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Doplnek

DOPLNEK

V souCasné dob& nejsou zndmy bliz8§i informace
o dermdlni absorpci vétSiny chemickych latek. Vzhledem
k omezovanému pouzivani zvifat v experimentech vétsina
téchto informaci bude v budoucnu pochazet z testt in vit-
ro. Souhrn a diskuse riznych doporuceni a nasich zkuse-
nosti s témito testy je naplni tohoto Dopliku.

1. Penetra¢ni membrana

,-Zlatym standardem* pro testovani dermalni absorpce
chemickych latek in vitro je lidska kize. NejCastéji je zis-
kavana od darct pfi plastickych operacich bricha a prsu (je
nezbytny informovany souhlas darce a schvaleni prislus-
nou etickou komisi). Idealné by kiize neméla byt oSetiena
dezinfekei, nebot’ ta miize poskozovat kozni bariéru, ale to
je vrealném zivoté nemozné. Jinou moznosti je ziskani
kize z tkanové banky, vétsinou od kadéverdznich darca.
Lidskou kazi je téz mozné zakoupit komercné, jeji nakup
je v8ak velmi finan¢né nékladny.

Alternativou k lidské kuzi je pouziti kizi zvifecich.
Nejcastéji je doporucovana kuze praseci, nebot’ je lidské
kdzi nejpodobngjsi. Oba tyto zivo€isné druhy v pribéhu
evoluce pfirozené ztratily ochlupeni a z toho diivodu byly
nuceny vyvinout jiny typ ochrany, tvofeny specifickym
slozenim epidermis a rohové vrstvy'. Pouzit lze kizi bii-
cha, hrudniku, zad; velmi vhodné je pouziti kize zadni
strany u$niho boltce, ktera je tenka (na dolnim zevnim
okraji ucha je tloustka okolo 1 mm), neobsahuje podkozi
a svoji anatomickou stavbou je nejvice podobna kuzi lidské?.
Usni boltce je také mozné relativné snadno ziskat nakupem
na jatkach, je ale dulezité, aby byly odebrany jesté pied spa-
fenim prasete (spafena kiize ma odstranénu epidermis a tim
padem i rohovou vrstvu, misto kozni bariéry).

Dalsi alternativou je pouziti komeréné dostupnych
modelt rekonstruované lidské epidermis nebo kiize, ale ty
stale jeSté nedosahuji vlastnosti a funkce pfirozené kize,
chybi jim zejména rohovaténi vrchni vrstvy epidermis
a piitomnost koznich adnex’. Piikladem jsou nap¥. modely
Episkin, SkinEthic, EpiDerm a jiné. Pro testovani absorpce
chemickych latek zatim nejsou doporucovany, mohou vsak
byt pouzity pro testy dermalni iritace, korozivnosti, fototo-
xicity a genotoxicity®.

Dalsi moznosti je pouZiti riznych syntetickych mem-
bran. Na zacatku naSich experimenti bylo testovano pou-
ziti syntetické membrany Strat-M (Merck), ktera je vyrob-
cem doporucovana jako model pro predikci absorpce lid-
ské kaze bez variability mezi Sarzemi a bez limith ve skla-
dovani’. Jeji vysledky (data nejsou prezentovana) se viak
vyrazn¢ odliSovaly od pouzitych kiizi. Dal§im nedostatkem
této membrany byla netésnost spojeni mezi ni a ¢astmi
difuznich komirek, a proto bylo od jejiho dal§iho pouziti
ustoupeno.

Kuzi (lidskou nebo praseci) je mozné pouzivat v plné
tloust’ce, doporucuje se tloustka do 1 mm. Je téZ mozné
pouzivat kuzi tzv. dermatomovanou, kterd je pomoci

specialniho ,,noze“ (dermatomu) sefiznuta na tloustku
200-500 um. Tato kiize obsahuje epidermis (je zachovéana
kozni bariéra) a pouze horni ¢ast dermis, ktera miize snizo-
vat absorpci zejména lipofilnich latek. Dermatomovana
kiize je pro pouziti v testech preferovana, nevyhodou je ale
vysoka finan¢ni narocnost pofizeni dermatomu a nutnost
ziskdni zruénosti s jeho pouzivanim. K testovani je téz
mozné pouzit pouze epidermalni membranu, v naSich ex-
perimentech nebyla pouZita (membréna je velmi fragilni,
zustavaji v ni otvory po prostupu chlupt, které se musi
hydrataci v komtrce ,,zatdhnout). Postup jeji pfipravy
popisuji napt. Akomeah a spol.’.

Kuzi je mozné pouzivat Cerstvou — pokud je cilem
studie testovani metabolismu latky v kuzi, je vhodné pou-
Zit kiizi do 2 dnii po odbéru’; k testovani absorpce dané
latky je mozné pouzit kizi skladovanou pii 4 °C po dobu
24 tydnt®. Castéji viak byva pouzivana kiize zmrazena.
Ta jiz nema zachovany aktivni enzymaticky systém, ale
kozni bariéra je ovlivnéna minimaln€. Kiize ma byt skla-
dovéna pti —20 °C (zabalena do aluminiové folie a 1épe
jesté v polyethylenovém sacku) a je pouzitelnd po dobu
1 roku’. Je vsak nutno brat v tvahu skuteénost, Ze se zvy-
Sujici se dobou skladovani se zvy3uje jeji propustnost'®,
proto nékteti autofi doporucuji skladovani kratsi, napf.
u prasedi kize do 2 mésici''. V prabéhu skladovani do-
chézi k jejimu vysusovani a tim k mirnému naruseni barié-
ry (proto je vhodné po zamontovani kize do FDC pred
aplikaci testované latky nechat ktzi alespont 30 min rehyd-
ratovat receptorovou tekutinou).

Pii provadéni naSich experimentli jsme pouzivali kizi
praseciho bficha a ucha, kterou jsme porovnavali s lidskou
kazi. Po uvazeni vSech vySe popisovanych skutecnosti
a vysledkl provedenych testil jsme se pro nasi certifikova-
nou metodiku rozhodli jako nejvhodnéjsi pouzivat zmraze-
nou kiaizi zadni strany praseciho boltce.

2. Testovani integrity kiuZe

Nedilnou soucasti testu je kontrola integrity kize,
nebot’ i malé poskozeni kozni bariéry vyznamné ovliviiuje
absorp¢ni vlastnosti ktize. Na zéaklad¢ literarni reSerSe
kladnou vizualni kontrolu — ktize musi byt bez viditelnych
poranéni, stroupkdl, zanétlivych projevi apod. Doporucuje
se jeji prohlédnuti lupou'? nebo proti zdroji svétla. Velmi
vhodné je téz sledovani vlhkosti kiize po jejim zamontova-
ni a aklimatizaci v difuzni komtirce. Ackermann a spol."
doporucuji vytadit vzorky, u nichZ je po 30 min ekvilibra-
ce piitomna vlhkost na povrchu kiize, normalni neporuse-
na ktize je po této dob€ na povrchu mirng oschla.

Po umisténi do difuznich komirek je mozné kontrolo-
vat elektricky odpor kiize kladeny priichodu elektrického
proudu (transcutaneous electrical resistance, TER), ktery
se pii poskozeni kozni bariéry snizuje. Pofizeni vhodného
pfistroje neni finanéné naroéné (je doporucovan piistroj
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pracujici s frekvenci 50-100 Hz, pouzivajici napéti 1—
3Va méfici vrozmezi 0,1-30kQ (cit.'*). Doporugeni
limitnich hodnot se v literatute 1iSi, v naSich testech jsme
pouzivali hodnotu 1,57 kQ/cm?, kterou doporucuje pro
plnou praseéi kizi Davies a spol.''. Postup: na ekvilibro-
vanou kiZi (kize alespoi 30 min zamontovand v FDC
aumisténa v temperujici lazni nebo boxu) aplikovat
0,5 ml fyziologického roztoku a potom zavést jednu elek-
trodu pfistroje odbérovym raménkem do akceptorové ¢asti
komurky a druhou ponofit do kapky fyziologického rozto-
ku (pokryvajici cely absorpéni povrch kiize) tak, aby se
nedotykala povrchu ktize. Na pfistroji odecist hodnotu
odporu kladeného ktizi, prepocitat podle velikosti absorpc-
ni plochy (na kQ/cm?).

Dalsi moznosti je hodnoceni ztraty vody kuzi
(transepidermal water loss, TEWL), ktera se pii poskozeni
kozni bariéry zvySuje. Existuji rizné typy meéficich pifi-
strojt, nevyhodou jejich pofizeni je pomérné vysoka cena.
Doporuceni limitujicich hodnot v literatuie se opét rtizni
(obvykle se pohybuji vrozmezi 2-30 g/m%h). Pro nase
testovani byla jako vyfazovaci hodnota pouzita hodnota
nad 15 g/m*/h, kterou pro kaizi prase¢iho ucha a stejny typ
piistroje pouzili Duracher a spol.'>. Postup: FDC
s ekvilibrovanou kizi (po cca 30 min od zamontovani)
vyndat z vodni lazné, osusit komurku, sondu piistroje
prilozit na povrch kiiZze a provést méteni. V nasich experi-
mentech bylo méfeni provadéno po dobu 1 min, vysledna
priméma  hodnota byla odeftena v  prislus-
ném pocitacovém programu pristroje.

K hodnoceni integrity kiize je mozné pouzit dalsi
metody, jejich vycet je ale nad rdmec této publikace a
vzhledem k jejich méné castému pouziti (dle literatury)
a moznym negativnim vliviim na kozni bariéru zde nebu-
dou probirany.

Nazory na pouziti vhodné kontroly integrity kiize se
v literatufe rizni, vSichni autofi se vSak shoduji na duklad-
né vizualni kontrole a ex post vyfazeni vSech vyrazné od-
lisnych vzorkt.

3. Difuzni komiirky

Zakladnim laboratornim zafizenim pro testovani der-
malni absorpce chemickych latek jsou difuzni komirky.
Pouzivaji se rtizné typy — horizontalni nebo vertikalni,
statické nebo pritokové, s riznou velikosti absorpéni plo-
chy a akceptorové ¢asti. Smérnice Evropské komise'® po-
7aduje minimalni velikost absorpéni plochy 0,64 cm®
a objem akceptorové ¢asti komurky doporu¢ovany OECD
je 2-20ml (cit.”). Velikost receptorové &asti ovliviiuje
interval odbérG vzorkd receptorové tekutiny, u malych
komurek jsou tfeba odbéry castéjsi, aby byla zachovana
jedna z podminek spravného pribéhu testu a to zachovani
tzv. ,,sink conditions® — pro spravny prubéh absorpce je
tieba, aby koncentrace testované latky v receptorové teku-
ting neprekro¢ila 10 % (cit.'”), dle jinych autorti 20 %
(cit.%) jeji mozné maximalni rozpustnosti v dané tekuting.

V praxi prevazuje pouzivani statické horizontalni
komiirky, tzv. Franzovy difuzni cely'® (FDC), viz obr. 2 v
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¢lanku. Komurky je mozné zakoupit od komercnich doda-
vateltl nebo pouzit komlrky zhotovené lokalnim sklafem.
V ndmi provadénych experimentech byly pouzity 2 typy
cel zakoupenych od firmy Copley Scientific (komutrky
s klipem a Sroubovaci) a komirky vyrobené lokalnim skla-
fem. Vyhody zakoupenych komirek: vSechny maji stejny
objem akceptorové ¢asti, po umisténi kiize do komurky je
hladina RT v odbérovém raménku v trovni ktize. Nevyho-
dy: hlavni nevyhodou je vysokd cena. U Sroubovacich
komtirek dochazelo pii upeviovani kiize mezi donorovou
a akceptorovou cast ke shrnovani ktize, komurky s klipem
mely kratkd raménka klipu a dodané klipy bylo mozné
pouzit jen na dermatomovanou kuzi (i kdyz dle specifika-
ce vyrobce mély byt pouzitelné téZ pro plnou kuzi), nebo
na umélou membranu Strat-M (a zde netésnily, dochazelo
k uniku RT ve spoji mezi donorovou a akceptorovou ¢asti
komtrky). Pfi pouziti plné klize bylo potfeba zvolit jiny
zpusob spojeni donorové a akceptorové ¢asti (byly vyrobe-
ny nové klipy). Komuirky zhotovené sklafem jsou mnohem
levnéjsi, ale akceptorové casti komirek mivaji mirné od-
lisSny objem, coz pii aplikaci standardniho mnozstvi RT
vede k tomu, ze hladina v odbérovém raménku je v rtizné
urovni a diky tomu se vyklenuje nebo propada kozni mem-
brana a pfi nasledné aplikaci testované latky potom tato
neni rovnomérné rozprostfena po povrchu membrany.
Tomu se da zabranit pouzitim rizného mnozstvi RT
v akceptorové casti komulrky (tak, aby byla hladina
v odbérovém raménku v Grovni penetraéni membrany),
coz komplikuje prepocty vysledki absorpce (kazdou FDC
je potieba pocitat s jinym objemem RT). V testech nebyl
prokazan vliv typu komuirky na transdermélni absorpci
dané latky, vliv na rozhodnuti o vhodnosti daného typu
komurky byl ddn podminkami manipulace s komtrkami.

Doporuceny pocet pouzitych komirek v testu se rtz-
ni. V nasSich experimentech bylo v souladu s doporu¢enim
EFSA (cit."®) uzivano 8 +4 FDC — tj. 8 testovacich ko-
mirek (s aplikaci testované latky), po 2 kusech od
4 riznych darct + 4 kontrolni FDC (bez aplikace testované
latky) s kzi od 4 darct. Jina doporuceni uvadi 6 + 3 komir-
ky (6 testovacich, po 2 vzorcich od 3 darct + 3 kontrolni
s ktizi 3 darct®), minimum jsou 4 difuzni komirky (blize
nespecifikované®!).

Po dobu experimentu je tieba udrzovat stabilni teplo-
tu povrchu kiize a pohyb receptorové tekutiny. V naSich
experimentech byly pouzivany dva systémy — temperova-
ny magneticky blok od firmy Copley Scintific a aparatura
sestavajici ztemperované magnetické desky IKAMAG-
RT 15 a sklafem vyrobené nadoby s drzakem FDC (viz
Clanek, obrazek 3). Manipulace s blokem je jednodussi
(sam automaticky reguluje teplotu systému), jeho pofizeni
je vsak finan¢n€ naro¢né a umoziuje pouZiti pouze ome-
zeného poctu komurek. Pofizeni sestavené aparatury je
levnéjsi a umoziuje pouziti vétsiho mnozstvi cel v experi-
mentu, je vSak tfeba hlidat teplotu povrchu kuzi a hladinu
vody v nadobé (ma byt co nejvyssi, ale nesmi se dotykat
kazi).
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4. Donorovy roztok — testovana latka
a rozpoustédlo

Rizné chemické latky maji riznou schopnost dermal-
ni absorpce, kterda muze byt ovliviiovana mnoha faktory.
Prvnim z nich je rozpustnost latek ve vod¢, ktera miize byt
popsana pomoci rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda
(log Kow, nebo log P). Hodnoty log Kow jsou obvykle
mezi —3 (velmi hydrofilni) a +10 (extrémné hydrofobni).
Latky hydrofilni prochazi obtiznéji pfes bariéru v rohové
vrstvé epidermis, ve vodném prostiedi zbyvajici epidermis
a dermis se naopak transportuji snadno. Latky hydrofobni
(lipofilni) prochazi dobie ptes rohovou vrstvu (mohou se
zde kumulovat), ve vodném prostiedi dalSich vrstev kiize
se ale jejich transport zpomaluje. Maximalni absorpci maji
latky s log Kow 1-2, u latek s log Kow > 3,5 se absorpce
snizuje??. Dalsi dileZitou vlastnosti je velikost molekuly,
dobfe penetruji latky s molekularni hmotnosti do
500 Dalton (cit.?).

Z nami testovanych latek méla nejmensi molekularni
hmotnost kyselina benzoova (122,12 gmol™, log Konw
=1,87), poté kofein (194,19 gmol’l, log Kow =-0,07)
anejvetsi testosteron (288,42 g mol™! log Kow =3,32).
Tomu odpovidaly i vysledky testii — nejrychlejsi a nejvyssi
byla absorpce kyseliny benzoové, nejnizsi a nejpomale;jsi
u testosteronu (viz Vysledky v ¢lanku).

Vzhledem k tomu, ze dermalni absorpce probiha me-
todou pasivni difuze latky pifes membranu, velky vyznam
ma i koncentrace donorového roztoku, vyssi koncentrace
vede k vyssi absorpci. Pii testovani penetrace se obvykle
voli koncentrace odpovidajici realnému pouziti dané latky.
V naSich experimentech byla kvili porovnani s publikaci
van de Sandta a spol.** (s vysledky z 10 laboratoif) zvole-
na stejna koncentrace jako v této publikaci, tj. 4 mg ml™
abylo zvoleno stejné rozpoustédlo (ethanol-voda 1 : 1)
a davka (25 pl).

Jako rozpoustédlo muze byt teoreticky pouzita jaka-
koliv latka. Dulezité je, aby testovana latka v ni byla dobfte
rozpustna a aby neposkozovala kizi a kozni bariéru. Né-
ktera rozpoustédla mohou totiz absorpci zvySovat
(enhancery) a jiné sniZovat (retardéry)®.

DalsSim, co ovlivituje absorpci, je mnozstvi aplikova-
né latky a okluze. Testovana latka miize byt na kizi apli-
kovana dvojim typem davky. Prvni typ davky, tzv.
,kone¢na davka“ (finite dose) se pouziva pro studie imitu-
jici realné pouziti testované latky. Davka latky je apliko-
vana v mnozstvi postacujicim k pokryti kiize (obvykle 1-5
mg cm ~ nebo 10 pl cm ) a kiize je ponechana bez okluze
— muze tedy dojit k odpafeni urcitého mnozstvi aplikované
latky, jako je tomu v redlném zivoté. Pii druhém typu dav-
ky, tzv. ,,nekonecné davce* (infinite dose), je testovana
latka aplikovana v nadbytku (obvykle >10 mg cm™ nebo
>100 pl cm ) a maze nebo nemusi byt pouzita okluze
pro eliminaci odparu (pouziti okluze vede ke zvySeni
absorpce)’.

Doplnek

5. Receptorova tekutina

Receptorova (nebo akceptorova) tekutina (RT) ma
napodobovat podminky vnitiniho prostiedi organismu
(krve, mizy). Opét nesmi poskozovat kliZi a musi zajistit
dobrou rozpustnost testované latky. Pro testovani hydrofil-
nich latek se pouZivaji vodné roztoky soli nebo pufrované
roztoky soli s pH 7,4 (odpovida vnitinimu prostredi orga-
nismu), ¢asto napt. fyziologicky roztok nebo PBS puftr. Pti
testovani lipofilnich latek je tfeba do vodného roztoku
pridat néco, co umozni jejich rozpustnost (napf. bovinni
sérovy albumin, BSA), nebo pouZit organicka rozpousté-
dla neposkozujici membranu (napf. ethanol-voda 1 : 1,
6% polyethylenglykol, 20% oleyl ether ve vod&)*. V nagich
experimentech byl vsouladu spraci van de Sandta
a spol.** pouzivan fyziologicky roztok pro testovani ab-
sorpce kofeinu a kyseliny benzoové, pro test absorpce
testosteronu k nému bylo pfidano 5 % BSA, coz odpovida
mnozstvi albuminu v krvi.

Pied zapocetim testl transdermalni absorpce in vitro
je tieba zjistit (z literatury nebo experimentaln¢) rozpust-
nost testované latky v receptorové tekutiné kvuli podmin-
kam zachovani ,,sink conditions“ (viz Doplngk, kap. 3).
V nasSich testech byla tato rozpustnost méfena experimen-
talné — testovana latka (v nadbytku) byla rozpousténa
v pfislusné RT po dobu 24, 48 a 72 h na termostatickém
michadle (250 rpm, 30 °C), potom byla za obcasného mi-
chéani ponechana 24 h pti pokojové teploté. Poté byl ode-
bran vzorek, zfiltrovan pies stikackovy filtr (0,2 um),
100x zfedén a zanalyzovan pomoci validované metody
HPLC. Experimentalné¢ zjisténa rozpustnost kyseliny ben-
zoové ve fyziologickém roztoku byla 2,47 g1, rozpust-
nost kofeinu 20,1 gI™" a rozpustnost testosteronu v RT
byla 0,23 gI"".

6. Prubéh testu

Pribeh testu je podrobné popsan v ¢lanku (kap. Meto-
dika), zde zminime jen né€kolik postiehd.

Dulezita je kontrola pfitomnosti bublin pod membra-
nou v receptorové ¢asti komirky, nebot’ ty brani absorpci
latky do RT. Proto je vhodné pied a v prib&hu testu jejich
pritomnost kontrolovat a pfitomné bubliny odstranovat
polohovanim cely. Zarovenn mé4 vyznam typ zvolené RT,
pti pouziti fyziologického roztoku nebo PBS pufru bylo
pozorovano méné vznikajicich bublin nez pii pouziti
Hanksova pufru (vlastni pozorovani pii jinych experimen-
tech, nehodnoceno statisticky).

Dalsim faktorem vyrazné ovliviiujicim vysledek jsou
vhodné zvolené intervaly odbéru RT. Proto se doporucuje
pred vlastnim testem provést pilotni test s mensim poctem
difuznich komurek a castéjsSimi intervaly odbéru recepto-
rové tekutiny (napt. v ¢ase 10, 20, 40 min a pak 1, 2, 4, 6,
8, 12, 16, 20, 24 h). Pro dobré vykresleni kiivky absorpce
se ndm v testovacich experimentech osvédéilo mit alespon
6-8 odbérti RT v Casech, které zejména pokryvaji dobu
zacatku pruniku latky do RT a pak také obdobi, kdy se
absorpce zaCind snizovat, pfipadné zastavovat. Pouziti
velkého mnozstvi odbérd v kratSich intervalech je
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v testovacich experimentech téz mozné, ale zbytecné zvy-
Suje finanéni naro¢nost experimentu (v zavislosti na pouZi-
té analytické metod¢).

Doba trvani experimentu byva riizna, méla by byt
del$i nez 2,7nasobek doby lag time®. Pi testovani latek
pouzivanych v realnych situacich se doporucuje volit dobu
testu podle doby expozice dané latce (napi. 8 h pro pra-
covni expozice). Pfi experimentalnim testovani se obvykle
pouziva doba 24 h, pii delsi dobé jiz muze dochazet
k poSkozeni kiize a je vhodné proto do RT pridat konzer-
vacni latky, nejcastéji antibiotika (penicilin, streptomycin)
25V nasi metodice, uréené v budoucnu pro testovani che-
mickych latek s neznamou absorpci, doporucujeme pone-
chat zakladni dobu trvani testu 24 h s tim, Ze dle vysledkt
pilotnich testi mtze byt potom pro konkrétni testovanou
latku modifikovana (zkracena nebo prodlouzena).

7. Laboratorni zpracovani vzorki

V nasich experimentech byla receptorova tekutina
analyzovana metodou HPLC, jednotlivé metodiky stano-
veni byly vyvinuty a pro kazdy analyt pfedem zvalidovany
na Oddéleni analytiky VUOS (podrobné viz ¢lanek; chro-
matogramy jednotlivych latek jsou na obr. 1-3 zde
v Doplnku).

Pro podminky ndmi vyvijené metodiky stacila pouze
analyza receptorové tekutiny, je vSak mozné zjistovat
itzv. total recovery, kdy je testovaci systém rozdélen na
jednotlivé casti (stér zpovrchu kize + epidermis /
z epidermis je mozné odd¢lit rohovou vrstvu tzv. stripova-
nim/ + dermis + receptorova tekutina®). Testovanou latku
je potom tieba pievést do vhodného rozpoustédla a pak
analyzovat zvolenym zplsobem (napi. HPLC). Tato meto-
da je urCitym zptsobem limitovana rozpustnosti testované
latky v RT a eluentu, proto se pro stanoveni total recovery
doporucuje pouzit ktestovani radiacné znacené latky.
Pribéh testu je stejny, 1isi se zptsob detekce latky — po-
moci scintigrafu je pfimo métena v jednotlivych oddéle-
nych kompartmentech (neni nutné ji pfevadét do roztoku).
Nevyhodou je vysoka cena a obtizna dostupnost radiacné
znaCenych testovanych latek a nutnost specialniho praco-
Visté s povolenim Statniho uiadu pro jadernou bezpe&nost®.
Metodika testovani dermalni penetrace radiacné znaCenych
latek byla téZ soucasti grantu TACR a ve VUOS Rybitvi
certifikovana v roce 2021 (data zde nejsou prezentovana
vzhledem k rozsahu ¢lanku a mensi predpokladané pouzi-
telnosti metodiky odbornou vetejnosti).

8. Matematické hodnoceni vysledki

Hodnoty koncentrace testované latky v RT ziskané
HPLC analyzou je tfeba piepocitat na mnozstvi latky ab-
sorbované v danych ¢asovych intervalech. Od téchto hod-
not je tfeba odecist hodnoty ziskané pfi analyze kontrol-
nich vzorkli (FDC bez aplikace testované latky). Zatimco
kofein a testosteron nebyl v kontrolnich vzorcich nalezen,
u kyseliny benzoové tvotily nalezy v kontrolnich vzorcich
az niz8i jednotky procent nalezu koncentrace v RT
v daném case. Benzoova kyselina se nachazi bézné v téle
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Obr. 1. Chromatograficky zaznam kofeinu (50 mg | "ve fyzio-
logickém roztoku)
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Obr. 2. Chromatograficky ziznam kyseliny benzoové (50 mg 1!
ve fyziologickém roztoku)
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Obr. 3. Chromatograficky ziznam testosteronu (50 mg I”' ve
fyziologickém roztoku s 5 % BSA)

zivoCichtl, pfirozené vznika napf. pfi metabolismu zrnin
a ovoce, uméle je pouzivana potravinarskym primyslem
jako aditivum, pfidava se jako konzervant do kosmetic-
kych piipravki®®. Proto miize byt pfitomna v kiizi prasat
i lidi a tato (nami pfedem neocekavana) pfitomnost nazor-
n¢ ukazuje dilezitost kontrolnich vzork.

Z hodnot absorpce testované latky v jednotlivych
casovych intervalech se potom sestavi graf dané absorpce
(viz obr. 4) a z n&j je mozno vypocitat zakladni parametry
absorpce — flux a lag time.

Hodnota fluxu se pocitd pomoci linearni regrese pii-
mé Casti grafu absorpce (v grafu pfimka prochézejici in-
flexnim bodem kfivky) podle rovnice ptimky (y = kx + q).
Hodnota flux odpovida smémici ptimky (k) a hodnota lag
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Kumulativni mnoéstvi pfes jednotku plochy

Doplnek

Gradient = pseudo-steady state flux

Lag time

Obr. 4. K¥ivka absorpce p¥i aplikaci infinite dose na koZni membranu (modifikovano podle Williams?®)

time je dana hodnotou x pro y =0 (v grafu ¢as pruniku
piimky a osy x). Vzhledem k tomu, Ze neexistuje oficialni
doporuceni, které body by mély byt zahrnuty do vytvoteni
kiivky a hodnoceni pomoci linedrni regrese, mize byt
posuzovani hodnot absorpce riznymi hodnotiteli zatizeno
pomémé velkou interindividualni chybou®’. Proto byl
k vypoctim fluxu a lag time pouzivan volné dostupny
apro tyto ucely vyvinuty automatizovany program
SAMPA (cit.*").

Dalsim diilezitym parametrem absorpce je mnozstvi
latky vstiebané do receptorové tekutiny, coz ilustruje
mnozstvi, které se v redlné expozici stava systémove do-
stupnym. V nasich experimentech jde o podil latky naleze-
né v RT v poméru k aplikovanému mnozstvi. Pfi analyze
total recovery se jako vstiebané bere mnozstvi v epidermis
+ dermis + RT; z hodnoceni se vylu¢uje mnozstvi ve stéru
z povrchu kiize a v prvnich 2 stripech rohové vrstvy. Pii
této analyze by mélo byt po souctu jednotlivych kompart-
menti nalezeno 100 £ 10 % (cit.”) nebo 100 £ 15 % (cit.?")
aplikované davky.

Pfi hodnoceni dermalnich absorpci byva Casto kritic-
ky poukazovano na velké rozptyly dosaZenych vysledki.
To je dano typy pouzitych kizi (jsou velké mezidruhové
rozdily, proto byva doporuc¢ovéno pro ziskani vysledki
pouzivanych v aplikacich pro lidi pouzivat lidskou a pfi-
padné praseci kazi; jiné Zivocisné druhy nejsou doporuco-
vany®), rozdily jsou ale i vramci jednoho druhu mezi
jedinci a téZ mezi kUzi z riznych partii téla téhoz jedin-
ce’®. Velky vyznam ma i tloustka pouzité kiize. V nasich
experimentech byly pouzivany kiize o riizné tloust'ce, coz
dle ocekavani vedlo k velkému rozptylu vyslednych veli-
¢in charakterizujicich dermalni absorpci. Ziskané hodnoty
ale koresponduji s vysledky publikovanymi v praci van de
Sandta a spol.** pro rizné tloustky lidské kiuze (viz
v ¢lanku tab. III). Jak je vidét iz publikovanych rozpéti
vysledku test dermalni absorpce kyseliny benzoové, ko-
feinu a testosteronu provedenych v 9 laboratofich na lid-

ské kuzi podle stejného protokolu (stejna koncentrace
testované latky, stejné rozpoustédlo a RT), hodnoty ab-
sorpce jednotlivych latek se vyznamné (mnohonasobn¢)
lisi. Pro validaci na$i metodiky bylo dulezité, Ze se naSe
vysledky ziskané na praseci kizi nalézaji v rozmezi publi-
kovanych hodnot pro lidskou kizi a tudiZ ndmi pouzita
metodika mohla byt (a byla) certifikovana.
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