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1. UVOD

V poslednich letech byla vénovana zvySend pozornost pouziti transdermalnich
terapeutickych systémt. Tento zdjem o transdermalni ptipravky je pfisuzovan vyhodam, které

piinasi sama transdermalni cesta podani.

V roce 1981 byla vyvinuta prvni transdermalni néplast, Transderm-Scop. Zahy ji
nasledovala Transderm-Nitro. B¢hem 80-tych let bylo vyvinuto mnoho dalSich
transdermalnich terapeutickych systému, véetné Nitro-Disc a Catapress-TTS. Dalsi naplasti
byly svétu predstaveny v 90-tych letech, napi. Estraderm, Duragesic, Testoderm, Deponit,

Nitrocine, Minitran a nikotinové néplasti.l

Léciva z transdermadlnich terapeutickych systémi pievazné permeuji pres rohovou
vrstvu transcelularné a intercelularné a pouzitd vehikula, rozpoustédla a tenzidy mohou
ovlivilovat permeaci 1éCiva pies - rozd€lovaci koeficient ktize/vehikulum (afinita k 1é¢ivu,

permeace rozpoustédla)

- difuzni koeficienty (osmotické vlastnosti, extrakce

komponenti kize)?

Provadi se fada experimentl v oblasti transdermdlnich terapeutickych systému (TTS).
Mimo jiné se zkoumd vliv vehikula TTS na permeaci léCiva. Jako piiklad uved'me
rezervoarovy TTS s testosteronem, ktery byl vyvinut za pouziti vehikula etanol/voda (70:30) a
u néhoz se zkoumala rychlost permeace testosteronu pies etylen-vinyl-acetatovou (EVA)
membranu.’Déle se zkoumala difuze nikotinu ze smési etanol/'voda EVA membranou‘a
permeabilita etinylestradiolu EVA kopolymerni membranou s rezervoarem obsahujicim

polyetylenglykol a salinicka rozpoustédla.”

V soucasné dob¢ je na trhu fada transdermalnich naplasti, které obsahuji EVA matrix.

Jsou to napt. Durogesic, Estraderm TTS, Oesclim nebo Estragest TTS.

V tomto kontextu se jevi studium permeace 7-metoxytakrinu z hydrofilniho prostiedi
jako opravnéné. Predstavuje potencialni rozsifeni aplikace této plvodni latky domaciho
puvodu, mimo jiné z pracovist’ katedry toxikologie dneSni FVZ UO v Hradci Kralové.
Predkladand prace navazuje na pilotni experimenty provedené na katedie farmaceutické
technologie UK-FaF v Hradci Kralové jiz v ramci pfedchozich kvalifikacnich praci. Vyuziva
pfitom konsultacni spoluprace s doc. MUDr. Jifim Bajgarem DrSc. a Mgr. J. BartoSovou z

vyse zminéného toxikologického pracoviste.



2. CIL PRACE

1. V teoretické Casti zpracovat informace o Alzheimerové nemoci a IléCivech

pouzivanych k terapii a mozné cesty prechodu 1é¢iv kizi a k tomu se vztahujici stavbu kiize.

2. V experimentalni ¢asti bylo hlavnim tkolem rozsifit permeacni vysledky, které byly
ziskany na katedie farmamaceutické technologie v pfedchozich letech a navazat na predeslou

diplomovou praci Transdermalni in vitro permeace metoxytakrinu III.
Dil¢i ukoly, které byly zadany:
a) ovefit permeaci metoxytakrinu z prostiedi propylenglykolu a TRIS-pufru;

b) ovéfit vliv pfidavku 5% arlasolvu, 5% metylpyrrolidonu, 5% transcutolu a 1%

transkarbamu 12;

¢) porovnat vysledky permeace 7-metoxytakrinu z hydrofilniho prostfedi a permeace

z lipofilniho prostfedi, ktera byla provedena v rdmci mé ptedchézejici diplomové prace.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Transdermalni podani lé¢iv

Mluvime-li o transdermélnim podani léCiv, je nutné zminit se o stavbé klze a

moznych cestach prechodu latek pres kizi.®

3.1.1. Stavba kuze

Kuze (cutis) je rozsahly plosny organ tvofici zevni povrch organismu a tim 1 bariéru
organismu vu¢i okoli. Pfedstavuje U¢innou ochranu vici fyzikdlnim, chemickym a
mikrobiologickym noxam z okoli a termoregulaéni systém. Kize se ucastni latkové vymény,
jednak tim, ze se ucastni dychdni, jednak tim, Ze svymi potnimi a mazovymi zlazami
pfedstavuje organ exkrecni. Kize se téz podili na funkcich imunitniho systému organismu.
Vlivem svétla se v kiizi z prekursoru (ergosterolu) vytvaii vitamin D. Kize obliceje, ovladana

mimickymi svaly, je t€Z vyznamnym prostfednikem psychiky jedince.

Kiize dosp&lého Eloveka dosahuje plochy témdf 2 m?, tloustka &ini od 0,5 mm do 4
mm (podle krajiny téla). Hmotnost ktize dosahuje 3 kg - je-li v8ak kuze ztlusténa tukovym

polstaftem, miiZe jeji hmotnost v extrémnich ptipadech dosahnout az 20 kg.
KtZe ma dvé hlavni vrstvy.

Epidermis - pokozka je povrchova vrstva tvofenad epitelem ektodermového
puvodu, je to epitel vrstevnaty dlazdicovy. Mimo zakladni buriky — keratinocyty — v riizném
stadiu jejich vyvoje obsahuje i dalsi buniky: melanocyty, Langerhansovy buiiky a Merkelovy
bunky.

Vrstevnaty epitel, jehoZ buiky od lamina basalis do urCité vySe tvoii stratum
germinativum, coz je vrstva zarode¢na, jejiz bazalni bunky se mitoticky mnozi, se smérem
k povrchu diferencuje a méni se ve stratum corneum — rohovou vrstvu, ktera je nositelem

bariérové funkce kuze.

K pokoZce patii i Gtvary, které z ni vznikaji — derivaty epidermis — chlupy, nehty a

kozni zlazy.



Dermis (corium) — 8kara je fibroelastické kolagenni vazivo se dvéma vrstvami:
stratum papillare — povrchova vrstva — prilehla k epidermis, proti které¢ vybiha ve vyvysené

papily; stratum reticulare — hlubsi, hustsi vrstva — dava kizi mechanickou pevnost.

Dermis je septy pfipoutana k dalSi vrstvé vaziva; je to tela subcutanea — podkozni

vazivo.

Epidermis

Bunky epidermis vytvareji vrstvy:
o Stratum germinativum - je vrstva zarode¢na; rozlisuji se v ni dalsi dvé vrstvy:

. stratum basale (cylindricum) — jedna vrstva vysSich bunék pii bazalni

membrang, v niz jediné probihd bunééné déleni a vznik novych bunék;

. stratum spinosum — navazuje na stratum basale; buiky se vném ve 2-5
vrstvach smérem k povrchu oplostuji do tvaru, ktery je na kolmém fezu kopinaty nebo

polyedricky.

o Stratum granulosum - obsahuji 1-3 vrstvy bunék, kde se v bunkach zacinaji
vytvaret zrna keratohyalinu; bunky postupuji k povrchu, diferencuji se a pak podléhaji
bunééné smrti; po ztraté jadra se méni ve stratum lucidum, coz je tenka vrstva jejiz bunky

obsahuji eleidin; stratum lucidum ptechazi pfesnou hranici ve

. Stratum corneum - tato vrstva je sloZzena z pln¢ zrohovatélych bunék; jsou to
bezjaderné keratinocyty (n¢kdy oznacované jako rohové buiiky — korneocyty); v kiizi jsou
pevné sestaveny v 15-25 vrstvach a jsou to vlastn€ odumielé bunky. Nejpovrchovéjsi vrstva
téchto bezjadernych keratinocyt se prubézné rozdéluje v jednotlivé zbytky bunék (stratum
disjunctum) a ty se pak postupné odlucuji a odpadavaji. Keratin, jimz jsou buiiky ve stratum
corneum vyplnény, je vlaknita bilkovina, specificky produkt keratinocyti. V intercelularnich
prostorech je pak tmelova substance, ktera spojuje stratum corneum v jednotnou lamelu a pii

tom zabrafiuje priniku mnoha latek skrze epidermis.



Rohov¢ derivaty epidermis

o Chlupy - keratinové utvary, které vyrustaji cyklicky a nepravidelné z

vchlipenin epidermis, ozna¢ovanych jako vlasové folikuly.

o Nehty (Unguis) — rohové ploténky na dorsalni stran¢ v§ech kone¢nych ¢lanka

prstii rukou 1 nohou.

o Kozni zl4zy - derivaty epidermis; d€li se na dvé hlavni skupiny — mazové zlazy

a potni zlazy, jichZ je vice typt a skupin.

Dermis

Je sloZena zvaziva se zvlnénymi kolagennimi a elastickymi vlakny; vldkna jsou
spojena ve snopce, které jsou plstovit¢ propletené. Tloustka Skary ¢ini 0,5-2,5 mm. Vrstvy

skary jsou dvé¢:

o Stratum papillare — povrchova vrstva — obsahuje kromé siti vlaken i vétsi

mnoZzstvi vazivovych bungk a je protkana siti kapilar.

o Stratum reticulare — hlubsi vrstva — obsahuje mén¢ bun¢k a husté svazky

kolagennich fibril, méné fibril elastickych.

Tela subcutanea

Podkozni vazivo spojuje kiizi; tj. dermis s povrchovou fascii nebo s periostem.7



Obrazek 1: Stavba kiize®

3.1.2. Cesty piechodu latek pres kuzi

Vstup lé¢iva do kiize

Léciva vstupuji do kiize transadnexdlné (ptfes potni Zlazy a ptes vlasové folikuly

spojené s mazovymi zlazami) nebo transepidermalné. (viz. obr. €. 2)

U transadnexélniho transportu se obchdzi cesta penetrace pfes stratum corneum.
Ackoliv tyto cesty nabizi vyS§i propustnost, jsou povazovany za minoritni, protoZze maji
relativné maly povrch, pifiblizné 0,1 % z celé kiize. Tato cesta je vyhodna pro ionty a velké

polarni molekuly, které velmi t&ce permeuji skrz stratum corneum.’

U transepidermdlniho transportu je mozné navic rozliSit vstup intercelularni
(mezibunéénymi prostory epidermis) a intracelularni, transcelularni (bunikami epidermis).
Nejvetsi Cast 1éCiv prochazi intercelularné a tento vstup fidi — stejné jako méné vyznamny
vstup transfolikularni — zakony diftize. Vehikula topickych 1€kt se dostavaji z povrchu ktize
jen do nejsvrchnéjsSich vrstev klize, do trhlin a Supin rohové vrstvy. Hloubéji se dostava jen

1é¢ivo uvolnéné ze zakladu, ktery ho nese.



U transdermalnich 1¢kii se vytvaii predpoklad, aby 1éCivo, které obsahuji, snadno a
rychle difundovalo na rozhrani s klizi, pteslo rohovou vrstvou, folikuly chlupti, mazovymi a

potnimi zlazami, pfekonalo ostatni vrstvy kize a dostalo se ke krevnim a lymfatickym

kapilaram. 1o

Rovnovazny stav fluxu léCiva (angl. steady-state flux) je popsan 1. Fickovym

zakonem difuze:9

kde J - flux na jednotku plochy
KPp - rozd¢lovaci koeficient latky
D - difuzni koeficient
h - tloustka membrany
Co - koncentrace latky aplikované na povrch klize

Ci - koncentrace latky uvnitt kize 9

Ustaleny (steady) flux se d4 vyhodnotit jako uhrnné mnozstvi‘'difuzni latky
permeujici danou plochou kiize za casovou jednotku. Flux je typicky vyjadien jako ug na

cm? za hodinu.*?

Je mozné odvodit idedlni vlastnosti molekuly dobie penetrujici rohovou vrstvou.

Temito idedlnimi vlastnostmi jsou:

- mald molekulovd hmotnost, preferuje se méné nez 600, kdy se difuzni

koeficient zvysuje;



- adekvatni rozpustnost v oleji a ve vodé¢ — takze membranovy koncentracni
gradient (fidici sila difuze) mize byt vyssi; saturovany roztok (nebo suspenze majici tu
samou maximalni termodynamickou aktivitu) podnécuje maximalni flux v rovnovdzném

systému;

- vysoky, ale vyrovnany (optimalni) rozdélovaci koeficient (pokud by byl pfilis

vysoky, mohl by inhibovat clearance Zivotaschopné tkan¢);

- nizky bod téni, ktery koreluje s dobrou rozpustnosti jakd je predpovézena

idealni teorii rozpustnosti.

Rozdélovaci koeficient je vyznamny pii ustanoveni vysoké inicializa¢ni koncentrace
penetrantu v nejsvrchnéjsi vrstvé stratum corneum. Pokud agens nema spravné fyzikalné-
chemické vlastnosti (obvykle je rozdélovaci koeficient ptili§ nizky), vhodna proléciva mohou
mit optimélni rozd€lovaci koeficient a po vstupu do zivotaschopné tkan¢ enzymy tyto

proléciva aktivuji.11

Obrazek 2: Mozné cesty penetrace pies kizi (1) pies neporusenou rohovou vrstvu, (2)

pies vlasové folikuly spojené s mazovymi zlazami nebo (3) pies potni zlazy (dle ref 9)



Mezi dalsi parametry, které jsou charakteristické pro permeacni experimenty kromé
vyse jmenovaného fluxu, patii Q4, coz je thrnné mnozstvi 1é¢iva na jednotku plochy kize,
které projde kiiZi za 24 hodin. Je vyjadien jako pg na cm?. Jednotlivé daje z experimentil
s akceleranty jsou vyjadfeny pomoci akceleracnich poméri. Akceleratni pomér pro dany
akcelerant ja vypocitan jakol2 pomér mnozstvi penetrujici z upraveného vzorku ku mnozstvi

7 kontrolniho vzorku.*®

3.2  Alzheimerova nemoc a jeji terapie

3.2.1 Demence

Demence jsou zavazné stavy charakterizované dominujicimi mnestickymi a
intelektovymi poruchami a vyraznym tpadkem osobnosti. Kolem dvou tfetin demenci tvoii
Alzheimerova nemoc, kolem jedné pétiny vaskularni demence, zbytek méné Casté piiciny

demence.

Podle specifickych znakd miizeme prubéh demence rozdélit do tii stadii na demenci

mirnou, stiedné téZkou a t€zkou.

Stadium mirné je charakterizovano poklesem paméti, coZz se projevi obtizemi pfi

vykonéavani béznych dennich ¢innosti a t€z§im zapamatovanim novych informaci. V této fazi

je vSak pacient schopen vést sobéstacny Zivot bez potfeby pomoci zvenci.

Stiedné tézka demence se vyznacuje znanym poruSenim paméti ve vSech jejich

slozkach, které ovliviiuje schopnost samostatného vykonavani smysluplné ¢innosti.

Pii demenci téZké jsou vSechny slozky paméti poSkozeny natolik, Ze postiZzeni nejsou

. r . r o s v ] £ r 1
schopni vykondavat rutinni ¢innosti a jsou pln¢ odkézani na péci okoli. >

3.2.2. Alzheimerova nemoc

Onemocnéni bylo poprvé popsano v roce 1907 neurologem Aloisem Alzheimerem.®

24

Alzheimerova nemoc je nejcastéjsi pricinou demence (70 %). Patii do skupiny

atroficko-degenerativnich chorob. Nékteré formy maji familiarni vyskyt. Presenilni forma



zaCind pted 65. rokem, senilni forma po této hranici. Postizena je zejména cholinergni
transmise z oblasti bazalnich ¢asti mozku do kury a hippocampu, postizeny jsou i neurony

produkujici CRF & somatostatin. =/

Alzheimerova nemoc se projevuje progredujici poruchou paméti, prostorové orientace,
ztratou intelektudlnich a socidlnich dovednosti s emociondlni labilitou projevujici se

. . . . . : v . Y .18
agitovanosti, uzkosti, depresi nebo agresivitou, je narusen cyklus spanek-bdéni.

3.2.3. Epidemiologie
Rizikové vlivy
Incidence i prevalence Alzheimerovy nemoci roste s vékem. Ve vysokém véku jsou

zeny ohrozenéjsi nez muzi. Incidence presenilni Alzheimerovy nemoci ve vékové skupiné 40-

60 let kolisa 2,4/100 000 osob/rok, zatimco incidence pozdni formy této nemoci se pohybuje

kolem 120-130/100 000 osob/rok*®

Obé formy Alzheimerovy nemoci, rand i pozdni, se s vyssi Cetnosti vyskytuji v
nékterych rodinach, vykazuji tedy familidrni agregaci. Pfedpoklada se, ze familiarni agregace
pfipad nemoci spjatd s vysokym relativnim rizikem je podminéna kombinaci vlivl
genetickych s vlivy zevniho prostiedi.?® Rizikovym faktorem pro pozdni formu Alzheimerovy
nemoci je nosicstvi alely eta-4 genu pro apolipoprotein E, locus na 12. chromozomu a snad i
mutace mitochondridlni DNA. Rizikem pro rané formy Alzheimerovy nemoci jsou genové

mutace na chromozomech 21, 14 a 1.

Vztah mezi Alzheimerovou nemoci, koufenim cigaret, hlinikem, zinkem a
protizanétlivé plisobicimi 1éky neni vyjasnén. Vztah mezi niz§im vyskytem Alzheimerovy
nemoci a vyS§i hladinou estrogeni u Zen wuzivajici ndhradni hormonalni terapii v

postmenopauzalnim obdobi Zivota je ptedmétem vyzkumu.18

3.2.4. Neurobiologické zmény pri Alzheimerové nemoci

Pribéh nemoci charakterizuje celd fada zmén v mozkové oblasti. Projevuje se
ubytkem mozkové tkané - atrofii, mozkova klira miize byt ztencend, duty systém mozku se

naopak rozsSifuje. Dochdzi k zaniku mozkovych bunék, zejména pak nervovych bunék



cholinergniho systému, ktery hraje dulezitou roli pro funkci paméti. U postizenych
Alzheimerovou chorobou se v mozku objevuji usazeniny beta-amyloidu, bilkoviny, kteréd
tvoii krystalicka jadra tzv. Alzheimerovych plakt. V téchto lozizcich, umisténych v mozkové
ktte nasledné dochazi k odumirani nervovych bunék. V nervovych bunkéach pteménou TAU
proteinu vznikaji tzv. neuronalni uzlicky, které¢ vedou k jejich zédniku. Nemoc je provazena
fadou dalSich zmén a degenerativnich dé&ju, které nejsou specifické pouze pro jeji vyvoj.
Snizuje se mozkovy metabolismus glukézy, vznikd nadmérné mnozstvi volnych kyslikovych
radikald, které jiz organismus neni schopen v dostate¢né mifre likvidovat. Dochazi k ubytku
hormonti ovlivityjicich reparacni procesy v mozku, dale k nadmérnému uvolilovani cytokint,
které opét poskozuji nervové bunky a v neposledni tfadé k zvySenému otevirani tzv.
kalciovych kanali a vstupu ptiliSného mnozstvi kalcia do nervovych buné€k, v nasledku ¢ehoz
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Jjsou ovlivnény ptenaSece nervového vzruchu neboli neurotransmitery.

3.2.5. Priznaky Alzheimerovy nemoci

Ptiznaky Alzheimerovy nemoci, kterd je nejcastéji nemoci stafi, se vyvijeji plizivée.
RozliSeni od pfiznakti doprovazejicich klinicky normalni starnuti nemusi byt zpocatku
jednoduché.”” Nejcastdji se uvadi, ze prvnim piiznakem byvaji poruchy recentni epizodické
paméti s charakteristickym zapominanim kaZzdodennich udélosti. ("Co jsme méli k ob&du?").
Ve stupni vyvoje nemoci, jenz se oznaCuje jako mirny, se typicky objevuje porucha

vybavovani ¢erstvé ulozenych pamétovych dat a porucha konfrontaéniho pojmenovani.

Jazyk je pfi vyvoji Alzheimerovy nemoci zpocatku rovnéz uchovan, chovani nemocnych se
proto pojmenovava socialni fasadou. Re¢ je sice plynuld, nicméné je obsahové prazdna;
vyznam slovnich spojeni je nutné hledat, nemocni sami Casto hledaji slova. Pravidelné se
projevuji 1 poruchy vizuospacialnich funkci. Nemocni zacnou bloudit, nenalézaji cestu domt,
zapominaji, jak se jde do mist, ktera navstévovali desitky let, naptiklad na postu nebo do
obchodu. Né&které nemocné postihnou i1 poruchy exekutivnich funkci vazanych na celni
laloky: prestanou byt schopni planovat i velmi jednoduché cinnosti, coZ se projevuje
vynechavanim a zdménami potadi akci v pribéhu béznych domécich praci. Priblizné u 40%
nemocnych se zacnou projevovat poruchy ne-kognitivnich funkci, naptiklad deprese,

halucinace a agresivita.

Alzheimerova nemoc obvykle probiha 3-8 let. Muzi na tuto chorobu umiraji dfive nez Zeny.



V pokrocilé fazi onemocnéni klesa schopnost pacienti komunikovat s okolim. Nemocni
byvaji apati¢ti, pfestavaji poznavat pratela i ptibuzné. Nakonec pfijdou i o schopnost udrzet
o¢ni kontakt s lidmi, kteti o né pecuji. Nejsou s to udrzet se vsed€. Jsou inkontinentni a

némi.18
3.2.6. Terapie Alzheimerovy nemoci

Alzheimerovu chorobu v soucasnosti vylécit nelze.15 Neni jesté zcela zndma etiopatogeneze
této nemoci.18 Vcasné zahajeni 1€Cby nabizi vSak moznost pribéh onemocnéni znacné

zpomalit.15

Terapie = Alzheimerovy nemoci méa byt komplexni. Zahrnuje farmakoterapii,
psychosocioterapii (pfedev§im kognitivni trénink a dal$i behaviordlni postupy), 1écbu
interkurentnich onemocnéni, rehabilitaci télesnych funkci a v neposledni mife i préaci s

rodinou a dalSimi pecovateli nemocného.18

Farmakoterapii Alzheimerovy nemoci mtizeme rozd¢lit zhruba do dvou skupin: A) Kognitivni

farmakoterapie, B) Nekognitivni, symptomaticka farmakoterapie.
1. Kognitivni farmakoterapie Alzheimerovy nemoci
Porucha nékterych neurotransmitérovych systémii

U Alzheimerovy nemoci je postizen nejvice mozkovy anticholinergni systém. Postizen je
predevsim presynapticky oddil neuronu, zatimco postsynaptickd c¢ast zlstava pomérné
intaktni. Pfesto vSak zistdva schopnost syntézy a uvolnéni acetylcholinu do jisté miry

zachovana.

A/ Substituce prekurzory acetylcholinu

Substituce samotnym acetylcholinem neni mozna — acetylcholin ma velmi
kratky polocas. Cholin se neosvéd¢il mj. pro své depresogenni efekty. Nejuzivanéjsi jsou stale
lecitiny (derivaty glycerolu se substituovanym fosfatidylcholinem a mastnymi kyselinami).

Z lecitinu se postupné uvolniuyje cholin pro syntézu acetylcholinu.

B/ Pouziti inhibitoru acetylcholinesterazy:

Acetylcholinesterdza je enzym odbourdvajici acetylcholin v CNS.
Zablokovanim tohoto odbouravajiciho enzymu zvySime mnozstvi acetylcholinu schopného

vazby na své receptory. Pouzivaji se predevsim ptipravky z nésledujicich skupin:



- Karbamaty — rivastigmin
- Piperidinové ptipravky — donepezil

- Akridinové ptipravky — takrin, u né¢hoz byla zjisténa urcita hepatotoxicita. Jiné

derivaty takrinu jsou napf. velnakrin, suronakrin nebo u nas vyvinuty 7-metoxytakrin

- Derivaty organofosfati — metrifonat

Alkaloidy — galantamin, huperzin A

C/ Pouziti agonistt muskarinovych i nikotinovych acetylcholinergnich receptora:

Jako ucinny postup ke zlepSeni kognitivnich funkci se ukézala ptfedevSim
stimulace muskarinovych receptori typu M1. Ze specifickych inhibitord M1 je klinicky

zkousSen napt. xanomelin a milamelin.

D/ Ovlivnéni acetylcholinergniho systému pomoci jinych neurotransmitérovych

systémi

Acetylcholinergni systém je pod vlivem tonické inhibice GABAergniho
systétmu. Hledaji se latky, které by parcialn¢ inhibovaly GABA-receptory tak, aby doslo
k odblokovani této tonické inhibice. Mezi perspektivni latky nalezi napf. néktera farmaka ze
skupiny B-karbolin. Obdobné zvySuje vykonnost acetylcholinergniho systému inhibice

sérotonergnich receptord typu S3, coz plsobi napt. ondasetron.

E/ Jiné zptisoby ovlivnéni acetylcholinergniho systému

Neéktera farmaka, napf. indeloxazin, zvySuji uvolnéni acetylcholinu
z presynaptického zakonceni. Acetyl-L-karnitin zlepSuje pfijem prekurzort acetylcholinu do

neuronu.18

U Alzheimerovy nemoci jsou také popisovany deficity jinych neurotransmiteri a
neuromediatorti nez je acetylcholin. Konstantné je popisovan deficit somatostatinu. Tato latka
ma velmi kratky polocCas, proto jsou vyvijeny derivaty s retardovanym ucinkem. Deficit
serotoninu neni popisovan konstantné. Presto podavani selektivnich inhibitorii reuptake

serotoninu (fluoxetin) miize u Alzheimerovy nemoci piinést urcity benefit.®



Tvorba patologickych proteint

Tvorba a uklddani B-amyloidu je u Alzheimerovy nemoci zakladni neurodegenerativni
zménou. Pfi souCasném stavu védeéni vSak neni mozné tento proces ovlivnit. Podani kognitiv

urcitym zpisobem mirni proces amyloidogeneze.

Dalsi patologicky protein, ktery se uplatiiuje v patogenezi Alzheimerovy nemoci, je
degenerovany t-protein tvofici neurondlni klubka. Degeneraci t-proteinu zatim rovnéz

nedovedeme ovlivnit, experimentuje se s urcitymi protedzami.18

Latky zlep$ujici mozkovy metabolismus

U demenci byva zjistovan defekt oxidativniho mozkového metabolimu. Proto se pouzivaji
tzv. zvySovace mozkového metabolismu jako jsou dihydrované ndmelové alkaloidy
(dihydroergotoxin), ale pfedevSim nootropni farmaka®® a to zejména jako soucast
kombinované farmakoterapie. Jedna se o latky - piracetam, derivaty piracetamu (aniracetam a
pramiracetam), pyritinol, meklofenoxat, naftidrofuryl, smés nicergolin, extractum ginkgo

biloba.18

Latky likvidujici volné kyslikové radikaly

PouZivaji se latky oznaCované obvykle jako scavengery (= zametaci) volnych kyslikovych
radikali. Naélezi zde napf. a-tokoferol, kyselina askorbova, retinol, melatonin, nékterd
nootropni farmaka a tzv. lazaroidy, latky odvozené od steroidnich hormoni s 21 uhliky (napf.

tirilazad).

Inhibitor monoaminooxiddzy B-typu selegilin snizuji tvorbu volnych radikali tim, ze

zamezuje biodegradaci dopaminu. Toto pouziti je ale spiSe empirické.18

Parcialni nekompetitivni inhibitory NMDA receptora

Glutamatergni systém je taktéz u Alzheimerovy nemoci poskozen. Nadmérnym uvolnénim
excitacnich aminokyselin (glutamat, aspartat aj.) dochdzi k postiZzeni jednoho ze zékladnich

mechanizmii paméti - dlouhodobé potenciace. Tento mechanismus se odehrava na tzv.



NMDA ionotropnim receptoru excitacnich aminokyselin. Klinicky je pouzivan zatim jediny

piipravek a to memantin.®

Nesteroidni antirevmatika

U Alzheimerovy nemoci jsou ovéfovany ucinky nesteroidnich antirevmatik véetné kyseliny

acetylsalicylové, dosavadni efekty v§ak nejsou dostate¢né.24

Dalsi ptistupy

Byla zkouSena tada dalSich farmakoterapeutickych pfistupti, ale ani jeden z nich neprokazal
klinicky dostate¢nou t¢innost. Jedna se naptiklad o pouziti prekurzorti nervovych ristovych
hormonti (prekurzoru nervovych rustovych faktorti cerebrolysinu). Estrogenni stimulace
postklimakterickych Zen se rovnéz ukazala neti¢innd v terapii Alzheimerovy choroby. Rovnéz

vysledky terapie statiny nejsou dostatec¢né.

Ocekavané piistupy v blizké budoucnosti

Jako perspektivni metoda je zkouSena vakcinace beta-amyloidem, ale klinické studie byly
pozastaveny pro vyskyt postvakcinacnich encefalitid. Jsou vyvijeny inhibitory beta- a gama
sekretaz, zamezujici tvorbu degenerativniho proteinu beta-amyloidu. ZkouSeny jsou
inhibitory enzymu glykogenu syntdza kinaza 3 beta ( GSK-3 beta), rovnéZ zamezujici tvorbé

beta-amyloidu, i dali postupy. Zadny z nich vak neni v sougasnosti pouzivan klinicky.25

2. Nekognitivni farmakoterapie

Tento typ farmakoterapie se pouziva k 1é¢bé pridruzenych, nekognitivnich symptomut
Alzheimerovy nemoci. Mezi takovéto piiznaky nalezi napf. paranoidn€ halucinatorni

syndromy, stavy neklidu, poruchy spanku, depresivni nebo uzkostné stavy.

Nebiologické terapeutické pristupy

Terapie Alzheimerovy nemoci ma byt komplexni. Je tedy nezbytna psychosocioterapie.

Zakladni je spravny psychologicky ptistup k pacientovi trpicimu demenci.18



3.3 7-metoxytakrin

Synonymem je 9-amino-7-metoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin a jeho strukturni vzorec je

zobrazen na obr.¢.3.

7-metoxytakrin je origindlni ceskou cholinergni latkou, kterd byla vyvinuta
v laboratofich Vojenské 1ékaiské akademie v Hradcei Kralové.?® 7-metoxytakrin je derivatem
takrinu s niz$i toxicitou. Takrin nebo-li tetrahydroakridinl7 patii do skupiny prvni generace
inhibitort acetylcholinesterazy. Jako prvni byl uznan americkou organizaci FDA (US Food
and Drug Administration) lékem pro symptomatickou lécbu pacientli s mirnou az stiedné
tézkou formou Alzheimerovy demence. Mezi nejdilezitéjsi nezadouci Uc€inky patii jeho
(asymptomatickd a ptechodnd) hepatotoxicita, dale nauzea a zvraceni, anorexie a prijem. Je
mozné genetickymi metodami najit pacienty s lepsi odpovédi na takrin jesté pred zacatkem
1é¢by.?’

7-metoxytakrin je novym reverzibilnim inhibitorem acetylcholinesterazy.”® M4 vliv na
lécbu onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba, vniz redukuje cholinergni
neurotransmisi.?*Dalsi z moznych indikaci 7-metoxytakrinu v klinické praxi je 16¢ba tarditivni
dyskineze26, neuroleptické hypertermie®, abstinenéniho syndromu, pfi predavkovani latkami
s anticholinergnim ptsobenim® a mé piiznivé plsobeni na neuropsychiatrické poruchy

vyskytujici se u Parkinsonovy choroby.32

In vitro studiemi na laboratornich potkanech byla zjiSt€éna biotransformace této
anticholinergni latky 9-amino-7-metoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridinu. Hlavnimi
identifikovanymi  metabolity ve zvifeci mo¢i byly 9-amino-7-hydroxy-1,2,3,4-
tetrahydroakridin a jeho konjugat s kyselinou glukuronovou a sirovou, stejné tak jako 9-
amino-1-hydroxy-7-metoxy -1,2,3,4-tetrahydroakridin a 9-amino-2-hydroxy-7-metoxy -
1,2,3,4-tetrahydroakridin.*

Obréazek 3: 7-metoxytakrin®*



7-metoxytakrin  se zatim v klinické praxi podava v injekéni a perordlni formé.
V predkladané diplomové praci je snaha ovéfit permeacni potencial této latky s malou
molekulou a lipofilni povahou, ktera ma tudiz vyborné ptedpoklady k transdermalni aplikaci.
Navazuje na piedchozi prace provadéné s bazi 7-metoxytakrinu jako takovou nebo spolecné

S riznymi akceleranty transdermalni penetrace.






4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité pristroje

Analytické vahy Sartorius, Gottingen
Autosampler AS 10 Ecom, Praha

Digitalni pH-metr BT 120 Elektronické pfistroje, Havlickav Brod
Digitalni vahy Kern, Albstadt

Kolonovy termostat LCO 102 Ecom, Praha

Liberaé¢ni zafizeni UK - FaF, Hradec Kralové
Magneticka michacka MM 2A Laboratorni pfistroje, Praha
Lednic¢ka s mrazni¢kou Ardo, Italie

Ultrazvukova lazen Tesla, Vrable

UV detektor LCD 2040 Ecom, Praha

Vysokotlaké ¢erpadlo HPP 5001 Ecom, Praha

4.2 PouZité suroviny

Acetonitril Sigma-Aldrich, Praha
g
Azid sodny p.a. Fluka, Buchs

Etanol 96% Kulich, Hradec Kralové

Chloroform Lachema, Neratovice

Kyselina chlorovodikova 36% Lachema, Neratovice

1-metyl-2-pyrrolidon Fluka, Buchs

7-metoxytakriniumchlorid laktat FVZ UO, Hradec Kralové

Metanol pro HPLC Sigma-Aldrich, Praha

Propylenglykol Kulich, Hradec Kralové



Transkarbam 12 UK - FaF, Hradec Kralové
Trietylamin Merck, Schuchardt
TRIS-pufr Sigma-Aldrich, Praha
Voda ¢isténa UK - FaF, Hradec Kralové

Uvedené komeréné dostupné latky odpovidaly deklarované jakosti podle danych
norem vyrobcl, resp. dodavatelll. Transkarbam 12 o Cistoté vyssi nez 99 % byl syntetizovan
Doc. PharmDr. A. Hrabalkem, CSc. na katedfe anorganické a organické chemie UK - FaF

Vv Hradci Kralové.

4.3 Biologicky material

Pro permeacni pokusy byla pouZita kize z usi prasnic. Ucho se nejdiive pe€livé omylo
pod tekouci vodou, aby se zbavilo necistot. Poté se oholily Stétiny z vn&j$i strany ucha. Cela
kaze se pak skalpelem odiezala od chrupavky a ponoftila do roztoku 0,9 % chloridu sodného a
poté do roztoku 0,02 % azidu sodného. Tato kiize o plné tloust’ce byla nasledné ulozena do
sacku z polyethylenové folie a po evakuaci a zataveni sackli uchovana v mraznicce pfi teploté

- 20°C.

4.4 Priprava akceptorové faze

Pro experiment jsem vyuZila poznatky z mé diplomové prace.*®®

Pouzila jsem akceptorovou fazi slozenou ze dvou dilti etanolu 96 % a 8 dila tlumivého

roztoku TRIS-pufru o pH 7,1.

Piiprava TRIS-pufru (pH=7,1) pro permeaéni pokusy:

Slozeni: TRIS-pufr (C4H1INO3)......ccviviiiiiinnnn 24¢
Azidsodny.......coooiiiiiiiii 0,02¢g
Kyselina chlorovodikova 36%.........cccccceuveenennnen. qg.s.

VodaCiSténa.........oovvviiiiiiiiii, ad 1000g



Postup pripravy TRIS-pufru:

Po navazeni potiebného mnozstvi TRIS-pufru a azidu sodného (konzervacéni piisada)

se latky rozpustily po doplnéni vodou na 1000 g za pouziti magnetické michacky.

Za stalého michani na magnetické michacce bylo zméfeno pH na kalibrovaném pH-
metru a pomoci kyseliny chlorovodikové 36 % bylo upraveno na hodnotu 7,1. Takto

ptipraveny TRIS-pufr se uchovaval v lednici pfi teploté 5°C.

Pripraveny tlumivy roztok TRIS-pufru byl smisen s etanolem 96 % v poméru 8:2.
Ziskana akceptorova faze byla také uchovavana v lednici pii teplot¢ 5°C, a v prabéhu

permeacnich pokusl byla umisténa v termostatované vodni lazni temperované na 37°C.

4.5 Priprava vzorki

7-metoxytakrin laktat byl v potfebném mnozZstvi navazen a preveden do formy
suspenze v propylenglykolu a TRIS-pufru v poméru 1:1 na magnetické michacce za teploty

40°C tak, aby vysledné pH suspenze bylo 7,05.

V ptipadé, Ze se do takto pfipravené suspenze ptidaval akcelerant, bylo jeho potiebné
mnozstvi pfidano a homogenizovano za stejnych podminek. Pfipravené¢ vzorky byly

uchovavany v termostatu pfii teploté 32°C.

4.6 Vécna napln permeacnich pokusii

Permeacni experiment

Bylo pfipraveno 20 ml 0,5% suspenze 7-metoxytakrin laktatu v propylenglykolu a
TRIS-pufru v poméru 1:1 ( pH = 7,05).

Do 3 ml takto pfipravené suspenze byl piidan 1-metyl-2-pyrrolidon tak, aby jeho
vysledna koncentrace ¢inila 5%. Do dalSich 3 ml suspenze byl pfidan transcutol tak, aby jeho
vysledna koncentrace byla 5%. Do 3 ml suspenze byl ptidan arlasolve tak, aby jeho vysledna
koncentrace ¢inila 5% a do stejného mnozstvi suspenze byl pfidan transkarbam 12 tak, aby

jeho koncentrace €inila 1%.



Kazda z ptipravenych suspenzi byla vnasena do tii libera¢nich bunék.

4.7 Usporadani permeacnich pokust

Pro experiment byly pouzity Franzovy - difazni cely, které byly umistény

V termostatované vodni lazni temperované na teplotu 37°C.

Franzova - diftzni cela se skladala z donorové faze, permeacni bariéry, kterou

predstavovala praseci klize, a akceptorové féze.

Jednotlivé vzorky kiize byly fixovany mezi dvé desticky z plexiskla s otvorem o plose
zhruba 2 cm?, které byly utésnény silikonovym adhezivem. Na vnéjsi stranu kize byla
vnaSena donorova faze, kterou piedstavovala suspenze 7-metoxytakrinu snebo bez
akcelerantu, v mnozstvi 400 ul. Tato byla piekryta sklickem, aby se nevypatovala. Pod
bariérou byl kompartment naplnén akceptorovou fazi s magnetickym michadlem. Objem
plnéné akceptorové faze ¢inil 20 ml a ten, ktery se zde uz nevesel, byl odecten s pfesnosti na
0,1 ml.

V casovych intervalech po 3; 6; 9; 12; 24; 27; 30 a 33 hodinach byly odebirany vzorky
z akceptorové faze ke stanoveni 7-metoxytakrinu v objemu 0,8 ml. Stejny objem Cisté
akceptorové faze temperovany na teplotu 37°C byl nasledné doplnén. Pokud byl ubytek
akceptorové faze vétsi v disledku vypafovani, dany objem byl doplné€n a pifi zpracovani

ziskanych koncentra¢nich dat byl vzdy uvazovan pti zavére¢nych vypoctech.

4.8 Analyticka metodika

4.8.1 Podminky HPLC stanoveni 7-metoxytakrinu

MnozZstvi 7-metoxytakrinu  ve vzorcich akceptorového média bylo stanovovéano

metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Mobilni fazi tvofila smés acetonitrilu, metanolu, trietylaminu a vody v pomérech

20:25:1:55.

Tato smés byla vzdy ptfed naplnénim do chromatografické soustavy odplynéna na

ultrazvukové 1azni po dobu 10 az 15 minut. Pritok mobilni faze ¢inil 1,6 ml/min.



Stacionarni fazi tvotila kolona LiChroCART® (Merck) o priméru 4mm, délce

250 mm, s naplni Lichrospher 60 Rp-select B o velikosti ¢astic Sum.
Detekce byla provadéna UV-spektrofotometricky pii vinové délce 348 nm.
Kolona byla uloZena v termostatu pfi teploté 5S0°C.

Objem vzorku davkovaného autosamplerem na kolonu byl vzdy 100 pl, pti¢emz kazdé

stanoveni bylo provedeno dvakrat.

4.8.2. Priprava kalibracnich roztoki

Zakladni roztok 7-metoxytakrinu byl pfipraven navazenim 10,0 mg baze 7-
metoxytakrinu a jeho rozpusténim ve 100 ml akceptorové faze (TRIS-pufr o pH 7,1 a etanol

96% Vv poméru 8:2) v odmérné bance.

Ze zékladniho roztoku a Cisté akceptorové faze byly fedénim piipraveny dalsi pracovni

kalibra¢ni roztoky o koncentracich 1; 0,5; 0,3; a 0,1 mg na 100 ml.

Pfesna koncentrace ve vzorcich 7-metoxytakrinu byla stanovovdna pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie. Kazdy kalibra¢ni roztok byl zméfen nejméné

sedmkrat.

Z vysledkli méfeni byla nasledné sestrojena kalibracni kiivka pomoci linedrni regrese.
Vypocet koncentrace kalibracnim piepoctem ploch pikli byl proveden pomoci softwaru, ktery

je k dispozici na katedie farmaceutické technologie.
Byla ziskana nasledujici rovnice ptimky:
Plocha piku = 70,4.Cnk + 1,2

Zavislost y na x byla prokdzana se spolehlivosti 99,9 %, hodnota korela¢niho koeficientu r

byla 0,968.

4.9 Vysledky méreni

Prvotni experimentalni data byla ziskana pii HPLC stanoveni 7-metoxytakrinu
V jednotlivych odbérech akceptorové faze, kterd byla dale pifepocitana na odpovidajici

koncentra¢ni udaje, jako nekorigovana koncentrace cnx [mg/100 ml] a po korelaci



zohlediujici priabézny odbér a doplhovani akceptorové faze jako korigovana koncentrace 7-
metoxytakrinu cx [mg/100 ml]. Takto ziskané udaje jsou pro jednotlivé donorové vzorky
obsazeny ve vybranych protokolech ¢asti 5. Dokumentace permeacnich pokusi. Tyto

protokoly obsahuji v tabulkové a grafické formé vSechna ziskana data.

Dalsi postup prepoctu koncentra¢nich dat spocival v zohlednéni rozdilnosti objemut
akceptorové tekutiny v jednotlivych buiikach a tim, aby byly ziskany udaje o skute¢ném
mnozstvi 7-metoxytakrinu proslého kozni membranou Q; [mg] a mnozstvi 7-metoxytakrinu
proslého 2 cm? konzni membrany Q [mg/cmz]. Tyto vysledky jsou graficky znazornény v
piislusnych protokolech pomoci linearni regrese. Hodnoty smérnic k, které jsou Ciselné
shodné s hodnotami fluxii J [ug/cm?.h™], jsou spole¢nd s hodnotami r (korelagni koeficient) a

hodnotami q (absolutni ¢len) uvedeny v dokumentaci permeacnich pokust.



5. DOKUMENTACE PERMEACNICH POKUSU



6. VYSLEDKY A DISKUZE

Pro provedeni permeacnich experimentli jsem zvolila akceptorové médium, které se
jiz osveédcilo v mé diplomové praci. Akceptorové médium bylo sloZzeno ze dvou dilt etanolu
96% a osmi dild TRIS-pufru o pH 7,1. Uvedené pH vyhovovalo testovanému [é¢ivu, koznim
Stépim 1 akcelerantim. Zaroven byl splnén pozadavek, aby akceptorové médium

neinterferovalo se stanovenim 7-metoxytakrinu v UV oblasti.

V jiz ptedchozich experimentech provedenych na katedie farmaceutické technologie
bylo zjisténo, ze vyuzitd analytickd metodika, kterou jsem pouzila pro stanoveni 7-
metoxytakrinu v akceptorové fazi permeacnich pokusi, byla dostatecné citliva a pro dany ucel
zcela vyhovujici. Mobilni fazi tvofila smés metanol : acetonitril : trietylamin : voda v
pomérech 25:20:1:55. Tyto chromatografické podminky zajistily dobrou separaci pikil v
reten¢nich ¢asech okolo 5,5 minut (viz graf 1). OvSem nékdy se vyskytly reten¢ni ¢asy delsi v

disledku poruchy detektoru.

Graf 1: Chromatogram standardu 1mg/100 ml 7-metoxytakrinu v akceptorové fazi
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O vhodnosti podminek HPLC stanoveni svéd¢i porovnani chromatografickych
zaznami ze stanoveni standardi 7-metoxytakrinu ( viz graf 2) a také z méteni vzorkl z

permeacnich pokusi, jek je zfejmé z grafi ¢. 3 a 4.



Graf 2: Chromatogram standardu 0,1mg/100ml 7-metoxytakrinu v akceptorové fazi
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Graf 3: Chromatogram vzorku permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v propylenglykolu a

TRIS-pufru bez pridavku akcelerantu v akceptorové fazi po 12 h permeace
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Graf 4: Chromatogram vzorku permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v propylenglykolu a

TRIS-pufru s ptidavkem 1% transkarbamu 12 v akceptorové fazi po 33 h permeace
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Dobré hodnoceni i velmi nizkych koncentraci 1é¢iva, které se vyskytovaly pfevazné v
raném zacatku prechodu do akceptorového média, umoznovala ziskand kalibracni zavislost

(viz graf ¢.5). Tato byla pro Gcely pokusu dostate¢né jednoznaéna.

Graf 5: Kalibra¢ni zavislost 7-metoxytakrinu
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V piedchozich experimentech provedenych na katedie farmaceutické technologie byl
zkouSeny donorovy vzorek vzdy v lipofilni formé, kdy testované 1é¢ivo bylo suspendovano v

izopropylmyristatu. Lécivo bylo také pfedem upraveno prevedenim z formy soli na bazi.

V mém experimentu jsem vyzkousela pouzit pro permeaci samotnou sul 7-
metoxytakrin laktat, kterou jsem suspendovala za zvySené teploty 40°C v hydrofilnim médiu.
Hydrofilni médium piedstavovala smés propylenglykolu a TRIS-pufru v poméru 1:1 tak, aby
vysledné pH této vodné faze cCinilo 7,05. Bylo tedy nutné vytvofit alkalické prostiedi pro

permeaci léCiva.

Vsechny vysledky byly ziskany s paralelni kontrolou stability 7-metoxytakrinu za

podminek permeace.

Ze zpracovanych dajt, jak jsou v uplnosti uvedeny v predchazejici dokumentacni
casti 5. Dokumentace permeacnich pokusi této prace v protokolech €.1 az 16, je ziejmé, ze

se jedna o vysledky vérohodné, dobfe hodnotitelné a konzistentni.
Hlavnim sledovanym parametrem permeacnich pokusti byla hodnota fluxti J

[ng.ht.cm?] 1é¢iva. Jednalo se o postup zajistujici co nejvétsi standardizaci odectu steady
state permeacni faze. Pro kaZzdou kumulativni zavislost koncentrace na dob¢ trvani pokusu byl
vyhledan usek, kterym bylo moZné prolozit ptimku. U nékterych pribéht jsou vynechany pii

grafickém zndzornéni jako odlehlé ty body, které¢ neodpovidaji témto pozadavkim.

U permeaci 1P1 aZ 1P8 na prase¢im uchu 1 (PU1), které bylo silnéj$i, znamenaly
hodnoty naméfené po 30 a 33 hodinach rany zacatek prib&éhu permeace. Hodnoty jsou zde

velmi nizké, na hranici detekovatelnosti a navic zna¢né nestalé.

U permeaci 1P9 az 1P16, na ten¢im prase¢im uchu 2 (PU2), byly vynechany prvni 3
body, tedy hodnoty po 6, 9 a 12 hodinach. A to z toho divodu, abychom se k nab&hové vétvi

dostali drive.

Za prvni zminku k pribéhu permeaci stoji, Ze ackoliv byly vzorky méfeny jiZ po 3
hodinach permeace, prvni interval, v némz byl 7-metoxytakrin detekovan v akceptorové fazi
byl po 6 hodinach. Mnozstvi permeovaného 7-metoxytakrinu nartistalo pravidelné. Plynuly

koncentra¢ni nartst trval prakticky déle nez 30 hodin.



Hlavnim sledovanym parametrem byla tedy hodnota fluxi. VSechny relevantni
hodnoty fluxi, tedy takové, které odpovidaly vS§em naroklim na spravnost odectu hodnot i s
prihlédnutim k celkovému charakteru permeacnich ktivek, jsou uvedeny v tabulkach €. 1 a

2.

Tab. 1: Souhrnné vysledky permeaci 7-metoxytakrinu ze suspenze propylenglykolu a
TRIS-pufru (praseéi ucho 1)

Kod Korela¢ni Pocet Flux J
Kéd donoru permeace | koeficientr | hodnotn |[ug/cm2.h-1]|PrimérJ| sd

TRISpufr 7,1+PG 1P1 0,814285 7 0,54

TRISpufr 7,1+PG 1P2 0,919553 7 0,63 0,59 0,07
TRISpufr7,1+PG+5%MP 1P3 0,880341 6 0,36
TRISpufr7,1+PG+5%MP 1P4 0,852773 7 0,87
TRISpufr7,1+PG+5%MP 1P5 0,563875 6 0,21 0,48 0,35
TRISpufr7,1+PG+5%TC 1P6 0,695692 7 0,33
TRISpufr7,1+PG+5%TC 1P7 0,985029 7 0,13
TRISpufr7,1+PG+5%TC 1P8 0,821401 7 0,41 0,29 0,14




Tab. 2: Souhrnné vysledky permeaci 7-metoxytakrinu ze suspenze propylenglykolu a

TRIS-pufru (praseéi ucho 2)

Kod Korela¢ni Pocet Flux J
Kod donoru permeace | koeficientr | hodnotn |[ug/cm2.h-1]|PrimérJ| sd
TRIS-pufr 7,1+PG+5%Ar 1P9 0,982447 4 3,14
TRIS-pufr 7,1+PG+5%Ar 1P10 0,994759 3 2,17
TRIS-pufr 7,1+PG+5%Ar 1P11 0,918058 3 1,80 2,37 0,69
TRIS-pufr 7,1+PG+1%T12 1P12 0,994146 4 6,29
TRIS-pufr 7,1+PG+1%T12 1P13 0,999196 4 7,01
TRIS-pufr 7,1+PG+1%T12 1P14 0,99257 4 6,76 6,68 0,36
TRIS-pufr 7,1+PG 1P15 0,966472 4 2,77
TRIS-pufr 7,1+PG 1P16 0,631711 4 1,60 2,18 0,83

Naméfené primérné hodnoty fluxéi J [ug.h*.cm?] 7-metoxytakrinu jsou pro celkové

porovnani vysledku ilustrovany na grafu €. 6.

Graf & 6: Souhrnné hodnoty J fluxii [pg.h™.cm?] 7-metoxytakrinu ze suspenzi v

propylenglykolu a TRIS-pufru s jednotlivymi akceleranty
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Z tohoto grafického zobrazeni, v némz jsou ke kazdé¢ primémé hodnoté fluxu
vyznaceny také prislusné smérodatné odchylky (téchto primérnych hodnot) se ukazuje to, ze
rychlost, respektive mohutnost permeace, je pro donorové vzorky relativné nizka a velmi

raznoroda.

Velmi rozdilné hodnoty fluxi J donorovych vzorkt v tabulce 1 a v tabulce 2 jsou
zpisobeny rozdilnou tlouStkou kuze prasecich boltct. Z grafu €. 6 je patrné, ze kiize z
prasec¢iho boltce PU2 byla vyrazné tenc¢i nez kiize PUI. A tedy 1 hodnoty fluxa J jsou odlisné,
coz je mozné nejlépe posoudit porovnanim permeaci donorovych vzorku 7-metoxytakrinu z
TRIS-pufru a propylenglykolu bez ptidavku akcelerantu na jednotlivych prasecich usich (PU1
a PU2). Primérna hodnota fluxu J permeace 7-metoxytakrinu z TRIS-pufru a
propylenglykolu na PU1 byla 0,59 [pg.h*.cm™], kdezto na PU2, které bylo vyrazné tendi,
byla hodnota fluxu J 2,18 [ug.h™*.cm™]. Ovsem odlisnost tloustky prasecich boltct je patrnd i
na donorovych vzorcich s pifidavkem akcelerantii arlasolvu a transkarbamu 12, které

vykazovaly mohutnéj$i permeaci nez vzorky s akceleranty transcutol a 1-metyl-2-pyrrolidon.

Proto byl k dalsimu komentafi vyuzit jiny parametr permeace, a to akcelera¢ni
pomér. Akceleracni pomér je vyjadien jako pomér toku vehikula s akcelerantem ku
donorovému vzorku bez akcelerantu. Vypoctem tohoto parametru se podafilo odstranit
rozdily ve vysledcich mohutnosti permeace jednotlivych vzorkd zplsobené odlisnou silou
kize praseciho boltce a porovnat mohutnosti permeace donorovach vzorkd s akceleranty.
Vypoctené akceleraéni poméry pro jednotlivé vzorky jsou znazornény v tabulce ¢ 3 a

graficky zndzornény v grafu &. 7.

Tab. 3: Souhrnné vysledky akceleracnich pomért permeace donorovych vzorki 7-

metoxytakrinu z propylengyklou a TRIS-pufru s pfidanymi akceleranty

Kéd donoru Akceleraéni pomér
TRIS-pufr+PG+5%MP 0,82
TRIS-pufr+PG+5%TC 0,50
TRIS-pufr+PG+5%Ar 1,09
TRIS-pufr+PG+1%T12 3,06




Graf ¢ 7: Srovnani akceleratnich poméri permeace donorovych vzorkd 7-

metoxytakrinu z propylenglykolu a TRIS-pufru s akceleranty
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Z grafu €. 7 vyplyva, Ze nejmohutnéji permeovalo 1é¢ivo z donorového vzorku s
pridavkem 1% transkarbamu 12. Hodnota jeho akceleracniho poméru byla 3,06. Naopak

nejméné permeovalo 1é¢ivo s 5% transcutolem s hodnotou akceleracniho poméru 0,5.

TudiZ jako nejvhodnéjsi akcelerant permace 7-metoxytakrinu z hydrofilniho prostiedi
se jevi 1% transkarbam 12. Bylo by tedy vhodné studovat tento akcelerant v riiznych
koncentracich. Naopak jako nevhodny wurychloval permeace se jevi transcutol a

metylpyrrolidon, oba testované v 5% koncentraci.

V nasledujici tabulce €. 4 a grafu €. 8 je srovnan vliv jednotlivych akceleranti na
permeaci 7-metoxytakrinu ze dvou odli$nych prostfedi. A to z hydrofilniho prostiedi, které
bylo slozeno z propylenglykolu a TRIS-pufru a z lipofilniho prostiedi izopropylmyristatu.
Vlivu jednotlivych akcelerantli na permeaci 7-metoxytakrinu z izopropylmyritatu jsem se
vénovala v mé predchazejici diplomové praci. Jednalo se o tyto akceleranty: transkarbam 12
ve dvou koncentracich 1% a 2%, 5% 1-metyl-2-pyrrolidon, 5% 1-dodecyl-2-pyrrolidon a 5%
azon. Slibné vysledky pro zvySeni koZniho priniku 7-metoxytakrinu pfineslo pouziti 2%
piidavku transkarbamu 12. Rovnéz piidavek 5% azonu do donorovych vzorkd v

izopropylmyristatu vykazoval zvysené primérné hodnoty fluxu J oproti standardu. Naopak



5% pridavky metylpyrrolidonu a dodecylpyrrolidonu se na permeaénim fluxu

7_metoxytakrinu neprojevily.

Tabulka 4: Porovnani permeace 7-metoxytakrinu z prostiedi hydrofilniho a

lipofilniho s pfidanymi akceleranty

donorovy vzorek
7-metoxytakrin + akceleraéni pomér
IPM+1%T 12 0,98
IPM+2%T12 1,45
IPM+5%Azon 1,35
IPM+5%MP 0,94
IPM+5%DP 1,03
TRIS-pufr+PG+5%MP 0,82
TRIS-pufr+PG+5%Ar 1,09
TRIS-pufr+PG+5%Tc 0,50
TRIS-pufr+PG+1%T12 3,06

Graf ¢. 8: Srovnani permeace 7-metoxytakrinu z hydrofilniho a lipofilniho prostredi
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Graf ¢. 8 ukazuje, ze vétSina vzorki ma obdobny akceleracni pomér, ktery se
pohybuje okolo hodnoty 1. Vyrazné nizsi akceleratni pomér je u donorového vzorku s
ptidavkem 5% transcutolu, ktery permeuje z hydrofilniho vehikula - propylenglykolu a TRIS-
pufru. Jeho hodnota €ini pouze 0,5. Kdezto donorovy vzorek s 1% transkarbamem 12, ktery

permeuje taktéz z hydrofilniho prostiedi, vykazuje nejvyssi akceleracni pomér a to 3,06.

Ze vzorka, které permeuji z lipofilniho vehikula, prokazuje nejmohutnéjsi permeaci
vzorek s ptidavkem 2% transkarbamu 12 (akcelera¢ni pomér 1,45) a také vzorek s piidavkem
5% azonu (akceleraéni pomér 1,35). Nejméné se projevuje akceleracni vliv metylpyrrolidonu

a dodecylpyrrolidonu.

Bylo by prospésné studovat transdermalni podani 7-metoxytakrinu z hlediska
mozného urychlovaciho efektu transkarbamu 12 a to jak z hydrofilniho tak i z lipofilniho
vehikula a to v rliznych koncentracich. Naopak pouziti akcelerantl ze skupiny pyrrolidonti by
v tomto ptipadé bylo bez adekvatni odezvy. Proto nejsou vhodné k dalSimu testovani na
lidské kuzi.

Z hlediska prostiedi, z n¢hoz 1é¢ivo permeuje, se jednoznacné jevi jako vhodnéjsi
lipofilniho prostiedi. V lipofilnim prostiedi jsou primérné hodnoty fluxi J standardu na

urovni 15 [ pg.h’l.cm'z], kdezto v hydrofilnim prostfedi jsou okolo hodnoty 2 [ug.h‘l.cm'z].



7. ZAVERY

1. Permeace 7-metoxytakrinu v pokusech in vitro za pouziti kozni membrany z boltce
prasec¢iho ucha z hydrofilniho prostfedi (propylenglykolu a TRIS-pufru) s ptidavkem 1%

transkarbamu 12 byla relativné pravidelnd s hodnotou akceleracniho poméru 3.

2. Naopak pridavek 4% transcutolu a 5% metylpyrrolidonu se na permeaci 7-
metoxytakrinu z hydrofilniho prostiedi pfili§ neprojevil.

3. Vliv na urychleni permeace vzorku 7-metoxytakrinu z hydrofilniho 1 lipofilniho
prostiedi s pridavkem pyrrolidont se pfili§ neprojevil.

4. Lépe permeoval standard 7-metoxytakrinu z lipofilniho  prostiedi
izopropylmyristatu s primeérnou hodnotou fluxu J asi 16 nez z hydrofilniho prostredi

propylenglykolu a TRIS-pufru.

5. Pro ptipadné pilotni pokusy s lidskou kiuzi lze doporucit testovani rozdilnych

koncentraci transkarbamu 12 a to z obou typ prostredi.



8. SOUHRN

V teoretické casti je podan souhrn informaci o Alzheimerové nemoci a lé¢ivech

pouzivanych k terapii. Dale o moznych cestach piechodu lé¢iv kiizi a o struktufe kiize.

In vitro permeacni experimenty s vyuzitim excidovanych vzorkll kiize z boltct
prasaCich usi ukazovaly, ze pii testovani vzorkli 7-metoxytakrinu v TRIS-pufru a
propylenglykolu byly primémé hodnoty fluxii vyrazné niz§i nez pii permeaci 7-

metoxytakrinu z prosttedi izopropylmyristatu.

Dale byl prokazan akcelera¢ni vliv transkarbamu 12 a to jak z hydrofilniho, tak z

lipofilniho prostfedi. OvSem akceleracni vliv pyrrolidonti nebyl témét prokazan.

Jako perspektivni se jevi vyuziti azonu a transkarbamu 12 pfi permeaci z
izopropylmyristatu. V ptipad€é permeace z prostiedi TRIS-pufru a propylenglykolu se jevi

vhodnym akcelerantem transkarbam 12.



9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Ar

Ck [mg/100 ml ]

Crk [Mg/100 ml ]

DP

IPM

J [ug/cm?h™
J  [ug/em®h™]
MP

n

PG

PU

q [mg/cm?]
Qi [na]

Q [nglem’]

t  [hod]

T12

arlasolve

korigovand  koncentrace  permeantu

akceptorové fazi

nekorigovana koncentrace permeantu

akceptorové fazi
1-dodecyl-2-pyrrolidon
izopropylmyristat

flux permeantu
pramérny flux permeantu
1-metyl-2-pyrrolidon
pocet naméienych boda
propylenglykol

praseci ucho

absolutni ¢len

mnozstvi  permeantu  proslého  kozZni

membranou

mnozstvi permeantu proilého pies lcm?

kozni membrany
koeficient korelace
smérodatna odchylka

cas

transkarbam 12



TC transcutol
TP TRIS-pufr
Viop [MI] mnozstvi dopliilovaného média

Vo [ml] celkové mnozstvi akceptorového média
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