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ABSTRAKT

Acyklické nukleosidfosfonaty (ANP) jsou latky patfici do skupiny
Sirokospektrych antivirotik s vysokym u¢inkem na herpes-, hepadna- a retroviry.
Vykazuji také rozsahlou cytostatickou, antiparasitickou a imunomodula¢ni aktivitu.
Transdermalni aplikaci téchto latek se nabizi atraktivni a vyhodna cesta podani,
kterd je ovSem limitovana polarnim charakterem sloucenin, zejména jejich
fosfonatovou skupinou.

Cilem prace bylo studovat moznosti transdermalni i dermalni aplikace latek
ze série  2,6-diaminopurinu, konkrétné¢ (R)-PMPDAP a (S)-PMPDAP,
(S)-HPMPDAP, 8-aza-(S)-HPMPDAP, cyklického (S)-HPMPDAP a dale lipofilnich
proléciv hexadecyloxypropyl (HDP) esterti (R)-HDP-PMPDAP a
(S)-HDP-HPMPDAP. Schopnost ANP prochazet samostatné¢ kuzi je vSak velmi
nizk4d. Z tohoto divodu jsme studovali také vliv permeacniho akcelerantu
dodecylesteru kyseliny 6-(dimethylamino)hexanové (DDAK) na prostup téchto latek
pies i do kiize. Hodnoceni bylo provadéno in vitro za pouziti Franzovych difaznich
cel a vzorkt lidské kize.

Vysledky prace potvrdily, ze ANP (60 mM v 60 % propylenglykolu)
prochazeji v malém mnozstvi kazi (flux 0,53-1,40 nmol/cm?/h), kromé lipofilnich
proléciv (R)-HDP-PMPDAP a (S)-HDP-HPMPDAP, které jsme v akceptorové fazi
vibec nedetekovali. Nepozorovali jsme zadny rozdil mezi (R) a (S) enantiomery.

1 % DDAK urychluje prostup ANP kuzi 16-31krat, nema vSak vliv na permeaci
lipofilnich prolééiv esterového typu (R)-HDP-PMPDAP a (S)-HDP-HPMPDAP.

Co se tyce topického podani, nejvyssi koncentrace 1éCiv byla ve stratum
corneum, kde dosahovala mM hodnot, v epidermis a dermis byly koncentrace
Vv desitkach az stovkdch pM. | v pfipadé dermalni aplikace zvySuje permeacni
akcelerant DDAK koncentraci 1é¢iv v epidermis vice nez 5,5krat. HDP estery
dosahly pomérné vysokych koncentraci v epidermis i dermis.

Spojenim vysoce biologicky ucinnych latek a syntetického permeacniho
akcelerantu DDAK lze transdermalnim podanim dosahnout zadoucich koncentraci
lé¢iv v systémové cirkulaci. Naopak vyuziti lipofilnich proléciv je vyhodné
pro topické podani, protoze vede ke kumulaci téchto latek v kuzi bez systémové

absorpce.
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ABSTRACT

Acyclic nucleoside phosphonates (ANP) are broad-spectrum antivirals highly
effective against herpes-, retro- and hepadnaviruses. They also exhibit cytostatic,
antiparasitic, immunomodulatory activities. Their transdermal delivery offers
an attractive and advantageous route of administration, but is limited due to the polar
character of their phosphonate moiety.

The aim of this work was to study the possibility of both transdermal
and dermal application of a series of 2,6-diaminopurine derivatives including
(R)-PMPDAP and (S)-PMPDAP, (S)-HPMPDAP, (S)-8-azaHPMPDAP, cyclic
(S)-HPMPDAP and lysolipid prodrugs, i.e., hexadecyloxypropyl (HDP) esters
of (R)-HDP-PMPDAP and (S)-HDP-HPMPDAP. Ability of ANP to penetrate trough
the skin by themselves is generally very low. For this reason the influence
of permeation enhancer dodecylester of 6-(dimethylamino)hexanoic acid (DDAK)
through and into human skin was investigated. The evaluation was performed in vitro
by using Franz diffusion cells and human skin.

The results of this work confirm that ANP (60 mM in 60 % propylene glycol)
delivery through the skin is very low (flux 0.53-1.40 nmollcm?h), except
for the lysolipid prodrugs (R)-HDP-PMPDAP and (S)-HDP-HPMPDAP), which
were not detected in the acceptor phase at all. 1 % DDAK enhanced transdermal flux
of ANP through skin approximately 16-31 times. However, it did not have
any influenceon the flux of the lysolipid prodrugs (R)-HDP-PMPDAP
and (S)-HDP-HPMPDAP. There was no statistically significant difference between
(R)-PMPDAP and (S)-PMPDAP isomers.

Concerning the topical aplication, maximal skin concentrations reached mM
values in the stratum corneum. Epidermal and dermal concentrations reached values
of ten up to hundred pM. Also in the case of topical administration, DDAK increased
the concentration of drugs in epidermis up to 5.5 times. HDP esters reached
relatively high concentrations both in epidermis and dermis.

By a combination of highly effective antiviral compounds with synthetic
permeation enhancer DDAK, desirable drug concentrations inthe systemic
circulation can be successfully obtained by transdermal delivery. On the other hand,
usage of lysolipid prodrugs can be advantageous for the topical administration
of antivirals, because it leads to their skin accumulation without systemic absorption.
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1. UVOD A CiL PRACE

Acyklické nukleosidfosfonaty (ANP) jsou latky wvyvinuté v laboratofi
Prof. Antonina Holého. Jedna se o analoga piirozenych nukleotidi, ktera jsou
chemicky velmi stabilni a funguji na principu antimetabolitu. Zminéné acyklické
analogy nukleosidli vykazuji Sirokou biologickou aktivitu. Maji zejména antivirovy,
cytostaticky,  antiparazitilni a imunomodulaéni  u¢inek.' Mezi nové ANP
s vyhodnymi vlastnostmi patii také latky ze skupiny 2,6-diaminopurinu,
které vykazuji aktivitu mimo jiné na Poxvirus, Bacillus anthracis nebo Bordetellu
pertusis.

Transdermalni podani latek nabizi Siroky potencial pro aplikaci latek
pies kizi. Nejenze se vysoce zvySuje pacientova compliance, ale také se snizuje
incidence  systémovych nezadoucich Géinkd, Ié¢iva udrzuji stabilngjsi plazmatické
koncentrace a také se snadno aplikuji. °* ANP oviem samostatnd kiZi piechazeji

Cilem této prace bylo studovat moznosti jak transdermalni, tak i dermalni
aplikace ANP ze skupiny 2,6-diaminopurinu a zaroven urcit vliv dodecylesteru
kyseliny 6-dimethylaminohexanové (DDAK), tedy slouceniny, ktera se fadi
mezi akceleranty transdermalni permeace, coz jsou latky zvySujici flux (tok)
ostatnich latek kuzi.

Seznam studovanych latek ze skupiny 2,6-diaminopurinu v této praci:

e Latka ¢. 1. (R)-PMPDAP
(R)-9-(2-Fosfonomethoxypropyl)-2,6-diaminopurin

e Latka ¢. 2. (S)-PMPDAP
(S)-9-(2-Fosfonomethoxypropyl)-2,6-diaminopurin

e Latka ¢. 3. HDP-(R)-PMPDAP
Hexadecyloxypropyl ester
(R)-9-(2-fosfonomethoxypropyl)-2,6-diaminopurinu

e Latka ¢. 4. (S)-HPMPDAP
9-(S)-[3-Hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]-2,6-diaminopurin

e Latka ¢. 5. Cyclic (S)-HPMPDAP
Cyklicka forma
9-(S)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]-2,6-diaminopurinu
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Latka &. 6. HDP-(S)-HPMPDAP

Hexadecyloxypropyl ester
9-(S)-[3-Hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]-2,6-diaminopurin-
-sodna sl

Latka &. 7. 8-aza-(S)-HPMPDAP
8-Aza-9-{(S)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl] }-2,6-
-diaminopurin

10
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Stavba kiize

Nejvétsi a velmi pozoruhodnou ¢asti lidského téla je klze. Jednd se
0 unikatn¢ zorganizovany organ, ktery regulaci teploty a vodni ztraty umoznil
suchozemsky Zivot. > Celkova plocha kize u dosp&lého ¢lovéka je 1,5-2 m? a celkova
hmotnost je v praiméru 18-20 kg. °
Mezi zékladni funkce kaze patii:
 zabranit ztratam vody
* ochrana pfed fyzikalnim a chemickym poskozenim, pied alergeny
* smyslova
* termoregulaéni
» exkreéni (maz, pot)
* resorpéni
+ estetickd a socidlné-komunikacéni
«  barva kize.
Kuze (cutis, dermis) je sloZena ze tfi hlavnich vrstev - pokozky (epidermis),
Skary (dermis, corium) a podkozniho vaziva (hypodermis, tela subcutanea).
Epidermis histologicky sestava ze &tyf vrstev — stratum basale, spinosum,
granulosum a stratum corneum (SC), ktera je pro bariérové funkce kuze
rozhodujici. ® Nékdy se jesté uvadi vrstva stratum lucidum, lezici t&sné pod SC.

Stratum basale (cylindricum, germinativum) — zde probiha buné¢né déleni a vznik

novych bundk, obsahuje typické organely jako mitochondrie a ribozomy. °

Stratum spinosum — v této vrstvé se bunky (keratinocyty) ve 2-6 vrstvach smérem

k povrchu oplostuji do tvaru kolmého na fezu, spojeny jsou desmozomy. ’

Stratum granulosum — tvoii ji pfiblizné 3 vrstvy bunék, ve kterych se vytvaii

prekurzor keratinu, z této vrstvy bufiky migruji smérem k povrchu, diferencuji

se a nasledné podléhaji bunééné smrti. ’

Stratum corneum (SC) — je slozeno z bezjadernych odumielych keratinocytt
(korneocyttl) sestavenych v 15-25 vrstvach ’, jde o kone&ny produkt kozni

diferenciace. °

11
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Bunky jednotlivych vrstev klize prochazeji neustalou diferenciaci, uklada
se do nich keratin a migruji ze spodnich vrstev kize smérem k povrchu. Typicky trva
pfeména dcetinych bunék stratum basale na butiky stratum corneum 14 dni a stejnou
dobu trva obnova stratum corneum. ° Cely proces se nazyva keratinizace neboli
rohovaténi. Jejim vysledkem je tvorba kozni bariéry - stratum corneum.

Dermis, ktera je tvofena fibroblasty a extracelularni matrix je bohaté
zasobena kapildrami. * Tloustka dermis je p¥iblizng 3-5 mm. Jeji krevni zasobeni
je nezbytné pro udrzeni a regulaci télesné teploty. Dale obsahuje nervova zakonceni,
tukové bunky, lymfatické zladzy, aromatické bunky, mazové a potni zlazy,
Langerhansovy buiiky a také vlasové folikuly. °

Mezi skarou a podkozim neni ostra hranice. Hypodermis je tvofena vazivem,
obsahuje rizné velké mnozstvi tukovych buné¢k, dal§i cévni a nervové pletené.
Vyznam podkozi, jako bariéry =z hlediska priniku chemickych latek,
je zanedbatelny. ® Podkozni vazivo obsahuje husté vazivové pruhy, jejichz tkolem

je spojit kiizi s periostem.

Epidermis —~_

Dermis —/

Céva

\ Nerv

: Pojivova

Vacek SR tkan
Tuk” TN Potnf 2laza

Obr. 1. Stavba kuize.
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2.2. Kozni bariéra

Bariérova funkce lidské kuze siln€¢ zdvisi na nejsvrchnéjsi  vrstveé
kiaze - stratum corneum (SC). SC je slozeno ze 75-80 % proteiny, 5-15 % tvoii lipidy
a zbylou &ast dalsi organické sloudeniny. * Proteinové &ast je zastoupena predevsim
v korneocytech, které jsou obklopeny vysoce organizovanou lipidovou matrix.
Mezibunécna lipidova matrix je povazovana za vlastni kozni bariéru. 10

Samostna struktura stratum corneum nadm miize pfipominat postavenou zed'.
Toto uskupeni je ¢asto nazyvano ,cihly a malta“. ** | Cihly*“ (korneocyty) jsou
zékladnim stavebnim prvkem rohové vrstvy kiize. Jsou vyplnény keratinem a ptesné
do sebe zapadaji. ** Charakteristikou korneocytii je jejich vysoka nerozpustnost
a velmi dobra odolnost vii&i pasobeni chemikalii. 3 ,,Maltu tvoii velmi hydrofobni
lipidy, které se spojuji do tésnych organizovanych lipidovych lamel. Tyto lipidové
lamely vypliiuji prostor mezi korneocyty a brani prostupu cizich latek pres stratum
corneum do lidského organismu. Soudrznost bunék SC je navic zajiSténa
desmozomy. 2 Toto celkové uspotfadani zajiStuje slozity prostup latek pies SC,
¢imz ptispiva k bariérové funkci kiize. 13

Pro bariérovou funkci SC ma pravdépodobné nejvétsi vyznam slozeni
mezibun&énych lipida a ptedeviim jejich vyjimeéné strukturalni usporadani. ™
ceramidy. Fakt, ze ceramidy jsou hlavni slozkou bariérovych lipidi, bylo prokazano
jiz v roce 1975. ** Jedna se o nejhydrofobngjsi lipidy v biologickych membranach
slogP 11-21. Strukturalné maji polarni hlavu a 2 hydrofobni fetézce.
Jsou tvoteny bazickymi nenasycenymi alkoholy sfingosinem, fytosfingosinem,
dihydrosfingosinem  nebo  6-hydroxysfingosinem,  které jsou acylovany
bud’ nehydroxylovanou, alfa-hydroxylovanou nebo velmi dlouhou
omega-linoleyloxy kyselinou. ® Hlavni funkci ceramidi je sniZit prostupnost kize
pro vodu a udrZovat vodni bilanci kize. *° V klinické praxi mizeme b&zné pozorovat
stavy spojené s nedostatkem ceramidii jako je atopicka dermatitida '°
nebo psoriaza. ' Sucha a starnouci kiize je taktéZ projevem nizsiho obsahu a

nedostatecné regenerace ceramidi a mize vést k exacerbaci piivodniho onemocnéni

(atopicky ekzém, psoridza). '8

14
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Cholesterol je nejvice individudlné¢ obsazeny lipid ve stratum corneum
zabirajici asi 25 % celkové lipidové hmoty. Jeho hlavni roli v epidermalni bariéte
je ziejmé poskytovat ur¢ity stupet fluidity, coZ je nezbytné pro pruznost kiize. °

Vyssi mastné kyseliny (VMK) jsou zastoupeny zhruba 10 %, nejvétsi podil
zaujimaji pfevazné nasycené kyseliny s dlouhymi fetézci (napt. kyselina lignocerova
nebo kyselina behenova). *

Nicméné i pfes zna¢né poznatky je stale diskutovano uplné lipidové slozeni
bariéry, iontové gradienty, stejné¢ tak metabolické odpovédi a skryta celularni
signalizace vedouci k opravé bariéry a udrZeni jeji homeostazy. * SC se diky
jedine¢nému slozeni lipidd naprosto vymyka jakékoliv jiné biologické bariéte.
Neposkozend, intaktni kiize je vysoce odolna vii¢i vnéjs$im vlivim a velmi nizce

propustna.

Obr. 3. Struktura ceramidu.
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2.3. Transdermadlni podani 1éCiv

Transdermalnim podanim rozumime aplikaci 1é&iva pies nebo do kize °
jak pro lokalni, tak i systémovou 16¢bu. % Jedna se o moderni zpiisob terapie.

Tato aplika¢ni cesta existuje jiz dlouhou dobu. V minulosti byla ovSem
omezena pouze na masti a krémy pro dermatologické pouziti. 2! potieba najit 1ékove
formy s kontinudlnim fizenym uvolhovanim lé¢iva s cilem zajistit dlouhodobé
vyrovnané terapeutické hladiny vedla k vyvoji transdermdlnich terapeutickych
systémil (TTS). 22 Pryni transdermalni naplast s obsahem skopolaminu Transderm
Scop pro 1é¢bu kinetoz byla schvalena Food and Drug Administration (FDA) v roce
1981. %

Postupné se zaCalo vyuzivat této aplikace ¢im dal vice a v dnes$ni dobé
se miizeme setkat s celou fadou léCivych latek podavanych ve forme naplasti. Patii
mezi né estradiol, kombinace estradiol- norethindron acetat, testosteron, klonidin,
fentanyl, bupenorfin, nitroglycerin, nikotin 2%, dale také flurbiprofen, diklofenak,

| 22, rivastigmin % a dal3i. V terapii se Gasto vyuziva néaplasti s obsahem

propranolo
nikotinu na odvykéani koufeni, naplasti s obsahem opioidnich analgetik pro 1écbu
chronické bolesti a kombinovanych hormonalnich naplasti. Ve vyvoji, nebo dokonce
jiz ve fazi klinického testovani, je celd fada novych 1éCiv — fysostigmin
nebo cytostatikum 5—fluorouracil. %
Vyhod transdermalniho podani je hned nékolik:

* zvySuje se pacientova compliance

» nedochazi k first-pass efektu v jatrech

» zvysuje se biologicka dostupnost léciva

* dochazi ke stabilizaci plazmatickych hladin lé¢iva

* snizuji se interakce a nezadouci u€inky

« snadnost aplikace a ukon&eni podavani.
Pochopitelné transdermalni podani 1é¢iv ma také své nevyhody:

» pfes koZni bariéru je schopno proniknout jen omezené mnozstvi latky

* moznost alergizace a lokéaIniho podrazdéni

* vy$si vyrobni naklady

» nepfili§ esteticky vzhled

16
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vliv individudlnich rozdila ve struktufe a hydrataci ktize, vliv koznich
onemocnéni pacientti
v ptipad¢ odlepeni néplasti nelze zarucit spolehlivost a G¢innost preparatu

zatim je v této form& dostupné jen malé mnoZstvi 1é¢ivych latek. °

Léciva, ktera dobte prostupuji kizi, spliuji nékolik kritéri:

molekulova hmostnost do 500 g/mol

logP 1-3

teplota tani do 200 °C

neionizované 1é€ivo ma vetsi schopnost permeace pies kiizi nez ionizované

5,27

omezena max. denni davka do 20 mg/den ™ “°, n¢které zdroje uvadi dokonce

terapeutickou denni davku max. 10 mg/den. *®

Existuje celkem pet moznych cest priniku (penetrace) 1é¢iva do kiize a prichodu

pies jeji struktury (permeace) do cevniho fecisté. Jedna se o cesty:

potni Zlazou
mazovou zlazou
transfolikularni
mtercelularni
transcelularni. 2°

JelikoZ kozni a mazové zlazy zaujimaji pouze 0,1 % povrchu kuze, jsou pro
b 9

transdermalni podani vétSiny latek nevyznamné. Naprostd vétSina latek prostupuje

cestou intercelularni. °
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2.4. Akceleranty transdermadlni permeace

Vétsina 1é¢iv neni schopna proniknout kizi v dostatecném mnoZzstvi,
proto se vyuziva celd tfada metod k doCasnému snizeni bariérové funkce kuze.
Spole¢né s iontoforézou, elektroporaci, ultrazvukem, mikrojehlami, nanoc¢ésticemi
a liposomy patii akceleranty transdermalni permeace do Siroké skupiny metod

usnadnujici prostup latek ptes kazi.

2.4.1. Vlastnosti akcelerantiu

Akceleranty transdermalni permeace jsou slouceniny, které usnadnuji prinik
jinych latek kuzi (permeace) nebo do kuze (penetrace). Predlohou pro syntézu
dnes$nich modernich akceleranti se stal Azone (N-dodecylazacykloheptan-2-on)
patentovany jiz v roce 1976 v USA. *® Na povahu akceleranti jsou kladeny pomérné
vysoké pozadavky.

Meély by mit nasledujici vlastnosti:
* netoxické a nedrazdivé
» samostatné neucinné, tj. bez farmakologické aktivity
* chemicky inertni
* rychly nastup ucinku
* po odstranéni se musi okamzité obnovovat bariérové vlastnosti kize
* umoznovat pouze jednosmerny prostup léciva
* snadno vyrobitelné

e levné. ?®

2.4.2. Mechanismus ucinku

Mechanismus ucinku akceleranti v soucasné¢ dob¢ neni pln¢ znam.
Nejpravdépodobnéjsi se jevi teorie nespecifickych interakci akcelerantu s lipidy
¢i bilkovinami ve SC nebo zména rozdélovacich rovnovah, kterou shrnul Barry

Jiz v roce 1987. Jde o kombinaci tii nasledujicich efekti:
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» akceleranty rozrusuji pravidélné¢ uspotradané lipidy predevsim ve stratum
corneum

* interaguji s intracelularnimi proteiny kize, predev§im s o-keratinem,
¢imz dochazi k nabobtnani bunék a lepsimu prostupu 1é¢iv

» akcelerant optimalizuje hodnotu rozdélovaciho koeficientu mezi pfipravkem
a lipidovymi membranami SC. 3
Utinnost akceleranti je testovana na lidské, poptipadé praseéi kiizi za pouziti

2
I3

Franzovych difuznich ce Vysledky se hodnoti pomoci tzv. akceleracniho poméru

(AP) - tedy pomérem fluxu 1é¢iva s akcelerantem a bez akcelerantu. Po chemické

strance jsou akceleranty neobvykle nejednotnou skupinou. 2

2.4.3. DDAK

DDAK=dodecylester kyseliny 6-dimethylaminohexanové je akcelerant
transdermalni permeace 38 ktery prokazateln¢ sniZzuje odolnost kozni bariéry. 3
DDAK vznikl kombinaci strukturalnich znakt dvou jiz znamych akcelerantu. Prvni
Cast je tvofena z ionizovatelné polarni hlavy odvozené od dodecyl esteru kyseliny
2-(dimethylamino)propanové (DDAIP) % Druhou &ast potom tvoii péetiuhlikaty
spojovaci fetézec mezi atomem dusiku a esterovym karbonylem, ktery se osvédcil

u akcelerantu Transkarbamu 12. %

Obr. 4. Struktura DDAK.

DDAK je schopno usnadnit absorpci Sirokého spektra latek a je vyrazné
(&inn&jsi, neZ piivodni akcelerant DDAIP. ¥ Akceleratni pomér DDAK je téméi 80

pro teofylin *®, 13,6 pro adefovir ¥ * %

a 43,2 pro hydrokortison. ¥ Pavodng
se predpokladalo, ze takto u€¢inna latka musi byt spojena s vysokou toxicitou. Pokusy
na prase¢i kizi ovSem prokazaly, ze DDAK je rychle metabolizovan koznimi

esterazami S poloasem rozpadu 17,2 min. Zadné toxické projevy nebyly pozorovany
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po peroralnim podani davky az 2 g/kg mySim a potkanim. Obnoveni kozni bariéry
po podani zmifiovaného akcelerantu bylo potvrzeno méfenim elektrické rezistence. >’

V souvislosti s touto praci je dilezité, ze DDAK zvysuje flux latek ze skupiny
ANP (adefoviru  ** a cPr-PMEDAP *°) kizi az o dva tady, i jejich koncentraci

v kiiZi vice neZ 6,5 krat. Nejvyssi G&innosti bylo dosaZeno u 1 % DDAK p#i pH 6. ©°
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2.5. Acyklické nukleosidfosfonaty

2.5.1. Definice
Acyklické nukleosidfosfonaty (ANP) jsou latky vyvinuté Prof. Antoninem
Holym. Jedna se o analoga ptirozenych mononukleotidi, u kterych byla cukerna

jednotka nahrazena—OCHRCH,- skupinou a fosfatova skupina fosfonatem (Obr. 5).

NH,
N7 >SN
| \
NP

\\(R
__P(O)OH),

O
Obr. 5. Piiklad struktury ANP.

Diky témto zménam jsou ANP chemicky stabiln¢jsi a odolné proti
enzymovym degradacim. Ptirozené se vyskytujici nukleosidy musi byt aktivovany
fosforylaci katalyzovanou enzymem nukleosidkindsou az do stadia trifosfatu. Tento
enzym ovSem v nékterych bunkach vykazuje snizenou aktivitu, nebo chybi Gplné
a Vv takovém ptipad¢ je 1ék netcinny. Aktivované piirozené nukleotidy dale nelze
pouzit z divodu jejich rychlé degradaci béhem transportu do bun¢k i v krevnim
reCiSti. ANP ovSem nepotiebuji tento prvni stupen fosforylace a mohou tedy pusobit
i v buiikach, kde klasick4 antivirotika selhavaji. 2

ANP funguji na principu antimetabolitu. To znamena, Ze jejich mechanismus
ucinku je vzdy spojen s ovlivnénim néjaké enzymové reakce. NejCastéji se jedna
0 inhibice reverzni transkriptazy nebo DNA-polymerazy. Nukleové baze, nukleosidy
a nukleotidy tvofi nejvyznamnéjsi skupinu antimetaboliti, ovliviiujici pouze déje
probihajici v bunkach. ANP jsou oznacovany jako tzv. druhd generace analogl
nukleosidi. Na né jiz neni kladen poZadavek maximélni podobnosti s pfirozenym
metabolitem, jako u prvni generace. Naopak molekula by méla byt schopna tvofit

&etné konformace s aktivnim centrem enzymu, aby se mohla Iépe adaptovat. **
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Jako neefektivni se jevi pfimé pouziti modifikovanych 5’-nukleotidd.
Diky jejich enzymatické nestabilit¢ by dochazelo k rychlé defosforylaci
nespecifickymi fosfomonoesterazami pfimo v krevni plazmé a vzhledem k jejich
polarité nepronikaji pfes bunéénou membranu. Z tohoto divodu doslo k vyvoji
neutralnich nukleotidovych proléciv, které se po transportu do bunék fosforyluji
na monofosfait (ANPp) a dale na difosforylované derivaty (ANPpp). Ty nasledné
uvolnuji pozadované difosfonaty pfimo do bunééné cytoplasmy, kde za reakce
S polymerazami predCasné ukoncuji rist nové DNA. Za velmi dilezité je povazovana
pritomnost atomu kysliku v blizkosti vazby atomu fosforu. *

Pro ptehlednost uvadim ptiklady celosvétové pouzivanych lé€ivych piipravki
obsahujicich ANP Prof. Holého: Duviragel® ((S)-9-(2,3-dihydroxypropyl)adenin,
DHPA), Vistide® (cidofovir), Viread® (tenofovir disoproxil fumarat), Truvada®
(tenofovir disoproxil fumarat a emtricitabin), Hepsera® (adefovir dipovoxil),
Atripla®  (tenofovir  disoproxil  fumarat, efavirenz ~a  emtricitabin),
Complera®/Eviplera® (tenofovir disoproxil fumarat, rilpivirin a emtricitabin)

a Stribild® (tenofovir disoproxil fumarat, emtricitabin, elvitegravir, cobicistat).

2.5.2. U¢inky ANP

Vsechny ANP vykazuji Sirokou biologickou aktivitu, ktera je ovSem znacné
rozdilna od klasickych nukleosidovych analogii jako je acyclovir, ganciklovir
nebo penciklovir. ** Jiz fadu let se po celém svétd ANP vyuZivaji jako protivirova
lé¢iva. V. Evropé byl v roce 1997 schvalen cidofovir ((S)-HPMPC) v podobé
1é¢ivého pripravku Vistide™ * pro 1é&bu retinitidy zpusobené cytomegalovirem
u HIV pozitivnich pacienti. ** ANP piisobi proti DNA viram, aviak in vitro nemaji

74dny efekt na RNA viry. *

Latky ptisobi na:
Papillomaviry:

* HPV (human papillomavirus) — ptivodce rtznych typa bradavic

Herpesviry:
* HSV-1 (Herpes simplex typu 1) - zptisobujici klasické rtové opary
* HSV-2 (Herpes simplex typu 2) - puvodce genitalnich oparti a molusek
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* VZV (varicella zoster virus) — virus pravych nestovic
* CMV (cytomegalovirus) — zpisobujici cytomegalovirovou retinitidu
* HHV-6 (human herpesvirus typu 6)
» EBV (virus Epsteina a Barrové) - vyvolavajici infek¢ni mononukledzu
Iridoviry:
» ASFV (African swine fever virus) - virus africké horecky prasat
Poxviry:
* MCV (molluscum contagiosum virus) — zptisobuje molusky
* Variola virus — piivodce pravych nestovic
* VVV (vaccinia virus)
Hepadnaviry:
* HBV (human hepatitidis B virus) - vyvolavajici zloutenku typu B
Retroviry:
» HIV-1,2 (human immunodeficiency syndrom) - syndrom ziskané lidské
imunodeficience typu 1 a 2
* FIV (feline immunodeficiency virus) - koc€i¢i virus ztraty imunity
» Moloney murine virus
Adenoviry: hore¢naté onemocnéni dychacich cest. 1414244
Nekteré latky maji antiparasitickou aktivitu na:
« Plasmodium falciparum — pienase¢ malarie
* Trypanosomu brucei — ptivodce spavé nemoci
« Leishmanii donovani - zpisobujici leishmaniézu. **

ANP prokazaly in vitro také silny imunomodulaéni i imunostimulaéni
ucinek. Maji schopnost zvySovat sekreci TNF-a, interleukinu-10, chemokind,
makrofagl, lymfocytl a indukovat tvorbu prostatické molekuly NO v lidskych
butikach. *° Adefovir a jeho profarmakum adefovir dipivoxil podané per os
potkantim vyrazn& snizuji otoky zpiisobené adjuvantni artritidou. **

Déle je také nutno zminit cytostaticky ucéinek ANP. Nejucinné¢jsi latkou
je v tomto ptipadé PMEG (9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]guanin), konkrétné tedy jeho
prolégivo N6-cyklopropyl PMEDAP.

Nov¢jsi typy ANP, kterymi se zabyvala také tato prace, predpokladaji vysoké
vyuziti v budoucnosti pfedev§im v boji proti bioterorismu. Cilem je naptiklad nalézt

prolé¢ivo s ucinkem proti Poxvirim vyvolavajici pravé nestovice.
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Vedouci strukturou je v tomto piipadé cyklicky (S)-HPMPDAP. Mezi nové druhy
biologickych ucinkt patii aktivita na Bacillus anthracis — vyvolavajici antrax
ataké na Bordetellu pertussis, tedy puvodce cerného kasle. V soucasné dobé

také probiha mezinarodni projekt se zaméfenim na malarii. 2

2.5.3. Testované latky

Nasleduje ptehled s podrobnymi udaji o ANP ze skupiny 2,6-diaminopurinu,
které byly testovany v této praci. ECsy (stfedni uCinnd koncentrace) vyjadiuje
koncentraci zkouSené latky majici za nasledek 50% thyn ¢i 50% snizeni rlstu

nebo ristové rychlosti ve vztahu ke kontrolnimu vzorku.
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Latka ¢. 1.
Vzorec:

Zkratka: (R)-PMPDAP

Chemicky nazev (vzdy jsou uvedeny nazvy dva, prvni je nazev bézné pouzivany
vV literatuie): (R)—9-(2-Fosfonomethoxypropyl)-2,6-diaminopurin,
(R)-[1-(2,6-diamino-9H-purin-9-yl)propan-2-ylJoxymethylfosfonova kyselina
Molekulova hmotnost (MW)=302.23 g/mol

Utinek na:

* HIV — inhibi¢ni efekt této latky na HIV replikaci byl testovan na perifernich
krevnich lymfocytech a monocytech. ECsy byla stanovena 0,01 uM pro inhibici
HIV-1/BAL-L replikace az 1-2,8 uM pro HIV-1/IIIB buiky. Bylo prokazano,
7e (R)-PMPDAP je 10-100x aktivngjsi, nez jeho S- izoforma. ¢ Konkrétni hodnoty
ECso viz Tab. 1.

« HSV-1, HSV-2, CMV, VZV, VV, HIV-1 a 2 - ECs jsou uvedeny v Tab. 1.
soucasné s porovnanim hodnot pro opticky izomer této latky (S)-PMPDAP
a s (R)-PMPA (Tenofovir)-9(R)-[2-(fosfononomethoxy)propyl]adeninem. *’

* HHV-6 — pro tuto latku byla ECso stanovena >300 uM, ¢imz vykazuje srovnatelnou
aktivitu s latkou ¢. 7. 8-aza-(S)-HPMPDAP. Nicméné pii koncentracich v téchto
fadech hovofime spiSe o inaktivit¢ vaéi viru HHV-6. (R)-PMPDAP
je totiz pfinejmensim 10x mén¢ uéinny pii porovnani s PMEA
(Adefovir)-9-2-(fosfonylmethoxyethyl)adeninem (ECs;=30+14,3 uM). *®

* FIV - (R)-PMPDAP byl testovan in vitro na FIV-infikovanych asymptomatickych

ko&kach a vykazuje nizsi toxicitu, neZ ostatni ANP. *°
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ECso byla stanovena 0,07+0,02 uM pro thymocyty, ¢imz vykazuje srovnatelnou
aktivitu jako AZT (3’-azido-3’-deoxythymidin) s ECs,=0,05+£0,02 puM. Je vice
ucinny pii porovnani s PMEA s EC5=0,5+0,09 uM i s (R)-PMPA s EC5,=0,8+0,11
uM. %0

« MSV - (R)-PMPDAP je 15-40x u¢inn&jsi, nez (S)-PMPDAP, ECs=0,1-0,6 pM. ¥/
* imunomodula¢ni — latka byla testovana v koncentraci 100 uM/den na krysich

hepatocytech a makrofzich in vitro a zvySovala expresi NO a produkei cytosini. **
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Latka ¢&. 2.
Vzorec:
NH,
~Z N
o
~
H,N~ "N~ N
H3C~2
@)
\\/O
-P=
HO™ "\

Zkratka: (S)-PMPDAP
Chemicky nazev: (S)-9-(2-fosfonomethoxypropyl)-2,6-diaminopurin,

(S)-[1-(2,6-diamino-9H-purin-9-yl)propan-2-ylJoxymethylfosfonova kyselina
MW=302.23 g/mol

Utinek na:

« HSV-1, HSV-2, VV, HIV-1 a 2 - ECs jsou uvedeny v Tab.l. soucasné
s porovnanim hodnot pro (R)-PMPDAP, (R)-PMPA. U¢inek na CMV a VZV
pro (S)-PMPDAP  nebyl Z vysledk@i je patrné, ze (R)-PMPDAP
je v inhibici HSV-1 replikace 2x G&inn&jsi, nez jeho opticky izomer (S)-PMPDAP. '

stanoven.

Zdaraznéni si také zaslouzi velké rozdily v ECsp obou izomerti v u¢inku na HIV
replikaci. R-enantiomery jsou totiz vSeobecné in vitro vice u¢inné, nez jejich

S — izoformy. *®

ucinek na: (R)-PMPDAP (S)-PMPDAP (R)-PMPA
HSV-1 496 993 522
HSV-2 232 232 244
CMV >30 - >300
VzZVv >30 - +160
\AY >1,200 >1,200 >1,200
HIV-1 0,170+0,08 7,4+1,8 5,9+0,45
HIV-2 0,179+0,04 7,9+1,8 4,9+0,45

Tab. 1. Hodnoty ECso v uM pro (R)-PMPDAP, (S)-PMPDAP a (R)-PMPA. */
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Latka ¢&. 3.
Vzorec:

_P~
I\
O(CH,)30(CH3)15CH3
Zkratka: HDP-(R)-PMPDAP

Chemicky nazev: Hexadecyloxypropyl ester

(R)-9-(2-fosfonomethoxypropyl)-2,6-diaminopurinu,  3-(hexadecyloxy)propylester
kyseliny (R)-[1-(2,6-diamino-9H-purin-9-yl)propan-2-ylJoxymethylfosfonové
MW=584.74 g/mol

Uginek na: Jelikoz ANP vykazuji pii fyziologickém pH dva negativni naboje
a do bunék vstupuji velmi pomalu prostiednictvim endocytozy 52 byla syntetizovana
prolé¢iva ANP. Mezi né tfadime také latku ¢. 3. HDP-(R)-PMPDAP a ¢. 6.
HDP-(S)-HPMPDAP. Lipidova analoga byla syntetizovana za tUcelem zvysit
biologickou dostupnost po per o0s podani. Diky podobnosti s lysofosfolipidy
je usnadnén vstup latky do burky pies fosfolipidovou membranu, coz je schématicky
vyjadieno na Obr. 6. Esterifikaci se také zvysuje in vitro antivirova aktivita oproti

parentnim latkam. >3

Diacyl PC Lyso PC HDP-CDV
cylindrical cone-shaped cone-shaped

CCIEESS <.\;< 9<‘ <<5x; <»; 2\’ 5 Vé és‘«; <<\
»)

\
2 55‘ R ‘j‘\\ 5§ 2 QRNRNY PRI
slow fas fasi

PC LPC HDP-CDV
Obr. 6. Interakce fosfatidylcholinu, lysofosfatidylcholinu a esterového proléciva

cidofoviru s lipidovou dvojvrstvou.
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Latka ¢. 4.
Vzorec:

NH,
N e N

\
*\N | N>
»
HO
O~

P(O)(OHy)

HoN

Zkratka: (S)-HPMPDAP
Chemicky nazev: (S)-9-[3-Hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]-2,6-diaminopurin,

(S)-[1-(2,6-diamino-9H-purin-9-yl)-3-hydroxypropan-2-ylJoxymethylfosfonova
kyselina

MW=318.23 g/mol

Utinek na:

e HIV-1 - s EC5=2,3 uM je tato latka mén& u&inna, nez AZT s EC5=0,02 pM. >*
Pti srovnani hodnot z jiného zdroje vykazuje ECs50>62 uM a je tedy méné aktivni
na replikaci HIV-1 viru, nez (R)-PMPA s ECs5,=5,9+0,45 uM. Ve srovnatelnych
hladinach se pohybuji také hodnoty ECs obou slougenin na HIV-2.

* HHV-6 — testovana latka je s EC50=26+3,1 uM svoji aktivitou na inhibici replikace
HHV-6 viru srovnatelna sPMEA (ECs5=30+14,3 uM), ale vyrazné
uc¢inngjsi nez ACV (Acyclovir)-(2-amino-1,9-dihydro-9-[(2-hydroxyethoxy) methyl]-
-6H-purin-6-on) s ECso=179+52 pM. *

« HSV-1, HSV-2 — v obou piipadech je latka uginngjsi, nez (R)-PMPA. ¥/

« CMV - ECs byla stanovena 7,8+4,7 uM, pro (R)-PMPA vé&tsi nez 300 uM. '
«VZV - EC5=2,0£1,1 uM , pro (R)-PMPA ECs£160 pM */,

(S)-HPMPC (Cidofovir)-((S)-9[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]cytosine)
vykazuje ECsp=0,13%0,13 uM. *® Vysledky jsou shrnuty v Tab. 2.
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utinek na: (S)-HPMPDAP (R)-PMPA
HSV-1 0,22+0,22 522
HSV-2 1,0£0,56 244
CMV 7,847 >300
VZV 2,0£1,1 +160

Tab. 2. Hodnoty ECso v uM pro (S)-HPMPDAP a (R)-PMPA. ¥/

* VV - ECx pro tuto latku byla stanovena na 0,50+0,19 uM. Pro srovnani Ize uvést
ECso pro (S)-HPMPC (7,344,3 uM), z ¢ehoz vyplyva prokazatelné vyssi ti¢innost
latky (S)-HPMPDAP na virus pravych nedtovic. > (S)-HPMPDAP je jednou
Z viibec neucinngjsich latek proti Poxvirum, vykazujete také aktivitu na MCV. %6

« CMV - ECs byla stanovena 7,8+64,7 uM, pro (R)-PMPA v&tsi nez 300 pM. *’
Pozn: Ucinky latky ¢ 4. (S)-HPMPDAP na VV, CMV, HHV-6, HSV-1, HSV-2 a VZV
byly také v jiném experimentu *° hodnoceny a srovndvany s jeji cyklickou formou
(S)-cHPMPDAP, (S)-HPMPC a ACV. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 3.

* EBV - EC5,=2,0 uM, inhibi¢ni efekt tedy vyrazné nizsi, nez pii pouziti PMEDAP
(9-(2-fosfonylmethoxyethyl)-2,6-diaminopurin) s ECs,=0,16 uM. *’

* Trypanosoma brucei brucei — aktivita prokazana vuci multirezistentni T. b. brucei

jak in vitro, tak také na mys$ich modelech. *
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Latka ¢&. 5.
Vzorec:

Zkratka: cyclic (S)-HPMPDAP
Chemicky nazev: Cyklicka forma

(S)-9-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]-2,6-diaminopurinu,
(5S)-5-((2,6-diamino-9H-purin-9-yl)methyl)-2-hydroxy-1,4,2-dioxafosfinan-2-oxid
MW=300.21 g/mol

Utinek na:

* HSV-1 — cyklizaci se snizuje Géinnost latky na herpes virus (ECs0=3,60£1,77 uM),
pro (S)-HPMPC je ECs=1,62+1,08 uM a pro (S)-HPMPDAP
ECs0=2,86+1,76 pM. >°

*VV - EC5=0,53+0,20 uM, latka je  G¢inngsi, nez  (S)-HPMPC
(EC50=7,3+04,3 uM), ovSem srovnatelné aktivni se svym matefskym Ié¢ivem
(S)-HPMPDAP s ECs,=0,50+0,19 pM. >

*CMV —zde je =zapotiebi vySSich koncentraci (ECs5=15,0+2,4 uM),
nez U (S)-HPMPC (ECso=1,14+0,19 uM), ktery je tedy vyrazné aktivnéjsi a G¢inné&jsi
pii 1é€bé cytomegalovirové retinitidy. Cyklickd forma je také mén€ uCinna
nez (S)-HPMPDAP s ECso=11,2+6,4 pM. >

*VZV - EC5=0,37+0,53 uM, pro (S)-HPMPC je ECs=0,13+0,13 uM
a pro (S)-HPMPDAP je EC50=0,22+7,68 uM. >
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ucinek na: | (S)-HPMPDAP | (S)-cHPMPDAP | (S)-HPMPC ACV

HSV-1 2,86+1,76 3,60+1,77 1,62+1,08 0,16+0,05

HSV-2 2,83+1,35 4,33+4,03 2,19+1,46 0,30+0,09
HHV-6 17,6+3,7 - - -
\AY% 0,50+0,19 0,53+0,20 7,3+4,3 -
CMV 11,24+6,4 15,0+2.,4 1,14+0,19 -

VzZV 0,22+7,68 0,37+0,53 0,13+0,13 3,69+1,69

Tab. 3. Hodnoty ECso v uM pro (S)-HPMPDAP, (S)-cHPMPDAP, (S)-HPMPC

aACV.>®
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Latka ¢. 6.
Vzorec:
NH,
= N
T
N
H,N” N~ °N
/“"8
HO (O
~ONa
o=R

O(CH3)30(CH;)45CH3

Zkratka: HDP-(S)-HPMPDAP
Chemicky nazev: Hexadecyloxypropyl ester

(S)-9-[3-Hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]-2,6-diaminopurin sodna sul,
sodium-3-(hexadecyloxy)propyl-(S)-[1-(2,6-diamino-9H-purin-9-yl)-
-3-hydroxypropan-2-ylJoxymethylfosfonat

MW=622.71 g/mol

Utinek na:

« HIV-1 - ECsy této latky pro inhibici replikace HIV-1 v MT-2 buikach
je 0,04+0,02 uM, pro PMEA byla naméfena koncentrace ECsp=1,140,6 uM.

» Tato latka je stejné jako latka ¢. 3. HDP-(R)-PMPDAP esterovym lipofilnim
prolé¢ivem. Mechanismem uc¢inku je napodobovat lysolipidy a usnadiiovat prostup
latky do buiky. >
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Latka ¢. 7.
Vzorec:
NH.,
NZ >SN
Jo N
H,N” "N~ N
Y
HO

O

P(O)(OHy)

Zkratka: 8-aza-(S)-HPMPDAP

Chemicky nazev:

(S)-8-Aza-9-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]-2,6-diaminopurin,
(S)-[1-(5,7-diamino-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-3-yl)-3-hydroxypropan-2-
-ylJoxymethylfosfonova kyselina

MW=319.22 g/mol

Utinek na:

* HHV-6 - tento derivat se svoji hodnotou ECsy vétsi jak 300 uM fadi k méné
ucinnym slou¢eninam V porovnani s latkou ¢. 4. (S)-HPMPDAP (ECs5,=26+3,1 uM)
a SPMEA (ECs=30+14,3 uM). Jeho aktivita je srovnatelna s latkou ¢. 1.
(R)-MPDAP s ECs, >300uM. *®

evTab. 4. je seznam naméfenych hodnot ICsy pro studovanou latku
8-aza-(S)-HPMPDAP a porovnano s ICsy pro ACV, popiipadd pro AZT.>®
ICso (stfedni inhibi¢ni koncentrace) vyjadiuje koncentraci zkouSené latky potiebné
k 50% inhibici viru v jednotkach pg/ml ve vztahu ke kontrolnimu vzorku.
Pro moznost srovnani jsou hodnoty v zivorce pievedeny na pM. Léatka
8-aza-(S)-HPMPDAP substituovana navic atomem dusiku v zdkladnim purinovém
cyklu vykazuje v porovnani s ostatnimi testovanymi slou¢eninami mnohem niz§i

aktivitu vii¢i vSem typim virovych ptivodcu.
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ucinek na: 8-aza-(S)- ACV AZT
HPMPDAP
HSV-1 20 (65,74) 0,015 (0,07) -
HSV-2 20 (65,74) 0,02 (0,09) -
CMV >100 (328,72) 13 (57,78) -
VZV (TK 9 (29,58) 0,18 (3,64) -
MSV 1,0+0,22 - 0,020 (0,075)
(3,29+0,72)
HIV-1 >100 (328,72) - -
HIV-2 >100 (328,72) - -
\VAY/ 20 (65,74) - -

Tab. 4. Antivirova aktivita vyjadiena pomoci ICsg pro latky 8-aza-(S)-HPMPDAP,
ACV a AZT v jednotkach pg/ml, v zavorce v jednotkach pM. *°
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Franzovy difuzni cely

Veskeré permeacni pokusy probihaly v téchto schématicky znazornénych

modifikovanych Franzovych difaznich celach.

donorova faze
- vzorek léciva s (bez) DDAK o pH=6

lidska kiize— 1 cm?2

N\

-
. sy B
mnozstvi légiva / :

zadrzenéhov kuzi

L, T

vzorky z akceptorove faze
odebirané v case-> HPLC -
permeacni profil = flux IéCiva

>

akceptorova faze
- PBS pH=7,4; 32 °C

Obr. 7. Schéma Franzovy cely

Franzovy cely jsou sklenéné nadobky skladajici se z dvou hlavnich ¢asti.
Horni (mensi) ¢ast slouzi k aplikaci donorové faze 1éCiva. Spodni (vEtsi) cast
je naplnéna pufrem s teflonovym michadlem a funguje jako akceptorova faze lé¢iva.
Spodni ¢ast ma také delSi postranni raménko, kterym se v pravidelnych piredem
stanovenych intervalech po celou dobu pokusu odebiraly vzorky akceptorové faze.
Mezi vySe zminéné dvé €asti se umistila lidské kiize dermalni stranou smérem dolt
a pomoci dvou plexiskel o tloust’ce 0,50 cm a 0,20 cm vymezena kruhova permeacéni

plocha 1 nebo 2 cm?. Pro zajisténi nepohyblivosti a lepsi prilnavosti kiize byla fixaéni
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plexiskla pfedem natfena z obou stran silikonovou vazelinou. Kompletné sestavené
Franzovy cely byly nakonec spojeny umélohmotnou gumickou a nad vrchni Cast
kize jsme po aplikaci testovanych roztokd pfipevnili podlozni sklicko. Cely byly
ihned umistény do vodni 1azn¢ temperované na 32°C se zapnutym michdnim
pro zajisténi homogenity akceptorové faze a vytvoteni co nejblizsiho fyziologického

prostiedi lidského organismu.

3.2. Kiize

Pro vSechny pokusy byla pouzita klize pacienti belosské rasy,
kteti podstoupili plastickou operaci v oblasti biicha ¢i prsu. Veskery proces odbéru
lidské kiaze probihal v souladu s pravidly vydanymi Etickou komisi Fakultni
nemocnice Hradec Kralové (&. 200609 S09P) a dle principti Helsinské Deklarace. **
Po transportu byly klize zbaveny pomoci skalpelu tukové tkané a zmraZeny,
az do zahajeni pokusu. Pro umisténi do Franzovych cel se kize nafezavala

na ¢tverecky o ptiblizné velikosti 2x2 cm.

3.3. Donorova faze

Jako 1é¢iva aplikovana v donorové fazi byly pouzity slou¢eniny popsané
v kapitole 2.5.3. Pifiprava vzorki spocivala v rozpusténi koncentrace testovanych
latek ve smési propylenglykolu a isotonického fosfatového pufru v poméru 6:4 (v/v).
Kpolovin¢ takto pfipravenych vzorkid se jeSt¢ pridavalo 1 % permeacniho
akcelerantu DDAK. Po homogenizaci suspenzi a upravé jejich pH na hodnotu 6
pomoci NaOH nebo H3POs byly vzorky umistény na 24 hodin do termostatu
pti teploté 32°C.
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3.4. Akceptorova faze

Akceptorova faze, kterou se naplnila spodni ¢ast Franzovy cely, byla tvofena
fosfatovym pufrem o0 pH 7,4. Izotonicky fosfatovy pufr funguje jako rozpoustédlo
pro zkouman¢ latky. Byl pfipraven z 8 g NaCl (M=58,4 g/mol), 2,865 g Na;HPO, -
12 H,0 (M=358 g/mol), 0,201 g KCI (M=74,55 g/mol) a 0,312 g NaH,PO, - 2 H,0O
(M=156 g/mol) a doplnéno destilovanou vodou pro HPLC na celkovy objem 1 litru
pufru. Po dikladném rozpusténi vSech soli bylo ptidano 50 mg gentamicinu na litr
pufru pro zajisténi antimikrobialni nezévadnosti. Optimalni hodnota pH pro tento
fostatovy pufr odpovida pH=7,4 pfti teploté 32°C, coz bylo na zavér zkontrolovano
a poptipadé doladéno ptidavanim koncentrovanych roztokit NaOH nebo H3PO..

Pro kazdou celu byl urcen jeji piesny objem zvlast. Tyto hodnoty byly vyuzity

v

3.5. Permeacni pokusy

Na samém zacatku pokusu byly opatrn¢ rozmrazené vzorky kiize umistény
do Franzovy difazni cely dle navodu, ktery je uveden v kapitole 3.1. Spodni ¢ast cely
byla naplnéna tak, aby hladina fosfatového pufru dosahovala samotného okraje
postranniho raménka cely. Pfesny objem pufru byl zaznamenan a jeho hodnota
pouzita pro pozd¢jsi vypocty. Takto sestavené cely byly 30 min ponechany pii 32°C
ve vodni 1azni.

Poté byly na kuzi pipetou naneseny piedem piipravené a temperované vzorky
testovanych latek v objemu 50 pl pro testovani dermalniho podani a 200 pl pro
transdermalni. V ptipad€ transdermalniho podani byl donorovy vzorek prikryt
sklickem, v ptipad¢ topického podéani byly vzorky studovany bez okluze.

Celkova délka pokusu pro transdermalni aplikaci byla 72 hodin. Pro prinik
latky do systémové cirkulace bylo nutno ¢ekat aZ do ustileni rovnovazného stavu.
Pro topickou aplikaci 1é¢iv byla doba pokusu stanovena na 8 hodin. Vzorky 1é€iv
byly z akceptorové faze odebirany postrannim raménkem v ¢asovych intervalech
16h, 20h, 24h, 28h, 40h, 44h, 48h, 52h, 64h, 68h a 72 hodin. Odebrano bylo vzdy

300 pl vzorku a stejnym mnoZstvim pufru byla Franzova cela ihned doplnéna.
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Vzorky byly pteneseny do vialek s vlozenymi inserty a uzavieny plastovym vickem
s teflonovym septem. Po kazdém odbéru nasledovala stanoveni koncentrace latek
Vv akceptorové fazi pomoci HPLC.

Permeacni pokus byl ukoncen v okamziku posledniho odbéru vzorku.
Franzovy cely byly nasledné demontovany. Kize byla omyta pufrem, V ptipadé
lipofilnich esterovych proléciv metanolem, a vysuSena K odstranéni zbytkt
donorového vzorku. Nasledovalo mechanické vyseknuti ¢asti ktize, kterd byla
vystavena pusobeni 1é¢iva. Pro zjiSténi pfesného mnozstvi latky ve stratum corneum
jsme pouZili stripovani. Stratum corneum bylo postupné strhano pomoci lepici pasky
typu UrgoFilm pfitladené konstantnim tlakem pfiblizng 1,5 kg/m? po dobu 5 sekund
na plochu kiize, kterou prochazelo testované 1é¢ivo. Jednotlivé stripy byly louhovany
v 1 ml mobilni fize a ziskané extrakty analyzovany pomoci HPLC. K validaci této
stripovaci metody jsme izolovali samostatné stratum corneum pomoci trypsinu 60
a provedli pokusy ve Franzovych celach pouze s touto vrstvou kiize. Touto metodou
bylo nakonec urceno celkové mnoZstvi 1é€iva ve stratum corneum.

Zbylé mnozstvi tkan¢€ bylo zabaleno do aluminiové folie a vystaveno teploté
60 °C po dobu 1 min. Po vyjmuti zalobalu byla opatrné¢ oddélena epidermis
od dermis. Peclivé jsme zvazili ob¢ ¢asti kiize a hmotnost si zaznamenali. Epidermis
i dermis jsme potom samostatné umistili do sklenénych vialek. Kazdy vzorek
epidermis byl extrahovan v 1 ml smési metanol/fosfatovy pufr v poméru 1:1
(HDP estery v 1 ml metanolu), dermis v 5 ml smési metanol/fosfatovy pufr v poméru
1:1(HDP estery v5 ml metanolu) 24 hodin pii 32°C. Extrakty byly zfiltrovany
a analyzovany pomoci HPLC. Takto byla uréena celkova koncentrace 1é¢iva v kuzi

po prepoctu na jeji hmotnost a také obsah 1éciva v jednotlivych vrstvach ktize.

3.6. Stanoveni léCiva ve vzorcich

3.6.1. Analyticka metoda

Veskeré¢ vzorky z pokusu byly analyzovany pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie.
HPLC systém Shimadzu Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) byl slozen
z vysokotlakych pump LC-20AD s odplynovacem DGU-20A3, autosampleru
SIL-20AHT kolonového termostatu CTO-20AC, diode array detektoru SPD-M20A
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a fluorescencniho detektoru RF1I0AXL a komunikaéniho modulu CBM-20A. Data
byla analyzovana pomoci software LCsolutions 1.22.

Separace latek ¢. 1., ¢. 2., ¢. 4., ¢. 5. a ¢. 7. byla dosazena na koloné SeQuantTM
ZIC®-HILIC 0 rozmérech 150 x 4,6 mm s velikosti ¢astic 5 um a porozitou 200 A
(Merck, Darmstadt, Némecko) pomoci mobilni faze slozené z 25 % 50mM roztoku
octanu amonného a 75 % acetonitrilu (v/v) pii teploté 30 °C. Pritok mobilni faze byl
2 ml/min a latky byly detekovany pii vinové délce 284 nm (latka ¢. 1. a ¢. 2.),
286 nm (latka ¢. 4.), 289 nm (latka ¢. 5.) a 253 nm (latka ¢. 7.) a zaroven
fluorescencné (excitace 280 nm, emise 350 nm). Nastiik vzorku byl 20 pl.

Separace lipofilnich proléciv (latky ¢. 3. a 6.) byla dosazena na reverzni fazi C8
(kolona LiChroCART 125-4 a s naplni LichroSpher C8, 5 um, Merck, Darmstadt,
Némecko) pii 30 °C. Mobilni faze byla slozena z 40% 50 mM octanu sodného
a 60 % acetonitrilu (v/v) a pratok byl nastaven na 1 ml/min. Latky byly detekovany
pii vinové délce 280 nm a zaroven fluorescencné (excitace 280 nm, emise 350 nm).
Nastiik vzorku byl 20 pl.

3.6.2. Kalibracni krivka

Pfed zahijenim pokusu bylo nutno ze zdsobnich roztoki vzorkll naredit
kalibra¢ni standardy pro tvorbu kalibra¢ni kiivky a validaci metody.

Realn¢ byl pfipraven zéasobni roztok o koncentraci 200 uM rozpusténim
piislusného mnozstvi latky v 50 ml akceptorové faze pro latky ¢. 1. (R)-PMPDAP;
¢. 2. (S)-PMPDAP; ¢. 4. (S)-HPMPDAP, ¢. 5. (S)-cHPMPDAP a latky
¢. 7.(S)-8-azaHPMPDAP. V ftedéni pufrem se pokraCovalo a ke kalibraci byly
pouzity vzorky o koncentraci 200; 100; 50; 20; 10; 5; 1; 0,5; 0,1; 0,05; a 0,01 uM.
Latky ¢. 3. HDP-(R)-PMPDAP a ¢. 6. HDP-(S)-HPMPDAP se rozpustily ve 250 ml
methanolu na zdkladni koncentraci 20 pM. Postupnym fedénim fosfdtovym pufrem

vznikla fada o koncentracich 20; 15; 10; 5;2,5; 1 a 0,5 uM.
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3.6.3. Analyza dat

Pomoci HPLC bylo ur¢eno kumulativni mnozstvi 1é¢iva, které proslo pies
kazi. Ze ziskanych dat jsme vytvotily grafy tzv. permeacnich profilti pro jednotlivé
latky, tedy zavislost kumulativniho mnoZstvi ANP pro§lého pies 1 cm? kize
(nmol/cm?) na ase (h). ProloZenim piimky vzniklymi grafy jsme uréily tzv. oblast
linearniho ustaleného toku permeantli. Ze smérnice této piimky jsme odecetly flux
(tok) J jednotlivych 1é¢iv v jednotkach nmol/cm?h. Porovnanim fluxd
s a bez permec¢niho akcelerantu DDAK jsme dale zjistovali hodnoty akcelera¢niho
poméru: AP=Js akcelerantem/Jbez akcelerantu-

Déle jsme pomoci HPLC stanovily mnozstvi 1é¢iva v jednotlivych vrstvach
ktize. Koncentrace 1éCiva v klizi byla pfepocitana na presné zndmou hmotnost ktize.

Data jsou prezentovana jako primér z naméfenych hodnot se standardni
chybou (SEM). Pocet opakovani (n) je uveden u jednotlivych grafii. K hodnoceni
statistické vyznamnosti rozdili mezi skupinami dat s akcelerantem a bez akcelerantu

byl pouzit Studentlv t-test.
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4. VYSLEDKY

4.1. Transdermalni poddni

4.1.1. Permeacni profily jednotlivych ANP bez a s 1 % akcelerantem
DDAK

Permeaéni profily jednotlivych ANP vyjadiuji zavislost celkového
kumulativniho mnoZstvi 1é¢iva pro§lého pres 1 cm’ kiZe v zavislosti na &ase.
Vsechny uvedené vysledné hodnoty jsou prezentovany jako pramér ze tii
samostatnych méfeni a standardni chyba.

Pfi  porovnani hodnot kumulativniho mnozZstvi proslého  Ié¢iva
s 1 % akcelerantem DDAK po ukonéeni pokusu v ¢ase t=72 h lze fici, Ze nejlépe
kizi prochazela latka ¢.2. (S)-PMPDAP s hodnotou kumulativniho mnozstvi
1982,1 nmol/cm?. U jejiho optického izomeru latky ¢. 1. (R)-PMPDAP vysledné
hodnoty nejsou statisticky rozdilné (1586,3 nmol/cm?). P¥itomnost hydroxylové
skupiny u latky ¢. 4. (S)-HPMPDAP se projevila sniZzenim prostupu latky kuzi
(777,0 nmol/cm?). Naopak cyklizaci u latky & 5. (S)-cHPMPDAP dochézi
k vjraznému zvyieni (1114,6 nmol/cm?) oproti parentni latce. Piekvapivé nejnizsi
vysledkt vykazuje latka ¢. 7. (S)-8-azaHPMPDAP s kumulativnim mnoZstvim
592,3 nmol/cm?.

Latky ¢. 3. HDP-(R)-PMPDAP a ¢. 6. HDP-(S)-HPMPDAP v tomto pichledu

nejsou uvedeny, jelikoz pod kizi nebyly detekovany.
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4.1.1.1. Latka c. 1. (R)-PMPDAP

2500+ -0- 60 mM (R)-PMPDAP

2 - 60 mM (R)-PMPDAP
N <©20001  +19% DDAK
€ o
E 3 15004
=
2 C i
£ £ 1000
3 2
€ £ 500-
-}
<
0-

0 12 24 36 48 60 72
Cas (h)

Obr. 8. Kumulativni mnozstvi (R)-PMPDAP proslé pres lidskou kuzi v zavislosti na

Case bez akcelerantua s 1 % DDAK.

4.1.1.2. Latka &. 2. (S)-PMPDAP

25007 -0- 60 mM (S)-PMPDAP
-~ 60 MM (S)-PMPDAP
20001  +1% DDAK

1500+
1000+

500+

Kumulativni mnozstvi
ANP (nmol/cm?)

O-
0 12 24 36 48 60 72

Cas (h)

Obr. 9. Kumulativni mnozstvi (S)-PMPDAP proslé ptes lidskou kuzi v zavislosti

na ¢ase bez akcelerantu as 1 % DDAK.
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4.1.1.3. Latka ¢. 4. (S)-HPMPDAP

— 25004 -O- 60 mM (S)-HPMPDAP
2 - 60 mM (S)-HPMPDAP
N NE 2000+ + 1% DDAK
c o
E 3 1500+
€ E
2 C ]
£ S 1000
3 Z
€ < 5001
=2
X
0

0 12 24 36 48 60 72
Cas (h)

Obr. 10. Kumulativni mnozstvi (S)-HPMPDAP proslé pres lidskou kuzi v zavislosti

na Case bez akcelerantu a s 1 % DDAK.

4.1.1.4. Latka ¢. 5. (S)-cHPMPDAP

—  25007-0- 60 mM (S)-cHPMPDAP
& - 60 mM (S)-cHPMPDAP
N NE 2000+ + 1% DDAK
€ o
~§ % 1500-
€ E
2 C i
£ = 1000
=
€ < 5001
=
¥
O-

0 12 24 36 48 60 72
Cas (h)

Obr. 11. Kumulativni mnozstvi (S)-CHPMPDAP proslé pies lidskou kuzi v zavislosti

na ¢ase bez akcelerantu a s 1% DDAK.
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4.1.1.5. Latka ¢. 7. (S)-8-azaHPMPDAP

25009 -0- 60 mM (S)-8-azaHPMPDAP
-~ 60 mM (S)-8-azaHPMPDAP
2000+ + 1% DDAK

1500
1000+
500- :::
0-
0 12 24 36 48 60 72
Cas (h)

Kumulativni mnozstvi
ANP (nmol/cm?)

Obr. 12. Kumulativni mnozstvi (S)-8-azaHPMPDAP proslé pies lidskou kizi

V zavislosti na ¢ase bez akcelerantu as 1 % DDAK.
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4.1.2. Flux ANP pies kiiZi bez a s 1 % akcelerantem DDAK
a akceleracni poméry (AP) DDAK

Flux (tok) J je veli¢ina vyjadiend v jednotkach nmol/cm%h popisujici
ustaleny tok permeantu. Z piedchozich grafi na Obr. 8 — Obr. 12 se pro jednotlivé
latky odecita jako smérnice ptimky. Svétlé sloupce vyjadiuji tok 1éCiva pies kuzi
bez akcelerantu, které slouzily jako kontrola. Tmavé vyjadiuji tok 1é¢iva pies kuzi
v kombinaci s 1 % akcelerantem DDAK.

AP vyjadiuje kolikrat ve skuteCnosti permeaéni akcelerant DDAK urychlil
prostup lé¢iva kazi oproti podani bez akcelerantu. Jde o podil hodnot fluxt
s akcelerantem a bez akcelerantu DDAK (AP=Js akcelerantem/Jbez akcelerantu) Z Obr. 13.

Hodnoty fluxti 1é€iv pies kiizi bez pouziti 1% DDAK se pohybuji v rozmezi
0,50-1,40  nmollcm?h, po  piidani  akcelerantu  dosahuji  hodnot
14,1-36,3 nmol/cm?/h. Nejvy3si hodnoty fluxu pfitom bylo dosaZeno u latky &. 2.
(S)-PMPDAP J=(36,3 nmol/cm?’/h, AP=28). Naopak nejniz§i hodnoty vykazuje latka
&. 4. (S)-HPMPDAP (J=14,1 nmol/cm?/h, AP=27), coZ je d4no zvysenou hydrofilitou
slouceniny. Diky vyznamné podobnosti vysledkid pro latku ¢. 1. (R)-PMPDAP
a latku ¢. 2. (S)-PMPDAP lze opét potvrdit, Ze optické izomerie nema vliv na prostup
téchto latek kazi.

Nejvétsiho efektu akcelerant DDAK prokazuje u latky (S)-8-azaHPMPDAP
s AP=31. Souhrn¢ lze ftici, ze DDAK zvysil permeaci testovanych 1éciv kizi
v rozmezi 16-31krat. Flux studovanych ANP je znazornén na Obr. 13., akceleracni

poméry v grafu na Obr. 14. VSechny vysledky jsou shrnuty v Tab. 5.
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Obr. 13. Flux studovanych ANP pies lidskou kuzi s akcelerantem a bez akcelerantu.
Primér £SEM, n= 3, * znadi statisticky vyznamny rozdil na hladiné

pravdépodobnosti p < 0,05.
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Obr. 14. Akcelera¢ni poméry DDAK pro jednotlivé studované ANP.
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latka flux (nmol/cm?/h) akcelera¢ni pomér
bez DDAK s DDAK
(R)-PMPDAP 1,25+0,23 30,242,3 24
(S)-PMPDAP 1,31+0,31 36,3+4,1 28
(S)-HPMPDAP 0,53+0,02 14,142,1 27
(S)-cHPMPDAP 1,40+0,22 22,7+5,3 16
(S)-8-azaHPMPDAP 0,50+0,29 15,7+2,5 31

Tab. 5. Hodnoty fluxti a akcelera¢nich pomért vsech latek.
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4.2. Dermalni podani

4.2.1. Obsah ANP v jednotlivych vrstvach kiize po 8h podani
bez a s 1 % akcelerantem DDAK

Obsah S vyjadfuje celkové mnozstvi latky v ki v jednotkach nmol/cm?.
Vysledné hodnoty jsou opét dany aritmetickym primérem nejméné ze tif
samostatnych pokusii. Nejvyssiho obsahu dosahuji vSechny latky ve SC.
Prokazateln¢ nejvice se zde kumuluji latky ¢. 3. HDP-(R)-PMPDAP ¢. 6.
HDP-(S)-HPMPDAP s obsahem 13,24 nmol/cm® a 16,37 nmol/cm?. Tato esterova
prolégiva dosahuji oviem nejvysSich hodnot také v epidermis (S=4,44 nmol/cm?
a S=4,25 nmolicm?) i dermis (S=11,32 nmol/cm? a $=10,39 nmol/cm?). Pfehled
souhrnych vysledki je uveden v Tab. 6.

4.2.1.1. Celkovy prehled ve vsech vrstvach kuize

1. SC
epidermis L

|
207 D dermis
15-
10 H A
- HH!
I +

-+ -+ -+ - 4
—_ J J J J

Obsah ANP v kuzi
(nmol/cmz)

Obr. 15. Znazornéni obsahu v jednotkach nmol/cm? viech testovanych ANP po 8h
podani bez a s 1 % akcelerantem DDAK.
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4.2.1.2. Stratum corneum

Hodnoty obsahu 1éCiv ve SC bez pfitomnosti 1 % DDAK se pohybuji
V rozmezi 1,78-13,17 nmo I/cm?. Po pridani akcelerantu dosahuji rozmezi

3,78-16,37 nmol/cm?.

[J 60 mM ANP
204 H@ 60 mM ANP + 1% DDAK

Obsah ANP v SC
(nmol/cm?)

Obr. 16. Znazornéni obsahu v jednotkach nmol/cm? viech testovanych ANP po 8h

podani bez a s 1 % akcelerantem DDAK ve stratum corneum.
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4.2.1.3. Epidermis

Obsah studovanych ANP v epidermis byl vrozmezi 0,20-1,38 nmol/cm?

bez 1 % akcelerantem DDAK. Po jeho ptidani bylo dosazeno hodnot v rozmezi

0,98-4,44 nmol/cm?.

] 60 mM ANP
61mm 60 mM ANP P
54  +1%DDAK

41 *

(nmol/cm?)

Obsah ANP v epidermis

Obr. 17. Znazornéni obsahu v jednotkach nmol/cm? viech testovanych ANP po 8h
podani bez a s 1 % akcelerantem DDAK v epidermis.
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4.2.1.4. Dermis

Obsah latek v dermis bez 1 % DDAK byl 1,33-4,76 nmol/cm?, ptidanim

akcelerantu se obsah zvy3uje vice neZ 2x aZ na hodnoty 2,13-11,32 nmol/cm?.

[J 60 mM ANP
B 60 MM ANP .
154 + 1% DDAK

(nmol/cm?)
=
2

Obsah ANP v dermis
T
*

0-
R R R KR <2 <
N N N N N @ N
TR § 3 \2\

@ 9\ \ O ’Zr @ \

o) K

Obr. 18. Znazornéni obsahu v jednotkach nmol/cm? viech testovanych ANP po 8h
podani bez a s 1% akcelerantem DDAK v dermis.

latka SC epidermis dermis
bez S bez S bez S

DDAK DDAK DDAK
(R)-PMPDAP 1,78 3,78 0,20 2,29 2,09 5,07
(S)-PMPDAP 3,15 4,90 0,38 2,91 1,90 3,93
(S)-HPMPDAP 3,13 5,55 0,51 2,03 1,33 3,83

(S)-cHPMPDAP 1,87 4,58 0,41 0,98 2,20 2,13

(S)-8-azaHPMPDAP | 4,37 9,60 0,52 3,37 1,90 3,20

HDP-(R)-PMPDAP 8,33 13,24 1,00 4,44 3,52 11,32

HDP-(S)-HPMPDAP | 13,17 16,36 1,38 4,25 4,76 10,39

Tab. 6. Obsah ANP v jednotkach nmol/cm? v jednotlivych vrstvach kize.
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4.2.2. Koncentrace ANP v jednotlivych vrstvach kiiZe po 8h podani
bez a s 1 % akcelerantem DDAK

Koncentrace ¢ vyjadiuje celkové mnozstvi latky prostoupené kiizi prepoctené
na presné¢ znadmou hmotnost této ktize v jednotkach mM nebo uM. Vysledné hodnoty
jsou opét dany aritmetickym primérem ze tii samostatnych pokust.

Piehled souhrnych vysledku je uveden v Tab. 7.

4.2.2.1. Stratum corneum

Vsechny testované latky dosahovaly nejvysSich vysledkii ve stratum
corneum, kde se koncentra¢ni hodnoty pohybuji v fddech mM. Bez ptitomnosti
1 % DDAK se byly stanoveny koncentrace v rozmezi 0,91-13,62 mM. Hodnoty byly
zvySeny vice nez 2x po piidani 1% DDAK. Nejvyssi koncentrace ptitom maji latky
¢. 3. HDP-(R)-PMPDAP a ¢. 6. HDP- (S)-HPMPDAP (c=32,13 mM a ¢=30,43 mM).
Vyraznou podobnost muZzeme sledovat u latek ¢. 2 (S)-PMPDAP s ¢=6,80 mM, ¢. 4.
(S)-HPMPDAP s ¢=6,13 mM a ¢. 7. (S)-8-azaHPMPDAP s ¢=5,80 mM. Nejniz$i
hodnota ve vSech vrstvach po celou dobu pokusu byla naméfena u latky €. 5.
(S)-cHPMPDAP(c=2,30 mM ve SC).

40+
] 60 mM ANP %
B 60 mM ANP

+ 1% DDAK

Koncentrace ANP v SC
(mM)

Obr. 19. Znazornéni koncentrace v jednotkach mM vsech testovanych ANP po 8h
podani bez a s 1 % akcelerantem DDAK ve stratum corneum.
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4.2.2.2. Epidermis

Nejvice nés zajimala epidermis, jakozto misto nejCastéjsiho vyskytu koznich
infekci. Koncentracni hodnoty se pohybovaly v fadech uM a bez akcelerantu byly
naméteny v rozmezi 24,46—172,08 uM. Pouzitim akcelerantu ovSem bylo dosazeno
az 3nasobného zvyseni. | zde byly opét ziskany nejvyssi hodnoty pro latky ¢. 3.
HDP-(R)-PMPDAP s c= 554,81 uM a ¢. 6. HDP- (S)-HPMPDAP s ¢=531,25 uM.
Pfi porovnani izomerie dosahuje v epidermis vys$Sich koncentraci (S)-PMPDAP
S ¢=364,29 uM, nez (R)-PMPDAP s c=285,71 uM.

] 60 mM ANP
Il 60 mM ANP

s
< 2 6007 419 DDAK
S o
S E 4001
C o
$
S & 200-
v >
O-
QR L L L KL X
X X X X
L
AR\ ARG SR RGN
TILLLLL
E g @ S
@beQ Q’
@ XL

Obr. 20. Znazornéni koncentrace v jednotkach pM vSech testovanych ANP po 8h
podani bez a s 1 % akcelerantem DDAK v epidermis.
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4.2.2.3. Dermis

Bez ptitomnosti 1 % permea¢niho akcelerantu DDAK se koncentrace
v epidermis pohybuji v hodnotach 11,27-49,34 uM. DDAK zvysil koncentraci
V epidermis vice nez 2x az na hodnoty 18,20-144,60 uM. Pro dermis taktéz plati
nejvetsi kumulace lipofilnich proléciv ¢. 3. HDP-(R)-PMPDAP s c=144,60 uM
a ¢. 6. HDP-(S)-HPMPDAP s ¢=118,26 uM.

2001
] 60 mM ANP X

B 60 mM ANP
150+ + 1% DDAK

100+

Koncentrace ANP
v dermis (pM)

Obr. 21. Znazornéni koncentrace v jednotkach pM vSech testovanych ANP po 8h
podani bez a s 1 % akcelerantem DDAK v dermis.

latka SC (mM) epidermis (uM) dermis (uM)
bez S bez S bez S
DDAK DDAK DDAK
(R)-PMPDAP 1,33 | 8,73 | 24,46 | 285,71 | 33,23 | 47,07
(S)-PMPDAP 1,74 | 6,80 | 47,92 | 364,29 | 37,10 | 40,30

(S)-HPMPDAP 1,86 | 6,13 | 56,42 | 254,17 | 11,27 | 29,77

(S)-cHPMPDAP 091 | 230 | 51,25 | 131,46 | 16,10 | 18,20

(S)-8-azaHPMPDAP | 2,93 | 580 | 64,58 | 279,43 | 12,05 | 29,60

HDP-(R)-PMPDAP | 7,52 | 32,13 | 124,41 | 554,81 | 39,08 | 144,60

HDP-(S)-HPMPDAP | 13,6 | 30,43 | 172,08 | 531,25 | 49,34 | 118,26

Tab. 7. Koncentrace ANP v jednotlivych vrstvach ktize.
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5. DISKUZE

vvvvvv

je obecné velmi nizka. Hodnoty permeace ANP ze skupiny 2,6-diaminopurinu
studovanych v této praci se pohybuji v hodnotach 0,5-1,4 nmolicm?/h.
Jelikoz se jedna o latky s vysokym vyuzitelnym potencidlem, bylo cilem prace
usnadnit a urychlit jejich prostupnost kuzi za pomoci permeacniho akcelerantu
DDAK.

Pro transdermalni i dermalni studium aplikace latek jsme pouzivali Franzovy
difazni cely, které umoznuji jednak stanoveni ANP v akceptorové fazi, tak i jejich
stanoveni v kuizi. Studovana byla vzdy fada 60 mM vzorkd v 60 % propylenglykolu
jako kontrolni skupina a spfiddnim 1 % DDAK jako testovana skupina.

Propylenglykol byl piidavan jako akcelerant zvysujici t¢inek DDAK. *

5.1. Transdermalni podani

Celkem bylo pro transdermalni podani studovano 7 sloucenin ANP
ze skupiny  2,6-diaminopurinu.  Sledovali  jsme flux jednotlivych  1é€iv,
k jehoZ vypoétu jsme pouzili smérnice piimek z permea¢nich profilt. U¢innost 1 %
DDAK byla vzdy srovnavana s kontrolni skupinou vzorkii a je vyjadiena
akceleratnim pomérem (AP). Vysledky jsou shrnuty v grafech na Obr. 13. a Obr. 14,
av Tab. 5.

Bylo zjisténo, ze opticka izomerie pravdépodobné nebude mit vliv
na transport latek kazi. Nebyly totiz zjiStény z4dné statisticky vyznamné rozdily
hodnot fluxti za piitomnosti 1% DDAK v ¢ase t=72h u latky ¢. 1. (R)-PMPDAP
(J=30,2+2,3 nmol/cm?/h, AP=24) a latky ¢. 2. (S)-PMPDAP
(J=36,3+4,1 nmol/cm?/h, AP=28). Latka ¢&. 2. piitom dosahla nejvyssi hodnoty J
ze vSech testovanych latek.

Pfitomnost hydroxylu ve spojovacim fetézci mezi purinovym cyklem
a fosfondtem zvysuje hydrofilitu slouceniny a tedy sniZuje jeji prinik pfes kiZzi.

Latka ¢. 4. (S)-HPMPDAP vykazuje dokonce celkové nejniz$i hodnotu fluxu
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ze viech testovanych latek (J=14,1+2,1 nmol/cm?/h). Zajimavy oviem je vyrazny
vliv akcelerantu 1 % DDAK s AP=27.

Cyklizaci za tvorby esteri se zvySuje flux latky ¢. 5. (S)-cHPMPDAP
az na Groveli J=22,7+5,3 nmollcm?h. V tomto pfipads ale 1 % DDAK vykazuje
nejmensi vliv (AP=16). Zajimavé je, Ze tato slouCenina méla nejvyssi flux ze vSech
testovanych oviem bez pouziti 1 % DDAK (J=1,40+0,22 nmol/cm?/h).

DDAK vykazuje nejvyssi akceleratni pomér 31 (J=15,7+2,5 nmol/cm?/h)
u latky ¢. 7. (S)-8-azaHPMPDAP.

U transdermalniho podani nami testovanych latek jsme tedy zjistili,
ze permeaéni akcelerant 1% DDAK urychluje prostupnost testovanych latek kuzi
16-31krat, tedy aZ na hodnoty J=36,3+4,1 nmol/cm?/h.

Latky typu esterovych prolé¢iv ¢. 3. HDP-(R)-PMPDAP a ¢. 6.
HDP-(S)-HPMPDAP nebyly pod kuzi detekovany. Ani 1 % DDAK nebyl schopny
zvysit jejich prichod kizi na métitelné hodnoty.

Pro porovnani Ize uvést efekt 1 % DDAK na flux adefoviru pti pH=5,8.
Pfi testovani na prase¢i kiizi 1% DDAK zvysil flux 42krat na hodnotu 27 pg/cm?/h,
tedy 98,8 nmol/cm?/h. V testech na lidské kazi (stejnd jako v pripadé této prace)
potom  doslo ke  zvySeni fluxu  179rat  naJ=8,9+2,4 ug/cm?h
(=32,6+8,8 nmol/cm?/h). * Dosazeny flux pro adefovir je tedy niZsi,
nez hodnota maximalniho fluxu u latky &. 2. (S)-PMPDAP (J=36,3+4,1 nmol/cm?/h).
Pro kombinaci 1 % DDAK a adefoviru je AP 13,6. 3* AP pro 1 % DDAK pro nami
testované latky byl pfitom az 31, z ¢ehoz vyplyva vyraznéjsi efekt permeacniho
akcelerantu na permeaci latek ze skupiny 2,6-diaminopurinu, nez pro adefovir.

Z fluxti pro jednotliva 1éCiva lze spocitat, kolik latky se vstfeba z naplasti
o velikosti 30 cm? za 24 hodin. Pro latku &. 1. (R)-PMPDAP 21,7 pmol, latku &. 2
(S)-PMPDAP 26,1 pmol, latku ¢. 4. (S)-HPMPDAP 10,2 pmol, latku ¢&. 5
(S)-cHPMPDAP 16,3 umol a latku ¢&. 7. (S)-8-azaHPMPDAP 11,3 pmol.

(R)-PMPA se jako tenofovir disoproxil fumarat (Mw=635,5 g/mol) podava
v davce 300 mg/den (472 umol) HIV-pozitivnim pacientim. Jeho biodostupnost je
25 %, z ¢ehoZz vyplyva, Ze jen 118 pumol/den stac¢i pro lécbu HIV. Latka ¢. 1.
(R)-PMPDAP s ECs5p=0,170+0,08 uM je ptitom vici HIV-1 vice nez 30x G¢innéjsi,
nez (R)-PMPA s EC50=5,9+0,45 uM. %’ Z uvedeného tedy vyplyva, ze latka &. 1.
(R)-PMPDAP by se teoreticky mohla transdermalné aplikovat velmi dobie, jelikoz
by poskytovala systémové u€inky potiebné pro inhibici viru HIV-1.
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Bohuzel toto tvrzeni neplati pro zddnou jinou testovanou latku. Ostatni slouceniny

jsou vici HIV-1 vyrazné méné ucinné nez (R)-PMPA.

5.2. Topicka aplikace

Pro topické podani je aplikovana tzv. konecna davka léCiva. Opét bylo
studovano vSech 7 slou€enin ANP ze skupiny 2,6-diaminopurinu. Pro topické podani
je aplikovana tzv. konecna davka léciva. Pfi dermalnim zplisobu podani se totiz
predpokladd puasobeni latek pouze lokdln€ v podobé masti ¢i krémid. Neni
tedy potieba detekovat 1éCivo pod kuzi a dosdhnout systémovych koncentraci.
Vysledné koncentrace 1éCiv v jednotlivych vrstvach kize s 1% DDAK jsou
znazornény na Obr. 19., Obr. 20., Obr. 21. av Tab. 7.

Celkové nejvétsich koncentraci nami testovanych ANP bylo dosazeno
ve stratum corneum, kde se hodnoty pohybuji viadech mM. Nejvyssich hodnot
zde dosahly latky ¢. 3. HDP-(R)-PMPDAP ¢=32,13 mM a latky ¢. 6.
HDP-(S)-HPMPDAP  ¢=30,43 mM. Nejnizs§i hodnoty ve SC, stejné
jako u transdermalni aplikace, byly naméfeny u latky ¢. 5. (S)-cHPMPDAP
c=2,3mM. Koncentrace pro latku ¢. 1. (R)-PMPDAP je 8,73 mM, zatimco pro latku
¢. 2. (S)-PMPDAP jen 6,80 mM.

Stézejni pro nas bylo urceni koncentrace latek v epidermis. Tato vrstva klize
je totiz mistem nejéastéj$iho vyskytu infekci. Hexadecyloxypropyl ester
(R)-PMPDAP a hexadecyloxypropyl ester (S)-HPMPDAP zde dosahuji vysSich
koncentraci nez jejich parentni latky (pro latku ¢. 3. ¢=554,81 uM a pro latku ¢. 6.
c=531,25 uM). Tato esterova prolé¢iva totiz napodobuji lysolipidy a kumuluji se
v buné¢nych membranach. Vzhledem ktomu, Ze jsme nedetekovali tyto latky
Vv akceptorové fazi, se zda byt velmi vyhodna piedevSim jejich dermalni aplikace,
jelikoz nebudou vykazovat prvky systémové toxicity. Pfi pokusech ovSem nebylo
pozorovano jejich Stépeni na plivodni latky. Studium metabolismu bude vyzadovat
pokusy na viabilni kizi.

Zajimavy je fakt vyssi koncentrace latky ¢. 2. (S)-PMPDAP s ¢=364,29 uM,
nez latky ¢. 1. (R)-PMPDAP s ¢=285,71 uM. Nejhorsi prunik do epidermis vykazuje
latka ¢. 5. (S)-cHPMPDAP s ¢=131,46 uM. Bylo prokazano, ze permeacni akcelerant
1 % DDAK zvySuje koncentraci vS§ech ANP v epidermis 5,5krat.
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Taktéz v dermis jevi nejvétsi kumulaci latky ¢. 3. HDP-(R)-PMPDAP
c=144,60 uM a latky ¢. 6. HDP-(S)-HPMPDAP ¢=118,26 uM.

Pfi srovnani u¢innosti vzajemnych optickych izomert Ize potvrdit vSeobecné
vyssi aktivitu R-izomerd. Koncentrace latky ¢. 1. (R)-PMPDAP celkové ve vsech
vrstvach kuze byla 9062,78 uM, pro latku €. 2. (S)-PMPDAP jen 7204,59 puM.

Celkove nejvyssich koncentraci v kiizi dohromady ve SC, epidermis a dermis
s1 % DDAK bylo naméteno u latky ¢. 3 HDP-(R)-PMPDAP (c=32,83 mM).
Pti aplikaci adefoviru v kombinaci s 1 % DDAK bylo v kuzi dosazeno ¢=778 ug/g
(tedy c=2,85 mM). ** Z uvedenych vysledkil lze vyvodit zavér, e latka €. 3 bude
po podani s1 % DDAK vkuzi dosahovat vice nez 10ti nasobné koncentrace
ve srovnani s adefovirem a bude tedy jednoznaéné vyhodnéjsi pro topické podani.
Zminény zaveér lze také podpoftit faktem, ze vSechny testované latky dosahly v kiizi
celkové vysSich koncentraci, nez adefovir. Vyjimkou je pouze latka ¢. 4
(S)-HPMPDAP. Jestlize je koncentrace testované latky dosazena v kuzi vyssi, nez
jeji ECsp proti danym typim virt vyskytujicich se v kizi, pak tato dosazena
koncentrace bude také pravdépodobné dostatecna pro ucinek. Velmi perspektivné se
jevi latka ¢. 4. (S)-HPMPDAP s koncentraci v epidermis 254,17 uM jak pro 1é¢bu
HHV-6 (EC5=26+3,1 pM) “* HSV-1 (EC5=0,22+0,22 puM), HSV-2
(ECs50=1,0£0,56 puM) iVZV (ECs=2,0+1,1 uM). * Taktéz koncentrace
c=131,46 uM pro latku ¢. 5. (S)-cHPMPDAP bude sta¢it pro ucinek na HSV-1,
HSV-2 i VZV, kdy prevysila jejich ECsp. °° Naopak latka & 1. (R)-PMPDAP
(c=285,71 uM), ani latka ¢. 2 (S)-PMPDAP (c=364,29 uM) nebudou v ziskanych
koncentracich postadovat pro inhibici HSV-1 (ECs0=496 pM, ECs=993 uM).
Latky typu esterovych proléc¢iv ¢. 3. HDP-(R)-PMPDAP (c=554,81 uM) a ¢. 6.
HDP-(S)-HPMPDAP (c=531,25 uM) dosahuji v ktzi daleko vyssich koncentraci,
nez by bylo potieba pro 1é&bu HIV-1 (ECs0=0,04+0,02 uM). *® Nicmén& ani v t&chto

koncentracich nehrozi u HDP esterli systémové ucinky.
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6. ZAVER

V této praci bylo testovano celkem 7 znamych sloucenin ANP ze skupiny
2,6-diaminopurinu  se Sirokym spektrem biologickych ucinkt. Studovali jsme
moznosti jejich transdermdlni a dermalni aplikace a také vliv permeacniho
akcelerantu DDAK.

Pokud jde o transdermalni podani, je schopnost téchto latek samostatné
prochdzet kiizi obecné velmi nizka a jejich vyuziti v terapii tedy neredlné.
Naopak pfi soucasné aplikaci s permeacnim akcelerantem DDAK dosahuji studované
latky hodnot fluxu az 36,3 nmol/ cm?/h. Tyto latky by bylo moZno v praxi pouZit
V podobé transdermalnich naplasti.

Nejzajimavéjsi  vysledky pro topickou aplikaci jevi latky ¢&. 3.
HDP-(R)-PMPDAP a ¢. 6. HDP-(S)-HPMPDAP. Tato esterova proléciva se vyrazné
kumuluji v epidermis a nedochazi k systémové absorpci. Z tohoto divodu bude
velmi vyhodné jejich dermalni podani.

Zavérem lze fici, ze kombinaci velmi ucinnych ANP =ze skupiny
2,6-diaminopurinu s permea¢nim akcelerantem DDAK se nabizi jejich Siroké vyuziti

pro transdermalni i dermalni formu aplikace.
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7. POUZITE ZKRATKY

ACV (Acyclovir)-2-amino-1,9-dihydro-9-[(2-hydroxyethoxy)methyl]-6H-purin-6-on
AIDS - syndrom ziskané lidské imunodeficience

ANP - acyklické nukleosidfosfonaty

ANPp - acyklicky nukleosidfosfonat monofosfat

ANPpp - acyklicky nukleosidfosfonat difosfat

AP - akcelera¢ni pomér

ASFV — African swine fewer virus

AZT (Zidovudin) — 3"-azido-3"-deoxythymidin

CMV - cytomegalovirus

Cyclic-(S)-HPMPDAP-cyklicka forma
9-(S)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]-2,6-diaminopurinu
DDAK - dodecylester kyseliny 6-dimethylaminohexanové
DDAIP — dodecyl ester kyseliny 2-(dimethylamino)propanové
DNA - deoxyribonukleova kyselina

EBV - virus Epsteina-Barrové

ECso — stiedni 0¢inna koncentrace

FDA - Food and Drug Administration

FIV - feline immunodeficiency virus

HBYV — human hepatitis B virus

HDP — hexadecyloxypropyl

HIV - human immunodeficiency virus

HHV-6 - human herpesvirus typu 6

HPLC - vysokouc¢inna kapalinovéa chromatografie

HSV - herpes simplex virus

1Csq — stiedni inhibi¢ni koncentrace

MCYV - virus molluscum contagiosum

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MK - mastna kyselina

MK-686 - hexadecyloxypropyl ester (S)-HPMPDAP-sodna stl
MK-735 - hexadecyloxypropyl ester (R)-PMPDAP

MW - molekulova hmotnost
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PMEA (Adefovir) — 9-2-(fosfonylmethoxyethyl)adenin

PMEDAP — 9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]-2,6-diaminopurin

RNA - ribonukleova kyselina

(R)-PMPA (Tenofovir) — 9(R)-[2-(fosfonomethoxy)propyl]adenin
(R)-PMPDAP - (R)-9-(2-fosfonomethoxypropyl)-2,6-diaminopurin

SC - stratum corneum

(S)-HPMPA — (S)-9-(3-hydroxy-2-fosfonomethoxypropyl)adenine
(S)-HPMPDAP - 9-(S)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]-2,6-
diaminopurin

(S)-HPMPC (Cidofovir) - (S)-9[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]cytosine
(S)-PMPDAP - (S)-9-(2-fosfonomethoxypropyl)-2,6-diaminopurin

TNF-a - tumor nekrotizujici faktor a

TTS — transdermalni terapeuticky systém

T12 — Transkarbam 12

VMK - vyss§i mastnd kyselina

VV — vaccinia virus

VZV - varicella zooster virus

8-aza HPMPDAP- 8-aza-9-{(S)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl] }-2,6-
diaminopurin
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