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ABSTRAKT

Predlozend bakalarska prace se zabyva testovanim transdermalni absorpce latek vyuziva-
nych v kosmetickém primyslu. Zacatek teoretické ¢asti je vénovan popisu ktuze. Nasledné
je popsana samostatna transdermalni absorpce, jeji princip a rizné metody jejiho stanove-
ni. V zavéru teoretické ¢asti jsou popsany latky, které byly testovany v praktické ¢asti pra-
ce. Konkrétné se jedna o kofein, rutin a UV filtry avobenzon a oktinoxat. Pro testovani
transdermalni absorpce in vitro byl pouzit ptistroj Permegear Fraction Collector FC33 a
samotné testovani bylo provedeno na kuzi ziskané zusniho boltce prasete domaciho.
K uréeni mnozstvi latek, které byly schopny proniknout skrz kizi, byla vyuzita UV-Vis
spektroskopie.

Kli¢ova slova: transdermalni absorpce, stratum corneum, penetrace, permeace, UV-Vis,

kofein, rutin, UV filtry

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with testing of the transdermal absorption of substances used in
the cosmetics. The first part of the theoretical section is devoted to the description of the
skin. Subsequently, the principle and various methods for determination of the transdermal
absorption are reported. The last section of the theoretical part describes the substances that
were tested in the experimental part of the work, caffeine, rutin, and UV filters avobenzone
and octinoxate. Transdermal absorption testing was performed in vitro using the skin ob-
tained from the auricle of a domestic pig. The Permegear Fraction Collector FC33 was
used as experimental device. UV-Vis spectroscopy was used to determine the amount of

substances which penetrated through the skin.

Keywords: transdermal absorption, stratum corneum, penetration, permeation, UV-Vis,

caffeine, rutin, UV filters
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UvVOD

Nejveétsim organem lidského téla je klize. Je to zaroven i misto, které umoznuje mnoha
latkdm penetrovat do vnitfniho prostfedi naSeho organismu. Tento ptestup latek skrz kiazi
se nazyva transdermalni absorpce. Jelikoz vétSina kosmetickych ptipravkl se bézn¢ apliku-
je na pokozku, je sledovani priniku latek skrz vrstvy kiize v kosmetickém primyslu velmi
dilezité.

Transdermalni absorpci je mozné stanovit riznymi metodami. Lze naptiklad vyuzit in vivo
stanoveni, které se provadi na dobrovolnicich. Tady ov§em nardzime hlavné na etické pro-
blémy. Proto se v dnesni dob& vyuziva vice in vitro metod. U tohoto typu testovani je
mozno vyuzit kizi lidskou, jenz je casto obtizné k sehnéni, proto byva nejcastéji nahrazo-
vana kiizi vepfovou. Pro tyto Ucely se vyuziva konkrétné kize ziskané z ucha prasete do-

maciho, a to z toho diivodu, Ze ma velmi podobné vlastnosti jako kize lidska.

Transdermdlni absorpce mize byt ovlivnéna mnoha faktory, nejen charakterem dané latky,
ale taktéZ stavem samotné ktze. Ovliviiuji ji faktory jako jsou napft. vék ¢i teplota kiize, ale

také struktura a fyzikdlné-chemické vlastnosti latek aplikovanych na kizi.

PredloZzena bakalaiska prace se zabyva pravé problematikou transdermalni absorpce.
Zejména je prace zaméiena na stanoveni priniku latek vyuzivanych v kosmetickém pru-
myslu skrz kiiZi ziskanou z ucha prasete domaciho. Testované byly kofein, rutin a UV fil-
try avobenzon a oktinoxat. MnoZstvi latek, které penetrovalo skrz prasec¢i kizi bylo dete-

kované pomoci metody UV-Vis.
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1 KUZE

Dle Kittnara ,,tkané povrchu téla (tj. kiize a sliznice zaZivactho, dychaciho, vylucovaciho
a rozmnozZovactho ustroji) predstavuji prvni linii obrany organismu pred Skodlivymi viivy
prostredi a jsou vyznamnym prvkem stalosti vnitiniho prostiedi.“. (1) Kiize je nejrozsahlej-

2 a to v zavislosti na individualni

S§i organ lidského téla, pokryva plochu pfiblizné 2 m
hmotnosti a vysce jedince. (2) Primérni funkci pokozky je ochrana téla pied ztratou vody a
vniknutim potencionalnich toxickych ¢i drazdivych latek, alergenii a mikrobt. (3) Kiize
minimalizuje ¢inky UV a IR zéfeni tim, Ze je absorbuje a rozptyluje teplo pomoci regula-
ce toku krve a poceni. (4) Dale kiize zarucuje vymeénu plynti a toxind s vnéjSim prostiedim

prostfednictvim transpirace tekutin — poceni, které je dilezité také pro termoregulaci. (2)

1.1 Stavba kuze

Kuze je tvofena smérem od povrchu tfemi vrstvami:

e epidermis — nevaskularizovand vrstva, tloustka asi 100 um;
e dermis — vaskularizovana vrstva, tlousStka 500 az 3 000 pm; (3)
e subcutis — vrstva vazivové a tukové tkané, umoznuje spojeni kize s hloubéji uloze-

nymi strukturami a slouzi jako pohybliva vrstva a podlozka odolna tlaku. (5)

Epidermis: Histologicky je epidermis klasifikovana jako stratifikovand skvamozni epiteli-
alni vrstva, ve které jsou keratinocyty uspotfadany do péti riznych vrstev, konkrétné stra-
tum basale (ve styku s dermis), stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum a
stratum corneum (SC). Keratinocyty rtiznych vrstev se li§i tvarem a obsahem cytoplazmy
v disledku progresivni modifikace, kterd probiha od stratum basale ke stratum corneum.
Tento proces udrzuje epidermis zdravou a defenzivné kompetentni diky kontinualni rege-
neraci a obnové jejich slozek. Neptimo také stanovi rozliSeni epidermis na zivotaschopnou
epidermis (VE — viable epidermis) a stratum corneum, kde jsou keratinocyty zcela diferen-
covany na bezjaderné buniky zvané korneocyty. (4) Ztrata bun¢k z povrchu stratum corne-
um procesem deskvamace je vyvazena tvorbou bunék v dolnich vrstvach epidermis. (3) Ve
VE jsou kromé keratinocytl lokalizovany také melanocyty produkujici melanin a Langer-

hansovy bunky odpovédné za imunitni odpoved’ kiize. (6)

Dermis: je mistem syntézy kolagenu a elastinu. Obsahuje krevni cévy, nervy, potni Zlazy,
vlasové folikuly a mazové Zlazy. (7) Kolagen typu I a II piedstavuje pfiblizn€ 75 % suché

hmotnosti dermis. (8) Jeji vyznam spociva v kapildrnich anastomézach, které privadéji
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ziviny a kyslik na epidermis a odstraiuji z dermis produkty buné¢éného metabolismu a pro-

nikajici cizorodé latky. (4)

Stratum covneum {

Zivotaschopna epidermis
vlasovy folikul

mazova zlaza

lamina basalis ‘

dermis 4
potni zlaza

Obrazek 1 Schématické znazornéni priirezu kiize, upraveno podle (4)

1.2 Bariérova funkce kuze

Vétsina obrannych funkci epidermis spociva ve vrstvé stratum corneum, kterd je proto
oznacovana jako kozni bariéra. Toto tvrzeni je vSak pfili§ zjednodusené, nebot’ bariérova
funkce je ve skutecnosti vysledkem spoluprice a interakce mezi makrostrukturou a mi-
krostrukturou stratum corneum, dvojrozmérnou a trojrozmérnou supramolekularni organi-
zaci lipidové matrix SC a celého slozeni stratum corneum. (4) V suchém stavu ma SC
tloustku 10 az 15 pm, pfi hydrataci znacné bobtnd a miize dosdhnout tloustky az 40 um,

coz zpusobuje zvySenou propustnost této vrstvy pii nabobtnani. (8)

Strukturu samotného SC lze vysvétlit pomoci tzv. modelu ,,cihel a malty*, ve kterém kor-
neocyty piedstavuji cihly, zatimco jako malta piisobi mezibunécné lipidy a ptirozené hyd-
ratacni faktory (NMF, Natural Moisturizing Factor). (3) Je vSak dilezité nahlizet na tento
model v kontextu, Ze korneocyty jsou polygonalni, protdhlé a ploché. Mezibunécna lipido-

va matrix je vytvarena keratinocyty ve stfedni az horni Casti vrstvy stratum granulosum,
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pficemz jejich lamelarni obsah se vypousti do mezibunécného prostoru a v pocatecnich
vrstvach stratum corneum se extrudovany material preskupuje za vzniku Sirokych mezibu-

nécnych lipidovych lamel, jez se pak spojuji do lipidovych dvojvrstev. (9)

Diky vyjimecnému slozeni lipidi SC, sestavajici z ceramidi s dlouhym fetézcem (ptiklad
molekuly ceramidu je zndzornén na Obrazku 2), volnych mastnych kyselin (FFA, Free
Fatty Acid) a cholesterolu, je chovani lipidové faze odlisné od chovani jinych biologickych
membran. (3) SC jako celek je obecné oznacovano jako lipofilni vrstva. Naproti tomu
vys$§i mnozstvi vody v Zivotaschopné epidermis ptispiva k jeji hydrofilnosti. V dasledku
toho mize byt pozorovana nehomogenné distribuovana zména hydrofobicity — epidermalni
hydrofilné-lipofilni gradient postupujici od stratum corneum ke stratum granulosum. (4)
Vzhledem k bariérovym vlastnostem a odolnosti vi¢i vode¢ je stratum corneum hlavni vrst-

vou, ktera omezuje absorpci lé¢iv kuzi. (8)

\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\?0

HN o~ on
N"0H
OH

Obrazek 2 Ceramid 6 (10)

U neonatalni kiize neni stratum corneum funkéné zrald az do odhadovaného gesta¢niho
véku od 32 do 34 tydnt. U ptedcasné narozenych déti se kompetentni bariérova funkce
vyviji do 2 az 4 tydni po narozeni bez ohledu na gestacni vek. Kiize pred€asn¢ narozenych
déti ma také vysokou hodnotu transepidermalni ztraty vody (Transepidermal Water Loss;
TEWL), ktera mtize vést k mnoha komplikacim. Zékladem terapie kiize pted¢asné naroze-
nych déti je zabranit této ztraté udrzovanim zvlhéeného prostiedi nebo pouzitim topickych

ptipravkl na bazi vazeliny, dokud se nevyvine kompetentni bariéra. (10)

1.2.1 Tight junctions

V hornich vrstvach stratum granulosum jsou bunky pospojovany pomoci tight junctions
(zonulae occludentes, Obrdzek 3), jez jsou pro bariérovou funkci epidermis stejné dilezité
jako lipidové uzavéry. Nefunkénost jednoho z uvedenych mechanisml pfedstavuje nedo-
stateCnou té€snost bariéry. Napiiklad dle Liillman-Rauch ,,u mysi, kterym je jeden z obou

uvedenych mechanismii geneticky inaktivovan, nastava letalni transepidermalni ztrata vo-

dy*. (5)
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Obrazek 3 Tight junctions zobrazeny elektronovou mikroskopii (11)

1.3 KozZni derivaty

Kozni derivaty lze rozliSit na vlasové folikuly s pfidruzenymi mazovymi zldzami, ekrinni
a apokrinni potni zlazy a nehty. Vlasové folikuly jsou pfitomny po celém povrchu kiize
s vyjimkou rtl, dlani a chodidel. Zasahuji do podkozi a nabizeji permeacéni cesty hluboko

do ktize. Hustota vlasovych folikuli se lisi podle druhu a mista téla. (12)

Produktem mazovych 714z je kozni maz — sebum, ktery kizi zjemiiuje a chrani ji proti
smaceni. Cihak uvadi, ze ,,hlavni hmota mazu je sloZena z riznych triacylglycerolii, které
jsou v prubéhu sekrece mazu Stépeny esterasami korynebakterii (jez jsou konstantné
ve folikulech chlupii a na povrchu kiize). Stépenim vznikaji volné mastné kyseliny, jez zpii-
sobuji fyziologicke kyselé prostiedi povrchu kiiZe, které je ochranou proti rade mikrobial-

nich agens.” (13) KoZni maz se podili na regulaci pH povrchu pokozky. (12)

1.4 Mikrobiom kuze

Kazdy ¢lovek ma svilj jedine¢ny mikrobiom, jehoz podoba se odviji od zdédénych geni,
mist pobytu, pfijimané potravy, uzivanych 1€kt i odzitych let. Pod pojmem mikrobiom se
zpravidla mysli pfedev§im mikrobiom traviciho traktu. Ve skutecnosti vSak existuje také
specifické osidleni klize, kozni mikrobiom. Mikrobiom kiize ma riiznou podobu v case
i prostoru. (14) Povrch kiize novorozence je kolonizovan mikroorganismy bezprostiedné
po narozeni. (15) Kozni mikrobiom ditéte dospiva béhem jednoho az tfi let, a poté¢ dosédhne
stabilniho stavu. (14)

Mikroprostiedi na kizi se zna¢né 1i$i mezi jednotlivci 1 v rdmei riiznych ¢asti kiize jednot-
livee, nebot’ strukturdlni zéklady se méni na zaklad€ riznych podminek. Za prvé, geneticka
diverzita vede k individualnim rozdilim ve struktuie kize. Za druhé, riizna mista kize

jednotlivee vykazuji ve svych strukturdch odlisSné charakteristiky. Napftiklad tloustka ktize
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se muze pohybovat od 0,5 mm na oc¢nich vickach az po 4 mm na chodidlech, coz je zpiso-
beno tvorbou vice vrstev korneocytil. Za tteti, struktura kiize se méni béhem vyvoje i star-
nuti, tfeba doba epidermalniho prichodu latek je u 50letych jedinci dvojndsobné oproti
novorozencum. Bylo zjisténo, ze 1éky, zejména steroidy, snizuji tloustku kize a zvysuji

tak citlivost na jeji posSkozeni zptsobenou oslabenymi kolagenovymi vldkny. (15)

Mikrobiom lidské ktize se sklada z bakterii, eukaryot a vird. VétSina téchto mikroorganis-
mu je lokalizovdna v povrchovych vrstvach epidermis, zlazovych traktech a vlasovych
folikulech. Vztah mezi mikroorganismy a hostitelem I1ze definovat jako vzajemnou symbi-
6zu, avSak u imunokompromitovanych jedinci mohou nékteré mikroorganismy porusit
strukturu kiize a kolonizovat nezvyklou oblast, naptiklad dermis ¢i podkozi. (15) Bylo zjis-
téno, ze rody Propionibacterium a Staphylococcus se vyskytuji pfedev§im na mazovych
mistech klize, jako je oblicej a trup, zatimco na vlhkych mistech, jako jsou podpazi, paze
a kolena, se vyskytuji Corynebacterium, Staphylococcus a rizné [3-Proteobacteria. Suché
oblasti kize maji casto nejbohatsi mikrobidlni spolecenstvi, dominuji zde

[3-Proteobacteria, Corynebacterium a Flavobacterium. (16)

1.5 Rozdilnost kiize muzu a Zen

Pochopeni pohlavné podminénych rozdili ve fyziologii pokozky miize pomoci zlepsit
kosmetické oSetfeni a celkové zdravi klize. Nekteré z fyziologickych rozdilli mezi muz-
skou a zenskou kizi 1ze ptipsat riznym Grovnim pohlavnich a stresovych hormoni. Kize
muzi je silnéj$i nez klize Zen, snizeni tloustky zacind u Zen i muzt ve véku 45 let. (17) U
zen je silnéjsi tlousStka podkozniho tuku a 1i8i se také distribuce tuku v téle. Zatimco u
muzi se tuk hromadi v oblasti bficha a v hornich ¢astech téla, u zen ve spodnich ¢astech

téla, zeyména v oblasti hyzdi a stehen. (18)

Muzi maji také vyssi produkei mazu a vétsi velikost porti. Pot, produkovany potnimi Zla-
zami roztrousenymi po celém téle, jejichz pocet se s vékem nezvysuje, je vyluCovan na
povrch ktize. Je to bezbarvy hypotonicky roztok bez zapachu s pH mezi 4,5 a 5,5. Kozni
maz a pot ovliviluji kyselost kiize, u Zen byla na ptedlokti zjiSt€éna hodnota pH 5,6 + 0,4,
zatimco u muzl 4,6 + 0,4. (17) Muzska ktze je citlivéjsi na UV zafeni, a to jak z akutni
expozice, tak i1 z del§itho casového ramce spojeného s chronickou expozici. Muzi by tedy

méli byt vice chranény pied sluncem. (19)
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Slunecni ultrafialové paprsky, které dopadaji na zemsky povrch jsou rozdéleny do dvou
kategorii: UVB zafeni (280-315 nm) a UVA zafeni (320-400 nm). UVB je povazovano za
hlavni pfi¢inu poskozeni DNA a bilkovin v kozni tkdni. UVA zpilisobuje také poskozeni
DNA, ale navic zptusobuje produkci singletového kysliku v bunikach lidské ktize. Studie na
mysim modelu SKH-1 ukazaly, ze akutni UVB expozice indikuje vyssi hladiny zapalovych
reakci, ale nizsi hladiny poskozeni DNA u samic ve srovnani se samci. Samci mys$i SKH-1
maji snizenou schopnost eliminovat reaktivni druhy kysliku produkované po vystaveni
UVB zéfeni, a také snizenou imunoprotektivni odpovéd’ po expozici UVA zéfeni ve srov-
nani se samicemi. Pfirozené ¢i umélé sniZeni exprese estrogenového receptoru u samic

tedy vede ke snizené imunoprotektivni odpovédi po expozici UVA. (20)

Urcita onemocnéni kiize vykazuji vyrazné rozdily mezi pohlavimi. Napfiklad zeny maji
vvr s vy .. ’ Y yr -1 ’ ve oo v
vyssi vyskyt onemocnéni pojivové tkané€, napiiklad sklerodermie’, zatimco muzi jsou Cas-
t&ji postizeni nemelanomovou rakovinou klize. Divody, které¢ jsou zédkladem rozdilti mezi
pohlavimi ve vyvoji koznich onemocnéni, zlstavaji do zna¢né miry neznamé, pravdépo-
dobné jsou vsak zplisobeny mnoha faktory, mezi které patii rozdily ve fyziologii kize,

pohlavni hormony, genetika, v€k, Zivotni styl i povolani. (21)

! sklerodermie — chronické fibrotizujici onemocnéni, charakterizované uklddanim nadmérného mnozstvi

kolagenu do extracelularni matrix riznych organt
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2 TRANSDERMALNI ABSORPCE

Dle Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj (OECD, Organisation for Economic
Co-operation and Development) 1 Svétové zdravotnické organizace (WHO, World Health
Organization) je dermdlni absorpce terminem, ktery popisuje ,,celou cestu prenosu latky
z vnéjsiho povrchu kiize do krevnich nebo lymfatickych cév organismu®. (22) Transdermal-

ni absorpci 1ze rozdélit do tii krokii:

e penetrace — vstup latky do konkrétni vrstvy ¢i struktury kiize, naptiklad vstup slou-
¢eniny do stratum corneum, (23)
e permeace — prostup latky z jedné vrstvy do druhé, kterd je strukturné odlis$na,

e resorpce — ptijem latek pfes cévni ¢i lymfaticky systém do organismu. (3)
Existuji tf1 hlavni mechanismy, kterymi mtZe dojit k absorpci kiize (Obrazek 4):

e transcelularni absorpce — latka je pfenaSena ptes korneocyty do a z buné¢né mem-
brany,

e intercelularni (mezibunécnd) absorpce — latka je pfenaSena kolem korneocytii
v extraceluldrnim prostoru,

o transfolikularni absorpce (koznimi derivaty) — latka obchazi korneocyty a vstupuje

do ktiZe pres vlasové folikuly, mazové a potni zlazy. (24)

Obrazek 4 Schématické zobrazeni a) intercelularni a b) transcelularni absorpce,
upraveno podle (10)
KozZni derivaty predstavuji pouze 0,1 % celkového povrchu lidské kiize a ptispévek pro-
stupu skrze kozni derivaty je maly, pfestoze tato cesta umoziiuje pronikani nabitych mole-

kul a velkych polarnich sloucenin, napft. 1€kt na bazi peptidi. (8)
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Porozuméni procestim absorpce pokozky je nutné z nékolika divodu, jako je posouzeni
bezpecnostnich aspektli chemickych latek, xenobiotik i kosmetickych piipravki a vyuziti

k dodavani 1é¢ivych latek na kiizi a potencionalné i do systémového obéhu. (12)

Lécivym piipravkem se podle Zakonu ¢. 378/2007 Sb. o 1é¢ivech rozumi ,,latka nebo kom-
binace latek prezentovana s tim, Ze ma lécebné nebo preventivni viastnosti v pripade one-
mocneéni lidi nebo zvirat, nebo ldatka nebo kombinace latek, kterou lze pouzit u lidi nebo
podat lidem, nebo pouzit u zvirat ¢i podat zviratiom, a to bud’ za ucelem obnovy, upravy ¢i
ovlivneni fyziologickych funkci prostiednictvim farmakologického, imunologického nebo
metabolického ucinku, nebo za ucelem stanoveni lékarské diagnozy“. (25) V Natizeni Ev-
ropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 ve ¢lanku 2 se kosmetickym piipravkem
rozumi ,,jakakoliv latka nebo smés urcena pro styk s vnejsimi castmi lidského téla (pokoz-
kou, viasovym systémem, nehty, rty, vnéjsimi pohlavnimi organy) nebo se zuby a sliznicemi
ustni dutiny, vyhradné nebo prevazné za ucelem jejich cisteni, parfemace, zmeny jejich

vzhledu, jejich ochrany, jejich udrzovani v dobrém stavu nebo upravy télesnych pachit .

Ptikladem lé¢ivych ptipravki aplikovanych na povrch pokozky jsou topické ptipravky pro
lécbu koZnich poruch, jako je akné a kozni zanétlivd onemocnéni, zahrnujici dermatitidu,
lupenku €1 lupus erythematodes. Transdermalni terapie musi zajistit absorpci vyznamného
mnozstvi 1éCiva k dosazeni t¢innych koncentraci v cévnim systému — v nékterych ptipa-
dech je pronikani 1é¢iv zaméfeno na oblasti téla v blizkosti mista plisobeni, kde se ocekava

regionalni efekt, napt. ve svalech a kloubech. (8)

2.1 Transport aktivni latky v kazi
Transport aktivni latky ¢i 1éCiva v kazi je proces zahrnujici nékolik krokii:

1. rozpuSténi a uvolnéni latky z formulace,

ii.  ptechod latky do stratum corneum,

1i.  difuze latky ptes stratum corneum, hlavné mezibunéénymi lipidy,

iv.  prechod latky ze stratum corneum do zivotaschopnych vrstev epidermis,
v.  difuze latky zivotaschopnymi vrstvami epidermis do dermis,

vi.  absorpce latky kapilarnimi cévami.

o v

Vybér latek vhodnych pro prinik kizi je zaloZen na mnoha faktorech, véetné fyzikalné
chemickych a farmakokinetickych vlastnostech latky. Idealni vlastnosti latky vybrané pro

kozni podani jsou:
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e nizkd molekulova hmotnost (< 500 g-mol ™),

e rozpustnost ve vod¢ a olejich pro dosazeni vysokého koncentracniho gradientu
a zvyseni difuzni sily na kizi,

e nizka teplota tani (< 200 °C), jez souvisi s vhodnou rozpustnosti,

e zvySeny, ale vyvazeny rozd€lovaci koeficient. (8)

NejpouzivanéjSimi parametry pro predikci penetrace kizi jsou molekulova hmotnost a lo-
garitmicky transformovany rozdé€lovaci koeficient oktanol-voda (log Koc). (26) Hodnota
log Koct by méla byt mezi 1 a 3. (7) Obecné plati, ze latky s molekulovou hmotnosti vétsi
nez 500 g-mol ™! nepronikaji kiizi. Tato horni mez molekulové hmotnosti je ddna predev§im
usporadanim lipidii mezi korneocyty. (3) Latka by také méla mit dostatecnou lipofilitu pro
ptechod do SC, ale také dostatecnou hydrofilitu pro pfechod do VE a piipadné do systé-
mového ob¢hu. (27)

2.2 Faktory ovlivitujici transdermalni absorpci

Absorpcni chovani kiize je citlivé na parametry, které zptisobuji zménu uspotadani lipidi
ve SC. Patii zde parametry fyzikalni, jako napftiklad teplota, UV zafeni, koncentrace vody
uvniti SC, 1 chemické, kterymi rozumime slouceniny, jeZ se misi s lipidy SC a méni jejich
fazové chovani. (28) Vliv ma také umisténi a stav pokozky, ktery je ovliviiovan pohlavim,
vékem 1 typem pleti. Pohlavni hormony ovliviiuji propustnost kize kvili mirn€ odlisnému
chemickému slozeni a struktuie SC. Je také znamo, Ze permeabilita klize klesa s vékem.
(4) Zamérné mohou byt pouzity také latky zvySujici penetraci zvané enhancery, tedy zesi-

lovace. (28)

2.2.1 Umisténi a stav pokozky v misté aplikace

U zdravych jedincti je v riiznych oblastech téla rozdilna tloustka SC, rozmisténi 1 hustota
potnich a mazovych 714z 1 objem vlasového folikularniho infundibula (tj. vyusténi na po-
vrch kiize). Dle téchto faktorGi dochazi k upfednostiiovani priichodu latky transcelularni
¢i transfolikuldrni cestou. Pfi srovnani experimentalnich udaji by proto mélo byt zvazeno

umisténi na téle (in vivo) €1 zdroj biopsie (ex vivo).

Naptiklad pfi sledovani penetrace nanocastic pies vlasové folikuly by méla byt uptednost-
flovana oblast ¢ela (4), nebot’ oblast pokrytd vlasovymi folikuly zde dosahuje 13 % po-

vrchu ktize a folikularni infundibula pfedstavuji 20 % objemu SC. Infundibulum je klic¢o-
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vou soucasti v penetracnich procesech, protoze pusobi jako dlouhodoby rezervoar, ktery

zpomaluje penetraci nanocastic. (28)

Onemocnéni a jiné patologické stavy (napft. popaleni ¢i infekce), nadméerné uzivani deter-
gentil a/nebo dlouhodobé vystaveni klimatizovanym, nezvlh¢enym prostfedim mohou byt
zodpoveédné za rizné zmény kiize, jako naptiklad zména tloustky epidermis, naruseni inte-
grity stratum corneum, a tedy 1 bariérové funkce klize, dehydratace SC ¢i zména mi-

krostruktury SC v disledku extrakce nebo modifikace lipidit SC. (4)

2.2.2 Teplota kiize

Jelikoz vnitini teplota téla je 37 °C a na povrchu kiiZe je teplota 32 °C, je v pokoZce mirny
teplotni gradient. ZvySeni teploty klize infraCervenym ozarenim, horeckou nebo zvySenou

vaskularizaci zvysuje propustnost kiize i TEWL. (28)

2.2.3 Enhancery

NaruSeni strukturdlni organizace interceluldrni lipidové domény stratum corneum muze
zvysit permeaci ktize. Toho 1ze dosahnout pouzitim chemickych zesilovaci nebo fyzikal-

nich technik. (7)

2.2.3.1 Fyzikadlni enhancery

Fyzikalni techniky pouzivané pro zvySeni permeace klize zahrnuji iontoforézu, elektropo-
raci, sonoforézu a microneedling. (7) lontoforéza vyuziva malé mnozZstvi fyziologicky pfi-
jatelného elektrického proudu k pohonu nabitych a neutralnich latek do téla. Pouzitim elek-
trody se stejnou polaritou, jakou ma latka, je latka vhanéna do kiiZe elektrostatickym odpu-
zovanim. (29) Elektroporace vyuZiva aplikaci napétového pulsu, sonoforéza ultrazvukové
viny a pfi microneedling dochazi k propichovani epidermis pomoci specidlnich mikrojehel.

(7)

2.2.3.2 Chemické ehancery

Mezi bézné chemické enhancery patii dimethylsulfoxid (DMSO), alkoholy, mastné kyseli-
ny, jako je kyselina olejova, povrchové aktivni latky (PAL), terpeny a vétSina organickych
rozpoustédel. Tyto latky zvySuji permeabilitu kiize narusenim nebo fluidizaci struktury SC
¢i interakci s keratinem. Interakce téchto latek s lipidy SC je dvojitd, 1) mohou se smichat
s lipidy SC a zménit tak jejich organizaci, nebo 2) mohou cast téchto lipidi extrahovat

z kiize, ¢cimz se modifikuje jejich celkovy obsah i slozeni v kazi. (28)
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Do kategorie latek zvySujici chemickou permeaci patii také biologicky rozlozitelné poly-
mery. Biologicky rozlozitelné polymery se vyuzivaji jako enkapsula¢ni materidly aktivnich
slozek. ProtoZze mnoho biologicky aktivnich latek neni stabilnich a jsou citlivé na teplotu,
pH, svétlo 1 oxidaci, vyzaduji zapouzdieni k ochrané pfed nezadouci degradaci a také za
ucelem specifického a fizeného uvoliovani. Vyhody pouziti biologicky rozlozitelnych po-
lymerii v kosmetickych aplikacich spocivaji v tom, Ze jsou obecné nereaktivni pfi kontaktu
s lidskym télem a mohou byt rozlozeny nebo metabolizovany a odstranény z téla béznymi

metabolickymi cestami. (7)

Casto pouzivanymi polymery jsou polysacharidy chitosan a cyklodextriny. Bylo popsano,
Ze chitosan ma schopnost zlepsit pronikéni kizi zménou struktury keratinu a také zvySuje
obsah vody ve SC. Déle muze diky svému kladnému naboji za mirn¢ kyselych podminek
depolarizovat zdporné nabitou bunéénou membranu a snizit tak membranovy potencial
a pohanét aktivni latku ¢i 1é¢ivo kazi. Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy, majici
hydrofobni vnitini dutiny a hydrofilni vnéjsi povrch. Jejich dilezitou charakteristikou je
schopnost tvofit inkluzni komplexy s hydrofobnimi molekulami vdzanymi uvnitf dutiny,

coz z nich tvofi idedlni slou¢eniny pro systém dodavani kosmetickych latek. (7)
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3 METODY STANOVENI TRANSDERMALNI ABSORPCE

Posouzeni dermalniho absorpéniho potencidlu ucinnych latek v kosmetickych, agroche-
mickych a primyslovych chemickych vyrobcich, které ptichdzeji do styku s kiizi, je klico-
vou soucasti hodnoceni rizik pro ¢lovéka. Je tim zajisténo, ze za normdalnich nebo oceka-
vanych podminek, na zdklad¢ potencionalniho nebezpeci urcité chemické latky, existuje
dostate¢na rezerva bezpecnosti pro vyrobce, zpracovatele 1 kone¢né uzivatelé, kteii mohou
byt témto latkdm vystaveni. Posouzeni dermalni absorpce se fidi smérnicemi OECD Test
Guideline 428: Skin absorption: in vitro method a OECD Test Guideline 427: Skin absorp-
tion: in vivo method. Pristup OECD 428 je nyni Siroce vyuzivan, zejména v oblasti kosme-
tického a agrochemického primyslu a tvofi klicovou sou€ést procesu posuzovani a regis-
trace rizik pro nové a stavajici chemické latky, které ptichazeji do styku s pokozkou bud’
zamérn¢, nebo béhem jejich pracovniho vyuziti. (30) Nejuziteénéjsi tidaje jsou ziskany ze

studii in vivo na lidech, ktera jsou vSak nakladna a ndro¢né na praci i €as. (31)

3.1 In vivo metody

Jednou z metod in vivo je studium dobrovolnikd, kdy po perkutdnni absorpci aktivnich
latek muize nasledovat méteni sekrece sloucenin v moci a potu. V praxi je vSak tento pii-
stup vyznamné omezen citlivosti detekce, etickymi problémy, omezenim regulatord pro
pouziti radioaktivnich materiald u lidi a Gi¢innosti vylu¢ovani sloucenin a jejich metabolic-
kych produktu.

4

Nejvhodnéjsi in vivo metoda pro predikci transdermalni absorpce zahrnuje métfeni hladiny
slouceniny, kterd pronikla do stratum corneum fyzickym stripovanim jednotlivych vrstev
stratum corneum. Misto aplikace musi byt Cisté, bez kosmetickych ptipravkl nebo jinych
cizich latek a suché. Odstranéni zbytkové formulace pfed samotnym stripovanim, na konci
periody pronikani, je velmi dulezité a je tfeba dbat na vhodny vybér média (detergent nebo
rozpoustédlo), které nezplsobi naslednou redistribuci ve vrstvach pod povrchem. Odstra-
novani kiize se provadi pevnym pfitlatenim lepici pasky na povrch kiize a jejim odtrzenim,
prvni nebo 1 druhy pasek by nemély byt pouzity, protoze obsahuji povrchové zbytky for-
mulace. Ziskany material se kvantifikuje vhodnymi analytickymi postupy. (23)

3.2 In vitro metody

Nejrelevantnéjsim modelem pro hodnoceni absorpce aktivnich latek ¢i 1€€iv in vitro je lid-

ska kuze ziskana z plastickych operaci ¢i kadaverti. Dostupnost lidské ktize je vSak omeze-
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na a Casto se pouzivaji zvifeci modely, jako jsou domaci prasata, krysy, mysi ¢i morcata,
pticemz klze prasec¢iho ucha vykazuje vysledky srovnatelné s vysledky normalni lidské
ktze. (8) Veptova kuze je také vyuzivana pro vyvoj formulaci a vybér produkti farmaceu-

tickym primyslem pied nakladnéjsimi studiemi na kiizi lidské. (30)

3.2.1 Difazni cela

Nejpouzivangj$im experimentalnim zafizenim pro hodnoceni uvoliiovani a pronikani latek
obsazenych v topickych a transdermdlnich aplikacnich systémech do ktze je difuzni cela
(komtirka). Prvni prace v této oblasti byla vyvinuta Thomasem J. Franzem v roce 1970. (8)

Zakladni konfigurace experimentélniho aparatu je slozena z:

e donorové komory — formulace je aplikovana na semipermeabilni membranu, kterou
uvolnovana latka pronika,

e pfijimaci komory — vzorky se zde odebiraji pro analyzu.

Modifikaci ptivodni Franzovy difuzni cely je vertikalni diftizni cela. Tento piistroj byl po-
uzit k vyhodnoceni riznych formulaci, jako jsou krémy, gely, masti a naplasti. Jsou do-
stupné rizné konfigurace o rliznych objemovych kapacitich v pfijimaci komote a t€inné
difuzni oblasti. Difiizni celu je také mozné modifikovat iontoforézou. lontoforéza je fyzi-
kalni proces, kterym se zvySuje pronikdni l1é¢iva kiizi pomoci elektrického pole. Difuzni
komirky jsou upraveny elektrodami stiibra a chloridu stfibrného v donorové komote pro
aplikaci proudu na povrch kiize. Formulace jsou pfipraveny ve vodném vehikulu (hydroge-

ly) a 1é¢ivo je ionizovano. (8)

donorova komora

4—— membrina

/ 44— piijimaci komora

plnici otvor 1

—— lemperovana lazen

magnetické michadlo ——- J*

Obrazek 5 Francova difuizni cela, upraveno podle (3)
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Experimentalni podminky pro hodnoceni prostupnosti kizi zahrnuji receptorové médium
udrzované za stalého magnetického michani a teploty. Slozeni média musi zajistit podmin-
ky klesani, protoze koncentrace 1é¢iva nesmi dosahnout hodnot > 10 % jeho nasyceni.
Z tohoto diivodu musi byt 1é€¢ivo volné rozpustné v receptorovém médiu. Doporucena re-
ceptorova média jsou vodné pufry souvisejici s fyziologickym prosttedim. V nékterych
ptipadech je nezbytné pouziti piisad ke zvySeni rozpustnosti léciva, avSak tyto ptisady ne-
smi naruSovat integritu membrany nebo ménit propustnost 1é¢iva. Vyuzivany jsou napfi-
klad neionogenni PAL (napf. Tween 80), hovézi sérovy albumin, polyethylenglykol ¢i
ethanol. Pro zabranéni mikrobiologického rstu v médiu mohou byt ptidany také konzer-
vacni latky, jako je gentamicin, formaldehyd (0,1%) nebo azid sodny (0,02 - 0,05%). Pro

kvantifikaci 1é¢iva se doporucuje vysoce ucinna kapalinova chromatografie (HPLC). (8)

3.2.2 Metoda paralelniho umélého membranového pronikani (PAMPA)

Metoda paralelniho umélého membranového pronikani (PAMPA — The Parallel Artificial
Membrane Permeability Assay) je rychly a ekonomicky efektivni model propustnosti pro
predikci transdermalni penetrace slouc¢enin. PAMPA modely byly publikovany pro predik-
ci gastrointestinalni absorpce a pro modelovani hematoencefalické bariéry. Pro ptizpiso-
beni propustnosti bariéry omezujici rychlost v lidské kazi byly pro model kiize-PAMPA
vybrany syntetické centramidy, coz jsou analogy ceramida ptitomnych ve stratum corne-
um. Konecna lipidova smés kize a PAMPA (centramid, FFA a cholesterol) byla optimali-
zovana na zékladé¢ udaji ze tii riznych databazi lidské kize. Tato nova PAMPA membrana
prokazala vysokou schopnost predikce. Vzhledem k nakladové efektivité a snadné standar-
dizovatelnosti napfi¢ laboratofemi mtze byt kiize-PAMPA dobrou alternativou k aktudlné
pouzivanym métfenim penetrace klize a v nékterych piipadech mize byt schopna nahradit

modely, které pouzivaji skutecnou lidskou kuzi. (31)

3.3 Posouzeni integrity bariéry vzorki kiize

Pred aplikaci zkouSené slouceniny musi byt kazdy vzorek klize zkontrolovan z hlediska
integrity, pouzitd zkouSka vSak nesmi zménit parametry uréené k meéteni. Integrita kiize
muze byt hodnocena méfenim propustnosti pro tritiovanou vodu nebo referenéni slouceni-
ny. Tyto metody vSak trvaji nékolik hodin a v zavislosti na slou¢eniné mohou modifikovat

samotnou vrstvu stratum corneum. JelikoZ je z in vivo experimentll znadm linedrni vztah
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mezi transepidermalni ztratou vody a penetraci, je méteni TEWL vhodnou alternativni

metodu pro pouziti in vitro. (23)
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4 AKTIVNI LATKY PRO KOSMETICKY PRUMYSL POUZITE
V PRAKTICKE CASTI

4.1 Kofein

Kofein (1,3,7-trimethyl-3,7—dihydro—1 H—purin—2,6—dion) je alkaloid rostlinného ptvodu.
Podéva se lokalné i transdermalné pro rizné farmaceutické i kosmetické aplikace a OECD

je doporucovan jako modelova hydrofilni slouc¢enina v toxikologii ktize.

Kofein inhibuje enzym fosfodiesterazu a ma antagonisticky t¢inek na centralni adenosino-
vé receptory. Je stimulatorem centralni nervové soustavy, muze vyvolat bdélost a zvySenou
dusevni aktivitu, také zvySuje rychlost a hloubku dychéani. Hlavni vyhody narokované pro
pouziti kofeinu v topickych kosmetickych ptipraveich spocivaji v tom, Ze zabraiuje nad-
mérnému hromadéni tuku v kiizi, podporuje lymfatickou drendz a chrani pokozku pted

fotodamovanim. (32)

a) b)
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Obrazek 6 a) kofein (32), b) rutin (33)

4.2 Rutin

Rutin, znamy také jako rutosid, je flavonoid pfitomny v mnoha rostlinach (napt. pohanka).
(33) Ma mnohocetné terapeutické ucinky, avSak jeho biologicka dostupnost je pfi ordlnim
pouziti velmi nizka.

pii 1écbeé zanétlivych stavl spojenych s nadmérnou tvorbou leukotrienu, jako je napiiklad

revmatoidni artritida. Dale sniZzuje hladinu cholesterolu v krvi, pouziva se pii 1é€b¢ kapi-
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larni kiehkosti a hypertenze. Inhibuje kozni oxidacni stres, a ma také chemoprotektivni,

antimikrobidlni 1 antifugalni vlastnosti. (34)

4.3 UV filtry

Filtrem ultrafialového zafeni (UV filtr) je dle Natizeni Evropského Parlamentu a Rady
(ES) ¢. 1223/2009 o kosmetickych ptipravcich (35) ,ldatka, kterd je vyhradné nebo pre-
vazne urcena k ochrané kuze pred urcitym ultrafialovym zarenim prostiednictvim absorp-
ce, odrazu nebo rozptyleni tohoto zareni*. Toto nafizeni také obsahuje Ptilohu VI — Se-

znam filtrd ultrafialového zafeni povolenych v kosmetickych ptipravcich.

Ochrany kiize pted ultrafialovym zafenim mutize byt dosazeno lokélni aplikaci fyzikalnich
filtrd, které zateni vychyluji ¢i rozptyluji nebo chemickych filtrti, jez UV zafeni absorbuji.
(36) Pozadované misto plisobeni UV filtrii je omezeno na povrch kiize ¢i na stratum cor-
neum. Bylo vSak prokdzano, ze penetrace do klze, permeace kiuzi a retence UV filtrii

v ktizi se miize mezi pouzitymi formulacemi vyznamné lisit. (37)
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II. PRAKTICKA CAST
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5 TESTOVANI TRANSDERMALNI ABSORPCE IN VITRO

Cilem préace bylo stanoveni transdermalni absorpce in vitro vybranych kosmeticky aktiv-
nich latek kofeinu (Sigma Aldrich, USA) a rutinu (Sigma Aldrich, USA), UV filtr avo-
benzonu (Butyl Methoxydibenzoylmethane) (Sigma Aldrich, USA) a oktinoxatu (Ethylhe-
xyl Methoxycinnamate) (Sigma Aldrich, USA). Méfeni transdermalni absorpce bylo pro-
vedeno na pfistroji Permegear Fraction Collector FC33 (Némecko) a ziskané frakce byly
analyzovany spektrofotometricky na pfistroji UV-Vis-NIR-Spectrometer Lambda 1050
(Perkin Elmer, USA).

5.1 Priprava vzorki kiize

Testovani bylo provedeno na kizi z uSniho boltce prasete domaciho. USi nesméji byt po-
Skozené ani tepeln¢ upravené, z diivodu porusené kozni bariéry, coz by mohlo zkreslit vy-
sledky testovani. Boltce byly do doby jejich pouziti skladovany v plastovych saccich pfi

teploté - 20 °C, pied testovanim byly volné€ rozmrazeny v lednici pfi teploté 4 °C.

Nejprve byly z uSnich boltcli odstranény Stétiny pomoci Ziletky. Poté byla kiize o plné
tloust’ce opatrn¢ oddélena od podkladové chrupavky pomoci skalpelu. Z odd€lené kiize
bylo vysttizeno n¢kolik vzorkl ¢tvercového tvaru o velikosti 2,5X2,5 cm. U vSech vzork
byla zméfena tloustka pomoci mikrometru a pro testovani byly vybrany vzorky

s podobnou tloustkou.

Obrazek 7 Kuze (vpravo) oddélena od usniho boltce

5.2 Experiment

Permegear Fraction Collector FC33 obsahuje recirkula¢ni vodni lazen, permeacni cely, do

kterych se umistuji vzorky kiize, peristaltické ¢erpadlo s hadickovymi kazetami, zasobni
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lahev pro receptorovou kapalinu a polici se zdsobniky na lahvicky, do kterych jsou sbirany

jednotlivé frakce méfeni.

Obrazek 8 Pristroj Permegear Fraction Collector FC33 (vlevo), detail na per-

meacni cely (vpravo)

Na vodni lazni byla nastavena teplota 32 °C, kterd byla konstantni po celou dobu experi-
mentu. Do zasobni lahve byl pfipraven 1 litr receptorové kapaliny tvofené z fosfatového
pufru (PBS — Phosphate Buffered Saline) (Biosera, Francie) s 0,05% ptidavkem gentami-
cinu (Biosera, Francie). Na peristaltickém cerpadle byl nastaven konstantni pritok recepto-
rové kapaliny 33,3 pl/min, do lahvicek jsou tedy jimany 2 mililitry za hodinu. Po Gplném
naplnéni vSech hadicek i permeacnich cel receptorovou kapalinou byly do cel vlozeny
vzorky praseci klize vrstvou stratum corneum smérem vzhlru. Pied nanesenim testova-

nych latek byla kiize 30 minut ponechéana ve styku s receptorovou kapalinou.

Poté byly na stfed vzork®i kiize mikropipetou naneseny kone¢né davky, tedy 10 pl/cm?,
roztoki jednotlivych testovanych latek. Koncentrace roztoku kofeinu byla 10 mg/ml, roz-
toku rutinu 0,1 mg/ml. Roztok kofeinu i rutinu byl pfipraven rozpusténim v destilované
vod¢. Pro UV filtry byla zvolena nejvyssi koncentrace, ktera mize byt v ptipravku pfipra-
veném k pouziti podle Nafizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) 1223/2009. Pro avo-
benzon 5 % (w/w) a pro oktinoxat 10 % (V/V). Roztok avobenzonu byl pfipraven rozpus-
ténim v neutralnim oleji Caprylis (Nature-Store, Ceska republika) a roztok oktinoxatu

v destilované vode.

Celkova doba expozice byla 20 h, pficemz bylo ziskano 6 frakci z expozicnich Cast 1 h,

4 h, 8 h, 12 h, 16 h a 20 h. Frakce byly az do doby analyzy uchovavany pfi - 20 °C.
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5.3 Spektrofotometrické stanoveni

Ziskané frakce vSech testovanych latek byly analyzovany spektrofotometricky na UV-Vis-
NIR-Spectrometer Lambda 1050. Pro zjisténi absorbovaného mnozstvi testovanych latek

byly pro vSechny tyto latky vytvoteny kalibra¢nich kiivky.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Kofein

Kofein byl jako jedina testovana latka detekovany v receptorové kapalin€ vSech frakci zis-
kanych po transdermalni absorpci na Permegear Fraction Collector FC33. Celkové bylo ve
vSech frakcich detekovéano 0,52 % aplikovaného kofeinu, pfi¢emZz nejvyssi mnozstvi ko-
feinu permeovalo jiz béhem prvni hodiny, konkrétné 0,29 %, s rostoucim Casem toto

mnozstvi klesalo. (Obrazek 10).

Nizké procento permeovaného kofeinu v tomto méteni miize byt zdlivodnéno jednak tim,
ze dominantni absorp¢ni cestou kofeinu je folikuldrni absorpce, (38) a také zjiSténim uve-
denym v praci Mujica (39), ze stratum corneum zadrzuje 70-80 % aplikovaného kofeinu.
Skutec¢né mnozstvi kofeinu zadrzovaného v kiizi by bylo mozné zjistit stripovanim. Stripo-
vani bylo planovano jako soucast experimentli, nicméné s ohledem na situaci kolem pan-

demie COVID-19 je nebylo mozné realizovat.
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Obrazek 9 Kalibracni krivka kofeinu pri vinové délce 273 nm
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Obrazek 10 Mnozstvi permeovaného kofeinu v jednotlivych frakcich

6.2 Rutin

Rutin nebyl spektrofotometricky detekovan v Zadné frakci, byla stanovena pouze jeho ka-
libraéni kiivka (obrazek 11). Pouziti rutinu je omezeno jeho nizkou rozpustnosti ve vode¢.
Permeace rutinu vSak miize byt zvySena pouzitim chemickych enhnacerd, naptiklad dle
Dhiman a Singh (40) je in vitro pearmeace kuze ziskané z praseciho ucha vyssi u ethoso-

movych formulaci rutinu ve srovnani s ¢istym rutinem.
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Obrazek 11 Kalibracni krivka rutinu pri vinové délce 353 nm

6.3 UV filtry

Analyza frakei ziskanych transdermalni absorpci avobenzonu 1 oktinoxatu neprokdzala
permeaci téchto latek, v zddné frakci nebyly UV filtry detekovany. Z tohoto divodu byly

vSechny frakce jednotlivého filtru slity dohromady a odpafeny na rota¢ni vakuové odparce
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Heidolph Hei-Vap piti 45,5 °C. Z diivodu vzniku srazeniny byly roztoky nasledné filtrova-
ny pres mikrofiltr o velikosti port 0,45 pm. Ani u téchto zahusténych roztokii v§ak nebylo
spektrofotometricky detekovano Z4dné mnozstvi avobenzonu ¢i oktinoxatu. Pro obé¢ latky

byly stanoveny kalibra¢ni kiivky (Obrazek 13, 14).

Chatelain et al. (37) testovali penetraci avobenzonu i oktinoxatu in vitro na lidské ktizi. Dle
jejich vysledkli nepenetroval po 6 h kiizi ani jeden z uvedenych UV filtrii, avobenzon byl
detekovan pouze v epidermis, oktinoxat byl detekovan i v dermis, ale pouze 0,1 %
z aplikované davky. Freitas et al. (41) zjistili, Ze 90 % testovanych UV filtrli bylo pfi
transdermalni absorpci zadrzeno jiz ve stratum corneum a zadné mnozstvi kizi neprostou-
pilo. Testovani bylo stanoveno in vitro na klizi z prasecich usnich boltcti po dobu 12 h. Pro

detekci oktinoxatu i avobenzonu v riznych vrstvach kiize by bylo nutné pouzit stripovani.

Obrazek 12 Rotacni vakuova odparka Heidolph Hei-Vap
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Obrazek 13 Kalibracni krivka avobenzonu pri vinové délce 358 nm
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ZAVER

Teoreticka Cast bakalatské prace se vénuje problematice transdermalni absorpce. Prvni cast
popisuje organ, na kterém probiha transdermalni absorpce, v tomto seku je probrana stav-
ba a vlastnosti kiize. Déle je prace zamétfena na popis samostatné transdermalni absorpce.
Rozebrany je i jeji mechanismus, zptsob priniku latky do/skrz kiizi a taktéz faktory ovliv-
nujici prestup latek do ktize. Dalsi kapitola je vénovana rtiznym metodam stanoveni der-
malniho absorpcniho potencidlu latek. V zavéru prace jsou popsany latky, které se vyuzi-

vaji v kosmetickém primyslu a byly vybrany pro testovani transderméalni absorpce.

Cilem praktické casti bylo experimentalni stanoveni transdermalni absorpce. Vybrany byly
latky, které se be&zn€ vyuzivaji v kosmetickych prostiedcich, jako jsou napt. pletové
krémy, a to konkrétné kofein a rutin. Dale byly testovany UV filtry, které se béZné pouzi-
vaji v prostiedcich na opalovani, avobenzon a oktinoxat. Jelikoz se jedna o kosmetické
prostiedky, které se aplikuji pfimo na kiizi, je jejich transdermalni potencial velmi dilezity.
Pro testovani byla vyuzita kiiZze z uSnich boltcl prasete domaciho. Samostatné méfeni pro-
bihalo pomoci pfistroje Permegear Fraction Collector FC33. Sledované latky byly apliko-
vané na kuzi a postupné byly odebirany jednotlivé frakce pronikajici skrz ktizi az po dobu
20 hodin. Celkem bylo odebrano Sest frakci, a to po expozici 1 h, 4 h, 8 h, 12 h, 16 h
a 20 h. Mnozstvi latek, které byly schopné projit do receptorové kapaliny, bylo detekovano
pomoci spektroskopické metody UV-Vis.

Ze zkoumanych latek bylo mozno detekovat v jednotlivych frakcich po transdermalni ab-
sorpci pouze kofein. Z toho diivodu byly jednotlivé frakce pro UV filtry sesbirany dohro-
mady a nésledné byly zahustény na vakuové odparce. AvSak ani po tomto kroku nebylo
mozné detekovat jakékoliv mnoZstvi UV filtru v receptorové kapaliné. Z téchto vysledki
1ze usoudit, ze jedin€ kofein byl schopny resorpce skrz kiizi. Ostatni latky byly pravdépo-
dobné postupné zadrzovany v jednotlivych vrstvach. Podle dostupné literatury byly testo-
vané latky nejpravdépodobnéji zadrzené jiz vrstvou stratum corneum. Toto by se dalo po-
tvrdit stripovanim, diky kterému by bylo mozZzné wurcit mnoZstvi zachycené latky
v jednotlivych vrstvach. Avsak kvili vyskytu pandemie Covid-19 nebylo mozné v ramci

bakalafské prace stripovani dokoncit.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DMSO

FFA

HPLC

IR

NMF

OECD

PAL

PAMPA

SC

TEWL

Uuv

VE

WHO

Dimethylsulfoxid

Volné mastné kyseliny

Vysokoucinné kapalinova chromatografie
Infracerveny

Ptirozeny hydratacni faktor

Organizace pro hospodatskou spolupraci a rozvoj
Povrchové aktivni latky

Metoda paralelniho umélého membranového pronikédni
Stratum corneum

Transepidermalni ztrata vody

Ultrafialovy

Zivotaschopna epidermis

Svétova zdravotnicka organizace
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SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 Schématicke znazornéni prirezu kiize, upraveno podle (4) ......c.coceveeeveveeennnn. 10
Obrazek 2 Ceramid 6 (10) c...ooieueieeiie ettt ettt e st e s e e sreeeeaeeesaseessaeeens 11
Obrazek 3 Tight junctions zobrazeny elektronovou mikroskopit (11) .......cccccvveveveeeneennen. 12

Obrazek 4 Schématické zobrazeni a) intercelularni a b) transceluldarni absorpce,

UPTAVENO POALE (10) c.oeieeiiieiieeeiee ettt e e e e e e e e e e eaaee e 15
Obrazek 5 Francova difuzni cela, upraveno podle (3) .......coeeeeeeeeceeeecieeeiieeeie e 21
Obrazek 6 a) kofein (32), b) PULIN (33) .eeecveeeieeeeeeeeeeeeeee ettt 24
Obrazek 7 Kiize (vpravo) oddeélend od usniho boltce.................ccoeeueeeeveveeecnecienieeneennn. 27
Obrazek 8 Pristroj Permegear Fraction Collector FC33 (vlevo), detail na permeacni

CELY (VPFAVO) ..ottt ettt et ettt ettt 28
Obrazek 9 Kalibracni kiivka kofeinu pri vinové délce 273 nm ...........ccccevvevcvveevencenenneennen. 30
Obrazek 10 Mnozstvi permeovaného kofeinu v jednotlivych frakcich................cccueueen.... 31
Obrazek 11 Kalibracni krivka rutinu pri vinové délce 353 N .........coceueeeeveeecceeeeeiieeenenn, 31
Obrazek 12 Rotacni vakuova odparka Heidolph Hei-Vap ............ccoeeeeeeeeeeeeeceeeniieennnenn, 32
Obrazek 13 Kalibracni kiiivka avobenzonu pri vinové délce 358 nm ...........ccoevevveeceveennnnnn. 32

Obrazek 14 Kalibracni kiivka oktinoxatu pri vinové délce 308 ni .........ccceeeeeceveeeceveennnnnn. 33



