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Abstrakt
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Skolitel: Dr. Georgios Paraskevopoulos, Ph.D.

Autor: Tereza Seidlova

Nézev diplomové prace: Inkorporace vybranych imidazoliovych iontovych kapalin do
modelovych lipidovych membran a vliv na jejich permeabilitu

Pii transdermalnim podavani 1éCiv je jednim z hlavnich tuskali pfekonat témét
nepropustnou kozni bariéru, ktera je lokalizovana ve stratum corneum (SC). AvSak existuji
slouCeniny, které umoznuji, popf. usnadiuji tuto bariéru piekonat, tzv. akceleranty
transdermalni penetrace. Mezi tyto slouceniny se fadi i iontové kapaliny (IL). IL jsou soli,
jejichz teplota tani je pod 100 °C a za normélnich podminek se nachazi v kapalném skupenstvi.
Disponuji velkou Skalou proménlivych znakii a mohou se kombinovat nespocetné mnoha
zpisoby, kterymi lze dosdhnout Zadoucich vlastnosti. Bylo dokézano, Ze maji schopnost

usnadiiovat priichod kozni bariérou.

V tomto experimentu byly zkoumany dvé molekuly, 1-oktyl-3-methylimidazolium
bromid (CsMIM) a 1-dodecyl-3-methylimidazolium bromid (Ci2MIM) a jejich uc¢inek na
prachod SC. Misto lidské ktize byly pouzity modelové lipidové membrany, které umoznuji 1épe
pochopit efekt IL v porovnani s komplexni a rozmanitou biologickou tkani. Byly provadény
permeacni pokusy s vyuzitim theofylinu (TH) a sodné soli diklofenaku (DIC) jako modelovych

molekul podani.

Experiment prokazal né¢kolikanasobné vyssi permeabilitu kozni bariéry pii vyuziti IL.

Ve srovnani CsMIM a C12MIM se ukazal CsMIM jako lepsi akcerelant transdermalni penetrace.
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One of the main difficulties of transdermal drug administration is to overcome the
almost impermeable skin barrier, which is located in the stratum corneum (SC). However, there
are compounds that allow, or they make it easier to overcome this barrier, the so-called
(trans)dermal penetration enhancers. These compounds also include ionic liquids (IL). IL are
salts whose melting point is below 100 °C and under normal conditions they are in a liquid
state. They have a large range of variable characters and can be combined in countless ways to
achieve desired properties. They have been shown to have the ability to facilitate passage

through the skin barrier.

In this experiment, two IL, 1-octyl-3-methylimidazolium bromide (CsMIM) and
1 dodecyl-3-methylimidazolium bromide (Ci2MIM) were investigated as skin permeation
enhancers. Instead of human skin, model lipid membranes were used to better understand the
effect of IL compared to complex and diverse biological tissue. Permeation experiments were

performed using theophylline (TH) and diclofenac sodium (DIC) as model molecules.

The experiment demonstrated several times higher permeability of the skin barrier when
using IL. In the comparison of CsMIM and Ci1oMIM, CsMIM proved to be a better accelerant

of transdermal penetration.
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1. Seznam zkratek

API aktivni farmaceutické ingredience

Cer ceramidy

Cer [NS] N-Lignoceroyl-D-erythro-sphingosin

CHCl3 chloroform

CsMIM 1-oktyl-3-methylimidazolium bromid
Ci2MIM 1-dodecyl-3-methylimidazolium bromid

DIC diklofenak sodny

FFA volné mastné kyseliny

HPLC vysokotc¢innd kapalinova chromatografie
Chol cholesterol

CholS cholesterol sulfat

IL iontové kapaliny

MeOH methanol

PAMPA paralelni test permeability umélych membran
PBS izotonicky fosfatovy pufr

PG propylenglykol

PVPA test permeace na bazi fosfolipidovych vezikul
SC stratum corneum

TEWL transepidermalni ztrata vody

TH theofylin



2. Uvod a cil prace

Nejsvrchnéjsi vrstva klize (stratum corneum, SC) zajistuje ochranu pied Skodlivinami
z vn¢jsiho prostiedi a pred ztrdtou vody. Tato kozni bariéra je téméf nepropustnia. Mezi
molekuly, které zvySuji permeabilitu kozni bariéry patii mimo jiné i iontové kapaliny (IL).
Jejich vlastnosti umoznuji vyuZzit potencial pro usnadnéni transdermdlniho podéavani 1éciv.

Tento potencial neni prozatim az tolik prozkouman, proto jsou vyzadovany dalsi studie.

Hlavnim cilem prace bylo prokazat schopnost vybranych IL wulehéit prichod
modelovych molekul koZni bariérou. Konkrétné¢ IL CsMIM a Ci2MIM na modelovych
lipidovych membranach, které funguji jako zjednoduseny model kiize. Nejprve byla ptipravena
lipidova smés, kterd se nasledné sprejovala na modelové membrany spolu s IL. Nekolik
membran neobsahovalo IL, ¢imz slouzily jako kontrolni membrany. Schopnost permeability
membrany byla zjiStovana v tzv. Franzovych difuznich celéch, a to pomoci méteni ztraty vody
a kumulativniho mnozstvi pros§lych modelovych molekul membranou za ¢as. Jako modelové

molekuly byly pouzity theofylin (TH) a diklofenak sodny (DIC).

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie.
Srovnany byly modelové membrany s IL v porovnani s kontrolnimi vzorky a také bylo
vypracovano srovnani dvou pouzitych IL (CsMIM a C1oMIM), kterd se projevila jako lepsi

zesilovac permeability kozni bariéry.



3. Teoretickd ¢ast

3.1. KGze

3.1.1. Stavba klze a jeji funkce

Kuze (latinsky cutis, fecky derma) se vyznacuje jako nejvétsi organ v lidském téle,
tvotici zhruba 16 % celkové télesné hmotnosti. [1] Do rozlohy zaujima necelé 2 m? a svoji
hmotnosti se diky individudlnim rozdilim tukové hmoty velmi li§i, mize nabyvat hodnot od
3 kg az do 20 kg. Lidské kiize ma mnoho funkci. Jedna z funkci je ochranna. Kize poskytuje
ochranu pred Skodlivinami z okoli fyzikalniho, chemického ¢i mikrobiologického piivodu.
Dalsi funkce je termoregulacni, kdy je teplo ovliviitovano pomoci potnich Zlaz. Déle potni
a mazove zlazy se podileji na exkrecni funkci lidské kize. Mezi dalsi ulohy fadime napf. ucast

v imunitnim systému nebo latkovou vymeénu. [2]

Kuze je slozena z n€kolika zékladnich vrstev viz Obrazek 1. Kazdd vrstva ma svij

vyznam, ale ve vysledku vSechny ¢asti tvoii jednotny celek plnici funkce kize.

Obrazek 1: Struktura klize: A — epidermis, B — dermis, C — hypodermis; 1 — vlasovy stvol, 2 — pér,
3 — vzptimovac chlupu, 4 — mazova zlaza, 5 — potni zlaza, 6 — vlasovy folikul, 7 — céva [3]

Nejspodnéjsi vrstva se nazyva hypodermis (podkozi, podkozni vrstva). Jeji funkce je
napojeni kiize na tkan kosti a svali. Tim, Ze je podkozi tvofeno hlavné volnou pojivovou

a tukovou tkani, tak jeji dalsi vyznam je i izolace a ochrana ktize. [4] Tato tkdn miize nabyvat
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co do struktury podobnych vlastnosti jako sliz, coz je zpusobeno proteoglykany

a glykosaminoglykany, které ptfevazné¢ formuji tkan a maji schopnost poutat tekutiny. [5]

Jako dalsi v potadi se nachazi dermis (Obréazek 2), ktera je silnd zhruba 2 mm a dodava
pokozce mechanickou pevnost. V této vrstvé se nachazi krevni a lymfatické cévy, nervy a dale

i potni zlazy a vlasové folikuly. Dermis je tvofena ze dvou vrstev:

o Stratum papillare — kolagenova a elastinova vlakna papilarni vrstvy se formuji do volné
sitky. Tato vrstva svymi vyb&zky prechazi do stratum reticulare a vytvafi tzv. prstovité
dermalni papily viz Obrazek 2. Dale se zde nachazi fibroblasty, adipocyty, krevni cévy,
buniky imunitniho systému (fagocyty, obranné buiiky) nebo napt. Meissnerova téliska
(= receptory dotyku) atd.

e Stratum reticulare — tato vrstva je oproti papilarni tvofena z husté nepravidelné
pojivové tkané, navic je dobie prokrvend. Obsahuje hojné senzorické a sympatické
nervové zasobeni. Retikularni dermis obsahuje pfevazné kolagenni vlakna velkého
praméru, kterd zarucuji pokozce strukturu a pevnost v tahu. Nicméné se zde nachézi
i elastinova vladkna, kterd tentokrat zprosttedkovavaji pruznost a umoznuji pohyb.

[4,5,6]

Stratum papillare

Stratum reticulare

Obrazek 2: Dermis a jeji dvé vrstvy [4]
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Nejsvrchnéjsi a nejvice biologicky aktivni vrstva je epidermis neboli pokozka
(Obrazek 3). Tato vrstva je tvofena vrstevnatym dlazdicovym epitelem. Kromé zékladnich
bun¢k (keratinocytil) se zde nachdzi i melanocyty, Langerhansovy buiiky a Merkelovy buiiky.
[2] Keratinocyty vytvaii a uchovavaji vlaknity protein keratin, diky kterému jsou vlasy, nehty
a pokozka tvrdé a vod€odolné. PokoZka je tzv. avaskularni (= neobsahuje Zadné krevni cévy).
Epidermis je tvotena Ctyfmi vrstvami. stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum
a stratum corneum. Typicky u chodidel a dlani (tzv. tlusta kiize) nachazime navic patou vrstvu,

a to stratum lucidum.

e Stratum basale — vyznacuje se jako nejhlubs$i epidermalni vrstva, kterd je napojena na
bazalni laminu, coz jsou propletend kolagenova vldkna. Tato bazdlni membrana
odd¢€luje epidermis od dermis. Bazalni vrstva je formovana jednou fadou bazalnich
bunék. Jednd se o kmenové bunky kvadrovitého tvaru, jez jsou prekurzorem
keratinocytli. VSechny keratinocyty podstupuji mitézou (= bunééné déleni), ¢imz jsou
postupné vytlaCovany smérem k povrchu. Mimo jiné zde mizeme nalézt
i tzv. Merkelovy bunky, které¢ drazdi senzorické nervy a mozek tyto signdly nasledné
vysild jako dotyk. Tyto buniky se v hojnéjSim zastoupeni nachazeji na povrchu rukou
a nohou. Déle se ve stratum basale nachazi melanocyty, produkujici pigment melanin.
Melanin udé€luje vlasim a pokozce barvu, a navic poskytuje pokozce ochranu pied
poskozenim v dusledku ultrafialového zateni.

e Stratum spinosum — tato vrstva je tvofena osmi az deseti vrstvami keratinocytt, které
maji pocatek jiz ve stratum basale. Keratinocyty syntetizuji keratin a uvoliiuji vodu
odpuzujici glykolipid, s jejichz zasluhou je pokozka vcelku vodotésnd, jelikoz
nedochazi k tak velkym ztratdm vody. Bunky nachézejici se v této vrstvé obsahuji
desmozomy, diky kterym maji bunky ostnity vzhled (odtud odvozen nazev vrstvy)
a celkové je vrstva diky témto bunéénym spojim propletend a mnohem pevngjsi. Ovsem
nachazeji se zde 1 Langerhansovy bunky, coZ jsou buniky na bazi makrofagt, které
zneskodnuji jakékoliv cizi Castice, poskozené bunky ¢i bakterie vyskytujici se v této
vrstve.

e Stratum granulosum — jak jiz bylo zminéno, keratinocyty jsou postupné vytlaCovany
k povrchu a tim je i mé€nén jejich tvar. V této Casti epidermis maji keratinocyty zrnity
vzhled, z cehoz je opét odvozen nazev vrstvy. Jednd se o buiiky ve tiech az péti vrstvach,
které jsou typické pfitomnosti keratohyalinu. Keratohyalin se v buikdch kumuluje jako

granule a spolu s keratinem davaji zrnity vzhled stratum granulosum.
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o Stratum lucidum — typicky se nachazi pouze na dlanich, prstech a chodidlech.
Keratinocyty nachazejici se ve stratum lucidum jsou mrtvé a zplostélé. Tato vrstva je
zdanlivé prasvitna, coz je zpusobeno eleidenem. Eleiden je Ciry protein odvozeny od
keratohyalinu a je bohaty na lipidy. Pravé tento protein zpusobuje prasvitny vzhled
vrstvy a také slouZzi jako bariéra pro vodu.

e Stratum corneum — této vrstve je vénovana samostatna podkapitola. [4,6,7]

Stratum corneum

Stratum granulosum

Desmozomy

Langerhansovy

bunky Stratum spinosum

Keratinocyty

Stratum basale
Melanocyty

Obrazek 3: Jednotlivé vrstvy a slozeni epidermis [8]

3.1.2. Stratum corneum

Jedna se o nejsvrchnéjsi vrstvu klze, kterd chrani télo pied nebezpeCnymi vlivy
okolniho prosttedi. Co se tyce jeji struktury, stratum corneum (SC) byla dlouhou dobu
povazovana za homogenni neaktivni tkan. Bunky, které se nachazeji ve SC, se nazyvaji
korneocyty. Korneocyty maji tloustku zhruba 1 um a jejich velikost se s vékem zvétSuje, coz
pak ovliviiuje 1 rychlost prichodu latek touto vrstvou v pokrocilejsSim véku. Pocet vrstev

korneocytli se miZe v zavislosti na oblasti téla lisit, ale zpravidla jsou tyto buiiky ve 12-16
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vrstvach. Struktura SC byla pro jednodussi ptedstavu pfipodobnéna k cihlové zdi. Korneocyty

(cihly) jsou vestavény ve spojité matrici specializovanych lipida (malta) viz Obrazek 4.

Ceramidy —

Korneodesmozom

Keratin Korneocyt

2 A ) Cholesterol
l e .

Lipidova lameldrni |
dvojvrstva

Volné
mastné
Zrohovatély buné&ény obal kyseliny

Intracelularni humektant

Obrazek 4: Znazornéni struktury SC [9]

Z celkového objemu lipidova matrice formuje asi 20 %. SC je zcela unikatni co se tyce
slozeni, typické organizace ¢i fyzikalnich vlastnosti. Lipidovd dvojvrstva se sklada ze
3 hlavnich lipidovych skupin. Prvni skupinou jsou ceramidy (Cer), které tvoii asi 50 %
hmotnosti. Dalsi skupinou jsou mastné kyseliny, které tvoii asi 1020 % celkové hmotnosti.
[10,11] Nejcastejsi mastné kyseliny, které se ve SC objevuji, jsou kyselina behenova (C22),
kyselina lignocerova (C24), kyselina palmitova (C16) a kyselina stearova (C18). [12] Posledni
skupinou je cholesterol (Chol) tvofici zhruba 25 % hmotnosti. OvSem v menSiné jsou zde
zastoupeny 1 estery cholesterolu, jako je cholesterol-sulfat (CholS). [13] Cer, které jsou zde
nejvice zastoupené (celkem 9 typtl), maji obecnou strukturu polarni hlavy a dvou hydrofobnich
fetézcl. Délka mastné kyseliny je zhruba kolem 16-34 uhlikli, ovSem nejcastéjsi délka fetézce
je 24 uhlikti. Obvykle se v buné¢né membrane lidskych bunék nachazeji fosfolipidy. Tyto
fosfolipidy jsou vSak ve SC nahrazeny pravée Cer, které maji mnohem mensi polarni hlavu a tim
umoziuji tésnéjsi usporadani v lamele. Dal§im rozdilem jsou vyrazné€ delsi hydrofobni fetézce,
které poskytuji vzajemné propojenou lamelarni strukturu. To vSe je diisledkem toho, Ze SC ma

mnohem nizsi propustnost nez fosfolipidové dvojvrstvy. [10]

Tato vrstva poskytuje bariéru proti vodé, a to prichod vody jak ve sméru dovnitt, tak
ive sméru z téla ven. Zdravad SC je nepropustna kromé malého mnozstvi vody, které kiizi

udrzuje hydratovanou a pruznou. Denné¢ se vypaii néco okolo 0,5 1 vody v duasledku
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transepidermalni ztraty vody (TEWL), coZ je velmi dulezité k udrZeni Zivota z divodu jiz
zminéné hydratace. U riznych druht poruch (atopickd dermatitida, psoriaza, ichtydza atd.) je
bariéra naruSena a dochazi k nadmérnym ztratdm vody, coz nasledné vede k suchosti pokozky,
podrazdéni ¢i svédéni. OvSem bariéra miiZze byt narusena pii malych poranénich. Poté se bariéra

obnovi po zhruba 7—10 dnech. Tento proces obnoveni miiZze byt zrychlen pomoci zmék&ovadel.

Dalsi funkce SC je zemezeni priiniku xenobiotik kizi. To je jeden z hlavnich divodd,
proc€ se pii transdermalnim podéavani 1€¢iv zkouma prave tato vrstva. Existuje nékolik principt,
které usnadnuji tuto cestu podani 1é¢iv, viz kapitola 3.1.3. Poskytuje 1 ochranu pred vSelijakymi
Skodlivymi patogeny (bakterie, houby, viry). Jednim z mechanismd, ze kterého vyplyva obrana,
je nepretrzity chod korneocytli smérem ven a proces deskvamace, ¢imz patogeny tzv. ,,ztraci
pudu pod nohama*. Navic epidermis pravdépodobné obsahuje jakousi chemickou obranu proti
mikrobtim, ktera spolu s peptidy zvanymi ,,defensiny* a s toll receptory slouzi jako velika opora
bariéry kiize. Tato ochrana neni 100%, ale kdyZz se vezme v potaz celkové mnozstvi patogent
pusobicich na lidské télo, tak presto vrstva ptsobi jako velmi dobry stit. Dalsi velmi dilezitou
vlastnosti SC je schopnost pohlcovat slune¢ni ultrafialové zatfeni, které je pro biologické
makromolekuly ni¢ivé. OvSem nejvétsi ochranu pred ultrafialovym zafenim umoznuje melanin,
jak jiz bylo zminéno. A v neposledni fad¢ je dalezité¢ neopomenout schopnost SC natahovat se,
a tim umoznovat pohyb. Tato vlastnost ale miize byt narusena. Typicky u dermatitidy, kdy se
pfi abnormalni keratinizaci tvoii kiehky a neohebny SC a v dusledku toho se pak na kiizi tvofi

vazné praskliny s mnohem horsi schopnosti hojit se. [11,14]

3.1.3. Transdermalni podavani |éCiv
Jednou z moznych variant podani léku s cilem dosdahnout systémového ucinku je

aplikace ptes klizi neboli transdermalni podani. Priibéh vstfebani 1ze popsat tfemi kroky:

1. Penetrace — vstup latky do urcité vrstvy (napi. vstup 1é¢iva do SC)
2. Permeace — prunik z jedné vrstvy do druhé, strukturdlné i funkéné odlisné

3. Resorpce — ptijem latky do vaskularniho systému (krev, lymfa) [15]

Pti vybéru vhodného 1é¢iva pro tuto formu podani existuje nékolik kritérii (fyzikalné-
chemické a farmakokinetické vlastnosti a interakce 1éCiv s membranou), které latka musi

spliiovat. Jedna se o nasledujici body:
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e Nizkd molekulova hmotnost (<600 Da)

e Rozpustnost ve vodé i v olejich — pro dosdhnuti vysokého koncentracniho
gradientu a zvyseni difuzni sily na kzi

e Zvyseny, ale vyvazeny rozdé&lovaci koeficient (velmi vysoké hodnoty zpisobi
retenci l1éCiva v kuzi)

e Nizky bod tani (<200 °C) v souvislosti s rozpustnosti [16]

Jak jiz bylo zminéno, kize je velmi U€innd nepropustna bariéra. OvSem neni 100%
aexistuje 5 riaznych cest, kterymi se chemické latky dostanou do vnitiniho prostiedi
(Obrazek 5). Prvni cestou je prunik potni zlazou, tato varianta pifichazi v Gvahu pouze
u hydrofilnich 1é¢iv, kterych je mélo, a i tak se musi vytvofit velky koncentra¢ni spad pro
dosazeni absorpce. Druhou moZznosti je prinik mazovou zldzou, kde se naskytd podobny
problém, ovSem opacného razu. Jelikoz je jednim z pozadavkl na léCiva nepfilis vysoka
lipofilita, tak pfi proniknuti se latka za¢ne hromadit v okoli tukové Zlazky a nésledny ptechod
do organismu je velmi ztizen, jako je tomu u tfeti cesty praniku transfolikularné (ptes vlasovy
folikul). Cast&j§imi cestami priniku jsou transceluldrni (tzn. pres téla bundk — korneocyti)
a intercelularni (tzn. mezibunéénymi prostory — ptes lipidové lamely). Varianta skrz korneocyty
je ovSem také veelku obtizna. Usnadnéni je umoznéno zvysenim mnozstvi vody v SC, a to diky
tomu, ze korneocyty obsahuji hydrofilni skupiny, které vazou vodu, tim nabobtnaji, navazou
vodu do intercelularniho prostoru, ktery se rozvolni a narusi se soudrznost lipidovych lamel.
OvSem nejcastéjsi cestou priniku je prinik intercelularni. Diky poznatkiim o SC se vytvoftily
slouCeniny, které usnadiiuji prinik pres kuzi, tzv. akceleranty transdermalni permeace
(napf. substituované¢ amidy karboxylovych kyselin, laktamy, estery m-aminokyselin a jejich

derivaty atd.). [12,17]
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Transcelularni Vlasovy
Intercelularni cesta folikul, potni
cesta laza, mazova

stratum corneum

Obrazek 5: Cesty pruniku latek ptes SC [18]

I tato forma podani mé své vyhody a nevyhody. V porovnani s peroralnim podanim je
velkou vyhodou transdermélniho podani vyssi biologickd dostupnost tim, Ze obchazi
gastrointestindlni trakt (kyselost, motilita apod.) a prvni prichod jatry, ¢imz se sniZuje
degradace molekuly, coZ umoziiuje snizeni davek 1¢ku. Dal§im benefitem je zabranéni interakci
1éku jak s potravou, tak i s ostatnimi 1é¢ivy a do jisté miry i sniZzeni jeho nezddoucich ucink.
Diky stabilngj$im plazmatickym hladindm je moZznd aplikace latek s nizkym terapeutickym
indexem. V neposledni fad¢ oproti injekénimu podani je v ptipad¢ aplikace formou naplasti
1 ukonceni podani velmi jednoduché, neinvazivni a nebolestivé. Na druhou stranu asi nejveétsi

nevyhodou je kozni bariéra, kterd zamezuje priuchodu vétsing 1€¢iv. [12,19]

3.1.4. Testovani transdermalni absorpce in vitro

Nasledujici metody slouzi k hodnoceni latek, které proniknou (penetruji) do pokozky
s naslednou permeaci do rezervoarové tekutiny. Dale jsou tyto pokusy in vitro vyuzivany
k odhadu dermalni penetrace u ¢lovéka. K méfeni se vyuziva nejen Cerstva, metabolicky aktivni
ktze, ale také 1 nezivotaschopnd klize (tzn. neni Cerstvé vyfiznuta) rizné¢ho ptvodu, a to
lidského, praseciho ¢i krysiho. Kuzi lze uchovavat nékolik mésici v teplot¢ -20 °C,
nedoporucuje se ji vSak opakované zmrazovat a rozmrazovat, jelikoz by to mohlo zvysit
propustnost kozni bariéry. Také neni doporucovano kizi uchovavat pti velmi nizkych teplotach

(-80 °C) ze stejného diivodu. Metody in vitro poskytuji fadu vyhod oproti metoddm in vivo,
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jedna se o Casovou Usporu, nizsi naklady, lepsi reprodukovatelnost a méné proménnych, které
by mohly zkreslovat vysledky. Dalsi vyhodou v porovnani s metodami in vivo je moznost
provedeni opakovanych métfeni ze stejného ¢i z rlznych subjektd, které jsou rozsdhle
metabolizovany. Tento typ metod je jiz v dneSni dobé béZny, piesto je potieba peclivou uvahu

pii vybéru techniky. [15]

Pii testovani se primarné vyuzivaji difuzni cely (Obrazek 6). Tyto diftizni cely jsou
dvojiho typu - statické, u kterych je tekutina ustaviéné promichavana a v pfedem stanovenych
casovych intervalech ru¢né odebirana a ihned nahrazena novou cerstvou tekutinou, kdy
akceptorova cast se obvykle plni objemem v rozmezi 2-20 ml, a prutokové, kde prichod
tekutiny je zajiStovan pomoci Cerpadla (pumpy). Pritokové cely jsou nastaveny na objem cca
1-5 ml a jsou vhodné k métfeni metabolismu latek v kizi. Dale Ize statické cely rozdélit na dva
typy na zdklad¢é toho, jakym smérem je kize (membrana) orientovana, a to horizontalni

a vertikalni. [15,20]

Diftzni cely jsou vyrabény z inertnich materidli, napf. ze skla nebo teflonu, a jsou
tvoteny ze dvou ¢asti: horni (donorova) a spodni (akceptorova). Mezi tyto dvé Casti se umistuje
absorpcni membrana (kize) tak, aby pokozka sméfovala nahoru. Velikost difizni plochy muze
byt riizna, oviem zpravidla se jedna o rozlohu 0,3 — 5 cm?. Poté se nanasi testovand latka bud’
ve forme ,,konecné davky* (finite dose), kdy mize dochazet k ¢astenému odpateni latky stejné
jako v praxi, anebo ve form¢ ,,nekone¢né davky™ (infinite dose), kdy je testovana latka
aplikovéana v nadbytku. [20]

@

|
Donorova Cast '=—=p

e '4— Teflonovy drzak

Kige b Plnici otvor

l

Akceptorova cast

Michadlo

Obrazek 6: Diftzni cela Franzova typu [21]
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Spodni c¢ast cely je vyplnéna akceptorovou tekutinou, ktera musi byt v kontaktu se
spodni stranou ktize (s celou jeji plochou), a to jiz od samého zacatku experimentu az do konce.
V této casti se zde nesmi nachdzet bubliny, které by mohly mit za nasledek zvysenou
propustnost kozni bariéry. U tekutiny by méla byt zajiSténa rozpustnost a stabilita testované
latky v tekuting. Pfi testovani latek hydrofilniho charakteru se nejvice pouZziva fyziologicky
roztok ¢i pufrované fyziologické roztoky a pro lipofilni 1atky se ¢asto pouziva sérovy albumin.
Daéle tekutina nesmi nijak ovliviiovat experiment, méla by mit fyziologické pH 7,4 a béhem
celého experimentu musi byt michana, jako je tomu u statickych cel, a u priatokovych cel musi
byt tekutina plynule vyménovana. Jinym dalezitym aspektem je teplota povrchu kize, ktera
odpovida primérné bézné teploté povrchu kiize ¢loveéka 32 + 1 °C. Vlhkost okolniho prostiedi

by méla byt néco mezi 30—70 %. [15,20]

Délka pokusu se muize liSit. Doporuc¢ena doba je 24 h, pfijatelnd je vSak doba i 48 h.
Celkem je zapotiebi alesponl 6 vzorku kiiZe, ktera je odebrand ze stejného mista na téle a k tomu

minimalné od 3 odlisnych darcti. Analyza vzorki je nejcastéji realizovana pomoci HPLC. [20]
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3.2. lontové kapaliny

3.2.1. Obecny uvod

Iontové kapaliny (IL), zndmé také jako zelend rozpoustédla, designova rozpoustédla,
tavené soli, kapalné elektrolyty, iontové taveniny apod., jsou kapaliny, které jsou tvoreny
z vet$i Casti €1 aplné z iontl (z organickych kationtd a anorganickych nebo i1 organickych
aniontil). Obecnou definici lze IL popsat jako kapaliny, které maji teplotu tani nebo teplotu
skelného ptechodu pod 100 °C. IL jsou sdruzovany s tzv. ,,zelenou chemii. Zelena chemie se
postupné organicka t€kava rozpoustédla nahrazena IL, které jsou bezpecnéjsi jak pro lidské

zdravi, tak 1 pro ovzdusi a vodu. [22,23,24]

3.2.2. Vlastnosti iontovych kapalin

IL disponuji veelku Sirokymi proménlivymi znaky. Co se tyce misitelnosti s vodou,
nékteré jsou hydrofilni, jiné hydrofobni. To plati 1 u pH, mohou byt kyselé, zasadité, ale
i neutralni. Pokud jde o toxicitu, nékteré IL jsou toxické, jiné ale toxické byt nemusi. Tato
rozmanitost vlastnosti nabizi rozsahlou skalu modifikaci, pficemz tyto slouceniny maji urcité
typické vlastnosti, naptiklad vysokd tepelnd stabilita, vysokd rozpoustéci schopnost,
v porovndni s organickymi molekuldrnimi rozpoustédly nizky tlak par. Dale jsou nehotlavé
a dosahuji Sirokého rozsahu rozpustnosti a misitelnosti. [22,24]

Trendem je tendence snizovani teploty tani se zvysujici se velikosti aniontu ¢i kationtu.
Tato tendence plati analogicky i1 u délky alkylového fetézce u kationtu. Dal$im faktorem
ovliviiujicim teplotu tani je i symetrie molekuly. Cim vice je iont symetricky, tim se teplota tani
kapaliny zvySuje. Jak jiz bylo zminéno, IL maji minimalni tlak par, tudiz se béhem reakci
nevypafuji a nevedou k naslednym zdravotnim problémtim a neznecist'uji ovzdusi.

Obecneé plati, ze IL maji vyssi viskozitu oproti molekularnim rozpoustédlim. Co se tyce
porovnani mezi jednotlivymi IL, plati vztah: ¢im vétsi iont (poptfipadé délka alkylového
fetézce), tim vyssi viskozita. Dal§im trendem je, Ze anionty, které maji slabé koordinac¢ni vazby,
maji mensi viskozitu v porovnani s anionty obsahujicimi siln¢ koordinac¢ni vazby. A poslednim
faktorem ovliviiujicim viskozitu je teplota. Viskozita s rostouci teplotou klesa, a to v pomérné
velkém méfitku.

Co se tyCe hustoty, v porovndni s vodou maji IL vyssi hustotu. Opét plati vztah: IL

obsahujici krat$i alkylovy fetézec ¢i mén¢ objemny iont dosahuji vyssich hustot nez tekutiny
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s del$imi alkylovymi fetézci a vice objemnymi ionty. V porovnani s viskozitou, teplota nema
témet zadny vliv na zménu hustoty. [24]

Dalsimi vlastnostmi je naptiklad vodivost (schopnost vést elektricky proud), moznost
recyklace, netékavost.

Pritomnost nésledujicich aniontii v molekule IL: [PF¢] -, [CF3SO3] - a [BF4] ~je €ini
bezbarvymi. V piipad¢ oranzového ¢i zlutého zabarveni IL se Casto jedna o pfitomnost necistot.
Také podstatnym divodem zabarveni je nadmérné zahtivani nebo pfitomnost barevnych

surovin. [25]

3.2.3. Priprava iontovych kapalin

Ptipravit IL lze riznymi zpusoby, viz Obrazek 7. Nejcastéji se jedna o 3 zéakladni
pfistupy. Spole¢nym krokem vSech tfech postupl je kvarternizace nukleofilniho atomu
(ve vétsiné ptipadi dusiku). Reakce mize byt jednokrokova v piipadé€, ze aniont, ktery je
soucasti IL, ma 1 dobrou odstupujici skupinu pfi nukleofilnich substitucich (triflat, tosylat).
Dvoukrokové metody se pouzivaji v pfitomnosti nekoordinac¢nich anorganickych anionta.
Béhem prvniho kroku se realizuje kvarternizace alkylhalogenidem a v druhém kroku se pouze
provede zdména halogenidového aniontu. K zdméné dojde diky nerozpustnosti jednoho
z produktd v daném rozpoustédle nebo pomoci Lewisovy neutralizace. Poptipadé zdménu

aniontu lze uskute¢nit na iontoméni¢ich (nejméné pouzivany zptsob). [23]

e
R-Y \e T
/ o o
\ - \® \@®
N RTX ~N-R ML~ _N-R

/
\ S
X = halogen AX,
Y = CF3S0,, CH3CgH4SO5 + AXp_1 \I‘?—R
—
/

Z = BFy, PFg, N(CF380,)5, NO3
A =B, Al, Au, Cu, Sn
M = H, Ag, Li, Na, K

Obrazek 7: Schéma syntézy IL [23]
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3.2.4. Struktura a klasifikace iontovych kapalin

Jak jiz bylo zminéno, IL jsou molekuly ve formé soli, které se pfi teplotach do 100 °C
nachazeji v kapalné fazi. Tento jev je zplisobeny objemnosti asymetrickych kationtli a slabé
koordina¢nimi anionty, které destabilizuji krystalovou miizku. Jednak mnoZzstvi potencialnich
kombinaci IL je obrovské a také moznost drobnych modifikaci v ramci jedné molekuly
umoziuje dosahnout pozadovanych vlastnosti latky. [26]

Zakladni struktura IL je ve formé kationtti. Jedna se o velkou organickou strukturu, ktera
obsahuje kladny ndboj. Ve valné vétsine organické kationty obsahuji dusik nebo fosfor. Ovsem

se IL mohou nachdazet i ve formé aniontii (malé anorganické struktury se zapornym nabojem)

(Obrézek 8). [25]

F 0 0@
@ © 6 _0. 9@ F\I|:__F » S\\ o)
I” Br CI S0 el F-B"-F 0 onto
Halides Methylsulphate Hexafluoro-phosphate  Tetrafluoro-borate  Tosylate Nitrate

CATIONS

HN s NH,* NH," 0
Owe L (e O O U

H+

IMIDAZOLIUM THIAZOLIUM  PIPERIDINIUM PYRROLIDINIUM  PYRAZOLIUM MORPHOL|N|UMI

Obrazek 8: Ptiklady aniontd a kationtli bézné pouzivanych v IL [25]

Z historického hlediska mizeme IL rozdé€lit do 3 generaci:

1. Jako prvni generace byly popsany halogenaluminaty. Konkrétné byl zkoumén
tetrachloroaluminat a jeho elektrochemické, rozpoustéci a katalytické vlastnosti. JelikoZ
byla zjiSténa nestdlost na vzduchu a velkd nachylnost k vlhkosti (musely byt

uchovavany v boxech za nepftistupu vlhka), byla zkouména dalsi generace.
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2.

Druhou generaci piedstavuji nehalogenaluminatové IL. Pfi pfipravé jsou vyuZzivany
nekoordina¢ni anionty, které jsou rezistentni vic¢i hydrolyze a oxidaci. Tato generace
byla nejvice vyuzita ve funkci rozpoustédel.

Takika sou€asné byly studovany IL tieti generace. Cilem bylo nepouzivat IL pouze jako
rozspoustédla, ale také naptiklad jako katalyzatory ¢i chelataéni cinidla. Jeden
znejnovejSich typt jsou chirdlni IL, které se daji vyuzit jako chirdlni napli

chromatografické kolony nebo pii asymetrické syntéze. [23,24]

Na zaklad¢ struktury mizeme IL rozd¢lit na 3 zakladni skupiny:

Protické IL — tento typ IL vzniké diky pfenosu protonu z kyseliny, ktera je schopna
darovat proton (= Brenstedova kyselina) na bazi, kterd dany proton pfijima
(= Bronstedova baze). Reakce nezahrnuje jakékoliv vedlejsi produkty, proto je pfiprava
obecné jednodussi a levnéjsi. Protické IL jsou brany jako Cisté smési iontt, jelikoz
vétSina molekul dosahuje ,,dobrého* iontového chovani.

Aprotické IL — jedna se o skupinu kationtovych a aniontovych struktur, které na rozdil
od protickych IL nékteré poskytuji proton a jiné zase ne. Reakce pfipravy je Casto
nékolikastupiiovy proces, z toho diivodu je ptiprava drazsi a komplikovanégjsi. Zde ionty
vznikaji mezi dvéma funkénimi skupinami, kde se vytvaii kovalentni vazba. Tyto IL
jsou stabilngjsi (tepelné i elektrochemicky) nez dané protické IL.

Ostatni IL — sem fadime zbyvajici IL, naptiklad IL s chirdlnim centrem, magnetické
IL (obsahujici paramagneticky atom), divalentni IL (= s dvojmocnym iontem),

polymerni IL (obsahujici polymerni nebo polymerizovatelny iont) a dalsi. [27]

3.2.5. Poutzitiiontovych kapalin

3.2.5.1. lontoveé kapaliny jako katalyzatory

Velkou vyhodou IL je vyuziti k urychleni riznych typt reakci, tzn. IL zastava funkci

katalyzatoru. Reakce jsou tedy mnohem rychlej$i a zarucuji vysokou konverzi (pfes 90 %).

Takto se vyuziva naptiklad ethylaluminiumchloridovy katalyzator (diky jeho vysoké kyselosti)

pii oligomeraci butenu. Benefit Ize spatfovat v moznosti pouziti katalyzatoru znovu v jiné

reakci, jelikoz organicky produkt neni misitelny s IL. Dal§im pozitivem je, Ze nedochazi
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k tvorbé vedlejSich produktli a neni zapotiebi nasledné promyvani vodou. Oligomeraci butenu
mohou vznikat latky s molekulovou hmotnosti v rozmezi 600 — 100 000. Tyto produkty maji
nasledn¢ vyuziti jako mazaci oleje. Dale se chloraluminiové IL mohou vyuzivat ve funkci

katalyzatort naptiklad v tzv. Friedel — Craftsovych reakcich. [28]

3.2.5.2. lontové kapaliny jako rozpoustédla

Dalsim benefitem IL je moznost vyuziti jako rozpoustédel. Za timto ucelem se vyuzivaji
IL, které jsou méné citlivé na vzduch a vlhkost. Mnohem pfiznivéjsi alternativou jsou IL pii
vicefazovych extrakénich procesech oproti béZnym organickym rozpoustédlim, které maji
potiz z hlediska recyklace a zneCist'ovani zivotniho prostredi. IL jsou tedy ekologictéjsi, méne
hotlaveé, méné tékave a maji nizky tlak par. A diky moZnosti nescetnych kombinaci kationtti
a aniontll maji IL schopnost rozpoustét latky, které jsou bézné¢ slozité rozpustné (naptiklad
aktivni farmaceutické slozky a jejich prekurzory). Dale je IL mozné také vyuzit pii

hydrogenacich, homogennich, heterogennich katalytickych reakcich a mnoho dalsich. [22,28]

3.2.5.3. lontové kapaliny ve farmacii

Pti posuzovani G¢innosti 1é¢iva je jednim z hlavnich faktorti biologickéd dostupnost, coz
odrazi permeabilitu a rozpustnost 1é¢iva. V téchto veli¢inach tkvi hlavni problémy pii vyzkumu
1é¢iv. Lécivo se musi rozpoustét v télesnych tekutinach a musi byt dostatecné rozpustné, aby
bylo schopné se rychleji rozpoustét a absorbovat. Dalsi ¢astou komplikaci je polymorfismus.
Farmaceutické latky jsou ve velkém procentu piipadi ziskdvany v krystalické formé. Tudiz se
jedna latka mize nachdzet v nékolika riznych forméch (= polymorfy). Tyto formy se od sebe
mohou liSit rGznymi vlastnostmi, jako je stabilita, teplota tani, rozpustnost, biologicka
dostupnost apod. Muze také dochdzet k zaménam jednotlivych polymorfi a tvorba téchto
zameén je tézko kontrolovatelnd. Existuje spousta metod, kterymi se tyto potize fesi. Jedna se
napiiklad o tvorbu proléciv, fizenou krystalizaci, rozméliiovani, ptiprava hydrati a mnoho
dalsich. Tim, ze IL maji rozsdhlou schopnost vytvaret nespocet moznych kombinaci, jsou
skvélymi adepty na zvySovani biodostupnosti 1éCiv, zlepSovani absorpce, poskytovani
pozadované rychlosti rozpousténi, dobré rozpustnosti ve vod¢, popiipad€ zptsobilosti zacilit na

urcité struktury. [26]
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Podobné obtiZnosti se fesi 1 u transdermalniho podani 1é¢iv. Jak jiz bylo zminéno, kiize
je velmi G¢innd nepropustnad bariéra. Nicméné existuji tzv. zesilovace kozni permeace, které
ulehcuji (umoziuji) prostup kozni bariérou. Mezi né se fadi i IL. Jejich schopnost zvySovat
permeaci 1éCiv klizi je vysvétlovana fadou mechanismil. Pravdépodobné jsou hlavnim faktorem
fyzikéalné-chemické vlastnosti a struktura IL. Obecné z hlediska permeacnich akcelerant
muzeme IL rozdélit na hydrofilni a hydrofobni. Hydrofilni IL podporuji paracelularni transport
tim, Ze jsou schopny otevirat tésna spojeni ve SC. Ke zvySeni fluidizace membrany dochazi
pfevazné¢ v proteinovych a lipidovych oblastech. Tato schopnost fluidizovat bunécnou
membranu je pozorovana napiiklad u imidazoliovych IL. Hydrofobni IL naopak podporuji
transcelularni transport tvorbou kanalti v epitelialni membrané. Dale napiiklad 1-oktyl-3-
methylimidazolium je velmi dobie zdokumentovand IL, ktera zesiluje permeaci tim, Ze narusuje
strukturdlni integritu membrany. Diky témto faktim maji molekuly, které byly doted’ naprosto
vylouc¢ené pro transdermalni poddni, moznost prosadit se i v této form¢ podani. Jedna se
naptiklad o metotrexat, aciklovir ¢i proteinové molekuly. [29,30]

V disledku nizké biologické dostupnosti selze az 40—70 % potencialnich novych lé€iv.
Existuje dalSi moznost vyuziti IL ve farmacii, a to navazani IL na aktivni farmaceutickou
ptisadu (API-IL). Tento systém slouzi k dodavani 1é¢iv, ve kterém mé IL funkci nosice i léCiva,
a to diky schopnosti IL doladit fyzikalné-chemické i biologické vlastnosti dané API jako je
lipofilita nebo toxicita. Tento zplsob jednak fesi problémy tykajici se biologické dostupnosti
a zaroveil ma i potencial dosdhnout vétsi u¢innosti. Celkem jsou 3 moznosti, jak zainkorporovat

API do IL systémt (Obrazek 9, 10, 11): [26]

-
lontové spojen s’ @9

Obrazek 9: Typ 1 - spojeni pomoci iontové vazby [26]

o 1&5‘;\ o ’?

Obrazek 10: Typ 2 — spojeni pomoci kovalentni vazby [26]

Kovalentni spojeni
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Obrazek 11: Typ 3 — spojeni kombinaci obou zptsobi [26]

lontové spojeni @ Kovalentni spojeni

Ptiklad vyuziti API-IL je s 1écivem zvanym lidokain, ktery se pouzivé typicky jako
anestetikum. Pfi spojeni lidokainu s IL vznikd molekula lidokain dokusat, u kterého je na
mySim modelu dosdhnuto lepSiho a prodlouZeného ucinku v porovnani s lidokainem. Touto
strategii dochazi ke zméné¢ mechanismu G¢inku na bunééné trovni, nebo napiiklad vlivem
zmény ranitidinu na tekuty rantidin dokusat vymizi problém spojeny s polymorfismem.
Nicméné API-IL nefes$i vSechny problémy u vSech 1éCiv, protoze jiz byly zaznamenany

1 polymorfy API-IL. [22,26]

V neposledni tad¢ se daji IL vyuzit i pii syntéze 1éCiv, a to v roli katalyzatoru
a transformacniho média, diky Cemuz se snizi objem tékavych rozpoustédel a snizi se témét na
nulu mnozstvi kovovych katalyzatorti. V biotechnologickych procesech IL mohou zlepSovat
vytézky tim, Ze maji schopnost plisobit i jako selektivni aktivatory enzymu. Rozpusténim léciva
v IL mize dochazet k tipln€ novému chovani latky, coz je vysvétlovano tvorbou nanostruktur,
které vznikaji intermolekuldrnimi interakcemi mezi IL a danou latkou. Aplikace IL stala
napiiklad pii syntéze nékolika nesteroidnich antiflogistik, antivirotik, antimalarik a dalSich.
Také jsou IL vyuzivany v dorucovacich systémech pro zvyseni efektivnosti dodani 1é¢iva. Tyto
IL ptsobi jako dispergac¢ni Cinidla, nanocéstice, nanonosi¢e a aktivatory substratu. DalS§im
nadéjnym objevem je vyuziti IL jakozto ,,chaperonii“. Dochazi k interakcim jak s vodou, tak
i proteinovym povrchem a diky tomu je mozna kontrola nad sklddanim, rozkladanim proteina
a nad agregaci proteinti. Navic pouzitim IL se zarucuje stabilizace a zvySena aktivita enzymd.
Tyto U¢inky s proteinovymi strukturami jsou dané diky vodnému prostiedi proteinu
a hydratovanym IL, které maji schopnost dale absorbovat vodu a tim stabilizovat tyto

makromolekuly. [26,29]
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3.2.6. Biologicka aktivita iontovych kapalin

Je prokézano, ze IL maji vliv na rizné formy zivota. Jejich biologicka aktivita saha jiz
od jednoduchych proteinli aZ po vys$§i mnohobunécné organismy. Zpusob, jakym dochazi
k dané biologické aktivité se muze lisit u jednotlivych organismi, avSak spojovacim ¢lankem
vSech téchto mechanismil je voda. Diky tomu rozpustnost a interakce s vodou vymezuje
biologickou aktivitu IL. Byly studovany nésledujici kationty, jejichz rozpustnost ve vod¢ klesa
v potadi: imidazoliové IL> pyrrolidiniové IL> pyridiniové IL> piperidiniové IL. Z danych
vysledkl je vyvozovan zavér, ze zavisi na velikosti kationtu a do urcité miry i na aromaticité
IL. U rozpustnosti ve vodé nezalezi pouze na kationtu, ale i na aniontu. U chloridovych [CI]
a bromidovych [Br] aniontti dochazelo k vyznamnym interakcim s vodou, v porovnani
s hexafluorofosfatovym aniontem [PF¢], ktery s vodou nijak neinteragoval. Je dokazano, ze
biologické aktivita se odviji od hydrata¢niho stavu IL. Nésledné bylo vymezeno hydratacni
¢islo sedm molekul vody na iontovy par (nezdvisi na povaze iontu), které ma velky vliv na
biologickou aktivitu smési IL-voda. Pfi simulaci vodnych roztok IL s fosfolipidovou
dvojvrstvou je opét dokdzana zavislost biologického ucinku na ucasti vody. Od interakce
s molekulami vody se odviji chovani aniontu IL. Chloridové anionty [CI], povahou malych
hydrofilnich anionti setrvaly v roztoku, v porovnani s hydrofobnéjSimi a objemnéjSimi [PF¢]
anionty, které zlstaly na rozhrani lipid/voda. A nakonec hydrofobni aniont [NTf>], ktery se

vmezeiil mezi polarnimi hlavami fosfolipidu a uhlovodikovymi konci. [25]

3.2.6.1. Antibakterialni a antifungalni dcinky iontovych kapalin

Bylo dokézano, ze urcité IL maji schopnost inhibovat rist patogennich a nepatogennich
bakterii a hub. Jedna se naptiklad o imidazolium, pyridinium a pyrrolidinium IL. Tyto u¢inky
maji tzv. povrchové aktivni IL, jejichZ Uc¢inku je dosazeno piipojenim del§iho alkylového
fetézce. [25,26]

Predpokladany  mechanismus  antimikrobidlniho U¢inku IL je zplsoben
elektrostatickymi silami, které nahromadi kladné¢ nabité casti IL do oblasti bunécéné
membrany/stény s negativnim nabojem. V okamziku blizkého kontaktu kationtu s membranou
dojde vlivem hydrofobnich interakci postranniho fetézce kationtu s bunéénymi lipidy k pesunu
molekuly do membrany, ¢imz se zten¢i a zpusobi destabilizaci struktury. [31,32] Co se tyce
samotné bunécné smrti, teorie se jiz rozbihaji. Prvni teorie popisuje smrt bunék v dasledku
uvolnéni cytoplazmatického obsahu (DNA, RNA, draselné ionty). V druhé teorii dochdzi

k bunécné smrti vlivem kladné nabitych molekul, které ptivodi neutralizaci negativniho zeta
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potencialu bunééného povrchu. Tento efekt zastavi spravny rist bunék a nasledné vyvola
agregaci bunc¢k. Druha teorie ma mnohem pomalej$i ndstup antimikrobidlniho uc¢inku

v porovnani s prvni teorii. [31]

3.2.6.2. Cytotoxické ucinky iontovych kapalin

Diky specializovanym testim apoptézy a fluorescencni mikroskopii byl zjiStén
cytotoxicky ucinek IL. Tento efekt vznikd v dasledku oxidac¢niho stresu, poskozeni DNA
a apoptozy, kterou IL indukuji. Protirakovinné ucinky IL zavisi nejen na struktuie, ale také na
vnéjsich faktorech jako je naptiklad typ buiiky. Pfesny mechanismus ptisobeni neni stanoveny,
ale z dosavadnich udaji 1ze vyvodit, Ze opét dochazi k naruSeni lipidové dvojvrstvy bunécné
membrany. Interakce s vodou, konkrétné hydrofobnost a lipofilita kationtu koreluje
s protirakovinnym u¢inkem. Celkové znalosti o vyuziti IL jako protinddorovych latek jsou

prozatim neucelené, proto se zatim bé€zn¢ nepouzivaji. [26]

3.2.7. Toxicita iontovych kapalin

Pojeti IL jakoZto ,zelenych rozpoustédel* vznikl diky jejich vlastnostem, a to
nehotlavosti a netékavosti. Zadmeéna béznych tékavych organickych rozpoustédel s IL, jez jsou
neté¢kavé, vede k vyraznému zmenseni rizika proniknuti do dychacich cest a kontaminace
zivotniho prostiedi. Odtud jsou IL chapany jako latky zdravi neskodné. OvSem studie dokazuji
nebezpecny vliv IL na vSelijaké biologické formy, dokonce i na nukleové kyseliny a dalsi

mnohobunécné tvory (Obrazek 12). [22]

Obrazek 12: Ekosystémy nachylné ke kontaminaci IL [26]
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Co se tyce skodlivosti IL, tak neni Zadna ucelenost v jednotlivych toxickych aktivitach.
Existuji IL s relativné nizkou, ale i relativné vysokou toxicitou. Nicméné je tendence IL, které
jsou vice rozpustné ve vod¢, dosahovat i vyssiho nebezpeci pronikani do zivotniho prostiedi
(diky snadnéjSimu prostupu do vody). Prestoze zatim nebyly dokdzany zavislosti mezi
strukturou a toxicitou IL, je toxicita podminéna povahou kationtu a aniontu, délkou alkylového
postranniho fetézce kationtu, prezenci a charakterem funkcnich skupin v kationtu, interakcemi
mezi kationtem a aniontem. NejvhodnéjSim objektem pro posouzeni ekologického dopadu latky
jsou mnohobunééné organismy. Zkouméni probihalo jiz na nékolika organismech, byly to
napiiklad ryby, hlodavci, mékkysi, Cervi, korysi anebo rostliny. Jeden druh planktonniho koryse
projevil citlivost vii¢i imidazoliovym a fosfoniovym IL, které zplisobily vyvojova poskozeni.
Naproti tomu akutni a subakutni toxicitu u mysi a potkant zapti¢inily amonné IL. Z divodu
problematické a Casové narocnosti testi na mnohobunécnych organismech byly nasledné
realizovany studie na jednodussich organismech jakymi jsou bakterie a houby. IL vyvolavaly
antimikrobidlni, antifungalni a cytotoxickou aktivitu. Tyto G€inky jsou objasiovany diky
interakci postranniho alkylového fetézce kationtu s membranou bunky. Vniknutim do
fosfolipidové dvojvrstvy dochédzi k naslednym strukturalnim poskozenim. Toxické ptisobeni
vznikéd jednak nespecifickymi mechanismy, jako tomu bylo u piikladu pronikani bunécnou
methylimidazolium bromid/hydroxid s rizn€¢ dlouhymi postrannimi alkylovymi fetézci
interagoval s fenylovymi kruhy B-tubulinového receptoru. Zde platil vztah: ¢im delsi postranni

retézec, tim vys$si vermicidni pisobeni. [26,33]
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3.3. Zjednodusené modelové membrany stratum corneum

3.3.1. Uvod

Jak jiz bylo probirdno v kapitole ¢. 3.1.1., kiize ma nékolik funkci. Naptiklad chrani
lidské télo proti chemikaliim, proti mikroorganismiim, ddle ma funkci termoregulaéni a také
zamezuje odpafovani vody. Za bariérovou funkci kiize je zodpovédna nejsvrchnéjsi vrstva SC.
V této vrstvé se z lipidil nachéazeji Cer, které obsahuji 1 a 2 uhlikové fetézce, celkove se jedna
o 15 typi Cer, dale Chol, FFA poc¢tem uhlikll nejéastéji v rozmezi 18—36 a nakonec s malym
podilem CholS a ostatnich lipidd. [34,35,36]

Kiize je vyuzivana pro penetra¢ni a permeacni pokusy pro zkoumani nepropustnosti
ktize pro rizné chemikalie a drazdivé latky a na testovani schopnosti 1éCiva proniknout ptes
bariéru. Casto se hodnoti zesilovate prostupu bariérou. Vyuzivd se kize lidského, ale
i zviteciho pivodu. Lidska kiize je ziskdvana Casto z plastickych chirurgii, z amputovanych
casti téla, poptipad€ z mrtvych tél. Kaze zviteciho piivodu se nejcastéji ziskava z prasat, jelikoz
prase¢i kiize ma nejveétsi anatomické, fyziologické a histologické podobnosti v porovnani
s lidskou kiizi z hlediska tloustky epidermis, hustoty krevnich cév, mnozstvi Cer, elastinu,
kolagenu a dalSich. Opét 1 tyto dvé varianty maji své vyhody a nevyhody. Mezi hlavnimi
divody, pro¢ se vyuzivaji zjednodusené¢ modelové membrany, patii ten, Ze zdroje lidské
a zvifeci kiize jsou nakladné. Klasicka ktize je velmi rozmanitd a mezidruhové rozdily mohou
zpisobit velké odliSnosti v permeabilité, tudiz dal§i nevyhoda je otazka tézké
reprodukovatelnosti. Lidska kize je také komplikovanéjsi z hlediska dostupnosti a v neposledni
fad¢ permeacni pokusy s kuzi trvaji dlouhou dobu a Casto dochéazi k prodlouZeni doby
permeace. To vSe pfispiva k experimentim provadénych na modelovych membranach. Mimo
modelové membrany je zde moZznost vyuziti komeréné dostupnych modeli lidské epidermis,

a to naptiklad EpiSkin®, EpiDerm®, SkinEthic®. [34,37]

3.3.2. Modelové membrany na nelipidové bazi

Existuje vice typt modelovych membran, kterymi se stanovuje permeabilita kiize. Mezi
nejjednodussi typy se fadi silikonové modelové membrany nebo poly(dimethylsiloxanové)
membrany. VyuZzivaji se pro hodnoceni u€inku riiznych vehikul a jejich dopadu na transport
kazi. Jiz v roce 1970 byly silikonové membrany pouZity k hodnoceni uvoliiovani kyseliny
salicylové z péti riznych mastovych zdkladi. Vysledky in vitro odpovidaly hodnotam

uvadénym v literatufe in vivo. TaktéZ byly provedeny i studie mechanismu interakci mezi
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modelovymi membranami a vehikuly (ethanol, isopropylmyristat, ...). Byla vytvofena predikce
o0 pouziti téchto membran pouze pro lipofilni slouceniny, na tento popud se vytvofila membrana
impregnovana kopolymerem polydimethylsiloxanem a polyethylenglykolem 6000. Vylepseny
model je stale ve fazi vyzkumu. [34,37,38]

Dal$im typem modelovych membran na nelipidové bazi je smiSeny typ modelové
membrany. Jednd se o membranu ¢istého rozpoustédla tvofenou ze 70 % silikonovym olejem
a ze 30 % isopropylmyristatem na hydrofobnim polyvinylidenfluoridovém filtru. I tento model
se shoduje s vysledky hodnoceni permeace lidské kiize pro modelova 1é¢iva v literatute.
Existuje zde moZnost rozliSeni schopnosti vysoce permeabilnich slouc¢enin zadrzZet se v bariéte,

poptipad¢ nezachytit se v bariéte. [38]

3.3.3. Modelové membrany na bazi lipidd

Kromé pouzivani diftznich cel Franzova typu k hodnoceni permeace se vyuziva
k méfeni pasivni membranové permeability molekul dal$i metoda, a to paralelni test
permeability umélych membran (PAMPA), ktery se mimo jiné vyuziva 1 ke stanoveni
gastrointestinalni absorpce anebo pro modelovani hematoencefalické bariéry. Model pro odhad
penetrace kizi se nazyva Skin PAMPA. Tato metoda in vitro obsahuje 96 jamek s umélou

(modelovou) membranou, které taktéz napodobuje SC (Obrazek 13).

PAMPA

1 0/:;,, Donorova East

L 4
[ , g
® Testovana latka

{
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g — Modelova membrana
Roztok s pufrem

__— Akceptorova &ast

Obrazek 13: Schématické znazornéni testu PAMPA [39]

Existuje nékolik modelti pro hodnoceni. Tyto membrany jsou casto zalozeny na

fosfolipidech a cholesterolu. Existuje naptiklad modelova membrana tzv. Skin PAMPA, ktera
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je tvotena syntetickym Cer. Tato syntetickd forma je analogem k pfirozené se vyskytujicimu
Cer ve SC. Spolu s cholesterolem, kyselinou stearovou a silikonovym olejem umoziuji Cer
v membran¢ PAMPA vystupovat jako lipidova slozka diky podobné molekulové hmotnosti
a kapacité akceptoru/donoru vodiku, jako je tomu u pfirodniho Cer. Byla zde dokdzana vysoka
predikéni schopnost, ¢imZ se z4jem o tuto metodu znacné zvysil a dals§i modelové membrany

jsou ve fazi vyzkumu. [38,40,41]

Dal$i moznosti je test permeace na bazi fosfolipidovych vezikul (PVPA). Je slozen
z vrstev lipozomd, které k sobé tésné priléhaji na filtrani podloZce (z esteru celulozy), viz
Obrazek 14. K hodnoceni penetrace pokozkou byly vyvinuty 2 varianty kozniho PVPA modelu.
Tyto dvé modifikace se od sebe vzajemné 1isi lipidovym slozenim. U prvniho modelu (PVPA c¢)
jsou lipozomy na bazi Chol (22,9 %, w/w) a vaje¢ného fosfatidylcholinu (77,1 %, w/w).
Lipozomy druhého modelu (PVPA s) jsou vytvofeny za pouziti opé€t vajecného
fosfatidylcholinu (50 % w/w) a zakladnich tfid lipida v ktizi — Chol (12,5 %, w/w), Cer (27,5 %,
w/w), volna mastna kyselina (7,5 %, w/w) a cholesterylsulfat (2,5 %, w/w). Diky poznatkiim
o SC byl PVPA model upraven, aby se vice podobal lidskému SC, kter¢ je velmi bohaté na Cer
a také na Chol, jakozto druhy nejrozsitené;si lipid ve SC. LepSim napodobenim SC se zvysi

kvalita hodnoceni permeace. [37,38]

Léky v nositich Lipofilni lé¢ivo
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Obrazek 14: Schématické znazornéni PVPA modelu [38]

Poslednim typem modelové membrany na bazi lipida je opét smiSeny typ, coz je
napodobnenina SC, ktera je tvofena syntetickymi SC lipidy na poréznim materialu. Umeéle
vytvorené lipidy témét kopiruji lipidovou strukturu ve SC. Pfi zkoumani stfedné hydrofobnich
az stfedné lipofilnich molekul byly vysledky téchto modeld v porovnani s lidskou SC velmi

podobné, ¢imZ se model osvédcil jako spolehlivy model perkutdnni penetrace. U syntetickych

32



SC lipidovych smési je vcelku snadnd moznost modifikace, coz umoziuje studovani vztahti

mezi slozenim, organizaci lipidii a bariérovou funkci. [38]
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Chemikalie, material a pristroje

Voda pouzitad pro piipravu vodnych roztoki, fosfatového pufru (PBS) a vodné mobilni
faze pro HPLC byla ultracistd voda, €i§téna pomoci systému milli-Q RG (Millipore, Burlington,
MA, USA) na Katedfe biochemie, FaF, UK. Methanol (MeOH) pouzity pro HPLC byl HPLC
kvality a byl zakoupeny od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). cholesterol (Chol), cholesterol
sulfat (CholS) a volné mastné kyseliny (FFA) - konkrétné kyselina stearova, kyselina
palmitova, kyselina arachidonova, kyselina behenova a kyselina lignocerova — pouzité na
piipravu lipidové smési byly ziskany od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Od stejné firmy
byl zakoupen dale theofylin (TH) a propylenglykol (PG). N-Lignoceroyl-D-erythro-sphingosin
(Cer [NS]), rovnéz pouzivany pfi ptiprave lipidové smési, byl zakoupen od Avanti Polar Lipids
(Alabaster, AL, USA). Sodna siil diklofenaku (DIC) byla ziskdna od TCI Chemicals (Tokyo,
Japan). Dihydrat dihydrogenforforecnanu sodného (NaH,PO4.2 H>0), dodekahydrat
hydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho (Na;HPO4.12 H>0), chlorid sodny (NaCl), chlorid draselny
(KCl), kyselina octova (CH;COOH), hydroxid sodny (NaOH), MeOH (pro analysis kavalita),
chloroform (CHCI3) (pro analysis kavalita), hexan (pro analysis kavalita) a ethanol 96% byly
pofizeny z PENTA (Hostivaf, CR). IL, a to 1-oktyl-3-methylimidazolium bromid (CsMIM) a 1-
dodecyl-3-methylimidazolium bromid (Ci2MIM), byly syntetizovany a poskytnuty naSimi
spolupracovniky z Univerzity Lipsko (Némecko).
smési byly nastiikdny na nukleoporové polykarbonatové membrany s velikosti pori 0,015 pm
(Whatman, Kent, Maidstone, Velk4 Britanie). Na méfeni transepidermalni ztraty vody byl
pouzivan piistroj Aquaflux AF200 (Biox Systems, Londyn, Velkéd Britanie). HPLC analyza
byla provedena pfistrojem Shimadzu Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) vybavenym
DGU-20A3 degasserem, LC-20AD pumpami, CTO-20AC termostatem pro kolonu, SIL-20A
HT autosampler, SPD-M20A diode array detektorem a LCsolutions 1.22 softwarem. Na
vyhodnocovéani dat byl pouzivany GraphPad Prism software verze 9.0.0 (GraphPad Software,
Boston, USA).
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4.2. Pfiprava lipidové smesi

V prvni ¢asti experimentu byla vytvoiena smés lipidt. Jedna se o smés tvofenou z Cer

[NS], FFA, Chol a CholS. Nejprve byla pfipravena smés FFA v poméru viz Tabulka 1.

Tabulka 1 SloZeni smési volnych mastnych kyselin

Kyselina a délka acylového Molarni pomér Molekulova hmotnost
fetézce [%] Mr (g/mol)
Kyselina palmitova C16 1,80 256,42
Kyselina stearova C18 3,90 284,48
Kyselina arachidova C20 7,50 312,54
Kyselina behenova C22 47,80 340,58
Kyselina lignocerova C24 39,00 368,63

Jednotlivé FFA byly navazeny a rozpustény ve smési CHCl3:MeOH (2:1), po smichani
se rozpoustédlo odpatilo pod proudem dusiku a nasledné byla smes ponechina 24 hodin
v exsikatoru do uplného vysuseni za pouziti parafinu a oxidu fosfore¢né¢ho. Vysledna smés FFA
méla primérnou molekulovou hmotnost 345,58 g/mol.

Pro kazdou skupinu modelovych membran bylo pfipraveno 12 membran. Na kazdou
membranu bylo nastfikdno 0,25 mg lipidi. Membrany, které obsahovaly IL, mély stejné
mnozstvi lipidl jako kontrolni membrany a navic specifické mnozstvi IL, jak je specifikovano
pozdgéji.

Molarni pomér lipidovych smési pro piipravu kontrolnich membran (bez IL)
spolu s hmotnosti kazdého lipidu potfebného k piipravé pozadovanych membran, je uveden

v Tabulce 2.

Tabulka 2 Slozeni kontrolnich membran

. Molarni Molekulovd hmotnost Latkové mnoZstvi | Hmotnost
Slozky N
pomér Mr (g/mol) n (nmol) m (mg)

Cer [NS] 1,00 650,13 2,68 1,74

FFA 1,00 345,58 2,68 0,93

Chol 0,85 386,65 2,28 0,88

Chols 0,15 488,70 0,40 0,20

3,75

Ptislusnd mnoZstvi jednotlivych slozek byla rozpusténa ve smési hexan:ethanol 96%

(2:1), aby byl ziskdn roztok s koncovou koncentraci 1 mg/ml. Poté byly dané slozky
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v pfislusnych objemech smichany do vySe uvedeného mnoZstvi. Kone¢ny roztok byl opét susen

pod proudem dusiku a nasledné¢ umistén do exsikatoru ve vakuu v piitomnosti oxidu

fosforecného a parafinu pies noc. K vysusené lipidické smési byly pfidany 3 ml smési

hexan:ethanol 96% (2:1) (kone¢na koncentrace lipidl byla 1,25 mg/ml) a po uplném rozpusténi

(5 minut v sonikatoru) byl kone¢ny roztok pouZit pro sprejovani membran.

Molarni pomér lipidovych smési pro ptipravu modelovych membran, které¢ obsahovaly

IL spolu s hmotnosti kazdé slozky potiebné k ptipravé pozadovanych membran, je uveden

v Tabulkach 3 a 4.

Tabulka 3 SloZeni membran s IL CsMIM

y . Molarni Molekulova hmotnost Létk?Vé, Hmotnost
Slozky v CsMIM membranach N mnozstvi
pomér Mr (g/mol) n (nmol) m (mg)
Cer [NS] 1,00 650,13 2,68 1,74
FFA 1,00 345,58 2,68 0,93
Chol 0,85 386,65 2,28 0,88
CholS 0,15 488,70 0,40 0,20
3,75
CsMIM 1,00 275,23 2,68 0,74
Tabulka 4 SloZeni membran s IL C;;MIM
Slozky pro CMIM membrény Molérvnl' Molekulova hmotnost r;it;(;s\;si Hmotnost
pomér Mr (g/mol) n (nmol) m (mg)
Cer [NS] 1,00 650,13 0,002683 1,74
FFAs 1,00 345,58 0,002683 0,93
Chol 0,85 386,65 0,002281 0,88
CholS 0,15 488,70 0,000402 0,20
3,75
Ci12MIM 1,00 330,17 0,002683 0,89
4.3. Pfiprava modelovych membran

Na ptipravu lipidovych membréan byly pouzity jiz zminéné polykarbonatové membrany.

Velikost jedné membrany byla 1,5 % 1,5 cm a kazdd membrana byla stabilizovana v kovovém

drzaku s plochou k nastifknuti 1 cm? (Obrazek 15).




Obrazek 15: Kovovy drzak s membranou

Kovovy drzék byl slozen ze dvou casti, které byly k sobé& ptipevnény Sroubky.
Sroubovanim byla membrana rizné natahovéna. Cilem bylo dosaZeni dokonalého napnuti
membrany. Membrana byla vkladana lesklejsi stranou nahoru. Na sprejovani lipida byl pouzit
pfistroj Linomat 5, kam byly upevnény pfipravené drzaky (Obrazek 16). Prvnich 10 minut bylo
nastfikovano 100 pl smési v jednom sméru a dal§ich 10 minut opét 100 pl v jiném sméru. Tudiz
celkem bylo na polykarbonatové membrané 200 ul smési (0,25 mg lipidi na kazdé kontrolni

membrang a na ostatnich 0,25 mg lipida + IL).

Obrazek 16: Sprejovani membran
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Poté byly membrany opét ponechany v exsikatoru 24 hodin, aby byly dokonale
vysuseny. Nasledné byl proveden annealing, coz je hydrotermdlni Uprava, ktera urCitym
zpusobem méni vlastnosti materialu. Podstatou je zahtati a nasledné ochlazeni materidlu za
pfitomnosti vyparii vody. Kovové drzaky s membranami byly umistény do kovovych nadob
spolu s 2 ml vody. Membrany byly zahtaty na 70 °C v troubé po dobu 20 minut a ponechany
v zafizeni dalSi 4 hodiny, ¢imz byly membrany postupné ochlazeny. Po annealingu byly
membrany vlozeny do lednice az do dalsi faze experimentu. Celkem bylo timto zpiisobem
pfipravit 36 membran (12 kontrolnich membran bez IL, 12 membran obsahujicich lipidy

a CsMIM a 12 membrén obsahujicich lipidy a C1,MIM).

4.4, Pfiprava izotonického fosfatového pufru (PBS)

Pro ptipravu PBS bylo navazeno 0,312 g NaH>PO4.2 H20, (156 g/mol; 2 mM), 2,865 g
Na;HPO4.12 H,O (358 g/mol; 8 mM), 8 g NaCl (58,4 g/mol; 137 mM) a 0,201 g KCl
(74,6 g/mol; 2,7 mM). Poté byly tyto latky rozpustény v ultracisté vodé. Nasledné bylo
upraveno pH roztoku na hodnotu 7,40 koncentrovanym roztokem NaOH a findlni roztok byl

zfiltrovan. Tento roztok byl ponechan v lednici do pouziti.

4.5, Pfiprava Franzovych difuznich cel

Pfipravené membrany byly vyndany z kovovych drzakd. Pro pokus byly pouzivany
Franzovy difuzni cely, viz teoretickd ¢ast. Kazdd membrana byla vloZena mezi dvé casti
teflonového drzéku, tyto byly namazany silikonovou vazelinou, aby drzely u sebe. Byly pouzity
drzaky s velikosti difuzni plochy 0,5 cm?. Nasledné byly drzaky upevnény do Franzovy difiizni
cely. Kapalina musela byt naplnéna tak, aby se dotykala celé plochy spodni ¢asti membrany.
Roztok byl plnén pomoci stfikacky a velky diraz byl kladen na absenci bublin. Protoze cely
nemély vSechny stejny objem, byl vzdy zapsan objem roztoku naplnény do cely, ktery se pak
zohlednil ve zpracovani vysledkti. Nakonec byly vSechny vzorky vlozeny do 1dzn€ vyhtaté na
32 °C po dobu 12 hodin za stalého michéni, viz Obrazek 17. Nasledujici tabulka (Tabulka 5)
ukazuje ¢islovani pfipravenych Franzovych diftznich cel spolu se slozenim lipidové smési

kazdé skupiny.
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Tabulka 5 Slozky jednotlivych cel

Franzovy difuzni cely | Cer [NS]/FFA/Chol/CholS/IL IL
¢.1-6 1/1/0.85/0.15/0 X
¢.7-12 1/1/0.85/0.15/1 CsMIM

¢.13-18 1/1/0.85/0.15/1 Ci2MIM
¢.19-24 1/1/0.85/0.15/0 X

¢.25-30 1/1/0.85/0.15/1 CsMIM
¢.31-36 1/1/0.85/0.15/1 Ci2MIM

Obrazek 17: Zhotovené Franzovy difizni cely

4.6. Méreni transepidermalni ztraty vody
Po 12 hodinach byla jako prvni méfena transdepidermdlni ztrata vody (TEWL). Pro
méteni TEWL byly odstranény horni ¢asti cel. Jak jiz bylo zminéno, pro hodnoceni byl uplatnén
piistroj Aquaflux AF200, ktery byl pfidrzovan u kazd¢ jednotlivé membrany v drzaku po dobu
80-100 s (do té doby, nez byla hodnota stabilni pii 30-36% relativni vlhkosti vzduchu a za
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teploty vzduchu v rozmezi 24-26 °C). Pro zachyceni nepifesnosti v méfeni byly pro kazdou

membranu stanoveny 2 hodnoty.

4.7. Permeacni experiment
Po méfeni TEWL byly na cely aplikovany vodné formulace modelovych molekul. TH
byl aplikovan jako suspenze 20 mg/ml a DIC jako suspenze 100 mg/ml. 0,1 ml kazdé formulace
bylo aplikovéano na specifické cely, jak je uvedeno v tabulce (Tabulka 6). Kazdé dvé hodiny po
aplikaci (po dobu az deseti hodin) bylo stiikackou z akceptorové ¢asti kazdé difuzni cely
odebrano 0,3 ml a nahrazeno ¢istym PBS. U kontrolnich cel s TH bez IL (cely ¢.1-6) musela
byt doba permeace prodlouzena na 36 hodin, aby hodnota fluxu pro TH byla nenulova.

Odebrané vzorky byly analyzovany pomoci HPLC.

Tabulka 6 Zndzornéni sloZzeni membran a aplikovanych latek v jednotlivych celach

Franzovy difuzni cely | Cer [NS]/FFA/Chol/CholS/IL IL Modelova molekula (mg/ml)
¢.1-6 1/1/0.85/0.15/0 x TH (20)
¢.7-12 1/1/0.85/0.15/1 CsMIM TH (20)
¢.13-18 1/1/0.85/0.15/1 C12MIM TH (20)
¢.19-24 1/1/0.85/0.15/0 x DIC Na (100)
¢.25-30 1/1/0.85/0.15/1 CsMIM DIC Na (100)
¢.31-36 1/1/0.85/0.15/1 Ci2MIM DIC Na (100)

4.8. Podminky a provedeni HPLC experimentu
Pro analyzu akceptorové faze byla pouzivana kolona LiChroCART 250-4 naplnéna
LiChrospher 100 RP-18 ¢asticemi o velikosti 5 um (Merck, Darmstadt, Germany). Mobilni faze
pro TH byla 100 mM NaH>PO4/MeOH 60:40 (v/v). Byla pfipravena navazenim 18,7 g
NaH;P04.2 H>O a néslednym rozpusténim v 1200 ml vody pro HPLC. Poté byl roztok
ptefiltrovan pfes filtr s porozitou 0,45 nm a nakonec bylo pfidano 800 ml MeOH pro HPLC
s naslednym odplynénim v ultrazvuku. Pratok analyzy byl 1,20 ml/min (tlak okolo 20 MPa)
a teplota kolony 35°C. Objem vzorku nastiiknuty na kolonu byl 20 pl. Detekéni vinova délka
byla 272 nm a reten¢ni ¢as TH 3 min (celkova délka analyzy byla 4 min). Mobilni faze pro DIC
byla smés MeOH:H>,0:CH3;COOH v poméru 80:20:0,5 (v/v). Pritok analyzy byl 1,35 ml/min
(tlak okolo 22 MPa) a teplota kolony 25°C. Objem vzorku nastfiknuty na kolonu byl 20 pl.

Detekcni vinova délka byla 275 nm a retencni ¢as 4 min (celkova délka analyzy byla 6 min).
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4.9, Statistické zpracovani dat
K vyhodnocovani byl pouzivdn Microsoft Excel a GraphPad Prism verze 9.0.0
(GraphPad Software, USA). Pii srovnavani tii a vice skupin byla pouzivana one-way ANOVA
s Tukeyho vicendsobnym srovnavacim testem (Tukey's multiple comparisons test). V ptipadé
porovnavani dvou skupin byl vyuZit neparovy t-test s p<0.05 (statisticky vyznamny rozdil).
Vysledné hodnoty jsou uvadény jako aritmeticky primeér se smérodatnou odchylkou znacenou

znaménkem =+.
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5. Vysledky a diskuze
Hlavnim cilem prace bylo zjistit, jakym zplUsobem dokazi dvé rtzné IL (CsMIM
a C;2MIM) ovlivnit propustnost kozni bariéry, a to pomoci permeacnich pokust se dvéma

modelovymi molekulami (TH a DIC) na lipidovych modelovych membranach.

Transdermélni podavéani 1éCiv je bezesporu vyhodna lékova formulace. Jednu
znejvétsich nevyhod (nepropustnost kozni bariéry) pomahaji pfekonat tzv. enhancery
(zesilovace, akceleranty) kozni permeace, které usnadiuji prechod kozni bariérou. Mezi né patii
praveé zkoumané IL. [42] Obecné velkou schopnost vmezeftit se mezi lipidovou dvojvrstvu maji
IL ve form¢ imidazoliovych kationtl, které¢ byly v tomto experimentu testovany. Dale byl
zjistén kladny vztah nartistajiciho alkylového fetézce a miry priniku do dvojvrstvy. IL s delSim
alkylovym fetézcem (napt. CsMIM a C12MIM) maji schopnost vniknout hloubéji mezi lipidy
ve dvojvrstve nez IL s kratSim alkylovym fetézcem. Tento trend se ovSem poji i s cytotoxicitou

a membranovou afinitou. Proto je potfeba vénovat pozornost i studiu toxicity IL. [26,43,44]

Biologické membrany maji Siroce rozsahlou a rozmanitou strukturu. I to byl jeden
z divodd, pro¢ byly v experimentu pouzivany modelové lipidové membrany, které nam
poskytly jednodussi model k pochopeni efektti IL nez komplexnejsi biologické membrany.
Samoziejmé& dané vysledky je nutno brat s rezervou, protoze v piipadé stejného pokusu, ale

s vyuzitim ktize at’ uz lidského ¢i zviteciho ptivodu, by se mohly vysledky pozménit. [45]

Jako prvni modelové 1é¢ivo byl pouzit TH. TH je mala molekula (Mw = 180 g/mol)
s vyvazenou hydrofilné-lipofilni konstantou (log P ~ 0). Jedna se o hodn¢ hydrofilni 1é¢ivo na
poméry transdermalni cesty podani. Jako druhé modelové 1é¢ivo byl vyuzit DIC
(Mw =302 g/mol) (log P = 4,51). DIC byl vybran, protoZze se jedna o typické nesteroidni
antiflogistikum, které se velmi ¢asto pouziva v topickych formulacich.

SC lipid models
with/without ILs

CaMIM
or
Cer[NS] C12MIM

FFAs

Obrazek 18: RozloZeni lipidt a IL
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Na Obrazku 18 mizeme vidét rozloZeni jednotlivych lipidi, kterymi byly napodobeny
hlavni skupiny lipidi kozni bariéry — Cer [NS], FFA, Chol a CholS v molarnim poméru
1:1:0,85:0,15 a v poméru IL/lipid 1:3. Aby byl detailn¢ pochopen potencial IL, byly pouzity
velmi vysoké koncentrace, jak CsMIM, tak i C;2MIM. Na piipravu smési FFA byly pouzity
FFA nejcastéji se vyskytujici v lidském SC, a to v poméru, ktery reflektuje sloZzeni danych
kyselin v dané vrstvé kiize, coz je pomer kyseliny palmitové C16:kyseliny sterové C18:kyseliny
arachidonové C20:kyseliny behenové C22:kyseliny lignocerové C24 (1,8:3,9:7,5:47,8:39,0).
[46]

5.1.1. Vysledky méreni TEWL

Jako prvni byly naméfeny hodnoty TEWL. Obecné se jedna o velmi Castou techniku
méteni, kterou se zjisti mira bariérové funkce kiize jak u zdravych jedincii, tak u jedinct
s poSkozenou integritou kozni bariéry, typicky u atopické dermatitidy, kde je hodnota TEWL
zvysena. Touto metodou se zjist'uje mnozstvi vody, které pronikne ze SC do kiize za jednotku
¢asu [g/h/m?]. Vyparenou vodu z kiize zachycuje sonda se senzory, které méti zménu hustoty
vodni pary. TEWL ovliviiyji riizné faktory, naptiklad bylo dokazano, Ze se tato hodnota lisi
je vysledek meéteni znaéné vyS$i nez naptiklad na predlokti. Mezi dalsi faktory ovliviujici
méteni TEWL patii naptiklad mikroklima, teplota sondy atd. [47,48]

Pro kazdou celu byla vzdy provedena 2 méfeni, z nichZ se nasledné vypocital primér.
Na Obrazku 19 lIze vidét vysledky kontrolnich cel ve srovnani s celami obsahujicimi bud’
CsMIM, nebo C12MIM. Vysledky TEWL u kontrolnich cel (bez IL) byly 19,3 £ 6,0 g/h/m?, coz
je hodnota podobna lidské SC. [49] Primérna hodnota ztraty vody pro cely obsahujici CsMIM
je 43,7 £ 6,5 g/lh/m?. A vysledna primérma hodnota pro cely s C12MIM je 29,0 + 2,7 g/h/m?,

Ve srovnani s kontrolnimi vzorky byly vcelku vyznamné zvySené hodnoty ztraty vody
u cel obsahujicich IL, konkrétné u cel s CsMIM byl zaznamenan 2,3x vysS§i narast a u cel

s C12MIM byl pozorovan 1,5x vyssi narast hodnot oproti kontrolnim celdm.
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Obrazek 19: Vysledky méteni TEWL

5.1.2. Vysledky méreni permeability pro TH a DIC

Analyza probihala pomoci HPLC metody, kterd umoznila stanovit propustnost
modelovych membran pro modelova 1éciva (TH a DIC). Diky tomuto zplisobu analyzy byla
zjiSténa koncentrace 1éCiva, které proslo pfes membranu za dany cas.

Obrazek 20 piedstavuje 2 grafy zobrazujici permeacni profily TH. Graf vlevo
znazoriuje tzv. kumulativni mnozstvi 1é¢iva, pro§lého pies 1 cm? modelové membrany do
akceptorové ¢asti v zavislosti na ase (ug/cm?). Z tohoto grafu vychazi znatelny riist TH v Gase
u membran s CsMIM oproti kontrolnim membranam, a i narozdil od membran obsahujicich
C12MIM, které vykazuji pouze maly narlst v porovnani s kontrolnimi membranami. Pravy graf
vyobrazuje dalsi veli¢inu popisujici permeabilitu membrany pro 1éCiva, a to tzv. flux 1éc¢iva.
Flux je kumulativni mnozstvi 1é¢iva proslé pies jednotku plochy kiiZe za ¢as (ug/cm*h). Tuto
hodnotu Ize odecist z grafu jako smérnici piimky. Membrany obsahujici CsMIM vySly znacné
propustnéjsi nez kontrolni cely, a to 28% vice. VEtsi t€inek na permeabilitu membréan byl rovnéz

zaznamenan u membran s C12MIM v porovnani s celami bez IL. Tento flux byl zvysen 4,4 x.
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Obrazek 20: Vysledky méfeni permeability pro TH

Obrazek 21 ukazuje vysledky experimentu pii pouziti DIC jako modelové molekuly. Na
grafu vlevo je analogicky opét mozné vidét kumulativni mnozstvi 1é¢iva v zavislosti na Case.
Zde rozdil mezi jednotlivymi IL jiz neni tolik markantni. OvSem v porovnani s kontrolnimi
celami je zvySena propustnost membran obsahujici IL znacnd. V pravé ¢asti obrazku 21 je
znazornén flux DIC, kde obé IL vyznamné piispély k vyssi propustnosti membran. CixMIM

zvysila permeabilitu 132 oproti celam bez IL a CsMIM zptisobila narist fluxu 1é¢iva dokonce

225x ve srovnani s kontrolnimi celami.
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Obrazek 21: Vysledky méteni permeability pro DIC

Z téchto vSech hodnot, které byly naméefeny béhem experimentu, jednoznacné vyplyva,

ze CsMIM zvysuje permeaci 1,5-, 6,4, a 1,7x vice v porovnani s C12MIM pro vodu, TH a DIC.

Lze tedy shrnout, Ze efektivnéjsim zesilovacem permeace je IL CsMIM v porovnani
s CioMIM, a to jak v pokusu TEWL, kde byla hodnocena ztradta vody zevnitf ven, tak
1 v testovani bariéry zven¢i dovntf, kde byla méfena hladina modelovych 1é¢iv DIC a TH.
ZvySeny ucinek na ztratu vody je ofekavany a bohuzel nevyhnutelny pii zachazeni s lipidy,
kterymi je napodobovana SC. OvSem jedna se o efekt prozatimni a celkové benefity, které se
poji s usnadnénym podéanim 1éCiva, prevysuji nevyhody. Jako dalsi plus mizeme vnimat to, ze
bariéra zevnitf ven byla mnohem méné ovlivnéna (az 23krat) nez bariéra zvenc¢i dovnitt, kdy
byl prinik zvysen 28krat pro TH a 225krat pro DIC. Experimentii zkoumajicich efekt IL na
propustnost kiize bylo provedeno jiz vice, ale tato prace je unikdtni ve vyuziti lipidovych
modelovych membran misto klasické kiize at’ uz lidského ¢i zviteciho pivodu. Diky tomu mtize

dojit k lepSimu porozuméni ptisobeni IL.

Vsechny vysledky prezentované v této diplomové praci byly publikovany ve védeckém

¢lanku dohromady s dopliiujicimi permea¢nimi pokusy na lidské kiizi. [50]
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6. Zaver

Cilem této prace bylo zjistit efekt dvou IL pomoci permeacnich pokusii. Aby se zjistil
detailni potencial a rozdil mezi dvéma IL, byly pouzity vysoké koncentrace jednotlivych IL
a misto slozité komplexni lidské klize byla permeace provadéna na modelovych lipidovych

membranach.

M¢éteni TEWL ukazalo, Ze inkorporace IL do lipidovych membran signifikantné
ovlivnilo jejich propustnost pro vodu. Pii porovnani dvou vybranych IL, a to CsMIM a Ci:MIM
byl prokazatelné lepSim enhancerem CsMIM, jehoz lepsi ucinek byl také potvrzen pii permeaci

obou modelovych 1éciv, TH a DIC.

IL maji velky potencidl v transdermalnim podavani 1éciv. OvSem rozsifeni pouziti
zesilovacl permeace v praxi je stdle omezeno prozatimnim nedostateCnym porozuménim jejich

ucinku a trvajicimi obavami ohledné vysoké toxicity.
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