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ABSTRAKT

V teoretické cCasti prace byl zpracovan piehled problematiky transdermalni
aplikace 1éCiv a s ni souvisejici problematiky propustnosti kozni bariery. Nasledn¢ byly
struén¢ shrnuty dosavadni poznatky o akcelerantech transdermalni permeace, zejména
pak transkarbamech a jejich vyvoji na Farmaceutické fakulté¢ Univerzity Karlovy.

Na tuto ¢ast navazuji vysledky permeacnich pokusti provadénych na prasec¢i kizi
invitro. V nich byla hodnocena akceleracni aktivita ruznych koncentraci
Transkarbamu 12 (T12) na permeaci kofeinu z oleokrémii s obsahem 60% vodné faze.

Pro krémy s 0%; 0,3%; 0,5%; 0,7% a 1% T12 byly zjistény nasledujici hodnoty
primémych fluxd kofeinu Jr: 7,88 + 1,52 pg.cm?®h?; 9,34 + 1,62 pg.cm?h;
10,89 + 2,03 pg.cm®h™; 11,29 + 3,03 ug.cm?h™a 11,09 2,21 pg.cm?h™,

Kli¢ova slova: transdermdlni aplikace 1éCiv, kozni bariéra, akceleranty transdermalni

permeace, Transkarbam 12.

The transdermal application of active substances and the related topic - skin
barrier permeability were reviewed in theoretical part of this work. Present knowledge
in transdermal permeation enhancers was then summarized shortly, with emphasis on
Transkarbams and their development on the Faculty of Pharmacy of the Charles
University.

The results of the in vitro permeation experiments through full thickness pig ear
skin are presented in the following experimental part. The acceleration effect of various
concentrations of Transkarbam 12 (T12) on caffeine permeation from oleocreams
containing 60% aqueous phase is evaluated.

The following values of mean fluxes of caffeine Jr were found
788 + 1,52 pgem?h® 934 + 1,62 pgem?h™ 10,89 + 2,03 pgem?Zh?;
11,29 + 3,03 ug.cm'z.h'l and 11,09 + 2,21 ug.cm'z.h'1 for creams containing from
creams containing 0%; 0,3%; 0,5%; 0,7% and 1% T12, respectively.

Keywords: transdermal administration of active substances, skin barrier, transdermal

permeation enhancers, Transkarbam 12.
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1 UVOD

Transdermalni aplikace 1éciv ma fadu vyhod, ale zaroven narazi na rizné tézkosti.
Jako ptiklad vyhody oproti peroralnimu podani lze uvést to, ze nedochazi k ¢astecné
metabolizaci 1éCiva v jatrech (po jeho vstfebani z gastrointestinalniho traktu), dale je
zamezeno jeho interakci S potravinami a jinymi 1éCivy, existuje moznost rychlého
ukonceni pusobeni latky... Oproti aplikaci parenterdlni je zase aplikace transdermalni
snaz$i, nejsou kni nutné dals§i pomicky a nemusi byt provadéla zdravotnickym
pracovnikem. Mezi nevyhody patii hlavné fakt, Zze zna¢né mnozstvi 1é¢iv neni schopné
pfes kizi v dostatecné mife proniknout. Klize totiz pomaha chranit organismus vuci
chemickym a mechanickym vliviim, pficemz za bariérovou funkci kiize je zodpovédna
pfedevs§im nejsvrchnéjsi vrstva pokozky — stratum corneum.

Propustnost kozni bariery je vSak mozné fyzikalné nebo chemicky ovlivnit.
Mezi druhy jmenovany zpusob patii vyznamna skupina farmaceutickych pomocnych
latek — akceleranti transdermalni permeace (penetrace), jejichz hlavnim mechanismem
ucinku je interakce s lipidy intercelularniho prostoru stratum corneum.

Problematika akcelarantii transdermalni permeace se feSi na Farmaceutické
fakult¢ UK v Hradci Kralové pfiblizn¢ 20 let. Konkrétné Se ji zabyva tym okolo
doc. PharmDr. Alexandra Hrabalka, CSc. a doc. RNDr. Pavla Dolezala, CSc., pfi¢emz
tento tym je jediny v Ceské republice, ktery ma k dispozici ptivodni sloudeniny. Podle
dosavadnich vysledkt vyzkum v této oblasti se ukazuje jako nadéjna latka, ktera nese
oznaceni TRANSKARBAM 12 (T12).

Piedkladana diplomova prace se zabyva hodnocenim akcelera¢niho Gc¢inku T12,
pfi¢emZ krémy slouzici k tomuto ucelu, jsou prakticky pouzitelné, nikoliv modelové.
Permeacni pokusy byly provadény na koznich §tépech samic Sus scrofa f. domestica.
Jako marker byl pouzit kofein, ktery jako latka stfedni polarity dobife prochazi kizi,

nema tendenci se v ni kumulovat, je dostatecné stabilni a dobfe se stanovuje.



2 CIL PRACE

1. Ziskat experimentalni podklady z permeacnich pokusti.

2. Na zékladé experimentélnich podkladi ovéfit koncentracni zévislost permeac¢niho

ucinku transkarbamu 12 v oleokrému s obsahem 60 % vody.

3. Porovnat vysledky s vysledky k nimz dosla ve své diplomové praci (vedené taktéz
Mgr. Pavlem Berkou) Pavla Dvotakova, ktera se zabyvala stejnou problematikou,

pouze s tim rozdilem, ze pfi praci pouzivala oleokrémem obsahujici 30 % vody

(koncentrace T12 byly totozn¢).



3 TEORETICKA CAST

3.1 Transdermalni aplikace 1é¢iv

V piipadé 1ékt aplikovanych na kGzi musime disledné rozliSovat 1€ky dermdlni
s 1éCivy pasobicimi na kiizi a v kzi a 1€ky transdermalni, které maji vyvolat systémovy
ucinek poté co prekonaji kozni bariéru a proniknou do podkozi ke krevnim kapilaram.
Transdermalni 1éky se cilené sestavuji tak, aby se 1é¢iva po piekonani ktize dostala do
krevniho ob&hu v celém zddaném mnozstvi. Na druhé strané prunik dermalniho 1éku do
krve je nezadouci.t

Transdermdlni podéni lé¢iv ma fadu vyhod, mezi néz patii napf. zamezeni
first-pass efektu pti metabolizaci 1é¢iva v jatrech a gastrointestinalnim traktu, omezeni
jeho vedlejSich cinkd, sniZeni kolisani terapeutickych hladin 1é¢iva v krvi, mozZnost
rychlého ukonceni podani 1é¢iva a v neposledni fadé zvySeni compliance pacienta. Jen
velmi malé mnozstvi 1éCiv je vSak schopné pronikat kiizi v dostatecné mite tak, aby

1é¢ivo dosahlo systémové aktivnich hladin.?

3.2 Anatomie a fyziologie kuiZe

Kize, cutis (fec.derma) tvofi ochranny kryt téla. Ohranicuje télo od vngjsiho
prostiedi a chrani vnitini orgény téla pfed mechanickym, fyzikdlnim a chemickym
poSkozenim. Ochrannou funkci umoziiuje mnohovrstevnd struktura klze, tvofena
bilkovinnymi, tukovym a vodnymi slozkami. Jejich vhodnou kombinaci dermalni tkan
ziskava pevnost. Kize odolava tlaku az 0,176 MPa. Pti tlouSt’ce 1-4 milimetry a ploSe
od 1,5 do 2 m? m4 kize hmotnost od 3,6 do 6 kg. Vlastni epidermis ma hmotnost asi
0,45 kg. Nizka tepelna vodivost kiize umoziuje télu ptizptsobit se i extrémnim zménadm
teploty. Kize svou kyselou reakci kolem pH 5,5 tvofi bariéru proti mikroorganismiim
a brani jejich ristu. Vyjimku vSak tvoii jeji trhliny, Gsti potnich Zlaz a vlasovych
folikulii. Kiize je prostupnd pro vzdusny kyslik a oxid uhli¢ity. Uastni se tak dychani.
Prostfednictvim perifernich cév a potnich zlaz se podili na regulaci tepla organismu.
predstavujici vlastni parenchym kozni, pod ni je corium — Skara, ktera je podptirnou

intersticialni tkani, a nejhloubg&ji je tela subcutanea — podkozni vazivo.'



Hranice mezi $karou a pokozkou jsou nerovné, nebot’ Skéara vybiha vici pokozce

etnymi hrbolky (papillae), do nichZ se zanofuji hmatové t&liska i cévni klicky.?

Epidermis

Dermis

Subcuwtis

Obr. 1: Stavba ktize *

3.2.1 Epidermis — pokozka

Je povrchova vrstva kiize, co do stavby ji tvofi epitel vrstevnaty dlazdicovy,
V povrchovych vrstvach zrohovatély.

Mimo zéakladni bunky — keratinocyty (v rizném stadiu jejich vyvoje) obsahuje
1jiné (tzv. symbiotické) buiiky: melanocyty, Langerhansovy buitky a Merkelovy bunky.

Buiky epidermis vytvareji vrstvy (obr. 2). Stratum germinativum je vrstva
zarode¢na, rozliSuji se v ni dalsi dvé vrstvy: stratum basale (cylindricum) — jedna
vrstva vysSich cylindrickych (kubickych) bun€k pii bazdlni membrang, v niz jediné
probiha bunééné déleni a vznik novych bunék; stratum spinosum — navazuje na
stratum basale, bunky se v ném ve 2-5 vrstvach smérem k povrchu oplostuji. Dal$imi
vrstvami epidermis smérem k povrchu jsou stratum granulosum obsahujici 1-3 vrstvy
bunék, kde se v burikach zacinaji vytvaret zrna keratohyalinu (coz je prekurzor keratinu,
ulozeny ve form¢ submikroskopickych granul mezi tonofilamenty keratinocyttii). Buiky
postupuji k povrchu, diferencuji se a pak podléhaji bunééné smrti, po ztrat¢ jadra se
meéni ve stratum lucidum, coz je tenka vrstva napadnéjsi v tlustsi epidermis na dlani
nebo na chodidle. Bunky této vrstvy obsahuji eleidin (coz je dalsi prekurzor keratinu
obalyjici tonofilamenta). Stratum Ilucidum piechazi ptesnou hranici ve stratum

corneum, tato vrstva je slozena zplné zrohovatélych buné€k, jsou to bezjaderné
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keratinocyty (n¢kdy oznacované jako rohové bunky — korneocyty), v kizi jsou pevné
sestaveny v 15-25 vrstvach (na chodidle az ve 100 vrstvach) a jsou to vlastné odumfielé
bur‘lky.5 Buniky uloZzené nejhloubéji priléhaji na sebe velmi tésné a tvoii kompaktni
vrstvu (stratum corneum conjunctum), zatimco bunky na povrchu jsou ulozeny volné
a lehce se od sebe odlupuji (stratum corneum disjunctum).*

Bazalni vrstva epidermis ma stalou populaci germindlnich bunék. Nové
keratinocyty potifebuji asi 14 dnd, aby se vyvinuly do bunék stratum granulosum

a dalsich 14 dni, aby se dostaly k povrchu stratum corneum a odlouply se.®

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum .\'])ill()SllHI

Stratum basale

Obr. 2: Vrstvy epidermis ’

Keratin, jimz jsou buniky ve stratum corneum vyplnény, je vidknitd bilkovina,
specificky produkt keratinocyti. (V konecéné fazi keratinizace jsou degradovany
bunécné organely a keratinova vladkna se spojuji do svazki, kterd zcela vyplni vnitfek
korneocytu.)

Keratinocyty jsou bunky, jez mimo typickd bunéna organela maji napadny
cytoskelet, ktery tvoii keratinova tonofilamenta, jez jsou prekurzory vlastniho keratinu.
Tahnou se ve svazcich bunkou a jsou upnutd do desmosomii bunééné membrany.
Desmosomy, které piedstavuji mista pevného spojeni se sousednimi bunikami, jsou
prubézné odbouravany a noveé vytvareny (jinak by se bunky v epidermis nemohly
posunovat a postupovat smérem k povrchu). V povrchnéjsi vrstvé stratum spinosum se
vytvafeji ovalna lamelarni granula (Odlandova téliska) — jsou vyplnéna stohy
lipidickych diskt. V pozdni fazi diferenciace keratinocytu (na rozhrani stratum

granulosum a stratum corneum) téliska migruji k vnéjsi casti bunky, kde se jejich
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membrana spoji s plazmatickou membranou a lipidy jsou uvolnény do mezibunééného
prostoru. Zde dojde k metabolizaci prekurzorti lipidi pomoci soucasné uvolnénych
enzymt, jednotlivé disky flzuji a vytvaii soubor lipidovych lamel, zcela vypliujici

mezibun&né prostory — lipidovou matrix (obr. 3).>®

’_,;" deskvamace
. ——
lipidy SC — e

" _'J@ é Stratum
orneocyty B E cormneum
i i et o

lamel&mf o Sl " ol B0 s Stratum
granula e N* ey 'mi L ST * granulosum
keretin——ecBl e RN ool B, spanm
: g spinosum
desmozom—-—* *’ l
' e == Siratum
e basale

Obr. 3: Stavba pokozky ®

Melanocyty jsou kulaté buiky s nepravidelnymi, velmi dlouhymi vybézky,
kterymi pronikaji mezi buiiky stratum basale a stratum spinosum. Jejich konce zasahuji
do invaginaci na povrchu keratinocyti. Melanocyty jsou pfipojeny k bazalni laminé
systtmem hemidesmosomi. Mezi melanocyty a sousednimi keratinocyty nejsou
desmosomy vyvinuty. Funkci melanocytli je syntéza melaninu, pigmentu vznikajiciho
ztyrosinu  oxidovaného tyrosinoxidasou na dihydroxyfenylalanin  (DOPA)
a metabolizované¢ho dale az na melanin. Ten se dostava do granul, kde prodélava
nékolik vyvojovych stadii. Koneénym stadiem je vznik melanosomu. Zralé¢ melanosomy
jsou predavany cytoplasmatickymi vybézky keratinocytim ve stratum basale a stratum
spinosum (cytokrinni sekrece). V cytoplasmé keratinocytii se melaninova granula usadi
vV oblasti nad jadrem, chrani jej tak (pfi déleni bunky) pfed Skodlivym ucinkem
UV zafeni (290-320 nm). Bunky, do nichZ byl melanin umistén, se nazyvaji
melanofory.°

Langerhansovy dendritické buiiky jsou ve stratum spinosum, patii do
monocyto-makrofagového systému. Podili se na prezentaci antigenu T lymfocytim
a jsou to konec¢na diferenciacni stadia vyvoje monocyti. Na svém povrchu nesou

molekuly HLA I. a Il. t¥idy a molekulu CD1.%*
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Merkelovy buriky se vyskytuji v kizi tlust¢ho typu (planta pedis nebo manus).
Tvarové se blizi keratinocytim. Jde pravdépodobné o mechanoreceptory, i kdyz jini
autori se domnivaji, ze patii do skupiny bun¢k neuroendokrinnich.®

K pokoZce patii i Gtvary, které z ni vznikaji — derivaty epidermis — chlupy, nehty
a kozni zlazy. Chlupy, jsou keratinové utvary, které vyrastaji cyklicky
a nepravideln¢ z vchlipenin epidermis, oznaCovanych jako vlasové folikuly. Kozni

zlazy se dé€li na dveé hlavni skupiny — mazové Zlazy a potni 2lézy.5

3.2.1.1 Kozni bariéra

Kozni bariéra (obr. 4) se nachazi v dolni ¢asti stratum corneum. Jedna se
o bikompartmentovy systém, tvoieny korneocyty a extracelularni lipidovou matrix.
Elias pfirovnal podobu stratum corneum k cihlové zdi, kdy korneocyty jsou jako cihly
a lipidové lamely pisobi jako cement nebo malta. Strukturdlni integrita stratum
corneum je udrZzovdna pfitomnosti modifikovanych desmosomt, takzvanych
korneodesmosomi. Korneodesmosomy udrzuji korneocyty pospolu a poskytuji stratum
corneum pevnost a schopnost odoldvat posuvnym silam. Rozsifenim Eliasova modelu
,»cihel a malty” o korneodesmosomy vznikl moderni model struktury stratum corneum,
ve kterém jsou korneodesmosomy piirovnavany k zeleznym ty¢im, jez prochazeji skrze
otvory v cihlach, aby dodaly cihlové zdi pevnost. Stratum corneum ma pramérné

20 vrstev korneocyti. *°

Mastné kyseliny Ceramidy
Cytoplazma \ Voda /

Plazmaticka

membrana

Mezibuné<ny J 3
prostor l E

Keratin

Lipid); /
Voda

Obr. 4: Kozni bariéra *°
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Pro pochopeni bariérové funkce stratum corneum je nezbytné znat detailné jeho
chemické slozeni, nebot’ to urcuje predevsim jeho fyzikalné-chemické vlastnosti, které
jsou pficinou a podstatou jeho chovani. Zaroven nam toto pozndni umozni pokusit se
cilené¢ zasahnout tyto struktury kize s cilem ovlivnit je a bariérovou funkci doc¢asné
pozmgnit.

Stratum corneum je slozeno ze 75-80% proteinil, 5—-15% lipidG a zbytek tvofi
dalsi organické slouceniny a voda, vcetn¢ pfirozenych zvlh¢ujicich faktora
(aminokyseliny, mocovina, laktamy aj.), které udrzuji kuzi mékkou, poddajnou
a vlacnou. Proteiny jsou obsazeny piedev§im v korneocytech (asi 70% a-keratinu
a priblizné 10% B-keratinu), a asi 15% proteint predstavuje jiné peptidické struktury,
vcetné koznich enzymil. Korneocyty jsou vysoce nerozpustné a velmi rezistentni
k pisobeni chemikalii. Keratin je vzhledem Kk vysoké hustoté disulfidovych mistki ve
vod¢ zcela nerozpustny a spolehlivé odolava kyselinam, solim (odolava i vodé Mrtvého
moie, coz je 30% roztok soli) a slabym zasadam.

Intercelularni prostor stratum corneum je vyplnén smési specifickych lipida
s malym mnozstvim vody. Tyto lipidy tvofi lamely, které jsou slozené z nékolika
dvojvrstev a jsou uspotadany tak, ze sméfuji svou hydrofobni ¢asti dovniti a hydrofilni,
tvofenou hydroxylovymi a karbonylovymi skupinami vné, do vodného prostiedi.
Lamely jsou tvofeny pfiblizn€¢ z 50% ceramidy, 25% cholesterolem, 10% volnymi
mastnymi kyselinami. Zbytek tvofi organické estery cholesterolu, cholesterol sulfat
a glukosylceramidy. Zajimavé je, ze v téchto lamelach nejsou pfitomny fosfolipidy.
Ceramidy tvoii nejdulezitéjsi a nejspecifictéjsi ¢ast lipida stratum corneum. Jsou
tvofeny bazickymi nenasycenymy alkoholy sfingosinem, fytosfingosinem nebo
6-hydroxysfingosinem, které jsou, jak z nazvu vyplyvd4, amidickou vazbou piipojeny
k mastné kyselin€ s délkou fetézce nejcastéji 24 uhliky, kterd mize byt nesubstituovana,
popiipadé se mize jednat o a-, ¢i ®-hydroxykyselinu. Z hlediska stavby lamel a jejich
organizace hraji vyznamnou roli ceramidy, ve kterych je sfingosin (nebo jeho derivat)
navazan na o-hydroxykyselinu s 30-34 uhliky, jejiz hydroxyl je esterifikovan kyselinou
linolovou. Tento typ ceramidu tvoii jakousi matrici, okolo které se organizuji ostatni
ceramidy, ve kterych je kyselinova ¢ast tvofena kyselinami s 20-24 uhliky. Z mastnych

kyselin jsou ve stratum corneum piitomny piedevsim kyselina behenova (C,,)

a lignocerova (C,,), v mensi mife pak palmitova, stearova aj.
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Vyznamnou slozkou lipidové matrix je cholesterol, ktery je rovnéz Casto obsazen
v biologickych membranach, ve stratum corneum funguje jako stabilizator lipidickych
struktur. Diky tomuto sloZzeni a uspofadani se ze stratum corneum stava vrstva
mimofiadné odolna vuci chemickym a fyzikalnim vlivim, vrstva, ktera se svou velmi

nizkou propustnosti vymyka jakékoliv jiné biologické membrang. '

3.2.2 Dermis (corium) — §kara

Stiedni vrstvu kiize tvofi silnd, odolna a pruzna Skara. Je bohatd na nervy, cévy
1 mazové a potni zlazy. Stejné jako pokozka je i Skéra nejtlustsi na dlanich a chodidlech.
Tvoii ji pfevazné vlakna kolagenu, vznikajiciho v bunkach zvanych fibroblasty. Jde
0 jeden z nejpevnéjsich proteinti zjisténych v ptirodé, ktery dodava kuzi trvanlivost
a pruznost. Ne&které fibroblasty produkuji také dalsi protein, elastin, ktery je
napinala a poté se mohla rychle vratit do pivodniho stavu a tvaru. Kolagen také tvori
zaklad jizevnaté tkané, ktera se tvofi pfi hojeni pokozky feznymi ranami nebo
odfeninami.

Vrstvy Skary jsou dvé: stratum papillare — povrchova vrstva —  pfiléha
k epidermis, proti které vybiha ve vyvySené papily. Obsahuje kromé siti vlaken i vétsi
mnozstvi vazivovych buné€k a je protkana siti kapilar. Stratum reticulare — hlubsi
vrstva — obsahuje méné bunék a husté svazky kolagennich fibril, méné fibril
elastickych.

V dermis se vyskytuje tfada specidlnich nervovych zakonceni rGznych typt,
napi. Meissnerova téliska (hmatova téliska umoznujici dotykové ¢iti), Krauseho téliska
(smyslova téliska — receptory chladu), Ruffiniho téliska (smyslové téliska — receptory

tepla) a Vater-Paciniho lamelozni tliska (receptory tahu a tlaku). >***4

3.2.3 Tela subcutanea — podkoZni vazivo

Nejhloubéji ulozenou vrstvou kiize je podkozni vazivo, pripojené k dolni ¢asti
Skary. Stejn¢ jako keratinocyty syntetizuji pro pokozku rohovity keratin a fibroblasty
dodéavaji pro Skaru kolagen, syntetizuji specidlni bunky nazyvané lipocyty pro
subkutanni tkan lipidy ¢ili tuky.

Tato vrstva kize pomahd chréanit svalstvo, kostni 1 vnitini orgdny ptfed nérazy

a funguije jako izolace i zdroj energie v dobach nedostatku.*®
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3.3 MoZné cesty priiniku xenobiotik do organismu

I kdyz je kiize, jak jiz bylo vySe zminéno, mimofadné odolnou bariérou, je ziejmé,
ze v ni mizeme najit mista, kterd by pfichdzela v uvahu jako mozné cesty priniku
xenobiotik do organizmu. Jedna se zejména o prinik potni zZldzou, mazovou zldzou,
transfolikularni, intercelularni a transceluldrni. VSechny tyto cesty v sobé skryvaji
urcita uskali.

Da se fict, ze prunik potni Zlazou ptichazi v ivahu pouze pro znaéné hydrofilni
latky, kterych je mezi 1€Civy pouze minimalni mnozstvi. I tak je vSak k zabezpecCeni
absorpce 1éCiva nutné zajistit jeho obrovsky koncentracni spad.

Prinik mazovou Zzlazou je problematicky taktéz, ovSem z opacného divodu.
Vzhledem k tomu, ze zdkladnim pozadavkem na léCiva je urCitd, nepfiliS vysoka
lipofilita (logP 3-4), je ziejmé, Ze takové latky se budou v prostiedi tukové Zlazky
snadno kumulovat. Jejich piestup z lipofilniho prostfedi do organizmu tak bude znacné
problematicky, stejné jako prinik transfolikularni. K témto omezenim je nutné jesté
pricist relativné velmi malou plochu pért i vyvodi mazovych zlazek.

Z téchto divodil v uvahu pfipadaji jako nejpravdépodobnéjsi zbyvajici dve cesty
priniku 1é¢iva do organizmu. Cesta transcelularni (ptes korneocyty) a cesta
intercelularni (ptes lipidové lamely).

Transcelularni prinik 1é¢iv do kize a kizi je obtizny. Miize byt napt. usnadnén
tehdy, jestlize dokazeme zvysit mnozstvi vody obsazené ve stratum corneum. To je
mozné diky tomu, ze korneocyty obsahuji znatné mnozstvi hydrofilnich aminokyselin
obsahujicich funkéni skupiny schopné vodu vézat (napt. -COOH, -NH,, -OH). Tak
dojde k botnani korneocyti, k ,nasavani“ vody do intercelularniho prostoru, tim
k rozvolnéni a sniZeni viskozity lipidl a také k céastecnému poruSeni integrity
lipidovych lamel.

Pon¢kud realizovatelnéjsSim se stal v poslednich asi 20 letech prinik
intercelularni, nebot’ diky poznani molekularni podstaty lipida stratum corneum, bylo
mozné vyvinout latky, které cilené pisobi na tyto struktury — akceleranty transdermalni

permeace (penetrace).**

3.4 Ovlivnéni propustnosti kozni bariéry

Ovlivnit kazi jako barieru ve smyslu zvysit jeji propustnost smérem ,,dovniti* je

v principu mozné jak fyzikalng, tak piisobenim chemickych slouenin.™
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Fyzikalni metody: zlepSeni permeace se muze dosahnout vytvofenim SirSich
hydrofilnich otvor (pérG) pomoci slabého elektrického proudu — elektroporace, nebo
terapeuticky pouzivaného ultrazvuku — sonoporace.

Mezi dalsi fyzikalni metody patii taktéz vyuziti iontoforézy. lontoforéza je
fyzikalni metoda (jednd se o neinvazivni metodu), pfi niz pomoci stejnosmérného
proudu prochazeji neporusenym povrchem kiize ionizované latky. Pouziva se obvykle
proud o napéti 15-30 mA 11518

Nevyhoda téchto zpiisobt transdermalni aplikace je ziejma — vzdy je nutné pouzit
relativng slozité (a tedy financné€ naroc¢né) zatizeni pro aplikaci.

Z tohoto divodu se jevi jako schiidn€j$i ovlivnit kiizi chemicky, t0 znamena
aplikovat na ni léCivo spolecné s latkou, kterd docasné snizi jeji bariérovou funkci.

ey ee

permeace.’!

3.5 Akceleranty transdermalni permeace

Problém Spatného priniku [éCiv pres kUzi je mozné feSit pouzitim
farmaceutickych pomocnych latek — akcelerantti transdermalni permeace. Akceleranty
transdermalni permeace jsou chemicky velmi riznorodou skupinou latek, ktera

TR v s <y ’ c 1 0w s o - L 17
reverzibilné snizuje bariérové vlastnosti klize a umoziuje tak prunik 1éciva.

3.5.1 Pozadavky na akceleranty transdermalni permeace

Ackoliv mnoho chemickych latek bylo hodnoceno jako urychlovace permeace
v lidské ¢i zviteci klizi, dodnes se Zadna nezda byt idedlni.

Nejvice se pozaduji tyto vlastnosti akcelerantti transdermalni permeace: mély by
byt netoxické, nedrazdivé a nealergizujici; mély by pulisobit rychle a trvani Gc¢inku by
mélo byt predvidatelné 1 reprodukovatelné; nemély by vykazovat vlastni
farmakologickou aktivitu uvniti organismu, tj. nemély by se vazat na receptory; jejich
ucinek by mél byt jednosmérny, tzn. umoznit 1é¢iviim vstup do téla a nedovolit Gnik
endogennich latek ztéla; po jejich odstranéni z kiZze musi dojit k rychlé obnové
bariérovych vlastnosti kiize; musi byt kompatibilni s 1é¢ivy, mastovymi zéklady
a ostatnimi slozkami 1ékové formy.18

V neposledni fadé musi byt snadno vyrobitelné a nemély by byt piili§ nakladné.™*
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3.5.2 Mechanismus u¢inku akceleranti transdermalni permeace
Soudi se, Ze mechanismus uCinku akcelerantd spociva v jednom ze tii
nasledujicich efektt, poptipadé v jejich kombinaci:

a) ufinkem akcelerantu dochazi krozruseni organizované struktury lipida
V intercelularnich prostorech kiize, zejména jeji povrchové, rohové vrstvy (stratum
corneum),

b) akcelerant interaguje s intracelularnimi proteiny kize,

c) akcelerant optimalizuje hodnotu rozdélovaciho koeficientu 1é¢iva mezi 1éCivym
ptipravkem a koznimi membranami.

Pisobeni akcelerantli na stratum corneum shrnul Barry jiz vroce 1987 do téchto

zakladnich bodu:

a) vSechny urychlovace transdermalni penetrace desintegruji lipidové vrstvy kuze a tak
zvysuji jejich fluiditu. Méné rigidni struktura ktize je pak pro 1é¢iva propustnéjsi,

b) n€které akceleranty interaguji s intracelularnimi proteiny sStratum corneum,
predev§im s a-keratinem. Nabobtnalymi bufikami potom polarni 1é¢iva prochaze;ji
1épe,

¢) difuzni odpor rohové vrstvy je do zna¢né miry ovlivnén jeji hydrataci. V hydratované
kGzi jsou mezibunécné prostory méné viskozni, voda kompetuje na vazebnych

mistech membran a jejich diftzni odpor klesa.'

3.5.3 Prehled akcelerantii transdermalni permeace

Podle chemické struktury se rozliSuji tyto urychlovace kozni permeace
a penetrace: Alkylsulfoxidy — nejznaméjsi ztéto skupiny je dimethylsulfoxid.
Mechanismus G¢inku spoc¢iva v tom, ze diky své polarité interaguje s hydrofilnimi
skupinami lipid, vytvarfi snimi vodikové vazby, solvatacni obal a rozruSuje
organizovan¢ vrstvy lipidd v interceluldrnim prostoru. Rozsifeni hydrofilni oblasti
v tomto prostoru pak usnadiiuje prinik hlavné hydrofilnim latkdm. V posledni dobé se
od pouzivani dimethylsulfoxidu upousti pro jeho vlastni farmakologické ucinky.

Alkoholy — alkoholy spliuji jednu z podminek, kterym obvykle maji urychlovace
transdermalni permeace vyhovovat. Jsou totiz vybornymi rozpoustédly 1écivych latek.
Utinek ethanolu spoéiva pravdépodobné na delipidizaci kiize. Uplatituji se dale hlavng
alkoholy niz$i, spoctem uhlikii do Sesti, ale i1 alkoholy vys$S§i od dekanolu po

linolcylalkohol. Zatimco hydrofilni alkoholy plisobi pouze mechanismem zvySovani
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rozpustnosti 1é¢ivé latky a naslednym zvySovanim koncentra¢niho spadu, jejich
difuzibilni formy, vyssi lipofilni alkoholy extrahuji lipidy a proteiny ze stratum
corneum.

Dioly a acetaly — tato znama rozpoustédla nemaji vyrazné vlastnosti urychlovacu,
spiSe ucinnéjsi urychlovace v jejich aktivité vhodné dopliuji. Nejpouzivangjsi z této
skupiny jsou propylenglykol, 1,3-butandiol, 2,3-butandiol a 2-methyl-2,4-pentandiol.

Alifatické kyseliny a jejich estery — tuto skupinu latek je tieba povazovat za
urychlovace méné¢ ucinné. Dobie prozkouméno je pusobeni kyseliny olejové,
undecylenové, linolenové a ikosapentaenové. Mechanismus U¢inku esterii nizSich
1 vyssich alifatickych kyselin neni dobfe zndm. Do tvahy ptichazi jako rozpoustédlo
dobie znamy 2-propylmiristat, ktery je urychlovac¢em jen ve spojeni s 2-propanolem.

Derivaty hydroxykyselin — Vexperimentu se dokazaly pozitivni vysledky
s hexadecyllaktatem a dodecyllaktaitem. Urychlovace tohoto typu jsou pouzitelné
V nosnich a vaginalnich lécich.

Amidy kyselin — i kdyz dimethylformamid a dimethylacetamid jsou vynikajici
rozpoustédla, jako akceleranty ztraceji vyznam, protoze jejich Uc¢innost je niz8i nez
dimethylsulfoxidu.

Derivaty mocoviny — mechanismus u¢inku mocoviny se zaklddd na hydrataci
rohové vrstvy pokozky, po delim piisobeni na keratolytickém efektu. Ucinek zvysuje
pfisada propylenglykolu. Akcelera¢ni u¢inek maji derivaty 2-imidazolinonu, konkrétné
1-dodecyl-3-methyl-2-imidazolinon.

Ketony — nizsi alifatické ketony puisobi jako rozpoustédla lipidt. Lipofilngjsi maji
vétsi rozpoustéci schopnost, ale jsou drazdivé. Ze skupiny makrocyklickych ketonti je
nejaktivnéj$im urychlovacem cyklopentadekanon.

Terpeny — patii sem chemicka individua i smési téchto latek — pfirodni silice.
Nejucinngjsi  jsou askaridol a eukalyptol. Pusobi pravdépodobné narusenim
organizovanych lipoidnich struktur a interakci s intercelularnimi proteiny.

Derivaty sacharidi — jako urychlovace absorpce 1é¢iv z vodnych roztoku je
pouzitelny 2-hydroxypropyl-D-cyklodextrin. Tenzidy, estery sacharosy maji jako
urychlovace vyhodu, Ze jsou malo toxické a nedrazdi kiizi. Urcité zkuSenosti jsou
s dodecylesterem.

Aminokyseliny a jejich derivaty — L-aminokyseliny jsou urychlovace permeace
a penetrace mnohych lécivych latek, zejména steroidli. Mechanismus jejich G¢inku

spoc¢iva pravdépodobné v ovlivnéni keratinové slozky ktize. Jejich u€innost je zavisla na
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aktudlni hodnoté pH vehikula, v némz jsou dispergovany. Dulezitymi derivaty jsou
slouceniny odvozené od Q-aminokyselin. Sem lze zatfadit zna¢né mnozstvi struktur
dosud publikovanych akceleranti. Zarovenn je muzeme povazovat za akceleranty
Vv soucasné dob¢ nejstudovanéjsi a také nejucinngj$i. Nejpocetnéjsi je skupina
cyklickych derivati aminokyselin-laktami. Nejvyznamnéj$i se ukazaly e-laktamy
z nichz N-dodecyl-¢-kaprolaktam — AZONE® — 1-dodecyl-2-azepanon, byl patentovany
v USA v roce 1976.

Aminy — jako urychlovate permeace a penectrace se vyuzily cyklické aminy
oznaCované za  ananloga Azonu: 1-dodecylazetidin, 1-dodecylpyrrolidin,

1-dodecylpiperidin. Strukturné zajimavymi urychlova¢i jsou oxidy amini.?

3.6 Vyvoj akcelaranti transdermalni permeace na Faf UK

V Hradci Kralové %

Problematika akcelarantli transdermalni permeace je na FaF UK feSena od roku
1989 a tato fakulta je doposud jedinym pracovistém v CR, na kterém probiha zakladni
vyzkum v této oblasti farmaceutické chemie a farmaceutické technologie. Podle dosud
publikovanych perspektivnich akcelerantd zde byla vytipovana struktura ptvodni
skupiny latek, u které se daly tyto vlastnosti o¢ekavat, pticemz jako pfedloha poslouzil

AZONE® (obr. 5).

rigidn{ sedmi¢lenny laktamovy cyklus
N \/\/\/\/\/\/

Obr. 5: Azone

Nejprve bylo pfistoupeno k nahradé laktamové (amidické) skupinu za isosterni
skupinu esterovou a diky této tUpravé rigidni cyklickou strukturu vychazejici
Z e-kaprolaktamu zaménit za strukturu linearni, ktera bude mnohem flexibilné;si.
Predpokladalo se totiz, Ze tato ndhrada povede k dokonalejsi interakci s interceluldrnimi
lipidy rohové vrstvy epidermis, stratum corneum (SC) — hypotetickym mistem plisobeni
akcelerantli transdermalni permeace. Timto zpisobem vznikla jiz v roce 1989 prvni

série latek — lipofilnich esteri 6-aminohexanové kyseliny (EAK), u kterych byla
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skute¢n¢ zjisténa pozoruhodna akceleracéni aktivita (obr. 6). Latky tohoto typu

ptekonavaly Azon az 40krat.

) flexibiln( sedmiélenny fetézec

L T T T WP

NH;

Obr. 6: Ester EAK

Vzhledem k vysoké aktivité¢ prvnich piipravenych sloucenin bylo piistoupeno
k obménam struktury. Zdmérem bylo pfipravit sérii latek, na zaklad¢ jejichz biologické
aktivity bude mozné stanovit prvni a zékladni vztahy mezi strukturou a G¢inkem.
Tyto zmény bylo mozZno teoreticky provést na né€kolika mistech molekuly, jak je
patrno z obrazku 7.
Zmény znamenaly: 1) Zménit délku spojovaciho fetézce mezi karboxylovou
a aminovou skupinou (n = 4, 5,6).
2) Zménit délku alifatického fetézce v alkoholické ¢asti esteru (m =4 — 14).
3) Zm¢énit tvar alifatického fetézce v alkoholické Casti esteru (Rl = -H nebo C-C,
alkyl).
4) Zjistit vliv substituce na aminoskupiné (R2 a R3 = -H, methyl-, ethyl-, acyl-).
5) zjistit vliv lokalizace aminoskupiny na alkylovém fetézci aminokyseliny (R4 = -H,
methyl-).

0]
T 4
RY— CH—(CH,), —C_
O——CH——{(CH,) —CH,
N
% R1
R? R2

Obr. 7: Zamyslené strukturalni obmeény aktivni molekuly

Za ucelem odpovédét si na otdzku, jak se na akceleraénim ucinku projevi zména
délky fetézce w-aminokyseliny, byly pfipraveny estery kyseliny 7-aminoheptanové

a 8-aminooktanové. Z vysledkli bylo patrné, Ze tato zmeéna struktury pii zachovani
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stejné délky alkylovych fetézc v alkoholové casti esterti (tady alkoholy Cg—Cip)
nepfinesla zvySeni aktivity, ale naopak jeji prudky pokles. Estery 8-aminooktanové
kysliny postradaly aktivitu témef uplné.

Soubézné¢ s touto fazi praci probihalo provétreni vlivu délky alkoholické Casti

molekuly. Byly pfipraveny estery EAK s alkoholy C, az C,. Vysledek byl

neocekavany, protoze kromé vyrazné zvonovité zavislosti délky fetézce na aktivité se
projevil také jasny vliv ,,sudého a lichého* fetézce. Estery s lichym poctem uhlikti mély
napadné nizsi aktivitu, nez estery s poctem uhlikii sudym. Nejvyssi aktivita byla zjisténa
u oktyl-, decyl-a dodecylesteri EAK.

s rozvétvenymi alkoholy. Problém spocival v tom, Ze celou fadu rozvétvenych alkoholt
bylo nutné syntetizovat. Vysledky testd ukdzaly, ze rozvétveni snizuje akceleracni
aktivitu a toto snizeni je prakticky umérné stupni rozvétveni. Soucasné s rozvétvenim
byl sledovan i vliv uspofadani a tvaru alkoholické ¢asti esterti. Nakonec byl vysloven
jednoznacény zaveér — cyklizace vede k plnému vymizeni akceleracni aktivity.

Jako piedposledni varianta obmény struktury, byla vyzkouSena substituce
primarni aminoskupiny, zejména se provéfoval vliv jeji bazicity. Proto byla pfipravena
série acylovanych decyl- a dodecylesteri EAK — tedy nejaktivngjSich sloucenin ze
vSech, které byly do té doby pfipraveny. Vysledek byl opét jednoznacny — acylace (tedy
ztrata bazicity) aminoskupiny vede k vymizeni aktivity. Naopak jeji alkylace vedla
k mimofadnému vzestupu aktivity. O. Farsa v rdmci své dizertace pfipravil fadu
sloucenin, ve kterych byl bazicky dusik soucasti cyklu a také tato zména vedla
k relativné u¢innym urychlova¢im. Aktivita byla ovSem vazana na jednotlivé
slouCeniny a nepodafilo se pfipravit vétsi sérii takto substituovanych slouéenin
s podobnou akcelera¢ni a¢innosti.

Posledni fazi provéfovani prvotnich zavislosti vztaht struktury a G¢inku proved]
A. Kroutil ve své diplomové praci, ve které pfipravil sérii esteri 6-aminoheptanové
kyseliny (viz. obrazek 7 — n = 4, m = 6-10, R, R, R = -H, R' = -CH,). Tyto
slouCeniny téméf Uplné postradaly jakykoliv ndznak urychleni priiniku modelového
1é¢iva pres neporusenou lidskou kiizi.

Prvotni vztahy mezi strukturou a G¢inkem v této skupiné latek bylo mozno na
zakladé provedenych syntéz zformulovat takto: 1) Vzdalenost aminoskupiny od

karbonylu musi byt tvofena pétiuhlikatym fetézcem. 2) Esterovou ¢ast musi tvofit alkyl

22



se sudym poctem uhlikit o délce C, az C12, 3) Aminoskupiny musi byt bazicka
a terminalni.

Prelom ve vyzkumu akcelerantli tohoto typu pfineslo zjisténi, ze aktivni
slouceniny neexistuji ve form¢ aminoesterd, ale ve form¢ soli karbamovych kyselin.

PocitaCovym modelovanim byl ziskan pravdépodobny tvar molekuly, kterad
dostala nazev Transkarbam 12. Podrobnym studiem fyzikalnich a spektralnich
vlastnosti tohoto akcelerantu byla jeho zna¢né neobvykla struktura potvrzena a zaroven
byla zjisténa dalsi mista v molekule, ktera je mozné strukturné obménit. Transkarbamy
se surcitosti vyplati 1 nadale podrobné studovat, nebot’ disponuji velmi vyhodnymi

vlastnostmi.

3.6.1 Transkarbamy

Scilem ziskat flexibilni obménu molekuly Azonu a ziroven pfipravit
biodegradabilni akcelerant byly pfipraveny na Faf UK estery 6-aminohexanové
kyseliny, jejichz stabilizaci oxidem uhli¢itym vznikly symetrické soli karbamovych
kyselin, nazvané Transkarbamy.

Modelovou hydrolyzou za pouziti praseci esterazy bylo zjisténo, Zze Transkarbam
se snadno metabolizuje na kys. g-aminokapronovou a laurylalkohol, coz jsou latky se
znamou toxicitou a b&Zn& pouzivané v medicing, resp. v kosmetice.™*

Transkarbam 12 — 5-(dodecyloxykarbonyl)pentylammonium-(dodecyloxykarbonyl)

pentylkarbamat, T12 — je velmi u¢inny urychlovag transdermélni penetrace (obr. 8).%

~ /\/\/\/\/\/\
- @)

P = N P P g
O

Obr.8: Transkarbam 12 %
Bylo jednoznac¢né prokazano, Ze transkarbamy interaguji s lipidickymi slozkami

stratum corneum, nebot’ jejich strukturalni podobnost s ceramidy, které jsou vyznamnou

slozkou t&chto lipiddi jim to umoziuje.*
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3.6.2 Pseudoceramidy

V soucasné dobé na Farmaceutické fakulté UK v Hradci Kralové skupina kolem
doc. PharmDr. Alexandra Hrabalka, CSc. a doc. RNDr. Pavla Dolezala, CSc., pracuje
nejen na vyvoji sloucenin s vlastnostmi urychlovact, ale téz na vyvoji latek
s vlastnostmi opacnymi, jejichz ulohou je omezit prinik nezaddoucich latek do ktize.
Samostatnou kapitolu ve vyzkumu pak piedstavuji tzv. pseudoceramidy — jednoduché
(jak strukturné, tak synteticky) analogy pfirozenych ceramidi. Tyto latky by mohly
nalézt uplatnéni pii 1é€bé ¢i mirnéni priznakll rtiznych koznich chorob spojenych
s nedostatkem fyziologickych ceramidi, nebot’ jak bylo experimentalné prokazano, jsou

schopny chybéjici ceramidy v kiizi doplnit a regenerovat jeji bariérovou funkei.?
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Suroviny a material

SUROVINY VYROBCE (¢i DODAVATEL)
Abil WE 09 Goldschmidt, Darmstadt, Némecko
Acetonitril pro HPLC AlliedSignal, Seelze, Némecko
Azid sodny p.a. Fluka, Buchs, Svycarsko
Diazolidinylurea (95%) Sigma-Aldrich, Praha, CR
Ethylhexylkarbonat Goldschmid, Darmstadt, Némecko
Chlorid sodny CL 2005 Lachema, Brno, CR
[zopropylmyristat Sigma-Aldrich, Praha, CR
Kofein CL 2005 Kulich, Hradec Kralové, CR
Kyselina chlorovodikova 35%, p.a. Penta Ing. Petr Svec, Praha, CR
Kyseliny mravenci p.a. Kulich, Hradec Kralové, CR
Methanol pro HPLC AlliedSignal, Seelze, Némecko
Stearan hlinity CL 2005 Kulich, Hradec Kralové, CR
Transkarbam 12 FaF UK, Hradec Krélové, CR
Trometamol (TRIS) Sigma-Aldrich, Praha, CR
Vazelina bila Kulich, Hradec Kralové, CR
Voda &isténa FaF UK, Hradec Krélové, CR
Voda pro HPLC FaF UK, Hradec Kralové, CR

Vyse uvedené komercné dostupné latky odpovidaly deklarované jakosti podle
danych norem  vyrobcti, resp. dodavateli. Abil WE 09 je smési
polyglyceryl-4-isostearatu, CetylPEG/ PPG-10/1 dimethiconu a hexyl-lauratu.
Transkarbam 12 byl syntetizovan na Farmaceutické fakult¢ UK v Hradci Kralové
doc. PharmDr. Alexandrem Hrabalkem, CSc.
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4.2 Pristroje

PRISTROJE VYROBCE
Analytické vahy Sartorius, Gottingen, Némecko

Digitalni pH-metr GRYF 209L

Elektroncké piistroje, Havli¢kav Brod, CR

Elektronicka michacka

Variomag Labortechnik, Miinchen,

Némecko

Franzovy cely

FaF UK, Hradec Kralové, CR

HPLC sestava Agilent Technologies
1200 Series

Agilent Technologies, Palo Alto, USA

Kombinovana lednice s maraznic¢kou

Liebherr, Ochsenhausen, Némecko

Magnetick4d michacka MM 2A

Laboratorni pfistroje, Praha, CR

Predvazky Kern 440-33

Kern & Sohn, Balingen, Némecko

Predvazky Kern 440-53N

Kern & Sohn, Balingen, Némecko

Ultratermostat Haake L

Haake, Berlin, Némecko

Ultrazvukova lazen

Tesla, Vrable, CR

Sestava pro HPLC od Agilent Technologies 1200 Series se skladala z isokratické
pumpy G1390A, degaseru G1379B, autosampleru G1329A, termostatu G1316A
a UV/VIS detektoru G1314B.

4.3 Biologicky matrial

Pro permeacni pokusy byly jak model podobny lidské kizi pouZity Stépy
prase¢ich kazi. Tento matrial byl vyhradné ziskavan ze samic prasete domaciho
Sus scrofa f. domestica. Kiize byla preparovana pouze z vnéjsi strany usnich boltct.
Boltce potetované, zarudlé ¢i jinak poskozené byly vyfazeny. Boltce kancli se
nepouzivaji, protoze diky hormonu testosteronu je pozménén metabolismus i celkova
struktura kize.

Postup spociva v o€isténi povrchu celého boltce a zbaveni Stétin. Poté byla

pomoci skalpelu kiize z vnéjsi strany boltce stazena, pficemz nesmélo dojit k jejimu
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profiznuti. Nasledn¢ byly stazené klze né€kolikanasobné omyty ve fyziologickém
roztoku, ¢imz doslo Kk dokonalému odkrveni bez jakékoliv zmény struktury celé
pokozky. Takto ptfipraveny material byl pouzit pro dalsi piipravu Stépt kize.

Jedna se o ptipravu stépu, ktery je plnohodnotnou kiizi v celé jeji tloust’ce. Sklada
se jak z vrchni ¢asti (stratum corneum), pokozky i podkozi. Postup spociva v konzervaci
(zastaveni vSech enzymatickych procesil), zbaveni prebytecné vody, oznaceni, zataveni
do polyethylenové folie a uchovavani pii teplotach nizsich nez -20 °C v mraznicce.
Roztok ke konzervaci byl piipraven rozpusSténim azidu sodného (NaN3) ve

fyziologickém roztoku.

4.4 SloZeni a priprava krémi

K ovéfeni koncentra¢ni zavislosti G¢inku transkarbamu 12 byly pfipraveny
oleokrémy s60 % vody. Jednotlivé krémy se liSily koncentraci transkarbamu 12
(v procentech k celkové hmotnosti finalniho krému). Konkrétné se jedna o tyto
koncentrace T12: 0; 0,3; 0,5; 0,7; 1 %.

SloZeni oleokrémi s obsahem 60 % vody (rozpis na 100 g):

zaklad zaklad zaklad zaklad zaklad
SUROVINY
bez T12 50,3% 50,5% 50,7 % s1%
T12 T12 T12 T12
Aluminium stearicum 5,0 5,0 5,0 5,0 50
Abil WE 09 50 5,0 5,0 5,0 50
Isopropylum
p- p-y 11,0 11,0 11,0 11,0 11,0
myristicum
Ethylhexylcarbonatum 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Vaselinum album 16,0 15,7 15,5 15,3 16,0
T12 0 0,3 0,5 0,7 1,0
Coffeinum 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
TRIS pufr pH 7,1 ad 100 ad 100 ad 100 ad 100 ad 100
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Priprava oleokrému s 60 % vodné faze
A. Vodna faze
1. Piiprava tromethamolového (TRIS) pufru pH 7,1 (s 0,6 % diazolidinylurey)

2. Dispergace piislusného mnozstvi kofeinu v TRIS pufru za laboratorni teploty,

event.do 35 °C (dostate¢né; max. 45 °C)

B. Lipofilni faze

1. Dikladné rozetfeni stearanu hlinitého v isopropylmyristatu

2. Vpraveni vazeliny a ethylhexylkarbonatu a temperance na 45 °C
3. Vpraveni T12

4. Vpraveni Abilu WE 09 a promiseni vSech soucasti
C. Preemulgace za obycejné teploty
Postupné ptidavani hydrofilni faze (A) k lipofilni fazi (B) za stdlého michani v tfence

S térkou

D. Homogenizace

Zaverecné promichani krému pomoci ru¢niho ponorného mixéru

SloZeni TRIS pufru pH 7.1 s konservaéni prisadou

Trometamolum 24,0
Diazolidinylurea 6,0
Acidum hydrochloricum g.s.

Aqua purificata ad 1000,0

Priprava pufru:

1. Rozpusténi trometamolu asi v 900 ml vody

2. Zm¢éteni pH za stalého michani (pH asi 12,3)

3. Ptidani diazolidinylurey (konc. 0,6% hmot.; hodnota pH klesne)
4. Uprava pH na 7,1 pomoci koncentrované HCI

5. Doplnéni pufru (pH 7,1) na konecny objem 1000,0 ml (v odmérné baiice)
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4.5 Permeacni pokusy

Permeacni pokusy byly provadény za pouziti modifikovanych Franzovych cel, jez
byly umistény do termostatované vodni lazné temperované na 32 °C. Tyto cely byly
naplnény akceptorovym médiem (izotonizovanym TRIS pufrem pH 7,1 o teploté 32 °C)
a jednotlivé vzorky kuze byly fixovany mezi dvémi destickami z plexiskla. NanaSeni
vzorku (donoru) bylo provadéno hmotnostné pomoci analytickych vah. NanaSenim
donoru se rozumi umisténi 1,4 g krému do piesné¢ vymezeného prostoru o zndmé plose
(2 cm?). Objem akceptorové faze &inil piiblizng 18,0 ml.

Vzorky akceptorové faze byly v mnozstvi 0,6 ml odebirany v piedem stanovenych
Casovych intervalech, tzn. za 10; 14; 18; 24; 34; 40; 48 hodin (od ,,startovaciho ¢asu®).
Odebrané mnozstvi akceptorové faze bylo vzdy doplnéno novym akceptorovym
mediem tak, aby byl objem v celach doplnén na ptivodni. Pti kone¢nych vypoétech bylo
doplnéni akceptorové faze zohlednéno pii vypoctu korigovanych kone¢nych

koncentraci kofeinu.

4.6 Podminky HPLC stanoveni kofeinu

Mnozstvi kofeinu v odebranych vzorcich bylo stanoveno pomoci HPLC. Mobilni
faze o sloZeni voda:methanol 75:25 okyselena 0,2% kyseliny mravenc¢i byla pumpovana
rychlosti 1 ml/min pfes kolonu Agilent Eclipse XDB-C18 (velikost ¢astic 5 um, délka
150 mm, vnitini primér 4,6 mm, S/N USKH025859). Objem vzorku davkovaného
autosamplerem na kolonu ¢inil 20 pl, detekce byla provadéna UV spektrofotometricky

pti vinové délce 272 nm, retenéni ¢as se pohyboval na urovni 4,9 min.

4.7 Priprava kalibracnich roztoki

Zakladni roztok byl pfipraven rozpusténim 30 mg kofeinu ve 100 ml akceptorové
faze v odmérné bance. Jeho fedénim akceptorovou fazi na analytickych vahach byly
pfipraveny dalsi kalibra¢ni roztoky o koncentracich 15; 7,5; 3,75; 1,875; 0,9375
a 0,46875 mg/100ml.

Ptesnd koncentrace kazdého kalibra¢niho roztoki byla stanovena pomoci HPLC
a to nejmén¢ tiikrat v pribehu jedné sekvence autosampleru. Z takto ziskanych dat byla
pomoci linearni regrese v softwaru Agilent ChemStation sestrojena kalibracni kiivka

(viz. graf 3 v &asti VYSLEDKY A DISKUZE).
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4.8 Vysledky méreni

Vsechny potiebné tdaje z permeacnich pokusi jsou zaneseny Vv protokolech
v ¢asti 5 — DOKUMENTACE.

Vysledky permeacnich pokusi vyjadiené formou fluxu (J) kofeinu jsou
prezentovany Vv &asti 6 — VYSLEDKY A DISKUZE.
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5 DOKUMENTACE

Protokol 1
A [mi] | Vo= 187 |
t [h]
Cuk [mg/100mI] |[KGZe:  11.1.2008 |
AVyop [mi]
Ck [Mg/100mi] |Donor:  0,0% |
Qt [ng]l veV,
Q: [ng]l Ve Vo/ lcm? I Méreni: P1 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 1,454 0,6 1,454 271,9 135,9
14 2,238 0,6 2,284 4272 213,6
18 3,070 0,6 3,144 587,8 293,9
24 4,255 0,6 4,356 814,5 407,3
34 6,086 0,6 6,226 1164,2 | 582,1
40 6,632 0,6 6,832 1277,6 | 638,8
48 7,230 0,6 7,449 1393,0 | 696,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 135,9 140,5 Pocet bodu n=>5
14 213,6 2149 Flux J= 18,60753
18 293,9 289,4 Abs. ¢len q= -45,5835
24 407,3 401,0 Korelaéni koef. r= 0,999561
34 582,1 587,1

700 T
600 +
—500 1
S 400 |
>
=300 1
O o200 +
100 +

0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 2

Vo [mi] | Vo= 161 |
t [h]
Ck [mg/100mi] |Koze:  11.1.2008 |
AVop [mi]
C [mg/100ml] |Donor:  0,0% |
Qt [ug]l veV,
Q: [ng] Ve V,/1lcm? |Méfen|’: P1 |
t Cnk AVdop Cx Qt Qt
10 1,179 0,6 1,179 189,8 94,9
14 1,888 0,6 1,932 311,0 155,5
18 2,634 0,6 2,706 435,6 217,8
24 3,791 0,6 3,892 626,6 313,3
34 5,550 0,6 5,695 917,0 458,5
40 6,484 0,6 6,696 1078,1 539,1
48 7,675 0,6 7,925 12759 638,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 94,9 94,9 Pocet bodu n=7
14 155,5 155,5 Flux J= 14,43785
18 217,8 217,8 Abs. Clen q= -42,4756
24 313,3 313,3 Korelaéni koef. r= 0,99915
34 458,5 458,5
40 539,1 539,1
48 638,0 638,0
700 T
600 +
—500 +
§ 400 +
>
=300 +
G200 +
100 +
0 I I I I I I I I
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 3

Vo [m] | Vo= 164 \
t [h]
C [mg/200m] |[Kaze:  11.1.2008 |
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] | Donor:  0,0% ‘
Qt [ug]l veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? | Méreni: P1 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 3,069 0,6 3,069 503,3 251,7
14 4,444 0,6 4,557 747,3 373,6
18 5,609 0,6 5,776 947,3 473,6
24 7,400 0,6 7,612 1248,3 624,2
34 9,727 0,6 10,005 | 1640,9 820,4
40 10,832 0,6 11,198 | 1836,5 918,2
48 12,506 0,6 12,916 | 2118,2 | 1059,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 251,7 292,5 Pocet bodu n= 7
14 373,6 376,3 Flux J= 20,96045
18 473,6 460,2 Abs. ¢len q= 82,90222
24 624,2 586,0 Korelaéni koef. r= 0,995468
34 820,4 795,6
40 918,2 921,3
48 1059,1 | 1089,0
1200 —+
1000 —+
T 800 +
[&]
S 600 T
G 400 +
200 + ®
0 I I I I I I I I
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 4

Vo [mi] | Vo= 186 |
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  11.1.2008]
AVop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 1,0% |
Qt [ug]l veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P1 I
t an AVdop Ck Qt Qt
10 2,990 0,6 2,990 556,1 278,1
14 4,405 0,6 4,501 837,3 418,6
18 5,738 0,6 5,883 1094,2 547,1
24 7,534 0,6 7,723 1 436,6 718,3
34 9,606 0,6 9,855 1833,0 916,5
40 10,585 0,6 10,903 | 2028,0 | 1014,0
48 11,598 0,6 11,950 | 2222,7 | 11114
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 278,1 286,8 Pocet bodu n= 4
14 418,6 412,2 Flux J= 31,34466
18 547,1 537,5 Abs. ¢len = -26,6618
24 718,3 725,6 Korelaéni koef. r= 0,998749
800 +
700 +
__ 600 +
‘= 500 +
(]
S 400 +
e 300 +
200 +
100 +
0 I I I I I I I I
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 5

Vo [mi] | Vo= 186
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  11.1.2008]
AVop [mi]
Ck [mg/100mi] ‘Donor: 1,0%
Qt [ug]l veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P1
t an AVdop Ck Qt Qt
10 1,772 0,6 1,772 329,6 164,8
14 2,794 0,6 2,851 530,2 265,1
18 3,806 0,6 3,898 725,1 362,5
24 5,289 0,6 5,415 1007,1 503,6
34 6,707 0,6 6,882 1280,0 640,0
40 7,391 0,6 7,613 1416,0 708,0
48 8,440 0,6 8,685 16155 807,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 164,8 166,9 Pocet bodu n= 4
14 265,1 263,6 Flux J= 24,17187
18 362,5 360,3 Abs. ¢len = -74,8233
24 503,6 505,3 Korelaéni koef. r= 0,999881
600 T
500 +
T 400 +
(]
300 T
G200 +
100 +
0 I l l l I I I I
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 6

A [m] | Vo= 188 |
t [h]
Cuk [mg/100ml] |KiZe:  11.1.2008 |
AVyop [ml]
Ck [mg/100mi] |Donor:  1,0% |
Qt [ug]l veV,
Q: [ng] ve Vo/1lcm? |Méfen|': P1 |
t an AVdor: Ck Qt Qt
10 1,005 0,6 1,005 188,9 94,5
14 1,629 0,6 1,661 312,2 156,1
18 2,284 0,6 2,337 439,4 219,7
24 3,295 0,6 3,370 633,5 316,8
34 4,621 0,6 4,729 889,0 4445
40 5,276 0,6 5,427 1020,3 | 510,1
48 6,323 0,6 6,497 12214 | 610,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 94,5 99,4 Pocet bodu n=>5
14 156,1 158,2 Flux J = 14,68696
18 219,7 216,9 Abs. ¢len q= -47,4313
24 316,8 305,1 Korelaéni koef. r= 0,998496
34 4445 451,9
500 +
450 +
400 +
— 350 +
£ 300 +
250 T
=200 +
Q150 +
100 +
50 +
0 I I I I I I I I
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 7

Vo [mi] | Vo= 188 |
t [h]
Cuk [mg/100ml] |KiZe:  11.1.2008 |
AVyop [mi]
Cv [Mg/100mI] [Donor:  0,5% |
Q [ng] veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? | Mé&Feni: P1 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 1,104 0,6 1,104 207,6 103,8
14 1,790 0,6 1,825 343,1 1715
18 2,519 0,6 2,578 484,6 242,3
24 3,555 0,6 3,637 683,8 341,9
34 4,968 0,6 5,084 955,7 477,9
40 5,535 0,6 5,697 1071,0 535,5
48 6,492 0,6 6,674 1254,6 627,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 103,8 111,1 Pocet bodu n=>5
14 171,5 173,6 Flux J= 15,641
18 242,3 236,2 Abs. ¢len q= -45,3395
24 341,9 330,0 Korelaéni koef. r= 0,998216
34 477,9 486,5
600
500
T 400
(8]
5 300
G 200
100
0 f f f f f f !
6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 8

Vo [mi] | Vo= 16,7 |
t [h]
Cr [mg/100mi] |Kaze:  11.1.2008 |
AVgop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,5% ‘
Qt [wal veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P1 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 1,260 0,6 1,260 210,4 105,2
14 1,997 0,6 2,042 341,0 170,5
18 2,697 0,6 2,771 462,7 231,3
24 3,806 0,6 3,905 652,2 326,1
34 5,218 0,6 5,358 894,8 447 .4
40 5,963 0,6 6,156 1028,0 514,0
48 7,009 0,6 7,230 12075 603,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 105,2 113,2 Pocet bodu n=>5
14 170,5 170,4 Flux J = 14,29028
18 231,3 227,5 Abs. ¢len = -29,6897
24 326,1 313,3 Korelacni koef. r= 0,997782
34 447 .4 456,2
500 +
450 +
400 +
— 350 +
g 300 +
250 T
=200 +
G150 +
100 +
50 +
0 I I I I I I |
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 9

Vo [mi] | Vo= 170 |
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  11.1.2008]
AVop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,5% |
Qt [wal veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P1 I
t an AVdop Ck Qt Qt
10 1,684 0,6 1,684 286,3 143,1
14 2,540 0,6 2,599 441,9 220,9
18 3,342 0,6 3,433 583,7 291,8
24 4,496 0,6 4,617 785,0 392,5
34 6,092 0,6 6,255 1063,3 531,6
40 7,038 0,6 7,258 12339 617,0
48 8,069 0,6 8,325 1415,2 707,6
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 143,1 158,2 Pocet bodu n= 6
14 220,9 220,6 Flux J= 15,59556
18 291,8 283,0 Abs. ¢len g= 2,262813
24 392,5 376,6 Korelaéni koef. r= 0,998074
34 531,6 532,5
40 617,0 626,1
700 T
600 +
—500 T
§ 400 +
>
=300 +
C 200 +
100 +
0 I I I I I I I |
0 6 12 18 24 30 36 42 48
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Protokol 10

Vo [mi] | Vo= 187 |
t (h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  11.1.2008]
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,5% |
Qt [ug]l veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P1 I
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,548 0,6 0,548 102,5 51,3
14 1,041 0,6 1,059 198,0 99,0
18 1,569 0,6 1,603 299,7 149,8
24 2,422 0,6 2,474 462,6 231,3
34 3,674 0,6 3,754 702,0 351,0
40 4,337 0,6 4,457 833,5 416,8
48 5,248 0,6 5,391 1008,1 504,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 51,3 54,8 Pocet bodu n= 7
14 99,0 102,9 Flux J= 12,02905
18 149,8 151,1 Abs. ¢len = -65,4732
24 231,3 223,2 Korelaéni koef. r= 0,99939
34 351,0 343,5
40 416,8 415,7
48 504,1 511,9
600 —
500 +
T 400 +
[&]
300 T
G 200 +
100 +
0 f f f f f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 11

Vo [mi] | Vo= 187 |
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  11.1.2008 |
AVop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘Donor: 0,3% |
Qt [wal veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P1 I
t Crx AVgop Cx Q: Q
10 1,541 0,6 1,541 288,2 144,1
14 2,296 0,6 2,346 438,6 219,3
18 3,061 0,6 3,137 586,6 293,3
24 4,141 0,6 4,242 793,2 396,6
34 5,669 0,6 5805 | 1085,6 |542,8
40 6,546 0,6 6,732 | 1258,9 |629,5
48 7,584 0,6 7,800 | 14585 |729,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 144,1 156,7 Pocet bodu n= 6
14 219,3 220,9 Flux J= 16,06931
18 293,3 285,2 Abs. ¢len = -4,0331
24 396,6 381,6 Korelaéni koef. r= 0,998488
34 542,8 542,3
40 629,5 638,7
700 T
600 +
—500 T
§ 400 +
>
=300 +
C 200 +
100 +
0 f f f f f f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48
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Protokol 12

Vo [mi] | Vo= 184 |
t [h]
Co [mg/L00m] |Kaze:  11.1.2008 |
AVop [ml]
Cy [mg/100mI] ‘ Donor: 0,3% ‘
Qt [wal veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P1 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,906 0,6 0,906 166,8 83,4
14 1,458 0,6 1,487 273,6 136,8
18 1,978 0,6 2,027 372,9 186,5
24 2,830 0,6 2,896 532,8 266,4
34 3,984 0,6 4,079 750,4 375,2
40 4,657 0,6 4,790 881,4 440,7
48 5,433 0,6 5,589 1028,4 514,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 83,4 89,8 Pocet bodu n= 6
14 136,8 137,3 Flux J= 11,88039
18 186,5 184,8 Abs. ¢len = -29,0414
24 266,4 256,1 Korelacni koef. r= 0,999071
34 375,2 374,9
40 440,7 446,2
500 +
450 +
400 +
— 350 +
£ 300 +
250 T
=200 +
G150 +
100 +
50 +
0 f f f f f f f !
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 13

Vo [mi] | Vo= 16,2 |
t (h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  11.1.2008]
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,3% ‘
Qt [ug]l veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P1 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 1,122 0,6 1,122 181,8 90,9
14 1,728 0,6 1,769 286,6 143,3
18 2,324 0,6 2,389 387,1 193,5
24 3,232 0,6 3,321 538,0 269,0
34 4,467 0,6 4,590 743,6 371,8
40 5,185 0,6 5,355 867,6 433,8
48 6,109 0,6 6,307 1021,8 510,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 90,9 101,8 Pocet bodu n=7
14 143,3 145,9 Flux J= 11,02143
18 193,5 190,0 Abs. ¢len = -8,40207
24 269,0 256,1 Korelaéni koef. r= 0,998536
34 371,8 366,3
40 433,8 432,5
48 510,9 520,6
600 —
500 +
T 400 +
[&]
300 T
G200 +
100 +
0 f f f f f f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 14

Vo [mi] | Vo= 16,3 |
t [h]
o [mg/100mi] |Kaze:  11.1.2008 |
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,3% ‘
Qt [ng]l veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? |MéFen|': P1 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,558 0,6 0,558 91,0 45,5
14 0,988 0,6 1,009 164,4 82,2
18 1,454 0,6 1,491 243,0 121,5
24 2,137 0,6 2,192 357,3 178,6
34 3,144 0,6 3,225 525,6 262,8
40 3,796 0,6 3,915 638,1 319,0
48 4,662 0,6 4,806 783,5 391,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 45,5 47,4 Pocet bodu n= 7
14 82,2 83,6 Flux J= 9,066704
18 121,5 119,9 Abs. ¢len = -43,3044
24 178,6 174,3 Korela¢ni koef. r= 0,999841
34 262,8 265,0
40 319,0 319,4
48 391,7 391,9
450 T+
400 +
350 +
57300 +
E 250 +
2200 +
G 150 +
100 —+
50 +
0 f f f f f f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 15

|

|

Vo [mi] | Vo= 168
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVop [mi]
Ck [mg/100mi] ‘Donor: 0,0%
Qt [ug]l veV,
Q: [ug] ve Vo/ lcm? |MéFen|': P2
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,411 0,6 0,411 69,0 34,5
14 0,665 0,6 0,680 114,2 57,1
18 0,945 0,6 0,969 162,8 81,4
24 1,324 0,6 1,359 228,3 114,1
34 2,207 0,6 2,256 378,9 189,5
40 2,527 0,6 2,607 438,1 219,0
48 3,170 0,6 3,263 548,2 274,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 34,5 31,5 Pocet bodu n=7
14 57,1 56,9 Flux J= 6,351073
18 81,4 82,3 Abs. &len = -32,0384
24 114,1 120,4 Korelaéni koef. r=0,999069
34 189,5 183,9
40 219,0 222,0
48 274,1 272,8
300 T
250 +
T 200 +
[&]
150 T
G 100 +
50 +
0 f f f f f f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 16

|

|

Vo [mi] | Vo= 176
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVop [mi]
Ck [mg/100mi] ‘Donor: 0,0%
Qt [ug]l veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P2
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,338 0,6 0,338 59,5 29,8
14 0,563 0,6 0,575 101,2 50,6
18 0,820 0,6 0,840 147,8 73,9
24 1,235 0,6 1,264 222,5 111,2
34 2,019 0,6 2,063 363,0 1815
40 2,439 0,6 2,509 441,6 220,8
48 3,033 0,6 3,119 548,9 274,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 29,8 29,8 Pocet bodu n=7
14 50,6 50,6 Flux J= 6,52601
18 73,9 73,9 Abs. ¢len = -40,6625
24 111,2 111,2 Korelaéni koef. r= 0,999407
34 181,5 181,5
40 220,8 220,8
48 2744 | 2744
300 T
250 +
T 200 +
[&]
150 T
G 100 +
50 +
0 I I I I I I I I
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 17

Vo [mi] | Vo= 164 |
t [h]
Co [mg/L00m] |Kaze:  13.3.2008 |
AVgop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,0% |
Qt [wal veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P2 I
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,289 0,6 0,289 47,5 23,7
14 0,478 0,6 0,488 80,1 40,0
18 0,690 0,6 0,707 116,0 58,0
24 1,065 0,6 1,091 178,9 89,5
34 1,743 0,6 1,783 292,5 146,2
40 2,087 0,6 2,152 352,9 176,5
48 2,607 0,6 2,685 440,4 220,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 23,7 19,2 Pocet bodu n=7
14 40,0 40,2 Flux J= 5,249629
18 58,0 61,2 Abs. ¢len = -33,2544
24 89,5 92,7 Korelacni koef. r= 0,99933
34 146,2 145,2
40 176,5 176,7
48 220,2 218,7
250 T
200 +
g 150 +
E=)
=100 +
]
50 +
0 I I I I I I I
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 18

Vo [mi] | Vo= 166 |
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 1,0% ‘
Qt [mg] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? |MéFen|': P2 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,837 0,6 0,837 139,0 69,5
14 1,276 0,6 1,306 216,8 108,4
18 1,748 0,6 1,795 298,0 149,0
24 2,512 0,6 2,577 427,7 213,9
34 3,614 0,6 3,707 615,4 307,7
40 4,209 0,6 4,343 721,0 360,5
48 4,822 0,6 4,979 826,4 413,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 69,5 71,1 Pocet bodu n= 6
14 108,4 110,2 Flux J= 9,776834
18 149,0 149,3 Abs. ¢len = -26,6389
24 213,9 208,0 Korela¢ni koef. r= 0,999544
34 307,7 305,8
40 360,5 364,4
400 +
350 +
__ 300 +
‘£ 250 +
[&]
200 T
6150 -
100 —+
50 +
0 I I I I I I I I
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 19

Vo [mi] | Vo= 17,2 |
t [h]
o [mg/100mi] |Kaze:  13.3.2008 |
AVop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 1,0% |
Qt [ug]l veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P2 I
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,960 0,6 0,960 165,2 82,6
14 1,486 0,6 1,519 261,3 130,7
18 2,026 0,6 2,079 357,6 178,8
24 2,842 0,6 2,915 501,3 250,7
34 4,134 0,6 4,235 728,5 364,2
40 4,710 0,6 4,857 835,5 417,7
48 5,434 0,6 5,603 963,8 481,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 82,6 86,9 Pocet bodu n= 6
14 130,7 132,0 Flux J= 11,29396
18 178,8 177,2 Abs. ¢len = -26,0801
24 250,7 245,0 Korelaéni koef. r= 0,999097
34 364,2 357,9
40 417,7 425,7
450 +
400 +
350 +
587300 +
£ 250 +
2200 +
G150 +
100 T
50 +
0 I I I I I I I I
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 20

|

Vo [mi] | Vo= 184
t [h]
Cuk [mg/100ml] |KiZe:  13.3.2008 |
AVyop [mi]
Cy [mg/100ml] |Donor:  1,0%
Qt (gl veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? | Mé&Feni: P2
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,461 0,6 0,461 84,8 42,4
14 0,835 0,6 0,850 156,3 78,2
18 1,214 0,6 1,242 228,6 114,3
24 1,827 0,6 1,867 343,6 171,8
34 2,873 0,6 2,934 539,8 269,9
40 3,374 0,6 3,470 638,5 319,2
48 4,161 0,6 4,274 786,4 393,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 42 4 41,8 Pocet bodu n=7
14 78,2 79,0 Flux J= 9,291946
18 114,3 116,1 Abs. &len q= -51,1283
24 171,8 171,9 Korela¢ni koef. r= 0,999832
34 269,9 264,8
40 319,2 320,6
48 393,2 394,9
450 +
400 +
350 +
57300
© 250 +
2200 +
G 150 +
100 +
50 +
0 I I I I I I |

o

6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 21

Vo [ml] Vo= 18,2
t [h]
Cix [mg/100mi] Kuze: 13.3.2008
AVgop [ml]
Cy [mg/100ml] Donor: 0,5%
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? Méreni: P2
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,433 0,6 0,433 78,9 39,4
14 0,677 0,6 0,691 125,9 62,9
18 0,929 0,6 0,952 173,2 86,6
24 1,346 0,6 1,377 250,6 125,3
34 2,000 0,6 2,045 372,2 186,1
40 2,361 0,6 2,429 442,1 221,0
48 2,801 0,6 2,881 524,3 262,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 39,4 40,2 Pocet bodu n=7
14 62,9 64,0 Flux J= 5,947706
18 86,6 87,8 Abs. g= -19,2293
24 125,3 123,5 Korelaéni koef. r= 0,999546
34 186,1 183,0
40 221,0 218,7
48 262,2 266,3
300 T
250 +
= 200 +
[&]
5150 T
G 100 +
50 +
0 I I I I I I I |
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 22

Vo [mi] | Vo= 188 |
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,5% |
Qt [wal veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? | Méreni: P2 I
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,957 0,6 0,957 179,9 89,9
14 1,546 0,6 1,576 296,4 148,2
18 2,155 0,6 2,205 414,5 207,3
24 3,173 0,6 3,244 609,8 304,9
34 4,600 0,6 4,703 884,2 442,1
40 5,261 0,6 5,411 1017,3 508,6
48 6,244 0,6 6,417 1206,4 603,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 89,9 99,2 Pocet bodu n=7
14 148,2 153,7 Flux J= 13,64535
18 207,3 208,3 Abs. ¢len = -37,3027
24 304,9 290,2 Korelaéni koef. r= 0,998262
34 4421 426,6
40 508,6 508,5
48 603,2 617,7
700 T
600 +
—500 T
§ 400 +
>
=300 +
C 200 +
100 +
0 I I I I I I |

o

6

12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 23

Vo [mi] | Vo= 180 |
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,5% ‘
Qt [mg] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? | Méreni: P2 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 1,654 0,6 1,654 297,7 148,8
14 2,452 0,6 2,508 451,4 225,7
18 3,201 0,6 3,285 591,2 295,6
24 4,307 0,6 4,416 794,9 397,4
34 5,932 0,6 6,079 1094,3 547,1
40 6,563 0,6 6,765 1217,8 608,9
48 7,654 0,6 7,880 1418,4 709,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 148,8 157,7 Pocet bodu n=>5
14 225,7 223,8 Flux J= 16,52261
18 295,6 289,9 Abs. ¢len = -7,50883
24 397,4 389,0 Korelacni koef. r= 0,998771
34 547,1 554,3
600 +
500 +
T 400 +
[&]
300 T
G200 +
100 —+
0 I I I I I I I |
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 24

Vo [mi] | Vo= 183 |
t [h]
o [mg/100mi] |Kaze:  13.3.2008 |
AVop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,5% ‘
Qt [wal veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P2 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,988 0,6 0,988 180,9 90,4
14 1,523 0,6 1,556 284,7 142,3
18 2,051 0,6 2,102 | 384,7 | 1924
24 2,871 0,6 2,940 538,1 269,0
34 4,216 0,6 4,312 789,1 394,6
40 4,783 0,6 4,925 901,2 450,6
48 5,643 0,6 5,805 1062,3 531,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 90,4 91,1 Pocet bodu n=>5
14 142,3 141,8 Flux J= 12,66189
18 1924 1924 Abs. &len = -35,4901
24 269,0 268,4 Korelaéni koef. r= 0,999988
34 394,6 395,0
450 +
400 +
350 +
57300
E 250 +
2200 +
G 150 +
100 +
50 +
0 f f f f f f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 25

Vo [mi] | Vo= 166 |
t (h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,3% |
Qt [wal veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P2 I
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,604 0,6 0,604 100,2 50,1
14 1,013 0,6 1,035 171,8 85,9
18 1,455 0,6 1,493 247,8 123,9
24 2,197 0,6 2,251 373,7 186,8
34 3,486 0,6 3,568 592,3 296,1
40 4,137 0,6 4,266 708,1 354,1
48 4,833 0,6 4,987 827,8 413,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 50,1 45,6 Pocet bodu n=6
14 85,9 86,8 Flux J= 10,29248
18 123,9 127,9 Abs. ¢len = -57,3368
24 186,8 189,7 Korelaéni koef. r= 0,9996
34 296,1 292,6
40 354,1 354,4
400 +
350 +
_ 300
‘£250 +
[&]
200 +
6150 T
100 +
50 +
0 f f f f f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 26

Vo [mi] | Vo= 1872 |
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,3% ‘
Qt [ng]l veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? |MéFen|': P2 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 1,077 0,6 1,077 196,0 98,0
14 1,628 0,6 1,664 302,8 151,4
18 2,192 0,6 2,247 408,9 204,5
24 3,072 0,6 3,146 572,6 286,3
34 4,437 0,6 4,540 826,3 413,2
40 5,131 0,6 5,280 961,0 480,5
48 5,981 0,6 6,155 1120,2 560,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 98,0 101,2 Pocet bodu n= 6
14 151.,4 152,5 Flux J= 12,83479
18 204,5 203,9 Abs. ¢len = -27,1736
24 286,3 280,9 Korela¢ni koef. r= 0,999604
34 413,2 409,2
40 480,5 486,2
600 T+
500 +
T 400 +
[&]
300 T
G200 +
100 —+
0 f f f f f f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 27

Vo [mi] | Vo= 16,2 |
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,3% ‘
Qt [ng]l veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? | Méreni: P2 |
t Cix AVgop Cx Q: Q
10 0,868 0,6 0,868 140,6 70,3
14 1,333 0,6 1,365 221,1 110,6
18 1,801 0,6 1,852 299,9 150,0
24 2,541 0,6 2,609 4227 2114
34 3,837 0,6 3,934 637,3 318,7
40 4,494 0,6 4,639 751,6 375,8
48 5,271 0,6 5,443 881,8 440,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 70,3 69,3 Pocet bodu n= 6
14 110,6 110,3 Flux J= 10,26327
18 150,0 151,4 Abs. ¢len = -33,3709
24 211,4 212,9 Korelaéni koef. r= 0,999882
34 318,7 315,6
40 375,8 377,2
400 +
350 +
_ 300 T
‘£ 250 +
[&]
200 T
e 150 T
100 +
50 +
0 f f f f f f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 28

|

|

Vo [mi] | Vo= 163
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVap [l
Ck [mg/100mi] ‘Donor: 0,3%
Qt [ng] veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P2
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,437 0,6 0,437 71,2 35,6
14 0,747 0,6 0,763 124,3 62,1
18 1,082 0,6 1,110 181,0 90,5
24 1,577 0,6 1,617 263,6 131,8
34 2,460 0,6 2,519 410,6 205,3
40 2,946 0,6 3,038 495,3 247,6
48 3,587 0,6 3,699 602,9 301,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 35,6 34,5 Pocet bodu n= 7
14 62,1 62,8 Flux J= 7,05799
18 90,5 91,0 Abs. ¢len = -36,0618
24 131,8 133,3 Korelaéni koef. r= 0,999921
34 205,3 203,9
40 247,6 246,3
48 301,5 302,7
350 +
300 +
—250 T
§ 200 +
E)
=150 +
C 100 +
50 +
0 R e e
0 6 12 18 24 30 36 42 48
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Protokol 29

Vo [mi] | Vo= 164 |
t [h]
o [mg/100mi] |Kaze:  13.3.2008 |
AVop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,0% ‘
Qt [ng]l veV,
Q: [ug] ve Vo/lcm? |MéFen|': P3 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,611 0,6 0,611 100,2 50,1
14 0,976 0,6 0,998 163,7 81,8
18 1,312 0,6 1,348 221,1 110,5
24 1,926 0,6 1,975 323,9 162,0
34 3,039 0,6 3,111 510,3 255,1
40 3,719 0,6 3,833 628,6 314,3
48 4,667 0,6 4,807 788,3 394,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 50,1 49,5 Pocet bodu n= 4
14 81,8 81,3 Flux J= 7,945137
18 110,5 113,0 Abs. ¢len = -29,9814
24 162,0 160,7 Korela¢ni koef. r= 0,99937
180 +
160 +
140 +
57120 +
5100 -
2 80t
G 60 T
40 +
20 +
0 f f f f f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 30

Vo [mi] | Vo= 168 |
t (h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,0% ‘
Qt [wal veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P3 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,481 0,6 0,481 80,8 40,4
14 0,770 0,6 0,788 132,3 66,2
18 1,057 0,6 1,085 182,2 91,1
24 1,577 0,6 1,616 2715 135,8
34 2,609 0,6 2,667 448,1 224,0
40 3,248 0,6 3,343 561,6 280,8
48 4,080 0,6 4,200 705,6 352,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 40,4 40,4 Pocet bodu n= 4
14 66,2 66,2 Flux J= 6,792524
18 91,1 91,1 Abs. ¢len = -28,7171
24 135,8 135,8 Korelaéni koef. r= 0,999044
160 +
140 +
_ 120 +
‘=100 +
[&]
S 80 T
e 60 +
40 +
20 +
0 I I I I I I I I
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 31

Vo (mi] | Vo= 182 \
t [h]
Ck [mg/100mi] |Kaze:  13.3.2008 |
AVgop [mi]
Cr [mg/100m] [Donor:  0,0% |
Qt [ug]l veV,
Q [ug] veV,/lcm? | M&feni:  P3 |
t Cnk AVdop Cx Qi Qt
10 0,627 0,6 0,627 114,1 57,0
14 0,983 0,6 1,004 182,7 91,3
18 1,324 0,6 1,357 247,0 123,5
24 1,933 0,6 1,977 359,9 179,9
34 3,074 0,6 3,139 571,3 285,6
40 3,783 0,6 3,886 707,3 353,7
48 4,749 0,6 4,877 887,6 443,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 57,0 56,1 Pocet bodu n= 4
14 91,3 91,1 Flux J= 8,745104
18 123,5 126,1 Abs. ¢len q= -31,34
24 179,9 178,5 Korelaéni koef. r= 0,99942
200 -
180 +
160 +
=— 140 +
€120 +
100 T
=< 80 +
o 60 1
40 +
20 +
0 I I I I I I I I
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 32

Vo [mi] | Vo= 1721 |
t [h]
o [mg/100mi] |Kaze:  13.3.2008 |
AVop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,5% ‘
Qt [ng] ve Vo
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P3 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,726 0,6 0,726 124,2 62,1
14 1,122 0,6 1,147 196,2 98,1
18 1,505 0,6 1,545 264,2 132,1
24 2,142 0,6 2,196 375,5 187,7
34 3,227 0,6 3,304 565,0 282,5
40 3,856 0,6 3,972 679,2 339,6
48 4,766 0,6 4,905 838,7 419,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 62,1 59,1 Pocet bodu n= 7
14 98,1 96,6 Flux J= 9,390716
18 132,1 134,2 Abs. &len = -34,8434
24 187,7 190,5 Korelacni koef. r= 0,999809
34 282,5 284,4
40 339,6 340,8
48 419,4 415,9
450 +
400 +
350 +
57300 +
£ 250 +
2200 +
o' 150 +
100 +
50 +
0 I I I I I I I I
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 33

Vo [mi] | Vo= 186 |
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,5% ‘
Qt [mg] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? |MéFen|': P3 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,561 0,6 0,561 104,3 52,1
14 0,874 0,6 0,892 166,0 83,0
18 1,171 0,6 1,200 223,2 111,6
24 1,654 0,6 1,693 314,8 157,4
34 2,573 0,6 2,627 488,7 244,3
40 3,086 0,6 3,171 589,8 294,9
48 3,783 0,6 3,886 722,7 361,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 52,1 48,4 Pocet bodu n= 7
14 83,0 81,2 Flux J= 8,184175
18 111,6 113,9 Abs. ¢len = -33,4135
24 157,4 163,0 Korela¢ni koef. r= 0,999638
34 2443 244.8
40 294,9 294,0
48 361,4 359,4
400 +
350 +
__ 300 +
‘£ 250 +
[&]
200 T
6150 -
100 +
50 +
0 I l l l I I I I
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 34

Vo [ml] | Vo= 184 |
t [h]
Cr [mg/100mI] |KoZe:  13.3.2008 |
AVyop [ml]
Cx [mg/100mI] |Donor:  0,5% |
Qt [ug]l veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? | M&Feni:  P3 |
t an AVdor: Ck Qt Qt
10 0,626 0,6 0,626 115,1 57,6
14 1,009 0,6 1,029 189,3 94,7
18 1,479 0,6 1,513 278,4 139,2
24 2,147 0,6 2,197 404,2 202,1
34 3,344 0,6 3,416 628,5 314,2
40 3,907 0,6 4,018 739,3 369,7
48 4,846 0,6 4,977 915,7 457,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 57,6 55,0 Pocet bodu n=7
14 94,7 97,4 Flux J = 10,59404
18 139,2 139,8 Abs. ¢len q= -50,9184
24 202,1 203,3 Korelaéni koef. r= 0,999813
34 314,2 309,3
40 369,7 372,8
48 457,9 457,6
500 +
450 +
400 +
— 350 +
£ 300 +
250 T
=200 +
Q150 +
100 +
50 +
0 I I I I I I I I
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 35

Vo [mi] | Vo= 16,2 |
t [h]
Co [mg/L00m] |Kaze:  13.3.2008 |
AVop [ml]
Cy [mg/100mI] ‘ Donor: 0,3% |
Qt [wal veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P3 I
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,740 0,6 0,740 119,8 59,9
14 1,183 0,6 1,210 196,1 98,0
18 1,606 0,6 1,651 267,4 133,7
24 2,353 0,6 2,414 391,1 195,5
34 3,733 0,6 3,822 619,2 309,6
40 4,514 0,6 4,656 754,2 377,1
48 5,680 0,6 5,852 948,1 474,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 59,9 51,4 Pocet bodu n= 7
14 98,0 95,0 Flux J= 10,91841
18 133,7 138,7 Abs. ¢len = -57,8158
24 195,5 204,2 Korelacni koef. r=0,999094
34 309,6 313,4
40 377,1 378,9
48 4740 466,3
500 +
450 +
400 +
— 350 +
g 300 +
250 T
=200 +
G150 +
100 +
50 +
0 I I I I I I I |
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 36

Vo [mi] | Vo= 159
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVop [mi]
Ck [mg/100mi] ‘Donor: 0,3%
Qt [ug]l veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P3
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,271 0,6 0,271 43,1 21,6
14 0,475 0,6 0,485 77,1 38,5
18 0,697 0,6 0,716 113,8 56,9
24 1,086 0,6 1,113 177,0 88,5
34 1,927 0,6 1,969 313,0 156,5
40 2,448 0,6 2,622 401,0 200,5
48 3,151 0,6 3,246 516,1 258,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
24 88,5 87,4 Pocet bodu n= 4
34 156,5 158,2 Flux J= 7,076303
40 200,5 200,7 Abs. ¢len = -82,3984
48 258,1 257,3 Korelaéni koef. r= 0,999849
300 T
250 +
T 200 +
[&]
150 T
G 100 +
50 +
0 I I I I I I I |
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 37

|

|

Vo [mi] | Vo= 177
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVop [mi]
Ck [mg/100m] ‘ Donor:  0,3%
Qt [ng]l veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? | Méreni: P3
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,186 0,6 0,186 32,9 16,5
14 0,342 0,6 0,348 61,6 30,8
18 0,517 0,6 0,529 93,7 46,8
24 0,809 0,6 0,827 146,4 73,2
34 1,455 0,6 1,483 262,5 131,3
40 1,957 0,6 2,007 355,2 177,6
48 2,545 0,6 2,613 462,4 231,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
24 73,2 70,4 Pocet bodu n= 4
34 131,3 136,7 Flux J= 6,635903
40 177,6 176,5 Abs. ¢len = -88,8887
48 231,2 229,6 Korela¢ni koef. r= 0,998464
250 +
200 +
5150 +
>
=100
]
50 +
0 I I I I I I I |
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 38

Vo [mi] | Vo= 161 |
t [h]
Cr [mg/100mi] |Kaze:  13.3.2008 |
AVop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,3% ‘
Q [ng] ve 'V,
Q: [ug] veV,/1lcm? |MéFen|': P3 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,798 0,6 0,798 128,4 64,2
14 1,205 0,6 1,235 198,8 99,4
18 1,619 0,6 1,665 268,1 134,1
24 2,338 0,6 2,400 386,5 193,2
34 3,647 0,6 3,736 601,5 300,8
40 4,258 0,6 4,397 707,9 354,0
48 5,423 0,6 5,587 899,5 449,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
18 134,1 131,9 Pocet bodu n=>5
24 193,2 1945 Flux J= 10,43631
34 300,8 298,9 Abs. ¢len = -559511
40 354,0 361,5 Korelacni koef. r= 0,999294
48 449,8 445,0
500 +
450 +
400 +
— 350 +
5300 -
250 T
=200 +
G150 +
100 +
50 +
0 f f f f f f f !
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 39

Vo [mi] | Vo= 183
t [h]
o [mg/100mi] |Kaze:  13.3.2008 |
AVop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,7%
Qt [ng]l veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? |MéFen|': P3
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,592 0,6 0,592 108,3 54,2
14 0,928 0,6 0,947 173,3 86,7
18 1,233 0,6 1,264 231,4 115,7
24 1,736 0,6 1,778 325,3 162,6
34 2,822 0,6 2,880 527,1 263,6
40 3,358 0,6 3,452 631,8 315,9
48 4,170 0,6 4,284 783,9 391,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
24 162,6 164,6 Pocet bodu n= 4
34 263,6 259,7 Flux J= 9,514639
40 315,9 316,8 Abs. ¢len = -63,7715
48 3919 392,9 Korela¢ni koef. r= 0,999636
450 -
400 +
350 +
57300 +
S 250
2200 +
G 150 +
100 +
50 +
0 f f f f f f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 40

Vo [ml] Vo= 16,0
t (h]
Cnk [mg/100ml] Kize: 13.3.2008
AVop (mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,7%
Q: [ug] ve Vo
Q: [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P3
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,800 0,6 0,800 128,0 64,0
14 1,197 0,6 1,227 196,3 98,2
18 1,549 0,6 1,595 255,3 127,6
24 2,153 0,6 2,213 354,0 177,0
34 3,342 0,6 3,425 548,1 274,0
40 3,966 0,6 4,094 655,0 327,5
48 4,840 0,6 4,993 799,0 399,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
24 177,0 178,8 Pocet bodu n= 4
34 274,0 2714 Flux J= 9,258785
40 3275 326,9 Abs. ¢len q= -43,4309
48 399,5 401,0 Korelaéni koef. r= 0,999756
450 T
400 +
350 +
£7300 +
E 250 +
2200 +
G 150 +
100 +
50 +
0 I I I I I I I
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 41

Vo [mi] | Vo= 16,0
t [h]
o [mg/100mi] |Kaze:  13.3.2008 |
AVop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,7%
Qt [ng]l veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? | Méreni: P3
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,710 0,6 0,710 113,5 56,8
14 1,095 0,6 1,122 179,5 89,8
18 1,465 0,6 1,507 241,2 120,6
24 2,172 0,6 2,229 356,6 178,3
34 3,374 0,6 3,457 553,2 276,6
40 4,013 0,6 4,143 662,9 331,4
48 4,865 0,6 5,021 803,3 401,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
24 178,3 180,6 Pocet bodu n= 4
34 276,6 273,7 Flux J= 9,312421
40 331,4 329,6 Abs. ¢len = -42,9078
48 401,7 404,1 Korela¢ni koef. r= 0,999569
450
400
350
&7 300
E 250
2200
G 150
100
50
0 f f f f f f f

12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 42

Vo [mi] | Vo= 180
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,7%
Qt [wal veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P3
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,441 0,6 0,441 79,4 39,7
14 0,686 0,6 0,700 126,1 63,0
18 0,916 0,6 0,940 169,2 84,6
24 1,330 0,6 1,362 245,1 122,6
34 2,089 0,6 2,134 384,2 192,1
40 2,560 0,6 2,631 473,7 236,8
48 3,195 0,6 3,283 591,0 295,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
24 122,6 121,6 Pocet bodu n= 4
34 192,1 193,7 Flux J= 7,213953
40 236,8 237,0 Abs. ¢len = -51,5692
48 295,5 2947 Korelaéni koef. r= 0,999869
350 T
300 +
—250 T
§ 200 +
>
=150 +
C 100 +
50 +
0 f f f f f f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 43

Vo [mi] | Vo=164 |
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,0% ‘
Qt [ng]l veV,
Q: [ug] ve Vo/lcm? |MéFen|': P4 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 1,357 0,6 1,357 222,5 1113
14 1,873 0,6 1,923 315,3 157,7
18 2,387 0,6 2,457 403,0 201,5
24 3,276 0,6 3,366 552,0 276,0
34 4,933 0,6 5,056 829,3 414,6
40 5,932 0,6 6,117 1003,2 501,6
48 6,529 0,6 6,753 1107,5 553,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 1113 103,2 Pocet bodu n= 6
14 157,7 155,4 Flux J= 13,03975
18 201,5 207,6 Abs. ¢len q= -27,1489
24 276,0 285,8 Korelaéni koef. r= 0,998903
34 414,6 416,2
40 501,6 494,4
600 +
500 +
T 400 +
[&]
300
Q200 +
100 +
0 f f f f f f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 44

Vo [mi] | Vo= 166 |
t (h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,0% |
Qt [wal veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P4 I
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,574 0,6 0,574 95,3 47,7
14 0,878 0,6 0,899 149,2 74,6
18 1,176 0,6 1,208 200,6 100,3
24 1,642 0,6 1,685 279,8 139,9
34 2,713 0,6 2,774 460,5 230,2
40 3,236 0,6 3,336 553,8 276,9
48 3,943 0,6 4,064 674,6 337,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 47,7 47,7 Pocet bodu n= 7
14 74,6 74,6 Flux J= 7,759281
18 100,3 100,3 Abs. ¢len = -35,986
24 139,9 139,9 Korelaéni koef. r= 0,998818
34 230,2 230,2
40 276,9 276,9
48 337,3 337,3
400 +
350 +
_300
‘E250 +
[&]
200
6;150 T
100 +
50 +
0 I I I I I I I I
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 45

Vo [mi] | Vo= 174
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVi [l
Ck [mg/100m] ‘Donor: 0,0%
Qt [ng]l veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? |MéFen|': P4
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,698 0,6 0,698 121.,4 60,7
14 1,134 0,6 1,158 201,5 100,7
18 1,589 0,6 1,629 283,4 141,7
24 2,296 0,6 2,352 409,3 204,7
34 3,664 0,6 3,745 651,6 325,8
40 4,143 0,6 4,272 743,3 371,6
48 5,460 0,6 5,608 975,7 487,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 60,7 56,4 Pocet bodu n=>5
14 100,7 100,5 Flux J= 11,03701
18 141,7 144,7 Abs. &len = -54,0111
24 204,7 210,9 Korela¢ni koef. r= 0,998982
34 325,8 321,2
350 +
300 +
—250 T
§ 200 +
E)
=150 +
C 100 +
50 +
0 I I I I I I I |
0 6 12 18 24 30 36 42 48
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Protokol 46

Vo o [mi | Vo= 186 |
t [h]
Co  [mg/100mi] [Kuze: 13.3.2008]
AVgep [ml]
Cx [mg/100mI] |Don0r: 1,0% ‘
Qt [ug]l veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? IMéFeni: P4 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,539 0,6 0,539| 100,2 50,1
14 0,888 0,6 0,905| 168,3 84,2
18 1,238 0,6 1,267| 2357 [(117,8
24 1,818 0,6 1,859| 3457 (1729
34 2,880 0,6 2,940 | 546,9 [273,5
40 3,351 0,6 3,445| 640,8 3204
48 4,145 0,6 4,256 | 791,6 |395,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 50,1 47,5 Pocet bodu n=7
14 84,2 84,2 Flux J= 9,171953
18 117,8 120,9 Abs. ¢len = -44,237
24 172,9 175,9 Korelaéni koef. r= 0,999683
34 273,5 267,6
40 320,4 322,6
48 395,8 396,0
450 +
400 +
350 +
57300 +
S 250 +
2200 +
G 150 +
100 +
50 +
0 I I I I I I I
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 47

Vo [mi] | Vo= 16,6 |
t [h]
Co [mg/L00m] |Koze:  13.3.2008 |
AVop [ml]
Cy [mg/100ml] | Donor: 1,0% |
Qt [wal veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? IMéfenl'Z P4 I
t an AVdop Ck Qt Qt
10 1,238 0,6 1,238 205,5 102,7
14 1,939 0,6 1,984 329,3 164,6
18 2,618 0,6 2,690 446,5 223,3
24 3,545 0,6 3,642 604,6 302,3
34 5,377 0,6 5,509 914,5 457,2
40 5,661 0,6 5,861 972,8 486,4
48 7,214 0,6 7,426 1232,7 616,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 102,7 103,8 Pocet bodu n=>5
14 164,6 162,3 Flux J= 14,62726
18 223,3 220,8 Abs. ¢len = -42,5094
24 302,3 308,5 Korelacni koef. r= 0,999616
34 457,2 4548
500 +
450 +
400 +
— 350 +
g 300 +
250 T
=200 +
G150 +
100 +
50 +
0 I I I I I I I |
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 48

|

|

Vo [mi] | Vo= 176
t (h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVgop [mi]
Ck [mg/100mi] ‘Donor: 1,0%
Qt [ug]l veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P4
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,593 0,6 0,593 104,4 52,2
14 0,978 0,6 0,998 175,7 87,9
18 1,388 0,6 1,422 250,3 125,1
24 1,950 0,6 1,999 351,8 175,9
34 3,085 0,6 3,153 555,0 277,5
40 3,277 0,6 3,385 595,7 297,8
48 4,437 0,6 4,552 801,2 400,6
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 52,2 50,3 Pocet bodu n=>5
14 87,9 87,6 Flux J= 9,343779
18 125,1 125,0 Abs. &len = -43,1679
24 175,9 181,1 Korelaéni koef. r= 0,999359
34 277,5 274,5
300 +
250 +
5200 T
£
[&]
5 150 +
< 100 +
50 +
0 I I I I I f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]

78




Protokol 49

|

|

Vo [mi] | Vo= 160
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVgop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,7%
Qt [ng] ve 'V,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P4
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,336 0,6 0,336 53,8 26,9
14 0,567 0,6 0,580 92,8 46,4
18 0,839 0,6 0,860 137,6 68,8
24 1,202 0,6 1,234 197,5 98,7
34 1,973 0,6 2,019 323,1 161,5
40 2,432 0,6 2,508 401,2 200,6
48 3,060 0,6 3,154 504,7 252,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
Pocet bodu n= 6
14 46,4 43,0 Flux J= 6,066414
18 68,8 67,3 Abs. &len = -41,8962
24 98,7 103,7 Korelaéni koef. r= 0,999144
34 161,5 164,4
40 200,6 200,8
48 252,3 249,3
300 +
250 +
& 200 +
£
o
5 150 +
G 100 +
50 +
0 f f f f f f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 50

Vo [mi] | Vo=164 |
t [h]
Co [mg/100m] |Kaze:  13.3.2008 |
AVgop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,7% ‘
Qt [mg] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? |MéFen|': P4 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,447 0,6 0,447 73,4 36,7
14 0,751 0,6 0,767 125,8 62,9
18 1,068 0,6 1,096 179,7 89,8
24 1,555 0,6 1,595 261,6 130,8
34 2,568 0,6 2,626 430,7 215,3
40 2,826 0,6 2,922 479,2 239,6
48 3,966 0,6 4,073 667,9 333,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 36,7 32,9 Pocet bodu n=>5
14 62,9 62,6 Flux J= 7,425522
18 89,8 92,3 Abs. ¢len = -41,4025
24 130,8 136,8 Korelacni koef. r= 0,998066
34 215,3 211,1
250 +
200 +
g 150 +
E=)
=100 +
]
50 +
0 f f f f f f f !
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 51

Vo [mi] | Vo= 158 |
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,7% ‘
Qt [mg] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? |MéFen|': P4 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 1,087 0,6 1,087 171,8 85,9
14 1,736 0,6 1,777 280,8 140,4
18 2,395 0,6 2,463 389,1 194,5
24 3,357 0,6 3,450 545,1 272,6
34 5,083 0,6 5,214 823,9 411,9
40 5,862 0,6 6,060 957,4 478,7
48 7,277 0,6 7,507 1186,1 593,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 85,9 87,3 Pocet bodu n=17
14 140,4 140,4 Flux J= 13,27274
18 194,5 193,5 Abs. ¢len = -45,4536
24 272,6 273,1 Korelacni koef. r= 0,999793
34 411,9 405,8
40 478,7 485,5
48 593,1 591,6
700 +
600 +
—500 +
S 400 +
k=)
=300 +
C 200 +
100 +
0 f f f f f f f !
0 6 12 18 24 30 36 42 48
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Protokol 52

Vo [mi] | Vo= 184 |
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVop [mi]
Ck [mg/100mI] ‘ Donor: 0,7% ‘
Qt [wal veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P4 |
t Crx AVop Ck Q: Q
10 1,576 0,6 1,576 290,1 145,0
14 2,398 0,6 2,449 450,7 225,3
18 3,216 0,6 3,296 606,5 303,2
24 4,355 0,6 4,462 821,0 410,5
34 6,219 0,6 6,365 1171,1 585,6
40 6,915 0,6 7,123 1310,6 655,3
48 8,653 0,6 8,885 1634,9 817,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 145,0 151,2 Pocet bodu n=>5
14 225,3 224,3 Flux J= 18,26994
18 303,2 297,4 Abs. ¢len = -31,4681
24 410,5 407,0 Korelaéni koef. r= 0,999561
34 585,6 589,7
700 +
600 +
—500 +
5 400 T
>
=300 +
C 200 +
100 +
0 f f f f f f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48
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Protokol 53

Vo [mi] | Vo= 16,0 |
t (h]
Crx [mg/100mi] |Kize:  13.3.2008]
AVgop [mi]
Ck [mg/100mI] | Donor: 0,7% ‘
Qt [ng] veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? IMéfenl'Z P4 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 1,684 0,6 1,684 269,5 134,7
14 2,470 0,6 2,533 405,3 202,6
18 3,196 0,6 3,291 526,6 263,3
24 4,184 0,6 4,308 689,2 344,6
34 6,008 0,6 6,169 987,1 493,6
40 6,883 0,6 7,114 1138,2 569,1
48 8,088 0,6 8,355 1336,8 668,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 134,7 145,7 Pocet bodu n=7
14 202,6 201,8 Flux J= 14,03984
18 263,3 258,0 Abs. ¢len g= 5,268511
24 344,6 342,2 Korelaéni koef. r= 0,999172
34 493,6 482,6
40 569,1 566,9
48 668,4 679,2
800 +
700 +
600 +
‘= 500 +
[&]
400
6;300 T
200 +
100 +
0 f f f f f f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 54

Vo [mi] | Vo= 182 |
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVop [mi]
Ck [mg/100mI] ‘ Donor: 0,7% ‘
Qt [ug]l veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P4 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 0,830 0,6 0,830 151,1 75,5
14 1,356 0,6 1,383 251,8 125,9
18 1,878 0,6 1,924 350,2 175,1
24 2,674 0,6 2,738 498,3 249,1
34 4,056 0,6 4,146 754,6 377,3
40 4,893 0,6 5,030 915,5 457,7
48 5,906 0,6 6,071 1105,0 552,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 75,5 74,8 Pocet bodu n=17
14 125,9 125,3 Flux J= 12,6263
18 175,1 175,8 Abs. ¢len = -51,5101
24 249,1 251,5 Korelaéni koef. r= 0,999925
34 377,3 377,8
40 4577 453,5
48 552,5 554,6
600
500 +
T 400 +
[&]
300 T
200 +
100 +
0 f f f f f f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 55

Vo [mi] | Vo= 161 |
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,7% |
Qt [ug]l veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? |MéFen|': P4 I
t an AVdop Ck Qt Qt
10 1,175 0,6 1,175 189,1 94,6
14 1,831 0,6 1,875 301,8 150,9
18 2,469 0,6 2,539 408,8 204,4
24 3,349 0,6 3,443 554,4 277,2
34 4,975 0,6 5,103 821,6 410,8
40 5,904 0,6 6,094 981,1 490,5
48 7,304 0,6 7,631 12126 | 606,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 162,4 170,9 Pocet bodu n= 6
14 240,5 238,5 Flux J= 16,89066
18 3115 306,0 Abs. Clen g= 1,991951
24 410,8 407,4 Korelaéni koef. r= 0,999534
34 580,5 576,3
40 670,9 677,6
800 +
700 +
__ 600 +
‘= 500 +
[&]
400
6300 +
200 +
100 +
0 f f f f f f f f
0 6 12 18 24 30 36 42 48

t[h]
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Protokol 56

Vo [mi] | Vo= 166 |
t [h]
Crx [mg/100mi] |[Kize:  13.3.2008]
AVop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 0,7% ‘
Qt [mg] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? |MéFen|': P4 |
t an AVdop Ck Qt Qt
10 1,957 0,6 1,957 324,8 162,4
14 2,827 0,6 2,897 480,9 240,5
18 3,649 0,6 3,753 623,1 311,5
24 4,814 0,6 4,950 821,6 410,8
34 6,816 0,6 6,995 1161,1 580,5
40 7,830 0,6 8,083 1341,7 670,9
48 9,170 0,6 9,462 1570,7 785,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
10 94,6 94,9 Pocet bodu n=17
14 150,9 148,1 Flux J= 13,31003
18 204,4 201,3 Abs. ¢len = -38,2318
24 277,2 281,2 Korelacni koef. r= 0,999788
34 410,8 414,3
40 490,5 494,2
48 606,3 600,7
700 +
600 +
—500 T
§ 400 +
k=)
=300 +
G 200 +
100 +
0 I I I I I I I I
0 6 12 18 24 30 36 42 48
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Jako akceptorové médium byl zvolen TRIS pufr (pH 7,1), ktery svym slozenim
pfedstavuje kompromis mezi pozadavkem na intaktnost vici koznim stéptim (pfi jejich
soucasné konzervaci diazolidinylureou) a dale mezi pozadavkem neinterferovat
v UV oblasti se stanovovanym léCivem. Tento pufr se jiz osvédcCil béhem ptredchozich
experimentl na katedfe farmaceutické technologie FaF UK.

Kofein byl ve zkoumanych krémech pouzit v takovém mnozstvi, aby po dobu
nejméné 48 hodin byla zajisténa dostate¢nd koncentrace jeho difuzibilni formy.
na katedfe farmaceutické technologie FaF UK.

Analytickd metodika vyhovuje pozadavkiim na rychlé, sériové HPLC stanoveni
kofeinu v akceptorové fazi permeacnich pokust.

Zvolena mobilni faze ve slozeni voda:methanol 75:25 s 0,2 % kyseliny mravenci
se ukdzala vyhovujici z hlediska dobré separace pikii. Pfed kazdym novym naplnénim
do chromatografické soustavy byla odplynéna na ultrazvukové lazni po dobu 10-15
minut, coz se ukdzalo jako dostatecné.

Pouzité chromatografické podminky zajistily dobrou separaci piku kofeinu
Vv retencnich ¢asech okolo 4,9 minut, jak ukazuji grafy 1 a 2, v némz je navic pfi pouzité

vlnové délce (272 nm) patrny balastni pik vehikula.

Graf 1: Chromatogram standardniho roztoku kofeinu (0,47 mg/100ml)

mJ
I

5

87



Graf 2: Chromatogram vzorku odebraneho v 10. hoding, série méfeni P1, protokol ¢.1

kofein
& Rt = 4,9 min

8.8 5

)

Vhodnost takto optimalizovanych podminek stanoveni kofeinu dokladaji

I vysledky kalibracnich méfeni (graf 3).

Graf 3: Kalibra¢ni zavislost kofeinu v akceptorovém médiu (TRIS pufr pH 7,1)

kofein, VW D1 A

Area = 567.667367*Amt+21.15161
Area JRel. Res% (1): -2.195
20000 —|
15000 —
10000 —
5000 —

O; Correlation: 0.99999
] , , , ‘ : : ,
0 20 Amountlmg% ]

Zudaji ziskanych pomoci HPLC byly sestaveny priabéhy permeace
stanovovaného kofeinu v Case, za pouziti Sablony pro korekci odebranych a doplnénych

objemil akceptorové faze”® (viz ast DOKUMENTACE, protokoly 1-56).
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V kazdém takto sestaveném prubchu byl nalezen linearni usek ustdlené permeace,
znéhoz byl vycislen flux kofeinu. Hleddni useku ustalené permeace bylo vétSinou
bezproblémové, jen v nékterych piripadech bylo nutné vypustit krajni hodnoty,
kter¢ vyboCovaly z linearniho pribéhu ¢i vyloucit hodnoty vyrazné vybocujici
pravdépodobné z diivodu experimentélni chyby.

Hlavnim sledovanym parametrem permeacnich pokusi byl zvolen flux (J)
kofeinu [ug.cm'z.h'l]. Hodnoty fluxti jsou rtizné podle pouzitého kozniho Stépu, coz
souvisi s faktem, ze transdermdlni permeace latek je ovlivnéna individudlnimi
vlastnostmi ktze. Pfesto byl prumér fluxa (Jr) v prvni fazi zpracovani vysledku
spocitan ze vSech namétenych hodnot, bez ohledu na pouzitou kizi.

Pro prvni sérii méetfeni (P1) byly pouzity kozni $tépy zpracované dne 11.1. 2008,
pro dalsi série méteni (P2, P3, P4) ze dne 13.3. 2008.

Hodnoty fluxti (J) zjednotlivych sérii méfeni, jejich praméry (Jr) a smeérodatné

odchylky (o) jsou shrnuty v tabulkach 1-4.

Tab. 1:

ze série méfeni P1

série ¢islo KiFe konc.T12 3 Ir cJ
méieni | protokolu (%)

P1 1 11.1.2008 | 0,00% 18,608 18,002 2,697
P1 2 11.1.2008 | 0,00% 14,438

P1 3 11.1.2008 | 0,00% 20,960

P1 4 11.1.2008 | 1,00% 31,345 23,401 6,822
P1 5 11.1.2008 | 1,00% 24,172

P1 6 11.1.2008 | 1,00% 14,687

P1 7 11.1.2008 | 0,50% 15,641 14,389 1,466
P1 8 11.1.2008 | 0,50% 14,290

P1 9 11.1.2008 | 0,50% 15,596

P1 10 11.1.2008 | 0,50% 12,029

P1 11 11.1.2008 | 0,30% 16,069 12,009 2,556
P1 12 11.1.2008 | 0,30% 11,880

P1 13 11.1.2008 | 0,30% 11,021

P1 14 11.1.2008 | 0,30% 9,067

Hodnoty fluxt (J), jejich priméry (Jr) a smérodatné odchylky (o)
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Tab. 2: Hodnoty fluxd (J), jejich praméry (Jr) a smérodatné odchylky (o)
ze série mefeni P2

série

Cislo

konc.T12

méieni | protokolu kize (%) J Jr o
P2 15 13.3.2008 | 0,00% 6,351 6,042 0,565
P2 16 13.3.2008 | 0,00% 6,526
P2 17 13.3.2008 | 0,00% 5,250
P2 18 13.3.2008 | 1,00% 9,777 10,121 0,853
P2 19 13.3.2008 | 1,00% 11,294
P2 20 13.3.2008 | 1,00% 9,292
P2 21 13.3.2008 | 0,50% 5,948 12,194 3,876
P2 22 13.3.2008 | 0,50% 13,645
P2 23 13.3.2008 | 0,50% 16,523
P2 24 13.3.2008 | 0,50% 12,662
P2 25 13.3.2008 | 0,30% 10,292 10,112 2,049
P2 26 13.3.2008 | 0,30% 12,835
P2 27 13.3.2008 | 0,30% 10,263
P2 28 13.3.2008 | 0,30% 7,058

Tab. 3: Hodnoty fluxd (J), jejich pruméry (Jr) a smérodatné odchylky (o)
ze série metfeni P3

P3 29 13.3.2008 |  0,00% 7,95 7,828 0,801
P3 30 13.3.2008 |  0,00% 6,79
P3 31 13.3.2008 |  0,00% 8,75
P3 32 13.3.2008 | 0,50% 9,39 9,390 0,984
P3 33 13.3.2008 | 0,50% 8,18
P3 34 13.3.2008 | 0,50% 10,59
P3 35 13.3.2008 | 0,30% 10,92 8,767 1,925
P3 36 13.3.2008 | 0,30% 7,08
P3 37 13.3.2008 | 0,30% 6,64
P3 38 13.3.2008 | 0,30% 10,44
P3 39 13.3.2008 | 0,70% 9,51 8,825 0,935
P3 40 13.3.2008 | 0,70% 9,26
P3 41 13.3.2008 | 0,70% 9,31
P3 42 13.3.2008 | 0,70% 7,21
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Tab. 4: Hodnoty fluxd (J), jejich praméry (Jr) a smérodatné odchylky (o)
ze série metfeni P4

série cislo KiiZe konc.T12 3 Ir cJ
méieni | protokolu (%)

P4 43 13.3.2008 | 0,00% | 13,03975 | 10,61201 | 2,17659
P4 44 13.3.2008 | 0,00% | 7,759281

P4 45 13.3.2008 | 0,00% | 11,03701

P4 46 13.3.2008 | 1,00% | 9,171953 | 11,04766 | 2,532126
P4 47 13.3.2008 | 1,00% | 14,62726

P4 48 13.3.2008 | 1,00% | 9,343779

P4 49 13.3.2008 | 0,70% | 6,066414 | 12,73768 | 3,919501
P4 50 13.3.2008 | 0,70% | 7,425522

P4 51 13.3.2008 | 0,70% | 13,27274

P4 52 13.3.2008 | 0,70% | 18,26994

P4 53 13.3.2008 | 0,70% | 14,03984

P4 54 13.3.2008 | 0,70% 12,6263

P4 55 13.3.2008 | 0,70% | 16,89066

P4 56 13.3.2008 | 0,70% | 13,31003

Podle vySe uvedenych tabulek byly sestaveny grafy. V grafu 4 jsou prezentovany

praméry fluxt (Jr) kofeinu odpovidajici rozdilnym koncentracim T12 z jednotlivych

sérii meéreni.

Graf 4:

z jednotlivych sérii méteni (asecky znazornuji smérodatné odchylky)

35
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o
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Jr kofqminu (ug.cm'z.b'l) .
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0,4%

0,6%

0,8%

koncentrace T12 (%)

Priméry fluxd (Jr) kofeinu odpovidajici rozdilnym koncentracim T12

Graf ukazuje na vyrazn€ vyssi hodnotu Jr 0% T12 (kontrolni vzorek) z prvni série

meéteni (P1) ve srovnani s hodnotami Jr ziskanymi u vzorkd s 0% T12 v ostatnich
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sériich méteni (P2-P4) a u vzorkl s 0,3% T12 v téze sérii méteni (P1), tato skute¢nost
byla pozd¢ji zohlednéna (viz. graf 6 a graf 7).

V dalsim kroku bylo pfistoupeno ke zobrazeni zavislosti mediant fluxti kofeinu
na jednotlivych koncentracich T12, protoze zékladni vyhodou medianu jako

statistického ukazatele je fakt, Ze neni ovlivnény extrémnimi hodnotami (graf 5).

Graf 5: Mediany fluxd (J) kofeinu odpovidajici rozdilnym koncentracim T12 ze vSech
sérii mefeni (UseCky zndrodiuji rozpéti dat)
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Vyrazné vyssi hodnoty Jr u kontrolnich vzorkt bez T12 (viz graf 4) nas vedly
K vylouceni celé série méteni P1 (graf 6 a graf 7). Na vysledky série méfeni P1 mohlo
mit vliv to, ze kozni $t€py pouzité pii této sérii byly ziskany na rozdil od sérii P2, P3, P4

Z jiné, star$i dodavky uSnich boltcii s nejasnou historii uchovéavani koznich stépa.

Graf 6: Celkové priaméry pramért fluxd (Jr) kofeinu odpovidajici rozdilnym
koncentracim T12 ze série méteni P2, P3 a P4 (Gsecky znazoriuji smérodatné
odchylky)
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Graf 7: Mediany fluxi (J) kofeinu odpovidajici rozdilnym koncentracim T12 ze série
meéteni P2, P3 a P4 (GseCky znazoriuji rozpéti dat)

20
18 T
7 16 r
< -
o 14
£ L ;
w 12 Py
= 10 *
[ =
‘s 8
< 1
£ 6 L
=
> 4
c
o2
T
“E’ 0 T T T T T
0,00% 0,20% 0,40% 0,60% 0,80% 1,00% 1,20%
koncentrace T12 (%)

Variabilita ziskanych udajii byla stdle znacnd, proto bylo pfistoupeno k metode
symetrického odstranéni krajnich bodu (konkrétné se jednalo o odstranéni jednoho

maximalniho a jednoho minimalniho bodu u kazdé koncentrace T12 (graf 8).

Graf 8: Celkové praméry fluxa (Jr) kofeinu odpovidajici rozdilnym koncentracim T12
ze série mefeni P2, P3 a P4 po symetrickém odstranéni krajnich bodi (usecky
znazornuji smérodatné odchylky)
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Takto ziskana data byla zpracovana neparovym t-testem Vv Sablon¢ dostupné

v pocitadové siti FaF?" do tabulky 5.
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Tab. 5: Vysledky neparovych t-testii na hladin¢€ vyznamnosti 0,05
(Hypotéza 1: ,,Primérna hodnota Jr (a) # Jr (B)“ prokazana byla (Y), nebyla (N) /
Hypotéza 2: ,,Primérna hodnota Jr (a) > Jr (B)“ prokazana byla (Y), nebyla (N))

konc. T12 | 0,30% 0,50% 0,70% 1%
0% | N/N YIY YIY N/Y
0,30% N/N N/N N/N
0,50% N/N N/N
0,70% N/N

Kromé vzorkl s 0,3 a s 1% T12 jsou primérné fluxy kofeinu Jr vzdy statisticky
signifikantné vyss$i u vzorki s obsahujicimi T12 nez u kontrolnich vzorkli bez T12.

Vzéajemné se vsak statisticky vyznamné nelisi.

Pozn.: Diky selhéni termostatu ve vodni lazni po provedeni série méteni P2 jsem zacala
podrobnéji sledovat teploty v sérii méfeni P3 a P4, toto je zaznamenano v tabulce 6

a tabulce 7.

Tab. 6: Teploty vody ve vodni 1azni zaznamenané pfi sérii méteni P3

odbér
za 10 hodin | 14 hodin | 18 hodin | 24 hodin | 34 hodin | 40 hodin | 48 hodin

teplota
piiP3 | 31,0°C | 31,7°C | 30,0°C | 29,7°C | 31,7°C | 31,3°C | 3L,1°C

Tab. 7: Teploty vody ve vodni 14zni zaznamenané pfi sérii méfeni P4

odbér
za 10 hodin | 14 hodin | 18 hodin | 24 hodin | 34 hodin | 40 hodin | 48 hodin

teplota
piiP4 |305°C |323°C |30,1°C |29,0°C |[31,2°C |313°C |315°C

Z tabulek je patrné, ze teplota v mediu kolisala v rozmezi 29,0-32,3 °C. Protoze
permeacni pokusy maji byt provadény pii 32 °C mohou byt vysledky timto faktem do

jisté miry ovlivnény.
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7 ZAVERY

1. Celkové prumeéry Jr véetné smérodatnych odchylek ze série méteni P2, P3 a P4:
Jr=7,88+1,52 ug.cm2h™ pro 0% T12
Jr=9,34+1,62 ug.cm2h™ pro 0,3% T12
Jr=10,89 + 2,03 pg.cm?h™ pro 0,5% T12
Jr=11,29 + 3,03 pg.cm®h™ pro 0,7% T12
Jr=11,09 + 2,21 pg.cm?h™ pro 1% T12

2. Pro oleokrém s obsahem 60 % vody byla nalezena maximalni akceleracni aktivita

T12 pti 0,7 %.

3. Hodnoty, ke kterym dospé&la Pavla Dvoidkova®, zabyvajici se oleokrémem s 30 %
vody: Jr = 6,29 + 0,90 pg.cm™?.h™ pro 0% T12
Jr=9,13+ 0,95 ug.cm?h™ pro 0,3% T12
Jr=8,71+191 ug.cm'z.h'l pro 0,5% T12
Jr=10,20 £ 3,25 ug.cm'z.h'l pro 0,7% T12
Jr=7,06+0,81 ug.cm?h™ pro 1% T12

4. Maximum akceleracni aktivity T12 bylo nalezeno u krému s obsahem 0,7% T12 jak

u krému s obsahem 60% vody, tak s 30% vody.

5. Podle mého nazoru by bylo vhodné budouci experimenty tohoto typu provadét
s vétSim poctem sérii mefeni a zaroven dbat na to, aby vzorky obsahujici jednotlivé
koncentrace T12 byly rovnomérné rozloZeny pro kazdou sérii méfeni. Pokud by pfi
vyhodnocovani experimentalnich podkladi bylo nutné néjakou sérii méteni vyloucit,

tento fakt by pftili§ neovlivnil celkovy vysledek.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

T12

SC

DOPA

HLA

CD1

EAK
J[ug.cm?h™]
Jr[pg.cm@h™?]
G

Vo [m]

AVgop [MI]
t[h]

Chk [mg/100ml]
Ck [mg/100ml]

Qt [ng]

Q:[pg.cm?]
n

r

v

P1-P4

Transkarbam 12

stratum corneum

dihydroxyfenylalanin

human leucocyte antigens (lidské leukocytarni antigeny)
diferencia¢ni antigeny (shluk povrchovych znak)
6-aminohexanova kyselina

flux kofeinu

pramérna hodnota fluxt kofeinu

smérodatnd odchylka hodnot fluxti

celkové mnozstvi akceptorového média

mnozstvi doplilovanéhoho akceptorového média

cas

nekorigovana koncentrace permeantu v akceptorové fazi
korigovana koncentrace permeantu v akceptorové fazi
mnozstvi permeantu proslého kozni membranou
mnozstvi permeantu proslého pres 2 cm? kozni membrany
pocet naméienych bodu

korela¢ni koeficient

absolutni ¢len

prvni aZ ¢tvrta série méteni
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