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Stihrn

Cielom tejto prace bolo zhodnotit mozZnosti aplikacie gentamycin sulfatu do
oka kralika bieleho pomocou ionoforézy s pouzitim hydrogélu z hydroxyetyl-
metakrylatu (HEMA) v zmesi s etylénglykoldimetakrylatom (EGDMA). Dalej
sme sledovali dosiahnuté koncentracie gentamycinu v jednotlivych segmen-
toch oka kralika po aplikacii transkonjunktivalnou a transskleralnou ionofo-
rézou. Pre ionoforézu bol pouzity pristroj ,Mini Ion“, vyvinuty na Hebrejskej
univerzite v Jeruzaleme. Intenzita aplikovaného pradu bola 0 mA az 1,5 mA
v dlZke trvania ionoforézy 30-120 sekund. Po jej aplikacii bola stanovena kon-
centracia gentamycin sulfatu v rohovkach pokusnych zvierat. Kontrolnej sku-
pine zvierat bol gentamycin aplikovany ako o¢né kvapky do spojivkového va-
ku. Aplikacia gentamycinu ionoforézou vedie k vyssej koncentracii farmaka
v rohovke ako pri klasickej aplikacii kvapiek do spojivkového vaku. Najvyssia
koncentracia lieé¢iva v rohovkach bola dosiahnuta pri aplikacii po dobu
60 s a intenzite pradu 1,5 mA. Styri hodiny po aplikacii transskleralnej a tran-
skonjunktivalnej ionoforézy bola namerana najvyssia koncentracia gentamy-
cin sulfatu v sietnici a sklére kralikov, najnizsia koncentracia bola dosiahnuta
v skloveci.

Aplikacia gentamycin sulfatu do oka pomocou ionoforézy sa ukazuje ako slub-
na metoda, ktora vedie k vyssej koncentracii lieciva nez standardna aplikacia
kvapiek do spojivkového vaku a umozni jeho prienik aj do zadného segmentu
oka.

Klacéové slova: ionoforéza, hydrogél, gentamycin sulfat, hydroxyetylmetakry-
lat, koncentracia lie¢iva 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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UVOD

Hydrogély su trojrozmerné siete hydrofilnych polymérov, navzajom spojenych
kovalentnymi vdzbami a dal$imi slab$imi silami typu vodikovych mostikov. Tieto
siete sa schopné vo svojej Struktiure absorbovat velké mnozstvo vody. Podla chemic-
kého zloZenia sa hydrogély delia na polyakrylatové (napr. hydroxyetylmetakrylat)
a polysacharidové (s obsahom dextranu alebo arabinogalaktanu). Vdaka vyni-
mocénym chemickym a fyzikalnym vlastnostiam hydrogélov sa tieto latky vyuzivaju
k priprave biomedicinskych materialov, ako st napriklad kontaktné SoSovky, masto-
vé zaklady, a vehikulum k transportu roéznych farmak [1, 2, 8, 16, 24]. Zakladna zo-
stava kopolyméru hydrogélu sa da upravit za dcelom ovplyvnenia jeho absorpénej
a difuznej charakteristiky [21].

Ionoforéza je neinvazivna metéda, pri ktorej elektricky prad s nizkou inten-
zitou transportuje nabité Castice (i6ny) v smere jeho pradenia [10]. Ionoforéza sa po-
uziva v roznych odvetviach lekarskej praxe [11,12, 17], vratane transkutannej lokal-
nej anestézie [8], testu na cysticka fibrézu s transkutannym podanim pilokarpinu
[18], podavania vidarabinu pacientom s herpetickymi infekciami [16] alebo genta-
mycinu pri bakterialnom zapale stredného ucha [22]. V literature uz bola popisana
transkornealna a transkonjunktivalna ionoforéza réznych lieé¢iv [7, 13-15, 19, 20,].
V porovnani s tradi¢nym sposobom aplikacie lie¢iv subkonjunktivalne alebo intrave-
nézne boli po pouziti ionoforézy namerané vyssie koncentracie v rohovke, ako aj
v komorovej tekutine pri niZ$ej incidencii lokalnych a celkovych komplikacii [14, 15,
20]. Rovnako bolo dokazané, Ze tymto spésobom aplikacie prenikaju farmaka aj do
zadného segmentu oka, ¢o umoznuje liecbu napr. zadnej uveitidy alebo endoftalmiti-
dy [3-6, 19, 23].

V minulosti bola pri tychto pokusoch pouzita ionoforéza vodného roztoku lie-
¢iva, Co je technicky naro¢ny proces, navyse je tento spésob spojeny s ¢astym mecha-
nickym poranenim rohovky. V snahe obist tieto nevyhody pouzili Grossmann [19]
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a Frucht [14, 15] agarovu Zelatinu nasiaknutu lie¢ivom. Tato Zelatina je ale velmi
krehk4 a zanechava stopy agaru na povrchu oka.

Gentamycin je antibiotikum zo skupiny aminoglykozidov ¢asto pouzivané pri
lie¢be oénych ochoreni, ako je napr.: bakterialna keratitida, poopera¢na alebo po-
straumaticka endoftalmitida. Vysoko hydrofilna struktira gentamycinu limituje je-
ho prestup cez biologické membrany a je takto zodpovedna za nizku biologickd do-
stupnost tejto latky dominantne v zadnom segmente oka. Pre prestup gentamycinu
do rohovky predstavuje vyznamnu bariéru intaktny rohovkovy epitel. Gentamycin je
prave vdaka jeho nizkej molekulovej hmotnosti a i6novému naboju (katién) vhodny
kandidat na aplikaciu pomocou ionoforézy [9].

MATERIAL A METODA

Uskutoénili sme 2 experimenty:

1. Stanovenie koncentracie gentamycin sulfatu v rohovke kralika aplikovaného
ionoforézou s réznou intenzitou prudu a réznou dlzkou ¢éasu jeho posobenia v po-
rovnani s konvenénou aplikaciou oénych kvapiek fortifikovaného gentamycinu do
spojivkového vaku.

2. Porovnanie koncentricie gentamycin sulfatu v rohovke, sietnici, sklére, sklovci
a komorovej tekutine kralika po aplikacii transkonjunktivalnou a transskleral-
nou ionoforézou.

Experiment ¢. 1: sledovanie prestupu gentamycinu do rohovky sme uskutoc-
nili na 48 dospelych samcoch kralikov plemena Novozélandsky biely o hmotnosti
v rozmedzi 2000 az 3000 g. Kraliky boli chované pri stalej teplote a normalnom sve-
telnom rezime, kfmené Standardnou zmesou (150 g/ks/den), voda bola podavana ad
libitum.

Pouzili sme ionoforeticky pristroj ,,Mini Ion“ (obr. 1), ktory bol vyvinuty v la-
boratériu oddelenia lekarskej chémie a prirodnych vyrobkov (Lekarska fakulta,
Hebrejska univerzita, Izrael) [14] a je chraneny patentom izraelského patentového
uradu. Tento pristroj je zloZeny z jednej valcovitej elektrédy, do ktorej sa vklada hyd-
rogél nasyteny lie¢ivom, z druhej elektrédy, ktora sa prikladé na ucho kralika aliga-
torovou svorkou a z ovladacieho panelu. Na tomto paneli je mozné nastavit polaritu
elektrického prudu, jeho intenzitu v rozpéti 0,1 az 1,5 mA a ¢as aplikacie 10-120
sekund (schéma zariadenia je na obr. 2).

.“ Displej s Gdajom o intenzite

pridu a dizke casu

Prepinac Ovladac nastavenia
polarity pradu priidu a casu

Valcovita elektréda g-HH
s hydrogélovym diskom

ym na povrch oka

Druhé elektroda
s aligatorovou svorkou

Obr. 1. Zariadenie ,Mini Ion“ k ionoforetic-
kej aplikacii liec¢iv Obr. 2. Schéma zariadenia ,,Mini Ion“
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Priprava hydroxyetylmetakrylatového (HEMA) disku: Hydrogély boli pripra-
vené zo zmesi hydroxyetylmetakrylatu (HEMA, ¢istoty 97 %) s etylénglykoldimeta-
krylatom (EGDMA, ¢istoty 98 %), v pomere 98 % HEMA a 2 % EGDMA postupom po-
pisanym v literatire [9]. Zmes obsahujuica HEMA a EGDMA (v uvedenom pomere)
bola zmieSana s 2 ml deionizovanej vody pod priadom dusika a nasledne boli pridané
iniciatori polymerizacie: 0,05 ml 2% NayS,0g, 0,05 ml 2% Na,S,05 a 0,025 ml 2%
Fe(NH4),(SO4),. Roztok bol ihned premiesany a naliaty do teflonovych formiciek
(vy$ky 5 mm, priemeru 6 mm) a ponechany na polymerizaciu cez noc pri izbovej tep-
lote v tme a v dusikovej atmosfére. Vysledné disky boli ponorené do 500 ml vody a mi-
eSané 2 hodiny, a tym vyc¢istené od neaktivizovanych monomérov a katalyzatorov.
Vy¢isteny hydrogél bol lyofilizovany 24 hodin na vysledné $§pongiové valce, priemeru
a vySky 5 mm. Pred pouzitim boli lyofilizované disky ponorené na 2 hodiny do 10%
roztoku gentamycin sulfatu, nasledne osu$ené na filtra¢nom papieri a zvazené.

Zvierata boli rozdelené do 6 skupin (tab. 1), v skupinach ¢. 1 az ¢. 4 bola apli-
kovana ionoforéza s roznou intenzitou pridu a dizkou jeho posobenia. V skupine ¢. 5
bola aplikovana na rohovku elektréoda s hydrogélom bez zapnutia elektrického pru-
du (0 mA/60 s, tzv. ,mock ionoforéza“). Skupinu ¢. 6 tvorili zvierata, ktorym bol gen-
tamycin instilovany do spojivkového vaku vo forme fortifikovanych o¢nych kvapiek
(s obsahom gentamycinu 15 mg/ml) kazdych 5 minat po dobu jednej hodiny.

Pred vlastnym
Tab.1 Intenzita a dizka posobenia pridu v jednotlivych skupi- experimentom boli zvi-

nach experimentalnych zvierat erata uspané intramu-
skularnou injekciou

Skupina L II. | III. | IV. |V. kontrola | VI. kontrola zmesi ketaminu a xyla-
a podet zvierat [81 | [8] | [8] |I[8] [8] [8] zinu (i. m., 25 mg/kg

. .o
Intenzita prudu 056105056 [156 OmA Gentamycin a 2.5 mg/kg) Pred
R .
[mA] mA | mA | mA |mA kvapky umiestnenim elektrédy
Cas posobenia [s] | 30s | 60s|120 s (60 s 60 s 4 5 min, na o¢nom povrchu bolo
1 hod

oko lokalne znecitlive-
né kvapkami 0,4% be-
noxinatu (Localin®, Dr. Fischer, Izrael). Hydrogélovy disk z HEMA a EGDMA (pri-
praveny vys$Sie uvedenym postupom) obsahujiuci priemerné mnozstvo 26,10 mg
gentamycin sulfatu bol vloZeny do valcovitej elektrédy ionoforetického zariadenia
a umiestneny na rohovke pokusného zvierata. Druha elektréda bola pripojena na
ucho kralika aligatorovou svorkou. Aplikovana bola ionoforéza s intenzitou pradu
0-1,5 mA v dlzke trvania 30-120 s (podla prislunej experimentalnej skupiny). Pt
minut po ukonéeni ionoforézy boli zvierata usmrtené intravenéznou injekciou letal-
nej davky 2% pentobarbitalu, pri¢om rohovka bola excidovana a preparat bol na-
sledne vymyty v 5 ml 0,9% roztoku NaCl, rozmixovany a zvazeny. Kazda vzorka
bola prenesena do centrifugacnej skimavky obsahujucej 1,0 ml 0,01 M fosfatového
pufru (pH 7,4). Vzorky boli v skimavke inkubované 18 hodin pri 37 °C s oscilaciou
100 otacok za mindtu a nasledne centrifugované pri 2000 otackach po dobu 10 min.
V oddelenom supernatante bola stanovena koncentracia gentamycin sulfatu pomo-
cou polarizaéného fluorescenéného immuno-assay TDx systémového analyzatora
(Abbott Labboratoires).

Experiment ¢. 2: zvierata boli rozdelené na dve skupiny, v skupine ¢. 1
(n = 4) bola elektréda umiestnena na spojivku v oblasti pars plana, v skupine ¢é. 2
(n = 4) bola elektréda umiestnena po odpreparovani spojovkového laloku priamo na
skléru v oblasti pars plana. Druha elektréda bola opét umiestnena aligatorovou svor-
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kou na uchu kralika. Priprava zvierat, ich celkova, ako aj lokalna anestézia bola rov-
naka ako v experimente ¢. 1. Ionoforéza hydrogélového disku (pripraveného podla
postupu v experimente ¢. 1) bola aplikovana dvakrat za sebou na dvoch rozliénych
miestach v oblasti pars plana s intenzitou pridu 1mA a dizkou pésobenia 2 x 120 s.
Zvierata oboch skupin boli usmrtené $tyri hodiny po ionoforéze letalnou davkou 2%
pentobarbitalu. Po enukleacii o¢ného bulbu bola aspirovana komorova tekutina a ob-
sah sklovcovej dutiny a excidovana rohovka, skléra i sietnica. Koncentracia genta-
mycin sulfatu bola stanovena v kazdej vzorke po jej rozmixovani a zvazeni identicky
ako v experimente ¢. 1.

Vo v8etkych experimentoch sme pouzili gentamycin sulfat od firmy Sigma
(Montana, USA), vSetky monoméry k priprave hydrogélu boli zaktpené od firmy
Sigma (Rehovot-Izrael).

VYSLEDKY

Experiment 1.: Koncentracia gentamycin sulfatu v rohovke kralika bieleho
(graf 1) po jeho aplikacii pomocou ionoforézy (skupina 1-4) bola 5-35krat vyssia
v porovnani so skupinou €. 6, ktorej bol gentamycin podavany vo forme oénych kva-
piek (22,9 + 14,8 ng/g). Tento rozdiel je Statisticky signifikantny (Chi-kvadrat test,
P < 0,05). V kontrolnej ionoforetickej skupine (¢. 5, 0 mA/60 s) bola namerané kon-
centracia gentamycinu 71,3 + 36,7 ug/g. Zistené vysledky v skupine ¢. 1-3 ukazuju,
7e pri rovnakej intenzite pridu ale dvojnasobnej dlzke posobenia ionoforézy kon-
centracia lie¢iva v rohovke vzrasta linearne. Dochadza teda k zdvojnasobovaniu jeho
koncentracie v rohovke. Najvyssia koncentracia farmaka bola namerana v skupine
¢. 4 (1,5 mA/ 60 s), teda u zvierat, ktoré podstapili ionoforézu s najvyssou intenzitou
prudu (719,3 £ 116 ug/g tkaniva). Intenzita prudu sa teda zda byt dolezitejsim para-
metrom pre vysledni koncentraciu gentamycinu v rohovke kralika nez dlzka péso-
benia tohto pradu pri ionoforéze.
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Graf 1. Koncentracia gentamycinu v rohov-

ke kralika po ionoforéze s roznou intenzitou Graf 2. Koncentracia gentamycin sulfatu
pradu a dlzkou jeho posobenia a po aplika- v roznych segmentoch oka po transkonjunk-
cii oénych kvapiek tivalnej a stransskelralnej ionoforéze
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Experiment ¢. 2: koncentracie gentamycin sulfatu 4 hodiny po ionoforéze far-
maka transskleralnou a transkonjunktivalnou cestou (graf 2) boli najvys$sie po trans-
skleralnej aplikacii v sietnici (110,8 + 55,9 ug/g tkaniva) a v sklére (56,3 = 23,9 ug/g).
Nizsie koncentracie sme namerali v rohovkéach (39,32 £+ 9,53 ug/g) a dalej v komoro-
vej tekutine (10,39 £ 2,53 ng/g). Najnizsie hodnoty boli zistené v sklovci (3,65 + 2,81
ug/g). Rozdiel medzi nameranymi hodnotami po transkonjunktivalnej a transskle-
ralnej ionoforéze nie je Statisticky signifikatny (test Kruskal-Wallis).

DISKUSIA

Aplikacia gentamycinu do spojivkového vaku formou oénych kvapiek je spoje-
na s nizkou biologickou dostupnostou farmaka. Vyznamnu bariéru pre silne hydro-
filné molekuly gentamycinu predstavuje predovsetkym rohovkovy epitel, dal$im li-
mitujucim ¢initelom je rychle vyplavenie kvapiek lie¢iva zo spojivkového vaku. Podla
niektorych prac je viac ako 90 % mnozstva takto aplikovaného gentamycinu vypla-
vené zo spojivkového vaku v priebehu 2 minuat [14]. To vedie k nutnosti aplikacie
takzvanych fortifikovanych foriem o¢nych kvapiek (koncentracia 0,8-2,0 % genta-
mycinu, oproti klasickym 0,3 %). Dalej je nutné zvysit frekvenciu aplikacie kvapiek,
pri niektorych diagnézach (napr. rohovkovy vred) na poc¢iatku ochorenia i kazdych 15
minut. Pre pacientov je takato liecba zatazujaca, obzvlast zle tolerovana je no¢na
aplikacia, ktora Casto tusti az do spankovej deprivacie. Aplikacia liec¢iv do oka pomo-
cou ionoforézy bola v literatire opisana uz opakovane [3, 6, 13, 14, 19]. Gentamycin
je vhodny kandidat pre takuto formu podavania vdaka jeho nizkej molekulovej hmot-
nosti a pozitivnemu naboju molekuly (kation). Frucht vo svojich experimentoch do-
spel k zisteniu, Ze ionoforeticka aplikacia gentamycin sulfatu vedie k vyssej kon-
centracii v rohovke kralikov, nez aplikacia vo forme kvapiek alebo subkonjunktival-
nej injekcie [14, 15]. Jeho experimenty boli zamerané na farmakokinetiku gentamy-
cinu po ionoforetickej aplikacii, pricom dospel k zaveru, Ze koncentracia gentamy-
cinu v rohovke dosahuje svoje maximum bezprostredne po ukonéeni ionoforézy.
Tieto vysledky koreluju s vysledkami, ku ktorym dospel Grossman [19] a podobne aj
Fischman [13], ktori pouZzili vo svojich experimentoch nizke intenzity pridu
(0,2-0,75 mA), ale dlhu expoziciu ionoforézy (10 minit). Navys$e pouzili ako nosic far-
maka agarovy gél, ktory je ale velmi krehky a jeho mechanické vlastnosti nevyho-
vuju pre pouzitie k ionoforéze na otnom povrchu.

V nasich experimentoch sme sa zamerali na porovnanie koncentracie genta-
mycin sulfatu pri réznej intenzite priudu a réznej dizke trvania ionoforézy v porov-
nani s klasickou aplikaciou formou kvapiek do spojivkového vaku. Bez ohladu na in-
tenzitu pradu a dlzku aplikacie sme podobne ako citovani autori [13, 19] namerali
v rohovke po ionoforéze vyssie koncentracie gentamycin sulfatu ako po jeho aplika-
cii formou kvapiek do spojivkového vaku. Nase vysledky ukazuju, Ze pri rovnakej in-
tenzite prudu, ale dvojnasobnej dlzke posobenia ionoforézy, koncentracia lieéiva v ro-
hovke vzrasta linearne. Dochadza teda k zdvojnasobovaniu koncentracie gentamyci-
nu v rohovke. Najvyssia koncentracia farmaka bola namerana u zvierat, ktoré pod-
stupili ionoforézu s najvyssou intenzitou pridu (skupina ¢. 4, 1,5 mA, 60 s). Intenzi-
ta aplikovaného pradu sa teda javi byt dolezitejSim parametrom pre vyslednt kon-
centraciu gentamycinu v rohovke kralika nez dlzka pdsobenia tohto pridu pri iono-
foréze.
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Hydrogély z HEMA v zmesi s 2 % EGDMA st vzhladom na ich priaznivejsie
mechanické a fyzikalne vlastnosti vhodnejsie k pouzitiu pre ionoforézu na oénom po-
vrchu nez Grossmanom a Fischerom [13,19] pouzivana agarova Zelatina. Porovnanie
roznych pomerov HEMA a EGDMA v zmesi je predmetom nasho dalSieho skimania.

Pri porovnani transskleralnej a transkonjunktivalnej ionoforézy s intenzitou
pridu 1 mA a dlZkou jej posobenia dvakrat 120 s sme po 4 hodinéch od aplikacie na-
merali najvys$siu koncentraciu gentamycinu v sietnici, a to pri oboch spésoboch apli-
kacie. Nizsie koncentracie boli namerané v rohovke, komorovej tekutine a najnizsie
v sklovci pokusnych zvierat. Tieto rozdiely by mohli byt vysvetlené tym, Ze po 4 ho-
dinach od ionoforézy koncentracia farmaka v rohovke a komorovej tekutine uz kles4,
zatial ¢o v sklovci eSte nedosiahla svojho maxima. Tato hypotéza je podporena aj vy-
sledkami, ktoré publikoval Grossman [19], ked zistil najvy$§iu koncentraciu liec¢iva
v sklovei az po 16 hodinach, zatial ¢o v rohovke uz 2 hodiny po aplikacii ionoforézy.
Nesignifikantny rozdiel v koncentracii gentamycinu po aplikacii transkonjunktival-
nou a transskleralnou cestou ukazuje, Ze pre dosiahnutie vysokej koncentracie lie¢i-
va k liecbe afekcii zadného segmentu nie je nutné odstranenie spojivky. Pre zistenie
presnej dynamiky koncentracii gentamycinu v réznych segmentoch oka je potrebné
uskutocnit este dalSie experimenty. Urcite by bolo zaujimavé porovnanie rozliénych
intenzit pradu ako aj dlzky ich aplikacie.

ZAVER

Z nasich vysledkov vyplyva, Ze ionoforéza gentamycinu s pouzitim zariadenia
,2Mini Ion“ a HEMA hydrogélovych diskov je perspektivna metdéda liecby nielen
ochoreni rohovky, ale aj afekcii zadného segmentu oka. Tato metéda umoznuje do-
siahnut vyssiu koncentraciu lie¢iva v rohovke neZ pri intenzivnej aplikacii fortifi-
kovanych gentamycinovych oénych kvapiek, pricom pouzitie HEMA hydrogélovych
diskov je pre ionoforézu na oénom povrchu vyrazne vhodnej$ie nez doposial skusané
agarové gély. Na vySku rohovkovej koncentracie vplyva predov§etkym intenzita apli-
kovaného pridu, dizka jeho aplikacie ma na tito koncentraciu mensi vplyv.
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