Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
katedra farmaceutické technologie

studijni program: farmacie

Transdermalni in vitro permeace cyklosporinu III.
Diplomova prace

Hana Krejcova

Skolitel: doc. RNDr. Pavel Dolezal, CSc.

Hradec Kralové , kvéten 2006



Dé&kuji Doc. RNDr. Pavlu Dolezalovi, CSc. za odborné vedeni

a pomoc pii vypracovani predkladané diplomové prace.



Lo UVOD e 3
2. CIL PRACE ...ttt 4
3. TEORETICKA CAST ..ottt 5
3.1 Prostup LEEIVA KUZI ...c.vviviiiiiiiiiiiecri e 5
3.1.1 Transdermalng¢ aplikovatelnd 1€CIVa .........coccviiiiiiiiiiiccc s 6
3.1.2 Pfednosti a nevyhody transdermalni aplikace..........ccccovveviiieiiiiinniiiie s 7

3.2, Transdermalni NAPIAST ......vveeiiiiiiiie i sbee e 7
3.2.1 Typy transdermalnich naAplasti ............cccoviiiiiiiiiiiiii 7

3.3 Latky modifikujici transdermalni permeaci ..........cccocveviiiriiiiiiiiiniesce e 10

K J0C 00 I o Y/ (0] 1o o] 1 Y 2SS SSPUSUSRTIN 11

3.4 Transdermalni tESTOVANT ........cciviiiiiiiiiie e 12
3.4.1 Vyuzitelné alternativy lidské KOZe .........c.ceviiiiiiiiiii e 12
3.4.2 MOGEIY IN VIVO ..ottt 13

3. 4.3 MOUEIY IN VITIO ..c.veiircie ettt et sae e sna e beeteanaenne s 13

TR 0317/ 4 (015 o 1o 1 | [ SRS 14
3.5.1 Struktura CYKIOSPOIINU ......ccuiiiiiiiiiiiieieee e 14
3.5.2 Farmakokinetika CYKIOSPOITNU .......cuciiiiiiieiciie e 15
3.5.3 Farmakodynamika CYKIOSPOIINU ..........c.ciieiieiiieiicis e 16
3.5.4 Nezadouci UCINKY CYKIOSPOTINU ...o.vviiiiiiiiieiic i 16
3.5.5 Vyuziti cyklOSPOTINU V PIraXI...c..eiveiieiieiiieieiiesiesiesesieeee et 17

4 EXPERIMENTALNT CAST ..ottt 20
4.1 POUZILE PIISIIOJC. . veeviieriiiieitieie ittt 20
4.2 POUZIEE SUTOVIILY ...uvviiurieieeeiiee st esree s e e nme st e n e s e nmeeann e e nne e enneennneenns 20
4.3 TEStOVANE VZOTKY 1..vviiiiieiiiiiiie sttt 21
4.4 Biologicky Material ........ccoiviiiiiiiiiiiii i 22
4.5 VYbEr akceptoroVe fAZE........coiiiiiiiiiiiiiiie 22
4.6 Uspofadani permeacnich POKUSTL .......cccueiieiiiiiiiieiiiie e 23
4.7 Provedeni StEIPPINZU «...oeeiuviiieeiiieiee e 23
4.8 Stanoveni CYKIOSPOTINU A .......cccviiiiiiiiiieiic e 24
4.9 Nameétené tidaje z permeacnich METeNi.........ocvviiiiiiiiiiiiiiic e 25

5. VYSLEDKY .oouvouiemmeesmesseesseessesssessssessses sttt 26
B. DISKIUSE ...ttt b btk e b e bt ettt e b 32
7. ZAVERY w.oiovi i 38
8. SOUHRN L.t b bbbttt bbbt 39
9. SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK .....c.vveueiieeireeeesesessesiessesesessessessessessensen s sesesnannans 40
10. LITERATURA ottt ettt b e 41



1. UVOD

vvvvvv

Cyklosporin A po ftadu let pfredstavuje jednu znejdilezitéjSich latek
S imunosupresivnim U¢inkem, jehoz vyuziti pfind$i vyznamny pokrok v transplantacni
medicing, terapii autoimunitnich chorob a vneposledni fadé¢ také v dermatologii.
V soucasnosti je v humdnni medicin€ pouzivan ve form¢ perordlnich a injek¢nich 1écivych
piipravki. Jeho podani per os narazi hlavné na problémy souvisejici s vysokym jaternim first-
pass efektem, inaktivaci vlivem zmén pH V gastrointestinalnim traktu, pfitomnosti enzymu
V lumen travici trubice a metabolizaci pii pasazi bunkami stievni stény. Injekéni aplikace sice
obchazi gastrointestindlni trakt a s nim spojené moznosti inaktivace, avSak cyklosporin ma i

pii této aplikacni cesté kratky polocas vlivem rychlé metabolizace jatry.

Transdermalni podéni predstavuje variantu podéni, ktera by umoznovala lepsi kontrolu
hladiny cyklosporinu v organismu, coz je v pfipadé této latky s nizkym terapeutickym
indexem velmi zadouci. Byly by tak minimalizovany nevyhody spojené s peroralni a injekéni
aplikaci. Piekdzkou ovSem zistava prekonani bariérové funkce kiize vzhledem k pomérné
vysoké molekulové hmotnosti a lipofilit¢ molekuly cyklosporinu A. Intenzivné se tedy studuji
techniky, které umoZiuji zvySeni permeace molekuly cyklosporinu kizi. Soucasti
experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo studium nékolika enhancert (urychlovact)
transdermalni aplikace. Konkrétné byl hodnocen dodecylazacykloheptanon (laurokapram,
Azone®), methylpyrrolidon, dodecylpyrrolidon a transkarbam 12, 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 ptehled informaci o cyklosporinu a jeho lécebnych aplikacich,

vcetné externi dermatologické.

2. Provéfit novy protokol pro realizaci permeacnich experimenttl, zejména s ohledem na

vhodnou dobu trvani in vitro permeaci.

3. Ziskat nové udaje o priniku cyklosporinu A Zzizopropylmyristatu pies koZzni
membranu zZ ucha praseciho boltce a orientacné vyhodnotit vliv zadané koncentrace
transkarbamu 12, laurokapramu, methylpyrrolidonu a dodecylpyrrolidonu jako &tyt

zavedenych permeacnich enhancerd.



3. TEORETICKA CAST

Transdermdlni aplikace 1éCiv je pfedmétem vyzkumu od poloviny minulého stoleti.
Béhem druhé svétové valky se vyzkum zamétoval na 1é¢bu anginy pectoris a v 50. letech 20.
stoleti byla vyvinuta nitroglycerinova néplas‘[.1

Moznost piivodu lé¢iv do systémové cirkulace prfes kiizi se stala predmétem
intenzivniho vyzkumu od roku 1980, kdy mnohé firmy zacaly pracovat na transdermalnich
Iékovych forméch, protoze se jiz dokdzalo, ze 1é¢iva prochazeji kiizi v dostateném mnozstvi,
aby mohla vyvolat systémovy i¢inek.?

Vroce 1981 byla vyrobena firmou Alza (USA) prvni transdermalni néplast
Transderm-Scop. Brzy nasledovala vyroba dalSich transdermalnich pfipravkil s riznymi

GEinnymi latkami.*

3.1 Prostup léc¢iva kiizi

Léciva vstupuji do kiize transfolikuldrné pies vlasové folikuly a potni Zlazy, nebo

transepidermdlné. U transepidermalniho transportu mizeme jesté rozliSit vstup intercelularni

(mezibunéénymi prostory epidermis) a intracelularni, transcelularni (bunkami epidermis).
Nejvetsi cast 1€civ prochdzi interceluldrné a tento prostup se fidi, stejné jako méné vyznamny
prostup transfolikularni, zdkony difuze. Léciva uvolnénd z transdermalniho ptipravku musi
nejdiive projit rohovou vrstvou, kterd ptfedstavuje nejhiife propustnou ¢ast kozni bariéry.
ProtoZze je to proces fizeny difuzi, je velmi dilezity koncentracni spad, rozdil mezi
koncentraci 1é¢iva nad rohovou vrstvou a pod ni. Koncentrace nad rohovou vrstvou je urena
mnoZstvim rozpusténého nedisociovaného léciva. Koncentrace pod rohovou vrstvou zavisi na
tom, zda 1éCivo mé tendenci se hromadit v rohové vrstvé nebo ji pronikat, opoustét klizi jako
kompartment a piechazet do systémového ob&éhu. Koncentraéni spad muze byt Casove zavisly
nebo Casoveé nezavisly; difuzni proces je podle toho pseudostacionarni (zavisly) nebo

stacionarni (nezavisly). Staciondrni (ustalenou) difuzi miZeme piedpokladat pii aplikaci

suspenznich 1é¢iv obsahujicich 1éCivou latku, kterd se postupné v zakladu rozpousti.
Koncentrace jeho rozpusténé formy v piipravku je konstantni. Rozpusténé léCivo, které
ptejde do kiize, je okamzité nahrazeno rozpusténim dal$iho podilu suspendovaného lé€iva. Pfi
stacionarni difuzi se po urcité induk¢ni period€ vytvaii ustaleny flux (tok) léciva kazi. Prostup
pak odpovidé kinetice nultého tadu. Jestlize se 1éCivo piitomné v zakladu vycerpd, tj.

- ’ o v roos . . - v s . . . wz 2
ptestoupi do kliZe, transport odezniva a kinetika pfestupu se meéni na kinetiku prvniho fadu.



Flux 1é¢ivé latky roste linearne s koncentraci jeho rozpusténé formy. Suspenzni 1éky
vSak maji nevyhodu, Ze nejsou fyzikalné zcela stabilni. Béhem jejich skladovani miize
dochazet ke krystalizaci 1éCiva, ¢imz se zméni rychlost jeho uvolilovani. Stabilita 1éCiva
Vv tomto smyslu mize byt zvySena pouzitim polymert, které brani vzniku jader krystali
(nukleaci).?

Pseudostaciondrni_difiize je proces, pii némz je koncentracni spad Casové zavisly.

Permeace tohoto typu je charakteristickd pro pfipravky, v nichz je 1éCivo rozpusténo.
V pribehu aplikace obsah difuzibilni formy 1écivé latky trvale klesa o podil, ktery piestoupil

do ktze. Kinetika pseudostacionarni diftize je kinetikou prvniho tadu.”

3.1.1 Transdermalné aplikovatelnd léciva

Pokud chceme pouzit 1é¢ivo do transdermalnich pfipravkli, mély by jeho vlastnosti
spliovat urcita kritéria. Léciva vhodna pro transdermalni aplikaci maji nizkou molekulovou
hmotnost, preferovana je velikost do 600 Da.® Légiva s mensi molekulou vstupuji do kiize
ochotn&ji.? Difiizni koeficient by mél byt vysoky. *

Také rozpustnost v oleji a vod¢é by méla byt adekvatni. S tim souvisi optimélni hodnota
rozdeélovaciho koeficientu. Pokud je rozdélovaci koeficient piili§ velky, mtze snizit clearance
v Zivé tkani* Idealni je hodnota blizkd jedné. Znamend to, Ze piiznivy piedpoklad pro
absorpci maji latky, které jsou rozpustné ve vode i v olejich.2

Kize ma rovnéz schopnost aplikované 1é¢ivo metabolizovat. Tato schopnost se dava do
souvislosti s pomérné slozitou stavbou kuze, ve které jsou jednotlivé vrstvy tvofené vysoce
specializovanymi typy bunck misty metabolickych pfemén 1éCiv. V rohové vrstvé se
nachazeji metabolizujici enzymy =z bakteridlni flory, dal§i enzymy jsou obsaZeny
Vv keratinocytech a epidermalnich bunkach, histiocytech, v Langerhansovych bunkach, dale v
Merkelovych bunkach, v mazovych a potnich zlazach, ve fibroblastech a zirnych burnikach, v
dermis a podkoznich tukovych buikéach. Kazda ztéchto vrstev k metabolismu 1é€iv pfi
prachodu kizi ptfispiva. KdyZ se bere v uvahu skutecnost, ze skladba kiize a tloustka jejich
vrstev je na jednotlivych Castech téla riizna, nepifekvapi zjisténi, Ze transdermalni absorpce
pozorovand po aplikaci dermatologik na rtizna mista klize stejné osoby vykazuje rozdily tfeba
1 stoprocentni. Pfi aplikaci zejména malych mnoZstvi 1éCiv je proto nékdy Zzadouci piisada

inhibitort enzyma.’



3.1.2 Piednosti a nevyhody transdermalni aplikace

Lécivo se pii transdermalnim podéani vyhne gastrointestinalnimu traktu. Nehrozi tudiz
jeho inaktivace enzymy nebo zménami pH a také neptichazi v uvahu interakce s 1éky, které
byly podény per os. Lécivo se dale vyhne jaternimu first-pass efektu, coz je spojeno s
inaktivaci jaternimi enzymy. Pfi jedné transdermalni aplikaci je mozna vicedenni lécba. Tento
typ 1é€by umoziuje vyuziti 1éCiv s nizkym terapeutickym indexem, vyhodna je i vysoka
compliance pacienta. Také je vyhodné, Ze tcinek 1éku mize byt odstranénim transderméalniho
systému rychle ukonéen. Uginek 1é¢iva s kratkym polo¢asem mize byt pomoci transdermalni
aplikace prodlouZen, protoZe plazmatick4 koncentrace 16&iva je udrzovana delsi dobu.!

Nevyhodou je moznost senzibilizace pokozky, popt. alergicka reakce pokozky, at’ uz
vyvoland lécivem ¢i dal§i soucasti transdermdlniho systému. Pfi snimdani transdermalni
naplasti miize byt porusena rohova vrstva. Pod nalepenou transdermélni naplasti mize dojit

k blokadg potnich 714zek a také se zde mohou mnoZit patogenni mikroby.?

3.2. Transdermalni naplasti

Transdermalni naplasti (Emplastra transcutanea, Transdermal patches) jsou 1é¢ivé
ptipravky aplikované ptilepenim na zdravou kizi. Obsahuji 1éCiva, kterd prochazeji pres kizi
do podkozi ke krevnim nebo miznim kapilaram, do nichZ se vstiebavaji, aby potom piisobila
systémové. Uvoliovani 1é¢iva z naplasti md byt v principu fizeno vlastnostmi pfipravku,
nikoli variabilnimi vlastnostmi kiize. Néaplasti jsou uzpisobené tak, aby v pribéhu aplika¢niho
intervalu pfivad€ly 1é¢ivo do organismu konstantni rychlosti. Je-li uvolfovani léCiva
Z naplasti veliCinou, kterd urcuje celou farmakokinetiku podaného 1é€iva, potom se skutecné
dosahne déletrvajici, vyrovnané hladiny 1é¢iva v krvi.?

Pro zadané linearni uvolnovani 1é¢iva z néplasti je potfebny dostatecny, relativné velky
obsah 1é€iva v jejim zasobniku, matrici. Pti aplikaci se z 1é¢iva v naplasti pfitomného vyuZije
jen jeho mensi ¢ast (10 % az 20 %). To sice vyhodné neni, avSak pro kinetiku nultého fadu
(nebo k této kinetice se blizici) nevyhnutelné. Po odstranéni naplasti z kiize klesa hladina

lé¢iva v souladu s distribuéni a elimina¢ni kinetikou daného 1é¢iva.?

3.2.1 Typy transdermdalnich naplasti >
Zéakladnimi 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.



Dalsi soucasti je ochranna folie, ktera se odstranuje pfed nalepenim naplasti a béhem

skladovani chrani formulaci.
Naplast s jednou adhezivni vrstvou s léCivem

Adhezivni vrstva je po pfilepeni tohoto typu transdermalni naplasti v pfimém kontaktu
S pokozkou. Adhezivni vrstva se nachazi pod vrstvou kryci a je rezervoarem jak uc¢inné latky,

tak 1 excipienttl.

Obr. 1: Naplast s jednou adhezivni vrstvou s 1é¢ivem >

kryci vrstva
£ adhezivni vrstva s 1é¢ivem
O ochranna odstranitelna vrstva

Naplast s vice adhezivnimi vrstvami

Adhezivni vrstvy opét obsahuji 1éCivo. Prvni adhezivni vrstva je zjedné strany kryta
ochrannou fo6lii a z druhé strany se nachazi fidici membrana. Nad fidici membranou se
vyskytuje druhd adhezivni vrstva, kterd je z vrchu chranéna kryci vrstvou. Prvni adhezivni
vrstva slouzi k uvolnéni inicidlni davky léciva, z druhé vrstvy se pak léCivo uvoliuje

kontrolovanou rychlosti diky fidici membrang.

Obr. 2: Naplast s vice adhezivnimi vrstvami °

kryci vrstva
2. adhezivni vrstva s 1é¢ivem
fidici membrana

1. adhezivni vrstva s 1é¢ivem

O B O 5 @

ochranna odstranitelna vrstva



Rezervodrova transdermadlni ndplast

Rezervoarova transdermalni néplast obsahuje, jak jiz nadzev napovidd, kompartment
sroztokem ¢i suspenzi léCiva. Kompartment je od ochranné vrstvy separovan
semipermeabilni membranou a adhezivni vrstvou. Adhezivni vrstva se muze vyskytovat

V kontinualni podobé¢ nebo jen koncentricky okolo fidici membrany.

Obr. 3: Rezervoarova transdermalni naplast °

kryci vrstva
roztok (suspenze) 1é¢iva

fidici membrana

adhezivni vrstva

O O O m =

ochranna odstranitelna vrstva

Matricova ( periferné adhezivni) transdermdlni naplast
Polotuha matrice, kterd obsahuje roztok nebo suspenzi 1éCiva, je v piimém kontaktu

s ochrannou vrstvou. Adhezivni vrstva se vyskytuje koncentricky okolo matrice.

Obr. 4: Matricova ( periferné adhezivni) transdermalni naplast °

kryci vrstva
adhezivni vrstva

roztok (suspenze) 1éciva

O B 0O =

ochranna odstranitelna vrstva



3.3 Latky modifikujici transdermalni permeaci

Vzhledem k tomu, Ze kiize velmi dobie plni bariérovou funkci, je ¢asto nutné pouzit
pii formulaci transdermalnich piipravka tzv. urychlovace absorpce (enhancery, promotory).4
Tyto latky usnadiiuji uvolnéni 1é¢iva z ptipravku a jeho prinik do spodnich vrstev kize a
mohou zpusobit vznik rezervoaru lé¢iva v kiizi. Opakem enhancert jsou retardanty permeace,
které maji mnohdy velmi blizkou strukturu s enhancery, avSak oproti nim stabilizuji kozni
lipidy a snizuji permeabilitu. Tyto latky jsou pouzivany v ptipravcich, u kterych je zadouci
jen minimdlni systémova absorpce ulinnych latek, jako je tomu naptiklad u opalovacich
prostiedki &i repelentd. ’

Je znamo né¢kolik potencidlnich mechanismi uc¢inku enhancerti. Uvadi se mozna
interakce s intercelularni lipidickou matrix ¢i intracelularnimi keratinovymi doménami.
Nekteré promotory zvysuji rozpustnost 1é¢iva v kuzi, ovlivituji termodynamiku rozpousténi,
piisobi na desmozomalni spoje mezi korneocyty nebo méni metabolickou aktivitu v kizi. ®
Predpoklada se, Ze latka jedné struktury miiZe vykazovat vice mechanismt G&inku.”

Idealni penetrani enhancer je netoxicky, neirituje kiizi ani ji nealergizuje. Uginkuje
rychle a nema zadnou farmakologickou aktivitu. Po odeznéni jeho Gc€inku se bariérova funkce
kiize rychle a zcela obnovi.?

Skupina permeacnich enhancerii je velice rtiznoroda, proto existuje nckolik
klasifikanich kritérii pro jejich rozdéleni (naptiklad podle chemického hlediska, Cci
schopnosti urychlit absorpci). Neni pravidlem, Ze enhancer je vhodny pro jakykoliv druh
1é¢iva. Pro charakterizaci penetracnich enhancert se vyuzivaji nasledujici parametry.

Flux, jehoZ jednotkou je mnozstvi 1é&iva (png) proslé plochou kize 1 cm? za jednotku
casu (1 hodina). Qo4 je kumulativni mnozstvi 1éCiva (ug), které proslo jednotkovou plochou

kéize (napiiklad 1 cm?®) za 24 hodin. ER ( urychlovaci pomér, enhancement ratio) je pomér

hodnot fluxu ¢i hodnot Qg4 U pokusu s enhancerem k hodnotam kontrolniho (slepého)
pokusu.’

Béhem mnohaletych experimentti byly zjistény zajimavé informace tykajici se
penetra¢nich enhanceri: ®
a) efekt enhancert je koncentracné zavisly
b) je obtizné zvolit nejvhodné&jsi enhancer pro dany typ rozpoustédla
¢) urychleni penetrace ma daleko lepsi vysledky u zviteci kiize nez u kuze lidské

d) enhancery pracuji velmi dobfe s rozpoustédly jako je propylenglykol ¢i ethanol

e) existuje synergismus mezi enhancery

-10-



f) zavaznym nezadoucim Géinkem enhencert jsou jejich drazdivé vlastnosti na kuzi

Jako zajimavy enhancer pro aplikaci cyklosporinu se jevi lipidicky enhancer 1-oleoyl
monoglycerid  (monoolein). Po jeho pfidini do formulace cyklosporinu A
s propylenglykolem se dle koncentrace zvysi bud’ transdermélni nebo topicky ucinek nebo
oba ucinky. Pfi 5% koncentraci monooleinu transdermalni ucinek roste, pti 10% koncentraci
jsou patrné oba ucinky a pii koncentracich 20 % az 70 % monooleinu roste t¢inek topicky a

kles4 ucinek transdermalni.?®

3.3.1 Pyrrolidony

Tato skupina chemickych latek patfi mezi velmi casto pouzivané a dobie
prostudované penetrac¢ni enhancery. Pfedmétem mého zajmu byl N-methyl-2-pyrrolidon a
N-dodecyl-2-pyrrolidon. Jejich strukturu zaznamenava obr. 5 .

Tato skupina latek vykazuje vys$i urychlovaci efekt na hydrofilni permeanty.
Mechanismus jejich Uc¢inku spoc¢iva ve vmezeteni molekuly pyrrolidonu mezi lipidy stratum
corneum a zvyseni fluidity lipidické Vrstvy.8

Z hlediska vyzkumu jsou vyznamné molekuly: N-methyl-2-pyrrolidon (NMP) a
2-pyrrolidon (2P). NMP je polarni aprotické rozpoustédlo, které¢ se vyuziva jako extrakéni
¢inidlo. Je to ¢ira kapalina misitelna s vétSinou znamych rozpoustédel véetné vody a alkoholi.
2P je téZ misitelny s vétSinou rozpoustédel véetné vody a alkoholt a je tekuty pfi teploté nad
25°C. Vyuziva se jako rozpoustédlo pro cukry, jod a polymery. 2P je meziproduktem pfi
vyrobé farmaceutické pomocné latky polyvinylpyrrolidonu. Pyrrolidony jsou jako promotory
vyuzivany pro ¢etné hydrofilni 1 lipofilni molekuly. Pyrrolidony se dobie rozd€luji do rohové
vrstvy lidské kiize. Mohou tc¢inkovat tak, Ze upravuji rozpustnost membran a generuji tvorbu
rezervoaru v membranach kiize. Rezervoarovy efekt nabizi potencidl pro tzv. prodlouzené
uvolnovani (sustained release) permeantu z rohové vrstvy. Nezadoucim ucinkem pyrrolidonti

byla tvorba erytému, ktery ovSem po kratké dobée Vymizel.6

-11-



Obr. 5: Molekulova struktura pyrrolidonu S

R N-methylpyrrolidon: R= CH3

N-dodecylpyrrolidon: R= Cy1,Hjs

3.4 Transdermalni testovani

Transdermalni testovani lze rozlisit na in vitro a in vivo studie. Tradi¢né jsou
vyuzivany ktze riznych zvifat, které maji spole¢né rysy s kiizi lidskou. Vyhodné je vyuziti
lidské ktize (od zemfelych darct), ale pro vétSinu badatelti je tento typ kluze z etickych

diivodi a hlediska zakont nedosazitelny .*

3.4.1 VyuZitelné alternativy lidské kiize *

Depilovana mysi kiize

Jeji vyhodou je ekonomicka dostupnost, av§ak permeabilita a spektrum lipidd jsou
zna¢né odlisné od lidské kiize. V porovnani s lidskou kiizi je u mysi kiize velmi tenkd rohova
vrstva a permeabilita je 30-40 krat vyssi nez u kize lidské.

Praseci kiize

Tento typ kliZe je nejbliz§im modelem ke kizi lidské, co se tyce jeji permeability i

spektra lipid. Jsou zde nepatrné strukturdlni rozdily jako jsou S$tétiny praseci kiZze, vice

podkozniho tuku a méné svaloviny.

Tkanova kultura keratinocyti

Vyhodou jejiho vyuziti je eliminace experimentl na zvifatech, dale pak vlastnosti
shodné s lidskou ktizi. Bylo zjisténo, ze spektrum lipidi je shodné u tkanové kultury i u lidské
ktze, ale je zajimavé, ze u tkanové kultury bylo mnozstvi lipidi v redukovaném mnozZstvi.

Tyto kultury vykazuji velmi rozdilné charakteristiky permeability.
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Polymerni membrany

Nevyhodou vyuziti umélych membran je nedostatek histologickych prvkil, které se

v lidské kiizi bézné vyskytuii.

3.4.2 Modely in vivo'

Transdermdlni studie na zvifatech byly provadény od 60. let a byly vyuzivany pro
vyzkum transdermdlnich pfipravki. Zvifeci model poskytuje zajimavé permeabilitni
parametry, kdyz neni mnoho znamo o klinické toxicit¢ na lidskych pacientech. Vybér
zvitecich modelti nebo tkanovych kultur je velice slozity, protoze neni k dispozici model,
ktery se tplné ptiblizuje lidské kazi z hlediska permeability, histologie a spektra lipidi.

Existuji matematické modely, které jsou schopné popsat ¢i predurcit kinetiku 1éciva

pii transdermalni aplikaci.

3.4.3 Modely in vitro*

Aparat pro testovani in vitro ma tii ¢asti. Donorovy kompartment, kam se aplikuje
1é¢ivo. Z tohoto kompartmentu 1é¢ivo prochazi permeacni membrdanou (bariérou) do
akceptorového kompartmentu, kde je akceptorovy roztok. Typickym akceptorovym roztokem
je roztok fyziologicky ¢i fosfatovy pufr, které jsou udrzovany pfi teploté 37°C, n€kdy na

32°C, coz simuluje teplotu lidské kiize. In vitro modely se déli na:

Horizontalni typ permeacnich systému

Tento typ je Siroce vyuZivan . Bunka je rozdélend na donorovy a akceptorovy
kompartment 0 malém objemu (3,5 ml) a membranu o malé plose (0,64 cm?). Roztok je
kontinualn¢ michan pomoci malych magnetickych michadel, ktera rotuji rychlosti 600 otacek
za minutu. Systém je termostatovan.

Franzovy difuzni cely

Cela (buiika) je slozena ze dvou kompartmentl- donorového a akceptorového.
Akceptorovy kompartment ma objem 5-12 ml a plocha membrany je 1,0-5,0 cm?.
Akceptorovy roztok je opét michan magnetickymi michadly rychlosti 600 otacek za minutu a

cely systém je téZ termostatovan.
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Prutokové difuzni cely

Tento druh cel je vyuzivan u 1éCiv s nizsi rozpustnosti v akceptorovém roztoku. Tyto
cely mohou byt plné automatizovany a piimo spojeny s vysokoucinnym kapalinovym

chromatografem.

3.5 Cyklosporin

Cyklosporin A (CyA) je cyklicky undekapeptid, ktery piedstavuje prvni ptirodni latku
se selektivnim imunosupresivnim ucinkem. Cyklosporiny jsou produkovany vlaknitymi
pudnimi houbami Typocladium inflatum, Cylindrocarpon lucidum a dal§imi kmeny ptdnich
hub. 10 Nyni se zkouma produkce cyklosporinu A pomoci imobilizace spor a mycelii druhu
Aspergillus terreus na kalcium-alginatu.” Imunosupresivni uginek CyA byl objeven v roce
1972. V prvych letech byl pouzivan pii organovych transplantacich, kde vyrazné zlepsil
prezivani pacientl i organt, které byly pacientim transplantovany. V roce 1974 byl prokazan

. e g e v 1L .. o, « , 10,11
u CyA 1 protizanétlivy Gcinek pii 1é€bé autioimunitnich onemocnéni.

3.5.1 Struktura cyklosporinu

CyA je cyklicky undekapeptid se strukturou cyclo-[MeBmt-a-Abu-Sar-MeLeu-Val-
MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal], kde MeBmt je (2S,3R,4R,6E)-3-hydroxy-4-
methyl-2-methylamino-6-octova kyselina. Je to bila, krystalicka latka bez chuti a zapachu,
s molekulovou hmotnosti 1201 Da. Na rozdil od linearnich peptidi nemaji cyklosporiny
volnou karboxylovou skupinou ani aminoskupinu, a proto se nerozpousti ve vodé, ale jsou
rozpustné v tucich a organickych rozpoustédlech. Jsou schopné vystupovat jako ligandy
a tvofit komplexy s nekterymi kationty. CyA je velmi staly a jeho cyklickd struktura se
rozpada az za pusobeni silnych kyselin a zvySené teploty. V organickych rozpoustédlech za

piitomnosti kyselin vznikaji izocyklosporiny. *° Strukturu cyklosporinu ukazuje obr. 6.
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Obr. 6: Molekulova struktura cyklosporinu

3.5.2 Farmakokinetika cyklosporinu

Na hladinu CyA v organismu maji vliv rizné faktory. Mezi né patii hlavné piijem
potravy, stav organli, zména vstiebavani v gastrointestinalnim traktu, porucha vstiebavani
lipidii, vek, jaterni onemocnéni, vyssi hladiny kreatininu a interakce s ostatnimi léky. K témto
faktorim se fadi i genetické faktory, jako je napf. polymorfismus cytochromu P-450.
Absorpce CyA neni uplna a vyznacuje se vyznamnou intra- a interindividuélni variabilitou.
Rozdilna biologicka dostupnost, clearence a davka CyA pfinasi Siroké rozmezi koncentraci
CyA v krvi u jednotlivych pacientli, které mohou mit za nasledek rozdilnou odpovéd na
terapii. Kromé toho po operaci je Casto nedostatecnd nebo variabilni absorpce CyA a
monitorovani jeho koncentrace je efektivni prostfedek, jak ptedejit vEtSin€ negativnich
disledkid. Sledovani koncentrace CyA hraje dulezitou roli i v monitorovani compliance
pacientl a ve sledovani interakci s ostatnimi Iéky. Na rozdil od jinych peptidickych 1éc¢iv je
CyA pfi peroralnim podani dostatecné stabilni. V kyselém prosttedi zaludku mitize podléhat
reverzibilni konverzi na izocyklosporin A. MnoZstvi absorbovaného léCiva je zdvislé na
celkové podaném mnozstvi 1éCiva a na rychlosti, s jakou se 1éCivo uvoliuje z Iékové formy.
Pro farmakokinetiku CyA je charakteristickd vyrazna variabilita biologické dostupnosti, ktera
je u zdravych dobrovolnik pramérné 30 % (od 5 do 70 %). CyA je absorbovan ptfedevsim
v tenkém stfeve, proto je délka tenkého stfeva dillezity faktor absorpce a s tim souvisi také
potieba vétsi davky CyA u déti. Variabilita biologické dostupnosti CyA muze byt zplsobena

zhorSenou absorpci. Koncentrace CyA po peroralnim poddni dosahuje vrcholu u vétSiny
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pacientli za dobu 1-2 hodiny po podani mikroemulzni formy. CyA je metabolizovan z 99%
(hydroxylace, N-demethylace, tvorba cyklického éteru) hlavné v jatrech, dale pak sténou
gastrointestinalniho traktu. Vylucovan je primarné zlu¢i. Pouze 6 % z perordlni aplikace se
vylucuje mo¢i, pficemz pouze 0,1 % je vylouceno v nezménéné form¢. Jeho eliminacni

polocas je 6-20 hodin, primér 10 hodin.®

3.5.3 Farmakodynamika cyklosporinu

Vlastni  imunosupresivni  plisobeni spocivd v inhibici imunitnich reakeci
zprostfedkovanych buiikami véetné imunity vici alotransplantatu, dale inhibuje opozdénou
kozni precitlivélost, reakci mezi pfijemcem a transplantatem a také tvorbu protilatek zavislou
na T-bunkach. Cyklosporin A plsobi na lymfocyty specificky a reverzibilné. Neptisobi
negativné na hemopoézu, neovlivituje funkci fagocyti. Pacienti 1éCeni cyklosporinem jsou
méné¢ nachylni k infekcim nez nemocni uzivajici jind imunosupresiva. CyA prodluzuje
uchyceni transplantovaného §tépu, hlavné kiize, srdce, ledvin, pankreatu, kostni dien¢ a plic.15

Aktivaéni proces T lymfocytl zafina u vazby podnétnych faktorti na receptory a
pokracuje interakci vazebnych proteint s kalcineurinem, ktery svou fosfatdzovou aktivitou
defosforyluje NF-AT (transkripéni cytoplazmovy faktor T lymfocyt). Zménény NF-AT se
pak ptesune do jadra, vaze se na geny jun/fos a komplex aktivuje transkripci genti klicového
IL-2. Imunosupresivni aktivita cyklosporinu spo¢ivd v inhibici fosfatdzové aktivity
kalcineurinu. Cyklosporin tak inhibuje odpovédi T-bunék, produkei a uvolnéni lymfoking.****

Nové bylo zjisténo, ze cyklosporin a jeho derivat (NIM311) indukuji apoptdzu
malignich melanomovych bunék. Tento fakt potvrdily studie in vitro 1 studie in vivo. Navic
NIM311 po intratumoralni aplikaci zptisobuje pokles objemu tumoru.?

Zajimavé je zjiSténi, Ze cyklosporin ovlivituje funkci P-glykoproteinu, coZ je nedavno
objevena effluxni pumpa, kterd pfendsi substraty (napt. léCiva) ven z bunék. Mimo jiné se
nachazi v mozku a pfi soucasné aplikaci dopaminového antagonisty a cyklosporinu byl
prokdzan znacné vysSi uptake tohoto léfiva mozkem. Tato skute€nost by mohla byt

vel e ee fxe. 24,25
vV budoucnu vyuzita i u jinych 1éc¢iv.

3.5.4 Nezadouci ucinky cyklosporinu

Lécba CyA (zvlasté dlouhodobé a ve vyssich davkach) ohrozuje nemocné rozvojem
nefropatie a hypertenze, jeZ se spolu s dal§imi patogenetickymi vlivy podileji na vaznych

nasledcich v centralni a periferni nervové soustaveé, na srdci a v cévach (encefalopatie,
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neurotoxicita, kardiomyopatie, mikroangiopatie). Nemocnym hrozi i aktivace nékterych viry
(virus Epsteina a Barrové, cytomegalovirus) vyvolavanych a dalSich infekci. Velmi obtézuje
hyperplasticka gingivitida a hirsutismus, vzacnéj$i je hepatotoxicita, kolitida, pneumonitida a
ztlusténi kuze. V posledni dobé byly prokazany dalsi zavazné nezadouci nasledky podavani
CyA, vyvolané jeho silnym profibrogennim ptsobenim. Jim je mozné vysvétlit pravidelné
fibrotické zmény v transplantovanych jatrech, plicich a ledvinach, ale také ztlusténi a
jizevnaténi kaze. Uz delsi dobu bylo zfejmé, ze mnoho z nezddoucich ucinkli CyA neni
mozné piipsat na vrub jeho imunosupresivnimu pusobeni a patralo se proto po dalSich
pricinnych mechanismech. Nakonec byly objeveny v porusSe sit€¢ cytokinii a v nadmérném

wevr

cyklosporinem zustavaji (podobné jako v historickém obdobi imunosupresivni 1écby pied
jejich zavedenim) rizné maligni nddory a lymfoproliferacni syndlromy.lg”15 Dal$imi
nezddoucimi Ucinky cyklosporinu na metabolismus je diabetogenni vliv a vyvolani
hyperlipidémie.** Problém hyperlipidémie by nemé&l byt feSen aplikaci statindl, protoze hrozi
riziko rhabdomyolyzy.”? Neméné vyznamnym udinkem je také akcelerace rozvoje
ateroskler6zy. Rozvoj aterosklerdzy je zpusoben tim, Ze pii aplikaci cyklosporinu dochazi
k nitraci specifickych proteind, které se podileji na likvidaci superoxidového aniontu, ktery je

vyznamnym aterogennim &initelem.”*
3.5.5 Vyuziti cyklosporinu v praxi®

1) Prevence a lécba rejekei po transplantaci pevnych organt, reakce mezi piijemcem
a transplantatem po transplantaci kostni dfené.

2) Terapie vybranych autoimunitnich poruch.

3) V dermatologii 1é¢ba atopické dermatitidy a psoriazy.

4) V oftalmologii.*

V tomto oboru se jevi jako vyhodné pouziti hydrofilniho
proléciva cyklosporinu A (UNILO88), které rychle po aplikaci hydrolyzuje na
cyklosporin. Vyuziva se tak pro topickou oc¢ni aplikaci, kde vykazuje oproti

. cvwr w1y er . o 17
cyklosporinu niz8i ocni drazdivost a nizsi vyskyt slzeni po aplikaci.™ 8

Rozpustnost a lékové formy cyklosporinu

Vzhledem Kk vlastnostem cyklosporinu, které byly popsany v odstavci o struktuie
cykosporinu, je jasné, ze ke zvySeni rozpustnosti cyklosporinu je potiebné vyuziti kosolventt,

micelizace anebo tvorby komplext. Jako kosolventy se pouzivaji organické slouceniny, které
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jsou misitelné s vodou. Ve své struktuie maji malé nepolarni uhlovodikové oblasti, které
redukuji schopnost vodného systému vytlacit nepolarni rozpousténé latky. Prikladem miize
byt ethanol, propylenglykol, tetrahydrofuryl, glycerin aj. Pro tvorbu komplexii se jevi
vyhodné vyuziti cyklodextrinti, které vytvareji malé dutiny pro nepolarni alifatické casti
cyklosporinu A.*® Pro efektivni zvySeni rozpustnosti cyklosporinu lze vyuZit metodu
micelizace, kdy je molekula cyklosporinu zabudovana do struktury polymernich micel.
Vyuziti izotonického micelarniho roztoku pro zvySeni rozpustnosti ndm také zarucuje

kontrolovanou distribuci cyklosporinu v organismu. %2

Z hlediska vyvoje 1€kovych forem cyklosporinu A byla jako prvni registrovana Iékova
forma zavedena emulze (typ o/v) svelikosti c¢astic 1 um (Sandimmun®, Novartis,
Svycarsko). Novéji (asi pied 10 lety) byla do terapie zavedena mikroemulze s dispergovanymi
Gasticemi men$imi nez 100 nm (Neoral®, Novartis, Svycarsko).Vyhody zavedeni
mikroemulzni 1ékové formy jsou nesporné — doslo ke zvysSeni ucinnosti, zlepSeni
biodostupnosti, zlepSeni tolerance a snizeni farmakokinetické variability u jednotlivych
pacientl. Jednou z mnoha dal§ich moznosti je zabudovani cyklosporinu A do pevnych
lipidickych nanocastic (SLN — solid lipid nanoparticles) s cilem zlepsit biologickou
dostupnost. SLN s cyklosporinem A byly pfipravovany tak, Zze cyklosporin A byl ptidan do
smesi kyseliny stearové a Epikuronu 200® a byly spole¢né rozpustény pii 70°C. Soucasné byl
pfipraven i horky vodny roztok cholatu sodného, kyseliny maselné, ethanolu a isopropanolu.
Tyto dvé rozdilné mikroemulze byly dispergovany ve studené vodé (2-3°C) za stalého
michéni. Vznikly sférické nanocastice mensi nez 300 nm, ze kterych se 1éCivo uvoliuje
pomalu a do budoucna mohou byt SLN vyuZivany pro rizné cesty podélni.16

Vyzkum se v dnesni dobé stale zabyva zdokonalovanim biodostupnosti cyklosporinu,
modifikaci jeho uvoliiovani ¢i novymi nosi¢i pro cyklosporin. ZlepSeni biodostupnosti lze
dosdahnout enkapsulaci cyklosporinu do télisek zumélého oleje. Tato téliska jsou
stabilizovdna caleosinem, coZ je latka izolovanad z Escherichia coli. Jedna se tedy o
enkapsulaci hydrofobniho 1éCiva, ¢ehoz lze vyuzit pro peroralni formulace cyklosporinu.29
Pro modifikaci uvoliiovani cyklosporinu A lze vyuzit napiiklad polyethylenglykolovy

hydrogel, ktery je naplndn roztokem komplexu CyA-cyklodextrin.®

DalSim ptikladem
modifikovaného uvoliovani je implantat ur€eny do sklivce, ktery zajiStuje tzv. sustained
release. Zatim byl tento implantat zkousen na zvifecim modelu.®® Jako nosite cyklosporinu
lze vyuzit mikrosféry. Pro zéklad mikrosfér se jevi vhodny kopolymer laktidu a epsilon-

kaprolaktonu. Z tohoto zakladu se cyklosporin uvoliuje vysokou a konstantni rychlosti.32
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Dalsim perspektivnim nosi¢em je Sophisen®, po jehoz smiseni s cyklosporinem vznikne
vodny roztok, ktery lze vyuzit pro ocni aplikaci.33

V souCasnosti se u nas pouziva cyklosporin ve Ctyfech typech lékovych forem:
perordlni roztok (100 mg/ml), mékké Zelatinové kapsle (25, 50 a 100 mg v jedné kapsli),
intravenozni injekce (50 mg/ml) a o¢ni mast pro veterinarni ucely (3,5 mg/7 g). Ptipravky se

pouzivaji pod témito obchodnimi nazvy: 15

CONSUPREN® (por sol, por cps mol)
CONSUPREN S® (por cps mol)
EQUORAL® (por sol, por cps mol)
OPTIMMUNE A.U.V. ® (ung oph)
SANDIMMUN® (inf cnc sol)
SANDIMMUN NEORAL® (por sol, por cps)

YV V V V VY VY
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité pristroje

Analytické vahy

Davkovaci ventil D

Davkovaci ventil Rheodyne model 7125

Digitalni pH-metr BT 120
Digitélni vahy

Vysokotlaké ¢erpadlo
Lednicka s mraznickou Ardo
Liberacni zatizeni

Magneticka michacka MM 2A
Ultrazvukova lazen

UV-VIS detektor V4
Kolonovy termostat LCO 101

4.2 Pouzité suroviny

Acetonitril

Azid sodny

Azone®,(AZ)

Bila vazelina

Cyklosporin A, (CyA)

(¢.8. 14011CC0042019491)
1-dodecyl-2-pyrrolidon, (DP)
Isopropylmyristat, (IPM)
Kyselina chlorovodikova 36%
1-Methyl-2-pyrrolidon, (MP)
(8.5. 294166 1289)
Propylenglykol

Stearan hlinity

Tekuty parafin

Transkarbam 12*, (T12)
TRIS-pufr

Voda ¢isténa
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Sartorius, Gottingen
Ecom, Praha

Cottati, California

Elektronické pfistroje, Havlicktiv Brod

Kern, Albstadt

Ecom, Praha

Ardo, Italie

FaF UK, Hradec Kralové
Laboratorni pfistroje, Praha
Tesla, Vrable
Isco, Lincoln

Ecom, Praha

Sigma-Aldrich, Praha
Fluka, Buchs

Teijin, Tokio

Kulich, Hradec Kralové
IVAX/Galena, Opava

Aldrich Chemical
Merk, Schuchardt
Lachema, Neratovice
Fluka, Buchs

Kulich, Hradec Kralové
Léciva, Praha

Fluka, Buchs

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

katedic anorganické a organické chemie FaF UK v Hradci Kralové.

4.3 Testované vzorky

Vin vitro permeacni studii byly jako donorové vzorky pouzity suspenze CyA
Vv isopropylmyristatu (roztoky s mirnym piebytkem Iéc¢iva). Konkrétné se jednalo o disperze
s 10 % obsahem CyA. Tyto disperze byly zvoleny zamérné tak, aby i po praniku ¢asti CyA
kGzi byla donorovd faze neustdle nasycena léCivou latkou. Nekteré vzorky byly dale

obohaceny o0 permeacni enhancery v pfedem zvolenych koncentracich.

SloZeni vzorki:

10% roztok cyklosporinu A v izopropylmyristdtu
cyklosporin A 1049
isopropylmyristat 9,0g

10% roztok cyklosporinu A v IPM s 1% obsahem transkarbamu 12

cyklosporin A 1,09
transkarbam 12 0,19
isopropylmyristat 8,99

10% roztok cyklosporinu A v IPM s 5% obsahem azonu

cyklosporin A 1,09
azone 0,5g
isopropylmyristat 8,59

10% roztok cyklosporinu A v IPM s 5% obsahem dodecylpyrrolidonu

cyklosporin A 1,09
dodecylpyrrolidon 0,59
isopropylmyristat 8,59
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10% roztok cyklosporinu A v IPM s 5% obsahem methylpyrrolidonu

cyklosporin A 1,09

methylpyrrolidon 0,59

isopropylmyristat 8,50
Postup piipravy:

V kadince jsem smisila CyA s isopropylmyristatem, piipadné také suvedenymi
enhancery. Roztok jsem nechala michat na magnetické michacce zahtivané na 50°C pfiblizné

30 minut.

4.4 Biologicky material

Ve studii jsem pouzila vzorky praseci kiize z oblasti zevni strany usniho boltce, které
byly odpreparovany pomoci skalpelu. Dale byla kuze depilovana, ocisténa fyziologickym
roztokem a osetfena roztokem azidu sodného. Vzorky byly zataveny do polyethylenové folie

a uchovavany v mraznicce pii -20°C.

4.5 Vybér akceptorové faze

Pro malou rozpustnost cyklosporinu A ve vod¢ byla zvolena jako akceptorova faze
smés propylenglykolu s TRIS-pufrem (tromethamolem) v poméru 1:1. Tato faze méla také
dalsi vyhodu vtom, ze je diky ni zajisténo pH akceptorové faze vhodné pro plsobeni
enhanceru transkarbam 12.

Priprava TRIS-pufru pH 7.1 pro permeacni pokusy:

Slozeni:
- TRIS pufr ( C4H11NO3 ) 24,009
- azid sodny 0,02g
- kyselina chlorovodikova 36% g.s.
- ultracista voda 975,989
Postup pripravy:

Po navazeni daného mnozstvi azidu sodného ( konzervacni piisada ) a TRIS-pufru se
ob¢ substance rozpusti v predepsaném mnoZstvi ultracisté vody za pouziti magnetické

michacky.
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Roztok se ponechd na magnetické michatce a pomoci kalibrovaného pH-metru
métime pH a ptidavanim 36% kyseliny chlorovodikové upravime hodnotu pH na 7,1.
Pufr se uchovava v chladnicce pii 5°C a pred kazdym pouzitim se vzdy zméii a

ptipadné upravi jeho pH.

4.6 Usporadani permeacnich pokusi

Jednotlivé vzorky ktze se fixuji mezi dvé desticky z plexiskla. Ob¢ desticky maji
uprostfed kruhovy otvor o plose pfiblizné 2 cm?® Desticka, kterd je umisténa na vnéjSim
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 cast cely. Obé& ¢asti
cely se spoji pomoci gumicek. V pokusech byly pouzity modifikované permeacni cely dle
Franze. Akceptorova Cast buniky 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 1azné,
ktera je pomoci termostatu temperovana na 37°C. Akceptorova faze je kontinudln¢ michana
pomoci magnetickych michadel.

Pro zjisténi mnozstvi 1é¢iva proslého kiizi se odebird akceptorova faze ( dale v textu,

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

4.7 Provedeni strippingu

Pfedmétem zajmu bylo také mnozstvi 1éCiva, jaké se deponovalo do jednotlivych
vrstev kiuze. K tomuto ucelu byla pouzita metoda strippingu. Jeji konkrétni provedeni
spocivalo ve vyuziti prouzkl lepici pasky, které se nalepuji na exponovanou plochu kize,
ktera byla predem odmasténa pomoci acetonu. Lepici paska se piilozi ke klizi, na ni se polozi
zavazi o hmotnosti 1 kg a po 10 sekundach se zavazi odstrani a lepici paska se s kiize strhne
pomoci pinzety. Tato Cinnost byla opakovana u kazdého vzorku dvacetkrat. Prvni dva
prouzky lepici pasky jsme k hodnoceni nevyuzili, protoZze se na né¢ dostanou pouze latky
s povrchu kuze. Pomoci dalSich osmi lepicich pasek se s kiize odstrani ¢ast rohové vrstvy,
nazyvana stratum desquamans a ¢ast stratum compactum (V dokumentaci permeacnich
pokust znacena SC). Poslednich deset prouzkt lepici pasky slouzi ke strzeni hlubsich vrstev
epidermis (v dokumentaci permeacnich pokust zna¢ena E ). Zbyla ¢ast kozniho vzorku

piedstavovala pfevdzné dermis a je znaCena pismenem D.
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Z kazdého vzorku klze tedy byly ziskdny tii ¢asti: prvnich osm lepicich pasek bylo
preneseno do jedné sklenéné lahvicky, dalSich deset prouzku lepici pasky do druhé a zbytek
kize znaCeny pismenem D byl umistén do tfeti lahvicky. Do kazdé lahvicky bylo
piidano 10,0 ml smési acetonitrilu a ultracisté 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 ponechdn, 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: LiIChroCART® ( Merck) o praméru 4nm
Mobilni faze: acetonitril - 0,04M KH,PO4 v poméru 3:1
Prutok: 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 vyluhti ziskanych po strippingu byla

pfipravena fada kalibra¢nich roztokl a nasledné proméiena kalibracni kiivka.

Priprava kalibracnich roztoku.

Zakladni roztok CyA byl pfipraven navaZzenim 10,0 mg CyA ajeho rozpusSténim ve
100 ml smesi TRIS-pufru s 0,2% azidu sodného a propylenglykolu v poméru 1:1. Tim jsme
ziskali roztok CyA o koncentraci 10 mg/100ml.

Dalsi roztoky byly pfipraveny nafedénim zakladniho roztoku tak, aby jejich

koncentrace byla 5; 2,5; 1a0,5mg/100 ml.
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Kazdy roztok dané koncentrace byl stanovovan pomoci HPLC 5krat a vysledky jsou
uvedeny v ¢asti 5. Vysledky v tab. 1 Z vysledki byla pomoci linearni regrese sestrojena
kalibra¢ni pfimka (graf 1 v ¢asti 5. Vysledky).

Byla ziskana rovnice kalibra¢ni kiivky v linedrnim tvaru :

AUC=2973.c
kde: AUC .....coiiiiiiiiiiiii, plocha pod ktivkou piku CyA
ettt e koncentrace CyA (mg/100ml)

Ptislusny korela¢ni koeficient R linearni regrese ¢inil: R = 0,9994

4.9 Namérené udaje z permeac¢nich méreni

Data ziskanad pii stanoveni CyA pomoci vysokoucéinné kapalinové chromatografie
z akceptorové faze a z jednotlivych kompartmentd kiize byla pfepoctena pomoci rovnice
kalibra¢ni kiivky na koncentraci ¢ ( mg/100ml ). Tyto Ciselné udaje byly dale pfepocteny na
mnozstvi Q (ug/10ml), které bylo obsazeno v 10,0 ml extrak¢éni smési acetonitrilu s
ultracistou vodou v poméru 3:1. Protoze bylo stanoveni kazdého vzorku provadéno tiikrat,
byly jednotlivé hodnoty Q piepocteny na pfislusné praméry a tyto primérné hodnoty byly
prepocéteny na relativni procenta. Soucet pruméri Q ze stratum desquamans a c¢asti stratum
compactum (SC), hlubsich vrstev epidermis (E), dermalniho kompartmentu (D) a
akceptorové faze (P) jednotlivych vzorkd c¢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 tak, jak

jsou prezentovany v ¢asti 6. Diskuse.
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5. VYSLEDKY

Tab. 1: Kalibrace roztoki CyA v akceptorové fazi

29516,995 5 15693,453 5 15648,763 5 15622,870 5 15600,218 5 15635980 2,5 7428,353 2

10

29597,017

29,217,904

29369,092
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15635,980
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7523,699
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3068,480

3197,748

3231,517
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1608,216

1575,796
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Graf 1: Kalibra¢ni koncentra¢ni zavislost CyA v akceptorové fazi
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Tab. 5. 1: Procentualni distribuce CyA praseci kiizi po 12 hodinové permeaci z 10% roztoku
v IPM (bez enhanceru)

SC E D P
vzorek ¢.1 32 26 41 0,9
vzorek ¢. 2 22 32 46 0,3
vzorek ¢. 3 19 16 58 7
prumér 24,3 24,7 48,3 2,7
SEM 6,8 8,1 8,7 3,7
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Tab. €. 5. 2: Procentualni distribuce CyA praseci kiizi po 12 hodinové permeaci z 10%
roztoku v IPM s obsahem 1 % T12

SC E D P
Vzorek ¢.1 26 10 63 0,6
Vzorek ¢. 2 23 8 69 0,1
Vzorek €. 3 33 4 63 0,2
priamér 27,3 7,3 65 0,3
SEM 51 31 3,5 0,3

Tab. 5. 3: Procentualni distribuce CyA praseci kazi po 12 hodinové permeaci z 10% roztoku
v IPM s obsahem 5 % AZ

SC E D P

vzorek ¢.1 31 9 53 8
vzorek ¢.2 19 29 52 0,5
vzorek ¢.3 23 39 37 0,1

vzorek ¢.4 23 16 61 0

vzorek ¢.5 15 6 79 0
primér 22,2 19,8 56,4 1,7
SEM 59 13,9 15,3 3,5
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Tab. €. 5. 4: Procentualni distribuce CyA praseci kiizi po 12 hodinové permeaci z 10%
roztoku v IPM s obsahem 5 % DP

SC E D P
vzorek ¢.1 39 23 38 0,1

vzorek ¢.2 33 12 53 2
vzorek ¢.3 25 7 48 21
vzorek ¢.4 28 9 62 0,2
vzorek ¢.5 30 7 63 0,1
primér 31 11,6 52,8 0,6
SEM 53 6,7 10,4 0,9

Tab. 5. 5: Procentualni distribuce CyA praseci kizi po 12 hodinové permeaci z 10% roztoku
v IPM s obsahem 5 % MP

SC E D P
Vzorek ¢.1 33 13 53 0,9
Vzorek ¢. 2 13 18 70 2
Vzorek ¢. 3 33 13 54 0,4
priamér 26,3 14,7 59 1,1
SEM 11,5 2,9 9,5 0,8
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Tab. 5.6: Velikost depa CyA v jednotlivych vrstvach ktize a jeho mnozstvi v akceptorové
fazi po 12hodinové expozici

SC E D P

Bez enhanceru 27,0 29,0 43,5 0,6
T 27,3 7,3 65,0 0,3

A 24,3 25,7 47,3 0,3

MP 26,3 14,7 59,0 11

DP 32,3 14,0 46,3 1,1

Vysvétlivky: T ... transkarbam (1%), A ... azone (5%), DP ... dodecylpyrrolidon (5%),
MP ...methylpyrrolidon (5%)

-31-




6. DISKUSE

Stanoveni CyA v akceptorové fazi permeacnich pokusi bylo po konzultaci
s analytickym oddé€lenim firmy IVAX/Galena Opava dobfie proveditelné a poskytlo kalibra¢ni
pfimku v dostatecné Sirokém pasmu koncentraci. Nejlépe se cyklosporin stanovoval
z kalibra¢nich roztokti, odebirané akceptorové faze permeacnich pokust a z vyluhti ze zbytku
kiiZe. Situace, ktera inila potiZe pii piedchéazejici praci,™® tak byla velmi uspokojivé a pritom
jednoduse vyfesena. Problematictéjsi bylo stanovovani z vyluht z lepicich pasek, protoze se
do elu¢ni kapaliny dostavaly pro stanoveni rusivé latky, které jsou soucasti lepici pasky.
Piivodné zkouSenych 60 minut eluce se neosvédcCilo. Dany problém byl Castecné vytesen
zkracenim doby extrakce na 30 minut, velikost pikt rusivych latek se tak podstatné zmensila.
Béhem pokusti byly testovany dva druhy lepicich pasek. Nejdiive lepici paska znacky AERO,
kterd obsahovala diive zminéné rusivé latky pro stanoveni a dale pak lepici paska Scotch®
firmy 3M. S touto lepici paskou bylo dosazeno mnohem lepsich vysledkd stanoveni, protoze
se na chromatogramu jiz zadné rusivé piky nevyskytly.

Kazdy donorovy vzorek byl testovdn paralelné pomoci tii permeacnich cel. Ziskali
jsme tak od kazdého vzorku tii vysledky, které se ale u nékterych vzorkli zna¢né lisily. Proto
byly vzorky s nestejnorodymi vysledky testovany jesté pomoci dalSich dvou permeacnich cel.
Ziskali jsme dal$i dva vysledky, které ndm mely usnadnit rozhodnuti 0 tom, které vysledky
Ize statisticky vynechat. U vSech vzorkll nam to ovSem nepomohlo, tudiz jsme se rozhodli
ponechat vysledky vSechny stim, Ze vysledné primérné hodnoty a pfisluSné udaje
0 smérodatnych odchylkach budou zahrnovat veskeré proménné faktory pokusu, véetné
variability kuze, na které jsme vzorky testovali.

Z hodnoceni namétfenych udaji, které jsou v souhrnné podobé tabelarné uvedeny
v ¢asti 5. Vysledky, byly ziskany zajimavé informace. Pro potieby nazornéjsi diskuse budou
postupné prezentovany v grafické podobé. Pomérmné 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
ptiblizn¢ jedna ctvrtina CyA zachycena v SC, tedy v odlupujici se ¢asti rohové vrstvy kize.
Stejny dil ziistal zachycen v epidermalnim kompartmentu E a téméft cely zbytek, tedy témér
polovina pronikla do vrstvy D, tedy do dermis. Je zajimavé, ze v akceptorové kapaliné pod

kazi byl nalezen asi 3% podil z celkové absorbovaného mnoZstvi 1éCiva.
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Graf 6.1: Procentualni distribuce CyA kuzi po 12 hodinové permeaci z 10% roztoku v IPM
(bez enhanceru)
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V grafu 6. 2 je dobfe vidét, ze pfi analogické aplikaci CyA z IPM, ktery ovSem obsahuje
pridavek T12, zlstavd mnozstvi 1é¢iva zachyceného v SC téméf stejné jako v predchozim
pripade¢.

Graf 6.2: Procentualni distribuce CyA kuzi po 12 hodinové permeaci z 10% roztoku v IPM

s obsahem 1 % T12
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Podstatny rozdil je ovSem v tom, ze daleko vétsi podil CyA prochazi az do dermis, kde se
pravdépodobné shromazd’uje, nebot’ déle jiz do akceptorové faze pod kiizi neprochazi.
Obsah CyA nalezeny v D kompartmentu byl v tomto ptipad¢, tedy za pouziti T12, v ramci
provedené studie nejvyssi.

V obou piipadech stoji pro zvolené IPM vehikulum za povSimnuti pomérné mala

variabilita, kterd neni u strippingové metody zcela obvykla.

Graf 6.3: Procentualni distribuce CyA kuzi po 12 hodinové permeaci z 10% roztoku v IPM
s obsahem 5 % AZ
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Graf 6.4: Procentualni distribuce CyA kuzi po 12 hodinové permeaci z 10% roztoku v IPM
s obsahem 5 % DP
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Podobnou charakterizaci ovS§em neumoznuji vysledky ziskané s IPM vehikulem za ptidavku
5% azonu. V tomto piipadé je ziejmé (viz graf 6. 3), ze distribuce CyA v hodnocenych
etazich kaze je v zasad¢ shodnd, jako pfi pruniku z IPM samotného, bez enhanceru, tedy ze
v SC a E se zadrZzi necela polovina a asi 55 procent CyA piejde do dermis.

Pokud jde 0 mnozstvi CyA v dermalnim kompartmentu, poskytuji podobné vysledky
pfi 12hodinové expozici také donorové vzorky s obsahem obou pouzitych pyrrolidont , jak
ukazuji grafy. 6. 4 a 6.5. Rozdil je ovSem ve vlivu téchto enhancert na rozlozeni CyA mezi

etaze SC a E. V tomto sméru se piiblizuji efektu T12.

Graf 6.5: Procentualni distribuce CyA kuzi po 12 hodinové permeaci z 10% roztoku v IPM
s obsahem 5 % MP
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Zamé&fime-li se nyni na ziskané vysledky z jiného pohledu, a to na rozloZeni efektu
enhancert vic¢i CyA podle jednotlivych etazi, jsou zfejma, jak prezentuje kombinovany graf
6.6, dalsi zajimava srovnani. Aniz by (zatim) bylo pouzito béznych statistickych metod, je
mozné predbézné odhadnout, ze podil CyA v odlupujici se rohové ¢asti SC je ve vSech
ptipadech hodné podobny, zhruba na urovni 20 az 30 procent.

V kompartmentu E zlstava zachyceno nejvice CyA u vzorkll IPM bez enhancerd.
Naopak, zcela jasné nejméné CyA je zachyceno, a tudiz nejvice proniké hloubé&ji v piipadé

ptidavku s T12. To je patrné z ¢asti (D) grafu 6.6. Vysledky ziskané méfenim proniknuvsiho
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CyA az do kompartmentu P je nutné chapat jako orienta¢ni a podpirné vzhledem k vySe
uvedenym pozorovanim. Pod kazi nalezena kvanta CyA jsou ve vSech ptipadech relativné
nizkd a variabilni. Umoznuji konstatovat bezpecné jen tolik, ze CyA pronikal ve vSech
piipadech celym profilem kiize ze vSech donorovych vzorki

Graf 6.6: Procentualni distribuce CyA do stratum corneum (SC), epidermis (E), dermis (D) a
(P) po 12 hodinové permeaci z 10% roztoku v IPM bez enhanceru, sobsahem 1 %
transkarbamu 12 (T), obsahem 5 % azonu (A), s obsahem 5 % methylpyrrolidonu (MP), nebo
obsahem 5 % dodecylpyrrolidonu (DP)
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Obecnéji 1ze fici, ze v praci bylo dokazano, ze vyznam permeacnich enhancerdi pro
prunik CyA kizi a zejména pro tvorbu jeho depa v kuzi je znaény. Jako zajimava se jevi
tvorba depa CyA v dermis, odkud by se postupné uvolnoval do lymfatického systému.
Lymfaticky systém by pak zajistil distribuci cyklosporinu v organismu. Depo se hlavné
tvotilo v dermalni vrstvé kiize (pracovng oznac¢ené symbolem D).

Pokud bychom porovnali vysledky priniku z donorovych vzorkd, které neobsahovaly
enhancer, s vysledky vzorki obsahujicich enhancer, pak je zifejmé, ze procentualné nejmensi

byla tvorba depa u vzorkl bez enhancert ( asi 44 %). Z permeacnich enhancerti se pro tvorbu
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depa zda byt nejlepsim transkarbam 12 (65%), dale methylpyrrolidon (59%), azone (47,3%)
a dodecylpyrrolidon (46,3%).

Pokud jde o stanoveni cyklosporinu v akceptorové fazi, bylo zjisténo, zZe
methylpyrrolidon a dodecylpyrrolidon zvysily pranik cyklosporinu pies kizi. Naopak
vysledky stanoveni cyklosporinu z akceptorové faze vzorki s pfidavkem azonu a
transkarbamu 12 byly nizsi nez u vzorkt bez enhanceru.

Vyse uvedené pokusy byly hodnoceny po 12hodinovém intervalu. Zajimavé je, zda a
jakym zptsobem ovlivituje doba expozice (penetrace a permeace) vysledky analogickych

strippingovych a permeacnich pokust. Tomuto tématu bude vénovana néktera z dalSich praci.
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7. ZAVERY

1. Stanoveni cyklosporinu v nové doporucené permeacni akceptorové fazi je velmi dobie
pouzitelné. Mobilni faze o slozeni acetonitril - 0,04M KH,PO,; Vv poméru 3:1

umoziuje zlepSeni ostrosti piku CyA a jeho oddéleni od piku azidu sodného.

2. Pro metodu strippingu Ize doporucit lepici pasku Scotch® firmy 3M, nebot’ do
eluéniho ¢inidla pro stanoveni CyA V sejmutych vrstviach neuvoliuje zadné latky,

které by na chromatogramu rusivé interferovaly s 1é¢ivem.

3. Cyklosporin A z testovanych vzorki za danych pokusnych podminek kizi pronika,

pfi¢emz permeuje na urovni spolehlivé analyticky métitelnych hodnot.

4. VIiv testovanych permeac¢nich enhancert na prinik CyA do kize a na tvorbu jeho

depa v kuzi je znacny.

5. Z hodnocenych permeacnich enhancerti se pro tvorbu depa zdé byt nejucinnéjsim

transkarbam 12, dale methylpyrrolidon, azone i dodecylpyrrolidon.

6. Methylpyrrolidon a dodecylpyrrolidon zvysily prinik cyklosporinu ktizi. Naopak
vysledky stanoveni cyklosporinu z akceptorové faze vzorku s pridavkem azonu a
transkarbamu 12 byly nizsi nez u vzorkli bez enhanceru, komplementarné ke zvysené

depozici v dermis.
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8. SOUHRN

Teoreticka ¢ast prace podava strué¢ny piehled informaci 0 transdermélnim podani
1é&iv véetné vyuziti transdermalnich enhancert. Cast tykajici se CyA zahrnuje poznatky o
jeho struktuie, farmakologickych ucincich v¢etné G¢inkti nezadoucich, jeho vyuziti v terapii
a aplika¢nich moznostech.

Experimentalni ¢ast piindsi vysledky in vitro permeacnich pokusii na praseci kuzi.
Akceptorova faze byla tvofena propylenglykolem a TRIS-pufrem o pH 7,1 v poméru 1:1.
Stanoveni permeantu bylo provadéno pomoci HPLC s UV detekci pii 220 nm. Bylo
potvrzeno, ze volba akceptorové i mobilni faze byla vhodna.

Jako donorové vzorky byly pouzity piesycené soustavy CyA bez enhanceru, dale pak
$5% piidavkem azonu nebo  methylpyrrolidonu ¢ dodecylpyrrolidonu,  nebo

s 1 % transkarbamu 12. Vsechny enhancery V pouzitych koncentracich tvorbu depa v kuzi

Sv v
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9. SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

CyA cyklosporin A

MP, NMP methylpyrrolidon, (N-methyl-2-pyrrolidon)
DP dodecylpyrrolidon

2P 2-pyrrolidon

T12, T transkarbam 12

AZ A azone

SC stratum corneum

E epidermis

D dermis

P akceptorova faze

SEM smérodatna odchylka priméru
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