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Súhrn

Cieľom tejto práce bolo zhodnotiť možnosti aplikácie gentamycín sulfátu do
oka králika bieleho pomocou ionoforézy s použitím hydrogélu z hydroxyetyl-
metakrylátu (HEMA) v zmesi s etylénglykoldimetakrylátom (EGDMA). Ďalej
sme sledovali dosiahnuté koncentrácie gentamycínu v jednotlivých segmen-
toch oka králika po aplikácii transkonjunktiválnou a transsklerálnou ionofo-
rézou. Pre ionoforézu bol použitý prístroj „Mini Ion“, vyvinutý na Hebrejskej
univerzite v Jeruzaleme. Intenzita aplikovaného prúdu bola 0 mA až 1,5 mA
v dĺžke trvania ionoforézy 30–120 sekúnd. Po jej aplikácii bola stanovená kon-
centrácia gentamycín sulfátu v rohovkách pokusných zvierat. Kontrolnej sku-
pine zvierat bol gentamycín aplikovaný ako očné kvapky do spojivkového va-
ku. Aplikácia gentamycínu ionoforézou vedie k vyššej koncentrácii farmaka
v rohovke ako pri klasickej aplikácii kvapiek do spojivkového vaku. Najvyššia
koncentrácia liečiva v rohovkách bola dosiahnutá pri aplikácii po dobu
60 s a intenzite prúdu 1,5 mA. Štyri hodiny po aplikácii transsklerálnej a tran-
skonjunktiválnej ionoforézy bola nameraná najvyššia koncentrácia gentamy-
cín sulfátu v sietnici a sklére králikov, najnižšia koncentrácia bola dosiahnutá
v sklovci. 
Aplikácia gentamycín sulfátu do oka pomocou ionoforézy sa ukazuje ako sľub-
ná metóda, ktorá vedie k vyššej koncentrácii liečiva než štandardná aplikácia
kvapiek do spojivkového vaku a umožní jeho prienik aj do zadného segmentu
oka.

Kľúčové slová: ionoforéza, hydrogél, gentamycín sulfát, hydroxyetylmetakry-
lát, koncentrácia liečiva v rohovke

Summary
Delivery of the Gentamicin to the Eye via Iontophoresis

The aim of this study was to evaluate the use of solid hydrogel as a probe for
the drug delivery to the rabbit eye upon application of low current
iontophoresis. Hydroxyethyl methacrylate (HEMA), cross-linked with
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ethylenglycol dimethacrylate (EGDMA) were prepared to form solid hydrogels.
The concentrations of gentamicin sulfate in different segments of rabbit eye
after transconjunctival and transscleral iontophoresis were also studied. For
iontophoresis we used a portable Mini Ion device (designed at Hebrew
University of Jerusalem) and applied a current from 0 mA to 1.5 mA for pre-set
period from 30 to 120 seconds and after application the concentrations of
gentamicin in cornea were assayed. The rabbits in control group were treated
with fortified gentamicin eye-drops (concentration 1.4 %). The highest
concentration of gentamicin sulfate was reached after iontophoresis with
current intensity of 1.5 mA applied for 60 s. High gentamicin concentration
were found in the retina and in the sclera four hours after transscleral
iontophoresis, the lowest concentration was obtained in vitreous.
The delivery of gentamicin to the eye via iontophoresis with solid
HEMA/EGDMA hydrogels seems to be promising method achieving high
concentrations of the drug in the eye tissue. 

Key words: iontophoresis, hydrogel, gentamicin sulfate, hydroxyethyl
methacrylate, corneal concentration of the drug
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ÚVOD

Hydrogély sú trojrozmerné siete hydrofilných polymérov, navzájom spojených
kovalentnými väzbami a ďalšími slabšími silami typu vodíkových mostíkov. Tieto
siete sú schopné vo svojej štruktúre absorbovať veľké množstvo vody. Podľa chemic-
kého zloženia sa hydrogély delia na polyakrylátové (napr. hydroxyetylmetakrylát)
a polysacharidové (s obsahom dextranu alebo arabinogalaktanu). Vďaka výni-
močným chemickým a fyzikálnym vlastnostiam hydrogélov sa tieto látky využívajú
k príprave biomedicínských materiálov, ako sú napríklad kontaktné šošovky, masťo-
vé základy, a vehikulum k transportu rôznych farmak [1, 2, 8, 16, 24]. Základná zo-
stava kopolyméru hydrogélu sa dá upraviť za účelom ovplyvnenia jeho absorpčnej
a difúznej charakteristiky [21]. 

Ionoforéza je neinvazívna metóda, pri ktorej elektrický prúd s nízkou inten-
zitou transportuje nabité častice (ióny) v smere jeho prúdenia [10]. Ionoforéza sa po-
užíva v rôznych odvetviach lekárskej praxe [11,12, 17], vrátane transkutánnej lokál-
nej anestézie [8], testu na cystickú fibrózu s transkutánnym podaním pilokarpínu
[18], podávania vidarabínu pacientom s herpetickými infekciami [16] alebo genta-
mycínu pri bakteriálnom zápale stredného ucha [22]. V literatúre už bola popísaná
transkorneálna a transkonjunktiválna ionoforéza rôznych liečiv [7, 13–15, 19, 20,].
V porovnaní s tradičným spôsobom aplikácie liečiv subkonjunktiválne alebo intrave-
nózne boli po použití ionoforézy namerané vyššie koncentrácie v rohovke, ako aj
v komorovej tekutine pri nižšej incidencii lokálnych a celkových komplikácií [14, 15,
20]. Rovnako bolo dokázané, že týmto spôsobom aplikácie prenikajú farmaká aj do
zadného segmentu oka, čo umožňuje liečbu napr. zadnej uveitídy alebo endoftalmití-
dy [3–6, 19, 23].

V minulosti bola pri týchto pokusoch použitá ionoforéza vodného roztoku lie-
čiva, čo je technicky náročný proces, navyše je tento spôsob spojený s častým mecha-
nickým poranením rohovky. V snahe obísť tieto nevýhody použili Grossmann [19]
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a Frucht [14, 15] agarovú želatínu nasiaknutú liečivom. Táto želatína je ale veľmi
krehká a zanecháva stopy agaru na povrchu oka.

Gentamycín je antibiotikum zo skupiny aminoglykozidov často používané pri
liečbe očných ochorení, ako je napr.: bakteriálna keratitída, pooperačná alebo po-
straumatická endoftalmitída. Vysoko hydrofilná štruktúra gentamycínu limituje je-
ho prestup cez biologické membrány a je takto zodpovedná za nízku biologickú do-
stupnosť tejto látky dominantne v zadnom segmente oka. Pre prestup gentamycínu
do rohovky predstavuje významnú bariéru intaktný rohovkový epitel. Gentamycín je
práve vďaka jeho nízkej molekulovej hmotnosti a iónovému náboju (katión) vhodný
kandidát na aplikáciu pomocou ionoforézy [9].

MATERIÁL A METÓDA

Uskutočnili sme 2 experimenty: 
1. Stanovenie koncentrácie gentamycín sulfátu v rohovke králika aplikovaného

ionoforézou s rôznou intenzitou prúdu a rôznou dĺžkou času jeho pôsobenia v po-
rovnaní s konvenčnou aplikáciou očných kvapiek fortifikovaného gentamycínu do
spojivkového vaku.

2. Porovnanie koncentrácie gentamycín sulfátu v rohovke, sietnici, sklére, sklovci
a komorovej tekutine králika po aplikácii transkonjunktiválnou a transsklerál-
nou ionoforézou.

Experiment č. 1: sledovanie prestupu gentamycínu do rohovky sme uskutoč-
nili na 48 dospelých samcoch králikov plemena Novozélandský biely o hmotnosti
v rozmedzí 2000 až 3000 g. Králiky boli chované pri stálej teplote a normálnom sve-
telnom režime, kŕmené štandardnou zmesou (150 g/ks/deň), voda bola podávaná ad
libitum.

Použili sme ionoforetický prístroj „Mini Ion“ (obr. 1), ktorý bol vyvinutý v la-
boratóriu oddelenia lekárskej chémie a prírodných výrobkov (Lekárska fakulta,
Hebrejská univerzita, Izrael) [14] a je chránený patentom izraelského patentového
úradu. Tento prístroj je zložený z jednej valcovitej elektródy, do ktorej sa vkladá hyd-
rogél nasýtený liečivom, z druhej elektródy, ktorá sa prikladá na ucho králika aligá-
torovou svorkou a z ovládacieho panelu. Na tomto paneli je možné nastaviť polaritu
elektrického prúdu, jeho intenzitu v rozpätí 0,1 až 1,5 mA a čas aplikácie 10–120
sekúnd (schéma zariadenia je na obr. 2).
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Obr. 1. Zariadenie „Mini Ion“ k ionoforetic-
kej aplikácii liečiv Obr. 2. Schéma zariadenia „Mini Ion“
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Príprava hydroxyetylmetakrylátového (HEMA) disku: Hydrogély boli pripra-
vené zo zmesi hydroxyetylmetakrylátu (HEMA, čistoty 97 %) s etylénglykoldimeta-
krylátom (EGDMA, čistoty 98 %), v pomere 98 % HEMA a 2 % EGDMA postupom po-
písaným v literatúre [9]. Zmes obsahujúca HEMA a EGDMA (v uvedenom pomere)
bola zmiešaná s 2 ml deionizovanej vody pod prúdom dusíka a následne boli pridané
iniciátori polymerizácie: 0,05 ml 2% Na2S2O8, 0,05 ml 2% Na2S2O5 a 0,025 ml 2%
Fe(NH4)2(SO4)2. Roztok bol ihneď premiešaný a naliatý do teflónových formičiek
(výšky 5 mm, priemeru 6 mm) a ponechaný na polymerizáciu cez noc pri izbovej tep-
lote v tme a v dusíkovej atmosfére. Výsledné disky boli ponorené do 500 ml vody a mi-
ešané 2 hodiny, a tým vyčistené od neaktivizovaných monomérov a katalyzátorov.
Vyčistený hydrogél bol lyofilizovaný 24 hodín na výsledné špongiové valce, priemeru
a výšky 5 mm. Pred použitím boli lyofilizované disky ponorené na 2 hodiny do 10%
roztoku gentamycín sulfátu, následne osušené na filtračnom papieri a zvážené. 

Zvieratá boli rozdelené do 6 skupín (tab. 1), v skupinách č. 1 až č. 4 bola apli-
kovaná ionoforéza s rôznou intenzitou prúdu a dĺžkou jeho pôsobenia. V skupine č. 5
bola aplikovaná na rohovku elektróda s hydrogélom bez zapnutia elektrického prú-
du (0 mA/60 s, tzv. „mock ionoforéza“). Skupinu č. 6 tvorili zvieratá, ktorým bol gen-
tamycín instilovaný do spojivkového vaku vo forme fortifikovaných očných kvapiek
(s obsahom gentamycínu 15 mg/ml) každých 5 minút po dobu jednej hodiny. 

Pred vlastným
experimentom boli zvi-
eratá uspané intramu-
skulárnou injekciou
zmesi ketamínu a xyla-
zínu (i. m., 25 mg/kg
a 2,5 mg/kg). Pred
umiestnením elektródy
na očnom povrchu bolo
oko lokálne znecitlive-
né kvapkami 0,4% be-

noxinátu (Localin®, Dr. Fischer, Izrael). Hydrogélový disk z HEMA a EGDMA (pri-
pravený vyššie uvedeným postupom) obsahujúci priemerné množstvo 26,10 mg
gentamycín sulfátu bol vložený do valcovitej elektródy ionoforetického zariadenia
a umiestnený na rohovke pokusného zvieraťa. Druhá elektróda bola pripojená na
ucho králika aligátorovou svorkou. Aplikovaná bola ionoforéza s intenzitou prúdu
0–1,5 mA v dĺžke trvania 30–120 s (podľa príslušnej experimentálnej skupiny). Päť
minút po ukončení ionoforézy boli zvieratá usmrtené intravenóznou injekciou letál-
nej dávky 2% pentobarbitálu, pričom rohovka bola excidovaná a preparát bol ná-
sledne vymytý v 5 ml 0,9% roztoku NaCl, rozmixovaný a zvážený. Každá vzorka
bola prenesená do centrifugačnej skúmavky obsahujúcej 1,0 ml 0,01 M fosfátového
pufru (pH 7,4). Vzorky boli v skúmavke inkubované 18 hodín pri 37 °C s osciláciou
100 otáčok za minútu a následne centrifugované pri 2000 otáčkach po dobu 10 min.
V oddelenom supernatante bola stanovená koncentrácia gentamycín sulfátu pomo-
cou polarizačného fluorescenčného immuno-assay TDx systémového analyzátora
(Abbott Labboratoires). 

Experiment č. 2: zvieratá boli rozdelené na dve skupiny, v skupine č. 1
(n = 4) bola elektróda umiestnená na spojivku v oblasti pars plana, v skupine č. 2
(n = 4) bola elektróda umiestnená po odpreparovaní spojovkového laloku priamo na
skléru v oblasti pars plana. Druhá elektróda bola opäť umiestnená aligátorovou svor-
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Skupina I. II. III. IV. V. kontrola VI. kontrola  
a počet zvierat [8] [8] [8] [8] [8] [8]
Intenzita prúdu 0,5 0,5 0,5 1,5 0mA Gentamycín   
[mA] mA mA mA mA kvapky
Čas pôsobenia [s] 30 s 60 s 120 s 60 s 60 s á 5 min, 

1 hod

Tab.1 Intenzita a dĺžka posobenia prúdu v jednotlivých skupi-
nách experimentálnych zvierat
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kou na uchu králika. Príprava zvierat, ich celková, ako aj lokálna anestézia bola rov-
naká ako v experimente č. 1. Ionoforéza hydrogélového disku (pripraveného podľa
postupu v experimente č. 1) bola aplikovaná dvakrát za sebou na dvoch rozličných
miestach v oblasti pars plana s intenzitou prúdu 1mA a dĺžkou pôsobenia 2 x 120 s.
Zvieratá oboch skupín boli usmrtené štyri hodiny po ionoforéze letálnou dávkou 2%
pentobarbitálu. Po enukleácii očného bulbu bola aspirovaná komorová tekutina a ob-
sah sklovcovej dutiny a excidovaná rohovka, skléra i sietnica. Koncentrácia genta-
mycín sulfátu bola stanovená v každej vzorke po jej rozmixovaní a zvážení identicky
ako v experimente č. 1.

Vo všetkých experimentoch sme použili gentamycín sulfát od firmy Sigma
(Montana, USA), všetky monoméry k príprave hydrogélu boli zakúpené od firmy
Sigma (Rehovot-Izrael). 

VÝSLEDKY

Experiment 1.: Koncentrácia gentamycín sulfátu v rohovke králika bieleho
(graf 1) po jeho aplikácii pomocou ionoforézy (skupina 1–4) bola 5–35krát vyššia
v porovnaní so skupinou č. 6, ktorej bol gentamycín podávaný vo forme očných kva-
piek (22,9 ± 14,8 µg/g). Tento rozdiel je štatisticky signifikantný (Chí-kvadrát test,
P < 0,05). V kontrolnej ionoforetickej skupine (č. 5, 0 mA/60 s) bola nameraná kon-
centrácia gentamycínu 71,3 ± 36,7 µg/g. Zistené výsledky v skupine č. 1–3 ukazujú,
že pri rovnakej intenzite prúdu ale dvojnásobnej dĺžke pôsobenia ionoforézy kon-
centrácia liečiva v rohovke vzrastá lineárne. Dochádza teda k zdvojnásobovaniu jeho
koncentrácie v rohovke. Najvyššia koncentrácia farmaka bola nameraná v skupine
č. 4 (1,5 mA/ 60 s), teda u zvierat, ktoré podstúpili ionoforézu s najvyššou intenzitou
prúdu (719,3 ± 116 µg/g tkaniva). Intenzita prúdu sa teda zdá byť dôležitejším para-
metrom pre výslednú koncentráciu gentamycínu v rohovke králika než dĺžka pôso-
benia tohto prúdu pri ionoforéze. 
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Graf 1. Koncentrácia gentamycínu v rohov-
ke králika po ionoforéze s rôznou intenzitou
prúdu a dĺžkou jeho pôsobenia a po apliká-
cii očných kvapiek

Graf 2. Koncentrácia gentamycín sulfátu
v rôznych segmentoch oka po transkonjunk-
tiválnej a stransskelrálnej ionoforéze
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Experiment č. 2: koncentrácie gentamycín sulfátu 4 hodiny po ionoforéze far-
maka transsklerálnou a transkonjunktiválnou cestou (graf 2) boli najvyššie po trans-
sklerálnej aplikácii v sietnici (110,8 ± 55,9 µg/g tkaniva) a v sklére (56,3 ± 23,9 µg/g).
Nižšie koncentrácie sme namerali v rohovkách (39,32 ± 9,53 µg/g) a ďalej v komoro-
vej tekutine (10,39 ± 2,53 µg/g). Najnižšie hodnoty boli zistené v sklovci (3,65 ± 2,81
µg/g). Rozdiel medzi nameranými hodnotami po transkonjunktiválnej a transskle-
rálnej ionoforéze nie je štatisticky signifikatný (test Kruskal-Wallis).

DISKUSIA

Aplikácia gentamycínu do spojivkového vaku formou očných kvapiek je spoje-
ná s nízkou biologickou dostupnosťou farmaka. Významnú bariéru pre silne hydro-
filné molekuly gentamycínu predstavuje predovšetkým rohovkový epitel, ďalším li-
mitujúcim činiteľom je rýchle vyplavenie kvapiek liečiva zo spojivkového vaku. Podľa
niektorých prác je viac ako 90 % množstva takto aplikovaného gentamycínu vypla-
vené zo spojivkového vaku v priebehu 2 minút [14]. To vedie k nutnosti aplikácie
takzvaných fortifikovaných foriem očných kvapiek (koncentrácia 0,8–2,0 % genta-
mycínu, oproti klasickým 0,3 %). Ďalej je nutné zvýšiť frekvenciu aplikácie kvapiek,
pri niektorých diagnózach (napr. rohovkový vred) na počiatku ochorenia i každých 15
minút. Pre pacientov je takáto liečba zaťažujúca, obzvlášť zle tolerovaná je nočná
aplikácia, ktorá často ústi až do spánkovej deprivácie. Aplikácia liečiv do oka pomo-
cou ionoforézy bola v literatúre opísaná už opakovane [3, 6, 13, 14, 19]. Gentamycín
je vhodný kandidát pre takúto formu podávania vďaka jeho nízkej molekulovej hmot-
nosti a pozitívnemu náboju molekuly (katión). Frucht vo svojich experimentoch do-
spel k zisteniu, že ionoforetická aplikácia gentamycín sulfátu vedie k vyššej kon-
centrácii v rohovke králikov, než aplikácia vo forme kvapiek alebo subkonjunktivál-
nej injekcie [14, 15]. Jeho experimenty boli zamerané na farmakokinetiku gentamy-
cínu po ionoforetickej aplikácii, pričom dospel k záveru, že koncentrácia gentamy-
cínu v rohovke dosahuje svoje maximum bezprostredne po ukončení ionoforézy.
Tieto výsledky korelujú s výsledkami, ku ktorým dospel Grossman [19] a podobne aj
Fischman [13], ktorí použili vo svojich experimentoch nízke intenzity prúdu
(0,2–0,75 mA), ale dlhú expozíciu ionoforézy (10 minút). Navyše použili ako nosič far-
maka agarový gél, ktorý je ale veľmi krehký a jeho mechanické vlastnosti nevyho-
vujú pre použitie k ionoforéze na očnom povrchu.

V našich experimentoch sme sa zamerali na porovnanie koncentrácie genta-
mycín sulfátu pri rôznej intenzite prúdu a rôznej dĺžke trvania ionoforézy v porov-
naní s klasickou aplikáciou formou kvapiek do spojivkového vaku. Bez ohľadu na in-
tenzitu prúdu a dĺžku aplikácie sme podobne ako citovaní autori [13, 19] namerali
v rohovke po ionoforéze vyššie koncentrácie gentamycín sulfátu ako po jeho apliká-
cii formou kvapiek do spojivkového vaku. Naše výsledky ukazujú, že pri rovnakej in-
tenzite prúdu, ale dvojnásobnej dĺžke pôsobenia ionoforézy, koncentrácia liečiva v ro-
hovke vzrastá lineárne. Dochádza teda k zdvojnásobovaniu koncentrácie gentamycí-
nu v rohovke. Najvyššia koncentrácia farmaka bola nameraná u zvierat, ktoré pod-
stúpili ionoforézu s najvyššou intenzitou prúdu (skupina č. 4, 1,5 mA, 60 s). Intenzi-
ta aplikovaného prúdu sa teda javí byť dôležitejším parametrom pre výslednú kon-
centráciu gentamycínu v rohovke králika než dĺžka pôsobenia tohto prúdu pri iono-
foréze.
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Hydrogély z HEMA v zmesi s 2 % EGDMA sú vzhľadom na ich priaznivejšie
mechanické a fyzikálne vlastnosti vhodnejšie k použitiu pre ionoforézu na očnom po-
vrchu než Grossmanom a Fischerom [13,19] používaná agarová želatína. Porovnanie
rôznych pomerov HEMA a EGDMA v zmesi je predmetom nášho ďalšieho skúmania.

Pri porovnaní transsklerálnej a transkonjunktiválnej ionoforézy s intenzitou
prúdu 1 mA a dĺžkou jej pôsobenia dvakrát 120 s sme po 4 hodinách od aplikácie na-
merali najvyššiu koncentráciu gentamycínu v sietnici, a to pri oboch spôsoboch apli-
kácie. Nižšie koncentrácie boli namerané v rohovke, komorovej tekutine a najnižšie
v sklovci pokusných zvierat. Tieto rozdiely by mohli byť vysvetlené tým, že po 4 ho-
dinách od ionoforézy koncentrácia farmaka v rohovke a komorovej tekutine už klesá,
zatiaľ čo v sklovci ešte nedosiahla svojho maxima. Táto hypotéza je podporená aj vý-
sledkami, ktoré publikoval Grossman [19], keď zistil najvyššiu koncentráciu liečiva
v sklovci až po 16 hodinách, zatiaľ čo v rohovke už 2 hodiny po aplikácii ionoforézy.
Nesignifikantný rozdiel v koncentrácii gentamycínu po aplikácii transkonjunktivál-
nou a transsklerálnou cestou ukazuje, že pre dosiahnutie vysokej koncentrácie lieči-
va k liečbe afekcií zadného segmentu nie je nutné odstránenie spojivky. Pre zistenie
presnej dynamiky koncentrácií gentamycínu v rôznych segmentoch oka je potrebné
uskutočniť ešte ďalšie experimenty. Určite by bolo zaujímavé porovnanie rozličných
intenzít prúdu ako aj dĺžky ich aplikácie.

ZÁVER

Z našich výsledkov vyplýva, že ionoforéza gentamycínu s použitím zariadenia
„Mini Ion“ a HEMA hydrogélových diskov je perspektívna metóda liečby nielen
ochorení rohovky, ale aj afekcií zadného segmentu oka. Táto metóda umožňuje do-
siahnuť vyššiu koncentráciu liečiva v rohovke než pri intenzívnej aplikácii fortifi-
kovaných gentamycínových očných kvapiek, pričom použitie HEMA hydrogélových
diskov je pre ionoforézu na očnom povrchu výrazne vhodnejšie než doposiaľ skúšané
agarové gély. Na výšku rohovkovej koncentrácie vplýva predovšetkým intenzita apli-
kovaného prúdu, dĺžka jeho aplikácie má na túto koncentráciu menší vplyv.
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