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1. UVOD A CiL PRACE

Predmétem farmaceutického vyzkumu a nasledné primyslu je mimo jiné posledni
dobou vyuZitelnost kiize pro transdermalni podani légiv.' Prida-li se k 1&¢ivé latce vhodny
transdermalni akcelerant, oslabi se tak bariérové vlastnosti kiZe, za které je pfedeviim
zodpovédné epidermalni stratum corneum (déle jen SC). Tento postup pfedstavuje vitanou
alternativu lékové aplikace v medicinské praxi.

Cilem teoretické &asti prace bylo vypracovat reder$i na téma vznik, struktura a chovani
kozni bariéry, mozZnosti ovlivnéni transdermilniho podani lé&iva pomoci permeaénich
akcelerantli a pfedev$im zpracovat dostupna data o vlivu struktury hydrofobniho fetézce
akcelerantu na jeho u€inek.

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo studium vlivu termindlniho rozvétveni u
akcelerantd transdermalni permeace. K hodnoceni byla vybrana série rozvétvenych
karbamath a rozvétvenych alkohold, jejich potencialnich metabolita, sriznou délkou
hydrofobniho fetézce; pro srovnani byla otestovana také série analogickych nerozvétvenych
karbamatii a dodekanol jako zastupce alkoholit s lineamim fetézcem. Kromé& pfimého
porovnani aktivity rozvétvenych a nerozvétvenych akcelerantii jsme zamysleli zjistit, zda

ma rozvétveni vliv na optimalni délku hydrofobniho fetézce akcelerantu.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Transdermilni podaini lé€iva

SC, nejzevnéjsi kozZni vrstva, aktivné &eli praniku exogennich latek do organismu a
umoZiluje odpafovani adekvéatniho mnozstvi vody pro zachovani homeostazy v téle.?
Jednim z dtkazi bariérové vlastnosti SC je napiiklad 1000nasobny vzrast koncentrace
malych nenabitych ve vodé rozpustnych molekul vcévnim fecisti po odstranéni sc.?
(Kvantitativni limity prostupu légivych latek bariérou neplynou oviem jen z mechanické
odolnosti SC, ale v mensi mite i z pfitomnosti degrada¢nich enzymd v kizi.*)

Napomoci prostupu lé¢iva bariérou dokaZe jiZ zminény transdermdlni akcelerant.

Princip urychleni je riznorody v zavislosti na chemické struktufe akcelerantu.

2.2. Vyhody transdermalniho podani

*  aplikace léCivé latky je snadna

*  eliminuje se negativni pisobeni lé¢iv drazdicich sliznici gastrointestinalniho traktu

*  je vylouéen zisah degradagnich travicich enzymi, pusobeni acidity Zaludecni $tavy a
sorpce léCive latky na slozky potravy

+  biologicka dostupnost lé¢iva je zvySena, protoze se neuplatiiuje jaterni first-pass effect

*+  compliance pacienta pozitivné ovliviluje snizena frekvence davkovani — obvykly je aZ
tydenni interval vymény naplasti

*  provedené monitorovani lékové hladiny nasvédcéuje pomémé stabilni systémové
koncentraci lé¢iva v porovnéni s peroralnim podanim, transdermalni lékové formy
jsou tedy vhodné pii podavani 1é¢iv s nizkym terapeutickym indexem prakticky bez
rizika pod- a pfeddvkovani a projevii nezidoucich G¢inkd

*  permeaci léCiva Ize okamzZité preruSit pouhym odstranénim naplasti

*  plsobeni lé€iv s kratkym biologickym pologasem je prolongovatelné’



2.3. Nevyhody transdermalniho podani

Pocet [éCiv s Zadanymi vlastnostmi (viz nize) pro prunik kazi je maly. Jejich denni
davka predstavuje nejvyde desitky miligramG l€€ivé latky vzhledem k neakceptovatelnosti
vétsich rozmérl transdermalni naplasti. Dal$imi problémy pfi aplikaci je moznost lokélni
nebo systémové alergizace lé€ivem nebo jinymi slozkami lékové formy, zména hydratace

pokozky a pfipadné mnoZeni patogenti v misté kontaktu lékové formy s pokozkou.?

2.4. Charakteristika idealniho permeantu

[dealni permeant by mé&l mit

* nizkou molekulovou hmotnost s hornim limitem 600D, kdy ma latka vysoky difuzni
koeficient (D)

*  takovy pomér rozpustnosti v oleji a ve vodé, aby membranovy koncentradni gradient —
ptedpoklad difiize léCiva kizi — byl vysoky, idedlni jsou nasycené aZz piesycené
roztoky, v nichZ ma permeant tendenci prestupovat do lipofilniho prostiedi, které mu
nabizi rozpustnost srovnatelnou s vehikulem, piili§ vysoky rozdélovaci koeficient
(K) oviem vede k zadrzovani léCiva ve svrchnich vrstvach kize

*  nizkou teplotu tani preduréujici vysokou rozpustnost ve vehikulu i lipofilnim prostiedi

epidermis

Tyto vlastnosti maji klinicky vyuZivané takzvané transdermalni terapeutické systémy
Citajici kolem deseti latek (nebo smési latek): skopolamin, nitroglycerin, klonidin, estradiol
(v kombinaci s norethisteronem nebo levonorgestrelem), testosteron, fentanyl, nikotin a

v nejblizi{ dobé lidokain.’

2.5. Definice permeacnich parametria

Flux (tok) J [ug/cm’.h] je mnozstvi permeujiciho lé¢iva, které pronikne jednotkovou

plochou kiiZze za &asovou jednotku.



Kumulativni mnozstvi lé¢iva proniknuviiho jednotkovou plochou za uréitou dobu -
nejéastéji za 24 hodin — se oznaduje jako Qa4 [ug/cm?).

Akceleraéni pomér AP vypovida o efektivité pouzitého akcelerantu. Vyjadtuje se jako
podil J, Q24 ¢i mnozstvi lé€iva pritomného v kizi za pouziti akcelerantu a tychz velicin,
jejichz hodnoty nejsou ovlivnény piisobenim akcelerantu.® V této praci je AP vyjadfovan
jako pomér fluxu léiva v piitomnosti akcelerantu a fluxu I[éCiva bez pfitomnosti

akcelerantu.

2.6. Matematické vyjadieni permeaéniho procesu

Dle Fickova zdkona je J pfimo umérny D, rozpustnosti v membrin€ (cqm) a
koncentraci ve vehikulu (ey). Naopak kiesa s rostouci Sitkou SC (L) a rozpustnosti Ié¢iva ve
vehikulu (¢,).
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Zvyseni hodnot D, ¢, a poméru ¢,/¢;, (tedy difuzivity a solubility 1é€iva a dale pak

nasycenosti vehikula lé¢ivem) niZe uvedenymi mechanismy zvysuje flux bariérou.®

2.7. Struktura epidermis

Soudasti kiZe je epidermis — vnéjsi nevaskularizovana epitelialni koZni vrstva — a
dermis — vrstva kuZe bohaté prokrvena, inervovand, obsahujici potni a mazové Zlazy a
vlasove ¢i chlupové folikuly.

Samotna epidermis (priméré Sitky 100 az 150 pum) je sloZena ze &tyf vrstev bunék
vruznych stadiich diferenciace jak morfologické, tak funkéni. Buiiky vzniklé
v proliferujicim stratum basale migruji k povrchu kitZze a vytvafi v ni vrstvy zvané stratum

spinosum, stratum granulosum a stratum corneum,’

v némz se proménuji z metabolicky
aktivnich délicich se keratinocyti (reprezentuji 95 % celkového obsahu epidermis) ve
funkéné mrtvé, zplostélé bunééné Utvary se snizenym obsahem vody zvané korneocyty. Pro

vodu neprostupné proteiny uvniti téchto bun&€k, muitilamelarni lipidovd matrix je



obklopujici a desmosomy spojujici buiitky navzajem pfispivaji k udrzeni bariérové funkce
kuze.
Dale se v epidermis vyskytuji melanocyty, Langerhansovy buiiky a Merkelovy buriky

(mechanoreceptory).’

Stratum basale

Stratum basale je vrstva mnoZicich se kmenovych bunék piipojenych k bazalni
membrané pomoci hemidesmosom(. Vétiinu jejich cytoplasmatického prostoru vypliuje
jadro, dal$imi bun&nymi organelami jsou zejména mitochondrie a keratinovd vldkna

(konkrétné druhy oznaované jako K5 a K14), ktera se napojuji na hemidesmosomy.

Stratum spinosum

Buiiky této vrstvy maji diky velkému poétu desmosomii, vzajemné je spojujicich,
trnity vzhled.! (Desmosomy jsou pFitomné vtéto a viech nasledujicich epidermalnich
vrstvach). Pro cytoplasmu bung&k jsou charakteristické organely zvané lameldrni téliska (t€z
Odlandova téliska nebo keratinosomy). Tyto bunééné membranové organely ovainého tvaru
s primérem 200 az 500 nm obsahuji mnozstvi lipidovych lamel, popsatelnych jako zplo3télé
vacky, a vmalé mife téZ lipidovou matrix amorfniho charakteru. Byly nalezeny
v keratinizujicich epitelech viech dosud zkoumanych druhii savei.” Co se ty&e mnoZstvi

keratinovych filament, zvy$uje se predevim obsah keratinu 1 a 10.!

Stratum granulosum

V keratohyalinovych granulech typickych pro tuto vrstvu se nachdzi mnoZstvi
profillaggrinu, lolikrinu a keratini 1 a 10, jeZ nabyva na objemu v souvislosti s pfiblizujicim
se SC. Bun&éna diferenciace ma za nésledek zvySenou lipogenezi — stale pocetngjsi
lameralni téliska dosahuji az 20 % obsahu cytoplasmy. V termindlni fazi svého vyvoje jsou
granulocyty pfipraveny k extruzi lipidového materialu a enzymaticky fizenému zesiténi

keratinu, tedy procesum nepostradatelnym pfi tvorbé ochranné bariéry sc.!

Stratum corneum

Stratum corneum tvofi korneocyty (keratinocyty v konedné fazi svého vyvoje)

obklopené lipidovymi lamelami. V lidské kiZi se pocet bun&&nych vrstev SC pohybuje od



18 do 21. Jednotlivé korneocyty maji 20 az 40 um v priméru (zatimco rozméry bunék na
bazalni membran€ jsou 6 az 8 mikrometri). Korneocyty se mohou li§it svym tvarem a
stupném hydratace (10 — 30 % vody) v zavislosti na misté na téle, z kterého SC pochazi,

nebo na jejich lokaci v samotném SC.'

2.8. Stratum corneum jako koZni bariéra

2.8.1. SloZeni mezibunécnych lipidiu SC

Mezibunééné lipidy SC jsou tvofeny z 10 — 15 % nerozvétvenymi nasycenymi
mastnymi kyselinami s nej¢astéj§im poctem uhliki pohybujicim se mezi 22 az 24.

Cholesterol piedstavuje 25 % lipidové masy.

Cholesterolsulfit zaujima asi 5 % z tohoto celku.

Estery cholesterolu (s nenasycenyni mastnymi kyselinami, napfiklad kyselinou
olejovou) jsou piitomny ve velmi malém mnoZstvi a nejsou obsazeny v lipidové dvojvrstveé
charakteristické pro bariérovou strukturu.®

NejhojnéjSimi a funkéné nevyznamnéjSimi lipidy bariéry jsou ceramidy. Tyto
amidické derivéty sfingosinu, fytosfingosinu nebo 6-hydroxysfinganinu, dale délitelné na
zakladé strukturalnich odlisnosti do deviti skupin (obr. 1), ptedstavuji 50 % lipidového
obsahu SC.

Predstavitelé jednotlivych skupin ceramidii se lisi bazickou ¢asti molekuly a dale
amidicky vazanou mastnou kyselinou, pfipadné a- nebo w-hydroxykyselinou, jejichZ pocet
uhliki je primémé 24, piipadné 30 u w-hydroxykyselin. V lidském SC maji jedine¢nou

strukturu ceramid i, 4 a 9, na jejichZ w-hydroxykyseliny se estericky véze linoleat.”
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Obrazek 1. Struktury ceramidu

Tyto molekuly svym specifickym uspofadanim davaji vzniknout struktuie
pfirovnatelné ke ,,zdi“, v niZ keratinem vyplnéné korneocyty pfedstavuji ,,cihly” a lipidy

. oy s P VS|
v mezibuné&nych prostorech je jako ,,malta” zpeviiuji. 0

2.8.2. Proces tvorby SC

Interceludrni proména

Lipidovy material, ktery ma za kol ,stmelovat“ jednotlivé komeocyty, pochazi

z lamelarnich télisek, ktera se poprvé objevuji jiZ ve stratum spinosum (viz vyse). Jednou ze
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znamek dokonéené bunééné diferenciace b&hem migrace do SC je extruze lipidového
obsahu do mezibunééného prostoru. D&je se tak na rozhrani stratum granulosum a stratum
corneum procesem exocytdzy. Lamelarni t&liska disponuji fadou hydrolytickych enzymd,
které jsou béhem extruze zodpovEédné za nasledujici chemické zmény ve strukturdch lipidi.
Soucasné se lipidy pteskupuji do lamel paralelné orientovanych k buné¢nému povrchu tak,
aby jejich bariérové vlastnosti byly optimalni.
Endogenni akceleranty permeace, které by mohly ohrozit odolnost bariéry

nenasycené mastné kyseliny vznikajici degradaci fosfolipidii — jsou odStépeny a navazany

na cholesterol.” 1°

Intraceludrni proména

V keratinocytech obsaZena keratinova vlakna a keratohyalinova granula nabyvaji na
objemu a buiiky se stivaji Gmémé tomuto jevu zplost&lymi. V keratohyalinovych granulech
vyskytujici se profillagrin je enzymaticky upraven na krat3i fillagrin, ktery iniciuje agregaci
keratinovych vldken do svazki, které vyplni vedkery prostor buiiky. Mezitim bunéné
organely zanikaji a bilkovinny material je pfemistén na vnitini povrch cytoplazmatické
membrany. Tato silnd proteinova vrstva je dale zpevnéna pfi¢né tvoienymi disulfidickymi
vazbami a isopeptidickymi spoji kyselého glutamétu a bazického lysinu. Hydrolyzou
glukosylceramidd pti jejich extruzi z Odlandovych télisek vznikaji odit€penim glukozy
viastni ceramidy. Linoleat ceramidu 1, ptipadné 4 a 9, hrajici vyznamnou roli v udrZeni
celistvosti bariéry, je v priib&hu obnovovani stavebnich kameni bariéry z ¢asti ceramidii
odstépen a pfesunut na bun&ny povrch, odkud miZe byt premistén jako ddleZzity prekursor
prostaglandind do  Zivé  epidermis.  ®-hydroxyceramidy  (produkty  Stépeni
acylglukosylceramidii) se esterovou vazbou pies w-hydroxyl pfipojuji k vné&jsimu povrchu
bunééné membriany. Bun&tnd membrana se tedy prostiednictvim kovalentn€ véazanych
ceramid( pfetvafi v kompaktni vodonepropustnou lipidickou obalku korneocytu, a spolecné
s lipofilni nepolarni matrix mezibun&énych prostor tak klade odpor difizi vétSiny

exogennich latek a stejné tak zamezuje (niku latek, zvlasté vody, z organismu.'’



2.8.3. Fdzové chovdni bariérovich struktur

Lipidové lamely tvofi 20 % objemu S5C. Ceramidy kovalentné vazané na povrch
korneocytu slou?i jako templaty pro uspofadani lipidovych vrstev. Soudrznost ceramidii je
dana pfedeviim vodikovymi vazbami mezi polarnimi hlavami t&chto molekul. Metodou
girokodhlé rentgenové difrakce bylo zjisténo, Ze oblasti krystalicky uskupenych lipida se
stfidaji s fAzemi povahy gelu v pravidelném sledu.' Elektronovémikroskopickou analyzou
pomoci fixace preparatu oxidem rutheni¢elym byly pozorovany 13nanometrové opakujici se
jednotky sestdvajici ze svétlych prouZkid ve sledu Ziroky — uzky — Ziroky. V sirokych
6nanometrovych pasech na koncich mezibunééného prostoru se nachazeji lipidy vazané na
bun&ény povrch, lipidy jsou ve fazi krystalické a zodpovidaji pravdépodobné za bariérové
vlastnosti kiize. Uzké 3nanometrové pruhy sestavaji z cholesterolu a jeho derivatd a dale
sem zasahuji linoleatové fetézce ceramidu 1 (4,9), takzvané molekulové zipy." ® Tyto azké
pruhy pravd&podobné zodpovidaji za elasticitu kiZe. Tento model bariérové struktury lze
graficky znazornit (viz obr. 2).°

13nm periodicity:

linoleat

Obrazek 2. Zobrazeni bariérové struktury prase¢iho SC: CER - ceramidy, CER 1 — ceramid
1, CHOL - cholesterol
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2.8.4. Energetické zdroje pro procesy formujici bariéru

Hlavnim zdrojem energie pro jedté zcela funkéni keratinocyty je glukdza jakozto jeden
z produktl Stépeni acylglukosylceramidi. Ta vstupuje do aerobni glykolyzy a nasledné
vznikly acetylkoenzym A poskytuje 38 molekul ATP v Krebsové cyklu. Diferencujici se
keratinocyty ztrdceji své organely véetné mitochondrii, a proto se nasledny energeticky
metabolismus ubira anaerobni cestou piemény pyruvatu na laktat. A€ je tento zplsob zisku
energie méné vyhodny (pfeménou jedné molekuly glukédzy se tvofi pouze 2 molekuly ATP),
je jediny mozny, protoZe neprokrvena epidermis neni zasobovana kyslikem. Kysely laktat
snizuje hodnotu pH SC, tento pokles zaru¢uje dostateCnou aktivitu kyselych hydrolaz
ucastnicich se ,,zrani“ bariéry. Nizsi hodnota pH t€z prispiva k vyssi mikrobialni odolnosti

pokozky.?

2.9. Permeacni cesty léciv kuZi

Procesy absorpce a diflize latek pokoZkou nejsou podminény pfisunem energie.
Existuji dva moZné zpusoby priniku latek — transepidermdlni pasivni difiize a penetrace
jakymisi ,,zkratkami“ tvofenymi vlasovymi folikuly, mazovymi a potnimi Zlazami. Druha
varianta ma zanedbatelny vyznam — adnexy piedstavuji totiZ jen 0,1 % celkového koZniho
povrchu. Ov3em latky s vysokou molekulovou hmotnosti pravdépodobné upiednostiiuji
tento zpisob ,dopravy“.* Transepidermalni permeadni cestou je minéna difize molekul
mezi komeocyty lipidovou matrix (cesta interceludrni) a dile difize molekul prostupujicich
korneocyty a mezibun&énymi prostory (cesta intraceluarni). Lé¢ivé latky nejriznéjsi

polarity kazdopadné vstoupi do mezibunétného prostoru. Od tohoto faktu se odviji snaha

vyvinout akeelerant, ktery by interagoval s lipidovou slozkou kozni bariéry.®

2.10. Faktory ovliviiujici permeaci

Vliv_okolniho_prostfedi se téZz odrazi v mife perkutdnni permeace latek. S ristem

teploty a vlhkosti klimatu permea¢ni parametry stoupaji.
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Pritomnost aktivaénich a detoxikaénich enzymu (oxiddz, reduktdz, esterdz, proteaz a
konjugacnich enzymi) pieduréuje biologickou dostupnost léiva pronikajiciho kazi.
(Metabolicka aktivita cytochromu P-450 v kiizi predstavuje nezanedbatelnych 27 % aktivity
tohoto enzymu v jatrech.)

Okluze udrZuje pokoZku optimélné hydratovanou pro snadny prostup Ié¢ivé latky, dale
zabrafiuje vypafovani tékavych permeantii, a napomaha tak vytvofeni jejich dostateného
koncentraéniho gradientu ve svrchni koZni vrstvé nutného pro realizaci difize.

Stupefi saturace vehikula lé¢ivem (ale i akcelerantem) lze optimalizovat zvySenim

koncentrace lé¢iva nebo sniZzenim rozpustnosti lé¢iva ve vehikulu (koncentrace 1€Civa neni
absolutnim pfedpokladem dspéchu permeace). Obé& alternativy zarucuji zvy3eni
termodynamické aktivity 1é¢ivé latky v rozpoustédle umozitujici permeacni proces.

Difuzni koeficient permeantu a dale jeho rozpustnost v kiiZi hraji vyznamnou roli

v rychlosti permeace. Jsou ovlivnitelné pfidanim akcelerantu do ptipravku.®

2.10.1. Supersaturace vehikula

Supersaturace, tedy nasyceni az presyceni vehikula IéCivem, se v klinické praxi
realizuje odnétim vody piipravku kuZi, odpafenim tékavych sloZzek pfipravku b&hem
aplikace anebo tvorbou kosolventniho systému bezprosttedné pred aplikaci. Supersaturace
vehikula akcelerantem se provadi za nasledujicim 0¢elem: zvySené mnozstvi akcelerantu
zajistuje vy33i permeaéni flux lfatky kuZi. Koncentraci akcelerantu v roztoku je ale nutno
limitovat v zavislosti na moZném vyskytu neZadoucich iritaci kiize.

Supersaturované soustavy maji tu nevyhodu, Ze jejich nizka termodynamickd stabilita
s rizikem krystalizace permeantu vyluuje dlouhodobé uchovavani i po pfidani urlitych

stabilizujicich polymert do systému.®

2.10.2. ZvySeni rozpustnosti permeantu

Zvysit rozpustnost permeantu v kOZi lze napiiklad pomoci propylenglykolu,

transkutotu (monoethyletheru diethylenglykolu), ethanolu nebo N-methylpyrrolidonu.“’6
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2.10.3. ZvySeni difuzniho koeficientu permeantu

Interakce akcelerantu s lipidy SC

Interakce akcelerantu s hydrofobnimi Fetézci lipidu

Zvyseni difuzniho koeficientu permeantu interagujiciho s lipidovymi fetézci SC téz
napomaha urychleni jeho prostupu do systému — molekula akcelerantu se svym dlouhym
hydrofobnim fetézcem véleni mezi fetézce lamelarnich lipidu (konkrétn€ ceramidi) a narusi
jejich uspofadani. Nasledny vzrist fluidity lameldrni matrix zvySuje difuzivitu
prostupujiciho lé¢iva. Takové ovlivnéni lameldrniho uspofadani bylo popsiano u Azone
(1-dodecylazacycioheptan-2-on) nebo terpenu.

V pfipadé nenasycenych mastnych kyselin vede vElenéni napfiklad kyseliny olejové
mezi ceramidové fetézce az k fazové separaci lipidu, timto zpisobem se vyznamné
usnadiiuje tok molekul permeantu.*®

Tento mechanismus Géinku se da predpokladat také u latek studovanych v této praci.

Interakce akcelerantu s polarni hlavou lipidu SC

Pisobenim akcelerantu v oblasti polarni hlavy prostrednictvim vodikovych a
iontovych vazeb dochazi ke zméné hydratatnich oball lipidi. Takovou schopnost
modifikace struktury SC umoZiiujici vy33i prostup lécivé latky maji malé molekuly (voda,

ethanol, dimethylsulfoxid).4' 6
Interakce akcelerantu s proteiny SC

Zmény v konformaci keratinu zplsobuji napfiklad dimethylsulfoxid, propylenglykol a
ethanol. Takto pozm&néné proteiny piedstavuji jiz méné efektivni bariéru pfi prostupu
exogennich molekul. Dithiothreitol — latka schopna redukce disulfidickych vazeb — téZ
pozméfiuje konformaci proteinovych molekul. Zvyseni permeability oviem neni tak
markanini jako v pfipadé puisobeni akceleranti na lipidovou matrix. Tento akcelerant
neovliviiuje totiz lipidové uspoiadani ve SC, které ma pro bariérové vlastnosti epidermis

zasadni vyznam.*®
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2.10.4. Charakteristika idediniho permeaéniho akcelerantu

permeadni akcelerant by mé&l byt farmakologicky neaktivni

nemél by byt draZdivy, alergizujici a toxicky

nastup jeho G¢inku by meél byt rychly a doba pusobeni dostate¢né diouha a
predvidatelna

pii jeho priuchodu SC dochazi k uréitému porudeni této koZni vrstvy, oslabeni
bariérové funkce SC by mélo byt oviem reverzibilni, nemélo by dochazet k Gniku
endogennich latek kazi

mél by byt fyzikalné€ i chemicky kompatibilni se vSemi slozkami pripravku

je-li kapalny, mél by byt dobrym rozpoustédlem pro permeované léivo

mél by byt kosmeticky pfijatelny, tedy bez barvy a zapachu

nemél by byt ptili3 drahy®

2.11. Vliv struktury hydrofobniho Fetézce akcelerantu na jeho aktivitu

Nejucinnéj$i a zaroveii nejméné toxickeé akceleranty jsou obecné popsatelné jako

amfifilni molekuly tvotené polarni &asti a hydrofobnim fet&zcem.'> '* '* 15 Tato kapitola

popisuje, jaky vliv ma struktura hydrofobniho fetézce akcelerantu na urychleni permeace

16&iv.'® Text je rozélenén na kapitoly podle vlastnosti fetézce:

*

*

*

*

*

délka

cis/trans izomerie
poloha dvojné vazby
pocet dvojnych vazeb

rozvétvenost

2.11.1. Délka hydrofobniho Fetézce

V permeaéni studii Aungsta se spolupracovniky byl urychlovan prostup naloxonu

lidskou kuzi. Jako permealni akceleranty slouZily nasycené mastné kyseliny se

7 — 18uhlikatym tetézcem. Aktivita akcelerantu stoupala s rostoucim poétem uhliki az do
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poctu 12, pak klesala. Neji€inngjdimi akceleranty se ukazaly byt kyseliny s po¢tem uhlika
9-12.7

V Qgisové prici byla testovana fada nasycenych mastnych kyselin o rizné délce
fetézce naurychleni permeace propranololu kraliéi kazi. Nejvy3si akceleraCni aktivitu
vykézaly kyselina dodekanova a tetradekanova.'®

Kanikkannan se spolupracovniky provedli experiment se skupinou nasycenych
mastnych kyselin s9 — 14uhlikatym fetézcem. Pfi permeaci melatoninu krysi kuZi se
ukazaly byt nejlepsimi akceleranty tyto kyseliny v nasledujicim pofadi: nonanova
< dekanové < undekanova.'®

Vliv délky fetézce nasycenych mastnych kyselin s 6 — 12 uhliky na rychlost prostupu
kyseliny p-aminobenzoové byl sledovan na lidské kizi. AP vykazal parabolickou zavislost
na poctu uhlikd v fetézci a nejvysSich hodnot dosahl u kyseliny dodekanové a tridekanové."”

Aungst se spolupracovniky studovali akceleraéni vlastnosti nasycenych
8 18uhlikatych mastnych alkoholi. P& prostupu naloxonu, indomethacinu a
fevonorgestrelu lidskou kazi bylo prokézano, Ze zavislost uCinku na délce Fetézce je
parabolické a nejuéinnéj3imi akceleranty jsou alkoholy s 10 a 12 uhliky."”

Podobné vysledky piinesla dalsi studie, v niZ byl permeovén tegafur oholenou mys3i
klizi. Jako akceleranty byly pouZity nasycené mastné alkoholy ve vehikulu etanol:voda
(6:4). AP jednotlivych akcelerantl o rizném poé¢tu uhlikd stoupaly v nasledujicim pofadi:
I8C<16C<14C<8C<9C<10C<12C*

Ze Sloanova experimentu pfi prostupu theofylinu oholenou mys3i kuzi vyplynulo, Ze u
alkoholli se stoupajicim poétu uhliki od 5 do 9 téz stoupa jejich akceleracni aktivita.

Akceleraéni Gg¢inek 11- a viceuhlikatych alkoholii byl oviem ve srovnani s vySe uvedenymi

akceleranty opét nizsi.”!

Z uvedenych Gdaju je patrné, Ze optimaini pocet uhliki fetézce molekuly akcelerantu
je 10— 12,



2.11.2. Geometrickd izomerie v Fetézci

Morimoto se spolupracovniky srovnavali akceleradni potencidl cis a trans izomerQ
kyseliny oktadec-9-enové pti permeaci indomethacinu krysi kuzi. U€inngjdim akcelerantem

byl cis izomer, tedy kyselina olejova, nez jeji trans forma (kyselina elaidova).”

2.11.3. Poloha dvojné vazby v Fetézci

V praci sméfované k objasnéni vlivu polohy dvojné vazby byl hodnocen akceleracni
u¢inek cis-oktadecenovych kyselin s dvojnou vazbou na 6., 9., 11. nebo 13. uhliku. Tyto
akceleranty urychlovaly permeaci kyseliny p-aminobenzoové lidskym SC. Statisticky
vyznamny rozdil v G¢inku jednotlivych izomeri nebyl pozorovan.'’

K stejnému  zavéru dospéli Morimoto s kolegy, kdyz wvyuzili pii permeaci
indomethacinu  krysi kizi akceleradnich schopnosti kyseliny cis-oktadec-9-enove,

cis-oktadec-1 | -enové a cis-oktadec-6-enové.”

2.11.4. Pocet dvojnych vazeb v Fetézci

Aungst a kolektiv srovnavali akcelera¢ni aktivitu 18uhlikatych mastnych kyselin o
razném poctu dvojnych vazeb p#i permeaci naloxonu lidskou kuzi. Z vysledki pokusu
vyplynulo, Ze nej(¢innéjdi je kyselina s dvéma, méné uinna s jednou a nejméné cinna
s tremi dvojnymi vazbami."’

Dalsi studie hodnotila rychlost permeace melatoninu oholenou krysi kuzi. Jako
permeadni akcelerant byly piidany kyselina olejova, linolova nebo linolenova (tedy kyselina
oktadec-9-enov4, oktadeka-9,11-dienova nebo oktadeka-9,11,13-trienova). Byl pozorovan
mimy nardst akceleraéniho uéinku jednotlivych latek s rostoucim poctem dvojnych vazeb
v molekule, ovéem rozdil v G&innosti kyseliny linolové a linolenové nebyl statisticky
\/3’/znamn)?'.23

Tanojo se spolupracovniky vyuZili akcelera¢nich schopnosti kyseliny olejové,

linolové, linolenové a arachidonové pro prostup kyseliny p-aminobenzoové lidskym SC.

18



Nejniz$i hodnotu AP z uvedenych vykazala opét kyselina s jednou dvojnou vazbou, oviem
vyrazny rozdil v akceleracni aktivité t&chto kyselin nebyl pozorovan.'

Carelli se spolupracovniky hodnotili akceleraéni vlastnosti kyseliny linolové a olejove
pfi prostupu alprazolamu oholenou mys$i kazi. Dospéli k zavéru, Ze a&inn&jsim
akcelerantem je prvni z uvedenych kysetin.?*

Naopak v Morimotové experimentu nebyl flux theofylinu ovlivnén riznym poltem

dvojnych vazeb v molekulach jednotlivych kyselin.”
Piestoze vy3e popsané vysledky nejsou zcela jednoznaéné, ve vétdiné studii Gc€inek

stoupa se zavedenim druhé dvojné vazby do molekuly a pfitomnost dal3ich dvojnych vazeb

Jiz G€inek nezvysuje.

2.11.5. Rozvétvenost Fetézce

V experimentu uréeném k objasnéni vlivu rozvétvenosti akcelerantu na jeho aktivitu
srovnavali Aungst se spolupracovniky G€inek mastnych kyselin rozv&tvenych na 2. uhliku
fetézce a nerozvétvenych mastnych kyselin. Permeace naloxonu probihala na lidské kuZzi.
Nerozvétvené i rozvétvené 9 — 12uhlikaté kyseliny byly podobné G&innymi akceleranty.”

V dalsi praci s podobnou tematikou byla srovnavana akcelera€ni aktivita rozvétvenych
a linearnich 6 — Yuhlikatych alkoholll a byl uinén zavér, Zze akceleratni schopnosti
rozvétvenych alkoholtl jsou nizSi nez schopnosti linearnich alkoholi. Akcelerani
schopnosti dale klesaly s pfiblizovanim hydroxylové skupiny ke stfedu molekuly.”®

Pii testovani akceleraéni aktivity rozvétvenych a nerozvétvenych esteru kyseliny
6-aminohexanové na lidské kizi Hrabdlek se spolupracovniky zjistili, Ze rozvétveni fetézce
na uhliku sousedicim s kyslikem esterové skupiny vyrazné snizuje aktivitu. Podobné jako
v ptedchozi praci Géinek klesal s vét§im rozvétvenim alkylu. Vyrazné nizsi u€inek zpusobila

také cyklizace fetzce."

Z uvedenych dat vyplyva, Ze rozvétvené analogy ve srovndni s linearnimi jsou méné
u¢innymi akceleranty, oviem idealné dlouhy fetézec &itd jak u rozvétvenych, tak linedrnich
analogi 10— 12 uhlikd."
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Zavislosti aktivity akcelerantu na rozvétvenosti a délce jeho uhlikatého Fetézce se

zabyv4 také tato rigorézni prace.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité suroviny

Azid sody p.a. (Flucha, Buchs)
Dihydrofosforeénan sodny dihydrat, CL 97 (Lachema, Brno)
Hydrogenfosforeénan sodny bezvody, CL 97 (Penta Praha)

Chlorid sodny p.a. (Lachema, Brno)
Methanol pro HPLC (AlliedSignal, Seelze)
Theofylin, CL 97 (Lachema, Brno)

Voda pro HPLC (FaF UK, Hradec Kralové)

Uvedené komeréné dostupné substance mély deklarovanou jakost dle danych norem

vyrobct &i dodavateldl.

Testované latky:

Pfedmétem testovani bylo 17 latek, syntetizovanych na Katedie anorganické a
organické chemie FaF UK v Hradci Kréilové, jejichz struktury a kody jsou uvedeny na

obrazku 3.
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Obrazek 3. Struktury testovanych akceleranti a jejich zkratky - rozvétvené karbamaty,

nerozvétvené karbamity, rozvétvené alkoholy a dodekanol.

3.2. Pouzité pristroje a pomicky

Analytické vahy

Biologicky termostat BT 120
Digitalni pH-metr GRYF 209S
Elektronicka michacka
Lednice ARDO

Liberaéni zatizeni JPP 01
Magneticka michacka MM 2A
Mraznicka M 595/6015
Ultratermostat U2°

Ultrazvukova lazen
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UV/VIS detektor LCD 2083 (Ecom, Praha)
Analyticky software CSW 1.7. 2K (Ecom, Praha)
Vysokotlaké &erpadlo LCP 4100 (Ecom, Praha)

3.3. Permeacni pokusy

3.3.1. PFiprava kitfe

K permeadnimu testovani byla pouzita praseéi kize (Skalidan a.s., Ceska Skalice).
Kize byla pomoci skalpelu staZena z dorzélni strany ucha, poté oholena a na 5 minut
ponofena do konzervaéniho 0,05% roztoku azidu sodného. Osudend kizZe byla zatavena do

polyethylenovych sack, evakuovana a skladovéna pfi teploté — 18 °C.

3.3.2. Priprava donorovych vzorkii

100 mg theofylinu a 20 mg piisluiného akcelerantu bylo dispergovano ve 2 ml
rozpoustédla (propylenglykol:voda v poméru 6:4). Homogenizace probihala po dobu 5
minut na magnetické michadce pfi teploté 50 °C. Poté byly vzorky uloZeny na dobu 48
hodin do termostatu udrZujicim teplotu 37 °C.

Ptiprava standardu

200 mg theofylinu bylo dispergovano ve 4 ml vySe uvedené¢ho rozpoustédla. Nasledny

postup pfipravy vzorku se shoduje s postupem piipravy donorovych vzorka.

3.3.3. Akceptorovd fize

Jako akceptorova faze byl pouzit fosfatovy pufr pH 7,4 pro své vlastnosti zarucujici
vysokou rozpustnost permeantu ve fazi, minimalni riziko inkompatibilit se stanovovanou
latkou, 3etrnost k biologickému materidlu a rozliSitelnost retenéniho casu permeantu a

komponent faze pfi analytickém hodnoceni.
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Fosfore¢nanovy pufr pH 7,4

2,1 g dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného bylo rozpusténo v 500 ml vody pro
HPLC. 19,1 g dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného bylo rozpusténo v 400 ml
vody pro HPLC. Roztok hydrogenfosfore€nanu byl pfidavan  k roztoku
dihydrogenfosforeénanu za stdlého michani na magnetické michadce. Koneéné pH bylo
upraveno na hodnotu 7,4. Faze byla izotonizovana pfislusnym mnoZstvim chloridu sodného
tak, aby bylo docileno koncentrace 4,4 g/l faze. Konzervans azid sodny predstavoval 0,3 g

substance/l faze.

3.3.4. UspoFdddni permeaénich experimentii

K in vitro testovani byly pouzity Franzovy difizni cely — tyto permeaéni buiiky se
skladaji z donorového a akceptorového kompartmentu oddélenych vzorky kize. Kize byla
fixovana mezi dv& desti¢ky z plexiskla, v nichZ je vyfiznut kruhovy otvor o pruméru 1 cm
ohraniéujici permeaéni plochu membrany. Na mistech styku ploch jednotlivych ¢asti cely
byl nanesen silikonovy adhezivni film. Buiiky naplnéné pfiblizné 18 ml akceptorové faze
(pfesny objem byl zjistén pred pokusem a zahrnut do vypoétu) byly umistény do vodni
lazné a jejich obsah po celou dobu odbéru vzorki promichavan magnetickym michadlem.
Stala teplota (32 °C) byla zajit€na termostatovanim. Donorové vzorky byly v mnoZstvi
200 pl naneseny na povrch kize a piekryty krycim skli¢kem, aby se zabranilo odpafovani
média.

Z akceptorového kompartmentu byly ke stanoveni koncentrace theofylinu odebirany
vzorky v mnozstvi 0,6 ml v ¢asovych intervalech 19, 23, 27, 39, 41 a 43 hodin. Pfipadny
maly posun doby odbéru byl pii vypoctech vzat v vahu. Ubytek tekutiny v bufice byl
nahrazen akceptorovou fazi o stejném objemu. Tento fakt byl zohlednén pfi korekci hodnot

koncentrace permeantu ve vzorcich.
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3.4. HPLC stanoveni theofylinu

3.4.1. Analyticka metodika

Pro urfeni mnozstvi theofylinu ve vzorcich byla vyuzita metoda vysokodcinné
kapalinové chromatografie (HPLC).

Stacionarni fazi piedstavovala néaplii LiChrospher 100 RP — 18 o velikosti ¢astic 5 pm
v kolon& LiChroCART (Merck) o priméru 4 mm a délce 250 mm. Mobilni faze (viz niZe)
protékala kolonou rychlosti 1,2 ml/min.

Detekce byla provadéna na UV/VIS spektrofotometru pfi vinové délce 272 nm.

Na kolonu bylo nastfiknuto vZdy 20 pl vzorku. Retenéni ¢as theofylinu se pohyboval
kolem 3,3 £ 0,1 min.

K vypoitu plochy theofylinu pod pikem slouZil analyticky software CSW 1.7.

Jako externi standard byl pouZzit 0,01% roztok theofylinu ve fosfatovém pufru.

3.4.2. Mobilni fize

JiZ v minulosti byla vypracovana metodika pro stanoveni theofylinu, ktera byla ptejata
pro uely této prace. Mobilni fazi tvofila smé&s methanolu pro HPLC a 0,IM roztoku
dihydrogenfosforeénanu sodného v poméru 4:6.

| 1 mobilni faze obsahoval 7,20 g dihydrogenfosfore¢nanu sodného nebo 9,36 g
dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného rozpusténého v 600 ml vody pro HPLC. Tento
roztok byl doplnén 400 ml methanolu pro HPLC. Nasledovala dikladna homogenizace a

odplynéni v ultrazvukové lazni.

3.4.3. Priprava standardii

Parametry kalibracni kfivky byly stanoveny vramci jiz vypracované metodiky:
kalibrace byla uskuteénéna pomoci standardnich roztokii theofylinu ve fosfatovém pufiru
(svym sloZenim odpovidajicim akceptorové fazi) o koncentracich 10, 6, 4, 2, 1, 0,5,

0,1 mg/100 ml. Jednotlivé roztoky byly ziskany Fedénim roztoku o koncentraci
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20 mg/100 ml. Roztok o koncentraci 1 mg/100 ml slouZil jako vnéjdi standard b&hem

mérfeni.

3.4.4. Parametry kalibraéni kFivky

Kalibra¢ni roztoky byly tfikrat nastfiknuty na kolonu a odezva detektoru odectena jako
plocha pod pikem. Z téchto dat byla sestrojena kalibradni kiivka, jejiz parametry byly
stanoveny metodou linedmi regrese.

Kalibrace: y =494,5x r=0,9972
Hodnota x odpovida nekorigované koncentraci permeantu v akceptorové fazi, hodnota

y predstavuje plochu pod analyzovanym HPLC — pikem, r je korelaéni koeficient.

3.5. Stanoveni vlivu akcelerantu na rozpustnost theofylinu v donorovém

vzorku

Pro stanoveni rozpustnosti theofylinu v donorovém vzorku, ktery byl piedtim
ponechan 2 dny v termostatu pii 37 °C, byly jednotlivé vzorky 5 minut centrifugovany
(3000 otafek/min), dale bylo odebrino 20 pl supernatantu a 2500krat naredéno.

Koncentrace theofylinu byla stanovena metodou HPLC.

3.6. Zpiisob hodnoceni

Prvotni nekorigovand koncentrace theofylinu ¢y (png/100ml) byla piepoétem,
zohlediiujicim odbér a dopliiovani tekutiny do vzorku a mirné odchylky objemu tekutiny
v akceptorovém kompartmentu jednotlivych buné&k, upravena na korigovanou koncentraci
theofylinu cyor (ng/100ml). Byly tak ziskany Gdaje o skuteéném mnoZstvi theofylinu
prolém pies 1 cm? koZni membrany Q, (ug/cm?).

Z dalsiho zpracovani byla vyloudena data, zjejichZz hodnot zanesenych do grafu
kumulativniho mnozZstvi theofylinu na ¢ase vyplynulo, Ze pfi jejich zisku do$lo k ndhodné &i

systematické chybé (nestejnorodost permeaéni plochy membrany, chyby méreni, atd.).
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Oblast ustaleného toku permeantu byla vyuZita pro vypocet pfislusnych hodnot
smérnic k odpovidajicich iselné hodnotam fluxd.

Pro stanoveni lag-time u jednotlivych permeaci byl prodlouzen linedrni Gsek
permeadni kiivky na osu x (x = T) a jako lag-time odectena hodnota pruseliku osy x a

smérnice dané permeace.

Ke statistickému hodnoceni byly pouzity t-testy.
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4. VYSLEDKY MERENI A DISKUSE

Cilem této price bylo zhodnotit vliv rozvétveni na konci hydrofobniho Fet&zce
akcelerantu na jeho a&innost. Latky byly testovany na prasedi kiZi plné tloustky pomoci
Franzovy difizni cely a theofylinu jako modelového permeantu stiedni polarity. Testované
vehikulum propylenglykol/voda bylo vybrano na zikladé predchozich pokusi, kde bylo
zjiténo, Ze u amfifilnich akcelerantii pFitomnost propylenglykolu pisobi synergicky, patrné&
kviili odli3nému mechanismu a&inku (nepublikované vysledky).

Vysledky prace jsou shrnuty v tabulce 1, jednotlivé hodnoty fluxa pak v priloze 1.
Z hodnot fluxii J, respektive akceleraénich poméru fluxi APy vyplyv4, Ze viechny testované
latky jsou pomé&mé u¢innymi akceleranty. Nejvyssi akceleraéni schopnosti byly pozorovany
u série karbamati s nerozvétvenymi fetézci (T8 — T13). Tyto latky jsme vybrali jako
pozitivni standardy pro zhodnoceni vlivu rozvétveni na konci hydrofobniho fetézce na
akceleraéni uginnost. Tyto karbamaty byly testovany jiz dfive,”’ ale za pouZiti lidské kuze,
proto bylo nutné je znovu otestovat za stejnych podminek. Akceleraéni poméry této série
potvedily predchozi vysledky;'® zavislost G¢inku na délce hydrofobniho Fetdzce je
parabolickd s maximem u 10 uhlikid (AP = 35,1). S podobnym vysledkem (10 — 12 uhlik(
jako optimélni délka fetézce) se muzeme setkat téméf u vdech amfifilnich akcelerantu.
Teorii, které dvaji tento fakt do souvislosti s mechanismem a¢inku na molekularni Grovni,
je nékolik, Zadn4 viak dosud neposkytla uspokojivé vysvétleni.

Série karbamatii s rozvétvenymi fetézci (7MOK ~ 11MDoK) je obecné méné (¢inna
neZ jejich linearni analogy, rozdil vak neni tak markantni jako v piipadg akceleranti
s rozvétvenim fetézce v blizkosti polarni hlavy &i cyklem misto linearniho fetézce. Niz$i
uginek rozvétvenych derivati oproti linearnim by se dal vysvétlit hor$i schopnosti penetrace
rozvétveného, tedy objemnéjsiho akcelerantu do lipidovych lamel SC.

V této praci byla hodnocena také akceleraéni aktivita série rozvétvenych alkoholl
(7TMOA - 11MDoA), tedy potencialnich metabolit testovanych karbamatia, Uinek t&chto
latek byl slabsi nez u karbamat(i, rozdil viak nebyl statisticky vyznamny,

Akceleratni poméry vdech tii testovanych skupin akcelerantu v zavislosti na délce
jejich fetézce jsou uvedeny v grafu 1. Zde je jasné patrna parabolicka zavislost na délce

fet€zce. Dale je ziejmé, Ze atkoliv rozvétveni sniZuje U¢inek, neméni nijak optimalni délku
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fetézce, kterd je 10 uhliki u v3ech testovanych skupin. Ziejmé zistava zachovan
mechanismus G¢inku t&chto akcelerantii, méni se jen jeho velikost.

Hodnoty lagT theofylinu byly pomémé vysoké, kolem 12 hodin u kontrolniho vzorku
bez akcelerantu, coZ se da vysvétlit pouzitim kiZe plné tloudtky. Tato hodnota v3ak
vykazuje znafnou variabilitu a pridavek akcelerantu hodnotu jiZ statisticky vyznamné
nemeénil, kromé dvou latek {viz tab. 1).

Kromé ptimého G€inku akcelerantu v SC mohou tyto latky ovliviiovat permeaci i
nepfimo, ve vehikulu, proto jsme se pokusili zjistit, jestli pfitomnost akcelerantu ovliviiuje
rozpustnost theofylinu v donorovém vzorku. Rozpustnost byla stanovovéana ve stejnych
vzorcich, které byly pouZity k permeacim, a pfiblizné ve stejné dobé&, kdy byly aplikovany
na kazi. Toto méfeni bylo pouze orientaéni, k pfesn&jimu zhodnoceni vlivu akcelerantu

bude potfeba dalich experiment.
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5. ZAVER

I

Byla studovana schopnost 19 latek (rozvétvené, nerozvétvené karbamaty, rozvétvené
alkoholy a dodekanol) urychlovat permeaci theofylinu jako modelového 1é€iva pies kuZi
prase¢iho ucha in vitro.

Ziskané vysledky potvrdily parabolickou zavislost mezi délkou hydrofobniho fetézce a
uc¢inkem akcelerantu s maximem u 10 — 12uhlikatych retézcu.

Termindlni rozvétveni fetézce negativné ovlivnilo permeaci theofylinu, ne v3ak do té
miry jako rozvétveni v blizkosti polarni hlavy akcelerantu.

Rozpustnost theofylinu v donorovém vzorku byla mirné zvy$ena jak v piitomnosti
rozvétvenych, tak nerozvétvenych karbamiti a naopak mirné sniZena v pritomnosti

alkoholu.



6. POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY

AP e akceleraéni pomér

APy o akceleraéni pomér fluxi

C s rozpustnost theofylinu

CKor +reveerrerernesmnnessesnsneessenaens korigovana koncentrace permeantu
CHK +revensmrnnnrreenasssnsessasssssnnssssns nekorigovana koncentrace permeantu

C5,m seererssesasssssssnassnnserenseneees FOZPUSENOSE 1€Civa v membrané

5,1 =ererrmceacererrraraacasmeansassosness rozpustnost 1é¢iva ve vehikulu
Cu verrrerresssssnrtsnsessonmsessessnssnns koncentrace lé¢iva ve vehikulu
D e difiizni koeficient

J rrireseeneeeee. fIUX pEIMEANtu

K eeennnviiinnernrrrenesesresnees rozdélovaci koeficient permeantu

K smérnice piimky ustaleného pribéhu permeace
Lo délka difizni drahy v membrang

T ettt st pocet bodil regresni ptimky

Q24 cerrereeeeer e mnoZstvi permeantu pro$lého koZni membranou

QU et e skute&né mnoZstvi permeantu prodlého I cm? koZni membrany
ST UPIUURURUORPPOPON korelaéni koeficient regresni piimky

SD e smérodatna odchylka

T o cas

LagT ..o lag-time
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