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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra Farmaceutické technologie

Skolitel: Dr. Georgios Paraskevopoulos, Ph.D.

Autor: Tereza Stehlikova

Nazev diplomové prace: Vliv aplikace 1-methyl-3-oktylimidazolium bromidu v
riznych médiich na permeabilitu lidské ktuize

V této diplomové praci byl zkouman ucinek iontovych kapalin (IL) na
permeabilitu lidské ktze. IL predstavuji potencionalni skupinu latek, které mohou
usnadiiovat pienos 1éc¢iv kuzi. V pokusu byla pouzita amfifilni IL 1-methyl-3-
oktylimidazolium bromid (CsMIM). Jako modelové slouceniny byly vyuzity theofylin
(TH), hydrofilni molekula a diklofenak sodny (DIC), vice lipofilni a vétsi molekula.
Byla vybrana tfi riznd média pro aplikaci modelovych latek (voda (H20), 60%
propylenglykol (PG) v H20 a ethanol (EtOH) 96%). Ptipravené vzorky byly vyuZity

pro permeacni experimenty na lidské kiizi.

Vysledky ukazuji zvySené pronikéni TH lidskou kizi v pfitomnosti CsMIM pfi
aplikaci v H2O a EtOH 96%, u 60% PG nikoli. Zadrzeni TH v kizi bylo vyznamné pii
pouziti EtOH 96% (s vysokou variabilitou mezi vzorky) a u ostatnich rozpoustédel
nebyly vysledky statisticky vyznamné. U vzorkti s DIC a CsMIM se v zadném
z piipadii nezvysilo pronikani kazi (pfi aplikaci v H2O doslo dokonce ke sniZeni
mnozstvi DIC v akceptoru oproti vzorku bez CsMIM). Retence DIC v kizi byla
zvySena pii pouziti H20, trend byl patrny 1 u EtOH 96%. Ziskana data ukazala, ze
vysledky permeace jsou zavislé nejen na pouzitém médiu, ale také na vlastnostech

permeantu.



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Technology

Supervisor: Dr. Georgios Paraskevopoulos, Ph.D.

Author: Tereza Stehlikova

Title of the thesis: Effect of 1-methyl-3-octylimidazolium bromide to the
permeability of human skin when applied in different media

In this thesis, the effect of ionic liquids (IL) on the permeability of human skin
was investigated. IL represent a potential group of substances that can facilitate the
transfer of drugs through the skin. The amphiphilic IL 1-methyl-3-octylimidazolium
bromide (CsMIM) was used in the experiment. Theophylline (TH), a hydrophilic
molecule, and diclofenac sodium (DIC), a more lipophilic and larger molecule, were
used as model compounds. Three different media were chosen for the application of
the model substances (water (H20), 60% propylene glycol (PG) in H2O and Ethanol
(EtOH) 96%). The prepared samples were used for permeation experiments on human

skin.

The results showed increased penetration of TH through human skin in the
presence of CsMIM when applied in H20 and EtOH 96%, but not by 60% PG in H>O.
Skin retention of TH was significant using EtOH 96% (with high variability between
samples) and results were not statistically significant for the other solvents. Skin
penetration did not increase in any of the samples with DIC and CsMIM (when applied
in H>O, the amount of DIC in the acceptor was even reduced compared to the sample
without CsMIM). The retention of DIC in the skin was increased with the use of H>O,
the trend was also evident with EtOH 96%. The obtained data showed that the
permeation results are depended not only on the used medium but also on the

properties of the permeant.
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1. Seznam zkratek

API
Cer
Chol
CsMIM
DIC
DMSO
ECso
EtOH
FFA
HO
HPLC
IL
MeOH
NaH>PO4
NMR
PBS
PG

SC

TH

Ug¢inna latka (Active pharmaceutical ingredient)
Ceramidy

Cholesterol

1-methyl-3-oktylimidazolium bromid

Sodna stl diklofenaku

Dimethylsulfoxid

Koncentrace zplsobujici urcity efekt u 50 % organismu
Ethanol

Volné mastné kyseliny

Voda

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Iontova(¢€) kapalina(y)

Methanol

Dihydrogenfosfore¢nan sodny

Nuklearni magneticka rezonancni spektroskopie
Fosfatovy pufr

Propylenglykol

Stratum corneum

Teofylin



2. Uvod a cil prace

Lidska klize je impozantni bariéra, ktera predstavuje problém pii
transdermalnim a topickém podavani 1éCivych piipravki. Nejsvrchnéjsi cast kiize
epidermis a jeji vrstva stratum corneum (SC) jsou pii pronikdni 1é¢iva problémem.
Vrstva SC je velmi usporddany systém. Zakladni stavebni slozku ptedstavuji
korneocyty a lipidovéa matrix, ktera vypliiuje prostor mezi nimi. Lipidova faze se sklada

ze smési ceramidu (Cer), volnych mastnych kyselin (FFA) a sterolt. [1-4]

Pro usnadnéni prichodu 1é¢iva klizi se Casto pouzivaji zesilovace transdermalni
permeace. Tyto latky maji schopnost narusit vysoce uspofadanou strukturu SC. [5]
Novou skupinu latek, moznou pro vyuziti jako akceleranty, se jevi iontové kapaliny
(IL). Jedna se o soli tvofené objemnym organickym kationtem a mensim organickym
nebo anorganickym aniontem. [6] IL se vyznacuji vynikajicimi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi. Jejich bod tani je niz8i nez 100 °C. Pii pokojové teploté se tedy vétSina IL
nachdzi v kapalném stavu. Tim se odliSuji od béznych soli. Diky vhodnym vlastnostem

jsou IL nyni zkoumany jako akceleranty kozni permeace. [7]

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jak IL ovliviiuji prostup ¢i zadrzovani
latek v lidské kizi in vitro. V pokusu byla vyuZita amfifilni imidazoliova IL CsMIM.
Jako modelové latky pro prostup kuzi byly pouzity teofylin (TH) a diklofenak sodny
(DIC). Modelové latky byly navic aplikovany v riznych médiich a dal§im cilem bylo
zjistit ucinky téchto médii na permeaci a retenci 1é¢iva v kizi. Konkrétné byly pouzity
—H20, 60% PG v H,0 a EtOH 96%. Vzorky byly zkoumany za vyuziti permeacnich
pokusi s lidskou ktizi a méftily se kone¢né hodnoty proslého a zadrzeného 1éciva

v kuzi.



3. Teoretickd Cast
3.1. Lidska kaze

Kuze tvoti uceleny povrch a je nejvétsim organem lidského téla. Jeji hmotnost
dosahuje az 15 % z celkové hmotnosti ¢loveka a plocha u dospélého jedince Cini asi
1,6 az 1,8 m% Kiize zastavd mnoho Zivotnich funkci. Je ochrannou bariérou pied
vnéjSimi vlivy, zabraiuje unikéni vody z téla a také naopak zabranuje vstupu Skodlivin
do lidského téla. Podili se tedy na udrzovani vnitiniho prostfedi organismu. Funguje
jako termoregulator, poméha udrzet potiebnou teplotu lidského téla. Kaze ukryva
smyslové receptory, diky kterym muze ¢loveék vnimat dotyk, teplo i1 bolestivé podnéty.
Dtlezitou funkei je uchovavani tuki, vody, minerald a vitamind. [8-11] V kuazi je
pfitomen provitamin vitaminu D 7-dehydrocholesterol, ktery se u€inkem slune¢niho
ultrafialového zatfeni proménuje na jiz zminény vitamin D. [12] Pfes kazi se také
vyluc€uji nepotiebné latky z organismu a na druhé stran¢ dochézi ke vstiebavani latek.

Ptes lidskou kiizi mohou prochézet latky rozpustné v tucich a plyny. [8]

3.1.1. Struktura lidske kize
KuZe se sklada ze tfi hlavnich vrstev (Obr. 1). Svrchni vrstvou je epidermis
tedy pokozka, ta naseda na prostfedni vrstvu dermis neboli Skaru. Pod nimi se nachazi

tieti vrstva zvana hypodermis, ktera je tvofena vazivovou a tukovou tkani. [13]

}_/ Epidermis (pokozka)

Dermis (Skara)

B H ypodermis
(podkozni vazivo)

Obrdzek 1 Struktura lidské kuZe [14]
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3.1.2. Hypodermis

Jednd se o vrstvu klize, kterd se nachdzi nejhloubé&ji. V podkozi najdeme
tukovou tkan a pojivovou tkan (kolagen a elastin). Nachazeji se zde také krevni cévy
a nervy. [13] Hypodermis ma né€kolik funkci. Slouzi jako izolace pied chladem, ale
také k produkeci potu, ktery naopak upravuje télesnou teplotu pti horku. Dalsi soucasti
jsou spojeni se svalovou tkani a kostmi. Uklada se zde energie v tukovych bunikéch
(adipocytech). A v neposledni fad¢ chrani organy, svaly a kosti pied poskozenim a
umoziuje hladky pohyb ktize po tkéanich a svalech nachéazejicich se pod ni. Tloustka

podkozi je v riznych ¢astech lidského téla rtizna. [15]

3.1.3. Dermis

Stfedni vrstva kiize dermis neboli Skara je silnd vrstva kize, skladajici se ze
dvou vrstev. [10] Prvni je stratum reticulare, tedy hlubsi vrstva Skary. Je Sirsi a
obsahuje krevni a lymfatické cévy, zlazy, vlasové folikuly a nervy. Je zde také sitovita
struktura z elastinovych a kolagenovych vlaken, kterd umoziiuje pohyb a podporuje
celkovou strukturu pokozky. Druhou vrstvou je stratum papillare, tedy povrchova
tenkd vrstva dermis, ptiléhajici k epidermis. Jeji soucasti jsou kolagenova vlakna,
fibroblastové buiiky, krevni cévy a nervova vldkna.[16] Ve Skéfe se nachéazi i smysloveé
receptory, jako jsou Meissnerova teliska (rozeznani jemného dotyku) a Ruffiniho
teliska (vnimani tlaku, tahu a napéti), ale i dal$i nervova zakonceni dulezitd pro
smyslové vnimani. [13] Mezi funkce dermis patii krom& smyslového vniméni také
produkce potu, udrzovani vlhkosti pokozky, tvorba chloupki a vlast a také poskytuje

pevnost a pruznost epidermis. [16]

3.1.4. Epidermis

Pokozka neboli epidermis je vrstvou klize, ktera se nachazi na jejim povrchu.
[10] Jedna se o nejtenci vrstvu kiize a sklada se z péti dalSich vlastnich vrstev — stratum
basale (nejhlubsi vrstva epidermis), stratum spinosum, stratum granulosum, stratum
lucidum a stratum corneum (nejsvrchnéjsi vrstva epidermis). Hlavni funkci epidermis
je ochrana pted vnéjSimi vlivy na lidskou kazi. [1] Struktura epidermis a jeji jednotlivé

sloZky jsou zobrazeny na Obr. 2.
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— — __——Mrtvé keratinové buiiky

Stratum corneum —

Stratum lucidum ——

Stratum granulosum —

Lamelarni granula

Stratum spinosum —| ——— Keratinocyty

Stratum basale .
Merkelova bunka

Melanocyty — e

: Senzoricky neuron
Dermis ¥

Obrdzek 2 Vrstvy epidermis [17]

3.1.4.1. Stratum basale (bazalni vrstva)

Nejhlubsi vrstva epidermis nazyvana také stratum germinativum. Naseda
pfimo na vrstvu dermis a je s ni propojena hemidesmozomy. Dochazi zde k tvorbé
novych bunék kiize. Tato vrstva obsahuje kmenové buiky, které neustale produkuji
keratinocyty — tvorba keratinu (soucast vlasii, nehtli, vnéjsi vrstvy pokozky). Dale se

zde nachézeji melanocyty — tvorba melaninu (pigment pokozky). [1, 18]

3.1.4.2. Stratum spinosum (dlazdicova vrstva)
Tato vrstva se sklada z nepravidelnych polyedrickych bun¢k s vybézky (ostny).
Tyto buniky drzi pohromadé pomoci desmosomii (lepivé proteiny). Soucasti vrstvy jsou
také dendritické buniky. Obsahuje 810 bunécnych vrstev. [ 18] Stratum spinosum diky

pevnym spojenim mezi bunikami dodava pokozce silu a pruznost. [1]

3.1.4.3. Stratum granulosum (granularni vrstva)
Sklada se ze 3-5 vrstev plochych bunék. [18] Buiiky v této vrstvé obsahuji

kerathohyalinové a lamelarni granula, zpusobujici typicky vzhled pod mikroskopem.
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[19] Prvni zminéné produkuji protein keratohyalin obsahujici prekurzory keratinu
(udrZeni pevnosti a nepriichodnosti pro vodu). Lamelarni buiiky vylucuji na povrch
prekurzory bariérovych lipidt, které pomahaji vytvofit bariéru mezi pokozkou a

okolim a drzi buniky pohromadé. [18]

3.1.4.4. Stratum lucidum (jasna vrstva)
Tenkéd a prihledna vrstva mrtvych keratinocytu sestavajici ze 2-3 bunécnych
vrstev. Nachazi se v oblasti dlani a chodidel. [18] Vrstva stratum lucidum obsahuje

eleidin — protein, diky kterému maji bunky typicky prithledny vzhled. [20]

3.1.4.5. Stratum corneum (rohova vrstva)

SC je nejsvrchnéjsi vrstvou epidermis. Sklada se z 20-30 bunéénych
vrstev. [18] Tvofi ochranou bariéru pred vnéj§imi vlivy, jako jsou toxiny a bakterie.
Také napomaha udrzovat pokozku hydratovanou, tim Ze zabrainuje odpafovani vody z
ktze. [2] Ve struktufe SC se nachazi keratinocyty, které jsou jiz v kone¢né fazi svého
vyvoje a podléhaji destrukei. V této fazi se jiz nazyvaji korneocyty. Jejich obal se méni
z plazmatické membrany na zrohovatély lipidovy obal, zplost'uji se a jsou navzajem
spojeny korneodesmozomy. VSe dohromady je spojeno do vrstev tvofici samotné SC.
Jedna se o dvousloZkovy systém, kde hydrofobni korneocyty, bohaté na proteiny jsou
uzavieny v matrici obohacené o lipidy (Obr. 3). Extracelularni lipidovd matrix se
organizuje do lamelarni struktury. [2] ZjednoduSené lze strukturu SC pfirovnat

k cihlové zdi. [3]

Korneocyt

Zrohovatély

lipidovy obal
Stratum
corncum

Korneodesmozom

Ceramidy Cholesterol Volné mastné Intracelularni
kyseliny lipidy

Obrdzek 3 Struktura stratum corneum
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Korneocyty plni nékolik klicovych funkci ve SC. Vytvafi ochranou bariéru,
poskytuji pevnost a odolnost pokozky proti vnéj§im vlivim. Dale chrani mitoticky
aktivni bunky od posSkozeni ultrafialovym zafenim. Funguji pfi regulaci cytokint
(zanétlivé bunky). Udrzuji pokozku hydratovanou. Extracelularni lipidova matrix ma
na starosti udrzeni struktury SC a dtlezitou funkci je regulace permeability. Umoziuje
tedy prichod nebo naopak brani prichodu latek do kiize a do lidského téla. Dale
podporuje deskvamaci korneocytit (odstranéni odumielych bunék z povrchu kiize), ma
antimikrobialni aktivitu, vylucuje toxiny a umoziuje selektivni chemickou absorpci

urcitych latek, naptiklad 1éCiv. [2]

Lipidova faze SC se sklada z Cer, FFA a sterolll, pfevazné cholesterolu (Chol)
ptiblizn¢ v ekvimoldrnim poméru 1:1:1. Nachdzeji se ve velmi hustém a presném
usporadani, minimdln¢ hydratované. [4] Fosfolipidy se naopak v lipidové fazi

nenachazeji. [21]
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3.2. Prostup latek pres lidskou kdzi
Absorpce latek ptes klizi je pasivni proces. Latky mohou ptes kiizi do lidského
téla pronikat nékolika riznymi mechanismy. [22] Nejhtife 1é¢ivo pfechazi pres SC,

coZ je nejméné propustnd vrstva kiize diky jejimu uspotadani. [2]

Prvni moZznosti prostupu latky je jeji prunik pies vlasové folikuly, mazové
zlazy nebo potni zlazy (Obr. 4). Tato cesta pfenosu neni velmi vyznamna z divodu
malého pokryti lidského téla folikuly a zlazami (0,1 %). Vyhodou tohoto pfenosu je
moznost prostupu vysokomolekularnich latek (nanocastice) nebo nabitych molekul.

[23]

DalSimi zpisoby jsou transcelularni cesta, kdy latka prochazi skrz buiiky SC
korneocyty a intercelularni cesta s penetraci latky mezibunéénymi prostory. VéEtSina
latek preferuje prostup pres mezibunécné prostory, tedy intercelularni cestu. Divodem

je slozité ptekonavani korneocytl pfi tranceluldrnim pfenosu. [22, 23]

°%o %, b

Intercelularni cesta Transcelularni cesta Pranik pies

folikuly a zlazy

Obrdzek 4 Cesty transportu ldtky pres SC [23]

Po aplikaci latky na lidskou kazi nejprve dochazi k uvolnéni molekuly
z vehikula a nasleduje prostup pres SC jednim ze vySe uvedenych mechanismu.
Dochézi k pasivni difuzi. Latka bud’ prochazi dale ptes epidermis a dermis do lidského
téla, nebo dochazi k interakcim s vrstvami kize. V kGzi se jiz muze latka
metabolizovat, byt farmakologicky aktivni 1 toxickd, pfipadné zptlisobit alergické

reakce. [22, 23]
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3.3. Akceleranty kozni permeace
Lidska kiize je fascinujici bariéra schopna udrzovat latky uvnitt, a naopak jiné
do téla nepropoustét. To predstavuje vyzvu v oblasti transdermalniho podavani 1é¢iv.
Jedna z moznosti k rozsifeni spektra 1€¢iv, ktera mohou prochazet kozni bariérou, je
pouziti zesilovacl permeace. Tyto chemické latky interaguji se slozkami kize a
podporuji jejich prostup. V soucasné dob¢ je k dispozici Siroka sSkala latek, které se

mohou pouzit jako akceleranty pro prostup 1éciva kuzi. [24]

Vétsina latek pouzivanych jako zesilovace transdermalni permeace se soustredi
na prostup léCiva pfes SC. Tato vrstva diky své vysoce usporadané struktuie
pfedstavuje nejvétsi prekazku v prostupu IéCiva. Ucinné akceleranty vétSinou

interaguji s intercelularnimi lipidy SC. [5]

3.3.1. Obecné vlastnosti akcelerantl

Zesilovade transdermdlni permeace by meély spliiovat nékolik vlastnosti.
V prvni fadé by nemély byt toxické, drazdivé a nemély by zplsobovat alergie po
aplikaci. Dulezita je i rychlost ucinku a doba jeho trvani musi byt piedvidatelna.
Samotny uc¢inek by mél plsobit jen jednosmérné, tedy pouze propoustét latky do téla
a po odstranéni akcelerantu z povrchu kiiZe by se jeji bariérové vlastnosti mély rychle
a vplném rozsahu vratit. Vlastni farmakologicka aktivita je neZadouci. Vhodny
zesilova¢ permeace je kompatibilni s ostatnimi latkami, které chceme pifes nebo do
ktze aplikovat. Vyhodna by byla také jeho nizka cena. Nicméné€ Zadny z ptipravki

pouzivanych v praxi nespliiuje vSechny vySe zminéné pozadavky. [24, 25]

3.3.2. Mechanismus ucinku akcelerantd

Pti piisobeni akcelerantli dochazi ke zméné vlastnosti slozek SC, pies které
musi lé¢ivo pronikat. Dochazi tedy k tpravé lipoidni a polarni dréhy permeace. [5]
Uplny mechanismus ué¢inku akceleranti neni plné objasnén, ale predpoklada se

pusobeni jednim z nasledujicich mechanismi.

V prvnim piipadé urychlova¢ kozni permeace zplisobi naruSeni uspotfadané
struktury intercelularnich lipidt SC. [25] To zplsobi zvySeni difuzniho koeficientu

1é¢iva. Molekuly urychlovact prostupuji do lipidové vrstvy, kde zvétSuji volny objem,
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ktery je dostupny pro diftzi 1éCiva. [26] Timto zplisobem pisobi vétSina akcelerantti

kozni permeace. [5]

Déle muze dojit k interakci s intracelularnimi proteiny, kdy latky mayji
schopnost dobie interagovat s keratinem nachdzejicim se v korneocytech. Tyto latky
narusuji hustou proteinovou strukturu keratinu, a tim zvysuji jeji propustnost a zdroven
difzni koeficient 1écCiva. Ne&které akceleranty dokazou ovliviiovat 1 proteiny

v desmozomech. [26]

V poslednim piipad¢ akceleranty dokazou ovliviiovat a zlepSovat rozdélovaci

koeficient mezi aplikovanou latkou a membranou kiize. [25]

3.3.3. Priklady akcelerantd

Transdermalni urychlovade permeace jsou latky, které pomdhaji 1écivym
slozZkdm pronikat kazi. I kdyz se tyto latky chemicky odliSuji, maji spolecné
strukturalni rysy. Casto obsahuji &asti, které jsou podobné pfirozenym hydrataénim
faktoriim v pokozce. Typickym znakem téchto latek je strukturni fragment X-CO-N=,
kde X muze byt -CH», -NH> nebo -NH-. Molekuly obvykle také obsahuji dlouhé
fetézce atomu uhliku (alkyl nebo alkenyl), které mohou byt piimé nebo rozvétvené a

mohou obsahovat riizné izosterické varianty. Tento fetézec mize mit délku od 8 do 20

atomu uhliku. [25, 27]

Urychlovace transdermalni permeace lze klasifikovat z riznych pohledi.
Jednad se o pfirodni, syntetick¢é nebo polosyntetické latky. Dle jejich obecnych
chemickych vlastnosti je mizeme délit na rozpoustédla, amfifilni latky a peptidy.

Dalsim délenim zesilovacii permeace je rozdeleni dle jejich hlavni funkéni skupiny.
[28]

Vybrané priklady akcelerantl transdermalni permeace:

e Voda (H.O) — ptedpoklada se, ze polarni povaha umoziiuje interagovat
s polarnimi konci lipidové dvojvrstvy, tim narusSuje jeji strukturu. Vznika
tekutéjsi struktura a zvySuje se schopnost difuze. Prochazeji tak hlavné polarni
latky. Nicmén€ mechanismus, jak H>O urychluje permeaci neni stale plné
objasnén. Nova pozorovani naznacuji, ze vétSina absorbované vody se nachazi

v korneocytech, ptipadné nevdzané v intercelularnim prostoru. 5, 24]

17



Alkoholy — typickym piikladem této skupiny je ethanol (EtOH). Alkoholy jsou
velmi uc¢inné i jako rozpoustédla 1éCiv. EtOH je Casto pouzivam pravé pro tuto
vlastnost. Jako akcelerant dosahuje nejvyssi aktivity pti 40-60% koncentraci.
Mechanismus u¢inku urychlovani transdermalniho ptednosu je pravdépodobné
zaloZzen na zvySovani tekutosti lipidd ve SC. Ve vysokych koncentracich
dochazi k denaturaci bilkovin a struktura kiize se stane porézni. Jako
rozpoustédlo mlze zvysSit rozpustnost 1é¢iva ve vehikulu, a tim zlepsit
prostupnost pies kazi. Dalsi alkoholy jako akceleranty lze pouzit mastné
alkoholy (dekanol). Hydrofilni molekuly ptsobi hlavné pies zvySovani
rozpustnosti 1é¢iva, coz zvysi koncentracni spad. Lipofilni vyssi alkoholy
interaguji s lipidy a proteiny ve SC. Koncové vétveni fetézce vede k vyssi

permeacni aktivité. [5, 24, 25]

Dioly a acetaly — tato skupina latek je hlavné vyuzivana jako rozpoustédla. Pti
jejich pouziti jako akcelerantii nepiisobi velmi vyrazné, ale spole¢né s jinymi
urychlovaci plisobi jako koakceleranty, a tedy zvysuji jejich aktivitu. Jejich
mechanismus ucinku spoc¢iva ve zvySeni koncentrace lé¢iva na kizi nebo
vkizi a nasledném zvySeni koncentratniho spadu. Typickym a

nejpouzivanéjSim piikladem je propylenglykol (PG). [24, 25]

Alkylsulfoxidy — jsou latky, které jsou velmi dobrymi rozpoustédly l1éciv.
NejtypictéjSim ptikladem je dimethylsulfoxid (DMSO). DMSO je polarni
molekula a diky tomu interaguje s hydrofilnimi skupinami lipida ve SC.
Dochéazi k vytvofeni vodikovych vazeb a krozvolnéni struktury lipida
v intercelularnim prostoru SC. Navic zpiisobuje denaturaci keratinu, a tim
narusuje proteinovou matrix a usnadiiuje permeaci. Nicméné pro jeho u¢innost
je potieba vysoka koncentrace nad 60 % a v této vysoké koncentraci mize byt
drazdivy. [24, 25]

Amidy kyselin — pouZivaji se jako velmi dobra rozpoustédla 1éciv. Interaguyi
s proteiny v korneocytech, ze kterych vytlacuji vodu. Vytvaii se depo 1éCiva
vkizi, a tim je umoznén siln€j$i transdermalni prinik. Ve vysSich
koncentracich interaguji také s interceluldrnimi lipidy SC. PouZivani t&chto

latek jako akcelerantl se snizuje. Ptikladem je dipropyldodekanamid. [25]
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Azony (cyklické amidy) — zvySuji kozni prostup u Siroké skaly 1écivych
pripravki. Azony se daji zaradit do skupiny laktamt (¢ —laktamy) NejvysSich
ucinkt se dosahuje pii nizkych koncentracich (0,1 — 5 %). Stabilni konformace
Azonu ptfipomina tvar polévkové 1zice. Vaze se pies vodikové muistky na vngjsi
polarni stranu lipidové dvojvrstvy intercelularnich prostorii. Tedy sedmiclenny
kruh lezi v rovin€ lipidovych polarnich skupin a alkyl se orientuje smérem
dovnitf. Tim se zvySuje viskozita dvojvrstvy a je vice hydrofilni. Proto Azon

muze usnadnovat pronikani jak polarnich, tak nepolarnich latek. [5, 24, 25]

Pyrrolidony — jsou to slouceniny, ktera jsou také dobrymi rozpoustédly. Jejich
ucinek je pravdépodobné zalozen na tvorbé rezervoaru léciva ve SC. Maji
schopnost se v nejsvrchnéjsi vrstvé kize kumulovat. Nicméné se v klinické

praxi nevyuzivaji pro jejich nezadouci reakce na povrchu kize. [24, 25]

Mocovina — je vyuzivana jako hydrata¢ni Cinidlo a keratolytikum (pfi stavech
zrohovatélé pokozky). Mechanismus ucinku jako akcelerantu je zalozen na
proteolytickém putsobeni. Pfi pouziti vhodného koakcelerantu, jako je
napiiklad PG, lze Gi¢inek mnohonasobné zvysit. Mirna aktivita mocoviny, ktera
zvysuje pronikani 1é¢iva kizi, pravdépodobné vyplyva z kombinace rostouciho
obsahu vody ve SC prostiednictvim keratolytické aktivity. Samotna mocovina
ma pouze nizkou aktivitu, vyhodné&j$i jsou jeji derivaty (difenylmocovina,
dodecylmocovina). Obvykle se kombinuje s kyselinou salicylovou pro lepsi

keratolyzu. [24, 25]

Terpeny — tato skupina zahrnuje terpeny samotné i jejich smési, tedy silice.
Uhlovodikové terpeny se jevi jako nejméné Uc¢inné. Vyssi ucinnost maji
terpenické alkoholy a ketony. Za nejvice u¢inné jsou povaZovany cyklické
ethery, jako je naptiklad eukalyptol. Pii pouziti PG jako vehikula je dokdzéan
synergicky u¢inek. Uginek je pravdépodobné zptisoben ovliviiovanim struktur

lipidl a interakcemi s intercelularnimi proteiny. [24, 25]
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3.4. lontové kapaliny

Iontové kapaliny (IL, ionic ligids) jsou soli, které tvoii objemny organicky

Tabulka 1 Nejcastéji pouzivané kationty a aniony v IL

kation (naptiklad amoniovy, fosfoniovy, sulfiniovy) a mens$i organicky nebo
anorganicky anion (viz Tab. 1). Typickou vlastnosti je jejich nizky bod tani. Jsou
kapalné jiz pfti teplotach pod 100 °C. [6] Jejich vyhodou, oproti jinym rozpoustédlim,
je jejich netékavost, vysokd chemickd a tepelna stabilita. Navic maji nizkou viskozitu

a tlak par. [29]
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R“/ \/ R,
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e, |
0
Piperidinium Hydrogensulfat o— |—OH
N
R,/ \Rz O|
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R, o
. | . ) /O\l e
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Ra O
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. Bis(trifluoromethan- i i
Sulfonium | 1; ll)l' 4 _%_::_,,-_H_%_.
sulfonyl)imi
RB/ \R2 o o

20




3.4.1. Vlastnosti IL

IL maji vynikajici fyzikalné-chemické vlastnosti, diky tomu se hojné vyuzivaji
jako rozpoustédla. Jejich hustota nabyva hodnot 0,9 — 1,7 g/em® pii 20-25 °C.
Viskozita je zavisla, jak na van der Waalsovych silach, tak na vodikovych vazbach.
S delsim alkylovym fetézcem nebo substituci fluorem na kationtu IL se viskozita
zvySuje. Viskozita je dilezitym faktorem pfi aplikaci na ktizi. Bod tani maji IL nizsi
nez 100 °C. Pii pokojové teploté se vétSina z nich nachéazi v kapalném stavu. Jejich
polarita je ovliviiovana délkou alkylového fetézce, kdy IL s dlouhymi rozvétvenymi
fetézci maji hydrofobni charakter. [7] Struktura IL je dle nové¢jSich vyzkumt tvofena
mikro/nano hierarchickymi strukturami. Jejich ionty jsou pak sestavovany do domén,
ze kterych vznikaji amfifilni nanomolekuly. Toto uspofdddni mutze byt divodem
jedineénych vlastnosti IL. Vyznamnou roli v organizaci hraji také vodikové vazby a
iontové interakce. Pocet moznych kombinaci IL (aniontd, kationttl) dosahuje ¢isla

108, proto Ize dosahnout téméf jakékoli z pozadovanych vlastnosti pro IL. [30, 31]

3.4.2. Klasifikace IL

Na zéklad¢ struktury, vlastnosti a aplikace se IL rozd€luji do skupin — generaci.
Prvni generace IL se déli dle fyzikalnich vlastnosti, jako je nizka t€kavost a tepelna
stabilita. Spadaji sem alkylpyridiniové a dialkylimidazoliové kationty spolu s
halogenidovymi anionty kovii. Druhd generace IL je obecné navrZena s
alkylpyridiniovymi, dialkylimidazoliovymi, fosfoniovymi a amoniovymi kationty,
doplnénymi tetrafluorboratovymi a hexafluorfosfatovymi anionty. Tieti generace IL
zahrnuje pfirozené a biologicky odbouratelné ionty nebo ionty s biologickymi
aktivitami. V této kategorii se béZné€ pouzivaji IL na bazi cholinu s aminokyselinami.
Tyto IL nachazeji uplatnéni v ekologii, biologii a farmacii. Dal8i moZnosti klasifikace

IL je rozdéleni do ¢tyt kategorii podle kationtu. [7]

3.4.3. VyuZiti IL jako soucast |éCiv

Biologicka dostupnost je nejdilezitéjsim parametrem pii ucinku léciva. Zavisi
na permeabilit€¢ a rozpustnosti. Problémem pak miize byt omezend rozpustnost a
pomalé rozpousténi. Dalsi ptekazkou je Casty vyskyt 1éCive latky v krystalické formé,
kterd podléha polymorfismu — muze existovat jako nckolik polymorfi s riznymi

vlastnostmi (stabilita, teplota tani, rozpustnost). Jiz existuje nékolik pfistuptli, jak
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zlepsit biologickou dostupnost 1é¢iva. Napiiklad zmenSeni velikosti Castic 1éciva,
naruseni krystalové miizky pomoci soli, pouziti solubilizatord nebo aplikace

proléciva. [31]

IL se daji vyuzit diky svym unikdtnim vlastnostem jako slozky lécivych
ptipravkl. Jak jiz bylo feceno, jejich vlastnosti je mozné potiebné piizptsobit. Lze
upravovat rozpustnost ve vod¢ a rychlost rozpousténi, zlepSovat absorpci a je mozna i
cilena distribuce. IL maji Siroké spektrum aplikaci. Lze je vyuzit jako emulgatory,
kopolymery, rozpoustédla, korozpoustédla nebo antirozpoustédla. Zavislost
rozpustnosti 1éCiv na struktufe IL vSak neni jednoznacna. Jak anionty, tak kationty IL
ovliviiuji rozpustnost 1é¢iv. Obecné plati, Ze hydrofilni 1é¢iva se 1épe rozpoustéji v
hydrofilnich IL, zatimco hydrofobni lé¢iva preferuji hydrofobni rozpoustédla. IL jsou
pouzitelné pro Sirokou Skalu farmaceutickych latek (antioxidanty, anestetika, 1écba
rakoviny, antivirové a antimikrobidlni latky, antikoagulancia a nesteroidni

protizanétlivé latky). [31]
3.4.4. Moznosti inovativniho vyuziti IL:

3.4.4.1. L jako zesilovace permeace |éCiv.

Transdermalni a topické podavani lé¢iv mad fadu vyhod oproti bé&znému
peroradlnimu podavani. Dochazi ke zvySeni dostupnosti 1éCivych latek v cilovych
strukturach, Casto se také snizuji nezddouci UCinky a navic se muze zlepSovat
compliance pacienta. Proto je vhodné vyteSit problém s propustnosti kiize a naruseni
bariéry SC. IL jsou nyni zkoumany pii mozném vyuZiti jako zesilovace permeace.
Hydrofilni IL dokazi naruSit tésna spojeni ve SC, a tim zvySuji propustnost
v lipidovych a proteinovych strukturach této vrstvy ktize. Lipofilni IL vytvareji kanaly,
coz zvysi transcelularni transport. Stejné jako hydrofilni IL také polarni zesilovace
permeace se interaguji do lipidovych a proteinovych oblasti. Naopak nepoldrni
molekuly funguji na stejném principu jako lipofilni IL, tedy tvofi kanaly pro difuzi
1é¢iva. Velky potencidl ve zvySeni permeability maji hydrofilni IL na bazi imidazolia.
Pii zkoumani amfifilni IL na bazi 1-oktyl-3-methylimidazolia bylo zjiSténo, Ze
kationova hlava se vklada do bunééné membrany a narusi jeji strukturu, ¢im se zvysi

propustnost malych polarnich molekul. [7, 32]
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3.4.4.2. L zlepSujici rozpustnost |éCiv
IL maji vynikajici schopnost solvatace, tim napomahaji rozpousténi 1éCiv.
Tento proces vede k lepsi biodostupnosti v organismu. Pii transdermalnim podéavani
Spatné rozpustného 1éCiva ve vod¢ Ize vyuzit hydrofilni IL pfi souasném vytvoteni
mikroemulze IL/olej. Samotnd hydrofilni IL by nedokazala prochézet ptes hydrofobni
SC. Pti tomto procesu dojde k zapouzdieni 1é¢ivé latky do IL a diky vné&jsi olejové fazi
muze cely komplex prochazet pies hydrofobni membranu. Pfi vyuziti mikroemulze

IL/voda také dosahneme zvySeni propustnosti pro latky Spatn€ rozpustné ve vode. [7,

32]

3.4.4.3. L jako ucinné farmaceutické latky — API

Ucinné latky (API — active pharmaceutical ingradient) se Gasto nachazeji
v pevném stavu. To mé& omezeni vrozpustnosti a na to navazujici biologické
dostupnosti. Jednim ze zpusobdu, jak tento problém vyfesit je prevedeni API na IL.
Vznikaji tak kapalné soli, které 1épe prostupuji membranami. Pouzitd API mize byt
ve form¢ kationtu 1 aniontu, ptipadné oba najednou. Bézné pouzivané kationty jsou
napiiklad ranitidin, lidokain nebo cholinium. Z aniontd pak dokusat, diklofenak nebo
ibuprofen. Jako kationt i aniont miize vystupovat acyklovir. Struktury uvedenych iontt

jsou shrnuty na Obr. 5. [7, 32, 33]

Kationty
0 H
NO, H/NL N\>
MO by de Y
N S N N ‘ NS
0 \/\H . T\K HO/\/N\ HO(H,C),0
Ranitidin Lidokain Cholinium Acyklovir
Anionty
0
[N o \.ltr\'
R
e & g Lo
\/D/V H():ll_«('):())
Dokusat Diklofenak Ibuprofen Acyklovir

Obrazek 5 Priklady kationtt a aniontt pfi tvorbé API-IL [32]

23



3.4.5. Toxicita IL

Pti pouziti IL je dilezitym faktorem jeji toxicita. Prvni generace IL nebyla ve
farmacii a medicin€ pouzitelna z davodu jeji vysoké toxicity. Proto se vyzkum zaméfil
na vyvoj latek se sniZzenou toxicitou. [7] Pro ur€eni toxicity se pouziva faktor ECso.
Vyjadiuje koncentraci IL, pii které riist bunék nebo mikroorganismi klesa na polovinu
alkylového fetézce kationtu. Obecné plati, ¢im je fetézec delSi, tim je vyssi
toxicita. [34] Vliv délky alkylového fetézce na aniontu neni pro toxicitu tak
vyznamny. [7] Mechanismus toxicity je zalozen na vmezeteni alkylového fetézce
kationtu do bunééné membrany a tim naruSuji jeji strukturu. Dochazi k interakcim
mezi kladn¢ nabitym iontem IL a zaporn¢ nabitou fosfatovou skupinou bunééné
membrany. Navic alkylovy fetézec IL interaguje s acylovou/alkylovou skupinou

bunécné membrany na zéklad¢ hydrofobnich reakci. [34]

Existuje nékolik moznosti, jak ziskat IL s nizkou toxicitou. V prvnim ptipadé
lze na alkylovy fetézec kationti zavést polarni funkcni skupinu. Tim se zabrani
hydrofobnim reakcim s bunéénou membranou. Piikladem mutze byt zavedeni
etherovych skupin do esterového postranniho fetézce kationtu nebo zavedeni
hydroxyskupiny na konec ¢i stfed alkylového fetézce. [7, 34, 35] Dalsi moznosti je
vyuziti IL biologického plivodu, kdy se pro vytvoreni IL pouZivaji biologické ionty.
Jako kationty se vyuzivaji cholinové ionty a z aniontli to jsou chlorid, acetat nebo
citrat. [34] Poslednim pfistupem k ziskani mén¢ toxickych IL je vytvoteni zwitterionti
— neutrdlni iont nesouci pozitivni i negativni ndboj v molekule. Jsou to umeéle
vytvotené IL s co nejpolarn€jsi funkéni skupinou na konci kationtového tetézce. [34,

36]
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Chemikalie, materialy a pristroje
V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouzity nasledujici chemikalie,

materialy a pristroje.

Pti ptipravé vSech vodnych roztokl byla pouzita ultra ¢isténa voda. Pii Cisténi
byl pouzit systém Milli-Q RG water purification system (Burlington, MA, USA). Dale
byly pouzity modelové 1é¢ivé latky: TH zakoupen od spole¢nosti Merck (Darmastadt,
Némecko) a DIC o ¢istoté> 98,0 % zakoupena od TCI Chemicals (Tokio, Japonsko).
Pouzita IL CsMIM byla syntetizovana spolupracovniky z Univerzity Lipsko ze smési
l-methylimidazolu a oktyl-bromidu podle dfive publikované metody. [37, 38]
Anorganické soli pouzité pro piipravu isotonického fosfatového pufru (PBS) a
rozpoustédla v HPLC kvalité¢ byly zakoupeny od spolecnosti Merck (Darmstadt,
Némecko). Pro ptipravu suspenzi modelovych 1é¢ivych latek byla pouzita H,O, EtOH
96% od firmy Penta (Hostivaf, CR) a 60% PG v H>O od firmy Merck (Darmstadt,

Némecko).

Lidska ktze, kterd byla pouZita v experimentalni Casti diplomové prace,
pochazela od zen, které podstoupily plastickou operaci v oblasti bficha. Kiize byla
darovéna z chirurgické kliniky Sanus, Hradec Kralové. Cely proces probéhl se
souhlasem Etické komise Chirurgického centra Sanus (€. 19/3/2021), podle zasad
Helsinské deklarace. Po operaci se nasledné z kiize odstranil podkozni tuk a byla

omyta fyziologickym roztokem, osusena a uchovavana pfi teploté -20 °C.

Pro permeacni experimenty byly dale vyuZity ru¢né€ vyrobené Franzovy difuzni
cely. Permeace probihala ve vodni lazni od vyrobce Memmert (Schwabach,

Némecko).

Tiepacka vyuzivana pro extrakci vzorkii byla od firmy LT3 (Nedform, CR).
Centrifugace prob¢hla v pfiistroji typu MPW-260R, (MPW MED. Instruments,
Polsko). Dermatom Acculan 3TI (Aesculap, Center Valley, PA, USA) byl pouzit k
ziskani vzorka kaze stejné tloustky. Analyza vzorkl byla provedena pomoci HPLC

Schimadzu Prominence (Schimadzu, Japonsko).
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4.2. Pfiprava donorovych vzorkd

Jako donorové vzorky byly pouzity suspenze modelovych 1écivych latek TH a
DIC. Bylo ptipraveno n¢kolik skupin vzorkti. Prvni skupina obsahovala IL CsMIM
v koncentraci 180 mM a druha skupina nikoli. K ziskani suspenzi byly pro TH pouzity
koncentrace 20 mg/ml v H>0, 30 mg/ml v 60% PG v H>0 a 20 mg/ml v EtOH 96%.
Koncentrace pro DIC byly 50 mg/ml v H>0, 250 mg/ml v 60% PG v H>O a 500 mg/ml
v EtOH 96% (viz Tab. 2). Ptipravou téchto suspenzi byly ziskdny donorové vzorky,
které¢ nasledné byly aplikovany do donorovych komor Franzovych cel (viz dale).

Ptipravené vzorky byly nasledné pfipevnény na tiepacku a tfepany po dobu 24 hodin.

Tabulka 2 Koncentrace pro ziskani suspenzi modelovych IéCivych ldtek

S obsahem 180 mM CsMIM Bez obsahu 180 mM CsMIM
H>O 20 mg/ml H>O 50 mg/ml
60% PG v
TH 30 mg/ml DIC | 60% PG v H,O 250 mg/ml
HO
96% EtOH 20 mg/ml 96% EtOH 500 mg/ml
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4.3. Permeace a retence za pouziti lidské kize
Pro zjisténi permeace a retence modelovych Ié¢ivych latek TH a DIC ktizi byly
pouzity Franzovy difuzni cely (viz Obr. 6). Testovani probéhlo metodou in vitro, pii

kterém byly pouzity vzorky lidské ktze.

donorova sklenéna ¢ast

teflonova desticka (8irsi)

lidska kuze

teflonova destiCka (uzsi)

otvor na odbér vzorku

akceptorova sklenéna cast

. michadlo

Obrdzek 6 Franzova cela

4.3.1. Pfiprava Franzovych cel a kize

Franzova cela se skladala ze dvou sklenénych ¢asti. Akceptorova ¢ast cely méla
objem 7,0 = 0,2 ml. Dale ze dvou teflonovych desticek o riznych Sitkach s kruhovym
otvorem 1 cm?. Pted sestrojenim cel byly teflonové desti¢ky namazany silikonovym
mazivem pro lepsi utésnéni. Kize byla ptedem pomalu rozmraZena a dermatomovana
na tloustku 0,5 mm. Poté byla kiize nafezana podle velikosti teflonovych drzakt
a upevnéna mezi desticky tak, ze dermalni strana byla obracena k akceptorové casti

Franzovy cely. Casti cely se nasledné upevnily pomoci malych diivek a gumidek.

Akceptorova ¢ast kazdé cely byla naplnéna PBS o pH 7,4. Na ptipravu 10mM
PBS bylo potifeba navazit 0,312 g NaH,PO4-2 H,O (156 g/mol; 2 mM), 2,865 g
NaxHPO4-12 H>O (358 g/mol; 8 mM), 8 g NaCl (58,4 g/mol; 137 mM), 0,201 g KCl

27



(74,6 g/mol; 2,7 mM). Nakonec se ptidalo 50 mg gentamicinu a v§e se rozpustilo v cca

900 ml vody a pak doplnilo vodou do 1000 ml.

Objem pufru byl pfesné¢ méfen pro kazdou celu pomoci injekéni stiikacky
a odmérného valce, kdy zbyly pufr byl pfeveden do vélce a odecten jeho vysledny

objem. Pfesny objem pufru byl dilezity pro vypocet toku.

4.3.2. Aplikace donorovych vzorkd

Vsechny cely byly umistény do piedem ptipravené vodni ldzné vytemperované
na32°C a nechaly se 12 hodin ustalit. Nasledné¢ se doplnil odpateny PBS
z akceptorovych cel a také odpafend voda z vodni 1azng&. Poté bylo aplikovano na
povrch kiize kazdé cely 0,1 ml donorovych vzorkl. Kazdy vzorek byl aplikovan do

titech Franzovych cel (viz Tab. 3).

Tabulka 3 Prehled vzorku ve Franzovych celdch

VZOREK VZOREK
180 mM
CELA SUSPENZE CELA SUSPENZE
CsMIM
TH DIC
20 mg/ml 50 mg/ml
1.-3. VIO 19.-21. V H,0
30 mg/ml 250 mg/ml
S obsahem
L 4.-6 v 60% PG 22.-24. v 60% PG
v H0 v H>0
50 mg/ml 500 mg/ml
7.-9. © E(OH 96% 25.-27. v BtOH 96%
20 mg/ml 50 mg/ml
10. - 12. V 0 28.-30. V H0O
BEZ 30 mg/ml 250 mg/ml
obsahu IL 13.-15. v 60% PG 31.-33. v 60% PG
v HxO v HbO
50 mg/ml 500 mg/ml
16. - 18. © ELOH 96% 34.-36. v EtOH 96%
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4.3.3. Odbér akceptorovych vzorkd a méreni permeace latek kzi
pomoci HPLC

Po 16 hodinéch od aplikace donorovych vzorku se z cel zacaly odebirat vzorky
z akceptorové faze. Objem téchto vzorkd byl 0,3 ml a byly odebirany v predem
stanovenych intervalech po dobu 48 hodin. Odbéry byly provedeny v ¢asech 16, 20,
24, 28, 40, 44 a 48 hodin od aplikace donorovych vzorkl. Po kazdém odbéru vzorku
se stejnym objemem (0,3 ml) nahradila akceptorova faze. Odebrané vzorky byly
nasledné prefiltrovany poloautomatickou pipetou pies Spicku s vatou a pieneseny do
vialek ur¢enych k HPLC. Poté bylo zjisténo mnoZzstvi latek, u kterych probéhla
permeace pies lidskou kiizi, pomoci metody HPLC. Ze zjisténych hodnot byl vytvoien
graf kumulativniho mnozstvi permeantii (opraveno o nadhradu akceptorové faze) proti

¢asu. Linearni smérnice grafu vyjadrovala tok TH a DIC v ustdleném stavu.

4.3.4. Priprava vzorkUd kize a méreni retence latek v kdzi pomoci
HPLC

Po 48 hodinach od aplikace donorovych vzorkt, byly vzorky z povrchu kiize
opatrné omyty. Pro ociSténi kize byly pouzity vatové tampony namocené
v destilované vod¢. Nasledné se demontovaly vSechny Franzovy cely a kiize se znovu
peclivé omyla. Cast kiize, ktera byla vystavena donorovym vzorkim s obsahem TH a
DIC byla vyraZena a vlozena do pfedem pfipravenych vialek. Vialky se nejprve
zvazily bez kiize a nasledné 1 s k0iZi. Diky tomu se ziskala pfesnd hmotnost kiize. Do
vialek se poté pridala extrakeni €inidla, ktera byla stejné jako mobilni faze pro HPLC.
Pro vzorky sTH se jednalo o 2,0 ml mobilni faze HPLC, tedy 100mM
NaH>PO4/MeOH v poméru 60:40. Pro vzorky s DIC se jednalo o 1,0 ml mobilni faze
HPLC, tedy MeOH/H20O/kyselina octova v poméru 80:20:0,5. Vialky byly pfipevnény
na tfepacku, kdy extrakce TH probihala 24 hodin a DIC 12 hodin.

Po uplynuti stanoveného Casu tiepani a extrakce byly extrakty prefiltrovany za
pomoci poloautomatické pipety ptfes Spicku s vatou do nové pfipravenych vialek
urcenych pro analyzu HPLC. Nasledné bylo zjiSt€éno mnozstvi latek, které ztstaly

v kiizi pomoci HPLC analyzy.
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4.4, Vysledky a diskuze
Tato diplomova prace byla pfedbéZznym experimentem s cilem zjistit, jaky je
mechanismus imidazoliovych IL pii jejich pouziti, jako akcelerantii permeace pro
dodavani ucinnych latek do a skrz lidskou kiizi. Nejprve bylo hodnoceno, jaky je vliv

IL na permeaci a kozni retenci u modelovych sloucenin, pti pouziti riznych médii.

Pro piedbézny experiment byl vybran 1-methyl-3-oktylimidazolium bromid
CsMIM jako reprezentativni imidazoliova IL (Obr. 7). Tato amfifilni molekula je
schopna modifikovat vlastnosti lipidovych membran. [38—43] Krom¢ toho byla také
pouzita jako akcelerant. [44] Navic ma v porovndni s jinymi imidazoliovymi IL

pfiznivou toxicitu s hodnotou ECso 176,6 uM na bunkach HeLa. [38]

©
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Obrdzek 7: Struktura CsMIM
Pro permeacni experimenty byly vybrany dvé rtizné modelové slouceniny

s riiznymi vlastnostmi. Konkrétné byly vybrany TH a DIC (Obr. 8).
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Obrazek 8: Struktury modelovych Iéciv, teofylin (A) a diklofenak sodny (B)

TH je molekula malé velikosti o molekulové hmotnosti 180 g/mol. Hodnota
logP TH je ~ 0, je tedy pfiblizné desetkrat hydrofiln€jsi nez skopolamin, ktery je
nejhydrofilngjsi transdermdlné podavané 1é¢ivo v klinické praxi. [28, 45, 46] DIC je
silné nesteroidni protizanétlivé 1écivo bézné pouzivané v topickych formulacich. [47]
Je to vétsi molekula nez TH (296 g/mol pro jeho neionizovanou formu a 318 g/mol

pro jeho sodnou siil) a je vice lipofilni. [48]
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Pro ptipravu formulaci modelovych 1é¢iv byla vybrana tii riznd média (H2O,
60% PG v H,O a EtOH 96%). Prvni médium (H2O) je nejb€znéji pouzivanou
pomocnou latkou v lé€ivych ptipravcich. Smés PG v H2O (60% v/v) byl zvolen
z divodu jeho vlastnosti, jako je schopnost zvySovat ucinek zesilovaci permeace
(ptisobi synergicky) a také dokdze ovlivnit konformaci proteinovych struktur
v nejsvrchnéjsi vrstveé kize SC. Posledni zvolené médium (EtOH 96%) pak funguje
jako efektivni rozpoustédlo, které dokaze modifikovat prichod 1é¢ivych latek riznymi

mechanismy. [5, 23, 24]

Modelové molekuly byly pfipraveny ve formé suspenzi ve tfech vybranych
riznych vehikulech (tj. nasycené roztoky plus nadbytek mnozstvi pro udrzeni
maximalni termodynamické aktivity). TH byl aplikovan jako 20 mg/ml v H:O,
30 mg/ml v 60% PG v H>O a 20 mg/ml v EtOH 96% a DIC byl aplikovan jako 50
mg/ml v H20, 250 mg/ml v 60% PG v H2O a 500 mg/ml v EtOH 96%. Aby se zajistilo,
ze ucinek IL bude patrny ve vSech tfech médiich, byla pouzita vysoka koncentrace IL
(180 mM). Tato koncentrace je 9krat vyssi nez kriticka micelarni koncentrace této

amfifilni molekuly. [49, 50]

Teplota vodni 14zné¢ béhem permeacniho experimentu byla udrzovdna na
32 °C, protoze to je fyziologicka teplota lidské kize. Vzorky kuze byly
dermatomovény, aby bylo zajiS§t€no, Ze vSechny kozni membrany maji stejnou
tloustku. Jako akceptorova faze napodobujici vnitini ob¢h lidského téla byl zvolen

PBS s pH 7,4.

4.4.1. Vliv 180 mM CgMIM na retenci TH v lidské kdzi

Hodnoty zadrzeného TH v kizi byly zméfeny u kazdého vzorku tiikrat
anésledné¢ se z méfeni udélala primérnd hodnota (Obr. 9). Modie jsou zndzornény
vzorky, kde bylo jako vehikulum pouZito H2O, zelen4 oznacuje PG a oranzova EtOH.
Sloupce bez vypln€ pak znaci kontrolni vzorky (aplikace disperzi TH v samotném
vehikulu) a barevné vyplnéné sloupce pak oznacuji disperze po piidani 180 mM

CsMIM.
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Obrdzek 9 MnoZstvi zadrZeného TH v kiZi po 48 hodindch

Mnozstvi zadrzeného TH v H20, v 60% PG v H20 a v EtOH 96% bez pouZiti
180 mM CsMIM bylo 0,14 + 0,06 pg/mg, 0,34 £ 0,02 pg/mg a 0,04 = 0,01 pg/mg
tkdné. S pouzitim 180 mM CsMIM odpovidala hodnota zadrzeného TH 0,13 + 0,10
png/mg, 0,37 + 0,10 pg/mg a 0,22 + 0,24 pg/mg.

Utinek IL 180 mM CsMIM na mnozstvi TH zadrzeného v kiizi v H>O nebyl
statisticky vyznamny. Podobnych vysledkii bylo dosazeno u retence TH pro 60% PG
v H2O, kdy vysledky byly opét statisticky nevyznamné. Naopak u EtOH 96% byl
zjistén urcity statisticky signifikantni vyznam, nicméné tento fakt byl spojeny s velkou

variabilitou mezi jednotlivymi vzorky.

4.4.2. Vliv 180 mM CgMIM na permeabilitu TH lidskou kzi

Méteni hodnot zasazenych do grafu (Obr. 10) probihalo v ¢asovém rozmezi 48
hodin (sedm odbérit), kdy hodnota v grafu odpovidd praméru tfi vzorkt. Jednotliva
vehikula jsou opét barevné odliSena a prazdnéd kolecka oznacuji TH v samotném
vehikulu.
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Obrdzek 10 Permeacni profily TH
(kumulativni mnoZstvi TH prostupujici 1 cm? lidské kiiZe jako funkce ¢asu)

Koneéné mnozstvi TH v akceptorové fazi za pouziti H>O, 60% PG v H2O a
EtOH 96% jako média a bez aplikace 180 mM CgMIM odpovidd hodnotam 6,86 +
4,80 pg/cm?, 13,72 £ 591 pg/cm? a 1,19 £ 0,18 pg/cm?. S pouzitim 180 mM CsMIM
bylo mnozstvi TH, které permeovalo pies kiizi 23,04 + 6,34 pg/cm?, 8,15 + 3,63
pg/cm? a 6,96 £ 2,75 pg/cm?.

Permeacni profily TH ukazuji, ze CsMIM vyznamné zvysil pronikani TH pies
kazi pii aplikaci v H20. Hodnoty prosliého TH jsou pfiblizné 3krat vyssi oproti vzorku
bez IL (* v grafu oznacuje statisticky vyznamny rozdil, kde hodnota p < 0.05).
Zvysené hodnoty proslého TH kiiZi byly také zaznamenany pfi pouziti EtOH 96% jako
média. Prinik byl asi 6krat vyssi pti pouziti IL, avsak tyto hodnoty jsou statisticky
vyznamné s vy$$i hodnotou p (0,067). Pii aplikaci 60% PG neni patrny trend
zvySovani prostupu TH kizi, naopak u vzorkl, kde byla pfidana IL jsou hodnoty
permeace nizsi nez u t€ch bez IL (asi 1,5krat). Tento rozdil neni statisticky vyznamny.
BéZné PG pisobi synergicky s amfifilnimi zesilovaci permeace, zde ale tento jev
pozorovan nebyl a zda se, ze CsMIM pranik TH kiizi spiSe blokoval.[24] Na druhou
stranu, pfi pouziti EtOH jako média byl pozorovan zvySeny priinik TH do akceptorové
faze a tento rozdil byl po 48 hodinach od aplikace statisticky signifikantni. Lze tedy
shrnout, Ze nejvyssi celkové mnoZstvi TH v akceptorové fazi bylo zjisténo pii pouZiti

H>O jako média.
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4.4.3. Vliv 180 mM CsMIM na retenci DIC v lidské kiZi
Hodnoty zadrzeného DIC v ktzi byly zméfeny u kazdého vzorku tiikrat

a nasledné¢ se z méteni udélala praimérna hodnota (Obr. 11).
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Obradzek 11 MnoZstvi zadrZeného DIC v kiiZi po 48 hodindch

Mnozstvi zadrZzeného DIC v H20, v 60% PG v H20 a v EtOH 96% bez pouziti
180 mM CsMIM bylo 0,47 + 0,17 pg/mg, 1,15 + 0,26ug/mg a 0,86 + 0,10 ug/mg
tkané. S pouzitim 180 mM CsMIM byla hodnota zadrzené¢ho DIC 2,33 £ 1,57 pug/mg,
1,17 £0,16pg/mg a 1,66 + 0,42 pg/mg.

Retence DIC v kiiZi pii aplikaci za pouziti 180 mM CsMIM byla zvySena pfi
aplikaci 1é¢iva v H2O a to piiblizné Skrat oproti kontrole (* v grafu oznacuje statisticky
vyznamny rozdil). Tento trend byl patrny také pii pouziti EtOH jako média, nicméné
rozdily nebyly o tolik odliSné jako u H>O. Pii pouziti 60% PG byly zjiStény

nevyznamné rozdily u DIC zadrZeného v kiZi.
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4.4.4. Vliv 180 mM CsMIMna permeabilitu DIC lidskou kdzi
Me¢fteni hodnot zasazenych do grafu probihalo v ¢asovém rozmezi 48 hodin

(sedm odbértr), kdy hodnota v grafu odpovida praméru tii vzorkt (Obr. 12).
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Obrdzek 12 Permeacni profily DIC

(kumulativni mnoZstvi DIC prostupujici 1 cm2 lidské kuZe jako funkce casu)

Koneéné mnozstvi DIC v akceptorové fazi za pouziti H.O, 60% PG v H20 a
EtOH 96% jako média a bez ptidavku 180 mM CsMIM odpovidd hodnoté 48,82 +
15,94 pg/cm?, 8,66 + 7,94 pg/cm? a 73,44 + 23,47 pg/cm?. S pouzitim 180 mM
CsMIM bylo mnozstvi DIC, které permeovalo pres kiizi 19,78 + 16,03 ug/cm?, 12,75
+1,99 pg/ecm? a 77,19 £ 41,27 pg/em?.

Ptidani CsMIM ke vzorkiim tedy nezvysilo pronikani DIC ptes kiiZi bez ohledu
na pouzité médium. Pti aplikaci DIC v H2O s IL, dokonce doSlo ke sniZeni mnozstvi
DIC v akceptorové fazi. Tento rozdil byl statisticky vyznamny s hodnotou p = 0.09,
kvtli vysoké variabilité mezi vzorky. Pouziti H>O jako média a 180 mM CsMIM sice
sniZilo koncentraci DIC nachdzejici se v akceptorové fazi, ale na druhou stranu se
zvysily hodnoty zadrzeného DIC v ktzi. Tento fakt by se dal vysvétlit moznym
iontovym parovanim mezi kationtem IL a aniontem DIC. Vytvoii se tak depo 1éciva
v kiizi, ze kterého se latka pomalu uvoliuje. Tato vlastnost IL je vyhodna pfi 1é¢bé
riznych onemocnéni, kdy neni vhodné vysoka koncentrace 1é¢iva v plazmé (naptiklad
karcinom). Pozitivem je také mén¢ Casta aplikace pfi topickém podani diky retenci

1é¢iva v kiizi a nasledném postupném uvoliovani. [51]
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4.4.5. Celkové zhodnoceni vysledk( permeacnich pokus(
Ukazalo se, ze dilezitym faktorem pii hodnoceni vysledkii neni pouze IL
a pouzité médium, ale také vlastnosti modelového 1é¢iva. V permeacnich pokusech

TH ptedstavuje vice hydrofilni latku a DIC naopak vice lipofilni.

Pti pozorovani ucinku IL v riznych médiich se jevi H>O jako nejvhodnéjsi pro
dalsi pokusy. Po aplikaci 180 mM CgMIM/H>O se ukazaly nejvice statisticky
vyznamné rozdily pfi prostupu TH do lidské klize a pti zadrzovani DIC v kiizi. Je tedy
zfejmé, ze pii pouziti hydrofilniho 1é¢iva, H2O jako médium a ptidani IL, bude 1é¢ivo
1épe prochazet do kiize. Naopak za pouziti lipofilnéjsi molekuly dochazi k zadrzovani
v kizi. U DIC se navic tento jev dd vysvétlit moZnym iontovym parovanim mezi

kationtem IL a aniontem DIC, jak bylo detailn€ popsano v predeslé podkapitole.

Naopak 60% PG v H2O se jevi jako nevhodné médium. V zadném z ptipadii se
nezvysila koncentrace 1é¢ivé latky. U l1é¢iva nebylo pozorovano zvySené zadrZzovani
ani prostup kizi za pouziti IL. Je pravdépodobné, Ze pouziti 180mM CsMIM/60% PG
neumozni léCivu vice interagovat s kzi ani ji prochazet. Obecné¢ PG pusobi
synergicky s akceleranty kozni permeace, nicméné pii pouziti s CsMIM se takto

neprojevuje.

U EtOH 96% jako média se neobjevily vyznamné rozdily v zadrzovani 1é¢iva

v kiizi ani ve zvySeném prostupu kazi.

Pokud by se prenesly tyto vysledky do praxe zaleZelo by, co se od dan¢ho
1é¢ivého pripravku o¢ekdva. Vyhodou by mohlo byt praveé zadrzeni ucinné latky v kizi
a jeji postupné uvoliiovéani. Toto uplatnéni by bylo vhodné u 1é¢by riiznych koznich
onemocnéni nebo karcinomi. Dalo by se docilit nizSich plazmatickych koncentraci

a mén¢ Castého podavani léCiva.
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5. Zaver

Diplomova prace zahrnuje pokusy jak IL a rtizna média ovliviiuji permeaci a
retenci modelovych 1éCiv v lidské kiizi. IL predstavuji poméerné neprobadanou skupinu
latek, ktera by mohla Gi¢inné napomahat pfi transdermalni aplikaci 1é¢iv. V této praci
byla zkoumana jejich schopnost v komplexni lidské kozni tkani. Vybrana byla
amfifilni imidazoliova IL CsMIM. V permeacnim pokusu byl pouzit CsMIM
o koncentraci 180 mM. Jako modelové slouceniny byly vybrany TH a DIC a disperzni
média pfedstavovala H>O, 60% PG v H20 a EtOH 96%.

U TH se profily permeace lisily u kazdého pouzitého média. Pti pouziti HO
a EtOH 96% se prinik kizi zvysil, oproti vzorku bez IL. U vzorki s H>O pfiblizné
3krat, u EtOH asi 6krat. Tento trend vSak nebyl patrny u 60% PG v H2O. Permeacni
profil 60% PG v H20 ukézal niz§i hodnoty permeace TH za pouziti IL nez bez ni
(statisticky nevyznamné). Pfi sledovani zachyceni 1éCiva v kiizi za pouziti IL, byly
patrné rozdily pouze u EtOH, 96% avsak vysledné hodnoty nabyvaly velké variability
mezi vzorky. U DIC se u zadného ze vzorkl nezvysila koncentrace proslého 1é¢iva
ktzi pti pouziti IL, avSak retence DIC v kiizi se zvysila ptiblizn¢ Skrat pii aplikaci
v H20. Tento trend byl pozorovan i u EtOH 96%. MoZnym vysvétlenim je tvorba
iontovych partt mezi kationtem CsMIM a aniontem DIC. Dochazi pak k zadrzeni

1é¢ivé latky v kiizi a tvorbe depa, ze kterého se 1€Civo postupné uvoliiuje.

Zavérem je potieba fici, ze pouZiti IL jako akcelerantl koZni permeace je stale
velmi komplexnim problémem. Velkou roli hraje vzajemné piisobeni pouZitych latek.
Interakce mezi slozkami SC, IL, 1é¢ivou latkou a médii vyZaduje dals$i zkoumani.
Nicméné IL predstavuji velmi slibnou skupinu molekul v ohledu transdermélniho

podavani 1éciv.

Vysledky této prace jsou soucasti publikovaného clanku, ktery se
problematikou IL zabyva z vice pohledi. Clanek zkouma wiginky IL na propustnost
a ztratu vody pfes lipidovy film s lipidy nachéazejici se ve SC. Zajima se o strukturu
a dynamiku jednotlivych slozek SC v lipidovém modelu pomoci 2H NMR
spektroskopie na pevné fazi a uspotfadani lipidi pomoci rentgenové difrakce.
V pokusech je wvyuzita také druha IL 3—dodecyl-1-methylimidazolium bromid
(viz publikovany ¢lanek [52]).
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