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Abstrakt
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Skolitel: Dr. Georgios Paraskevopoulos, Ph.D.

Autor: Denisa Travnickova

Nézev diplomové préace: Vliv vybranych imidazoliovych iontovych kapalin na permeabilitu
lidské ktize pfti jejich ko-aplikaci s modelovymi slouceninami

Transdermalni aplikace je vzhledem ke snadné aplikaci, vyhnuti se first — pass efektu a
velkému povrchu kiize vhodna cesta podani 1€¢ivé latky. Hlavni bariérou, ktera omezuje piistup
vétSiny latek do hlubsich vrstev kiize a do systémové cirkulace je stratum corneum. Permeaci
1é¢iv kiizi navic ovliviluje fada faktoril, zejména fyzikdlné-chemické vlastnosti latky. Struktura
a funkce SC je zédsadni pro udrZeni kozni bariéry a nalézt zplsob k piekonani bariérovych
vlastnosti klize, ktery by neposkodil kizi, je obtizné. Pouziti iontovych kapalin jako enhancert
kozni penetrace piedstavuje novy smér ve vyvoji dermatologickych a farmaceutickych
pripravka. Struktura iontovych kapalin umoznuje nespocetnou kombinaci kationtii a aniontt,

které by teoreticky mohly vést k syntéze iontovych kapalin s poZadovanou vlastnosti ¢i aplikaci.

Tato prace piispiva k pochopeni vlivu dvou imidazolovych iontovych kapalin na
permeacni profil modelovych latek — theofylinu a sodné soli diklofenaku, pfi aplikaci na lidskou
ktzi za pouziti Franzovych difiiznich cel. Zavéry této studie ukazuji, Ze ko-aplikace 1-methyl-
3-oktylimidazolium bromidu a 3-dodecyl-1-methylimidazolium bromidu v podobé 20mM
vodné suspenze s theofylinem a sodnou soli diklofenaku, vedla k ovlivnéni prostupu l1é¢iva ktzi

a retenci 1é¢iva v kuzi.



Abstract
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Title of the thesis: Effect of selected imidazolium ionic liquids on the permeability of human
skin during their co-application with model compounds

Transdermal application is due to the ease of application, avoiding the first-pass effect
and the large surface area of the skin make it a suitable route of administration. The stratum
corneum is the main barrier that limits the access of most substances to the deeper layers of the
skin and to the systemic circulation. In addition, the permeation of drugs through the skin is
influenced by a number of factors, particularly the physicochemical properties of the substance.
The structure and function of the SC is critical to the maintenance of the skin barrier, and finding
a way to overcome the barrier properties of the skin that does not damage the skin is difficult.
The use of ionic liquids as skin penetration enhancers represents a new direction in the
development of dermatological and pharmaceutical products. The structure of ionic liquids
allows for a myriad of combinations of cations and anions that could theoretically lead to the

synthesis of ionic liquids with desired properties or applications.

This work contributes to the understanding of the influence of two imidazolium ionic
liquids on the permeation profile of the model compounds- theophylline and diclofenac sodium,
when applied to human skin using Franz diffusion cells. The findings of this study show that
the co-application of 1-methyl-3-octylimidazolium bromide and 3-dodecyl-1-
methylimidazolium bromide in the form of a 20 mM aqueous suspension with theophylline and

diclofenac sodium resulted in an effect on skin penetration and retention of the drug in the skin.



Obsah

POOBKOVANI .. e
ADSTIAKE .
Y 013 o = ot PRSP PPPR
OBSAN e
1. S@ZNAM ZKIAtK .o iiiiieee e
UVOA @ Cll PIACE e,
2. 9
3. TEOMEEICKA CAST. ettt 10
3.1. QU TR 10
3.1.1. Anatomie a fyziologie klize — Epidermis, Dermis, Hypodermis..........c.cccoevveeeviieeenneenne, 10
3.1.2. Funkce kozZni bariéry v Iidském t&le.......ccviiiiiiiiii e 14
3.1.3. Qo] 1a] o T Yol (U4 UR 16
3.1.4. Stratum corneum a PErmMeactni PrOCESY ....covvviie e it 20
I R (o) o1 o 1Y/ <3 =1 o =111 12U PP 21
3.2.1. Definice a struktura iontovych kapalin .......cccoooiiiiiii e 21
3.2.2. Generace ioNtoVYCh Kapalin ... 22
3.2.3. VlIastnosti iontovych Kapalin .......co.oiiiiiie e 22
3.2.4. VyUziti iontovych Kapalin ... 24
3.2.4.1. SOIUDIIZACE TECIV uviiiiiiii e 25
3.2.4.2. Aktivni farmaceutické slouceniny —iontové kapaliny (API-IL)......cccccoeviiiiiiiiiiiiicce, 26
3.2.4.3.  AntimikrobidIni [ATKY ..o, 26
3.3.  Vliviontovych kapalin na permeaci [atek KOZi .........ccccouireeiiiiiieiiee e 27
3.3.1. Mechanismus Uc¢inku iontovych kapalin na permeaci latek KGZi .........cccooveiieiiiiiienn, 27
3.3.2. Vyhody a nevyhody iontovych kapalin-toxicita a biodegradabilita................ccceevviiennn 28
4. EXPerimentalni CASt. .o 30
4.1. Chemikalie, materialy @ PriStrOJe ....ccoiiiirieeei et e e e e e e aararee s 30
4.2, Postup experimentalNi PraCe .......coociiei ittt ta e s eaaaeeeeaes 30
4.2.1. LIASKA KUZE it 30
4.2.2. Priprava donorovych vzorkll pro permeaci........c.cceeeeveeeiie i, 30
4.2.3. PO MBACE ..ot 31
4.2.4. H P L ettt e e et e e et ee e 32
4.2.5. Statické ZpracoVANT dat.......ooo oo 32
D VYSIEAKY @ AISKUZE ..ev e 34

5.1.  Rozpustnost TH a DIC v dONOroVEM VZOrKU.......cccueeeieciiiiiciiee ettt 34



5.2. T 0 0 =T (ol =TSR 36

5.2.1. Srovnani Ucinku C8-MIM a C12-MIM na retenci TH a DIC v lidské kGZi......cc.ccccoenienne 36
5.2.2. Srovnani Ucinku C8MIM a C12MIM na pranik TH a DIC lidskou KGZi...........cccoeeevveennenne. 37
ZAVET e 39
SezNamM OBrAZKU ..o 40
R O BN e e 41



1. Seznam zkratek

API Aktivni farmaceutické slozky

Cer Ceramidy

Chol Cholesterol

CholS Cholesterol sulfat

TH Theofylin

DIC Sodn4 siil diklofenaku

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
NMF Ptirozené hydratacni faktory

PBS Izotonicky fosfatovy pufr

IL Iontové kapaliny (Ionic liquids)

SC Stratum corneum

TDDS Systém transdermélniho podéavani 1é€iv

TEWL Transepidermalni ztrata vody



2. Uvod a cil prace

Kiize, jako nejvetsi organ lidského téla, plni fadu dilezitych funkci, véetné ochrany proti
vnéjSim vliviim, regulace télesné teploty a prevence ztraty vody. Krom zékladnich funkci je
k@ize vyznamny prostiednik pro podavani lé¢iv. Klicovou roli hraje ptfedevS§im nejsvrchnéjsi
vrstva sloZena z korneocytt a lipidové matrix — stratum corneum (SC). Zrohovatéla vrstva kiize
predstavuje hlavni bariéru pro pronikani latek kizi a je tak hlavnim omezenim pro efektivni

podavani 1éciv.

Za ucelem ptekonani SC a zlepSeni prostupu 1éciv pies kizi byly vyvinuty riizné
chemicke a fyzikalni metody. Inovativni pfistup ke zlepSeni (trans)dermalniho podavani 1é€iv
predstavuji iontové kapaliny (IL). IL jsou soli tvofené z organického kationtu a organického ¢i
anorganického kationtu, které se diky svym unikatnim vlastnostem (nizka teplota tani, nizky
tlak par, vysokd tepelna stabilita a schopnost rozpoustét Siroké spektrum organickych i
anorganickych latek) staly atraktivnim a potencidlnim prosttedkem pro zvySeni rozpustnosti

1é¢iv ve formulacich a nasledném zlepSeni jejich prostupu pres SC.

Cilem préace bylo prozkoumat potencial dvou amfifilnich IL s délkou fetézce 8 a 12
uhlikd, tj. 1-methyl-3-oktylimidazolium bromid (CsMIM) a 3-dodecyl-1-methylimidazolium
bromid (C12MIM). Pro permeacni experimenty in vitro byly pouzity Franzovy difuzni cely. Po
ko-aplikaci téchto IL s modelovymi latkami na lidskou tkén, nésledovala analyza vlivu IL na
prostup lidskou ktizi a retenci 1éCiv v kizi. MnoZstvi permeantu v akceptorové ¢asti a konkrétni

mnozstvi latek zadrzenych v kiizi byly vyhodnoceny za pomoci HPLC.



3. Teoreticka cast
3.1. Kdze

3.1.1. Anatomie a fyziologie kize — Epidermis, Dermis, Hypodermis

Lidska kuze je sloZity a rozsahly organ o celkové plose témér 2 m?, ktery pokryva cely
povrch téla. Struktura kiize je piizpisobena k udrzeni homeostazy téla, poskytuje mu celkovou
ochranu a umoznuje jedinci vnimat rizné modality vjema. Pfiblizn€ 15 % celkové télesné
hmotnosti dospélého cloveéka piedstavuje klize, coz z ni Cini nejveétsi organ téla. Je vysoce

ptizptisobiva, ma riznou tloustku a specializované funkce v lidském téle. [1]

Kuze je heterogenni organ, ktery se sklada z odumfelé tkané, epitelu, pojivové tkané a
svalli. Anatomicky je uspotaddna do tii hlavnich vrstev — epidermis, dermis a hypodermis
(Obrazek 1).

—  Epidermis

— Dermis

J .4~ Hypodermis

Obrdzek 1. Zjednodusené schéma tii vrstev, které se v kiZi vyskytuji. [2]

Tyto vrstvy s bohatou siti nervového systému zajist'uji dobrou komunikaci s mozkem.
Dulezité je zminit, ze organizace kuze vykazuje znacné regiondlni rozdily, které se tykaji
naptiklad tloustky, hustoty melanocytii a rozmisténi epidermélnich ptivéskl. Topografické
rozdily ve stavbé a funkci klize jsou zna¢né na pokoZce hlavy, kizi obliceje, dlanich a
chodidlech, hibetni kizi rukou a nohou, podpazi a perineu, které maji svoji vlastni anatomii,

funkci a reaktivitu. [3-5]
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Nejspodnéjsi vrstvou je hypodermis, také oznacovanad jako podkozni tkdn. Nachazi se
pod retikularni vrstvou dermis a sklada se z volné pojivové tkané. V zavislosti na lokalité
formuje tkan klouzavé vrstvy nebo velké kapsy tukové tkané, které izoluji kizi, chrani ji a podili
se na termoregulaci. Tukové bunky tvofi vrstvu riizné tloustky, ktera zavisi na umisténi v téle,
pohlavi a stavu vyzivy. Hypodermis je vysoce protkana cévami, coz umoziiuje rychlé vstiebani

podkozZnich injekei 1é€iv. [6, 7]

Mezi epidermis a podkozni tkani se nachazi vrstva pojivové tkané — dermis. Obvykle
je silnd <2 mm, ale u dospélych lidi na zadech mtize mit az 4 mm. Struktura dermis je vlaknita,
slozena z kolagenu, elastické tkané a dalSich extracelularnich slozek jako jsou cévy, nervova
zakonceni, vlasové folikuly a zlazy. Sit’ elastinovych a kolagenovych vldken je navzijem
propojena a spojuje dveé vrstvy pojivové tkané€ dermis, tj. papilarni a retikularni vrstvy. Papilarni
vrstva je povrchova a podstatné tenci, zde se nachazeji fibroblasty, tukové buiiky, malé krevni
cévy, fagocyty (bunky, které pomahaji bojovat s bakteriemi), lymfatické kapilary, lymfaticka
vlakna a dotykové receptory. Hlubsi retikularni vrstva je dobte vaskularizovand a ma bohaté
senzorické a sympatické nervové zasobeni. Obsahuje elastin, ktery zajiStuje pruznost pokozky,
a kolagenni vlakna, ktera udrzuji hydrataci pokozky. Jednou z funkci dermis je zajistit
mechanickou pevnost klize. Mimo to mé za kol podporovat, vyZivovat a spojovat epidermis a

hypodermis. [5, 7]

Epidermis je nejsvrchnéjS$i vrstva kize a zaroven ze vSech vrstev biologicky
nejaktivnéjsi. Bazalni vrstva epitelu (stratum basale) se totiz neustale obnovuje. Hlavni bunky
nachazejici se v epidermis jsou keratinocyty, které jsou nejméné z 80 % ektodermalniho
puvodu. Tyto bunky podléhaji procesu diferenciace. Ten probihé pfi migraci bunék z bazalni
vrstvy na povrch kiize a vede ke keratinizaci. Keratinizace je proces, pii némz keratinocyty
prochazeji syntetickou a poté degradacni fazi. Kdyz keratinocyty nakonec dosahnou
nejvrchnéjsi vrstvy, jsou z povrchu odlouceny (deskvamovany). Cely proces trva piiblizné 30
az 40 dni. Vysledkem je tvorba zplostélych, anuklearnich bun¢k (korneocytt), které se nakonec
z povrchu kiize odlouci. Tyto keratinocyty vyrabéji a ukladaji bilkovinu keratin. V epidermis

jsou dale pfitomny melanocyty, Langerhansovy a Merkelovy buiky. [1, 3, 7]

Hluboky okraj epidermis je charakterizovan fadou vybézkl tzv. rete pegs, které
pfechazeji smérem doli do dermis. Pfi pohledu na fez kiizi pod mikroskopem tak spodni okraj
epidermis formuje zvinény vzhled. Narozdil od dermis, je epidermis avaskuldrni, coz znamena

7e ji neprochdzi Zadné cévy. Epidermis lze délit na tenkou kizi, ktera se sklada ze Ctyf vrstev v
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ramci vétSiny Casti téla, a tlustou kiizi, které existuje pouze na rukou a chodidlech nohou. [1, 5,

7]

Epidermis se sklada z péti histologickych vrstev, které jsou znazornény na nasledujicim
obrazku (Obrazek 2).

Dead keratin layer +——— :| Stratum corneum

LI IS ILILIL ] Stratum lucidum

Lamelar granule e——————-" " T T T T :I Stratum granulosm

Desmosomes +———— =
Stratum spinosum

Langerhan cell « o — N

Keratinocyte +— -

Stratum basale

Melanocyte +«——

Obrdzek 2. Schematické zndzornéni vrstvy epidermis. [8]

Od nejhlubsi po nejpovrchnéjsi jsou to tyto vrstvy:

1. Stratum basale — ztvarnuje jedna vrstva bazofilnich keratinocytd nizkého
sloupcovitého az kuboidniho tvaru s velkymi jadry. Bunky jsou pevné spojeny s bazalni
membranou pomoci hemidesmosomil a s postrannimi a hornimi sousednimi butikami pomoci
desmozomu. Tato vrstva je také zndma jako stratum germinativum, protoze zde dochazi k
mitdze keratinocytl a tato vrstva je zdrojem keratinocyt hornich vrstev. Na rozdil od ostatnich
vrstev je tvofena jedinou vrstvou bazalnich bun¢k, které¢ produkuji keratinocyty, jez budou
povrchové odsunuty ze stratum basale. N&které z téchto proliferovanych bunék zlstavaji
pfipojeny k bazdlni lamin¢ jako kmenové builky, zatimco jiné se diferencuji na spindlni
keratinocyty stratum spinosum a vytlacuji nadlozni bunky smérem k povrchu. Obnova
epidermis trva 15 az 30 dni a je ovlivnéna vékem, oblasti téla a dalsimi faktory. Mezi bazalnimi
buiikami se nachdzi i builky produkujici pigment melanin — melanocyty. Jsou ¢leny
pigmentového systému kiize a druhym nejpocetnéjsim typem bunck epidermis. Melanin chrani
DNA bungk tim, ze absorbuje a rozptyluje Skodlivé destruktivni ultrafialové (UV) zafeni.

DalSim typem bunck jsou Merkelovy buiiky (hmatové burky), které jsou v malém poctu
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roztrouseny v bazélni vrstvé po celém téle a maji zvlastni ulohu ve smyslovém vniméni. [1, 5,

6]

2. Stratum spinosum — nejsilngj$i vrstva epidermis. V této vrstvé se nachazi
nekolik vrstev bunék, které vykazuji podobnou mitotickou aktivitu jako bazalni buiky ve
stratum basale. Tato vrstva je zndma jako Malpighova vrstva. Diky tomu, ze stratum basale
neustale produkuje nové keratinocyty dochazi k migraci starych sloupcovitych keratinocytt,
které pti tom ztraceji vodu, zplost'uji se a ziskavaji polyedricky tvar. Sousedni keratinocyty
mezi sebou vytvareji cetné mezibunééné miistky se spindznimi vybezky a pevné se spojuji
desmosomy. Termin "spindzni" oznacuje vzor uspotfddani bunék. Ve stratum spinosum
nalezneme i Langerhansovy bunky, které pochazeji z monocyti kostni diené a pro kuzi
predstavuji vlastni mononukledrni fagocytarni systém. Tyto dendritické buniky jsou schopny
vazat, zpracovavat a prezentovat antigeny T-lymfocytim a iniciuji odpovéd’ proti cizorodym
antigenim. Hraji dilezitou roli v kontaktnich alergickych reakcich a dalSich bunééné

zprostfedkovanych imunitnich reakcich kize. [1, 5, 6]

3. Stratum granulosum — obsahuje Ctyfi vrstvy keratinocytti produkujici keratin a
keratohyalin, ktery této vrstvé dodava objemny granularni vzhled. Zplostélé polygonalni bunky
prochazeji kone¢nou bunécnou diferenciaci nejsvrchnéjsSich keratinocyt stratum spinosum a
stale maji jadra. Cytoplazmu vypliuji velka, hrubd, nepravidelné tvarovana, intenzivné
bazofilni a nepokrytd keratohyalinni granula tvofend filagrinem a dalSimi proteiny.
Charakteristickym znakem v cytoplazmé jsou membranové vdzana mala lamelarni lipidova
zrnka. Bunky vypoustéji sviij granularni obsah do mezibunéénych prostor exocytozou. Latka

bohaté na lipidy se poté §iii a vypliiuje mezibunécné prostory. [5, 6]

4. Stratum lucidum — prihlednd vrstva, kterd se nachazi tésn¢ nad stratum
granulosum a pod stratum corneum (SC). Tato tenk4 vrstva se nachdzi pouze na ploskach rukou
a nohou. Stratum lucidum obsahuje odumielé keratinocyty a eleiden, Ciry protein bohaty na
lipidy pochazejici z keratohyalinu. To dodava vrstvé prahledny (tj. lucidni) vzhled a funguje

jako bariéra pro vodu. [5, 9]

5. Stratum corneum (SC) — nejsvrchnéjsi vrstva epidermis, kterd je vystavena
vnéjSimu prostiedi. Jeji ndzev vznikl od zvySeného procesu keratinizace, tj. rohovaténi. V této
vrstve se nachéazi 15-30 vrstev odumfelych keratinocytd. Funkci této suché odumftelé vrstvy je
obrana proti pronikédni mikrobt, zabranéni dehydrataci spodnich vrstev a ochrana pted dal§imi

poranénimi. I zde dochazi k pravidelnému odlu¢ovani bunék, které jsou nahrazovany buitkami
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vytlatenymi ze stratum granulosum (nebo stratum lucidum v piipadé dlani a chodidel).
Obmeéna celé vrstvy trva priblizné Ctyfi tydny a jedna se o posledni fazi zrani a vyvoje
keratinocytli. Keratinocyty ve SC jsou diferencované a bezjaderné. Oznacujici se jako

korneocyty a zachovavajici si pouze keratinova vldkna ulozena ve filagrinové matrix. [10]

3.1.2. Funkce koZni bariéry v lidském téle

Lidska ktze je nejvétsim organem v téle, ktery funguje jako rozhrani mezi ¢lovékem a
vnéjSim prostfedim. Formuje prvni obrannou linii proti potencionalné nebezpecnym hrozbam
prostiedi, tj. infekce viry, bakteriemi a plisnémi. [11] V rohové vrstvé, SC, je umisténa fyzikalni
bariéra, ktera se sklad4 z bun€k obohacenych o proteiny a mezibunécnych domén obohacenych
o lipidy. K této funkci bariéry pfispiva také epidermis prostfednictvim tésnych, Stérbinovych a
adherencnich spojt, jakoZzto i desmosomi a cytoskeletalnich prvka. Pokud dojde ke zméné
v epidermalni diferenciaci a slozeni lipidii, mize to mit za ndsledek zménu bariérové funkce,
coz hraje kli¢ovou roli v onemocnénich kaze. [11, 12] NaruSena kozni bariéra je vyznamné
podstatna v patogenezi koznich onemocnéni. ZjednoduSeny pohled na strukturu SC vysvétluje

tzv. hypotéza cihly a malty (Obrazek 3).

; Intercellular
Connections lipids

between cells

Cells

Desmosomes:

Obrdzek 3. Model cihly a malty. Obrdzek ilustruje korneocyty v podobné ,cihel”, mezibunécné lipidy
tvorici ,,maltu” a desmosomy spojujici korneocyty. [13]

V podstat¢ se jednd o 15-30 vrstev korneocyti (cihly), které drzi pohromadé
korneodesmosomy (nyty), jeZz jsou vlozeny do hydrofobni extracelularni lipidové matrix
(malta) a uzavieny v proteinovém obalu. [14] SC zabraniuje nadmérnému Uniku télesnych
tekutin, coz je nezbytnou podminkou pro zivot. [10, 15] Dulezitost ktize jako bariéry doklada
mortalita spojena s popaleninami velkého rozsahu, pii kterych zvySend transepidermalni ztrata

vody (TEWL) vede k dehydrataci, selhani ledvin a Soku.

Obsah vody ve SC se oznacuje jako hydratace SC a je nezbytnd pro udrzeni bariérové

funkce ktize. Hydratace SC ovlivituje zrdni epidermalnich a dermdlnich buné¢k, proces
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deskvamace a expresi keratinii a proteinli. NaruSeni lamelarnich struktur je nepfiznivym
ucinkem nadmérné hydratace SC. Kozni bariéra chrani pfed rozsahlymi ztratami vody v jednom
sméru (inside-outside bariéra) a pred vnikanim Skodlivych latek z prostiredi (outside-inside
bariéra). Inverzni vztah mezi TEWL a hydrataci SC je dobfe znam. Vysoké hodnoty TEWL
jako ukazatele naruSené bariérové funkce kiize Casto koreluji s nizkou hydrataci SC. Je také
dobfe zndmo, Ze hydratacni prostiedky ¢asto zlepsuji funkci kozni bariéry. Mechanismy tohoto
vzajemného plisobeni nebyly systematicky studovany. Védci se domnivaji, Ze naruSené funkce
kozni bariéry vede ke zménam v epidermalni diferenciaci, zejména v expresi filagrinu, coz
nasledné ovliviiuje produkty odbouravani filagrinu vazajici vodu. [12] K zadrzeni vody vyuziva
SC tfi hlavni mechanismy, tj. mezibunécné lamelarni lipidy, jejiZ fyzikalni konformace vytvari
tésnou a polopropustnou bariéru pro prichod vody tkani. Dalsi podil na zadrzeni vody ma
pfitomnost plné¢ vyzralych korneodesmozomli vazanych na ceramidy (Cer) a
hydrofobizovanych korneocytt, které ovliviiuji tortuozitu SC, a tim 1 délku difuzni cesty vody.
Klicova je také pfitomnost intraceluldrnich i1 extracelularnich hygroskopickych materiala

nazyvanych "pfirozené hydratacni faktory" (NMF). [16]

Dalsi funkci kozni bariéry prostfednictvim syntézy melaninu je ochrana pted Skodlivym
UV zéfenim. [17] Melanin vznika sloZitou cestou v melanocytech, pfesnéji v membranovych
organelach zvanych melanosomy. Melanocyty jsou ptenaSeny dendritickymi procesy a nachazi
se v bazalni a suprabazalni vrstvé kiize, vytvari melaninovou Cepicku a tim snizuji Skodlivé
ucinky ultrafialového zareni. To se déje diky komunikaci melanocyti s keratinocytem. Hlavni

dva typy melatoninu jsou feomelanin a eumelanin. [14]

Poté¢ co je epidermalni vrstva lidské kiize vystavena slune¢nimu zétfeni dochézi
k syntéze vitaminu D, ktery je nezbytny pro normalni vstiebavani vapniku a fosforu. Tyto
mineraly jsou potfebné pro zdravé kosti. Cholekalciferol, derivat steroidniho cholesterolu
(Chol), se syntetizuje v kiizi za pomoci slune¢niho zafeni. V jatrech se pfeméni na kalcidiol a
v ledvinach nésledné¢ na aktivni formu vitaminu D, tj. kalcitriol. V dasledku nedostatku
vitaminu D v téle vznikd onemocnéni oznaCované jako kiivice. Ten se projevuje u déti
bolestivym stavem, jelikoz jsou kosti v disledku vapniku deformované. Osteomolacie neboli

méknuti kosti se projevuje zejména u starSich osob, které trpi nedostatkem vitaminu D. [9]

Povrch SC ma kyselé pH piiblizné 4 az 5,5, tzv. kysely plast, ktery hraje ochrannou roli
pfi kolonizaci povrchu kiize Skodlivymi bakteriemi. K navyseni pH pokozky miZze dojit pfi
myti pomoci kostkovych mydel, ktera jsou vyrabéna z ptirodniho mydla a jsou ze své podstaty

alkalicka. [13] Trobaugh a Wickett uvedli, Ze jednorazové myti typickymi mydly zvysilo pH z
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normalniho rozmezi 5,0 az 5,5 na pfiblizn€ 7,5. Myti mydlem na bazi syntetického detergentu
kokoylisethionatu sodného tento u¢inek nemélo. Béhem nékolika nasledujicich hodin pH
pokozky umyté mydlem postupné klesalo smérem k normalu, protoze SC obsahuje slozky

(mastné kyseliny), které ptirozen¢ zajistuji pufracni kapacitu. [18-20]

Nepostradatelnou funkci, na které se ktize podili je regulace télesné teploty. Teplota je
pfedevsim regulovana pomoci hypotalamu. Tato oblast mozku fidi otevirdni a zavirani potnich
zlaz a stahovanim vall, ¢imz urcuje télesnou teplotu. Pod kiizi lezici podkozni tukova tkan
izoluje a zabrafiuje ztratam tepla vedenim, zatimco ke ztraté¢ tepla dochazi aktivnim
odparovanim potu z povrchu kiize a zvySenym priitokem krve bohatou cévni siti, kterd se

nachdzi pravé v dermis. [9, 14]

Epidermis ma také senzorické funkce pro celou fadu faktorG prostiedi, vcetné
mechanického stresu, teploty a chemickych podnétd. Epidermélni keratinocyty obsahuji
senzory téchto faktori a mohou vnimat rizné faktory a podnéty prosttedi. Tyto informace
mohou byt zpracovany v epidermis a predany prostfednictvim nervového systému do celého
téla a mozku. Epidermalni keratinocyty také vytvareji mnoho poselskych molekul, véetné
neurotransmiterd, neuropeptidii a hormond, které by byly potfebné pro zpracovani smyslovych

informaci a pfenos zprav do centralniho nervového systému. [21-23]

3.1.3. Kompozice stratum corneum
SC, svrchni vrstva ktize, je oblast bohata na lipidy, které maji zasadni vyznam pro
strukturu a funkci kiize. V extracelularnim prostoru SC pievladaji predevsim lipidy, a to

zejména Cer, Chol, estery Chol a volné mastné kyseliny. [24]

Slozeni mezibunécnych lipida a nanejvys jejich vyjimecné strukturalni usporadani ma
z pohledu bariérové funkce pravdépodobné nejvétsi vyznam. [25-27] Cer tvoii piiblizné 47%
hmotnosti, Chol 24 %, mastné kyseliny 11 % a estery Chol 18 %. [16] Piedpoklada se, Ze
syntéza lipidi probiha ve stratum granulosum [28], kde se vytvaieji malé cytoplazmatické
inkluze (lamelarni téliska), které jsou zabaleny do vicevrstevnych ttvart. [29] Na rozhrani
stratum granulosum a SC dochazi k exocytdze lamelarnich télisek, ktera vytvareji lipidové

lamely. [30]

Molekula Cer obsahuje polarni hlavu a dva hydrofobni fetézce, podobné jako
fosfolipidy. Fosfolipidy tvofi bézné bunééné membrany, oproti Cer je jejich polarni hlava
podstatné vétsi. Vzhledem k tomu, ze je hlava Cer mensi, umoznuje to tésnéjsi usporadani

téchto lipidd v lamele. Oproti fosfolipidim navic Cer SC nevytvareji dvojvrstvy, ale
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nekolikavrstvé a vzajemné propojené lamelarni struktury. Tim se vysvétluje fadové tisickrat

nizsi propustnost ceramidovych lamel SC oproti fosfolipidovym dvojvrstvam. [27]

Cer je kombinaci mastné kyseliny a sfingoidni baze spojené amidovou vazbou mezi
karboxylovou skupinou mastné kyseliny a aminoskupinou baze. [31] Sfingoidni bazi mtze byt
sfingosin, fytosfingosin nebo 6-hydroxysfingosin. [27] Vzhledem k tomu, Ze jsou Cer
nejslozitéjsimi lipidy ve SC, navrhli Motta a dalsi [32] vzhledem k jejich rozmanitosti a
zjednoduseni identifikace novou nomenklaturu, kterd vychazi z jejich struktury. V tomto
systému jsou Cer obecné klasifikovany jako Cer FB, kde F je typ mastné kyseliny a B oznacuje
typ baze. V ptipadé¢ pfitomnosti mastné kyseliny vazané na ester, pouziva se piedpona E. BéZné
mastné kyseliny (nasycené nebo nenasycené), alfa-hydroxymastné kyseliny a omega-
hydroxymastné kyseliny jsou oznaceny N, A, O, zatimco sfingosiny, fytosfingosiny a 6-
hydroxysfingosin jsou oznaceny S, P a H. Sfinganin (dfive nezafazeny) je v tomto systému
nomenklatury navrzen jako SP. [16, 32] Nejzajimavéjsi vlastnosti koznich Cer je jejich
heterogenita: do soucasnosti bylo popsano 15 podtiid Cer, coz spolu s rtiznou délkou fetézct

dava dohromady stovky odlisnych chemickych struktur (Obrazek 4.). [33]
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Obrdzek 4. Chemicka struktura hlavnich sloZek ceramidi SC a jejich zkrdcené ndzvoslovi. [33]

Hlavicky Cer jsou velmi malé a obsahuji nékolik funkénich skupin, které mohou
vytvafet bo¢ni vodikové vazby se sousednimi molekulami Cer. RozloZeni délky acylového
fetézce v Cer je bimodalni s nejcastéjsi délkou fetézce Ca4-Ca6. Pouze malé ¢ast Cer ma délku
acylového fetézce Ci6-Cis. [34] Délka fetézce mastnych kyselin ovliviiuje propustnost pro kiizi.

Dlouhé¢ acylové tetézce v Cer jsou nezbytné pro tvorbu pevné zabalenych, nepropustnych
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lipidovych lamel. Naopak ceramidy s kratSimi fetézci (zejména ty s délkou 4-6 uhlikl) zvySuji

propustnost lipidovych membran ve srovnani s ceramidy s dlouhymi fetézci. [35]

Cer hraji zésadni roli pii strukturovani a udrzovani bariérové funkce pokoZzky.
Souvislost mezi zménou slozeni bariérovych lipida, zejména Cer, a koznimi poruchami je
vzhledem k mnozstvi proménnych obtizné prokazat. VétSina koznich poruch, pii kterych
dochazi ke snizeni bariérové funkce, vSak predstavuje snizeni celkového obsahu Cer s uréitymi
rozdily ve struktute Cer. Vyuziti fyziologickych lipidi ma potencidl jako nové formy lokalni
terapie dermat6z. [36] Cer se taky podileji na regulaci procest jako je proliferace, diferenciace

a apoptoza. [37]

Dalsi slozkou v kozni bariéfe jsou mastné kyseliny. Jejich slozeni v lidské rohové vrstvé
je pomérn¢ unikatni. Jedna se prevazné o nasycené mastné kyseliny s délkou od 14 do 28
uhliki. [38] Pievladajici mastné kyseliny maji 24 uhlikl (kyselina lignocerovd) a 26 uhlikt
(kyselina cerotovad) - tyto dva druhy tvofii pfiblizné 50 % hmotnosti mastnych kyselin SC. [33]
Volné mastné kyseliny v rohové vrstvé nejsou obohaceny o esencialni mastné kyseliny, coz
naznacuje, ze tyto lipidy nehraji vyznamnou strukturalni roli v mezibunécné lipidové doméné.
Hlavni uloha esencialnich mastnych kyselin vSak pravdépodobné souvisi s jejich esterovymi
derivaty navazanymi na Cer obsahujici w-hydroxykyseliny. Vzhledem k tomu, Ze sloZeni
volnych mastnych kyselin v rohové vrstvé neodpovida slozeni nizsich vrstev, naznacuje to, ze
existuji cesty pro degradaci a/nebo recyklaci nenasycenych mastnych kyselin. Celkové lze fict,
ze slozeni mastnych kyselin v mezibunécné matrix hraje dulezitou roli v bariéfe SC a ve

zménach pH v riznych vrstvach SC. [38]

Hlavnim sterolem s rigidni strukturou ¢tyt kruhti je Chol. Tvoii ptiblizn€ 24-27 % lipida
v SC a je dulezity pro tekutost a tuhost SC, jelikoZ ptispiva k zachovani spravné lamelarni a
lateralni struktury. Chol mé volnou alkoholovou skupinu na pozici 3 a za pomoci enzymu Chol
sulfotransferazy vznika jeho vyznamny ester — cholesterol sulfat (CholS). [16, 24, 36] Tento
nejhojnéji zastoupeny ester Chol hraje v matrici pravdépodobné zvlastni roli. Nejenze
vystupuje jako regulator epidermalni diferenciace, ale také je CholS desulfatovan steroidni
sulfatdzou na jeden z klicovych bariérovych lipidi — Chol. Proces desulfatace je nezbytny pro
epidermalni homeostazu a pro funkci rohové vrstvy. Pomér Chol a CholS je podstatny v koznim
onemocnéni jako je ichty6za vazand na chromozom X. V tomto patologickém stavu zlstava
pomér CholS/Chol vysoky. Vysledky studie Fandrei a dalSi ukazaly, Zze vyS$S§i pomér
CholS/Chol vyvolava vyssi fluiditu sterolii, ¢im dochazi k vyssi propustnosti lipidovych vrstev,

ale dlouh¢ acylové fetéze volnych mastnych kyselin a Cer ziistavaji rigidni. Tento vysledek,
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selektivni fluidizace sterolli, by potenciondlné¢ mohl slouzit jako uZzitecny cil pro zlepSeni

transdermalniho podavani 1éCiv. [39]

3.1.4. Usporadani lipidG ve stratum corneum

Obecné vytvari lipidové molekuly matrix SC v extraceluldrnim prostoru obklopujicim
korneocyty lamely. [40] V trojrozmérné struktufe rozliSujeme laterdlni organizaci (tj.
molekularni uspotfddani v rovin€ lamel, zhruba rovnobézné s povrchem SC) a lamelarni

organizaci (tj. symetrii a vzdalenost opakovani ve sméru normaly k povrchu SC) (Obrazek 5).
[41]

Lateral (x-y)
organization

Lamellar (z-y)
organization

Obrdzek 5. Schéma zndzorrujici trojrozmérnou strukturu lipidovych lamel.[41]

Velmi tésné uspotfadani se znaéné omezenou pohybovou volnosti, které oznacujeme
jako orthorhombické, je prevladajicim typem lateralniho uspofddani. Mimo to jsou nékteré

lipidy uspotadany do hexagonalnich podcelkili a v méné castém piipad¢ jsou tekuté. [33]

Jedine¢nym prvkem lamelarniho uspofadéani je tvorba tzv. lamelarni faze s dlouhou
periodicitou a vzdalenosti opakovani 11,9-13,1 nm. VétSina studii navic popisuje také
pritomnost faze s kratkou periodicitou (se vzdalenosti opakovani 5,3-6,4 nm) a fazové

oddéleného Chol (Obrazek 9). [33]
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Obrdzek 6. Lameldrni a laterdini usporddani lipidovych membrdn SC. [33]

3.1.5. Stratum corneum a permeacni procesy

SC ptedstavuje hlavni bariéru pii permeaci 1é¢iv kizi. [42] Systém transdermalniho
podavani 1éCiv (TDDS) znamend podavani molekul 1é¢iv pres kiizi do systémového ob&hu. [43]
Molekuly 1é¢iv mohou prochéazet kozni bariérou a vstupovat do systémového ob&hu riznymi
cestami. [44] Lécivo nebo molekula aplikovana na povrch kize ma nékolik moznych cest
priniku ptes SC: transapendagedlni cesta (pies vlasové folikuly a pfidruzené mazové zlazy) a
transepidermalni. Transepidermalni rozliSuje transcelularni/intracelularni cestu (diflize pies

korneocyty) a intercelularni/paracelularni cestu (difuze ptes lipidovou matrix) (Obrazek 10).

[42, 45]
) transcellular
intercellular route transappendageal
route route

stratum corneum

Obrdzek 7. Cesty priniku IéCiv kuzi. [42]
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TDDS maji fadu vyhod vcetné zamezeni first-pass metabolismu a lep$i compliance
pacienta. [46] Navzdory témto vyhodam prozatim TDDS systém nedosahl plného potencialu.
Jeho pouziti je omezeno pouze na maly pocet 1éCiv. Jsou to léCiva, ktera maji nizkou
molekulovou hmotnost a piiznivé lipofilni chovani. [47] Jako nejvétsi vyzva se zda prekonani
bariérového efektu SC. SC piedstavuje vynikajici ochranou fyziologickou bariéru, protoze
brani vstupu xenobiotik do organismu a pfedstavuje tak i primdrni bariéru pro prinik 1é¢iv. [48,
49] Roky vyzkumu a vyvoje vyustily ve dva ptistupy, které by ptekonaly uvedené omezeni
TDDS — chemické a fyzikélni. [50] K chemickym zpasobim patii i iontové kapaliny neboli

urychlovace kozni penetrace.

3.2. lontové kapaliny
Neni sporu, ze se iontové kapaliny (IL) staly vyznamnym pfedmétem studia v oboru
moderni chemie. [51] Diky svym vlastnostem poskytuji IL. mnoho vyhod v systémech pro
lokélni podavani 1éCiv. Lze je vyuzit naptiklad ke zvySeni rozpustnosti malo rozpustnych 1é¢iv
a ke zlepSeni jejich topického a transdermélniho podavéni. [52] Tato prace se zaméiuje na
definici a typy IL, jejich vyznam v ramci farmacie, potencialu do budoucnosti, ale i jejich

moznych nedokonalosti.

3.2.1. Definice a struktura iontovych kapalin

IL jsou organické soli s nizkym bodem tani, které jsou povazovany za ekologickou
nahradu tekavych organickych rozpoustédel nebezpecnych pro zivotni prostredi. [53]
Nejbéznéjsi IL vznikaji kombinaci organického heterocyklického kationtu (napt. imidazol nebo
pyridinium) a anorganického ¢i organického aniontl (napf. dusi¢nan, octan, tetrafluoroboritan,
halogeny), které jsou kapalné pii teplot¢ < 100° C. [54] IL jsou také znamé jako tekuté soli,

protoze na rozdil od béZznych soli ziistavaji pii pokojové teploté v kapalném stavu.
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Obrdzek 8. Priklady kationtii a anionti béZné pouZivanych v iontovych kapalindch.[55]
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Existuje Siroké $kdla moznych kombinaci aniontl a kationtli (Obrazek 8), které 1ze pro
ptipravu IL vzit z nabidky organickych a anorganickych iontl. [56] Pocet moznych kombinaci
kationtu a aniontu se odhaduje na 10°, coZ teoreticky umozfiuje syntetizovat IL zaméfené na
konkrétni aplikaci nebo vlastnost. [57] Zrod IL nastal v roce 1914 Waldenovou syntézou
dusi¢nanu ethyl-amonného, ktery se stal prototypem IL a m¢l teplotu tani 12°C. Walden se
zajimal o vztah mezi velikosti molekuly a vodivosti. Pokrok v objevu IL byl pomaly a k dal§imu
vyvoji doslo az v roce 1951. Nejvétsi zdjem o zkoumani IL probéhl v letech 1998-2000 a

v disledku toho doslo k exponencialnimu narustu vyzkumnych publikaci. [51, 58]

3.2.2. Generace iontovych kapalin

IL jsou klasifikovany do generaci. Celkem existuji tii generace IL v zavislosti na jejich
chemické struktute a vlastnostech. Prvni generace mé unikatni fyzikalni vlastnosti zahrnujici
snizeny tlak par, vysokou tepelnou stabilitu, ale také citlivost na vodu a vzduch. Z pohledu
chemické struktury se jedné o dialkylimidazolové a alkylpyridiniové kationty s halogenidovymi
anionty kovli. Naopak druha generace je jiz stabilni viici vodé a vzduchu. NejcastéjSimi kationty
jsou dialkylimidazolium, alkylpyridinium, amonium a fosfonium, zatimco nejbéznéjSimi
anionty jsou halogenidy, tetrafluoroboritany a hexafluorofosfore¢nany. Posledni generace
pracuje s biologicky odbouratelnymi a ptfirodnimi ionty. Jednd se o cholin a aminokyseliny,
nebo ionty se zndmymi biologickymi aktivitami. Vyuziva aktivni farmaceutické slozky (API)
k vyrobé IL s biologickou aktivitou. Vzhledem ke svému charakteru jsou zajimava nejen pro
odvétvi chemie, ale i biologie a ekologie. S objevenim pifinosnych vlastnosti IL se zacaly
rozvijet IL specifické pro dané ulohy (task specific ionic liquids), které jsou vyladény pro

konkrétni aplikaci a funguji tak 1épe nez tradi¢ni reagencia. [55, 59]

3.2.3. Vlastnosti iontovych kapalin

Struktura IL je kliCovym faktorem ovliviiujicim jejich fyzikalni a chemické vlastnosti.
Kombinace kapalné¢ faze a iontového charakteru vazby poskytuje vynikajici piilezitosti
k vytvofeni rozmanitych fyzikadlnich a chemickych vlastnosti. Kapalné skupenstvi téchto
roztavenych soli je dano objemnymi asymetrickymi kationty a slabé koordinujicimi anionty,
které destabilizuji krystalovou miiZku. [55] Neddvné studie zahrnujici strukturni vlastnosti IL
ukazaly, ze IL obsahuji mikro a nano-doménové organizacni struktury [60, 61] a ionty maji
tendenci se samovoln¢ shromazd’ovat do subdomén a vytvafet nano-doménové amfifilni
nanostruktury. Na zdklad¢ téchto strukturnich ryst se zdd, ze se IL podobaji spise
nanoheterogennim latkam, coz je do zna¢né miry jedinecna vlastnost IL, kterou se u jinych

rozpoustédel a rozpoustécich médii obvykle nevyskytuje. [60, 61]
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Neschopnost uspotradat se do krystalové mtizky je diivod pro¢ maji IL mnohem nizsi
teploty tani, nez standartni iontové slouceniny jako je napt. NaCl, které se skladaji ze sférickych
tvarti umoznujicich tthledné a uspotadané zaclenéni. [61, 62] To je disledkem objemné povahy
zucastnénych iontli a prisuzuje se tfem hlavnim faktorim: mezimolekulovym sildam mezi
zucCastnénymi ionty v rozpoustédle, symetrii iontdl a konformacnim stupiiim volnosti iontd. [63]
Slabsi mezimolekuldrni sily, v€etné interakci iontové a vodikové vazby, snizuji tésnost
usporddani. [64] Podobné funguje iontova symetrie, protoze asymetrické komponenty se
nemohou snadno zaclenit do opakujicich se miizkovych struktur. [65] Konformacéni stupné
volnosti pisobi proti symetrii krystalové miizky a tvorbé konzistentnich mezimolekularnich
interakci. [66] Kationt jako zékladni slozka ovliviiuje mimo jiné faktory, jako je viskozita,
vodivost, elektrostatické sily, vlastnosti povrchové aktivnich latek, polarita, problémy s
agregaci a profily toxicity. Jednoducha zména, jako je délka fetézce, miZe mit extrémni vliv na
fyzikalné-chemické vlastnosti vyslednych IL. [61] Prodlouzeni délky fetézce vede ke zvySeni
viskozity a zvySené toxicité pro bakterie a motské ekosystémy. Naopak zkraceni fetézce vede

ke zvyseni polarity, vodivosti a elektrostatickych sil. [67-70]

IL maji vys$si kapalny rozsah nez molekularni rozpoustédla. Teplotni rozsah mezi
teplotou tani (teplotou skelného piechodu) a teplotou varu (teplotou tepelného rozkladu) se
oznacuje jako rozsah kapaliny. Horni hranice kapalného rozmezi je urcena teplotou tepelného
rozkladu IL. Napiiklad I-alkyl- 3-methylimidazolové soli maji obvykle teploty skelného
piechodu v rozmezi -70 az -90 °C a teploty tepelného rozkladu v rozmezi od 250 do vice nez
450 °C. Maji tedy kapalny rozsah ptes 300 °C. Pro srovnéni, voda je pfi atmosférickém tlaku
kapalnéa od 0 do 100 °C a ma tedy kapalny rozsah 100 °C. [58]

Jak jiz bylo feceno, teplota tani IL je nizsi nez 100 °C a lze ji ovlivnit rozlozenim naboje
na iontech, schopnosti vodikové vazby, symetrii iontu a van der Walsovymi interakcemi.
V piipad¢ IL je teplota tani neptimo imérna velikosti aniontt a kationtti. Naptiklad teplota tani
[C2MIM] Cl je 87 °C a [C2MIM] [AICI4] je 7 °C. Tedy teplota IL se snizuje piidanim dalsi soli

za vzniku tzv. eutektické smési. [58]

Vodivost IL Ize vyjadfit jako schopnost jejich iontil vést elektricky proud, a prave ionty
v IL pisobi jako nosice néboje. Diky tomu IL vykazuji dobrou specifickou vodivost nebo
iontovou vodivost. [71] Tuto vlastnost lze ovlivnit pomoci velikosti a naboje iontti. Mensi

kationty a anionty umoZznuji snadnéjsi pohyblivost ionttl, coZ vede k vys§i vodivosti. Naopak
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pouziti vysoce nabitych molekul zabrani pohybu iontl z divodu vétSiho poctu interakei mezi

ionty, a to ma za nasledek nizsi vodivost. [72]

Zabranéni pohybu iontli v disledku mezimolekularnich interakci je pfic¢inou dalsi
dulezité vlastnosti, tj. viskozita. [73] Pti pokojové teploté se viskozita IL pohybuje v rozmezi
10 az 500 centipoise. [74] Viskozita je podobné jako u jinych kapalin zprosttedkovana z velké
¢asti za pomoci mezimolekularnich sil. Jejich sila se pohybuje od interakci mezi ionty az po
disperzni sily, pficemz v biokompatibilnich IL hraje kli¢ovou roli vodikové vazba. Tyto vazby
jako jsou ion-ion nebo dipdl-dipol jsou silné a brani tomu, aby se vrstvy IL mohly snadno
smykovat, ale i disperzni sily mohou byt podnétem viskozity. Viskozita IL se zvySuje s rostouci

velikosti kationtu a zvySujici se délkou alkylového fetézce. [74, 75]

Dalsi fyzikalni vlastnosti IL je hustota, ta se pohybuje od 0,9 a 1,7 g cm™ z &ehoZ plyne,
ze IL jsou relativné hust$i nez bézna organicka rozpoustédla. [61, 76] Hustota IL je nepiimo
umeérnd velikosti a objemnosti kationtu a aniontu- tzn. IL obsahujici vétsi organické kationty
maji nizs$i hustotu. Teplota ma na hustotu nepatrny vliv oproti viskozité. Dale 1ze hustotu

ovlivnit tlakem, a pfedevsim molekulovou hmotnosti a interakcemi mezi molekulami. [74, 77]

Polarita hraje klicovou roli v interakcich mezi rozpouStédlem a rozpusténym
materidlem. [61] IL maji vynikajici rozpustnost a misitelnost s Sirokou Skélou latek a mohou
rozpoustét iontové 1 kovalentni slouceniny: kapaliny, pevné latky 1 plyny. IL vSak mohou
rozpoustét jak polarni, tak nepolarni rozpusténé latky. Ukdazaly se jako potenciondlni
rozpoustédla pro chemickou syntézu, separaci a extrakci materidlli ze smési nebo roztokd.
Avsak jejich schopnost rozpoustét zavisi na polarité a koordina¢ni schopnosti jejich ionti. [58]
Hydrofilni IL obsahujici anionty, které jsou silnymi akceptory vodikovych vazeb, mohou
rozpous$tét polarni molekuly 1é¢iv ve srovnani s hydrofobnimi IL s nekoordinujicimi

anionty.[53]

3.2.4. Vyuiziti iontovych kapalin

IL se staly pfedmétem zkoumani ve farmaceutickych a biomedicinskych oblastech jako
rozpoustédla, ko-solventy, nosice 1éCiv, antimikrobidlni latky, urychlovace kozni penetrace a
v mnoha dalSich vyuzitich. Diky kombinaci anionta a kationti se mtize uvazovat o modularité
jejich fyzikalné-chemickych vlastnostech v zavislosti na aplikaci. [78] V dohledné budoucnosti

se navic muze uvazovat o zavedeni ucinnych 1é¢iv na bazi IL americkym ufadem FDA. [79]
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3.2.4.1. Solubilizace léCiv

Mnoho molekul pouzivanych ve farmacii vykazuje vyrazné nizkou rozpustnost ve vode
a biologickém prostiedi. Nedostate¢na rozpustnost ovliviiuje absorpci, biologickou dostupnost,
celkovou ucinnost pii peroralnim poddéani a vyrazné¢ omezuje jejich hodnotu pro terapeutické
ucely. [53, 63] Nezbytné je rozliSovat dvé odlisSné vlastnosti 1éCiva, tj. rozpousténi a
rozpustnost. Proces rozpousténi, ktery je charakterizovany rychlosti, zahrnuje tfi dilezité
kroky: naruseni interakci v mfizce rozpusténé latky, vytvoreni "dutiny" v rozpoustédle a
interakci a integraci rozpusténé latky do "dutiny" vytvotfené v rozpoustédle. AvSak schopnost

slouceniny rozpoustét se v urcitém rozpoustédle se oznacuje jako rozpustnost. [55, 63]

Farmaceutické latky se casto ziskavaji v krystalické formé, pifinasSejici problém
polymorfismu. To znamend, Ze se muze jedna krystalickd chemicka latka projevovat v riznych
polymorfnich nebo pseudopolymorfnich formach, které¢ vykazuji odlisné vlastnosti, jako jsou
mechanické vlastnosti, stabilita, bod tani, rozpustnost a biologickd dostupnost. Farmaceutické
polymorfy mohou navic podléhat nepiedvidatelnym transformacim a jejich tvorba je naro¢na

na kontrolu. [55, 80]

V pribéhu historie byla zkousena tada strategii, jak fesit Spatnou rozpustnost, véetné
klasickych ptistupii, jako je tvorba soli a pouziti riznych organickych rozpoustédel/kosolventt,
jako je dimethylsulfoxid a dimethylformamid. Tato organicka rozpoustédla vSak ptedstavuji
problém, protoze jsou t¢kava, hotlava, toxickd a predstavuji obtize pfi obnové, opétovném
pouziti a likvidaci. IL se stdvaji slibnou alternativou k organickym rozpoustédlim a nabizeji
modifikovatelné vlastnosti, které jim umoznuji rozpoustét slozité molekuly, jako jsou peptidy,

nukleosidy a celuloza. [53, 81]

IL se osvedcily pii rozpousténi riznych Spatné rozpustnych sloucenin, predevsim diky
své schopnosti interagovat s rozpusSténou latkou a pifipadné s molekulami kosolventu. Tato
interakce narusuje stavajici molekularni asociace a usnadiiuje integraci rozpusténé latky.
Pocatecni vyzkumy se soustfedily zejména na imidazolové a kvarterni amoniové IL. [63, 82,
83] VétSina experimentl s IL se soustiedi na formulaci a charakterizaci fyzikaln€ — chemickych
vlastnosti, pticemz nékteré z nich se zamétuji na stanoveni toxicity in vitro. Je vSak potieba
komplexnich studii, které by urcily potencidlni dopad pfitomnosti IL ve formulacich na
podminky in vivo. Zasadni zlstava prozkoumat, zda interakce mezi IL a lIéCivy, které vedou ke

zvySené rozpustnosti, mohou ovlivnit i€innost 1é¢iv. [63]
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3.2.4.2.  Aktivni farmaceutické slouceniny —iontové kapaliny

Pfeména samotnych molekul 1é¢iv na IL, bézné¢ znamé jako aktivni farmaceutické
slouceniny — iontové kapaliny (API-IL), je feSenim problému spojeného se Spatnou
rozpustnosti, tepelnou stabilitou a biologickou dostupnosti tradi¢nich 1éCivych piipravka.
Smyslem tvorby API-IL je zachovani profilu Iéciva a zaroven propiij¢eni zddoucich vlastnosti
protiiontu a celé tiidy rozpoustédel. [63, 84-86] Z hlediska API mohou byt protiionty zvoleny
tak, aby farmakologicky ptisobily nezdvisle nebo synergicky [85] nebo aby zlepsily
farmakokinetické vlastnosti. [59, 87] S touto koncepci ptivodné pfisli Rogers a dalsi, kteii
strategicky kombinovali rtizné aniontové a kationtové derivaty snadno dostupnych 1é¢ivych
pripravkd, aby modulovali rizné farmakologické vlastnosti, jako je rozpustnost, stabilita,
uvoliiovani 1éCiva a biologické dostupnost. [62] Jedna se sice o slibnou cestu transformace 1éCiv
do IL, nicméné je potieba zvazit farmakokinetiku API-IL, interakce API-IL s bunénymi

membranami a extraceluldrnim prostorem. [63]

3.2.4.3.  Antimikrobialni latky
Nespocetnd kombinace kationtd a aniontl v IL umoznuje témto rozpoustédlim
vykazovat specifické biologické aktivity. Tato oblast vyuziti IL se teprve rozviji, ale uz nyni
byly odhaleny slibné vysledky. Specifické biologické vlastnosti IL zahrnuji naptiklad

antioxidacni, protinadorové a antimikrobidlni ucinky. [88]

Antibakterialni, antimykotické a cytotoxické vlastnosti 1ze vysvétlit interakcemi mezi
alkylovymi postrannimi fetézci kationtu IL a buné€nou membranou. Dlouhé alkylové fetézce
mohou destabilizovat membranu tim, Ze pronikaji do lipidové dvojvrstvy a vyvolavaji

strukturalni poSkozeni. [55]

Lipofilita se zd4 urcujicim faktorem v antimikrobidlnim ptsobeni podle studie, ve které
se testovala antimikrobialni aktivita p€ti novych skupin cholinovych kvartérnich amoniovych
chloridi IL. Jejich antimikrobidlni aktivita byla hodnocena proti fad¢ grampozitivnich a
gramnegativnich bakterii a vysledky antimikrobidlni aktivity byly dobré. Slouceniny se
substituentem alkylového fetézce o 12 atomech uhliku na kationtu vykazovaly nejvys$si
antimikrobialni aktivitu napfi¢ vSemi skupinami testovanych IL proti celé fad¢ testovanych
mikroorganismi. [89] Délka substituéniho alkylového fetézce a naruSeni membrany souvisi
s podstatnou charakteristikou IL, protoze vétSina IL mé strukturu zndmou kationtovym
povrchové aktivnim latkdm, jejichz primarni zplsob ucinku je prostiednictvim naruSeni

membranové vazanych proteinll. Ze studie inhibi¢nich u€inkd imidazolovych a pyridiniovych
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IL vychézi, Ze dal§im pfedpokladanym mechanismem toxicity a antimikrobidlni aktivity je

inhibice enzymu acetylcholinesterazy. [53, 90]

IL byly také kombinovany s jinymi materidly (napf. sulfopropyl chitosan [91]) nebo
jako polymerizované (poly-IL) k vytvotfeni ucinnéjSich antimikrobidlnich pfipravki. [63]
DalSim piikladem je kombinace se standardni gézou, kterd vedla k vytvotfeni antimikrobidlniho
obvazu na ranu s jedine¢nym mechanismem uc¢inku. Pomoci benzimidazoliového dipodalniho
aniontu vytvofili vyzkumnici iontovou kapalinu chelatujici Fe**. Kladny naboj op&t umoziiuje
lokalizaci IL v blizkosti bakterialni bunééné stény. Chelatacni "ramena" umoznuji IL zachytit
Fe** v blizkosti bun&¢ného povrchu a zabranit tak jeho vychytavani, coz vede k bunééné smrti

zpusobené nedostatkem zeleza. [92]

K Iécbé nemoci a jako antibiotika by mohl slouzit novy proud kombinovanych
terapeutik, propojenim IL s aplikacemi jako jsou API, nanonosice a nosice 1é¢iv. Nezbytné bude
prozkoumdni mnohem SirStho spektra mikrobialnich druhli, aby mohly IL prokazat

antimikrobialni potencial. [63, 93]

3.3, Vliv iontovych kapalin na permeaci latek kizi

3.3.1. Mechanismus ucinku iontovych kapalin na permeaci latek kizi

IL vzbudily z4jem jako chemické zesilovace, které podporuji trans a parabunécny
transport 1éCiv. [78] Bylo navrzeno nékolik mechanismt jejich uéinku, které jsou do zna¢né
miry zavislé na chemickém slozeni IL. Chemické zesilovace mohou plisobit zménu struktury a
tekutosti SC, zlepSovat vlastnosti rozpustnosti kizi pro podavané lé€ivo, rozvolnit tésné
uspotadani mezi alkylovymi fetézci lipidi a jejich domén ve SC za ucelem vytvoteni
hydrofilnich péru nebo vytvoreni rezervoaru 1é¢iva v samotném SC. Prace provedena Montim
a dalsimi ukdzala, ze dulezity faktor ovliviujici stupenn permeace je struktura IL. [94]
Fyzikalné-chemické vlastnosti IL jsou dal§im klicovym faktorem spojenym se zvySenou

permeabilitou. [61, 95]

Mechanismus ptsobeni IL je nesmirné Siroky. IL, zvySujici permeaci, jsou obecné
hydrofilni nebo hydrofobni. Hydrofilni IL oteviranim tésnych spoju (tight junctions) ve SC,
podporuji paracelularni transport. Soucasné zvysSuji fluidizaci v zavislosti na koncentraci,
zejména v proteinovych a lipidovych oblastech, do kterych se inkorporuji. Zatimco hydrofobni
IL uptednostiiuji vstup do epitelidlni membrany prostiednictvim rozdéleni tim, ze poskytuji
kanaly pro molekuly a podporuji tak transcelularni transport v zejména lipidovych oblastech.
[61, 78]
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Naptiklad pouziti IL s amfifilni povahou obsahujicich 1-oktyl-3-methylimidazolium
jako kationtovou hlavu v modelové bunécné membrané narusuje strukturalni integritu a zvysuje
propustnost amoniaku (stejn¢ jako malych polarnich molekul) pfes membranu. Solvatace
bunééné membrany s ndslednym oteviranim kanald, které usnadiuji prichod molekul, byla

pozorovana u IL s hydrofilni povahou zalozenych na bézi imidazolia. [78, 96-98]

Kromé¢ aromatickych imidazolovych a pyridiniovych kationtl, probiha rozsahly
vyzkum alicyklickych kationtil s cilem odhalit nové vlastnosti. Monti a dalsi zkoumali IL na
bazi 1,4-diazabicyklo [2.2.2] oktanu, alicyklického pyrrolidinia a morfolinia. Jejich Gcelem
bylo ovétit G€inek téchto IL jako zesilovacl (trans)dermalni permeace a retence 1éCiv v kizi
potkant in vitro. Modelovou antihypertenzni latkou ze skupiny nedihydropyridinovych
blokatorti kalciovych kanall byl diltiazem. Toto 1é¢ivo mé kratky biologicky polocas, nizkou
biologickou dostupnost po peroralnim podani a vyznamy jaterni metabolismus, kterd vyzaduje
kontinualni podavani. Diltiazem byl testovan jak ve formé& hydrochloridové soli, tak ve formé
volné baze, aby se zdlraznil vztah mezi vlastnostmi lé¢iva a i¢inkem IL jako zesilovaci. Studie
zjistila, ze iontové kapaliny maji rozdilny vliv na permeaci hydrochloridu a volné baze
diltiazemu. Vliv na permeaci m¢la ale i struktura IL, konkrétn€ kationtové jadro a délka
alkylového ftetézce. Z pozorovanych mechanismi IL na diltiazem lze zminit zvySenou
rozpustnost 1é¢iva ve formulaci, kterd vedla ke zvySené permeabilité, interakci IL
s komponentami ktize tim, Zze se inkorporovaly do lipidové dvojvrstvy a optimalizaci

termodynamické aktivity jako hnaci faktor pro pasivni difuzi. [94]

Zvyseni permeability je jednim z moznych mechanisma, kterym IL piinaseji prospéch
pfi transdermalnim podani 1é¢iv. Mimo to mohou pusobit jako surfaktanty, optimalizovat
termodynamickou aktivitu molekul 1é¢iv, zlepSovat solubilizaci 1éCiv, zptisobovat fluidizaci

lipidové dvojvrstvy ¢i naruSovat matrix pisobenim na keratinové fibrily. [61, 95]

3.3.2. Vyhody a nevyhody iontovych kapalin-toxicita a biodegradabilita

Koncept "IL jako ekologickych chemikalii" vznikl na zéklad¢ vlastnosti IL, kterymi se
odlisuji od organickych rozpoustédel. V chemickém nebo biologickém procesu se nahrazenim
tekavého organického rozpoustédla netékavymi a nehoflavymi IL snizuje riziko inhalacni
expozice, hotlavosti a kontaminace zivotniho prostredi. [78] Vzhledem k rozsahu pouziti IL v
mnoha oblastech chemického primyslu, vedlo pouziti IL k rostouci hrozbé kontaminace

vodniho a suchozemského prostiedi témito slouceninami. [99]
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IL nevykazuji jednotnou shodu v toxicit¢ a dosud nebyly objeveny zddné obecné
korelace, ackoliv bylo mnoho studii zaméteno na hledani vztaht, které spojuji strukturu IL
s jejich toxicitou. Nékteré z nich maji relativné nizkou toxicitu, zatimco jiné maji vyrazné
inhibi¢ni U¢inky v riznych biologickych systémech. V tvahu je také potieba vzit povahu
biologického objektu — bunééné kultury, bezobratli, vyssi rostliny, gram-negativni nebo gram-
pozitivni bakterie a dal$i. Pravdépodobné vyssi rozpustnost ve vod¢é by méla korelovat s vyssi
nebezpecnosti pro zivotni prostiedi v disledku snadného pronikani ve vodé rozpustné chemické
latky do riznych ekosystémi. Tuto domnénku potvrzuje zfejmy vzijemny vztah mezi
biologickym tc¢inkem IL a jeho interakcemi s molekulami vody. Podle nashromézdénych udajt
tak toxicita IL z&visi na délce alkylového postranniho fetézce v kationtu (to souvisi s lipofilitou
a schopnosti pronikat bunéénou membranou), na pfitomnosti a povaze funkc¢nich skupin v

kationtu, na povaze aniontu a kationtu a na interakcich mezi aniontem a kationtem. [55, 100]

Vliv aniontu na toxicitu byl méné studovan oproti vlivu kationtu. Dominantni postaveni
kationtu pfi ur€ovani toxicity vedlo vyzkumné pracovniky k tomu, aby se zaméfili na jeho
modifikaci za ucelem dosazeni pozadované urovné toxicity pro specifické aplikace, at’ smérem
ke zvySeni (napf. antibakteridlni nebo antimykotické ucely) nebo snizeni. [57] Vysoka

biologicka aktivita tudiz mize byt vnimana nejen jako nevyhoda, ale také jako piileZzitost.

DalSim otaznikem v pouziti IL je biodegradabilita tzn. destrukce chemické struktury na
jednodussi slouceniny s odpovidajici ztratou jejich vlastnosti, kterd je realizovana bakterialnimi
nebo houbovymi enzymy. [55, 101, 102] Biodegradabilita IL se mize vyrazné lisit. Testovana
je podle standardnich metod, jako jsou testy Organizace po hospodarskou spolupraci a rozvoj,
ktera hodnoti schopnost mikroorganismii rozklddat chemikdlie za standardizovanych

podminek. [103]

Vzhledem k tomu, ze znacna Cast IL je biologicky nerozlozitelna a jejich interakce
s zivotnim prostfedim je nevyhnutelna, ziistava biodegradabilita piekazkou v aplikaci IL. Bylo
navrzeno n¢kolik potencionalnich metod chemicky indukované degradace biologicky
nerozlozitelnych IL. [55] I piesto je potieba pii vyvoji novych IL dilezité zohlednit nejen jejich
funk¢ni vlastnosti, ale hlavné najit nové biologicky odbouratelné, méné toxické "zelenéjsi" IL.
Jako racionalni navod pro syntézu netoxickych biologicky odbouratelnych produktii se mohou
zdat obnovitelné a biorozloZitelné stavebni bloky jako jsou aminokyseliny, cukry, cholin nebo

derivaty bicyklickych monoterpenovych skupin atd. [99]
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4. Experimentalni ¢ast

4.1, Chemikalie a materialy

Vodné roztoky a vodné mobilni faze pro HPLC byly pfipraveny za pouziti ultracisté
vody (Milli-Q RG water purification system, Millipore, Burlington, MA, USA). Gentamicin
sulfat, theofylin (TH), a rozpoustédla (HPLC kvality) byly zakoupeny od spole¢nosti Merck
(Darmstadt, Némecko). Sodna sul diklofenaku (DIC) byla zakoupena od spole¢nosti TCI
Chemicals (Tokyo, Japonsko). Anorganické soli — dihydrat dihydrogenforfore¢nanu sodné¢ho
(NaH2POs4-2 H20), dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (NaxHPO4-12 H20), chlorid
sodny (NaCl), chlorid draselny (KCI) - které byly pouzity individudln€¢ nebo pro piipravu
fosfatového pufru (PBS), kyselina octovda (CH3COOH) a hydroxid sodny (NaOH) byly
potizeny z PENTA (Hostivat, CR). Iontové kapaliny 1-oktyl-3-methylimidazolium bromid
(CsMIM) a 1-dodecyl-3-methylimidazolium bromid (Ci2MIM) byly syntetizovany
spolupracovniky z Univerzity Lipsko (Némecko) refluxaci ekvimolarni smési 1-
methylimidazolti a oktyl-, resp. dodecylbromidu po dobu 24 hod. [104] Produkty byly
nekolikrat promyty diethyletherem, pfes noc vysuseny ve vakuu a jejich struktura byla

potvrzena, jak bylo popsano diive. [105]

4.2. Postup experimentalni prace
4.2.1. Lidska kdze

Lidskéd ktze byla pouzita se souhlasem etické komise chirurgického centra Sanus,
Hradec Krélové (¢. 19/3/2021) v souladu se zdsadami Helsinské deklarace od Zen, které
podstoupily plastickou operaci bficha. Pisemny souhlas byl ziskan od vSech zen. Pouzita kize
byla neposkozena a bez patologického nalezu. Podkozni tukova vrstva byla oddélena od ktize
a zbyvajici vzorky ktize v celé tloust'ce byly omyty fyziologickym roztokem, osuSeny a uloZeny
pii -20 °C. Pted experimentem byla kiize pomalu rozmraZena a dermatomem Acculan® 3RTI

(Aesculap, Center Valley, PA, USA) nafezana na tloustku 0,5 mm.

4.2.2. Ptiprava donorovych vzork( pro permeaci

Pro experiment byly pfipraveny suspenze 20 mg/ml TH a 100 mg/ml DIC ve vodé
s 20mM CsMIM nebo Ci2MIM (Obrazek 9) a v piipadé kontrolnich vzorku bez obsahu IL,
které byly pozdéji naneseny na povrch ktize. Pro vysvétleni vlivu soucasné aplikovanych IL na
rozpustnost modelovych latek, byly donorové vzorky prottepany po dobu 24 hodin, nasledné
odstfedény pii 15 000 otackach za minutu po dobu 15 minut. Supernatant kazdého vzorku byl

odebran, natfedén vodou a analyzovan pomoci HPLC.
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Obrazek 9. Struktura CsMIM (A) a C:2MIM (B)

4.2.3. Permeace

Ke studii prostupu DIC a TH a jejich retenci v lidské kazi in vitro, byly pouzity
Franzovy difuzni cely s akceptorovym objemem 7.0 + 0.2 ml. Dermatomované fragmenty kize
byly upevnény do teflonovych drzakii s kruhovym otvorem o priiméru 1 cm? a poté byly drzaky
upevnény do Franzovych cel kozni stranou smérem k akceptorovému prostoru (pro utésnéni
bylo pouzito silikonové mazivo). Kazdy akceptorovy prostor byl naplnén PBS o pH 7,4 a
michan pii 32° C po celou dobu experimentu. Piesny objem pufru byl zméfen pro kazdou celu
zvlast a zahrnut do vypoctu toku. Po 12 hodinéch ekvilibrace ve vodni lazni (Obréazek 10), bylo
na povrch kiize naneseno 0,1 ml donorovych vzorkl. Vzorky akceptorové faze (0,3 ml) byly
odebirany v pfedem stanovenych €asovych intervalech po dobu az 24 hodin a nahrazovany
stejnym objemem akceptorové faze-fyziologickym roztokem pufru PBS. Mnozstvi kazdého
permeantu, které proniklo kazi bylo analyzovdno pomoci HPLC. Kumulativni mnozstvi
kazdého permeantu, korigované na vyménu akceptorové faze, bylo vyneseno do grafu

v zavislosti na ¢ase.

Po 24 hodinach byly pfipravky opatrné odstranény z ktize pomoci vatovych tamponkt
namoc¢enych ve vodé. Cely byly demontovany a kiize byla znovu peclivé omyta. Tkan
vystavena donorovému vzorku byla vyfiznuta, zvdzena a extrahovana mobilni fazi HPLC. Pro
extrakci TH bylo pouzito 2,0 ml mobilni fAze HPLC po dobu 24 hodin a pro extrakci DIC bylo
pouzito 1,0 ml mobilni faze HPLC po dobu 12 hodin.
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Obrdzek 10. Zobrazeni permeacniho pokusu s jiZ aplikovanym donorovym vzorkem.

4.2.4. HPLC

Pro analyzu TH a DIC byl pouZit pfistroj Shimadzu Prominence (Shimadzu, Japonsko),
ktery se sklada z ¢erpadel LC-20AD s odplynovacem DGU-20A3, autosampleru SIL-20A HT,
kolony CTO-20AC, detektoru SPD-M20A s diodovym polem, komunika¢niho modulu CBM-
20A a softwaru LCsolutions 1.22 na koloné¢ LiChroCART 250-4 naplnéné casticemi
LiChrospher 100 RP-18, 5 ym, (Merck, Darmstadt, Germany). Mobilni faze pro TH byla
ptipravena ze 100 mM NaH2PO4/MeOH 60:40 (v/v) pfi pratoku 1,20 ml/min pii 35°C; objem
nasttiku byl 20 ul. Detekce TH byla provedena pii vinové délce 272 nm s reten¢nim casem
piiblizné 3,0 min a celkovou dobou béhu 4,0 min. Kalibra¢ni kiivka byla linedrni v rozsahu
0,05-100 pg/ml a metoda byla pfedem validovana. [106] Mobilni faze pro DIC byla ptipravena
z MeOH/H20/CH3COOH 80:20:0,5 (v/v/v) pti prutoku 1,35 ml/min pti 25°C; objem nastiiku
byl 20 ul. Detekce DIC byla provedena pii vinové délce 275 nm s retencnim Casem piiblizné
4,0 min a celkovou dobou béhem 6,0 min. Kalibracni kfivka byla linearni v rozsahu 0,05-60

ug/ml a metoda byla diive validovana. [107]

4.2.5. Statické zpracovani dat
Statistickd analyza dat byla u tfi a vice skupin provedena na zéklad¢ analyzy typu

jednocestna ANOVA s Tukeyho testem mnohonasobného porovnani a dvé skupiny byly
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porovnany pomoci neparového testu (hladina spolehlivosti p = 0,05) v programu GraphPad

Prism verze 9.0.0. VSechna data jsou prezentovana jako prumér + smérodatna odchylka (SD).
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5. Vysledky a diskuze

Tato prace je soucasti vétSiho projektu s cilem zjistit, jaky je mechanismus vybranych
imidazoliovych IL s rGznou alifatickou casti (CsMIM a Ci2MIM) pfi jejich pouziti, jako
akcelerantli permeace pro dodavani ucinnych latek do a skrz lidskou kizi. Konkrétné v této
praci, nejprve bylo hodnoceno, jaky je vliv IL na rozpustnost vybranych modelovych permeantt
ve vode. Dale bylo hodnoceno, jaky je vliv vybranych IL na permeaci a koZni retenci u

modelovych permeantt, kdyZ byly ko-aplikovany jako vodné suspenze spolu s IL.

K experimentu byly vybrany dvé modelové latky, tj. TH a DIC (Obrazek 11). TH je
téZce rozpustny ve vod¢é a mirné rozpustny v bezvodém ethanolu. Rozpousti se v roztocich
alkalickych hydroxidd, v amoniaku a v mineralnich kyselinach. Druha modelova latka — DIC —
je slabé hygroskopickd, mirn€ rozpustnd ve vodé¢, snadno rozpustnd v methanolu, dobie

rozpustnd v 96% ethanolu, té€Zce rozpustna v acetonu a prakticky nerozpustna v etheru. [108]
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Obradzek 11: Struktury TH (A) a DIC (B)

5.1. Rozpustnost TH a DIC v donorovém vzorku
Pro lepsi porozuméni vlivu IL na permeaci a retenci modelovych molekul v kiizi, bylo
nutné prozkoumat jejich vzajemné fyzikalni vztahy, tedy vliv IL na rozpustnost modelovych
molekul ve vodném prostiedi. ZlepSeni prostupu 1é€iva kizi pomoci IL ¢asto spociva ve zvySeni

jeho rozpustnosti ve formulaci. [109]

Kvuli rizné rozpustnosti/misitelnosti dvou IL ve vod¢ a pro piimé srovnani jejich
ucinku na rozpustnost byla zvolena stejna koncentrace IL ve vodném médiu (20 mM). Tato
koncentrace je pod kritickou miceldrni koncentraci pro CsMIM (uvadény byly hodnoty 120-
150 mM [110, 111]), ale nad ni pro Ci2MIM (4-10 mM [112]).

Na nasledujicim grafu (Obréazek 12) je zobrazena rozpustnost TH a DIC v testovanych
formulacich. Lze vidét, Ze rozpustnost TH ve vod¢ stanovena experimentalné je 5,64 + 0,15
mg/ml, zatimco referen¢ni hodnota nalezena v literatufe 5,5 mg/ml [113]. Po pfiddni 20 mM

CsMIM se rozpustnost TH zvysila na 5,87 + 0,11 mg/ml a s Ci2MIM na 5,99 + 0,08 mg/ml.
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Rozdily v rozpustnosti TH mezi vodou a 20 mM CsMIM nebyly statisticky vyznamné a totéz

bylo pozorovano mezi dvéma IL. Statisticky vyznamny rozdil byl pozorovan pouze mezi vodou

a 20 mM Ci2MIM. Lze tedy fict, Ze rozpustnost TH po ptidani IL je ovlivnéna pouze mirné (o

6% vyssi rozpustnost v pritomnosti Ci2MIM).

Druhda zkouSena molekula, tj DIC vykazovala experimentaln€ stanovenou rozpustnost

ve vodé 20,23 + 0,12 mg/ml (referen¢ni hodnota podle literatury je 20,99 mg/ml [114]).

V ptitomnosti CsMIM se ovSem jeji rozpustnost zvysila o 20% tj. na 24,30 = 1,60 mg/ml a

v pfitomnosti Ci12MIM dokonce o 49% tj. na 30,07 = 0,67 mg/ml. V ptipadé¢ DIC byly

pozorovany statisticky vyznamné rozdily mezi viemi riznymi médii.
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Obrdzek 12: Rozpustnost TH a DIC v testovanych formulacich.

I kdyZ bylo prokazéano, Ze IL zvySuji rozpustnost modelovych permeantii (vyssi ucinek

pro DIC ve srovnani s TH), nelze s jistotou fici, Ze by tato skutecnost vedla ke zvySeni permeace

lidskou kizi nebo k vyssi retenci 1é¢iva v lidské kiizi. Proto bylo potfeba néasledné provést

permeacni pokusy.
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5.2. Permeace
Lidska kiZe pouzitd pro permeacni experiment byla dermatomovana, aby byla zajiSténa
stejna tloustka kiize pro vSechny vzorky. PBS s pH 7,4 byl zvolen jako akceptorova faze
napodobujici vnitini ob&h lidského téla. Béhem permeacniho experimentu byla teplota vodni
lazn€ udrzovéana na 32 °C, protoze to je fyziologicka teplota lidské ktize. Modelové molekuly

byly aplikovany ve formé suspenzi pro udrzeni maximalni termodynamické aktivity.

5.2.1. Srovnani uc¢inku C8-MIM a C12-MIM na retenci TH a DIC v lidské
kGzi
Nasledujici graf se zaméiuje na mnozstvi TH a DIC nalezené v kiizi 24 hodin po aplikaci

formulaci (Obrazek 13).
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Obrdzek 13: Vliv CsMIM a C1.2MIM na retenci TH a DIC v lidské kazi.

Piesné mnozstvi TH nalezené v kizi bylo pro TH/H20 0,32 + 0,30 pg/mg,
TH/20 mM CsMIM 0,35 + 0,10 pg/mg a TH/20 mM Ci2MIM 0,19 + 0,11 pg/mg. Piesné
mnozstvi DIC nalezené v kizi po 24 hodinach bylo pro DIC/H.O 0,65 + 0,15 pg/mg,
DIC/20 mM CsMIM 1,56 + 0,18 pg/mg, 20 mM Ci2MIM 1,08 + 0,25 pg/mg.
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V porovnani s kontrolnimi vzorky nevedlo pouziti IL v koncentraci 20 mM k vyznamné
vyssi retenci TH v ktizi. Naopak soucasnd aplikace DIC s 20 mM CsMIM vedla k 2,4ndsobné

as 20 mM Ci2MIM k 1,7n4sobné vyssimu zadrZeni DIC v klizi v porovnani s kontrolou.

Préavé schopnost IL zachytit 1éCivo v klizi mize byt vyhodna pro 1é¢iva urcenad k terapii
koznich onemocnéni, infekei nebo karcinomtl, u nichz by bylo vyhodné vyhnout se vysokym

plazmatickym koncentracim. [107]

5.2.2. Srovnani uc¢inku CsMIM a C1,MIM na prinik TH a DIC lidskou kazi

Posledni analyza ukazuje, jaké ucinky maji IL na prinik modelovych molekul do
akceptorové ¢asti. Donorové vzorky suspenze 20 mg/ml TH a 100 ml/mg DIC ve vodé byly
aplikovany na kuzi spoleéné s IL v mnozstvi 0,1 ml/cm?. Vzhledem k niz§i rozpustnosti
Ci12MIM ve vodé ve srovnani s CsMIM, byly koncentrace obou IL stanoveny na 20mM. Z grafu
je ziejmé, ze profily permeace TH kiizi v ptitomnosti IL byly nelinedrni (Obrazek 14), pticemz
hodnoty toku ke konci experimentu klesaly a bliZily se hodnotdm kontrolniho toku. Proto se

tedy misto toku porovnéavalo kumulativni mnozstvi 1é¢iva v akceptorové fazi po 24 hodinach.
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Obrdzek 14: Vliv CsMIM a C12MIM na prinik TH a DIC lidskou kiZzi.

Graf na Obrazek 14 ukazuje kumulativni mnozstvi TH a DIC pronikajici 1 ¢m? lidské
ktze v zavislosti na Case. Pfesné koncentrace TH v akceptorové ¢asti cel byly po 24 hodinach
nasledujici — TH/H20 4,92 + 1,52 pg/cm?, TH/20 mM CsMIM 17,81 + 4,84 pg/cm?
a TH/20 mM C12MIM 51,44 + 9,92 ng/cm?. Z grafu pro TH lze odvodit, Ze po 24 hodinach je

silngj$im zesilovaCem prostupu pies lidskou kiazi Ci2MIM nez CsMIM. V porovnani
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s kontrolnim vzorkem bylo mnozstvi proslého TH do akceptorové faze s Ci2MIM po 24

hodinach 10,5nasobné vyssi a s CsMIM 3,6nasobné vyssi.

V ptipadé¢ DIC nevedlo pfidani ani jedné zIL vkoncentraci 20 mM k
vyznamnému ovlivnéni prostupu pies kiizi do akceptorové faze. Piesné¢ koncentrace DIC
v akceptorové &asti cel byly po 24 hodinach nasledujici — DIC/H20 60,08 + 11,26 pg/cm?,
DIC/20 mM CsMIM 72,96 + 11,58 pg/cm?, DIC/20 mM C12MIM 93,65 + 39,27 pg/cm?.

5.2.3. Shrnuti permeacniho experimentu v zavislosti na testech
rozpustnosti

Vezmeme-li v uvahu vysledky rozpustnosti, dalo by se ocekavat, Ze Ci2MIM bude
ucinnéjSim zesilovacem permeace. Tato hypotéza se vSak nepotvrdila, coz ukazuje, ze vyssi

rozpustnost ne vzdy vede k lepsi propustnosti.

Obecné lze uzaviit, ze rozpustnost modelovych permeantli miize byt stiedné (tj. pro TH)
nebo siln€ (tj. pro DIC) ovlivnéna ptitomnosti pouzit¢ IL. Nicméné retence v kizi nebo
propustnost kiize pro modelové permeanty nemuiize byt vzdy spojena se zvySenou rozpustnosti

a je tfeba vzit v uvahu vice faktora.

Vsechny vysledky prezentované v této diplomové praci byly publikovany ve védeckém
¢lanku dohromady s dopliujicimi permeac¢nimi pokusy na lidské kizi a modelovych

membranach. [109]
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6. Zaver

Experimentalni cast diplomové prace navazala na piedchozi vysledky se
zjednoduSenym modelem lipidovych membran sestavajicich ze smési lipidd — Cer, Chol,
mastnych kyselin, CholS s nebo bez IL. [115] Cilem této prace bylo prozkoumat schopnost
dvou IL na bazi imidazolu, zvysit rozpustnost dvou modelovych molekul ve vodném prostredi

a jejich potencial jako latek zvysujicich permeaci lidskou kazi in vitro.

Experimentalni vysledky prokazaly, ze vybrané IL mohou mirné zlepsit rozpustnost TH
ve vode (zvyseni o 6 % pii 20 mM Ci12MIM), zatimco jejich vliv na rozpustnost DIC ve vodé
byl silnéjsi (o 20 % pro CsMIM a 49 % pro Ci2MIM pii 20 mM). Kromé toho permeacni
experimenty na lidské kiZi in vitro ukazaly, ze IL vyznamné zvySily retenci DIC v kizi
(pticemz CsMIM byl ucengjsim zesilovacem nez Ci12MIM) nikoli vSak retenci TH. Na druhé
stran¢, transdermalni doru¢eni TH byla vyznamné zvySena IL (s Ci12MIM, které vykazovalo
vys8i kumulativni mnozstvi nez CsMIM), zatimco transdermélni doruceni DIC nebyla

ptitomnosti IL ovlivnéna.

Tyto vysledky dokazuji, Ze IL mohou byt pouzity jako latky zvySujici depozici a
permeaci latek kuzi, ale jich ucinek je specificky pro dané l1éCivo a nelze z n€j vyvodit piimy
zaver o jejich ucinku. K urceni plného potencialu IL jako latek zvySujicich permeaci kiizi je

zapottebi dal§iho vyzkumu.
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