikologiji jer su vrlo osjetljivi na ksenobiotike i metalne
kontaminante, imaju ziv€ani sustav i viSeslojno tkivo za apsorpciju toksikanata, a mogu se
uzgajati u velikim populacijama, jednostavno i jeftino (Patwardhan i Ghaskadbi, 2013).
Medutim, njihovo je koriStenje u testiranju toksi¢nosti ipak ograni¢eno. Nemaju npr. adaptivnu
imunost, zbog ¢ega Se ne mogu Koristiti za objasnjavanje bolesti kod ljudi (Festing i Wilkinson
2007; Krewski i sur., 2010; Doke i Dhawale, 2015).

Nizi kraljeznjaci su pogodniji za istrazivanje od beskraljeznjaka jer je geneticka sli¢nost s visim
kraljeznjacima (ukljucujucéi sisavce) znatno veca. Eticki problem koriStenja nizih kraljeznjaka
je manji u odnosu na viSe kraljeznjake te se opCenito testovi na ovim Zivotinjama smatraju
istrazivanja je nizi kraljeznjak Danio rerio (zebrasta ribica). Pogodna je za testiranje jer ima
prozirno tijelo pa je mogu¢ i olakSan vizualni pristup svim promjenama tijekom razvoja. Male
su, plodne i imaju kratak Zivotni ciklus, zbog ¢ega se smanjuje vrijeme i cijena istrazivanja.
Koriste se u svim fazama razvoja za ispitivanje toksi¢nosti kemikalija i farmaceutskih
proizvoda te za istrazivanje raka, bolesti srca, neuroloSkih smetnji, bihevioralnih bolesti i

mutacija uslijed izlaganja Stetnim tvarima (Russell i Burch, 1959; Doke i Dhawale, 2015).

Koncept zamjene se uspje$no provodi u mnogim istrazivanjima i testiranjima lijekova i
kemikalija. To se najviSe odnosi na pocetne faze ispitivanja kemikalija, odnosno pred-klinicka
ispitivanja lijekova, ali su prisutni u svim fazama. Op¢cenito, upotrebom kultura stanica i tkiva
se znatno smanjuje broj koriStenih Zivotinja u pocetnim fazama istrazivanja. Stanice i tkiva koja
se koriste u te svrhe su najcesce podrijetlom iz jetre, bubrega, mozga i koze, a dobivaju se
izolacijom iz zivotinje, nakon ¢ega se uzgajaju in vitro. Ukoliko se kultiviranje provodi u
prikladnim uvjetima, mogu se odrzavati mjesecima pa i do nekoliko godina. To u konacnici
predstavlja postedu velikog broja Zivotinja, iako je Zrtvovana zivotinja za dobivanje tkiva na

pocetku procesa (Festing i Wilkinson 2007; Doke i Dhawale, 2015). Za provjeru iritacije oka
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koristio se Draize test toksi¢nosti koji zahtjeva novu zivotinju za svako testiranje, a najéescée su
koriSteni zeCevi. Alternativa tom testu je in vitro metoda u kojoj se koristi kultura organa
roznice goveda. Kultura se uzgaja do tri tjedna u laboratoriju te se moze koristiti U nizu razlicitih
metoda za procjenu toksi¢nosti in vitro. U mnogim su zemljama in vitro stani¢ne kulture
zamijenile test iritacije koze i Draize test (Xu, 2000). Takoder, ekstrakcija inzulina iz gusterace
svinja i krava zamijenjena je dobivanjem inzulina iz bakterijske kulture. To je eliminiralo
koriStenje Zivotinja u svrhu dobivanja lijeka koji je od Zivotne vaznosti za pacijente s
dijabetesom tipa | (Doke i Dhawale, 2015). Zamjena in vivo testova alternativnim testovima
uspjesno se provodi i za testiranje kozne preosjetljivosti, a primjeri su detaljnije objasnjeni u

poglavlju 2.3.

Apsolutna bi zamjena ukljucivala potpunu zabranu svih testiranja na zivotinjama te zamjenu
svih testova testovima koji ne koriste niti jednu Zivotinju. To ukljucuje testiranje na Zivotinjama
1 koriStenje Zivotinja za dobivanje materijala (tkiva i organi, embrionalne mati¢ne stanice).
Kada bi se testiranje na zivotinjama ukinulo u potpunosti, to bi imalo znac¢ajne i teske posljedice
za znanstvena istrazivanja te sigurnost lijekova, hrane i okolisa, kao i mnogih drugih aspekata

ljudskog zivota (Doke i Dhawale, 2015).
2.1.10. Poboljsanje zivotnih uvjeta i briga o pokusnim Zivotinjama

Briga o zivotinjama je bitan ¢imbenik kod istrazivanja na zivotinjama te je pravilnom skrbi i
njegom, koriStenjem potrebnih lijekova i1 stvaranjem ugodnog okruzenja za zivotinje moguce
znatno pridonijeti njthovom blagostanju, ali 1 posti¢i vjerodostojnije rezultate istraZivanja.
Problem je velika razlika izmedu uvjeta u kojima je Zivotinja tijekom eksperimenata i onih u
kojima se zivotinja nalazi u divljini. Tijekom eksperimenta Zivotinje su naj¢e$¢e odvojene od

ostalih pripadnika svoje vrste (Russell i Burch, 1959; Doke i Dhawale, 2015).

Strategije za smanjenje ili potpuno izbjegavanje boli i patnje kod Zivotinja su: ranije krajnje
tocke, koristenje lijekova za suzbijanje boli te pruzanje odgovarajuce veterinarske i1 potporne

njege (Stokes, 2015).

Pomno odabrane znanstvene i humane Krajnje toCke eksperimenta, odnosno zavrSetka
istrazivanja mogu doprinijeti smanjenju boli i patnje Zivotinje. Eksperiment se prekida ranije,
prije no §to dode do patnje 1 boli pokusne Zivotinje, a dok se joS uvijek mogu dobiti trazeni
eksperimentalni podaci. Idealna krajnja tocka je ona kod koje jos nije doslo do pojave boli i
patnje kod Zivotinje, a postize se cilj znanstvenog istrazivanja. Biomarkeri za krajnje tocke u

ovom sluc¢aju mogu biti klini¢ki znakovi, ali i fizioloska i biokemijska mjerenja te drugi
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parametri. Ovaj je pristup koristan kada nije moguca upotreba lijekova za suzbijanje boli zbog
utjecaja tih lijekova na ciljeve ispitivanja. Primjer testa na pokusnim Zivotinjama kod kojeg se
provodi ova strategija je lokalna analiza limfnih ¢vorova miseva za ispitivanje kozne
preosjetljivosti. U tom se testu uvodi ranija krajnja tocka te je izbjegnuta bol i stres Zivotinje jer
se cilj testa dobiva tijekom indukcijske faze alergijskog kontaktnog dermatitisa, a ne
elicitacijske faze. To je znatan napredak u postupanju sa zivotinjama, budu¢i da je kod
tradicionalnog testa za alergijski kontaktni dermatitis - maksimizacijskog testa sa zamorcima -
prisutna reakcija koja se ocituje crvenilom, oteklinom i svrbezom, a tijekom testa moze do¢i do
jake boli i patnje, teskih iritacija koze, upala i nekroze (Stokes, 2015). Razlike u ovim testovima

za ispitivanje kozne preosjetljivosti detaljnije su objasnjene je u poglavlju 2.3.4.1.

Postupci se na zivotinjama moraju provoditi pod lokalnom ili opéom anestezijom ukoliko je
ona kompatibilna s ispitivanjem i nije zna¢ajnije traumati¢na za Zivotinju od samog ispitivanja.
Analgetici se primjenjuju preventivno ili postoperativno kada popusti djelovanje anestezije.
Koristenje analgetika ukljuuje nesteroidne antireumatike, opioide i lokalne anestetike, a
preporuca se i multimodalna analgezija, odnosno istovremeno koriStenje vise analgetika s
razli¢itim mehanizmima djelovanja. Lijekovi za suzbijanje boli se, prema smjernicama OECD-
a, trebaju Koristiti u studijama na zivotinjama kod kojih su moguc¢e povrede oka, kod biopsije i
operativnih zahvata te se mogu koristiti kao nacin eutanazije (EC, 2010; Stokes, 2015; CCAC,
2020).

Pruzanje odgovarajuce veterinarske njege podrazumijeva ¢esto promatranje zivotinja kako bi
mogli pravodobno prepoznati klinicke znakove koji upucuju na bol i nelagodu, kao i1 pruZanje
njege potrebne za smanjenje boli, ozljeda i drugih $tetnih posljedica ispitivanja. Zivotinje treba
drzati primjereno hidrirane, moraju imati pristup vodi i hrani te ¢ist i suh okolis. Veterinarska
njega je klju¢na za osiguravanje dobrobiti Zivotinja i cilj joj je uvijek umanjiti patnju i nelagodu
kod ispitivanih Zivotinja (Stokes, 2015). Tijekom istraZivanja, u ve¢ini zemalja su veterinari
ukljuceni u skrb o Zivotinjama tijekom eksperimenta, ali u manjem broju su uvijek prisutni i
ukljuceni u rutinski pregled Zivotinja. Osim veterinara, mogu biti ukljuceni 1 dugi stru¢njaci za
zivotinje i njihovu dobrobit. Upotreba anestetika i analgetika tijekom eksperimenta i pazljivo
rukovanje sa zivotinjama moze pomoc¢i u smanjenju boli dozivljene od strane zivotinja. Kultura
brige za zivotinje postize se propisima, ali i osiguravanjem adekvatne edukacije tehniCara i
ostalih radnika koji dolaze u dodir sa zivotinjama (Festing i Wilkinson, 2007; Cheluvappa i
sur., 2017).
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Jedan od pristupa koji bi mogao smanjiti broj testiranja na zivotinjama i poboljsati ophodenje
prema zivotinjama je pravilna edukacija o etici u toksikoloskim istrazivanjima usmjerena prema
osoblju koje s njima dolazi u kontakt. Podu¢avanje bi uklju¢ivalo u¢enje o evoluciji misli na
temu etike u istraZivanjima na zivotinjama, 3R nacelima i strategijama njihove primjene, 0
etickoj odgovornosti znanstvenika, alternativama zivotinjskim modelima te bi takoder
obuhvatio savjetovanje pri pisanju prijedloga etickim odborima. Edukacija bi dodatno trebala
obuhvatiti i u¢enje o odgovarajué¢im postupcima znanstvenika kod testiranja i brige za Zivotinje

koji imaju utjecaj na smanjenje njihove patnje i boli (FELASA, 2005).

Kad je zivotinja pod stresom i osje¢a nelagodu, dolazi do neravnoteZze hormona, Sto moze
utjecati na rezultate istrazivanja. Tada bi eksperimenti trebali biti ponovljeni kako bi se dobili
relevantni rezultati, ¢ime bi se dodatno povecao broj koriStenih Zzivotinja. Osiguravanje
odgovaraju¢ih uvjeta i brige za zivotinje tijekom testiranja moZze znatno poboljSati kvalitetu
samog istrazivanja. Neke bolesti sporije napreduju kada se Zivotinje nalaze u ugodnijem
okruzenju (u kavezu se mogu gnijezditi, skrivati, grickati hranu koju jedu u prirodnom

okruzenju), §to je pokazano na miSevima s Huntingtonovom boles¢u (Doke i Dhawale, 2015).

Aktivisticke drustvene skupine koje se protive uporabi pokusnih Zivotinja ¢esto ne prihvacaju
mane i ogranicenja alternativnih modela te se energi¢no zalazu za njihovo usvajanje ne misleci
pritom na moguée posljedice za zdravlje ljudi. Pokreti za zastitu Zivotinja i protiv vivisekcije
takoder se Cesto protive i 3R principu, buduci da je prema nacelima tog principa testiranje na
Zivotinjama i dalje dozvoljeno za neka istrazivanja. Prihvacaju iskljucivo principe i metode koje
u potpunosti iskljucuju uporabu svih laboratorijskih zivotinja (Olsson i sur., 2012; Germain i
sur., 2017).

U suvremenoj znanstvenoj zajednici uvrijeZzeno je misljenje kako niti jedan odgovorni
znanstvenik ne Zeli koristiti Zivotinje kada to nije nuzno ili im nanijeti nepotrebnu patnju ako
se to moze izbjeci. Zbog toga vecina znanstvenika prihvaca kontroliranu uporabu zivotinja u
istrazivanjima i istrazivanja isklju¢ivo unutar eti¢kih okvira (Festing i Wilkinson, 2007; Stokes,

2015).
2.1.11. Zakonska regulativa u testiranju na Zivotinjama u Europi i svijetu

Zbog zabrinutosti 1 pritiska javnosti o dobrobiti Zivotinja, doneseni su mnogi zakoni i pravila
¢iji je temeljni cilj smanjiti boli i patnju Zivotinja te njihovo koriStenje u znanstvene svrhe svesti
na minimum. Drustvo za prevenciju okrutnih postupaka prema zivotinjama, SPCA (engl.

Society for Prevention of Cruelty to Animals) osnovano je u Engleskoj krajem XIX stoljeca.
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Pod pritiskom pokreta protiv vivisekcije, Britanska vlada formirala je 1875. godine Kraljevsko
povjerenstvo za regulaciju upotrebe vivisekcije (engl. Royal Commission to regulate the
practice of vivisection), koje je izdalo posebnu legislativu (engl. Cruelty to Animals Acts).
Zakonodavstvo vecine ostalih razvijenih zemalja je kroz nekoliko desetlje¢a proglasilo
odredene obavezne preglede prije provodenja pokusa na zivotinjama (FELASA, 2005; Stokes,
2015; Germain i sur., 2017).

Europska komisija je 1986. godine izdala direktivu 86/609/EEZ (Direktiva Vijeca od 24.
studenoga 1986. o uskladivanju zakona i drugih propisa drzava ¢lanica s obzirom na zaStitu
zivotinja koje se koriste u pokusne i druge znanstvene svrhe) koja vise nije na snazi, ali je 2010.
godine izdana Direktiva 2010/63/EU Europskog parlamenta i Vijec¢a od 22. rujna 2010. o zastiti
zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe. Prema direktivi iz 2010. godine obvezna je
cjelovita evaluacija svakog projekta u kojemu ¢e se Zivotinje Kkoristiti za istrazivanje, prije
provedbe samog projekta, ali nije predvideno kontinuirano pracenje (engl. on-going review) od
strane odbora (EC, 2010). Cilj eticke revizije projekata je ishodovanje dozvole za testiranja na
zivotinjama samo onda kada za to postoji opravdanje. Neki aspekti koristenja zivotinja u
znanstvene svrhe trenutno nisu regulirani u paneuropskom pravu, a po misljenjima navedenim
u Principles and practice in ethical review of animal experiments across Europe (FELASA,
2005) izazivaju konstantnu zabrinutost znanstvene javnosti. To se prije svega odnosi na
usmréivanje zivotinja kako bi se pribavilo tkivo ili organi za in vitro studije te usmréivanje
viSka Zivotinja koje su uzgojene za znanstvene svrhe. Ovdje treba pridodati 1 problematiku
konteksta u kojemu se koriste laboratorijske Zivotinje, s posebnim naglaskom na postupanje sa
zivotinjama 1 educiranost osoblja. Mnogo je organizacija koje daju smjernice za postupanje sa
zivotinjama, bilo da se radi o brizi za zivotinje, njthovom uzgoju, prehrani, transportu, ali
ponajvise o uporabi zivotinja u laboratorijskim eksperimentima. Neke od tih organizacija su
ICH (engl. International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use), CPCSEA (engl. Committee for the Purpose of Control And
Supervision of Experiments on Animals) i OECD (Doke i Dhawale, 2015).

Uredba (EZ) 1907/2006 Europskoga parlamenta i Vije¢a EZ o registraciji, evaluaciji,
autorizaciji i ograni¢avanju kemikalija, poznatija pod nazivom REACH (engl. Registration,
Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals) predstavlja pravni okvir Europske
unije za kemikalije te od 1. srpnja 2007. godine zamjenjuje mnogobrojne dotadasnje uredbe i
direktive koje su regulirale podrucje kemikalija jedinstvenim sustavom (EC, 2006). Osnovni je

cilj Uredbe odrzavanje visoke razine zaStite od rizika koji predstavljaju kemikalije te
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promicanje alternativnih metoda u procjeni rizika i smanjenje pokusa na Zivotinjama. ECHA
(engl. European CHemicals Agency, Europska agencija za kemikalije) je agencija koja pripada
regulatornim tijelima za provodenje inovativnih propisa Europske unije o kemikalijama, uz

informativnu podrsku (Ukelis i sur., 2008).

Europski parlament se trajno bavi pitanjima smanjivanja i zabrane testiranja na Zivotinjama.
Razlozi su eticke prirode, ali i postoje drugi razlozi poput postojecih legislativa, sprje¢avanja
sukoba interesa, uvjerenja i ciljeva politickih grupa u parlamentu te pritiska javnosti. U prosincu
2019. godine je Europski parlament donio novu strategiju rasta kojom vodec¢i stru¢njaci iz svih
podruc¢ja znanosti udruzuju svoja nastojanja za preobrazbu europskog drustva u pravedno i
prosperitetno drustvo s modernim, resursno ucinkovitim i konkurentnim gospodarstvom.
Strategija je objavljena pod nazivom Europski zeleni plan (engl. The European Green Deal).
Europski zeleni plan potice i tehnologije koje su prihvatljive za okoli§ i inovacije pa se spominje
i razvijanje alternativnih metoda medu kojima su i one koje se odnose na ispitivanja toksi¢nosti.
Kod procjene rizika naglasak je stavljen i na potrebu za smanjenjem ispitivanja na zivotinjama

te se poziva na povecanje napora i osiguravanje sredstava u tu svrhu (Busquet, 2020; EP, 2020).

Tri regulatorna tijela koja u Europi imaju znac¢ajnu ulogu u razvoju alternativnih metoda su
ECHA, EFSA (engl. European Food Safety Authority) i EMA (engl. European Medicines
Agency). Glavna strategija ECHA-e je smanjenje testiranja toksi¢nosti na zivotinjama
upotrebom in silico metoda, odnosno metoda koje analiziraju i kombiniraju postojece podatke.
EFSA se bavi razvojem in vitro metoda u provodenju 3R principa. EMA poduzima aktivnosti i

izdaje smjernice za provodenje 3R principa kod ispitivanja lijekova (Busquet, 2020).

U SAD-u je na snazi Zakon o dobrobiti zivotinja (AWA, engl. Animal Welfare Act) iz 1966.
godine. To je jedini savezni zakon koji regulira postupanje sa zivotinjama u istrazivanjima, na
izlozbama, pri transportu i trgovini Zivotinjama. Dobrobit Zivotinja je osigurana i nizom drugih
zakona i smjernica, no ovaj zakon je minimalni prihvatljivi standard. Propisani su standardi za
postupanje kod njege, lijeCenja 1 prijevoza zivotinja, ukljucujuéi i1 brigu za Zivotinje koje se
koriste u svrhu znanstvenih istrazivanja. Bol 1 patnja Zivotinja mora se svesti na minimum te je
potrebno osigurati odgovaraju¢u upotrebu anestetika, analgetika, sredstava za smirenje i
eutanaziju. Istrazivac¢i moraju uvijek razmotriti alternativne pristupe kako bi izbjegli bol i patnju
zivotinja i prije provodenja eksperimenata se moraju savjetovati s lijecnikom veterinarske
medicine 0 najucinkovitijim nac¢inima smanjenja boli, smirenja i ublazavanja patnje zivotinja.
Svaka ustanova u SAD-u koja koristi Zivotinje za istraZivanje mora podnijeti godiS$nje izvjesce

u Ministarstvo poljoprivrede SAD-a (USDA, engl. United States Department of Agriculture)
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koje navodi broj Zivotinja koje su dozivjele bol veéu od neznatne ili trenutne, bez lijekova za
ublazavanje boli (Stokes, 2015).

2.1.12. Procjena eticke prihvatljivosti istrazivanja

Kako bi se dopustilo provodenje eksperimenata na Zivotinjama samo onda kad je to nuzno i
opravdano implementirane su strategije propisane 3R principom te je potrebna adekvatna
procjena eticke prihvatljivosti eksperimenata koji se provode u sklopu akademskih institucija,
kao i istrazivanja vezana uz industriju. Vecina zemlja ima nacionalne eticke odbore Kkoji
provode tu procjenu. U nekim zemljama su lokalni pregledi obvezni, ali ih nadgledaju
nacionalni koji mogu naknadno odobriti ili arbitrirati rad, a neke imaju i neovisne odbore.
Buduéi da je u etickim pitanjima moguce doci do procjena koje se razlikuju zbog razlicitih
osobnih stavova, moguce je da se odluke lokalnog i nacionalnog odbora razlikuju. FELASA
(engl. Federation of European Laboratory Animal Science Associations) je institucija kojoj je
cilj zagovaranje odgovornog znanstvenog ponaSanja u radu sa Zivotinjama u znanosti te
objedinjuje interese zemalja u Europi i izvan nje. Hrvatsko drustvo za znanost o laboratorijskim

zivotinjama je ¢lan FELASA-e (FELASA, 2005).

U nekim zemljama (Gréka, Njemacka, Austrija i Svedska) je u pojedinim sluéajevima za
procjenu eticke prihvatljivosti i opravdanosti rada s pokusnim zivotinjama zaduzena jedna
osoba. To je najceS¢e ovlaSteni sluzbeni veterinar, lijecnik ili zoolog, s ili bez naknadne
procjene odbora. U zemljama u kojima se provodi mali broj znanstvenih istrazivanja problem
je u nedostatnom broju ljudi koji provode eti¢ke procjene te povezanost tih ljudi sa znanstvenom
zajednicom koja provodi istrazivanja za koje se radi procjena (FELASA, 2005). Procjena jedne
osobe nije pozeljna jer moZe biti subjektivna te nema nuzno rasprave, konsenzusa i dogovora,
veC je savjetovanje sa znanstvenicima proizvoljno. Pregled jedne osobe ne moze obuhvatiti
raspon faktora i sve perspektive koje bi utjecale na odluku veceg odbora, a odgovornost
pojedinca koji je donio odluku je velika. Kod etickog pregleda, potrebno je imati raznolike
sudionike u raspravi koji imaju razlicita stajali$ta o pitanjima koja se raspravljaju, a sudionici
moraju pokrivati §to Sire podrucje stru¢nosti. Buduci da niti jedan znanstvenik ili stru¢njak iz
nekog podru¢ja ne moZe imati sva znanja koja su potrebna za ovu procjenu, bilo bi pozeljno
ukljuciti Sto vise struénjaka iz razlicitih podrucja znanosti. To osim veterinarskih stru¢njaka i
zoologa ukljucuje i znanstvenike s podrucja biomedicinskih znanosti, statistike i alternativnih
metoda procjene toksi¢nosti (FELASA, 2005). U nekim zemljama se takoder ukljucuju i laici,
koji dolaze iz drugih podrucja znanosti (drustvene znanosti kao $to su sociologija ili pravo),

administrativnog osoblja ili menadzmenta koji nema veze s uporabom zivotinja. Kada u odluci
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0 tome je li znanstveni projekt eti¢ki prihvatljiv ili ne sudjeluje osoba koja nije nuzno u toj
znanosti, ve¢ dolazi izvan tog podrucja, zabrinutost javnosti 0 donesenoj odluci biva ublazena.
U vecini zemalja znanstvenici koji provode istrazivanja rijetko su, ili nikada, prisutni u eti¢koj
procjeni, osim u Velikoj Britaniji gdje sudjeluju u ranim stadijima procjene. Kod rasprave o
etiCkoj prihvatljivosti nekog istrazivanja ipak bi bilo ispravno ukljuciti znanstvenike koji ¢e
provoditi istrazivanje jer i oni mogu doprinijeti davanjem svih potrebnih objasnjenja 0 samom
eksperimentu, ali ne bi trebali biti prisutni tijekom donosenja odluke kako na nju ne bi utjecali

(FELASA, 2005).

U raspravi treba svim sudionicima pruziti priliku za iznoSenje stajaliSta i tako osigurati
informiranost o svim aspektima. Dobro organizirani i informirani odbor znat ¢e procijeniti je li
potrebno podrzati neki znanstveni projekt ili ne. Procjena da je uporaba Zivotinja za testiranje
nepotrebna moze biti donesena na temelju ¢injenice da Zivotinje trpe nepotrebnu bol, ali 1 na
temelju procjene da svrha istrazivanja ne odobrava njegovu provedbu iako je Steta za zivotinju
blaga. Takoder, neki se postupci mogu ocijeniti neprihvatljivima unato¢ procjeni o ve¢oj op¢oj
koristi ukoliko se ocijeni da su Stete ozbiljnije ili postoje odgovarajuce alternative (Bateson,
1986; FELASA, 2005).

Prema izvjeS¢u FELASA-e vecina ispitanika u njihovim istraZivanjima smatra da se postupci
etickih procjena u njihovim zemljama provode odgovaraju¢e. Medutim, to je tesko procijeniti
bez prisutnosti u odborima i njihovim raspravama. Nacin pristupanja evaluaciji se razlikuje
medu zemljama zbog razlike u ¢lanovima koji u njima sudjeluju i njihovim kompetencijama.
U 9 zemalja ¢lanica FELASA-¢ postoje odredene smjernice ili popisi ¢cimbenika koji postavljaju
nacela za provodenje eticke procjene. Takve se smjernice rijetko uspostavljaju na nacionalnoj

razini, iako postoje, primjerice, u Svicarskoj (FELASA, 2005).

Diljem svijeta objavljene su razne smjernice namijenjene izradi plana za kvalitetnu procjenu
opravdanosti koriStenja zivotinja za toksikoloSka ispitivanja. Te smjernice uzimaju u obzir
moguéu patnju zivotinja tijekom ispitivanja te potencijalnu korist dobivenih rezultata
istrazivanja za dobrobit ljudi. Primjer je prijedlog sustava za donoSenje odluka o etickoj
prihvatljivosti eksperimenata na zivotinjama u 0sam koraka koji su sastavili dr. Frans Stafleu i
suradnici 1999. godine na Sveudilistu Utrechtu. Ovim se sustavom tijekom procjene prvo
razraduju pitanja korisnosti eksperimenta za dobrobit ¢ovjeka te se svaki aspekt boduje s
odredenim brojem bodova, kod ¢ega veci broj bodova znaci vecu dobrobit za Covjecanstvo.
Nakon toga se procjenjuje kakav ¢e efekt eksperiment imati na pokusne Zivotinje te se takoder

boduje po definiranom modelu, kod ¢ega veci broj bodova oznacava vecu patnju i bol Zivotinja.
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U konacnici se odluka donosi na temelju odvage koja je od stavki ,,ostvarila“ ve¢i broj bodova

— dobrobit eksperimenta ili patnja laboratorijskih Zivotinja (Stafleu i sur., 1999).

Osim odgovarajuée eticke procjene prije odobrenja provodenja eksperimenata, bitno je
provoditi i kontinuirano pracenje (engl. on-going review) tijekom samog istrazivanja. Ono se,
prema istrazivanju FELASA-e, ne provodi u svim zemljama ¢lanicama, a kod nekih zemalja
(npr. Nizozemska) je takva procjena standardna. U malom broju zemalja se provodi i eticka

procjena nakon zavrSetka eksperimenata (FELASA, 2005).

Neki se znanstvenici boje da pretjerane eticke procjene stvaraju nepotrebnu birokraciju koja u
konacnici usporava znanstvena istrazivanja i donosi viSe Stete nego koristi u znanstvenim

istrazivanjima (Festing i Wilkinson, 2007).

2.2. TESTOVI TOKSICNOSTI

Kako bi valjano ispitali sigurnost nekog kemijskog spoja, potrebno je provesti odgovarajuce
testove toksi¢nosti. Tradicionalni testovi toksi¢nosti su in vivo testovi, odnosno testovi kod
kojih se koriste cijele Zivotinje kao modeli, dok su alternativni testovi toksi¢nosti in vitro testovi

toksi¢nosti kod kojih se ne koriste cijele Zivotinje (Eaton i Gilbert, 2013).
Deskriptivni testovi toksi¢nosti na pokusnim Zivotinjama zasnivaju se na dva osnovna principa:
1. rezultati istrazivanja na Zivotinjama Su primjenjivi na ljude.

2. kako bi se otkrile moguce opasnosti za ljude, laboratorijske pokusne zivotinje se

izlazu visokim dozama kemikalija.

Prvi princip nije u potpunosti valjan iz razloga §to neki poznati kemijski spojevi izazivaju
odredene pojave kod ljudi, ali ne nuzno i kod zivotinja (npr. mogu izazvati karcinom kod ljudi,
a nisu nuzno kancerogeni za pokusne zivotinje). Ispitivanja kancerogenosti ksenobiotika na
zivotinjama ne mogu uvijek biti osnova za donoSenje zakljucaka o kancerogenosti za ljude jer
postoje razlike u biotransformacijama prokancerogena u kancerogen kod ljudi i Zivotinja. Isto
tako, postoje razlike i u mehanizmima toksi¢nosti izmedu razli€itih vrsta Zivotinja i covjeka.
Drugi princip je proiziSao iz odnosa doze 1 odgovora, po kojem je toksi¢ni u€inak ¢es¢i ukoliko
je doza ili izlozenost veca. Nekada Stetni ucinci na zdravlje dolaze do izrazaja tek nakon duljeg
trajanja izlozenosti ili dovoljnog intenziteta, ponekad samo kod osjetljivih pojedinaca ili
tijekom osjetljivih Zivotnih faza. Koristenje visokih doza pri tretmanu pokusnih zivotinja moze
predstavljati problem kod ekstrapolacije rezultata ukoliko je Covjek realno izlozen znatno nizim

dozama (Gibb, 2008; Eaton i Gilbert, 2013).

26



Potrebno je pokriti sva podru¢ja moguceg rizika za ljude te uzeti u obzir iscrpan popis moguéih
nuspojava koje se mogu predvidjeti. Toksi¢ne ucinke na ljudima mozemo klasificirati na:
akutne toksi¢ne ucinke, toksi¢nost ponovljenih doza, negativne ucinke na plodnost i
reprodukciju, embriotoksi¢nost, genotoksi¢nost, kancerogenost, imunosupresiju i druge lokalne

Stetne ucinke (Olejniczak i sur., 2001).
2.2.1. In vivo testovi toksi¢nosti

In vivo testovi toksi¢nosti koriste se najéeSée za ispitivanje akutne toksi¢nosti u glodavaca,
odnosno toksi¢nih ucinaka kod krac¢eg izlaganja nekom kemijskom spoju ili smjesi spojeva u
visokoj dozi. Suvremeni in vivo testovi su usavrSeni te ¢esto koriste vise od jedne Zivotinjske
vrste. Testovi akutne toksi¢nosti su nuzni i sluze za osnovnu karakterizaciju potencijala
toksi¢nosti, rani odabir odgovarajucih farmakoloskih tvari, pronalazak raspona doze i daju prve

dokaze na ciljnim tkivima i organima (Ukelis i sur., 2008; Sachana i Hargreaves 2012).

Tradicionalna in vivo metoda odredivanja akutne toksi¢nosti je LDso (engl. lethal dose) test.
Kod ove metode je cilj odrediti vrijednost LDso koja predstavlja dozu (u mg kg ™ t. m.) kod koje
se postize letalnost kod 50 % tretirane populacije. Za topive spojeve se koristi vrijednost LCsg
(engl. lethal concentration), odnosno koncentracija spoja u vodi (u mg L) kod koje je letalnost
tretiranih Zivotinja 50 % (Timbrell, 2009).

Akutni test toksi¢nosti je test koji se provodi kako bi se utvrdio odnos doza-odgovor ispitivane
tvari za odredenu Zivotinjsku vrstu. Akutni testovi toksi¢nosti se provode na dvije ili viSe vrsta
sisavaca — u Europskoj uniji i Japanu je potrebno koristiti minimalno dvije, a u SAD-u tri.
Preporucuju se glodavci jer su pogodni za kvalitativnu procjenu toksi¢nosti i kvantitativno

odredivanje letalne doze (OECD, 2008; Ukelis i sur., 2008).

U cilju odredivanja toksi¢nih uc¢inaka, potrebno je provesti niz istrazivanja u kojima dolazi do
izlaganja pokusnih Zivotinja ispitivanoj tvari te se provjeravaju razli€iti parametri poput
urodenih oSte¢enja (abnormalnosti konstitucije, anomalije na tkivima), promjena u ponasanju,
pojave raka i drugi ucinci na zdravlje. Kako bi se postigla veca sigurnost, istrazivanja Su se
poboljsavala uvodenjem multigeneracijskih testova toksi¢nosti (moguci ucinci na potomstvo
kroz viSe generacija), odnosno prosirivanjem postojecih testova na zivotinjama. Tako su testovi
postali jo§ skuplji 1 dugotrajniji te koriste ve¢i broj pokusnih zivotinja (Gibb, 2008). Broj
pokusnih zivotinja uvijek je potrebno smanjiti iz ekoloskih i etickih razloga. Za LDsp test obi¢no
je potrebno koristiti veliki broj zivotinja, ali su razvijene in vivo metode u kojima se Koristi

minimalni moguc¢i broj pokusnih zivotinja. Za svaki definiran korak u istrazivanju primjenjuju
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se samo tri zivotinje svakog spola, a testovi su osmisljeni tako da nikada nije potrebno vise od
dva koraka. Istrazivanje se moze ponoviti s jo§ Sest zivotinja osjetljivijeg spola, ukoliko se
zivotinja I nemaju nuzno letalan ishod kao krajnju tocku eksperimenta, ve¢ toksi¢nost. Time se
postizu humaniji uvjeti za zivotinje u skladu sa zakonima 1 pokusi se prekidaju kada se primijeti

bol, predstojeca smrt ili tezak stres kod zivotinje (Ukelis i sur., 2008).
2.2.2. Mikrodoziranje

Mikrodoziranje je nova tehnika za mjerenje toksikokinetike koja ukljucuje pracenje kretanja
stranih tvari u tijelu, tj. apsorpciju, raspodjelu, metabolizam i izlu¢ivanje nakon unosa niskih
doza (od 1 % terapijske doze) lijeka. Istrazivanja se provode na ljudskim dobrovoljcima i bez
prisile §to ih ¢ini etickim opravdanijim od istrazivanjima na zivotinjama (Willmann i sur., 2008;
Cheluvappa 1 sur., 2017). Uz pomo¢ mikrodoziranja je istrazen velik broj lijekova. lako ova
metoda jo$ uvijek ne donosi prave i u cijelosti relevantne podatke, ima potencijal za razvoj.
Zamjena jednog dijela testiranja na zivotinjama mikrodoziranjem znatno smanjuje vrijeme
potrebno za istrazivanje lijeka, prema nekim procjenama za 12 do 18 mjeseci (Cheluvappa i

sur., 2017).

PET (pozitronska emisijska tomografija) je neinvazivna metoda tomografskog snimanja koja
koristi farmakoloski ili bioloski/biokemijski aktivne spojeve oznacene kratkotrajnim pozitron-
emitirajuéim radionuklidima. Unose se intravenozno te se prate vanjskom detekcijom i
Vizualiziraju kao skup tomografskih slika. Istrazivanja se provode na dobrovoljcima,

pacijentima ili u istraZivanju istraZivanjima na zivotinjama (Bergstrom i sur., 2003).

Kod mikrodoziranja se za pracenje kemikalija koristi PET. PET omogucuje procjenu apsorpcije
i distribucije lijeka i procjenu kasnijeg doziranja. Dva glavna pristupa kod upotrebe PET-e u
istrazivanju farmakokinetike su izravno oznacavanje i istraZivanje popunjenosti mjesta vezanja.
Kod izravnog oznacavanja lijek se oznacuje radioaktivnim izotopom. Radioizotopi *C, 8F ili
®Br se koriste za proizvodnju razli¢itih obiljezenih gradivnih spojeva, kao §to su !CHjl,
NICN, 1CO ili obiljezeni ioni fluora i broma. PoluZivot im varira od 20 minuta (za *'C) pa sve
do 16 sati (za "*Br), a specifi¢na radioaktivnost od 10 do 200 GBq pumol™. 1z obiljezenog *CO
mogu se sintetizirati razli¢ite funkcijske skupine: aldehidi, ketoni, urea, imidi, amidi, tioesteri,
esteri, karboksilne kiseline i drugi. Obiljezeni spoj se unosi injekcijom ili infuzijom, na nacin
da ne bude dugo na istom mjestu kako ne bi u tijelu na jednom mjestu bila prevelika koli¢ina

radioaktivnosti. Moguce ga je unijeti 1 oralno ili inhalacijski, ali je tada potrebno smanjiti dozu
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radioaktivnosti. U trenutku unosa radioaktivno obiljeZenog lijeka, aktivira se detektor koji prati
u konaénici oslobodene gama zrake (npr. ®F ugraden u FDG) raspada se beta plus raspadom
uz emisiju pozitrona i neutrina). Nastali pozitron je jako nestabilan te nekoliko desetaka mm do
par milimetara od mjesta nastanka dolazi do njegove anihilacije s elektronom. Anihilacija
rezultira ponistenjem pozitrona i elektrona §to prati simultana emisija dva y fotona, svaki
energije 511 keV, koji mjesto anihilacije napustaju pod kutom od 180°, odnosno na istom
pravcu u suprotnim smjerovima, Sto se detektira PET uredajem (Bergstrom i sur., 2003;
Willmann i sur., 2008; Dresto-Ala¢, 2012). Snimke snimljene PET uredajem se promatraju na
ekranu i tako se identificira u kojim je dijelovima tijela i u kojoj koli¢ini doslo do distribucije
obiljeZzenog spoja te u kojem vremenu nakon ulaska u tijelo. Koncentracija lijeka se racuna iz
identificirane radioaktivnosti i tjelesne mase ispitanika. Radionuklidi kratkog vremena
poluraspada imaju visoku koli¢inu radioaktivnosti (10 - 400 GBq umol™). Za ispitivanja je
potrebno postizati radioaktivnost od 300 - 800 MBq. Ukupna koli¢ina radioaktivnosti prisutna
u tijelu zdravog dobrovoljca ne smije prelaziti 2000 MBg. Kod PET ispitivanja uglavnom se
uvodi 600 MBqg s 6 - 20 nmol lijeka. Unesen lijek se prati te se istraZzuje njegova
farmakokinetika, distribucija u organima, dolazak do ciljnog tkiva i nezeljena akumulacija u
organima. Ova se metoda ne moZe koristiti za pracenje biotransformacija jer PET mjeri
radioaktivnost i nema moguénost razlikovanja od koje molekule ta radioaktivnost dolazi. Stoga
nije moguée razaznati dolazi li radioaktivnost od lijeka ili nekog njegovog metabolita

(Bergstrom i sur., 2003).

Ova metoda ima brojne prednosti. Radionuklidi se mogu ukljuciti u konstituciju bioloski
aktivnih molekula, a da im se ne mijenjaju bioloska svojstva, mogu se pratiti izvana, odnosno
metoda je neinvazivna i imaju kratko vrijeme poluraspada koje je prilagodeno vremenu
potrebnom za ispitivanje kod ljudi. Prednost ove metode je i Sto fizikalno-kemijska svojstva
lijeka ostaju nepromijenjena, mogu se pojaviti samo promjene u izosteriji. Kod istraZivanja
popunjenosti mjesta vezanja, ligand obiljeZen izotopima se natjeCe za mjesto vezanja (npr.
receptor) s lijekom. Izotopi (**Cu ili %®Ga) se spajaju preko Kelirajuéih spojeva (DOTA ili
TETA) na monoklonska protutijela ili peptide. Stupanj popunjenosti mjesta vezanja se
procjenjuje usporedbom PET snimanja nakon unosa lijeka i prvog PET snimanja, u kojem je
sudjelovao samo ligand s izotopom. Nije moguce precizno odrediti stupanj popunjenosti, vec
se samo radi o procjeni zbog konkurentnog vezanja liganda s izotopom i lijeka na isto mjesto.
Kod osmisljanja i razvoja ovakvih istraZivanja bitno je osigurati da skupine koje se vezu u svrhu

vizualizacije ne utjecu na farmakokinetiku lijeka te treba uzeti u obzir da postoji konkurencija
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prema mjestu vezanja izmedu lijeka i liganda. Ova se metoda koristi za ispitivanje dopaminskih
receptora, kako bi se u kasnijim istrazivanjima izbjegle doze koje bi imale nuspojave (Willmann
i sur., 2008).

Metoda mikrodoziranja ima i svoje ogranicenje, a ono lezi u Cinjenici da je nemoguce
predvidjeti toksi¢nost ili nuspojave koje bi se pojavile kod vece, terapijske doze. Nove lijekove
je tesko formulirati u koncentracijama za testiranje PET mikrodoziranjem pa je koncentracija
potrebna za postizanje genotoksi¢nih ucinaka znatno visa od one koja se uvodi kod
mikrodoziranja. Te se koncentracije ispituju tek kasnije tijekom razvoja lijekova. Lijekovi se
ispituju ovom metodom do koncentracije od 2,5 pg mL™. Prosje¢na koncentracija nakon
injekcije je izmedu 0,1 1 0,3 nM u plazmi te se smanjuje s vremenom (Bergstrom i sur., 2003).
Unato¢ primjenjivosti mikrodoziranja u istrazivanju lijekova, i dalje ¢e biti potrebno testove
provesti na Zivotinjama s viSim (terapijskim) dozama. Stoga, zasada, mikrodoziranje moze
samo pomoc¢i djelomi¢nim smanjenjem koriStenja Zivotinja u ranijim fazama istrazivanja. Zbog
ograni¢enja mikrodoziranja u predvidanju ucinka terapijske doze ova metoda nije zamjena za
istrazivanja na Zivotinjama, ne smatra se alternativnim pristupom i ne pripada toj klasifikaciji

(Bergstrom i sur., 2003; Robinson i Jennings, 2004; Cheluvappa i sur., 2017).
2.2.3. In vitro testovi toksi¢nosti

Alternativno in vivo metodama, in vitro metode testiranja toksi¢nosti ne koriste cijele Zivotinje
kao testne subjekte, ve¢ stanice ili tkiva. IstraZzivanje i1 proucavanje ucinaka je moguce
koriStenjem stanica, dijelova stanica i tkiva umjesto koriStenja cijelih organizama, odnosno
zivotinja (Gibb, 2008). In vitro testovi razvijeni su kao nadopuna ili zamjena za klasi¢ne in vivo
testove, a neki se koriste kao testovi probira (engl. screening), za identificiranje potencijalnih
Stetnih udinaka i postavljanje prioriteta za sljedece testove. Ce$ée se koriste za proucavanje
lokaliziranih ucinaka ili specifiénih uc¢inaka na odredena tkiva, a ne na cijeli organizam

(Eisenbrand i sur., 2002; Krewski i sur., 2010).

U usporedbi s in vivo testovima, in vitro testovi toksi¢nosti su kratkotrajniji, jeftiniji te eticki i
godine, troskovi su znatno manji i koristenje Zivotinja je bitno smanjeno (Eisenbrand 1 sur.,
2002; Kniewald i sur., 2005). U prilog in vitro testovima ide ¢injenica da zbog Cestog koriStenja
tkiva i stanica humanog podrijetla nema potrebe za utvrdivanjem sli¢nosti u metabolickim
putevima izmedu razli¢itih vrsta (Eisenbrand i sur., 2002). Moguce je umjesto humanih stanica

koristiti i stanice drugih sisavaca, a i mikroorganizama poput kvasca. Za ispitivanje
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genotoksicnosti se, primjerice, koriste stani¢ne linije misjih limfoma i ovarija kineskog hrcka

(Timbrell, 2009).

In vivo testovi smatraju se zlatnim standardom za ispitivanje akutne toksi¢nosti. Zbog toga se
in vitro ispitivanja u toksikologiji dizajniraju na nacin da osiguraju $to veéu podudarnost
rezultata s odgovaraju¢im in vivo istrazivanjima (Roggen, 2011). Kako bi se postiglo
prihvacanje ovih testova, mora biti potvrdena njihova to¢nost u odnosu na in vivo modele te
moraju biti sigurni. Prednost in vitro testova je moguénost istrazivanja molekularnih i stani¢nih
mehanizama toksi¢nosti, §to nije moguce kod in vivo testova (Kniewald i sur., 2005). Ovim
metodama se uspjeSno provode testiranja za neka podrucja toksi¢nosti, primjerice

fototoksicnost i genotoksi¢nost (Olejniczak i sur., 2001; Eaton i Gilbert, 2013).

Modernim in vitro testovima najces¢e se ispituje utjecaj kemijskih spojeva na stani¢nu
proliferaciju ili vijabilnost, i to na primarnim kulturama i stani¢nim linijama. Testovi u kojima
se ispituje koliko je stanica mrtvo, a koliko prezivjelo daju prve informacije koje mozemo dobiti
o uc¢inku nekog kemijskog spoja na stanice. U ovim eksperimentima se odreduje vijabilnost
stanica, tip stani¢ne smrti, njihova metabolicka aktivnost, integritet membrane,... (Eisenbrand

i sur., 2002).

Vijabilnost stanica moze se odrediti brojenjem zivih stanica, kvalifikacijom genomske DNA,
ukupnih proteina ili inkorporiranjem fluorescentnih ili radioaktivnih markera u DNA
proliferirajucih stanica. Broj mrtvih stanica moze se odrediti znatno laksSe i preciznije od broja
zivih stanica (UKkelis i sur., 2008). U literaturi naj¢e$¢e spominjani tipovi stani¢ne smrti su
nekroza i apoptoza. Nekroza je stani¢na smrt kod koje se stanica uniStava autolizom, kod
nekroti¢nih stanica nema tvorbe apoptotskih tjeleSaca. Apoptoza je programirana smrt stanice.
Bitna je za razvoj organizma 1 eliminaciju neZeljenih stanica iz tkiva ili organa, a potaknuta je
apoptotskim faktorima. U apoptotskim stanicama prisutna su apoptotska tjeleSca (Bernardi i
sur., 1999; Ukelis i sur., 2008).

Metabolicka aktivnost se biljeZi mjerenjem potros$nje energije, odnosno kvantifikacijom ATP-
a ili obojenih supstrata ili produkata u koji sudjeluju u redukcijskim metabolickim putevima u
stanici (MTT, WST-1, resazurin) (Ukelis i sur., 2008).

Do naruSavanja integriteta membrane stanica dolazi zbog djelovanja toksi¢nih spojeva kojima
je ona primarno ciljno mjesto djelovanja. Stupanj dezintegracije moze se odrediti uz pomo¢

boja koje se unesu u citoplazmu, a zatim se obojene stanice detektiraju mikroskopskim
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metodama. Najcesce koriSteni testovi su Trypan blue i NRU (engl. Neutral Red Uptake assay)
(Ukelis i sur., 2008).

Kod nizih koncentracija od onih koje induciraju stani¢nu smrt moze se prouc¢avati mehanizam
pre-letalnih putova. NajCeS€e istrazivane nuspojave lijekova su one koje uzrokuju
hepatotoksi¢nost, kao npr. steatozu, kolestazu, fosfolipidozu i oksidacijski stres. Pre-letalni
indikatori stresa stanice su pre-apoptoticke/nekroticke signalne molekule, iscrpljivanje
glutationa, blage promjene u homeostazi kalcija i energije, poremecaji u proliferaciji stanice i

autofagocitoza kojom se uniStavaju abnormalni organeli (Xu i sur., 2004).

2.2.3.1. Kulture stanica i tkiva u in vitro ispitivanjima toksicnosti

U in vitro modelima ispitivanja toksi¢nosti najcesce se koriste kulture stanica i tkiva. Pored
stanica mikroorganizama, puno se ¢eS¢e koriste uzgojene stanice sisavaca i drugih Zivotinja

(Timbrell, 2009).

Stani¢ne kulture koje se u tu svrhu koriste mogu biti primarne stanice koje se dobivaju iz tkiva
Zivotinje te se nadalje propagiraju 1 uzgajaju u odgovaraju¢em mediju za kultivaciju stanica pri
tono odredenim laboratorijskim uvjetima. One nemaju dug zivotni vijek i podlozne su
genetickim, fizioloskim i biokemijskim promjenama te se opéenito moze re¢i da ,,tesko rastu*
in vitro. Evidentirani su primjeri promjene u izoformama citokroma P-450 (koje uvelike utje¢u
na biotransformacije u stanici) i to ve¢ nakon 24 satnog perioda od izolacije. Takve stanicne
kulture stoga nisu pogodne za dugorocna ispitivanja koja zahtijevaju ponavljanja i

reproducibilnost te se rjede koriste (Timbrell, 2009).

Drugi tip stani¢nih kultura koje se mogu koristiti u in vitro modelima ispitivanja toksi¢nosti su
besmrtne stanice, kontinuirane stani¢ne linije, odnosno stanice koje se mogu beskonaéno
razmnoZzavati te se mogu zamrzavati i odmrzavati kada je to potrebno. Dobivaju se
transformacijom primarnih stanica ili iz tumorskih stanica te su geneti¢ki promijenjene 1 ne
oponasaju uvijek u potpunosti stani¢ne metabolicke i signalne putove. Za razliku od primarnih
kultura koje ,,teSko rastu in vitro, kontinuirane stani¢ne linije karakterizira brzi rast i prinos
biomase. Nedostatak kod ovog in vitro modela ispitivanja toksi¢nosti je u tome $to stanice imaju

izmijenjene stani¢ne procese i genetski su nestabilne (Timbrell, 2009).

Osim navedenih tipova stanica koje se dobivaju iz diferenciranih tkiva, za in vitro ispitivanja
toksi¢nosti mogu se koristiti i embrionalne (nediferencirane) mati¢ne stanice koje su znatno
stabilnije 1 bolje oponaSaju glavne metabolicke putove u stanci koje je potrebno uzeti u obzir

kod procjene toksi¢nosti i rizika (Timbrell, 2009; Eskes i sur., 2017). Mati¢ne stanice se mogu
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diferencirati u razlicite tipove stanica i tako koristiti za testiranje toksi¢nosti specifi¢no za neko
odredeno tkivo. Implementacija mati¢nih stanica u ve¢ standardizirane protokole in vitro
ispitivanja toksi¢nosti moze rezultirati smanjenjem pogreSnog identificiranja toksi¢nih

svojstava kemikalija te tako poboljsati in vitro procjenu toksic¢nosti.

Kako bi se poboljsala pouzdanost in vitro metoda koje se temelje na uzgoju stani¢nih linija,
objavljen je izvjestaj o dobroj praksi za uzgoj zivotinjskih stanica, GCCP (engl. Good Cell
Culture Practice) (Eskes i sur., 2017).

2.2.3.2. Serum Zivotinjskog podrijetla

Serum je krv kojoj su odstranjene stanice i faktori zgruS$njavanja krvi. Koristi se u in vitro
kulturama stanica kao dodatak mediju u kojem stanice rastu. Naj¢esc¢e koriSten serum je fetalni
govedi serum (FBS, engl. Fetal Bovine Serum). Serum je mjesavina kompleksnog sastava koja
sadrzi faktore rasta te druge biomolekule potrebne za rast stanica. Glavna funkcija seruma i
razlog zbog kojeg se dodaje je poticanje rasta i proliferacije stanica te opskrba transportnim
proteinima, mineralnim tvarima, lipidima, faktorima za prijanjanje kulture stanica uz povrsinu
posude za uzgoj te faktorima rasta stanica, kao i faktorima koji stabiliziraju i omogucuju

detoksikaciju te regulaciju pH (Jochems i sur., 2002; Rauch i sur., 2011).

Fetalni serum je bolji za rast stanica od seruma odraslih zivotinja zbog manje koncentracije y-
globulina te poti¢e bolji rast i proliferaciju stanica. Dobiva se iz fetusa goveda, odnosno trudnih
krava koje su spremne za klanje. Kad je krava trudna u vrijeme klanja, fetusi se odvajaju od
krave, ociste od amnionske tekucine i dezinficiraju. Krv se vadi punkcijom sterilnom iglom
izmedu rebara, §to provodi iskusni stru¢njak. Moguce je krv izvaditi 1 iz pupCane vrpce, ali se
ta tehnika rjede koristi. Krv se dobiva punkcijom iz srca dok ono kuca. To je nuZzno jer se tako
mogucénost kontaminacije mikroorganizmima svodi na minimum. Buduéi da je nuZno da ne
dode ni do kakvog dodira s moguéim kontaminantima, sve se radi u aseptickim uvjetima. Od
jednog se fetusa moze dobiti 150 do 350 mL seruma, ovisno 0 njegovoj starosti. Slicnim se
postupkom, takoder punkcijom srca, moze dobiti serum svinja i konja koji mogu sluziti kao
alternativa FBS-u. Budu¢i da fetus mora biti ziv za vrijeme punkcije i Zivotinje nisu pod
anestezijom, ovaj je postupak problemati¢an s etickog stajaliSta. Zbog nedostatka kisika tijekom
postupka postoji mogucnost osteCenja mozga te je moguce da dolazi do patnje fetusa goveda.
Osim toga, do nelagode zivotinja dolazi i tijekom pripreme za klanje, transporta i pred klanje,
Sto znaci da je patnja trudne krave uslijed klanja veca ukoliko se koristi i za dobivanje FBS-a.
Osim toga, ostali problemi kod koristenja FBS su rizik od kontaminacije, visoka cijena te

nedostupnost tijekom cijele godine (Jochems i sur., 2002; Rauch i sur., 2011).
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U GCCP-u su objasSnjene smjernice za nabavu seruma te mogucnosti zamjene seruma
zivotinjskog podrijetla serumima iz drugih izvora. Mogu¢ je i rast stanica U medijima bez
seruma (engl. serum-free media). Ulazu se napori kako bi se smanjila upotreba seruma iz
zivotinjskih izvora te se tezi zamijeni sintetskim serumima ili se preporucuje koristenje medija
bez seruma. Razvijeno je niz zamjena za serum, od kojih su neke i komercijalno dostupne. Neke
su dobivene iz ekstrakata tkiva (hipofiza), o¢ne tekucine, kravljeg mlijeka ili kolostruma, a neki
su biljni ekstrakti ili lizati trombocita. Kod razvoja seruma bitno je da sadrzi mitogene faktore
koji ¢e poticati rast i proliferaciju stanica. Ti su faktori prisutni u serumima, a podrijetlo im je

iz aktiviranih trombocita (Bal-Price i Coecke, 2011).

Lizati trombocita se mogu koristiti kao alternativa FBS-u jer mogu opskrbiti rastuce stani¢ne
kulture faktorima rasta i drugim aktivnim molekulama koje se oslobadaju iz alfa-granula. To su
trombocitni faktor rasta (PDGF, engl. Platelet-Derived Growth Factor), epidermalni faktor
rasta (EGF, engl. Epidermal Growth Factor), vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF, engl.
Vascular Endothelial Growth Factor), osnovni faktor rasta fibroblasta (bFGF , engl. basic
Fibroblast Growth Factor,) faktor rasta hepatocita (HGF, engl. Hepatocyte Growth Factor) i
transformirajuci faktor rasta — p (TGF — 3, engl. Transforming Growth Factor ). Kod razvoja

novih seruma trombociti se smrzavaju, skladiste, odmrzavaju i aktiviraju (Rauch i sur., 2011).
2.2.3.3. Dobra praksa za uzgoj Zivotinjskih stanica

In vitro tehnologija se brze razvija zbog potrebe za testiranje toksi¢nosti i kontrole kvalitete
proizvoda, ali se primjenjuje i u drugim podruc¢jima (Hartung i sur., 2002). Kulture stanica
slozeni su bioloski sustavi koji, unato¢ svim prednostima, mogu biti nepouzdani alat za
toksikoloska ispitivanja. Dobrom praksom za uzgoj zivotinjskih stanica — GCCP-om rizik od
ove nepouzdanosti se svodi na najmanju mogucu mjeru. Primjena GCCP-a pruza korisnicima
niz pogodnosti, od posebno razradenih postupaka za racionalizaciju i standardizaciju in vitro
laboratorijskih praksi i uvodenja jedinstvene nomenklature do ucinkovitih sustava kontrole
kvalitete 1 sigurnosti. Dobra praksa za uzgoj zivotinjskih stanica obuhvaca preporuke o
nacinima pohrane podataka tijekom ispitivanja i izradi raznih izvjestaja, olakSava interpretaciju
1 primjenu zakljucaka koji su dobiveni istrazivanjima. GCCP promice uspostavljanje i
odrzavanje najbolje prakse pri radu s kulturama stanica, olak$ava izradu programa obrazovanja,
uspostavlja nacine za pomo¢ urednicima i uredniStvima znanstvenih casopisa, kao i tijelima
koja financiraju istrazivanja. GCCP je minimalni standard koji mora zadovoljiti bilo koji

postupak u kojem se koriste kulture Zivotinjskih stanica i tkiva. Cilj GCCP-a je smanjenje
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nesigurnosti tijekom razvoja i primjene in vitro postupaka. GCCP potic¢e uspostavljanje principa

za olak$ano medunarodno uskladivanje (Hartung i sur., 2002; Bal-Price i Coecke, 2011).
Sest osnovnih principa GCCP-a su:
1. Razumijevanje in vitro sustava i relevantnih faktora koji imaju utjecaj na njega

2. Osiguranje kvalitete svih materijala i metoda te njihove primjene kako bi se odrzao

integritet, valjanost i reproducibilnost provedenog znanstvenog istrazivanja
3. Dokumentiranje informacija o svim koriStenim materijalima i metodama

4. Uspostavljanje i odrzavanje odgovaraju¢ih mjera zastite ljudi i okolisa od bilo koje

potencijalne opasnosti
5. Sukladnost s mjerodavnim zakonima i propisima te etiCkim nacelima

6. Pruzanje relevantnog i odgovaraju¢eg obrazovanja i osposobljavanja osoblja s ciljem

promicanja visoke kvalitete i sigurnosti u provodenju in vitro tehnika rada (Coecke i
sur., 2005).

Razumijevanje in vitro sustava i faktora koji imaju utjecaj na njega uspostavlja se koristenjem
autenti¢nog sustava podataka o podrijetlu, genotipskim i fenotipskim karakteristikama, ¢isto¢i
od bioloske kontaminacije, stabilnosti i funkcionalnom integritetu sustava. Standardizaciju
tkiva i stanica nije lako osigurati jer su skloni promjenama i izlozeni fizickim i kemijskim
utjecajima tijekom koristenja. Ipak, moguce je uspostaviti okvire unutar kojih se mogu
kontrolirati varijacije u stanicama i drugi Stetni uc¢inci na reproducibilnost i pouzdanost (Bal-
Price i Coecke, 2011; Eskes i sur., 2017). Uvjeti u kojima se uzgaja in vitro kultura predstavljaju
okolinu stanica koja je razli¢ita od okoline stanica u in vivo uvijetima, a uklju¢uje medij,
suplemente i druge aditive te uvjete inkubacije i rasta stanica. Stanice se mogu uzgajati u mediju
sa ili bez dodatka seruma, a pozeljno je da medij koji se koristi bude kemijski definiran.
Upotreba seruma se moze izbje¢i koristenjem medija bez seruma koji imaju u sebi ekstrakte.
Vazno je biti svjestan ¢injenice da serum ima sloZeni sastav koji ¢esto nije to¢no poznat (Bal-
Price i Coecke, 2011). Serija seruma rijetko potje¢e od jedne Zivotinje, najceS¢e je smjesa
seruma dobivenog od vise Zivotinja. Osim toga, svaka serija je drugacija pa je tesko osigurati
homogeni sastav seruma kroz istrazivanje (Hartung i sur., 2002). Prema GCCP-u, bitno je
obratiti paznju kod koriStenja seruma iz razli¢itih serija. Kod uvodenja nove serije seruma,
potrebno je procijeniti svojstva nove serije ispitivanjem paralelno s prethodnom serijom.

Buduéi da Zivotinjski serumi, unato¢ prociS¢avanju, mogu biti izvor mikroorganizama,
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preporuca se koristenje seruma koji potjeCu iz zemalja gdje je niza mogucnost infekcije
mikroorganizmima i iz zivotinja do 30 mjeseci starosti. Antibiotici bi se trebali izbjegavati kad
god je to moguce. Potrebno je paziti na asepticke uvjete, tretiranje i ¢iS¢enje povrsina na kojima
se manipulira sa stanicnim kulturama, izbjegavanje nepozeljnih uvjeta za stanice, a koristenje
laboratorijske opreme (poput laminara, inkubatora, sustava za kriopohranu) omoguciti samo
educiranom osoblju. Potrebno je odrzavati odgovarajucu temperaturu pri kojoj rastu stanice,
odvod plinova koji mogu imati toksi¢ni efekt na stanice te optimalni pH za rast stanica (Bal-
Price i Coecke, 2011).

Osiguranje kvalitete svih materijala i metoda te njihove primjene kako bi se odrzao integritet,
valjanost i reproducibilnost provedenog rada postize se nadgledanjem osiguranja kvalitete
bioloskih materijala - stanica i tkiva, popratnih materijala, metoda, protokola i standardnih
radnih postupaka, opreme i odrZavanja opreme, postupaka dobivanja podataka i obrade
rezultata. Kvaliteta kulture stanica se moZe procijeniti na temelju njihovog autenticnog
podrijetla, morfoloskih karakteristika, odrzivosti, specificne brzine rasta i udvostrucenja,
funkcionalnosti, stanja diferencijacije, kontrole svojstava koja su specificna za njihovu
upotrebu te moguée kontaminacije mikroorganizmima i unakrsne kontaminacije. Kvaliteta
medija za uzgoj stanica, aditiva i suplemenata se provjerava iz dokumentacije od dobavljaca
(Bal-Price i Coecke, 2011; Eskes i sur., 2017).

Dokumentiranje informacija o svim kori$tenim materijalima i metodama omogucuje sljedivost,
interpretaciju i ponovljivost tih postupaka. To ukljucuje dokumentaciju o vrsti koriStenih
stanica, njihovom podrijetlu, autentifikaciju i karakterizaciju, ali i dokumentiranje ostalih
materijala 1 metoda koriStenih u istraZivanju 1 manipulaciji sa stanicama. Minimalna koli¢ina
podataka koju je potrebno navesti o stanicama je vrsta ili soj, spol i starost donora, zdravstveno
stanje, podrijetlo stanica (iz kojeg je tkiva ili organa kultura izolirana), tip izoliranih stanica,
tehnika izolacije, datum izolacije, operator, dobavlja¢, ugovor o prijenosu materijala, povijest
bolesti donora, ispitivanje patogena, uvjeti isporuke, stanje u kojem je bio materijal kad je
stigao, identifikacija i autentifikacija stani¢ne linije i testiranje na mikoplazme. Potrebno je
cuvati zapise o uspostavljanju kulture, mediju, supstratu, postupcima pripreme i rukovanju sa
stanicama te svim prate¢im postupcima (Bal-Price i Coecke, 2011). U izvjesc¢u je uvijek
potrebno navesti nomenklaturu stani¢ne linije (kod ili broj iz banke stanica iz koje je
dobavljena), odnosno podrijetlo i metodu izolacije ukoliko je dobivena iz tkiva. Osim toga,
potrebno je navesti izvor materijala (npr. banka stanica, laboratorij, donor), osnovne morfoloske

karakteristike, uvjete uzgoja kulture (sastav koristenog medija, puferi koji su dodavani, sastav
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plinova u inkubatoru), intervale subkultivacije, uvjete zamrzavanja i odmrzavanja, indikatore
diferencijacije ili nekih drugih aktivnosti stanice te koristene metode testiranja (Hartung i sur.,
2002).

Uspostavljanje i odrzavanje odgovaraju¢ih mjera zastite ljudi i okolisa od bilo koje potencijalne
opasnosti ukljucuje rizike vezane uz manipulaciju kulturama stanica. Ti se rizici odnose na
fizicke opasnosti te kemijske i bioloske opasnosti. Osim toga, postoji i rizik za okoli§ uslijed
neodgovarajuéeg zbrinjavanja otpada ili tijekom transporta (Bal-Price i Coecke, 2011).
Primarne kulture ljudskih stanica mogu biti izvori kontaminacije virusima (HIV, hepatitis B,
hepatitis C) i infekcija. Stani¢ne linije mogu sadrzavati endogene viruse, mogu biti tumorskog
podrijetla ili tumorigeni¢ne pa je potrebno zastititi osoblje od mogucih infekcija. Sav otpad je

potrebno zbrinjavati na odgovarajuci nac¢in (Hartung i sur., 2002).

Bitna je i sukladnost s mjerodavnim zakonima i propisima te eti¢kim nac¢elima. Kod kultura
stanica se to odnosi na pribavljanje stanica za uspostavljanje kulture i dobivanje seruma iz
zivotinjskih izvora. Kod upotrebe ljudskih mati¢nih stanica potrebno je razmotriti eticku stranu
podrijetla stanica i njihove potencijalne upotrebe. Istrazivanja sa ljudskim mati¢nim stanicama
podlijezu strogim kontrolama, a neke zemlje razmatraju i uvodenje zakona i propisa kojima bi
ogranicili njihovu upotrebu. Nabava mati¢nih stanica iz embrija i fetusa je eti¢ki osjetljivo
pitanje zbog okolnosti u kojima takvi embriji i fetusi postaju dostupni. Potrebno je postivati i
slijediti propise koji se odnose na genetski modificirane organizme kad se postupa s genetski

modificiranim stanicama (Bal-Price i Coecke, 2011).

Osoblje koje obavlja rad u laboratoriju mora biti kompetentno te je potrebna kontinuirana
edukacija. Pruzanje relevantnog i odgovarajuceg obrazovanja i osposobljavanja osoblja s ciljem
promicanja visoke kvalitete 1 sigurnosti u provodenju in vitro tehnika rada se odnosi na osnovne
i specificne tehnike rada. Osnovne tehnike rada su: brojanje stanica, mijenjanje medija,
rukovanje medijem, tehnike asepti¢kog rada, detekcija i eliminacija kontaminacije, a specifi¢ne
npr.: kloniranje, transfekcija, transformacija i imortalizacija stanica, propagiranje i izolacija
virusa (Hartung i sur., 2002; Bal-Price i Coecke, 2011).

2.2.4. In silico modeli

U biologiji se pod in silico modelima podrazumijevaju modeli istrazivanja koja se provode
isklju¢ivo na racunalu ili koristec¢i racunalne simulacije. Ovi modeli pomazu u razumijevanju
razli¢itih osnovnih nacela biologije, a mogu dati svoj doprinos i u dizajniranju novih lijekova.

Primjena in silico modela u toksikologiji ukljuc¢uje primjenu ra¢unalnih i statisti¢kih metoda za
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pronalazenje sli¢nosti, smjerova ili obrazaca interakcija izmedu spojeva za koje je nepoznat
toksikoloski ishod, kao i za spojeve kojima je toksikoloski ishod poznat (sa svrhom provjere).
Racunalno generirane simulacije koriste se za predvidanje razli¢itih mogud¢ih bioloskih i
toksi¢nih ucinaka kemikalija i lijekova u razvoju bez upotrebe Zivotinja. Temeljno nacelo
ve¢ine metoda in silico analize je princip sli¢nosti, s hipotezom da strukturno sli¢ni spojevi
imaju veliku mogucnost istovjetnih bioloskih u¢inaka. Neke se racunalne metode odredivanja
toksi¢nosti na tom principu koriste u rutinskim predvidanjima potencijalnih kandidata za
lijekove (Ford, 2016). Nakon provedenih racunalno generiranih simulacija, odabiru se
najperspektivnije molekule koje ¢e se testirati in vivo, odnosno takve simulacije sluze ponajvise

za testove probira (Ford, 2016; Cheluvappa i sur., 2017).

Dva cesto koristena rac¢unalna alata su CADD softver (engl. Computer Aided Drug Design) i
SAR (engl. Structure Activity Relationship). Kad se razmatra razvoj nekog novog lijeka ili
terapeutskog proteina, u obzir dolazi jedino molekula koja se moZe vezati na receptor u ciljnoj
stanici. Kako bi saznali mjesto vezanja lijeka na receptor, obi¢no su potrebni in Vivo
eksperimenti. Medutim, CADD softver moze identificirati vjerojatnost mjesta vezanja pa je
tako moguce predvidjeti mjesto vezanja potencijalnog lijeka na receptor. Nakon provedene
identifikacije, Zivotinje e se koristiti jedino u zavrS$noj fazi za dobivanje potvrdnih rezultata.
Kod SAR racunalnih programa, bioloska aktivnost se predvida na temelju prisutnosti kemijskih
skupina. Kod QSAR-a (engl. Quantitative Structure Activity Relationship) se radi o modelu koji
matematicki opisuje odnos fizikalno-kemijskih svojstava nekog spoja i njezine bioloske
aktivnosti. Taj se model uspjes$no koristi i za predvidanje kancerogenosti i mutagenosti bilo

koje molekule (Doke i Dhawale, 2015; Cheluvappa i sur., 2017).

In silico metode uglavnom se primjenjuju za pred-klinicka ispitivanja lijekova. Unato¢ brzom
napretku u tom polju, prihvacanje ovakvih testova od strane regulatornih tijela sporo napreduje.
In silico analiza nije nuzna niti obavezna kod podnoSenja procjene toksi¢nosti. Ipak,
predvidanja na temelju QSAR tehnologije koriste se rutinski za dobivanje podataka potrebnih
u procjeni toksi¢nosti kad je eksperimentalno dobivanje tih podataka dugotrajno i1 skupo.
Prednosti su: moguénost smanjenja koristenja zivotinja u pred-klinickim ispitivanjima, niska
cijena, krace trajanje, mogucénost ispitivanja velikog broja spojeva, standardizacija metoda,
procjena fizikalno-kemijskih svojstava netopivih i reaktivnih spojeva, te predvidanje
ekotoksikoloskog rizika. Osim toga, pruza se mogucnost uo€avanja slozenih odnosa zbog
obrade velikih skupova podataka. Nedostaci su komplicirano tumacenje dobivenih podataka,

nepouzdano predvidanje, tesko shvacanje rezultata nestrunjacima, nemogucénost jasnog
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definiranja koji su rezultati prihvatljivi i nedostatno ispitivanje metabolita spojeva (Ford, 2016;

Cheluvappa i sur., 2017).

Razvoj in silico modela kojima je cilj otkrivanje moguée mutagenosti nekih spojeva zapoceo je
sredinom XX stoljeca, a ubrzao se u proteklih desetak godina. Princip je baziran na analizi
velikog broja dostupnih podataka o provedenim Amesovim testovima za ispitivanje
mutagenosti pomocu bakterije Salmonella typhimurium. Najce$¢e koriSteni programi Su:
TOPKAT (engl. TOxicity Prediction by Komputer Assisted Technology), MCASE (engl.
Multiple Computer Automated Structure Evaluation), Derek Nexus i Leadscope. Postizu sli¢nu
to¢nost kao i Amesov test (85 %). Pojava hepatotoksi¢nosti moze se predvidjeti in silico
modelima, ¢ak i u sluCajevima kada in vivo testovi nisu uspjeli identificirati znakove
hepatotoksi¢nosti. Osim in vitro testova, in silico modeli mogu posluziti kao alternativa Draize
testu oc¢ne iritacije koji se provodi na kuni¢ima (Ford, 2016). In silico modeli se mogu koristiti
i u procjeni toksi¢nosti za testove preosjetljivosti koze. Upotreba in silico modela u procjeni
kancerogenosti nije se pokazala preciznom kao u drugim poljima, ali se nekim modelima ove

vrste uspjelo postici razlikovanje genotoksi¢nih od negenotoksi¢nih kancerogena (Ford, 2016).
2.2.5. Ogranicenja alternativnih testova toksi¢nosti

In vitro i in silico istrazivanja se sve ¢eSc¢e koriste, ali ne mogu u potpunosti zamijeniti testove
na zivotinjama. Apsolutna zamjena zivotinja za testove sistemske toksicnosti zahtijeva
poznavanje 1 razumijevanje svih staniénih 1 molekularnih dogadaja i1 puteva koji bi mogli
dovesti do negativnog ishoda, kao i to¢éan mehanizam apsorpcije, distribucije, biotransformacija
1izlucivanja. Glavna prepreka svim alternativnim testovima toksi¢nosti je nedovoljno precizno
oponasanje slozenih bioloskih sustava, odnosno organizama. lako je ostvaren napredak te je
moguce oponaSati odredene organe, ili organe izvadene iz Zzivotinja odrzavati U in Vvitro
uvijetima, potrebno je dodatno usavr$avanje ovih tehnika kako bi modeli postali prikladniji

(Stokes, 2015).

Mnoge pokusne zivotinje sluze kao modelni organizmi za toksikoloSka istrazivanja jer imaju
slicne bioloske znacajke Covjeku. Medutim, specifian toksi¢ni ucinak nekih kemikalija na
zivotinji ne mora se javiti i kod covjeka. Zbog toga neki testovi toksi¢nosti mogu biti odbaceni
uslijed bioloskih razlika ljudi i pokusnih Zivotinja, primjer takvog spoja je talidomid na koji su
Stakori kao vrsta otporni, a ljudski fetusi pokazuju osjetljivost. Moguca je i pojava toksi¢nog
odgovora na neku tvar kod zivotinje do koje kod covjeka nece doc¢i (Krewski i sur., 2010;

Stokes, 2015). lako postoje testovi genotoksi¢nosti koji se provode na bakterijama kao testovi
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probira, in vitro testovi nisu uvijek sigurni za istrazivanje mutagenosti i karcinogenosti. Mogu
proizvesti lazne rezultate pa se visSe koriste za istrazivanja kojima je cilj bolje upoznavanje
procesa mutageneze i karcinogeneze, nego za same testove koji bi zamijenili Zivotinje
(Robinson 1 Jennings, 2004). Kako bi se prebrodile prepreke koje predstavlja bioloska
razli¢itost ljudi i Zivotinja, trebale bi se u §to vecoj mjeri koristiti humane stanice jer sustavi
koji se baziraju na njima mogu posluziti kao bolji modeli za bioloski odgovor od onih u

razli¢itim vrstama zivotinja (Robinson i Jennings, 2004; Krewski i sur., 2010).

Iako regulatorna tijela prihvacaju brojne alternativne metode ispitivanja, one uglavnom nisu u
Sirokoj primjeni. Alternativne metode se validiraju 1 odobravaju, ali se uz njih 1 dalje koristi
velik broj zivotinja. Uvodenje novih tehnologija ukljucuje razvoj sustava metoda, validaciju tih
metoda od strane nacionalnih, ali i medunarodnih regulatornih tijela. Validacija je neophodna,
ali produljuje i poskupljuje proces prelaska na alternativne metode (Festing i Wilkinson, 2007).
Na putu do provedbe potpune prihvacenosti neke alternativne metode potrebno je prevladati
nekoliko prepreka. Prva je prepreka za industriju rizik prihvacanja podataka dobivenih tom
alternativnom metodom od strane nadleznog regulatornog tijela. Druga je prepreka vezana uz
koristenje medunarodno prihvacenih alternativnih testova, buduéi da je potrebno provoditi
ispitivanje u skladu s propisima svih zemalja u koje ¢e se konaéni proizvod izvoziti. Treca je
prepreka slaba upoznatost osoblja u regulatornim tijelima s prihva¢enim alternativnim
metodama, zbog Cega je veca vjerojatnost da nece sugerirati razmatranje alternativne metode u
slu¢ajevima kada je to prihvatljivo. Neke alternativne metode su ipak uvedene u smjernice, $to
je kljuéni korak u postupku prihvacanja alternativnih metoda i tendenciji da zamijene in vivo

metode (Stokes, 2015).

2.3. ISPITIVANJE DERMALNE TOKSICNOSTI I KOZNE PREOSJETLIIVOSTI
TRADICIONALNIM | ALTERNATIVNIM METODAMA

KoZa je najveci organ u ljudskom tijelu te ima ulogu barijere izmedu organizma i njegovog
okolisa. Od velikog broja toksikanata s kojima dolazi u dodir, propusna je za malen dio.
Dermalna toksi¢nost je toksic¢ni uéinak neke tvari nakon kontakta s kozom ljudi ili Zivotinja
(ECHA, 2017). Moze se ispitivati na zivotinjama te se rezultati tih istrazivanja mogu primijeniti
na ljude zbog sli¢nosti koze u ljudi i Zivotinja, unato¢ razlikama u gradi i apsorpciji toksikanata.
Ispitivanje dermalne toksi¢nosti najéeS¢e se provodi na glodavcima cija se koza razlikuje od
ljudske po tome $to miSi¢ni sloj ima utjecaj na zatvaranje rana (kod ljudi tu ulogu imaju

keratinociti), razli¢ita je i lokalizacija melanocita, prekrivenost povrsine koze dlakama i
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imunosni sustav koze. Za ispitivanje se mogu koristiti svinje koje imaju sli¢niju histoloSku
strukturu, anatomiju, biokemijska svojstva i fiziologiju ljudima od glodavaca, ali i jednostavnije
zivotinje poput zebraste ribice ¢ija koza ima mnoge sli¢nosti s l[judskom kozom, a uzgoj je laksi
od uzgoja sisavaca (Avci i sur., 2013; Dellambra i sur., 2019). Osim ispitivanja na zivotinjama
koriste se i mnogi alternativni testovi koji ne ukljucuju zivotinje u svrhu testiranja dermalne
toksi¢nosti. U ovom su poglavlju definirane neke od metoda ispitivanja toksi¢nosti, razmotrena

su pitanja eticke prihvatljivosti tih testova te razlozi i smjer razvoja novih alternativnih testova.
2.3.1. Akutna dermalna toksi¢nost i klasifikacija dermalnih toksikanata

S obzirom na trajanje i izlozenost potencijalnim toksikantima dermalna toksi¢nost se dijeli na
Cetiri skupine: akutnu, subakutnu, subkroni¢nu i kroni¢nu. Akutna izloZenost odnosi se na
izlozenost toksikantu u trajanju do 24 sata, subakutna do jedan mjesec, subkroni¢na od 1 do 3
mjeseca, a kroni¢na kroz period dulji od 3 mjeseca. Osim akutne, ostale se izloZenosti odnose
na ponovljenu izloZenost, dok je akutna izlozenost jednokratna (Eaton i Gilbert., 2013). Akutna
toksi¢nost odnosi se na ozbiljne Stetne zdravstvene ucinke koji se javljaju nakon pojedinacne
ili kratkoro¢ne oralne, dermalne ili inhalacijske izlozenosti tvari ili smjesi (Avci i sur., 2013;

Eaton i Gilbert., 2013; ECHA, 2017).

Za dermalnu toksi¢nost se izloZenost izrazava u mg po kg tjelesne mase (mg kg™ t.m.). Tvari,
prema toksi¢nosti, svrstavamo u 5 kategorija. Prvu kategoriju ¢ine najtoksicnije tvari koje mogu
izazvati letalni efekt u niskim dozama, a petu kategoriju tvari s najmanjom toksi¢nosti. Akutna
toksic¢nost izrazava se kao ATE (engl. Acute Toxicity Estimate). Vrijednosti ATE dobivaju se
testiranjem toksicnosti za kategorije 1, 2, 3 1 4. Za spojeve iz kategorije 5 ATE vrijednosti se
odreduju na temelju pouzdanih nalaza koji ukazuju da postoji toksi¢nost u tom rasponu. Mogu
se odrediti i ekstrapolacijom, procjenom ili na osnovu ATE vrijednosti iz kategorija 1 - 4.
Ukoliko ATE vrijednost nije poznata, vrijednost akutne toksi¢nosti moze se procijeniti pomocu
odgovarajuce formule ¢ime se dobiva vrijednost CATpE (engl. converted Acute Toxicity point
Estimate). Vrijednosti ATE i cATpE po kategorijama za dermalnu toksi¢nost prikazane su u
tablici 1 (ECHA, 2017).
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Tablica 1: Kategorizacija tvari obzirom na akutnu dermalnu toksi¢nost (prema ECHA, 2017).
Kategorijal @ Kategorija2 @ Kategorija3 | Kategorija4 = Kategorija5

ATE? (mg 50<ATE< | 200<ATE < | 1000 <ATE | 2000 < ATE<

kgitm) ATE=30 200 1000 <2000 5000
CATpEP
(mg kgt 5 50 300 1100 2500
tm.)
Letalna Letalna Toksi¢na Stetna 5 txqzzsktgltilko
Znatenie ukoliko dode | ukoliko dode | ukoliko dode | ukoliko dode dode u
J u kontakt s u kontakt s u kontakt s u kontakt s kontakt s
kozom kozom kozom kozom Korom
Graficka | | Nenja
4 graficke
oznaka
oznake

2 yrijednost akutne toksi¢nosti, odnosno doze pri kojoj je tvar ili smjesa letalna (engl. Acute Toxicity Es-
timate)

b procijenjena vrijednost dermalne akutne toksi¢nosti za tvari kojima nije izmjerena vrijednost akutne
toksi¢nosti (engl. converted Acute Toxicity point Estimate)

2.3.2. Testiranje dermalne toksi¢nosti

Dermalna toksi¢nost moze se testirati in vivo ili alternativnim testovima. Za odredivanje
dermalne toksi¢nosti i provodenje odgovarajuce kategorizacije toksikanata mogu posluziti
sljede¢i izvori: podatci ispitivanja dobiveni epikutanim testom - jednim od najstarijih
dijagnostickih postupaka u dermatologiji, rezultati epidemioloskih studija koji pokazuju pojavu
kontaktnog dermatitisa nakon izlaganja nekom spoju, podatci iz testiranja na Zivotinjama ili
ljudima i dobro dokumentirani slu¢ajevi alergijskog kontaktnog dermatitisa iz klinika. Podatci
dobiveni na temelju testiranja na Zivotinjama su pouzdaniji od podataka dobivenih na temelju
slucajne izlozenosti ljudi (ECHA, 2017).

2.3.3. In vivo testiranje dermalne toksi¢nosti

Kod in vivo testiranja dermalne toksi¢nosti kao modelni organizmi najc¢esce se koriste zecevi,
zamorci 1 miSevi. Britvom se na odredenom mjestu na kozi ukloni krzno te se nanese sloj
ispitivane tvari, omota plasticnim materijalom i ostavi 24 sata. Nakon 24 sata, uklanja se
plasti¢ni materijal, koza glodavca se briSe kako bi se odstranio ostatak ispitivane tvari i
promatraju se zivotinje kroz 14 dana kako bi se utvrdila toksi¢nost. Postupak se provodi za vise
koncentracija, a ukoliko nema vidljive toksi¢nosti pri koncentracijama od 2 g kg™ t. m. prestaje

se s provodenjem testova toksi¢nosti (Eaton i Gilbert, 2013; Ford, 2016). Nedostaci ovih testova
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su eticka pitanja vezana uz nelagodu, patnju i bol zivotinja, nepotpuna podudarnost ljudske i
zivotinjske koze zbog koje se dobiveni podaci moraju ekstrapolirati na ljudsku kozu (Ford,

2016; Dellambra i sur., 2019).

2.3.4. Testiranje kozne preosjetljivosti

Jedan od Stetnih uc¢inaka koji moZze nastati kao rezultat izlozenosti koZe potencijalno toksi¢nim
tvarima je kontaktna osjetljivost, koja se klini¢ki manifestira kao alergijski kontaktni dermatitis
(ACD, engl. Allergic Contact Dermatitis). 15 - 20 % ljudi u nekom trenutku zivota ima reakciju
kozne preosjetljivosti, odnosno razvije alergijski kontaktni dermatitis. Senzibilizator koze je
tvar ili smjesa koja ¢e izazvati alergijsku reakciju nakon kontakta s kozom. Testiranjem
preosjetljivosti koze utvrduje se moguénost da kemikalija uzrokuje alergijski kontaktni

dermatitis, lokalnu koznu reakciju koju karakterizira crvenilo, oteklina i svrbez (ECHA, 2017).

Kako bi doslo do alergijske reakcije, senzibilizator mora prodrijeti u kozu i reagirati S
endogenim proteinima. Nakon §to prodre u kozu, dolazi do aktivacije imunosnog odgovora
koze (Sharma i sur., 2012). Imunosni odgovor na alergen rezultat je niza dogadaja prikazanih

na slici 6.

5 O o
Antigen 000
1. korak: Vezanje antigena
4. korak: Imunosna sinapsa

Epiderma Prezentacua antigena

Derma TNFGR # .’E Lang hansoveg !Kostlmulatorneu -stanica
cxcLi2 /dendn ke stanice molekule

g
5. korak: Klonalna ekspanzija

Limfni évor

_/.f’ 2 korak: Sazrijevanje '
Langerhansovih i dendritickih stanida |

¥* %

3. korak: Migracija stanica

Gradijent kemokina

Slika 6. Mehanizam alergijske reakcije na antigen u kozi (prema Sharma i sur., 2012)

Ekspozicija koze alergenu dovodi do sazrijevanja Langerhansovih dendritickih stanica te
njihove migracije do limfnog ¢vora. Aktivacija i migracija dendritickih stanica je regulirana

mnogobrojnim faktorima ukljuc¢ujué¢i kemokine i citokine koje luce razli¢ite u kozi prisutne
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stanice. DendritiCke stanice unose antigene, prenose ih do limfnih ¢vorova te preradene peptide
predo¢uju T stanicama. Smatra se da je migracija do limfnog ¢vora regulirana gradijentom
kemokina CCL19 i/ili CCL21 kroz limfnu zilu. Dendriticke stanice su glavne u transportu
antigena do limfnog ¢vora gdje dolazi do formiranja imunoloskih sinapsi s T-stanicama S$to
dovodi do njihove aktivacije. Aktivirane T-stanice zatim diferenciraju i proliferiraju $to
rezultira selektivnom ekspanzijom klonalne populacije alergen specifi¢nih T limfocita (Sharma
i sur., 2012; Dellambra i sur., 2019).

Kod testiranja preosjetljivosti koZe ispituje se jedan od Cetiri klju¢na dogadaja tijekom reakcije
na senzibilizator. Prvi klju¢ni dogadaj je molekularna inicijacija, odnosno kovalentno vezanje
spoja na peptide u kozi. Senzibilizator se veze na tiolnu skupinu cisteinskog ostatka ili primarnu
aminoskupinu lizinskog ostatka (OECD, 2014). Klju¢ni dogadaj 2 je izlucivanje citokina i
kemokina u keratinocitima. Ovaj se korak u nekim metodama ispituje uz pomo¢ Nrf2 (engl.
Nuclear erythroid 2-related factor 2) signalnog puta kojeg aktiviraju elektrofili ili
antioksidansi. Nrf2 je transkripcijski faktor koji, kada je aktivan, inicira transkripciju gena koji
kodiraju za proteine ukljucene u imunosni odgovor na senzibilizator. Nrf2 je pod negativnom
kontrolom proteina Keapl (engl. Kelch-like ECH-associated protein 1). Kad je senzibilizator
vezan na Keapl protein, nema inhibicije Nrf2, ve¢ je Nrf2 slobodan i moze djelovati kao
transkripcijski faktor. Kao rezultat kaskade reakcija uzrokovanih senzibilizatorom, dolazi do
vezanja transkripcijskog faktora Nrf2 na DNA sekvencu koja je response element za taj
elektrofil (EpRE, engl. Electrophile Response Element) ili antioksidans (ARE, engl.
Antioxidant Response Element). Vezanjem Nrf2 na ARE/EpRE aktiviraju se ARE/EpRE-ovisni
putevi i dolazi do inicijacije transkripcije gena povezanih s odgovorom na oksidacijski stres.
Nrf2 put je jedan od molekularnih markera u ispitivanju preosjetljivosti koze. Ekspresija gena
ARE/EpRE-ovisnih puteva i drugih citoprotektivnih gena je pokazatelj da je doslo do imunosne
reakcije na senzibilizator. Neki in vitro testovi detektiraju potencijalne senzibilizatore koze na
temelju ovog dogadaja, odnosno aktivacije ARE/EpRE-ovisnih puteva (OECD, 2014; Natsch i
Emter, 2015), §to je objasnjeno u poglavlju 2.3.5.1. Klju¢ni dogadaj 3 je sazrijevanje
dendriti¢kih stanica i njihovo putovanje do limfnog ¢vora. Kljuéni dogadaj 4 je predocenje
antigena nativnim T stanicama i proliferacija memorijskih stanica. Nakon predocenja
senzibilizatora kao antigena, T stanice ih prepoznaju kao strane peptide, dolazi do njihove
aktivacije te nastaju memorijske T stanice. Memorijske stanice proliferiraju i induciraju
alergijski kontaktni dermatitis ukoliko se ponovno aktiviraju predo¢enjem tog antigena (OECD,

2014). Zasad niti jedan in vitro test ne otkriva senzibilizator koze na temelju dogadaja 4.
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Elicitacijska faza je faza u kojoj se javlja odgovor na antigen kao alergijski odgovor, primjerice

crvenilo i oticanje, a taj dogadaj sluzi za detektiranje senzibilizatora u nekim in vivo testovima.

Preosjetljivost koze izaziva Citav niz tvari razli¢itih fizikalno-kemijskih svojstava, razlicitog
nacina prodora u kozu i mehanizama toksi¢nosti. Zbog te razli¢itosti ne postoji jedinstven test
kojim bi se mogao odrediti potencijal neke tvari da bude senzibilizator koze. Opcenito, testove
mozemo podijeliti u dvije skupine: in vivo testove kozne preosjetljivosti i alternativne testove.
In vivo testovi najéesce koriste zamorce ili miSeve, a pod pojmom ,.alternativni testovi se

podrazumijevaju testovi koji ne uklju¢uju pokusne zivotinje (Eaton i Gilbert, 2013).
2.3.4.1. Invivo testovi kozne preosjetljivosti

Tri najCescée koriStena in vivo testa za odredivanje je li neka tvar senzibilizator koze ili nije su
Buehlerov test, maksimizacijski test sa zamorcima (GPMT, engl. Guinea Pig Maximization
Test) i lokalna analiza limfnih ¢vorova miSeva (LLNA, engl. Local Lymph Node Assay) (Daniel
i sur., 2018). Kod nekih se testova koriste adjuvansi, a kod nekih nema adjuvansa. Dodavanjem
adjuvansa pojacava se alergijska reakcija te se koriste za testiranje tvari koje bi izazvale slabiju
reakciju i smatraju se to¢nijima. Primjer takvog testa je maksimizacijski test sa zamorcima

(Eaton i Gilbert, 2013, Kaplan i sur., 2013).

Buehlerov test za ispitivanje kozne preosjetljivosti je pogodan za ispitivanje lokalne
preosjetljivosti. Za ispitivanje se koriste albino zamorci, muzjaci ili Zenke koje nisu imale
potomstvo i nisu skotne, a potrebno je minimalno 30 zivotinja (20 za ispitivanu i 10 za kontrolnu
skupinu). Ispitivana tvar se nanosi na obrijanu kozu boka zamorca te se prekriva zavojem kroz
period od 6 sati. Postupak se ponavlja za 7 i 14 dana. Nakon 28 dana se na isti na¢in nanosi na
drugi bok, prekriva zavojem i ostavlja kroz 24 sata. 24 i1 48 sati nakon skidanja zavoja, Zivotinja
se usporeduje s testnom u vidu pojave crvenila i oticanja. U Buehlerovom testu se ne koriste

adjuvansi (Kaplan i sur., 2013).

Maksimizacijski test sa zamorcima — GPMT je metoda za utvrdivanje potencijalnog
senzibilizatora koZe testiranjem kemijskih spojeva na koZi zamorca. GPMT se smatra
najprimjerenijom tehnikom u kojoj se koristi adjuvans (Kaplan i sur., 2013). Metoda ovog testa
je sliéna Buehlerovom testu, osim Sto se ispitivana tvar unosi intradermalnom injekcijom 1
dodaje se adjuvans te se zivotinja tretira na podru¢ju ramena i boka. Mogu se koristiti muzjaci
ili zenke (koje nisu imale potomstvo i nisu skotne) albino zamoraca, njih 10 za ispitivanu i 5 za
kontrolnu skupinu (OECD, 1992). Protokol GPMT metode ukljucuje tretiranje intradermalnim
injekcijama u podruc¢ju ramena na nacin da se sa svake strane zivotinje (lijevo i desno rame) na

kozu kojoj je odstranjena dlaka intradermalno ubrizgavaju po tri injekcije u 0. danu testiranja.
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Od tri injekcije, jedna sadrzi mjeSavinu jednakih volumena vode i1 adjuvansa, druga ispitivanu
tvar, a treca ispitivanu tvar u mjesavini jednakih volumena otapala i adjuvansa. Ukoliko nakon
48 sati ne dode do pojave iritacije, ispitivano podrucje se topikalno tretira s 0,5 mL 10 %tne
otopine natrijevog lauril sulfata u vazelinu, u periodu od 24 sata, kako bi se potaknula blaga
upalna reakcija. Na 6. do 8. dan testa zivotinjama se ponovo odstranjuje dlaka te se tretiraju
ispitivanom kemikalijom topikalno, takoder na podruc¢ju ramena, nanosenjem krpice natopljene
ispitivanom tvari na kozu i prekrivanjem okluzivnim oblogom. Taj tretman traje 48 sati. 20. do
22. dana testiranja ispitivana tvar se topikalno nanosi natopljenom krpicom na podrudje slabina
kojem je odstranjena dlaka, te se prekriva okluzivnim oblogom kroz 24 sata. Kontrolna se
skupina tretira injekcijama koje umjesto ispitivane kemikalije sadrze samo medij u kojem se
ispitivana kemikalija kod testne skupine otapa, a kod topikalnog nanosenja se stavlja krpica
natopljena medijem i okluzivni oblog. Znakovi pojave crvenila i oteklina se ispituju nakon
skidanja obloga te se biljeze u skladu s propisanom ljestvicom ocjenjivanja koju su ustanovili
Magnusson i Kligman, autori ove metode. Ljestvica ocjenjuje pojave na kozi od 0 (nema

promjene na kozi) do 3 (intenzivno crvenilo i oticanje) (OECD, 1992).

Krajnje to¢ke Buehlerovog i GPMT testa su vizualno primjeéivanje pojave edema (oteklina) i
eritema (crvenila) te mogu biti subjektivne. Zbog toga se tesko moze procijeniti toksi¢nost tvari
koje poticu iritaciju. Ukoliko su GPMT ili Buehlerovim testom dobiveni pozitivni rezultati,
ispitivani spoj se proglasava senzibilizatorom. Ukoliko su rezultati negativni, ne proglasava se

ne-senzibilizatorom, ve¢ se provode drugi testovi (OECD, 1992; Kaplan i sur., 2013).

Lokalna analiza limfnih ¢vorova miseva — LLNA je in vivo test razvijen kao alternativa za
navedena dva testa sa zamorcima. Ispitivane Zivotinje su miSevi soja CBA/Ca ili CBA/J (ili
nekog drugog soja ukoliko postoji dovoljno podataka da nema razlika u reakciji s obzirom na
s0j), najcesce zenke starosti 8 - 12 tjedana. Po jednoj doznoj skupini Koriste se najmanje Cetiri
Zivotinje, a istrazivanje se provodi s najmanje tri koncentracije ispitivane tvari uz paralelnu
negativnu kontrolnu skupinu tretiranu samo nosa¢em za ispitivanu tvar i jednu pozitivnu

kontrolnu skupinu (Kimber, 2002; Kaplan i sur., 2013).

Tijekom indukcijske faze kod izazivanja preosjetljivosti koze, dolazi do ugradnje *H-timidina
u limfocite koji proliferiraju unutar proksimalnog limfnog &vora. Zivotinjama se topikalno
nanosi ispitivana tvar na usi tri dana za redom (0., 1. i 2. dan testa). Nakon toga odmaraju 2
dana te im se na 5. dan testa intravenozno unosi doza *H-timidina od 20 uCi (0,74 MBq) u
otopini 250 uL fosfatnog pufera. Nakon pet sati, zivotinje se Zrtvuju i sekcijom limfnog ¢vora

iz uha se dobiva suspenzija za ispitivanje koli¢ine ugradenog *H-timidina. Tvar se proglasava
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senzibilizatorom ukoliko je doslo do povec¢anja koncentracije *H-timidina tri puta u odnosu na
kontrolnu skupinu (Kimber, 2002; EC, 2012).

Prednosti LLNA u odnosu na Buehlerov i GMPT test su manji broj i patnja zivotinja te
dobivanje kvantitativnih vrijednosti i podataka o odnosu doze i odgovora. Dobivanje
kvantitativnih vrijednosti je bitno jer se dobiveni podatci mogu lakSe statisticki obradivati i
usporedivati, a podaci dobiveni LLNA testovima se ¢esto koriste u in silico odredivanju
potencijalnih senzibilizatora koze. Nedostatak su lazno negativni rezultati kod odredenih metala
i lazno pozitivni rezultati kod nekih povrSinski aktivnih tvari koje nadrazuju kozu. Iako je
LLNA takoder in vivo metoda koja ne iskljucuje u potpunosti koristenje zivotinja, smatra se
eticki prihvatljivijom od GPMT i Buehlerovog testa zato $to se koristi manji broj zivotinja te je
moguénost da zivotinje osjecaju bol i patnju manja. Test se temelji na promatranju ranijeg
dogadaja tijekom reakcije preosjetljivosti koji ne izaziva nelagodu poput oteklina i crvenila.
Rezultati ispitivanja LLNA testom su jednakovrijedni rezultatima Buehlerovog ili GPMT testa
te se ovaj test obi¢no moze koristiti kao alternativa bez dodatne potvrde rezultata. Nedostatak
LLNA testa je Sto tesko detektira alergenost nikla jer je kod miSeva alergijska reakcija na niklov
sulfat i klorid slaba. Nikal je slab alergen, ali je njegova rasprostranjenost velika zbog ¢ega je

Cest alergen (Kimber i sur., 2002; EC, 2012; Kaplan i sur., 2013).

2.3.4.2. Alternativni testovi za testiranje kozZne preosjetljivosti

Kako bi se postigle uStede U vremenu i cijeni testiranja te smanjilo koristenje laboratorijskih
zivotinja, razvijeni su mnogi alternativni testovi za testiranje kozne preosjetljivosti, kao npr. in
vitro i in silico metode. Alternativne metode ¢esto omogucéuju brzu i efikasniju procjenu
toksi¢nosti u odnosu na in vivo metode. Mnogi testovi bez Zivotinja su razvijeni zbog napretka
istrazivanja u kozmeti¢koj industriji, 0dnosno za ispitivanje i kontrolu kozmetickih proizvoda i
njihovih sastojaka. Tkivnim inZenjerstvom su razvijeni ekvivalenti ljudske koZe koji mogu
oponasati klju¢na strukturna i funkcionalna svojstva koze, ali in vitro. Modeli ekvivalenata koze
se razvijaju unazad 30 - 40 godina te su obecavajuéi alat koji sve viSe zamjenjuje testove na

zivotinjama (Urbisch i sur., 2015; Dellambra i sur., 2019).

Postoje Cetiri osnovna pristupa u ispitivanju preosjetljivosti koze koji izbjegavaju koriStenje
zivotinja, a to su: 2D kulture stanica, 3D konstrukti, in silico modeli i integrirane mikrofluidi¢ke
platforme. Neki od alternativnih testova odobrenih od strane ECVAM-a (engl. European
Centre for the Validation of Alternative Methods) su DPRA (engl. Direct Peptide Reactivity
Assay), ADRA (engl. Amino Acid Derivative Reactivity Assay), h-CLAT (engl. human Cell
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Line Activation Test), U-SENS™ (engl. U937 cell line activation test), IL-8 Luc test (engl.

InterLeukine-8 reporter gene assay), KeratinoSens™ i LuSens (Thélu i sur., 2020).
2.3.5. Kulture stanica u ispitivanju dermalne toksi¢nosti

Kulture stanica u ispitivanju dermalne toksi¢nosti €ine stanice koje predstavljaju ekvivalent
kozi ili nekim komponentama koze koje sudjeluju u imunosnom odgovoru. Prvo je in vitro
rekonstruiran epidermis. Prvi alati za konstruiranje in vitro koze bili su kerationociti izolirani
biopsijom i propagirani in vitro. Na taj su nacin rekonstruirani slojevi epitela koji zadrzavaju
biokemijske 1 histoloske karakteristike 1 svojstvo diferencijacije. U iducoj su se generaciji
keratinociti razvijali na matricama kako bi se bolje razvio epidermis. Medutim, kako bi dobili
sva svojstva koze za ispitivanja potrebno je rekonstruirati i dermis. Zbog toga su razvijeni

trodimenzionalni modeli cijele debljine koze (Dellambra i sur., 2019).

Glavnu ulogu u imunosnoj reakciji u kozi imaju tri tipa stanica:
- keratinociti,
- dendriticke stanice koje prezentiraju antigen i

- T stanice koje sudjeluju u aktivaciji imunosnog odgovora.

Interakcija izmedu ova tri tipa stanica u Zivom tkivu je bitna za pravilno odvijanje svih dogadaja

u aktivaciji imunosnog odgovora (Thélu i sur., 2020).

2.3.5.1. 2D kulture stanica

Prvi in vitro eksperimenti provodeni su na kulturama stanica u monosloju u Petrijevoj zdjelici,
odnosno 2D modelima. Najcesce se radi o keratinocitima ili dendritickim stanicama. Ukoliko
se za potrebe in vitro testiranja koZne preosjetljivosti uspostavlja nova stani¢na linija humanih
stanica, za to je potrebno dobiti eti¢ko odobrenje (Bal-Price i Coecke, 2011). Medutim, veéina
odobrenih metoda koristi stani¢ne linije humanih stanica koje su uspostavljene prije nekoliko
desetaka godina pa se koristenje takvih stanica za potrebe ispitivanja toksi¢nosti smatra eticki
prihvatljivim, budué¢i da ne zahtjeva dobivanje novih stanica iz tkiva. Neke stani¢ne linije

dendriti¢kih stanica koje se koriste u ispitivanju kozne preosjetljivosti navedene su u tablici 2.

2D modeli se lakSe i brZze pripremaju od 3D modela, imaju vecu reproducibilnost i stanice se
mogu lako gledati mikroskopom. Nedostatak u odnosu na 3D modele je §to stanice rastu u
jednom sloju pa im je ogranien rast 1 medustani¢ni kontakt jer je vecini stanica glavna
kontaktna povrSina posude u kojem se uzgajaju. Tako uzgojene stanice imaju manju
funkcionalnost, slabiju opskrbu kisikom i drugim nutrijentima te teSko mogu rasti u ko-
kulturama (Sharma i sur., 2012; Eskes i sur., 2017).
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h-CLAT je test koji koristi in vitro stani¢ne kulture za ispitivanje toksi¢nosti ksenobiotika.
Pokazao se uspjeSnim za ispitivanje kozne preosjetljivosti. Test se zasniva na mjerenju
fenotipskih promjena u stanicama 24 sata nakon tretmana ispitivanom kemikalijom. Test ima
preciznost od 96 % te je interlaboratorijski reproducibilan. Vecéina rezultata dobivenih ovim
testom podudara se s rezultatima dobivenim LLNA testom (Ashikaga i sur., 2008; Natsch i
Emter, 2015). Usprkos podudaranju, samostalno ne moze zamijeniti in Vivo testove kozne
preosjetljivosti, ve¢ se moze primijeniti samo u kombinaciji s drugim alternativnim testovima,

primjerice DPRA ili KeratinoSens™ kako bi dobili potpunu i toénu sliku (EC, 2017a).

Tablica 2. Humane stani¢ne linije dendritickih stanica koje se najce$ce koriste za testiranje
kozne preosjetljivosti. (prema Thélu i sur., 2020)

Stani¢na linija Naziv stani¢ne linije (engl.) Tip stanica
MUTZ-3 CD34+ human acute myeloid Linija CD34+ stanica akutne
leukemia cell line mijeloidne leukemije
U-937 human histiocytic lymphoma cell Stani¢na linija histiocitnog
line limfoma
THP-1 human monocytic leukemia cell Stani¢na linija monocitne
line leukemije
KG-1 human bone marrow-derived acute = Stani¢na linija akutne mijeloi¢ne
myelogenous leukemia cell line leukemije, iz koStane srzi
HL- 60 human acute pro-myeloid Stani¢na linija akutne pro-
leukemia cell line mijeloidne leukemije
K562 human erythroleukemia cell line Stani¢na linija eritroleukemije

Metode KeratinoSens™ i LuSens koriste genetski modificirane stanic¢ne linije keratinocita, a
razvijene su za ispitivanje kozne preosjetljivosti. Princip metode je prepoznavanje
senzibilizatora koze na temelju aktivacije Nrf2/ARE citoprotektivnog puta u keratinocitima
(Thélu i sur., 2020). Aktivacija Nrf2/ARE kaskade reakcija moze se detektirati tako da se u
genom stanica insertiraju konstrukti reporter gena (npr. gena za luciferazu) pod kontrolom ARE
elementa. Mjerenjem aktivnosti reporter gena nakon inkubacije stanica testiranim
ksenobiotikom dobivaju se rezultati na temelju kojih se moze zakljuciti je li ispitivana
kemikalija senzibilizator ili ne-senzibilizator. Ukoliko je detektirana aktivnost reporter gena
nakon tretmana ispitivanom kemikalijom znaci da je dosSlo do aktivacije Nrf2/ARE kaskade

reakcija, odnosno ispitivana kemikalija je potaknula imunosni odgovor. Aktivacijom Nrf2/ARE

49



puta doslo je do aktivacije transkripcije reporter gena koja se moze mjeriti. Primjerice, ukoliko
je kao reporter gen ugraden gen za luciferazu, ekspresija gena se mjeri luminometrijom
(Ramirez i sur., 2014; Dellambra i sur., 2019; Cho i sur., 2020). Kod stani¢ne linije koja se
koristi u KeratinoSens™ metodi kao reporter gen ugraden je gen za luciferazu pod kontrolom
gena AKR1C2 dobivenog iz humanih stanica, a kod LuSens metode ima ugradenu NQO1
sekvencu dobivenu iz stanica Stakora (Natsch i Emter, 2015). IL-8 Luc test se provodi na
stani¢noj liniji koja ima ugradene gene za luciferaze: SLO (engl. Stable Luciferase Orange) i
SLR (engl. Stable Luciferase Red) (Kimura i sur., 2018).

2.3.5.2. 3D konstrukti

3D modeli epidermisa, odnosno rekonstruirani modeli ljudskog epidermisa (RhE, engl.
Reconstructed human Epidermis) dobivaju se uzgojem primarnih keratinocita na dermisu bez
epidermisa ili na biorazgradivim polimernim supstratima (hijaluronska kiselina, fibrin, kolagen,
silk-kolagen ili hidrogelovi) s inkorporiranim ljudskim fibroblastima iz dermisa. Tkivo se izlaze
granici faza zraka i tekucine te se tako potice diferencijacija i stratifikacija epidermisa. Modeli
pune debljine koze su sastavljeni od RhE modela na dermalnom odjeljku naseljenom
fibroblastom u koji mogu biti ugradeni i ostali tipovi stanica, kao $to su npr. melanociti i stanice

imunosnog sustava (Dellambra i sur., 2019; Thélu i sur., 2020).

3D modeli kozZe su bioloski sustavi kultura stanica tkiva u kojima stanice rastu u vise slojeva.
Takvi sloZeniji modeli bolje oponasaju in vivo kozu jer je obuhvacéen veci broj dogadaja koji se
odvijaju tijekom imunosnih reakcija. Stanice imaju bolju funkcionalnost i medusobnu
interakciju. Zbog funkcionalnosti preZivljavanje stanica je vece, a veom gusto¢om i
interakcijama postize se struktura koja mozZe oponasati prirodnu gustocu stanica u tkivu ili
organu. Smanjen je kontakt stanica s podlogom na kojoj rastu, manja je ograni¢enost prostorom
zbog mogucénosti rasta u vise slojeva, stanice imaju bolju opskrbu kisikom i drugim nutrijentima
te mogu rasti u teku¢em mediju. Podloga na kojoj rastu stanice mora omoguciti procese
adhezije, proliferacije 1 diferencijacije i na taj na¢in osigurava pogodno umjetno okruzenje za
razvoj stanica (Eskes i sur., 2017; Thélu i sur., 2020). Nedostatak je ve¢a kompleksnost, zbog
¢ega je manja reproducibilnost istrazivanja. Zbog toga se razvijaju standardizirani sustavi za
ovakve modele stanica, koji imaju odredenu veliCinu, strukturu i sastav, odnosno udio

odredenih tipova stanica u strukturi (Sharma i sur., 2012; Eskes i sur., 2017).

3D modeli koZe mogu se podijeliti u tri osnovne skupine: kozu uklonjenu iz Zivog tkiva, modeli
epidermisa dobiveni tkivnim inzenjerstvom i ekvivalenti koze s punom debljinom koze.

Struktura ova tri modela u usporedbi s in vivo kozom shematski je prikazana na slici 7. Koza
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uklonjena, odnosno dobivena izolacijom iz zivog tkiva je najsli¢nija kozi in vivo te predstavlja
jednaku barijeru kao koza in vivo. ZadrZzava sve pomocéne strukture i stanice: Keratinociti,
melanociti, Langerhansove stanice, fibroblasti i endotelne stanice. Razlikuje se od in vivo koze
po tome Sto ne sadrzi krvne kapilare 1 Ziv€ane nastavke, folikule dlaka 1 masno tkivo ispod
dermisa. Modeli epidermisa sadrze epidermis koji raste na matriksu, ali nema dermisa i ne
sadrze sve imunosne stanice prisutne u kozi in vivo i u kozi dobivenoj iz tkiva. Ekvivalenti koze
s punom debljinom koze sadrze epidermis i dermis bez ostalih stanica imunosnog sustava,
zivéanih nastavaka i nisu prokrvljeni (Sharma i sur., 2012). Koristenje 3D modela je zbog vece
slicnosti sa strukturom koze in vivo obecavajuci pristup u prevladavanju ograni¢enja koja

predstavljaju 2D modeli stanica (Thélu i sur., 2020).

invivo | koZa koZa uklonjena iz tkiva

i = - A. = 'T.x l,r 25 .‘ S ﬁ n > N
Epiderma SRl SR oE SN A Epiderma

Derma 3 ‘ \ "ma e

Hipoderma

Derma

Model "pune debljine"

- < =]

Epiderma

Derma Matriks

Fibroblast
’# Langerhansove/dendritiCke stanice

<3\ Keratinocita

Slika 7. Graficki prikaz popre¢nog presjeka in vivo koze i tri 3D modela koZe koji bi se mogli
koristiti u ispitivanju koZne preosjetljivosti (prema Sharma i sur., 2011)

2.3.6. In silico modeli u ispitivanju preosjetljivosti koze i integrirane mikrofluidicke

platforme

QSAR, Derek i TOPKAT sustavi su in silico modeli koji mogu prepoznati potencijal neke
kemikalije da uzrokuje preosjetljivost koze na temelju kemijske strukture. Predvidaju toksi¢ni
potencijal i mehanizme djelovanja ispitivanih tvari na temelju baza dostupnih podataka o
prethodno ispitanim kemijskim spojevima, njihovim strukturama i u¢incima. Razvijeni su neki
QSAR modeli koji objedinjuju podatke dobivene LLNA i GPMT testovima te na temelju tih
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podataka procjenjuju da li bi molekule koje nisu ispitane in vivo testovima mogle izazvati

preosjetljivost koze (Sharma i sur., 2012).

Mikrofluidicke platforme su sustavi u kojima se na povrSini manjoj od milimetra moze
ustanoviti opskrba mikroskopskog sustava teku¢inom te se fino regulirati. Imaju primjenu,
izmedu ostalog, i u proizvodnji bio¢ipova. Razvijeni su za model tzv. koze na ¢ipu (engl. skin-
on-chip). Jedna od primjena ovih sustava je i prijenos mikrofizioloskih sustava (organa, kao §to
je npr. koza) na sustav na kKojem ¢e se lakSe odvijati opskrba hranjivim tvarima i kontrola
fizikalnih i kemijskih parametara uzgoja (Dellambra i sur., 2019). Kod ispitivanja toksi¢nosti
na ovakvim sustavima lakSe se moZze kontrolirati transport i apsorpcija ispitivanog ksenobiotika
u uzgojeno tkivo. Osim toga, moguca je ko-kultura stanica koze s drugim kulturama. Razvijeni
su mikrofluidicki sustavi za rast ekvivalenata koze pune debljine koji bi se mogli koristiti za

ispitivanje toksi¢nosti lijekova (Abaci i sur., 2015).
2.3.7. Ispitivanje mjesta vezanja proteina

Jedan od pristupa u predvidanju potencijala izazivanja kozne preosjetljivosti je ispitivanje
vezanja proteina. Kemijski spoj koji je senzibilizator reagira s peptidima u keratinocitima i
drugim kemijskim spojevima u kozi. Vecina alergena se ponasa elektrofilno pa reagiraju s
nukleofilnim centrima aminokiselina te se kovalentno veZzu na protein. Na temelju tog vezanja
razvijeni su in chemico — DPRA i ADRA testovi koji se temelje na ispitivanju potencijalnih
alergena s obzirom na moguénost vezanja s peptidima u stanici koje bi moglo inducirati
alergijsku reakciju. Testovi se provode na nacin da se tvari razrjeduju u puferu i inkubiraju s
peptidima te se HPLC-om analiziraju slobodni peptidi. Analizom slobodnih peptida moze se
zakljuciti da li je doslo do vezanja ispitivanog spoja na peptide ili nije. Ukoliko je koncentracija
slobodnih peptida manja od koncentracije prije inkubacije ispitivanom kemikalijom, znaci da
je dio peptida vezan na tu kemikaliju, odnosno doslo je do vezanja na proteine koje moze
inicirati reakciju koZne preosjetljivosti (OECD, 2020).

Kod DPRA se mjeri vezanje kemikalije na heptapeptid koji sadrzi lizin (Ac-RFAAKAA-
COORH) ili cistein (Ac-RFAACAACOOH). Prema protokolu, pripremaju se otopine peptida
odredene Cistoce, razrjeduju u puferu i inkubiraju s ispitivanom kemikalijom. Nakon inkubacije
koja traje 24 sata, kromatografijom se ispituje koliko je peptida ostalo u uzorku (Urbisch i sur.,
2015). Dobiveni podaci se koriste za klasifikaciju kemikalija na one s minimalnom, niskom,
srednjom ili visokom reaktivnosti. Kod ADRA metode se koriste peptidi koji su derivati cisteina

i lizina te imaju i naftalenski prsten. Spectro-DPRA — spektrofotometrijski DPRA je varijacija
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DPRA metode koja koristi spektrofotometriju te se slobodni peptidi mjere spektrofotometrijski
umjesto HPLC-om (OECD, 2020).

Testovi koji se temelje na ispitivanju mjesta vezanja proteina mogu se koristiti za ispitivanja
preosjetljivosti koze samo u kombinaciji s drugim alternativnim metodama ili kao testovi
probira prije provodenja in vivo metoda, zbog toga $to ne mogu detektirati pro-haptene i pre-
haptene (Sharma i sur., 2012; EC, 2017a; Dellambra i sur., 2019).

2.3.8. Usporedba ekvivalenata koze i koze kao organa

Komercijalno dostupni ekvivalenti pune debljine koze postali su alternativa Zzivotinjskim
modelima za potrebe istrazivanja i razvoja u kozmetickoj industriji. Medutim, ne mogu se
smatrati istovjetnima in vivo kozi zbog toga Sto, unato¢ usavrSavanju modela, postoje neke
razlike u strukturi, a time i u propusnosti te metabolizmu. Jedan od najvecih problema kod
koriStenja zivotinja kao modelnih organizama za ispitivanje dermalne toksi¢nosti je razlika u
propusnosti izmedu koze Zivotinja i covjeka. Taj problem nije prebroden niti kod konstrukcije
2D 13D modela koze. Ekvivalenti koze dobiveni propagacijom tkiva imaju vecu permeabilnost
od ljudske koze. Stratum corneum u 3D modelima koZe ima slabiju barijeru, odnosno veéu
propusnost u odnosu na in vivo kozu zbog nesavrSenosti strukturne organizacije lipida
(Dellambra i sur., 2019; Thélu i sur., 2020). Nedostatak je i nepostojanje funkcionalnog sustava
opskrbe krvnim zilama pa se izmjena kisika i hranjivih tvari te otpadnih tvari i produkata
metabolizma provodi ru¢no promjenom medija, zbog ¢ega dolazi do promjena u sastavu medija
tijekom uzgoja. Ko-kultiviranje endotelnih i AdSC (mati¢ne stanice izvedene iz masnog tkiva,
engl. Adipose-derived Stem Cells) stanica u fibrin gelovima potice stvaranje vaskularne mreze,
ali je za uzgoj takvih stanica potrebna specifi¢na struktura pericita i miSi¢nih stanica koje
okruzuju krvne Zile. Mati¢ne stanice koje imaju sposobnost diferencijacije u sve tipove stanica
mogu se koristiti za proizvodnju ekvivalenata koZe u punoj debljini. S fibroblastima se mogu
ko-kultuvirati zreli adipociti kako bi se poboljSala ravnoteza izmedu proliferacije i
diferencijacije epidermisa, razvila djelotvornija epidermalna barijera i omogucilo umetanje
folikula dlaka. U ekvivalentima koZe moguce je i kultivirati CD34+ hematopoetske ishodisne
stanice i stanice koje se mogu diferencirati u Langerharsove stanice i pravilno lokalizirati
(Dellambra i sur., 2019).

2.3.9. Integrirani pristup

Integriranim pristupom moguce je odrediti je li neka tvar senzibilizator ili nije, i to

kombinacijom dva ili vise pristupa ili modela predvidanja. KoriStenjem integriranog pristupa
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moze se posti¢i bolje predvidanje u usporedbi s primjenom jednog ispitivanja (EURL ECVAM,
2015; Cho i sur., 2020).

Primjer integriranog pristupa prikazan je na slici 8. Na Nacionalnom sveucilistu u Seulu su dr.
sc. Sun-A Cho i suradnici ispitali Cetiri razli¢ita pristupa koji su koristili Spectro-DPRA,
KeratinoSens™ i h-CLAT metode kako bi odredili je li neka tvar senzibilizator koze ili nije, a
0vaj je pristup pokazao najveéu mogucnost predvidanja. Tvar se prvo ispituje Spectro-DPRA
metodom. Ukoliko se pokaze da je senzibilizator, rezultat se proglasava pozitivnim. Ukoliko je
rezultat negativan, provodi se ispitivanje KeratinoSens™ i h-CLAT, zbog toga $to su mogu¢i
lazno negativni rezultati Spectro-DPRA. Ukoliko se rezultat ova dva testa podudara i pokaze
da je senzibilizator, proglasava se pozitivnim. Ukoliko je barem jedan od njih negativan,

rezultat se proglasava negativnim, odnosno tvar nije senzibilizator (Cho i sur., 2020).

pozitivni .
Spectro -DPRA  ————eeey [ Senzibilizator ]

l negativni T pozitivni

KeratinoSens ar h-CLAT

dvojbeni/negativni

[ Ne-senzibilizator ]

Slika 8. Primjer integriranog pristupa odredivanja kozne preosjetljivosti (prema Cho i sur.,
2020)

Niti jedan od alternativnih testova se ne preporucuje kao samostalna zamjena za testiranje na
Zivotinjama, vec¢ se razvijaju integrirane strategije koje ukljucuju visestruka testiranja. Razliciti
in vivo i alternativni testovi donose rezultate na temelju razli¢itth mehanizama tijekom
imunosne reakcije. Presjek nekih metoda i njihovih osnovnih karakteristika je prikazan u tablici
3. Daljnji razvoj in vitro koze ¢e se najvjerojatnije kretati u smjeru tocnijeg poznavanja
bioloSkog sustava koze i pravilnog rjeSavanja pitanja troskova, vremena i eti¢ke opravdanosti
istrazivanja. Budu¢i alternativni modeli ispitivanja dermalne toksi¢nosti bi trebali moci

reproducirati ljudsku kozu u kontekstu umjetnog tijela, kako bi mogli oponasati interakcije koze
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Tablica 3. Usporedba metoda za ispitivanje dermalne toksi¢nosti

Metoda

Lokalna analiza
limfnih évorova

Maksimizacijski
test sa
zamorcima

h-CLAT?

LuSens

U-SENS™¢

GARD!

VITOSENS

DPRA®

PPRA'

EASAI

Tip testa

in vivo

in vivo

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro
in
chemico
in
chemico
in
chemico

Kljuéni dogadaj

Proliferacija T
limfocita

Alergijski odgovor,
faza elicitacije
Aktivacija
dendritickih stanica
Izlu¢ivanje citokina

i kemokina u
keratinocitima

Sazrijevanje

dendriti¢kih stanica

Aktivacija
dendritickih stanica

Aktivacija
dendritic¢kih stanica

Molekularna
inicijacija

Molekularna
inicijacija

Molekularna
inicijacija

Testni sustav

Misevi

Albino zamorci

THP-1 - stani¢na linija
akutne monocitne leukemije
Stani¢na linija transgenih
humanih keratinocita s
unesenim reporter genom za
luciferazu
U-937 - leukemijske
monocitne stanice difuznoga
histiocitnog limfoma

MUTZ-3 - stani¢na linija
mijeloidne leukemije

Primarna kultura dendriti¢kih
stanica (CD34+)

Sintetski heptapeptidi’

Sintetski heptapeptidi? i
HRP/P"

Slobodni peptidi — NBT (4-
nitrobenzentiol), PDA
(piridoksil amin)

Proces u imunosnom odgovoru
koji se mjeri testom

Indukcija primarne proliferacije
limfocita u limfnom ¢voru

Alergijski odgovor

Pojacana ekspresija CD54 i CD86

Aktivacija Nrf2/ARE puta®

Pojacana ekspresija CD86

Povecana razina ekspresije 200 gena

u stanicama

Ekspresija gena (CCR2 i CREM) u
tri vremenska intervala

Kovalentno vezanje reaktivnih
elektrofilnih spojeva
(senzibilizatori) na proteine u kozi
Kovalentno vezanje reaktivnih
elektrofilnih spojeva
(senzibilizatori) na proteine u koZzi
Kovalentno vezanje reaktivnih
elektrofilnih spojeva
(senzibilizatori) na proteine u kozi

Metoda mjerenja

Mjerenje proliferacije limfocita
radioznac¢avanjem (ugradnja 3H- timidina) ili
bioluminiscencija (kvantifikacija ATP-a u
limfocitima)

Uocavanje pojave edema i eritema

Proto¢na citometrija

Mijerenje luminiscencije

Proto¢na citometrija

Sinteza cDNA iz izdvojene ukupne RNA
prema odgovaraju¢em protokolu
(Affymetrix®, GeneChip®); analiza
dobivenih podataka RMA algoritmom i
donosenje odluke SVM! predvidanjem
Analiza izolirane ukupne RNA iz stanica
RT-PCR u stvarnom vremenu; analiza PCR
rezultata qBase softverom i analiza relativne
ekspresije gena AACt metodom

Analiza slobodnih peptida HPLC-om

Analiza slobodnih peptida HPLC/MS/MS
sustavom

Analiza slobodnih peptida (NBT i PDA)
mjerenjem Azzs
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Metoda

Lokalna analiza limfnih
¢évorova

Maksimizacijski test sa
zamorcima

h-CLAT?
LuSens
U-SENS™c¢
GARD¢
VITOSENS
DPRA®

PPRA'

EASA!

Detektira

pro-ipre-  Koristi pokusne Koristi stanice Koristi Koristi genetski
haptene zivotinje humanog podrijetla  fetalni serum = modificirane stanice
+ + - - -
+ + - - -
- - + + -
- - + + +
+ - + + -
+ - + + -
+ - +k - -
+ - - - -

@ engl. human Cell Line Activation Test

b jedan od signalnih puteva kojim se u keratinocitima aktivira imunosna reakcija na senzibilizator
¢engl. U937 cell line activation test

dengl. Genomic Allergen Rapid Detection

¢engl. Direct Peptide Reactivity Assay

fengl. Peroxidase Peptide Reactivity Assay

9 peptid s cisteinom (Ac-RFAACAA-COOH) i lizinom (Ac-RFAAKAACOOH)

Izvori

Kimber i sur., 2002; EC, 2012

OECD, 1992

EC, 2017a; EURL ECVAM,
2015

JRC, 2020a; EURL ECVAM,
2018; Ramirez i sur., 2014
EURL ECVAM, 2017; Alépée i
sur., 2015

JRC,2020b; Forreryd i sur.,
2018; Johansson i sur., 2013
JRC, 2020c; Hooyberghs i sur.,
2008

EC, 2017b; Cho i sur., 2020;
Patlewicz i sur., 2016

Gerberick i sur., 2009

JRC, 2020d; Strickland i sur.,
2018; Chipinda i sur., 2014

h enzim (peroksidaza) koji u bioloskim sustavima aktivira pro-haptene (engl. horseradish peroxidase/hydrogen peroxide)

f engl. Electrophilic Allergen Screening Assay
} Metoda potpornih vektora (engl. Support Vector Machine)
K koristi embrionalne mati¢ne stanice humanog podrijetla — potrebna su dva eti¢ka odobrenja
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s drugim organima i upotpuniti sliku o toksikokinetici spojeva koji ulaze kroz kozu (Urbisch i

sur., 2015; Daniel i sur., 2018; Dellambra i sur., 2019).

2.3.10. Zakonska regulativa u testiranju kozmetickih proizvoda na Zivotinjama u EU 1

ostatku svijeta

KoriStenje Zivotinja u testiranju za farmaceutsku industriju opéenito se smatra opravdanim iz
razloga §to se tu radi o razvoju proizvodnje lijekova koji pridonose smanjenju smrtnosti i
poboljsanju kvalitete ljudskog Zivota. Procjenjuje se da je u istrazivanja za farmaceutsku
industriju 2018. godine ulozeno 36,5 milijardi eura u Europi, a ukupna trziSna vrijednost
farmaceutskih proizvoda proizvedenih u EU iznosi oko 209 milijardi eura (EFPIA, 2019). Radi
se 0 proizvodnji desetaka tisuca lijekova koji se ve¢ koriste te 0 manjem broju novih proizvoda.
Ve¢i dio dobiti dolazi od proizvoda za koje viSe nisu potrebna testiranja na Zivotinjama, buduci
da su ve¢ evaluirani i1 prihvaceni. Proizvodi koji zahtijevaju testiranje na zivotinjama pripadaju
malom broju novih proizvoda, njih desetak godi$nje. Medutim, velik broj proizvoda za koje se
provode istrazivanja ne dospije do trziSta jer nisu ispunili osnovne uvjete u sigurnosnim
testovima. Nasuprot farmaceutskoj, kozmeticka industrija je po mnogocemu drugacija jer
konstantno izlazi na trziste s novim proizvodima, njih oko 20 000 godisnje. Ti proizvodi sadrze
oko 400 novih tvari koje moraju biti podvrgnute ispitivanju toksi¢nosti. Proizvodi kozmeticke
industrije imaju krace vrijeme zadrzavanja na trziStu od onih iz farmaceutske industrije, pa se
istrazivanja na Zivotinjama za ovu granu industrije smatraju manje opravdanim (Bottini i
Hartung, 2009). Godine 2013. u Europskoj je uniji u potpunosti zabranjeno testiranje
kozmetickih proizvoda na zivotinjama. Ta je zabrana poslala poruku ostatku svijeta o tome
koliko je vazna zaStita Zivotinja te je pokrenula svijest o realnoj mogucnosti postupnog ukidanja
ispitivanja na Zivotinjama u svijetu u kozmeti¢ke svrhe (EP, 2018). Uredba Europske unije
1223/2009 o kozmetickim proizvodima je glavni propis na temelju kojega se stavljaju na trziSte
gotovi kozmeticki proizvodi, proizvedeni u EU ili uvezeni. Uredba zabranjuje ispitivanje
gotovih kozmetickih proizvoda i njihovih sastojaka na zivotinjama te zabranjuje stavljanje na
trziSte unutar EU gotovih kozmetickih proizvoda i sastojaka koji su testirani na Zivotinjama
nakon odredenog datuma. Kako bi neka tvar mogla biti sastojak kozmetickih proizvoda, moraju
biti dostupni podaci o testiranju senzibilizacije (preosjetljivosti) koze. Budué¢i da testiranje na
zivotinjama u EU nije dopusteno za kozmeticke proizvode i njihove sastojke, nuzno je

koristenje alternativnih metoda ispitivanja senzibilizacije koze (Daniel i sur., 2018; EC, 2019).

U nekim drzavama izvan EU, primjerice u Gvatemali, Islandu, Indiji, I1zraelu, Novom Zelandu,

Norveskoj, Srbiji, Svicarskoj i Turskoj postoje potpune zabrane testiranja kozmetickih
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proizvoda na zivotinjama. Neke su zemlje, poput Juzne Koreje i Australije ostvarile zna¢ajan
napredak u smjeru takve zabrane iako nisu uvele potpunu zakonski reguliranu zabranu. Ipak,
oko 80 % zemalja svijeta i dalje nema nikakve zabrane ispitivanja na zivotinjama te dopusta
ispitivanje i stavljanje na trziSte proizvoda koji su testirani na zivotinjama. Prema odluci EU iz
2018. godine o globalnoj zabrani ispitivanja na Zivotinjama u kozmeti¢ke svrhe poziva se na
uvodenje medunarodne zabrane ispitivanja na zivotinjama do 2023. godine. Zabrane ovog tipa
mogu biti pod utjecajem trzista, industrije, trgovinskih pregovora i pravilima WTO (engl. World
Trade Organization), ali se jedino suradnjom svih dionika na koje utjece zabrana moze osigurati

njena sustavna implementacija koja ¢e sprijeciti njeno ukidanje (EP, 2018).

U Brazilu nije potreban nikakav specifi¢ni test, a preporu¢a se LLNA. Za Kklasifikaciju
kozmetickih proizvoda mora se provesti procjena opasnosti sastojaka (jesu li senzibilizatori ili

ne-senzibilizatori) (Daniel i sur., 2018).

U Kini je testiranje potencijala preosjetljivosti koze za nove proizvode i kozmeti¢ke proizvode
S posebnom namjenom obavezno. Buehlerov test ili GPMT se preporucuju. Japanska regulativa
zahtijeva podatke o preosjetljivosti koze na nove sastojke na temelju GPMT, Buehlerovog testa
ili LLNA. Japanske kozmeti¢ke kompanije samostalno su prestale s testiranjem kozmetickih
sastojaka na zivotinjama nakon izdavanja europske Direktive 2010/63/EU, kako bi svoje

proizvode mogle izvoziti u zemlje EU (Daniel i sur., 2018).

Propisi u Juznoj Koreji zahtijevaju podatke o testovima osjetljivosti koZe kad se uvodi neki novi
sastojak. Zakon ne dopuSta testiranje na Zivotinjama za sastojke koji se koriste samo u
kozmetickim proizvodima. Zabranjen je i marketing kozmetickih proizvoda koji sadrze sastojke
testirane na zivotinjama u toj godini. Kori$teni testovi su DPRA, ARE-Nrf2 Luciferase Test i
h-CLAT (Daniel i sur., 2018).

U SAD-u nije potrebno nikakvo testiranje osjetljivosti koze za kozmetiku, ve¢ je tvrtka ili
pojedinac koji proizvodi ili stavlja na trziSte proizvod zakonski odgovoran za sigurnost svojih
proizvoda. Za plasiranje kozmetickih proizvoda na trziste u Kanadi ne postoje zahtjevi za tvrtke
o dostavljanju podatka ispitivanja na zivotinjama, ukljucujuci preosjetljivost koze. Ponekad se
samo trazi dokaz o sigurnosti proizvoda, na temelju testova na Zivotinjama i alternativnih

testova (Daniel i sur., 2018).
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2.3.11. Provodenje smjernica o zabrani ispitivanja na Zivotinjama i problemi sa zabranom

testiranja

Drzave ¢lanice EU moraju na godiSnjoj bazi omoguciti javnu dostupnost prikupljenih

statistiCkih podataka o koriStenju Zivotinja u testiranjima i provodenju tih testiranja (EP, 2018).

U nekim je zemljama zabrana testiranja problem jer mali i srednji poduzetnici koji proizvode
kozmeti¢ke proizvode nemaju dovoljno potrebnog znanja o zabranama ispitivanja, kao ni
financijska sredstva za ispitivanja novih sastojaka. Takoder, na europskoj razini nema dovoljno
ocjenjivaca sigurnosti i tesko ih je naci. Zabrana testiranja na Zivotinjama za kozmeticke
proizvode imala je kao posljedicu istrazivanje, razvoj, potvrdivanje i prihvacanje mnogih
alternativnih testova toksi¢nosti. Razvijene su nove alternativne metode za predvidanje
preosjetljivosti koze u dodiru s kemikalijama, procjenu bioelucije kemikalija iz metalnih legura

i za utvrdivanje akutne toksi¢nosti na ribama (EC, 2019).

U sijecnju 2016. godine pokrenut je europski suradnicki projekt EU-ToxRisk ¢iji je cilj
poboljsanje ispitivanja toksi¢nosti koja se temelje na mehanizmu djelovanja i procjeni rizika.
Predvideno trajanje projekta je Sest godina, a za financiranje oko 30 milijuna eura. U okviru
ovog projekta ve¢ je provedeno nekoliko studija slucaja u slozenim podrucjima ispitivanja
toksicnosti ponovljenih doza te ispitivanja razvojne i1 reproduktivne toksicnosti, ukljucujuéi
ispitivanja endokrinih disruptora. Nekoliko industrijskih sektora, ukljucujuéi neke proizvodace
kozmetike, trenutno su u postupku uspostavljanja suradnje s projektnim timom, koje je i u
bliskoj interakciji s regulatornim institucijama i EURL ECVAM-om (EC, 2019).

Inicijativom za inovativne lijekove (IMI), kao dijelom programa Obzor 2020, isto se tako pruza
podrska raznim projektima €iji je cilj razvoj postupaka za ispitivanje sigurnosti koji ne ukljucuju
zivotinje, narocito za kontrolu kvalitete cjepiva i procjenu sigurnosti lijekova. Ovi projekti su
sufinancirani od strane Europske komisije s financiranjem od 35 milijuna eura, uz jednak

doprinos iz farmaceutskog sektora (EC, 2019).

Medunarodna regulatorna zajednica nije prihvatila alternativne metode kod ispitivanja procjene
sigurnosti kemikalija za toksi¢nost ponovljenih doza, reproduktivnu toksi¢nost ili
kancerogenost (Stokes, 2015; EC, 2019).
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3. ZAKLJUCCI

1) Potreba za ispitivanjem toksi¢nosti kontinuirano se povecava s razvojem medicine i
farmaceutske industrije pa je potrebno razviti testove koji mogu pratiti razvoj i potrebe
industrije i osiguranje od hazarda.

2) Alternativni testovi toksi¢nosti ¢esto omogucuju preliminarno, brze i jeftinije ispitivanje
toksi¢nosti velikog broja spojeva u odnosu na in vivo testove toksic¢nosti, koji su dugotrajniji
i skuplji.

3) Koristenje zivotinja u testiranjima se smanjuje u svim poljima znanosti zbog razvoja
alternativnih metoda 1 vece svijesti znanstvenika, ali i poStivanja pravila (poput 3R principa),
legislativa i zakona.

4) Apsolutna zamjena svih testova toksi¢nosti na zivotinjama alternativnim testovima je
nemoguca zbog slozenosti organskih sustava koji sudjeluju u odgovoru na ksenobiotik,
potrebe za visokom to¢nos¢u rezultata i nemogucnosti primjene nekih alternativnih metoda
u odredivanju toksi¢nosti pojedinih skupina spojeva (npr. pro-hapteni, soli metala).

5) Ispitivanje na zivotinjama se smatra eticki opravdanim ukoliko je procijenjena potencijalna
korist rezultata istrazivanja za ljude vec¢a od procijenjene Stete koja se nanosi zivotinjama.

6) Zakonska regulativa koja ograni¢ava Kkoristenje zivotinja za znanstvena istraZivanja ima
ulogu u regulaciji, ali 1 potiCe razvoj alternativnih testova toksi¢nosti.

7) Zabrana testiranja kozmetickih proizvoda na Zivotinjama u Europskoj uniji iz 2013. godine
imala je za rezultat nagli porast razvoja alternativnih testova za ispitivanje dermalne
toksicnosti.

8) Legislativa Europske unije znatno je stroza po pitanju zabrane i regulacije ispitivanja na
zivotinjama, koriStenja embrija i mati¢nih stanica, u usporedbi s ostalim razvijenim
zemljama. Zakoni 1 pravilnici koji se donose na podruc¢ju Europske unije imaju za cilj 1 sluziti
kao uzor u sastavljanju sli¢nih u ostalim zemljama.

9) LLNA je, u usporedbi s GPMT i Buehlerovim testom, eticki najprihvatljiviji in vivo test
ispitivanja dermalne toksi¢nosti jer koristi manji broj Zivotinja i njihova je patnja manja.
10) In vitro testovi toksi¢nosti razvijeni za ispitivanje kozne preosjetljivosti na kulturama
stanica izvrstan su alat u ispitivanju toksi¢nosti bez koristenja pokusnih zivotinja, ali se ne

mogu koristiti samostalno, ve¢ samo u kombinaciji s drugim testovima.

11) In chemico testovi za ispitivanje kozne preosjetljivosti, ADRA i DPRA, mogu brzo, to¢no

1ucinkovito ispitati potencijal neke tvari da uzrokuje koznu preosjetljivost, ali nisu u¢inkoviti

60



za ispitivanje pro-haptena i pre-haptena pa ih je potrebno koristiti isklju¢ivo u kombinaciji s
drugim testovima.

12) In silico metode za procjenu potencijalne toksi¢nosti mogu sluziti kao alat za probir velikog
broja kemijskih spojeva te predvidjeti potencijalnu toksi¢nost prije koristenja ostalih testova
toksicnosti.

13) Razvijen je niz alternativnih metoda za ispitivanje kozne preosjetljivosti koje, kad se
kombiniraju u integriranom pristupu, mogu uspjesno u potpunosti zamijeniti in vivo testove
toksi¢nosti.

14) Ispitivanje toksi¢nosti se provodi na Zivotinjama, u Europskoj uniji, samo kada je to
neizbjezno 1 nuzno te nema dostupnih podataka o toksi¢nosti iz prethodnih ispitivanja.
Istrazivanja na zivotinjama u znanstvene svrhe se ne mogu provoditi ukoliko njihova eti¢nost

nije odobrena.
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5. PRILOZI

5.

1

. POPIS KORISTENIH KRATICA:
AKR1C2 - gen koji kodira za aldo-keto reduktazu C2
ATP - adenozin trifosfat
CCL19 - kemokinski ligand 19
CCL21 - kemokinski ligand 21
cDNA - kruzna deoksiribonukleinska kiselina
DOTA - 1,4,7,10-tetraazaciklododekan 1,4,7,10-tetraoctena kiselina
FDG - fluordeoksiglukoza
HPLC - tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance
Liquid Chromatography)
L Dso — doza toksikanta u krutom stanju u mg-kg™ t. m. kod koje je letalnost 50 %
L Cso — koncentracija u vodi topivog spoja u mg-L™* kod koje je letalnost 50 %
NBT - 4-nitrobenzentiol
NQOL1 - gen koji kodira za NAD(P)H kvinon dehidrogenazu 1
PCR - lancana reakcija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction)
PDA - piridoksil amin
PET - pozitronska emisijska tomografija
RT-PCR - lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl. Real Time
Polymerase Chain Reaction)
TETA - 1,4,8,11- tetraazaciklotetradekan 1,4,8,11-tetraoctena kiselina
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