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Abstrakt: Cel: poréwnawcze okreslenie przenikalnosci poszczegdlnych preparatéw latanoprostu (Xaloptic — Polpharma SA, Xalatan — Pfizer
Europe MA EEIG, Monoprost — Thea Pharma S.A.) przez wyhodowane in vitro komarki nabtonka ludzkiej rogéwki otrzymane
z linii komérkowej HCE-T.

Materiat i metody: przenikalno$¢ dla wszystkich 3 preparatéw byta mierzona w warunkach okreslonych dla latanoprostu API
(substancji czynnej farmakologicznie). Analize statystyczng przenikalnosci oraz iloSci preparatu pozostalego po przej$ciu przez
btone komérkowa wykonano za pomocg testu ANOVA i testu wielokrotnych poréwnan Tukeya (GraphPad Prism 6.00 for Win-
dows, GraphPad Software, La Jolla California, USA).

Whyniki: wykazano istnienie réznic w przenikalno$ci badanych preparatéw: dla preparatéw Xaloptic i Xalatan wynosita ona od-
powiednio: 5,49 + 1,64 x 10-6 cm/sek i 4,66 = 1,13 x 10-6 cm/sek. Najlepsza przenikalno$cia przez komérki nabtonka rogéweki
(23,70 = 1,71 x 10-6 cm/s) oraz najwigkszym wskaznikiem konwersji (28,13 =+ 5,85%) charakteryzowat sig Xaloptic. Réznice
miedzy Xalatanem a Xaloptikiem byty niewielkie, lecz znamienne statystycznie (21,21 = 1,29 x10-6 cm/s oraz 18,41 = 2,96%).
Najnizszymi wskaznikami przenikalnosci (0,39 = 0,07 x 10-6 cm/s) i konwersji (0,34 = 0,16%) charakteryzowat sie Monoprost.
Whioski: Réznice we wskaznikach przenikalno$ci i biodostepnos$ci poszczegolnych preparatdw mogg by¢ spowodowane ich od-
miennym sktadem, a takze obecno$cig Srodka konserwujgcego lub jego brakiem.

Stowa kluczowe:  przenikalno$¢ leku, latanoprost, BAK, komarki nabfonka ludzkiej rogéwki.

Abstract: Aim: Comparative permeability analysis of the 3 following Latanoprost formulations intended for ophthalmic use: Xaloptic (Pol-
pharma S.A.), Xalatan (Pfizer Europe MA EEIG) and Monoprost (Thea Pharma S.A.) across human corneal epithelium (HCE-T
culture model) in vitro.

Material and methods: Permeability analysis was performed under conditions suitable for latanoprost APl (active pharmaceutical
ingredient). Statistical analysis of permeability and drug quantity after passing across a cellular membrane was performed using
ANQVA test and Tukey’s multiple comparison test (GraphPad Prism 6.00 for Windows, GraphPad Software, La Jolla California,
USA).

Results: The following differences in permeability were noted between the analyzed drugs: The permeability rates for Xaloptic
and Xalatan were 5.49 = 1.64 x 10-6 cm/s and 4.66 = 1.13 x 10-6 cm/s, respectively. Xaloptic showed the highest perme-
ability through human corneal epithelium (23.70 + 1.71 x 10-6 cm/s) and the highest conversion rate (28.13 = 5.85%). As
compared to Xaloptic, Xalatan slight, yet statistically significant differences with the permeability rate of 21.21 + 1.29 x 10-6
cm/s and a conversion rate of 18.41 = 2.96%). Monoprost demonstrated the lowest permeability (0.39 = 0.07 x 10-6 cm/s)
and the lowest conversion rate (0.34 + 0.16%).

Conclusion: The differences in permeability and bioavailability between the 3 ophthalmic latanoprost formulations are attributa-
ble to the differences in their composition. They are also related to the content of preservative in each preparation.

Key words: drug permeability, latanoprost, BAK, human corneal epithelial cells.
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Czy przenikalno$¢ leku jest uwarunkowana zawartoscia srodka konserwujacego? Analiza in vitro na modelu komorkowym nabtonka ludzkiej rogéwki. ..

Wstep

Obecnie w leczeniu jaskry stosuje sie wiele miejscowo po-
dawanych lekdw, z kilku grup, o odpowiednio réznym dziataniu.
Majg one na celu obnizanie ci$nienia wewnatrzgatkowego (In-
traocular Pressure — IOP) i zapobieganie rozwojowi neuropatii
jaskrowej. Analogi prostaglandyn i prostamidy sg preparatami
najczesciej stosowanymi w leczeniu jaskry pierwotnej otwarte-
go kata (JPOK) oraz nadcisnienia ocznego, réwniez jako lecze-
nie pierwszego rzutu. Zwigkszaja one odptyw cieczy wodnistej
drogg naczyniéwkowo-twardéwkowa. Zaleca sig, aby analogi
prostaglandyn byly stosowane tylko 1 raz dziennie, w przeci-
wienstwie do lekéw z innych grup, poniewaz takie dawkowanie
nie stwarza zbyt duzego obcigzenia dla pacjenta i umozliwia re-
gularne podawanie leku.

Obecnie w leczeniu jaskry sg stosowane cztery substancije:
latanoprost, trawoprost, tafluprost oraz bimatoprost. Tafluprost
(Taflotan, Santen) oraz latanoprost (Monoprost, Thea, Clermont-
-Ferrand) sg preparatami niezawierajgcymi chlorku benzalko-
nium (BAK). Analogi prostaglandyn charakteryzujg si¢ sltabg
rozpuszczalnos$cig w wodzie, dlatego w ich sktadzie znajdujg sie
rozpuszczalniki takie jak MHGS40 (hydroksystearynian makro-
golglicerolu) lub Polisorbat 80 (1, 2). Niekiedy $rodek konser-
wujgcy zawarty w leku moze wywotaé efekty uboczne takie jak:
zadraznienie oczu, nadmierne fzawienie, poczucie ciata obcego,
$wiad i zaczerwienienie skéry w okolicy oczu. To powoduije,
ze pacjent zaprzestaje stosowania leku, a w konsekwencji do-
chodzi do rozwoju uszkodzenia jaskrowego.

Latanoprost jest selektywnym agonistg receptora prostano-
idowego FP (analogiem prostaglandyny F2a) obnizajgcym I0P
w wyniku zwigkszenia odptywu cieczy wodnistej drogg naczy-
niéwkowo-twardéwkowa. Absorbujg go komorki nabtonka ro-
gowki, w ktorych prolek — ester izopropylu — jest hydrolizowany
przez esterazy do biologicznie aktywnej formy kwasu.

Srodkiem konserwujacym najcze$ciej stosowanym w pre-
paratach przeciwjaskrowych jest chlorek benzalkonium (BAK)
— nietoksyczny i dobrze rozpuszczalny w wodzie czwartorzedo-
wy zwigzek amoniowy. Zmniejsza on napigecie powierzchniowe
w roztworach wodnych. Zwigksza przepuszczalno$¢ nabtonka ro-
goéwki dla substanciji hydrofilnych oraz zmniejsza ekspresje oklu-
dyny — biatka odpowiedzialnego za $ciste potgczenia (ang. tight
junctions) miedzy komérkami nabtonka rogéwki. Dodatkowo
oddzialuje bakteriobdjczo zaréwno na organizmy Gram (+), jak
i Gram (-). Stezenia BAK w preparatach okulistycznych przewaz-
nie sg 0,01- i 0,02-procentowe, rzadko zatem znaczaco bezpo-
$rednio oddziatujg toksycznie na komérki $rodbtonka rogéwki (3).

Cel

Celem pracy jest analiza poréwnawcza na wyhodowanym
in vitro modelu komérkowym wskaznikéw przenikalno$ci przez
nabtonek ludzkiej rogdwki trzech preparatéw okulistycznych,
ktére zawierajg latanoprost, zaréwno z BAK, jak i bez niego.

Materiat i metody

Badanie wykonano w Laboratorium Selvita. Wykorzystano
w nim linie komdrkowa HCE-T (human corneal epithelial cells,
RIKEN — Bio Resource Center, RCB2280) nabtonka ludzkiej ro-
géwki uzyskanego od zdrowego 47-letniego dawcy za pomoca
wektora — rekombinowanego adenowirusa SV40.

Hodowla linii komérkowej byta prowadzona zgodnie z za-
sadami GLP (Good Laboratory Practice) w $cisle okreslonych
warunkach (Standaryzacja SOP-01): objeto$¢ 25 cm?® lub 75 cm?®
w temperaturze 37°C, podtoze zawierajace 5% CO, HAM F12,
5% FBS, 10 ng/mL hEGF (human epidermal growth factor —
ludzki naskérkowy czynnik wzrostu), 10 ug/mL rekombinowanej
insuliny ludzkiej, 0,5% DMSO, 2 mM L-glutaminianu oraz anty-
biotyki (penicylina i streptomycyna). Regularnie przeprowadza-
no testy na obecno$¢ infekcji Mycoplasma.

Komérki nabtonka rogéwki charakteryzujg sie szybkim na-
mnazaniem — juz po 24 godzinach ich liczba zostaje podwojo-
na; w hodowli na granicy powietrze—ptyn zachowuja wszelkie
cechy zdrowego wielowarstwowego nabfonka ludzkiej rogéweki.
Ciasna bariera komdrkowa umozliwia rozréznienie substancji
hydrofilnych od lipofilnych (4). Linia komdrkowa HCT-1 znajduje
zastosowanie w badaniu przenikalno$ci i biodostepno$ci rogéw-
ki oraz toksyczno$ci miejscowo stosowanych lekéw.

Analizag poréwnawczg objeto cztery substancje:
 Latanoprost APl (cGMP), Yonsung Fine Chemical CO, Ltd;

* Xaloptic 0,005% — 0,05 mg/mL (Polpharma S.A.);

* Xalatan 0,005% — 0,05 mg/mL (Pfizer Europe MA EEIG);

*  Monoprost 0,005% — 0,05 mg/mL (Thea Pharma S.A.).
Materiatem referencyjnym byt chlorowodorek betaksololu CRS

(European Directorate for the Quality of Medicines & Health Care

— EDQM). Xaloptic vehiculum petnit role placebo (Polpharma S.A.)
Konstrukcja modelu komérek nabtonka ludzkiej rogéwki

in vitro przebiegata nastepujaco:

1. membrang MiliCell pokryto kolagenem szczurzym typu 1.
(roztwor kolagenu o stezeniu 1,3 mg/mL w ilosci 300 uL
w kazdej hodowli), nastgpnie hodowle inkubowano w tem-
peraturze 37°C przez 4 godziny;

2. po inkubacji usunigto pozostaty roztwdr kolagenu, a kazdag
z hodowli dwukrotnie przeptukano roztworem 400 uL DMEM
4,5 g/L (Lonza)/ HAM F12 (Lonza) w stosunku 1: 1;

3. komérki HCE-T wysiewano (gesto$¢ 1 x 10%/cm?) na 400 uL
poditoza hodowlanego, hodowle inkubowano w temperatu-
rze 37°C w atmosferze 5% CO, oraz 95% wilgotnosci.

4. integralno$¢ pojedynczej warstwy komdrek oceniano poprzez
pomiar przezbtonowej opornosci elektrycznej (Transepithelial
Electrical Resistance — TEER) w 2—3 dniowych odstepach, po
kazdym pomiarze wymieniano podioze hodowlane;

5. po osiggnieciu warto$ci TEER powyzej 200%/cm? po okoto
57 dniach usuwano podioze hodowlane, a komadrki umiesz-
czano na granicy powietrze—ptyn.

6. hodowle prowadzono przez 7 dni w temperaturze 37°C
w atmosferze 5% CO, oraz 95% wilgotno$ci — mierzono
TEER i wymieniano podtoze 3 razy w tygodniu.

Po okreslonym czasie inkubacje zakoficzono i okre$lono war-
to$¢ TEER dla kazdej prébki. W celu odbiatczenia hodowli komérko-
wej i usuniecia z niej resztek podfoza odzywczego model 2-krotnie
przeptukano sterylnym roztworem, nastepnie materiat przeniesiono
na 24-komorowg ptytke odbiorczg stuzaca do analizy.

Aby oceni¢ wskaznik transportu komérek z warstwy apikal-
nej do bazalnej, w odpowiednich komorach filtrujgcych umiesz-
czano 400 ul roztworu latanoprostu API, badane preparaty oraz
placebo (Xaloptic vehiculum) (ryc. 1.). Komory ptytki odbiorczej
byty wypetnione 800 uL buforu DPBS. Jako kontrole stosowano
analize transportu betaksololu w roztworze BSS/10 mM Hepes.
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Kolejna inkubacja z wirowaniem (100 obrotéw/min) w tempe-
raturze 34°C trwata 4 godziny (punkty pomiaru po 30 min i w kaz-
dej kolejnej godzinie), po jej zakonczeniu do analizy pobierano takie
same objetosci badanych substanciji. Analityczna cze$¢ pracy zo-
stafa wykonana zgodnie z zasadami Dobrej Praktyki Laboratoryjnej.
Po zakonczeniu inkubacji ponownie okreslano wartosci TEER.
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Ryc. 1. Transport komérek z komory apikalnej do komory bazalnej —
hodowla komérek linii HCE-T.

Cellular transport from apical chamber to basolateral chamber
— HCE-T cell line culture.

Fig. 1.

Za pomoca pomiaru przezbtonowej opornosci elektrycznej
ocenia sie szczelno$¢ bariery komérkowej (opdr), kiedy badana
substancja przechodzi przez ciasne potgczenia komérkowe. Po-
jeciem balans masy (Mass Balance — MB) okre$la sie odsetek
badanej substancji pozostaty po jej przejsciu przez bariere ko-
morkowa po inkubacji — jest on zwigzany z przenikalno$cia sub-
stancji w modelu komérkowym oraz szybko$cig jej transportu.

Przenikalnos¢ (Permeability Appearance — P, ) to ilos¢ sub-
stancji przenikajgca przez bariere biologiczna. Analize statystycz-
ng przeprowadzono dla przenikalno$ci latanoprostu w postaci API
(Active Pharmacological Ingredient — P_,), kwasu latanoprosto-
wego (P, ) oraz sumy latanoprostu i kwasu (P, ). Lata-
noprost, podawany w formie proleku, w komérkach nabtonka ro-
géwki pod wptywem enzyméw — esteraz — ulega przeksztatceniu
do formy aktywnej (kwas latanoprostowy). Latanoprost przenika
przez nabtonek rogéwki zaréwno w formie API, jak i kwasu.

Po wytworzeniu in vitro linii hodowlanej komérek nabtonka
ludzkiej rogéwki sprawdzano integralno$¢ warstwy komérkowe;j
poprzez kilkukrotne pomiary TEER. Warto$¢ graniczna powyzej
300 ©/cm? $wiadczy o wytworzeniu jednolitej struktury btony
komérkowej; mierzone warto$ci sg wynikiem specyficznego
transportu przez warstwe komérek. Wartosci takie uzyskano po
5-7 dniach hodowli. Za pomocg kolejnego pomiaru oporno$ci
przezbtonowej oceniano wskaznik transportu substancji dla po-
szczegdlnych preparatéw po inkubaciji.

Do analizy statystycznej oraz okreslenia procentu konwersiji
latanoprostu do aktywnego farmakologicznie metabolitu wyko-
rzystano test ANOVA oraz test wielokrotnych poréwnan Tukeya.

Wyniki

Wstepne wyniki pomiaréw kwasnej formy latanoprostu
w komorze odbiorczej wykazaly bardzo stabg jego przenikal-
no$é. Latanoprost w formie estru nie przechodzit przez komérki
nabtonka rogéwki i tylko okoto 20% ulegato transformac;ji do for-
my kwasnej, a okoto 60% substancji odzyskano po inkubaciji.
Dokonano optymalizacji warunkéw hodowlanych, aby zwigk-
szy¢ aktywno$¢ esteraz.

Wiasciwego eksperymentu dokonywano w temperaturze
34°C - fizjologicznej temperaturze rogéwki ludzkiej. Obnizenie
temperatury wptyneto znaczaco na polepszenie przenikalno$ci
latanoprostu w formie kwasnej przez komoérki nabtonka. Zaob-

serwowano takze zalezne od temperatury wzmozenie aktyw-
nosci esteraz nabtonkowych. Odnotowano okoto 50-procento-
wa konwersje latanoprostu do formy kwasnej w temperaturze
34°C, forma kwasna byta obecna zaréwno w komorze apikalnej,
jak i w komorze bazalnej (odbiorczej). Zmiana temperatury nato-
miast nie wptyneta na polepszenie przenikalno$ci latanoprostu
przez komorki nabtonka w formie estru (proleku).

Przenikalno$¢ betaksololu (selektywnego blokera receptoréw
B1 uzytego jako substancja kontrolna) wzrosta nieznacznie po inku-
bacji w temperaturze 34°C, w poréwnaniu z temperaturg pokojowa
(odpowiednio: Papp = 20,17 x 108 cm/s i Papp = 16,01 x 10 cmy/s).
Wykazano takze, ze latanoprost nie wigze sie z polistyrenem (ko-
mora odbiorcza) ani bfong poliweglanows, a to wraz z matymi war-
tosciami MB (okofo 0,6) wskazuje na jego akumulacje w komor-
kach linii HCE-T. Pomiary stopnia przenikalno$ci w temperaturze
34°C w czasie do 4 godzin pozwolity na uzyskanie wiarygodnych
wynikéw — dotyczacych formy kwasnej — zgodnych z danymi z li-
teratury medycznej (P, -, = 18,14 x 10° cm/s — linia komérkowa

HCE-T, i P, ;o = 18,5 = 2,3 x 10° cm/s — linia komdrek nabtonka
rogéwki Clonetics). Podobne wyniki uzyskano w badaniu na kréli-
czym modelu komérek nabtonka rogéwki.

Analiza przenikalno$ci preparatéw okulistycznych (Xalop-
ticu, Xalatanu i Monoprostu) byta wykonywana w warunkach
okreslonych dla latanoprostu API (substancji farmakologicznie
aktywnej): inkubacja do 4 godzin w temperaturze 34°C, wiro-
wanie 100 obrotéw/min. Funkcjonalno$¢ i powtarzalno§¢ mode-
lu linii komérkowej HCT-E byta za kazdym razem weryfikowana
za pomocg analizy przenikalno$ci betaksololu.

W odniesieniu do poszczegéinych preparatéw okulistycznych
wykonano zaréwno badania roztworu substancji czynnej lata-
noprostu 50 ug/Ml, jak i lekéw w postaciach nierozcieficzonych.
Wspétczynniki przenikania wszystkich substancji byly obliczane
jako liniowy wazrost krzywej przenikalno$ci pomnozony przez statg
warto$¢ zalezng od parametréw modelu rogéwki oraz poczatkowe
wartosci stezenia analizowanej substanciji. Wartosci przenikalnosci
i procent konwersji proleku — estru latanoprostu — do farmakolo-
gicznie aktywnej formy kwasnej (Latanoprost Free Acid — P, _ ),
a takze wartosci stezenia latanoprostu w komorze bazalnej okre$la-
no w odniesieniu do wszystkich badanych preparatdw.

Wartosci analizy w odniesieniu do poszczegélnych prepara-
téw przedstawiono w tabelach I-IV.

Latanoprost przenika do rogéwki, w niej ulega szybkiej i catko-
witej hydrolizie do bardziej hydrofilnego kwasu latanoprostowego.
W linii komérkowej HCE-T ekspresja enzyméw metabolizujgcych
byta podobna do tej, ktérg uzyskano w komérkach nabtonka ludz-
kiej rogéwki. Pomimo potwierdzonej aktywnos$ci esterazy w ko-
mdrkach HCE-T latanoprost w warunkach eksperymentu nie byt
catkowicie konwertowany do formy kwasnej. Dzigki silnym wia-
$ciwosciom lipofilnym estru latanoprostu (proleku) moze on tatwo
przenikaé przez podwdjng warstwe lipidowa btony komédrkowej
nabtonka rogéwki. Niezaleznie od lipofilno$ci leku kazda zmiana
w jego sktadzie wptywa na stopien intensywnosci przenikania przez
rogéwke, a w konsekwenciji na absorpcje w gaice ocznej. Kationo-
wy surfaktant, BAK, wzmacnia przenikanie lekéw przez rogéwke
poprzez emulsyfikacije i przerwanie nabtonka rogéwki. W znacznym
stopniu zwigksza tez przenikalno$¢ skladnikow hydrofilnych, lecz
jego wplyw na przenikalno$¢ skiadnikéw lipofilnych jest ograni-
czony (5). W opisywanym badaniu w preparatach zawierajacych
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Czy przenikalno$¢ leku jest uwarunkowana zawartoscia srodka konserwujacego? Analiza in vitro na modelu komorkowym nabtonka ludzkiej rogéwki. ..

Xaloptic® 0,05%, Polpharma S.A.

TEER=SD TEER=SD Popoira Pot P e+t Conversion*
Exp./Rep [Qem?] [Qcm?] [%10% cm/s] [%10% cm/s] [%10° em/s] L-LFA MB
Pre-Exp. Post-Exp. L-LFA L-L L—>L+LFA [%]
11 34210 33x17 3,75 18,51 22,26 20,90 0,37
1/2 35713 23+14 3.47 19,15 22,63 20,94 0,39
211 33036 7x15 7,54 19,15 26,70 31,77 0.41
2/2 245+16 18+10 6,54 16,59 23,13 32,92 0,42
3N 418+34 37x17 517 17,55 22,72 33,62 0,40
3/2 405+14 28=+17 6,45 18,33 24,78 28,62 0,44
Mean=SD 35062 2411 5,49+1,64 18,22+0,99 23,701,711 28,13+5,84 | 0,41+0,02
Tab.l.  Woyniki pomiaréw przepuszczalno$ci preparatu Xaloptic przez komérki nabtonka rogdéwki.

TEER =+ SD mierzono przed kazdym doswiadczeniem i po nim, wspotczynniki przenikania obliczano na podstawie wolnej kwanej formy latanoprostu (P,
(P, sx.); procent konwersii latanoprostu do wolnej formy kwasnej oraz balans masy (MB).

TEER— opornos¢ przezbtonowa, SD — odchylenie standardowe, L — latanoprost, LFA — wolny kwas latanoprostowy;

* — procent konwersji latanoprostu do formy kwasnej jest okreélany po 4-godzinnej inkubacji

ira)s latanoprostu (P,

1) 0702 0bu, nieaktywnej postaci leku (AP1) i postaci aktywnej

Tab.l. Xaloptic® (Polpharma S.A.) permeability through the HCE-T model.
TEER = SD was measured before and after each experiment, permeation coefficients were calculated based on latanoprost free acid (PnpplFA)’ latanoprost (Pm ). both inactive (AP1) and active drug forms (Papp-EFA-+-t), % of latanoprost
conversion to free acid form, and mass balance (MB).
TEER — transepithelial electrical resistance, SD — standard deviation, L — Latanoprost,
LFA — Latanoprost free acid
* Conversion (%) of latanoprost to free acid form was calculated for the 4 h incubation time-point
Xalatan® 50 ug/mL, Pfizer Europe MA EEIG
TEER=SD TEER=SD Popora Pot P trast Conversion*
Exp./Rep [Qem?] [Qem?] [%10% cm/s] [%10% cm/s] [%10% cm/s] L-LFA MB
Pre-Exp. Post-Exp. L>LFA L-L L->L+LFA [%]
171 3498 3023 3,38 17,46 20,85 14,29 0,46
1/2 28023 19+16 3,66 17,65 21,35 15,29 0,44
2/1 380+12 40+34 6,08 16,59 22,67 21,11 0,49
2/2 31925 21+34 5,81 16,05 21,85 20,70 0,50
3N 46525 38+16 4,94 16,73 21,67 20,56 0,45
3/2 417+23 35+20 4,11 14,77 18,88 18,52 0,41
Mean=*SD 368+67 319 4,66+1,13 16,54+1,05 21,21+1,29 18,41+2,96 0,46+0,03
Tab. Il.  Wyniki pomiaréw przepuszczalno$ci preparatu Xalatan przez komdrki nabtonka rogéwki.
TEER = SD mierzono przed kazdym doswiadczeniem i po nim, wspéfczynniki przenikania obliczano na podstawie wolnej kwasnej formy latanoprostu (,,,, ,,), latanoprostu (P, ) oraz obu, nieaktywnej postaci leku (API) i postaci aktywnej
(P sa): procent konwersji latanoprostu do wolnej formy kwasnej oraz balans masy (MB).
TERR— opornos¢ przezbt , SD — odchyleni Jardowe, L — latanoprost, LFA — wolny kwas latanoprostowy;
* — procent konwersji latanoprostu do formy kwasnej jest okrelony po 4-godzinnej inkubacji
Tab. Il. Xalatan® (Pfizer Europe MA EEIG) permeability through HCE-T model.

TEER = SD was measured before and after each experiment, permeation coefficients were calculated based on latanoprost free acid (P,

conversion to free acid form, and mass balance (MB).

TEER — transepithelial electrical resistance, SD — standard deviation, L — Latanoprost,

LFA — Latanoprost free acid

* Conversion (%) of latanoprost to free acid form was calculated for the 4 h incubation time-point

BAK (Xaloptic i Xalatan) zaobserwowano 3-krotnie stabszg prze-
nikalno$¢ Papp LFA w poréwnaniu do przenikalnosci latanoprostu
API. Jednocze$nie nie zauwazono, aby w tych dwdch preparatach
BAK wptywat na warto$¢ Papp L. Zmiany w warto$ci Papp LFA
sugeruja, ze BAK wplywa na aktywnos$¢ esteraz rogéwkowych
w modelu linii komérkowej HCE-T.

Witasciwosci bariery komérkowej w hodowanej linii HCE-T
oceniano poprzez pomiary przezbtonowego oporu elektrycznego.
W preparatach zawierajacych 0,02-procentowy BAK (Xaloptic
i Xalatan) odnotowano znaczne (okoto 90%) obnizenie warto$ci
TEER w komoérkach HCE-T w poréwnaniu do warto$ci sprzed

ot latanoprost (1), both inactive (AP1) and active drug forms (Pt4+1), % of latanoprost

przej$cia leku; latanoprost API i preparat Monoprost bez konser-
wantu spowodowaly okoto 40-procentowe zmniejszenie oporu
przezbtonowego po 4 godzinach od inkubacji. Niewielkie wartosci
balansu masy w przypadku Xalopticu, Xalatanu i latanoprostu API
mozna wyttumaczy¢ gromadzeniem sig latanoprostu w komor-
kach HCE-T. Znacznie wigksze warto$ci balansu masy w przypad-
ku Monoprostu wynikaja z jego niewielkiej biodostepnosci i ogra-
niczonego przenikania przez komarki nabfonka rogdwki.

Analiza statystyczna za pomocg testu ANOVA ukazata
znaczne réznice w przenikalno$ci rogéwkowej badanych pro-
duktéw ( Py, ia i Poppiras ), @ takze réznice w ilo$ci leku konwer-
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TEER+SD TEER+SD Popoira Pot P trn+1 Conversion*
Exp./Rep [Qem?] [Qem?] [%10¢ cm/s] [%10¢ cm/s] [%10°¢ em/s] L->LFA MB
Pre-Exp. Post-Exp. L-LFA L-L L->L+LFA [%]
il 34714 16572 0,37 nd 0,37 0,55 0,91
1/2 35516 14431 0,32 nd 0,32 0,46 0,95
21 401=10 14645 0,46 nd 0,46 0,26 0,89
2/2 35031 10516 nd nd nd nd nd
3/1 39936 16026 0,46 nd 0,46 0,28 0,83
3/2 40442 15636 0,32 nd 0,32 0,17 0,85
Mean=SD 37628 14621 0,39+0,07 nd 0,39+0,07 0,34+0,16 0,89+0,05
Tab. Il

Tab. Il

Comparison of Xaloptic®, Xalatan® and Monoprost®

Comparison of Xaloptic®, Xalatan™ and Monoprost®

Papp LFase [* 10°% cmis]

Tab. IV.

Pappira [* 10 cmis)

Whyniki pomiaréw przepuszczalno$ci preparatu Monoprost przez komaérki nabtonka rogdéwki.

TEER = SD mierzono przed kazdym doéwiadczeniem i po nim, wspétczynniki przenikania obliczano na podstawie wolnej kwasnej formy latanoprostu (inm) latanoprostu (P, I,pl) oraz obu, nieaktywnej postaci leku (API) i postaci aktywnej
(P, sa.); Procent konwersii latanoprostu do wolnej formy kwasnej oraz balans masy (MB).

Eﬁl opornost przezbt , SD — odchyleni LI , LFA — wolny kwas latanoprostowy;

*— procent konwersji Iatunoproslu do formy kwasnej okreslony jest po 4- god1|nne| inkubadji

Monoprost® (Thea Pharma S.A.) permeability through HCE-T model.

TEER = SD was measured before and after each experiment, permeation coefficients were calculated based on latanoprost free acid (P, wm) latanoprost (P_ - ). both inactive (API) and active drug forms (P,
conversion to free acid form, and mass balance (MB).

TEER — transepithelial electrical resistance, SD — standard deviation, L — Latanoprost,
LFA — Latanoprost free acid
* Conversion (%) of latanoprost to free acid form was calculated for the 4 h incubation time-point

ot 1) 70 of latanoprost

Comparison of Xaloptic®, Xalatan® and Monoprost®

permeability in terms of Py s permeability in terms of Pypp
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Poréwnawcze zestawienie przepuszczalno$ci przez nabtonek rogéwki poszczegéinych preparatéw: latanoprostu w formie kwasnej (P, pLFA)

latanoprostu (P L) sumy form aktywnej i nieaktywnej (P, oo wras+L) Oraz procent konwersji latanoprostu z proleku do formy farmakologlcznle
aktywnej.

Tab. IV. Permeability of Xaloptic, Xalatan and Monoprost through human corneal epithelium. Comparison of P, ..., P, \, P, .., and latanoprost
conversion rates from prodrug into a pharmacologically active form.
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Czy przenikalno$¢ leku jest uwarunkowana zawartoscia srodka konserwujacego? Analiza in vitro na modelu komorkowym nabtonka ludzkiej rogéwki. ..

towanego do postaci aktywnej (tab. | —IV). Analiza statystyczna
za pomocg testu ANOVA ukazata znaczne réznice w przenikalno-
sci rogéwkowej badanych produktow (P, i P, 0. ), a takze
réznice w iloéci leku konwertowanego do postaci aktywne;.

Analiza wielokrotnych poréwnan Tukeya nie wykazata znamien-
nych statystycznie réznic miedzy preparatami Xaloptic i Xalatan
w wartosciach P, ., Oba preparaty penetrowaty wyhodowane
komorki nabtonka rogéwki w postaci wolnego kwasu latanoprosto-
wego. Podczas poréwnania kazdej pary badanych substanciji staty-
stycznie znamienne rdznice (P < 0,05) dostrzezono w warto$ciach
P poira+ OraZ konwersii do postaci farmakologicznie czynnej. Xaloptic
bardziej skutecznie przenikat przez komérki nabtonka rogéwki niz Xa-
latan i Monoprost (odpowiednio P = 0,0120 i P < 0,0001). Ponad-
to Xaloptic wykazywat najwigkszy procent konwersji latanoprostu
do formy kwasnej (poréwnanie Xaloptic — Xalatan: P = 0,0020; po-
réwnanie Xaloptic — Monoprost: P < 0,0001). Poréwnujgc wielko§¢
P poira+ OTaZ konwersji, Xalatan wykazywat niewielka, ale statystycz-
nie istotng wyzszo$¢ nad preparatem Xaloptic. Najmniejszymi war-
tosciami przenikalnosci charakteryzowat sie Monoprost niezawiera-
jacy $rodka konserwujgcego.

Podsumowanie/ Wnioski

W przewazajacej liczbie dostepnych na rynku medycznym
lekéw okulistycznych sg zawarte $rodki konserwujgce lub sub-
stancje buforujgce takie jak EDTA (wersenian disodowy) (7). Ich
dziatanie to przede wszystkim zapobieganie zanieczyszczeniom,
stosowane przez diuzszy czas jednak oddziatujg toksycznie na po-
wierzchnie gatki ocznej. Wielu autoréw (6-8) podejmowato temat
obecnosci $rodkéw konserwujgcych w lekach okulistycznych,
zwiaszcza w preparatach obnizajacych ci$nienie wewnatrzgat-
kowe, oraz ich toksycznego oddziatywania na komorki spojéwki
i rogéwki oka. Brignole-Baudouin i wsp. (6) ocenili profil toksykolo-
giczny dwoéch preparatéw prostaglandyn stosowanych w leczeniu
jaskry: trawoprostu i latanoprostu zawierajgcych polyquad (PQ)
w stezeniu 0,001% oraz BAK w stezeniach 0,015% i 0,02%. Wyka-
zano, ze mniejszg toksyczno$cig w stosunku do nabtonka spojowki
na modelu in vitro charakteryzowaly sie preparaty, w ktérych $rod-
kiem konserwujacym byt polyquad.

Epstein i wsp. (7) poréwnali cytotoksycznos¢ kilku rodzajow
substancji konserwujacych w réznych stezeniach w stosunku
do wyhodowanych komdrek nabfonka spojéwki i rogéwki oka.
Tymi substancjami byly: BAK, paraben metylu (MP), perboran sodu
(SP), chlorobutanol (Cbl) oraz Thimerosal (Thi). Kazdy ze $rodkdw
konserwujgcych wykazywat toksyczno$¢ w stosunku do badanych
komérek: BAK — od 56% do 89%, Cbl — od 50% do 86%, MP —
od 30% do 76%, SP — od 23% do 59%, a Thi — od 70% do 95%.
Toksyczno$¢ EDTA oraz SP byta najmniejsza (od 6% do 59%) i po-
rownywalna. Mozna to przedstawi¢ schematycznie: Thi (0,0025%)
> BAK (0,025%) > Cbl (0,25%) > MP (0,01%) > SP (0,0025%)
~ EDTA (0,01%) (7).

Ammar i wsp. (8) przebadali poréwnawczo na modelu in vitro
linii komdrkowych nabfonka spojowki i rogdwki ludzkiej dziata-
nie dwdch rodzajéw Srodkdéw konserwujacych w preparatach
przeciwjaskrowych zawierajgcych latanoprost i timolol oraz tra-
woprost i timolol. Badane konserwanty to BAK w stezeniach
od 0,001% do 0,05% oraz Polyquad. BAK wykazat sig silniejszym
dziataniem toksycznym i mniejszg przezywalno$cig komérek eks-
ponowanych na jego dziatanie w poréwnaniu do PQ.

Badania na modelu linii komérkowej HCE-T ujawnity istotne
réznice migdzy profilem przenikalno$ci poszczegélnych preparatéw
okulistycznych zawierajgcych latanoprost (Xaloptic, Xalatan i Mo-
noprost), a takze réznice w stopniu konwersji latanoprostu do for-
my farmakologicznie czynnej. Nie istniaty znamienne statystycznie
réznice w przenikalnosci preparatéw Xaloptic i Xalatan jako formy
kwasu (odpowiednio ., Wynosily 549 = 1,64 x 10°cm/s
i 4,66 = 1,13 x 10®cm/s). Sposréd badanych preparatéw Xaloptic
najefektywniej przenikat przez btong komérkowa (P, ., = 23,70
+ 1,71 x 10%cm/s) i w najwigkszym stopniu ulegat hydrolizie
(wspdtczynnik konwersji 28,13 + 5,85%). Sposréd badanych pre-
paratow przez bariere komdrkowa najstabiej przenikat Monoprost.

Réznice obserwowane w profilu przenikalno$ci badanych prepa-
ratéw latanoprostu wynikajg przede wszystkim z ich sktadu. Pomimo
znanego cytotoksycznego oddziatywania $rodkéw konserwujacych
oraz ubocznych efektow, ktére niekiedy wystepujg po zastosowaniu
lekéw z ich zawartoscig, preparaty przeciwjaskrowe zawierajgce
chlorek benzalkonium cechuje znacznie lepsza przenikalno$¢ przez
ciasne potaczenia miedzy komdrkami nabfonka rogdéwki, a to moze
skutkowac lepsza biodostepnoscig leku do tkanek oka.
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