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v tabletach Diozen 500 mg metodou UHPLC

Jiri Sliva, Debora Karetova

Laboratorni analyza léciveho pripravku Diozen
potvrdila slozeni flavonoidni smési

Uvod

V1é¢bé chronické Zilni nedostatecnosti a stejné tak i v Ié¢bé hemoroidd
se jiz fadu let bohaté uplatriuji flavonoidy s pfiznivym ovlivnénim struk-
tury a funkce zilni stény. Prikaz jejich terapeutické Ucinnosti Ize dnes
povazovat za dostate¢né podlozeny jak viastni klinickou empirii, tak
i relevantnimi klinickymi studiemi s kvalitni metodikou i metaanalyzami.
To je ostatné ddvodem, pro¢ jsou mnohé z téchto latek zmifiovany
i ve stavajicich doporucenych postupech danou problematikou se
zabyvajicich, a to jak ceskych, tak i zahrani¢nich.

Pravdépodobné nejcastéji pojedndvanou latkou je diosmin, o jehoz
oblibenosti svedci vice nez 600 publikaci indexovanych v databazi
Medline. Evropskym lékopisem je definovan jako smés flavonoidd,
pricemz pfipousti pfesné definovany obsah samotného diosminu
a ostatnich flavonoidd. Diosmin jako takovy musi splfiovat minimalné
91,5% cistotu, avsak i dalsi obsazené flavonoidy maji své limity. Nejcastéji
uvadénym je hesperidin (max. 4 %); dalsimi jsou isorhoifolin a linarin
(max. 3 % kazdé), diosmetin (max. 2 %), 6-iododiosmin (max. 0,6 %)
a acetoisovanillon (max. 0,5 %) (1).

Vedle sloZzeni konkrétniho Iéc¢ivého pfipravku je daleZitd rovnéz
spravné zvolend lékové forma zajistujici dostatecné vstiebani, tj. za-
kladni predpoklad findIniho terapeutického Gcinku. V klinickych studi-
ich i meta-analyzach proto selhdvé Gcinnost nemikronizované formy
diosminu, zatimco flavonoidy v mikronizované formé majf tuto u¢innost
opakované prokazovanu.

Do uvedeném kontextu tak vice nez jen okrajoveé zapada stavajici
vice ¢i méné plamenné diskuze stran superiority toho ¢i onoho lécivého
pripravku s obsahem mikronizovaného diosminu. Jak jiz bylo uvedeno
vyse, tento je jasné definovan pravé Evropskym lékopisem, tj. je uvedeno
i mozné kvalitativné-kvantitativni slozeni. Je tedy zfejmé, ze pfipravek
Diozen, ktery je jednim z dnes nabizenych Iécivych pfipravkl s obsa-
hem mikronizovaného diosminu jakoZto Ucinné Iatky, kromé diosminu
obsahuje prave i dalsi mikronizované flavonoidy, v Cele s hesperidinem.

Skutecné slozeni pripravku Diozen

Odpovedi, zda je dané konstatovani pouhou floskuli nebo skute¢nosti,
budiz vysledky recentné provedené analyzy lécivého pfipravku Diozen
(Zentiva) Statnim Ustavem pro kontrolu Iéciv certifikovanou spole¢nosti
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Quinta-Analytica. Zminény lécivy pfipravek ma ve svém SPC (Souhrn
Udajt o pripravku) jako Gcinnou latku uvedeno Diosminum micronisatum
500 mg. Zavdavé tak predpoklad, Ze pripravek obsahuje jen a pravé
syntetizovany diosmin. Cilem zminéné analyzy tak bylo pfedevsim
demonstrovat skute¢né slozZen, tj. jasné definovat i pfitomnost jinych
flavonoidu a verifikovat, Ze je plné v souladu s Evropskym lékopisem.
Soucasné je takové sloZzeni prezentovano jako Uc¢inné ve stavajicich
doporucenych terapeutickych postupech.

K analyze byla vyuzita vysoce citlivé a pIné validovana metoda
ultra-vysoce vykonné kapalinové chromatografie (UHPLC). Provedeny
byly vzdy dvé paralelni pfipravy vzorkl ndhodné zvolené sarze. Vysledky
zachycuje tabulka a obrdzek nize — viz Vybér informaci a vysledkd
7 laboratorniho protokolu (2).

Diskuze a zavér
Analyza lécivého pfipravku Diozen potvrdila, Ze vedle diosminu ob-
sahuje i jiné flavonoidy (hesperidin, isorhoifolin, linarin a diosmetin),
a sice v kvantitativnim souladu s vyse zmifiovanym Evropskym Ié-
kopisem. Oproti referené¢nimu pfipravku obsahoval vice primarné
ucinného diosminu i jeho aktivniho metabolitu diosmetinu. Veskeré
zjisténé substance spliovaly pozadované limity a byly pIné v souladu
s Evropskym lékopisem. Jestlize by se mél k Iékopisu vztahovat i re-
ferenc¢ni pripravek, pak by tento vyrazné limit hesperidinu prekrocil.
Je zndmo, ze diosmin je modifikovany hesperidin (tj. je ziskavan
procesem dehydrogenace z hesperidinu) a oba majf velmi podobny
farmakologicky U¢inek. Zédné relevantni data nalezend v publikova-
né odborné literatufe nenaznacujf aditivni nebo synergicky ucinek
hesperidinu na diosmin, jakkoliv je pfedpokladan pfinos viech ob-
sazenych flavonoidu.

MUDr. Jiti Sliva, Ph.D,, Ustav farmakologie 3. LF UK, Praha
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ANALYTICAL STUDY REPORT
Vybér informaci a vysledkii z laboratorniho protokolu*

Analyza slozeni smési flavonoidu
v tabletach Diozen 500 mg metodou UHPLC

Cislo reportu: ASR-R-ZEN-GEN-021A-20.01
Datum vydani: 11.12.2020

Datum zadani: 19.11.2020

Kéd projektu: ZEN-GEN-033

Struktury mérenych flavonoidi
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Vzorky a standardy

B Diosmin CRS, Sarze: 7.0, Quinta kod: R1994/20; purity 87.7 %

B Hesperidin, sarze: LRAC5710, Quinta kéd: R1974/20; purity 92.1 %

B Diozen 500 mg tablety, Sarze: 75 27 29, Quinta kéd: R1985/20; exp. 11/2022
B Diozen 500 mg tablety, Sarze: 75 20 29, Quinta kod: R1986/20; exp. 05/2022
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Material a metody

B Agilent Technologies 1290 infinity UHPLC system with column thermostat and UV detector with injector capable of 1 uL injection volume
analytical column: Acquity CSH C18, 1.7 um, 100 X 2.1 mm (Waters)

[ ]
B analytical balance capable of reading to at least 0.01 mg
B ultrasonic bath

[ ]

laboratory centrifuge

Chromatograficky systém

Analytical column: Acquity CSH C18, 1.7 um, 100x2.1 mm (Waters)
Guard column (optional): Guard column Acquity CSH or compatible
Flow: 0.3 mL/min

Column temperature: 40 °C

Autosampler temperature: 25 °C

Injection volume: 1.0 pL

Detection wavelength: 283 nm

Detector scanning rate: > 5 Hz

Total run time: 20 minutes

Mobile phase A: 10 MM NH,H,PO,, pH =23

Mobile phase B: methanol

Vysledky sloZeni tablet Diozen 500 mg (kvantitativné-kvalitativni sloZeni pFipravku)
Sarze &. Obsah (mg/tbl)

Quinta ¢.

Diosmin

Hesperidin

Isorhoifolin

Linarin

Diosmetin

7527 29

R1985/20

458.44

8.02

14.44

9.68

943

752029

R1986/20

462.38

9.39

10.30

9.75

8.18

Chromatograficky zaznam slozeni tablety Diozen 500 mg (3arze €. 75 27 29)
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Chromatograficky zaznam sloZeni tablety Diozen 500 mg (3arze €. 75 20 29)
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LEGENDA:

*vybér informaci z protokolu ASR-R-ZEN-GEN-021A-20.01 (Quinta-Analytica)
UHPLC: druh vysokoucinné kapalinové chromatografie

AU: signdl detektoru (absorbance)

Venofarmaka s flavonoidy zakladem lécby
chronického zilniho onemocnéni

Flavonoidy jsou biologicky velmi aktivni skupinou vice nez péti
tisic rznych molekul rostlinné povahy. Zajistuji pfirozenou ochranu
funkce enzym(, vitamint a dalsich latek kontrolujicich metabolismus.
V potravé se vyskytuji ve formé glykonu, absorbovény jsou enterocyty
po hydrolyze na aglykon. Diosmin je hydrolyzovan na diosmetin,
resp. hesperidin na hesperetin. Diky variabilni absorpci flavonoidu je
k zajisteni standardni dostupnosti nutna mikronizace. Mechanismus
jejich plsobenf je dédn zakotvenim do bunécnych membran, kde
ovliviuji funkci membranovych proteint (enzym(, receptor apod.).
Vlyznamna je téz Uloha v kontrole exprese gent ovliviujicich obranné
areparacni pochody. Z ovlivnéni fady sloZzek zanétlivého déje vyplyva
jejich klinicky vyznam. Dominantnim klinickym ucinkem je stabilizace
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Zilni stény a pozitivni vliv na intersticidlni déje. Kterd slozka v Ucinku —
tedy ktery flavonoid v tomto pochodu dominuje, nelze fici. Validnf
klinické studie byly provadény vzdy se smesi flavonoidd v rdmci
mikronizované flavonoidni frakce obsahujici fadu slozek (diosmin,
hesperidin, linarin, isorhoifolin a diosmetin). Pro né byl dobfe dolozen
klinicky Ucinek na Ustup subjektivnich pfiznakd, zlepseni kvality Zivota
a rychlejsi hojeni defekt( (Uroveri indikace 1 B v rdmci mezinarodnich
doporucent). Otdzkou velmi diskutovanou v soucasnosti je, jestli dalsf
na trh pfichazejici pfipravky s obdobnym slozenim jako MPFF majf
stejné klinické Gcinky.
doc. MUDr. Debora Karetovd, CSc.
Il.interni klinika kardiologie a angiologie 1. LF UK a VFN, Praha
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