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ANOTACE

Bakalaiska prace se zaméfuje na vyuziti alternativnich testd toxicity, konkrétné na test
penetrace kiize provadény in vitro. Dale pojednava o problematice, pouziti, davodech zavadéni
alternativnich test toxicity a popisuje veSkeré podminky, které vyrazné ovliviuji vysledek

experimentu.
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TITLE

In vitro skin penetration test as an alternative toxicity test

ANNOTATION

This thesis is aiming on the use of alternative toxicity tests, specifically on skin penetration test
performed in vitro. It also deals with the problematics, utilization, reasons for the introduction
of alternative tests of toxicity describes all the conditions that will affect the results of

experiments.
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UvVoD

Téma prace bylo vybrano ke zpracovani na zakladé¢ velkého budouciho potencialu
v oborech toxikologie, agrochemie, farmakologie a kosmetika. Alternativni test penetrace kize
se vyviji jiz od poloviny 20. stoleti. V budoucnu bude experiment dermalni penetrace
provadény in vitro jedinym pouzitelnym experimentem testovani praniku chemickych latek do
vnitiniho prostiedi organismu kuzi. Piijata legislativa jiz dnes nedovoluje pouzivat experimenty
In vivo, je-li dostupna ekvivalentni validovana metoda in vitro.

V iijnu roku 2013 byl pfijat navrh na legislativni rdmec =zajistujici bezpecnost
chemickych latek, jehoz cilem je zlepSit ochranu zivotniho prostiedi, zdravi lidi a zvysSit
inovacni kapacity. V neposledni fad¢ legislativni ramec tes$i i snizeni poctu obratlovcd,
pouzivanych v in vivo experimentech pfi testovani systémové toxicity chemickych latek. Dle
zminéného legislativniho ramce, resp. politiky REACH, by méla byt do roku 2018 dostupna
toxikologické data pro vSechny chemické latky vyrabéné na uzemi EU, nebo pro chemické
latky, které se do EU dovazeji v mnozstvi vétsim, nez je 1 tuna rocné. Do systému REACH
spada okolo 30 000 chemickych latek, na jejichz toxikologické testovani by bylo, dle odhadi,
zapotiebi cca 9 mil. kust obratlovcl a neni tak dlouhodobé udrzitelné, z hlediska ekonomiky
zdroju a financi, provadét testovani latek metodami in vivo.

Samotny experiment dermalni absorpce chemickych latek provadény in vitro o
syst¢émovém ucinku nic nefikd, je pouze jednim c¢lankem v baterii alternativnich test
pouzivanych na studium systémového uc¢inku chemickych latek. Poukazuje pouze na mnoZzstvi
sledované latky schopné projit kiizi do vnitiniho prostedi organismu za jednotku ¢asu.

Cilem bakalatské prace je popis problematiky in vitro experimentu dermalni absorpce.
Prace pojedndva o biologickych a chemickych zékladech stavby kize, mechanismu priniku
latek z vnéjSiho prostredi skrze kizi, experimentu samotném, vSech faktorech, které mohou
ovlivnit vysledek experimentu, matematické interpretaci ziskanych dat, legislativé a vyuziti
experimentu v praxi. Konkrétné v oborech farmakologie, toxikologie, agrochemie a kosmetika.
V zavéru prace jsou diskutovany vsechny faktory, které zasadnim zpiisobem ovliviiuji

experiment nebo mohou zpusobit ziskani nespravnych dat.
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1 POPIS KUZE

Kuze je orgén pokryvajici téla obratlovcl. Plocha klize u dospélého ¢loveka dosahuje 1,6
az 1,8 m?, a to z ni dél4 nejvétsi organ lidského t&la. Hmotnost kiize piedstavuje cca 16 %
celkové teélesné hmotnosti [1]. Kize ma vyznamnou tlohu v ochrané organismu pied
pusobenim zevnich Skodlivin. Podili se na n¢kterych metabolickych funkcich, je 1 vyznamnym

senzitivnim organem [2].

1.1 Stavba kize

Kaze se déli na vrstvu epidermalni, dermalni a hypodermalni. Kazda z téchto vrstev

obsahuje rozdilné bunécné struktury (obrazek 1) majici nenahraditelnou funkeci [3].

Stratum
Hal shak corneum
Stratum
) - lucidum
Dermal papillae N AN : ' / > - Stratum - Epidermis
- s granulosum
Free nerve Stratum
ending spinosum
Stratum
(oil) gland basale -
Sensory (
‘ i \ TR ik Papillary |
Arrector ; / (] \ (& =8 Y DAY Iyer Dermis
plli muscie [ & ¢ e 4 NN\ A \ Reticular layer
Hair follicle —1 ‘ N
Hair root — |8
ypodermis
Artery superficial fascia)
Vein
Eccrine sweat gland

Obrazek 1 Prifez lidskou kuzi [1]
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1.1.1 Epidermis

V souboru vrstev zvaném epidermis najdeme vrstvu stratum corneum (rohova vrstva),
Ktera zajiStuje obranu pied vn&j§imi chemickymi, mechanickymi a fyzikalnimi vlivy. Pod
rohovou vrstvou je umisténo stratum lucidum (vrstva svétlych bungk). Dale nasleduje stratum
granulosum (zrnita vrstva), ktera obsahuje mnozstvi seskupenych ceramidu a fosfolipidu, které
brani ztratam tekutin z organismu. Vytvofeni této bariéry bylo jednim z dtlezitych evolu¢nich
krokd, které umoznily rozvoj zivota na suché zemi. Dalsi vrstvou je stratum spinosum (ostnita
vrstva), kde probiha obnova bun¢k epidermis, které se zde mitoticky déli. Lidské bunky se
obmeénuji kazdych cca 15-30 dni, kdy rychlost tohoto procesu je pfevazné ovlivnéna vékem
jedince a dislokaci bunék na téle. Posledni vrstvou je stratum basale (zakladni vrstva), kde
nachazime systém hemidesmozomd, které ptispivaji k pevnému pfipojeni bunék k bazalni
membrané (n¢kdy se pouziva nazev bazalni lamina, obrazek 2). Builky lokalizované ve stratum
basale se ¢asto mitoticky déli a prispivaji k obnové epidermis. Stratum basale dohromady se
stratum spinosum se nékdy sumarné oznacuji jako stratum terminativum malpighi (malpighicka
vrstva) [3].

rohova vrstva

vrstva svétlych bunék

zrnita vrstva

ostnita vrstva

zakladni vrstva

bazalni membrana

Obriazek 2 Jednoduchy prifez kazi [3]
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1.1.2 Dermis

V souboru vrstev zvaném dermis, Vv ¢estiné Skara, najdeme nejprve vrstvu stratum
papillare. Jedna se o tenké seskupeni fidkého kolagenniho vaziva a kotvici fibrily, které
zajist'uji vzajemné spojeni dermis a epidermis. Dulezitou vrstvou je stratum reticulare, ktera je
tvofena hustym neuspofddanym kolagennim vazivem, které je odpovédné za elastické

vlastnosti kuze [4].

1.1.3 Hypodermis
Tento soubor bunééného seskupeni umoznuje spojeni dermis a epidermis se svalovou
fascii, periostem nebo perichondriem. Nalezneme zde podkozni tukové vazivo, misty svazky

hladkého svalstva, nebo napiiklad na obli¢eji snopce pfi¢né pruhovaného svalstva [4].

1.2 Kozni adnexa

1.2.1 Holokrinni mazové Zlazy
Dislokuji se ve vazivové vrstvé klize a obvykle jsou integrovany na vlasovy aparat, ale
samostatné je miZzeme nalézt na o¢nim vicku. Vyluc€uji na povrch klize tukovy sekret, ktery

obsahuje smés triacylglycerolt, vosku, skvalen, cholesterol a jeho estery [4].

1.2.2 Ekrinni potni Zlazy
Nachazi se téméf po celém téle a jejich sekredni ¢ast je ukotvena v dermis a usti az na
povrch klize nerozvétvenymi vyvody. Sekret potni zlazy je tidké konzistence a obsahuje

minimum proteind, vodu, chlorid sodny, mocovinu, amoniak a kyselinu mo¢ovou [4].

1.2.3 Apokrinni aromatické Zlazy
Stavbou se podobaji ekrinnim potnim Zlazam, jsou vSak vétsi a vyustuji kratkymi vyvody
do vlasovych folikula. Sekret je viskozni konzistence, obsahuje pfevazné proteiny, aromatické

latky a minimum lipida [4].

1.2.4 Vlasovy aparat

Cast vlasu ustici z kiize se nazyva scapus pili. Zanofena ¢ast vlasu je kofen vlasu neboli
radix pili, ktery je na konci ztlustén a tvofi tak vlasovou cibulku neboli bulbus pili. Koten vilasu
a vlasova cibulka obalena epitelovou pochvou tvoii v epidermis tzv. vlasovy folikul. Do

vlasové cibulky usti dermalni papila s cévami, které zajistuji vyzivu vlasového folikulu [4].
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2 FUNKCE KUZE

2.1 Ochranna funkce

2.1.1 Extracelularni prostor

Stratum corneum nachazejici se v epidermis je, co se tyCe bariérové funkce kuze,
nenahraditelné. Extracelularni prostor obsahuje 45-50 % hm. ekvimolarni kompozice
ceramidt, 25 % hm. cholesterolu, 10-15 % hm. volnych mastnych kyselin a pod 5 % hm.
raznych derivatt lipida, napi. sulfat cholesterolu. Ceramidy (obrazek 3) hraji v ochranné funkci
ktize zésadni roli, protoze tvoii kontinudlni fluidni membranu (fluiditu membrany ovliviiuje
ptitomnost cholesterolu). Tato membrana je méné fluidni a méné propustné nez fosfolipidova
dvojvrstva [5]. Obecné se molekula ceramidu sklada z polarni hlavy a dvou hydrofobnich
fetézcu, které se stavbou podobaji fosfolipidim, bézné piitomnych ve vétsingé bunéénych
membran. Zasadnim rozdilem mezi molekulou ceramidu a fosfolipidu je velikost polarni hlavy,
ktera je vyrazné mensi u ceramidu, coz umoziuje tésnéj$i usporaddani. Dal§im rozdilem u
ceramidl je podstatné delSi hydrofobni fetézec, oproti fosfolipidim tvoii nc¢kolikavrstvé a

vzéajemné propojené lamelarni struktury [6].
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Obriazek 3 Typy ceramidi [5]
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2.1.2 Intracelularni prostor

Celkovou vitalitu pokozky zajiStuje nékolik vrstev odumfelych, tzv. zrohovatélych,
keratynocytd nachazejicich se ve stratum corneum [7]. Chemicky se jedna o buriku obsahujici
hlavné skleroprotein keratin, ktery se sklada nejméné z Sesti riznych polypeptida [8]. Buika je
na periferii obalena tzv. zrohovatélym obalem, ktery je tvoien pievazné proteiny involucrin,
loricrin a enzymy. Vné&j$i stranu obalu tvofi vrstva kovalentné vdzanych hydroxyceramidu,

které tvoii dlouhé fetézce a souhrnné se nazyvaji lipidova obalka [5].

2.1.3 Kozni bariéra
Struktura uspotadani zrohovatélych korneocytl a ceramidovych lamel je vyobrazena niZe
(obrazek 4). Diky tomuto uspofadani stratum corneum je organismus chranén pted ztratou vody

a nepfiznivymi vlivy zevnich Skodlivin, bakterii, virt nebo tfeba plisni [7].

Lateralni organizace

¢ l Ortorombicky

Lidska epider mis A\ o =
4| (usporadané, huste)

Lidskeé str. corneum:
model cihly (korneocyty)
a malta (mezibunécna hmota)

Lipidové wrstvy (lamely)
mezi korneocyty

z=13nm z=6nm
(LPP) (SPP)

Obriazek 4 Prostorové uspoiadani ceramidi [8]
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2.2 Metabolicka aktivita
Kiize, nejvétsi organ lidského téla a prvni misto kontaktu pro mnoho vnéjsich podnéti,
chrani télo nékolika zptsoby. Jeho bariérova funkce urcuje lokélni a systémovou biologickou
dostupnost dermalné aplikované latky. Diive byla kize popsana pouze jako fyzicka permeabilni
bariéra. Nicméné, dnes jiz vime, Ze kuize ma také schopnost metabolizovat xenobiotikum [9].
Vysokou metabolickou aktivitu ve fazi I vykazuji enzymy CYP1Al, CYP2EL, CYP2S1,
FMO1, FMOS5 a mezi vysoce aktivni enzymy ve fazi Il patii NAT1, UGT1A10 a GSTPI.
Experimentalné bylo dokazano, ze vice enzymaticky aktivni je soubor vrstev epidermis a

to konkrétné o polovinu nez soubor vrstev dermis [9].

2.3 Termoregulaéni funkce

Clovék udrzuje svoji zékladni teplotu v pomé&mé uzkém intervalu mezi 36-38 °C.
Vychyleni nad nebo pod tento interval mize zpisobit zdravotni komplikace, v extrémnim
ptipadé i smrt jedince. Kuize je hlavnim organem, ktery fidi télesné teplo, vlhkost a tok tepla
pomoci tepelnych receptorti, coz jsou dal$i adnexa dislokovana v kiizi. Vyménikovy
mechanismus pienosu tepla pomoci povrchu kiize patii mezi uc¢inné metody termoregulace.
Mezi hlavni principy termoregulace patii vedeni tepla, konvekce a radiace (dlouhovlnné a
kratkovinna radiace), dale také latentni pfenos tepla pomoci odpafovani a difazi vlhkosti a

odpatovani potu na povrchu kiize (obrazek 5) [10].

75% 25%

Konvekce Radiace Kondukce Evaporace

W,

Kize ﬁ ﬁ ﬁ M
Vasokonstrikce
[ |
-

a vasodilatace Potni Zlazy

Respirace ﬂ D

Metabolicka produkce tepla

Obrazek 5 Schéma termoregulaéni funkce kiize [10]
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3 MECHANISMUS PRUNIKU LATEK

3.1 Rozdéleni koZni absorpce

Prinik chemickych latek kGzi probiha v nékolika stupnich. Pouzivané ndzvoslovi se
v oznaceni jednotlivych stupn lisi. Novéjsiho popisu priniku latky do organismu pouziva
OECD a nasledné¢ i WHO. Dle téchto instituci je dermalni absorpce globalni, resp. obecny
termin, ktery popisuje celou cestu prenosu latky z vnéjsitho povrchu kiize do krevnich nebo
lymfatickych cév organismu. Absorpci proto déle rozd€luji dle nazvoslovi: penetrace — vstup
latky do rohové vrstvy, permeace — piestup latky do dalsi, strukturné odlisné vrstvy kiize,

resorpce — vstup latky do koznich lymfatickych nebo krevnich cév [3].

Penetrace Permeace Resorpce

Stratum
corneum

Absorpce Epidermis

Corium

Obriazek 6 Schéma dermalni absorpce, nazvoslovi [8]

3.2 Mechanismus transportu

Pievazna ¢ast chemickych latek prochdzi intercelularni cestou pfenosu, mensi mnoZstvi
latek prochézi transcelularni cestou. Prinik latek cestou vlasovych folikul a vyvoda potnich
zlaz ma spise druhotady vyznam, S vyjimkou expozic ochlupené ¢asti organismu a stavi
hypertrich6zy. Penetrace latek kiizi je obvykle povazovana za proces pasivni difuze. Existuji i
mechanismy vstupu za pomoci aktivni difiize, ale pro pochopeni d&jt, které se uplatituji pfi
testu OECD No. 428 nadm postaci popis cest priniku kiiZze za pomoci pasivni difuze a osmozy

[3].
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3.3 Transport latek kazi
Kiize je malo propustna pro vétsinu plynt a tekutin, tim napomaha k udrzeni homeostazy.
Chemické latky nejcastéji vnikaji do organismu pifes klzi: transceluldrng, intercelularné,

vlasovym folikulem, mazovymi zldzami a potnimi zlazami [3].

3.3.1 Transcelularni prinik

Pti expozici kiize pronika latka do vnitiniho prostfedi organismu nejcastéji transcelularné,
tzn. skrze téla bunck stratum corneum a bunék zbyvajicich vrstev dermis [11]. Tato cesta
priniku je pro penetraci latek znan€ nevyhodna, nebot’ latky pfi ni prochazi nejen pres
hydrofobni intercelularni prostor, ale i skrz hydrofilni vnitini prostfedi bun¢k. Zptisob tohoto

priniku se predpoklada zejména u hydrofilnich latek [8].

3.3.2 Intercelularni prunik
Pojmem intercelularni prinik rozumime transport latek mezibunéénymi prostory, napft.
skrz ceramidové lamely [11]. VétSina latek prochazi intercelularni cestou pienosu, ktera je

typicka zejména pro lipofilni latky [8].

3.3.3 Priinik vlasovym folikulem

Kuze obsahuje mnoho vlasovych folikul, proto nelze zanedbat prunik latky do vnitiniho
prostfedi organismu i touto cestou. Samotné vlasové folikulum je souéasti vlasového vacku
S potni Zlazou, mazem a pokozkou. Nové prace vSak ukazuji na vyznamny podil této cesty pfi

penetraci latek, zejména pro hydrofilni molekuly [8,12,13,14].

3.3.4 Prinik mazovymi a potnimi Zlazami

Mazové Zlazy jsou dislokovany ve Skafe a jsou spojeny s vlasovym folikulem. V nékterych
ptipadech se nachazi i mimo n¢j, a to zejména na mistech, kde ochlupeni chybi, napt. lidské
o¢ni vicko [4]. Potni zlazy se nachazeji témét po celém téle a odhadem jich je néco mezi 2,5

miliony [15].
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4 METODIKA A STRUKTURA EXPERIMENTU
4.1 Difazni komory

Difuizni komora, resp. difizni systém, se sklada z donorové a receptorové Casti a mezi nimi
je umistén kozni preparat. Cely systém by mél zajistovat dobré utésnéni kozniho preparatu,
snadné vzorkovani receptorové kapaliny, dobrou interakci receptorové kapaliny se spodni
stranou ktize a moznost rychlého fizeni teploty bun¢k pfenosem tepla. V praxi se pouzivaji
statické a pritokové difuzni komory. Za normalnich okolnosti mohou ztstat donorové komory

oteviené béhem expozice, ale pii testovani t€kavych latek se musi uzaviit napi. parafinem [16].

4.1.1 Typy difiznich komor dle specifikace
Difuzni komory mohou byt klasifikovany dle designu, pozice kozniho preparatu,

konstrukéniho materialu, ¢i jinych vlastnosti.

Tabulka 1 Rozdé€leni difuznich komor dle vybranych specifikaci [17]

Design: statickd, prato¢na
Pozice: horizontalni, vertikalni
Material: ¢iré sklo, tmavé sklo, teflon

Ostatni vlastnosti: | automaticky michana, s vickem v donorové ¢asti, atp

V praxi se setkame piedevs§im se statickou Franzovou vertikalni komorou z ¢irého skla,
nebo v mensim poctu se Scott-Dickovou prutocnou komorou z ¢irého skla. V roce 1984
provedli Bronaugh a Stewart experiment, ve kterém porovnavali statické a pratocné komory.

Vysledky vykazuji malé odchylky, které ale nejsou zasadni [18].

Tabulka 2 Porovnani statickych a pritocnych difaznich komor [18]

Typ komory
Latka Prito¢na komora [%] Staticka komora [%]
Voda 43+04 44+0,2
Kortizon 8,5+0,9 6,3+0,8
Benzoové kyselina [45,9 £ 7,6 48,6 £ 3,8

Vysledky (tabulka 2) jsou vyjadieny jako proslé procento z aplikované davky.
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4.1.2 Typy difiznich komor dle pouZziti

V praxi se rozliSuje objem testované latky na metodu kone¢né davky nebo metodu
nekoneéné davky a ke kazdé metod¢ se pouzivaji specifické typy diftznich komor. Pro metodu
kone¢né davky lze pouzit vertikalni Franzovu difizni komoru nebo pratocnou komoru, zatimco
u metody nekonecné davky se pouziva staticka horizontalni difuzni komora. Metoda nekonecné
davky skryva nékterd uskali, jako je ovlivnéni toku testovanych latek, kdy diivodem muze byt

smoceni obou stran kozniho preparatu [17].

4.1.3 Validace difizni komory
Validace difuznich komor je dulezitd z pohledu intra-laboratorni a inter-laboratorni
variability vysledkd, které mohou byt zatizeny chybou v disledku riznych konstrukénich

vlastnosti samotné difizni komory. Touto obsdhlou problematikou se zabyva prace autort

Shiow-Fern a kol. [19].

4.2 Receptorova kapalina

4.2.1 Podminky pro pouziti

Vhodnou volbou je pouziti fyziologicky pfiznivé receptorové kapaliny, ale mohou byt
pouzity také jiné kapaliny za odivodnéného ptedpokladu (napf. rozpustnost testované latky).
Pted pouzitim v experimentu by mélo byt stanoveno piesné slozeni receptorové kapaliny a méla
by byt také prokazana adekvatni rozpustnost testované latky. Jeji nedostate¢na rozpustnost
nesmi béhem testu piisobit jako bariéra. Receptorova kapalina nesmi mit vliv na integritu
koZniho preparatu. Pfi pouziti statické difuzni komory se musi receptorova kapalina neustale
michat. Pokud je studovana penetrace na metabolicky aktivnim koZnim preparatu, musi

receptorova kapalina podporovat jeji Zivotaschopnost po celou dobu experimentu [16].

4.2.2 Priklady receptorovych kapalin z praxe

V bézné praxi se nejcastéji pouziva, kompozice, jejiz zakladem je fyziologicky roztok
(0,9% roztok NaCl). Ten nejlépe simuluje piirozené prostiedi lidského téla a lidské krve. pH
fyziologického roztoku se upravuje pomoci fosfatového pufru na hodnotu 7,4, coz odpovida
pH lidské plazmy za normalnich podminek [20]. Bohuzel ¢isty fyziologicky roztok i po Gipraveé
na pH 7,4 neni vhodnou volbou pro studium penetrace lipofilnich latek. Nejbéznéji se proto

ptidava k fyziologickému roztoku mezi 5-20 % hm. BSA nebo 6 % hm. Volpo 20 [21].
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4.3 KozZni preparaty
4.3.1 Lidska kiize

Vzorky lidské kiize jsou ziskavany obvykle z tkanové banky nebo piimo od zivych darcd,
vétsinou pacientti po chirurgickych operacich. Zde je nezbytny informovany souhlas darce k
pouziti kize v experimentech [8]. Pouziti lidské kiize k experimentu je vazano na povoleni

etické komise, a proto se pouzivaji pfedevsim ktize ze zvifecich zdroja [16].

4.3.2 Anatomické rozdily v lidské kuzi dle dislokace a pohlavi

Anatomické rozdily ve vrstvach kiize mohou do zna¢né miry ovliviiovat test kozni
penetrace. Dvojice autorti Dao Jr., Kazin, se ve své praci zabyvala podrobnym popisem rozdila
Vv lidské kazi v zavislosti na aktivit¢ hormon, typickych pro jednotliva pohlavi (obrazek 7).
Studie na zvifatech uvadi rozdily v kizi mezi pohlavimi. Mysi samci maji o 190 % silnéjsi
dermis, ale zaroven tenci epidermis a hypodermis nez mysi samice. Ve vysledku je sam¢i ktize
0 40 % silngjsi nez samici [22].

Tloustka kiize je také ovlivnéna vékem. Relativné nejtlustsi kiizi ma ¢loveék okolo 35. roku
Zivota, naopak ztencovat se zacind okolo 65. roku zivota. Dal$im faktorem, ktery ovliviiuje

tloustku kize, je dislokace samotné kize [23].

Samdi kuze Samici kiZe
20
154

-
— +15

10+

Tloust’ka stratum corneum [uM]
A)SIA RAURUNG J3Y0g
Tloust’ka stratum corneum [puM]

A2)SIA PPLURPUNG 3204

Flexor predlokti Stehno Zada

Biicho Flexor piedlokti Stehno Zada

Obrazek 7 Tloustka stratum corneum v zavislosti na anatomické dislokaci [23]
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4.3.3 Zvireci kiize

Nejvhodnéjsi je pouziti kiize ze zvifete druhu Prase domaci (Sus scrofa f. domestica). Pfi
vhodném vybéru anatomického mista je vepiova kiize nejpodobnéjsi té lidské. Navic je vybér
tohoto zdroje vhodny i z ekonomickych davodid, protoze se daji pouzit odpady z

potravinarského primyslu, konkrétné z jatek [8].

4.3.4 Modely ktize (uméla kiize)

Prace autorti Schéifer-Korting a kol., se zabyva prevalida¢ni studii testu OECD No. 428,
kde bylo misto kozniho preparatu pouzito RHE. V praci jsou konkrétn¢ zminény RHE
preparaty: EpiDerm’ (MatTek, USA), Episkin® (L’Oréal, France), SkinEthic® (SkinEthic,
France). Prace v zavéru popisuje nevhodnost pouziti RHE pro testy koZni penetrace z divoda

niz8i koncentrace volnych mastnych kyselin a ceramidovych lamel ve stratum corneum [24].

Obrazek 8 Porovnani lidské ktize (A) s umélou kuzi (B) [vlastni tvorba]

4.3.5 Priprava a charakteristika koZniho preparatu

Extrakce kozniho preparatu se provadi n€kolika postupy: enzymaticky, tepelné, chemicky
a mechanicky. Vhodny postup extrakce se voli dle zvolené tloustky kozniho preparatu. Pokud
chceme pripravit kozni preparat, ktery obsahuje pouze vrstvu stratum corneum, vyuzijeme
metody separace pomoci enzymu nebo tepla. Jestlize chceme pfipravit kozni preparat, ktery
obsahuje vSechny vrstvy epidermis tzv. plna tloustka, je vhodné ho separovat mechanicky
pomoci skalpelu. V protokolu experimentu musi byt vZdy odiivodnéna preparativni technika,
vybér druhu a anatomického mista odkud byl kozni preparat extrahovan [16]. V nékterych
experimentech jsou pouzity dermatomované kozni preparaty o celkové tloustce 200-500 pm.

Kozni preparaty se takto pfipravi elektrickym nebo pneumatickym dermatomem [25,17].
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4.3.6 Rozdéleni koZnich preparatu

Celé kize

Obsahuje soubor vrstev epidermis a dermis, je zbaveny subkutanniho tuku, pfipravuje se
nejcastéji extrakei skalpelem [25,17]. Cela ktuze je vhodna pro testovani hydrofilnich latek,
naopak neni vhodna pro testovani latek lipofilnich, které se budou absorbovat v souboru vrstev
dermis [17].

Rozdélena kiize
Obsahuje soubor vrstev epidermis a zhruba polovinu dermis, nejcastéji se pripravuje

pomoci dermatomu [25,17]. Popis pfipravy viz dermatomovana kize.

Tepeln¢ separované epidermis

Obsahuje pouze soubor vrstev epidermis, pfipravuje se tepelnou extrakci ve vodni lazni.
Preparaty jsou piipraveny z celé kize. Do vodni 1azné€ vyhtaté na 58-60 °C se ponofi cela kiize
po dobu 60 sekund, pak se jemné odloupne epidermis od dermis za pouziti pinzety [26]. Kozni
preparaty obsahujici pouze vrstvu epidermis, jsou vhodné pro studium dermalni absorpce jak

hydrofilnich latek tak lipofilnich [25,17].

Dermatomovana kize

Obvykla tloustka je 200-500 um, mutze obsahovat pouze epidermis nebo epidermis
spole¢né s ¢asti dermis, viz rozdélena kize. Extrahuje se pomoci dermatomu nebo humbyho
noze [25,17]. Samotna extrakce se provede nastavenim vySky Cepele, zapne se napajeni
pfistroje a vyzkousi se funk¢nost pred kontaktem s kliZi. Pfistroj se pevné pfitiskne ke kiizi pod
thlem 45°, samotny fez se vede pohybem smérem dold na odbérovém misté tak, aby se udrzela
konstantni vySka preparatu. Napajeni se vypina aZ po extrakci preparatu z mista odbéru, kdy
cely pohyb evokuje pfistdni a opétovny vzlet letadla. V ptipadé humbyho nozZe se extrakce
provadi nasledujicim zpiisobem. Nastavi se odsazeni ¢epele noze pomoci tloustkoméru, cepel
se pfilozi ke kiizi pod uhlem 45° a pozvolnym pohybem zpét a dopfedu se vede fez. Pokud
mame dostatecnou délku preparatu, odfizneme ho skalpelem u &epele pouzitého noze [27].
Takto pfipraveny preparat, obsahujici pouze vrstvu epidermis, je vhodny pro studium dermalni
absorpce jak hydrofilnich latek, tak lipofilnich. Obsahuje-1i spole¢né s epidermis i soubor

vrstev dermis, neni jiz tak vhodny pro studium lipofilnich latek [17,28].
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Izolované stratum corneum

Obsahuje pouze nejsvrchngjsi vrstvu stratum corneum a ptipravuje se enzymaticky nebo
chemicky. Tento kozni preparat se pfipravi z dermatomované kuze, ktera se umisti na filtra¢ni
papir namoceny ve fyziologickém roztoku o pH 7,4 (pufrovanym pomoci fosfatového pufru) a
0,05% trypsinu, po dobu dvou hodin a pfi teploté¢ 37 °C [29]. Jako alternativa se mohou pouzit
pro separaci enzymy: kolagenéaza, pronaza, pankreova elastdza, plisniova elastdza a keratindza
[30].

Zbyvajici aktivita trypsinu se zablokuje ponofenim vzniklého stratum corneum do 0,05%
trypsinového inhibitoru (typ II) a nasledné se stratum corneum dvakrat promyje ¢istou vodou.
Pokud se skladuje, tak se nejdiive ususi a ulozi nad silikagel pti pokojové teploté [29].

Izolované stratum corneum je vhodné pro testovani lipofilnich i1 hydrofilnich sloucenin [17].

4.3.7 Skladovani koZnich preparati

V literatufe se nejcastéji setkdvdme se zamrazenim hotovych koZnich preparatii nebo
jenom kiize zbavené subkutanniho tuku v hlinikové folii pii teploté -20 °C po dobu maximalné
6 mésict. Pred pouzitim je doporuceno nechat kozni preparat aklimatizovat pfi teploté 4 °C
[25,31,32].

V nékterych dokumentech se setkame i s niz$i skladovaci teplotou, napt. -70 °C [33]. Pii

této skladovaci teplot¢ hrozi anatomické poSkozeni ktize, které je zplisobené krystalizaci
vody [8].

4.4 Integrita kozniho preparatu

4.4.1 Vliv integrity preparatu na experiment
Je nezbytné, aby byla zachovéna celistvost kozniho preparatu. Nevhodné zachazeni muize
vést k poskozeni kozni bariéry, tj. stratum corneum, proto musi byt kozni preparat kontrolovan

vzdy pied zac¢atkem experimentu [16].

4.4.2 Kontrola integrity pomoci TEWL

Transepidermalni ztrita vody (TEWL) je neinvazivni metoda, pii které se sleduje
konstitutivni vypatfovani pary z klize za inaktivity potnich zlaz [34]. Méfeni se provadi RH
metrem nebo obdobou tewametrem na sestavené a vytemperované difizni komote s koznim
preparatem. V receptorové casti difuzni komory je pfitomna receptorova kapalina, nad

donorovou ¢asti difizni komory je umisténa sonda RH metru. Samotny RH metr sbird data
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Vv riznych ¢asovych intervalech. Vysledek mtze byt vypocitan na zakladé méfeni gradientu
tlaku vodni pary na povrchu ktize, ktery je povazovan za konstantni. Métenou veli¢inou je odpar
vody za jednotku Casu [35]. Neposkozena kiize s pln¢ funkcéni bariérou stratum corneum ma

nizs$i hodnoty TEWL, nez kiize s poSkozenou kornealni bariérou [8].

4.4.3 Kontrola integrity pomoci TEER

Transepitelialni elektricka resistence (TEER) je dals$i neinvazivni pouZzivanou metodou
kontroly integrity kozni bariéry. Tato metoda je nejvhodngjsi pro sledovani integrity stratum
corneum, ale pro kozni preparaty v plné tloustce (FT) se hodi méné kvuli vysokym hodnotam
odporu [36]. M¢feni se provadi LCR metrem s dvojici nerezovych elektrod (alespont 50 mm
dlouhé), kdy métenou velic¢inou je elektricky odpor pfi frekvenci 100 kHz. Samotné méteni se
prakticky provadi na pfipravené a vytemperované difuzni komote s koznim preparatem, kde se
jedna elektroda vsune vzorkovacim raminkem do receptorové ¢asti diftizni komory a druha
elektroda se vlozi do donorové ¢asti difizni komory a nesmi se dotykat kozniho preparatu.
Receptorovou a donorovou kapalinou je zde fyziologicky roztok, ktery plni funkci vodice 2.
fadu tzv. elektrolytu [37].

V praci autort Chen, Einspanier a Schoen [38] jsou uvedeny hodnoty pro kuazi
s neposkozenou bariérovou funkci, které se pohybuji v intervalu R = 500-1100 Q.cm™. Kozni
preparaty, s hodnotou jinou nez v uvedeném intervalu, vykazovaly nizkou morfologickou
kvalitu (obrazek 10).
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Obrazek 9 Histologické fezy kiize rizné urovné kvality [38]

4.4.4 Kontrola integrity pomoci TWF

Tok tritiové vody (TWF) je dalsi metodou nejcastéji pouzivanou pro kontrolu integrity
kozni bariéry. Metoda TWF je vhodna pro sledovani stavu integrity vSech typl koznich
preparatl. K samotnému méfeni se pouziva tritiova voda (*H20) o znamé aktivité rozpadii za
jednu sekundu. Do donorové casti pripravené a vytemperované difuzni komory s koznim

preparatem se pifidd definované mnozstvi tritiové vody a odebiraji se vzorky receptorové
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kapaliny (v tomto pfipad¢ fyziologicky roztok) ve vhodnych intervalech. Analyza vzorka
receptorové kapaliny se provadi metodou kapalinové scintilaéni detekce (LSC). Jedna se o
rychlou metodu, bez nutnosti Upravy vzorkii k méfeni. Vyhodnoceni se provede vypoctem
koeficientu permeability (viz bod 5.1.2). Neposkozené kozni preparaty v piipadé plné tloustky
kiize maji hodnotu koeficientu permeability okolo K, = 9,23 +2,5.107* cm.h™, v pfipad¢
epidermalnich membran maji hodnotu koeficientu permeability okolo K, = 6,92 +
2,7.107* cm.h™! [39]. Tato metoda kontroly integrity je doporutena ke kontrole kozni

integrity béhem testovani za pouziti tritiové vody jako vnitiniho standardu [40].

4,45 Kontrola integrity pomoci BLUE

Tok methylenové modii (BLUE) je invazivni metodou kontroly kozni integrity po
skonCeni experimentu dermalni absorpce. Po koncovych procedurdch se znovu naplni
receptorova ¢ast difizni komory receptorovou kapalinou, zkompletuje se s koznim preparatem
a na povrch se pfida 0,025% roztok methylenové modii. Po piil hodiné se kiize omyje
pripravkem Texapon N70. Receptorova kapalina se analyzuje pomoci fotometru pii vinové

délce 661 nm. Koncentrace methylenové modfi se stanovi pomoci kalibracni kiivky [40].

45 Testovana latka
45.1 Priprava

Testovana latka je entitou, jejiz penetracni ¢i absorpéni profil ma byt studovan. V idealnim
pripad¢ lze latku oznacit radioaktivnim zatfi€em. Latka je ve vétSin€ piipadl testovana jako
roztok, v nekterych ptfipadech jako suspenze, ale mlze byt aplikovana latka i v pevném
skupenstvi. Je tedy vzdy nutné vychazet z rozpustnosti testované latky jiz pfi ptipravé roztokd.
Za normalnich okolnosti se pouziva rozsah vice nez jedné koncentrace testované latky, ktera

predstavuje realnou ¢i potencialni expozici na ¢loveka ¢i jiny cilovy organismus.

4.5.2 Rozpoustédlo

Pfi experimentu by se mélo volit vhodné rozpoustédlo dle scénare expozice [16] nebo tak,
aby nepusobilo jako akcelerant koZni penetrace. Mezi akceleranty koZni penetrace patii latky,
které interaguji se strukturami kaze, coz miize mit za nasledek nékolik rtiznych efekti:
rozruSeni organizované struktury lipidu v intercelularnich prostorech kiize, zejména ve vrstvé
stratum corneum, dochdzi ke zvyseni fluidity a lep$i propustnosti. Interakce s intracelularnimi

proteiny, pfedevSim s keratinem, ktery zbobtna a stane se 1épe propustny pro polarni latky. Dale
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jako urychlovace kozni penetrace slouzi tzv. keratoplastika, coz jsou latky pouZzivané

k rozvolnéni ztvrdlé a zrohovatélé kize a latky podporujici lokalni prokrveni [41].

45.3 Aplikace na koZni preparat

Po zkompletovani difizniho systému a jeho vytemperovani se davkuje piesné mnozstvi
testované latky, které by mélo simulovat expozici v realném prostfedi. Kone¢né davky, se
kterymi se obvykle setkdvame, jsou v fadech 1-5 mg.cm™ pro pevné chemikélie a 10 pul.cm™

pro kapaliny. Mnozstvi by mélo byt odivodnéno podminkami studie [16].

4.5.4 VIiv koncentrace na rychlost penetrace

Prace autorti Zorin a kol., se zabyva vlivem koncentrace sledované latky na rychlost
penetrace. V experimentu byla pouzita koncentracni sada roztokd od 1% roztoku nikotinu az
po 100% nikotin. Vysledkem bylo, ze nejvyssiho toku dosahl 50% roztok nikotinu. Naopak
nejvyssi pouzita koncentrace dosahla téméf stejného toku jako 1% roztok [42]. Proto je vhodné

a zadouci testovat kazdou latku v fadé nékolika riznych koncentraci [16].

4.5.5 Vliv velikosti ¢astic na penetracni schopnost

Tym autort Wu a kol., podrobili testu dermalni penetrace nanocastice oxidu titani¢ité¢ho
(velikost ¢astic byla 4 nm a 60 nm). Experimentalné bylo zjisténo, ze velikost ¢astic ma vliv na
rychlost penetrovat kiizi sledovanou latkou. Konkrétné bylo zjisténo, ze Castice byly schopny
penetrovat ve vyznamném mnozstvi jen do vrstvy stratum corneum, permeace byla

zanedbatelnd, i kdyz bylo v receptorové kapaliné nalezeno stopové mnozstvi sledované latky
[43].

4.6 Fyzikalni podminky experimentu

4.6.1 Teplota a vihkost

Pasivni difuze je ptimo ovlivnéna teplotou. Obsah difuzni komory a koZni preparat by
mély byt udrZzovany pii konstantni teploté blizké normalni lidské teploté 32 = 1 °C. Vlhkost
(relativni vlhkost) by se méla udrzovat mezi 30 % az 70 % [16].
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4.6.2 Vliv teploty na rychlost penetrace

Kiizi mizeme povazovat za propustnou membranu, ktera se bude tidit Fickovymi zakony,
to znamena, ze jeji propustnost bude ovlivnéna teplotou. V experimentalni studii bylo zjisténo,
ze se stoupajici teplotou kozniho preparatu a receptorové kapaliny se zvysuje propustnost kiize,

resp. difuzni koeficient [44].

4.7 Experiment

4.7.1 Doba trvani expozice

Kozni preparat mize byt vystaven testované latce bud’ po celou dobu trvani experimentu,
nebo po kratsi dobu, tzn. pro napodobeni specifického typu expozice. Samotny experiment od
expozice do odstranéni testované latky by nemél prekroc€it 24 hodin, jelikoZ se mtize za¢it ménit
integrita kize. Pro testované latky, které difunduji rychle, mizeme Cas experimentu zkratit.

Naopak u latek, které difunduji pomalu, mize byt vyzadovan delsi ¢as [16].

4.7.2 Vzorkovani

Vzorkovani receptorové kapaliny se voli v takovém intervalu, ktery dovoli grafickou
prezentaci penetracniho profilu testované latky. Je nutné odebrany objem receptorové kapaliny
vzdy nahradit stejnym objemem cerstvé, pokud mozno vytemperované, receptorové kapaliny
[16]. Dalsim kritériem je dodrzeni tzv. ,,Sink condition®. Jedna se o stav, kdy kozni absorpce
neni ovlivnéna rozpustnosti sledované latky. Resp. aby bylo zaruceno, Ze rozpustnost latky
nebude ovliviiovat absorp¢ni profil, nesmi byt v receptorové kapalin€ koncentrace vys$si nez 10
%. Ne¢kdy miize byt pozadovana vétsi flexibilita experimentu (pro latky s nizkou rozpustnosti),

proto ,,sink condition” mtze presahnout hranici 30 % [45].

4.8 Koncové procedury

4.8.1 Vzorkovani po ukonceni experimentu

Pro vypocet zachytu (znovuziskani resp. ,,recovery*) testované latky je nutné po ukonceni
experimentu kvantitativné ptevést zbytek receptorové kapaliny do vzorkovnice, omyt kozni
preparat od zbytku testované latky, odebrat vzorky ,,strippti* z kozniho preparatu nebo provést
extrakci testované latky z koZniho preparatu. Déle se provede kvantitativni vymyti donorové a

receptorové komory [16].
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4.8.2 Odebirani strippti z koZniho preparatu

Odebirani tzv. koznich strippti se provadi pomoci adhezivni pasky, ktera se ptilozi na kozni
preparat a strhne se, pfitom na ni ztstane ¢ast svrchni vrstvy kiize. V praxi se vétSinou provadi
20 az 30 strzeni. Kousky pasky se vzorky svrchni vrstvy kiize se déle vhodnou technikou

extrahuji a po analyze nam poskytuji vysledky poukazujici na penetraci [46].

4.8.3 Analyza vzorki z experimentu

Volba vhodné analytické metody zalezi spiSe na prostifedcich laboratofe provadéjici
experiment a na povaze studované latky.

V praxi se setkavame vyhradné s metodami instrumentalni analyzy. Ve velké mife se
pouziva vysokotlaka kapalinova chromatografie [47,42,24], multi-dimenzionalni plynova

chromatografie [48] a metoda radioaktivniho znaceni latek [49].
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5 VYHODNOCENI{ VYSLEDKU
5.1 Matematické vyhodnoceni vysledkii

K interpretaci ziskanych dat a matematickému popisu procesu dermalni absorpce je

nejcastéji pouzivano nékolik veli¢in [8].
5.1.1 Rozdélovaci koeficient (1)

Cpenetrant v SC
Ky = £ (1)
Cpenetrant v DF

Kde Cpentrant [mol. dm~3] predstavuje rovnovazné koncentrace penetrujici latky v donorové

fazi a ve stratum corneum [8].

Rozd¢lovaci koeficient se d4 dale matematicky vyjadiit rovnici (2):

K, .d
Ky = —£— (2)

Dm

Kde d predstavuje difuzni drahu, Ky [cm.h™1] koeficient permeability a Dm [cm?. h™1]
zdanlivy difuzni koeficient [47]. Rozdé&lovaci koeficient Km 1ze v praxi aproximovat hodnotou

rozdélovaciho koeficientu Kow [8].
5.1.2 Koeficient permeability (3)

K, = & (3)

Kde Jss [ug. cm™2. h™1] predstavuje tok v ustaleném stavu a C4 [mol. dm~3] je koncentrace

penetrantu v aplikované davce [47].
Koeficient permeability 1ze taktéz vyjadtit rovnici (4):

K, = o2 4)

Kde Km je rozdélovaci koeficient, D [cm?.h™1] je diftizni koeficient a 1 [cm] piedstavuje

délku diftzni drahy [28].
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5.1.3 Tok (Flux)
Prvni Fickitv zdkon (5):

Js = Kp.AC; (5)

Kde Js [ug.cm™2.h™1] piedstavuje tok penetrujici latky, Kp [cm.h™1] koeficient

permeability a AC; [mol. dm™3] je rozdil koncentraci penetrujici latky [50].

Lze vyjadfit prvni Fickiv zakon rovnici (6):

sc
J=-D; (6)

Kde J [ug.cm~2.h™1] piedstavuje tok, §C [mol.dm™3] je zména molarni koncentrace
Vv zavislosti na rozdilu polohy dvou blizkych mist, rozdil poloh zde pfedstavuje veli¢ina 6X, D

[cm?.h™1] je difuzni koeficient.
Druhy Fickiv zakon (7):

6C 82¢C
o= Doy )

Z rovnice lze vyjadfit tok v ustaleném stavu, po Gpraveé vyrazu dostaneme (8):

_D(G1-C)

] ss 1 (8)

Kde Jss [ug. cm™2.h™1] ptedstavuje tok v ustaleném stavu, D [cm?. h™1] difuzni koeficient,

C [mol. dm~3] je koncentrace, kde C1 > C; a 1 je délka diftzni drahy, resp. tloustka kize [8].
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5.1.4 Kumulativni mnoZstvi (9)

2 = K. (Cp— C) (©)

Rovnici lze upravit do tvaru:

Q = K,.(Cp — Cp).t (10)

Kde Q [ug.cm™2.h™] je kumulativni mnozstvi, K, [cm.h™1] koeficient permeability,

C [mol. dm~3] koncentrace penetrujici latky (D — v donorové &sti, R — receptorové ¢asti) a t

[h] znaci ¢as [42].

Dle publikace autora Higuchi [51], 1ze kumulativni mnozstvi také definovat jako (11):

5Q _ DCq

5t h (11)

Tento vztah koresponduje s Fickovymi zakony a po upravé vztahu a substituci za h (resp.

za veli¢inu 1, ktera piedstavuje délku diftizni drahy) dostaneme vyraz (12):

Q= D.t.2A - C,).C, (12)

Za predpokladu, Ze tok je smérnici kumulativniho mnozstvi penetrantu pies jednotku

povrchu kiize v zavislosti na okamzitém c¢ase, miizeme vztah zjednodusit na rovnici (13):

Q =/[(2Cp — Cg).D.t. Cg] (13)

Kde Q [ug. cm™2.h™1] je kumulativni mnozstvi, D [cm?. h~1] diftizni koeficient, t [h] ¢as
a C [mol.dm™3] koncentrace penetrujici latky (D — koncentrace v donorové &asti, R —

koncentrace v receptorové ¢asti) [51].
5.1.5 Casové zpozdéni (14)

12
tiag = oD (14)

Kde tiag [h] je Casova prodleva pied stavem ustalen¢ho toku (viz bod 5.1.6), | [cm] délka
diftizni drahy a D [cm?. h™1] predstavuje difuzni koeficient [47].
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5.1.6 Kumulativni mnozstvi v zavislosti na ¢ase

Graf 1 Kumulativni mnozstvi ptes jednotku plochy v zavislosti na ase [8]

Kumulativni mno#stvi pies jednotku plochy

Kiivka grafu 1 znazornuje pribeh absorpee v ¢ase. Prodlouzeni linearni Casti této kiivky k
ose X a jeji protéti dava veliCinu tiag tzv. Casové zpozdéni a smérnici udava velicina Jss
predstavujici tok za ustaleného stavu. Casové zpozdéni vyjadiuje ¢as potiebny k uvolnéni latky
z donorové faze, pro prichod jednotlivymi vrstvami kiize a difuzi latky do receptorové faze.
Cas potiebny k penetraci latky pies kozni preparat, aby bylo dosazeno 95 % jeji hodnoty v
ustaleném stavu, je pfiblizné roven 2,3nasobku €asu zpozdéni. K dosaZeni 99 % hodnoty toku
za ustaleného stavu je pfiblizné€ potieba 3,2nasobek doby Casu zpozdéni. Z téchto duvodu je

doporucovana doba trvani experimentu delsi nez 2,7nasobek doby ¢asu zpozdéni [8].
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6 LEGISLATIVA A VYUZITi EXPERIMENTU V PRAXI

6.1 Cil experimentu

Chemické latky na pracovisti, ¢i v jiném prostiedi, pfichdzi do styku s kiizi a mohou byt
absorbovany. Stanoveni rozsahu dermalni absorpce je kli¢ovym krokem v posuzovani rizika
chemickych latek. Kozni absorpci miize ovlivnit mnoho faktorti, jako je doba expozice, davka
a osud chemické latky v kazi [21].

Dalsi cile zavadéni experimentu maji oditvodnéni v koncepci 3R, integrované v aktualni
legislativé. V podstaté jde o nahrazeni in vivo experimentu OECD No. 427 — kozni absorpce na

zivych organismech [52].

6.2 Diivody zavadéni experimentu

V posledni dobé prochazi testovani toxicity latek prevratnymi zménami. V EU bylo pfijato
nafizeni REACH tykajici se registrace, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek,
jehoz ucelem je chréanit lidské zdravi a zivotni prostfedi, konkrétn¢ se jedna o nafizeni
evropského parlamentu a rady ES ¢. 1907/2006. Dle odhadti Evropské agentury pro chemické
latky, bude do roku 2018 zapotiebi na kompletni testovani cca 30 tisic jiz existujicich
chemickych latek, okolo 9 miliont zvifat [53].

V roce 2014 byla vydana instituci EURL ECVAM publikace s kompletni strategii pro
nahrazeni, snizeni poctu a zdokonaleni postupt pouzivani zivych zvitat pii hodnoceni akutni
systémové toxicity, které zahrnuji i alternativni metody in vitro. Jedna se o experimenty, které
vyuZivaji misto Zivych zvitat, relevantni biologické modely. KaZzdopadné tento koncept vznikl
jiz v roce 1959 [54]. Cilem védeckych organizaci a spole¢nosti proto bylo a je stale hledat
takové alternativni metody testovani toxickych a nezadoucich ucinkd chemickych latek,
pomoci kterych by tukol, zadany politikou REACH a pravnimi normami o kategorizaci

chemickych latek a ptipravkd, byl zvladnutelny a levnéjsi [55].

6.3 Koncept 3R

Zkratka 3R pfedstavuje moderni toxikologické postupy, které zastituji body
»replacement (nahrazeni), ,reduction (redukce) a ,refinement® (vylepSeni) [55].
Tento koncept ma zaklady v publikaci autorti Russel a Burch [56], kde navrhuji, aby v piipadé
zvitat, pouzivanych v experimentech, kazdy vyvinul usili pro jejich nahrazeni za alternativni
metodu, snizil jejich pocty na minimum, zlepsil a zptesnil experimenty tak, aby pusobily

minimalni bolest a stres. Publikace také uvadi informaci, ze koncept 3R mtize zlepsit kvalitu

37



védeckého zazemi a znalosti. Vhodné navrzené experimenty, které minimalizuji variabilitu
vystupnich dat, mohou poskytovat optimalni podminky pro vyzkum a zlepsit tak zivotni

podminky laboratornich zvifat.

6.3.1 Nahrazeni

Dlouho pfijaty postoj akademickych a vyzkumnych organizaci je hledat nové metody a
techniky v ramci ptirozeného vyvoje vyzkumu. Zamérné se hledaji alternativni metody k Siroké
skale experimentl uplathovanych na laboratornich zviratech [57].

V publikaci autorti Russel a Burch uznavaji autofi, ze testy na zvifatech nepiinasi prilis
piesna toxikologicka data, kterd by se dala pienést na ¢lovéka, ale jedna se o odhad ucinki

testovanych latek [56].

6.3.2 Redukce

V ramci konceptu 3R jsou tradi¢ni in vivo metody upravovany zejména tak, aby se

redukoval pocet testovanych zvitat a snizilo se jejich utrpeni [53].

6.3.3 Vylepseni

Pti definovani experimentl, které zplsobuji minimalni bolest a utrpeni zvitat,
identifikovali autofi Rusell a Burch dvé odlisné oblasti zajmu. Zdroj bolesti a stresu zpisobené
v disledku Zzivotnich podminek a zdroj bolesti a stresu zpusobeny jako piimy dusledek
experimentu [56].

V ramci konceptu 3R byly provedeny velmi znacné zmény v oblastech zamezeni
klinického onemocnéni zvitat, ustdjeni zvirat v pec€livé fizeném prostiedi se standardizovanymi
podminkami (podestylka a strava). To prakticky eliminovalo anatomické nedostatky zplisobené
nevhodnym chovem a problémy jako je hypovitamindza vitaminu C zplsobena neoptimalni
stravou. Tento krok mél také za nasledek sniZeni variability vystupnich dat experimenti

provadénych na zvifatech [58].
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6.4 Legislativa

6.4.1 VSeobecna legislativa

Naftizeni evropského parlamentu a rady (ES) ¢. 1907/2006, které pojednava o podminkéch
registrace, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek a o zfizeni evropské agentury
pro chemické latky (ECHA), se odkazuje v ramcich toxikologickych studii na smérnici rady
86/609/EHS, ktera pojednava o ochran¢ zvirat pouzivanych pro pokusné a jiné védecké ucely.

Smérnice rady ptimo definuje pojmy:

Zvitata
VSsichni zivi obratlovci kromé ¢lovéka, véetné larvalnich forem schopnych samostatného

zivota nebo larvalnich forem schopnych reprodukce, nikoli v§ak plody nebo embrya.

Pokusna zvifata

Zvitata, kterd jsou nebo maji byt pouzivana k pokustim.

Chovana zvirata
Zvirata, kterd byla odchovana v Gfedné povolenych nebo registrovanych zafizenich

vyluéné pro pokusné ucely.

Pokus

Kazdé pouziti zvifete k pokusnym nebo jinym védeckym ucellim, které miZze vést
K bolestem, utrpeni, strachu nebo trvalym poskozenim v¢etné zakroki, které maji nebo mohou
vést k tomu, aby se zvife takovym zplsobem narodilo. Nepatii sem vSak metody usmrcovani
nebo znackovani zvifete, které jsou moderni praxi pfijimany jako nejméné bolestivé (4.
bezbolestné). Pokus zacina, kdyZ je zvife poprvé piipravovano k testovani a konci, kdyz
v souvislosti s timto pokusem neni uz tieba konat dalsi pozorovani.

Déle smérnice zietelné uvadi: ,,Pokus nesmi byt proveden, je-li pro dosazeni zadaného
vysledku k dispozici védecky vyhovujici, zastupitelna a proveditelnd alternativa, pii které

nemusi byt pouzito zvife™ [59].

6.4.2 Legislativa kosmetického primyslu
V roce 1992 byl v CR piijat zakon o ochrané zvifat proti tyrani, ktery byl v roce 2004

novelizovan a hovofi o zakazu zkousek kosmetickych piipravku a ingredienci na zviratech [60].
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V roce 2003 vysel sedmy dodatek kosmetické smérnice, ktery zakazuje testovani finalnich
vyrobki na zvifatech od 11. 9. 2004. Dale zakazuje uvadét na trh vyrobky, jejichz ingredience
byly testované na zvitatech poté, co existovala validovana alternativni metoda. Nakonec sedmy
dodatek kosmetické smérnice uvetejnuje konecné terminy (11. 3. 2009 pro vétSinu testll) pro

ukonceni testll ingredienci na zvitatech [61].

6.5 DalSi alternativni experimenty

6.5.1 Insilico experimenty

Tradi¢ni 1 rychlé alternativni laboratorni testy umoznily vytvofit dostatecné rozsahlé
soubory dat dobré kvality, které poslouzily a slouzi Kk vyvoji a validaci predikénich
toxikologickych vypocetnich model. Takovychto modelt pro odhad toxicity vypoétem (in
silico testy) existuje fada. N&které maji jiz 1 praktické vyuziti, dalsi jsou ve vyvoji a ve stavu

studii. Lze je shrnout mezi néasledujici typy:

modely vytvoiené a analyzované technikami (QSAR),

- kinetické fyziologické simula¢ni modely (PBSM),

- modely zalozené na biologické podobnosti a allometrickych rovnicich,
- expertni systémy zalozené na souborech znalosti a pravidel,

- modely vytvoiené technikami molekulové grafiky,

- kombinace riznych modeld s umélou neuronovou siti (ANN) [55].

6.5.2 In vitro experimenty

Progresivnéjsim piistupem, nez je pouha tiprava postupti testt in vivo dle koncepce 3R, je
uplna nahrada testovacich organismu jejich in vitro alternativami. Latinsky termin in vitro
znamena ,,ve skle®. To lze volné definovat jako ,,alternativu bez pouziti celych zvitat®. Metoda
je tedy zaloZena pouze na bunécnych a tkanovych systémech nebo izolovanych organech.
Metody in vitro vyuzitelné pro stanoveni akutni systémové toxicity spadaji do téi obsahlych

kategorii:
- testy cytotoxicity (napt. 3T3 NRU),

- organove-specifické testy (napt. CFU-GM),

- toxikokinetické metody (napt. dermalni penetrace) [53].
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6.6 Vyuziti experimentu
6.6.1 Farmacie

Ve farmaceutickém vyzkumu se experiment dermalni penetrace pouziva ke studiu chovani
1é¢iv a jejich akcelerantli penetrace aplikovanych transdermalné.

Aplikace 1éCiv peroralni cestou v sobé skryva nckterd uskali. Mezi nejbeznéjsi patii:
nestandardni vstiebavani 1é¢iv z traviciho traktu, drazdéni sliznic traviciho traktu, metabolizace
1é¢iva jatry, pfed samotnym ucéinkem lé¢iva (metabolickd inaktivace), nemoznost ukoncit
ptevod léCiva do systémového obehu. Dalsi moznosti je parenteralni aplikace, kterd vyzaduje
pro provedeni kvalifikovany zdravotnicky personal. Transdermalni prichod je pro vétsinu 1é¢iv
pomérné obtizny. Koncem 70. let 20. stoleti zac¢al byt tento problém zvladnutelny, vzhledem
K nastupu poznatki z oblasti akcelerantti penetrace [41].

V publikaci se tym autorti Santoyo, Arellano, Ygartua, Martin [62] zabyva urychlenim
transdermalni aplikace 1é¢iva piroxicamu (NSAID) metodou in vitro.

V moderni mediciné, ¢i ve farmaceutickém pramyslu a vyzkumu, nemaji chemické
akceleranty potencidl. Jsou postupné nahrazovany metodami pasivni ¢i fyzikalni akcelerace

jako jsou napf. ,,Needle-free injection” nebo ,,skin abrasion* [63].

6.6.2 Toxikologie

In vitro experiment dermalni penetrace patii do skupiny alternativnich testt toxikokinetiky
[53]. Experiment se vyuziva pro hodnoceni rizik expozice pro ¢lovéka na pracovisti. Sledovano
je hlavné mnoZstvi pfijaté organismem, které je dileZité pro studium systémové toxicity
[64,65].

Autofi Adami a kol. se ve své publikaci [48] zabyvaji problematikou profesni expozice
metodou in vitro. Subjektem byli operatofi, ktefi byli exponovani benzinem, ktery obsahoval
smés benzenu, toluenu, 0-xylenu a p-xylenu. Vysledky svého experimentu porovnali
s literarnimi daty publikaci [66, 67, 68, 69, 70, 71]. Vysledky v nékterych bodech korelovaly.
Nejvice se shodovaly vysledky pro smés xylent s daty publikace [68].
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6.6.3 Kosmetika

Zkousky kosmetickych pFipravka a ingredienci jsou na zvifatech legislativou zakazany
(viz bod 6.4.2), mohou se tedy provadét pouze metodami in vitro. V publikaci [72], se tym
autort Brain a kol. zabyva zdravotnimi riziky, pfitomnosti diethanolaminu, ktery je zastoupen
jako minoritni slozka alkanolamidickych ingredienci v kosmetickych pfipravcich. Samotny
experiment byl proveden in vitro na lidské kuzi, zaroven také porovnava rozdily pii pouziti
Cerstvé kiize a skladované klze pii teploté¢ -20 °C po dobu jednoho tydne. Vysledna data
z experimentu korelovala s literarnimi daty Sun a kol. [73]. Bylo tak zjisténo, ze dieathanolamin
neni schopny pronikat do systémového ob&hu v nebezpecném mnozstvi tak, aby poskodil

zdravi organismu [72].

6.6.4 Agrochemie

V sektoru zeméd¢lstvi se hojné aplikuji pesticidy a hnojiva. Produkce agrochemie
zastupuje velky podil ve vyrobé chemikalii. Jelikoz si jsou vyrobci védomi zdravotnich rizik,
pfedev§im u pesticidii (pfevazné kumulativni jedy), stanovuji se dermalni expozicni limity.
Nektefi producenti agrochemie vyuzivaji metodu in vitro [74].

Autofi van de Sandt a kol. [75] sledovali penetracni profil pesticidu propoxur metodou in
vitro. K provedeni experimentu pouzili kozni preparaty vytvoiené z lidské a potkani kize.
Ziskané vysledky porovnali mezi sebou a s daty ziskanymi in vivo. Pfi pohledu na vysledna
data se da fici, Ze in vitro a in vivo vysledky byly v pfipadé¢ ¢loveéka stejné. V ptipadé potkant
jsou vysledky az 8nasobné rozdilné. Pti porovnani pouze in vitro vysledkt (porovnani ¢lovek

a potkan) Ize konstatovat, Ze jsou téméf stejné.
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7/ DISKUZE
Tato kapitola reviduje nejdulezitéjsi faktory a nastinuje feSeni problematiky dermalni
absorpce, které vychazi z experimentalnich dat a faktd. Je tfeba si uvédomit, zZe experiment

zacind expozi¢nim scénarem, ktery ovlivni vybér materiadlu a metodiky.

7.1 Volba materialu

7.1.1 Difazni komory

Bézné se k experimentu vyuzivaji horizontalni statické komory dle Franze, s rozdilnymi
objemy receptorové a donorové ¢asti [42,48]. V mensi mife se pouzivaji i prutokové komory
[76]. U statickych komor musi byt zajisténo stalé michani, odebirani vzorku receptorové
kapaliny ve vhodné€ zvoleném casovém intervalu a jeji nahrazovani za Cerstvou receptorovou
kapalinu (viz bod 7.2.4) tak, aby se udrzel tzv. ,,sink condition®. Dalsi uskali pfedstavuji
vzduchové bubliny, které se mohou dotykat kozniho preparatu a narusovat resorpci sledované

latky na vzniklém fazovém rozhrani kize-kapalina [17].

7.1.2 Zdroje kiize

Lidské ktze se jevi jako nejvhodnéjsi volba pro predikci dermalni absorpce u ¢lovéka.
Pouzitim lidské kuze dosahneme minimalizace rozdili ve vysledcich (tabulka 3) v dasledku
rozdilti vlastnosti propustnosti zptisobené riiznou tloustkou stratum corneum a riiznou hustotou
folikul.

Kize ze zvifete nemize plnohodnotné v experimentech nahradit kuzi lidskou, od které se
1i81 n¢kolika rozdily. VétSina zvirat ma hustou srst a tlouStka stratum corneum je ¢asto tenci
nez v lidské kiizi. Vhodnou volbou je pouziti kiize ze zvifete s minimem srsti ¢i bez srsti.
Doporucena volba kiize pro extrakci koznich preparati je prasec¢i kiize, ktera je fyziologicky
velmi podobna lidské ktizi, kromé toho, ale existuji specialni kmeny bezsrstych zvirat. Kozni
preparaty ze zvifecich kiizi mohou byt pouzity pro vyhodnoceni relativni permeability latek pro

porovnani s in vivo vysledky (viz bod 7.4) [17].
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Tabulka 3 Porovnani koznich preparat zhotovenych z lidské a praseci kiize [28]

Latka Prase Clovék

Nazev MW | Log Kow Preparat  Kp (cm.h?) Prepardt  Kp (cm.h?) FOD | Reference
Ethylnikotinat 151,2 1,32 | ST 4,40E-02 ST 3,90E-02 1,10 | [77]
Nikotin 162,0 1,80 | ST 1,11E-02 ST 1,02E-02 1,10 | [78]
Salicylova kys. 138,0 1,80 | ST 2,57E-02 ST 2,63E-02 1,00 | [79]
Tridecan 184,4 6,73 | ST 6,98E-05 ST 6,70E-05 1,00 | [80]
Voda 18,0 -1,38 | ST 1,80E-03 ST 1,58E-03 1,10 | [81]

K zjisténi odli$nosti vysledka (tabulka 3) je pouzit tzv. factor of difference (FOD). Cim

vice se hodnota blizi ¢islu 1, tim vice jsou porovnavané vysledky stejné.

7.1.3 Modely kiize

Modely ktize, resp. RHE, neni doporuceno pouzivat jako ndhradu za kozni preparaty
Vv experimentu dermalni absorpce z diivodil biochemické nedokonalosti. Konkrétné maji nizsi
koncentraci volnych mastnych kyselin a ceramidovych lamel ve vrstvé epidermis a mohou tak

vyznamng¢ ovliviiovat vysledna data experimentu [24].

7.1.4 Receptorova kapalina

Hlavnim ptedpokladem pii vybéru receptorové kapaliny je jeji Setrnost ke koznimu
preparatu. Nesmi ho jakkoliv poskozovat, nesmi plisobit jako akcelerant dermalni absorpce a
musi podporovat tplné rozpusténi davky penetrantu tak, aby neovliviiovala absorp¢ni profil.

Slozeni receptorové kapaliny se mize liSit dle povahy latky, jejiz absorpéni profil ma byt
studovan. V laboratorni praxi se nejvice pouziva fyziologicky roztok, ktery se ve vétSiné
ptipadl pufruje na pH = 7,4. Takto pfipravena receptorova kapalina mé stejnou osmolaritu a
pH jako krevni plazma, napodobuje tak télni tekutinu v krevnim ftecisti. Bohuzel takto
jednoducha kompozice ma své limity pouzitelnosti v experimentu.

Vhodna kompozice receptorové kapaliny by méla byt zvolena dle charakteru sledované
latky a rozhodujicimi faktory jsou nejcastéji rozdé€lovaci koeficient oktanol-voda a rozpustnost.

Pro hydrofilni latky je dostacujici fyziologicky roztok, ktery se ve vétSiné ptipadu pufruje
na konstantni pH = 7,4 pomoci fosfatového pufru. Takova kompozice je pln¢ dostacujici pro
potieby studia absorp¢niho profilu.

Pro lipofilni latky je pufrovany fyziologicky roztok nedostacujici. Lipofilni latky se v ni
rozpoustéji jen velmi malo ¢i nikoliv, to znamena, Zze nedochazi k zadné resorpci. V laboratorni

praxi se ¢asto pouzivaji kompozice s ptidavkem ethanolu, polyethylenglykolu (doporuceny je
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sMW = 20), glycerolformalu, Volpo 20 nebo BSA (tabulka 4) [17]. Ethanol ¢&i
polyethylenglykol mohou pisobit jako akcelerant dermalni penetrace. Obecné alkoholy ptisobi
jako akceleranty, které delipidizuji kozni bariéru. Nejvétsi ucinnost akcelerace je dosazena v
intervalu koncentraci od 40 % do 60 % [41].

Pii experimentu, kde sledujeme 1 metabolismus penetrantu, musime zajistit
zivotaschopnost kozniho preparatu po dobu experimentu, nejméné vSak 24 hodin. Je-li
experiment del$i, musi se do receptorové kapaliny piidat tkanové kultivacni médium,

doporucena jsou i antibiotika [17].

Tabulka 4 Nejbé&znéjsi slozeni receptorovych kapalin

Receptorova kap.

Cislo Latka % hm. | Latka % hm. | Latka pH | Reference
1 NaCl 0,9 BSA 5 Fosfatovy pufr 7,4 |[48]

2 NaCl 0,9 Fosfatovy pufr 7,4 |[72]

3 NaCl 0,9 BSA 5 Fosfatovy pufr 7,4 |[31]

4 NaCl 0,9 Fosfatovy pufr 7,4 |[43]

5 Ethanol 25 Fosfatovy pufr 7,4 |[81]

6 NaCl 0,9 Fosfatovy pufr 7,4 |[82]

7.2 Volba metodiky experimentu
7.2.1 Kontrola integrity koZnich preparati

V laboratorni praxi se nejvice pouzivaji tfi instrumentalni metody meéteni integrity kiize ¢i
koznich preparatt: transepidermalni ztrata vody (TEWL), transepitetlialni elektricka resistence
(TEER) a tok tritiové vody (TWF). Nékteré metody maji své limity pouziti nebo byla
zpochybnéna jejich spolehlivost poskytovat validni data.

V roce 2002 vysel ¢lanek [34], ktery zpochybiiuje metodu TEWL. Ugelem studie bylo
zjistit vztah mezi ztratou transepidermalni vody a propustnosti kiize pro tritiovanou vodu in
vitro. Dle naméfenych dat 1ze usuzovat, Ze transepidermalni ztrata vody neni bezpodmine¢né

méfitko integrity kozniho preparatu (Graf 2).

45



Graf 2 Tok tritiové vody v zavislosti na transepidermalni ztraté vody [34]
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Studie autorti Davies, Ward a Heylings [83] poukazuje na dulezitost kontroly integrity
kozniho preparatu pied samotnym experimentem. Zachovani celistvosti kozniho preparatu je
nezbytnou soucasti metody in vitro, jak je popsano v OECD No. 428. Z hlediska posouzeni
metody toku tritiové vody a transepitelialni elektrické resistence Ize celkové fici, ze pro kozni
preparaty z ktize Clovéka, krysy, prasete, mysi, kraliki a morcat dostaneme inverzni vztah
s odpovidajici hodnotou koeficientu permeability. Cim vyssi hodnota koeficientu permeability,

tim niz$i hodnota transepitelialni elektrické resistence (Graf 3).
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Graf 3 Koeficient permeability tritiové vody v zavislosti na transepitelialni elektrické resistenci [81]

4.0

.
3.5

3.0-
2,51 .
2.0
15|

T,0 ( Kp)

1104 ¢ .
S ,‘.’. 2 o
0.5 P €

D)
.
| ‘g . w“oc MR ¢
0.0 . . : . : . ,

[
0 5 10 15 20 25 30 35 40
ER (kQ)

7.2.2 Podminky experimentu

Experiment by nemél trvat déle nez 24 hodin [16]. Né&kter¢ latky, vsak potiebuji delsi dobu,
aby pronikly do receptorové kapaliny ¢i do struktury kozniho preparatu. Jiz pii kratkém case se
ovlivni tok sledované latky koznim preparatem, kvili jeho velké hydrataci. Proto je vhodné
sledovat integritu kozniho preparatu pomoci TEER v pribéhu experimentu. Zde je velikou

vyhodou neinvazivnost metody méfeni integrity kozniho preparatu pomoci TEER.

7.2.3 Vzorkovani a koncové procedury

Interval vzorkovani by mél dovolit grafickou prezentaci ve formé grafu. Navic musi
interval odbéru byt v takové frekvenci, aby se zarucil stav ,,sink condition®. V nékterych
publikacich autofi voli odbér vzorku receptorové kapaliny v intervalu 30, 60, 120, 240 a 480
minut [48], nebo 60, 120, 240 a 480 minut [31]. Z popisu experimentl je vidét, Ze interval je
znacén¢ variabilni dle uvdzeni vedouciho experimentu. Nékteré grafické prezentace se zdaji byt
nesrozumitelné kvili minimu odbéri vzorkt receptorové kapaliny a u vétSiny ptipadit neni

vidét doba zdrZeni sledované latky.
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7.3 Srovnani riznych vysledku a publikaci
V roce 1975 byla vydana publikace autora Franz [84], ktera porovnava vysledky in vitro
s daty z in vivo experimentti dermalni absorpce (viz Tabulka 5). Hlavnim cilem publikace je

zjistit, do jaké miry se daji data ziskana experimenty in vitro extrapolovat na lidsky organismus.

Tabulka 5 Porovnani vysledkd experimentu dermalni absorpce in vivo a in vitro [84]

Vysledky
Latka In vivo [%] In vitro [%] FOD
Hypurova kyselina 0,2+0,1 1,2 0,2
Nikotinova kyselina 0,3+0,1 3,3 0,1
Thiomocovina 09+0,2 34 0,3
Chloramfenikol 20=£25 2,9 0,7
Fenol 4,4+24 10,9 0,4
Mocovina 6,0+1,9 11,1 0,5
Nikotinamid 11,1 +6,2 28,8 0,4
Acetylsalicylova kys. 21,8+3,1 40,5 0,5
Salicylova kyselina 22,8 +13,2 12,0 0,5
Benzoova kyselina 42,6 £ 16,5 449 0,9
Kofein 47,6 +£21,0 9,0 0,2
Dinitrochlorbenzen 53,1+12,4 27,5 0,5

Vysledky (tabulka 5) jsou vyjadieny jako proslé procento z aplikované davky. K zjisténi

rrrrr

1, tim vice jsou porovnavané vysledky stejné.
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7.4 Shrnuti

vvvvvv

zacatku testovani, napt. pii volbé materialu, se urcuje, za jakym ucelem se experiment bude
provadét a jaké latky se budou testovat (charakter latky, napf. pfevladajici lipofilita ¢i
hydrofilita). Nasledné se dle téchto parametrti musi specifikovat, jaky typ difizni komory bude
nejvhodnéjsi pouzit. Dle téchto kritérii se musi také vybrat vhodny darce klize a ptipravit
pouzitelny kozni preparat tak, aby nebyla ovlivnéna spravnost vysledkt. Receptorova kapalina
zastupuje roli krevni plazmy a musi byt vhodna pro testovanou latku tak, aby neptisobila jako
bariéra dermalni absorpce. Zaroven nesmi pusobit jako tzv. akcelerant, tedy jako latka zvySujici
tok sledovaného penetrantu koznim preparatem.

Dalsi obsahlou problematikou se jevi kontrola integrity kozniho preparatu. Za metodu,
ktera poskytuje pomérné spravné vysledky, 1ze povazovat TWF. Bohuzel se jedna o invazivni
metodu, pii niz se kozni preparat nerealné hydratuje, a tudiz je nésledujici experiment ovlivnén.
Dalsi metodou kontroly integrity kozniho preparatu je TEER. Jedna se neinvazivni metodu
poskytujici pomérné spolehlivé vysledky. Nespornou vyhodou je moZznost méteni integrity
kozniho preparatu pted, béhem a po skonceni experimentu.

Nezanedbatelnym faktorem je zde volba fyzikdlnich podminek. Teplota by neméla
ptekrocit hodnotu pfedepsanou OECD, ktera je 32 °C. Tuto teplotu by méla mit jak receptorova
kapalina, tak kozni preparat na povrchu a povolena odchylka je cca £ 1 °C. Teplota by béhem
experimentu méla byt spiSe konstantni bez odchylek, protoze velmi ovliviiuje tok sledované
latky koZnim preparatem.

Frekvence odbérti vzorki receptorové kapaliny také ovlivituje vyvoj celého experimentu.
Jestlize studujeme latku, kterd ma nizkou rozpustnost v receptorové kapalin€é, musime dle
vypoctl zvolit optimalni frekvenci odbérti vzorku tak, aby byla udrzena ,,sink condition®, resp.
aby rozpustnost v receptorové kapaliné nepiedstavovala bariéru na fazovém rozhrani kozni
preparat a receptorova kapalina.

Pted zapocetim experimentu dermalni absorpce je diileZité urcit, jaké ti€inky latky budeme
sledovat. Ma-li byt pfedmétem studia dermalni absorpce, schopnost latky vazat se v uréitych
vrstvach klize, musime pouZit spravny koZni preparat a na konci experimentu provést stripping.
Naopak pfti studiu schopnosti resorpce sledované latky do krevniho fecisté je vhodné zvolit
nejlépe se hodici kozni preparat (dle charakteru sledované latky). Po ukonceni experimentu je
vhodné provést koncové procedury, které poskytnou po analyze data pro zpracovani tzv.

recovery, za piedpokladu, Ze nebyl pouZit vnitini standard.
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V literatufe se nejcastéji setkdme s vysledky V jednotkich toku (ug.cm?*.h?) a
permeaéniho koeficientu (cm?.t?). Casté je také vyjadieni vysledku v procentech jako totalni
absorpce. Nejpiehlednéjsim zpisobem, jak vyjadiit naméfena data je v jednotkach toku
(ng.cm.h™). Dle jednotky si 1ze piedstavit, jaké mnoZstvi na jednotku plochy za &as je schopno
resorbovat do vnitiniho prostiedi organismu.

Pti dokonalém nastaveni parametri a vybéru materialu pro experiment dermalni absorpce
se daji ziskat spravna a validni data, kterd se do zna¢né miry, daji extrapolovat na ¢lovéka. Pti
srovnani vysledkd nékterych praci (viz bod 7.4) mizeme dojit k zavéru, ze in vitro data jsou
malo piesna, ale vétSina hodnot lezi v intervalu (po zapocteni smérodatné odchylky) dat

naméfenych experimentalné in vivo.
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8 ZAVER

Piedlozena bakalaiska prace s nazvem ,,In vitro test kozni penetrace jako alternativni test
toxicity* fesi problematiku experimentu dle smérnice OECD No. 428.

Samotna metodika s volbou a pfipravou materidlu je rozsahle rozepsana. DalsSim cilem
bakalarské prace bylo seznamit Ctenare s variabilitou provedeni experimentu, z ¢ehoz plyne
moznost vybéru materidlu a pouziti riznych technik. Na druhou stranu z této moznosti plynou
1 néktera uskali, kterd nemusi byt na prvni pohled zfetelna.

Hlavni kapitoly bakalarské prace detailné popisuji problematiku slozeni a fungovani ktize,
mechanismu pruniku chemickych latek skrze kizi, metodiky experimentu, interpretace dat a
zaroven jsou zminény diivody zavadéni tohoto experimentu v souvislosti s legislativou.

V neposledni fad¢ jsou popsany faktory, zdsadné ovlivitujici vysledek experimentu. Tyto

faktory jsou vzajemné porovnavany a diskutovany v kontextu experimentu.
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