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1. UvoD

Cyklosporin A po fadu let predstavuje jednu znejdulezitéjSich latek
S imunosupresivnim U¢inkem, jehoz vyuziti pfindsi vyznamny pokrok v transplantacni
medicing, terapii autoimunitnich chorob a v neposledni fadé také v dermatologii.
V soucasnosti je v humdnni mediciné pouzivan ve form¢ perordlnich a injek¢nich 1écivych
ptipravkil. Jeho podéani per os narazi hlavné na problémy souvisejici s vysokym jaternim first-
pass efektem, inaktivaci vlivem zmén pH v gastrointestindlnim traktu, pfitomnosti enzymut
V lumen travici trubice a metabolizaci pti pasazi buitkami stfevni stény. Injekcni aplikace sice
obchazi gastrointestindlni trakt a s nim spojené moznosti inaktivace, avSak cyklosporin ma i

pri této aplikacni cesté kratky biologicky polocas v disledku rychlé metabolizace jatry.

Transdermalni aplikace pfedstavuje variantu podani, ktera by v principu umoznovala
lepsi kontrolu hladiny cyklosporinu v organismu, coz je v pfipadé této latky s nizkym
terapeutickym indexem velmi zddouci. Byly by tak minimalizovany nevyhody spojené
s peroralni a injek¢ni aplikaci. Piekdzkou ovSem zistava piekondni bariérové funkce kiize
vzhledem k pomérmné vysoké molekulové hmotnosti a lipofilit¢ molekuly cyklosporinu A.
Intenzivné se tedy studuji techniky, které umoziuji zvySeni permeace molekuly cyklosporinu
kazi. Soucasti experimentalni Casti této diplomové prace bylo studium nekolika enhancert
(urychlovact) transdermalni aplikace. Konkrétné byl hodnocen transkarbam 12,
XXXXXXXXXXXXXXXXX (arlasolve DMI), methylpyrrolidon a XXXXxXxxxxxxtranscutol, které
byly obsaZeny v donorovych vzorcich aplikovanych na praseci kiizi v in vitro permeacnich

pokusech.

Vyzkum transdermélnich permeacnich enhancert spadd do vyzkumné oblasti spolecné
feSené na katedfe farmaceutické technologie a katedfe anorganické a organické chemie

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.



2. CIL PRACE

1. Podat aktualizovany piehled informaci o cyklosporinu a jeho 1é¢ebnych

aplikacich, vCetn¢ externi dermatologické.

2. Provéfit novy protokol realizace permeacnich pokust, zejména s ohledem na

vhodnou dobu trvani in vitro permeaci.

3. Ziskat nové tdaje o priniku cyklosporinu A ze smési propylenglykolu s TRIS-

pufrem (1:1) pies kozni membranu z ucha praseciho boltce

4. Orienta¢né kvantifikovat efekt zadanych koncentraci transkarbamu 12,
dimethylisosorbidu, methylpyrrolidonu a 2-(2-ethoxyethoxy)ethanolu jako ¢tyt
dobfe zavedenych permeacnich enhancerti pro hydrofilni donorové faze na

vysledky permeacnich pokusti.



3. TEORETICKA CAST

3.1. KiiZe a jeji funkce
XXHHHHXXXXXIIKKHKHKHKHKKXXXXIIKKHKHKHKKXXXIEEXKKHKKHKKXXIEIXEKKHKHKHKHKXXXIXXEXKHKHKHKKKXXXXKKKKXX

19,9,0.9,0,0,9,9,0,0,0,0,9,0,0,0,9,0,0,9,0,0,9,0,9,0,0.4
),9,9,9.9,0,9.9.0,0.0.0,9.0,0,9.0,0,0.0,.9,0,0,0,0.4

3.1.1 Anatomie a fyziologie kiiZe

Kuze, cutis (fec. derma) tvoii ochranny kryt téla. Ohranicuje télo od vnéjsiho prostiedi
a chrani vnitini organy téla pfed mechanickym, fyzikdlnim a chemickym poskozenim.
Ochrannou funkci umozituje mnohovrstevna struktura ktize, tvofend bilkovinnymi, tukovymi
a vodnymi slozkami. Jejich vhodnou kombinaci dermalni tkan ziskava pevnost. Kize odolava
tlaku az 0,176 MPa. Pii tloustce 1 a4 milimetry a plose od 1,5 do 2 m? mé kize hmotnost od
3,6 do 6 kg. Vlastni epidermis ma hmotnost asi 0,45 kg.*

Kuze se sklada z pokozky (epidermis), Skary (corium, dermis) a podkozniho vaziva

viz obr. 2% (str. 13).

Epidermis

Epidermis, pokozka (tloustka 0,06-0,8mm) je tvofena pé&ti vrstvami: stratum corneum,
stratum lucidum, stratum granulosum, stratum spinosum a stratum basale (viz obr. 1).
V epidermis nenajdeme krevni cévy, a proto musi ziviny a odpadni produkty difundovat pies
bazalni membranu a pak se teprve dostanou do systémové cirkulace.®*

Stratum corneum jsou odumfelé bezjaderné ploché zrohovatélé a jakoby slisované

buniky, obsahujici velmi odolnou bilkovinu keratin. Jsou uspotfaddany do 10-15 vrstev a
tlouStka stratum corneum je okolo 10um. Buiiky jsou zaclenény do lipidické matrix tvorené
lipidickymi dvojvrstvami. Buniky se s povrchu olupuji a jsou nahrazovany buitkami z niz§ich
etazi kize. Rohova vrstva zdravé kize je vzdy ¢aste¢né hydratovand, obsahuje primérné 10 %
vody. Toto mnozstvi je vazano na hygroskopické slouc¢eniny obsaZené v koZnim tkanivu, jako
jsou napt. aminokyseliny, organické kyseliny nebo mocovina. Vyznamny je tzv. natural
moisturising factor (NMF), syntetizovany a lokalizovany ve stratum corneum. Jedna se
0 proteolyticky produkt filagrinu - smés aminokyselin, jejich derivati a soli. Je dulezity pro
zachovani pruznosti této vrstvy kiize. Hydratace rohové vrstvy se uskutecituje difuzi vody ze
spodnich bun¢k do povrchovych casti. Tento proces je plynuly a trva tak dlouho, nez se
vyrovna koncentracni gradient mezi stupném vlhkosti vnitinich a vnéjSich Casti rohové vrstvy.

Lipidy (ceramidy, mastné kyseliny, cholesterol, cholesterol sulfat, estery sterolu, fosfolipidy a
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dalsi) rohové vrstvy tvoifi 7-9% celkové hmotnosti tkaniva. Stratum corneum je hlavni
bariérou pro transdermalni aplikaci 16&iv."*

Stratum lucidum byva nékdy povazovana za spodni vrstvu stratum corneum. Tvofi ji

zplostélé bunky, které rohovati a jejich jadra jsou desintegrovana. V buiikach jsou patrné malé
kapicky, které ziejmé vznikaji degradaci lysozému. 4

Vrstva stratum granulosum je tvofena keratinocyty, které syntetizuji keratin a zacinaji

se zplostovat. 1-3 vrstvy bunék obsahuji enzymy, které zacinaji degradovat bunécné
organely. V endoplasmatickém retikulu a Golgiho aparatu jsou syntetizovana granula, ktera
obsahuji prekurzor intercelularniho lipidu, ktery se naléza ve stratum corneum. Z bunék se
pak granula dostavaji do intercelularniho prostoru. *

Stratum spinosum tvoii 2-6 fad keratinocytt, které¢ produkuji keratin a ten agreguje ve

filamenta, ktera tvoii desmozomy. Bunky maji vybézky pfipominajici ostny (odtud ndzev) a
diky témto vyb&zkim jsou v kontaktu s podobnymi vyb&zky sousednich bungk.?*

Stratum basale byva spolu se stratum spinosum nazyvana stratum Malpighi. Bunky

této vrstvy obsahuji typické organely a jsou metabolicky aktivni. Keratinocyty jsou piipojeny
k bazalni membrané hemidesmozomy a navzajem jsou spojeny ( stejné jako ve stratum
spinosum) proteinovymi bunéfnymi mustky, desmozomy. Melanocyty syntetizuji
Z aminokyseliny tyrosinu pigment melanin. Melanin ma dvé formy: eumelanin (hnédocerna
forma) a phaeomelanin (ten je ¢erveny nebo Zluty). Melanocyty obsahuji granula se smési
obou forem melaninu. Tyto buiiky jsou v kontaktu s keratinocyty diky dendritickym spojim,
coz umozni piechod pigmentovych granuli z melanocytl do keratinocytii. Pfi chronické
expozici kiize sluneCnim paprskiim roste relativni pomér melanocytti vic¢i ostatnim bunikam
ve stratum basale. Melanin je dilezita latka, kterd funguje jako zametac¢ volnych radikali a
absorbuje UV zafeni. PoCet melanocytd je u lidi S tmavou ¢i svétlou pleti stejny, rozdil je
vtom, ze u lidi stmavou pleti jsou melanocyty aktivn&jsi. Langerhansovy buisiky jsou
dendriticky spojeny s keratinocyty. Pochazi zkostni diené a jsou to hlavni antigen-
prezentujici buiky kiize. Antigeny prezentuji lymfocytiim z miznich uzlin a to hraje dilezitou
roli napt. pfi kontaktni dermatitidé. Merkelovy bunky jsou asociovany s nervovymi
zakoncenimi a jsou dulezité pro vnimani kiZe. Vyskytuji se hlavné v oblasti rti a biiSek

prsti.’*



Obr. 1: Struktura epidermis *
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Corium (dermis, Skara) vybiha do epidermis vybézky- papilami, proto se Cast Skary

sousedici s epidermis nazyva stratum papillare. Pod ni je stratum reticulare, sitovité
prostoupené vazivem obsahujicim vldkna kolagenni i elastinova. Skara obsahuje také buiiky
fibrocytl (tvotici vazivo), histiocyty (makrofagy) a zirné bunky (tvofici histamin a heparin).
Zakladni hmota Skary obsahuje hlavné glykosaminoglykany, pifedev§im kyselinu
chondroitinsirovou a hyaluronovou.? Tato vrstva kiize je asto znazorfiovana jako v podstaté
strukturalizovana voda, to znamena, Ze tvofi minimalni bariéru pro transport vétSiny polarnich
1é¢iv a tudiz vyznamnou bariéru pro vysoce lipofilni molekuly. Ve Skafe nalezneme krevni a
lymfatické cévy, nervova vlakna, pilosebacedzni jednotky a potni z1azy.

Bohaté krevni zasobeni slouZzi k regulaci télesné teploty, ptivodu kysliku a Zivin a déle
odvadi toxiny a odpadni latky. Krevni zasobeni sehrava svou tlohu i v regeneraci kaze. Pro

permeaci 1éCiva je dlleZity gradient tvofeny rozdilem koncentrace l1é€iva na povrch kiize a



koncentraci v krevnim fecisti. Krevni tok ovliviiuje clearance relativné malych molekul (napf.

lidokainu) a lymfatické fe¢i§té ovliviiuje clearance vétsich molekul (napf. interferont). *

PodkoZni vazivo

Podkozni vazivo (tela subcutanea) je fidké vazivo bohaté na tuk. Jeho tloustka byva
n¢kolik mm, avsak na nékterych partiich téla ho nenajdeme, jako je tomu napf. u ocnich
vicek.* Pripeviiuje kiizi k povrchovym povazkdm pomoci pevnych pruhil vaziva. UmoZiuje
znacnou pohyblivost klize ve vztahu k podlozce. Tukovy polstar tvoii v nékterych mistech
ochrannou vrstvu, kterd chrani v hloubce ulozené organy pied tlakem apod. Podkozni tuk

. . , , . , I v s 3
predstavuje dale zasobu energie, ktera se uvoliuje hladovénim.

Vlasy a nehty
Vlasy (pili) vyrtstaji z vlasovych folikulii (cibulek) s vicevrstevnou stavbou, Sikmo

protinajicich kizi. Vlasové folikuly najdeme na celém povrchu téla mimo dlani a chodidel.
Vlasové¢ folikuly pfedstavuji spolu s potnimi zldzami potencidlni cestu, kudy mohou molekuly
vstoupit do niz§ich vrstev kiiZe. Vlasy stafim $edivéji, tj. obsahuji bublinky vzduchu. % *

Nehet (unguis, onyx) je rohova ploténka na prstu, silnd asi 0,5mm. Tvofi se na
nehtovém lizku (odpovida germinativni vrstvé pokozky), po némz se posouva na konecek

prstu rychlosti cca 0,1 mm denng.?

KoZni Zlazky

V klizi jsou uloZeny zlazky mazové (glandulae sebaceae); vétSinou usti do vlasovych
folikuld. Vyluéuji sebum, slozené hlavné zvolnych mastnych kyselin, voski
a triacylglyceridli. Sebum slouZi k promazéavani pokozky a také se spolupodili na udrzovani
vhodného pH pokozky (pfiblizné pH 5). Déle kiize obsahuje Zlazky potni (glandulae
sudoriferae), z nichz velké apokrinni zlazky (Vv oblasti podpazi, prsnich bradavek a genitalii)
usti v mistech, kde vlas opousti kizi. Aktivizuje se nervové (sympatikem). Jejich sekret je
aromaticky diky obsahu specidlnich proteinti. Malé potni zlazky (ekrinni) jsou umisténé
difazné o hustoté 100-200/cm? kize. Vylucuji pot, cozZ je solny roztok o pH blizkém hodnoté

5. Aktivizuje se predevsim teplem.?*

Nervové a cévni zasobeni
Kiize je bohaté zdsobena nervovymi vlakny. Ta jsou bud’ volna (pro vnimani bolesti)

nebo zakoncCena utvary, jejichz podstatou jsou jemna vazivova vlakna usporadand do télisek.



Ta jsou morfologicky rozdélitelna do nékolika skupin, jimz se pfisuzuje vnimavost pro urcité

kvality &iti. V ki se také nachazi bohaté zasobeni cévni, jde o cévy krevni i lymfatické.?

3.1.2 Funkce kiize’

Ochrana téla proti vniknuti Skodlivych latek, mikroorganismi a pted vlivem UV zafeni.
Udriovani stalé télesné teploty prostiednictvim koznich cév a potnich zldz. V horkém
prostfedi dochazi k rozsiteni koznich cév, zvétSeni pratocnosti krve, a tim k urychleni vydeje
tepla, v chladném prostfedi je tomu naopak. Mnoho télesného tepla se spotiebuje k odpateni
potu. ®

Smyslova funkce- v kizi je ulozena tada receptorti slouzicich k vnimani mechanickych,
tepelnych a bolestivych pogitki. ®

Skladovaci funkce- v podkoZnim vazivu je uloZen tuk, ktery kromé funkce zdsobni ma i
funkci mechanickou a izolaéni. Jsou zde uskladnény i vitaminy rozpustné v tucich. >
Vylucovaci funkce je zabezpeCena mazovymi a potnimi zlazami. Jejich sekrety- pot a maz-

se uplatiuji pii ochrané klze, pot svou kyselou reakci omezuje rist mikroorganismi, a ma
proto slabé desinfekéni uéinky.

Resorpcni funkce zdravé neporusené kiize jsou pomérné malé. Pies kiizi 1ze vpravovat latky
rozpusténé v tukovych rozpoustédlech nebo v tucich, které Ize do klize vtirat. Poskozena kize
(napt. popalenim) ma vSak velké resorpcni schopnosti a organismus mutze byt zaplavovan

mikroorganismy, které narusuji stalost vnitiniho prostiedi.

3.1.3 Fyziologické faktory, které ovlivituji transdermalni aplikaci léciv
Pritomnost enzymit v kiZi

Kuze je metabolicky aktivni organ, ve kterém probihaji ob¢ faze metabolickych reakeci.
Nejvice enzymil se nachazi v epidermis, mazovych Zlazach a vlasovych folikulech. Na
povrchu kiize se vyskytujici mikroorganismy obsahuji téZ fadu enzymdi. Pfi transdermalnim
testovani pomoci in vitro studii dochazi ke zkresleni vysledkti mimo jiné proto, ze se zastavi

metabolicka aktivita kiize a dale také jeji schopnost regenerace a chybi imunitni odpovéd'. 4
Stari kitZe
Bylo dokéazéno, ze stratum corneum zlstdva béhem zivota v podstaté beze zmény.

Vlhkost lidské ktize klesé s vékem, a protoze hydratace kiize ovliviluje permeaci, je ovlivnéno
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také transdermalni podani 1écCiva. Predpoklada se vSak, ze existuji vyznamnéjsi dalsi faktory,
které méni kozni hydrataci. Také krevni pratok kazi klesa s vékem, coz ma za nasledek
redukci transdermalniho fluxu 1é¢iva. Existuje ovSem snaha, aby dermalni clearance nebyla
limitujicim faktorem v transdermalni terapii. Pokusné bylo dokazano, ze starnuti kize nema
vyrazny efekt na transdermalni permeaci vody, estradiolu, kofeinu, methylnikotinatu ¢i
kyseliny acetylsalicylové, a tudiz nelze predpokladat velky vliv starnuti kiize na transdermalni
podani dalSich molekul. Patrny je ovSem rozdil mezi kuzi dospélého ¢lovéka a novorozence.
Pfi narozeni a je$t¢ dalSich 3-5 mésicii dosahuje détskd dermis 60% tloustky dermis
dospélého cloveka. Tato redukce bariérovych vlastnosti novorozenecké kiize muze byt
prospesna pro aplikaci 1é¢iv novorozenciim, protoze perordlni terapie je problematicka
aintravenozni téz obtizna. Transdermalni aplikace byla Usp&Sné vyuzita pii 1éCbé

o . . 4
novorozencl kofeinem a theofylinem.

Partie téla
Na rznych partiich téla mizeme naleznout riznou tloustku ktize. Naptiklad stratum

corneum je silnéjsi na dlanich, chodidlech a nejslabsi na rtech a o¢nich vi¢kach. Bylo zjisténo,
ze na nékterych castech téla s riznou silou kiize dochazi ke stejné absorbci latek a naopak u
partii téla se stejnou tloustkou je absorpce riizna. Pro transdermalni aplikaci je nejvhodnéjsi
kize z oblasti genitalii, kde je permeace molekul 1é¢iva nejvyssi. Dale vhodnost partii pro
transdermalni aplikaci klesa v pofadi hlava a Sije> trup >paze >noha. Napiiklad
transdermalni aplikace testosteronu je velice efektivni pti vyuziti kiize z varlat. Skopolamin je

zase aplikovan na pokozku hlavy, konkrétné do oblasti za uchem. *

Rasa
Studie neukazuji rozdily mezi Africany, Asiaty a Evropany ve ztratach vody z kiize ¢i

ve vysledcich po aplikaci kyseliny benzoové, nikotinu ¢i kyseliny acetylsalicylové.
Signifikantni rozdily mezi rasami jsou v obsahu vody ve stratum corneum a tento rozdil
V hydrataci miiZze mit vliv na rozdilnou absorpci. Zatim je ovSem o této skutecnosti ziskano

malo dat.

Dalsi faktory
Z dalSich faktori 1ze zminit rozdil mezi pohlavimi. Tento rozdil vSak neni nijak

vvvvv

je hydratace stratum corneum. ZvySovanim hydratace se totiz zvySuje absorpce po

transdermalnim podani. Proto se jako vhodna strategie jevi aplikace transderméalnich 1é¢ivych

-11-



piipravka s okluzivnim efektem. Také zvySovani teploty zvysuje koeficient difuze permeantu.
V klinické praxi je vSak snaha, aby teplota méla minimdlni vliv na transdermalni aplikaci.
Hladinu 1é¢iva v krvi mtize zvysit napiiklad horecka pacienta, nebo z vnéjSich pficin slunéni

¢i pouzivani rtiznych zdroju tepla jako je elektricka decka.*®

3.1.4 Patologické faktory, které ovliviiuji transdermalni aplikaci léCiv
U vétSiny koznich onemocnéni je sniZzena bariérova funkce kiize, coz usnadni pasaz

1é¢iva do kiize 1 pres kiizi. Také dochéazi k vyssim ztratdm vody z téla. 4

3.2 Transdermalni 1ékové formy

V souvislosti s modernimi trendy orientovanymi na racionalizaci farmakoterapie,
ptistoupil v Sedesatych letech ke klasickému sméru vyzkumu v oblasti 1¢kli, zaméfenému na
vyhledavani a optimalizaci chemickych struktur, smér novy. Stdle zfetelnéji se totiz
ukazovalo, Zze chemicka entita 1éCiva predstavuje sama o sob¢ pouze jeden objekt pro vyzkum
vedouci k dosazeni optimalni terapeutické hodnoty 1€éku. Druhou moznost piedstavuji
prostiedky a cesty, jakymi je lé¢ivo do organismu podavano. Tato skutecnost vedla
k explozivnimu nardstu poznatkii v oblasti 1ékovych forem a v jeho ramci také k navratu

. o ne . v ’ s 1
pozornosti ke klizi jakoZto organu absorpce 1é¢iv.

3.2.1 Transdermalni aerodisperze
Tyto 1€kové formy jsou jiz ve své ptivodni podobé prekondny. Pomoci spreje byly po

jistou dobu pomérné uspesné napiiklad aplikovany koncem 80. let nitraty.

3.2.2 Polotuhé lécivé pripravky pro transdermadlni aplikaci
Jedna se o jednoduché ptipravky typu masti, krému nebo gelu. Nanéseji se roztiranim

na kizi (n€kdy s naslednym vyuzitim okluzivniho obkladu). Vymezeni absorpéni plochy a
definovani kinetiky pasdze takto aplikovaného léciva pies kiizi je u téchto transdermalnich
lécivych ptipravkll velmi problematické. Parametry liberace lze obecné feSit optimalizaci
polarity a viskozity ptislusného vehikula. Timto zpisobem se aplikuje napf. trinitrat glycerolu

pro prevenci anginy pectoris, nebo také Zenské hormony & lokalni anestetika. ®
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Obr. 2: Struktura ktize 2
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3.2 Transdermalni lIékové formy

V souvislosti s modernimi trendy orientovanymi na racionalizaci farmakoterapie,
ptistoupil v Sedesatych letech ke klasickému sméru vyzkumu v oblasti 1¢kli, zaméfenému na
vyhleddavani a optimalizaci chemickych struktur, smér novy. Stale zfetelnéji se totiz
ukazovalo, Ze chemicka entita 1éCiva piedstavuje sama o sob¢ pouze jeden objekt pro vyzkum
vedouci k dosazeni optimalni terapeutické hodnoty Iéku. Druhou moznost predstavuji
prostiedky a cesty, jakymi je lé¢ivo do organismu podavano. Tato skutecnost vedla
k explozivnimu nardstu poznatkd v oblasti 1€kovych forem a v jeho ramci také k navratu

pozornosti ke kiizi jakozto organu absorpce 16¢iv.8

3.2.1 Transdermalni aerodisperze
Tyto 1ékové formy jsou jiz piekonany. Pomoci spreje byly naptiklad aplikovany

nitraty.

3.2.2 Polotuhé lécivé pripravky pro transdermadlni aplikaci
Jedna se o jednoduché pripravky typu masti, krému nebo gelu. Nanaseji se roztirdnim

na kazi (n€kdy s naslednym vyuzitim okluzivniho obkladu). Vymezeni absorp¢ni plochy a
definovani kinetiky paséze takto aplikovaného lé¢iva ptes kizi je u téchto transdermalnich
1écivych ptipravki velmi problematické. Parametry liberace lze obecné feSit optimalizaci
polarity a viskozity ptislusného vehikula. Timto zpisobem se aplikuje napf. trinitrat glycerolu

pro prevenci anginy pectoris, nebo také zenské hormony & lokalni anestetika. ®

3.2.1 Transdermalni naplasti
Transdermalni néplasti (Emplastra transcutanea, Transdermal patches) jsou lécivé

ptipravky aplikované pfilepenim na zdravou kuzi. Obsahuji 1é¢iva, kterd prochéazeji pres kiizi
do podkoZi ke krevnim nebo miznim kapilaram, do nichz se vstfebavaji, aby potom pusobila
systémové. Uvolnovani léCiva znaplasti ma byt v principu fizeno vlastnostmi ptipravku,
nikoliv variabilnimi vlastnostmi kuze. Naplasti jsou uzptsobené tak, aby v pribéhu
aplikac¢niho intervalu ptivadely 1é¢ivo do organismu konstantni rychlosti. Je-1i uvoliovani
lé¢iva z naplasti veli¢inou, kterd urcuje celou farmakokinetiku podaného 1é¢iva, potom se

skute¢né dosdhne déletrvajici, vyrovnané hladiny 1é¢iva v krvi.!

Zakladnimi sou¢astmi transdermalnich naplasti jsou: kryci vrstva, kterd chrani vrstvu

obsahujici lécivo. Kryci vrstva je pro 1é€ivo nepropustnd a mize byt propustnd pro plyny.

-14-



Dalsi soucasti je ochranna folie, kterd se odstraiiuje pfed nalepenim naplasti a béhem

skladovéani chrani formulaci.

Jednotlivé typy transdermdlnich naplasti byly popsany v teoretické ¢asti mé diplomové

prétce.9
3.3 Moznosti zvySeni transdermalni absorpce 1éCiv

Pti transdermdlnim podani vstupuji molekuly do ktze intercelularné, transcelularné a
transfolikularné. Interceluldarne znamend pres lipidickou matrix kiize a pies pory, které zde
vznikly pfi prichodu elektrického proudu. Tramsceluldrni vstup neni tak Casty a znamena
ptestup ptes korneocyty. Transfolikuldrné znamena pies vlasové folikuly a potni Zlazy. 1011

Transdermdlni aplikace je pro pifevaznou vétSinu ucinnych latek jako takovych
limitovana pfirozenymi bariérovymi vlastnostmi klize. Proto jsou pouzivany rizné pftistupy
umoznujici transdermalni absorpci ucinnych latek reverzibilngé zvysit. Zahrnuji naptiklad
vyuziti okluze, manipulace s polaritnimi vlastnostmi vehikul, iontoforézu, sonoforézu a

predevsim vyuziti akceleranti kozni absorpce neboli urychlovaci transdermélni penetrace,

respektive permeace. ®

3.3.1 Iontoforéza

Iontoforéza je jednou z technik pouzivanych k usnadnéni transdermalni absorpce 1€€iv.
Hlavni bariérou transdermalni absorpce 1€Civ je stratum corneum. Tato vrstva kiize ma vysoky
obsah lipidii a maly obsah vody. Proto ma stratum corneum vysoky elektricky odpor, ktery je
nepiimo Umérny obsahu vody v této vrstvé. Elektricky odpor vSak dramaticky klesa pfi
aplikaci proudu o napéti 0,1-2,0 V. Iontoforéza vyuziva stejnosmérného elektrického proudu,
pii kterém se zvysi transdermalni flux nabitych castic. Bylo zjiSténo, Ze pii této metod¢ je
usnadnéna transdermalni aplikace kationd, aniont ale také nenabitych ¢astic. Pfi iontoforéze
mohou byt zménény nékteré vlastnosti kize.
Elektromigrace je metoda, zalozena na principu, Ze stejné nabité Castice se odpuzuji, opacné
nabité pfitahuji. To znamend, Ze pokud chceme aplikovat zaporné nabité 1éCivo, pak je toto
l1é¢ivo umisténo pod zaporné nabitou elektrodu (katodu), od které je odpuzovano a jinde na
téle umisténd kladn€ nabité elektroda (anoda) 1é¢ivo naopak pritahuje. 10.11
Elektroosmoza vyuziva pohybu rozpoustédla, které je ,elektricky* tazeno v elektrickém poli.

v o v ’ . v e 1
Rozpoustédlo s sebou miiZe tdhnout i nenabité &astice. *°
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Faktory ovliviiujici vysledek iontoforézy: 1

- faktory souvisejici s vlastnostmi /éciva jsou: molekulova hmotnost, naboj a koncentrace.

- faktory souvisejici s vlastnostmi formulace: typ rozpoustédla, pfidany pufr, pH, viskozita,
vyskyt dalSich ionta

- faktory souvisejici s pFistrojovym vybavenim: typ elektrod, rozsah proudu, pouziti stejného
nebo pulzniho proudu

- faktory souvisejici s biologickymi rozdily: rozdilna ¢ast t€la, regionalni krevni zasobeni, vék,

pohlavi
-dalsi faktory: teplota kiize, délka iontoforézy
Kontraindikace pro iontoforézu:
Pouziti iontoforézy je kontraindikovano u pacientd s implantaty citlivymi na
elektricky proud (napf. kardiostimulatory), piecitlivélost na aplikované 1é¢ivo a u pacient

. , . 1
s poskozenym koznim povrchem.

3.3.2 Elektroporéza
Tato metoda vyuzivd elektrického pole k vytvofeni mikroskopickych pora

Vv biologické membrang. Jejich pfitomnost dovoli iontim, molekuldm a vod€ prostup
membranou. Elektrické pory jsou lokalizovany nejvice v blizkosti elektrod. Pokud ma
elektricky pulz dobré parametry, vznikne por béhem jedné mikrosekundy a jeho uzavieni trva
nékolik minut. Nekteré bunky byvaji vici elektroporéze citlivéjsi nez ostatni. Pokud zptsobi
nevhodné zvoleny elektricky pulz vznik velkych porli, buiika neni schopna defekt odstranit a
dojde k jejimu zniGeni.*?

K tvorbé elektroporti dochédzi na rozhrani lipofilnich a hydrofilnich slozek membrany
interakci dipolti molekul vody s elektrickym polem. Vzniklé pory jsou hydrofilni, lemované
fosfolipidy. Elektroporéza naléza uplatnéni pti podani DNA v onkologii a genové terapii, pii
vakcinaci a pfi systémovém podani 1éCiv. Takto 1ze transdermalné aplikovat 1 1éCiva o vysoké

molekulové hmotnosti. =

3.3.3 Sonoforéza
Sonoforéza je metoda, kterda vyuziva vin ultrazvuku K tvorbé docasnych

mikroskopickych vodnich kanalkti v kizi. Kjejich tvorbé dochazi diky redukci hustoty
intercelularnich lipidd. Pdsobenim ultrazvuku o optimalni frekvenci 20-25kHz (tedy nizké
frekvenci) dochézi k otevieni intercelularnich cest a to umoziluje penetraci substanci o vysoké

molekulové hmotnosti. Mechanismus G¢inku ultrazvuku spo¢iva v kombinaci nékolika efektt,
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jako je kavitace, mikromechanické a termické ucinky. Pouziti sonoforézy je bezpecné a dalsi
vyhodou je moZnost kombinovat sonoforézu s iontoforézou, ¢imz se efekt nasobné zvysuje.™
Pouziti sonoforézy je vyhodné diky bezbolestnému pouziti, ptfi kterém nehrozi
poskozeni kize. Muze pouze dojit k mirnému zahtati tkané. Pouziti sonoforézy naléza
uplatnéni napft. pii aplikaci inzulinu, kde je dalsi vyhodou to, Ze tuto metodu Ize kombinovat
s technikou, kterd diky senzorim monitoruje hladinu glukézy Vv organismu, a tim pacientovi

odpada nepifjemné povinnost méfeni hladiny glukozy. *°

3.3.4 Latky modifikujici transdermalni permeaci
Akceleranty transdermdlni penetrace jsou pomérné novou skupinou farmaceutickych

pomocnych latek. Slouzi k usnadnéni hluboké permeace 1€Civ pies kiizi do prilehlych tkani,
nebo k systémovému podani 1é¢iv po jejich piechodu pies kiizi do krevniho ¢i lymfatického
ob&hu. *°

Transdermani aplikace je vzhledem ke znacnym bariérovym vlastnostem neposkozené,
intaktni kiize pro vétSinu 1é€iv pomérné obtiznd. Ackoliv pokusy o jeji terapeutické vyuZiti,
napiiklad za pouziti latek lokéaln¢ drazdivych a mistné prokrvujicich, jsou znamé jiz nékolik
desitek let, teprve koncem 70. let, s nastupem poznatkli z oblasti urychlovact transdermalni
penetrace, zatal byt tento problém do znadné miry zvladnutelny. *°

V zasad¢ existuje n€kolik rozdilnych zplsobl urychleni prichodu 1éciva pies kizi.
V soucasné¢ dobé je bézné vyuziti keratoplastik (mocovina, salicylova kyselina), lokdlniho
prokrveni kiize (derivaty kyseliny nikotinové), aplikace pomoci naplasti a nepropustnych
bandazi, optimalizace koncentracniho spadu difuzibilni formy lé¢iva, malych inkluznich
utvart s obsahem lé¢iv (lipozémy, apod.) a tvorba lipofilnich soli ¢i lipofilnich proléciv.

Urychlovace, neboli akceleranty transdermalni penetrace, predstavuji dalsi alternativu.
Jejich tkolem je reverzibilné snizit bariérové vlastnosti kiize a umoznit prinik 1é¢iva pies
kazi v ptedem odhadnutelném mnoZstvi a ¢ase, coZ znamena kvalitativni posun ve srovnani
se zminénymi keratoplastiky ¢i derivancii. Proto se akceleranty penetrace brzy staly bouftlivé
se rozvijejici skupinou latek, kterd nachazi vyuziti pii tvorbé topickych a transdermalnich
1é¢ivych ptipravkll. Na jejich vlastnosti jsou kladeny vysoké naroky. Stejné jako ostatni
pomocné farmaceutické latky musi byt nedrazdivé, netoxicke, a nealergizujici a nesméji mit
vlastni farmakologickou aktivitu. Nastup jejich akcelera¢niho G¢inku by mél byt navic rychly,
po odstranéni 1écivého pripravku musi dojit k rychlé obnové bariérovych vlastnosti kize,
urychleni prestupu lé¢iva musi byt pouze jednosmérné. Idealni akcelerant pak samoziejmée

musi byt kompatibilni s 1é¢ivy a ostatnimi sou¢astmi 1é¢ivého piipravku, v neposledni fadé by
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také mél byt levny. VSechny dosud pouzivané akceleranty uvedenym pozadavkim vyhovuji
jen Gastetnd. 1°

Mechanismus ucinku akceleranti neni v soucasné dobé spolehlivé objasnén.
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o chemicky nejednotnou a velmi riznorodou skupinu latek, je
pusobeni urychlova¢ti pravdépodobné zalozeno na jejich nespecifickych interakcich se
strukturami kiize.'® Predpokladané mechanismy u&inku transdermélnich enhancerdi jsou

roox roq: 7 29
zminény v mé diplomové praci.

3.3.4.1 2,5-dimethyl isosorbid, Arlasolve DMI
Latka 2,5-dimethyl isosorbid (dale jen arlasolve) je bezbarva kapalina s jemnym

zépachem. Pii dotyku zpiisobuje pocit sucha. Tato latka nalézd své uplatnéni ve
farmaceutickém a kosmetickém primyslu jako Setrné, neskodné rozpoustédlo. Arlasolve je
misitelny s vodou, vétSinou organickych rozpoustédel a s neionogennimi tenzidy. Je pH
stabilni. Vyuziva se jako emolient kiize a jako transdermdlni enhancer. Modifikace
transdermalni penetrace spoc¢iva v penetraci Arlasolve do stratum corneum, kde zptisobi, Ze se
tato lipofilni vrstva klze stane polarnéjsi, coz je vhodné pro transdermalni aplikaci
hydrofilnich substanci. Dulezité je, ze Arlasolve neirituje ktizi. S oblibou je vyuzivan ve
formulacich transdermalnich pfipravkt, pfipravki k1écb¢é akné, v zubnich pastéach,
antiperspirantech, vitaminovych oc¢nich pfipravcich, ptipravcich proti starnuti a

, IS T
samoopalovacich prostiedcich.!” 8

Obr. 3: Struktura 2,5-dimethyl isosorbidu (arlasolvu DMI) *

H,CO 0

O OCHj
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3.3.4.2 2-(2-ethoxyethoxy)ethanol (Transcutol P)

Latka 2-(2-ethoxyethoxy)ethanol (dale jen transcutol) je permeacni enhancer, ktery
zvySuje rozpustnost latek ve stratum corneum. Jako permeacni enhancer je pouZzivan casto
vV kombinacich, napf. sazonem ¢i propylenglykolem, protoze dochazi k synergismu
jejich tcinku. ' ?°

Byl u néj objeven antiproliferativni u¢inek, a transcutol zvySuje antiproliferativni
ucinek xantinl. Z toho plyne jeho mozné pouziti v 1écbé hyperproliferativnich onemocnéni
kize.

Obsah transcutolu v topickych piipravcich s cyklosporinem A (k 1é¢b¢ autoimunitnich
chorob) zptusobuje vznik depozit tohoto imunosupresiva ve stratum corneum a jeho prunik do
hlubsich vrstev kiize.

Transcutol je téz vyuzivan v perordlnich formulacich s cyklosporinem A, kde slouzi

jako kotenzid. ® Tento enhancer nachazi i dalsi uplatnéni v peroralnich formulacich s 1é¢ivy

$patné rozpustnymi ve vodg, kde zvysuje jejich biologickou dostupnost. 24

Obr. 4: Struktura 2-(2-ethoxyethoxy)ethanolu (transcutolu)®

3.4 Cyklosporin A

Cyklosporin je polypeptid vyuzivany pii transplantaci organt, v terapii autoimunitnich

chorob, v dermatologii k 16¢bé psoriazy a atopické dermatitidy a také v oftalmologii.
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3.4.1 Imunosupresiva

3.4.1.1 Imunitni systém
Jako imunitni systém je oznaCovan systém, ktery ochranuje hostitele pifed poskozenim

patogeny, a tim brani vzniku nemoci. Pii jeho optimalni funkci dochazi k eliminaci patogend,
a pritom schopnost rozeznat vlastni antigeny zistdva zachovéana. Ochrana pted infekci
a nemoci je uskute¢fiovana dvéma hlavnimi slozkami- vrozenymi a adaptivnimi (ziskanymi)
slozkami. Je-li vrozena imunitni odpovéd’ k piekonani infekce nedostatecna, mobilizuje se
adaptivni imunitni systém. Adaptivni imunitni systém ma fadu rozpoznavacich charakteristik,
které prispivaji k uspéSnému vylouceni patogent. Patii k nim schopnost: (1) reagovat na
rozli¢né antigeny, na kazdy specifickym zptisobem; (2) rozliSit mezi cizimi, ,,nevlastnimi*
antigeny a ,,vlastnimi* antigeny hostitele; a (3) pamatovat si antigeny, se kterymi se setkal
diive, a pfi opakovani kontaktu s nimi tak zajistit i€innou specifickou odpovéd’. Adaptivni
odpovéd’ vrcholi tvorbou protilatek, které jsou efektory humorédlni imunity, a aktivaci
lymfocytl, jez jsou efektorovymi buiikami imunity zprostfedkované. Pro vznik specifické
imunity je nutnd ucast antigennich bunck, jako jsou makrofagy, dendritické bunky,
Langerhansovy buiiky a B-lymfocyty. Tyto buiiky hraji zakladni lohu v imunitni odpovédi;
rozruSuji antigen, vzniklé odvozené peptidy se vazou na receptory T-bunék, které maji vztah
sI. a II. tfidou proteint hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC). Aktivace
T-lymfocytd je zavisla na spolupraci ostatnich spolustimulujicich molekul rozpoznavajicich
receptory na antigennich buikéach. Kromé rozpoznani antigenu je pro aktivaci lymfocytl

nutnd i stimulace pomoci cytokinﬁ.26

3.4.1.2 Makrolidova imunosupresiva

Cilem terapie imunosupresivy je potlacit nezaddouci imunitni odpoveéd’. Hlavni indikaci
pro imunosupresi je 1écba autoimunitnich nemoci, prevence Rh hemolytické nemoci
novorozencll a organova transplantace. K tomu, aby bylo mozné transplantovat tkan
Z jednoho jedince na druhého, je nezbytné potlacit normalni imunitni odpovéd’ piijemce, a tim
zabrénit rejekei, Gili vypuzeni ,,cizi“ tkang.

Sirsimu pouziti imunosupresivnich latek brani fada omezeni. Jednim z nich je zvysené
riziko infekci vSech typd (nejen obvyklych bakteridlnich, virovych a mykotickych

onemocnéni, ale i pomérn€ neobvyklych, vzacné se vyskytujicich infekci). Dal§im omezenim
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obecného pouziti téchto latek je zvySené riziko vzniku lymfomt a ptibuznych malignit, které
byly po transplantaci zjistény. 2°

Do klinické praxe se dostalo jiz n€kolik preparati biologického ptuvodu, které se
uplatiiuji plisobenim na nitrobunééné molekuly nékterych imunokompetentnich bunék -
imunofyliny. Jejich prostfednictvim je mozno pomérné selektivné ovlivnit funkci hlavné
lymfocytl T, v mensi mife i nékterych dalsich bunék- lymfocyti B, monocytl, granulocytti.
Jako prvni se do praxe dostal cyklosporin A - ptipravek izolovany z houby Tolypocladium
inflatum. Nové se dostavaji do praxe takrolimus izolovany z houby Streptomyces
tsukubaensis a pimekrolimus ze Streptomyces ascomyceticus. V experimentech se pouziva k
imunosupresi v trasplantologii i sirolimus (rapamycin). %/

Takrolimus je vysoce uU¢inné imunosupresivum. Uplatiiuje se imunosupresivné
podobné jako cyklosporin A tak, Zze potlacuji produkci interleukinu IL-2 a blokuji rozvoj
zanétlivé imunitni reakce. Protoze ma takrolimus mnohem mensi molekulu, ma mnohem vétsi
potencial pro lokalni primik. ” U takrolimu je oproti cyklosporinu A redukovéan neptiznivy

efekt na spektrum lipidii v organismu, renalni funkci a na rozvoj hypertenze. %

3.4.2 Cyklosporin- aktualizované informace
Souhrnné informace o cyklosporinu lze najit v mé diplomové praci. ® Zde se snazim

shrnout zajimavé informace, které byly nové o cyklosporinu publikovany.

O cyklosporinu bylo zjisténo, ze pti kratkodobé aplikaci jeho nizkych davek dochazi
k zastave rastu bun€k, pii dlouhodobém podavani jeho vysokych davek jiz nastava apoptdza
a dochazi k nekroze bungk. 2

Cyklosporin je substratem cytochromu P450 a P-glykoproteinu, coz vede k Castym
interakcim, naptiklad i s potravou. Pro zajimavost 1ze uvést grapefruitovy dzus, ktery zvysuje
biologickou dostupnost cyklosporinu a tim i jeho hladinu v organismu. %0

Pti transplantacich srdce byl objeven srovnatelny vliv nizkych davek cyklosporinu
s t¢inkem derivatu vitaminu E- o-tocopheryl polyethylene glycol-100 succinate, ktery
predstavuje zajimavou latku v transplanta¢ni medicing. **

Cyklosporin je sice vyznamnym imunosupresivem, ale 1é¢ba cyklosporinem s sebou
pfinasi fadu nezadoucich ucinki, z nichZ nejcastéjSi a nejzadvaznéjsi je nefrotoxicita. Tento
nezadouci ucinek se snazi védei nejrizngjSimi zpusoby redukovat. Vhodna se jevi kombinace
cyklosporinu s a-lipoovou kyselinou, ktera pusobi antioxidacn€. Tim je redukovan oxidacni
stres zpuisobeny cyklosporinem a tim i nefrotoxicita. ** Daldi mozZnosti sniZeni tohoto

nezadouciho ucinku je kombinace cyklosporinu s propionylkarnitinem. Tato latka redukuje
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peroxidaci lipidii a opét 1 nefrotoxicitu.®® Jako slibné se jevi pouziti kombinace kyseliny
mykofenolové s agonistou receptoru pro sfingosin-1-fosfat. Tato terapie s sebou nese nizsi
riziko nefrotoxixity a vaskulopatii, které jsou pii 16¢bé& cyklosporinem b&zné. **

Zajimavou moznosti pro o¢ni aplikaci cyklosporinu se zda byt pouziti nanoc¢astic
s cyklosporinem. Nanocastice jsou tvofeny z modifikovaného chitosanu, konkrétné chitosanu,

na jehoZ 100 anhydroglukosaminovych jednotek piipada 1,7-4,7 cholesterolovych skupin. *
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité pristroje

Analytické vahy

Davkovaci ventil D
Dévkovaci ventil Rheodyne model 7125
Digitalni pH-metr BT 120
Digitalni vahy

Vysokotlaké cerpadlo
Lednicka s mraznickou Ardo
Liberacni zatizeni

Magnetick4d michacka MM 2A
Ultrazvukova lazen

UV-VIS detektor V4
Kolonovy termostat LCO 101

4.2 Pouzité suroviny

Acetonitril

Dimethylisosorbid (arlasolve (DMI)
Azid sodny

Bila vazelina

Cyklosporin A, (CyA)

(€.8. 14011CC0042019491)
Isopropylmyristat, (IPM)
Kyselina chlorovodikova 36%
1-methyl-2-pyrrolidon, (MP)
(€.8.294166 1289)
Propylenglykol

Transcutol

Transkarbam 12*, (T12)
Tromethamol (TRIS-pufr)

Voda ¢isténa
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Sartorius, Gottingen
Ecom, Praha

Cottati, California

Elektronické piistroje, Havlickav Brod

Kern, Albstadt
Ecom, Praha
Ardo, Italie
FaF UK, Hradec Kralové

Laboratorni pfistroje, Praha

Tesla, Vrable
Isco, Lincoln

Ecom, Praha

Sigma-Aldrich, Praha
Unichema, Bratislava
Fluka, Buchs

Kulich, Hradec Kralové
IVAX/Galena, Opava

Merk, Schuchardt
Lachema, Neratovice
Fluka, Buchs

Kulich, Hradec Kralové

Unichema, Bratislava

FaF UK, Hradec Kralové*

Sigma-Aldrich, Praha
FaF UK, Hradec Kralové



Uvedené suroviny odpovidaly jakosti podle norem stanovenych vyrobcem, resp. dodavatelem.
*Transkarbam 12 byl syntetizovan doc. PharmDr. Alexandrem Hrabalkem, CSc. na katedie

anorganické a organické chemie FaF UK v Hradci Kralové.

4.3 Testované vzorky

V in vitro permeacni studii byly jako donorové vzorky pouzity 0,15% disperze CyA
ve smési propylenglykolu s TRIS-pufrem (tromethamolem) v poméru 1:1. Tato faze méla také
dalsi vyhodu vtom, Zze je diky ni =zajisténo pH vhodné pro plsobeni enhanceru
transkarbam 12. Disperze byly zvoleny zamérné tak, aby i po pruniku ¢asti CyA kuzi byla
donorova faze neustdle nasycena léCivou latkou. Neékteré vzorky byly dale obohaceny

0 permeacni enhancery v pfedem zvolenych koncentracich.

Priprava TRIS-pufru pH 7,1 pro permeacni pokusy:

Slozeni:
TRIS pufr ( C4H11NO3 ) 24,009
azid sodny 0,029
kyselina chlorovodikova 36% g.S.
ultracista voda 975,989
Postup pripravy:

Po navazeni daného mnozstvi azidu sodného ( konzervaéni ptisada ) a TRIS-pufru se
ob¢é substance rozpusti v pfedepsaném mnozstvi ultracisté vody za pouziti magnetické
michacky.

Roztok se ponechd na magnetické michacce a pomoci kalibrovaného pH-metru
métime pH a pridavanim 36% kyseliny chlorovodikové upravime hodnotu pH na 7,1.

Pufr se uchovava v chladnicce pii 5°C a pied kazdym pouzZitim se vzdy zméii a

ptipadné upravi jeho pH.

SloZeni vzorki:

0,15% disperze cyklosporinu A ve smési propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1)
cyklosporin A 0,015¢g
smés propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1) 9,985¢
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0,15% disperze cyklosporinu A ve smési propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1)
s 1% obsahem transkarbamu 12

cyklosporin A 0,015¢g
transkarbamu 12 0,100g
smés propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1) 9,885¢

0,15% disperze cyklosporinu A ve smési propylenglykolu s TR1S-pufrem (1:1)

s 5% obsahem arlasolve DMI

cyklosporin A 0,015¢
arlasolve DMI 0,5009g
smés propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1) 9,485¢

0,15% disperze cyklosporinu A ve smési propylenglykolu s TR1S-pufrem (1:1)
s 5% obsahem methylpyrrolidonu

cyklosporin A 0,015¢g
1-methyl-2-pyrrolidon 0,500g
smé&s propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1) 9,485¢

0,15% disperze cyklosporinu A ve smési propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1)

s 5% obsahem transkutolu

cyklosporin A 0,015¢
transkutol 0,5009
smés propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1) 9,485¢

10% disperze cyklosporinu A v IPM

cyklosporin A 1,09
izopropylmyristatu 9,09
Postup pripravy:

V kédince jsem smisila CyA se smési propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1), ptipadné
také s uvedenymi enhancery. Stejné¢ jsem postupovala u 10% disperze CyA v IPM, kde se
jednalo pouze o jiné rozpoustédlo. Roztok jsem nechala michat na magnetické michacce

zahtivané na 50°C pfiblizné 30 minut.
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4.4 Biologicky material

Ve studii jsem pouzila vzorky prase¢i klize z oblasti zevni strany uSniho boltce, které
byly odpreparovany pomoci skalpelu. Dale byla ktize depilovana, ocisténa fyziologickym
roztokem a oSetfena roztokem azidu sodného. Vzorky byly zataveny do polyethylenové folie

a uchovavany v mraznicce pti -20°C.
4.5 Vybér akceptorové faze

Pro malou rozpustnost cyklosporinu A ve vodé byla zvolena jako akceptorova faze

smés propylenglykolu s TRIS-pufrem (tromethamolem) v poméru 1:1.

4.6 Usporadani permeacnich pokusi

Jednotlivé vzorky kiiZze se fixuji mezi dvé desticky z plexiskla. Obé desticky mayji
uprostied kruhovy otvor o plode pfiblizné 2 cm?®. Desticka, kterd je umisténa na vn&j$im
povrchu kiize, je siln€jsi. Do jejiho otvoru se aplikuje 0,5 ml testovaného vzorku. Je nutno
pfedem obé& desticky namazat adhezivnim silikonovym filmem, aby byly dobfe utésnény
vSechny spoje. Po naneseni vzorku se vrchni desticka piikryje krycim sklickem. K vrchni
desticce se ptipoji donorova ¢ast permeacni cely a ke spodni akceptorova ¢ast cely. Obé Casti
cely se spoji pomoci gumicek. V pokusech byly pouzity modifikované permeacni cely dle
Franze. Akceptorova ¢ast bunky se naplni akceptorovou fazi ( TRIS-pufr o pH 7,1 s obsahem
0,2% azidu sodného a propylenglykol v pomé&ru 1:1). Tato ¢ast cely se umisti do vodni 14zné,
kterd je pomoci termostatu temperovana na 37°C. Akceptorové faze je kontinudlné¢ michana
pomoci magnetickych michadel.

Pro zji$téni mnozstvi 1éCiva proslého kiizi se odebird akceptorova faze ( dale v textu,

tabulkéach a grafech znaCena P), ze které byl CyA stanovovan.

4.7 Provedeni strippingu

Pfredmétem zdjmu bylo také mnozstvi 1éCiva, jaké se deponovalo do jednotlivych
vrstev kuze. K tomuto ucelu byla pouzita metoda strippingu. Jeji konkrétni provedeni
spocivalo ve vyuziti prouzkl lepici pasky, které se nalepuji na exponovanou plochu kuze,
ktera byla pfedem odmasténa pomoci acetonu. Plocha exponované kiize byla 2cm? Lepici

paska se ptilozi ke kiizi, na ni se polozi zavazi o hmotnosti 1 kg a po 10 sekundéach se zavazi
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odstrani a lepici paska se s kiize strhne pomoci pinzety. Tato Cinnost byla opakovana u
kazdého vzorku dvacetkrat. Prvni dva prouzky lepici péasky jsme k hodnoceni nevyuzili,
protoze se na né dostanou pouze latky s povrchu kiize. Pomoci dalSich osmi lepicich pasek se
s klize odstrani ¢ast rohové vrstvy, nazyvana stratum desquamans a ¢ast stratum compactum
(v dokumentaci permeacnich pokust znacena SC). Poslednich deset prouzka lepici pasky
slouzi ke strzeni hlubsich vrstev epidermis (v dokumentaci permeacnich pokust znacena E ).
Zbyla ¢ast kozniho vzorku ptredstavovala prevazné dermis a je znaena pismenem D.

Z kazdého vzorku klze tedy byly ziskdny tii ¢asti: prvnich osm lepicich pasek bylo
pieneseno do jedné sklenéné lahvicky, dalSich deset prouzkii lepici pasky do druhé a zbytek
kize znaCeny pismenem D byl umistén do tfeti lahvicky. Do kazdé lahvicky bylo
pridano 10,0 ml smési acetonitrilu a ultradisté vody v poméru 3:1. Po tficeti minutach byly
lepici pasky pomoci pinzety vyjmuty, aby se z pasek nevyluhovaly latky, které by nasledné
rusily stanoveni CyA. Vzorek dermis byl ve vyluhovaci smési ponechan, protoze riziko

vyluhovani rusivych latek nehrozilo.

4.8 Stanoveni cyklosporinu A
Pro stanoveni CyA byla vyuzita vysokoucinna kapalinova chromatografie s témito

parametry:

Detekce: spektrofotometricka pii 220 nm

Kolona: LiChroCART®, s naplni Purospher® STAR RP-18 o velikosti ¢astic Sum
Predkolona: LiChroCART® ( Merck) o praiméru 4nm

Mobilni faze: acetonitril - 0,04M KH,PO4 Vv poméru 3:1

Pratok: 1,5ml/min.

Tlak: 5,8 MPa

Teplota: 70°C

Objem nanaseného vzorku: 200ul (davkovaci smycka)

Pted pouzitim kazdé nové mobilni faze bylo nutno provést odplynéni na ultrazvukové

lazni po dobu 10 minut.

Kalibrace
Pro stanoveni CyA z akceptorové faze ¢i z vyluhii ziskanych po strippingu byla

pfipravena fada kalibra¢nich roztoki a nésledné promeétena kalibra¢ni kiivka.
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Priprava kalibracnich roztoku.:

Zakladni roztok CyA byl pfipraven navazenim 10,0 mg CyA a jeho rozpusSténim ve
100 ml smési TRIS-pufru s 0,2% azidu sodného a propylenglykolu v poméru 1:1. Tim jsem
ziskala roztok CyA o koncentraci 10 mg/100ml.

Dalsi roztoky byly pfipraveny nafedénim zdkladniho roztoku tak, aby jejich
koncentrace byla 5; 2,5; 1a 0,5 mg/100 ml.

Kazdy roztok dané koncentrace byl stanovovan pomoci HPLC Skrat. Z vysledki byla
pomoci linedrni regrese sestrojena kalibra¢ni pfimka.

Byla ziskana rovnice kalibra¢ni kfivky v linearnim tvaru :

AUC =2973.c
kde: AUC ..., plocha pod kiivkou piku CyA
Gttt koncentrace CyA (mg/100ml)

Ptislusny korela¢ni koeficient R lineérni regrese ¢inil: R = 0,9994
4.9 Zpracovani udaju z permeacnich méreni

Data ziskana pfi stanoveni CyA pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
z akceptorové faze a zjednotlivych kompartmenti kiize byla pfepoctena pomoci rovnice
kalibracni kiivky na koncentraci ¢ ( mg/100ml ). Tyto ¢iselné udaje byly dale piepocteny na
mnozstvi Q (ug/10ml), které bylo obsazeno v 10,0 ml extrakéni smési acetonitrilu
S ultracistou vodou v poméru 3:1. ProtoZe bylo stanoveni kazdého vzorku provadéno ttikrat,
byly jednotlivé hodnoty Q piepocteny na pfislusné priméry a tyto primérné hodnoty byly
pfepocteny na relativni procenta. Soucet pramértu Q (ug/10ml) ze stratum desquamans a casti
stratum compactum (SC), hlubsich vrstev epidermis (E), dermalniho kompartmentu (D)
a akceptorové faze (P) jednotlivych vzorkil ¢inil 100 procent. VSechny tyto hodnoty jsou
shrunuty v podobé tabulek v ¢asti 5. Vysledky Hodnoty relativnich procent byly pro
znazornéni distribuce CyA v pfisluSnych koznich etazich vyuzity k sestaveni grafu, které jsou

prezentovany v ¢asti 6. Diskuse.
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5. VYSLEDKY

Tab. 5. 1: Procentualni distribuce CyA praseci kazi po 12 hodinové penetraci z 0,15%
disperze cyklosporinu A ve smési propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1), bez enhanceru

SC E D P

vzorek ¢.1 43 18 34 4,0

vzorek ¢. 2 28 15 57 0,0

vzorek ¢. 3 13 16 70 1,2

primér 28,0 16,3 53,7 1,7
SEM 15 2 18 2

Tab. 5. 2: Procentualni distribuce CyA praseci ktizi po 12 hodinové penetraci z 0,15%
disperze cyklosporinu A ve smési propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1) s obsahem 1 % T12

sC E D P
vzorek ¢.1 30 4 29 36,0
vzorek ¢. 2 12 6 71 12,0
vzorek ¢. 3 10 8 80 2,0
priamér 11,0 7,0 75,5 7,0
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Tab. 5. 3: Procentualni distribuce CyA praseci kiizi po 12 hodinové penetraci z 0,15%

disperze cyklosporinu A ve smési propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1) s obsahem

5% A-DMI
sc E D P
vzorek ¢.1 15 5 55 25,0
vzorek €. 2 6 14 63 8,0
vzorek ¢. 3 4 4 75 17,0
Pramér 8,3 7,7 64,3 16,7
SEM 59 55 10,1 8,5

Tab. 5. 4: Procentualni distribuce CyA praseci kazi po 12 hodinové penetraci z 0,15%
disperze cyklosporinu A ve smési propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1) s obsahem 5 % MP

SC E D P
vzorek ¢.1 6 59 29 6,0
vzorek €. 2 11 11 75 1,4
vzorek ¢. 3 9 33 57 1,0
Pramér 8,7 34,3 53,7 2,8
SEM 2,5 24,0 23,2 2,8
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Tab. 5.5: Procentualni distribuce CyA praseci kizi po 12 hodinové penetraci z 0,15%
disperze cyklosporinu A ve smési propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1) s obsahem 5 % TL

SC E D P
vzorek ¢.1 22 6 58 14,0
vzorek ¢. 2 9 17 72 2,0
vzorek ¢é. 3 11 12 77 0,4
Pramér 14,0 11,7 69,0 55
SEM 7,0 55 9,8 7,4

Tab. 5. 6: Porovnani hodnot Q CyA (ug/10ml) v pfipadé hydrofilni a lipofilni donorové faze

vzorky SC D
hydrofilni | lipofilni hydroﬁln'i lipofilni hydroﬁln’i lipofilni hydroﬁln’i lipofilni
i . | donorova donorova donorova
d0n9rova don?rova donorova donorova donorova
faze faze faze faze faze faze faze faze
bez
65,0 121,0 46,0 67,0 169,0 288,0 3,7 3,0
enhanceru
$1% T12 63,5 387,7 52,0 93,3 510,5 899,7 17,5 3,7
s 5% MP 18,7 306,3 60,7 143,3 124,0 600,7 3,7 8,7
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Tab. 5. 7: Procentualni distribuce CyA praseci kizi po zvolenych Casovych intervalech
z 10% disperze cyklosporinu A v IPM, bez enhanceru

dél!(a casového
(hociny) sc € D P
4,5 30,7 17,7 52,0 0,3
12,0 26,0 12,3 61,0 0,8
15,0 15,0 11,5 73,0 0,8
18,0 23,0 12,0 65,3 0,2
24,0 21,7 15,7 62,7 0,1
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6. DISKUSE

Stanoveni CyA v akceptorové fazi permeacnich pokust bylo dobie proveditelné. Pii
strippingu jsem vyuzila lepici pasku Scotch® firmy 3M, se kterou jsem méla dobré zkusenosti
permeacnich cel. Naméfené tudaje jsou v souhrnné podobé tabelarné¢ uvedeny v Casti
5.Vysledky. Pro potieby diskuse budou postupné prezentovany v ndzornéjsi grafické podobg.
Pomérné rozlozeni CyA v jednotlivych etazich kize tak ukazuji grafy 6.1 az 6.5.

Z grafu 6.1 je patrné, ze po 12 hodinové expozici donorovym vzorkem zistala vice
jak jedna ¢tvrtina CyA zachycena v SC, tedy v odlupujici se ¢asti rohové vrstvy klize. Mensi
dil zistal zachycen Vv epidermdlnim kompartmentu E a vice jak polovina pronikla do dermis
(D). V akceptorové kapaliné pod kizi byla nalezena piiblizné 2% z celkové absorbovaného

mnozstvi 1éGiva.

Graf 6.1: Procentualni distribuce CyA prase¢i kizi po 12 hodinové penetraci z 0,15%
disperze cyklosporinu A ve smési propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1), bez enhanceru

80.0
60,0 |
% 400 -

20,0

oSCmEODOP

V grafu 6.2 vidime, ze mnozstvi CyA zachycené v SC a E je zna¢né mensi oproti
piedchozimu grafu. Pfidavek enhanceru T12 jasné€ zvysil priunik CyA do dermis, konkrétné se
vV dermalni vrstvé nachazelo vice jak 75% CyA. Obsah CyA v D kompartmentu byl v ramci
provedené studie nejvyssi. Pfidavek transkarbamu 12 také zvysil prunik CyA do akceptorové

faze.
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Graf 6.2: Procentualni distribuce CyA prase¢i k@zi po 12 hodinové penetraci z 0,15%
disperze cyklosporinu A ve smési propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1) s obsahem 1 % T12

100,0
80,0 A T

60,0 -

%

40,0 A
20,0 -

0.0 [ e ——

OoSsCEEODOP

Z grafu 6.3 je opét patrné, ze piidavek enhanceru, v tomto ptipadé arlasolve DMI,
zvysil prinik CyA do dermalni vrstvy. Oproti enhanceru transkarbamu vsak navic zvySuje i
prinik CyA do akceptorové faze. Do kompartmentu P proniklo témér 17% CyA, coz je

V ramci této studie nejvyssi hodnota.

Graf 6.3: Procentualni distribuce CyA prase¢i kizi po 12 hodinové penetraci z 0,15%
disperze cyklosporinu A ve smési propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1) s obsahem 5% A-
DMI
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Graf 6.4 zachycuje vysledky permeacénich pokust po aplikaci vzorku s piidavkem

enhanceru methylpyrrolidonu. Methylpyrrolidon zvysuje prinik CyA do epidermalniho
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a dermalniho kompartmentu.V kompartmentu E byla nalezena tietina mnozstvi CyA
a v kompartmentu D vice jak polovina mnozstvi tohoto 1é¢iva. Methylpyrrolidon v tomto

ptipadé€ nijak vyrazn¢ prinik do akceptorové faze nezvysil.

Graf 6.4: Procentualni distribuce CyA prase¢i k@zi po 12 hodinové penetraci z 0,15%
disperze cyklosporinu A ve smési propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1) s obsahem 5 % MP
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V grafu 6.5 vidime podobné rozloZzeni CyA jako je tomu v grafu 6.3. VIiv enhancert

transcutolu a arlasolve DMI na distribuci CyA kiZzi je tedy v zasad€ podobny .

Graf 6.5: Procentualni distribuce CyA prase¢i kidzi po 12 hodinové penetraci z 0,15%
disperze cyklosporinu A ve smési propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1) s obsahem 5 % TL
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Zameétime-li se nyni na ziskané vysledky z jiného pohledu, a to na rozloZeni efektu

enhancerti viiéi CyA podle jednotlivych etdzi, jsou ziejma dals$i zajimava srovnani, jak je
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prezentuje kombinovany graf 6. V odlupujici se rohové ¢asti zustava zachyceno nejvice CyA
u vzorkll bez enhanceri. U vzorkl s piidavkem enhanceri se mnozstvi zachycené

v kompartmentu SC pfili$ nelisi a pohybuje se v rozmezi §-14%.

Graf 6: Procentualni distribuce CyA do stratum corneum (SC), epidermis (E), dermis (D) a
akceptorové faze (P) po 12 hodinové permeaci z0,15% disperze CyA ve smési
propylenglykolu s TRIS-pufrem (1:1) bez enhanceru, sobsahem 1% transkarbamu 12,
s obsahem 5% transcutolu, obsahem 5% methylpyrrolidonu (MP), nebo s obsahem 5%
arlasolve.
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S 15 S 20 A
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5 - —l 10 _

: : [ ]
O bezenhanceru Mtranskarbam O transcutol B bezenhanceru B transkarbam O transcutol
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D P

80 20
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S 40 810 1

N ) I
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O hbezenhanceru B transkarbam O transcutol O bezenhanceru Etranskarbam Otranscutol
OMP B arlasolve OMP M arlasolve

V epidermélnim kompartmentu ztstava zachyceno nejvice CyA u vzorkt s piidavkem
methylpyrrolidonu. Tento enhancer pravdépodobné piednostné zplisobuje tvorbu depa CyA
v kompartmentu E, protoze mnozstvi CyA v dermalnim kompartmentu u tohoto vzorku je
totozné jako u vzorku bez enhanceru.

Jako prakticky velice zajimava se jevi tvorba depa CyA v dermis, odkud by se

v redlnych situacich mohl CyA postupné uvoliovat do lymfatického systému. Lymfaticky
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systém by pak zajistil distribuci cyklosporinu v organismu. Z grafu 6 vyplyva, ze se depo
tvotilo hlavné v kompartmentu D a velikost depa se pohybovala mezi 50-75%.

Vysledky ziskané métenim proniknuvsiho CyA az do kompartmentu P je nutné chapat
jako orienta¢ni vzhledem k jejich vysoké variabilité. Umoznuji konstatovat bezpecné jen
tolik, ze CyA pronikal ve vSech pfipadech celym profilem kiize a to ze vSech donorovych
vzorkd.

Pokud bychom porovnali vysledky priniku z donorovych vzorki, které neobsahovaly
enhancer, s vysledky vzorkt obsahujicich enhancer, pak je zfejmé, Ze procentudlné nejmensi
byla tvorba dermalniho depa u vzorkii bez enhanceru a u vzorku s piidavkem
methylpyrrolidonu. Z permeacnich enhanceri se pro tvorbu depa zda byt nejlep$Sim
transkarbam 12 (75,5%), dale pak transcutol (69,0%) a arlasolve DMI (64,3%).

Co se tyce stanoveni cyklosporinu v akceptorové fazi, bylo zji$téno, Ze vSechny
testované enhancery zvySuji prinik cyklosporinu pies kiizi, nejvice arlasolve DMI (16,7%).

Vzhledem Kk tomu, Ze jsem se pfi své diplomové praci zabyvala transdermalni in vitro
permeaci cyklosporinu z lipofilniho prostfedi, konkrétné¢ z izopropylmyristatu, zajimalo mé
porovnani vysledkti hodnot Q (png/10ml) cyklosporinu pii pouziti lipofilni a hydrofilni
donorové faze. Mohla jsem tak porovnat vzorky bez enhanceru, vzorky s piidavkem 1%

transkarbamu a vzorky s 5% obsahem methylpyrrolidonu. Porovnani ukazuje graf 6.6.

Graf 6.6 Porovnani hodnot proniknuvsich kvant CyA Q (ng/10ml) v piipadé hydrofilni a
lipofilni donorove faze

a) vzorky bez enhanceru

300 W
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Q 150
100
50 -
0 d

lipofilni
hydrofilni

SC.EDP
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b) vzorky s 1% piidavkem T12
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c) vzorky s 5% ptidavkem MP
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hydrofilni

SC,E.D,P

Z grafi 6.6 a) az C) je patrné, ze pii pouziti lipofilni donorové faze je mnozstvi
cyklosporinu, které se deponuje do jednotlivych vrstev kiize mnohem vyss§i nez pfi pouziti
donorové faze hydrofilni. Mnozstvi CyA, které proniklo do kompartmentu P u vzorku bez
enhanceru a u vzorku s 1% ptidavkem transkarbamu 12 je naopak vyssi v pfipadé hydrofilni
donorové faze. Pro dals$i pokusy bych doporucdila vyuziti lipofilni donorové faze vzhledem

ktomu, ze je zajimava hlavné tvorba depa v dermis, odkud by se CyA uvolioval do
lymfatického systému.
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Graf 6.7: Distribuce CyA praseci kiizi po zvolenych ¢asovych intervalech z 10% disperze
cyklosporinu A v IPM, bez enhanceru.
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Vyse uvedené pokusy byly hodnoceny po 12 hodinovém intervalu od poc¢atku aplikace
donorovych vzorkil. Zajimalo mé¢, zda a jakym zpiisobem ovliviiuje doba expozice (penetrace

a permeace) vysledky analogickych strippingovych a penetracnich pokusu. V grafu 6.7 je
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zachycena distribuce CyA prase¢i kazi po intervalech 4,5; 12; 15; 18 a 24 hodin z
10% disperze cyklosporinu A v IPM bez enhanceru.
Z grafu 6.7 se jevi vyhodna délka penetracnich pokust na urovni 15 hodin. Po této

dobe¢ se jiz velikost depa ani mnozstvi CyA v kompartmentu P nezvysuje.
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7. ZAVERY

1. Cyklosporin A z testovanych vzorkl za danych pokusnych podminek kizi pronika,

pficemz permeuje na trovni spolehlivé analyticky méftitelnych hodnot.

2. Vliv testovanych permeacnich enhancerti na priunik CyA do kuze a na tvorbu jeho

depa v kizi je znacny.

3. Zhodnocenych permeacnich enhancerti se pro tvorbu depa zda byt nejucinnéjSim

transkarbam 12, dale transcutol a arlasolve DMI.

4. Vsechny pouzit¢é enhancery, konkrétné¢ dimethylisosorbid (arlasolve DMI),
transkarbam 12, methylpyrrolidon i a 2-(2-ethoxyethoxy)ethanol (transcutol) zvysily
prinik cyklosporinu kazi ze smési propylenglykolu s tromethamolovym pufrem pH

7,1 (1:1) jako hydrofilniho vehikula.

5. Pro transdermdlni in vitro permeacni pokusy CyA se jevi jako vhodngjsi lipofilni

donorova faze.

6. Jako idealni délka aplikace donorovych vzorkii v permeaénich pokusech se jevi doba

15 hodin.
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8. SOUHRN

Teoreticka ¢ast podava strucny piehled informaci o anatomii, fyziologii a funkci ktize,
transdermalnich 1ékovych forméach a moznostech zvySeni transdermalni absorpce 1éCiv.
Hlavni kapitola tykajici se cyklosporinu zahrnuje aktualizované informace publikované

0 cyklosporinu, poznatky o imunitnim systému ¢lovéka a 0 imunosupresivech.

Experimentalni Cast piinasi vysledky in vitro permeacnich pokust na praseci kazi.
Donorova i akceptorova faze byla u vétsiny pokusi tvotena propylenglykolem a TRIS-pufrem
0 pH 7,1 v poméru 1:1. Pouze v nékolika malo pokusech byla jako donorova faze pouzita
10% disperze CyA v IPM. Stanoveni permeantu bylo provadéno pomoci HPLC s UV detekci
pii 220nm.

Jako donorové vzorky byly pouzity presycené soustavy CyA bez enhanceru, dale pak
s 5% ptidavkem arlasolve DMI nebo methylpyrrolidonu ¢i transcutolu, nebo s 1%

transkarbamu 12. VSechny enhancery v pouzitych koncentracich tvorbu depa v kiizi zvySuji,

v

Pro transdermélni in vitro permeacni pokusy CyA se zd4 byt vhodnéjsi lipofilni

donorova faze. Jako ideélni délka permeacnich pokusi se jevi doba 15 hodin.
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9. SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

A-DMI arlasolve DMI

CyA cyklosporin A

D dermis

E epidermis

MP methylpyrrolidon

P akceptorova faze

SEM smérodatna odchylka priméru
T12 transkarbam 12

TL transcutol

SC stratum corneum
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