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Uvod

Clovék je v zivotnim a pracovnim prostiedi expono-
van mnoha chemickym latkam. Aplikace nastrojii ochrany
vefejného zdravi v poslednich letech vyrazné snizila uro-
ven inhala¢nich expozic a v mnoha ptipadech se do popie-
di dostava expozice chemickym latkdim dermalni cestou.
Informace o priniku latek do organismu touto cestou jsou
ale malo zndmé. Na vyznam dermalni expozice napt. uka-
zal experiment, v némz byli dobrovolnici vystaveni param
asfaltu. Néktefi jedinci byly exponovani pouze dermalné
(dychali s Cisticim respiratorem) a jini zéroven inhala¢né
a dermalné (dychali bez respiratoru). Vyhodnocenim vy-
sledkti vyskytu metaboliti polycyklickych aromatickych
uhlovodikil (PAU) bylo zjisténo, ze 50-60 % vstiebanych
PAU pochazi z dermalni expozice'.

K ziskavani informaci o dermalni absorpci je mozné
pouzit rizné laboratorni testy. Vzhledem k omezovanému
pouzivani in vivo testa z etickych divodu jsou to v posled-
ni dobé hlavné testy in vitro. Doporuceni k jejich provadé-
ni vydalo mnoho organizaci (napt. WHO??, OECD**, Ev-
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ropské unie®), doporudeni jsou viak obecnad a jednotna
metodika provadéni testl chybi. Uréity navod poskytuje
prace Diembecka a spol.”.

Cilem této publikace je predstavit prvni v CR certifi-
kovanou metodiku in vitro testli transdermdlni absorpce
chemickych latek (certifikovana v systému Spravné la-
boratorni praxe v bieznu 2022) vyvinutou ve spolupraci
VUOS Rybitvi a Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy
v Hradci Kralové tak, aby umoznila zajemci jeji pouziti
v praxi. Zde ptedstavené informace jsou omezeny povole-
covéany v Dopliiku, ktery je pfistupny na internetové stran-
ce Casopisu Chemické listy. Je zde bliZe popsana piiprava
metodiky, moznosti a doporuceni tykajici se testd dermalni
absorpce in vitro, naSe zkusenosti a rtizna uskali, ktera se
obvykle v ¢lancich popisujicich dermalni absorpce in vitro
nezminuji, ale pro zacinajici experimentatory jsou velmi
dulezita.

Experimentalni ¢ast
Pomicky, material, pfistroje

Absorpcni membrdany: plna prasei kiize z usi zakou-
penych na lokalnich jatkach nebo komer¢né (Xenometrix,
Svycarsko).

Pristroje: vertikalni difuzni komtirky (Franzovy cely®,
FDC) s absorpéni plochou 1,77 cm? (vice v Doplitku na
internetu); aparatura zajist'ujici teplotu systému a michani
receptorové tekutiny (vice v Dopliiku); elektricky holici
strojek Silver Crest (zakoupen v Lidlu); pfistroj na méfeni
TEWL (MPA-5, Couraget+Khazaka, Némecko), pfistroj
k méteni TER (TECPEL LCR 612, Tecpel Co, Taiwan);
dotykovy teplomér Oberflichen-Thermostick DOT 150
(Voltcraft, Conrad Electronic GmbH, Némecko); kapalino-
vy chromatograf Shimadzu Nexera X2 s UV/VIS detekei
(Shimadzu, Japonsko).

Spotiebni materidl: injekéni stiika¢ky (Chirana 2 a 10
ml, B-Braun Inject F 1 ml), injek¢éni jehly (Medoject
1,2 x 40 mm, B-Braun Sterican 0,80 x 120 mm), sklenéné
vialky (2 ml) s vloZzenymi sklenénymi inzerty (400 ul),
plastovymi vicky a silikon-gumovymi septy (vSe Agilent),
chromatografické kolony Kinetex XB-C18, 2,6 um,
100 x 4,6 mm 100 A (Chromservis); InertClone 5 pum
ODS(2) 150 A, 150 x 4,6 mm (Phenomenex); Primesep D,
4,6 x 50 mm, 5 pm (SIELC).

Chemikalie: kofein, benzoova kyselina, testosteron,
bovinni sérovy albumin (BSA), trifluoroctova kyselina,
acetonitril pro HPLC (vSe od firmy Sigma-Aldrich); fyzio-
logicky roztok, roztok ethanol-voda 1 : 1, methanol pro
HPLC (Biosolve), 98% kyselina mravenci (Lach-Ner).

Metodika

Zakladem pro vytvofeni certifikované metodiky byla
doporuceni OECD (Cislo 428: Skin Absorption: In vitro



Chem. Listy 7716, 751-758 (2022)

Obr. 1. Vzorek kuZe odebrany ze zadni strany u$niho boltce
prasete domaciho (Sus scrofa f. domestica)

method* a &islo 156 — Guidance Notes on Dermal Absorp-
tion®), doporudeni WHO (Environmental Health Criteria
235 — Dermal Absortption” a Environmental Health Crite-
ria 424 — Dermal Exposure®), protokoly pievzaté z praci
Diembecka a spol.” a van de Sandta a spol.’.

Jako testovaci membrana byla pouzita praseci kize ze
zadni strany usniho boltce. V laboratofi byly jednotlivé usi
umyty teplou vodou a kosmetickym mydlem, osuSeny,
oholeny elektrickym holicim strojkem a pomoci skalpelu
antzek byla od chrupavky odpreparovana kuze ze ze-
vni dolni ¢asti zadni strany boltce (obr. 1). Ziskané
k@ze byly zabaleny do aluminiové folie a uskladnény
pti teploté —20 °C do doby pouziti. V testech byly pou-
zivany kize do 1 roku doby skladovani a kize byly pouzi-
vany v plné tloust'ce.

K testovani byly pouZity sklenéné vertikalni difuzni
komirky (tzv. Franzovy difuzni celys, FDC, obr. 2) riz-
nych typt, blize v Dopliiku. VSechny mély velikost ab-
sorpéni plochy 1,77 cm? a v pritbéhu testovani nebyl zjis-
tén zadny vliv typu komurky na pribéeh absorpcee, typ ko-

objem 10 ml

absorpéni plocha 1,77 cm?
Obr. 2. Difuzni komirky (cely); A — vyrobena sklaftem; B — cela s klipem od firmy Copley Scientific; C — cela se §roubenim od firmy
Copley Scientific
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murky spiSe ovliviioval manipulaci s kiizi a naro¢nost hod-
noceni vysledkd.

Pied zacatkem testu byly vzorky kize Setrné rozmra-
zeny pii pokojové teploté, byla vybrana ¢ast bez poskozeni
(odérky, stroupky) a kozni membrany byly umistény
(natazeny) mezi donorovou a akceptorovou &ast epider-
malni stranou nahoru (do donorové c¢asti). Akceptorova
Cast cely byla naplnéna receptorovu tekutinou (RT; pro
testy absorpce kofeinu a benzoové kyseliny byl pouzit
fyziologicky roztok, v testu s absorpci testosteronu fyzio-
logicky roztok s pfidavkem 5 % BSA) a bylo do ni vloze-
no magnetické michadlo zajistujici pohyb receptorové
tekutiny b&hem experimentu (rychlost 600 rpm). Cely
s vlozenou kizi byly umistény do aparatury (obr. 3)
a ponechany 30—-60 min hydratovat, aby se odstranilo mir-
né vysuseni kuzi vzniklé béhem skladovani a pIn¢ obnovi-
la kozni bariéra.

Nasledné byla integrita kize hodnocena pomoci vizu-
alni kontroly (kiZe mé4 byt na povrchu mimné oschld)
a pomoci vySetieni transepidermélni ztraty vody (TEWL)
a transkutanni elektrické rezistence (TER). Vylucovacim
kritériem byl TEWL vy3§i nez 15 g/m*h (cit.'”) a TER
nizéi nez 1,57 kQ/cm? (cit.'"), blize viz Doplnék. Nevyho-
vujici vzorky byly vyménény. Po kontrole pfitomnosti
vzduchovych bublin pod membranou (pfitomné bublinky
odstranény polohovanim cely) bylo na povrch kize
(rovnomérné po celém povrchu kaze) aplikovano 45 pl
testovaného roztoku (kofein, benzoova kyselina nebo tes-
tosteron v koncentraci 4 mgml™, rozpoustédlo voda/
ethanol 1 : 1; aplikovana davka 25 pl cm ™), kontrolni cely
byly ponechany bez aplikace testované latky. VSechny
komtrky byly umistény do temperované vodni 14zné, kterd
udrzovala teplotu na povrchu kize 32+1°C (cit.*).
Z akceptorové Casti cely bylo pak po celou dobu trvani
pokusu odebirano 0,5 ml RT (stiikacky B-Braun, jehla
Sterican 0,80 x 120 mm, pro kazdou komurku byla pouzita
jina stiikacka a jehla) v pfedem stanovenych intervalech
(zékladni intervaly byly 20 min, 40 min, 1 h, 2h, 4 h, 8 h,
20 h, 24 h). Odebrana RT ve sklenénych vialkdch byla
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Obr. 3. Testovaci aparatura; A — temperovany magneticky michaci blok (Copley Scientific) s celami Copley; B — aparatura sestavajici
z temperované michaci magnetické desky (IKAMAG-RT 15) a sklafem vyrobené nadoby s drzakem FDC (v zadni komtrce dotykovy

teplomér)

zamrazena pii —20 °C. Odebrané mnozstvi RT bylo vzdy
nahrazeno stejnym mnozstvim nové (¢isté) RT. Doba trva-
ni pokusu byla pro certifikaci stanovena na doporucova-
nych 24 h (cit.*). Po ukon&eni pokusu byly jednotlivé &asti
aparatury rozebrany, omyty a ususeny.

Experimenty probihaly za bézné laboratorni teploty
a tlaku v laboratofich Ustavu preventivniho lékaistvi Lé-
katské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové a na
Oddéleni analytiky Vyzkumného ustavu organickych syn-
téz (VUOS) Rybitvi a byl pfi nich uplatnén stejny postup.
Vsechny odebrané vzorky receptorové tekutiny byly hod-
noceny na jednom pracovisti (VUOS — Oddéleni analyti-
ky) metodou HPLC (kapalinovy chromatograf Shimadzu
Nexera X2 s UV/VIS deteket).

Chromatografické podminky stanoveni kofeinu: kolo-
na Kinetex XB-C18, 2,6 um, 100 x 4,6 mm 100 A + pfed-
kolona; teplota 25 °C; mobilni faze A 25 % methanol;
mobilni faze B 75 % ultracistd voda; pritok 1 ml min~;
objem nastfiku 30 pl; detekce 272 nm; retencni Cas
3,5 min.

Chromatografické podminky stanoveni kyseliny ben-
zoové: kolona InertClone 5um ODS(2) 150 A,
150 x 4,6 mm + ptedkolona; teplota 30 °C; mobilni faze
A/B = 50/50 (mobilni faze A: 10mM trifluoroctova kyse-
lina/ultracista voda; mobilni faze B: 10mM trifluoroctova
kyselina/acetonitril); priitok 1,5 ml min™'; objem néstiiku
20 pl; vlnova délka 240 nm; retenéni ¢as 1,78 min.

Chromatografické podminky stanoveni testosteronu:
kolona Primesep D, 4,6 x 50 mm, 5 um + piedkolona;
teplota 30 °C; mobilni faze 30/70/0,2 acetonitril/voda/
kyselina mravenéi; pritok 1 mlmin'; objem néstfiku
30 pl; detekce 243 nm; retencni ¢as 5,5 min. Chromatogra-
fické zaznamy jednotlivych latek jsou prezentovany
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v Dopliku na internetovych strankach c¢asopisu Chemické
listy (obr. 1-3 v Doplitku).

Ze ziskanych hodnot koncentraci testovanych latek
v receptorové tekutiné v danych ¢asovych intervalech byla
spoctena absorpce latky v danych intervalech a podil vstie-
baného mnozstvi latky v poméru k aplikované davce
(pouzit pocitacovy program MS-Excel) a pomoci progra-
mu SAMPA'? stanoveny zékladni parametry absorpce —
flux (mnozstvi latky absorbované jednotkou plochy kize
za jednotku Casu v ustdleném stavu) a lag time (Cas nutny
k vytvofeni ustaleného stavu).

Vysledky

Pro testovani byly pouzity 3 latky s odliSnymi ab-
sorpénimi vlastnostmi — kyselina benzoova, kofein a testo-
steron.

Prvni testovanou latkou byla kyselina benzoova.
Vzhledem Kk jejim vlastnostem (molarni hmotnost
122,12 g mol ™, log Kow = 1,87; blize viz Dopln€k) probi-
hala jeji absorpce nejrychleji z nami testovanych latek.
Celkem bylo provedeno 7 sérii pokust absorpce této latky
pres kuzi praseciho ucha in vitro. Vysledky experimenti
s absorpci kyseliny benzoové (flux, lag time a mnozstvi
vstiebané latky) jsou v tab. I, pribéh absorpce (kiivka
z pokust série 1) je vidét na grafu v obr. 4.

Druhou testovanou latkou byl kofein (molekulova
hmotnost 194,19 g mol ™, log Kosw =-0,07). Celkem
byly provedeny 3 série pokust, vysledky ukazuje tab. II
aobr. 5.

Posledni  testovanou  latkou byl testosteron
(molekulova hmotnost 288,42 g mol™, log Kow=3,32).
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Na kuzi praseciho ucha byl proveden jen jeden pokus
(ddno  omezenim  Cinnosti  laboratofi  vzhledem
k restriktivnim opatfenim v souvislosti s neplanovanou
epidemii nemoci covid-19 a omezenou dobou trvani gran-
tu). Vzhledem k jeho vlastnostem byla transdermélni ab-
sorpce nejpomalejsi, hodnoty vyssi nez mez stanovitelnos-
ti analytické metody byly pouze v poslednich dvou odbé-
rovych Casech, coz neumoznilo sestaveni kiivky absorpce
a vypocet charakteristik absorpce fluxu a lag time. Byly
vSak téz provedeny pokusy s absorpci testosteronu pies
jiné typy membrany (plnd kiize praseciho bficha, plna
lidska ktze), vice viz Diskuse.

Dtlezitou podminkou absorpce je zachovani ,sink
conditions® (viz Doplnék, kap. 3). Experimentalné zjisténa
rozpustnost kyseliny benzoové ve fyziologickém roztoku
byla 2,47 g I'!, rozpustnost kofeinu 20,1 g I"! a rozpustnost
testosteronu 0,23 g 1", Maximalni naméfena koncentrace
kyseliny benzoové v RT byla 24,9 mg I, kofeinu 8,6 mg I
a testosteronu 0,5 mg 1!, ,Sink conditions* tudiz byly
zachovany ve vSech experimentech.

Diskuse

V soucasné dob€ nejsou znamy blizsi informace
o dermalni absorpci vétSiny chemickych latek, proto se pii
hodnoceni zdravotnich rizik posuzuje celych 100 % apli-
kované davky za absorbovatelné (tzv. ,.konzervativni scé-
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nai)*, coz v mnoha piipadech neodpovida realits. Vzhle-
dem k omezovanému pouzivani zvifat v experimentech
vétsina téchto informaci (at’ uz pro pracovni nebo Zivotni
prostiedi, kosmeticky a farmaceuticky primysl) bude
v budoucnu pochézet z testi in vitro. Jejich velky rozvoj
zacal v 90. letech minulého stoleti, ale bohuzel dodnes
chybi jednotna metodika k provadéni téchto testi, coz
bylo diivodem i této prace.

Aby bylo mozné porovnat vysledky naSich experi-
mentl s jinymi autory, byla jako vzor pro prubéh testu
zvolena mezilaboratorni studie provedena van de Sandtem
aspol.’, kterd porovnavala absorpci benzoové kyseliny,
kofeinu a testosteronu v 10 laboratofich pouzivajicich
stejny protokol. Ve vSech laboratofich byla pouzivana
koncentrace testovanych latek 4 mg ml™ (stejnad koncen-
trace byla pouzita v naSich experimentech). Jednotliva
pracovisté¢ pouzivala rizné difuzni komirky (typ, veli-
kost), ziskané vzorky RT byly hodnoceny centraln¢. Doba
trvani jejich pokust byla 24 h (stejné jako v nasich experi-
mentech) a byly pfesné dané intervaly odbéri RT.
V 9 laboratofich pouzivali lidskou ktzi (rizné tloustky),
v 1 laboratofi kdzi potkana. Struéné vysledky studie van
de Sandta a spol.’ na lidské kazi uvadi tab. II1.

Pouziti lidské kaze pro komercni testovani je proble-
matické (z riznych diivodu, blize viz Doplnek, kap. 1),
proto byla v ndmi vyvijené metodice vybrana jako testova-
ci membrana kize prasectho ucha, kterd je lidské kazi
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Obr. 4. Graf znazoriujici pribéh absorpce kyseliny benzoové pies plnou kiZi prasefiho ucha (pokus série 1, graf vytvofeny progra-
mem SAMPA'?; graf z aritmetickych primérii absorpce v jednotlivych FDC v danych &asovych intervalech)

Tabulka III

Vysledky transdermélni absorpce kyseliny benzoové, kofeinu a testosteronu pies lidskou kiizi dle van de Sandt a kol.’
(rozpéti vysledki ziskanych pfi testovani transdermalni absorpce in vitro pies lidskou kiizi v 9 laboratotich)

Testovana latka Flux [ug/cm*/h] Lag time [h] Mnozstvi vstiebané latky [%]
Kyselina benzoova 2,87-38,2 0-3,5 30,1-102,5

Kofein 0,31-10,4 0,8-6,4 6,5-58,5

Testosteron 0,08-7,82 0,4-9,7 1,3-44,3
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Obr. 5. Graf znazoriujici priibéh absorpce kofeinu pres plnou kiiZi prase¢iho ucha (pokus série 1, graf vytvofeny programem
SAMPA'?; graf z aritmetickych primérii absorpce v jednotlivych FDC v danych ¢asovych intervalech)

svymi vlastnostmi nejpodobng&jsi'?.

VnaSich experimentech na prase¢i kizi byla
v souladu s praci van de Sandt a spol.” (na lidské kizi; viz
tab. III) nejrychlej$i absorpce kyseliny benzoové
v receptorové tekuting byla detekovana jiz pii prvém od-
béru RT (po 20 min) ve vSech vzorcich a po zhruba 6-8 h
se jiz jeji koncentrace v RT nezvySovala, jak je dobfe vi-
dét na obr. 4. Primérny lag time v naSich jednotlivych
experimentech byl vrozmezi 0,1-1,8h (van de Sandt
a spol.” uvadi 0-3,5 h). Praméry flux v naich testech se
pohyboval v rozmezi 4,37-39,67 pg/cm*h (van de Sandt
a spol.” uvadi 2,87-38,25 pg/cm*/h). Také absorpce do RT
byla nejvyssi, v priméru bylo v RT nalezeno 17,6-94,8 %
aplikované davky (van de Sandt a spol.” uvadi 30,1-102,5 %).
Kyselina benzoova tedy predstavuje model dobie penetru-
jici hydrofilni latky s malou molekulovou hmotnosti. Pfi
testovani podobnych latek 1ze potom dobu experimentu
zkratit (je doporucovano pied vlastnim testem latky
s neznamymi absorpénimi vlastnostmi provést pilotni stu-
dii a podle jejich vysledkid modifikovat dobu trvani testu
a intervaly odbéri RT).

Detekovatelna mnozstvi kofeinu se v receptorové
tekutiné objevovala vétSinou po 1 h trvani absorpce a
zvySovani koncentrace probihalo po celych 24 h trvani
pokusu, jak je vidét na obr. 5. Lag time byl v praméru
0,7-7,0 h (van de Sandt a spol.9 uvadi 0,8-6,4 h), pramér-
ny flux se vjednotlivych experimentech pohyboval
v rozmezi 0,39-6,33 pg/cm’h (van de Sandt a spol.” uva-
di 0,31-10,4 pg/cm?*/h) a v priméru bylo v RT nalezeno
3,9-34,7 % podané davky kofeinu (van de Sandt a spol.’
uvadi 6,5-58,5 %). Kofein tedy pfedstavuje model latky
vhodny pro dobu trvani experimentu 24 h.

v

Pii testu na kuzi prase¢iho ucha po 24 h nedoslo k jeho
absorpci do RT (resp. hodnoty koncentrace testosteronu
nalezené pouze v poslednich 1-2 odbérech RT neumoziio-
valy sestaveni kiivky absorpce). Testosteron tudiz piedsta-
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vuje model latky, kterd pfi pouziti plné kize praseciho
ucha vyzaduje delsi dobu trvani testu nez 24 h.

V nasich experimentech byly téz z divodi testovani
vhodnosti a porovnani riznych typti membran provedeny
testy s plnou kizi praseciho bficha a plnou lidskou kuzi
z biicha (tab. IV). V testech na prasec¢im bfichu byla ab-
sorpce o néco vyssi, detekovatelnd mnozstvi umoziujici
vypocet fluxu a lag time byla nalezena ve 4 komurkach
z 8 pouzitych. Pfi testech na lidské kazi byl testosteron
nalezen ve vSech 8 komurkach. Detekovatelnd mnozstvi se
zaCinala objevovat po cca 6-8 h trvani absorpce a zvySo-
vala se po celou dobu trvani experimentu. Nami zjistény
primé&rny lag time pro lidskou a praseci kizi byl 2,5-3,8 h
(van de Sandt a spol.9 uvadi 0,04-9,7 h), flux 0,22-3,15
pg/em*h (van de Sandt a spol.” uvadi 0,08-7,82 pg/cm?h).
Do RT se vstfebalo pouze mezi 1,4-2,4 % aplikované
davky (van de Sandt a spol.” uvadi rozpéti 1,3-44,3 %).
Nami zjisténé vysledky transdermalni absorpce testostero-
nu in vitro na lidské a praseci kizi korespondovaly s vy-
sledky publikace van de Sandta a spol. pro lidskou kizi.
Proto byly vysledky zjiSténé v testu na kizi praseciho
bficha a na lidské kazi zahrnuty do hodnoceni a uznany
pfi certifikaci metodiky jako dikaz funkcnosti modelu.

Rozsitena diskuse pojednavajici o vlivu jednotlivych
soucasti testli transdermalni absorpce chemickych latek in
vitro je naplni Dopliku na webovych strankach ¢asopisu
Chemickeé listy.

Zavér

Vystupem nami provedenych experimenttl je metodi-
ka pro provadéni testd dermalni absorpce chemickych
latek in vitro, ktera bude pouzivana ve VUOS Rybitvi a na
Lékaiské fakulté¢ UK v Hradci Kralové k ziskavani infor-
maci o penetraci riznych latek v pracovnim nebo zivotnim
prostedi a pfi testovani kosmetickych nebo 1é¢ivych pii-
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pravkl. Tato metodika — pouzivajici neznacené chemické
latky a HPLC detekci — byla v systému Spravné laborator-
ni praxe certifikovana v bfeznu 2022.

Internetova verze této prace obsahuje navic dopliuji-
ci ¢ast. Pro vyhledani plné verze ¢lanku vcetné piislusné-
ho supplementu je tieba oteviit aktualni webovou stranku
Chemickych listd.
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L. Kotingova®,  Z.Nyvltova”,  Z. Résslerova’,
L. Biskova®, J.Volkova®, A. Fibir, J.Kofinkova®,
L. Moravcova®, and P. Plodikova® (“ Charles University,
Medical Faculty in Hradec Krdlové, Department of Pre-
ventive Medicine, " VUOS Rybitvi, < University Hospital
Hradec Kralové, * University of Pardubice, Faculty of
Chemical Technology, Institute of Environmental and
Chemical Engineering, © University of Pardubice, Faculty
of Chemical Technology): Preparation of Certified
Methodology for Testing Transdermal Absorption of
Chemicals in vitro

This publication presents the preparation of a certi-
fied methodology for in vitro transdermal absorption test-
ing of chemicals and highlights the various pitfalls in their
implementation. Vertical diffusion cells (Franz cells) were
used to test the dermal absorption of caffeine, benzoic
acid, and testosterone across a penetration membrane
(porcine ear skin), while the receptor fluid samples were
evaluated by HPLC. The designed methodology was certi-
fied in 2022 in the Good Laboratory Practice system and
will be used at the VUOS Rybitvi and at the Medical
Faculty of the Charles University in Hradec Kralové to
assess the dermal absorption of various substances in the
environment and occupational surroundings.
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