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1.Uvod

Cyklosporin A (CyA) pfedstavuje jiz po fadu let jednu z nejdileZitgjsich latek
s imunosupresivnim uginkem. V soucasnosti se pouZivd ve form€ peroralnich a injekénich
1ékovych forem. Podani per os naraZi hlavné na problémy spojené s vysokym jaternim first
pass efektem, inaktivaci vlivem zmén pH v GIT a pfitomnosti enzymatického aparatu
v travici trubici. Hlavni nevyhodou injekéniho podani je pfedeviim kratky biologicky polocCas
zpusobeny taktéZ rychlou metabolizaci jatry.

Transdermalni podani, jako moZnd aplikadni cesta, by znamenalo moZnost sniZit
nevyhody spojené s peroralni a injekéni aplikaci. Topicka aplikace CyA se zda byt vyhodna
pro 1é¢bu psoriazy. PrekdZkou oviem zistdva pfekondni bariérové funkce kuZe vzhledem
k pomémé vysoké molekulové hmotnosti a lipofilitt CyA. Krom& moZnosti pouZiti
urychlovadii transdermalni penetrace se nyni také zkoumd vyuZiti fyzikdlnich metod
(ultrazvuk, iontoforéza a elektroporace).

Elektroporaci (EP) lze charakterizovat jako pfechodné strukturdlni naru3eni
membranové dvojvrstvy lipidQ aplikaci elektrickych impulzi o vysokém nap&ti. PouZiti teto
metody ukazalo zvyseni transdermalniho pienosu latek o nékolik fadi. EP rovn&Z, at’ uZita
sama, nebo i v kombinaci s jinymi urychlujicimi metodami, dokazala zvysit mnoZstvi latek
pfenositelnych transdermalng, od malych molekul k makromolekulam, stejné jako lipofilni ¢i
hydrofilni, nabité i neutrilni molekuly. Molekuldrni transport pfes prechodné zvy3eng
permeabilni kiZi je pfi EP zaloZen hlavng na zvy$ené difuzi a elektroforéze. Utinnost této
metody zAvisi rovn&Z na elektrickych parametrech a fyzikalné-chemickych vlastnostech
légivych i pomocnych latek. Aplikace EP in vivo je pfi impulzech o vysokém napéti dobie
tolerovana, dochazi oviem ke svalovym kontrakcim. Na komfort pfi humdanni 1é¢b&é ma

samoziejmé vliv design elektrody a naplasti.



2. Cil prace

1. V teoretické &4sti podat aktualizovany pfehled informaci o elektroporaci pro transport latek
pies koZni membranu.

2. V experimentalni ¢asti orientatné ovéfit
2.1 vliv elektroporace na transdermalni prinik cyklosporinu A z prostiedi
mikroemulze za podminek ,,finite dose* a z prostiedi nasyceného hydrofilniho roztoku
za podminek ,,infinite dose*

2.2 vybranych parametri elektroporaéniho protokolu a

2.3 vliv uloZeni elektrod na pranik cyklosporinu A, pti zachovani nizkych hodnot
proudu akceptovatelnych pro klinické vyuZiti.



3. Teoreticka ¢ast

3.1. Vlastnosti a struktura kize

Kiize, cutis (fec. derma) tvofi ochrannou vrstvu t€la. Sklada se ze 4 hlavnich vrstev:
stratum comeum (rohova vrstva), epidermis (pokoZka), dermis (¥kara) a tela subcutis
(podkozni vazivo).'

Stratum corneum (SC 10 pm aZ 15 um) je siln€ hydrofobni vrchni vrstva kizZe.
Tvoti ji nékolik dilgich vrstev zplost€lych keratinocytu zredukovanych na tuhy bunéény obal
vyplnény vldkny keratinu a impregnovany lipidy. Buiiky uloZené nejhloubéji pfiléhaji na sebe
velmi t&sn& a tvofi kompaktni vrstvu (stratum corneum conjunctum), zatimco buiiky na
povrchu jsou ulozeny volng a lehce se odlupuji (stratum corneum dysjunctum). Rohova vrstva
zdravé kiZe je vzdy Eastetn& hydratovand, obsahuje primémé 10 % vody. Toto mnoZstvi je
vazano na hygroskopické sloudeniny obsazené vkozZnim tkanivu, jako jsou napf.
aminokyseliny, organické kyseliny nebo mocovina. Lipidy rohové vrstvy tvofi 7-9 % celkové
hmotnosti tkaniva. Skladaji se pfevain¢ zvolnych a esterifikovanych mastnych kyselin,
sfingolipidi (ceramidi) a cholesterolu. Diky svému uspotadani pfedstavuje SC funkci hlavni
bariéry pro latky z vné&jiiho prostiedi a ptedpoklada se, Ze je hlavnim limitujicim faktorem pii
penetraci latek kuZzi.Latky, které mohou penetrovat SC jsou vétSinou lipofilni s malou
molekulovou hmotnosti. 2 Pies SC vétsinou neprojdou latky nabité nebo ionizované™. ?

Epidermis je dlazdicovy, vicevrstevny epitel, jehoz buiiky se smérem k povrchu stale
vice oplo$tyji a vice rohovatéji. M4 tloustku kolem 200 pm. ' Buiiky v epidermis se nazyvaji
keratinocyty a nachazeji se v riznych stadiich diferenciace. Z bazalni membrany se neustale
oddéluji nové buriky, které migruji smérem k povrchu. Role epidermis jako koZni bariéry je
zavisla hlavné na interceluldrnich lipidovych kanalech, ale i na dalsich faktorech, jako je napf.
rozpustnost lé¢iv, Lé¢iva pak mohou prostupovat z vrstvy do vrstvy.

Dermis je sloZzena z vaziva se zvinénymi kolagennimi a elastickymi vidkny. Tato
vrstva kiiZe je bohata na krevni cévy, lymfatické cévy a nervova zakonceni. Najdeme zde také
fibroblasty, makrofagy, Zirné buiiky a leukocyty. Pro pfipadnou absorpci 1€&iv mohou slouZit
pfitomné vlasové folikuly, potni a mazové Zlazy.

Pod dermis se nachazi tela subecutis (podkoZni vazivo). Tvofi ho tkai, ktera je také

bohaté zésobena krevnimi a nervovymi vlakny. V ni je uloZena i tukova tkan.



3.2. Elektricka charakteristika klize

Elektricka charakteristika kiZe vykazuje topografickou specifitu, se zmé&nou polohy
kize dochazi ke zménam elekirické konduktivity (schopnosti vést elektricky proud).
Epidermis je odvozena od zarodeného listu embrya ektodermu, ale dermis a podkozi vznikaji
z mezodermu. Epidermis je typicky endotel, tpln& avaskularni a bez nervovych struktur.
Tvoil bariéru, kterd miize byt pfekdZkou pro méfeni vodivosti, diky rezistanci (ohmicky
odpor), zvl4$t& v rohové vrstvé. Dermis obsahuje cévy, rizné druhy senzorickych receptor
(bun&k), které zprostiedkovavaji mechanicke, termalni a chemické stimuly.

Kize je mozaikou, v niZ jsou relativné uniformni vrstvy perforovany strukturami,
které maji vyrazné odlidnou konduktivitu. KiiZe na tvafi a ve vlasové asti vykazuje nejmené
rezistance, zatimco kiZe na pfedlokti nejvice. KoZni rezistance se vyrazné snizuje v potnich
kandlcich a vlasovych folikulech. KdyZ jsou potni Zlazy aktivovan€, napf. pfi emocich,
nervova aktivita se zvys$i a dochazi k vyplavovani vody, sodiku a chloridovych iontu a kozni
rezistance se vyraznd sniZi a konduktance (vodivost) zvy3i. Pro zajimavost, toto je zakladni

princip detektoru 1Zi.

3.2.1 Konduktivita

Elektricka konduktivita struktur t€la je pfimo zavisla na iontovém obsahu a permeabilité.
Vhnitini prostedi téla je sloZeno z vice jak 60 procent vody a volnych elektrolytovych iont a
je dobrym vodi¢em. Nepropustné SC zabraiuje ztrat€ vody z vnitinich tkani. Diky svym
izolaénim vlastnostem slouZi jako prvni topicka bariéra. Sucha kiZe je $patny konduktor a
kondukftivita stratum dysjunctum se vyrazn€ méni se stavem hydratace. 4

Neékteré prace nazna€uji, Ze existuje i druhd bariéra pruniku latek a to sice v oblasti
dermo-epidermélniho spojeni v bazalni membrang, nebo i v samotnych buikach zakladni
vrstvy. Witten® ukazal, %e po dlouhé expozici radioaktivnich thoriovych iontii bez pouZiti
iontoforézy, dosahla radiaéni draha pouze k tomuto dermo-epidermalnimu spojeni a nikoli do
dermis. Dermo-epidermalni spojeni se proto jevi jako efektivni bariéra proti priniku tohoto
iontu. Fleischmajer a Witten ukazali, Ze ackoliv thoriovy ion nepronikl pasivni diftzi pfes
stratum conjunctum, pii pouZiti iontoforézy jiz pronikl. To, Ze v experimentu pouZiti
iontoforetického vedeni pomohlo penetrovat butiky bazdlni vrstvy (nejhlub$i vrstvy
epidermis) miize dokazovat, ¥e pravé zde je cesta, kterA vyrazn& pfispivda k celkové

konduktanci pokozky.



Nejvnitiej¥{ vrstva corium (dermis) je relativn€ bohaté na intercelulamni cesty, kterymi
mohou byt ionty voln& pfenesené. Tato pfipravenost k permeabilité ionta byla pozorovéana
Papem a Kligmanem, 4 ktefi zjistili, Ze kationové barvivo metylenovd modf, kdyZ je vedeno
pomoci silného elektrického proudu, migruje doli kanalky aZ do Grovng dermis, kde jiz
prochazi lateralng (horizontaln€). Pokud iontovy proud dosahne dermis, miZe poté v podstaté
volné proniknout do celého t€la. Snadna pasaz pres tento objemny konduktor znamena, Ze
hlavni potencialni pokles pfi cest€ proudu nastal ve vrstvé nad dermis.

Daldi vyznamnou cestou, kterd pfispiva ke konduktanci pfes bariérovou vrstvu,

predstavuji kromé vlasovych folikulii také potni Zlazky.

3.2.2 Rezistance

Rezistance kuzZe lze pro zjednoduleni popsat jako linedrni zavislost napéti na prochazejicim
proudu bez zivislosti na frekvenci elektrického proudu. Gildermeister 6 ukéazal, Ze rezistance
kizZe je ovSem vice zavisld na tzv. protismérné elektromotorické sile, EMF, (counter-EMF
electromotive force) generované pii méfeni proudu a kterd vyplyva z polarizace membran,
k niZ dochézi diky ruzné pohyblivosti opa¢né nabitych iontd .Tento jev popisuje kapacitance,
fyzikalni veli€ina popisujici kapacitni uinky elektrického kondenzatoru v obvodu se
stfidavym proudem, Diky pouZiti takto nadzorného popisu lze vysvétlit pokles rezistance pfi
méfeni vodivosti kiZe.

Kozni elektricky odbor lze popsat jako obvod vnémZ je kondenzitor zapojen
s odporem (rezistorem) sériové. Zvyseni protismémé EMF je um&mé zvysujicimu se proudu.
Kapacitance a rezistance polarizadniho prvku se méni s frekvenci elektrického proudu.

Méfitelné potencidlové rozdily napfi¢ kazi jsou pravdépodobné membranové
potencidly na orientovanych bipolarnich vrstvach. Ke zvyraznéni potencidlu dojde pfi
difuznich procesech, ve kterych maji ionty a elektrické komponenty riiznou mobilitu. Mohou
se vytvofit na rozhrani mezi dvéma vrstvami tkani, nap¥. dermo-epidermalni rozhrani,

Pfi velmi nizkych proudech je tvofeno maélo protismémé EMF, se polarizace
membran neobjevi, nebo jen velmi mélo, a méfeni rezistance ukazuje stabilni hodnoty.
Ptedpoklads se, Ze méfeni koni rezistance miZe byt asociovano s polarizadni kapacitanci.

Kdyz pii m&feni dosdhne proud vysoké urovné a kdyZ jsou jiZ membranové kanaly
saturovany ionty, mé&feni membranové rezistance je tvofeno protismérnou EMF, dochazi ke
sniZovani hodnoty rezistance. Pii vyssich proudech konduktance a naboj kapacitance roste,

rezistance se sniZuje.



w r wgr » , - . ovr T .
Je prokézano, Ze pouze Cast napeti tvoifeného na elektrodach projde kizi." Délka pulzu
savisi soudasné na kapacitanci a rezistanci okruhu. Kapacitance zavisi na kondenzatoru

v okruhu a rezistance je v podstaté zavisla na tomtéZ, v nafem pfipadé tedy na kiZi a roztoku

v diftizni buiice.
3.3 Vstup a pfestup latek do kize

Létiva vstupuji do kuZe transfolikulamé (pfes vlasové folikuly a potni Zlazy) nebo
transepidermalné. U transepidermélniho transportu miizeme jesté rozlisit vstup intercelularni
(mezibuné&nymi prostory epidermis) a intracelularni (burikami epidermis). Nejvétsi Cast 1€Civ
prochédzi intercelularng a tento vstup se fidi, stejné€ jako vstup transfolikuldrni, zdkony
difize ®. Pro malé molekuly 1é&iv je hlavni cestou permeace pfes interceluldmich prostorami.
Je viak doloZeno, Ze pro nékteré molekuly je hlavni cesta vstupu intracelularni. Intercelularni
prostory obsahuji organizovanou smés lipidu, kterda poskytuje jak lipofilni tak hydrofilni
domény. Nejvhodnéjsimi pro vstup a nasledujici pfestup latek kuZzi jsou malé, nedisociované
molekuly s dobrou rozpustnosti ve vode i v tucich. Tyto latky maji obvykle nizky bod tani,
typicky méné nez 200 °C.’

Mezi determinanty permeace 1é¢iv kiiZi patii rozpustnost 1é¢iva v jeho vehikulu, ktera
podmiiiuje jeho koncentraci, rozd€lovaci koeficienty 1é¢iva mezi vehikulem akliZi, mezi
jednotlivymi vrstvami kiZe a difuzni koeficient lé&iva v koZnich vrstvach,'®

Co se ty¢e rozpustnosti 1é¢iva je vyhodné, s ohledem na koncentraéni spad, vytvofit ve
vehikulu co nejvy¥3i (nasycenou) koncentraci. Je-li 1é€ivo ve vehikulu velmi dobfe rozpustné
muze se tento fakt projevit pfi uvoliiovani a absorpci negativné. Pii dobré rozpustnosti a tedy
velké afinit€ k vehikulu totiZ 1€&ivo piestupuje neochotné do prostiedi, ke kterému ma mensi
afinitu.’

Rozdélovaci koeficient mezi oktanolem a vodou vyjadieny jako log P také vyrazné
ovliviiuje permeaci latek. Sloueniny s nizkou hodnotou log P vykazuji nizkou permeabilitu,
nebot” jsou malo rozpustné v koznich lipidech. Také sloudeniny s vysokou hodnotou log P
nejsou schopny prekonat SC. Obecné akceptované rozmezi hodnoty log P pro maximalni
permeaci je mezi 1 a 3.°

Difizni koeficient vyjadfuje vztah absorpce k molekulové hmotnosti daného 1é¢iva.

Létiva s mensi molekulovou hmotnosti vstupuji do kiize ochotngji.!



3.4 Rozpustnost cyklosporinu A

Cyklosporin A je neutralni latka, ktera je velmi mélo rozpustna ve vodé (< 0,04mg/ml
pti 25°C), rozpousti se v alkoholech a lipidech, vykazuje tedy silné hydrofobni vlastnosti.!
Rozpustnost CyA lze zvysit vyuzitim kosolventi, micelizaci a tvorbou komplexd. Jako
kosolventy se pouZivaji organické slouceniny, které jsou misitelné s vodou. Ve své struktufe
maji malé nepolarni uhlovodikové oblasti, které redukuji schopnost vodniho systému vytlacit
nepolérni rozpousténé latky. Ptikladem muZe byt etanol, propylenglykol, tetrahydrofuryl,
glycerin aj. Pfi micelizaci je 1éivo zabudovano do struktury micel. Piikladem latky
vyuzivané pro zvySeni rozpustnosti CyA v pouZivanych lekovych formach je Cremophor
EL®. Cremophor EL® je neionicky solubilizator a emulgétor, jehoZ hydrofobni Cast je
tvofena glycerolpolyethylenglykolricinoleatem, kde hydroxylové skupiny polyethylenglykolu
jsou esterifikovany mastnymi kyselinami. Mensi, hydrofilni &ast je zastoupena
polyethylenglykolem a ethoxylovanym glycerolem. Hodnota HLB (hydrofilng-lipofilni
rovnovahy je mezi 12-14). V neposledni fadé se nabizi tvorba komplexi s vyuZitim
cyklodextrinti (napf. a-cyklodextrin) vytvafejici malé dutiny pro nepolarni alifatické Casti
CyA."

3.5 Topicka a transdermalni aplikace cyklosporinu

Topicka aplikace CyA piinasi oproti ostatnim aplikaénim cestim mmoho vyhod
zejména pii 1é¢bé dermatologickych onemocnéni, pfedevdim psoridzy, atopické dermatitidy
a kontaktni alergické dermatitidy. Systémova léCba téchto onemocnéni je spojena
s neZadoucimi Uginky — zejména nefrotoxicitou a hypertenzi. Topick4 aplikace by toxické
projevy minimalizovala. Nespornou vyhodou by bylo i obejiti jaterniho fist-pass efektu
a zlepeni biologické dostupnosti. Problémem nejen u CyA, ale i u ostatnich latek typu
peptidi a proteind je pfekonani bariérové funkce kize."> * Molekulova hmotnost CyA je
1202. Bylo prokéazano, Ze latky s molekulovou hmotnosti v&t3i nez 500 obtiZzné penetruji do
kize (Daltonovo pravidlo).'

Vysoka lipofilita a velmi mala rozpustnost CyA ve vodé jsou ziejmé& hlavni divody,
pro¢ CyA pii penetradnich pokusech zlstava v kiZi a jen malé mnoZstvi ho pronikne do

akceptorové faze.



3.6 Mechanismy transdermalniho transportu latek pfi elektroporaci

EP a elektropermeabilizaci je oznaCovano ptechodné strukturalni rozruseni
membranové dvojvrstvy lipidd aplikaci mpulzi o vysokém napéti. Tento fenomén se
vyskytuje v riznych druzich membranovych dvojvrstev jako napf. umélé membrany
(lipozomy), bundéné membrany (bakteridlni, kvasinkové, rostlinné, zérodeiné matedné
buiiky), nebo i ve vice komplexni struktufe (stratum corneumy). Elektrickd expozice zahmuje
elektrické pulzujici pole, které generuje transmembranovy potencial 0,5 V az 1 Vatrva 10 us
a# 10 ms. Diky strukturdlnimu pfeskupeni bunéénych membran je pozorovano reverzibilni
elektrické prolomeni a zvy$eny molekularni transport.16 Existuje hypotéza, Ze toto uspofadani
je zaloZeno na existenci dotasnych vodnich kanalkd. Pisobenim elektrického pole dochazi
k vytvoreni p6ri a také k plisobeni mistni hnaci sily pro molekularni transport. Prvni pouZiti
EP bylo provedeno in vitro ke vneseni DNA do buiiky (genova terapie). Dalsi zajimavé
pouziti tkafiové EP pfedstavuje elektrochemoterapie, které se sklada z aplikace impulzu
o vysokém napdti slouZici k permeabilizaci nadorovych bun€k pifi souCasném pouZiti
cytotoxickych latek. ' Elektrochemoterapie se pii eliminaci lokalnich tumori, napf. na
kazi, '® ukazala byt vice i&inna neZ chemoterapie samotna.

EP byla navrZena jako metoda pro transdermalni pienos latek asi pied 10 lety.'” Bylo
prokdzano, Ze tato metoda je pouZitelnd pro pienos latek pfes stratum corneum, jako
multilamelarni vrstvu obsahujici lipidové dvojvrstvy s nékolika fosfolipidy.'® 2° 2! 2 Proto EP,
stejné jako ultrazvuk a iontoforéza, zaujala misto mezi transdermdlnimi technikami pfenosu
latek. Koncepce EP kuZe a pocatedni vysledky motivovaly nasledné studie in vitro a méné in
vivo na zvitatech i lidech. Napi. kombinace EP s dal3imi urychlujicimi metodami pfina3i nové
perspektivy.? 24 2°
Stratum corneum jako hlavni bariéra transdermalniho pienosu obsahuje piiblizné 100
dvojvrstvych membran a pii jeho rozrufeni miZe dojit k dramatickému ovlivnéni priniku
latek skrz celou kizi. Dé&je se tak pfi napétich od 30 V do 100 V (100 V do 1500 V), coz
dobfe koresponduje s napétim vyuZitym pfi EP na jednotlivych buiikach, tj. 0,3-1,0 V na

jednu dvojvrstvy,'® 26

Diky EP mohou byt v lipidovych dvojvrstvach SC tvoieny nové vodni kandlky.'® 2 ?/
Molekularni transport skrz prechodn& permeabilni kiZi je zpusoben raznymi mechanismy,

hlavng elektroforézou a zvysenou difuzi.”" 2”28 Rovnéz se miZe uplatnit termalni efekt.”’ %°



3.7 Cesty transportu

3.7.1 Nové vodni kanilky a elektropéry

EP lipidovych dvojvrstev indukuje dramatické a reverzibilni zvy3eni
{ransmembranového transportu a rovndZ strukturélni zmény membranové bariéry.”” Byly
popséany modely vysvétluji vyrazné zmény membranovych vlastnosti, spojené s uZitim proudu
o vysokém napéti, spo&ivajici ve tvorbé péru ¢i vodnich kanalki. Dikazy tvorby t&chto pori
nejsou stile Uping piesné a definitivni. PevaZuje domnénka, Ze tyto poéry jsou malé
(< 10 nm), maji fidky vyskyt (0,1% zkoumané plochy), a zpravidla maji kratke trvani (us az
ms), 23031

Vsouladu svlivy EP na jednotlivych lipidickych dvojvrstvach, podporuji
experimentalni i teoretickd data hypotézu, Ze aplikace impulzl o vysokém napéti na kizi
indukuje tvorbu novych anebo zvétSeni jiZ existujicich vodnich kanalki v SC. > Kozni
rezistance se béhem impulzi sniZi o nékolik fadl a je Castedné vratna. Ve srovnani s pasivni
difuzi je in vitro transport zvySen i o 4 fady. Efektivni plocha pro transport malych iontd je

b&hem EP piiblizng 0,1 procent. * > *

3.7.2 Lokalizace transportu

Pti pouziti jakéhokoliv elektroporaéniho protokolu se ukazuje, Ze k transdermalnimu
transportu dochazi jen v uritych oblastech pokryvajicich mezi 0,02 % az 0,25 % koZniho
povrchu. **¥ Jsou to tzv. highly localized transport regions (LTR).

Permeabilizace v SC neni homogenni ani uvnitf LTR. Hustota proudu a proto také
transport latek je maximalni v centru LTR. Popisuje se, Ze LTR jsou obklopeny rozptylenymi
regiony tzv. localized dissipation regions (LDR). Jsou to mista s malou rezistivitou (m&mym
odporem), kde dochazi k transportu malych iontd.*® Velikost a poget LTR je zévisly na
pulznim protokolu. Velikost LTR se zvySuje s délkou trvani impulzu a poétem impulzi a je
asi 0,1 mm a mezi 0,2 mm 2,5 mm pro kritké a dlouhé impulzy. Poget LTR se zvySuje
s napétim impulzu. Napfiklad LTR o potu mezi 2 a 10 na cm’ pfi del$ich impulzech

o stfednim napé&ti se miiZe zménit na 20 aZ 100 na cm® p¥i kratkych impulzech o vysokém
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Uvnitf LTR probiha transport pfes intercelularni anebo tramscelularni cesty.
Prispévek kazdého dil¢iho typu transportu zavisi na napéti impulzu. Zatimco se molekulérni
transport latek v pfipadé kratkych impulzli o vysokém napéti déje transcelularn€, v pfipadé
poklesu napéti a del3im trvani impulzu se zd4 pfevladat intercelularni, s moZnym vyuZitim
ptidavnych transadnexalnich cest.’® 37 Pridavné malqopéry potnich a mazovych Zlaz
a vlasovych folikulti jsou tedy dal$imi moZnymi cestami priichodu elektrick¢ho proudu a jsou
ovlivnény jeho napdtim.*® ** Permeabilizujici efekt EP na epidermalni buiiky pfedstavuje
potencidlng také zajimavy zpiisob cilového topického léeni. 4041

Molekulova hmotnost je dalsi parametrem ovliviiujicim cestu transportu. Cim menSi
je molekulova hmotnost, tim vice je upfednostiiovana intracelularni penetrace. Lombry a
spol. dokazali,** 2e FITC molekuly (nizka molekulova hmotnost) penetruji do keratinocytd,
zatimco FITC-dextran o molekulové hmotnosti kolem 38 kDa penetroval hlavné okolo
keratinocyti a pouze jeho mald frakce pronikla do bungk.

EP kuZe je spojena sristem teploty uvnitt LDR. KdyZ je na kiaZ aplikovano
elektrické pole, dojde k rozptyleni jeho energie a zvySuje se teplota tkané, kterou prochazi.
Toto lokalni zvySeni teploty muZe mit vliv na bariérovou funkei kuZe. Zvyseni teploty
indukuje zmény v sfingolipidech SC a dochdzi ke zvy3eni permeability kiZe. Ke
dramatickému poklesu koZni rezistance dochazi, je-li dosaZena teplota 65 °C az 70 °C. ¥ #
Na piikladu krystali citlivych na teplo se ukazalo, Ze pii impulzu teplota na koZnim povrchu

L s

neroste stejnomérne, ale zadind po malych bodech, nejdfive na Celni linii. Pokud jsou
transdermalni napéti a pulzni &as zvy3ovany konstantné, rust teploty sméfuje k platd.
Nedosihne viak hodnoty dostateiné pro skupenskou pieménu vody.** Behem chlazeni se
multilameldrni systém Upln& neobnovi, ale zistanou v ném vodni domény, které vytvafeji
vodni kanalky je$té dlouho po impulzu.ztm

Biologicky vyznam zahfivani SC pfenosem tepla na sfingolipidy zatim neni uplnd
vysvétlen. Pfi experimentech in vivo na odchlupené kiiZi krys pfi pouZiti kratkych a dlouhych

impulzi nedochazelo k vyznamé&jimu postiZeni kuze.

3.7.3 Mechanizmy molekulirniho transportu

Pfi EP dochazi ktransportu latek pres prechodné permeabilni kiZi riznymi
mechanizmy. Mezi hlavni patii zvySena difiize pfi impulzu a po ném, elektricky vedeny
pohyb b&hem impulzu, napt. iontoforeticky pohyb, a velice mala elektroosméza. Podily

plispéni elektroforézy a difiize zévisi na fyzikdlnschemickych vlastnostech molekul.

11
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3.7.3.1 Elektroforeticky pohyb

Elektroforéza je hlavni hnaci silou transportu elektricky nabitych molekul. ** 24047

Dikaz pro tento vyrazny vliv elektroforézy spogiva v poklesu transportu pfi opa¢né polarité

elektrod.

3.7.3.2 Difuze

Zvyseny molekuldmi transport je v disledku EP vysoce permeabilizovanou kuZi
zpiisoben také zvySenou pasivni difizi. Vin vitro studiich bylo pfi impulzech dosaZeno
mnohem vétsi permeability, ktera pfetrvavala jesté nékolik hodin. Dukazy pro pfispéni efektu
postpulzni difiize na zvySeny transdermalni pfenos spoCivaji ve zvySeném transportu napf. pfi
reverzni polarité elektrod nebo u neutralnich molekul anebo je-li po aplikaci impulzi jeSté

e 1x 46 47 48
pfidana latka.

3.7.3.3 Elektroosmoza

Na rozdil od iontoforézy je piispévek elektroosmézy béhem EP maly. Kratky &as
pusobeni proudu pfi EP limituje roli elektroosmézy. Dalsi dikazy pro tento maly vliv na
transport latek se ukazaly pfi podobném anodickém a katodickém transportu neutrdlnich

molekul. *#

3.7.4 Parametry ovliviiujici pFenos latek p¥i EP
Elektrické parametry impulzu, fyzikalné-chemické vlastnosti latek a sloZeni zasobniku

latky jsou parametry dovolujici kontrolu transdermélniho pfenosu latek pii EP.

3.7.4.1 Elektrické parametry

Elektrické impulzy jsou charakterizovany elektrickymi parametry: tvarem nap€tové a
proudové kfivky (exponencidlni rozloZeni, tzv. exponentially decaying pulses nebo
obdélnikové viny, tzv. square wave pulses), napétim (50 V az 1500 V), trvanim (n€kolik ps
aZms) a intervalem mezi impulzy (nékolik sekund aZz minut). Tyto elektrické parametry

mohou byt optimalizovéany s ohledem na experimentalni poZadavky a klinickou aplikaci EpP.*

3.7.4.2Tvar impulzu
Pfi EP jsou pouZivany dva druhy impulzi: exponentially decaying pulses

.. ’ v ’ we L b r ’ ror T
s exponencilnim rozlozenim kiivky'” ' *’ a square wave pulses — obdélnikové impulzy.'
1%.50
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Oba dva druhy jsou vyuZivany pro ruzné aplikace, napt. k pienosu latek kuzi,
elektrochemoterapii a pro genovou terapii. Diky dlouhému, pozvolnému profilu kfivek jsou
potencidlné vyhodné ke zvyseni permeability kiize spiSe pulzy exponencialniho tvaru. Trvani
téchto impulzil Zavisi na rezistanci kiZe a na elektroporanim systemu (elektrody, kondukéni
medium), proto pouZiti t&chto pulznich podminek miZe byt pro klinické vyuZiti problém.
Naproti tomu napéti délka trvani obdélnikovych pulzi zhstava v kuZi i v rezervoaru latky
konstantni. Diky tomu umoZiiuji square wave pulses lepsi kontrolu a také reprodukovatelnost

vysledka transportu latek ktzi.

3.7.4.3 Napéti impulzu, jeho trvani, pocet impulzi a jejich tempo
Rizeni a kontrola transportu latek kiZi miiZe byt dosaZeno ovlivn€nim napéti impulzu, délkou
jeho trvani, poftem a tempem impulzi. Vliv t&chto parametri na transport litek ki# in vitro
byl sledovén v mnoha studiich. " 204046515253

ProtoZe uvnitf elektroporaéniho systému dochazi k vyraznému poklesu napéti, je
transdermalni napéti pouze ¢ast napéti aplikovaného na elektrody (cca 10 % az 50 %). Tento
pokles zdvisi na relativni rezistanci kiiZe a zasobniku latky. Transdermalni transport latek je
zvysen pii zvySené frekvenci impulzi, s vy$§im poétem, napétim a del$im trvanim impulzu.
P vysokych napétich se sdaldim zvySovanim nap&ti transdermalni flux snizuje.”” ** Se
zvy$enim poctu impulzl a trvani impulzu se zvy3uje transport latek &asto line4rng.” Rovnéz
zvyseni tempa impulzt transdermalni flux zvy$uje. "'
Elektrické parametry ovliviluji transdermalni flux, ale také dobu zaatku transportu,

ktera se sniZuje se zvySujicim se trvanim impulzu a tempem, ale je nezavisla na napéti *' "'

3.7.4.4 Impulzni protoko}

V literatufe jsou obvykle udavany dva typy impulznich protokold. DE&li se hlavng
podle trvani impulzu: 1) velky podet (vice neZ 100), kratké trvani (1 - 2ms), impulzy
o vysokém napéti, 2) nizky podet (méné nez 20), dlouhé trvani impulzu (70 — 1000 ms),
impulzy o stfednim napéti. V piipadé exponentially decaying pulses bylo pii stejném elektr.
naboji transportovéano pies kiZi p¥i nékolika dlouhych impulzech obecng vice molekul neZ pfi

velkém mnoZstvi kratkych impulzi i
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3.7.4.5 Design elektrody

Design elektrody je stale kritické misto, zvla§té pro zajisténi uéinnosti transportu latek
a tolerance pro ¢lovéka. Prvni vyzkumy EP kuze byly provedeny in vitro s elektrodami

umisténymi na obou stranich ktze. Takové uspofadani se ovdem nedd pouZit vin vivo
podminkéch. Pro pouZiti in vivo byly konstruovény ruzne elektrody a rezervoaroveé systémy,
napt. deskova elektroda s koZnim ohybem,*' ** dale rizné stoené elektrody. *! Design
elektrody ovliviiuje transport latek distribuci elektrického pole a jeho intenzitou.> >°
Nejjednodussi uspofadani, na tvorbu vice & méné uniformniho elektr. pole, pfedstavuje
deskova elektroda. Pii jejim pouZiti miZe ovsem dochazet ke stimulaci vespod leZicich nervu
a svall a k podrazdéni horni &asti kuZe.

Jsou preferovany inertni platinové elektrody pfed aktivnimi, napf. elektrodou Ag/Ag.

Pii jejich pouziti dochazi k oxidoredukei a k ovlivnéni pH v rezervoaru latky.

3.7.5 Fyzikilnéchemické vlastnosti latky

Krom& elektrickych parametri mohou transd. pienos ovlivnit rovnéz

fyzikainéchemické vlastnosti latky.

3.7.5.1 Naboj

Pohyb v elektrickém poli je mechanizmem transportu nabitych molekul pies vysoce
permeabilni kuzZi pii elektroforéze. Proto jsou pKa latky a pH donorového roztoku
zékladnimi parametry ovliviiujicimi pfenos elektricky nabitych molekul. ZvySeni néaboje
permeantu zvySuje jeho transport. Aktudlni pH zésobniku, které zplsobuje ionizaci latky
ovliviluje transport elektricky nabitych &astic. Pii EP je transport neutralnich latek je urychlen
také, a to diky pasivni difiizi pfes permeabilizovanou kiZi." Ve srovnéni s ionty je oviem
transport neutralnich molekul pfi EP niZsi,.

Za fyziologickych podminek je kiuZe nabita ziporné, proto se predpoklada lepsi
permeace pro kationty. Vzhledem ke kritkému trvani pusobeni proudu je transport
neutralnich latek je za piispéni elektroosmézy limitované, ** &asteéna selektivita permeace

nema na iontoforeticky transport podstatng&jsi vliv.

3.7.5.2 Lipofilita

Vliv rozdélovaciho koeficientu permeantu na transport neni dosud systematicky

prostudovan. Pfi pasivni difuzi vede zvySeni lipofility latky ke sniZeni transportu.
14
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Transdermalni fluxy nalbufinu a jeho proléiv byly zvySeny pomoci EP ve srovnani s pasivni

difiizi. Celkové mnoZstvi nalbufinu a jeho prolé&iv bylo velmi podobné, ale se vzrustajici

N 53
lipofilitou se snizoval stuperi pfenosu.

3.7.5.3 Molekulovd hmotnost

Dali fyzikalng chemickou vlastnosti latky ovliviiujici transdermalni transport je
molekulov4 hmotnost. Lombry a kol. 2 dokézali, Ze pfi pouziti FITC-dextranu o vysoké
molekulové hmotnosti (40 000) byl pfi aplikaci impulzi o vysokém napéti zaznamenan
zvyseny transport a intraceluldrni penetrace. Obecné plati, Ze &im vE&t$ je molekulova
hmotnost, tim niz§f je transdermalni transport. EP je ovSem potencidlné vhodnou metodou i

pro ptenos makromolekularnich latek.

3.7.5.4 SloZeni zasobniku latky

Koncentrace latky ovliviiuje transport pfi EP, proto jeji vybér v rezervoaru umoZni
kontrolovat pfenos latky. Cim vys$i jsou koncentrace latky, tim vy$8i bude transport.
Z4vislost mezi mnoZstvim pienesené latky a koncentraci v rezervoaru viak neni linearni. e

lonty pfitomné v zasobniku (ionty pufru, protionty, ionty zpokoZky) mohou
s ptenadenou latkou pii elektroforetickém pohybu kompetovat. Proto vybér a optimalizace
sloZeni rezervoaru musi brat v ivahu ionizaci latky (pH), posun pH indukovany u inertnich
elektrod (pfitomnost poZadovaného pufru), pfitomnost kompetitivnich ionth (iontova sila a
sloZeni roztoku) a konduktivitu (vysoka konduktivita ve srovnani s kuZi). Proto je toto sloZeni
dalezit¢ pro urychleni transportu latek. Pro optimalizaci sloZeni rezervodru je duleZité
pfisludné pH (ionizace latky), sloZeni a Kkapacita pufru (polet pfenesenych ionti)
a konduktivita pufin. * **** Se zvygenim viskozity roztoku latky je pii EP popisovano sniZeni
transportu ki, *’

3.7.6 Potencialni klinické aplikace EP kiize
Vyrazné a reverzibilng zvy3ena koZni permeabilita pfi EP znamena, Ze se latky mohou

pienaSet kiZi v signifikantn& v&Sim mnoZstvi. EP predstavuje slibnou cestu podani zvlasté
pro makromolekuly, proteiny a latky pro genovou terapii. EP miiZe byt rovnéZ uzita pro
topickou 1é&bu,
Je provadén rozsahly vyzkum EP in vitro. Jeho hlavni rysy jsou:
- vysoké fluxy pro mnoho riiznych komponent

- vyrazn€ citlivy molekuléarni transport

15
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modulace transportu kontrolou elektrickych parametri a fyzikalné-

chemickych vlastnosti latky v rezervoaru

3.7.6.1 Transdermalni pFenos latek
Aplikace impulzi 0 vysokém napéti ukazala zvy3eni transportu pfes nebo do kaZe pro
nasledujici substance o rizn¢ velikosti molekul:

malé - fentanyl, timolol 4630

stfedni - kalcein 19

makromolekuly - LHRH, kalcitonin, heparin, FITC-dextran (do molekulové hmotnosti
40 000) 2585960

Zvysuje se také transport pro lipofilni latky, (napf timolol),™ hydrofilni latky
(napt. metoprolol), *" pro nabité (napt. heparin) ¢ a neutralni molekuly (nap¥. mannitol). **

Transport latek se pii EP zvysil o 4 fady, s prodlouZenym u¢inkem v fadu sekund az
minut. Koeficient navyseni a rychlost zadatku transportu zavisi na elektrickych parametrech
impulziit a fyzikalné-chemickych vlastnostech litky. Ovlivnénim téchto parametri lze
kontrolovat transport latek kuZi.

Podminky pro transport in vitro se ukazaly byt pfenositelné do in vivo studii na
zdkladé potencialniho klinického vyuziti. V prvni in vivo studii byl hodnocen transport
calceinu do kize krys. Flux kalceinu byl vy33i o dva tady ve srovnani s kontrolou ", Dalif in
vivo studie u krys zbavenych chlupi, ukézala, Ze u fentanylu elekirické impulzy urychlily
nédstup t&inku, prohloubily analgezii a prodlouzily dobu ¢inku. '

Studie in vitro i preklinickd data ukazuji, ¢ EP muZe byt uZita k zvySeni
transdermalniho transportu a rovnéZ zvy$uje paletu latek, které mohou byt pieneseny

transdermalné na hydrofilni, nabité molekuly a dokonce i na makromolekuly.

3.7.6.2 Topicky pienos latek

Princip uZiti EP pro topicky pfenos je zaloZen na permeabilizujicim efektu impulzi
o vysokém napéti na lipidové dvojvrstvy, kromé toho na permeabilizaci hlavni koZni bariéry-
stratum corneum a také na zvySeni permeability bungk leZicich pod SC. Prvni dikazy pro
permeabilizaci bungk pochézi z elektrochemoterapie pii 1é¢eni subkuténnich tumord injekei
nepermeabilni  cytotoxické latky bleomycinu, nésledované lokalni aplikaci impulza

o vysokém napéti. '’ EP je slibnou metodou pro substance obtiZné pronikajici do keratinocytd,
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zv]la§td pro makromolekuly. EP rovnéZ zvydila o jeden fad piestup CyA62 a také

vitaminu C. *
Elektroporaci miiZe byt zvy3en topicky prenos makromolekul. Elektrické parametry

impulzu a koncentrace oligonukleotidu mohou ovlivnit mnoZstvi oligonukleotidu pfeneseného
do %ivé tkand kize. ¥’ 64 Oproti iontoforéze, kterd permeabilizaci keratinocytd neptinasi, EP
indukuje vyrazny pienos oligonukleotidi do keratinocytu. %4 EP také zvysuje topicky ptenos
DNA v epidermis, indukuje intracelularni pfenos plazmidi a zvySuje genovou expresi.”
Exprese udévanych geni v epidermis trvala 7 dni.

Protoe kiZe je rovnéZ imunokompetentni organ, je také zkouména moZnost
imunizace intradermélni nebo topickou cestou. Napf. u toxinu cholery je vyvoldna imunitni
odpovéd’ po pasivni difizi antigenu aplikovaného topicky.”” EP byla testovina jako
neinvazivni metoda imunizace antigenem, napf. u difterického toxinu, kdy byla vyvolana

tvorba vysoce specifickych IgG protilatek. 66 &3

3.7.6.3 Kombinace urychlujicich metod

Sougasng s EP mohou byt pro urychleni transportu uZity rizné fyzikalni a chemické
metody. Jejich mechanismus ¢inku spoliva :

- ve zvy$eni koZni permeability (chemické urychlovade, ultrazvuk a EP)

- v poskytnuti hnaci sily (ultrazvuk, iontoforéza a EP) =
KaZda z téchto metod dokaZe zvysit transport latek, ofekava se jejich efektivni kombinace pfi

vy&§i bezpe€nosti aplikace.

3.7.6.4 Elektroporace a chemické urychlovace

Jejich synergicky efekt jiz byl popsan.® % % 7° Takové latky jsou odli¥né od enhancerii
bézné¢ uvadénych v literatufe. Patfi sem polysacharidy (heparin a dextran), molovina,
thiosiran sodny a fosfolipidy. Oproti tradiénim chemickym urychlovatim pro pasivni
transdermalini pfenos, nemuseji tyto urychlovage rozrusit strukturu lipidd, ale pouze stabilizuji
jejich pfechodné poruseni vzniklé pii EP. Predpoklada se, Ze pii kombinaci téchto dvou metod
dochazi k tvorbé vét$ich vodnich kanalkd, anebo se prodlouZi doba trvani elektropéru.
Vanbever” a Weaver'" dokézali, Z¢ makromolekuly (heparin nebo dextran-sulfat) pii EP
zvysily transdermalni transport manitolu. B&hem pasivni difiize nebo pii iontoforéze nebylo
pozorovano 7adné zvyseni.. Je predpokiad, Ze makromolekuly interaguji specificky

§ transportnimi  cestickami tvofenymi pfi vysokém napéti. Zewert®® ukazal, Ze dolo
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k vyraznym transdermalnim fluxim makromolekul, kdyZz byl pfitomen thiosiran sodny. To
podporuje hypotézu, Ze dochazi k tvorbé vétsich vodnich kanalkl. Aniontové fosfolipidy byly
pouZity pti EP k zvySeni transportu FITC-dextranu o molekulové hmotnotsti 40 000.

Mechanizmus jejich pusobeni je pravdépodobné dan interakei s lipidy SC 0

3.7.6.5 Elektroporace a ultrazvuk
Vzhledem k podobnym mechanizmiim piisobeni je kombinace ultrazvuku a EP méng&

slibna. Synergie mezi ultrazvukem a EP byla oviem jiZ popsana Kostem.”? Simultanni
aplikace ultrazvuku a EP zvygila transdermalni transport kalceinu. Aplikace ultrazvuku
redukovala prah bolesti p¥i aplikaci napé&ti pii EP.

3.7.6.6 Elektroporace a iontoforéza

Princip kombinace iontoforézy a EP je zaloZen na odli3nosti mezi mechanismy 0¢inku
t&chto metod. EP miZe specificky rozrusit lipidové dvojvrstvy kiiZe a tvofit nové cesticky do
kuZe a tak usnadiiovat prichod proudu b&éhem nasledujici iontoforézy, coZz vyusti ve vySsi
transdermélni transport. =~ Aplikaci EP pied iontoforézou bylo docileno zvyseni transportu
latek anebo zkraceni nastupu uc€inku. V nékolika piipadech neméla aplikace EP pied
iontoforézou na iontoforeticky flux Zadny efekt. Bommannan a kol. * studoval synergicky
vliv iontoforézy a EP na pfenos LHRH in vitro. Aplikace jediného elektroporaéniho impulzu
pfed pusobenim iontoforézy konstantni intenzity vynesla 5 aZ 10krat vyssi fluxy. ZvySena
u¢innost EP a iontoforézy byla pfipsana redukci impedance kiZe, coZ je podil napéti a proudu
v obvodu se stfidavym proudem (). Chang a kol.”” studoval vliv EP aiontoforézy na
transdermalni transport lososiho kalcitoninu a parathyreoidalniho hormonu pies lidskou kiZi.
Pulzace o nizké voltaZi (mén& nez 120 V) nisledovana iontoforézou nevedla ke zvyieni
transportu oproti iontoforéze samotné. Transdermalni transport lososiho kalcitoninu pii
pulzaci 15ti exponentially decaying pulses (Ippm) o napéti 500 V a frvani 200 ms
nasledovana iontoforézou vedla k rychlému nastupu transportu a vysokym fluxim. Fang a
kol. 73 ukazal, Ze impulzy o vysokém napéti nasledované iontoforézou nevedly ke zvy3enému
transportu nonivamidacetatu sodného oproti iontoforéze samotné, ale byl zaznamenan
zkraceny nastup Glinku. Efekt fyzikalngchemickych vlastnosti latky u kombinace metod EP a
1ontoforézy byl nedavno popsan v dal$ich studiich. ™ 7 V ptipadé buprenorfinu, jako vysoce
lipofilni latky neukazala EP spolu s iontoforézou zvyieny transport skrz lidskou epidermis. ™

Denet a kol. srovnaval efekt EP na iontoforeticky prenos lipofilnich a hydrofilnich kationt
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beta-blokatorti, napi. timololu a atenololu. Byl pozorovan niZ3i transport timololu oproti

atenololu, pii kombinaci EP a jontoforézy, nez pii iontoforéze samotné. Tento negativni efekt
t)
EP na iontoforeticky transport timololu byl vysvétlen akumulaci pozitivn€ nabitého timololu

v kiiZi, coz indukovalo sniZeni elektroosmotického fluxu b&hem iontoforézy.

3.7.6.7 Bezpecnostni zdleZitosti spojené s koZni elektroporaci

Velkou roli v terapeutické pfijatelnosti transdermalniho pfenosu latek pomoci EP hraje
jeji vliv na kazi a pod ni leZici tkané. Na urdeni koZni tolerance elektrickych impulzi jsou
pouZivany ruzné metody, napf. vizudlni zkouSeni, mé&feni elekirickych vlastnosti kize,
histologické a ultrastrukturalni studie a také klinické studie. Celkové zmény na kuZi po
aplikaci impulzi o vysokém napéti jsou mimé a reverzibilni, ale dochdzi k svalovym
kontrakcim. ! ™ Kdy% jsou impulzy o vysokém napé&ti aplikovany do kuaZe, dochazi

"9 Pro dlouhé impulzy a nebo stfedné dlouhé

k vyraznému poklesu koZni rezistance.
impulzy je pokles koZni rezistance CasteCné reverzibilni. Dochazi k pfetrvavajicim
strukturalnim zménam uvnitt LTR, diky kombinaci elektrického a termalniho efektu.”
ProtoZe ma SC o hodné vy3§i rezistanci neZ pod ni leZici kiiZze a hlubsi tkéné, elektrické pole
aplikované na kiZi se koncentruje v SC a v niZe uloZenych Zivych tkanich ma niZ8i intenzitu,
coZ ma pro n& ochranny efekt.

Nepfijemny pocit nebo i bolest byly popsany béhem EP pii aplikaci proudu na kuzi v
t&ch piipadech, kdy do$lo k ptimé excitaci vespod leZicich nervh a svali. ZvySeni tempa
pulzace, trvani impulzu nebo zvyseni napéti vedlo k zvyrazn&ni pocitd jako sv&déni, brnéni,
pichani, svalovym kontrakcim nebo i zjevné bolesti **.

Kromé sniZenf koZni rezistance, bylo pfi pouZiti exponencialné tvarovanych pulsi
pozorovano:

- zvy3eni koZni hydratace

- dezorganizace lipidovych dvojvrstev SC

- pfechodné zhor$eni barierové funkce (zvy3ena transepidermalni ztrata vody)

- pfechodné zvySeni priitoku krve.

Tyto zmény jsou daste&né reverzibilni. "7’ Nedavno byl rovnéZ zkoumén vliv obdélnikovych
(square wave) pulzi na kozni integritu in vivo '*. Efekt tdchto impuizii by! shledan makéi
areverzibilni. Tyto viny indukovaly pouze mirné zhor$eni bariérové funkce kiZe.

Klinicky je jiz vyzkousena aplikace impulzii napf. pfi transkuténni elektrické stimulaci

nervi, nebo elektrochemoterapii (8 x 1000 V/ecm, 100 ps s deskovymi elektrodami) a tyto
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impulzy byly dobfe tolerovany. Okamzity efekt byl popsan u elektrod na kuZi, ktery zmizel
po n&kolika minutéch, nepiijemné byly hlavn€ svalové kontrakce. Pacienti nevyzadovali
specialni kontrolu bolesti, protoZe snesitelna bolest zmizela hned po aplikaci impulzi. ™
7 toho vyplyvé, Ze aplikace impulzd o vysokém napé€ti patrn€ indukuje nepfijemné pocity
malé aZ stfedni intenzity, které spo&ivaji hlavné ve svalovych kontrakcich béhem impulzu
a dochazi také k prechodnému erytému.

Nechténé vedlejsi efekty mohou byt redukovany designem elekirod a pulznim
protokolem. SniZenim intenzity elektrického pole pilisobiciho na SC mohou byt redukovany
svalové kontrakce a potencialni bolest. Zhang a kol. ® dokazal, Ze pfi uZiti spiralovych
elektrod, muZe byt dosaZeno efektivniho pfenosu latek na citlivé oblasti penisu i bez
anestezie. Design elektrody a podminky elektrického pfenosu by mély byt optimalizovany

s ohledem na cilovou oblast a medicinsky poZadavek, bez dyskomfortu 1é&by.

3.7.6.8 Zavér

Elektroporace je u¢innd metoda pouZivana k zvy3eni transdermélniho prenosu latek in
vitro i in vivo a dovoluje zvétdit mnoZstvi komponent, které mohou byt pfenesené
transdermalné. MuZe byt slibnou alternativou k neinvazivnimu podani makromolekul
V kombinaci s dal§imi urychlujicimi metodami miZe EP poskytnout vhodné fizeny transport
v souladu s poZadavky 1é¢by. Optimalizace pulzniho protokolu a design elektrody mohou vést

k redukei nezddoucich efektu, hlavné svalovych kontrakei.
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4.2.

w r

Experimentalni cast

Pouzita zafizeni:
Ledni¢ka s mrazni¢kou Ardo

Analytické vahy

Digitalni vahy

Digitalni pH-metr BT 120
Magnetick4 michatka MM 2A
Liberadni zafizeni
Ultrazvukova lazeii
Vysokotlaké ¢erpadlo
Davkovaci ventil D
Kolonovy termostat LCO 101
UV-VIS detektor V4
Osciloskop

Generator impulsu

Pouzité suroviny

Azid sodny p.a.

TRIS-pufr

Acetonitril

Propylenglykol

Kyselina chlorovodikova 36%
Voda ¢isténa

Tekuty parafin

Bila vazelina

Cyklosporin A ¢.8.14011CC0042019491
Ethanol 96 %

Cremophor El
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Ardo, Italie

Sartorius, Géttingen

Kemn, Albstadt
Elektronické pristroje, Havli¢kiiv Brod
Laboratorni piistroje Praha
FaF UK, Hradec Kralové
Tesla, Vrable

Ecom, Praha

Ecom, Praha

Ecom, Praha

ISCO, Lincoln

Veleman, London

RMI, Pardubice

Fluka, Buchs
Sigma-Aldrich, Praha
Sigma-Aldrich, Praha
Kulich, Hradec Krélové
Lachema, Neratovice
FaF UK, Hradec Kralové
Fluka, Buchs

Kulich, Hradec Kralové

Ivax, Opava

Sigma-Aldrich, Praha




4.3. Testované vzorky

V in vitro permeadni studii byly testovany nasledujici roztoky cyklosporinu A (CyA) :

Permeace &.1 (kéd 1P)

Slozeni donorového vzorku:

Cyklosporin A 10 %
Cremophor EL 35%
Ethanol 96% 35%
Voda pro inj. 30 %
Postup piipravy:

Nejprve jsem v kadince smisil Cremophor EL a ethanol. Potom jsem v této smési rozpustil za

pouZiti magnetické michatky CyA a po kapkach za stalého michani p¥idal vodu.

SloZeni akceptorove faze:
Azid sodny 0,002 %
Ethanol 96% 30 %
Voda pro injekce 70 %

Postup piipravy:

Ve vodg jsem rozpustil azid sodny. Potom jsem pfidal ethanol 96 %.

Permeace byla provadéna v 6 buikach. Prvni dvé byly srovnavaci vzorky (pasivni
difiize) s oznadenim permeace 1P1 a 1P2.

Do dalSich bun&k byly sodstupem 30 sekund aplikovany jednotlivé impulzy o napéti

maximalng do 450V. Do bun&k €. 3 a &. 4, oznaéenych jako 1P3 a 1P4 dva impulzy v ¢ase 0 a

6 hod. Do bungk 5 a 6, oznagenych 1P5 a 1P6, deset impulzi v ¢ase 0 a 6 hod.

Permeace &. 2 (kéd 2P)

SloZeni donorového vzorku:

Cyklosporin A 5%
Cremophor EL 35 %
Ethanol 96 % 35 %
Voda pro inj. 30 %
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Postup ptipravy:
Nejprve jsem v Kkadince smisil cremophor EL a ethanol. Potom jsem v této smési rozpustil za

pouziti magnetické michacky CyA a po kapkach a za stalé¢ho michani pfidal vodu.

Slozeni akceptorove faze:

Azid sodny 0,002 %
Ethanol 96 % 30 %
Voda pro injekce 70 %

Postup pfipravy:
Ve vodé jsem rozpustil azid sodny. Potom jsem pfidal ethanol 96 %.

Permeace byla provadéna v 6 buiikach. Prvni dv& byly srovnavaci vzorky (pasivni
difize) s oznatenim permeace 2P1 a 2P2, do dalsich bun€k byly aplikovany jednotlivé
impulzy s odstupem 30 sekund o napéti maximélng 450V, do bunék €. 3 a & 4,

oznatenych jako 2P3 a 2P4, dva impulzy v ¢ase 0 a 6 hod. Do buné&k 5 a 6, oznacenych 2P5 a

2P6, deset impulzl v ase 0 a 6 hodin.

Permeace & 3 (kéd 3P): Provedeni pokusu je stejné jako u permeace &. 2. Doslo ke zméné

v umisténi elektrody.

Permeace ¢.4 (kod 4P)
Slozeni donorového vzorku:
Cyklosporin A 5%
TRIS-pufr o pH7,1 50 %
Propylenglykol 50 %

SloZeni akceptorové faze:
TRIS-pufr 50 %
Propylenglykol 50 %

Postup ptipravy TRIS-pufru (pH 7,1} pro permeaéni pokusy:

SloZeni:
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TRIS-pufr (C4H; NO3) 24¢/1
Azid sodny 0,02¢g/1
Kyselina chlorovodikova 36 % q.s.
Ultracista voda 11
Postup ptipravy:
1. Po navazeni potiebného mnoZstvi TRIS-pufru a azidu sodného (konzervatni

pfisada) se latky rozpustily v 1 litru ultradisté vody za pouziti magnetické michacky.

2. Na kalibrovaném pH-metru bylo zméfeno pH roztoku a za stdlého michani na
magnetické michaéce upraveno pH roztoku pomoci 36 % kyseliny chlorovodikové na
hodnotu 7,1.

3. Takto pipraveny pufr se uchovaval v lednici pfi teploté€ 5 °C a vzdy pfed jeho

pouZitim bylo znovu zmé&feno a ptipadné upraveno pH.

Postup piipravy donorového vzorku:
Pfipravil jsem nasyceny roztok CyA ve smési TRIS-pufr a propylenglykol 1:1
ptidanim 0,028 g CyA do 20g této smési, za neustdlého michani na magnetické

michaéce.

Permeace byla provadéna v 6 buikéch. Prvni dv& byly srovndvaci vzorky (pasivni
difuze) s oznadenim permeace 4P1 a 4P2, do dalsich bun¢k byly aplikovény jednotlivé
impulzy s odstupem 30 sekund o napéti maximainé 450 V , do bungk &3 a 4,

oznalenych jako 4P3 a 4P4, dva impulzy v ¢ase 0 a 6 hod. Do bungk 5 a 6, oznacenych 4P5 a

4P6, deset impulza v Ease 0 a 6 hod.

Permeace £.5 (kéd SP)
SloZeni donorového vzorku:
Cyklosporin A 5%

TRIS-pufro pH7,1 50 %
Propylenglykol 50 %

SloZeni akceptorové faze:

TRIS-pufr 50 %
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Propylenglykol 50 %

Postup ptipravy donorového vzorku:
Ptipravil jsem nasyceny roztok CyA ve smési TRIS-pufr a propylenglykol 1:1  pfidanim

0,028g CyA do 20g této smési, za neustalého michani na magnetické michacce.

Permeace byla provadéna v 6 burikach. Prvni dvé byly srovnavaci vzorky (pasivni difize)
s oznadenim permeace SP1 a 5P2, do dalSich bunék byly aplikovany jednotlivé impulzy

s odstupem 30 sekund o napéti 450V , do bunék &.3 a 4, oznalenych jako 5P3 a 5P4, dva
impulzy v &ase 0, 1, 2,3 4, 5, 6 hod. Do bunék 5 a 6, oznafenych 5P5 a 5P6, deset impulzh
véase0,1,2,3,4,5, 6 hod.

4.4. Biologicky material

Vzorky lidské ktze byly ziskdny z tkafiové banky Fakultni nemocnice v Hradci
Kralové. Byly odebrany za aseptickych podminek pomoci dermatomu a uchovavany v tzv.
vlhké komirce pii teplot¢ 4 °C po dobu nejdéle dvou tydn. Potom byly kozni 3t€py
adjustovany do sackll z polyethylenové folie, které byly po evakuaci zataveny a uchovévany

pii teploté 20 °C.

4.5. Uspoiadani permeaénich pokust

Jednotlivé vzorky kizZe byly pro permeaéni pokusy fixovany mezi dvéma destickami
z plexiskla a umistény do sestavy liberaéni buiiky. Ta byla po naplnéni akceptorovou fazi
umisténa do termostatové vodni lazné temperované na 37 °C a promichavané magnetickym
michadlem. Objem akceptorové faze byl odeditan s pfesnosti 0,1 ml a &inil 18 ml. Testovane
vzorky byly nanadeny v mnoZstvi 1ml na vnéj$i povrch kiiZe. Spoje mezi akceptorovymi a
donorovymi ¢&astmi bufiky byly utésnény silikonovym adhezivnim filmem. Vzorky
akceptorové faze byly odebiriny v mnoZstvi 0,6 ml ke stanoveni CyA v ¢asovych intervalech
2,4,6,8,10,12 a 24 hod. nebo u posledni permeace po 1,2,3,4,5,6,7,12 a 24 hod. fIbytek
tekutiny v bufice byl vZdy nahrazen akceptorovou fazi o stejném objemu (0,6 ml). Pfi
koneénych vypoétech bylo doplnéni akceptorové faze zohlednéno pfi vypoctech

korigovanych koncentraci.
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4.6. Stanoveni CyA

Jako analytickd metodika pro stanoveni CyA byla zvolena vysokou¢inna kapalinova
chromatografie, kterou lze popsat takto:
Detekee: spektrofotometricka pii 220 nm
Piedkolona: LiChroCART® (Merck) o priméru 4nm
Kolona: LiChroCART®, s naplni LiChrosper® 100RP-18 o velikosti ¢astic 5 pm
Mobilni fize: acetonitril — 0,004M KH,PO, v poméru 3:1, pritok 1,5 ml/min, tlak 11,5 MPa,
teplota 70 °C

Objem nana$eného vzorku: 100 pl (davkovaci smycka)

Pfed naplnénim kazdé nové pfipravené mobilni faze do chromatografické soustavy
bylo provedeno odplynéni na ultrazvukové lazni po dobu 10 aZ 15 minut.
Objem vzorku davkovaného na kolonu smyckou &inil vidy 100 pl, pfiemz kazdé

stanoveni bylo provedeno dvakrat. Kolona byla uloZena v termostatu pfi 70 °C.
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5. Dokumentace pokusu

Tab. 1: Vysledky permeaci cyklosporinu A

Méreni: 1P1

Ve = 18

Kuze: 1103

Donor: CyA 10% + cremofor

PAS

t Cl'lk Avdop Ck Qt QI‘
2 0,015 0,6 0,015 2,6 1.3
4 0,060 0,6 0,061 10,9 54
6 0,077 0,6 0,079 14,3 7.1
8 0,094 0,6 0,097 17,4 8,7
10 0,457 0,6 0,460 18,5 9,2
12 0,093 0,6 0,109 19,5 9.8
24 0,105 0,6 0,108 19,5 9,8
Méfeni: 1P2

V, = 18

Klze: 1103

Donor: CyA 10% + cremofor

PAS

t Cr AV dop Cx Q Q
2 0,1 0,6 0,013 2,6 1,3
4 0.1 0,6 0,087 15,7 7.9
6 0,1 0,6 0,096 17,2 8,6
8 0,1 0,6 0,089 16,0 8,0
10 0,1 0,6 0,092 16,5 8,3
12 0,1 0,6 0,097 17,5 8,8
24 0,1 0,6 0,105 18,9 9,5
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Tab. 1: Vysledky permeaci cyklosporinu A (pokracovani)

Méreni: 1P3
Vo= 18
Klize: 1103

Donor: CyA10% cremofor

EP
t Co AVdop Ck Q Q
2 0,040 0,6 0,040 7.2 3,6
4 0,084 0,6 0,086 15,4 7.7
6 0,072 0,6 0,075 13,5 6,7
8 0,078 0,6 0,081 14,5 7.2
10 0,095 0,6 0,098 17,6 8,8
12 0,098 0,6 0,101 18,3 9,1
24 0,108 0,6 0,112 20,1 10,1
Méfeni: 1P4
V, = 18
Klze: /03
Donor:  CYA10%

cremofor
EP
t an AVdop Ck QI Qt
2 0,057 0,6 0,057 10,3 5,2
4 0,050 0,6 0,052 9,3 47
6 0,061 0,6 0,063 11,3 56
8 0,130 0,6 0,132 23,8 11,9
10 0,066 06 0,070 12,6 6,3
12 0,076 0,6 0,078 14,1 7.0
24 0,113 0,6 0,115 20,8 10,4
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Tab. 1: Vysledky permeaci cyklosporinu A (pokracovani)

MéfFeni: 1P5
Vo = 18
Klze: 103

. CyA10%
Donor cremofor
EP
t an AVdop Ck Qg Qf
2 0,075 0,6 0,075 13,4 6,7
4 0,074 0,6 0,077 13,8 6,9
6 0,080 0,6 0,083 14,9 7.5
8 0,079 0,6 0,081 14,7 7.3
10 0,087 0,6 0,089 16,1 8,0
12 0,091 0,6 0,004 17,0 85
24 0,125 0,6 0,128 23,1 11,5
Méfeni: 1P6
Vo= 18
Kize: /03

. CyA10%
Donor: cremofor
EP
t Cr AV‘:Iop o Q Q:
2 0,108 0,6 0,108 19,5 9,8
4 0,070 0,6 0,074 13,2 6,6
6 0,077 0,6 0,080 14,3 7.2
8 0,086 0.6 0,089 15,9 8,0
10 0,082 0,6 0,085 15,4 7.7
12 0,083 0,6 0,086 15,5 7.8
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Tab. 1: Vysledky permeaci cyklosporinu A (pokracovéni)

Méfeni: 2P4
Vo= 18
Klze: 2/03

. CyA 5%
Donor: cremofor
EPJJ
t an AVc!or) Ck Qt Qt
2hod 0,096 0,6 0,096 17,2 8,6
4hod 0,133 0,6 0,136 24,5 12,2
6hod 0,162 0.6 0,166 299 15,0
8hod 0,153 0,6 0,158 28,5 14,2
10hod 0,161 0,6 0,166 30,0 15,0
12hod 0,182 0,6 0,187 33,7 16,8
Méfeni: 2P5
V, = 18
Khze: 2/03

. CyA 5%
Donor: cremofor
EPJJ
t an AVdop Ck Qt Qt
2hod 0,067 0,6 0,067 12,1 6,0
4hod 0,115 0.6 0,117 21,0 6,5
€hod 0,072 0,6 0,076 13,7 6,9
8hod 0,083 06 0,086 15,4 7.7
10hod 0,082 0,6 0,085 15,2 7,6
12hod 0,078 0,6 0,081 14,5 7.3
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Tab. 1: Vysledky permeaci cyklosporinu A (pokraovani)

Méreni: 2P6
V= 18
KlzZe: 2/03

. CyA 5%
Donor: cremofor
EPJJ
T Cox AVd‘:np Cx Qy Q;
2hod 0,051 0,6 0,051 9,2 46
4hod 0,058 0,6 0,059 10,7 53
6hod 0,054 0,6 0,056 10,1 5,0
8hod 0,272 0.6 0,273 492 246
10hod 0,000 0,6 0,009 1,6 0,8
i2hod 0,006 0,6 0,006 1,1 0,6
Mé&feni: 3P4
Vo= 18
Kaze: 3/03

. CyA 5%
Donor: cremofor
EP
T an Avdop Ck Q{ Qt
2hod 0,017 0,6 0,017 3,1 1,5
4hod 0,017 0,6 0,018 3.2 1,6
6hod 0,026 0,6 0,026 4.7 24
8hod 0,044 0,6 0,045 8,1 4,0
10hod 0,053 0,6 0,055 2.9 49
12hod 0,120 0.6 0,122 22,0 11,0
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Tab. 1: Vysledky permeaci cyklosporinu A

(pokraCovani)

Méfeni: 3P5
Vo= 18
Klze; 3/03

. CyA 5%
Donor. cremofor
EPJJ
T Crk AVclcu:v o Q Q
2hod 0,023 0,6 0,023 4,2 2,1
4hod 0,099 0,6 0,100 18,0 9,0
Ghod 0,141 0,6 0,144 25,9 13,0
8hod 0,189 0,6 0,194 34,9 17,4
10hod 0,161 0,6 0,167 30,1 15,1
12hod  [0,257 0,6 0,262 47,2 23,6
Méieni: 3P6
Vo = 18
Kize 3/03

. CyA 5%
Donor: cremofor
EPJJ
T Co AVdc:p Cx Q Q,
2hod 0,004 0,6 0,004 0,7 0.4
4hod 0,019 0,6 0,018 3.4 1,7
6hod 0,027 0,6 0,027 4.9 2,5
Bhod 0,040 0,6 0,041 7.4 3,7
10hod | 0,044 0,6 0,045 8,2 4.1
12hod }0,111 0,6 0,113 20,3 10,1
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6. Vysledky a diskuze

CyA je lipofilni neutralni undekapaptid svelmi nizkym transdermédlng permeacnim
potencialem. Tricetiprocentni podil ethanolu ve prostfedi akceptorove faze zvySuje
rozpustnost této latky na vice nez 300 mg/l, coz pfedstavuje potiebnou tirovei pro dosaZeni a

udrZeni sink podminek in vitro pokust.

Konkrétni naméfené prib&hy permeaci 2P1, 3P1, 3P, 4P1 poskytly fluxy CyA zcela
nezdiivodnitelng vysoké. Tyto permeace ukazovaly ve zpétné interpretaci typové jednoznaéné
na mechanické poruseni celistvosti pouzZité kiZe (pfi odbéru, pfi fixaci do permeagni cely

apod), proto byly z dal§iho hodnoceni zcela vypustény.

Naopak, v piipadé celého patého permeagniho bloku 5P1 aZ 5PS byly fluxy CyA vyrazné
nizké a velmi nehomogenni. Zde ziejm& doslo pfi aplikaci vice impulzi k tzv. zape€eni poru
amnoZstvi CyA, které potom proniklo pres kuzi, bylo na hranici detekovatelnosti. Take tyto
permeaéni pribéhy nejsou v dokumentaéni &asti pfedkladané prace uvedeny a jsou k dipozici

v elektronické podobé u konsultanta této prace.

Vcelku piijatelné experimentélni vysledky piinesla prvni sada permeaci, ve které se podatilo

ze $ech Sesti cel odebrat a naméfit konsistentni idaje. Jejich souhrn pfina3i tabulka 1.

Tab. 1: Souhrnné vysledky pasivnich a elektroporetickych permeaci cyklosporinu A
(1P1 az 1P6)

PASIVNI EPP
H pramér Q; SEM | pramér Q; SEM
2 1,31 0,01 16,32 2,62
4 6,65 1,71 16,47 1,29
6 7,88 1,05 |6,76 0,80
8 8,35 0,51 (7,11 0,88
10 8,73 0,67 7,71 1,05
12 9,27 0,71 18,11 0,90
24 9,61 0,21 110,36 0,88
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Z vysledki je ziejmé, Ze celkové proniknuvsi mnoZstvi CyA po dobu Sesti a vice hodin je

v ptipadé pasivni permeace srovnatelné s elektroporaéni pfi pouZitém pulzaénim protokolu.

Vliv dvodnich impulzi na permeaci je méfitelny pouze po prvnich dvou hodinach, jak
nazorné ukazuje obrazek 1. 1 pfes maly podet hodnot a jejich variabilitu lze v tomto asovém
intervalu povaZovat nalezenou rozdilnost hodnot koncentraci CyA za napadnou. Interpretovat
by ji bylo moZné tak, Ze v prvnich fazich permeace byl vliv elektroporace relativné silny
a dodasné zvysil permeované mnoZstvi latky. V daldich fézich v3ak doslo k vyrovnani, coZ
miZe znamenat pouze opétovné uzavieni pori a naslednou jiZz pouze pasivni, tedy velmi

nizkou permeaci.

Obr. 1: Srovnani nastupu pasivnich a elektroporetickych permeaci po 2 hodinach od prvni
pulzace podle @z

10
Q2n

PAS EPP

Vliv dvou rozdilnych pulzadnich protokold, uplatnénych ve tfeti permealni sadg,
nebyl prokézan. To lze povaZovat za pou¢né pfedevdim pro pravdépodobné uzavieni

permeacnich cest jejich ,,zatavenim® v dusledku pfili§ velkého proglého proudu.

Oproti pasivni difuzi tedy pouZiti EP nezvySilo prinik CyA ani z prostiedi
mikroemulze tvoiené cremophorem EL a etanolem 96% (v tomto prostiedi je CyA vyborné
rozpustny). Dochézi zde ziejm& ke kumulaci CyA ve vnitinich Castech kize. Také dobra
rozpustnost CyA v tomto roztoku je pravdépodobné piekiZkou jeho praniku do hlubsich

vrstev kiZze. Rovné% z donorového prostiedi TRISpufru a propylenglykolu, (CyA byl ve
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formé nasyceného roztoku), pouziti EP nevedlo ve srovnani s pasivni difuzi k vyrazn€j$imu
priniku.

Nebyl prokazan rozdil mezi aplikaci dvou nebo deseti impulzii v ¢ase 0 a 6 hod.
V daném piipadé byly pouzity square wave pulses o délce trvani 10ms, v odstupu 30 sekund a
napéti na generatoru impulzt 450 V, ale o nizké hodnoté proudu, fadové mA. Tato hodnota
by méla byt snesitelna pro aplikaci na kiiZi. Do budoucna se rysuje jako vhodné pouZit pulzaci
o delim trvani a v kratSich rozestupech.

Pozitivnim pokusnym ndlezem je naopak neprokazani rozdilu mezi hodnotami
z elektroporace provedené v uspofddani analogickém tradiéni kombinaci dvou jehlovych
elektrod (EPJJ) proti hodnotam nalezenym pro uspofadéni s plochou elektrodu. Znamena to
predeviim potvrzeni funkénosti elektrody ploché. Orientatni zndzoméni tohoto uZitetného
zjisténi piinaSi obrazek 2. I v tomto pfipadé byly pro zndzornéni vybrany hodnota naméfené

po dvou hodinach od Givodni aplikace elektrickych impulzi.

Obr. 2: Srovnéni Gginku ploché elektrody EPP a jehlové elektrody EPJJ na hodnoty
0z, po 2 hodinach od prvni pulzace

Q2 10

EPP EPJJ

Pomoci osciloskopu se podafilo rovnéZ ovéfit, Ze proud, ktery se dostane do kize, je
vyrazné niz$i neZ proud tvofeny v generdtoru impulzu. Pfi prvnich impulzech byla rezistance

kiZe vy38i neZ pf aplikaci poslednich impulzu.
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7. Zaveéry

1. Transdermalni prinik CyA nebyl pouZitim daného pulzaéniho protokolu EP dlouhodobé
zvysen. Rozdily byly patrné pouze v odstupu 2 hodin od po¢atku permeace. Plati to pro
donorové vzorky tvofené cremophorem EL a etanolem 96%, vnichZ je CyA vyborné
rozpustny. Dochazi zde ziejm& ke kumulaci CyA ve vnitfnich vrstvach kuZe. RovnéZz
z donorového prostiedi smési TRISpufru a propylenglykolu, vniZ byl CyA ve formé

nasyceného roztoku, nevedlo pouZiti EP ve srovnani s pasivni difuzi ke zvyraznéni pruniku.
2. CyA je lépe rozpustny pfi pouziti akceptorového roztoku ethanolu a vody. Etanol muZe
soutasné plisobit jako akcelerant permeace. V pfipadé pouziti smé&i TRISpufru a

propylenglykolu 1:1 jako akceptorového roztoku je rozpustnost CyA minimalni.

3. Nebyl prokézin rozdil mezi aplikaci dvou nebo deseti obdélnikovych impulzi o délce

trvani 10ms v &ase 0 a 6 hodin, pii odstupu 30 sekund a napéti na generatoru impulz 450 V .
4. Nebyl prokéazan rozdil v priniku CyA pfi rozdilném uloZeni elektrod. Mezi elektrodou
uloZenou na kiZi (povrchova elektroda) a mezi uloZenim elektrody na obou stranach kuze

(jehlova elektroda).

4. Osciloskopicky byla ov&kena fyziologicky pfijatelna hodnota proudu pfi elektroporaci.
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8. Souhrn

Efektivni topické podani cyklosporinu je povaZovano za terapeuticky atraktivni pii 1éCeni
psoriazy, nara?{ viak na bariérové vlastnosti rohové vrstvy kize. Potencialné slibny piistup k
feseni tohoto problému spodiva ve vyuZiti elektroporace. Prace pfinasi zakladni piehled
sou¢asného stavu poznatk(l v oblasti transdermélni elektroporace. V experimentu se vénuje
testovani priniku cyklosporinu pti dvou pulzatnich protokolech. Rozdil mezi aplikaci dvou
nebo deseti obdélnikovych impulzi o délce trvéni 10ms v ¢ase 0 a 6 hodin, pfi odstupu 30
sekund a napéti na generdtoru impulzii 450 V se projevil pouze v obdobi do 2 hodin od
pocatku permeace, dlouhodobgjsi vliv nebyl prokdzan. Pii ov&feni vyznamu uspofadani
elektrod nebyl nalezen rozdil mezi typem jehla-jehla a uspotadanim s plochou povrchovou

elektirodou.
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9. Pouzité zkratky a symboly

CyA

J,J [pg/em’h’)
Cak [mg/100ml)
Cx [mg/100ml]

t [hod]

Q. [ng]

Q0 [ng/em’]
Sd

r

n

q  [mg/em’]
Vo [ml]
AVgp [ml]

cyklosporin A

flux permeantu, prumémy flux permeantu

nekorigovana koncentrace permeantu v akceptorové fazi
korigovana koncentrace permeantu v akceptorové fazi
¢as

mnoZstvi permeantu pro§lého koZni membranou
mnozstvi permeantu pro$lého pies 2 cm’ koZni membrany
smérodatna odchylka

korela¢ni koeficient

pocet naméfenych bodu

absolutni ¢len

celkové mnoZstvi akceptorové faze

mnoZstvi dopliiované akceptorové faze
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