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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra organické a bioorganické chemie

Lenka Vencovska

Skolitel: prof. PharmDr. Katefina Vavrova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Interakce cidofoviru a brincidofoviru s lidskou ktizi in vitro

Brincidofovir (BCDV) je Sirokospektré antivirotické 1€¢ivo vyuzivané pro 1éc¢bu raznych
virovych infekci. Jedna se o prolécivo, které je po dosazeni cilového mista pfeménovano na
cidofovir (CDV), jehoz topicka aktivita byla prostudovéna.

Aplikace 1é¢iv do ktlize, nebo pres kiizi ma oproti konvencnim cestam podani fadu pfednosti.
Komplikaci u tohoto typu podani je neschopnost 1é¢iv prostupovat pies kiizi v dostatecném
mnozstvi. Abychom zlepsili prostup do kiize, pouzivdme latky nazyvané akceleranty
transdermalni permace. Pro tuto studii byl pouzit dodecylester kyseliny 6-dimethylamino-
hexanové (DDAK).

V mé préci se zabyvam studii prostupu BCDV do izolované lidské ktize, vlivem ptidavku
akcelerantu transdermalni permeace na tento prostup a zménami, kterymi lé¢ivo mize pisobit
na kozni bariéru. Zmény kozni bariéry jsou studovdny za pomoci metod infraervené
spektroskopie, elektrické impedance a ztraty vody pres kiizi.

Vysledky prace ukazuji, Ze na mnozstvi proslé do epidermis nema tak vyrazny vliv zvyseni
koncentrace 1éCiva jako ptfidani akcelerantu DDAK, a Ze po aplikaci téchto latek nedochazi
k trvalému poskozeni kozni bariéry.

I malé koncentrace BCDV (0,06%) by mohla byt v kombinaci s DDAK vyhodnym feSenim pro
l1écbu virovych onemocnéni kize, bez systémovych nezadoucich ucinki a bez reverzibilniho
posSkozeni kozni bariéry. Nizk4 koncentrace je vyhodné i1 z ekonomického hlediska, kdy cena
ptipravku je Casto limitujicim faktorem u topickych ¢i transdermalnich podani.
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ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of organic and bioorganic chemistry

Lenka Vencovska

Supervisor: prof. PharmDr. Katefina Vavrova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Interaction of cidofovir and brincidofovir with human skin in vitro

Brincidofovir (BCDV) is a broad spectrum antiviral drug used for the treatment of various viral
infections. This prodrug is after targeting the site converted to cidofovir (CDV), whose topical
activity has been studied.

The application of drugs into or through the skin has a number of advantages over conventional
routes of administration. The disadvantage of this type of administration is the inability of drugs
to penetrate through the skin in sufficient quantities. To improve skin permeation, we use
substances calles transdermal permeation enhancers. 6-dimethylaminohexanoic acid dodecyl
ester (DDAK) was used for this study.

In my thesis, [ have studied the penetration of BCDV into isolated human skin, the effect of the
addition of transdermal permeation enhancer on this permeation and the changes that the drug
may exert on the skin barrier. The changes in the skin barrier have been studied by infrared
spectroscopy, electrical impedance and water loss through the skin.

The results of the study show that the amount of drug passed into the epidermis is not as
significantly affected by increasing the concentration of the drug as by the addition of the
DDAK enhancer, and that there is no permanent damage on the skin barrier after the application
of these substances.

Even a small concentration of BCDV (0.06%) in combination with DDAK could be an
advantageous solution for the treatment of viral skin diseases, without systemic side effects and
without reversible damage to the skin barrier. The low concentration is also advantageous from
an economic point of view, where the price of the product is often a limiting factor for topical
or transdermal administrations.
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1 UVOD A CIL PRACE

Brincidofovir (BCDV) je dlouhodobé piisobici antivirotikum vyvinuté spole¢nosti Chimerix.'
Je vyuzivan pro jeho vysokou aktivitu po peroralnim podéni proti Sirokému spektru DNA virt.
Podani 1éCiv pies kiizi nabizi Siroky potencial, snizuje riziko systémovych nezadoucich ucinkii,
zajiStuje stabilngj$i plazmatické koncentrace 1é¢iva a také usnadnuje jeho aplikaci. Domnivame
se, ze kozni podani BCDV dava smysl, protoze jako prolécivo je preménovan na cidofovir
(CDV), jehoz topick4 aktivita byla jiz zkoumana, a to s nad&jnymi vysledky.?

Touto praci navazuji na moji piedeslou praci® z roku 2016 ,,Studium prostupu protivirového
1é¢iva brincidofoviru do ktize*, kde bylo zjisténo, Ze pomérn€ malé mnozstvi BCDV piipravku
v kombinaci s permeacnim akcelerantem by mohlo byt efektivnim zpisobem v terapii virovych
infekci.

Cilem této nové¢ studie bylo studovat prostup niz§ich koncentraci BCDV do lidské klize a vliv
akcelerantii transdermalni permeace na prostup pres kizi. Do této prace byly vybrany 10krat
niz8i koncentrace 1é¢iva, tedy 0,06% BCDV a 0,2% BCDV. Daéle bylo potieba prostudovat,
jestli po koznim podani BCDV nebo CDV nedochdzi k trvalému poskozeni kozni bariéry, a
sledovat interakce téchto 1éCiv se strukturami stratum corneum pomoci infracervené
spektroskopie.

O topické aplikaci BCDV zatim nejsou ve védecké literatufe zadné studie, dohledala jsem
pouze jednu &inskou patentovou piihlasku?, ktera popisuje piipravu riznych krémi s obsahem
BCDV, ale nikoliv jeho u¢innost. Uginnost BCDV byla poprvé studovana nami (Skin barrier
research group) na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Stavba kuze

Kuze je nejvétsim organem lidského téla, jak plochou, tak 1 svoji hmotnosti, v dospélosti tvori
cca 7% celkové hmotnosti. Kiize plni n€kolik funkci, které jsou pro Zivot nepostradatelné.
Zakladni vlastnosti této prirozené bariéry je branit vnitini prostiedi naseho organismu pied
okolnim prostfedim a zarovef pred nadmérnymi ztratami vody a elektrolytd z organismu.>®
Dalsi funkce kiize zahrnuji vnimani bolesti, tepla, chladu a regulaci télesné teploty. Kize se
sklada ze tfi hlavnich vrstev. Svrchni a tenci vrstva tvofena epitelidlni tkani je epidermis.
HIubsi, tlustsi vrstva tvofena pojivovou tkani je dermis. Tteti vrstvu tvoifi podkozni vazivo,

hypodermis.’

EPIDERMIS

DERMIS

/

HYPODERMIS

Obr.1. Struktura ktize ’
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2.1.1 Epidermis

Epidermis je vnéjsi vrstva klize. Je tvofena vrstvenym dlazdicovym epitelem a neni nijak cévné
zésobena.>’ Sestdva ze Styf vrstev — stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum,
stratum corneum. Tyto vrstvy jsou tvoreny rtizné¢ diferencovanymi bunkami, které prochazi
neustalym vyvojem. Uklada se do nich keratin a postupné se preménuji a putuji k povrchu kize,
aby nahradily buiiky, které jsou ve vrstvé nad nimi. Tento vyvoj epidermalnich buné€k, na jehoz
konci je kompetentni kozni bariéra, je nazyvan keratinizace a trva asi 30 dni.

STRATUM
CORNEUM

STRATUM
GRANULOSUM

STRATUM
SPINOSUM

STRATUM
BASALE

Obr. 2. Struktura epidermis ’

e Stratum basale
Stratum basale je nejspodné&jsi vrstva, kterd oddéluje epidermis od dermis. Probiha zde
vznik a déleni novych bunék, keratinocyti.

o Stratum spinosum
Ve stratum spinosum keratinocyty rostou, ziskavaji vietenovity tvar a dochazi k jejich
propojeni s desmozomy.

o Stratum granulosum
V této vrstve zacind proces keratinizace, tvoii se granula s obsahem prekurzoru keratinu
a dale se diferencuji. Buiikky smérem k povrchu podléhaji bunééné smrti, granule se
preméniuji na keratin a epidermdlni lipidy.’®

e Stratum corneum (SC)

SC je nejzevngjsi vrstvou kliZze, pfichazi tak do kontaktu s ostatnimi latkami a je
zodpovédné za jeji bariérovou funkci.”'® SC se sklada hlavné z ceramidii, volnych
mastnych kyselin, cholesterolu a proteinii, hlavn¢ keratinu obsaZené¢ho v korneo-
cytech.!'12 Zbytek SC je tvofen organickymi sloudeninami a vodou, tyto slozky
zajistuji, aby kiize zlstala poddajna a vla¢na.” SC je diileZité pii omezovani pohybu
vody pies kizi. Fyziologicky se denné ptes kuzi vypafi piiblizné¢ 0,2- 0,41, coz
oznacujeme jako transepidermaélni ztratu vody.'>

10
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2.1.2 Dermis

Dermis je stiedni vrstva kiize, ktera je tvotfend predevsim kolagenovymi a elastickymi vlakny.
Predstavuje fyziologickou podporu pro vné€jsi epidermis. Priimérné tloustka dermis dosahuje
3-5 mm. Diky bohatému prokrveni je tato vrstva klicova pro udrZeni a regulaci té€lesné teploty.
Nachazi se v ni velké mnozstvi nervovych zakonceni, cév, lymfatickych zlaz, tukovych buné¢k,
potnich a mazovych 7laz a je také bohat¢ inervovana. Déle obsahuje hladké svalstvo, jako
vzptimovace chlupi. ®1°

2.1.3 Hypodermis

Hypodermis je tvofena pojivovou tkani, vazivem a rtizné velkymi tukovymi buitkami. Slouzi
jako zasoba energie a mechanickd obrana téla. Najdeme zde krevni a lymfatické cévy, které
prostupuji do dermis. Jeji tloustka je okolo n&kolika milimetrd.!> Vyznam hypodermis jako
bariéry z hlediska priniku latek, je zanedbatelny, protoZe 1é&ivo prostupujici kizi vstupuje do
ob&hového systému diive, nez se dostane do podkozi, ackoli tukova tkan muze slouzit jako
z4sobarna 1&¢iv.!!

2.2 Kozni bariéra

Kozni bariéra se u savct vyvinuta kvili jejich suchozemskému stylu Zivota. Slouzi jako ochrana
organismu pfed mechanickym poSkozenim, patogennimi mikroby, UV zafenim ale také jako
permeacni bariéra, kterd chrani pred ztratami vody. Jak jiz bylo zminéno, dilezitou soucasti
kozni bariéry je SC, které je z velké ¢asti tvofeno korneocyty. Tyto do sebe zapadajici ploché
buiiky obsahuji protein keratin a jsou pevné obklopeny lipidovou matrix. Takové uspotadani je

oznacovano jako struktura ,,cihly a malta“ a vytvaii tak komplikovanou cestu pro prinik latek.
8,16

2.2.1 Kozni lipidy

Pro bariérovou funkci kiize je dllezité sloZeni lipidové matrix. Lipidovou matrix tvofi ceramidy
(50%), cholesterol (25%) a volné mastné kyseliny (10%). Zbytek je tvofen estery cholesterolu,
tteba napt. cholesterol sulfatem.!” Tyto lipidy jsou uspotfddiny jako vicevrstvé minimalné
hydratované lipidové lamely.'®!”

11
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2.2.2 Ceramidy

Kozni ceramidy patii do skupiny sfingolipidi. Ceramidy maji amfifilni charakter, netvoti pouze
dvojvrstvy, ale nékolikavrstvé sktruktury s velmi tésnym usporadanim. Strukturdln€ se jedna o
amidy aminoalkoholu a mastné kyseliny. Bazickym alkoholem muze byt sfingosin, fyto-
sfingosin, dihydrosfingosin nebo 6-hydroxysfingosinem. Mastné kyseliny jsou na primarni
aminoskupinu v poloze 2 aminoalkoholu pfipojeny pomoci amidické vazby. Mezi hlavni
funkce ceramidll patii snizovat prostupnost kiize pro vodu a udrzovat homeostazu, proto jsou
dilezité pro spravnou funkci kozni bariéry 392021

H

-anO

F

HO

R NH

T

(0]
Obr. 3. Strukturni vzorec ceramidu
2.2.3 Cholesterol a mastné kyseliny

Dalsi slozkou lipidové matrix je cholesterol, ktery funguje jako stabilizator lipidickych struktur.
Syntéza cholesterolu je nezbytna pro epidermalni homeostazu.

Z mastnych kyselin jsou ve SC zastoupeny nenasycené kyseliny. Délka jejich fetézce se
pohybuje od 16 do 34 uhlikl. Nejcastéji kyselina behenova (Cz2) a lignocerova (Cz4), méné pak
palmitova (Cis), stearova (Cig) aj. Diky pritomnosti téchto latek je vrstva SC odolna vici
chemickym 1 fyzikalnim vlivim. Pokud by doslo k poklesu v koncentraci jakékoliv z téchto
slozek doslo by ke sniZeni funké&nosti kozni bariéry.%%-2%%3

2.3 Topické a transdermalni podani léciv

Topické a transdermélni podani jsou neinvazivni metody podavani 1éciv. Topické podani je
zpiisob aplikace 1é¢iv do kize k dosaZeni lokalnich terapeutickych U¢inki, bez systémové
absorpce. V ptipad¢ transdermélniho podéni je 1é¢ivo aplikovano pies kizi za ticelem dosazeni
systémovych hladin.>*?*

Obe tyto cesty podani nabizi mnoho vyhod oproti podanim konven¢nim, jako jsou:

e vyhnuti se metabolismu prvniho priichodu jatry, coz miize vést k navyseni biologické
dostupnosti 1é¢iva a ke sniZeni potiebné davky’

vyhnuti se prostiedi gastrointestindlniho traktu, kde mize byt 1é¢ivo degradovano
stabilizace plazmatickych hladin, diky kontinualnimu dodavani 1éciva

niz$i vyskyt vedlejSich systémovych ucinkt

snadné pferuSeni aplikace

mensi Sance na predavkovani

lepsi kompliance pacienta.?®?’

12
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Najdeme zde ale i n¢kolik nevyhod:

e omezené mnozstvi 1éCiva proslé skrz kzi

e naruSeni nejsvrchng&jsi vrstvy (stratum corneum)

e moznost drazdivé/alergické reakce pokozky v misté aplikace
e zmeény ve struktufe a stupni hydratace ktize

e neesteticky vzhled p¥ipravki.?

Abychom lé¢ivo mohli takto vyuzit, musi byt vysoce ucinné, lipofilni (logP okolo 2-3)
s relativné nizkou molarni hmotnosti (M <500 g/mol), steplotou tani do 200 °C a
v neionizované formg.%*-3

I ptes to, Ze kiize je odolna bariéra, nabizi se zde né€kolik moznosti, jak proniknout ptes kizi do
cévniho fecCisté. Pro prunik lze vyuzit moznost transglandularniho prostupu (pfes mazové a
potni zlazy), nebo transfolikuldrniho prostupu (pies vlasové folikuly). Tyto dva prostupy jsou
problematické kvtili malé plose port a vyvodnich zlazek a také proto, ze dochazi ke kumulovani
l1é¢iv v jejich okoli. NejcastéjSi prostup 1éciv je pies SC. V tomto pifipadé mluvime o
moznostech transcelularniho prostupu (pfes korneocyty) a intercelularniho prostupu (pies
lipidové lamely). I v ptipadé transceluldrniho prostupu bychom narazili na mirné problémy.
Usnadnit tento pfestup by bylo mozné po navysSeni mnozstvi vody ve SC a naslednému
nabobtnani korneocytd, které by vedlo k rozvolnéni a poruSeni lipodovych lamel. Nejcastéji
vyuzivanym prinikem je prostup intercelularni, a to diky poznani lipidové ¢asti vrstvy SC a
objevu latek, které umozni i urychli prinik 1é¢iva pres kiizi anebo do kize. Tyto latky se
nazyvaji akceleranty transdermélni permeace.’!

2.4 Akceleranty transdermalni permeace

Akceleranty transdermélni permeace (dale jen akcelerant) jsou slouceniny docasné a
reverzibiln€ zvysujici propustnost kozni bariéry. Byly vyvinuty proto, Ze vétSina 1é¢iv sama o
sob& neni schopna proniknout pies kizi. Mohou usnadiiovat priinik pro 1é¢iva skrz kazi do
organismu (transdermalni podani, permeace 1é¢iv), nebo napoméahat priniku pouze do hlubsich
vrstev, bez systémového U€inku (dermalni podani, penetrace do kiize). Na povahu téchto latek
je kladena fada pozadavku. Idedlni akcelerant by mél byt rychly, predvidatelny. Mél by mit
opakovatelny efekt na prostup 1é¢iva skrz kiizi. Sdm o sobé by nemél mit farmakologicky
ucinek. M¢l by byt netoxicky, nedrazdivy a nealergenni. Po odstranéni akcelerantu by mély byt
znovu rychle obnoveny bariérové vlastnosti kozni bariéry, aby nedochazelo k nadmérnym
ztratdm vody. Také by mél byt levny, snadno pfipravitelny a zpracovatelny, bez chuté, ¢i
zapachu a chemicky kompatibilni s 1é¢ivem.?!-*2
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2.4.1 Mechanismu ucinku akceleranti transdermalni permeace
Jedna se o skupinu rozmanitych latek, jez mohou pusobit jednim ze tfi hlavnich mechanismu:
¢ naruSeni uspotadani lipidové struktury SC

interakce s intraceluldrnimi proteiny
e zvySeni hydratace kize,

nebo piisobi kombinaci téchto mechanismi.!! Mezi akceleranty patii naptiklad alkoholy,
mocovina a jeji derivaty, laktamy, terpeny a sulfoxidy, mastné kyseliny, estery a amidy
karboxylovych kyselin. 3! Jejich u¢inek je zkouman na lidské nebo praseéi kiizi ve Franzovych
difuznich celdch.?® Pro tuto praci byl vybran akcelerant nazyvany DDAK.

242 DDAK

DDAK (= dodecylester kyseliny 6-dimethylaminohexanové) je akcelerant s prokdzanym
reverzibilnim G¢inkem na snizeni odolnosti bariérovych funkci kize. Byl pfipraven a studovan
na Univerzité Karlové, Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové spojenim dvou jiz znamych
akcelerantii. Spojuje se zde polarni hlava 2-dimethylaminopropanové kyseliny a pétiuhlikaty
fetézec mezi atomem dusiku a esterovou skupinou.**-** Z obou téchto predloh ma pak DDAK
dodecylovy feté¢zec. DDAK naruSuje uspotradani lipidové struktury SC a zvySuje tak
propustnost kiize. Mezi jeho vyhody patfi nizka, aZ zanedbatelna toxicita, reverzibilni uc¢inek
na kozni bariéru a Siroké spektrum vyuziti. Jeho Uc¢innost byla jiz studovana na velkém
mnoZstvi latek, jako nap¥. theofillin, indometacin, adefovir a dal§i.*’

‘\/\/\)L
/N o/\/\/\/\/\/\

Obr. 4. Strukturni vzorec DDAK
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2.5 Cidofovir (CDV)

Cidofovir je acyklicky nukleotidovy analog se silnou aktivitou proti Sirokému spektru virg,
véetné herpesvirti, poxvird, papilomaviri a polyomaviri. Chemicky néazev této latky je
1-[(S )-3-hydroxy-2-(fosfonylmethoxy)propyl]cytosin.*®

2.5.1 Mechanismus aéinku a farmakokinetické vlastnosti

Cidofovir difosfat, aktivni metabolit cidofoviru, piisobi jako kompetitivni inhibitor DNA
polymerazy, snizuje syntézu DNA a ukonéuje prodluzovéni fetézce. Cinidlo inhibuje virovou
DNA polymerazu selektivnéji nez lidskou DNA polymerazu a jeji aktivace neni zéavisla na
thymidinkinaze. Kompletni farmakokinetické¢ vlastnosti u lidi byly popsany pouze u
intraven6zniho podani. Obecné se jedna o dobte tolerované 1€civo, mezi nejcastéjsi nezadouci
ucinky patii maldtnost a lokalni diskomfort. Az 90 % CDV se po jednorazové intravendzni
které je mozno predejit intravenozni hydrataci, sou¢asnym podavanim probenecidu a méné
¢astym davkovacim rezimem CDV.>%7

2.5.2 Pouziti cidofoviru

CDV je ve vodé rozpustna polarni molekula, po peroralnim podani dochazi k nizké absorpci v
gastrointestinalnim traktu. V soucasné dobé nejsou k dispozici zddné peroralni pfipravky. Byl
schvalen americkym ufadem pro kontrolu potravin a léciv (FDA) i evropskou lékovou
agenturou (EMA) pro intraven6zni formulaci k 1é€bé cytomegalovirové rinitidy u pacientl
s AIDS, znam jako Vistide®.? Jeho i¢inek byl popsan u lidskych papillomavirt (papilomatoza
laryngu, genitdlni bradavice, bradavice), infekci zpisobenych viry herpes simplex, poxviry
(nestovice, molusky) a Kaposiho sarkomu. V praxi je CDV vyuzivan k 1€¢b¢ virovych infekci,
u kterych doslo k selhani ostatnich antivirotik.>*® Nékolik studii a kazuistik popisuje uéinek
CDV po tspésném lokalnim aplikovani u n€kolika virovych koznich onemocnéni. Aplikovan
byl v 0,3%, 1%, 3%, 4%, 5% koncentracich jako gel nebo krém.%¥% Zatazeni do b&zné 1é¢by
limituje jeho cena, ktera se pohybuje okolo 30€ za Smg (v prepoétu cca 700 k&).*°

o)
I
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Obr. 5. Strukturni vzorec CDV
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2.6 Brincidofovir (BCDYV)

Brincidofovir je Sirokospektralni lipidovy konjugéat cidofoviru, ktery se v organismu pfeménuje
na aktivni antivirotikum, cidofovir difosfat. CDV ma, jak bylo vySe zminéno, aktivitu proti
Sirokému spektru virti, ale jeho pouziti je omezeno kviili nefrotoxicité. BCDV byl pfipraven
spojenim cidofoviru s lipofilni strukturou. Lipidova cast BCDV je dullezita pro své
farmakokinetické vlastnosti, ale nese také fadu vyhod:

e vyssi in vitro u€innost ve srovnani s CDV a potencialné vyssi odolnost vi¢i mutacim

e vyssi antivirova aktivita BCDV, ktera je pficitdna zvySenému bunécnému vychytavani
a vysokym intracelularnim koncentracim aktivniho 1éciva (cidofovir difosfatu)

e pohodlné¢ davkovéani (jednou nebo dvakrat tydné€), které vede k vyssi kompliance
pacienta

¢ biologické dostupnost po peroradlnim podani

e neni nefrotoxicky a u pacientdl s poruchou funkce ledvin neni tfeba upravovat
davkuy. 14142

2.6.1 Mechanismus ucinku
BCVD, jako prolécivo, je po dosazeni cilového mista pfeménén (odstépenim lipidové skupiny)
na CDV. CDV nasledné podléha fosforylaci prostfednictvim intracelularnich kindz za vzniku

aktivniho cidofovir difosfatu. Studie prokazaly, ze BCDV je ptiblizné 25—150krat uc¢innéjsi nez
CDV.#
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2.6.2 Pouziti BCDV

Utinek BCDV byl prokézan u infekci zptisobenych cytomegaloviry, adenoviry, herpesviry,
papilomaviry, polyomaviry a orthopoxviry.** BCDV byl jednim z n&kolika experimentalnich
1é¢iv podavanych malému poctu pacientd k 1é€bé onemocnéni zplisobeného virem ebola,
béhem epidemie v roce 2014.* Jeho aktivita byla zkoumana hlavné po perordlnim podani.
Topické podani BCDV ma také smysl, protoze jak vyplyva z jeho mechanismu ucinku, je
preménovan na CDV, ktery byl pro topické podani zkoumén s nadéjnymi vysledky.

(0]
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Obr. 6. Strukturni vzorec BCDV
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast byla rozdélena do tii pokusti:

e Studium permeace 0,06% a 0,2% BCDV do jednotlivych vrstev kiize a vliv
permeacniho akcelerantu DDAK na tento proces

e Studium reverzibility bariérové funkce kiize po topické aplikaci BCDV, CDV a DDAK

e Interakce BCDV, CDV, DDAK a PG se strukturami lidského SC studovana pomoci IC
spektroskopie

3.1 Pouzité chemikalie

Chemikalie pouzité pro piipravu pufri byly zakoupeny od spole¢nosti Sigma Aldrich
(Schnelldorf, Némecko). Super¢ista voda pochazela ze systému Millipore Q purification.
BCDV a CDV pochézel z laboratoie prof. Holého (M. Krecmerovd, UOCHB AV CR).

3.2 Kiize

Pro pokusy byla pouzita lidska kize ziskand z plastickych operaci btficha zen, které k tomu
poskytly informovany souhlas. Tento postup byl schvalen Etickou komisi (3/11/2022) prvniho
soukromého chirurgického centra Sanus v Ceské republice a byl provadén v souladu s principy
Helsinské deklarace. Z klize byl peclivé odstranén podkozni tuk a do zahajeni pokusu byly
uskladnény pfti -20 °C.

Kuze pro pokusy permeability a reverzibility byly po rozmrazeni nafezdny na cca 2 x 2 cm

velké fragmenty a umistény do modifikovanych Franzovych diftiznich cel mezi teflonova
sklicka epidermalni stranou nahoru.

3.3 Priprava donori

Vsechny donorové vzorky jsou uvedeny v tabulce 1.

3.3.1 Donorové vzorky pro studium permeability

Donorové vzorky pro studium prostupu latek do kize byly ptipraveny jako roztoky:
1. 0,2% BCDV v 60% vodném PG

2.0,2% BCDV v 60% vodném PG s 1% DDAK

3. 0,06% BCDV v 60% vodném PG

4. 0,06% BCDV v 60% vodném PG s 1% DDAK
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3.3.2 Donorové vzorky pro studium reverzibility
Donorové vzorky byly pfipraveny 24 h pted zahajenim pokusu nasledujicim zptisobem:
1. roztok 2% BCDV v 60% vodném PG
2. roztok 2% BCDV v 60% vodném PG s 1% DDAK
3. suspenze 1% CDV v 60% vodném PG
4. suspenze 1% CDV v 60% vodném PG s 1% DDAK
Vzorky byly dikladné promichany a inkubovany 12 h pfi teploté 32 °C.
3.3.3 Vzorky pro studium mikrostruktury pomoci IC spektroskopie
Vzorky pro méteni IC spektra stratum corneum byly piipraveny jako:
1. roztok 2% BCDV v 60% vodném PG
2. suspenze 1% CDV v 60% vodném PG
3. roztok 1% DDAK v 60% vodném PG
4. roztok 60% PG jako kontrola
PERMEABILITA | REVERZIBILITA 1C
Latka [ 2. 3. [ 4 | 1. [ 2. | 3. [ 4 | 1. |2 |3 |4
2% BCDV v | v v
0,2% BCDV v | Vv
0,06% BCDV v | Vv
1% CDV v | v v
1% DDAK v v v v v
60% vodny PG | v |V |V [V IV IV IV IV IV IV IV |V

Tab. 1. Prehled pouzitych donort v experimentech (€. 1.- 4 donorové vzorky)

3.4 Akceptorova faze

Spodni, akceptorova ¢ast modifikované Franzovy diftzni cely byla v pokusech naplnéna
fosfatovym pufrem o pH 7,4; tedy pH lidské plazmy. Fosfatovy pufr (PBS) byl pfipraven
z 8,000 g NacCl, 2,865 g Na,HPO, 12 H,0, 0,201 g KCl a 0,312 g NaH,PO,-2 H,O a doplnén
ultra ¢istou vodou pro HPLC na celkovy objem 1 litru pufru. Pro zaji$téni antimikrobialni
nezavadnosti bylo pfidano 50 mg gentamicinu.
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3.5 Modifikované Franzovy difuzni cely

Pro pokusy permeability a reverzibility jsme pouzili schematicky znazornéné modifikované
Franzovy difuzni cely (obr. 7).

donorova ¢ast cely

- S ~ teflonovy drzék 0,50 cm
Iy e ,""J‘
i - lidska kiize
- .rfJ.J
donorovy vzorek —___ — : S teflonovy drzak 0,20 cm
R e
By S o w o
—_— = | — ;1"-f -4
® . A“)
- . . y raminko k odbéru vzorkt
- " ' _x";f/
akceptorova faze —0——— & * . .//"
. -
. -
-
"
B faite
. ——=— teflonové michadlo
.

Obr. 7. Modifikovana Franzova difuzni cela

Franzovy difuzni cely jsou sklenéné nadoby, které se skladaji ze dvou hlavnich €asti. Spodni,
akceptorovd cast cely je plnéna pufrem a opatiena teflonovym michadlem. Soucasti
akceptorové ¢asti je také postranni raminko, které slouzi k odbéru vzorkii. Horni, donorova ¢ést
cely je mensi a vyuziva se k nanaseni donorti/vzorkd. Mezi horni a dolni ¢asti cely jsou dva
teflonové drzéky o tloust’ce 0,50 cm a 0,20 cm s vymezenym kruhovym vyfezem definujicim
plochu (1 cm?/2 cm? v zavislosti na typu pokusu) pro naneseni donord. Mezi tyto teflonové
drzaky jsou umistovany klize epidermalni stranou nahoru. Pro lepsi fixaci a pfilnavost kiize
jsou teflonové drzaky natfeny silikonovou vazelinou. Sestavené¢ modifikované Franzovy
diftizni cely jsou fixovany gumickou a umistény do vodni lazn€ vytemperované na 32 °C
s michanim zajiSt'ujicim homogenni prostfedi akceptorové faze.
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3.6 Studium permeace 0,06% a 0,2% BCDYV do jednotlivych vrstev kiiZe a
vliv permeacniho akcelerantu DDAK na tento proces

Pokus probihal v modifikovanych Franzovych difiznich celach (viz. kapitola 3.5.) Pfipravené
kiize byly upevnény mezi teflonové drzaky s kruhovym otvorem 2 cm?. Akceptorova &ast cely
opatfena michadlem byla postrannim raménkem naplnéna PBS pufrem a objem akceptoru
kazdé cely zaznamenan. Kazda cela byla opét zkontrolovéana, aby v akceptorové ¢asti nezlistaly
vzduchové bubliny. Piipravené Franzovy difizni cely byly umistény do vodni lazné predehraté
na 32 °C a 2 h ponechany pro ustaleni teploty na 32 °C. Po ustaleni bylo na kazdou z kiizi
pipetou naneseno 40 pl ptislusného donoru (1.- 4. viz tab. 1.). Nanesené vzorky byly pfikryty
plastovou miizkou pro rovnomérné rozprostieni donoru po celé vymezené plose kiize (2 cm?).
Po 24 hodinach bylo do sklenénych inserti ve vialkdch odebrano 300 pl akceptorové faze a
stanoveno mnozstvi koncentrace metodou HPLC. Franzovy difuzni cely byly nésledné
demontovany a kiize byla dale zpracovana (viz nize). Pro zji$téni mnozstvi 1é¢iva ve vrstvé SC
byla pouzita metoda stripovani.

3.6.1 Stripovani

Z plochy kiize (2 cm?) pies kterou prostupovalo 1é¢ivo byly pomoci lepici pasky strhavany
vrstvy SC. Stripy byly extrahovany v 1 ml mobilni faze pro BCDV na tfepacce po dobu 12 h
za laboratorni teploty. MnoZstvi 1é¢iva ve vrstvach SC bylo analyzovano pomoci HPLC.

3.6.2 Epidermis, dermis a zbytek kiiZze

Po odstripovani byla mechanicky vyseknuta permeacni plocha (2 cm?). Vyseknuta tkan byla
zabalena do hlinikové folie a zahtata po dobu 1 min na 80 °C. Po vyjmuti tkang z alobalu byla
odd¢lena epidermis od dermis. Zbytky po vyseknuti kiize, epidermis i1 dermis byly umistény do
vialek, zvdzeny a extrahovany na tfepacce po dobu 12 h pfi laboratorni teploté. Zbytek kize po
vyseknuti epidermis a dermis byl extrahovan v 5 ml mobilni fdze pro BCDV, epidermis byla
extrahovana v 1 ml mobilni faze pro BCDV a dermis ve 2 ml mobilni fdze pro BCDV.

Timto pokusem bylo uréeno celkové mnozstvi 1é€iva proslého pres kiizi a také mnozstvi 1é¢iva
v jednotlivych vrstvach (po pfepoctu na jeji hmotnost). VSechny vzorky byly analyzovany
pomoci HPLC.

3.7 Studium reverzibility bariérové funkce kiiZe po topické aplikaci BCDYV,
CDV a DDAK

JiZ ptipravené klize (viz. 3.2.) byly upevnény do modifikovanych Franzovych difuznich cel.
Objem akceptoru byl u kazdé cely zvlast zaznamenan do tabulky pro nasledujici vypocty.
Vsechny cely (celkem 30) byly zkontrolovany, aby v akceptorové casti nezlstaly vzduchové
bubliny. Takto pfipravené modifikované Franzovy cely byly umistény do vodni ldzné
piedehiaté na 32 °C, odpovidajici teploté povrchu lidské kiize a za stadlého michani magnetickou
michackou ponechény pfes noc ustalit. Druhy den rano, pfed nanesenim vzorkl byla zméfena
ztrata vody pres kizi a impedance pro zjiSténi bazalnich hodnot a kontrolu integrity kozni
bariéry.
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3.7.1 Ztrata vody pres kizi (TEWL)

Pro méfeni hodnot ztraty vody pies kiizi jsme pouzili pfistroj AquaFlux AF (Biox Systems Ltd,
VB). Namétena hodnota ztraty vody pies kizi je definovana jako ustalena hodnota toku vody
pies kizi. Méteni probihalo po opatrném sejmuti horni Casti cely a piiloZzeni méticiho senzoru
tésné k horni hran¢ teflonového drzaku, pti relativni vlhkosti vzduchu 26 — 29 % za laboratorni
teploty. Zmétena hodnota byla zapsana do tabulky pro pozd¢jsi statistické hodnoceni. Nasledné
byla donorové cast cely nasazena zpét a cela vracena do vytemperované vany.

3.7.2 Elektricka impedance (EI)

Pro ureni propustnosti membrany pro ionty byla méfena elektricka impedance pomoci
digitalniho multimetru LCR meter 4080 (Conrad Electronic, Hirschau, Némecko). Stanoveni
EI navazovalo na méteni TEWL. Do donorové ¢asti cely bylo naneseno 0,5 ml PBS pufru a po
ustaleni systému (30 min) byla zmé&fena elektrickd impedance. Méfeni probihalo ponofenim
jedné elektrody skrz raminko do akceptorové ¢asti cely a druhé elektrody do donorové Casti
cely s pfidanym PBS pufrem.

Hodnoty elektrické impedance byly méfeny ve dvou opakovanich. Po naméteni pocatecnich
hodnot ztraty vody pies kiizi a elektrické impedance byla kiize osusena vatou a na kazdou ktizi
pipetou naneseno 20 pl donoru (1.- 4. viz tab. 1.). Nanesené vzorky byly piikryty plastovou
miizkou, aby doslo k rovnomé&rnému rozprostteni po celé plose kiize (1 cm?). Po 24 h byly do
sklenénych insertti ve vialkdch odebrany vzorky (300 pul) akceptorové faze. V odebranych
vzorcich byla pomoci HPLC metody zméfena koncentrace 1é€iv prosla skrz kizi do akceptoru.
Po odbéru akceptoru byly kiiZze opatrné oplachnuty od donort a osuseny. Nasledné€ byla métena
ztrata vody pfes kiizi a impedance v Casovych intervalech 1h,4h,8h,12ha24h od
odstranéni donorl, naméfené hodnoty byly zaznamenavany pro vyhodnoceni pokusu.

3.8 Analytické metody HPLC

Ziskané vzorky byly analyzovany pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. HPLC
systém byl slozeny ze dvou vysokotlakych ¢erpadel LC-20 AD s odplynovacem DGU-20A3,
autosampleru SIL-20A HT, kolonového termostatu CTO-20AC, diode array detektoru SPD-
M20A s komunikaénim modulem CBM20-A (Shimadzu, Kyoto, Japonsko). Data byla
analyzovdna pomoci integratniho softwaru LC solutions verze 1.22. Analyza vzorki
s ptitomnosti BCDV probihala na kolon€ LiChroCART C8 s néaplni Purospher STAR RP-8e,
Sum s ptedkolonou. Jako mobilni faze byla pouzZita smés 55 % acetonitrilu a 45 % 50mM
octanu amonného o prittoku 1 ml/min pii teploté 30 °C a tlaku ~9 MPa. BCDV byl stanovovén
pii vinové délce 274 nm. Nastiik vzorku byl 50 pl.

Analyza vzorki CDV probihala na kolon& ZIC-HILIC 150-4,6 mm s ndplni o porozité 200 A a
velikosti ¢astic 5 pm (Merck, Némecko). Jako mobilni faze byla pouzita smés 75 % acetonitrilu
a 25 % 50 mM octanu amonného o pritoku 2 ml/min pfi teploté 30 °C a tlaku ~8,4 MPa. CDV
byl stanovovan pfi vinové délce 274 nm. Nastiik vzorku byl 10 pl.
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3.9 Interakce BCDV, CDV, DDAK a PG se strukturami lidského SC
studovana pomoci IC spektroskopie

Izolace SC pro méfeni IC byla provedena ponofenim nafezanych &tverci kiize (2x2cm) do
destilované vody o teploté¢ 60 °C po dobu 1 min. Poté byla pomoci pinzet opatrné¢ oddélena
epidermis a oplachnuta ultracistou vodou. Nasledn¢ byla epidermis vlozena do Petriho misky
naplnéné 0,5% roztokem trypsinu v PBS pufru s pfidavkem gentamicinu. Epidermis byla
ponechana v Petriho misce 12 h pii teploté 32 °C v inkubatoru. SC bylo izolovéano plisobenim
trypsinu, ktery rozklada zivé vrstvy epidermis na jednotlivé builky, kromé jediné — SC. Takto
ziskané SC bylo nésledné oplachnuto PBS pufrem. Nasledn¢ SC bylo rozprostieno na Petriho
misku a ususeno. Kousky izolovaného SC o plose piiblizn& 0,5 cm? byly vlozeny do Petriho
misky a néasledné po dobu 12 h hydratovany nad parami vody v inkubatoru pii teploté 32 °C.
Na hydratované SC bylo pipetou naneseno 10 pl donoru (1.- 4. viz tab. 1.) tak, aby bylo SC
donorem pokryto z obou stran. Kazdy vzorek byl pfenesen do plastové komirky. Celkem bylo
do komirek umisténo 16 vzorka s donory, 4 kontrolni vzorky s 60% vodnym PG a 4 vzorky
SC, na které nebyl nanesen Zadny donor. Po 24 h bylo SC osuSeno vatovou ty¢inkou a umisténo
na 1h zpét do inkubétoru zahtatého na 32 °C. Nasledné bylo zméfeno IC spektrum piipravenych
vzorkl po plisobeni donoru na SC. Kazdy vzorek byl méfen na dvou odliSnych mistech.

IC spektra méfena na spektrometru Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA), na
jednoodrazovém MIRacle ATR ZnSe krystalem (PIKE Technologies, Madison, USA). Méteni
probihalo za konstantni teploty a konstantniho tlaku. Spektrum je vysledkem primérovani 256
skenti s rozligenim 2 cm’'. Vysledna IC spektra byla vyhodnocovana pomoci softwaru OPUS
(Bruker, Billerica, Massachusetts, USA).

3.10 Statistické zpracovani dat

Ke zpracovani veskerych dat byl vyuzit software GraphPad (GraphPad SoftwarePro, San
Diego, USA). Pro statistické zpracovani jsme pouZili test ANOVA pro analyzu 3 a vice skupin
a t-test pro analyzu 2 skupin. Vysledky jsou uvedeny jako aritmetické priméry a = SEM
(standardni chyba).
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4 VYSLEDKY

4.1 Studium permeace 0,06% a 0,2% BCDYV do jednotlivych vrstev kiize a
vliv permeacniho akcelerantu DDAK na tento proces

Tato studie navazuje na moji pfedchozi praci®, kde byly pouzity koncentrace 0,6% BCDV a 2%
BCDV. Do této diplomové prace byly vybrany a zkoumany vzorky o 10krat nizsi koncentraci,
tedy 0,06% BCDV a 0,2% BCDV. Byl studovan prostup 1éciva BCDV do jednotlivych vrstev
kiize a jeho vstfebavani za pouziti modifikovanych Franzovych diftznich cel. Také byl
studovan vliv permeacniho akcelerantu DDAK.
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Graf 1. Celkové mnozstvi BCDV v kuzi.
n>4

V grafu 1 je znadzornéno celkové mnozstvi BCDV nahromadéného v jednotlivych vrstvach
kize. Vysledné hodnoty jsou aritmetickym primérem ze Ctyf samostatnych opakovani.
Nejveétsi mnozstvi bylo naméfeno u obou koncentraci aplikovaného donoru ve vrstvach SC a
epidermis. Nejvice se ve SC kumulovaly vzorky 0,2% BCDV s obsahem 3,85 + 0,65 g, 2krat
vice 0,2% BCDV s 1% DDAK s obsahem a 6,24 + 0,93 ng. Ve vrstvé epidermis se prokazatelné
nejvice kumulovaly vzorky 0,6% BCDV s 1% DDAK a 0,2% BCDV s 1% DDAK s obsahem
5,85 £ 0,46 pg a 9,05 £ 1,06 pg. V hlubsi vrstvé, dermis, bylo naméfeno znatelné¢ mensi
mnozstvi BCDV. Nejvétsiho mnozstvi zde dosahovala koncentrace 0,2% BCDV s 1% DDAK
s obsahem 1,45 + 0,42 pg. V akceptoru nebylo detekovano zadné mnozstvi BCDV, ani v jedné
ze zkoumanych koncentraci. V pfipad¢é obou koncentraci je znatelny vliv akcelerantu DDAK,
nejen Ze se do klize dostava vice 1é€iva, ale 1 v&t§i mnoZstvi se ho kumuluje ve vrstvé epidermis,
coz je zadouci.
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V nésledujicich grafech jsou podrobné¢ rozebrany koncentrace BCDV v jednotlivych vrstvach
ktize vcetné statistického srovnani jednotlivych skupin.
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Graf 2. Piehled stript v jednotlivych vrstvach SC (vlevo). Primér + SEM, n> 1. Soucet hodnot BCDV v
jednotlivych stripech SC (vpravo). Primér + SEM, n> 4, * znaci statisticky vyznamny rozdil na hladiné
pravdépodobnosti p < 0,05.

Pro zjisténi koncentrace BCDV ve SC jsem pouzila metodu stripovani. Pomoci lepici pasky
byli z kozniho povrchu postupné strhdvany jednotlivé vrstvy SC a nasledné stanovena
koncentrace BCDV. Ziskané vysledky ukazuji (vlevo), ze nejvice BCDV se hromadilo ve
svrchngj$ich vrstvach SC (1-2) a jak se ménila koncentrace BCDV v zdvislosti na hloubce
jednotlivych vrstev. Ve svrchnéjSich vrstvach (1-2) SC bylo detekovano 6-9krat vice BCDV,
nez ve vrstvach hlubsich (16-20). Pii porovnani koncentraci miizeme fici, Ze koncentrace 0,06%
BCDV nedosahovala vyznamného mnozstvi ani v nejsvrchnéjsich vrstvach SC (0,12 + 0,04
pg/strip). Vliv v tomto pfipadé nemélo ani DDAK (0,27 + 0,06 pg/strip). U koncentrace 0,2%
BCDV a 0,2% BCDV s 1% DDAK byly naméfené vyssi hodnoty jak ve svrchnéjSich (0,88 +
0,21 pg/strip vs 0,92 + 0,19 pg/strip), tak i v hlubsich vrstvach (0,10 £0,02 pg/strip vs 0,15 +
0,00 pg/strip), ale nejsou zde patrné statisticky vyznamné rozdily.

Graf vpravo je ukazatelem celkového mnozstvi BCDV v pg nalezeného ve vrstvé SC. V ptipadé
koncentrace 0,06% BCDV bylo detekovdno velmi malé mnozstvi BCDV 0,78 + 0,27 pg.
Vyznamny vliv nemélo ani ptidani DDAK k této koncentraci, kdy se hodnota zvysila na 1,18
+ 0,21 pg. Pti zvySeni koncentrace z 0,06% BCDV na 0,2% BCDV doslo ke zvySeni mnozstvi
BCDV ve SC 5krat na hodnotu 3,85 £ 0,65 ng a 6,24 £+ 0,93 pg. Hodnota BCDV ve SC se po
ptidani DDAK k 0,2% BCDV zvysila 1,6krat (3,85 + 0,65 pg vs 6,24 £ 0,93 ng). Z pokusu
vyplyva, Ze pokud zvySime koncentraci, tak se zvysi i mnozstvi BCDV ve SC.
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Graf 3. Rozpocitané samostatné vrstvy.
Primér = SEM, n> 4, * znadi statisticky vyznamny rozdil na hladiné pravdépodobnosti p < 0,05.

Mnozstvi BCDV vyjadiené v mikrogramech na miligram v jednotlivych vrstvach ktze.
Nejvétsi obsah BCDV v epidermis byl naméten pfti aplikaci 0,2% BCDV s 1% DDAK (0,81 +
0,18 pg/mg.) Na mnozstvi BCDV ve vrstvé epidermis mélo statisticky vyznamny vliv zvySeni
koncentrace BCDV 3,3krat, tedy z 0,06% BCDV na 0,2% BCDV. Z grafu vidime, ze se
mnozstvi BCDV v epidermis pii koaplikaci 0,06% BCDV 1 0,2% BCDV s 1% DDAK zvysilo
2krat (0,40 £ 0,04 pg/mg vs 0,81 £ 0,18 pg/mg) oproti vzorkim bez DDAK, kde nebyl
zaznamenan statisticky vyznamny rozdil.

Ve vrstvé dermis bylo také detekovano nejvétsi mnozstvi BCDV pii aplikaci 0,2% BCDV s 1%
DDAK (5,78 £ 0,81 ug/mg). Mnozstvi BCDV v dermis po aplikaci vzorkti s DDAK bylo po
zvySeni koncentrace zvySeno 4,5krat (1,27 £ 0,40 pg/mg vs 5,78 = 0,81 pg/mg).
U ostatnich vzorki nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil.

Graf znazoriiuje i mnoZzstvi nalezené ve zbytku kiize (po vyseknuti permeacni plochy), pouzité

na vyse popsanou studii. Obsah 1é¢iva nalezeny v okoli vyseknuté Casti znaci 1éCivo, které
vlivem lateralni difuze difundovalo do okolni kiize mimo vyznacenou permeacni plochu.
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Graf 4. Souhrnny graf z naneseného BCDV (% z nanesen¢ latky).
n>4

Graf 4 znazornuje kolik % z naneseného BCDV se béhem pokusu vstiebalo. Uvedené hodnoty
jsou déany aritmetickym primérem ze Ctyf opakovani. Nejvice procent BCDV z celkové
nanesen¢ho mnozstvi se do hlubsich vrstev dostalo v pripade 0,06% BCDV s 1% DDAK (24,38
+ 1,91 %). Koncentrace BCDV v kiizi byla mnohonasobné vyssi po pfidini DDAK, nez
v piipadé¢ samostatného BCDV. Nebyl zde zaznamenan vliv na zvySeni vstfebatelnosti po
zvyseni koncentrace. Je také patrné, ze nedochazi ke 100% vstiebani, velka ¢ast 1éCiva ziistava
nevstieband. Toto je potfeba zminit, protoze pokud se jedné o kozni podani, tak nevstfebané
1é¢ivo by se mohlo po umyti dostavat do odpadnich vod.
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Graf 5. Souhrnny graf vstiebaného BCDV (% ze vstfebané latky).
n>4

Graf 5 prezentuje % rozdéleni mnoZstvi vstfebaného BCDV v jednotlivych vrstvach kize.
Uvedené hodnoty jsou aritmeticky primér ze ctyf samostatnych opakovani. Nejvyssi
koncentrace BCDV byla u vSech donorii detekovana ve vrstvach epidermis a SC. Koncentrace
namétend v dermis byla znac¢né niz$i. Sdm o sobé se BCDV dostava hlavné do SC a pouze
castecné do epidermis. Znatelny je vliv po ptfidani DDAK k obéma koncentracim. BCDV se
pak kumuloval hlavné v epidermis, coz je zddouci misto pro jeho ptusobeni. Jednotlivé vrstvy
jsou popsany v nasledujicich detailnich grafech.
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Graf 6. Jednotlivé vrstvy vstiebaného BCDV.
Primér = SEM, n> 4, * znaci statisticky vyznamny rozdil na hladiné pravdépodobnosti
p <0,05.

V grafu 6 je znazornéno mnozstvi detekovaného podilu ze vstiebaného mnoZzstvi BCDV
v jednotlivych vrstvach.

V piipad¢€ koncentrace 0,06% BCDYV bez piidavku DDAK doslo ke kumulaci hlavné ve vrstvé
SC (34,60 £ 4,47 %) a mén¢ pak v epidermis (28,40 £ 3,04 %) a hlubsich vrstvach (3,80 + 0,72
%). Po pfidani DDAK k této koncentraci bylo namétené mnozstvi v epidermis 2,5krat vyssi
(70,80 £ 1,91 %), zatimco ve SC se BCDV s ptidavkem DDAK kumuloval méné (14,60 £ 3,03
%). Ve vrstvé dermis nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil.

V piipadé koncentrace 0,2% BCDV bez DDAK vidime 2krat vy$si kumulaci ve vrstvé SC (57,
40 £ 6,74 %) oproti epidermis (25,20 + 3,57 %). Po pfidani DDAK miiZeme op¢t sledovat témet
dvojnasobny narust mnozstvi BCDV kumulovaného v epidermis (44,40 + 3,89 %) a také téméf
dvojnasobné snizeni mnozstvi ve vrstvé SC (30,10 £ 2,92 %). Do hlubSich vrstev BCDV
pronikd méng, at’ uz s pridanim DDAK nebo bez (5,20 £ 1,44 % vs 3,70 £ 0,63 %).

Graf pro zbylou tkan ukazuje, kolik procent ze vstiebaného BCDV se vlivem lateralni difuze
dostalo béhem permeacniho pokusu mimo vymezenou plochu.

Na mnozZstvi proslé do jednotlivych vrstev nemé az tak vyrazny vliv zvySeni koncentrace

BCDV. Vyrazngjsi vliv méa pfidani akcelerantu DDAK, kdy u obou koncentraci doslo
k vyraznému narustu ve vrstvé epidermis, ktera je Zadoucim mistem pro jeho ptisobeni.
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4.2 Studium reverzibility bariérové funkce kiize po topické aplikaci CDV,
BCDV a DDAK

Studované vzorky byly aplikovany na kiizi po dobu 24 h. Po odstranéni byly méfeny hodnoty
TEWL a EI, abychom zjistili, zda se bariérova funkce kize vraci na piivodni hodnoty pted
aplikaci téchto vzorkti. TEWL umoziiuje zjistit mnozstvi vody proslé skrz kazi za jednotku
Casu, &imz charakterizuje funkénost kozni bariéry. Cim je hodnota ztraty vody vétsi, tim vyssi
Je propustnost tedy 1 poskozem barlerove funkce El je neprlmo umérnd prostupu nabitych
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Graf 7. Hodnoty méfeni TEWL (vlevo), méteni EI (vpravo). <> 24h pritomnost vzorkd,
* statisticky vyznamny rozdil oproti hodnoté pfed nanesenim, + statisticky vyznamny rozdil oproti hodnoté 1h
po odstranéni, # statisticky vyznamny rozdil oproti hodnot¢ kontroly ve stejny ¢as na hladiné pravdépodobnosti
p <0,05. n>3 (TEWL), n>2 (EI)

Ze znazornéného grafu 7 je patrné, Ze po naneseni doSlo béhem prvnich 24 h ke zvySeni
propustnosti kozni bariéry u vSech zkoumanych vzorkt. Pfi méfeni TEWL u kontroly (60%
vodny PG) doslo po 24h aplikaci téméf ke ztrojnadsobeni ptivodni hodnoty (viz tab. 2.). Ackoliv
se hodnoty ztrojnasobily, béhem ndasledujicich 24 h doSlo k navratu témét na hodnotu pred
nanesenim. V pifipadé donorit 1% DDAK, CDV, CDV s 1% DDAK a BCDV byl narust
v prvnich 24 h také téméf trojnasobny. V nasledujicich 24 h i v ptipadé donori doslo k navratu
na témé&f pivodni hodnoty (viz tab. 2.). Pouze v pfipadé BCDV s 1% DDAK doslo béhem 24 h
ke zvySeni hodnot témét 4krat. I v tomto ptipadé doslo béhem 24 h po odstranéni donoru
k navratu k ptivodnim hodnotdm. Nebyl zaznamenan rozdil oproti kontrole.
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Pivodni hodnoty 1 h po odstranéni 24 h od odstranéni
Kontrola (60% PG) 11,76 g/m?/h (+ 0,68) 32,44 g/m*/h (£ 2,99) 11,36 g/m?/h (+ 0,89)
1% DDAK 10,37 g/m?/h (+ 0,80) 34,70 g/m*/h (+ 1,32) 11,52 g/m?/h (+ 0,77)
CDV 10,53 g/m?/h (+ 0,63) 29,52 g/m*h (+ 2,57) 10,36 g/m>/h (+ 0,49)
CDV s 1% DDAK 10,76 g/m?/h (+ 1,12) 33,85 g/m*/h (£ 3,02) 11,14 g/m?/h (+ 0,61)
BCDV 10,90 g/m%h (+ 0,80) 28,26 g/m*h (+ 0,70) 11,32 g/m%h (£ 1,16)
BCDV s 1% DDAK 9,72 g/m*h (+ 0,78) 36,66 g/m?/h (+ 3,08) 10,46 g/m*h (+ 0,58)

Tab. 2. Hodnoty méteni TEWL

Pii méteni EI aplikace PG vedla v prvnich 24 h ke snizeni EI témét Skrat z ptivodni hodnoty
(viz tab. 3.). V nésledujicich 24 hodinéch se hodnoty vratily téméf k pavodnim hodnotam.
K podobnému poklesu (5-7krat) doslo i v pfipadé ostatnich donort. U donori muzeme
sledovat pomalej$i navrat, ne Gpln€ k pivodnim hodnotdm, ale vzhledem k variabilité¢ mezi
vzorky neni rozdil statisticky vyznamny. Hodnoty vzorkt, na které byly naneseny donory s
BCDV se vracely nejpomaleji.

Pivodni hodnota

1 h po odstranéni

24 h od odstranéni

Kontrola (60% PG) 29,99 kQxem? (+ 1,86) | 6,59 kQxcm? (£ 1,41) 32,09 kQxem? (+ 3,64)
1% DDAK 27,65 kQxem? (+ 1,23) | 3,91 kQxcm? (£ 0,48) 35,75 kQxem? (& 2,92)
CDV 29,90 kQxem? (+ 1,48) | 6,50 kQxcm? (£ 0,75) 34,14 kQxcm? (+ 2,85)

CDV s 1% DDAK

31,33 kQxem? (+ 1,87)

5,17 kQxcm? (£ 1,90)

24,92 kQxem? (+ 5,19)

BCDV

28,63 kQxem? (+ 0,73)

3,67 kQxcm? (£ 0,44)

24,13 kQxem? (+ 0,47)

BCDV s 1% DDAK

28,66 kQxem? (+ 0,93)

4,01 kQxcm? (+ 0,44)

27,84 kQxem? (+ 2,33)

Tab. 3. Hodnoty méteni EI
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4.3 Interakce BCDV, CDV, DDAK a PG se strukturami lidského SC
studovana pomoci IC spektroskopie

Pro zjisténi vlivu samotného 60% PG, 1% DDAK a donorl na uspotadani lipidd a proteinti
kozni bariéry izolovaného SC byla pouzita metoda IC spektroskopie.

Absorbance (a.u.)
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Graf 8. Spektrum IC s vyiiatkem zobrazujicim pas symetrické valenéni vibrace methylenové skupiny (vpravo) a

pas vibraci amidu I (vlevo)

Aplikace 60% PG 1 donorii s 1é¢ivy €1 DDAK na SC vyvolala ¢astecnou reorganizaci a-helixt
do konformace [B-skladaného listu. V IC spektru (graf 8., detail vlevo) je to naznaeno

rozdélenim pésu pii 1645 cm™! na dva pasy s podobnou intenzitou pti 1620 cm™ (konformace
B-skladaného listu) a 1648 cm™ (konformace o- helixu).*’
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Graf 9. Hodnota vIno¢tu v oblasti symetrické valenéni vibrace methylenové skupiny s vino¢tem 2848 cm’!
(vlevo) a v oblasti nesymetrické valenéni vibrace methylenové skupiny s vlnoétem 2920 cm™ (vpravo)
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V porovnani kontrolniho SC a vzorkd nejsou vidét signifikantni zmény v konformaci a

rrrrrr

uspotadané lipidové fetézce, jak ukazuji methylenové symetrické vibrace s vinoctem 2849,65
(£ 0,10) cm™. VInoget kontrolniho SC se nijak vyrazné nelisil od vlno&td stejné vibrace u
zkoumanych vzorku (graf 8., detail vpravo a tab. 4.).

vzorek vinocet

sC 2849.65 (£ 0,10) cm™!
60% PG 2849,58 (4 0,15) cm™
1% CDV 284920 (¢ 0,10) cm™
2% BCDV 2849.81 (+ 0,09) cm™!
1% DDAK 2849,30 (4 0,14) cm” !

Tab. 4. Hodnoty vinoctu jednotlivych latek
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5 DISKUZE

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jak prostupuje BCDV do jednotlivych vrstev ktize, jaky
vliv na prostup ma akcelerant DDAK a jestli aplikované 1é¢ivo poskozuje kozni bariéru. Pro
stanoveni BCDV v kuzi byly pouzity modifikované Franzovy difizni cely. Tato studie vychazi
z mé piedchozi prace,® kde byly pouzity koncentrace 0,6% BCDV a 2% BCDV a jako
vyhodnéjsi se jevila koncentrace 0,6% BCDV s ptitomnosti DDAK. Cilem bylo zjistit, je-1i
mozné dosdhnout podobnych koncentraci 1é¢iva 1 pii 10krat nizSich aplikovanych
koncentracich (0,06% a 0,2% BCDV) a to i zdivodu, Ze po aplikaci nedochéazi ke 100%
vstiebani BCDV a nadbyte¢na Cast 1é¢iva mize byt umyta do odpadnich vod. Po aplikaci
nizSich koncentraci BCDV by nedochdzelo k jeho plytvani. Méfenim TEWL a EI jsme
zjistovali, zda je poskozeni kozni bariéry reverzibilni. Uginky PG, DDAK a donorii na
uspofadani lipidi a proteinti kozni bariéry byly studovany na izolovaném SC pomoci IC
spektroskopie.

5.1 Studium permeace 0,06% a 0,2% BCDYV do jednotlivych vrstev kiize a
vliv permeacniho akcelerantu DDAK na tento proces

Celkem byly pro studium permeace zkoumany 4 typy vzorkll ve dvou riznych koncentracich
(0,06% a 0,2% BCDV) s ptitomnosti 1% DDAK.

Zjistila jsem, ze samotny BCDV ma tendenci se hromadit hlavné ve vrstvé SC, kde jeho G¢inek
neni nijak vyznamny. V piipad¢ koncentrace 0,06% BCDV byl jeho obsah i v této svrchni
vrstve kiize velmi nizky. Zvyseni koncentrace 1é€iva z 0,06% BCDV na 0,2% BCDV mélo vliv
na zvySeni mnoZzstvi BCDV ve SC.

Abychom 1é¢ivo mohli povazovat za vstiebané do organismu, je nutny jeho prunik do hlubsich
vrstev kiize, hlavné do epidermis, kterd je cilem pti 1é€bé koZnich onemocnéni zpiisobenych
viry.*! P¥idani DDAK ke studovanym koncentracim sice nezvysilo prostup lé¢iva pies kiizi, ale
vedlo ke zdvojnasobeni mnozstvi BCDV proslého do vrstvy epidermis. V akceptoru nebyl
v zadném z aplikovanych vzorkti BCDV detekovan. Nevsttebava se do krevniho ob&hu, coz je
vyhodné pro lokélni plisobeni bez systémovych nezadoucich uc¢inkit BCDV.

Ve srovnani pouzitych koncentraci BCDV v této praci se jako vyhodnéjsi jevi 0,06% BCDV
s 1% DDAK. Pti podani této koncentrace se do kiize dostaval nejvetsi podil z aplikované davky
BCDV. I v ptipadé vstiebaného 1é€iva se BCDV vlivem DDAK kumuloval hlavné v epidermis.
V porovnéni s ostatnimi vrstvami se nijak vyrazné statisticky tato koncentrace neliSila od
koncentrace 0,2% BCDV s 1% DDAK.

Z pokusu vyplyva, Ze je vyhodnéjsi pridani akcelerantu, nez navyseni koncentrace BCDV, coz
vede k tsporam ohledné mnozstvi 1€€iva pii vyrobe piipravku. Dale nizs§i koncentrace 1éCiva
snizuje riziko negativnich U¢inkli na kozni bariéru a riziko vzniku nezddoucich ucinku.
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5.2 Studium reverzibility bariérové funkce kiize po topické aplikaci CDV,
BCDV a DDAK

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda pfitomnost CDV a BCDV ve vrstvach klize neplisobi
trvalé nebo docasné poSkozeni kozni bariéry, protoze jakykoliv naneseny ptipravek ji mize
poskodit. ° Jako ukazatel bariérové funkce kiize jsem pouZila méfeni TEWL a EI. Z pokusu je
patrny vysledek, ze do 24 h od odstranéni vzorki se namétené hodnoty donort vracely blizko
k ptivodnim hodnotam jako pied nanesenim. Pfitomnost DDAK v donorech neméla zadny vliv
na poskozeni kozni bariéry oproti donortim se samotnymi latkami.

ProtoZe oba tyto markery jsou v dermatologii pouzivané pro hodnoceni kozni drazdivosti a
reverzibility uc¢inku riznych latek, poukazuji vysledky prace na dobry bezpecnostni profil jak
zkoumanych Ié¢iv samotnych, tak v kombinaci s akcelerantem DDAK. Vlivem piisobeni
zminénych latek ve zkoumanych koncentracich nedochézi k trvalému poskozeni kozni bariéry,
coz by mohlo byt vyhodné pro jejich potencidlni pouziti in vivo, protoZze poskozeni kozni
bariéry je reverzibilni a kiize by se po podéani 1é¢iva opét rychle obnovila.

5.3 Interakce BCDV, CDV, DDAK a PG se strukturami lidského SC
studovana pomoci IC spektroskopie

Hodnota vIno&tu pod 2850 cm™ symetrické valen¢ni vibrace methylenové skupiny odpovida
fyziologickym hodnotam lipidovych fetézcl a znaci vysokou organizovanost uspotfadani téchto
fetézcli v all-trans konformaci. All-trans uspofddéni a vysokd organizovanost znamenaji
spravné uspoiadani a dobré bariérové vlastnosti kize.*®* Pokud by hodnoty vlnodtu
presahovaly hodnotu 2850 cm™ znamenalo by to méné uspoiadané nebo neuspoiadané lipidové
fetézce, diky navyseni poctu gauche konformert.’®>! Niz&i uspofadanost lipidii zvySuje
propustnost kozni bariéry coz v tomto pfipadé nenastalo. *

U vSech donoril byla zaznamenana zmé&na konformace keratinu z a-helix do B- skladaného listu.
Vzhledem k tomu, zZe zkoumana 1é¢iva ani DDAK nemély na tuto zménu vétsi vliv nez samotny
60% PG, ktery slouzil jako vehikulum, je tento efekt pfisuzovéan praveé jemu. Zkoumané latky
tedy samy o sob& nemaji negativni vliv na konformaci proteini SC.>

Studované vzorky nemély vliv na sniZeni uspofadanosti lipidovych fetézcli ani proteinit SC. Na
kozni bariéru pisobi reverzibilnim mechanismem a jejich aplikace vede k lokalnimu G¢inku
bez systémové absorpce 1é¢iva. BCDV v kombinaci s akcelerantem DDAK se jevi jako
vyhodné spojeni pro lokélni podani tohoto proléciva antivirotika cidofoviru bez systémovych
nezadoucich ucinki.
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6 ZAVER

V ramci mé diplomové prace jsem podrobné sledovala permeaci 0,06% a 0,2% BCDV do
jednotlivych vrstev kiize a vliv permeacniho akcelerantu DDAK na tento proces, dale
reverzibilitu bariérové funkce kiiZe po topické aplikaci BCDV, CDV a DDAK. Pomoci IC
spektroskopie jsem studovala interakce BCDV, CDV, DDAK a PG se strukturami lidského SC.

Pfi pouziti samotného BCDV se prokézalo, ze se hromadi pouze ve vrstvé SC, kde neni
vyznamny. Vyrazna ucinnost na prostup BCDV do hlubsich vrstev klize se prokazala po piidani
akcelerantu transdermalni permeace DDAK. Nejefektivnéjsi se zd4 koncentrace 0,06% BCDV
s pfidavkem DDAK, protoze prostupuje do epidermis vyrazné vice léCiva, nez pii vyssi
koncentraci. Vysoké mnozstvi BCDV je v epidermis zddouci, protoze epidermis je mistem, kde
jsou virove kozni infekce lokalizovany.

Na zavér lze fict, Ze malé mnozstvi 0,06% BCDV v kombinaci s 1% DDAK by mohlo byt
efektivni terapii v 1é¢bé virovych infekci kize citlivych na BCDV. Nejen, ze diky malému
mnozstvi lze predchdzet systémovym nezaddoucim ucinkiim, ale zd4 se byt i ekonomicky
vyhodné. Po aplikaci 1é¢iva se bariérové funkce kiize vraci k pivodnim hodnotam, z ¢ehoz
vyplyva, Ze takovéto pouziti BCDV je bezpecné.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BCDV- Brincidofovir

CDV- Cidofovir

DDAK- dodecylester kyseliny 6-dimethylaminohexanové
EI- elektrickd impedance

HPLC- vysokoucinna kapalinova chromatografie

IC- infradervena (spektroskopie)

PBS- fosfatovy pufr

PG- propylenglykol

SC- stratum corneum

TEWL- ztrata vody ptes kiizi
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