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ANOTACE

Diplomové prace se zamétuje na verifikaci vybaveni, konkrétné na difuzni komory, kozni
preparaty a jejich ndhrady. V teoretické Casti je popsdna metodika testu, analyza vybranych
latek s riznou schopnosti penetrovat kiizi a validace HPLC metod. Experimentalni ¢ast prace
se zabyva validaci HPLC metody analyzy kofeinu a verifikaci vybaveni testu penetrace ktize.
Kapitola vysledky a diskuze obsahuje vyhodnocena data jednotlivych testi a porovnani

pouzitého vybaveni v kontextu pfesnosti metody.

KLICOVA SLOVA

penetrace, kiize, verifikace, Strat-M, alternativni test toxicity, kofein

TITLE

Verification of a test equipment for in vitro skin penetration test as an alternative toxicity test

ANNOTATION

Master thesis focuses on the verification of equipment, namely diffusion chambers, skin
preparations and their replacements. The theoretical part describes the test methodology,
analysis of selected substances with different ability to penetrate the skin and validation of
HPLC method. The experimental part of this thesis deals with the validation of the HPLC
method of caffeine analysis and verification of skin penetration test equipment. The results and
discussion chapter contains evaluated test data and comparison of used equipments in the
context of method accuracy.

KEYWORDS

Penetration, skin, verification, Strat-M, alternative test of toxicity, caffeine
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UvoD

Schopnost chemickych latek vstupovat do organismu skrze kizi byla pozorovana jiz
v 18. stoleti. Studium dermdlni absorpce a penetrace latek do organismu se provadi
od 20. stoleti. Z pocatku se testovani provadélo na zivych zvifatech (in vivo metody).
Nejnovéjsim trendem z prelomu 20 a 21. stoleti je testovani na nezivé cCasti zvirete
(in vitro metody). V piipad¢ testovani kozni penetrace se pouziva extrahovana a upravena kiize
z mrtvych zvifat. Vyjimkou neni ani pouziti kize lidské ziskané po rtznych chirurgickych
zakrocich. K provedeni testu kozni penetrace in vitro se pouzivaji tzv. difuzni komory.
Pouzitim zvifeci nebo lidské klize vyvstavaji rizné problémy ovliviiyjici vysledek experimentt.
Jednim z nich je intra-druhova fyziologicka variabilita kiize, ktera ma ptimy dopad na piesnost
provadénych experimenti. Re$enim tohoto problému je nihrada kize v experimentu
za membranu s vlastnostmi podobnymi lidské ktzi. Pfi pouziti membrany bychom méli tak
ziskavat presnéjsi vysledky. Dnes je na trhu nabizena celd fada membran urcend jako piima
nahrada lidské ktize pro experimenty in vitro kozni penetrace.

Cilem diplomové prace bylo popsat pribéh experimentu kozni penetrace s diirazem
na aspekty, které nejvétsi merou prispivaji k nekonzistentnosti ziskanych vysledku. Dale byla
zpracovana stru¢nd literarni reSerSe na oblast analyzy chemickych latek s riiznou schopnosti
penetrovat. Byly provedeny experimenty s cilem vybrat vhodnou difuzni komoru a kozni
preparat nebo jeho nahradu z hlediska piesnosti metody. Dale popsat a vhodné okomentovat

naméfena data v kontextu jejich piesnosti.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Vyuziti experimentu
1.1.1 Toxikologie

Chemické latky na pracovisti, ¢i v jiném prostiedi, ptichdzi do styku s ktizi a mohou byt
absorbovany. Stanoveni rozsahu dermalni absorpce je klicovym krokem v posuzovani rizika
chemickych latek. Expozi¢ni studie o vystaveni organismu ¢lovéka riznym chemickym latkam
z pracovniho a zivotniho prostiedi byly v minulosti zaméfeny na inhala¢ni toxicitu téchto latek.
Duvodem byly poznatky z riznych piipadii nemoci z povolani. Nejvétsi vyskyt respira¢nich
onemocnéni byl v t¢Zebnim, hutnim a manufakturnim pramyslu [1, 2, 3].

Vstup chemickych latek do organismu skrze kazi byl studovan jiz v 18. stoleti. Autor
epidemiologické studie z roku 1775 popisuje souvislosti mezi dermalni expozici sazemi
a vyskytem nadoru kaze. Ve 20. stoleti byla pozorovana schopnost tetracthylolova vstupovat
transdermalné do systémového obehu a odtud dale z krve ptes hematoencefalickou membranu
do mozku. Nicméné vétSina vysledkll ze studii dermalni absorpce a penetrace pochazi
z nov¢jsich vyzkumu ucinkd pesticidd na lidské zdravi [1, 4, 5].

V roce 2004 byl vydan organizaci OECD pokyn No. 428 a v roce 2011 doplnék tohoto
dokumentu, ktery stanovi podminky pro testovdni penetranich schopnosti riznych
chemickych latek. Absorpci ¢i penetraci chemickych latek kiizi ovliviwji tii zdkladni faktory,
jako jsou expozicni doba, expozi¢ni ddvka a metabolicka aktivita kiize. Experiment kozni
penetrace piedstavuje in vitro nahradu za in vivo pokus dle OECD No. 427 [6].

Tento test se pouziva pro sledovani penetracni schopnosti chemickych latek nebo pro
studium metabolismu kiZe, kdy se misto mrtvé kiize pouZije klize Ziva, tj. z Cerstvé usmrceného
organismu. Vysledkem experimentu jsou zakladni farmakokinetické informace. Takto ziskané
vysledky slouzi bud’ jako plnohodnotna data na urovni in vivo testti nebo dale slouZi jako data

vstupni k testim in silico [6, 7].
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1.1.2 Farmaceuticky a kosmeticky primysl

Dalsim védeckym odvétvim, kde experiment dermalni absorpce a penetrace piedstavuje
nenahraditelnou metodu, je farmaceuticky a kosmeticky pramysl. Ve farmaceutickém pramyslu
je hojné pouzivan ke sledovani 1éCiv aplikovanych topicky ¢i ke studovani mechanismi
akcelerantd penetrace. Mezi nejvétsi vyhody transdermalniho prichodu 1é¢iva do systémového
ob¢hu Cloveéka patii predev§im zamezeni jeho metabolického odbouravani jesté pied vstupem
do systémového obéhu a nasledného transportu do mista c¢inku. Dal$i nespornou vyhodou je
samotné podani l1é¢iva. Pfi srovnani s peroralnim ¢i parenteralnim podanim odpadaji problémy
S drazdénim a poskozovanim traviciho traktu [8].

V kosmetickém primyslu predstavuje experiment dermalni absorpce a penetrace opét
nahradu za in vivo testovani kosmetickych piipravkl a ingredienci. Pouziti alternativnich
invitro testi toxicity kize je pro kosmeticky primysl zakotven v narodni a nadnarodni

legislativng, viz bod 1.2.

1.2 Legislativa

,, PFi vybéru metod postupu by zdsady nahrazeni a omezeni pouzivani zvirat a Setrného
zachdzeni s nimi mély byt provadeény na zdkladé prisné priority poZadavku na pouzivani
alternativnich metod. Pokud neexistuje Zadna alternativni metoda uznana prdavnimi predpisy
Unie, Ize pocet zvirat snizit uplatnénim jinych metod a provedenim zkuSebnich strategii,
napriklad pouzitim metody in vitro a jinych metod, které by omezily pouzivani zvirat a vedly by
k Setrnému zachazeni s nimi“ [9]. Lze tedy interpretovat tento odstavec takto: Aktualni platna
legislativa dovoluje a podporuje provadét vedle experimentd in vivo i experimenty in vitro.
Ty jsou v nékterych ptipadech pozadovany, jsou-li dostupné jako ekvivalentni validované
metody. V oblasti testovani dermdlni penetrace zatim neexistuje striktni pozadavek pro
nahrazeni in vivo metody. Experiment dermalni penetrace se da pouzit jako predikéni test,
na ktery in vivo metoda miize navazovat.

Zakon o ochrané zvifat proti tyrani byl v CR piijat v roce 1992, novelizovan byl v roce
2004 na zaklad¢ nadnarodni legislativy. V roce 2003 byla upravena legislativa Evropské unie.
Byl vydan tzv. sedmy dodatek kosmetické smérnice, ktery zakazuje zkouseni kosmetickych
ingredienci a pfipravka na zvifatech, rovnéz zakazuje uvadét do obéhu vyrobky, které byly

testovany na zvifatech i poté, co jiz existovala validovana in vitro metoda [10].
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1.3 Popis testu

Zakladni pokyny a informace o experimentech dermalni absorpce a penetrace in vitro
jsou popsany v pokynu No. 428 vydaném OECD. K tomuto dokumentu byly vydany dalsi
upfesiujici informace [6].

Pii samotném testu se pouzivaji kozni preparaty ¢i membrany upevnéné V difuzni
komoie. Na povrch kozniho preparatu ¢i membrany je davkovana testovana chemicka latka
nebo jejich smés. Chemické latky pasivné difunduji do akceptorové ¢asti komory, ktera je
naplnéna akceptorovou kapalinou. Pomoci vzorkovaciho raminka se v riznych casovych
intervalech odebira vzorek akceptorové kapaliny, ktery je nasledn¢ analyzovan. Vysledkem je
koncentrace analytu v pfesném casovém okamziku, ktery proSel koznim preparatem nebo

membranou [3, 6].

1.3.1 Franzovy difuzni cely
Difuzni komora se sklada z donorové a akceptorové Casti. Mezi tyto ¢asti je umisténa
kaze ¢i jeji ndhrada. Na difuzni komoru jsou kladeny znacné naroky. Difuzni komora by méla
dobfe tésnit. M¢la by umoznovat snadné odebirani vzorkd akceptorové kapaliny
V pozadovaném objemu. Musi umoznit dobré promichani akceptorové kapaliny pomoci
magnetického michadla a zaroven zajistovat kontakt akceptorové kapaliny se spodni stranou
kaze ¢i membrany [6].
Difuzni komory se daji rozdélit na n€kolik zakladnich typt dle konstrukce:
- Statické komory
- Pritocné komory
- Vertikalni komory

- Horizontélni komory

Dale Ize difuzni komory rozdé€lit dle materialu, z kterého jsou zhotoveny ¢&i zplisobu
zahiivani akceptorové kapaliny:
- Sklenéné komory
- Teflonové komory
- Jednoplastové komory

- Komory s duplikatorem [11]
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1.3.2 Tésnost difuzni komory

K netésnostem difuzni komory muze dochazet v misté kontaktu akceptorové a donorové
Casti. Prakticky Ize k ovéteni pouzit 2% roztok methylenové modii, ktery je nadavkovan
na kozni preparat ¢i membranu upevnéné v difuzni komote. Po nadavkovani se vizualné

pozoruji tniky roztoku na vnéjsich hranach donorové a akceptorové ¢asti komory [12].

1.3.3 Priprava scénare testu

Pied samotnym provedenim testu je dilezité definovat ucel a pouziti dat, ktera chceme
ziskat. Dle toho se odviji pouziti riznych typl koznich preparatli, donorové a akceptorové
kapaliny, vzorkovaci frekvence, délka experimentu, atp [6].

Piikladem muze byt diserta¢ni prace [5] autorky L. Kotingové. Prace se zabyva dermalni
expozici polyaromatickymi uhlovodiky, coz jsou lipofilni latky s velkou relativni molekulovou
hmotnosti. Autorka predpokladala, ze prostup kizi bude pomaly, proto byl zvolen cas
experimentu 72 hodin (coz je tiikrat delsi Cas, nez je doporuceni dle OECD No. 428). Jako
kozni preparat byla zvolena lidska dermatomovana klize, kerd je vhodnd pro studium latek
s lipofilnim charakterem. Akceptorova kapalina byla pfipravena z Hanksova roztoku a
bovinniho séra albumin.

Autofi P. H. Dugard a kol. popisuji ve své praci [13] test dermalni penetrace derivaty
riznych alkoholld. Charakter téchto latek je pfevazné hydrofilni, maji nizkou molekulovou
hmotnost. Je mozné predpokladat rychly prinik latek do akceptorové kapaliny, proto byl zvolen
Cas experimentu 8 hodin. Jako kozni preparat byl zvolen tepelné separované epidermis

(ptfiprava viz bod 1.6.1). Jako akceptorova kapalina byla pouZita destilovana voda.

Tabulka 1 - Porovnani podminek dvou rtiznych testt

Priklad ¢. 1 Priklad ¢. 2
skupina testovanych latek polyaromatické uhlovodiky derivaty alkohold
rozmezi Kow 3,33 az 6,06 -1,18 az 0,83
rozmezi mol. Hmotnosti [g/mol] 128 az 252 76 az 162
expozi¢ni ¢as [hod] 72 8
kozni preparat dermatomovana kiize tepelné separované epidermis
akceptorova kapalina Hankstv roztok s BSA destilovana voda
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Doba expozice
Expozi¢ni c¢as je doporucen 24 hodin. Pii delSim c¢asu expozice jiz dochazi
k fyziologickym zmé&nam v kizi, coz negativné ovliviiuje vysledek experimentu. Je dovoleno
Cas experimentu zkratit na casovy usek, ktery odpovida nékterému z typt specifické expozice.
Po celou dobu testu je odebiran vzorek akceptorové kapaliny v definovanych ¢asovych bodech.
Tato frekvence vzorkovani by méla umoZznit grafické prezentovani absorpéniho profilu
testované latky. Pfi pouziti vhodné ndhrady (pfedevSim umélé membrany) preparatu

zhotoveného z kiize muize byt doba expozice delsi [6].

1.3.4 Pomocna zarizeni
Pro zajiSténi spravné teploty akceptorové kapaliny a kozniho preparatu je pouZzivano
zafizeni, které vyhtiva difuzni komory konstantné po cely ¢as experimentu a zaroven zajist'uje

plynulé michani. V praxi se miizeme setkat s ttemi zakladnimi typy.

Vodni lazen

Toto zafizeni je nejvice pouzivané V praxi. Zaklad tvoii sklenéna nadoba nebo nizké
lepené akvarium, ve kterém je umistén drzédk difuznich komor (plastovd deska s otvory
na distan¢nich sloupcich). V nadobé je pfitomna teplosménna kapalina (nejCastéji voda).

Nadoba je postavena a zahtivana na michadle s moznosti ohfevu [5].

Obrazek 1 - Vodni lazei s plastovym drzakem komor na vyhtivaném laboratorni michadle [5]
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Termoblok

Spolecnost Copley scientific vyvinula pro potfeby experimentu kozni penetrace
kompaktni vyhiivany blok HDT-1000. Pfistroj se skladd z kovového bloku s otvory pro
umisténi difuznich komor a displeje s ovladacimi prvky. Kazda difuzni komora ma vlastni bod

pro michani pomoci magnetického michadélka [14].

Obrazek 2 - Zatizeni HDT-1000 od firmy Copley Scientific [15]

Cirkulaéni systém

Pro vyhiivani difuznich komor s duplikatorem je zapotfebi zafizeni, které ohfeje a
dopravi teplosménné médium do plasté difuzni komory (v praxi se pouziva Cerpadlo a
termostat). Spolecnost Permegear vyvinula pro potfeby experimentu kozni penetrace
kompaktni pfistroj, ktery zajistuje pfivod a odvod teplosménného média, jeho ohfev a
poskytuje vlastni bod kazdé difuzni komote pro michani pomoci magnetického michadélka

[16].

Obrazek 3 - Zatizeni V9-CA Stirrer od firmy Permegear [17]
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1.3.5 Kozni preparaty a nahrady

Kiize pouzitd v experimentech muaze byt lidska nebo zvifeci. Pouziti lidské ktize podléha
v nékterych statech souhlasu etické komise. Pro pouziti kiize ze zvitecich zdroji neni zapotiebi
zadné povoleni. Nejvice se pouziva klize praseci, kterd vykazuje nejlepsi shodu s kiizi lidskou,
co se fyziologického slozeni tyce. Pro samotny experiment lze z lidské ¢i praseci kize ptipravit

ruzné typy koznich preparatu [6, 18].

1.3.6 Lidska a praseci kiize
Cela kiize

Obsahuje vrstvu epidermis spolecné s dermis, subkutanni tuk je odstranén. Ptiprava se
provadi ruéné pomoci skalpelu. Takto ptfipraveny kozni prepardt je vhodny pro testovani
prevazné hydrofilnich latek. Pro testovani lipofilnich latek neni pouziti vhodné z divod sorpce

latky ve vrstvé dermis.

Rozdélena kuze
Zhotoveny kozni preparat obsahuje epidermis a ¢ast dermis. Ptiprava se provadi pomoci

dermatomu. Takto pfipraveny kozni preparat je vhodny pro testovani hydrofilnich latek.

Dermatomovana kiiZe

Tento kozni preparat je tvofen epidermis (muze obsahovat i ¢ast dermis), tloustka
preparatu je obvykle 200-500 um. Pfipravuje se pomoci dermatomu, v minulosti se pfipravoval
1 pomoci Humbyho noze. Takto pfipraveny koZni preparat je vhodny pro testovani hydrofilnich

1 lipofilnich latek.

Tepelné separované epidermis
Kozni preparat obsahuje pouze epidermis. Pfiprava se provadi tepelnou extrakci ve vodni

lazni. Takto pfipraveny koZni preparat je vhodny pro testovani hydrofilnich 1 lipofilnich latek.

Izolované stratum corneum

KozZni preparat obsahuje pouze vrstvu stratum corneum ze souboru epidermis. Pfipravuje
se predev§im enzymaticky. Izolované stratum corneum je vhodné pro studium lipofilnich
I hydrofilnich latek [11].
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1.3.7 Nahrady kiiZe
Strat-M

Spole¢nost EMD Millipore vyvinula pro potieby in vitro testu dermalni absorpce a
penetrace nadhradu koznich preparatii. Jedna se o membranu tvofenou dvéma vrstvami rtiznych
materiali. Prvni svrchni vrstva je tvotfena polyolefinem, kterd je vii¢i spodni vrstveé hydrofilni
a vice difuzivni. Druhd, spodni vrstva je zhotovena z polyethersulfonu, kterd je prevazné
hydrofobni a odolngjsi proti difuzi vodnych roztokl. Tyto sloZzené polymerni vrstvy vytvareji

porézni strukturu, ktera je impregnovana smési syntetickych lipidi, coz celé membrané dodava

vlastnosti podobné lidské kizi.

Obrazek 4 - Snimek podélného fezu membranou Strat-M [19]

Vyrobcee si je védom hned nékolika nedostatkti tradi¢nich nahrad lidské kiize pouzivané
Vv in vitro experimentech. Prvni z nedostatkt se tyka fyziologickych odlisnosti lidské kiize a
kazi ziskanych ze zvifat. Druhy z nedostatkli je ve fyziologické variabilité lidské kize od
riznych darct. Dal§im z mnoha problémt mize byt uz ziskani lidské kize samotné pro in vitro
experimenty, kdy je zapotiebi souhlas a povoleni jejiho pouziti v experimentu etickou komisi.
Veskeré vySe zminéné nedostatky tento vyrobek eliminuje. Membrana Strat-M vykazuje

Vv experimentech lepsi korelaci ve srovnani s jinymi tradi¢nimi biologickymi modely ktiZe.
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Graf 1 - Porovnani vysledki ziskanych pomoci membrany Strat-M a lidské kiize z hlediska spravnosti [19]

Vyrobce svoji membranu opakované testoval pomoci nasyceného roztoku kofeinu. Ze
ziskanych vysledkd urcil variabilitu membran, v jednotlivych vyrobnich sériich, ktera
¢inila 8 %.
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Graf 2 - Porovnani vysledki ziskanych pomoci membrany Strat-M a lidské kize z hlediska pfesnosti [19]

Publikace [20] autord Simon A. a spol. se zabyva porovnanim rtiznych typti polymernich
membran a praseci ktize. Na membrany a praseci kizi byla aplikovana latka Rivastigmin ve
formé nasyceného roztoku. Pti pohledu na graf 3 a graf 4 lze najit shodu mezi absorpénimi

profily pouZzité membrany Strat-M a koZnim preparatem zhotovenym z praseci kiize.
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Graf 3 - Priibéh kozni penetrace Rivastigminu polymernimi membranami [20]
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Graf 4 - Priibéh kozni penetrace Rivastigminu koznim preparatem [20]
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Xederma

Jde o novy typ suchého a sterilniho biologického kryti pouzivaného ke kryti popalenin a
ran vétSiho rozsahu. Xederma je pfipravena Zz prase¢i kiize enzymatickym odstranénim
epidermis a vSech ostatnich bunék ve vrstvé dermis, zbyde tak pouze aceluldrni dermis.
Hydratovany preparat ma stejné bio-mechanické vlastnosti jako ktize lidska [21]. Pro pouziti

Vv testech penetrace klize se nehodi z diivodl neintegrity (viz obrazek 5).

»_‘}) 5 =4 . E = A = f’ <3 f,—. AP . g

Obrazek 5 - Detailni snimek povrchu membrany Xederma [22]
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1.3.8 Kontrola integrity koZniho preparatu
Dle pokynu No. 428 je pozadovana kontrola integrity neboli celistvosti koZniho
preparatu. V praxi jsou pouzivany pirevazné¢ metody TEWL a TEER, méné Casto se miizeme

setkat s metodou TWF [6, 23].

TWF

Tok tritiové vody je metoda pouZzivana ke sledovani celistvosti kiize. Prakticky se necha
penetrovat tritiova voda o definované aktivité rozpadu za jednotku ¢asu koznim preparatem
usazeném v difuzni komote. Vzorky akceptorové kapaliny se vyhodnocuji pomoci metody
kapalinové scintila¢ni detekce. Vysledkem je tok tritiové vody vztazeny na plochu za jednotku
¢asu. V praxi se pfili§ nepouziva, kvili své pracnosti, potfebnému vybaveni a absenci povoleni

pracovisté pracovat s radioizotopy [24].

TEWL
Transepidermalni ztrata vody je metoda méfeni celistvosti kiize, pii které se pomoci
RH metru nebo Tewametru sleduje vypafené mnozstvi vody z povrchu kuze. Vysledek je

vyjadien jako mnozstvi vyparené vody vztazené na plochu kiize za jednotku ¢asu [25].

TEER

Transepitelidlni elektrickd resistence je metoda méfeni integrity klize. Lze méfit odpor
(pfevracena hodnota vodivosti) nebo impedanci (pfevracena hodnota admitance). Princip
metody spociva v schopnosti kiize chovat se jako odpor a zaroven jako dielektrikum, resp.
dochazi k jeji polarizaci v poli stfidavého napéti (chova se jako kondenzator).

Meéfeni se v praxi provadi nejcastéji LCR metrem. Pfi métfeni odporu se sleduje prachod
proudu v zavislosti na vloZzeném napéti, které je konstantni. Vysledny odpor je vypocten

z Ohmova zakona [23].
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Obrazek 6 - Aproximace kiiZe na paralelni zapojeni rezistori [23]

Vysledkem méfeni je elektricky odpor v ohmech vztazeny na plochu kiize. Pfi méfeni
impedance se sleduje odpor a fazovy posuv napéti v zavislosti na proudu harmonické stiidavé
slozky o konstantni frekvenci. Vysledna impedance je vypocétena z Ohmova zdkona s tim

rozdilem, Ze neni znac¢ena R (odpor), ale Z (impedance) [23].

R-ma&-l

a Rpyrx z Ce

——(‘

o e

Obrazek 7 - Aproximace kiize na zapojeni kondenzatoru a rezistori [23]

F
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1.3.9 Akceptorova kapalina

Tato kapalina imituje vnitini prostiedi lidského téla a krevni plazmu. Ta ma za
normalnich okolnosti hodnotu pH rovno 7,4. Obsahuje 1 % anorganickych soli a zhruba 9 %
organickych sloucenin (bilkoviny, hormony, enzymy a cukry) [6].

V praxi se jako akceptorova kapalina pouziva pievazné fyziologicky roztok. V nékterych
piipadech je pouzit modifikovany fyziologicky roztok, Ringertiv roztok, Hartmanniv nebo
Hankstv roztok. Modifikace fyziologického roztoku se nejCastéji provadi stabilizaci pH na
hodnotu 7,4 ptidanim fosfatového pufru. Pti studiu, kdy je pouzita metabolicky aktivni kiize,
se doporucuje pouzit akceptorovou kapalinu, kterd podpofi zivotaschopnost kiize. Pti studiu
penetracnich schopnosti latek, které maji lipofilni charakter, se k fyziologickému roztoku
pfidava bovinni sérum albumin. Ten simuluje pfitomnost plazmatickych bilkovin, které dokézi
navazat a pienaset lipofilni latky. Pfikladem mtzou byt publikace [26, 27, 28] kde se autofi

zabyvaji studiem penetracnich schopnosti testosteronu.

1.3.10 Michani

Spravné promichavani akceptorové kapaliny béhem experimentu ma nezanedbatelny
vliv. Jak jiz bylo zminéno, pfi penetraci kiizi ¢i membranou se uplatiuje piredevsim pasivni
difuze. Hnaci silou je pouze koncentracni gradient, ktery je ovlivnén homogenitou penetrujici

latky v akceptorové kapaliné [16].

1.3.11 Teplota

Teplota akceptorové kapaliny zdsadn€ ovliviiuje rychlost pasivni difuze, proto je
nezbytné udrzovat konstantni teplotu po dobu experimentu. Teplota by méla imitovat teplotu
kize ¢lovéka za normalniho zdravotniho stavu, tj. 32 £ 1 °C. Relativni vlhkost vzduchu

Vv laboratofi by méla byt, dle doporuceni, 30 az 70 % [6].
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1.3.12 Testovana latka

Prinik testované latky koznim preparatem ¢i membranou je pohanén pasivni difuzi. Podle
publikace z roku 2000, kde jsou sepsany zakladni farmakokinetické poznatky z oblasti
transdermalni aplikace 1é¢iv, plati tzv. pravidlo 500 Daltoni. Cim vétsi je molekulova hmotnost
testované latky, tim hife bude prochazet koznim preparatem ¢i membranou. Horni hranici, pfi
které latky pronikaji velmi obtizn¢, je 500 Daltonii. Latky s vyssi molekulovou hmotnosti
mohou pronikat také, pii pouziti vhodného akcelerantu penetrace [29].

Rozhodujicim kritériem mezi penetraci a absorpci je charakter testované latky. Vysoce

vvvvv

koznim preparatem nebo membranou do akceptorové kapaliny [5].

1.3.13 Aplikace testované latky

Pti expozici ¢loveéka chemickymi latkami, za normalnich okolnosti, se obvykle setkdvame
Stzv. koneénymi dévkami. Proto je doporuceno aplikovat testované latky v mnoZstvi
1 az 5 mg/lcm? (pro pevné latky) a 10 pl/cm? (pro kapalné latky). Kazdopadné pouzita

koncentrace testované latky vychazi z expozi¢niho scénaie [6].

1.3.14 Odbéry vzorki
Frekvence odbérti vzorki by méla dovolit grafické prezentovani namétenych vysledki.
K samotnému odbéru akceptorové kapaliny se v praxi pouzivaji injekéni sttikacky s odbérovou

jehlou [5, 6].
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1.3.15 Matematické zpracovani vysledki

Lag time (zpoZdéni)

Je Casova prodleva pied stavem ustalen¢ho toku (1). Vyjadiuje Cas potiebny k uvolnéni
latky z donorové Casti, pro priicchod jednotlivymi vrstvami klize a difuzi latky do akceptorové

¢asti komory.

lZ

tlag = 5 (1)

Kde tiag [h] je Casova prodleva pied stavem ustaleného fluxu, | [cm] délka difuzni drahy a

D [cm?/h] piedstavuje difuzni koeficient.

Flux (tok)

Lze rozlisit tok za ustaleného stavu a tok za pseudo ustaleného stavu (2). Tok za
ustaleného stavu nastava po uplynuti doby 3,2 krat vétsi nez je hodnota lag time. Tok za pseudo
ustaleného stavu nastava po uplynuti doby 2,7 krat vétsi nez je hodnota lag time. Tok za

jakéhokoliv stavu udava, kolik hmoty proslo za ¢as na jednotku plochy.

d%c

j=-DZ (2)

Kde J [mg/cm?/ h] je tok, dc [mg/1] je koncentraéni gradient a dx je tloustka kozniho preparatu
nebo jeho nahrady, D [cm?/h] je difuzni koeficient [5, 11].

Kumulativni mnozZstvi

Tato veli¢ina udava celkové proslé mnozstvi hmoty ve zvoleném casovém useku. Pti
experimentu se odebira ur¢ity objem vzorku a dochazi tak i k tibytku sledované latky mimo
difuzni komoru. Tento ubytek analytu je v kumulativnim mnozstvi zahrnut (3).

my + Z?:m My + My + o0+ My q (3)

Kde m je mnozstvi analytu a n je hodnota ntého potadi [30].
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Vypocetni software SAMPA

Za ucelem zpracovani namétenych vysledku, z testi kozni penetrace, byl v prostiedi
Microsoft Excel navrzen specidlni software. Po zadani vstupnich dat (obvykle naméfené
koncentrace Vv jednotlivych odbérech) poskytuje hodnoty fluxu a lag time. Software provadi
vypocet na zakladé¢ slozitych modelovych rovnic, které fesi pomoci iteraci a dovoluje vyloucit
odlehlé hodnoty. Po itera¢nim feseni rovnic najde inflexni body (linearni ¢ast) a odtud vynese
te¢nu, ktera protind osu X. Protnuta hodnota na ose x pfedstavuje lag time, zatimco smeérnice

te¢ny piedstavuje flux [31].

1.4 Testovaci latky

1.4.1 Stanoveni kofeinu vysokotlakou kapalinovou chromatografii

Tabulka 2 - Shrnuti metod stanoveni kofeinu pomoci HPLC

Ptf. ¢. | Detektor | Staciondrni faze Mobilni faze Eluce Reference
1 PDA Zorbax SB-C18 Methanol, voda a kys. octova Isokraticka | [32]
2 PDA Xterra MS-C18 Acetonitril a fosfatovy pufr Gradientova | [33]
3 uv Shimpack CLS-ODS | Acetonitril a fosfatovy pufr Isokraticka | [34]
4 uv Kingsorb 5 C-18 Methanol a fosfatovy pufr Isokraticka | [35]
5 uv XDB C18 Methanol a fosfatovy pufr Isokraticka | [36]
6 uv Hypersil 5 BDS C18 | Acetonitril a fosfatovy pufr Isokraticka | [37]
7 PDA RP-C18 Methanol a amonium octanovy pufr | Isokraticka | [38]
8 PDA Zobax eclipse plus Methanol a voda Isokraticka | [39]

Analyza kofeinu vysokotlakou kapalinovou chromatografii byla jedna z nejvice
pouzivanych metod pouzivana jako analyticka koncovka experimentu. VétSina vzorku byla
analyzovana bez predupravy odebrané¢ho vzorku akceptorové kapaliny, v mensi mife se vzorky
k analyze upravovaly filtraci ptes filtr s porovitosti 0,45 um [36, 32]. Nastiikovy objem vzorku
je ptevazné 10 pl. Vyuziva se principu chromatografie s obracenymi fazemi. Proto se jako
stacionarni faze pouzivaji ptedevsim kolony s nepolarni fazi C18. Mobilni faze je tvotfena
methanolem nebo acetonitrilem s vodou nebo fosfatovym pufrem v poméru 18 az 60 dila
organického rozpoustédla ku 35 az 75 dilim vody ¢i fosfatového pufru. Pritok mobilni faze
kolonou se pohybuje v intervalu 0,6 az 1,5 ml/min. Nejcastéji pouzity prutok je 0,8 az
1,0 ml/min [32, 34, 37, 39]. Eluce je ve vétsiné piipadu isokraticka. K detekci se pouziva jak
UV, tak PDA detektori. Nejcastéjsi vinova délka pro detekci je 272 nm (odpovida
absorpénimu maximu kofeinu), V ojedinélych piipadech je pouzita jina vlnova délka
v intervalu 262 az 273 nm [34, 38].
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1.4.2 Stanoveni kofeinu spektrofotometricky

Tabulka 3 - Shrnuti metod stanoveni kofeinu pomoci spektrofotometrie

Pi. &. | Vlnova délka [nm] | Vzorek Reference
1 273 Nativni [40]
2 272 Nativni [41]
3 630 Derivatizovany | [42]

Kofein lze analyzovat pomoci spektrofotometru v UV oblasti. VInova délka maximalni
absorbance se pohybuje v intervalu 272 — 273 nm. Vzorky se analyzovaly obvykle ve vodném
prostfedi. V jednom ptipad¢ byl kofein analyzovan ve viditelném spektru po derivatizaci
pomoci reakce s MBTH za piitomnosti octové kyseliny. Reakce je zaloZena na oxidaci kofeinu
jodistanem sodnym v prostiedi kyseliny octové a naslednou kopulaci s MBTH. Vznikly produkt

mél modré zbarveni a detekovan byl na vinové délce 630 nm [42].

1.4.3 Stanoveni testosteronu vysokotlakou kapalinovou chromatografii

Tabulka 4 - Shrnuti metod stanoveni testosteronu pomoci HPLC

Pt. ¢. | Detektor | Staciondrni faze Mobilni faze Eluce Reference
1 uv puBondapack C18 Acetonitril a voda Isokraticka | [43]
2 uv RP-C18 Methanol a voda Isokraticka | [44]
3 uv Lichrocart C18 Acetonitril a acetatovy pufr Isokraticka | [45]

Vzorky k analyze se v zadné z publikaci neupravovaly. Nastiikovy objem vzorku se
obvykle pohybuje v rozmezi 10 az 20 pl. Vyuziva se principu chromatografie s obracenymi
fazemi. Proto se jako staciondrni faze pouZzivaji predevSim kolony s nepoléarni fazi C18. Mobilni
faze je tvofena methanolem nebo acetonitrilem s vodou nebo acetdtovym pufrem v poméru 45
az 60 dilt organického rozpoustédla ku 40 az 55 dilim vody ¢i acetatového pufru. Pratok
mobilni faze kolonou se pohybuje v intervalu 1,0 az 1,5 ml/min. Eluce je ve vSech piipadech
isokraticka. K detekci se pouziva UV detektord S nastavenou vilnovou délkou

v intervalu 242 — 254 nm [43, 44, 45].
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1.4.4 Stanoveni kyseliny benzoové vysokotlakou kapalinovou chromatografii

Tabulka 5 - Shrnuti metod stanoveni kyseliny benzoové pomoci HPLC

Pt. &. | Detektor Stacionarni faze Mobilni faze Eluce Reference
1 uv RP-C18 Acetonitril a fosfatovy pufr Isokraticka | [46]
2 PDA Lichrospher 100 RP | Acetonitril a voda Isokraticka | [47]
3 Radiochemicky | RP-C18 Acetonitril, voda a kys. octova | Gradient [48]

Vzorky k analyze se v zadné z publikaci neupravovaly. Nastiikovy objem vzorku je
obvykle 20 pl. Vyuziva se principu chromatografie s obracenymi fazemi. Proto se jako
stacionarni faze pouzivaji pfedevSim kolony s nepolarni fazi C18. Mobilni faze je tvorena
acetonitrilem s fosfatovym pufrem v poméru 55 az 70 dilt organického rozpoustédla ku 30 az
70 diltm vody ¢i fosfatového pufru, v nékterych piipadech se piidava i organicka kyselina pro
upravu pH. Pritok mobilni faze kolonou byl 1,0 ml/min. Eluce je isokraticka, v jednom piipadé
gradientova. K detekci se pouziva PDA a UV detektortu s nastavenou vinovou délkou 245 nm.

V piipad¢ analyzy radioaktivné znacenych latek se pouzil radiochemicky detektor [46, 47, 48].

1.4.5 Stanoveni kyseliny benzoové spektrofotometricky
Vzorek byl analyzovan ve vodném prostiedi. VInova délka odpovidajici maximalni

absorbanci kyseliny benzoové byla 230 nm [40].
1.4.6 Stanoveni methylenové mod¥i spektrofotometricky

Vzorek byl analyzovan ve vodném prostiedi. VIinova délka odpovidajici maximalni

absorbanci methylenové modfi byla 660 nm [49].
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1.5 Validace analytickych metod

Validaci se rozumi ovéfeni ¢i kontrola analytického postupu z nékolika hledisek. Slouzi
k ovéfeni poskytnuti objektivniho vysledku za konstantnich podminek. V praxi se
experimentalné¢ provadi podrobné Setfeni s dikazy, ze pfi spravné aplikaci metody jsou
poskytovany relevantni vysledky pro dany ucel. U validace HPLC metod se obvykle setkavame

s témito parametry [50].

Specifi¢nost
Specifi¢nost je parametrem, ktery popisuje vhodnost navrzené metody pro analyzu

zamysleného analytu bez interakce s moznymi interferujicimi latkami.

Linearita

Linearita je parametr, ktery charakterizuje schopnost analytické metody ziskat hodnoty,
které jsou pfimo umérné koncentraci analytu v analyzovaném vzorku. V praxi se nejbéznéji
pouziva vztah mezi odezvou analyzované latky a koncentraci. Kdyz je tento vztah dosazen na
osy dvourozmérného grafu (osa x a osa y), dostaneme obvykle ptimku. Jeji linedrni priib¢h
charakterizuje rovnice piimky, korelaéni koeficient a koeficient determinace. Cim vice se

koeficient determinace blizi hodnoté 1, tim vice je prab¢h pfimky linearni.

Pi‘esnost

Ptesnost vyjadiuje shodu z opakovaného odbéru stejného vzorku za definovanych
podminek. Pfesnost mlze byt ovlivnéna systematickou i ndhodnou chybou. Tento parametr
umoznuje odhadnout, do jaké miry systematicka chyba dokaze ovlivnit zkouSenou analytickou

metodu. V praxi se obvykle vyjadiuje jako RSD.

Spravnost

Spravnost definuje tésnost shody naméfené hodnoty s referencni hodnotou, resp. jde o
rozdil mezi ziskanou a teoretickou hodnotou. V praxi se provadi porovnani se standardem,
certifikovanym referen¢nim materialem, validovanou metodou nebo vysledky z referen¢nich

laboratofi.
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Opakovatelnost

Opakovatelnost je parametr, ktery vyjadiuje pifesnost za konstantnich provoznich
podminek béhem kratkého Casového tuseku. Prakticky charakterizuje reprodukovatelnost
daného analytického postupu pro jeden vzorek analyzované latky. V piipadé HPLC metod

rozliSujeme opakovatelnost napichu a opakovatelnost metody [50].

Limit detekce
Limit detekce je parametr, ktery definuje nejmensi mozné detekovatelné mnozstvi

analytu ve vzorku.

Limit stanovitelnosti
Limit stanovitelnosti udava nejmensi mozné mnozstvi analytu ve vzorku, které mtze byt

numericky kvantifikovano s pfijatelnou hodnotou nejistoty méfeni [50, 51].

Stabilita

Stabilita je parametr, ktery popisuje stalost analytu ve vzorku v zavislosti na ¢ase [50].
Robustnost

Robustnost predstavuje parametr, ktery definuje neovlivnitelnost analytické metody pfi

malé zméné nékterého z parametrti metody [52].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zarizeni

2.1.1 Modulovy kapalinovy chromatograf Shimadzu Nexera 2

Ridici jednotka: LC-30AD
Degasér: DGU-20ASR
Autosampler: SIL-30AC
Kolonovy prostor: CTO-20AC
Detektor: SPD-M30A

2.1.2 Difuzni komory

Typ1l VDC Type C, Copley Scientific, (UK)
Objem: 11 ml
Plocha: 1,77 cm?

Obrazek 8 - Difuzni komora typu 1 [53]

Typ 2 Zakéazkové vyrabéné (Ceska republika)
Objem: 10 ml
Plocha: 1,77 cm?

Obrazek 9 - Difuzni komora typu 2 [5]
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2.1.3 Injekéni strikacky

Typ A 1 ml U-100 insulin, Bbraun (Némecko)
Typ B 2 ml Chirana, Chirana (Slovensko)
TypC 1 ml Heparin, Bbraun (Némecko)

Typ D 1 ml Tuberculin, Terumo (Japonsko)

Injekeni jehla Sterican 0,8 x 140 mm, Bbraun (Némecko)

Obriazek 10 - Injekéni stiikacky pouzité v testech k odbéru vzorkl akceptorové kapaliny [22]

2.1.4 Zartizeni pro kontrolu teploty
Termoblok Copley Scientific HDT-1000 (UK)
Magnetické michadlo s ohfevem IKA IKAMAG RT 15 (Némecko)

2.1.5 Ostatni

Raznice na kozni preparaty o pruméru 25 mm Copley Scientific (UK)
Ultrazvuk Bandelin EK 100 (Némecko)

Analyticka vaha Mettler Toledo XS 250DU (USA)

Predvazky Kern EW3000 (Némecko)

Piistroj pro piipravu ultra-&isté vody Watek IWA 20iol (Ceské republika)
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2.2 Pouzité chemikalie

Methanol Lach:ner, s.r.o. Ceska republika 99,9 %
Ethanol Lach:ner, s.r.o. Ceska republika 96 %
Chlorid sodny Lachema, n.p. Ceska republika 99,8 %
Kofein Sigma - Aldrich Irsko 99,8 %
Methylenova modf Lachema, n.p. Ceska republika -
Ultra-¢ista voda VUOS Ceska republika 100 %

2.3 Priprava roztokii

Priprava fyziologického roztoku

Do odmérné banky o objemu 1 litr bylo navazeno na piedvazkach cca 9 g chloridu
sodného. Do baiiky bylo pfidano cca 200 ml ultra-¢isté vody. Nasledné byla baiika umisténa do
ultrazvuku. Po rozpusténi pevného podilu byla baika doplnéna po rysku na definovany objem

ultra-¢istou vodou.

Piiprava roztoku 50% ethanolu
Do zasobni lahve bylo odmémym valcem odméfeno 520 ml 96% ethanolu a
480 ml ultra-Cisté vody. Vznikly roztok v zasobni lahvi byl homogenizovan v ultrazvuku

po dobu 10 min.

Piiprava mobilni fize
Mobilni faze byla tvofena sloZkou A (methanol) a slozkou B (ultra-Cista voda), ob¢ slozky
byly vzdy dle potieby dopliiovany do zasobnich lahvi u ptistroje. Miseni slozek v poméru 25:75

zajiStoval pfistroj.

Priprava testovaciho roztoku kofeinu o koncentraci 4 g/l

Do odmérné banky o objemu 50 ml bylo navaZeno na analytickych vahach 200 mg
kofeinu. Nasledné bylo do banky ptidano cca 20 ml roztoku 50% ethanolu. Poté byla baiika
umisténa do ultrazvuku do doby, neZ se kofein rozpustil. Po rozpusténi pevného podilu byla

banka doplnéna po rysku na definovany objem roztokem 50% ethanolu.
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Priprava testovaciho roztoku kofeinu o koncentraci 177 mg/I
Do odmérné banky o objemu 50 ml bylo navézeno na analytickych vahach 8,85 mg
kofeinu. Dale bylo postupovano stejné jako pii piipravé testovaciho roztoku kofeinu o

koncentraci 177 mg/I.

Priprava zasobniho roztoku kofeinu o koncentraci 1g/1

Do odmémé banky o objemu 50 ml bylo navazeno na analytickych vahach 50,0 mg
kofeinu. Nasledné bylo do baiiky pfidano cca 20 ml fyziologického roztoku. Poté byla baiika
umisténa do ultrazvuku do doby, nez se kofein rozpustil. Po rozpusténi pevného podilu byla

baiika dopInéna po rysku na definovany objem fyziologickym roztokem.

Piiprava nasyceného roztoku methylenové modri

Do odmérné banky o objemu 50 ml bylo navazeno na analytickych vahach 200 mg
methylenové modii. Nasledné bylo do baiky ptidano cca 20 ml roztoku 50% ethanolu. Poté
byla banika umisténa do ultrazvuku po dobu cca 20 minut. Obsah banky byl nasledné doplnén
po rysku na definovany objem roztokem 50% ethanolu. Po hodin€ byl vznikly roztok zfiltrovan

ptes stiikackovy filtr o porozité 0,45 um.
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2.4 Validace analytické metody HPLC

2.4.1 Priprava kalibracnich roztoki

Kalibra¢ni roztoky CS4 a CS3 byly pfipraveny roziedénim zasobniho roztoku do
odmérnych banék o objemu 50 ml. Pro roztok CS4 ¢inil pipetovany objem 500 pl a pro roztok
CS3 50 pul. Roztok CS2 a CS1 byly pfipraveny roziedénim roztoku CS4 do odmérnych ban¢k
0 objemu 50 ml. Pro roztok CS2 ¢inil pipetovany objem 500 ul a pro roztok CS1 50 pl.

Kalibra¢ni roztok Koncentrace [mg/l]
Cs1 0,01
CS2 0,10
CS3 1,00
Cs4 10,0
ZR 1000

2.4.2 Podminky chromatografické metody
kolona: Kinetex XB-C18 4,6 x 100 mm, 2,6 um
mobilni faze: A 25 % methanol

B 75 % ultra-&ista voda

eluce: isokraticka
pratok mobilni faze: 1 ml/min
teplota kolony: 25°C
nasttikovy objem: 30 ul
detekéni vinova délka: 272 nm
doba analyzy: 5 min.
retencéni ¢as: 3,65 min.

2.4.3 Parametry validace
Linearita

Linearita byla stanovena z kalibra¢ni kiivky ze sady kalibra¢nich roztok?.
Opakovatelnost nastriku

Tento parametr byl ziskdn opakovanym zméfenim stejného kalibra¢niho roztoku CS2,

ktery zaroven slouzil pfi analyzach jako kontrolni roztok.
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Piesnost a spravnost metody

Do odmérné baiikky o objemu 50 ml bylo na analytické vaze navazeno 50 mg kofeinu.

Nasledn¢ bylo do banky pfidano cca 20 ml fyziologického roztoku. Poté byla banka umisténa

do ultrazvuku do doby, nez se kofein rozpustil. Po rozpusténi pevného podilu byla baika

doplnéna po rysku na definovany objem fyziologickym roztokem. Timto postupem byly

pfipraveny tii zasobni roztoky. Kazdy z téchto roztokii byl roziedén do odmérné banky o

objemu 100 ml na pozadované koncentrace.

Pro tcely stanoveni spravnosti a presnosti metody byly zvoleny nasledujici koncentrace

roztokd: 0,01 mg/l, 1,00 mg/l a 10,0 mg/l. Roztok o koncentraci 10,0 mg/l byl pfipraven ze

zasobniho roztoku, pipetovany objem byl 1,00 ml. Roztok o koncentraci 1,00 mg/l byl

pfipraven ze zéasobniho roztoku, pipetovany objem byl 0,100 ml. Roztok o koncentraci

0,01 mg/1 byl piipraven z roztoku o koncentraci 10,0 mg/l, pipetovany objem byl 0,100 ml.

Prehled roztokt, navazek a vypoctenych koncentraci je uveden v tabulce 6.

Tabulka 6 - Zasobni a natedéné roztoky testovaci latky pro stanoveni piesnosti metody

Zasobni roztok ¢islo Navazka [mg] Koncentrace [mg/l]
1 49,7 994

2 50,1 1002

3 50,2 1004

Naredény roztok ¢islo

Pipetovany objem [ml]

Koncentrace [mg/1]

1(ze ZR 1) 1,00 9,940
1(ze ZR 2) 1,00 10,02
1(ze ZR 3) 1,00 10,04
2(ze ZR 1) 0,100 0,994
2 (e ZR 2) 0,100 1,002
2 (ze ZR 3) 0,100 1,004
3(ze NR 1) 0,100 0,00994
3 (ze NR 2) 0,100 0,01002
3 (ze NR 3) 0,100 0,01004

Limit detekce a stanovitelnosti

Limit detekce byl vypocitan dle poméru signalu kalibra¢niho standardu o nejn

cv v

1ZS1

koncentraci k sumu matrice vzorku (fyziologicky roztok). Hodnota Sumu byla odecitana

v useku retenéniho Casu kofeinu, tj. 3,6 az 4,2 minut. K vypoctu bylo pouzito deset hodnot.

41



2.5 Test penetrace kiize

2.5.1 Kontrola tésnosti difuznich komor

Po usazeni membran Strat-M do difuzni komory typu 1 byla akceptorova ¢ast komory
naplnéna nasycenym roztokem methylenové modfi. Zkompletované difuzni komory byly
vloZeny do kadinek naplnéné ultra-¢istou vodou. Objem vody v kadinkach byl pted vloZzenim
komory cca 400 ml. Po vlozeni bylo aplikovano mnozstvi 1 ml nasyceného roztoku

methylenové modii na membranu. Komory byly v kadinkach s vodou ponechany po dobu
72 hodin.

2.5.2 Priprava koZnich preparati

KoZni preparat typu A

KuzZe byla extrahovana skalpelem z prasete v oblasti bficha. Po extrakci byl odstranén
skalpelem subkutanni tuk. Takto pfipravend kize byla zabalena do alobalu a zamraZena pfi
teploté -25 °C. Pied zacatkem experimentu byla ponechana na laboratornim stole pfi teploté

25 °C po dobu 60 minut. Po uplynuti této doby byly z klize vyrazeny pomoci raznice a kladiva

ter¢iky o priméru 25 mm.

Obrazek 12 - Fotografie raznice k pfipravé teré¢ikl koznich preparati [22]
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KoZni preparat typu B

Kozni preparat z lidské kize byl pfipraven rozmrazenim klize za laboratorni teploty po
dobu cca 60 minut. Po rozmrazeni byla kiize pomoci dermatomu sefiznuta na pozadovanou
tloustku cca 300 um. Jednotlivé terCiky byly vystiizeny nizkami, pramér terc¢iku byl piiblizné

25 mm.

2.5.3 Priprava difuznich komor k experimentu

Mezi donorovou a akceptorovou c¢ast komory byl upevnén kozni preparadt nebo
membrana. Spojeni obou ¢asti bylo zajisténo klemou (v pifipadé pouziti difuznich komor
typu 1) nebo gumic¢kami (v piipadé pouziti difuznich komor typu 2).

Kazd4 difuzni komora byla naplnéna akceptorovou kapalinou po rysku na definovany
objem udany vyrobcem. Samotné naplnéni probihalo ve dvou krocich. V prvnim kroku byla
difuzni komora v ruce otoena o cca 45° tak, aby vzorkovaci raminko bylo v poloze svisle
vzhiru. V druhém kroku byla zasunuta vzorkovacim raminkem jehla injekéni stiikacky
s akceptorovou kapalinou. Po zasunuti jehly byla difuzni komora napliiovana akceptorovou
kapalinou z injekéni stiikacky. Po naplnéni prostoru difuzni komory k vzorkovacimu raminku
(hladina akceptorové kapaliny sahala po okraj vzorkovaciho raminka) byla difuzni komora
otacena plynule do vodorovné polohy. V této poloze se pokracovalo V plnéni akceptorovou
kapalinou do doby, nez hladina dosahla rysky.

Difuzni komora naplnénéd akceptorovou kapalinou byla ihned umisténa do vyhtivané

lazné ¢i termobloku.

2.5.4 Popis experimentii

Po wuplynuti nezbytné¢ dlouhé doby k vytemperovani akceptorové kapaliny na
pozadovanou teplotu, byl pipetou naddvkovan roztok testovaci latky.

V uréenych ¢asovych intervalech (viz tabulka 7) byl pomoci injekéni stiikacky s jehlou
odebiran vzorek akceptorové kapaliny k analyze. Samotny odbér vzorku byl proveden
zasunutim jehly vzorkovacim raminkem na dno akceptorove ¢asti difuzni komory a plynulym

vytazenim pistu injek¢ni stiikacky po rysku na pozadovany objem.

Tabulka 7 - Casovy harmonogram vzorkovani akceptorové kapaliny

Odber ¢islo 0* |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Cas [min] 0 20 |40 |60 |90 |120 |150 |180 |1140 {1200 | 1260 |1320 |1380 |1440

0* - nadavkovani testovaci latky
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2.5.5 Cisténi difuznich komor

Po skonceni experimentu byla kazda komora rozebrana (uvolnénim klemu ¢i sundanim
gumicek) a vyprazdnéna od akceptorové kapaliny. VSechny ¢asti difuzni komory byly umistény
do kadinky se smési ethanol, aceton a voda v pfiblizném poméru 1:1:1. Nasledné byla kadinka
S obsahem umisténa do ultrazvuku po dobu 60 minut. Po uplynuti této doby byly vSechny
soucasti difuzni komory vyjmuty a postupné omyty tiikrat ultra-cistou vodou, acetonem a
ethanolem. Po omyti byly vSechny casti umistény do suSarny (teplota uvniti suSarny byla

nastavena na 115 °C).

2.5.6 Porovnani davkovani testovaci latky

Jednim ze sledovanych kritérii testovani byl davkovany objem roztoku testovaci latky,
pii zachovani konstantniho mnozstvi na jednotku plochy membrany. Porovnani davkovaného
objemu bylo testovano na difuznich komorach typu 1 za pouziti membrany Strat-M.

Pii testovani se vychazelo ze dvou ruznych koncentraci a to konkrétné z roztoku o
koncentraci 4 g/l a 177 mg/l. Plocha membrany ¢&inila 1,77 cm?. Tudiz byl v jednom testu
aplikovan na povrch membrany objem 45 ul roztoku o koncentraci 4 g/l a v druhém testu
1000 pl roztoku o koncentraci 177 mg/l. Po pfepoctu na absolutni mnozstvi aplikované latky

na jednotku plochy dostaneme vzdy 100 pg/cm?.

2.5.7 Porovnani vlivu obsluhy na vysledek experimentu

DalSim kritériem testovani bylo porovnani vlivu obsluhy na vysledek experimentu.
Kompletni experiment provadéli dva riizni pracovnici. Pracovnik €. 1 je povaZovan za zkuSenou
obsluhu experimentu. Pracovnik ¢. 2 provadél experiment poprvé, byl pouze teoreticky

proskolen. Analyzu vzorki z obou experimentd provadél pracovnik €. 1.
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2.5.8 Vyroba nového pritlaéného systému a jeho porovnani

Béhem nékterych experimentli se pii pouziti membrany Strat-M vyskytl problém
s tésnosti difuznich komor. Netésnosti se projevovaly mensim unikem akceptorové kapaliny a
jejim krystalizovanim na vné&jSich hranach donorové a akceptorové casti komory. V nékterych
ptipadech do akceptorové ¢asti vnikal vzduch, ktery tvofil pod membranou bublinu zabrafujici
toku testovaci latky do akceptorové kapaliny.

V pribehu praci byla navrzena experimentalni klema, ktera dovolovala regulovat ptitlak
donorové a akceptorové ¢asti komor pomoci Sroubti. Na 3D tiskarné€ bylo vyrobeno deset kust
klem pro experimentdlni porovnani s originalni klemou standardn¢ dodévanou spolecné

s difuzni komorou typu 1.

2.5.9 Stanoveni presnosti davkovani testovaci latky

Objem 45 pl

Pistovou pipetou bylo nasato 45 pl ultra-Cisté vody. Cely objem pipety byl vypustén do
vytarované kadinky na analytické véaze. Po ustdleni védhy byla hodnota zapsina. Timto
zpuisobem bylo postupné navazeno tticet hodnot pomoci tii Spicek stejného typu, které byly

nahodné vybrany.

Objem 1000 pl
Postup probihal stejné jako v pfedchozim pfipadé€, pouze se pipetoval objem 1000 pl.

2.5.10 Stanoveni presnosti odbéru vzorku

Injekéni stiikackou bylo z kadinky vzdy odebrano 500 ul ultra-¢isté vody. Cely objem
injekeni stiikacky byl vypusStén do vytarované kadinky na analytické vaze. Po ustaleni vahy
byla hodnota zapsana. Timto zpiisobem bylo postupné navaZeno tficet hodnot pomoci tfi

ruznych vzorkl injekénich stiikacek stejného typu, které byly ndhodné vybrany.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Validace
3.1.1 Linearita

Linearita byla vyhodnocena na zaklad¢ ploch pikl v zavislosti na teoretické (vypoctené)
koncentraci vSech zméfenych kalibracnich roztoki. Ze ziskanych hodnot byla vygenerovana

rovnice grafu a koeficient determinace R?, ktery ma hodnotu 1.

Tabulka 8 - Piehled hodnot kalibraéni fady

Kalibra¢ni roztok CS1 CS2 CS3 CS4
Koncentrace [mg/l] 0,01 0,1 1 10
Plocha piku [mV.s] 768 8231 87356 |932411
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500000 -
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200000 -
100000 -

O T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

koncentrace [mg/1]

y =93438x - 2333,7
R*=1

Plocha piku [mV.s]

Graf 5 - Kalibraéni pfimka - linearita
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3.1.2 Opakovatelnost nastiiku
Opakovatelnost napichu byla spocitana ze smérodatné odchylky a primérné hodnoty

plochy pikti z osmi népichti roztokt CS2.

Tabulka 9 - Vyhodnoceni opakovatelnosti napichu

Plocha
[mV-s]
9273
9308
9204
9197
9276
9216
9347
9340
Pramér 9270
SD 59,7
RSD [%)] 0,640

Napich ¢.

O NO|ORWIN|F

3.1.3 Spravnost metody
Spravnost metody byla vyhodnocena z poméru skuteéné koncentrace k teoretické

koncentraci vyjadfena jako procento (tzv. vytéznost).

Tabulka 10 - Vyhodnoceni piesnosti metody

Koncentrace 10,00 mg/I Koncentrace 1,000 mg/I Koncentrace 0,01000 mg/I

Roztok Konc. teor. | Konc. skut. | Vytéznost | Konc. teor. | Konc. skut. | Vytéznost | Konc. teor. | Konc. skut. | VytéZnost
ze ZR ¢&islo [ma/1] [ma/l] [%] [ma/l] [ma/l] [%] [ma/l] [ma/l] [%]

1 9,94 9,93 99,9 0,994 0,986 99,2 0,00994 0,00976 98,2

2 10,02 9,95 99,3 1,002 1,010 101,0 0,01002 0,00913 911

3 10,04 9,98 994 1,004 0,987 98,3 0,01004 0,00985 98,1
Primér 9,95 0,994 0,00958

SD 0,0262 0,014 0,00039

RSD [%] 0,264 1,37 4,09
Primérna vytéznost | --- --- 99,5 --- --- 99,4 --- - 95,8
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3.1.4 Limit detekce a stanovitelnosti
Limit detekce a stanovitelnosti byl vyhodnocen na zdkladé¢ pomeéru signalu k Sumu.
Vysledek byl ziskan vypoétem RFy faktoru z odezvy nejméné koncentrovaného kalibra¢niho

roztoku a prumérné hodnoty plochy pikii Sumu.

Tabulka 11 - Vyhodnoceni sumu

Vyska odezvy
[mV]
19
12
18
18
17
19
32
19
29
24
Prumér 20,7
SD 5,96
RSD [%] 28,8

Napich ¢.

OO (N|O|O|RRIW|IN|F-

[EEN
o

Tabulka 12 - Vypocet odezvového faktoru RFp

Kalibra¢ni roztok | Koncentrace [mg/l] |vyska odezvy [mV] |RFn [mg/l/mV]
Cs1 0,01 81 0,000123

Tabulka 13 - Vypocet LOD a LOQ

LOD 3 krat primérna hodnota Sumu . RFy, 0,00767 mg/I
LOQ 10 krat primérna hodnota Sumu . RFh 0,0256 mg/l

3.1.5 Pouzité vzorce
Vypocet relativni smérodatné odchylky (4):
RSD = 22100 )

Kde RSD je relativni smérodatna odchylka, SD je vybérova smérodatna odchylka a x je prameér.
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Vypocet vybérové smérodatné odchylky (5):

$D= 75 (Sax? - ) ©)

Kde SD je vybérova smérodatna odchylka, N je pocet méfeni, X jsSou naméfené hodnoty a x je

prumér naméefenych hodnot.

Vypocet pruméru (6):

1¢n

X = o &i=1%i (6)

Kde x je aritmeticky pramér, n je po¢et naméfenych hodnot a X jsou naméfené hodnoty.

Vypocet odezvového faktoru (7):
RF, = — (7

Kde RFn [mg/l/ImV] je odezvovy faktor, ¢ [mg/l] je koncentrace analytu a H [mV] je vySka
odezvy analytu.

3.1.6 Souhrn

Metoda z hlediska linearity, opakovatelnosti napichu, pfesnosti a spravnosti vyhovuje

pfijatym referen¢nim hodnotam.

Tabulka 14 - Souhrn parametra validace

Parametr Referencni hodnota | Nameéfena hodnota Potvrzeni
Linearita >0,99 1,00 ANO
Opakovatelnost napichu <2% 0,64 % ANO
Presnost <2% 0,264%; 1,37 %; 4,09 % | NE
Spravnost 80-120 % 99,5 %: 99,4 %:; 95,8 % ANO
LOD --- 0,00767 mg/I ANO
LOQ 0,0100 mg/i 0,0256 mg/l NE
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3.2 Test penetrace kiize

3.2.1 Pouzité vzorce
Pro grafickou prezentaci vysledkl bylo potieba piepocitat koncentraci z analyzovanych

vzorkid na kumulativni mnozstvi v zavislosti na plose. K prepoctiim byly pouzity tyto kroky.

Pievod koncentrace na absolutni mnozstvi testovaci latky v akceptorové ¢asti komory byl

proveden dle rovnice (8):

Canal;’tza'Vkomora
Mage = (8)

sztaien}’/ objem

Kde makc [mg] je absolutni mnozstvi analytu v akceptorové ¢asti difuzni komory, Canaryza [M/I]
je koncentrace vzorku vypoctena z rovnice regrese kalibraéni piimky, Vkomora [I] je objem

difuzni komory a V,zizeny objem [1] j& objem, na ktery je vztaZzena jednotka koncentrace.

Vypocet absolutniho odebraného mnozstvi testovaci latky z akceptorové casti komory byl

proveden dle rovnice (9):

= Makc'Vodebrané (9)
Modebrané = Vi
omora

Kde Mogerrans [MQ] je mnozstvi odebraného analytu, mae [MQ] je mnozstvi analytu
v akceptorové ¢asti difuzni komory, Vodesrane [1] je objem vozku akceptorové kapaliny, ktery byl

odebran a Vkomora [1] je objem difuzni komory.

Vypocet kumulativniho mnozstvi byl proveden dle rovnice (10):

— n
Qm = Mg + Zi:m Modebranéy, + Modebranémq + -t Modebrané,_, (10)

Kde Qm [mg] je kumulativni mnoZstvi, Mak [Mg] je absolutni mnozstvi analytu v akceptorové

¢asti difuzni komory a Mogeprane [MQ] je mnoZstvi odebraného analytu.
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Vztazeni kumulativniho mnozstvi na jednotku plochy bylo provedeno dle rovnice (11):

Om — _Qm (11)

N Sdonor

Kde Qm/S [mg/cm?] je kumulativni mnoZstvi vztazené na jednotku plochy donorové &asti
difuzni komory, Qm [mg] je kumulativni mnoZstvi a Sdonor [cM?] je plocha donorové &asti

difuzni komory.
K vypocitani hodnot flux a lag time byl pouzit software SAMPA.

3.2.2 Souhrnné vysledky

Tabulka 15 - Souhrnné vysledky ze vSech provedenych testi

Pracovnik g‘i{‘lﬁﬁ yk;’;‘;?er;a rlfr‘;;‘;r . |Davka | Flux RSD |[Lagtime |RSD (Ff(fbDérﬁ
Cislo Typ Typ [ul/lecm?] | [pg/cm?/h] [[%] | [min] [%] [96]
1 1, klema typu A A 25 0,55 37,8 [251 39,7 88,7
2 1, klema typu A Strat-M 25 1,35 36,4 26,9 115 47,8
1 1, klema typu B Strat-M 25 3,41 44,6 |[137 29,7 34,7
1 1, klema typu B Strat-M 25 2,40 59,2 (45,0 79,5 49,1
1 1, klema typu A Strat-M 560 0,29 53,9 |67,5 23,0 16,1
1 1, klema typu A Strat-M 560 0,52 25,3 |328 72,2 19,1
1 2, gumicky A 25 2,06 35,7 | 257 15,6 41,3
1 2, gumicky B 25 2,74 40,2 |56,0 11,0 34,0
1 2, gumicky Strat-M 25 7,40 117 [37,3 101 76,1
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3.2.3 Porovnani difuznich komor
Porovnavani difuznich komor probihalo za pouziti membrany a kozniho preparatu
zhotoveného z praseci klize.

Podminky a pouzité vybaveni pfi testovani vhodnosti difuznich komor typu 1 a typu 2:

Membréna: Strat-M
Plocha: 1,77 cm?
Aplikovany objem: 25 ul/cm?
Koncentrace roztoku testovaci latky: 4 g/l

Rychlost michani: 400 ot/min
Odbérova stiikacka: TypAatypB
Teplota akceptorové kapaliny: 32°C

Pocet replikaci v jednom testu: 10

Graf 6 znazornuje porovnani dvou typi difuznich komor za pouziti membrany. V piipadé
difuznich komor typu 1 nedo$lo béhem experimentu k abnormalnimu chovani, které by zasadné
ovlivnilo vysledek testovani. Pouze jedna difuzni komora vykazovala netésnost (vniknuti
vzduchu pod membranu v akceptorové ¢asti komory) ihned po zapoceti experimentu. Tu se
nepodafilo v pribéhu testu odstranit. Jedna komora vykazovala vétsi hodnotu fluxu oproti
zbytku difuznich komor, coz mohlo byt zapti¢inéno odchylkou v ddvkovéni testovaci latky na
membranu. Pfi pohledu na kiivku difuzni komory typu 1 se da fici, Ze jeji prib¢h je naprosto
idedlni a odpovida predpokladiim pro metodu testovani latek s kone¢nou davkou.

Naopak pfi pohledu na kiivku difuzni komory typu 2 je patrny nestandardni priibéh. Ten
byl zptsoben netésnosti difuznich komor. Netésnosti zplsobovaly tnik akceptorové kapaliny
(atim zpisobenou ztratu analytu, ktery proSel membranou) a vnikani vzduchu, ktery se
hromadil pod membranou a zabranoval tak priniku roztoku testovaci latky. Neda se také
vyloucit Unik roztoku testovaci latky z donorové casti difuzni komory a jeho pritok okolo
membrany do akceptorové ¢asti. Difuzni komory, které protékaly, byly z testovani vyfazeny,
resp. vzorkovani v definovaném ¢asovém intervalu bylo pferuseno, vzorek se odebral az na

konci experimentu pro numerické potvrzeni anomalniho chovani.

52



50
45
40
35
30
25
20
15
10

Kumulativni mnozstvi [pug/cm?]

== Difuzni komora typu 1

e Difuzni komora typu 2

200

400

600 800 1000 1200 1400

€as experimentu [min]

Graf 6 - Grafické porovnani difuznich komor za pouziti membrany Strat-M
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Podminky a pouzité vybaveni pfi testovani vhodnosti difuznich komor typu 1 a typu 2:

Kozni preparat: Praseci klize
Plocha: 1,77 cm?
Aplikovany objem: 25 ul/cm?
Koncentrace roztoku testovaci latky: 4 g/l

Rychlost michani: 400 ot/min
Odbérova stiikacka: TypAatypD
Teplota akceptorové kapaliny: 32°C

Pocet replikaci v jednom testu: 10

Graf 7 znazorniuje porovnani dvou typu difuznich komor za pouziti kozniho preparatu
zhotoveného z praseci ktize. Pti pohledu na obé¢ kiivky je patrny téméf idealni prubéh. Jediny
rozdil mezi kiivkami difuzni komory A a difuzni komory B je sklon ktivky v intervalu 180
testovali difuzni komory typu 1. Komory typu 2 se ovétovali o tfi dny pozdéji. Kize se znovu
nezamrazovala, byla pouze umisténa do lednice a mohlo tak dojit k fyziologickym zménam v
jeji struktute. Rozdil vykazuje tedy i vypocteny prumérny tok pro difuzni komoru typu 1, ktery
je 0,554 pg/cm?/h a pro difuzni komoru typu 2 je pramérny flux testovaci latky 2,06 pg/cm?/h,

pfi velice podobnych ,,zpozdénich* (lag time) 251 minuta 257 min.
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Graf 7 - Grafické porovnani difuznich komor za pouZiti kozniho preparatu typu A
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3.2.4 Porovnani koZnich preparati a jejich nahrad

Porovnavani koznich preparatt a jejich nahrad probihalo za pouziti difuznich komor typu

1 atypu 2.
Podminky a pouzité vybaveni pii testovani vhodnosti kozniho preparatu typu A a membrany
Strat-M:
Difuzni komora: Typ 1l
Plocha: 1,77 cm?
Aplikovany objem: 25 pl/cm?
Koncentrace roztoku testovaci latky: 4 g/l
Rychlost michani: 400 ot/min
Odbérova stiikacka: TypAatypD
Teplota akceptorové kapaliny: 32°C
Pocet replikaci v jednom testu: 10

Graf 8 znazornuje porovnani kozniho preparatu typu A a membrany Strat-M za pouZiti
difuzni komory typu 1. Pfi pohledu na kiivky koZniho preparatu typu A a membrany Strat-M
se da fici, ze jejich prib&hy jsou naprosto idealni a odpovida pfedpokladim pro metodu
testovani latek s konecnou dévkou. Jediny rozdil je ve strmosti kiivek tzn. v maximalni
absorpéni rychlosti, ktera je u membrany 3,41 pg/cm?/h proti 0,554 pg/cm?h u kiize, v tomto
ptipadé 7x vyssi a zpozdéni témét dvakrat kratsi, tj. v pfipadé membran 137 minut proti 251

minut u praseci kize.
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Graf 8 - Grafické porovnani kozniho preparatu typu A a membrany - difuzni komora typ 1
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Podminky a pouzité vybaveni pfi testovani vhodnosti koznich preparatu typu A, B a membrany

Strat-M:

Difuzni komora: Typ 2
Plocha: 1,77 cm?
Aplikovany objem: 25 pl/cm?
Koncentrace roztoku testovaci latky: 4 g/l
Rychlost michani: 400 ot/min
Odbérova stiikacka: typBatyp D
Teplota akceptorové kapaliny: 32°C

Pocet replikaci v jednom testu: 10

Graf 9 znazorniuje porovnani koznich preparati typu A, B a membrany Strat-M za pouziti
difuzni komory typu 2. Tento typ difuznich komor se ukazal vhodny zejména pro kozni
preparaty. Pii testech s membranou Strat-M dochézelo k velmi nestandardnimu chovani. To se
projevovalo jako netésnost difuznich komor. Netésnosti zpisobovaly unik akceptorové
kapaliny (a tim zpiisobenou ztratu analytu, ktery prosel membranou) a vnikdni vzduchu, ktery
se hromadil pod membranou a zabranoval tak pruniku roztoku testovaci latky. Neda se také
vylouc¢it tnik roztoku testovaci latky z donorové ¢asti difuzni komory a jeho priitok okolo
membrany do akceptorové €asti. Difuzni komory, které protékaly, byly z testovani vytazeny,
resp. vzorkovani v definovaném ¢asovém intervalu bylo pferuSeno, vzorek se odebral az na
konci experimentu pro numerické potvrzeni anomalniho chovani.

Pti detailnim pohledu na kiivku pro koZni preparat typu B I1ze pozorovat v bod€ 180 minut
inflexni bod, ktery méni sklon kiivky. Podobné anomalie maji pfi¢inu ve vniknuti vzduchu do
akceptorové ¢asti difuzni komory a vytvofeni vzduchové bubliny pod koZnim preparatem. Prti

experimentu vsak nebyla zpozorovana zadna vzduchova bublina.
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Ziskané¢ vysledky pro membranu Strat-M zde nebudou porovnavany s koznimi preparaty

o v r

typu A a B z diivodt rozdilnych soubort dat. Mezi lidskou a praseci kazi v tomto pokusu byl

nejvetsi rozdil zejména v hodnoté zpozdeni, ktery je u lidské ktze 4,5krat kratsi (257 min

prase¢i a 56 minut lidska). Toky pro oba typy koZnich preparatl praseéi 2,06 pg/cm?/h a lidska

2,74 pglcm?h jsou v rozmezich 2,24 + 1,43 pg/cm?h, které vyplynulo z porovnavaciho

mezilaboratorniho testu pro lidskou kuzi [28].
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Graf 9 - Grafické porovnani riiznych koznich preparatli a membrany - difuzni komora typ 2
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3.2.5 Porovnani davkovani testovaci latky

Podminky a pouzité vybaveni pii testovani vhodné davky testovaci latky:

Difuzni komora: Typ 1

Membréna: Strat-M

Plocha: 1,77 cm?

Aplikovany objem: 25 ul/cm?a 560 pl/cm?
Koncentrace roztoku testovaci latky: 4 g/l a 177 mg/l
Rychlost michani: 400 ot/min

Odbérova stikacka: typ A

Teplota akceptorové kapaliny: 32°C

Pocet replikaci v jednom testu: 10

Graf 10 znazoriiuje porovnani dvou rozdilnych koncentraci a davek. Pro davku 25 pl/cm?
je primérny flux testovaci latky 3,41 pg/cm?/h a primérny lag time 137 minut. Primérné RSD
fluxu je 44,6 % a primérné RSD lag time 29,7 %. Primérna hodnota RSD z jednotlivych
asovych bodii odbéru vzorku je 34,7 %. Pro davku 560 ul/cm? je primérny flux testovaci latky
0,515 pg/cm?h a pramérny lag time 328 minut. Primémé RSD fluxu je 25,3 % a primérmé
RSD lag time 72,7 %. Pramérna hodnota RSD z jednotlivych ¢asovych bodi odbéru vzorku je
19,1 %. Z téchto vysledk je vidét, Ze penetrace z mensiho objemu probiha rychleji i s menSim
testovaci latky. Hlavni hnaci silou je zde gradient koncentraci testované latky pod a nad

membranou, resp. rozdil koncentraci testované latky v akceptorové a donorové ¢asti komory.
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Graf 10 - Grafické porovnani riznych aplikovanych objemii K plose membrany
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3.2.6 Porovnani vlivu obsluhy

Podminky a pouzité vybaveni pii testovani vlivu pracovnika na vysledek experimentu:

Difuzni komora: Typ 1
Membréna: Strat-M
Plocha: 1,77 cm?
Aplikovany objem: 25 ul/cm?
Koncentrace roztoku testovaci latky: 4 g/l
Rychlost michani: 400 ot/min
Odbérova stikacka: typ Aatyp B
Teplota akceptorové kapaliny: 32°C

Pocet replikaci v jednom testu: 10

Graf 11 znazoriiuje porovnani vlivu pracovnika, ktery experiment provadi. Experiment
provedli dva pracovnici nezavisle na sobé. K¥ivka pracovnika ¢. 1 ma pomérné idealni prubéh.
Z vysledku obou pokusu, které jsou uvedené v tabulce 15, vyplyva, ze obsluha difuznich komor

vyzaduje delsi zacvik.
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Graf 11 - Vliv obsluhy na vysledek testovani
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3.2.7 Porovnani pritlaéného systému

Podminky a pouzité vybaveni pfi testovani ptitlacnych systému:

Difuzni komora: Typ1l
Membrana: Strat-M
Plocha: 1,77 cm?
Aplikovany objem: 25 ul/cm?
Koncentrace roztoku testovaci latky: 4 g/l
Rychlost michani: 400 ot/min
Odbérova stiikacka: typ A
Teplota akceptorové kapaliny: 32°C
Pocet replikaci v jednom testu: 5

Graf 12 znazoriuje porovnani piitlacnych systému a jejich vliv na experiment. Cilem
pokusu s 3D klemou bylo dosahnout vétsi tésnosti difuznich komor typu 1. Navrzena klema
neumoziovala zasunuti vice nez péti zkompletovanych difuznich komor do termobloku.
Bohuzel problémy s netésnosti a vnikanim vzduchu do akceptorové Casti difuznich komor se
timto nevyiesily. Nové 3D klemy (klema typu B) jsou utahovana $rouby a nelze vyloucit, ze u
nékterych difuznich komor byl pfitlak tak silny, ze vnitini hrana akceptorové ¢asti difuzni
komory fyzicky neposkodila tenkou svrchni vrstvu membrany, ktera je tvofena syntetickymi

lipidy. Na vyvoji 3D klemy se bude jesté pokracovat.
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Graf 12 - Porovnani klem, davkovany objem testovaci latky 25 pl/cm?
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Experiment byl za stejnych podminek a parametri zopakovan. LiSil se pouze
davkovanym objemem roztoku testovaci latky pii zachovani konstantniho mnozstvi

(viz bod 3.2.3). Podminky a pouzité vybaveni pii testovani pfitlacnych systému byly:

Difuzni komora: Typ 1l
Membréna: Strat-M
Plocha: 1,77 cm?
Aplikovany objem: 560 ul/cm?
Koncentrace roztoku testovaci latky: 177 mg/l
Rychlost michani: 400 ot/min
Odbérova stikacka: typ A
Teplota akceptorové kapaliny: 32°C
Pocet replikaci v jednom testu: 5

Graf 13 znazoriuje porovnani ptitlacnych systémi a jejich vliv na experiment. Z pribéhu
kiivek 1 pii této davce je patrné, Ze pouziti klemy S utazenim pomoci Sroubil nepomohlo vyiesit
problémy s ob¢asnou netésnosti komor pifi pouziti membrany. Prinik vzduchu do vétSiny
komor ziejmé vedl K snizeni primérného toku téméf na polovinu ve srovnani s klemou dodanou

puvodné vyrobcem.
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Graf 13 - Porovnani klem, davkovany objem testovaci latky 560 pl/cm?

61



3.2.8 Stanoveni piesnosti davkovani testovaci latky

Pistovou pipetou bylo z kadinky vzdy nasato (do prvni polohy pistu) 45 ul ultra-¢isté
vody. (Tabulka 16). Cely objem pipety byl vypustén do vytarované kadinky na analytické vaze.
Nejvyssi namétena odchylka davkovani roztoku testovaci latky vyjadiena jako RSD je 0,830

%.

Tabulka 16 - Stanoveni piesnosti davkovani testovaci 1atky, objem 25 pl/cm?

Spicka €.

Opakovani ¢. | 1 [mg] 2 [mq] 3 [mq]
1 44,3 44,0 44,2
2 44,1 44,5 44,2
3 44,1 45,3 45,0
4 445 44,8 44,6
5 44,6 44,7 45,0
6 44,6 44,6 448
7 44,5 44,8 44,1
8 45,3 44,4 44,6
9 44,1 45,2 448
10 44,7 44,5 44,9
Pramér 44,5 44,7 44,6
Median 445 4477 4477
Min 44,1 44,0 44,1
Max 45,3 45,3 45,0
Rozpéti 1,23 1,26 0,880
SD 0,366 0,371 0,325
RSD [%] 0,823 0,830 0,727
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Pistovou pipetou bylo z kadinky vzdy nasato (do prvni polohy pistu) 1000 pl ultra-Cisté
vody. (Tabulka 17). Cely objem pipety byl vypustén do vytarované kadinky na analytické vaze.

Nejvyssi naméiena odchylka davkovani roztoku testovaci latky vyjadrena jako RSD je 1,63 %.

Tabulka 17 - Stanoveni piesnosti davkovani testovaci latky, objem 1000 pl/cm?

Spicka ¢.

Opakovani ¢. | 1 [mg] 2 [mg] 3 [mg]
1 0,998 0,992 0,969
2 1,01 1,01 1,00

3 1,00 1,00 1,02

4 0,998 0,986 0,995
5 0,995 1,00 0,993
6 1,00 0,997 0,967
7 1,00 0,993 1,00

8 0,999 0,998 1,01

9 0,996 0,992 0,996
10 1,02 0,996 0,993
Primér 1,00 0,996 0,994
Median 1,00 0,997 0,996
Min 0,995 0,986 0,967
Max 1,02 1,01 1,02
Rozpéti 0,0250 0,0240 |0,0530
SD 0,00763 0,0064 |0,0162
RSD [%] 0,762 0,646 1,630

Experimentalné bylo zjiSténo, Ze odchylka vznikld ddvkovanim ma nizky vliv na
celkovou piesnost vysledku experimentu. V ptipadé davkovani 25 pl/cm? i 560 ul/cm? roztoku

testovaci latky byla pod dvé procenta, coz je zcela piijatelné a vysledek nijak zasadn€ neovlivni.
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3.2.9 Stanoveni presnosti odbéru vzorki

Injekéni stiikackou typu A bylo z kadinky vzdy odebrano 500 upl ultra-¢isté vody.
(Tabulka 18). Cely objem injek¢ni stiikacky byl vypustén do vytarované kadinky na analytické
vaze. Nejvyssi namétena odchylka davkovani roztoku testovaci latky vyjadiend jako RSD je

1,50 %.

Tabulka 18 - Stanoveni pfesnosti odbéru vzorkt akceptorové kapaliny sttikackou typu A

Stfikacka €.

Odbér¢. | 1[mg] 2 [mg] 3 [mg]
1 498 479 506
2 505 488 489
3 499 490 502
4 502 472 499
5 499 493 497
6 502 490 502
7 501 490 491
8 500 498 487
9 503 492 486
10 508 485 489
Primér 502 488 495
Median 501 490 494
Min 498 472 486
Max 508 498 506
Rozpéti |[10,4 26 20,3
SD 3,1 7,3 7,2
RSD [%] (0,61 1,50 1,46
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Injekéni stiikackou typu B bylo z kadinky vzdy odebrano 500 pl ultra-Cisté vody.
(Tabulka 19). Cely objem injek¢ni stiikacky byl vypustén do vytarované kadinky na analytické
vaze. Nejvyssi naméfena odchylka davkovani roztoku testovaci latky vyjadiend jako RSD je

6,34 %.

Tabulka 19 - Stanoveni pfesnosti odbéru vzorkl akceptorové kapaliny sttikackou typu B

Strikacka €.
Odbér¢. | 1[mg] 2 [mg] 3 [mg]
1 577 523 523
2 546 523 507
3 475 530 543
4 490 509 484
5 488 520 525
6 506 517 535
7 522 553 530
8 493 501 524
9 548 517 500
10 504 503 546
Prumér 515 520 522
Median 505 519 525
Min 475 501 484
Max 577 553 546
Rozpéti 102,0 52 62,0
SD 32,6 14,9 19,5
RSD [%] |6,34 2,86 3,73
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Injekéni stiikackou typu C bylo z kadinky vzdy odebrano 500 pl ultra-Cisté vody.
(Tabulka 20). Cely objem injek¢ni stiikacky byl vypustén do vytarované kadinky na analytické
vaze. Nejvyssi naméfena odchylka davkovani roztoku testovaci latky vyjadiena jako RSD je

6,15 %.

Tabulka 20 - Stanoveni pfesnosti odbéru vzorkt akceptorové kapaliny stéikackou typu C

Strikacka €.
Odbér¢. | 1[mg] 2 [mg] 3 [mg]
1 509 515 511
2 504 499 512
3 498 489 479
4 496 527 498
5 512 489 507
6 534 501 488
7 495 494 529
8 532 592 512
9 520 490 495
10 493 502 503
Prumér 509 510 503
Median 507 500 505
Min 493 489 479
Max 534 592 529
Rozpéti 41,0 103 50,0
SD 15,1 31,3 14,2
RSD [%] |2,96 6,15 2,81
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Injekéni stiikackou typu D bylo z kadinky vzdy odebrano 500 pl ultra-¢isté vody.
(Tabulka 21). Cely objem injek¢ni stiikacky byl vypustén do vytarované kadinky na analytické
vaze. Nejvyssi naméfena odchylka davkovani roztoku testovaci latky vyjadiena jako RSD je

3,44 %.

Tabulka 21 - Stanoveni pfesnosti odbéru vzorkl akceptorové kapaliny stiikackou typu D

Strikacka €.
Odbér¢. | 1[mg] 2 [mg] 3 [mg]
1 483 481 497
2 443 482 474
3 489 469 517
4 495 496 513
5 494 489 498
6 504 494 474
7 498 495 488
8 494 489 482
9 489 469 496
10 487 482 490
Prumér 488 485 493
Median 492 486 493
Min 443 469 474
Max 504 496 517
Rozpéti 61,0 27 43,0
SD 16,8 9,9 14,5
RSD [%] |3,44 2,04 2,95

Odbér konstantniho objemu vzorku akceptorové kapaliny mize mit vliv na piesnost
kone¢ného vysledku. Chyba se projevi hlavné po matematickém zpracovani dat a to konkrétné
Vv pfepo¢tu namétenych koncentraci na kumulativni mnozstvi. Pfi tomto vypoctu se vzdy
definuje odebrané mnoZstvi testovaci latky mimo difuzni komoru, tim dochazi ke kumulaci

jednotlivych odchylek.
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3.2.10 Kontrola tésnosti difuznich komor

Kontrola t&snosti komor méla probihat spektrofotometricky, bohuzel se kontrolni
medium (ultra-¢ista voda) zakalilo. To branilo méfeni, proto byl test vyhodnocen vizualné a
dolozen fotodokumentaci.

Na obrazku 13 se nachazi difuzni komory typu 1 s klemou typu A. V prvnich tfech

kadinkach z leva lze pozorovat lehce namodralé zbarveni média.

Obrazek 13 - Testovani t&snosti difuznich komor typu 1 s klemou typu A [22]

Na obrazku 14 jsou difuzni komory typu A s klemou typu B na konci experimentu. Nebyl

zde zpozorovan modry odstin média.

o

Obrazek 14 - Testovani tésnosti difuznich komor typu 1 s klemou typu B [22]
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Po vyprazdnéni a rozebrani difuznich komor byly vyjmuty membrany a nésledné byly
naskenovany pro dalSi vizualni porovnéni. Na obrazku 15 jsou membrany pochazejici
z difuznich komor opatfené klemou typu A. Za ptedpokladu dokonalé tésnosti by okraj

membrany nemél byt zbarven. VSechny membrany byly na okraji zbarveny.

Obrazek 15 - Membrany Strat-M pouzité pii kontrole tésnosti difuznich komor typu 1 s klemou typu A [22]

Na obrazku 16 jsou membrany pochazejici z difuznich komor opatiené klemou typu B.
Za ptedpokladu dokonalé tésnosti by okraj membrany nemél byt zbarven. VSechny membrany

byly na okraji zbarveny, ale pfi vizualnim srovnani s obrazkem 16 je patrné, Ze jedna membrana

oe
L }

Obrazek 16 - Membrany Strat-M pouzité pii kontrole tésnosti difuznich komor typu 1 s klemou typu B [22]

oproti v§em ostatnim neni na okraji siln¢ zbarvena.
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4 ZAVER

V teoretické ¢asti diplomové prace bylo detailné rozebrano vyuziti experimentu v praxi,
legislativni ramec podporujici upfednostnéni pouziti testli in vitro pied testy provadénymi
in vivo. Dale bylo detailné popsano provedeni experimentu kozni penetrace dle nejriznéjSich
doporuceni. V zavéru teoretické prace je zpracovana stru¢nd reSerSe zameérena na analyzu latek
s riznou schopnosti penetrace, které se nejcastéji pouzivaji v mezilaboratornich testech.
Zminéna je zde i problematika validace metod k analyze latek pomoci vysokotlaké kapalinové

chromatografie.

V experimentalni ¢asti diplomové prace byl popsan prub&h validace metody pro
stanoveni kofeinu pomoci vysokotlaké kapalinové chromatografie. Dale byl popsan pribéh
experimentll, pii nichz se porovnavaly statické vertikalni difuzni komory dle Franze, kozni
preparaty a jejich nahrady, té€snost komor za pouziti dvou typt klem, vliv obsluhy na vysledek
experimentu, odchylka davkovani testovaci latky a ptesnost odbéru vzorkd akceptorové
kapaliny za pouziti ¢tyf typt injekEnich stiikacek. V zavéru experimentalni ¢asti diplomové

prace je popsana také metodika vizualni kontroly tésnosti difuznich komor.

Cilem experimentli bylo porovnat difuzni komory z hlediska pfesnosti metody. Byly
otestovany dva typy difuznich komor, komeréni a vyrobené mistnim sklafem. Tyto komory
byly porovnany z nékolika hledisek. Jednim z pohledd byla kompatibilita difuznich komor
S koznimi preparaty a jejich ndhradami. Pfi pouZiti ndhrady tradi¢nich koznich preparati
V podobé membrany Strat-M se objevil velky problém s tésnosti difuznich komor typu 2.
Nejenom, Ze do difuznich komor pronikal vzduch, ale netésnosti byly tak velké, Ze pfi
manipulaci s nimi protékala akceptorova kapalina ven z akceptorové casti difuzni komory.
V tomto ptipadé se jako vhodnéjsi jevi difuzni komora typu 1, kde se problémy s tésnosti
objevily také, ale projevovaly se pouze vnikanim vzduchu do akceptorové ¢asti komory a
mensim unikem akceptorové kapaliny. Unik byl v8ak pomalejsi a akceptorova kapalina tak
stacila krystalizovat na vnéjSim rozhrani akceptorové a donorové ¢asti difuzni komory. Dalsi
sledovanou problematikou bylo porovnani vhodnosti komor z hlediska pfesnosti provedeni
experimentu, pii kterém se pouzil koZni preparat a to konkrétné typu A tj. praseci kiize z bticha.
P11 téchto experimentech se problémy s tésnosti difuznich komor jiZ neobjevily. Z numerickych

hodnot je patrné, Ze nejlépe dopadla difuzni komora typu 1.
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Dalsim cilem bylo vybrat vhodny biologicky model nebo jeho nahradu. Do vyfeseni
problému s netésnostmi difuznich komor pfi pouziti membrany nelze zodpovédné toto
rozhodnuti u€init. Pokusy s koznimi preparaty poskytly vysledky srovnatelné s literaturou, co
se tyc¢e toku. Rozptyl vysledkli se s hodnotami RSD mezilaboratorniho testu vSak neda
porovnat z diivodu rozdilného poctu dat a nedostatku opakovanych pokusti. V priméru se pii
pouziti 10 komor RSD odbérti pohybuje mezi 35-45%. Takovouto variabilitu vysledka lze
prisoudit problémim s tésnosti difuzni komory béhem experimenti. Je celkem pravdépodobné,
ze vetsi vliv na piesnost vysledkli ma tésnost komor nez napi. fyziologicka variabilita koznich
preparati. Bohuzel se tento zasadni nedostatek nepovedl béhem experimentl odstranit. Kozni
preparaty typu B (tj. lidska kaze) byly testovany pouze na difuznich komorach typu 2,
kazdopadné hodnota RSD fluxu 40,2 % je skoro totoZna s hodnotou dosaZenou s koznim
preparatem typu A (tj. praseci kiize) na difuznich komorach typu 2. Pfitom ptispévek davkovani

nebude vyznamny.
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6 PRILOHY

Priloha A - Difuzni komora typu A s membranou Strat-M, ddvkovany objem testovaci latky
560 pl/cm?

Priloha B - Difuzni komora typu A s membranou Strat-M, davkovany objem testovaci latky

25 ullcm?

Priloha C - Difuzni komora typu A s membranou Strat-M, davkovany objem testovaci latky

25 pl/em?, test proveden pracovnikem ¢. 2

P¥iloha D - Difuzni komora typu A, klema typu B, davkovany objem testovaci latky 25 pl/cm?

Piiloha E - Difuzni komora typu A, klema typu B, davkovany objem testovaci latky 560 pl/cm?

Priloha F - Difuzni komora typu B s membranou Strat-M, davkovany objem testovaci latky 25

pl/cm?

Priloha G - Difuzni komora typu B s koZnim preparatem typu B, ddvkovany objem testovaci
latky 25 ul/cm?

Piiloha H - Difuzni komora typu B s koznim preparatem typu A, ddvkovany objem testovaci

latky 25 pl/cm?

Priloha | - Difuzni komora typu A s koznim preparatem typu A, davkovany objem testovaci

latky 25 ul/cm?

Priloha J - Ukazka chromatogramu kofeinu 0 koncentraci 10 mg/I
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Ptiloha A - Difuzni komora typu A s membranou Strat-M, davkovany objem testovaci latky 560 pl/cm?

Kumulativni mnoZstvi vztazené na plochu [pug/cm?]v jednotlivych ¢asovych bodech [min.] Flux Flux Lag time
Komora ¢&. | 20 40 60 90 120 150 180 1140|1200 | 1260 | 1320 | 1380 | 1440 | [ug/cm?/min.] | [ng/cm?/h] (min.)
1 0,0250 |0,0373 |0,0639 |0,129 (0,205 |0,292 |0,382 (6,30 (6,74 |7,31 |7,78 |8,33 |8,65 |0,00899 0,539 485
2 0,0340 |0,0411 |0,0769 |0,156 |0,256 |0,363 |0,481 |7,60 (8,09 (8,61 9,17 |9,73 |10,3 |0,00976 0,586 386
3 0,0262 |0,0324 |0,060 0,133 |0,217 |0,314 (0,425 |7,01 |7,48 |7,97 |8,37 |8,66 |8,95 |0,00756 0,454 206
4 0,0442 |0,0406 |0,0768 |0,149 (0,236 |0,333 |0,431 |7,03 (7,41 |7,69 |7,85 |8,08 |8,33 |0,00802 0,481 159
5 0,0275 |0,0499 |0,0796 |0,162 (0,252 |0,358 |0,472 |7,51 (7,98 |8,50 [9,04 |9,58 |10,1 |0,00898 0,539 313
6 0,0305 |0,0446 0,077 0,147 |0,231 |0,325 (0,444 |7,11 |7,57 |8,01 |8,43 |8,88 |9,40 |0,00780 0,468 232
7 0,0262 |0,0448 |0,073 0,134 |0,217 |0,311 (0,409 |7,21 |7,71 |8,26 |8,74 |9,29 | 9,87 |0,00928 0,557 378
8 0,0251 |0,0429 |0,0699 |0,126 (0,196 |0,284 |0,371 |6,90 (7,42 (8,02 |8,56 |9,15 |9,77 |0,01320 0,792 898
9 0,0332 |0,0348 |0,0686 |0,136 (0,212 |0,311 |0,406 |6,90 (7,14 7,42 |7,65 |7,94 |8,13 |0,00775 0,465 164
10 0,0111 |0,0299 |0,0746 |0,148 |0,260 |0,391 |0,550 |[1,68 {1,94 (2,20 (2,43 2,59 |2,73 |0,00455 0,273 62,0
Primér 0,0283 |0,0398 |0,0720 |0,142 (0,228 |0,328 |0,437 |6,53 [6,95 |7,40 |7,80 |8,22 |8,63 |0,00859 0,515 328
Median 0,0268 |0,0409 |0,0738 |0,142 (0,224 |0,320 |0,428 |7,02 (7,45 (7,99 |8,40 (8,77 |9,17 |0,00850 0,510 273
Min 0,0111 |0,0299 |0,0600 |0,126 (0,196 |0,284 |0,371 |1,68 [1,94 (2,20 2,43 |2,59 |2,73 |0,00455 0,273 62,0
Max 0,0442 |0,0499 |0,0796 |0,162 |0,260 |0,391 |0,550 |7,60 [8,09 [8,61 9,17 [9,73 10,3 |0,0132 0,792 898
Rozpéti [0,0331 |0,0200 |0,0196 |0,0366 |0,0643 0,107 |0,180 |5,92 |6,15 |6,41 |6,74 |7,14 | 7,57 |0,00865 0,519 836
SD 0,00844 |0,00620 |0,00636 |0,0122 |0,0224 |0,0336 |0,0531 1,74 {1,80 [1,88 |1,95 |2,07 |2,21 |0,00217 0,130 237
RSD [%] 29,8 15,6 8,82 8,59 9,82 10,2 12,1 26,7 | 25,9 | 25,4 |25,1 25,2 |25,6 |25,3 25,3 72,2




Ptiloha B - Difuzni komora typu A s membranou Strat-M, davkovany objem testovaci latky 25 pul/cm?

Kumulativni mnoZstvi vztazené na plochu [pug/cm?]v jednotlivych ¢asovych bodech [min.] Flux Flux Lag time
Komora ¢&. | 20 40 60 90 120 150 |180 |1140 |[1200 |1260 |1320 |1380 |1440 |[ung/cm?/min.] |[ug/cm?/h] (min.)
1 0,0322 |0,296 0,718 1,18 [1,63 |2,05 |2,46 (9,46 |9,64 |9,80 |993 |10,1 |10,2 [0,0137 0,822 34,0
2 0,0333 |0,251 0,513 0,993 |1,47 |2,35 (3,23 [48,8 |49,7 |50,6 |51,4 |52,0 [52,6 (0,0604 3,62 153
3 0,0685 |0,286 0,507 0,879 |1,25 2,02 (2,79 |37,3 38,2 |38,8 [39,6 |40,1 |40,7 |[0,0450 2,70 139
4 0,0463 |0,229 0,458 0,834 |1,21 |198 (2,76 [47,8 49,2 |50,1 |51,0 |51,7 |52,5 |[0,0638 3,83 166
5 0,0502 |0,249 0,531 1,05 |1,57 |2,46 3,35 |55,0 |56,2 |57,0 |58,0 [58,6 |[594 |[0,0767 4,60 161
6 0,0524 |0,209 0,415 0,828 |1,24 |193 (2,61 [46,8 |48,0 |48,6 |49,7 |505 [51,0 [0,0607 3,64 168
7 0,0357 |0,209 0,644 1,97 (330 |572 (8,14 (296 |31,7 |332 |34,7 |357 |[36,3 |[0,0310 1,86 116
8 0,0620 |0,266 0,562 1,02 |148 2,15 (2,82 (40,8 |42,3 |43,0 |439 |446 |453 [0,0521 3,13 146
9 0,0513 |0,244 0,479 0,901 |1,32 1,93 (2,54 |454 (469 |47,7 |48,7 |495 |50,2 [0,0566 3,40 167
10 0,0623 |0,268 0,616 1,76 290 |515 7,40 (689 |70,1 |70,6 |71,1 |714 (713 |0,108 6,48 121
Pramér 0,0494 0,251 0,544 1,14 1,74 2,77 3,81 |43,0 44,2 44,9 |458 |46,4 |47,0 [0,0568 3,41 137
Median 0,0507 |0,250 0,522 1,01 |148 |2,10 (2,80 (46,07 |47,4 |48,1 |49,2 |50,0 [50,6 [0,0585 3,51 150
Min 0,0322 |0,209 0,415 0,828 |1,21 193 (2,46 |946 9,64 |9,80 |993 |10,1 |10,2 [0,0137 0,822 34,0
Max 0,0685 |0,296 0,718 1,97 330 |572 8,14 (689 |70,1 |70,6 |71,1 |714 |713 |0,108 6,48 168
Rozpéti [0,0364 |0,0867 |0,304 1,15 |2,09 |3,80 |568 [594 |605 |60,8 |61,2 [61,3 [61,1 [0,0943 5,66 134
SD 0,0127 |0,0293 |0,0923 |0,400 |0,739 |1,42 |2,11 (158 |159 |16,0 |16,1 |16,1 |16,1 |0,0253 1,52 40,7
RSD [%] |25.8 11,7 17,0 350 |425 |51,2 (554 36,6 |36,0 |355 |351 |34,7 [344 (446 44,6 29,7




Ptiloha C - Difuzni komora typu A s membranou Strat-M, pracovnik &. 2, ddvkovany objem testovaci latky 25 pl/cm?

Kumulativni mnoZstvi vztazené na plochu [pg/cm?]v jednotlivych ¢asovych bodech [min.] Flux Flux Lag time
Komora ¢&. | 20 40 60 90 120 150 180 1140 | 1200 |1260 |1320 |1380 (1440 |[ug/cm?min.] |[ung/cm?/h] (min.)
1 0,163 1,09 (2,19 |[2,68 (400 (511 |6,79 |233 |26,1 |27,7 (286 |294 |30,0 |0,0420 2,52 0,00
2 0,147 0,587 |0,660 |0,732 1,33 |159 (191 (7,26 |7,62 |7,99 |83l |859 |875 |0,0175 1,05 0,00
3 0,150 0,692 127 |1,76 |3,19 (429 |535 182 (193 |205 |21,3 |219 |22,4 [0,0193 1,16 42,7
4 0,0972 (0,347 (0,412 |0,493 |1,00 |3,38 |4,63 |133 |149 |157 |16,2 |16,6 |17,0 |0,0152 0,912 91,2
5 0,236 0,889 |1,01 1,19 2,32 3,16 3,76 116 (132 (141 (145 (149 |153 [0,0241 1,45 38,7
6 0,0546 |0,209 (0,238 |0,244 |0,230 |0,223 |0,857 |3,39 |520 |566 |598 |6,32 |6,71 |0,0152 0,912 0,00
7 0,116 0,609 |0,867 |1,18 (2,13 |3,05 (385 |12,8 (13,8 |14,3 |14,8 |152 |155 |0,0232 1,39 57,9
8 0,134 0598 133 |233 |28 [329 (359 |452 |512 |528 |531 |540 |543 |0,0267 1,60 0,00
9 0,128 0,595 |0,846 |0,989 |1,47 |2,71 (3,19 |13,7 (153 |16,4 |17,0 |17,5 |18,1 |0,0156 0,936 28,3
10 0,132 0,764 |1,11 |154 |2,22 |2,87 (344 |119 (13,3 |14,1 |146 |151 |155 |0,0258 1,55 10,3
Pramér 0,136 0,638 0,993 |1,31 2,07 2,97 3,74 120 (134 (142 (14,7 (151 |155 10,0225 1,35 26,9
Median 0,133 0,604 |0,938 |1,18 |2,18 |3,10 (3,67 |124 (136 |14,2 |14,7 |151 |155 |0,0213 1,28 19,3
Min 0,0546 |0,209 |0,238 |0,244 |0,230 |0,223 |0,857 |3,39 |512 |528 |531 |540 |5,43 |0,0152 0,912 0,00
Max 0,236 1,09 (2,19 [2,68 (400 |511 |6,79 |233 |26,1 |27,7 |286 |294 |30,0 (0,042 2,52 91,2
Rozpéti  [0,182 0,879 195 |244 |3,77 (489 |593 19,9 (210 (224 |233 |24,0 |24,6 [0,0268 1,61 91,2
SD 0,047 0,249 |0,547 |0,778 |1,11 |1,34 (166 |6,01 (6,44 |6,83 |7,05 |7,23 |7,39 |0,00818 0,491 31,0
RSD [%] |34,5 39,1 |551 [59,2 |536 |452 (444 |50,1 (48,0 |48,2 |48,1 |48,0 |478 |364 36,4 115




P¥iloha D — Difuzni komora typu A, klema typu B, davkovany objem testovaci latky 25 ul/cm?

Kumulativni mnoZstvi vztazené na plochu [pg/cm?]v jednotlivych ¢asovych bodech [min.] Flux Flux Lag time
Komora ¢&. | 20 40 60 90 120 150 |180 |[1140 |1200 |1260 |1320 |1380 |1440 |[pg/cm?/min.] |[ug/cm?/h] (min.)
1 0,110 0,560 1,12 (252 |435 |651 (8,70 |27,0 |28,0 (281 |285 |28,8 (28,9 |0,06830 4,10 52,9
2 0,0190 |0,325 0,638 1,30 |2,15 |[3,17 (422 (422 |18,0 |185 |188 |19,1 (19,5 |0,02200 1,32 33,2
3 0,0658 | 0,447 0913 1,77 |245 |3,12 (3,65 |12,4 |134 (13,7 |14,0 |142 |14,4 |0,02170 1,30 11,5
4 0,0497 0,386 0,689 143 2,34 3,39 (398 14,1 |152 |155 |158 |16,1 |[16,4 |0,02460 1,48 24,3
5 0,0221 (0,362 0,705 |156 |255 [3,99 [543 (46,6 |50,6 [515 |525 |53,4 [54,0 |0,06340 3,80 103
Pramér 0,0533 |0,416 0,814 |1,72 |2,77 |4,04 |520 |209 |250 |255 |259 |26,3 |26,7 |0,0400 2,40 45,0
Median 0,0497 0,386 0,705 |156 |2,45 3,39 (422 |14,1 |18,0 |185 |188 |19,1 |19,5 |0,0246 1,48 33,2
Min 0,0190 |0,325 0,638 (1,30 [2,15 |3,12 |3,65 |4,22 |134 |[13,7 |140 |14,2 |14,4 |0,0217 1,30 115
Max 0,1100 0,560 1,12 (252 |435 |651 |8,70 |46,6 |50,6 |515 |52,5 |534 |54,0 |0,0683 4,10 103
Rozpéti |0,0910 |0,236 0,484 |1,22 |2,20 |3,39 |504 (424 |372 |37,8 |385 |39,2 |39,7 |0,0466 2,80 91,5
SD 0,0372 |0,0921 |0,202 |0,482 |0,896 [1,43 |2,07 |165 |154 |156 |159 |16,1 |16,3 |0,0237 1,42 35,8
RSD [%] 69,8 22,1 248 281 |324 |353 (398|793 |61,4 |61,1 |612 |61,3 [61,1 |592 59,2 79,5




Ptiloha E - Difuzni komora typu A, klema typu B, davkovany objem testovaci latky 560 ul/cm?

Kumulativni mnoZstvi vztazené na plochu [pug/cm?]v jednotlivych ¢asovych bodech [min.] Flux Flux Lag time
Komora ¢&. | 20 40 60 90 120 150 180 1140 |1200 | 1260 | 1320 |1380 |1440|[ug/cm?/min.] |[ng/cm?/h] (min.)
1 0,0260 |0,0303 |0,105 |0,166 |0,236 |0,326 |0,433 |3,49 |4,77 |536 |590 |6,31 |6,81 |0,0037 0,219 69,7
2 0,0270 |0,0314 |0,114 |0,123 |0,189 (0,274 |0,360 |3,36 |4,96 |5,48 |6,07 |6,57 |7,05 |0,0092 0,550 84,2
3 0,0364 |0,0424 |0,0608 | 0,152 |0,206 |0,292 |0,428 |1,97 |550 |6,46 |7,45 |8,29 |9,26 |0,0051 0,305 42,8
4 0,0243 |0,0282 |0,0660 |0,136 |0,266 |0,407 |0,567 |2,94 |3,85 [4,56 |522 |5,78 |6,29 [0,0040 0,238 75,4
5 0,0287 |0,0333 |0,0816 |0,2141 {0,193 |0,314 |0,391 |3,15 |511 [5,88 |6,49 |7,01 |7,46 (0,0023 0,140 65,2
Primér 0,0285 |0,0331 |0,0855 |0,143 |0,218 |0,323 |0,436 |2,98 |4,84 |555 |6,23 |6,79 |7,37 [0,00484 0,291 67,5
Median 0,0270 |0,0314 |0,0816 |0,141 |0,206 |0,314 |0,428 |3,15 |4,96 |548 |6,07 |6,57 |7,05 |0,00397 0,238 69,7
Min 0,0243 |0,0282 |0,0608 | 0,123 |0,189 |0,274 |0,360 |1,975|3,85 |4,56 |522 |5,78 |6,29 [0,00234 0,140 42,8
Max 0,0364 |0,0424 |0,114 |0,166 |0,266 |0,407 |0,567 |3,49 |550 [6,46 |7,45 |8,29 |9,26 |0,00917 0,550 84,2
Rozpéti |0,0122 |0,0142 |0,0533 | 0,043 |0,0767 |0,132 |0,207 |1,51 |1,65 |1,90 |2,22 |2,52 |2,97 [0,00683 0,410 41,4
SD 0,00472 |0,00549 |0,0235 | 0,0164 |0,0324 |0,0510 |0,0790 |0,601 |0,614 |0,700 {0,822 |0,951|1,13 [0,00261 0,157 15,5
RSD [%] [16,6 16,6 274 11,4 |149 15,8 18,1 |20,2 (12,7 |12,6 |13,2 |14,0 |154 [53,9 53,9 23,0




Ptiloha F - Difuzni komora typu B s membranou Strat-M, ddvkovany objem testovaci latky 25 pl/cm?

Kumulativni mnoZstvi vztazené na plochu [pg/cm?]v jednotlivych ¢asovych bodech [min.] Flux Flux Lag time

Komora ¢.| 20 40 60 90 120 150 180 1140 {1200 |1260 |1320 |1380 |1440 |[ug/cm?/min.] | [ug/cm?/h] (min.)
1 0,0751 |0,618 (0,898 |1,12 |-- --- - --- --- --- 3,43 |-

2 0,0298 |0,661 [1,37 |2,05 |2,43 |564 |7,69 |213 |214 |28,0 |28,1 |306 |21,1 |0,0651 3,91 68,5
3 0,0751 |0,967 (2,63 |4,67 |576 884 |11,10 (329 (36,9 |375 |383 |39,6 |40,7 |0,0589 3,53 97,5
4 0,0871 |0,744 (337 |503 |6,65 |959 |12,10 |24,7 |27,7 |315 |33,1 |338 |369 |0,0776 4,66 27,2
5 0,0848 |0/551 [1,52 299 (4,09 |594 |-- --- --- --- 6,57 |--

6 0,180 146 |- --- --- --- - --- --- --- 285 |--

7 0,139 0,925 |--- --- --- --- - --- --- --- 1,96 |--

8 0,220 16,2 |235 |2540 [28,00 (29,90 (32,70 |40,1 |450 |465 (47,4 |47,9 |49,0 (0,415 24,9 0,00
9 0,192 154 (343 |589 (859 |[11,3 |134 346 (370 (381 [36,9 |384 |38,7 |0,0837 5,02 18,7
10 0,283 1,29 |2,07 (294 |[3,22 |[575 |701 |94 156 |17,3 |17,8 |18,1 |18,2 (0,0393 2,36 12,0
Primér |0,137 381 |485 |626 (839 |110 |[140 |[27,2 |30,6 |33,2 |336 |34,7 |245 |0,123 7,40 37,3
Median | 0,113 0,946 |2,35 |383 |576 |884 (11,6 |288 (323 [345 |350 |361 |24,8 |0,0714 4,28 23,0
Min 0,0298 |0,551 (0,898 |1,12 |2,43 |564 |7,00 (939 |156 |17,3 |17,8 |18,1 |1,96 |0,0393 2,36 0,00
Max 0,283 16,2 |2350 254 [28,0 (299 32,7 |40,1 |450 |465 (47,4 [47,9 |49,0 (0,415 24,9 97,5
Rozpéti |0,253 156 |226 |243 |[256 [243 |257 |30,7 |29,4 |29,2 (29,6 [29,8 |47,0 (0,376 22,5 97,5
SD 0,0799 |6,13 |759 790 (890 |862 |949 (11,1 |11,0 |10,0 |10,0 |10,1 |16,9 (0,144 8,63 37,6
RSD [%] |58,5 161 157 126 106 784 |678 |40,8 |36,0 |30,2 [299 (289 (68,8 [117 117 101




P¥iloha G - Difuzni komora typu B s koznim preparatem typu B, divkovany objem testovaci latky 25 ul/cm?

Kumulativni mnoZstvi vztazené na plochu [pg/cm?]v jednotlivych ¢asovych bodech [min.] Flux Flux Lag time
Eomora 20 40 60 |90  |120 |150 [180 |1140 |1200 |1260 |1320 |1380 |1440 |[uglcmZmin]|[ug/cm?h] | (min.)
1 00643 [0,173 |0540 |1,47 |273 (379 [471 [946 [104 [111 [116 [115 [114 [0,0377 2,26 52,3
2 0,0588 |0,0973 |0,350 |1,19 |2,23 |3,13 |4,46 |761 |7,29 |7,18 |875 |899 890 |0,0376 2,26 61,9
3 00751 |0,165 |0574 |1,65 |3,19 |456 |548 [10,1 9,00 [10,8 |11,3 |9,85 11,6 |[0,0458 2,75 52,7
4 00970 |0,150 |0,373 |1,07 2,02 |299 [382 [912 [787 [7,77 [913 [933 106 [0,0319 1,91 58,1
5 0,114 |0171 |0,410 |1,35 |2,75 |4,07 [531 [10,8 [872 [10,5 |120 |131 13,6 |0,0460 2,76 62,0
6 0,107 0,134 |0,249 |0,675 |1,22 |174 |2.45 [598 691 [743 [742 |[717 [765 |0,0178 1,07 51,9
7 0,109 |0216 |0555 |1.42 2,51 |350 4,33 |9,75 [997 [11,5 [120 [120 124 [0,0321 1,93 44,8
8 0,169 |0431 |0,800 |219 |520 |7,27 |8,65 124 [151 [151 |154 |164 159 [0,0758 4,55 57,3
9 0,0357 |0,0913 |0,470 |1,80 |3,70 |566 |7,32 |13,7 |157 |158 |16,7 |17.0 |17,0 |0,0656 3,94 65,3
10 00372 |0172 |0,759 |2,51 |448 |677 [7,73 [124 [135 [138 [108 [128 [144 |0,0669 4,01 53,2
Primér | 0,0866 |0,180 0,508 [1,53 |3,00 [4,35 [543 [10,1 [104 [11,09 |11,50 [11,83 [12,34 |0,0457 2,74 56,0
Median |0,0861 |0,168 |0,505 |145 |2,74 3,93 |501 |9,93 |9,49 [10,93 |11,47 |11,76 |11,99 |0,0418 2,51 55,3
Min 0,0357 |0,0913 |0,249 |0,675 |1,22 |174 |2.45 [598 691 [7,18 |7.42 |[717 [7.65 |0,0178 1,07 44,8
Max 0,160 |0431 |0,800 |251 |520 |7,27 |8,65 13,67 |157 |158 |16,7 |17,0 |16,97 |0,0758 4,55 65,3
Rozpéti |0,133 [0,340 |0,551 |1,83 |398 |553 |620 |7,.68 |877 |859 |9,24 |9.85 |933 [0,0580 3,48 20,5
SD 0,0407 |0,0956 |0,176 |0536 |1,19 |1,75 |1,93 [232 [320 [3,08 [284 [317 [295 [0,0184 1,10 6,13
RSD[%] |470 [531 [346 [350 395 (402 [355 (229 307 [278 [247 [268 |239 [40,2 40,2 11,0




P¥iloha H - Difuzni komora typu B s koznim preparatem typu A, davkovany objem testovaci latky 25 pl/cm?

Kumulativni mnoZstvi vztazené na plochu [pg/cm?]v jednotlivych ¢asovych bodech [min.] Flux Flux Lag time
Eomora 20 40 60 90 120|150 |180 |1140 |1200 | 1260 |1320 |1380 | 1440 |[ug/cm¥min] |[ugicm?/h] | (min.)
1 0,00 000 |000 [0100 [0211 |0,331 [0562 [20,0 |21,1 [21,3 [21,5 [23,2 [24,2 [0,0240 1,44 245
2 0,0465 |0,0807 [0,168 |0,209 |0,339 [0,589 |0,876 |36,5 |385 |381 |39,1 [39,6 |39,7 |0,0548 3,29 230
3 0,00764 |0,0583 [0,0816 |0,123 |0,189 [0,343 |0,556 24,6 |26,8 |27.9 |288 [295 |29,6 |0,0321 1,93 276
4 0,133  |0,187 (0,239 |0,357 |0,442 (0,595 1,32 [27,9 |295 [30,6 |32:6 [34,0 |343 [0,0319 1,91 226
5 0,104 |0,154 [0,214 |0340 |0,421 0,569 1,06 |11,6 |20,0 |212 |233 [235 |245 |0,0211 1,27 231
6 0,150  |0,200 (0,236 |0,334 |0,414 0,562 |1,21 |251 |27.4 [29.8 |305 [31,7 |31,9 |0,0297 1,78 240
7 0,0360 |0,0507 |0,0647 |0,0965 |0,156 |0,279 |0,622 [20,2 |22,1 [23.1 [23.4 [239 |244 [0,0261 1,57 256
8 0,0553 |0,0780 [0,0993 |0,158 |0,240 |0,491 |0,887 |40,6 |43.1 [438 |448 |452 |458 [0,0574 3,44 252
9 0,0400 |0,0702 [0,0838 |0,107 |0,174 [0,381 |0,615 |27,0 |29,0 |29,8 [30,3 [30,6 |31,3 |0,0368 2,21 255
10 0,0471  [0,0705 [0,0924 |0,0986 |0,135 [0,200 |0,404 [232 |254 [26,7 |282 |29,9 |314 [0,0302 1,81 363
Primér | 0,0620 |0,0049 |0,128 [0,192 0,272 [0,435 [0,811 [257 [28,3 [29,2 [30,3 [31,1 [31,7 [0,0344 2,06 257
Median | 0,0468 |0,0743 |0,0959 |0,141 |0,226 |0,436 | 0,749 24,9 |27,1 |289 |296 |30,3 |314 |0,0311 1,86 249
Min 0,00 0,00 |000 [0097 [0135 |0,209 [0,404 [11,6 [20,0 |21,2 [21,5 [23,2 [24,2 [0,0211 1,27 226
Max 0,150  |0,200 (0,239 |0,357 |0,442 (0,595 |1,32 |40,6 |43.1 |438 |448 |452 |458 [0,0574 3,44 363
Rozpéti |0,150 0,200 0,239 |0,261 |0,307 |0,386 |0,916 [29,0 |231 |22,6 |233 |22,0 |216 |0,0363 2,18 137
SD 0,0506 |0,0641 [0,0814 |0,110 |0,120 |0,143 |0,309 8,26 |7.42 [7,20 |7,25 [7,12 |6,96 |0,0123 0,737 40,0
RSD [%] |81,6 675 |636 |572 440 [329 [380 |322 |262 |246 [24,0 [22,9 [21,9 |35,7 35,7 15,6




P¥iloha | - Difuzni komora typu A s koZnim preparatem typu A, davkovany objem testovaci latky 25 ul/cm?

Kumulativni mnoZstvi vztazené na plochu [pg/cm?]v jednotlivych ¢asovych bodech [min.] Flux Flux Lag time
Eomora 20 40 60 90 120 150 |180 | 114012001260 | 1320|1380 | 1440 | [ug/lemZ/min.] | [ug/cm?h] | (min.)
1 000 |000 [000 [000 [00497 [0,205 [0462 [11,0 [12,1 [12,4 [12,8 [13,0 [13:3 |0,0138 0,828 237
2 0,0143 |0,0392 |0,0788 |0,123 |0,291 |0,5571 [1,04 |9,56 10,5 |10,7 |11,0 |10,9 [11,4 |0,0114 0,684 126
3 0,0075 |0,0159 |0,0253 |0,0575 [0,0799 [0,102 [0,228 [10,4 [11,2 [11,6 [12,0 [12,3 12,7 |0,0134 0,804 280
4 0,00 |0,0131 |0,0223 |0,0445 |0,0545 |0,0645 |0,156 |3,62 |3,99 |4,11 |4,37 |445 [4,63 [0,00427 0,256 250
5 000 |000 |00174 |0,0412 |0,0598 |0,0680 |0,102 |559 |6,18 |6,40 |6,59 |674 [6,90 [0,00735 0,441 293
6 0,00  |0,00621 |0,00960 |0,0150 |0,0163 |0,0747 |0,263 |5,71 | 6,25 | 6,42 |6,89 |6,93 |7,25 |0,00687 0,412 260
7 0,00 |0,000 |000 |0,00621 |0,00836 |0,0501 0,201 |7,91 |8,95 |9,27 |9,56 |9,91 [10.2 |0,0105 0,630 326
8 000 |000 |00132 [00540 [0,80 [0,358 |0,609 |7,75 | 8,33 |8,54 |8,44 |8:88 |9,06 |0,00936 0,562 156
9 000 |000 |0,00621 [0,118 |0,286 |0,566 |1,040 |9,55 10,5 |10,7 |11,0 |10,9 |11,4 |0,0114 0,684 128
10 000 |000 [o00 [000 [000 [0,0106 |0,0452 |2,80 |3,00 |3,29 [355|370 |3,94 |0,00406 0,244 454
Primér | 0,00218 |0,00744 [0,0173 [0,0459 |0,103 [0,207 0415 [7,39 |8,10 |8,34 |8,62 |8,77 |9,08 |0,00924 0,554 251
Median [0,00 |0,00  |0,0114 |0,0429 |0,0572 |0,0884 0,246 |7,83 |8,64 (8,91 9,00 | 9,40 | 9,63 |0,00993 0,596 255
Min 000 |000 |000 [000 |000 [0,0106 |0,045 |2,80 |3,00 |3,29 |355 370 3,94 [0,00406 0,244 126
Max 0,0143 |0,0392 |0,0788 |0,123 |0291 [0571 |1,04 |11,0 |12,1 |12,4 [12,8 [13,0 [13:3 |0,0138 0,828 454
Rozpéti |0,0143 [0,0392 [0,0788 |0,123 0,291 |0,560 |0,995 8,20 [9,10 9,11 [9,25 | 9,30 | 9,36 |0,00974 0,584 328
SD 0,00486 |0,0127 |0,0235 |0,0449 |0,110 |0,215 |0,369 |2,85 |3,13 |3,16 |3,20 |3,21 |3,29 |0,00349 0,210 100
RSD [%] |223 170 136 97,6 | 108 104 |89,0 |386 |386 (37,9 (37,1366 (362 (378 37,8 39,7




Piiloha J - Ukazka chromatogramu kofeinu 0 koncentraci 10 mg/I
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