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ABSTRAKT:

Tato diplomova prace se zabyva vlivem huminovych latek na transdermalni penetraci
analgetického 1éciva ibuprofenu. Analgetika ve formé peroralniho podéani maji zasadni vedlejsi
ucinky. Diky topickym pftipravkiim by se pasobeni vedlejsich ucinkti mohlo snizit a také piinést
fadu dalSich benefiti. Problémem pii vyvoji transdermalni formy léCiva je velmi ucinna
bariérova schopnost lidské ktze. Proto se fada vyzkumu zaméiuje na hledani rGznych
urychlovacu, které dokazou diky interakci s 1éCivem vylepsit jeho vlastnosti. Mezi takové latek
by v budoucnu mohly patfit i huminové kyseliny, které maji dlouhou tradici pouziti v radé
terapeutickych pfistupti a v posledni dobé se stale Cast€ji objevuji piiklady jejich vyuziti
v humanni medicing. Vyzkum byl zaméfen na difuzni transport ibuprofenu sodného a jeho
kyselého protéjSku. Pro simulaci realného prostiedi byly pouzity Franzovy difuzni cely a jako
membrana byla pouzita kize izolovana zusi prasat. Pomoci UV-VIS spektrofotometrie
a HPLC byly vzorky analyzovany. Z naméfenych dat bylo vypocitano nékolik parametra, napf.
efektivni difuzni koeficient, které byly nasledné porovnany a statisticky interpretovany.
Vysledkem této prace jsou data, ktera ukazuji pozitivni vliv huminovych latek na transport 1é¢iv
pres kozni membranu.

ABSTRACT:

This thesis deals with the influence of humic substances on the transdermal penetration of the
analgesic drug ibuprofen. Analgesics in the form of oral administration have major side effects.
Thanks to topical preparations, side effects could be reduced and also bring a number of other
benefits. The problem in the development of a transdermal form of the drug is the very effective
barrier capacity of the human skin. Therefore, a lot of research is focused on the search for
various accelerators that can improve its properties due to interaction with the drug. In the
future, such substances could also include humic acids, which have a long tradition of use in a
number of therapeutic approaches, and recently examples of their use in human medicine are
increasingly appearing. The research was focused on the diffusive transport of sodium
ibuprofen and its acidic counterpart. Franz diffusion cells were used to simulate the real
environment, and skin isolated from pig ears was used as a membrane. Using UV-VIS
spectrophotometry and HPLC, the samples were analyzed. Several values were calculated from
the measured data, such as the effective diffusion coefficient, which were then compared and
statistically checked. The result of this thesis is data that show the positive effect of humic
substances on the transport of drugs through the skin membrane.
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1 Uvob

Kuze kazdého z nas je velmi efektivni bariérou, schopnou ochranit télo pred mechanickym
1 chemickym poskozenim. Jako nejvétsi lidsky organ ma rozsahlé mnozstvi vlastnosti a funkci.
Ochrana a selektivni propustnost latek pfes tuto membranu je pro zdravého jedince nadmiru
dulezita. Z pohledu mediciny a vyzkumu v oblasti penetrace 1€Civ pies kuzi jde vSak o tézko
prekonatelnou bariéru. Velka ¢ast védecké komunity se zaméfuje na tuto problematiku, a to
z n¢kolika divodi. Dermalni podavani 1éki totiz piinasi fadu benefitl, jako je lepsi cileni
1éCivych latek, se kterym je spjaty mensi dopad 1éciva na organismu a snizeni davky aktivni
latky, moznost dlouhodobého a konstantniho davkovani pomoci specialné upravenych naplasti
a vétsi komfort pro pacienty se Spatnou snasenlivosti peroralniho podavani. Tyto vSechny
vyhody transdermalni 1é¢by motivuji védce vyvijet nové piipravky na podporu penetrace latek
pres kozni membranu, zkoumat rizné formy nosicu a také nabizet v této oblasti nové pokrokové
technologie.

Jednou z problematickych skupin 1é¢iv znamych diky svym neblahym vedlejsim ucinkiim jsou
léky proti bolesti. Skupina téchto latek se nazyva analgetika a jejich vyuziti v bézném zivote
¢lovéka je mnohdy na tydenni, nékdy 1 denni bazi. Provazi nas od utlého véku az do poslednich
chvil naseho Zivota, distribuce téchto 1éki je celosvétova a nachazi vyuziti jak v domacim
prostiedi, tak i v nemocni&nich zafizenich. Castym problémem t&chto 1é&iv je pro t&lo naroéna
odbouratelnost, zalude¢ni drazdivost a u nékterych pripravki dokonce vznik zavislosti. Proto
jsou analgetika idedlnim adeptem na vyvoj v transdermélnich aplikacich. Topické aplikace
nabizi cilenou 1é¢bu bolesti bez nadbyteCného zatizeni organismu a samotnad lécba je pro
pacienty daleko snesitelnéjsi. Co se ovSem tycCe ucinnosti, tato forma podani znatelné zaostava.
Z tohoto divodu mnohé védecké clanky cili na problematiku penetrace analgetik pres kuzi
a snazi se najit nejvhodnéjsi formu podani a zptisob urychleni vstiebavani, napf. pomoci tzv.
transdermalnich enhancera.

Huminové latky jsou pftirodni latky, jejichz vyzkumu se lidstvo vénuje jiz nekolik stoleti,
a presto jejich studium i v dnesni dobé€ pfinasi fadu novych poznatkl a kontroverzi, at’ uz se
tyka jejich struktury, pfirodni funkce, ale také moznosti jejich vyuziti pfi vyvoji modernich
materiali nebo technologii. Okruh moznych vyuziti se pro tyto biogenni latky kazdou novou
publikaci rozrista a své uplatnéni objevuji iv kosmetickém a farmaceutickém pramyslu.
Tradicné se vyuzivaji (i kdyz Casto neptimo) v fadé kosmetickych nebo jinych terapeutickych
praktikach (napf. balneoterapie) a v posledni dobé se ¢im dal Castéji sklofiuje jejich primé
farmaceutické vyuziti (jako API). Vedle toho ale jejich amfifilni charakter a schopnost tvofit
micelarni struktury vede k otazce, zda by se nedaly vyuzit v kosmetice nebo farmacii 1 jako
pomocné farmaceutické komponenty. Moznost ovlivnéni rozpustnosti a transportu lécivych
latek je diky amfifilnimu charakteru hlavni pfednosti aplikaci huminovych latek. V piedlozené
diplomové praci byly tyto latky vyuzity pro zkoumani jejich vlivu na transdermalni transport
ibuprofenu pres kozni membranu izolovanou z kiize veprového ucha.



2 CiL PRACE

Vypracovat kvalitni teoretickou a literarni reSer§Si na témata spojend s transdermalnim
transportem 1é¢iv a huminovych latek. Z literarni reSerse nasledné navrhnout metodiku, ktera
povede k odhaleni vlivu huminovych latek na penetraci 1é¢iv pres kozni membranu. Dale tuto
metodiku optimalizovat tak, aby byla kdykoliv reprodukovatelna a ptinesla podklady pro dalsi
obdobné vyzkumy. Nasledné vyhodnotit naméfena data, interpretovat je v kontextu vlivu
huminovych latek na transdermalni absorpci pouzitého modelového analgetika a definovat
hlavni zavér celého experimentu. V zavéru navrhnout mozné optimalizace a dal§i navrhy na
budouci vyzkum.



3 TEORETICKA CAST

Kazda veédecka Cinnost se sklada z nékolika na sebe navazujicich ¢asti jako je, porozuméni dané
problematice a zhodnoceni jejiho soufasného stavu poznani, na které navazuje navrh
a realizace vlastniho experimentalniho vyzkumu, zpracovani dat a jejich zhodnoceni. V tomto
duchu je koncipovan i text predlozené diplomové prace. Teoreticka ¢ast prace se snazi osvétlit
problematiku klize a transdermalniho transportu, nasledné poodhalit vznik a mozna vyuziti
huminovych latek av posledni tadé charakterizovat druhy analgetickych 1éCiv a popsat
principy 1écby bolesti.

3.1 Kozni systém

Bariérou mezi okolnim svétem a naSim télem je nas nejveétsi organ — kiize. Ze vSech lidskych
organd ma nejveétsi hmotnostni podil, ktery ¢ini 7 % celkové télesné hmotnosti (nékteré clanky
uvadeji az 15 %). Diky své elasticité chrani celé télo pfed odfeninami a mechanickymi silami.
Ochranu pied chemikaliemi, mikroorganismy a UV zafenim zajistuji fyzikalni vlastnosti kiize
(pH, deskvamace), dale metabolické enzymy a melanocyty. Brani vstupu velkych (molekulova
hmotnost nad 500 Da) a polarnich molekul. Diky bohaté siti potnich zlaz a koznich kapilar
dochazi k regulaci t€lesné teploty. Kiize funguje také jako odpadni systém, ktery z téla vylucuje
hlavné vodu, sil a mocovinu. Pro transport latek pfes kiizi mohou byt dalezité i tzv. kozni
adnexe, mezi které patii jiz zminéné potni zlazy, mazové zlazy, nehty nebo vlasy a vlasové
folikuly. Soucasti kize jsou i smyslové organy, kterym se fika senzorické receptory. Ty jsou
propojené s nervovym zakoncenimi, diky nimz jsme schopni vnimat tlak, dotyk, bolest
a teplotu. V neposledni rad¢ je tfeba zminit schopnost regenerace a hojeni ran [1-4].
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Obrazek 1: Trojrozmérny obraz kiize a niZe uloZeného podkozi [5]



3.1.1 Stavba lidské kuze

V principu je struktura kiuize po celém téle identicka, ovSem jeji tloustka, elasticita a hustota
vlasovych folikul se li§i podle véku, pohlavi a anatomického umisténi. Napftiklad tloustka kize
se pohybuje vrozmezi od 1,5 do 4 mm. Sklada se ze dvou typd tkani rtzné struktury
a embryologického puvodu (viz Obrazek 1). Povrchova vrstva se nazyva epidermis (pokozka),
je tvorena silnym epitelem. HIubsi a vétsi vrstvou je dermis (Skara), jeji Sitka maze byt 1-4
mm. pod dermis se jest¢ nachazi tukova tkan, které se fika hypodermis (podkozi). Ta sice do
kozniho systému nepatfi, ale je jeho dilezitou soucasti [1, 2].

Epidermis

Jedna se o vicevrstevny a rohovéjici dlazdicovy epitel slozeny z 95 % z keratinocytit, coz jsou
epidermalni bunky spojené mezibunéénymi muistky (desmony), které vytvareji pevny vlaknity
protein keratin. Zbylych 5 % ptipada na melanocyty (dendrické buriky nachazejici se v bazalni
vrstvé), Langerhansovy buiky (imunitni funkce) a Merkelovy buiiky (mechanoreceptory

reagujici na dotyk). V zavislosti na stavu diferenciace keratinocyta je epidermis rozdélena do 5
zakladnich vrstev (viz Obrazek 2) [1, 3, 4].

EPIDERMIS

Stratum corneum

__ Stratum lucidum
Stratum granulosum

Langerhansovy Strat )
buiiky ratum spinosum

Melanocyty «_

. Stratum basale

Merkelovy bunky

Obrazek 2: Grafické zndzornéni vSech vrstev epidermis s dalSimi epidermdlnimi burikami [6]

Bazalni vrstva (Stratum basale) se sklada z jedné vrstvy zarodecnych keratinocytil a nachazi
se na hranici s dermis. V této Casti dochazi k rychlému déleni keratinocytt. Vyskytuji se zde
1 Merkelovy buiiky, které jsou spojeny se senzorickym nervem. Soucasti bazalni vrstvy jsou
také melanocyty, které syntetizuji tmavé kozni barvivo s nadzvem melanin. Ten se diky
bunéénym vybézkam transportuje do keratinocytd, kde chrani jadra téchto bunék pred
ultrafialovym zafenim, které muze zptsobit rakovinu poskozenim DNA [1, 4].

Ostnita vrstva (Stratum spinosum) je oproti bazalni slozena z nékolika bunécnych vrstev. Také
zde dochazi k men§imu mnozstvi bunécnych déleni. Jednotlivé dcefiné buriky se zde spojuji
pomoci intracelularnich mustkd (desmonti), které maji vybézky piipominajici ostny. V této
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vrstvé vedle keratinocytd najdeme téz hvézdicovité Langerhansovy buiiky. Jejich ukolem je
chranit ktzi pred antigeny, které by mohly ohrozit naSe télo. Chovaji se podobné jako
makrofagy. Bilkovinovy antigen pohlcuji pomoci endocytozy, nasledné se presunou do
lymfatickych uzlin, kde predaji informaci o antigenu T-lymfocytim, které nasledné vSechny
tyto bunky napadaji [1, 7].

Zrnita vrstva (Stratum granulosum) je sttedni tenka vrstva epidermis. Obsahuje oplostélé
keratinocyty seskladané do 3-5 fad. Lisi se od zarodecnych odolnosti a pevnosti, ale také tim,
ze obsahuyji lameldzni a keratohyaliové granuly. JednodusSe feCeno, keratohyalinové granuly
napomahaji vytvaret keratin ve vysSich vrstvach pokozky. Funkce lamelozni granuly je
zadrzovani vody v mezibunécném prostoru pomoci glykolipidl, coz pomaha zadrzet vodu
v celém koznim systému. Zrnita vrstva se nachazi daleko od vyzivujicich vlasecnic a koznich
kapilar umisténych v dermis, dochéazi proto k apoptoze, tzn. postupnému odumirani
epidermalnich bunék, kdy dochazi k rozpadu jadra. Tyto buiky jiz nejsou schopny vykonavat
metabolické processy [1, 7].

Jasna vrstva (Stratum lucidum) se nachazi v oblastech, kde je kize tlustd, napf. dlané
a chodidla. Sklada se ze 3-5 vrstev plochych a odumfelych keratinocytd, jez jsou slozené
z velkého mnozstvi keratinu a maji zesilenou membranu. Tato vrstva poskytuje pokozce urcity
stupen hydroizolace [1, 7].

Rohova vrstva (Stratum corneum) je posledni a nejsvrchnéjsi vrstvou lidské kiize. Mrtvé
a zplostélé keratinocyty se zde sjednocuji do 25-30 vrstev. Jadro a organely keratinocytd
zanikly jiz pfi apoptoze a byly nahrazeny proteinem keratinem. Z tohoto divodu se buriky
oznacuji korneocyty (téz rohové buriky). Hlavni funkci této vrstvy je ochrana pred
mechanickym poranénim, pronikanim cizorodych latek a mikroorganismi. Diky glykolipidim
mezi burikami je kiize hydrofobni. Spojeni mezi butikami se postupné ztraci, a ty se uvoliuji
ve formé Supin [1, 3, 7].

Dermis

Tato ohebna a pevna pojiva tkan je rozdélena na dvé Casti, na papilarni a retikularni. Papilarni
vrstva je slozena z fidké pojivé tkané a interaguje s epidermis. Obsahuje vyzivujici krevni cévy
a zakoncCeni senzorickych nervli. Tato vrstva vytvaii prstovité vybézky zvané dermalni papily
(viz Obrazek 1). Na dlanich a na ploskach nohou jsou tyto kozni vybézky zakladem pro otisky
prsti. Dermis je z80 % tvofena retikularni vrstvou. Je to neusporadana pojiva tkan
tvorena tlustymi kolagenovymi svazky a elastickymi vlakny. Co se tyCe bunécného slozeni,
nachazi se v pokozce fibroblasty, zirné, plazmatické a dermalni buiky, makrofagy, lymfocyty
a mnohé dalsi [1, 3, 4, 7].

Hypodermis

Pod retikularni dermis se nachazi nékolik milimetrd tlusta podkozni tukova tkan neboli
hypodermis. Je slozena z lipocyti usporadanych do tukovych lalackt, oddélenych vliaknitymi
prepazkami z vlaknitého kolagenu. Soucasti hypodermis jsou také krevni a lymfatické cévy
a nervy. Mezi funkce podkozi patii ukladani energie a tepelna izolace, také slouzi ke spojeni
kiZe se spodnimi strukturami, jakymi jsou svaly a kosti [1, 4, 8].
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Epidermalni kozni adnexa

Vedle velkého mnozstvi keratinocytl, melanocyti, nervovych zakonCeni acév se v kuzi
nachazi struktury, které jsou odvozené pfimo z epidermis. Jedna se o tzv. kozni adnexa. Néktera
jsou na prvni pohled viditelna, jako vlasy a nehty. Dale se pod vrstvami kiize nachazeji potni
zlazy ovliviyjici télni termoregulaci a vylu¢ovani odpadnich latek a mazové zlazy, které maji
na starost vyzivu a ochranu chloupku a vlast po celém téle [1].

Funkce vlast a ochlupeni u ¢lovéka se 1isi od jinych skupin savct s bohatou srsti. Lidské
ochlupeni je daleko fidsi, proto nedochazi k tak efektivnimu udrzovani teploty, jako u zvifat.
Hlavnim divodem, pro¢ mame chloupky takika po celém téle, je vnimavost na lehké dotyky.
Dalsimi funkcemi jsou napfiklad ochrana hlavy pfed slune¢nim zafenim nebo ochrana oci
anosu pred prachem a jinymi Casticemi. Vlas se sklada z kofene, ktery je ukotven v dermis
a kmene, ktery vycniva z kiize do okoli. Kofen vlasu je obklopen vlasovym folikulem, jehoz
soucasti je dermalni papila, ktera je hojné zasobena cévami a stara se o vyZzivu a rast (Obrazek
3)[1, 4, 7]

Epidermalni vrstva )))
Basalni vrslva—]

Infundibulum ————

Vnéjsi kofenovd ——— =
pochva

Mazova
l 7laza

Vnitini kofenovd ——— Kmenové buiky

pochva vlasového folikula
Vlasovy
stvol
Vla§ové Matrice vlasovych folikul
papila \ &

Obrazek 3: Struktura viasu a souvisejici adnexdlni slozky [4]

S tématem vlasu uzce souvisi mazové zlazy. Tyto zlazy produkuji olejovitou latku zvanou maz,
slozenou z bilkovin, triglyceridi, organickych soli a cholesterolu. Maz pokryva povrch kize,
zabrafiuje jejimu praskani, nici bakterie a zabratuje nadmérnému odparovani vody. Chloupky
chrani pred vysuSenim a lamavosti.

Clovék ma nejvice potnich 714z z celé zivo&isné fise. Diky tomu je schopny vykonavat naro&né
aktivity 1 za vysokych venkovnich teplot. Hlavnim ukolem potnich zl4z je vyluCovat pot na

povrch ktuze nebo do vlasovych folikul a prostiednictvim jeho odpafovani ochlazovat
organismus. Zlazy se dé&li na ekrinni, které se nachazi hlavné na Gele, dlanich a ploskach nohou.
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Vytvareji tzv. skuteCny pot, ktery se sklada hlavné z vody, dale zionti chloru a sodiku,
mocoviny, amoniaku, kyseliny mocové, glukézy a kyseliny mlécné. Druhym typem jsou zlazy
apokrinni. Tyto zlazy jsou aktivovany az v obdobi puberty, nachéazeji se hlavné v oblasti
zevnich pohlavnich organa a v fitni oblasti. Samotny pot z téchto Zlaz je obohaceny o bilkoviny
a tukové latky, coz zn¢j déla viskozni, mnohdy zluté zabarvenou latku. Pti kontaktu s kazi
dojde k rozkladnym c¢innostem koznich bakterii, ¢imz vznika specificky télesny pach ¢loveka
[1, 7].

3.1.2 Problematika transdermalniho transportu

Hned vedle ochrany naseho organismu pied cizorodymi latkami ma kaze i dalsi dalezitou
funkci, a tou je transport latek do riznych vrstev epidermis a dermis nebo pfimo do krevniho
ob¢hu. Tato skutecnost je zakladem pro vyvoj 1éka schopnych piekonat bariéru z keratinocyta,
polarnich struktur v dermis apod. Fakt, ze az jedna tfetina 1éCiv podléhajicich klinickému
hodnoceni jsou léciva cilena na vstiebani do nebo skrze kizi, vypovida o jejich dualezitosti
v medicinském odvétvi [8]. Rychlost a mira vstfebavani 1é¢iva je zavisla na stafi, tloustce
a stavu kaze, lokalizaci podani, ale také na pH, rozpustnosti a velikosti molekuly 1éku [9].

Samotny transport pies rohovou vrstvu se da rozdélit do tfi krokd. Prvnim je penetrace, coz
znamena vstup latky do konkrétni struktury nebo vrstvy, jako je napiiklad rohova vrstva kize.
Dalsim je permeace, ta by se dala definovat jako prinik z jedné vrstvy do strukturné a funkéné
odlisné druhé vrstvy. A poslednim krokem je resorpce, coz je pfijem latky do cévniho systému
[10]. Co se tyka mechanismu transportu pies kazi, jde o slozity proces. Existuji tfi mozné
zpusoby (viz Obrazek 4). Jedna se o intercelularni cestu, kdy 1écivo prochazi pres lipidovou
dvojvrstvu, dale transfolikularni transport, ktery vyuziva k prostupu vlasové folikuly nebo
mazové zlazy a poslednim typem permeace je intracelularni transport pies korneocyty [11].

Interceluldrni Folikularni —
. Intracelularni

~==9® Tésny spoj
2=z Adherentni spoj

— Epidermis

i)
?!
:
*
e
)
‘t

1
)
)
")} Bazalni vrstva

.')

— Dermis

Krevni céva

Obrazek 4: Grafické zobrazeni tri moznych cest pro transport latek pres kiizi [11]
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Vyhody a omezeni transportu léciv

Duvodem védeckého zajmu jsou velké vyhody, které transdermalni podani 1éCiva pfinasi.
Aplikace je v porovnani s parenteralnim podanim bezbolestna, nehrozi infekce a celkové je pro
pacienty komfortnéjsi [12]. Diky moznosti postupného, fizeného a dlouhodobého uvoliiovani
1éku nedochazi ke kolisani koncentrace 1é¢iva v krvi, coz muze snizit mnozstvi nezadoucich
ucinkd a zamezit terapeutickému selhani, ktera se Casto spojuje s prerusovanym davkovanim.
Léciva podavana transdermaln€ nemusi pfekonavat tzv. metabolismus prvniho prichodu jatry,
kde dochazi k znaénym ztratam léku. Také nedochazi ke gastrointestinalnimu podrazdéni, coz
je jeden z nezadoucich ucinku peroralné podanych 1éCiv [5, 8, 9].

Vedle vyhod se vSak transdermalni transport potyka i s mnozstvim omezeni, kvali kterym je
tento druh transportu stale malo vyuzivan. Velmi ucinna ochrana kize je v tomto piipadé pro
1écivo nevyhodou [12]. Vrstva Stratum corneum dokaze efektivné branit pruniku molekul
vétsich nez 500 kDa [9]. Pro vétsinu 1€Civ je prave tato vrstva urcujici pro rychlost vstiebani.
Reseni tohoto problému se vyzkumnici snazili najit v réiznych fyzikalnich metodéach, jako je
napiiklad iontoforéza, sonoforéza, elektroporace, nebo v chemickych metodach cilenych na
zesilovace permeace, jako jsou glycerol, lecitiny, cyklodextriny, a dalsi. Mezi dal§i moznosti
zlepSeni pruchodu patfi vyuziti lipozomt, mikroemulzi nebo pevnych lipidovych ¢astic. Idealni
1€k by pro prestup mél mit nizkou molekulovou hmotnost, lipofilni charakter na zdolani rohové
vrstvy, ovSem pro pruchod do hlubsich vrstev kiize i dostate¢nou hydrofilitu [2, 13].

Elektroporace

lontoforéza

i Sonoforéza
Mikrol Chemicky  Naplast -— Tvorba

likrojehla o\ oncer = — . vezikul Nanodistice
e o ® 9 M 2
° =
®e )
=
(=5
- =
R}
s
)
(=]

Obrazek 5: Schematické znazornéni riiznych strategii pro poddvani 1éciv transdermdini
cestou [14]
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3.2 Huminové latky

3.2.1 Obecny pohled na huminové latky

Co jsou huminové latky, jak vypadaji a jak vznikaji, se védci snazi zjistit jiz desitky let. Za tu
dobu jiz bylo objeveno mnoho riznych poznatkt a napsana fada studii, i pfesto jsou tyto latky
neustalym védeckym tématem diky své ne zcela objasnéné struktufe a vlastnostem, které maji
potencial ovlivnit fadu riznych oborti a prumyslovych odveétvi [15].

Jedna se o heterogenni, pfirozené se vyskytujici biogenni organické latky schopné tvorit
komplexni slouceniny [16]. Podle nekterych studii huminové latky ptedstavuji okolo 50 %
organického uhliku v oceanech a sladkovodnich zdrojich a pfiblizn€ 25 % organického uhliku
na Zemi, coz je fadi mezi nejrozsifenéjsi organické materialy na nasi planeté [17, 18]. Velké
zastoupeni maji v sedimentech, vodach a puadnich systémech [15]. Pfi prvnich pokusech
o charakterizaci téchto sloucCenin doSlo k rozdéleni huminovych latek na zakladé jejich
rozpustnosti v zavislosti na pH. Nerozpustnd frakce dostala nazev humin, cast obsahujici
vysokomolekularni organické latky, které jsou rozpustné v alkalickém prostiedi, Castecné ve
vodé a nerozpustné v kyselém prostiedi s pH mensim nez 2, se nazyva huminové kyseliny
a posledni frakci jsou fulvokyseliny, coz je frakce stfednémolekularnich latek rozpustnych piti
jakémkoli pH [15, 18]. Dalsi zakladni charakteristické informace viz Obrazek 6.

Fulvova kyselina Huminova Kkyselina Humin
vaétl'e Zlutohnéda TmaYé Cerna
Zluta Seda

ZvySeni intenzity barvy
ZvySeni miry polymerace
2000 ZvySeni molekulové hmotnosti —— 300 000
45 % ZvySeni obsahu uhliku 62 %
48 % Pokles obsahu kysliku 30 %
1400 Pokles vymény kyselosti 500

Pokles stupné rozpustnosti

Obrazek 6: Charakteristické udaje o huminovych latkach [19]

Proces vzniku huminovych latek se nazyva humifikace. Jde o kombinaci syntetickych
a rozkladnych chemickych reakci, kdy dochazi k modifikaci organickych zbytka zvitat, rostlin
a mikrobialni biomasy. Tento proces ovliviiuje fada faktort, jako tfeba prostiedi (vodni nebo
suchozemské) nebo organismy, které se v téchto prostiedich nachazeji. K reakcim dochazi jak
za aerobnich podminek, tak za anaerobnich [16].

15



3.2.2 Slozeni a struktura

Chemicka struktura huminovych latek zavisi na jejich pavodu aje velmi komplikovana.
Vseobecné se da fict, ze na elementarni urovni se vSechny huminové latky skladaji z prvka C,
H, O, N, a S [20]. Co se tyka zastoupeni té€chto prvkd, obsah uhliku mize byt 45-60 hm.% s tim,
ze stoupa od fulvovych kyselin k nerozpustnému huminu, kysliku 25-45 hm.%, kde je oproti
uhliku opacny trend, vodiku 4-7 hm.%, dusiku 2-5 hm.% a zbylych anorganickych prvku 0,5-
5 hm.% [16].

Dal§i moznou charakterizaci struktury huminovych latek je pomoci funkénich skupin, které
ovliviluji vysledné vlastnosti téchto sloucenin. Jak vlastnosti, tak procentualni zastoupeni
kysliku je dané skupinami —-COOH, —OH a —C=0-. Fulvové kyseliny jsou specifické tim, ze
obsahuji vétsi mnozstvi funkCnich skupin kyselé povahy, nejCastéji karboxylové nebo
hydroxylové [16, 20]. Ve struktufe mohou byt zastoupeny také fenoly, enoly, chinony, ethery,
ale také peptidy nebo cukry.

Takova heterogenita zptusobuje Castecnou hydrofilitu diky OH skupinam, ale také CasteCnou
hydrofobitu zpisobenou aromatickymi kruhy a alifatickymi fetézci [21]. Riznorodost
a komplexita té€chto slouCenin védcim velmi ztézuje odhaleni presné molekulové struktury
huminovych latek. Na zakladé dosavadnich poznatkti proto vzniklo nékolik hypotetickych
vzorcy, které se v prubéhu let rizné meéni.

0
HO
0
H
H,N 0
HOOC

Obrazek 7: Model monomeru huminové kyseliny podle Steelinka [22]

Pohled na skladbu struktury téchto latek se kazdou novou studii méni. Nékdy jsou brany jako
polymerni fetézce ve tvaru prstenct a shlukd. Podle tohoto ,,polymerniho modelu“ by tyto
makromolekuly mohly mit velikost od 60-500 A a priimé&rnou hmotnost od 20 00050 000 Da
[16, 23]. AvSak srozvojem mékkych ionizacnich technik, jako jsou mikroskopie
a spektroskopie se od tohoto modelu wupousti. Do popiedi se dostava koncept
supramolekularnich asociaci, ve kterém jde o spojeni nékolika malych a chemicky odlisnych
molekul pomoci vodikovych vazeb a hydrofobnich interakci. Vysledkem téchto interakci je
predstava micelarni struktury, kterd se ve vodném roztoku usporada tak, aby vnéjsi hydrofilni
oblasti chranili vnitfni hydrofobni pfed molekulami vody [23].
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3.2.3 Vlastnosti

Nekteré zakladni vlastnosti jiz byly zminény, jako rozpustnost, kterd stoupa od huminu
k fulvovych kyselinam, odhadovana molekulovda hmotnost nebo amfifilni charakter, diky
kterému mohou huminové latky tvofit ve vodném micely nebo pseudomicely. Posledni zminéna
vlastnost tzce souvisi s povrchovou aktivitou, kterd huminovym kyselindm umoziiuje silné
spojeni s anorganickymi nebo organickymi sloueninami ve vodé€ i v padé [23]. Ve vodném
prostfedi ovliviiuji téz solubilizaci riznych nepolarnich latek pomoci nekovalentnich
vazebnych interakci [21]. Tato schopnost je zakladem pro tuto diplomovou praci, protoze
umoziuje huminovym latkdm ovlivnit transport latek, se kterymi interaguje. Také patfi k velmi
dobrym ligandim pro kovové ionty v roztocich, kde vznikaji silné komplexy kov-humat. Tyto
interakce maji velky vliv na detergentni charakter huminovych kyselin [23].

Mezi dal§i vlastnosti, které se zkoumaji v ramci l1ékarstvi, patfi naptiklad antivirova aktivita,
kdy dochazi k inhibici replikace viru vazbou na virové receptory, které jsou nezbytné pro
ptichyceni viru na povrch buiky. Huminové latky jsou také testovany v oblasti inhibice
mutageneze uvnitf buneék, ale 1v mimobunécném prostiedi, maji protizanétlivé ucinky,
zefektiviiuji hojeni ran a dokéazi absorbovat Skodlivé UV zafeni [21]. V ramci této kapitoly je
ziejmé, ze vlastnosti huminovych kyselin jsou velmi rozmanité a maji co nabidnout v mnoha
raznych odvétvich.

3.2.4 1zolace

Jak bylo jiz zminéno na zacatku této kapitoly, huminové latky se déli do tfi zakladnich skupin
podle rozpustnosti. Této vlastnosti se vyuziva pii izolaci huminovych kyselin. Samotny zptsob
izolace se lisi podle toho, jestli je zdrojem téchto latek vodny roztok nebo rizné pevné latky,
jakou jsou raseliny, uhli nebo sedimenty [15]. Obrazek 8 znazornuje extrakci z pevnych vzorku,
kde se v prvni fazi vyuziva siln€ alkalického extrakéniho €inidla, nej¢astéji vodného roztoku
0,1 M NaOH. Organicky material, ktery se v této reakci nerozpusti, je klasifikovan jako humin.
Nasledné je roztok okyselen na pH 2—1 za pomoci HCl. Vznikl4 srazenina kyseliny huminové
(HA) se odebere av roztoku se nachazi pouze kyselina fulvova (FA) [15, 24]. Moznou
alternativou pro roztok NaOH je alkalicky pyrofosfat nebo jeho smés s NaOH, tato varianta se
ovSem nedoporucuje zdivodu obavy ozménu povahy huminovych latek pasobenim
pyrofosfatu [15].

Puda

NaOH (0,5 mol/l)

| supernatant

zbytky vcetné HA + FA
huminu

HCI (pH okolo 1)

precipitat —l supernatant

HA FA

Obrazek 8: Schéma separace pro piidni huminové latky [15]
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Izolace muze probihat také z vodného roztoku, a to extrakci do nepolarnich rozpoustédel nebo
sorpci na neiontové sorbenty. Tyto metody se vyuzivaji k stanoveni celkového obsahu
huminovych latek ve vodach. Pro izolaci huminovych kyselin z pfirodnich vod byl vytvoren
standardizovany postup s vyuzitim sorbentu oznacovaného zkratkou XAD. Obrazek 9 popisyje
zminény postup. XAD je neiontovy makroporézni sorbent, ktery se vyrabi ze styren-
divinylbenzeového nebo methylmethakrylatového polymeru s riznou arovni hydrofobicity.
Pokud je pozadovana jemna frakcionace huminovych kyselin, vyuziva se gradientové eluce.
Polymer je desorbovan elu¢nim c¢inidlem, jehoz pH se postupné zvysuje. Pii zméné pH dochazi
k ionizaci a desorpci slouCenin na zakladé rozdilnych hodnot pKa [15]. Metoda XAD byla
vyuzitai pfi zkouméni oxyhumolitu, spole¢né s 0,5 M NaOH, nakonec byl vzorek filtrovan pies
sklenény filtr a stabilizovan [25].

Vzorek
vody

okyseleni na pH 2

Sorpce
na XAD

eluce pomoci NAOH

HA + FA

okyseleni na pH 1

precipitat ] supernatant

HA FA

Obrazek 9: Schéma izolace huminovych ldatek ze vzorkii vody [15]

Diky rozdilné velikosti molekul huminovych latek se daji rozdélit do n€kolika frakci pomoci
ultrafiltrace. Frakce se lisi jak na zakladé stupné agregace, tak i na Grovni primarni struktury
molekuly [15].

3.2.5 Vyuziti

Z celé této kapitoly vyplyva, ze huminové latky mizou svymi specifickymi vlastnostmi
moznych uplatnéni Ceka na védecky podlozené materialy o funkénosti, bezpecnosti
a optimalizaci jejich pouziti. Itato prace ma za cil obohatit dosavadni zkuSenosti s témito
latkami v medicinskych kruzich anaznacit dal§i mozna vyuziti. Pro prehled budou jejich
stavajici aplikace rozdéleny do kratkych odstavc.
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Zemédélské aplikace

V souCasném zemédélstvi jsou jednim z hlavnich doplikt rostlinnych zivin anorganicka
hnojiva. Jejich ptsobenim se produktivita plodin mize mnohonasobné zvysit, ovS§em piimé
a nepiimé nepfiznivé ucinky téchto hnojiv na zdravou padu negativné ovliviiuji celou
budoucnost agroprimyslu. Podpora pfirodnich latek, jako jsou huminové kyseliny, pomaha
k obnové kvality pudniho systému, napomaha pienosu mikrozivin do rostlin a zlepSuje
zadrzovani spodnich vod [16, 26]. Jednim z divodd, proc se vyuzivaji v zeméedélstvi je jejich
vliv na zlepSeni fyzikalné-chemickych vlastnosti puidy a zvyseni jeji urodnosti [27]. Jiz nékolik
let jsou soucasti piisad do hnojiv, prispivaji k vétsi dostupnosti uhliku, zlepsuji zasobovani
rostlin zivinami, a také slouzi jako zdroj energie pro pudni mikroby [26]. Mezi zastupce soli
huminovych latek, které maji potencial v zemédé€lstvi, miizeme jmenovat humat vapenaty,
ktery se vyuziva ke zvySeni irodnosti, humat sodny pro jeho hojici ucinky na listy rostlin, nebo
humat amonny, u kterého byl zjistén vyznamny stimulujici G¢inek na rust rostlin [20].

Pramyslové aplikace

Rizné formy huminovych latek maji velky pfinos v fadé prumyslovych odvétvi. Ve
stavebnictvi se vyuzivaji jako aditivum do betonovych smeési, kde maji vliv na rychlost tuhnuti.
Pozitivné ovliviiuji také stupeni hydratace a fyzikalné-mechanické vlastnosti betonu. Adsorpce
tézkych kovu je jedna z vlastnosti huminovych struktur, ktera se vyuziva pii primyslovém
¢isténi odpadnich vod nebo pro likvidaci znecist'ujicich latek, které vznikaji pii spalovani [28].
Své misto nasly také v koZzed€lném pramyslu, kde slouzi hned v nékolik urovnich, naptiklad
jako barvivo, prostfedek k ¢inéni kiize a na kone¢nou Upravu. Dale se vyuzivaji v keramickém
prumyslu na zlepSeni mechanickych a odlévacich vlastnosti keramiky [20]. Piidavky
huminovych latek pfi vyrobé PVC zvySuje tepelnou stabilitu [29]. Je nutno zminit 1 Cetné
aplikace v papirenském pramyslu a potravinaiském pramyslu [16, 20].

Biomedicinské aplikace

Historicky jsou huminové latky vyuzivany pro medicinské ucely jiz od nepaméti. Nejstarsi
dochovanou zminkou je ¢inska farmakologicka ptirucka z 15 stoleti [30]. Lécebnou metodou,
kterd se zachovala dodnes, je balneoterapie. Jedna se oléCebnou proceduru pomoci
raSelinovych lazni, ktera se v Evropé€ objevila jiz na pocatku 19. stoleti. Tato 1éCebna kura se
vyuzivala na pohybova, gynekologicka i kozni onemocnéni. Diky vysokoteplotni raselinové
lazni dochazelo u pacientl ke zlepSeni krevniho ob&hu a podporfe regeneracnich procesu.
Huminové latky maji prokazané antivirové ucinky proti neobalenym i obalenym viram, jako
jsou virus chiipky, herpes virus nebo HIV [31]. v ramci vyzkumu byl popsan proces specifické
inhibici v prubéhu pfichyceni viru na napadenou buiiku [32]. Protizanétlivé vlastnosti byly
prokazany u humatu sodného, ktery vyznamné zpomaluje rozvoj edému. Huminové kyseliny
také dokazou potlacit tvorbu fibrinovych monomert inhibici koagula¢niho enzymu a tim
zabranit vzniku trombozy v téle. Mezi dalsi vlastnosti téchto kyselin patii antioxidacni
vlastnosti, podpora imunity, vyrovnani hladiny mineralt v téle. Dulezitou kapitolou je i systém
dodavani 1éciv, kde huminové latky funguji jako nosna cinidla pro zvySovani biologické
aktivity [30].
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3.3 Analgetika v boji proti bolesti

Bolest je jednim z obrannych mechanismu naseho téla. Jde o informaci centralniho nervového
systému, ktera je predana motorickym neuroniim, aby dosSlo k minimalizaci pfipadného
fyzického poskozeni [33]. Mezinarodni asociace pro studium bolesti definovala bolest jako
,hepiijemnou smyslovou a emocionalni zkuSenost spojenou se skuteCnym nebo potencialnim
poskozenim tkan€ nebo popsanou v terminech takového poskozeni“ [34]. Bolest se d4 rozdélit
na dva zakladni typy v zavislosti na délce trvani.

Akutni bolest — je reakce téla na probihajici poskozeni tkdn€ nebo onemocnéni. Jde Castéji
o rychly aintenzivni pocit, jehoz pfiCina je ve vétSin€ pripadi snadno rozpoznatelna [33].
I presto se muze stat, ze akutni bolest pfetrvava i mésice nebo se z ni maze rychle vyvinout
bolest chronicka [35].

Chronicka bolest — je obvykle definovana jako bolest trvajici déle nez Sest mésicu.
V porovnani s akutni bolesti je jeji 1écba obtizn€jsi, ato ze dvou divodu. Mize vzniknout
v disledku selhani nebo netcinnosti predchozi 1éCby akutni bolesti. Druhym davodem je
skuteCnost, ze dlouhodoba pretrvavajici bolest zplsobuje zmény v chovani pacienta.
U chronické bolesti je 1é¢ba kombinaci medikace s u€innou rehabilitaci [34]. Da se také délit
na konstantni a pferu§ovanou, nebo podle zdroje bolesti na kozni, somatickou, neuropatickou
a visceralni [33].

Lécba a nasledné uspésné odstranéni bolesti 1ze docilit riznymi metodami, ovSem zakladem
pro analgetickou 1éCbu je uzivani analgetickych 1éCiv [36]. Analgeticka 1éCiva zplisobuji
tzv. analgezii, coz je odstranéni bolestivého vjemu bez ztraty védomi [33]. Obecné dochazi
k inhibicim enzymu nebo raznych proteinovych receptort jak v centralnim nervovém systému,
tak v celém lidském téle [37]. Jednou z moznosti rozdé€leni je na syntetické 1éky, které jsou
umeéle vytvorené v laboratofi, napt. diklofenak, paracetamol nebo ibuprofen, a na analgetika
ziskana z prirodnich zdroja, coz mizou byt rostliny s analgetickymi ucinky (morfin) nebo latky
télu vlastni (endorfiny). Déle se daji analgetika rozdélit podle toho, jestli se vazi na opioidni
receptory.

3.3.1 Opioidni analgetika

Jak sam nazev napovida, tyto latky jsou odvozené od opia, coz je latka izolovana z nezralych
makovic maku setého [33]. Opioidy se fadi mezi silna analgetika, ktera se vyuzivaji pii 1écbé
stfedné tézkych az tézkych bolestech rakovinového, ale i nerakovinového ptvodu [38]. Jejich
ucinek zavisi na obsazeni opioidnich receptorti, u lidi jsou znamé tii druhy receptorti: pu, k a &
[39]. Nejznaméjsi zastupce této skupiny morfin, jehoz chemickou strukturu zobrazuje Obrazek
10, cili pfedev§im na p-opioidni receptory, které jsou dostupné po celém téle, tudiz ma velmi
Sirokou S$kalu indikaci bolesti, které muze ovlivnit [37]. Pfi interakci mezi opioidem
a receptorem dochazi ke vzniku rizn€ silné vazby v zavislosti na afinité a vnitini aktivité, coz
ma vliv na vysledny farmakodynamicky efekt. O ucinku také rozhoduje stupen lipofility
a ionizace analgetické slouCeniny.
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Obrdzek 10: Chemickd struktura morfinu [40]

Tyto latky se deli do nékolika skupin: opiové alkaloidy (morfin, kodein), polosyntetické
opioidy (heroin, oxykodon), syntetické opioidy (fentanyl, petidin) a posledni endogenni
opioidy, coz jsou latky produkované télem (enkefaliny, endomorfiny) [39]. Dale je mizeme
rozdélit podle afinity a vnitfni aktivity. Zminéné parametry jsou nejvetsi u agonistl, coz
znamena, ze jsou na u receptoru dominantni. Se zvySujici davkou se zvySuje i jejich analgeticky
ucinek a to bez tzv. stropového efektu, proto se vyuzivaji pii opravdu silnych bolestech [39].
Parcialni agonisté maji také vysokou afinitu k p receptoru, avsak vnitini aktivitu maji mensi.
Jejich vyhodou jsou méné Casté vedlejsi ucCinky, ale jejich analgeticky ucinek je nizsi [35].
Prechodnou skupinou jsou agonisté-antagonisté, kterym kvuli malé afinité i vnitini aktivité
dochazi k interakcim pouze s receptory k a 6. Posledni skupinou jsou opioidni antagonisté,
jejichz afinita je pro vSechny tfi receptory bez vnitini aktivity. Nasledkem toho se tato latka na
receptor navaze, ale nevyvola zadny ucinek [39, 41].

Za zminku stoji jesté vedlejsi ucinky opioidnich analgetik, které mizou vyvolavat Casto strach
anedivéru pacientd. Nadmérné davkovani muze vyvolat respiracni deprese, dale snizeni
peristaltiky stfev astim spojené problémy s vylu¢ovanim stolice. U 30 % pacienti se na
pocatku 1écby vyskytuje nauzea a zvraceni. Pfi delsi 1écbé muze dojit k toleranci ucinku, coz
ma za nasledek zvySovani davky 1éciva. Nejznaméjsim vedlej§im ucinkem je nepochybné
moznost vzniku fyzické i psychické zavislosti, kdy pfi vysazeni mize dojit k abstinencnim
ptiznakam [37, 39, 41].

3.3.2 Neopioidni analgetika

Velké mnozstvi vedlejSich Gcinkt opioidnich 1é¢iv motivoval védeckou obec hledat i jiné
alternativy pro 1é¢bu bolesti. Cilem védci neni nahradit opioidni 1éCiva, ale vhodnou kombinaci
s neopioidnimi analgetiky zmensit mnozstvi a intenzitu jejich vedlejsich G€inka a snizit davku
1é¢iv, kterou musi organismus zpracovavat [36]. Omezeni mnozstvi uzivanych opioidnich latek
by mohl mit pozitivni vliv na velké problémy se zneuzivanim téchto 1€kt a Castym vznikem
zavislosti, ktery muaze skoncit i nepfimérené velkou davkou a smrti [42]. Mezi neopioidni
analgetika patfi takova 1éCiva, ktera primarné neinteraguji s opioidnim receptorem, ale utlumi
bolest prostiednictvim jinych reakénich mechanisma [43].
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Nesteroidni protizanétlivé léky (NSAID)

Jedna se oftadu Siroce vyuzivanych a dostupnych 1ékid, které maji spoleCny mechanismus
pusobeni adiky tomu ipodobné vyuziti. LéCiva ztéto skupiny spojuji analgetické,
antipyretické, protizanétlivé a antirevmatické vlastnosti [44]. NSAID vtéle cili na
vSudypfitomny enzym cyklooxygenazy COX. Tento enzym je v téle zodpovédné za zanétlivé
bolesti avznik horecky, coz zpusobuje pomoci syntézy hormonu prostaglandinu [37].
Rozli§ujeme ti1 izoformy tohoto enzymu:

COX-1 se podili na fyziologickych funkcich, trvale se podili na regulaci gastro a renalni
ochrany, produkci hlenu a agregaci krevnich destiCek. Tato izoforma je pfitomna v burikach
ledvin, dychaciho traktu a stfeva, kde mimo jiné syntetizuje prostaglandiny.

COX-2 je pfitomen v zanétlivych buiikach a oblasti zanétu. Zprostiedkovava bolest, horecku
a zanétlivé reakce, je aktivni v mistech poranéni. Ma taky regulacni vlastnosti v oblasti ledvin
a reprodukce.

COX-3 je zatim nejméné prozkoumany enzym, ktery je spojovan s analgetickymi vlastnostmi
paracetamolu [43, 45].

Jak pozitivni schopnosti, tak i nezadouci vedlejsi ucinky jsou spojené s inhibici pravé téchto
enzymu. Mezi negativni vlivy patii naptiklad podrazdéni zaludku, z kterého se miize vyvinout
gastrointestinalni krvaceni, problémy s regeneraci poSkozené tkan€, naruseni autoregulace
ledvin, coz jsou vSechno vedlejsi uCinky spojované s enzymem COX-1. Proto se vyzkum
zamétil na NSAID selektivné inhibujici enzym COX-2, coz zpocatku pfineslo benefity ve
formé ucinnosti a omezeni vedlejSich UCink( spojenych s zaludeCnimi problémy, ovSem
pozdéjsi vyzkumy prokazaly vysokou miru kardiovaskularnich komplikaci [37, 43, 44].
Dulezitym vyuziti NSAID je multimodalni 1écba bolesti spolecné s opioidnimi analgetiky, kde
snizuji skore bolesti, davky opioidnich 1é¢iv a tim 1 jejich vedlejsi uinky [42, 46].

V tomto kratkém prehledu vystupuji NSAID jako uc¢inna analgetika, vhodna pro ulevu od
akutni bolesti nebo pro kombinace s opioidnimi 1éCivy. Z divodu vyznamnych vedlejSich
ucinki se nedoporucuji k dlouhodobé 1é¢bé chronickych bolesti [43].

Ibuprofen

Jedna se o prvni analgetické 1éCivo vyvinuté jako derivat kyseliny propionové, které nasledné
rozpoutalo z4jem o dalsi vyvoj téchto propionik. Jeho uspéch byl velky diky tomu, ze se
uspésné vyrovnal svym terapeutickym ucinkem jiz znamym analgetikiim, ovSem jeho vedlejsi
ucinky byly do zna¢né miry mensi [47]. I pfesto se mnohé vedlejsi ucinky souvisejici s inhibici
syntézy prostaglandind objevuji, nejCastéj$imi jsou podrazdeéni gastrointestinalni sliznice, coz
muze vyvolat nevolnost, bolesti zaludku a mnohdy i zvraceni, zmény funkce krevnich desticek
nebo negativni vliv na bronchialni astma [48].

Ibuprofen je bezbarvy jehlickovity krystalicky prasek o molekulové hmotnosti 206 g/mol [49].
Jeho charakter je kysely, ve vod¢ je témer nerozpustny, vyrabi se nejcastéji ve formé tabletach
o davkovani 200-800 mg na tabletu. Je idealni pro oralni vstfebavani, z 99 % se vaze na
proteiny, télo se 1éCivé latky zbavi pomoci metabolismu v jatrech za 24 hodin od posledniho
podani formou moci.
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Obrazek 11: Strukturni vzorec ibuprofenu
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ibuprofenu se ucCinnosti vyrovnd paracetamolu i aspirinu [48]. Racemicky ibuprofen
S(+)-enantiomer se vyuziva pro 1écbu mirné az stfedni bolesti, oproti tomu je prokazano, ze
jeho protéjSek R(-)-enantiomer ma daleko niz§i farmakodynamickou ucinnost. Jedna se
o bolesti hlavy, migrény, pooperacni bolesti, bolesti zubti a pii 1é¢b€ revmatoidni artritidy.
Princip jeho acinku je neselektivni inhibice cyklooxygenazy COX-1 a COX-2, coz zpusobi
inhibici syntézy prostagladint [50, 51].
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4 KLiICOVE METODY PRO EXPERIMENTALNI CAST

K poznani riznych chemickych a fyzikalnich mechanismi je nutné vyuzit nejlepSich
a nejvhodnéjSich metod, které jsou k dispozici. Vybér a optimalizace experimentalni metody je
klicem ke kvalitnim a pfesnym vysledkim. Franzovy difuzni cely jsou ¢asto vyhledavanou
aparaturou pro zkoumani transportu latek pres rizné typy membran. Spektrofotometrie
a chromatografie v této problematice dilezitymi technologickymi nastroji, jak pro velmi presné
uréeni koncentrace 1éCiva i pfes mnozstvi dalSich latek, tak jako rychla a efektivni kontrola
vzorku z difuznich experimentt.

4.1 Difuzni experimenty pro transdermalni aplikace

Pro farmakologickou a biofarmaceutickou ucinnost 1éCiv je naprosto kli¢ovou vlastnosti jejich
pasivni transport. At uz v riznych médiich nebo pies lipidovou dvojvrstvu je difuze proces
urcujici rychlost distribuce 1éCivych latek do téla [52]. V pripadé této prace jde o prostup pres
vrstvu kaze, coz je velmi slozity proces, ve kterém k aktivnimu transportu nedochazi. Pro
vétsinu latek bude lipofilni rohova vrstva rychlost omezujici bariérou, avSak pokud by byla tato
vrstva poskozena, nebo by 1écivo vykazovalo silny lipofilni charakter, mize byt limitujicim
faktorem hydrofilni epidermis [10].

Pro matematicky popis absorpce 1éCiv pres kozni membranu se vyuziva prvni Fickiv zakon
s podminkou nekone¢né davky,

6C

J=- = (4.1.1)

kde J znaci difuzni tok, coz je rychlost pfenosu na jednotku plochy (g-cm?/h), C je koncentrace
difundujici latky (g/cm?), x popisuje linearni drahu transportu (cm) a difuzni koeficient je
oznaCeny pismenem D (cm?/h). Zaporné znaménko pied difuznim koeficientem udava opaény
smér prenosu molekul, nez je koncentracni gradient.

Fickav zakon popisuje tzv. ustaleny (stacionarni) stav toku latky, v nasem pripadé 1éCiva.
K tomuto stavu dochazi ve chvili, kdy se rychlost difuze stane konstantni. V pfipadé
experimentt s Franzovymi difuznimi celami jde o situaci, kdy zkoumana latka projde kozni
membranou ve vSech vrstvach. Pokud se zcelé plochy membrany uvoliuje 1éCivo, jde
o stacionarni difuzi. Cas potiebny k dosaZzeni tohoto stavu se oznauje jako doba zpozdéni t
(lagt) aje funkci tloustky membrany a difuzivity vstfebaného 1éCiva do epidermalni
a dermalni vrstvy. Tato hodnota se Casto pocita pomoci grafu zavislosti koncentrace
penetrované latky na Case, ze kterého se vyberou body odpovidajici ustalenému stavu difuze.
Tyto body se prolozi pfimkou a na zakladé rovnice ptimky se vypocita lag t [10].

Difuzni koeficient mize byt vypocitan také z hodnot lag T a rozmeért tloustky membrany, a to
za pouziti pfedpokladu, ze v okamziku prostupu léCiva membranou odpovida tloustka
membrany stfednimu posunu ¢astic 1é¢iva. Pro 1D difuzi se tento vztah vyjadiuje vzorcem pro
sttedni kvadraticky posuv:

x? = 2Dt (4.1.2)
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Kde /je tloustka membrany, D je difuzni koeficient a 7 znaci dobu zpozdéni. VSechny jednotky

se daji upravit podle potieb experimentu. Tento model je vhodny pro vyzkum difuze 1é¢iv [53—
55].

4.1.1 Difuzni komurky

Mezi hlavni metody zkoumajici vztah mezi kazi, 1éCivem a nosi¢ovym systémem léCiva patii
in vitro modelovani transdermalniho transportu pomoci difuznich cel. Jiz desitky let tato
metoda piinasi rizné informace, které se vyuzivaji pro navrh a vyvoj novych lécebnych
pripravku, kontroly kvality nebo zkoumani vlastnosti pfipravkd, jako je napf. toxicita [56].

Od sestaveni prvni difuzni cely se vyvoj v této oblasti posunul k nékolika riznym variantam
této aparatury, muzeme je rozdélit do nekolika kategorii. Zakladni rozdéleni je na statické
a prutokové difuzni cely [10]. Jak uz nazev napovida, u pratokovych cel dochazi k nepfetrzité
obnove Cistého prijimaciho média pomoci pumpy. Této varianty se vyuziva u Spatné
rozpustnych 1éCivych latek nebo uléklt sftizenym uvolfiovanim [57]. U statické dochazi
k odebirani vzorkt v danych Casovych intervalech. Odebrany objem se musi doplnit Cistym
médiem. Dale muzeme statické difuzni cely rozdé€lit podle orientace membrany na vertikalni
a horizontalni (viz Obrazek 12). Samotnd cela by méla byt vyrobena =z inertniho
neadsorbujiciho materialu [10].
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Obrazek 12: Dvé mozna usporadant difuznich cel. Vievo je zndzornéna horizontalni difuzni
cela, vpravo je zndazornéna vertikdlni difuzni cela [58]

Franzova difuzni cela

Jednou z nejpouzivangjSich aparatur pro hodnoceni transdermalnich 1ékovych forem a studium
kinetiky pfenosu 1€¢ivych latek pfes membranu je jiz zminé€nd Franzova difuzni cela. Diky jeji
popularité jiz vzniklo velké mnozstvi raznych typa, které se lisi jak davkovanim vzorku, tak
velikosti a objemem [59].

Aby byl difuzni experiment uspédny, je tieba znat zakladni parametry difuzni cely. Mezi tyto
dulezité udaje patii napiiklad objem receptorové komory a velikost efektivni oblasti difuze,
ktery se muze liSit v zavislosti na velikosti dané cely. Dulezitou soucasti aparatury je
magnetické michadélko, které se stara o homogenizaci latek v donorové komofe a rovhomeérné
rozlozeni teploty piijimaciho média. Rychlost a efektivita michani musi byt nastavena tak, aby
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dochéazelo k co nejrychlejsi homogenizaci v celém objemu piijimaciho média, ovSem bez
vzniku nezadouciho viru, ktery by mohl narusit vrstvu statické tekutiny pfiléhajici k membrang.
Parametry michani se daji ovlivnit bud’ zménou rychlosti michani nebo typem michadélka [56].
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5 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Pred experimentalni Casti je dulezité ziskat prehled o zkoumané problematice, proto je hlubsi
literarni reSerSe zakladem kazdé védecké prace. Tato kapitola se bude vénovat tfem riznym
okruhtim, ato vyuzitim huminovych latek ve farmakologickém odvétvi se zaméfenim na
topické podavani 1éCiv, porovnani tcinnosti riznych analgetik v ramci gelt a naplasti a mozny
vybér membran simulujicich kozni bariéru pro experimenty zaméfené na experimentalni
studium a modelovani transdermalniho transportu.

5.1 Vliv huminovych latek na transport farmakologickych aktivnich latek

Spektrum moznosti, kde by mohli huminové latky pozitivné ovlivnit 1éCbu pacientd nebo
posunout vyvoj medicinu, je velmi rozsahlé. Od 1écby zanéta, pies zlepSeni hojeni ran po
potencialni 1é¢bu rakoviny jsou huminové latky zkoumany riznymi tymy védct po celém svété
[21]. Jejich amfifilni charakter a schopnost tvofit micelarni Gtvary je jednim z hlavnich davoda
k vyzkumu jejich vyuziti jako nosiCovych systému pro rizné druhy 1éciv. Tato kapitola se bude
zabyvat posunem poznani v oblasti vlivu na léCiva rizného charakteru, ato jak kyselin
huminovych, tak fulvovych.

V prvni zde zminéné praci byl zkouman hydrogel vytvoreny ze smési nékolika latek, ato
alginatu sodného, huminové kyseliny a konjakové gumy. Velka ¢ast experimentalni naplné
prace spocivala v charakterizaci hydrogelu samotného, v zavéru studie byla ov§em zkoumana
1 schopnost enkapsulace kyseliny L-askorbové a jeji uvoliiovani z hydrogelu v zavislosti na pH.
K charakterizaci hydrogelu byla pouzita technika SEM a FTIR, nasledoval i experiment
uvolfiovani 1éCiva in vitro, kde bylo vyuzito UV spektrofotometru. Analyza SEM odhalila
vnitini sitovou strukturu gelu, kde je 1éCivo zachyceno ke stén€ pora. Ve chvili nabobtnani gelu
dochazi k rozsiteni vnitfnich port a kyselina L-askorbova se postupné uvoliiuje. Také bylo
zjisténo, ze adsorptivita a specificky povrch huminové kyseliny zlepsuje ucinnost enkapsulace
1é¢iva. Jak moc hydrogel dokaze navazat 1éCivo a nasledné jej uvolnit, bylo experimentalné
zkouSeno ve fosfatovém pufru s pH = 1,4 a pH =7,4. Pfi nizkém pH dochazi k inhibici uvolnéni
1éCiva, oproti tomu pii pH 7,4 byla uinnost uvolilovani vypocitana na cca 95% za 10 hodin.
Vystupem z toho ¢lanku je, ze hydrogel vyrobeny ze smési alginatu sodného, huminové
kyseliny a konjakové gumy je vhodnym kandidatem pro specifické dodavani 1é¢iv [60].

Dalsi clanek [61] pojednava o problematice Spatné rozpustnosti 1€Civ ve vodé a s tim souvisejici
jejich malou biologickou dostupnosti. Jednou z technik, jak docilit lepsi rozpustnosti 1éku je
tvorba tzv. inkluznich komplext. V této oblasti hraji huminové latky velkou roli, protoze prave
tyto komplexy HL tvofi, navic jsou celosvétové dostupné a toxikologicky bezpecné. Pro
experimentalni ¢ast byl vybran specialni doplnék stravy oznaceny jako vodny roztok kyseliny
fulvové a 1éCivo ketokonazol. Analyza se skladala ze studia fazové rozpustnosti, DSC, FTIR,
rentgenové difrakce (XRD), HPLC 1 UV-VIS, dialyzacni analyzy a také se studiem in vitro
permeace stfevniho vaku krys. Autofi prace vSechny vysledky porovnavali s jiz publikovanymi
Clanky zabyvajici se podobnou problematikou. Z experimenti vzeslo nékolik vysledka
a zaveru, jako naptiklad zjiSténi, Ze optimalni koncentrace pro nejlepsi rozpustnost 1éCiva je
4 % roztok kyseliny fulvové, coz ale zavisi na Cistoté izolované kyseliny. Rozpustnost
ketokonazolu v komplexu s fulvovou kyselinou se zvysila o pfiblizné¢ 621 %. Pfi studiu
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uvolnovani léCiva z komplexu se za 60 minut uvolnilo o 37 % vice aktivni latky nez z Cistého
1éCiva. Co se tyCe permeability pres stievni vak krys, i tady doslo ke zvySeni oproti Cistému
1é¢ivu ve vodné suspenzi. Cisté 16&ivo uvolnilo za 90 minut 68 % aktivni latky, komplexované
1éCivo 95 %. V zavéru studie byla fulvova kyselina pochazejici z raseliny doporucena jako
komplexotvormné cinidlo zlepSujici rozpustnost 1é¢iv ve vodé. V budoucnu by se podle autort
méla védecka Cinnost zaméfit na zvySovani Cistoty fulvovych kyselin, ¢imz by bylo mozné
zajistit mensi aplikovanou davku aktivni latky.

Obdobna skupina védct vypracovala o dva roky pozd¢ji dalsi studii s podobné zaméfenou
praci. Spatné rozpustnym lé&ivem zde byl karbamazepin, ktery se vyuziva pii 1é¢bé
epileptickych zachvati. Komplexotvornym cCinidlem zde byla kyselina fulvova izolovana
zraSeliny. Pro experimentalni analyzu byl pouzit XRD, FTIR a DSC. Opét byl proveden
experiment se stfevnim vakem pro analyzu penetrace vybrané aktivni latky. Rozpustnost
karbamazepinu se zvySovala skoncentraci fulvové kyseliny. Maximalni zvySeni bylo
zaznamenano pro 4% kyselinu fulvovou, kterd se nasledné v této koncentraci pouzivala pro
dalsi analyzu. Rozpustnost 1éCiva se diky komplexu zvysSila o cca 99 %, stejné tak u uvolnéni
karbamazepinu z komplexu dosSlo ke zvySeni z39 % Cisté latky na 79 % a nakonec
1u permeace komplexu pres stievni vak vykazovalo pfiblizn€ 21 % zvysSeni. V zavéru autofi
odkazuji na studii, kde bylo pro stejnou aktivni latku vyuzito huminovych substanci ze shilajitu.
Tento vyzkum meél prinést dikaz otom, ze i fulvova kyselina z raSeliny, ktera ma vyrazné
mensi Cistotu, dokaze vyznamné ovlivnit rozpustnost 1éCiv, a proto je vhodnou, a hlavné
levnéjsi a dostupnéjsi alternativou, nez kyselina izolovana z shilajitu [62].

Huminové latky by mohli nejen zlepSovat rozpustnost 1éCiv, mohli by také zvySovat
fotostabilitu nekterych kosmeticky nebo farmaceuticky aktivnich latek. Na analyzu vlivu
huminovych latek na fotostabilitu a rozpustnost B-karotenu se zameéfila nasledujici studie [63].
Karotenoidy jsou zname diky své antioxidacni aktivit€ a pouzivaji se jako prevence vuci
nekolika degenerativnim nemocem. Nevyhodou je jejich Spatna rozpustnost ve vodném
prostiedi a fotolabilita, kterd snizuje jejich pozitivni G€inek na organismus. Cilem této prace
bylo syntetizovat komplexy [-karotenu shuminovou kyselinou v riznych pomérech
a analyzovat vlastnosti téchto komplexii. Stanoveni a charakterizace komplexti bylo provedeno
pomoci HPLC, FTIR a DSC, zatimco antioxida¢ni aktivita byla stanovena metodou TEAC.
V prvni fazi byla zakoupena sodna stl huminové kyseliny, ktera byla nasledné CiSténa a pomoci
nékolika reakci byla izolovana kyselina huminova. Samotna syntéza komplext byla provedena
v atmosféte dusiku, a to v riznych pomérech. Pii kontrole komplexace bylo zjisténo, ze obsah
B-karotenu nesouvisi s efektivitou komplexace. Komplexy s huminovou kyselinou zptsobily
zvySeni fotostability a rozpustnosti ve vode€. Také doSlo ke snizeni oxidacni degradace
a poklesu antioxidacnich vlastnosti B-karotenu. Autofi ¢lanku proto tyto komplexy doporucuji
pro zlepSeni vlastnosti B-karotenu se zachovanim jeho biologické aktivity.

Dal$im moznym vyuziti huminovych kyselin mize byt v oblasti fizeného uvolnovani 1éciv.
Autori dalsiho ¢lanku pouzili 3D tisk k tvorbé tablety huminové kyseliny-polyquaterninum 10
s fizenym uvoliiovanim s fixni kombinaci davek. Aktivnimi latkami byla 1é¢iva efavirenz,
tenofovir disoproxil fumarat a emtricitabinm, které slouzi k 1écbé HIV-1. Studie se zabyvala
chemickymi interakcemi, mechanickou pevnosti a morfologii vytisknutych tablet. Nasledoval
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vyzkum uvolfiovani 1é¢iv in vitro v biorelevantnich médiich a na zavér probéhla srovnavaci
studie in vivo dostupného léku Atripla s vytvorenymi tabletami na zivych prasatech. Autofi se
z velké Casti zaméfili na vyvoj samotné tablety vyrobené pomoci 3D tisku. Uvoliiovani léCiva
testovali pomoci simulované zaludecni tekutiny, vzorky ztohoto testu byly analyzovany
pomoci UV spektrofotometrie. Studium in vivo bylo provedeno v nékolika standardnich
davkach, prasatim byl ve stanovenych Casech odebiran vzorek krve, ktery byl nasledné
analyzovan ultravykonnou kapalinovou chromatografii (UPLC). Autorim prace se podafilo
vytvoftit cilovou tabletu s kombinaci vSech tfi zminénych 1é¢iv. In vivo analyza potvrdila
funk¢nost fizeného a cileného uvoliiovani anti-HIV 1é€iv. Ve srovnani s konvencni tabletou si
1épe vedla 1éCiva tenofovir a emtricitabin z hlediska maximalni absorbované koncentrace.
Lécivo efavirenz bylo v plazmeé detekovano v mensi mife nez pii pouziti konvencniho vzorku.
Vyroba léCiv pomoci 3D tisku ma podle autorti velky potencial, jen je potieba jesté vétsi
mnozstvi studii, nez se dostane do bézné praxe [64].

Posledni védecka prace této kapitoly se zabyva zvySeni rozpustnosti paclitaxelu (PTX), coz je
chemoterapeuticky 1€k s protirakovinnym uc¢inkem. K tomuto cili autofi clanku vyuzili jako
komplexotvorné c¢inidlo kyselinu huminovou, kterou ziskali ze shilajitu a syntetizovali
komplexy PTX-HA v né€kolika hmotnostnich pomérech. Pro analyzu vytvorenych komplext
vyuzili DSC, XRD, SEM, FTIR, UV-VIS spektrofotometrii a in vitro rozpoustéci experiment
ve specialnim zafizeni lopatkového typu. Vysledky experimentd prokazaly, Ze rozpustnost
komplexu PTX-HA byla mnohonasobné zvySena, nejvice v hmotnostnim poméru 2:1
(HA:PTX). Tento jev si védci vysvétluji vzniklymi inkluzivnimi komplexy, které vznikaji diky
amfifilnimu charakteru huminovych kyselin. Pomoci DSC a FTIR analyzy bylo odhaleno
mozné spojeni v komplex PTX-HA. Vysledky z XRD popisuji casteCnou ztratu krystalinity
PTX, coz by mohlo mit vliv na zlepSeni rozpustnosti tohoto 1éciva. Studie uvoliiovani prokéazala
100% uvolnéni 1é¢iva u vSech hmotnostnich pomért, ovsem komplex 2:1 uvolnil 1é¢ivou latku
nejrychleji. Také byla zkoumana penetrace pres stievni vak krys, kde komplex penetroval do
stieva rychleji nez Cisty 1€k, a to az 0 36 %. Komplexy tohoto léku s HA byly doporuceny pro
dalsi vyzkum [65].

5.2 Analgetika ve formé transdermalniho 1é¢iva

Lécivé pripravky s obsahem riznych analgetik jsou mnohymi znas pouzivany takika na
pravidelné bazi. Divodu, proc se tolik odbornych praci zabyva transportem 1€¢iv pres kuzi je
hned nékolik. Vznikly zdravotni problém muze byt diky tomu feSeny lokaln€, coz vyznamné
snizuje mozné vedlejsi ucinky a celkovy dopad na cely organismus. I snizeni mnozstvi aktivni
latky, které je pro tlevu od bolesti potieba, jde ruku v ruce s cilenym pouzitim. Vyhodou muze
byt také komfortné€jsi podani pfipravku samotného, naptiklad formou naplasti nebo gelt, coz je
pacienty piijimano 1épe nez peroralni cestou. Pokud jde o transderméalni formu 1é¢by, vyzkumy
maji jasneé vytyCené cile. Hlavnim tématem je najit 1éCivo s rychlym vstfebanim pres kozni
bariéru, s vysokou ucinnosti a se zanedbatelnymi vedlejSimi u€inky. Mnohdy je vSak snazsi
vyuzit jiz znamého 1éku a vyuzit zesilovaCe permeace, ktery mu v prestupu pies kiizi pomuze.
Tato a dal$i témata budou rozebirana v této kapitole.

29



Autorim studie [66] chybélo srovnani komercné dostupnych topickych NSAID ptipravki
z hlediska jejich schopnosti absorpce kuzi a protizanétlivou aktivitou. Proto vybrali 6
komercnich ptipravki na bazi diklofenaku a 6 ptipravki na bazi ibuprofenu, které podrobili in
vitro experimentim na lidské kizi za pomoci Franzovych difuznich cel. Vzorky odebirali
Casech 2, 4, 8 16, 24 hodin, kanalyze vzorki vyuzivali kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). Jejich cilem bylo stanovit mnozstvi
1éCiva, které za urenou dobu dosahne prvni vrstvy dermis a zaroven odhadnout protizanétlivou
aktivitu vybranych NSAID. Vysledkem jejich studie bylo zjisténi, ze diklofenak vykazuje lepsi
protizanétlivou aktivitu v porovnani s ibuprofenem, ovSem rychlost penetrace ibuprofenu byla
vys$si. Odlisnost v rychlosti penetrace si vysvétlovali rozdilnym slozenim, koncentrace 1éCiva,
vybérem pomocnych latek nebo rozdilnou formou soli.

Autor publikace [67] si dal za cil vyvinout transdermalni gel na bazi ibuprofenu, jehoz
vlastnosti penetrace budou lepsi nez u komer¢niho produktu. Pomoci chitosanu vytvoril nékolik
typt gelu se stejnou koncentraci ibuprofenu, ale s pfidavkem rdznych enhancert. Takto
pfipravené gely podrobil nekolik in vitro testim z hlediska jejich pH, viskozity a schopnosti
absorbovat dané lécivo a nasledné vyuzil také in vivo testu na vyhodnoceni protizanétlivé
a analgetické aktivity. Jako zesilovace permeace byli vybrani mentol, glycerol, propylenglykol,
propanol, kyselina olejova a polyethylengylkol. Pro analyzu vzorkl pouzil viskozimetr, pH
metr, Franzovy difuzni cely se syntetickou hydrofilni membranou a detekci uvolnéného
ibuprofenu pomoci HPLC. Pokusy in vivo praktikoval na mysich a kralicich. Vysledky ukazaly,
vysvétluje nizkou koncentraci ibuprofenu, ktery se dostane pfes kozni bariéru. Co se tycCe
rychlosti penetrace, vysSSi analgeticky ucinek vykazoval gel s pfidavkem mentolu
a propylenglykolu. Mentol podle studie muze urychlit vstiebavani diky naruSeni lipidové
slozky klize, tvorbé eutektickych smési nebo uvolnéni vazodilatacnich peptidi. Propylenglykol
ma dle studie jiny mechanismus, diky hydroskopickému charakteru propylenglykolu dochazi
k navazani vody zbunék korneocyty a nasledné hydratace pokozky, ktera méa za nasledek
zvySeni penetrace léCiva.

Nasledujici ¢lanek [68] pfinasi velmi zajimavé srovnani gelové a peroralni analgetické formy
1é¢iva. Porovnavanymi formulacemi byly ibuprofen 5% gel a ibuprofen 400 mg tablety. Cilem
experimentu bylo urcit, do jaké miry ma ktera forma vliv na ulevu od bolesti, zpisobené
akutnim poranénim mekkych tkani, jako jsou naptiklad vymknuty kotnik, koleno, rameno, nebo
modfiny na raznych Castech téla. Pacienti uzivali bud’ aktivni gel a placebo tablety nebo
placebo gel a tablety s aktivni latkou po dobu minimaln€ 7 dnd. Gel byl aplikovan jednou denné
na postizené misto a tablety byly uzivany tfikrat denné peroraln€. Experiment probihal tak, ze
pacienti hned po zahajeni 1écba hodnotili na skéle od 1 do 10 (10 = nejhorsi mozné) nékolik
aspektd, jako intenzitu své bolesti v klidu, v pohybu, citlivost. Toto hodnoceni provadéli na
zacCatku 1éCby, po pul hodiné a nasledn€ kazdy den po dobu minimaln€ 1 az 2 tydnd. Hodnotil
se také otok v misté poranéni a preference Iékové formy. Vysledna data vykazovala
srovnatelnou ucinnost aktivni gelové formy s aktivni latkou ve formé tablet. Tento zavér
ukazuje, ze gelova formulace ibuprofenu se v této studii vyrovnala svym ucinkem peroralni,
coz by v budoucnu mohlo znamenat mensi miru dopadu vedlejsich G€inkda, které jsou ve spojeni
s peroralnimi NSAID obvyklé.
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Dalsi skupina latek, ktera je povazovana za moznou varianta zesilova¢l penetrace, jsou
esencialni oleje. Autor studie [69] srovnaval 5 riznych esencialnich oleja a zkoumal, které maji
nejlepsi vliv na zlepSeni transdermalniho podavani ibuprofenu v 1écbé dysmenorey. Tato
1ékarska diagnoza je charakterizovana kiecovitymi bolestmi v oblasti podbfisku, a to hlavné
pred nebo béhem menstruace, coz ovliviiuje kvalitu Zivota mnohych Zen. Dysmenoreou rizné
intenzity trpélo okolo 80 % dotazovanych respondentek, jedna se tedy o rozsahly trend. Mezi
esencialni oleje byli zafazeni Hiebickovy a Skoficovy olej, Angelika olej, Azon, poslednimi
jsou Chuanxiong a Cyperus olej. Ve zminéné studii se zkoumal jak vliv oleji na penetraci
aktivni latky, tak 1jejich slozeni. Pro zkoumani transdermalniho transportu se jiz tradic¢né
pouzila aparatura Franzovych difuznich cel s detekci pomoci HPLC. Jako membrany se
pouzivala kiize z bfisni oblasti mysi, ktera byly nasledné analyzované pomoci infraervené
spektroskopie ATR-FTIR. Z vysledkt vyplyva, Ze nejlepsi vliv na zlepSeni kozni permeace ma
olej Chuanxiong, proto se doporucuje jako idealni zesilovac¢ penetrace mezi esencialnimi oleji.

Cilem nasledujici studie [70] bylo zmapovat vliv pH na pronikani NSAID pies kizi
a prozkoumat mechanismus tohoto ucinku. Autofi vybrali pét zastupcu analgetik ze skupiny
NSAID a to diklofenak, ketoprofen, naproxen, ibuprofen a flurbiprofen. Jako aparaturu pouzili
horizontalni usporadani difuznich cel smembranou zlidské kiize, kterou dopliovala
celul6zova membrana. Ugelem celul6zové membrany bylo zabranit poskozeni a vytvofit oporu
pro kozni membranu. Nasledné uskutecnili dva typy experimentd, ato za asymetrickych
podminek, kdy udélali fadu experimentd s riznym pH v donorové Casti, a za symetrickych
podminek, kdy udrzovali stejné pH v donorové i receptorové casti. Na zacatku a na konci
kazdého experimentu méfili autofi napéti kozni membrany. Hodnotu napéti prepocitali na
odpor, podle kterého kontrolovali, Ze jsou membrany neposkozené. Zméfeny odpor na konci
experimentu vyuzivali k odhadu koeficientu permeability. Pro dalsi méfeni vyuzili jiz klasické
metody HPLC s UV-VIS detektorem. Vysledky odhalily, ze podil neionizovanych NSAID
v darcovském roztoku zvySoval schopnost penetrace 1ékii pfes membranu, coz znaci, ze
hodnota pH roztoku v donorové Casti aparatury je hlavnim faktorem praniku 1é¢iv. Oproti tomu
pH v pfijimacim roztoku nemélo na penetraci zadny vliv. Jako hlavni permeacni mechanismus
pro NSAID byl oznaCen prachod pies lipofilni drahy rohové vrstvy kiize pomoci volnych
kyselin analgetickych sloucenin [70].

Autofi dalsiho ¢lanku zkoumali, jaky vliv ma zvysujici se mnozstvi etanolu na riizné vlastnosti
ibuprofenu, jako rozpustnost, permeabilita, ionizace, ato v ramci dermalniho transportu.
Pripravili né€kolik vzorkl nasyceného léciva rozpusténého ve vodé a etanolu v riznych
pomeérech. Pro difuzni experimenty si vybrali aparaturu Franzovych difuznich cel. Pro analyzu
vzorkt pouzili HPLC, UV-VIS a ATR-FTIR spektroskopii a jako membrany pro transdermalni
transport byly vybrany lidska kize a silikonova membrana. Z vysledki bylo ziejmé, ze
u silikonové membrany dochazelo k zvyseni prichodu ibuprofenu v zavislosti na koncentraci
etanolu. Oproti tomu u lidské kiize byl optimalni pomér pro transport 1é¢iva 50:50 nebo 75:25
etanol-voda. U cistého etanolu doslo ke snizeni penetrace, coz si autofi odtivodnili dehydrataci
pokozky zpusobenou praveé etanolem. Z vysledki z ATR-FTIR odhalili pfitomnost jak
monomeru, tak i dimeru, coz mize mit vliv na ptipadny transport [71].
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5.3 Porovnani membran pro zkoumani kozniho transportu

Vramci vyuziti Franzovych difuznich cel jako optimalni aparatury pro zkoumani
transdermalniho transportu 1€Civ se nabizi hned nékolik raznych typi membran, od
biologickych, které se ziskavaji z riznych ¢asti zvifat nebo lidi, po synteticky vyrobené z rizné
upravenych polymert. U membran z lidské kiize by mélo dojit ke schvaleni etickou komisi.
Obé moznosti v sobé skryvaji razné vyhody a nevyhody, proto se musi ptihlédnout jak na
opakovatelnost a reprodukovatelnost experimentu, coz upfednostiiuje spiSe syntetické
membrany diky pfesnym parametrim jejich vyroby, tak na pfiblizeni se realnym aplikacim
a opravdovému fungovani lidského kozniho systému, cozje naopak devizou spise biologickych
preparati. Nasledujici prehled praci by mél vyzdvihnout pravé vSechna pro i proti a piinést
obecny prehled o dané problematice.

Jak jiz bylo naznaCeno v ivodu, pii vybéru membrany pro vyzkum penetrace 1€Civ je dulezité
se co nejvice priblizit strukturnim vlastnostem kiuze cClovéka. Pro kazdou studii s timto
zaméfenim je srovnani riznych typt membran velmi dualezité. Proto se autofi studie [72]
rozhodli porovnat koZzni membranu izolovanou z vepiové ucha s kuzi lidského predlokti. Jako
aktivni latky pro porovnani transdermalniho transportu vybrali fluorescein sodny a kurkumin
z komer¢n€ dostupnych hydrogelt a mikroemulzi amfifilnich kréma. K samotnému
experimentu vyuzili in vitro techniku stripovaci pasky, ktera je zalozena na tcinku adhezivni
folie odstranit povrchové buiiky korneocyty z rohové vrstvy. K analyze pouzili nékolik riznych
technik, jako tfeba NIR-denzotometrii nebo fluorescencni a UV-VIS spektroskopii. U vétSiny
ptipravk( byly vysledky velmi prichodu léciva velmi podobné. Jediny pfipravek, ato
mikroemulze s fluoresceinem, byl zaznamenan ur€ity rozdil mezi mnozstvim proslého léciva
in vitro a in vivo. Autofi tento vysledek okomentovali s tim, Ze pfi experimentech in vivo
dochazelo k neustale fyziologické hydrataci kiize, oproti tomu u izolované tkané praseciho ucha
tento stuperi hydratace s Casem klesal, coz mohlo ovlivnit penetraci hydrofilnich 1é¢iv vice nez
lipofilnich. OvSem jasnym zavérem je zjisténi, ze biologickd membrana z veprového ucha je
vhodnym modelem pro experimenty podobného charakteru.

Dal§i studie [73] si pro porovnani vybrala hned nékolik moznosti membran, ato jak
biologickych, tak i ekvivalentu kultivované kuize nebo epidermis. Cilem autort bylo zjistit,
jestli by modely lidské kultivované kiize mohli byt v budoucnosti alternativou pro rizné
permeacni studie. Pro tento vyzkum si vybrali nasledujici modely kaze, a to lidskou, krysi,
praseci, ekvivalent pro lidskou kuzi Graftskin a lidskou kultivovanou epidermis Skinethic.
Aktivni latky, které nechali penetrovat pies zminéné membrany, vybirali tak, aby se lisily
hlavné svou polaritou ¢imz ziskali data pro vétsi spektrum 1é¢iv. Z topickych dermatologickych
1ékt tedy vybrali kyselinu salicylovou, terbinafin, klotrimazol a hydrokortison. Pro dermalni
transport si vybrali aparaturu Franzovych difuznich cel, ziskané vzorky separovali
a analyzovali pomoci HPLC a na konci experimentu pomoci prithledné lepici pasky odebrali
vzorky rohové vrstvy zjiz pouzitych membran. Diky chromatografii ziskali data o rychlosti
permeace slouCenin do receptorové tekutiny a diky izolaci rohové vrstvy mohli zjistit
koncentraci zkoumané slouceniny v této vrstvé. Z vysledka vyplyva, ze model kize Graftskin
je adekvatni alternativou lidské membrany jen pro kyselinu salicylovou, zatim co pro
hydrofobnéjsi vzorky byla tato membrana nékolikanasobné propustnéjsi nez lidska ktize. Autori
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tento vysledek okomentovali tak, ze vét§ina 1€¢iv ma spiSe hydrofobni charakter, proto je tento
vysledek pro velké spektrum 1€kt neuspokojivy. U vzorku kultivované lidské epidermis
Skinethic byla permeace uvSech aktivnich latek mnohonasobné vyssi. Jako nejlepsi
alternativou pro transdermalni transport byla oznacena praseci kuze.

V nasledujici studii [74] byl zajem autord zaméfen na transdermalni transport aktivni latky
tramadolu, a to jak vin vitro, tak v in vivo experimentech. Tentokrat byly jako membrany
vybrany kuze prasete a kize z oblasti bficha mysi a morcat. VSechny pokusy byly spojeny
s vyuzitim anodické ionoforézy s pouzitim Ag/AgCl elektrod, ato z divodu nedostacujici
intenzité pasivni difuze tramadolu pfi transdermalnich aplikacich. In vitro studie byla zamétena
na permeaci tramadolu v zavislosti na proudu, ve studii in vivo cilené na pranik 1éciva ktzi
zivého morcete byla méfena koncentrace tramadolu v krevni plazmé. Prinik 1é¢iva in vitro byl
analyzovan pomoci horizontalnich difuznich cel, odebrané vzorky byly analyzovany pomoci
HPLC s detekci UV. Pii experimentech in vivo byla ionoforeticka naplast s obsahem tramadolu
a katodicka naplast obsahujici fyziologicky roztok pfipevnéna na oholenou kuzi bfi$ni Casti
morcat. Morcata byla pfi védomi a v urcitych ¢asovych usecich jim byl odebiran vzorek krve
pres kanylu. Nasledné byl vzorek analyzovan pomoci LC/MS/MS. Pfi zhodnoceni vysledka
dosli autofi studie k zavéru, Zze transport tramadolu se vyznamné neliSil z pohledu
mezidruhovych rozdild biologickych membran. Soucasné s tim porovnavali i rozdily mezi
Cerstvé izolovanou kiizi a zmrazenou kiizi prasete, rozdily ve vysledcich byly ov§em minimalni.
V clanku je zminéno nékolik studii, které pfi experimentech sindukovanou anodickou
iontoforézou dosly k podobnym vysledkiim, kdy propustnost latek pii tomto typu experimentu
neni ovlivnéna typem pokozky a podminkami skladovani. Transport aktivni latky se u vSech
typt membran zvySoval v zavislosti na proudu, coz znamena, ze perkutanni podani tramadolu
muze byt fizeno zmeénou sily proud.

Synteticky vyrobené membrany Strat-M jsou vyhledavanou alternativou pro lidské kozni
membrany. Rada studii se zabyva jejich propustnosti pro rizné aktivni latky v porovnani
s konkuren¢nimi membranami. V ¢lanku [75] autofi srovnavaji Strat-M membranu s kuzi
potkana, ¢lovéka akizi z prase¢iho ucha. Uinna latka v této studii, amfotericin B, je
vysoceucinng antimykotikum, které bylo podavané ve formé nanogelu. Studium penetrace bylo
provadéno na Franzovych difuznich celach, vzorky byly nasledné analyzovany na HPLC.
Samotné membrany byly analyzovany pomoci rastrovaci (SEM) a transmisni (TEM)
elektronové mikroskopie, pomoci analyzatoru plochy povrchu a porovitosti byla métfena
velikost port. Pomoci matematického modelu byl vypocitan faktor podobnosti profilu
uvolniovani lé¢iva. Rychlost pronikani byla nejvétsi u kiize potkana, nasledovala kiize praseciho
ucha, Strat-M membrana a nejmensi byla u lidské kize. Velka rychlost transdermalniho toku
u kaze potkana byla vysvétlena rozdilnou tloustkou a slozeni intracelularnich lipida v rohové
vrstvé. Vysledky elektronové mikroskopie popsaly Strat-M membranu jako hladkou
a kompaktni, s povrchem podobnym rohové vrstvé lidské kiize. Prifez membrany odhalil
nékolik vrstev, ze kterych se membrana sklada, podobné jako lidska kize. Na zavér je
doporuceni Strat-M membrany, jako G¢innou alternativou pro studium propustnosti kize.

Jednim z cilti dalsiho clanku [76] je obdobné porovnani Strat-M membrany s biologickymi
alternativami, jako je praseci kize, krysi a mysi. Také 1éCivo cili na plisnové infekce, obdobné
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jako v predeslém clanku. Zde je 1éCivo podavano prostifednictvim lipidovych nanonosica ve
formulaci elastického lipogelu a ethogelu. Experimenty penetrace latek pres rizné membrany
byly provedeny pomoci Franzovych difuznich cel, vzorky odebrané z pfijimacich cel byly
nasledné méfeny na UV-VIS spektrofotometru. Dal§imi metodami studie membrany byly SEM
a konfokalni laserova skenovaci mikroskopie (CLSM). Zkoumané parametry z hlediska
prostupu léciva byly koeficient propustnosti, mnozstvi usazeného 1é¢iva, transdermalni tok
v ustaleném stavu, a dalsi. Rychlost penetrace byla pozorovana v poradi od nejrychlej§iho po
nejpomalejsi praunik: kiize z mysi > kiize potkana > kiize prasete > lidska kaze > Strat-M. Diky
mikroskopii SEM bylo dokazano, ze lipogel a ethogel podporuji tvorbu port, coz je zakladni
mechanismus pro lepsi penetraci 1éciva. CLSM byla pouzita na analyzu hloubky prostupu kuzi,
vybranym modelem membrany byla kize potkana, kde bylo zjisténo, ze vybrané formulace
1éciv oproti kontrolni skuping, vykazuji zvysSeni intenzity priniku aktivni latky. Autory byla
Strat-M membrana hodnocena jako alternativa pro lidskou kiizi, praseci byla hned na druhém
misté.

Poslednim ¢lankem, ktery uzavira tuto kratkou kapitolu, je prace [77] v niz naposledy srovname
syntetické membrany s alternativou prase¢i pomoci Franzovych difuznich cel. Pro
transdermalni experimenty byla vybrana aktivni latka rivastigmin, kterd se ve formé naplasti
pouziva pii 1écbeé mirné az stredné tézké demence u Alzheimerovy choroby. Mezi syntetické
membrany, které byly srovnavané, bylo zafazeno né€kolik silikonovych, celul6zovych
a polyethersulfonovych (Strat-M) membran. Vysledné vzorky byly podrobeny analyze pomoci
HPLC. Silikonovda membrana s nejtlustsi Sitkou, atim i dradhou penetrace, na zacCatku
experimentu propoustéla v porovnani s ostatnimi vyznamné mensi mnozstvi 1é€iva, coz se vSak
v pribéhu experimentu zmeénilo a nasledné se koncentrace proslé aktivni latky tolik nelisila.
Autofi si tento jev vysvétluji tim, ze pocateCni zdrazeni rychlosti prostupu zapficinila tloustka
membrany, ovSem vysledek ukazuje jeji maly difuzni odpor. Obdobné byly hodnoceny
1 celul6zové membrany. Oproti tomu synteticka Strat-M svymi vysledky penetrace korelovala
s vysledky membrany z praseciho ucha, coz naznacuje podobnost ve funkci difuzni bariéry, coz
bylo zminéno i v zavéru celé prace.

Prestoze syntetickd Strat-M membrana je pro fadu studii nejlepsi volbou pro celou fadu
aktivnich latek, v bakalarské praci [81], na kterou tato diplomova prace navazuje se ukazalo, ze
neni vhodnym koznim modelem pro vSechny typy API. Z tohoto divodu se experimentalni ¢ast
zaméfila na biologicky model praseci kiize jako druhou Siroce doporu¢ovanou alternativu.
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6 EXPERIMENTALNIi CAST

V nasledujici ¢asti budou popsané vSechny piipravy zasobnich roztoka lignohumatu, roztoku

s aktivnimi latkami, pouzité pfistroje a aparatury. Podrobné budou popsané postupy sestaveni
Franzovych difuznich cel a zpracovani kiize vepfového ucha jako modelu pro transdermalni

experimenty i s fotodokumentaci. Soucasti této kapitoly je také seznam pouzitych chemikalii,

pristroji a dalSich pomucek nutnych pro pfipadnému zopakovani danych experimentu.
V zavéru bude kapitola o praci s pouzitymi laboratornimi pfistroji, jako jsou pH-metr, UV-VIS

spektrofotometr a HPLC, které slouzili na zavérecnou analyzu vybranych vzorkd.

6.1 Pouzité chemikalie

Lignohumat draselny

Ibuprofen

Ibuprofen sodny

Lukosan M14-inertni silikonova pasta
Destilovana voda

6.2 Pouzité pristroje

Lednice

UV-VIS spektrometr

Vicemistné magnetické michadlo
Digitalni vahy

Analytické vahy

Kapalinovy chromatograf

pH metr

Mikrometr tfmenovy

6.3 Dalsi pomucky a prislusenstvi
Franzova difuzni cela

Automatickd pipeta 1-10 ml
Parafilm

Jehly (0,8-120 mm)

Injekeni stiikacky (10 ml)

Filtry na injek¢ni stiikacky (0,45 pm)
Vialky

Reagencni lahev-Simax

QS kyveta

QS mikro kyveta

Skalpel

Spicky na automatickou pipetu
Kovové svorky

Michadélka

Drevéné prkénko

Alobal

Amagro Humic Substances s.r.0.
Sigma-Aldrich; CAS: 15687-27-1
Sigma-Aldrich; CAS: 31121-93-4
Lucebni zavody a.s. Kolin

LIEBHERR profi line

Hitachi U-3900H

CIMEREC 1 Poly; Thermo-Scientific
SCALTEC SPB 52

DENVER 224A

Agilent 1260 Infinity

S20 SevenEasy

kinex 7002

SES GmbH-Analysesysteme
Eppendorf Research plus
Bemis

B Braun Melsungen AG
Analytics Santiago
Chromservis

Agilent Technologies
Verkon

Hellma Analytics

Hellma Analytics

Martor Skalpellklinge No. 11.50
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6.4 Priprava vSech potirebnych roztoku pouzitych prilaboratornich
experimentech

6.4.1 Priprava kalibracnich roztoku aktivnich latek

Zakladem pro kvantitativni analyzu pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie je
ptiprava kalibracni fady zkoumané latky v takové rozsahu, ktery pfiblizné¢ odpovida
otekavanym budoucim vysledkim. Proto byly pfipraveny roztoky ibuprofenu sodného
o koncentraci 15; 1,5; a 0,15 mg/l. Ibuprofen v kyselé¢ formé byl namichan jako nasyceny
roztok ve smeési ethanol-voda (v poméru 1:5). Pro tento pomér byla vytvorena kalibrace se 10;
100; 500; 1 000 a 5 000nasobnym zfedénim. Pro experimenty s emulgatorem ve formeé etanolu
byl pfipraven ibuprofen o koncentraci 1 g/l, ktery byl pro kalibraci nafedén na koncentrace 0,1;
0,01 a 0,001 g/l. VSechny roztoky byly michany v destilované vodé.

6.4.2 Priprava zasobnich roztoki lignohumatu draselného

Lignohumat draselny byl jednou z hlavnich slozek celé diplomové prace. Tento tmaveé hnédy
prasek je velmi dobfe rozpustny ve vodé, kterou vyrazné zbarvi. Pred kazdou sadou
experimentt byl na digitalnich vahach navazen 1 g lignohumatu pro roztok o koncentraci 10 g/1
a5 g lignohumatu pro roztok o koncentraci 50 g/l. Takto navazeny praSek byl pokazdé
kvantitativné pifeveden do odmérné bariky o objemu 100 ml a doplnén destilovanou vodou po
rysku a vzdy velmi dikladné promichan.

6.4.3 Priprava roztoku aktivnich litek pro nasledné difuzni experimenty

Ibuprofen sodny je lépe rozpustny ve vodé nez jeho kysela forma. Proto se postup piipravy
u obou léciv lisil. Roztok ibuprofenu sodného byl pfipraven nasledovné: na analytickych
vahach bylo navazeno 0,003 g ibuprofenu sodného. Navazeny praSek byl néasledné
kvantitativné pfeveden do odmérné bailky o objemu 20 ml a ta byla pomoci destilované vody
doplnéna po rysku. Takto byl ptipraven roztok o koncentraci 150 mg/I.

U kyselé formy ibuprofenu bylo nutné vyuzit prostfedi etanolu a destilované vody, aby se tato
aktivni latka, velmi Spatné rozpustna ve vodé, alespori ¢astecné rozpustila. Proto byl ptipraven
jeden nasyceny roztok a druhy roztok o koncentraci 1 g/l. Na analytickych vahach bylo
navazeno 0,05 g ibuprofenu, toto mnozstvi bylo kvantitativné prevedeno do odmérné baiky
o objemul0 ml a doplnéno etanolem po rysku. Po fadném promichani byl cely objem preveden
do odmérné bariky o objemu 50 ml a doplnén destilovanou vodou. Pridavek vody zpusobil
vznik srazeniny, ktera byla filtrovana stfikackovymi filtry s pory o velikosti 0,45 pm. Filtraci
bylo nutné provést ve tiech opakovanich, aby byl nasyceny roztok zbaven vSech srazenin. Takto
ptipraveny roztok ibuprofenu ve smési etanol-voda (poméru 1:5) byl preveden do lahve
ependorf.

Dale bylo na analytickych vahach navazeno 0,1 g ibuprofenu, nasledné bylo toto mnozstvi
kvantitativné prevedeno do odmeérné bariky o objemu 50 ml a doplnéno pomoci etanolu po
rysku. Vznikly roztok byl po promichani pfeveden do odmérmé bariky o objemu 100 ml a objem
byl doplnén destilovanou vodou po rysku. V tomto ptipadé nedoslo ke vzniku srazeniny, coz
znamenalo, ze byl ibuprofen zcela rozpustén. Takto pripraveny roztok ibuprofenu v poméru 1:1
o koncentraci 1 g/l byl pteveden do lahve ependorf.
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6.4.4 Priprava roztoku aktivnich latek s pridavkem lignohumatu sodného

I zde se bude postup ptipravy ibuprofenu sodného s jeho kyselou formou lisit. Obecné je postup
stejny jako u Cistych roztokt ibuprofenu, jen byly misto destilované pouzity roztoky
lignohumatu draselné o riznych koncentracich. Na analytickych vahach bylo navazeno 0,003 g
ibuprofenu sodného, ktery byl nasledné kvantitativné pifeveden do odmérné bariky o objemu
20 ml. Odmérna barika byla doplnéna po rysku pomoci roztoku lignohumétu draselného, a to
bud’ o koncentraci 10 g/l nebo 50 g/l. Roztok byl dikladné€ promichan a preveden do lahve
ependorf.

Pro ibuprofen v kyselé¢ formé& bylo na digitalnich vahach navazeno 0,2 g lignohuméatu
draselného, ktery byl nasledné pifeveden do odmérné bariky o objemu 20 ml, doplnén po rysku
jiz namichanym roztokem ibuprofenu bud’ ve formé nasyceného roztoku nebo o koncentraci
1 g/l adikladné promichan. Vzniklé roztoky ibuprofenu s pfidavkem lignohumatu
o koncentraci 10 g/l byly prevedeny do lahve ependorf.

Stejné tak byl na digitalnich vahach navazen 1 g lignohumatu draselného. Toto mnozstvi bylo
kvantitativné prevedeno do odmeérné bariky o objemu 20 ml a doplnéno roztokem ibuprofenu
bud’ ve forme nasyceného roztoku nebo o koncentraci 1 g/l po rysku. Vznikly roztok musel byt
velmi dikladné promichan pomoci michadélka a magnetického michadla, nebot’ takové
mnozstvi lignohumatu je hife rozpustné a Casto ulpiva na dn€¢ odmérné bariky. Nasledné byly
vzniklé roztoky ibuprofenu s pfidavkem lignohumatu draselného o koncentraci 50 g/l
ptevedeny do lahve ependorf.

6.4.5 Priprava zasobniho roztoku emulgitoru ve formé etanolu

Byl pfipraven zasobni roztok emulgatoru pro zavéreCné experimenty s kyselou formou
ibuprofenu: do odmérné bariky o objemu 250 ml bylo pomoci nedélené pipety napipetovano
125 ml etanolu, tento objem byl nasledné¢ doplnén destilovanou vodou po rysku. Takto
pfipraveny zasobni roztok byl pouzit jako receptorova kapalina do Franzovy difuzni cely.

6.5 Izolace membran pro demonstraci transdermalniho transportu l1éCivych latek

Jak vyplyva zreSerSe v kapitole 5.3, kiZe z praseCich usi je v transdermalnich difuznich
experimentech Castou a doporucovanou alternativou pro lidskou kuzi, ato diky podobné
tloustce rohové a epidermalni vrstvy, tvaru keratinocytd, folikularni struktufe a hloubce
folikul, jak vykazuji nékterd studie [78—80]. Nabizi se i syntetické alternativy, jako je tieba
membrana Strat-M, ta byla ovSem pouzita jiz v bakalarské praci, na kterou tato diplomova prace
navazuje [81]. Membrana z praseciho ucha byla vybrana jako vhodna varianta pro studium
penetrace 1é¢iv pies kozni membranu.

6.5.1 Podrobny postup pripravy membran z prasecich usi

Zakladem pro praci s praseCima usima byl ¢lanek [80], kde skupina védct standardizuje idealni
postup pro pripravu téchto biologickych membran. Dalezitym krokem je zajistit si zdroj
biologického materialu, v tomto piipadé prasecich usi. Clanek popisuje jako idealni variantu
zdroje jatka, ktera by méla byt v dobré vzdalenosti od laboratofe a zaméstnanci by byli
podrobné seznameni se zakladnimi parametry usi pro védeckou Cinnost. Praseci usi by mély
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byt bez jakéhokoliv mechanického poskozeni a nemély by jevit zadné znamky koznich nemoci.
Hned po odejmuti usi by mély byt zabaleny do pénového boxu s ledovou tfisti a pfesunuty do
pfedem stanoveného védeckého pracovisté, kde by meélo dojit k jejich okamzitého pouziti.
S cilem co nejvice se priblizit témto doporu¢enim bylo osloveno mistni feznictvi Maso uzeniny
— Jana Machackova, kde byli ochotni Cerstvé praseci usi poskytnout. Na prodejné byly usi
skladované v lednici, ze které byly odebrané pro pfesun na pracovisté autora (Fakulta chemicka
VUT v Brnég). Zde doslo k okamzitému zpracovani na kozni membrany. Proces izolace byl vSak
tak Casoveé narocny, ze by neékolikahodinovy experiment s odbérem po jedné hodiné nebyl na
pracovisti mozny. Proto byly vzniklé membrany zabaleny do alobalu a ulozeny do mrazaku,
kde byly skladovany pfi teploté¢ —20 °C. Podle ¢lanku se takto skladované usi museji vyuzit do
tii mésict od ulozeni do mrazaku, ovSem pouze v piipadé, ze jsou balené ve vzduchotésném
obalu.

Obrazek 13: Usi Cerstvé dovezené z rFeznictvi

Na samotné zpracovani prasecich usi do podoby transdermalnich membran byl potfeba skalpel,
dfevéné prkynko a alobal na zabaleni a uchovani jiz vytvorenych membran. Hned na zacatku
byla nutna opticka kontrola, zdali neni kiize ucha mechanicky poskozena. Zkreslit vysledky
experimentu by mohla ijizva nebo kozni onemocnéni. Zkontrolované ucho bylo umyto
pod teplou tekouci vodou a lehce osuSeno bunicinou (viz Obrazek 14). Zbytek usi byl ulozen
do lednice, aby nedochézelo k pfipadné degradaci tohoto biologického materialu.
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Obrazek 14: Cisténi ucha proudem vody od necistot (vlevo), ususeni pomoci buniciny
(vpravo)

Nasledné bylo ucho polozeno na dievéné prkénko, pomoci skalpelu byl proveden fez po levém
i pravém okraji az do $pice, pfiblizng 0,5 mm od okraje ucha. Rez do $pice ucha (viz Obrazek
15 uprostred), slouzil jako pocatecni misto, které bylo nasledné Iehce natfiznuto skalpelem, aby
byla kiize oddélena od usni chrupavky a byla moznost ji zachytit prsty.

Obrazek 15: Podélny rez pomoci skalpelu (vievo), vytvoreni Spice (uprostied), ukdzka

vyslednych rezii (vpravo)

Takto odchliplou kiizi bylo tfeba mirné napnout smérem od chrupavky, aby ji bylo mozné
postupné odstrafiovat pomoci skalpelu od zbytku struktury ucha. Pfi tomto ukonu bylo naprosto
nezbytné manipulovat se skalpelem velmi opatrné, aby nedoslo k po§kozeni membrany, coz by
mohlo zkreslit vysledky budouciho experimentu.
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Obrazek 16: Pocdtecni izolace kuze od zbytku kozZni struktury (vlevo), izolace kiize pod uthlem

45°(uprostried), izolovana kiiZe pripravend na upravu tvaru (vpravo)

Kuze odstranéna od chrupavky byla znova vizualné zkontrolovana, jestli nedoslo v néjakém
misté k protrzeni. Pti kontrole byla vybrana vhodna mista pro vyfiznuti membrany, coz jsou
mista bez poskozeni v podobé trhlin a bez chrupavky, ktera lokalné zvétSuje tloustku, a s co
nejmensim mnozstvi cév a zbylé tukové tkané. Pro vykrojeni membrany o potfebném rozmeéru
pro Franzovu difuzni celu byla pouzita horni donorova komora jako ukazatel minimalniho
pruméru difuzni plochy a skalpel. Donorova komora byla pfilozena na kuzi a pomoci skalpelu
byl vytvofen membrana ve tvaru koleCka s primérem o 3—5 mm vétSim nez vnitini obvod
donorové komory. Timto zpisobem bylo vykrojeno nékolik membran a postup se opakoval
z druhé strany ucha. Takto vyfiznuté membrany byly zméfeny pomoci mikrometru na péti
mistech a data byla zaznamenana a zpramérovana. Tento krok byl nutny pro vyhodnoceni
vysledki dermalni penetrace 1éCiv. Membrany byly zabaleny do alobalu, fadné oznaleny
aulozeny do mrazdku, kde byly uchovany do nejblizsiho difuzniho experimentu, ale
maximalné€ po dobu 3 tydnu. Pfed naslednym pouzitim bylo nutné membrany zkontrolovat,
jestli nedoslo k degradaci a nechat rozmrznout minimalné 20 minut pfed experimentem pii
laboratorni teplotg.
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Obrazek 17: Donorova cdast Franzovi difuzni cely pouZita jako predloha pro kozni membranu
(vlevo), vyFiznutd kozni membrdna (uprostied), méreni tloustky membrdany pomoci
mikrometru (vpravo)

6.6 Studium penetrace aktivnich latek pomoci Franzovych difuznich cel

V literarni reSersi byla vétsina difuznich experimentd provadéna pomoci vertikalnich difuznich
cel, tedy Franzovych difuznich cel. Schéma aparatury a princip je popsan v kapitole 4.1.1. Pti
praci s celami je dilezita peclivost a opatrnost. Spatné sestavena difuzni cela maze mit za
nasledek zkresleni dat a neopatrné zachazeni muze velice jednoduse skonCit rozbitim této
kiehké aparatury. Jeji pfidana hodnota je hlavné v moznosti temperace diky dvouplastovému
systému, relativni jednoduchosti sestavéni, testovaci vzorek muze byt jak kapalina, tak i gel
a neni potieba takového mnozstvi vzorku jako u horizontéalnich difuznich cel.

6.6.1 Podrobny postup sestaveni difuzni aparatury

Cisté a vysusené cely byly vlozeny do pénového podstavce, aby se pii piipadné manipulaci
predeslo pfipadnému prevrzeni arozbiti. Do receptorové casti bylo vlozeno magnetické
michadélko, rozmérové stejné pro kazdou celu a nasledné byla doplnéna destilovanou vodou
ptiblizné 1 cm pod okraj komory. Na sty¢né plochy donorové i receptorové Casti byla nanesena
vrstva inertni silikonové pasty, ktera slouzila jako tésnici prostiedek mezi obéma komorami.
Rozmrzlé kozni membrany byly vlozeny na pfipravenou aparaturu vnéjsi rohovou vrstvou
vzhtru. Na membranu byla pfilozena donorova cast tak, aby byl cely pfijimaci otvor zaplnén
membranou.
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Obrazek 18: ViozZeni michatka do receptorové komory (vlevo), receptorovd komora naplnéna
prijimaci tekutinou (uprostred), Stycné plochy natiené silikonovou pastou na zdbrusy
(vpravo)

Pro lepsi rozlozeni inertni silikonové pasty bylo donorovou ¢asti n€kolikrat zatoceno ve sméru

1 v protisméru hodinovych ruci¢ek. Vznikla mezera mezi obéma komorami byla zajisténa
pomoci parafilmu a obé Casti k sob¢€ byly pfipevnény kovovou svorkou.

Obrazek 19: Rozmrzla membrdna vioZend na otvor receptorové komory (vlevo), mezera mezi

donorovou a receptorovou komorou zajisténa parafilmem (uprostied), obé komory zajisténé
kovovou svorkou (vpravo)

Nasledné byla nachystana injek¢ni stiikacka 10 ml s dlouhou jehlou, ktera slouzila k doplnéni
destilované vody do receptorové casti. Cela byla obracena dnem vzharu tak, aby se bublina
vznikld mezi membranou a hladinou pfijimaci kapaliny pfesunula k vyuasténi pro odbér vzorku.
Nasledné byla stejnym otvorem doplnéna destilovana voda pomoci injekéni stfikacky s dlouhou
jehlou do objemu 20 ml. Pfi polozeni cely dnem dolt byla provedena nutna kontrola mozného
proteCeni kozni membrany, nebot’ v tuto chvili mohlo byt odhaleno Spatné tésnéni cely. Do
donorové ¢asti byl automatickou pipetou nadavkovan vzorek o objem 5 ml.
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Obrazek 20: Franzova cela na pocatku experimentu (vlevo), vyiisténi pro odbér vzorku
a donorova komora zadélanda pomoci parafilmu (vpravo)

V tuto chvili byl nastaven pocatecni ¢as experimentu, vrchni ¢ast donorové komory a vyusténi
pro odbér vzorku bylo zadélano pomoci parafilmu z divodu odpafovani jak vzorku, tak
pfijimaci kapaliny. Takto nachystana cela byla pfenesena v pénovém podstavci na vicemistné
magnetické michadlo, kde byla nastavena rychlost michani 250 RPM.

Obrazek 21: Franzovy cely umisténé na vicemistném magnetickém michadle

6.6.2 Odbér vzorku

Vzorky byly odebirany v intervalech po jedné hodiné v ¢asovém tseku 5—6 hodin. Odbér byl
proveden pomoci injek¢ni stfikacky o objemu 10 ml a dlouhé jehly. Kazda cela méla vlastni
oznacenou injek¢ni stiikacku, aby nedoslo ke kiizové kontaminaci vzorkd. Z vyusténi pro
odbér vzorkii byl odejmut parafilm, jehla injek¢ni stfikacky byla zavedena do stfedu
receptoroveé Casti v oblasti michadélka, kde se pfedpokladala nejlepsi homogenizace roztoku,
a byl odebran 1 ml vzorku.
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Obrazek 22: Nazornd ukazka odbéru vzorku. Jehla je umisténa doprostied receptorové
komory, kde dochdzi k nejlepsi homogenizaci roztoku

Vzorek byl preveden do popsané vialky, ubytek v receptorové komote byl doplnén 1 ml
destilované vody. V pfipadé, ze pii odbéru doslo k vyprazdnéni celého vyusténi, coz melo za
nasledek vnik bubliny, ktera se nejCastéji usadila ze spodni ¢asti membrany, bylo nutné celou
Franzovu celu otoit dnem vzhuru, tim bublinu pfesunout k vyusténi a doplnit objem
destilovanou vodou. Pfi takovém manévru bylo dasledné dbano na to, aby vzorek z donorové
komory nevytekl ven. Cely proces odstranéni bubliny je dulezity proto, ze bubliny muzou
narusit difuzni prechod latek pfes membranu a kvali nim dochazi ke zméné efektivniho
povrchu, pres néjz difuze probiha. Nakonec bylo vyusténi znova zajisténo parafilmem a vzorky
byly umistény do lednice, kde setrvavaly do analyzy pomoci UV-VIS a HPLC.

6.7 Pristrojova technika pro kontrolu, analytické stanoveni obsahu a analyzu
vlastnosti latek ve vzorcich

6.7.1 Kontrolni screening pomoci UV-VIS spektrofotometrie

Metoda spektrofotometrie mize slouzit jak pro kvalitativni, tak i kvantitativni analyzu riznych
druht vzorkt. V této praci se ovSem vyuzivala hlavné€ jako kontrolni aparat pro pfipad, ze by
kapalina v donorové casti protékala mimo membranu do receptorové tekutiny anebo pro
sledovani penetrace lignohumatu pres biologickou membranu. Pfimé stanoveni ibuprofenu
touto technikou nebyla mozné ze dvou divodu. Jednak pii experimentech s lignohumatem
dochazelo k interferenci spektralnich signalti obou latek, a také pfi ostatnich experimentech ho
nebylo mozné analyzovat z divodu hemoglobinu, ktery se uvolfioval do pfijimaciho roztoku
z praseci kuze.

Meéieni vzorka bylo provadéno na spektrofotometru Hitachi U-3900H, ktery je dostupny na
nasi fakulté. Pristroj je nutné zapnou minimalné 30 minut pfed vlastnim méfenim z divodu
nahtati lamp (pfedevSim deuteriové lampy pro UV oblast). Nasledné byl zapnut pocitac
a software na ovladani spektrofotometru. Rozsah vinové délky byl nastaven od 200 do 500 nm.
Pro vzorky z difuznich experimentd byla pouzita QS mikro kyveta z divodu malého objemu
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a pro referencni vzorek byla pouzita klasicka QS kyveta. Nejdfive bylo nutné zméfit zakladni
linii, a to tak, ze obé kyvety byly naplnény receptorovou kapalinou, ktera byla pouzita pfi
ptipravé difuznich cel (v nasem pripadé se jednalo o destilovanou vodu). Nasledné byla
mikrokyveta vymyta, vysuSena a naplnéna analyzovanym vzorkem. Pfed vlozenim kyvety do
pristroje bylo nutné zkontrolovat, jestli se analyzovana oblast Cista a jestli se v ni nenachazi
bublina, ktera by mohla zkreslit vysledky. Zméteny vzorek byl pfeveden zpatky do vialky a dale
uchovavan v lednici, soubor s daty byl ulozen a proces méfeni nového vzorku se opakoval. Na
konci experimentu byla data ulozena a zpracovana v programu Microsoft Excel.

Obrazek 23: UV-VIS spektrofotometr Hitachi U-3900H

6.7.2 Kvantitativni analyza pomoci HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie byla vybrana v ramci reSerSe jako kvantitativni
metoda pro ur€eni mnozstvi transportovanych latek pres biologickou membranu, a to z divodu
velké citlivosti, dobré schopnosti separace a moznosti analyzovat vét§i mnozstvi vzorkl
v kratkém case.

Vzorky zlednice byly pfevedeny do oznacenych reagencnich lahvicek pro HPLC analyzu.
Z vyslednych chromatogramua byla odectena hodnota plochy pod pikem vzorku, ktery svym
retenénim Casem odpovidal hledané 1écivé latce. Takto ziskand data byla zpracovana
v programu MS Excel, kde byl nejdiive vytvoren kalibra¢ni graf zavislosti plochy pod ktivkou
na koncentraci. Z této kalibra¢ni fady analgetika byla nasledné vygenerovana rovnice primky
s nulovym pocate¢nim bodem pro plochu pod kiivkou. Rovnice pfimky byla nasledné vyuzita
k vypoctu koncentrace jednotlivych vzorkd.

Kvantitativni analyza separovanych lécivych latek z pfijimaciho roztoku byla realizovana
pomoci vysokouc¢inného kapalinového chromatografu Agilent 1260 Infinity metodou
isokratické eluce na koloné Kinetex C8 (velikost €astic 2,6 pum, rozméry 150%4,6 mm). Jako
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mobilni faze byla pouzita smés 10mM H3POy a acetonitrilu (objemovy pomér 1:1). Prutok
mobilni faze byl 1 ml/min, analyza probihala za konstantni teploty 30°C. K detekci byl vyuzit
DAD detektor pii vinové délce 222 nm.

6.7.3 Méreni zasaditosti roztoku lignohumatu draselného pomoci pH metru

Rozdil mezi roztokem cCisté aktivni latky a roztokem té samé latky s pridavkem lignohumatu
draselného je mimo jiné v pH téchto roztokii. VSeobecné je velmi dulezité prozkoumat
vlastnosti pouzitych latek, hlavné pokud by mohly ovlivnit experimentalni vysledky. Proto bylo
zméfeno pH obéma roztokiim lignohumatu, aby se dal posoudit vliv zmény pH na transdermalni
transport pouzitych 1é¢iv.

Po zapnuti pH metru byla zkontrolovana kalibrace pomoci tfi pufri o pH 4,01; 7,01 a 9,21.
Nejdiive byla sejmuta ochranna krytka s elektrolytem, nasledné byla elektroda oplachnuta
destilovanou vodou a ponotena do pufru o presné definovaném pH. Po ustaleni hodnoty na
displeji pfistroje byla elektroda znova oc€isténa destilovanou vodou a nésledné ponoifena do
vybraného roztoku lignohuméatu. Hodnota pH byla zapsana a proces méfeni se tfikrat opakoval
pro obé namichané koncentrace, z vysledki byl nasledné udélan primeér.

"T L ay ¥ |

Obrazek 24: pH metr S20 SevenEasy
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7 OPTIMALIZACE POUZITE METODIKY

Pred hlavni experimentalni ¢asti bylo nutné udélat fadu pilotnich experimentu, které pomohou
k optimalizaci a navrhu metodologie transportu vybranych 1é¢ivych latek pres biologické kozni
membrany a nasledné i transport s pfidavkem lignohumatu sodného. Kapitola popisuje vSechny
kroky, které vedly k definovani finalni metodiky difuznich experimenti, od zpracovani
prasecich usi, az po Gpravu ¢asu experimentu a zavedeni méfeni tloustky membran.

7.1 Priprava membran z prasecich usi

Jak vyplyva zreSerSe, kiize z praseCich usi je jednou znejpouzivanéjSich alternativ ke
zkoumani transdermalni penetrace riznych aktivnich latek. Dals§i velmi pouzivanou
a doporucovanou simulaci kozni membrany jsou syntetické Strat-M membrany, ktera byla
pouzita jiz v bakalarské praci, na kterou tato diplomova prace navazuje [81]. Rychlost prostupu
aktivnich latek vSak v této praci byla spiSe zpomalovana pfidavkem lignohumatu, coz bylo
vysvétleno Spatnou propustnosti samotného lignohumatu pied hydrofobni membranu Strat-M.
Proto byla pro nasledujici experimenty vybrana forma praseci biologické membrany, coz
pfineslo srovnani mezi vysledky se zminénou bakaléafskou a touto diplomovou praci.

Mnozstvi membran, které se daji izolovat z praseciho ucha, se li§i podle riznych parametrt
daného ucha, jako je mnozstvi poskozeni a jizev, rizna velikost samotnych usi, pfitomnost
chrupavek, ¢i diry pro oznaceni prasat. UrCit pfiblizné mnozstvi membran bylo dilezité
z dvodu uchovavani kiize, aby nedoslo k degradaci, coz by mohlo zptsobit zkresleni vysledkd.
V prabéhu experiment byl vytvoren odhad, Zze jedno prase¢i ucho vystaci pfiblizn€ na 4-6
membran.

Usi byly uchovavany v mrazaku pfi teploté okolo -20 °C po dobu tfi tydna. I presto po dvou
tydnech doslo u jednoho ucha k degradaci tkané (viz Obrazek 25). Na povrchu a okrajich kiize
se objevily deformace, které mohly ovlivnit vysledny transport aktivnich latek, proto byla tato
ktize vytazena z nasledujiciho experimentu a nahrazena jinou.

Obrazek 25: Degradace kiiZze veprového ucha zpusobena skladovanim v mraznicce
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7.2 Difuzni experimenty

Optimalizace piipravy Franzovych difuznich cel na transdermalni experimenty byla popsana
jiz ve zminéné bakalarské praci, avsak i pres to se naskytlo nékolik novych situaci, které bylo
potteba vyftesit. V piipad¢ této praci bylo naptiklad nutné zjistit takovou optimalni délku trvani
experimentu, aby doslo k penetraci 1éCiv pres celou tloustku membrany, diky ¢emuz se mohl
nasledné sledovat jev ustalené difuze. Proto bylo provedeno nekolik experimentq, které prinesly
dulezita data pro naslednou optimalizaci.

7.2.1 Optimalizace sestaveni difuzni aparatury

Dobie sestavena aparatura je klicem pro spravné a piesné vysledky difuznich experimentt. Jak
uz bylo zminéno, Franzova difuzni cela vyzaduje opatrné zachéazeni, nebot’ je vyrobena
z tenkého skla, které je velmi nachylné na naraz. V pfipad€, ze pfi umyvani nebo sestavovani
dojde k vyklouznuti nebo prevrhnuti aparatury, je velka pravdépodobnost, ze se cela nevratné
poskodi, coz znemozni jeji nasledné vyuziti.

Kriticka ¢ast postupu, kde pii Spatnému provedeni muze dojit k proteceni roztoku z donorové
casti do receptorové nebo k zmenSeni plochy pro difuzni transport je nanaseni inertni silikonové
pasty na zabrusy na stycné plochy donorové a receptorové komory. Je nutné nanést takové
mnozstvi pasty, aby dosSlo k zacpani vSech piipadnych skulin mezi sty¢nymi plochami
a pouzitou membranou. Na druhou stranu nesmi dojit k neopatrnému naneseni pasty na plochu
membrany, kde probiha penetrace aktivni latky. Tato chyba muze vést k nezadoucimu zkresleni
vysledku transportu.

V ptipadé, Ze nebyla dobfe zajisténa donorova areceptorova komora nebo byla kozni
membrana poskozena skalpelem pfi izolaci z prasec¢iho ucha, mohlo dojit k prote¢eni vzorku
do receptorové komory. Aby se predeslo této nezadouct situaci, byla membrana a cela donorova
komora velmi duakladné kontrolovana pii sestavovani celé aparatury. Nejdulezitéjsi Cast
kontroly probihala béhem dopliiovani piijimaci kapaliny do receptorové komory, jak je
popsano v kapitole 6.6.1. V tu chvili byla cela obracena dnem vzhiru a receptorova kapalina
mohla protéct do donorové casti. Pokud se tak stalo, doslo k rozebrani cely a k lepSimu naneseni
inertni silikonové pasty. V piipad€, ze receptorova kapalina protekla znova, doslo k vyméné
biologické membrany.

V prabéhu experimentu Casto dochazelo k tvorbé bublin v receptorové komore, coz zpusobilo
zménu objemu pfijimaci kapaliny a omezeni plochy membrany dostupné pro penetraci 1éCiva.
Vznik bublin mohl byt zapii¢inény rozdilnou teplotou mezi receptorovou kapalinou a okolnim
prostfedi nebo nedokonalym vy¢i§ténim Franzovych difuznich cel. Takto vzniklé bubliny byly
odstranény obracenim difuzni cely dnem vzhtiru. Vznikla bublina byla presunuta k vyuasténi pro
odbér vzorku atam doSlo k samovolnému nebo manualnimu prasknuti pomoci injekéni
stiikacky s dlouhou jehlou. Aby pfi prevraceni nevytekl vzorek mimo donorovou komoru, byla
tato cast dukladné zajisténa parafilmem.
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7.2.2 Pilotni experimenty

Transdermalni transport lignohumdtu draselného

Penetrace lignohuméatu sodného pres praseci kozni membranu byla klicovym aspektem pro
zkoumani vlivu budoucich interakci s aktivnimi latkami. OvSem kvantifikovat prosly
lignohumat pomoci vyhodnoceni dat z UV-VIS nebylo mozné. Pfi experimentu s biologickou
membranou dochazi k uvolnéni nékterych molekularnich komponent ktize, které absorbuji ve
stejnych vinovych délkach jako lignohumat, coz znemoziiuje vyhodnoceni. Membrana také
funguje jako semipermeabilni vrstva, ktera muze né€kterym slozkam natolik slozité heterogenni
matrice, jako jsou huminové latky zcela branit v jejich transportu. Obrazek 26 znazorfiuje
spektrum ¢ist¢ namichaného roztok lignohumatu draselného v porovnani se vzorkem proslym
pres praseCi kozni membranu pii experimentu s Francovymi difuznimi celami. Spektra maji
v urcitych vinovych délkach shodny tvar, ovsem u lignohumatu proslého pres membranu se
nachazi nékolik spektralnich rysu, které souvisi s biologickou membranou.
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Obrazek 26: Porovndni absorpcnich spekter Cistého lignohumatu a vzorku odebraného pri
difuznim experimentu s Francovymi celami

Na zakladé vysledkt z bakalaiské prace byla vybrana koncentrace lignohumatu 10 g/, ktera
vykazovala nejlepsi schopnost penetrace pfes membranu Strat-M. Pro zjisténi, jestli je transport
zavisly na koncentraci, byly provedeny experimenty i s vySsi koncentraci lignohumatu, a to
50 g/l. Oba experimenty byly triplikovany, aby se predeslo znehodnoceni vysledki z divodu
ptipadného proteceni. Z vyslednych UV-VIS spekter obou koncentraci jasné vyplyva, ze
lignohumat o vyssi koncentraci prochazel pfes membranu ve vétSi mife (viz Obrazek 27
a Obrazek 28). U ostatnich spekter byl rozdil mensi, ale uvSech se projevila zavislost
koncentrace na rychlosti penetrace (viz Priloha 1, Ptiloha 2, Ptiloha 3 a Ptiloha 4). Pro dalsi
experimenty byly pouzity ob& koncentrace lignohumatu, aby byl vyzkouSen vliv koncentrace
na penetraci aktivni latky.
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Obrazek 27: Zavislost absorbance na vinové délce pro lignohumdt draselny o koncentraci
10 g/l, odbéry po hodinovych intervalech
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Obrazek 28: Zavislost absorbance na vinové délce pro lignohumdt draselny o koncentraci
50 g/l, odbéry po hodinovych intervalech

Kalibracni fady ibuprofenu sodného a ibuprofenu v kyselé formé

UV-VIS analyza v nésledujicich experimentech slouzila jen jako kontrolni screening. Hlavni
analytickou metodou se stala HPLC diky tomu, ze latky uvoliujici se do receptorové komory
nesdilely stejné retencni Casy, takze se daly rozli$it a kvantifikovat. Pro vypocet koncentrace
proslych aktivnich latek bylo nutné vytvofit kalibra¢ni fadu téchto latek. Kalibracni fada byla
vytvofena pomoci desitkové fedéni, ato z divodu ctyfnasobné vétsiho objemu piijimaci
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kapaliny, nez byl objem vzorku v donorové ¢asti, coz znamenalo, ze i kdyby proslo celé
mnozstvi aktivni latky pfes membranu, koncentrace v receptorové komote bude nizsi.

Transport ibuprofenu sodného

Ibuprofen sodny byl pro pilotni experimenty vybran diky své dobré rozpustnosti v destilované
vodé akomercni dostupnosti tohoto 1éCiva. Stejné jako ulignohumatu bylo nejprve
vyzkouseno, v jakém mnozstvi pronikéa pres biologickou membranu, aby se nasledné¢ mohla
navrhnout vhodnéa délka trvani difuzniho experimentu. Vlnova délka absorpéniho maxima
ibuprofenu je 265 nm [82], coz znamen4, ze analyza pomoci UV-VIS spektrofotometru neni
mozna, nebot’ huminové latky absorbuji v celém UV-VIS spektru a z biologickych membran
se uvolnuji latky, které absorbuji v blizkych vinovych délkéach, takze prekryvaji absorbanci
ibuprofenu. Proto byla jako kvantitativni analyticka metoda pouzita HPLC chromatografie.
Koncentrace 150 mg/l, ktera byla vyuzivana i v bakalarské praci je detekovatelna i po jedné
hodiné (viz Obrazek 29). Ptiloha 5 zndzorfiuje vzorovy zdznam z chromatografu. Tento pilotni
experiment prokazal, ze zminéna koncentrace je vhodna i pro dal§i experimenty, ovsem velmi
rozdilné hodnoty koncentraci mezi jednotlivymi experimenty znemoziuji urCeni presné
koncentrace, kterd prochazi pres membranu. Experiment byl proto zopakovan a vSechny
vysledky byly porovnany (viz Obrazek 29).
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Obrazek 29: Zavislost koncentrace ibuprofenu sodného na case, pilotni experiment

Transport ibuprofenu sodného s pridavkem lignohumdtu draselného

Tato sada pilotnich experimentd méla prinést prvni srovnani koncentraci proslého ibuprofenu
sodného, ato jak pro ibuprofen rozpustény pouze v destilované vodé, tak s ptidavkem
lignohumatu o koncentracich 10 g/l a 50 g/l. Vysledné koncentrace proslého 1éCiva se ovSem
velmi lisily i v jednotlivych sadach mezi sebou, coz znemoznilo interpretaci vysledkid. Rozdilné
koncentrace pro vSechny vzorky s ¢istym i obohacenym ibuprofenem sodnym viz Obrazek 29,
Obrazek 30 a Obrazek 31. Divodem takovych vysledkid mohla byt rozdilna tloustka pouzitych
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membran, ktera ovliviiovala pfedev§im Cas nezbytny k penetraci analyzovaného analgetika skrz
membranu. Proto byl u dalSich experimentt vyuzivan mikrometr pro méfeni tloustky koznich
membran. Membrana byla zméfena vzdy na péti nahodnych mistech avysledky byly
zprumérovany. Také byla prodlouzena délka experimentu na 5 hodin s hodinovymi intervaly
odbéru vzorkt, nebot po tfihodinovém intervalu nedoslo k penetraci aktivni latky do vSech
vrstev membrany, tudiz nebyla pozorovana stacionarni difuze. Aby se zamezilo moznému
nezadanému praniku 1éCiva pfes membranu, které by mohlo zkreslit vysledky experimentu,
kazdy nasledny experiment byl proveden v péti opakovanich.
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Obrazek 30: Zdvislost koncentrace ibuprofenu sodného na case s pridavkem lignohumatu
draselného o koncentraci 10 g/l, pilotni experiment
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Obrazek 31: Zdvislost koncentrace ibuprofenu sodného na case s pridavkem lignohumatu
draselného o koncentraci 50 g/I, pilotni experiment
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Transport kyselé formy ibuprofenu

Ibuprofen neni dobfe rozpustny ve vod€. Proto byl v ramci postupu rozpustén v uréitém
mnozstvi etanolu a pak az pfidan do destilované vody, kde vznikl nasyceny roztok s mnozstvim
srazenin. Pfi prvnim experimentu byl pomér etanolu a destilované vody 1:5, coz se ve
vysledcich (viz Obrazek 32) jevilo jako velmi nizkd koncentrace rozpusténého ibuprofenu,
ktera mnohdy nebyla detekovatelna ani po 2 hodinach experimentu. Jiz po zkuSenostech
z experimentu s ibuprofenem sodnym byl experiment prodlouzen na 6 hodin s hodinovymi
intervaly odbéru vzorkt a po uplynulych 6 hodinach nasledoval posledni odbér po 24 hodinach.
I pes to byly koncentrace pro§lého ibuprofenu velmi nizké, proto se dalsi experiment upravil
zménou pomeéru rozpoustédel na 1:1 a to nejen v donorové, ale i v receptorové kapaliné, kde
byl etanol pouzit jako solubilizator aktivnich latek. Tato zména poméru vychazi z ¢lanku
v reSersni Casti, kde byla penetrace 1é¢iv zkoumana za riznych pomérti mezi vodou a etanolem.
Roztok 1:1 byl v ¢lanku oznacen jako vhodny pro zkoumani prichodu 1é¢iv Spatné rozpustnych
ve vodé [71].
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Obrazek 32: Zavislost koncentrace kyselého ibuprofenu na case. Odbéry 1. az 24. hodinu
experimentu, pilotni experiment
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8 VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem této kapitoly je shrnout veSkera naméfena a zpracovana data, ktera mela za ukol
poodhalit vliv huminovych latek na transdermalni transport ibuprofenu jako modelového
analgetického 1éciva. Bude zde rozebran efekt lignohumatu draselného na penetraci dvou
testovanych forem analgetika v zavislosti na jeho koncentraci, dale vliv tloustky biologickych
membran a bude diskutovan mozny vliv pH roztoka lignohumatu o rozdilnych koncentracich.
Také bude zminéno ovlivnéni transportu kyselé formy ibuprofenu s ptidavkem solubiliza¢niho
¢inidla ve formé etanolu. Veskeré informace budou shrnuty v zavéru spolu s pfinosem této
studie v oblasti vyuziti huminovych latek a doporu¢enim pro budouci vyzkumné prace.

8.1 Penetrace lignohumatu draselného pres kozni membranu

Pfi optimalizatnim experimentu bylo zjisténo, ze prostup lignohumatu pres biologickou
membranu se neda kvantifikovat pomoci UV-VIS, nebot membrana uvoliuje latky, které
absorbuji v podobnych vinovych délkach. Pro pribliznou detekci lag T bylo vyuzito absorpénich
spekter lignohumatu draselného o koncentracich 10 a 50 g/l. Ve vybrané vinové délce, kde
nebylo pozorovano uvolnéni latek z membrany praseciho ucha, coz bylo uréeno porovnanim
s absorpénim spektrem Cistého lignohumatu, byly vyhledany hodnoty absorbanci, ze kterych
byl vytvoren graf zavislosti absorbance na Case (viz Obrazek 33).
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Obrazek 33: Zavislost absorbance lignohumdtu o koncentraci 50 g/l na case béhem penetrace
pres biologickou membrdnu pri vinové délce 350 nm

Porovnanim rovnic pfimek byla ziskdna rovnice, ze které se dala vypocitat hodnota x pro
prusecik téchto dvou pfimek. Tato hodnota je pfiblizny cas prichodu lignohumatu pres
membranu do pocatku stacionarni difuze. VSechny hodnoty byly vypracovany a nasledné
zpramérovany (viz Tabulka 1).
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Tabulka 1: Priblizné hodnoty pro lag t lignohumcdtu o koncentraci 10 a 50 g/l pri
Sestihodinovém experimentu

Lag 7 (h)
Cela LHIO0 LH50
1 2.63 2.66
2 3,70 278
3 2.33 272
4 225 2,08
5 2.60 228
Smodch: 0,52 0,23
Pramér: 2,70 2,68

8.2 Tloust’ka membran jako dulezity faktor penetrace léCivych latek pies kozni
membranu

Jak bylo zminéno jiz v kapitole 7.2.2, vliv tloustky membrany hraje pii transportu latek zasadni
roli. Po zkuSenostech z pilotnich experiment byla tloustka méfena pomoci mikrometru hned
pii tvorbé membran. Nasledné byly hodnoty zaznamenany (viz Tabulka 2) a pro kazdou
membranu byl vypocitan pramér. Jiz pfi vypoctu proslé koncentrace latek byla zaznamenana
souvislost tloustky membrany s koncentraci proslého Ié¢iva. Obrazek 34 znazoriuje rozdilnost
koncentraci pro pét stejné pripravenych a testovanych vzorkt ibuprofenu sodného s piidavkem
huminové latky. Pokud tento graf porovname stabulkou 2, muzeme si vSimnout, Ze
u membrany s nejvetsi pramémou tloustkou dochazi k nejmensimu prichodu aktivni latky.
Oproti tomu nejtenci membranou prochazi nejveétsi mnozstvi ibuprofenu sodného. Z téchto dat
se da usoudit, ze vliv tloustky membrany je pro penetraci latek zasadni.
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Obrazek 34: Zavislost koncentrace ibuprofenu sodného s pridavkem lignohumdtu draselného
o koncentraci 50 g/l na case pro pétihodinovy experiment
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Tabulka 2: Namérené a zpriimérované tloustky pouZitych membrdn pri experimentu
s ibuprofenem sodnym s pridavkem lignohumdtu draselného o koncentraci 50 g/l

d [mm]
1 2 3 4 5
1,746 | 1,803 | 1,054 | 1634 | 1344
1895 | 1,763 | 1,118 | 1,735 | 1245
1874 | 1,791 | 1,049 | 1664 | 1351
1857 | 1,758 | 1264 | 1532 | 1,370
1,649 | 1,703 | 1,609 | 1465 | 1352
Smodch: | 0,003 | 0035 | 0210 | 0096 | 0,045
Primér: | 1,804 | 1,764 | 1219 | 1,606 | 1332

8.3 Lignohumat draselny jako urychlovac transdermalniho transportu

Dulezita informace, ktera uréila smér celého vyzkumu, byla ziskana jiz pii optimalizaci
a ovlivnila vS§echny nésledujici experimenty. Pfechod lignohumétu pfes membranu, popsany
v kapitole 7.2.2, anasledné zjisténi vlivu koncentrace na rychlost tohoto transportu jsou
dilezitymi poznatky, nebot oteviraji fadu moznosti avyuziti. Latky, které interaguji
s funk¢nimi skupinami huminovych latek mohou byt diky této vlastnosti transportovany pres
kozni bariéru, coz urychli jejich ucinek v téle. Nasledujici vysledky popisuji vliv lignohumatu
na ibuprofen a sodnou sul ibuprofenu. Vysledné hodnoty byly podrobeny statickym testim
Dean-Dixon (urCeni odlehlych hodnot) a t-testem statistické vyznamnosti (a = 0,05).

8.3.1 Vliv lignohumatu na penetraci ibuprofenu sodného

Experiment s ibuprofenem sodnym byl po optimalizaci prodlouzen ze tii hodin na pét s odbéry
po jedné hodiné. Tento Casovy usek stacil pro to, aby aktivni latka prosla pres membranu v celé
jeji Sifce a mohla tak probihat stacionarni difuze. Pfi izolaci membran byl zméfen prameér vSech
pouzitych membran, ktery byl nasledné pouzit pro korekci lag 7, ktery je teoreticky zavisly na
druhé mocniné priméru membrany (viz rovnice 4.1.2). Tato zavislost byla klicCovou hodnotou
pro porovnavani transportu latek pres membranu s pifidavkem lignohumatu abez. Jak je
popsano v kapitole 4.1, lag t je Cas, ve kterém dojde k prichodu aktivnich latek v celé plose
a objemu membrany, coz se da povazovat jako pocCatek stacionarni difuze. Nasledné se
z hodnoty lag t a tloustky membrany vypocita efektivni difuzni koeficient (Detr), ve kterém je
zahrnuty vliv chemickych reakci pro dané 1écivo. K vyslednému difuznimu koeficientu se mize
dojit 1 druhou moznou cestou, a to pomoci Fickova prvniho zédkona popisujiciho naslednou fazi
stacionarni difuze.

Z vysledka HPLC byly sestaveny grafy zavislosti koncentrace na Case (viz Obrazek 34). Body,
odpovidajici fazi ustalené difuze byly prolozeny linearni regresi(viz Obrazek 35), kde je
zobrazena rovnice piimky pro prvni celu zexperimentu ibuprofenu sodného s piidavkem
lignohumatu o koncentraci 50 g/1.
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Obrazek 35: Data zndzorfiujict stacionarni difuzi pro experiment ibuprofenu sodného
s pridavkem lignohumatu draselného o koncentraci 50 g/l

Nasledné byl z vyslednych dat vypocitan difuzni tok v jednotkach hmotnosti v mg na jednotku
plochy za dany cas, ktery byl zkorigovan vynasobenim tloustkou dané membrany
(koncentra¢ni gradient na membrany klesa pfimo umeérné s jeji tloustkou dle rovnice 4.1.2).
Hodnoty takto korigovaného difuzniho toku byly zprimérovany a vyneseny do grafu (viz
Obrazek 36), kde mizeme jasné vidét stoupajici tendenci toku s piidavky lignohumatu, a to jak
v ramci srovnani s Cistou aktivni latkou, tak i mezi riznymi koncentracemi pridané huminové
latky. Tyto hodnoty naznacuji, ze lignohumat mize mit pozitivni efekt na rychlost penetrace
ibuprofenu sodného pres kozni membranu.

0,014

Jkorig (mg/m/hod)

Ibu Na Ibu Na+LHI10 Ibu Na + LH50

Obrazek 36: Srovndni korigovaného difuzniho toku pro ibuprofen sodny s pridavkem a bez
pridavku lignohumdtu draselného o koncentraci 10 g/l a 50 g/l. Hvézdicka znaci statisticky
vyznamny rozdil oproti kontrole 1bu Na bez lignohumditu
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V piipadé, ze by lignohumat urychlil prichod latek do receptorové kapaliny, doslo by také ke
zvySeni rychlosti penetrace pres kozni membranu, ktery dokdzeme popsat pomoci lag t. Obé
tyto hodnoty jsou ovlivnéné difuznim koeficientem dané latky, difuzni tok pfimou umeérou,
zatim co lag T nepfimou. Lag 7 byl také ziskan ze smérnice piimky pro body odpovidajici
stacionarni difuzi, tato hodnota odpovida pruseciku pfimky s osou x, ktera piedstavuje Casovou
osu. Vysledné hodnoty byly podéleny druhou mocninou tloustky membrany, coz vychazi
z definice stfedniho kvadratického posunu (viz rovnice 4.1.2). Obrazek 37 piinasi grafické
zobrazeni vysledku, které potvrzuji mozny vliv lignohumatu na zvyseni rychlosti vstiebani pres
membranu. Nejvyssi hodnota pro sodnou sul ibuprofenu znali, ze 1éCivo bez piidavku
lignohumatu prochazelo membranu nejdelsi casovy usek. S piidavkem huminové latky dochazi
ke snizeni lag 7, coz znaci pozitivni vliv na urychleni prostupu latek pfes membranu.
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Obrazek 37: Srovnani priimérné korigované doby zpozdéni (korekce byla provedena
podélenim lag t druhou mocninou odpovidajici priimérné tloustky membran) pro ibuprofen
sodny s pridavkem a bez pridavku lignohumdtu draselného o koncentraci 10 g/l a 50 g/l.
Hvézdicka znact statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (Ibu Na bez lignohumatu)

8.3.2 Vliv lignohumatu na penetraci kyselé formy ibuprofenu v nasyceném roztoku

Pii pilotnich experimentech sibuprofenem sodnym se ukéazalo, ze pétihodinova délka
experimentu je pro nékteré vzorky hranicni k ziskani dostatecného poctu koncentrac¢nich bodt
ve stavu stacionarni difuze. Proto byla délka experimentu s kyselou formou ibuprofenu
prodlouzena na 6 hodin s odbérem po jedné hodiné a posledni odbér byl proveden po
24 hodinach s cilem ovéfit maximalni mnozstvi pro§lého ibuprofenu. Obrazek 38 porovnava
vysledky HPLC pro prichod 1éCiv bez piidavku lignohumatu. Pti vypoctu koncentrace kyselé
formy ibuprofenu se vychazelo z maximalni rozpustnosti toho Ié€iva ve vod¢, coz je 21 mg/l
[83]. Z grafii je ziejmé, Ze koncentrace proslého ibuprofenu sodného byla takika desetkrat vyssi
nez ujeho kyselé formy. Pfirozenym vysvétlenim je Spatnd rozpustnost kyselé formy
ibuprofenu ve vode, kdy nasycena roztok v poméru 1:5 etanol ve vodé ma malou koncentraci,
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jejiz disledkem je penetrace pfes membranu pomalejsi. Tato informace byla jednim z divodu,
proc se pii dal§im experimentu koncentrace ibuprofenu zvysila zménou poméru etanolu ve vodé
na 1:1 a do receptorové cely byl pfidan solubilizator ve formé roztoku etanolu ve stejném
pomeéru.

mlbuH mIbuNa

Obrazek 38: Srovnani koncentraci kyselé formy ibuprofenu a sodné soli ibuprofenu
v 5. hodiné experimentu

Koncentrac¢ni gradient v systému je pfiblizn€ konstantni po dobu, kdy linearné nartsta
koncentrace 1éCiva v receptorové komote (viz Obrazek 39 — spojnice trendu). Pokud dojde ke
zmeéné koncentraéniho gradientu mezi komorami, dochazi k zaobleni pfimky a koncentrace
mezi donorovou a receptorovou kapalinou se vyrovnavaji. I pfes prodlouzeni experimentu
s poslednim odbérem po 24 hodinach se nepodatilo dosahnout této zmeény v linearité stoupajici
koncentrace. Obrazek 39 znazorniuje zavislost koncentrace 1éCivé latky na Case ve stavu
stacionarni difuze. Hodnota koncentrace pro odbér po 24 hodinach stoupla linearn€, coz znaci,
ze jesté nedoslo k vyrovnavani koncentraci mezi donorovou a receptorovou kapalinou a stale
trva stacionarni difuze.

Pti vyhodnoceni vysledkt z HPLC bylo brano v potaz, ze koncentrace, ktera je odhadovana pro
maximalni rozpustnost ibuprofenu ve vodé€ neni piesna z divodu procesu piipravy (doslo k
vysrazeni Casti nerozpusténého Ibuprofenu a koncentrace roztoku byla odhadnuta dle
publikované koncentrace pii nasyceni). Nizkd koncentrace ve zdrojové cele znemoznila
korektn€ vyhodnotit korigovany difuzni tok (linearni regrese méla velkou chybu), ktery kvili
malym koncentracim proslého léciva obsahoval velkou odchylku presahujici velikost
samotného difuzniho toku. Smeérodatna odchylka zasahovala do zapornych hodnot, coz by
pfineslo zkresleny pohled na rychlost priniku 1é¢iv. Divodem muze byt obtizn€jsi urCeni
okamziku, kdy dochazi ke stacionarni difuzi. Pro porovnani tohoto experimentu s ostatnimi
byla pouzita pouze primeérna hodnota lag , ktera neobsahuje tak zasadni rozptyl hodnot.
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Obrazek 39: Data zndzormujici staciondrni difuzi pro experiment ibuprofenu s pridavkem
lignohumdtu draselného o koncentraci 50 g/l

Z takto vybranych bodu byl vypocitan pro kazdou celu lag T a nasledné byla tato hodnota
korigovana stejné jako v predchozim pfipadé a vynesena do grafu (viz Obrazek 40). Pokud
bychom srovnali lag 1 ibuprofenu a jeho sodné soli (viz Obrazek 37), sodna sul ibuprofenu
penetrovala pfes kozni membranu ve vSech provedenych experimentech s mensi dobou
zpozdéni. Hodnota lag T znazoriuje, s jakou rychlosti je pii experimentu dosazeno stacionarni
difuze a mize se brat jako ukazatel rychlosti pfestupu latek pfes membrany. Ze zminénych
vysledku se da usoudit, ze rychlost penetrace zasadité formy ibuprofenu byla vyssi nez u jeho
kyselého protéjsku. Tento jev mize byt opét vysvétlen lepsi rozpustnosti sodné formy ve vode€,
ktera byla pouzita jako hlavni rozpoustédlo u obou experimenti. S vétsim mnozstvim 1écivé
latky dochazi k vétSimu poctu interakci mezi analgetikem a lignohumatem, coz muze byt
vysvétleni téchto rozdilt v penetraci.

Spolecnym trendem obou forem ibuprofenu je klesajici trend lagt (po korekci tloustkou
membrany) v zavislosti na koncentraci pfidaného lignohuméatu. Ivtomto experimentu se
ukazuje, ze lignohumat mél pozitivni vliv na penetraci analgetického 1éCiva pres kozni
membranu.
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Obrazek 40: Srovnani priimérné korigované doby zpozdéni (korekce byla provedena
podélenim lag t druhou mocninou odpovidajici priimérné tloustky membran) pro ibuprofen
v kyselé formé s pridavkem a bez pridavku lignohumatu draselného o koncentraci 10 g/l
a 50 g/l. Hvézdicka znaci statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (Ibu H bez lignohumatu)

8.3.3 Vliv lignohumatu na penetraci kyselé formy ibuprofenu se solubiliza¢nim
¢inidlem

Experiment s nasycenym roztokem ibuprofenu pfinesl informaci o tom, ze malé koncentrace
aktivni latky mdzou mit negativni vliv na presné urCeni velikosti difuzniho toku. Tento rist
koncentrace 1éCiva v receptorové casti cely souvisi i1 s délkou experimentu, ktery se nastavuje
podle rychlosti penetrace latek pfes membranu tak, aby byla aktivni latka detekovana
vysokoucinnou chromatografii a aby doslo co nejdfive ke stacionarni difuzi. Tyto zavéry byly
motivaci pro dalsi experiment, kde bylo cilem zvySit strmost nartistu koncentrace analgetika
v pfijimaci cele pomoci zvySeni koncentrace ve zdrojovém roztoku a piidavkem
solubiliza¢niho ¢inidla do pfijimaciho roztoku. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.3.2, ibuprofen
je velmi Spatné rozpustny ve vodé, ovSem dobfe rozpustny v etanolu. Pro moznost vétsi
koncentrace 1é¢iva byl pomér etanolu ve vodé zvySen na 1:1, coz umoznilo vznik roztoku
ibuprofenu o koncentraci 1 g/l. Dale byly vyuzity podklady z literarni reSerSe o solubilizacnich
schopnostech etanolu pfi experimentech transdermalni transportu 1€¢iv pfes membranu. Vyuzil
se tedy pomér doporuceny ve zminéném clanku [71] , ktery byl 1:1 etanol ve vodé a ten se
pouzil pro roztok v receptorové komote difuzni cely.

Postup sestaveni aparatury, méfeni a vyhodnocovani vysledka byl stejny jako u predeslych
experimenti. Béhem difuzniho experimentu vSak dochazelo ke vzniku velkého mnozstvi
malych bublin v celém objemu receptorové komory, coz mohlo mit disledek na nasledné
vysledky experimentu.

Jiz vyhodnoceni koncentrace analgetika v receptorovém roztoku (viz Obrazek 41) naznacilo
patrné zvySeni mnozstvi proslé latky. V porovnani s grafem (viz Obrazek 34) jsou hodnoty
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koncentraci ibuprofenu se solubilizacnim ¢inidlem znatelné vyssi. Také tyto vysledky odhalily,
ze v cele Cislo 5 doslo k vyznamnému zamezeni prostupu léCiva oproti ostatnim celam a ke
snizeni koncentrace ve 4. hodin€ experimentu. U zadné jiné cely béhem vSech zde zminénych
experimentt k takovému sniZeni nedoslo, proto byly vysledky z této cely zanedbany. Divodem
poklesu koncentrace mohl byt vznik velkého mnozstvi bublin na povrchu membrany, coz
mohlo zamezit difuznimu transportu ibuprofenu.
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Obrazek 41: Zavislost koncentrace ibuprofenu s pridavkem lignohumatu draselného
o koncentraci 50 g/l na case pro Sestihodinovy experiment se solubilizacnim cinidlem

Stejné jako u predeslych vyhodnoceni byly vybrany body odpovidajici stacionarni difuzi
a zrovnic piimek byl vypocten korigovany lag t a hodnoty pro korigovany difuzni tok.
Porovnanim difuzniho toku (viz Obrazek 42) a té samé veli¢inu u sodné soli ibuprofenu (viz
Obrazek 36) muzeme dojit k zavéru, ze zvySeni koncentrace ibuprofenu v kyselé formé
a pfidavek solubilizatoru vyznamné ovlivnil hodnotu difuzniho toku. Tok byl u lignohumatu
o koncentraci 50 g/l dvakrat vétsi pro kyselou formu oproti kontrole, coz znaci pozitivni vliv
na penetraci latek pfes membranu. V ramci jednotlivych sad experimentd muzeme pozorovat
podobny trend v ristu toku se zvySujici se koncentraci huminové latky. Také podobnosti
statistického vyhodnoceni vyznamnosti rozdilu mezi jednotlivymi pfidavky lignohumatu
o razné koncentraci proti vzorkiim bez ptidavku jsou pro tyto dvé sady podobné. U obou sad je
statisticky vyznamny rozdil pouze u lignohumatu o koncentraci 50 g/l, coz znaci, ze je tato
koncentrace vhodné&j§i pro vyzkum vlivu huminovych latek na transdermalni transport
analgetickych 1éciv.
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Obrazek 42: Srovnani korigovaného difuzniho toku pro ibuprofen s pridavkem a bez pridavku
lignohumdtu draselného o koncentraci 10 g/l a 50 g/l pro experimenty se solubilizacnim
cinidlem. Hvézdicka znaci statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (Ibu H (50% EtOH) bez
lignohumdtu)

Nasledné byl z hodnot lag T a primérné tloustky membran vytvoren graf (viz Obrazek 43).
Vysledné srovnani jsou prekvapive odlis§na od trendu ostatnich experimentu. Zatim co u sodné
soli ibuprofenu klesal lag t v zavislosti na stoupajicim korigovaném difuznim toku, pro tento
experiment k takové zavislosti nedoSlo. U experimentu se solubilizatorem doslo takika ke
dvojnasobnému snizeni lag Tt v porovnani s experimentem nasyceného ibuprofenu o nizsi
koncentraci (viz Obrazek 40 a Obrazek 43). Pravé tento rozdil pfinasi mozné vysvétleni
odlis§ného trendu. ZvySenim poméru etanolu ve vodé na 1:1 mohla vysoka koncentrace etanolu
zpusobit poskozeni Stratum corneum, coz by mohlo mit za nasledek urychleni prostupu
ibuprofenu bez piidavku lignohumatu. V systému s pfidavkem LH mohla hrat roli komplexace
ibuprofenu huminovou komponentou latek, coz ovliviiuje gradient koncentraci pro volné
a vazané molekuly 1éCiva a rychlost prostupu téchto forem léciva.

63



Lag ©/1 (*10° hod/m?)

>

0,0

Ibu H (50% EtOH) Ibu H (50% EtOH) +  Ibu H (50% EtOH) +
LH10 LH50

Obrazek 43: Srovnani priimérné korigované doby zpozdéni (korekce byla provedena
podélenim lag t druhou mocninou odpovidajici priimérné tloustky membrdan) s pridavkem
a bez pridavku lignohumatu draselného o koncentraci 10 g/l a 50 g/l pro experimenty se
solubilizacnim cinidlem. Hvézdicka znaci statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (Ibu H
(50% EtOH) bez lignohumadtu)

8.3.4 Vliv pH na transdermalni transport léCivych latek

Pozitivni vliv lignohumatu draselného na zkraceni lag tje vysvétlovan vznikem nekovalentnich
interakci mezi ibuprofenem a funk¢nimi skupinami této huminové latky. Je ovSem nutné
vyloucit 1 ostatni vlastnosti, které huminové kyseliny maji a které by tento transport mohly
ovlivnit. Jedno z dalSich moznych vysvétleni pro zvySeni rychlosti prostupu mize byt
1 poskozeni kozni bariéry diky zméné pH. Huminové latky pfi rozpusténi v roztoku zvysuji pH.
Proto bylo pH jednotlivych koncentraci zmétfeno pomoci pH metru a vysledky porovnany s jiz
vyhodnocenymi experimenty vlivu lignohuméatu na penetraci ibuprofenu a jeho sodné soli.
Tabulka 3 ukazuje hodnoty pH pro obé pouzivané koncentrace lignohumatu. Pfipravené
roztoky byly méfeny ve tiech opakovanich a vysledné hodnoty byly zprimérovany. Z vysledku
je patrné, ze zvySenim koncentrace lignohumatu nedochazi k dal§imu zvySeni jeho zéasaditosti
roztoku. Pokud by hodnota pH byla kliCovym parametrem, ktery stoji za rozdilem rychlosti
prostupu 1é¢ivé latky bez, resp. s pfitomnosti lignohuméatu, musel by lignohumat o koncentraci
10 g/l vykazovat lepsi schopnosti zkraceni lagt nebo zvySeni koncentracni kiivky nez
koncentrovanéjsi roztok. U Zadného z experimentii ovSem tato tendence nebyla vypozorovana,
z toho je mozné usuzovat, ze pH lignohumatu nema zasadni vliv na transdermalni absorpci
1é¢iv pres biologickou membranu.

64



Tabulka 3: Hodnoty pH pro roztoky lignohumdtu draselného o koncentracich 10 a 50 g/l

pH
LHI10 LH50
9,610 9,450
9,590 9,450
9,610 9,480
Smodch: 0,009 0,014
Pramér: 9,603 9,460

8.3.5 Srovnani efektivnich difuznich koeficientu Dest

Poslednim krokem, kterym byla uzaviena celd interpretacni cast diplomova prace, byl vypocet
efektivnich difuznich koeficientl pro vSechny rady experimentll, aby bylo mozné srovnani
vlivu lignohumatu draselného na tuto veli¢inu. Vypocet byl proveden dvéma riznymi sméry,
aby doslo ke srovnani obou pfistupu, které byly béhem celé prace srovnavany. Prvnim smérem
byl vypocet pomoci rovnice prvniho Fickova zakona (viz rovnice 4.1.1) nahotektery vychazel
z korigovaného difuzniho toku, ten byl nasledné podélen pocate¢ni koncentraci aktivni latky ve
zdrojové cele, a poté byl vysledek upraven na vhodné jednotky. Bohuzel tento pfistup nebyl
vhodny pro experiment s nasycenym roztokem kyselé formy ibuprofenu, jelikoz pro tento
roztok nebyla zméfena presna koncentrace 1éCiva v roztoku. Z toho divodu byl porovnavan jen
experiment se sodnou soli ibuprofenu akyselou formou ibuprofenu s pfidavkem
solubiliza¢niho Cinidla.

0,025
0,020
0,015
0,010
*
0,005 i .
0,000
TbuNa  TbuNa+  TbuNa+ TbuH(50% TbuH (50% TbuH (50%

LH10 LH50 EtOH) EtOH)+  EtOH)+
LH10 LH50

Dy, J (107 m?/s)

Obrazek 44: Srovnani efektivnich difuznich koeficientit vypoctenych z prvniho Fickova
zdkonu. Hvézdicka znaci statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (lécivo bez LH)

I pfes zvySeni koncentrace kyselé formy a vyuziti solubilizatoru byl efektivni difuzni koeficient
sodné soli vétsi, a to 1 v piipadé 1éCiva bez piidavku huminové latky (viz Obrazek 44). OvSem
trend pro oba tyto experimenty je obdobny, proto se da usoudit, ze pridavek lignohuméatu
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draselného pozitivne ovlivnil rust efektivniho difuzniho koeficientu a tento vliv je zavisly na
koncentraci tohoto zdroje huminovych kyselin.

Druhy zptsob vypoctu byl postaven na metodé stfedniho kvadratického posunu. Ziskané
hodnoty lag t byly dosazeny do vzorce (viz rovnice 4.1.2) i s piislusnou tloustkou pouzité
membrany. Tim byly ziskany efektivni difuzni koeficienty pro vSechny sady vzorka (viz
Obrazek 45). I zde je jasné znat vysoka hodnota difuzniho koeficientu pro experimenty se
sodnou soli ibuprofenu. Jak u sodné soli, tak u kyselé formy v nasyceném roztoku mizeme
sledovat zvySeni koeficientu v zavislosti na koncentraci pfidaného lignohumatu draselného.
Tento trend by mohl znova potvrdit teorii o pozitivnim uc€inku lignohumatu na difuzni
koeficient ibuprofenu.

Posledni experiment ztohoto trendu ovSem vybocuje, ato hlavné podstatnym zvySenim
koeficientu v porovnani s méné koncentrovanou kyselou formou. Zde mohla ovlivnit vysledky
vysoka koncentrace etanolu, diky které dosSlo ke zvySeni rozpustnosti ibuprofenu. Zdrojovy
roztok vody s etanolem v pomeéru 1.1 mohl poskodit povrchovou vrstvu kozni membrany, ktera
pak propoustela vétsi mnozstvi analgetického 1éCiva. Stejna tivaha se nabizi i pro experimenty
spojené s lignohumatem, kde doslo spiSe ke snizeni difuzniho koeficientu. Zde mizeme najit
vysvétleni v mozném ovlivnéni koncentra¢niho gradientu 1é¢ivych latek.
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Obrazek 45: Srovnanti efektivnich difuznich koeficientii vypoctenych metodou stredniho
posunu ctvercit. Hvézdicka znaci statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (Iécivo bez LH)

Pokud porovname oba vypocty efektivniho difuzniho koeficientu, vypocet za pomoci metody
stfedniho posunu ¢tvercti ma hodnotu desetinasobné vétsi nez koeficient vypocteny z Fickova
zakona, coz by znamenalo, ze difuze skrz membranu je rychlejsi nez nasledny nardst
koncentrace v receptorové komorte. Tento rozdil mize byt vysvétlen tim, ze pfes membranu
difunduji rizné formy latek, napiiklad velké i malé komplexy lignohumatu s ibuprofenem, ale
také volné formy ibuprofenu. V pocatecni fazi prochazeji nejrychlejsi variace téchto forem, coz
zpusobi rychly pruchod pfes membranu a s tim souvisejici nizkou hodnotu lag 7.
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9 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo popsat vliv huminovych latek na transdermalni penetraci
vybranych aktivnich latek. ReSer$ni ¢ast dala smér laboratornim experimentim, které bylo
nutné prubé€zné optimalizovat, aby byly vysledky prace presnéjsi, kvalitnéjsi a publikovatelné.
Kazdy krok pfipravy roztokt, Franzovych difuznich cel a membran prasecich usi je podrobné
popsan v experimentalni  Casti, coz umoziuje vSechny experimenty zopakovat
reprodukovatelnym zptasobem nebo praci vyuzit jako podklad pro dalsi badani v téchto
oblastech.

Prace s prase¢ima u§ima ma fadu vyhod i nevyhod. Samotna izolace si zada velké mnozstvi
Casu, peclivosti a trpélivosti. Pro dalsi experimenty by bylo vhodné zjednodusit piipravu
pomoci nastroju, které by vytvorily membranu o pfedem stanovené délce a tim by se mohlo
preskoCit zdlouhavé odiezavani ktize od chrupavky a meéfeni kazdé jednotlivé membrany
pomoci mikrometru. Dale je doporuceno zajistit razidlo, které by vykrojilo pfesny rozmér
membrany potiebny na nasledny difuzni experiment. V porovnani s membranami Strat-M,
které byly pouzity v bakalarské praci, na kterou tato prace navazuje, byla prase¢i membrana
vhodnou alternativou pro difuzni experimenty. Ipfes nebezpeci profiznuti membrany
skalpelem se takika nestavalo, ze by membrany protekly nebo $patné tésnily pii sestavovani
difuzni aparatury. V tomto ohledu byla price s membranami Strat-M komplikovanéjsi
a dochazelo k Castému proteCeni donorové kapaliny do receptorové.

Diky lepsi propustnosti biologické membrany mohl byt experiment oproti bakalaiské praci
proveden viadu hodin, coz bylo zadouci ikvuli mozné degradaci této Zzivocisné tkane€.
Podstatnou nevyhodou ovSem bylo uvolilovani nezadoucich latek do receptorové kapaliny,
které nasledné prekryvaly absorpéni spektra zkoumanych analgetickych latek a znemoziovaly
kvantitativni analyzu proslého lignohumatu draselného.

Penetrace samotného lignohumatu draselného byla zkoumana prostfednictvim UV-VIS
spektrofotometrie jiz pfi prvnich pilotnich experimentech, nebot tato informace byla zasadni
pro planovani dalSich experimentt. Jiz pfi srovnani absorpcnich spekter obou pouzivanych
koncentraci bylo patrné, ze lignohumat o koncentraci 50 g/l bude vhodnym kandidatem pro
dalsi experimenty. Koncentrace 10 g/l byla pouzita hlavné z divodu zkoumani vlivu
koncentrace této huminové latky na vybrana 1éciva.

Po ovéfeni, ze tlouStka membran ma zasadni roli na transport latek skrz kozni bariéru
nasledovaly tfi sady experimentu, které srovnavali data z HPLC analyzy o vliv huminovych
kyselin na ibuprofen ve dvou riznych formach. VSechny vysledky byly podrobeny statickym
testem Dean-Dixon, ktery slouzil na vytazeni odlehlych hodnot zkreslujici vysledky a t-testem
statistické vyznamnosti, ktery oznacil vyznamné rozdily mezi vysledky a posunul tak Groven
diskusni Casti této prace.

Jak korigované vysledky, tak vypocty efektivnich difuznich koeficienti popisuji vliv
huminovych latek na transdermalni transport analgetik. Sodna sul ibuprofenu je oznaCena jako
vhodny adept na dalsi testovani té€chto transportnich vlivl, nebot ptiprava roztoku této latky
probihala bez problému s rozpustnosti a vysledné hodnoty penetrace jsou dobrym zakladem pro
dalsi roz§ifeni vyzkumu. V porovnani s ostatnimi vysledky dosahovala tato forma ibuprofenu
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nejvétsich efektivnich difuznich koeficientl, a to i pro pfipad, kdy koncentrace kyselé formy
ibuprofenu s etanolem coby solubilizatorem byla vic nez 6,5krat vétsi.

Pro kyselou formu ibuprofenu byl postup Cerpan z bakalarské prace, kde byla tato forma pouzita
jako nasyceny roztok o neptesné definované koncentraci. Tento experiment bylo nutné upravit
pro roztok o vys$i koncentraci, ktera bude jasné urcena, nebot’ vysledné hodnoty korigovaného
difuzniho toku pro nasyceny roztok byly nepublikovatelné. I presto tento experiment svymi
vysledky o vlivu huminovych latek na lag t obohatil tuto diplomovou praci. Také byly vysledky
téchto experimentd vyuzity pro srovnani posledniho difuzniho experimentu s pouZzitym
solubilizatorem ve formé etanolu. Diky solubilizaénimu ¢inidlu a odpovidajicimu zvySeni
koncentrace ibuprofenu v donorové cCasti bylo mozné detekovat 1écivo v dostate¢nych
koncentraci, aby bylo mozné vypocitat efektivni difuzni koeficienty z rovnice Fickova prvniho
zakona. Ve srovnani se sodnou soli byly v§ak hodnoty difuznich koeficientt dvakrat az tfikrat
mensi, coz znadi, Zze sodna sul i pfes svij naboj, ktery ji mize v transportu skrz kozni membranu
omezovat, je pii penetraci vyrazné rychlejsi. Kysela forma také odhalila mozny vliv etanolu na
bariérovou funkci Stratum corneum, nebot’ podle vysledku se jeji efektivni difuzni koeficient
pfi posledni sadé experimenttl zvysil, a to takika dvojnasobné.

Pti porovnani efektivnich difuznich koeficientd byly hodnoty vypoctené metodou stfedniho
posunu ¢tverct, které vychazi v hodnoty lag 1, o fad vyssi nez hodnoty vypoCtené z rovnice
prvniho Fickova zakonu. Tato odchylka je vysvétlena vlivem lignohumatu draselného, ktery
svou pritomnosti koncentracni gradienty volné a vazané formy ibuprofenu. Nasledné ma kazda
tato forma jina difuzni potencial a difuze pfes membranu probiha rychleji nez nardst
koncentrace 1é¢iva v receptorové kapaliné.

Poslednim experimentem bylo méfeni pH lignohumatu obou koncentraci. Vysoké pH by mohlo
byt divodem rychlé penetrace pres praseci kuzi, difuzni koeficient by vSak musel stoupat
ptimou timérnou s hodnotou pH, coz nebylo prokazano.

Je jisté, ze tato prace otevira fadu dalSich pfilezitosti pro vyzkum vlivu huminovych latek na
transdermalni transport 1éCiv. Dalsi experimenty by se mohly zaméfit na hledani alternativniho
solubilizatoru, ktery by zvysil rozpustnosti kyselé formy ibuprofenu a zaroven neposkozoval
vngjsi vrstvu kize. Vyzkum by také mohl rozsifit paletu 1éCiv o dalsi komercné dostupna
analgetika, jako jsou napfiiklad ketoprofen nebo diklofenak. A v neposledni radé je dilezité
pfiblizit experimenty béznym lékovym formam, které se pro tato 1é¢iva vyuzivaji, jako jsou
hydrogely, emulze a krémy.
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11 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATR
CLSM
COX
DNA
DSC
EtOH
FA

FC
FTIR
HA
HIV
HPLC
IbuH
Ibu Na
LC/MS/MS
LH
NIR
NSAID
PTX
PVC
SEM
TEAC
TEM
UPLC
uv
VIS
XAD
XRD

Zeslabené totalni reflektance

Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie
Enzym cyklooxygenazy

Deoxyribonukleova kyselina

Diferen¢ni skenovaci kalorimatrie

Etanol

Kyselina fulvova

Francova difuzni cela

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
Kyselina huminova

Virus lidské imunodeficience

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Ibuprofen v kyselé formeé

Ibuprofen sodny

Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem
Lignohumat draselny

Infracervena spektroskopie v blizké oblasti
Paclitaxel

Polyvilnylchlorid

Skenovaci elektronovy mikroskop

Z angl. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
Transmisni elektronova mikroskopie
Ultravykonna kapalinova chromatografie
Ultrafialové zateni

Viditelné zateni

Neiontovy makroporézni sorbent

Rentgenova difrakce
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12 SEZNAM PRIiLOH

Priloha 1: Zavislost absorbance na vinové délce pro lignohumat draselny o koncentraci 10 g/l,
odbéry po hodinovych intervalech (2)

Priloha 2: Zavislost absorbance na vinové délce pro lignohumat draselny o koncentraci 10 g/l,
odbéry po hodinovych intervalech (3)

Priloha 3: Zavislost absorbance na vinové délce pro lignohumat draselny o koncentraci 50 g/l,
odbéry po hodinovych intervalech (2)

Priloha 4: Zavislost absorbance na vinové délce pro lignohumat draselny o koncentraci 50 g/l,
odbéry po hodinovych intervalech (3)

Ptiloha 5: Chromatogram, zaznam ibuprofenu sodného s pfidavkem lignohumatu o koncentraci
50 g/l po prvni hodin€ experimentu, retencni ¢as 4,962 minut
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13 PRILOHY
0,40

0,35 1h

0,30 —2h
0,25 ——3h
Z 0,20
<
0,15
0,10
0,05

0,00
200 250 300 350 400 450 500

A (nm)

Priloha 1: Zavislost absorbance na vinové délce pro lignohumdt draselny o koncentraci
10 g/l, odbéry po hodinovych intervalech (2)
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Priloha 2: Zavislost absorbance na vinové délce pro lignohumdt draselny o koncentraci
10 g/l, odbéry po hodinovych intervalech (3)
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Priloha 3: Zavislost absorbance na vinové délce pro lignohumdt draselny o koncentraci
50 g/l, odbéry po hodinovych intervalech (2)

0,6

0,5

0,4

w2 h

0,2
=3 h

0,1

0,0
200 250 300 350 400 450 500

A (nm)

Priloha 4: Zavislost absorbance na vinové délce pro lignohumdt draselny o koncentraci
50 g/l, odbéry po hodinovych intervalech (3)
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Priloha 5: Chromatogram, zdznam ibuprofenu sodného s pridavkem lignohumatu
o koncentraci 50 g/l po prvni hodiné experimentu, retencni cas 4,962 minut
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