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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva in vifro testovanim kozni penetrace. Pfi testovani byla sledovana
kvantitativni absorpce kyseliny benzoové za pouziti riznych modelt kiize. Mezi pouzité kozni
modely patfily komercni prase¢i kiize, kiize z usnich boltct, lidska kiize nebo syntetické
membrany za definovanych podminek. Pfi testovani byly vyuzivany vertikalni statické difuzni

cely dle France. Analyza odebranych vzorku byla provadéna pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie (HPLC).

KLICOVA SLOVA
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TITTLE

Comparison of skin models for skin penetration testing

ANNOTATION

The diploma thesis deals with in vifro skin penetration testing. Quantitative absorption of
benzoic acid was monitored during testing using various skin models. The skin models used
included commercial pig skins, auricle skins, human skins, or the use of synthetic membranes
under defined conditions. Vertical static diffusion cells according to France were used for
testing. Analysis of the samples taken was performed by high performance liquid

chromatography (HPLC).
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UvVoD

Toxikologie v pribéhu posledniho stoleti prosla velkym vyvojem, kdy se pro vyzkumy zacalo
vyuzivat kromé celych organismu, také jejich alternativngjsi zpusoby nazyvané jako in vitro. In
vitro metody vyuzivajici tkanové a bunécné kultury se staly vyznamnym ndstrojem pro
pochopeni implikace expozic exogennich latek a pro hodnoceni rizik chemickych latek.
Pouzivani chemicky definovanych kultiva¢nich médii s naslednou dostupnosti lidskych bunék

promeénila nové technologie metod in vifro na hodnotny nastroj védeckého vyzkumu.

V testech in vitro se vyuzivaji pouze Casti organismu. Doslovny pieklad in vitro znamena ,,ve
zkumavce*, nebo ,,ve skle®. Na rozdil od metod in vivo, kde se pouzivaji celd zvitfata, je metoda

in vitro z hlediska etiky pfijatelngjsi.

Lidské telo je po celou dobu svého zivota vystaveno chemickym latkam, které mohou byt
absorbovany kuzi, coz mize mit vliv na lidské zdravi. At uz se jedna o plynné, pevné ¢i kapalné
latky, je nutné znat jejich vliv na lidské zdravi pfi jejich expozici. Metody in vifro se proto
nejvice uplatiuji v odvétvi agrochemického a farmaceutického pramyslu, biocidg,

zdravotnictvi a kosmetiky.

Pro regulaci a specifikaci testovani chemickych latek metodou in vifro slouzi smérnice
vytvorené Organizaci pro hospodatskou spolupraci a rozvoj (OECD). Tyto smérnice popisuji

metody, které slouzi pro hodnoceni derméalni absorpce testované latky kuzi.

Metody in vitro vyuZzivaji pii testovani dermalni absorpce difuzni cely. Difuzni cely mohou byt
statické (Franzovy cely), nebo pratocné. Pratocné cely vice napodobuji krevni obéh zivého
organismu neZli cely statické. Cely jsou sloZeny ze dvou ¢asti — donorové a receptorové. Mezi

obé¢ tyto Casti se vklada model kize, na ktery se aplikuje v ur¢itém objemu testovana latka.

Nejvhodnéj§im koznim modelem pro metody in vitro je lidska kiize. Av§ak moznosti ziskavani
lidské kize jsou velmi omezené, jelikoz je podfizena mezinarodnim a narodnim etickym
uvaham. Alternativni nahradou za lidskou kuazi jsou kize zvifeci. Mezi nejCastéji pouzivané
zviteci modely kize patii praseci nebo potkani kiize. Z hlediska morfologickych vlastnosti je
lidské kuzi nejpodobngjsi prave praseci kiize. Misto lidské a zvifeci kiize je mozno vyuzit

syntetické membrany, které simuluji lidskou kuzi.

Pii samotném testovani in vitro je dilezité zohlednit nékteré faktory, které mohou ovlivnit

absorpci testované latky kuzi. Mezi tyto faktory patii teplota receptorové kapaliny a kuze,
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zpusob aplikace testované davky, zpusob a frekvence vzorkovani, michani a slozeni
receptorové kapaliny, pouziti okluze, rozpustnost testované latky v donorové a receptorové

kapaling a vhodny vybér kozniho modelu.

Utelem studii dermalni absorpce testovanych latek je zjisténi kvantitativnich a kvalitativnich
informaci o mnozstvi testované latky, ktera vstoupila do télniho objemu skrze kazi. Pro
vyhodnoceni absorbovaného mnozstvi testované latky je vyuzivana vysokoucinna kapalinova

chromatografie [1 - 4].

Testovani kozni penetrace bylo provedeno, podle jiz validované metody, kterou provedla ve své

diplomové praci s nazvem /n vifro kozni penetrace — vyvoj testovaci metody Be. Lucie Biskova.

Cilem diplomové prace bylo porovnat prub&hy penetrace testované latky kyseliny benzoové do
receptorové kapaliny za pouziti raznych typt koznich modeli. Mezi pouzité kozni modely
patfily praseCi kuze zusSnich boltct, komercni praseCi kaze, lidské kuze nebo pouziti
syntetickych membréan za presné¢ definovanych podminek. Tyto podminky byly pro vSechny
testovani stejné. Pfi testovani kozni penetrace byly vyuzivany vertikalni statické difuzni cely
dle France se Sroubenim. Analyza vzorku byla provadéna pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie (HPLC).
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Metoda in vitro
Metoda in vitro je dulezité a aktualni téma v oblasti hodnoceni a klasifikace chemické
bezpenosti. Pfesny preklad in vifro znamend ,,ve zkumavce. Doslovny preklad je latinsky a

znamena ,,ve skle“. Jedna se o alternativni metodu, u které se nepouzivaji ziva zvitata [1].

Testovani absorpce kuzi in vitro je alternativni metodou uznavanou pravnimi piedpisy
(Smérnice OECD 428). Navzdory vyznamnym uspéchiim v hodnoceni rizik chemickych latek
zustava toxikologicka databaze, zejména pro prumyslové chemikalie, omezena. Vzhledem k
tomu, ze je na trhu pfiblizn€ 80 000 chemikalii a extrémné velky pocet chemickych smési, je
testovani tohoto velkého mnozstvi metodou in vivo z ekonomického 1 praktického hlediska
nedosazitelné. Metoda in vivo vyuziva k testovani celd zvifata na rozdil od metody in vitro. 1
ptesto, ze metody in vifro jsou schopny rychle poskytnout informace o toxicité, regulacni
organy jsou obecné stale opatrné, pokud jde o nahrazovani metod zamétfenych na celé zvite

novymi technikami in vitro [2] [3].

Metody in vitro jsou §iroce a bézné pouzivané pro klasifikaci a provéreni chemikalii a pro
formovani celkovych toxikologickych profild. Slouzi tedy pro kvalitn€jsi pochopeni

nebezpecnych vlastnosti chemickych latek a pro predikci vliva a ucinkt na ¢loveka [4].

V testech in vitro se pouzivaji vyhradné ¢asti organismd, a to bud’ jako samostatné buriky, tak i
jako tkané slozené z riznorodych typt buné€k. Ackoliv jsou buiiky pouzivané v metod€ in vitro
ziskané usmrcenim zivého organismu, tak pro tuto metodu se pouzivaji humannéjsi zpusoby.
oproti metodé in vivo, kdy se usmrcuje jeden i vice zivych organismu pro jedno testovani [4]

[5].

In vitro testy se Casoveé pohybuji v fadech minut az hodin, coz je nesrovnatelné méné nez v
testovani in vivo. In vitro umoziuje testovani mnoha vzorkt za kratkou dobu a fadu z nich lze

miniaturizovat a automatizovat [4] [6].
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1.2 Smérnice OECD

Organizace pro hospodatskou spolupraci a rozvoj (OECD) vytvati mezinarodn€ uznavané
smérnice, které uvadéji specifikace pro testovani chemickych latek. Tyto zkuSebni smérnice
OECD jsou neustale pfezkoumavany, pti¢emz smérnice jsou pravidelné aktualizovany a jsou
pfijimany nové.

Lidské zdravi je ohrozeno vystavenim chemickym latkam s jejich naslednou absorpci kuzi. Za
uCelem standardizace prediktivniho testovani derméalni absorpce pro regulacni ucely piijala
OECD smeérnici 428, ktera popisuje metody pro hodnoceni absorpce pomoci lidské a zvifeci

kize. Testovaci smérnice OECD 428 je pouzivana jiz vice nez deset let pro hodnoceni dermalni

absorpce [7] [8].

Stavajici pfedpisy pro chemikélie a spotiebni vyrobky pouzivaji pro derméalni penetraci
specifické pramyslové protokoly. Vétsinou tyto pokyny piedpokladaji, ze produkt pfijde do
kontaktu s neporusenou a zdravou lidskou pokozkou. Existuji vSak aplikace produktt, které
zaClenuji potencialn€ narusenou pokozku, jelikoz primyslové produkty mohou také byt

pouzivany jednotlivci s naruSenou pokozkou.

Testovaci smérnice OECD 428 pro hodnoceni dermalni absorpce in vifro také vyzaduje, aby
byla dermalni absorpce kvalifikovana zahrnutim distribuce hmotnostni bilance sledované

slouceniny [8 - 11].

1.3 Transdermalni absorpce
Transdermalni neboli perkutanni/dermalni absorpce je proces, ktery popisuje prestup latek pres

kazi do télniho ob&hu. Tento proces se da rozdélit do tii krokd, a to:

e Penetrace — proces, kdy latka vstupuje do urcité vrstvy ¢i struktury (napft. vstup latky do
stratum corneum).
e Permeace — proces, kdy latka pronika pres jednu vrstvu do druhé.

e Resorpce — proces, kdy je latka pfijimana do cévniho systému a nasledné do télniho

obéhu.

Absorbované dévka je definované jako mnozstvi latky absorbované do receptorové kapaliny
nebo systémové cirkulace, a to béhem stanoveného Casového obdobi. Zatimco absorbovatelna

davka je mnozstvi testované latky v kGzi a na kazi po promyvani. Chemickeé latky se dostavaji
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do vnitiniho prostiedi organismu péti zptsoby:

Transcelularni cestou
Intercelularni cestou
Vlasovymi folikuly
Mazovymi zldzami

Vyvody potnich zlaz

Na obrazku 1 je zjednodusené schéma znazornéni prinikii chemickych latek kizi. Pronikani

chemickych latek zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech kiize a jeji chemické struktute.

Veétsinou se uplatiiuji intercelularni

se uplatiuji transcelularni cesty, a to zeyména u latek hydrofilni povahy. Transcelularni cesty
jsou nevyhodné diky obtiznéjsi ceste, jelikoz latka musi prechdzet nejen pres mezibunécny
lipidovy matrix (hydrofobni), ale také pres hydrofilni vnitini prostfedi bun€k. V nejmensi mire

se uplatiuji cesty mazovymi a potnimi zlazami, které nemaji velky vliv na dermalni absorpci

[5][12 - 16].

Transcelularni cesta

r
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P =8 Il

cesty, a to predevsim u latek lipofilni povahy. V mensi mife
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Obrazek 1 — Zjednodusené znazornéni prunika chemickych latek kazi [17]
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Utelem studie dermalni absorpce chemickych latek je zjistit kvantitativni a kvalitativni
informace o mnozstvi, které vstoupilo do télniho ob&éhu. Pronikani chemickych latek kuazi
dermalni cestou je soucasti hodnoceni rizik pro lidské zdravi. Rychlost absorpce chemickych
latek kGzi je ovlivnéna né¢kolika faktory, mezi néz patii zdravotni stav kaze, rasa, vék,
anatomicka oblast a formulace kiize. Chemikalie musi projit intercelularnimi lipidy stratum
corneum (SC), které obklopuji mrtvé korneocyty, a nasledné podkoznim tukem do krevnich

kapilar [11][13] [14] [18].

Mezi modely pouzivané pro metody in vitro patfi lidska kaze, zvifeci kize a syntetické
membrany. Pro testovani in vitro metodou, kde se hodnoti dermalni penetrace lokalné
aplikovanych chemikalii, je vzdy zapotiebi neporusené kize. Je tomu tak z toho divodu, ze
naruSené SC nejspiSe neposkytuje dobrou bariéru pro vniknuti exogennich latek. Naptiklad
kiize, ktera je narusena v disledku podrazdéni, kozniho onemocnéni nebo senzibilizace bude
nepochybné¢ méné ucinnou bariérou pro vstup chemickych latek do systémové cirkulace

dermalni cestou [19] [20].

Mezi bézné parametry pouzivané v oblasti dermélni absorpce se fadi absorpce chemickych
latek kazi do receptorové kapaliny, mnohdy pfedstavovana jako rychlost absorpce nebo tok
kazi (Flux). Modely kaze in vitro, které se pouzivaji pii hodnoceni rizik a které se fidi smérnici

OECD 428, vyzaduji i rozloZeni hmotnostni bilance aplikované davky chemické latky [9].

1.4 KoZni modely

Vybér ktuize zavisi na nékolika faktorech. V prvni fadé zavisi na ucelu testu a na dostupnosti
vzorkl kaze. Pro hodnoceni rizika lidského zdravi je nejvhodnéjsi lidska kaze. Lidska kuze
poskytuje vhodngjsi a presnéjsi udaje. Moznosti opatieni lidské kiize jsou omezené, jelikoz je
podiizena mezinarodnim a ndrodnim etickym uvaham (ECETOC, 1993). NejCastéji se

pouzivaji zenské prsni nebo bfisni kiize opatfené z kosmetické chirurgie, nebo z pitvy.

Misto lidské kiize mohou byt pouzity kiuze ze zvitat. Pouzivaji se praseCi nebo potkani kize.
Potkani kuze se nejcastéji pouzivaji v toxikologickych studiich in vivo. Schopnosti absorpce
lidské kaze byvaji niz§i nezli u potkani kize, kde je propustnost kiize vyssi. Castéji se proto

vyuziva praseci kuize, ktera je lidské kizi morfologicky podobnéjsi.

Pro testovani penetrace je nejvhodnéj§i pouziti Cerstvé kuze. Cerstva kize ma aktivni

enzymaticky systém, a diky tomu je mozno tuto kuzi pouzit nejenom k testovani praniku
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chemickych latek, ale také k testovani dermalniho metabolismu [16] [21] [22].

1.4.1 Lidska kuze

Lidska kiize je nejvétsi organ v téle s povrchem cca 1,8 m?. Tloustka kiize je v rozmezi od 0,5
do 4 mm, pfiCemz nejsilnéjsi vrstva je na zadech a nejtenci je na ocnich vickach. Lidska kuze
funguje jako prvni ochranna bariéra té€la. Mezi funkce kiize patii regulace prostupu vody a
elektrolyt, ochrana proti zafeni, nejCastéji UV zafeni a ochrana proti mikroorganismim. Proti
UV zafeni chrani télo melanin, ktery je produkovany melanocyty a distribuovany do
keratinocyti. Hmotnost kiize se pohybuje kolem 3 kg, pfiCemz s tukovou tkani mize mit az 20
kg. Kize je heterogenni organ, ktery obsahuje n€kolik vrstev. Kize ma dvé hlavni vrstvy a
podkozni vazivo. Vrchni vrstvou je epidermis a vnitini vrstvou je dermis, ktera je siln€jsi nez

epidermis.

1.4.1.1 Pokozka (epidermis)

Pokozka neboli epidermis je tvorena vrstvami bunék, které jsou ulozeny ve vrstvach v tésné
blizkosti nad sebou. V hlubsich vrstvach jsou nervova zakonceni, kterd slouzi ke vnimani
bolesti. Nahrada poskozené vrstvy kuze je zavisla na kmenovych burikach epidermis. Tyto
buiky maji schopnost se d€lit a tim umoziiovat generaci novych bunék. Hranice mezi pokozkou

a Skarou je ostra.

1.4.1.1.1 Stratum corneum

Mezi vnéjsi vrstvy patii SC, ktera slouzi jako bariéra pro exogenni slouCeniny, ptipadne
omezuje pronikani exogennich sloucenin. Jeji tloustka SC muze dosahovat od 10-15 pm, ale
pii hydrataci SC se tloustka zvétSuje a mize dosahovat az 40 um. Bunky stratum corneum jsou
nazyvany jako korneocyty. V podstat€¢ se jedna o mrtvé buiikky bohaté na keratin. Pro
napodobeni SC byly doporu¢eny raznorodé modely. Zakladni a jednoduchy model je definovan
jako stavba ,,z cihel a malty*, kdy SC zahrnuje korneocyty jako cihly a mezibunécny lipidovy
matrix jako maltu, ktery je zodpovédny za bariérovou funkci. Intracelularni lipid je slozen ze

smési cholesterolu, estert cholesterolu, mastnych kyselin a ceremida [15] [23 - 26].

1.4.1.2 Skara (dermis)
Skara obsahuje vazivo, ve kterém se nachazi mazové a potni zlazy, vlasové folikuly, volna
nervova zakonceni, pojivé tkané a lymfatické cévy. Dermis ma funkci ochrany pred exogennimi

latkami, a dale napomaha rozvijet strukturu pokozky, jelikoz obsahuje elastin a kolagen.
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1.4.1.3 Podkozni vazivo (Subcutis)

Podkozni vazivo, které se nachazi pod vrstvou dermis, slouzi jako izolant a udrzuje teplotu téla.
Tato vrstva pripeviiuje kizi ke svalim a tkani pod ni. Podkozni vazivo je tvoteno elastickymi a
kolagennimi vlakny, mezi nimiz jsou rozptyleny tukové buriky [26]. Na obrazku 2 je model

lidské kuze.

Pokozka y
(epidermis)

Skéra
(dermis)

Potni zlaza _|

Podkesi { e

Obrazek 2 — Model lidské ktze [27]

1.4.2 Praseci kuze

Praseci kiize je vhodnym a prediktivnim modelem pro penetraci latek lidskou ktzi. Praseci ktize
ma velmi podobné propustné a morfologické vlastnosti jako kiize lidska. Pouzivani praseci kuize
je rovnéz povoleno v regulacnich studiich pro dermalni penetraci kosmetickych ptisad (SCCS,
2010). Dalsi vyhodou praseci kuize je skuteCnost, ze je dostupnéjsi nez lidska kaze, pficemz je
doporuCovano upiednostiiovat jatecni odpad, ktery je vedlej§im produktem pii vyrobe potravin,

pted laboratornimi zvitaty [9].

Nejcastéji se praseci kiize odebira z biicha, boku a zad. Casto se pro dermalni absorpci vyuziva
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kize z usnich boltct, ktera ma velmi podobnou anatomickou stavbu jako lidska kaze. Je tu i
moznost pouziti klize z novorozenych selat, které maji ten¢i kiizi, avsak jeji nevyhodou je vyssi

obsah vlasovych folikul [5].

1.4.3 Membrany Strat-M

Difuzni studie Franzova typu Casto zahrnuji pouziti syntetickych membran k modelovani
skute¢né kize. Membrana Strat-M je komercné dostupna polymerni membrana napodobujici
lidskou kuzi. Diky vyuzivani membrany Strat-M, 1ze nahradit pouzivani lidskych a zvifecich
kazi. Jedna se o syntetickou polymerni membranu, ktera se sklada z né€kolika vrstev
polyethersulfonu (PES), vnitini ¢asti polyolefinové vrstvy vytvarejici hydrofobni a hydrofilni
domény podobné t€m, které ma lidska ktze. Vrchni vrstva predstavuje SC. Membrana Strat-M
je schopna predvidat difuzi v lidské kazi pro Sirokou $kalu chemickych latek. Na obrazku 3 je

znazornén model membrany Strat-M.

Tyto syntetické membrany jsou predem narezané disky, které jsou vzdy jednotlivé zabaleny.
Vyrobce téchto membran udéava, ze neni tfeba tyto membrany pfed pouzitim hydratovat [16]

[28 - 31].

__ Horni vrstva napodobujici
stratum corneum

_ Dvé vrstvy polyethersulfonu
napodobujici dermis

~ Polyolefin

Obrazek 3 — Model membrany Strat-M [31]
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1.4.4 Skladovani a piiprava koznich modelu

Nejcastéji se kiuze skladuje formou mrazeni, piipadné je mozné nékteré zvireci kiize pouzit
ihned. Béhem skladovani maze dochazet ke zménam ve vlastnostech kize, tudiz je nutné
dodrzovat urCité podminky pii jejim skladovani. Naptiklad ve studii bylo prokazano, ze
zmrazena kralici kiize, méla horsi propustnost pro estradiol nez Cerstva krali¢i kiize. Je proto

dulezité, aby kazda laborator zapisovala podminky skladovani a pfipravy kaze [32].

Zivotnost vzorku kiiZe je mé&fena jako metabolicka aktivita. Metabolickd aktivita je definovana
jako uroven premény glukosy na laktat. Tato metabolickd aktivita klesa s dobou skladovani

[16].

Kuze se uchovavaji pfi teploté -20 °C po dobu 3 tydnd, a to bud’ s pouzitim, nebo bez pouziti
polyethylenglykolu, pfipadné se mohou uchovavat pii teploté -80 °C. Podle mezinarodniho
programu chemické bezpecnosti je mozno lidskou kizi uchovavat pfi teploté -20 °C az do 1
roku. Bylo zji§téno, ze zmrazeni kiize je vhodné pro méfeni pasivni permeace chemickych latek
pii studiich, které se nezabyvaji Zivotaschopnosti a metabolismem. Pfed pouzitim pro in vitro

je nutno kazi rozmrazit, za dodrzeni urcitych podminek [28] [33] [36].

Posledni moznosti pro skladovani kize je jeji usuSeni. Pii suSeni kize dochazi k mensimu
anatomickému poskozeni, nez tomu byva u zmrazeni kize. Pfed pouzitim je nutno tuto

ususenou kuzi hydratovat. Tento zptsob skladovani se pouziva nejméné [16].

K samotné ptipraveé koznich modell lze pouzit nékolik metod. Prvni metodou je zpusob, kdy
se odstrani z kuze spodni vrstva dermis. Timto zpisobem se ziska dermatovana kuze
jednotného tvaru a tloustky se SC a epidermis. Ziska se tak kize o tloustce v rozmezi

0,3 — 0,8 mm. Vzorky kaze jsou nasledn€ ofiznuty tak, aby se vesly do difuznich cel.

Dalsi zpusob piipravy koznich modelt je ziskani pouze epidermalni vrstvy, kdy se odstrani
vrstva epidermis od dermis pomoci tepelné separace. Kiize je ponofena do vody o teploté 60 °C
po dobu 1-2 min s naslednym odlupovanim dermis. Touto metodou je zni¢ena metabolicka
zivotaschopnost kize, ale i pfesto je tento zpusob podporovan regula¢nimi a poradenskymi

agenturami. Posledni zptsob piipravy kuze je ziskani pouze samotného SC [11] [34].
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1.5 Difuzni cely a jejich vyuziti

Difuzni cely jsou nejastéji vyrobeny z borosilikdtového skla. Material té€chto cel musi byt
inertni a neabsorbujici, aby neovliviioval samotné testovani in vifro. Pii §patn€ zvoleném
materialu cel by mohl reagovat s testovanou latkou, ptipadné by mohlo dochézet k jeji absorpci
¢i adsorpci na povrchu téchto cel. Mezi dal§i materialy patfi teflon. Jedna se tedy o takzvané
komurky, které se skladaji ze dvou Casti. Horni Cast je oznaCovana jako donorova Cast a dolni

ast je nazyvana jako receptorova ¢ast.

Difuzni cely se vyrabé&ji v nekolika velikostech. U difuznich cel s mensSim objemem
receptorové Casti je vyhoda mensiho fedéni testované latky, a tim lepsi analytické detekce.

V nékterych ptipadech je upfednostiiovan vetsi objem receptorové Casti [11] [35].
Cely se mohou d¢lit podle ptivadéni receptorové tekutiny na:

e Statické cely

e Pratocné cely

Statické cely nazyvané téz jako Franzovy cely byly navrzeny v roce 1975. Tyto cely se mohou
dale délit podle usporadani na vertikalni a horizontalni cely. Cast&ji se vyuZivaji vertikalni
Franzovy cely. Mezi donorovou a receptorovou Cast se vklada membrana/kiaze. Kize mezi
obéma Castmi je upevnéna pomoci klemy, nebo pomoci Sroubeni. U Franzovych cel se
receptorova Cast plni receptorovou tekutinou, do které difunduje aplikovana latka skrz
membranu. Receptorova kapalina musi byt v kontaktu s membranou/kiizi, aby mohlo dochazet

k absorpci testované latky do receptorové kapaliny.

V receptorové casti je umisténo magnetické michadlo pro lepsi cirkulaci a tim zajiSténi
rovnomeérnych koncentraci testované latky v celém objemu receptorové kapaliny. Pro lepsi
absorpci testované latky je receptorova kapalina temperovana na konstantni teplotu. Teplota
receptorové tekutiny by mela byt co nejpodobnéjsi teploté lidského téla. Pro vyhtivani cel se
pouzivaji tzv. termobloky. Metodika OECD doporucuje udrzovat teplotu lidské kuze
na32+1°C.

Odbér vzorku se provadi manudlné pres vzorkovaci raminka, za pomoci jehly. Vzorek se
odebirda v ur€itych intervalech. Po odebrani vzorku se do receptorové casti prida Cerstva

receptorova kapalina, aby hladina kapaliny dosahovala na vyznafenou rysku na raminku.
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U pruto¢nych difuznich cel je receptorova kapalina kontinualné nahrazovana za Cerstvou
receptorovou kapalinu pomoci ¢erpadla. Tento zpusob je vhodny piedevsim pro latky s nizkou
rozpustnosti v receptorové kapalin€. Tyto pratocné cely jsou oproti statickym celam finan¢né
nakladng&jsi, avSak 1épe napodobuji vnitini prostfedi organismu. Na obrazku 4 je znazornéna

staticka vertikalni difuzni cela [11] [28] [36].

Donorova ¢ast

Vzorkovani i
Membrana

Vzorkovaci

raminko U Odtok vody

D Pritok vody

Receptorova ¢ast

Magnetickeé
michadlo

Obrazek 4 — Staticka vertikalni difuzni cela [37]

1.5.1 Receptorova kapalina

Receptorova kapalina je definovana jako fyziologicky vodiva kapalina. Volba receptorové
kapaliny zavisi na n€¢kolika faktorech. Prvnim faktorem je vlastnost pouzitého kozniho modelu.
Druhym faktorem pro volbu receptorové kapaliny je vlastnost testované latky. Ulohou
receptorové kapaliny je napodobeni mezibunééné tekutiny v kizi, kdy receptorova kapalina by

nem¢la ovliviiovat integritu kozniho preparatu.

Podle smérnice OECD by meéla byt prokdzdna rozpustnost testované latky v pouzité
receptorové kapalin€é a mélo by byt znamo presné slozeni této kapaliny. Pokud by testovana
latka nebyla rozpustna v receptorové kapalin€, mohlo by dochazet k tzv. prekazce pro absorpci.
Za dostateCnou rozpustnost je povazovana rozpustnost, ktera je10 krat vyssi, nez je odhadovana

maximalni koncentrace testované latky v receptorové kapaling.

Neékteré receptorové kapaliny podporuji zivotaschopnost kiize béhem testovani. Tyto kapaliny

obsahuyji kultivaéni médium jako RPMI, které je schopno pokozku udrzet metabolicky aktivni
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po dobu vice nez 24 hodin. Dale se vyuziva Ringerav roztok, ktery obsahuje nékolik druha soli

aionta [S][11][38].

1.6 Faktory ovliviiujici absorpci testovanych latek kiizi
Mezi faktory ovliviiujici penetraci testovanych latek patii vybér modelu kuze, zpusob
davkovani a vzorkovani, pouziti okluze, teplota kiize a receptorové kapaliny, rychlost michani

receptorové kapaliny a sloZeni vehikula, ve kterém je testovana latka rozpusténa.

1.6.1 Vybér a integrita modelu kize

Testovani je velmi zavislé na volb€ pouzitého modelu kiize. Nejvhodnéjsi volba je lidska kuze,
ktera ndm poskytuje nejpiesnéjsi informace o absorpci latky u lidi. Pro testovani penetrace latek
je nejvhodnéjsi pouziti Cerstvé kiize. Na vliv absorpce latek ma vliv stafi a tloustka kuze, jeji

skladovani a zachazeni pfi testovani, pfipadn€ poskozeni kize.

Pii metodé in vitro dermalni penetrace se bézné pouzivaji testy integrity kuze. Tyto testy
zahrnuji méfeni elektrického odporu (ER), transepidermalni ztraty vody (TEWL) a tritiovaného
vodniho toku (TWF). TEWL je metoda, ktera je neinvazivni a obdobny nastroj 1ze vyuzit i pro
hodnoceni bariérové funkce in vitro a in vivo. Nevyhodou méteni TEWL je skuteCnost, ze je
zapotiebi stabilizované prostiedi s ovladanou vlhkosti a teplotou kolem sondy. Méfenim téchto

parametra 1ze zjistit, zda byla ¢i nebyla porusena ochranna funkce kaze [5] [16] [19] [39].

1.6.2 Aplikace na kuzi

Podle smérnice OECD lze aplikaci davky na povrch kize rozd€lit na dva zptsoby:

e Kone¢na davka

e Nekonecna davka

U nekone¢né davky lze dosdhnout a zachovat maximalni rychlost absorpce testované latky,
narozdil od konecné davky, kde nelze zachovat maximalni rychlost absorpce. Nekone¢né a

konecné davkovani je ureno permeacnim chovanim, nikoliv mnozstvim aplikované dévky.

Smérnice OECD doporucuje pro koneéné davkovani 10 pl/cm? nebo 10 mg/cm? mnozstvi
aplikované davky. Pokud je aplikované mnozstvi mensi nez 10 ul/cm? tak dochazi
k nerovnomérné distribuci na kuzi. Pro predbézné experimenty je doporuceno tuto testovanou
davku zvysit na objem 30-100 pl/cm?. Toto mnozstvi by mélo zajistit rovhomérné rozlozeni

aplikované davky.
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Pro testovani s nekoneénou davkou se doporuuje 100 ul/cm? aplikované davky. Pfipadné
mnozstvi aplikované davky musi byt dostatecné, aby se zajistila téméf konstantni koncentrace

béhem celého testu.

Pro aplikaci testované latky se doporucuje pouzit zatizeni s presné definovanym objemem, jako
injekeni stiikacky, pfesné pipety €i objemové pipety s vazenim pied a po nadavkovaném
mnozstvi. Za normalnich podminek zivota, je Clovék ve vétsiné pripadu vystaven chemickym

latkam s konec¢nou davkou [11][28] [38].

1.6.3 Vehikulum s testovanou latkou

Pti absorpci kuzi hraje dulezitou roli lipofilita a schopnost latek vazat vodikové vazby. Nekteré
slozky vehikula jsou schopny ovlivnit penetraci chemickych latek kazi. Muze byt ovlivnéna
bariérova schopnost kiize, nebo rozdéleni sloucenin do SC. Proto penetrace latek zavisi nejen
na jejich vlastnostech, ale také na vlastnostech dalSich ptitomnych slozek v jejich formulaci.
Vehikulum, ve kterém je rozpusSténa dana penetracni latka, mize ovlivnit propustnost kiuze
nékolika mechanismy. Mezi ovlivnéné mechanismy patii hydratace, fluidizace, naruSeni
desmozomu ve stratum corneum, piipadné zména polarity. Cista rozpoustédla mohou naopak

ptimym korozivnim ucinkem zvys§it propustnost kize [11] [24].

1.6.4 Okluze

Podle smérnice OECD se doporucuje vystavit chemické latky kazi bez okluze, jelikoz to
odpovida realnym scénarfim expozice na lidské t€lo. Avsak v nekterych pripadech se bez okluze
neobejdeme. Napftiklad je jeji pouziti vhodné pii pouziti t€kavych testovanych latek, které by
misto absorpce mohly vytékat do ovzdusi. Dal§i moznosti, pro¢ pouzivat okluzi, je napodobeni

kontaminované kuze pfi pouzivani ochrannych rukavic.

Okluze je dulezitym faktorem, pfi kterém je mozno ovlivnit nékteré parametry a tim ovlivnit i
prostup kuzi. Patii sem teplota, transepidermalni ztrata vody (TEWL), hydratace kize a pH
povrchu pokozky [S][11] [28].

1.6.5 Teplota

Volba teploty je dulezitym faktorem pii testovani in vitro. Podle smérnice OECD je
doporucovano, aby teplota kize a difuzni komory byla po celou dobu testovani konstantni,
blizka teploté kiize 32 + 1 °C. Vlhkost by se méla pohybovat mezi 30-70 %. Teplota krve v kizi
se v prirozenych podminkach pohybuje kolem 33-35 °C. ZvySovanim teploty se usnadiuje

prostup testovanych latek (hydrofilni a lipofilni) kazi [11].
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1.6.6 Michani receptorové kapaliny

Rychlost michani receptorové kapaliny je velmi dulezity parametr pii testovani. Michani
ovliviiuje distribuci testované latky receptorové kapaliny. Pti zvolené nizké rychlosti michani
je problém s distribuci testované latky v receptorové kapalin€. Naopak pfi rychlém michani
receptorové kapaliny by mohl vzniknout vir. Tento vznikly vir by rozruSoval hladinu
receptorové kapaliny a tim by ovlivnil difuzi testované latky. Nejvhodnéjsi je nejvyssi hodnota
rychlosti michani, kdy nevznika jesté vir, ale dobfe se rozmichava testovana latka v receptorové
kapaling€. Zvolena rychlost michani je zavisla na pouzité difuzni cele, pfedev§im na velikosti a

rozmeru cely [11] [28].

1.6.7 Vzorkovani

Dulezitym faktorem pro testovani in vitro je Cetnost odebirani vzorka. Diky tomuto parametru
jsme schopni urcit rychlost penetrace testované latky kuzi. To znamena, Ze ¢im rychlejsi je
penetrace testované latky k0zi, tim kratsi jsou intervaly mezi odebiranim vzork(. Smérnice
OECD doporuéuje 6-12 odbért vzorkt béhem 24 hodin. Cim kratsi je frekvence vzorkovani,
tim se ziska presnéj$i kiivka, ktera je schopna popsat profil kinetické absorpce. Doba prvniho

odbéru je ve vétsing€ piipadl urCena detekEnim limitem analytické metody pro testovanou latku

[11].

1.7 Referencni chemikalie

Pro zvySeni spolehlivosti vysledkli metody in vitro bylo nékterymi zemémi dohodnuto
pouzivani urcitych referen¢nich chemikalii. Mezi referenéni chemikalie patii kyselina
benzoova, testosteron a kofein s riznymi rozdélovacimi koeficienty. Pfi testovani referen¢nich

chemikalii je doporuceno testovat za stejnych podminek, které jsou uvedeny ve smernici OECD

[40].

1.7.1 Kyselina benzoova

Kyselina benzoova se vzorcem CsHsCOOH patii mezi nejjednodussi aromatické jednosytné
karboxylové kyseliny. Jedna se o bezbarvou az bilou krystalickou latku, rozpustnou ve vodé
s molarni hmotnosti 122,12 g/mol. Teplota tani u kyseliny benzoové je 122,4 °C a teplota varu je

249 °C.

Kyselina benzoova a jeji soli se vyuzivaji ke konzervaci potravin diky fungicidnim vlastnostem.
Vyuziva se i v I€kafstvi, a to v kombinaci s kyselinou salicylovou, pfi 1é¢be koznich infekeci.
Kyselina benzoova se nachazi 1 v nékterych kosmetickych piipravcich, zubnich pastach a

deodorantech. V kosmetickych pfipravcich se kyselina benzoova a jeji soli pouzivaji
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v maximalni koncentraci 0,5 %. V pfirod¢ se kyselina benzoova vyskytuje jak volng, tak 1

v pryskyficich benzoe a ve formé estert [41].

Redukénim produktem kyseliny benzoové je benzaldehyd se vzorcem CsHsCHO. Vyznacuje se
charakteristickym zapachem po hotkych mandlich. Snadno prostupuje kiizi i plicemi, a snadno
se rozSifuje v organismu. Benzaldehyd se v organismu nekumuluje, ale je metabolizovan na

kyselinu benzoovou a vyloucen moci [42] [43].

1.8 Vyhodnoceni a zpracovani vysledki

Po ukonCeni experimentu se Cast testované latky nachazi na povrchu a ve vrstvach kuze,
piiCemz nejvetsi Cast testované latky se nachazi v receptorové kapalin€. Nejjednodussi zptasob
zjisténi prab&hu penetrace testované latky kuzi je analyza receptorové kapaliny. Analyza

jednotlivych vzorkl receptorové kapaliny se nejcastéji provadi pomoci HPLC [16] [39].

Pomoci HPLC lze vyhodnotit kvantitu a kvalitu separované (testované) latky. K identifikaci
separovanych latek slouzi retencni ¢as. Retencni Cas se ziskd z chromatografického zaznamu.
Mnozstvi (kvantita) separované latky se stanovuje plochou zaznamenaného piku nebo vyskou

piku. Pro kvantitativni stanoveni lze pouzit n€kolik metod, mezi které patii:

e Metoda vné&jsiho standardu (kalibracni kiivka)
e Metoda piidavku standardu

e Metoda vnitiniho standardu.

Mezi nejjednodussi zpusoby patfi metoda kalibracni kiivky. Pfi metodé kalibracni kiivky se
analyzuji roztoky standardd o rizné, ale znamé koncentraci testované latky. Pti této metode se
ziska linearni zavislost plochy piku (vysky piku) na koncentraci testované latky, kterou lze
vyjadiit graficky. Pfi vy§§im poctu pouzitych kalibracnich roztokl se ziska presnéjsi zavislost

kalibraéni ptimky.

Ze ziskané kalibra¢ni ptimky lze odvodit vztah: x; = a + bc; , kde a znaci Gsek na ose y, b je
smérnice kalibra¢ni pfimky a x; predstavuje hodnotu veli¢iny X pro koncentraci ¢; [16] [39]

[44 - 46].

Po zjisténi kvantitativniho mnozstvi (koncentrace) testované latky v receptorové kapaling 1ze

pomoci odvozeného vztahu vypocitat parametr kumulativniho mnozstvi z rovnice (1):

1 —
Qx = E [(Vcela X Cx) + Vodbér %C=11 Ci] (l)
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Kde O je kumulativni mnozstvi v daném Case x, S je plocha kozniho modelu, Vee: znaci objem
difuzni cely, ¢ je koncentrace testované latky pii odberu, Voaer znaci objem jednoho odbéru
receptorové kapaliny, do které se absorbuje testovana latka kizi, c; je koncentrace testované

latky prvniho odbéru receptorové kapaliny.

Parametr kumulativni mnozstvi se znaci pismenem (), ktery vyjadiuje celkové mnozstvi
testované latky proslé za daného Casu, pficemz pocita s korekci ubytku testované latky

v difuznich celéach pfi odbérech.

Pti testovani in vifro se nejcasteji pouzivaji parametry Flux (tok) a Lag time. Tyto parametry
slouzi pro vyjadieni miry a rychlosti penetrace testované latky prochazejici kuzi. Flux je
definovan jako mnozstvi latky, které prostoupi za jednotku Casu pres urcitou plochu kozniho
modelu do receptorové kapaliny [nmol/cm?hod]. Lag time je definovan jako doba, kdy se
testovana latka penetrujici kazi objevi v receptorové kapalin€ [h]. Lag time je zavisly na
tloust’ce kozniho modelu, kdy pfi zvySujici tloustce se zvySuje i parametr Lag time [16] [28]

[39] [44] [47].

Na obrazku 5 je graf znazorfiujici prubéh absorpce latky aplikované ve formé tzv. kone¢né
davky. Jedna se o zavislost kumulativniho mnozstvi (J na ¢asu 7. PrasecCik L na ose x predstavuje

parametr Lag time. Flux v ustaleném stavu se ziska z gradientu dQ/dt linearni Casti grafu [47].

Kumulativni mnoZstvi Q

L Cas t

Obrazek 5 — Prubéh absorpce s kone¢nou davkou [47]
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1.9 Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Pro zjisténi prabéhu penetrace testované latky kazi do receptorové kapaliny se nejCastéji
pouziva vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC). Na obrazku 6 je znazornéno schéma

kapalinového chromatografu.

Kapalinova chromatografie slouzi k separaci slozek vzorku za ti¢elem stanoventi jejich kvantity
a kvality ve vzorku. Pti kapalinové chromatografii se pouziva kapalnd mobilni faze. Separace
latek se uskuteCiiuje mezi mobilni a staciondrni fazi. Z hlediska fyzikalné-chemického principu
déleni muzeme kapalinovou chromatografii rozdélit na adsorpéni, rozdélovaci, iontoveé-

vymenou, gelovou a afinitni chromatografii.

Pro transport mobilni faze stacionarni fazi je zapotiebi vysokotlaké Cerpadlo. Pouzivaji se
linearni Cerpadla, kde se davkuje stejné mnozstvi mobilni faze, av§ak nemuze ménit sloZeni
mobilni faze a jednopistova recipro¢ni ¢erpadla, u kterych je mozno menit sloZeni mobilni faze.
Nevyhodou jednopistového reciprocniho Cerpadla jsou vznikajici pulsy, které mohou byt
eliminovany napiiklad pouzitim druhého pracovniho valce s pistem, pracujicim v opacné
periodé. Diky pouzitému tlaku musi kolony odolévat vysokému tlaku mobilni faze, a z toho

divodu se vétsinou pouzivaji tlustosténné ¢i ocelové trubice.

Aby bylo dosazeno vysoké u¢innosti kapalinového chromatografu, je zapotiebi, aby stacionarni
faze obsahovala velmi malé Castice s pravidelnym tvarem a jednotnou velikosti. Systémy se
rozdé€luji podle relativni polarity staciondrni a mobilni faze na systémy s normalnimi fazemi
(polarni sorbent) a na systémy s opaCnymi fazemi (nepolarni sorbent). Mezi stacionarni faze
patii silikagel, alumina. Mobilni fazi maze byt hexan, heptan pfipadné v systému s opacnymi

fazemi muze byt jako mobilni faze voda ve smési s acetonitrilem, methanolem a ethanolem.

Slozeni mobilni faze ma vliv na eluce. Pokud méa mobilni faze konstantni slozeni béhem
analyzy, tak se jedna o izokratickou eluci. Pokud je slozeni mobilni faze slozité, tak nelze pouzit
izokratickou eluci, nybrz gradientovou eluci. U izokratické eluce zustava polarita konstantni,

na rozdil u gradientové eluce, kdy se polarita v prubéhu analyzy méni.

Dévkovani vzorku u HPLC je problém, diky vysokému tlaku mobilni faze. Je potieba
nastfiknout vzorek s pfesné¢ definovanym objemem. Pro davkovani vzorku se pouziva

Sesticestny ventil s davkovaci smyckou o definovaném objemu.

Detektor zaznamenava signal, ktery je dan rozdilem mezi prichodem Cisté mobilni faze a

mobilni faze, obsahujici eluovanou slozku neboli vzorek. Mezi pouzivané detektory u HPLC
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patii spektrofotometricky (DAD), fluometricky a hmotnostni detektor [48 - 51].

Mobilni faze A

[ -
. ® B)
tl:ll;n‘zya [It;obllmch ®
| — —
O\ @) !
R DOBOKS

-
|

Vysokotlaké ¢erpadlo

Obrazek 6 — Schéma kapalinového chromatografu [52]
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité pristroje a vybaveni

2.1.1 Kapalinovy chromatograf
Pro analyzu odebranych vzorka byl vyuZzivan vysokotlaky kapalinovy chromatograf Shimadzu

Nexera X2 (obrazek 7).

N4
B . Y

%

N

Obrazek 7 — Vysokotlaky kapalinovy chromatograf Shimadzu Nexera X2

2.1.2 Vyhrivany blok
Béhem testovani penetrace kyseliny benzoové riznymi modely kize, byly difuzni cely vlozeny
do vyhfivaného bloku. Pro testovani byl vyuzit vyhiivany blok od firmy Copley Scientific.

Behem testovani byla udrzovana stalé teplota receptorové kapaliny a rychlost michéani. Teplota
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byla nastavena na 32 °C a rychlost michani na hodnotu 400 RPM pro vSechna méteni. Ve

vyhiivaném bloku muze byt celkem az 10 difuznich cel (obrazek 8).

. Ovlidaci za¥izeni teploty a
rychlosti michédni

Obrazek 8 — Vyhtivany blok od firmy Copley Scientific

2.1.3 Vertikalni Sroubovaci difuzni cely

Pro testovani penetrace kyseliny benzoové modely kuize, byly vyuzivany vertikalni difuzni cely
se Sroubenim. VSechna testovani byla provadéna na vertikalnich difuznich celach od firmy
Copley Scientific. Sroubovaci difuzni cely jsou sloZeny z donorové a receptorové &asti,
vzorkovaciho raminka, magnetického michadla, gumové zatky a dvou té€snéni, mezi néz se

umistuje kiize nebo kozni model (obrazek 9).

Do donorové Casti komurky byla na povrch kiize aplikovana kyselina benzoova. Receptorova
Cast byla naplnéna receptorovou kapalinou (fyziologicky roztok) tak, aby se dotykala kozniho
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modelu. Pro spravny prubeh penetrace musela byt receptorova kapalina bez vzduchovych
bublin. Pomoci injekéni stiikacky byly vzorkovacim raminkem odebirané v urCitém intervalu
vzorky receptorové kapaliny, které byly pfevedeny do oznacenych vialek. Odebiralo se 0,5 ml
vzorku, a nasledné pomoci jiné injekéni stiikacky byla cela doplnéna 0,5 ml receptorové
kapaliny, tak aby hladina v difuzni cele dosahovala po oznaCenou rysku na vzorkovacim

raminku.

Obriazek 9 — Vertikalni difuzni cela od firmy Copley Scientific

Magnetické michadlo slouzi pro cirkulaci receptorové kapaliny, aby bylo dosazeno konstantni
koncentrace kyseliny benzoové v celém objemu receptorové kapaliny. Model kiize byl vlozen
mezi ob¢ tésnéni tak, aby neunikala receptorova kapalina. Gumova zatka je vhodna tehdy, je-li

v receptorové Casti tékava kapalina, ktera by se beéhem testovani mohla vypafit.

Rozméry Sroubovaci cely jsou znazornény v tabulce €. 1 s oznaenymi ¢astmi difuzni cely na

obrazku 10.
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Tabulka 1 — Rozméry Sroubovaci cely Copley Scientific

Oznaceni Parametry VDC se §roubenim [mm)]
a Vnitini primér 15
b Vyska donoru 27
c Vyska receptoru 57
d Vnéjsi pramér 24
- Sty&na plocha cely [cm?] 1,77
- Objem cely (receptorova cast) [ml] 12
- Magnetické michadlo 13x3

Obrazek 10 — Rozmeéry vertikalni difuzni cely od spolecnosti Copley Scientific

2.1.4 Ultrazvuk
Pro odplynéni a lepsi rozpousténi roztoku byl vyuzivan ultrazvuk Bendelin Sonorex RK540

(obrazek ¢. 11). Odplynéni roztokt bylo dulezité pro mobilni faze do HPLC a pro fyziologicky

roztok.

Obrazek 11 — Ultrazvuk Bendelin Sonorex RK 540
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2.1.5 Raznice

Raznice byla vyuzivana pro vyrazeni modelu kiize ve tvaru kruhu o priméru 25 mm. K vyrazeni
modelu kize bylo kromé raznice vyuzivano kladivo, kterym se tlouklo na vrchni ¢ast raznice.
Nasledné byl model kize upraven nizkami do poZzadovaného priméru. Model kiize musel
dobfe zapadnout do Sroubovaci cely, jinak by z davodu Spatného umisténi kozniho modelu

mohla protékat receptorova kapalina. Na obrazku 12 je raznice.

@0 REDMINOTE 9 FRO
OO 4l QUAD GAMERA

Obrazek 12 — Raznice

2.1.6 Injekeni strikacky
K odbéru vzork béhem testovani byly vyuzivany injekeni stfikacky Injekt — F od firmy
B|BRAUN, o objemech 1 a 6 ml s jehlou (obrazek 13). Odbéry vzorka za pomoci jehly, byly

provadény vzdy ze stiedu receptorové Casti t€sné€ nad magnetickym michadlem.

Obrazek 13 — Injekeni stitkacky Injekt — F od firmy BBRAUN
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2.1.7 Analytické vahy
Pro odvazeni chemikalii byly vyuzivany analytické vahy Mettler — Tolledo XS205DU (obrazek

14). Nejcastéji pro odvazeni kyseliny benzoové a chloridu sodného (fyziologicky roztok).

Obrazek 14 — Analytické vahy Mettler — Tolledo XS205DU

2.1.8 Ru¢ni krimpovaci klesté
Krimpovaci klesté slouzily pro zavirani vialek obsahujici vzorky (obrazek 15). Pro uchovani
vzorkll byly pouzity dva typy vialek-Sroubovaci a nesroubovaci. Prave u neSroubovacich vialek

byly zapotiebi tyto kleste, diky nimz bylo mozno vialky uzavfit.

Obrazek 15 — Ruéni krimpovaci kleste

2.1.9 Pristroj na pripravu ultracisté vody (UPW)
Ultracista voda byla pfipravena za pomoci zafizeni s nazvem Select Neptune Ultimate — Purite.

UPW byla vyuZzivana pro pfipravu vSech roztoku.
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2.2 Pouzité chemikalie

Pro testovani kozni penetrace byly pouzity tyto chemikalie:

e Kyselina benzoova C7HsO2

e Chlorid sodny NaCl

e Trifluoroctova kyselina CoHF302 (TFA)
o Acetonitril C:HsN (ACN)

e Ultradista voda (UPW)

e Ethanol C:Hs0H

2.3 Priprava roztoku

2.3.1 Priprava mobilni fize A (MFA)

Mobilni faze A byla pfipravena z ultracist¢ vody (UPW) a 10 mM kyseliny trifluoroctové
(TFA). Pomoci odmérného valce byl do zasobni lahve odméfen 1 litr UPW a odpipetovano 0,77
ml TFA. Roztok v zasobni lahvi byl uzavien a promichan. Nasledn€ byla pooteviena lahev

s roztokem vlozena do ultrazvukové 14zné€, kde byl roztok odplynén.

2.3.2 Priprava mobilni fize B (MFB)

Mobilni faze B byla pfipravena z acetonitrilu (ACN) a 10 mM TFA. Pomoci odmérného valce
byl do zasobni lahve odméfen 1 1 ACN. Pomoci automatické pipety bylo do zasobni lahve
s ACN odpipetovano 0,77 ml TFA. Roztok v z&sobni 1ahvi byl uzavien a promichan. Nasledné

byla pooteviend lahev s roztokem vlozena do ultrazvukové lazné€, kde byl roztok odplynén.

2.3.3 Priprava fyziologického roztoku (FR)

Fyziologicky roztok byl pfipraven z chloridu sodného a UPW. Na vahéch bylo odvazeno 9 g
chloridu sodného do piipravené 1 000 ml odmérné bariky a ptidano cca S00 ml UPW. Pro lepsi
rozpousténi chloridu sodného byla baika sroztokem vlozena do ultrazvukové lazné. Po

rozpusteéni chloridu sodného v UPW byla odmérné baiika doplnéna po rysku UPW.

2.3.4 Priprava roztoku kyseliny benzoové (c=4 g/l)

Roztok kyseliny benzoové o koncentraci 4 g/l byl piipraven odvazenim 100 mg kyseliny
benzoové na analytickych vahach, do 25 ml odmémé bariky. Nasledné byl do poloviny
odmérmé banky ke kyseliné benzoové pfidan 50 % ethanol (130 ml UPW + 120 ml ethanolu
(96 %)). Roztok byl nésledn€¢ vlozen do ultrazvukové 14zn€ pro lepsi rozpusténi kyseliny

benzoové. Nasledné byla barika doplnéna po rysku 50 % ethanolem.
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2.3.5 Priprava standardi pro kalibra¢ni krivku

Pro kvantitativni stanoveni kyseliny benzoové byla pouzita metoda vnéjsiho standardu neboli
kalibracni kiivky. Bylo pfipraveno 6 standardi o rizné koncentraci kyseliny benzoové. Do
100 ml odmérné bariky bylo na analytickych vahach odvézeno 10 mg kyseliny benzoové. Do
bariky bylo nasledné pfidano 50 ml fyziologického roztoku (FR) a baika byla umisténa pro
lep$i rozpousténi kyseliny benzoové do ultrazvukové 1azn€. Po rozpusténi kyseliny benzoové
ve FR byla barka doplnéna po rysku FR. Takto ptipraveny roztok byl oznafen jako zasobni

roztok (SS) o koncentraci 100 mg/l kyseliny benzoové.

Nasledné z tohoto SS byly pfipraveny dalsi roztoky. Pfiprava a fedéni zbylych roztoku je
uvedena v tabulce €. 2. VSechny pfipravené roztoky byly doplnény po rysku FR.

Tabulka 2 — Piprava roztoki pro kalibra¢ni kiivku 0,01-100 mg/1

Roztok | Objem FR [ml] Redéni Koncentrace [mg/1]

SS 100 - 102,2
S1 10 2 ml SS 20,44
S2 10 1 ml SS 10,22
S3 10 0,5 ml SS 5,11

S4 10 1 ml S2 1,022
S5 10 1 ml S4 0,102
S6 10 1 ml S5 0,0102

2.3.6 Priprava roztoku kyseliny benzoové pro zjiSténi jeji stability

Pro zjisténi stability roztokt kyseliny benzoové byly pfipraveny 3 roztoky o riznych
koncentracich. Do 100 ml odmémé baiky bylo odvazeno na analytickych vahach 10,33 mg
kyseliny benzoové. Do 2/3 baiky byl piidan fyziologicky roztok a barika s roztokem umisténa
do ultrazvukové lazné. Nasledné byla barika doplnéna po rysku fyziologickym roztokem. Timto
zpusobem byl ziskan roztok o koncentraci 103,3 mg/l. Nasledné byly ztohoto roztoku

pfipraveny tfi roztoky o koncentracich 10,33; 5,165 a 1,033 mg/l.
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2.4 Pouzité kozni modely
Pro testovani kozni penetrace byly vyuzity praseci kiize z unich boltct, komercni praseci kiize
z u$nich boltct, lidské kuze, syntetické membrany (M-Strat membrany) a Cerstvé praseci kuze

z u$nich boltct domaciho prasete.

2.4.1 Praseci kuze z uSnich boltca

Testovani kozni penetrace probihalo u 18 praseCich kazi z usnich boltct. Testovani bylo
rozdéleno na 2 pokusy. Testovalo se u vybranych modela praseci kiize, které byly rozdéleny
podle tloustky na tenké a silné modely ktiZze. U n€kterych koznich modelt byly zaznamenany

pigmentové skvrny a zilky.

2.4.2 Komerc¢ni prasedi kaze

Komer¢ni praseci kiize z usnich boltct jsou prodavany zmrazené v predem vyrazenych kuzi ve
tvaru kruhu o plose 4,52 cm? Testovani komerénich prasedich kizi probihalo ve dvou
pokusech. Celkem bylo pouzito 20 vzorkt komer¢nich prase¢ich kazi. V tabulkach ¢. 3 a4 jsou

uvedeny tloustky kuzi.

Tyto komer¢ni kiize vykazovaly jistou variabilitu. Nékteré kaze obsahovaly zily, které mohou
urychlit kozni penetraci kyseliny benzoové. Byla rozdilna i tloustka kazi. U prvniho testovani
se v koznich modelech s ¢. 2,3 a 4 vyskytovaly zily. U druhého testovani se zily vyskytly u

koznich modeli s ¢. 2,3.8 a 9.

Tabulka 3 — Tloustky komercnich kazi Tabulka 4 — Tloustky komercnich kizi
Model kiize | Tloustka kiize [um] Model kiize | Tloust'ka kiize [um]
1 966 1 1110
2 1039 2 2246
3 1069 3 1075
4 1569 4 1925
5 1990 5 1246
6 1773 6 2304
7 910 7 1891
8 2686 8 1535
9 1901 9 957
10 2549 10 2523
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2.4.3 Lidska kuze
Pro testovani kozni penetrace byla pouzita lidska kaze. Lidska kiize je nejvhodnéjsim modelem
pro metody in vitro, avSak moznosti ziskani lidské kiize jsou omezené. Lidska kize je podfizena

mezinarodnim a nadrodnim etickym uvaham.

Pouzité lidské kiize Xenoskin byly od firmy Essence Line, s.r.o. Tyto lidské kaze byly
dermatomované, coz znamena, ze kiize byly zbaveny spodni vrstvy dermis. Pro testovani kozni
penetrace bylo vyuzito 10 modeld kize. Bylo pouzito 7 lidskych kuzi z bfisnich Casti od

zenského darce a 3 lidské kize od muzského darce (tabulka €. 5)

Tabulka S — Popis lidskych ktzi

Oznaceni pozice kuze Darce Ciselné oznadeni kiize
123a4 Zensky 1027-01-0619
5,6a7 Zensk}'/ 1023-01-0519
8,9al0 Muzsky 1047-01,1019

2.4.4 M-Strat membrany
Pro testovani kozni penetrace byly pouzity i syntetické Strat-M membrany. Podle pokynu

vyrobce nemusi byt tyto membrany pred testem hydratovany.

2.4.5 Praseci kuze z uSnich boltcu domaciho prasete
Pro testovani byla vyuzita i Cerstva praseci kiize z usnich boltcti od domaciho prasete (obrazek
¢. 16). Prase bylo zabito 17. bfezna 2022 a test byl provadén 22.-23. biezna 2022. Praseti byly

odfiznuty usi, které nesmély byt spafeny, jinak by doslo k poskozeni vrchni vrstvy kiize.

Obrazek 16 — Praseci usi z doméaciho prasete
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2.5 Testovani koZni penetrace

Celkem bylo provedeno 7 testovani kozni penetrace pfi stejn¢ definovanych podminkach.
Podminky testovani jsou znazornény v tabulce ¢. 6. Doba testovani byla kromé jednoho

testovani piiblizn¢ stejné, o délce 25 hodin.

Tabulka 6 — Parametry pfi testovani kozni penetrace

Parametry Popis

Typ cely Cela se Sroubenim
Plocha kozniho modelu 1,77 cm?

Macen model kize Ne

Koncentrace aplikované kyseliny benzoové | 4 g/l

Objem aplikované davky kyseliny benzoové | 45 ul

Donorova kapalina 50 % ethanol
Receptorova kapalina Fyziologicky roztok
Objem receptorové kapaliny 12 ml

Teplota 32°C

Michéni receptorové kapaliny 400 rpm

Objem odbéru vzorku 0,5 ml

Okluze Ne

2.5.1 Priprava koznich modelu pred testem

Priprava koznich modell patfila mezi nejdulezitéjsi kroky testovani kozni penetrace. Praseci
kize z usnich boltct, komeréni prase¢i kize a lidska kuze byly zmrazeny a musely byt pied
testovanim kozni penetrace vyjmuty z mrazaku, a pfi laboratorni teplot€ rozmrazeny po dobu

pfiblizné pul hodiny.

2.5.1.1 P¥iprava praseci kuze z usnich boltca

Praseci kuze z usnich boltci byla vyndana z mrazaku a pfi laboratorni teploté rozmrazena.
Nasledné byly pomoci raznice do kize vyrazeny terCiky ve tvaru kruhu. Pro lepsi vyrazeni
modelu kize bylo pouzito kladivo, kterym se tlouklo na horni ¢ast raznice. Pokud byla tloustka
ktize vyssi, tak nebylo model kiize mozné vyrazit. V té€chto ptipadech byly pouzity nlzky,

kterymi se modely kuze upravily do pozadované velikosti, tak aby se vesly do Sroubovaci cely.
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2.5.1.2 Priprava praseci kuze

Komer¢ni praseci kiize byly vyndany z mrazaku a pii laboratorni teploté se nechaly volné
rozmrazit. Kazda komer¢ni kiize byla uz vyrazena do tvaru kruhu, zvlast zabalena do obalu a
oznacena. Pfi pouziti Sroubovacich cel, musely byt tyto kiize upraveny do pozadované velikosti.

Pozadovana velikost modeltu kize byla upravena pomoci nuizek.

2.5.1.3 Priprava lidské kuze

Lidské kuze byly vyndany z mrazaku a pfi laboratorni teploté se nechaly volné rozmrazit.
Kazda lidska kiize byla uz ve tvaru kruhu, zvlast' zabalena a oznaCena. Z davodu, Ze byly lidské
kaze dermatomované, byla prace s nimi velmi slozita, z toho divodu, ze byly po tomto procesu

velmi tenké. Nekteré modely kiize musely byt upraveny ntizkami.

2.5.1.4 Priprava Strat-M membrany
Aclkoliv Strat-M membrany byly ve tvaru kruhu, tak se do Sroubovacich cel jejich velikost
musela upravit nizkami. Podle vyrobce membran nemusi byt tyto membrany pied testem

hydratovany.

2.5.1.5 Priprava praseci kuze z uSnich boltcu domaciho prasete

Ptiprava praseci kiize z domaciho chovu byla nejslozitéjsi. Ziskané nespafené praseci usi byly
vodou zbaveny necistot. Nasledn€ bylo nutné tyto praseci usi oholit za pomoci holiciho strojku.
Holeni muselo probihat opatrn€, tak aby nedoslo k poskozeni kize, jinak by tato poSkozena
cast kiize nebyla vhodna pro testovani kozni penetrace. Nasledné byly za pomoci skalpelu

odfiznuty z vnitini ¢asti ucha platy kize (obrazky 17,18).

A \ \
Obrizek 17 — Prasei ucho po Obrizek 18 - Odfiznuta
odfiznuti kiize skalpelem Cast kuize z prase¢iho ucha
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Ze ziskanych odfiznutych k0zi byly pomoci raznice vyrazeny modely kiize ve tvaru kruhu
(obrazek €. 19). Ze dvou usi bylo ziskano 16 modela kiize. Na testovani bylo vyuzito 10 modela

kuze.

domaciho prasete

2.5.2 Priprava Sroubovacich difuznich cel

Pred testovanim byly vycisténé difuzni cely umistény do vyhtivaného bloku na 32 °C a rychlost
michéni byla nastavena na 400 rpm. Do kazdé cely bylo umisténo magnetické michadlo, pro
lepsi rozmichani receptorové kapaliny. Mezi ob¢€ té€snéni Sroubovacich difuznich cel byly
vlozeny modely kiize. Model kize musel dobfe sedét ve Sroubovaci cele, jinak by dochazelo
k protékani receptorové kapaliny. Horni Cast difuzni cely s modelem kiize byla zasroubovana

do receptorové Casti.

Pripraveny fyziologicky roztok byl pfed testovanim odplynén v ultrazvukové lazni, jelikoz
vzduchové bublinky byly v roztoku béhem testovani kozni penetrace nezadouci. Pomoci
injekéni stiikacky sjehlou byla receptorova ¢éast naplnéna fyziologickym roztokem
(receptorova kapalina) pfes vzorkovaci raminko. Fyziologicky roztok musel pomalu stékat po
vzorkovacim raminku, tak aby nedochazelo ke vzniku bublin. Timto zptisobem byly naplnény
viechny cely. Sroubovaci cely o objemu 12 ml byly doplnény fyziologickym roztokem po
oznaCenou rysku na vzorkovacim raminku. Takto pfipravené difuzni cely naplnéné
receptorovou kapalinou se nechaly ve vyhtfivaném bloku vyhtat na teplotu 32 °C. Pred
samotnou aplikaci testované latky byly cely zbaveny bublinek, které byly v receptorové
kapaling, nebo pod modelem kuze. Pokud by tam zustaly vzduchové bubliny, tak by
nedochazelo k absorpci testované latky do receptorové kapaliny a vysledky by byly zkreslené.
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2.5.3 Priprava pred testovanim

Pred zapoCetim testovani byl pracovni prostor dikladné vycistén, aby se zamezilo znecisténi
testované latky, difuznich cel a receptorové kapaliny. Pro odbér vzorku z kazdé difuzni cely
byla piipravena injek¢ni stfikacka s jehlou, kterd byla oznacena Cislem patfici umisténi difuzni
cely ve vyhiivaném bloku. Injek¢ni stiikacky pro odbéry vzorka byly o objemu 1 ml. Pro
dopliiovani difuznich cel fyziologickym roztokem byla pfipravena injekéni stiikacka o objemu
6 ml, kterd byla pro vSechny cely stejna. Pfed testovanim byly pfipraveny vialky do stojanu a
oznaCeny piislusnym cCislem patiicim umisténi difuzni cely, ze které byl odebran vzorek a

Cislem potadi odbéru.

2.5.4 Prubéh testovani

Po vyhrati difuznich cel a zbaveni vSech bublinek v receptorové kapalin€ byla aplikovana
testovand latka. Jako testovana latka byla pouzita kyselina benzoova o koncentraci 4 g/l
rozpusténd v 50 % ethanolu, pfi¢emz tento roztok byl pred testovanim jiz pfipraven a uschovan
v chladni¢ce. Roztok kyseliny benzoové byl odlit do mikrozkumavky pro lepsi davkovani. Na
automatické pipeté byl nastaven objem 45 ul. Pomoci automatické pipety byla testovana latka
aplikovana do donorové Casti na model kize o objemu 45 ul. S nadavkovanim testované latky
na prvni model kize byly zapnuty stopky. Testovana latka byla aplikovana na modely kuze

v intervalu 2 minut. Tento interval byl dodrzen i pfi odbérech vzorka.

Aby bylo zji§téno, zda kozni model neuvoliuje do receptorové kapaliny kyselinu benzoovou,
byla zvolena jedna cela s modelem kuze, kde nebyla aplikovana testovana latka kyseliny
benzoové. Pokud by byla zjisténa pritomnost kyseliny benzoové v receptorové kapaling, musela

by se tato koncentrace odecist od vSech koncentraci zbylych vzorku.

Odebirani vzorku probihalo v urcitych intervalech. Ze zaCatku se vzorky odebiraly Castéji a
postupné se interval odberu zvySoval. Celkova doba testovani byla do 24-25 hodin od
nadavkovani testované latky. U prvniho testovani komer¢nich prasecich kuzi, probihalo

testovani do 11 hodin. Podle pouzitého modelu kize byly intervaly odbéru trochu odlisné.

Vzorky se odebiraly pomoci injekéni stiikacky s jehlou. Kazda difuzni cela méla pro odbér
vzorku vlastni injekéni stiikacku s jehlou, aby se zabranilo zneci§téni receptorové kapaliny
jinou receptorovou kapalinou. Jehla byla zavedena vzorkovacim raminkem doprostied
receptorové kapaliny té€sné¢ nad magnetickym michadlem, kde byl odebran vzorek. Odebiralo
se vzdy ze stejného mista. Vzdy se odebiralo 0,5 ml vzorku, ktery byl pfeveden do pfedem

oznaCené vialky. Pomoci druhé injekcni stfikacky bylo do cely naddvkovano odebrané
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mnozstvi, tedy 0,5 ml. Hladina receptorové kapaliny sahala vzdy po oznafenou rysku na

vzorkovacim raminku. Vialky se vzorkem byly ihned uzavieny vickem.

Pii odbéru vzorki a dopliiovani receptorové kapaliny byla zvySena pozornost na vyskyt
bublinek. Vzniklé bublinky by se mohly dostat do mista pod modelem kuze, ¢i membrany a
mohly by ovlivnit absorpci kyseliny benzoové do receptorové kapaliny. Vzniklé bubliny musely
bytihned odstranény. Bubliny byly odstranény bud’ pomoci jehly, nebo naklonénim difuzni cely

tak, aby vzniklé bubliny unikly ptes vzorkovaci raminko ven.

2.5.4.1 Prubéh testovani prasecich kazi z usnich boltcu
Prvni testovani probihalo 24.-25. tinora 2022 a druhé testovani probihalo 1.-2. bfezna 2022.
Testovani bylo rozdéleno na 2 pokusy s 18 modely kazi. Testovalo se u vybranych modela

praseci klize, které byly rozdéleny podle tloustky na tenké a silné modely kuze.

Po aplikovani kyseliny benzoové na kozni modely byly spustény stopky. Obé testovani
probihala po dobu 25 hodin. Prvni 2 hodiny testovani probihaly odbéry po 20 minutach. Dalsi
3 hodiny testovani probihaly odbéry v intervalu 30 minut. Pak se vzorky odebiraly po dobu 2
hodin, v intervalu jedné hodiny. Posledni odbéry byly po 23, 24 a 25 hodinach od nadévkovani

testované latky na kozni model.

Testovani 1: Penetrace kyseliny benzooveé za pouZiti prasec¢i tenké kuze

Cela s €. 10 byla bez aplikované davky. Béhem 1 hodiny byl pozorovéan unik malych bublinek.
Tyto vzniklé bublinky byly po kazdém odbéru odstranény, aby neovliviiovaly prubéh kozni
penetrace. Pri¢inou vzniku malych bublin muZze byt zpusobeno dychanim kize. Béhem
testovani lehce protékala cela s Cislem 2. Po testu byla tato cela zasolena. U cel s¢. 1,2 a 10
byly ktize lehce propadlé a u cely s €. 5 byla kiize lehce vyboulena. U kontroly difuznich cel a
kazi po 23 hodinach testovani bylo zjisténo, ze kiize bylau cel s¢. 1, 2, 4, 5, 7 a 10 lehce
propadla. U cely s €. 2 byla zpozorovana bublina pod membranou, ktera byla ihned odstranéna.

Kromé cel s €. 5 a 10 byla receptorova kapalina siln¢ zakalena.

Testovani 2: Penetrace kyseliny benzoové za pouZiti prasedi silné kize

Bylo testovano 8 praseCich modell silné kaze. Ani u jedné zcel nebyl pozorovan unik
receptorové kapaliny. U cel s ¢. 1 a 9 byla kize lehce vyboulena. U cel ¢. 7 a 10 byla kiuze
lehce propadla. Zbylé kize byly natazené v difuznich celach. Po 23 hodinach testovani byla u
cel s¢. 1,3,8 a 9 receptorova kapalina silné zakalena. U cely s €. 1 byly zpozorovany pod

modelem kaze malé bublinky, které byly ihned odstranény.
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2.5.4.2 Prubéh testovani komerénich prasecich kuzi

Testovani probihalo 8.-9. bfezna 2022 a druhé testovani probihalo 10.-11. bfezna 2022.
Testovani komer¢nich prasecich kizi probihalo ve dvou pokusech. Celkem bylo pouzito 20
komer¢nich praseCich kazi, kdy 2 modely kize byly bez aplikace kyseliny benzoové. Ani u
jedné z cel s koznim modelem nebyla zjisténa piitomnost kyseliny benzoové v receptorové

kapaliné.

Testovani 3: Penetrace kyseliny benzoové za pouziti komeréni praseci kuze

Prvni testovani probihalo s 10 kiizemi, kde byla aplikovana kyselina benzoova do vsech cel.
Prvni 2 hodiny se vzorky odebiraly v intervalu 20 minut, dalsi 3 hodiny byl interval po 30
minutach. DalSich 5 hodin se vzorky odebiraly po hodiné. V posledni hoding se interval zkratil
na 30 minut. Celkem se testovalo 11 hodin. Na obrazku ¢. 20 jsou komer¢ni praseci kize pied

testovanim kozni penetrace.

Béhem testovani byly sledovany zmeény barvy koznich modeld, zakalenost receptorové
kapaliny a protékani difuznich cel pies t€snéni. Béhem prvnich 2 hodin byl sledovan vznik
malych bublinek pod membrénou. Tyto vzniklé bublinky byly po kazdém odbé&ru odstranény,

aby neovliviiovaly prubéh kozni penetrace.

Obrazek 20 — Komer¢ni praseci kiize pred testovanim kozni penetrace

U cely s ¢islem 10 bylo béhem testovani zpozorovano lehké unikani receptorové kapaliny
z difuzni cely. Unikani receptorové kapaliny mohlo byt zpiisobeno Spatnym umisténim kozniho
modelu. Kozni model pfesahoval pies tésnéni a tim mohl vytvofit prichod pro receptorovou
kapalinu. U cel s¢isly 1 a 10 byly objeveny béhem prvniho dne testovani bubliny pod

membranou, které byly ithned odstranény naklonénim difuzni cely. U kontroly difuznich cel a
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kGzi po 23 hodinach testovani, bylo zjisténo u cely 10 vznik bublin pod membranou. Po 23
hodinach byl také zpozorovan propad kuzi u cel s ¢isly 1 a 10. Po skonceni testovani byla
receptorova kapalina silné zakalena u cel s Cisly 6, 9 a 10. U zbylych cel byla receptorova
kapalina malo zakalena. Na obrazku ¢. 21 jsou komercni praseci kize po testovani kozni

penetrace.

Obrazek 21 — Komer¢ni praseci kuize po testovani kozni penetrace

Testovani 4: Penetrace kvyseliny benzoové za pouziti komeréni praseci kuze

Druhé testovani probihalo za pouziti 10 komercnich prasecich kazi. Na posledni dva modely
kazi nebyla aplikovana testovana latka. U difuznich cel bez aplikace probihaly odbéry vzorka
ve stejném intervalu jako u difuznich cel s aplikaci testované latky. U zbylych difuznich cel
byla aplikovana testovana latka kyseliny benzoové. Od prvni aplikace testované latky byly
spustény stopky. Prvni 2 hodiny se vzorky odebiraly v intervalu 20 minut, dal$i 3 hodiny byl
interval po 30 minutach. Dalsi 3 hodiny se vzorky odebiraly po hodiné. Posledni odbéry byly

po 23, 24 a 25 hodinach od nadavkovani testované latky na kozni model.

Po zacatku testovani byl zpozorovan unik receptorové kapaliny u cely s ¢islem 10. U této cely
na$tésti nebyla aplikovéana testovana latka. Kozni model v cele €. 10 byl lehce zkrouceny. Po
40 minutach byl zpozorovan lehky tnik receptorové kapaliny u cely s Cislem 5, jelikoz nebyla
utazend donorova Cast. Po utazeni cely jiz receptorova kapalina neunikala. Béhem testovani
nebyl zpozorovan jiny tnik receptorové kapaliny nezli u cely s ¢islem 10. U cely s ¢islem 1
byla objevena bublina pod membranou, ktera byla ihned odstranéna naklonénim difuzni cely.
Po 23 hodinach testovani byl zpozorovan propad kozniho modelu u cel s ¢isly 1,3 a 5. U cel

s Cisly 6 a 10 byla receptorova kapalina hodné zakalena.
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2.5.4.3 Prubéh testovani lidské kuze

Testovani 5: Penetrace kyseliny benzoové za pouZiti lidské kiize

Testovani probihalo 17.-18. bfezna 2022. Bylo pouzito celkem 10 lidskych kazi. Jedna difuzni
cela s Cislem 10 byla bez aplikace testované latky. U cely s koznim modelem ¢. 10 nebyla

zjisténa pritomnost kyseliny benzoové v receptorové kapaling.

Po aplikovani testované latky byly zapnuty stopky. Prvni 2 hodiny se vzorky odebiraly
v intervalu 20 minut, dal§i 3 hodiny byl interval po 30 minutach. Dalsi 2 hodiny se vzorky
odebiraly po 1 hodin€. Posledni odbéry byly po 23 a 24 hodinach od nadavkovani testované
latky na kuzi.

Hned po zacatku testovani byl zpozorovan lehky unik receptorové kapaliny u cely s ¢islem 3.
Unik kapaliny mohl byt zptsoben §patné umisténym koznim modelem mezi ob& tésnéni. U
vSech lidskych modelt bylo zpozorovano lehké vybouleni kiizi. Mohlo to byt tim, ze kiize byly
dermatovany a tim padem byly velmi tenké a pruzné. Vzdy pti odbéru vzorku byl zpozorovan
propad kuze, diky ubytku receptorové kapaliny. Béhem prvni hodiny se objevovaly pod
membranou malé bublinky pod kuzi, které byly vzdy ihned odstranény, aby nerusily prubéh
kozni penetrace. U cely s ¢islem 3 byly objeveny bubliny pod membranou, které byly ihned

odstranény naklonénim difuzni cely.

Diky tomu, ze lidské kize byly dermatovany, tak kozni penetrace testované latky probihala
velmi rychle a prvni den se odebiraly vzorky do 7 hodin od nadavkovani testované latky. Po 23
hodinach byla propadla kize u difuznich cel s Cisly 3,7 a 10. U cely s ¢islem 3 byl zpozorovan
ubytek receptorové kapaliny. Bublina pod kuzi byla pozorovana u difuznich cel s Cisly 1 a 3.
Receptorova kapalina byla u vSech cel téméf bez zakalu. Na obrazku ¢. 22 jsou lidské kaze po

24 hodinach testovani kozni penetrace.

:
o

Obrazek 22

— Lidské kaze po testovani kozni penetrace
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2.5.4.4 Prubéh testovani Strat-M membranou

Testovani 6: Penetrace kyseliny benzoové za pouziti Strat-M membrany

Testovani probihalo 15.-16. biezna 2022. Bylo pouzito celkem 10 syntetickych membran. Jedna
difuzni cela s ¢islem 10 byla bez aplikace testované latky. U cely se Strat-M membranou

s Cislem 10 nebyla zjiSténa pfitomnost kyseliny benzoové v receptorové kapaling.

Po aplikovani testované latky byly zapnuty stopky. Prvni 2 hodiny se vzorky odebiraly
v intervalu 20 minut, dal§i 3 hodiny byl interval po 30 minutach. Dalsi 3 hodiny se vzorky
odebiraly po hoding. Posledni odbéry byly po 23, 24 a 25 hodinach od nadavkovani testované

latky na membranu. Na obrazku €. 23 jsou Strat-M membrany v donorové ¢asti difuznich cel.

Obrazek 23 — Strat-M membrany po testovani umisténé ve Sroubeni difuzni cely

Béhem prvni hodiny testovani se pod koznimi modely objevovaly malé bublinky. Tyto vzniklé
bublinky byly odstrafiovany. Behem testovani protékaly difuzni cely s ¢islem 5 a 10. Synteticka
membrana u difuzni cely s Cislem 5 byla Spatn€ sestiihnuta, a proto unikala receptorova
kapalina. U difuzni cely s Cislem 10 nebyl shledan divod protékani. Béhem testovani se
objevily bublinky v difuzni cele s Cislem 5 a 10, které byly ihned odstranény, aby se nedostaly
pod membranu, kde by negativné ovlivnily kozni penetraci testované latky. Byly zpozorovany

mens$i bublinky na sténach difuznich cel s Cisly 1 a 4, které byly odstranény.
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2.5.4.5 Prubeéh testovani praseci kize z usnich boltcu domaciho prasete

Testovani 7: Penetrace kvyseliny benzooveé za pouZiti prase¢i kiize z domaciho prasete

Testovani probihalo 22.-23. bfezna 2022. Bylo pouzito celkem 10 prase€ich kuzi. Jedna difuzni
cela s Cislem 10 byla bez aplikace testované latky. U cely s koznim modelem ¢islem 10 byla
zjisténa piitomnost kyseliny benzoové v receptorové kapaling, a proto tato koncentrace byla

odectena od koncentraci vzorku, kde byla aplikovana testovana latka.

Po aplikovani testované latky byly zapnuty stopky. Prvni 2 hodiny se vzorky odebiraly
v intervalu 20 minut, dal§i 3 hodiny byl interval po 30 minutach. Dalsi 4 hodiny se vzorky
odebiraly po hodiné. Posledni odbéry byly po 23 a 24 hodinach od nadédvkovani testované latky

na kozni model.

Béhem prvni hodiny testovani se pod koznimi modely objevovaly malé bublinky. Tyto vzniklé
bublinky byly odstrafiovany. Kozni modely s Cisly 1-8 v difuznich celach byly dobfe natazeny,
ale kozni modely s ¢isly 9 a 10 byly lehce propadlé. Beéhem testovani lehce unikala receptorova
kapalina u difuzni cely s ¢islem 10. Po 24 hodinach testovani byla zpozorovana u difuznich cel
s Cisly 3 a 10 mensi bublina pod membranou. Propadla kiuze byla u difuzni cely ¢. 10, zbylé
ktize byly dobfe natazeny v difuznich celach. Receptorova kapalina byla siln¢ zakalena u

difuznich cel s ¢isly 1,3,4,6 a 7.
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2.6 Analyza vzorku

Analyza vzorkd probihala pomoci vysokotlakého kapalinového chromatografu Shimadzu
Nexera X2. OznaCené vialky s odebranymi vzorky byly vlozeny do autosampleru HPLC.
Celkem se do autosampleru najednou veslo 105 vzorkd. Analyza vzorka s kyselinou benzoovou

probihala za definovanych podminek (tabulka ¢. 7), kdy byla pouzita validovana metoda.

Tabulka 7 — Podminky pfi analyze vzorkt

Parametry Hodnoty

Ptistroj Shimadzu Nexera
Kolona v HPLC InertClone 5 um ODS (2) 150 A; 150 x 4.6 mm
Prutok MF [ml/min] 1,5

MFA 10 mM TFA / UPW
MFB 10 mM TFA / Acetonitril
Pomér MF A:B 50:50 (isokratika)
Objem nasttiku [pl] 20

Vinova délka A [nm] 240

Temperace kolony [°C] 30

Cas analyzy [min] 4

RT (kyselina benzoova) [min] 1,78

2.7 Vyhodnoceni vysledkii

Pomoci HPLC byl ziskan chromatograficky zaznam, ze kterého byla urCena kvantita kyseliny
benzoové. Mnozstvi (kvantita) kyseliny benzoové bylo stanoveno z velikosti plochy piku. Pro
stanoveni koncentrace odebranych vzorkdl byla pouzita metoda kalibracni kfivky. Po
vyhodnoceni kvantitativniho mnozstvi (koncentrace) kyseliny benzoové bylo vypocitano

kumulativni mnozstvi kyseliny benzoové v daném Case z rovnice (1) v kapitole 1.8.

Pro vyhodnoceni hodnot Fluxu a Lag time byl pouzit software SAMPA z Univerzity Karlovy
nachazejici se v Hradci Kralové. Do softwaru byly zaddvany hodnoty kumulativniho mnozstvi

v zavislosti na ¢ase.
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3 VYSLEDKY

3.1 Chromatograficky zaznam kyseliny benzoové

Na obrazku €. 24 je znazornén chromatograficky zdznam kyseliny benzoové o koncentraci 5,37
mg/l rozpustény ve fyziologickém roztoku. Analyza probihala pfi vinové délce 240 nm. Pik

kyseliny benzoové se nachazel v retencnim case 1,768 min.
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Obrazek 24 — Chromatograficky zaznam kyseliny benzoové o ¢=5,37 mg/l

3.2 Kalibra¢ni krivka

Pro stanoveni neznamych koncentraci kyseliny benzoové ve vzorcich byla pouzita metoda
vngjsiho standardu. Bylo pfipraveno 6 standardi o znamé koncentraci. Tyto standardy byly
analyzovany pomoci HPLC za stejnych podminek jako analyza odebranych vzorku (tabulka ¢.

6). Z kazdého chromatografického zaznamu byly ziskany plochy piku jednotlivych standarda,

které jsou zobrazeny v tabulce €. 8.
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Tabulka 8 — Koncentrace standardi a jejich plochy

Koncentrace [mg/1] Plocha piku
0,0102 169
0,102 3407
1,02 33154
5,11 177607
10,22 354415
20,44 710749

Ze znamych koncentraci jednotlivych standardi a ze ziskanych ploch byla vytvorena kalibra¢ni
kiivka kyseliny benzoové (graf ¢. 1). Z kalibracni kiivky byla ziskdna rovnice, ze které byly
vypoditany koncentrace kyseliny benzoové odebranych vzorks. Hodnota spolehlivosti R% byla

0,99999. Cim blizsi hodnota spolehlivosti je k 1, tim presn&ji jsou standardy piipraveny.

Graf 1 — Kalibra¢ni ktivka kyseliny benzoové
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3.3 Stabilita roztoku

Nejprve byly pfipraveny 3 roztoky o znamé koncentraci. Pripravené roztoky byly analyzovany
pomoci HPLC za stejnych podminek jako analyza odebranych vzorka (tabulka ¢. 7). Roztoky
byly uchovany po celou dobu v chladni¢ce. Pfed analyzou byly roztoky vyndany z chladnicky
a odebrany do pfipravenych vialek. Analyza stability roztokd probihala po dobu 72 hodin
v intervalu 24 hodin. Zméfené hodnoty jsou v tabulkéch €. 9, 10 a 11. Nejvetsi zmény byly
zaznamenany u roztoku s koncentraci 10,33 mg/l. Z namétenych hodnot je patrné, ze roztoky

byly stabilni.

Tabulka 9 — Zavislost plochy piku kyseliny benzoové na €ase (c=1,033 mg/l)

Koncentrace [mg/1] Cas [hod] | Plocha piku | Vyska piku Zména ploch %
1,033 0 35705 12234 0
24 35657 12198 -0,1344
48 35656 12048 -0,1372
72 35641 12047 -0,1792

Tabulka 10 — Zavislost plochy piku kyseliny benzoové na Case (c=5,165mg/1)

Koncentrace [mg/1] Cas [hod] | Plocha piku Vyska piku Zména ploch %
5,165 0 174805 59538 0
24 174915 59197 +0,0629
48 173460 58226 -0,7694
72 172764 57779 -1,1676

Tabulka 11 — Zavislost plochy piku kyseliny benzoové na Case (c=10,33 mg/l)

Koncentrace [mg/1] Cas [hod] | Plocha piku Vyska piku Zména ploch %
10,33 0 352287 119579 0
24 351170 118649 -0,3171
48 348318 116890 -1,9782
72 344840 115639 -2,1139
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3.4 Praseci kuze z uSnich boltcu

Testovani 1: Penetrace kyseliny benzoové za pouZiti praseci tenké kuze

Naméfené hodnoty jsou uvedeny v pfiloze A a B. Cela s €. 10 byla bez aplikace testované latky.
U cely s¢. 2 byl zpozorovan Unik receptorové kapaliny. Tato cela nebyla zapocitana do
celkového hodnoceni. Pti prvnim odbéru byla jiz kyselina benzoova pfitomna v receptorové
kapaling, avSak jeji koncentrace zistavala téméf po dobu 40 minut neménna. V tabulce €. 12
jsou znazornény hodnoty Fluxu, Lag time a vstiebani kyseliny benzoové. V grafu ¢. 2 je

zobrazena absorp¢ni kiivka s primérnymi hodnotami Q.

Tabulka 12 — Hodnoty penetrace (praseci tenka kuze)

FDC Flux Lag time | vstiebani
[ug/cm?/h] [h] [%o]

1 11,664 1,09 82,78
3 9,555 0,55 54.44
4 9,533 1,19 75,00
5 12,813 0,99 73.33
6 8.398 1,15 63.89
7 5,889 0,64 55,56
8 5,856 0,65 40,00
9 12,685 0,88 72.78
pramér 9,55 0,89 64,72
median 9,54 0,93 68,33
SD 2,58 0,24 13,10
RSD 27,04 26,29 20,24
min 5,86 0,55 40,00
max 12,81 1,19 82,78

Graf 2 — Absorp¢ni kiivka s praimérnymi hodnotami Q (praseci tenka kuze)
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Testovani 2: Penetrace kyseliny benzoové za pouZiti praseci silné kiize

Naméfené hodnoty jsou uvedeny v piiloze C a D. Béhem testovani neunikala receptorova
kapalina z zadné difuzni cely. Kyselina benzoova byla ptitomna v prvnim odbéru vzorku a jeji
koncentrace zustavala neménna po dobu 1 hodiny. Diky krats$i dobé testovani nebyla ziskana
ktivka esovitého tvaru, kde byl zaznamenan zlom, kdy mnozstvi kyseliny benzoové uz tolik
nestoupa. V tabulce €. 13 jsou hodnoty penetrace a v grafu €. 3 je znazornéna absorp¢ni kfivka

s praimérnymi hodnotami Q.

Tabulka 13 — Hodnoty penetrace (praseci silné kize)

FDC Flux Lag time | vstiebani
[ug/cm?/h] [h] [%0]

1 3,824 2,13 60,00
2 3,757 2,38 56,11
3 6,393 1,85 69,44
4 2,305 2,79 40,00
5 2,385 1,24 4222
6 4831 1,16 45,56
7 5,595 1,43 61,11
8 5,905 1,68 75,00
pramér 4,38 1,83 56,18
median 4,33 1,77 58,06
SD 1,49 0,59 12,75
RSD 30,62 30,79 22,70
min 2,31 1,16 40,00
max 6,39 2,79 75,00

Graf 3 — Absorp¢ni kiivka s primérymi hodnotami Q (praseci silné kuze)
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3.5 Komerc¢ni praseci kiize

Testovani 3: Penetrace kyseliny benzoové za pouziti komeréni praseci kuze

Naméfené hodnoty jsou uvedeny v ptiloze E a F. U cely €. 10 bylo zpozorovano lehké unikani
receptorové kapaliny, z duvodu $patného umisténi kozniho modelu. Z divodu pouze lehkého
uniku kapaliny byla tato cela zapocitana do celkového hodnoceni. V tabulce €. 14 jsou hodnoty
Fluxu, Lag time a vstiebani kyseliny benzoové pro jednotlivé difuzni cely. V grafu ¢. 4 je

zobrazena absorp¢ni kiivka s primérnymi hodnotami Q.

Tabulka 14 — Hodnoty penetrace (komercni praseci kize 1)

FDC Flux Lag time | vstiebani
[ug/cm?/h] [h] [%o]

1 44248 0,00 40,00
2 28.858 0.47 44 .44
3 27.121 0,21 39,44
4 17,921 0,90 32,22
5 7.596 1,10 16,11
6 11,986 0.42 2722
7 35,057 0,30 41,67
8 4,631 1,47 12,78
9 8.353 1,17 21,67
10 12,262 1,32 30,56
pramér 19,80 0,74 30,61
median 15,09 0,68 31,39
SD 13,32 0,52 11,06
RSD 67,28 70,14 36,15
min 4,631 0,00 12,78
max 44,25 1,47 44,44

Graf 4 — Absorp¢ni kiivka s primérnymi hodnotami Q (komercni praseci kiizel)
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Testovani 4: Penetrace kvyseliny benzooveé za pouziti komeréni praseci kuze

Naméfené hodnoty jsou uvedeny v priloze G a H. U cely €. 10 bylo zpozorovano unikani
receptorové kapaliny, z davodu §patného umisténi kozniho modelu. Tato cela ¢. 10 byla bez
aplikace testované latky a nebyla zapocitand do celkového hodnoceni. V tabulce ¢. 15 jsou
hodnoty Fluxu, Lagtime a vstiebani kyseliny benzoové pro jednotlivé difuzni cely. Tyto
hodnoty byly spocitany pouze do 8. hodiny testovani, z divodu porovnani testovani ¢. 3.

V grafu €. 5 je zobrazena absorp¢ni kfivka s primérnymi hodnotami Q.

Tabulka 15 — Hodnoty penetrace (komer¢ni praseci kize 2)

FDC Flux Lag time | vsti‘ebani
[ug/cm?/h] [h] [%0]

1 22.148 0,76 82,22
2 15,414 0,96 84.44
3 30,916 0,10 81,11
4 7.989 1,32 54,44
5 22,253 0,05 62,78
6 13,083 1,31 82,78
7 7.206 1,04 48.33
8 23,793 0,77 90,56
pramér 17,85 0,79 73,33
mediin 18,78 0,87 81,67
SD 8,31 0,49 15,78
RSD 46,54 61,81 21,51
min 7,21 0,05 48,33
max 30,92 1,32 90,56

Graf S — Absorp¢ni kiivka s primérnymi hodnotami Q (komer¢ni praseci kiize 2)
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3.6 Lidska kize

Testovani 5: Penetrace kyseliny benzoové za pouZiti lidské kiize

Naméfené hodnoty jsou uvedeny v piiloze CH a I. U cely s Cislem 3 dochéazelo béhem celého
testovani k uniku receptorové kapaliny, kdy tato cela nebyla zapocCitana do celkového
hodnoceni. Penetrace kyseliny benzoové pres lidské kiize probihala velmi rychle, kdy po tfech
hodindch penetrovani byly dosazeny témer maximalni hodnoty kumulativniho mnozstvi.
Kyselina benzoova se objevila v receptorové kapalin€ uz pii prvnim odbéru po 20 minutach.
V tabulce €. 16 jsou znazornény hodnoty z pribéhu penetrace a v grafu €. 6 je absorpéni kiivka

s praimérnymi hodnotami Q.

Tabulka 16 — Hodnoty penetrace (lidska kize)

FDC Flux Lag time | vstiebani
[ug/cm?/h] [h] [%o]

1 71,440 0,40 61,61
2 54,244 0,40 72,73
4 61,895 0,38 63,41
5 24.820 0,00 40,55
6 82,763 0,42 77.39
7 23,022 0,05 75,42
8 42,444 0,24 80,40
9 80,312 0,46 94,20
pramér 55,12 0,29 70,71
median 58,07 0,39 74,08
SD 23,36 0,18 15,97
RSD 42,39 60,82 22,44
min 23,02 0,00 40,55
max 82,76 0,46 94,20

Graf 6 — Absorp¢ni kiivka s primérnymi hodnotami Q (lidska kize)
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3.7 Strat-M membrana

Testovani 6: Penetrace kyseliny benzoové za pouziti Strat-M membrany

Naméfené hodnoty jsou uvedeny v priloze J a K. B€hem testovani unikala receptorova kapalina
zcely s €. 5a10. Cela s ¢islem 10 byla bez aplikované davky. Cela s €. 5 nebyla zapocitana do
celkového hodnoceni. Penetrace kyseliny benzoové probihala velmi rychle, kdy v odebraném
vzorku po 20 minutach byla analyzovana ptfitomnost kyseliny benzoové. Byly vypocitany
hodnoty Fluxu, Lag time a vstfebani, které jsou znazornény v tabulce ¢. 17. V grafu ¢. 7 je

zobrazena absorp¢ni kiivka s prumérnymi hodnotami Q.

Tabulka 17 — Hodnoty penetrace (Strat-M membrany)

FDC Flux Lag time | vstiebani

[ug/cm?/h] [h] [%o]

1 18,446 0,53 83,88

2 13,986 0,81 71,51

3 42.933 0,00 76,39

4 7.281 1,17 80,12

6 11,359 1,08 76,04

7 6,305 0,81 91,79

8 22.216 0,70 86,58

9 15,875 0,01 85,70

pramér 17,30 0,64 81,50

mediin 14,93 0,75 82,00
SD 11,66 0,44 6,68
RSD 67,41 68,91 8,21
min 6,31 0,00 71,51

max 42,93 1,17 91,79

Graf 7 — Absorp¢ni kiivka s primérnymi hodnotami Q (Strat-M membrany)
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3.8 Praseci kiize z uSnich boltci domaciho prasete

Testovani 7: Penetrace kyseliny benzooveé za pouZiti prase¢i kiize z domaciho prasete

Nameétené hodnoty jsou uvedeny v piiloze L a M. Beéhem testovani unikala receptorova
kapalina z cely €. 10. Tato cela byla bez aplikované davky, kdy neovlivnila celkové hodnocenti.
Prace s témito modely kaze byla dobra, v difuzni cele byly kromé 10. cely vSechny dobie
natazené. Kyselina benzoova se objevila v receptorové kapaling€ az pii druhém odbéru po 40
minutach. Absorp¢ni kfivka s praimérnymi hodnotami kumulativniho mnoZzstvi nebyla tolik
strmd. V tabulce €. 18 jsou znazornény hodnoty penetrace a v grafu €. 8 je absorpcni kfivka s

pramérnymi hodnotami Q.

Tabulka 18 — Hodnoty penetrace (praseci kiize z domaciho prasete)

FDC Flux Lag time | vstiebani
[ug/cm?/h] [h] [%0]

1 11,445 0,75 55,00
2 22.580 1,10 68,89
3 6,887 1,04 48.89
4 5,287 0,33 51,67
5 7.912 1,05 56,11
6 9.934 1,05 71,67
7 9.496 1,01 56,67
8 8,788 0.48 73.89
9 18,627 1,33 82,22
pramér 11,22 0,90 62,78
median 9,50 1,04 56,67
SD 5,70 0,32 11,60
RSD 50,77 35,53 18,48
min 5,29 0,33 48,89
max 22,58 1,33 82,22

Graf 8 — Absorp¢ni kiivka s primémymi hodnotami Q (praseci kiize z domaciho prasete)
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4 DISKUZE

Cilem diplomové prace bylo provést penetraci kyseliny benzoové riznymi koznimi modely.
Mezi pouzité kozni modely patfily praseci kiize z usnich boltct, komeréni praseci kiize z usnich

boltcu, lidské ktize, Strat-M membrany a Cerstva praseci kiize z usnich boltct domaciho prasete.

Testovani kozni penetrace ovliviiuji faktory, které mohou v urcité mire ovlivnit vysledky
testovani. Mezi tyto faktory patii vybér a kvalita kize, vybér typu difuznich cel, volba

parametrQ pii testovani, zpisob vyhodnoceni vzorku.

Pti kozni penetraci byly vyuzivany difuzni cely se Sroubenim. Tyto cely by mély zajistit nizsi
pravdépodobnost protékani receptorové kapaliny, nezli tomu je u difuznich cel s pouzitim
kovové klemy. Touto problematikou se ve své diplomové praci z roku 2020 zabyvala Be. L.
Biskova, ktera ve své praci uvadi, ze difuzni cely s kovovou klemou vykazuji vyssi
pravdépodobnost protékani receptorové kapaliny. Celkovy souhrn vysledkl je uveden v tabulce

¢. 19.

Tabulka 19 — Celkovy souhrn vysledku testovani

Pokus ¢. | Typ membrany Flux Lag time Vstrebani

[ug/cm?/h] }?OSA)]]) [h] }?OSA)]]) [%] }?(i)]])

1 Prasedi tenka kiize 9,55 27.04 | 089 | 2629 | 6472 | 20724

2 Prasedi siln kiize 438 30,62 | 1,83 | 30,79 | 56,18 | 22,70

3 Komeréni kiize 1 19,80 6728 | 0,74 | 70,14 | 30,61 | 36,15

4 Komeréni kiize 2 17,85 46,54 | 079 | 61.81 | 7333 | 2151

Lidska kaze
5 (dermatomovand) | 55,12 4239 | 029 | 60,82 | 7071 | 22.44
6 Strat-M membrana [ 17,30 67.42 | 0,64 | 68,92 | 8150 8,23
Kize z domaciho
7 prasete 11,22 50,77 | 0,90 | 3553 | 62,78 | 18.48

Pii prvnim a druhém testovani byly pouzity prase¢i kozni modely o ruzné tloustce. Obé
testovani byla rozdé€lena na tenké a silné kozni modely. Penetrace kyseliny benzoové probihala
rychleji pfi pouziti tenkych model kize nez u silnéjSich modeld kize. Tomu odpovidaly i
vysledky, kdy Flux u tenkych kizi odpovidal hodnot& 9,55 pg/cm?/h. Tato hodnota Fluxu byla
dvakrat vy$si nezli pfi pouziti silngjsich kizi, kde Flux odpovidal hodnoté 4,38 pg/cm?/h. Lag
time byl pfi pouziti tenkych koznich modell mensi a to 0,89 hodin nezli u siln&jsich kizi, kde
hodnota byla o 1 hodinu delsi. Lag time pfi pouziti siln€jSich koznich modelt byl 1,83 hodin.

Relativni smérodatna odchylka byla pomérné nizka, u tenkych koznich modeld byla RSD u
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Fluxu 27,04 % a u Lag time 26,29 %. U silngjsich koznich modeli byla RSD lehce vyssi nezli
u prvniho testovani, a to u Fluxu 30,62 % a u Lag time 30,79 %. Kyselina benzoova
v receptorové kapalin€é u obou testovani byla pfitomna jiz pfi prvnim odbéru, avSak tato
koncentrace kyseliny benzoové pii pouziti tenkych koznich modela zistavala po dobu 40 minut
a pii pouziti silngjSich modeld 60 minut témér podobna. Pii pohledu na absorpéni kiivky lze
vyhodnotit, ze tloustka koznich modeli ma pfimy vliv na strmost této kfivky, ktera ovliviuje
vysledné hodnoty Fluxu a Lag time. Pfi pouziti tenCich koznich modelt byla tato absorp¢ni
kiivka strméjsi, nezli tomu bylo pfi pouziti silnéjsich koznich modelt. Diky tomu tedy lze fici,
ze tloustka koznich modelt ovliviiuje prubéh penetrace testovanych latek, coz potvrzuje i

J.J.M. van de Sandt a kol. ve své publikaci z roku 2004.

Pti tfetim a Ctvrtém testovani byly pouzity komercni praseci kize. Tyto kiize by mély vykazovat
nizkou variabilitu ve vzhledu a vlastnostech. Pouzité kozni modely byly pfi vizualnim srovnani
rozdilné. Tloustka téchto kizi se pohybovala vrozmezi 910-2686 um. Neékteré kize
obsahovaly zilky, které mohou ovlivnit pribéh penetrace testované latky. Priméma hodnota
Fluxu byla u tretiho testovani 19,80 pg/cm?h a u &tvrtého testovani 17,85 pg/cm?/h. Primérna
hodnota Lag time byla u tietiho testovani 0,74 hodin a u ¢tvrtého testovani 0,79 hodin. Relativni
smeérodatna odchylka byla pomérné vysoka. Nejvyssi RSD byla u tfetiho testovani u Lag time
a to 70,14 % a u Fluxu 67,28 %. Nizsi RSD byla u ¢tvrtého testovani, kdy tato hodnota
odpovidala u Lag time 61,81 % a u Fluxu 46,54 %. Vysoké RSD mohlo byt zapfi¢inéné riznou
tloustkou koznich modeldi, nebo pfitomnosti zilek v koznich modelech. S porovnanim
prasecich kuzi z prvniho a druhého testovani vykazuji vys$si RSD pravé komer¢ni praseci kize,

u kterych by se ofekavalo, ze budou vykazovat nizsi hodnoty RSD.

Paté testovani kozni penetrace probihalo za pouziti dermatomovanych lidskych koznich
modeld. U téchto kizi probihala kozni penetrace velmi rychle. Ze vSech pouzitych koznich
modeldl vykazovala lidsk4 kiize nejvyssi Flux a to 55,12 ug/cm?h a nejniz$i hodnotu Lag time
a to 0,29 hodin. RSD byla u Fluxu 42,39 % a u Lag time 60,82 %. Vzhledem k velké tenkosti
dermatované kiize, probihala penetrace pochopitelné rychleji. Dale vysledky penetrace mohly
byt ovlivnény vékem darce a jeho pohlavim. Zde bylo vyuzito 7 lidskych kazi od zenského
darce a 3 lidské kize od muzského darce. Lidské kozni modely od muZzského darce obsahovaly
vetsi mnozstvi chlupt, které mohly urychlit prabéh penetrace kyseliny benzoové. Pti pouziti
modelt od muzského darce byly pii prvnim odbéru hodnoty kumulativniho mnozstvi

dvojnasobné nezli v porovnani s modely zenskych darcu.
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Tabulka 20 — Porovnani hodnot lidské kaze s publikaci van de Sandt a kol. [53]

Publikace van de Sandta kol. | Vlastni data lidska ktze
Flux [pug/cm?h] 16,54 55,12
SD 11,87 23,36
RSD [%] 6,3 -522 4239
Vstiebani po 24 hodin [%] 70,6 70,71
SD 17,2 15,97
RSD [%] 1,6 - 57,1 22.44
Lag time [h] 1,15 0,29
SD 0,89 0,18
RSD [%] 6,9-173,2 60,82

V porovnani s vysledky publikace od van de Sandt a kol. bylo vstebani kyseliny benzoové po
24 hodinach testovani kozni penetrace velmi podobné. V publikaci je uvedena hodnota
vstiebani kyseliny benzoové 70,6 % a v mé praci hodnota vstiebani kyseliny benzoové byla

70,71 % (tabulka €. 19).

Sesté testovani bylo provadéno za pouZiti Strat-M membrany. Hodnota primérného Lag time
odpovidala 0,64 hodin. Penetrace probihala pomé&rmné rychle a kyselina benzoové byla jiz

pfitomna po 20minutovém odbéru vzorku. Hodnota praimérného Fluxu byla 17,30 ug/cm?h.

Tabulka 21 — Porovnani hodnot Strat-M membran s diplomovou praci Be. Biskové [28]

Publikace
Bc. Biskova 2020

Vlastni data

Strat-M membrany

Flux 16,4 17,30
SD 6 11,66
Lag time 0,14 0,64
SD 0,06 0,44

V porovnani s vysledky diplomové prace Bc. Biskové, vychazi prumérna hodnota Fluxu velmi
podobné (tabulka ¢. 20). Hodnota Lag time v diplomové praci vychazi 0,14 hodin a v mé praci
hodnota Lag time byla 0,64 hodin. Rozdily v hodnotach mohou byt zptsobené rozdilnou

rychlosti michani receptorové kapaliny, kdy Bc. BiSkova pouzila rychlost michéni 600 rpm,

68



zatimco v mé praci byla pouzita rychlost michani 400 rpm.

Sedmé testovani bylo provadéno za pouziti praseci kiize z u$nich boltct domaciho prasete. Tato
ktize byla oproti ostatnim Cerstva. Dlouhodobé zamrazeni kiize by mohlo mit vliv na vysledny
prubéh penetrace kyseliny benzoové. Primérna hodnota Lag time byla pomémé vysoka a to
0,90 hodin. Priimérna hodnota Fluxu byla 11, 22 pg/cm?h. V porovnani s prase&imi koznimi
modely z prvniho testovani se jedna o velmi podobné vysledky, kdy Lag time vychazel 0,89
hodin a Flux 9,55 pg/cm?h. Hodnoty Fluxu a Lag time vychazi lehce vys$si u pouzitych
Cerstvych koznich modelt, nezli tomu bylo u starSich koznich modeld. V porovnani
s komer¢nimi praseCimi koznimi modely vychézi hodnoty Lag time a Fluxu nizsi pii pouziti

Cerstvych koznich modeld.
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5 ZAVER

V teoretické Casti byla zpracovana literarni reserSe na téma in vifro test kozni penetrace se
zaméfenim na kozni modely. Byla popsana metoda in vitro, a jaké mé vyhody oproti metodé
invivo. In vitro metoda je regulovana smérnici OECD 428, kterd popisuje metody pro
hodnoceni absorpce pomoci lidské a zvifeci kiize. Dale byl definovan pojem transdermalni
absorpce a zpusoby pruchodu chemickych latek do vnitiniho prostfedi organismu. Byly
popsany kozni modely, zpusoby jejich skladovani a jejich vyhody a nevyhody pro pouziti k
testovani kozni penetrace. Hlavnim komponentem testovani koznich penetraci jsou difuzni
cely, ve kterych probiha cely tento proces. Testovani kozni penetrace je zavislé na ne€kolika
faktorech, mezi které se tadi teplota a rychlost michani receptorového média, vybér modelu
kize a receptorové kapaliny, zpusob aplikovani testované davky a odebirani vzorka. Dale byly
popsany referen¢ni chemikélie, mezi které patii kyselina benzoova, testosteron a kofein
s rozdilnou polaritou. Tyto referen¢ni chemikalie jsou doporu€ovany OECD, jelikoz je mozné
vysledky porovnavat s publikacemi a jinymi laboratofemi. Analyza vzorka probiha nejcastéji

pomoci HPLC.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na porovnani pribéhu penetrace kyseliny benzoové za
pouziti riznych modela kize. Mezi pouzité modely kaze patfily prase¢i kiize z usnich boltct,
komer¢ni praseci kiize z usnich boltct, lidské kiize, syntetické membrany a Cerstva praseci kiize
zusnich boltci domaciho prasete. Testovani kozni penetrace bylo provadéno za vyuziti

vertikalnich difuznich Sroubovacich statickych cel za ptesné¢ definovanych podminek.

S porovnanim vSech pouzitych kizi vykazovala nejvyssi praimérnou hodnotu Fluxu lidska kaze
a to 55,12 pg/cm?h. Divodem mohlo byt to, ze lidské kiize byly na rozdil od ostatnich kizi
dermatomované. Lidska kize vykazovala naopak nejnizsi primérnou hodnotu Lag time a to
0,29 hodin. Nejnizsi primérnou hodnotu Fluxu vykazovaly praseci silné kuize z usnich boltca,
jehoz hodnota odpovidala 4,38 ng/cm?h. Divodem nizkého Fluxu mohla byt tloustka koznich
modelt. Praseci silné kize zusnich boltci vykazovaly nejvyssi hodnotu Lag time a to
1,83 hodin. Nejvyssi procento vstiebani kyseliny benzoové bylo u Strat-M membrany a to
81,50 %, naopak nizka hodnota vstiebani kyseliny benzoové byla u komeréni praseci kaze
z testovani 3 a to 30,61 %. Nejvyssi hodnoty RSD byly u komer¢nich prasecich kuzi a u Strat-
M membrany. U komer¢nich prasecich kiizi a Strat-M membran byla oekavana nizka hodnota

RSD. Nejnizsi hodnoty RSD byly u prasecich kizi z prvniho a druhého testovani.
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Vyhodou praseCi kize je jeji dostupnost, v porovnani s lidskou kazi. Nejlepsi alternativou
lidské kaze je ta praseCi, ktera ma nejpodobnéjsi morfologické vlastnosti. U komercnich
prasecich kuzi a Strat-M membran je ta vyhoda, ze modely kizi a membran jsou pfipraveny ve
formé tzv. diskl, které se nemusi upravovat pred samotnym testovanim. AvSak tyto vyrazené
disky komercnich kizi jsou urCené pro difuzni cely s kovovou klemou, zatimco u Sroubovacich
cel musi presné zapadnout, takze bylo nutné kozni modely lehce upravit. Lidské kiuze byly
rovné€z piipraveny ve formé tzv. diskd, avSak byly velmi tenké a prace s nimi proto velmi
obtizna. Tento problém byl i u tenkych prasecich kizi. Dalsi nevyhodou lidské kiuze je jeji
dostupnost a cena. Vyhoda u prase¢i kiize z domaciho prasete byla cena a moznost vybéru
z vice koznich modelt podobné tloustky. Dalsi vyhodou byla kratka doba skladovani kazi
v porovnani s ostatnimi koznimi modely, jelikoz doba skladovani muze ovlivnit prabéh
penetrace. Obecnou nevyhodou vsech koznich modelu byla pfitomnost ochlupeni, které mohlo
urychlit penetraci kyseliny benzoové. V porovnani v§ech vyhod a nevyhod pouzitych koznich
modelt pro in vitro testovani kozni penetrace, se pro ucely této prace ukazala jako nejlepsi kuize

z u$nich boltct prasete domaciho.

Piinosem této diplomové prace je porovnani vyhod a nevyhod pouzitych koznich modelt pro
kozni penetraci, pozornost byla zaméfena na jejich skladovani, pfipravu a prubéh penetrace
kyseliny benzoové kazi pfi zvolenych podminkach. Rovnéz byly zminény problémy vznikajici

be&hem testovani, které by mohly byt eliminovany pro budouci méfeni.
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Priloha A — Testovani 1: Tabulka s hodnotami z pritbéhu penetrace (Praseci tenkd kiZe)

Kumulativni mnozstvi Q [ug/cm?]

GelHIC, 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 Lag time Flux
Zas[h]| 0,33 | 0,67 | 1,00 |1,33] 1,67 | 2,00 | 2,50 | 3,00 | 3,50 | 4,00 | 4,50 | 5,00 | 6,00 | 7,00 | 23,00 | 24,00 | 25,00
~ 2
[I‘;]"’:z] 20 | 40 | 60 | 80 | 100 | 120 | 150 | 180 | 210 | 240 | 270 | 300 | 360 | 420 | 1380 | 1 440 | 1 500 [h] | [ng/em7h]
1 02| 04 | 1,2 | 4 | 63 | 105 | 16,5 | 22,7 | 29,0 | 354 | 40,8 | 449 | 51,9 | 57,7 | 83,2 | 86,2 | 84,0 1,09 11,66
2 041] 0,7 | 2,0 | 51| 96 | 146 | 22,2 | 29,0 | 34,4 | 43,8 | 43,6 | 46,8 | 51,9 | 56,9 | 72,8 | 74,4 | 73,8 0,79 12,48
3 062|093 | 2,8 | 61103142 | 196 | 246 | 281 | 31,5 | 34,3 | 36,6 | 39,7 | 42,3 | 495 | 54,1 | 554 0,55 9,55
4 03| 04 | 0,7 | 21| 42 | 74 | 131|180 | 23,2 | 27,5 | 32,6 | 36,0 | 42,8 | 485 | 733 | 77,1 | 76,3 1,19 9,53
5 031| 04 | 1,2 | 35| 74 | 12,0 | 199 | 28,0 | 34,2 | 39,5 | 43,7 | 47,3 | 52,6 | 56,4 | 71,0 | 73,8 | 74,8 0,99 12,81
6 048 | 05 | 09 | 22| 42 | 71 | 115 | 16,1 | 20,6 | 24,8 | 28,4 | 31,8 | 376 | 42,8 | 62,1 | 64,6 | 65,2 1,15 8,40
7 03| 09 | 20 | 38| 58 | 82 | 11,2139 | 174 | 20,1 | 23,1 | 25,0 | 29,4 | 33,3 | 53,7 | 559 | 56,5 0,64 5,89
8 039| 04 | 1,3 | 30| 53 | 79 | 11,3 | 151|173 | 19,8 | 22,1 | 23,6 | 25,9 | 29,3 | 39,3 | 40,6 | 40,8 0,65 5,86
9 047 | 06 | 1,8 | 43| 89 | 141 | 216 | 285 | 34,3 | 39,4 | 445 | 470 | 529 | 56,9 | 70,4 | 72,7 | 741 0,88 12,69
Pramer | 0,39 | 0,57 | 1,48 |3,57] 6,55 | 10,17 | 15,59 | 20,87 | 25,52 | 29,74 | 33,67 | 36,53 |41,61|45,89| 62,80 | 65,62 | 6587 | 0,89 9,55
Median| 0,4 | 05 | 1,3 | 36| 60 | 94 | 148 | 20,4 | 257 | 295 | 33,5 | 36,3 | 41,2 | 456 | 66,2 | 68,6 | 69,6 0,93 9,54
sb |o01]| 02 | 06 |12 21 | 28 | 41 | 55 | 65 | 74 | 83 | 88 | 9,8 | 10,2 | 13,5 | 13,8 | 13,3 0,24 2,58
RSD % | 30,8 | 36,2 | 42,8 |33,8| 31,4 | 27,3 | 26,0 | 26,2 | 25,3 | 25,0 | 24,5 | 241 | 23,6 | 22,2 | 21,5 | 21,0 | 20,2 | 26,29 | 27,04
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Priloha B — Testovani 1: Graf popisujici priubéh penetrace (Praseci tenka kitZe)
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Priloha C — Testovani 2: Tabulka s hodnotami z pribéhu penetrace (Praseci silné kiiZe)

Kumulativni mnozstvi Q [pg/cm?]

Cela c. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 Lag time Flux
Zas [h]| 0,33 |0,67| 1,00 | 1,33 | 1,67 | 2,00 |2,50] 3,00 | 3,50 | 4,00 | 4,50 | 5,00 | 6,00 | 7,00 | 23,00 | 24,00 25,00
£ 2
[.‘if!ﬁ] 20 |40 | 60 | 80 | 100 | 120 |150| 180 | 210 | 240 | 270 | 300 | 360 | 420 | 1380 |1440| 1500 [l llig/emsh]

1 04 |04 05 1 12 | 14 | 23| 36 | 54 | 74 | 98 | 116 | 153 | 19,3 | 51,3 | 57,3 | 61,2 213 382

2 071 |08| 08 | 1,1 | 1,3 | 1,7 | 23| 34 | 48 | 6,4 | 85 | 99 | 139 | 177 | 53,2 | 56,9 | 56,8 2,38 3,76

3 042 |054| 06 | 07 | 1,3 | 2,4 | 47| 80 | 11,2 | 144 | 178 | 205 | 26,2 | 31,9 | 653 | 69,8 | 70,8 1,85 6,39

4 040 |04 | 05 | 05 | 07 | 09 |13]| 1,7 | 27 | 31 | 42 | 49 | 74 | 11,1 | 356 | 39,1 | 40,6 2,79 2,31

5 050 |05| 07 | 09 | 1,4 | 20 |31]| 44 | 56 | 68 | 81 | 95 | 11,3 | 13,8 | 388 | 42,0 | 43,1 1,24 2,39

6 046 | 05| 06 | 1,2 | 23 | 40 |65]| 92 | 11,8 | 14,1 | 16,8 | 19,0 | 22,5 | 254 | 42,8 | 451 | 46,1 1,16 4,83

7 035 |04| 05 | 09 | 1,8 | 36 |60 100 | 11,9 | 149 | 176 | 20,6 | 25,2 | 29,6 | 56,9 | 61,4 | 62,3 1,43 5,59

8 041 |05| 07 | 1,5 | 20 | 34 |55| 85 | 11,1 | 13,8 | 17,2 | 20,0 | 24,6 | 31,9 | 675 | 74,1 | 76,1 1,68 5,91
Prameér | 0,45 | 05| 06 | 09 | 1,5 | 2,4 | 40| 61 | 81 | 10,1 | 12,5 | 14,5 | 18,3 | 22,6 | 51,4 | 557 | 57,1 | 1,83 4,38
Median | 0,42 |050] 0,6 | 09 | 1,3 | 2,2 |39 ]| 62 | 83 | 10,6 | 13,3 | 15,3 | 18,9 | 22,3 | 52,3 | 57,1 | 59,0 1,77 4,33
SD 01 |01 01 | 03 | 05 | 1,1 | 2,0 32 | 38 | 47 | 54 | 62 | 72 | 82 | 11,7 | 12,8 | 13,0 0,59 1,49
RSD % | 24,8 |22,3| 21,5 | 345 | 356 | 46,0 |499| 51,8 | 47,3 | 46,3 | 435 | 42,8 | 39,3 | 36,5 | 22,8 | 23,0 | 22,7 | 30,79 | 30,62
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Priloha D — Testovani 2: Graf popisujici prithéh penetrace (Praseci silné kitZe)
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Priloha E — Testovani 3: Tabulka s hodnotami 7 priubéhu penetrace (Komercni praseci kiZe 1)

Kumulativni mnozstvi Q [pg/cm?]

Cela c. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 Lag time Flux
cas[h1| 0,33 | 0,67 | 1,00 | 1,33 | 1,67 | 2,00 | 2,50 | 3,00 | 3,50 | 4,00 | 4,50 | 5,00 | 6,00 | 7,00 | 8,00 |10,00]10,50 11,00
éas [h] [ng/cm?/h]
[min] 20 40 60 80 100 120 150 180 210 240 270 300 360 420 480 600 630 | 660
1 82 | 236|353 | 43 | 48,6 | 524 | 568 | 60,4 | 640 | 675 | 68,4 | 706 | 74,0 | 75,7 | 76,8 | 75,7 | 76,9 | 78,0 | 0,00 44,25
2 0,77 | 4,9 | 14,0 | 25,0 | 357 | 450 | 559 | 63,9 | 69,2 | 73,6 | 76,6 | 79,4 | 81,7 | 84,3 | 854 | 87,3 | 87,9 | 87,9 | 0,47 28,86
3 1,19 | 8,29 | 20,4 | 31,5 | 40,5 | 47,7 | 55,4 | 60,0 | 62,9 | 66,2 | 68,1 | 69,7 | 71,7 | 73,2 | 75,4 | 78,5 | 79,6 | 80,2 | 0,21 27,12
4 047 | 08 | 30 | 76 | 13,5 | 20,2 | 29,7 | 38,2 | 453 | 51,7 | 56,1 | 60,5 | 65,4 | 69,8 | 72,6 | 76,4 | 76,9 | 77,1 | 0,90 17,92
5 037 | 05 | 1,0 | 23 | 44 | 67 | 10,7 | 151 | 18,4 | 21,9 | 24,7 | 27,4 | 31,0 | 34,2 | 36,8 | 39,7 | 40,2 | 40,5 | 1,10 7,60
6 029 | 1,6 | 54 | 10,6 | 152 | 19,8 | 26,3 | 30,4 | 34,9 | 38,7 | 41,7 | 44,3 | 48,1 | 51,4 | 54,4 | 586 | 59,5 | 58,7 | 0,42 11,99
7 1,43 | 10,5 | 24,1 | 37,4 | 47,3 | 559 | 64,2 | 70,1 | 73,8 | 77,2 | 79,0 | 80,4 | 82,2 | 83,7 | 84,6 | 855 | 86,2 | 86,5 | 0,30 35,06
8 071 | 0,7 | 04 | 09 | 1,9 | 29 | 51 | 72 | 95 | 11,7 | 14,3 | 16,4 | 20,1 | 23,9 | 26,9 | 31,4 | 32,4 | 33,2 | 1,47 4,63
9 0,00 | 05 | 09 | 24 | 43 | 72 | 11,4 | 158 | 199 | 24,0 | 28,0 | 31,8 | 37,7 | 42,8 | 47,1 | 52,1 | 56,4 | 57,8 | 1,17 8,35
10 060 | 038| 10 | 28 | 55 | 88 | 151 | 21,1 | 27,1 | 33,1 | 38,0 | 43,0 | 50,5 | 56,7 | 62,5 | 69,8 | 70,8 | 65,2 | 1,32 12,26
Pramér | 1,41 | 5,18 | 10,56 | 16,36 | 21,69 | 26,67 | 33,06 | 38,22 | 42,50 | 46,56 | 49,49 | 52,35 | 56,24 | 59,56 | 62,26 | 65,49 | 66,67 | 66,51 0,74 19,80
Median| 0,7 | 12 | 42 | 91 | 14,3 | 20,0 | 28,0 | 34,3 | 40,1 | 452 | 48,9 | 52,4 | 57,9 | 63,3 | 676 | 72,7 | 738 | 71,1 | 0,68 15,09
SD 24 | 7,4 | 123 16,3 19,1 | 21,2 | 22,8 | 235 | 23,7 | 23,8 | 232 | 22,9 | 22,0 | 21,1 | 20,3 | 19,3 | 19,0 [ 189 | 0,52 13,32
RSD % | 173,2 | 143,5| 116,8] 99,7 | 88,2 | 79,5 | 69,0 | 61,6 | 55,7 | 51,1 | 46,9 | 43,8 | 39,1 | 35,5 | 32,6 | 29,4 | 285 | 28,4 | 70,14 | 67,28
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Priloha F — Testovani 3: Graf popisujici prubéh penetrace (Komercni praseci kitZe 1)
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Priloha G — Testovani 4: Tabulka s hodnotami z pribéhu penetrace (Komercni praseci kitZe 2)

Kumulativni mnozstvi Q [pug/cm?]

Celac ™4 2 | 3 | 4] 5 | 6 | 7 | 8 © [ 10 [ 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | Lagtime | Flux
Cas[h]| 0,33 | 0,67 | 1,00 | 1,33 | 1,67 | 2,00 | 2,50 | 3,00 | 3,50 | 4,00 | 4,50 | 5,00 | 6,00 | 7,00 | 8,00 | 23,00 | 24,00 | 25,00
< 2
~as 20 40 | 60 | 80 | 100 | 120 | 150 | 180 | 210 | 240 | 270 | 300 | 360 | 420 | 480 | .1 1 11500 [h] [ng/em/h]
[min] 380 | 440
1 0,0 01 | 49 | 12 | 20,9 | 295 | 38,4 | 46,6 | 533 | 57,4 | 61,2 | 63,7 | 67,8 | 708 | 72,8 | 83,7 | 854 | 83,38 0,76 93,15
2 000 | 00 | 22 | 64 | 11,5 | 16,8 | 24,5 | 31,7 | 385 | 44,4 | 49,6 | 54,0 | 60,5 | 65,8 | 69,9 | 80,3 | 84,9 | 85,6 0,96 15,41
3 3,45 | 16,66 | 285 | 38,0 | 43,3 | 476 | 51,8 | 550 | 57,4 | 59,4 | 61,2 | 62,7 | 64,1 | 659 | 67,7 | 78,3 | 81,8 | 82,6 0,10 30,92
4 000 | 00 |00 | 16 | 36 | 60 | 100|139 | 176 | 21,2 | 24,4 | 29,1 | 32,3 | 36,1 | 41,4 | 53,5 | 55,0 | 55,4 1,32 7,99
5 321 | 12,9 | 21,4 | 27,6 | 31,6 | 353 | 39,3 | 41,4 | 43,6 | 45,2 | 46,5 | 47,7 | 49,2 | 51,3 | 53,0 | 63,4 | 63,3 | 64,0 0,05 22,25
6 000 | 00 |04 | 26 | 60 | 97 | 163 | 22,6 | 29,0 | 34,6 | 39,7 | 44,7 | 51,2 | 58,0 | 61,2 | 81,0 | 83,9 | 84,4 1,31 13,08
7 000 | 00 |07 | 26| 49 | 73 | 11,0 | 144 | 178 | 20,7 | 23,7 | 25,8 | 29,7 | 32,9 | 35,5 | 46,0 | 49,1 | 49,4 1,04 7,21
8 0,00 | 08 | 57 | 133 21,9 | 302 | 41,2 | 50,8 | 586 | 64,1 | 69,4 | 72,9 | 78,5 | 82,1 | 83,6 | 87,4 | 91,3 | 92,1 0,77 23,73
Pramér | 0,83 | 3,8 | 8,0 | 13,1 | 18,0 | 22,8 | 29,1 | 34,6 | 39,5 | 43,4 | 46,9 | 50,1 | 54,2 | 57,9 | 60,6 | 71,7 | 74,3 | 74,7 0,79 17,85
Median | 0,00 | 0,06 | 3,6 | 94 | 16,2 | 23,1 | 31,4 | 36,6 | 41,1 | 44,8 | 48,1 | 50,9 | 55,9 | 61,9 | 64,5 | 79,3 | 82,8 | 83,2 0,87 18,78
SD 154 | 6,85 |10,86]13,25] 14,23 | 15,12 | 15,71 | 16,30 | 16,71 | 16,78 | 16,99 | 16,68 | 17,04 | 16,99 | 16,36 | 15,37 | 16,02 | 16,00 | 0,49 8,31
RSD % | 185,33 | 179,8 | 136,2 | 101,3 | 79,20 | 66,30 | 54,08 | 47,17 | 42,32 | 38,69 | 36,20 | 33,30 | 31,45 | 29,36 | 26,97 | 21,43 | 21,55 | 21,43 | 61,81 46,54
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Priloha H — Testovani 4: Graf popisujici pribéh penetrace (Komercni praseci kiZe 2)
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Priloha CH — Testovani 5: Tabulka s hodnotami z prubéhu penetrace (Lidska kitZe)

Cela &. Kumulativni mnozstvi Q [pg/cm?]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 [Lagtime| Flux
Gas[h]] 0,33 | 0,67 | 1,00 | 1,33 | 1,67 | 2,00 | 2,50 | 3,00 | 3,50 | 4,00 | 4,50 | 5,00 | 6,00 [ 7,00 | 23,00 | 24,00
s | 50 | 40 | 60 | 80 | 100 | 120 | 150 | 180 | 210 | 240 | 270 | 300 | 360 | 420 | 1380 |14a0| [P |Ing/em7hl
[min]
1 0,5 | 19,0 | 40,9 | 52 | 56,1 | 58,7 | 58,9 | 59,5 | 59,9 | 59,6 | 59,8 | 59,8 | 60,2 | 60,3 | 635 | 62,6 | 0,40 71,44
2 |o052| 131|342 |491|573|61,8| 645|668 |680]| 691698701710 71,6 751 | 740 0,39 54,24
3 | 029|855 225|344 | 42,0 | 46,6 | 50,6 | 52,6 | 54,1 | 54,9 | 55,4 | 55,9 | 57,2 | 57,8 | 654 | 63,7 | 0,35 34,06
4 |oes| 170|380 497|538 |565]|572|579|586| 592|596 |594|602]| 61,0 649 | 64,5 | 0,38 61,90
5 | 049 | 94 | 188 | 23,4 | 255 | 27,1 | 28,4 | 29,2 | 29,7 | 30,2 | 30,6 | 31,0 | 31,6 | 32,3 | 41,3 | 41,2 | 0,00 24,82
6 | 043|199 |468 | 628|696 | 725|737 |745|751| 753|756 | 758|757 764 | 798 | 78,7 | 0,42 82,76
7 |o73| 85 | 20,3 |305]| 384|438 | 489|527 557|576 |593|604|626|643]| 773 | 76,7 | 0,05 23,02
8 | 145|166 | 33,6 | 458 | 54,6 | 60,7 | 66,1 | 69,2 | 71,4 | 72,8 | 73,7 | 744 | 758 | 76,6 | 81,7 | 81,8 | 0,24 42,44
9 | 145|174 | 42,6 | 62,0 | 74,2 | 81,5 | 86,7 | 88,5 | 90,4 | 91,3 | 92,1 | 92,5 | 92,9 | 93,1 | 95,9 | 95,8 | 0,46 80,31
Prameér| 0,78 | 15,11 | 34,38 | 46,91 | 53,69 | 57,81 | 60,52 | 62,28 | 63,59 | 64,38 | 65,07 | 65,42 | 66,24 | 66,94 | 72,43 | 71,91 0,29 | 55,12
Median | 0,60 | 16,79 | 36,06 | 49,36 | 55,35 | 59,68 | 61,66 | 63,14 | 63,95 | 64,35 | 64,83 | 65,23 | 66,80 | 67,94 | 76,19 | 75,33 | 0,39 58,07
SD | 0,43 | 4,32 | 10,12 | 13,84 | 15,69 | 16,67 | 17,27 | 17,40 | 17,65 | 17,74 | 17,79 | 17,82 | 17,72 | 17,63 | 16,17 | 16,13| 0,18 23,36
RSD % | 54,8 | 28,6 | 29,4 | 29,5 | 29,2 | 28,8 | 285 | 27,9 | 27,8 | 27,6 | 27,3 | 27,2 | 26,7 | 26,3 | 22,3 | 22,4 | 60,82 | 42,39
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Priloha I — Testovani 5: Graf popisujici pribéh penetrace (Lidska kitZe)
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Priloha J — Testovani 6: Tabulka s hodnotami 7 prubéhu penetrace (Strat-M membrdna)

Cela ¢. Kumulativni mnoZstvi Q [pg/cm?]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 Lag time Flux
cas[h1| 0,33 | 0,67 | 1,00 1,33 | 1,67 | 2,00 ] 2,50 | 3,00 | 3,50 | 4,00 | 4,50 | 5,00 | 6,00 | 7,00 | 8,00 | 23,00 | 24,00 | 25,00
Cas 20 40 60 80 100 | 120 | 150 | 180 210 240 | 270 | 300 | 360 | 420 | 480 | 1380 | 1440 | 1500 [h] [ug/cmZ/h]
[min]
1 09 | 45 | 88 | 13 | 19,7 | 253 | 32,5 | 38,8 | 439 | 484 | 52,2 | 555 | 60,9 | 653 | 689 | 84,2 | 842 | 853 | 0,53 18,45
2 115 | 50 | 88 | 12,2 | 15,1 | 18,0 | 21,6 | 250 | 29,0 | 32,6 | 35,8 | 385 | 42,7 | 47,7 | 519 | 728 | 721 | 72,7 [ 0,81 13,99
3 1,32 | 458 | 89 | 12,9 | 16,9 | 20,4 | 24,6 | 28,5 | 32,1 | 35,4 | 38,2 | 40,8 | 45,4 | 493 | 53,4 | 746 | 766 | 77,7 | 0,00 42,93
4 141 | 61 |11,3] 15,6 | 190|227 | 275|314 | 350 | 383 | 41,5| 44,3 | 48,7 | 529 | 56,3 | 80,0 | 809 | 81,5 [ 1,17 7.28
5 442 | 156 | 25,4 | 33,4 | 40,0 | 45,8 | 52,4 | 57,7 | 61,8 | 65,4 | 68,3 | 70,8 | 74,6 | 77,8 | 80,0 | 90,1 | 90,3 | 90,6 [ 0,00 33,29
6 1,72 | 55 | 91 | 123|153 | 182|219 | 255 | 28,7 | 31,8 | 34,6 | 37,4 | 42,0 | 46,4 | 50,0 | 745 | 763 | 773 | 1,08 11,36
7 343 | 11,5 | 19,1 | 259 | 32,1 | 36,6 | 42,8 | 478 | 52,6 | 56,4 | 59,9 | 63,6 | 69,1 | 73,9 | 775 | 93,2 | 92,9 | 933 [ 0,81 6,30
8 1,32 | 10,7 | 20,2 | 29,6 | 36,8 | 43,4 | 51,0 | 56,9 | 61,0 | 65,0 | 68,3 | 71,0 | 74,8 | 77,1 | 78,3 | 87,5 | 878 | 881 | 0,69 59 90
9 1,86 | 69 | 162|234 302|352 414 46,1 | 513|553 |588]|615|66,2]|700]|729]| 865 | 865 | 872 [ 0,01 15,87
Pramér | 1,96 | 7,93 | 13,9 | 194 | 24,4 | 28,8 | 34,3 | 389 | 43,0 | 46,7 | 49,8 | 52,7 | 57,3 | 61,3 | 645 | 82,1 | 82,6 | 833 | 0,64 17,30
Median | 1,36 | 5,81 |10,17|14,30|19,37|23,99|30,00| 35,10 | 39,46 | 43,33 | 46,83 | 49,94 | 54,77 59,10 | 62,59 | 82,09 | 82,56 | 83,39 | 0,75 14,93
SD 118 | 3,85 | 6,19 | 8,24 | 9,57 | 10,68|11,93| 12,72 | 13,01 | 13,25 |13,34| 13,39 |13,31|12,85|12,15| 7,28 | 6,91 | 6,74 | 0,44 11,66
RSD % | 60,52 | 48,58 | 44,41 |42,61|39,28|37,06|34,78| 32,66 | 30,23 | 28,39 | 26,77 |25,39|23,25(20,96|18,83| 8,87 | 8,36 | 8,10 | 68,86 | 67,41
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Priloha K — Testovaini 6: Graf popisujici pribéh penetrace (Strat-M membrdna)
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Priloha L — Testovani 7: Tabulka s hodnotami z prithéhu penetrace (Praseci kiiZe 7 domdciho prasete)

Kumulativni mnoZstvi Q [pg/cm?]

Cela c. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 Lag time Flux
¢as[h] |0,33]|0,67]1,00]|1,33]|1,67| 2,00 2,50 3,00 | 3,50 | 4,00 | 450 | 5,00 | 6,00 | 7,00 | 8,00 | 9,00 | 23,00 | 24,00
= 20 40 60 80 (100 | 120 150 180 210 | 240 | 270 300 | 360 | 420 | 480 | 540 |1 380 |1 440 [h] [ngiemih]
[min]
1 0,0 0,31]0,8 4 9,4 15,1 22,2 27,8 | 32,0 | 35,3 | 37,7 | 39,6 | 42,2 | 44,1 | 46,0 | 47,2 | 54,8 | 55,7 0,75 11,44
2 000409 |45 |12,3]| 21,5 33,3 42,6 | 49,1 | 53,6 | 56,8 | 59,1 | 61,8 | 63,8 | 64,7 | 65,4 | 69,6 | 69,8 1,10 22,58
3 0,0 10,381 05| 1,1 29 5,6 10,0 144 | 18,2 | 21,8 | 24,7 | 27,2 | 31,4 | 34,3 | 36,8 | 38,8 | 48,1 | 49,7 1,04 6,89
4 00|04 |06 |19 | 4,7 7,9 12,2 16,2 | 19,1 | 21,7 | 23,6 | 25,3 | 27,7 | 29,8 | 31,6 | 33,4 | 50,0 | 52,7 0,33 5,29
5 0003|104 (11] 31 6,2 11,6 16,7 | 21,1 | 25,0 | 28,3 | 30,9 | 35,0 | 39,3 | 43,0 | 45,2 | 55,4 | 57,1 1,05 7,91
6 00|04 )|05( 16 | 4,3 8,1 14,2 204 | 259 (31,3 | 358 | 39,6 | 45,3499 | 53,5 |56,6 | 70,8 | 72,6 1,05 9,93
7 000408 {(25]5,3 8,9 14,4 196 | 244 | 29,1 | 32,7 | 36,3 | 40,8 | 44,1 | 46,3 | 47,9 | 56,1 | 57,4 1,01 9,50
8 0004|1038 ] 8,1 12,5 18,5 24,3 | 29,2 | 33,2 | 36,6 | 39,4 | 43,9 | 47,5 | 50,5 | 53,5 ( 72,7 | 75,2 0,48 8,79
9 00|04 )|051|24]| 384 16,9 30,2 415 | 50,6 | 57,5 | 62,5 | 66,8 | 72,0 | 754 | 77,4 | 79,1 | 83,1 | 83,5 1,33 18,63
10 0,3 1036|0404 | 05 0,5 0,5 0,6 0,6 0,5 0,5 0,6 0,5 0,6 0,6 0,6 0,8 0,8 0,00 0,00
Priimér | 0,00 | 0,37 | 0,66 |2,53 6,49 | 11,41 | 18,53 | 24,84 | 29,96 | 34,28 | 37,63 | 40,46 (44,47 47,56 49,99 (51,90 62,30 | 63,75 0,90 11,22
Median | 0,00 | 0,37 (0,56 | 2,44 | 5,33 | 8,91 | 14,39 | 20,44 | 25,94 | 31,31 | 35,81 | 39,39 |42,23|44,09 (46,26 |47,85| 56,14 | 57,35 1,04 9,50
SD 0,00]0,02]0,22 (1,26 3,21 5,45 8,42 | 10,60 (12,15|13,00( 13,55( 13,94 |14,21|14,27|14,01|13,89| 12,04 | 11,77 0,32 5,69
RSD% | 0,0 | 5,0 [33,2|49,7|49,5| 47,7 45 .4 42,7 | 40,5 |1 379]| 36,0 | 344 | 32,0 | 30,0 | 28,0 | 26,8 | 19,3 | 18,5 35,53 50,77
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Priloha M — Testovani 7: Graf popisujici pribéh penetrace (Praseci kiiZe 7 domdciho prasete)
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