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Strana 1 /7
Technologicka Evropska 1692/37, 160 00 Praha 6
agentura +420 234 611 1M1
Ceské republiky info@tacr.cz, wwwitacrcz



T A
C R
1. Ukel

Ucelem tohoto SOP je zajistit standardizaci postupu pii provadéni testu in vitro kozni penetrace
(neradioaktivni metoda).

2. Definice, zkratky

BSA Hovézi sérovy albumin (Bovine serum albumin)

FR Fyziologicky roztok

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High performance liquid chromatography)
VDC Vertikalni difazni cely

3. Textova Cast

Text tohoto SOP byl vypracovan v souladu s normou: )
- CSN EN ISO 10993-4 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki — Cast 4: Vybér zkousek
na interakce s krvi, Prosinec 2017

3.1. Uvod
Hlavni zdrojem metodiky popsané v této SOP byla metodika OECD 428 Skin absorption: in vitro Method

3.2 Princip metody

In vitro kozni penetrace je alternativni test toxicity, pii kterém se sleduje prostup testované latky koznim
modelem do receptorového média. V praxi je testovana latka aplikovana na povrch kozniho modelu, ktery
je umistén mezi donorovou a receptorovou ¢ast vertikalni difuzni cely (VDC). Testovana latka pronika za
danych podminek koznim modelem do receptorového média. Receptorové médium je béhem pokusu
prubézné v presnych ¢asech vzorkovano a analyzovano na obsah testované latky. Vysledkem je absorpcni
profil, tj. mnozstvi difundované testované latky koznim modelem v zavislosti na ¢ase. Z absorpéniho
profilu jsou vypoéteny difuzni parametry lag time a flux.

3.3 Pomucky a zarizeni

Termoblok HDT 1000, Copley Scientific (inv. ¢. 14235)

Vertikalni diftzni cely (VDC) for skin, Copley Scientific

Teplomér TESTO 925 s povrchovou sondou (inv. ¢. 67282)

Analytické vahy Mettler Toledo XS205DU, s ptesnosti navazky 0,01 mg (inv. ¢. 13837)
Ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex RK540 (inv. ¢. 65091)

Water purification system IWA 20iol (ultracista voda (UPW), 18,2 MQ/cm), Watek (inv. ¢. 62573)
Ultrazvukova lazen RK540 (inv. ¢. 65091)

Injekéni stiikacky a jehly

Nuzky, skalpel

Standardni laboratorni nadobi
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V ptipad¢ potieby mohou byt pouzity jiné ekvivalentni pfistroje a zatizeni vhodné k danému ucelu.

3.4 KoZni model
Nesparena kiize ze zadni strany uSnich boltcti nebo z boku prasat, ur¢enych k porazce na jatkach. Popis
materialu, odbér, Giprava a uchovavani je popsano v metodice In vitro penetrace I.

3.5 Vertikalni difizni cely (VDC)

Vertikalni difazni cely se skladaji z donorové a receptorové ¢asti. Mezi donorovou a receptorovou ¢ast je
vkladan kozni model. Do donorové casti je na kozni model aplikovana testovana latka. Testovana latka
mize byt aplikovana rozpusténa v donorovém médiu. Testovana latka difunduje koznim modelem do
receptorového média. Vzorky receptorového média jsou odebirany injekéni stiikackou s jehlou raminkem
na receptoru cely.
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Obrazek 1: Vertikalni diftizni cela se Sroubenim

3.6 Popis testu

Priprava cel pred testovanim

K provedeni testu se pfipravi 10 cel. Pied zahdjenim testu se vyfiznou z kozniho modelu terc¢iky o priméru
cca 2 cm. Terciky jsou vlozeny mezi dva tésnici krouzky tak, aby kozni model dostate¢né pokryl styénou
plochu mezi donorem a receptorem cely, ale aby neptesahoval okolo krouzkt. Tésnici krouzky s koznim
modelem jsou umistény do zavitu donorové ¢asti cely. Donor je nasroubovan na receptorovou ¢ast. Poté je
receptorova cast cely naplnéna receptovym médiem po vyznacenou rysku na raminku. Pfi plnéni cely jiz
musi byt v receptoru umisténo michadlo. Receptorové médium je doplnovano injekéni stiikackou s jehlou
tak, aby byla minimalizovana tvorba bublin v receptoru. Médium musi byt proto dostatecné odplynéno
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Vv ultrazvukové lazni a pti plnéni cely je nutno davat pozor na vznik vzduchovych bublin v prostoru cely a
na tvorbu bubliny pod koznim modelem. Raminko cely se uzavie gumovou zatkou kvili moznému
odpafovani média. Naplnéné cely jsou umistény do vyhtivaného bloku, kde je povrch kozniho modelu
temperovan na 32 + 1°C. Teplota je kontrolovana digitalnim teplomérem s povrchovou sondou. Na
vyhtivaném bloku je nastavena optimalni rychlost michani (600 rpm). Po vytemperovani kozniho modelu
na pozadovanou teplotu miize byt test zahajen.

Obrazek 2: paratu ra

Pritbéh testu

Na zacatku pokusu bude aplikovana testovana latka ve stejné formé v jaké je pravdépodobna piipadna
expozice Cloveéka. Zvolené mnozstvi je aplikovano piimo na kozni model. Pokud se jedna o kapalnou
formu, je nadavkovany objem (kapka roztoku) rozprostien po celé plose krouzivym pohybem cely.
Testovana latka je do kazdé cely aplikovana v ¢asovém rozmezi. Stejné ¢asové rozmezi je dodrzovano i pfi
odbérech vzorkl. Pfi odbéru vzorku je do cely zavedena raminkem jehla nasazena na injek¢ni stiikacku.
Jehla je zavedena vzdy do pfiblizné stejného mista, do prostoru nad michadlem ve stfedu cely. Aby byl
pokazdé zajistén odbér z piiblizné stejného mista v cele, byla na kazdou jehlu vyznaéena fixem ryska ve
vzdalenosti priblizné 8 cm od hrotu jehly. Po tuto rysku je jehla ponofena pti odbéru do raminka. Injek¢ni
stiikackou je do vialky odebran pozadovany objem vzorku. Thned po odbéru vzorku je do cely doplnéno
Cisté receptorové médium po vyznacenou rysku na raminku. Receptorové médium je dopliiovdno raminkem
cely pomoci injekéni stiikacky s jehlou. Pii odbéru vzorku a dopliiovani receptorového média je nutné
davat pozor na vznik vzduchovych bublin v médiu v cele. I malé vzduchové bubliny se mohou béhem
michani pfesunout v médiu, a pokud se vyskytnou pod membranou, mohou mit vliv na difazi testované
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latky. Pokud se pod membranou vyskytne béhem testovani bublina je nutno ji co nejdiive odstranit
naklonénim cely tak, aby mohla byt bublina vyloucena skrz raminko. A poté doplnit receptorové médium
po rysku. Po ukonceni pokusu jsou cely rozebrany, vyc¢istény a ususeny.

Receptorové médium

Pro latky polarniho charakteru je pouzivan fyziologicky roztok. U lipofilnich latek je do fyziologického
roztoku piidavan hoveézi sérovy albumin (5%), ktery podporuje rozpustnost lipofilni latky ve vodném
roztoku. Pouziti jiného média musi byt ovéfeno a zdivodnéno. Pred testovanim musi byt ovéfena
rozpustnost testované latky ve vybraném receptorovém médiu.

Aplikace testované latky

Testovana latka se aplikuje v mnozstvi, které napodobuje expozici ¢lovéka v realnych podminkach.
Doporucuje se 1-5 mg/cm? pro pevné latky a vice nez 10 pl/cm? pro kapaliny. Testovana latka by méla byt
aplikovana ve stejné formé v jaké je mozna pripadna expozice ¢lovéka. Pro kazdou koncentraci musi byt
pouzity nejméné Ctyfi kozni preparaty.

Negativni kontrola

Soucasti testu je nejméné jedna negativni kontrola. Negativni kontrolou je cela s koznim modelem, na ktery
se po zahdjeni testu aplikuje donorové médium bez piitomnosti testované latky. Z cely jsou odebirany
vzorky ve stejnych ¢asovych intervalech jako u ostatnich cel a poté jsou vzorky analyzovany. Cilem
negativni kontroly je ovéfit, zda neni testovana latka pfitomna v koznim modelu a zda se neuvoliiuje do
receptorového média.

Expozice a ¢asové schéma odbérii

Doba expozice mize trvat 24 hodin a nebo miize byt zkracena. Zkracena mize byt z divodu kratsi expozice
¢loveéka v realnych podminkach nebo u latek rychle penetrujicich kizi. Frekvence odbéri vzorka je volena
podle vlastnosti testované latky. Ke zjisténi piesného ¢asového schématu odbéri muze byt proveden
predtest s jednou koncentraci a nejméné ¢tyimi koznimi modely. Pribéh piedtestu je stejny jako samotny
test. Casové schéma muize byt také zvoleno podle jiz znamych penetradnich vlastnosti. Frekvence odbéri
vzorkt by méla poskytnout graficky vyjadienou rychlost priniku latky koznim modelem — absorp¢ni

Odbéry vzorkii

Odbéry vzorkd jsou provadény v intervalech dle casového schématu. Je proveden odbér 0,5 ml
receptorového média pro naslednou analyzu a receptorova cast cely je ihned doplnéna 0,5 ml Eistého
receptorového média. Pfi odbéru a doplhovani je nutné dbat, aby v receptoru nevznikaly nezadouci
vzduchové bubliny, které by mohly ovlivnit penetraci.

Teplota

Pasivni difaze, tedy prostup latky kuzi, je ovlivnéna teplotou. Proto by méla byt teplota kozniho modelu
béhem pokusu udrzovana pomoci termobloku na 32°C + 1, jako je bézna teplota kize u ¢loveka. Teplota
kozniho modelu se kontroluje pted zahajenim pokusu digitalnim teplomérem s povrchovou sondou a je
zaznamenana.
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Analyza

Pro kazdy testovany analyt je pfedem vyvinuta a validovana HPLC metoda.

Vzorky odebrané ve vialkach se analyzuji touto metodou a koncentrace se vyhodnocuje z rovnice regrese
kalibra¢ni kiivky Vv jednotkach mg/I.

Data

Vystupy z HPLC analyzy tj. koncentrace latky v receptorové tekutiné odebrané v uréitych ¢asovych
intervalech jsou pak vlozeny do excelovské tabulky (ukazka v Priloze 4 tohoto SOP). Absorpce kuzi je zde
vyjadiena pouze pomoci tdaji o receptorové kapalin€. Neni zjistovano mnozstvi v riznych vrstvach kize,
ale je zdokumentovana absorpéni rychlost (flux) a doba, kdy zacina latka prochazet.

Vyhodnoceni

Vyhodnocena koncentrace vzorki je piepoctena na kumulativni mnoZstvi. Parametr kumulativni mnozstvi
vyjadiuje celkové proslé mnozstvi testované latky v daném case a pocitd s korekci ubytku latky v cele pfi
odbérech. Kumulativni mnozstvi je vztaZzeno na plochu koZzniho modelu a po¢ita se dle rovnice (1):

Q.= ;{(Vcela ) Cx] + Vodb Z;{:_:f- Cf} (1)

kde Qx[pg/cm?] je kumulativni mnozstvi v daném odbéru x, Veela [I] je objem difuzni cely, Voab [1] je objem
jednoho odbéru receptorového média z difuzni cely, cx [ug/l] je koncentrace latky v daném odbéru
(vypoctena zrovnice regrese kalibraéni pfimky), ci [png/l] je koncentrace latky v prvnim odbéru
receptorového média a S [cm?] je styéna plocha kozniho modelu a donoru (plocha otvoru donorové ¢asti

cely).

Ze zavislosti kumulativniho mnozstvi na Case je graficky sestrojen absorpéni profil (Obrazek 3).

Kumulativni
mnozstvi O
vztaieno na
plochu

Obrazek 3: Ukazka absorp¢niho profilu

Z absorpéniho profilu Ize zjistit parametry lag time a flux.

Zpétnou extrapolaci linearni ¢asti kiivky lze zjistit z osy x parametr lag time. Lag time (doba zpozdéni) je
hodnota ¢asu a udava, kdy zacne v receptorovém médium exponencialné rist koncentrace latky proslé skrz
kozni model.
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Parametr flux (ustaleny tok) udava maximalni absorp¢ni rychlost dosazenou Vv ur€itém ¢asovém intervalu
(linearni ¢ast absorpéniho profilu). Uvadi se v jednotkach pg/cm?/h.
Parametry lag time a flux se ziskavaji ze softwaru SAMPA.

Vysledky studie jsou zpracovany v programu Excel.

4. Dokumentace
Zavéreéna zprava bude obsahovat informace:

1/ o testované latce, jejich vlastnostech a rozpustnosti

2/ 0 zkuSebnich podminkach testu (kozni model jeho zdroj, pouzité cely,receptorova kapalina, detaily
aplikace a testovana davka analytu, doba expozice, frekvence odbérit)

3/ 0 HPLC metod¢ stanoveni (piistroj, limit detekce a vysledky validace)

Vysledky stanoveni analytu s obsahy jednotlivych cel v mg/L formou tabulky a absorpéni profil
s vypoctenymi hodnotami flux a lag time.

Diskuze vysledk.
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