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1. UVOD

vvvvvv

podani transdermalni cesta, hned po perordlnim podani.! Lég&ivé pripravky typu
transdermalnich néplasti jsou jiz v fad¢ indikacich bézn¢ uzivany, pro fadu 1é¢ivych latek jsou

pripravovany nebo jsou ve stadiu klinickych zkougek.”

Je ztejmé, Ze cilem farmakoterapie je uspéSnd klinicka odezva, nikoli podéani 1écivé
latky samo o sobé€, at’ je provedeno jakkoli Setrnym zplisobem, napiiklad transdermalné.
Z toho diivodu musi byt i pii vybéru slozek pro transdermalni terapii bran v ivahu také vlastni
ucinek lé¢iva. Farmakologicky ucinek zavisi na podani dostatecného mnozstvi 1éCiva o dané
aktivité do cilové zony. Cim je latka u¢inngjsi, tim méné je ji tieba aplikovat.

Transdermalni biologickd dostupnost je pro vétSinu aplikovanych latek spojena s
fadou specifickych problémti. Vybér latky z dané terapeutické skupiny je ¢asto dan jeji
ucinnosti. Pokud je vybér slozeni a aplika¢ni formy spravny, nabizi nejlepSi Sanci pro
dosazeni klinicky dostacujici dostupnosti siln¢ G¢inny zastupce ptislusné skupiny. Naopak

slab€ ti€innd analoga Casto selhavaji i pokud jsou podana v optimalni 1ékové formé.

Na rozdil od pasivniho transportu pfes membrany, ktery souvisi s chemickou
strukturou relativné dobie ptedvidatelnym zplsobem, je ucinnost 1éCiv, jak dokladaji
farmakologické a farmakodynamické studie, vysoce strukturné specificka. Lze ji porovnavat
pouze v ramci dané skupiny 16¢iv, bez jakékoli vzajemné podobnosti mezi skupinami. Uéinek
léciva zahrnuje komplex slucujici rozdilné, oddé€lené strukturalni vlivy s biologickou

dostupnosti, jako jeden z dilezitych faktora.

V tomto kontextu se jevi studium transdermalniho podani 7-metoxytakrinu jako
opravnéné. Predstavuje potencialni rozsifeni aplikace této plivodni latky domaciho piivodu,
mimo jiné z pracovist’ katedry toxikologie dnesni FVZ UO v Hradci Kralové. Predkladana
prace navazuje na pilotni experimenty provedené na katedie farmaceutické technologie UK-
FaF v Hradci Kralové jiz vramci predchozich kvalifika¢nich praci. Vyuziva ptitom
konsultaéni spoluprace s doc. MUDr. Jifim Bajgarem DrSc. a Mgr. J. BartoSovou z vySe

zminéného toxikologického pracoviste.



2. CIL PRACE

1. Vteoretické casti zpracovat odborny preklad stati vénované problematice
1-dodecylazacykloheptan-2-onu (azonu) a ptedlozit dostupné relevantni nové udaje

publikované o této latce v roce 2005.

2. V experimentalni ¢asti prace bylo hlavnim tkolem ziskat dalsi podklady pro budouci
celkové posouzeni potencidlu k transdermalnimu podani metoxytakrinu. K rozsifeni in vitro
permeacnich vysledkt, ziskanych na katedfe farmaceutické technologie v piedchozich letech,

byly konkrétn€ zadany tyto dil¢i ukoly:
a) ovetit permeaci metoxytakrinu z prostiedi isopropylmyristatu;
b) ovétit vliv pétiprocentniho piidavku azonu v prostiedi isopropylmyristatu;
¢) ovefit vliv pridavku dvou koncentraci transkarbamu 12 v isopropylmyristatu;
d) ovérit vliv ptidavku pétiprocentni koncentrace methylpyrrolidonu,

pripadné také dodecylpyrrolidonu.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Transdermalni podani 1éciv

Vyzkum v oblasti podavani 1éCiv pfinasi v soucasné etapé rozvoje farmaceutického
primyslu nejvyraznéjsi vysledky. Transdermdlni pfipravky predstavuji v tomto sméru jedny
z relativné novych typt lékovych forem umoziujici dlouhodobé systémové podani 1éCivych
latek. Vyznam transdermalni biologické dostupnosti je samoziejmé minimalni v pfipadech, ze
se o¢ekava pouze povrchovy efekt. Naptiklad nejsilngjsi antiseptikum za podminek in vitro
bude pravdépodobné také nejucinnéjsi pii skutecné topické aplikaci. Pokud je pozadovan
hlubsi prinik kizi, nemusi byt vlastni ucinek latek dobrym indikatorem relativni ucinnosti
prislusné aplikace, respektive ptipravku. Jednd se o to, Ze strukturni faktory prospivajici
biologickému ucinku se Casto 1i8i od téch, které prospivaji penetraci. Permeabilita tkan€ muize
byt nejen dualezitym, ale i dominantnim faktorem vztahu mezi strukturou a aktivitou ¢i

Géinkem dané latky.?

Rozhodujicimi ¢initeli pro permeaci pres kiizi jsou aktivita (koncentrace) 1é¢iva v jeho
vehikulu, rozdélovaci koeficienty 1é¢iva mezi vehikulem a kiizi, mezi jednotlivymi vrstvami
ktze a diftizni koeficient 1é¢iva v koznich vrstvach. Podobné latky srovnatelné velikosti se
svymi difiznimi koeficienty 1i$i jen malo. Strukturni rozdily uvniti kongenerickych skupin
nejen urcuji vazbu na receptory, ale také vyznamné ovlivituji rozpustnost, rozdélovaci
koeficient a vazebné schopnosti pii transportu. Dostupnost 1é¢iva a klinicka ucinnost jsou

vysledkem viech pravé uvedenych jevi.*

Fyzikalné-chemické vlastnosti 1é¢iv rozhodujicim zptisobem ovliviuji jejich celkovy
ucinek. VeétSina peroralné podavanych 1é¢iv nema pro transdermdlni terapii optimalni
fyzikéalné chemické vlastnosti. K dosazeni nejlepsich klinickych vysledki by mély byt jejich
molekularni struktury, pokud je to moZzné, modifikovany. Ptikladem mohou byt
kortikosteroidy, u nichz bylo modifikaci struktury dosazeno alespoit 100nasobného zlepSeni
terapeutického ucinku oproti hydrokortisonu. K predikci nejleps§iho poméru ucinku a

prostupnosti vSak bude ziejmée jesté potfeba mnoha systematickych vyzkumii.



3. 2 Vliv vehikula na transdermalni absorpci**

Vliv rozpustnosti 1é¢iv na jejich maximalni toky (fluxy) pfi pfestupu pies membrany je
vysvétlen v pfedchozich odstavcich. Aby lé€ivo vlibec dosdhlo povrchu klize, musi byt v
dostatecném mnozstvi v nosici rozpusténo. V opa¢ném piipad¢ koncentrace (aktivita) 1éCiva
na rozhrani ptipravek/kiize postupné klesa, protoze jeho difiize nosi¢em k sty¢né plose s kizi
nemuze zcela nahradit ubytek 1é¢iva jiz proslého do povrchovych tkani. Rychlost priniku
kizi je v extrémnich piipadech, kdy je 1éCivo v nosi¢i malo rozpustné, fizena jeho
rozpousténim a diftzi v nosiéi.® Obtize pfitom mohou nastat zv1asté pokud farmakologicky
ucinek zavisi na dodani veSkerého dostupného lé¢iva do cilové tkané€, nebo je-li 1écivo
formulovano v nedostatecné difuzibilni koncentraci. V takovém ptipadé neptejde do kiize
v maximalni mozné mife a nedosahne maximalni biologické dostupnosti. Optima mezi témito
extrémy lze dosdhnout Gpravou rozpoustéci schopnosti vehikula. To by mélo byt nasyceno
nebo téméf nasyceno a léCivo by, pokud mozno vsechno, mélo byt rozpusténo. Tim je

zajisténa rovnovaha kinetickych a termodynamickych faktort.

Z tohoto divodu se do topickych pfipravki pfiddvaji rozpoustédla typu
propylenglykolu (5 % az 15 %). Ten svym pomalym odpafovanim poskytuje prostiedi, ve
kterém se 1éCiva rozpousteji Ci zastavaji rozpusSténa, coz usnadiiuje jejich prunik do
povrchovych tkani. Proto lze ¢asto nalézt propylenglykol v topickych kortikosteroidnich

krémech a jinych p¥ipravcich.’

Tyto klinicky ovétené zasady ukazuji zésadni roli, kterou pfi ucinku topického 1éku
hraje vehikulum. Ackoliv 1ékdrnici nemaji prostiedky k testovani ptipravkl ptimo v lékarnach
na tafe, musi si presto byt védomi téchto zasad a vybirat a vydavat produkty jen od vyrobct,
ktefi mohou prokézat, ze vénovali témto faktorGm pii formulaci nélezitou pozornost. Tyto
zavislosti 1ékarnika také varuji v tom smyslu, Ze by nemélo dochdzet k improvizovanému
michani komerénich produktii nebo jejich fedéni ,,podomacku’ piipravenym vehikulem.
Zmeéna slozeni spojend s témito postupy miize negativné ovlivnit permeacéni charakteristiky

téchto jinak peclive sestavenych systémd.

Vehikulum miZe ovlivnit transdermalni absorpci také zménou fyzikalné-chemickych
vlastnosti rohové vrstvy. Toho se vétSinou vyuziva ke zvysSeni propustnosti kiize, pomoci
latek zpeviujicich rohovou vrstvu lze vSak docilit i opacného efektu. Absorpci podporuje také
prostd hydratace rohové vrstvy. Té mize byt dosazeno piekrytim kiize vrstvou, kterad

nepropousti vodu (tzv. okluzi). Zamezeni odpafovani vody vede k hydrataci rohové vrstvy,



k jejimu zmeknuti a ke zlepSeni priichodu latek diftizi. Okluzivni prekryti stabilizuje také
aplikovany ptipravek v tom smyslu, Ze brani odpateni t€kavych slozek zakladu, a tak udrzuje
jeho schopnost rozpoustét lécivo. Okluzivni hydratace zvySuje transdermalni absorpci

odhadem asi 5-10krat, coz je vétSinou klinicky vyznamné.

3.3 Urychleni priichodu lé¢iva kazi ®

V zésad¢ existuje n€kolik rozdilnych zplisobt urychleni priichodu 1éciva pies kuzi.
V soucasné dobé je bézné vyuziti keratoplastik (moc€ovina, salicylova kyselina), lokdlniho
prokrveni kuze (derivaty kyseliny nikotinové), aplikace pomoci naplasti a nerozpustnych
bandéazi, optimalizace koncentracniho spadu difuzibilni formy lé¢iva, malych inkluznich

utvara s obsahem 1é¢iv (lipozémy, apod.) a tvorba lipofilnich soli ¢i lipofilnich proléciv.

Urychlovace, neboli akceleranty transdermalni penetrace, predstavuji dalsi alternativu.
Jejich tkolem je reverzibilné snizit bariérové vlastnosti kiize a umoznit prunik 1é¢iva pres
kazi v predem odhadnutelném mnozstvi a Case, coz znamena kvalitativni posun ve srovnani

se zminénymi keratoplastiky ¢i derivancii.

Na vlastnosti akcelerantii penetrace jsou kladeny vysoké naroky. Ackoliv mnoho
chemickych sloucenin bylo oznaceno za akceleranty penetrace, dodnes ani jeden nebyl
oznacen jako idealni. Nékteré z zadoucich vlastnosti, které by mél mit akcelerant penetrace,
jsou: mél by byt netoxicky, nedrazdivy a nealergizujici, nastup jeho akcelera¢niho ucinku by
mé&l byt rychly, priibdh uéinku by mél byt piedvidatelny a schopny reprodukce’, nesmi mit
vlastni farmakologickou aktivitu, po odstranéni 1é¢ivého ptipravku musi dojit k rychlé obnové
bariérovych vlastnosti kize, idedlni akcelerant musi byt kompatibilni s IéCivy a ostatnimi
soucastmi léCivého piipravku, urychleni piestupu 1é¢iva musi byt pouze jednosmérné a mél

by byt levny.

Mechanismus ucinku akcelerantii neni v soucasné dobé spolehlivé objasnén. Soudi se,

ze spociva v jednom ze tii nasledujicich efektd, poptipadé v jejich kombinaci:

a) ucinkem akcelerantli dochazi k rozruSeni organizované struktury lipidii v intercelularnich
prostorech kiize, zejména jeji povrchové, rohové vrstvy (stratum corneum);

b) akcelerant interaguje s intracelularnimi proteiny ktze;

¢) akcelerant optimalizuje hodnotu rozdélovaciho koeficientu 1é¢iva mezi 1é¢ivym piipravkem

a koznimi membranami.'’



Skupiny pouzivanych akcelerantt penetrace

Voda

Sulfoxidy a podobné chemické slouceniny
Azon a jeho derivaty

Pyrrolidony

Mastn¢ kyseliny

Alkoholy, mastné alkoholy a glykoly
Surfaktanty

Mocovina

Esencialni oleje, terpeny a terpenoidy
Fosfolipidy

Transkarbamy

Rozpoustédla ve vysokych koncentracich ®

FRECEOmEOO® R

Nékolik s vodou misitelnych organickych rozpoustédel je rohovou vrstvou pfijiméno
v mnozstvich, kterd oslabuji jeji tekuté krystalickou lipoidni oblast, zvlasté pokud jsou
aplikovany v koncentrované formsd.” V laboratornich podminkéach, kde jsou pouZivany ve
vysSich koncentracich tyto tzv. urychlovace penetrace kuzi (,,skin penetration enhancers®),
dokonce vymyvaji intersticidlni lipidy a denaturuji keratin. V téchto uméle extrémnich
podminkdch miize byt jimi zplsobené zvySeni transdermdlni absorpce velmi znacné.
Hlavnimi zastupci téchto latek jsou dimetylsulfoxid (DMSO), dimetylacetamid (DMA)
a dietyltoluamid (DEET). DMSO je jiz dlouho zkouman a popisovan jako zesilova¢ penetrace
ktzi. Experimentalnimi studiemi bylo zjiSténo, Ze reverzibiln€¢ denaturuje keratin. Tim otevird
proteinovou matrix a tak usnadiiuje permeaci. Pokud je aplikovan v dostate¢ném mnozstvi,
extrahuje lipidy z kize. I pokud je pouzivan Setrné, vsakuje se Cisty DMSO do rohové vrstvy
a zvysuje jeji schopnost rozpoustét latky vSeho druhu. Podporuje absorpci 1éCiv diky zvySeni
rozpustnosti 1é€iva ve tkani, coz vyrazné zvysi difuzni gradienty ve tkani. Navic pfi aplikaci
koncentrovaného DMSO na klizi nastava prinik DMSO dovnitt a protismérny Unik vody, coz
vede k delaminaci rohové vrstvy, ziejme s hromadénim rozpoustédla mezi separovanymi
vrstvami. Ze vSech zminénych uCinki DMSO se dva posledné¢ jmenované zdaji byt
mnohem vice DMSO, nez kolik je pfitomno v nanesené vrstve topickych piipravkii o obvyklé
tloustce 20 um az 30 um. Soubor téchto faktori muize v extrémnim piipadé efektivné
chemicky odstraniovat rohovou vrstvu jako jednu z ¢ésti kozni bariéry. Ve skutecnosti je vSak
mnozstvi DMSO a tim i permeace limitovana. Navic je mnoho z jejich akceleracni kapacity
ztraceno v piipadé jakéhokoli zfedéni. Cista organicka rozpoustédla jako zesilovade penetrace

oy AT v 9
ktzi se pouZzivaji jen obcas.



Jiz dlouhou dobu se védé¢lo, Zze nekteré povrchové aktivni latky (napi. laurylsiran
sodny) drazdi kizi ivrelativné ziedéném stavu. Césteéné je to zplisobeno oslabenim
bariérové funkce rohové vrstvy a usnadnénim i jejich vlastni absorpce. Uvaha o pouziti
takovychto latek jako enhancert byla eliminovana jejich drazdivosti. Nékteré mirngji drazdivé
amfifilni slouceniny (napf. methyloleat, glycerolmonolaurat, propylenglykolmonolaurat), jiz
dlouho pouZzivané v terapeutickych nebo kosmetickych ptipravcich, vykazuji diive
nevyuzivany akceleracni potencial. Je zvlasté vyznamné, ze tyto a jim podobné povrchoveé
aktivni amfifilni slou€eniny jsou u¢inné v malych mnozstvich, kterd mohou byt aplikovéana v
tenké vrstvicce na kuzi. Amfifilni molekuly penetruji dovniti a misi se s vlastnimi lipidy
rohové vrstvy, které jsou také polarnimi amfifilnimi latky. Termoanalyticka a spektroskopicka
data dokazuji, Ze se pfitom rozvoliiuje uspofadana struktura ptirodnich lipidi rohové vrstvy,

11,12,13 ’
% Navic

a tak usnadnuje difuzi latek existujicimi kandly a mozna vytvari kanaly nové.
snizeni tekuté krystalicnosti vzdy zvysSuje kapacitu rohové vrstvy rozpoustét latky, coz dale
zvétSuje tento efekt. Zda se, ze relativné kratké alkylové tetézce (Cjo, Ci2) a relativné slabé

polarni koncové skupiny podporuji zesileni praniku kiizi.

Tyto objevené strukturni pozadavky zesileni priniku kuzi odstartovaly hledani
novych, jesté silnéjSich enhancert. Z tohoto patrani se vynofilo n€kolik uc¢innych amfifild,
které ptinejhor$im jen slab¢ drazdi tkan, klicovymi piiklady jsou N-dodecylazacykloheptan-2-
on a decylmetylsulfoxid. Obé tyto vzorové slouceniny obsahuji kratky alkylovy fetézec
spojeny s velmi hydrofilni, avS§ak neionogenni, hlavni skupinou. Ani jedna z nich se ve vodé
sama od sebe nerozpousti, to znamena, Ze ani jedna znich nemda amfifilni rovnovahu

potiebnou pro tvorbu vlastnich micel. Z téchto dvou sloucenin byl vice zkouman azon.

3.4 Fyzikalné-chemické vlastnosti azonu

Synonymum: laurokapram, 1-dodecylazacycloheptan-2-on, N-dodecyl-e-kaprolaktam,

Azone®
Chemicky nazev: 1-dodecylhexahydro-2H-azepin-2-on (struktura viz. obr. 1)

Molekulovy vzorec: C;gH3sNO
Molekulova hmotnost: 281,48
Vzhled: Prihledna a bezbarva viskozni kapalina'® bez zapachu," na kozi vytvai jemny,

olejovity, ale nikoliv mazlavy pocit.®



Relativni hustota: 0,906-0,926
Refrakéni index (Np*): 1,470-1,473
Viskozita (mm?/s): 32-34

Identifikace: IR spektrum ovéiené standardem
Acidita: neutralni'*
Bod tani: -7°C
Bod varu: 160°C pti 0,05 mmHg "°
i
MN—C12Hzg

Obrazek 1: Chemicka struktura azonu

Azon je latka, kterd byla vyvinuta vyslovné jako akcelerant transdermalni penetrace,
kterd mlze byt pouzita pro zlepSeni absorpce topickych agens a k optimalizaci
transdermalniho podani.'”” Azon byl patentovan v USA jiz vroce 1976. Aviak teprve za
nekolik let se v literatufe objevily prvni publikace zabyvajici se jeho akceleracnimi

. 10
vlastnostmi.

Chemicky mulze byt azon povazovan za hybrid cyklického amidu, jako u
pyrrolidonové struktury s alkylsulfoxidovou, ale chybéjici aprotickou sulfoxidovou skupinou,
ktera vyvolava nékteré nevyhody jako je tomu u dimetylsulfoxidu. Ten napiiklad zapfticinuje

erytém, Supinaténi kiize, miize denaturovat n€které proteiny rohové vrstvy apod.

Z chemické struktury azonu se da usoudit, ze je vysoce lipofilni latkou s 10gPoktanol/voda
pfiblizné 6,2 a je rozpustny a kompatibilni s vétSinou organickych rozpoustédel vcetné
alkoholu a propylenglykolu. M4 nizkou drazdivost, velmi nizkou toxicitu (oralni LDsy u krys
je 9g/kg) a malou farmakologickou aktivitu, ackoliv existuji dikazy, ze ma 1 jistou
antivirovou aktivitu. Z jeho vlastnosti tudiz vyplyva, Ze je vhodnym transdermélnim
akcelerantem.® Pfi piipravé topickych pripravki obsahujicich vodu, miize byt inkorporovan

do emulzi, gelt a jinych polotuhych soustav.'



Azon zvySuje prenos kuzi mnoha 1éCiv vcéetné steroidli, antibiotik a antivirovych
agens.® Azon je tedy efektivnim urychlovadem pro §iroky okruh latek hydrofilni i lipofilni
povahy, svyjimkou vysoce lipofilnich latek. Uginnym akcelerantem je viak pouze
z polarniho prostredi, v prostiedi lipofilnim (parafinovy olej, rostlinné oleje apod.) je jeho
éinek do zna&né miry inhibovan.'® U&innost azonu je silng ovlivnéna koncentraci a vybérem
vhodného vehikula, ze kterého je aplikovan. Piekvapivé je azon nejucinngjsi v nizkych
koncentracich, obvykle mezi 0,1% a 5%, Castéji mezi 1% a 3%. Ackoliv se azon pouZziva jiz
25 let, vyzkumy pokracuji a sméiuji k vysvétleni mechanismu jeho plsobeni. Svou aktivitu
urychlovace penetrace uplatiuje pravdépodobné pomoci interakce s lipidy v ramci stratum

corncum. 8

3.5 Mechanismus uc¢inku azonu

Z chemické struktury azonu vyplyva, Ze je zde dlouhy alkylovy fetézec a oblast, ktera
je vice polarni - laktamové seskupeni. U laktdmového seskupeni se predpoklada, ze bude
interagovat s polarni oblasti strukturnich lipidi. Uhlikovy bo¢ni fetézec se pak muze vclenit
do oblasti alkylovych fetézct lipidi. S rostouci délkou alkylového fetézce (oktyl, decyl,
dodecyl a tetradecyl), alkylazony rozruSuji interceluldrni strukturu lipidd, ¢imz klesa jejich
usporadani, ale zastava zachované lamelarni uspotadani. Intercelularni lamelarni uspotadani
pak mizi u hexadecylazonu, coz miize byt zptisobené vzriistajicim vinénim anebo v dusledku

defektt lamelarni struktury.'

Azon tedy rozru$i strukturu lipidl ve stratum corneum a umozni tim zvySeni jeji
propustnosti, &imz se zvysi difuzni koeficient 16&iva.! Azon zméni pevnou vrstvu cholesterolu
a kapalnou kondenzovanou lamelu ceramidil na kapalnou expandovanou lamelu ceramida.'
Molekuly akcelerantu azonu se vnoii do dvojvrstvy, kde rotuji, vibruji a ptemistuji se,

pri¢emz vytvaii mikrodutiny a zvy3uji volnou kapacitu 1é¢iva schopného difuze.'

Pomoci diferencidlni skenovaci kalorimetrie (DSC) bylo prokdzano, Ze azon
neinteraguje s proteiny uvniti stratum corneum a nevstupuje do korneocytli ve vyznamnéjSim
mnozstvi. Vysledky studii za pouziti metody DSC naopak nasvédcuji interakei azonu s lipidy,
tj. rozdélovani do intercelularni lipidické dvojvrstvy. Fazové zmény, které jsou

© e O < * 10 o v s w7 : 1
charakteristické tanim lipid&i v kiZi, jsou omezeny v piitomnosti azonu."

Nejnovéjsi ndzor na mechanismus u¢inku azonu vychazi z poznatku, Ze jeho stabilni

konformace typu ,,soup spoon® se zakotvuje vodikovymi mustky na vné&j$i, polarni strané



lipidické dvojvrstvy interceluldrnich prostort, a to takovym zplsobem, ze piislusny alkyl

smétfuje dovniti a Cini tak tuto dvojvrstvu vice hydrofilni a méné viskozni. Proto azon

«10

usnadiiuje penetraci polarnich i nepolarnich latek. Tato konformace typu ,,soup spoon® " nebo

také ,,spoon-shaped* je velmi snadno dostupna a energeticky velmi piijatelna.

Obrazek 2: Konformace azonu typu ,,spoon-shaped*

U azonu se predpokladd, ze se snadno rozpousti v lipidech kiize, ale je Spatné
absorbovan do systémové cirkulace. Toto bylo ovéfeno Wiechersem a jeho spolupracovniky,
ktefi pouzili radioaktivné znaceny azon a pomoci techniky stripovani stanovili jeho distribuci
a akumulaci uvnitf kiize. Pouze malé mnozstvi bylo absorbovéano ptes kiizi a bylo vylouceno

moci. VEtsina azonu, kterd penetrovala do kiize, utkvéla v horni vrstvé stratum corneum.

Studie cytotoxicity prokazaly zavislost hodnot ICsy v homologické fadé derivati azonu
na délce fetézce. Vykdzaly pfitom trend, ktery je dan interakcemi se stratum corneum.
Toxicky ucinek téchto latek vzrhsta se vzrustajici délkou fetézce, vzristd tudiz soucasné

s rostoucim akceleraénim G&inkem. '

3.6 Strukturni obmény azonu

Strukturni obmény, v literatufe oznaCované jako urychlovace typu ,,azon-like®, se
tykaji jak heterocyklické casti, tak bocniho ftetézce. Michniakovd se spolupracovniky
publikovali fadu obmén azonu. Sledovali slouceniny typu N-alkoxykarbonylmethyl-2-

azepanonu a N-acyl-2-azepanonu. Acylderivaty byly podstatné i¢innéjSimi akceleranty.
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Dalsi typ obmén postranniho fetézce spocival v zavedeni dvojnych vazeb. JednodusSim
ptikladem takovych latek je 1-undecenoyl-2-azepanon, pouzity pro urychleni priniku

vvvvvv

spole¢né s totaln¢ hydrogenovanymi analogy.

Jako dalsi a¢inné struktury byly popsany 1-dodecylazacyklohepta-3,5-dien-2-on, 1-(3-
oktyloxypropyl)azacykloheptan-3,5-dien-2-on a 1-dodecylaza-cykloheptan-2,7-dion.

wevr

N-alkyl-1,4-diazepan-5,7-dionu. Jako posledni z téchto akcelerantii typu ,,azon-like* je mozné

zminit thioderivat N—dodecylazepan-2-thion.'°

3.7 U&inek azonu na penetraci kiizi

Azon je ucinnym akcelerantem mnoha sloucenin a to jak hydrofobnich tak
hydrofilnich, ackoliv nejvétsi akceleracni aktivita byla prokdzana u hydrofilnich sloucenin.
Ionizované molekuly penetruji pfes stratum corneum neochotné. V tomto piipadé¢ muze byt
azon pouzit jako ion-parové agens (s anionickymi) a prispét ke zlepseni jejich rozdélovani do
lipidické faze. Tim se mlize zménit termodynamickd aktivita anionickych 1éCiv a ovlivni se

jejich biodostupnost uvnitt tkang.

Jak jiz bylo uvedeno vySe, azon je mnohem efektivnéjsi, pokud je pfitomen v relativné
malych koncentracich, obvykle mezi 1 % a 10 %. Koncentrace azonu, kterd je nutna
k optimalni penetraci se méni podle charakteru 1éCiva. Azon zvySuje penetraci kizi, 1 kdyz je
v piipravku tfeba jen velmi malé mnozstvi 1é¢iva, coz mize byt vyhodné u potencialng
nebezpecnych nebo drahych latek, které tak mohou byt aplikovany na kizi za pfitomnosti

. , ’ 1
azonu ve velmi malych koncentracich."

3.7.1 Antibiotika

Urychleni transdermalni penetrace antibiotik mize byt vyhodné v 1é¢bé acne vulgaris
a ke kontrole bézné mikrofléry, ktera je na povrchu ktuze. Mikroorganismy, které byly
nalezeny v pustulkach akné a vlasovych folikulech (Propionibacterium acnes, Staphylococcus
albus a Staphylococcus epidermis) maji lipolytickou aktivitu a zvySuji koncentraci mastnych

kyselin v koznim mazu. Mastné kyseliny jsou drazdivé a zpisobuji zanétlivou odpovéd.
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Ptidavkem azonu do vehikula byl zvySen topicky piivod antibiotik jako klindamycinu,

fusidatu sodného a erythromycinu.

Azon zvySuje permeaci 1éCiv v zavislosti na koncentraci, s maximalné prokazatelnym
ucinkem pii koncentraci 2 % az 3 % ve vehikulu. Pti vys$Sich koncentracich (4 % az 10 %) je

pozorovan plato efekt a zeslabeni intenzity ucinku pfi jejich dal§im zvySovani.

3.7.2 Latky chranici proti UV paprskiim

Uginné topické agens chranici proti UV paprskim, u¢inny UF filtr, by mél mit
schopnost zlstat na svrchnich, pfipadn€ i pon€kud hlubsich vrstvach epidermis po relativné
dlouhou dobu, ale nemél by byt vymyvan vodou ani potem ani pronikat do dermis a
systémového obchu. K selektivni absorpci UV zafeni se pouzivaji pfipravky obsahujici
naptiklad derivaty benzophenonu, které absorbuji zateni v rozmezi 250 nm az 350 nm a
zabranuji tak nadmérnému opéleni a vzniku erytému. Paraaminobenzoova kyselina (PABA) a
nékteré jeji derivaty chrani kizi pred Skodlivymi vlivy UV svétla, nicméné i v tomto piipadé
je zde pozadavek na uc¢inné vehikulum pro latky tohoto typu, které by je neslo do ktize rychle
a zde vytvarelo reservoar. Azon je prave latkou, kterd zvysSuje absorpci PABA kazi, umoziiuje
vytvaret reservoar a zvysuje rychlost sorpce uvnitf stratum corneum. Ve formulaci 3 % azonu
se penetrace PABA do ktze zvysila ¢tyfikrat, s maximalnim reservoarovym ucinkem po 4

hodinach. Nejlepsi koncentrace azonu byla 1 % a 3 %.

3.7.3 Glukokortikoidy

Triamcinolon acetonid je kortikosteroid, ktery ma lokalni protizanétlivy ucinek a je
topicky pouzivan u riznych druhii koznich chorob (n€které ekzémy, benigni lymfogranulom
ktze atd.). Sviij farmakologicky ucinek uplatiiuje po penetraci koZni bariérou a dosaZenim
cilovych bun€k uvnitt epidermis a dermis. Riziko systémové toxicity topickou lécbou u
akutnich dermat6z je nizké, ale je patrné u chronickych onemocnéni, u nichz je 1écena vétsi
plocha klize, zejména pomoci okluzivnich obvazl. Hlavnim neptiznivym ucinkem topickych
steroidll je vysuSeni, ztenceni epidermis a oslabeni vldken kolagenu uvnitt dermis. Rupturou

téchto uzlli kolagenu mtizou vzniknout strie, které jsou permanentni a nevzhledné.
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Inkorporaci azonu do vehikul ptipravkl se zvySuje permeace triamcinolonu acetonidu ktzi.
Test s 0,1 — 10 % azonu prokazal zvySeni transdermalniho fluxu triamcinolonu acetonidu,

pficemz maximalni flux byl dosazen az s 10 % azonu.

3.7.4 Fotochemoterapie

Psoridza je bézné onemocnéni kize, které postihuje 1 % az 2 % populace. Je
charakteristické zarudlou a Supinatou kUzi slézemi, které jsou mirné¢ vyvySené a jsou
obklopovany neporuSenou kuzi. Léze psoriazy samy o sobé nepfispivaji k vSeobecné
psychické pohodé postizeného timto onemocnénim, velmi casto se vyskytuje stres ze

zohyzdéné kuze.

K 1écbé psoridzy jsou pouzivany piedevSim dva druhy 1éciv, a to dehet a
kortikosteroidy. Dehet plisobi tak, Ze snizuje rychlost mitdzy epidermalnich buné¢k, zatimco
kortikosteroidy inhibuji mitézu prostfednictvim dermalni vazokonstrikce. Antracen je
keratoplastické agens, které je ziskané destilaci uheln¢ého dehtu a uzivd se samotné
v koncentracich 1 % az 5 %. V téchto koncentracich ptisobi ¢asto drazdivé a zplisobuje na
aplikovaném misté akné. Inkorporaci 3 % azonu do zdkladu obsahujici niz§i koncentrace
antracenu (0,02 - 0,05 %) se zvysila schopnost penetrace, a tim byla syntéza DNA

inhibovana.

Jinym pfistupem k1é€bé psoridzy a jinych typt hyperproliferativnich koznich
onemocnéni je pouziti fotochemoterapie. Je to idedlni metoda, ktera se soustfedi na uc¢inek
1é¢iva, které je v téle inaktivni, ale mize byt fotoaktivované uvnitt kiize, aby se projevil jeho
farmakologicky ucinek. Derivaty hematoporfyrinu (HPD) jsou lokalizovany v malignich
tkanich. HPD po fotoaktivaci mize zpusobit zlomy v bunééné DNA, HPD miize byt pouzit
v kombinaci s UVA nebo IR zafenim k selektivni destrukei malignich tkani, pficemz zdravou
ktzi necha relativné neposkozenou. Inkorporaci HPD s azonem do vehikul se zvysi penetrace.
Obvykla koncentrace azonu je 0,5 % az 2 %. Maximalni akcelera¢ni uc¢inek byl pozorovan pti

2 % koncentraci azonu.

3.7.5 Antivirotika

Fluorouracil je cytotoxické agens, které se uziva topicky v 1é¢be riznych epitelidlnich

neoplasmi. Azon se ukdzal uziteCnym pii zvySeni permeability FU pfes stratum corneum
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v 1écbé 1éze viru herpes simplex. U piipravku obsahujictho 1 % az 5 % azonu stoupla

permeabilita FU.

3.8 Klinické pouziti azonu

Provedené klinické studie prokazaly ze lidskd kaze toleruje opakovanou aplikaci
azonu v delSich casovych obdobich. Drazdéni kize je spojovano s pouzitim vysokych

koncentraci azonu a s pouzitim okluzivnich naplasti na aplikovaném miste.

Probéhlo nékolik studii ke zjiSténi absorpce, metabolismu a exkrece radioaktivné
znaceného azonu. Vysledkem téchto studii bylo dokazano, ze Cisty azon je Spatn¢ absorbovan
do téla. Ackoliv azon rychle penetruje do stratum corneum, neakumuluje se v kizi. Malé

mnozstvi, které se absorbuje, je ihned metabolizovano a vylou¢eno moci.

Azon je prakticky terapeuticky uzivan jako vehikulum pro 1é€iva hydrofilni i lipofilni
povahy k aplikaci transdermalni nebo dermatologické. Slouceniny, které se pouzivaji do
formulaci s azonem, zahrnuji antibiotika, antihistaminika, beta-blokatory, bronchodilatancia,

kortikosteroidy, neuroleptika a nesteroidni antiflogistika."

3.9 Novinky z vyzkumu azonu v roce 2005

V podobé¢ struc¢nych vytahti z obsahu jednotlivych ¢lanka nésledujici odstavee shrnuji

informace, které¢ poskytla databaze ScienceDirect pro rok 2005.

1. Ucinek akcelerantii na permeace nosni sliznici v piipravku s chitosanem na rekombinantni

hirudin-2 in vitro a in vivo.

Cil: Prozkoumat akcelerani uc¢inky chitosanu, bud’ za pfitomnosti nebo bez pifitomnosti
akcelerantu, na pfivod nosniho rekombinatniho hirudinu-2 (rHV2) in vitro a in vivo

a zhodnotit ciliotoxicitu zkoumanych formulaci.

Metoda: Uéinek akcelerantii permeace v réiznych formulacich chitosanu byl hodnocen pomoci
permeacniho koeficientu fluoresceinu isothiokyanatu rekombinovaného hirudinu-2 (FITC-
rHV2) na excidovaném nosnim epitelu kréalika in vitro. Uginek byl nasledné zhodnocen
zméfenim hodnot koncentrace v krvi po nasalni absorpci FITC-rHV2 u potkanti. Muko6zni

ciliotoxicita riznych formulaci byla hodnocena na jazyku jestérky in situ.
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Vysledky: Chitosan o koncentraci 0,5% s nebo bez riiznych akcelerantli vyznamné zvysil
permeacni koeficient (P) a relativni biodostupnost (Br) latky FITC-rHV2 ve srovnani
s kontrolnim vzorkem. Pfidavek 1 % dodecylsulfatu sodného, 5% Brij 35, 5% Tween 80,
1,5% mentolu, 1% monoammoniové soli glycyrrhizinové kyseliny (GAM) a 4% azonu do
0,5% roztoku chitosanu vyustil v dal§i zvySeni absorpce (P<0,05) ve srovnani s 0,5%
chitosanem samotnym. OvSem soucasné podani chitosanu s 5% hydroxyl-propyl-beta-
cyklodextrinem, 5% lecitinem nebo 0,1% ethylendiamin tetraoctovou kyselinou nebyl o moc
ucingjsi nez 0,5% roztok chitosanu samotného. Chitosan samotny a také s obsahem s 5 % HP-

beta-CD, 0,1 % EDTA, 1% GAM nebo 5% Tweenu 80 byl relativné mén¢ ciliotoxicky.

Zaver: Chitosan samotny nebo s nékterymi akceleranty byl schopny efektivné zlepsit nosni
absorpci rekombinovaného hirudinu, a ve formulacich bude uzite¢ny v ptistupu k nasalnimu

podéni rekombinovaného hirudinu.'®

2. Zvyseni bukalni mukdzni absorpce a retence triamcinolon acetonidu.

Cil: Vyhodnoceni bukalni mukdzni absorpce a retence triamcinolon acetonidu v pfitomnosti

azonu.

Metoda: Praseci bukalni mukédza byla po excizi nasazena do cel a upravena ethanolickym
roztokem azonu. Byl monitorovan podil 1éciva, ktery permeoval z donorové cely po 2
hodinach a také mnozstvi, které se objevilo v receptorové cele. Po skonceni experimentu byla

uréena mukozni retence triamcinolon acetonidu .

Permeabilita a mukézni absorpce triamcinolon acetonidu byly také ureny pomoci léciva

dispergovaného v Orabasi, za pfitomnosti a nepfitomnosti azonu.

Vysledky: Modifikaci bukéalni mukoézy pisobenim azonu se zvysil permeacni koeficient 3,8-
nasobné, ve tkani byl pozorovan vzrlst koncentrace triamcinolon acetonidu 4,4-nasobné¢.
Inkorporaci azonu do pfipravku nedoSlo ke zvySeni tkanové koncentrace triamcinolon
acetonidu, nicméné, po predexpozici azonem mnozstvi 1éCiva akumulovaného v tkani

vyznamn¢ vzrostlo.

Zavér: Upravenim bukalni mukoézy piisobenim azonu doslo ke zvySeni tkanové koncentrace
triamcinolon acetonidu, coz muze byt klinicky vyznamné v 1écbé zanétlivych oralnich

mukéznich onemocnéni.!”
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3. Ucinky ionizace a akcelerantli penetrace na transdermalni pfivod 5-fluorouracilu pres

odstranénou lidskou rohovou vrstvu.

Cil: Urceni ucinkll ionizace a akcelerantli penetrace na transdermalni ptivod 5-fluorouracilu

odstranénou lidskou kuazi.

Metoda: Transport 1éCiva in vitro byl urcen za ttech fyziologicky relevantnich hodnot pH, a to

5.0,7.4a8.0 ato za pfitomnosti azonu, laurylalkoholu a isopropylmyristatu .

Pasivni permeace S5-fluorouracilu je zavisld na pH donorového roztoku, ackoliv plné
neodpovidé ptedpokladu o rozloZeni vlivu pH. Dalsi analyza dat potvrdila obraceny vztah (t;.
negativni korelace) mezi ustalenym, tzv.steady-state fluxem a rozpustnosti 5S-fluorouracilu
ve vodée pti vSech testovanych hodnotach pH, ackoliv korelace nebyla statisticky vyznamna
(pti p = 0,7237). V neptitomnosti akcelerantii penetrace byla permeace 5-fluorouracilu in
vitro pomérné nizka. Tato rychlost byla zvySena ptiblizn¢ 3krat pro isopropylmyristat, 4krat
pro laurylalkohol a 24ndsobné¢ za pouziti azonu. VSechna tato zvySeni byla statisticky
vyznamna (p < 0,05) ve srovnani s kontrolnim vzorkem a byla naméfena bez ohledu na

polaritu a parametry rozpustnosti pouzitych akceleranti.

Vysledek: Azon se prokazal jako vhodny akcelerant transportu S-fluorouracilu, ktery si

vr o . . ’ v oo 1
zaslouzi vyzkum in vivo na vhodnych modelech zvitat.'®

4. Ucinek akcelerantli penetrace na transdermalni penetraci liposomalni naplasti sinomeninu.

Metoda: Byl pouzit ptidavek 5 % azonu, 10 % kyseliny olejové, 1 % propylenglykolu s
pridavkem 4 % azonu, 2 % propylenglykolu a 8% kyseliny olejové do néplasti. Bylo
stanoveno uhrnné mnozstvi 1éCiva, které penetrovalo a také mnozstvi, které ziistalo v kuzi.
Uhrnné mnoZstvi penetrujici substance, které se uvolnilo z naplasti vzrostlo, zatimco &ast,

ktera zustala v kiizi, se snizila.

Vysledek: Akceleranty penetrace napomahaji 1éCivu pies rohovou vrstvu do dermis, ale
nezvysuji akumulaci 1é¢iva v rohové vrstvé. Lze usuzovat, ze akceleranty penetrace mohou
zni¢it dvouvrstvou strukturu liposomt a zptsobit tak unikéni 1é¢iva z jejich kompartmentu.

Nemohou byt proto piidavany jako sougast liposomalnich néplasti.”

5. Studie vlivu pomocnych latek a rekombinantniho hirudinu (rHV2) v nosnim spreji na

toxicitu nosniho epitelu.
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Metoda: Pohyb cilii byl zhodnocen in situ na modelu jestér¢iho jazyka. Histologické
zhodnoceni nosniho epitelu bylo provedeno po dlouhotrvajicim a opakovaném uzivani rHV

nosniho spreje (HVS).

Vysledky: Pomocné latky zahrnujici SDS, Brij 35, azon, lecitin, EDTA, menthol, nipagin a
thiomersal byly schopny vyznamné inhibovat pohyb cilii, zatimco tween80, glycyrrhizinova
kyselina monoamoniové¢ soli, bromid benzalkonia, benzoat sodny a adhezivni materidly, které
byly také zkoumany, méli na to mensi vliv. HVS byl schopny zni€it nosni epitel, ale tento
efekt se obnovil brzy po zastaveni podavani 1éCiva. Je tedy prospésné podavat rHV2 nosnim

L2
sprejem.”’

6. Biodegradabilni derivaty kyseliny tranexamové jako akceleranty transdermdlni permeace.

Cil: Hodnoceni nového pfistupu k akcelerantim tansdermélni permeace, zaloZzené na vyuziti

nékterych ptiznivych vlastnosti jejich metabolitt.

Metoda: Byla syntetizovana série karbamovych kyselin soli kyseliny tranexdmové (TXA),
protoze je znamo, Zze TXA zlepSuje homeostazu kozni bariéry. Derivaty 1% TXA byly
suspendovany jak v hydrofilnim tak lipofilnim vehikulu a zhodnoceny in vitro na lidské kuzi
za pouziti theophyllinu jako modelového 1éCiva. Dodecylester vykazoval akceleracni pomér
asi 4,3, coz bylo téméf dvakrat vice nez s azonem. Ze suspenze v isopropylmyristatu byl
nejucinnéjSim akcelerantem dodecylester pii ER asi Sm, zatimco azon byl inaktivni. Pomoci
FTIR bylo dale prokazédno rozlozeni karbamatu v mirné¢ kyselém prostiedi, hydrolyza

vhodnych esterti praseci esterazou byla monitorovana TLC a HPLC.

Vysledky: Biodegradabilni akceleranty tohoto typu mohou zprostiedkovat docela snadno a

’ v o7 s 7 71t v o ’ v s 21
rychle obnoveni kozni bariéry po transdermalnim ptivodu po ptisobeni uvolnéné TXA.

7. U¢inek riznych penetracnich enhancerd na perkutanni absorpci gelu lappaconitinu in vitro.

Cil: Studium ucinkii rtznych akceleranti penetrace na transkutdnni permeabilitu gelu
lappaconitinu in vitro a vytfidéni Gfinnych akcelerantl, které zvySuji rychlost permeace

lappaconitinu.

Metoda: Pouziti Franzovych difuznich cel a mysi kiize in vitro jako transdermalni bariéry
a HPLC pro analyzu IéCiva. Kinetika permeace byla urCena parametry jakymi jsou

kumulativni mnoZstvi permeace, permeacni rychlost a permeacni lag-time. Schopnost

17



zvySovat permeabilitu pomoci Ctyt riiznych akceleranti jako je azon, propylenglykol, kyselina
olejova a laurylalkohol, které byly zkoumany bud’ samostatné nebo v namatkové vzajemné

kombinaci.

Vysledky: Azon ve vSech kombinacich s kapalnymi vehikuly zvySoval kumulativni mnoZzstvi
permeovaného 1é¢iva, kombinace s olejovou kyselinou a propylenglykolem pak byly nejlepsi.
Vybér nejlepsich akcelerantii penetrace poskytl podklady pro transdermélni piivod

lappaconitinu.*

8. Permeace kuzi in vivo naproxenu sodné¢ho v gelu pluronic F — 127: ucinek azonu a

transkutolu.
Cil: Ovéfit schopnost penetrace naproxenu sodného z gelu obsahujiciho ptidavek akcelerantl
Metoda: Permeace ptes lidskou kiizi in vivo.

Vysledky: Bylo zjisténo, ze kombinace azonu s transkutolem zvySovala penetraci naproxenu
sodného, v porovnani s rychlosti penetrace u vzorku obsahujiciho pouze transkutol. Vysledky
byly potvrzeny pomoci méfeni transepidemdlni perspirace ATR_FTIR spektroskopii, véetné

synergistického piisobeni azonu a transkutolu.”

9. Zvyseni bukalni muko6zni retence a snizeni bukélni permeability estradiolu v piitomnosti

padimatu a azonu.

Cil: Ovéfit snizeni bukalni permeability estradiolu po piedchozi Upravé sliznic akceleranty

penetrace, pii kterém dochazi ke zvySenému ukladani latek v membranach.

Metoda: K ovéteni byly provedeny permeacni experimenty in vitro a byla zhodnocena

kinetika permeace.

Vysledky: Rychlost, kterou estradiol ubyval z donorovych vzorkl byla 3nasobné vétsi nez
rychlost, se kterou se objevoval v akceptorovych kompartmentech, coz signalizovalo ukladani

v membranach. U padimatu to byl pouze 1,7 nasobek.*

10. Interakce 1-dodecyl-azacycloheptan-2-on s mysi stratum corneum.

Cil: Sledovani priniku azonu mysi kuzi.

18



Metoda: Analyza pomoci fluorescenéniho mikroskopu, NMR solid-state 13C-CP/MAS
spektroskopii a Attenuated Total Reflectance Fourier-transform infrared (ATR-FT-IR)
spektroskopii. Kyselina ferulova, kterd byla pfidana k azonu, byla pouzita jako fluorescent ke

sledovani drahy prichodu ve stratum corneum.

Vysledky: Interakce mezi azonem a rohovou vrstvou se vyskytuje v oblasti lipida stejné tak
jako v oblasti proteinti. FT-IR méfeni ukéazalo, Ze aplikace azonu ma za nasledek vyznamny
posun smérem k vét§imu pohybu hodnot v v(as)CH2 a v(s)CH2, ukazujici na zvySeny podil
gauche konformace lipidd. Vzrist hodnot izotermnich piki pro lipidy a proteiny ve stratum
corneum byl nalezen, kdyz SC bylo upravené azonem. Zavér je tudiz ten, Ze azon mize
castecné¢ menit proteiny rohové vrstvy zkonformace alfa-helix do konformace beta-

skladaného listu a rozvoliiovat shluklé keratiny jiz pii pokojové teplots.”
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité ptistroje
Analytické vahy
Autosampler AS 10

Digitalni pH-metr BT 120
Digitalni vahy

Kolonovy termostat LCO 102
Libera¢ni zafizeni
Magneticka michacka MM 2A
Lednicka s mraznickou
Ultrazvukova lazen

UV detektor LCD 2040

Vysokotlaké ¢erpadlo HPP 5001

4.2 Pouzité suroviny

Acetonitril

Azid sodny p.a.
1-dodecylacacykloheptan-2-on (Azone®)
1-dodecyl-2-pyrrolidon

Ethanol 96%

Chloroform

Isopropylmyristat

Kyselina chlorovodikova 36%

1-methyl-2-pyrrolidon
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Sartorius, Gottingen

Ecom, Praha

Elektronické pfistroje, Havlicktiv Brod

Kern, Albstadt

Ecom, Praha

UK - FaF, Hradec Kralové

Laboratorni piistroje, Praha

Ardo, Italie
Tesla, Vrable
Ecom, Praha

Ecom, Praha

Sigma-Aldrich, Praha
Fluka, Buchs

Teijin, Tokio

Aldrich, Praha

Kulich, Hradec Kralové
Lachema, Neratovice
Merck, Schuchardt
Lachema, Neratovice

Fluka, Buchs



7-metoxytakriniumchlorid FVZ UO, Hradec Kralové

Methanol pro HPLC Sigma-Aldrich, Praha
Transkarbam 12 UK - FaF, Hradec Kralové
Triethylamin Merck, Schuchardt
TRIS-pufr Sigma-Aldrich, Praha
Voda ¢isténa UK - FaF, Hradec Kralové

Uvedené komeréné dostupné latky odpovidaly deklarované jakosti podle danych
norem vyrobct, resp. dodavateltl. Transkarbam 12 o Cistoté vyssi nez 99 % byl syntetizovan
Doc. PharmDr. A. Hrabalkem, CSc. na katedie anorganické a organické chemie UK - FaF

v Hradci Kralové.

4.3 Biologicky material

Pro permeacni pokusy byla pouzita kiize z usi prasnic. Ucho se nejdiive peclivé omylo
pod tekouci vodou, aby se zbavilo necistot. Poté se oholily Stétiny z vnéjsi strany ucha. Cela
ktze se pak skalpelem odiezala od chrupavky a ponofila do roztoku 0,9 % chloridu sodného a
poté do roztoku 0,02 % azidu sodného. Tato kiize o plné tloust’ce byla nasledné ulozena do
sacku z polyethylenové folie a po evakuaci a zataveni sackli uchovana v mraznicce pfi teploté

- 20°C.

4.4 Priprava akceptorove faze

Pro experiment jsem vyuZila poznatky z diplomové prace Kamily Neckéarové.?

Pouzila jsem akceptorovou fazi slozenou ze dvou dilti etanolu 96 % a 8 dild tlumivého

roztoku TRIS-pufru o pH 7,1.

Ptiprava TRIS-pufru (pH=7,1) pro permeacni pokusy:

SloZeni: TRIS-pufr (CAH1INO3).......covvviiiiinnn.n. 24g

Azid SodNY...covviiii 0,02¢g
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Kyselina chlorovodikova 36%..........ccccceeeennenee. qg.s.
Voda CiSténd.........coooiiiiiiiiiii i, ad 1000g
Postup pripravy TRIS-pufru:

Po navazeni potiebného mnozstvi TRIS-pufru a azidu sodného (konzervacéni piisada)

se latky rozpustily po doplnéni vodou na 1000 g za pouziti magnetické michacky.

Za stalého michani na magnetické michacce bylo zméfeno pH na kalibrovaném pH-
metru a pomoci kyseliny chlorovodikové 36 % bylo upraveno na hodnotu 7,1. Takto

ptipraveny TRIS-puftr se uchovaval v lednici pii teploté 5°C.

Piipraveny tlumivy roztok TRIS-pufru byl smisen s etanolem 96 % v poméru 8:2.
Ziskand akceptorova faze byla také uchovavana v lednici pii teplot¢ 5°C, a v priubchu

permeacnich pokustl byla umisténa v termostatované vodni lazni temperované na 37°C.

4.5 Prevedeni soli 7-metoxytakrinu na bazi

Z divodu zvysSeni lipofility permeantu bylo pro permeacni pokusy nutno prevést

7-metoxytakrin z formy soli na volnou bazi.

Postup:

a) Navazeni 0,25 g 7-metoxytakrin chlorid monohydrat;

b) Rozpusténi navazeného mnozstvi ve 25 ml ¢isténé vody;

c¢) Alkalizace vodného roztoku trietylaminem na hodnotu pH 12;

d) Trojnasobné vytiepani ziskané alkalické disperze do 10 ml chloroformu;

e) Spojeni chloroformovych vyttepkll , vysuseni siranem sodnym a nasledné prefiltrovani,
f) Odpateni na vakuové odparce.

Takto pfipravena baze 7-metoxytakrinu byla uchovavana v exsikatoru, ptipadné¢ v mraznicce.

4.6 Priprava vzorkil

Ziskana volna baze 7-metoxytakrinu byla v potfebném mnoZzstvi navdzena a pfevedena

do formy suspenze v isopropylmyristatu na magnetické michacce za teploty 37°C.
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V ptipadé, ze se do takto pfipravené suspenze piidaval akcelerant, bylo jeho pottebné
mnozstvi pfidano a homogenizovano za stejnych podminek (tj. za pouziti magnetické
michacky pfi teploté¢ 37°C). Pfipravené vzorky byly uchovavany v termostatu pfi teploté

32°C.

4.7 Vécna napln permeacnich pokusii

Permeacni experiment 1

Bylo ptipraveno 10 ml 0,5 % suspenze 7-metoxytakrinu v isopropylmyristatu. Tato

suspenze byla nanasena do Ctyt liberacnich bunék.

Permeacni experiment 2

Bylo pfipraveno 10 ml 0,5 % suspenze 7-metoxytakrinu v isopropylmyristatu. Do
poloviny tohoto mnozstvi byl pfidan transkarbam 12 tak, aby jeho vyslednd koncentrace
¢inila 2 % a do druhé poloviny byl pfidan azon tak, aby jeho vysledna koncentrace Cinila 5 %.
Do Ctyt liberacnich bun¢k byla nanaSena suspenze 7-metoxytakrinu s transkarbamem 12 a do

dalsich ¢tyt bunck suspenze 7-metoxytakrinu s azonu.

Permeacni experiment 3

Bylo piipraveno 10 ml 0,5 % suspenze 7-metoxytakrinu v isopropylmyristatu. Do 3 ml
takto pfipravené suspenze byl pfiddn 1-dodecyl-2-pyrrolidon tak, aby jeho vysledna
koncentrace ¢inila 5 %. Do dalSich 3 ml suspenze byl pfidan 1-metyl-2-pyrrolidon o stejné

vysledné koncentraci (t).5 %).

Do c¢tyt liberacnich bunék byla nandSena suspenze 7-metoxytakrinu s 1-metyl-2-
pyrrolidonem, do dal$ich ¢tyf bunck byla nandSena suspenze 7-metoxytakrinu s 1-dodecyl-2-
pyrrolidonem (jedna liberacni buiika vSak byla pfi pokusu poSkozena) a do tfi bunck byla

nanesena suspenze 7-metoxytakrinu bez akcelerantu jako kontrolni.
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Permeacni experiment 4

Bylo pfipraveno 10 ml 0,5 % suspenze 7-metoxytakrinu v isopropylmyristatu. Do
poloviny tohoto mnozstvi byl pfidan transkarbam 12 tak, aby jeho vyslednd koncentrace
¢inila 1%.

Do ¢tyt libera¢nich bunék byla nanesena suspenze s transkarbamem 12 a do dvou

bunck suspenze 7-metoxytakrinu bez akcelerantu jako kontrolni.

Permeacni experiment 5
Zopakovani permeace se vSemi vySe uvedenymi akceleranty.

Suspenze 7-metoxytakrinu v isopropylmyristatu piipravena v piedchozim permeacnim
pokusu byla nanesena do tii libera¢nich bunék. A kazd4d z vySe jmenovanych a stejné
pfipravenych suspenzi s pfidavkem akcelerantu byla vndSena taktéz do tii bunék. Bylo

pouzito celkem 18 libera¢nich bungk.

4.8 Uspotadani permeacnich pokusii

Pro experiment byly pouzity Franzovy - difuzni cely, které byly umistény

v termostatované vodni l4zni temperované na teplotu 37°C.

Franzova - diftizni cela se skladala z donorové faze, permeacni bariéry, kterou

piedstavovala praseci klize, a akceptorové faze.

Jednotlivé vzorky kiize byly fixovany mezi dvé desti¢ky z plexiskla s otvorem o plose
zhruba 2 cm’, které byly utésnény silikonovym adhezivem. Na vngjsi stranu kiize byla
vnasena donorovd faze, kterou predstavovala suspenze 7-metoxytakrinu snebo bez
akcelerantu, v mnozstvi 400 pl. Tato byla pfekryta sklickem, aby se nevypatfovala. Pod
bariérou byl kompartment naplnén akceptorovou fazi s magnetickym michadlem. Objem
plnéné akceptorové faze ¢inil 20 ml a ten, ktery se zde uz nevesel, byl odecCten s piesnosti na

0,1 ml.

V Casovych intervalech, u prvnich ¢tyfech pokusi po 14,5; 16,5; 18,5; 22,5; 28,5 a
38,5 hodinéach a u posledniho péatého pokusu po 9,5; 12,5; 24,5; 28;5 a 36,5 hodinach, byly
odebirany vzorky z akceptorové faze ke stanoveni 7-metoxytakrinu v objemu 0,6 ml. Stejny

objem Ccisté akceptorové faze temperovany na teplotu 37°C, byl nasledné doplnén. Pokud byl
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ubytek akceptorové faze vétsi v dasledku vyparovani, dany objem byl doplnén a pii

zpracovani ziskanych koncentra¢nich dat byl vzdy uvazovan pii zaveéreénych vypoctech.

4.9 Analytickda metodika

4.9.1 Podminky HPLC stanoveni 7-metoxytakrinu

Mnozstvi 7-metoxytakrinu ve vzorcich akceptorového média bylo stanovovano

metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.

Mobilni fazi tvofila smes acetonitrilu, metanolu, trietylaminu a vody v pomérech

20:25:1:55.

Tato smés byla vzdy pred naplnénim do chromatografické soustavy odplynéna na

ultrazvukové 14zni po dobu 10 az 15 minut. Pritok mobilni faze ¢inil 1,6 ml/min.

Stacionarni fazi tvofila kolona LiChroCART® (Merck) o priméru 4mm, délce

250 mm, s naplni Lichrospher 60 Rp-select B o velikosti ¢astic Sum.
Detekce byla provadéna UV-spektrofotometricky pii vinové délce 348 nm.
Kolona byla uloZena v termostatu pfi teploté 50°C.

Objem vzorku davkovaného autosamplerem na kolonu byl vzdy 100 pl, pficemz kazdé

stanoveni bylo provedeno dvakrat.

4.9.2. Piiprava kalibra¢nich roztoki

Zakladni roztok 7-metoxytakrinu byl pfipraven navazenim 10,0 mg baze 7-
metoxytakrinu a jeho rozpusténim ve 100 ml akceptorové faze (TRIS-pufr o pH 7,1 a etanol

96 % v poméru 8:2) v odmérné baiice.

Ze zékladniho roztoku a Cisté akceptorové faze byly fedénim pfipraveny dalsi

pracovni kalibra¢ni roztoky o koncentracich 7,5; 5; 2,5; a 1 mg na 100 ml.

Pfesnd koncentrace ve vzorcich 7-metoxytakrinu byla stanovovana pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie. Kazdy kalibraéni roztok byl zméfen nejméné

peétkrat.
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Z vysledkli métfeni byla nasledné sestrojena kalibracni kiivka pomoci linedrni regrese.
Vypocet koncentrace kalibraénim pfepoctem ploch pikl byl proveden pomoci softwaru, ktery

je k dispozici na katedfe farmaceutické technologie.
Byla ziskana nasledujici rovnice pfimky:
Plocha piku = 877.Cnk + 2,69

Zavislost y na x byla prokdzana se spolehlivosti 99 %, hodnota korelacniho koeficientu r byla

0,9913.

4.10 Vysledky méteni

Prvotni experimentalni data byla ziskdna piti HPLC stanoveni 7-metoxytakrinu
v jednotlivych odbérech akceptorové faze, ktera byla dale ptepocCitdna na odpovidajici
koncentra¢ni udaje, jako nekorigovana koncentrace cn (mg/100 ml). Po korelaci zohlednujici
prabézny odbér a dopliiovani akceptorové faze jako korigovanéd koncentrace 7-metoxytakrinu
ck (mg/100 ml). Takto ziskané tidaje jsou pro jednotlivé donorové vzorky obsazeny ve
vybranych protokolech ¢asti 5. této prace ,,Dokumentace permeacnich pokusi®. Tyto

protokoly obsahuji v tabulkové a grafické form¢ vSechna ziskana data.

Dalsi postup piepoctu koncentracnich dat spocival v zohlednéni rozdilnosti objemt
akceptorové tekutiny v jednotlivych buiikach a tim, aby byly ziskany udaje o skutecném
mnozstvi 7-metoxytakrinu proSlého kozni membranou Q; (mg) a mnozstvi 7-metoxytakrinu
pro§lého 2 cm’ kozni membrany Q, (mg/cm?). Tyto vysledky jsou graficky znazornény
v ptislusnych protokolech pomoci linearni regrese. Hodnoty smérnic k, které jsou ciselné
shodné s hodnotami fluxt J (ug/cm® .h™ ), jsou spolecné s hodnotami r (koreladni koeficient)

a hodnotami q (absolutni ¢len) uvedeny v dokumentaci permeacnich pokust.
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5. DOKUMENTACE PERMEACNICH POKUSU

Protokol 1: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM

V, [m] | V, = 18,2
t [h]
Cox [mg/100mI] [Kuze: PU 1
[ Vdop [mI]
Cy [mg/100mI] [Donor: 1PV
Q [1g] veV,
Q. gl veV,/1cm? [Mereni:  1P1
t an Ovdop Ck Qt Qt
14,5 1,657 0,6 1,657 301,5 150,8
16,5 2,192 0,6 2,247 408,9 204,5
18,5 2,205 0,6 2,279 414,9 207,4
22,5 3,318 0,6 3,393 617,5 308,7
28,5 4,608 0,6 4,719 858,9 429,5
38,5 6,386 0 6,542 1190,7 595,3
t Qtexp) | Qi (teor) Parametry regrese
14,5 150,8 154,1 Pocet bodu n==6
16,5 204,5 191,4 Flux J = 18,68919
18,5 207,4 228,8 Abs. ¢len q = -116,9357
22,5 308,7 303,6 Korela¢ni koef. r=0,996813
28,5 429,5 415,7
38,5 595,3 602,6
700 +
600
& 500 +
e
© 400 +
)
= 300 -
O 200 -
100 —
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]

27




Protokol 2: : Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM

Vo [mi] | Vo=182
t h]
Cux [mg/100mI] [Kuze: PU 1
0 Vop [mi]
Cy [mg/100mI] [Donor:  IPM
Q; [0g] veV,
Q. log] veV,/1cm? [Mereni:  1P2
t an Ovdop Ck Qt Qt
14,5 1,796 0,6 1,796 326,8 163,4
16,5 1,925 0,6 1,985 361,2 180,6
18,5 2,622 0,6 2,688 489,2 2446
22,5 3,284 0,6 3,373 613,9 306,9
28,5 4,360 0,6 4,471 813,7 406,8
38,5 6,347 0 6,495 1182,0 591,0
t Qtiexp) | Qt reor) Parametry regrese
14,5 163,4 160,2 Pocet bodl n==~6
16,5 180,6 196,1 Flux J=17,92474
18,5 244.6 231,9 Abs. ¢len q = -99,69102
22,5 306,9 303,6 Korelaéni koef. r=0,998315
28,5 406,8 411,2
38,5 591,0 590,4
700 +
600 -+
& 500 —+
e
© 400 +
—
= 300 +—
© 200 +
100 —-
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 3: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM

V, [m] | V, = 18,1
t [n]
Cux [mg/100mI] [Kuze: PU 1
Ovdop [mI]
Cyk [mg/100ml] |Donor: IPM
Q; [og] veV,
Q. [og] veV,/1cm? [Mg&Feni:  1P3
t an Ovdop Ck Qt Qt
14,5 1,183 0,6 1,183 214 1 107,1
16,5 1,215 0,6 1,254 227,1 113,5
18,5 1,327 0,6 1,369 247.8 123,9
22,5 1,305 0,6 1,351 2445 122,2
28,5 2,945 0,6 2,990 541,2 270,6
38,5 4,369 0 4,468 808,7 404,3
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
14,5 107,1 89,9 Pocet bodu n=>5
16,5 113,5 115,8 Flux J = 12,95506
18,5 123,9 141,7 Abs. &len = -97,97167
28,5 270,6 271,2 Korelaéni koef. r=0,995389
38,5 404,3 400,8
700
600
& 500 +
&
S 400 +
-
= 300 +—
© 200 -
100 —
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40
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Protokol 4: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM

Vo [mi] | Vo=178
t h]
Cux [mg/100mI] [Kuze: PU 1
0 Vop [mi]
Cy [mg/100mI] [Donor:  1PM
Q; [0g] veV,
Q. log] veV,/1cm? [Méteni:  1P4
t Cnk 0 Vop Ci Q; Q:
14,5 1,923 0,6 1,923 342,2 171,1
16,5 3,261 0,6 3,326 592,0 296,0
18,5 3,648 0,6 3,760 669,3 334,7
22,5 4,169 0,6 4,295 764,6 382,3
28,5 5,485 0,6 5,630 1002,1 501,0
38,5 5,852 0 6,042 1075,4 537,7
t Qtexp) | Qtteor) Parametry regrese
14,5 171,1 220,3 Pocet bodl n=>5
16,5 296,0 262,0 Flux J = 20,8352
18,5 334,7 303,7 Abs. ¢len q= -81,76221
22,5 382,3 387,0 Korelaéni koef. r=0,958915
28,5 501,0 512,0
700
600 -+
& 9500 +
&
© 400 +
-
= 300 + )
o} 1
200 °
100 —
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 5: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 2% T12

Vv, [mi] | Vo = 15 |
t [h]
Cok [mg/100mi] [Kuze: PU 2 |
1 Vaop [m]
Cy [mg/100m] [Donor:  IPM+2T12]
Q; gl veV,
Q. [ng]l veV, /1cm? |Méfen|’: 2P1 |
t an Lvdop Ck Qt Qt
14,5 7,981 0,6 7,981 1197,2 598,6
16,5 9,109 0,6 9,428 1414,2 707,1
18,5 9,649 0,6 10,026 1 504,0 752,0
22,5 10,298 0,6 10,699 1 604,8 802,4
28,5 9,361 0,6 9,789 1468,3 734,2
38,5 11,555 0 11,947 1792,0 896,0
t Qtexp) | Qteor) Parametry regrese
14,5 598,6 609,2 - - -
16,5 7071 685,9 Pocet bodu n=3
18,5 752.0 762.,6 Flux J= 38,34605
Abs. ¢len q= 53,18432
Korelaéni koef. r=0,972524
1000 —
800 +
({‘_|
£ 600 - ’/”
)
~~
o
= 400 -
@4
200 -
0 } } } } } } |
2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 6: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 2% T12

Vs [m] | V, = 18,2 |
t [h]
Cux [mg/100mI] [Kuze: PU 2 |
[Vdop [mI]
Cy [mg/100mi] [Donor:  IPM+2T12|
Q; [Cg] veV,
Q. [g] veV,/1cm? [M&Feni:  2P2 |
t an Lvdop Ck Qt Qt
14,5 6,019] 0,6 6,019 1 095,4 5477
16,5 6,640 0,6 6,839 12447 622,3
18,5 7,763 0,6 7,989 1 453,9 727,0
22,5 8,281 0,6 8,544 1 555,0 777.,5
28,5 8,190 0,6 8,471 1541,8 770,9
38,5 9,605 0 9,884 1798,9 899,4
t Qteexp) | Qteon Parametry regrese
14,5 547,7 542,7 pe— =3
16,5 622,3 632,3 ocet boau n=
18,5 727,0 722,0 Flux J = 44,80937
Abs. dlen q=-107,0131
Korelaéni koef. r = 0,99536
1000 —
800 -+
('V_|
e 600 +
)
~~
—
= 400 +
@4
200
0 } } } } } |
2 4 10 16 22 28 34 40

32

t [h]




Protokol 7: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 2% T12

33

Vo [mi] | Vo=181 |
t [h]
Cux [mg/100mI] [Kuze: PU 2 |
11V dop [mi]
Cy [mg/100mI] [Donor:  IPM+2T12]
Q; [0g] veV,
Q. [g] veV,/1cm [M&reni:  2P3 |
t an [Vdop Ck Qt Qt
14,5 6,770] 0,6 6,770 12255 612,7
16,5 7,504] 0,6 7,729 1398,9 699,5
18,5 9,919] 0,6 10,175 1841,6 920,8
22,5 9,025 0,6 9,362 1 694,6 847,3
28,5 3,855 0,6 4,166 754,0 377,0
38,5 10,872 0 11,010 1992,8 996,4
t Qiexp) | Queor) Parametry regrese
14,5 612,7 590,3 - - —
16,5 699,5| 7443 PoCet bodl n=3
18,5 920,8 898,4 Flux J=77,02124
Abs. Clen q = -526,5188
Korelacni koef. r=0,969612
1000 —+
800 +
N._I
e 600 +
O
~~
2
— 400 +
o
200 +
0] 1 1 1 1 |
-2 10 16 22 28 34 40
t [h]




Protokol 8: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 2% T12

34

Vv, [mi] | V, = 18,2 |
t [h]
Cok [mg/100mi] [Kuze: PU 2 |
[ Vdop [mI]
Cy [mg/100m] [Donor:  IPM+2T12]
Q; [Cg] veV,
Q. [g] veV,/1cm? [M&reni:  2P4 |
t an Lvdop Ck Qt Qt
14,5 2,456 0,6 2,456 447,0 223,5
16,5 2,196 0,6 2,277 414,4 207,2
18,5 2,685 0,6 2,760 502,3 251,1
22,5 3,366 0,6 3,457 629,2 314,6
28,5 3,049 0,6 3,163 575,6 287,8
38,5 5,315 0 5,419 986,3 493,2
t Qt (exp) Q' (teor) Parametry regrese
14,5 223,5 204,3 Pocet bodul n=4
16,5 207,2 229,9 Flux J=12,80677
18,5 251,1 255,5 Abs. ¢len q= 18,59184
22,5 314,6 306,7 Korelagni koef. r=0,925127
1000 +
800
({‘_|
g 600 -
o
~~
=
= 400
o4 .{./
200
0 i i i i i |
2 4 10 16 22 28 34 40
t[h]




Protokol 9: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 5% azonu

Vo [mi] | V, = 15,8 |
t [h]
Cok [mg/100m] [Kaze: PU 2 |
11V dop [mi]
Ce [mg/100mi] [Donor:  IPM+5Az |
Q; [0g] veV,
Q. [g] veV,/1cm [Méteni:  2P5 |
t Crk 11V dop Ck Q Q:
14,5 4,728 0,6 4,728 747,0 373,5
16,5 5,584 0,6 5,763 910,6 455,3
18,5 5,683 0,6 5,902 932,6 466,3
22,5 6,182 0,6 6,406 1012,2 506,1
28,5 8,143 0,6 8,386 1 .325,0 662,5
38,5 8,455 0 8,774 1 386,2 693,1
t Qtexp) | Qtteor) Parametry regrese
14,5 373,5 411,2 Pocet bodu n==~6
16,5 455,3 437,7 Flux J=13,26129
18,5 466,3 464,2 Abs. ¢len q = 218,904
22,5 506,1 517,3 Korelaéni koef. r=0,951275
28,5 662,5 596,9
38,5 693,1 729,5
1000 —
800 +
(]
NI { ]
N
£ 600 -
)
~~
o
= 400 — ®
@4
200 -
0 1 1 1 1 1 |
0O 6 12 18 24 30 36 42 48
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Protokol 10: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 5% azonu

36

Vo [mi] | V, = 18,3 |
t [h]
[o [mg/100mi] [Kaze: PU 2 |
[Vdop [ml]
Ci [mg/100mi] [Donor:  IPM+5Az |
Q; [0g] veV,
Q. gl veV,/1cm? [Méreni:  2P6 |
t Crk Vdop Cy Q: Q¢
14,5 2,481 0,6 2,481 454 1 227,0
16,5 3,409 0,6 3,491 638,8 319,4
18,5 3,459 0,6 3,574 654,0 327,0
22,5 3,645 0,6 3,763 688,5 3443
28,5 5,276 0,6 5,399 988,0 494,0
38,5 6,125 0 6,302 1153,2 576,6
t Q't (exp) Q't (teor) Parametry regrese
14,5 227,0 261,1 Pocet bodl n==6
16,5 319,4 288,9 Flux J = 13,87398
18,5 327,0 316,6 Abs. ¢len q = 59,97607
22,5 344,3 372,1 Korelaéni koef. r=0,970739
28,5 494.0 455,4
38,5 576,6 594,1
1000
800 +
(V'_|
e 600 -+
o
= °
=400
S oo ¢
200 d
0 | | | | | |
-2 10 16 22 28 34 40
t [h]



Protokol 11: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 5% azonu

V, [m] | V, = 20 |
t h]
Cux [mg/100mI] [Kuze: PU 2 |
11V dop [mi]
Ce [mg/100mi] [Donor:  IPM+5Az |
Q; [0g] veV,
Q. gl veV,/1cm? [Méteni:  2P7 |
t Cnk UVdop Ci Q; Q:
14,5 2,912 0,6 2,912 582,4 291,2
16,5 3,328 0,6 3,416 683,2 341,6
18,5 3,639 0,6 3,741 748,2 374 .1
22,5 4,211 0,6 4,323 864,6 432,3
28,5 4,220 0,6 4,350 869,9 435,0
38,5 5,722 0 5,852 1170,5 585,2
t Qtiexp) | Qt reor) Parametry regrese
14,5 291,2 314,6 Pocet bodl n==~6
16,5 341,6 336,6 Flux J = 10,99925
18,5 3741 358,6 Abs. ¢len g = 155,082
22,5 432,3 402,6 Korelaéni koef. r=0,971963
28,5 435,0 468,6
38,5 585,2 578,6
1000 —
800 -+
('V_|
e 600 +
)
>
= 400 *—¢
@4 ®
200
0 1 1 1 1 1 |
2 4 10 16 22 28 34 40
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Protokol 12: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 5% azonu

V, [mi] | Vo= 15 |
t [h]
Cok [mg/100mI] [Kaze: PU 2 |
[Vdop [mI]
Cyk [mg/100ml] |Donor: IPM+5Az |
Q; [Cg] veV,
Q. [g] veV,/1cm? [M&reni:  2P8 |
t an Lvdop Ck Qt Qt
14,5 4,073 0,6 4,073 611,0 305,5
16,5 3,639 0,6 3,802 570,3 285,1
18,5 3,798 0,6 3,950 592,6 296,3
22,5 4,744 0,6 4,902 735,4 367,7
28,5 5,043 0,6 5,240 785,9 393,0
38,5 7,064 0 7,274 1 091,1 545,5
t Qtexp) | Qtteor) Parametry regrese
14,5 305,5 278,1 Pocet bodu n=>5
18,5 296,3 319,5 Flux J = 10,34493
22,5 367,7 360,9 Abs. ¢len q= 128,144
28,5 393,0 423,0 Korelacni koef. r=0,96717
38,5 545,5 526,4
1000 +
800 —+
('V_|
g 600 —
O
~~
-
= 400 - o
o
200 +
0 1 1 1 1 1 1 |
2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 13: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze IPM s 5% 1-dodecyl-2-
pyrrolidonu

Vo [mi] | Vo = 19 |
t [h]
[o [mg/100mi] [Kaze: PU 3 |
Hvdop [ml]
Ci [mg/100mi] [Donor:  1PM+5DP |
Q; o] veV,
Q; (ol veV,/1cm? |Mél"en|': 3P3 |
t Chxk IVdop Cx Q; Q.
14,5 2,427 0,6 2,427 461,1 230,5
16,5 2,452 0,6 2,529 480,5 240,3
18,5 3,199 0,6 3,279 622,9 311,5
22,5 5,271 0,6 5,375 1021,2 510,6
28,5 5,438 0,6 5,608 1 065,5 532,7
38,5 7,164 0 7,342 1.394,9 697,4
t Q't (exp) Q't (teor) Parametry regrese
14,5 230,5 246,4 Pocet bodu n==6
16,5 240,3 286,6 Flux J = 20,08686
18,5 311,5 326,8 Abs. ¢len q = -44,83767
22,5 510,6 407,1 Korela¢ni koef. r=0,958872
28,5 532,7 527,6
38,5 697,4 728,5
700 + ()
600 —
& 500 — 1
£
© 400 +
e
= 300 +
S 200 - ¢°
100 +
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 14: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze [IPM

V, [m] | V, = 18,6
t [h]
Cok [mg/100mI] [Kuze: PU 3
Hvdop [ml]
Cy [mg/100mi] [Donor:  1PM
Q; [rg] veV,
Q; (gl veV,/1cm? |Mél"en|': 3P5
t an Hvdop Ck Qt Qt
14,5 3,474 0,6 3,474 646,2 323,1
16,5 4,063 1,2 4,175 776,5 388,3
18,5 4,376 1,6 4,645 864,0 432,0
22,5 4250 0,6 4,650 864,8 4324
28,5 5,831 0,6 5,981 1112,4 556,2
38,5 7,099 0 7,292 1 356,3 678,1
t Qt (exp) Q' (teor) Parametry regrese
14,5 323, 1 347,1 Pocet bodU n=6
16,5 388,3 375,1 Flux J = 13,99264
18,5 432,0 403,0 Abs. Elen q = 144,1832
22,5 432,4 459,0 Korela&ni koef. r= 0,984654
28,5 556,2 543,0
38,5 678,1 682,9
700 +
600 -+
& 500 +
£ °
© 400 +
— °
— 300 +
© 200 -
100 —-
0 } } } } } } |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 15: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 5% I1metyl-2-
pyrrolidonu

Vo [mi] | Vo=142 |
t [h]
[o [mg/100mI] [Kaze: PU 3 |
11V dop [mi]
Ci [mg/100mi] [Donor:  IPM+5MP |
Q; [0g] veV,
Q: [0g] veV,/1cm? |Méfen|': 3P6 |
t an ) Vdop Ck Qt Qt
14,5 2,512 0,6 2,512 356,7 178,3
16,5 3,641 0,6 3,747 532,0 266,0
18,5 3,323 0,6 3,481 4943 247,2
22,5 4,717 0,6 4,864 690,7 345.,4
28,5 4,790 0,6 4,995 709,3 354,7
38,5 6,618 0 6,829 969,7 484.,9
t Q't (exp) Q't (teor) Parametry regrese
14,5 178,3 213,9 Pocet bodu n==~6
16,5 266,0 236,7 Flux J=11,40572
18,5 247,2 259,5 Abs. ¢len q = 48,50461
22,5 345,4 305,1 Korelaéni koef. r=0,961906
28,5 354,7 373,6
38,5 484.,9 487,6
700
600
& 500 +
&
© 400 +
- °
= 300 +—
6’ ()
200 - e
100 —
0 } } } } } } |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 16: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 5% Imetyl-2-

pyrrolidonu
Vo [mi] | V, = 15,1 |
t [h]
[o [mg/100mi] [Kaze: PU 3 |
) Vdop [mi]
Ci [mg/100mi] [Donor:  IPM+5MP |
Q; Ual veV,
Q. Ugl veV,/1cm? [Méreni:  3P7 |
t an ) Vdop Ck Qt Qt
14,5 1,781 0,6 1,781 269,0 134,5
16,5 2,687 2,5 2,757 416,4 208,2
18,5 3,182 1,3 3,639 549,5 274,7
22,5 4,250 0,6 4,563 689,0 344,5
28,5 4,455 0,6 4,637 700,1 350,1
38,5 5,338 0 5,523 833,9 417,0
t Q't (exp) Q't (teor) Parametry regrese
14,5 134,5 198,5 Pocet bodu n==6
16,5 208,2 219,2 Flux J = 10,35007
18,5 274,7 239,9 Abs. ¢len q = 48,38032
22,5 344,5 281,3 Korela¢ni koef. r= 0,89844
28,5 350,1 343,4
38,5 417,0 446,9
700 —+
600 —+
&g 500
S 400 + .
b *
=300 - o
© 200 -
([
100 —
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40

t [h]
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Protokol 17: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 5% Imetyl-2-
pyrrolidonu

V, [m] | V, = 15,2 |
t [h]
Cux [mg/100mI] [Kaze: PU 3 |
) Vop [m]
(o [mg/100ml] |Donor: IPM+5MP |
Q; gl veV,
Q: gl veV,/1cm? |Mé|"'en|': 3P8 |
t an ) Vdop Ck Qt Qt
14,5 3,976 0,6 3,976 604,4 302,2
16,5 4,405 0,6 4,562 693,4 346,7
18,5 5,085 0,6 5,265 800,4 400,2
22,5 6,113 0,6 6,321 960,7 480,4
28,5 5,738 0,6 5,987 910,0 455,0
38,5 8,346 0 8,582 1304,5 652,3
t Qtexp) | Qtteor) Parametry regrese
14,5 302,2 325,9 Pocet bodu n==~6
16,5 346,7 352,1 Flux J = 13,10058
18,5 400,2 378,3 Abs. ¢len q = 135,957
22,5 480,4 430,7 Korelaéni koef. r= 0,955527
28,5 455,0 509,3
38.5 652.3 640.3
700 +
600
& 500 +
£ ® e
G 400 - .
-
= 300 + o
© 200 +
100 +
0] | | | | | | |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]

43



Protokol 18: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 5% Imetyl-2-
pyrrolidonu

Vs [m] | V, = 18,2 |
t [h
Cok [mg/100mI] [Kaze:  PU3 |
) Vdop [ml]
Cy [mg/100mi] [Donor:  IPM+5MP |
Q¢ Ual veV,
Q. Dgl veV,/1cm? [Mé&feni:  3P9 |
t an ) Vdop Ck Qt Qt
14,5 2,936 0,6 2,936 534,3 267,1
16,5 2,101 1,5 2,198 400,0 200,0
18,5 2,984 0,6 3,165 576,1 288,1
22,5 4,088 0,6 4,192 763,0 381,5
28,5 5,052 0,6 5,190 944,6 472,3
38,5 6,742 0 6,913 1 258,1 629,1
t Q'+t (exp) Q' (teor) Parametry regrese
14,5 267,1 250,4 Pocet bodu n=>5
18,5 288,1 313,3 Flux J =15,71933
22,5 381,5 376,2 Abs. Clen q = 22,48578
28,5 472,3 470,5 Korelac¢ni koef. r= 0,994581
38,5 629,1 627,7
700 —+
600 —
& 9500 +
£
© 400 +
e
= 300 +— °®
O 200 -
100 —+
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 19: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM

Vo [mi] | Vo=171
t h]
Cux [mg/100mI] [Kuze: PU 3
11V dop [mi]
Cy [mg/100mI] [Donor:  1PM
Q; [0g] veV,
Q. gl veV,/1cm? [Méteni:  3P10
t Cnk UVdop Ci Q; Q:
14,5 2,830 0,6 2,830 484,0 242,0
16,5 2,733 0,6 2,832 484,2 242 1
18,5 4,139 0,6 4,239 724,8 362,4
22,5 3,548 0,6 3,697 632,2 316,1
28,5 4,931 0,6 5,060 865,3 432,7
38,5 6,155 0 6,333 1082,9 541,5
t Quiexp) | Qteon Parametry regrese
14,5 242,0 256,2 Pocet bodl n=>5
16,5 2421 280,7 Flux J=12,26414
18,5 362,4 305,3 Abs. ¢len q= 78,37326
28,5 432,7 427,9 Korelaéni koef. r=0,960846
38,5 541,5 550,5
700 +
600 -+
& 500 -
e
© 400 +
—
— 300 +
< ]
© 200 +
100 —-
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 20: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze I[IPM s 1% T12

Vo [mi] | Vo=184 |
t [h]
Cok [mg/100m] [Kaze: PU4. |
EVdop [mi]
Cy [mg/100mI] [Donor:  IPM+1T12]
Q; [F9] veV,
Q. [zg] veV,/1cm? [Mereni:  4P1 |
t an Ovdop Ck Qt Qt
14,5 3,671 0,6 3,671 675,5 337,7
16,5 2,613 1,6 2,733 502,9 251,4
18,5 3,114 0,6 3,352 616,8 308,4
22,5 3,654 0,6 3,763 692,4 346,2
28,5 4,438 0,6 4,561 839,2 419,6
38,5 5,270 0 5,419 997,1 498,6
t Qt (exp) Q' (teor) Parametry regrese
Pocet bodu n=>5
16,5 251,4 274,9 Flux J = 10,70491
18,5 308,4 296,3 Abs. &len q = 98,28936
22,5 346,2 339,2 Korela&ni koef. r=0,984438
28,5 419,6 403,4
38,5 498,6 510,4
700
600 -+
& 500 +
&
© 400 +
-
= 300 +—
2 { ]
© 200 -
100 —
0 } } } } } } |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 21: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze [IPM s 1% T12

V, [m] | V, = 18,4
t (h]
Cux [mg/100mI] [Kuze: PU 4
0 Vdop [mI]
Cy [mg/100mi] [Donor:IPM+17T12
Q; [og] veV,
Q. log] veV,/1cm? [Méreni:4.P2
t Crx 0 Vdop Cx Q Qt
14,5 2,108 0,6 2,108 387,8 193,9
16,5 3,032 1,6 3,101 570,6 285,3
18,5 3,381 0,6 3,651 671,7 335,9
22,5 4,393 0,6 4,512 830,1 415,1
28,5 5,547 0,6 5,694 1047,8 523,9
38,5 6,017 0 6,203 1141,4 570,7
t Qt (exp) Q¢ (eor) Parametry regrese
145 1939 226.0 Pocet bodu n=>5
165 285.3 270.6 Flux J = 22,29303
18,5 3359 315,1 ﬁgfe.l;:;r:' koef r : 69;8248132355
22,5 415,1 404,3 : :
28,5 523,9 538,1
700 +
600 -
N'g' 500 +
© 400 +
2
— 300 +
O 200 - )
100 +
0 } } } } |
2 4 10 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 22: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze [IPM s 1% T12

Vo [mi] | V, = 18,4 |
t [h]
Cok [mg/100m] [Kaze: PU 4 |
Ovdop [ml]
Cy [mg/100mI] [Donor:  IPM+1T12]
Q; [og]l veV,
Q, [og] veV,/1cm? [M&teni:  4.P3 |
t Crk 0 Vaop Cy Q Q:
14,5 4,653 0,6 4,653 856,1 428,0
16,5 4,822 1,6 4,974 915,2 457,6
18,5 5,572 0,6 6,005 1104,9 552,5
22,5 5,318 0,6 5,514 1014,5 507,2
28,5 5,805 0,6 5,985 1101,2 550,6
38,5 6,511 0 6,707 1234,0 617,0
t Qtexp) | Qtteor) Parametry regrese
14,5 428,0 438,4 Pocet bodu n=>5
16,5 457,6 453,8 Flux J=7,671285
22,5 507,2 499,8 Abs. ¢len q = 327,2157
28,5 550,6 545,8 Korelaéni koef. r=0,994856
38,5 617,0 622,6
700
600
& 9500 +
© 400 +
o
= 300 +—
O 200 -
100 —
0 } } } } } } |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 23: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze [PM s 1% T12

V, [m] | Vo= 19 |
t h]
Cok [mg/100mi] [Kaze: PU4 |
Ovdop [mI]
Cy [mg/100mi] [Donor:  IPM+1T12|
Q; [og] veV,
Q. [og] veV,/1cm? [M&Feni:  4.P4 |
t Crx 0 Vdop Cx Q Qt
14,5 3,110 0,6 3,110 590,9 295,5
16,5 3,145 1,5 3,244 616,3 308,1
18,5 4,569 0,6 4,825 916,8 458,4
22,5 3,986 0,6 4,138 786,3 393,1
28,5 4,807 0,6 4,938 938,2 469,1
38,5 5,744 0 5,900 1121,0 560,5
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
14,5 295,5 295,7 Pocet bodu n=>5
16,5 308,1 318,5 Flux J=11,41367
22,5 393,1 387,0 Abs. &len q = 130,2032
28,5 469,1 455,5 Korelaéni koef. r= 0,995846
38,5 560,5 569,6
700
600
& 500 -
&
© 400 +
-
= 300 +—
© 200 +
100 —
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 24: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze IPM

V, [m] | V, = 16,1
t [h]
Cux [mg/100mI] [Kuze: PU 4
Ovdop [mI]
Cyk [mg/100ml] |Donor: IPM
Q; [og] veV,
Q. log] veV,/1cm? [MéFeni:  4.P6
t an OVdop Ck Qt Qt
14,5 2,518 0,6 2,518 405,4 202,7
16,5 3,617 1,5 3,711 597.,5 298,7
18,5 3,431 0,6 3,777 608,0 304,0
22,5 4,136 0,6 4,277 688,6 344,3
28,5 4,343 0,6 4,502 724,9 362,4
38,5 6,249 0 6,417 1 033,1 516,6
t Q'+t (exp) Q1+ (teor) Parametry regrese
14,5 202,7 242,8 Pocet bodu n==6
16,5 298,7 264,8 Flux J = 10,99579
18,5 304,0 286,8 Abs. &len q = 83,38751
22,5 344,3 330,8 Korelaéni koef. r=0,95691
28,5 362,4 396,8
38,5 516,6 506,7
700 +
600 -+
& 500 +
e
© 400 +
— *
= 300 +— °
O 200 - °
100 —-
0 } } } } } } |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 25: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 1% T12

V, [m] | Vo= 19 |
t [h]
Cux [mg/100mI] [Kuze: PUS5 |
Vdop [m]
Cy [mg/100mI] [Donor:  IPM+1T12]
Q; [ 9] veV,
Q. [g] veV,/1cm [Méreni:  5P2 |
t Cnk Vop Ci Q; Q:
9,5 2,313 0,8 2,313 439,4 219,7
12,5 2,981 0,8 3,078 584,9 292,4
24,5 4,199 0,8 4,329 822,5 411,2
28,5 4,947 0,8 5,129 974.,6 487,3
36,5 5,957 0,8 6,173 1172,9 586,4
0 0,000 0 0,260 49,4 24,7
t Q't (exp) Q¢ (teor) Parametry regrese
9,5 219,7 232,7 Pocet bodl n=>5
12,5 292.,4 271,8 Flux J = 13,02506
24,5 411,2 428,1 Abs. ¢len g = 108,9622
28,5 487,3 480,2 Korelaéni koef. r= 0,994596
36,5 586,4 584,4
700 —+
600 -+
& 500
e
© 400 +
o))
N 300 - °
C 200 -+
100 —+
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 26: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 1% T12

Vs [mi] | V, = 18,8 |
t [h]
Cux [mg/100mI] [Kuze: PUS5 |
V dop [mi]
Cy [mg/100mi] [Donor:  IPM+1T12|
Qq [g] veV,
Q. [g] veV,/1cm [M&freni:  5P3 |
t an Vdop Ck Qt Qt
9,5 3,442 0,8 3,442 647,1 323,6
12,5 3,867 0,8 4,013 754,5 377,3
24,5 6,284 0,8 6,454 1213,4 606,7
28,5 6,192 0,8 6,466 1215,7 607,8
36,5 6,333 0,8 6,609 1242,4 621,2
0 0,000 0 0,281 52,9 26,4
t Q'+t (exp) Q' (teor) Parametry regrese
9,5 323,6 322,2 Pocet bodl n=3
12,5 377,3 379,0 Flux J = 18,94607
24,5 606,7 606,4 Abs. Clen q= 142,1823
Korelac¢ni koef. r=0,999943
700 +
600 —
& 9500 +
£
S 400 |
e
= 300 +
O 200 -
100 +
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 27: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 2% T12

Vo [mi] | Vo=155 |
t [h]
Cux [mg/100mI] [Kuze: PUS5 |
Viop [m]
Ce [mg/100mi] [Donor:  IPM+2T12]
Q; [ 9] veV,
Q. [g] veV,/1cm [Méteni:  5P4 |
t Cnk Vop Ci Q; Q:
9,5 2,409 0,8 2,409 373,4 186,7
12,5 3,468 0,8 3,593 556,9 278,4
24,5 5,916 0,8 6,102 945,8 472,9
28,5 5,101 0,8 5,416 839,5 419,8
36,5 5,972 0,8 6,252 969,1 484,5
0 0,000 0 0,323 50,0 25,0
t Qtexp) | Qi teon Parametry regrese
9,5 186,7 203,1 Pocet bodl n=3
12,5 278,4 257,9 Flux J = 18,25797
24,5 472,9 477,0 Abs. ¢len q= 29,67329
Korelacni koef. r=0,991667
700 +
600 -+
& 500 —+
E
© 400 +
-
t’ 300 e °
@4
200 + P
100 —-
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 28: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 2% T12

Vs [mi] | V, = 16,8 |
t h]
Cux [mg/100mI] [Kuze: PUS5 |
Vdop (mi]
Cy [mg/100mi] [Donor:  IPM+2T12|
Q, [ 9] veV,
Q. [g] veV,/1cm [Mé&feni:  5P5 |
t an Vdop Ck Qt Qt
9,5 3,645 0,8 3,645 612,4 306,2
12,5 4,703 0,8 4,877 819,3 409,6
24,5 7,727 0,8 7,959 1337,2 668,6
28,5 6,089 0,8 6,468 1 086,6 543,3
36,5 7,061 0,8 7,369 1238,0 619,0
0 0,000 0 0,351 59,0 29,5
t Q'+t (exp) Q1+ (teor) Parametry regrese
9,5 306,2 320,9 Pocet bodu n=3
12,5 409,6 391,2 Flux J = 23,42383
24,5 668,6 672,3 Abs. &len q = 98,3977
Korelaéni koef. r= 0,995898
700 +
600 -+
& 500 —+
E
© 400 +
—
— 300 +
© 200 +
100 —-
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 29: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 2% T12

Vs [m] | V, = 17,9 |
t (h]
Cux [mg/100mI] [Kuze: PUS5 |
V dop [mi]
Cy [mg/100mi] [Donor:  IPM+2T12|
Q; [ 9] veV,
Q. [ 9] veV /1cm? |Méfen|’: 5P6 |
t Crk Vop Cx Q Qt
9,5 1,770 0,8 1,770 316,9 158,4
12,5 3,415 0,8 3,494 625,5 312,8
24,5 6,216 0,8 6,372 1 140,6 570,3
28,5 6,079 0,8 6,363 11391 569,5
36,5 5,991 0,8 6,276 1123,4 561,7
0 0,000 0 0,280 50,2 25,1
t Qtexp) | Qt teon) Parametry regrese
9,5 158,4 192,7 Pocet bodu n=3
12,5 312,8 269,9 Flux J = 25,74531
24,5 570,3 578,9 Abs. &len = -51,87926
Korelaéni koef. r=0,982057
700
600
& 500 —+
E
© 400 +
—
— 300 + L
© 200 +
]
100 —
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40

t [h]

55




Protokol 30: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 5% azonu

Vv, [mi] | V, = 18,1 |
t [h]
Cok [mg/100mi] [Kuze: PU 8 |
Vdop [ml]
Cyk [mg/100ml] |Donor: IPM+5Az |
Q¢ [ 9] veV,
Q. [g] veV,/1cm [M&reni:  5P8 |
t an Vdop Ck Qt Qt
9,5 1,395 0,8 1,395 252,4 126,2
12,5 2,114 0,8 2,175 393,7 196,9
24,5 4,930 0,8 5,026 909,8 454.9
28,5 5,004 0,8 5,226 946,0 473,0
36,5 5,865 0,8 6,096 1103,4 551,7
0 0,000 0 0,269 48,8 24.4
t Q't (exp) Q' (teor) Parametry regrese
9,5 126,2 128,5 Pocet bodu n=3
12,5 196,9 193,9 Flux J = 21,79505
24,5 454,9 455,5 Abs. Clen = -78,50527
Korelac¢ni koef. r= 0,99988
700 -
600 +
& 500
£
S 400 +
-
= 300 +
C 200 -
100 +
0 } } } } } |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 31: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 5% azonu

Vo [mi] | Vo=183 |
t [h]
[o [mg/100mI] [Kaze: PUS5 |
Vdop [mi]
Ci [mg/100mi] [Donor:  IPM+5Az |
Q [ 9] veV,
Q. [g] veV,/1cm? [MéFeni:  5P9 |
t an Vdop Ck Qt Qt
9,5 1,475 0,8 1,475 269,8 134,9
12,5 2,455 0,8 2,519 461,0 230,5
24,5 4,324 0,8 4,434 811,4 405,7
28,5 4,772 0,8 4,966 908,8 454 .4
36,5 5,268 0,8 5,485 1 003,8 501,9
0 0,000 0 0,240 43,9 21,9
t Q't (exp) Q' (teor) Parametry regrese
9,5 134,9 157,3 Pocet bodu n=4
12,5 230,5 205,6 Flux J = 16,12006
24,5 405,7 399,1 Abs. &len q=4,118364
28,5 454 4 463,5 Korelaéni koef. r=0,990654
700 +
600
& 500 +
e
S 400
)
= 300 -
© 200 + b
]
100 —
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 32: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 5% 1-metyl-2-
pyrrolidonu

Vo [mi] | Vo=169 |
t [h]
[o [mg/100mI] [Kaze: PUG |
11V dop [mi]
Ci [mg/100mi] [Donor:  IPM+5MP |
Q; [0g] veV,
Q. gl veV,/1cm? [MéFeni:  5P10 |
t Chk *Vop Cx Q; Q.
9,5 3,853 0,8 3,853 651,2 325,6
12,5 3,894 0,8 4,076 688,9 344.4
24,5 8,421 0,8 8,614 1 455,8 727,9
28,5 7,124 0,8 7,532 1272,8 636,4
36,5 7,560 0,8 7,916 1 337,8 668,9
0 0,000 0 0,375 63,3 31,7
t Q't (exp) Q' (teor) Parametry regrese
9,5 325,6 322,2 Pocet bodu n=4
12,5 344.,4 364,3 Flux J=14,01021
28,5 636,4 588,4 Abs. ¢len g = 189,1256
36,5 668,9 700,5 Korela¢ni koef. r=0,981591
700 - ,
600 —
& 9500 +
£
S 400 -
e
= 300 +
O 200 -
100 +
0 } } } } } } |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 33: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 5% 1-metyl-2-
pyrrolidonu

Vo [mi] | Vo=182 |
t [h]
[o [mg/100mI] [Kaze: PUG |
0 Vop [mi]
Ci [mg/100mi] [Donor:  IPM+5MP |
Q; [0g] veV,
Q. log] veV,/1cm? [MéFeni: 5P 11 |
t an OVdop Ck Qt Qt
9,5 3,505 0,8 3,505 637,9 319,0
12,5 2,913 0,8 3,067 558,2 279,1
24,5 4,951 0,8 5,086 925,7 462,8
28,5 6,733 0,8 6,957 1 266,2 633,1
36,5 6,861 0,8 7,167 1304,4 652,2
0 0,000 0 0,315 57,3 28,7
t Q't (exp) Q' (teor) Parametry regrese
9,5 319,0 281,9 Pocet bodu n=>5
12,5 279,1 325,8 Flux J=14,63195
24,5 462,8 501,4 Abs. ¢len q = 142,9443
28,5 633,1 560,0 Korelaéni koef. r=0,952665
36,5 652,2 677,0
700
(
(
600
T 500 +
© 400 +
—
—_ 300 - ° °
© 200 -
100 —
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 34: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 5% 1-metyl-2-
pyrrolidonu

Vo [mi] | Vo=182 |
t [h]
[o [mg/100mI] [Kaze: PUG |
0 Vop [mi]
Ci [mg/100mi] [Donor:  IPM+5MP |
Q; [0g] veV,
Q. log] veV,/1cm? [MéFeni:  5P12 |
t Chk 0 Vop Cx Q; Q.
9,5 2,105 0,8 2,105 383,1 191,5
12,5 2,619 0,8 2,712 493,5 246,8
24,5 4,376 0,8 4,496 818,2 409,1
28,5 5,684 0,8 5,881 1070,4 535,2
36,5 6,169 0,8 6,427 1169,8 584,9
0 0,000 0 0,283 51,4 25,7
t Q't (exp) Q' (teor) Parametry regrese
9,5 191,5 199,4 Pocet bodu n=>5
12,5 246,8 244.9 Flux J=15,16129
24,5 409,1 426,9 Abs. ¢len g = 55,40124
28,5 535,2 487,5 Korela¢ni koef. r=0,986379
36,5 584,9 608,8
700 +
600 - o
{
& 9500 +
£
S 400 -
-
= 300 +
O 200 +
100 +
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 35: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 5% 1-dodecyl -2-
pyrrolidonu

Vo [mi] | V, = 19,7 |
t [h]
[o [mg/100mi] [Kaze: PU 6 |
Ovdop [ml]
Ci [mg/100mi] [Donor:  1PM+5DP |
Q; [0g] veV,
Q. log] veV,/1cm? [MéFeni:  5P13 |
t Chk 0 Vop Cx Q; Q.
9,5 1,399 0,8 1,399 275,5 137,8
12,5 2,145 1,3 2,201 433,7 216,8
24,5 3,301 0,8 3,446 678,8 339,4
28,5 4,663 0,8 4,803 946,1 473,0
36,5 4,993 0,8 5,188 10221 5111
0 0,000 0 0,211 41,5 20,8
t Q't (exp) Q' (teor) Parametry regrese
9,5 137,8 156,9 Pocet bodl n=>5
12,5 216,8 198,8 Flux J = 13,96231
24.5 339,4 366,3 Abs. ¢len q = 24,26618
28,5 473,0 422,2 Korelaéni koef. r=0,977773
36,5 511,1 533,9
700 +
600 -+
T 500 + ®
N [
e
S 400 -
- °
— 300 +
© 200 -
o
100 —-
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 36: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 5% 1-dodecyl -2-
pyrrolidonu

V, [m] | V,= 19,5 |
t [h]
[o [mg/100mi] [Kaze: PU 6 |
Ovdop [ml]
Ci [mg/100mi] [Donor:  1PM+5DP |
Q; [0g] veV,
Q. log] veV,/1cm? [MéFeni: 5P 14 |
t an OVdop Ck Qt Qt
9,5 1,204 0,8 1,204 234,8 117.,4
12,5 3,132 0,8 3,182 620,4 310,2
24,5 4,983 0,8 5,113 997,1 498,5
28,5 6,473 0,8 6,683 1.303,2 651,6
36,5 6,766 0,8 7,041 1372,9 686,5
0 0,000 0 0,289 56,3 28,2
t Q't (exp) Q' (teor) Parametry regrese
9,5 117,4 190,6 Pocet bodu n=>5
12,5 310,2 252,1 Flux J = 20,48753
24,5 498,5 497,9 Abs. ¢len q = -4,032056
28,5 651,6 579,9 Korela¢ni koef. r=0,961781
36,5 686,5 743,8
700 - °
{
600 +
& 500 +
£
© 400 +
-
300 - o
O 200 -
100 + ¢
0 1 1 1 1 1 1 1 |

0 6 12 18 24 30 36 42 48
t [h]
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Protokol 37: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 5% 1-dodecyl -2-
pyrrolidonu

Vo [mi] | Vo=169 |
t [h]
[o [mg/100mI] [Kaze: PUG |
0 Vop [mi]
Ci [mg/100mi] [Donor:  1PM+5DP |
Q; [0g] veV,
Q. log] veV,/1cm? [MéFeni:  5P15 |
t Chk 0 Vop Cx Q; Q.
9,5 2,920 0,8 2,920 493,5 246,7
12,5 2,677 0,8 2,815 475,8 237,9
24,5 4,720 0,8 4,853 820,2 410,1
28,5 6,170 0,8 6,400 1 081,6 540,8
36,5 6,547 0,8 6,850 1157,7 578,8
0 0,000 0 0,324 54,8 27,4
t Q't (exp) Q' (teor) Parametry regrese
9,5 246,7 225,8 Pocet bodu n=>5
12,5 237,9 267,3 Flux J=13,83779
24,5 410,1 433,3 Abs. ¢len q = 94,29379
28,5 540,8 488,7 Korela¢ni koef. r=0,97517
36,5 578,8 599,4
700 —
600 —
& 9500 +
£
S 400 -
e
= 300 +
O 200 +
100 —+
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40
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Protokol 38: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM

V, [m] | Vo= 19 |
t h]
Cux [mg/100mI] [Kuze: PU6 |
0 Vop [mi]
Ce [mg/100mi] [Donor:  1PM |
Q; [0g] veV,
Q. [og] veV,/1cm? [Méteni: 5P 16 |
t Cnk 0 Vop Ci Q; Q:
9,5 1,013 0,8 1,013 192,5 96,3
12,5 1,955 0,8 1,998 379,6 189,8
24,5 2,936 0,8 3,020 573,9 286,9
28,5 4,553 0,8 4,681 889,3 4446
36,5 5,088 0,8 5,285 1004,2 5021
0 0,000 0 0,223 42,3 21,1
t Qtexp) | Qtteor) Parametry regrese
9,5 96,3 115,7 Pocet bodl n=>5
12,5 189,8 159,8 Flux J=14,71023
24,5 286,9 336,3 Abs. ¢len q = -24,09521
28,5 4446 395,1 Korelaéni koef. r=0,972443
36,5 502,1 512,8
700 +
600 -+
& 500 —+
£ [
© 400 +
—
= 300 +- °
© 200 + o
100 —- ®
0 [ [ [ [ [ [ |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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Protokol 39: Permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s 5% 1-dodecyl -2-
pyrrolidonu

V, [m] | V,= 18 |
t [h]
[o [mg/100mI] [Kaze: PUG |
0 Vop [mi]
Ci [mg/100mi] [Donor:  1PM |
Q; [0g] veV,
Q. log] veV,/1cm? [MéFeni:  5P17 |
t Chk 0 Vop Cx Q; Q.
9,5 1,452 0,8 1,452 261,4 130,7
12,5 2,745 0,8 2,809 505,7 252,8
24,5 4,513 0,8 4,637 834,7 417,4
28,5 5,764 0,8 5,970 1074,6 537,3
36,5 6,458 0,8 6,723 1210,2 605,1
0 0,000 0 0,299 53,8 26,9
t Q't (exp) Q' (teor) Parametry regrese
9,5 130,7 168,3 Pocet bodu n=>5
12,5 252,8 219,9 Flux J=17,21675
24,5 417.,4 426,5 Abs. ¢len q= 4,732197
28,5 537,3 495,4 Korela¢ni koef. r= 0,983326
36,5 605,1 633,1
700 —
600 — °
)
& 9500 +
£
S 400 -
e
= 300 +
= ()
O 200 -
)
100 —+
0 1 1 1 1 1 1 |
-2 4 10 16 22 28 34 40
t [h]
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

Pro provedeni permeacnich experimentl bylo zvoleno akceptorové médium se dvéma
dily etanolu a osmi dily TRIS-pufru o pH 7,1. Pfedchozi experimenty provedené na katedie
farmaceutické technologie ukazovaly, ze uvedené pH vyhovuje testovanému léCivu,
akcelerantim 1 excidované kiizi. Etanol zvySoval rozpustnost baze 7-metoxytakrinu ve vodé.
Zaroven se akceptorové médium stalo vhodnym feSenim z hlediska pozadavku neinterferovat

se stanovenim 7-metoxytakrinu v UV oblasti.

Z predchozich experimentd bylo vyuzito také analytické metodiky, ktera byla pro
stanoveni  7-metoxytakrinu  dostate¢né¢  citlivd.  Mobilni = fazi  tvofila  smés
metanol : acetonitril : trietylamin : voda v pomérech 25:20:1:55. Vyuzité chromatografické
podminky zajistily dobrou separaci pikli v reten¢nich ¢asech okolo 5 minut (viz Graf 1).
Neékdy se vyskytly také retencni Casy delsi, jednak v disledku snizené prichodnosti kolony,

nekolikrat také poruchou Cerpadla nebo detektoru.

Graf 1: Chromatogram standardu 7-metoxytakrinu 10mg/100 ml v akceptorové fazi
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O vhodnosti podminek HPLC svéd¢i nejen chromatografické zaznamy ze stanoveni
standardii 7-metoxytakrinu (viz graf 2), ale i zdznamy ze stanoveni vzorkd z permeacnich

pokust, jak ilustruje graf 3.
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Graf 2: Chromatogram standardu 1mg/100 ml 7-metoxytakrinu v akceptorové fazi
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Také ziskana kalibra¢ni zavislost byla pro ucely pokusu dostatecné jednoznacna, jak
dokumentuje graf 4, a umoznovala dobré hodnoceni pomérné nizkych koncentraci 1é¢iva, coz

je vzdy potifebné zejména v pocatecnich fazich jeho prechodu do akceptorové faze.

Graf 3: Chromatogram vzorku permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s pridavkem

1 % transkarbamul?2 v akceptorové fazi po 14,5 h permeace
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Graf 4: Chromatogram vzorku permeace 7-metoxytakrinu ze suspenze v IPM s piidavkem

1 % transkarbamul?2 v akceptorové fazi po 38,5 h permeace
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Graf 5: Kalibracni zavislost 7-metoxytakrinu
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Po provedeni prvnich Cctyt planovanych dil¢ich permeacnich pokust byl
z naznacenych divodu uskutecnén jesté paty permeacni pokus. Jeho smyslem bylo ziskat
vysledky za stejnych analytickych podminek pro vSechny akceleranty. Vyznamny rozdil se
v tomto smyslu projevil zejména u donorového vzorku s ptidavkem 1 % transkarbamu 12.

Ten se totiz jevil v prvnim pokusu jako retardant. Je také znamo, Ze podobné jako u azonu a
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fady dalSich akceleranti (v€etné v této praci testovanych derivati pyrrolidonu), se s rostouci
koncentraci transkarbamu 12, ptiblizné parabolicky ve tvaru obraceného pismene U, méni 1

jeho akceleracni potencial.
Vysledky byly ziskany s paralelni kontrolou 7-metoxytakrinu za podminek permeace.

Ze zpracovanych permeacnich udaji, jak jsou pro nekomplikované piipady uvedeny
v protokolech ¢€.1 az 39 ptedchézejici ¢asti 5. této prace Dokumentace permeacnich pokusi

je zfejmé, Ze se jedna o dobie hodnotitelné a vérohodné vysledky.

Protoze u vSech permeaci byl hlavnim sledovanym parametrem flux J [ug/cmz.h'l],
byl pro kazdou kumulativni zavislost koncentrace na dob¢ trvani pokusu vyhledan usek,
kterym bylo mozné za dodrzeni obvyklych pravidel prolozit pfimku. Proto jsou u nékterych
pribéhti vynechény pfi grafickém zndzornéni jako odlehlé ty body, které témto pozadavkim

nevyhovuji.

U permeaci SP3 az 5P9 a 2P1 az 2P4 byly navic zaznamenany prib&hy bez poslednich
bodi, které byly pfi vyhodnocovani vypusStény pro Casové intervaly 28,5 a 36,5 hod pro
permeace 5P3 az 5P9 a pro 2P1 az 2P4 byly vypustény Casové intervaly 22,5; 28,5 a 38,5 hod,
jelikoz byly zatizeny poruchou detektoru. Koncentracni hodnoty stanovené v akceptorové fazi
byly pro uvedené Casové intervaly vyrazné€ nizsi nez pro piedchozi odbéry. Snaha o jejich
napravu byla z technickych divodia opakované netspésna. Stejné nepravidelnosti ostatné

vykazovaly i hodnoty pro naméfené standardy koncentraci.

Za prvni zminku k pribéhu permeaci 7-metoxytakrinu stoji, Ze jiz od prvniho
¢asového intervalu, a to u 1. az 4. permeace po 14,5 hod a u 5.permeace po 9,5 hod, kdy bylo
1éCivo v akceptorové fazi detekovéano, nartistalo mnozstvi permeovaného 7-metoxytakrinu

pravidelné a zna¢né rychle. Plynuly koncentracni nartist trval prakticky déle nez 30 hodin.

V prvnich ¢tyfech experimentech byl 7-metoxytakrin prokazan v akceptorové fazi jiz

po 14,5 hodinach a byl analyticky méfen az do 38,5 hod.

V patém experimentu byl pak 7-metoxytakrin méten jiz po 9,5 hod, aby se dal ptesné&;ji
urcit ranny zacatek prabehu priniku 1é¢iva kizi.

Sledovanym parametrem permeacnich pokust byla tedy hodnota fluxii. VSechny
relevantni hodnoty fluxt, tedy takové, které odpovidaly v§em narokiim na spravnost odectu

hodnot i1 s pfihlédnutim k celkovému charakteru permeacnich kiivek, jsou uvedeny v

tabulkach 1 az 5.
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Tab.1: Souhrnné vysledky permeace 7-metoxytakrinu z 10 % disperze v isopropylmyristatu

Kod Koéd Korela¢ni Pocet Flux J | pramer
Donoru permeace | koeficient r | hodnot n | [ug/cm*h™] J Sa
IPM 1P1 0,996813 6 18,7
IPM 1P2 0,998315 6 17,9
IPM 1P3 0,995389 5 13,0
IPM 1P4 0,958915 5 20,8
IPM 3P4 0,966207 6 12,7
IPM 3P5 0,984654 6 14,0
15,1 3,0
IPM 3P10 0,952614 6 12,3
IPM 4P5 0,965703 6 13,9
IPM 4P6 0,95691 6 11,0
IPM 5P16 0,972443 5 14,7
IPM 5P17 0,983326 5 17,2
IPM 5P18 0,982772 5 14,7
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Tab. 2: Souhrnné vysledky permeaci 7-metoxytakrinu ze suspenze v izopropylmyristatu
s ptidavkem 1 % transkarbamu 12

Kod Kod Korela¢ni Pocet Flux J Promsr
Donoru Permeace | koeficient r | hodnotn | [pg/cm®h™] J sd
IPM+1%T12 4P1 0,984438 5 10,7
IPM+1%T12 4P2 0,944521 6 15,1
IPM+1%T12 4P3 0,874022 6 6,7
IPM+1%T12 4P4 0,887302 6 10,1 126 | 3.9
IPM+1%T12 5P1 0,948045 4 14,0
IPM+1%T12 5P2 0,994596 5 13,0
IPM+1%T12 5P3 0,999943 3 18,9

Tab. 3: Souhrnné vysledky permeaci 7-metoxytakrinu ze suspenze v isopropylmyristatu
s ptidavkem 2 % transkarbamu 12

Kod Kod Korela¢ni | Pocet Flux J Primér
donoru permeace | koeficient r [hodnotn |[ug/cm®.h™] J sd
IPM+2%T12 2P1 0,892444 5 10,2

IPM+2%T12 2P2 0,911349 5 12,9

IPM+2%T12 2P3 0,788709 5 12,9

IPM+2%T12 2P4 | 0,935971 6 10,8 163 | 62
IPM+2%T12 5P4 0,991667 3 18,3

IPM+2%T12 5P5 0,995898 3 23,4

IPM+2%T12 5P6 0,982057 3 25,7
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Tab. 4: Souhrnné vysledky permeaci 7-metoxytakrinu ze suspenze v isopropylmyristatu
s ptidavkem 5 % azonu

Kod Kod Korelaéni [Pocet Flux J Primér
donoru permeace | koeficient r [ hodnot n |[pg/cm®h™] J sd
IPM+5 % azonu 5P7 0,953079 3 24,9

IPM-+5 % azonu 5P8 0,99988 3 21,8

IPM+5 % azonu 5P9 0,990654 4 16,1

IPM+5 % azonu 2P5 0,951275 6 13,3 15,9 5,5
IPM+5 % azonu 2P6 0,970739 6 13,9

IPM+5 % azonu 2P7 0,971963 6 11,0

IPM+5 % azonu 2P8 0,96717 5 10,3

Tab. 5: Souhrnné vysledky permeaci 7-metoxytakrinu ze suspenze v isopropylmyristatu
s ptidavkem 5 % methylpyrrolidonu

Kod Kod Korelaéni | Pocet Flux J Primér od
donoru permeace |koeficient r |hodnot n |[pg/cm®h™'] J
IPM+5%MP 5P10 0,981591 4 14,0

IPM+5%MP 5P11 0,952665 5 14,6

IPM+5%MP 5P12 0,986379 5 15,2

IPM+5%MP 3P6 0,961906 6 11,4 13,7 2.3
IPM+5%MP 3P7 0,89844 6 10,4

IPM+5%MP 3P8 0,955527 6 13,1

IPM+5%MP 3P9 0,976308 6 17,1
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Tab. 6 Souhrnné vysledky permeaci 7-metoxytakrinu ze suspenze v isopropylmyristatu
s ptidavkem 5 % dodecylpyrrolidonu

Kod Kod Korelaéni |Pocet FluxJ | Pramér
donoru permeace | koeficient r |hodnot n | [pg/cm®h™] J sd
IPM+5%DP 5P13 0,977773 5 14,0

IPM+5%DP 5P14 0,961781 5 20,5

IPM+5%DP 5P15 0,97517 5 13,8 15,0 4,0
IPM+5%DP 3P1 0,904528 6 9,4

IPM+5%DP 3P2 0,898137 5 12,5

IPM+5%DP 3P3 0,958872 6 20,1

Graf 6: Souhrnné hodnoty J fluxdi [pg/em®h'] 7-metoxytakrinu ze suspenzi
v isopropylmyristatu s jednotlivymi akceleranty (v 1. az 5.permeaci)

Srovnani1l.-5.permeace 7-metoxytakrinu z
izopropylmyristatu s akceleranty

Namefené praimémé hodnoty fluxt J [pg/cm”h'] 7-metoxytakrinu jsou pro celkové

porovnani vysledku ilustrovany na grafu 6.
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Z tohoto grafického zobrazeni, vnémz jsou ke kazdé primérné hodnoté fluxu
vyznaceny také prislusné smérodatné odchylky (téchto primérnych hodnot) se ukazuje to, ze
rychlost, respektive mohutnost permeace, je pro vSechny donorové vzorky relativné vysoka a
dost podobnd. V nadvaznosti na ptredchozi prace je totiz ziskanymi vysledky piedev§im
prakticky potvrzeno, a pfi celkovém poctu vSech dosud provedenych permeacnich méieni jiz
nepochybné, ze baze metoxytakrinu z 10 % disperze v isopropylmyristatu pronika pouzitymi
koznimi S$t€py velmi rychle a pravidelng. Rychlost na trovni hodnot fluxu J kolem
15 [pg/cm®h™'] je mozné povazovat za potencialné terapeuticky pouzitelnou. Proto je jiz

namisté doporucit pilotni pokusy a testovani také za pouziti ktize lidskych darct.

K dalsimu komentaii bude vyuzito predevsim vysledkli 5. permeacni sady, protoze

nebyla zatiZena technicko-analytickymi potizemi, jak jiz byly zminény vyse.

Graf 7: Srovnani primé&rych hodnot fluxti J [pug/cm®.h™'] 7-metoxytakrinu ze suspenzi
v isopropylmyristatu s jednotlivymi akceleranty v 5. dil¢i permeacni sadé

Srovnani 5.permeace 7-metoxytakrinu z
izopropylmyristatu s akceleranty

35
30
25
20
15
10

Na grafu 7jsou k tomu ucelu vyneseny stejné typy hodnot jako v ptedchozim
ptipadé, které ovSem pfi jejich niz$i variabilité zfeteln€jSim zplisobem ukazuji dva mozné

zavery.
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Nejprve ten, ze uroven permeace 7-metoxytakrinu pro piipady vyuziti 1% piidavku
(T12) transkarbamu 12 a obou 5 % ptidavkli methylpyrrolidonu ¢i dodecypyrrolidonu

zUstava na stejné urovni.

Vyznamné&ji, na hodnoty fluxu J vy$si nez 20 pg/em”h™, se dostava permeace pfi
pouziti 2 % ptidavku T12 a 5 % ptidavku azonu. V pifipad€ azonu je ovSem patrnd mnohem
vyssi variabilita. Pro ptipadné experimenty na lidské kiizi z uvedeného s ur¢itou mirou jistoty
vyplyva, Ze k dalSim hodnocenim permeacnich moznosti neni potiebné zkouSet derivaty

pyrrolidonu.

Naopak by bylo prospésné zabyvat se naptiklad koncentracni zavislosti akcelera¢niho
efektu T12 a azonu. Uplné jinou variantou potom predstavuje alespoii orientaéni hodnoceni
transdermalniho priniku daného 1é¢iva z hydrofilnich vzorkl s vyuzitim nékteré z dostupnych

soli 7-metoxytakrinu. Tento ndmét by mél byt feSen v nékteré z dalSich praci.
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7. ZAVERY

1. 7-metoxytakrin v pokusech in vitro za pouziti koZzni membrany z boltce praseciho ucha

permeuje pravidelng, s hodnotami fluxu J na Grovni asi 15 [ug/cm>h™].

2. Ptidavek 5 % azonu do donorovych vzorkl v isopropylmyristatu piindsi do permeace 7-
metoxytakrinu zfetelné vyS$$i variabilitu, primérné hodnoty fluxu J jsou oproti kontrole

rovnéz vyssi.

3. Analogické 5 % ptidavky methylpyrrolidonu a dodecylpyrrolidonu se na permeac¢nim fluxu

7-metoxytakrinu neprojevil.

4. Slibné vysledky pro zvySeni koZzniho priniku 7-metoxytakrinu pfineslo pouziti 2 %

ptidavku transkarbamu 12.

5. Pro ptipadné pilotni pokusy s lidskou kuzi Ize proto doporucit pouze testovani rozdilnych

koncentraci azonu a transkarbamu 12.
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8. SOUHRN

V teoretické ¢asti je podan vycet vybranych problémt transdermalni aplikace 1éCiv a

shrnuti poznatkd o azonu véetné novych odbornych informaci publikovanych v roce 2005.

In vitro permeacni experimenty s vyuzitim excidovanych vzorkl kiize prasat pfinesly
potvrzeni zna¢ného potencidlu pro transdermalni poddni 7-metoxytakrinu. Z prostiedi
isopropylmyristitu  permeuje toto 1é&ivo na turovni hodnot fluxti asi 15 [ug/em®h™].
Transdermalné akceleracni vliv methypyrrolidonu a dodecylpyrrolidonu nebyl pfi jejich 5 %

pridavku prokazan. Jako perspektivni se v tomto sméru jevi vyuziti azonu a transkarbamu 12.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

7-meota
T12

IPM

] [pg/em®h™]
J  [pg/em®h]

Chk [mg/100 ml ]

Cx [mg/100 ml ]

t  [hod]

Q: [ng]

Qi [ug/em’]

q [mg/em’]
Vo [ml]
Vop [ml]
MP

DP

7-metoxytakrin
transkarbam 12
isopropylmyristat

flux permeantu
pramérny flux permeantu

nekorigovana koncentrace permeantu v

akceptorové fazi

korigovand  koncentrace  permeantu v

akceptorové fazi

cas

mnozstvi  permeantu  pro§lého  kozni

membranou

mnozstvi permeantu pro§lého pres lem’

kozni membrany

smérodatna odchylka

koeficient korelace

pocet naméienych bodu

absolutni ¢len

celkové mnozstvi akceptorového média
mnozstvi dopliilovaného média

1 — methyl — 2 - pyrrolidon

1 — dodecyl — 2 - pyrrolidon

78



10. LITERATURA

! Barry, B.:Novel mechanism and device to enable successful transdermal drug delivery.
Eur. J. Pharm. Sci., 14, 2001, s. 101-114

> www.zdrava-rodina.cz, Farmakoterapie, Farmacie, Medicina 8(5), 23.9.1998, s. 10

? Flynn, G. L.: Cutaneous and Transdermal Delivery: Processes and Systems of Delivery. In:
Banker, G. S., Rhodes, C. T.(eds.): Modern Pharmaceutics (3rd Ed.), M. Dekker, New York
1998. s. 281- 291

* Dittgen, M.: Transdermalne terapeutické systémy. In: Zabka, M., Miiller, R. H., Hildebrand,
G. E.(eds.): Moderné lieky vo farmaceutickej technologii, Slovak Academic Press, Bratislava
1999. s. 147 - 148

*Hagen, T. A.: Physicochemical study of hydrocortisone and hydrocortisone n-alkyl-21-
esters. J. Pharm Sci. 67, 1988, s. 1769-1776

% Smith, W. M.: An inquiry into the mechanism of percutaneous absorption of hydrocortisone
and its n-alkyl esters. Thesis, University of Michigan. 1982. (cit. dle lit.1)

7Schlagel, C. A.: Adv. Biol. Skin 12, 1972, s. 339, (cit. dle lit.1)

* Williams, A.C., Barry, B.W.:Penetration enhancers. Adv. Drug Deliv. Rev., 56, 2004, s.
603-618

? Barry, B.W.: Dermatological formulations. Percutaneous absorption. M. Dekker, New York,
1983.s. 160-172

""Hrabalek, A., Dolezal, P., et al.:Akceleranty transdermalni penetrace, Chemické listy
VSCHT 1999, ¢.02, s. 108 - 117

"' Barry, B. W., Williams, A. C.: Permeation enhancement throuhg skin. In: Swarbrick, J.,
Boylan, J. C. (Eds.). Encyclopedia of pharmaceutical technology. M. Dekker, New York,
1995. 5. 449 - 493

2 Barry, B. W.: Action of skin pemetration enhancers - the lipid protein partitioning theory.
Int. J. Cosmet Sci., 10, 1988, s. 281-293

" Hadgraft, J., Williams, D. G., Allan, G.: Azone. Mechanism of action and clinical effect. In:
Walters, K. A., Hadgraft, J (Eds).: Pharmaceutical skin penetration enhancement. M. Dekker,
New York, 1993.s. 175 - 197

“ http://tianyufinechem.com

" Dekker, M., Walter, K.A., Hadgraft, J.: Pharmaceutical skin penetration enhancement, vol.
59, 1993, s. 175-213

79



'® Yu-Jie, Z., Chang-Hua, M., Wan-Liang, L., et al.: Permeation-enhancing effects of chitosan
formulations on recombinant hirudin-2 by nasal delivery in vitro and in vivo, Act. Pharm.
Sin., November 2005, vol. 26, issue 11, s. 1402-1408

" Joseph, A.N., Barry, L.R., Barrie, C.F.: Enhancing the buccal mucosal uptake and retention
of triamcinolone acetonide, J. Control. Rel.: Offic. J. Control. Rel. Soc., July 2005, vol. 105,
issue 3, s. 204-248

'® Brahma, N.S., Romi, B.S., Jagdish, S.: Effects of ionization and penetration enhancers on
the transdermal delivery of 5-fluorouracil through excised human stratum corneum, Int. J.
Pharm., July 2005, vol. 298, issue 1, s. 98-107

“Yan, W., Liling, Z., Jiajun, L.: Effect of penetration enhancers on the transdermal
penetration of sinomenine liposome patch, J. Chin. Med. Mater., July 2005, vol. 28, issue 7, s.
567-570

2 Yu-Jie, Z., Jun-Ling, H., Chang-Hua, M., et al.: Studies on the nasal epithelium toxicity of
adjuvants and recombination hirudin (rHV2) nasal spray, China. J. Chin. Mater. Med., June
2005, vol. 30, issue 11, s. 821-824

' Vavrova, K., Hrabalek, A., Dolezal, P., et al.:Biodegradable derivatives of tranexamic acid
as transdermal permeation enhancers, J. Control. Rel.: Offic. J. Control. Rel. Soc., May 2005,
vol. 104, issue 1, s. 41-49

2 Ying-zi, W., Tian-chi, R., Yong-qing, X.: Effects of different penetration enhancers on
percutaneous absorption of lappaconitine gel in vitro, China. J. Chin. Mater. Med., May 2005,
vol. 30, issue 9, s. 665-668

» Escobar-Chavez, J.J., Quintanar-Guerrero, D., Ganem-Quintanar, A.: In vivo skin
permeation of sodium naproxen formulated in pluronic F-127 gels: effect of Azone and
Transcutol, Drug Dev. Industr. Pharm., May 2005, vol. 31, issue 4-5, s. 447-454

* Joseph, A.N., Barry, L.R., Barrie, C.F.: Enhanced buccal mucosal retention and reduced
buccal permeability of estradiol in the presence of padimate O and Azone: mechanistic study,
J. Pharm. Sc., April 2005, vol. 94, issue 4, s. 873-882

» Xueqin, Z., Jing, X., Kangde, Y., et al.: Interaction of 1-dodecyl-azycycloheptan-2-one with
mouse stratum corneum, J. Biomater. Sc. Polym. Ed., 2005, vol. 16, issue 5, s. 563-574

* Neckarova, K.: Diplomova prace, Transdermalni in vitro permeace metoxytakrinu II., UK -
FaF, Hradec Kralové, 2005

80



