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ABSTRAKT

Predlozena diplomova praca sa zaoberd navrhom aexperimentdlnym Stidiom
transdermalneho transportu farmaceuticky posobiacich aktivnych latok z gélovych matric
S obsahom huminovej latky. Modelom koznej absorpénej membrany bola koza zusnice
prasata. Stddium uvolfiovania aktivnych latok a Lignohumatu bolo realizované
prostrednictvom vertikalnych difuznych cel. Uvol'nené mnozstvo huminovej latky bolo
charakterizované metodou UV-VIS spektrofotometrie a koncentracia uvolnenych aktivnych
latok z gélovych matric bola stanovend pomocou metédy HPLC-DAD. Hlavnym zistenim
tejto diplomovej prace bolo, Zze Lignohumat je enhancer transdermalneho transportu aktivnych
latok a podporuje ich uvolfiovanie z gélov do prislusného prostredia.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with design and experimental study of transdermal transport of
pharmaceutically active agents from gel matrices, which contain humic substance in its
structure. A model absorption membrane was represented by the skin of pig’s earlobes. The
study of the release of active substances and Lignohumte was performed due to the vertical
diffusion cells. The amount of released humic substance was characterized by UV-VIS
method and the amount of released active agent from gel matrix was determined by HPLC-
DAD. The most interesting finding of this diploma thesis was that Lignohumate enhances
transdermal transport of active agents and supports their release from gel samples to the
particular environment.

KLCUCOVE SLOVA
uvolnovanie aktivnych latok, koznd membrana, gélové matrice, huminové latky, Franzova
cela, UV-VIS, HPLC-DAD

KEYWORDS

active agent release, skin barrier, gel matrix, humic substances, Franz’s cell, UV-VIS, HPLC-
DAD
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1  UVOD

Rozsiahle polymérne siete, ktoré maju schopnost’ zadrziavat velké mnozstva vody v ich
Struktare, nazyvané hydrogély, disponuju takymi vlastnostami, ktoré pritahuji zaujem
roznych vyskumnych skupin. Tieto materidly maji, okrem vysokého obsahu vody, aj
schopnost’ niest’ rézne Specializované aktivne latky a uvol'novat’ ich do prislusného prostredia.
Vdaka svojim unikatnym vlastnostiam maja S$iroky aplikaény potencial, ato nielen
v medicine, ale aj v kozmetickom priemysle.

Huminové latky st zlozité biopolymérne zluceniny, ktoré tvoria hlavnu zlozku prirodne;j
organickej hmoty. Tieto prirodné biopolyméry maju antioxidacné, antikoagulacné,
antibakteridlne a mnoho d’alSich vlastnosti, ktoré prispievaju k ich potencidlnemu vyuzitiu
Vv medicine a kozmetickych produktoch. Zmes huminovych latok, Lignohumat, ktory je Gplne
rozpustny vo vode, bol vybrany ako obohacujiuca latka Studovanych gélovych matric.
Huminové hydrogély sa javia ako elegantné spojenie dvoch systémov, ktoré su vhodnym
materidlom pre Stidium transportnych dejov na molekularnej Grovni.

Latky s farmakologickym ucinkom, diklofenak sodny, ketoprofen a kyselina salicylova,
su sucastou bezne komercne dostupnych liekovych foriem. Tieto latky st charakteristické
svojimi protizépalovymi a dermatoterapeutickymi uc¢inkami. Byvaju zlozkami gélov, ktoré s
uréené pre lieCbu koznych ochoreni a na starostlivost o pokozku. Pouzitie spominanych
aktivnych latok v huminovych gélovych matriciach sa javi ako vhodnéa vol'ba pre dotvorenie
komplexnej kompozicie gélovych vzoriek, ktoré by mohli potencionilne najst’ svoje
uplatnenie vo farmaceutickom alebo kozmetickom priemysle.

Pre $tddium transdermadlnej absorpcie sa bezne vyuZzivaju kozné absorpéné membrany.
Anatomicky ekvivalentnym modelom l'udskej koze je koza prasat’a. Prasacie usnice st, okrem
morfologickej podobnosti s kozou ¢loveka, relativne 'ahko dostupné a lacné, a preto sa javia
ako vhodny materidl pre Stddium transdermdlneho transportu. NajbeznejSim spdsobom
uvolnenia aktivnej latky z gélovej vzorky je diftizia. Experimentalne uvolniovanie ¢innych
latok sa realizuje prostrednictvom vertikalnych difuznych cel, ktoré st vhodnym zariadenim
pre simuléciu a S§tidium transdermalneho transportu.

Predlozena diplomova praca ma za ciel’ navrhnut’, realizovat’ a optimalizovat’ metodu
Stidia transdermalneho transportu farmaceuticky pdsobiacich aktivnych latok z huminovych
hydrogélovych matric. Jednym z d’alSich cielov je charakterizovat kozné membrany a
uvolnené mnoZstvo Lignohumatu a aktivnych latok, pomocou vhodne zvolenych
in§trumentalnych metod. Taziskové Gast prace je venovana spracovaniu experimentélnych dat
a diskusii ziskanych vysledkov.



2 CIELE PRACE

Hlavnym cielom tejto diplomovej prace je navrhnut metédu experimentdlneho Studia
transdermalneho transportu aktivnych latok. Dalej, na zaklade poznatkov z literarnej reserse,
vybrat' vhodny model biologickej membrany a realizovat’ sériu experimentov s gélovymi
matricami s obsahom Lignohumatu a troch farmaceuticky posobiacich aktivnych latok,
pomocou difuznych procesov. Jednym zcielov je charakterizdcia koznych tkaniv
a charakterizacia uvol'nenych ucinnych latok pomocou vhodnych in§trumentalnych metdd. Na
zéaver, analyzovat' data prostrednictvom vhodného fyzikalno-chemického modelu a overit
a diskutovat’ vplyv roznych faktorov na uvolfiovanie Lignohuméatu draselné¢ho a aktivnych
latok z gélovych matric.



3  TEORETICKA CAST

3.1 Gélové matrice

Hydrogély st rozsiahle polymérne siete, ktoré vznikaju reakciou jedného alebo viacerych
monomérov a st schopné boptnat’ vo vode. Schopnost’ hydrogélov zadrziavat’ vel'’ké mnozstva
vody v ich trojdimenzionalnej Struktire im dava unikatne vlastnosti, ktoré byvaju ¢asto
predmetom priemyslovych a ekologickych aplikacii.

3.1.1 Struktira hydrogélov

V polymérnej Struktare hydrogélu sa vyskytuji hydrofilné skupiny, ako napriklad amino;
hydroxylové alebo karboxylové skupiny, ktoré zvysuju kapacitu hydrogélu zadrziavat' vodu.
Vseobecne plati, Ze schopnost’ gélovej matrice zadrziavat’ vodu je dana poctom hydrofilnych
skupin v jej $truktire a hustotou sietovania. Cim je poéet hydrofilnych skupin vyssi, tym je
hydrogél schopny zachytavat vicsie mnozstva vody. Naopak, ak hustota sietovania
V polymérnej matrici prili§ stipa, dochadza k poklesu roztaznosti daného hydrogélu [1].

Uzlové spoje, ktoré su pritomné v Struktire hydrogélu maju chemicky alebo fyzikalny
charakter. Chemické alebo permanentné spoje st charakteristické pevnymi kovalentnymi
viazbami. Hydrogély, ktoré obsahuji uzlové spoje vytvorené fyzikalnou cestou (idnové
interakcie alebo vodikové vizby), sa nazyvaju gély fyzikalne. Takéto fyzikalne sformované
spoje predstavuju silné alebo slabsie krystalické regiony v polymérnych ret'azcoch.

Délezité biochemické vlastnosti hydrogélov, ktoré zahfiaju hydrofilnost, nabojova
kapacitu a bioaktivitu, si primarne odvodené od chemickej kompozicie daného hydrogélu.
Tieto chemické prekurzory su sucastou nekovalentnych intramolekulovych interakcii
polymérneho retazca ale aj intermolekulovych interakcii, ktoré st medzi polymérnym
retazcom a poprepajanou sietou a medzi touto sietou a prislusnym rozpustadlom. Postranné
retazce, ktoré¢ su pripojené k hlavnému polymérnemu ret'azcu moédzu taktiez ovplyviiovat
Specifické vlastnosti hydrogélu. Najvyznamnej$i predpoklad pre vyuzitie hydrogélov
v biochémii, medicinskych aplikaciach a zdravotnej starostlivosti, je moznost modifikovat’
ich chemické a fyzikélne vlastnosti (pH, teplota, naboj) [2]. Vdaka pomerne vysokému
obsahu vody sa hydrogély povazujii za biokompatibilny material, ktory nachadza Siroké
uplatnenie v medicine ale aj v kozmetike.
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Obrazok 1 Vyuzitie hydrogélov v zdravotnej starostlivosti,; upravené podla [3]



3.1.2 Tvorba gélu

Proces tvorby gélu sa nazyva gelacia. Gelacia zacina vdzbou makromolekularnych retazcov,
ktoré spolo¢ne iniciuju tvorbu velkych rozvetvenych rozpustnych polymérnych komplexov.
Formacia tychto polymérov je zavisla na Struktiure a konformacii poc¢iato¢ného materialu [4].
Polydisperzny rozpustny polymér, ktory sa vetvi, sa potom nazyva sol. Ak proces tvorby
vézieb stale pokracuje, dochadza k postupnému narastu vel'kosti vetveného polyméru. Tento
narast velkosti tizko suvisi s poklesom rozpustnosti, dosledkom ¢oho vznika gél. Pocas
procesu gelacie dochadza k prelinaniu nekonecne neobmedzeného polyméru s obmedzenymi
vetvenymi polymérmi (sol), teda ku “sol-gél” prechodu. Vyznamnym krokom gelécie je
tvorba komplexu, ktory sa oznacuje ako "sol-gél” systém alebo len jednoducho gél. V ramci
procesu tvorby gélu sa rozliSuje charakter vdzbovych mechanizmov a pdvodne viskdzny
material sa meni na pevnu elasticki hmotu. Hydrogély, ktorych povod vzniku je chemicky, st
charakterizované polymérnymi retazcami, ktoré su navzdjom pospajané kovalentnymi
viazbami. Fyzikdlne hydrogély si drzia svoju Struktiru najmid vdaka molekularnym
interakciam ako st idnové vazby, vodikové vazby alebo van der Waalsove interakcie [5].

Konvencné gélové prisady

Pre tvorbu polymérnych sieti sa vyuzivaju rd6zne materialy, ktorych pouzitie zavisi na ucele
vyuzitia samotného hydrogélu. V nasledujucich riadkoch su predstavené beZzne a Casto
vyuzivané substancie pre tvorbu gélovych matric.

Poly(2-hydroxyetyl)metakrylat, PHEMA, je najviac vyuzivanym polymérom
v aplikaciach, ktoré vyuzivaju systémy pre dodavanie lieCiv (z angl. "drug delivery”’) [6].
Jedna sa o hydrofilny derivat kyseliny akrylovej, ktory je velmi stabilny. Permeabilita
PHEMA membran je uréend stupiiom sietovania, ktory je mozné kontrolovat. Stidia na
uvolnovanie aktivnej latky, hydrokortizonu, zo S$truktiry, ktord bola vytvorena pomocou
PHEMA, preukazala, ze uvol'fiovanie liecivej latky z tohto polyméru podlieha principom tzv.
ne-Fickovského procesu uvol'novania aktivnych substancii [7].

Poly(vinylalkohol), PVA, je taktiez hydrofilny polymér, ktory sa bezne vyuziva
v biomedicinskych aplikaciach. Tento polymér je netoxicky, je charakteristicky svojimi
vybornymi mukoadhezivnymi vlastnost’ami, a preto je vhodnym biologickym systémom pre
dodavanie lie¢iv [6]. Kopolyméry PHEMA (Hydron®™) a PVA boli §tudované ako nastroje pre
dorucovanie polypeptidovych lieCiv a na zdklade vysledkov pozorovani boli navrhnuté ako
vhodny material pre doru¢ovanie aktivnych latok [6, 8].

Poly(etylénglykol), PEG, je velmi casto vyuZivany v biologickych aplikaciach pre
dorudovanie liediv, pretozZe je protein rezistentny [6]. Stidia, ktora popisuje difuzne spravanie
cytochromu ¢ a hemoglobinu, poskytla nové informdacie o zavislosti hustoty sietovania
a difuzneho koeficientu proteinu na pociato¢nej molekulovej hmotnosti PEGu [6, 9].

Stidium materidlov, sohladom na ich biomedicinske vyuZitie, sa Casto zaobera
posudzovanim a vyuzitim polymérov, ktoré su schopné reagovat’ napriklad na zmeny pH.
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Medzi takéto polyméry patri polyakrylamid; kyselina polyakrylova; kyselina polymetakrylova
alebo poly(dietylaminoetylmetakrylat) [6].

Dal$ou skupinou polymérov, ktoré sa vyuzivaju pri tvorbe hydrogélov, su teplotne citlivé
polyméry. Do tejto skupiny materidlov patri napriklad PNIPAAmM  (poly-N-
isopropylakrylamid) [6].

Prirodné polyméry, nazyvané aj biopolyméry, st vel'mi vyznamnou skupinou materialov,
ktoré sa vyuzivaju v biologickych, biomedicinskych a farmaceutickych aplikéciach.
Biopolyméry su produkované zivymi organizmami a medzi hlavnych zastupcov patri fibrin;
kyselina hyaluronova; dextran; metylceluldza; alginat; chitosan [10].

Tabulka 1 Vyuzitie hydrogélov a zoznam pouzivanych polymérov; upravené podla [4]

Vyuzitie Polyméry
Starostlivost o ranya | Polyuretan, poly(etylénglykol),
poranenia poly(propylénglykol),

poly(vinylpyrrolidon), agar,
xanthan, metylcelul6za,
karboxymetylceluldza,

alginat, hyaluronan a d’alsie
hydrokoloidy

Farmaceutické, poly(vinylpyrrolidon),
doruGovanie liediv skrob, kyselina polyakrylova
karboxymetylceluldza,
hydroxypropylmetylceluldza,
polyvinylalkohol, kyselina akrylova,
kyselina metakrylova, chitosan
Tkanivové inZinierstvo, | polyvinylalkohol, kyselina

implantaty polyakrylova, hyaluronan, kolagén
DalSie skrob, xanthan, polyvinylalkohol
(agrikultura,

poly(vinylmetyléter),

odpadové poly(N-isopropylakrylamid)

hospodarstvo, atd’.)

Okrem samotnych materidlov, ktoré sa vyuzivaji pri tvorbe gélovych matric, je nutné
pridat’ aj také latky, ktoré udrzia novovzniknuty hydrogél stabilny, Cisty a bez pritomnosti
mikroorganizmov. Takéto latky, konzervanty, st neodmyslitelnou st¢astou farmaceutickych
a kozmetickych pripravkov. Zoznam chemikalii, ktoré plnia tlohu konzervantov, a ktoré sa
vyuzivaji v kozmetickych a farmaceutickych produktoch je vel'mi rozsiahly: kyselina
benzoova; amoniumbenzoat; kalcium disalicylat; chlérbutanol; etylbenzoat; formaldehyd;
glutaral; fenylbenzoat; benzoat draselny; benzylalkohol [11] aaj parabeny; fenoxyetanol;
organické kyseliny a halogenované zlu¢eniny [12]. Do d’alSej skupiny konzervacnych latok
patri sorbat draselny; EDTA; kaprylylglykol. Tato poslednd skupina konzervantov sa
vyznacuje tym, ze sa pridava k surovym materidlom, z ktorych sa vytvara gél, v podobe
praskov alebo v kvapalnom skupenstve [11].
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3.1.3 Klasifikacia hydrogélov [13]

Klasifikdcia zaloZend na povode zdroja
Hydrogély sa moézu podrla tejto klasifikacie delit’ na dve skupiny: prirodné alebo syntetické.

Klasifikacia podl’a polymérneho zloZenia
Spdsob pripravy polymérnych sieti izko stvisi s charakteristickymi skupinami hydrogélov.
Na zéklade zvolenej metody pripravy je mozné dany hydrogél klasifikovat do jednej z
nasledujucich skupin:
e Homopolyméry
St to polymérne siete, ktoré vznikli z jedného Specifického monoméru, ktory tvori
zékladnu stavebnu jednotku danej Struktury. Vlastnosti homopolyméru su zévislé na
povode monoméru a na technike polymerizacie.
e Kopolyméry
Kopolymérne hydrogély st tvorené dvomi alebo viacerymi monomérnymi jednotkami
rozlicného charakteru. Minimalne jeden z tychto monomérov by mal obsahovat
hydrofilni komponentu.
e Mulipolyméry
Tato vyznamna skupina hydrogélov je charakteristickd dvomi nezdvislymi
sietovanymi syntetickymi a/alebo prirodnymi polymérmi, ktoré su usporiadané do
polymérne;j siete.

Klasifikdcia zaloZend na konfigurdcii
Tato klasifikacia savisi s chemickou kompoziciou a fyzikalnou Struktarou hydrogélu.
Rozdelenie hydrogélov:

e Amorfné (ne-krystalické)

e Semikrystalicke

o Krystalické

Klasifikacia podla typu siet’ovania
Hydrogély delime na fyzikéalne alebo chemicky sietované.

Klasifikacia podla elektrického naboja siete
Hydrogély sa delia do Styroch hlavnych skupin, podla pritomnosti alebo nepritomnosti
elektrického naboja na polymérnych ret'azcoch:

e Neutralne

I6nové (anidnové alebo kationove)

Amfolytické (obsahuju aj kyslé aj zasadité skupiny)
Zwitterionové (opakujuce sa jednotky obsahuju aj aniénové aj kationové skupiny)

3.2  Transportné procesy v géloch

Nutnou podmienkou pre to, aby bolo mozné rozhodnut’ ¢i je hydrogél vhodny pre biologické
a biomedicinske aplikacie, je postudenie jeho narastajuceho objemu, priepustnosti
a potencialne bariérovych vlastnosti gélu. Narastajuci objem hydrogélu je mozné urcit
z rovnice percentualneho vyjadrenia boptnania hydrogélu [1]:
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W, -W
%S = ———2.100 (1)

d

kde %S znamena percento naboptnania; Ws hmotnost naboptnalého gélu; Wy hmotnost’
suchého gélu.

Bariérové vlastnosti porézneho materidlu (napr. hydrogélu) sa posudzuju podla rieSenia
Fickovych zakonov, ktoré charakterizuji priebeh difuznych procesov v ramci daného
materidlu. Diflizne vlastnosti systému su kvantitativne popisané pomocou difiznych
koeficientov roztokov. Tieto difuzne koeficienty sa daju ziskat’ realizovanim difuznych
experimentov V prislusnych difaznych aparaturach (vertikdlnych alebo horizontalnych).
V pripade experimentov, pri ktorych je sledovany transport skrz Studované prostredie medzi
dvoma roztokmi (Obrazok 2), sa pri rieSeni Fickovych rovnic aplikuje predpoklad ustalenej
diftzie a difuzny koeficient D prislusného hydrogélu je mozné vypocitat’ v akomkol'vek Case
experimentu na zaklade nasledujucich rovnic [1]:

_ 1 . CD(t)_CR(t)
=51 ", 0-C.0) @)

kde

-l
H D R

kde Cp(0) je pociatocna koncentracia aktivnej substancie v donore; Cr(0) pociato¢na
koncentracia aktivnej substancie v receptore; Cp(t) koncentracia aktivnej substancie v donore
v Case t; Cgr(t) koncentracia aktivnej substancie v receptore v Case t; Ay efektivny prierez
diftzie vo vzorke hydrogélu; Wy Sirka vzorku hydrogélu; Vp objem roztoku aktivnej latky
v donore ; Vg je objem receptorovej tekutiny a £ je konsStanta aparatary.

Davkovacie otvory

7

\ membrana

Voda vystup «— — Voda vystup

Vodavstup — +— Voda vstup

ar r

;5\

Plast  MieSadla

Obrazok 2 Schematické zndzornenie horizontalnej difuznej cely, upravené podla [1]

13



=T ] Donor

Voda vystup =+— j
Voda vstup — — Plast

Membrana — — EE— ”

— -

Voda vystup — Receptor

-— Davkovaci otvor

| -

Vodavstup  __,— T~ Miesadlo

Obrazok 3 Schematické zndzornenie vertikalnej difiiznej cely; upravené podla [1]

Difuzny koeficient rozpustenej latky moze byt ovplyvneny réznymi faktormi, napriklad
Specifickymi interakciami medzi rozpustenou latkou a vzorkou hydrogélu, ktora presla skrz
difuzny priestor. Koeficient difuzie rozpustenej latky méze byt ovplyvneny aj prechodom
rozpustenej latky z darovacej do prijimacej komory difuznej aparatiry, ato aj v priebehu
difuzie. Difuzia moéze byt zavisla aj na velkosti porov hydrogélu a Struktare polyméru,
z ktorého je gél vytvoreny.

Difizne mechanizmy moézu byt ovplyvnené aj pdvodom sietujucich latok. Diftzia
prebicha TlahSie ak je molekulova velkost sietujucich latok menSia. Difuzia
nizkomolekularnych latok v géle, ktora hra kl'a¢ova tlohu napriklad pri uvolfiovani aktivnej
substancie z hydrogélu, stvisi sionovymi a fyzikalnymi interakciami molektl a Castic
rozpustenej latky a s polymérnymi retazcami hydrogélu. Vo vSeobecnosti plati, ze zvySovanie
hustoty sietovania znizuje kapacitu daného hydrogélu zadrziavat vodu vo svojej Struktire,
a to zéroven zapri¢inuje pokles difuzie uvol'nenej aktivnej substancie. Rozpustnost’ polyméru,
molekulova hmotnost’ polyméru a molekulova hmotnost’ uvolnenej latky moézu vyrazne
ovplyviiovat’ difizne procesy.

3.2.1 Riadené uvol'iiovanie lieiv
S uvolniovanim aktivnej latky z gélovej matrice sa spajaji mechanizmy zodpovedné za
dorucovanie lie€iv. Kontrolované uvolfiovanie aktivnych latok aich doprava tvoria zaklad
aktualnych biologickych a medicinskych vyskumnych smerov. Najbeznejsi sposob uvolnenia
aktivnej latky z hydrogélu je difuzia. Aktivna substancia, vtomto kontexte, predstavuje
sthrnny nazov pre liecivu latku alebo pre kozmeticky aktivnu latku bez farmakologického
ucinku.

Ak sa dostane hydrogél, nesuci aktivnu substanciu vo svojej Struktire, do kontaktu
S prislusnym vodnym roztokom, voda prenikne do systému hydrogél — aktivna latka a iniciuje
uvolnovanie aktivnej latky. Uvolnené lieCivo je nasledne dopravené do vodného média.
Tento transport je realizovany na zéklade principov difuznych mechanizmov. Difuzia lieciva
Z hydrogélu je zavisla na chémii prislusného hydrogélu. Transportné alebo dopravné systémy
lieCiv st zodpovedné za umiestnenie lie¢iva do vhodného prostredia, kde moze byt nasledne
toto lieCivo uvolnené. Empiricky vzt'ah, ktory popisuje transport aktivnej substancie, je
pouzitelny pre vac¢Sinu systémov s riadenym uvolfiovanim lieciv, ktoré prebiehaju podla
principov diftzie [14]:
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kde M; je mnozstvo lieCiva uvolnené¢ho v Case t; M, mnozstvo lieCiva uvolneného
v nekone¢nom ¢ase; k a n st konstanty.

Difazny exponent, n, je zavisly na geometrii prislusného zariadenia a na fyzikalnych
mechanizmoch uvoliovania.

Systémy s riadenou dopravou s vyuZitim difiuznych mechanizmov
Systémy s kontrolovanou dopravou s vyuzitim difiznych mechanizmov sa delia na dve
skupiny, zasobnikové a matricové systémy.

Jadro, v ktorom je uloZené lie¢ivo, je enkapsulované do hydrogélovej polymérnej
membrany, ktora je pred experimentom v suchom stave. Pri kontakte takto sformovaného
systému s vodou, dochadza ku prieniku vody do sustavy, systém boptnd, lieciva latka sa
postupne uvoltfiuje a koncentracia roztoku je v idedlnom pripade ekvivalentnd koncentracii
nasyteného roztoku lieCiva (Cg). Nasledne je lie¢iva latka transportovana skrz polymérnu
membranu, podla principov difuzie, a koncentracia systému klesd pod hodnotu Cs. Avsak
Cast’ lieCivej latky ostava v jadre v pevnom skupenstve. Tato Cast’ sa taktiez postupne
uvoltiuje, je schopnd kompenzovat koncentracné straty a vracia koncentraciu spit na
povodnu hodnotu Cs. Vd’aka tomu, ze je lieCiva latka ulozena v jadre v pevnom skupenstve,
st uvolnovacie mechanizmy zavislé na mnozstve lieCivej latky v pevhom skupenstve.
Uvoltiovacie procesy st permanentné a sustavy sa riadia principmi Kinetiky prvého radu.
Tento typ riadenej dopravy sa nazyva zasobnikovy a vyuziva sa najmé k doprave aktivnych
substancii cestou oralnou, o¢nou alebo transdermalnou [1].

Rezervoar
Lie¢ivo rozptylené von
Z dopravujuceho systému

Cs

s lie¢ivom

Hydrogélova
membrana

—
Cas
Obrazok 4 Zasobnikovy systém a doprava lieciv; upravené podla [1]

Matricové systémy su zalozené na vytvoreni gélovej matrice s rovnomerne rozprestretou
aktivnou latkou v tuhom skupenstve. Aktivna latka je potom homogénne dispergovana do
média s kontrolovanou reakénou rychlost'ou. Systém dopravy a uvolfiovania je zavisly na
Struktare a vlastnostiach hydrogélovej matrice. V momente, ked’ sucha gélovd matrica pride
do styku s vodou, dochadza ku prieniku vody do systému, identicky ako u zasobnikovych
systémov. Voda difunduje na povrch matrice, potom postupne prechiadza aj do jej jadra
a nakoniec dochadza k uvol'neniu aktivnej latky. Uvolnenie aktivnej latky je zavislé na diftzii
vody v matrici ale aj na difuzii rozpustenej aktivnej latky z matrice. Pri priprave matricovych
systémov je dolezité pracovat’ s inertnymi alebo biodegradabilnymi polymérmi [1].
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Obrazok 5 Matricovy systém a doprava lieciv, upravené podla [1]

Systémy s riadenou dopravou s vyuzitim boptnacich mechanizmov

Popri systémoch s riadenou dopravou s vyuzitim difiznych mechanizmov existuja aj systémy,
ktoré vyuzivaju boptnacie mechanizmy. Principom systémov s riadenou dopravou s vyuzitim
boptnacich mechanizmov je, ze sa uplatituji prave vtedy, ked’ je diftizia aktivnej substancie
rychlejsia ako boptnanie hydrogélu [10]. Zakladnym predpokladom pre prevedenie hydrogélu
zo skleného $tadia (kedy s zachytené molekuly a Castice nepohyblivé) do Stadia elastického
(kedy st molekuly schopné difundovat) je boptnanim riadeny fazovy prechod hydrogélu.
Rychlost’ uvol'nenie aktivnej substancie z gélovej matrice je zavisld na rychlosti boptnania
polymérnych sieti. Empiricky vztah, ktory popisuje kontrolované uvoliiovanie aktivnej latky
riadené boptnanim, vychadza zrovnice kontrolovaného uvolfiovania aktivnej substancie
riadeného difuziou. Tento empiricky vztah je avSak rozSireny o diftziu aktivnej latky
a 0 relaxaciu daného polyméru [14]:

Mt

=k, -t"+k, -t?", (5)

kde ki; ko a m st konstanty.

Dopravné systémy s vyuzitim boptnacich mechanizmov sa daji aplikovat’ napriklad pri
popise produktov z hydroxypropylmetylcelulozy (HPMC). Pred kontaktom HPMC tabliet
s vodou sa tato sustava nachddza v sklenom §tadiu. Po tom ako voda prestipi do systému,
vplyvom fazového prechodu dochadza ku zmene skleného Stadia HPMC tabliet a matrice
prechadzaju do stavu elastického. Rychlost uvolnenia aktivnej substancie je potom
ovplyvnena hrabkou vrstvy gélu [14].

Systémy s chemicky riadenou dopravou

Tretou skupinou systémov s kontrolovanou dopravou su systémy riadené chemicky. Existuju
dve skupiny tychto systémov: systémy s vyhradne kineticky riadenym uvolfiovanim
a systémy s riadenym uvolflovanim s vyuZzitim mechanizmov reakcia — diftizia [14].

Systémy s kineticky riadenym uvolnovanim sa delia na retazové sustavy s tzv.
priveskami a na povrchovo rozrusené sustavy.

Zakladnou charakteristikou retazovych systémov je kovalentnd vizba lieCivej latky
k polymérnej sieti prostrednictvom vlozZenych usekov, ktoré sa daju rozstiepit. Rychlost
uvolnenia lieCivej latky zavisi na rychlosti rozstiepenia dan¢ho spojovacieho tseku. Zvicsa
st vdzby v tychto systémoch hydrolyticky degradabilné a riadia sa principmi kinetiky prvého
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radu. Zamerom aktualnych vyskumov je vyuzivat' také StiepateIné vazbové tseky, ktoré sa
vytvorené enzymaticky a vedu ku komplexnejSej kinetike uvolfiovania. Retazové systémy
uvolfiovania sa vyuzivajui v pripadoch, kedy je potrebné zvysit’ aktivitu liecivej latky.

Druhou skupinou systémov, S kineticky riadenym uvolfiovanim, st povrchovo rozruSené
sustavy. Pre tieto systémy je charakteristicky vzt'ah, ktory je medzi uvolnenim lieCivej latky
a povrchovou eréziou danej polymérnej matrice. Dominantnou reakciou, ktora sa v povrchovo
rozrusenych sustavach objavuje, je hydrolyza. Aktivita polymérov s erdziou povrchu je preto
zéavisla na polyméroch, ktoré¢ su hydrolyticky degradovatel'né. Polyméry s erdziou povrchu su
v biomedicinskych aplikacidch povazované za vhodné prostriedky pre dopravu lieCiv, a to
najma pre to, lebo st schopné formovat’ také systémy na dopravu aktivnych substancii, ktoré
maju vhodnt geometriu.

Systémy s riadenym uvolfiovanim s vyuzitim mechanizmov reakcia — diftizia st druhou
skupinou systémov s chemicky riadenou dopravou. Tieto systémy popisuju uvolfiovanie
aktivnej latky ako kombinovanu reakciu, ktora sa sklada z degradacie masy a molekulovej
diftzie. Molekulova difuzia je ovplyvnena mechanickymi vlastnostami hydrogélu a jeho
boptnacimi charakteristikami. Afinitné systémy uvolfiovania aktivnych substancii st schopné
ovplyvnit’ spravanie hydrogélu natol’ko, ze hydrogél je schopny znizit’ rychlost’ uvoliiovania
cielového terapeutika [14].

Okrem systémov s chemicky riadenou dopravou existuju aj dopravné systémy, ktoré st
zalozené na baze polymérnych kompozitov. Tieto systémy su vyuzivané pri doprave
proteinovych terapeutik, ktoré sa aplikuju pri tvorbe ciev, remodelacii kosti alebo pri
regeneracii nervov [14]. Doposial preskimané dopravné systémy na baze polymérnych
kompozitov su systémy viacvrstvové a viactazové.

3.2.2 Vertikalna difuzna aparatira

Zariadenie, pomocou ktorého je mozné experimentalne realizovat’ uvolfiovanie aktivnej
substancie, odporucané organizaciami FDA a OECD, sa nazyva Franzova diftizna cela [15].
Tato vertikalna difiizna cela sa sklada z dvoch ¢asti — darovacej a prijimacej komory, pri¢om
su tieto komory oddelené membranou. Darovacia komora nesie prislusnu liekova formu
asucastou prijimacej casti je vhodné prijimacie médium. Pre Staddium uvolnovacich
experimentov sa zvidcSa vyuzivaji syntetické membrany, ktoré fyzicky oddel'uju darovaciu
a prijimaciu  komoru. Membrana by mala umoZnit lahku diftziu aktivnej substancie
z liekovej formy do prijimacieho prostredia. Prijimaci roztok by mal byt premiesavany, aby
bola zachovana rovnomernost’ diftizie akoncentratna homogenita. Pri vykonavani
experimentu sa vzorky prijimaciecho média odvadzaji cez vzorkovaci otvor manudlne
a analyzuju sa vhodne zvolenou metddou.

Na Obrazku 6 st zobrazené rézne druhy Franzovych cel s odliSnymi hodnotami
priemerov sférickych kibov, ktoré st dostupné na trhu. Postupne, v smere zlava doprava
a potom dole, je zobrazena: Franzova cela z ¢ireho skla s plastom (11,28 mm); Franzova cela
z ¢ireho skla bez plasta (5 mm); Franzova cela z Cireho skla s plastom, bez oddelenia
manualneho davkovacieho otvoru (15 mm); Franzova cela z ¢ireho skla s plastom a s dvoma
prietokovymi otvormi v darovacej komore, ktoré slizia na prisun alebo odcerpavanie plynov
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(20 mm); Franzova cela z tmavého skla, s plastom (18 mm); Franzova cela z tmavého skla,
bez plasta (5 mm).

Obrazok 6 Rozne druhy Franzovych cel; upravené podla [67]

3.3 Huminové latky

Produkty biologického rozkladu odumretej biomasy. Fenolické zluceniny, ktoré podlichaj
syntetickej oxidacii. Polyméry, ktoré vznikaju v priebehu prazenia. Toto vSetko je mozné
oznacit’ sthrnnym nazvom, huminové ldatky. Tieto prirodné organické zlt¢eniny sa vyskytuju
na réznych miestach, napriklad v pédach a vo vode. Byvaju taktiez sucastou raseliny a uhlia.

Huminové latky sa delia na tri frakcie: huminové kyseliny, fulvinové kyseliny a humin
[16]. Toto rozdelenie je odvodené na zaklade acidobazickych efektov huminovych latok a na
zaklade spravania sa huminovych latok v kyslom alebo zasaditom prostredi. Huminové
kyseliny su rozpustné v alkalickych roztokoch, ale st nerozpustné vo vodnych roztokoch,
ktorych pH je niZSie ako dva. VSeobecne plati, Ze rozpustnost’ huminovych kyselin klesa
s klesajicou hodnotou pH. Fulvinové kyseliny st rozpustné aj v kyslych, aj v zasaditych
roztokoch, ich rozpustnost nie je ovplyvnena hodnotou pH daného roztoku. Poslednou
frakciou je humin, ktory nie je rozpustny ani vo vode, ani v alkalickych roztokoch.

Tieto organické frakcie sa odliSuji nielen svojou rozpustnostou, ale aj sfarbenim.
Rozdielna pigmentéacia je dosledok réznych molekulovych hmotnosti polymérov, rozneho
poc¢tu funkénych skupin v kaZzdej kategérii ardzneho stuptia polymerizacie. Fulvinové
kyseliny su obycajne ZIté az Zltohned¢, huminové kyseliny st tmavohnedé az ¢ierne a humin
je Cierny [16].
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Tabul'ka 2 Chemické viastnosti huminovych latok; upravené podla [16]
Huminové latky
Fulvinové kyselina Huminova kyselina Humin

Intenzita sfarbenia
Stupen polymerizacie
Molekulova hmotnost’
Obsah uhliku

Obsah kysliku
Kyslost’

Rozpustnost’

3.3.1 Struktira a zloZenie huminovych latok

Hlavné stavebné prvky, ktoré tvoria zaklad huminovych latok su C, H, O, N a S. Tieto prvky
sa vyskytuju v Struktire huminovych latok vzdy, bez ohl'adu na ich pévod a region, z ktorého
pochadzaju [17]. Okrem prvkového zastlipenia su taktiez dolezité aj funkéné skupiny, ktoré st
sucast'ou Struktiry huminovych latok. Funkéné skupiny poskytujii informacie o chemickych
a Struktirnych vlastnostiach tychto organickych zlic¢enin. Huminové kyseliny obsahuji mene;j
funkénych skupin kyslého charakteru (-COOH; —OH) ako fulvinové kyseliny. Stc¢astou
Struktiry byva aj kyslik, ktory je zaleneny do jadra aje viazany pomocou esterovych
a éterovych vizieb [18].

Na procese tvorby huminovych latok, humifikécii, sa podielaju rozne zluceniny —
aminokyseliny, pektiny, lignin ale aj uhl'ovodiky. Jednotlivé komponenty sii pevne viazané
pomocou roznych intermolekulovych sil; napriklad pomocou donor-akceptornych vizieb,
hydrofilnych, hydrofébnych a idnovych interakcii [17]. Sucastou humifikacie je velké
mnozstvo biochemickych reakcii. Tedrie, ktoré popisujii vznik huminovych latok sa lisia,
najmi v type pociatocného substratu a v mechanizmoch jeho premeny. Jedna z teérii popisuje
proces tvorby huminovych latok ako depolymerizaciu biopolymérov, dalSia ako
polymerizaciu malych molekul, ktoré vznikli ako produkty depolymerizacie biopolymérov
[18].

Obrazok 7 Steelinkov model monoméru huminovej kyseliny [19]
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3.3.2 Huminové latky a ich vyuzitie

Hovori sa, ze huminové latky su pritomné vSade okolo nds. Prave ztohto dévodu su
materialom, ktory je vyuzitelny v réznych aplikacnych oblastiach, napriklad aj v priemysle
alebo aj v nevyrobnych odvetviach.

Huminové latky sa bezne vyuzivaju v agrikultire, kde si sucastou podnych substratov.
Ovplyviuju fyzikalne vlastnosti pod, podnu produkciu a kvalitu pdd. Tieto organické
zluceniny ovplyvituji urodnost’ pod a efekty, ktoré podporuju rast.

V priemyslovych aplikaciach sa huminové latky vyuzivaju ako aditiva pre riadenie
rychlosti tuhnutia betéonu. Huminové latky ndjdu svoje uplatnenie pri vyrobe plastov,
V papierenskom priemysle, ako zdroje syntetickych uhlovodikov alebo aj pri spracovani
potravin [17].

Huminové latky su vyuziteIné aj v biomedicinskych aplikaciach, a to najmé pre svoje
antibakterialne, antioxidacné, protizapalové, analgetické a protirakovinné ucinky. Maju
taktiez vplyv na zrdzanie krvi, aktivitu estrogénu ana prirodzeni neSpecificka
obranyschopnost’ [20].

34 Koza
Koza, latinsky Integumentum commune, je jeden velky dynamicky a komplexny model
pozostavajici z roznych typov buniek, ktoré udrzuji vnltorné prostredie chranené pred
prostredim vonkaj§im. Tento najvacsi 'udsky organ vykonava funkciu ochrannej bariéry a
zabranuje stratdm vody. Je zaroven schopny regeneracie, termoregulacie, poskytuje imunitné
odpovede, zabezpeCuje odvod odpadnych latok ztela von a je najvacSim senzorickym
organom l'udského tela [21].

Koza tvori priblizne 15 % z celkovej hmotnosti dospelého ¢loveka, ¢o je v priemere 18—
20 kg, s vahovym podielom podkozného tkaniva. Zaujima plochu 1,5-2 m? a jej hrubka sa,
v zavislosti od topografie, pohybuje v rozmedzi od 0,5-4,0 mm [22].

Tento orgén sa sklada z troch zakladnych vrstiev: epidermis (pokozka), dermis (zamsa),
hypodermis (podkozné vizivo). Tieto vrstvy maju pévod v dvoch rozlicnych bunkovych

liniach, ektoderm (epidermis) a mezenchym (dermis).

20



3.4.1 Pokozka — epidermis
Epidermis je tvorena rohovatejucim dlazdicovitym epitelom, ktory je usporiadany do
jednotlivych trovni — vrstiev. Pokozka obsahuje taktiez nie prili§ Casto vyskytujice sa
kompartmenty, ako st Langerhansove bunky (makrofagy schopné viazat' antigény),
Merkelove bunky (stvisia s nervovymi zakon¢eniami) a melanocyty (syntéza melaninu). Jej
hrubka je zavisld na velkosti buniek a na pocte bunkovych vrstiev. Koza tenkého typu
dosahuje hrubky od 0,06-0,150 mm a je pritomna napriklad na o¢nych vie¢kach. Hrabka koze
hrubého typu, ktora sa vyskytuje napriklad na dlaniach ¢i chodidlach, sa pohybuje okolo 0,8
mm. Cudskd pokozka sa obnovuje za 15 az 30 dni. Tato doba je zavisla na roznych faktoroch
ako su vek, krajina, z ktorej jedinec pochadza a d’alSie [24] [25].

Pokozka je zlozena z 5 vrstiev z rohovatejticich buniek, ktoré vytvaraji keratin. V smere
od zamsSe ku pokozke to su: Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum granulusom, Stratum
lucidum a Stratum corneum [25].

Stratum corneum

Stratum lucidum
=, Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Dermis

70 SN TR e 7

[ SR Y o —

Obrazok 9 Detail prierezu epidermis; upra ené podla [23]

e Stratum basale
Vytvara rozhranie medzi dermis a epidermis, ktoré je tvorené vrstvou bazofilnych
cylindrickych alebo kubickych elementov. Tato najspodnejsia vrstva, taktieZ nazyvana
Stratum germitivum, sa vyznacuje pomerne vysokou mitotickou aktivitou. Spolo¢ne
s priliehajacimi vrstvami je zodpovedna za neustalu vymenu epidermalnych buniek.

e Stratum spinosum
Tato vrstvu tvoria kubické, polygondlne alebo l'ahko sploStené bunky s centralne
ulozenym jadrom a cytoplazmou. Bunky obsiahnuté v tejto vrstve su k sebe priputané
vybezkami cytoplazmy, narusaji jednotu bunkového povrchu a vytvaraji tzv. ostne.
Zvazky filamentov v oblasti Stratum spinosum hraju Glohu pri zachovavani sidrznosti
buniek a odolnosti voci tlaku, odretiu a treniu.

e Stratum granulosum
V tejto vrstve je pritomnych 3-5 vrstiev splostenych polygonalnych buniek. Vrstva
obsahuje Specializované granule, ktoré maji funkciu biologického intracelularneho
tmelu, ktory zabranuje prenikaniu cudzorodych latok do jej vnttra.
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e Stratum lucidum
Jedna sa o tenku priesvitnu vrstvu, ktord je tvorend vel'mi sploStenymi eosinofilnymi
elementmi. Jednotlivé sucasti buniek, ako st organely ¢i jadra, uz nie su zretel'né.

e Stratum corneum
Taktiez nazyvand rohova vrstva, je tvorenda 15-20 vrstvami splostenych
zrohovatenych buniek bez jadra. Cytoplazma tychto buniek obsahuje znamy
skleroprotein — keratin. Po doviSeni procesu zvaného keratinizacia su bunky tvorené
Z fibrilarnych bielkovin, amorfnych bielkovin a zosilnenych plazmatickych membréan.
Pre prestup chemickych latok transdermalnou formou je pritomnost’ a znalost’ tejto
vrstvy jednou z najdolezitejSich.

3.4.2 Zamsa — dermis

Dermis je vrstvou, ktord sa nachddza medzi epidermis a hypodermis. Pre tito vrstvu je
charakteristické, Ze je zloZena z vdzivového tkaniva, ktoré je tvorené vézivovymi bunkami
(fibroblasty), vlaknami a medzibunkovou hmotou. V zamsi su pritomné nervy a nervové
zakoncenia, krvné cievy a lymfatické cievy, cibulky vlasovych folikul, bunky imunitného
systému, sekre¢né Casti mazovych a potnych zliaz. Zakladné anatomické rozdelenie tejto
vrstvy je: ¢ast’ papilarna, subpapilarna a retikularna [22].

3.4.3 Podkozné vizivo — hypodermis

Tato vrstva je tvorend riedkym vézivom a obsahuje hlavne tukové bunky a ich mnozstvo je
zavislé opit’ od toho, o ktorej Casti l'udského tela hovorime. Velkost” tukovych buniek suvisi
so stavom vyzivy daného jedinca. Okrem tukovych buniek sa v tejto vrstve nachadzaju aj
cievne a nervové zakon¢enia. Medzi podkoznym vézivom a zamsou nie je prili$ ostra hranica
a z hl'adiska prestupu aktivnej latky, tato vrstva nehra temer ziadnu ulohu [22] [24].
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4  SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

4.1 Topické polotuhé pripravky
Medzi stcasné neinvazivne formy podavania aktivnych latok patri transport takéhoto reagentu
cez kozu. Prenos aktivnej substancie transdermalnou formou je uskutoctiovany pomocou tzv.
topickych polotuhych pripravkov, ktoré st urcené k aplikaciam na kozu a slizni¢né povrchy
[26]. Funkcia tychto systémov je penetrovat’ aktivnu latku kozou. Taktiez m6zu vykazovat
hydrata¢né, zmikcujice a ochranné ucinky, ktoré su zakladnou podstatou kozmetickych
a farmaceutickych produktov.
Topické polotuhé pripravky st charakteristické najméd svojim uc¢inkom v mieste aplikacie
pripravku na kozi alebo potom svojimi lie¢ivymi ucinkami priamo V kozi. Ich zlozenie,
homogenita a schopnost’ uvolfiovat’ aktivnu latku ¢i aktivne latky zavisi na type polotuhého
pripravku a na stucastiach, ktoré tvoria jeho zaklad (prirodné latky, syntetické latky, pomocné
latky ako emulgatory, antioxidanty, antimikrobidlne latky, stabilizatory, promotéry a retardéry
penetracie). Zaklad moZze mat’ charakter jednofazového alebo viactazového systému a podla
povahy zakladu pripravku sa rozlisuje jeho hydrofobnost’ alebo hydrofilnost’.
Pripravky ur¢ené k aplikaciam na kozu sa delia na [26]:
o maste, ktoré st tvorené jednofazovym zakladom, v ktorom st dispergované
kvapalné alebo tuhé¢ latky,
o gély st tvorené tekutinami a gélotvornymi latkami,
o krémy st viactfazové pripravky, ktoré su zlozené aj z hydrofilnej (=vodnej) aj
Z hydrofobnej (=lipofilnej) faze,
pasty su definované ako polotuhé pripravky s vysokym podielom tuhej faze,
o kataplasmaty obsahuji hydrofilny zaklad, ktory je schopny zadrziavat’ teplo,
o ndplasti s lie¢ivami zaistuju priamy kontakt s kozou a tym napomahaju
absorpcii aktivnej latky kozou, maju aj ochranny charakter.

4.2  Transport aktivnej latky cez koZu

Prestup lieciva alebo inej aktivnej latky cez kozu je podmieneny prekonanim najvysSej vrstvy
pokozky — Stratum corneum. Stratum corneum je oznaCovand ako hlavna permeacna bariéra,
ktora je zvyCajne 10-15 pum tenkd, a ktorej volné medzipriestory st vyplnené viacerymi
lipidovymi dvojvrstvami [27]. ZloZenie a Struktara tejto vrstvy je Casto prirovnavana k tehle a
k malte, ktoré vytvaraja akuasi pevnu stenu.

Zo zéaverov Stadii vyplyva, Ze chemické latky mézu prenikat’ do koze podla principov
adsorpcie alebo absorpcie [22]. Pri adsorpcii dochadza k naviazaniu aktivnej latky v rohovej
vrstve (= Stratum corneum). Tato latka sa nedostava do dalSich vrstiev epidermis a ani sa
nedostava do systétmového obehu tela. Spolu s odlupujiicimi sa bunkami rohovej vrstvy je
odstranena. Naopak absorpcia umoziiuje prestup aktivnej latky aj do hlbsich vrstiev epidermis
a do zamsSe. Aktivna latka sa dostava d’alej do organizmu vd’aka kontaktu medzibunkového
tkanivového moku a ciev. Chemikalia teda prestupuje cez kozu az do krvnych ¢i lymfatickych
ciev. Absorpcia je potom systematicky rozdelena na tri faze, a to na penetraciu (prestup
chemikalie cez kozu do Stratum corneum v epidermis); permeaciu (prestup chemikalie do
d’alSich vrstiev epidermis a do zamse) a resorpciu (prestup chemikalie do krvnych alebo
lymfatickych ciev).
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Tabulka 3 Mechanizmy prestupu chemikalii cez kozZu

H .
o a1 adsorpcia
Prestup chemikalie cez P

7 . —> enetracia
kozu —> absorpcia P

— > permedcia
— >  resorpcia

4.2.1 Transportné drahy

Chemické latky moézu, z povrchu koze, prestupit do hlbSich koznych tkaniv cez tri
charakteristické smery, ktoré boli experimentalne overené v studiach [25] [27]:
Transceluldarna drdha

Absorpcia aktivnej latky pomocou tejto cesty zahffia pomerne energeticky naroény, a teda nie
moc termodynamicky a kineticky vyhodny proces. Chemikalia musi prejst’ cez nepriepustny
bunkovy obal, aby dosiahla vnatro bunky. Putuje skrz keratin v bunke, potom z bunky
vystupuje a prekondva opét’ bunkovu stenu. Tato cesta nie je teda vyznamnou z hladiska
transportu aktivnej latky cez kozu.

Intercelularna drdaha

Prestup latky je uskuto¢iiovany pomocou principov difizie cez lipidové dvojvrstvy
v medzibunkovych priestoroch. Této cesta je povazovana za najhlavnejSiu permeacnu cestu a
transport aktivnej latky sa vo viacSine pripadoch uskutociiuje podla jej principov, ktoré su
stale zaujmom r6znych vedeckych skupin [25].

Doplnkové drahy

Liecivo alebo iné aktivna latka su transportované cez vlasové folikuly, potné zl'azy a mazové
zl'azy. Chemikalie sa pomocou tychto drah dostavaji priamo do epidermis. Tato cesta
umoziuje prestup vel’kym polarnym molekuldm alebo i6nom. K celkovej dermalnej absorpcii
prispievaju len nepatrne, a preto nie si povazované za vyznamné transportné drahy.

Intercelularna draha je povazovana za najvyznamnejsiu transportnu drahu chemikalii cez
kozu. Tomuto vyjadreniu predchadzalo Studium molekularnej podstaty lipidov v Stratum
corneum [28]. Znalost lipidov v tejto vrstve dovolila vyvinut’ $pecifické latky, ktoré cielene
pdsobia na tieto sucasti v Stratum corneum. Akceleranty transdermalnej permeécie su latky
vyvinuté za u€elom ul'ahcit’ transport aktivnej latky cez kozu, umoZznuju prestup chemikalie
cez kozu a v koZi a st schopné tento proces dokonca aj urychlit’.

4.2.2 Akceleranty transdermalnej penetricie (permeéacie)

Taktiez st ¢asto oznacované aj ako urychl'ovace prestupu chemikalie do koZe a v koZi. Jedna
sa o také zluCeniny alebo latky, ktoré interaguju s lipidovymi stcastami Stratum corneum.
Ulohou tejto skupiny latok je reverzibilne zniZit' bariérové vlastnosti koze a umoznit’ prienik
aktivnej latky cez kozu [29]. Akceleranty Specificky ovplyviiuju ‘pevnu stenu’, ktora tvori
intercelularny priestor medzi korneocytmi. Toto ovplyvnenie by malo byt doCasné, nastup
ucinku takejto latky ¢o najrychlejsi a po odstraneni lie¢iva alebo inej aktivnej latky by malo
dojst’ k plnej obnove bariérovych vlastnosti koze. Pouzitim akcelerantu je mozné zmenit’
korneocyty ich hydrataciou alebo je mozné denaturovat’ pritomny keratin, ¢im sa spristupni
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vrstva Stratum corneum pre prienik aktivnej latky. Tato skupina latok musi spiiiat’ podobné
poziadavky ako pomocné latky vo farmacii. Akceleranty musia byt nedrazdivé,
nealergizujuce, netoxické, nesmu mat vlastni farmakologickt aktivitu a mali by byt
kozmeticky prijatelné. V poslednych rokoch sa coraz CcastejSie objavuje aj otazka
biodegradability akcelerantov, ktoré existuji uz viac ako 25 rokov [28] [29].

Latok, ktoré sG svojimi chemickymi vlastnostami natolko Specifické a spliaju
predpoklady byt” akcelerantmi transdermalnej penetracie, je vel'ké mnozstvo. Do tejto skupiny
latok mézeme zahrnat: vodu, sulfooxidy a ich analogy, uhl'ovodiky, mocovinu a jej derivaty,
mastné kyseliny, estery, alkoholy, azény a derivaty azénov, amidy, esencidlne oleje,
epidermalne enzymy, aminokyseliny a ich derivaty, terpény, i6nové surfaktanty, pyrrolidiny,
polyméry a biodegradabilné urychl'ovace [30].

Jednym zprvych adodnes vyznamne vyuzivanych akcelerantov je N-dodecyl-e-
kaprolaktam, taktiez nazyvany Azon. Bol patentovany v roku 1976 v USA, jeho akceleracné
uc¢inky boli publikované az v roku 1986 [28] [29]. Priaznivo pdsobi na latky hydrofilného aj
lipofilného charakteru, jeho akceleratné ucinky sa prejavuji len v smere z polarneho
prostredia.

Derivaty w-aminokyselin sa javia ako vel'mi sl'ubné a perspektivne urychl'ovace prestupu
aktivnej latky cez kozu. Estery lysinu patria medzi prvé akceleranty odvodené od -
aminokyselin. Vykazuji vysokl akcelera¢nu aktivitu, nielen pri prestupe latky cez kozu, ale
aj pri prestupe latky cez sliznice. Dal§ie derivaty, aminoestery, vykazuju vys§iu akceleraéni
aktivitu so zvacsujacou sa dizkou alkylovych retazcov na dusiku, bez toho, aby sa zvySovala
drazdivost’ ¢i toxicita. Alkoholy tvoria vyznamnu sucast’ topickych liekovych foriem, a to
najmé vd’aka ich schopnosti liecivo ¢i inu aktivnu latku rozpustit’, a tym umoznit’ jej 'ahSie
vstrebanie sa do koze. Vyznamnym zéastupcom z tejto skupiny je etanol, ktory v mieste G¢inku
delipidizuje kozu, pritomné bielkoviny sa denaturuju a koza sa stdva akousi poréznou
membranou, cez ktort aktivna latka I'ahsie prestupuje. [29]

4.2.3 Techniky pre uPah¢enie transdermalneho transportu
Popri penetracnych a permeacnych akcelerantoch existuje celd rada pridavnych technik, ktoré
ulah¢uju transdermalny transport.

Velmi vyznamnou skupinou nosicov pre dermélny a transdermdlny transport s,
V dnesnej dobe, lipozémy. Do vnutra tychto Struktir je mozné inkorporovat’ aktivnu latku,
ktord nie je vo svojom prirodzenom stave koZou samovolne absorbovatelna. Treba vSak
podotknit, Ze lipozomy ako také, disponuji vo svojej Strukture surfaktantami, ktorymi byvaji
vo vacésine pripadov urychlovace transdermalnej penetracie [27].

Stratum corneum je mozné prekonat pomocou mikroihlového zoskupenia, ktoré je
zlozené z priblizne 400 mikroihiel [30]. Aktivna latka je na ihly zo silikonu nabalena, naopak
Vv pripade pouzitia dutych kovovych ihiel je roztok aktivnej latky vpraveny do ich volnych
priestorov. Ihly vpravuja liecivo alebo inu aktivnu latku hned’ pod rohov vrstvu koze, bez jej
porusenia. Pocity pri aplikacii su prirovnavané k obliznutiu macacim jazykom. Medzi
energeticky podporované metody sa zarad’uje technika, ktora pouziva ultrazvuk. Pri nizkych
frekvenciach je ultrazvukova energia schopna rozrusit' lipidové usporiadanie v Stratum
corneum. Pdsobenim ultrazvukovych vin, dochadza k vytvoreniu volnych objemovych
priestorov v koznej vrstve, a tym je zabezpeceny urychleny prestup aktivnej latky do koze.
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Medzi techniky vyuzivajuce ultrazvuk sa zarad'uje fonoforéza a sonoforéza. Sonoforéza
vyuziva ultrazvuk na transport kozmeticky alebo farmaceuticky pdsobiacich aktivnych latok
do hlbsich vrstiev koze a fonoforéza vyuziva terapeutické ladicky na stimulaciu aktivnych
bodov T'udského tela. Elektroporacia, inak nazyvana elektropermeabilizicia koze, vytvara
prechodné vodné pory v lipidickych dvojvrstvach koze. Péry st vytvarané po poOsobeni
vysokych ale kratkych elektrickych pulzov (100-1000 V.cm™) [30]. Prechod aktivnej latky
priamo do rohovej vrstvy epidermis je umozneny prave vdaka vytvoreniu tychto
priechodnych porov. Technika, ktora vytvara elektromotivnu silu, ktora pohana prestup
nabitych molekul cez Stratum corneum, je ionoforéza. Pri tejto technike dochadza k predaniu
malého jednosmerného pradu pri kontakte elektrody (0,5 mA.cm'Z), ktora obsahuje aktivnu
latku, s koZzou. Ionoforéza spolu s elektroporaciou, su vhodnymi technikami pre transport
novych druhov aktivnych latok, pre transport peptidov, malych proteinov alebo
oligonukleotidov. [30]

Bunkova stena

STAV

pred pocas po
pulzom pulzovania pulzovani

Obrazok 10 Mikroskopicky pohlad na terapiu elektropordciou; upravené podla [31]

4.3  Absorp¢na membrana — testovanie in vivo, in vitro
Vykonéavat' experimentdlnu c¢innost' na testovanie transdermalnej absorpcie v spolupréci
s dobrovolnymi pacientmi, je zalezitost vel'mi limitovana a strazend. Sucasné¢ metody, ktoré
sa vyuzivaju pre testovanie dermalnej absorpcie in Vivo su: monitorovanie metabolickych a
chemickych biologickych materidlov (napr. mo¢, vydychovany vzduch, krv); mikrodialyza a
stripovanie (z anglického "tape stripping”) [25].

Biologickym monitorovanim chemickych zla¢enin alebo ich metabolickych foriem
v krvnej plazme, v moci alebo vo vydychovanom vzduchu, sa stanovuje efektivita prestupu
rozpustadiel, lieCiv alebo inych chemikalii do koze. Metddami monitorovania sa ziskavaju
udaje o dermalnej absorpcii, ktora potom prispieva k celkovej absorpcii [25].

Mikrodialyza je metoda, pomocou ktorej sa meria dermalne aplikovana aktivna latka
Vv extracelularnom priestore, pod trovilou miesta na koZi, kde bola nanesena. Nevyhodou tejto
metddy je, Ze je mozné dialyzovat’ len vodné roztoky. Preto aktivne latky nerozpustné vo
vode, nie je mozné analyzovat’ pomocou tejto metody. Téato technika je vhodna pre Stadium
metabolickych procesov koze ale aj pre overenie biologickej dostupnosti u¢innych latok
V kozi, o ¢om svedcia experimenty [32, 33].
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Dal$ou metodou in vivo testovania je tzv. stripovanie. Je zalozené na stanoveni mnozstva
chemikalie vo vrstvach Stratum corneum. Na vopred ur¢ené miesto na kozi, na uréity casovy
usek, je aplikovana dand aktivna latka. Po ukonceni expozitiry, je na kozu umiestnena
prilnava paska. Stratum corneum dané¢ho miesta na kozi je potom pomocou tejto pasky
odstranené. Mnozstvo aktivnej latky, ktorou je paska pokrytd, je d’alej determinované
vhodnymi analytickymi metédami, ktoré su sucastou dermafarmakokinetickych
experimentov [25, 34].

Ako bolo objasnené v predchadzajucich odstavcoch, pre testovanie transdermalnej
absorpcie je vhodné pouzit’ ako absorpéni membranu kozu. Vyber vhodného typu koze je pre
d’alSiu experimentalnu ¢innost’ dolezitym krokom. Tento vyber tizko suvisi s hlavnym ucelom
testovania a s dostupnostou koznych vzoriek. Z hl'adiska efektivnosti testovania prestupu
chemikalii, je 'udskéd koza najlepSou absorpénou membranou. Ziskava sa pri chirurgickych
operaciach, obycajne z hrudniku, z brucha alebo z chrbta. Medzi aspekty, ktoré ovplyviiuju
prestup aktivnej latky cez takuto kozni membranu patri vek a pohlavie darcu, hydratacia
koze, prekrvenie koze, ale taktiez aj miesto odberu koze ¢i prostredie, v ktorom je experiment
vykonavany [26]. Pouzitie vzoriek I'udskej koze pre akékol'vek testovanie a iné Gcely musi
byt’ riadne medzinarodne aj narodne eticky posudené [35].

Anatomicky a fyziologicky vel'mi zhodnym modelom ku kozi l'udskej je koza prasacia.
Vysledky S$tadie [36] dokazuju, Ze prasacia koza je, ¢i uz =z kvalitativneho alebo
kvantitativneho hl'adiska, vel'mi podobna l'udskej kozi a mdze ju plne nahradit’. NajcastejSie
je odoberana z bokov alebo z brucha prasata, a v neposlednej rade sa vyuziva aj koza
Z usnice, ktora je anatomicky podobna l'udskej kozi [26].

4.3.1 Druhy tkaniv

Podl'a poslednych ustanoveni OECD je moZzné koZzu, ¢i uz l'udsku alebo prasaciu, pripravit
pre experimentalne testovanie in vitro styrmi spésobmi [35].

Pina hribka koZe (500-1000 um)

KozZa obsahuje vSetky svoje vrstvy, ako rohovu vrstvu, tak aj ostatné vrstvy epidermis a
zamsSu. Takto upravena koza sa vyuZiva skor na mechanicky naro¢né experimenty. V §tadii
[37] skimali toxikokinetické parametre pesticidov na kozi z prasacich usi v jej plnej hrubke.
Dermatomovand koZa (200-500 um)

Koza obsahuje rohova vrstvu, ostatné vrstvy epidermis a najvrchnejSiu Cast’ zamSe. Spodna
Cast zamSe je odstranend. Pre zjednotenie tvaru a hrubky koze sa vykonava tzv.
dermatomovanie. Vykonava sa pomocou $pecialneho chirurgického nastroja — dermatomu.
Pre overenie jednotnej hribky koze by mala byt spravne overend, napriklad pomocou
mikrometrického meradla. Takto pripravené dermatomované vzorky koze mozu byt vyuZité
napriklad pri experimentoch [38], kde sa autori zaoberali difuziou latok s réznymi
molekulovymi hmotnostami.

Len pokoZka

Oddelenie epidermis od dermis a hypodermis je mozné uskutocnit’ tepelne (vhodné pre kozu
bez ochlpenia), chemicky alebo enzymaticky [35].
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Len Stratum corneum
Tato kozna vzorka je enzymaticky pripravovana z epidermalnych membran pomocou trypsinu
[35]. Vzorky Stratum corneum sa vyuzivaji na mechanicky narocné experimenty.

FADAM.
Obrazok 11 Dermatom — chirurgicky nastroj; upravené podla [39]

Ak budeme hovorit’ vyluéne o prasacej kozi, Cerstva koza, odobratd do dvoch dni, je pre

testovanie transdermalnej absorpcie idedlna. Tato koza ma vo vécSej miere aktivny
enzymaticky dermalny aparat (k Ciastocnej autolyze dochddza pri samotnom odbere koze
[26]), a je preto vhodna aj pre metabolické testy. Metabolicka aktivita Cerstvej koze klesa so
zvySujucou sa dobou skladovania.
Iny variant je zamrazena prasacia koza. Koza, ktora bude zamrazend musi spifat urité
parametre. Nesmie byt viditelne poSkodend, nesmie byt tetovana, mdze byt povrchovo
oSetrend len vodou a mydlom (dezinfekéné prostriedky nie) a nesmie byt nijako tepelne
opracovand. Musi byt d’alej zbavena vsetkych viditelnych chlpov a je nutné odstranit’
podkoZzné vizivo (ostdva len vrstva epidermis a zamse). Takto oSetrené vzorky koze sa
jednotlivo zabalia do hlinikovej folie, zamrazia sa na -18 az -20°C, a takto vydrzia po dobu
priblizne jedného roku [26]. Metabolické testovanie zamrazenej koze nie je mozné, nakol'ko
dochadza k inaktivacii enzymatického dermalneho aparatu. Je preto vhodna len pre testovanie
transdermélnej absorpcie. Zamrazena koZza vykazuje vys$i ustaleny tok testovanej aktivnej
latky ako koza Cerstva a ¢as do zacCiatku prenikania aktivnej latky do prijimacej tekutiny je
krat$i [26]. Pred vlastnym experimentom je nutné vizualne overit’ stav koZe a jej integritu, ¢i
nie je poSkodena alebo inak naruSend jej Struktara. Rozmrazenu kozu je vhodné pouzit
v difuznych experimentoch ¢o najskor od doby jej rozmrazenia.

4.3.2 Priprava KkoZe pre in vitro permeacné Stadie

Autori v praci [40] popisuju pripravu novych topickych lidokainovo-hydrochloridovych gélov
a ich nasledné in vitro testovanie. V tejto praci bola pouzitd zamrazena prasacia koza z oblasti
usi, ktord bola pripravend na zamrazenie do jednej hodiny od utratenia zvierata. Chlpy na
vrchnej vrstve koZe boli odstranené. Dalej bola pomocou chirurgického skalpela odstranena
tukova vrstva, ktord prilichala k dermis. Takto vyrezand koZza bola dokladne oplachnuta
destilovanou vodou a bola zabalena do hlinikovych folii. Bola uchovavana pri teplote -20°C a
bola pouzitd do jedného tyzdna od zamrazenia. Vyrezana prasacia koza bola po rozmrazeni
umiestnend medzi donorovu a receptorovi komoru Franzovej cely tak, aby Stratum corneum
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smerovala k donorovej ¢asti cely. Fosfatovy pufor (pH=7.,4) bol pouzity ako prijimaci roztok.
Azid sodny bol pouzity pre minimalizdciu mikrobidlnej aktivity. V celej difiznej aparatire
bola udrziavana teplota 37+0,5°C. Pre ulahcenie permedcie aktivnej latky cez kozu, bola
kozna membrana vystavena posobeniu receptorového média po dobu priblizne dvoch hodin.
Na takto hydratovanu kozu bola potom aplikovand vzorka gélu. Dermalna permedacia nebola
preruSovana a cely proces bol udrziavany po dobu 7 hodin.

V stadii [41] bola pre in vitro testovanie transdermalnej absorpcie Nonivamidu pouzita
dermatomovana koZa z prasacieho ucha. Cerstvé prasacie ucha boli dokladne oplachnuté
izotonickym roztokom. Vyrezané Casti usi boli ocCistené od krvi pomocou izotonického
roztoku a vatovych tampénov, boli vysusené, zabalené do hlinikovej folie a zamrazené na
teplotu -30°C. Pred samotnym experimentom boli kozné vzorky rozmrazené na izbovu teplotu
a boli narezané na priblizne 3 cm dlhé pruzky. Prizky boli zafixované na polystyrénove;j
kocke pomocou kolikov. Koza bola dermatomovana na hrabku 1 mm. Pre difizne
experimenty boli pouzité Franzove cely a receptorovy roztok, fosfatovy pufor. Do Franzovej
cely bolo nadavkované odplynené a predhriate receptorové médium na 32°C (teplota bola
udrziavana pocas celého experimentu). Doba trvania celého experimentu bola 28 hodin. Po
odobrati vzorky z receptorovej komory, bol objem receptorovej komory doplneny cerstvym
predhriatym receptorovym médiom.

Permeabilita kafeinu z mikroemulzii cez zvieraciu koZu bola naplitou prace [42]. Cast
prasacej koze v celej svojej hribke bola vyrezand okamzite po utrateni zvierata. Podkozny
tuk bol odstraneny pomocou chirurgického skalpela. Koza bola pouZzita Cerstva, do 5 hodin od
vyrezania, alebo bola uchovana v chlade, v -20°C a pouzitda do jedného tyzdna. Kozna
membrana bola umiestnena medzi dve komory difuznej Franzovej cely (temperovand na
teplotu 37°C), tak aby Stratum corneum smerovala nahor. Potom bola na takto pripraveny
systém umiestnena donorova komora. Koza, ktorej bol na okrajoch difliznej aparatiry
prebytok, bola odstrdnena. Prijimacia komora bola naplnena fosfatovym pufrom (pH=7,4). Po
15 minatach premyvania koze, bol fosfatovy pufor z komdr odstraneny a bol nahradeny
cerstvym pufrom. Doba trvania prestupu aktivnej latky bola priblizne 24 hodin. Potom bola
koznad membrana rozstrihand na mensSie kusy a tieto boli vloZzené do 2ml vialiek. Kusky koze
boli zaliate 1 ml etylalkoholu a boli uchované pre d’alsiu analyzu.

Aj napriek tomu, Ze jednym z ciel'ov tejto reSerSe je orientovat’ sa na pripravu kozného
tkaniva z prasacich kozi (konkrétne z usnych boltcov), nie je Uplne zanedbatel'na ani priprava
koznych tkaniv z mysi ¢i potkanov, nakol’ko je podobna.

V studii [43] sa autori venujii hydrogélom na baze klobetasol propionatu a testovanim
oblasti oholené pomocou elektrického holiaceho strojéeka, bez poskodenia povrchu koZe, za
uc¢elom zachovania jej integrity. Koza zbrucha bola vyrezana vo svojej plnej hrabke.
Podkozné tukové tkaniva boli chirurgicky odstranené. Takto pripravené kozné tkaniva boli tri
az §tyrikrat pretreté pomocou vatovych tampoénov s isopropylalkoholom. Specifické mnozZstvo
koze bolo odrezané a oplachnuté destilovanou vodou. Zvieracia koza bola umiestnena medzi
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receptorovi a donorovi komoru difaznej Franzovej cely tak, aby Stratum corneum smerovalo
k donorovej Casti cely. Prijimacia komora bola naplnena fyziologickym roztokom (pH=5,5).
Receptorova komora bola temperovana na 37+1°C a v danych ¢asovych intervaloch z nej boli
odoberané vzorky pre d’al$iu analyzu.

Autori sa v praci [44] venuju Stadiu karbopolového gélu, ktory obsahuje chitosanovo-
albuminové nanocastice na baze aceklofenaku a ich prestupu cez zvieraciu kozu. Permeacia
aceklofenaku z karbopolového gélu bola experimentilne overena pomocou koznych tkaniv
z mysi. Po utrateni zvierat bola ich srst’ z brusnych partii odstrdnend pomocou holiaceho
stroj¢eka. Koza bola vo svojej plnej hribke vyrezana a tukové tkaniva, prilichajtice k dermis,
boli odstranené pomocou chirurgického skalpela. Koza bola oplachnuta fosfatovym pufrom
(pH=7,4), bola zabalena do hlinikovych f6lii a bola uchovana v chlade, v -20°C. Koza bola
pouzita do 24 hodin od zamrazenia. Dalsi postup bol totozny s postupom Vv praci [40].

4.3.3 Uvolnovacie experimenty a metédy charakterizacie aktivnych substancii

Podla charakteru experimentu je mozné analyzovat, v akej intenzite a efektivite prestapila
aktivna latka povrch absorpénej membrany (= koze), do Stratum corneum a ostatnych vrstiev
koze, a taktiez do prijimacieho roztoku vo Franzovej cele. K najCastejSie vyuzivanym
analytickym metédam patri metéda vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC)
a UV-VIS spektrofotometria.

Diklofenak sodny

Diklofenak sodny je nesteroidné liecivo, ktoré pdsobi protizapalovo a vyuZiva sa pri liecbe
reumatologickych ~ ochoreni. Jedna sa  osol slabej  kyseliny 2-[(2, 6-
dichlorofenyl)amino]benzén octovej, ktorej pKa je 4. V struktire tejto sodnej soli sa
nachadzaju heteroatomy ako N, O, Cl aCa, ktoré spdsobuju vysoku polarizovatel'nost’
molekuly, a tym padom tvoria Specifické interakcie s rozptastadlami. Pritomnost’ NH skupiny
ovplyviiyje acidobazicky charakter tejto liecivej latky, nakol’ko NH skupina sa moZze spravat
voéi rozpustadlam bud’ ako donor protonov alebo ako akceptor protonov. [45]
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Obrazok 12 Molekularna Struktura diklofenaku sodného [45]
In vitro transdermalna uvolnovacia $tudia [46] experimentalne overila uvolfiovanie

diklofenaku sodného z polymérneho hydrogélu z karboxymetylcelulozy. Pri praci autori
pouzili Franzove difizne cely a membrany z acetatcelulozy, ktoré simulovali 'udski kozu.
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G¢él bol navrstveny do darovacej komory aparatiry a do prijimacej komory bol nadavkovany
fosfatovy pufor (pH 5,4-6,9). Roztok v prijimacej komore bol mieSany a jeho teplota bola
udrziavana tak, aby odpovedala normalnej teplote koze cloveka. V uréitych casovych
intervaloch boli odoberané vzorky z prijimacej komory Franzovej cely a prijimacia komora
bola doplnena ¢erstvym pufrom na pévodny objem. Podiel diklofenaku sodného vo vzorkach
bol analyzovany spektrofotometricky pri vinovej dizke 276 nm. [46]

Pri uvolnovani diklofenaku sodného z gélov pre ocné aplikacie, ktoré boli pripravené in
situ [47], sa odobrané vzorky taktiez analyzovali spektrofotometricky. V tomto experimente
bol stanoveny jednotny obsah uvolneného lie¢iva pri vinovej dizke opét’ 276 nm.

V experimentalnej  Stadii  [48] bol diklofenak sodny riadene uvolfiovany
z akrylamidovych mikrosfér. Toto uvolfiovanie bolo vykonavané v umelej Zalidocnej
tekutine, ktord mala hodnotu pH 1,2. Vzorky boli odoberané v pravidelnych casovych
intervaloch a boli analyzované opit” spektrofotometricky pri vinovej dizke 276 nm. Prijimacie
médium bolo udrziavané tak, aby bol jeho objem po celt dobu experimentu zachovany.

Stadie [49, 50] sa taktiez zaoberaju uvolfiovanim tejto lieCivej latky a jej
charakterizaciou. Diklofenak bol v oboch pripadoch rozpusteny vo fosfatovom pufre (pH 7,4)
ajeho mnozstvo v odobranych vzorkdch bolo stanovené spektrofotometricky pri vlnovej
dizke 276 nm.

Popri spektrofotometrickom stanoveni diklofenaku sodného, je mozné tato aktivnu latku
charakterizovat aj pomocou chromatografickych metdéd. Vysokoucinna kvapalinova
chromatografia bola vyuzitd pri popise uvolfiovacieho charakteru diklofenaku sodného
Z nanokompozitnych hydrogélov [51]. Fosfatovy pufor bol pouzity ako uvol'novacie médium.
V stanovenych Casovych intervaloch boli odoberané vzorky (1 ml) a mnozstvo uvolnenej
liecivej latky bolo detegované pomocou HPLC. Po odobrani kazdej vzorky bol objem
prijimacieho média doplneny Cerstvym fosfatovym pufrom. Uvolneny diklofenak sodny bol
analyzovany na kolone C18 s reverznou fazou pri laboratornej teplote (4,6 x 150 mm; 5 mm,
ZORBAX Eclipse XDB-C18). Mobilna faza bola vytvorena z acetonitrilu a0,1%
trietylamin/fosfatového pufru (65/35). Takto pripravend mobilnd faza bola filtrovana skrz
filtre Milipore s vel'kost'ou porov 0,22 um a nasledne bola odplynena. Prietok mobilnej faze
bol 1 ml/min a eluat bol detegovany pomocou DAD detektoru pri vinovej dizke 276 nm. [51]

Pre kvantifikaciu diklofenaku sodného bola v Stadii [52] vyuZzitd vysokoucinna
kvapalinova chromatografia s reverznou fazou. Analyza bola realizovana pri izokratickom
mode pri laboratornej teplote, s vyuzitim kolony C18 (4,6x250 mm; 5 mm). Mobilna faza
bola vytvorena z acetonitrilu a metanolu (70:30). Prietok mobilnej faze bol 1 ml/min, objem
nastrekované¢ho vzorku bol 20 pl a eluat bol detegovany pomocou UV detektoru pri vinovej
dizke 276 nm.

Ketoprofen

Ketoprofen, s chemickym nazvom kyselina 2-(3-benzoylfenyl)-propionova, je hydrofobne,
nesteroidné, protizapalové lieCivo, ktoré inhibuje funkciu prostaglandinsyntazy, a teda
ovplyvituje vyvoj zapalovych reakcii. Tato lie¢iva latka sa aplikuje pri lieCbe reumatickej
artritidy, osteoartritidy a vo v§eobecnosti sa pouziva ako lie¢ivo na ul'avu od bolesti. [53]
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Obrazok 13 Molekularna Struktura ketoprofenu [53]

Transportné experimenty ketoprofenu boli v §tadii [54] realizované prostrednictvom
difaznych ciel. V tychto experimentoch bola pouzitda l'udskda koza od darcov z miestnej
nemocnice atieto kozné vzorky boli nasledne pouzité ako membrany. Darovacia komora
obsahovala danu liekova formu ketoprofenu a stcastou prijimacej komory bol fosfatovy
pufor (pH 7,4). Vzorky boli odoberané po dobu 24 hodin kazdi hodinu a jednotlivé série boli
opakované aspon Sestkrat. Koncentracia ketoprofenu v prijimacej Casti difuznej cely bola
stanovena pomocou RP-HPLC. Objem nastrekovaného vzorku bol 200 pl abol vedeny na
kolonu Prontocil Eurobond C18 (4,0x125 mm; 5 mm). Mobilna faza bola vytvorena
z acetonitrilu az 10mM dihydrogénfosfore¢nanového pufru (50:50). Eluat bol detegovany
pomocou UV detektoru pri vinovej dizke 260 nm. [54]

V dalsej stadii [55] bol obsah ketoprofenu v roznych polymérnych matriciach stanoveny
taktieZ pomocou chromatografickej metody RP-HPLC. 0,1M roztok HCI bol pouzity ako
uvolfiovacie médium. V uréenych ¢asovych intervaloch boli odoberané vzorky a objem média
bol kontinualne dopinany. Pre chromatograficka analyzu bola pouzita kolona C18 (4,6 x 150
mm) a ako mobilna faza bola pripravena zmes acetonitrilu s fosfatovym pufrom (45:55).
Objem nastreknutého vzorku bol 100 pl a eluat bol detegovany pomocou UV-VIS detektoru
pri vinovej dizke 260 nm. Cely experiment, uvolnenie lie¢ivej latky a jej nasledna detekcia,
bol opakovany vzdy aspoii trikrat. [55]

Pre stanovenie mnozstva ketoprofenu v beZzne dostupnych farmaceutickych géloch
vyvinula vyskumnéd skupina [56] nova HPLC metédu. Chromatografickd analyza bola
realizovana na kolone SUPELCO Discovery C18 (4x125 mm) s predkolonou (4x20 mm).
Pre separaciu ketoprofenu bola pouzitda mobilnad faza, ktora bola zmesou acetonitrilu, vody
a fosfatového pufru, v pomere 40:58:2. Nastrekovany objem vzorku bol 10 ul a mobilna faza
bola pumpovana v izokratickom moéde. Prietok mobilnej faze bol 1 ml/min a eluat bol
detegovany pomocou UV-VIS detektoru pri vinovej dizke 260 nm, tak ako to bolo
Vv predchadzajucich pripadoch. [56]

Uvolneny ketoprofen je mozné charakterizovat aj spektrofotometricky, obdobnym
sposobom ako pri stanoveni diklofenaku sodného.

In vitro uvolnovacia $tadia ketoprofenu z vlaknovych chitosanovych membran [57] bola
vykonavana vo fosfatovom pufre (pH 7,2) po dobu 30 hodin. V presne stanovenych ¢asovych
intervaloch boli odoberané¢ urCit¢é mnozstvd vzoriek, ktoré boli analyzované
spektrofotometricky pri vlnovej dizke 260 nm. Po odobrani kazdej vzorky bol objem
uvol'novacieho roztoku doplneny ¢erstvym fosfatovym pufrom. [57]

Riadené uvolnovanie ketoprofenu z hydrogélu z polyetylénglykolu bolo napliiou prace
[53]. Pre simulaciu zalidocnej tekutiny bol pouzity 0,1M roztok kyseliny chlorovodikove;.
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Kazda gélova vzorka obsahujica ketoprofen bola ponorena do umelej zaludocnej tekutiny.
V stanovenych ¢asovych intervaloch bolo odoberanych 20 pul vzorky, ktoré boli analyzované
spektrofotometricky pri vinovej dizke 260 nm.

Kyselina salicylovd

Kyselina salicylova je latka s dermatoterapeutickymi uc¢inkami, ktora je ¢asto vyuzivana pri
liecbe koznych ochoreni [59]. Toto keratolytické ¢inidlo priamo rozpusta Stratum corneum
rozpustenim medzibunkového cementu a zniZzuje rychlost’ proliferacie keratinocytov.
Mechanizmus uc¢inku kyseliny salicylovej spo¢iva v odlupovani korneocytov z pokozky.
Kyselina salicylovda ma okrem iného bakterostatické, keratolytick¢é a fotoprotektivne

vlastnosti, a preto je vo velkej miere sucastou réznych farmaceutickych a kozmetickych
produktov. [58, 59]

O OH

Xy
OH

Obrazok 14 Molekularna Struktura kyseliny salicylovej [58]

Pri charakterizacii kyseliny salicylovej v kozmetickych produktoch vyuzili autori v praci
[60] vysokou¢innu kvapalinovu chromatografiu s izokratickou elaciou. Chromatograficka
separacia bola realizovana na kolone typu ODS-80TM (4,6 x 150 mm; 5um). Mobilnou fazou
bola zmes vody ametanolu (65:35), s pridavkom 2,5mM roztoku tetra-n-butylamonium
hydroxidu akyseliny fosforecnej. Nastrekovany objem vzorku bol 10 ul aeluat bol
charakterizovany pomocou UV-VIS detektoru pri vinovej dizke 235 nm. [60]

Perkutanna absorpcia kyseliny salicylovej z r6znych gélovych matric bola napliiou in
vitro §tadie [61]. Pre stadium gélov s obsahom Kyseliny salicylovej autori vyuzili Franzove
difazne cely a ako membranu pouzili kozu z prasacieho ucha. Kolona Shiseido Capcell C18
(4,6x150 mm; 5 pum) a mobilnd faza v zloZzeni metanol, voda a kyselina trifluorooctova
(30:70:0,1) boli vyuzité pri chromatografickej analyze. Nastrekovany objem vzorku bol 10 pl
arychlost’ prietoku mobilnej faze bola 1,2 ml/min. Eludt bol analyzovany pomocou DAD
detektoru. [61]

Uvoltiovanie kyseliny salicylovej z pevnych liekovych foriem bolo charakterizované
pomocou RP-HPLC v experimente [62]. Mobilna faza bola vytvorena tak, ze sa zmiesalo 400
ml fosfatového pufru so 600 ml acetonitrilu. V tomto experimente bola pouzita kolona Waters
symmetry C18 (4,6 x250 mm; velkost’ ¢astic 5 um). Rychlost’ mobilnej faze bola nastavena
na 1 ml/min a objem nastrekovaného vzorku bol 10 pl. Eluat bol detegovany pomocou DAD
detektoru pri vinovej dizke 235 nm. [62]
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Obsah kyseliny salicylovej v roznych farmaceutickych a kozmetickych produktoch je
mozné stanovit nielen pomocou chromatografickych metod, ale aj pomocou metdd
spektrofotometrickych.

Stadia [63] pojednava o spektrofotometrickom stanoveni kyseliny salicylovej, ktora bola
obsiahnutda v hydroxypropylmetylcelul6zovych hydrogéloch. Hydrogély boli vlozené do
umelej zalido¢nej tekutiny (pH 1,2) a do umelej ¢revnej tekutiny (pH 7,4). V stanovenych
casovych intervaloch boli realizované odbery vzoriek, ktoré boli spektrofotometricky
analyzované pri vinovej dizke 297 nm.

Riadené uvolnovanie kyseliny salicylovej zo supramolekularnych hydrogélov a jej
nasledna spektrofotometrickd analyza boli sucastou experimentu [64]. Vzorky boli
kontinualne odoberané v stanovenych casovych intervaloch a nasledne bolo uvolfiovacie
médium doplnené Cerstvym fosfatovym pufrom na povodny objem. Koncentracia uvol'nenej
kyseliny salicylovej bola stanovena z hodndt absorbancie pri vinovej dizke 297 nm. Vietky
experimenty boli vykonané v troch opakovaniach.

4.3.4 Huminové latky vo farmacii a kozmetike

Aj naprieck tomu, ze mnozstvo S§tadii o vyuziti huminovych latok v kozmetickom
a farmaceutickom priemysle nie je prili§ velké, vysledky hovoria o ich pozoruhodnom
potencialy a pripadnom vyuziti pri liecbe r6znych typov ochoreni.

Huminové latky m6zu byt’ pouzité vo vyrobkoch proti slneénému ziareniu, proti starnutiu
avo vseobecnosti v produktoch pre starostlivost’ o plet, nakol’ko su schopné absorbovat
v UV-viditeI'nej oblasti. Tieto organické makromolekuly moézu byt aj sicastou razov na
pery, kde huminové latky zabrania aktivacii virusu herpes simplex vplyvom ultrafialového
ziarenia. Huminové latky moézu byt obsiahnuté aj v pletovych masiek, ktoré by sa mohli
pouzit ako prevencia proti virusovej reaktivacii po chemickom oSetreni tvare. Fenolové
skupiny v strukture huminovych kyselin maji funkciu elektron-donorovu, a preto mozu
odstranovat’ vol'né radikaly a zabrafovat’ inicidcii retazovej reakcie. Antioxidacné vlastnosti
huminovych latok by mohli byt prinosom pre produkty v kozmetike a farmacii. Huminové
latky by mohli sluzit' aj ako solubiliza¢né c¢inidla, ktoré by niesli farmaceuticky alebo
kozmeticky aktivnu latku, v Struktarach podobnych miceldm, za ufelom zlepSenia ich
rozpustnosti vo vode. Z toho vyplyva, ze huminové latky sa javia ako nadejné prostriedky pre
zaclenenie bioaktivnych zloziek do r6znych nano- a mikrostruktur. [65]

Dalgie vlastnosti a vyuzitie huminovych latok v medicine a kozmetickom priemysle je
detailne popisané v [69] a bolo taktiez sucastou literarnej reSerSe bakalarskej prace [70].
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5 EXPERIMENTALNA CAST

Experimentalna Cast’ diplomovej prace zahfna: pripravu huminovych hydrogélov s obsahom
terapeuticky a kozmeticky posobiacich aktivnych wé¢innych latok; pripravu koznych
membranovych preparatov a zostavenie vertikalnych difiznych aparatur. Dalej je cielom
charakterizovat’ pripravené kozné membrany a uvolnené ucinné latky a huminové latky
pomocou vhodnych inStrumentalnych metod.

5.1 PouZzité chemikalie
Lignohumat draselny
Karbomer 941 — Polygel CB

Xanthan gum from Xanthomonas campestris

Hydroxid sodny, mikroperly

Chlorid sodny

Ethanol absolute

Diklofenak sodny

Ketoprofen

Kyselina salicylova

Kyselina orthofosfore¢na

Acetonitril

Lukosan M14-inertna silikonova pasta
Deionizovana voda

5.2  PouZité pristroje
UV-VIS spektrometer
kvapalinovy chromatograf
skenovaci elektronovy mikroskop
opticky mikroskop

rotacny mixeér

viacmiestne magnetické miesadlo
digitalne vahy

analytické vahy

chladnicka

pH meter

5.3  DalSie pomdcky a prisluSenstvo
Franzova cela (25 mm)

membranové filtre (50 mm; 0,23 pm)
kremenné kyvety

ihly (0,8 x 120 mm)

cepele

vialky (2 ml)

septa

filtre (0,45 um)

kolona (4,6 x50 mm; 2,7 um)

Amagro Humic Substances s.r.0.

3V SIGMA s.p.a.

Sigma-Aldrich; CAS: 11138-66-2

LACH-NER s.r.0.; CAS: 1310-73-2; p.a. =98%
LACH-NER s.r.0.; CAS: 7647-14-5; p.a. 299,5%
BDH Prolabo-VWR International; p.a. 100,0 %
Sigma-Aldrich; CAS: 15307-79-6
Sigma-Aldrich; CAS: 22071-15-4; >98% (TLC)
Sigma-Aldrich; CAS: 69-72-7; p.a.2>99.0% (T)
Sigma-Aldrich; CAS: 7664-38-2; 85-90% (T)
Sigma-Aldrich, CAS: 75-05-8

Lucebni zavody a.s. Kolin

Hitachi U-3900H

Agilent 1260; DAD detekcia
ZEISSEVO LS 10

LaboMed LX 500

RW 16 basic; IKA-WERKE
Variomag POLY; Thermo-Scientific
ScalTec SPB 42

SBC 31 SCALTEC

Gorenje

SevenEasy; METTLER TOLEDO

SES GmbH-Analysesysteme
Pragopor 8; Pragochema spol.s.r.o.
Quartz Suprasil; Hellma Analytics
Santiago

SURGEON

Agilent Technologies

Agilent Technologies
CHROMSERVIS

Poroshell 120 EC-C18



5.4  Priprava zasobnych roztokov Lignohumatu

Zasobné roztoky Lignohumadatu boli pripravené rozpustenim praSkového Lignohumatu
v deionizovanej vode. 1% (hm.) roztok Lignohumatu bol vytvoreny rozpustenim 10 gramov
prasku v jednom litri deionizovanej vody a 5% (hm.) roztok Lignohumatu bol vytvoreny
rozpustenim 50 gramov taktiez v jednom litri deionizovanej vody. 1% roztok Lignohumatu
mal pH=28,08 a 5% zasobny roztok mal pH=8,24. Takto pripravené zasobné roztoky boli

pouzité pre pripravu gélovych vzoriek.

5.5 Priprava neutraliza¢ného ¢inidla

Pre potreby regulacie pH hydrogélovych vzoriek bol pripraveny vodny roztok hydroxidu
sodné¢ho o koncentracii 20 % (hm.) tak, ze bolo rozpustenych 12,5 gramov v 50 ml
deionizovanej vody. Tato anorganicka zasada bola pouzita pre upravu pH gélovych vzoriek na
hodnoty v rozmedzi 6,5-8,5.

5.6 Priprava hydrogélov

5.6.1 Gélovy zaklad

Pre pripravu gélovych vzoriek boli pouzité dva druhy zahust'ujucich latok, karbomér Polygel
CB aprirodny polysacharid Xanthan. Jednotlivé vzorky gélov boli vzdy vytvorené
rozpustenim prislusnej zahustujucej latky v40 ml disperzného prostredia. Disperzné
prostredie pri tvorbe gélov bola bud’ voda, 1% roztok Lignohumatu alebo 5% roztok
Lignohumatu. Na zéklade stanovenia pouzitelnosti jednotlivych gélovych vzoriek z prace
[66] boli pre experimenty Vv tejto praci vytvorené 2%, 4% a 5% gélové vzorky (hm. %). Na
2% gélové vzorky bolo potrebné navazit' 1 gram zahustujucej latky, ktord bola rozmieSana
Vv rozpusStadle ru¢ne pomocou ty¢inky a nésledne mechanicky pomocou rotaéné¢ho mixéra. 4%
vzorky boli pripravené rozmieSanim priblizne 2 gramov v danom rozpustadle a 5% gélové
vzorky boli pripravené rozmieSanim 2,6 gramov v prisluSnom rozpuStadle. Takto
pripravenym saddm hydrogélovych vzoriek bolo zmerané pH a bolo podla potreby upravené
neutralizatnym roztokom tak, aby sa pohybovalo v rozmedzi hodnét 6,0-8,5. Vybrané
modelové sady vzoriek boli: 2% (hm.) Polygel CB, 4% (hm.) Polygel CB a 5% (hm.)
Xanthan, pripravené vzdy s vodou, 1% roztokom Lignohumatu a 5% roztokom Lignohumaétu.

5.6.2 Priprava gélov s aktivhymi latkami

Pre pripravu hydrogélovych vzoriek s aktivnymi latkami boli vybrané dve terapeuticky
posobiace aktivne latky, diklofenak sodny a ketoprofen; ajedna kozmeticky pouzitel'na
aktivna latka, kyselina salicylova. Cesky liekopis [26] hovori, Ze mnoZstvo aktivnej latky by
malo zodpovedat 1 % z celkového mnozstva pripraveného gélu. Z tohto dovodu bolo pre
pripravu gélovych vzoriek s aktivnymi latkami navazenych 0,5 gramov prislusnej aktivnej
latky, ktora bola rozpustena v 10 ml 99% farmaceutického etanolu. Dokonale rozpustena
aktivna latka bola ru¢ne vmiesana do pripraveného gélového zakladu, ktorého vznik bol
popisany v kapitole 5.6.1. Etanol bol pri priprave gélovych vzoriek s aktivnymi latkami
vyuzity nielen ako latka pre rozpustanie aktivnych latok, ale zaroven aj ako latka
konzervacna.
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Tabul'ka 4 Vytvorené gélové vzorky s aktivnymi latkami a ich vautorné pH

Vzorka Aktivna latka V2096 NaoH [MI] finalne pH
2% Polygel CB + voda . 1,0 7,21
2% Polygel CB + 106 LH | *° ¢ d'k'gg}ik vioml 0,8 8,04
4% Polygel CB + 5% LH 0,4 8,10
2% Polygel CB + voda 0,6 6,32
2% Polygel CB + 1% LH | 29 ketoé’trgfs” v 10ml 0,4 7,81
4% Polygel CB + 5% LH 0,4 8,09
2% Polygel CB + voda . . 0,6 6,52
kysel licylova
2% Polygel CB + 1% LH | & gvﬁeﬁ;%ﬁy ova 0,4 7,54
4% Polygel CB + 5% LH 0,4 8,00
5% Xanthan + voda . - 6,57
5% Xanthan + 1% LH 059 d'k'ggﬁk vi0mi - 7.13
5% Xanthan + 5% LH - 7,51
5% Xanthan + voda - 6,09
5% Xanthan + 1% LH 059 ketogg:n v 10ml ; 6,14
5% Xanthan + 5% LH - 7,02
5% Xanthan + voda 0.5 o kvselina salicviova 0,5 6,26
596 Xanthan + 1% LH : gvylsoemlaESt%:Iy ova 0,5 6,18
5% Xanthan + 5% LH - 7,01

5.6.3 Priprava gélov bez aktivnych latok

Gélové vzorky bez aktivnych latok boli pripravované sposobom popisanym v kapitole 5.6.1.
Aj Vv tychto géloch bolo k pripravenému gélovému zakladu pridanych 10 ml etanolu. V tomto

pripade sluZil etanol len ako konzervacna latka.

Tabulka 5 Vytvorené gélové vzorky bez aktivnych latok a ich vnutorné pH

Vzorka Konzervacéna latka V2096 NaoH [MI] finalne pH
2% Polygel CB + voda 0,6 6,51
2% Polygel CB + 1% LH 10 ml EtOH 0,7 7,26
4% Polygel CB + 5% LH 0,4 7,58
5% Xanthan + voda - 6,14
5% Xanthan + 1% LH 10 ml EtOH - 7,03
5% Xanthan + 5% LH - 7,50

5.7  Priprava koZnych membran

Délezitou sucast'ou experimentov bola priprava a pouzitie koznych membran. Pre simuléciu
transdermélneho transportu bola pouzita koza z usSnice prasata. USnice z prasata boli pre
dalsie experimenty upravované podla postupov objasnenych v resersi v kapitole 4.3.2.
Prasacie usi boli zadovazené prostrednictvom dvoch dodavatelov: Smak Plus Zilina (30 ks)
a Jaroslav Gasko, Zilina (20 ks).
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Nepigmentované a tepelne neupravované prasacie usi boli umyté deionizovanou vodou
anasledne boli osuSené¢ vatou. Z usnic boli odstranené chipky. Pomocou chirurgického
skalpela bolo ¢o mozno najdokonalejsie odstranené podkozné tukové vizivo tak, aby ostala
epidermis a dermis v neporusenom stave. Takto pripravené kozné membrany boli zabalené do
hlinikovej folie a boli zamrazené na teplotu -30°C. Pred samotnym pouzitim koznych
membran boli tieto rozmrazené na laboratornu teplotu aboli pouzité v difuznych
experimentoch do dvoch hodin od rozmrazenia.

Obrazok 15 Cela zamrazena prasacia usnica

5.8  Priprava zisobného roztoku chloridu sodného

Pre pripravu zasobného roztoku chloridu sodného o koncentracii 0,15 M bolo rozpustenych
8,8 g NaCl v jednom litri deionizovanej vody. 0,15M roztok chloridu sodného bol pouzity ako
prijimaci roztok vo Franzovych difiznych celach. Pouzitie prave 0,15M roztoku chloridu
sodného v difiznych experimentoch je objasnené v kapitole 6.1.1.

5.9 Diflizne experimenty

Uvol'novanie Lignohumatu a aktivnych substancii z pripravenych gélovych matric bolo
experimentalne realizované pomocou difiznych experimentov. Pre tieto ucely boli vyuzité
diftzne cely vo vertikdlnom usporiadani, tzv. Franzove cely. K dispozicii boli vzdy 3 tieto
difGizne aparatury.

Pred zacCatim experimentov boli sty¢né plochy membrany a komor namazané inertnou
silikdbnovou pastou na zabrusy. Magnetické mieSadlo bolo vloZené do prijimacej komory a
nasledne bola membrana umiestnena na prijimaciu komoru cely a darovacia komora bola
dobre pritlacena na membranu. Inertnd silikonova pasta bola pouzita pre to, aby membrana
dobre prilahla k difiznej komore a zaroven, aby diflizia prebiehala vyhradne cez difuzne
prostredie, teda cez gél.

Do prijimacej komory difuznej cely bolo nadavkovanych 20 ml 0,15M roztoku chloridu
sodného pomocou dlhej tenkej ihly. Nasledne boli zvazené priblizne 2 g gélovej vzorky a tato
vzorka bola umiestnena na membranu, ktora fyzicky oddelovala dve komory diftiznej cely.
Vsetky gélové vzorky boli postupne umiestnené na synteticki membranu aaj na koznt
membranu, pripravena podla postupu v kapitole 5.7. Takto pripravena difuzna aparatira bola
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umiestnend na viacmiestné mieSadlo a bola prichytend pomocou drziaka na laboratorny
stojan. Rychlost’ mieSania bola nastavena na hodnotu 250 RPM. Na zaver bola darovacia
komora s gélovou vzorkou obalena parafilmom, aby nedochadzalo k vystsaniu hydrogélu.
Regulacia teploty vonkajSieho plasSta diftiznej cely nebola vyuzitd. VSetky diflizne
experimenty boli realizované dvakrat, aj so syntetickou, aj S koznou membranou.

o

Obrazok 16 Ukazka zostavenej difuznej aparatury so syntetickou membranou

5.9.1 Odbery vzoriek pre spektrofotometricku analyzu

Vo vybranych c¢asovych intervaloch, 4; 24; 48 hodin, boli realizované odbery vzoriek
Z prijimacej komory difuznej aparatiry. Vzorky boli odoberané ru¢ne pomocou dlhych
tenkych ihiel tak, ze ihla bola umiestnend az do stredu prijimacej komory a nasledne bol
prijimaci roztok s prislusnym mnozstvom prestipenych latok nasaty do injekcnej striekacky
tak, aby nasaté mnozstvo odpovedalo vyske davkovacieho otvoru. Objem vzorky bol
umiestneny do kremennej kyvety. Dand vzorka bola spektrofotometricky zmerana a nasledne
bol objem vzorky nadavkovany naspédt’ do difuznej cely, za c¢elom udrzania konstantného
objemu v cele.

5.9.2 Odbery vzoriek pre chromatograficki analyzu

Séria difuznych experimentov pre chromatograficki analyzu bola vykonand nezavisle na
difiznych experimentoch pre spektrofotometricku analyzu. Difiizna aparatara bola zostavena
rovnakym sposobom, ktory je popisany v kapitole 5.9. Vo vopred stanovenych ¢asovych
intervaloch, 4; 24; 48 hodin, boli odoberané vzorky z prijimacej komory difuznej cely. Bol
odoberany vzdy 1 ml vzorky z prijimacej Casti difuznej cely, ktory bol nasledne umiestneny
do reagen¢nej nadobky Eppendorf s prislusnym ozna¢enim. Odobrany objem vzorky bol
nahradeny cerstvym 0,15M roztokom chloridu sodného. Jednotlivé odobrané vzorky boli
ulozené v chladnicke a boli d’alej spracované pre chromatografické merania.

5.10 Metédy charakterizacie koZnych membran a aktivnych latok

V tejto kapitole bol popisany spdsob charakterizacie pripravenych koznych membran a
mnozstva prestipenych uinnych latok a huminovych latok pomocou vhodnych
inStrumentalnych metdd.

5.10.1 Charakterizacia koZznych membran
Prasacie usnice boli narezané pomocou chirurgického skalpela tak, aby bolo odstranené
podkozné tukové vizivo a aby bola zachovana vrstva epidermis s dermis. Boli pripravené
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nasledujice vzorky tkaniv: spodna strana uSnice zo strany separdcie; spodnd strana usnice
Z vonkajsej strany; horna strana uSnice zo strany separacie a horna strana usnice z vonkajsej
strany. VonkajSou stranou prasacej uSnice sa rozumie vrstva epidermis a stranou separacie,
rez prislusného tkaniva.

Pre charakterizaciu koznych membran bol pouzity skenovaci elektronovy mikroskop typu
ZEISS EVO LS 10. Pre pozorovanie tychto tkanivovych preparatov bolo zvolené zviacsenie
v rozmedzi 100-1000krat. Vstupny prad bol nastaveny na hodnotu 10 kV. Vystupom
Z merania pomocou skenovacieho elektronového mikroskopu boli snimky koznych membran
S roznym zvacsenim, ktoré boli diskutované v kapitole 6.3.1.

Okrem skenovacieho elektronového mikroskopu bol pre komplexnu charakterizaciu
koznych membran pouzity aj opticky mikroskop LaboMed LX 500 s fotoaparatom Canon
EOS 1100D. Vlastné meranie preparatov bolo realizované pri 10-nasobnom zvécseni.

5.10.2 Metédy Stidia uvol'iovania Lignohuméatu draselného

Na zaklade poznatkov z vypracovanej literarnej resersSe, ktoré objasnili vol'bu inStrumentalnej
metody pre charakterizaciu uvolnenych aktivnych substancii, bola zvolend metdéda UV-VIS
pre charakterizaciu uvol'neného Lignohumatu z pripravenych gélovych matric.

Pre stanovenie uvol'neného mnozstva Lignohumatu z hydrogélovych vzoriek bola vyuzita
UV-VIS spektroskopia. Jednotlivé vzorky boli odoberané podl'a postupu popisaného
v kapitole 5.9.1 a boli postupne umiestnené do kremennej mikrokyvety. Na spektrofotometre
HITACHI U-3900H boli premerané spektra v rozsahu vlnovych dizok 250-800 nm. Po
spektrofotometrickom merani bol objem vzorky vrateny naspédt’ do diftiznej cely za Gcelom
udrzania konstantného objemu. Hodnoty absorbancie boli od&itané pri vinovej dizke 465 nm
atieto data boli dalej spracovavané pomocou programu MS Excel avysledky boli
diskutované v kapitole 6.3.3.

Aby bolo mozZné vyhodnotit’ a stanovit’ mnozstvo Lignohumatu, ktory prestupil z gélovej
matrice do prijimacieho roztoku, bolo potrebné zostavit' kalibracnu radu. Boli pripravené
kalibraéné roztoky s definovanym mnoZstvom Lignohuméatu. Praskovy Lignohumat bol
rozpusteny v 100 ml 0,15M NaCl, tak aby bola vysledna koncentracia roztoku 2 g-1*. Dalej
boli vytvorené d’alsie kalibraéné roztoky postupnym riedenim roztoku o koncentracii 2 g-1*
tak, aby vznikli roztoky o koncentracii 0,4; 0,8; 1,2; 1,6 g-1". Takto pripravené kalibraéné
roztoky boli spektrofotometricky zmerané. Boli od¢itané hodnoty absorbancie pri 465 nm,

ktoré boli nasledne vynesené do grafu zavislosti absorbancie na koncentracii prisluSného
kalibraéného roztoku v programe MS Excel.

5.10.3 Metédy Stidia uvol'iovania aktivnych latok
Pre stanovenie mnoZstva uvolnenych aktivnych latok (diklofenak sodny, ketoprofen, kyselina
salicylova) z hydrogélovych matric bola, na zéklade literarnej reSerSe, zvolena analyticka
metoda HPLC s DAD detekciou na chromatografickom zariadeni typu Agilent 1260.

HPLC Agilent 1260 je zostaveny z detektoru s diodovym polom s 10 mm absorpénou
celou, kvartérnej pumpy, héliového degaséru a z chladeného autosampleru. Vlastné separacia
bola realizovana na kolone typu Poroshell 120 EC-C18, 4,6 cmx50 mm, s velkost'ou Castic

2,7 um.
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Chromatografickd separacia prebiechala v méde izokratickej eltcie. Zlozenie mobilnej
faze bolo zmes 0,05M kyseliny orthofosfore¢nej a acetonitrilu v pomere 60:40. Prietok
mobilnej faze bol nastaveny na hodnotu 0,5 ml a mnozstvo nastrekovaného vzorku na
hodnotu 5 pl-min. Kazd4 odobrana vzorka bola pred umiestnenim do vialky prefiltrovana
cez 0,45 pm membranovy filter. Na zaklade rozmedzia vinovych dizok jednotlivych
aktivnych latok uvedeného v [26], boli zvolené vinové dizky detekcie jednotlivych aktivnych
substancii, ktoré su uvedené v tabulke 6. Zjednotlivych chromatogramov boli od¢itané
hodnoty ploch pikov vzoriek pri danych vinovych dizkach detekcie a v odpovedajucich
retencnych ¢asoch. Pre spracovanie dat bol pouzity software Agilent Chemstation a program
MS Excel. Vysledky boli diskutované v kapitole 6.3.4.

Tabulka 6 Zvolené vinové dizky detekcie aktivnych substancii pre HPLC

Aktivna latka VInova dizka DAD [nm]
Diklofenak sodny 210
Ketoprofen 233
Kyselina salicylova 303

Priprava Standardnych roztokov

Bol pripraveny roztok kazdej aktivnej latky o koncentracii 20 mg-1™" rozpustenim 1 mg
aktivnej latky v 50 ml 0,15M roztoku chloridu sodného (roztok A). Dalej bol pripraveny
vodny roztok Lignohumatu o koncentracii 100 mg-1™ rozpustenim 5 mg praskového
Lignohumatu v 50 ml deionizovanej vody (roztok B). Vysledny $tandardny roztok, 0 znamej
koncentracii aktivnej latky, bol pripraveny z roztokov A aB v pomere 1:9. Boli overené
retenéné &asy jednotlivych aktivnych latok pri zvolenych vinovych dizkach detekcie.

Kalibracna rada

Pre kvantifikaciu uvolneného diklofenaku sodného, ketoprofenu a kyseliny salicylovej
z gélovych matric, boli pripravené kalibracné roztoky. Tieto kalibracné roztoky terapeuticky
a kozmeticky pdsobiacich aktivnych latok boli pripravené v 0,15M roztoku chloridu sodného
(prijimaci roztok v difuznej cele) o koncentraciach: 0,5; 1; 5; 10; 50 mg-1™". Boli odgitané
hodnoty ploch pikov, ktoré odpovedali retenénym c¢asom a charakteristickym vinovym
dizkam jednotlivych aktivnych latok. Nasledne bola vynesena zavislost ploch pikov na
koncentracii prislusného kalibra¢ného roztoku v programe MS Excel. Rovnice linearnych
regresii boli pouzité pre d’alSie vypocty.
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6 DISKUSIA A VYSLEDKY

6.1 Diftizne experimenty

Realizacia sérii difuznych experimentov bola hlavnym predpokladom pre vytvorenie
vhodného experimentalneho modelu pre transdermalny transport aktivnych latok z gélovych
matric. Pre tieto UcCely bola pouzita vertikalna diftizna cela, ktora sa bezne vyuziva pre
Stadium transportu ucinnych latok z réznych liekovych foriem. Pred samotnym meranim
realnych vzoriek bolo potrebné optimalizovat’ jednotlivé pracovné tikony tak, aby bol difuzny
experiment realizovany spravne.

6.1.1 Optimalizacia metédy

Pocas skusobnych difiznych experimentov sme narazili na nedostatky pri praci s Franzovou
difuznou celou, ktoré bolo potrebné odstranit’. Jednotlivé optimalizaéné kroky st popisané
Vv nasledujucich odstavcoch.

Pri aplikacii gélovej vzorky na synteticku aj kozni membranu bolo potrebné gél dokonale
rozprestriet’ na cely povrch membrany tak, aby nevznikali vzduchové bubliny medzi gélovou
vzorkou a membranou. Pritomnost’ vzduchovych bublin by spdsobila mensiu efektivnu
plochu prestupu aktivnej latky a zaroveil by nebola tato plocha rovnaka pre jednotlivé
experimenty.

0,15M roztok chloridu sodného bol zvoleny ako prijimaci roztok v difuznej cele nielen
z dovodu simulécie fyziologickych podmienok, ale taktiez z dovodu regulacie osmotického
tlaku na strandch membrany. Prijimaci roztok s touto iénovou silou zabezpecil kontinudlne
uvolniovanie aktivnych latok z gélovych matric a potlacil tendenciu gélovych vzoriek nasavat
si tekutinu z receptorového priestoru diftznej cely.

Dalsim zistenim bolo, Ze odbery vzoriek prijimacieho roztoku s uvolnenymi aktivnymi
latkami, ktoré boli d’alej analyzované, bolo potrebné realizovat’ pomocou dlhych tenkych
ithiel. Jedine pomocou dlhych tenkych ihiel bolo mozné dosiahnut vnutorny priestor
prijimacej komory difuznej cely. Uvolnené ucinné latky neboli homogénne rozptylené
Vv priestore davkovacieho otvoru aj napriek tomu, ze bol prijimaci roztok nepretrzite
premieSavany, ¢o sme pozorovali aj na sfarbeni roztokov v tychto dvoch priestoroch. A prave
z tohto dévodu bolo potrebné dosiahnut’ vnutorny priestor prijimacej komory, kde boli
uvolnené latky rozptylené homogénne. Je nutné dodat’, Zze samotné odoberanie bolo mozné
realizovat’ len po vySku davkovacieho otvoru. V pripade, Ze by bola tato vzdialenost
prekrocena, doslo by opat k tvorbe bublin v prijimacej komore diftiznej cely.

Po spektrofotometrickej analyze odobranej vzorky bolo potrebné tito vzorku vratit
naspat’ do difiznej cely, za Gcelom udrzania kon$tantného objemu v cele. Spdtna injekcia
vzorku do difuznej cely nebola realizovand takym istym sposobom ako odber vzorky,
nakol’ko mohli pri takomto postupe opéat’ vzniknut' bubliny v prijimacej komore Franzovej
cely. Vzorka bola injektovana do difuznej cely tak, aby ihla smerovala len do davkovacieho
otvoru aaby nezasiahla vnitorny priestor prijimacej komory. Kontakt medzi darovacou
a prijimacou komorou by mal byt zachovany bez tvorby bublin tak, aby uvolfiovacie procesy
prebehli v ¢o mozno najvécsej intenzite a spravne.
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Jednotlivé optimalizacné kroky sluzili k vytvoreniu univerzdlneho postupu, podla
ktorého boli d’alej realizované vsSetky difuzne experimenty s pouzitim Franzovej difuznej
cely.

1 — davkovaci otvor

2 — komora s donorom

3 — membrana

4 — vystupny otvor pre vodu
5 — vstupny otvor pre vodu
6 — komora s akceptorom

7 — magnetické mieSadlo

-
Obrazok 17 Difuizna cela vo vertikalnom usporiadani (diameter 25 mm), s koznou
membranou.

6.2 KoZna membrana

Velkd pozornost’ bola venovana prave priprave membran z prasacich uSnic aich pouzitiu
v suvislosti s difiznymi experimentmi. Na zaklade poznatkov z literarnej reSerSe (napr. [26,
36]) bol pre simulaciu transdermalneho transportu pouzity prave tento kozny model.

Pred samotnym pouzitim prasacich membran bolo potrebné narezat’ prasacie usnice tak,
aby bolo odstranené podkozné tukové vizivo a aby ostala vrstva epidermis neporusena. Prave
najvrchnejsia vrstva epidermis, Stratum corneum, bola pre simuldciu transdermalneho
transportu principialna, preto jej kvalita a stav boli pri vybere koznej membrany rozhodujice.
KoZznd membrana nesmela byt na Ziadnom mieste poruSend a pred kazdym pouzitim
membrany bol skontrolovany jej vzhlad. Daliou nemenej dblezitou podmienkou bola
poziadavka na jednotnt hrabku koznej membrany v kazdom jej mieste. Odporuca sa, aby mali
tkaniva v idealnom pripade jednotnt hrabku z toho dovodu, aby boli experimenty realizované
s vysokou mierou presnosti. Pri priprave koznych membran, pre Gcely tejto prace, boli pouzité
chirurgické skalpely a usnice boli narezavané ru¢ne. Kozné membrany sa mdzu pripravovat
nielen pomocou chirurgického skalpela, ale aj pomocou $pecialnych nastrojov (Obrazok 11).

V zaliatkoch préce s prasacimi uSnicami bolo potrebné osvojit’ si spdsob narezavania
usnic a overit’ priepustnost’ pripravenych koznych membran. USnice z prasat’a boli narezdvané
tak, aby bolo ¢o mozno najdokonalejSie odstranené podkozné tukové vidzivo a aby neboli
membrany ani prili§ hrubé, ani prili§ tenké. V pripade, Ze nebolo poriadne odstranené
podkozné tukové vizivo, nedochadzalo k difuizii latok skrz takito membranu, pretoZe bola
priliS hruba. Naopak, ak bola koznd membrdna prili§ tenkd, dochadzalo pri davkovani
prijimacieho roztoku k jeho pretekaniu von z diftznej cely. Hranica medzi podkoznym
tukovym vézivom a zaCiatkom dermis s epidermis nebola prilis viditeI'na, a preto bolo d’alsim
cielom narezat’ kozné membrany bez porusenia epidermis. V niekol’kych pripadoch bol stav
narezavanej koze overeny pomocou optického mikroskopu. Priepustnost’ ru¢ne narezanych
koznych membran bola overena realizovanim skuSobnych difiznych pokusov pre
uvol'novanie Lignohumatu z l'ubovolnej gélovej matrice.
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Cerstvé narezané kozné membrany bolo potrebné vyuzit' v difiznych experimentoch ¢o
najskor, nakolko sa jednalo o biologicky material, ktory sa postupom c¢asu rozkladal.
V pripade, Ze boli narezané membrany uchovavané v hlinikovej folii pri teplote -30°C, bolo
mozné ich vyuzit’ pre tieto ucely aj neskor. V zamrazenom stave nepodliehali narezané kozné
tkaniva ziadnej skaze.

Popri koznych membranach, ktoré boli stfastou simulacie experimentalneho modelu
transdermalneho transportu aktivnych latok z hydrogélovych matric, boli v difuznych
experimentoch vyuzité aj syntetické membrany s velkostou pérov 0,23 pum. Syntetické
membrany boli referenénymi membranami ku membranam biologického pdévodu. Kozné
membrany boli nasadzované medzi darovaciu a prijimaciu komoru difaznej cely, identicky
ako pri membrane syntetickej. Pri napliani prijimacej komory 0,15M roztokom chloridu
sodného dochadzalo Vv pociatkoch Gasto k pretekaniu tohto roztoku von z Franzovej cely, ¢o
mohlo byt pravdepodobne sposobené nehomogenitou rucne narezavanej koznej membrany.
Manipulacia s koznou membranou si preto vyziadala niekol’ko opatreni, ktoré pomohli pri
rieSeni problémov s pretekanim prijimacieho roztoku pri jeho davkovani. Bolo potrebné
dostatocne namazat zabrus inertnou silikonovou pastou a poriadne pritlacit’ membranu na
komoru difiznej cely. Casom bola osvojena technika narezdvania prasacich usnic a tento
nedostatok bol odstraneny.

Koznd membrana bola pred nasadenim na Franzovu difuznu celu upravena tak, aby
tvarovo priblizne odpovedala vel'kosti otvoru so zabrusom. Kozna membrana bola v Casti, kde
nebola pokryta gélovou vzorkou, na vzduchu vysuSend. Vystsanie bolo pravdepodobne
sposobené stratou ceramidov v Stratum corneum epidermis, ¢o spdsobilo dehydrataciu
membrany. Tato skuto¢nost’ nijako neovplyvnila priebeh difuznych experimentov, pretoze
sty¢nd plocha medzi gélom a prijimacim roztokom nebola vysuSena, ¢o bolo, pri kazdom
experimente, vizudlne overené.

6.3  Metody charakterizacie koZznych membran, uvol’iiovania aktivnych latok
a Lignohumatu

6.3.1 Charakterizicia koZznych membran

Narezané usnice, ktoré boli pouzité v difiznych experimentoch ako koZzné membrany, boli
charakterizované prostrednictvom optického mikroskopu a elektronového skenovacieho
mikroskopu. Hrubka ru¢ne narezanych koznych membran bola zmerana ru¢ne pomocou
mikrometra.

Skenovaci elektronovy mikroskop

Hlavnou motivaciou pre charakterizaciu prasacich koznych tkaniv pomocou elektronového
skenovacieho mikroskopu bola moznost' detailne pozorovat' povrchy tychto biologickych
materidlov vo vysokom rozliSeni. Prostrednictvom skenovacieho elektronového mikroskopu
boli vyhotovené snimky tkanivovych preparatov, ktoré neboli pred touto charakterizaciou
pouzité v Ziadnom experimente. Biologické membrany, ktoré boli prichystané pre tieto ucely,
boli zdmerne pripravované aj z vrchnej strany, aj zo spodnej strany usnice, Z toho dovodu, aby
bolo mozné porovnavat’ potencialne rozdiely v ich povrchovej Struktire. Zaroveil mala tato
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inStrumentalna metdda ukazat’ odliSnosti v Struktire povrchu membran, zo strany rezu a zo
strany epidermis.

Obrazok 18 Snimky prasacieho kozného tkaniva zo SEM. Struktiira membrany zo spodnej
strany usnice zo strany epidermis (vlavo), 100-ndsobné zviicsenie, mierka 100 um. Struktiira
membrdny z vrchnej strany usnice zo strany epidermis (vpravo), 250-ndsobné zvdcsenie,
mierka 100 um.

Obrazok 19 Snimka prasacieho kozného tkaniva zo SEM. Prierez koZnej membrdany, 200-
nasobné zvicsenie, mierka 100 um.

Povrchova Struktira membran sa vyrazne nelisila, s ohladom na stranu usSnice, z ktorej
boli kozné vzorky pripravované (Obrazok 18). Kozny preparat zo spodnej strany usnice z0
strany epidermis mal relativne hladky povrch s dobre pozorovatelnymi koznymi pdormi
(Obrazok 18 — vlavo). Snimky ukazali, Ze najvrchnejSia vrstva epidermis, Stratum corneum,
bola kompaktnd a nebola nijak porusena. V okoli koznych poérov mézeme pozorovat
pritomnost’ d’alSich koznych utvarov. Predpokladame, ze sa jedna o odumreté, odlupujtce sa
bunky rohovej vrstvy epidermis, keratinocyty, ktoré st typické pre Stratum corneum.
Prostrednictvom SEM sme mohli tlito vrstvu prasacej koze pozorovat’ vo vel'mi dobrej kvalite
a mohli sme si overit’ stav najvrchnejSej vrstvy epidermis. Z tychto zaverov vyplyva, Ze aj
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spodnd strana prasacej uSnice, aj vrchnd strana, je z hladiska kompaktnosti povrchu
epidermis, vhodnou vol'bou pre pripravu koznych membran pre difizne experimenty.

Pripadné povrchové nerovnosti alebo nedostatky v Struktre ucha by mohli byt
charakteristické len pre dany konkrétny typ prasacieho ucha, ktory bol skimany pomocou
SEM. Sprostredkované prasacie usSnice boli navzajom odlisné, a preto je zrejmé, ze kazda
kozna membrana bola svojim sposobom unikat.

Na detaile prierezu tkaniva z prasacicho ucha (Obrazok 19) méZeme pozorovat’ jasne
vymedzent hranicu medzi epidermis a vrstvou koze po reze. Tato hranica nie je hladka
a nerovnomernosti su pravdepodobne ddsledkom ru¢ného narezavania prasacich uSnic. Na
strane po reze sa pravdepodobne objavuju pozostatky tukovych buniek a vdzivovych vlaken
podkozného tukového vidziva. Tato snimka nam dava predstavu o charaktere povrchu koznej
membrany zo strany rezu a 0 kvalite prevedenia manuélneho chirurgického rezu.

Obrazok 20 Snimky prasacieho kozného tkaniva zo SEM. Struktira kozného péru spodnej
usnice zo strany epidermis (vlavo), 900-ndsobné zviicSenie, mierka 20 um. Struktiira kozného
poru vrchnej usnice zo strany rezu (vpravo), 900-ndasobné zvicSenie, mierka 20um.

KozZné pory, ktoré boli nasnimané z rdznych stradn usnice, neukazuji vyrazné rozdiely vo
svojich povrchovych Strukturach (Obrazok 20). V okoli kozného péru zo strany epidermis
mdzeme pozorovat vyskyt odumretych zrohovatenych buniek Stratum corneum av okoli
péru zo strany rezu modzeme pozorovat’ zhluk pravdepodobne tukovych buniek. Inak nie je
Struktara koznych porov ni¢im zvlastna.
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Obrazok 21 Snimky prasacieho kozného tkaniva zo SEM. Struktira membrany zo spodnej
strany u$nice zo strany rezu (viavo), 300-ndsobné zvicsenie, mierka 100 um. Struktira

membrdny z vrchnej strany uSnice zo strany rezu (vpravo), 80-ndsobné zvdicsenie, mierka
200 um.

Na snimkach koznych membran po reze mozeme vidiet' pozostatky vdzivovych tkaniv,
ktoré su, spolu stukovymi bunkami, hlavnou sucastou podkozného tukového véziva
(Obrazok 21). Struktdara povrchu membrany sa opit’ vyrazne neli§i. Na snimke koZného
tkaniva zo spodnej prasacej usnice, z0 Strany rezu, mdzeme pozorovat priblizeny kozny por,
ktorého Struktira ma rysy podobné koznému poru epidermis (Obrazok 21 — vlavo).

Zhotovené snimky vybranych koznych preparatov prostrednictvom SEM priblizili
charakter povrchu koznych tkaniv. Pomocou tejto inStrumentalnej metddy boli preukézané
Struktarne rozdiely medzi povrchom epidermis a povrchom vrstvy rezu. Tieto rozdiely su
zaroven znakom, Ze jednotlivé vrstvy koze prasata su usporiadané priblizne rovnako ako
vrstvy koze cloveka. Charakterizacia koZznych membran pomocou SEM preukazala, Ze
prasacie usnice su vhodnym koZznym modelom pre experimentalnu simuléciu transdermalneho
transportu aktivnych latok z gélovych matric.

Opticky mikroskop

Pre uUplnu charakterizaciu koznych membran bolo v Umysle pouZit opticky mikroskop.
Vzhladom na hrabku niektorych koznych preparatov nebola tato charakterizacia prili$
uspes$na. Vicsina pripravenych koznych membran nebola dostato¢ne tenka a intenzita
presvietenia nebola dostacujica na to, aby sme boli schopni nieco detailne pozorovat. Na
vzorovej snimke (Obrazok 22) mézeme vidiet' kozny preparat po difiznom experimente, kde
bola pouzita gélova vzorka sobsahom Lignohumatu. Lignohumat zafarbil tato koznu
membranu do hneda, o mézeme vidiet’ aj na snimke. Jedna sa o vyrez kozného tkaniva zo
strany epidermis, kde mozeme pozorovat’ odlupujuce sa bunky Keratinocytov. Tato metoda
nebola vhodna pre podrobnu charakterizaciu koznych membrén.
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Obrazok 22 Snimka z optického mikroskopu. KozZna membrdana zo strany epidermis po
difuznom experimente, 10-nasobné zvicsenie.

Stanovenie hrubky koZnych membran
Poslednou zlozkou komplexnej charakterizacie koznych membran bolo uréenie ich hriubky.
Meranim tejto vlastnosti membran sme chceli overit’ jednotnost’ hrubky ru¢ne narezanych
koznych tkaniv, nakolko sme predpokladali, ze hribka membran by mohla ovplyvnit
intenzitu prestupu jednotlivych latok do prijimacieho roztoku. Planovanou inStrumentalnou
metodou charakterizacie hriibky narezanych kozi bola profilometria, ktora by nam pomohla
posudit’ kozny reliéf a topografiu membran. Narezané kozné membrany neboli pre tieto ucely
dostato¢ne tenké, mohlo dojst’ k poskodeniu hrotu pristroja, a preto nebol tento experiment
realizovany.

Pre stanovenie hrubky membran bol pouZzity ruény mikrometer. Bolo pripravenych vzdy
5 vzoriek narezanych Cerstvych tkaniv a 5 vzoriek vysuSenych tkaniv. Kazda kozna vzorka
bola premeriavana na desiatich rozdielnych miestach a nasledne bola stanovena priemerna
hodnota hrabky cerstvych aj usuSenych koznych membran.

Tabulka 7 Hodnoty hribok cerstvych koznych tkaniv

Vzorka 1 Vzorka 2 Vzorka 3 Vzorka 4 Vzorka 5

Meranie ¢. [um] [um] [um] [um] [um]
1 720 710 960 750 1050

2 670 600 980 670 1110

3 1030 650 540 690 1060

4 1400 630 1000 960 1070

5 660 610 1280 520 1140

6 670 590 1220 650 1100

7 650 550 1070 620 1110

8 860 600 1110 710 1040

9 630 620 1010 690 1010

10 710 600 930 590 1090
priemer 800 616 1010 685 1078
smerodajnd |54 47 40,05 190,11 110,66 37,09

odchylka
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Z nameranych hodndét mézeme pozorovat, ze hrabky jednotlivych koznych vzoriek sa
navzajom lisili (Tabul'ka 7). Taktiez sa li$ili aj hodnoty hriibok v ramci jednej vzorky. Vsetky
kozné membrany boli pripravované rovnakym spdsobom, no aj napriek tomu sa hodnoty
hrabok na jednotlivych miestach tkaniva nezhodovali. Tieto rozdiely mohli byt
pravdepodobne doésledkom rozne velkych pozostatkov podkozného tukového vidziva na
pripravenych koznych vzorkach. Z tychto zisteni vyplyva, Ze pomocou manualnej pripravy
koznych membran nebolo mozné vytvorit membrany s jednotnou hribkou. Priemerna
hodnota hriibky Cerstvej koznej membrany bola stanovena na (837,804 230,77) um.

Tabulka 8 Hodnoty hrubok ususenych koznych membran

Vzorka 1 Vzorka 2 Vzorka 3 Vzorka 4 Vzorka 5
Meranie ¢. [nm] [nm] [nm] [um] [um]
1 800 740 780 700 860
2 750 960 620 680 790
3 700 1000 760 900 810
4 890 980 890 730 760
5 750 960 740 790 850
6 820 950 920 690 720
7 760 780 890 830 690
8 790 770 750 760 800
9 810 710 690 680 720
10 860 760 760 920 830
priemer 793 861 780 768 783
smerodajnd 53,30 111,13 89,39 85,18 55,51
odchylka

Hodnoty hrubok vysusenych koznych membran neboli az tak rozdielne, ako to bolo
Vv pripade Cerstvych koznych membran (Tabulka 8). Je ddlezité poznamenat’, Ze sa nejednalo
0 vysuSené¢ vzorky povodne Cerstvych membran, ktoré boli charakterizované v Tabulke 7,
boli to odlisné vzorky. Mensie rozdiely medzi priemermi hodndt hrubok jednotlivych
koznych membran mohli byt pravdepodobne sposobené uplnou dehydraticiou tukovych
buniek podkozného tukového viziva. Predpokladame, ze hrubka vrstiev epidermis a dermis
bola vo vsetkych pripadoch podobnd, ale hribka orezdvaného podkozného tukového viziva sa
pre jednotlivé kozné vzorky liSila. Po dehydratacii podkozného tukového viziva, tym padom,
zostala uz len vrstva epidermis s dermis, ktora je podl'a predpokladu priblizne rovnako hruba
pre vSetky merané vysusené membrany. Hrubka vysuSenych koznych membran bola merané
len pre Ucely charakterizacie koznych membran. Priemernd hodnota hribky vysusenej kozne;j
membrany bola stanovena na (797,00 £ 88,37) um.

6.3.2 UV-VIS spektrofotometria — optimalizacia metody

Prvotnym zdmerom pre pouzitie tejto spektralnej metédy bola kvantitativna charakterizacia
uvol'nenych farmaceuticky a kozmeticky posobiacich aktivnych latok. Bola realizovana séria
difiznych experimentov, kde boli pouzité gélové matrice s réznymi druhmi disperzného
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prostredia. Nasim ciel'om bolo zistit’, ¢i sa budu z tychto gélovych matric uvolnovat’ skrz oba
typy membréan, popri Lignohuméte, aj prisluiné aktivne latky. DalSou perspektivou bolo, Ze
Vv pripade, ze sa budu G¢inné latky uvolnovat’, budeme kvantifikovat’ ich mnozstvo pomocou
UV-VIS spektrofotometrie, rovnako ako budeme charakterizovat mnozstvo uvolnené¢ho
Lignohumatu draselného. Na zaklade spektrofotometrickych merani sa preukazalo, ze sa
uvolnuju aj aktivne latky, aj Lignohumat draselny, skrz synteticku aj koznii membranu. Po
spracovani absorpénych spektier bolo avSak zistené, ze nie sme schopni ur¢it’ charakter
uvolnovania aktivnych latok, po viac ako 4 hodinach trvania experimentu, zo zavislosti
absorbancie na vlnovej dizke, nakolko sa su¢asne uvolioval z huminovych gélovych matric
aj Lignohumat draselny, ktory vo vacSine pripadoch prekryl signal prislu$nej aktivnej latky
V absorpnom spektre (Obrazok 23). Na Obrazku 23 modzeme d’alej vidiet porovnanie
absorpénych spektier 4 konkrétnych gélovych vzoriek po 24 hodindch trvania difizneho
experimentu. Z jednoduchého absorpéného spektra sme boli schopni priblizne posudit’ ako
ovplyvnila, napriklad, pritomnost’ farmakologicky aktivnej latky uvolfiovanie Lignohumatu
alebo aky vplyv mala na uvolfiovanie huminovej latky volba membrany. Z takto
pripravenych absorpcnych spektier boli nésledne od¢itané hodnoty absorbancie Lignohuméatu
draselného pri vlnovej dizke 465 nm a tieto data boli d’alej spracované.
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Obrazok 23 Ukdzka: Zavislost absorbancie na vinovej ditke, po 24 hodindch trvania
experimentu. Vzorka 2% Polygel CB+1% LH; bez ketoprofenu/ s ketoprofenom, synteticka
membrana/ kozna membrana.

V pripade pouZitej koZznej membrany bola vo vicSine absorpénych spektier preukazana,
okrem monotonneho priebehu absorpéného spektra, aj pritomnost’ d’alSieho signalu v okoli
414 nm. Podla [68] by sa mohlo jednat o absorbanciu oxyhemoglobinu, ktory sa
pravdepodobne dostal do prijimacieho roztoku, po styku koznej membrany s 0,15M roztokom
chloridu sodného. Zaroven sme predpokladali, Ze pritomnost’ oxyhemoglobinu neovplyvnila
ani uvolnovanie aktivnych latok, ani uvol'flovanie Lignohumétu z gélovych matric.

Pomocou zavislosti absorbancie na vinovej dizke jednotlivych aktivnych latok bolo
mozné porovnat’ iba vplyv membrany na uvolfiovanie tychto u¢innych substancii z gélovych
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matric, ktorych disperzné prostredie bolo tvorené vodou. Vo vSeobecnosti bolo preukéazané,
ze aktivne latky prestupuji aj skrz membranu synteticki, aj skrz membranu koznu.
Zaujimavostou bolo, ze aktivne latky prestupovali intenzivnejsie skrz kozni membranu, po
prvych $tyroch hodiniach pozorovania difuzneho experimentu (Obrazok 24). Dalej bolo
zistené, ze dochadza, v porovnani s koznou membranou, po viac ako 4 hodinach trvania
experimentu, K intenzivnejSiemu uvolfiovaniu Uéinnych latok skrz membranu synteticka.
EfektivnejSie uvolnovanie aktivnych latok skrz kozni membranu, v zaciatkoch difuzneho
procesu, mohlo byt pravdepodobne dosledkom takych interakcii aktivnych latok s vrstvami
membrany, ktoré ucinné latky nezadrziavali v Struktare tejto biologickej membrany
a umoznili jej prestup. Postupom ¢asu mohlo dochadzat’ pravdepodobne k akumulacii d’alSich
zloziek gélu vo vrstvach koznej membrany, ktoré potlacili uvolnenie aktivnych Ilatok
z gélovych vzoriek do prijimacieho roztoku vo Franzovej difuznej cele.

Prostrednictvom vystupov zo spektrofotometrickych merani bolo preukazané, ze je
mozné popisat uvolfiovanie Lignohumatu z gélovych matric, ale zaroven sme dospeli k
zaveru, ze tato metdda nebola vhodnd pre charakterizaciu a kvantitativnu evaluaciu
uvolnenych aktivnych latok, z dovodov, ktoré boli objasnené v predchadzajucich riadkoch.
Na zéklade ziskanych vysledkov nebolo mozné vybrat’ a aplikovat’ difizny model, ktory by
popisoval molekuldrny transport skrz rozne bariéry, a charakter difiznych podmienok vo
vertikdlnej Franzovej cele (model ustalenej vs. neustalenej difuzie).
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Obrazok 24 Zavislost absorbancie na vinovej dizke; porovnanie vplyvu membriny na
uvoltiovanie ketoprofenu z gélovej matrice: 2% Polygel CB+voda.

6.3.3 Metédy Studia uvol'iovania Lignohumatu draselného

Lignohumat draselny tvoril disperzné prostredie hydrogélovych vzoriek a jeho uvolfiovanie
Z jednotlivych gélovych matric bolo skumané pomocou UV-VIS spektrofotometrie.
Huminové latky su schopné absorbovat’ svetelné Ziarenie v celom rozsahu vlnovych dizok
UV-VIS oblasti, z ¢oho vyplyva, ze UV-VIS spektrofotometria je univerzalnou metédou pre
charakterizdciu huminovych latok, ateda zaroven aj Lignohumatu draselného v difiznych
experimentoch. V tejto kapitole bol popisany vplyv: zahustujicej latky; aktivnej latky;
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charakteru membrany a pouzitych zasobnych roztokov Lignohumatu pri priprave gélovych
matric, na uvolfiovacie procesy Lignohumatu draselného z hydrogélovych vzoriek.

Nasledujuce riadky popisuju vyuzitie matematickych postupov pre spracovanie dat zo
spektrofotometrickych merani. Obdobnym sposobom boli spracované data pre vSetky gélové
vzorky s obsahom Lignohumétu. Boli odéitané hodnoty absorbancie pri vinovej dizke 465 nm
pre kazdu vzorku, odobrani v preddefinovanom case, prijimacieho roztoku s uvolnenym
Lignohumatom. VInova dizka 465 nm bola zvolena z toho dovodu, Ze je jednou z bezne
vyuzivanych vlnovych dizok pri charakterizacii huminovych latok (napr. [71]). Pomocou
rovnice linedrnej regresie kalibracnej krivky Lignohumdtu draselného boli nésledne
vypocitané koncentracie uvolnenej huminovej latky v Case, pre gélové matrice S obsahom
Lignohumatu. VSetky difizne experimenty boli realizované vzdy dvakrat a mnozstvo
Lignohumatu bolo stanovené s odchylkou od skutoénej hodnoty v rozmedzi 0,84-7,23 %. Je
teda mozné konStatovat’, ze vlastny difizny experiment bol reprodukovatelny a Vv systéme
skimaného v Case, dochadzalo knarastu koncentrdcie uvoliiovaného Lignohumatu
draselného.

Vplyv membrdiny a zahust'ujiicej latky na uvol’iiovanie Lignohumdtu
Pre tvorbu hydrogélovych matric boli pouzité dve zahust'ujice latky: synteticky Polygel CB
a prirodny Xanthan. Jednym zcielov difiznych experimentov bolo porovnat, akym
sposobom ovplyviluje typ zahustujucej latky acharakter membrany uvolfiovanie
Lignohumatu z pripravenych gélovych matric. Pre posudenie vplyvu zahustujucej latky boli
pre tento difizny experiment vybrané nasledujtice gélové vzorky:

e 2% Polygel CB+1% roztok Lignohumatu

e 4% Polygel CB+5% roztok Lignohumatu

e 5% Xanthan+1% roztok Lignohumatu

e 5% Xanthan+5% roztok Lignohumatu
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Obrazok 25 Zavislost koncentrdcie na case odberov. Vzorka 2% Polygel CB+1% LH.
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Obrazok 26 Zavislost koncentrdcie na case odberov. Vzorka 5% Xanthan+1% LH.

Transport molekul v roztoku alebo molekularny transport skrz membranu sa beZne
definuje pomocou difuznych tokov. Koncentracia uvolnenej latky v prijimacom roztoku je
jednou z veli¢in, ktoré uzko suvisia s charakterom difuznych procesov, hodnotami
akumulovanych difiznych tokov aaj difuznymi koeficientmi, apreto bola klicom pre
spracovanie uvolnovacich charakteristik huminove;j latky.

Zo zavislosti koncentracie na ¢ase odberov mozeme vidiet', Ze koncentracia Lignohumatu
S ¢asom rastie (Obrazok 25 a 26). Z tychto zavislosti zdanlivo nespravne vyplyva, ze v Case
t=0, uz bolo vprijimacom roztoku difuznej komory pritomné nejaké mnozstvo
Lignohumatu. Aplikacia konkrétneho difizneho modelu (ustalend vs. neustalena diftzia) by
bola mozna jedine za predpokladu, Ze by trendovéd spojnica pretinala osu y V zadpornych
hodnotach. Pre vsSetky naSe zavislosti koncentracie na Case avSak platilo, ze ak by sme
predizili trendovi spojnicu tak, aby pretinala osu Y, preukézali by sme, Ze trendové spojnica
pretina osu Yy V kladnych hodnotidch. Z tychto zaverov teda vyplyva, Ze nebolo mozné
aplikovat’ konkrétny difizny model na experimenty tohto charakteru. Z vyssie spominanych
dovodov by bolo, do budicna, vhodnejSie pozorovat uvolfiovanie Lignohumadtu Vv kratSich
casovych intervaloch, minimdalne v zaciatkoch. Na zaklade stanovenych koncentracii, ktoré
boli uréené z hodnoty smernice rovnice linearnej regresie kalibra¢nej krivky Lignohumatu,
u vzoriek pripravenych zo zahust'ujacich latok Polygelu CB a Xanthanu a 1% (hm.) roztoku
Lignohumatu, méZeme pozorovat’ rozdiely vV uvol'fiovani Lignohumatu draselného s ohl'adom
na typ pouzite] membrany, ale aj na typ zahustujicej latky. Uvolniovanie Lignohumatu
z gélovych matric Polygelu CB bolo intenzivnejSie v pripade pouZitej syntetickej membrany
(Obrazok 25). Slabsie uvoltovanie Lignohumatu skrz biologicki membranu mohlo byt
sposobené obmedzenou priepustnostou koznej membrany alebo aj dlh§im zadrziavanim
Lignohumatu vo vrstvach kozného tkaniva. Naopak, prestup Lignohumatu z gélovych matric
Xanthanu bol intenzivnej$i v pripade pouzitej koznej membrany (Obrazok 26). Tento
rastlinny polysacharid mohol pravdepodobne interagovat’ s bunkami rohovej vrstvy
epidermis, atym umoznil lepsi prestup Lignohumatu do prijimacieho roztoku. Hodnoty
koncentracii a smernice rovnic linedrnych regresii nie si vyznamne odli$né, z coho je mozné
usudzovat, ze rozdiely v rychlosti uvolfiovania Lignohumatu, v neskorSom $tadiu difuznych
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experimentov, st minimalne. Ddlezitym prinosom tychto experimentov bolo zistenie, Ze
Lignohumat draselny prechadza z vytvorenych gélov, cez kozné tkanivo, az do prijimacieho
roztoku difuznej cely.
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Obrazok 27 Zavislost koncentracie na case odberov. Vzorka 4% Polygel CB+5% LH.
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Obrézok 28 Zavislost koncentrdcie na case odberov. VVzorka 5% Xanthan+5% LH.

Uz na prvy pohl'ad sa hodnoty koncentracii a smernic na Obrazku 27 a 28, u syntetickych
membran, liSia od hodndt smernic linedrnych zavislosti na Obrazku 25 a 26. Tieto rozdiely st
pravdepodobne spdsobené¢ pouzitim rozne koncentrovanych zasobnych roztokov
Lignohumatu pri tvorbe gélovych matric. Podl'a o¢akavani bolo preukazané, ze intenzivnejsi
prestup Lignohumdatu do prijimacieho roztoku bol z gélovych vzoriek pripravenych z 5%
roztoku Lignohumatu. Taktiez je zjavné, ze prestup Lignohumatu bol efektivnejsi cez
synteticki membranu, a to v pripade vzoriek z Polygelu CB a aj v pripade vzoriek z Xanthanu
(Obréazok 27 a 28). Priepustnost’ koznej membrany bola Vv pripade vzorky 5% Xanthan+5%
LH prekvapivo mensia ako v pripade vzorky 5% Xanthan+1% LH.
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Bolo experimentalne preukazané, ze Lignohumat je schopny prestupit kozné tkanivo.
Z tychto zisteni vyplyva, ze Lignohumat sa uvolniuje zo vsetkych pripravenych gélovych
matric a prechadza cez oba typy vybranych membran do prijimacieho roztoku.

Vplyv aktivnej latky na uvol’riovanie Lignohumdtu

Pri priprave huminovych hydrogélov boli vyuzité farmaceuticky pdsobiace aktivne latky.
Latky s farmakologickym u¢inkom boli diklofenak sodny a ketoprofen, akozmeticky
pouzitelna latka bola kyselina salicylova. Priprava gélovych vzoriek s aktivnymi latkami bola
popisana v kapitole 5.6.2. Predpokladali sme, ze pritomnost” aktivnych latok v huminovych
hydrogéloch moze ovplyvnit uvolfiovanie Lignohumatu draselného =z tychto matric.
Uvolneny Lignohumat bol aj vtomto pripade charakterizovany pomocou UV-VIS
spektrofotometrie.

Podl'a predpokladu, ziskané vysledky preukdzali, Ze uvolnovanie Lignohumaétu je
ovplyvnené pritomnostou aktivnych latok v gélovych matriciach. VSeobecne plati, Ze
uvolnovanie Lignohumatu draseln¢ho je intenzivnejSie z gélovych vzoriek bez ucinnych
latok. Uginné latky chemicky interaguju s Lignohumatom draselnym a vysledkom tychto
interakcii je pravdepodobne zadrziavanie Lignohumatu v gélovych vzorkach. Domnievame
sa, ze diklofenak sodny interagoval s Lignohumatom draselnym najmenej intenzivne
a pozitivne ovplyvnil jeho uvolfiovanie zo vSetkych skiimanych gélovych matric, do
prijimacicho roztoku. Ketoprofen pravdepodobne reagoval s Lignohumatom draselnym,
a Vv porovnani s gélovymi vzorkami bez aktivnych latok, nepodporil uvolfiovanie tejto
huminovej latky. Pritomnost’ Kkyseliny salicylovej, v gélovych vzorkach s obsahom
Lignohumatu, negativne ovplyvnila jeho uvolfiovanie. Prestup Lignohumatu draselného bol,
aj v tomto pripade, intenzivnejsi z gélovych matric bez tejto ucinnej latky. Obrazky 29 a 30
reprezentovali zavislosti konkrétnych gélovych vzoriek, ktoré mali dotvorit’ celkovu
predstavu 0 uvolnovani Lignohumatu z gélovych matric s a bez G¢innej latky, skrz oba typy
membran.
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Obrazok 29 Porovnanie 2% Polygel CB+1% LH po 48 hodindch trvania experimentu; s/bez
ketoprofenu; syntetickda membrdna.
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Obrazok 30 Porovnanie 2% Polygel CB+1% LH po 48 hodindch trvania experimentu; slbez
ketoprofenu; koZnda membradna.

Gélové vzorky s aktivnymi latkami, ktoré boli pripravené zo 4% Polygelu CB a 5%
zasobného roztoku Lignohumatu a 5% Xanthanu, preukazali rovnaky charakter uvolfiovania
Lignohumatu draselného ako gélové vzorky pripravené z 1% zasobného roztoku
Lignohumatu. Diklofenak opéat’ podporil uvolfiovanie, pritomnost’ ketoprofenu a kyseliny
salicylovej negativne ovplyvnila uvolfiovanie tejto huminove;j latky. Grafické zavislosti, ktoré
reprezentuju tieto gélové matrice su sucastou Prilohy 6.

MoézZeme pozorovat’ aj rozdiely v prestupe Lignohumatu skrz odlisné typy membran. Bolo
preukazané, ze prestup Lignohumatu bol vo vSeobecnosti intenzivnejsi v pripade pouZitej
syntetickej membrany, ¢o dokazuji aj hodnoty koncentracii Lignohumatu v prijimacom
roztoku difiznej cely (Tabulka 9). Prestup Lignohumatu draselného z gélovych vzoriek
s aktivnymi latkami, Vv zavislosti na dobe trvania difuzneho experimentu skrz koznl
membranu, bol vo vSeobecnosti menej intenzivny, pravdepodobne z dovodu mensej
priepustnosti koZného tkaniva a zadrZiavania Lignohumatu vo vrstvach tohto biologického
tkaniva.

Tabulka 9 Koncentrdcie Lignohumatu draselného v prijimacom roztoku po 48 hodindch
trvania experimentu; D — diklofenak sodny, K — ketoprofen; S — kyselina salicylova.

syntetickd membrana kozna membrana
VZORKY c[g.I] c[g.1"]
2% Polygel CB+1% LH+EtOH+D 0,2555 0,2585
4% Polygel CB+5% LH+EtOH+D 0,9382 0,7877
2% Polygel CB+1% LH+EtOH+K 0,2545 0,1303
4% Polygel CB+5% LH+EtOH+K 0,7211 0,2727
2% Polygel CB+1% LH+EtOH+S 0,2585 0,2979
4% Polygel CB+5% LH+EtOH+S 0,8513 0,7756
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Tabulka 9 Pokracovanie. Koncentracie Lignohumatu draselného v prijimacom roztoku po 48
hodindch trvania experimentu, D — diklofenak sodny; K — ketoprofen; S — kyselina salicylova.

synteticka membrana kozna membréana
VZORKY c[g.1"] c[g.1™]
5% Xanthan+1% LH+EtOH+D 0,3848 0,2313
5% Xanthan+5% LH+EtOH+D 1,0806 0,3636
5% Xanthan+1% LH+EtOH+K 0,2353 0,1596
5% Xanthan+5% LH+EtOH+K 0,7746 0,6857
5% Xanthan+1% LH+EtOH+S 0,2091 0,1161
5% Xanthan+5% LH+EtOH+S 0,6675 0,1444

Hodnoty koncentracii v tabulke 9 ozrejmili charakter uvolfiovania Lignohumatu
draselného z gélovych matric, s obsahom huminovej latky a farmaceuticky a kozmeticky
ucinnych latok. Prestup Lignohumatu z gélovych vzoriek 2% Polygelu CB s 1% roztokom
Lignohumatu preukazal, ze intenzita uvolnenia huminovej latky z gélu s diklofenakom
sodnym bola priblizne rovnaké skrz oba typy membran. Uvoltiovanie Lignohumatu
z gélovych vzoriek s ketoprofenom bolo intenzivnejsie skrz synteticki membranu, ale bolo
menej intenzivne ako u vzoriek s diklofenakom sodnym. Uvoltiovanie Lignohumatu z gélov
s kyselinou salicylovou bolo, az na jednu vynimku, intenzivnejsie skrz syntetickli membranu.
Bolo preukazané, ze diklofenak sodny podporil uvolfiovanie Lignohumatu, z gélovych
vzoriek z Polygelu CB a aj zo vzoriek z Xanthanu, najviac zo vsetkych troch aktivnych latok.
Je to pravdepodobne sposobené reakciou zahust'ujucej latky, Polygelu CB a Xanthanu, s touto
aktivnou latkou.

Uvolnovanie Lignohumatu z gélovych matric , ktoré boli pripravené zo 4% Polygelu CB
a5% roztoku Lignohumdatu, bolo intenzivnejSie skrz synteticki membranu. Ketoprofen
a kyselina salicylovd negativne ovplyvnili uvolfiovanie Lignohumatu draselného v pripade
pouzitej koznej membrany. Na zaklade hodnot koncentracii je mozné predpokladat’, ze sa skrz
kozni membranu uvolnilo menSie mnoZstvo Lignohumatu ztychto gélovych matric.
Predpokladame, Ze dochadzalo k interakciam medzi zlozkami gélovych vzoriek a koznou
membranou. Naopak, Lignohumat presiel skrz synteticki membranu vo vysokej intenzite.

V pripade gélovych vzoriek, ktoré boli pripravené z5% Xanthanu a 1% roztoku
Lignohumatu, dochddzalo k uvolfiovaniu Lignohumatu skrz oba typy membran. Vo
vSeobecnosti platilo, ze diklofenak podporuje uvolfiovanie Lignohumatu z gélovych matric zo
vSetkych aktivnych latok najviac. Ketoprofen a kyselina salicylova podporovali uvoltiovanie
Lignohumatu skrz syntetickii membranu priblizne rovnako.

5% Xanthan a 5% roztok Lignohumdatu vytvaral zaklad pre posledni sadu gélovych
vzoriek. Uvol'novanie Lignohumatu bolo aj v tomto pripade intenzivnejSie skrz synteticka
membranu. Diklofenak podporil uvolfiovanie Lignohumatu z gélovych matric skrz syntetickt
membranu vo vel'kej miere. Kyselina salicylova, v pripade prestupu Lignohumatu skrz kozna
membranu, priliS nepodporila uvolfiovanie tejto huminovej latky z gélovych vzoriek.
Diklofenak aj ketoprofen pravdepodobne ovplyvnili uvolfiovanie Lignohumatu skrz oba typy
membran, a to pozitivne.
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Bolo dokazané, ze pritomnost aktivnej latky v gélovych matriciach ovplyviluje
uvolnovanie Lignohumatu draselného do prijimacieho roztoku Franzovej difuznej cely. Vo
vsetkych pripadoch bolo preukdzané, ze Lignohumdat prestupuje z gélovych vzoriek,
s obsahom aktivnych latok, do analyzovaného prijimacieho roztoku. Dalej bolo zistené, Ze
vysSia koncentracia Lignohumatu v prislusnej gélovej vzorke spdsobuje strmsi koncentracny
gradient pozdiZ membrany, ktora oddeluje darovaciu a prijimaciu komoru difiznej cely.
Koncentracny gradient bol hnacou silou vlastnych difuznych experimentov, z coho vyplyva,
ze intenzita prenikania Lignohumatu skrz prisluSni membranu bola zavisla na mnozstve
pritomného Lignohumatu v gélovych vzorkach. Z vysledkov taktiez vidime, ze Lignohumat
prestupil skrz oba typy pouzitych membran. Zaroven boli preukazané nasledovné rozdiely:
uvolnovanie skrz syntetick a kozni membréanu; uvolfiovanie z gélovych vzoriek s odliSnymi
aktivnymi latkami. Lignohumat draselny sa uvolnil z prislusnej liekovej formy a bol schopny
penetrovat’ kozné tkanivo. Na zaklade vysledkov tohto experimentu je zrejmé, ze
Lignohumat, ako obohacujica latka gélovych vzoriek, moze potencidlne posobit’ svojimi
ucinkami na l'udsky organizmus.

Vplyv disperzného prostredia na uvol’riovanie Lignohumdtu

Jednym z ciel'ov tejto kapitoly bolo popisat’ charakter uvoliiovania Lignohumatu draselného
z gélovych matric s obsahom aktivnych latok, ktoré boli vytvorené pomocou rdznych
disperznych prostredi. Disperzné prostredia boli: 1% roztok Lignohumatu, 5% roztok
Lignohumatu a voda. Gélové matrice s obsahom ucinnych latok, ktorych disperzné prostredie
bolo tvorené vodou, sluzili ako potvrdenie toho, Ze nielen aktivne latky ovplyvnili
uvolfiovanie Lignohumétu, ale aj Lignohuméat ovplyvnil uvolfiovanie aktivnych latok do
prijimacicho roztoku vo Franzovej diftznej cele. Sucasne bol potvrdeny vyrok, ze
Lignohumat draselny prekryva, vo vicsine pripadoch, signal aktivnej latky v absorpénom
spektre uz po viac ako 4 hodinich. Pripadné rozdiely v charaktere uvolfiovania aktivnych
latok bolo mozné pozorovat’, z absorpénych spektier, len Vv prvych 4 hodinach trvania
experimentu. Z tychto poznatkov vyplynulo, Ze pomocou UV-VIS spektrofotometrie nebolo
mozné kvantitativne charakterizovat’ mnoZstvo uvolnenych aktivnych latok z gélovych
matric, a preto bola pre tieto ucely zvolena metéda HPLC-DAD.

Na Obrazku 31 mézeme vidiet’ absorpcné spektra vzoriek prijimacieho roztoku gélovych
matric s roznymi disperznymi prostrediami, v zahustujucej latke Polygel CB, s obsahom
ketoprofenu. Bol preukazany charakter prestupu ketoprofenu a Lignohumatu draselného skrz
syntetickll membranu, po 4 hodinach trvania difizneho experimentu.
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Obrazok 31 Absorpcné spektrda. Porovnanie disperznych prostredi pre gélovu vzorku Polygel
CB+K; po 4 hodindch; Synteticka membrana.

Je zrejmé, Ze pritomnost’ Lignohumadtu v prijimacom roztoku vyrazne ovplyvnila vzhl'ad
absorpénych spektier, v porovnani svodnym disperznym prostredim. Intenzita signalu
Lignohumatu draselného bola natol’ko dominantna, ze zakryla pripadnt odozvu aktivnej latky
v absorpénom spektre. Zaroven bol preukazany vplyv rézne koncentrovanych zésobnych
roztokov Lignohumatu, z ktorych boli jednotlivé gélové vzorky vytvorené (Obrazok 31).
Vseobecne platilo, ze ¢im viac bol zasobny roztok Lignohumétu, z ktorého boli gély
pripravované, koncentrovanejsi, tym viac tejto huminovej latky prestupilo do prijimacieho
roztoku. MnozZstvo Lignohumatu draselného v prijimacom roztoku difiznej cely bolo teda
zavislé na mnoZstve Lignohumatu, ktory bol sucastou gélovych matric.

Na Obrazku 32 moézeme vidiet' charakter uvolfiovania Lignohumatu a ketoprofenu
z gélovych matric, skrz kozni membranu. Absorpéné spektra ukazovali, v porovnani
s Obrazkom 31, aj signal aktivnej latky, po 4 hodinach trvania difizneho experimentu,
pravdepodobne z toho dévodu, Ze bolo uvolnovanie skrz kozni membranu pomalSie a menej
intenzivne ako skrz membranu syntetickl. Po uplynuti tejto doby uZz nebol charakter
uvolnovania Uc¢innej latky zjavny a opit’ platilo, ze UV-VIS spektrofotometria bola pouzita
len pre kvantitativny popis huminovej latky. Zaroven bolo mozné pozorovat, v pripade
pouzite] koznej membrany, signal v okoli 414 nm, ktory pravdepodobne odpovedal uz
spominanému oxyhemoglobinu, ktory sa z tohto biologického tkaniva uvolnil. Dalej bolo
preukdzané, ze Lignohumat sa uvolfluje najintenzivnejSie z gélovych matric, ktoré boli
pripravené z 5% zasobného roztoku tejto huminovej latky.
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Obrazok 32 Absorpcné spektra. Porovnanie disperznych prostredi pre gélovu vzorku Polygel
CB+K; po 4 hodinach; koznda membrana.

Dalsie absorpéné spektra, vzoriek Polygelu CB a diklofenaku sodného a Polygelu CB
a kyseliny salicylovej, mali vel'mi podobné rysy ako spektra vzoriek Polygelu CB
a ketoprofenu. Absorpéné spektra su sucastou Prilohy 7. Vo vSeobecnosti platilo, ze
Lignohumat sa intenzivnejSie uvolfiuje z gélovych matric, ktoré boli pripravené pomocou 5%
roztoku Lignohumétu. Dalej bola opit’ preukézand interferencia signdlu Lignohumétu
draselného a aktivnych latok, uz po viac ako 4 hodinach trvania difizneho experimentu.
Vyhodnotenim spektier bolo preukazané aj uvolniovanie latok z koznej membrany. Bolo teda
opat’ potvrdené, Ze tato spektralna metdéda nebola vhodna pre stanovovanie koncentracie
uvolnenych aktivnych latok. Konkrétne, spektra Polygelu CB a diklofenaku sodného, ktoré
odpovedali uvolfiovaniu aktivnej latky a Lignohumatu skrz koZzni membranu, ukazali
vyrazny vplyv interferencie signalu latok uvolnenych z koznej membrany a interferencie
aktivnych latok a huminovej latky. V pripade gélovych vzoriek s kyselinou salicylovou, bez
ohl'adu na typ pouzitej membrany, bolo mozné taktiez pozorovat’ prekrytie signalu aktivnej
latky signalom Lignohumatu draselného v absorpénych spektrach. Zaujimavostou bol
intenzivnej§i prestup Lignohumatu draselného skrz koZzni membranu, V porovnani
S prestupom cez membranu syntetickt, z gélovych matric s obsahom kyseliny salicylovej,
V prvych Styroch hodinach trvania experimentu.

Uvol'novanie Lignohumatu draselného a aktivnych latok z gélovych matric, ktoré boli
pripravené zo zahustujlicej latky Xanthan, bolo taktiez ovplyvnené typom disperzného
prostredia (Priloha 8). Bolo preukazané, Ze pritomnost’” Lignohumadtu v gélovych matriciach
ovplyviiuje nielen uvolfiovanie samotnej huminovej latky, ale aj u€innych substancii. Az na
jednu vynimku bolo potvrdené, ze mnozZstvo uvolnené¢ho Lignohumatu z gélovej matrice
suvisi s mnozstvom Lignohumatu v zasobnych roztokoch. Platilo, Zze Lignohumat sa
uvolnoval najviac z gélovych matric, ktorych disperzné prostredie tvoril 5% roztok
Lignohumatu. Interferencie signalov aktivnych latok s huminovou latkou, po viac ako 4
hodinach trvania difuzneho experimentu, boli natol’ko vyznamné, Zze nebolo vhodné pouzit
UV-VIS spektrofotometriu pre kvantitativnu charakterizdciu uvolnenych aktivnych latok
z gélovych matric. Zaroven bola, vexperimentoch skoznou membranou, preukazana
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pritomnost’ signalu oxyhemoglobinu v okoli 414 nm, pre vSetky disperzné prostredia.
Z tychto zisteni jednoznacne vyplyva, ze typ disperzného prostredia vyrazne ovplyvnil
uvolfiovanie aktivnych latok a Lignohumatu draselného z gélovych matric a metoda UV-VIS
bola vhodna len pre kvantitativnu charakterizaciu uvolnenej huminovej latky z gélovych
matric s obsahom Lignohumatu.

6.3.4 Metody Stadia uvol’niovania aktivnych latok

Vysokoué¢inna kvapalinova chromatografia s detekciou na diddovom poli bola vyuzita pre
charakterizaciu uvolnenych aktivnych latok z gélovych matric. Hlavnym zdmerom pre vyber
tejto chromatografickej metody bolo kvantitativne vyhodnotenie uvolnenych, farmaceuticky
a kozmeticky posobiacich, aktivnych latok. Tato analytickd metdda sa bezne vyuziva v praxi
pre stanovovanie mnozstva farmaceuticky aktivnych substancii v réznych liekovych formach,
¢o preukazali aj experimenty popisané v kapitole 4.3.3.

Pre ucely tejto prace bola pouzitd koldéna so silne nepolarnou staciondrnou fazou a
s vel'kostou silikagélovych castic 2,7 um. Predpokladali sme, Ze doba zadrziavania
jednotlivych aktivnych latok v poroch staciondrnej faze bude odlisnd, vzhl'adom na ich
chemicky charakter. Z chemickej Struktary diklofenaku sodného bolo zrejmé, ze sa jedna
0 latku nepolarnu. V pripade nepolarneho sorbentu, ktorym koléna C18 je, by sa mali, podl'a
predpokladov, zadrZiavat’ najdlhSie nepolarne analyty. Naopak, kyselina salicylova je silne
polarna organicka kyselina, ktord by sa mala, na nepolarnom sorbente, zadrziavat’ najmenej,
z trojice aktivnych latok diklofenak sodny — ketoprofen — kyselina salicylova. Pre stanovenie
retenénych cCasov aktivnych latok boli pripravené roztoky Standardov tychto uU¢innych
substancii, ktorych priprava bola popisana v kapitole 5.10.3.

Pomocou HPLC met6dy boli analyzované vzorky uvol'nenych aktivnych latok z gélovych
matric, ktoré boli odoberané z prijimacej komory Franzovej difiznej cely v preddefinovanych
casoch. Vyber gélovych matric s obsahom aktivnych latok, ktoré boli sucastou difuznych
experimentov, pre ucely chromatografickej analyzy, su uvedené v tabul’ke 10. Uvoltiovanie
aktivnych latok bolo, aj v tomto pripade, experimentalne realizované skrz dva typy membran,
synteticka a kozni membranu, a difizne experimenty trvali 48 hodin. Pre Gi¢ely kvantitativne;j
charakterizdcie konkrétnych aktivnych latok bolo potrebné chromatograficki metodu
validovat’ a optimalizovat’.

Tabul'ka 10 Chromatograficka analyza,; gélové matrice s aktivnymi latkami

zahust'ujuca latka: Polygel CB

zahustujuca latka: Xanthan

2% Polygel CB+voda+D

5% Xanthan+voda+D

2% Polygel CB+1% LH+D

5% Xanthan+1% LH+D

2% Polygel CB+voda+K

5% Xanthan+voda+K

2% Polygel CB+1% LH+K

5% Xanthan+1% LH+K

2% Polygel CB+voda+S

5% Xanthan+voda+S

2% Polygel CB+1% LH+S

5% Xanthan+1% LH+S

HPLC metoda — validacia
Pre identifikaciu a kvantifikaciu jednotlivych tuc¢innych latok, vo vzorkach odobraného
prijimacieho roztoku, bolo potrebné, v prvom rade, analyzovat Cisté Standardy, pomocou
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ktorych boli overené retencné Casy tychto substancii. Nésledne boli zmerané kalibracné
roztoky kazdej ¢innej latky, vrozsahu koncentracii 0,5; 1; 5; 10; 50 mg-1". Data,
z chromatografickych merani, boli vyhodnotené prostrednictvom softwaru Agilent
Chemstation. Vyhodnotenie linearnosti kalibracie bolo realizované prostrednictvom analyzy
linearnej regresic v programe MS Excel. Presnost’ metody bola overend meranim
Standardnych roztokov a vybranych odobranych vzoriek, ktoré boli obohatené o koncentraciu
2 mg- | "prislusnej aktivnej latky. Vytaznost HPLC metody bola overena pomocou analyzy
vzoriek aktivnych latok v prijimacom roztoku, ktory bol odobrany z difiznej cely. Tieto
vzorky boli obohatené ¢istymi tandardmi o koncentraciu 10 mg- 17",

Tabul'ka 11 Retencné casy aktivnych substancii

Aktivna latka VInova dizka DAD [nm] Reten¢ny ¢as [min]
Diklofenak sodny 210 17,34
Ketoprofen 233 5,99
Kyselina salicylova 303 2,45
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Obrazok 33 Chromatogram cistého Standardu — diklofenak sodny; vinova dlzka 210 nm
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Obrazok 34 Chromatogram Cistého Standardu — ketoprofen; vinova dizka 233 nm
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Obrazok 35 Chromatogram cistého Standardu — kyselina salicylovd; vinova dlzka 303 nm
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Tabulka 12 Vytaznost HPLC metody a dalsie parametre validacie

Aktivna litka Rovnica linearnej regresie, Korelaény Vytainost [%]
v tvare y = kx koeficient r?

Diklofenak sodny y =312166x 1,000 93,5

Ketoprofen y =108221x 0,935 90,9

Kyselina salicylova y =84,215x 1,000 102,9

6.3.5 Charakterizacia aktivnych latok s vyuzitim HPLC metédy

Jednym z ciel'ov tejto kapitoly bolo popisat’ mnozstvo uvolnenych aktivnych latok z réznych
gélovych matric v zavislosti na Case a objasnit, ¢i Lignohumat draselny podporuje alebo
potladuje transdermélny transport G&innych substancii. Dalej bol popisany vplyv: koznej
a syntetickej membrany na transport ucinnych substancii do prijimacieho roztoku a dvoch
typov zahust'ujucich latok na uvolfiovanie aktivnych latok.

Polygel CB a diklofenak sodny

Bolo preukazané, ze diklofenak sodny sa uvoltuje z gélovych matric, ktoré boli vytvorené
pomocou zahustujucej latky Polygel CB. Jedinou vynimkou, ktord nepreukazala uvolfiovanie
tejto aktivnej latky, bol difizny experiment realizovany s gélovou vzorkou, kde bolo
disperzné prostredie tvorené vodou a transport bol realizovany skrz kozni membranu
(Obrazok 37).

Uvoltovanie diklofenaku sodného z gélovych matric, kde bola disperznym prostredim
voda, prebiehalo skrz synteticki membranu intenzivnejsSie ako z gélovych matric, ktoré boli
vytvorené z 1% zasobného roztoku Lignohumatu (Obrazok 36). Zaroven mdzeme pozorovat,
ze mnozstvo uvolneného diklofenaku sodného rastie linearne s casom, pre oba typy
disperznych prostredi. Domnievame sa, ze Lignohumat draselny potla¢il uvolfiovanie tejto
aktivnej latky. Predpokladali sme, ze ak je v kazdej pripravenej gélovej vzorke 500 mg
aktivnej latky na 50 g gélu, tak potom v 2 g gélu, ktoré boli aplikované do darovacej komory
Franzovej difuznej cely, bude 20 mg tejto G¢innej substancie. V idedlnom pripade by teda
malo prestipit 20 mg aktivnej latky z gélovej matrice do prijimacieho roztoku, ¢o by
predstavovalo 100 % uvolnenej aktivnej latky. Z tychto predpokladov vyplyva, Ze sa
z gélovych matric, pripravenych z vody, uvolnilo, za 48 hodin trvania experimentu, 0,9 %
diklofenaku sodného z povodného mnozstva, ktoré bolo aplikované do darovacej komory.
Z gélovych matric, ktoré boli pripravené z 1% roztoku Lignohumatu, sa uvolnilo 0,8 % tejto
aktivnej latky, zpdvodne aplikovaného mnozstva. Predpokladame, ze diklofenak sodny
pravdepodobne interagoval so zlozkami gélovych matric, a Z tohto dovodu nebolo mnozstvo
diklofenaku sodného, ktory prestupoval skrz synteticki membranu z gélovych matric,
vyznamne.

Na Obrazku 37 pozorujeme charakter uvolnovania diklofenaku sodného skrz biologickt
membranu. Z porovnania zavislosti koncentrdcie na Case odberov vzoriek je zrejmé, ze
diklofenak sodny prestupoval skrz kozni membranu menej intenzivne ako skrz membranu
synteticki. MnoZstvo uvol'nenej aktivnej latky netvorilo ani 1 % z celkového aplikovaného
mnozstva na difiznu celu, ¢o mohlo byt pravdepodobne spdsobené interakciou diklofenaku
sodného s koznym tkanivom, alebo jeho pripadnym zadrziavanim vo vrstvach epidermis
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a dermis. Zaujimavym poznatkom bolo, Ze Lignohumat draselny, v tomto pripade, podporil
uvolnenie diklofenaku sodného a jeho prestup skrz koznii membranu.
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Obrazok 36 Zavislost' koncentrdcie na case odberov. Vzorky 2% Polygel CB+voda/1%
LH+D; uvoliiovanie diklofenaku sodného skrz syntetickii membrdnu.
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Obrazok 37 Zavislost koncentrdcie na case odberov. Vzorky 2% Polygel CB+voda/1%
LH+D; uvoliiovanie diklofenaku sodného skrz koZnit membrdnu.

Polygel CB a ketoprofen

Dalgia farmaceuticky pdsobiaca latka, ketoprofen, sa uvol'iovala z gélovych matric, ktoré boli
pripravené z Polygelu CB. Uvoltiovanie tejto aktivnej latky skrz synteticki membranu bolo,
V porovnani s koznou membranou, intenzivnejSie. Lignohumat draselny pravdepodobne
reagoval s tymto derivatom slabej organickej kyseliny, a aj v tomto pripade bolo preukazané,
7e Lignohumat draselny podporuje uvolfiovanie ketoprofenu z gélovych matric. Dalej bolo
zistené, ze mnozstvo uvolnenej aktivnej latky rastie linearne s ¢asom, V pripade oboch typov
disperznych prostredi.
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Na Obrazku 38 mozeme vidiet' charakter uvolfiovania ketoprofenu z gélovych matric
skrz syntetickii membranu. Uvolfiovanie ketoprofenu mé stupajtci trend, z ¢oho vyplyva, zZe
sa tato aktivna latka uvolnovala postupne, po dobu 48 hodin. Zaroven je zjavné, zZe
Lignohumat draselny podporil prestup ketoprofenu z gélovych matric skrz synteticka
membranu. Bolo preukdzané, ze z gélovych matric pripravenych z vody, sa uvolnilo skrz
synteticki membranu priblizne 15 % ketoprofenu z povodného mnozstva, ktoré bolo
nasadené¢ na Franzovu celu. Mnozstvo prestupeného ketoprofenu z gélovych matric z 1%
roztoku Lignohumdtu, skrz synteticki membranu, dosahovalo priblizne 30 % z pdvodne
aplikovaného mnozstva tejto aktivnej latky.
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Obrazok 38 Zavislost koncentrdcie na case odberov. Vzorky 2% Polygel CB+voda/1%
LH+K; uvolniovanie ketoprofenu skrz syntetickit membrdanu.
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Obrazok 39 Zavislost' koncentrdcie na case odberov. Vzorky 2% Polygel CB+voda/1%
LH+K; uvolniovanie ketoprofenu skrz koznit membranu.

Uvol'novanie ketoprofenu skrz koZnii membranu bolo menej intenzivne, ¢o je mozné
vidiet' aj na zavislosti koncentracie na Case realizovanych odberov (Obrazok 39). Po 4
hodinach experimentu sme mohli pozorovat, Ze uvolfiovanie tejto aktivnej latky bolo
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intenzivnejSie z gélovych matric, ktorych disperzné prostredie tvorila voda. S postupom casu,
ketoprofen prestupoval vo vicSej miere z gélovych vzoriek, ktoré boli pripravené pomocou
1% roztoku Lignohumatu. Rozdiely v intenzitach prestupov z jednotlivych gélovych matric
nie si vyznamné. Z vodnych gélov sa uvolnilo asi 18 % ketoprofenu a z huminovych gélov
prestupilo skrz koznii membranu skoro 20 % ketoprofenu, z povodne aplikovaného mnozZstva.

Polygel CB a kyselina salicylova

Bolo preukazané, Ze kyselina salicylova, ktort definujeme v nasich experimentoch ako latku
s farmaceutickymi ale aj kozmetickymi ucinkami, sa uvolfovala najintenzivnejSie zo
vSetkych troch aktivnych latok. Podla predpokladov, tato aktivna latka pravdepodobne
rozpustila Stratum corneum epidermis arozruSila pevni medzibunkova ,,stenu® pokozky
prasacej usnice. Z tohto dovodu je zrejmé, ze kyselina salicylova prestupila skrz kozni
membranu bez vicSich komplikacii. Zaroven predpokladame, ze tato aktivna latka nebola
pravdepodobne tak pevne viazana v matriciach gélov, a preto bola schopna prestapit’ skrz oba
typy membran vo vysokej miere. Chromatografické merania taktiez ukazali vysoké intenzity
signdlov pri charakterizécii tejto aktivnej latky. Z tohto dovodu bolo potrebné nariedit’ vSetky
vzorky, s obsahom kyseliny salicylovej, 0,15M roztokom chloridu sodného, v pomere 1:10.
Toto riedenie bolo nésledne zohl'adnené pri vypoctoch koncentracii danej latky.

Takmer 99 % Kkyseliny salicylovej sa uvolnilo z gélov pripravenych z vody, skrz
synteticki membranu, a z gélov pripravenych z 1% roztoku Lignohumatu sa uvolnilo az
101 % tejto aktivnej latky, z povodne nasadeného mnozstva (Obrazok 40). Je dolezité
poznamenat’, ze viac ako 100% vytaznost bola pravdepodobne dosledkom nehomogénne
rozptylenej aktivnej latky v konkrétnej vzorke, ktora bola aplikovana na Franzovu celu.
Z Obrazku 40 dalej vyplyva, ze Lignohumdat draselny podporil uvoliiovanie kyseliny
salicylovej z gélovych matric. Po 48 hodinach trvania difizneho experimentu, ktorého
stuCastou bola huminova gélovd vzorka, bol pravdepodobne dosiahnuty stav uplného
nasytenia prijimacieho roztoku kyselinou salicylovou. Naopak, u vodnych gélovych vzoriek s
obsahom kyseliny salicylovej méZeme pozorovat linearny narast koncentracie v Case.
Experimentalne data d’alej ukazali takmer zhodné hodnoty koncentracii kyseliny salicylovej
po 48 hodinach, v oboch pripadoch disperznych prostredi. Bolo preukazané, ze kyselina
salicylova prestupuje z gélovych vzoriek skrz synteticki membranu v plnej miere, v zavislosti
na povodne nasadenom mnozstve.
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Obrazok 40 Zavislost koncentrdcie na case odberov. Vzorky 2% Polygel CB+voda/1%
LH+S; uvolnovanie kyseliny salicylovej skrz syntetickii membrdnu.

Kyselina salicylova prestipila skrz kozni membranu do prijimacieho roztoku vo
Franzovej difuznej cele vo vysokej intenzite (Obrazok 41). Ak porovname prestup napriklad
diklofenaku sodného a kyseliny salicylovej cez koZnii membranu, mdzeme pozorovat
markantné rozdiely v intenzite uvolfiovania tychto aktivnych latok (Obrazok 37 a41l).
Z gélovych matric, ktoré boli pripravené z vody, bolo uvolnenych priblizne 86 % kyseliny
salicylovej. Z huminovych gélovych vzoriek bolo uvolnenych 99 % kyseliny salicylovej,
Z povodne nasadeného mnozstva. Z charakteru uvolfiovania moZeme pozorovat, Ze
Lignohumat draselny podporil uvolnenie kyseliny salicylovej z gélovych matric (Obrazok
41). Z vysledkov je mozné konstatovat’, ze kyselina salicylova vel'mi dobre prestupuje aj skrz
syntetickll membranu, aj skrz membranu biologicku.
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Obrazok 41 Zavislost koncentracie na case odberov. Vzorky 2% Polygel CB+voda/1%
LH+S; uvolniovanie kyseliny salicylovej skrz koZnit membrdnu.
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Xanthan a diklofenak sodny
Bolo preukazané, ze diklofenak sodny sa uvolnil aj z gélovych matric pripravenych zo
zahust'ujicej latky na prirodnej baze, Xanthanu. Je zrejmé, Ze uvolfiovanie tejto aktivnej latky
bolo vyrazne intenzivnejSie z gélovych matric pripravenych zo Xanthanového zakladu ako
Z Polygelu CB. Predpokladame, Ze diklofenak sodny neinteragoval so zlozkami gélovej
matrice, a preto bolo jeho uvol'novanie efektivnejsie.

Mnozstvo uvolneného diklofenaku sodného, skrz syntetickii membranu, stapalo
v zavislosti na ¢ase (Obrazok 42). Dalej je zjavné, Ze Lignohumét draselny opit’ u¢inkoval
ako urychlovac transportu tejto aktivnej latky a podporil jej uvolfiovanie do prijimacieho
roztoku v diftznej cele. Mnozstvo uvolneného diklofenaku sodného z huminovych gélovych
matric, po 48 hodinach trvania experimentu, tvorilo takmer 104 % z pdvodne nasadeného
mnozstva. Z viac ako 100% zastupenia diklofenaku sodného v prijimacom roztoku méozeme
usudzovat’, ze aktivna latka nebola Vv prislusnej nasadenej gélovej vzorke homogénne
rozptylend, ¢o moze byt pravdepodobne dosledkom ruéného zapracovavania rozpustenej
ucinnej latky do gélového zékladu. Gélové matrice, ktoré boli pripravené z vody, uvolnili
skoro 73 % diklofenaku, z povodne aplikovaného mnozstva. Z percentualneho vyjadrenia
mnozstva prestipenej aktivnej latky skrz synteticki membranu, moézeme tvrdit, Ze
Lignohumat draselny jednoznacne podporil uvolnenie diklofenaku sodného z gélovych
vzoriek (Obrazok 42).
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Obrazok 42 Zavislost koncentrdcie na case odberov. Vzorky 5% Xanthan+voda/1% LH+D;
uvoliovanie diklofenaku sodného skrz syntetickii membrdnu.

Na Obrazku 43 mozeme vidiet charakter uvolfiovania diklofenaku skrz koznt
membranu. Zo zavislosti koncentracie na Case je zjavné, Ze mnozstvo uvolnenej aktivnej
latky rastlo, v zavislosti na case, pre oba typy disperznych prostredi. V porovnani
s uvolnovanim diklofenaku sodného z gélovych matric z Polygelu CB (Obrazok 37 a43),
skrz koznli membranu, predpokladame, Ze gélovy zéklad vyrazne ovplyvnil uvoliiovanie tejto
aktivnej latky. Diklofenak nebol pravdepodobne tak pevne viazany na jednotlivé komponenty
gélovej matrice, a preto bolo jeho uvolnovanie intenzivnejsie. Prestup tejto ucinnej latky bol,
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VvV malej miere, ovplyvneny aj pouzitim kozZnej membrany. Mnozstvo prestipeného
diklofenaku sodného skrz koznti membranu bolo dostato¢ne intenzivne na to, aby sme mohli
tento vplyv koznej membrany zanedbat’. Z vodnej gélovej vzorky bolo uvolnenych priblizne
77 % diklofenaku a z huminovej gélovej vzorky bolo uvolnenych priblizne 87 % tejto uéinne;j
latky, po 48 hodinach trvania experimentu, skrz kozni membranu. Bolo preukazané, Ze aj
V tomto pripade Lignohumat draselny podporil uvolnenie aktivnej latky.
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Obrazok 43 Zavislost koncentrdcie na case odberov. Vzorky 5% Xanthan+voda/1% LH+D;
uvolnovanie diklofenaku sodného skrz koZnii membranu.

Xanthan a ketoprofen
Uvoltovanie ketoprofenu, ako d’alSej farmaceuticky pdsobiacej aktivnej latky, bolo GspeSne
realizované aj skrz syntetickl, aj skrz koZznii membranu.

Obrazok 44 jednoznacne preukazal, ze uvolnovanie ketoprofenu, skrz synteticka
membranu, je efektivnejSie z huminovych gélovych matric. Lignohumét draselny mdzeme
teda, aj v tomto pripade, povazovat’ za enhancera transportu tejto aktivnej latky, nakol’ko vo
vyraznej miere podporil jej uvolnenie. Z gélovych matric, ktoré boli pripravené z 1% roztoku
Lignohumatu, sa uvolnilo 82 % ketoprofenu az gélovych matric, ktorych disperzné
prostredia tvorila len voda, bolo uvol'nenych necelych 10 % tejto aktivnej latky, z pdvodne
aplikovaného mnoZstva. Vyznamny rozdiel v percentudlnej vytaznosti uvolnenia len potvrdil,
ze Lignohumat draselny hra rolu urychl'ovaca transdermalneho transportu ketoprofenu.

Charakter uvolfiovania ketoprofenu z gélovych matric skrz kozni membranu mézeme
vidiet na Obrazku 45. V porovnani s gélovymi matricami z Polygelu CB, sa ketoprofen
uvolnoval, skrz biologickli membranu, efektivnejSie z gélovych matric, ktoré boli pripravené
zo zahust'ujucej latky Xanthan (Obrazok 38 a45). Predpokladame, ze interakcie medzi
aktivnou latkou a zloZzkami gélu neboli natol’ko vyznamné, aby nejakym sposobom potlacili
uvol'nenie ketoprofenu z gélovej vzorky. Lignohumat draselny, ktory bol sucastou huminovej
gélovej vzorky, opat’ podporil uvol'nenie ketoprofenu. Priblizne 30 % ketoprofenu sa uvolnilo
z vodnej gélovej vzorky a takmer 78 % z gélu, ktory obsahoval 1% roztok Lignohumatu.
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Obrazok 44 Zavislost koncentrdcie na case odberov. Vzorky 5% Xanthan+voda/1% LH+K;
uvolnovanie ketoprofenu skrz syntetickic membranu.
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Obrazok 45 Zavislost' koncentrdcie na case odberov. Vzorky 5% Xanthan+voda/1% LH+K;
uvolriovanie ketoprofenu skrz koZnit membrdnu.

Xanthan a kyselina salicylova

Uvol'novanie kyseliny salicylovej z gélovych matric, ktoré boli pripravené zo zahust'ujicej
latky Xanthan, bolo intenzivne v oboch pripadoch pouzitych membran. Bolo opit
preukdzané, Ze kyselina salicylova posobila keratolyticky na najvrchnejSiu vrstvu epidermis
koznej membrany, nakolko bol prestup tejto ucinnej latky vel'mi efektivny. Lignohumat
draselny podporil uvolfiovanie kyseliny salicylovej z gélovych matric a to aj skrz membranu
syntetick, aj skrz membranu koznu.

Uvol'novanie kyseliny salicylovej z gélovych matric, skrz synteticki membranu, bolo
efektivnejSie v pripade gélovej vzorky s obsahom 1% roztoku Lignohumatu (Obrazok 46).
Gélova vzorka, ktord bola tvorend len vodnym disperznym prostredim, uvolnila priblizne
91 % kyseliny salicylovej, skrz synteticki membranu, po 48 hodinach trvania experimentu.
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Z huminovej gélovej vzorky prestlpilo takmer 120 % tejto aktivnej latky. Domnievame sa, ze
povodne nasadené 2 g gélovej vzorky na Franzovu difznu celu, neobsahovali
predpokladanych 20 mg aktivnej latky. 120% vytaznost’ bola pravdepodobne dosledkom
nehomogénneho rozptylenia aktivnej latky v konkrétnej gélovej vzorke.
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Obrazok 46 Zavislost koncentracie na case odberov. Vzorky 5% Xanthan+voda/1% LH+S;
uvoltiovanie kyseliny salicylovej skrz syntetickii membrdnu.

Uvoltovanie kyseliny salicylovej skrz koznli membranu bolo o nieo méalo intenzivnejSie
ako skrz membranu synteticku (Obrazok 47). Z Obrazku 47 je dalej zrejmé, ze Lignohumat
draselny bol enhancerom transportu aktivnej latky. Z vodnej gélovej vzorky sa uvolnilo, skrz
koznli membranu, priblizne 89 % kyseliny salicylovej z povodne aplikovaného mnoZstva do
darovacej komory diftiznej cely. Z gélovej vzorky, ktord obsahovala 1% roztok Lignohumatu,
sa uvolnilo az 107 % tejto ucinnej latky. Prekrocena hranica 100 % by mohla opét
signalizovat’ vdc¢Sie mnoZstvo aktivnej latky oproti predpokladanému mnozstvu, v povodne
nasadenej vzorke.
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Obrazok 47 Zavislost koncentracie na case odberov. Vzorky 5% Xanthan+voda/1% LH+S;
uvolriovanie kyseliny salicylovej skrz koZnit membrdinu.
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Suhrn vysledkov 7 chromatografickych merani
Okrem jediného pripadu (Obrazok 37), bolo preukazané, ze sa vSetky tri farmaceuticky
posobiace aktivne latky uvolnuji z gélovych matric a prestupuju skrz oba typy membran,
synteticku aj koznl. Vo vSeobecnosti je mozné tvrdit’, ze gélové vzorky I'ahSie prestupuju skrz
synteticki membranu. Kozna membrana tvorila akusi biologicku bariéru, ktora sice transport
aktivnych latok umoznila, ale, podl'a predpokladov, bol tento transport menej efektivny.

NajzaujimavejSim poznatkom z vysledkov chromatografickych merani bol fakt, ze
Lignohumat draselny vyrazne ovplyviiuje uvolnovanie aktivnych latok do prijimacieho
roztoku Franzovej diftznej cely. Tato huminova latka posobila ako enhancer transportu
ucinnych latok a vyznamne podporila ich uvolnovanie. Nakolko nie je zndma presna
Struktara tejto huminovej latky, mozZeme vzijomné interakcie medzi Lignohumatom
draselnym a aktivnymi latkami len predpokladat’. Lignohumat draselny je zmes huminovych
latok, ktora je z vicsej Casti tvorend sol'ami huminovych kyselin. Na zaklade chemickych
Struktir jednotlivych aktivnych latok a Lignohumatu draselného je pravdepodobné, ze sa
nejaké interakcie medzi aktivnymi latkami a touto huminovou latkou mohli vyskytnut.

V neposlednej rade boli preukdzané vyrazné rozdiely v uvoltiovani aktivnych latok
z gélovych matric, ktoré boli vytvorené z dvoch réznych zahust'ujacich latok, Polygelu CB
a Xanthanu. Xanthan, zahustujuca latka prirodného charakteru, vyrazne ovplyvnila
uvolfiovanie G¢innych substancii z gélovych matric. Domnievame sa, ze aktivne latky neboli
vV gélovych matriciach z Xanthanu tak pevne viazané ako v gélovych matriciach
z polymérneho Polygelu CB, a preto bolo ich uvolniovanie efektivnejsie.

Tabulka 13 Percentualna vytaznost (po 48 hodinach trvania experimentu) a retencné casy
Jjednotlivych aktivnych latok, D — diklofenak sodny,; K — ketoprofen; S — kyselina salicylova

synteticka membrana kozna membrana
vytaznost retenény Cas vytaznost retenény Cas

VZORKY [%] [min] [%] [min]
2% Polygel CB+voda+D 0,88 17,100 0 -
2% Polygel CB+1% LH+D 0,76 16,879 0,10 17,709
2% Polygel CB+voda+K 14,58 5,796 18,40 6,011
2% Polygel CB+1% LH+K 29,36 5,754 19,34 5,959
2% Polygel CB+voda+S 98,83 2,402 85,66 2,395
2% Polygel CB+1% LH+S 100,09 2,395 99,02 2,452
5% Xanthan+voda+D 72,76 16,989 77,19 16,934
5% Xanthan+1% LH+D 103,64 16,955 87,11 16,983
5% Xanthan+voda+K 9,57 5,610 29,80 5,607
5% Xanthan+1% LH+K 81,96 5,595 77,94 5,598
5% Xanthan+voda+S 91,35 2,379 89,18 2,385
5% Xanthan+1% LH+S 119,56 2,377 106,51 2,383
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7  ZAVER

Tato diplomova praca sa zaoberd ndvrhom a experimentdlnym Studiom transdermélneho
transportu farmaceuticky aktivnych substancii z gélovych matric, s obsahom huminovej latky,
do prijimacicho roztoku Franzovej difuznej cely. Vyznamnu cCast’ prace tvori diskusia
0 priprave a charakterizacii koznych membran, objasnenie vyberu vhodnej analytickej metody
pre kvantitativnu charakterizaciu uvol'nenych aktivnych latok a Lignohumaétu draselného, ale
aj optimalizacia samotnej difuznej techniky.

Prasacia usnica bola vybrand ako modelova kozna bariéra pre simulaciu transdermalneho
transportu, nakolko sa anatomicky podobd Tl'udskej kozi. USnice boli narezdvané rucne
pomocou chirurgického skalpela aboli charakterizované pomocou skenovacieho
elektronového mikroskopu. Zo skumania povrchov koznych membran je zrejmé, ze kvalita,
homogenita ajednotnost hrubky takychto membran, je vyrazne ovplyvnena ru¢nym
narezdvanim. Zaroven bolo Uspesne overené uvolnovanie latok cez membranu biologického
povodu, z ¢oho vyplyva, ze kozna membrana z prasacej uSnice je vhodnym koznym modelom
pre experimenty takéhoto charakteru.

Diftizne experimenty boli realizované prostrednictvom vertikélnej difiznej cely, ktora sa
pre Studium uvoltovania aktivnych latok v praxi bezne vyuziva. Bolo skiimané uvol'niovanie
diklofenaku sodného, ketoprofenu a kyseliny salicylovej z gélovych matric s obohacujicou
latkou, Lignohumatom draselnym. Uvolnena huminova latka bola kvantitativne
charakterizovana pomocou UV-VIS spektrofotometrie a koncentracia uvolnenych aktivnych
latok bola stanovend prostrednictvom HPLC-DAD. Bol overeny a diskutovany vzajomny
vplyv aktivnych latok a Lignohuméatu draselného pri uvol'fiovani z gélovych vzoriek. Zaroven
bol diskutovany vplyv charakteru membrany, disperzného prostredia a zahust'ujucej latky.

Bolo preukézané, ze Lignohumat draselny prechadza skrz synteticku aj koZni membranu
do prijimacieho roztoku Franzovej diftiznej cely. Zaroven bol overeny a diskutovany vplyv
aktivnych latok na uvoliovanie huminovej latky a d’alSich faktorov. Vo vSeobecnosti plati, ze
uvolnovanie Lignohumatu je efektivnejSie z gélovych matric bez ucinnych latok a skrz
synteticki membranu. Uvolfiovanie Lignohumatu je intenzivnejSie z gélovych matric, ktoré
su vytvorené pomocou prirodnej zahustujucej latky Xanthan, a ktorych disperzné prostredie
je tvorené 5% roztokom huminovej latky.

Uvoltiovanie farmaceuticky podsobiacich aktivnych latok bolo tUspeSne realizované
prostrednictvom navrhnutej difuznej techniky. Bolo preukazané, Zze ucinné latky prestupuju
z gélovych matric s obsahom Lignohumatu, skrz syntetickl aj kozni membranu, do
prijimacieho roztoku Franzovej cely. Bol overeny a diskutovany vplyv Lignohumatu,
disperzného prostredia a d’alsich faktorov, na uvol'iovanie aktivnych latok z gélovych matric.
Vo vSeobecnosti plati, ze aktivne latky sa uvoliiuji efektivnejSie skrz syntetickli membranu
az gélovych vzoriek, ktoré boli pripravené pomocou prirodnej latky Xanthan. Daldim
zistenim je, Ze kyselina salicylovd sa, zo vSetkych troch aktivnych latok, uvolnuje
najintenzivnej$ie. TaZiskovym zistenim diplomovej prace bolo, Ze Lignohumét draselny je
enhancer transdermalneho transportu studovanych uc¢innych latok a podporuje uvolnenie
aktivnych latok do prisluSného prostredia.
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9 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

9.1 Pouzité skratky

skratka

CB

X

LH

SM

KM

D

K

S

SEM
HPLC-DAD
UV-VIS
RP-HPLC
DAD
FDA
OECD
PHEMA
PVA

PEG
PNIPAAmM
EDTA
HPMC
RPM

vyznam skratky

Polygel CB

Xanthan

Lignohumat draselny

synteticka membrana

kozna membrana

diklofenak sodny

ketoprofen

kyselina salicylova

skenovacia elektronova mikroskopia

vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia s detekciou na diddovom poli
viditel'na a ultrafialova oblast’

vysokoucinna kvapalinova chromatografia na reverznej faze
detektor s diodovym pol'om

z angl. Food and Drug Administration

z angl. Organisation for Economic Co-operation and Development
poly(2-hydroxyetyl)metakrylat

polyvinylalkohol

polyetylénglykol

poly-N-isopropylakrylamid

kyselina etyléndiaminotetraoctova
hydroxypropylmetylcelul6za

pocet otacok za minutu
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9.2

symbol

30—~ o0 >3

VNaoH
Ws
Wy
Cp(0)
Cr(0)
Co(t)
Cr(t)

Vb
VR

Pouzité symboly

vyznam

absorbancia

vlnova dizka

hmotnostna koncentracia

cas

hrabka membrany

hmotnost’

objem neutralizacného ¢inidla
hmotnost’ naboptnalého gélu
hmotnost’ xerogélu

pociato¢na koncentracia v donore
pociato¢na koncentracia v receptore
koncentracia v donore v Case t
koncentracia v receptore v case t
konstanta aparatiry

korelacny koeficient

objem roztoku v donore

objem roztoku v receptore

jednotka

[-]
[nm]
[9/1]
[hod]
[um]
[d]
[ml]
[d]
[d]

[mol/m?]
[mol/m?]
[mol/m?]
[mol/m?]
[m?]

[-]

[m°]
[m°]
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10 ZOZNAM PRILOH

PRILOHA 1
PRILOHA 2
PRILOHA 3
PRILOHA 4
PRILOHA 5

PRILOHA 6

PRILOHA 7

PRILOHA 8

Spektrofotometer HITACHI U-3900H a ukazka dlhej tenkej ihly (120 mm).
Chromatograf Agilent 1260.

Kalibra¢na priamka Lignohumétu draselného.

Kalibra¢né priamky: diklofenaku sodného; ketoprofenu a kyseliny salicylovej.
Ukazka chromatogramov — vzorka: 5% Xanthan+1% LH+D; 4/24/48 hodin
trvania experimentu; uvolniovanie diklofenaku sodného skrz kozni membranu.
Zavislosti absorbancie na vlnovej dizke pre d’alsie gélové matrice; porovnania
uvolnovania Lignohumatu z gélovych matric s/bez aktivnej latky; kozna vz.
syntetickd membrana.

Absorpéné spektra. Porovnanie disperznych prostredi pre gélové vzorku:
Polygel CB+D; po 4 hodinach; synteticka/ kozna membrana,

Polygel CB+S; po 4 hodinéch; syntetickd/ koznd membrana.

Absorpéné spektra. Porovnanie disperznych prostredi pre gélové vzorku:
Xanthan+D; po 4 hodinach; synteticka/ koZzna membrana,

Xanthan+K; po 4 hodinach; synteticka/ koznd membrana,

Xanthan+S; po 4 hodinach; syntetickd/ koznd membrana.
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PRILOHA 1

PRILOHA 2

PRILOHA 3

Lignohumat draselny - KK

y = 0,99023x
R? = 0,99870

0 0,5 1 15 2
c [o/l]
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PRILOHA 4

1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

6000
5000
4000

3000

Area

2000

1000

Diklofenak sodny - KK

O -
0 |
O .
0 .
O |
0 y = 312,166x
R2=1,000
0
0
0
O T T 1
0 10 20 30 40 50 60
¢ [mg/1]
Ketoprofen - KK
4 (J
y = 108,221x
R? = 0,935
0 10 20 30 40 50 60
¢ [mo/l]
Kyselina salicylova - KK
y = 84,215x
R2=1,000
0 10 20 30 40 50 60

¢ [mg/l]
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PRILOHA 5

Sig=2104 Ret=2680 100

004 @
X
300 ] .'|I
% 200 |1
100 = - : _" )
i [y
T R A T T R e R T 1 T T = V= - e M= - = T S B =S Y W=t
Time [rmin]
WO A Sig=210,4 Ref=360,100
2000 %
0 h
20004 = .'I i
v I
o - )
10004 \', 2 e ] '|
D—Lkﬂi_?k
12 3 4 5 6 7 % 91011121314 151517 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 20 29 30 31 32 33 34 35
Tima [min]
A0 L Big=3104 Bef=380 100
5 ¥z
3000 \
2000 f I|
000 [
gL |
T2 54 56 7 & 4101123131516 1810202122732 36237 282030 313233335
Time [min]

PRILOHA 6

2% CB+1% LH

1
08 - .
06 - . bez D_SM
<
04 - bez D_KM
= = D SM
0,2 - -
RS ceeeee D KM
0 T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600 650
A [nm]
2% CB+1% LH
1 -
0,9 -
0,8 -
0,7 -
06 - bez S_SM
< 0,5 A
04 - bez S KM
03 - - = 5 SM
0,2 1 ceeees S KM
0,1 -
0 T T T T T T

250 300 350 400 450 500 550 600 650
2 [nm]
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1 -
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2
0,1 -

4% CB+5% LH

0

l -
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2
0,1 -

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

A[nm]

4% CB+5% LH

0

1
0,9
0,8
0,7
0,6

<05
04
0,3
0,2
0,1

0

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

A [nm]

4% CB+5% LH

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
A[nm]

bez K_SM
bez K_KM

— — K_SM

bez S_SM
bez S_KM
S_SM

bez D_SM
bez D_KM
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5% X+1% LH

1 -
09 -
08 -
07 -
06 - bez D_SM
< 05 -
0,4 - bez D_KM
0,3 - — = D_SM
0,2 -
01 - ceeees D KM
O T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600 650
A [nm]
5% X+1% LH
1 -
09 -
08 -
0,7 -
06 1 bez K_SM
<05 bez K_KM
04 - ez R
0'3 _ ccccee K_KM
0,2 - - = K_SM
01 -
O T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600 650
A[nm]
5% X+1% LH
14 .
0,9 - :
0,8 - :
07 - :
06 7 : bez S_SM
<05 : bez S_KM
04 - H ezS_
03 - K - = S SM
0,2 - .,.”.. ceccee S_KM
01 -
0

250 300 350 400 450 500 550 600 650
A [nm]
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0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

5% X+5% LH

bez D_SM
bez D_KM
= = D SM
...... D_KM
400 450 500 550 600 650 700
A[nm]
5% X+5% LH
i bez K_SM
i bez K_KM
i = = K_SM
1T eeeeee K_KM
250 300 350 400 450 500 550 600 650
A [nm]
5% X+5% LH
i bez S_SM
i bez S_KM
i - = S SM
e T PO o~ Y S KM

250 300 350 400 450 500 550 600 650
A[nm]
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PRILOHA 7

1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

2,2

2
1,8
1,6
1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

Polygel CB+diklofenak sodny SM

—4h_SM_voda
4h_SM_1% LH
= 4h_SM_5% LH

_—

T T T T L T T

240 290 340 390 440 490 540 590 640 690

A [nm]

Polygel CB+diklofenak sodny KM

—/4h_KM_voda
4h_KM_1% LH

——4h_KM_5% LH

240 290 340 390 440 490 540 590 640 690

A [nm]

Polygel CB+kyselina salicylova SM

—Ah _SM_voda
4h_SM_1% LH
e—Ah SM 5% LH

240 290 340 390 440 490 540 590 640 690

A[nm]
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Polygel CB+kyselina salicylova KM

2,2
2
1,8
1,6
1,4
<12 ——4h_KM_voda
8,2 ———4h_KM_1% LH
04 ——4h_KM_5% LH
0,2
0 T T T T T T T T T

240 290 340 390 440 490 540 590 640 690
2 [nm]

PRILOHA 8
Xanthan+diklofenak_SM

OCOoOoOoOoOorkRrEr,EDN
PRPOUOINORPWOINOR

< 1 —4h_SM_voda
, ——4h_SM_1% LH
: ——14h_SM_5% LH
0140 290 340 390 440 490 540 590 640 690
A [nm]
Xanthan+diklofenak KM
15 -
13 -
11 -
0,9 -
< 0,7 - =4h_KM_voda
05 | —4h_KM_1% LH
03 ——4h_KM_5% LH
o1 T\
201240 290 340 390 440 490 540 590 640 690

A [nm]
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Xanthan+ketoprofen_SM

21 -
18 -
1,5 -

<12 - ——4h_SM_5% LH
0.9 1 ——4h SM_1% LH

06 1 4h SM vod
03 - SM_voda

220 300 380 460 540 620 700
A [nm]

Xanthan+ketoprofen_ KM

21
18
15

< 12 4h_KM_5% LH
0.9 ——4h_KM_1% LH

06 = Ah_KM_voda
0,3

OI T T T T 1
220 300 380 460 540 620 700

2 [nm]

Xanthan+kyselina salicylova_ SM
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15
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0,6
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0
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220 300 380 460 540 620 700
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94



Xanthan+kyselina salicylova_ KM

2,1 -
1,8 -
15
< 1.2 -
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0,6 -
0,3 -

= 4h_KM_5% LH
e—Ah KM_1% LH
—Ah_KM_voda

0

A [nm]

T T 1
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