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1. UVOD

Testovani praniku 1éciva kozni bariérou a navazné potom casto i hodnoceni
biodostupnosti 1écivé latky u topickych a transdermalnich pfipravka je metodicky
a pfedevsim interpretacné obtizné. Plati to pro hodnoceni vysledkt 7 vitro a zejména
v udaje ziskané v podminkach 7 vivo, respektive v kinickych pokusech.

Dokladem  tohoto faktu je vyvoj dosavadnich doporuceni vydavanych
v poslednich letech americkou FDA, ktera pfed deseti lety doporucila k hodnoceni
praniku 1éc¢iv pfes kuzi metodu zalozenou na snimani adhezivn{ pasky (naplasti)
nalepené na kiazi a hodnoceni obsahu zachycenych vrstev bunck, tzv. strippingovou
metodu. Z diskusniho déni kolem této problematiky v dalsich letech vzesla nakonec
také doporuceni k permeac¢nim technikim pro posuzovani topické bioekvivalence
topickych léciv. K formulaci dostate¢né vérohodného rozhodnuti o bioekvivalenci
topickych piipravki je casto potfebna potfebna znalost vysledki ziskanych obéma
metodikami.

Predkladana rigorézni prace pfedstavuje v zasadé druhou cast studie, ktera je
zaméfena na iz vitro hodnoceni permeace terbinafinu kazl prase¢tho ucha
s navaznym orientacnim hodnocenim pfipadného efektu ptidavku permeacniho
akcelerantu transkarbam 12. V teoretické c¢asti dopliuje predchazenjici diplomovou
praci. Svoji naplni prace spada do sirstho vyzkumného programu, ktery jiz fadu let
realizuji  katedry farmaceutické technologie spole¢né s katedrou anorganické

a organické chemie FalF UK v Hradci Kralové.



2. CIL PRACE

Ukolem teoretické ¢&asti prace bylo podat struény piehled informaci

o provedeni a uplatnéni strippingovych metod pifi studiu praniku latek kazi.

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo nalézt pokusny protokol pro provadéni
permeacnich 7z witro strippingovou technikou tak, aby mohly byt pouzity
k naslednému srovnavani permeacniho potencialu topickych krémua s obsahem

terbinafinhydrochloridu.

Dil¢i dkoly experimentu byly formulovany takto:

2.1 Dopracovat HPLC metodiku kvantifikace terbinafinu v akceptorové fazi
vhodné pro 7z vitro hodnoceni priniku z topickych ptipravka

2.2 Provést pilotni penetracni 7z vitro pokusy na kazi z prasectho ucha
strippingovou metodou

23  Ovefit  pouzitelnopst  metodiky  pro  hodnoceni  prianiku

terbinafinhydrochloridu a pfidavkem transkarbamu 12 z topického krému



3. TEORETICKA CAST

Bioekvivalence je dokumentovana srovnanim nové testovaného piipravku,
obvykle generika, s referenénim registrovanym léc¢ivym piipravkem. Podle staté
v dokumentu 21 CFR 320.24 pro potvrzeni BA/BE jsou pozadovana:

1) farmakokineticka méfeni zalozena na méfeni aktivni latky nebo metabolitt
v krvi, plazmé a/nebo v moci

2) farmakodynamicka méfeni

3) srovnavaci klinické zkousky

4) in vitro studie

Pro topické dermatologické 1écivé piipravky neni méfeni koncentraci 1éciv
v krvi, plazmé a/nebo moci vhodné nebo proveditelné.'

Mnozstvi vyuzitelnych 7z vitro a in vivo experimentalnich technik napovida, ze
hodnoceni topické bioekvivalence nebo topické terapeutické ekvivalence riznych
pfipravkt s obsahem stejné 1écivé latky neni jednoduché. Rovnéz kritérium
ekvivalence akceptované v rozpéti 80 az 125 %, vhodné pro parenteralni pfipravky,
je sice 1 pro topické piipravky akceptovano, je v zasad¢ hodné¢ problematické.
Experimentalni stanoveni pfislusnych parametrd je totiz vzdy zatizeno
nezanedbatelnymi chybami, vyzaduje testovani jejich srovnatelnosti v uvedeném

intervalu a tim pouziti relativné naroénéjstho statistického aparatu.”
3.1 Naplast’ova strippingova technika

Technika odstrafiovani vrstvev korneocyti opakovanym postupnym pouzitim
adhezivni pasky (tape stripping, TS) dnes patii k nejvice pouzivanym metodikam pfi
zkoumani procest probihajicich pfi penetraci latky kazi a urceni mnozstvi léciva

v kazdé vrstvé stratum corneum (SC) epidermis odstranéné paskou a tloust’ku SC."”



Mnozstvi korneocyta dstranénych pii snimanf lepivé pasky, stripovani, se lisi
interindividualné 1 intraindividualné. Také typ aplikované latky a cas, po ktery
probiha penetrace ma na mnozstvi korneocyti zachycenych na individualnim stripu
vliv.! Bylo vyzkouseno, Ze kodstranéni vétdiny SC postacuje uziti 30 stript.
Mnozstvi odstranéné SC je pfimo umérné poctu stripd, asi 2/3 z plochy pasky je po
strippingu témito buntkami pokryta. Je to dano vyskytem fyziologickych ryh a vrasek
na koznim povrchu, které vyznamné zmensuji moznost pfilnuti vSech bunck
a nasledné zkresluji vysledky pokusu. Proto se ke kontrole TS pouziva svételny
mikroskop a skenovaci elektronicky mikroskop.”

TS technika je nastrojem k méfeni koncentrace léciva v SC a urceni uptake
a eliminace 1é¢iva z SC.° Muze byt také pouzita k ziskani mykologickych kultur nebo
ke zjistovani kvality SC. Obzvlast’ se hod{ ke zkoumanf iritanté kdze a alergentt.”

TS je mozno provadét jako pokus 7z vivo 1 in vitro, ve vétsiné pifpada se
k naslednému stanoven{ lé¢iva pouziva metoda HPLC, nékdy také ATR-FTIR.”

K detekci je také casto pouzivana zalozena na vlastnostech radioaktivné

v , v 9
znacenych slozek.’

3.1.1 Souhrn podminek pro provadéni strippingové metody

Veétdina studif je z praktickych davodu zaméfena na predlokti, ackoli oblast
zad, stehna nebo jiné ¢asti téla maze byt pro techniku TS pouzita také.

Velky duaraz je kladen na snahu vyvarovat se fyzikalniho, mechanického nebo
chemického podrazdéni (napf. mydlem, detergenty, aj. cinidly). Mcla by zlstat
zachovana pfirozena hydratace ktize. Po umyti kize by se mélo vyckat nejméné
2hodiny do naneseni testovaného pfipravku, dokud nedojde k uplné obnove
kozntho plaste.

Meél by byt pfedem vypracovan podrobny standardni operac¢ni postup
vymezeni oblasti a mnozstvi nanasené latky, vcetné pfebytku aplikované latky

a zpusobu stripovan{ kiize.



Meéla by byt testovana mira stability penetrantu a aplikacni soustavy v pribéhu
celé studie. Pokud je penetrant nestabilni, méla by byt upfesnéna mira jeho
odbouravani a nasledné zpétné aplikovana jako korekeni faktor.

Ke srovnani by méla byt pouzita kize na levém 1 pravém pfedlokti (pazi)
v poctu 8 a vice mist na jedné koncetiné.

Mély byt vzaty v uvahu odliSnosti vnitini a vnéjsi casti predlokt (paze)
a pokusna mista pfiméfené randomizovana.

Pokud zadavatel nebo vedouci studie vyuziva vice posuzovatelti (hodnoticich
osob) v jednoduché studii, méla byt vénovana pozornost reprodukovatelnosti

ziskanych dat.

3.1.2 Obvykla doporuceni

Pouzitim strippingové metody by mél byt na ktzi rovnéz vyhodnocen vztah
mezi koncentraci v  aplikacni lékové formé a koncentraci ve SC
Dermatofarmakokineticky vztah koncentrace a davky je analogicky udajim
ziskavanym pii hodnoceni s jinych lékovych forem.

Kozn{ strippingova metoda muze poskytnout detekovatelné rozdily na urovni
T 25 % testované latky.

Tento udaj muze byt urcen aplikaci pfedem zvolenych riznych koncentraci
(naptf. 75 %, 100 %, 125 %) jako testované davkovaci schéma pro jednoduché
roztoky a pro specificky ¢as expozice (napf. 3 hodiny), s naslednym vyuzitim vhodné
statistické metody pro srovnani koncentrace penetrantu aplikacni soustavé a v SC.

Pro pouziti srovnavactho referencniho produktu je pozadovano pfiblizné
urceni minimalnfho ¢asu pottebného k dosazeni saturacni koncentrace v SC.

Casovy koncentraéni profil 1é¢iva se mize odlifovat podle penetrantu (Ié¢iva),
jeho koncentrace, vehikula, mista aplikace, dennich rytmu, teploty a vlhkosti.
Vsechny tyto faktory by mély byt kontrolovany a srovnavany tak casto, jak jen je to
mozné.

Denni rytmy mohou ovliviiovat méfeni 1ékové koncentrace, pokud jsou léciva

soucasné latky télu vlastni (napf. n¢které kortikosteroidy nebo retinoova kyselina).
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Pilotni studie spociva v pouziti referencniho léku, ktery je srovnatelnym
zpusobem aplikovan na 8 mist pfedlokti jedné ruky s provedenim strippingu ve
vzrustajicich casech po aplikaci (napf.: 15, 30, 60 a 180 minut). Kazdé misto je
urceno pro jeden casovy interval. Pro vlastni vyzkumny projekt se vzdy vybiraji
zdravi dobrovolnici bez jakékoli pfedchoziho kozniho onemocnéni typu atopického
ekzému, s dostatecné homogenni plochou ktze, ktera pojme nejméné 8 pokusnych
mist.

Protoze strippingova metoda je velmi citliva k mnoha mistné putsobicim
vlivim, mél by byt kladen dtraz na dokonalé provedeni metodiky a dostatecny pocet
subjektt. Vhodné je také pouziti cross-over studie, ve které jsou subjekty studovany
ve dvou odlisnych skupinach. Po provedeném strippingovém zakroku je vhodné
nechat kazi v pokusnych mistech regenerovat nejméné 28 dni.

Exponovana oblast se oznacuje pouzitim vymezovaci Sablony, ktera svym
pusobenim nebude poskozovat SC nebo kazi samotnou. Velikost plochy vymezujici
pokusné misto zavisi na mnoha faktorech véetné koncentrace latky aplikované ve
vehikulu, citlivost analytické metody, velikost diftize léciva a expozicniho ¢asu. SC je
citlivé k cetnym zevnim faktorim. K tomu, abychom se vyvarovali arteficialniho
rozptylu a k ziskani dostatecné vérohodnosti vysledki, méla by byt mista urcena
k aplikaci randomizovana. Uptake, steady state a eliminacni faze, pokud jsou
podrobné zkoumany, by mély byt randomizovany provedenim shodného pokusu na
pravé i levé ruce. Pfedem oznacend mista jsou vystavena znamému mnozstvi léciva
(napf.: 5mg/cm?) a zakryta neokluzivnim krytim.

Okluzivn{ kryti je pouzito jen pokud je to doporuceno se zfetelem k druhu
lé¢ivého piipravku. Odstranéni léciva je uréeno predem vypracovanym standardnim
operacnim postupem (SOP) s ohledem na mozné poranéni SC, nejcastéji pouzitim
bavlnéného tamponu. V piipadech lipofilnich pifipravka jako jsou masti, je plocha
pfed vlastnim strippingem omyta jemnym mydlem. Pfipadné omyti mydlem musi byt

peclivé zaznamenano v SOP.



BA/BE studie zahrnuje méfeni uptake 1éciva a jeho eliminace z kuze. Kazdy
z téchto déju je dulezity k ziskani védomosti o biodostupnosti a bioekvivalenci.
Proto je doba trvani aplikace a rozmez{ mezi sejmutim stripti urcena pfedevsim
charakterem pfipravku. Pfi strippingové metodé jsou odstranény prvni 1-2 vrstvy
sejmutim 2 adhezivnich pasek (jsou bézné komercné dostupné). Tyto prvni stripy
obsahuji zejména neabsorbované mnozstvi aplikovaného 1éciva a jsou analyzovany
oddélené od ostatnich stripti. Zbytek vrstev SC je stripovan v pfedem stanovenych
intervalech, vétsinou pouzitim 10 stript. Vsech 10 stripu ziskanych z jednoho mista
je spolecné extrahovano a nasledné analyzovano ovéfenou analytickou metodou.

Vysledky jsou obvykle vyjadfeny v jednotkich mnozstvi/plocha (napt.:
ng/cm?). Data mohou byt taktéZ zpracovana pocitac¢ovym programem s vyjadfenim

vSech lékovych koncentracné-casovych profila: T, ., T a AUC pro testovany

max> max-ss

a referenéni piipravek.

3.1.3 Urceni uptake 1éCiva
K urceni uptake jsou dulezita nasledujici doporuceni:
e Aplikovat testovany a referencni piipravek konkurenéné na vice
srovnatelnych mistech
e Po piiméfeném casovém intervalu odstranit pfebytecné mnozstvi léciva
z aplikacniho mista tiikrat opakovanym lehkym setfenim latkovymi nebo
bavlnénymi tampony
e Provést pilotni studii, ze které jsou nasledné vyvozeny vhodné casové
intervaly ke strhnuti jednotlivych stript
e Zopakovat aplikaci lepici pasky vzdy shodnym tlakem, s oddélenim prvnich
dvou stript od ostatnich analyzovanych
e DPokracovat strippingem do ziskani 10 sesbiranych stript zjednoho

aplikovaného mista

10



Zopakovat postup pro kazdé aplikacni misto se zachovanim danych
casovych intervalt

Extrahovat 1écivo ze stripovanych lepicich pasek a urcit koncentraci pouzitim
ovetfené analytické metody

Vyjadiit vysledky v podobé mnozstvi 1éc¢iva na plochu aplikacni oblasti

3.1.4 Urceni eliminace 1é¢iva

V tomto ptipadé ke je doporuceno:

e Aplikovat testovany a kontrolni referencni pfipravek konkurencné na
vice mistech vybranych podle vysledku pilotni studie

e Poskytnout dostatecnou casovou prodlevu pro ziskani zfejmé steady
state urovné

e Odstranit zbytky léciva z povrchu tak, jak je popsiano vySe, vcetné
oddéleni prvnich 2 stript

e Sesbirat stripy v casovych intervalech odvozenych z pilotni studie

s naslednou analyzou'

Dalsi podminky pro provadeéni klinickych testd tape strippingu: Pokusné subjekty by

mély mit normalni kazi, ¢imz se mysli:

Nepiitomnost ekzému, dermatitidy a dischromatézy
Z4dné zranéni ani jizvy

Z4dné popéleni sluncem

Nepiitomnost atopické dermatitida, a to ani v anamnéze
Z4dna lékova piecitlivélost

Z4dna abnormalita kize v misté, kde bude latka aplikovana

Vhodna mista jsou zada, hrud’; pfedlokti muze byt pouzito pro jakykoli

topicky kozni produkt. Pocet stripovanych vrstev zalezi na typu pouzité pasky a
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meéni se s pouzitou strippingovou technikou odlisnych experimentatoru a také se lis

v zavislosti na hodnoceném subjektu.”

Pred vlastni analyzou byva extrakci podrobena samotna cista lepici paska, pro
piipad, Ze by pfi analyze dochazelo k interferenci lepici smési s 1é¢ivem. Pfi dodrzeni
shodného pracovniho postupu se jedna o dobfe reprodukovatelnou metodu

s varia¢nim koeficientem 25-30 %",

Pred strippingem byva obvyklé, Ze se lepici paska pfed pfilnutim zvazi, aby

bylo mozno zjist ovat mnozstvi odstranéné SC."

Vlastnimu pokusu (pivotal test) pfedchazi pilot test, jez ma za kol pfedem urcit:

eMnozstvi aplikované latky, délku trvan{ ptsobeni produktu a velikost plochy
kize, ktera bude stripovana.

e/Zpusob extrakce latky z adhezivni pasky a analytickou metodiku

eCas k dosazeni steady state: délka aplikace latky miZe byt stejn¢ dlouhd nebo
delsi nez cas k dosazen{ steady state

ePocet pokusnych plosek: mél by byt uréen na zakladé variability ovérené
v pilotnim testu

ePokud je uptake 1é¢iva méfen pomoci metody TEWL, TEWL by mél byt
opakované¢ proméfovan za konstantnich podminek a okolnich vliva (teploty

a vlhkosti), aby se minimalizoval vliv okolniho prostfedi

Vlastni test

Mnozstvi pokusnych subjekti a pocet pokusnych mist na pokozce jak
testované, tak i referenéni latky by mel byt urcen na zakladé variability zjisténé
v pilotnim testu

Randomizované rozdéleni mist pro testovany a referencni produkt by mélo

byt oznaceno uzitim znacky, ktera kazi neporusi
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Nasleduje aplikace testované a referencni latky na pfedem rozdélend mista

Odstranéni produktu v daném case je provedeno setfenim zbytkt krému nebo
masti z kiize tamponem. Potom se sloupnou povrchové vrstvy dvéma adhezivnimi
paskami. Pocet stript ziskanych z jednoho mista byva obvykle v rozmezi od 10 do
20 nebo do doby nez se TEWL dostane pod hranici 50 g/m?/h. Vétsinou se
stripping opakuje, dokud nenf odstripovano asi 80 % tloust’ky SC.’

Vyzkumné aplikace metody TS

V nasledujicich odstavcich je shrnut vybér podstatnych metodickych
informaci o zTS studil publikovanych v poslednich letech, které byly dostupné

prostfednictvim pocitacové databaze Science Direct.

Vlivem anatomického mista, aplikaéntho tlaku, délky trvani a zpusobem
odstranén{ adhezivnich pasek se zabyva studie," v niz na pfedem oznacend mista byl
pro piilnuti pasky definovan jednotny tlak (330 g/cm*a 165 g/cm?), po definovany
cas (2s a 10 s) pouzitim cylindrického zavazi. Testovan byl také zptsob strzeni pasky
(trvani 2s az k dosazeni co nejvetsi rychlosti). Pocet opakovanych aplikaci z jednoho
mista byl 40 stripti. Zmény v kozni fyziologii byly v prib¢hu pokusu detekovany
méfenim  TEWL a hydratace. V zavéru bylo ovéfeno, ze vsechny zkoumané
parametry maji vyznamny vliv na vlastnosti kize a vysledky strippingu.

Stejna technika byla vyuzita také pfi vyzkumu lipidt obsazenych v kuazi.
PProblémy se vyskytly pfi analyze lipidd, ktera je rusena kontaminaci lipidé latkami
spolecné extrahovanymi z lepici smési pasky pouzitym organickym rozpoustédlem.
Pii tomto pokusu byl adhezivni film Leukoflex pouzit na vnitfnim pfedloktim na
plochach o velikosti 1,5 x 1,5 cm. Adhezivn{ paska byla z kotouce civky sejmuta
pinzetou. Strippingova metoda byla opakovana na stejném useku ktize, dokud jej
povrch neziskal lesklé vzezfeni. Pfiblizné se jednalo o 18 — 20 stripi z jednoho
mista. Paska po strippingu byla umisténa do zkumavky s obsahem 6 ml smési
ethylacetat : metanol (20:80). Poté byla paska vyjmuta a rozpoustédlo odpafeno pii
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teplot¢ 50 °C pod dusikem. Extrakt byl rozpustén v 0,25 ml smeési chloroform :
methanol (2:1) a do analyzy uchovan pfi teploté -20 °C."

Strippingova  technika  byla  také pouzita v pokusu o  urceni
dermatofarmakokinetickych (DPK) adaji pii topické aplikaci ketoprofenu in vitro
(na odstranéné kazi). Pfi pokusu bylo pouzito 15 dobrovolnika (3 muzi a 12 Zen ve
véku 21 — 27 let, bez jakychkoli znamek pfedchozich koznich onemocnéni,
slunecnich spalenin, tetovani a jizev v mistech aplikace. Kaze byla skladovana pii
teploté -20 °C. Produkt byl aplikovan ve formé vodného gelu o slozeni 2,5 %
ketoprofenu a 30 % ethanolu o pH 6-7. V DPK studii byly pouzito 5 oblasti
o rozmérech 1,8 x 2,5 cm® na predlokt. Ctyﬁ z téchto oblasti byly soucasné
vystaveny aplikaci gelu (2ul/cm? po dobu 45, 90, 180 a 360 min, Paté oblast zfistala
prazdna. V pribc¢hu trvani expozice byla mista pfekryta gazovym tamponem. Po
dané dobé bylo z kazdého mista pouzitim stejného tlaku ziskano 30 stript, které byly
pro analyzu sdruzeny podle schematu 1-3, 4-7, 8-18, 19-30 do 4 zkumavek. Sdruzené
adhezivni pasky byly extrahovany v metanolu za vyuziti ultrazvukové vodni lazné,
centrifugovany pfi 5500 otickich/min po dobu 10 min. Nasledné byly odpafeny,
precipitat rozpustén v metanolu a pfed analyzou HPLC filtrovan.(4)

V jiné studii byl uzit ¢isty malathion znaceny *C a 50 % komeréni produkt ve
zkracené in vivo dermalni studii na potkanech. Kaze uréena k aplikaci byla rozdélena
na 4 segmenty a stripovana 8 adhezivnimi paskami.Rozpoustédlo pouzité k detekci
malathionu bylo podrobeno radiochemické analyze a taktéz vnitini organy zvifete
byly této analyze podrobeny.(5)

Dalsi studie srovnava in vitro pranik léciva , in vivo kozni stripping a kozni
blanching (vybledova reakce) pfi hodnoceni triamcinolonacetonidového krému za
proménnych, jako jsou trvani aplikace, koncentrace 1éciva a odlisnost pokusného
zvifete (potkana). Po aplikaci 1éciva po ukonceni doby ptsobeni, byl zbytek léciva
odstranén z aplikacni oblasti tfemi suchymi vatovymi tampony. SC bylo odstranéno
jak z aplikované, tak z kontrolni nezasazené plochy, jednalo se pfiblizné¢ o 75 %
tloust’ky SC. Prvni adhezivni disk byl odstranén, zbyvajicich 9 bylo uchovano
k detekei.”
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Na 6 zdravych dobrovolnicich byla provedena studie, pfi které byly subjekty
aklimatizovany 2 hodiny pfed vlastnim pokusem a aplikovana latka byla
technologicky zpracovana do dvou druht naplasti: jedna obsahovala extrakt
z komonice 1ékafské, druha synteticky kumarin. Oba druhy naplasti byly aplikovany
simultanné na odlisna randomizovana mista. Po pfedem urceném case byly naplasti
odstranény. Pfipadny zbytek naplasti byl odstranén uzitim PVC filmu, Prvn{ vrstva
SC byla odstranéna komercni adhezivni paskou (Transpore tape, 3M, USA). VSechny
stripy byly aplikovany jednou osobou pfitlacenim ukazovackem stejnym tlakem po
dobu 10 s a nasledné jemné sloupnuty. Prvni vrstva obsahovala neabsorbované
lé¢ivo, proto byla analyzovana oddélené¢ od zbyvajicich 9 stript. Stripy byly
macerovany v ethanolu, filtrovany. Mnozstvi permeovaného kumarimu bylo zjisténo
odectem z detekce zbytku v odstranéné naplasti a nasledné kvantifikovano ze stript.
Vysledek byl vyjadfen v ug/cm?

Strippingovy postup byl téz pouzit k uprava kize pro nasledujici permeaci.
Tomuto pokusu byly ziskana lidska kize post mortale, dermatomovana na tloust’ku
1 mm, uchovana pfi -20 °C.Nasledné byl kazdy kousek stripovan celofanovou lepici
paskou (Scotch) 15krat tak, aby se odstranilo SC. Pak byla kize umisténa do
penetra¢nich cel."’

V této studii byl také zkouman penetracni potencial terbinafinu, ktery je
uvolnovan z jednoduchych vehikul. Terbinafin byl extrahovan jako volna baze
a rozpustén na ctvrtinu nasycené koncentrace v isopropylmyristatu, cistém ethanolu
a smesi 50:50 obou rozpoustédel. Pro extrakci terbinafinu z adhezivni pasky a pro
HPLC analyzu byla pouzita smés voda, acetonitril a tetrahydrofuran. Pro pokus byli
vybrani 3 zdravi dobrovolnici bez jakékoli kozniho onemocnéni v anamnéze,
oSetfena mista byla bez chlupt, velikosti 7 x 1 cm?® umisténa asi 4 cm od zapésti.
Lécivo o objemu 700 ul bylo aplikovano na gazu, piikryto okluzivnim polyesterovyn
filmem a upevnéno ke kazi. Po odstranéni byla ktize oSetfena tfemi ¢istymi tampony
a stripovana paskou (Scotch Book Tape). Stripy byly pfedem zvazeny, aby bylo
mozno zpétné zjistit mnozstvi odstranéné SC. Z kazdého osetfeného mista bylo
ziskano 20 stripa. Terbinafin byl kvantifikovan dvéma metodami: ATR-IR a HPLC
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po extrakci (16 hodinova macerace ve smeési acetonitril a triethylamin 80:20).
Koncentracni profil terbinafinu byl nasledné upfesnén vypoctem z II. Fickova
zakona. Vysledkem bylo, ze difuzivita terbinafinu skrze SC nebyla vyrazné ovlivnéna
pouzitym vehikulem. Bohuzel vysledky nebyly natolik homogenni, aby se z nich daly
vyvodit pfesnéjsf zavéry."

V dal§i studii zabyvajici se terbinafinem bylo na pfedlokti 5 zdravych
dobrovolniki ve vymezenych oblastech aplikovany po dobu 2 hodin topické
pfipravky s obsahem terbinafinu ve vehikulu obsahujicim 50% ethanolu a 50%
isopropylmyristatu. Tfi z téchto formulaci navic jesté obsahovaly penetracni
urychlovace v zastoupeni: 5% kyseliny olejové, 10 % pyrrolidonu a 1% urea.
Koncentracni profil terbinafinu v SC byl méfen infracervenou spektroskopii
z jednotlivych stripovanych vrstev. Tato metoda byla pfeddim ovéfena HPLC
analjzou terbinafinu."

Dalsi prace popisuje experiment svyuzitim trans-retinoové kyseliny
aplikované volné ¢i enkapsulované lipozémech z SC. Stripping byl zde proveden1?2
krat a rozpoustédlem byl tetrahydrofuran.”’ Ve studii srovnavajici in-vivo a in-vitro
model s lipofilnim penetrantem fluazifopbutylem bylo provedeno celkem 21 stripd,
extrakénim cinidlem byl hexan. V této studii byly aplikovany komercné ziskané
krémy s obsahem 2 % ketokonazolu a 2% mikonazolu na 3,8 cm” obou piedlokt
u zdravych dobrovolnikti. Poocisténi bylo ziskano 11 stripa z kazdého mista
v ¢asech 1, 4, 8, 24 hodin po odstranéni léciva. Prvni strip byl vyloucen, ostatni byly
analyzovany metodou HPLC.*' V dal§f studii byly zkoumany elastické micely
zalozené na bazi tenzidu, které byly in-vivo aplikovany na kozni povrch. Pfed
vlastnim nanasenim byl kozni povrch osetfen setfenim tamponem namocenym
v ethanolu, po 30 minutich se nanesla na 1 cm® smés vehikula. Byl zkouman efekt
trvani aplikace: TS byl proveden 1 a 4 hodiny po uschnuti nanesené smési, zkouman
byl efekt aplikovaného objemu a efekt okluze. Stripovaci paska byla silné pfitisknuta
k aplikované oblasti a poté prudce strzena. Prvni, devaty a patnacty strip byl

detekovin metodou FFEM (freeze fracture electron microscopy).”
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Také ke sledovani penetrace fluoresceinu sodného enkapsulovaného
v liposomech byla pouzita strippingovou techniku. Po 30 min kontaktu kize
s aplikovanym vzorkem bylo pofizeno 15 stripti s dodrzenim definovanych
podminek (tlak 1 kg zavazi, rychlé strhnuti, jeden vysetfovatel). Stripy byly sdruzeny
podle schématu: 4-6, 7-9, 10-12, 13-15 a analyzovéany spektrofluorometricky.”

Dalsi studie se zabyva penetraci latek ze supersaturovanych roztokd.
V normalnich pokusnych podminkach je flux léciva vyznamné ovlivnén jeho
rozpustnosti ve vehikulu a vyznamné ovliviiuje jeho biodostupnost. Proto byla pfi
tomto pokusu pfipravena supersaturovana soustava, jez meéla zarucit vzrast
biodostupnosti. Pro tento pokus byl jako modelova léciva latka vybran piroxikam.
Kaze pouzita ke strippingové metod¢ byla pfedtim podrobena permeaci v diftznich
celach, ke strippingu se pfistoupilo 24 hodin po odstranéni donoru a omyti. Prvni
strip byl odstranén, nasledujicich 15 bylo umisténo do zkumavky s rozpoustédlem a
analyzovano.”!

Ve studii zkoumajici miru absorpce latek z opalovacich ptipravki u clovéka
¢inila méla testovand plocha na ptedlokti u 21 zdravych lidi vzdy 4 cm?, aplikovano
bylo 25 ul vodného roztoku nebo 25 mg krému, ke stripovani se pfistoupilo po
casové prodlevée 1, 2, 5,2 7 hodin po aplikaci.Prvni strip byl odstranén, nasledujicich
6 protfepano v rozpoustédle v mixéru a nasledovala analyza.”

V dalsi studii in vivo byla pouzita paska pfedem nastithana na 2,5 x 4,0 cm
atestovana na 10 dobrovolnicich ke zjisténi postupu odstranovani depozit
akrylatového materialu z kiize. Sledovanymi oblastmi byly bifiska prstd, dlanich
a predlokti. Po expozici byla mista kryta okluzi, po aplikaci po 2 min byla paska
velmi opatrné sejmuta. Pasky po strippovani byly umistény do vialek naplnénych 10
ml acetonu.”

K vyzkumu esteraz a jejich proteolytické aktivity v SC, které bylo ziskano TS
metodou. Pfredlokti dobrovolniki bylo pfedem ocisténo vodou a mydlem, osuseno a
kratce otfeno papirovym ubrouskem napusténym ethanolem. Adhezivni paska
pfedem nastithana na kusy 5x 12cm byla tésné¢ pfilozena na kuzi s tlakem
odpovidajicim 6 pfejetimi valeckem, poté byla prudce strzena. Prvni strip byl
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odstranén. Stripovaci paska byla pfed a po pouziti zvazena a poté pouzita
k vlastnimu pokusu.”” Existujf také studie uzivajici metodu strippingovou techniku ke
standardizovanému naruSen{ kize a zméné jejich permeaénich vlastnosti, které

predchézi vlastnimu pokusu.” *’

3. 2 Terbinafin

Terbinafin, N-[(2E)-6,6-Dimethyl-2-hepten-4-ynyl]-N-methyl-1-naphthalenmethan-

amin, patff do skupiny peroralné i lokalné uéinnych allylaminovych antimykotik.
Jedna se o bazickou latku, C,H,;N o molekularni hmotnosti 291,43,

terapeuticky je vyuzivan terbinafin-hydrochlorid (C,H,;N.HCI) o molekularni

hmotnosti 327.9.

Bod tanf: 195°C -198°C

CH, CH,
CH;

;N\v/“§»//CEEC

Terbinafin-hydrochlorid je bily krystalicky prasek, velmi dobfe rozpustny

CH,

v methanolu a metylenchloridu, dobfe rozpustny v ethanolu a jen nepatrné
rozpustny ve vodé.

Rozdélovaci koeficient terbinafinu je P, ,, = 3,3
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité suroviny

Aerotape (self adhezive tape crystal)
Acetonitril

Azid sodny

Isolan

Isopropylmyristat

Lamisil krém

Terbinafin-hydrochlorid

Aeror, Dod Activa
Sigma-Aldrich
Penta Praha
Goldschmidt
Fluka

Zentiva, Praha

(Herbacos-bofarma, Pardubice)

Uvedené komeréné dostupné latky odpovidaly deklarované jakosti piislusnych

norem vyrobct a dodavateld, resp podle CL 2002.

Transkarbam 12 (T12), karbamat dodecylesteru kyseliny (¢)-aminokapronové,

tl.  dodecyloxykarbonylpentylammoniumdodecyloxykarbonylpentylcarbamat

byl

o cistote vyssi nez 99,0 % syntetizovan doc. A. Hrabalkem, CSc. (FaF UK v Hradci

Krilové).

4.2 PouZita zafizeni
Analytické vahy
Biologicky termostat BT 120

(Sartorius, Gottingen)

(Laboratorni pfistroje, Praha)

Digitalni pH-metr GRYF 2098 (Elektronické piistroje, Havl. Brod)

Elektronicka michacka

Ultrazvukova lazen

UV detektor ISCO V4
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Vysokotlaké cerpadlo LCP 4100 (ECOM. Praha)
4. 3. Biologicky material

Vzorky kize byly ziskany z boltce prase¢iho ucha. Cerstva prase¢i ucha byla
omyta, §tétiny oholeny a byla odpreparovana chrupavka a podkozni tukova tkan.
Takto pfipravena kize plné toustky byla konzervovana ponofenim do
tyziologického roztoku s pfisadou azidu sodného a po nasledném vysuseni zatavena
do folie a uchovana v mrazicim zafizeni o teplot¢ -20 °C. Pfed upottebenim byla
kitize rozmrazena ponechanim v prostfedi s pokojovou teplotou a rucné sefiznuta na
vymezenoua tloust'’ku skalpelem. Nasledné byla kize nastfthana na c¢tverce vhodné

velikosti.

4.4 Piiprava donorovych vzorkt

Kapalné donorové vzorky byly pfipraveny dispergaci terbinatin-hydrochloridu
(TER-HCI) a transkarbamu 12 (T12) vIsolanu a isopropylmyristatu. Timtéz
zpusobem byly pfipraveny srovnavaci vzorky bez pfitomnosti T12. Vsechny
donorové vzorky byly pfi dispergaci michany a zahfivany na teplotu maximalné 40
‘C. Toto opatfeni meélo zabranit uvolnéni oxidu uhlic¢ittho pfi rozkladu

termolabilnitho T12. Po pfipravé byly vzorky aplikovany jesté téhoz dne.

Donorové vzorky byly kédovany nasledujicim zptasobem:

Vsechny vzorky obsahovaly shodnou 1% koncentraci TER-HCL
ISO ...vzorek s obsahem TER-HCI ve vehikulu Isolanu

ISOT12 ...ISO s 1% koncentraci T12

IPM ...vzorek s obsahem TER-HCI ve vehikulu isopropylmyristat
IPM T12 ...IPM s 1% koncentraci T12

LAM ...vzorek originalniho krému LLamisil (1% TER-HCI)
Usporadani strippingovych pokust
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Pro tape-stripping pokusy byly kozni stépy fixovany mezi dvéma destickami
z plexiskla s centralnim otvorem o velikosti 2 cm?, ktery vymezoval plochu kozntho
Stépu  vystavenou pusobeni naneseného donorového vzorku. Po aplikaci
donorového vzorku o hmotnosti 0,500 g byly desticky s koznimi stépy piikryty
podloznim sklickem, polozeny na gazu nasycenou fyziologickym roztokem, pfikryty
vikem, aby se zabranilo odpafovani a vysychani. Takto pfipravené kozni stépy byly
ulozeny na 15 hodin do termostatu s teplotou 32 °C. Nasledné byly desticky vyjmuty,
rozebrany, vzorek z koznich §tépt byl setfen 3 gazovymi tampony navlhcenymi
acetonem. Plocha vystavena nanesenému donorovému vzorku byla vystfizena

nuzkami a podrobena tape-strippingu.

4.5 Provedeni strippingu

Z jednostranné lepici pasky o velikosti 25mm x 33mm byla vystfizena plocha
odpovidajici velikosti exponované kuze a pfilepena na kuzi. Pro standardizované
pfilnuti byla paska zatizena shodnou silou 98,1 N na plochu 2 cm® pfilozenim
lkilového zavazi po dobu 30 s. Nasledovalo prudké strthnuti pasky a jeji okamzité
ponofeni do lahvicek naplnénych 5 ml rozpoustédla, které mélo shodné slozenf jako
mobiln{ faze, tj.: smés vodného roztoku kyseliny ortho-fosforecné s triethylaminem
a acetonitrilu v poméru 1:1. Z kazdého kozniho vzorku bylo provedeno 10 stript.
Stripy 1 - 2 a 3 — 10 byly macerovany samostatné v tmavych lékovkach
s brousenymi uzavéry po dobu 1 hodiny, kiize po strippingu byla podrobena

maceraci po dobu 24 hodin. Béhem macerace byly vzorky protfepavany.

4.6 Analyticka metodika

Analyticka metodiky byly pfevzata z mé diplomové prace Transdermalni in

vitro permeace terbinafinu I.

Piiprava kalibra¢nich roztoka
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Zakladni roztok TER-HCI byl pfipraven navazenim 1 mg TER-HCI a jeho
rozpusténim ve 100 ml mobilni faze v odmérné bance (koncentrace 1 mg %). Ze
zakladniho roztoku a mobilni faze byly pfipraveny pracovni kalibracni roztoky
téchto koncentraci: 1,0; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 mg / 100ml. Kazdy
kalibra¢ni roztok byl proméfen tfikrat. Kalibracni pfimka a jeji parametry byly

stanoveny linearni regresi s vyuzitim sablony LINREG.

Regresni funkce: y = kx + ¢

pocet 1

Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek
Sm 1
érnice = 375
abs 4
2,3

pocet: bodd n = 2 stupnd volnosti:

I+
o

olutni ¢len =

koeficient korelace =

rezidualni odchylka rez =

hodnota F-statistiky |F = 1,28E+3

Zavislo prokazana se
st y na x yla  spolehlivosti 99.9%.

4. 7 Stanoveni terbinafinu

Mnozstvi terbinafinu v odebranych vzorcich bylo stanoveno metodou HPLC.
Jako mobilni faze byla pouzita smés vodného roztoku 0,02 M kyseliny ortho-

fosforecné a 0,01 M triethylaminu s acetonitrilem v poméru 1:1. Pfed vlastni
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analyzou byla mobiln{ faze odvzdusnéna v ultrazvukové vodni lazni (10 az 15 min).
Stacionarni fazi tvofila kolona LiChroCART Merk o priméru 4 mm, délce 250 mm

s naplni Lichrospher®100 Rp 18 o velikosti ¢astic 5 pm.

Pii vybéru lepici pasky bylo zohlednéno zejména fakt, ze lepici vrstva nebude
pii detekci metodou HPLC interferovat s méfenymi piky TER-HCL Pfed vlastnim
stanovenim TER-HCI byl proveden na kolonu nastfik rozpoustédla po maceraci
cisté lepici pasky. Divodem byla obava, aby nedochazelo po uvolnéni lepicich slozek

ke zkresleni pika TER-HCL

Detekce byla provadéna UV spektofotometricky pfi vlnové délce 224 nm.
Pratok mobiln{ fize, temperované na teplotu 65 °C, ¢inil 1,6 ml/min.

Objem vzorku davkovany na kolonu byl 100ul, kazdé stanoveni bylo
provedeno nejmén¢ dvakrat, pfi rozdilu nalezenych hodnot ploch pod pikem vétsim

nez 10% byl proveden tfeti nastfik daného vzorku na kolonu.

Retencni ¢as TER-HCI byl za danych podminek 7,2 min az 8 min.

4. 8 Zpracovani vysledku

Nameétené hodnoty plochy pod pikem byly na zakladé kalibracni rovnice
pfepocitany na  koncentraci latky v objemu 100 ml rozpoustédla a nasledné
pfevedeny na koncentraci v objemu 5 ml (obsah TER-HCI rozpusténého po
maceraci v 5 ml rozpoustédla, tj. mnozstvi TER-HCI v g uvolnéného ze striptd) a
pfepocitany na mnozstvi permeovaného z aplikovaného vzorku v procentech.
Vysledné udaje jsou zpracovany v tabulkach 1 az 5, pro kazdy aplikovany donorovy
vzorek zvlast’ (pozn.: SEM = SMODCH.VYBER.)
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5. VYSLEDKY

Tabulka 1: Stanoveni praniku terbinafinu z 1% disperze v isopropylmyristatu

IPM 1% ter-HCI

podil z aplik.

mg/100ml mg/5ml mnozstvi [%] prameér [%] SEM
strip 1-2 1,09 0,0545 1,09 0,62 0,29
SC 0,7036 0,03518 0,7036

0,4439 0,022195 |0,4439

0,38952 0,019476 |0,38952

0,4602 0,02301 0,4602
strip 3-10 0,1153 0,00575 0,1153 0,15 0,03
Epidermis 0,1255 0,006275 |0,1255

0,1277 0,006385 |0,1277

0,1763 0,008815 |0,1763

0,1935 0,009675 |0,1935
Dermis 0,534917 0,026746 |0,534917 0,53 0,08

0,58547 0,029274 |0,58547

0,58826 0,021941 |0,58826

0,39876 0,019938 |0,39876

0,54008 0,027004 |0,54008
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Tabulka 2: Stanoveni praniku terbinafinu z 1% disperze v isopropylmyristatu
a 1 % transkarbamu 12

IPM 1%ter-HCI, 1%T12

podil z aplik.

mg/100ml mg/5ml mnozstvi [%] | pramér [%] SEM

strip 1-2 0,232 0,0116 0,232 0,24 0,11
SC 0,15291 0,007646 0,15291
0,14253 0,007127 0,14253
0,256892 0,012845 0,256892
0,41614 0,020807 0,41614

strip 3-10 0,12268 0,006134 0,12268 0,20 0,14
Epidermis 0,445776 0,022288 0,445776
0,176064 0,008803 0,176064
0,134805 0,00674 0,134805
0,14029 0,007145 0,14029

Dermis 1,30152 0,065076 1,30152 0,83 0,29
0,911418 0,015571 0,911418
0,660837 0,033419 0,660837
0,751234 0,037562 0,751234
0,539269 0,026963 0,539269
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Tabulka 3: Stanoveni praniku terbinafinu z 1% disperze v isolanu

ISOL 1%ter-HCI

podil z aplik.
mg/100ml| mg/5ml mnozstvi [%] | prdmér [%] | SEM
strip 1-2 0,069424 0,003471 0,069424 0,055 0,016
SC 0,051586 0,002579 0,051586
0,062728 0,003136 0,062728
0,062488 0,003124 0,062488
0,029008 0,00145 0,029008
strip 3-10 0,011058 0,000553 0,011058 0,032 0,02
Epidermis 0,063928 0,003196 0,063928
0,035693 0,001785 0,035693
0,026437 0,001322 0,026437
0,022229 0,001111 0,022229
Dermis 0,54835 0,027418 0,54835 0,57 0,23
0,610472 0,030524 0,610472
0,39668 0,019834 0,39668
0,356656 0,017833 0,356656
0,933925 0,046696 0,933925
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Tabulka 4: Stanoveni praniku terbinafinu z 1% disperze v isolanu

s 1 % transkarbamu 12

ISOL 1%ter-HCI, 1% T12

podil z aplik.
mg/100ml| mg/5ml mnozstvi [%] | prdmér [%] | SEM
strip 1-2 0,0254 0,00127 0,0254 0,028 0,012
SC 0,041872 0,002094 0,041872
0,029245 0,001462 0,029245
0,010434 0,000522 0,010434
0,03532 0,001766 0,03532
strip 3-10 0,047904 0,002395 0,047904 0,038 0,012
Epidermis 0,022909 0,001145 0,022909
0,04828 0,002414 0,04828
0,045973 0,002299 0,045973
0,02917 0,001459 0,02917
Dermis 1,25675 0,062838 1,25675 0,923 0,322
0,523736 0,026187 0,523736
1,2151 0,060755 1,2151
0,679314 0,033966 0,679314
0,943522 0,047176 0,943522
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Tabulka 5. Stanoveni pruniku terbinafinu z 1% Lamisilu

Lamisil crm 1% ter-HCI

podil z aplik.
mg/100ml| mg/5ml mnozstvi [%] | prdmér [%] | SEM
strip 1-2 0,027192 0,00136 0,027192 0,048 0,042
SC 0,021216 0,001061 0,021216
0,057648 0,002882 0,057648
0,118384 0,005919 0,118384
0,015293 0,000765 0,015293
strip 3-10 0,032048 0,001602 0,032048 0,046 0,028
Epidermis 0,012666 0,000563 0,012666
0,035602 0,00178 0,035602
0,067555 0,003378 0,067555
0,08149 0,004075 0,08149
Dermis 0,406298 0,020315 0,406298 0,61 0,18
0,705029 0,035251 0,705029
0,790528 0,039764 0,790528
0,430099 0,021505 0,430099
0,7085 0,035425 0,7085
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6. KOMENTAR A DISKUSE

Prvnim krokem v ramci hledani podminek pro bylo nalezeni vhodného typu
lepivé pasky, ktera by dostatecné adherovala k povrchu kize, byla schopna dobfe
nést odlupované vrstvicky keratinocytd. Pfitom by po extrakei terbinafinu do
kapalné faze, ktera je pouzitelna jako mobilni faze pro HPLC stanoveni daného
léciva neméla uvolfiovat a rozpoustét zadné piimési, které by nepfiznivé
interferovaly s terbinafinem. Vhodnou se po nékolika pokusech ukazala byt naplast,
ktera umoznovala sejmuti prakticky vSech dobfe vrstvicek epidermis jiz pomoci 15
stript. Prvni dva byly vzdy z pokusu pro dalsi méfeni odstranény. V uvazovaném
zadani totiz neSlo o snahu dospét k procentualné vyznamnému recovery.
V predchozi pokusech na pracovisti bylo ovéfeno, ze pro in vitro pokusy, u nichz se
stanovuje rovnéz obsah léciva v dermalnim kompartmentu, vychazeji absolutni
hodnoty stanovovaného sejmutého léciva jako nadmérné variabilni. MnozZstvi 1éciva,
které je pii jeho jednoprocentni koncentraci v aplikovanych donorovych vzorcich,
v relativné nékolikatadovém nepoméru svelmi malymi kvanty nalézanymi
v jednotlivych  sloupnutych  vrstvickach, neumoznuje pfimérené vyjadfeni
relevantnéjsiho udaje, totiz poméru v jakém se 1é¢ivo nachazi v jednotlivych koznich
etazich. Proto bylo od snahy o vypracovani takového protokolu, ktery by soucasné
umoznoval pravé zminéné a vlastné zasadni hledané vyjadfeni a soucasné splioval
naroky na dopocet recovety, jiz pfedem upusténo.

Vybrana naplast za podminek popsanych v experimentalni ¢asti tak nakonec
vyhovovala nejen pokud jde o neinterferujici detekei léciva, ale také z ohledu na
pocet potiebnych stript. Bylo totiz mozné pouzit pouhych cca 15 stript, na rozil od
obvykle uvadéného az dvojnasobného poctu, coz vlastni praci velice usnadnilo.

Ziskané vysledky, jak jsou v souhrnné podobé uvedeny v tabulkach 1 az 5, se
ukazaly vzhledem k pfedchozim praktickym zkusenostem pracovisté, jako pomérné

homogenni. Hodnoty piislusnych smérodatnych odchylek jsou pro jednotliva
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testovana donorova vehikula uspokojujici, n¢kdy az skutecné nizké. Ve vsech
piipadech se tedy podafilo naméfit hodnoty, které lze pomérné dobfe interpretovat.
Souhrné zasadni vysledky, k nimz je prace sméfovana, jsou v grafické podobé
nazorné shrnuty na obrazku 1. Z nc¢ho jsou patrné vsechny potiebné informace,
které sice bez naroku na tzv. statisticky vyznamné hladiny spolehlivosti, avsak co do

trendu zcela jednoznaéné, ukazuji na fadu zajimavych véci.

Obrazek 1: Prameérny obsah terbinafinu [%)] v rohové vrstvé (SC), epidermis
a dermis ktize prasecitho ucha po 15 hodinach

1,4 -
1,2 -
1 _
08 OScC
m EPID
0.6 1 m DER

0.4 -
0.2 -

O _
IPM 1% IPM ISOL ISOL Lamisil crm
terbin 1%terbin 1%terbin 1%terbin 1% terbin
1%T12 1% T12

Mnozstvi proniknuvsiho terbinafinu v Zadné pifipadé nepfevysovalo
1 procentuo z aplikované davky,. Tento fakt neznamena za danych pokusnych
podminek zadny relevantni informaci.

Podstatna cast terbinafinu, ktery do kiize pronikl, se dostala az do dermalniho
kompartmentu, coz je z hlediska mista zasaho antimykotik spravné a vlastné se tak
potvrzuje bézné nahliZzeny pfedpoklad.

Tento experimentalni nalez je ovSem vyznamné rozsifen o skutecnost, ze
v pfipadé obou strukturalné jednoduchych vehikul, isopropylmyristatu a isolanu jsou

absolutni mnozstvi terbinafinu v dermalnim kompartmentu na stejné urovni a tyto
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hodnoty odpovidaji také dermalni koncentraci terbinafinu nalezené po aplikaci
Lamisilu.

Nejzajimavéjsi je ovSem srovnani obsahu terbinafinu v dermalnim
kompartmentu  z vehikul, které obsahuji pfidavek transkarbamu 12. V obou
hodnocenych piipadech, tedy jak pro vehikulum isopropylmyristatu tak isolanu
pfinesl pfidavek 1 procenta akcelerantu jednoznacné a evidentni zvyseni obsahu
terbinafinu v dermalni kozni etazi.

Pifi pohledu na tento ukazatel je dokonce zfejmé, ze v obou dvou vyse

zminénych parametrech pfedéi pranik terbinafinu do dermis dokonce i prinik

7z krému Lamisil.
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7. ZAVER
1. Experimentalni protokol vypracovany v pfedpokusech pfinest ve vlastnim

strippingovém experimentu dobfe analyzovatelna data a vyhodnotitelné vysledky

2. Terbinafin se za danych pokusnych pominek pfevazné dostava az do dermis, jeho
absolutni i relativai mnozstvi v rohové vrstvé kaze i epidermis je vzdy nizsi nez v

dermalnim kompartmentu.

3. Hodnoty kvantifikujici pranik terbinafinu do ktze prasectho ucha jsou srovnatelné
pro piipady jednoduchych vehikul isopropylmyristatu, isolanu i pfipravku Lamisil

krém.

4. Pridavek 1 procenta transkarbamu 12"pfinesl zvyseni kvan terbinafinu, ktera se za

danych podminek dostala az do dermis.
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8. SOUHRN

Prace pfinasi podrobny aktualni pfehled soucasného pohledu na provedeni

a postaven{ strippingovych metod pii studiu praniku latek kazi.

S vyuzitim predbézné ovéfeného vlastniho protokolu pro provedeni strippingového
pokusu byly zjisténo, ze hlevni ¢ast terbinafinu pronika pfes epidermis az do dermis.
U obou hodnocenych jednoduchych vehikul, ispropylmyristaitu o isolanu je tento

pranik kvantitativné srovnatelny s vysledky ziskanymi pro piipravek Lamisil krém.

Arbitrarné zvoleny pfidavek 1 procenta transkarbamu 12 je v pifipadé
isopropylmyristatu 1 isolanu pozitivni ve smyslu vyrazného zvyseni kvanta

terbinafinu deponovaného v dermis.
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