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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra anorganické a organické chemie
Studentka: Tereza Dvorakova

Nazev diplomové prace: STANOVEN{ PERMEACE VYBRANYCH LATEK PRES KUZI IN
VITRO S VYUZITIM STATICKYCH CEL FRANZOVA TYPU

Prace se zaméruje na testovani transdermalni permeace vybranych
latek - takrinu a 7-methoxytakrinu (7-MEQOTA). Takrin je inhibitor acetylcholinesterazy
schvaleny pro terapii Alzheimerovy choroby. Pro svou hepatotoxicitu a vedlejsi
nezadouci Ucinky se dnes jiz nepouziva. Transdermalni podani by mohlo byt vhodnou
alternativou k omezeni téchto nezadoucich ucinkl. 7-MEOTA je derivat takrinu, ktery

v dosavadnich in vitro testech prokazuje ve srovnani s takrinem nizsi toxicitu.

Cilem prace bylo objasnit, zda a v jaké mire maji takrin a 7-MEOTA schopnost

transdermalni permeace.

Experimenty byly provedeny in vitro s vyuzitim statickych cel Franzova typu.
Jako receptorova tekutina byl pro latku takrin pouzit fyziologicky roztok pufrovany
fosforeCnanem a pro 7-MEOTA se jednalo o fyziologicky roztok pufrovany
fosfore¢nanem pro jednu ¢ast pokust a pro druhou ¢ast o vodu. Latky byly aplikovany
infinite dose ve vodném roztoku na povrch praseci kize, kterd byla dermatovana na
tloustku 500 pm a 1000 pm. Cast pokustl byla provedena v zakrytém usporadani
pomoci parafinového filmu a ¢ast v usporadani nezakrytém. Byly vytvoreny
permeacni profily obou latek a stanovena jejich distribuce do jednotlivych vrstev

kGze. Vysledky byly porovnany s dfive sledovanou standardni latkou kofeinem.

Ukdazala se pomérné nizka schopnost samovolné permeace do receptorové
tekutiny pro takrin i 7-MEOTA. Nejvyssi koncentrace latek byla stanovena ve vrstvé

stratum corneum.



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Inorganic & Organic Chemistry
Student: Tereza Dvorakova

Title of diploma thesis: EVALUATION OF THE IN VITRO SKIN PERMEATION OF
SELECTED COMPOUNDS USING STATIC FRANZ DIFFUSION CELLS

The work focuses testing the transdermal permeation of selected substances
- tacrine and 7-methoxytacrine (7-Meota). Tacrine is an acetylcholinesterase inhibitor
approved for the treatment of Alzheimer's disease. For its hepatotoxicity and side-
effects is no longer used today. Transdermal administration could be a good
alternative to reduce those side effects. 7-Meota is tacrine derivative, which in

previous in vitro testing demonstrated lower toxicity in comparison with tacrine.

The aim of this thesis was to clarify if and to what extent has tacrine and

7-Meota ability for transdermal permeation.

Experiments were performed in vitro by using Franz diffusions cells. As
receptor fluid was used for tacrine a phosphate buffer solution and for 7-Meota was
a phosphate buffer solution for one part of the trial and for a second part was water.
Substances were applied in an infinite dose in aqueous solution onto the surface of
pig skin, which was cut to a thickness of 500 um and 1000 um. For the comparison
was part of the experiments conducted in a closed configuration with paraffin film on
the part of the donor and part uncovered. Permeation profiles have been created for
both substances and provided for distribution to distinguishing individual skin layers.

The results were compared with previously monitored standard substance caffeine.

Tacrine and 7-Meota pointed the relatively low ability to self permeation into
the receptor fluid. The highest concentration of the substances was determined in

the part of stratum corneum.



SEZNAM ZKRATEK

7-MEOTA — 7-methoxytakrin

AD — Alzheimerova choroba

ACH — acetylcholin

ACHE - acetylcholinesteraza

ACHEI — inhibitor acetylcholinesterazy

AK - aminokyselina

ALT - alaninaminotransferaza

BZ — 3-chinuklidylbenzilat

CNS — centralni nervova soustava

CYP — cytochrom Pasp

GIT — gastrointestinalni trakt

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
HPMC — hypermethylceluléza

i.v. - intravendzni

MK — mastna kyselina

NMDA - N-methyl D-aspartat

PBS — fyziologicky roztok pufrovany fosfore¢nanem
p.o. - peroralni

SC — stratum corneum

TD — transdermalni



1. UVOD A CiL PRACE

Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativni onemocnéni centralni
nervoveé soustavy (CNS). Lécba priciny nemoci neni zndma, proto je mozné pouze
mirnéni symptoma. Inhibitory acetylcholinesterazy (ACHEI) jsou nejdllezité;si
skupinou latek v symptomatické terapii. Schvalenymi latkami v terapii AD jsou

donepezil, rivastigmin, galantamin a memantin.

Takrin byl prvni latkou schvalenou pro terapii AD, ale pro svou hepatotoxicitu
a dalsi vedlejsi nezadouci ucinky se dnes jiz nepouziva. 7-MEQTA je synteticky derivat

takrinu pripraveny jako potencidlni IéCivo pro terapii AD s nizsi toxicitou.

Transdermalni podani by mohlo byt jednou z alternativ poddni takrinu a

omezeni tak nezadoucich ucinkd, které vykazoval po peroralnim podani (p.o.).

Cilem prace je na in vitro experimentdlnim modelu — statickych difuznich tzv.
Franzovych celach s pouzitim praseci kizZe - objasnit, zda a v jaké mife maji takrin a
7-MEOTA schopnost transdermalni permeace. Experimentdlni ¢ast se zaméruje na
sledovani permeacnich profilll zajmovych latek za riznych podminek a stanoveni, jaka
frakce latek aplikovanych na povrch kize zlstava v jednotlivych vrstvach kiize,
konkrétné ve stratum corneum (SC), epidermis a dermis, jako nevstrebatelné

mnozstvi.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Stavba kuze

vVvvzs

lidského téla. Plocha kGiZze dospélého ¢lovéka je 1,5 - 2 m? a hmotnost okolo 1/6 - 1/7
vahy téla, v priméru 18 - 20 kg, z cehoz nejvétsi podil pripada na podkozi. V pribéhu
vyvoje vznika ¢ast z ektodermu, konkrétné epidermis a ¢ast z mezodermu, zde se

jednd o dermis, podkoZni tuk, cévy a nervy. 12

2.1.1 Anatomie:
KGze se sklada ze tfi ¢asti (Obr. 1.):

e pokozka (lat. epidermis)
e Skdra (lat. dermis)

e podkofZi (lat. tela subcutanea) 3

Epidermis je nejtenci ¢ast kGize (0,3 — 1,5 mm) tvorend keratinocyty — ploché
bunky vyplnéné keratinem, které prochazeji smérem od bazalni vrstvy po stratum
corneum vyvojem v korneocyty, dale se zde nachazeji melanocyty, Langerhansovy a
Merkelovy buriky. 3 Z histologického hlediska rozliSujeme od spodiny k povrchu 5

vrstev — stratum basale, spinosum, granulosum, lucidum a stratum corneum.

e Stratum basale je nejspodnéjsi vrstva epidermis, kterd se pomoci svych

cylindrickych keratinocyt(, palisddové fazenych, pfipojuje na bazalni
membranu. Ta oddéluje epidermis od dermis. Mezi jednotlivymi keratinocyty
mGZeme najit i svétlej$i melanocyty, které tvofi asi 2 % vrstvy. !

e Stratum spinosum je vrstva tvorena polyedrickymi keratinocyty vétsiho

objemu nez buriky bazalni vrstvy. Jednotlivé buriky jsou mezi sebou spojeny

desmozomy. # Stratum basale a spinosum je také nazyvdno Stratum

10



germinativum diky délici se schopnosti bunék. V horni ¢asti vrstvy dochazi
k pfeméné keratinocytl na vysledny koZzni produkt - keratin. 3

e Stratum granulosum je vrstva tvorena typicky oplostélymi burikami s obsahem

granul keratohyalinu, prekurzoru keratinu. 3 Buriky z této vrstvy mohou

migrovat k povrchu, kde se diferencuji a ndsledné dochdzi k jejich apoptdze.

e Stratum lucidum je prechodna vrstva mezi stratum corneum a zbytkem celé
epidermis. 3

e Stratum corneum ma nejvétsi vyznam pro prinik latek z okolniho prostredi do

organismu. ! Tvofi ji korneocyty, buriky bezjaderné, ploché a zrohovatélé,

sestavené do 15 - 25 vrstev. *

Dermis je stredni vrstva klze o tloustce 0,6 — 3 mm. Vyskytuji se zde 3 druhy
bunék — fibroblasty, histiocyty a mastocyty. Jedna se o strukturu vlaknitou, tvorfenou
kolagennimi, elastickymi a retikularnimi viakny, ktera je bohaté zasobena kapilarami.
Z epidermis do dermis a naopak zasahuji koZzni adnexa — vlasy, nehty, potni a mazové

Zlazy. 1

e Fibroblasty jsou dulezité pro syntézu vaziva.

e Histiocyty vznikaji z monocyt(, které se sem dostavaji krvi. Jejich
aktivni formou jsou makrofagy, které hraji dalezitou roli v imunitnim
systému.

e Mastocyty jsou velké bunky obsahujici celou fadu mediator( jako
serotonin, heparin nebo histamin, které se uvoliuji pfi zanétlivé nebo

imunologické reakci. 3

Tela subcutanea je nejspodnéjsi vrstva klze. Je tvorena tukovymi burikami
(lipocyty), cévami a fibréznimi tramci. * Tukova vrstva se svoji $itkou na jednotlivych
Castech téla lisi. Nejtenci je na vickach a naopak nejsilnéjsi se nachazi na bfise i
hyzdich. 3 Jeji vyznam z hlediska transdermalni permeace je oproti ostatnim vrstvdm

minimalni. !

11
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Obr. 1. Stavba kaze. >
2.1.2 Fyziologie:

KGzZe oddéluje vnitfni a vnéjsi prostiedi. Jednou z jejich nejvyznamnéjsi funkci
je tedy bariérova, dale sekrecni, metabolicka, regulacni, senzoricka, imunologicka,

depotni a psychosocialni.

e Bariérovd funkce kiZe se mlze délit na fyzikalni, chemickou a

biologickou. Fyzikalni = mechanickou ochranu zajistuje predevsim

12



rohova vrstva. SC je tvoreno ze 75-80 % proteiny, 5-15 % zastupuji
lipidy a zbytek pFipada na organické slouéeniny. *

Sekrecni funkce kiiZe spociva v produkci keratinu, melaninu, potu a

mazu.

Metabolickd funkce pfi srovnani predstavuje kozni metabolismus asi

1/3 aktivity jater. Pro udrZovani a regeneraci struktur zde dochazi
k metabolismu cukrd, tukd a bilkovin.

Requlacni funkce je ovlivnéna stavem kuze, predevsim jeji rohové

vrstvy a jejiho pripadného poruseni. Kdze se podili zejména na
termoregulaci.

Senzorickd funkce je zprostredkovana pomoci télisek, které reaguji na

teplo, chlad, dotek ¢i bolest.

Na Imunologické funkci se podileji zejména keratinocyty,

Langerhansovy buriky, makrofagy a mastocyty.

Depotni funkce spociva predevsim ve vlastnosti tvoreni velkého

rezervoaru vody.

Psychosocidlni funkce je dllezita pro postaveni jedince ve spole¢nosti.

Vzhled mGZeme ovlivnit spoleensky i profesni ispéch/neudspéch. 3

13



2.2 Transdermalni absorpce

Transdermalni absorpce je jako zplisob aplikace IéCiv studovana z divodu

alternativniho podani k peroralnimu a injekénimu.
Léciva pres kOzi pronikaji do cévniho feclisté organismu péti zplsoby:

e transcelularni cestou — pres korneocyty a keratinocyty
e intercelularni cestou

e vlasovymi folikuly

e mazovymi zlazami

e vyvody potnich 74z 2

Prinik latek se déje pomoci pasivni difuze a nejvice intercelularni, v mensi
mife transceluldrni cestou. Je to nékolikastupnovy proces, ktery lze délit na penetraci
— vstup latky pouze do rohové vrstvy a permeaci — prestup do spodnéjsich vrstev a do
cévniho fecisté. ® Interceluldrni cestou vstupu se nejéastéji mysli vlasové folikuly a
potni zlazy. Transcelularni vstup mGzeme rozdélit na intercelularni = mezibunécénymi

prostory epidermis, nebo intraceluldrni = bufikami epidermis. ’
Transdermalni podani Ié¢iv ma mnoho vyhod:

e obchazi first-pass efekt v jatrech

e vysSi biologickou dostupnost

e nepodporuje non-compliance pacienta
e plazmatické hladiny IéCiv jsou stabilnéjsi

e aplikace je pomérné snadna?®

S transdermalni aplikaci se poji i nékolik nevyhod, z nichZ nejvétsi je prinik
pouze omezeného mnozstvi léCiva, moziné lokalni drazdéni a také interindividualni

rozdily mezi pacienty.

14



Ne vSechna léc¢iva budou touto cestou prostupovat, museji splfiovat nékolik
kritérii.
e M<400g/mol
e |ogP musi byt mezi-1-4
e teplota tani <200 °C

e neionizovana molekula

Interceluldrni prostor SC je tvofen smési lipid(i a vody. Lipidové lamely jsou
tvoreny z 50 % ceramidy, 25 % cholesterolem, 10 % volnymi MK a zbytek tvori estery
cholesterolu, glukosylceramidy a cholesterol sulfat. Nejdulezitéjsi ¢asti, kterd ma vliv
na penetraci, jsou ceramidy tvorené sfingosinem, fytosfingosinem nebo

6-hydroxysfingosinem pfipojené amidickou vazbou k MK a délce okolo 20-24 uhlikg. 8

K testovani prenosu chemickych latek Ize pouzit metody in vivo a in vitro a to
jak na kizi lidské a zviteci, tak na uméle vytvorené. Alternativou mohou byt

membrany jiné nez kiiZze nebo testovani absorpce in silico. ?

15



2.2.1 Akceleranty transdermalni permeace

Urychleni absorpce je mozné nékolika zplsoby. Nejvétsi progresi dnes zazZivaji
tzv. urychlovace (akceleranty) transdermalni permeace, usnadnujici prestup latek
pres klzi tim, Ze doCasné snizuji bariérovou funkci klize a umoznuji tak Iécivu
snadnéjsi vstup do systémové cirkulace. ®

Na akceleranty jsou kladené vysoké naroky:

e nesméji byt toxické, drazdivé a alergizujici

e jsou bez vlastniho farmakologického ucinku

e musi vykazovat rychly nastup ucinku a predvidatelnou dobu plsobeni
e musi usnadnovat prestup léciva pouze v jednom sméru

e nesmi ovliviiovat ostatni slozky pripravku — |éCivé a pomocné latky

e po odstranéni akcelerantu by mélo dojit k rychlé obnové bariérové

funkce kaze ®°

Je zndmo nékolik cest, jimiz mohou akceleranty plsobit. U fady z nich viak
jesté nebyl mechanismus zcela objasnén. Patrné je zalozen na interakci akcelerantu

s jednotlivymi strukturami kdiZze v SC nebo optimalizaci rozdélovaciho koeficientu. & 1©

Z chemického hlediska jsou velmi nesourodou skupinou. Zatim Zadna skupina
akcelerantu se nejevi jako idealni a pro jejich pouziti se vychazi z poméru

terapeutického pfinosu a rizika vyskytu nezadoucich uéinkd. ©

Akceleranty mohou byt testovany in vitro ve Franzovych celach s pouzitim
lidské nebo prasedi kliZze a jejich ucinnost je vyjadfovdna pomoci tzv. akceleracniho

profilu (AP), coz je pomér mnozstvi proslé latky s akcelerantem a mnozstvi proslé

latky bez akcelerantu. !

16



2.3 Testovani transdermalni permeace in vitro

Pfi testovani transdermalni absorpce in vitro se nejcastéji pouzivaji difuzni

cely. Lze vyuZzit permeaci jak ve sméru vertikalnim, tak horizontalnim. V praxi nasel

vyuziti pfedevsim smér vertikalni. 2
Cely délime na dva zakladni typy:

e staticka vertikalni tzv. Franzova cela

e pruatokova vertikdlni cela

2.3.1 Franzova difuzni cela

roztok |é€iva

na povrchu kize \

=t ¥

N

cirkulace s

temperované ) &

vody T
- —

Obr. 2. Schéma Franzovy cely
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Franzova difuzni cela je vyrdbéna z inertniho materialu, nej¢astéji skla. Sklada
se ze dvou casti — horni (donorovd) a dolni (receptorova). Mezi tyto dvé casti se
napind vzorek kize, spodni vrstvou na receptorovou ¢ast, opatrné aby nedoslo
ke vzniku vzduchovych bublin na hladiné receptorové tekutiny. Plocha pokozky je
nejéasté&ji okolo 0,3 — 5 cm?. Aplikovana latka je na celu fixovana vickem o stejném

praméru, jako ma povrch cely, a specialni svorkou, ktera brani Gniku Iatky do okoli. 2

Na pokozku je naneseno definované mnozstvi testované latky tak, aby doslo
k jejimu rovhomérnému rozprostreni po celé Sifi. Budto jako tzv. finite dose
(,koneéna davka“) nebo infinite dose (,,nekoneéna davka*“). 2 Povrch kdize muizZe zGstat
odkryty, tak bude dochazet k pozvolnému odparovani latky a jedna se o tzv.
unoccluded, nebo dojde k zakryti napf. parafinovym filmem a zde se jedna o tzv.

occluded experiment.

Do spodni ¢asti je napipetovana receptorova tekutina, ktera nesmi nijak
ovliviiovat vlastnosti kiiZze a znehodnocovat tak cely experiment. Po celou dobu je
michdana. Pri testovani hydrofilnich latek se nejcastéji jedna o fyziologicky roztok s pH
okolo 7,4, u lipofilnich se pridava jesté sérovy albumin nebo néktera organicka

rozpoustédla. 2

V pribéhu experimentu je udrzovana stdla teplota pokud mozno odpovidajici

teploté povrchu téla.

Odbér vzorku je provadén pomoci plnici/odbérové ¢asti cely. Na odbéru
velice zaleZi, je nutné, aby nedoslo k odebrani pouze vrchni kapaliny s nedostatecné

rozmichanou sledovanou latkou.
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2.4 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je neurodegenerativni porucha CNS souvisejici
s progresivni ztratou kognitivnich funkci, zejména paméti. V prvnich stadiich se jedna
o ztratu paméti kratkodobé. V mozku se nachazeji dvé patologické |éze —
intracelularni neurofibrilarni klubka a extracelularni amyloidni usazeniny v senilnich
placich. 2 Typickym znakem AD jako neurodegenerativhiho onemocnéni je Ubytek
mozkové hmoty. V dlsledku ukladani beta-amyloidu okolo nervovych vldken dochazi
k poskozovani nervovych bunék a spojd a naslednému uUbytku acetylcholinu, hlavniho
neurotransmiteru na synapsich nervovych bunék. Rozsahlé ztraty neuront a
synaptické zmény v mozkové klife a hippokampu jsou zdsadni pro kognitivni a
pamétové funkce. Depozita amyloidu mohou zpUsobit smrt nervovych bunék
pomoci nékolika moznych mechanismu jako je oxidativni stres, vyéerpani energie,
zanét a apoptdza. V misté plakl soucasné dochazi k hromadéni excitacnich
aminokyselin. Etiologie nemoci stale neni Uplné zndma. Od prvnich pfiznakd do amrti

uplyne pfiblizné 7-10 let. 13

Nemoc byla poprvé popsana roku 1907 némeckym Iékarem Aloisem
Alzheimerem jako vzacna, ale v dnesni dobé se odhaduje vyskyt choroby u 7 mil.
obyvatel pouze Evropy. Ze soucasnych poznatkd je ziejmé, Ze pocet nemocnych se

kazdym rokem zvysuje. 14

Velkou roli v patogenezi nemoci hraje vék. U lidi starsich 85 let se odhaduje
prevalence demence az %, na ¢emz se AD podili z 60%. S vysSim vékem stoupa
pravdépodobnost a riziko vyskytu nemoci, ale nelze AD nazyvat nemoci stafi, protoze

vyskyt u mladsich vékovych kategorii ma také vzestupny trend. **

Na zakladé véku rozliSujeme 2 formy choroby — tzv. ,early-onset” a
»late-onset”. Early-onset forma postihuje lidi, ktefi jeSté nedosahli 65 let véku,
pficemz nejvice nemocnych je ve vékové kategorii 40-ti a 50-ti let. Diagndza tohoto
typu AD je ponékud slozitéjsi nez diagndza late-onset, protoze se obvykle
nepredpokladd, Ze postizeny trpi pravé AD. Early-onset neni o nic méné zdkerna a

probiha stejné jako demence ve véku pozdéjsim. 1°
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Soucasnd medicina prozatim nedospéla ke kauzalni Ié¢bé nemoci jako takové,
ale pouze mirnéni jejich priznak( a oddalovani jednotlivych stadii a to jak pristupy

farmakologickymi tak nefarmakologickymi.

2.4.1 Symptomy

Zprvu jsou symptomy ponékud tézko postfehnutelné a s tim také ¢asto
souvisi pozdni diagnéza choroby. Nemoc se projevuje obtiZznym zapamatovanim nové
naucenych informaci, protoze AD typicky zacina v ¢asti mozku, kterd ma vliv na uceni.
Dlouhodoba pamét funguje o dost Iépe neZ kratkodoba. Jak nemoc postupuje, tak se
objevuji stale zavaznéjsi pfiznaky, jako je dezorientace v prostoru a ¢asu, zmény
nalady a chovani, pocity zmatku, podezfivani lidi v okoli. Pokrocilejsi stadium nemoci
vyusti v obtizné mluveni, polykani a poruchy chiize. ¥’ S poruchou kognitivni funkce

také mizZe souviset problém s ¢ichem. 2

2.4.2 Diagnoza
Velky vyznam ma predevsim v€asna diagndza choroby a zahajeni jeji |éCby.

Nejcastéji pouZivany je tzv. MMSE (Mini Mental State Examination) — kratky
orientacni test kognitivnich funkci. Na zdkladé poctu ziskanych bod( jsou pacienti

zaFazovani do skupin bez demence, s lehkou, stfedné téZkou aZ téZkou demenci. °

Dale je to magnetickd rezonance mozku a novéji s vyuzitim tzv. CAD
(computer aided diagnosis) — diagndza s podporou pocitacové techniky. Jedna se
o zobrazovaci techniku, kterd I[ékafim pomahd odhalit véasna stadia AD. Postupné

dochdzi k progresi této metody a jejimu vét$imu uplatnéni. 2°

Dalsi z diagnostickych metod je také vySetfeni mozkomisniho moku — detekce

beta-amyloidu a tau proteinu. 2!
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2.5 Soucasna lécba AD s ohledem na moznosti

transdermalniho podani

Dle Mediciny zaloZzené na dikazech (angl. Evidence based medicine — EBM)
se pouZivaji v terapii choroby ACHEI — donepezil, rivastigmin, galantamin. U stfedné
tézkych a tezkych forem nasel své vyuziti inhibitor NMDA (N-methyl D-aspartat)

receptorti — memantin. 2

2.5.1 Memantin

NH,

3,5-dimethyladamantan-1-amin

Memantin je parcidlni inhibitor NMDA receptor(. Latka je schvalena pro
|écbu stredné tézké az tézké AD. V oblasti plakd dochazi k nadmérnému uvolnovani
excitacnich AK glutamatu a aspartatu, které se vazi na NMDA receptory. Pomoci této
vazby dochazi k otevirdni Ca?* kanald a influxu iontd do neuronti. Pomoci kaskadovité
aktivace rady enzym( dojde k postupnému zaniku neurond. Inhibici NMDA receptoru

|ze popsanému dé&ji zabranit. ¢

Memantin je podavan v pocatec¢ni davce 10 mg/den a mize dojit
k postupnému zvyseni 20 mg/den. Soucasné s memantinem muze byt pacient |é¢en
pomoci ACHEI. 23
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2.5.2 Inhibitory acetylcholinesterazy

Mechanismus ucinku ACHEI spociva ve zpomaleni odbouravani acetylcholinu
(ACH), které se déje pravé pomoci enzymu — esteraz. Tim se zvySuje koncentrace ACH
v synaptické stérbiné a dochazi k cholinergnimu pfenosu na synapsich v CNS. ACHEI
jsou latky, které relativné snadno prostupuji pres hematoencefalickou bariéru.

Dochazi ke zpomaleni pribéhu demence a oddaleni tézkych stadii.

Mezi nejcastéjsi nezddouci ucinky ACHEI patti nauzea, zvraceni, prijem, bolest
bficha a nechutenstvi v zavislosti na zvysené cholinergni aktivité v gastrointestindlnim
traktu. Peroralné se proto doporuduji lé¢iva podavat po jidle. Dal$imi popsanymi NU
jsou bradykardie, svalové krecCe, nespavost, zvySené poceni ¢i bronchokonstrikce

v dusledku zvy$ené cholinergni aktivity v ostatnich orgédnech. 2*

Vzhledem k vysokému vyskytu gastrointestinalnich nezadoucich ucinkd p.o.
podavanych lékovych forem by vyhodnou alternativou k peroralnimu podani IéCiv na
AD mohlo byt podani transdermalni cestou. Vyhodou by byla zejména moZnost
udrZovat trvalou terapeutickou plazmatickou koncentraci Iéciva, snadna aplikace a

snizeni systémovych nezadoucich u&inkd. 2°

MozZnostmi transdermalniho podani jednotlivych ACHEI se podrobnéji zabyvaiji

nasledujici odstavce.
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2.5.2.1 Donepezil

N :
(R,S)-2-[(1-benzyl-4-piperidyl)methyl]-5,6-dimethoxyindan-1-on

Donepezil je nejéasté&ji pouzivana latka pro Ié¢bu AD v Ceské republice,
schvalena r. 1996, s davkou v zacatku terapie 5 mg jedenkrat denné a postupnym
zvySenim na 10 mg jedenkrat denné, s biologickym poloc¢asem 70 - 80 h. Je to latka
pomérné dobre tolerovana. Metabolismus donepezilu probiha pomoci CYP 3A4 a
2D6, v disledku ¢ehoz je velka pravdépodobnost Iékovych interakci. Jeho nejvétsi
vyhodou jsou minimalni vedlejsi ucinky, dlouhy biologicky polocas, antioxidacni a

neuroprotektivni Géinky. 2!

Donepezil je schvaleny pro terapii AD ve formé p.o. tablet s davkou 5 mg nebo
10 mg a p.o. tablet s postupnym uvolfiovanim s davkou 23 mg. P¥i p.o. podani dochazi
ke zna¢nému kolisani hladin, proto by vyvinuti transdermadlni (TD) formy mohlo

nabidnout znaéné vyhody. Nyni je TD podani donepezilu stale ve fazi vyzkumu. %

Nejblize k registraci mél pripravek Aricept® transdermadlni ndaplasti. Tento
pfipravek je jiz registrovan jako perordlni forma. Byla testovana donepezilova naplast
s davkou na 21 dni podavana ve 3 x 7-dennich cyklech. Pfipravek byl zamitnut pro

vysokou lokdlni drazdivost v r. 2009, ve druhé fazi klinického vyzkumu. 2¢

Jedna z novéjsich studii zabyvajici se TD podanim donepezilu byla provedena
in vitro s pouzitim krysi k(ize a enhanceru Tween-80. Naplast byla tvorena Eudragitem
S$-100, Eudragitem E -100 a HPMC jako matrice s pouZitim glycerinu jako zmékcovadla.
Bylo dokazano, ze 89 % latky proslo pres klizi béhem 72 h. Zavérem studie bylo, ze TD
naplast mlze prodlouZit uvoliovani donepezilu po mnoho hodin, zajistit lepsi

biologickou dostupnost a obejit first-pass efekt. 2’
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2.5.2.2 Rivastigmin

/\ITI)LO N\

(S)-3-[1-(dimethylamino)ethyl]fenyl-N-ethyl-N-methylkarbamdt

Dalsi latkou z této skupiny je rivastigmin (zaveden pro |écbu r. 2000), ktery se
vzhledem ke svému kratkému polocasu rozpadu (1,5 h) poddva dvakrat denné.
Pouziva se ve formé soli - tartrat. Zacina se na 3 mg a postupné se davka zvysuje
na 6 — 12 mg/den. Je podavan p.o. nebo TD naplasti v davce 4,6 mg nebo 9,5 mg
za 24 h. TD podani se ukazuje jako velice vyhodné, protoze dochazi k minimalizaci
vedlejsich nezadoucich ucinkl, pfedevsim nevolnosti a zvraceni po p.o. podani, které
jsou u rivastigminu nejvyraznéjsi. Obrovskou vyhodou rivastigminu je také jeho
metabolismus. Je metabolizovan primo acetylcholinesterazou, tudiz dochazi
k minimalnim lékovym interakcim, coz je vitano predevsim u starsSich pacient(

s polypragmazii. 24

Rivastigmin je jedina latka aktivné v praxi podavana transdermalné. Vyhoda
TD podani rivastigminu je zna¢né patrnd predevsim u pacientt s intoleranci p.o.
forem nebo s poruchou polykaci funkce. Nicméné stale nebyla zcela objasnéna
farmakokinetika TD podani rivastigminu a to predevsim z hlediska faktor( prostredi

jako jsou febrilni stavy, odérky nebo slzy. %

TD podani rivastigminu zajistuje plynulé dodavani léciva do organismu. Jako
relativné mald hydrofilné-lipofilni molekula se chemicky nejlépe hodi pro TD podani.
Na zakladé randomizované studie bylo prokazana stejnd ucinnost TD podaného
rivastigminu v davce 9,5 mg/den (naplast o priméru 3,5 cm a plose 10 cm?) jako
nejvyssi mozna podana davka p.o. v kapsli 12 mg/den. Pfi TD podani bylo zaznamenano

az 3 x méné zprav o GIT nevolnosti. %°

24



2.5.2.3 Galantamin

HO

(4aS,6R,8aS)-3-methoxy-11-methyl-4a,5,9,10,11,12-hexahydro-6H-

benzofuro[3a,3,2-ef]benzazepin-6-ol

Galantamin s metabolickym polo¢asem 7 h se podava dvakrat denné
v davkach 16 — 24 mg. Metabolismus probihd pomoci CYP 3A4 a 2D6. Pro 1é¢bu v CR
byl zaveden r. 2001 a jeho velkou vyhodou je dobré vstfebavani po peroralnim

podani. %

Existuje pouze velmi malo studii o transdermalnim podani galantaminu.
Jednou z nejznaméjsich je studie provedend r. 2007 Small and Dubois, ktera prokazala
teoretickou moznost poddavani galantaminu transdermalné s vysokou ucinnosti a
snasenlivosti. Studie byla provedena in vitro a in vivo. Stabilita naplasti in vitro byla
vyhodnocena pfi 40°C a to po dobu 28 dnU. /In vivo galantaminové néaplasti vykazovaly
az 80 % absolutni biologickou dostupnost. Vysledky naznacuji, Ze transdermalni
aplikace galantaminu v naplasti by mohla byt dobra alternativni Iékova forma, majici

dobrou téinnost a snasenlivost pro 1é¢bu AD. 3°
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2.6 Takrin

NH,

N

1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin

Takrin byl prvni schvaleny inhibitor acetylcholinesterazy pro Iécbu AD a to
roku 1993 Food and Drug Administration (FDA). 332 V praxi byl pouZivén jako
pripravek COGNEX. Pro svou hepatotoxicitu byl z klinického uZivani v CR staZen roku
1998. 3133 Ve Spojenych statech americkych byl v§ak pfipravek COGNEX dostupny
na lékaFsky pFedpis aZ do kvétna 2012.34

Mechanismus ucinku spociva v nekompetitivni, reversibilni inhibici
acetylcholinesterdzy pomoci vazby na anionické misto enzymu 3> 33, dale ve zvy$eném
uvolfiovani a syntéze acetylcholinu, zvyseni hladiny monoaminovych metabolit(i a
zvySovani poctu nikotinovych receptoru. Reverzibilni vazbou na muskarinové
receptory inhibuje vychytavani a zvySuje uvolnovani noradrenalinu, dopaminu a
serotoninu v mozku. Blokuje sodno-draselné iontové kandly a muizZe rovnéz inhibovat

aktivitu monoaminooxidaz. 3°

Pti davce 80 - 200 mg/den je biologicka dostupnost po p.o. podani asi
17 - 24 % s dosazenou plazmatickou koncentraci po 2 h 20 - 60 ug/I. Takrin je v téle
Siroce distribuovan s nejvyssimi namérenymi koncentracemi v ledvinach, jatrech a
mozku. Jednotlivi pacienti vSak vykazovali velké interindividudlni rozdily. Pfredevsim

u Zen se projevovala aZ dvojndsobné vétsi plazmaticka koncentrace. 3’

Takrin je metabolizovan v jatrech zejména pomoci CYP, isoformou 1A2.

Eliminacéni polocas byl 2,9 - 3,6 h pro peroralni davku 40 - 150 mg/den. Pfii.v.

26



(intravendzni) podani davky 15 - 30 mg byla zjisténa plazmaticka clearence

144 - 168 I/h. 3638 |nhibi¢ni aktivita byla naméfena ICso= 0,5 pM. ¥

Hepatotoxicita se v klinickych studiich projevovala jako zvySeni ALT nad horni
tolerovany limit a to v nékolika pripadech i trojnasobné, obvykle po 6 — 8 tydnech
od zahajeni |éCby. Pri podani léciva bylo tudiz nutné soucasné monitorovat hladiny
jaternich enzym. 32 Pokud se hladina zvedla pravé o trojndsobek, doslo
k okamZitému pFeruseni 1é¢by. 4° Kromé toxického Gcinku v jatrech byly pozorovéany i
dalsi nezadouci vedlejsi efekty jako dyspepsie, nevolnost, zvraceni, prljem,
nechutenstvi &i alergicka vyrazka. 3% 4! Zvy$eni hladiny jaternich enzyma bylo

pozorovano vice u zenské populace. 3’

Pravé pro nizkou a vysoce variabilni biodostupnost, ktera je zpisobena
jaternim firstpass efektem, kratkym biologickym polo¢asem, kv(li kterému byl takrin
podavan ve ¢tyfech dil¢ich dennich davkdach v Sesti hodinovych intervalech 32,
gastrointestinalnimi vedlejsimi Ucinky a na davce zavislé hepatotoxicité, je provadén
vyzkum alternativnich cest podani a vyvoj novych derivatt takrinu. Jednou
z potencidlnich moznosti by mohlo byt pravé TD podani, kterym by doslo k omezeni

jaterniho firstpass efektu. 4
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2.7 7-methoxytakrin

1,2,3,4-tetrahydro-7-methoxyoakridin-9-amin

7-MEOTA je derivat takrinu, ktery byl syntetizovan v Ceské republice na Katedie
toxikologie (Fakulta vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové, Univerzita obrany) se
zamérem nalézt takovou obménu, pomoci niz by doslo predevsim k omezeni
toxického ucinku na jatra. Jako potencialni kandidat na |é¢bu AD se 7-MEOTA

potvrdila nizsi hepatotoxicitou v disledku rozdilné metabolické degradace. 3°

Metabolismus 7-MEOTA neprobiha jako u takrinu pomoci CYP, ale dochazi
v jatrech k demethylaci na 7-hydroxytakrin, konjugaci s kyselinou glukuronovou a
naslednému vyloueni moéi. 4* Nizsi hepatotoxicita je pfisuzovdna zejména nizsi ACHE
inhibi¢ni aktivité 7-MEOTA na periferii. 3’

7-MEQOTA in vitro i in vivo vykazuje nizsi toxicitu, lepsi antioxidaéni vlastnosti,
Na druhou stranu byly u této latky pozorovany o néco horsi farmakokinetické
parametry — horsi biologickd dostupnost po p.o. podani a pomalejsi dosazeni
méritelné koncentrace v plazmé. Maximalni plazmaticka koncentrace (Cmax) 7-MEOTA
byla namérena v ¢ase 27 min, zatimco u takrinu ve stejné studii v ¢ase 35 min, Cmax
byla 52 pg/ml (takrin 184 pg/ml). 3°

Jako potencidlni IéCivo na AD se 7-MEQTA prezentuje svymi vysledky jako
velice nadéjné. Jeji klinické testovani prozatim kompletné neprobéhlo z financnich

dtvoda. 3’

Kromé potencialniho |é¢iva na AD je 7-MEOTA zkoumana jako antidotum

proti latce BZ, co? je psychicky zneschopriujici substance vyuZivana ve vojenstvi. 44
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Princip stanoveni permeace in vitro

S vyuzitim Franzovych difuznich cel bylo testovano pronikani konkrétni latky —
takrin a 7-MEOTA pres presnym priimérem stanoveny tercik praseci kGize. Byla
zkoumana permeace smérem vertikalnim do receptorové tekutiny za pfisné
stanovenych podminek. Namérena koncentrace proslé latky byla stanovena

analytickou metodou — HPLC.

3.2 Pouzity material

Pro experiment byla pouZita kiiZze z bficha prasete domdciho (lat. Sus scrofa
domestica), protoze je svymi vlastnostmi nejvice podobna kuzi lidské. Prasata byla
dodéna z chovu Vemas, a.s., Zamberk. Po dodani se kGiZze nechaly zmrazit pfi teploté
-20 °C a to nejdéle po dobu 6 mésicu. K vlastnimu experimentu je pouZita ta ¢ast
klze, ktera je bez viditelného poskozeni, jako je tetovani, vyrazna zména v ochlupeni,

zaCervenani Ci atopické cervené tecky.

V experimentu byla pouZita kliZze z bficha. Po jejim ocisténi a opatrném
odstranéni stétin byly nachystany pasy o velikosti pfiblizné 30 x 5 cm, které byly

pouzity k narezani jednotlivych vzork.

3.3 Pouzité chemikalie

o fyziologicky roztok pufrovany fosforecnanem, pH 7,4 (Sigma-Aldrich -
Schnelldorf, SRN) — |atka nejvice podobna vnitinimu prostredi téla, pfipraven
rozpusténim 1 tablety ve 200 ml destilované vody

e takrin hydrochlorid (M = 114,79 g/mol) (Sigma-Aldrich-Schnelldorf, SRN) —

roztok pfipraven navazenim 0,250 g do 10 ml destilované vody
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e 7 — methoxytakrin laktat (M = 298,21 g/mol), syntetizovany na Katedfe
toxikologie a vojenské farmacie, Fakulta vojenského zdravotnictvi, Univerzita

obrany — roztok pfipraven stejné jako v pfipadé takrinu

e Mobilni faze pro HPLC - pomér octan amonny : acetonitril =1 : 4

*= octan amonny (M = 77,08 g/mol) (Sigma-Aldrich-Schnelldorf,
SRN) — pfipraven 0,1 M roztok a upraven na pH 5,5 pomoci
kyseliny octové (Fluka Analytical-St. Gallen, Svycarsko)

» acetonitril (M = 41,05 g/mol) pro HPLC (Fluka Analytical-

St. Gallen, Svycarsko)

3.4 Metodika

Pro testovani prostupu latek pres kizi byla pouzita metoda vypracovana a
optimalizovana pro kofein, jako standardni latku pro transdermalni permeaci
hydrofilnich Iatek, Lucii Ostrovskou v diplomové praci: STANOVENI PERMEACE
KOFEINU PRES KUZI IN VITRO S VYUZITIM STATICKYCH DIFUZNICH CEL FRANZOVA

TYPU . Ve své praci jsem vychazela z jeji standardizované metodiky.

Samotny experiment byl proveden v prabéhu 24 h a nasledovalo méreni

vysledk( s vyuzitim HPLC metody, které trvalo nékolik nasledujicich dni.

3.5 Provedeni experimentu

V prvni fadé se rdno v den experimentu nechala klize rozmrazit, aby bylo
mozné jeji nafezani. Pomoci Dermatomu Humeca D42 (Humeca BV, Enschede,
Nizozemi) bylo nafezdno osmnact tercik( k(ize o rozméru 3 x 3 cm, coz je pfiblizna
plocha Franzovy difuzni cely, pro nase difuzni cely se jednalo o plochu 1,76 cm?, za
pUsobeni stejného tlaku a dodrZovani totoZzného Uhlu. Pro experiment ¢.1 o tloustce
500 um (tzv. délena tloustka) a pro exp. ¢.2 1000 um (tzv. nedélena = plna tloustka).
Tloustka byla zvolena na zakladé doporuceni danymi smérnicemi Védeckého vyboru

pro spotfebitelské produkty pfi Evropské komisi. 4
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Bylo spusténo temperovani Franzovych cel na 37 °C — simulace teploty
lidského téla. Testovani probihalo na 18 celach, pricemz na 6 z nich byl testovan
takrin a na 12 dalSich 7-MEOTA.

Do kazdé cely bylo napipetovano 14 ml receptorové tekutiny:

a. pro 6 cel ke stanoveni permeace takrinu — PBS
b. pro 6 pro testovani 7-MEOTY — PBS

c. poslednich 6 cel pro 7-MEOTU — destilovana a deionizovana voda
Poté byla vloZzena magneticka michadla.

Narezané kliZze se napnuly na vrchni ¢ast Franzovy cely tak, aby nedoslo
k vytvoreni bublinek vzduchu pod klzi v receptorové tekutiné a jednotlivé terciky byly

upevnény pomoci vicka a svorky. Cely se zpocatku nechaly temperovat 30 minut.

Prvni doslo k odebrani vzorku o objemu 500 pl ze vSech 18 cel a jeho
oznaceni jako vzorek 0. Poté byly cely doplnény 500 pl PBS nebo vody, které byly
po celou dobu temperovany v termostatu na teplotu 37 °C. Roztok takrinu
resp.7-MEOTA o objemu 500 pl byl aplikovan na povrch a v zavislosti na provadéném
pokusu byly donorové cely zakryty parafinovym filmem nebo ponechany odkryté.
Dalsi vzorky byly odebirany v hodinovych intervalech po dobu 24 h. Po této dobé byly

kGize sejmuty. Kazda byla oplachnuta 2 x 1 ml destilované vody a 8 x Iml methanolu.

Do 18 x 2 velkych 10 ml zkumavek byly napipetovany 4 ml methanolu a
pomoci lepici pasky URGO Film™ (¢ = 25 mm; Urgo, Francie) se z kazdé kuZe celkem
8 x ziskaly jednotlivé stripy. Po zatiZzeni prelepeného terciku kiize olovénym zavazim
na 5 s doslo ke sloupnuti pasky a ponoreni do methanolu ve zkumavce. Do kazdé byly
umistény 4 stripy — vzorky S1-4 a S5-8. Touto metodou ,,tape-stripping” byly ziskany

vzorky k analyze mnoistvi, které z(istalo zadrzené ve vrstvé stratum corneum.

Dalsi vrstvy kGize — epidermis a dermis od sebe byly oddéleny tepelné,
po kratkém (nékolik s) ponoteni do deionizované vody, zahtaté v kadince na 80 °C.
Jejich oddéleni bylo provedeno pomoci pinzety a skalpelu. Obé vrstvy byly nastfihany
na malé kousky z dlivodu zvétseni extrakéni plochy a prevedeny do zkumavky se 2 ml

methanolu — vznikly vzorky E a D.
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Zkumavky se vzorky S, D a E se nechaly 24 h tfepat pti laboratorni teploté.
Po 24 h trepani byly vloZzeny na 15 min do ultrazvukové lazné, hluboce zmrazeny pfi

teploté -80 °C a uchovany tak pro nasledné méreni metodou HPLC.

3.6 Pouziti HPLC metodiky — analytické stanoveni

Pomoci této metody doslo ke zjisténi prislusné koncentrace sledované latky
ve vzorku receptorové tekutiny v pribéhu 24 h a v methanolovych extraktech
v jednotlivych vrstvach klze. Tésné pfed mérenim se nechaly vzorky rozmrazit a

pripadné prefiltrovaly.

Pouzita byla kolona Phenomenex Luna PFP 150 x 4,6 mm (Torrance,
Kalifornie), velikost ¢astic 5um s predkolonou PFP 4 x 3,0 mm. Pritok mobilni faze
(smés acetonitrilu a octanu amonného) byl nastaven na 0,9 ml/min. Pro hodnoceni
byla pouzita fluorescencni detekce ve vinovych délkach Aex=240 nm a Aem=360 nm.
Méreni probéhlo pod tlakem 50 bar a pfi teploté 35 °C. Pro analyzu vzork
receptorové tekutiny odebranych v ¢asech 0 - 9 h byl objem nastfiku 20 ul, pro vzorky
receptorové tekutiny odebrané v ¢asech 20 - 24 h a extrakty z jednotlivych vrstev

kGze 5 pl.

Nasledovalo vyhodnoceni pomoci programu Microsoft Excel.

3.7 Prehled experimentu

Byly provedeny celkem 4 dil¢i experimenty. Pro prvni testovanou latku —
takrin bylo provedeno testovani celkem 4 x vidy na Sesti celach. DalSi 4 pokusy byly
provedeny pro 7-MEOTA na 12 celach, kde na prvnich Sesti byla stanovovana
permeace s receptorovou tekutinou PBS a na dalsi Sesti s receptorovou tekutinou

vodou.

1. occluded split thickness = zakryté usporadani s tloustkou kize 500 pm

2. occluded full thickness = zakryté usporadani s tloustkou kiize 1000 um

3. unoccluded split thickness = nezakryté usporadani s tloustkou kize 500 pm
4

. unoccluded full thickness = nezakryté usporadani s tloustkou kize 1000 pm
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U kazdého experimentu byl nanasen roztok sledované latky o stejném
objemu - 500 ul na povrch terciku kGze. Z kazdého dilc¢iho experimentu byly ziskdny
jednotlivé frakce pro kazdou celu. Testovana latka byla nanesena na 6 cel Franzova

typu. Z kazdé cely byly ziskany tyto frakce:

e Vzorek 0: 1 zkumavka/cela
e Vzorek 1-8: odebrani receptorové tekutiny v 1. - 8. hodiné — 8 zkumavek/cela
e Vzorek 20-24: odebrani receptorové tekutiny ve 20. - 24., hodiné — 5
zkumavek/cela
o Vzorek S 1-4 a S 5-8: z kazdého terciku provedeny 2 x 4 stripy a pfeneseny
do zkumavky s methanolem — 2 zkumavky/cela
e Vzorek E: ziskand epidermis — 1 zkumavka/cela

e Vzorek D: ziskana dermis — 1 zkumavka/cela

3.8 Hodnoceni

Pomoci HPLC byla metodou kalibracni krivky stanovena koncentrace latek
v jednotlivych vzorcich a vztazenim k celkovému objemu receptorové kapaliny (14 ml)
vypocitdno mnozstvi latky (v pg), které prostoupilo pfes kizi (plocha 1,76cm?) do

receptorového kompartmentu.

Hodnoceni vysledkd probéhlo v programu Microsoft Excel. Data byla
porovnavana statisticky pomoci Studentova t-testu. Za statisticky vyznamny byl

povazovan rozdil na hladiné vyznamnosti p < 0,05.

Metoda kalibracni krivky:

Kalibraéni kfivka pro nastrik 20 pl
y =544,08x + 12,051
R2 = 0,9998
3000
2 2500 /
2 2000 —
£ 1500 g
2 1000 e
500
0 ‘ ‘
0 2 4 6
koncentrace ( pg/ml)

Obr. 2. Ukazka hodnoceni metodou kalibraéni krivky pro takrin
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Kromé hodnoceni permeace do receptorové tekutiny byly stanoveny i
koncentrace zkoumanych latek v jednotlivych vrstvach kidze — epidermis, dermis a
stratum corneum. Z jednotlivych méreni byl stanoven pramér, vzdy ze Sesti diléich

cel, proslé mnozstvi vyjadreno v pg a poté souhrn procentualné.

Na kazi byla aplikovana davka infinity dose — zdanlivé nevycéerpatelné
mnozZstvi, coZ obvykle znamenad vice nez 100 pg/cm?. V nasem pFipadé se jednalo o 25
mg/ml vztaZzeno na plochu 1,76 cm? a jednalo se o roztok nasyceny. Aplikovéno bylo
500 ul roztoku o koncentraci 0,025 g/ml. MnoZstvi je tedy chapano jako
nevycCerpatelné a dochdzi ke kontinualnimu prostupu latky pres kdzi. Pro srovnani,
jaké mnozstvi aplikovaného roztoku se zkoumanou latkou se mlze samovolné
odparovat, byly provedeny pokusy s celami zakrytymi parafilmem. Cilem bylo zjistit,
jaké mnozstvi latky je schopné projit do receptorové tekutiny, a podil frakci

v jednotlivych vrstvach kuze.

U kazdé latky byl vypocitan primérny flux v ustdleném stavu (Jss), priimérny
lag time a permeacni koeficient (Kp). Lag time a flux v ustaleném stavu byly spocitany
pomoci SAMPA software (Mgr. AleS Bezrouk, Ph.D., Univerzita Karlova v Praze,

Lékarska fakulta v Hradci Kralové, dosud nepublikovéno).
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4. VYSLEDKY

Experimenty byly provedeny celkem 4. Pro latku takrin se jednalo o stanoveni
permeace v zakrytém a nezakrytém usporadani a u kazdého o délenou tloustku
(500 um) a nedélenou (1000 pum). Stejné pokusy byly provedeny pro 7-methoxytakrin
laktat. U obou latek se zkoumal priichod do receptorové tekutiny. U kazdého roztoku
sledované latky byly stanoveny permeacni profily a distribuce do jednotlivych vrstev

v

kGze.

Permeacni profily latek byly vytvoreny na zdkladé odbéru z receptorové
tekutiny v jednotlivych ¢asovych intervalech od 0 h— 8 h a nasledné od 20 h —24 h
(hodiny odbéru se pro pokusy trochu lisily dle ¢asovych moznosti). Jednotlivé
koncentrace byly stanovené metodou HPLC a vypoctené pomoci kalibracni krivky.
Permeacni profily byly vytvoreny pro kazdy pokus zvlast a vyneseny grafy vidy se
smérodatnou odchylkou. Jedna se o zavislost kumulativniho mnoZzstvi proslé latky
v ug/cm? na &ase v h. Takto bylo sestaveno celkem 8 permeacnich kfivek. V dobé, kdy
nebyly provadény odbéry — pauza v noci — bylo misto prolozeno kfivkou jako simulace

pfiblizného pronikani latky do receptorové tekutiny.
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4.1 Permeacni profily

4.1.1 Permeacni profily takrinu

Tloustka 500 um:

3,5

2,5

1,5 | 1

Kumulativni mnozstvi proslé latky (ug/cm?)

0,5 '|'
T 1.b l
0 T 1 1 J-
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
-0,5

Obr. 3. Permeacni profil takrinu pfes praseci kizi o tloustce 500 um v zakrytém
usporadani. Data jsou prezentovana jako pramér méfeni na Sesti celach se

smérodatnou odchylkou.
Jss =0,54 £ 0,26 nmol/cm?/h
lag time =11,09 £ 4,03 h
Ko = 1,26E-04 cm/h
Z grafu je patrné, Ze se jednalo o aplikaci davky infinite dose. Jedna se
o zdanlivé nevycerpatelnou davku, a proto dochazi v donorovém kompartmentu
k zanedbatelnému ubytku aplikovaného roztoku. Po dosazeni ustalené rychlosti

prostupu, narldsta mnozstvi latky v receptorové tekutiné linedrné, aniz by byl patrny

Ubytek latky v donorovém kompartmentu.

36



Experiment byl proveden s celami zatazenymi parafilmem, proto nelze

predpokladat samovolné vypareni aplikovaného roztoku.

MnozZstvi roste i v prlibéhu 21. — 24. h, coz nam dokazuje, Ze aplikovany
roztok zkoumané latky je stale na povrchu kize a prinik do receptorové tekutiny

mUZe vzestupnou tendenci pokracovat.

2,5

1,5

0,5

Kumulativni mnozstvi proslé latky (ug/cm?)

12 14 16 18 20 22 24

Cas (h)

Obr. 4. Permeacni profil takrinu pres praseci k(iZi o tloustce 500 um v nezakrytém
usporadani. Data jsou prezentovdana jako pramér méreni na Sesti celach se

smérodatnou odchylkou.
Jss = 0,35 + 0,07 nmol/cm?/h
lagtime=4,87+1,21h
Ko = 8,29E-05 cm/h
Pro srovnani byl proveden totozny pokus se stejnou tloustkou klize, avsak

cela zlstala odkrytd, s cilem dokazat, zda bude mit odparovani roztoku v donorové

Casti cely vliv na priibéh permeace.
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V pribéhu 21. — 24. h dochazi ke znacnému zpomaleni permeace a
kumulativni mnoZstvi v receptorové tekutiné je témér konstantni. Primérné hodnoty
permeace pro takrin v zakrytém usporadani po 24 h jsou sice vyssi nez v usporadani

nezakrytém, ale rozdil neni statisticky vyznamny (p > 0,05).

Tloustka 1000 um:
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._\
o
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—

Kumulativni mnozstvi proslé latky (ug/cm?)

Cas (h)

Obr. 5. Permeacni profil takrinu pres praseci k(iZi o tloustce 1000 um v zakrytém
usporadani. Data jsou prezentovdana jako pramér méreni na Sesti celach se

smérodatnou odchylkou.
Jss =9,46 + 1,31 nmol/cm?/h
lag time = 14,83 £ 4,23 h
Kp = 2,22E-03 cm/h
Experiment byl proveden za stejnych podminek jako u délené tloustky, pouze
byla pouZita kiiZe o tloustce 1000 um. Vétsi tloustka kiize neméla na permeaci

vyznamny vliv, z ¢ehoz Ize usoudit, Ze rychlost praniku latky pres k(izi zavisi predevsim

na jeji schopnosti proniknout pres svrchni vrstvy kiize — stratum corneum a
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epidermis. Naproti tomu dermis uz permeaci latky neovliviiuje v takové mire.
Pri srovnani tloustky 500 um a 1000 um v zakrytém usporadani je mnozstvi statisticky

vyznamneé vyssi pro tloustku 1000 pum ( p < 0,05).
30

25
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Obr. 6. Permeacni profil takrinu pres praseci kliZi o tloustce 1000 um v nezakrytém
usporadani. Data jsou prezentovana jako primér méreni na Sesti celach se

smérodatnou odchylkou.
Jss =6,17 + 3,46 nmol/cm?/h
lagtime=4,42+1,03 h

Kp = 1,45E-03 cm/h

Pro srovnani byl opét proveden pokus v nezakrytém usporadani a stejné jako
v pfechozim experimentu s tloustkou 500 um dochazelo k odpareni aplikovaného
roztoku z povrchu kliZze a od 22. — 24. h mlZeme pozorovat témér konstantni
kumulativni mnozstvi proslé latky v receptorové tekutiné. Primérné hodnoty
permeace pro takrin v nezakrytém usporadani, tloustkou 1000 um po 24 h jsou sice

vyS$Si nez v usporadani zakrytém, ale rozdil neni statisticky vyznamny (p > 0,05).
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4.1.2 Permeacni profily 7-MEOTA

Tloustka 500 um:
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Obr. 7. Permeacni profil 7-MEOTA pres praseci kizi o tloustce 500 um v zakrytém
usporadani. Data jsou prezentovana jako priimér méreni na Sesti celach pro
receptorovou tekutinu PBS a na Sesti celdch pro receptorovou tekutinu vodu, vidy se

smérodatnou odchylkou.

PBS VODA
Jss = 10,85 + 0,73 nmol/cm?/h Jss =2,19 £ 0,68 nmol/cm?/h
lag time =12,08+2,02 h lagtime=9,99+2,45h
Ko = 3,45E-03 cm/h Kp = 6,95E-04 cm/h

Pro 7-MEQTA byly provedeny stejné pokusy, pouze s rozdilem v receptorové
tekutiné, kde pro polovinu cel (6 z 12) byla pouzita deionizovana voda z divodu

Spatné rozpustnosti 7-MEOTA v pufrech.

Experiment potvrdil, Ze 7-MEOTA pronika do vody, jako receptorové tekutiny,

rychleji a ve vétSim mnozstvi nez do pufru. Pranik latky pres kGzi do PBS mUizZe byt
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ovlivnén omezenou rozpustnosti v receptorové tekutiné. Namérena koncentrace
v akceptorové fazi je po 24 h experimentu nizsi pro PBS jako receptorovou tekutinu.
Rozdil vSak neni statisticky vyznamny a je zatizen pfilis velkou chybou diky vysoké

variabilité jednotlivych namérenych hodnot.
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Obr. 8. Permeacni profil 7-MEOTA pres praseci kizi o tloustce 500 um v nezakrytém
usporadani. Data jsou prezentovana jako priimér méreni na Sesti celach pro
receptorovou tekutinu PBS a na Sesti celdch pro receptorovou tekutinu vodu, vidy se

smérodatnou odchylkou.

PBS VODA
Jss =0,37 £ 0,17 nmol/cm?/h Jss =2,79 £ 0,46 nmol/cm?/h
lag time =4,55+2,35h lagtime=6,82+1,30h
Ko = 1,19E-04 cm/h Ko = 8,88E-04 cm/h

Pro srovnani byl proveden experiment v nezakrytém usporadani. 7-MEOTA

opét vykazovala ochotnéjsi permeaci do vody jako receptorové tekutiny.

V tomto experimentdlnim usporadani nedoslo k tak vyraznému zbrzdéni

permeace vlivem odparovani rozpoustédla z donorového kompartmentu jako
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v ostatnich pokusech. Namérenda koncentrace v akceptorové fazi je po 24 h
experimentu nizsi pro PBS jako receptorové tekutiny. Hodnota vsak neni statisticky
vyznamna a je zatizena prilis velkou chybou diky vysoké variabilité jednotlivych
namérenych hodnot. Pfi srovnani tloustky 500 pum v rozdilném usporadani je
primérné kumulativni mnoZstvi namérené ve vodé s nezakrytou donorovou celou

vys$Si neZ s celou zakrytou, ale hodnoty nejsou statisticky vyznamné ( p > 0,05).

Tloustka 1000 um:
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Obr. 9. Permeacni profil 7-MEOTA pres praseci kizi o tloustce 1000 um v zakrytém
usporadani. Data jsou prezentovana jako priamér méfeni na Sesti celdch pro
receptorovou tekutinu PBS a na Sesti celach pro receptorovou tekutinu vodu, vidy se

smérodatnou odchylkou.

PBS VODA
Jss = 2,64 + 1,04 nmol/cm?/h Jss = 8,80 + 0,87 nmol/cm?/h
lag time = 16,7 £ 3,66 h lag time =13,83+2,56 h
Ko = 8,41E-04 cm/h Ko = 2,80E-03 cm/h
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V pripadé plné tloustky proniklo do vody, jako receptorové tekutiny, vice nez
trojnasobné mnozstvi ve srovnani s pufrem a zaroven je patrny rychlejsi vzestup
proslého mnozstvi. OvSem diky vyznamné variabilité namérenych hodnot neni
mnozstvi statisticky vyznamné vyssi. Mnozstvi proslé do obou receptorovych tekutin
v zakrytém usporadani je v pripadé 1000 um tloustky vyssi nez 500 um tloustky, ale

ani pro jednu receptorovou tekutinu se nejedna o statisticky vyznamny rozdil.
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Obr. 10. Permeacni profil 7-MEOTA pres praseci kiiZi o tloustce 1000 pm
v nezakrytém usporadani. Data jsou prezentovana jako primér méreni na Sesti celach
pro receptorovou tekutinu PBS a na Sesti celdch pro receptorovou tekutinu vodu,

vidy se smérodatnou odchylkou.

PBS VODA
Jss =1,12 £ 0,33 nmol/cm?/h Jss = 0,95 + 0,32 nmol/cm?/h
lag time =5,49+£0,99 h lag time =8,78 £ 0,31 h
Ko = 3,55E-04 cm/h Ko = 3,02E-04 cm/h
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Pti srovndvacim pokusu s nezakrytou donorovou celou jsme opét pozorovali
zpomaleni praniku v disledku odpatovani rozpoustédla z donorové ¢asti, podobné
jako u takrinu. Celkové se jednalo o prinik mensiho kumulativniho mnoZstvi nez

s s

v pripadé experimentu v zakrytém usporadani. Mnozstvi neni statisticky vyznamné
nizsi.

PFi srovnani proslého kumulativniho mnozstvi v nezakrytém usporadani
do akceptorové faze vody, je toto proslé mnozstvi vyssi po 24 h nez do PBS, vysledek

je statisticky vyznamné vyssi.
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4.2 Distribuce do jednotlivych vrstev kize

Z extrakt( z jednotlivych vrstev kize jsme ziskali informaci, jaké mnozstvi
sledované latky zlistalo po skonéeni experimentu zadrzené v epidermis, dermis a
stratum corneum. Toto mnozstvi bylo porovnano s mnozstvim latky, které proniklo
do receptorové tekutiny. Ziskana data byla vyhodnocena vzdy jako pramér z méreni
na Sesti celach a vyjadrena v pg absolutniho mnozstvi a poté byl proveden souhrn
v procentech vzdy z celkového mnozstvi latky ve vSech vrstvach klize a v receptorové

tekutineé.

4.2.1 Distribuce takrin

Tloustka 500 um:
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Obr. 11. Distribuce takrinu v jednotlivych vrstvach klze vyjadrena v pg s tloustkou
kGize 500 um, experiment proveden v zakrytém usporadani a je zde zahrnuta

smérodatna odchylka. Jednd se o absolutni mnozstvi.
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Obr. 12. Distribuce takrinu v jednotlivych vrstvach klzZe vyjadrena v pg s tloustkou
kGize 500 um, experiment proveden v nezakrytém usporadani a je zde zahrnuta

smérodatna odchylka. Jedna se o absolutni mnozstvi.

Z hodnoceni distribuce do jednotlivych vrstev klize ndm vyplyva, Ze nejvétsi
mnozstvi latky je zadrZzeno v SC. Nejmensi procento latky nachazime v pripadeé takrinu
s délenou tloustkou v receptorové tekutiné. Vétsi vyznam na permeaci ma i
epidermis, i kdyZ v této ¢asti klize neni zadrzené mnoizstvi tak vyznamné jako
v pfipadé SC. Na zakladé primér(i absorbovaného takrinu do SC s ohledem
na smérodatnou odchylku je v této vrstvé vétsi mnozstvi v méreni s nezakrytou celou

nez s celou zakrytou. Tento rozdil vSak neni statisticky vyznamny.
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Tloustka 1000 um:
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Obr. 13. Distribuce takrinu v jednotlivych vrstvach kizZe vyjadrend v ug s tloustkou
kGize 1000 um, experiment proveden v zakrytém usporadani a je zde zahrnuta

smérodatna odchylka. Jedna se o absolutni mnozstvi.

120
100
80
60
0p
=4
40
) - -
0
stratum epidermis dermis receptorova
corneum tekutina

Obr. 14. Distribuce takrinu v jednotlivych vrstvach kdze vyjadfena v ug s tloustkou
kGiZze 1000 um, experiment proveden v nezakrytém usporadani a je zde zahrnuta

smérodatna odchylka. Jedna se o absolutni mnozstvi.
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V pripadé nedélené tloustky se ndm mnoZstvi rovhomérné rozprostira
do vsSech vrstev kliZe, s nejvétsi absorpci opét do SC. MUzeme pozorovat i vyraznéjsi
permeaci do receptorové tekutiny, coz nam potvrzuje hypotézu, Ze na permeaci latek
pres kUzi maji vyznamnéjsi vliv svrchni ¢asti k(ize a dermis nehraje tak dllezitou roli.
Vétsi mnozstvi latky zadrzené v dermis oproti experimentim provedenych na k{Zi
dermatomované na 500 um odpovida ocekdvani, tato vrstva ma totiz dvojnasobnou
mocnost a pojme tudiz vice latky. Primérné mnozstvi v SC je vétsi v pripadé pokusu
s nezakrytou donorovou celou nez se zakrytou, opét vsak rozdil neni statisticky

vyznamny.

4.2.2 Distribuce 7-MEOTA

Tloustka 500 um:
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Obr. 15. Distribuce 7-MEOTA v jednotlivych vrstvach kize vyjadiena v pg s tloustkou
k@ize 500 um, experiment proveden v zakrytém usporadani a je zde zahrnuta

smérodatna odchylka. Jedna se o absolutni mnozstvi.
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Obr. 16. Distribuce 7-MEQOTA v jednotlivych vrstvach klze vyjadrend v ug s tloustkou
kGize 500 um, experiment proveden v nezakrytém usporadani a je zde zahrnuta

smérodatna odchylka. Jedna se o absolutni mnozstvi.

V pfipadé 7-MEQOTA je ndpadné vys$si mnozstvi latky ve vrstvach i
v receptorové tekutiné v pripadé pouziti vody nez PBS, jako receptorové tekutiny.

Mnozstvi je statisticky vyznamné vyssi (p < 0,05) pro absorpci do vrstvy SC.

Na kuzich, které byly testovany s vodou jako receptorovou tekutinou, byly
také pozorovany vyrazné zmény v konzistenci. KliZze se zdala byt vice vla¢na a ztracela
svoji pruznost. Z toho usuzujeme, Ze ac se voda zda jako vhodnéjsi akceptorova faze

z hlediska rozpustnosti 7-MEOTA, tak ma i nesporné nevyhody.
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Tloustka 1000 um:

160
140
120
100

80

60

4

- 1IN ull &l B
. ]

stratum epidermis dermis receptorova
corneum tekutina

Mg

o

o

H PBS Hvoda

Obr. 17. Distribuce 7-MEQOTA v jednotlivych vrstvach klze vyjadrend v ug s tloustkou

kGize 1000 um, experiment proveden v zakrytém usporadani a je zde zahrnuta

smérodatna odchylka. Jedna se o absolutni mnozstvi.
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Obr. 18. Distribuce 7-MEOTA v jednotlivych vrstvach klze vyjadrena v ug s tloustkou
kGize 1000 um, experiment proveden v nezakrytém usporadani a je zde zahrnuta

smérodatnd odchylka. Jedna se o absolutni mnozstvi.
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Opét pozorujeme nejvétsi mnoiZstvi v SC. V pfipadé experimentu s nezakrytou
donorovou celou vidime mizivy podil v receptorové tekuting, coz v pripadé tloustky
1000 pm prisuzujeme pfilis rychlému odpareni naneseného roztoku s testovanou
latkou z povrchu a latka nema permeacni schopnost tak rychlou, aby se dostala
pres vrstvy do akceptorové faze. Mnozstvi absorbované v SC s nezakrytou celou neni

statisticky vyznamné vyssi nez s celou zakrytou.
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4.3 Procentualni vyjadreni

Pomoci nasledujicich grafl je vyjadfena permeace v procentech
do jednotlivych kompartmentd na plose 1,76 cm?. Zvlast byl vynesen graf

pro experimenty takrinu a 7-MEOTA byla rozdélena dle akceptorové faze.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%

30%

20%

0%

occluded split- unoccluded split- occluded full- unoccluded full-
thickness thickness thickness thickness
[ stratum corneum 87,1113079 57,16864416 43,43076225 44,68192438
M epidermis 5,701541942 9,195930145 17,7724073 15,70626413
M dermis 4,885929833 25,82017898 15,00648749 13,95467171
M receptorova tekutina 2,301220324 7,81524671 23,79034296 25,65713978

Obr. 19. Takrin % permeace do jednotlivych kompartmentd na ploe 1,76 cm?

Z procentudlniho vyjadreni jednotlivych kompartment( zaujima nejvétsi ¢ast

SC ato v rozmezi 43,43 % a vice. V pfipadé pIné tloustky pozorujeme vyznamné;jsi

zastoupeni v receptorové tekutiné.
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100%
pes
80%
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20%
10%
0%

occluded split- unoccluded split- occluded full- unoccluded full-
thickness thickness thickness thickness
I stratum corneum 77,01555579 57,0426819 58,5025134 68,22346419
M epidermis 11,77121815 11,96597002 17,54394051 16,54842112
B dermis 6,793111925 27,33769805 14,75571629 11,5701295
M receptorova tekutina 4,420114137 3,65365003 9,197829797 3,65798519

Obr. 20. 7-MEOTA % permeace do jednotlivych kompartmentd na plose 1,76 cm?

Pro receptorovou tekutinu PBS hodnotime velice maly procentudlni podil
proslé frakce. Dle toho lze usuzovat, Ze PBS je pro simulaci transdermalni permeace
7-MEOTA nevhodna receptorova tekutina. Nejvétsi absorpce je opét v kompartmentu

SC a epidermis.
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100%
VODA  20%
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20%
10%
0%

occluded split- unoccluded split- occluded full- unoccluded full-
thickness thickness thickness thickness
I stratum corneum 84,50672614 47,0390904 43,12103548 68,12861988
M epidermis 1,424549256 9,440402534 17,49314895 13,78684074
B dermis 6,684395985 33,80500396 23,83826172 18,57522631
M receptorova tekutina 7,112231167 9,71550311 15,54755385 2,60518412

Obr. 21. 7-MEOTA % permeace do jednotlivych kompartmentd na plose 1,76 cm?

V pripadé vody hodnotime permeaci o trochu Iépe, ale jsou zde patrné
vyrazné rozdily. Nejvétsi absorbované mnoizstvi je opét v kompartmentu SC, ktery se

na transdermalni permeaci podili nejvyraznéji a to az z 84,51 %.
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5. DISKUZE

Takrin se dnes jiZ nepouZziva pro svou vyraznou toxicitu po p.o. podani. TD
podani by mohlo byt vhodnou alternativou k p.o. podani s omezenim téchto
nezadoucich G¢inkd. 3! Takrin se nikdy nepodaval jinou neZ p.o. cestou a dosud Zzadnd
studie na téma TD podani takrinu nebyla publikovdna. Jako jednim z alternativnich
zpusobU podani bylo testovdno podani intranasalni cestou. Jednalo se o vyzkum
na dvou univerzitach v Italii a studie byla uverejnéna v roce 2011. Takrin byl podan
vazany na nanocastice albuminu doplnéné o dva cyklodextrinové derivaty. Albumin
byl ziskan z hovéziho sérového albuminu za pouZiti koacervacni metody. Po jeho
tepelném zesiténi byly nanocastice naplnény roztokem takrinu a lyofilizovany.
Vyhodou intranasalniho podani je velka absorpéni plocha, rychlé dosazeni cilovych
hladin a obejiti jaterniho first-pass metabolismu. Testovani probéhlo in vitro, které
ukazalo, Ze takrin se z nanocastice neuvoliiuje ihned, ale dochazi ke zpozdéni
uvolnovani. In vivo testovani na nosni sliznici ovce dokdazalo, ze takrin se z nanocastice
100 % uvolnuje do 100 min. Studii bylo zjiSténo, zZe takrin ma dobrou schopnost
pronikat v misté aplikace pfi pouziti vhodného albuminového nosice s cyklodextriny.
Dalsi studie, prokazujici tuto ucinnost, jsou provadény na zvifecich modelech a
vysledky dosud nejsou zvefejnény. *> 7-MEOTA nikdy nebyla terapeuticky pouZita

v 24dné formé, pouze bylo provedeno nékolik testd in vitro a in vivo na potkanech. 3°

Latky vhodné pro TD podani musi spliiovat nékolik kritérii. Mély by mit
molarni hmotnost mensi nez M < 400 g/mol, logP mezi -1-4, teplotu tani < 200 °C,
mélo by se jednat o neionizovanou molekulu a z farmakokinetického hlediska by méla
byt jejich denni davka v Fadu pg. 4’ Coz nase testované latky takrin i 7-MEOTA splfiuji.
Pouze u 7-MEQOTA neni zndma jeji denni terapeuticka davka, protoze zatim nikdy

nebyla pouzita.

Derivat takrinu, 7-MEOTA, vykazoval velmi nizkou permeacni schopnost
do akceptorové faze, kterou tvofil fyziologicky roztok pufrovany fosfore¢nanem.
Obecné je 7-MEOTA Spatné rozpustna v pufrech. Proto byl proveden srovnavaci
pokus, kde akceptorovou fazi tvofila deionizovana voda. Ve vodé ma 7-MEOTA

dobrou rozpustnost — pfiblizné stejnou jako takrin (rozpustnost ve vodé 25 mg/ml).

55



Dle OECD smérnice o testovani transdermalni absorpce in vitro se dava prednost
pouziti fyziologického roztoku jako receptorové tekutiny, i kdyz jiné kapaliny mohou
byt také pouZity za pfedpokladu, Ze je jejich pouZiti odGvodnéné. 48 V nasem pfFipadé
je nerozpustnost latky v pufru odlivodnénym pouZitim jiné receptorové tekutiny nez
doporucené. Voda byla pouzita predevsim jako velmi dobré rozpoustédlo

pro 7-MEOTA, ale pres tuto vyhodu méla i nevyhody. Konkrétné se zdalo, Ze dost
vyrazné méni konzistenci kliZze. Ta se stdvala vlacnéjsi, bélejsi a celkové mékci. PBS je
pro TD testovani vhodnéjsi uz z divodu lepsi simulace vnitfniho prostredi lidského
téla. Zde se tedy nabizi experimentalni moznost pro nalezeni vhodnéjsi receptorové

tekutiny pro testovani 7-MEQOTA in vitro.

Pro$la frakce kumulativniho mnoZstvi v ug/cm? vykazovala vyrazné rozdily. To
pfisuzujeme predevsim rozdildm jednotlivych kazi, které byly pro pokus pouzity,
ackoliv byla snaha vybrat vzorky klZe co nejpeclivéji, bez viditelnych poskozeni a
pigmentovych skvrn. MnozZstvi, které proslo do receptorové tekutiny béhem 24
hodinového experimentu z celkového mnozstvi latky, které proniklo do klze, se
pro takrin pohybovalo mezi 2,3 — 25,7 %. Pro 7-MEOTA s receptorovou tekutinou PBS
se pohybovalo okolo 3,7 — 9,2 %, coz hodnotime jako nizsi pfi srovndani s takrinem.
Pro receptorovou tekutinu vodu se pohybovala mezi 2,6 — 15,6 %, opét s vyraznymi
individualnimi rozdily. Celkova schopnost permeace do receptorové tekutiny byla
shleddna jako nizsi nez v pfipadeé takrinu. Zde se nabizi moznost pouziti akcelerantu
transdermalni permeace. Nejvétsi vliv na TD podani méla, podle predpokladu, vrstva
SC, ve které dochazelo k zadrzeni takrinu mezi 44 - 87 %. 7-MEQOTA je derivat s témér
totoZnou hydrofilitou jako takrin, tudiZ je zde také patrny rozdil v polarité, ktery brani
lepSimu priniku pfes vrstvy klize. Absorpce do SC pro experimenty s akceptorovou
fazi PBS se pohybovala mezi 57 — 77 % a pro akceptorovou fazi vodu mezi 43 — 85 %.

Jsou patrné individualni rozdily v TD testovani in vitro.

Jednotlivé pokusy byly provedeny s rozdilnou tloustkou kize, konkrétné
dermatované bud jako délena tloustka 500 um nebo jako plna 1000 um s diivodem
prokazat, jak vyrazny vliv bude mit vétsi tloustka kiiZze na rychlost permeace.
Mnoizstvi zadrzené v dermis se pfilis nelisilo v pfipadé délené tloustky od plné.

Nicméné farmakokinetickymi vypocty se ndm jednotlivé rozdily ukdzaly konkrétnéji.
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U kazdého experimentu byl vypocitan primérny flux v ustdleném stavu (Jss),
coz je jeden ze zdkladnich farmakokinetickych parametr(. Tento parametr byl
stanoven na zakladé jednotlivych permeacnich profil(i. Jedna se o mnozstvi latky,
které prostoupi za urcity Cas pres urcitou plochu do akceptoroveé faze. Pfi porovnani
fluxd pro takrin i 7-MEOTA v obou receptorovych tekutindch nejsou hodnoty
statisticky vyznamné. Dlivodem je maly soubor dat a velké rozdily v jednotlivych
mérenich. Ani jedno srovndani na zakladé t-testu nedosahlo statistické vyznamnosti
p <0,05.

Dale byl vypocitan lag time, coz je doba nutna k dosazeni ustalené rychlosti
pronikani latky do receptorové tekutiny. Je to hodnota, ktera je zavisla na tloustce
kdzZe. 2 PouZiti kiiZze v plné tloustce vedlo k vyraznému ndrastu lag time. Toto
pozorovani je v plném souladu s o¢ekdvanim, nebot v pripadé pouZiti délené tloustky
zabere nasyceni klZe testovanou latkou kratsi ¢as. Experimenty s pouZitim klize
v plné tloustce lépe simuluji redlnou situaci pfi transdermalni podani léciva, Ize podle
nich tedy lépe odhadnout, jak dlouho bude trvat, nez IéCivo zacne pronikat
do systému stdlou rychlosti. Znaény vliv na lag time méla v pfipadé 7-MEOTA i pouZita

receptorova tekutina.

PFi porovnani takrinu a 7-MEOTA hodnotime celkové kratsi potfebny ¢as
pro ustalenou rychlost pronikani latky do receptorové tekutiny pro takrin, i kdyz jsou

opét patrné znacné individualni rozdily.

Pro porovnani Ize vybrat nékteré z vysledk ziskanych v diplomové praci Lucie
Ostrovské, jejiz experimenty byly provedené na standardni latce kofeinu v téze
laboratofi s pouZitim téze metodiky v nezakrytém usporadani, na praseci kizi
z bficha. U kiiZe s délenou tloustkou dosahla hodnota lag time kofeinu 1,82 h #° a
pro plnou tloustku 1,88 h 4. CoZ jsou tedy vyrazné krat$i ¢asy nez hodnoty ziskané
z experimentd pro takrin - 4,87 h, 7-MEOTA s PBS — 4,55 h a s vodou — 6,82 h (délena
tloustka) a takrin — 4,42 h, 7-MEOTA s PBS - 5,49 h a s vodou - 8,78 h (pIna tloustka).
Takrin i 7-MEOTA dosahuji ustalené rychlosti pronikani do receptorové tekutiny
za podstatné delsi ¢as. Takto dlouhy lag time je dlivod, ktery by mohl branit
Uspésnému terapeutickému podani. Zde se nabizi moZnost pouziti akcelerantu TD

permeace, které lag time na zakladé svych fyzikdlné-chemickych vlastnosti zkracuji. 4°
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Pti porovndni lag time pro takrin i 7-MEOTA v obou receptorovych tekutinach
nejsou hodnoty statisticky vyznamné. Dlvodem je maly soubor dat a velké rozdily
v jednotlivych mérenich. Ani jedno srovnani na zakladé t-testu nedosahlo statistické

vyznamnosti p < 0,05.

Vibec nejdllezitéjsi k popisu permeace pro jednotlivé latky je jeji permeacni
koeficient (K;). Jedna se o konstantu, ktera znazornuje tok latky v ustaleném stavu
vzhledem ke koncentraci jejiho roztoku aplikovaného na povrch klze. Ky je dlleZity
parametr predevsim pro srovnani jednotlivych experiment( i v rozdilnych

laboratofich. *°

Pro takrin na kazi s tloustkou 500 pum a nezakrytou donorovou ¢asti cely byl
spoditan K, 8,29 x 10° cm/h, pro 7-MEOTA s PBS jako receptorovou tekutinou 1,19 x
10 cm/h a s vodou 8,88 x 10* cm/h a pro kofein 3,18 x 10* cm/h*, coZ jsou

hodnoty radoveé srovnatelné.

Pfi tloustce 1000 um a nezakrytou donorovou ¢asti se jednalo o hodnoty Kp
pro takrin 1,45 x 10 cm/h, pro 7-MEOTA s PBS jako receptorovou tekutinou 3,55 x
10* cm/h a s vodou 3,02 x 10 cm/h a pro kofein 3,80 x 10* cm/h #*, coZ jsou fadové

porovnatelné hodnoty pouze pro takrin.

S kofeinem nam chybi srovnani v zakrytém usporadani, proto lze pouze
porovnat jednotlivé latky mezi s sebou. Takrin délend tloustka s hodnotou K, 1,26 x
104, pro 7-MEOTA s PBS jako receptorovou tekutinou 3,45 x 103 cm/h a s vodou 6,95

x 10"* cm/h. Radové porovnatelny je takrin a 7-MEOTA s akceptorovou fazi vodou.

Pro plnou tloustku se jednd o hodnoty K, pro takrin 2,22 x 103 cm/h,
pro 7-MEOTA, s receptorovou tekutinou pufrem 8,41 x 104 cm/h a s receptorovou
tekutinou vodou 2,80 x 1073 cm/h. Opét je zde moZné srovnani takrinu se 7-MEOTA

s akceptorovou fazi vodou.

Srovnani Ky hodnot takrinu ani 7-MEQTA z jinych laboratofi neni mozné,
protoze tyto experimenty byly provedeny viibec prvné nebo nikdy nebyly vysledky
jinych testll zverejnény. Metodika byla ovsem ovérend pro kofein a zde bylo

dosaZeno vysledkd porovnatelnych s jinymi laboratofemi. 4
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Byla prokazdna schopnost takrinu i 7-MEOTA pronikat pres kizi do
receptorového kompartmentu. Schopnost permeace takrinu celkové hodnotime jako
ne prilis vysokou, zejména vzhledem k dlouhému lag time. Vyrazného zlepseni by bylo
mozné dosahnout pouzitim vhodného akcelerantu transdermalni permeace, které
dodasné sniZuji bariérovou funkci kiize. ® Pro 7-MEOTA se schopnost permeace
ukdazala vétsi do vody, jako receptorové tekutiny. Zde se nabizi moznost
experimentdlniho nalezeni vhodnéjsi receptorové tekutiny pro 7-MEOTA pro in vitro
testovani transdermalni permeace. Nastaveni jednotlivych odbér( (s no¢ni pauzou
mezi 8 a 20 h pokusu) neni Uplné vhodné a dalsi pokusy by bylo dobré nastavit jinak,
aby bylo vice hodnot k lepSimu a pfesnéjsSimu vyhodnoceni a dosahnout tak
statistické vyznamnosti. Pfipadné méreni jesté prodlouZit, aby se dal dobre spocitat

flux. IdedlIni je délka trvani pokusu 3 x hodnota lag time.
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6. ZAVER

V této praci byla studovana permeace latky takrin a 7-methoxytakrin
pres kZi in vitro s vyuzitim statickych cel Franzova typu. PouZita byla kizZe praseci a

akceptorovou fazi tvofil pufr nebo voda.

Byly provedeny celkem 4 dil¢i experimenty trvajici 24 h pro kazdou latku na
Sesti celach. U 2 z nich byla pouZita kidzZe o tloustce 500 um a pro dalsi 2 se jednalo
o tloustku 1000 um, setiznutych dermatomem, s aplikovanou davkou infinite dose na
povrch klze. V receptorové tekutiné bylo stanoveno kumulativni mnozstvi proslé
latky. Byly vytvoreny permeacni profily pro jednotliva usporadani experiment( a
vypocitan lag time, flux v ustdleném stavu a permeacni koeficient. Dale bylo

stanoveno mnozstvi sledovanych latek zadrzené v jednotlivych vrstvach kuize.

Ziskané vysledky byly porovnany s dfive provedenym testovanim permeace

kofeinu, jakozto standardu pro hydrofilni latky.

Transdermalni permeace byla pro obé latky shledana jako znaéné pomala.
Pro pfipadné transdermalni podani studovanych |éCiv je diskutovana moznost pouziti
akcelerantu a nebo vhodnéjsiho nastaveni odbérd bez noc¢ni pauzy, ¢i prodlouzeni

trvani pokusu.
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