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1 UVOD

Pfi uvahach o biodostupnosti I€Civ plati, Ze cilem je uspéch terapie, nikoli
biodostupnost sama o sobé. Z toho divodu musi byt pfi vybéru sloZzek do
pFipravku pro dermalni a transdermalni terapii bran v ivahu také vlastni ucinek
léCiva. Farmakologicky ucinek zavisi na podani dostateCného mnozstvi 1€Civa
o dané aktivité do cilové oblasti. Cim je latka U&inn&jsi, tim méné je ji tfeba
aplikovat.

Dermalni a transdermalni dostupnost je pro vétSinu aplikovanych latek
spojena s fadou specifickych probléma. Vybér latky z dané terapeutickeé
skupiny je Casto spojen s jeji ucinnosti. Pokud je vybér a slozeni IéCivého
pfipravku spravny, nabizi nejlepSi Sanci pro dosazeni klinicky dostacujici
dostupnosti silné ucinny analog. Slabé ucinné analogy naopak Casto selhavaji
| pokud jsou do pfislusné lékové formy resp. IéCivého pfipravku formulovany
optimalné, nahlizeno z tradiCnich hledisek dermalni kompatibility, stability
apod. Pro tyto situace byva feSenim vyuziti transdermalnich enhancera.
PfestoZe jejich zakomponovanim do sloZeni léCivého pfipravku se Casto
vyrazné méni velké mnozstvi méfitelnych vlastnosti a kvalitativnich parametrd
pripravku, v€etné biodostupnosti, nejsou informace z této oblasti publikovany

Casto.

Pohledem, kterému je v pfedkladané diplomové praci zejména
v experimentu vénovana prioritni pozornost, je moznost hodnoceni obsahu
aktivni  formy transdermalniho enhanceru znamého pod oznacenim

transkarbam 12, a to v krémech realného a prakticky vyuzitelného slozeni.

RozSifuje se tak soubor poznatkl, které v této oblasti pfinesl spolecny
vyzkumny program katedry farmaceutické technologie a katedry anorganické

a organické chemie UK FaF v Hradci Kralové.



2 CiL PRACE

Prvofadym  ukolem prace bylo ziskani dostateCného  mnozstvi
experimentalnich podkladi k formulaci zakladniho stanoviska o moznosti
biologického, invitro permeacniho hodnoceni obsahu transkarbamu 12
v modelovych hydrofobnich krémech s vyrazné odliSnym obsahem vody.

K tomuto uc€elu bylo zadano vyuzit jako permeacniho markeru kofein.

Pro praci byl jako doplfiujici ukol zadano zpracovat dostupné literarni udaje

o transdermalni bioekvivalenci [€Civ.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Transdermalni bioekvivalence ?

Studium bioekvivalence je nezbytné pro vysetieni vlastnosti a ucinki novych
léCiv a aplikaCnich soustav podavanych v humanni a veterinarni farmakoterapii,
stejné jako ke stanoveni principl pro navrh, fizeni a vyhodnoceni téchto studii.
Pfesné typy a pocty testu, které je tfeba vykonat jsou ur€ovany pro jednotlivé pfipady
zvlast’, a to jak s ohledem na individualni vlastnosti aktivni latky, zpusob podani, typ
aplikani soustavy, tak i na oCekavané terapeutické indikace. Trandermalni podani
IéCiv a jeho vyvoj je zaloZen na Klinickych potfebach a spravném spojeni vSech

fyziologickych, farmakodynamickych a farmakokinetickych ohledd.

K uréeni bioekvivalence vétsiny transdermalnich pfipravkl se vyuziva
srovnavacich klinickych studii. Existuji rlzné in vivo metody pro urleni

bioekvivalence a tato oblast se postupné vyviji.

Dermatokinetika je terminem pouzivanym k popisu farmakokinetiky externé
dermalné podavanych |éCivych pfipravku v nejsvrchnéjsi vrstvé kuze, ve stratum
corneum (SC). K méfeni koncentrace latky v SC je pouZzivan tzv. tape stripping a to
ze strany, na které jsme latku aplikovali. R0zné studie se snazi ukazat
dermatofarmakokinetiku jako spolehlivé a reprodukovatelné metody pro uréeni

bioekvivalence a maji dokazat, Ze jsou aplikovatelné na realné kozni pfipravky.

Vhodnost strippingové metody pro dermalni a transdermalni pfipravky nicméné
musi byt zaloZzena pfedevSim na vztahu ke klinickému ucinku IéCiv. Pro néj musi

platit, Ze

e transdermalni podani je efektivni a bezpecné
e neni nutné dosahovat opakované vysokych koncentraci IéCiva v téle ani zajistit
definované kolisani hladin latky béhem dne, aby bylo dosazeno terapeutické
aktivity
e existuje jasna a znama zavislost mezi koncentraci latky a efektem
Americka FDA vydala pokyny pro hodnoceni bioekvivalence topickych

kortikosteroidi. Od roku 1995 vyzaduje méfeni kozni vybledové reakce pomoci



chromatografie. Podobné smérnice zavedlo i Japonsko o osm let pozdéji, protoze

strippingové testy nebyly ovéfeny pro tzv. Zlutou pokozku.

Teprve po jejich ovéfeni ve specialni studii byly ziskany zakladni udaje
o0 kortikosteroidy indukované vybledové odpovédi a jejiho méfeni chromatografii
u Zlutého typu pokozky. Podle japonské verze protokolu byly takto provedeny Ctyfi

studie na skupiné zdravych, japonskych dobrovolnik(.Ty zahrnuiji:

ovéreni spravne délky doby expozice pfipravku

srovnani dvou Kkortikosteroidnich pfipravkl, které predstavuji rdzné

ucinnostni tfidy

kontrolu opakovatelnosti s vyuzitim pravého a levého predlokti

studie sezoénnich odliSnosti

3.1.1 Dermalni a transdermalni biodostupnost

Rozhodujicimi faktory pro permeaci kiUzi jsou aktivita (koncentrace)
léCiva v jeho vehikulu, rozdélovaci koeficienty |éCiva mezi vehikulem a kuzi,
mezi jednotlivymi vrstvami kuze, a difuzni koeficient 1éCiva v koznich vrstvach.
Podobné latky srovnatelné velikosti se svymi difuznimi koeficienty lis§i jen malo.
Rozdily uvnitf strukturnich skupin urCuji nejen vazbu na receptory, ale také
vyznamné ovliviiuji rozpustnost, rozdélovaci koeficient a vazebné schopnosti
pfi transportu. Biodostupnost l€Civa a klinicka ucinnost jsou vysledkem vSech

pravé uvedenych jev(.?

Pfikladem je 21-ester hydrokortisonu, ktery je hydrofobnéjsi nez jeho
matecna latka. Jeho rozdélovaci koeficient je asi 18krat vétSi nez u samotného
hydrokortisonu.®> Existuji-li silné paralely v rozd&lovacim chovani latek
v riznych systémech, je logické, Ze podobné Ffadové zvyseni je mozné nalézt
také pro rozdélovaci koeficienty acetatu hydrokortizonu mezi fazemi stratum
corneum/ voda a sebum/ voda. Acetylace hydrokortisonu v poloze 21 zaroven
zvysi bod tani o 12°C. Derivatizace tedy nejen znaéné sniZuje rozpustnost ve
vodé&, ale soudasné ovliviiuje rozpustnost v ostatnich rozpoustédlech.* Agkoli

zvySeni rozdélovaciho koeficientu ve srovnani s hydrokortizonem zvysSi
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soucasné i koeficient permeability, je tento efekt vice nez vyvazen sniZzenou
rozpustnosti. Z roztoku o analogické koncentraci proto prostoupi kiiZzi mnohem
méné acetatu.” Pfi postupném prodluZzovani alkylového Fetézce esteru (Cs, Cu,
..., C7) stale vice interferuje rostouci objem alkylové skupiny s krystalickou
strukturou. Proto body tani postupné klesaji od 224 °C u acetatu ku 111 °C
u heptanoatu. * Zvlasté ostry pokles (o 69 °C) je pozorovan mezi pentanoatem
a hexanoatem. Rozpustnost esterd0 hydrokortisonu v organickych
rozpoustédlech pfi prodluzovani alkylového fetézce znatelné roste diky
snizovani jejich krystalinity. Navic rozpustnosti téchto latek ve vodé, ackoliv se
metodicky snizuji vlivem vzrustajici hydrofobicity, zustavaji Casto vysSi, nez by
jinak mély byt. Spoluptusobenim téchto vlivll prostupuji hexanoat a heptanoat
hydrokortizonu kizi mnohem lépe nez hydrokortizon, pokud jsou podany jako

nasycené roztoky.*>

S pfihlédnutim  kvyS8e uvedenym vztahum Ize blize posoudit
farmakologické nasledky esterifikace hydrokortizonu. Schopnost esteru
hydrokortizonu potlacit zanét vyvolany tetrahydrofurfuralalkoholem, ktery je zde
pouzit soucasné jako iritant i jako nosic, ve vztahu k délkce jejich alkylového
fetézce.® Pro tento Ug&inek je optimalni délka Fetézce u hexanoatu, estery
S podstatné delSimi a kratSimi fetézci jsou prokazatelné méné ucinné. Toto

chovani pfesné odpovida pfedchozim uvaham o rozdélovani a rozpustnosti.

V nich se odrazeji rozdily ve vlastni vazomotorické aktivité jednotlivych typu
esterld. Shoda v umisténi maxim na ose hodnot rozdélovaciho koeficientu

naproti tomu zjevné vyplyva z optimalni lipofility pro prunik kizi.

Uspokojivé vysvétleni Ize nalézt i pro pokles ucinnosti u estert s delSim
alkylovym Fetézcem. Plsobi zde dva faktory, konkrétné klesajici rozpustnost a
zmeény v mechanismu absorpce spojeném s rozvolnénim vrstvenim bariéry.
Rozpustnost ve vodé se u homologl exponencialné snizuje s prodluzovanim
alkylového fetézce.”® Zatimco na zagatku homologické fady jsou body tani
snizeny, dalSi prodluzovani alkylu vede ke snizovani rozpustnosti jak ve vodé,

tak i v organickych rozpoustédlech.® Rozdélovaci koeficienty o/v touto zménou



struktury ovlivnény nejsou a exponencialné rostou. Oproti Zivé tkani se tim
exponencialné zvysSi schopnost rohové vrstvy a kozniho mazu transportovat
steroidy. Permeaéni proces pak fidi vrstva zivé tkané.®'° Tato zména se
projevi exponencialnim poklesem ustalenych tokl. Permeace homologu tedy
pfi prodluzovani jejich alkylového fetézce rychle klesa. Homology pro svou
nerozpustnost ve vodé témeér neprostupuji rozhranim stratum corneum/vitalni
epidermis a stavaji se prakticky neuginnymi.'® Nalezené se tak shoduiji s vyse

popsanym modelem permeability kize.

3.1.2 Vliv vehikula na transdermalni permeaci lé€iv

Ktomu, aby léCivo dosahlo povrchu kize, musi byt ve vehikulu
rozpusténo v dostateCném mnozstvi. V opaéném pfipadé koncentrace
difuzibilni formy IéCiva na rozhrani pfipravek/kuze postupné klesa, protoze jeho
difuze nosicem k sty€né ploSe s kizi nemlze zcela nahradit ubytek léCiva jiz
proSlého do povrchovych tkani. Rychlost priniku kOzi je v extrémnich
pfipadech, kdy je IéCivo v nosi€i malo rozpustné, fizena jeho rozpousténim
a diftzi v nosigi.'"'? Obtize pFitom mohou nastat zvlasté pokud farmakologicky
uCinek zavisi na dodani veSkerého dostupného léCiva do cilové tkané, nebo je-
li IéCivo formulovano v nedostatecné difuzibilni koncentraci. V takovém pfipadé
nepfejde do kize v maximalni mozné mife a nedosahne maximalni biologické
dostupnosti. Optima mezi témito extrémy lze dosahnout Upravou rozpoustéci
schopnosti vehikula. To by mélo byt nasyceno nebo téméf nasyceno a léCivo
by pokud mozno v8echno mélo byt rozpusténo. Tim je zajiSténa rovnovaha

kinetickych a termodynamickych faktoru.

Vehikulum muze ovlivnit transdermalni absorpci také zménou
fyzikalné-chemickych vlastnosti rohové vrstvy. Toho se vétSinou vyuziva ke
zvySeni propustnosti klize, pomoci latek zpevriujicich rohovou vrstvu Ize vSak
docilit i opacného efektu. Absorpci podporuje také prostd hydratace rohoveé
vrstvy. Té muze byt dosazeno prekrytim kize vrstvou, ktera nepropousti vodu
(tzv. okluzi). Zamezeni odpafovani vody vede k hydrataci rohové vrstvy,

k jejimu zméknuti a ke zlepSeni prichodu latek difuzi. Okluzivni prekryti
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stabilizuje také aplikovany pfipravek v tom smyslu, Ze brani odpareni t€kavych
slozek zakladu, a tak udrZuje jeho schopnost rozpoustét IéCivo. Okluzivni
hydratace zvySuje transdermalni absorpci odhadem asi 5-10krat, coz je
vétSinou klinicky vyznamné. Toho se vyuziva napf. pfi aplikaci pfipravku

s kortikosteroidy pfi terapii upornych dermatdz, napf. lupénky.

V prubéhu odparovani rozpoustédla se IéCivo koncentruje a pfechazi do
povrchu kize. Néktera rozpoustédla také prfechodné zvySuji rozpoustéci

schopnost rohové vrstvy.™

3.1.3 Transdermalni enhancery

Nékolik s vodou misitelnych organickych rozpoustédel je rohovou
vrstvou pfijimano v mnozstvich, ktera oslabuiji jeji tekuté krystalickou lipoidni
oblast,™® zvlasté pokud jsou aplikovany v koncentrované formé. V laboratornich
podminkach, kde jsou pouzivany ve vySSich koncentracich, tyto tzv.
urychlovace penetrace kuzi dokonce vymyvaji intersticialni lipidy a denaturuji
keratin.'*** V téchto uméle extrémnich podminkach miiZze byt jimi zptsobené
zvySeni transdermalni absorpce velmi znacné. Hlavnimi zastupci téchto latek
jsou dimetylsulfoxid (DMSQO), dimetylacetamid (DMA) a dietyltoluamid (DEET).

DMSO je jiz dlouho zkouman a popisovan jako zesilovac penetrace kizi.
Experimentalnimi studiemi bylo zjisténo, zZe reverzibilné denaturuje keratin.
Tim otevira proteinovou matrix a tak usnadfiuje permeaci.*** Pokud je
aplikovan v dostate€ném mnozstvi, extrahuje lipidy z kiiZze. | pokud je pouzivan
Setrné, vsakuje se Cisty DMSO do rohové vrstvy a zvySuje jeji schopnost
rozpou$tét latky vseho druhu.'® Podporuje absorpci lé8iv diky zvySeni
rozpustnosti I1éCiva ve tkani, coz vyrazné zvysi difuzni gradienty ve tkani. Navic
pfi aplikaci koncentrovaného DMSO na kuzi nastava priunik DMSO dovnitf
a protismérny unik vody, coz vede k delaminaci rohové vrstvy, zfejmé
s hromadénim rozpoustédla mezi separovanymi vrstvami. Ze vSech zminénych
procesy extrakce koznich lipidi a denaturace keratinu potfebuji mnohem vice

DMSO, nez kolik je pfitomno v nanesené vrstvé topickych pfipravki o obvyklé
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tloustce 20-30 um. Soubor téchto faktord muze v extrémnim pfipadé efektivné
chemicky odstrafiovat rohovou vrstvu jako jednu z &asti kozni bariéry.” Ve
skute€nosti je vdak mnozstvi DMSO a tim i permeace limitovana. Navic je
mnoho z jejich akceleraCni kapacity ztraceno v pfipadé jakéhokoli ziedéni.
Cista organicka rozpoustédla jako zesilovade penetrace kizi pouzivaji jen

malokdy.

Jiz dlouhou dobu se védélo, Zze nékteré povrchové aktivni latky (napf.
laurylsiran sodny) drazdi kdzi iv relativné zfedéném stavu. Casteéné je to
zpusobeno oslabenim bariérové funkce rohové vrstvy a usnadénim i jejich
vlastni absorpce. Uvahu o pouziti takovychto latek jako enhancert byl
eliminovan jejich drazdivosti. Nékteré mirnéji drazdivé amfifiini slouceniny
(napf. methyloleat, glycerolmonolaurat, propylenglykolmonolaurat), jiz dlouho
pouzivané v terapeutickych nebo kosmetickych pfipravcich, vykazuji dfive

nevyuzivany akceleraCni potencial.

Je zvlasté vyznamné, Ze tyto a jim podobné povrchové aktivni amfifilni
slouCeniny jsou uc€inné v malych mnozstvich, ktera mohou byt aplikovana v
tenké wvrstvicce na kuozi. Amfifiini molekuly penetruji dovnitf a misi se
s vlastnimi lipidy rohové vrstvy, které jsou také polarnimi amfifilnimi latky.
Termoanalyticka a spektroskopicka data dokazuji, Ze se pfitom rozvolfiuje
uspofadana struktura pfirodnich lipidd rohové vrstvy, atak usnadiuje difuzi
latek existujicimi kanaly a moZna vytvari kanaly nové.*®'%? Navic snizeni
tekuté krystali¢nosti vzdy zvySuje kapacitu rohové vrstvy rozpoustét latky, coz
dale zvétSuje tento efekt. Zda se, Ze relativné kratké alkylové fetézce (Cyp, C1o)

a relativné slabé polarni koncové skupiny podporuji zesileni priniku kazi.

Tyto objevené strukturni pozadavky zesileni pruniku kuzi odstartovaly
patrani po novych, jesté silnéjSich enhancerech. Z tohoto patrani se vynofilo
nékolik ucinnych amfifili, které pfinejhorSim jen slabé drazdi tkan, kliCovymi
priklady  jsou  N-dodecylazacykloheptan-2-on  (Azone, laurokapram)
a decylmetylsulfoxid. Obé tyto vzorové slouCeniny obsahuji kratky alkylovy

fetézec (laurokapram Ci,; decylmetylsulfoxid C,) spojeny s velmi hydrofilni,

10



avSak neionogenni hlavni skupinou. Ani jedna z nich se ve vodé sama od sebe
nerozpousti, to znamenda, Ze ani jedna znich nema amfifiini rovnovahu
potfebnou pro tvorbu vlastnich micel. Z obou téchto sloucenin byl vice
zkouman laurokapram. Podporuje absorpci rozpusténych polarnich latek uz
v pfekvapivé nizkych procentualnich koncentracich. Jeho ucinky na zvifecich
kizich byly az bezpfikladné velké. Napfiklad byly pozorovany az
nékolikasetkrat vysSi permeacni rychlosti vysoce polarnich cyklickych
nukleosidl pfes bezsrstou mysi kdZi in vitro.”* Laurokapram ov$em neni
srovnatelné& G&inny na lidské kazi.?* Tak jako u kazdé latky tohoto druhu jsou

jeho ucinky zavislé na konkrétnim slozeni pfipravku.

Znepokojeni nad toxicitou a zvySenou dostupnosti neléCivych latek i pfi
vyuziti komponent s uznanym bezpe&nym plvodem se stava prekazkou pro
zejména pro zavadéni enhancerl s novou, zcela neznamou chemickou

strukturou.

Ucinek akcelerant(i ¢ enhancerd penetrace na rohovou vrstvu muize, ale
nemusi pretrvavat. To zalezi na dosazeném stupni zmén rohové vrstvy.
Nevratnost této zmény je chapana jako velky problém, nebot kize by byla
nachylna k absorpci jinych latek, které pfichazeji do kontaktu s oSetfenou
oblasti. Je zde obava, Ze tato nachylnost zlistava vysoka, dokud neni mitoticky
obnovena Vvétsi ¢ast rohové vrstvy, coz znamena minimalné nékolik dni. Navic
jsou akceleranty do jisté miry sama absorbovany, coz je dalSi pfiCinou zajmu
toxikologu. O DMSO je napfiklad znamo, Ze zvySuje nitroo¢ni tlak, DMA je
spojovan s poskozenim jater, laurokapram muze drazdit, avSak jeho prava
obtiz je v tom, ze jeho chemicka struktura je zcela nova a bez toxikologického

precedens.

3.1.4 Transkarbam 12

Latka, ktera dnes nese oznacCeni transkarbam 12 (T12), byla navrzena
a zkoumana s myslenkou pfipravit novou slouceninu, bude strukturné vychazet
ze struktur publikovanych, ale bude mit flexibiln&jSi molekulu a predevsim, jeji

metabolické $tépy musi byt netoxické. Transkarbam 12 je dikazem toho, Ze

11



I nové, a z hlediska biologickych vlastnosti velmi zajimavé slou¢eniny, mohou

vznikat jednoduchymi reakcemi jednoduchych sloucenin.

Obr. 1: Struktura transkarbamu 12

T 12 byl pfipraven jiz zacatkem 90. let. Dokaze urychlit pranik 1é€Civ pfes
kGzi az 40krat a je vyrazné ucinnéjsi nez vétSina ostatnich urychlovacu. Dale
se vyznacCuje nizkou toxicitou a po aplikaci nedochazi ke koznimu

podrazdéni.?2+%

Principem ucinku T12 je interakce s komplexem lipidd v mezibunéénych
prostorech rohové vrstvy, ktera prestavuje hlavni kozni bariéru. Tyto lipidy,
tvorici v této Casti kize velmi dobfe a pevné organizované lamely, predstavu;ji
smés mastnych kyselin, cholesterolu a jeho esterl; nejvétsi zastoupeni zde ale
maji ceramidy — slou€eniny sfingosinu, popf. jeho strukturnich obmén
s mastnymi kyselinami (s po€tem uhlikt asi 22 — 34). A pravé T 12 se diky jeho
podobnym vlastnostem s ceramide podafilo specificky zasahnout tyto
struktury. Jeho puUsobenim jsou lamely reversibilné rozvolnény a vzniklé

nepravidelnosti pak pfedstavuji cestu, kterou maze léCivo proniknout do kuze.

Pro stanoveni T12 byla vyuzita metoda vysoce ucinné kapalinové
chromatografie a jeho biodegradabilita byla vyhodnocena pouzitim praseci
esterazy. Za vysokou aktivitu T12 je odpovedny karbamat, coz bylo potvrzeno
tim, Ze dodecyl-6-aminohexanoat byl ponechan pod argonem tak, aby

nezreagoval s CO,, a nasledkem toho se stal neu¢innym. Za zvySenou aktivitu
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T12 je zodpovédna i esterova skupina, jejim nahrazenim se nejen snizuje
aktivita, ale asi se také méni mechanismus pulsobeni. T12 zvySuje
transdermalni permeaci IéCiv Sirokého okruhu fyzikalné chemickych vilastnosti.
Jeho aktivita je zavisla také na pH, coz opét potvrzuje vyznam karbamatove

24,26

skupiny.

Pro zalozeni této prace je podstatné to, ze dosud zadna z analytickych
metodik a technik neumoznuje stanoveni aktivni, totiz dvoufetézcové formy
T12 v pfipravku typu krému. Dostateéné prfesna kvantifikace T12 v realném
polotuhém dermatologickém pripravku je vzhledem ke zvlastnostem molekuly

T12 v principu témér neproveditelna.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Suroviny a material

Abil WE 09

(Polyglyceryl-4-isostearat; CetylPEG/ (Goldschmidt, Darmstadt)

PPG-10/1 Dimethicone; Hexyl Laurate)

Azid sodny p. a. (Fluka, Buchs)
Acetonitril pro HPLC (AlliedSignal, Seelze)
Diazolidinylurea (95%) (Sigma-Aldrich, Praha)

Dihydrogenfosforeénan sodny CL 2005 |(Fluka, Buchs)

Hydrogenfosforeénan sodny CL 2005 (Lachema, Brno)

Chlorid sodny CL 2005 (Lachema, Brno)
Isopropylmyristat (Sigma-Aldrich, Praha)
Kyselina chlorovodikova 36%, p.a. (Kulich, Hradec Kralové)
Kyselina mravenci p.a. (Kulich, Hradec Kralové)
Propylenglykol (Kulich, Hradec Kralové)
Methanol pro HPLC (AlliedSignal, Seelze)
Stearan hlinity (CL 2005) (Kulich, Hradec Kralové)
Tromethamol (TRIS) (Sigma-Aldrich, Praha)
Voda cisténa (FaF UK, Hradec Kralové)
Voda pro HPLC (FaF UK, Hradec Kraloveé)
Vaselina bila (Kulich, Hradec Kralové)
Transkarbam 12 (FaF UK, Hradec Kralové)
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Uvedené komerc¢né dostupné latky odpovidaly deklarované jakosti podle
danych norem vyrobcu, resp. dodavateld.

Transkarbam 12 o Cistoté vy3Si nez 99% byl syntetizovan doc. A.
Hrabalkem, CSc. (UK-FaF v Hradci Kralové).

4.2 Pristroje

Mrazni¢ka M 595/6015 (Calex, Zlaté Moravce)
Ledni¢ka Ardo (Ardo, ltalie)
Analytickeé vahy (Sartorius, Gottingen)

Digitalni pH-metr GRYF 209S (Elektron. pfistroje, Havlickiv Brod)

Elektronicka michacka (Variomag Labortechnik, Minchen)
Liberacni zafizeni SP 01 (FaF UK, Hradec Kralové)
Magneticka michacka MM 2A (Laboratorni pfistroje, Praha)
Ultratermostat Haake L (Haake, Berlin)

Ultrazvukova lazen (Tesla, Vrable)

HPLC sestava Agilent Agilent Technologies, USA

Technologies 1200 Series

Sestava pro HPLC od Agilent Technologies 1200 Series se skladala
z isokratické pumpy, degaseru, autosampleru, termostatu a UV / VIS

detektoru.

4.3 Biologicky material

Pro in vitro permeacni pokusy byla pouZita praseci kiize z vnéjsi strany
boltce prase&iho ucha. Po odpreparovani byla zbavena chlupd a ocisténa
vodou a roztokem azidu sodného. Takto upravena kuze, o plné tloustce, byla
nasledné ulozena do sacku z polyethylenové folie a po evakuaci a zataveni

sacku uchovavana pfi teploté -20°C v mraznicce.
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4.4 Testované krémy

Slozeni TRIS pufru pH 7,1 s konservacni prisadou

Trometamol 24,0
Diazolidinylurea 6,0
Kyselina chlorovodikova g.s.
Cisténa voda ad 1000,0

Postup pfipravy pufru

1. Rozpusténi tromethamolu asi v 900 ml vody

2. Zméfeni pH za stalého michani (pH asi 12,3)

3. Pfidani 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 barice)

Slozeni oleokrémového zakladu s obsahem 60 % vody (rozpis na 100 Q)

Zaklad bez T12 | Zaklads 1 % T12
Aluminium stearicum 50 50
Abil WE 09 5,0 5,0
Isopropylum- myristicum 11,0 10
Vaselinum album 11,0 16,0
T12 0 1,0
TRISpH 7,1 ad 100,0 ad 100,0

Postup pripravy oleokrému s 60 % vodné faze

A. Priprava vodné faze

1. Priprava TRIS pufru 7,1 (s 0,6 % diazolidinylurey); viz shora
2. Dispergace T12 v TRIS pufru za laboratorni teploty
B. Priprava lipofilni faze

1. DUkladné rozetieni stearanu hlinitého v isopropylmyristatu
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2. Vpraveni vaseliny

3. Vpraveni Abil WE 09

4. Dokonalé promiseni soucasti

C. Emulgace za obycejné teploty

1. Postupné pfidavani hydrofilni faze (A) k lipofilni fazi (B) za stalého michani
pfi obyCejné teploté.

2. Zavérecné promichani krému

4.5 Usporadani permeacnich pokust

Jednotlivé vzorky kiize byly pro permeacni pokusy fixovany mezi dvéma destiCkami z
plexiskla a umistény do sestavy liberaCni burniky. Ta byla po naplnéni akceptorovym
médiem (izotonizovany tris pufr o pH 7,1 s obsahem 0,02 % azidu sodného)
umisténa do termostatované vodni lazné temperované na 32 °C a promichavané
magnetickym michadlem. Objem akceptorové faze byl odecitan s presnosti 0,1 ml a
obvykle €inil pfiblizné 18,0 ml.

Testované vzorky byly nanaseny v mnozstvi 0,20 g na vnéjSi povrch kulze.
Pfilozenim krycich sklicek se zabranilo odpafovani média. Spoje mezi akceptorovymi
a donorovymi castmi bunky byly utésnény silikonovym adhezivem Exponovana
plocha kuZe &inila priblizné 1 cm?®.

Vzorky akceptorové faze byly v mnozstvi 0,6 ml odebirany ke stanoveni kofeinu
v pfedem stanovenych 6 az 9 ¢asovych intervalech do 48 hodin. Drobné odchylky od
této Casové fady, pfizpusobené aktualnim ¢asovym moznostem pro odbéry vzorkd,
byly pfi naslednych vypoctech vzdy uvazovany. Zaroven byl ubytek tekutiny v burice
nahrazen akceptorovym médiem o stejném objemu. Pfi kone¢nych vypoctech bylo

doplInéni akceptorové faze zohlednéno pfi vypoctu korigovanych koncentraci.

4.6 Vysledky méreni

VSechny potfebné udaje z permeacnich pokusl jsou zaneseny v protokolech

a prezentovany v €asti 5 (Dokumentace).

Vysledky permeacnich pokust vyjadfené formou fluxu J kofeinu jsou

ilustrovany v ¢asti (Vysledky a diskuse)
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

Ze ziskanych udaju koncentra¢nich udaju o ¢asovém pribéhu byly sestaveny
prubéhy permeace zkoumanych pfipravkl v ase (viz protokoly). Hlavnim
sledovanym parametrem permeaénich pokust byl flux kofeinu J [ug.h™.cm™].
Hodnoty fluxu se lisi podle pouZzitého kozniho $tépu, coz potvrzuje skutecnost,
Ze transdermalni penetrace latek je ovlivnéna individualnimi vlastnostmi kuze.
Pfesto byl pramér fluxd a dalSi zpracovani v prvni fazi zpracovani vysledku

spocitan ze vSech naméfenych hodnot, bez ohledu na pouZzitou kizi.

V dals§im kroku byly jednotlivé hodnoty fluxi pro pfislusné koncentrace

sestaveny do grafa 1 a 2.

Graf 1: Fluxy kofeinu z modelového oleokrému s 30 % vody

30% H20
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Z tohoto grafu je patrné, Zze variabilita ziskanych dat je pro vSechny
koncentrace T12 znaCna. Presto je vSak jasné, ze pfitomnost T12 v krémech
sice  modelovych, ale velmi blizkych realnému slozeni v praxi zcela
pouzitelnych  polotuhych soustav vykazuje v testovaném koncentracnim
rozmezi T12 dvé maxima. Prvni z nich se pro krém s 30 % obsahem vody ve

vnitfni fazi ponékud pfekvapivé nachazi jiz v koncentraci blizké 0,2 procentim
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T12 (hmotnostnim v modelovych krémech). S nardstem koncentrace T12
potom mezi 0,2% a 0,6% koncentraci akceleracni efekt T12 klesa a s vySsi

koncentraci opét stoupa.

Rozdélime-li tedy vysledky tak, Ze vrealném pfipravku bude vychozi
koncentrace T12 nastavena na 0,2 %, bude docela dobfe mozné posoudit
pokles koncentrace aktivni formy T12, tedy koncentraéni pohyb smérem
k nule. Spolehlivost takového posouzeni bude z ddvodu zminéné variability
vyzadovat relativné vysoky pocet vzorku kuze a permeacnich cel, ale zda se

byt v zasadé pouzitelna.

Popsany jev je do jisté miry patrny i z obr. 2 pro analogické hodnoty nalezené
pfi permeaci kofeinu z krémU s obsahem 60 % vody. U tohoto krému se ovSem
ukazuje, ze s narlstem koncentrace T12 v intervalu nad cca 0,5 % narusta
variabilita fluxt, aniz by se celkovy akceleraéni efekt pouzitelnym zpusobem

zvysoval.

Graf 2: Fluxy kofeinu z modelového oleokrému s 60 % vody

60%H20
50,00
45,00 $
40,00
35,00 .
@ *
30,00 .
* *
25,00
o
20,00 * - -
*
15,00 $ . - s < -
*
10,00 % - * -
< L d
5,00 * ® d -
0,00 4 .
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

| vtomto pfipadé je mozné oCekavat maximum fluxi v oblasti kolem 0,2 %
obsahu T12, coz je pfiznivé jak z potencialniho ekonomického hlediska, tak

predevsSim z hlediska drazdivosti a toxicity.
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Pfi daném poctu opakovani pokusl se z obou uvedenych grafi jevi jako
podstatné predevSim konstatovani, Ze stoji za to se mySlenkou biologického

stanoveni na principu in vitro permeaci dale zabyvat.

V kazdém prfipadé bude po predbézném hodnoceni provedeném v ramci
predloZzené prace vhodné vymezit, resp zuzit koncentrani rozmezi pfisady
T12 Soucasné bude nutné zvysit pocCet paralelnich méfeni tak, aby bylo mozné

zvysit vérohodnost &i spolehlivost ziskanych zavéra.
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7 ZAVERY

1. Hodnoty fluxu kofeinu mohou slouZit jako kritérium pro hodnoceni
obsahu aktivni formy T12 v pfipravcich typu oleokrému s obsahem vody

v rozmezi pfiblizné 30% az 60 % vodné vnitini faze.

2. Koncentracni zavislosti fluxt kofeinu na T12 vykazuje u hodnocenych
krémU maximum na urovni 0,2 % T12, coz je zajimavé z funkéniho i

toxikologického hlediska.
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8 SOUHRN

V teoretické Casti byl na zakladé ucelené monografické stati zpracovan

prehled problematiky topické biodostupnosti I&Civ.
Experimentalni ¢ast pfinasi vysledky in vitro permeacnich pokuslt na
excidované kuzi z praseCich boltci. Hodnoceni bylo zaméfeno na vyuziti

permeace kofeinu k stanoveni obsahu aktivni formy T12.

Prfedbézné bylo potvrzeno, ze takové hodnoceni je mozné,
pfedpokladem je dostateCné pocCet opakovani meéfeni a maximalni

standardizace celého experimentu.
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9 POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY

T12 transkarbam 12
J,J [pg/cm? h™ flux permeantu, primérny flux permeantu
Cok  [mg/100 ml] nekorigovana koncentrace permeantu

v akceptorové fazi
Ck [mg/100 ml] korigovana koncentrace permeantu

v akceptorové fazi

t [hod] Cas

Q: [ng] mnozstvi permeantu proslého kozni
membranou

Q: [ng/cm?] mnozZstvi permeantu pro$lého pres 2 cm?

kozni membrany

Sy smérodatna odchylka

r korelaéni koeficient

n poCet namérenych bodU

Vo  [ml] celkové mnozstvi akceptorové faze

AV gop [MI] mnozZzstvi doplhované akceptorove faze
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