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Martina Sedlackova
Studium topického podani cidofoviru in vitro
Farmaceuticka fakulta v Hradci Krdlové, Univerzita Karlova

Abstrakt

Cidofovir (CDV), antivirotikum ze skupiny acyklickych nukleosidfosfonatd, je velmi G¢innou
latkou v 1é¢bé raznych infekci virového plvodu. Nizké vyuZiti tohoto lé¢iva v topické terapii
virovych infekci kizZe je zplsobeno jeho vysokou cenou. Tato price se zabyva moZnostmi
zvyseni koncentrace a dostupnosti CDV v kiZi, které by vedlo ke sniZzeni naklad{ na vyrobu
[éCivych prostfedk s timto |éCivem.

Cilem prace bylo studium vlivu koncentrace CDV aplikovaného na kdZi na jeho mnoZstvi
v rliznych vrstvach klze. Dale byl zkouman vliv pfidani akcelerantu transdermaini permeace
dodecylesteru kyseliny 6-dimethylaminohexanové na prostup CDV do kliZe. Oba vlivy byly
zkoumany in vitro pomoci modifikovanych Franzovych difuznich cel jak na vzorcich lidské
klGZe zdravé, tak i modelové poskozené (metodou tape stripping).

Z nami zvolenych kombinaci vychozich vzork( 0,3%, 1% a 3% CDV s a bez pouziti akcelerantu
dosahovalo nejvyssich koncentraci CDV v epidermis pouZiti donorového vzorku 3% CDV
v kombinaci s 1 % akcelerantu. Po poufZiti tohoto vzorku byla koncentrace CDV v epidermis
1115 pg na gram, coz je 1,45krat vice neZ bez pouziti akcelerantu. Pfi pouZiti kiiZze poskozené
byla koncentrace CDV zvySena na 2584 pg na gram epidermis, coz je 1,55krat vice, nez bez
pouziti akcelerantu.

Dostupnost CDV byla nejvyssi pfi pouZiti jeho 0,3% roztoku s pfidavkem 1% akcelerantu (6 %
aplikovaného mnozstvi CDV bylo nalezeno v epidermis kiZe zdravé a 14 % v epidermis klze
poskozené).

Akcelerant také zlepSoval prostup CDV i do hlubsich vrstev klzZe a sniZzoval jeho laterdlni difuzi
mimo permeacni plochu.

Pomoci permeacniho akcelerantu lze zvysit koncentraci CDV v epidermis, ¢ehoZ by Slo
s vyhodou vyuzit v lokalni [é¢bé infekci zplsobenych viry citlivymi na toto Iécivo.
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Abstract

Cidofovir (CDV), an antiviral drug belonging to the group of acyclic nucleoside phosphonates,
is a highly potent drug used for treatment of various infections of viral origin. The low usage
of CDV is caused by its price. This work deals with possibilities of increasing the concentration
and availability of CDV r in the skin that could lead to lowering of the production costs of the
preparations containing this substance.

The goal of this work was to study the concentration of CDV in different skin layers after its
application on intact and tape striped human skin. The effect of permeation enhancer 6-
(dimethylamino)hexanoic acid dodecyl ester was also investigated. Both attitudes were
investigated in vitro using modified Franz diffusion cells.

Three different concentration of CDV (0.3%, 1% and 3%) were applied on the intact or tape-
stripped skin with or without 1% enhancer. In intact skin, the combination of 3% CDV with
1% enhancer provided epidermal CDV concentration of 1115 pg/g, which is 1.45-times higher
than without an enhancer. In tape-striped skin, the epidermal concentration of CDVincreased
to 2584 pg/g which is 1.55- times higher than without enhancer.

The highest bioavailability was reached when the 0.3 % solution of CDV in combination with
1% enhancer was applied: almost 6 % in intact and 14 % in stripped skin.

Application of the enhancer also increased the permeation of CDV into deeper layers of skin
and decreased the lateral drug diffusion.

Thanks to the permeation enhancer the epidermal concentration of CDV can be increased,
which could be useful in local therapy of skin infections caused by viruses sensitive to the
CDv.
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1. UvoD A ciL PRACE

Acyklické nukleosidfosfonaty jsou vyznamna antivirotika vyvinutd v laboratoti prof. Antonina
Holého. Pro tuto praci byla vybrana jedna z téchto latek, cidofovir (CDV). CDV se uplatiiuje
v lé¢bé infekci zplsobenych lidskymi papillomaviry, herpesviry a poxviry, a to s velmi dobrymi
vysledky. Pfi topickém aplikaci, pokud neni na kZi poruseno stratum corneum, nevykazuje
CDV vyznamnéjsi systémovou absorpci, a tedy ani s ni spojené nezddouci ucinky. Limitaci
SirSiho rozsireni této latky je ovsem jeho cena.

Cilem této prace je studovat prostupnost CDV do lidské klze in vitro, a to za poufZiti rizné
koncentrovanych roztokd této latky (0,3%; 1% a 3% roztok). Podminky téchto testl byly
Castecné prevzaty podle prace Dr. Cundyho a jeho kolektivu, ktery zkoumal topickou aplikaci
CDV kralikiim a to v 1% gelu s pridavkem propylenglykolu. [1]

Dale je hodnocen vliv akcelerantu transdermalni permeace DDAK (dodecylester kyseliny
6-dimethylaminohexanové) na prostup CDV kuzi.

Oba typy vzork( byly aplikovany nejen na kliZi zdravou, ale také na klzi poskozenou, s cilem
co nejpresnéjsiho napodobeni realné situace v praxi.



2. TEORETICKA CAST

2.1. KUZE A JEJI STAVBA

KGZe je nejvétsim organem lidského téla a tvofi jeho zevni povrch. Diky jeji specifické stavbé
je organismu umoznéno pohybovat se na sousi bez nadmérnych ztrdt vody z vnitiniho
prostfedi, zaroven je i bariérou, kterd poskytuje ochranu proti vstupu cizorodych latek zvenci.

(2]

Kdze je ucinnou ochranou vici skodlivym chemickym, fyzikalnim i mikrobiologickym vliviim.
Diky moznosti regulace Cinnosti potnich Zlaz, ovladani pritoku krve v cévach a nizké tepelné
vodivosti je kliZe také termoregulacnim systémem ovladajicim tepelné ztraty do okoli. Kize
se dale ucastni latkové vymény, je mistem, kde je tvoren vitamin D a vyznamnym podilem se
ucastni funkci imunitniho systému. [3]

U dospélého jedince dosahuje kiize plochy az 2 m?, tloustky do 4 mm a hmotnosti pfiblizné 3
kg (v pfitomnosti silného tukového polstare az 20 kg). [3]

KlZe je sloZzena z nékolika vrstev — epidermis (pokozky) a Skary (dermis) a hypodermis
(podkozi).
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Obr. 1. Vrstvy lidské kuzZe [4]



2.1.1. EPIDERMIS

Epidermis je povrchova vrstva tvofena vrstevnatym dlazdicovym epitelem, ktery mizZe byt na
povrchu zrohovatély. Je rozdélena do péti zakladnich ¢asti, z nichz nejspodnéjsi je stratum
germinativum, tzv. vrstva zdrodecnd, ktera je dale rozdélena na stratum basale a stratum
spinosum. Ve stratum basale probiha vznik a déleni novych bunék,ve stratum spinosum se
tyto buriky dale vyvijeji, rostou a oplostuji se. Smérem k povrchu se dale nachazi stratum
granulosum. V této vrstvé se v bunkach zacinaji tvofit granula s obsahem prekurzoru keratinu
a buriky se dale diferencuiji, postupuji smérem k povrchu, podléhaji bunééné smrti a ndsledné
tvofi stratum lucidum (ndpadné na dlani nebo chodidlech), které pak pfechazi presnou
hranici ve stratum corneum. Stratum corneum je vrstva sloZend z 18-20 vrstev jiz plné
zrohovatélych bezjadernych bunék, které byly vytvorfeny ve stratum basale, dale se
diferencovaly, uklddal se do nich keratin a migrovaly smérem k povrchu. Tento proces
obnovy epidermis se nazyva keratinizace a trva asi 30 dni. [5]

Bunky stratum corneum se nazyvaji korneocyty. Bezjaderné korneocyty jsou obklopeny
lipidovou matrix, kterd je s pomoci mezibunécnych spojeni zpeviuje v jednu kompaktni
vrstvu, zdsadné zodpovédnou za bariérovou funkci kiZe. Derivaty epidermis jsou chlupy
a kozni zIazy — mazové a potni. [3] [6]

2.1.2. DERMIS

Dermis je hlubsi ¢ast kiiZe, tvorend zejména vazivem se zvinénymi kolagennimi a elastickymi
vldkny. Je silnd maximalné 2,5 mm a déli se do dvou vrstev — stratum papillare, které obsahuje
hustou sit vlaken a velké mnozstvi vazivovych bunék; a stratum reticulare, obsahujici méné
elastickych a vice kolagennich vldken, zodpovédné za taznost klize. V dermis se také nachazi
hladké svalstvo (napf. vzpfimovace chlupt), je bohaté inervovana a protkana siti cév, jak
krevnich, tak lymfatickych, nachazi se zde cibulky vlasovych folikulli, sekrecni ¢asti koznich
Zl3z a buniky imunitniho systému. [2] [3]

Dermis je vazivem pripoutana k podkoznimu vazivu, které déli k(zi od povrchovych fascii
a periostu. Mimo tyto spoje se nachazi tukovy polstar, jehoZ vyvoj a rozloZeni na téle se
vyznamné lisi u rGznych jedinc. [3]

2.1.3. HYPODERMIS

Hypodermis je tvofena pfedevsim pojivovou tkani a podkoznim tukem. Déle se zde nachazi
krevni a lymfatické cévy, které odsud pokracuji do dermis, vlasové folikuly a nervy.



2.2. KOZNi BARIERA

Tato bariéra se u ZivocCich(l vyvinula s prechodem na suchozemsky Zivot a funguje jako bariéra
mechanicka, tak i permeacni, ktera chrani pred ztratou vody a prlinikem alergen, toxinU a
podobné. Dale je bariérou tepelnou, ochrannou pfed ultrafialovym zafenim a v neposledni
radé i bariérou mikrobiologickou, zprostfedkovanou protektivni mikroflorou. [7]

Pro tuto praci, a transdermalni aplikaci l1éCiv obecné, je zdsadni bariéra permeacni. Ze vSech
kozZnich struktur se na této bariéfe nejvétsi Casti podili nejsvrchnéjsi ¢ast klize — stratum
corneum. [8]

Zakladni stavebni strukturou stratum corneum jsou jiz zminéné korneocyty. Jsou to
nerozpustné bunky vyplnéné proteinem keratinem, vysoce odolné vici pUsobeni rdznych
chemikalii. Korneocyty jsou obklopené lipidovou matrix. Jejich tvar je uzplsoben tak, aby do
sebe jednotlivé burky tésné zapadly a mezibunécné prostory byly co nejmensi. Tento typ
stavebni struktury byva oznacovdn jako struktura cihel a malty. [6] [9]

Korneocyty jsou vétSinou v 18-20 vrstvach, v zavislosti na anatomické lokaci. Navzajem jsou
spojeny korneodesmosomy, které jsou podle potfeby degradovany a tim je umoznéno
odstranéni odumrelych korneocytl z koZzniho povchu. [9]

Lipidova matrix, ktera vyplfiuje prostory mezi jednotlivymi korneocyty, predstavuje asi 20 %
objemu stratum corneum. Zatimco korneocyty jsou zodpovédné spiSe za bariéru fyzikalni,
lipidovd matrix tvofi bariéru permeacni. Jedna se o velice komplexni smés ceramidd,
cholesterolu a volnych mastnych kyselin. Na rozhrani stratum corneum a granulosum se
vyskytuji probariérové lipidy, ty slouzi jako prekurzory lipidG; a lipolytické a proteolytické
enzymy, které jsou zodpovédné za preménu probariérovych lipida a degradaci desmosomd.
Lipidova matrix tvofi také tzv. rezervoar stratum corneum, v némz se kumuluji hydrofobni
latky a jsou postupné uvolriovany do hlubsich vrstev kize (napf. topické kortikosteroidy). [10]
Néktefi autofi predpokladaji i existenci vodnich por(. [9] [11]

Stratum corneum je ze 75-80 % sloZeno z protein(, 5-15 % jeho hmotnosti tvofi lipidy, zbytek
zaujima voda a dalSimi organické slouceniny. Stratum corneum neni rigidni strukturou, ale
naprosto unikatnim systémem, ktery je vysoce organizovany, velmi prizptsobivy a schopny
autopoiézy. [8] [11]

2.2.1. BARIEROVE LIPIDY

Jsou lipidy pfitomné v mezibunéénych prostorach stratum corneum vznikajici
z tzv. probariérovych lipidQ. Lipidy jsou usporadany velice tésné do nékolikavrstevné
vzdjemné propojené lamelarni struktury. Propustnost téchto lamel je vyznamné nizsi nez
propustnost fosfolipidovych dvojvrstev. [6]



v sope

dale cholesterol (25 %) a volné mastné kyseliny (10 %). Molarni pomér téchto tti slozek je
1:1:1 a predpoklada se, Ze pravé tento pomér je jednim z predpokladll bariérové funkce.
Zbytek tvoti estery cholesterolu a cholesterol sulfat. [6] [11] [12]

Syntéza bariérovych lipid( probiha na rozhrani se stratum granulosum, kdy jsou sekretovana
tzv. lamelarni granula, obsahujici probariérové lipidy (napt. glykosylceramidy, cholesterol,
glycerolfosfolipidy a sfingomyelin) a hydrolytické enzymy (protedzy, lipazy, kyselé fosfatazy a
glykosidazy). Po wyliti do mezibunééného prostoru jsou probariérové lipidy zminénymi
enzymy nasledovné zpracovany na hydrofobnéjsi produkty: Glykosylceramidy jsou
extracelularné zpracovany na ceramidy. Hydrolyzou sfingomyelinu vznikaji ceramidy 2 a 5. A
nakonec hydrolyzou fosfolipidi vznikaji neesencidlni volné mastné kyseliny. Dale je cast
cholesteryl sulfatu metabolizovana na cholesterol. [13]

Za normalnich podminek je sekrece lameldrnich granul pomald, ale dostatecnad pro integritu
bariéry. Pokud dojde k poruseni bariéry, odchdzi kalcium zvnéjsi epidermis a obsah
lamelarnich granul je vypustén. Kalcium je tedy dllezitym regulatorem sekrece. Lamelarni
granula také sekretuji antimikrobni peptidy, jako napf. lidsky betadefensin. Antimikrobni
bariéra je proto Uzce spjata s permeacni. Toto spojeni vysvétluje napfriklad castou
predispozici lidi s atopickou dermatitidou ke kolonizaci kliZze bakterii Staphylococcus aureus.
[11] [14]

2.2.1.1.CERAMIDY

Jedna se o hlavni polarni lipidy ve stratum corneum. Maji rGznou délku a lisi se stavbou
polarni ¢asti. Zakladem kazdého ceramidu je sfingoidni baze vdzana amidovou vazbou na
mastnou kyselinu. Sfingoidni baze muze byt sfingosin, fytosfingosin, dihydrosfingosin anebo
6-hydroxysfingosin. Mastna kyselina miZze v poloze a nebo w obsahovat hydroxyskupinu.
Velky vyznam maji ceramidy s w-hydroxymastnou kyselinou s délkou pfiblizné 30 uhlika,
které maji esterové navazanou kyselinu linolovou. Tyto ceramidy slouZi jako molekularni
spojky mezi jednotlivymi lamelami, vyskytuji se pouze v epidermis a jsou nezbytné pro
bariérovou funkci klze. [5]

Obecné Ize fici, ze hlavnim Ukolem ceramidll v kiiZi je zamezeni nadmérné transepidermalni
ztraty vody z organismu snizenim jejiho prostupu pres kGzi. Nedostatek ceramidid v kizi je
sledovan u mnoha koZnich onemocnéni (napf. u pacientl s atopickym ekzémem byl
zaznamenan nedostatek nékterych typl ceramidd). Déle je nedostatek ceramidl spojovan
s lupénkou, akné, suchou a starnouci kdzi, a dokonce i psychickym stresem. Pro lécbu
poskozené kozni bariéry je proto mozné poutzit lokalni pripravky s obsahem ceramid(. [5]
[15] [14]



Obr. 2. Obecny vzorec ceramidu

2.2.1.2. DALSI{ BARIEROVE LIPIDY

Dalsimi lipidy, podilejicimi se na tvorbé koZzni bariéry jsou cholesterol a vy$si mastné kyseliny.
Zastoupeni cholesterolu v lipidové matrix je asi 25 % a je zasadni pro miseni rliznych druh(
lipidd. Vyssi mastné kyseliny tvofi asi 10 % lipidové matrix, nejcastéji jsou nasycené,
s fetézcem delSim nez 20 C. Kyselina linolova je jedind nenasycenad kyselina vyskytujici se ve
stratum corneum a je nezbytnd pro homeostazu bariéry. Pokles v koncentraci jakékoliv
z téchto slozek vede ke snizeni integrity bariéry. [11]

2. 3. AKCELERANTY TRANSDERMALNI{ PERMEACE A PENETRACE

Jedna se o latky navrzené tak, aby byly schopné reverzibilné zvySovat prostupnost kiize pro
Iéciva do hlubsich vrstev kliZze (penetrace) a také do obéhu (permeace), dale jen akceleranty.
Idedlni akcelerant by nemél drazdit kGzi ani byt toxicky, jeho ucinek by mél byt reverzibilni
a chemicky by mél byt kompatibilni s |éCivem. Nemél by mit vlastni biologickou aktivitu.
Nastup jeho ucinku by mél byt rychly, opakovatelny a lécivo by mélo prostupovat pouze
jednosmérné. Také jeho vyroba by neméla byt pfilis ndkladna a slozita. Mél by byt snadno
odbouratelny.[6] [16]

Akceleranty jsou chemicky velmi nejednotnou skupinou a jejich mechanismus ¢asto jesté
neni zcela objasnén. Pravdépodobné jde o plsobeni vedouci k rozruseni organizace
bariérovych lipid(i, zvySeni fluidity lipidové vrstvy, interakce s intracelularnimi proteiny
a zvyseni hydratace kUlze, anebo o jejich kombinaci [16].

Mezi akceleranty patfi napfiklad latky ze skupiny alkylsulfoxid(, terpend, analogli mocoviny
i moCovina samotnd, derivaty hydroxykyselin, laktamy (Azon), alkoholy (koakcelerant
propylenglykol) a latky novéjsi s vyrazné snizenou toxicitou, napf. transkarbamy, DDAK
a podobné. [16] [6].



2.3.1. DDAK

DDAK je dodecylester kyseliny 6-dimethylaminohexanové. V této sloudeniné spojuje
pétiuhlikaty retézec enzymaticky labilni esterovou skupinu (pro pfidani této skupiny byl
vzorem Transkarbam 12) s polarni hlavou 2-(dimethylamino)propanové kyseliny, ktera se
osvédcila u akcelerantu DDAIP [17] [18].

Mechanismus Ucinku DDAK spociva v inkorporaci do lipidl stratum corneum a naruseni jejich
organizace, vedouci ke zvySeni propustnosti. Poté je labilni esterova vazba tohoto
akcelerantu hydrolyzovana esterazami pfitomnymi v epidermis na netoxické a nedrazdivé
produkty a bariéra kliZe se znovu obnovi, coZ bylo potvrzeno mérenim elektrické
impedance[18] [19].

DDAK je mozné pouzit s velkym mnoiZstvim latek, jeho ucinnost byla potvrzena napfiklad
u theofillinu, hydrokortizonu, indometacinu a u latek ze skupiny acyklickych nukleosidfosfat(
- adefovir a cPr-PMEDAP [18] [20] [21].

U tohoto akcelerantu byla in vitro potvrzena prijatelna toxicita vici keratinocytim a
fibroblastiim. Podle dalSich studii neni DDAK toxicky ani pro mysi a potkany po oralnim
aplikaci. Optimalni ucinek vykazuje pfi pH 6 [18] [21] [19].

Obr. 3. Akcelerant DDAK, dodecylester kyseliny 6-dimethylaminohexanové

2.4, ACYKLICKE NUKLEOSIDFOSFONATY (ANP)

Acyklické nukleosidfosfonaty jsou latky vyvinuté vyznamnym ceskym védcem, profesorem
Antoninem Holym. Lze je povaZovat za analogy nukleotidl, které maji na ekvivalentu
sacharidu etherové vazanou fosfomethylovou skupinu, coZ vede k vétsi stabilité molekuly.
Etherova vazba totiZ neni, na rozdil od esterové, ktera v molekule nukleotidu vaze fosfat, in-
vivo hydrolyzovana fosfatdzami. Tyto latky funguji na principu antimetabolitu, jejich zarazeni
do vznikajiciho fetézce nukleové kyseliny vede k zastaveni replikace inhibici DNA-polymerazy
nebo reverzni transkriptazy. Z této skupiny jsou nejvyznamné;jsimi tenofovir, adefovir a CDV.
Adefovir je derivatem adeninu a CDV cytosinu.



2.4.1. CIDOFOVIR

Jednd se o nukleosidovy analog deoxycytidin monofosfatu se Sirokou antivirovou aktivitou.
V literature se nejc¢astéji uvadi pod nazvem HPMPC, cely chemicky nazev ([S]-1-[3-hydroxy-2-
fosfonylmethoxypropyl])cytosin anebo (S)-[2-(4-amino-2-oxo-1,2-dihydropyrimidin-1-yl)-1-
(hydroxymethyl)ethoxy]methylfosfonova kyselina. Toto uc¢inné antivirotikum je obsaZeno
v komerénim pfipravku Vistide®.

CDV je ve vodé rozpustna polarni molekula s nizkou dostupnosti po peroralnim aplikaci. Je
nefrotoxicky, tuto vlastnost vSak lze ovlivnit prehydrataci a snizenim tubularni sekrece
pomoci probenecidu. Dale mUZe byt tato negativni vlastnost ovlivnéna tvorbou cyklického
fosfonatu cHPMPC. Ten je v cytoplazmé decyklizujicimi fosfodiesterazami preménén na CDV
a jelikoz cHPMPC neni substratem transportérQ proximalnich tubull, lécivo se v nich
nehromadi. Dostupnost tohoto cyklického fosfondtu po ordinim aplikaci lze zvysit dalsi
tvorbou proléciva, a to vytvorenim soli s kyselinou salicylovou. [22] [23] [24] [25]

Esterifikace cHPMPc s lipidickymi alkoxyalkanoly zvysuje in-vitro aktivitu proti herpesviriim,
poxvirim, zejména pak proti Variola viru [26].

Farmakokineticka data jsou k dispozici po aplikaci léCiva zvifatim a HIV-pozitivnim jedinctm.
Farmakokinetika CDV je zavisla na ddvce, po systémovém aplikaci je 90 % léciva eliminovdno
do 24 hodin. Pro lokdlni aplikaci u clovéka zatim neexistuji data, biodostupnost a
metabolismus byly testovany pouze na kralicich. Po lokalnim aplikaci na neposkozenou k{zi
kralika dosahovala dostupnost CDV v kizi 0,2-2,1 %; po aplikaci na k(zi poskozenou pak 41
%. Vehikulem pro tyto pokusy byl propylenglykol, ktery zvySoval dostupnost CDV, proto byl
jako vehikulum pouzit i v pfedkladané praci. [22] [1] [27] [28]

CDV je velmi ucinnym antivirotikem. Hlavni skupiny virl, na které puGsobi, jsou lidské
papillomaviry, herpes viry, poxviry a byla dokonce popsdna jeho aktivita proti jednomu
retroviru. Proti RNA virGm CDV neni aktivni. [25] [26] [29] [30]

Na rozdil od starsich antivirotik, acikloviru a gancikloviru, ktera jsou nukleosidovymi analogy,
obsahuje CDV fosfonatovou skupinu. Aktivace tohoto Iéc¢iva na trifosfat tim padem neni
zavisla na virovych kindzach (zajistujicich prvni fosforylaéni krok), ale pouze na kinazach
hostitelské burky, které dokazou zajistit pfeménu CDV na di- a trifosfat. Diky tomu CDV
funguje i u nékterych herpetickych infekci, kde aciklovir a ganklovir selZzou. [29] [31] [32] [33].

Bylo prokazano, Ze CDV a jeho metabolity maji dlouhy polocas a diky této vlastnosti je
schopny chrénit také jesté neinfikované bunky v okoli infekce. [29] [31]



Obr. 4. Cidofovir

2.4.1.1. PoUZITI CIDOFOVIRU

V soucasné dobé je CDV schvdleny pro intravendzni aplikaci v |é¢bé cytomegalovirové
retinitidy u pacientd s AIDS, a to jak Evropskou lékovou agenturou (EMEA), tak i jeji
americkou obdobou (FDA — Food Drug Administration). [26]

Ucinek CDV byl prokazan u réznych papillomavirovych infekci, jako jsou napfiklad respiraéni
papillomatdzy, genitalni bradavice a bradavice obecné (HPV 16, HPV 33, HPV 66). Pfi poutziti
u herpetickych infekci byl Géinny u infekci zplsobenych HSV 1 a HSV 2, Varicela Zoster viry,
Cytomegaloviry, virem Epstein-Baarové a fungoval proti herpesviru spojenému s Kaposiho-
sarkomem. Ze skupiny poxviri byl efekt CDV zdokumentovan u onemocnéni molluscum
contagiosum zpUsobujicim molusky a u opicich nestovic. Obecné je CDV uZivan k l1é¢bé téch
infekci, u kterych ostatni antivirotika selhavaji a u imunokompromitovanych jedincl
(vétSinou jde o dalsi virova onemocnéni HIV pozitivnich). Zkoumana byla i jeho cytostaticka
aktivita. [26] [29] [33]

Nejcastéji je CDV podavan lokdlné ve formé 0,3% a 1% krému nebo gelu a pokud je podan na
k(izi, kde neni poruseno stratum corneum, nevykazuje vyznamnéjsi nezadouci ucinky.
Vétsimu rozsifeni CDV brani jeho cena, ktera se v soucasné dobé pohybuje okolo 100 USD za
50 mg latky. [33] [34]



3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. PERMEACNI POKUSY

3.1.1. KOZe

Pro vSechny provedené pokusy byla pouZita lidska kdze. Jednalo se o kizZi pacient(l bélosské
rasy, ktefi podstoupili plastickou operaci bficha. Tato price byla schvalena Etickou komisi
Fakultni nemocnice Hradec Kralové (souhlas ¢islo 200609 S09P) a s kdZi bylo nakladano dle
pravidel Helsinské deklarace [20]. Co nejdfive po odebrani vzorku byla kliZe zbavena
nadbytecné tukové tkané a zamrazena na -20 °C. Tésné pred zacatkem permeacnich pokust
byla kliZze rozmraZzena a hydratovana v PBS pufru o PH 7,4 pfi laboratorni teploté. Pokud se
jednalo o kuzi, ktera méla byt pouZita pro pokusy s kiiZi poskozenou, byl kazdy kus kize 10x
ostripovan, tzn. na cely povrch byla nalepena lepici paska, kiiZe byla zatézkana zavazim o vaze
3 kg na dobu 10 vtefin a poté byla paska opatrné strhnuta. Cely proces byl desetkrat
opakovan. Nasledné byly vzorky klze, jak zdravé, tak poskozené, roziezany skalpelem na
Ctverecky o velikosti pfiblizné 2x2 cm. Takto pfipravené vzorky pak byly pouzity pro pokusy
ve Franzovych celdch.

3.1.2. MODIFIKOVANE FRANZOVY DIFUZNI CELY

Jednad se o sklenéné nadoby o velikosti asi 10 cm sloZené ze dvou dild. Horni ¢ast ma siroké
hrdlo slouZici pro aplikaci donorového vzorku, pod ni je pfilozeno plexisklo o sile asi 5 mm,
které kryje svrchni stranu vzorku kdZe. Plexisklo ma uprostied kruhovy otvor o plose 2 cm?,
vymezujici permeacni plochu, a pravé na ni je nanasena donorovd faze. Donor byl po
naneseni prekryt nesmacivou teflonovou membranou, zajistujici jeho rovhomérné
rozprostreni po klzi. KiZze byla umisténa na dalsim plexiskle, asi 2 mm silném a se stejnym
kruhovym vyfezem. Ten umoZnuje kontakt kiiZe s akceptorovou fazi, fosfatovym pufrem (viz.
nize). Franzova cela je schematicky zndzornéna na obrazku 4.
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Obr 4. Modifikovand Franzova difuzni cela

3.1.3. DONOROVE A AKCEPTOROVE VZORKY

Donorové vzorky byly pfipraveny rozpusténim ¢i dispergaci CDV v roztoku pfipraveném
smisenim propylenglykolu s vodou v poméru 6:4 (v/v) a to v takovém mnozstvi, aby donorova
faze obsahovala 0,3 %, 1 %, ¢i 3 % CDV (dale jen CDV). Analogicky byla pfipravena dalsi sada
donord, obsahujici navic 1 % akcelerantu DDAK. Pfipravené vzorky byly dikladné protfepany
a 24 hodin temperovany na 32°C. CDV nebyl plné rozpustén v roztoku, jednalo se o suspenze.
Po homogenizaci byl vzorek aplikovan na kizi. Zbytek vzorku byl centrifugovan pfi 10 000
otackach po dobu 10 min, a bylo stanoveno mnozstvi CDV v supernatantu (tedy jeho
rozpustnost v donoru).

Akceptorovou fazi byl isotonicky fosfatovy pufr (PBS) o pH 7,4; ktery je vhodny pro HPLC
analyzu a CDV je v ném dostatecné rozpustny. Pro pfipravu pufru bylo navaZeno 0,312 g
NaH,P04-2H,0; 2,865 g Na,HPO,4:12H,0; 8 g NaCl a 0,201 g KCI. Tato navazka byla rozpusténa
v 1000 ml vody pro HPLC a pfipraveny pufr byl doplnén o 0,1 g gentamicinu zajistujicihu
ochranu proti mikrobidlni kontaminaci. Po rozpusténi vSech slozek bylo pH pufru upraveno
pridanim koncentrovaného roztoku NaOH nebo H3PO,4 na hodnotu 7,4.
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3.1.4. MEREN{ ELEKTRICKE IMPEDANCE

Impedance byla mérena pomoci LCR pfristroje 4080 (Conrad Electronic, Hirschau, Némecko)
méfici rozpéti 20 QO-10 MQ, chyba v kQ hodnotach <0,5 %). Pro toto méreni byl do donorové
Casti cely nanesen 1 ml pufru. Po 30min ustadleni byla méfena impedance opatrnym
ponofenim jedné elektrody do tohoto pufru a druhé do akceptorové ¢asti. Mérfeni bylo u
kazdé cely vidy provedeno dvakrat.

3.1.5. PosTuP PERMEACNICH POKUSU

Nejprve byly sestaveny Franzovy cely a jejich akceptorova ¢ast naplnéna pufrem az po okraj
bocniho raménka. Byla zkontrolovana tésnost cel a po hodinové temperaci ve vodni |azni o
teploté 32°C za stdlého michani byla zméfena impedance. Ddle byly cely 24 hodin
temperovany pfi stejné teploté za intenzivniho michani. Za tuto dobu doslo k dostatecné
hydrataci kdze. Po jejim uplynuti bylo na kdzi naneseno 40 ul donorové faze, ktera byla pro
lepsi rozprostieni vzorku prekryta nesmacivou teflonovou membranou. Po ukonceni
24hodinové pokusu byl odebran vzorek akceptorové faze, cely byly rozebrany, kize peclivé
omyty pufrem a osuseny. V misté kontaktu s donorovym vzorkem byly kliZe jesté navic omyty
ethanolem a destilovanou vodou, a z jejich stfedu byl mechanicky vyseknut kruhovy vysek o
plose 2 cm?, ktery odpovida plose, na kterou pGsobil donorovy vzorek. Vyseky byly zabaleny
do aluminiové folie a zahtaty na 80 °C po dobu dvou minut. Po tomto zahtati bylo mozné
oddélit epidermis od zbytku klZe. Po jejim oddéleni byla epidermis zvaZzena a umisténa do 1
ml extrakéniho roztoku za ucelem stanoveni koncentrace Ié€iva v epidermis. Stejné tak byly
zvazeny i vzorky dermis a zbytky kiZe. Vzorky dermis byly umistény do 2 ml roztoku mobilni
faze a zbytky kGzi po vyrazeni byly umistény do 5 ml roztoku extrakéniho roztoku. Jako
extrakéni roztok byla pouzita mobilni faze pro HPLC o sloZeni 25 % 50 mmol/l octanu
amonného a 75 % acetonitrilu (ACN).

VSechny vzorky byly nasledné 24 hodin extrahovany pfi 32 °C, opét za intenzivniho michani.
Po uplynuti této doby bylo temperovani a michani ukonceno a vzorky byly zfiltrovany pres
vatu. V ziskaném filtratu byla pomoci HPLC analyzy stanovena koncentrace CDV.

Ve tretim permeacnim pokusu, kdy byly pouZity pouze klize neposkozené, byla permeaéni
plocha kizi po ukonceni pokusu nejdfive 10x ostripovana a lepici pdaska s pfilepenymi
svrchnimi vrstvami epidermis byla celd umisténa do 1 ml mobilni faze. Tato metoda
stripovani slouzi k postupnému odstranéni vrstev stratum corneum. Po ostripovani byla
permecni plocha klzi obdobné jako ve vyse zminéném pfipadé, vyseknuta, vystavena teploté
80°C po dobu dvou minut, byla oddélena epidermis od dermis (pokud k oddéleni epidermis
nedoslo jiz pfi stripovani), a se vzorky bylo ddle nakldddno stejné jako u vySe popsanych
permeacnich pokusd.
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3.1.6. STANOVENI MNOZSTVi LECIVA VE VZORCICH

3.1.6.1.ANALYTICKA METODA

Pro stanoveni mnozstvi CDV z permeacnich pokusl byla pouzita metoda HPLC.

Mobilni faze pouzita jak pro extrakci CDV pritomného v klZi po permeacnich pokusech, tak
pro samotnou HPLC analyzu byla pfipravena z 25 % 50 mmol/l octanu amonného a 75 % ACN.

Pro méreni byl pouzit HPLC pfistroj Shimadzu Prominence (vyrobce Shimadzu, Kyoto,
Japonsko), ktery obsahuje vysokotlakou pumpu LC-20 AD, odplynova¢ DGU-20A3,
autosampler SIL-20 A HT, kolonovy termostat CTO-20AC, diode array detektor SPD-M20A a
komunikacni modul CBM20-A. Data byla analyzovéna integra¢nim softwarem LCsolutions
verze 1.22.

Separace CDV byla dosaZena na koloné SeQuant ™ ZIC®-HILIC o rozmérech 150-4,6 mm s
5um velkymi ¢asticemi s porozitou 200 A (Merck, Darmstadt, Némecko) v HILIC médu pfi
30°C. PoufZita byla vyse zmifnovana mobilni faze o pratoku 2 ml/min, nastfik vzorku byl 20 pl,
detekce probihala pti vinové délce 274 nm.

Pro kalibraci pfistroje pred zahdjenim analyzy byl pouzit roztok CDV v pufru o koncentraci
100 -0,01 pg/ml (12 kalibracnich hladin)

3.1.6.2. ANALYZA DAT

Pomoci této metody bylo mozné zjistit celkové mnozstvi CDV v jednotlivych vrstvach kize a
diky zndmym hmotnostem koZnich vrstev bylo mozné vypocist i koncentraci CDV v rliznych
hloubkach kize. VSechna predkladana data jsou prezentovana jako prlmér z namérenych
hodnot se smérodatnou odchylkou. K vyhodnoceni statistické vyznamnosti rozdilu hodnot ve
vzorcich s akcelerantem DDAK a bez néj byl pouzit Studentlv t-test.
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4. \/YSLEDKY

4.1. MERENI ELEKTRICKE IMPEDANCE

Jako méfitko bariérové funkce zdravé kize a také ukazatel miry poskozeni kiiZe po provedeni
metody tape stripping byla pouZita elektrickd impedance. Primér hodnot elektrické
impedance pro kdZi zdravou a poskozenou je uveden v grafu 1.

35,0
30,0
25,0
20,0

15,0

Impedance (kOh x cm?)

10,0

5,0

0,0
normalni kize poskozena kdze

Graf 1. Elektricka impedance zdravé a poskozené kiiZe. Data jsou zobrazena jako primér namérenych hodnot,
smérodatnd odchylka je vyznacena chybovymi tuseckami (n= 10-13). Statistickd vyznamnost vlivu poskozeni kize
na impedanci je vyznacena symbolem *.

Pramér hodnot impedance zdravé kize byl 27,9 + 4,2 kQ x cm?. U kiZze pokozené byl pramér
naméFenych hodnot signifikantné niz3i (20,5 * 5,8 kQ x cm?).
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4.2. RozPUSTNOST CDV v ROZTOKU

Prdmérna rozpustnost CDV v donorovych vzorcich bez DDAK a s DDAK je znazornéna v grafu
2.

16,0
14,0 m vzorky bez DDAK
12,0 *
H vzorky s DDAK
10,0
8,0
6,0

*
4,0
> ull W
0,0 -

0,3 1

koncentrace cidofoviru (%)

Rozpustnost cidofoviru (mg/ml)

Graf 2. Rozpustnost CDV v donorovych vzorcich. Data jsou zobrazena jako primér namérenych hodnot a
chybovymi tuseckami je zndzornéna smérodatnd odchylka (n= 10-13). Statistickd vyznamnost vici stejnému vzorku
bez akcelerantu je vyznacena symbolem *,

Rozpustnost CDV v 0,3% donorovém vzorku byla 1,5 £+ 1,5 mg/ml Ve vzorku o stejné
koncentraci s pridavkem DDAK byla naméfena rozpustnost 3,4 + 0,8 mg/ml. DDAK tedy
zvySuje rozpustnost CDV vroztoku o koncentraci 0,3 % pfiblizné dvakrat, toto zvyseni
rozpustnosti po pfidani DDAK je statisticky vyznamné a vedlo k Uplnému rozpusténi
zminéného mnoZstvi CDV.

Rozpustnost CDV v 1% donorovém vzorku byla 2,5 + 0,3 mg/ml; coZ je vyssi hodnota v
porovnani se vzorkem o koncentraci 0,3 %, a toto zvySeni je statisticky vyznamné.
Rozpustnost se mirné zvysuje pravdépodobné vlivem méniciho se pH v dlsledku pridavani
CDV do vzorku. Ve vzorku o stejné koncentraci s pfidavkem 1% DDAK byla stanovena
rozpustnost 9,1 + 2,3 mg/ml. V tomto pfipadé zvysoval DDAK rozpustnost CDV pfiblizné 3x a
toto rozpustnosti po pfidani DDAK je statisticky vyznamné. V obou ptipadech se jednalo o
suspenzi.

Rozpustnost CDV v 3% donorovém vzorku byla 2,9 + 0,7 mg/ml; ve vzorku o stejné
koncentraci CDV s 1% pridavkem DDAK byla naméfena rozpustnost 11,5 + 2,7 mg/ml; coz je
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pfiblizné 3x vice neZ ve vzorku bez DDAK a toto zvySeni rozpustnosti po pridani DDAK je
statisticky vyznamné. V obou pfipadech se opét jednalo o suspenzi.

Ve vsech pfipadech byla rozpustnost CDV vyrazné vyssi v téch donorovych vzorcich, do
kterych byl pfidan 1% akcelerant DDAK. Lze tedy fict, Ze DDAK zvySuje rozpustnost CDV
v donorovém vzorku, pfiblizné 2-3krat.

4.3. PERMEACNI POKUSY

Pfi permeacnich pokusech byly sledovany tti zakladni veli¢iny-mnozstvi, koncentrace
a dostupnost CDV ve sledovaném vzorku zdravé a poskozené kize. Koncentrace CDV v kUZi
byla urcena jako pomér mnoiZstvi CDV a hmotnosti casti kGZe, ze které byl izolovan.
Dostupnost vyjadfuje, kolik procent z celkového naneseného CDV proslo do konkrétni ¢asti
kGiZze. Dale byl u vSech hodnot sledovan vliv akcelerantu (akceleracni pomér), vlivkoncentrace
CDV v donoru a vliv poskozeni klze.

Akceleracni pomér udava zménu mnoistvi, koncentrace a dostupnosti CDV v klzZi po pridani
akcelerantu DDAK k donorovému vzorku. Vliv koncentrace urcuje pomér hmotnosti,
koncentrace anebo dostupnosti sledovaného vzorku vici vzorku s nizsi koncentraci a vliv
poskozeni urcuje, jak se vSechny tyto veli¢iny zméni, pokud dojde k poskozeni klze.

4.3.1. EPIDERMIS

Mnoizstvi CDV v epidermis zdravé i poskozené klze zjisténé pfi permeacnich pokusech, jeho
koncentrace a dostupnost je zndzornéna v nasledujicich grafech 3, 4 a 5. Slovni popis hodnot
zobrazenych v téchto grafech je uveden nize.
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Graf 3. MnoZstvi CDV v epidermis zdravé i poskozené kiiZe. Data jsou zobrazena jako prumér namérenych hodnot
mnoZstvi CDV v epidermis, smérodatnd odchylka (n= 10-13) je vyznacena chybovymi useckami. Statisticky
vyznamné hodnoty, kde p<0,05 jsou oznaceny ndsledujicimi symboly a Cisly: symbol * znaci statistickou
vyznamnost vaci stejnému vzorku bez akcelerantu;
Cislo 0,3 pak statistickou vyznamnost vici vzorku s 0,3% CDV, Cislo 1 znadi statistickou vyznamnost vici vzorku s
1% CDV a symbol + znaci statistickou vyznamnost vici neposkozené kiZi .
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Graf 4. Koncentrace CDV v epidermis zdravé i poskozené kuZe. Data jsou zobrazena jako primer hodnot
koncentrace CDV v epidermis, smérodatnd odchylka (n= 10-13) je vyznacena chybovymi useckami. Statisticky
vyznamné hodnoty, kde p<0,05 jsou oznaceny ndsledujicimi symboly a Cisly: symbol * znaci statistickou
vyznamnost vuci stejnému vzorku bez akcelerantu;
Cislo 0,3 pak statistickou vyznamnost vici vzorku s 0,3% CDV, Cislo 1 znaci statistickou vyznamnost vici vzorku s
1% CDV a symbol + znaci statistickou vyznamnost vuci neposkozené kizi.
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Graf 5. Dostupnost CDV v epidermis zdravé a poskozené kiZe. Data jsou zobrazena jako priumér vypoctenych
hodnot dostupnosti CDV v epidermis, smérodatnd odchylka (n= 10-13) je vyznacena chybovymi tsecCkami.
Statisticky vyznamné hodnoty, kde p<0,05 jsou oznaceny ndsledujicimi symboly a Cisly: symbol * znaci statistickou
vyznamnost vuci stejnému vzorku bez akcelerantu;
Cislo 0,3 pak statistickou vyznamnost vici vzorku s 0,3% CDV, Cislo 1 znaci statistickou vyznamnost vici vzorku s
1% CDV a symbol + znaci statistickou vyznamnost vici neposkozené kiZi.

4.3.1.1. EPIDERMIS ZDRAVE KUZE

4.3.1.1.1. DONOROVE VZORKY O KONCENTRACI 0,3 % CDV

Po 24hodinové aplikaci 40 ul 0,3% roztoku CDV na zdravou klZi bylo v stanoveno 3,4+1,5 ug
CDV (kompletni popis postupu viz vyse). Pokud toto mnozstvi vztdhneme na hmotnost
analyzované tkané, dostaneme vyslednou koncentraci CDV v epidermis, jejiz hodnota je 236
+117 pug na 1 g kGize. Dostupnost CDV, tedy procento aplikované davky nalezené v epidermis
byla pro vzorky s touto koncentraci CDV 2,8 £ 1,3 %.

Po pfidani 1% akcelerantu DDAK k tomuto vzorku doslo nejen ke zvySeni rozpustnosti CDV
(viz vyse), ale i ke zvyseni mnoZstvi CDV v kizi, jeho koncentrace i dostupnosti. MnoZstvi CDV
po aplikaci 40 pl 0,3% roztoku CDV s 1 % DDAK bylo 7,5 + 5,6 pg. Akcelera¢ni pomér mél
vtomto pripadé hodnotu 2,2 a vliv akcelerantu na kumulaci CDV v kdzi byl statisticky
vyznamny. Koncentrace CDV se po ptidani akcelerantu také zvysila, a to na hodnotu 388 +
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199 pg CDV na 1 g klzZe. Vliv akcelerantu vtomto pripadé nebyl statisticky vyznamny.
Dostupnost CDV z donorového vzorku se po pridani akcelerantu zvysila oproti vzorkiim bez
DDAK pfriblizné 2,2krdt (na 6,3 = 3,4 % zcelkového aplikovaného mnozstvi CDV), vliv
akcelerantu byl v tomto pfipadé opét statisticky vyznamny.

4.3.1.1.2. DONOROVE VZORKY O KONCENTRACI 1 % CDV

Po aplikaci 40 pl 1% CDV bylo v epidermis po 24hodinové inkubaci naméreno 5,6 + 2,6 ug
CDV, coz je 1,6krat vice, nez po aplikaci roztoku 0,3%. Vztazeno na hmotnost analyzované
tkané byla vysledna koncentrace CDV v epidermis 320 = 133 ug na 1 g kdzZe, coZ je hodnota
1,4krat vys$si nez po aplikaci 0,3% roztoku CDV. Dostupnost CDV byla po pouziti donorovych
vzorkll s 1% koncentraci CDV pouze 1,4 £ 0,7 %, coz je oproti 0,3 % vzorku CDV polovi¢ni
hodnota CDV.

Po ptidani 1% akcelerantu DDAK k donorovému vzorku bylo v epidermis stanoveno 12,5+ 6,4
pg CDV. Akcelerant tedy zvysil mnozstvi CDV v epidermis 2,2kradt a toto zvyseni bylo
statisticky vyznamné. Zaroven doslo jak ke zvySeni koncentrace na 657 + 305 ug na 1 g kize,
coz je statisticky vyznamné (zvySeni 2,1krat), tak i dostupnosti, ktera byla statisticky
vyznamneé zvysena na hodnotu 3,2 + 1,7 % (vice jak dvojndsobny narlst oproti vzorkim bez
akcelerantu).

4.3.1.1.3. DONOROVE VZORKY O KONCENTRACI 3 % CDV

Mnozstvi v epidermis po 24hodinové aplikaci 40 pul 3% roztoku CDV bylo 15,0 + 7,4 ug. To je

4,4krat vice, nez po aplikaci 1% vzork(. Vliv zvySeni koncentrace CDV je u této hodnoty
statisticky vyznamny jak v porovnani s0,3% vzorky, tak i v porovnani se vzorky 1%.
Koncentrace CDV v epidermis se oproti 0,3% vzorkim také zvysila, a to 3,3krat na hodnotu
786,6 + 393,4 pug na 1 g klize, a toto zvyseni vici vzorkiim s obéma nizsimi koncentracemi je
opét statisticky vyznamné. Dostupnost je v tomto ptipadé velmi nizkd, epidermis se dostava
Tato dostupnost je naptiklad oproti 0,3% vzorklim méné neZ polovicni (rozdil je statisticky
vyznamny).

Po pfidani 1% akcelerantu DDAK k 3% vzorkGm CDV, doslo ke zvySeni mnozstvi léciva
v epidermis 1,4krat; a to na hodnotu 20,7 £ 11,2 pg. Narlst mnozstvi CDV vlivem zvyseni jeho
koncentrace v donoru byl i u vzorkd s DDAK statisticky vyznamny vic¢i obéma koncentracim.
CDV v k(zi u 3% vzorku vzrostla po pridani akcelerantu 1,4krat, na hodnotu 1115,3 + 606,3
pg na 1 g klGze. Oproti mnoistvi CDV po 24hodinové aplikaci donorovych vzorki
s desetinovou koncentraci léciva a stejnou koncentraci DDAK je koncentrace po aplikaci 3%
vzorku CDV 4,7kratx vyssi, a tento rozdil je statisticky vyznamny. Dostupnost CDV se po
pridani akcelerantu také zvysila (2,1krat), na hodnotu 2,6 + 1,9 %. Zvyseni koncentrace CDV
v donorovém vzorku ovsem nema vliv na zvySeni dostupnosti, dostupnost CDV v 3% vzorku
je témér shodna s dostupnosti z 0,3% roztoku bez DDAK.
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4.3.1.2. EPIDERMIS POSKOZENE KUZE

4.3.1.2.1. DONOROVE VZORKY O KONCENTRACI 0,3 % CDV

Po 24hodinové aplikace 40 pl 0,3% CDV v 60% propylenglykolu byla zjiSténa v epidermis
kumulace 10,4 + 8,3 pug CDV, co? je oproti vysledklim na zdravé klzi trojndsobna hodnota a
vliv poskozeni na prostup CDV do epidermis je statisticky vyznamny. Koncentrace CDV
v epidermis poskozené klze (483,2 + 370,2 ug/g) je oproti kiiZi zdravé pfiblizné dvojnasobna.
Dostupnost CDV, tedy procento aplikované davky nalezené v epidermis, byla pro vzorky
s 0,3% koncentraci CDV 8,6 = 6,9 %. Jedna se pfiblizné o trojnasobek oproti kzi zdravé.

Po pfidani 1% akcelerantu DDAK k 0,3% suspenzi CDV doSlo opét k rozpusténi [écCiva
v donoru a ke zvyseni mnozZstvi CDV v k(zZi, jeho koncentrace i dostupnosti. MnoZstvi CDV
v kGzi po aplikaci 40 pl 0,3% roztoku CDV s 1% DDAK bylo 17,0 + 5,3 ug, co?Z je 1,6x vice, neZ
ve stejném vzorku bez akcelerantu. V porovnani s k(zi zdravé doslo vlivem poskozeni k vice
nez trojndsobnému zvyseni kumulace CDV v epidermis a tento rozdil je statisticky vyznamny.
Koncentrace CDV se po pridani akcelerantu také zvysila, a to na hodnotu 660,3 + 207,2 ug/g,
coZ je témér 2krat vice nez u klzZe zdravé a tento rozdil je statisticky vyznamny. Dostupnost
po pfidani akcelerantu se zvysSila na 14,2 + 4,4 CDV (1,6krdt vice nez u donoru bez
akcelerantu). Poskozeni kiZe v tomto pripadé vedlo k 2,3krat vyssi dostupnosti CDV a ma na
tento parametr statisticky vyznamny vliv.

4.3.1.2.2. DONOROVE VZORKY O KONCENTRACI 1 % CDV

Po 24hodinové aplikaci 40 pl 1% roztoku CDV jsme v epidermis po nasli 12,0 + 3,7 ug CDV,
coZ je 1,2x vice, nez po aplikaci 0,3% roztoku. Statisticky vyznamny je v tomto pfipadé vliv
poskozeni, ktery ma hodnotu 2,1. Koncentrace CDV v epidermis po aplikaci 1% donorového
vzorku je 714,5 £ 291,2 ug CDV na 1 g epidermis, cozZ je hodnota 1,5krat vy33i nez po aplikaci
0,3% roztoku CDV, a vice nezZ dvojnasobna (statisticky vyznamna hodnota), pokud porovname
tento vzorek se vzorkem kliZze zdravé. Dostupnost CDV byla pro vzorky s touto koncentraci
CDV pouze 3,0+0,9 %, coi je pfiblizné tfetinova hodnota oproti hodnoté pfi pouzZiti 0,3%
roztoku CDV. V porovnani se zdravou kiUZi se hodnota zvysila dvojnasobné (statisticky

evvs

poskozené kliZze, prostupnost CDV poskozenou kiiZi je tedy v této koncentraci velmi nizka.

Po pridani 1% akcelerantu DDAK k donorovému vzorku jsme nalezly v epidermis 33,4 + 15,2
pg CDV, akcelerant tedy zvysil mnoZstvi CDV 2,8krat a toto zvySeni je statisticky vyznamné.
Vci vzorku s nizsi koncentraci je mnoZstvi CDV zvySeno dvakrat. Vliv poskozeni je v tomto
pripadé statisticky vyznamny, v porovnani s zdravé klzi je hodnota témér trikrat vyssi.
Zéaroven doSlo ke zvySeni koncentrace CDV v epidermis na 1834,0 + 940,8 ug/g, coi je
statisticky vyznamné zvyseni (2,6krat). VUci 0,3% vzorku bez akcelerantu je koncentrace CDV
zvySena 2,8krat a stejné velky je i vliv poskozeni, ktery je statisticky vyznamny. Dostupnost
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ma vtomto pfipadé hodnotu 10,5 + 5,8 %. Akcelerant tedy zvysil prostupnost CDV do
epidermis 3,5krat. Tento rozdil je statisticky vyznamny, stejné jako vliv poskozeni, jehoz
hodnota byla 3,3. OvSem oproti vzorku s nizsi koncentraci (0,3% CDV) byla hodnota sniZzena
pfiblizné o pétinu.

4.3.1.1.3. DONOROVE VZORKY O KONCENTRACI 3 % CDV

MnoiZstvi CDV po 24hodinové aplikaci 40 pl 3% CDV bylo 22,9 + 10,6 ug, coz je 2,2krat vice,
neZ bylo nalezeno v 0,3% vzorcich. Koncentrace CDV se oproti 0,3% vzorkiim také zvysila, a
to 3,5 krat na hodnotu 1670,2 + 1129,6 ug CDV na 1 g klize. Dostupnost je v tomto pripadé
3,3 + 2,6% z aplikované davky, tato dostupnost je méné nez polovicni oproti 0,3% vzorkim a
tento rozdil je statisticky vyznamny. Vliv poSkozeni byl u koncentrace i dostupnosti roven
pfiblizné 2 a neni statisticky vyznamny.

Po pridani akcelerantu se mnoZstvi CDV v epidermis poskozené klze zvysilo na 60,9 + 16,8ug,
cozZ je témér trikrat vice nez bez akcelerantu. Vliv poskozeni je také témér roven 3 a je
statisticky vyznamny. Oproti vzorkiim s koncentraci 0,3 % CDV bylo mnoZstvi nalezeného CDV
statisticky vyznamné zvySeno vice neZ trojndsobné. Koncentrace v téchto vzorcich byla
2583,6 £ 642,5 ug na 1 g klze, pfi akceleracnim poméru 1,5. Vliv zvysujici se koncentrace je
zde také dobre pozorovatelny, oproti 0,3% vzorkim s akcelerantem je koncentrace témér
Ctyfnasobna (statisticky vyznamna hodnota). Vliv poskozeni je 2,3 a neni statisticky
vyznamny. Dostupnost je vtomto pfipadé 5,1 + 1,4 %, coZ je téméf polovi¢ni hodnota oprosti
0,3% vzorkiim bez akcelerantu. Akceleracni pomér je v tomto ptipadé nizky, pouze 1,5. Vliv
poskozeni ma hodnotu 2 a neni stejné jako akceleracni pomér statisticky vyznamny.
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4.3.1.3. STRATUM CORNEUM A ,ZIVA“ EPIDERMIS ZDRAVE KUZE

Dalsi cast prace byla zaméfena na stanoveni mnoistvi CDV v nejsvrchnéjSich vrstvach
epidermis (stratum corneum) a ve vrstvach hlubsich. Graf 6 znazorrfiuje mnozstvi CDV ve
stratum corneum a v nizsich vrstvach epidermis, na grafu 7 je v procentech znazornéno, jak
velka ¢ast CDV zlstavala v jednotlivych vrstvach ve stratum corneum a jaké mnozstvi proslo
do hlubsich vrstev epidermis. Na grafu 8 Ize pozorovat, jaké bylo mnoZstvi CDV v jednotlivych
vrstvach stratum corneum.
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Graf 6. MnoZstvi CDV ve stratum corneum a v niZsich vrstvdch epidermis po odstranéni stratum corneum. Data
jsou zobrazena jako pramér namérenych hodnot mnoZstvi CDV, smérodatnd odchylka (n= 10-13) je vyznacena
chybovymi usec¢kami. Statisticky vyznamné hodnoty, kde p<0,05 jsou oznaceny ndsledujicimi &isly: ¢islo 0,3 znaci
statistickou vyznamnost vuci vzorku s 0,3% CDV, Cislo 1 znaci statistickou vyznamnost vicivzorku s 1% CDV .
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Graf 7. Koncentrace CDV v epidermis bez SC. Data jsou zobrazena jako prumér namérenych hodnot koncentrace
CDV v epidermis, smérodatnd odchylka (n= 10-13) je vyznacena chybovymi useckami. Statisticky vyznamné
hodnoty, kde p<0,05 jsou oznaceny ndsledujicimi Cisly:
Cislo 0,3 pak statistickou vyznamnost vuci vzorku s 0,3% CDV, Cislo 1 znaci statistickou vyznamnost vuci vzorku s
1% CDV .
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Graf 8. Dostupnost CDV v epidermis bez SC. Data jsou zobrazena jako priimér namérenych hodnot mnoZstvi CDV
v epidermis, smérodatnd odchylka (n= 10-13) je vyznacena chybovymi useckami.
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Graf 8: MnoZstvi CDV v jednotlivych vzorcich se stripy stratum corneum, do vzork( byly stripy rozdélény
ndsledovné: Do prvni vialky byl umistén 1. a 2. strip, do druhé vialky 3. a 4. strip, do treti vialky 5. - 7. strip, do
Ctvrté vialky 8. - 10. strip, do pdteé vialky 11. - 15. strip a do sesté vialky 16. - 20. strip. Data jsou zobrazena jako
prumér namérenych hodnot.

4.3.1.3.1. STRATUM CORNEUM

Mnoizstvi CDV ve stratum corneum nalezené ve vzorcich kiZze na néz byly aplikovany
donorové vzorky bez akcelerantu bylo velmi podobné (3,5 £ 1,0 pg pro 0,3% donorovy vzorek,
3,4+ 1,2 ug pro 1% donorovy vzorek a 3,5 + 1,1 ug pro 3% donorovy vzorek). Velmi podobné
bylo rozlozeni CDV v jednotlivych stripech, které klesalo v rozmezi 1,1+0,3 pug
v nejvsvrchné;jSim stripu po 24hodinové aplikaci donorového vzorku s koncentraci 3 % CDV,
az k hodnoté 0,1 +0,1 pg v nejnize polozeném, Sestém stripu vzorku klize, ziskaného po
24hodinové aplikaci donorového vzorku s koncentraci 0,3 % CDV.

Pokud byl k donorovym vzorkiim pridan akcelerant, bylo celkové mnoZstvi CDV ve vSech
stripech stratum corneum 4,2 + 1,0 ug pro pfi aplikaci donorovych vzorki s 0,3% koncentraci
CDV, 4,7 + 2,7 ug p¥i pouziti donorovych vzorkl s 1% koncentraci a nejvyssi mnozstvi 5,0 +
0,5 ug pti pouZiti vzorkl 3%. V nejsvrchnéjsi vrstvé bylo nejvice CDV pti pouZiti donorového
vzorku s koncentraci 0,3 % CDV. Zde bylo naméreno 1,5 + 0,6 pug CDV. V dalSich stripech ale
zacalo mnozstvi CDV oproti vzorkliim s vys$si koncentraci klesat, ve ¢tvrtém a patem stripu

vvvvvvvv

vSech vzorkd s akcelerantem (0,1 + 0,1 pg). U vzorkd kUZe pripravenych za pouziti
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donorového vzorku s koncentraci 1 % CDV bylo mnoZstvi v prvnim stripu velice nizké, pouze
0,8 £ 0,6 ug, v nasledujicich dvou stripech se zvySovalo az k hodnoté 1,0 £ 0,6 ug a poté zacalo
klesat az k hodnoté 0,3 + 0,2ug. Ve vzorcich pfipravenych za pouZiti donorového vzorku
s koncentraci 3 % CDV, bylo mnoZstvi CDV v nejsvrchnéjsim stripu také nejdfive nizsi nez v u
vzorkl pFipravenych z 0,3% donorovych vzorkd, ve druhém stripu se toto mnozstvi zvysilo az
na 1,320,3 ug a poté také postupné klesalo az k hodnoté 0,5 + 0,2 ug.

4.3.1.3.2. EPIDERMIS BEZ STRATUM CORNEUM

Jak vyplyva z grafu 6, mnozstvi CDV v epidermis s odstranénym stratum corneum (dale SC)
bylo velmi malé, a zvySovalo se s rostouci koncentraci CDV a také s pfidavkem akcelerantu.

Po 24hodinovéodinové aplikaci 40 pl 0,3% roztoku CDV jsme a ostripovani bylo stanoveno
v epidermis 0,3 £ 0,2 ug CDV (kompletni popis postupu viz vyse), coz je prakticky desetinové
mnoZzstvi oproti mnozstvi CDV pritomném v neostripované epidermis. Kdyz byla koncentrace
CDV v donorovém vzorku zvySena na 1 %, vzrostlo i mnozstvi CDV v epidermis zbavené SC
vice nez 2krat, na hodnotu 0,7 + 0,2 pg, (rozdil je statisticky vyznamny). Po zvySeni
koncentrace donorového vzorku na 3 % CDV, vzrostlo mnozstvi CDV v 11krat, na3,5+1,0 ug,
coz je opét statisticky vyznamny rozdil.

Po pfidani 1 % akcelerantu k donorovym vzorku doslo ke zvySeni mnoZstvi CDV a to 2,4krat u
vzorkl s 0,3 % CDV na hodnotu 0,8 + 0,2 ug; 3,4krat a statisticky vyznamné na hodnotu 2,4
1,2 ug pti pouZiti donorovych vzorkd s 1 % CDV a nakonec 1,3krat na hodnotu 4,4 + 1,1 ug
pouZiti donorovych vzorki se 3 % CDV.

Vztazenim na hmotnost analyzované tkané ziskame koncentraci CDV. Byl zde sledovan stejny
trend jako pfi sledovani celkového mnoZstvi CDV. Dochdazelo ke zvySovani koncentrace
s rostouci koncentraci CDV v donorovém vzorku a s pfidanim akcelerantu.

Dostupnost CDV v epidermis zbavené SC se meénila v zavislosti na koncentraci CDV
v donorovych vzorcich a pridani akcelerantu velice podobné jako ve vysSe popsanych
vysledcich u epidermis se stratem corneem, pouze s tim rozdilem, Ze hodnoty byly vyznamné
nizsi. Nejvyssi hodnoty dostupnosti aplikované davky CDV bylo dosaZeno pfi pouZiti 0,3%
roztoku CDV s pridavkem 1% akcelerantu, zde byla dostupnost 0,6 + 0,5%.
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4.3.2. DERMIS

Mnoizstvi, koncentrace a dostupnost CDV v dermis kliZze zdravé i poSkozené znazornuji
nasledujici grafy 9, 10 a 11.
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Graf 9. MnoZstvi CDV v dermis zdravé a poskozené kiiZe. Data jsou zobrazena jako primér namérenych hodnot
mnoZstvi CDV v dermis, smérodatnd odchylka (n= 10-13) je vyznacena chybovymi tseckami. Statisticky vyznamné
hodnoty, kde p<0,05 jsou oznaceny ndsledujicimi symboly a Cisly: symbol * znaci statistickou vyznamnost vuci
stejnému vzorku bez akcelerantu;
Cislo 0,3 pak statistickou vyznamnost vuci vzorku s 0,3% CDV, Cislo 1 znaci statistickou vyznamnost vici vzorku s
1% CDV a symbol + znaci statistickou vyznamnost viici neposkozené kiZi.
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Graf 10. Koncentrace CDV v dermis zdravé a poskozené kuZe. Data jsou zobrazena jako primér namérenych
hodnot koncentrace CDV v dermis, smérodatnd odchylka (n= 10-13) je vyznacena chybovymi useckami. Statisticky
vyznamné hodnoty, kde p<0,05 jsou oznaceny ndsledujicimi symboly a Cisly: symbol * znaci statistickou
vyznamnost vaci stejnému vzorku bez akcelerantu;
Cislo 0,3 pak statistickou vyznamnost vici vzorku s 0,3% CDV, Cislo 1 znaci statistickou vyznamnost vici vzorku s
1% CDV a symbol + znaci statistickou vyznamnost viici neposkozené kiiZi .

28



5,0

4,5
S
— 4,0
L
€
5 30 *
o
> 3,0 +
e
3 2,5
e
[@]
o©
'c 2,0
e +
o
§- 1,5 L 3 0’3 o 3
2 1,0 *
a + 03
" m o
o [ r e
0,3% CDV 0,3% CDV s 1% CDV 1% CDV s DDAK 3% CDV 3% CDV s DDAK
DDAK
® Normalni kiize M Poskozena klze

Graf 11. Dostupnost CDV v dermis zdravé a poskozené kiiZe. Data jsou zobrazena jako priimér namérenych hodnot
dostupnosti CDV v dermis, smérodatnd odchylka (n= 10-13) je vyznacena chybovymi useckami. Statisticky
vyznamné hodnoty, kde p<0,05 jsou oznaceny ndsledujicimi symboly a Cisly: symbol * znadi statistickou
vyznamnost vuci stejnému vzorku bez akcelerantu;
Cislo 0,3 pak statistickou vyznamnost vici vzorku s 0,3% CDV, Cislo 1 znadi statistickou vyznamnost vici vzorku s
1% CDV a symbol + znadi statistickou vyznamnost vuci neposkozené kizi .

4.3.2.1. DERMIS ZDRAVE KUZE

4.3.2.1.1. DONOROVE VZORKY O KONCENTRACI 0,3 % CDV

Po 24hodinové aplikaci 40 ul 0,3% roztoku CDV na vzorek klze, bylo v dermis stanoveno
4 +0,4 ng CDV. Vztazeno na hmotnost tkané, koncentrace CDV byla 1,4+1,1 ug na 1 g klze.
Dostupnost CDV, tedy % aplikované davky nalezené v dermis, byla pro vzorky stouto
koncentraci CDV 0,4+0,3 %.

Po ptidani 1% akcelerantu DDAK k tomuto donoru doslo ke zvySeni mnoZstvi CDV nalezeného
v dermis, jeho koncentace i dostupnosti. MnoZstvi CDV v dermis po aplikaci 40 pl 0,3%
roztoku CDV s 1% DDAK bylo 0,8+0,7 g, coz je témér 2krat vice nez u vzorkl bez akcelerantu.
Akceleracni pomér mél vtomto pripadé hodnotu 1,7 a nebyl statisticky vyznamny.
Koncentrace CDV se po ptidani akcelerantu také zvysila, a to na hodnotu 2,3+2,0 ug CDV na
1g kbZe. Vliv akcelerantu v tomto pfipadé také nebyl statisticky vyznamny. Dostupnost se po
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pridani akcelerantu zvysila na 0,6+0,6 % z celkového aplikovaného mnozstvi CDV, akcelerant
tedy zvysil dostupnost CDV v dermis 1,7krat a tento rozdil je statisticky vyznamny.

4.3.2.1.2. DONOROVE VZORKY O KONCENTRACI 1 % CDV

Po 24hodinové aplikaci 40 pul 1% roztoku CDV bylo v dermis stanoveno 1,3 + 1,1 ug CDV, coz
je 2,9krat vice, nez po aplikaci roztoku 0,3%. Vztazeno na hmotnost analyzované tkang,
vysledna koncentrace v dermis byla 4,0 + 3,2 ug na 1 g kiiZe, coZ je hodnota 2,9krat vyssi, nez
po aplikaci 0,3% roztoku CDV. Dostupnost CDV byla pro vzorky s touto koncentraci CDV
pouze 0,6 +0,5 %, coZ je 1,6ndasobna hodnota oproti hodnoté vzorku s 0,3%CDV a toto zvyseni
je statisticky vyznamné.

Po pridani 1 % akcelerantu DDAK k donorovému vzorku bylo v dermis stanoveno 1,4 + 1,0 ug
CDV, akcelerant tedy zvysil mnozstvi CDV 1,1krat. Koncentrace a dostupnost se ovsem po
pridani akcelerantu paradoxné snizily, a to na hodnoty 3,9+ 2,7 uygnalgdermisa 0,4+0,2
%, snizeni dostupnosti je statisticky vyznamné.

4.3.1.1.3. DONOROVE VZORKY O KONCENTRACI 3 % CDV

Mnozstvi CDV po aplikaci 40 ul 3% roztoku CDV a 24 hodinové inkubaci bylo 1,9 + 1,6 pg, coz
je 4,2krdt vice nez bylo nalezeno v 0,3% vzorcich a vliv zvySeni koncentrace u této hodnoty
statisticky vyznamny. Koncentrace CDV se oproti 0,3% vzork(im také zvysila, a to 4,3krat na
hodnotu 5,9 + 3,5 pug na 1 g kliZe, a toto zvySeni vici vzorkiim s obéma nizsimi koncentracemi
je statisticky vyznamné. Dostupnost je v tomto ptipadé pouze 0,3 % z aplikované davky, coz
je statisticky vyznamné sniZzeni oproti 0,3% vzorkim.

Po pridani 1% akcelerantu DDAK k 3% vzorkdm, doslo ke zvy$eni mnozstvi nalezeného CDV
1,2krat, a to na hodnotu 2,3 + 1,0 pg. ZvySeni mnozstvi CDV vlivem zvySeni koncentrace bylo
statisticky vyznamné vuci vzorku s 1% koncentraci CDV. Koncentrace CDV v kiZi se také
zvysila po pridani akcelerantu 1,1krat, na hodnotu 6,6 + 3,1 pug na 1 g kize. Oproti hodnotam
nalezenym u donorovych vzorkl s desetkrat nizsi koncentraci CDV a stejnou koncentraci
akcelerantu DDAK, je nalezend koncentrace po aplikaci 3% vzorku CDV 4,8krat vyssi, a tento
rozdil je statisticky vyznamny. Dostupnost CDV se po pfidani akcelerantu snizila na hodnotu
0,2+0,1%.

4.3.2.2. DERMIS POSKOZENE KUZE

4.3.2.2.1. DONOROVE VZORKY O KONCENTRACI 0,3 % CDV

Po 24hodinové aplikaci 40 ul 0,3% roztoku CDV bylo v dermis stanoveno 1,9 + 1,6 ug CDV.
Cotz je vice neZ ¢tyfnasobna hodnota oproti vzorku klize neposkozené a tento vliv poskozeni
je statisticky vyznamny. Namérend koncentrace CDV v dermis byla 4,8 + 5,0 ug/g, a je vice
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nez trojndsobna oproti kdzi zdravé. Dostupnost CDV, tedy % aplikované davky nalezené
v epidermis byla pro vzorky s touto koncentraci CDV 1,6 + 1,3 %, coz je ¢tyfnasobné vice, nez
v pfipadé klze zdravé.

Po pfidani 1 % akcelerantu DDAK ktomuto roztoku doslo ke zvySeni mnoistvi CDV
nalezeného v kizi a s tim spojené koncentrace, dostupnost byla ovsem nizsi nez u vzorkl bez
akcelerantu. Mnozstvi CDV po aplikaci 40 pul 0,3% roztoku CDV s 1 % DDAK bylo 3,1 + 2,3 pg,
coz je 1,6krat vice, nez ve stejném vzorku bez akcelerantu. V porovnani s kliZi zdravou doslo
vlivem poskozeni o zvySeni vice nez ctyfnasobné a tento rozdil je statisticky vyznamny.
Koncentrace CDV se po pridani akcelerantu také zvysila, a to na hodnotu 9,0 + 10,5 pg/g, coz
je vice nez Ctyrikrat vyssi hodnota nez u klZe zdravé a tento rozdil je statisticky vyznamny.
Dostupnost po pridani akcelerantu se snizila na 1,4 + 0,1 %. V porovnani s kizi zdravou doslo
ke zvyseni 2,3krdt a tento rozdil je statisticky vyznamny.

4.3.1.2.2. DONOROVE VZORKY O KONCENTRACI 1 % CDV

Po aplikaci 40 pl 1% roztoku CDV a po 24hodinové inkubaci nasli bylo v epidermis stanoveno
1,3 £ 0,8ug CDV, co? je stejné, jako u kiZze neposkozené. Koncentrace byla 2,5 + 1,5 ug CDV
na 1 g klGZe, cozZ je hodnota o polovinu nizsi nez po aplikaci 0,3% roztoku CDV, a témér
polovicni oproti kiZi zdravé (statisticky vyznamna hodnota). Dostupnost CDV, tedy %
aplikované davky nalezené v epidermis byla pro vzorky s touto koncentraci CDV pouze 0,3 +
0,2 %, coi je pfiblizné pétinova hodnota oproti hodnoté pfi pouziti 0,3% roztoku CDV.
V porovnani se zdravou k(zZi se hodnota dostupnosti sniZila na polovinu (statisticky
vyznamné).

Po pridani akcelerantu vzrostlo nalezené mnozstvi 3,5krat (statisticky vyznamné) na hodnotu
4,5 + 2,4 pg. Tato hodnota je vice nez trojnasobna v porovnani s hodnotami nalezenymi u
vzorkll zdravé klZe. Tento rozdil je statisticky vyznamny. Koncentrace vzrostla pridanim
akcelerantu na 10,8 + 6,6 ug CDV na 1 g kliZe, pfi akceleraénim poméru 4,3. Vliv poskozeni je
v tomto pfipadé statisticky vyznamny, v porovnani s klizi zdravou je hodnota koncentrace
zvySena témér trikrat. Vliv akcelerantu byl statisticky vyznamny také u zvySeni dostupnosti,
jejizhodnota byla 1,7 + 1,2 %. V porovnani s kiZi zdravou, doslo ke zvySeni dostupnosti témér
pétindsobnému.

4.3.2.2.3. DONOROVE VZORKY O KONCENTRACI 3 % CDV

Mnozstvi CDV po 24hodinové aplikaci 40 pl 3% roztoku CDV stanovené v dermis bylo 8,6
5,8 ug, coi je 4,4krat vice, nez bylo nalezeno v 1% vzorcich. Koncentrace CDV také zvysila, a
to na hodnotu 15,7 £ 12,0 ug CDV na 1 g kliZe. Dostupnost je v tomto pfipadé 1,3+ 1,2 % a
je nizsi nez dostupnost po aplikaci 0,3% roztoku.

Po pridani akcelerantu se mnoZstvi CDV v epidermis poskozené kiize zvysilo na 9,5 + 2,9 ug,
coz neni statisticky vyznamnym zvySenim. Vliv poskozeni je roven 4,1 a je statisticky
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vyznamny. Oproti vzorklim s koncentraci 0,3 % CDV a bez akcelerantu bylo mnozstvi zvySeno
témér pétinasobné (statisticky vyznamna hodnota). Koncentrace v téchto vzorcich byla 15,6
+ 8,8 ug na 1 g kliZe. Vliv zvysujici se koncentrace je zde také dobie pozorovatelny, oproti
0,3% vzorklim bez akcelerantu je koncentrace vice nez pétindsobna (statisticky vyznamna
hodnota). Dostupnost byla po pridani akcelerantu zvySena na hodnotu 2,3 + 2,4 % a toto
zvySeni neni statisticky vyznamné.
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4.3.3. ZBYTEK KUZE

V nasledujicim grafu 12 je zndzornéno mnozstvi CDV, které bylo nalezeno ve zbytku kize, tzn.
v Casti kliZe, kterd zlstala po vyseknuti permeacni plochy, ktery byl pouZit pro vyse popsané
pokusy. Slo tedy o to, stanovit mnoZstvi CDV, které laterdlné difundovalo do kGize mimo
vymezenou 2cm? permeacéni plochu kdze.
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Graf 12 MnoZstvi CDV nalezené ve zbytku kiZe. Data jsou zobrazena jako prumér namérenych hodnot mnoZstvi
CDV v epidermis, smérodatnd odchylka (n= 10-13) je vyznacena chybovymi useckami. Statisticky vyznamné
hodnoty, kde p<0,05 jsou oznaleny ndsledujicimi symboly a Cisly: symbol * znaci statistickou vyznamnost vici
stejnému vzorku bez akcelerantu;
Cislo 0,3 pak statistickou vyznamnost viici vzorku s 0,3% CDV, Cislo 1 znaci statistickou vyznamnost vuci vzorku s
1% CDV a symbol + znadi statistickou vyznamnost vuci neposkozené kiZi.

Dale je toto mnoZstvi porovnano s celkovym vstfebanym mnoZstvim CDV a tento pomér je
ukazatelem lateralni difuze — donorovy vzorek s obsahem CDV byl nanesen pouze na plochu
2 cm?, ktery byl vyseknut. MnoZstvi nalezené v okoli vyseknuté ¢asti je tedy mnoZstvim, které
preslo do okoli naneseného vzorku. Graf 13 tedy ukazuje, kolik procent z celkové vstiebaného
CDV difundovalo béhem prostupu kizi do okoli aplikacniho mista (permeacni plochy).

33



90

80
70
S T
(0]
N
& 50
£
£ 40
©
3
2 30
)
20
i I ‘
0
0,3%CDV  0,3%CDVs 1%CDV ~ 1%CDVsDDAK  3%CDV 3% CDVs DDAK
DDAK

Zobrazena data jsou primérem naméfenych hodnot.

B Normalni kGize ™ Poskozena klze

Graf 13. Laterdlni difuze. Zobrazend data jsou primérem namérenych hodnot.

4.3.3.1. LATERALNI DIFUZE V ZDRAVE KUZI

Po 24hodinové aplikaci 40 pl 0,3% roztoku CDV na zdravou kGzZi bylo pod v klzi v tésném okoli
aplikacniho mista nalezeno 1,5 + 1,7 ug CDV, coz predstavuje 28,7 % z celkem vstfebaného
CDV. Po pridani akcelerantu k donorovému vzorku bylo nalezeno mnoiZstvi 2,3 + 2,6 pg,
odpovidajici 19,5 % celkové vstiebaného CDV.

V ptipadé aplikaci donorového vzorku s vyssi koncentraci CDV (1 %) bylo ve zbytku klze
nalezeno 4,8 + 4,6 ug léciva, coz odpovida 42,8 % celkem vstifebaného CDV. Po ptidani
akcelerantu kleslo nalezené mnozstvi CDV na 3,3 + 3,3 pg. Toto mnoZstvi odpovidd 18,5 %
z celkové vstiebaného CDV.

PFi pouZiti donorovych vzorkd s nejvyssi koncentraci CDV, 3 %, bylo v kliZi nalezeno 5,3 £ 5,4
pg CDV, coZ predstavuje 22,9 % v celkem vstfebaného CDV. Po ptidani akcelerantu doslo ke
snizeni mnozstvi CDV na 5,0 + 4,8ug, coZ odpovida 18,0 % celkem vstfebaného CDV.
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4.3.3.2. LATERALNI DIFUZE V POSKOZENE KUZI

Po naneseni 40 ul 0,3% roztoku CDV bez akcelerantu bylo v kdZi v tésném okoli aplikacniho
mista nalezeno mnoZstvi 5,1 + 4,1 ug CDV, coZ odpovidd 31,3 % celkem vstfebaného CDV. Po
pridani akcelerantu stouplo mnozstvi CDV na 7,3 + 5,9 ug, odpovidajici 19,2 % celkem
vstfebaného CDV.

PFi zvySeni koncentrace CDV na 1% v donorovém vzorku nedoslo ke zvySeni mnozstvi CDV
nalezeného v klzi v okoli aplikacniho mista. V tomto pfipadé bylo nalezeno mnozstvi CDV
3,9 £ 7,9 ug, coz odpovida 22,8 % celkem vstfebaného CDV. Po pridani akcelerantu vzrostlo
mnozstvi nelezeného CDV na 7,0 * 3,2 ug, odpovidajici 15,5 % celkem vstfebaného CDV.

PFi pouZiti donorového vzorku s nejvyssi koncentraci, 3 % CDV, bylo ve vzorku klzZe nalezeno
10,7 + 8,0 pg, coz odpovida 21,7 % celkem vstiebaného CDV. Po ptidani akcelerantu vzrostlo
mnozstvi CDV na 14,9 + 6,7 ug, odpovidajici 17,5 % celkem vstfebaného CDV.
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5. DISKUZE

Rozpustnost CDV byla ve vSech pfipadech vyrazné zvySena v téch donorovych vzorcich, do
kterych byl pfidan akcelerant DDAK. Lze tedy fici, Ze DDAK zvySuje rozpustnost CDV
v donorovém vzorku pfiblizné 2-3x. To bylo velmi nazorné demonstrovano v pfipadé
donorového vzorku s 0,3% koncentraci CDV. Pokud donorovy vzorek obsahoval pouze |é¢ivo,
byl suspenzniho charakteru. Po pfidani akcelerantu se ovsem rozpustnost CDV zvysila a tento
donor jiz byl roztokem.

Analyza obsahu CDV ve stratum corneum naznacdila, Ze pro mnozstvi CDV, ktery pfi prichodu
do hlubsich vrstev epidermis zlistane ve stratum corneum, neni koncentrace donorového
vzorku zdsadni (pozn. plati pro ndmi analyzované koncentrace, 0,3%; 1% a 3% roztok). S
pfidavkem akcelerantu sice vzrostlo mnozstvi CDV ve stratum corneum asi 1,3krat a zménilo
se rozlozeni CDV v jednotlivych vrstvach stratum corneum, ale celkové lze fici, ze byl u vSech
vzorkl obsah CDV ve stratum corneum relativné podobny.

Mnozstvi, koncentrace i dostupnost CDV v Zivé epidermis (tj. epidermis bez SC bylo 5-10krat
nizsi nez v epidermis, z niz nebylo stratum corneum odstranéno. Z toho lze usuzovat, Ze je
CDV ve stratum corneum zadrZovan, coz je v souladu s jeho hydrofilni povahou.

MnozZstvi CDV nalezené v epidermis a v dermis zdravé i poskozené klzZe rostlo jak se
vzrlstajici koncentraci CDV v donorovém vzorku,a tak prfidavkem akcelerantu. Stejné tak
rostla i koncentrace CDV v téchto vrstvach kizZe. Tento trend byl velmi podobny zvy3ovani
rozpustnosti pridavkem akcelerantu a proto predpokladame, Ze i vtomto pripadé mélo
nejvétsi podil na zvySeni mnoZstvi a koncentrace CDV v tkani zvySeni jeho rozpustnosti
v donorovém vzorku akcelerantem. Nejvyssi koncentrace bylo dosaZeno po aplikaci 3%
roztoku CDV s pridavkem akcelerantu, a to 1115,3 pg na gram klZe zdravé a 2583,6 ug na
gram klZe poskozené.

Pokud budeme hodnotit dostupnost CDV v jednotlivych ¢astech klze, nejsou jiz vysledky tak
jednoznacéné. ZvySovani mnozstvi CDV nalezeného v klizi nevedlo vidy ke zvySovani jeho
dostupnosti, kterd odpovidd poméru tohoto mnoZstvi k mnozstvi celkem aplikovanému.
Nejvyssi dostupnosti v epidermis dosahoval 0.3% donorovy roztok CDV s pridavkem CDV1 %
akcelerantu. Vtomto pfipadé dosahovala dostupnost CDV v epidermis vice nez 6 % pro
vzorek klze zdravé a vice nez 14 % pro vzorek kiize poskozené. Naopak v dermis zajistoval
tento donor nizsi koncentrace CDV neZ bez pouziti akcelerantu, coz mlze byt zplsobeno
faktem, Ze vétsina vstfebaného lécCiva zUstala ve svrchnich vrstvach kize. Nejvyssich hodnot
dostupnosti v dermis pak dosahl donorovy vzorek s pfidavkem 3% CDV a s 1% akcelerantu.
Dostupnost v dermis ovsem neni pro praktické pouziti tak zasadni jako v epidermis.

Dalsim pfinosem pouziti akcelerantu byl jeho vliv na lateraini difuzi CDV. Ackoliv semnoZstvi
CDV, ktery difundoval do okoli aplikacniho mista s pfidanim akcelerantu zvySovalo, mnoZstvi
CDVv misté aplikace rostlo vyraznéji. V celkovém pomeéru ke vsttebanému CDV pak mnoZstvi
lateralné difundovaného CDV pfi pouZiti akcelerantu klesalo. Autorka predpokladd, Ze tento
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fakt mohl byt zplsoben tim, Ze akcelerant usnadnil prostup CDV pfimo v misté aplikace a
proto nebylo |éCivo nuceno difundovat v tak velkém mnozstvi do okoli aplikace.

PFi porovnani ziskanych dat s daty ziskanymi pfi pouZziti radioaktivné znaceného CDV u kralikd
[29], je dostupnost ve zdravé kiZi po aplikaci u ¢lovéka vyssi nez u kralikd (a to jak u
donorovych vzork(l s akcelerantem, tak bez néj).Pokud ovsem bude sledovana dostupnost
v kUZi poskozené, byly zjistény vyssi hodnoty u kralik, a to pfiblizné 10krat pfi pouZziti
donorového vzorku bez akcelerantu a pfiblizné 3krat pfi pouziti donorového vzorku

s akcelerantem.
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6. ZAVER

V této praci byla studovana topicka aplikace CDV a ovlivnéni jeho prostupnosti kazi
pridavkem permeacniho akcelerantu DDAK. CDV byl pouZit ve vzorcich se tfemi rdznymi
koncentracemi (0,3%; 1% a 3%) a to s pfidavkem 1 % akcelerantu nebo bez néj. Zkoumano
bylo jeho celkové mnoZstvi, koncentrace a dostupnost v kliZi po topické aplikaci na zdravou
a poskozenou lidskou kazi.

Nejvyssich hodnot koncentrace v epidermis dosahoval vzorek 3% CDV s pfidavkem
akcelerantu, a to jak v kOZi zdravé, tak i poskozené. Co se tycée dostupnosti v epidermis, ta
byla nejlepsi u vzorku s 0,3 % CDV s pfidavkem akcelerantu opét ve zdravé i poskozené kizi.

Vzhledem k vyznamnému vlivu akcelerantu na prostupnost CDV do zdravé i poskozené klze
a jeho nizké toxicité, povazuji kombinaci CDV a akcelerantu za velmi slibnou pro pouziti
v |écivych prostredcich pro lokalni aplikaci, jelikoz ptidavek akcelerantu by mohl sniZit
mnozstvi potfebného CDV a tim i cenu lécivého pripravku.

Otazkou ovsem zlstava presna koncentrace CDV, kterou bude potreba zvolit, aby mnoZstvi
CDV, ktery pronikne do epidermis, bylo dostatecné pro jeho optimalni antiviroticky ucinek.
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6. POUZITE ZKRATKY

ANP — acyklické nukleosidfosfonaty

CDV - cidofovir

cPr-PMEDAP - 9-(2-fosfonylmethoxyethyl)-Né-cyklopropyl-2,6-diaminopurin
DDAK - dodecylester kyseliny 6-dimethylaminohexanové

DDAIP- dodecylester 2-dimethylaminopropanové

SC —stratum corneum
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