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ABSTRAKT?:

Tato bakalafska prace se zabyva zkoumanim vlivu lignohumatu draselného na rychlost
transportu analgetickych 1é¢iv pies syntetickou Strat-M® membranu. Pro zkoumani pfestupu
téchto latek byla pouzita vertikalni difuzni cela, vysledné vzorky byly analyzovany pomoci
UV-VIS spektrometru a HPLC. Cilem celé prace bylo optimalizovat proces ptipravy difuznich
cel, porovnat rychlosti transportu cCistych aktivnich latek a aktivnich latek s piidavkem
lignohumatu draselného a porovnat propustnost Strat-M® membrany s modelem praseéi kozni
membrany, kterd byla pouzita v diplomové praci, na kterou tato studie navazuje. Hlavnim
zjisténim bylo, ze lignohumat vyrazné zpomalil transport aktivnich latek pfes membranu.

ABSTRACT:

This thesis examines the effect of the potassium lignohumate on the transfer speeds of analgesic
drugs through the synthetic Strat-M® membrane. In order to examine the transfer of these
substances, vertical diffusion cells were used and the final samples were analysed using UV-
VIS spectrometer and HLPC. The intention of this thesis was to optimise the process of
preparing diffusion cells, to compare the transfer speeds of pure active substances and active
substances with the potassium lignohumate, and to compare the permeability of Strat-M®
membranes, by using pig skin membranes which were used in the previous study that this thesis
continues from. The primary discovery was that the lignohumate slowed down the transfer of
active substances through the membrane.

KLICOVA SLOVA:

Huminové latky, uvoliovani aktivnich latek, diklofenak, ibuprofen, ketoprofen, Franzova
difuzni cela, Strat-M® membrana

KEYWORDS!:
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Strat-M® membrane



BLAHUS, Petr. Huminové latky jako aktivni nebo pomocné farmaceutické ingredience. Brno,
2021. Dostupné také z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/131148. Bakalaiska
prace. Vysoké uéeni technické v Brné, Fakulta chemicka, Ustav fyzikalni a spotfebni chemie.
Vedouci prace Petr Sedlacek.

PROHLASENI

Prohlasuji, Zze jsem diplomovou praci vypracoval samostatné a Ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a uplné citoval. Diplomova prace je z hlediska obsahu majetkem
Fakulty chemické VUT v Brn€ a mlze byt vyuzita ke komercnim tuceliim jen se souhlasem

vedouciho prace a dékana FCH VUT.

Petr Blahus

PODEKOVANI

Chtél bych podekovat vedoucimu mé bakalarské prace Ing. Petrovi Sedlackovi, PhD. za jeho
¢as a odborné vedeni. Velké diky patii mym rodi¢im a prarodi¢im, kteti mé plné€ podporuji
ve vSech mych zdjmech. A v neposledni fadé€ chci také pod€kovat mé pfitelkyni, pratelim a
vSem spoluzaktm, kteti mi pomahali pfi mém studiu.


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/131148

OBSAH

1.
2.
3.

UVOD .ot 7
CIL PRACE ...t 8
TEORETICKA CAST ..ottt s 9
3.1 HUMINOVE TAKY .o 9
3.1.1. Charakterizace huminovych TAtek .........coccveiuiiiiiiiiiii e 9
3.1.2. Struktura huminovych TAtEK .........cccuiiiiiiiiie i 9
3.1.3. Pivod huminovych TAteK .........coiviiiiiii e 10
3.1.4. VyuZiti huminovych TAteK ........ccooiiiiiiiiiiiiiice e 10
3.2. Kuze jako kli€ovy bariérovy organ lidského téla............ccooirviiiiiiiiiiiie 11
3.2.1. Struktura HASKE KTUZE .......cveuiiriiiiiisieici e 11
3.2.2. KOZNT tTANSPOTL ...ttt ettt sttt ettt ettt sttt ettt b e e b e ek e e ese e et e e b e e sbeesneesnneanneennis 12
SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY ......ccociiiiiiiiiiiininiiniein s 14
4.1. Vyuziti diftznich cel pro laboratorni testovani kozniho transportu..........cc.ceeevernenne. 14
4.1.1. Franzova diflzni Cela .........ccoiiiiiiiiiieee e 14
4.2. Membrany vyuzivané pii testovani kozniho transportu...........cccceeveriiiieneniec e, 15
4.2.0. TAASKA KUZE. .ttt ettt 15
4.2.2. ZVITECT KUIZE ..veevee ittt sttt et be e bbbttt e e raeente e nte e e 15
4.2.3. UMECLA KUZE ....c.vvvieiiieieeee ettt bbbttt 15
4.2.4, Syntetick€ MEMDBIANY ........coooviiiiiiiii s 15
4.3. Analgetika jako modelové farmaceuticky aktivni latky absorbované kizi................... 17
4.3 1. DIKIOTENAK ..ottt 17
4.3.2. KELOPIOTEN ...ttt bbb bbbttt e 18
T [ o1V o] (0] (=] RSP SRR 19
4.4. Huminov¢ latky jako aktivni a pomocné farmaceutické ingredience ..............ccccvvenee. 20
EXPERIMENTALNE CAST ...ooviiiiiiiiiiie sttt bttt 26
5.1, Pouzit€ ChemMIKAIIE .......eeviiiiiiiii e 26
5.2, POUZILE PIISIIOJC...cuviiuriiiieitiiiisie et 26
5.3. Dalsi pomuiicky a prSIUSENStVI.......ieiiiiiiiiiie e 26
5.4. Piprava roztokil a disperzi pouZitych v experimentalni ¢asti prace.........cccoovevvvrvennne. 27
5.4.1. Piiprava zasobniho roztoku chloridu SOANEho...........ccoceeiiiiiiiniii e 27
5.4.2. Ptiprava kalibra¢nich roztokd aktivnich 1atek...........cccoovviiiieiiiiiiniiic e 27
5.4.3. Priprava rGznych zdrojovych lékovych forem s obsahem aktivni latky.........cc.ccoovveninnns 27



5.5. Postup difuznich experimentli ve Franzovych celach ...........cccooviiiiiiiiiii, 30

5.5.1. Sestaveni difUzni @PATATUIY ........cccoeiiiriiiiiieii et s be e 30
5.5.2. Stanoveni obsahu komponent ve vzorcich odebiranych v ramci difuznich experimenti.... 32
5.5.3. Méfeni pomoci HPLC .......cccviiiiiiiiiiee e 33
VYSLEDKY A DISKUSE ......ccviiiiiiiiiiiiiisii it 34
6.1, DIfUZNT €XPOIIMENLY 1..vvviiiiiiieiiie ettt nbb e be e e sbeeeananas 34
6.1.1. Optimalizace MELOAY .......ccueiiiieeie et re e sre e 34
6.2. Kalibrace metod kvantitativni analyzy............ccceoiriiiiiiiiicie e 35
6.2.1. UV-VIS SPEKLIOMELIIE ..ottt sttt sttt te e e sresteesbesre s 35
6.2.2. HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie...........c.ccooeriiiieiiniinieninece e 37
6.3. Difuze aktiviniCh LAtk ........cooiiiiiiii e 37
6.3.1. Transport ibuprofenu SOANEN0.........cocviiiiiiiieii e e 38
6.3.2. Transport diklofenaku SOANENO ..........ccoviiiiiieiiic e 39
6.3.3. Transport kyselého ibUPrOfeNU...........ccciiiiiiiiiie s 39
6.4. Difuze IZNONUMALIUL.....cocuiiiiiiii e 40
6.4.1. Roztoky lignohumatu draselného .............ccooieiiiiiiiiii e 40
6.5. Difuze aktivnich latek ze smési s lignohumatem ............ccocviiiiiiiiiiniie, 41
6.5.1. Transport diklofenaku sodného s lignohumatem.............cccceeiiiiiiiiiniiiie e 42
6.5.2. Transport ibuprofenu sodn€ho s lignoOhUMAEM .........ccceeiiriiiiiinieise e 42
6.5.3. Transport kyselého ibuprofenu s lignohumatem .............cccoeeiiiiiiiiiii e, 43
ZAVER ...ttt R Rt bt 44
ZDROUJE .ottt 45
SEZNAM OBRAZKU ..ottt stttk b e b ettt bbbt b e 51
. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK .......cciiiiiiiiiiitiiiiiie ittt sbe e 52
. SEZNAM PRILOH .......ooiiiiiiiiiii i e s 53
o PRILOHY ..ottt bbb bbb e nne s 54



1. otvoD

Diulezitym odvétvim mediciny je jiz od nepaméti 1é¢ba a utlumeni bolesti jakékoliv intenzity
a ve vSech typech tkanich. Moderni medicina nabizi v tomto sméru nespocetné mnozstvi jak
silnych 1€¢iv, pouzivanych pii 1€cbé chronickych bolesti, tak komercnich [é¢iv volné
prodejnych i1 bez 1¢kaiského predpisu. Pravé mezi komercné dostupnd 1éciva se tadi latky
vybrané pro experimentalni studium prezentované v této praci, a to ibuprofen v kyselé i zasadité
formé, diklofenak sodny a ketoprofen. Neopioidni analgetika, mezi které se tyto latky fadi, maji
velkou uc¢innost v utlumeni béznych bolesti, neméné dulezitym aspektem 1é¢by je také rychlost,
se kterou dokazou bolest potlacit. Rychlost u¢inku je ovlivnéna rychlosti vstfebavani aktivni
latky organismem, a proto pravé tato vlastnost je dulezitym kvalitativnim ukazatelem
analgetické substance.

Huminové latky jiz nasly své uplatnéni ve spousté rtznych primyslovych odvétvi jako
naptiklad v agroprimyslu, ochrang Zivotniho prostfedi, papirnictvi a stavebnictvi. Jejich Siroké
spektrum vlastnosti, dostupnost a nendrocné uskladnéni déla z téchto latek skvély cil pro rizné
druhy experimentt a studii. V medicing jiz své uplatnéni také nasly, a to hlavné diky svym
protizdnétlivym a antivirovym ucinklim. AvSak jejich pole vyuziti jeSté neni dostatecné
prozkoumano. V piedchozi experimentéalni studii, realizované na pracovisti vedouciho préce,
byla objevena vyjimeéna schopnost huminovych latek, a to urychlit nékterych vstfebavani
1é¢ivych latek pies praseci kazi.

Cilem této prace bude experimentalné dokazat nebo vyvratit tuto schopnost urychlit vstiebavani
1é¢ivych pripravki s pouzitim syntetické Strat-M® membrang, ktera byla vyvinuta jako model
lidské ktze pro studium transdermalni absorpce aktivnich farmaceutickych ingredienci.
Vybranou aparaturou pro tuto studii jsou vertikalni Franzovi difuzni cely, které se vyuzivaji
pro riizné experimenty, zaméfené na studium difuzniho transportu. Pro detekci aktivnich latek
po jejich prostupu membranou byly vyuzity metody UV-VIS spektrometrie a kapalinové
chromatografie.



2. CIL PRACE

Tato bakalarska prace si klade nékolik cilt, a to navrhnout a optimalizovat proceduru
experimentalniho studia transdermalni absorpce aktivnich farmaceutickych komponent
s vyuzitim Franzovych difaznich cel a Strat-M® membran jako syntetického modelu
simulujiciho bariérové vlastnosti lidské ktize. DalSim cile prace je posouzeni efektu pfitomnosti
modelovych huminovych latek (Lignohumatu) na rychlost transdermalni penetrace vybranych
analgetik.



3. TEORETICKA CAST
3.1. Huminové latky

3.1.1. Charakterizace huminovych latek

Huminové latky (HS, z angl. humic substances) jsou definovany jako piirodni organické
slouceniny, které vznikaji chemickym a biologickym rozkladem rostlinnych zbytka
a organisml jak zivoc¢iSného, tak i rostlinného ptvodu. Jsou soucasti raSelin, sedimentd,
hnédého uhli, zemin a lignitu. Lze je povazovat za koloidni chemické latky vzniklé kondenzaci
anebo polymeraci jednodussich slozek, spojenych pfimo nebo pomoci mustkové vazby. Obsah
huminovych latek se v pfirodnich matricich pohybuje ve stopovych mnozstvich (jily, pisky),
ptes jednotky procent (bézné zeminy) az k desitkam procent (lignit, hnédé uhli). Mimotadné
vysoky obsah — 80 % a vice vykazuje napf. raselina [1,2].

Huminové latky se daji rozdélit podle rozpustnosti v riznych médiich na huminové kyseliny
(HA, z angl. humic acids), fulvinové kyseliny (FA, z angl. fulvic acids) a humin. Huminové
a fulvinové kyseliny jsou dobie rozpustné v zédsaditych roztocich, fulvinové kyseliny jsou
vodorozpustné pii vSech hodnotach pH. Pokud bychom tedy chtéli tyto dvé slozky oddélit,
vyextrahujeme HA pomoci ziedéného zasaditého roztoku a vysrazime kyselinou, tim HA
oddé¢lime od rozpustnych FA. Humin piedstavuje ve vodé nerozpustny zbytek [3].

3.1.2. Struktura huminovych latek

Struktura huminovych latek neni stidle zcela objasnéna. Je zndmo, Ze chemické sloZeni
huminové hmoty zahrnuje mnoho aromatickych kruht, které interaguji mezi sebou
a s alifatickymi fetézci, a tim vznikaji makromolekuly 0 rizné hmotnosti. Dale huminové latky
obsahuji velké mnozstvi funkénich skupin, pficemz vétsinu tvoii karboxylové (—COOH)
a hydroxylové (—OH) skupiny. HS vznikaji kombinaci n¢kolika reak¢nich cest a Siroké Skaly
chemickych vazebnych systémd, je velmi obtizné definovat ptesny vzorec jejich slozeni [4,5].
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Obrdazek 1: Hypoteticky strukturni vzorec kyseliny huminové dle Stevensona [1]



Obrazek 2: Hypoteticky strukturni vzorec kyseliny huminové dle Steelinka [6]

3.1.3. Puvod huminovych latek

O vzniku huminovych latek existuje nékolik teorii. Na uk4zku budou uvedeny dvé nejcastéji
sklonované: degrada¢ni (ligninova) a synteticka (polyfenolova) teorie. Je mozné, ze oba
mechanismy pracuji zaroven a mohou se mezi sebou prolinat. Degrada¢ni technika je
pravdépodobnéjsi pro vznik huminovych latek ve vodnim prostiedi, oproti tomu synteticka je
relevantni pro vysvétleni vyskytu huminovych latek v suchozemskych ekosystémech [7].

3.1.3.1. Degradachni teorie

Zakladem této teorie je mikrobidlni rozklad odumfelého rostlinného materialu.
Vysokomolekuldrni huminy vznikaji z t€Zko rozlozZitelnych latek, jako je naptiklad lignin,
melanin a kutin. Proces pokracuje oxidaci na huminové Kkyseliny, dale se transformuji
na fulvokyseliny, poté na mensi molekuly a po velmi dlouhé dobé& by se i tyto mensi molekuly
meély rozlozit na oxid uhli¢ity a vodu [7].

3.1.3.2. Syntetickd teorie

Dalo by se fict, Ze tato teorie je protichtidna k degradacni. Pfedpoklada se, Ze se rostlinné tkané
nejprve rozpadaji na mensi molekuly (karboxylové kyseliny, fenoly), ze kterych enzymaticky
katalyzovanou syntézou vznikaji nejdiive fulvokyseliny, poté huminové kyseliny a v posledni
fadé Humin [7].

3.1.4. Vyuziti huminovych latek

Huminové latky maji vyuziti ve spousté riznych odvétvi. Velmi dileZité jsou v agronomické
oblasti, protoZze vyznamné ovliviiuji kvalitu a produktivitu pidy. Diky tomu, Ze zlepSuji
fyzikalni vlastnosti pidy a zlepSuji vlhkostni podminky, se HS pouZzivaji jako pfisady do hnojiv
[8]. Dokonce existuji studie, které se zabyvaji hojivymi u¢inky humatu sodného na listech
rostlin nebo schopnosti humatu amonného stimulovat rast rostlin [9].

Co se tyce primyslu, vyuZivaji se od stavebnictvi az po vyrobu papiru. PouZivaji se jako ptisady
k fizenému tuhnuti betonu, jako barvivo na kize nebo jako piisady ke zvySeni mechanické
pevnosti nezpracované keramiky [10]. Huminové latky se také uplatiiuji pii vyrobé a barveni
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plastl nebo jako piisady zmékcovadel pro PVC [11]. V papirenském primyslu nasly také své
misto, naptiklad pfi vyrobé listi papiru vedoucich elektfinu nebo papiru s vysokou pevnosti
Vv tahu a v posledni fad¢ i v recyklaci [12].

Huminové a fulvinové kyseliny se oznacuji jako pfirodni organické koloidy, tvoii ve vodé
komplexy kovu. Této vlastnosti se vyuzivda mimo jiné v ochrané zivotniho prostiedi. Tyto
kyseliny jsou schopné odstranovat toxické latky a dalsi znecistujici latky z vody. Byly vyvinuty
filtry na bazi humusu, které odstranuji pesticidy a fenol z odpadnich vod [13].

V poslednim desetileti roste zdjem o vyuziti huminovych materidli v medicin¢ a biologii.
Hlavnim divodem tohoto zajmu jsou jejich antivirové a protizanétlivé ucinky [14]. Diky
schopnosti vytvaret chelatové komplexy s tézkymi kovy (jako je kadmium), se daji huminové
latky vyuzit k eliminaci té€zkych kovi z zivych organismi [15].

3.2. Kiize jako kli¢ovy bariérovy organ lidského téla

Kize, jakozto nejvétsi organ lidského téla, predstavuje u dospélého ¢lovéka plochu asi 2 m?,
coz odpovida 15% celkové télesné hmotnosti. Poskytuje fyzickou i chemickou bariéru, ktera
plni funkci ochrany pfed mechanickym poskozenim, udrZzuje homeostazu omezenim ztraty
vody, elektrolytl a tepla a chrani pfed mikroorganismy, toxickymi latkami a ultrafialovym
zatenim. Sklada se ze dvou typu tkani rizné struktury, slozeni a embryologického piivodu a je
oddélena bazalni membranou. Existuji tfi zakladni vrstvy: epidermis, dermis a subkutdnni
vrstva. Vlasy, nehty, mazové zlazy a potni Zldzy (apokrinni a ekrinni) se povazuji za kozni
derivaty nebo ptidavky. I kdyz je strukturdlné spojitd v celém téle, kiize se méni v tloustce
podle véku jedince a anatomického mista [16,17].

3.2.1. Struktura lidské kaze

Vnéjsi vrstvu kaze tvori pokozka (Epidermis). Neobsahuje cévy a je tvofena péti vrstvami
odlisnych bungk, které jsou zndzornény na obrazku 3. Vrstva, kterd je nejbliZ okolnimu
prostiedi se nazyva rohova vrstva. Tuto ¢ast tvoii zhruba 20 vrstev plochych bezjadernych
bunck vyplnénych keratinem. Skladéa se z ceramidd, cholesterolu, volnych mastnych kyselin
a dalSich latek. V dolni ¢asti vrstvy jsou buiiky kompaktni, v horni ¢asti dochdzi k odlupovani
rohovych bunék. Pod rohovou vrstvou se nachazi vrstva svétlych bunék, ktera je takové tvofena
plochymi bezjadernymi buitkami. Nasleduje vrstva zrnita, ta obsahuje ploché bunky s plochymi
jadry. Jsou vyplnéné keratohyalinem, coz je prekurzor keratinu. Vrstva ostnita je tvoiena 4-8
vrstvami polygondlnich bunék, které jsou spojeny bunéénymi mistky. Tyto buniky se skladaji
Zjadra a ostatnich organel. Prostor mezi bunikami je vyplnén tkanovym mokem. Posledni
vrstvou je tzv. zdkladni vrstva, je tvorena cylindrickymi burnikami, které jsou umisténé
na bazalni membrané. Tato membrana oddéluje pokozku od skary.
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rohova vrstva
vrstva svétlych bunék

zrnita vrstva

ostnita vrstva

zakladni vrstva

bazalni membrana

Obrazek 3: Schématické zndazornéni stavby pokozky [18]

Mezi dalsi typy bunék nachazejici se v pokozce patii pigmentové buniky, Langerhansovy buiky
a Merkelovy buiiky, avSak tyto typy nejsou duilezité z hlediska bariérové funkce pokozky.

Dulezitym faktorem pro vstup chemickych latek do organismu je rozdilny charakter hydrofobni
rohové vrstvy a hydrofilni charakter ostatnich vrstev pokozky. Rohova vrstva je hlavni bariérou
proti priniku latek z prostfedi. Pokud by byla poskozena, vrstvy pod ni a $kara by diky svému
hydrofilnimu charakteru mohly zabranit proniknuti lipofilnich latek.

Dalsi vrstva kiize zvana dermis ($kara) je tvofena vazivovymi bunikami, vldkny a mezibunéénou
hmotou. Skéra obsahuje krevni a lymfatické cévy, nervy a nervova zakondeni, sekre¢ni &asti
potnich, aromatickych a mazovych Zlaz, buiiky imunitniho systému a cibulky vlasovych
folikult.

Subkutanni vrstva (podkozni vazivo) netvoti s dermis ostrou hranici. Podkozi obsahuje tukové
buiiky (mnoZstvi je rizné), cévni a nervové pletené a je tvoreno vazivem. Z hlediska priniku
chemickych latek do organismu je tato ¢ast zanedbatelna [18].

3.2.2. Kozni transport

Jednou z kli¢ovych vlastnosti kiize je Fizeni transportu latek do organismu, ale i transportu
odpadnich latek nebo latek regulujici teplotu ven z organismu. V této praci je kladen diiraz spise
na vstiebavani aktivnich latek do organismu. Existuje nékolik zplisobu, jak miize latka
penetrovat pres kozni bariéru. Transport ptes téla bun¢k rohové vrstvy a nasledné pies ostatni
bunécéné vrstvy pokozky se nazyva transcelularni, oproti tomu u interceluldrniho transportu
prochazi latky mezibunéénymi prostory. Prestup latek miize probihat i ptes vlasové folikuly
nebo mazové a potni zlazy, které jsou zndzornény na obrazku 4.

Nejcastéji vyuzivana cesta pro prestup pies kiizi je intracelularni. Co se ty¢e transportu pies
vlasové folikuly a potni a mazové Zlazy, n¢ktera studie jim nepfipisuje velky vyznam, jina
oznacuje vlasové folikuly jako misto, kde se moznost absorpce a penetrace chemickych latek
zvySuje [18, 19].
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povrchova facie
stratum germinativum

stratum corneum
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vlasova cibulka

10. vlasova papila s cévami
11. dfen

12. kura vlasu

13. vlasova pochva

14. mazova zlaza

15. sval vzpiimovac vlasu

16. potni zlaza

Obrazek 4: Anatomicka stavba kiize [20]

Permeabilita klize je zavisla na fadé faktord. Patii mezi n€¢ pohlavi, rozdilna tloustka ktize
na riznych ¢astech téla, hustota vlasovych folikuld, pritok krve a vek.

Existuji latky, které dokdzou narusit ochranou funkci kiize a tim i zvys$it propustnost. Jedna se
o Cinidla, kterd maji schopnost denaturovat bilkoviny (napt. detergenty), nebo rozpoustédla
zpusobujici extrakei lipidl z rohové vrstvy. ZvySeni penetrace miiZou zpusobit také rizna
onemocnéni, jako alergicka kontaktni dermatitida nebo atopicky ekzém [19].
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4. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

4.1. Vyuziti difaznich cel pro laboratorni testovani kozniho transportu

Difuzni komurky jsou zdkladnim laboratornim zafizenim pouzivanym pro testovani
transdermalni absorpce chemickych latek in vitro. Jsou klasifikovany podle sméru penetrace
na horizontalni a vertikalni, na obrazku 5 je vyobrazeno jejich schéma. Co se tyce vyuziti
V praxi, prevazuje pii testovani transdermalni absorpce vyuziti vertikalnich zafizeni. Komtrky
byvaji zhotoveny z inertnich materialti, jako je napiiklad sklo nebo teflon. Jsou rozdélené
do dvou ¢asti, mezi né je upevnéna membrana, na kterou se nanasi vzorek. Testovana latka
0 znamém SloZeni a koncentraci je nanasena na piesné stanovenou plochu membrany (0,3-0,5
cm?).

Vyuzivaji se dva typy davkovéni, tzv, ,konecnd davka“ se vyuZziva v pfipadech simulace
realného pouziti aktivni latky. Mnozstvi aplikované latky by mélo byt takové, aby dostatecné
pokrylo vybranou membranu. Pfi této metodé davkovani miize dojit k ¢astecnému odpaieni
aplikované latky, stejné jako v redlném Zivote. Druhym typem davkovani je tzv. ,,nekonecné
davkovani“. Testovana latka se nanasi v nadbytku a odpareni se eliminuje pouzitim okluze

J4

(uzavienim donorové ¢asti) [18].

donorovd fast
kiize

i / ——odiok

receptorova ¢dst

pitok
——1— temperovanal dzel ———
= A michadlo i
1 1
staticka vertikalni difuzni komurka pratokova vertikalni difuzni komurka

Obrazek 5: Staticka a pritokova difuzni komuirka [18]

4.1.1. Franzova difuzni cela

Franzovy cely jsou Siroce pouzivanou metodou pro hodnoceni prostupu 1é¢iv in vitro. Aparatura
je vyrabéna nejCastéji ze skla, sklada se ze dvou ¢asti — donorové (darcovské) a akceptorové
(pfijimaci), tato ¢ast mize byt nazyvana i receptorova. LéCivy piipravek se vlozi do donorové
casti a v akceptorové Casti je nachystano pfijimaci médium. Tyto dvé €asti jsou oddéleny
membranou, coz miize byt vzorek kuze, anebo uméla membrana. Aby byla dosazena
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homogenita koncentrace a rovnomérnost difuze, je pfijimaci médium michano. Michani ma
také vliv na rovnomérné rozlozZeni teploty v pfijimaci kapaling, ve které¢ by méla byt udrzovana
konstantni teplota. Pokud by teplota nebyla konstantni, mohlo by dojit ke zkresleni vysledkd,
jelikoZ pohyb ¢astic je zavisly na teploté [21,22].

Mezi vyhody Franzovy difuzni cely patii minimalni manipulace s tkanémi, nekontinulni odbér
vzorki a nizké mnozstvi 1é¢iva potfebné pro analyzu [21].

4.2. Membrany vyuzivané pri testovani kozniho transportu

4.2.1. Lidska kiize

Nejlepsi membranou pro testovani transdermalni absorpce chemickych latek in vitro je lidska
ktze. Vzorky klize se ziskavaji od zivych dérct, ktefi prodélali chirurgickou operaci a dali
souhlas darce, nebo z tkaniové banky. Vzorky kiize se nejcastéji odebiraji z bficha, hrudniku,
boku a zad. Dostupnost tohoto typu membrany je vSak velmi omezena, a to hlavné z divodu
malého mnozstvi déarct. Jednim z cilii této prace bylo experimentalné otestovat alternativu
ke koznim membranam, ktery by byla dostupnéjsi

4.2.2. Zvireci kiize

Dalsi z alternativ lidské kuze je ktze opi¢i nebo praseéi. Jsou svou fyziologii, anatomii
a chemickym slozenim velmi podobné kuzi lidské. V nasi krajinné oblasti je dostupnéjsi kiize
praseci. Pro experimenty je nejvhodnéjsi vzorek kiize z usniho boltce, ktera je lidské nejvice
podobna, ale vyuZzivaji se 1 vzorky z bficha, bokl a zad. Kize ostatnich zvitat (napt. kralici,
potkani) nejsou vhodné na laboratorni experimenty. Maji rozdilnou fyziologickou
a anatomickou strukturu, taky obsahuji velky pocet vlasovych folikull, které vyznamné zvysuji
rychlost penetrace [18].

4.2.3. Uméla kiize

Z dvodu Spatné dostupnosti lidské kiize a zvySujiciho se odporu viici testovani na zvifatech,
roste snaha o vytvofeni umélé kiize. Tato alternativa se vytvafi in vitro z keratinocytt,
vypéstovanych na vhodné podloZce. Buniky péstované ve 2D monovrstvach nejsou schopné
napodobit slozitost kozniho mikroprostiedi, proto je vyvoj umélé kiize zaméfeny spise na 3D
modely. Nicméné umeéle vytvorend kiize zatim nedosahuje vlastnosti lidské a podstatnym
problémem je i umé&lé vytvoreni koznich derivatl, jako jsou napf. potni Zlazy a vlasové folikuly,
které maji nezanedbatelny vliv na penetraci chemickych latek [18,23].

4.2.4. Syntetické membrany

Posledni alternativou jsou synteticky vyrabéné membrany. Cil jejich vyvoje je vyfeSit nékteré
nedostatky, které vznikaji pfi pouziti lidské kize v transdermdlnich experimentech. Jsou to
naptiklad Spatné reprodukovatelnost z diivodu razné tloustky kiize darce, kozni onemocnéni,
podminky skladovani, slozitost pfipravy, riiznd hustota vlasovych folikulii, vék darce a vysoké
naklady. Syntetické membrany oproti kiizi nabizeji kontrolovanou tloustku membrany, nizky
skladovaci prostor i nizké naklady [24].

15



Membrany, které se vyuzivaji pro transdermélni penetrace jsou nejéastéji tenké porézni folie,
jako napftiklad acetat celulézy nebo polysulfonyl. VEtsina uméle vytvorenych membran se snazi
napodobovat bud’ hydrofilni nebo lipofilni drahu kiize. V kizi ¢lovéka se ovsem objevuji obé
tyto drahy soucasng, proto se vyzkumy zabyvaji spojenim téchto dvou drah [25].

4.2.4.1. Membrany z acetdt celulozy

Jde o jednoduchou syntetickou porézni membranu, ktera byla pouzivana pfi difuznich studii
v poslednich deseti letech. Bariérova funkce této membrany ovSem zcela nekoreluje
s vlastnostmi lidské kiize. Kromé toho muze interagovat s nékterymi chemickymi latkami
amiize ovliviiovat permeaci lé¢iva a v dusledku toho vykazovat nespravnou hodnotu
propustnosti [25].

4.2.4.2. Strat-M® membrdna

Tato membrana je sloZena z nékolika vrstev polyether-sulfonu. Byla navrzena tak, aby méla
podobné¢ strukturni a chemické vlastnosti, jaké se vyskytuji v lidské kiizi, avSak s vynechanim
jakéhokoli biologického chovani (absence zivotaschopnych buné€k). Je vyrobena tak, ze imituje
hydrofilni a lipofilni drahu, ¢imz se vlastnostmi velmi podoba lidské pokozce [24,25]. Dikaz
morfologické podobnosti podava vyzkum, ktery membranu podrobil experimentu za vyuziti
skenovaci a transmisni elektronové mikroskopie. Strat-M® membrana ma podobnou tloustku,
velikost port, prumér a povrchovou morfologii jako lidska kize [26].

Vysledky nékterych studii naznauji, ¢ membrana Strat-M® je idedlni nahradou ktize pro
pilotni studie difuznich testd. Také vykazuje lepsi vysledky, nez konkurenéni membrany
z acetat celulozy [25].

Uzka vrchni vrstva podobnd rohové
vrstvé kuZe

-
L] = L () Dvé vrstvy polyethersulfonu (PES)
~ napodobujici dermis kiZe
L] o
*
)
[ o °

Podkoini tkan z polyolefinovych
netkanych textilii

Obrazek 6: Vicevrstva struktura Strat-M® membrdany [24]
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4.3. Analgetika jako modelové farmaceuticky aktivni latky absorbované kazi

Analgetika jsou latky, které ¢astecné nebo Uplné tlumi bolest. D¢Eli se podle toho, jak silnou
bolest jsou schopné potlacit a podle piisobeni na organismus. Jejich vyuziti saha od bézného
nekontrolovaného uzivani v domacnostech az po 1écbu chronickych bolesti v nemocnicich.

Prvnim typem jsou neopioidni analgetika, patii mezi n¢ antipyretika nebo nesteroidni
antiflogistika. U¢innost téchto 1éki zavisi na inhibici enzymi syntetizujicich prostaglandiny.
Jsou vhodna napftiklad proti zanétlivé bolesti, bolesti kosti a proti nékterym typtim migrén.
Jednou z vlastnosti této skupiny je tzv. stropni efekt, pokud je davka analgetika zvySena nad
terapeutickou davku, nedochazi ke zvySeni ucinnosti, ale zvySuje se riziko vedlejSich ucinkd.

Skupina opioidnich analgetik se vyuziva k 1écbé velmi silnych bolesti. Primarnim mistem
ucinku je pro tyto 1éky centralni nervova soustava. Velkou nevyhodou téchto analgetik je to,
Zze pti Castém a nekontrolovaném uzivani dochazi k vytvofeni zavislosti. Nejznaméj$im
zastupcem této skupiny je morfin, ktery je ¢asto pouzivan v 1é¢bé chronické bolesti [27,28,29].

V této bakaldiské praci se budeme dale zabyvat neopioidnimi analgetiky, kterd jsou bézné
komer¢né dostupna a jsou vyuzivany v fadé riznych 1é¢iv k topické aplikaci.

4.3.1. Diklofenak

rrrrr

-----

akutnich a chronickych bolesti a zanétlivych stavii. Pii perordlnim podani je absorpce
diklofenaku rychlé a tplna. Dalsi vlastnosti je, Ze se zna¢né vaze na plazmaticky albumin.

Jeho u¢innost je dana inhibici prostaglandinii, pfesnéji inhibici enzymil cyklooxygenazy-1
(COX-1) a cyklooxygenazy-2 (COX-2), ¢imz snizuje syntézu prostaglandint, prostacyklint
a tromboxanovych produktt [30,31].

V soucasné dob¢ je k dispozici n€kolik typu diklofenaku, mezi které patii tieba sodna sil
diklofenaku (Voltaren) nebo transdermalni naplast s diklofenakem epolaminem (Flector). Gel
Voltaren je pouzivan od poloviny 20. let 20. stoleti k tlevé od bolesti artrozy v rukou a kolenou.
Dalsi diklofenakovy gel Solaraze, je schvalen pro 1é¢bu 1ézi v disledku aktinickych keratdz
(koZnich nadort). Flector, diklofenakovd epolaminova néplast, poskytuje tlevu od akutni
bolesti zpusobené drobnym namozenim, podvrtnutim nebo modfinami [30].
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Obrazek T: Strukturni vzorec diklofenaku

Diklofenak je 1é¢ivo s pomérné kratkym biologickym polocasem (1,2—1,8 h), proto je nutné
opakované davkovani, nejcastéji 3X denné. Pokud dochéazi k dlouhodobému uzivani
konvencnich 1ékovych forem, diklofenak vykazuje tendenci k hromadéni se v organismu, coz
muze mit za nasledek velmi vdzné nezddouci G€inky na kardiovaskuldrni, gastrointestindlni
a centralni nervovy systém [32].

4.3.2. Ketoprofen

rrrrrr

prasek bez chuti a zdpachu. Je rozpustny v organickych rozpoustédlech, jako jsou aceton,
chloroform, methanol, ether atd. Musi byt chranén pied pfimym svétlem a vlhkosti, jinak je to
latka stabilni pfi pokojové teploté. Toto analgetické 1é¢ivo se rychle vstiebava bez ohledu
na zptsob podani. Nejvyssi u€innosti dosahuje v prvni hodin€ po podani (plati pro oralni,
rektalni a parenteralni podani) anebo po Sesti hodinach (subkutanni podani) [33,34].

O CHs

O
-~ g

OH

Obrazek 8: Strukturni vzorec ketoprofenu

Ketoprofen je jednim 2z nejsilnéjSich inhibitori cyklooxygendzy. Kromé ucinki
na cyklooxygendzu inhibuje ketoprofen lipoxygendzovou drédhu kyseliny arachidonové. Tato
draha produkuje necyklizované monohydroxykyseliny a leukotrieny. Klinicky vyznam inhibice
lipoxygenazy zatim nebyl objasnén. Jedna z moznych teorii je, Ze inhibitory lipoxygenazy
mohou zmirnit bunééné zprostiedkovany zanét, a tak zpomalit progresi destrukce tkané
v zanicenych kloubech.
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Tento 1¢k mé jednoduchy metabolismus, kratky biologicky polocas a nehromadi se pfi vétSim
davkovani v organismu. Diky témto vlastnostem ma ketoprofen rychly nastup a¢inku, flexibilni
davkovani a velmi dobry profil tolerance. Dv€ nezavislé studie potvrdily terapeutickou
rovnocennost ketoprofenu s aspirinem, indomethacinem a ibuprofenem u revmatoidni artritidy
a s aspirinem u osteoartritidy. V soucasné dob¢ je na celém svété prodavan v riaznych formach:
injek¢ni roztoky, Cipky a topicky gel.

Z nékterych studii, které provadély testy na riznych zvitecich modelech (potkani, mysi, kralici,
morcata a holubi) vyplyva, Ze ketoprofen vykazuje silnou aktivitu proti akutnimu
a subakutnimu zanétu. V téchto studiich bylo prokdzano, ze ketoprofen je pfi snizovani zanétu
20krat ucinnéjsi nez ibuprofen, 80krat ucinnéjsi nez fenylbutazon a 160krat G€inngjsi nez
aspirin [35].

4.3.3. lbuprofen

Ibuprofen je jednim z nejpouzivangjsich nesteroidnich protizanétlivych 1é¢iv v CR [36]. Jedna
se o bily krystalicky prasek, ktery je nerozpustny ve vodé, a to diky svym hydrofobnim a vysoce
soudrznym vlastnostem. Da se snadno rozpustit v acetonu, etheru, methanolu
a v dichlormethanu [37, 38]. Muze také tvorit bezbarvé jehlicovité krystaly, které komplikuji
vyrobu ibuprofenovych tablet. Ibuprofen je diky svym silnym analgetickym, antipyretickym
a protizanétlivym uéinkiim pouzivan k tlevée od bolesti, proti horecce 1 ptiznakiim revmatoidni
artritidy a osteoartrdozy, a to jak oralné, tak lokaln¢ [38].
O

OH

HaC CHs
CHs

Obrazek 9: Strukturni vzorec ibuprofenu

Stejné jako diklofenak se ibuprofen vaze na plazmaticky albumin a také je jeho u€innost zavisla
na inhibici syntézy prostaglandinii. Z organismu se vylucuje pomoci moci, vetsi ¢ast pred
odbouranim projde biotransformaci, ale mensi procento se vylucuje beze zmény. U lidi
v kone¢ném stadiu onemocnéni ledvin mtze dochéazet k hromadéni 1éciva v téle [39].

Ibuprofen se fadi mezi chiralni slou¢eniny. Jeho S-(+)-enantiomer je farmakologicky aktivng;jsi.
Uvadi se, ze S-(+)-ibuprofen je asi 160krat 1¢innéjs$i nez R-(-)-ibuprofen pfi inhibici syntézy
prostaglandind in vitro [39].

Vsechna analgetickd 1éCiva se ¢im dal vice nachézeji v riznych slozkach Zivotniho prostiedi.
Nejcastéji se nachazeji v ptid€ a ve vodnim prostiedi. Je to praveé z divodu vylucovani 1é¢iv do
odpadnich vod a nasledné nedokonalé odbouravani v Cisti¢kach odpadnich vod. Ze splaSkové
vody se podafi odstranit pouze 60 az 90 % 1é¢iv [36].
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4.4, Huminové liatky jako aktivni a pomocné farmaceutické ingredience

Problematikou huminovych latek se jiz zabyvalo velké mnozstvi rtiznych studii. Poznatky
z téchto védeckych praci byly pouzity pro vylepsSeni vlastnosti 1€¢iv, jako napiiklad sylimarinu,
ketokonatolu, karmabazepinu, furosemidu a dalSich. Z reserse vyplyva, ze Casto pouzivanym
zdrojem huminovych latek je shilajit, ktery se vyskytuje zejména v pohoti Himalaji [40]. Pro
analyzu vybranych vzorkli byly nejcastéji vyuzivany analytické metody, jako diferencidlni
skenovaci analyza, rentgenova difrakce nebo infracervena spektroskopie s Fourierovou
transformaci. Velka vétSina studii se vysledky shoduji na tom, ze huminové latky, zvIaste
fulvinové kyseliny, zlepSily rozpustnost vybranych 1é¢iv. Také bylo prokazano zlepseni
kyselych pufrovacich a mukoadheznich vlastnosti 1€Civ. Na obrazcich 10-14 jsou zpracovany
tabulky se struénym popisem cile, pribéhu a vysledku védeckych praci zabyvajicich
se huminovymi latkami.

V diplomové praci, na kterou tato bakaladiskd prace navazuje, byla objevena vyjimecna
schopnost huminovych latek, a to urychlit vstfebavani nékterych léCivych analgetickych
piipravku ptes prase¢i kuzi [41]. Pokud by se tyto vysledky potvrdily, mohli by se huminové
latky vyuzivat jako enhancery transdermélniho transportu riznych lé€iv.
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AKtivni latka

Silymarin (extrakt z Ostropestice) s
kyselinou fulvinovou

Ketokonazol s kyselinou fulvinovou

Andrografolit s kyslinou huminovou

Z jakého zdroje je
huminovi litka

Novozélandska raSelina

Cil prace

Prace se zabyva problematikou
zlep$eni rozpustnosti a pronikani
1éku pomoci pridavku fulvinové
kyseliny ve srovnani s ¢istym
lékem.

Porovnani huminové a fulvinové
latky z hlediska zvySeni rozpustnosti
nerozpustnych (nebo malo
rozpustnych) latek, které se
vyuZivaji v medicing.

Zvyseni rozpustnosti a
hepatoprotektivni u¢innost (G¢innost
na jaterni bunky).

Syntéza komple xt
1é¢iva s FA nebo
HA

Fyzikalni smés: Fyzikalni smés
SILY a FA byla pfipravena
rozemletim vhodného mnozstvi
smési po dobu 60 minut v ¢istém
suchém sklenéném tloucku a
vysledna hmota byla protlacena
sitem o velikosti 100 mesh, ¢imZ byl
ziskan prasek stejnomérné velikosti.
Hnéteni: Odvazené mnozstvi
SILY a FA a trituruje se po dobu
15 minut. B€hem procesu byl obsah
vody v pasté empiricky upraven
ethanolem a triturovan pro udrzeni
konzistence pasty. Triturace
pokracovala, dokud se produkt
nezacal susit na sténach malty.
Produkt byl dale susen v horké
vzduchové peci pii 60 ° C po dobu
15 minut, v prasku, prosel sitem o
velikosti 100 mesh.

Byl zvolen optimalni pomér vzorku
KTZ a FA, byl pfipraven za
magnetického michani pti 200 ot /
min, do roztoku bylo pfidano
vypocitané mnozstvi léciva a
ponechano po dobu 48 hodin.
Vysledny roztok byl zmrazen po
dobu 24 hodin a poté lyofilizovan.
Jako kryoprotektant byl piidan
roztok sachar6zy (2% hm./obj.).
Vysledna hmota byla poté
rozpra$ena ve sklenéné tfeci misce
a protlacena pres sito o velikosti
100 mesh, ¢imz byl ziskan jemny
prasek stejné velikosti.

Komplexy AGP s HA byly
ptipraveny v hmotnostnim poméru
1:1,1:2a2:1 (HA: AGP)
odpafenim rozpoustédla. AGP byl
rozpu$tén v methanolu, ve kterém
byl roztok HA pridal. Byly dobie
promichany a podrobeny
odpatovani ve vakuu pomoci
rota¢ni odparky pti 70 °C po dobu
20 minut Ziskany komplex byl
ulozen ve vzduchotésné nadoby a
pouzity pro dalsi studium.

Jaké metody byly

Stanoveni rozpustnosti ve vodé
— tvorba komplexd zna¢né zvysila
rozpustnost silymarinu ve vod¢,
DSC - silymarin miize byt v
amorfnim stavu v bindrnich

pomoci DSC analyzy a
Rentgenova difrakce — XRD
byla prokdzana krystalita vzorki a
ztratu krystalického charakteru v
komplexu, Fourie rovy

Pomoci diferencialni skenovaci
kalorimetrie a Fourierovy

trans formacni infracervené
spektroskopie se dokazala
interakce HA s AGP, rentgenové

vyuviity'pf"i systémech, FT-IR — Bylo zjiSténo, |transformaéni infraervené difrakce prokazala, Ze 1é¢ivo ma
ureovant - ,e disperze je lepsi v PM (fyzikalni |spektroskopie. krystalickou povahu, HA amorfni, a
rozpustnosti smés) nez KD (hnéteni) Studie komplex vykazoval snizeni
disoluce — zvyseni rychlosti krystalinity -> to miize ovlivnit
rozpousténi PM ve srovnani s KD rozpustnost. Skenovaci elektronové
je vyssi. mikroskopie.
Bylo prokazano nékolikandsobné  |Kyselina fulvinova ma lepsi Kyselina huminova zlepsila
zvétSeni rozpustnosti a pronikani  |vysledky v rozpustnosti nez kyselina |rozpustnost, 1€k mél i lepsi
lé¢iva v kombinaci s fulvinovou huminova. Vyhodou FA je ijeji hepatoprotekei proti jaterni toxicité
Zavir kyselinou. vedlej§i pozitivni u€inky. Jedenz  |nez bézny 1ék.

problému byl, Ze na maly vzorek
1é¢iva byla velka spotfeba FA z
divodu piitomnosti velkého
mnozstvi minerali.

Obrazek 10: Tabulka odbornych c¢lankii,

zabyvajicich se problematikou huminovych latek ve
farmacii [42,43,44]
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Karmabazepin v porovnani s

Itrakonazol s HA, FA, beta-CD,

Karbamazepin s kyselinou

AKtivni latk . . . . .
fvm A kyselinou huminovou a fulvinovou HP-P-CD a kofeinem fulvinovou
Z jakého zdroje je Shilajit Shilajit Shilajit
huminova litka
Srovnani HA a FA jako Hledani nejidealngjsiho komplexu, |[Studovani vlastnosti koplexu lé¢ivo

Cil prace

komplexotvorna ¢inidla a zvySeni
dostupnosti 1é¢iva do mozku.

ktery zlepsi vstiebavani lé¢iva.

+ FA.

Syntéza komple xi
lé¢iva s FA nebo
HA

Komplexy karbamazepinu byly
ptipraveny s FA a MA,
extrahovany ze shilajitu za pouziti
riznych technik ve dvou riiznych
molarnich pomérech 1: 1 a 1: 2
Vysledna hmota byla rozprasena ve
sklenéné tieci misce a tlouc¢ku a
prosla sitem o velikosti 100 mesh,
¢imz byl ziskan jemny prasek s
casteckami o stejné velikosti.

Pozadované stechiometrické (1:1,
1:2 a 1:3) mnozstvi lé¢iva bylo
ptidano do vodného roztoku
komplexotvorného ¢inidla a bylo
michano na magnetickém michadle
po dobu 24 hodin. Jako
kryoprotektant byl ptidan roztok
sacharozy (2%, hm./obj.). Vysledné
roztoky byly zmrazeny pii-70 °C v
hlubokém mrazaku. Ten byl poté
lyofilizovan, ¢imz byla ziskana
susend hmota, ktera byla dale
rozprasena ve sklenéné tfeci misce
a tloucku a protlacena sitem o
velikosti 100 mesh, ¢imz byl ziskan
jemny prasek stejné velikosti.
Vzorky pak byly pteneseny do
vakuovych exsikatorii a suSeny na
silikagelu ve vakuu po dobu alespon
24 hodin.

Komplexy CBZ byly piipraveny s
FA extrahovanymi ze shilajitu
pouzitim rtznych technik (fyzikani
miseni, lyofilizace, odparovani
rozpoustédla, hnéteni) ve dvou
riznych molarnich pomérech 1:1 a
1:2. Vysledna hmota byla
rozpraSena ve sklenéné tieci misce
s tlou¢kem a protlacena sitem o
velikosti ok 100 mesh, aby se ziskal
jemny prasek o stejné velikosti.

Jaké metody byly

Pomoci DSC analyzy, Fourierovy
trans formacni infracervené
spektroskopie se dokazala
interakce mezi lé¢ivem a
komplexotvornim ¢inidlem,
praskové rentgenové difrakce

DSC Itz mohl ztratit svij
krystalicky charakter, je pfitomen v
amorfni form¢, Rentgenova
difrakce ->u komplexti s kofeinem
a HP-P-CD byla prokazana
krystalicka povaha, zbytek

DSC a Fourierovy transformacni
infracervené spektroskopie
dokazala vznik komplex,
Rentgenové vykonové
difraktogramy -> v§echny
komplexy vykazovaly amorfni

Vyuviity'p?'i dokézala, Ze lé¢ivo mé krystalickou |komplexii byl takika amorfni vlastnosti, Konformaéni analyza
rol;;cu(;:::g;ti povahu, FA a HA amorfni, povahy, Protonova nuklearni ~ |pomoci vypo&etni metody ->
hmotnostni spektroskopie. magneticka rezonance (1H dokazuje zvysenou stabilitu
NMR), Hmotnos tni komplexu FA a CBZ (vyss$inez
spektroskopie, Stanoveni samotné CBZ).
ucinnosti komplexace (nevhodna
metoda podle autora).
Komplexace CBZ s FA a HA FA s lé¢ivem byla zhodnocena jako |Analyzy potvrdily tvorbu komplexti
indikuje jeji ptiznivy G¢inek na nejidedInéj$i komplex. Zvysila a jako optimalizované metody
zvyseni propustnosti lé¢iva do rozpustnost 1é¢iva a také ma kyselé |oznaéily hnéteni a lyofilizaci. Profil
mozku, to znamena, ze se mize pufrovaci a mukoadhezivni uvolhovani 1: 2 lyofiliza¢niho
snizit mnozstvi Iéku a tim se snizeni |vlastnosti, coz siln€ podporuje jeji  [komplexu byl nejlepsi. Ex vivo
Zivdr vyskytu nezadoucich G¢inku. pouziti ve fyziologicky proménném |permeacni studie hnéteni a

Komplex CBZ — HA (1:2) se v
riznych studiich in vitro a in vivo
objevil jako nejlépe fungujici
komplex.

pH prostiedi vaginalni dutiny.

lyofilizace prokazala dobrou
farmakodynamickou odpovéd’.
Komplexace CBZ s FA by tedy
mohla byt zvolena jako slibny
nastroj pro oralni podavani I¢kti a

musi byt klinicky vyhodnocena.

Obrazek 11: Tabulka odbornych c¢lankii, zabyvajicich se problematikou huminovych latek ve
farmacii [45,46,47]
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AKktivni latka Furosemid s HA Furosemid s FA Ketokonazol s FA
Z jakého zdroje je Shilajit Shilajit Shilajit
huminova latka
Tato studie zkoumala G¢inky Cilem této prace bylo komplexovat |Cilem vyzkumné prace bylo

Cil prace

komplexace furosaemidu s
kyselinou huminovou na rychlost
uvoliiovani a in vivo diureticky
ucinek na samce potkanti.

furosemid (FSM) s kyselinou
fulvovou extrahovanou z shilajitu a
lepsi pochopeni komplexacniho
chovani. Byl zkouman vliv FA na
rozpustnost ve vode, rychlost
rozpousténi a permeabilitu FSM.

prozkoumat potencial kyseliny
fulvové extrahované ze shilajitu
jako latky zvySujici biologickou
dostupnost.

Syntéza komple xi
lé¢iva s FA nebo
HA

komplexy byly ptipraveny pomoci
Iyofilizace a pomoci odpatovani
rozpoustédla.

Komplexy FSM s FA byly
pfipraveny v molarnich pomérech 1:
1 a 1: 2 pomoci téchto metod:
fyzikalni miSeni, vymrazovani,
odpatovani rozpoustédla.

Komplexy kyseliny fulvové s
ketokonazolem byly ptipraveny v
molarnim poméru 1: 0,5a 1: 1
odpafenim rozpoustédla, suSenim
rozprasovanim a fyzikanimi
sméSovacimi metodami.

Jaké metody byly

Pevné komplexy byly hodnoceny
diferen¢ni skenovaci kalorimetrii,
infracervenou spektroskopii s
Fourierovou transformaci a
skenovaci elektronovou
mikroskopii.

Spektroskopie FTIR — pomér 1:2
ma lepsi schopnost tvorby komlexd,
DSC — komplexy pripravené
odpafenim rozpoustédla a technikou
vymrazovani v molarnich pomérech
1: 1 a 1: 2, maji silnou indikaci
tvorby komplexu s FA.
Rentgenové praskové

Rentgenovy difraktogram —
difraktogram komplexu suSené¢ho
rozprasovanim a komplexu
odpateného rozpoustédlem ukazuje
neptitomnost pikt, které svédcéi o
tvorbé komplexace mezi KET a
kyselinou fulvovou. DSC —
termogram bez pikd u smési

vyuZity pfi difraktografy — komplex FSM-FA |pfipravenych odpafenim
urcovani ) v moldrnim poméru 1: 2 pfipraveny [rozpoustédla a metodami suseni
rozpustnosti technikou lyofilizace ukézal iplnou |rozprasovanim. To naznaGuje
absenci pikd FSM -> doslo ke vytvoreni komplexu mezi KET s
slozité formaci. SEM — kyselinou fulvovou.
Lyofilizovany FSM-FA (1:2)
komplex se jevi jako homogenni
amorfni hmota, coz prokazuje
uplnou tvorbu komplexu.
rychlost uvoliovani ukazala, ze k. [Komplexni tvorba FSM s FA velmi |Komplexy pfipravené odpafenim
tvorbeé komplexu doslo jak pii zlepsila jeho rozpustnost ve vodé.  |rozpoustédla a metodou suseni
odpatovani rozpoustédla, tak pii Maximalni rozpustnost ve vod¢ byla |rozpraSovanim vykazovaly vyrazné
lyofilizaci. Maximalni komplex byl [zvySena 23krat v ptipadé zvySeni v rychlosti rozpousténi
vytvoren v piipad¢ lyofilizace lyofilizované¢ho komplexu 1: 2. KET. Dale komplexy susené
(lyofilizace 1: 2). Rozpousténi Studie ukazuje, ze kdyz je FSM rozpraSovanim vykazovaly lepsi
7 samotného furosemidu bylo velmi  |komplexovan s FA, dochazi k rychlost rozpousténi ve srovnani s
vér

pomalé, coz bylo zpiisobeno
nerozpustnosti furosemidu ve vodé.
Pouze 1% uvolnéni bylo ziskano za
1 h ve srovnani s uvoliiovanim
64,1% z 1: 2 lyofilizovaného
komplexu systému furosemid-lidska
kyselina.

vyznamnému zvySeni jeho rychlosti
rozpousténi.

komplexy odpatrenymi
rozpoustédlem, coz lIze piipsat
amorfni povaze komplexu susené¢ho
rozpraSovanim.

Obrazek 12: Tabulka odbornych clankii, zabyvajicich se problematikou huminovych latek ve
farmacii [48,49,50]
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Aktivni latka

Celecoxib s HA a FA

Itrakonazol a FA

Z jakého zdroje je
huminova liatka

Shilajit

Shilajit

Cil prace

Cilem studie bylo porovnat komplexacni
schopnost celecoxibu s riznymi
komplexotvornymi Cinidly.

Tato studie zkouma farmaceuticky potencial
ptirodni organické hmoty (kyselina fulvova) pro
trvalé uvolilovani, pufrovaci kapacitu kyseliny a
mukoadhezi pfi vagindlnim dodavani lé¢iva.

Syntéza komple xi
léciva s FA nebo
HA

Lyofilizace - komplexy v molarnim poméru 1: 1
mnozstvi 1é¢iva byly pfidany do vodnych
roztokll komplexaénich ¢inidel a byly michany
na magnetickém michadle po dobu 24 hodin.
Jako kryoprotektant byl piidan roztok sacharozy
(2% m/ v). Vysledné roztoky byly zmrazeny
pti (-70 ° C) v hlubokém mrazaku ptes noc. Ta
byla poté lyofilizovana. Vysledna hmota byla
poté rozprasena ve sklenéné tfeci misce a
tlouc¢ku a protladena sitem o velikosti ok 100
mesh pro ziskani jemného prasku stejné
velikosti. Vzorky byly poté preneseny do
vakuového exsikatoru a suseny pres silikagel ve
vakuu po dobu nejméné 24 hodin.

Molarni poméry lé¢iva k komplexotvornému
¢inidlu byly 1: 1 a 1: 2 na zdkladé vysledkt
experimentti s fazovou rozpustnosti. Vypoctené
mnozstvi komplexu bylo pfipraveno rozpusténim
Itz s HCI s pouzitim ethanolu a poté nalitim
tohoto roztoku do vodného roztoku kyseliny
fulvové. Roztok byl potom michan za pouziti
magnetického michadla po dobu 48 hodin a
potom suSen pomoci arotarntho odpafovace.
Vysledna hmota byla rozprasena ve sklenéné
tieci misce a tloucku a prosla sitem o velikosti
ok 100 mesh, aby se ziskal jemny prasek
auniformni velikosti

Jaké metody byly
vyuZity pii
urcovani
rozpustnosti

Morfologick4 analyza — SEM analyza
komplexu je uzite¢na pro charakterizaci
velikosti a morfologie ¢astic. SEM analyza
komplexu odhalila, Ze inkluzni komplex byl
sféricky tvar s hladkym povrchem. DSC — je
nastroj pro zkoumani chovani taveni a
rekrystalizace krystalickych materialt.
Rentgenovi difrakce — graf lze povazovat za
otisk prstu krystalové struktury a pro rozliSeni s
riznym krystalografickym stavem systému.
Jeden vrchol bude vystaven pro vSechny
opakujici se roviny se stejnym rozestupem.
Naproti tomu amorfni vzorek bude vykazovat
§iroky hrb ve vzorci zvaném amorfni halo. FA,
HA a P-CD byla téméf amorfni povahy.
Protonova nukle arni magneticka
rezonance — ukazuje na inkluzivni jevy
pyrazolového jadra do dutiny f-CD. Témér
stejné jevy byly pozorovany u inkluzniho
komplexu CXB s FA, HA a HPB-CD.

DSC — Z termogrami Ize odvodit, Ze Itz béhem
komplexace s FA podléha vyznamnému
krystalickému a amorfnimu pfechodu. FT-IR
spektrum — dokazuje interakci mezi lé¢ivem a
komplexotvornym ¢inidlem. Rentgenova
difrakce — prokazala amorfni povahu, coz
naznaduje zachyceni lé¢iva. Konformaéni
analyza pomoci vypocetnich metod —
Molekularni modelovani ukazalo, Ze komplexy
Itz-FA jsou stabilni. Hmotnos tni
spektroskopie — Tvorba komplexu byla také
potvrzena hmotnostni spektroskopii.

Komplexy inkluze celecoxibu byly uspésné
pouzity ke zlep$eni vykonu tohoto $patné
rozpustného 1é¢iva. Data odhalila dilezitost
inkluzntho komplexu pro zlepSeni rozpustnosti
komplexu a jeho ptipadného pouZiti pfi vyvoji
riznych typti formulaci.

Kyselina fulvova miize byt zkoumana ve tiech
zcela novych rolich, konkrétné pro pufrovani
kyseliny, mukoadhezi a prodlouzené uvoliiovani
ve vaginalnich systémech pro dodavani lé¢iv.

Obrazek 13: Tabulka odbornych clankii, zabyvajicich se problematikou huminovych latek ve

farmacii [51,52]
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Aktivni latka

Aspirin s HA

Karmabazepin s HA

Z jakého zdroje je
huminova latka

Shilaijit

Shilaijit

Cil prace

Cilem této studie bylo pfipravit pevné komplexy
mezi aspirinem a huminem lyofilizaci a
odpatenim rozpoustédla v molarnim poméru 1: 1
al2

HA se v této studii pouziva ke zvySeni
rozpou$téni, pronikani stfeva a
farmakodynamické odpoveédi CBZ.

Syntéza komple xt
1é¢iva s FA nebo
HA

Komplexy HA s aspirinem byly pfipraveny v
poméru 1:1 a 1:2 pomoci odpatovani
rozpousteédla a lyofilizaci.

Komplexy HA s karmabazepinem byly
pfipraveny v poméru 1:1 a 1:2 pomoci rozemleti,
vymrazovani, odpafovani ropoustédla a hnéteni.

Jaké metody byly
vyuzity pii
uréovani
rozpustnosti

DSC — Termogram komplext aspirin-huminova
kyselina ptipraveny lyofilizaci (1: 1 a 1: 2)
vykazovaly uplné vymizeni endotermickych piku
charakteristickych pro aspirin, coz naznacuje
maximalni / kompletni tvorbu komplexu.
Fourierova transformace infracervené
spektroskopie — lyofilizovaném molarnim
poméru 1: 2 byly vSechny reprezentativni piky
lé¢iva zmizeny, coz ukazuje na Uplnou
komplexaci. Rentgenova difrakce pevnych
komplexii — Inkluzni komplexy aspirinu s
huminovou kyselinou vykazovaly nedefinované,
Siroké, rozptylené piky s nizkou intenzitou. I
kdyZ to znamena amorfni povahu, ale bylo
pozorovano nékolik ostrych vrcholll s mensi
intenzitou.

DSC — Uplna absence pikdl byla pozorovana
témet ve vSech komplexech s vyjimkou 1: 1
PM (fyzikalni smés) a 1: 2 FD. FT-IR
spektrum — potvrzuje vysledky DSC.
Rentgenové vykonové difraktogram —
XRD vzorce HA vykazuji témét amorfni
povahu. Konformaéni analyza pomoci
vypoc¢etni metody — Molekularni modelovani
ukazalo, ze komplexy CBZ — HA jsou stabilni.

Zadouciho zvyseni rozpustnosti a stability
aspirinu Ize dosdhnout komplexem huminové
kyseliny. Zda se, ze takovy novy piistup je
prospésny k prekonani problému Spatné
biologické dostupnosti.

analyzy potvrdily tvorbu komplexti a jako
optimalizované metody oznacily KD a
lyofilizaci. Profil uvolitovani 1: 2 lyofilizovaného
komplexu byl nejlepsi. Ex vivo permeacni studie
KD a lyofilizace ukazuje dikaz dobré
farmakodynamické odpovédi.

Obrazek 14: Tabulka odbornych clanku, zabyvajicich se problematikou huminovych latek ve

farmacii [53,54]
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5. EXPERIMENTALNI CAST

V této kapitole jsou popsany pracovni postupy, procedury, piipravy zdsobnich roztoki
aktivnich latek, lignohumatu a chloridu sodného, dale které aktivni latky byly vyuzity pro
experiment a v jakych koncentracich, pfiprava roztoku lignohumatu s aktivni latkou, tvorba

kalibraéni fady, popis sestaveni Franzovych difuznich cel, méfeni pomoci UV-VIS

spektrometru a HPLC.

5.1. Pouzité chemikalie

Lignohumat draselny

Ibuprofen

Ibuprofen sodny

Diklofenak sodny

Ketoprofen

Chlorid sodny

Ethanol farmaceuticky

Sonogel — gel pro ultrasonografii
Lukosan M14-inertni silikobnova pasta
Destilovana voda

5.2. Pouzité pristroje
Lednice

UV-VIS spektrometr

Vicemistné magnetické michadlo
Digitalni vahy

Analytické vahy

Kapalinovy chromatograf

5.3. Dalsi pomicky a prisluSenstvi

Franzova cela (25 mm)

Strat-M® membrana (25 mm)

QS mikro kyveta

Parafilm

Jehly (0,8 — 120 mm)

Injekenti stiikacky (10 ml)

Filtry na injekéni stiikacky (0,45 um)
Vialky

Reagencni lahev-Simax

Amagro Humic Substances s.r.0.

Sigma-Aldrich; CAS: 15687-27-1
Sigma-Aldrich; CAS: 31121-93-4
Sigma-Aldrich; CAS: 15307-79-6
Sigma-Aldrich; CAS: 22071-15-4

LACH-NER s.r.0.; CAS: 7647-14-5; p.a. >99,5%
Merck s.r.o.; CAS: 64-17-5

Steriwund, spol. s.r.o.

Lucebni zavody a.s. Kolin

LIEBHERR profi line

Hitachi U-3900H

CIMEREC i Poly; Thermo-Scientific
SCALTEC SPB 52

DENVER 224A

Agilent 1260 Infinity

SES GmbH-Analysesysteme
Merck Millipore Ltd

Hellma Analytics

Bemis

B Braun Melsungen AG
Analytics Santiago
Chromservis

Agilent Technologies
Verkon
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5.4. Priprava roztoki a disperzi pouzitych v experimentalni ¢asti prace

5.4.1. Priprava zasobniho roztoku chloridu sodného

Na piipravu zasobniho roztoku chloridu sodného o koncentraci 0,15 M bylo na digitalnich
vahach navazeno 8,8 g NaCl. Navazeny chlorid sodny byl kvantitativné pieveden do odmérné
baniky 1000 ml a doplnén destilovanou vodou po rysku, dale byl roztok pieveden do reagen¢ni
lahve. Tento roztok se pouzival jako pfijimaci kapalina v akceptorové ¢asti Franzovi difuzni
cely a jako rozpoustédlo pro soli aktivnich latek. Koncentrace 0,15 M byla zvolena z divodu
simulace fyziologickych podminek.

5.4.2. Priprava kalibracnich roztoku aktivnich latek

Pro kvantifikaci aktivnich latek na kapalinové chromatografii bylo zapotiebi vytvorit jejich
kalibra¢ni fady. Byly vytvofeny roztoky kyselého ibuprofenu, diklofenaku a ibuprofenu
sodného o koncentracich 15; 1,5; 0,15 mg/l. VSechny aktivni latky byly pfipravené v roztoku
0,15 M chloridu sodného.

Také byla vytvorena kalibra¢ni fada lignohumatu draselného o koncentracich 1; 0,5; 0,25 g/l
pro potieby kalibrace UV-VIS spektrofotometrie jako metody jeho kvantifikace ve vodném
roztoku.

5.4.3. Priprava riznych zdrojovych lékovych forem s obsahem aktivni latky

5.4.3.1. Piesycené vodné suspenze aktivnich latek

Pro pilotni ovéfeni permeability testované membrany pro aktivni latky bylo cilem pfipravit
zdrojové lékové formy S maximalni dosazitelnou koncentraci aktivnich latek. Nasycena
suspenze s celkovym obsahem 1% hm. aktivni latky byla pfipravena pro tii komer¢ni 1éCiva,
diklofenak sodny, ketoprofen a ibuprofen nasledujicim zplisobem: Navazka 0,5 g 1é¢iva byla
kvantitativné pfevedena do odmérnych ban€k o objemu 10 ml, které byly doplnény 99%
farmaceutickym ethanolem po rysku. Takto pfipravené roztoky byly pielity do odmérnych
ban¢k 50 ml, kde byly doplnény 0,15 M roztokem chloridu sodného po rysku. Vzhledem
K tomu, Ze byla pfekondna rozpustnost se ¢ast v etanolu rozpusténého mnozstvi aktivni latky
vysrazela a takto vznikla suspenze piesyceného roztoku se poté aplikovala Nésledné byly
suspenze presunuty do reagencni lahve a ulozeny do lednice. Ethanol byl pfi pfipravé vzorka
s aktivnimi latkami pouZit jako rozpoustédlo a jako konzervant.

5.4.3.2. Hydrogely s piesycenym roztokem aktivni ldtky

Vybrana analgeticka 1é¢iva se nejcastéji aplikuji v 1é¢ivych ptipraveich ve formé tablet nebo
geli. Pro realnou aplikaci se 1é¢ivo ve formé roztoku nehodi, proto byla v ramci navrhu
a optimalizace procedury pro realizaci experimentl zaméfenych na transdermalni absorpci
1é¢iv testovana také moznost prevedeni 1é€iva do formy univerzalné vyuzitelného gelu, kterym
by se 1épe simulovalo realné komercni vyuziti. Jako gelova matrice byl zvolen sonogel, ktery
je dostupny v fadé¢ 1ékaren a vyuziva se ve zdravotnictvi. Stejné€ jako v predchozim ptipadé bylo
cilem vytvofit Iékovou formu s maximalni dosazitelnou koncentraci aktivni latky. Aktivni latka
byla dokonale rozpusténa v odmérné batice 10 ml pomoci 99% farmaceutického ethanolu. 2 ml
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roztoku s aktivni latkou byly ru¢né vmichany sklenénou ty¢inkou do 8 g sonogelu. Stejné jako
u pripravy presycené suspenze byla prekroCena hranice rozpustnosti a ¢ast mnozstvi aktivni
latky se vysrazela, ale zistala homogenn¢ dispergovana ve formé gelu, coz je vyhodou oproti
roztoku (suspenzi), kde srazeniny sedimentuji ke dnu, resp. Kk membrané pti difGznim
experimentu. Takto vytvoieny gel byl pfipraven na difuzni experiment.

e =

Obrdazek 15: Sonogel s ibuprofenem pripraveny na difuzni experiment

5.4.3.3. Roztoky aktivnich latek

Po optimalizaci postupu a po realizaci pilotnich difiznich experimentd byla pro dalsi
experiment zvolena forma roztoku. Jako aktivni latky byly zvoleny diklofenak sodny
a ibuprofen, a to jak v jeho kyselé, tak sodné form¢. Sodné soli aktivnich latek jsou dobie
rozpustné ve vode. Pii pfipravé jejich roztoki bylo na analytickych vahach navazeno 0,0015 g
1é¢iva a toto mnozstvi bylo rozpusténo v odmérné bance 10 ml 0,15 M roztokem chloridu
sodného. Tim byl vytvofen roztok s aktivni latkou o koncentraci 150 mg/I1.

Kysely ibuprofen je oproti sodné formée dobie rozpustny v ethanolu, ale fddové mén¢ rozpustny
ve vod¢ (rozpustnost ve vodé pii 25 °C: 21 mg/l [55]). Pokud chceme toto 1é¢ivo rozpustit
v ethanolu a nasledné pridat urcity objem destilované vody, nedokdzeme urcit piesnou
koncentraci roztoku a miZe dojit ke vzniku krystald, které by komplikovaly realizaci difuzniho
experimentu. Proto bylo navdzeno 0,05 g ibuprofenu a toto mnozstvi bylo rozpusSténo
vV odmérné banice 10 ml pomoci farmaceutického ethanolu. Cely obsah banky byl pfelit
do odmérné banky 50 ml a doplnén 0,15 M chloridem sodnym. Vznikla srazenina byla
odfiltrovana pomoci stiikackovych filtrii o velikosti port 0,45 pm. Bylo nutné provést filtraci
ve tfech opakovanich, aby byl nasyceny roztok zbaven vSech ¢astic vzniklé srazeniny.
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5.4.3.4. Priprava roztokii aktivnich latek s obsahem lignohumdtu

Lignohumat draselny ma strukturu hnédého prasku, ktery je velmi dobte rozpustny ve vode.
Pro ovéfeni schopnosti lignohumétu penetrovat membranu Strat-M® byly vytvofeny roztoky
0 koncentraci 1, 5 a 10 g/l bez piidavku aktivnich latek. Na tyto koncentrace bylo navazeno 0,1;
0,5 a 1 g lignohumétu, kazdd navazka byla rozpusténa v odmérné banice 100 ml pomoci
destilované vody.

Obrazek 16: Navazka lignohumatu (vlevo), roztoky lignohumatu o koncentraci 1, 5; 10

g/l (vpravo)

Pro klicovou difuizni studii této bakalatské prace, jejimz cilem bylo ovéfeni vlivu lignohumétu
na rychlost penetrace aktivnich latek skrz modelovou membranu Strat-M® byly vybrany
aktivni latky diklofenak sodny a ibuprofen v obou svych formach. Z testovanych koncentraci
lignohumatu byla na zakladé vysledku jeho penetrace membranou zvolena koncentrace 10 g/l.

Pro piipravu roztoki s obsahem lignohumatu a sodnych forem aktivnich latek bylo
na analytickych vahach navazeno 0,003 g aktivni latky (diklofenak, resp. ibuprofen). Ta byla
kvantitativné pfevedena do odmérné banky 20 ml a doplnéna roztokem lignohuméatu
0 koncentraci 10 g/l po rysku. Takto pfipraveny roztok byl nasledné vyuzit k difuznimu
experimentu.

V ptipadé kyselé formy ibuprofenu bylo na digitalnich vahach navaZzeno 0,2 g lignohumatu
draselného. Prasek by preveden do odmérné baiikky 20 ml a doplnén nasycenym roztokem
kyselého ibuprofenu po rysku. Takto byl vytvofen roztok lignohumatu o koncentraci 10 g/l
s nasycenou aktivni latkou. Nésledné& byl roztok vyuzit pfi difuznim experimentu.
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Obrazek 17: Franzova difuzni cela. v donorové casti se nachazi kysely ibuprofen
S lignohumdtem o koncentraci 10 g/l

5.5.  Postup diftiznich experimentii ve Franzovych celiach

5.5.1. Sestaveni difuzni aparatury

Zakladem experimentalni Casti bylo zkoumani pfestupu aktivnich latek pfes syntetickou
membranu pomoci difuze. Pro tyto ticely byly vyuzity vertikalni difuzni komurky, tzv Franzovy
difuzni cely. Pocet cel, které byly k dispozici se v pribéhu experimentu rizné meénil.

Pfed zacatkem experimentu bylo nutné aparatury dikladné vy¢istit a vysusit. Franzovy cely
jsou vyrobené z velmi tenkého a kiehkého skla, proto bylo nutné s aparaturou manipulovat
opatrné, aby nedo$lo k jejimu poskozeni. Po vysuSeni bylo do donorové casti vlozeno
magnetické michadlo a tato ¢ast byla naplnéna 0,15 M roztokem chloridu sodného cca 1 cm
pod okraj. Na takto pripravenou aparaturu byla poloZena Strat M® membréna, a to lesklou
stranou vzharu (dle instrukci vyrobce). Pfi manipulaci s membranou bylo dbano zvysené
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meéreni.

Obrdzek 18: Roztok chloridu sodného s michadlem v akceptorové casti (vievo), strat-M®
membrana polozena lesklou stranou vzhiiru (vpravo)
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Na sty¢nou plochu akceptorové ¢asti okolo membrany byla pomoci vatové ty¢inky nanesena
inertni silikonova pasta, ktera slouzila k zabranéni mozného proteceni vzorku do pfijimaciho
roztoku. Tato pasta byla také nanesena na sty¢nou plochu donorové ¢asti aparatury. DalSim
krokem bylo spojeni donorové a akceptorové Casti tak, aby membrana svou plochou zaplnila
cely pfijimaci otvor a nedoslo k ptipadnému proteceni.

Obrdzek 19: Stycna plocha akceptorové casti natiena silikonovou pastou (Vlevo),
donorova cast natrena silikonovou pastou (uprostied), spojeni donorové a akceptorove
casti (vpravo)

Vznikla mezera mezi donorovou a akceptorovou ¢asti byla obalena parafilmem a ob¢ ¢asti
k sob¢ byly pfipevnény pomoci svorky.

Obrazek 20: Mezera mezi obéma castmi aparatury obalena parafilmem (vlevo),
nasledné upevneni pomoci svorky (vpravo)

Do akceptorové Casti byl pomoci 10 ml injekéni stéikacky s jehlou doplnén roztok 0,15 M
chloridu sodného a to tak, ze byla cela aparatura obracena donorovou ¢asti dolti. Tim se bublina,
kterad se nachdzela mezi membranou a roztokem 0,15 M NaCl, ptesunula k plnicimu otvoru.
Objem roztoku v akceptorové ¢asti ¢inil 20 ml.
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Do donorové casti bylo pfevedeno 5 ml vzorku, donorova ¢ast a plnici otvor byly zakryty
parafilmem, kvtli zamezeni odpafovani. Takto pfipravena aparatura se pienesla do specialné
vyrobenych boxt a byla poloZena na vicemistné magnetické michadlo. Rychlost michani byla
nastavena na 250 RPM.

Obrazek 21: Cely se vzorky umistené v boxech na vicemistném magnetickém michadle

5.5.2. Stanoveni obsahu komponent ve vzorcich odebiranych v ramci difaznich
experimenti

5.5.2.1. UV-VIS spektrometrie

Ve vhodné zvolenych casovych intervalech byly z pfijimaci ¢asti difuzni aparatury odebirany
vzorKy, jejich absorpéni spektra byla zaznamenana na UV-VIS spektrometru Hitachi U-3900H.
Odbéry probihaly pomoci injekéni stfikacky s dlouhou jehlou, vzorek byl odebran
z nejspodnéjsi casti akceptorové komory, kde se piredpokladalo dokonalé promichani.
Po odbéru 1 ml vzorku z pfijimaci kapaliny byla akceptorova ¢ast o tento objem doplnéna
cerstvym 0,15 M roztokem chloridu sodného. Tento postup byl zvolen z diivodu ponechéni
vzorki na kapalinovou chromatografii.

UV-VIS spektra byla métena v rozsahu vlnovych délek od 200 do 500 nm. Jako referenéni
kapalina byla zvolena destilovana voda. Kvtli malému objemu odebraného vzorku musela byt
pouzita specidlni QS mikro kyveta. Ziskana data slouzila hlavné pro orientaci, jestli se aktivni
latky uvolnuji do fyziologického roztoku a jestli experiment probiha v potadku. Vzorek byl
po proméieni vracen do vialky a uchovan v lednici pro dal§i méfeni na HPLC.
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Obrdazek 22: UV-VIS spektrometr Hitachi U-3900H

5.5.3. Méreni pomoci HPLC

Pro stanoveni mnozstvi aktivnich latek (kyselého ibuprofenu, ibuprofenu a diklofenaku
sodného) byla na zakladé¢ literarni reSerSe vybrana analytickd metoda HPLC. Tato metoda
slouzila k pfesnému urceni koncentrace vzorku, ktery prosel ptes syntetickou membranu.

Vzorky uchovavané v lednici byly z vialek pomoci mikropipety piesunuty do oznaené
reagen¢ni nadobky. Po analyze vSech vzorki byly z jednotlivych chromatogramii odecteny
hodnoty ploch pikl v retenénich ¢asech, které odpovidaly riznym aktivnim latkam. Tato data
byla dale zpracovana pomoci programu MS excel.

Separace slozek pfijimaciho roztoku a jejich kvantitativni analyza byla realizovdna
na vysokoucinném kapalinovém chromatografu Agilent 1260 Infinity metodou isokratické
eluce na kolon¢ Kinetex C8 (velikost ¢astic 2,6 um, rozméry 150x4,6 mm). Jako mobilni faze
byla pro pilotni méfeni vyuZita smes vody a acetonitrilu (objemovy pomér 1:1), nasledné pro
zvySeni separa¢ni ucinnosti pro sodné soli aktivnich latek byla pouzita smés 10mM HzPOg4
a acetonitrilu (objemovy pomér 1:1). Prutok mobilni faze byl 1 ml/min, analyza probihala pti
konstantni teploté 30°C. Detekce byla realizovana na DAD detektoru pii 222 nm.
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6. VYSLEDKY A DISKUSE

6.1. Difuzni experimenty

Pro charakterizaci transportu vybranych aktivnich latek pres syntetickou membranu Strat-M®
byla pouzita vertikdlni difuzni cela, ktera je béznou aparaturou pro zkoumani transportu
ruznych léciv. Dulezitym piredpokladem pro spravnost experimentu byla optimalizace
sestavovani aparatury a prace s celou.

6.1.1. Optimalizace metody

6.1.1.1. Sestaveni a manipulace s difuzni aparaturou

Pti préaci s Franzovou difuzni celou byla zapotiebi peclivost a opatrnost. Vysledkem Spatné
nebo nepiesné piipravy mohla byt zkreslend data z métfeni predevsim vinou proteceni vzorku
z donorové ¢asti do akceptorové a tim znehodnoceni celého ¢asové narocného experimentu.
Vsechna kritickd mista a ptipadné optimalizace pfi praci s difuznimi celami jsou popsany nize.

Dulezitou ¢asti piipravy bylo naneseni silikonové pasty na sty¢né plochy aparatury. Prave pii
nedostate¢ném naneseni mohlo dojit k proteceni vzorku do akceptorové Casti. K nejlepsimu
rozprostieni silikonové pasty dochazelo intenzivnim pfitlaenim obou c¢asti aparatury k sobé
anasledné mirné rotace do obou stran. Dusledkem tohoto postupu bylo velmi dobré
rozprostieni pasty do okoli membrany, mohlo ovSem dojit k situaci, kdy se pasta dostala
do donorové ¢asti aparatury a mohla ovlivnit vysledek bud uvolnénim cizich latek ptes
membranu nebo zmenSenim plochy pfestupu aktivnich latek. Také jiZ pfi nanaSeni pasty
na stycné plochy kolem membrany dochazelo k dalS$i manipulaci s membranou nebo
K nechténému naneseni pasty na membranu, ¢astym divodem bylo opotiebeni vatové ty€inky,
ktera po vice pouziti nedrZela tvar a tiepila se.

Déle mohl experiment velmi ovlivnit vznik bublin v akceptoroveé ¢asti. Bubliny ¢asto vznikaly
pii sestavovani aparatury a pii odebirani vzorkt pro méteni na UV-VIS spektrometru a HPLC.
ZmensSeni plochy kontaktu membrany s pfijimacim roztokem vedlo k hor§imu piestupu pies
membranu. Tento problém byl vyfeSen obracenim aparatury donorovou ¢asti dolti, bublina
nachazejici se Vv akceptorové €asti u membrany se presunula k plnicimu otvoru a tam byla
pomoci injekéni stiikacky s jehlou odebrana. Pokud jiz byl v donorové ¢asti vzorek, vyuzilo
se parafilmu, ktery zabranil vyteceni vzorku.

I pfes dodrzeni stejného postupu dochdzelo k obasnym zménam objemu pfijimaci kapaliny
bez znamych pficin. Jedno z moznych vysvétleni je, Ze pti pfipravé aparatur mohl okolni
vzduch ptestupovat pies membranu. Pokud nebyl do donorové ¢asti dan vzorek hned
po sestaveni aparatury, vzduch se mohl dostat do péru membrany. Béhem experimentu byl pak
tento vzduch vytlacovan vzorkem do akceptorové ¢asti a dochazelo tak k vytlacovani pfijimaci
kapaliny. Dusledkem mohlo byt omezeni piestupu aktivnich latek. Toto vysvétleni vSak neni
prokézano.

Soucasti optimalizace byl slepy experiment s 0,15 M chloridem sodnym ve zdrojovém roztoku.
Byly uskute¢nény 3 odbéry v ¢asovych intervalech 24; 48; 72 hodin, kazdy vzorek byl
promé&fen na UV-VIS spektrometru. Jak je vidét na obrazku 23, spektra ptijimaciho roztoku
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jsou bez piku, s malym rozptylovym zakladem, ktery se pohybuje do absorbance 0,02. Tyto
vysledky dokazuji, ze piipadné méfeni lignohumatu a aktivnich latek pomoci UV-VIS
spektrometrie neni zatizeno interferenci se slozkami aparatury, jako je tieba inertni pasta na
zabrusy.
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Obrazek 23: Fyziologicky roztok NaCl, pouzity jako zdrojovy roztok do difuzni cely

6.1.1.2. Vybér aktivnich ldtek

Cilem prvni sady experimentti bylo vybrat nejvhodnéjsi kombinaci aktivnich latek. Z komercné
dostupnych analgetik byli na vybér ketoprofen, ibuprofen, ibuprofen sodny, diklofenak
a diklofenak sodny. Zkoumanym parametrem byla rychlost pfestupu pfes membranu. VSechny
zminované latky prochazely v takovych koncentracich, které byly dobfe identifikovatelné
absorp¢nim spektru. O vybéru nakonec rozhodla moznost porovnat kyselé a zasadité formy
1é¢iv. Proto byl z vybéru vyfazen ketoprofen, u kterého nebyla moznost srovnani se zasaditou
formou. Kysela forma diklofenaku nakonec nebyla pouZita z ¢asovych diivodi.

6.1.1.3. Prdce s aktivnimi latkami

Jak bylo zminéno v kapitole 5.5.2, vybrana 1éCiva se Casto vyuzivaji v gelové formé. Sonogel
byl svou strukturou dobrou matrici pro zvolena lé¢iva, ovSem pfi difuznich experimentech
uvoliioval pres membranu také svoje dal§i komponenty (pravdépodobné konzervanty), které
zkreslovaly vysledky méteni UV-VIS spektrometru. Proto se pii dalSich experimentech
pracovalo pouze s roztoky aktivnich latek.

6.2. Kalibrace metod kvantitativni analyzy

6.2.1. UV-VIS spektrometrie

Tato metoda byla vybrana pro detekci z divodu rychlého a jednoduchého screeningového
stanoveni aktivnich latek ve vzorcich. Nevyhodou této metody jsou vyssi detekéni limith limity
a nizka citlivost.
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Kalibra¢ni roztoky byly vytvofeny zroztok diklofenaku a ibuprofenu sodného, kyselého
ibuprofenu a zroztoku lignohumatu draselného. Jejich hlavni vyuziti bylo v kapalinové
chromatografii, kde tvofili dillezitou ptedlohu pro kvantitativni stanoveni proslych aktivnich
latek pti difuznich experimentech.

Objem piijimaci kapaliny byl Ctyfikrat vétsi nez objem vzorku v donorové ¢asti. Pokud by
se ze vzorku o pfesné koncentraci aktivni latky transportovalo pfes membranu celé mnozstvi
této latky, byla by jeji koncentrace v piijimaci kapaliné mens$i nez ve vzorku na zacatku
experimentu. Proto bylo zvoleno desitkové fedéni pouzitého zdrojového roztoku pro vytvoreni
sady kalibra¢nich vzorkd.

Na obrazku 24 je pro ptiklad uvedena absorp¢ni kiivka kalibra¢ni fady diklofenaku sodného.
Kalibraéni kiivky obou forem ibuprofenu jsou uvedeny jako ptiloha 6 a 7.
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Obrazek 24: Absorpcni spektrum kalibracni rady diklofenaku sodného o koncentraci 150 mg/l
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Obrazek 25: Kalibracni krivky lignohumatu draselného o koncentraci 10 g/l
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6.2.2. HPLC - vysokoucdinna kapalinova chromatografie

Na rozdil od UV-VIS spektrometrie je HPLC vhodnou metodou pro piesnou kvantitativni
detekcei aktivnich latek i v roztoku s lignohumatem draselnym. Vyhodou této metody je vysoka
citlivost, diky které¢ detekuje 1 stopové mnozstvi latek a schopnost rozliSit 1éCiva
od lignohumatu. Dulezitou ¢asti této metody byla piiprava kalibra¢nich roztoku, diky kterym
bylo mozné stanovit presné koncentrace proslych latek. Avsak oproti spektrometrii je to metoda
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Po zméfeni kalibra¢nich roztoki aktivnich latek o znamé koncentraci, byla data velikosti plochy
pod pikem (ziskana automatickou integraci pifimo v méficim SW) vynesena v zavislosti
na koncentraci aktivni latky v programu MS excel. Byl vytvotfen graf zavislosti plochy pika
na koncentraci aktivni latky. Byla vytvofena spojnice trendu a rovnice piimky, kterd byla
nasledné pouzita pro vypocty koncentraci proslych 1é¢iv.
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Obrazek 26: Graf zavislosti velikosti piku na koncentraci aktivnich latky

6.3. Difuze aktivnich latek

Pro hlavni experimentéalni ¢ast byly vybrany kyseld forma ibuprofenu a sodné soli ibuprofenu
a diklofenaku. Obé soli jsou ve srovnani s kyselymi formami vSech testovanych analgetik 1épe
rozpustné ve vod¢€, coZ zamezilo vzniku sraZenin pii piipravé zdrojovych roztoki pro diftzni
experimenty. SraZzeniny mohou velmi negativné ovliviiovat difuzni experiment, a to hlavné
z diivodu usazovani se na membrané a branéni transportu rozpusSténych latek. Kyseld forma
ibuprofenu byla zvolena z divodu moznosti porovnani se sodnou variantou z hlediska
posouzeni vlivu disociace na penetraci membranou Strat-M®.

V experimentu byly pouzity roztoky soli 0 koncentraci 150 mg/Il. Postup ptipravy roztoki soli
je uveden v kapitole 5.5.3. Byly nachystany 2 aparatury s diklofenakem sodnym a 2 aparatury
s ibuprofenem sodnym. Odbéry vzorkti na UV-VIS spektrometrii a zarovenn na HPLC byly
naplanovany Vv ¢asovych intervalech 72; 120; 168 hodin.
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6.3.1. Transport ibuprofenu sodného

Hned pfi prvnim odbéru bylo zjisténo, ze jedna aparatura s ibuprofenem sodnym nebyla spravné
utésnéna, a proto doslo k proteceni vzorku aktivni latky do pfijimaciho roztoku. Dalsi odbéry
vzorkl z této aparatury nebyly uskutecnény, nebot’ by vysledky byly zkreslené, proto byl pro
tuto aparaturu experiment ukoncen. Vysledky druhého vzorku ibuprofenu sodného prokazaly
transport této aktivni latky ptes Strat-M® membranu. Pti prvnich dvou odbérech méla pfti
analyze pfijimaciho roztoku pomoci UV-VIS spektrometrie absorbance rostouci tendenci,
posledni odbér vSak ukézal pokles absorbance pod troven prvniho odbéru. Celkovy tvar UV-
VIS spekter nicméné ptipominal spiSe rozptyl, az pfi poslednim odbéru se objevily oba
charakteristické absorp¢ni piky odpovidajici svou vinovou délkou ibuprofenu sodnému (ptiloha
10).

Pti analyze stejnych odebranych vzorkli pomoci HPLC bylo zjisténo, ze koncentrace 1é¢iva
s kazdym odbérem rostla. Toto zjisténi bylo diikkazem, Ze transport ibuprofenu ptes syntetickou
membranu probiha. Potvrdilo se, Zze UV-VIS muze slouzit k rychlému screeningu (viz
charakteristické piky v poslednim odbéru), ale nikoli ke kvantitativni analyze. Vznikla Givaha,
ze rozptylovy charakter spekter mohl byt disledkem uvoliiovani neznamych latek z aparatury.

Data na obrazku 19 vykazuji zdanlivé linearni charakter rustu, ktery je ale jen zdanlivy proto,
Ze po prolozeni linearni regresi dava kladny prasecik s osou koncentrace. To by mohlo platit
Vv ptipadé, Zze na pocatku experimentu bylo v pfijimaci cele nenulové mnozstvi proslé latky.
Ovsem v piijimaci cele byl Cisty roztok 0,15 M chloridu sodného.

Pro vzniklou situaci existuji dvé mozna vysvétleni. Jednim je fedéni vzorku po odbérech
(celkova koncentrace by byla vétsi, kdyby byl vzorek vracen zpatky do pfijimaci cely, sklon
zavislosti na obrazku 27 by byl tedy vétsi), druhym je to, ze pro vyssi ¢asy je koncentrace proslé
aktivni latky ve fazi, kdy zavislost spéje k ustdleni koncentrace na maximalni rovnovazné
hodnoté.
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Obrazek 27: Zavislost koncentrace ibuprofenu sodného na case
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6.3.2. Transport diklofenaku sodného

Podle grafi UV-VIS absorpénich spekter vznikla tivaha, ze transport diklofenaku je ptes
syntetickou membranu daleko intenzivnéj$i nez transport ibuprofenu. Prvni sada méfeni
se velikosti absorbance liSila mezi jednotlivymi odbéry, pii druhém méieni byl rozdil mezi
absorbancemi podstatné mensi. U posledniho odbéru se absorp¢ni spektra obou vzork,
odebranych z difuznich aparatur, vyrazné liSila. Zatimco u prvniho vzorku doslo k dalsimu
narastu absorbance, u druhého vzorku doslo ke snizeni oproti pfedchozim odbértim. Stejné jako
u ibuprofenu sodného byl ve spektru zaznamenan rozptyl svétla, ktery ale neptekryval signal
1é¢iva, jako tomu bylo v pifipad¢ ibuprofenu.

Kapalinova chromatografie potvrdila ptfestup diklofenaku sodného pii obou opakovanich
experimentu. Z vyslednych grafii se da usoudit, ze jiz po 24 hodinach pfestupuje toto 1é¢ivo
ve velké mife, dokonce druhy vzorek diklofenaku se blizil k maximalnimu nasyceni
pfijimaciho roztoku. Proto se pro dalSi experimenty nabizi moznost kratS$iho intervalu pfi
odbéru. Zatimco u prvniho vzorku koncentrace diklofenaku s casem rostla, u druhého vzorku
se koncentrace druhého a tfetiho odbéru takika nelisily. Pro druhy vzorek to znamena, ze nejspis
doslo k rychlejSimu ptestupu aktivni latky pfes membranu. Z vysledkii vyplyva, ze pii
uvolnovani diklofenaku nedochazi k vyrazné retenci 1é€iva a jiz za 1 den dochazi k vyraznému
transportu. Avsak pii porovnani vysledki chromatografie s vysledky ibuprofenu sodného je
ziejmé, zZe koncentrace proslého ibuprofenu byla vyssi.

XDicNa1l DicNa2
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t [den]

Obrazek 28: Zavislost koncentrace diklofenaku sodného na case

6.3.3. Transport kyselého ibuprofenu

Komplikace se sestavovanim aparatury se negativné projevila na po¢tu pouzitelnych vysledk.
Proto byly experimenty s kyselym ibuprofenem realizovany ve tfech opakovanich (3 aparatury
se stejnym vzorkem o stejné koncentraci). Také byl zkraceny interval odbér na 24; 48; 72
hodin. Diky tomu se mohlo uskutecnit vice experimentll a Castecné byla potlaceno riziko
spojené s netésnosti aparatury. Jako vzorek byl zvolen ibuprofen v kyselé formé, jehoz ptiprava
je popsana v kapitole 5.5.4.
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Vysledky poskytnuté UV-VIS analyzou prokazaly, ze nedoslo k zddnému rozptylu a piky obou
slozek ibuprofenu byly dobfe viditelné. Prvni dva vzorky se svou absorbanci liSily jen velmi
malo. Tteti vzorek se lisil ve druhém a tfetim odbéru, rozdily absorbanci nebyly ovSem tak
velké, jako u ptedchozich experimentd.

Vzorek kyselého ibuprofenu byl pfipraven jako nasyceny roztok, proto se pii vypoctu
koncentrace pocitalo s maximalni rozpustnosti ibuprofenu ve vodég, ktera odpovidd 21 mg/l
[33]. Tato hodnota byla vyuzita pfi sestaveni kalibra¢ni kiivky. Vysledky z HPLC potvrdily
predpoklad, Ze tato forma ibuprofenu prochéazi pies membranu rychleji nez vySe zminéna
lé¢iva. Nepolarni charakter Strat-M® membrany zapii¢inil intenzivnéjsi penetraci nepolarniho
1é¢iva, jakym je kyseld forma ibuprofenu.
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Obrdazek 29: Zavislost koncentrace kyselého ibuprofenu na case

6.4. Difuze lignohumatu

Lignohumat je oproti €istym aktivnim latkdm supramolekularni smés organickych slou€enin
0 ruznych molekulovych hmotnostech a chemickych vlastnostech. Diky hnédému zbarveni
roztoku lignohumatu dochazi pii UV-VIS analyze k absorbanci ve v§ech vlnovych délkach bez
patrnych absorp¢nich maxim. Presto se UV-VIS spektrometrie b&Zné& pouZiva pro stanovovani
obsahu lignohumatu ve vodném roztoku. U analyzy pomoci HPLC je velmi komplikované
stanovit pfesnou koncentraci této smési, praveé z ditvodu riznorodosti organickych latek, které
maji rizné velikosti, a tudiZ i rizné retencni Casy.

6.4.1. Roztoky lignohumatu draselného

Cilem prvniho experimentu s lignohumatem bylo stanoveni, pii které koncentraci
se lignohumat uvoliluje pfes membranu v nejvEétsi mife a také to, jestli absorbuje ve stejnych
vinovych délkach jako pouzité aktivni latky. Byly vytvofeny roztoky o riznych koncentracich,
jak je popséano v kapitole 5.6. Tyto vzorky byly napipetovany do donorovych ¢asti aparatur.
Timto zpisobem byly vytvoreny 3 aparatury s lignohumatem o koncentraci 1; 5; 10 g/l. Vzorky
na promé&ieni pies UV-VIS byly odebirany v ¢asovych intervalech 72; 120; 168; 240 hodin.
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Jiz pti prvnim odbéru bylo zjisténo, ze aparatura s lignohumatem o koncentraci 5 g/l nebyla
spravné sestavena a vzorek lignohumatu protekl do piijimaciho roztoku. Roztok piijimaci
kapaliny se vizualng 1isil slabé hnédym zbarvenim oproti ostatnim dvéma roztokim. Prob&hla
kontrola pomoci UV-VIS, ktery potvrdila proteceni vzorku. Proto byl pro tuto koncentraci
experiment ukoncen. U vzorku o koncentraci lignohumatu 1 g/l byla naméiena velmi mala
absorbance, coz znamenalo pomaly ptestup latky pfes membranu. Pti druhém a tfetim odbéru
absorbance postupné klesala, ovsem pii poslednim odbéru dosahla nejvétsi hodnoty za cely
experiment. U vzorku lignohumatu o koncentraci 10 g/l byla naméfena absorbance ptiblizné
4krat vétsi, nez u koncentrace 1 g/l. V tomto piipadé mél vysledek z druhého méfeni klesajici
tendenci, oproti tomu pfi tfetim a ¢tvrtém odbéru absorbance vzrostla.

Ackoliv vysledky méteni nemély stale zvySujici nebo snizujici tendenci, zaver experimentu byl
piinosny. Lignohumat o koncentraci 10 g/l prostupoval pies membranu s vétsi efektivitou, proto
byla tato koncentrace vyuzita pii dalSich experimentech zamétenych na transport aktivnich
latek spole¢né s lignohumatem draselnym. Dale bylo oc¢ividné, Ze pouzita 1é¢iva budou
v kombinaci s lignohumatem tézko rozeznatelna pres UV-VIS spektrometr, nebot’ lignohumat
absorbuje svételné zafeni ve stejnych vinovych délkach.
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Obrazek 30: Cisty lignohumat draselny o koncentraci 10 g/l pouzity jako zdrojovy roztok do
difuzni cely

Pii porovnani absorp¢nich kiivek na obrazku 25 a 30 by se dalo usoudit, ze membrana zabranuje
prostupu nekterych organickych komponent, obsazenych v lignohumatu. Naopak nékteré latky
prostupuji efektivnéji, proto se meéni tvar UV-VIS spektra a objevuje se kombinace pikt, které
jsou dobfe patrné na obrazku 29. S rostouci koncentraci prostoupenych molekularnich
komponent do pfijimaciho roztoku se absorbance téchto pikd postupné zvétsuje.

6.5. Difuze aktivnich litek ze smési s lignohumatem

Experimenty s lignohumatem prokézaly (viz kap. 6.4.1.), Ze ze vzorku o koncentraci 10 g/l
prochazi lignohumat pies pouzitou syntetickou membranu nejlépe. Proto byla tato koncentrace
pouzita pfi pripravé vzorkl lignohumatu s aktivnimi latkami, ktera je popsana v kapitole 5.7.
Timto experimentem by se mél potvrdit nebo vyvratit pfedpoklad, Ze huminové latky obsazené
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v lignohumatu draselném urychluji transport aktivnich latek pies membrany napodobujici
lidskou kiizi. Tato informace byla publikovéana v diplomové praci, na kterou tato prace navazuje

[34].
6.5.1. Transport diklofenaku sodného s lignohuméatem

Jako prvni byl vybran diklofenak sodny, ktery pfi experimentech popsanych v kapitole 6.3.2.
prostupoval v mensi koncentraci nez ibuprofen sodny. Byly pfipraveny 3 aparatury s roztokem
diklofenaku sodného a lignohumatu draselného o stejnych koncentracich. Vzorky byly
odebirany v ¢asovych intervalech 24; 72; 144 hodin na UV-VIS spektrometrii, poté byly
ulozeny do lednice a nésledné vyuzity pfi méteni pomoci HPLC.

UV-VIS analyza slouZila spiSe pro kontrolu, jestli n€ktery ze vzorkl neprotekl do piijimaciho
média. Kazdy vzorek se pti méteni mirné lisil, vSechny tii mély stoupajici tendenci absorbance.
Avsak oproti vysledkim z méfeni samostatnych aktivnich latek byla absorbance
nékolikanasobné niz§i. Tento vysledek vede k tivaze, Ze lignohumat s diklofenakem sodnym
ptfestupuje pres syntetickou membranu pomaleji nez pii experimentu s ¢istou latkou. Z tvaru
absorp¢nich spekter se da usoudit, Ze pres membranu prosel jak lignohumat, tak aktivni latka.

Vysledky analyzy kapalinové chromatografie nam potvrdily tivahu o tom, Ze lignohumat
vyrazné zpomalil transport diklofenaku pies membranu. Na obrazku 31 jsou vyobrazeny
koncentrace vSech 3 vzorkt diklofenaku s lignohuméatem. Prvni a druhy vzorek se koncentraci
aktivni latky 1i81 minimalné, tieti vzorek mél koncentraci nizsi.
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0,10
0,08 X
= 0,06 A
)
£
o 0,04
0,02
0,00 w >A<
0 1 2 3 4 5 6 7
t [den]

Obrazek 31: Zavislost koncentrace aktivni latky na case. Porovnani 3 stejnych vzorkii
diklofenaku sodného s lignohumatem draselnym

6.5.2. Transport ibuprofenu sodného s lignohumatem

Stejné jako u experimentu s diklofenakem byl ibuprofen sodny pfipraven s lignohumatem
o0 koncentraci 10 g/l. Byly sestaveny 3 aparatury s intervalem odbéru 24; 72; 144 hodin. Pfi
pokusu s ¢istym ibuprofenem sodnym, ktery je popsan v kapitole 6.3.1. absorpcni kiivka
piipominala spise rozptylové nez absorp¢ni spektrum (chybi charakteristicky absorp¢ni pik).
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Vysledky meéteni UV-VIS analyzy ukdzaly, ze nedosSlo k zddnému prote¢eni vzorku do
piijimaciho média. Absorbance vSech 3 vzorkii méla po cely experiment stoupajici tendenci.
V porovnani s absorpéni ktivkou cistého ibuprofenu sodného byla absorbance ibuprofenu
s lignohumatem znatelné mensi. Tento vysledek by mohl znamenat, ze lignohuméat zpomalil
transport i této aktivni latky.

Pomoci HPLC analyzy byla tivaha o zpomaleni transportu tohoto 1é¢iva potvrzena. Na obrazku
32 jsou zobrazeny vSechny 3 vzorky ibuprofenu sodného s lignohumatem. Rozdil mezi prvnim
a tietim vzorkem je takika zanedbatelny, koncentrace druhého vzorku je vyssi.
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Obrazek 32: Zavislost koncentrace aktivni latky na case. Porovnani 3 stejnych vzorkii

ibuprofenu sodného s lignohumdtem draselnym

6.5.3. Transport Kkyselého ibuprofenu s lignohumatem

Poslednim zdrojovym vzorkem, pro néjz byl realizovan samostatny difizni experiment, byl
nasyceny roztok kyselého ibuprofenu, ktery byl také smichan s lignohumétem a tento roztok
byl napipetovan do donorovych ¢asti 3 aparatur. U tohoto experimentu byly vzorky odebirany
v Casovych intervalech 24; 48; 72 hodin.

Stejné jako u pfedchozich méteni aktivni latky s lignohumétem byly absorbance vSech 3 vzorki
velmi nizké, a to az desetindsobné ve srovnani s prostupem samotného ibuprofenu. Velmi
zajimavym vystupem tohoto experimentu je tedy fakt, ze podle absorpcnich spekter jeden typ
ibuprofenu (sodna sil) prostoupil skrz testovanou difizni membranu jak Cisty, tak i ze smési
s lignohumatem, zatimco jeho nedisociovand forma prostupovala s lignohumatem ve velmi
malé mife. Vysledky UV-VIS nam také prokazaly, ze nedoslo k proteceni vzorkii.

Vysledky z HPLC ndm opét potvrdily ivahu o tom, Ze lignohumat vyrazné zpomaluje transport
aktivnich latek ptes syntetickou membranu. Kysely ibuprofen byl lignohuméatem ovlivnén vice
nez sodné soli aktivnich latek a to natolik, Ze u vSech tfi odbérl nebyla aktivni latka
analyzovana. Jedno z moznych vysvétleni je, ze pravé ty molekularni komponenty
lignohumétu, které $patné prochazeji pres Strat-M® membranu (viz diskuse v kap. 6.4.1.),
na sebe efektivné sorbuji kysely ibuprofen a tim mu zabranuji transport.
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7. ZAVER

Tato bakalarska prace zkoumala vliv lignohuméatu draselného na rychlost transportu vybranych
lé¢iv pies syntetickou Strat-M® membranu. DileZitou &asti byla optimalizace pfipravy
Franzovych difuznich cel, kterd byla popsdna jako univerzalni ndvod pro praci s touto
aparaturou. DalS$im cilem bylo porovnat vysledky transportu aktivnich latek s lignohumatem
pies syntetickou Strat-M® membranu a pies modelovou koZni bariéru z praseéi kiize, jejiz
vlastnosti jsou popsany v diplomové praci, na kterou tato studie navazuje.

Hlavnim divodem vSech komplikaci, vzniklych béhem celé experimentéalni ¢asti, bylo obtizné
sestavovani a manipulace s Franzovou difuzni celou, coz vede k riziku proteCeni diftizni
aparatury a znehodnoceni ¢asové narocného experimentu. Doporuceni pro dalsi praci s touto
aparaturou je Cast&j$i opakovani experimentli a méfeni v kratSich casovych intervalech. Pii
porovnani 3 experimentii s aktivnimi latkami vznikl pfedpoklad, Ze Strat-M® membrana
jakozto nepolarni komponenta méné zabraiiuje transportu nepolarnich latek, jako je naptiklad
kysely ibuprofen. Sodné soli diklofenaku a ibuprofenu jsou zadporné nabité, tudiz se fadi mezi
polarni latky a jejich rychlost transportu pfes membranu je proto nizsi.

Experimenty s cistym lignohumétem prokazaly, Ze dochédzi k separaci molekularnich
komponent lignohumatu na zakladé jejich odlisné permeability skrz pouzitou membranu. Tato
uvaha vznikla pfi porovnavani absorp¢niho spektra kalibrac¢nich roztokti a spektra vzorki
z ptijimaciho média. Spatna prostupnost nékterych slozek lignohumatu by mohla ovlivnit
| experimenty s aktivnimi latkami.

Transportu aktivnich latek s lignohumatem pfinesl naprosto opacny vysledek, nez jaké bylo
ocekavani. Je naprosto zietelné, Ze lignohumat neplisobi jako tzv. enhancer transportu pies
Strat-M® membranu, ale naopak zpomaluje nebo dokonce znemoziiuje prostup vybranych
aktivnich latek. Toto zjisténi je v konfliktu s vysledky diplomové prace, ktera lignohumat
oznacila jako latku urychlujici transport 1é¢iv pfes model praseci koZzni membrany. Zatimco
u prasecich kuzi se zddlo, ze u hydrofilnich aktivnich latek muaze lignohumat zrychlovat
prichod, tak tato prace dokazuje, Ze pokud mame hydrofobni bariéru, kterd je oznacena jako
vhodny model lidské kiize, mize dochazet k opacnému efektu, a to zpomaleni transportu
1é¢ivych latek pies tuto membranu. Z vysledki obou praci vyplyva, ze oba pouzité modely kiize
nefunguji stejnym zplisobem a pouze na zakladé realizovanych experimentli neni mozné urcit,
ktery z nich je vhodnéjsi pro korektni simulovani realnych transdermalnich absorpci ptes
lidskou kizi. Syntetickd membrana nedokéaze simulovat vS§echny mechanismy penetrace latek
(popsané v kapitole 3.2.2.) pies lidskou (nebo zvifeci) pokozku. Ovem i tak ma Strat-M®
membrana své vyhody, jako je reprodukovatelnost experimentu, nemé slozity postup ptipravy
amuZe se skladovat pfi laboratorni teploté. Uskutecnéné experimenty tedy naznacuji piedevSim
to, co se d¢je pii transportu pies nepolarni slozky/vrstvy klize. Zavérem této prace je doporuceni
zopakovat tyto experimenty na modelu redlné lidské kize.
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10. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HS Huminova latka

HA Kyselina huminova

FA Kyselina fulvinové

PVC Polyvinylchlorid

HPLC Vysokoucinné kapalinova chromatografie
UV-VIS Viditelna a ultrafialové oblast
RPM Pocet otacek za minutu

LH Lignohumat draselny

Dic Na Diklofenak sodny

Ibu Na Ibuprofen sodny

Ibu H Kysely ibuprofen
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12. PRILOHY
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Priloha 2: Absorpcni spektrum nasyceného roztoku ketoprofenu
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Priloha 9: Absorpcni spektrum diklofenaku sodného o pocatecni koncentraci 150 mg/l (2.
experiment)
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Priloha 10: Absorpcni spektrum ibuprofenu sodného o pocdatecni koncentraci 150 mgll
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Priloha 11: Absorpcni spektrum diklofenaku sodného s lignohumdtem (1. experiment)
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Priloha 12: Absorpcni spektrum diklofenaku sodného s lignohumatem (2. experiment)
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Priloha 13: Absorpcni spektrum diklofenaku sodného s lignohumatem (3. experiment)

1lbu Na +LH, 1. den 1llbu Na +LH, 3. den 1llbu Na + LH, 6. den
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Priloha 14: Absorpcni spektrum ibuprofenu sodného s lignohumatem (1. experiment)
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Priloha 15: Absorpcni spektrum ibuprofenu sodného s lignohumatem (2. experiment)
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Priloha 16: Absorpcni spektrum ibuprofenu sodného s lignohumatem (3. experiment)

Al

Priloha 17:

Al

Priloha 18:

3lbu Na + LH, 1. den

3lbu Na + LH, 3. den
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Absorpcéni spektrum kyselého ibuprofenu (1. experiment)
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Absorpcni spektrum kyselého ibuprofenu (2. experiment)
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Priloha 19: Absorpcni spektrum kyselého ibuprofenu (3. experiment)

=———1H-lbu +LH, 1.den = =——1H-lbu+LH, 2. den =———1H-lbu+LH, 3. den
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Priloha 20: Absorpcni spektrum kyseléeho ibuprofenu s lignohumatem (1. experiment)
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Priloha 21: Absorpcni spektrum kyselého ibuprofenu s lignohumatem (2. experiment)
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Priloha 22: Absorpcni spektrum kyselého ibuprofenu s lignohumatem (3. experiment)
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