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Streszczenie: Pimekrolimus (PIM) jest przeznaczonym do stosowania miejscowego inhibitorem kalcyneuryny o dziataniu przeciwzapalnym i immu-
nomodulujgcym. PIM hamuje syntezg i uwalnianie cytokin przez limfocyty T oraz aktywacje i uwalnianie mediatordw zapalnych przez komdérki tuczne
i neutrofile. Jest zarejestrowany w formie 1% kremu do leczenia atopowego zapalenia skory o przebiegu tagodnym i umiarkowanym u pacjentow od
2. 1.2. W chorobach zapalnych skéry o réznej rozlegtosci i nasileniu zmian istotne znaczenie majg wasciwosci farmakokinetyczne stosowanych, nie-
kiedy przewlekle, lekow, ze wzgledu na mozliwoSC wystgpienia ich dziatan niepozadanych. W pracy przedstawiono wyniki badar eksperymentalnych
wykonanych in vivo i in vitro, oceniajgcych dystrybucje, przenikanie pimekrolimusu i jego metabolizm w skdrze oraz jego eliminacje z organizmu.

Abstract: Pimecrolimus (PIM) is a calcineurin inhibitor used as topical anti-inflammatory and immunomodulatory drug. PIM inhibits the synthesis
and release of cytokines by T cells, and activation and release of inflammatory mediators by mast cells and neutrophils. It is registered in a form of
1% cream for the treatment of mild and moderate atopic dermatitis in patients aged 2 years and older. In the topical treatment of inflammatory skin
diseases of different extension and intensity of skin lesions pharmacokinetic properties of topical used drug are relevant because of the possibility of
it's side effects. We present results of several experimental studies performed in vivo and in vitro to evaluate distribution, permeation and metabolism

of pimecrolimus in the skin and it's elimination from the body.
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imekrolimus (PIM) jest przeznaczonym do sto-

sowania miejscowego inhibitorem kalcyneury-

ny o dziataniu przeciwzapalnym i immunomo-
dulujacym. Zostat zarejestrowany w formie 1% kremu
do leczenia atopowego zapalenia skory (AZS) o prze-
biegu fagodnym i umiarkowanym u pacjentéw od 2. r.z.
Na podstawie dostgpnych w pismiennictwie badan
wskazuje si¢ na jego skutecznosé, tolerancje oraz bez-
pieczenstwo w terapii AZS. Pimekrolimus wigze si¢
z makrofiling 12, nalezacg do rodziny immunofilin,
i hamuje zalezng od wapnia fosfataz¢ kalcyneuryny
[1, 2]. W wyniku tego hamuje synteze i uwalnianie
cytokin przez limfocyty T oraz aktywacje¢ i uwalnianie
mediatorow zapalnych przez komorki tuczne i neutro-
file. Blokujac transkrypcje, powoduje zmniejszenie
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ekspresji cytokin prozapalnych Th -zaleznych: IL-2,
IFN-y, i Th -zaleznych: IL-4, IL-5 i IL-10 [3-5].

W badaniach wykazano, ze PIM przenika do
skory in vitro w rownym stopniu co glikokortykoste-
roidy i takrolimus, natomiast przez warstwy naskorka
ludzkiego i zwierzat doswiadczalnych in vitro przeni-
ka 9-10 razy stabiej niz takrolimus. Ma to wptyw na
niskie ryzyko wystapienia ogélnoustrojowych dziatan
niepozadanych po jego zastosowaniu. PIM nie wywiera
wplywu na ogolng funkcje uktadu immunologicznego,
w tym limfocytow T i B, oraz na indukcj¢ apoptozy
komorek Langerhansa [5-8]. Gschwind i wsp. ocenili
na modelu zwierzecym i ludzkiej skorze in vitro prze-
nikalnos¢ 1% PIM, a uzywajac 0,1% 1 0,3% w postaci
kremu, jego skorng i ogdlnoustrojowa toksycznosc.



Badanie zostato przeprowadzone na §winkach miniatu-
rowych (poniewaz ich skora bardzo przypomina ludzka
skore pod wzgledem budowy oraz wiasciwosci) oraz
ludzkiej skorze in vitro przy uzyciu pimekrolimusu
znakowanego trytem. Do badan wykorzystano §winki
Gottingen o $redniej wadze 7,8 kg, w wieku 11-19
tygodni, ktore braty w nich udziat zgodnie z etyczny-
mi zasadami eksperymentéw na zwierzetach (animal
welfare). Skor¢ ludzka pelnej grubosci do badan in
vitro pobrano z brzucha 72-letniego dawcy. W pierw-
szej czgsci okreslono: skorna absorpcje, dystrybucje,
metabolizm 1 wydzielanie miejscowo stosowanego
pimekrolimusu (ADME, absorption, distribution, me-
tabolism, excretion). Pojedyncza dawke 20 mg/kg pi-
mekrolimusu znakowanego trytem aplikowano pod
cze$ciowa okluzja z gazy na skorg swinek miniaturo-
wych na 22 h (obszar 798 ¢cm? odpowiadajacy ok. 20%
powierzchni ciata, 20 mg kremu bylo aplikowane na
1 cm?). Probki krwi pobierano w réznych punktach
czasowych (przed aplikacja kremu, w trakcie aplika-
cjioraz w 1, 2, 4, 6, 8, 11, 24, 48, 120, 168 i 240 h
po zakonczonej aplikacji). Mocz, kat i woda po ptu-
kaniu klatki, w ktorej znajdowaly si¢ zwierzeta, byly
pobierane przed aplikacja i w trakcie aplikacji PIM,
a nastepnie co 24 h, az do 240 h. Do badan zachowano
réwniez material uzyty do wykonania okluzji. Wycinki
skory do badan pobrano po zmyciu kremu z okolicy
objectej aplikacjg. Ocena bilansu radioaktywnosci wy-
kazata, ze 92-95% znakowanego trytem 1% PIM
w kremie odzyskano z pozostatosci uzyskanej po jego
zmyciu i z materiatow zastosowanych do wykonania
okluzji. 0,8-2,1% dawki stwierdzono w miejscu apli-
kacji w skorze (tacznie z warstwg rogowa naskorka),
a jedynie 0,21-0,59% w odchodach i plynie z ptukania
klatki. Zmierzony poziom radioaktywnosci w warstwie
rogowej zmniejszat si¢ stopniowo od czasu aplikacji
PIM do 48 h po jej zakonczeniu o wspolczynnik 2,6—
3,8. Nastepnie pozostawat staly, co zdaniem autorow
moze §wiadczy¢ o tworzeniu si¢ jego pewnego rodzaju
magazynu w warstwie rogowej. W poréwnaniu z pozo-
statymi warstwami naskorka i skory wtasciwej warstwa
rogowa zawierata najwigksze stezenie leku w momen-
cie jego usuni¢cia, wynosito ono 2233 pg/g i stanowito
4,6% catkowitej dawki. Warto$¢ ta, wg autoréw, mogta
by¢ jednak zawyzona z uwagi na mozliwo$¢ pozosta-
wania pewnej iloéci kremu na etapie zmywania go ze
skory. Dzien po aplikacji wartos¢ ta wynosita 1037 pg/g
(2,2% dawki), a w dniach od 2. do 10. stgzenie w war-
stwie rogowej utrzymywato si¢ na stalym poziomie
63-604 ng/g (1,3% dawki). W glebszych warstwach
naskorka sSrednie stezenie PIM wynosito 31-81 pg/g
(0,21-0,66% catkowitej dawki), a w skorze wiasciwej
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1,2-3,3 ng/g (0,14-0,36% catkowitej dawki). Poziom
radioaktywnosci we krwi byt ponizej granicy wykry-
walnosci (4,3 ng/g), mimo ze stezenie PIM okre$lono
na poziomie 0,08 ng/ml. Najwyzsze st¢zenie PIM we
krwi stwierdzono pomigdzy 2. a 6. h po zakonczeniu
aplikacji (Srednio 0,44 ng/ml). Biodostepnos¢ pimekro-
limusu po aplikacji na skore zwierzat do§wiadczalnych
wynosita 0,03% catkowitej aplikowanej dawki. We
krwi obwodowej pobranej w 4. h po aplikacji stwier-
dzano jedynie niezmieniony pimekrolimus, nie wyka-
zano natomiast z powodu niskiej radioaktywnosci jego
metabolitow. Znaczony PIM byl wydalany glownie
z kalem (0,16-0,29% catkowitej dawki), a jego wy-
dalanie przez nerki bylo s$ladowe (0,006-0,023%).
Odsetek catkowitej dawki stwierdzany w skorze po
10 dniach utrzymywat si¢ na statym poziomie 0,35%
i mégt w dalszym ciggu przedostawaé si¢ do krwi ob-
wodowej. W badaniu wykazano, ze catkowita przez-
skorna absorpcja PIM po jego miejscowym zastosowa-
niu wynosi < 8% dawki. Nastepnie wykonano oznacze-
nie toksokinetyki PIM na modelu zwierzecym. W tym
celu 0,1% 1 0,3% pimekrolimus w kremie aplikowano
w dawce 1 i3 mg/kg m.c. raz dziennie na 6 h pod cz¢$-
ciowa okluzjg przez 2, 4 lub 13 tygodni. Lek stosowa-
no na obszar 300 cm?, co odpowiadato 10% powierzch-
ni ciata $winek uzytych do badania. Wycinki skory do
analiz pobrano po ostatniej aplikacji, a nastepnie po
6 h i 4 tygodniach. Badania wykazaly, ze po zastoso-
waniu 0,3% PIM jego wchlaniana ilo$¢ zmniejsza si¢
wraz z czasem leczenia. Stezenie leku po 4 1 13 tygo-
dniach byto ponizej granicy wykrywalnosci, co wska-
zuje na calkowitg eliminacje pimekrolimusu ze skory.
Wyniki otrzymane po zastosowaniu 0,1% PIM byty
jeszcze nizsze. Nastepnie w toku prowadzonych badan
Gschwind i wsp. wykonali oznaczenie dystrybucji i me-
tabolizmu PIM w skorze ludzkiej in vitro. W tym celu
zastosowali fragment ludzkiej skory ze znakowanym
trytem 1% PIM w kremie. Naskorkowa strong uzytego
materiatu w celu zapewnienia optymalnych warun-
kow eksponowano na atmosferg sktadajaca si¢ z 95%
O, 1 5% CO, (1 bar). Materiat inkubowano w 37°C
przez odpowiednio: 0, 1/2, 2, 6 1 24 h, a nadmiar kremu
usunicto. Badang skore rozdzielono mechanicznie na
naskorek 1 skore wlasciwa, a nastgpnie oznaczono ra-
dioaktywnos$¢ jej poszczegolnych elementow. Okre-
$lona w skorze wilasciwej ilo§¢ PIM wynosita po 24 h
2,9% catkowitej dawki i byla wyzsza od stwierdzone;j
w skorze zwierzat do§wiadczalnych (0,32% catkowitej
dawki po 22 h od zakonczenia aplikacji). R6znica ta wg
autorow jest spowodowana brakiem tkanki podskorne;j
i naczyn krwiono$nych w modelu in vivo. Ilo§¢ nie-
wechtonietej dawki wynosita 94% i byta pordéwnywalna
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z analogiczng dawka w modelu zwierzgcym. Odsetek
calkowitej dawki znakowanego PIM po 30 min w na-
skorku z warstwa rogowa 1 skorze wtasciwej wynosit
odpowiednio 3,7% i 4,6%. Po uptywie 24 h oznaczo-
na radioaktywnos¢ w naskorku byta ok. 6 razy wyzsza
niz w skorze wtasciwej. Nieznaczna (0,4% catkowitej
dawki) ilos¢ znakowanego PIM po usunigciu nadmiaru
leku wskazuje na istotne znaczenie zmywania kremu
w celu ograniczenia jego dystrybucji. Zarowno w na-
skorku, jak 1 w skorze whasciwej wykazano obecno$é
tylko niezmienionego PIM. Autorzy sugeruja, ze brak
jego metabolitow w skorze zwierzat do§wiadczalnych
in vivo 1 w skorze ludzkiej in vitro $§wiadczy o tym, ze
nie ulega on degradacji w jej obrebie [6].

Rycina 1. Przekroj skory ze schematyczng ilustracjg
dystrybucji pimekrolimusu po miejscowej aplikacji na
skore.
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PIM obecny w niewielkiej ilosci we krwi jest
przed wydaleniem metabolizowany przede wszystkim
w watrobie, a nastgpnie wydzielany z z6tcig do katu.
Pozostata cze$¢ jest wydalana z moczem [9]. Na eli-
minacj¢ pimekrolimusu z organizmu istotnie wptywa
réwniez fizjologiczny proces regeneracji naskorka,
a w nim migracja komorek naskorka z warstwy pod-
stawnej do warstwy rogowej i ich ztuszczanie. Proces
ten powoduje bezposrednig eliminacje leku z naskor-
ka. U zdrowych osob czas przemiany keratynocytow
w korneocyty (turnover time) wynosi 28 dni, jednak
w przypadku niektorych choréb skory, np. AZS, ulega
skroceniu do nawet kilku dni. Billich 1 wsp. wykonali
in vitro badanie porownawcze wtasciwosci farmakoki-
netycznych inhibitorow kalcyneuryny (pimekrolimusu
i takrolimusu) oraz miejscowo stosowanych glikokor-
tykosteroidow (walerianu betametazonu, propionia-
nu klobetazolu i walerianu diflukortolonu). Badanie
wykonano na skorze pelnej grubosci i splicie skory
ludzkiej i zwierzat doswiadczalnych ($winia domowa,
bezwlosy szczur). W celu oznaczenia stopnia przeni-
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kania badanych substancji przez skory autorzy wy-
korzystali system z uzyciem komodrek dyfuzyjnych
typu Franza. Oznaczone stezenie i przenikalno$¢ za-
stosowanego w badaniu 1% roztworu pimekrolimusu
w glikolu propylenowym w skérze wynosity ponizej
poziomu wykrywalnosci dla zastosowanej metody
(150 ng/g i 0,4 ng/cm?h). W przypadku badanych
glikokortykosteroidéw, tj. walerianu betametazonu,
propionianu klobetazolu i walerianu diflukortolo-
nu, oznaczone wartosci wahaty si¢ i wynosity odpo-
wiednio 12-18 ug/g i 80-140 ng/cm?/h. Nastgpnie
badane substancje zawieszono w roztworze glikolu
propylenowego zawierajacym 10% alkohol oleinowy.
W wykonanych oznaczeniach wykazano, ze st¢zenie
w skorze ludzkiej i przenikanie PIM wynosito 20 pg/g
i 5,2 ng/cm?h, a glikokortykosteroidow odpowiednio
40-60 pg/g i 340-570 ng/cm*h. Stezenia badanych
inhibitoréw kalcyneuryny zawieszonych w roztworze
glikolu propylenowego i 10% alkoholu oleinowego
byly porownywalne zardwno w skorze szczura, $wini,
jak i w ludzkiej, natomiast przenikanie pimekrolimu-
su do ptynu receptorowego byto 9-10 razy nizsze niz
w przypadku takrolimusu. Zdaniem autorow $§wiad-
czy to o podobnej zdolnosci tych inhibitoréw do
przenikania przez warstwe rogowa naskorka i mniej-
szej przenikalnosci PIM do glgbszych warstw skory.
Sposrdéd wszystkich badanych substancji pimekroli-
mus wykazal si¢ najwigksza lipofilnoscia, co obok
réznicy wielko$ci czasteczek (pimekrolimus 810 Da,
glikokortykosteroidy ok. 470 Da, takrolimus 804 Da)
wplywa na jego zmniejszone przenikanie przez skorg
i mniejsze przenikanie do krazenia ogodlnego [10].
Przeprowadzone badania wykazujg, ze miejscowo
stosowany pimekrolimus przenika przez skore do kra-
Zenia ustrojowego w znacznie mniejszym stopniu niz
pozostate substancje. Dane te potwierdzaja badania
dotyczace skutecznosci i bezpieczenstwa leczenia pro-
wadzone u pacjentow z AZS [10]. Interesujacy wydaje
si¢ fakt, ze miejscowo stosowane inhibitory kalcyneu-
ryny, ktére maja porownywalne masy czasteczkowe
i 16znig si¢ w swojej strukturze chemicznej dwoma
podstawnikami, wykazuja odmienne wlasciwosci far-
makokinetyczne i fizykochemiczne [12]. Oceng réznic
w przenikaniu migdzy pimekrolimusem a takrolimu-
sem analizowali w swoich badaniach Weiss i wsp.
Autorzy w celu oznaczenia stopnia przenikania lekow
silikonowag membran¢ elastomerowa,
uzywang jako sztuczna bariera w badaniach oceniaja-

zastosowali

cych uwalnianie substancji czynnych z lekéw stoso-
wanych miejscowo. W badaniu nie wykazano réznic
w przenikaniu 1% roztworéw badanych substancji.
Nastepnie oznaczono przenikanie pimekrolimusu i ta-
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krolimusu z preparatow dostgpnych na rynku (pime-
krolimus 1% krem, takrolimus 0,1% i 0,03% mas¢).
Wykazano, ze PIM w postaci 1% kremu przenika 5,7
razy mniej niz 1% roztworu, a uwalnianie substancji
czynnej jest mniejsze. W poréwnaniu z PIM komer-
cyjnych preparatow takrolimusu stwierdzono ich
gorsze przenikanie przez membrang, co wg autorow
jest Scisle zwigzane z rdznica stezen pordéwnywanych
lekow. Nastepnie analizowano zdolno$¢ wigzania in-
hibitoréw kalcyneuryny z zawieszonymi w roztworze
biatkami skoéry. Wykazano, ze zarowno pimekrolimus,
jak 1 takrolimus wigzg si¢ w poréwnywalny sposob
z makrofiling 12, ale stwierdzono takze, ze PIM wyka-
zywal wieksze powinowactwo do pozostatych biatek
skory. Autorzy wskazuja, ze stabsze przenikanie pi-
mekrolimusu do glebszych warstw skory moze by¢
zwigzane z niespecyficznym wigzaniem si¢ z biatka-
mi znajdujacymi si¢ gtdéwnie w gornych warstwach
skory, poniewaz st¢zenie PIM po miejscowej aplikacji
jest tam najwyzsze. W glebiej potozonych warstwach
stezenie PIM jest mniejsze, a zdolno$¢ wigzania dla
obu lekéw podobna. W celu oceny biatek, z ktorymi
wigza si¢ inhibitory kalcyneuryny, uzyto oczyszczonej
surowicy ludzkiej. Stwierdzono, ze pimekrolimus naj-
czesciej wiaze si¢ z lipoproteinami (zwlaszcza HDL),
a takrolimus z HDL, VLDL i a,-kwasng glikoproteing
(AAG). Wiazanie badanych substancji z AAG i y-glo-
bulinami bylo poréwnywalne, jednak catkowite wig-
zanie z albuminami i lipoproteinami surowicy ludzkiej
byto 5-9-krotnie silniejsze w przypadku pimekrolimu-
su. Odsetek niezwigzanego PIM w ludzkiej surowicy
wynosit 0,4% [13]. Lipoproteiny posrednicza w trans-
porcie lipidow migdzy tkankami (np. czagsteczki HDL
przenosza cholesterol do watroby, najwazniejszego
miejsca metabolizmu lipoprotein) [14, 15]. Czasteczki
pimekrolimusu, podobnie jak takrolimusu, sa elimi-
nowane gtownie w procesach oksydacyjnych zacho-
dzacych w watrobie, a nastgpnie wydalane z zdlcig [9,
16]. Bezposrednie porownanie obu lekéw pod wzgle-
dem ich ustrojowej eliminacji z krwi jest poki co nie-
mozliwe z uwagi na brak badan nad wiasciwosciami
farmakokinetycznymi dozylnej formy pimekrolimusu.

Ze wzgledu na wlasciwosci farmakologicz-
ne i niewielkie przenikanie do krazenia ogdlnego
pimekrolimus jest obarczony niskim ryzykiem wy-
wolywania immunosupresji systemowej. Istotne jest
réwniez oddziatywanie migdzy stosowanym miej-
scowo lekiem a poszczegdlnymi niespecyficznymi
biatkami o wysokim powinowactwie i duzej pojem-
no$ci wigzania. Biatka te majg duzy wplyw na steze-
nie leku w miejscu aplikacji i jego obecnos¢ w kra-
zeniu ogbélnym. Stabsze przenikanie przez skore daje
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wigkszy margines bezpieczenstwa terapii miejsco-
wej PIM w poréwnaniu z innymi lekami. Powoduje
to mniejsze narazenie chorych z AZS na ewentualne
dziatania ogolnoustrojowe [11, 13]. Przeprowadzo-
ne badania potwierdzajg réwniez, ze po miejscowym
leczeniu PIM w kremie nie dochodzi do kumulacji
i wzrostu stezenia leku we krwi pacjentow [17, 18].
W badaniach wykazano takze, ze osiggane stezenie pi-
mekrolimusu w skorze wlasciwej szacowane na 2 pug/g
jest wystarczajace do osiagni¢cia zamierzonego efektu
przeciwzapalnego i immunomodulujgcego. Doniesie-
nia o przypadkach nowotworéw skory, m.in. chtonia-
kéw, u pacjentdw stosujacych pimekrolimus w kremie
wydaja si¢ dyskusyjne [19]. Podejrzenia byty zwigza-
ne z hipotetyczng mozliwoscig aktywacji wirusa Ep-
steina—Barr, ktorego udzial stwierdzono w patogene-
zie chorob limfoproliferacyjnych [4]. Przeprowadzone
badania wykazuja wigksze ryzyko rozwoju choréb
nowotworowych w przypadku przewleklych zapal-
nych chor6b skoéry, w tym AZS, chloniakow (2 razy
wyzsze), nieczerniakowych nowotworéow skory (1,5
raza wyzsze) niz w normalnej populacji [20, 21].
W $wietle badan eksperymentalnych istotne znacze-
nie ma roéwniez to, ze przenikanie i dystrybucja PIM
sa ograniczone glownie do tkanek objetych proce-
sem chorobowym. Pimekrolimus w terapii zapalnych
chorob skory przenika przez warstwe rogowa oraz
koncentruje si¢ glownie w naskoérku i skorze wiasci-
wej bez przechodzenia do krazenia ogoélnego [11].
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