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ZKOUSKA IN VITRO PENETRACE KUZE I.
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Nazev projektu: In vitro koZni penetrace — optimalizace testovacich metod
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1. Ukel

Zajistit standardni postup pii provadéni testu Kozni penetrace — in vitro.

2. Definice, zkratky

Nejsou

3. Textova Cast

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

3.1. Uvod

Tento SOP byl vypracovan na zakladé metodiky. Hlavnim zdrojem byla metodika OECD 428 Skin
absorption: in vitro Method, Adopted 13 April 2004.

3.2. Princip metody

Testovana latka oznacend vhodnym radioaktivnim zafi¢em je aplikovana na povrch klize oddé€lujici dvé
komory difusni komurky. Takto oznacend chemicka latka oznafend zlstava na kiizi urcitou dobu za
stanovenych podminek. Za stanovenych podminek (teplota, vlhkost) oznacena testovand latka penetruje
skrz kGizi do receptorové tekutiny. Receptorova tekutina je vzorkovéana ve vhodnych €asovych intervalech
behem experimentu a analyzovéana na obsah testované latky nebo jejich metabolitli scintila¢ni metodou.

3.2 Provedeni studie
3.2.1 PouZity materidl

Kozni preparaty ze zvitecich zdrojii — nespatend kitize ze zadni strany usnich boltct nebo z boku prasat,
urcenych k porazce na jatkach. Kiize musi byt €istd, tj. bez poSkozeni a tetovani. Pro test je pouzivana cela
ktze (vSechny vrstvy). Tloustka kiize musi splitovat podminku na tloustku: > 1 mm.

Materidl je zajistén z jatek TORO a.s. Hlavec¢nik.

3.2.2 Odbér a preprava kiZi do laboratoie

Usni boltce, kiize z bokl je odborné oddé€lena pracovnikem jatek a v tentyz den dopravena do laboratote,
kde je okamzité zpracovana. Kize musi byt nespaiena.
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3.2.3 Uchovani kuZi

Po ptevozu do laboratote je klize opatrné omyta vodou a tekutym mydlem. Nasledné je kiize ocisténa od
pfipadnych stétin (holenim), je opatrné odpreparovan podkozni tuk. Vypreparovana kize je ditkladné
prohlédnuta pod lupou a prosvicena, poskozena kiize je vytazena.

K samotnému testu miize byt pouzita klize bezprosttedné po ocisténi a prohlédnuti nebo mize byt uchovana
vV mrazicim boxu pro dal$i pouziti. V ptipad¢ zamraZeni je pied samotnym testem kiize rozmrazena a jsou
z ni piipraveny kozni ter¢iky.

3.2.4 Potiebny pocet koZnich preparadtii

V testu musi byt pouzita vice nez jedna koncentrace, které¢ zahrnuji maximalni potencialni expozice
¢lovéka. V kazdé koncentraci musi byt nejméné ctyfi kozni preparaty. Kazdy kozni preparat musi byt
mikroskopicky kontrolovan pro celistvost samostatné, pied kazdym testem.

3.2.5 Experimentalni provedeni

Aparatura

Pomiicky

Ohtivaci magneticka deska (10 mist)
Vodni lazen s drzakem difuznich komurek
Difuzni komirky

Mala michadla

Teflonové podlozky k drzakim

Gumicky

Pinzety, ntizky, skalpel

Lupa se svétlem

Jehly pro odbéry vzorku, stiikacky

Na ohfivaci magnetickou desku se umisti vodni lazent (sklenéné akvarium, rozmér odpovida velikosti
magnetické desky, vySka akvaria cca 4 cm). Do vodni 1azné se umisti plastovy drzak na Difuzni komtirky.
Lazen se naplni vodou a umisti se do ni sonda pro méteni teploty (zaznamovy teplomér Commeter). Do
kazdé Difuzni komirky se vloZzi malé michadlo a komurka se umisti do drzaku. Pfi umisténi komirek do
drzéku je potieba dbat, aby michadélka vykonavala rota¢ni pohyb. Do kazdé komurky se vlozi dlouh4 jehla,
které je pak soucasti komulrky a provadéji se s ni jednotlivé odbéry.
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Obrazek €. 1 — Aparatura Obrazek ¢. 2 — Difuzni komirka
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Piiprava pred testovanim

Z kize jsou vytiznuta kolecka o priméru cca: 4 cm, tak aby pokryla cely povrch Difuzni komurky. Provede
se kontrola tloustky klize, pouzita je pouze kiize, spliujici podminku: tloustka: > 1 mm. Kolecka (kozni
preparaty) jsou upevnény do pifedem pfipravenych Francisovych komirek s receptorovou tekutinou a
malymi michadly (viz aparatura).

Na spodni ¢ast Difuzni komurky se ptilozi teflonovy krouzek (brani poSkozeni kiize), dale se ptilozi ktize
spodni vrstvou, na povrch kize ptilozime dalsi teflonové koleCko a nakonec ptidame vicko Difuzni
komirky. Kuzi v komtrce zafixujeme gumickami po stranach Difuzni komirky. Difuzni komurky jsou
umistény do vodni 14zné€ do drzaku komiirek (32£1°C).

Kazda komiirka ma objem 10 ml, ve vybranych ¢asovych intervalech (zalezi na vlastnostech testované
latky) je pak odebirdn 1 ml receptorova tekutiny pro méfeni. VZdy je dbano, aby v systému nebyli
vzduchové bubliny. Pfitomnost vzduchovych bublin zptisobuje vysychani koznich preparatt a tim zménu
jejich propustnosti.

Receptorova tekutina

Jako receptorova tekutina pro testovani se nejcastéji pouziva fyziologicky roztok. U lipofilnich latek se
pfidava do receptorové tekutiny hovézi sérovy albumin (5%), ktery rozpustnost ve vodném roztoku
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podporuje. Pouziti jiné tekutiny musi byt ovéfeno a zdivodnéno. Mnozstvi receptorova tekutiny v komuirce
je 10 ml.

Zéaznamy o pouzité receptorové kapaling jsou provedeny do protokolu podle Ptilohy 2 tohoto SOP.

Aplikace testované latky

Testovana radioaktivné oznadend latka se aplikuje v mnoZstvi, které imituje expozici ¢lovéka (tj. 10 pl/cm?
pro kapaliny nebo 1-5 mg/cm? pro pevné latky). Aplikace testovanych latek je provadéna na vrchni Gast
kozniho preparatu, do vicka Difuzni komurky.

Expozice

Doba expozice miize trvat 24 hodin, nebo mize byt zkracena (podle expozice pro ¢lovéka). Frekvence
odbérti receptorova tekutiny by méla umoznit grafickou prezentaci rychlosti priniku kazi — zélezi na
vlastnostech latky.

Po ukonceni expozici expozice se provede oplach kiizi, pomoci stficky a tento oplach koznich preparati se
dale analyzuje stejnym zptisoben, jako receptorova tekutina jednotlivych odbéri.

Odbéry pro analyzu

Jednotlivé odbéry pro analyzu jsou provadény na zékladé vlastnosti testované latky. Pokud jsou zndmé
penetracni vlastnosti testované latky, postavi se na téchto informacich ¢asové schéma jednotlivych odbéri.
K zjisténi Casového schéma miize byt proveden ptedtest s jednou koncentraci a ¢tyfmi koznimi preparaty.
test.

V téchto jednotlivych casovych intervalech je pak proveden odbér 1 ml receptorové tekutiny pro vlastni
analyzu. Do systému je vracena Cista receptorova tekutina (1ml — celkovy objem 10 ml receptorové tekutiny
musi byt po celou dobu provedeni testu). Pfi odbéru a nasledném doplnéni je dbano, aby v systému
nezustala zadné vzduchova bublina, ktera by zptsobila vysouseni kiize a tim poruseni jejich penetracnich
vlastnosti.

Pr¥iprava pro analyzu

Odebrany 1ml receptorové tekutiny je pieveden do plastové scintilacni lahvicky s 9 ml scintilaéniho
roztoku TRITON. Jednotlivé lahvicky se na horni ¢asti vicka oznaci zvolenym koddem pro testovanou latku
a Casovym intervalem, napft.: testovana latka Kofein, ¢asovy interval 1 hodina: K/1H. Poté se lahvicky
umisti do drzaku scintila¢niho pfistroje a provede se samotna analyza.

Roztok TRITON (scintilacni roztok):

Roztok je pfipravovan podle nasledujiciho postupu, smichdnim ptisluSného mnozstvi jednotlivych slozek

TRITON X-100 purris (CAS: 9002-93-1) 1 dil

SLT 41 2 dily
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Takto pfipraveny roztok se za obcasného promichani neché stat 24 hodin. Pot¢ je pfipraven k pouziti.
Exspirace: 1 rok od pfipravy roztoku

TRITON X-100 purris

CAS: 9002-93-1

Dodavatel: Sigma-Aldrich
Vzhled: Bezbarva ¢ira kapalina
Skladovani: Laboratorni podminky
Analyza

Analyza probiha na kapalném scintilanim pfistroji, Beckman LS 6500, SOP 194

Kapalny scintilator Beckman LS 6500 je uréen pro méfeni aktivity vzorki s nuklidy, emitujicimi beta
(voliteln®) alfa zareni. Ptistroj se sklada z detektoru, ménice vzorki a fidiciho pocitace. Méfici komora je
stinéna olovem, obsahuje reflexni komirku a dvojici fotonasobicl. Vyhodnovaci €asti jsou pro uzZivatele
nepiistupné. Vzorky se umistuji do prostoru méni¢e ve standardizovanych kazetach, ve vialkéch,
v kapalném scintilatoru (TRITON X-100).

Stanoveni aktivity se provadi standardni metodou ur¢eni t¢innosti detekce pomoci Horrocksova ¢isla H.
Vystupni jednotkou jsou pak rozpady za minutu — dpm, pfepocet na jednotky Bq je déleni koeficientem 60.
Hodnoty jsou dale ptfevedeny na MBq.

Na konci analyzy by mélo byt ziskano 100 + 10% radioaktivity oznacené testované latky.

4. Literatura
Method OECD Guideline for the Testing of Chemicals, Skin Absorption: in vitro Method No. 428,
Adopted 13" April 2004

Method EU - B. 45 Skin Absorption: in vitro Method, Adopted 31 May 2008, Council Regulation (EC)
No 440/2008 of 30 May 2008 laying down test methods pursuant to Regulation (EC) No 1907/2006 of the
European Parliament and of the Council on the Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of
Chemicals (REACH)
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