IN VITRO TEST KOŽNÍ PENETRACE JAKO ALTERNATIVNÍ TEST TOXICITY
  HUBKA TOMÁŠ, KOŘÍNKOVÁ JAROSLAVA* a NÝVLTOVÁ ZORA 
Ústav environmentálního a chemického inženýrství 
* Garant
ÚVOD
Rychlý rozvoj kosmetického a farmaceutického průmyslu si žádal podrobnější odpovědi na otázky mechanismu prostupu, bezpečnosti použitých látek a ovlivnění jejich penetračního profilu. Odpovědi přinesl test kožní penetrace prováděný in vitro, který se vyvíjí od poloviny 20. století 1.
In vitro metoda kožní penetrace zkoumá mechanismus interakcí během absorpce. Stanovení dermálních limitů je klíčovým faktorem posuzování toxicity chemických látek, které na pracovišti či v jiném prostředí přichází do styku s kůží a mohou být absorbovány. Kožní absorpci může ovlivnit mnoho faktorů, např. doba expozice, dávka, vlhkost kůže a osud chemické látky v kůži 2.
Údaje o dermální absorpci generované pomocí in vitro testů s lidskou a zvířecí kůží jsou využívány a porovnávány v řadě databází (např. EDETOX), které obsahují in vitro a in vivo data z klinických studií a recenzovaných časopisů zaměřených na farmacii a toxikologii 3.
Hlavně díky nejnovějším poznatkům se výzkumná pracoviště a přední výrobci chemie snaží vytvořit a standardizovat unifikovanou metodiku experimentu kožní penetrace, která by plnohodnotně nahradila testování penetrace látek metodou in vivo 4.

TEORETICKÁ ČÁST

Legislativa a důvody zavádění experimentů
Aktuálně prochází testování toxicity látek převratnými změnami. V EU bylo přijato nařízení evropského parlamentu a rady ES č. 1907/2006 týkající se registrace, hodnocení, povolování a omezování chemických látek, známé také pod zkratkou REACH, jehož účelem je chránit lidské zdraví a životní prostředí. Dle odhadů Evropské agentury pro chemické látky (ECHA) bude do roku 2018, k dokončení testování cca 30 tis. již existujících chemických látek, zapotřebí okolo 9 mil. zvířat a není tak dlouhodobě udržitelné z hlediska ekonomiky zdrojů a financí provádět testování látek metodami in vivo. V roce 2014 byla vydána institucí EURL ECVAM publikace s kompletní strategií pro nahrazení, snížení počtu a zdokonalení postupů používání živých zvířat při hodnocení akutní systémové toxicity, které zahrnují i alternativní metody in vitro (experimenty, které využívají místo živých zvířat relevantní biologické modely) 5.

V roce 2004 byla organizací OECD vydána směrnice č. 428, která upravuje a stanovuje podmínky pro testování kožní absorpce in vitro. V roce 2011 byla tato směrnice na základě zkušeností řady pracovišť aktualizována a vydána jako směrnice č. 156 pod názvem Poznámky k dermální absorpci. Slouží jako zdroj detailnějších informací pro vyhodnocování a provedení testů jak in vivo, tak in vitro. 
Souhrn informací z oblasti dermální absorpce vydala také Světová zdravotnická organizace (WHO) v dokumentu Enviromental Health Criteria 235 v roce 2006 6.
 Testování dermální absorpce pesticidů je regulováno směrnicí s názvem „Guidance on Dermal Absorption” vydané v roce 2012 evropským úřadem pro bezpečnost potravin (EFSA), která se odkazuje na in vivo i in vitro metodiku OECD a pokrývá testování pevných a aerosolových formulací 7.
Základní kritéria pro hodnocení kosmetických přípravků jsou popsána v dokumentu SCCS „Basic criteria for the in vitro assesment of dermal absorption of cosmetic ingredients” novelizovaném v roce 2010 8.

Experiment dle směrnice OECD č. 428
Provedení metody in vitro
Stanovení absorpčního profilu sledované látky se provádí na kožním preparátu (kožním štěpu), který je upevněn v difúzní komoře a dotýká se spodní stranou akceptorové kapaliny. Lze říci, že aparatura simuluje rozhraní kožní bariéra – vnitřní prostředí organismu 1.

Difúzní komory
Difúzní komora se skládá z donorové a akceptorové části, mezi nimi je umístěn kožní preparát. V praxi se používají převážně statické a průtočné difúzní komory ponořené v lázni či opatřené teplosměnným pláštěm. Obvyklá plocha povrchu je 0,3‑5 cm2 9.
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Obrázek 1: Statická (vlevo) a průtočná (vpravo) difúzní komora dle Franze 10.

Dávkování testované látky
Pro snížení variability výstupních dat je důležité správné dávkování testované látky. Pro látky v pevném skupenství je předepsáno dávkování 10 mg/cm2 a pro roztoky 100 µl/cm2 9.

Akceptorová kapalina
Jde o medium napodobující tekutiny v lymfatickém a krevním řečišti. V praxi se nejvíce využívá fyziologický roztok upravený fosfátovým pufrem na hodnotu pH 7,4; v některých případech (rozhoduje charakter látky) se přidává bovinní sérum albumin. Při použití statické difúzní komory se musí akceptorová kapalina neustále míchat. Akceptorová kapalina nesmí mít vliv na integritu kožního preparátu 2.

Kožní preparát
V literatuře se můžeme setkat s použitím kožních preparátů zhotovených z lidské a zvířecí kůže, nejvíce se používá vepřová kůže, která je při vhodné volbě anatomického místa odběru nejpodobnější lidské kůži. Kožní preparáty se dělí dle tloušťky a přítomnosti některé z vrstev na:

· Celou kůži (FT), obsahuje epidermis a dermis bez subkutánního tuku.
· Rozdělenou kůži (ST), obsahuje epidermis a zhruba polovinu dermis.
· Tepelně separované epidermis (HSE), obsahuje pouze epidermis.
· Dermatomovanou kůži (DS), obsahuje 200-500 mikrom svrchní vrstvy kůže.
· Isolované stratum corneum (ISC), obsahuje pouze stratum corneum 11.

Kontrola integrity kožního preparátu
Porušená kůže zkresluje výsledky, proto je nezbytné, aby byla zachována celistvost neboli integrita kožního preparátu. V praxi se ke kontrole integrity kůže používají metody:

· TEWL (Transepidermální ztráta vody)
· TEER (Transepitetální elektrická resistence)
· TWF  (Tok tritiové vody) 12

Doba trvání experimentu
Standardní doba trvání expozice kožního preparátu je dle předpisu 24 h. Pro látky penetrující pomalu či nikoliv je možné prodloužit dobu na 48 h. Naopak pro látky prostupující rychle, může být doba expozice zkrácena 9.

Odběr vzorků a analýza 
K odběru vzorků akceptorové kapaliny slouží vzorkovací ramínko, kde se odebere určité množství akceptorové kapaliny v různých časových intervalech a odebrané množství se nahrazuje čerstvou kapalinou 9.
Analýza vzorků se v praxi provádí výhradně metodami instrumentální analýzy. Ve velké míře se používá vysokotlaká kapalinová chromatografie, plynová chromatografie nebo metoda radioaktivního značení látek 13.

Vyhodnocení výsledků experimentu
[bookmark: _GoBack]Sleduje se především absorpční profil vyjádřený tokem (µg/cm2/h) a výtěžnost experimentu v procentech, která by se měla pohybovat v intervalu 90-110 % 14.

Validace difúzního systému
Cílem validace difúzních komor a pomocného zařízení je eliminovat variabilitu výsledků experimentu způsobenou typem, rozměry difúzní komory a volbou pomocného zařízení. Při validačním měření se používá standardní látka (např. kofein nebo ibuprofen), která penetruje umělou membránou. Stanovuje se koeficient permeability nebo tok standardní látky, který je pro použitou membránu tabelován. Dále se sleduje změna teploty akceptorové kapaliny a povrchu kožního preparátu 15.

Porovnání in vitro a in vivo dat
Ve výzkumné práci s názvem „Comparative in vitro-in vivo percutaneous absorption of the pesticide propoxur” porovnávají autoři výsledky experimentu in vitro s daty získanými pomocí metody in vivo. Testovanou látkou je zde pesticid Propoxur. Graficky jsou srovnána (viz graf 1) data absorbovaného množství testovaného na potkanech in vivo a na potkaní kůži in vitro. Absorpce látek přes kožní membránu in vivo bývá obvykle vyšší než absorpce in vitro.

Graf 1: Srovnání dat naměřených metodou in vivo a in vitro.

Srovnání č. 1 porovnává data in vitro, použití živé (metabolicky aktivní) kůže a data in vivo, aplikace na kůži semi-okluzivní chlopní. Srovnání č. 2 udává in vitro data, použití epidermis jako kožního preparátu a data in vivo, aplikace látky na kůži pomocí okluzivní chlopně 16.

Využití v praxi
Toxikologie
V oboru toxikologie se experiment penetrace kůže in vitro používá především k stanovování profesionálních expozic a odhadu zdravotních rizik 1.
V tabulce č. 1 je výběr z řady publikovaných prací s uvedením testovaných látek na různých kožních zdrojích. Nejčastěji se používá prasečí kůže, která je anatomicky nejbližší alternativou k lidské kůži.

Tabulka 1: Vybrané práce z oboru toxikologie
	Látka
	Organismus
	Charakter látky
	Reference

	Benzen, toluen, xylen
	prase
	lipofilní
	Adami a kol. (2006)

	Polyaromatické uhlovodíky
	prase
	lipofilní
	Kotingová a kol. (2015)

	Fenanthren
	morče
	lipofilní
	Nagsimula a kol. (1991)

	Oxidy zinku a titanu
	prase
	hydrofobní
	Ravenzwaay a kol. (2006)

	Deriváty trihalomethanu
	člověk
	lipofilní
	Xu a kol. (2002)



Kosmetika
Aktuální evropská legislativa nedovoluje testování kosmetických produktů a ingrediencí metodami in vivo. Jedinou vhodnou volbou je testování na relevantních biologických modelech metodou in vitro 8.

Tabulka 2: Vybrané práce z oboru kosmetika
	Látka
	Organismus
	Charakter látky
	Reference

	Vlasové pigmenty
	potkan, prase
	lipofilní/hydrofilní
	Beck a kol. (1994)

	Diethanolamin
	člověk
	lipofilní
	Brain a kol. (2005)

	Vlasové pigmenty
	prase
	lipofilní/hydrofilní
	Steiling a kol. (2001)

	Estery ftalátů
	potkan
	lipofilní
	Elsisi a kol. (1989)

	Nitrosamin
	morče
	lipofilní
	Kenney a kol. (1995)


Pro hodnocení kosmetických přípravků, ale i dermatologických formulací, je důležitá také znalost distribuce látky v kůži. Množství absorbované v rohové vrstvě kůže se zjišťuje pomocí tzv. stripování dle předpisu K7 WHO EHC 235 Dermal Absorption. Stripování lze popsat jako strhávání vrstev kůže pomocí adhesivní pásky, která se následně analyzuje 6.

Agrochemie
V sektoru zemědělství se hojně aplikují pesticidy a hnojiva. Produkce agrochemie zastupuje velký podíl ve výrobě chemikálií. Jelikož si jsou výrobci vědomi zdravotních rizik, především pesticidů (většinou kumulativní jedy), stanovují se dermální expoziční limity. Někteří producenti agrochemie využívají metodu in vitro 17.

Tabulka 3: Vybrané práce z oboru agrochemie
	Látka
	Organismus
	Charakter látky
	Reference

	14 pesticidů
	člověk, potkan
	lipofilní/hydrofilní
	Ravenzwaay a Lb. (2004)

	5 pesticidů
	myš
	lipofilní/hydrofilní
	Grissom a kol. (1987)

	Propoxur
	člověk, potkan
	hydrofilní
	van de Sandt a kol. (2000)

	Cepermethrin
	potkan
	lipofilní
	Scott & Ramsey (1987)

	Lindan
	člověk
	lipofilní
	Dick a kol. (1997)



Vstupní data in silico testů
Novějším přístupem v aplikovaném výzkumu je metodika in silico, což znamená „spočteno počítačem”. Jako vstupní údaje pro matematické modelování kožní penetrace jsou použity in vivo a in vitro data. Principem modelování je sledování statistických, chemicko-fyzikálních dat a jejich vzájemné závislosti 18.

Závěr
Příspěvek se zaměřuje na test kožní penetrace prováděný in vitro. Latinský termín in vitro znamená „ve skle” a in vitro metodu tedy lze volně definovat jako „alternativu bez použití celých zvířat”. V případě této metody se stanovuje rozsah dermální absorpce za použití izolované kůže, která se umístí do skleněné difúzní komory. Sleduje se pak obsah látky v kapalině pod kůží a její zbytek v kůži. Dermální absorpce má význam pro posuzování rizika chemických látek. Zavádění této metody testování má odůvodnění v koncepci 3R, která nabádá k nahrazování zvířat v testování (Replacement), ke snižování jejich počtu (Reduction) nebo k vylepšení podmínek užití zvířat (Refinement) při testování in vivo.
V práci je zmíněna evropská legislativa a důvody zavádění alternativních testů toxicity. Detailněji je popsána metoda testování transdermální absorpce pomocí difúzní komory na vzorku kůže, a to v souladu s požadavky směrnice OECD č. 428. V práci je uveden příklad publikace srovnávající in vivo a in vitro výsledky a dále výběr citací z oblasti toxikologie, kosmetiky a agrochemie.
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