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Predmétem diplomové prace bylo nejprve zpracovat kratkou literarni resersi na oblast analyzy latek
s riznou schopnosti penetrovat kiiZi, pozornost vénovat i moznym biologickym materialiim vhodnym
pro tyto testy. V praktické Casti prace mély byt porovnany dva typy difdznich komdrek za pouZiti
vhodnych penetracnich membrén z hlediska pfesnosti metody. Vysledky mély byt vhodnym zptisobem
zpracovany, diskutovany a mél byt navrien vhodny biologicky model pro ovéfeni testovaciho zafizeni
pro in vitro test koZni penetrace.

Teoreticka Cast diplomové prace pfedstavuje divody pro vyuZiti testovani koZni absorpce in vitro,
shrnuje zakladni legislativu tykajici se dané oblasti. Podava piehled o principu testovéni, pouzivanych
zafizenich, pfipravé scénafe testl, moinych testovacich membrénach a kontrole jejich integrity,
podminkach testu a uvadi pokyny k zakladnimu matematickému zpracovéni vysledka. Blizéi pozornost

je nasledné vénovana prehledu riiznych metod stanoveni testovanych latek a validaci analytickych
metod.

V praktické Casti diplomové prace jsou nejprve pfedstaveny pfistroje a zafizeni potiebna pro provedeni
testl, uvedeny pouZité chemikalie s popisem pfipravy roztok( a je popsana validace analytické metody
HPLC. Poté jsou popsany testy penetrace kiize — kontrola tésnosti difuznich komor, pFiprava koZnich
preparat, struné popsan princip experimentd a hodnocené proménné v testech (porovnani
davkovani testované latky, vliv obsluhy, pfitlaéného systému, pfesnosti davkovéni testovaci latky a
presnosti odbéru vzork).

Vysledky a diskuse jsou slouceny do jedné kapitoly. Nejprve jsou uvedeny vysledky validace HPLC
analyzy (linearita, opakovatelnost nastfiku, spravnost metody, limit detekce a stanovitelnosti)
s pouZitymi matematickymi vzorci. Potom jsou uvedeny vysledky testovani typu difuznich komor,
pouZiti riznych typl membrén (Strat-M, praseéi a lidska kGze), vlivu dévkovani testovaci latky, vlivu
obsluhy, vlivu pfitlatného systému, stanoveni presnosti dévkovani testovaci latky, pfesnosti odbéru
vzork(, tésnosti difGznich komor.

Zavér shrnuje provedené préce a jejich vysledky a konstatuje, e vzhledem k problému s netésnosti
difuznich komor nelze spinit pozadavek na navrieni vhodného biologického modelu pro in vitro
testovani.

V diplomové préci je pouzito 53 literarnich zdrojd. Citace jsou vhodné zpracované, pocet literarnich
zdrojil je dostatecny, zdroje jsou aktudlni.



K predloZené praci mam nasledujici ndmitky, dotazy a naméty k diskusi:

Nedostate¢na kontrola gramatiky — napf. organizace pro hospodafskou spolupraci a rozvoj,
Transepithetal (v Seznamu zkratek a znacek), ... se testovali difuzni komory..., ...komory se
ovérovali... (str. 54)

Str. 21 — jaky je rozdil mezi ,rozdélenou” a ,,dermatomovanou” kizi? Dle uvedeného popisu (a
meého nazoru) se jedna o totéz.

Str. 22 —mezi ndhradami kliZe je zminéna pouze Strat-M (pouZitd v experimentalni ¢asti prace)
a Xederma (uréena ke kryti koZnich defektd, nikoliv pro in vitro testovani; ani nebyla pouzita
v experimentalni &asti, coz by pfipadné mohlo byt divodem jejiho uvedeni zde). Moznych
nahrad vsak existuje v soutasné dobé vice, napf. jsou zcela opomenuty uméle vytvofené
modely lidské kze (napf. EpiSkin, EpiDerm, SkinEthic, Holoderm apod.), které se jiz mohou
pouzivat pro hodnoceni koini iritace a koroze in vitro (OECD Guideline 431, 435, 439) a jejichZ
uvedeniv rerersi bych predpokladala.

Str. 29 — Aplikace testované latky — popsédna je pouze ,koneénd davka“, i kdyz v experimentalni
Casti prace byla téz poutzita ,nekonecna davka“.

Str. 29 — Odbéry vzorkl — v praci je psano, Ze ,frekvence odbéri by méla dovolit grafické
prezentovdni namérenych vysledki”. Frekvence odbérl by ale méla ukazat pribéh absorpce,
umoznit vypolty parametrl absorpce a zachovat tzv. sink condition — udrZet koncentraci
testované latky v akceptorové tekutiné pod 10 % (dle rtznych autor( aZ 30 %) jeji moiné
maximalni rozpustnosti vdaném médiu.

Str. 31 —Testovaci latky — v zadani diplomové préce je poZzadavek na ,krdtkou literdrni resersi
na oblast analyzy ldtek s riznou schopnosti penetrovat kizi“. Chybi popis, pro¢ byly vybrany
praveé tyto latky a pouze zde uvedené metody (HPLC a spektrofotometrie)? Pro¢ neni v redersi
zminéno poufiti radiacné znacenych latek?

str. 39 — mezi uvedenymi roztoky je ,testovaci roztok kofeinu o koncentraci 4 g/l a ,zésobni
roztok kofeinu o koncentraci 1 g/I" — pro¢ mé zdsobni roztok niZsi koncentraci ne testovaci?
Str. 40 — ,Kalibracni roztoky CS4 a CS3 byly pripraveny rozfedénim zdsobniho roztoku do ..." —
o roztok jaké latky se jednd? Autor vi, Ze pouZival kofein, ale popis metodiky ma umoZnit
nezlcastnéné osobé zopakovat v odborném textu publikovany experiment. Stejnou namitku
mam i proti popislim ostatnich provedenych testli — neni zde uvedeno, kterd latka byla
testovana, metodiky postupu provedeni experiment( jsou nejasné, nepfesné.

Str. 41 — ,,...Timto postupem byly pfipraveny tfi zdsobni roztoky. KaZdy z téchto roztokd byl
rozredén do odmérné bariky o objemu 100 ml na poZadované koncentrace.” — Pro¢ tfi zasobni
roztoky? Rozfedény na jaké poZadované koncentrace?

Str. 41 - ,pfipraven ze zdsobniho roztoku” — kterého? Jedna se roztok popsany v pfedchozim
odstavci, nebo jde o zasobni roztok uvedeny v kap. 2.3

Str. 43 - ,KaZdd difuzni komora byla naplnéna akceptorovou kapalinou” — Jakou? Kde je
specifikovano jeji sloZzeni? TotéZ plati k popisiim dalich testl dermalni absorpce — i kdyz lze
pfedpoklddat stejnou akceptorovou tekutinu, opét nikde neni popsano jeji sloZeni.
V pfedloZené diplomové praci je pouze v kap. 1.3.9 napsano, Ze jako akceptorové tekutina je
prevainé pouzivén fyziologicky roztok, jsou popsédny i jiné roztoky, ale nikde se nevyskytuje
informace o sloZeni akceptorové tekutiny pouzivané v experimentech provadénych autorem
diplomové préce.

Str. 44 — ,Porovndni vlivu obsluhy na vysledek experimentu” — Jaky experiment? S kofeinem?
S metylenovou modfi? S presnosti davkovani nebo odbéri? Nikde neni popsan.



- Str. 45 -bod 2.5.8 popisuje problém s netésnosti diftiznich komor, kv(li ¢emuz byla vyrobena
~experimentdini” klema. V éem byl problém s pGvodni klemou, jak vypadala? Jak vypada
experimentalni klema? Bylo by vhodné sem vloZit jejich obrazky a popsat rozdily...

- Str. 46 — opét chybi informace o kalibra¢ni roztok &eho se jedna

- Kapitola 3 ma nazev VYSLEDKY A DISKUZE - podkapitola 3.1 Validace (neni uvedeno o jakou
validaci se jednd, z nasledujiciho textu se nechd usuzovat na validaci pouZité HPLC metody)
uvadi pouze vysledky, Zzadny z uvedenych bod{ neni diskutovan, tzn. porovnan s tim, co uvadi
dosavadni védecka teorie a praxe, diskuse by méla kontit potvrzenim nebo nepotvrzenim
plvodni hypotézy.

- Str.48 a 50— PouiZité vzorce jsou soucasti metodiky experimentélni préce, v kapitole VYSLEDKY
A DISKUZE by mély byt prezentovany vysledky ziskané pfi jejich pouziti.

- Str. 51 —bod 3.2.2 Souhrnné vysledky — ¢eho? Zcela zde chybi text. V tabulce, ktera by méla
mit doprovodny charakter k textu, neni specifikovéno, o co se jedna — jaké testy, ddvka ¢eho,
co vyjadfuji flux a lag time (prdméry ziskanych vysledk(?)?

- Str. 53 —na celé strance je pouze jeden graf zaujimajici cca tfetinu stranky.

- Str. 52 - 69 — jsou zde opét prezentovany pouze vysledky, pfipadné popsany problémy, které
se pfi provadéni experimenti vyskytly. Dané vysledky nejsou diskutovany, tj. porovnany se
stavajicimi zndmymi informacemi (provadél nékdo jiny tyto nebo podobné experimenty?; mél
néjaky jiny autor podobné problémy?).

- Str. 68 — Zde publikované obrazky nepovaiuji za vhodné zvolené. Diflzni kom(rky jsou
schované za potiskem kadinek (zejména na obr. 13, kde neni vilbec vidét pouzité klemy). Na
netésnosti by méla ukazovat zména barvy tekutiny v kadinkéch, co? vzhledem k nejednotné
barvé pozadi za jednotlivymi kddinkami je velmi téZko hodnotitelné. Homogenni bilé pozadi by
bylo mnohem vhodnéjsi.

- Str. 74 -zdroj ¢, 22 - literérni zdroje maji byt vefejné dohledatelné, co? tento zdroj nespliiuje

- Str. 80 - Posledni kapitolou diplomové prace jsou pfilohy. BohuZel ani jedna z nich neni
zminovana v textu diplomové préce, &im? ztraci divod svého uvedeni zde. Tyto pfilohy viak
uvadi dllezité vysledky experimentil — jednd se o hodnoty absorpce testované latky v réiznych
typech experimentl s vypoctenymi parametry absorpce (flux, lag time) spolu se statistickym
hodnocenim a je velka $koda, Ze tyto informace nejsou zapracovany v textu.

Shrnuti

Diplomova préce je celkem srozumitelné a pfehledné sepséna, vykazuje viak vyse zminéné formalni
nedostatky. PouZité pfistupy feseni problému jsou odpovidajici a nelze nic namitat proti interpretaci
vysledkl. BohuZel chybi jejich porovnéni s vysledky dosavadni védecké teorie a praxe.

Dle mého nazoru Bc. Tomé$ Hubka splnil pfedpoklady pro Gspéiné pijeti diplomové prace.
Diplomovou praci doporuéuji k obhajobé a hodnotim znamkou C.

V Hradci Kralove 17. kvétna 2019
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