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ABSTRAKT

ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva experimentalnim studiem transdermalniho transportu vybranych
modelovych hydroxykyselin a jejich kombinaci s vitaminy rozpustnymi ve vodé. Béhem
této prace byla vypracovana literarni reSerSe se zaméfenim na vyuziti hydroxykyselin
v kosmetickém a farmaceutickém pramyslu. Zarover byl prostudovan sou€asny stav uzivani
vodorozpustnych vitamind v pfipravcich uréenych k topickym aplikacim. Nasledné
byla provedena série experimentl s pouzitim Franzovych difuznich cel pro simulaci
transdermalniho transportu in vitro pfes kozni, syntetické a artificialni kozni Strat M ®
membrany. Byla navrzena a optimalizovana metodika pfipravy vzork(l a analyzy jejich
transportnich vlastnosti. Optimalizovana metodika se nasledné vyuzila v sérii difiznich
experimentl, pfi nichz bylo transdermalné penetrované mnozstvi hydroxykyselin
analyzovano pomoci iontové chromatografie. Koncentrace vodorozpustnych vitamint
byla stanovena metodou HPLC. VSechny zkoumané aktivni latky projevily pozitivni
penetracni vlastnosti. NejlepSimi vysledky disponovala kombinace kyseliny glykolové
s pyridoxinem.

ABSTRACT

Diploma thesis deals with the experimental study of transdermal transport of individual
hydroxyacids and their combination with water-soluble vitamins. During this work
the literature review was prepared, which was focused on the use of hydroxyacids
in the cosmetic and pharmaceutical industries. At the same time the current state of use
of water-soluble vitamins for topical applications was studied. Series of experiments
was performed using Franz diffusion cells to simulate transdermal transport in vitro across
cutaneous, synthetic and artificial Strat M ® membranes. The methodology of sample
preparation and analysis of their transport properties was invented and optimized.
The optimized methodology was subsequently used in a series of diffusion experiments
in which the penetrated amount of hydroxyacids was analyzed by ion chromatography.
The concentration of water-soluble vitamins was determined by HPLC. All examined active
substances demonstrate positive penetration properties. The best results were obtained
with combination of glycolic acid with pyridoxine.

KLICOVA SLOVA

Hydroxykyseliny, vitaminy rozpustné ve vodé, Franzovy difuzni cely, transdermaini transport,
HPLC, iontova chromatografie, Strat M ® membrany.
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Hydroxyacids, water-soluble vitamins, Franz diffusion cells, transdermal transport, HPLC,
ion chromatography, Strat M ® membranes.
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UVvOD

uvoD

Transdermalni transport je komfortni a uéinnou variantou pro podavani aktivnich latek
a je preferovany mezi pacienty pred jinymi zpusoby podani léciv. Vstfebavani léki
prostfednictvim pokozky pomaha v |é€bé lokalnich i systémovych poruch celého organismu.
Pouziva se bézné pro IéCeni koznich onemocnéni, zanétd, mikrobialnich infekci, psoriazy
¢i dermatitidy. Transdermalni cesta podani lékl prekonava nevyhody peroralniho
a intravendzniho uziti, a to diky tomu, Ze nabizi relativné vétSi plochu pro vstfebavani léku
a pfitom moznost ukonceni lIéCebné terapie kdykoliv je to nutné. Pfedstavuje tedy vyhodny
zpusob pro podani aktivnich latek do krevniho fecisté pro jakoukoliv vékovou kategorii
pacientl. Tento zplsob aplikace se osveédcil zvlasté u pacientd vyssSiho véku, ktefi se ¢asto
potykaji s problémy kiehkosti Zil. Po aplikaci injekce jsou nachyInéjsi k modfinam ¢&i jinym
zdravotnim komplikacim. DalSi cilovou skupinou pro vyuziti této metody jsou déti, které ¢asto
trpi fobii z jehel. Z fyziologického hlediska se diky topickému aplikovani aktivnich latek
muzeme vyhnout efektu prvniho prachodu jatry (tzv. first-pass® efekt), ktery negativné
ovliviiuje biodostupnost aktivni latky v organismu. Transdermalni podavani muize zajistit
nepretrzité davkovani 1€kl bez nezadouciho kolisani koncentrace aktivnich latek v krvi,
coz byva €asto spojeno s peroralnimi davkovymi formami. Pouzitim transdermalniho podani
Ize tedy aplikovat nizSi davky léCiva a dosahnout stejného terapeutického ucinku ve srovnani
s oralnim podanim, diky ¢emuz dochazi k redukci, ¢i dokonce eliminaci vedlejSich uc€inkl
zavislych nadavce. Priprava vhodnych formulaci je pro farmaceutické a kosmetické
spole€nosti velkou vyzvou. Vyzaduje pfekonani mnohych piekazek, aby bylo dosazeno
skute€né pouzitelné lokalni davkové formy. Samotna aktivni latka musi byt vhodna
pro transdermalni administraci. Velikost molekuly, jeji naboj a polarita jsou dilezitymi faktory,
které pfispivaji ke schopnosti latky pronikat skrz kizi.

Kuze muze bt povazovana za jeden ze zakladnich markerd kvality Zivotniho stylu ¢lovéka.
Pokozka pFedstavuje velky propojeny komplex, ktery pro plnéni vSech svych funkci vyzaduje
rovnovahu a harmonii. Moderni uspéchany rytmus Zzivota, stres, nevyvazena strava,
expozice prachovym &asticim, UV zafeni a infekce tuto rovnovahu negativné ovliviiuji. Kvli
tomu se zacCinaji projevovat zmény v pokozce: vytvareji se vrasky, dochazi k transformacim
ve slozeni kuze, jeji pevnosti a obsahu vlhkosti, sniZzuje se schopnost absorbovat aktivni
latky. Kazda vékova skupina Celi rGznym problémim s kazi, coz ma negativni dopad
predevS§im na vzhled a jas obliCeje, zplsobuje nespokojenost s vlastnim vzezfenim
a rozmanitost estetickych problém0. DalSim dulezitym problémem, ktery se s pfibyvajicim
vékem objevuje, jsou pigmentové skvrny, které jsou zplsobené lokalné zesilenou tvorbou
melaninu.

Neustale se rozvijejici kosmeticky primysl nastésti pomaha vratit tento zZivotné dullezity
organ opét do rovnovahy prostfednictvim velkého mnoZstvi pecujici kosmetiky a légiv. Siroka
fada kosmetickych produktl podporuje bariérovou funkci kizi. Mezi tyto produkty patfi
napriklad krémy na opalovani s SPF (z angl. ,sun-protection factor®), které zvySuji odolnost
pokozky pfed sluneCnim zafenim a zaroven ji chrani pfed poSkozenim UV paprsky
a vysuSenim. Hydratacni kosmetika zase vytvafi bariéru pfed zvySenou ztratou vihkosti
z povrchu pokozky, krémy s obsahem panthenolu nebo parafinu mohou zlepSovat stav
suché pleti. Na trhu Ize nalézt také kosmetické pfipravky s obsahem antibakterialnich latek,
které dokazou zmirnit i uplné zastavit rist bakterii na povrchu pokozky a tim se vyznamné
podilet na zvySeni imunity ¢lovéka.



UVvOD

Ackoli jsou nékteré latky pozitivné puUsobici na spravné fungovani klize znamy jiz tisice let,
dnesni trh je povazuje za revoluéni novinku. Napfiklad alfa-hydroxykyseliny (AHA) pouzivali
jiz ve starovékém Egypté a Rimé. Pro vyrobu pletovych masek byly vyuzivany tehdy
dostupné potraviny obsahujici kyseliny: citronovou a hroznovou $tavu nebo tfeba kyselé
mléko. V moderni kosmetologii zaCinaji alfa-hydroxykyseliny nabirat na popularité,
ato z ddvodu experimentalniho potvrzeni jejich pozitivnich u¢€inkd na kuzi. AHA v sobé
kombinuji vlastnosti alkoholt a organickych kyselin, které byly pdvodné pouzivany pouze
v dermatologii pro dezinfekéni a 1é¢ebné ucely, k odstranéni lupu, ekzém(, akné a dalSich
koznich chorob. Pozdé&ji se ale ukazalo, Ze pfi zvySené koncentraci mohou zpusobit i jiny
velice zadany kosmeticky efekt, a to tzv. omlazeni pleti. Vysledkem puasobeni vySsi
koncentrace AHA na organismus je exfoliace, pfi niz dochazi k oslabeni spojeni
mezi bunkami horni vrstvy epidermu vedouci k zmékcCeni a naslednému zrychlenému
oddéleni staré keratinové vrstvy kize. Diky tomu na povrch pokozky dfive vstupuji nové
mladé buriky zabranujici vzniku malych vrasek. Kosmetika s alfa-hydroxykyselinami pUsobi
hloubé&ji nez mechanicky peeling, a proto je stéle vice Zadana.

K zhotoveni kosmetickych pfipravkl je zapotfebi mnoho raznych aktivnich latek a vitaminy
Z esencialnich zivin, ale v moderni dobé tyto molekuly ziskaly i novou roli. Jako pfidavek
do kosmetickych pfipravkll pomahaji minimalizovat pfiznaky starnuti, normalizovat
rovnovahu pokozky a stimulovat obnovu bunék. Napfiklad, vitamin A je dulezitou sloZzkou
ve vyrobcich, které se podileji na péci o suchou plet. Vitaminy skupiny B jsou soucasti
produktd pro péci o vilasy. Vitamin E je Siroce pouzivany jako pfirodni konzervant pletovych
oleju a jinych kosmetickych pfipravkd. Lokalni pouziti vitamind v kosmetice muze byt
prospésné v pfipadé prevence nadbyteéné pigmentace, nezadouci keratinizace anebo
stimulace produkce kolagenu.

Spole¢na aplikace hydroxykyselin s vitaminy a studium jejich vzajemného ovliviiovani
rychlosti transdermalni absorpce se jevi jako zajimava a dosud malo prozkoumana oblast
v kosmetickém a farmaceutickém odvétvi. Pfipadna u¢inna kombinace téchto dvou
komponent muze pfivést ke vzniku nového produktu s unikatnimi vlastnostmi a ucinkem,
¢imz muze pfispét k rozsSifeni poznatkl v kosmetickém a farmaceutickém odvétvi.
Predlozena diplomova prace se zaméfuje pravé na tuto potencialné zajimavou kombinaci.
Cilem prace je navrhnout, realizovat a vyhodnotit sérii experimentl zaméfenych na ovéfeni
vlivu hydroxykyselin na transdermalni transport vitaminu.



TEORETICKY UVOD DO RESENE PROBLEMATIKY

1. TEORETICKY UVOD DO RESENE PROBLEMATIKY

Pro snadnéjsi pochopeni dané problematiky je nutné se nejprve didkladné seznamit
s kompletni strukturou klze, jednotlivymi vrstvami a transportnimi procesy skrze ni.
Porozuméni struktufe epidermu je nesmirné dullezité pro pochopeni problémd spojenych
s dehydrataci, citlivosti a nadbyteCnou pigmentaci, podstaty bariérové funkce kuze
a transdermalniho transportu aktivnich latek. Natento teoreticky Uvod navazuje popis
vybranych analytickych metod vhodnych pro experimentalni monitoring prichodu latek
skrze kazi.

1.1. Kize a jeji strukturni komponenty

Klze je nejvétS§im organem lidského téla s celou fadou klicovych funkci. Na jejim povrchu
iuvnitt ni se odehravaji rozsahla mnozstvi chemickych a fyziologickych procesu.
Mezi jeji nejdulezitéjsSi funkce patfi funkce bariérova, diky které je lidské télo chranéno
pred externimi vlivy vnéjSiho prostfedi a proti oxidaci. Klze zaroveni pomaha udrzovat
konstantni teplotu téla a regulovat ztratu vody, ktera je pro organismus nezbytna. Kuze plini
také vyluCovaci funkci a Cisti organizmus od toxin( a dalSich latek vytvofenych v pribéhu
metabolizmu v jatrech. Pomaha se branit proti infekcim, ¢imz se podili na imunité ¢lovéka.
Vzhledem kvSem vySe uvedenym funkcim je skuteéné dulezité, aby kuze neztratila
schopnost neustale se regenerovat a v prubéhu Zivota udrzovala funkéni integritu [1].

Kuze pokryva cely vnéjsi povrch téla. Celkova plocha povrchu kize u dospélého Elovéka
je 1,5 az 1,8 m?, ajeji hmotnost spolu s podkoznim tukem tvofi az 17 % t&lesné hmotnosti.
Na povrchu kize je mozné najit otvory — péry mazovych a potnich Zlaz. Kuze se sklada
ze tfi hlavnich vrstev: epidermis, dermis a hypodermis (Obr. 1), pfiemzZ kazda se vyrazné
liSi svou anatomii a funkci [2].

Vlas
Epidermis | - Bazalni
—t® membrana
Dermis Mazova zlaza
Folikul
Hypodermis Nery

Zila

Arterie

Obr. 1. Obecna struktura kiize [3]



TEORETICKY UVOD DO RESENE PROBLEMATIKY

1.1.1. Pokozka

Pokozka dodava kazi zafi, mladost, strukturu a vzhled. Je zodpovédna za udrzovani vodni
rovnovahy, zachyceni Skodlivych bakterii na povrchu a celkové zdravi pokozky. Jedna
se o vrstevnaty dlazdicovy epitel s tloustkou od 0,04 do 1,6 mm s vyraznou regeneracni
schopnosti [2].

Epidermalni buriky se zacinaji tvofit v bazalni vrstvé epidermu, ktery je tvofen pfiblizné
z 80 % vodou. Bunky ve spodnich vrstvach kuze se neustale déli a vytlacuji star§i bunky
k povrchu. Béhem rustu a déleni bunky migruji do hornich vrstev a transformuji
se z mékkych a jemnych do tvrdych, keratinem naplnénych odumfelych buné&k. Horni vrstvy
kize neustale rohovati, odumiraji a odlupuji se. Je to zplsobeno tim, Ze se buriky v hornich
vrstvach pokozky postupné vzdaluji od zdroje krve a zivin, a v pribé&hu €asu pozvolna
odumiraji. Obsah vody v €asti stratum cornerum (viz. Obr. 2) &ini 10 az 15 %. Schopnost
pokozky udrzovat vodu v bunéfném a mezibunééném prostoru klesa s vékem, proto
je pokozka starSich lidi vic nachylna k dehydrataci a tvorbé vrasek. Zaroven se s vékem
zvysSuje doba, potfebna pro kompletni obnoveni epidermu. V porovnani s mladymi lidmi,
u kterych proces migrace bunék z bazalni vrstvy smérem k povrchu trva pfiblizné 28 dni,
stejny proces u lidi, ktefi dosahli véku 50 let, zabira az 37 dna [1].

Epidermis pfedstavuje metabolicky aktivni tkan, syntetizujici lipidy a obsahujici latky, které
se podili na primarni bariérové funkci kGze. Diky obsahu volnych radikald, jako jsou
napfiklad vitaminy E a C, ma pokozka antioxidacni vlastnosti a pIni ochrannou roli pro cely
organizmus [1]. Z pohledu anatomie a histologie je mozné rozliSit pét vrstev
epidermu (viz Obr. 2).

— e Stratum cornerum

o — Stratum lucidum

Obr. 2. Vrstvy epidermu [3, 4]

e Stratum basale

Tato vrstva se nachazi pfimo na bazalni membrané. Je tvofena burfikami prizmatického
tvaru, které jsou umistény kolmo k povrchu kuze. Bazalni vrstva je primarnim centrem
mitoticky aktivnich bunék v epidermis. Ne vSechny bazalni buriky maji potencial se neustale
délit. V bazalni vrstvé existuji epidermalni kmenové burnky, které jsou povazované
za klonogenni burnky s dlouhou Zzivotnosti, a za normalnich podminek maji pomalejsi
bunécny cyklus. Stavy, jako je zranéni, mohou stimulovat déleni téchto kmenovych bunék.
Migrace bunék z bazalni vrstvy do horni vrstvy epidermu trva u lidi nejméné 14 dni [5,6].
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e Stratum spinosum

Pokryva bazalni vrstvu a sklada se z 3 az 8 fad kubickych, polygonalnich nebo lehce
zplosténych bunék s centralné uloZzenym jadrem a cytoplazmou. Tvar, struktura a vlastnosti
bunék této vrstvy jsou zavislé na jejich umisténi. Napfiklad suprabazalni burky ve stratum
spinosum maji polygonalni tvar a zaoblené jadro, zatimco bunky z horni €asti této vrstvy jsou
obecné vétsi a vic zplosténé, protoze jsou tlatené k povrchu kuze. Mezibunécné prostory
jsou z veétsi casti vyplnéné desmozomy (pozn. vysvétleni vybranych termind pouzitych
v textu této prace je uvedeno na str. 74), které podporuji mechanické spojeni mezi bufikami
epidermu a poskytuji odolnost vugi fyzické zatézi. Zaroven se v této vrstvé nachazi lamelarni
granule, které jsou povazovany za urcity typ lysozomdi. Mezi spojenim epidermalnich bunék
existuji mezery nebo také mezibunélné pory, které umozniuji fyziologickou komunikaci
prostfednictvim chemickych signalG. Ta je nezbytna pro regulaci bunéného metabolismu,
rdstu a diferenciaci [5].

e Stratum granulosum

Vrstva epidermis, ktera jako posledni obsahuje Zivé buriky ve své struktufe. Je slozena
ze zplostélych kosoctvere€nych bunék, zodpovédnych za dalsi syntézu a modifikaci proteind
zapojenych do procesu keratinizace. Granularni vrstva se lisi v tloustce umérné s tloustkou
nadchazejici vrstvy odumfelych bunék. Napfiklad pod tenkou rohovatéjici vrstvou mize mit
tloustku pouze 1 az 3 bunécné vrstvy, zatimco na dlanich a chodidlech muze byt i 10krat
tlustSi. Velmi tenka nebo nepfitomna granularni vrstva mlze vést k rozsahlé parakeratdze,
pfi které jadra keratinocytu pretrvavaji, coz ma za nasledek psoriazu. Zaroven vrstva
obsahuje specializované zrna Cili granule, jez maji funkci biologického intracelularniho tmelu,
ktery zabrariuje pronikani cizorodych latek do organismu. Také zde se nachazeji lysozomalni
enzymy. Jedna se o keratogenni zénu epidermu, ve které postupné probiha rozpusténi
buné&nych organel a pfiprava buriky, aby podstoupila terminalnimu diferenciaénimu procesu
pro vytvofeni horni vrstvy epidermu [5].

e Stratum lucidum

Cira, tenka vrstva odumrelych koznich buné&k v epidermu, ktera dostala nazev diky svému
prasvitnému vzhledu. Nachazi se mezi vrstvami stratum granulosum a stratum corneum
ajeji tloustka je fizena rychlosti mitézy epidermalnich bunék. NejCastéji se sklada
z 3 az 5 vrstev mrtvych, zplostélych keratinocyti, které jsou snadno viditelné pomoci
mikroskopu na dlanich a chodidlech. Vypadaji jako bezbarvé prouzky prodlouzenych
bezjadernych bunék. Tyto bunky jsou obaleny eleidenem — Cirym intracelularnim proteinem,
ktery vznika jako produkt transformace keratohyalinu s komplexem aminokyselin. Vytvafri
nezivou hmotu ulozenou ve formé& drobnych granuli v protoplazmé Zzivych bunék, dava
burfikam jejich transparentni vzhled a poskytuje bariéru vac¢i vodé. Eleidin je pak pfeménén
na keratin ve stratum corneum [7].

e Stratum corneum

Jedna se 020 az 30 bunéénych vrstev, které poskytuji mechanickou ochranu celého
epidermu a vytvareji bariéru proti nadmérné ztraté vody a pronikani cizich latek. Vrstva
je slozena z velkych plochych rohovitych bunék, které ztratily sva jadra b&hem terminalni
diferenciace. Technicky jsou povazovany za mrtvé a nazyvaji se keratinocyty. Fyzické
a biochemické vlastnosti bunék ve stratum cornerum se liSi v podle umisténi. Napfiklad
burniky uprostfed této vrstvy maji mnohem vysSi kapacitu pro vazani vody nez hlubsi vrstvy
z divodu vysoké koncentrace volnych aminokyselin, které se nachazi v cytoplazmé [5].
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1.1.2. Skara

Druhou vrstvou kuze je dermis, ktera predstavuje integrovany systém a je 15krat az 40krat
tlustSi nez epidermis. Tvofi jej sit' kolagenovych a elastinovych vlaken, meziktera jsou
naskladané viasové folikuly, mazové a potni zlazy, krevni a lymfatické cévy. Diky velkému
mnozstvi cév hraje dermis hlavni roli vevyzivé bunék epidermu. Chrani
télo pfed mechanickym  zranénim, vaZe vodu, napomaha tepelné regulaci
a zahrnuje receptory smyslovych podnétli. Kolagen tvofi 70 % celkovych pfitomnych
proteint v dermis a podili se hlavné na pruznosti a pevnosti kize. Elastinova vlakna tvofri
jen 2 az 4 % dermis a maji vliv na elasticitu a roztaznost kiZe. Prostor mezi kolagenovymi
a elastinovymi vlakny je vyplnén glykoproteiny a glykosaminoglykany. Pokles pruznosti
dermis je pfirozenym projevem starnuti, kdy vlakna ztraci svoji elasticitu, pevnost a za¢nou
se skladat do zahybu a vrasek [1, 2, 5].

1.1.3. Podkozni tukové vazivo

Treti a posledni vrstva je hypodermis, neboli pojivova tkan, obsahujici tukové buriky.
Lezi tésné pod dermis a hlubSimi tkdnémi jako jsou fascie a svaly. Tato vrstva dava pokozZce
tvar a funguje jako izolator tepla, tlumi¢ narazd a nutri¢ni skladisté, kde jsou ulozeny Ziviny,
hormony a vitaminy rozpustné v tucich. Vrstva neni pevné pfipojena k povrchu S$kary,
ale je volné vazana na struktury nachazejici se pod ni, coz dava pokozce mobilitu.
Hypodermis neni pfitomna v mistech, kde je pokozka tenka, jako jsou vicka oc€i, bradavky,
genitalie apod. Vzhledem ktomu, ze fibrézni tkané hypodermu jsou pokracovanim
pojivovych vidken dermis, tyto dvé vrstvy nemaji mezi sebou viditelnou hranici [1,2].

1.2. Bunééna membrana

Tak jako klUze pFedstavuje primarni bariéru pfi vstupu latky do organismu, na urovni
jednotlivé buriky tuto bariérovou funkci pini buné€na membrana, ktera je kliCovym prvkem
Zivé bunky. Lze se setkat s vnéjSi cytoplazmatickou buné&nou membranou, ktera oddéluje
bufiku od okolniho prostfedi, a ostatnimi buné&nymi membranami, které jsou soucasti
riznych organel. VnéjSi bunééna membrana (Obr. 3) je nejtlustSi z buné&nych membran,
dosahuje Sitky 7,5az11 nm, a je definovana jako tenky film skladajici se z fosfolipidu
a proteinovych molekul, které se mohou v ramci jedné vrstvy relativné volné pohybovat [10].

hol I
Cholestero Hydrofilni hlava fosfolipidi

Periferni proteiny

2 "}’3

WD, '*;!;
f; il zzm \

Hydrofobni konec fosfolipidu
Integralni proteiny

Obr. 3. Struktura bunécéné membrany [3]
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Ve vodném prostfedi maji polarni lipidy tendenci se samovolné organizovat do tvaru
tzv. lipidové dvojvrstvy a plsobit jako prakticky neproniknutelna bariéra pro mnoho aktivnich
latek, a to z divodu specifické struktury fosfolipidu. Kazdy fosfolipid se sklada z polarni ¢asti
(hydrofilni hlavy) a nepolarni lipidové casti (hydrofobniho konce), diky ¢emuz ma cela
membrana amfifiini charakter. V dusledku to znamend, Ze membrana ma povrchovou
hydrofilni vrstvu a vnitini hydrofobni ¢ast [8, 9,10].

Membranové proteiny pronikaji do lipidové dvojvrstvy a zajistuji fadu specifickych procesd,
jako je rozpoznavani specifickych molekul a jejich transport skrz membranu nebo katalyza
membranovych reakci, napf. syntéza ATP. Nékteré proteiny jsou strukturnimi jednotkami
spojujici cytoskelet svou vlaknitou aktinovou strukturou, zatimco jiné hraji dulezitou roli
biosenzoru, které pfijimaji a pfenasSeji chemické signaly do bunétného prostredi.
Podle spojeni s membranou je mozné proteiny rozdélit na integralni, které jsou vazané
k membrané silné hydrofobnimi vazbami, a periferni, jez se vazou k povrchu integralnich
proteint obvykle iontovymi nebo vodikovymi vazbami. P¥iblizné 30 % proteint kdédovanych
v genomu ZzivoCiSné bunky reprezentuji membranové proteiny. Pokud se vezme v uvahu,
ze bunka je zivy otevieny systém, ktery vymeénuje s okolim latky, energii iinformace,
je zfejmé, Ze izolaCni schopnost membran musi byt kompenzovana ur€itymi mechanismy,
které dovoli regulované pfenaset molekuly a signaly dovnitf buriky [8, 9,10].

1.3. Transportni procesy

do cytoplazmy a z ni. Napfiklad pohyb Ié€iv v organismu a jejich koncentrace v cilovém
misté je primarné zavisla na schopnosti molekuly prochazet biologickymi membranami v téle
Clovéka. V pfipadé transdermalni aplikace kosmetického nebo farmaceutického pfipravku
kGZe nejvic projevuje své bariérové vlastnosti. Nékteré latky s malou molekulou mohou
pfechazet pres bunéclné bariéry pomoci pérd a nemuseji prekraCovat membrany,
ale to se vétSiny aktivnich farmaceutickych ingredienci netyka. Navic v organismu je velka
fada mist, kde mezi burikami existuji t€sné spoje, a prestup pory neni mozny. Z tohoto
divodu je proces absorpce aktivni latky ve skuteCnosti transport pres biologické membrany
a je vyrazné determinovan chemickou podstatou molekuly [6,9]. Schematické zobrazeni
moznych zplsobU transportovani latek je uvedeno na Obr. 4.

lonty

Napétim

+
< ®**Na

Pasivni difuze P -

Prosakovaci kanal S ese Vyménny transport
Usnadnéna

difuze Aktivni transport

Obr. 4. Moznosti transportu latek pfes membranu [11].
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PFi klasifikaci transportniho procesu je nutné vénovat zvySenou pozornost energetické
charakteristice. Konkrétné zda latky prechazi pfes membranu ve sméru gradientu svého
elektrochemického potencialu nebo proti nému. Podle toho je mozné transport rozdélit
na pasivni (exergonicky) a aktivni (endergonicky). Do pasivniho transportu patfi osmoéza,
nespecificka permeace neboli obyejna difuze a usnadnéna difuze (pokud je latka dobfie
rozpustna v lipidech membrany). Aktivni transport je nejCastéji zprostfedkovan pomoci
specifickych nosicl a iontovych kanald [10].

1.3.1. Pasivni transport

Difuze je nejCastéjSi a z aplikacniho hlediska nejzadanéjSi mechanismus absorpce aktivnich
latek z kosmetickych a IéCivych prfipravkl, protoze nevyzaduje dodani energie.
Jedna se o jednoduchy proces, ktery se uplatiuje u vétSiny aktivnich farmaceutickych
ingredienci pfi jejich absorpci, distribuci i eliminaci v organismu. Vzhledem ktomu,
Ze pro experimentalni sledovani uvolfiovani aktivnich latek byly vybrany syntetické,
biologické kozni a umélé kozni Strat M ® membrany a cela prakticka ¢ast diplomové prace
byla provedena in vitro, je pravé pochopeni mechanizm( pasivniho transportu kliCové.

PFi pasivni difuzi se uplatriuje Fickiv zakon (viz rovnice 1), ktery fika, Ze mira pfestupu latky
je umérna schopnosti molekuly difundovat (vyjadifené jejim difuznim koeficientem), rozdilu
koncentraci latky na opacnych stranach membrany, velikosti plochy, pfes kterou k prestupu
dochazi a tloustce membrany. Difuzni koeficient je zavisly na charakteru transportované
latky, pfedevSim na jeji hydrofobicité, ktera uréuje rozpustnost latky v membrané [6,10].

1 dn oc
23" P [T.p] (1)

kde: dn/dt — difuzi zplisobena zména latkového mnozstvi latky [mol] za jednotku €asu [s],
A — plocha membrany [m?],
D — difuzni koeficient [m%s],
dclox — koncentraéni gradient [mol-m3/m].

Mechanismus nespecifické permeace Ize popsat nasledujicim zplsobem: béhem absorpce
aktivni latky nejprve koncentruji v kapaliné pfi povrchu membrany. Pfi nasledném prostupu
skrz bunénou membranu se molekuly bud rozpoustéji v lipidové vrstvé anebo voli cestu
skrz drobné doCasné pory. Pohyb aktivnich latek trva do vyrovnani koncentraci [10, 12].

Tok doCasnymi pory vychazi z pfirozené schopnosti lipidové dvojvrstvy do€asné tvofit volna
mista, ktera vznikaji intensivnim vnitfnim chaotickym pohybem dlouhych fosfolipidovych
fetézcu. Je tfeba zddraznit, Ze mezery mezi bufikami v epidermis vznikaji pouze kratkodobé
a jsou velice uzké (polomér poér se pohybuje v rozmezi od 0,4 do 1,0 nm). Pfes tyto péry maiji
moznost projit pouze molekuly o maximalni hmotnosti 100 az 150 Daltonu, jako voda,
ethanol, mocCovina, salicylova kyselina atd. [6, 10].
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2. EXPERIMENTALNIi METODY

Pro modelovani transdermalniho transportu v laboratornich podminkach a ovérfeni
penetracnich vlastnosti aktivnich latek je v kosmetickém a farmaceutickém primyslu hojné
vyuzivana metoda difuznich cel. Nezbytnou &asti vyhodnoceni experimentalné ziskanych
vysledkd jsou také analytické metody, jejichz vybér pro potfeby této diplomové prace
byl zaloZeny pfedevSim na povaze pouZitych aktivnich latek. V této kapitole shrnuty zakladni
charakteristiky a parametry nastaveni pouzitych experimentalnich metod. Vzhledem k vyuziti
nékolika druhd bariérovych membran je zde uveden takeé jejich zakladni popis a vlastnosti.

2.1. Difuzni experimenty

Difuzni experiment s vyuzitim difaznich cel (Obr. 5) je nejpouzivanéjsi metodou pro simulaci
transportu aktivnich latek in vitro. Vyhodou metody difuzniho experimentu je jednoduchost
aparatury a snadna opakovatelnost. Mezi nevyhody patfi ¢asova naroCnost experimentu,
protoze aplikaéni doba pfipravku pfimo ovliviiuje délku méfeni. Franzova difuzni cela
predstavuje jednoduchou aparaturu, ktera je doporucena organizacemi FDA (z angl. Food
and Drug Administration) a OECD (z angl. Organisation for Economic Co-operation
and Development) pro provadéni experimentalnich testd za uéelem méfeni uvolfiovani
léCivych a aktivnich latek z krémd, masti a gelu.

) Aktivni latka
Donorova komora

&——— — Membrana

=

=

Receptorova komora

Davkovaci trubice

Michadlo °
Obr. 5. Schéma Franzovy difazni cely [13]

Tato vertikalni difuzni cela se sklada z donorové komory, ktera obsahuje zkuSebni vzorek,
a receptorové komory, ktera obsahuje vhodné pfijimaci médium. Tyto komory jsou oddélené
membranou, ktera fyzicky oddéluje tyto dvé ¢&asti Franzovy difuzni cely a zaroveh
pfedstavuje vhodny model studované biologické bariérové vrstvy. Z duvodu zachovani
ustaleného charakteru difuze a koncentracni homogenity musi byt pfijimaci roztok stale
promichavan. Teplota pfijimaciho média j obvykle nastavena okolo 32 az 35 °C, pro splnéni
normalnich teplotnich podminek pfipadné pouzité kuze. Odbéry vzork( se provadi
z davkovaci trubice v nastavenych intervalech pro konkrétni experiment, poté je odebrané
mnozstvi receptorového roztoku analyzovano pomoci vhodnych vybranych instrumentalnich
metod [13].
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e Syntetické porézni membrany

Nejjednodussim modelem pro studium difuze aktivnich latek bez toho, aby se bralo v Gvahu
specifické chemické slozeni a struktura kOzZe, se pouzivaji syntetické membrany
s definovanou velikosti pord (napf. Nuclepore leptané membrany
nebo Cyclopore ™ z polykarbonatu). Jako zastupce syntetickych membran v experimentalni
Casti diplomové praci byly vybrany membranové filtry firmy Pragopor. Jsou vyrobeny
z upravené nitrocelulézy, ktera poskytuje dobrou odolnosti vaé&i kyselinam, zasadam
a nékterym rozpoustédium. Jedna se o kruhové vyseky s velikosti por 0,23 ym s hmotnosti
v fadech desetin gramu a nizkou hygroskopiénosti. Umozfiuje zachycovani i velmi malych
¢astic, mikroorganizmu. Dle informace, kterou poskytuje dodavatel, jsou vhodné na pouziti
v mikrobiologii a virologii, farmacii, hygien&, pro stanoveni bakterialniho znecisténi vody
a vzduchu, pro analyzu vody apod. Vzhledem k jejich jednoduché struktufe, byly membrany
Pragopor vybrany pro simulaci experimentl transdermalniho transportu, protoze poskytuji
vysledky, které nejsou ovlivnéné pripadnymi vedlejSimi interakcemi studovanych latek
s membranou [15].

e Modelové artificialni kozni membrany

Alternativou  k jednoduchym  poréznim membranam M’v‘
predstavuji syntetické membrany, které berou v uvahu /'
specifické vlastnosti (hydrofobicitu, vrstevnatou strukturu) Kmbra

kiize. Pfikladem takové membrany je Strat M ®, ktera byla W Y\
vybrana pro diplomovou praci. Jejich nespornou vyhodou SN

je eliminace testovani pfipravku na zvifatech. Umélé kozni L N\
membrany jsou nastrojem pro simulaci difuze v lidské =N\

k(zi. Tyto membrany nejsou nikterak toxické a nemaji

omezeni ve skladovani, taktéz jsou ,humanngjSi“ Obr. 6. Strat M ® membrany [14]
z pohledu jejich nezivociSného plvodu. Dle informace

od dodavatele, Strat M ® jsou uréeny pro monitorovani libovolnych farmaceutickych slozek,
kosmetickych aktivnich latek, pesticidu a chemikalii. Zaroven je zaru€ena reprodukovatelnost
difaznich dat, coZz umoziuje neprovadét testovani po kazdém otevieni nového baleni
membran a porovnat difuzni data z jakéhokoliv ¢asového useku experimentu. Membrany
Strat-M ® vykazuji v pfitomnosti ,enhancer(® rozdilnou permeabilitu a jsou kompatibilni
s b&znymi formulacemi, jako jsou roztoky, krémy, gely, emulze atd. Kazda membrana
je jednotlivé balena ve formé pfedfezanych diskG a pfed pouzitim nemusi byt hydratovana.
Membranovy disk je umistén do Franzovy cely mezi donorovou a receptorovou komorou
stejnym zpusobem, jako oby&ejné kozni membrany [14].

e Biologické membrany izolované z zivych organismu

Za idealni biologickou membranu pro testovani transdermalniho transportu in vitro
lze povazovat lidskou kizi, ktera muze byt ziskana z tkanové banky anebo od darcq,
kterymiz jsou pacienti pfi chirurgickych operacich. Vzhledem Kk legislativnim omezenim
a nutnosti pisemného souhlasu darce, ji Ize nahradit zvifeci kazi. Pouziti kize zvifat (mysi,
morc€at, kralikd) je doprovazeno vysSi rychlosti penetraci aktivnich latek v porovnani
s lidskou kuzi kvuli velkému mnozstvi vlasovych folikul. NejvhodnéjSim analogem k lidské
kGzi je kuze praseCi diky své anatomické, fyziologické a chemické podobnosti[16].
Pro pfipravu membran na provedeni difuznich experiment( v této diplomové praci byla
vybrana kize z usi prasat. Podrobny postup jejich pfipravy je popsan v kap. 5.4.
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2.2. UV-VIS spektrofotometrie

UV-VIS spektrofotometrie je fyzikalné-chemicka metoda, ktera se fadi mezi molekulovou
absorpcéni spektrometrii a je béZné pouzZivana v analytické chemii pro kvantitativni stanoveni
rznych analytl, jako jsou napf.: ionty prechodnych kovl, organickych sloucenin
nebo biologickych makromolekul. Ve spektroskopii jsou nejcastéji stanovovany analyty
v roztoku, mohou se ale analyzovat také pevné latky a plyny [17, 18].

Principem UV-VIS spektrofotometrie je méfeni energie, kterou je vzorek schopen pohiltit
pfi prichodu zéafeni. Pfi absorpci elektromagnetického zafeni molekulou dochazi ke zméné
elektronového stavu latky a nasledné k elektronovym prfechodim. NejCastéji je pouzivano
méreni absorbance. Jeji velikost je pfimo umfena koncentraci absorbujici latky a tloustce
méfici kyvety. Vysledkem méfeni jsou absorpéni spektra v grafické podobé vyjadfena jako
zavislost absorbance na vinové délce. DalSi alternativou je graf zavislosti transmitance nebo
extinkéniho koeficientu na vinové délce. Rozsah vinovych délek UV-VIS spektrofotometrie
lezi vrozmezi 200 az 800 nm. Diky platnosti Lambert-Beerova zakona (viz rovnice 2)
umoznhuje tato metoda  stanovit koncentraci latek ve zfedénych roztocich
do koncentrace 10 mol/dm®. U roztok(i s koncentraci nad tuto hodnotu je extink&ni
koeficient zavisly naindexu lomu roztoku, a poté uz je koncentratné nezavisly. Extink&éni
koeficient je pro rtzné latky rozdilny [17, 20].

A=g, -c-I )

kde: A — absorbance,
A — vybrana vinova délka [nm],
€ —molarni absorp¢ni koeficient dané latky pfi vybrané vinové délce [I/cm-mol],
¢ — koncentrace absorbujici latky [mol/l],
| — tloustka vrstvy [cm].

Stanoveni koncentrace neznamych latek v roztoku Ize provadét dvéma zplsoby: metodou
standardniho pfidavku a metodou kalibraéni kfivky [17, 19]. Pfi pouZziti metody standardniho
pridavku se nejprve méfi absorbance analytu v roztoku. Nasledné se koncentrace latky
ve vzorku zvysi pfesné znamym mnozstvim pfidaného standardu a zméfi se odpovidajici
absorbance roztoku. Touto metodou Ize stanovit analyt ve sloZitych smésich, ve kterych
muze dochazet k absorpci zareni ijinou latkou pfitomnou ve vzorku. V praxi to znamena
vytvofit sérii roztokl timto zplsobem: prvni vzorek je tvofen pouze analyzovanym roztokem.
Do nasledujicich vzorkll je postupné pfidavan standard tak, aby jeho pfidany objem tvofil
urcitou aritmetickou fadu. Nasledné jsou odmérné banky s roztoky doplnény rozpoustédlem
po rysku. U takto pfipravenych roztoku je zmérena jejich absorbance [18, 20].

Druha metoda kalibracni kfivky spo€iva v méfeni absorbance nékolika kalibraénich roztokud
0 znamych koncentracich stanovovaného analytu. Je to pomérné jednoduchy a univerzalni
zpusob. Nevyhodou tohoto stanoveni je ¢asova narocnost pfipravy fady a potfeba méfeni
vétSiho poctu roztokl. Z naméfenych hodnot absorbanci se sestavuje kalibracni kfivka,
ktera vyjadfuje zavislost absorbance na koncentraci analytu pfi zvolené vinové délce.
Mezi nezbytné podminky analyzy patfi pouziti jednotné vinové délky a kyvety stejné tloustky
pro v8echna méfeni. Tato metoda mulze byt pouzita jen pro roztoky s jednoduchym
slozenim. Pomoci rovnice linearni regrese ziskané z kalibra¢ni kfivky lze vyjadfFit teoretickou
zavislost naméfené absorbance vzorku na koncentraci. Vzorec obecné rovnice linearni
regrese vychazi z Lambert-Beerova zakona [17, 20].
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2.3. Vysokotlaka kapalinova chromatografie

Vysoce uc€inna kapalinova chromatografie (dale HPLC —high pressure liquid
chromatography) je v souasné dobé jednim z nejucinnéjSich nastroji analytické chemie.
Vyhody této metody spocivaji v moznosti separovat, identifikovat a sou€asné kvantifikovat
libovolné slouceniny, které jsou pfitomny v jakémkoliv vzorku, ktery je rozpustén v kapalinég.
SoucCasna instrumentace dovoluje identifikovat a stanovovat analyty i ve stopovych
koncentracich. HPLC je univerzalni snadno aplikovatelna metoda na témér jakékoliv latky,
mezi néz Ize zaradit 1éCiva, potraviny, kosmetiku, pramyslové chemikalie apod. Schematické
zobrazeni aparatury pro HPLC je uvedeno na Obr. 7. [25, 26].

Vysokotlaké Cerpadlo je vyuzito ke generovani a méreni specifikovaného prutoku mobilni
faze. Automaticky vzorkovac (autosampler) provadi nastfik vzorku do kontinualné tekouciho
proudu mobilni faze, kterahonasledné wvnasi do HPLC kolony. Kolona
obsahuje chromatografickou napln potfebnou k provedeni separace. B&€hem pritoku mobilni
faze se vzorkem, dochazi nakoloné k =zadrZzovani latek nasledujicim zpusobem:
kazda aktivni latka ma specifickou afinitu k stacionarni fazi kolony a je na ni odpovidajici
dobu zadrzovana. Doba setrvani analytu na koloné zavisi na sile vytvofenych vazeb meazi
jeho molekulami a stacionarni fazi. Mobilni faze svym prutokem vymyva z kolony
separované analyty v poradi jejich rostouci zadrze, které jsou nasledné prenaseny
na vhodny detektor [25, 26].

e — Chromatogram
- ! 4
HPLC kolona

Mobilni faze

=1

p- B

. Detektor
Cerpadlo

Odpad

Obr. 7. Schematické usporadani HPLC aparatury [25]

Detektor obsahuje pritocnou celu, ktera detekuje kazdou latku zvlast na pozadi mobilni
faze. Detektor je spojen s pocCitatem azaznamenava zménu elektrického signéalu
vznikajiciho po prevedeni detekovaného signalu. Vystupem méfeni je zaznam -
chromatogram. Separované latky jsou definovany piky v daném reten¢nim Case. Retenéni
Cas je doba, kterou stravi analyt v chromatografické koloné&. Zavisi tedy mimo jiné i na délce
pouzité kolony. Na zakladé ruznych fyzikalnich &i chemickych vlastnosti analytl je vybran
zapojenych v sérii. Napfiklad, detektor UV-VIS anebo ELSD (z angl. Electrolytic Conductivity
Detector) lze pouzit v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem pro analyzu vysledk
chromatografické separace, které poskytuji z jedné injektaze komplexngjsi informace
0 analytu [25, 26].
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2.4. lontova chromatografie

lontova chromatografie (dale IC — ion chromathography) je jedna z forem vysokotlaké
kapalinové chromatografie, ktera slouzi k separaci, detekci a naslednému stanoveni
mnozstvi iontl v roztocich. Princip IC spociva v interakci molekul analytu iontové povahy
s povrchem stacionarni faze, ktera obsahuje iontové funkéni skupiny nesouci opacny naboj
oproti analytu. lontova chromatografie se fadi do skupiny separacnich metod s kapalnou
mobilni fazi. Podle naboje analytu ji mizeme dale rozdélit na iontovou a kationtovou [21, 23].

Hlavni slozkou mobilni faze (dale MF) je konkurencéni ion, ktery pohani eluci slozek vzorku
kolonou. Mezi €asto pouzivané MF patfi vodné roztoky soli nebo pufry, které protékaji
pevnou stacionarni fazi umisténou v koloné ve formé ionexovych ¢astic. Duilezitymi
vlastnostmi MF, které ovliviuji separaci, jsou pH, koncentrace a povaha konkurenéniho
iontu. Vliv naretenéni Casy ma také teplota. ZvySenim teploty dochazi ke zkraceni
retencnich CasO analyzovanych latek. K vytvareni konstantniho pratoku mobilni faze
v iontové chromatografii se pouziva vysokotlaké ¢erpadlo [22, 23].

Kolona je tzv. srdce jakékoliv chromatografie. Existuji dva hlavni typy iontoménicovych kolon
pro iontovou chromatografii, liSici se stacionarni fazi, ktera je nanesena na vnitini povrch
kolony. NejCastéji je stacionarni vrstva tvofena iontoméniéem anorganického
nebo organického puvodu, na kterém jsou navazany funk&ni skupiny. NejrozSifené;si
stacionarni faze je vyrobena nabazi silikagelu a modifikovanych organickych polymera.
Pro analyzy aniontll se pouziva silny nebo slaby anex s kvartérnimi nebo terciarnimi
amoniovymi skupinami. Separace kationtll probiha na katexové koloné obsahuijici sulfonové,
silné fosfonové nebo slabé karboxylové skupiny [22,23]. Kolony na bazi kifemicitych nosicu
nemohou byt pouzity v aniontové chromatografii se supresorem kvuli vysokému pH téchto
eluentd. Bézné uhliitanové eluenty maji pH kolem 10, zatimco hydroxidové maiji
pH blizké 12. Kolony zalozené na oxidu kfemicitétm nejsou schopné dlouhodobé snaset
pH nad 7,5 a po del§i dobé se rozpousti v alkalickych roztocich. Kolony na bazi kfemiku jsou
ureny pouze pro aniontovou chromatografii bez supresoru [21, 24].

V soucasné dobé existuje mnoho typl kolon na bazi polymeru, které mohou snaset mnohem
extrémnéjSi podminky nez kolony na bazi oxidu kfemicitého. lontoménicova skupina vsak
musi byt hydrofilni, aby se zvysila selektivita kolony pro hydroxidové ionty a umoznila pouziti
pfiméfenych koncentraci eluentd. Bézné jsou kolony, jejichz povrch je zpracovan
methakrylatovymi polymery nebo S-DVB (z angl Styrene-divinylbenzene copolymer),
diky Cemuz je dosaZzena hydrofilngjSi povrchova funkénost azvySena ucinnost
kolony [21, 24].

NejbéznéjsSim typem detektoru pouzivanym v iontové chromatografii je vodivostni detektor,
protoze elektrolyticka vodivost je univerzalni vlastnost sdilena vSemi ionty. V nékterych
pfipadech Ize pouzit UV-VIS detektor, ktery se vétSinou vyuziva v systémech bez supresoru.
Nevyhodou detekce UV-VIS je to, Ze jen malo anorganickych iontl absorbuje svétlo.
Vodivostnim detektorem prochazi eluat pres pritokovou kyvetu se dvéma elektrodami,
mezi nimizZ je aplikovan stfidavy potencial. Ve chvili, kdy ionty vzorku vstupuji do méfici cely
detektoru, se zvySuje schopnost roztoku vést elektrony. ZvySenim proudu se umérné zvysuje
hodnota vodivosti, anebo zavislost vodivosti na koncentraci analytu je linearni. Diky tomu
selCjevi jako vhodna metoda prorychlé stanoveni aniontd anebo kationtl
ve smési [21, 24].
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3. CHARAKTERIZACE POUZITYCH SUROVIN

Tato kapitola podrobné se zabyva vybranymi aktivnimi latkami, které byly pouzity v ramci
realizovanych difuznich experimentl. Aby bylo mozné pfipravit u¢innou kombinaci aktivnich
latek, je nutné se seznamit s fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi zvolenych surovin a jejich
béznym zplsobem pouziti. Nize uvedené charakteristiky pouzitych latek se proto zamérfuji
prfedevSim na vlastnosti, diky kterym jsou Zadané v kosmetickém nebo farmaceutickém
odvétvi.

3.1. Alfa-hydroxykyseliny

Alfa-hydroxykyseliny (AHA) byly v kosmetice dlouhou dobu vyuzivany pfredevsim
jako stabilizatory pH, ale vsou€asné dobé se stale Castéji vyuzivany také k redukci
pigmentace a poSkozeni pokozky v dusledkl pusobeni ultrafialového zafeni anebo zmirnéni
projevu starnuti kize. Na konci 20. stoleti byly provedeny experimenty dokazujici,
Ze tyto kyseliny jiz pfi nizkych koncentracich snizuji soudrznost korneocytl v epidermu [27].
Na zakladé téchto vysledkl byly provedeny dalSi experimenty, béhem kterych
bylo prokazano, Ze alfa-hydroxykyseliny vyvolavaji odlupovani odumfelych bunék z povrchu
kize diky snizeni adheze mezi bufikami v hornich vrstvach epidermu. Tento jev je téz znam
jako exfoliace. Stimuluje se tak rist novych bunék pokozky, coz ma za nasledek omlazenou
a svézejsi plet. Zaroven alfa-hydroxykyseliny vykazuji antimikrobialni vlastnosti v zavislosti
na pH kone¢ného produktu [28,29]. Vzhledem ke vSem vySe uvedenym vlastnostem
byly pro experimenty vybrany tfi nejbéznéjsi alfa-hydroxykyseliny: kyselina glykolova, mlééna
a jable¢na, jejichz struktury jsou uvedené na Obr. 8. Z chemického hlediska se jedna o latky,
které obsahuji jak alkoholovou, tak zaroven i karboxylovou funkéni skupinu.

Kyselina glykolova Kyselina mlééna Kyselina jable€na
@) O O OH
OH
/JL\\//CH3 OH HO
HO HO
)
CH,

Obr. 8. Zastupci alfa-hydroxykyselin studované v experimentalni ¢asti této diplomové
prace [30]

3.1.1. Kyselina glykolova

Co se tycCe fyzikalnich vlastnosti, kyselina glykolova je mala organicka molekula bez zapachu
a barvy. V Cistém stavu za normalnich podminek tvofi hygroskopickou krystalickou pevnou
latku, ktera je velmi dobfe rozpustna ve vodé. Vykazuje dobrou stabilitu pfi normalnich
podminkach skladovani jak samostatné, tak ve finalnich pfipravcich. Ve farmaceutickém
primyslu se pouziva jako pfidavna slozka naupravu pHvlécivech. Vzhledem
ke své schopnosti pronikat skrz kuzi nachazi kyselina glykolova uplatnéni také v produktech
pro péci o plet, kde pIni roli aktivni latky. Jedna z teorii tykajici se mechanizmu exfoliace
popisuje Vliv kyseliny glykolové na snizeni koncentrace iontd vapniku v epidermis,
coz oslabuje vazebné  vilastnosti lipidi  a zplUsobuje naruSeni  bunéénych  adhezi.
V kosmetickych prostfedcich s hodnotami pH do 2,5 se zcela projevuje keratolyticky ucinek
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kyseliny glykolové. Mezi dalsi uziteéné vlastnosti patfi schopnost potlacovat produkci
melaninu diky inhibici tyrozinazové aktivity. Kyselina glykolova ve vysokych koncentracich
(70% roztok a vice) mlze zpusobit poranéni, typicka pro silné kyseliny, jako jsou podrazdéni
klze a o€i. Prozatim neexistuji zadné udaje pro hodnoceni chronické dermailni toxicity
a karcinogennosti kyseliny glykolové. Dostupné klinické studie potvrzuji bezpe€nost topické
aplikaci vySe uvedené latky pfi nizkych koncentracich [31].

3.1.2. Kyselina mlééna

Kyselina mlééna, kterou lze z fyzikalniho hlediska charakterizovat jako ve vodé dobre
rozpustnou bezbarvou krystalickou latku, rozSifuje fadu nejjednodussich hydroxykyselin.
Nejbéznéjsi zpusob pripravy mlécéné kyseliny je kvaseni cukrl, diky ¢emuz se jeji hlavni
vyuziti nachazi v potravinarském pramyslu. Vzhledem ke svym antiseptickym vlastnostem
je hojné pouzivana ve volné prodejnych pFipravcich pro péci o plet stejné jako
i v profesionalnich peelinzich a krémech. Mezi dalSi vyhody Ize zafadit schopnost v uréitém
koncentraénim rozmezi hydratovat suchou pokozku. V ramci klinickych studii bylo zjisténo,
Ze pfi pravidelném pouziti ma kyselina mlééna tendenci stimulovat obnovu kolagenu
a pfispivat tim k zlepSeni regenerace pokozky. Dale se také podili na feSeni problému
spojenych s hyperpigmentaci a prvnimi pfiznaky starnuti pleti. Ve farmaceutickém pramyslu
se pouziva pro lokalni l1é¢bu ekzému, dermatitidy a seborei. Prestoze kyselina mlééna
je méné agresivni nez kyselina glykolova, jeji pouziti mize mit podobné vedlejsi ucinky.
Nékteré studie naznacily, ze po aplikaci kosmetického pfipravku s kyselinou miéénou trpéli
néktefi jedinci zvySenou citlivosti pokozky na slunecni zafeni atoityden po aplikaci.
Z pohledu toxicity je kyselina mlééna béznou slozkou lidského téla a nékterych potravin,
proto ji lze za toxickou povazovat jen v pfipadé vysoce koncentrovanych roztokd, v nichz
je pH mensi nez 1. V bakterialnich testech taktéz nebyly pozorovany zadné dukazy
mutagenity [11, 32, 33].

3.1.3. Kyselina jable€na

Kyselinou jable¢nou Ize charakterizovat jako opticky aktivni bezbarvou krystalickou vysoce
vodorozpustnou latku, ktera se vyskytuje v D- aL- stereoizomerickych formach. Hodnota
specifické optické rotace ve vodnych roztocich silné zavisi na koncentraci a teploté. Kyselina
jable€na a jeji derivaty jsou bézné pouzivanymi primyslovymi chemikaliemi a jsou uzce
spojeny s kazdodennim zivotem ve formé potravinaiskych pfisad, kosmetickych vyrobkd,
komponentl biologicky rozlozitelnych polymer( a lé€iv [34]. Ve farmaceutickych formulacich
se tato latka pouziva jako okyselujici, antioxidacni, aromatické, pufrovaci a chelataéni
Cinidlo. Napfiklad, L-enantiomer ma pfichut jablek apouziva sejako ochucovadlo
k maskovani horkych chuti. Zaroven lze kyselinu jableCnou pouzit také jako alternativu
kyseliny citronové v Sumivych prascich, ustnich vodach a tabletach na cisténi zubd.
Kromé toho diky svym chelatanim a antioxidatnim vlastnostem muze byt pouZita
ke zpomaleni oxidaCniho procesu rostlinnych oleju. Terapeuticky efekt byl pozorovan
u lokalniho pouziti kyseliny jable€né v kombinaci s kyselinou benzoovou a kyselinou
salicylovou k [é€bé popélenin aran. Tato latka je klasifikovana jako netoxicka a bezpecna
pro pouziti v potravinafském, kosmetickém a farmaceutickém primyslu [34, 35].
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3.2. Beta-hydroxykyseliny

Strukturni rozdil mezi alfa-hydroxykyselinami a beta-hydroxykyselinami pfedstavuje umisténi
hydroxylové skupiny, diky ¢emuz molekula nabyva jinych vlastnosti a je napfiklad schopna
se rozpoustét v tucich nebo olejich. Dlsledkem toho jsou tyto latky schopné pronikat do poru
pokozky, ktera obsahuje kozni maz a napomahat odstranovat odumfelé kozni bunky,
které se uvnitf poru mohou hromadit. Vzhledem k této vlastnosti jsou beta-hydroxykyseliny
pouzivané pfedevSim v pfipravcich pro problematickou a mastnou plet se sklony k akné.
Bézné sejako =zastupce beta-hydroxykyselin v kosmetickych pFipravcich vyuziva
pouze kyselina salicylova, jejiz transdermalni transport byl prozkouman v bakalarské praci,
na kterou tato diplomova prace navazuje [36]. V této praci byla experimentalné potvrzena
schopnost kyseliny salicylové prochazet kozni membranou. Na zakladé dosazenych
vysledku bylo pfedpokladano, zZe ijina beta-hydroxykyselina mize mit podobné penetracni
vlastnosti. Ovéfeni této hypotézy predstavuje jeden z dilCich cil(l této diplomové prace.

3.2.1. 3-hydroxybutyrova kyselina

Ve védeckém svété 3-hydroxybutyrova kyselina, respektive
OH O jej polymerni forma poly(3-hydroxybutirova) kyselina, dale (PHB),

je Casto diskutovana vramci problematiky biodegradabilnich
plastd a jejich zpracovavani. PHB je jednim z nejatraktivnéjSich
OH biopolymernich plastli, protoze kombinuje uzitné vlastnosti

analogické k petrochemickym plastim (napf. polyolefinim)
se schopnosti biodegradace. Zarover je jeho vyroba mozna
z obnovitelnych zdroji pomoci mikrobialnich biotechnologickych
procesu, cozdéla jeho pouziti ekologicky atraktivnim. Kyselina 3-hydroxybutyrova
byla do této diplomové prace vybrana jako dalSi zastupce beta-hydroxykyselin. Jedna
se o slou€eninu patfici mezi ketolatky s pomérné malou velikosti molekuly. Je lidskému télu
vlastni a zvySeni hladiny 3HB kyseliny Ize stanovovat v krvi pfi ketéze. U Clovéka se tato
kyselina syntetizuje v jatrech z acetyl-CoA a muze byt vyuzivana mozkem jako nahradni
zdroj energie, pokud je hladina glukézy v krvi pfili§ nizka [42, 43]. V této diplomové praci
je nastolena otazka, zda ma tato latka zaroven potencial prochazet pokozkou pfipadné
podporovat transdermalni transport jinych aktivnich latek. Toto zjisténi by mohlo
byt pfinosnym poznatkem tykajici se dalSich potencialnich aplikaci 3HB kyseliny.

Obr. 9. Struktura 3HB
kyseliny [37]

3.3. Vitaminy rozpustné ve vodé

Vitaminy jsou chemické slou€eniny nezbytné pro spravné fungovani lidského téla a vnitfnich
procesu, jejichZz deficit vyvolava riznd onemocnéni. Doporu€eny pfijem vitamini zavisi
na véku, pohlavi a muze se vyrazné liSit v pribéhu téhotenstvi €i 1éCby. PFi hypo- nebo
avitaminéze nelze vSechny vitaminy rychle a v dostate€ném mnozstvi doplnit do krevniho
obéhu z pfirodnich zdroju. Injektéaz vitaminl je €asto spojena s bolestivosti v misté aplikace.
Topické podani vitamind by mohlo vyfesit tento problém s potencidlem rozsifeni nasledného
pouZiti pro jakoukoliv vé€kovou kategorii. Mohlo by pomoct se vyhnout efektu ,prvniho
prachodu jatry“ a zachovat transportovanou molekulu biodostupnou po delSi dobu a ve vétsi
mife. VétSina vitamind obecn& aktivuje proces obnovy pokozky, vlasu a nehtd,
protoze se podileji na metabolismu tukl, sacharidu a bilkovin. Diky témto vlastnostem jsou
vitaminy zajimavymi surovinami i pro kosmeticky pramysl.

22



CHARAKTERIZACE POUZITYCH SUROVIN

3.3.1. Vitamin C - Kyselina askorbova

Vitamin C neboli kyselina askorbova je antioxidant dobfe
rozpustny ve vodeé, ktery je Siroce pouzivany v rliznych
kosmetickych pfipravcich. V kazi hraje dulezitou roli
predevsim pfi prevenci starnuti kGze, vyskytu vrasek
a stimuluje tvorbu novych bunék a kolagenovych vlaken.
Pomaha chranit pokozku pred Skodlivymi  ucinky
reaktivnich forem Kkysliku a zabranuje poSkozeni klze
v dusledku expozice ultrafialovym paprskim. Zaroven
ma vitamin C schopnost shizovat uz vzniklou
hyperpigmentaci pomoci inhibice enzymu tyrozinazy.
Mimo to se vlidském organismu podili na celé fadé biochemickych proces(, napf.
na biosyntéze a sitovani kolagenu a také na metabolismu steroidd a aminokyselin [44, 45].

Obr. 10. Struktura kyseliny
askorbové [38]

Mezi hlavni funkce vitaminu C v kosmetice patii konzervace kosmetického pfipravku,
antioxidaéni uc€inky vedouci k neutralizaci volnych radikalt. Prikladem jeho antioxidaénich
ucinkl je také schopnost redukovat oxidovanou formu vitaminu E. Kombinace téchto dvou
vitaminu maze byt nékolikrat u¢innéjsi diky tomu, Ze vitamin C je schopen vracet tokoferol
do aktivni formy, ¢imz umoznuje znovu vyuzivat jeho antioxidac¢ni vlastnosti. DalSi pozitivni
efekty kyseliny askorbové predstavuje jeji keratolyticky ucinek ve vysoké koncentraci,
schopnost branit pokoZzku pfed hyperpigmentaci a stimulovat tvorbu kolagenu. PFipravky,
které jsou pouzivany na zesvétleni pokozky, mohou obsahovat do 20 % vitaminu C a jejich
pH se nachazi v extrémné kyselém rozmezi (pH 2,0 az 3,0). Podobné kosmetické pfipravky
fazeny mezi profesionalni kosmetiku a mohou ji pouzivat vyhradné dermatologové.
NejvétsSim problémem vyroby kosmetickych prostiedkd s vitaminem C je vyrazna chemicka
nestabilita tohoto vitaminu. Mezi faktory, které ovliviiuji stabilitu a urychluji degradaci
vitaminu C, patfi zasadité pH, vysoka teplota, pfitomnost kysliku anebo kovovych iontu.
Aby se udrzela stabilita vitaminu C v kosmetickém pfipravku, mélo by pH produktu
se pohybovat v hodnotach pod 3,5 [45, 46].

3.3.2. Vitamin B1 = Tiamin

Tiamin hraje dulezitou roli koenzymu v metabolismu
N sacharidd. Denni potfeba vitaminu Bl se nachazi
NI o NAS vrozmezi 1 az 1,2 mg, ale napfiklad béhem téhotenstvi
HaC/j\N/ Haci se muze denni davka mirné zvySovat. Lidsky organizmus
nedokaze tiamin syntetizovat de novo, a proto musi

OH ho ziskavat z externich zdroji. NejCastéjSim zdrojem jsou

Obr. 11. Struktura tiaminu [39] obiloviny  apSenicné  klicky, . dale se nachazi
napf. v ovesnych vlockach a kvasinkach. V téle clovéka

je obvykle zasoba tiaminu, ktera je schopna udrzovat metabolickou potfebu po dobu pfiblizné
dvou tydnu. Tato zasoba muze byt vyCerpana dlouhodobé&jsim Spatnym pfijmem z potravy
nebo prodélanym onemocnénim. Ve vodnych roztocich je tiamin inaktivovan teplem.
Produkty jeho rozkladu dodavaji jidlu charakteristicky masity zapach. Co se tyce fyzikalnich
vlastnosti, je to bezbarva krystalicka latka, snadno rozpustna ve vodé, ale nerozpustna
v alkoholu. Existuje také v tucich rozpustny analog vitaminu B1, ktery se nazyva benfotiamin.
Vodni roztok tiaminu ma specifickou vlni kvali pfitomnosti siry v molekule. V kosmetickych
pFipravcich se pouziva ve formé soli a €asto v kombinaci s jinymi vitaminy skupiny B [47, 48].

NH,
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3.3.3. Vitamin B3 — Niacin

Vitamin B3 existuje ve dvou formach: jako kyselina

O nikotinova a nikotinamid. Nachazi se v nezpracovanych

potravinach a podili se na biochemickych redoxnich

\ OH reakcich. Niacin se Casto podava oralné

za ucelem snizovani cholesterolu v plazmé,

nizkohustotnich lipoproteind a triglyceridli, které jsou

Z spojovany se zdravotnimi riziky. Kyselina nikotinova

N pomaha zvySovat hladinu lipoproteind s vysokou

Obr. 12. Struktura niacinu [40]  hustotou, které maiji pozitivni efekt pfi |éEb& pacient(

s vysokym cholesterolem v krvi. Niacin je také znamy

svou specifickou vlastnosti pfi vys§Sich aplikacnich davkach zpuUsobovat vazodilataci.

Ma schopnost rozsifovat kapilary pod klzi, coz umozriuje lepsSi prokrvovani, a kiize se stava

Cervenou a svédivou. Tento doCasny efekt senazyva ,niacin  flush

a prestoze je nepfijemny, neni Skodlivy ani dlouhodoby, a ve vétSiné pripadu tento efekt

po hodiné odezni a po dalSim pouzivani se prestane projevovat. Vazodilataéni vlastnosti

niacinu jsou ¢asto vyuzivany v pripravcich uréenych ke snizovani tlaku. Farmakokineticky

profil niacinu uzivaného oralné je nepravidelny kvali nelinearnimu vztahu mezi davkou

niacinu a naslednou biodostupnosti I€€iva kvuli metabolismu v jatrech. Transdermalni podani
tohoto vitaminu by vyrazné zjednodusilo terapii i takto rizikovych onemocnéni [49, 50].

Niacinamid (téz znamy jako nikotinamid) je kli€ovou strukturni slozkou dulezitych koenzymu
podilejicich se napfenosu vodiku. Meziné patfi dvé kliCové kodové hydrogenazy:
nikotinamidadenindinukleotid (NAD) a nikotinamid adenindinukleotid fosfat (NADP). Lokalni
aplikace niacinamidu ma stabilizacni ucinek na funkci epidermalni bariéry jako napfiklad
snizeni transepidermalni ztraty vody. Niacinamid podporuje syntézu proteinu
(napf. keratinu), ma stimulaéni 0Cinek nasyntézu ceramidu, urychluje diferenciaci
keratinocytd a zvySuje intracelularni  hladiny NADP. Lokalni aplikace niacinamidu
zlepSuje strukturu povrchu starnouci pokozky, vyhlazuje vrasky a inhibuje fotokarcinogenezi.
Diky prokazatelné prospéSnym ucinkiim se jevi niacinamid jako vhodna slozka kosmetickych
pripravkd napfiklad pro pouziti pfi poruchach funkce epidermaini bariéry, pro starnouci kizi,
pro odstranéni pigmentovych skvrn nebo pro pouziti na kdzi nachylnou k akné [1, 49].

3.3.4. Vitamin B6 — Pyridoxin

OH Pyridoxin se Casto pfidava do kompozice produktd

pro pé¢i o pokozku, vlasy a do zubnich past, a to

OH nejCastéji ve formé rostlinnych vytazkd. Ma nizkou

HO = svételnou stabilitu a produkty rozkladu mohou zpusobit
- | podrazdéni kize. Je schopen proniknout pfes horni

N CHj; vrstvy pokozky. Muze byt pouzit k Ié€bé dehydratace

Obr. 13. Struktura pyridoxinu [41] kize, akné, popalenin, zplsobenych slune¢nim

zafenim, jako profylaktické oSetfeni pfi svédéni
v pfipadé zanétl. Nedostatek pyridoxinu v organizmu vede k rdznym formam dermatitidy,
otoku, vypadavani vlast a kifehkosti nehtl. Vitamin B6 mohou zastupovat také pyridoxal
s aldehydovou funkéni skupinou a pyridoxamin s aminomethylovou skupinou diky tomu,
ze tyto tfi slou€eniny maji stejnou vitaminovou aktivitu a mohou se navzajem transformovat.
Typickymi zdroji tohoto vitaminu jsou kvasnicovy extrakt, mléko, semena a ofechy.
V pfipravcich na péci o plet' se pouziva hlavné pyridoxin hydrochlorid [51].
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4. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Vzhledem k nastavenym cilim diplomové prace, mezi které patfi navrh arealizace série
experimentd s vybranymi aktivnimi latkami, je nutné konfrontovat obecné teoretické
predpoklady shrnuté v Uvodni C&asti prace s praktickymi zkuSenostmi a konkrétnimi
experimentalnimi poznatky zjisténymi v ramci studia aktualni odborné literatury na dané
téma. Je zcela bézné, zZe praktické zkuSenosti jsou d&asto vrozporu s teoretickymi
predpoklady (napf¥. s pfedpoklady pozitivniho efektu aktivnich latek u konkrétni kosmetické
nebo farmaceutické aplikaCni formy). Tato kapitola proto pfedklada aktualni literarni reSersi
zaméfenou na experimentalni studium transdermalniho transportu aktivnich latek, ktera byla
pouzita jako inspirace a teoretické vychodisko pfi navrhu praktické experimentalni napiné
této diplomové prace.

4.1. Studium mechanismu pusobeni alfa-hydroxykyselin na kizi

Pfestoze pouzivani pfirodnich alfa-hydroxykyselin ma dlouholetou tradici, stale se cela fada
klinickych vyzkum0 zabyva problematikou jejich transdermalniho transportu a mechanismu
jejich ucinku. Kosmetické pfipravky osahujici glykolovou nebo mlécénou kyselinu jsou hojné
pouzivanym nechirurgickym prostfedkem uréenym kregeneraci aomlazeni starnouci
pokoZky. Bylo mnohokrat naznacovano, Ze tyto kyseliny mohou se podilet na zlepSeni stavu
problematické pokozky, diky svym exfoliacnim vlastnostem a schopnosti pfispivat k urychleni
regeneraci bunék klOze. RuUzné kosmetické pfipravky s koncentraci hydroxykyselin
do 20 % jsou voIné dostupné v lékarnach a obchodech ajsou vhodné pro kazdodenni
pouziti. AvSak mechanismus pusobeni kyselin stale neni dobfe prozkouman a znam.

Podrobnému studiu mechanismu plsobeni kyseliny glykolové na kuzi se vénoval Moon Sang
Eun a jeho kolektiv, ktery se zaméfil na ucinek kyseliny glykolové na metabolismus kolagenu
v souvislosti s procesem tvoreni vrasek u mysSi, v dusledku pusobeni UV zafeni [52]. MysSi
byly vystaveny UVB paprskim po dobu deseti tydni apoté byly topicky oSetfeny
15% kyselinou glykolovou po dobu dalSich deseti tydnd. U mysi oSetfenych kyselinou
glykolovou se vyznamné snizil pocet vrasek, zvySila se tlouStka kize v pozorované
regeneracCni zoné a zvysilo se mnozstvi syntetizovaného kolagenu ve srovnani se skupinou
mysSi oSetfenou jen masti na hydrofilni bazi.

Cilem studie skupiny pod vedenim Bertina C. bylo posoudit o u€innost kombinace retinolu,
laktozy a kyseliny glykolové pfilokalni aplikaci na pokozku, poskozenou slunecnim
zarenim [53]. Byla provedena dvojité slepa, randomizovana, placebem kontrolovana klinicka
studie, do které bylo zafazeno 40 dobrovolnic ve véku 35 az 50 let. Krém obsahujici
0,1% retinol, 5% laktozu a 4% kyselinu glykolovou s hodnotou pH 6,4 byl aplikovan na jednu
stranu obliceje a placebo krém na druhou stranu, a to dvakrat denné po dobu 12 tydnu.
Repliky z oblasti oSetfené kuze byly odebrany za pouziti silikonového kaucuku
a byly analyzovany pomoci videokamery s vysokym rozliSenim. Pro vyhodnoceni
mikroreliéfu byla provedena biopsie z obou stran obliCeje kazdého dobrovolnika a poté
ziskané vzorky kize byly vySetfeny pomoci optické mikroskopie Jak klinické hodnoceni,
tak objektivni instrumentalni méreni odhalila, Ze na Casti obliceje 1éCené krémem s aktivni
smeési na konci studie vyznamné klesl celkovy pocCet vrasek ve srovnani se stranou lé€enou
placebo krémem.
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Wang Chun Min ajeho védecka skupina se rozhodli zhodnotit Ucinnost a bezpecnost
peelingovych pfipravkll s obsahem kyseliny glykolové [54]. Pro provedeni experimentu
bylo vybrano 40 dobrovolnikll se stfedné tézkou az tézkou formou akné, ktefi byli rozdéleni
do dvou skupin podle stupné mastnoty pokozky. Jedna skupina byla oSetfena Ctyfikrat
peelingem s kyselinou glykolovou o koncentraci 35 %, druha o koncentraci 50 %. Zaroven
béhem studie dobrovolnici také pouzivali produkty prodomaci péci s obsahem
15% glykolové kyseliny. ZlepSeni stavu pokozky s akné ajinymi koznimi problémy
byly klinicky posouzeny lékafem i subjektivné samotnym pacientem. Bylo zaznamenano
vyznamné zlepSeni komedonu, papul a pustul. Textura kize kazdého kandidata byla rychle
obnovena. Ke zjevnému zlepSeni jizev po akné byla nutna dusledna a opakovana lécba
kyselinou glykolovou, pfikteré se zaroven zmenSily péry. VétSina dobrovolniki méla
mnohem jasnéjSi a svétlejSi plet, vedlejdi U€inky se vyvinuly pouze u nizkého poctu
testovanych pacientd.

Cilem studie Abelsa Christopha bylo prozkoumat emulzi typu olej ve vodé obsahujici
10% kyselinu glykolovou s vyslednym pH v hodnoté 4, jako monoterapii pro plet s akné,
s ohledem na klinickou ucinnost a snasenlivost po dobu 90 dnu [55]. Do této dvojité slepé,
placebem kontrolované, randomizované studie bylo zahrnuto 120 pacient trpici mirnym
akné vevéku od 12 do 53 let. Krém byl aplikovan jednou denné. Bé&hem provedeni
experimentu nebyly pouzity zadné dalSi |éCivé pfipravky. Pokozka s akné se vyznamné
zlepSila po uplynuti 90 dnu. Jiz po 45 dnech byl stanoven statisticky vyznamny rozdil
mezi skupinou, ktera pouzivala emulzi s kyselinou glykolovou, oproti placebo-skupiné.
Subjektivni hodnoceni lékafl a pacientd ohledné klinické uc€innosti a snasenlivosti
bylo taktéz pozitivni.

Okuda M. ve své studii hodnotil potencial in vitro pronikani kyseliny mlééné a kyseliny
jable€né do kuze ze smyvatelnych produktt pro osobni péci v porovnani s referenénim
pripravkem s obsahem 10% glykolové kyseliny (pH 3,5) [56]. Sampon, kondicionér a pletové
mléko obohacené radioaktivné znacenou alfa-hydroxykyselinou byly rovnomérné aplikované
na rozmrazenou kozni membranu, ktera byla odebrana od zesnulych darcl. Experiment
byl proveden pomoci vertikalnich difiznich cell. Doba pusobeni smyvatelnych produktd
byla do 3 min. Epidermalni penetrace kyseliny jableCné a kyseliny mlééné z Samponu
a kondicionéru byla zanedbatelna, vice nez 99 % se odstrani oplachovanim, stejné
tak zanedbatelna Cast zbyvala ve stratum cornerum. Referenéni vzorek byl nanesen na kuzi
po dobu 24 hodin a penetrace kyseliny glykolové byla znacné vys$Si. Bylo potvrzeno,
ze dermalni penetrace kyselin do lidské klize je zavisla na pH, na koncentraci, a pfedevsim
na aplikacni dobé. Alfa-hydroxykyseliny v Samponech a kondicionérech jsou téméF zcela
smyvatelné z pokozky béhem nékolikaminutového oplachovani.

4.2. Aktualni souhrn studii orientovanych na kyselinu 3-hydroxybutyrovou

V souCasné dobé& nejsou autorce prace znamé zadné studie s konkrétnim zaméfenim
na kosmetickou, resp. farmaceutickou aplikaci kyseliny 3-hydroxybutyrové jako aktivni latky.
VétSina publikovanych praci je zaméfena na 3HB kyselinu jako sou€ast polymernich matric,
pficemz transdermalni transport téchto materiald se studuje predevSim z hlediska jejich
vyuziti v nosicovych systémech pro cilenou distribuci I1€Civ.

Jako priklad maze slouzit studie Eke G., jejimz cilem bylo vyvinout nosici 1éCiv na bazi PHBV
(kopolymer poly(3hydroxybutyrat-co-3hydroxyvalerat) a zaroven prostudovat penetraci téchto
Castic do, resp. preskOzi [57]. MikroCastice a nanocCastice PHBV kulového tvaru
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byly pfipraveny o/w emulzni metodou a obarveny fluorescenénim barvivem Nile Red. Pomoci
odstfedéni byly pfipraveny frakce s Casticemi raznych velikosti. Topografie ¢astic
byla studovana pomoci SEM, pramér velikosti ¢astic a jeji distribuce byly stanoveny pouzitim
analyzatoru velikosti Castic. Test Zzivotaschopnosti bunék (MTT) byl proveden za pouziti
fibroblastické bunécéné linie a penetrace Castic do bunky byly studovany na modelu mysi
kGiZze. Reakce pokozky byla hodnocena histologicky a mnozstvi PHBV v kizi bylo stanoveno
plynovou chromatografii s MS detektorem. Studie in vitro ukazaly, ze bufky mély normalni
ristovy trend, MTT nevykazoval zadnou toxicitu ¢astic. Bylo stanoveno, Ze ¢astice PHBV
o velikosti 166 nm a 426 nm prostoupily bun&fnou membranou, a histologické testy
neodhalily Zzadné nepfiznivé U€inky. S ohledem natyto (dajeje mozné posoudit,
ze mikro¢astice PHBV s malou velikosti maji potencial a mohou slouzit jako lokalni
transdermalni nosice aktivnich latek.

Podafilo se najit jednu studii [58], ktera byla provedena v roce 2019, zaméfenou
na biomedicinské aplikace. Ma Linlin a jeji védecka skupina se zabyvala ovéfenim
antibakterialnich a protiplisfiovych vlastnosti u PHB oligomeru. Oligomery PHB (E-PHB) byly
ziskany extrakci z biologického praskového PHB a byly charakterizovany pomoci hmotnostni
spektrometrie. Byly provedeny antimikrobialni testy proti bakteriim Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae a plisni Candida albicans s pouzitim PHB oligomeru
s nizkym stupném polymerizace (8-15) a PHB prasku s vysokym polymerizaénim
stupném (10 000—20 000). Bylo stanoveno, Ze prasek PHB nevykazoval Zadny baktericidni
ucinek, ale oligomery prokazaly vynikajici antimikrobialni u¢inek. Po 18 hodinach inkubace
se pocet bakterialnich kolonii oSetfenych PHB oligomerem se snizil na nulu. Bylo prokazano,
Ze stupen polymerace je dllezitym faktorem ovliviujicim antibakteriaini vliastnosti PHB,
a ze snizeni stupné polymerizace zvySuje antibakterialni viastnosti PHB. Fyziologicka toxicita
nebyla prokazana a ziskané vysledky naznacuji, ze PHB oligomer je slibnym kandidatem
pro vyuziti v biomedicinském odvétvi.

4.3. Soucasna studia zamérena na topické aplikace niacinu

Jak uz bylo uvedeno v pfedchozi kapitole, niacin pfedstavuje vysoce ucinné lécivo,
které hraje dulezitou roli vregulaci lipidd aje zatimto ucelem Siroce klinicky vyuzivan.
Avsak i pfes uspésné formulace je peroralni podavani tablet obsahujici niacin stale spojeno
s nepfijemnymi vedlejSimi ucinky: jaterni toxicitou, zaervenanim pokozZky, navaly horka
apod. Ve snaze snizit tyto nepfiznivé ucinky byly studovany alternativni zpusoby dodani
niacinu, mezi néz patfi ifizené uvolfovani, pfipadné i metaboliticka zména aktivni latky
na IéCivo uvnitf téla. Transdermalni podani niacinu vypada slibné, a proto mize byt feSenim
ke snizeni vedlejSich UCinkd a k udrzeni stalych terapeutickych hladin aktivni latky v krvi
po delSi dobu [59].

Cilem studie popsané v referenci [60] bylo vyvinout optimalni formulaci a nasledné vybrat
vhodny prostfedek pro transdermalni dodavani vysoce lipofilnich proléciv kyseliny nikotinové.
Jako experimentalni aktivni latky byly pouzity dodecylnikotinat a myristylnikotinat, urcené
k podavani kyseliny nikotinové pres kGzi bez vedlejSich ucinkd, jako je vazodilatace.
Navrzena formulace byla zaloZena na mikroemulznim systému s pfidavkem latky zvySujici
penetraci. Mikroemulzni systém byl slozen z isopropylmyristatu (IPM), vody a smeési
Labrasolu a Peceolu 4:1 (W/W). Mikroemulzni formulace s riznymi poméry slozek byly
charakterizovany stanovenim vodivosti, pH, velikosti &astic, viskozity aindexu lomu.
Podle analyzy velikosti ¢astic, konduktivity a viskozity byly vytvofeny mikroemulzni formulace
typu olej vevodé. Transdermalni permeabilita kyseliny nikotinové a jejich proléciv
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byla studovana in vitro za pouziti Franzovych difaznich cell a biologické membrany z mysi
k(ize. Koncentrace kyseliny nikotinové byly analyzovany pomoci vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie. Vybrané formulace se zdaly jako slibné pro vyvoj transdermalniho systému
dodavani kyseliny nikotinové, avSak dodecylnikotinat vykazoval lepSi vysledky a mohl by byt
vyuzity v systémech pro fizené uvolfovani niacinu s pfijemnym bonusem ve formé zvyseni
stability 1éCiva a usnadnéni vyroby ve vétSim mefitku.

Jacobson Elaine ve své studii demonstruje, jak modifikace niacinu s mastnymi alkoholy
umozriuje vitaminu proniknout pFes kiizi kontrolovanym zpusobem [61]. Estery kyseliny
nikotinové byly pfipraveny zpracovanim chloridu nikotinylu s triethylaminem (TEA),
dimethylaminopyridinem (DMAP) ariznymi alkoholy pod inertni atmosférou (dusik).
Pro experiment byly pouzity samice mySi bez srsti. Kazdy den bylo na zada mysi naneseno
200 mg pfipravku. Nasledné zvifata byla usmrcena pentobarbitalem pred odbérem vzork(
kize. Ventralni vzorky klGze byly okamzité zmrazeny v tekutém dusiku a skladovany
pfi teploté -80 °C. Ukazalo se, Ze estery kyseliny nikotinové s hodnotami log P (lipofilita)
mezi 6,0 az 8,0 jsou vyhodnymi slou¢eninami pro transdermalni dodani niacinu.

Methylnikotinat (MN) muZe vyvolavat lokalni kozni erytém (pfechodné zarudnuti,
zaCervenani C&i vyrazku pleti) aproto muze byt pouzit u lokalnich provokacnich testd
zamérenych na hodnoceni mikrocirkulace a zivotaschopnosti kize. Cilem studie publikované
v [62] bylo ovéfit u€inky zvySujicich se davek MN, najit koncentraci, ktera poskytuje nejvice
reprodukovatelny uc€inek. Mikrovaskularni odezvy na topicky aplikovany MN v riznych
koncentracich byly méfeny u 12 subjektll pomoci laserové interferometrie s vyuzitim
kontrastu spekli (LSCI). Uginky MN byly méfeny na &tyfech rliznych mistech t&la, které jsou
podrobné popsany uvedené studii. Pfikoncentraci aktivni latky 5 mmol/l, 10 mmol/l
a 20 mmol/l byla reakce na MN nejvice reprodukovatelna a vedla k platé odezvé v prabéhu
20 minut po aplikaci. Rozdily v perfuzi pfi aplikaci na Ctyfi rlzna mista nebyly nikterak
vyznamné.

Dal3i ze studii se vénovala posouzeni ucinnosti a bezpecénosti aplikaci laserového pulzu
ovinové délce 595 nm po predchozi topické aplikaci niacinového krému [63].
Bylo zhodnoceno celkem 25 korejskych pacientl s erytémem obliCeje, ktefi byli po naneseni
niacinového krému na nemocnou ¢ast kuze tfikrat oSetfeni laserovym pulzem. Vysledky
ul2z?25 pacientu prokazaly vyrazné klinické zlepSeni pfitomného erytému obliCeje.
Jenu dvou pacientd nedoslo kzadnému zlepSeni. Bylo zjisténo, Ze reakce pokozky
na niacinovy krém byla vyrazné snizena u 64 % pacientl po aplikaci laserového pulzu.
U vétSiny pacientl byl zaznamenan minimalni pooperaCni otok obliCeje, ktery obvykle
samovolné ustoupil do 2 dna.

4.4. Prehled studii zamérenych na transdermalni podani tiaminu

Daldi védecka skupina realizovala studii, jejimz cilem bylo zhodnotit efektivitu
transdermalniho dodani benfotiaminu (BFT) jako potencidlniho zpusobu podani
modifikovaného tiaminu pro IéCbu diabetické periferni neuropatie [64]. Peroralni podani
benfotiaminu (BFT) bylo posouzeno za nadéjné na zékladé vysledkd studie, pfi niz bylo
morcatim aplikovano na pokozku 10 mg BFT. Hladiny thiaminu, thiaminmonofosfatu,
thiaminu difosfatu, benzoylthiaminu a BFT byly méfeny v krvi, kizi a svalech v rlznych
Casech béhem 24 hodin. Po uplynuti jednoho dne byla hladina tiaminu zvySena 10krat v krvi,
vice nez Tkrat v kuzi a témér 4krat ve svalech ve srovnani s nelééenymi zvirfaty. Toto silné
zvySeni hladin tiaminu v tkani a hladin metabolickych derivatd tiaminu stanovenych v krvi
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a lokalnich tkanich po jedné davce naznacuje, ze lokalné aplikovany BFT je potencialné
uspéSnym a vyhodnym zpusobem dodavani aktivni latky pro IéEbu diabetické periferni
neuropatie.

Hydrochlorid tiaminu byl navrzen jako pfirodni, bezpe¢na a ucinna alternativa chemickym
repelentdm. Bylo nutné vyhodnotit minimalni pozadovanou davku, ktera by byla dostatec¢na
k provedeni lokalniho odpuzovani hmyzu na lidské kizi. Ugelem prace [65] bylo stanovit
kfivku zavislosti ucinku na davce, z niz nasledné byla vypocitana efektivni davka (ED).
Na predlokti dospélych dobrovolnikl byla aplikovana fada zvySujicich se koncentraci
hydrochloridu thiaminu a nasledné byl spocitan pocet kousnuti, podle kterych byla stanovena
procenta odpudivosti. Nasledné byla vypocitana minimalni uc¢inna davka, ktera odpovida
344 mg tiaminu. Jak navrhuji autofi prace, toto zjisténi by mélo byt jesté podpofeno
budoucimi studiemi, ve kterych by bylo tfeba také navrhnout spravnou formulaci thiaminu
hydrochloridu v pfislusnych davkach.

Transdermalni transport disulfidu tiaminu (TDS) byl studovan invitro ze smési
s propylenglykolem pfes kozni membranu z krysi kize v praci [66]. Rovnéz byl studovan vliv
pouziti nasycenych mastnych kyselin s dlouhym Fetézcem, jako jsou kyselina stearova,
kyselina myristova akyselina laurova na rychlost transportu aktivni latky. Rychlost
difuze TDS skrz kiiZi ze smési s propylenglykolem byla stanovena na 2,5 upg/cm?min.
Tok aktivni latky byl zvySen 31krat pfi pouZiti kyseliny laurové a 1,4krat v kombinaci
s kyselinou myristovou. Ve smési s kyselinou stearovou transport TDS byl potlaéen na 80 %
své plvodni hodnoty. Absorpci TDS nebylo mozné vysvétlit pronikanim pres pfipravenou
membranu, ale nejspiSe interakci mezi TDS a mastnymi kyselinami, které mohly systém
ovlivnit. Vysledky ukazuji moznost vyvoje transdermalniho systému pro podavani tiaminu.

4.5. Kyselina askorbova a jeji vyuziti v kosmetickém odvétvi

Antioxidanty chrani pokozku pfed reaktivnimi formami kysliku, které jsou fotochemicky
generovany ultrafialovym svétlem a maji za nasledek karcinogenni a fotografické zmény
v kizi. Cilem studie pod vedenim Sheldone Pinelle bylo definovat vhodnou formulaci
pro topické podani kyseliny askorbové, ktera by mohla dopliovat pfirozeny antioxidacni
rezervoar pokozky [67]. Vitamin C a jeho derivaty byly aplikovany na kizi prasat pro simulaci
transdermalniho transportu anasledné byla zméfena hladina aktivni latky v kizi.
Bylo stanoveno, Ze kyselina askorbova musi byt formulovana pfi hladinach pH nizSich
nez 3,5, aby byla schopna vstoupit do kize. Optimalni koncentrace pro maximalni
perkutanni absorpci byla stanovena 20 %. Ukazalo se, ze kiiZze byla nasycena po uplynuti
tfech dni a ¢as vymizeni aktivni latky z tkané Cinil jesté dalSich osm dni. Derivaty kyseliny
askorbové, vletné fosforeCnanu horeCnatého, askorbyl-6—palmitatu a kyseliny
dehydroaskorbové, nezvySovaly hladinu kyseliny askorbové v kuZi. Bylo stanoveno,
ze topické podavani kyseliny askorbové do kuze je kriticky zavislé na charakteristikach
formulace, jako je pH a koncentrace.

Relativné vysoka permeabilita vitaminu C byla experimentalné potvrzena také v prabéhu
jiného experimentu [68], jehoz autofi vysvétluji vysokou propustnost pro vitamin C
specifickym proteinovym sloZzenim horni vrstvy epidermu. Nejprve byly zkoumany permeacni
vlastnosti vitaminu C pres klzi za pouziti pfipravenych koznich membran z kGze mysi.
Pomoci tohoto modelu byly stanoveny fyzikalné-chemické vlastnosti vitaminu C,
jako je schopnost difundovat a rozpustnost horni vrstvé epidermis a dermis, ¢imz byla
potvrzena vysoka mira propustnosti vitaminu C. Metoda diferencialni skenovaci kalorimetrie
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byla pouzita ke zkoumani Gc&inku vitaminu C navrstvu stratum corneum. Bylo zjisténo,
ze vitamin C rychle pronika kuzi, atoinehledé najeho nizkou lipofilnost. DSC profil
vykazoval Ctyfi velmi vyrazné pfechody, které byly spojeny s interakci vitaminu C s proteiny
pritomnymi v kdzi. Vy$Si pozorovana permeacni rychlost vitaminu C mohla byt zplsobena
jeho pfiznivym G¢inkem na hydrataéni kapacitu kize a schopnosti interagovat s proteiny
ve vrstvé stratum corneum.

Vitamin C je také znamy svoji metabolickou aktivitou v biosyntetické draze kolagenu.
Ve studii [69] byly zaroven prokazany protektivni vlastnosti vici sluneénimu zareni u topicky
aplikovaného vitaminu C, coztuto molekulu charakterizuje jako potencialniho kandidata
pro prevenci a lé¢bu starnouci kize. V ramci dalSi klinické studie byl topicky aplikovan krém
obsahujici 5 % vitaminu C na zdravé dobrovolniky s pfiznaky starnuti pokozky na rukou
a krku, aby se mohla vyhodnotit Gc€innost a bezpeénost podobné IéCby. V prabéhu 6 mésicl
byla provedena dvojité slepa, randomizovana studie, ktera porovnavala ucinek krému
obsahujici vitamin C s referenénim vzorkem. Experiment zahrnoval hodnoceni na zacatku
vyzkumu, po 3 apo 6 meésicich kazdodenni IéCby. Hodnoceni bylo provedeno |ékafem
a porovnano se subjektivnim hodnocenim dobrovolnikd. Parametry reliéfu kuaze
byly stanoveny na replikach silikonového kau€uku provadénych ve stejnych casovych
intervalech. Na konci experimentalni studie byla provedena kozni biopsie a ziskané vzorky
byly vySetfeny pomoci imunohistochemickych metod a elektronové mikroskopie. Klinické
vySetfeni provedené dermatologem isebehodnoceni dobrovolniki odhalilo vyznamné
zlepSeni pokozky, ktera byla oSetfena vitaminem C, ve srovnani s kontrolnim vzorkem.
Bylo prokazano velmi vyznamné zvySeni hustoty kozniho mikroreliéfu a snizeni hlubokych
ryh. Byly ziskany také ultrastrukturalni ddkazy o zvySeni elasticity tkané, které potvrdily
pFiznivé vysledky klinickych a koznich vySetfeni. Lokalni aplikace 5% krému s obsahem
vitaminu C vypada jako ucinna a bezbolestna IéCba, ktera muze pfivést k zjevnému zlepSeni
starnouci kGize a vyvolat zmény jeji struktury.

Ugelem studie bylo zjistit, zda kombinace vitamind C a E prispivda k ochrané
pfed UV zafenim a porovnat ziskané vysledky s ekvivalentnim experimentem pfi topické
aplikaci pfipravkll s obsahem vitaminu C nebo E oddélené [70]. Byl vyvinut stabilni vodny
roztok 15% kyseliny L-askorbové a 1% alfa-tokoferolu. Difuzni experiment
byl realizovan prostfednictvim opakované aplikace pfipravku na kuzi prasat v pribéhu 4 dna
jednou denné. Pokozka byla nasledné vystavena plsobeni solarniho simulatoru s vinovou
délkou 295 nm. V prubéhu 5. dne experimentu byl stanoven antioxidaéni ochranny faktor
a posouzena pritomnost erytému a pfipadnych spalenin. Kombinace 15% L-askorbové
kyseliny a 1% alfa-tokoferolu poskytla vyznamnou ochranu proti tvorbé erytému a spaleni
bunék; protektivni vlastnosti mély také i pfipravky s obsahem jen jednoho vitaminu,
ale kombinace projevila lepsi vlastnosti. Aplikace béhem ¢ty dnli progresivné ochranila
pokozku a poskytla ¢tyfnasobny antioxidaéni ochranny faktor. Bylo prokazano, Ze kombinaci
vitaminl C a E v jednom pfipravku Ize ziskat uc€inné ochrany proti slune¢nimu zafeni.

4.6. Studia transdermalniho transportu pyridoxinu

V ramci studie [71] byly testovana ucinnost kosmetickych pfipravkd s nikotinamidem
(vitamin B3), pyridoxin tris-hexyldekanoatem (derivatem vitaminu B6) a kyselinou zine¢natou
vramci lécby akné. V prabéhu studie byla hodnocena klinicka uc€innost pfipravkl, jejich
kompatibilita s kuzi a senzorické vlastnosti. Pfipravena formulace byla aplikovana dvakrat
denné po dobu Sesti tydnG na obliej 16 dobrovolnikim. Pred oSetfenim a po ném byla
pokozka hodnocena pomoci biofyzikalnich technik. Byl stanoven obsah vody ve stratum
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corneum pouzitim Corneometru ®, transepidermalni ztrata vody (TEWL) byla stanovena
pomoci Tewametru® a vyhodnoceni zanétlivych procesu v pokozce bylo provedeno
prostfednictvim videoanalyzy pleti Visioface ®. Zanétlivé procesy v pokozce byly po aplikaci
formulace snizeny o 60 %. Vysledky ukazaly, Ze u vétSiny dobrovolnik(l byla prokazana
redukce akné, zaroven byla potvrzena kompatibilita s k(zi a vyvracena komedogenita
pripravku. Experimentalni formulace nenaruSila funkce kozni bariéry, coZ ukazuje jeji
ucinnost pri 1écbé akné bez nezadoucich ucinkd. Pfipravenou kombinaci Ize povazovat
za bezpecnou a uc¢innou alternativni I€é¢bu pro mirné zanétlivou kazi.

Existuje také patentovana farmaceuticka kompozice pro transdermalni podani smési
obsahujici doxylamin a pyridoxin, jejich soli nebo aktivni metabolity, které jsou zallenény
do transdermalnich dodavacich systému nebo transdermalnich naplasti. Vynalez nabizi
zplUsob |éCeni ,mofské nemoci, nevolnosti a zvraceni predevS§im pro téhotné zZeny.
Kontinualni transdermalni dodavani doxylaminu a pyridoxinu Ize dosahnout aplikaci
transdermalni naplasti na povrch kize, pficemz vyména naplasti muze probihat v zavislosti
na intenzité symptomu minimalné jednou za tyden [72].

Biologicka dostupnost vitaminG rozpustnych v tucich a ve vodé je kritickym problémem
pro pfipravky uréené k omlazeni nebo ochrané pokozky. Béhem 17denniho experimentu
popsaného vreferenci [73] byl prozkouman uc€inek citronového esencialniho oleje
na zlepSeni penetrace alfa-tokoferolu, retinylacetatu, pyridoxinu a kyseliny askorbové.
Vybrané aktivni latky byly zakomponované doemulzi o/w a w/o, ajejich transport
byl proveden skrz lidsky rekonstruovany epidermis SkinEthic pfi 34 °C. Nalezené koeficienty
propustnosti jsou podrobng&ji popsany v originalnim ¢lanku. Penetrace pyridoxinu byla 4krat
zvySena vV pfitomnosti citronového esencialnino oleje. Timto se potvrdilo, Zze citronové
esencialni oleje mohou byt povazované za bezpelny a ucinny prostfedek pro zvySeni
penetrace vitaminl ve formulacich uréenych k topickym aplikacim.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

Na zakladé poznatkQ z literarni reSerSe zpracované v predchozi kapitole zaméfené
na soucCasny stav feSené problematiky byla navrzena experimentalni naplfi praktické casti
diplomové prace. Jeji prvni ¢ast se zabyvala posouzenim potencialu vyuziti hydroxykyselin
jako  samostatnych  aktivnich  latek  pro kosmetické  afarmaceutické  aplikace.
Cilem bylo experimentalné prozkoumat transdermalni transport znamych pouzivanych
hydroxykyselin, a to v souCasnosti v téchto odvétvich jiz vyuzivanych i dosud za timto
uCelem netestovanych. Druha linie experimentalni Casti prace byla nasledné zamérena

na posouzeni vlivu pfitomnosti hydroxykyselin na transdermalni transport vybranych

vodorozpustnych vitamina.
5.1. Pouzité chemikalie

Acetonitrile

Dihydrogenfosfore€nan draselny KH,PO,

Etanol farmaceuticky

Gelotvorné Cinidlo Carbomer 934
Chilorid lithny LIiCl

Chlorid sodny NacCl

Kyselina askorbova

Kyselina fosfore¢na H3;PO,
Kyselina glykolova

Kyselina chlorista HCIO,
Kyselina L-jable¢na

Kyselina mlé¢na

Lukosan M14 — inertni silikbnova pasta

Niacin 1%

Riboflavin 5%

Sonogel na ultrazvuk
Tiamin hydrochlorid 5%
Ultra Cista voda

5.2. Pouzité pristroje

Analytické vahy

Franzova cela (otvor 20 mm)
Chirurgicky skalpel

Injekéni stfikacka 5ml

lontovy chromatograf

Jehly (0,5-40 mm)

Jehly (0,8-120 mm)

Kapalinovy chromatograf

Lednicka

Membranové filtry (50 mm; 0,23 um)
pH metr SevenEasy

Umele koZni membrany (Strat M ®)
UV-VIS spektrometr

Vicemistné magnetické michadlo

Sigma—Aldrich; CAS 75-05-8, p.a = 99.8 %
Sigma—Aldrich; CAS 7778-77-0, p.a = 99.0 %
BDH Prolabo-VWR International; p.a. 100,0 %
3V SIGMA s.p.a. Sigma—Aldrich
Sigma—Aldrich; CAS 7447-41-8, p.a = 99.99 %
LACH-NER s.r.0.; CAS: 7647-14-5; p.a. 99,5%
Farmaceuticka firma DARNICA (Ukraina)
Sigma—Aldrich; CAS 7664-38-2 p.a = 85.0 %
Sigma—Aldrich; CAS 79-14-1, p.a=98.0 %
Sigma—Aldrich; CAS 7601-90-3, p.a = 80.0 %
Sigma—Aldrich, CAS 97-67-6, p.a = 99.0 %
Sigma—Aldrich; CAS: 50-21-5; 85 % (w/w)
Lu€ebni zavody a.s. Kolin

Farmaceuticka firma DARNICA (Ukraina)
Farmaceuticka firma DARNICA (Ukraina)
GelPol USG

Farmaceuticka firma DARNICA (Ukraina)
Vygenerovana systémem ELGA PurelLab

SBC 31 SCALTEC
Permegear, SES GmbH-Analysesysteme
Medin

Chirana

Metrohm 930 Copmact IC Flex
Sterican

Sterican

Agilent 1200 HPLC

Gorenje

Pragopor 8; Pragochema
METTLER TOLEDO

Merck

Hitachi U3900

Variomag POLY
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5.3. Priprava zasobnich roztoku
Modelovy prijimaci roztok pro diftizni experimenty

Jako pfijimaci roztok ve Franzovych difuznich celach byl z ddvodu simulace fyziologickych
podminek a zaroven za ucelem regulace osmotického tlaku na obou stranach membrany
v difuzni aparatufe pouzit 0,15 mol/dm? roztok NaCl. Pro pfipravu zasobniho roztoku chloridu
sodného o koncentraci 0,15 mol/dm® bylo rozpusténo 8,8 g NaCl v 1 dm?® destilované vody.

Roztoky alfa-hydroxykyselin

Roztoky alfa-hydroxykyselin byly pfipraveny vzdy o koncentraci 15 % tak, Ze v odmérné
bance o objemu 100 ml bylo rozpusténo znamé mnozstvi (cca 15g) vybrané kyseliny
v deionizované vodé. Roztok byl oznagen jako zkoumadlo s exspiraci 1 mésic, uchovavan
v lednice. Pfed kazdym pouzitim takto pfipraveny roztok byl vytemperovan na laboratorni
teplotu a dobfe promichan.

Mobilni faze pro iontovou chromatografii

Pro kazdou analyzu byly vZdy pfipraveny &erstvé roztoky mobilni faze. Na pipravu 1 dm?
mobilni faze o koncentraci 102 mol/dm? LiCl bylo pouzito 0,42 g chloridu lithného o molarni
hmotnosti 42,39 g/mol. Na pFipravu 2 dm® mobilni faze o koncentraci 5-10™ mol/dm® HCIO,
bylo vzdy pouzito 0,086 ml 70% kyseliny chloristé. Roztok mobilni faze byl pfed pouzitim
dikladné promichan, Zfiltrovan a odplynén pomoci ultrazvuku.

Mobilni faze pro vysokotlakou kapalinovou chromatografii

Z duvodu pouziti gradientové eluce bylo nutné pfipravit dvé mobilni fazi. Na pfipravu mobilni
faze A bylo navazeno 6,8 g KH,PO,, rozpusténo v1ldm?® ultra d&isté vody, a nasledné
upraveno pH nahodnotu 2,5 pomoci fosfore¢né kyseliny. Doba exspirace okyseleného
roztoku byla nastavena na 1 tyden. Na mobilni faze B byl pouzit 100% acetonitril. Kazda
mobilni faze byla pofadné promichana, Zfiltrovana a odplynéna pomoci ultrazvuku
pfed pouzitim. Pfed kazdym mé&fenim byly pfipraveny nové mobilni faze.

5.4. Priprava modelovych membran

V ramci difuznich experimentl byly pouzity tfi typy modelovych membran. Modelové porézni
syntetické membrany (Pragopore, velikost poru 0,23 ym) a artificialni model kozni membrany
(Strat M ®) byly pouzity ve formé& dodané vyrobcem bez jakychkoliv dodate¢nych uprav.
Na pfipravu biologickych koznich membran byly pouzity praseci usi diky jejich strukture,
ktera se dostateCné podoba struktufe kuze Clovéka [16]. V prvnim kroku byly odstranény
pfitomné chlupy na vrchni vrstvé kOze pomoci chirurgického skalpelu a nasledné
byla postupné oddélovana tukova vrstva tak, aby zUstala jen tenka vrstvicka pokozky.
Takto vyfezana kozni membrana byla dikladné oplachnuta destilovanou vodou, osuSena
a zabalena do hlinikovych félii. Velky duraz byl kladen na vytvofeni rovnhomérné tloustky
membrany a jeji dostate¢nou plochu bez jakychkoliv defektl. Nepouzita pfipravena
membrana byla uchovavana v mrazaku béhem jednoho tydné od zamrazeni. Po rozmrazeni
byla koZni membrana vizualné vyhodnocena na pfitomnost moznych zdegradovanych
oblasti vyfezana dle potfebného tvaru a umisténa mezi donorovou a receptorovou komoru
Franzovy cely tak, aby stratum basale (spodni ¢€ast kozni membrany) smérovala
k receptorové Casti cely.
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Obr. 14. Pfiprava modelovych koznich membran

5.5. Difuzni experimenty

Transport aktivnich latek z pfipravenych formulaci skrz modelové membrany
byl experimentalné realizovan pomoci difuznich experimentd. Bylo rozhodnuto pouzit difuzni
cely ve vertikdlnim uspofadani, tzv. Franzovy cely. Bé&hem jednoho experimentu
byly paralelné sestaveny vzdy 3 stejnych difuznich aparatury. Pfed pouzitim difuznich cel
byly sty¢né plochy komor oSetfené inertni silikdbnovou pastou na zabrusy za ucelem zvyseni
pFilnavosti, t&snosti a ohrani¢eni plochy plsobeni aktivni latky.

Na receptorovou (spodni) komoru Franzovych cel s pfedem vloZzenym magnetickym
michadlem byla aplikovana silikonova tésnici pasta na zabrus a zatim byla umisténa
vybrana membrana. Poté receptorova komora byla spojena s donorovou (horni) komorou.
Cela aparatura byla upevnéna svorkami pro Franzovy cely. Nasledné bylo nadavkovano
do receptorové komory difuzni cely 20 ml 0,15M roztoku chloridu sodného pomoci dlouhé
tenké jehly takovym zpusobem, aby pod membranou nevznikla bublina a byla vyuZita cela
styéna plocha pro difuzni experiment. Do donorové komory bylo vzdy pfidano vybrané
mnozstvi testované kompozice tak, aby membrana, ktera oddélovala dvé komory diflzni
cely, byla pokryta po celé své ploSe.

Takto pfipravena difuzni aparatura byla umisténa na vicemistné michadlo a byla uchycena
ve svislé poloze pomoci drzaku na laboratorni stojan. Rychlost promichavani byla nastavena
na hodnotu 300 RPM. Donorova komora se vzorkem byla obalena pomoci parafiimu,
aby nedochazelo k vypafovani roztoku nebo nezadouci kontaminaci. Regulace teploty
difuzni cely vyuzZita nebyla. Veskeré difuzni experimenty byly provedeny pro kazdou
vybranou latku na syntetické, kozni a Strat M ® membrané. Vysledné cCasové intervaly
odbéru vzorkll na analyzu byly nastaveny na 2 a 4 hodiny za ucelem pfiblizeni experimentu
k realnym podminkam pouziti kosmetickych nebo IéCivych pfipravku.
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5.6. UV-VIS spektrofotometrie

Diky schopnosti testovanych vitaminG absorbovat UV zafeni a zaroven z dlivodu robustnosti,
rychlosti a jednoduchosti byla metoda UV-VIS spektrofotometrie zafazena mezi pouzité
metody v této diplomové praci. Parametry UV-VIS spektroskopické metody jsou shrnuté
v Tabulka 1. Ve vybranych intervalech byly provedeny odbéry z receptorové komory difuzni
aparatury ruéné pomoci stfikacky s dostate¢né dlouhou jehlou tak, aby jehla byla ponofena
az do vnitiniho objemu receptorové komory. Pfijimaci roztok byl nasan do injekéni stfikacky,
pricemz velka pozornost byla vénovana odebranému mnozstvi, aby nebyl pfekrocen objem
davkovaci trubice (cca 1,5 ml) a nevznikla nezadouci bublina v receptorové komore. Cast
odebraného vzorku byla davkovana do kiemenné mikrokyvety o objemu 1400 ul a nasledné
spektrofotometricky zméfena. Mnozstvi vzorku pouzitého na UV-VIS analyzu bylo vraceno
zpét k plvodné odebranému vzorku. Nasledné byl pfipraven vzorek naiontovou
chromatografii. Odebrany objem vzorku byl v difuzni aparatufe nahrazen c&erstvym
0,15 M roztokem chloridu sodného, aby byl udrzovan konstantni objem v receptorové
komofe.

Tabulka 1. Parametry nastaveni UV-VIS

Typ méfeni Wavelength Scan
Data modul Absorbance
Pocatec¢ni vinova délka 500 nm

Konecéna vinova délka 200 nm

Rychlost skenovani 600 nm/min

Krok: 0,50 nm
Pfepinani lampy 340 nm

5.7. lontova chromatografie

Ziskany vzorek (postup odbéru viz kapitola 5.6) byl umistén do zkumavky, ze které byl
poté odebran pfesné 1 ml pomoci délené sklenéné pipety a nafedén vodou 10krat,
za ucelem zvysSeni objemu vzorku potfebného na analyzu pomoci iontové chromatografie.
Zbylé mnozstvi nenafedéného vzorku odebraného z difuzni aparatury bylo pfevedeno
do vialek pro HPLC analyzu. V pfipadech menSiho objemu odebranych vzork( bylo fedéni
pomérové upravené tak, aby byl ziskdn minimalni objem vzorku 6 ml, ktery byl potfebny
na IC analyzu. Parametry iontového chromatografu pro méfeni obsahu alfa-hydroxykyselin
byly nastaveny dle Tabulka 2. Obdrzené zaznamy byly automaticky integrovany programem
MagIC Net a ziskané vysledky byly pouZity pro vyhodnoceni experimentu.

Tabulka 2. Parametry nastaveni IC

Metoda FCH organické kyseliny

Kolona Metrosep Organic Acids — 250/7.8
Detektor Vodivostni

Cas méfeni 33 min

Pritok 0,6 ml/min

Teplota 30,0 °C

Tlak 5,44 MPa

Nastfik 20 pL

Pocet nastfiku 1
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5.8. Vysokotlaka kapalinova chromatografie

Stanoveni koncentraci vybranych aktivnich farmaceutickych ingredienci bylo provedeno
pomoci i kapalinové chromatografie. Odbéry vzorkd na chromatografickou analyzu
byly provedeny vzdy ve stejnych Casovych intervalech (2 a 4 hodiny) soubézné s odbérem
vzorkl na UV-VIS spektroskopii, resp. na IC analyzu. Mnozstvi odebraného vzorku
se pohybovalo kolem 0,5ml, které nasledné byloumisténo do vialky s pfisluSnym
oznacenim. V pfipadé mensiho objemu byly pouzity inserty prozmenSovani vnitfniho
objemu vialek. Jednotlivé odebrané vzorky byly uchovavany v ledni¢ce a nasledné v nich
byl chromatograficky stanoven obsah vybranych latek analytickou metodou HPLC.
Ze ziskanych chromatogramu byly odecéteny hodnoty ploch piku v odpovidajicich retenénich
Casech. Pro zpracovani dat byl pouzit program Empower, kde integrace byla provedena
pomoci nastavené procesni metody, a nasledné vypocty koncentraci byly provedeny pomoci
programu MS Excel.
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6. OPTIMALIZACE POUZITYCH METOD

Mezi cile diplomové praci byl zarazen navrh, realizace a vyhodnoceni sérii experimentu,
zaméfenych na transdermalni transport vybranych aktivnich latek. V prab&hu realizace
predbéznych experimentl bylo nalezeno nékolik praktickych problému, které vyzadovaly
hlubsi zaméreni na problematiku vybranych metod. Z toho divodu byla experimentalni ¢ast
této prace podrobena rozsahle optimalizaci. V nasledujici kapitole jsou podrobné popsany
konkrétni komplikace pfirealizaci experimentl a nasledné navrzena feSeni jednotlivych
problémd. Zaroven jsou zde uvedeny postupy pfipravy kalibraénich zavislosti
a proces vytvoreni metody na stanoveni vodorozpustnych vitamini pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie.

6.1. Difazni experimenty

Cast diplomové prace, ktera se zabyva difiznimi experimenty, vyZadovala nejvic &asu
na optimalizaci. VSechny difuzni experimenty byly realizovany ve vertikalni difazni cele, ktera
je bézné vyuzivana pro studium transportu ucinnych latek z rdznych lékovych forem.
Jako pfijimaci medium v difuzni cele byl zvolen roztok chloridu sodného 0,15 M,
ato z ddvodu simulace fyziologickych podminek ataké diky jeho schopnosti regulovat
rovnovazny osmoticky tlak na obou stranach membrany. Odbéry vzorkd pfijimaciho roztoku
s uvolnénymi aktivnimi latkami, které byly dale analyzovany, byly provedeny pomoci
dlouhych tenkych jehel, aby bylo mozné dosahnout vnitfniho prostoru pfijimaci komory
difazni cely, kde narozdil od odbérového ramene byla koncentrace uvolnéné latky
distribuovana homogenné diky stalému michani. Samotné odebirani bylo provedeno
v maximalnim odpovidajicim objemu davkovaci trubice, aby nedoSlo k tvorbé bublin
v pfijimaci komofe difuzni cely.

6.1.1. Pilotni experimenty zamérené na prostup alfa-hydroxykyselin

Difuzni experimenty zaméfené na transport alfa-hydroxykyselin byly nejprve realizovany
se zdrojovym roztokem, a to bud samotnych individualnich hydroxykyselin, anebo jejich
smési s pozadovanou aktivni latkou. Tyto pilotni experimenty byly tedy provedeny v systému
.roztok—roztok“ a uz v jejich prubé&hu bylo pozorovano unikani zdrojového roztoku z horni
Casti difuzni cely prostorem kontaktu obou difuznich komor, coz se potvrdilo také
pfi vyvhodnoceni naméfenych dat. Celkova bilance zlstatku aktivni latky v aparatufe
po ukon&eni experimentu nesouhlasila s puvodné dodanym do zdrojového roztoku
mnozstvim. Bé&hem navazujicich experimentd byla vénovana vétSi pozornost izolaci
membrany, lepSimu utésnéni styCnych ploch obou difuznich komor, ale vysledky bilance
celkového objemu roztok( v aparatufe a celkového obsahu aktivni latky po ukonceni
experimentu stale nebyly relevantni. Zaroven bylo zpozorovano vyrazné botnani biologické
(kozni) membrany pod vlivem vysoké koncentrace zdrojovych roztok( hydroxykyselin,
cozvedlo k tomu, ze byl navrzen samostatny experiment zaméfeny na botnani
kGze (viz kapitola 7.1). Pfi dukladng&j§im Setfeni postupu béhem dalSiho experimentu
bylo také zjisténo, Ze zdrojovy roztok z donorové komory unikal pfes syntetickou membranu
do receptorové komory kvuli podtlaku vznikajicim pfi pfili§ rychlém odbéru vzorkd pomoci
injek¢ni stfikacky s dlouhou jehlou.

Na zakladé vyse diskutovanych komplikaci pozorovanych u pilotnich experimentl byl postup

experimentu v systému ,roztok-roztok” upraven a podafilo se Uspésné realizovat experiment,
pfi némz bilance detekované latky po jeho ukon&eni prakticky odpovidala celkovému
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puvodné dodanému mnozstvi. Je tfeba zduraznit, Ze béhem tohoto experimentu
byla vénovana vysoka pozornost izolaci syntetické membrany od okolniho prostfedi. Zaroven
byly o8etifeny povrchy styénych ploch komor dostateChym mnoZstvim silikonové pasty
a bylo omezeno odparovani roztoki zkomor pomoci parafiimu. Do donorové komory
bylo vzdy pfidano 5 ml roztoku vybrané hydroxykyseliny. Pro zabranéni unikani roztok
z horni komory pfes syntetickou membranu v pribéhu odbéru bylo vzdy co nejrychleji
provedeno nahrazeni odebraného mnozstvi vzorku Cerstvym 0,15M roztokem chloridu
sodného.

Vysledky takto optimalizovaného difuzniho experimentu v systému ,roztok-roztok® jsou
uvedeny na Obr. 15 a Obr. 16. a jsou prezentovany ve formé procentualniho mnozstvi
proSlych latek vztazené vici celkovému plvodné dodanému mnozstvi ve formé zdrojového
roztoku do difuzniho systému. Lze vidét pravidelny a vyrazny narust koncentrace aktivnich
latek v Case, z Cehoz je mozné usoudit, Ze vybrané hydroxykyseliny dobfe prostupuji
jak pres syntetickou, tak i pfes kozni membranu.
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Obr. 15. Relativni mnoZstvi transportované AHA pfes syntetickou membranu v zavislosti
na ¢ase (vyjadreno v % pavodniho latkoveho mnoZstvi dodaného ve zdrojovém roztoku)

Pfi vyhodnoceni transportu hydroxykyselin pfes syntetickou membranu v systému ,roztok—
roztok® bylo zfejmé, Ze rychlost penetrace v zavislosti na Case byla pro kazdou kyselinu
pfiblizné stejnd a byly detekovany podobna mnozZstvi kyselin v pfijimacich roztocich.
Nejvys8i hodnota byla stanovena u kyseliny mlééné po 22 hodinach experimentu,
atona 70 % latky od pavodniho mnozstvi (Obr. 15). Kyselina jableéna vykazovala nejmensi
penetrani efektivitu a prostoupila s ucinnosti jen 64 % za stejny Casovy usek. VSechny
kyseliny po 4 hodinach experimentu uvolnily pFes porézni syntetickou membranu
vice nez polovinu svého plvodniho mnozstvi ve zdrojovém roztoku.

Jak Dbylo o¢ekavano, vypocitané hodnoty aktivnich latek transportovanych pres kizi
byly vyrazné nizSi v porovnani s porézni syntetickou membranou. Napfiklad pres kozni
membranu z roztoku s obsahem kyseliny glykolové pro$lo 35 % aktivni latky po 22 hodinach
experimentu (Obr. 16). Stejného mnozZstvi bylo dosazeno u syntetické membrany
uz po 2 hodinach. Nejlépe pfes kuzi z pfipraveného roztoku prostupovala kyselina mléc¢na,
ktera méla ve vSech sledovanych Casech nejvyssi stanovené hodnoty. Nejhorsi penetracni
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vlastnosti se projevily u kyseliny jableCné, v jejimz pfipadé se zaroven nejvyraznéji
projevovalo vyse zminéné botnani pokozky. Takto ziskané hodnoty zaroven potvrdily nutnost
provedeni botnaciho experimentu, ktery je podrobné popsan v kapitole 7.1.
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Obr. 16. Relativni mnoZzstvi transportované AHA pres kozni membranu v zavislosti na ¢ase
(vyjadreno v % puvodniho latkového mnoZstvi dodaného ve zdrojovém roztoku)

Pfi nasledném porovnani stanoveného mnozstvi latky nad a pod membranou po 4 hodinach
experimentu a vypocitani celkové bilance se ziskané relativni celkové obsahy aktivnich latek
v systému po ukonc&eni roztoku pohybovaly v rozmezi 78 % az 85 % pocCate€niho dodaného
mnozstvi. V pfipadé kyseliny mlé&né Cinila suma stanovené aktivni latky 78,8 % z celkového
mnozstvi. Vzhledem Kk jednoduchosti pfipraveného systému by to mohlo znamenat,
Ze zbyvajicich 21,2 % aktivni latky adsorbovala membrana, anebo stale dochazelo
ke ztratam aktivni latky z aparatury v prabéhu experimentu (viz Obr. 17).
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Obr. 17. Pomér AHA-kyseliny pohlcené syntetickou membranou k celkovému
detekovanému mnoZstvi po 4 hodinach difizniho experimentu
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V pfipadé jable¢né a glykolové kyseliny byly obdrzeny podobné vysledky a nedetekované
mnozstvi téchto latek Cinilo 14,8 % a 16,4 % respektive. Vzhledem k chemické strukture
syntetické membrany (regenerovana celuldza) je mozné, Zze mnozstvi AHA, které nebylo
po ukonéeni experimentu detekovano v difuzni aparature, Ize povazovat za pomérné vysoké
na to, aby bylo mozné ho pIné pfisoudit sorpci na membranu. To naznacuje, ze pfes vSechna
pFijata experimentalni opatfeni neustale dochazelo z divodu netésnosti k praniku zdrojového
roztoku v pribéhu experimentu. Tyto hodnoty jesté jednou potvrdily, ze roztokova forma
neni vhodna pro difazni experimenty, pfinasi velké mnozstvi komplikaci a vedlejSich jeva,
které |ze povazovat zaobtizné kontrolovatelné. Zaroven roztok =z hlediska aplikaci
na pokozku neni vhodnym modelem realnych aplikaénich forem, proto bylo rozhodnuto
u zdrojové formy difundujici latky se namisto roztoku zaméfit na gelovou formu,
ktera by jednak mohla diky své viskozité omezit unikani smési z donorové komory
a také by Iépe modelovala realné kosmetické formy.

V dalSi Ffadé optimalizacnich experimentl byla proto pfipravena sada gell s vyuzitim
syntetického polymeru Synthalenu M, ktery se ukazal jako stabilni a vhodny pro vytvafeni
gelovych matric v bakalarské praci, na kterou tato diplomova prace navazuje [36]. Zpusob
pfipravy byl nasledujici: bylo navazeno vzdy pfiblizné 1 g Synthalenu M, ktery poté
byl rozpu§tén pomoci michacky ve 40 ml deionizované vody. Po 10 minutach michani byla
pfipravena homogenni gelova struktura, do které se pfidalo 5 ml 15% vybrané kyseliny,
aby bylo mozné porovnavat vysledky s difuzi z roztokd. Po pfidavku roztoku AHA doslo
k vyraznému snizeni viskozity z dlvodu znaéného snizeni pH. Za ucelem obnoveni gelové
struktury byl proto do smési nasledné pfidan 20% NaOH, aby se vysledné pH pfipravku
pohybovalo v rozmezi 5 az 6. S takto pfipravenym vzorkem byla provedena difuze v systému
~gel-roztok”.

PFi aplikaci gell jako zdrojového média bylo nutné dokonale pokryt cely povrch membrany
v difuzni aparatufe tak, aby nevznikaly Zzadné vzduchové bubliny mezi vzorkem
a membranou. PFitomnost vzduchovych bublin by zmenSovala efektivni plochu prostupu
aktivni latky. UZ béhem tohoto experimentu byla zaroven provedena korekce Casovych
intervall stanovenych na odebirani vzorkl. Vzhledem k tomu, ze 22 hodiny je pfili§ dlouha
doba vzhledem ke zplsobu pouziti realnych aplika¢nich kosmetickych nebo farmaceutickych
pFipravk(, bylo rozhodnuto ponechat jen odbéry ve 2 a 4hodinovém intervalu.

Po vyhodnoceni sady experimentl provedenych se zdrojovym gelem na bazi Synthalenu M
bylo zjisténo, Ze mnozstvi proslé latky pfes membranu bylo vyrazné niz§i ve srovnani se sérii
experimentd ,roztok—roztok”. Tento pfedem ocCekavany efekt je mozné vysvétlit dobfe
znamym poklesem difuzniho koeficientu molekul AHA v gelu zpusobenym jednak porézni
strukturou gelu spojenou s kfivolakou trajektorii difuzniho pohybu, jednak s mozZnou sorpci
aktivni latky na polymerni siti gelu (to je vSak vzhledem k souhlasnému zapornému naboji
na polymerni slozce malo pravdépodobné). Z praktického hlediska bylo rovnomérné
nanaseni vysoce viskézniho gelu znaéné komplikované a prosup latky mohl byt negativné
ovlivnén nedokonalym kontaktem s difuzni membranou. Napfiklad u kyseliny mlécné,
ktera byla schopna propustit vic nez 50 % svého pavodniho mnozZstvi z roztoku za 4 hodiny
experimentu pfes syntetickou membranu, byla efektivita penetraci tentokrat za stejny Casovy
usek mensi nez 1 % (Obr. 18). Podobny pokles penetrace byl detekovan u vSech pouzitych
hydroxykyselin. V pfipadé difuze pfes kozni membranu byly stanoveny hodnoty aktivnich
latek v pfijimacim mediu jeS$té nizSi. Na rozdil od difuzi z roztokl, nejvy$§i mnozstvi
stanovené latky Cinilo 0,07 % puvodniho obsahu v pfipadé kyseliny mlé&né (Obr. 19).
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Obr. 18. Relativni mnoZstvi transportované AHA z geld na bazi Synthalenu M
pfes syntetickou membrénu (vyjadfeno v % puavodniho latkového mnoZstvi dodaného
ve zdrojovém roztoku)

| pfes vyrazné snizeni rychlosti prostupu AHA a vySe zminéné praktické obtize spojené
s vysokou viskozitou ruéné pfipravenych geli na karbomerové bazi, poskytovala gelova
forma pfi pouziti v difuznim experimentu také fadu vyhod. Je zfejmé, Ze hydroxykyseliny
mély tendenci prostupovat uz v kratkém dvouhodinovém intervalu. Bylo oCividné, Ze gelova
struktura se chovala stabilné a poskytovala pravidelné narlstani koncentrace aktivni latky
v pfijimaci komofe. Z toho bylo mozné posoudit, Ze pfijimaci roztok s vhodné nastavenou
iontovou silou muze zajiStovat stabilni uvolfiovani aktivnich latek nejen z roztok(, ale také
z geld, a potladit tendenci gelovych vzorkl nasavat tekutinu z receptorového prostoru difuzni
cely. OvSem ruc¢né& vytvofenou gelovou strukturu nebylo mozZné povazZovat za uplné
dokonalou z divodu pfitomnosti nékterého mnozstvi malych bublin, které teoreticky mohly
mit vliv na transport aktivnich latek. To vSe nasvédCovalo tomu, Ze gelovou strukturu stalé
bylo mozné brat jako vhodnou pro difuzni experimenty, jen bylo nutné poupravit jeji slozeni.
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Obr. 19. Relativni mnoZstvi transportované AHA z geli na bazi Synthalenu M pfes kozZni
membranu (vyjadreno v % plvodniho latkového mnozZstvi dodaného ve zdrojovém roztoku)
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Kvali tomu, Zze by hledani a optimalizace nového lepSiho sloZzeni gelu pro vybrané
latky bylo ¢asové naroCnou zalezitosti, bylo rozhodnuto zkusit pouzit komeréné dostupny
gelovy zaklad (konkrétné byl vybran komercni gel pro ultrazvukové vySetfeni GelPol USG).
Zaroven obsah pozadovaného syntetického polymeru by mél teoreticky branit snadnému
unikani celého pfipravku skrz membranu.

Pro dal$i experiment tak byla pfipravena fada kompozic na zakladé komercnich geld,
do kterych znovu bylo vmichano 5 ml vybrané hydroxykyseliny. Kyselina jableCna pro tento
experiment uz nebyla pouzita, a to na zakladé vyhodnoceni vysledkd botnaciho
experimentu (viz kapitola 7.1). Po pfidani kyseliny dochazelo ke <&asteCnému snizeni
viskozity, méné vyrazné nez u pfipravenych geld nabazi Synthalenu M. pH takto
pripravenych vzork(l bylo stanoveno vrozmezi 4 az 5. Nicméné zdlvodu zachovani
stanovenych hodnot pH, které se pfiblizovaly k hodnotdm pH kize, bylo v tomto pfipadé
rozhodnuto pH dale neupravovat. Takto pfipravena smés v prubéhu experimentu nejevila
tendenci prosakovat skrz membranu pfi odbéru vzorkl z receptorové komory pfi vznikajicim
podtlaku, ani unikat netésnostmi v mistech kontaktu difuznich komor.

Po vyhodnoceni naméfenych dat byly znovu vytvorfeny grafy zavislosti mnozstvi aktivnich
latek na Case. Stejné jako dfive bylo mnozstvi proslé AHA vyjadfeno v procentech vici
puvodnimu mnozstvi. Pfestoze vypocitané hodnoty se pohybovaly v hodnotach do 1 %,
bylo zfejmé, Ze uvolnéné mnozstvi kyselin bylo vy§8§i nez v pfipadé pouziti geld na bazi
Synthalenu M.
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Obr. 20. Relativni mnoZstvi transportované AHA z komeréniho gelt pres syntetickou
membranu (vyjadreno v % plvodniho latkového mnoZstvi dodaného ve zdrojovém roztoku)

Napfiklad pfes syntetickou membranu z komercniho gelu (Obr. 20) se uz po 2 hodinach
uvolnilo 0,54 % kyseliny glykolové, coz je 5krat vySSi mnozstvi nez v pfedchazejicim
experimentu. Po 4 hodinach byl obsah kyseliny v pfijimacim mediu uz 7krat vyssi, na rozdil
od difuze z gelt na bazi Synthalenu M. DalSim pozitivnim zji§ténim byly hodnoty spocitané
pfi vyvhodnoceni experimentu, ktery byl proveden nakozni membrané (Obr. 21).
Po 4 hodinach aplikace bylo detekovano v pfijimacim roztoku 2krat vy$Si mnozstvi latky
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a zaroven byl zfejmy i pravidelny narlst koncentrace v ase. Z téchto hodnot vyplyvalo,
ze komercni gel diky své viskozité umoznoval postupné uvolfiovani aktivnich latek
v koncentracich srovnatelnych, a v nékterych pfipadech i vys§8ich nez v systému s pouZitim
Synthalen M gelll. Zajimavym objevem bylo i to, Ze pod nanesenym gelem obsahujicim
vysoce koncentrovanou kyseliny kozni membrana neméla tendenci botnat.
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Obr. 21. Relativni mnoZstvi transportované AHA z komeréniho gelu pres kozni membranu
(vyjadreno v % puvodniho latkového mnoZstvi dodaného ve zdrojovém roztoku)

Vzhledem ktomu, ze AHA v této diplomové praci nejsou povazovany za hlavni aktivni
ingredience modelovych kosmetickych kompozic a mély by spiSe reprezentovat pomocné
latky pro transport jinych farmaceutickych ingredienci, stanovené hodnoty v rozmezi jednoho
procenta lze povazovat za pfijatelné. Timto zpusobem nastavena metoda byla
charakterizovana jako vhodna a bylo rozhodnuto pro dalSi difuzni experimenty pouzit
komercni dostupny gel pro ultrazvukové vysSetfeni, do kterého byly vmichany vybrané
farmaceuticky aktivni latky.

6.1.2. Hydroxybutyrova kyselina jako zastupce beta-hydroxykyselin

Polyhydroxyalkanoaty jsou v sou¢asné dobé stfedem zajmud velkého mnozstvi vyzkumnych
skupin. Do sérii difuznich experimentl byl zafazen experiment pro ovéfeni potencialu
kyseliny 3-hydroxybutyrové prostupovat pfes kozni membrany. Na zakladé bakalarské prace,
kde mezi jinymi latkami byla zkoumana také kyselina salicylova, byl vytvofen predpoklad,
Ze 3HB kyselina by mohla mit podobné penetracni vlastnosti diky jeji pfisluSnosti do skupiny
beta-hydroxykyselin.

Difuzni experiment byl proveden dle postupu uvedeného v kapitole 5.5 s nékolika Upravami.
Pro prvni nastfelovy experiment ¢asy odbérl vzorku byly nastaveny na 4 a 24 hodiny. Cela
aparatura byla pfipravena pro systém ,roztok—roztok® na zakladé vysledku pro AHA, aby bylo
mozné dosahnout maximalniho prostupu. Byly namichany 5% a 10% roztoky 3HB kyseliny,
které byly nasledné nadavkovany do donorové komory vzdy ve stejném objemu 5 ml pomoci
sklenéné nedélené pipety. Plvodni vzorek z donorové komory nebyl analyzovan, misto toho
byl zméfen vzorek zhorni komory po 24 hodinach experimentu pro vypocet bilance
a ovéfeni pfipadného potencialu kuze pohlcovat roztok pfipravené kyseliny. Odebrané
vzorky byly zméfeny pomoci iontové chromatografie a ze ziskanych hodnot ploch pikud
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byly provedeny vypoéty koncentrace latky v pfijimacim roztoku difuzni cely na zakladé
jednobodové kalibrace s pouzitim 1% standardu 3-hydroxybutyrové kyseliny. Nasledné
bylo propocitano procentualni mnozstvi latky, ktera proSla membranou, a byla vytvofena
zavislost téchto hodnot na Case. VSechny vypoclty byly provedeny pomoci programu
MS Excel.
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Obr. 22. Relativni mnoZstvi transportované 3HB zroztoku pres kozni membranu
(vyjadfeno v % plvodniho latkového mnozZstvi dodaného ve zdrojovém roztoku)
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Nejvyssi mnozstvi 3HB kyseliny v pfijimacim roztoku bylo stanoveno na 35,3 % plvodniho
mnozstvi. Tohoto vysledku se podafilo dosahnout pfi pouziti 10% kyseliny a jeji pusobeni
na kozni membranu v pribéhu jednoho dne (Obr. 22). Roztok kyseliny 3-hydroxybutyrové
o koncentraci 5% mél celkové vyrazné niz8i schopnost prochazet kozni membranou
ve srovnani s AHA. Zajimavym objevem bylo, Ze mnozstvi proslé latky po uplynuti 24 hodin
bylo pfiblizné 8krat vetSi nez mnozZstvi latky po 2 hodinach experimentu, pficemz nezalezelo
na koncentraci plOvodniho roztoku. | pfesto, Zze byl detekovan narust koncentraci
3HB kyseliny v ¢ase, bylo nutno provést vypocCet latkové bilance a oveéfit schopnost
membrany pohlcovat aktivni latku. VypocCitany procentualni pomér Ize vidét na Obr. 23.
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Obr. 23. Pomeér 3HB kyseliny pohlcené kozni membranou k celkovému detekovanemu
mnoZstvi po 24 hodinach experimentu
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Dle ziskanych hodnot je o€ividné, ze pfiblizné polovina mnozstvi aktivni latky, ktera byla
pritomna v horni komofe, byla pohlcena kozni membranou. | v tomto pfipadé pavodni
koncentrace aktivni latky neméla zadny vliv. Z toho je mozné posoudit, Ze 3-hydroxybutyrova
kyselina, nezavisle na jeji koncentraci, ma vyraznou tendenci byt zadrzovana a pohicena
kGzi, coz snizuje mnozstvi latky schopné penetrovat. Prestoze ziskané hodnoty
penetrovaného mnoZstvi byly pomérné vysoké, jednalo se o celodenni aplikaci. MnoZstvi
transportované latky po 4 hodinach experimentu naznacovalo pomérné neefektivni transport
uz pfi porovnani s experimentem alfa-hydroxykyselin v systému ,roztok-roztok®“. Je mozné
predpokladat, Ze v pfipadé zakomponovani 3HB kyseliny do gelové matrice (kde se snizuje
schopnost penetrace vic nez o fad), mize dochazet k razantnimu poklesu schopnosti latky
prochazet membranou. Mozna uprava povrchu kize by mohla pfispét k vySSirychlosti
transportu této latky a naslednému snizeni ¢asl aplikace. OvSem kvuli ¢asové narocnosti
podobnych uprav a ¢asové omezenosti byla 3HB kyselina vyfazena z dalSich experimentu
v kombinaci s vybranymi aktivnimi latkami. Nicméné vysoka absorpce 3HB kizi pfedstavuje
zajimavé zjisténi, na které by bylo dobré se v budoucich navazujicich experimentech
zaméfit.

6.2. Vyvoj metody HPLC na stanoveni obsahu vitamint

Prvnim a nezbytnym krokem pro stanoveni vSech pouZitych vodorozpustnych vitamind
bylo vytvofeni univerzalni metody. Za ucelem dosazeni optimalni separace vybranych latek
bylo provedeno nékolik pokusnych méfeni s pouzitim rdznych kolon, odliSnych svou délkou
a povrchem. Nejlep8i separaci vykazovala kolona Synergi Hydro RP od vyrobce
Phenomenex, jejiz délka ¢&ini 250 mm, s velikosti ¢astic 4um apord 80 A,
na niz se projevovala vyssi afinita aktivnich latek k SF kolony. DalSim dulezitym ukolem
bylo najit vhodné slozeni mobilni faze. Bylo vyzkouSeno nékolik roztokd s rliznym
pH v rozmezi od 2 do 6, ale k nejucinnéjSi separaci dochazelo pfi pouziti fosfatového pufru
s hodnotou pH 2,5. Zplsob pfipravy vysledné pouzité mobilni faze byl popsan v kap. 5.3.
Aby bylo mozné ziskané vysledky povazZovat za optimalni, bylo zaroveh nutné stanovit
vhodnou vinovou délku detektoru, pfikteré by dochazelo k efektivnéjSi absorbanci.
Bylo provedeno méfeni pfipravenych standardd vodorozpustnych vitamint na HPLC pfistroji
s PDA detektorem, ¢imz byly detekovany vinové délky odpovidajici maximalni absorbanci,
které jsou shrnuty v Tabulka 4. Chromatograficka separace probihala v médu gradientové
eluce (viz Tabulka 5). VSechna dalSi méfeni byla vzdy provedena dle takto optimalizované
metody.

Tabulka 3. Parametry nastaveni HPLC

Metoda IM_Vitamines

Kolona Synergi Hydro RP, 80 A, 250 x 4 mm, 4um (Phenomenex)
Detektor UV, vinova délka dle pfislusné mérene aktivni latky

Cas méreni 14 min

Pritok 1 ml/min

Teplota kolony 30,0 °C

Teplota autosampleru 30,0 °C

Nastrik 10 uL
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Tabulka 4. Vhodné vinové délky pro detekci vybranych vodorozpustnych vitamini

Vitamin Vinova délka [nm]
Tiamin B1 246,1
Askorbova kyselina C 243,8
Niacin B3 261,5
Pyridoxin B6 291,2

Tabulka 5. Nastaveni gradientu HPLC

Cas [min] Mobilni faze A [%] Mobilni faze B [%]
0 95 5
4,5 95 5
8 40 60
12 40 60
12,1 95 5
14 90 5

e Priprava kalibracnich kfivek pro vitaminy

Pro vyhodnoceni dat ziskanych z chromatogram( metodou HPLC bylo také nutné vytvorit
kalibraéni kfivky pfislusné vodorozpustnym vitamindm. Byla pfipravena fada standardnich
roztokdl o koncentraci 0,02 %, 0,05%, 0,1%, 0,2% a0,5%, ktera nasledné byla
analyzovana a vyhodnocena. Z obdrZenych hodnot byla vytvofena kalibracni zavislost ploch
pikG na koncentraci, ktera méla linearni charakter (viz Pfiloha 1-Pfiloha 4). Na zakladé
ziskané rovnice linearni regrese byly vypocditany koncentrace detekovanych
vodorozpustnych vitaminQ u vSech nasledujicich experimenta.

6.3. lontova chromatografie

Vzhledem k tomu, Ze metoda na stanoveni hydroxykyselin pomoci iontové chromatografie
uz byla pfedem pfipravena, nebylo nutné provadét jeji vyvoj. Bylo zapotiebi vyhodnotit
spolehlivost uz existujici vybrané analytické metody. Vzhledem ktomu, Ze méfeni
odebranych vzorkd bylo provedeno v rliznych €asovych intervalech, bylo pfedevSim nutné
ovéfit nezavislost vysledku ziskanych za stejnych podminek méfeni.

e Ovéreni opakovatelnosti

Pfred zahajenim méfeni experimentalné ziskanych vzork( bylo nutné provést ovéreni
opakovatelnosti vysledk(l analyzy metodou iontové chromatografie. Byla pfipravena fada
roztok( kyselin v destilované vodé o koncentraci 0,001 %, 0,005 %, 0,01 % a 0,05 %.
Roztoky byly nasledné zanalyzovany ve tfech opakovanich a pomoci statistickych funkci
v programu Excel byly vypoCitany smérodatné odchylky a relativni smérodatné
odchylky (RSD) retencnich €asl pouZitych roztokd kyselin. Vysledky jsou uvedené nize,
viz Tabulka 6-Tabulka 8.

Je ziejmé, Ze vysledné RSD retennich Cast jakékoliv kyseliny bylo menSi nez 5 %,

coz potvrzuje, Ze vybrana metoda je spravné nastavena, funguje stabilné, je opakovatelna
a nasledné ziskané hodnoty a vysledky mohou byt povaZovany za relevantni a pouZitelné.
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Tabulka 6. Namérené parametry pro kyselinu mlié¢nou pomoci |IC

Koncentrace | 1 vzorek | 2 vzorek 3 vzorek Primeér R; S?;gﬁdﬁ(tga RSD
c [%] R [min] R; [min] R; [min] [min] [%3; [%0]
0,001 11,443 11,447 11,452 11,447 0,005 0,04
0,005 11,472 11,473 11,482 11,476 0,006 0,05
0,010 11,502 11,502 11,502 11,502 0,000 0,00
0,050 11,647 11,637 11,640 11,641 0,005 0,04

Tabulka 7. Namérfené parametry pro kyselinu glykolovou pomoci IC

Koncentrace | 1 vzorek | 2 vzorek 3 vzorek Primeér R; Srondecrzdﬁ(tga RSD
c [%] R; [min] R; [min] R; [min] [min] [%3; [%0]
0,001 11,378 11,393 11,388 11,386 0,008 0,07
0,005 11,423 11,420 11,422 11,422 0,002 0,01
0,010 11,467 11,463 11,465 11,465 0,002 0,02
0,050 11,685 11,678 11,683 11,682 0,004 0,03

Tabulka 8. Namérené parametry pro kyselinu jablecnou pomoci IC

Koncentrace | 1 vzorek | 2 vzorek 3 vzorek Primér R; S:)n;gﬁdlakt:a RSD
c [%] R; [min] R; [min] R; [min] [min] [%); [%0]
0,001 9,082 9,082 9,083 9,082 0,001 0,01
0,005 9,135 9,137 9,133 9,135 0,002 0,02
0,010 9,177 9,177 9,177 9,177 0,000 0,00
0,050 9,370 9,372 9,385 9,376 0,008 0,09

o P¥Fiprava kalibracnich kfivek pro hydroxykyseliny pomoci IC

Vytvofeni kalibraénich kfivek pro vybrané hydroxykyseliny bylo dalSim nezbytnym krokem
pro vypocCet jejich pfesnych koncentraci v odebranych vzorcich. Hodnoty pro sestaveni
zavislosti byly vzaty z chromatogramd pro fadu roztokd, ktera byla pfipravena na ovéfeni
opakovatelnosti metody. Nasledné pomoci programu Excel byla vytvofena zavislost ploch
piku na koncentraci, kde zahodnotu plochy piku byla vzata stfedni hodnota ploch
ze tfi nastfika. Ziskané kalibracni kfivky a jejich rovnice regrese prokazaly, Ze zavislost
plochy jakékoliv kyseliny na koncentraci je linearni (viz Pfiloha 5—Pfiloha 7).

6.4. Vyuziti UV-VIS spektroskopie pro stanoveni niacinu

Pdvodni mySlenka pouziti UV-VIS metody v diplomové praci byla spojena se schopnosti
vybranych vitaminG dobfe absorbovat zafeni. Prvnim pouzitym vitaminem v difuznich
experimentech byl niacin, proto optimalizace a nastaveni metody bylo provedeno na zakladé
hodnot pfisluSnych tomuto vitaminu. Pro vyhodnoceni dat bylo nutné pfipravit kalibracni
fadu. Byla pfipravena sada roztok(l niacinu o koncentraci 0,005 mg/ml, 0,01 mg/ml,
0,02 mg/ml a 0,05 mg/ml, a nasledné byla zméfena absorpéni spektra. Absorpcni spektrum
niacinu mélo dva vyrazné piky, a to pfivinovych délkach 213 a 261 nm (viz Pfiloha 8).
Absorbance pro roztok niacinu o koncentraci 0,05 mg/ml pfesahovaly oblast platnosti
Lambert-Beerova zakonu, proto na vysledném grafu zobrazeny nebyly.
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Vzhledem ktomu, Zze kazdy difuzni experiment s aktivni latkou byl proveden zaroven
s pouzitim roztokd mlécné, pfip. glykolové kyseliny, bylo nutné ovéfit, zda AHA bude
schopna absorbovat zafeni za uCelem vylouCit pfipadny prekryv  spekter
a s tim spojené zkresleni vysledk(. Z tohoto divodu byla pfipravena fada roztokd kyseliny
glykolové a mlé¢né o koncentraci 0,01 %, 0,05% a0,1%. Po vyhodnoceni vysledku
bylo zfejmé, Ze utéchto kyselin dochazelo k absorpci UV Casti spektra, ato v oblasti
vinovych délek do 230 nm. Z takto ziskanych vysledku vyplynulo, Ze absorpéni pasy niacinu
a mlé¢né nebo glykolové kyseliny se prekryvaji v rozmezi vinovych délek od 200 do 230 nm.
Vzhledem ktomu, Ze niacin madva specifické absorpéni piky, stale bylo mozné
ho detekovat ve vinové délce 261 nm.

Po vyhodnoceni byla vytvofena zavislost absorbance niacinu na koncentraci pfipravenych
roztok pro vinovou délku 261 nm, ¢imz byla ziskana kalibraéni kfivka a rovnice linearni
regrese (viz Pfiloha 9). VSechna vyhodnoceni byla provedena pomoci programu Excel.
Stakto ziskanou kalibraci UV-VIS metody byl proveden difuzni experiment
s gelem obsahujicim niacin o koncentraci 1 %, a odebrané vzorky byly ihned zméfeny
na UV-VIS spektrofotometru. AvSak ziskana spektra vykazovala pfi vinové délce 261 nm
hodnoty absorbance, které pfesahovaly oblast platnosti Lambert-Beerova zakona a nemohly
byt povazovany zarelevantni. Toto neoCekavané zvySeni absorbance nebylo mozZné
vysvétlit pouze na zakladé vysledk(l UV-VIS analyzy. Ztoho ddvodu byly tytéz vzorky
nasledné podrobeny separaci metodou HPLC, ktera pro tento jev poskytla vysvétleni.

Na chromatografickém zaznamu si lze v§imnout vyrazného piku v 11. minuté
méfeni (viz. Obr. 24). Jelikoz se stejny pik vyskytoval iu vzorkGl odebranych po difuzi
pfes syntetickou membranu, bylo vylou€eno, Ze by se mohlo jednat o produkt degradace
koZni membrany.
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Obr. 24. Ukézkovy chromatograficky zaznam uvolnéného mnoZstvi niacinu z komercniho
gelu pres syntetickou membranu po 4 hodinach experimentu

Vzhledem k tomu, Ze byl pik detekovan ve vSech pfipadech, kromé& zméfeného standardu
niacinu, bylo o€ividné, Zejde ojinou neznamou latku, ktera byla pfitomna
v odebraném roztoku. Jeji schopnost absorbovat zafeni o vinové délce 261 nm byla vyrazné
vyS$S8i nez u samotného niacinu. Da se usuzovat, ze pozorovany experimentalni artefakt
je znamkou uvolfiovani nékteré z nizkomolekularnich komponent (napf. konzervantu)
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z komeréniho gelu do pfijimaciho roztoku. Za pomoci HPLC metody tak byly objasnény
vysoké absorbance na obdrzenych zaznamech z UV-VIS chromatografu.
Spektrofotometrickd metoda nebyla v tomto pfipadé schopnd  poskytnout
relevantni kvantitativni stanoveni aktivni latky v pfijimacim roztoku. Z tohoto didvodu bylo
pouziti UV-VIS chromatografie vyfazeno z pouzitych experimentalnich metod pro stanoveni
obsahu niacinu i ostatnich vitamina ve vzorcich.

6.5. Membrany Strat M ®

Vzhledem k existujicim legislativnim omezenim, ktera jsou spojena s testy na zvifatech,
narista poptavka prevazné od kosmetickych a farmaceutickych spolecnosti po metodach,
které by umoznovaly jiny zpusob testovani. Pouziti praseci kiize jakozto biologického modelu
lidské klOze pfidifuznim experimentu zahrnuje fadu nevyhod. PiedevSim z pohledu
fyziologické variability a odliSnosti lidské kuze od kuze ziskanych ze zvifat. Je zifejmé,
ze pokozka se liSi vlastnostmi a sloZzenim v zavislosti na jedinci, jeho véku, pohlavi a misté
na téle, ze kterého byl odebran vzorek. Zaroven zpuUsob ziskani koznich vzorkd pro ucely
in vitro testovani l|ze povazovat za nehumanni. Ztohoto dlvodu je moznost testovani
jakychkoliv pfipravkdl na zvifatech pfesné omezena ¢eskym zakonikem. V pfipadé ziskani
vzorku lidské kiize vyzaduje jeji uziti pro in vitro experimenty souhlas a povoleni od etické
komise. Proto byla vramci definovani naplné praktické Casti diplomové prace navrZzena
vybrana membrana jako zastupce koznich membran artificialniho, tj. nezivého plvodu.

Spole¢nost Merck se pfizpUsobila poptavce a pro potfeby in vitro testovani transdermalniho
transportu vyvinula umélé kozni membrany Strat M ®, které by mély napodobovat lidskou
kdzi. Membrana je tvofena dvéma vrstvami rGznych materialG: horni vrstva je hydrofobni,
tvofena polyolefinem; spodni vrstva je z polyethersulfonu, kterd ma prevazné hydrofilni
vlastnosti [14]. Kombinace téchto dvou polymernich vrstev vytvari porézni strukturu,
ktera je naimpregnovana smeési syntetickych lipidd, diky &emuz membrana nabyva
podobnych vlastnosti jako lidska kize. Dle informace od dodavatele jsou membrany vhodné
pro sledovani transportu jakychkoliv aktivnich ingredienci a veSkeré vySe zminéné
nedostatky spojené s pouzitim biologickych tradi¢nich modell kize by mély eliminovat.

Jeden zftady difuznich experimentld byl na zakladé toho proveden s pouzitim umélych
koznich Strat M ® membran, na které byl nanesen 15% roztok kyseliny glykolové a kyseliny
mlécné o objemu 5 ml. Vzhledem k dosud neprostudovanym bariérovym vlastnostem téchto
membran vi&i testovanym AHA bylo rozhodnuto prvni odbér vzorkG udélat
az po 24 hodinach pusobeni aktivnich latek. Odebrané vzorky byly zanalyzovany pomoci
iontové chromatografie. V pfipadé pusobeni glykolové kyseliny bylo detekovano urcité
mnozstvi aktivni latky v pfijimacim roztoku, zatimco v pfipadé kyseliny mlécné nebyl
detekovan zadny obsah v odebraném vzorku. Po 24 hodinach experimentu v celém objemu
dolni komory difuzni cely se nachazelo jen 13 % kyseliny glykolové vzhledem k plvodnimu
mnozstvi. V porovnani s biologickou kozni membranou, kde uz po 4 hodinach pusobeni
stejné latky bylo stanoveno nad 70 % plvodniho mnoZstvi, schopnost penetrovat
pres Strat M ® byla vyrazné nizSi. Tyto vysledky vedly k zavéru, Ze membrany mohou byt
propustné srovnatelné s realnou kuzi jen pro urCity druh latek, do kterych hydroxykyseliny
nepatfi.

DalSi pokus byl proveden s pouzitim gelu, ktery obsahoval 1% roztok niacinu. Vzorky
byly odebrany po 2 a 4 hodinach pusobeni aktivni latky a zméfeny pomoci kapalinové
chromatografie. | tentokrat nebylo detekované zadné mnozstvi niacinu. Zajimavym jevem
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bylo i to, ze predpokladany konzervant pfitomny v komerénim gelu, ktery dobfe difundoval
pres biologickou kozni membranu, tentokrat nemél az tak vyraznou tendenci prochazet
skrz Strat M ® membranu. Tento fakt byl dokazan na zakladé velikosti pikd v 11. minuté,
které Ize pozorovat na Obr. 24 a Obr. 25.
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Obr. 25. Ukazkovy chromatograficky zaznam uvolnénych latek z komercniho gelu pres

membranu Strat M ® po 4 hodinach experimentu

Na webovych strankach vyrobce je dostupny seznam chemickych latek, které jsou
doporuceny pro testovani transportu pres Strat M ® [14]. Hydroxykyseliny nebo vitaminy
nejsou vtomto vycCtu uvedeny. Zaroven lze nalézt také grafické zobrazeni zavislosti
transportu vybranych aktivnich latek na Case pfes membrany Strat M ® v porovnani
s transportem pres lidskou kOzi. Uvedené vysledky se tykaji napfiklad diklofenaku,
acetylsalicylové kyseliny, octocrylenu, nikotinu a kofeinu, a ukazuji, Ze membrana
ma srovnatelné vysledky s lidskou kuzi a vysokou efektivitu penetrace. Na druhou stranu,
je pfi bliz§im pohledu na vySe uvedeny vyCet patrné, Ze vétSina uvedenych latek
ma na rozdil od testovanych latek v této prace lipofilni charakter. Experimentalni data
s hydrofilnimi latkami nalezeny nebyly.

Vysledky uvedeného pilotniho experimentu tak naznaduji, Ze hydrofilni latky maji omezenou
schopnost prostupovat touto membranou. Moznost vyuzit Strat M ® membranu jako model
lidské klUze v kombinaci s hydrofilnimi latkami je nutné jeSté podrobnéji experimentalné
ovéfit. Vzhledem k vybrané problematice a zaméfeni na zkoumani transportu pfevazné
vodorozpustnych aktivnich latek bylo z dalSich zde prezentovanych experimentd pouziti
artificialnich koznich membran také vyrazeno.
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7. VYSLEDKY A DISKUZE

7.1. Botnani kaze vlivem hydroxykyselin

Jak uz bylo zminéno v pfedchozi kapitole, v pribéhu optimaliza¢nich difuznich experimentu
v systému ,roztok-roztok“ bylo pozorovano botnani kozni membrany pod vlivem vysoké
koncentrace vodnych roztokl hydroxykyselin (viz Obr. 26). P¥ivizualnim hodnoceni
membran bylo nejvyraznéjsi botnani pozorovano pfi kontaktu s roztokem kyseliny jable¢né.

Kyselina mlééna Kyselina jableéna

Obr. 26. Botnani kozni membrany pusobenim Kyseliny mlécné a jablecné po 4 hodinach
difuzniho experimentu

Po vyhodnoceni ziskanych dat natento jev upozorfiovala ilatkova bilance, kde bylo
dle vypoc€itanych hodnot nejvysSi pohlcené mnozstvi aktivni latky v membrané stanoveno
u kyseliny jable¢né a €inilo 19,1 % (Obr. 27). Botnani kozni membrany pod vlivem mlécné
a glykolové kyseliny bylo také potvrzeno a jejich hodnoty byly pfiblizné 9 %. | pfesto,
Ze vizualni hodnoceni bylo v souladu s latkovou bilanci, bylo rozhodnuto ovéfit
proces botnani membrany oddélené od difuznich experimentl a pfesné stanovit obsah
pohlcené kyseliny ru¢né pfipravenou kozni membranou.
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Obr. 27. Pomér AHA-kyseliny pohlcené kozni membranou k celkovému detekovanému
mnoZstvi po 4 hodinach difizniho experimentu
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Pro provedeni sorpCniho testu byly pfipraveny 1% roztoky kyseliny milécné, glykolové
a jable¢né. Zaroven byla nachystana a vzdy zvazena kozni membrana o velikosti 1 x 1 cm.
Takto pfipravena membrana byla ponofena do 5 ml roztoku vybrané kyseliny, zbylych
5 ml roztoku bylo uchovano pro stanoveni presné vychozi koncentrace pFed zahajenim
experimentu. Po uplynuti 4 hodin byly membrany vyfnaty zroztok(, osu$eny, vizualné
ohodnoceny a znovu zvazeny. Pro kazdou membranu byl vypocitan relativni pfirlstek
hmotnosti dle rovnice 3, ktery lze definovat jako hmotnost roztoku pohlceného kozni
membranou [74].

Q= —— (3)

kde: m; — hmotnost [g] botnajici kiize v €ase t [hod] od poc&atku experimentu,
mp — pocatecni hmotnost kuze [g],
Q — relativni pfirastek hmotnosti.

U kazdé z pouzitych membran byly pozorovany vyrazné projevy botnani. Vypocitané
hodnoty naznaCovaly, Zze nejvétsi prirlstek hmotnosti byl u vzorku klze, jez byl ponofeny
do roztoku kyseliny jable¢né (viz Tabulka 9). Tento jev byl potvrzen také vizualnim
vyhodnocenim vzorku biologickych membran.

Tabulka 9. Hmotnosti biologickych membran v pruabéhu botnaciho experimentu

m kuze pred m kuze po Am Relativni
experimentem | experimentu kiaze prirastek
[9] [a] [g] hmotnosti Q
Glykolova kyselina 0,7570 1,8219 1,0649 1,41
Jable€éna kyselina 0,6079 1,7116 1,1037 1,82
MIééna kyselina 0,6068 1,5596 0,9528 1,57

Na proces pohlceni roztoku membranou se Ize divat z vice uhl( pohledu. Vzhledem k tomu,
Ze vzorek kize byl ponofen do roztoku kyseliny obsahujici samotnou kyselinu a vodu, muze
dojit k sorpci média dvéma riznymi zplsoby. Membrana muze mit tendenci nasavat urcité
mnozstvi celého roztoku. V tomto pfipadé nebude dochazet ke zméné koncentrace
puvodniho roztoku, ale pouze ke zméné jeho celkového objemu. V jiném pfipadé membrana
muze mit vetSi afinitu jen k jedné sloZce pfipraveného roztoku. Pokud dojde k nasati Cisté
vody (jako pfi osmdze), zvySi se koncentrace rozpusténé latky v zbylém roztoku; pokud kuze
preferencné vytahne AHA — bude dochazet k poklesu mnozstvi aktivni latky.

Pro stanoveni zplsobu sorpce, byla pouzita mnozZstvi roztokl zbyld po experimentu
auschované vzorky pocCate¢niho  roztoku  na pfipravu  vzorkG  pro iontovou
chromatografii (viz kapitola 5.7). VypoCet pohlceného mnozZstvi kyseliny byl proveden
na zakladé ziskanych ploch pikd pro pfislusné roztoky hydroxykyselin pfed a po 4 hodinach
experimentu. Pro lepSi znazornéni vysledkl byly znovu vytvofené sloupcové diagramy
pomoci programu Excel, které jsou uvedeny nize (viz Obr. 28).

Bylo stanoveno, Ze v kazdém roztoku, do kterého byla ponofena membrana, vzdy zbyvalo
vice nez 80 % pavodni koncentrace. Nejvice zuUstalo vroztoku kyseliny glykolové
a jeji mnozstvi bylo stanoveno na 85,9 % puvodniho mnozstvi.
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VyS8Si schopnosti membran botnat v porovnani s difuznim experimentem Ize vysvétlit tim,
ze roztok kyseliny v pribéhu tohoto experimentu pusobil na jejich vétsi plochu. V porovnani
s ostatnimi hodnotami Ize Fict, Ze biologicka kozni membrana pohlcovala glykolovou kyselinu
nejméné ze vSech kyselin. Nejvétsi pohlcovani kyseliny bylo stanoveno znovu v roztoku
kyseliny jableéné a vypocitana hodnota pohlceného roztoku ¢inila17,5% puvodniho
mnozstvi.
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Obr. 28. Pomér AHA-kyseliny pohlcené kozni membranou k celkovému detekovanému
mnoZzstvi po 4 hodinach sorpcniho experimentu

Tento experiment jesté jednou potvrdil zpozorované zmény v membrané po delSim plasobeni
roztoku kyseliny jable€né. Vypocitané pfiristky hmotnosti a poté stanovené poklesy
koncentraci aktivnich latek pomoci iontové chromatografie ve vSech roztocich potvrzuiji,
Ze kozni membrana ma vySSi afinitu k alfa-hydroxykyselinam a vytahuje je z pfipravenych
roztoku. Kvuli tomu kyselina jable€¢na byla vyfazena z experimentalné pouzivanych latek.
Kozni membrana meéla nejmensi tendenci pohlcovat roztok kyseliny glykolové, z &ehoz
Ize soudit o vy3Si pravdépodobnost UspéSného pouziti této kyseliny jako pomocné latky
pro transport jinych aktivnich ingredienci.
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7.2. Vliv pritomnosti vitamini na transport hydroxykyselin

Vsechny pfipravené gely obsahovaly vzdy 2 testované aktivni ingredience,
tj. hydroxykyselinu a vodorozpustny vitamin, které se mohou ve svych transportnich
vlastnostech vzajemné ovliviovat. Prfedmétem zajmu diplomové prace byl tudiz
nejen transport vitaminG a ovlivnéni jejich rychlosti pfitomnosti AHA, ale zaroven i opaény
efekt: ovlivnéni transportu hydroxykyselin z ddvodu obsahu vitaminu v systému.

Pro ovérfeni toho, ze komer¢ni gel bude schopen uvolfiovat AHA ipo pfidani vitaminu
do smési, byl proveden difuzni experiment s vyuZzitim gelu, ktery obsahoval 1% roztok
niacinu a 1 ml 15% hydroxykyseliny. Odebrané vzorky byly analyzovany na obsah vitaminu
pomoci HPLC (viz kapitola 7.3.1), jejich zbylé mnozstvi bylo pouzito na pfipravu vzorkl
prolC na stanoveni obsahu AHA. Mnozstvi pfidané hydroxykyseliny bylo snizeno
v porovnani s optimalizovanou metodou, ato z didvodu pouziti latek, které jeSté nebyly
prozkoumané v podobné kombinaci. Bylo rozhodnuto zacinat s pouzitim nizSich koncentraci
pro omezeni pfipadnych neZadouci reakci ve smési. Zaroven, v pfipadé obdrzeni
prijatelnych vysledku, nizsi efektivni koncentrace latek by znamenaly niz§i cenu vysledného
produktu v perspektivé. VSechny ziskané hodnoty pfislusnych ploch pikda byly propocitany
pomoci kalibrac¢nich kfivek a vztazeny na puvodni obsah kyseliny. Nasledné byla pfipravena
zavislost mnozstvi aktivni latky v procentech, jez prostoupila membranou,
na Case experimentu (viz Obr. 29).
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Obr. 29. Relativni mnoZstvi transportovanych hydroxykyselin v kombinaci s niacinem pres
kozni membranu z gelt (vyjadfeno v % ptvodniho latkového mnoZstvi dodaného
ve zdrojovém roztoku)

PFi porovnani Obr. 21 a Obr. 29 je patrné, Ze pfidany niacin do gelt nemél tendenci vyrazné
ovliviiovat transport hydroxykyselin. V pfipadé kozni membrany, stejné tak isyntetické
membrany (Obr. 30), bylo mozné pozorovat narlist koncentrace kyselin v ¢ase. Kvuli vy§§im
bariérovym vlastnostem kozZni membrany hodnoty proslé latky byly vzdy niz8i v porovnani
se syntetickou membranou. Zajimavym postfehem bylo, Ze pfes kozni membranu vysSich
hodnot penetrace dosahovala kyselina mlé€na, zatimco pfes syntetickou membranu kyselina
glykolova. Vypocitana procentualni mnozstvi byla hodné blizka hodnotam, které byly ziskany
po vyhodnoceni difuze z komeréniho gelu, ktery obsahoval jen hydroxykyseliny (viz Obr. 21).
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Lze vSimnout nepatného poklesu

existujicich poznatku v této problematice.
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Obr. 30. Relativni mnoZstvi transportovanych hydroxykyselin v kombinaci s niacinem pres

transportované  latky
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s optimalizacnim experimentem. Teoreticky mohl byt tento jev zplsobeny pfidanym niacinem
do systému ajeho interakci s hydroxykyselinami. Studium vzajemného pulsobeni kyselin
avitamini v jedné aktivni farmaceutické kombinaci by mohl byt pfinosnym k rozSifeni
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syntetickou membranu z gelt (vyjadieno v % pavodniho latkového mnoZstvi dodaného

ve zdrojovém roztoku)

Vzhledem ktomu, Ze ziskané hodnoty odpovidaly hodnotam v pribéhu optimalizace,
Ize transport hydroxykyselin z gell povaZovat za nezavisly na pfitomnosti vitaminu v roztoku.
Z duvodu omezené kapacity IC a nutnosti optimalizovat pocet vzorkl pro analyzu,
dal$i obsahy kyselin po difuzi z gelu s jinymi vodorozpustnymi vitaminy zméfené nebyly.
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7.3. Vliv pritomnosti hydroxykyselin na transport vitamina

Hlavnim Gcelem vSech provedenych difuznich experimentl bylo prozkoumat vliv pfitomnosti
hydroxykyselin na transport vybranych vodorozpustnych vitamin(. Za ucelem umoznéni
porovnani vysledkl bylo vzdy zachovano mnozstvi pfidané kyseliny do pfipravenych gell
s obsahem vitaminll. Zdrojové roztoky pouzitych vitamind byly zméfeny v prabéhu
vyvoje HPLC metody, &imz byla potvrzena jejich &istota, kterou zaru¢oval dodavatel. Zadny
z vybranych vitamin( neobsahoval jiné pfidané pomocné latky nebo necistoty v roztoku.

7.3.1. Niacin

Pro simulaci transdermalniho transportu byly pfipraveny gelové vzorky s obsahem roztoku
niacinu 0,01 % (m/m) s vyuzitim zdrojového roztoku, ktery dle informaci uvedenych
v pfibalovém letaku obsahoval 10 mg/ml aktivni latky. Pfipraveny roztok byl vmichany
do komeréniho gelu, poté byla pfidana mlé€na nebo glykolova kyselina

Difuzni experiment byl proveden s pouzitim poréznich syntetickych a biologickych koznich
membran dle kapitoly 5.5. Odebrané vzorky pfijimaciho roztoku z Franzovych difuznich cel
byly zméfeny HPLC metodou. Na zakladé kalibraéni kfivky byla vypoc€itana mnozstvi aktivni
latky v celém objemu pfijimaciho roztoku difuzni cely. Zaroven byl zanalyzovan i pfipraveny
gel pro moznost vypoctu poméru proslé latky vzhledem k puvodnimu mnozstvi. VSechny
vypodty byly provedené pomoci programu MS Excel.
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Obr. 31. Relativni mnoZstvi transportovaného 0,01% niacinu pres syntetickou membranu
z gelu (vyjadfeno v % ptvodniho latkového mnoZstvi dodaného ve zdrojovém roztoku)

Na Obr. 31 jsou zobrazeny vysledky ziskané po vyhodnoceni chromatografickych zaznama.
Bylo zjisténo, Ze niacin bez pfidané alfa-hydroxykyseliny byl schopen prochazet syntetickou
membranou bezproblémové, atoipfipomérné nizké pouzité koncentraci. Pfitom
byl detekovan vyrazny naruast aktivni latky v ase, cozznamenalo, Zze membrana
pfipravenym gelem byla pokryta rovhomérné. VypocCitané hodnoty potvrzovaly schopnost
komer&niho gelu uvolhovat do ného vmichané ingredience. Pfidana kyselina mlé€na vyrazné
podporovala transport niacinu pres syntetickou membranu. Uvolnéné mnozstvi niacinu
po 4 hodinach experimentu ve zminéné kombinaci bylo stanoveno na 35,1 % puvodniho
mnozstvi.
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Z gelu s niacinem v tandemu s glykolovou kyselinou proslo o néco méné latky a vypocitané
hodnoty C¢inily 21,9 %. Pfiporovnani s gelem obsahujicim jen Cisty niacin syntetickou
membranou proslo za stejny €as cca 2krat vét§i mnozstvi vitaminu za pfitomnosti kyseliny
glykolové a 3krat vet§i mnozstvi v kombinaci s kyselinou mlé€nou. Na zakladé téchto
vysledku bylo pfedpokladano, Ze obé hydroxykyseliny by mohly podporovat prichod niacinu
také v pfipadé koZni membrany.

AvSak ve vzorcich, které byly odebrané po difuzi pfes kozni membranu, nebylo stanoveno
detekovatelné mnozstvi niacinu ani po uplynuti 4 hodin experimentu. Tento jev muze byt
zpusoben predevs§im pomérné nizkou puvodni koncentraci niacinu v gelu, ktera v kombinaci
s hydrofilnim charakterem vitaminu neni schopna pfekonat bariérové vlastnosti kuze.
Z tohoto davodu bylo rozhodnuto zvySit koncentraci roztoku niacinu v gelech na 1 %.
Vzhledem k tomu, Ze pomoci syntetické membrany byl ovéfen potencialni prostup aktivni
latky, bylo navrhnuto nadale pokraCovat v experimentu s niacinem jen s pouZzitim kozni
membrany.

Ani po zvySeni koncentrace niacinu gelu na 1 %, nebyl po dvou hodinach difuze pfes kozni
membranu v odebranych vzorcich detekovan zadny vitamin. Po 4 hodinach experimentu
uz bylo mozné pomoci HPLC analyzy detekovat mnozZstvi niacinu, ale jen ve dvou
pfipadech: z gelu bez AHA a gelu s obsahem kyseliny glykolové. Vysledky s naméfenymi
hodnotami jsou uvedeny v na Obr. 32.
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Obr. 32. Relativni mnoZstvi transportovaného 1% niacinu pfes kozni membranu z gelt
(vyjadreno v % pavodniho latkového mnozZstvi dodaného ve zdrojovém roztoku)

Z vySe uvedenych hodnot jeziejmé, ze 4 hodiny jsou minimalni potfebny c¢as
pro transdermaini transport niacinu z 1% roztokd pfes kozni membranu. V pfipadé difuze
z gelu obsahujiciho pouze niacin bylo jeho mnozstvi v celém objemu pfijimaci komory
vypocéitano na 0,31 mg. Pfiplvodnim obsahu 5 mg aktivni latky ve zdrojovém gelu cinila
efektivita prostupu pfiblizné 6 %. Vliv pfitomnosti hydroxykyselin byl v tomto pfipadé zcela
jiny ve srovnani s difuzi pfes syntetickou porézni membranu. V pfipadé kozni membrany
se hydroxykyseliny projevily jako retardéry prostupu niacinu kzi. Zatimco v kombinaci
s kyselinou mlé€nou nebyl ani po 4 hodinach difuzniho experimentu detekovan niacin
v pfijimacim roztoku. V tandemu s kyselinou glykolovou kleslo mnozZstvi penetrovaného
niacinu do pfijimaciho roztoku pfiblizné o ¢tvrtinu.
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7.3.2. Vitamin C

Dalsi difuzni experiment byl proveden s pouzitim vitaminu C. Byl pfipraven 1% roztok
kyseliny askorbové, a vmichan v objemu 2 ml do komer¢niho gelu. Jak je vidét na Obr. 33,
transport vitaminu C pfes syntetickou membranu ve vSech variantach vykazoval vysokou
efektivitu pfestupu. Napfiklad v kombinaci s kyselinou glykolovou v celém objemu pfijimaciho
roztoku difuzni cely bylo detekovano 3,92 mg latky z celkové dodanych 10 mg. Uginnost
transportu vtéto kombinaci byla stanovena na39% atato smés se projevila
jako nejucinngjSi ze véech. Samotny vitamin C nemél tak velkou tendenci prochazet
pres syntetickou membranu a po 4 hodindch experimentu bylo pFfeneseno jenom
5 % vitaminu C z plivodniho mnozZstvi.

45,0 +

40,0 +

35,0 +

30,0 +

25,0 +

20,0 +

15,0 +

10,0 +

50 + ,

vo |1 ,
Kyselina Kyselina askorbova+ Kyselina askorbova+
askorbova Miécéna kyselina Glykolova kyselina

38,1 39,2

29,1

O2 hod
®E4 hod

19,4

Mnozstvi aktivni latky [%]

Obr. 33. Relativni mnoZstvi transportovaného 1% vitaminu C pfes syntetickou membranu
z geld (vyjadreno v % plvodniho latkového mnozZstvi dodaného ve zdrojovém roztoku)

Na zakladé pozitivnich vysledkd tykajicich se transportu vitaminu C pFes syntetickou
membranu byl proveden dalSi difuzni experiment s pouzitim prasei klze.
Jak i bylo o€ekavano, mnozstvi detekované latky v pfijimacim roztoku bylo vyrazné nizsi.
Po 2 hodinach difuze mnozstvi aktivni latky bylo na hranici meze detekce. Toto mohlo byt
zpusobeno horsimi propoustécimi vlastnostmi kozni membrany, jeji komplexni strukturou
a schopnosti interagovat s aktivnimi latkami. Z tohoto davodd tento ¢as muze byt posouzen
za nedostateCny pro pasivni transport vitaminu C v nizkych pavodnich koncentracich
pres kuzi.

Po 4 hodinach experimentu uz byla stanovena mnozstvi aktivnich latek, ze kterych je mozné
vyvodit tendenci latky prostupovat kozni membranou a jeji ovlivnéni v disledku pfitomnosti
AHA. Detekované mnozstvi v celém objemu dolni komory Franzovy cely se pohybovalo
v rozmezi do 1 % od plvodniho mnozstvi, ale i pfesto Ize vSimnout, Ze kyselina glykolova
znovu pfispivala transportu vitaminu C. Z gelu obsahujiciho kyselinu glykolovou, prostoupilo
pfiblizné dvakrat vySSi mnozstvi pfes kozni membranu nez zgelu jen se samotnym
vitaminem (Obr. 34). PFi porovnani téchto vysledki s experimentem s niacinem,
kde obé kyseliny zpomalovaly transport aktivni latky, lze Fict, ze jako malo efektivni
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kombinace se projevila jen smés kyseliny askorbové s kyselinou mlécnou. Po 4 hodinach
experimentu procentualni mnozstvi vitaminu C bylo stanoveno jen na 0,1 %.
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Obr. 34. Relativni mnoZstvi transportovaného 1% vitaminu C pfes koZni membranu z geld
(vyjadreno v % puvodniho latkového mnoZstvi dodaného ve zdrojovém roztoku)

Dle téchto vysledk( bylo mozné shrnout, Ze transport kyseliny askorbové byl efektivné;si
ze smési obsahujici kyselinu glykolovou. Kyselina mlééna vyrazné zpomalovala transport
vitaminu C pres klzi. Dlvod tak znac¢ného poklesu penetraénich schopnosti neni znam
a budouci studium této problematiky by mohl objasnit tento efekt.

7.3.3. Tiamin

Vzhledem ktomu, Zze transdermalni transport nemodifikovaného tiaminu nebyl jesté
prozkouman, bylo rozhodnuto provést experiment s pouzitim syntetické membrany
pro primarni vyhodnoceni potencialu tiaminu pro transdermalni transport. Vzhledem
k nejistym  vstupnim datdm, byla vypolitana mnozstvi latek po vyhodnoceni
chromatografickych zaznamd z HPLC dosti pfekvapujici.

Z nize uvedeného Obr. 35 Ize pozorovat pravidelny narust aktivni latky v Case.
Gel aplikovany na membranu gel obsahoval 10 mg aktivni latky. Uz po 2 hodinach
experimentu mnozstvi tiaminu v celém objemu pfijimaciho roztoku pfesahovala 5 %
celkového mnozstvi. Bylo zfejmé, Ze samostatné ma tiamin niZSi schopnost penetrovat
nez v kombinaci s AHA. NejlepSiho vysledku bylo dosaZzeno pfi pouZiti smési tiaminu
s glykolovou kyselinou, pfiemz mnozstvi provedené latky pfes membranu po 4 hodinach
experimentu bylo stanoveno na 27,4 % pavodniho mnozstvi. V kombinaci s kyselinou
mléc&nou do pfijimaciho roztoku proslo o néco méné latky ato 19,6 % plvodniho obsahu.
V porovnani s gelem obsahujicim jen tiamin Ize fict, ze efektivita penetrace byla zvySena
minimalné 2krat v dusledku pfidani hydroxykyseliny.

Ukazalo se, Ze ipfFes kozni membranu mél tiamin tendenci prostupovat bez problémda.
Uz po dvou hodinach puasobeni aktivni latky na kdzi bylo mozné ho detekovat pomoci
HPLC metody. Napfiklad z gelu bez AHA prostoupilo 1,4 % latky puvodniho mnozstvi,
coz jevic, nez bylo detekovano u vitaminu C po 4 hodinach experimentu pfes kozni
membranu, pfestoZze je kyselina askorbova znamou a hodné pouzivanou ingredienci
v kosmetickém odvétvi.
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Obr. 35. Relativni mnozstvi transportovaného 1% tiaminu pfes syntetickou membranu z gelt
(vyjadreno v % pavodniho latkového mnoZstvi dodaného ve zdrojovém roztoku)

Co se tyCe efektu pfidani hydroxykyselin, dle vysledkd uvedenych na Obr. 36 Ize fict,
Z2e AHA nepatrné inhibuji transdermalni transport tiaminu. V pfipadé pouziti kyseliny
glykolové Ize pozorovat vyrazné zpomalovani difuze béhem prvnich dvou hodin. Stejny efekt
ma i kyselina mlé¢na, ale v mensim rozsahu. Po 4 hodinach experimentu z ptvodniho gelu
s obsahem kyseliny glykolové bylo mnozZstvi vitaminu B1 v pfijimacim roztoku srovnatelné
s mnozstvim detekovanym v roztoku odebranym po pusobeni gelu s Cistym tiaminem. Z gell
obsahujicich kyselinu mlé€nou jakou pomocnou latku bylo detekovano stejné mnozstvi
vitaminu jako u gelU jen se samotnym tiaminem. Z toho Ize posoudit, Ze i pfesto, ze kyselina
mlécna béhem prvnich hodin brzdi transport aktivni latky, po delSi dobé pusobeni nema
na penetraci vyrazny vliv.
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Obr. 36. Relativni mnoZzstvi transportovaného 1% tiaminu pfes kozni membranu z gelt
(vyiadreno v % puvodniho latkového mnoZstvi dodaného ve zdrojovém roztoku)
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Celkové se prokazalo, Ze transdermalni transport tiaminu ma velky potencial. | nevysoka
pouzitd koncentrace vitaminu méla tendenci se postupné uvolfiovat, v pomérné kratkych
Casovych intervalech. Mozné navySeni doby experimentd nebo uprava slozeni by mohla
pomoct dosahnout jesté ucinnéjSi penetrace a pfinést moznost vytvofeni nového
kosmetického nebo farmaceutického pfipravku. Jedinym problémem by mohla byt docela
silnd specificka viné roztoku tiaminu kvuli pfitomnosti siry v jeho struktufe. Pfipadny
zhotoveny pfipravek by mél mit vyraznou aromatickou kompozici za u¢elem maskovani
této vlni, nebo by byla nutna modifikace struktury tiaminu a opakované ovéreni penetracnich
vlastnosti.

7.3.4. Pyridoxin

Poslednim v fadé pouzitych aktivnich latek byl pyridoxin. Stejné jako u tiaminu bylo docela
slozité najit védecké ¢lanky s popisem transdermalniho transportu vitaminu B6,
proto bylo rozhodnuto samostatné ovéfit jeho schopnost penetrovat nejprve pres syntetické
membrany.

Jako i u jinych vitaminQ skupiny B, byl znovu detekovat narust koncentrace vitaminu v ¢ase,
coz uz po nékolikaté potvrdilo schopnost komeréniho gelu bezproblémové uvolhovat aktivni
latky (Obr. 37). Velice pfekvapujicim objevem bylo pomérné velké mnoZstvi prostoupené
latky v porovnani se vSemi predchazejicimi experimenty. Napfiklad z gelu s obsahem
pyridoxinu a kyseliny glykolové po4 hodinach experimentu prostoupilo membranou
36,7 % latky. Je to nejvy38i dosazena hodnota mezi vSemi provedenymi experimenty
pres syntetické membrany. Kyselina mlécna vtomto pfipadé méla mensi ucinnost,
ale i pfesto bylo mnozstvi transportované latky stanoveno na 22,3 %, coz je minimalné
pétkrat vic nez z gelu obsahujici samotny pyridoxin. Z téchto vysledkl bylo mozné posoudit,
Ze hydroxykyseliny vyrazné zvysuji schopnost pyridoxinu prochazet skrz membranu, a proto
byl neprodlené proveden difuzni experiment i s pouzitim kozni membrany.
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Obr. 37. Relativni mnoZstvi transportovaného 1% pyridoxinu pres syntetickou membranu
z gelu (vyjadreno v % ptvodniho latkového mnoZstvi dodaného ve zdrojovém roztoku)
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Slozeni pouzitych gell bylo zachovano a pfipraveny gel vzdy obsahoval 10 mg aktivni latky.
Na zakladé takto realizovanych experimentl bylo potvrzeno, Ze pyridoxin je schopen
prostupovat také kozni membranou. Stanovené mnozstvi bylo nejen srovnatelné,
ale dokonce vyrazné vysSi nez u bézné pouzivanych vitamint v kosmetickém odvétvi.

Na Obr. 38 lze pozorovat podobnou tendenci pyridoxinu prostupovat, jak bylo pozorovano
u syntetické membrany. Samotny vitamin prostupuje 0 hodné méné nez v kombinaci s AHA,
ale ipfesto je detekované mnozstvi vysSi nez napfiklad u vitaminu C za stejny cas.
Zajimavym objevem tohoto experimentu Ize nazvat kombinaci pyridoxinu s kyselinou
glykolovou. Je zifejmé, zZe stanovena koncentrace v pfijimacim roztoku byla uz po 2 hodinach
experimentu minimalné 4krat vy$Si nez u gelu, ktery obsahoval Cisty pyridoxin.
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Obr. 38. Relativni mnoZstvi transportovaného 1% pyridoxinu pres kozni membranu z gelt
(vyjadreno v % ptvodniho latkového mnoZstvi dodaného ve zdrojovém roztoku)

Po 4 hodinach experimentu mnozstvi transdermalné transportované latky bylo stanoveno
na 0,41 mg, coz Cinilo 4,15 % puvodniho mnozstvi. Tento vysledek Ize povazovat za jeden
z nejvySSich za stejny ¢asovy Uusek mezi vdemi provedenymi pokusy v experimentalni ¢asti.
Kyselina mlécna, jako idfive, méla mensi vliv na uCinnost transportu. AvSak stanovena
hodnota v 3,2 % puvodniho obsahu po 4 hodinach plsobeni aktivni latky mize byt zafazena
mezi nejlepSi dosazené hodnoty v pribéhu celé diplomové prace.

Kombinace kyseliny glykolové s pyridoxinem ma velky potencial a vypada jako nadéjna
formulace pro transdermalni podani tohoto vitaminu. Mezi vSemi  studovanymi
vodorozpustnymi vitaminy se pyridoxin projevil nejlépe skrz jeho schopnost pfekonavat
bariérové vlastnosti kozni membrany. Pfi pfipadném navySeni €asu plsobeni této smési
nebo upravé poméru pouzitych latek ve sloZeni formulaci by bylo mozné dosahnout jesté
lepSich vysledku.
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Diplomova prace se zabyvala experimentalnim studiem transdermalniho transportu
hydroxykyselin a jejich kombinaci s vitaminy rozpustnymi ve vodé pro ovéfeni potencialniho
vyuziti v kosmetickém a farmaceutickém odvétvi. Cilem bylo na zakladé literarni reSerse
provést vybér hydroxykyselin a aktivnich farmaceutickych ingredienci, navrhnout modelovy
systétm a vhodnou metodiku pro studium penetrace aktivnich latek a s jejim vyuzitim
prozkoumat jejich vzajemny vliv na rychlost difuze pfes modelové membrany.

Jako zastupci alfa-hydroxykyselin byly pouZity kyselina mlééna a kyselina glykolova,
s nimiz se Ize ¢asto setkat v komeréné dostupnych kosmetickych nebo farmaceutickych
pripravcich. Kyselina jable€¢na byla pfidana pro rozSifeni experimentalni fady na zakladé jeji
neprozkoumanych vlastnosti pro topické aplikace. Pfedstavitelem beta-hydroxykyselin
byla 3-hydroxybutyrova kyselina v navaznosti na pfedchozi bakalafskou praci, v niz byla
zkoumana kyselina salicylova, jez vykazovala tendenci prostupovat kozni membranou.
Tyto Ctyfi hydroxykyseliny byly vprvni &asti experimentu samostatné prozkoumany
Z hlediska jejich schopnosti prochazet membranami. Nasledné byly do experimentalni casti
prace zafazeny jako dalSi aktivni latky vodorozpustné vitaminy. Byly vytvofeny kompozice,
ve kterych  byly vybrané vitaminy aplikovany samostatné nebo v kombinaci
s hydroxykyselinami.

Pro studium transdermalniho transportu aktivnich latek byly vybrany syntetické, biologické
kozni a artificialni kozni membrany Strat M ®. Membrany Strat M ® nenaplnily oCekavani.
Po provedeni nékolika experimentu bylo zjisténo, ze Zadna z pouzitych aktivnich latek nebyla
schopna touto membranou v aplikacné relevantnim Case prochazet a nebylo mozné
detekovat prakticky zadné mnozstvi. Tato skuteCnost vedla k pfedpokladu, Ze dany typ
membran je primarné vhodny spiSe pro lipofilni slou€eniny. Tuto hypotézu by bylo vhodné
ovéfit dalSi experimentalni studii. Kize pro pfipravu modelovych biologickych membran byla
izolovana z prasec€ich usi, protoze praseci kize se z hlediska anatomie dostate¢né podoba
lidské kuazi. Membrany byly pfipraveny ruc¢né pomoci chirurgického skalpelu. Kvalita,
homogenita a jednotnost tloustky takovych membran byla vyrazné ovlivnéna ruénim
narezavanim.

Mezi analytické metody pro ur€eni aktivnich latek byla pouzita iontova chromatografie
pro zjisténi mnozstvi hydroxykyselin a kapalinova chromatografie pro detekci a kvantitativni
stanoveni vitamin(. Difuzni experimenty byly realizovany prostfednictvim vertikalnich
Franzovych difuznich cel. Experimentalni Cast prace zahrnovala rozsahlou pfipravnou
a optimalizacni fazi, v prubéhu které byly vytvofeny metody stanoveni pro kazdou aktivni
latku. Dale byla ovéfena opakovatelnost iontové chromatografie za ucelem kontroly
spravnosti a pouzitelnosti generovanych vysledkd. Byla vytvofena HPLC metoda
na stanoveni vodorozpustnych vitamini. Navrzend metodika difuznich experimentl byla
podrobena znacné optimalizaci kvuli velkému mnozstvi praktickych komplikaci, jako
napriklad obtizné utésnéni aparatury v pfipadé roztokové zdrojové kompozice. Finalni
metodika proto zahrnovala aplikaci testovanych kompozic v gelové formé vytvorené
s vyuzitim komeréniho gelového zakladu doplnéného o testované aktivni latky.

Ze ziskanych vysledkd pomoci iontové chromatografie bylo stanoveno, Ze kyselina mlé¢na,

glykolova a jableCna dobfe prostupuji skrz syntetické i kozni membrany. P¥i vizualnim
hodnoceni bylo zpozorovano botnani kozni membrany pod vlivem vysoce koncentrovanych
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roztokd hydroxykyselin. Po provedeni sorpéniho experimentu byla potvrzena schopnost
kozni membrany botnat a pfitom preferenéné absorbovat hydroxykyseliny do svého objemu.
Tento jev se nejintenzivnéji projevoval v pfipadé kyseliny jable¢né, kvili ¢emuz byla tato
latka vyfazena ze seznamu dale studovanych aktivnich latek. Co se ty¢e 3HB kyseliny jako
zastupce beta-hydroxykyselin, jeji schopnost penetrovat zroztoku byla stanovena jako
pomérné nizka ve srovnani s AHA, a to mimo jiné také proto, Ze membrana pohlcovala
vic nez polovinu aktivni latky v porovnani s plvodnim mnozstvim. Vzhledem k cené
a zkoumanym vysokym koncentracim muze byt jeji potencialni pouziti v kosmetickych
pripravcich z ekonomického hlediska nevyhodné. | pfesto Ize povaZovat tento experiment
za pfinosny vzhledem k rozSifeni existujicich poznatk( tykajicich se 3-hydroxybutyrové
kyseliny. Do dalSich experimentl za ucelem ovéfeni vlivu hydroxykyselin na transport jinych
aktivnich latek byly pouzity jen mlé€na a glykolova kyselina.

Uvolnovani vodorozpustnych vitaminl bylo testovano prostfednictvim stejné difuzni techniky.
K realizaci experimentll byl vybran niacin a kyselina askorbova, které jsou bézné
pouzivanymi ingrediencemi v komeréné dostupnych pfipravcich. Soucasné
byl do experimentalni fady pfidan tiamin a pyridoxin jako latky pomérné malo prostudované,
co se tyCe jejich transdermalniho transportu. Bylo prokazano, ze kazdy z téchto vitamind
prostupuje z gelovych matric jak srze porézni syntetickou, tak i skrze modelovou kozni
membranu. Minimalni ¢as potfebny pro efektivni penetraci vitamind byl stanoven
na 4 hodiny. Byl ovéfen a diskutovan vliv hydroxykyselin na penetraci vitamind z gelt.
Jak bylo pfedpokladano, kozni membrana tvofila efektivni  biologickou bariéru,
proto byl transport hydrofilnich aktivnich latek pomérné vyrazné potladen. Z procentualniho
vyjadfeni mnozstvi prostoupenych aktivnich latek bylo stanoveno, Ze nejvySsSi efektivita
prostupu byla v pfipadé kozni membrany zaznamenana u pyridoxinu.

Dale bylo zjisténo, Ze kyselina glykolova v kombinaci s pyridoxinem vyrazné podporuje jeho
transdermalni transport. Z téchto vysledkl Ize tvrdit, Ze pyridoxin ma zajimavy potencial
pro pfipadné budouci topické aplikace. Podobné také tiamin disponoval zajimavymi
transdermalnimi penetracnimi schopnostmi, proto se dalSi vyzkum jevi slibné.

Celkové Ize shrnout, Ze provedena studie muze byt povazovana za pfinosnou v ramci
feSené problematiky tykajici se transdermalniho transportu vitamind a hydroxykyselin.
Byly ziskany origindlni a zajimavé poznatky tykajici se transportnich vlastnosti individualnich
aktivnich latek, respektive jejich kombinaci. BEéhem této prace bylo posbirano velké mnozstvi
prvotnich poznatkll, na néz lze navazat v ramci dalSiho komplexné&jSiho experimentalniho
studia.
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ADP Adenozindifosfat

Ach Acetylcholin

ATP Adenozintrifosfat

cAMP Cyklicky adenozinmonofosfat

DSC z angl. Differential scanning calorimetry
ELCD z angl. Electrolytic Conductivity Detector
FDA z angl. Food and Drug Administration
HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
IC Z angl. lon cromatography

LSCI z angl. Laser speckle contrast imaging
MF Mobilni faze

o/w Emulze olej ve vodé

OECD z angl. Organisation for Economic Co-operation and Development
PDA Detektor s diodovym polem

PHBYV Poly(3-hydroxybutyrat-3-hydroxyvalerat)
PKA Proteinkinaza typu A

RSD Relativni smérodatna odchylka

S-DVB z angl. Styrene-divinylbenzene copolymer
SEM Z angl. Scanning electron microscope
TDS z angl. Thiamine Disulfid

UV-VIS z angl. Ultraviolet—visible spectrophotometry
w/o Emulze voda v oleje
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Avitamindéza — chorobny stav vyvolany naprostym nedostatkem urcitého vitaminu.

Biopsie — je odbér vzorku tkané (bioptického vzorku) z zivého organismu k morfologickému
vySetreni.

Dermatitida — spolecny termin pro vSechny zanétliva onemocnéni kiize.

Desmosoma — typ bunééného spoje, pro néjz je charakteristickéa pritomnost tzv.
intermediarnich filament.

Ekzém — chronické, recidivujici, svédivé koZzni onemocnéni, projevujici se zanétem, suchosti
¢i zarudnutim na povrchu kuze.

Eleidin — bilkovina v burikach vrstvy stratum lucidum, pfechod mezi keratohyalinem
a mékkym keratinem rohové vrstvy.

Glykoproteiny — jsou bilkoviny s navazanymi sacharidy na své strukture.
Glykosaminoglykany — dlouhé nevétvené polysacharidy tvofené opakujicimi

se disacharidovymi jednotkami, v nichz je vZdy jednim &lenem uronova kyselina a druhym
glukosamin, vétSinou ¢astec¢né esterifikované kyselinou sirovou. Tvori velkou ¢ast
mezibunécné hmoty v pojivové tkani.

Hypovitaminéza — chorobny stav zptusobeny ¢astecnym nedostatkem urcitého vitaminu

Intermediarni filament — komponent cytoskeletu tvofeny bilkovinnymi viakny
o pruméru 10 az 15 nm, poskytuje predevsim mechanickou pevnost.

Keratinocyty — buriky pokoZky epidermu produkujici keratin, hlavni pokoZkova burika;
predstavuje az 95 % vSech bunék v lidské pokoZce.

Keratohyalin — bezbarvy prasvitny protein, ktery se vyskytuje v epidermu v granularni
vrstvé.

Komedony — typ cysty, ktera je vytvorena, kdyz viasovy folikul blokovan rohovatéjicim
epitelem smichanym s koZnim tukem pfi hyperkeratoze.

Lamelarni granule (tez Odlandova téliska) — jsou malé ovoidni nebo ty¢inkovité struktury
tvofené na povrchu ceramidy a uvniti pfevazné mastnymi kyselinami, cholesterolem.

Lipofilita — tendence nepolarnich latek interagovat s nepolarnimi lipidy, resp. rozpoustét
se Vv lipidech (tucich). Vlastnosti biologicky aktivnich latek, vyznamné se podili na transportu

latky z mista podani na misto uéinku a na interakci s makromolekulou v misté ucinku.

Lysozomy — kulovité organely s enzymy, jsou mistem intracelularniho traveni a obmény
bunécénych komponent.
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Papula — morfologicky prvek koznich vyrazek stoupajici nad droven kize. V nékterych
pripadech muze byt transformovan na vezikuly, pustuly, plaky a kombinovan s dalSimi
zménami na KiZi.

Parakeratéza — nebo hyperkeratéza, nedokonalé rohovéni a ztlusténi stratum cornerum
z davodu produkce abnormalniho mnoZstvi keratinu.

Perfuze — pratok krve (event. jiné tekutiny) tkani, organem (napf. krve jatry, ledvinami,
plicemi).

Psoriaza — kozni neinfekéni onemocnéni s poruchou Kkeratinizace povrchovych vrstev
pfedevsim kizZe, avSak miZe postihovat téZ nehty a klouby.

Pustula — drobny kozni pupinek, ktery je vyplnén hnisem.

Seborea — ekzematicka onemocnéni, projevuje mastnymi, lupovitymi a zanétlivymi oblastmi
kuze, zejména na obli¢eji a hlavé.

Vazodilatace — relaxace hladkych svalli bunék v cévnich sténach, vedouci k rozsifeni cév.

Zkoumadlo — chemikélie a jejich roztoky pouZivané ke zkouSeni léciv a pomocnych latek.
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Priloha 3. Linearni zavislost plochy piku na koncentraci tiaminu
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Priloha 6. Linearni zavislost plochy piku na koncentraci Kyseliny glykolové pomoci IC
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Priloha 9. Linearni zavislost absorbance na koncentraci niacinu pro vinovou délku 261 nm
pomoci UV-VIS
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