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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméfend na simulaci penetrace aktivnich latek pouZzivanych
v kosmetickych ptipravcich. Byla sepsana teoretickd cast, kterd se zamétovala na zakladni
charakteristiku aktivnich latek pouzivanych v kosmetickém i farmaceutickém primyslu. Byla
popsana metoda stanoveni téchto aktivnich latek prostfednictvim Franzovych difuznich cel,
které slouzi ke stanoveni koncentrace aktivnich latek proslych skrze kizi pouzitim raznych
modela kitize. Experimentalni ¢ast byla zaméiena na simulaci penetrace dvou aktivnich latek,
bisabololu a ektoinu, které byly pro tuto praci poskytnuty kosmetickou firmou Nobilis Tilia.
Bylo stanoveno mnozstvi téchto aktivnich latek prostfednictvim Franzovych difuznich cel,
kdy byly pouzita synteticka Strat-M® membrdna a membrana pfipravena z kiize praseciho
ucha. Dale byla pouzita metoda tape-stripping, kterd slouzi ke stanoveni aktivni latky
ve vrstvach ktize. VSechny vzorky byly nasledné analyzovany metodou UV-VIS
spektrometrie a kapalinové chromatografie.

ABSTRACT

This thesis is focused on the simulation of penetration of active ingredients used in cosmetic
products. A theoretical part was written which focused on the basic characteristics of active
ingredients used in the cosmetic and pharmaceutical industry. A method for the determination
of these actives by means of Franz diffusion cells, which are used to determine the
concentration of actives passed through the skin using different skin models, was described.
The experimental part focused on the simulation of the penetration of two active ingredients,
bisabolol and ectoine, which were provided by the cosmetic company Nobilis Tilia for this
work. The amount of these actives was determined through Franz diffusion cells, using
a synthetic Strat-M® membrane and a membrane prepared from pig ear skin. Furthermore, the
tape-stripping method was used to determine the active substance in the skin layers.
All samples were then analysed by UV-VIS spectrometry and liquid chromatography.
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1 UVOD

Tato diplomova prace je zaméfena na simulaci penetrace aktivnich latek skrze kazi, které
se vyuzivaji hlavné v kosmetickém primyslu. VSeobecné lze ale fici, Ze v dne$ni dob¢ roste
poptavka po pouziti téchto aktivnich latek nejen v kosmetickém, ale i ve farmaceutickém
pramyslu. Tyto aktivni latky mohou byt obsazeny ve vyrobcich osobni péce, ve vyrobcich
uréenych pro Ustni a intimni hygienu, v o¢nich kapkach a dalSich produktech. Dalsi slozkou
kosmetickych vyrobkill jsou esencialni oleje, které mohou ptisobit jako ptirodni konzervaéni
latky, ale také ovliviiuji prostupnost aktivnich latek skrze kizi. VSechny tyto vyrobky musi
byt pied uvedenim na trh vyhodnoceny z hlediska jejich bezpecnosti. Ke studiu dermalnich
ptipravkl a permeace aktivnich latek kizi se pouziva Franzova difuzni cela. Prostfednictvim
této metody lze stanovit, zda aktivni latka prochazi, ¢i neprochéazi skrze kazi. Pro hodnoceni
lokaln€ podavanych 1é¢iv a pripravkl slouzi model zviteci kiize, jako je napiiklad kiize ucha
prasete. Jako nahrada vzorkil zvifeci kiize se pouzivd uméld membrana (napf. Strat-M®
membrana). Tyto modely klze, at uz syntetickd membrdna, nebo membréna piipravena
z prase¢iho ucha nejvice napodobuji lidskou kiizi, coz znich déla nejvhodnéjsi modely
pro simulaci penetrace aktivnich latek prostfednictvim Franzovych difuznich cel.

V teoretické casti této diplomové prace je popsdno, jaky typ aktivnich latek
se vV kosmetickém prumyslu pouziva a také v jakych vyrobcich mohou byt tyto latky
obsazeny. Dale jsou zde popsany dvé aktivni latky, bisabolol a ektoin, a to z divodu toho,
7e jsou pouzity pro simulaci penetrace skrze umélou Strat-M® membranu a prase¢i kizi.
Je zde podrobné popsano sloZeni syntetické membrany a sloZeni praseci kiize. Nasledn¢ jsou
tyto modely porovnany s lidskou kazi z hlediska jeji struktury. Také je zde popsana funkce
ktze a transport latek skrze kiizi. Déle se tato ¢ast zabyva popisem Franzovych difuznich cel
a metodou tape-stripping, ktera slouzi ke stanoveni aktivnich latek v hlubsich vrstvach kize.

Experimentalni ¢ast je nasledné zaméfena na studiu penetrace bisabololu a ektoinu
prostiednictvim Franzovych difuznich cel, kdy byla pouZita jak synteticka Strat-M®
membrana, tak membrana pfipravena z kize praseciho ucha.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Aktivni latky pouzivané v kosmetice

V soucasné dob¢ roste poptavka vetejnosti po kosmetickych a farmaceutickych ptipravcich
obsahujicich ptirodni slozky namisto syntetickych, coz vede k nardstu pouzivani bioaktivnich
slozek v lokalnich pfipravcich [1].

Je tfeba rozliSovat mezi prirodnimi slozkami, slozkami pfirodniho ptvodu
a organickymi slozkami. Pfirodni slozky jsou chemické latky, které jsou nezpracované nebo
zpracované. Tyto slozZky mohou byt zpracované mechanicky, rucné, ptirodnim rozpoustédlem,
gravitaéné, rozpusSténim ve vodé, zahfatim za uclelem odstranéni vody a extrahované
ze vzduchu jakymkoli zptisobem. Pfirodné ziskané slozky jsou latky z rostlinné, mineralni
nebo Zivocisné fiSe, chemicky zpracované nebo kombinované s jinymi slozkami, s vyjimkou
sloZzek pochézejicich z ropy a fosilnich paliv. Pfirodn¢ ziskané slozky jsou také ze slozek
ziskanych z rostlinné suroviny a biologicky vyrobenych pomoci zmydelnéni, fermentace,
kondenzace nebo esterifikace za ucelem zvySeni GCinnosti nebo udrzitelnosti slozky [2].
Rostlinné extrakty mohou pisobit naptfiklad jako konzervacni latky nebo jako latky
proti starnuti, pokud vykazuji antimikrobialni, resp. antioxidac¢ni vlastnosti. Dal$i oblasti
kosmetiky, kde se piirodni vytazky zkoumaji, je Gstni a intimni hygiena [1].

Vytazky z aromatickych, bylinnych a 1é¢ivych rostlin jako uéinnych latek obsahuji
biologicky aktivni molekuly (napt. fenolové kyseliny, polyfenoly, triterpeny, stilbeny,
flavonoidy, steroidy, steroidni saponiny, karotenoidy, steroly, mastné kyseliny, cukry,
polysacharidy, peptidy atd). Bioaktivni extrakty se ziskavaji také z fas, hub, vedlejSich
produkti rostlinného pivodu a technologii rostlinnych bunécnych kultur [2]. Vyrobky osobni
péce (PCP—personal care products), které spotiebitelé denné pouzivaji, zptsobuji lokalni
(kozni, o¢ni) expozici a pouzivaji se v Ustni dutin€, na obli¢eji, rtech, ocich a sliznicich.
Proto 1ze systémovou expozici ¢loveka jejich slozkam ztidkakdy zcela vylou€it. Kromé toho
mohou piirodni a syntetické latky vyvolat lokalni u¢inky na lidskou ktzi, jako je podrazdéni,
senzibilizace nebo fotoreakce. Tyto vyrobky musi byt pfed uvedenim na trh dukladné
vyhodnoceny z hlediska jejich bezpecnosti [3].

Utinnost vyrobkii pro pééi o plet’ zavisi nejen na jednotlivych uéinnych latkach, ale také
na pouZzitém nosi¢i. Je zndmo, ze spravné slozeni koznich pfipravkl pfizplisobené stavu
pokozky miize pfedstavovat mnoho pozitivnich G€inkl na hydrataci a stabilizaci epidermalni
bariéry pokozky. Obecné sloZeni s interakci mezi nosi¢em, U¢innou latkou a pokozkou
ovliviiuje pfipravu a uvoliovani G¢inné latky [4].



2.1.1 Bisabolol

Bisabolol, znamy jako (-)-a-bisabolol, je nenasyceny monocyklicky seskviterpenovy alkohol
s védeckym nazvem alfa-4-dimethyl-alfa-(4-methyl-3-pentenyl)-3-cyklohexen-1-methanol
achemickym vzorcem CisHO, ktery byl poprvé izolovan z kvéti hefmanku
(M. chamomilla). V pfirodé se muze vyskytovat ve Ctyfech moznych stereocizomerech:
(-)-a-bisabolol ~ (znamy  jako  levomenol),  (-)-epi-a-bisabolol, (+)-a-bisabolol
a (+)-epi-a-bisabolol. (-)-o-bisabolol je vysoce lipofilni latka, ktera se snadno oxiduje
za vzniku dvou oxida bisabololu. Bisabolol je svétle nazloutla kapalina se sladkou kvétinovou
vini. Jedna se o nizkuhustotni latku, kterd je rozpustnd v methanolu a jeji bod varu
je pii 12 Torrech 153 °C [5]. (-)-a-Bisabolol se piirozené vyskytuje v kandeii (Eremanthus
erythropappus) a hefmanku pravém (Matricaria recutita) [6]. Dale se vyskytuje v Salv&ji
(Salvia runcinata), Myoporum crassifolium a negraminé (Siparuna guianensis) [7]. Lze
jej ziskat jejich extrakci rozpoustédlem a destilaci z esencialniho oleje. Tyto postupy vSak
nepostacuji k uspokojeni primyslové poptavky z divodu ekologickych problémut a nizké
vytéznosti extrakce [8]. (-)-a-bisabolol byl také piipraven chemickou syntézou, ktera
vyZzadovala dodate¢né <¢isténi (-)-a-bisabololu od jeho diastereomert, (+)-a-bisabololu
a (+)-epi-a-bisabololu, které vznikly béhem syntetického procesu [6]. V posledni dobé
je biologicka vyroba enantioselektivniho (-)-a-bisabololu pomoci upravenych mikrobti velmi
perspektivni, protoze umoziiuje obejit omezeni tradi¢nich postupt [8].

Predchozi studie uvadély, Zze (-)-a-bisabolol ma fadu ucinkl, napiiklad protiinfekéni,
protinadorové, protizanétlivé, gastroprotektivni, nefroprotektivni a antioxida¢ni. Pisobi
také proti vedeni bolestivych podnétd [7,9]. Diky svym hydrataénim a zklidiujicim
vlastnostem se pouziva jako slozka I1éciv [6].

Tato sloucenina se pouziva v kosmetickych ptipravcich, jako jsou pletové vody a krémy,
protoZe jsou u ni prokazatelné hojivé G¢inky na pokozku [7,10]. Pouziva se také v jemnych
vinich [10]. V budoucnu by se (-)-a-bisabolol mohl uplatnit v klinické praxi diky
své analgetické funkci. (-)-a-bisabolol ma navic nizkou fyziologickou toxicitu a ma velky
potencial stat se Siroce pouzivanym zdravotnickym prostiedkem [6].

Obrazek 1 Strukturni vzorec (-)-a-bisabololu [11]



2.1.2 Ektoin

Ektoin, znamy také jako 1,4,5,6-tetrahydro-2-methyl-4-pyrimidinkarboxylova kyselina,
je derivat L-aspartatu [12,13]. Wyskytuje se u halofilnich mikroorganismt [13]. Halofilni
neboli viac¢i soli tolerantni mikroorganismy akumuluji velké mnozstvi ektoinu,
aby se ptizpisobily prostiedi s vysokym obsahem soli a teplot [14]. Kromé toho je znamo,
ze ektoin stabilizuje proteiny proti zahfivani a mrznuti a také proti snizené aktivité vody [15].

Ektoin ma tu vlastnost, Ze se vaze na vodu, ¢imz muze dobie vyrovnavat osmoticky tlak
uvniti a vné¢ bunck, a vytvaii komplex s ochrannym U¢inkem na proteiny a bunécné
membrany proti naroénym podminkam prosttedi [12,16]. Diky svym protitlakovym
vlastnostem je ektoin Siroce vyuzivan pro celkovou ochranu buné¢k, vcetné osmotické
ochrany, radia¢ni ochrany a hydrata¢nich u¢inkii. Kromé toho je ektoin multifunkéni iéinnou
latkou, ktera zlepSuje imunitni ochrannou schopnost koznich bun¢k a zvysSuje jejich schopnost
obnovy [14].

Vyroba ektoinu zavisi pfedevsim na mikrobidlni fermentaci za pouziti mikroorganismt
izolovanych z pfirodniho prostiedi [14]. Primyslovou vyrobu ektoinu by bylo mozné zajistit
fermentaci halofilnich bakterii. Problémem je, Ze podminky kultivace s extrémné vysokou
salinitou by mohly vést k silné korozi fermentacniho zafizeni a potizim pii nasledném cisténi.
Proto by mohla byt praktictéjsi vyroba ektoinu pomoci béznych mikroorganismi [13].
V ptirod¢ byly tGspésné izolovany a pouzity k produkci nékteré kmeny produkujici ektoin,
napiiklad Halomonas sp., nicméné u¢innost produkce byla stale nizkd. S rychlym rozvojem
syntetické biologie a fermentac¢niho inZenyrstvi bylo vyvinuto mnoho strategii pro zlepSeni
produkce ektoinu a zjednoduSeni vyrobniho procesu. Naptiklad nékteré modelové
mikroorganismy, jako jsou Escherichia coli a Corynebacterium glutamicum, byly geneticky
modifikovany tak, aby dosahly vysoké produkce ektoinu [12].

Ektoin se hojné¢ vyuziva v kosmetickém primyslu, predevSim jako sloZka pletovych
krémi a pletovych vod. Déle se vyuzivd ve farmaceutickém primyslu jako soucéast nosnich
spreji, ocnich kapek a plicnich inhala¢nich tekutin [16]. Jako pfisada do pletovych vod
na pokozku a sliznice. Dale bylo prokazano, ze ektoin zasahuje do prozanétlivé signalni drahy
keratinocytti, bronchidlnich epitelialnich bunék, bun¢k hladkého svalstva stieva a makrofagi
[15]. Krom¢ jeho hlavni funkce v bunééné osmotické homeostaze a odolnosti vici Sokim
s vysokou osmolaritou je také Siroce vyuzivan v riznych aplikacich, vcetné inhibice
neurodegenerativnich onemocnéni a ochrany kize pted bunéénym poskozenim [13].
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Obrazek 2 Strukturni vzorec ektoinu [12]



2.1.3 Esencialni oleje pouzivané v kosmetice

Esencialni oleje (EO) piedstavuji komplexni smési tékavych az polotékavych sloucenin
s riznou chemickou a izomerni strukturou [17]. Jedna se o sekundarni metabolity, které
se obvykle destiluji/extrahuji z rostlin [18].

Terpeny jsou nejvetsi skupinou pfirodnich vonnych latek. Na molekularni urovni
se jednd o uhlovodiky slozené z isoprenovych podjednotek. Pro klasifikaci terpent se pouziva
pocet isoprenovych jednotek. Monoterpeny (napt. geraniol, citronellol a citral) se sklada;ji
ze dvou izoprenovych jednotek a predstavuji nejpocetnéjsi skupinu v EO. Mezi terpenové
slouceniny obsazené v EO patii uhlovodiky (napi. limonen nebo [-karyofylen), alkoholy
(napt. geraniol, citronellol a linalool), fenoly, estery, oxidy, ketony (napt. karvon a kafr),
aldehydy (napf. neral a citral) a fenylpropanoidy (napft. eugenol a myristicin) [19].

EO jsou celosvétové velmi zddané, protoze tyto fytochemikalie hraji hlavni roli
v kosmetice, potravinaiském primyslu a farmaceutickych pfipravcich [17]. Esencialni oleje
se bézné¢ pouzivaji v kosmetickych pfipravcich, zejména v parfémech a masaznich olejich.
V kosmetice mohou EO puisobit jako pfirodni konzervaéni latky diky antimikrobidlnim
vlastnostem [19]. Je znamo, Ze pronikaji do lidské kize, vétSinou pasivni difuzi, a ovliviiuji
prostupnost ktize pro dalsi biologicky aktivni slozky dodavané z lokalnich pfipravka [20].
Ackoli jsou pfirodni slouceniny obecné povazovany za bezpecné, nékteré vonné latky mohou
zpisobovat podrdzdéni klize a alergické reakce. V ptirodé se EO podileji na obrané rostlin
proti hmyzu, bylozravciim a mikroorganismiim. Dale vyvoléavaji signalni procesy, které lakaji
opylovace [19].

2.2 Struktura a funkce kiuze

KtiZe je nejvétsim organem lidského téla a u zdravého dospélého Elovéka ma plochu asi 2 m2.
Lidska kize je slozity organ, ktery funguje jako prvni ochranna bariéra téla [21]. Zdrava kiize
také udrzuje optimalni hladinu vody a pomaha regulovat té€lesnou teplotu. Kiize je ménici se,
dynamicky orgéan, ktery se sklada ze tii hlavnich funkénich vrstev—epidermis, dermis
a subcutis, z nichz kazda se sklada z n€kolika dil¢ich vrstev. Vrchni vrstva epidermis, stratum
corneum (SC), zajistuje chemickou bariéru tim, Ze selektivné propousti molekuly
se specifickymi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi. Dermis poskytuje mechanickou oporu
kizi a hypodermis reguluje teplotu ktize [22]. Kozni pfivesky, jako jsou folikuly a mazové
a potni Zlazy, také hraji v jeji celkové funkci svou roli, jako je napiiklad zmé&kcovani pokozky
Vv piipadé mazovych Zlaz. Potni zlazy vylucuji pot, ktery je zapotiebi zejména k regulaci
télesné teploty a mimo jiné také brani pronikani choroboplodnych zarodka [23].

Pokozka (epidermis) tvofi nejsvrchnéjsi ochrannou vrstvu ktize, tedy skutecnou hranici
mezi télem a vnéjSim prostiedim. Je pomémé tenkd, na nékterych mistech velmi tenka
(pouhych 30 mikrometri), zatimco na jinych mistech je naopak silnéjsi, naptiklad
na chodidlech nebo na dlanich. Tato nejsvrchnéjsi vrstva kiize se neustale obnovuje, odumielé
bunky na vnéjsi strané pokozky se prubézné odlupuji, zatimco zespoda dorustaji nové [24].
Keratinocyty tvoii zakladni stavebni kameny kuize. Jejich specifické spojeni jim jednak
umoziiuje posun do vysSSich vrstev, jednak ochranu ptfed zevnimi faktory. Melanocyty
pochézeji zneurdlni listy a jsou ulozené ve stratum basale, nalezneme je vSak v hornim
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epitelu vlasového folikulu. Maji dendritické vybezky, které vysilaji mezibunéénymi prostory
az do stratum spinosum. Vznikaji z nich melanosomy, které hromadi hnédy pigment melanin.
DalSimi bunikami kize jsou Langerhansovy bunky, které zprostiedkovavaji piihojeni
transplantatl a zplsobuji alergické reakce a Markelovy buiky (fidce rozmisténé smyslové
buriky). Nedilnou soucasti kuize jsou i Zlazy mazové a potni [25].

Skara (dermis) je vazivovou &asti kize. Sklada se z vazivovych bunék a elastickych
vlaken, které se v podkozi kiizi. Mezi proplétajicimi se vlakny je také mnozstvi tukovych
bun¢k. Elastickd vldkna Skary jsou orientovana do urcitych smért, odpovidajicich
prevladajicimu sméru mechanického zatizeni kize v dané krajiné. Elasticka vldkna zajist'uji
pruznost, roztazitelnost, pevnost a stépitelnost ktize [26].

Podkozni vazivo (subcutis) je tvofeno siti kolagennich a elastickych vlaken,

mezi kterymi jsou roztrouseny vazivové buiky. Pomémé fidké podkozni vazivo umoziuje
posun ktize. Podkozni vazivo je potencialni tukovou tkani schopnou ukladat v buiikach velké
mnozstvi tukovych kapének [26].
Mezi vyznamné funkce kize patii ochrannd funkce (brani priniku cizorodych latek
do organismu), dale smyslova (je sidlem smyslovych receptorti reagujicich na podnéty
z vngjsku), exkrecni (vylucuje pomoci potnich a mazovych zlaz pot a maz), resorpéni funkce
(podili se na termoregulaci) a vlivem UV zafeni zde dochazi k tvorbé vitaminu D [27].
Pronikani kiizi mé zasadni vyznam pro fadu souc¢asnych problémt, napiiklad pro kontaminaci
mikroorganismy a chemickymi latkami, poddvani 1é¢iv do kize (dermatologicka 1écba)
a pres kiizi (transdermalni naplasti) a pro péci o kuzi a jeji ochranu (kosmetika). Zejména
ktze ptedstavuje alternativni cestu pro podavani 1éki, ktera umoznuje trvalé podavani 1€kt
do krevniho ob&hu a poskytuje pacientovi vétsi pohodli, pficemz se vyhyba nékterym
vedlej$im ucinktim peroralniho podéavani, tedy podavani tsty a parenteralniho podavani, které
spoc¢iva v podavani 1é€ivého piipravku jinou cestou nez skrze travici trakt, obvykle injekéné
nebo prostiednictvim infuze [28].

sudoriferus),

vlas (pilus)

pokozka

(epidermis) woves
Merkeluv disk {meniscus tactus)
Meissnerovo télisko (corpuscuium tactus)
kuie‘ — mazova Zlaza (gianduia sebaces)
(s Skira
(dermis)

vyvodny kanalek potni Zlazy

vlasovy folikul (folliculus pili)

tepna

podkoZni vazivo —
(tela subcutanea)

Zila

*——— tukova tkan

25 ¢ Ruffiniho télisko (corpusculum sensonum fusiforme)
vzprimovac vlasu

(muscuius arrector pili) nervove viakno

poini Zlaza

(glanduia sudorifers) Vaterovo-Paciniho télisko (corpusculum ismeliosum)

Krauseho télisko (corpusculum bulboideum)

Obrazek 3 Struktura kiize [24].
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2.3 Transport latek pres kuzi

Jednim ze zplsobi, jak dosahnout fizené¢ho uvoliovani, je molekularni transport pies kizi,
bézné oznacovany jako transdermalni uvolnovani 1é¢iv (TDD) [29]. TDD podani zajistuje,
ze nehrozi nahlé vykyvy nebo vrcholy koncentrace 1é¢iva v plazmé, coz se projevuje trvalymi
hladinami a snizenim vedlejSich ucinkd [30]. Jen malo 1ékt je schopno proniknout kuzi
Vv terapeutické mife, a to diky pozoruhodnym bariérovym vlastnostem nejsvrchnéjsi, odumftelé
vrstvy klize, stratum corneum SC. Rohova vrstva se skladéd z karneocyti, které jsou obvykle
povazovany za nepropustné, coz nuti léCiva proniknout pfes SC skrze mezibunécné
lipidy [31]. RozliSujeme celkem pét riznych zpasobl transportu latek pres biologickou
membranu, a to prostup iontovymi kanaly, spfazeny transport, aktivni transport, endocytdza
a exocytoza a prosta difuze [32].

Predpoklada se, ze difuze se tidi podle Fickova zakona: Tok latky membranou, ktera
je limitujicim faktorem pro rychlost pfestupu, je pfimo umérny rozdilu koncentraci latky
na riznych stranach membrany [33]. Transport 1é¢iv kuzi 1ze popsat Fickovou difuzni rovnici,
kde klicovym parametrem je difuzni koeficient, ktery udava pocet mold dané slozky, ktera
projde jednotkovou plochou za jednotku casu pfi jednotkovém spaddu koncentrace slozky.
Dal$imi kli¢ovymi parametry, které urcuji propustnost kiize, jsou rozdélovaci koeficient Pj,
ktery je zptsoben rozdilem rozpustnosti mezi vrstvami, a koeficient pfenosu hmoty Kj, ktery
je zpusoben povrchovymi bariérami mezi vrstvami. Hodnota P; udava pomér
mezi koncentracemi na obou stranidch hranice v rovnovazném stavu a K; je koeficient
rychlosti, ktery udéava, jak rychle je dosazeno rovnovahy. Vysokd hodnota Kj znamena,
ze na hranici neni Zadna bariéra, zatimco mald hodnota naznacuje pfitomnost bariéry [34].

Jonsdottir a kol. navrhli matematicky model, ktery simuluje systém Franzovych
difuznich cel. Vytvofili jednorozmérny ttivrstvy model, ktery se skladd z donorové komory
(DC), ktize a receptorové komory (RC). Lécivo vlozili do DC, jako je napiiklad naplast, poté
prochazi kdzi a vstupuje do RC. V kazdé vrstvé i, kde i = (1,2,3) pro tiivrstvy model,
se difuze ve sméru x fidi Fickovou rovnici [34]:

dCi(x,t) 9 aCi(x,t) 1)
—_— = .L;Ill -
df dhx dx

kde Ci(x,t) je koncentrace rozpusténého 1é¢iva v i-té vrstvé (mg/cm®) a Di je difuzni koeficient
rozpusténého 1é¢iva v i-té vrstvé (cm?/h) [34].

V ramci kazdé vrstvy je pocatecni podminka nasledujici [34]:

Ci(x,0) = Cig (2)
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Mezi vrstvami jsou definovany mezni podminky, které popisuji kombinované mechanismy
rozdéleni a rychlosti pfenosu hmoty. Mezivrstevni podminky pro i = [1,2] jsou [34]:

dC;i(x, 1) | dCiq (.t .
Ji==D % = —Dis # = Ki(Cilxp t) — PCipq(xi t)) (3)

X=Xj— r=Xi+

kde K;j je koeficient pfenosu hmotnosti rozpusténého 1é¢iva mezi vrstvami i a i+1 (cm/h), P;
je rozdélovaci koeficient rozpusténého 1é¢iva mezi vrstvami i a i+l (-) a Ji je tok
mezi vrstvami i a i+1 (mg/h.cm?) [34].

2.4 Metody stanoveni aktivnich latek
2.4.1 Franzova difuzni cela

Testy kozni absorpce se béZné pouzivaji k ptfedvidani rizik spojenych s expozici kiize
chemickym latkdm, ale také k prokazani ptinost pro lokalni aplikaci kosmetickych ptipravki,
zdravotnickych prostiedki nebo 1é¢ebnych ucinnych latek [35]. Zavedeni Franzovych cel
pro vyvoj transdermalniho a lokalniho podavéani 1éCiv zplsobilo v této oblasti vyzkumu
revoluci [36]. Pouziva se piedev§im ke studiu dermalnich, transdermalnich systému,
oftalmologickych piipravki, pfipravkd pro péci o pokozku a permeace kuzi [37]. Navzdory
svému uctyhodnému stafi je Franzova difuzni cela (FDC) stale nejrozsifenéj$im pracovnim
postupem v procesu vyvoje lokalnich 1éCiv a prokazal svou uZite¢nost pro optimalizaci
pasivni difuze léCiv (zejména v kombinaci s doplikovymi technikami, napf, strippingem
pasky, vibrac¢ni spektroskopii a zobrazovanim nebo konfokalnim Ramanovym méfenim
in vitro a in vivo) a pro vybér klinickych kandidati [38].

Franzova cela obsahuje donorovy prostor, do kterého se aplikuje pftipravek,
areceptorovy prostor, ktery obsahuje pfislusné receptorové médium. Pii pouziti FDC
je dulezité, aby v receptorové Casti cely nebyly obsaZzeny bublinky, které by ovlivnily dany
cyklus méfeni, ¢imz se zhorsi reprodukovatelnost a reprezentativnost testu [37]. Vzorek kize
je upevnén mezi obéma prostory, v pifimém kontaktu s piipravkem a receptorovym
médiem [39]. Skute¢né biologické membrany, napi. kuzi, lze ziskat ze zvifat porazenych
pro potravu nebo z lidskych chirurgickych odpadd [36]. V pifedem stanovenych intervalech
se odebiraji extrakty z receptorového média, analyzuje se obsah 1éCiva a vykresluje se graf
kumulativniho mnozstvi rozpusténé latky Q(t) v zavislosti na ¢asovém profilu [33,39].
Koncentrace 1ékové formy se nasledné nejcastéji stanovuje chromatografickou analyzou [36].

Vzhledem K technické slozitosti, ndkladim a casové a zdrojové narocnosti FDC neni
jejich pouzitelnost zfejma pro Siroké spektrum aktivnich latek API a typt piipravki, zejména
v ranych fazich vyvoje produktu. FDC bohuZel neni vhodna metoda pro méteni biodistribuce
API do hlubsich vrstev kiize (v dermis nebo pod ni), ale mize spolehlivé informovat o pasivni
difuzi API ptes kozni bariéru SC [38]. Dalsi vyhodou FDC je, Ze ji Ize pouzit jako samostatné
zatizeni, ale také ji lze ¢asteCné automatizovat a provozovat i 6 cel paralelné [37].

13



Donorova ¢ast

Vzorkova cast

Koini membrana
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— Vodni lazen

Ohfivaé/cirkulator

7~ Magnetické michadlo

Obrazek 4 Franzova difuzni cela [40]

2.4.2 Strat-M® membrana

Od roku 2004 plati zdkazy pouzivani zvitat pfi testovani hotovych kosmetickych ptipravkd.
S novelou regulac¢ni politiky ziskaly vyznamnou pozornost aplikace metod in vitro bez pouziti
zvitecich tkani jako ndstroji pro hodnoceni prostupu kosmetickych slozek ktzi. Nahrady
koZznich membran zahrnujici pouziti umélych membran (napf. Strat-M®, silikonova
membrana) navrzenych tak, aby napodobovaly lidskou a zvifeci kiizi, nabizeji kompetentni
alternativu pro odhad pronikani 1é¢iv skrz kuizi nebo do kize [41].

Stanoveni prostupu lé¢iva formulacemi pomoci ex vivo metod lidské kiize ma nékolik
nedostatkil, které¢ brani reprodukovatelnosti dat screeningu kandidatt 1é¢iva, vCetné variaci
tloustky ktize od darci ktize, chorobnych stavii kiize, podminek skladovani ktize, hustoty
vlasovych folikulli, v€k déarce a vysoké laboratorni nadklady. Lidské stratum corneum (SC)
omezuje rychlost pro Gspésné dodavani API. Sklada se z 10—15 paralelnich vrstev korneocytt
uloZenych v mezibunééné lipidové matrici pfevazné z ceramidil, cholesterolu a volnych
mastnych kyselin v cihlovém a maltovém uspotfadani (bricks and mortar). Tyto lipidy
dodavaji kizi hydrofobni charakter [42].

Umélé membrany se vyrabéji jako nihrada vzorkii lidské nebo zviteci kize a lze
je snadno zakoupit a skladovat pied experimenty. Tyto membrany maji nasledujici standardni
vlastnosti—obsahuji pory; jsou chemicky inertni; maji vysokou snasenlivost s rozpoustédly
a jsou komeréné dostupné [43]. Dal§imi vyhodami spojenymi s membranou Strat-M® jsou jeji
jednoduchost manipulace, nizkd cena a mala variabilita kvality mezi jednotlivymi SarZemi
narozdil od zvifecich modell. Kosmetické formulace obvykle postradaji prisady
(napt. chemické latky zvySujici penetraci), které méni funkci kozni bariéry a podporuji
perkutanni absorpci nizkomolekularnich slozek. To fadi Strat-M® jako vhodnou nahradu
za membrany biologického plvodu pii hodnoceni ,,jednoduchych* topickych ptipravkd,
jako je kosmetika [41]. Strat-M® membrana je novinkou v oblasti syntetickych membran
asklada se z nékolika vrstev polyethersulfonu. Horni vrstva se skladd ze dvou podvrstev
polyethersulfonu (PES, odolné&;jsi vici difuzi), zatimco spodni vrstva obsahuje polyolefin,
ktery je propustné&jsi vrstvou [43].
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Tloustka kazdé membrany Strat-M® je priblizn¢ 300 um [42]. Napodobuje vicevrstvou
strukturu a chemii lipida piirozené kize a vyhyba se etickym problémim, které vznikaji
pii provadéni testd na zvifatech v predklinické fazi vyzkumu [42,44]. Membranové vrstvy
jsou stale vice porézni a oteviené a také stale vétsi tloustky, aby napodobovaly rtzné
vrstvy lidské kiize (epidermis, dermis a podkozni tkan). Tato syntetickd membrana obsahuje
kombinaci lipidii (ceramidy, cholesterol, volné mastné kyseliny a dalsi slozky) ve specifickém
poméru podobném tomu, ktery se nachazi v lidské SC [42]. Membranu Strat-M® lze pouzit
K prostupu hydrofilnich i lipofilnich slou¢enin. Membrana Strat-M® se doporucuje
pro hodnoceni priniku API kazi v predklinické fazi vyzkumu [44]. Bioekvivalen¢ni studie
se typicky provadéji za pouziti kize lidskych mrtvych té€l nebo zvifecich modelt.
Bohuzel tyto modely maji fadu nevyhod, kvili kterym nejsou pftili§ vhodné pro vyvoj, véetné:
slozité pripravy vzorkt, pfisnych pozadavkl na skladovani vzorki, problému s biologickym
nebezpe¢im a drahych nakladi na studie [42].

| kdyz pouziti syntetickych membran neni dostate¢né pro odhad biofarmaceutickych
vlastnosti topické formulace, 1ze je s vyhodou pouzit pro ucely kvality, a to k hodnoceni
uvoliovani 1é¢iva, jak bylo nedavno stanoveno ve Smérnici EU o kvalit¢ polotuhych
pfipravki a vydano v USP. V poslednich 6 letech rostouci pocet studii doporucuje
tuto umélou membranu pii hodnoceni topickych nanoformuli [45].

Strat-M?® membrina Ruzné vrstvy ve Strat-M*®

15— Vrchoi vrziva
{(podobna sirafum
COINENm)

- Dive vratvy
Polyethersulfonu
(podobna dermis)

—= Vratva Polyvolefinu
nosic z netkane
textilie
(podobna podlkozni
tulkove thani)

Obrazek 5 Membrana Strat-M® a znazornéni jednotlivych vrstev [43]

2.4.3 Prasedi kiaze

Lidska kiize je jednozna¢né nejvhodnéj$im membranovym modelem. Za zlaty standard
pro hodnoceni systému pro lokalni podavani lé¢iv se povazuji in vitro studie permeace
pies lidskou epidermis nebo dermatomed lidskou kazi, a to bud’ vyfiznutou z chirurgické
redukce, nebo z mrtvoly [45]. Piestoze je excize lidské kize povazovana za nejvhodnéjsi
model pro experimenty s permeaci a penetraci in vitro, nékteré nevyhody vedou k pouziti
jinych model. Mezi hlavni nevyhody patii Spatnd pohodlnost, obtizné ziskavani a nizka
urovenn standardizace v duasledku variability souvisejici s pohlavim, rasou, vékem
a anatomickym mistem darce [46]. Z téchto duvodi vyzkumnici zkoumali pouziti kuze
ze zvitat a ve snaze piedpovédét perkutdnni absorpci u Clovéka bylo vytvoreno velké
mnozstvi experimentalnich udaju [45]. Kuze prasete domaciho je povazovana za nejvhodnéjsi

15



zviteci model vzhledem k ¢etnym anatomickym, histologickym a fyziologickym
podobnostem s lidskou kuzi [47].

Kuze praseciho ucha ma podobné histologické vlastnosti jako lidska klize. Vykazuje
podobnou tloustku SC a hustotu vlasovych folikult. Slozeni SC obou druht se vSak lisi,
protoze prase¢i SC obsahuje lipidy uspofadané v hexagonalni miizce, zatimco lidska SC
ma miizku orthorombickou [46]. Je znamo, ze lipidy SC jsou dilezitymi regulatory kozni
permeability. V lidském i prase¢im SC jsou hlavnimi tfidami lipidG ceramidy, cholesterol
a volné mastné kyseliny a tyto tiidy lipidi jsou ptfitomny V piiblizné stejném pomeéru. SloZeni
volné mastné kyseliny a ceramidu se vSak u obou druht li§i. V fad¢ studii s pouzitim
lipofilnich i1 hydrofilnich permeanti bylo zjiSténo, Ze propustnost prase¢i kize je podobna
propustnosti lidské kiize, ale ve vétsi mife se lisi od kize psu nebo hlodavct [48]. Praseci
rohova vrstva se vyrazné lisi z hlediska tloustky. Vzhledem k tomu, Ze rohova vrstva kiize
je u mladsich prasat podstatné ten¢i nez u dospélych prasat, kiize novorozenych prasat
je povazovana jako alternativa, ktera vice odpovida lidskym potiebam nez kize dospélych
prasat [45].

Nejcastéji pouzivanou metodou pro zkouméni penetrace a permeace kuzi je lidska
nebo praseci kiize umisténa ve Franzovych celach. Pro tato méfeni se ¢asto pouziva zmraZzena
kaze [49]. V piipadé pouziti zmrazené klize je tfeba stanovit piijatelnou dobu skladovani
pomoci vhodnych metod, které umoznuji zachovani integrity a bariérovych vlastnosti
membrany. Podminky skladovéni a zplisob pfipravy kiize mohou mit vliv na propustnost
1é¢iva. Kuze prasat se obvykle pouZziva po zmrazeni (pii -20 az -30 °C po dobu az 6 mésicl
vV tésn¢ uzavieném obalu), podobné jako lidskd kuze. Obecné se uznava, ze mezi
zmrazenou/rozmrazenou a cerstvou praseci kizi nejsou rozdily, pokud jde o propustnost
ve vodé rozpustnych latek. Mezi nejbéznéjsi metody pfipravy kiiZze pouzivané pii studiich
propustnosti 1éCiv patii kiize v plné tloustce (FT), kiize v délené tloustce (D), tepelné
oddé¢lena epidermis (HSE) a trypsinem izolovana SC [47]. Kontrola je obvykle zaloZena
na meteni fyzikéalnich vlastnosti, jako je elektricky odpor nebo trans-epidermélni ztrata vody
(TEWL) [45].

2.4.4 Metoda tape stripping

Péaskovani je Casto pouzivand metoda pii vyzkumu penetrace klze, pii které se postupné
odstrafiuje rohova vrstva tim, Ze se povrch klize oblepi lepici folii bez nutnosti ez [50,51].
Tato neinvazivni technika odbéru vzorkl kiize umoznila provadét riizné typy analyz ktze
(tj. transkriptomické, proteomické a podobng), které poskytuji informace o procesech
Vv hlubsich vrstvach [51].

Studie v minulosti vyuzivaly odstrafiovani pasky ke stanoveni mnozstvi a odpovidajicich
koncentra¢nich profild dermalné aplikovanych latek v SC nebo ke zkoumani, jak se snizuje
bariérova funkce SC s men§im poctem bunéénych vrstev. Ve srovnani s koZnimi biopsiemi
pfedstavuje metoda méné€ invazivni, ale pfesto pouZitelnou v radmci studii in vivo.
Koncentra¢ni profily latek v SC zavisi v rozhodujici mife na rychlosti odstraiiovani vrstev SC,
tj. na tom, jak velka ¢ast SC je odebrana kazdym strzenim pasky [50].
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K ureni miry odstranéni byly diive pouzity rizné metody, véetné¢ mikroskopie, méfeni
transepidermalni ztraty vody (TEWL), vazeni, UV-VIS spektrometrické charakterizace
odstranéného paskového prouzku, infracervené denzitometrie a méfeni obsahu bilkovin
na odstranéném paskovém prouzku [50].

Neinvazivni stripping se pouziva k odbéru koznich bunék z rohové vrstvy pro rizné
experimentalni ucely, napf. pro detekci zanétlivych cytokini. Nové&jsi vyzkum se zaméfil
na purifikaci RNA pro detekci specifickych biomarkerti zanétlivych koznich onemocnéni
ze vzorku stript [52]. Jedna se také o metodu, ktera zvySuje tok aktivnich latek narusenim
kozni bariéry [53].
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3 SOUCASNY STAV

Nolde a kol. [54] se snazili nastavit komplexni experimentalni design pro zkoumani rtiznych
typll SAS a za pouziti riznych analytickych technik a postupti zpracovani vzorka k detekci
syntetického amorfniho oxidu kifemicitého (SAS) V receptorovych tekutinach z testovani
penetrace kuzi. VSechny typy SAS, tj. pyrogenni, srazeny a silikagel, stejn¢ jako povrchoveé
modifikované SAS se pouzivaji v riiznych kosmetickych aplikacich v¢etné péce o usta a péce
o pokozku. Autofi provadéli dva nezdvislé testy penetrace kiizi s pouzitim stejnych Ctyf
testovanych materidlii, ale v rtiznych koncentracich, slozenich a koznich systémech (praseci
kiaze vs. lidska ktze). V prvnim testovacim systému Dermal Technology Laboratory Ltd
(Keele, Spojené kralovstvi) provedla test penetrace kuzi, kdy pouzili membrany z kize
hibetu/boku prasat. Tyto membrany umistili na statickou sklenénou difuzni Franzovu celu.
Jako receptorovou tekutinu pouzili roztok fosfatového pufru (PBS). Perkutanni penetrace
SAS testovali pomoci membran s 2 mg/cm? SAS obsahujicich emulze oleje ve vodé
aplikovanych na vrchni stranu ktze. Jako referen¢ni vzorky pouzili cely se vzorky kuze
s aplikovanymi emulzemi oleje ve vod¢ bez SAS a vzorky kuze zcela bez emulzi oleje
ve vode. Vsechny cely umistili do vodni 1azné udrzované pii teploté 32 + 1 °C po dobu 24 h.
SAS detekovali pomoci asymetrické pritokové frakcionace (AF4), viceuhlové laserové
spektrometrie rozptylu svétla (MALLS), hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-MS) a transmisni elektronové mikroskopie s energeticky disperzni
rentgenovou mikroanalyzou (TEM/EDX). V druhém testovacim systému provedli zkousku
penetrace kUzi opét v externi laboratofi. PouZzili 4 typy SAS v kosmetickém pfipravku
a tyto ptipravky testovali na lidské kuzi, ktera piisla do kontaktu s receptorovou tekutinou
opct na bazi PBS. Vzorky lidské kize ziskali z tkanové banky. Testovani penetrace kuzi
provedli v kinetickém uspofadani s dobou kontaktu s ktzi 0 (pocatecni stav), 1, 2, 4, 8, 12
a 24 h. SAS nasledné detekovali opét metodami AF4 s detekci MALLS a ICP-MS [54].

Goh a kol. [55] zkoumali moznosti pouziti polymerni smési sestavajici
Z hydroskopického materialu polyvinylpyrolidonu K-90 (PVP K-90) a acetatu celulozy (CA)
pro vyrobu elektrospunovych vlaken, kterd by dodavala kofein na pokozku jako masku
pod o¢ima. Kofein (1,3,7-trimethylxantin) je xantinovy alkaloid, ktery ptisobi proti celulitidé,
proti starnuti a antioxida¢né a stimuluje rust vlasi. Kofein vSak nemusi byt vniman jako
idedlni kandidat pro permeaci kizi kvili svym hydrofilnim vlastnostem, neobvyklému
chovani pii rozpousténi v nevodnych rozpoustédlech a potencidlu tvofit agregaty ve vodnych
roztocich. Byly proto vyvinuty rtzné strategie ke zlepSeni permeace kofeinu kuzi.
V soucasné dob¢ se technologie elektrospinningu stala klicovou technikou v biomedicinském,
farmaceutickém a kosmetickém primyslu pro rlizné aplikace vcetné hojeni ran, genové
terapie, imunoterapie, kosmetickych nebo zkréaslujicich pletovych masek a regenerace tkani.
Vynikajici fyzikalné-chemické vlastnosti elektrospunovych vldken, jako je maly primér
(mikronova az nano velikost), velky povrch a vysoky pomér stran, patii k velkym vyhodam
vyuziti této technologie pro kosmetické doruCovaci systémy. Studie uvoliiovani léciva
provadéli ve tfech opakovani pomoci Franzovych difuznich cel pfi teploté 32 °C.
Mezi donorovou a receptorovou komoru Francovy difuzni cely umistili celulézovou
acetatovou membranu a poté naplnili receptorovou komoru PBS pufrem [55].

18



Pred zahdjenim experimentu nastiihali elektrospunové vldknové rohoze a umistili
je do donorové komory. V pfedem stanoveném ¢ase (5, 10, 20, 30, 45 min, 1, 2, 4, 6, 8, 12
a24 h) odebirali vzorky z receptorové komory. Odebrany vzorek pro stanoveni kofeinu
nasledné analyzovali pomoci HPLC analyzy. Studovali také kozni permeaci in vitro opét
pomoci Franzovych difuznich cel. Misto syntetické membrany pouzili prase¢i usni kizi
vV plné tloust’ce, kterou umistili mezi donorovou a receptorovou komoru. Do donorové
komory ptidali 3-4 mg kazdého vzorku a PBS. Nasledné¢ donorovou komoru zakryly folii
Parafilm®, aby zabranili odpafovani vody. Odbér vzorka provedli ve stejnych casovych
intervalech, jak je popsano vyse a vzorky analyzovali také pomoci HPLC [55].

Salas a kol. [56] studovali vliv podminek masaze (typ a délka trvani) na penetraci
retinolu do pokozky. Retinol je zpeviujici u¢inna latka proti starnuti, ktera je vysoce lipofilni.
Retinol indukuje proliferaci keratinocytd tim, Ze interaguje s receptory pfitomnymi v téchto
buinkach, ¢imz zvySuje bariérovou funkci klize a omezuje transepidermalni ztraty vody.
Krom¢ toho retinol inhibuje produkci metaloproteinazy, ktera je zodpovédna za degradaci
extracelularni matrix, a stimuluje produkci kolagenu I, ktery zajistuje udrzovani pokozky
V dermis. Tato molekula je také velmi G€inna proti fotostarnuti, protoze reguluje transkripci
genl zodpovédnych za diferenciaci bunék a reakce na stres, zejména ten vyvolany fototerapii.
Absorpce retinolu kiizi pasivni difuzi byla podrobné¢ studovana. Tato ucinna latka vykazuje
velkou afinitu ke stratum corneum. V zavislosti naslozeni vehikula mtze byt
jeho transdermalni permeace zvySena a muze proniknout do dermis, svého cilového mista.
Jako vehikulum retinolu pouzili emulzi oleje ve vodé€. Stanoveni penetrace retinolu
do jednotlivych vrstev kiize provedli prostfednictvim Franzovy difuzni cely, kdy receptorovou
komoru naplnili PBS (obsahujiciho 2 % hmot. polysorbatu 20, aby zajistili dosazeni
podminek propadu). Ptipravky nanaSeli na povrch vzorku prase¢i kize. Na konci studie
rozdélili vzorky klize na stratum corneum (SC), Zivotaschopnou epidermis (E) a dermis (D).
SC poté odstraiovali metodou tape-stripping. Retinol extrahovali ponofenim prouzki na
1 hodinu za michani do smési rozpoustédel z methanolu a ethylacetatu (50/50 hm. %)
s tokoferolem a butylhydroxytoluenem (BHT). Retinol nasledné detekovali metodou UHPLC
(ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie) [56].

Camacho a kol. [57] ve své praci piedstavovali pfistup k hodnoceni alternativnich
modeld kozni bariéry pro studie dermalni absorpce. Optimalizovali parametry in vitro
permeacéniho testu IVPT, aby byla zajiSténa Siroka ptizplsobivost stavajicich a budoucich
alternativnich modelt kozni bariéry. Poté tyto metody implementovali k posouzeni potencialu
reprezentativnich alternativnich modelti kozni bariéry rozliSit vysledky dermélni absorpce
Vv zavislosti na pouzité chemické latce a vehikulu. Na testovani priniku in vitro pouzili
Franzovu difuzni celu, jako membranu pro testovani zvolili jak vyfiznutou zmrazenou zvifeci
kazi, tak syntetickou Strat-M membranu [57].

Bayoumi a kol. [58] me¢li za cil vytvorit lokalni gel EKtoinu s pouzitim
hydroxypropylmethylcelulozy (HPMC K15M), ktery by mé¢l zlepsit prunik Ektoinu do kiuze
abyl by vhodny pro pouziti pfi mnoha koznich onemocnénich. HPMC K15M vybrali
diky svym dobrym bobtnacim vlastnostem, schopnosti pojmout vysoké mnozstvi 1éciva
a netoxické povaze. Uvoliiovani ektoinového gelu studovali pomoci Franzovy difuzni cely.
Ke studii pouzili kiizi samcu potkanti, a to konkrétné z biicha potkant [58].
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Jako receptorové médium pouzili PBS a receptorovy prostor udrzovali pfi teploté 37 + 0,5 °C.
1 g gelového piipravku nandseli na vzorek kize upevnéného v donorovém prostoru. Studie
uvoliovani provadéli po dobu 24 hodin a vzorky odebirali v pravidelnych intervalech
z receptorové  komory. Vzorky nasledné¢ analyzovali vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii s reverzni fazi (RP-HPLC) [58].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast je zaméfena na simulaci penetrace aktivnich latek prostfednictvim
Franzovych difuznich cel. V této Casti je popsana piiprava vzorku bisabololu a ektoinu, které
byly poskytnuty kosmetickou firmou Nobilis Tilia. Také je zde popsana piiprava membran
Z kiize prasec¢iho ucha a sestaveni Franzovych difuznich cel. Posledni kapitolou této ¢asti jsou
metody méfeni aktivnich latek, které byly pouzity pro stanoveni koncentrace aktivnich latek
ve vzorcich. Pro stanoveni koncentrace aktivnich latek byla pouzita UV-VIS spektrometrie
acast vzorkii byla méfena pomoci kapalinové chromatografie. Z divodu nefunkcnosti

pfistroje nebyly méfeny vSechny vzorky.

4.1 Pouzité chemikalie

Methylalkohol pro UV, p.a. (Penta, CAS: 67-56-1)

Monopropylenglykol F (Fichema s.r.0., CAS: 57-55-6)

Vegelight silk (Biosynthis, ¢. Sarze: AA22040025)
Dimethylsulfoxid, ¢isty (Penta, CAS: 67-68-5)
n-Hexan, pro spektroskopii (Uvasol®, CAS: 110-54-3)
Chlorid sodny P.A. (Lach-Ner, CAS: 7647-14-5)
Bisabolol (Nobilis Tilia, ¢. Sarze: 22B1001)
Ektoin (Nobilis Tilia, ¢. Sarze: 72902203)
Deionizovana voda

4.2 PouZité pristroje a pomucky

Franzova difuzni cela, SES GmbH-Analysesysteme
Analytické vahy, DENVER 224A

UV-VIS spektrometr, HITACHI U-3900H
Kapalinovy chromatograf, Agilent 1290 Infinity
Hmotnostni spektrometr, BRUKER EVOQ LC-TQ
Magnetické michadlo, Thermo-Scientific

Adhezni pasky, Corneofix® CF 20

Strat-M® membrany, Sigma Aldrich

Parafilm

Kovové svorky

Injekeni stiikacky

Jehly

4.3 Priprava vzorku aktivnich latek

4.3.1 Bisabolol

Bisabolol je olejovita latka a je rozpustna naptiklad v ethanolu, jak je popsano v teoretické
casti. Alkoholy, jako ethanol a methanol, nejsou pfili§ vhodné pro simulaci penetrace
aktivnich latek, a to z davodu toho, Ze vysuSuji vzorek prase¢i kuze, ktera je v této praci

pouzita jako membrana ve Franzovych difuznich celach.



Znacné€ se timto zméni struktura kize, kdy je ktize po chvili tvrd4 a zméni se také barva ktize,
jak je znazornéno na nasledujicim obrazku. Kousek vyfiznuté kiize byl ponofen do methanolu
a po hodin¢ byla pozorovana zména struktury a barvy ktze.

e

Obrazek 6 Znazornéni zmény struktury a barvy kiize na zacatku ponoteni (vlevo) a po hodiné
ponofeni (vpravo) prase¢i kiize do methanolu

Z tohoto divodu bylo zkouméno rozpousténi bisabololu v jinych rozpoustédlech
pro naslednou simulaci penetrace aktivni latky. Rozpustnost bisabololu byla zkoumana
v nasledujicich rozpoustédlech: 20% methanol, 0,5 % a 1 % dimethylsulfoxid (DMSO),
hexan, vegelight a monopropylenglykol. Vegelight je ¢iré, bezbarvé zmékcovadlo s t€kavymi
vlastnostmi podobnymi isododekanu odvozenému z ropy a cyklomethiconu, cozZ je synteticka
t€kava kapalina patfici mezi silikony. Vegelight se pouZiva v kosmetickych ptfipraveich pro
péci o plet, vlasoveé péce a jinych ptipravcich.

Vsechna rozpoustédla byla méfena pomoci UV-VIS spektrofotometrie proti vode,
nasledné byl pfipraven zasobni roztok 100 mg/l bisabololu v téchto rozpoustédlech a poté
byla ptipravena koncentracni fada 1; 5; 10 a 15 mg/l bisabololu v téchto rozpoustédlech.

Nasledujici tabulka znazornuje piehled vSech pouzitych rozpoustédel. V tabulce
je popsano, zda se bisabolol v téchto rozpoustédlech rozpoustél a jestli tato rozpoustédla byla
méfitelna pro naslednou analyzu pomoci UV-VIS spektrometru.

Tabulka 1 Piehled vSech pouzitych rozpoustédel pro piipravu vzorku bisabololu

Rozpoustédla Rozpousténi Bisabololu UV-VIS Spektrometrie
20 % Methanol - +
0,5 % DMSO + -
1 % DMSO + -
Hexan + -
Vegelight + +
Monopropylenglykol + +
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Z tabulky je patrné, ze vegelight a propylenglykol jsou nejvhodnéjsimi zvolenymi
rozpoustédly pro bisabolol. Tato rozpoustédla byla nasledné pouzita pro analyzu bisabololu.
Analyza probihala pomoci Franzovych difuznich cel, kdy receptorova cast byla naplnéna
zvolenym rozpoustédlem pro bisabolol.

Jako membrana byla zvolena syntetick4 Strat-M® membrana a do donorni &asti cely byl
davkovan vzorek 15 mg/l bisabololu jak ve vegelightu, tak v monopropylenglykolu.
Po sestaveni cel bylo v obou pfipadech patrné protékani vzorku, v piipadé vegelightu bylo
pozorovano také rozpousténi parafilmu, ktery byl pouzit pro utésnéni donorni a receptorové
Casti cely. Pro utésnéni byly zvoleny svorky, ale k protékani vzorku i tak dochazelo v obou
ptipadech. Z téchto diivoda byla obé rozpoustédla vyhodnocena jako nevhodna pro simulaci
penetrace bisabololu prostiednictvim Franzovych difuznich cel.

Pro rozpousténi bisabololu byl nakonec zvolen methanol, ale jen pro méfeni
pies Strat-M® membrany. Byl piipraven zasobni roztok 100 mg/l bisabololu v methanolu.
Nasledné byla ptipravena koncentraéni fada 1; 5; 10 a 15 mg/l bisabololu v methanolu.
Koncentra¢ni fada byla méfena na UV-VIS spektrometru a byla sestavena kalibra¢ni kiivka
pro stanoveni mnozstvi bisabololu ve vzorcich.

4.3.2 Ektion

Pro ptipravu vzorkli bylo jako rozpoustédlo zvolena deionizovand voda. Byl piipraven
zasobni roztok 100 mg/l ektoinu v deionizované vodé a nasledné byla piipravena stejna
koncentra¢ni fada, jako v pfipad¢ bisabololu. Tato koncentra¢ni fada byla méfena opét
na UV-VIS spektrofotometru a byla sestavena kalibra¢ni kiivka ektoinu.

4.3.3 Bisabolol s izolaty

Pro stanoveni ovlivnéni penetrace aktivni latky bisabololu byly zvoleny dva izolaty,
a to linalool a geraniol. Izolaty byly poskytnuty kosmetickou firmou, stejné jako aktivni latky.
Byl pripraven zasobni roztok bisabololu 10 mg/l s pfidavkem jednoho z izolatd v 0,5 % obj.
Nasledné byly sestaveny Franzovy difuzni cely s ptislusnym vzorkem izolatu s bisabololem,
jak je popséno nize.

4.4 Priprava praseci kiize

Membréany z prasec¢i kiize byly pfipraveny z prasec¢iho ucha dospé€lého prasete. Praseci ucho
bylo pofizeno z feznictvi. Byla pouzita kiize jak z vngj$i strany ucha, tak z vnitini strany ucha.
Pted separovanim kiize bylo ucho umyto, nésledné vysuseno a zbaveno chloupkii. Separace
probihala pomoci skalpele, kdy kiize byla z ucha vyfiznuta postupné v co nejmensi tloust'ce.
Na nasledujicim obrazku je znazornéna odseparovana kuize z ucha prasete.
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Obrazek 7 Znazornéni separace klize z praseciho ucha

Stejnym postupem byla odseparovana kize zdruhé strany ucha. Membrany
pro nasledné meéteni aktivnich latek prostfednictvim Franzovych difuznich cel byly
vystiihnuty dle velikosti a tvaru Strat-M® membrany. Pii pfipravé prase¢ich membran
je dulezité, aby neobsahovala defekty ¢i zily, které by ovliviiovaly prostup aktivnich latek.

Nasledujici obrazek znazorfiuje piipravené membrany pro analyzu.

)it

A

Obrazek 8 Prase¢i membrany pro simulaci penetrace aktivnich latek
Ptipravené membrany z prasecich usi byly skladovany v mrazaku. Doba skladovani

nepfesdhla 14 dni. Pfed samotnou analyzou byly membrany rozmrazeny a ponoifeny

do ptislusného receptorového média.
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4.5 Simulace penetrace aktivnich latek

Pro simulaci penetrace aktivnich latek byla pouZita Franzova difuzni cela. Receptorova ¢ast
cely byla naplnéna pfislusnych receptorovym médiem. V ptipadé stanoveni bisabololu byla
receptorova ¢ast naplnéna methanolem a pro stanoveni ektoinu pak deionizovanou vodou
nebo fyziologickym roztokem, diky kterému se stanoveni piizpasobi fyziologickym
podminkam lidského téla.

Fyziologicky roztok nebylo mozné pouzit pro stanoveni bisabololu, a to z davodu jeho
nerozpustnosti v tomto receptorovém médiu. Po naplnéni receptorovym médiem bylo
do receptorové ¢asti umisténo michadlo, aby se zajistilo rovnomérné michani pro stanoveni
aktivnich latek. Zabrusy donorni a receptorové ¢asti byly namazany lukosanem. Nasledné
byla na receptorovu ¢ast umisténa membrana, a to bud’ syntetickd Strat-M® membrana,
nebo membrana pfipravend zprase¢i kize. Bylo dulezité, aby se lukosan nedostal
na membranu, kvili ovlivnéni propousténi aktivnich latek béhem simulace. Donorni ¢ast byla
poté umisténa na receptorovou ¢ast, tyto ¢asti cely byly utésnény parafilmem a také svorkami.
Po upevnéni ¢asti byla receptorova ¢ast doplnéna prisluSnym receptorovym médiem pomoci
stfikacky s jehlou tak, aby v receptorové Casti nebyly vzduchové bubliny. Receptorovym
médiem byla cela doplnéna az po okraj vzorkovaci ¢asti cely, aby se zajistil co nejvetsi tlak
na membranu. Vzorkovaci ¢ast byla nasledné zakryta parafilmem. Donorni ¢ast byla naplnéna
vzorkem bisabololu nebo ektoinu o piislusné koncentraci. Poté byla donorni ¢ast opét zakryta
parafilmem, aby nedochazelo k odpafovani rozpoustédla pii méfeni. Franzova difuzni cela
byla umisténa na michacku.

Nasledujici obrazek znazorfuje sestavenou Franzovu difuzni celu pro simulaci
penetrace aktivnich latek.

Obrazek 9 Znazornéni Franzovy difuzni cely
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Vzorky byly odebirany ze vzorkovaci €asti pomoci stiikacky s jehlou ze spodni casti cely,
kde je umisténo michadlo, a to ve stanovenych ¢asovych intervalech. Intervaly byly zvoleny
po 2; 4; 6 a 24 hodinach. Pro kazdy zvoleny interval byly sestaveny Franzovy cely zvlast,
aby nedochazelo k postupnému fedéni vzorku v receptorové cEasti. Vzorky byly nasledné
analyzovany pomoci UV-VIS spektrometrie a kapalinové chromatografie.

4.6 Provedeni tape-strippingu

Metoda tape-stripping byla provedena pomoci adhezni pasky Corneofix® CF 20. Jedna
se 0 specidlni lepici pasku, ktera zachytavd korneocyty (Supinky odumielych bun¢k).
Po provedeni experimentu na Franzovych celach byla membrana z praseci klize vyjmuta
a nésledné polozena na dievénou desku a vysuSena za laboratorni teploty.

Bylo provedeno 13 stript z kiize, kterd byla pouzita na analyzu ektoinu o koncentraci
10 mg/l. Paska byla pfilozena na ¢ast membrany a poté extrahovana v deionizované vode
po dobu 2 hodin. Dalsi paska byla pfiloZena na stejné misto membrany, jako pfedchozi paska
a byl na ni vyvijen stejny tlak, jako na ptfedchozi pasku. Timto postupem byly provedeny
vSechny stripy a nasledné extrahovany v deionizované vod¢. Nasledné byly extrakty z pasky
analyzovany pomoci UV-VIS spektrometru.

4.7 Metody méreni
4.7.1 Méreni vzorki pomoci kapalinové chromatografie

Cast vzorki odebranych ve zmifiovanych asovych intervalech byla analyzovana pomoci
kapalinové chromatografie. MnoZstvi aktivnich latek bylo meéfeno pomoci ultraacinné
kapalinové chromatografie v tandemu s elektrosprejovou ionizaci (ESI) a hmotnostni
spektrometrii (MS). Separace byla provedena na koloné¢ Luna Omega 1,6 um Polar
C18 100x2,1 mm, kdy teplota kolony byla optimalizovana na 40 °C a prutok mobilni faze byl
optimalizovan na 0,5 ml/min. Jako mobilni faze byla zvolena 0,1 % kyselina mravenci
Vv deionizované vode¢ a acetonitril. Nastiik vzorku byl nastaven na 2 pl.
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5 DISKUZE A VYSLEDKY
5.1 Simulace penetrace bisabololu

Byly provedeny celkem 4 experimenty simulace penetrace bisabololu prostfednictvim
Franzovych difuznich cel. Postup sestaveni cel je popsan v experimentalni Casti.
Jako receptorové médium bylo ve vSech experimentech zvolen methanol, a to kvili
rozpustnosti bisabololu v tomto rozpoustédle. Jako membrana byla zvolena pouze synteticka
Strat-M® membrana, a to z divodu toho, Ze methanol neni vhodny pro simulaci penetrace
bisabololu pies praseci kiizi, kterou vysusuje a tim méni jeji strukturu.

Pro stanoveni koncentrace bisabololu ve vzorku byla nejprve méfena koncentra¢ni fada
bisabololu rozpusténého v methanolu o koncentracich 1; 5; 10 a 15 mg/l. Nasledné
byla sestrojena  kalibra¢ni  kiivka zavislosti koncentrace  bisabololu v methanolu
v mg/l na absorbanci naméfené pro zminované koncentrace pii stejné vinové délce (204 nm).
Nasledujici grafy znazornuji naméfenou kalibra¢ni fadu bisabololu v methanolu (Obrazek 10)
a z ni sestrojenou kalibra¢ni kiivku (Obrazek 11).
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Obrazek 10 UV-VIS spektrum kalibracni fady bisabololu
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Obrazek 11 Kalibra¢ni kiivka bisabololu

Zrovnice je nasledné vypocitano mnozstvi bisabololu obsazeného ve vzorcich
odebranych z receptorové i donorni ¢asti cely.

Pro experiment ¢. 1 byl pouzit vzorek bisabololu v methanolu o koncentraci 15 mg/I.
Po stanovenych ¢asovych intervalech byly odebirany vzorky z akceptorni a donorni ¢asti cely
a nasledné¢ méfeny na UV-VIS spektrometru a také pomoci kapalinové chromatografie.
Nasledujici grafy znazoriiuji naméfena UV-VIS spektra vSech odebranych vzorkt
(Obrazek 12-15).
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Obrazek 13 Namétena spektra vzorki odebranych po 4 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely
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Obrazek 15 Namétena spektra vzorkli odebranych po 24 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely

Bisabolol vykazoval maximum pii cca 204 nm, kde se viditelny pik také nachazel
v naméfené koncentraéni fad¢ bisabololu. Z nasledujicich grafti je patrné, ze bisabolol
prochazi pres syntetickou Strat-M® membranu. Ve spektrech se nachazi také viditelny pik
pfi cca 260 nm, ktery se nepodafilo charakterizovat a ovliviiuje tak naméfena spektra vzorki.
Pii sestaveni cely pro ¢asovy interval 6 hodin dochazelo k protékani malého mnozZstvi vzorku
z donorni ¢asti cely, coz mize ovlivnit naméfené mnozstvi bisabololu ve vzorku. Protékani
vzorku bylo zpisobeno nedostate€nym utésnénim donorni a receptorové cCasti cely, kdy byly
pouzity jak svorky, tak i parafilm. Vzorky odebrané z akceptorni a donorni ¢asti cely po 2; 4
a24 hodinach byly méfeny také pomoci kapalinové chromatografie, coz znazoriuje
nasledujici tabulka (Tabulka 2), ktera udava naméfené mmnozstvi ve vzorcich pomoci
kapalinové chromatografie.

Tabulka 2 Namé&fené mnozstvi bisabololu pies syntetickou Strat-M® membranu metodou HPLC

Mnakec [Mg/1] | Mngon [Mg/l]
po2h 4,8036 6,2872
po4h 1,6002 8,3901
po24h 2,5211 3,0687

Nejmensi mnozstvi bisabololu bylo naméfeno ve vzorku odebraném z akceptorni casti
cely po 2 hodinach a nejvétsi mnozstvi pak ve vzorku odebraném z akceptorni €asti cely
po 24 hodinach. Se vzrlstajicim ¢asovym intervalem simulace penentrace bisabololu roste
mnoZstvi pro§lé aktivni latky pres syntetickou Strat-M® membranu.
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Jak jiz bylo zminéno, ve spektrech se nachazi pik pii cca 260 nm. Maximum absorbance
tohoto piku byl odecten ze spekter naméienych vzorka a nasledné bylo vypocteno mnozstvi
bisabololu v téchto vzorcich pomoci rovnice kalibra¢ni kiivky. Nasledujici tabulka
(Tabulka 3) uvadi mnozstvi bisabololu obsazeném ve vzorcich odebranych z akceptorni
a donorni ¢asti cely metodou UV-VIS spektrofotometrie.

Tabulka 3 Vypog¢itané mnozstvi bisabololu pies syntetickou Strat-M® membranu metodou UV-VIS
spektrometrie

Mnakc [Mg/1] | Mngon [Mg/l]
po2h 3,3221 7,4523
po4h 3,3333 9,4949
po 24 h 4,7587 6,8799

| vtomto piipad¢ bylo prokdzano, ze nejmensi mnozstvi bisabololu bylo naméfeno
ve vzorku odebraném z akceptorni ¢asti cely po 2 hodinach a nejvétsi mnozstvi pak ve vzorku
odebraném z akceptorni Casti cely po 24 hodinach. Srovnanim téchto dvou méfeni je tedy
patrné, Ze uréité mnozstvi bisabololu prochazi pres syntetickou Strat-M® membranu.

Pro experiment ¢. 2 byl jako vzorek pouzit bisabolol v methanolu o koncentraci
10 mg/l. Nasledujici grafy znazornuji namétena spektra vzorkd odebranych z akceptorni
a donorni ¢asti cely v jiz zmifiovanych ¢asovych intervalech (Obrazek 16-19).
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Obrazek 16 Nameétena spektra vzorkti odebranych po 2 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely
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Obrazek 17 Naméfena spektra vzorka odebranych po 4 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely
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Obrazek 19 Naméfena spektra vzorkli odebranych po 24 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely

Z grafll je patrné, 7e Bisabolol opét prochazi ptes syntetickou Strat-M® membranu.
Pfitomto experimentu nedochazelo K protékani vzorku z donorni casti  cely.
Také se v namétfenych spektrech vSech vzorkl nachazi pik pii cca 280 nm, ktery se nepodaftilo
charakterizovat a op¢t ovliviluje spektra naméfenych vzorki. Po odecteni maxima absorbance
piku pfi vlnové délce cca 280 nm z naméfenych spekter vzorkli bylo vypocitdno mnoZzstvi
bisabololu z rovnice kalibra¢ni kiivky. I pfes tuto korekci se nepodafilo vypocitat
mnozstvi této aktivni latky ve vzorcich. Ve srovnani s pouzitym vzorkem bisabololu
0 vychozi koncentraci 10 mg/l, bylo vypocteno o dost vy$§i mnoZstvi.

V experimentu ¢. 3 a 4 byl pouzit jako vzorek bisabolol v methanolu o koncentraci
10 mg/l s ptidavkem izolatt, geraniolu a linaloolu (0,5 % obj.). Bylo sledovano ovlivnéni
téchto izolatl na penetraci bisabololu. V experimentu ¢. 3 byl pouzit jako izolat geraniol.
Vzorky byly odebirany stejnym zptisobem a ve stejnych ¢asovych intervalech, jako v ptipadé
simulace penetrace bisabololu bez izolati. Nasledujici grafy znazornuji naméfena
UV-VIS spektra vsech odebranych vzorkt (Obrazek 20-23).
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Obrazek 20 Namétena spektra vzorkli odebranych po 2 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely
s pfidavkem izolatu geraniolu (0,5 % obj.)
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Obrazek 21 Nameétena spektra vzorkl odebranych po 4 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely
s pfidavkem izolatu geraniolu (0,5 % obj.)
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Obrazek 22 Naméfena spektra vzorkli odebranych po 6 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely
s pfidavkem izolatu geraniolu (0,5 % obj.)
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Obrazek 23 Namétena spektra vzorkli odebranych po 24 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely
s pidavkem izolatu geraniolu (0,5 % obj.)
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V experimentu ¢. 4 byl pouzit jako izolat linalool, vzorky byly opét odebirany stejnym
zpusobem, jako v pfedchozich experimentech. Nasledujici grafy znazornuji UV-VIS spektra
namétenych vzorki pro pouzity izolat linalool (Obrazek 24-27).
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Obrazek 24 Naméiena spektra vzorki odebranych po 2 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely
s pidavkem izolatu linaloolu (0,5 % obj.)
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Obrazek 25 Naméfena spektra vzorkti odebranych po 4 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely
s pidavkem izolatu linaloolu (0,5 % obj.)
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Obrazek 26 Namétena spektra vzorkl odebranych po 6 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely
s ptidavkem izolatu linaloolu (0,5 % obj.)
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Obrazek 27 Namétena spektra vzorkli odebranych po 24 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely
s ptidavkem izolatu linaloolu (0,5 % obj.)
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Z nasledujicich grafi pro experimenty ¢. 3 a 4 je patrné, ze Dbisabolol prochazi
pies syntetickou Strat-M® membranu. Ve srovnani s naméfenymi spektry pro experiment
¢. 1 lzetict, ze izolaty ovliviuji penetraci bisabololu pfes membranu. V naméfeném spektru
experimentu ¢. 2 po 2 hodinach se nachazi pik pii cca 205 nm o absorbanci 0,876 namétené
ve vzorku z akceptorni ¢asti cely a ve spektru experimentu ¢. 3 s pouzitim izolatu geraniolu
po 2 hodinach se nachazi pik pii cca 204 nm o absorbanci 1,539, coz odpovida vétsimu
mnozstvi bisabololu, ktery prochdzi pifes syntetickou membranu. Srovnanim vSech
spekter naméfenych v experimentu ¢. 1 ve vSech ¢asovych intervalech s neméfenymi spektry
v experimentu ¢. 3 a4 ve vSech casovych intervalech s pouzitymi izolaty je patrné,
ze prochazi vétsi mnozstvi bisabololu pies syntetickou membranu. Zaroven ale mohou izolaty
ovlivnit namétena UV-VIS spektra, coz je viditelné v grafech, kde se nachazi piky, které
nejsou charakteristické pro bisabolol. Opét se ve spektrech nachazi pik od 260 do 280 nm,
ktery se nepodafilo charakterizovat a miize ovliviiovat namétena UV-VIS spektra.

5.2 Simulace penetrace ektoinu

Byly provedeny celkem 4 experimenty simulace penetrace ektoinu prostfednictvim
Franzovych difuznich cel. Postup sestaveni cel je opét popsan v experimentdlni cCasti.
Jako receptorové médium byla pouzita jak deionizovana voda, tak fyziologicky roztok.
Pro méfeni byla zvolena jak synteticka Strat-M® membréana, tak membrana pfipravend
z prase¢i kiize. Postup ptipravy praseCich membran je popsdn v experimentalni cCasti.
Po simulaci penetrace ektoinu pies prase¢i membrany byla provedena metoda tape-stripping,
kdy bylo sledovano mnozstvi ektoinu ve vrstvach kiize. Postup provedeni této metody je také
popsan v experimentalni ¢asti.

Pro stanoveni koncentrace ektoinu ve vzorku byla nejprve métena koncentracni fada
ektoinu rozpusténého v deionizované vodé o koncentracich 1; 5; 10 a 15 mg/l. Nasledn¢ byla
sestrojena kalibra¢ni kiivka zavislosti koncentrace ektoinu v mg/l na absorbanci naméfené pro
zminované koncentrace pii stejné vinové délce (207 nm). Nasledujici grafy zndzoriuji
naméfenou kalibra¢ni fadu ektoinu v deionizované vodé (Obrazek 28) a z ni sestrojenou
kalibra¢ni kiivku (Obrézek 29).
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o
[ee]
)

o
~
I

o
(o}
1

y =0,0497x
R?=10,9995

o
o
[

o
w
1

Absorbance [-]
o
~

o
N
1

o
[N
1

¢ [ma/l]

Obriazek 29 Kalibraéni kiivka ektoinu

Z rovnice je nasledné vypocitano mnozstvi ektoinu obsazeného ve vzorcich odebranych
Z receptorové 1 donorni ¢asti cely.

V experimentu €. 1 byly sestaveny 3 cely, do kazdé cely byly davkovény jiné vzorky.
Do prvni cely byl davkovan vzorek o koncentraci 5 mg/l ektoinu v deionizované vod¢, dalsi
cela byla predlozena vzorkem ektoinu o koncentraci 10 mg/l a do tieti cely byl davkovan
vzorek ektoinu o koncentraci 15 mg/l. V tomto experimentu byla pouzita synteticka
Strat-M® membrana a receptorova ¢ast cely byla naplnéna deionizovanou vodou.
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Vzorky byly odebirany ve stejnych casovych intervalech, jak je popsano v experimentalni
Casti. Po odebrani vzorki z akceptorni a donorni ¢asti cely byly nasledné vzorky méieny
pomoci UV-VIS spektrofotometrie a po kazdém méfeni byly zpét vraceny do pfislusné casti
cely, aby nedochazelo k fedéni receptorové Casti a tim snizovani koncentrace aktivni latky.

Nasledujici grafy znazornuji naméfena UV-VIS spektra pro vzorky odebrané po 2; 4; 6
a 24 hodinach z akceptorni a donorni Casti cely, kterd byla naplnéna vzorkem ektoinu
0 koncentraci 15 mg/l (Obrazek 30-34). Zbylé grafy znazornujici naméfena UV-VIS spektra
vzorkli odebranych v jiz zminovanych casovych intervalech z piislusnych casti cely pro zbylé
vychozi koncentrace vzorku ektoinu jsou uvedeny v ptilohach (Ptiloha 1-8).
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Obrazek 30 Naméfena spektra vzorki odebranych po 2 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely,
ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 15 mg/I
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Obrazek 31 Naméfena spektra vzorkli odebranych po 4 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely,
ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 15 mg/I
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Obrazek 32 Naméiena spektra vzorkt odebranych po 6 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely,
ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 15 mg/I
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Obrazek 34 Nameérena spektra vzorkli odebranych po 24 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely,
ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 15 mg/I

Ze vsech grafii je patrné, Ze ektoin neprochdzi pies syntetickou Strat-M® membranu,
kdy ve vzorcich odebranych z akceptorni ¢asti cely nebylo naméfeno zadné mnozstvi ektoinu.
Ve spektrech vzorki odebranych z akceptorni casti cely se nenachazi charakteristicky pik
pfi cca 207 nm pro tuto aktivni latku.

V experimentu ¢. 2 byly sestaveny 4 cely, kazda cela byla piedloZzena vzorkem ektoinu
0 koncentraci 15 mg/l a byla pouzita syntetickd Strat-M® membrana. Receptorova &ast cely
byla naplnéna fyziologickym roztokem. Vzorky byly odebirdny ve stejnych casovych
intervalech, jako v pfedchozim experimentu. Nasledujici grafy znazornuji naméfena UV-VIS
spektra vsech odebranych vzorkd (Obrazek 35-38).
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Obrazek 35 Namétena spektra vzorki odebranych po 2 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely
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Obrazek 36 Nameétena spektra vzorkli odebranych po 4 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely
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Obrazek 37 Nameétena spektra vzorkli odebranych po 6 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely
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Obrazek 38 Naméiena spektra vzorkti odebranych po 24 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely

Ve spektru naméfeném pro vzorky odebrané =z akceptorni casti cely neni
charakteristicky pik pro ektoin, tudiz i vtomto experimentu bylo prokazano, ze ektoin
neprochazi ptes syntetickou Strat-M® membranu. Ve vzorku odebraném po 4 hodinich
se nachdzi charakteristicky pik pro ektoin, coz je zplsobeno protékanim cely,
kdy pii sestaveni této cely nebyla donorni a receptorova ¢ast dostate¢né utésnéna a tim mohlo
dojit k protékani malého mnozstvi vzorku do receptorové Casti cely.
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Srovnanim spekter naméfenych z experimentu ¢. 1 jsou v tomto experimentu naméfené vyssi
absorbance vzorkiti odebranych z donorni casti cely. To muze byt zplGsobeno pouzitym
receptorovym médiem, kdy v tomto experimentu byl pouzit fyziologicky roztok, na rozdil
od experimentu ¢. 1, kde jako receptorové médium byla zvolena deionizovana voda. Vzorky
byly méfeny také pomoci kapalinové chromatografie. Nasledujici tabulka (Tabulka 4)
znézornuje naméfené mnozstvi ektoinu ve vzorcich odebranych z akceptorni a donorni ¢asti
cely pomoci kapalinové chromatografie.

Tabulka 4 Naméfené mnozstvi ektoinu pies syntetickou Strat-M® membranu metodou HPLC

MNake [Mg/1] | Mngon [Mg/I]
po 2 h - 8,987
po4h 1,232 6,043
po 6 h - 8,24
po 24 h - 8,204

Z tabulky je patrné, Ze nebylo naméfeno zadné mnozstvi ektoinu ve vzorcich
odebranych po 2; 6 a 24 hodinach z akceptorni ¢asti cely. Ve vzorku odebraném
po 4 hodinach zakceptorni casti cely bylo naméfeno mnozstvi 1,232 mg/l ektoinu,
coz je zpusobeno protékanim vzorku z divodu nedostate¢ného utésnéni donorni a receptorové
casti cely svorkami a parafilmem.

V experimentu ¢. 3 byl jako vzorek pouzit ektoin o koncentraci 15 mg/l v deionizované
vodé. V tomto experimentu byla zvolena membrana pfipravend z praseciho ucha. Receptorova
¢ast cely byla naplnéna fyziologickym roztokem a vzorky byly odebirany stejnym zplisobem
a ve stejnych Casovych intervalech, jak je popsano V experimentdlni ¢asti. Nasledujici grafy
znazornuji namétend UV-VIS spektra pro odebrané vzorky (Obrazek 39-42).
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Obrazek 39 Namétena spektra vzorka odebranych po 2 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely
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Obrazek 40 Namétena spektra vzorki odebranych po 4 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely
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Obrazek 41 Namétena spektra vzorka odebranych po 6 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely
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Obrazek 42 Namétena spektra vzorkli odebranych po 24 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely

Z grafi naméfenych spekter je patrné, ze ektoin prochdzi pies prase¢i membrany.
Ve spektrech se nachédzi pik pfi cca 260 nm, ktery ovliviluje naméfend spektra vzorki.
Ve spektru naméfenych vzorkli odebranych po 6 hodindach se nachazi piky
od cca 210 do 220 nm, které¢ neodpovidaji ektoinu. Z tohoto divodu byl vzorek praseci kiize
louhovan ve fyziologickém roztoku a také v deionizované vod¢, aby se zjistilo, zda samotné
ucho neovliviluje naméfend spektra a vyS§i absorbance namétfenych spekter vzorkd.
Nasledujici grafy znazoriiuji naméfena spektra vylouhované praseci kiize (Obrazek 43-44).
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Obrazek 43 Namétené spektrum extraktu praseci kiize ve fyziologickém roztoku
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Obrazek 44 Namétené spektrum extraktu praseci kiize v deionizované vode

Ze spekter vyplyva, ze vyluh z prase¢i kiize vyrazn€ ovlivni naméfend spektra vzorki,
ato tak, ze zvysi jejich naméfenou absorbanci. Odebrané vzorky byly méfeny pomoci
kapalinové chromatografie, kdy nasledujici tabulka (Tabulka 5) znazoriiuje namétené
mnozstvi ve vzorcich odebranych v jiz zminénych c¢asovych intervalech z akceptorni
I donorni ¢asti cely. Vzorky odebrané po 6 hodinach se nepodatilo naméfit.

Tabulka 5 Namétené mnozstvi ektoinu pies praseéi kizi metodou HPLC

Mnake [M@/I] | MNgon [Mg/1]
po2h - 3,719
podh 0,0296 3,545
po 6 h - -
po 24 h 0,269 2,051

Z tabulky vyplyva, Ze ve vzorku odebraném po 2 hodindch z akceptorni €asti cely
nebylo naméfeno Zzadné mnoZzstvi ektoinu. Nejvétsi mnozstvi ektoinu bylo naméfeno
ve vzorku odebraném po 24 hodindch z akceptorni Casti cely. Namétena mnozstvi ve vzorcich
odebranych zdonorni ¢asti cely jsou nizkd, v porovnani K pouzitému vzorku
ektoinu o vychozi koncentraci 15 mg/l. To je zplGsobeno tim, ze se pfi meéfeni malé
mnozstvi aktivni latky zadrzuje ve vrstvach praseci kize.

V experimentu ¢. 4 byla donorni ¢ast naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 10 mg/I.
Mezi donorni a receptorovu ¢ast byla umisténa membréna pfipravend z praseciho ucha
a receptorova ¢ast byla naplnéna fyziologickym roztokem. Vzorky byly odebirany v casovych
intervalech po 2; 4 a 6 hodinach ze stejnych casti cely, jako v pfedchozim experimentu.
Vzorky byly nasledné meéteny pomoci UV-VIS spektrofotometru. Nasledujici grafy
znazorhuji naméfena spektra vSech odebranych vzorkt (Obrazek 45-47).
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Obrazek 45 Nameétena spektra vzorkli odebranych po 2 hodinach z akceptorni a donorni casti cely
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Obrazek 46 Nameétena spektra vzorkli odebranych po 4 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely
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Obrazek 47 Name¢tena spektra vzorkli odebranych po 6 hodinach z akceptorni a donorni casti cely

Ve spektrech naméfenych vzorkii odebranych z donorni ¢asti cely se opét nachazi pik
pii cca 250 nm, ktery mize odpovidat extraktim z prase¢i membrany, a tim ovlivni méfeni
odebranych vzorkl. Z tohoto diivodu nebylo mozné vypocitat mnoZzstvi této aktivni latky
vV odebranych vzorcich. Ve spektru naméfeném pro vzorky odebrané z akceptorni Casti
jsou charakteristické piky pii cca 206-207 nm, které odpovidaji maximu absorbance ektoinu.
Bylo tedy opét prokazano, ze ektoin prochdzi ptes prase¢i kizi. Vzhledem k tomu, ze byly
naméfeny vysoké absorbance vzorkili, nebylo mozné vypocitat mnoZzstvi ektoinu ve vzorcich.
| vtomto pfipadé se mize malé mnozstvi ektoinu zadrzovat ve vrstvach praseci kuze,
coz je dokazano metodou tape-stripping.

5.3 Metoda tape-stripping

Tato metoda slouZi ke stanoveni aktivnich latek ve vrstvach pouzité kize pro simulace
penetrace téchto latek. Extrakci adheznich pések, které jsou postupné ptikladany na stejné
misto vzorku kiize a nasledné strhavany zkize, lze stanovit udrzovani aktivni latky
Vv konkrétnich vrstvach ktze. Postup provedeni tape-strippingu je popsan v experimentalni
¢asti. Tape-stripping byl aplikovan na praseci kazi, ktera byla pouZzita pro simulaci penetrace
ektoinu o koncentraci 10 mg/l a v ¢asovych intervalech po 4 a 6 hodinach. Bylo provedeno
celkem 13 stripli pomoci adheznich pasek a tyto pasky byly extrahovany v deionizované
vodé. Extrakty byly nésledné analyzovany pomoci UV-VIS spektrofotometrie. Nasledujici
grafy znazornuji naméfena UV-VIS spektra pro tyto extrakty (Obrazek 48-49).
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Obrazek 48 Naméiena UV-VIS spektra 13 stripii odebranych z praseci klize, ktera byla pouzita
pro simulaci penetrace ektoinu o koncentraci 10 mg/1 po 4 hodinach
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Obrazek 49 Naméfena UV-VIS spektra 13 stripti odebranych z praseci kiize, ktera byla pouzita
pro simulaci penetrace ektoinu o koncentraci 10 mg/l po 6 hodinach

Ve spektrech namétenych extrakti po 4 hodinach vykazuje nejvetsi nartist absorbance 5.
strip a ve spektru naméfenych extrakti po 6 hodinach pak 12. strip. Se vzriistajicim ¢asovym
intervalem simulace penetrace ektoinu se tato aktivni latka nejvice zadrzuje v nizsi vrstveé
ktze.
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6 ZAVER

Tato prace je zaméfena na simulaci penetrace aktivnich latek prostiednictvim Franzovych
difuznich cel. Experimentalni ¢ast byla zamétena na simulaci penetrace dvou aktivnich latek,
bisabololu a ektoinu, které byly poskytnuty kosmetickou firmou Nobilis Tilia. Pro simulace
byly pouzity dva typy membran, synteticki Strat-M® membrana a membrana piipravena
z ktize praseciho ucha.

Byly provedeny celkem 4 experimenty pro simulaci penetrace bisabololu, kdy
ve 2 experimentech byly pouzity izolaty geraniol a linalool jako esencialni oleje.
Bylo sledovano, zda ovliviiuji prostupnost latek skrze kuzi. Pro simulaci penetrace bisabololu
byla pouzita syntetickd Strat-M® membrana ve vSech experimentech. Prase¢i membrana
nebyla pouzita pro naslednou simulaci, a to z toho duvodu, ze pro rozpousténi a piipravu
vzorkl bisabololu se pouzival methanol, ktery by vyrazné zménil strukturu ktze. Po sestaveni
FDC byly odebirany vzorky v ¢asovych intervalech 2; 4; 6 a 24 hodinach a tyto vzorky byly
méfeny metodou UV-VIS spektrometrie. V ptipadé experimentu ¢. 1 byly vzorky méfeny
metodou kapalinové chromatografie. V tomto experimentu bylo prokazano, ze bisabolol
prochazi pres syntetickou Strat-M® membranu, kdy se v naméfenych UV-VIS spektrech
nachdzel pik pii cca 204 nm. Z maxima absorbance naméfené ve vSech vzorcich bylo
nasledné vypocitano mnozstvi bisabololu proslého skrze membranu. To bylo také prokazano
metodou HPLC. V experimentu ¢. 2; 3 a 4 se nepodafilo vypocitat mnozstvi bisabololu
z UV-VIS spekter pomoci kalibra¢ni kiivky, a to z toho divodu, ze se ve spektrech nachazi
piky, které se nepodatilo charakterizovat a ovliviiuji tak naméfend spektra vzorkd. Pouzitim
izolati bylo zjisténo, ze naméfena absorbance odebranych vzorkd z akceptorni casti cely
je vyssi nez naméfené absorbance vzorki v experimentu ¢. 1, coz mize odpovidat vétSimu
mnozstvi bisabololu proslého pies syntetickou membranu. Zaroven ale izolaty mohou ovlivnit
naméfend spektra vzorkd, kdy se ve spektrech opét nachéazely piky, které se nepodatilo
charakterizovat.

Byly provedeny celkem 4 experimenty pro simulaci penetrace ektoinu, kdy ve dvou
experimentech byly pouzity syntetické Strat-M® membrany a ve zbylych dvou experimentech
pak membrany pfipravené z praseciho ucha. V experimentu ¢. 1 a 2, kdy byly pouzity
syntetické membrany, bylo prokazano, Zze ektoin neprochdzi pifes tuto membranu,
kdy se v naméfenych spektrech vzorkd odebranych zakceptorni casti cely nenachazel
charakteristicky pik pfi cca 207 nm, ktery odpovida ektoinu. V experimentu ¢. 2 byl
jako receptorové médium pouzit fyziologicky roztok na rozdil od experiemntu ¢&. 1,
kdy byla pouzita deionizovana voda. V namétfenych spektrech vzorki odebranych z donorni
casti cely vexperimentu ¢. 2 byly naméfeny vyssi absorbance v porovnani se spektry
naméfenymi v experimentu 1, coz muze byt zpisobeno praveé volbou jiného receptorového
média. V experimentu ¢. 3 a 4 byly pouzity membrany z prase¢iho ucha. V téchto
experimentech bylo prokdzano, ze ektoin prochazi skrze tyto membrany, coz dokazuji
naméfena UV-VIS spektra a také naméfené mnozstvi metodou HPLC v experimentu ¢. 3.
Zaroven se v namétfenych spektrech vSech vzorkti nachézi piky, které mohou odpovidat
extraktim z praseciho ucha, ktery vyrazné ovlivni namétfend spektra. Kvili tomuto nebylo
mozné vypocitat mnozstvi této aktivni latky pomoci kalibra¢ni kiivky, kdy maxima
absorbanci namétfenych pii cca 207 nm byla o dost vyS§i, VvV porovnani snaméienou
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koncentra¢ni fadou. Zaroven se malé mnozstvi ektoinu miize zadrzovat ve vrstvach praseci
kaze, coz bylo prokazano metodou tape-stripping. Tato metoda slouzi ke stanoveni aktivni
latky ve vrstvach kize pouzitim adhezni pasky, kterd je po postupném strhavanim z klize
extrahovana. Extrakty byly méfeny metodou UV-VIS spektrometrie. V namétenych spektrech
bylo prokazano, ze se vzrustajicim Casovym intervalem simulace penctrace ektoinu se tato
aktivni latka nejvice zadrzuje v nizsi vrstvé klize.

Tato diplomova prace mela za cil stanovit koncentraci dvou aktivnich latek, které
prochazi ¢i neprochazi skrze kiizi prostiednictvim Franzovych difuznich cel. Pfi sestavovani
téchto cel pro simulaci penetrace bisabololu dochazelo casto k protékani vzorku a tim bylo
meéfeni znaéné ztizeno. Tento problém by se dal fesit pouzitim riznych tésnéni, napt. gumové
tésnéni, které by zdroven bylo mozné aplikovat pro rGznad rozpoustédla. Jako slibnym
rozpoustédlem pro bisabolol, iV ptipadé simulace penetrace pies praseCi kuzi, se jevil
vegelight, ktery ale rozpoustél parafilm a z toho diivodu ho nebylo mozné pro méfeni pouzit.
Dale by bylo zapotiebi najit vhodnéjsi rozpoustédlo pro bisabolol, které by bylo zaroven
pouzitelné pro meéfeni pies prase¢i kuzi. Dal$i moznosti, jak tato méfeni vylepsit skrze
stanoveni bisabololu, je najit jinou vhodnou metodu detekce této aktivni latky,
napf. infraervena spektroskopie s Fourierovou transformaci.

Pti stanoveni ektoinu pres kizi prase¢iho ucha byl nejvétS§im problémem to,
ze se ve spektrech nachazely piky, které¢ odpovidaly extraktim z této kiize. Moznym feSenim
tohoto problému by bylo kGzi pfed méfenim upravit, napf. nékolik hodin louhovat
Vv ptislusném receptorovém médiu, ktery by ale nemeénil strukturu a vlastnosti kize. Také
by bylo dobré zjistit, zda na pouZzité membrany z praseci kiize nema vliv doba skladovani.

Ze vSech zminénych poznatkii vyplyva, ze by bylo nejlep$i se zaméfit vyhradné
najednu aktivni latku a jeden typ membrany, bud’ syntetické, nebo zvifeci, a proveést
tak n¢kolik méfeni pro danou aktivni latku a méfeni srovnavat. Timto by se dana propustnost
¢1 nepropustnost pfes membranu lépe prokazala.

53



7 SEZNAM LITERATURY

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

PEREIRA, Paula, Elisabete Muchagato MAURICIO, Maria Paula DUARTE,
Katelene LIMA, Ana S. FERNANDES, Gabriela BERNARDO-GIL a Maria-
Jodo CEBOLA. Potential of supercritical fluid myrtle extracts as an active
ingredient and co-preservative for cosmetic and topical pharmaceutical
applications. Sustainable Chemistry and Pharmacy [online]. 2022, 28. ISSN
23525541.

DINI, Irene a Sonia LANERI. The New Challenge of Green Cosmetics:
Natural Food Ingredients for Cosmetic Formulations. Molecules [online].
2021, 26(13). ISSN 1420-3049.

NOHYNEK, Gerhard J., Eric ANTIGNAC, Thomas RE a Herve TOUTAIN.
Safety assessment of personal care products/cosmetics and their
ingredients. Toxicology and Applied Pharmacology [online]. 2010, 243(2),
239-259. ISSN 0041008X.

KHEZRI, Khadijeh, Majid SAEEDI a Solmaz MALEKI DIZAJ. Application
of nanoparticles in percutaneous delivery of active ingredients in cosmetic
preparations. Biomedicine & Pharmacotherapy [online]. 2018, 106,
1499-1505. ISSN 07533322.

RAMAZANI, Elham, Maryam AKABERI, Seyed Ahmad EMAMI a Zahra
TAYARANI-NAJARAN.  Pharmacological ~and  biological  effects
of alpha-bisabolol: An updated review of the molecular mechanisms. Life
Sciences [online]. 2022, 304. ISSN 00243205.

JIANG, Yinkun, Lu XIA, Song GAO, Ning LI, Shigin YU a Jingwen ZHOU.
Engineering Saccharomyces cerevisiae for enhanced (-)-a-bisabolol
production. Synthetic and Systems Biotechnology [online]. 2023, 8(2),
187-195. ISSN 2405805X.

FERNANDES, Mara Yone Dias, Marta Regina Santos do CARMO, Analu
Aragdo FONTELES, et al. (-)-a-bisabolol prevents neuronal damage and
memory deficits through reduction of proinflammatory markers induced by
permanent focal cerebral ischemia in  mice. European Journal
of Pharmacology [online]. 2019, 842, 270-280. ISSN 00142999.

KIM, Tae Yeob, Haeseong PARK, Sun-Ki KIM, Soo-Jung KIM a Yong-Cheol
PARK. Production of (—)-a-bisabolol in metabolically engineered
Saccharomyces cerevisiae. Journal of Biotechnology [online]. 2021, 340,
13-21. ISSN 01681656.

MAGALHAES, Emanuel Paula, Brenna Pinheiro SILVA, Natalia Luna
AIRES, et al. (—)-o-Bisabolol as a protective agent against epithelial renal
cytotoxicity induced by amphotericin B. Life Sciences [online]. 2022, 291.
ISSN 00243205.

MURUGAN, Ramar a Gopal Rao MALLAVARAPU. A-Bisabolol, the main
constituent of the essential oil of Pogostemon speciosus. Industrial Crops and
Products [online]. 2013, 49, 237-239. ISSN 09266690.

54



[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

ALVES GOMES ALBERTTI, Leticia, Thierry L. DELATTE, Katyuce SOUZA
DE FARIAS, et al. Identification of the Bisabolol Synthase in the Endangered
Candeia Tree (Eremanthus erythropappus (DC) McLeisch). Frontiers in Plant
Science [online]. 2018, 2018-9-19, 9. ISSN 1664-462X.

FENG, Yifan, Min QIU, Lei SHAO, Yujia JIANG, Wenming ZHANG, Wankui
JIANG, Fengxue XIN a Min JIANG. Strategies for the biological production
of ectoine by using different chassis  strains. Biotechnology
Advances [online]. 2024, 70. ISSN 07349750.

LI, Lihong, Ning LI, Xinglong WANG, Song GAO, Juan ZHANG, Jingwen
ZHOU, Zhimeng WU a Weizhu ZENG. Metabolic engineering combined with
enzyme engineering for overproduction of ectoine in Escherichia
coli. Bioresource Technology [online]. 2023, 390. ISSN 09608524.

XU, Shunging, Bin ZHANG, Wanhe CHEN, et al. Highly efficient production
of ectoine via an optimized combination of precursor metabolic modules
in Escherichia coli BL21. Bioresource Technology [online]. 2023, 390. ISSN
09608524.

BRANDS, Stefanie, Peter SCHEIN, Karla F. CASTRO-OCHOA a Erwin A.
GALINSKI. Hydroxyl radical scavenging of the compatible solute ectoine
generates two N-acetimides. Archives of Biochemistry and Biophysics [online].
2019, 674. ISSN 00039861.

RODERO, Maria del Rosario, Alessandro A. CARMONA-MARTINEZ,
Cristina ~ MARTINEZ-FRAILE, Raquel HERRERO-LOBO, Elisa
RODRIGUEZ, Pedro A. GARCIA-ENCINA, Mar PENA a Raul MUNOZ.
Ectoines production from biogas in pilot bubble column bioreactors and their
subsequent extraction via bio-milking. Water Research [online]. 2023, 245.
ISSN 00431354.

RASHEED, Dalia M., Ahmed SERAG, Zeinab T. ABDEL SHAKOUR
a Mohamed FARAG. Novel trends and applications of multidimensional
chromatography in the analysis of food, cosmetics and medicine bearing
essential oils. Talanta [online]. 2021, 223. ISSN 00399140.

Caliskan UK, Karakus MM. Essential Oils as Skin Permeation Boosters and
Their Predicted Effect Mechanisms. J Dermatol & Skin Sci. 2020, 2(3), 24-30.
CAPITAIN, Charlotte C., Martin ZISCHKA, Cengiz SIRKECI a Philipp
WELLER. Evaluation of IMS drift tube temperature on the peak shape of high
boiling fragrance compounds towards allergen detection in complex cosmetic
products and essential oils. Talanta [online]. 2023, 257. ISSN 00399140.
GABBANINI, S., E. LUCCHI, M. CARLI, E. BERLINI, A. MINGHETTI a L.
VALGIMIGLI. In vitro evaluation of the permeation through reconstructed
human epidermis of essentials oils from cosmetic formulations. Journal
of Pharmaceutical and Biomedical Analysis [online]. 2009, 50(3), 370-376.
ISSN 07317085.

55



[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

ZSIKO, CSANYI, KOVACS, BUDAI-SZUCS, GACSI a BERKO. Methods
to Evaluate Skin Penetration In Vitro. Scientia Pharmaceutica [online].
2019, 87(3). ISSN 2218-0532.

VERMA, Nitu, Kishore GAJULA, Rakesh GUPTA a Beena RAI. Multiscale
modeling of molecule transport through skin’s deeper layers. Computational
Toxicology [online]. 2023, 26. ISSN 24681113.

EUCERIN. Jak kize funguje-struktura a funkce kize [online]. Dostupné z:
https://www.eucerin.cz/o-kuzi/zakladni-informace/struktura-a-funkce-kuze
NARODNI ZDRAVOTNICKY INFORMACNI PORTAL. Kiize: Struktura
a funkce [online]. Dostupné z: https://www.nzip.cz/clanek/613-kuze-struktura-
a-funkce

BINOVA, Romana. Informovanost verejnosti o problematice melanomu kiize.
Pardubice, 2008. Bakalarska prace. Univerzita Pardubice.

DYLEVSKY, Ivan a Petr JEZEK. PALESTRA. Ziklady funkéni anatomie
¢lovéka [online]. Dostupné z: https://vos.palestra.cz/skripta/anatomie/12al.htm
CESKA PRUMYSLOVA ZDRAVOTNI POJISTOVNA. Kiize [online].
Dostupné z: https://www.cpzp.cz/clanek/5050-0-Kuze.html

BOLZINGER, Marie-Alexandrine, Stéphanic BRIANCON, Jocelyne
PELLETIER a Yves CHEVALIER. Penetration of drugs through skin,
a complex rate-controlling membrane. Current Opinion in Colloid & Interface
Science [online]. 2012, 17(3), 156-165. ISSN 13590294.

SCOTT, Erik R., J Bradley PHIPPS a Henry S. WHITE. Direct Imaging
of Molecular ~ Transport  Through  Skin. Journal  of  Investigative
Dermatology [online]. 1995, 104(1), 142-145. ISSN 0022202X.

SAVOCA, Adriana, Giovanni MISTRALETTI a Davide MANCA.
A physiologically-based diffusion-compartment model for transdermal
administration — The melatonin case study. Computers & Chemical
Engineering [online]. 2018, 113, 115-124. ISSN 00981354.

EDWARDS, David A., Mark R. PRAUSNITZ, Robert LANGER a James C.
WEAVER. Analysis of enhanced transdermal transport by skin
electroporation. Journal of Controlled Release [online]. 1995, 34(3), 211-221.
ISSN 01683659.

STORCHMANNOVA, Katefina. Chovdni 1éc¢iv pro dermatologické pouziti
na modelovych membrandch. Olomouc, 2019. Bakalatska prace. Univerzita
Palackého.

BANYIOVA, Katarina. Prestup chemickych latek pres kizi. Brno, 2012.
Diplomova prace. Masarykova Univerzita.

JONSDOTTIR, Fjola, Bergthora S. SNORRADOTTIR,  Skuli
GUNNARSSON, Elina GEORGSDOTTIR a Sven SIGURDSSON.
Transdermal Drug Delivery: Determining Permeation Parameters Using Tape
Stripping and Numerical Modeling. Pharmaceutics [online]. 2022, 14(9). ISSN
1999-4923.

56


https://www.eucerin.cz/o-kuzi/zakladni-informace/struktura-a-funkce-kuze
https://www.nzip.cz/clanek/613-kuze-struktura-a-funkce
https://www.nzip.cz/clanek/613-kuze-struktura-a-funkce
https://vos.palestra.cz/skripta/anatomie/12a1.htm
https://www.cpzp.cz/clanek/5050-0-Kuze.html

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

PULSONI, llaria, Markus LUBDA, Maurizio AIELLO, Arianna FEDI, Monica
MARZAGALLI, Joerg VON HAGEN a Silvia SCAGLIONE. Comparison
Between Franz Diffusion Cell and a novel Micro-physiological System
for In Vitro Penetration Assay Using Different Skin Models. SLAS
Technology [online]. 2022, 27(3), 161-171. ISSN 24726303.

HOANG, Van Chinh, Atefeh SHAFAAT, Skaidre JANKOVSKAJA, Vincent
G. GOMES a Tautgirdas RUZGAS. Franz cells for facile biosensor evaluation:
A case of HRP/SWCNT-based hydrogen peroxide detection via amperometric
and wireless modes. Biosensors and Bioelectronics [online]. 2021, 191. ISSN
09565663.

SEBE, Istvan, Laszl6 ZSIDAI a Roméana ZELKO. Novel modified vertical
diffusion cell for testing of in vitro drug release (IVRT) of topical
patches. HardwareX [online]. 2022, 11. ISSN 24680672.

HUMMER, Joanna, Thomas BIRNGRUBER, Frank SINNER, et al.
Optimization of topical formulations using a combination of in vitro methods
to quantify the transdermal passive diffusion of drugs. International Journal
of Pharmaceutics [online]. 2022, 620. ISSN 03785173.

BIELFELDT, S., F. BONNIER, H.J. BYRNE, et al. Monitoring dermal
penetration and permeation Kinetics of topical products; the role of Raman
microspectroscopy. TrAC Trends in Analytical Chemistry [online]. 2022, 156.
ISSN 01659936.

MOCHTAKOVA, Katetina. Transdermdalni absorpce z emulzi
S enkapsulovanymi slozkami esencidalnich oleju. Zlin, 2022. Bakalatska prace.
Univerzita TomaSe Bati.

ARCE, Florencio Jr, Narumi ASANO, Gerard Lee SEE, Shoko ITAKURA,
Hiroaki TODO a Kenji SUGIBAYASHI. Usefulness of Artificial Membrane,
Strat-M®, in the Assessment of Drug Permeation from Complex Vehicles
in Finite  Dose Conditions. Pharmaceutics [online]. 2020, 12(2). ISSN
1999-4923.

HAQ, Anika, Benjamin GOODYEAR, Dina AMEEN, Vivek JOSHI a Bozena
MICHNIAK-KOHN. Strat-M® synthetic membrane: Permeability comparison
to human cadaver skin. International Journal of Pharmaceutics [online].
2018, 547(1-2), 432-437. ISSN 03785173.

PONMOZHI, J., S. DHINAKARAN, Zsé6fia VARGA-MEDVECZKY, Katalin
FONAGY, Luca Anna BORS, Kristof IVAN a Franciska ERDO. Development
of Skin-On-A-Chip Platforms for Different Utilizations: Factors
to Be Considered. Micromachines [online]. 2021, 12(3). ISSN 2072-666X.
OSTROZKA-CIESLIK, Aneta, Stawomir WILCZYNSKI a Barbara
DOLINSKA. Hydrogel Formulations for Topical Insulin Application:
Preparation, Characterization and In Vitro Permeation across the Strat-M®
Membrane. Polymers [online]. 2023, 15(17), 1-16. ISSN 2073-4360.

S7



[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

SCHLICH, Michele, Umberto M. MUSAZZI, Virginia CAMPANI, et al.
Design and development of topical liposomal formulations in a regulatory
perspective. Drug Delivery and Translational Research [online]. 2022, 12(8),
1811-1828. ISSN 2190-393X.

PRACA, Fabiola Silva Garcia, Wanessa Silva Garcia MEDINA, Josimar O.
ELOY, Raquel PETRILLI, Patricia Mazureki CAMPOS, Andreia ASCENSO
a Maria Vitoria L.B. BENTLEY. Evaluation of critical parameters for in vitro
skin permeation and penetration studies using animal skin models. European
Journal of Pharmaceutical Sciences [online]. 2018, 111, 121-132. ISSN
09280987.

FLATEN, Goeril Eide, Zora PALAC, André ENGESLAND, IJelena
FILIPOVIC-GRCIC, Zelijka VANIC a Natasa SKALKO-BASNET. In vitro
skin models as a tool in optimization of drug formulation. European Journal
of Pharmaceutical Sciences [online]. 2015, 75, 10-24. ISSN 09280987.

ABD, Eman, Shereen YOUSUF, Michael PASTORE, Krishna TELAPROLU,
Yousuf MOHAMMED, Sarika NAMJOSHI, Jeffrey GRICE a Michael
ROBERTS. Skin models for the testing of transdermal drugs. Clinical
Pharmacology: Advances and Applications [online]. 2016, 8, 163-176. ISSN
1179-1438.

HERBIG, Michael E., Pia HOUDEK, Sascha GORISSEN, et al. A custom
tailored model to investigate skin penetration in porcine skin
and its comparison with human skin. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics [online]. 2015, 95, 99-109. ISSN 09396411.

SIMON, Konstantin, Gila OBERENDER a Alexander ROLOFF. Continuous
removal of single cell layers by tape stripping the stratum corneum —
a histological study. European Journal of Pharmaceutics
and Biopharmaceutics [online]. 2023, 188, 48-53. ISSN 09396411.
SOLBERG, Julie B.K., Anna S. QUAADE, Lylia DRICI, et al. The Proteome
of Hand Eczema Assessed by Tape Stripping. Journal of Investigative
Dermatology [online]. 2023, 143(8), 1559-1568.e5. ISSN 0022202X.
SOLBERG, Julie, Stine B. JACOBSEN, Jeppe D. ANDERSEN, et al.
The stratum corneum transcriptome in atopic dermatitis can be assessed
by tape stripping. Journal of Dermatological Science [online]. 2021, 101(1),
14-21. ISSN 09231811.

KAUSHIK, Vasudha a Cornelia M. KECK. Influence of mechanical skin
treatment  (massage, ultrasound, microdermabrasion, tape stripping
and microneedling) on dermal penetration efficacy of chemical
compounds. European Journal of Pharmaceutics
and Biopharmaceutics [online]. 2021, 169, 29-36. ISSN 09396411.

BOSCH, Axel, Johannes BOTT, Nils WARFVING a Juergen NOLDE.
Investigation on the skin penetration of synthetic amorphous silica (SAS) used
in cosmetic products. Toxicology Letters [online]. 2023. ISSN 03784274.

58



[55]

[56]

[57]

[58]

TIPDUANGTA, Pratchaya, Wuttipan WATCHARATHIRAWONGS, Peelawas
WARITDECHA, Busaban SIRITHUNYALUG, Pimporn LEELAPORNPISID,
Wantida CHAIYANA a Choon Fu GOH. Electrospun cellulose
acetate/polyvinylpyrrolidone fiber mats as potential cosmetic under-eye masks
for caffeine delivery. Journal of Drug Delivery Science
and Technology [online]. 2023, 86. ISSN 17732247.

SALAS, Tiffanie, Claire BORDES, Delphine ARQUIER, Laurent CAILLIER,
Franck MANDICA a Marie-Alexandrine BOLZINGER. Effect of massage
on retinol skin penetration. International Journal of Pharmaceutics [online].
2023, 642. ISSN 03785173.

SALMINEN, Alec T., Kelly J. DAVIS, Robert P. FELTON, et al. Parallel
evaluation of alternative skin barrier models and excised human skin
for dermal absorption studies in vitro. Toxicology in Vitro [online]. 2023, 91.
ISSN 08872333.

BAYOUMI, Sammar, Aya DAWABA, Zeinab ZALAT a Amal AMMAR.
Formulation and evaluation of HPMC topical gel of Ectoine. Azhar
International Journal of Pharmaceutical and Medical Sciences [online]. 2022,
2022-04-26, 0-0. ISSN 2735-4601.

59



8 SEZNAM ZKRATEK

API
DMSO
EO

ESI
FDC
HPLC
MS
PBS
SAS

SC
TDD
TEWL
UHPLC
UPLC
UV-VIS

aktivni farmaceuticka latka

dimethylsulfoxid

esencialni oleje

elektrosprejova ionizace

Franzova difuzni cela

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
hmotnostni spektrometrie

fosfatovy pufr

amorfni oxid kiemicity

stratum corneum

transdermalni uvolilovani 1é¢iv
transepidermalni ztrata vody
ultra-vysokou¢inna kapalinova chromatografie
ultra vysokotéinna kapalinova chromatografie

ultrafialova-viditelna oblast svétla
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9 SEZNAM PRILOH

Priloha 1 Namétena spektra vzorkli odebranych po 2 hodinach z akceptorni a donorni Casti
cely, ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 5 mg/1

Piiloha 2 Namétend spektra vzorkii odebranych po 2 hodindch z akceptorni a donorni Casti
cely, ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 10 mg/I

Priloha 3 Naméfend spektra vzorkli odebranych po 4 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti
cely, ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 5 mg/1

Priloha 4 Namétena spektra vzorkli odebranych po 4 hodinach z akceptorni a donorni Casti
cely, ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 10 mg/1

Priloha 5 Namérend spektra vzorkli odebranych po 6 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti
cely, ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 5 mg/1

Priloha 6 Naméiend spektra vzorkli odebranych po 6 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti
cely, ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 10 mg/1

Priloha 7 Naméfend spektra vzorki odebranych po 24 hodinéach z akceptorni a donorni ¢asti
cely, ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 5 mg/1

Priloha 8 Naméiena spektra vzorkii odebranych po 24 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti
cely, ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 10 mg/1
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Priloha 1 Naméiena spektra vzorkid odebranych po 2 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely,
ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 5 mg/I
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Priloha 2 Naméfena spektra vzorkid odebranych po 2 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely,
ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 10 mg/I
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Priloha 3 Namétena spektra vzorki odebranych po 4 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely,
ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 5 mg/I
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Priloha 4 Naméfena spektra vzorkid odebranych po 4 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely,
ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 10 mg/I
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Priloha 5 Namétena spektra vzorkid odebranych po 6 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely,
ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 5 mg/I
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Priloha 6 Naméiena spektra vzorkid odebranych po 6 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely,
ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 10 mg/I
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Priloha 7 Namétend spektra vzorkd odebranych po 24 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely,
ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 5 mg/I
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Priloha 8 Naméfena spektra vzorkd odebranych po 24 hodinach z akceptorni a donorni ¢asti cely,
ktera byla naplnéna vzorkem ektoinu o koncentraci 10 mg/I
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