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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmaceutické technologie

Kandidat: Mgr. Pavel Berka

Skolitel: Doc. RNDr. Pavel Dolezal, CSc.

Nazev disertacni prace: Biofarmaceutick¢  aspekty = makromolekularnich

nosicl pro systémovou sublingvalni aplikaci 1é¢iv

Hlavnim cilem prace bylo experimentalné ovéfit hypotézu o moznosti sublingvalni permeace
makromolekul jako nosic¢e 1éCiv. K tomuto ucelu byly vyhledany a vyhodnoceny informace
o sublingvalni cesté podani 1éCiv a vytvoten ndhled na metodiky zpracovani sublingvalnich
i bukdlnich membran pro potieby in vitro pokust. Z nalezenych literarnich dat vyplynul ukol
navrhnout a ovétit novou metodiku zpracovani a uchovani sublingvalnich membran vhodnych
pro permeacni pokusy.

Nova metodika spociva v Sokovém zmrazeni (,,flash freezing*) vypreparovanych membran
kompletniho epitelidlniho slozeni, se zachovanou lamina propria i Casti vazivového podlozi.
Zmrazeni membran pomoci kapalného dusiku (-180 °C) bylo provedeno bez kryoprotektiv, aby
nedoslo k ovlivnéni permeabilnich vlastnosti membrany, pouze s ptedchozi fixaci proteinovych
struktur azidem sodnym. Pro srovnani byly membrany zmrazeny (,,frozen*) také pomalym
konvenénim zmrazenim na -20°C.

Pti mikroskopickém vysetfeni nejevily Cerstva (,,fresh®) ani Sokovym zmrazenim zpracovana
membrana znamky poskozeni, a to v pfipadé¢ Sokoveé zmrazené membrany ani po nasledném
ctyttydennim uchovavani v bézné mraznicce pii -20 °C. K orientacnimu, prvotnimu hodnoceni
bariérovych vlastnosti takto zpracovanych membran byla pouzita metoda méfeni impedance
a permeabilnich in vitro dat pro malou ve vodé rozpustnou molekulu kofeinu. Hodnoty
zdanlivého permecniho koeficientu P,,, kofeinu ziskané pro Cerstvou, konvencné zmrazenou
(-20°C) 1 Sokové zmrazenou (- 180 °C) membranu neprokazaly rozdilnost. Méfeni impedance
a mikroskopické snimky nicméné ukazaly u konvenéné zmrazenych membran zna¢né naruseni
struktury.

K podstatnéj$imu ovéieni integrity a in vitro permeability sublingvalnich membran byly pouzity
fluorescenéné znacené dextrany rozdilnych molekulovych hmotnosti FD4, FD 20, FD40
a FD70. Naméfena data opét potvrdila shodu bariérovych vlastnosti Cerstvé i Sokoveé zmrazené
membrany a pouZzitelnost obou pro permeacni pokusy. Bohuzel se pii téchto pokusech ukazalo,
ze dextrany nejsou vhodnymi nosici 1é¢iv pro sublingvalni zptsob podani, nebot’ prochazely
pfes membranu velice pomalu.

Proto jsme vyzkouseli i jiny vzorovy makromolekularni nosi¢ 1é¢iv, albumin. Elektrospiningem
byly pfipraveny nanovldkenné stripy s obsahem fluorescen¢né znacen¢ho albuminu. Otazkou
bylo, zda se albumin z nanovlaken uvolni a bude schopen i dalsi permeace. Ukazalo se, ze oba
kroky albumin z nanovlaken zvladne, a to na prokazatelné vyssi urovni nez z roztoku shodné
vychozi koncentrace albuminu. V podobé nanovlakenného ptipravku muze byt albumin za
realnych in vivo podminek pii sublingvalnim podani chranén proti fedéni slinami a naslednému
spolknuti. Vzhledem k tomu bude skute¢na permeace albuminu z nanovlaken jest€¢ mnohem
vy$si nez u roztoku analogického slozeni. Albumin v nanovlakenném piipravku se tak mtze stat
vhodnym nosi¢em pro malé molekuly 1€Civ pfi jejich neinvazivnim systémovém sublingvalnim
podani.

Kli¢ova slova: sublingvalni aplikace 1é¢iv, nanovlakna, albumin, dextrany



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department: Pharmaceutical technology

Candidate: Mgr. Pavel Berka

Supervisor: Doc. RNDr. Pavel Dolezal, CSc.

Title of Doctoral Thesis: Biopharmaceutical aspects of macromolecular

carriers for systemic sublingual drug delivery

The primary aim of this work was to experimentally verify the hypothesis on sublingual
permeation of macromolecules as drug carriers. Literature data about the sublingual
route of drug administration and methods of sublingual and buccal membrane
processing for in vitro experiments were reviewed for this purpose. The task to design
and verify a new methodology of processing and preservation of sublingual membranes
suitable for permeation experiments resulted from this literature review.

The new methodology of the “flash freezing” membranes uses the prepared membranes
with complete epithelial composition, including the lamina propria and part of the
fibrous substrate. Rapid membrane freezing with liquid nitrogen (-180 °C) was
performed without cryoprotectants to avoid affecting membrane permeability, with only
preliminary fixation of protein structures with sodium azide. For comparison,
membranes were also frozen by conventional slow freezing to -20 °C and declared as
“frozen” membranes.

Neither “fresh” nor “flash frozen” membranes showed signs of damage under
microscopic examination, even after subsequent four weeks storage in a conventional
freezer at -20 °C. Impedance and in vitro permeability of caffeine as small water-
soluble molecule was used for initial evaluation of barrier properties of such treated
membranes. The apparent permeation coefficient Py, values for caffeine, obtained on
the “fresh”, conventionally “frozen” (-20 °C) and “flash frozen” (-180 °C) membranes
did not show any difference. However, impedance and microscopic techniques have
shown significant structural deterioration in conventionally “frozen” membranes.

FITC-labelled dextrans of different molecular weights (FD4, FD20, FD40, and FD70)
were used to substantially verify the integrity and in vitro permeability of the sublingual
membranes. Again, the measured data confirmed similar barrier properties of the
“fresh” and “flash frozen” membranes and their usability for permeation experiments.
Unfortunately, these experiments have shown that dextrans are not suitable drug carriers
for the sublingual route of administration since they have passed through the membrane
very slowly.

Therefore, we tried another macromolecular model carrier - albumin. Nanofiber strips
containing FITC-labelled albumin were prepared by electrospinning. The question was
whether albumin would be released from the nanofibers and would be capable of further
permeation. It turned out that nanofiber albumin can handle both steps at
a demonstrably higher level than from a solution of the same initial albumin
concentration. In the form of a nanofibrous formulation, albumin can be protected from
saliva dilution and subsequent swallowing after sublingual administration under real in
vivo conditions. Accordingly, the actual permeation of albumin from nanofiber
preparation will be much higher than that of albumin from a solution of similar
composition. Thus, albumin in the nanofibrous formulation can become a suitable
carrier for small drug molecules for non-invasive systemic sublingual administration.
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PREDMLUVA

Pocatky této disertacni prace spadaji do obdobi po roce 2004, kdy na pracovisti katedry
farmaceutické technologie FaF UK dozraly teoretické i konkrétni materialni podminky
pro zadani a vlastni experimenty této prace. Pfi realizaci piistupi k ordlni
transmukosalni aplikaci 1é¢iv bylo v plné mife navazdno na dlouholeté zkuSenosti
pracoviSté v oblasti transdermalni aplikace 1é¢iv. Noveé zapocaty vyzkumny smér
vychdzel zmyslenky vyuzit vyhod, které muze (trans)oromukosalni podani oproti
transdermalnimu nabidnout. Jedna se zejména o nékolik tadh vysSi permeabilitu
biologické membrany jak bukalni, tak zejména sublingvalni. Ne¢které podstatné
pozitivni vlastnosti pfitom zlstavaji srovnatelné, napiiklad pokud jde o praktickou

manipulacni dosazitelnost aplika¢ni lokality pacientem.

Studium problematiky oralni transmukosalni aplikace bylo od pocatku spojeno

s feSenim dvou principidlnich, a pfitom kritickych oblasti.

Prvni oblasti bylo ziskavani, zpracovani a uchovavani biologickych membran Ustni
dutiny se zachovanymi, tj. nemodifikovanymi bariérovymi vlastnostmi pro zachovani
vysoké relevance vysledkd zin vitro, resp. ex vivo pokusti snéslednymi pokusy
a vysledky in vivo. Zékladni informace a vysledky tohoto hledani, totiz navrh a ovéfeni
pouzitelné metodiky zpracovani sublingvalnich membran pro dals$i experimentalni prace

jsou obsahem casti 5.1 az 5.4 této disertace.

Druhou oblasti bylo nalezeni vhodného pfistupu k tomu, jak omezit interakce
sublingvalné ¢i bukdlné¢ podavanych 1éciv (aktivnich latek, API) se slinami, které za
fyziologickych podminek v aplika¢ni lokalit€¢ pribézné omyvaji povrch sliznice.
Ktomuto jevu u bézné pouzivanych I€kovych forem dochdzi, s naslednym
odplavovanim 1é¢iva, zkracovanim reten¢niho casu pro kontakt léCiva s optimalni
absorpéni plochou ustni sliznice atim srychlym snizovanim koncentrace léCiva
pottebné pro efektivni interakci s absorpénim povrchem. Timto povrchem je
mikrovrstva slin, mukusu a nekeratinisovand plocha sublingvalni ¢i bukélni sliznice
(nikoli sliznice gingivalni, pfipadné palatalni). Pro feSeni této problematiky se jevily
jako nejperspektivnéj$i nanovldkenné nosice 1éciv. S vyuzitim vyhodnych vlastnosti
nanorozmérnych soustav, avSak bez rizika nezddouci aglomerace individualnich castic,

mohou modifikovand nanovldkna pfivadét na absorpéni plochu molekuly 1é¢iva. Mize
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se pfitom jednat jak o terapeuticky ¢i diagnosticky a profylakticky zajimavé
makromolekuly typu proteini, glykolipidii apod., nebo nanoc¢ésticové nosic¢e s vhodné
navdzanymi nizkomolekularnimi 1é¢ivy — napt. dextrany, ¢i albumin. Jako technologii
schopnou i v primyslovém méfitku produkovat nanovldkna uvazovanych vlastnosti
byla vybrana technologie elektrospiningu, se kterou kolem roku 2005 vstoupila na trh
firma Elmarco s.r.o., Liberec. Vysledky praci snanovldkna, na nichz jsem se
spoluautorsky podilel, novéji 1 s podporou firmy InStar Technologies a.s., Liberec, jsou

obsahem kapitoly 5.5 Albumin této disertace.

Teoretické zdklady a prvni experimentalni vysledky disertace byly ziskany v dobé mého
ptisobeni na FaF UK v Hradci Kralové, pozd€ji rovnéz na pracovisti firmy InStar
Technologies v Liberci, ktera problematiku nanovldkennych nosici 1é¢iv rozviji a kam

jsem v roce 2014 nastoupil a mohl praci finalizovat.
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1. UVOD

V oblasti tvorby lékovych forem pro systémovou aplikaci 1éCiv existuje zajimavy
a dosud pon¢kud opomijeny prostor zejména pro neinvasivni transmukosalni podani.
Neni nutné pifipominat, ze pii syst¢tmovém podani 1éCiv perordlni cestou, tedy pies
gastrointestinalni trakt (GIT), stejn€ jako pii podani cestou rektdlni (také vlastné patii
k transintestindlnim), ale i cestou inhalacni, musi 1é¢ivo (aktivni latka, API) pfi svém

vstupu do krevniho nebo lymfatického ob¢hu vzdy ptekonat néjakou slizni¢ni bariéru.

Sliznice GIT je k takovému procesu funkéné vybavena nejlépe, ale v fadé dulezitych
pfipadii neni pro API pouzitelnd, nebot” GIT je pro mnoho latek pfili§ agresivnim
prostiedim. Sliznice dychaciho traktu je sice plosSné nejrozsahlejsi, avSak v zasadé je
vybavena pro jiné funkce a obtizné se také u tohoto podéani stanovuje davka. Jesté diive
byla jako misto pro syst¢tmové dodavani lé¢iv zkouména mnoha vyzkumnymi
skupinami cesta nasalni, ktera doséhla nevelkého komerc¢niho uplatnéni jen u nékolika
1é¢iv, zejména v podobé kapek a davkovanych sprejli. Potencialni podrazdéni a nevratné
poskozeni ciliarniho u¢inku nosni dutiny pfi dlouhodobé€j$im podavani 1éCiv na nosni
sliznici, stejné jako velkd variabilita mukosalni sekrece (i intraindividudlni) vSak

vyznamné ovliviiuji absorpci 1é¢iva a praktickou vyuzitelnost této aplika¢ni cesty.

Pred asi 20 lety si zajistily opétovnou pozornost ob¢ varianty oralni transmukosalni
aplikace. ,,Oralni transmukosalni* pfitom jako termin souhrnné oznacuje systémové
podani 1éCiva na zakladé jeho prechodu pifes bukélni nebo sublingvalni sliznici do
krevni, resp. lymfatické cirkulace. Tento typ systémového podavani 1€kid je dnes
povaZzovan za U¢innou alternativu vhodnou jak pro aplikaci nizkomolekularnich 1é¢iv
s pottebou rychlého nastupu ucinku v pfipadé sublingvalniho podani, tak k fizenému
podani 1é¢iv s dlouhodobé&jsim nastupem svého efektu v piipadé prevazujiciho vyuziti
transbukalni cesty !. Kromé toho je zejména sublingvalni podani povazovano za slibnou
aplika¢ni variantu pro n€které biomakromolekuly typu peptidii a proteinl, rovnéZz pro

nukleotidy, enzymy, hormony, antigeny a vakciny 2.

Sublingvalni 1 bukalni aplikacni cesty maji oproti stdvajicimu perordlnimu podavani
1é¢iv nékolik dilezitych vyhod. Léciva latky se vyhyba kyselému prostredi v zaludku

a enzymatickému Stépeni v dalSich ¢astech GIT, vyhyba se zméndm pii prachodu ptes
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vlastni sliznici GIT a ani po vstiebani do krve ¢i lymfy neni bezprostiedné

metabolizovana v jatrech 7.

Parenteralni aplikace (i.v, s.c., i.m., apod.) se také vyhybaji problémim s GIT podanim,
ale 1 pokud vynechdme nevyhody dané inherentni invasivitou (bolestivost), tak jsou
navic vesmés spojena s technologickymi problémy a naro¢nymi pozadavky na sterilitu
a metodiku podavani (napf. iv. smi léCivo podavat pouze zdravotnicky proskoleny

personal), v jejich dusledku potom také relativn€ vyssi cenou.

K dalsim vyhodam sublingvalni a bukalni cesty podani 1éCiv patii skutecnost, Ze je
snadno a dobfe aplika¢né dostupnd pro pacienty, pripadné také jejich pecovatele ®. Jak
umisténi, tak odstranéni ne€ini v tomto pfipad¢ u vétsSiny aplikacnich soustav problémy
?. Tenké a dobie permeabilni nekeratinizované oblasti oralni sliznice jsou dokonale
vaskularizovany krevnimi a lymfatickymi cévami, na povrSich téchto sliznic jsou
(zejména u cCloveéka) pfitomna pouze mald mnoZzstvi enzymu (sublingvalni amylaza,
lipaza), hodnoty acidity v Ustni dutiné jsou blizké neutralnimu pH (cca 6,8), a takové
prostfedi tedy molekulu 1é¢iva vaznéji neohrozuje '°. Oralni sliznice jsou na rozdil od
nosnich sliznic pomérné odolné, nesnadno se poSkozuji a pfitom se rychle opravuji

a hoji .

Na druhou stranu, k nevyhoddm oralnich transmukosalnich cest patii relativn¢ omezena
plocha pro absorpci 1éCiv, coz umoziuje systémové poddvani pouze malych
jednotlivych davek (obvykle v miligramech na jednu davku) a celkové nizkou denni
davku lé€iveé latky (n€kolik desitek miligramil). Vylu€ovani slin s naslednym fedénim
lé¢iva slinami a jejich dal§im odplavovanim (véetné 1é€iva) do dalSich usekd GIT se
zkracuje Casovy interval, ktery je v Ustni dutin€ k dispozici pro efektivni kontakt
a absorpci 1é¢iva se sliznici '2. Tato nevyhoda mlZze byt ¢aste¢né feSena zvysenim

13,14

pfilnavosti formulaci mukoadhezivniho piipravku nebo vyuZitim vhodného

chemického akcelerantu ¢i enhanceru .

Biofarmaceutické divody k vyvoji oralnich transmukozalnich soustav pro podavani
kil isou y . e Ve voie uv , ich$915, bEIne
16kt jsou podrobné popsiny nejen ve vyse uvedenych monografiich®*!% ale pribézné

h7,16—18

aktualizovany v rozsahlych ptehlednych ¢lancic , zde zlstanou zminény pouze

strucné.
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Je ovSem nutné podotknout, ze ani nejnovéjsi prehledy z této oblasti vSak v danych
souvislostech neobsahuji ve vétSim rozsahu informace o prichodnosti dextranovych
nosicl (viz kapitoly 3.4.1.5 Dextrany jako nosice 1éCiv a 3.4.2 FITC dextrany) ani
o nanovlakennych nosic¢ich. Také proto jsou vysledky finalnich experimentd této
disertacni prace smétujici k vyuziti nanovldken s albuminem pro sublingvalni podani

v kapitole 5.5 Albumin zajimavé.
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2. ZADANI - CIL PRACE

1. Shrnout a vyhodnotit informace o sublingvalnim podavani 1é¢iv

2. Zpracovat struény piehled metodik piipravy sublingvalnich, resp. bukalnich
membran pro in vitro permeacni experimenty

3. Zpracovat informace o dextranech, jejich vyuziti jako excipientu, 1éCiva 1 jako
permeacnich markert

4. Pfipravit prehled informaci o albuminu, zejména s pfihlédnutim k jeho vyuziti jako
nosice 1é¢iv

5. Upravit a ovéfit metodiku piipravy sublingualnich membran pro permeacni
experimenty

6. Experimentdlné¢ vyhodnotit moznosti vyuziti sublingudlniho priniku dextrant
o riznych molekulovych hmotnostech pro permeacnich testovani

7. Experimentalné¢ ovéfit hypotézu o moznosti sublingualni permeace albuminu jako

vzorového nosice 1é¢iv za pomoci nanovldkennych aplikacnich soustav
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3. TEORETICKA CAST

Biofarmaceutické pfistupy k tvorbé 1éCivych piipravka respektuji latkové, strukturalni
sloZeni a celkové usporaddani biologickych bariér, se kterymi ma po aplikaci dané 1é€ivo
prichdzet do kontaktu, respektive které bude muset prekonat. Dale budou postupné
popsany Ctyti dilezité dil¢i oblasti, kterych se problematika sublingvalniho podéani 1€¢iv
konkrétné tyka. Jedna se charakteristiku ordlni sliznice pro podéani 1éciv, pfipravu
sublingvalnich membran pro in vitro permeacni pokusy, dextranii nejen jako nosiclt
lé¢iv, ale i permeacnich markerd pro rizné membrany a moznosti vyuziti albuminu

jakozto nosice 1€Civ.

3.1 Sublingvdlni (SL) podani léciv

3.1.1 Ustni sliznice jako permeacni bariéra

Soucasny pohled na uGstni sliznici jako misto pro systémovou aplikaci latek popisuje jak
morfologickou, tak enzymatickou povahu oromukozalni sliznice. Ustni epitel slouzi
prevazné jako bariéra vici priniku exogennich latek a k ochrané nize polozenych tkéni

pted potencialné€ Skodlivymi materidly a mikroorganismy.

Histologicky 1 funkéné€ lze ordlni sliznici rozdé€lit na tfi hlavni oblasti. Mé&kka
nekeratinizovana oblast sliznice zaujima asi 60 % celkové plochy, tuzsi mastikatorni
(zvykaci) sliznice asi jednu Ctvrtinu a specializovand sliznice zbylych 15 % wvnitini
plochy ust. Mastikatorni ¢ast sliznice pokryva keratinizované oblasti tvrdého patra
a gingivy, je malo permeabilni pro lé¢iva a jako plocha pro piipadné systémové

podavani 1é¢iv neni sledovéana.'?

Nekeratinizovana sliznice se nachazi jak na bukalni, tak na sublingvalni Casti Ustni
dutiny. Neni vystavovana zvykaci aktivité, je tenci nez ostatni dva typy a je pro
absorpci léciva vhodna. Pro transmukozalni aplikaci 1é¢iv jsou vyuZivany ob& oblasti,
bukalni 1 sublingvalni. Pii bukdlnim podévani jsou 1é¢iva umistovana na volnou vnitini
sténu tvafe v Ustni dutin€ nebo do prostoru mezi tvari a dasni. Sublingvalné se 1é¢iva

podavaji pod jazyk, tedy na dno Gist nebo na spodni stranu jazyka.'’

Absorp¢ni charakteristiky, podobnosti a rozdily mezi bukélni a sublingvalni sliznici

jsou shrnuty v Tabulka 1.
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Tabulka 1: Srovnani vlastnosti bukalni a sublingvalni sliznice relevantnich pfi podani
1é¢iv. Adaptovano z Ref. !

Sliznice Bukalni Sublingvalni
Umisténi Vnitfni  tvaf, bukalni vacek | Pod jazykem (dno tst)
mezi tvare a dasni
Vlastnosti sliznice e Nekeratinizovana e Nekeratinizovana
e Tloustka 500—-800 pm e Tloustka 100200 pm
e 40-50 vrstev bunék e 8-12 vrstev bunék
e Relativné imobilni sliznice e Relativné mobilni sliznice
e Meéné vaskularizovana e Vysoce vaskularizovana

Permeabilita

(absolutni rychlost

permeace):

- vody 579 £ 16 x 10”7 cm/min 973 + 16 x 107 cm/min
- ovalbuminu 178 £9 x 107 cm/min 426 + 53 x 107 cm/min
Plocha:

- dospéli 50,2 £2.9 cm? 26,5 +4,2 cm?

- déti (5 let) 30,1 +£3,1 cm? 15,9 + 3,8 cm?

Podéni 1éCiv Lokalni a systémové Systémové

(saliva wash-out)
e Reflexni polykani

e Problémy udrzenim Iéku
na mist¢ podani

e Nizsi biologicka dostupnost:
mohou byt zapotfebi
zesilovace penetrace,
mukoadhezivni polymery
nebo inhibitory enzymi

Vyhody e Prodlouzené uvoliovani, e Rychly nastup ucinku
chronicka systémova terapie pro akutni 1écbu
e Vysoka tolerance vuci e [éCiva pro kratkodobé podani
potencialnim alergentim,
nevratnému podrazdéni nebo
poskozeni
Nevyhody e Vymyvani slinami e Vymyvani slinami

(saliva wash-out)

e Reflexni polykani

e Problémy udrzet 1ék
v kontaktu s povrchem
sliznice

e Problémy pfi aplikaci,
nedostatek hladké
nepohyblivé plochy
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Sublingvélni sliznice predstavuje plochu asi 26 cm?, tj. asi osminu celkové plochy tGistni
dutiny (cca 200 cm?). Z ustni sliznice je nejtenéi sublingvéalni sliznice (100 pum
az 200 um), kterd neni keratinizovana a jeji uplna regenerace, tedy vyvoj bunék od
oddéleni z bazalni membrany do uvolnéni do ustni dutiny, trva pfiblizn& dvacet dni'?, je
tedy pon¢kud rychlejsi, nez je tomu u membrany kozni. Je velmi dobie perfundovana;
krevni zdsobeni dolni dutiny ustni zajiStuje externi karotidovou tepna a pritok krve

sublingvalni ¢asti je asi 0,97 mL/min/cm?

Povrch ustniho epitelu je pokryt a zvlhéen slinami. Slinné Zldzy v Ustni duting
(sublingvalni, submandibularni, ptiusni) produkuji 0,5-2 litrii slin za den. Tyto zajiStuji
v ustni duting relativné stabilni prostfedi s hodnotou pH ptiblizné 6,8 (s omezenou
pufrani kapacitou) a obsahuji riznd mnozstvi enzyml a hlenu. Hlen (mukus) je
viskoelasticky hydrogel tvofeny vodou a glykoproteinem mucinem (1% - 5%), ktery

vyrazné ovlivituje mukoadhezivni vlastnosti v tstni duting.!>*°

Sliny kontinualné ¢isti vSechny povrchy Ustni dutiny a mohou vyznamné ovlivilovat
dodéavani 1éciva touto cestou fedénim lé¢iva, moznou degradaci 1é€iv vlivem enzymu

nebo odplavenim 1é¢iva z absorpéniho povrchu (tzv. ,,salivary wash-out*).!?

Sliznice dutiny tstni (Obrazek 1) ma nasledujici soucasti:

submukoézu (1) - dolni ¢ast lamina propria obsahujici kapilary (5) a inervaci

- lamina propria (6)- pojivova tkan, kolagenova vlakna, krevni a lymfatické kapilary

- bazdlni membranu (2) — s bunkami schopnymi déleni, které diferencuji a tvoii
epitelové buiky

- oralni epitel (3) - vrstevnaty dlazdicovy epitelem; sublingvalni a ¢ast bukalni oblasti

neni keratinizovand; je oddélen od lamina propria bazalni membranou

Mukoézu v duting ustni 1ze rozdélit na sublingvalni, ktera se nachazi ve spodni strané
jazyka a dolni c¢asti dutiny ustni pod jazykem, bukélni na spodni strané tvafre a rta

a gingivélni.?
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Obrazek 1: Snimek sublingvalni membrany (1 = submukoéza, 2 = bazalni membrana,
3 =epitel, 4 =papila, 5=Xkapilara, 6= lamina propria). Obrazek vpravo
adaptovan z Ref. !

Nejvétsi odpor priuchodu aktivnich latek klade piiblizn€ druhd ¢vrtina profilu ustniho
epitelu, ktera je zfejmé¢ hlavni fidici etdzi, kterd urcuje prichod latek pies sublingvalni

slizni¢ni bariéru.

Transportni cesty se tradicné rozdéluji na extracelularni, tedy v mezibunécnych
prostorach epitelu, a intracelularni vedouci télem epitelidlnich bunék. Extracelularni
cesta je urcena predevsim pro latky rozpustné ve vod¢, zejména nizkomolekularni. Pii
prichodu touto cestou se vzdy jedna se o pasivni transport na zdklad¢ koncentraéniho
gradientu. Diky pritomnosti lipidickych piekdzek v mezibunééném prostoru,
pochazejicich z membranou krytych zrnécek (MCG), je ovSem pasivni transport

aktivnich latek hydrofilni povahy nékdy komplikovan.

Pfi intracelularnim pfechodu membranou jsou mozné tfi rizné transportni mechanismy
(pasivni difuze, prenasece a endocytoza). Cesta pasivni diftize zavisi na lipofilité
materidlu, rozdélovacim koeficientu mezi lipofilnimi a hydrofilnimi oblastmi a na
difiznim koeficientu latky v mezibunééném prostoru.?! U 1é¢iv, kterd ve vodném
prostiedi ionizuji, plati to, ze v méné ionizované formé difunduji ptes sliznici

efektivngji.”
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Mista pro bukalni
podani I&Civ

Misto pro sublingvalni
podani I&Civ

Obriazek 2: Mista pro bukalni a sublingvalni podani 1é¢iv. Adaptovano z Ref. '’

Zakladni charakteristika sublingvalni aplikace 1é¢iv byla zminéna v ivodu. Rychly
prostup enzymaticky nezménéného 1éc¢iva do periferni krve i kratkd cesta 1éCiva
krevnim obéhem do srdce, ale i CNS byly prokazany pro trinitrat glycerolu a nikotin jiz
pied 150 lety.?> Odplavovani (saliva wash-out) a fedéni 1é¢iva slinami omezuje Gasovy
usek jeho retence v ustni duting, 1€¢ivo odchazi z mista aplikace dale do GIT. Tento jev
je u fady lékovych forem typicky, zejména u roztokd ale i u rychle se rozpoustejicich
lyofilizovanych tablet, pfipadné filmu, télisek typu ,,wafers (oplatkil). To omezuje
jejich vyuziti pro 1é¢iva, kterd by jinak mohla byt s vyhodou touto cestou podévana.'?
Proto je snahou tyto nevyhody mohou byt c¢astecné kompenzovat pouzitim

13,14

mukoadhezivnich Iékovych forem'*!* nebo chemickych enhancerii absorbce.’

3.1.2 Makromolekularni sublingvalni lé¢iva

Sublingvalni podani makromolekularnich latek bylo dlouho zpochybnovano. Historicky
uspéch, ktery koncem 50. let minulého stoleti zaznamenalo oralni, resp. peroralni
podavani Sabinovy vakciny proti poliomyelitidé, zdiraznil vyhody tohoto
neinvazivniho podéani, zejména snadnost, ale 1 i€innost podavani vakcin. Od roku 1961
jsou pro prevenci poliomyelitidy k dispozici monovalentni, pozd¢ji trivalentni verze
vakciny. Oralni, tedy 1 sublingvalni vakciny maji mnoho vyhod, predev§im eliminuji
riziko kontaminace krve. Vakciny navic nemuseji byt tekuté, jako 1é¢iva v pevném

stavu jsou stabiln€j$i, méné¢ nachylné¢ k poskozeni v obalu pfi piepravé nebo
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ke znehodnoceni pfi skladovani. Mnohem vyssi stabilita vakcin v suchém stavu snizuje
potiebu chladového fetézce od vyroby az po aplikaci, coz teoreticky vyrazné snizuje
celkové naklady na vakcinacni programy. Také proto je snahou tyto vyhody neinvazivni
vakcinace pfes neporusené sliznice vyuzit, na druhou stranu to komplikuje komeréni
strategie firem. V daném sméru se jevi slibnou hlavné aplikacni cesta sublingvalni,
proto se ji zejména v posledni dekadé zabyva fada praci. Z nich je mozné zminit
naptiklad autory Kweon et al.®, Seth et al.**, Amorij et al.®>, Kraan et al.»%,

v roce 2017 publikovali zajimavou prici na dané téma Masek et al.?” Piipravky pro

sublingvalni alergenovou imunoterapii (SLIT) jsou i v CR asi 10 let k dispozici.

Z ostatnich typtit makromolekularnich latek, na které se v soucasné dobé soustted’uje
zajem, se nejcastéji uvadi rizné obmény insulinu, umoznujici upravovat glykemii. Dle
databdze Micromedex®® jsou viak kromé SLIT® dnes pro oromukozilni podavani
makromolekul schvéleny pouze tfi 1é¢ivé piipravky, jeden pro podani modifikovaného

inzulinu a dvou vakcin.

3.1.3 Nizkomolekularni sublingvalni léciva

Sublingvalni systémové podani aktivnich latek je povazovano za historicky prokazané
jiz od staroveku. Tradicné se tykalo naptiklad opioidni latek pouzivanych proti bolesti
a psychoaktivnich drog. LéCiva tohoto zaméfeni jsou v moderni podobé sublingvalné
podavana i dnes. K témto a dal§im skupindm 1é¢iv patii dnes asi dvacet latek, naptiklad
jde o sublingvalni fentanyl, triptany proti migréné¢ (sumatriptan, rizatriptan),
kardiovaskularni 1é¢iva (kaptopril) a nékterd dal§i (apomorfin, asenapin, buprenorfin,
naloxon, doxepin, ergoloid, ergotamin, glyceryltrinitrat, isosorbid dinitrat, ondansetron,
midazolam, nikotin, prochlorperazin, testosteron, zolpidem, tadalafil, aj.).?® Databaze
Micromedex®?® novéji zmitiuje napiiklad octreoid (pii akromegalii) epinefrin (pfi
anafylaxi) nebo riluzal (pfi ALS). Divody az dosud relativné¢ omezeného poctu 1é¢iv
jsou spojeny nejen se strategiemi farmaceutickych firem, ale také s vySe uvedenymi
nevyhodami, zejména fedénim a polykédnim 1éCiva, tedy bez ucinné oromukozalni

absorpce.

3.1.4 Lékové formy pro sublingvalni podani

Vyvoj lékovych forem pro efektivni podavani 1ékti na oralni sliznice je podrobné

89,15 7,16-18
h, h.

popisovan v Cetnych monografiic 1 nedavnych piehledovych Cclancic
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V soucasné dobé existuje fada sublingvalnich Iékovych forem od tekutych, vesmeés
aplikovanych v podobé spreju (véetné davkovatelnych), po sublingvalni tablety (véetné
lyofilizovanych a mukoadhezivnich), filmi, stripii a jiz zminénych oplatka, prouzki

3031 a7 po tisténé filmy.*? Vétsina sublingvalnich 1é¢iv, tedy asi dvacet,

z nanovldken
které jsou v soucasné dobé dostupné ve farmaceutické distribuci, je deklarovana jako

oralni, ptipadné¢ orodisperzni film.

V této oblasti probihd nejen biofarmaceuticky a technologicky vyzkum a vyvoj, ale
uptesiiuje se také dosud ponékud neptehledna terminologie. Znaény narust informaci
momentalné vyastuje v situaci, kdy Casto navzajem koliduji 1ékopisné snahy v Evropé
a USA. Neni cilem této prace tuto problematiku podrobnéji zpracovavat, ¢ini to

[ 24

nasledujici odstavec.

3.1.5 Typy oromukosalnich lékovych forem

U vétSiny oromukosalnich 1é¢iv deklarovanych pro systémové podani neni v principu
jasné, bude-li se 1éc¢iva latka vstfebavat na tom oromukosalnim povrchu, pro ktery byla
primarn¢ aplikovana. Lécivo podané bukalné (viz napf. Obrazek 2) pfijde velmi
pravdépodobné pomérné brzy do kontaktu s vice permeabilni sliznici sublingvélni. Z
toho davodu se jevi klasifikace vétSiny 1ékovych forem na bukalni a sublingvalni spise
jako ufedni. U vétSiny lékovych forem po aplikaci totiz dochazi k dispergaci
a rozpusténi 1éc¢iva pisobenim slin, a to s pfispénim pohybu Ust vede k rozprostieni
1é¢iva po velkém povrchu. Tento d&j vede ke sniZeni koncentrace potifebné pro G€¢innou

pasivni difuzi, coz je veétSinou spojeno se snizenim systémoveho efektu.

Nehled¢ na zminénou skutecnost je mozné v soucasné dobé bez vyhrad, jen s malou
upravou, piijmout rozdéleni oromukosédlnich lékovych forem, jak je podrobnéji

prezentovano v prehledové publikaci Barua et al. (2016).%

1. Neadhesivni: rychle rozpustné tablety, mikroporézni dutéd vldkna, Zvykaci gumy.
2. Mukoadhesivni: a) pevné: tablety, Zvykaci tablety, oplatky, disky, prasky
b) prouzky, filmy: dvouvrstvé, vicevrstvé
c) polotuh¢: adhezivni gely, adhezivni masti, pasty, emulze,
polstarky

d) kapalné: roztoky, emulze (pfipadné ve sprejich)
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3.1.6 Podani v nanovlakennych nosicich

Z uvedenych typt aplikacnich soustav stoji za zvlaStni zminku nanovldkenné nosice
1é¢iv. Ty mohou tradiéné uvadéné nevyhody stavajicich 1€kovych forem vyfesit nejen
pro lokalni podédni 1éCiva s malou molekulou, ale i pro podani systémové, jak bylo
vicekrat ukdzano (napt. Thakkar etal, Vrbata et al'), a to i pro n&které
makromolekuly. Pii sprdvném vybéru excipientl maji schopnost udrzovat 1é€ivo na
sublingvalnim ¢i bukdlnim absorpénim misté¢ v maximdalni koncentraci po dobu
dostatecnou pro absorpci léciva. Mohou zabranit rychlému tedéni a polykani 1éCiva,
zejména pokud je vyuzito pokryti vhodnou ochrannou vrstvou. Proto maji lepsi

potencial kontrolovat mikroprostiedi na misté aplikace nez stavajici 1ékové formy.*

Vzhledem k vyhodnym vlastnostem (trans)oromukosalniho podani je ve srovnani
s peroralni ¢i parenterdlni aplikacni cestou je tato sublingvalni, pfipadné bukalni, cesta
jiz n€kolik let pfedmétem zajmu fady farmaceutickych spolecnosti (napt. Tesa-Labtec,
LTS Lohmann, MonosolRx). Jsou zamétfeny piedev§im na technologie liti a roztirdni

polymernich soustav, bez vyuziti zvlastnich vlastnosti soustav nanovlaken.

3.1.7 Vyuziti nanovlaken pri transmukosalnim podani lé¢iv

Nanovlakenna membrana se svou charakteristikou, tedy flexibilitou, moznosti vyuzivat
rizné typy polymeru ¢i moznosti nést velké mnozstvi rozdilnych 1éCiv, jisté tfadi ke
konkuren¢nimu materialu pro tenké ordlné rozpustné filmy. V uplynulych letech bylo
publikovano nemalé mnozstvi vysledkl tykajicich se nanovldken jako nosice 1é¢iv pro
transmukosalni podani.’** Témér 100 % publikovanych vysledki oviem pochazi
z laboratorni vyroby nanovlaken, prevazné tryskovym zplisobem, které je ovSem velmi
vzdalené priimyslové aplikaci. V roce 2012 byl udélen patent ¢. CZ 303244 spolecnosti
ELMARCO a Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradeci Kralové tykajici se
transmukoséalniho podani 1é¢iv pomoci nanovldkenné matrice vyrobené primyslovou
technologii Nanospider™.*’ Tento patent popisuje ptistup ke skladbé produktu tak, aby
bylo zabranéno vymyvani 1é€iva do slin, pfesnéji feceno jednd se multikompozitni
produkt, ktery obsahuje membranu dopovanou lé€ivou latkou, kterd z jedné strany miize
byt prekryta mukoadhezivni vrstvou a z druhé strany vrstvou kryci-omezené ¢i viibec

nerozpustnou v dutin€ Gstni.
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3.2 Nanovlakna

Nanotechnologie prodélavaji od konce dvacatého stoleti velky rozvoj ve sféie
akademického vyzkumu a vyvoje, navazné také v oblasti primyslové a komer¢ni.
Odpovida tomu dnes jiz velmi rozsahla casopiseckd, knizni i patentova literatura, pocet
publikac¢nich vystupii pfitom neustdle roste. Podle nejjednodussi a Siroce akceptované
definice se nanomateridly vyznacuji alesponn jednim externim rozmérem v oblasti
1 a7z 100 nanometr.*' Vykazuji neobvyklé fyzikalné-chemické vlastnosti souvisejici
zejména s velmi vysokou hodnotou poméru velikosti jejich specifického povrchu
34

k objemu (vétsi nez 60 m*/cm Mohou mit velmi odlisné geometrické usporadani

v

a vnéjsi 1 vnitini strukturu, terminologicky se dosud jednoznac¢né neukotvily.

Z velikostnich a tvarovych variant nanomateridli popisovanych v souvislosti
s podavanim 1é¢iv  lze uvést napiiklad bezrozmérné nanotecky (nanodots),
jednorozmérné  nanocastice (nanoparticles), nanodratky (nanowires), nanotrubice
(nanotubes) nebo a nanolupinky (nanochips), ale také dendrimery a nékteré liposomy.
Zvlaste zajimavou podskupinu nanomateriali predstavuji nanovlakna (nanofibers,
nanofibres), zejména polymerni, znichz se pfipravuji riizné¢ komponované vrstvy.
Nanovlékna jsou povazovana za vhodné nosice pro léciva pattici do BCS tfid II a IV

s obecné nizkou rozpustnosti a problematickou biologickou dostupnosti.***

Existuje n€kolik moznych metod pfipravy polymernich nanovldken, z nichZ nékteré
zustavaji v oblasti laboratorni ptipravy, jiné se podafilo vyvinout do trovné vhodné

k primyslové produkci.

Ackoliv tyto problémy a metody pfipravy nosi¢i nanovlakennych 1éCiv byly
diskutovany po celé desetileti, zdsadné Uspésné technologické feSeni, které by piinaselo
terapeutické vysledky, neni dosud k dispozici. Hlavnim diivodem je, ze ziskdvané
vysledky jsou témet vzdy zaloZzeny na technikéch elektrospinningu provadénych pouze
v laboratornim méfitku, nikoliv na dobfe Skalovatelné elektrospinning technologii.

Vyjimkou je dosud predev§im technologie NanoSpider™ 46
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3.2.1 Elektrospining

Elektrospining (ES), neboli elektrostatické zvlaknovani, je proces tvorby ultrajemnych
polymernich vldken pomoci pisobeni silného elektrického pole mezi zvldknovaci
a sbérmou elektrodou na roztok nebo taveninu polymeru. Vznikaji tak vldkna
o prumé&rech nejcastéji 100 nm az 1000 nm, ale byluy popsany i vldkna o primérech
30 nm & 10 000 nm.*” Vlakna jsou zachytavana pred sbérnou elektrodou (kolektorem)
na substrat (podkladovou textilii, tzv. spunbond, ptipadné na papir). Finalni tloustku

nanovlédkenné vrstvy lze definovat rychlosti posunu podkladového substratu.

Elektrostatické sily v prubéhu ES musi byt dostatecné velké, aby prekonaly povrchoveé
napéti dané kapaliny a mohlo dojit ke vzniku Taylorova kuzele.*® Z toho pak vylétava

proud polymeru, ktery za letu schne a nasledné tvoii nanovlakna.*’

Podle typu zvldknovaci elektrody mtizeme ES rozd¢lit na zvldknovani z jehly
a bezjehelné zvlaknovani. Princip bezjehelného zvldknovani, kdy se tvoii velkée
mnozstvi Taylorovych kuZzeld najednou, patentoval pred patnacti lety prof. O. Jirsdk
z Technické univerzity v Liberci®® a pro primyslové provedeni tspé$né rozpracovali

v podobé zaiizeni Nanospider™ v tamni firmé Elmarco.*’

Diky tomu se pfipravu nanovldken stala z pilivodné financné a procesné velmi
narocného procesu relativné nendkladnym a dnes jiz i dobfe proveditelnym vyrobnim

postupem.

3.3 In vitro testovani priniku lé¢iv membranami

Sublingvalni nebo bukalni permeabilita 1é¢iva se obvykle testuje in vitro na prasecich
sliznicich, nejcastéji ve Franzovych builkach, plivodné vyvinutych pro studie permeace
pies kizi, jak bylo popsano diive.”!'° Tato membrana ma podobné histologické
slozeni a vlastnosti jako lidskd oralni sliznice, a jeji permeabilni vlastnosti jsou

srovnatelné.’!

Vzhledem k tomu, Ze nejvyznamnéjSim zptisobem transportu 1€Civ pres sublingvalni

membranu je pasivni difuze,'?

a proto vétSinou neni nutné v in vitro, resp. ex vivo
pokusech zachovévat (¢i imitovat) vitdlni metabolickou aktivitu této membrany.
Z dtivodu dostupnosti zdrojli zvifat se sublingvalni membrana prasete stava se pro dané

experimenty membrdnou nejpouzivangj§i a je povazovdna za budouci tzv. zlaty
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standard. K tomu bude ovSem nutné sjednotit v prvni fad¢ postupy k jejimu ziskavani,
zpracovani a uchovavani. SouCasny stav zatim neumoziuje piimo a s dostateCnou
veérohodnosti srovnavat naméfena a publikované data nejen v ramci in vitro, respektive

ex vivo experimentl, ale neumoziuje ani ziskat odpovidajici in vitro/in vivo korelace.

3.3.1 Metody pripravy slizni¢cnich membran prasete

Anatomické, fyziologické a metabolické vlastnosti sublingvalni a bukalni sliznice
¢lovéka a prasete jsou velmi podobné.>? Praseéi sliznice je také na urditych mistech
nekeratinizovana, ma podobnou tloustku, slozeni i permeabilitu.!*>*** Permeaci tady
1é¢iv praseci bukalni sliznici jako modelu pro transmukozalni aplikaci se vénovali M.
Sattar a spol.!! Histochemické hodnoceni praseci sliznice ukazalo, Ze epitel zlstava
zietelné¢ vitdlni az 9 hodin po smrti. Pii pouziti 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazoliumbromidu (MTT) jako testovaciho agens byla vitalita bukalni sliznice
prasete zaznamenana jeSt¢ po 12 hodindch po odbéru vzorkl tkané€. Proto bylo pro in
vitro permeacni experimenty doporuceno ukoncovat je do 9—12 hodin po usmrceni

zvitat.>

Ziskéani separované epitelidlni membran separaci od podkladové tkané lze dosdhnout
chemicky, chirurgicky nebo pomoci tepla. Tradicni chemicky zplsob zahrnuje
odstépeni podkladové tkdn€ pomoci kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA). Ma tu
vyhodu, ze epitel lze ziskat jako celek, jako jeden epitelidlni kompartment. Neni vSak
jisté, do jaké miry jsou po chemickém oSetfeni ovlivnény bariérové funkce sliznice.
Lamina propria ptipojujici epitel k pojivové tkdni se mize béhem chemického oSetfeni

oddélit a jeji vliv na difizi tak nebude z experimentli ziejmy.>

Chirurgickou separaci lze pouzit k izolaci podkladové tkané bud’ pomoci niizek nebo

dermatomovanim svrchni ¢&asti  sliznice.’!

Vyhodou této preparaéni metody je
skutecnost, zZe slizni¢ni bariéra neni poSkozena chemicky a ze zahrnuje 1 bazalni vrstvu.
Dermatomovana tkan ma pomérné velkou tloustku, a nese pomérné velké mnoZstvi

pojivové tkang.

Pti tepelné separaci epitelu od podkladové tkané se sliznice umistuje do pufru (obvykle
Krebs) o teploté 60 °C po dobu cca 1 minuty, epitel se po této dobe odloupne. Plati zde

opét stejnd namitka jako v predchozim ptipadé chemické separace. Ziskana epitelialni
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membrana mize byt vyhodna pro studium interakei latek s jejimi strukturami, avSak pro

posouzeni permeability mukosalni sliznice jako celku slouzit nemize.

Zcela Cerstva sliznice neni vzdy dostupnd ani v ptipad¢ sublingvalni membrany prasete.
Pro jeji ziskavani, zpracovani a skladovani byla popsidna fada postupt. Udaje
o vlastnostech membran ziskanych témito postupy jsou ovSem casto rozporuplné.
V popisech ziskavani membran pro in vitro pokusy nékdy chybé&ji tidaje, nékteré si
protifeci, nékteré vyvolavaji pochybnosti o zajisténi integrity ¢i intaktnosti ziskanych

membran. Situaci dokumentuje nasledujici vybér z nejzajimavéjsich publikaci.

Srovnani mezi Cerstvymi vzorky a témi, které byly skladovany pii -80°C, publikovali jiZ
vroce 1989 C.A Lesch et al.>* Neodhalili 7z4dny vyznamny vliv na permeabilitni
konstantu Kp v dusledku zmrazeni. Kromé toho hodnoty Kp ziskané pro lidské tkan¢ se
vyznamné nelisily od hodnot prasat, s vyjimkou dna v ustech, které bylo pro ¢lovéka

propustnéjsi nez v praseci tkani.

Srovnani mezi Cerstvymi vzorky sublingvalni sliznice a vzorky kryogenné chranénymi
ponofenim po dobu 2 hodin do glycerolu 85% a pomalu (-1°C/min) zmrazené na -80 °C
a uchovavané v biomraznicce pii teploté -80 °C neprokéazalo zZadny vyznamny vliv na

propustnost pro malé molekuly.!!°

3.3.1.1 Tepelné zpracovani

Obvykle pouzivand nékolikaminutova (pfiblizné¢ 4 az 6 minut) expozice slizni¢ni
membrany pii 60 °C az 65 °C béhem standardniho ¢isticiho procesu vyzadovaného na
jatkach velmi pravdépodobné poskozuje sublingvalni membranu nevratnymi zménami
proteind i lipidovych struktur.”” Tyto morfologické zmény nejsou pozorovatelné ani
okem, ani svételnou mikroskopii, ani permeacnim testovanim malych molekul. Je ale
vice nez pravdépodobné, ze jsou limitujicim faktorem pro vetsi molekuly — napf.

proteiny ¢i polysacharidy.

Z tohoto diivodu bylo také formulovano zadani jednoho z kol experimentu ve smyslu

maximalniho omezeni tepelné expozice membran pied in vitro permeacnim pokusem.
Vlivu zmrazeni na propustnost Ustni sliznice bylo také vénovano nékolik publikaci.

Pro ziskani prvotnich preformulacnich a pozdé¢ji zejména preklinickych informaci

ouvolilovani a oromukosalni permeaci 1éCiv jsou dilezité experimenty in vitro.
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Tradi¢né pouzivaji excidovanou tkan savct, proto jsou nékdy jsou oznacovany metody

ex vivo. Mén¢ Casto vyuzivaji membrany syntetické.

Je zajimavé, ze na rozdil od jinych biologickych bariér, naptiklad BBB (blood-brain
barrier), bylo dosud jen malo Usili vénovano vyzkumu bariéry, kterd odd€luje sliny,
sliznice a soucasti krevniho systému. Bariéra krev-slina (BSB blood-saliva barrier) je

definovana hlavné epitelem ustni dutiny.>®

AZ v poslednich letech se stalo cilem fady studii modelovani oralnich epiteld in vitro
pomoci bunénych monovrstev i1 vicevrstevnych konstruktt. Za wvyuziti postupi
tkanového inzenyrstvi byla vyvinuta fada in vitro modeltt BSB, ale ani v tomto ptipade¢,
stejné jako u excidovanych sliznic, nebyly ustanoveny zadné standardizované modely.>®
Navic epitel riznych oblasti v Gstni dutiné (jazyk, gingiva, bukalni) vykazuje vyznamné
odlisné bariérové vlastnosti. Teprve pomérné neddvno byly vyvinuty kultivaéné
produkované bunécné a tkdniové membran, které by mély imitovat bariérové vlastnosti
sublingvalni nebo bukalni tkané. Struktura téchto membran se pohybuje
od keratinizovanych po nekeratinizované, maji rlzny pocet vrstev a riznou
permeabilitu, slouzi pfedev§im ke studiu vnitinich mechanismt i patologickych stavii

sliznic.

Pokud jde o membrany ze zvifecich zdrojl, pak plati, Ze maji ve srovnani s lidskou
bukalni membranou obvykle niZs§i permeabilitu. Je to dano tim, Ze u vétSiny zvifecich
druht jsou tyto membrany keratinizovany. Na rozdil od c¢lovéka ma vétSina
laboratornich zvifat oralni slizici zcela keratinizovanou, a proto také neni pro
preformulacni a preklinické studie 1éciv vhodna. Napiiklad potkan nebo kieCek maji
bukalni sliznici s velmi siln€¢ keratinizovanou. Jediny laboratorni hlodavec, ktery ma
nekeratinizovanou slizni¢ni vystelku podobnou lidské tkani je kralik. Jeji preparace je
ovSem obtiznd z diivodu ostrého piechodu na keratinizovanou tkan a celkové malé

plochy.

V soucCasné dobé vétsina studii in vitro zkoumajicich oromukosalni absorpci 1éCiva
pouziva bukalni sliznice prasete, kterd se vétSinou ziskdvad z Celistni a podcelistni
oblasti. Dle typického protokolu jsou tyto tkdn¢ odebirany ihned po usmrceni zvitat
a transportovany do laboratotfe v Krebsové pufru (nebo jinych roztocich) udrzovaném
pii 4 °C. Zpocatku se bukalni sliznice 1 s pojivovou tkani separuje od tkdné svalové,

nekdy se dale odstraiiuje pojivova tkan. Takto zpracované membrany se potom az do
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pouziti uchovavaji v chladném (4 °C) pufru (obvykle izotonizovany Krebsiiv pufr).
Nevyhodou vyuziti sliznice této oblasti je skutecnost, ze se od sublingvalni lisi jak
tloustkou, tak permeabilitnimi vlastnostmi. Pro snadnégjsi ziskavani se prevazna vétSina

praci zabyva sliznici bukalni.

Znacén¢ dulezité je skutecnost, Ze pii odbéru tkani z jatek se také opomiji skutecnost, Ze
jateéni zvife prochazi podle zpracovatelskych pokyni hned po porazce relativné
agresivnim ¢isticim procesem. Pfi ném se vyuziva tlakova voda bez chemickych ptisad
o teploté¢ 60 °C az 65 °C. Tento postup do zna¢né miry snizuje bakteridlni osidleni
dostupnych povrcht zvifete a ndslednou kontaminaci pii zpracovani masa. Je vyladén
tak, aby pro dalsi potravinaiské zpracovani nepoSkozoval kiizi, ale sou¢asn¢ znamena

znacnou teplotni zatéz pro sliznice.

Nedostatek v standardizaci metod pouzivanych ke studiu (trans)oromukosalni permeace
zpusobuje, ze Cerpani smysluplnych srovnani z védecké literatury je jen obtizné.

K ilustraci stavajici situace jsou nize uvedeny dva typické popisy.

Cerstva bukélni tkan prasat (stafi 3 mésice) ziskand z jatek byla transportovana
v izotonickém roztoku do laboratofe. Pokusy na tkani zacaly do 2 hodin po smrti
zvitete. Bukalni sliznice byla peclivé separovana chirurgickymi ntizkami. Pro zajisténi
reprodukovatenosti byla nekeratinizovand bukalni sliznice vzdy odebrdna ze stejné

oblasti tvafe. Tloustka fezu se pohybovala od 1 do 1,1 mm. %

Prase¢i maxilla (z 5 mésicti starého prasete o hmotnosti pfiblizné¢ 75-80 kg) byla
z mistnich jatek pfevezena do laboratofe chladném izotonickém fosfatovém pufru
(pH 7,4) s ledem. Tento krok netrval déle nez 45 minut. Do 2 hodin po pordzce byly
vzorky sliznice pomoci skalpelu oddéleny od tkén€, oplachnuty fyziologickym
roztokem a poté odstranény Casti sliznice s jakymkoli viditelnym poSkozenim.
Neporusena sliznice byla ponofena do deionizované vody pii 65 °C po dobu 60 sekund
a epitel byl opatrné oddélen od pojivové tkan&.®® Bylo uvedeno, Ze tento postup
neovliviiyje integritu epitelu bukalni sliznice. V mirnych modifikacich lze tento postup
nalézt v celé fad¢ dalSich praci. Pfitom se obvykle uvadi, ze tento postup neovlivituje

integritu epitelu bukalni sliznice.

Po prostudovani vyse uvedenych praci bylo zifejmé, ze jejich zavery nelze povazovat za

jednoznaéné®S. Z tohoto poznani vznikla formulace druhého experimentu zaméfena
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na Sokové zmrazeni tenké vrstvy sublingvalni membrany, pii kterém by hypoteticky
nemuselo dojit k nezddoucim procesim popisovanym pii pomalém chlazeni, totiz

poruseni bunék vykrystalizovanymi latkami a vytvotrenim krystalkt ledu.

3.3.1.2 Kryoprotektanty

Dulezitou procedurou je dlouhodobéjsi uchovavani vzorkli vypreparované sliznicni
membrany, které je obvykle spojeno se zmrazenim membrany. Problematikou se
podrobné&ji v posledni dob& zabyvala prace, z niZz je vhodné volné citovat.’® Né&kolik
studii ukdzalo, Ze zmrazeni nema vyznamny vliv na propustnost bukalni sliznice,

zatimco jiné zjistily, ze zmrazeni mélo uc¢inek na permeabilitu.

Tvorba ledovych krystali b&hem zmrazovani mulZe zplsobit posSkozeni bunék
v disledku bunééného stresu a deformace; dale tvorba ledovych krystali vede ke
zvySeni koncentrace rozpusténych latek, coz mlze zpUsobit jejich precipitaci a zmény
pH, a mize také vést k poskozeni tkan¢€. Je znamo nékolik kryoprotektiv a navrzeny
rizné mechanismy pisobeni kryoprotektantt: (1) interakce (vodikova vazba)
s polarnimi molekulami, napf. nahrada vody a vody (2), oba mechanismy vedou ke
snizen¢ tvorb¢ ledovych krystald a tim ke snizeni poSkozeni tkané, zatimco
mechanismem dimethylsulfoxidu (DMSO) je (3) tvorba pord v bunécnych
membranach.’! DMSO vykazuje vyjime&né vysokou rozpustnost jak pro hydrofilni, tak

pro hydrofobni slouceniny, navic zvysuje prunik lé¢iva.

Kryoprotektanty Ize klasifikovat také podle jejich schopnosti proniknout bunécnou
membranou na intraceluldrni nebo extracelularni. Muze byt vyhodné oba typy
kombinovat. Pfi zmrazovani praseci bukalni sliznice v kombinaci s DMSO a hovézim
sérovym albuminem (BSA) byly pouZity v kombinaci glycerol (intraceluldrni)
a sacharoza (extracelularni). Glycerol mé nizkou bunécnou toxicitu a muize tvofit
vodikové vazby k molekuldm vody, ¢imz snizuje riziko tvorby ledovych krystalii. Bylo
prokdzano, Ze sachar6za kromé vodikovych vazeb s vodou interaguje s fosfolipidy
a stabilizuje bunééné membrany béhem vysokych koncentraci rozpusténych latek

v dtsledku tvorby ledovych krystalt. Upfednostiiuji se neredukujici cukry (sacharéza).

Pro maximalni Zivotaschopnost bunék se piitom doporucuje nizké rychlost chlazeni.®?

Jednim z nejucinngjSich a Siroce pouzivanych kryoprotektivnich médii je glycerol.

Kryoprotekéni postup zalozeny pro potieby tkanovych bank obnasi pouziti
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65 Bezprosttedn& po separaci, byly epitelové tkan& z palatalnich

85% glycerolu.
(keratinizovanych sliznic) a bukalnich (nekeratinizovanych sliznic) ponofeny po dobu
2 hodin do 85% glycerolu za mirného promichavani Po uplynuti této doby byl glycerol
nahrazen Cerstvym glycerolem a vzorky epitelu byly zmrazeny ve standardnim mrazaku
(-20 ° C) nebo v biomraznicky (-80 °C). Zmrazovaci postup byl provadén pomalou
rychlosti ptiblizn€ -1 ° C /min-1 VSechny experimenty byly provadény s pouzitim tkani

alespon ze tfi zvitat.

Protoze jsou kryoprotektanty po pouziti ve sliznici piitomny, ziistavaji v ni po neurcitou
dobu i v permeacnich in vitro pokusech. Pravdépodobné tedy ovliviiuji intracelularni
1 mezibunécné prostory uvniti membrany, coz také néjakym zplisobem ovliviuje

sublingvalni permeabilitu.

Z uvedené¢ho nazoru vyplynul Ukol vyzkouSet Sokové zmrazeni tenké sublingvalni
membrany bez pouziti kryoprotektivnich latek. Jako kompenzaci z hlediska moznych
strukturalnich zmén bylo navrZeno pfedchozi fixovani proteinovych struktur azidem

sodnym.

3.3.2 Sublingvalni vs. bukalni sliznice

Je nutné zdaraznit, ze témét vSechny publikované idaje a zavéry se dosud tykaji praseci
bukalni sliznice. Navic také postupy pifipravy membran popsané v riznych
experimentech jsou odlisné. Lze pfedpokladat, ze tyto metodické problémy popsané pro
pfipad bukalni sliznice budou velmi podobné 1 pro sublingvalni sliznici, 1 kdyZ asi

nikoli zcela identické. Morfologické a fyziologické rozdily zde mohou hrat urcitou roli.

3.4 Studované latky

3.4.1 Dextrany

Dextrany jsou hydrofilni, ve vodé rozpustné rozvétvené polysacharidy slozené
z gluk6zovych jednotek (polyglukany) — viz Obrazek 3. Pfirodni dextrany maji
vétSinou molekulovou hmotnost 9 MDa az 500 MDa s vysokym stupném
polydispersity®*. Komeréné jsou b&zné dostupné dextrany s priimérnou molekulovou
hmotnosti 1 az 2000 kDa ®. V hlavnim fetézci téchto makromolekul jsou hexosové

jednotky spojeny vazbou a-(1—6) a boéni vétve jsou pfipojeny vazbami a-(1—3).646667
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Obrazek 3: Struktura dextranu®

Dextran byl poprvé identifikovan Louisem Pasteurem jako mikrobialni produkt ve ving
88 Dextrany jsou syntetizovany ze sacharézy riiznymi bakteriemi roddi Leuconostoc,
Lactobacillus a Streptococcus z &eledi Lactobacillaceae ®'. Ve vodé rozpustné dextrany
nerozpustné mutany tvoiené Streptococcus spp. (hlavné S. mutans) vytvari protektivni
matrici pro kolonie kariogennich bakterii v zubnim plaku . Priimyslové se vyuzivaji
hlavné dextrany produkované Leuconostoc mesenteroides (dale Lm). Stupen vétveni
zalezi na pouzitém bakteridlnim kmeni, nejcastéjSi dextran produkovany
Lm NRRL B-512(F) ma4 stupeii vétveni cca 5% '°. Dextrany jsou komeréné dostupné ve
velké §ifi molekulovych hmotnosti, od 1 kDa do 2 MDa (hydrodynamicky primeér
od 1 nm do 54 nm — viz Tabulka 2) "2,

Tabulka 2: Molekularni rozméry dextranu B512. Adaptovano z Ref. 7 dle Ref.

Mw Gyraéni polomér If)loylg;‘l’grynamicki
[kDa] [nm] (]
2 000 38.0 770
1000 275 59
500 20.0 17
200 13.0 93
100 9.5 .
70 8.0 53
50 6.8 50
40 6.2 13
10 24
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3.4.1.1 Prumyslova vyroba dextranii

VétSina hlavnich producenti dextrani v souCasnosti pouzivd metodu zalozenou na
kultuie kmenti Lm NRRL B512 (F) nebo B512 v pfitomnosti sacharézy . Kromé toho,
ze sachar6za slouzi jako zdroj energie pro mikroorganismy, indukuje produkci enzymu
dextransukrasy. Specialni nutriéni pozadavky pro kultivaci jsou splnény kombinaci
slozek komplexnich médii, napiiklad kvasni¢nych extraktl, kyselych hydrolyzovanych
kaseint, kukuficnych likérii nebo sladovych vytazkli s pridavkem peptonu nebo

tryptonového bujonu 74,

V praxi probihd proces fermentace pro ziskani vysokomolekuldrnich dextranl vétSinou
pii teploté 25 °C. Pti niZSich teplotach se zvySuje podil nizkomolekularniho dextranu,
zatimco pifi vysSSich teplotdich dochdzi k vétSimu vétveni. Dal§i z parametri
ovlivilyjicich rozvétveni a primérnou molekulovou hmotnost vysledného produktu je
koncentrace sacharozy. S rostoucim obsahem sacharézy se snizuje jak stupeni
rozvétveni, tak vytéZek vysokomolekuldrniho dextranu; optimalni podminky jsou 2-—
10% koncentrace sachardzy s jejim kontinudlnim dopliiovanim. Po 24 aZz 48 hodinach
fermentace se viskozni kultivaéni kapalina vysrazi v ethanolu nebo methanolu. Ziskany

nativni dextran ma molekulovou hmotnost az 0,5 GDa s pomérmé Sirokou distribuci.”

Dextran mize byt také produkovan bez bunék enzymaticky s pouzitim bunéénych

supernatantli, které obsahuji dextransukrasu’®

. Nizké hladiny dextranu s vysokou
molekulovou hmotnosti, polyethylenglykolu (PEG) nebo neiontovych detergentti piitom
stabilizuji enzym. Nejvyssi aktivita dextransukrasy po purifikaci se dosahuje metodou
rozdélovani fizi s pouzitim vodnych roztok®i dextranu a PEG 6000 "’. Tento postup je
jednoduchy, levny a méné cCasov€ narocny neZ jiné zplsoby Cisténi zahrnujici

ultrafiltraci a chromatografii.

Rizenou hydrolyzou a opakovanou dalsi frakcionaci nativniho dextranu se ziskavaji
produkty s pozadovanou molekulovou hmotnosti nejen pro farmaceutické a klinické, ale
i technické vyuziti . Zména koncentrace kyseliny chlorovodikové nebo kyseliny
sirové, doby a teploty hydrolyzy a povahy a poméru precipitatu (alkoholu / vody) pro
separaci fazi umoznuje kontrolu vyslednych primérnych molekulovych hmotnosti

ziskavanych dextrand.
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V posledni dobé byla vyvinuta nova frakciona¢ni metoda, nazyvana kontinudlni spinova
frakcionace, ktera zlepSuje ucinnost separaéniho procesu 8. Pouziti zvlakiiovacich
trysek usnadiiuje pfenos rozpustnych, nizkomolekuldrnich polymernich frakei do
extrakéniho ¢inidla do té miry, Ze Gspé$nd frakcionace prob¢hne i u koncentrovanych
polymernich roztokl. Pfitom muze byt vyznamné snizena i polydisperzita. Mezi
atraktivni alternativni metody vyroby dextranovych frakei patii pouziti dextranas, tedy

enzymu degradujicich fetézec 7° a akceptorové reakce ukondujici fetézec.®

3.4.1.2 VyuZiti dextranii mimo medicinu

Dextrany se bézné vyuzivaji v riznych primyslovych odvétvich. Zesitované dextrany
se pouzivaji pro gelovou filtraci pod oznacenim Sephadex ,,Separation Pharmacia

dextran® 3!

. Vzhledem k tzké distribuci molekulové hmotnosti se specifické frakce
pouzivaji jako standardy pro stanoveni molekulové hmotnosti pomoci SEC. Dextrany
v rentgenovych a jinych fotografickych emulzich zlepSuji Uc¢innost stiibra bez ztraty
jemnosti zrna. Diky svym hydratacnim vlastnostem se pouzivaji také jako ptisada pro
kosmetiku a v pekatskych vyrobcich. ZvySeni teploty tani po pfidani nativniho dextranu
se vyuziva uzmrazenych mléénych vyrobkii ®. Vodného dvoufizového systému
dextran - PEG se osvéd¢il pfi separaci smési biomolekul a subcelularnich &astic,”’822

napiiklad pfi enzymaticky katalyzované syntéze peptidi 5.

3.4.1.3 Medicinské vyuZiti dextranu

V 1ékaftstvi jsou vyuzivany pro své antitrombotické vlastnosti. Dextrany snizuji agregaci
erytrocytd a adhezivitu krevnich desticek *. Vé&t§i molekuly pak uplatiiuji své
osmotické vlastnosti a vyuzivaji se k 1écbé hypovolémie, v souCasnosti jsou vSak

nahrazovany hydroxyethylSkrobem (HES).

Klinické dextrany s molekulovou hmotnosti 40, 60 a 70 kDa (oznacované jako dextran
40, 60 a 70) v 6% nebo 10% vodnych roztocich jsou v soucasné dobé pouzivané pro
nahradu mirnych ztrat krve. Polymer v podstat¢ nahrazuje krevni proteiny,
napft. albuminy, ve smyslu zvyseni ¢i udrzeni koloidniho osmotického tlaku potiebného
pro bilan¢ni rovnovahu tekutin intersticidlniho prostoru a plazmy. Vzhledem k nizké
antigenicit¢ a vysoké rozpustnosti ve vod¢ je pro klinické pouziti vhodny dextran

produkovany linii Lm NRRL B-512 (F). Vysoké procento glykosidickych vazeb
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a-(1—6) v dextranech je zodpovédné za biologickou stabilitu v krevnim ob&hu ¢loveka
64

Antitromboticky u€inek dextranil se vyuziva pii profylaktické 1écbé hluboké zilni
trombozy a pooperacni plicni embolie. Dextran 40 zlepSuje pratok krve, coZ je

pravdépodobné zplisobeno snizenim viskozity krve a inhibici agregace erytrocyta.

Anafylaktické reakce (DIAR = dextran induced anaphylactoid reactions) se vyskytuji
uméné nez 1% pacientll po infuzi dextranu, navic je lze omezit poddnim dextranu
s nizkou molekulovou hmotnosti (Dextran 1, Mw 1000 Da) jako monovalentniho
haptenu ®. Tento nezadouci ucinek je natolik zavazny, 7e vedl ke stazeni nékterych
parenterdlnich ptipravkd z trhu, napfiklad Imferon® byl stazen FDA v roce 1990.
Upozornéni na riziko alergickych reakci ziejmé bude uvadéno v informaci pro pacienty

(ptibalovém letaku) u parenteralnich a inhala¢nich piipravki obsahujicich dextrany.®’

Dextran 70 je na seznamu esencialnich 1é¢iv WHO (WHO Model List of Essential
Medicines ®). Dextrany se také vyurivaji v oénich kapkich jako lubrikant a pro

stabilizaci nékterych iontii v infuznich roztocich .

Pritomnost dextranu ve vodnych roztocich napomahd udrzet ptfiznivé fyziologické
prostiedi v disledku koloidniho osmotického tlaku. Proto se pouzivaji pfi uchovavani

64,89

zivotaschopnych organii napi. pro transplantace a jako slozky pro o¢ni formulace,

jako jsou umélé slzy *°.

Dextran je schopen zabranit opsonizaci proteiny, a proto se pouzivd pro modifikace
povrchi, napt. potahovani feritovych ¢astic pro hypertermickou 1écbu rakoviny. Vodny
dvoufdzovy systém dextrani a PEG se osvédc¢il pro separaci smeési biomolekul

a subcelularnich &4stic, napiiklad p¥i syntéze peptidi katalyzované enzymem 4!,

3.4.1.4 Farmakokinetika dextranii

Farmakokinetika dextrani po systémové aplikaci byla podrobné studovana jiz

v padesatych letech minulého stoleti **°

a jeji parametry jsou vysoce zavislé na
molekulové hmotnosti. Velké dextrany (Mw > 40 kDa) jsou ledvinami vylu¢ovany jen
pomalu a zlstavaji v téle po fadu tydnd, zatimco malé dextrany (Mw < 20 kDa) jsou
z téla vylouceny rychle **%°. Kromé velikosti molekuly a podané davky ovlivituje osud

dextranu v organismu také jejich naboj. Pozitivné nabité radioaktivné znacené dextrany
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se rychle vyluCovaly z plazmy mysi s nddorem a hromadily se ve tkanich, vcetné jater
% Negativné nabité dextrany vsak setrvavaly v systémové cirkulaci déle a méné
nabojim na vétsiné biologickych membréan, které brani priichodu podobné nabitych

molekul °7%,

V této souvislosti stoji za zminku, Ze molekula fluoresceinu mé pii fyziologickém pH
zaporny naboj. Nicméné stupenn substituce ve znacenych FITC-dextranech je velmi
nizky (0.003-0.008 molu fluoresceinu na mol glukdzy), takze lze predpokladat, Ze se

kinetika FITC-dextrant nebude lisit od neutralnich dextrant *°.

3.4.1.5 Dextrany jako nosice léciv

Diky jejich farmakokinetickym vlastnostem a soucasné¢ velkému poctu volnych
hydroxylovych skupin, které mohou byt snadno konjugovany s léCivy (vcetné peptidi
a proteintll) a to jednak pfimo nebo pomoci linkeru, jsou dextrany povazovany za idealni
nosice pro systémovou aplikaci 1€¢iv s moznosti cileni na specificka mista ucinku jak

64,95

pasivné, tak aktivnimi mechanismy Vyhodou dextrani je také jejich

biokompatibilita a biodegradabilita *°.

Vazbou na dextran lze dosahnout riznych vylepseni vlastnosti 1é¢iva '

, napfiklad
7w 4 . v . 101 I r h ro .7 1 f . kr h
zvySeni rozpustnosti (napf. u oxytocinu ), zvySeni vychytdvani v lymfatickyc
uzlinach (bleomycin '°%), zvySeni terapeutického t¢inku (isometamidium '°%), sniZeni
nefrotoxicity (gentamicin '*%), cileni do jater (acyclovir %), zvyseni analgetického
a antipyretického u¢inku pii sniZeni ulcerogenicity (flurbiprofen a suprofen '°), snizeni

hepatotoxicity a ulcerogenicity (valproat '°7).

Vazbou enzymi na dextran lze zvysit jejich stabilitu pfi fyziologickém pH 1 jejich
termalni stabilitu, prodlouzit jejich biologicky poloC¢as a snizit riziko vyskytu

alergickych reakci pii opakovaném podéni 1%,

3.4.1.6 Zpusoby navazani léciva na dextranovy retézec

Léciva obsahujici skupinu schopnou reakce s volymi hydroxylovymi skupinami
dextranu (napt. karboxylové kyseliny) mohou byt pfipojena piimou esterifikaci °°. Tuto

metodu pouzila napiiklad skupina Larsen et al. k pfipojeni riznych nesteroidnich
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10

antiflogistik (NSAIDs): naproxenu'®’, indomethacinu'!’, diklofenaku, ibuprofenu,

ketoprofenu a fenoprofenu!'!.

Pro pfipojeni 1é¢iv bez pfimo reagujicich skupin je tfeba molekulu dextranu nejprve

aktivovat. To lze provést nékolika zpisoby:

a) oxidaci sjodistanem sodnym snaslednou tvorbou Schiffovy béze
s aminoskupinou. Relativné nestabilni vazbu Ize stabilizovat redukci

s borohydridem sodnym. Tento zpisob se vyuZiva pro navazani peptidi (napf.

112 113

enzymu ) aproteind. Takto byly navdzany napif. chymotrypsin''“, insulin

i ngkteré malé molekuly jako daunorubicin!!*,
b) reakci s halogenkyany a naslednou reakci s aminoskupinou navazovaného

lé¢iva. Tento zplisob byl pouZit pro navazani napf. insulinu!'®, aprotininu''®

117,118 5

a sojového inhibitoru trypsinu a také ampicilinu!!
c¢) aktivaci fosgenem pro pripojeni 1é¢iv s hydroxy- a amino- skupinami za tvorby
karbonatu resp. karbamatu (urethanu). Touto metodou byl k molekule dextranu

pfipojen napiiklad insulin !*°,

Kromé pfimého napojeni 1é¢iva k dextranovému fetézci se vyuziva i tzv. linkert a to

hlavné ze dvou duvodu:

a) kpripojeni 1éCiv neobsahujicich skupiny reagujici s dextranem (napf.
kortikosteroidy methylprednisolon a dexamethason byly pfipojeny pomoci
kys. jantarové, resp. glutarové'?’.

b) kiizeni uvoliiovani navazanych 1éCiv pomoci zmén pH nebo enzymatického
Stépeni, napt. Larsen et al. ukazali, Ze uvolilovdni metronidazolu z dextran-
metronidazolu zavisi na pouzitém linkeru'?!. Vjiné studii bylo zkouméno

uvoliiovani mitomycinu C.!%2

3.4.1.7 Priklady

Od sedmdesatych let minulého stoleti byly zkoumany konjugéaty dextranti s rGznymi

1é¢ivy. Nejvice piikladi by se pravdépodobné naslo ve vyzkumu protinddorovych

114,123-125 126-128

l1é¢iv: antracyklin doxorubicin , protilatky , ara-C'®, asparaginasa'®,

133-135

methotrexat!3!1*2, mitomycin C'%?, cisplatina , magnetické nano¢astice pro 1é¢bu

136,137 1251 138 a 99mTC 139

nadorti pomoci hypertermie , radionuklidy
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Dalsi skupinou jsou jiz zminené NSAIDs (naproxen'®, indomethacin'!®, diklofenak,
ibuprofen, ketoprofen a fenoprofen'!!), jejichz konjugaty s dextranem pfipravené

Larsenem et al. uvoliiovaly 1é¢ivo po peroralnim podani v tlustém stieve.'40-14!

Na podobném principu bylo zkouseno také cileni kortikosteroidi methylprednisonu'*?

143,144

a dexamethasonu vazbou na dextran pro 1écbu Crohnovy choroby.

Z dalSich latek vazanych na dextrany lze uvést

- enzymy, proteiny a peptidy (o-amylasa, arginasa, asparaginasa,

karboxypeptidasa, katalasa, [-galaktosidasa, hyaluronidasa, NAD+

b

streptokinasa,  papain, o-chymotrypsin''> a  trypsin'®®,  glutathion'*®,

hemoglobin'?’, insulin!!3!115:119),

- antibiotika (ampicilin!'>, penicilin'*®, polymyxin B!, streptomycin'>?),

- imunosupresiva (methylprednison'>'"!%3  takrolimus'>*).

K 1é¢bé leishmaniazy byl zkousen komplex dextranu a hydroxidu antimonného!*

b

k 1é6¢bé anémie a deficience Zeleza se pouziva komplex dextranu a hydroxidu zelezitého

156-158  Komplexy technecia *™Tc s dextranem byly zkouseny v kardioangiografii'>

9

k diagnostice enteropatie se ztratou protein'®’, gastrointestindlniho krvaceni,

ulcerativni kolitidy'¢!

a zanétu'®. Jako kontrastni latky pro magnetickou resonanci
(MRI) byly zkouseny paramagnetické chelaty gadolinia s diethylentriaminpentaoctovou

kyselinou (DTPA) a dextranu'®®, i superparamagnetické ¢astice oxidu Zeleza.'®*

3.4.1.8 Pokrocilejsi kombinace:

Na dextran lze navézat 1 vice riiznych latek, naptiklad kombinaci 1éCiva, piipojeného
pres pH senzitivni linker a protilatku, zajistujici vychytavani v cilové tkani (podobné
jako na Obrazek 4), napf. kombinace methotrexdtu a anti-HLA IgG1 protilatky

navazanych na dextranovém fetézci .

Chau et. al pfipravili konjugat dextranu
s methotrexatem navazanym pies peptidovy linker (Pro-Val-Gly-Leu-Ile-Gly),
Stépitelny matricovymi metaloproteinasami II (MMP-2) a IX (MMP-9), které jsou ve

zvy$ené mife exprimovéany v nadorech 6.
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Obrazek 4: Ringsdorfiiv model polymerniho proléciva: 1é¢ivo (Cerveny kruh)
navazano pres spojku (€erny svisly obdélnik; spacer / linker) na polymerni kostru,
na kterou je dale navazana solubiliza¢ni slozka (zeleny obdélnik) a navadéci Cast
(Zluty trojihelnik; targeting moiety). Adaptovano z Ref. 1%

3.4.1.8.1 Nanocastice s dextrany

Vyuziti dextrana pii pfipravé nanocastic shrnuje v pfehledném ¢lanku napt. Liu et al.
167: Do nanocastic pripravenych komplexaci dextran sulfatu a chitosanu enkapsulovali
Sarmento et al. (2006) '®® insulin a Tiyaboonchai et al. '® amfotericin B; dextran
s navazanymi poly(e-kaprolakton)ovymi (PCL) fetézci vyuZili k pfipravé nanocastic
Gref et al. (2002)'7° a Lemarchand et al. (2004) °!; dextran s navazanymi poly(methyl
metakryldt)ovymi (PMMA) fetézci pouZil k piipravé nanocastic Passirani et al. '’!;
nanocastice z dextranu s navdzanymi poly(isobutyl kyanoakrylat)ovymi (PIBCA)

fetézci piipravili Bertholon et al. (2006) '7? a Chauvierre et al. !>,

3.4.1.8.2 Liposomy s dextrany

Piipravu liposom@i s dextrany shrnuje v piehledovém ¢lanku Mufamadi et al. '7:

Liposomy s interleukinem-2 v injektabilnim dextranovém hydrogelu pfipravil De Groot
et al. (2002)!"%; Stenekes et al. (2000) enkapsulovali liposomy do dextranovych
mikrosfér, ze kterych se uvoliiovaly po dobu az 100 dni '7®; Liptay et al. (1998)
zkouseli transfekéni aktivitu rDNA enkapsulované v kationickych liposomech

s dextranem !"’. Dextrany byly zkouSeny i pro ptipravu ,,stealth* liposomi, ale PEG se

wewr

3.4.1.9 Léciva na trhu

V aktudlnim seznamu vsech registrovanych huménnich IéCivych piipravki (vCetné
specifickych 1é&ebnych programi, s vyjimkou homeopatik) v Ceské Republice '’ neni
v soucasnosti (tj. k 28.7.2019) uveden zZadny léCivy piipravek s ATC kodem BOSAAO0S
(Krevni derivaty, frakce plazmatickych bilkovin, ndhrady plazmy — Dextran).
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Mezi piipravky pro i.v. podani zeleza pod ATC kédem BO3AC (Parenteralni pfipravky
obsahujici trojmocné zelezo), kde jsou zatazeny komplexy Zeleza se sacharidy
(isomaltosid, karboxymaltoza, glukonat a sachar6za) se komplexy s dextranem také
nevyskytuji. Zadny v sou¢asné dobé& registrovany piipravek s dextranem se v tomto

seznamu nepodafilo najit ani pod zddnym z nazvi uvedenych v Tabulka 3.

V seznamu aktualné registrovanych veterinarnich 1é¢ivych pripravkt 0 se podatilo ke
dne$nimu dni nalézt tfi s a¢innou latkou ,,Dextraferranum‘: Ferribion, Gafervit
a Gafervit mitte, Zadny aktualné registrovany pfipravek s G€innou latkou ,,Dextranum®,

ani s dal$i nabizenou moznosti ,,DEAE-dextran® (diethylaminoethyl-dextran).

Pouzivani intravendznich pfipravkii obsahujicich komplexy zeleza s dextranem
v huménni 1é¢bé ustupuje do pozadi kvili riziku zadvaznych alergickych reakci, nicméné

ziistavaji pouZivana ve veterinarni medicing, napf. u anémie selat z nedostatku Zeleza.'s!

Ustup od jejich pouzivani viak mohl byt zptisoben nespravnym vyhodnocenim
srovndvacich studii, jak uvadi Auerbach a Macdougall: ,Na zakladé¢ vSech
prospektivnich  a intrainstitucionalnich retrospektivnich studii jsou s vyjimkou
komplexu zeleza s vysokomolekuldrnim dextranem zbyvajici formulace bezpecné

a pravdépodobné mnohem bezpednéjsi, nez si vétsina lékait uvédomuje.!®?

Feraheme® je IéCivo pro lécbu deficience Zeleza intravendzni infuzi, obsahujici
ferumoxytol. Ferumoxytol je nestechiometricky magnetit (superparamagneticky oxid
zeleza) potazeny karboxymethyletherem sorbitol-dextranu (PSC; polyglucose sorbitol
carboxymethyl ether). Hlavni fetézec PSC (polyglucose sorbitol carboxymethyl ether)
sestava z molekul glukozy spojenych o-(1—6) glykosidickymi vazbami, CeH;10s5—
(C6Hi1105)60 se 14 (C2H202Na) karboxylatovymi skupinami '*2. Koloidni &astice maji
pramér 17-31 nm. Sumdrni chemicky vzorec Feraheme® je Fesg7aOg752—

Ci1719H1863209933Na414 se zdanlivou molekulovou hmotnosti 750 kDa.'®*
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Tabulka 3: Nanoc&asticové pripravky s dextranem uvedené na trh!82185-191

Rok
Nazev (firma) Pripravek Indikace / benefit schvaleni
FDA
INFeD® (Sanofi Avertis)
Infufer (Sabex)
CosmoFer Fe dextran . ”

(Pharmacosmos / B. Braun) (Mw 165 kDa) C};ggl;ﬁi?epn C§I§I]1)1 / 1957 -
Feosol (GlaxoSmithKline) dke E é zvy 2009
Imferon (Sanofi-Aventis) Y
Proferdex

(New River Pharmaceuticals)

DexIr0n®fDexf§rrum® ' Fe dextran deﬁmvtvF? pii CVKD / 1957 -
(Sanofi Avertis / American (Mw 265 kDa) umoziuje zvyseni 2009
Regent) davky Fe
deficit Fe pii CKD /
umoznuje zvyseni 2009
davky Fe
Feraheme® Ferumoxytol* deficit Fe /
(AMAG Pharmaceuticals) (Mw 750 kDa, umoznuje zvyseni 2018
Rienso® 30nm) davky Fe
kontrastni latka pro
MRI/ 7?
zlepseni kontrastu
Feridex®/Endorem® igg;\rllgﬁtazene ﬁgtﬁmm litka pro 1996 -
(AMAG Pharmaceuticals) (80-150 nm) zlepseni kontrastu 2008
Ferucarbotran . kontrastni latka pro
Resovist® (Bayer) E:rllg) I;I %Z;izrxeem MRI/ 77 -
Cliavist™ (Bayer) (60 nm})] zlepSeni kontrastu, 2009™
Ferrixan vychytavani v RES
Sinarem® USPION potazené | kontrastni latka pro 2005 -
Combidex® dextranem MRI/ 2007
(20-40 nm) zlepSeni kontrastu

* SPIO potazené modifikovanym dextranem (PSC = polyglucose sorbitol carboxymethyl ether);

** kolem roku 2009 stazeny ztrhu (kvali riziku zavaznych alergickych reakci);
CKD = chronické renalni poskozeni (chronic kidney disease); MRI = zobrazovani magnetickou
SPIO = USPIO = Ultrasmall

rezonanci; superparamagnetické cCastice oxidl Zeleza;

SuperParamagnetic Iron Oxide

3.4.1.10 Permeabilita dextranu

Ukazuje se tedy, ze dextrany maji mnoho vyuziti, které se navic po Gpravach da nadale
rozsifit. V souladu s tématem prace se zam¢efime na studium jejich permeability, nebot’
jsou pouzitelné jako nosice 1éCiv.
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3.4.2 FITC dextrany

Nedocenitelné sluzby pii studiu mikrocirkulace a permeability poskytuji fluorescencné
znacené dextrany raznych molekulovych hmotnosti s riznymi substituenty, které jsou
komeréné dostupné. Fluorescein isothiokyanat (FITC) dextran se v tomto odvétvi

vyzkumu dobfte zavedl jiz od 70. let 20. stoleti.

Isothiokyanatova skupina fluoresceinu se kovalentné vaze na dextran za vzniku nizko

substituované¢ho FITC dextranu (stupeii substituce (DS) 0.004—0.01), viz Obrazek 5

o 2 kat. S HO ©
HGHD \ + D SLaen, HO \‘ FITC dextran
]
OH o o)
0, s=< .
HO 0 oH Q D
0.
HO O 8] O OH

Obrazek 5: Piiprava fluorescencné znacenych dextranti (FITC dextrany) pomoci
fluorescein isothyokyanatu. Pievzato z Ref. ' dle Ref. ®

SCHN

3.4.2.1 Permeace FITC dextranii pies ustni sliznice

Jiz Tolo a Jonsen v roce 1975 zjistili, Ze ze pies krali¢i ordlni mukdzu in vitro prochazi
radioaktivné znadené dextrany az do velikosti 70 kDa. !> Vétsina nasledujicich méteni

v oblasti Ustni dutiny se provadéla na bukalnich membranach.

Hoogstraate et al. (1996) "*!> zkoumali prinik FITC-dextranu 4,4 kDa (FD4) pies
praseci bukalni sliznici in vivo, s glykodeoxycholdtem sodnym jako enhancerem (resp.
urychlovac¢em). Bukalni podani 200 uL 20 mM roztoku FD4 v ,Hill Top komrce*
vedlo v pribéhu 4 hodin k hodnotdm absolutni biologické dostupnosti na urovni 1,8%.
Sou€asné podavani 10 mM (0,45% m/v) glykodeoxycholdtu zvysilo biologickou
dostupnost FD4 az na 12,7%. Po aplikaci bylo pozorovano rychlé dosazeni ustaleného
stavu, ktery trval aZ do odstranéni permeacni komirky. V pifipadé¢ podani 39 mM
roztoku peptidu buserelinu (1,2 kDa) vedlo souc¢asné podani 10 mM glykodeoxycholatu
ke zvySeni biologické dostupnosti z 1,0% na 5,3%.
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Van der Bijl et al. (1998) !¢ porovndvali priichod FD4 a FD12 pies lidskou vaginalni
a bukalni membranu in vitro. FD4 prochazel pies obé porovnavané membrany podobné,

FD12 prochazel ptes bukalni sliznici vyznamné rychleji neZ ptes vaginalni membranu.

Nielsen et al. (1999) 7 nechali prochazet FITC-dextrany o rtizné velikosti (4 kDa az 40
kDa) ptes bunécnou kulturu TR146, jako in vitro model lidské bukdlni sliznice
a porovnali ziskané hodnoty zdéanlivych permeacnich koeficientl Py, s hodnotami
z praseCi bukalni sliznice, také pii pouziti glykocholatu jako urychlovace absorpce.
Hodnoty P, jak pies prase¢i bukdlni sliznici in vitro (FD4: 8-10® cm/s, FDI0:
0,5 - 10 cm/s a FD40: 0,1 - 10 cm/s), tak ptes bunéénou kulturu TR146 (FD4: 19 - 10°
8 em/s, FD10: 11 - 108 cm/s a FD40: 0,65 - 10® cm/s) linearn& klesaly s rostouci Mw
FITC-dextranu (viz Obrazek 6) Buné¢na kultura TR146 byla zietelné propustnéjsi nez
prase¢i bukalni sliznice a zvySeni Mw FITC-dextranu u ni vedlo k mens$imu sniZeni

propustnosti nez ptes praseci bukalni sliznici.
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Obrazek 6: Logaritmické zndzornéni vztahu zdanlivych permeacnich koeficientli
Pupp 14C-mannitolu (o) a FITC-dextrani (o) FD4, FD10 a FD20 pies praseci
bukalni epitel (osa X) a bunéénou kulturu TR146 (osa Y). Adaptovano z Ref. '’

Junginger et al. (1999) 2 zkouseli méfit prinik FITC dextranti 4,4 kDa, 9,4 kDa, 19,6

kDa a 35,6 kDa pies praseéi bukalni sliznici in vitro. Cerstvé vzorky sliznice byly do
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laboratofe transportovany v Krebsové pufru o pH 7,5, doba mezi porazkou zvitat
a zahajenim permeacniho experimentu byla cca 2 hodiny. Permeace probihala ptes
plochu 0,75 cm? dermatomované membrany o tloustce cca 500 pm v Ussingovych
komtirkach pii 34 °C. Hodnoty permeaéniho koeficientu pro FD4: 1,12 - 10 cm/s; pro
FD10: 2,96 - 10® cmy/s, ale signifikantné se od sebe neliily; pro FD20 a FD40 byly
naméiené hodnoty pod detekénim limitem 0,05 - 10® cm/s. Konfokdlni mikroskopie
ukazala, Zze FITC dextrany FD4 a FD10 prochazeji ptfes bukalni sliznici hlavné

paracelularni cestou.

Patel et al. (2013) %19 zvysili priichod fluorescenéné znadenych dextrand (3 kDa
a 10 kDa), parvalbuminu (12 kDa) a bovinniho sérového albuminu (BSA, 66 kDa) pies
prase¢i bukdlni membranu a pfes vrstvy polymernich hydrogelti in vitro pomoci
iontoforézy cca 30 az 40krat. Vzorky prase¢i bukdlni membrany byly uloZeny pfi
-70°C, dalsi detaily o jejich zpracovani autofi neuvadeji. Naméfené hodnoty difuznich
koeficientt pro FD3:3,13 - 10> m?%/s, FD10: 2,50 - 10" m%*/s a 12kDa parvalbumin:
2,10 - 103 m%/s. Prichod BSA bukalni membranou nebyl potvrzen.

Goswami et al. (2009) *! pouzili FITC dextran 20 kDa (FD20) pii studii prichodu réizng
velkych polyethylenglykolti (PEGs) jako marker integrity sublingvalnich a bukalnich
prasecich membran. Membranu povazuji za poruSenou, pokud projde vice nez 0.6%
FD20 za hodinu. Membrany uchovavali ve fosfaitovém pufru o pH 7,4, chirurgickymi
nlzkami odstranili pfebytec¢nou tkan tak, aby ziskali membranu o tloustce 450 az 550
pm a pouzili ji v permeacnim experimentu do 2 hodin od pordzky zvitete (tj. Cerstveé).
Podobné jakozto marker integrity zpracovavanych membran jiz FD20 pouzivali
Nicolazzo et al. (2003) 2% pii pokusech s permeaci kofeinu a estradiolu pies riizné

zpracované membrany.

Lze shrnout, Ze permeabilita vétSich dextranii pfes neporusené¢ membrany je tedy velmi
limitovana, coz z vétSich dextranli ¢ini dobry marker integrity pfi permeabilitnich
pokusech s menSimi latkami. A i nejmensi FD4 prochazi bukdlnimi membranami jen

obtizné, byt se jeho podani da zlepsit pomoci urychlovact.

3.4.2.2 Permeace FITC dextranii pies kuZzi

Nejmensi fluoresencné znaceny dextran FD4 byl také testovan pro prachod pres kizi,

ai kdyZ sdm o sobé neprochazi, tak je mozné jeho transdermdlni prinik zesilit,
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napiiklad pouzitim sonoforézy a mikrojehel, jak ukazal ve své studii Pamornpathomkul

et al. 2015 2°! pies praseci kiiZi in vitro ve Franzovych difuznich celach.

Suarato et al. (2018) %2 vyzkouseli priichod FD4 pfes mysi kiizi in vitro v novém
kompaktnim typu difizni komirky vyrobené 3D tiskem, umoZiujici sledovani
prichodu fluorescenéné znacenych molekul v redlném case pomoci invertovaného

mikroskopu. Vypoétena difuzivita FD4 byla cca 2 - 1071 m%/s.

3.4.2.3 Permeace FITC dextranii pies stievni sténu

I kdyZ prichod ptes klizi neni pro vétSinu dextranu mozny, prichod ptes sttevni sténu je

naopak snadné&jsi neZ pfes bukalni sliznice.

Pantzar et al. (1993) 2% porovnavali priinik FITC-dextranti o velikostech od 3 kDa do
70 kDa aproteini o rtuzné velikosti molekuly, konkrétn¢ vasopresinu (1,1 kDa),
a-laktalbuminu (14,5 kDa), ovalbuminu (45 kDa) a bovinniho sérového albuminu
(BSA, 67 kDa), ptes sténu raznych usekti potkaniho tenkého stfeva in vitro
v Ussingovych komurkach. Priichod sliznici byl nepfimo umérny molekulové
hmotnosti. Hodnoty zdéanlivych permeacnich koeficientd P, ziskané u téchto dvou
typt makromolekul byly pro odpovidajici molekulové hmotnosti podobné (viz Obrazek
7). Dextrany byly navrzeny k vyuziti jako markerti odrazejicich priichod proteini ptes

sttevni membrany.

1.5
)
©
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= 05 © FITC-dextran proximal
& ' @ FITC-dextran distal
[
e ® protein proximal

B protein distal
0,0 " L T I
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1/(3VMolecular weight)

Obrazek 7: Vztah zdanlivych permeacnich koeficientli (P,,,) ptes potkani tenké stievo
in vitro pro dextrany (prazdné) a proteiny (pIn€) a jejich molekulové hmotnosti
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(uvedené jako (%FM w) ) v distalnim (Stverce) a proximalnim (kruhy) sméru.
Adaptovano z Ref. 2

Makhlof et al. (2011) 2* zvysili prinik FD4 pies monovrstvu CaCo-2 bunék in vitro
i pfes potkani stfevo in vivo pomoci nanocastic. Hodnota zdanlivého permeacniho
koeficientu Py, FD4 pies vrstvu CaCo-2 bunék pii podani v nanocasticich ze sperminu
a kyseliny polyakrylové &inila 6,57 - 107 cm/s, coz bylo cca 5,56krat vice nez pfi
aplikaci volného FD4 (1,18 - 107 cm/s). Pfi in vivo pokusu zvysilo podani FD4
v nanocasticich relativni intenzitu fluorescence na basolateralni stran¢ stény potkaniho

ilea po 2h cca 20krat a jesté po 8h cca 7krat oproti oralnimu podéani roztoku FD4.

Karavasili et al. (2015) 2% studovali zvyseni prichodu FD4 pies monovrstvu stfevnich
CaCo-2 bunék a tohoto dextranu a radioaktivné znaceného BSA pies potkani jejunum.
Hodnota P, pies CaCo-2 buriky (0,82 10° cm/s) byla pfi podani s lipidim-
podobnymi peptidy zvySena Skrat az 7,6krat. V piitomnosti lipidu-podobného peptidu
ac-A6D-COOH proslo pies potkani jejunum za 120 minut 3,46 % FITC-dextran a 2,61
% BSA, zatimco bez tohoto peptidu proslo jen 2,33 % FITC dextranu a 1,99 % BSA.

3.4.2.4 Permeace FITC dextranii pies nosni sliznici

Nosni sliznice je dal$im moznym vstupem do krevniho ob¢hu, kterého by mohlo byt

vyuzito pro transport 1é€iv pomoci dextranového nosice.

Kubo et al. (1994) 2% studovali priichod propranolol hydrochloridu, kromoglykétu
sodného, FITC dextranti o rizné velikosti (FD4 (4,4 kDa); FDI10 (9,4 kDa);
FD40 (35,6 kDa) a FD70 (71,2 kDa)), a ptes kralici nosni sliznici in vitro
v Ussingovych komirkach po 6 h a naméfili jejich hodnoty koeficientu permeability
(cm/s) 2,554 - 10%; 3,428 - 10°%; 1,275 - 10°%; 0,677 - 10°%; 0,181 - 10° 2 0,126 - 10 (viz
Obrazek 8). Také zkoumali vliv vybranych enhancerli permeability (glykocholatu
sodného, taurocholatu sodného, deoxycholatu sodného a taurodihydrofusidatu sodného)
na prichod FD10. VSechny urychlovade rychle sniZily hodnotu transmukosalniho
elektrického odporu. Deoxycholat a taurodihydrofusidat sodny zvysily prinik FD10

vice nez ostatni dva urychlovace, ale také vice poskodily fasinkovy epitel.
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Obrazek 8: Vztah molekulové hmotnosti a zdanlivych permeacnich koeficientl pies
krali¢i nasalni sliznici in vitro pro propranolol hydrochlorid (o), kromoglykat
sodny (A), FD4 (A), FD10 (m), FD40 (o) a FD70 (). Adaptovéano z Ref. 2%

Schmidt et al. (1998) 2°7 shrnuli poznatky ze studii z in vitro modeli prostupu riiznych
latek ptes nasalni sliznici. Hodnota koeficientu permeability FD4 ptes lidské primarni
bun&né kultury (1,8 - 107 cm/s) 2 byla nizsi nez pies krali¢i nosni epitel in vitro
(2-3 - 10 cm/s) 296299,

3.4.2.5 Srovndni permeace FITC dextranii pies riizné membrdany

Z predchozich odstavei vyplyva, ze fluorescenéné znacené dextrany prochazeji

rozdilnymi sliznicemi rozdiln€ rychle.

Yamamoto et al. (2001) 2!° zkoumali priichod fenolové &ervené, tropanové modii, FITC
dextrant 4 kDa a 10 kDa pfes rizné sliznice potkana in vivo. Pfes bukalni sliznici se
béhem 4 hodin absorbovalo 0,4 % FD4 a 0,02 % FDI10, coz bylo nejméné ze
zkoumanych sliznic. Vzestupné podle mnozstvi absorbovaného FD4: bukalni < tlusté

sttevo < nosni < tenké stievo < plicni (viz Obrazek 9).
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Obrazek 9: Srovnani propustnosti 1€¢iv s riznou molekulovou hmotnosti ptes rozdilné
sliznice (plicni (®), nosni (A), bukalni (o), tenké stievo (0) a tlusté stievo (V).
Upraveno dle Ref. 1°.

Kdyz doplnime do seznamu jest¢ kozni membranu a zminéné vysledky

z ptedchozich odstavct (viz Tabulka 4), 1ze shrnout, ze:

1) permeabilita dextranil je nepiimo imérnd molekulové
hmotnosti; dale
i)  membrany jsou nejpropustnéjsi v poradi
plicni > tenké stfevo > nosni > tlusté stfevo > bukalni > kozni ;
a nakonec
i)  vyzkum permeace v Ustni dutin€ se zaméfil pouze na bukalni
membrany, pfi¢emz sublingualni sliznice je stdle pomérné

neprobadanou moznosti transportu.
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Tabulka 4: Pfehled naméfenych hodnot zddnlivého permeabilniho koeficientu (Pgpp)
pies rizné membrany

membrana dextran Py [cm/s] Reference
prase¢i bukalni | FD4 8-10% 197
FD10 5-10° 197
FD40 1107 197
FD4 1,12-10% 2
FD10 2,96 - 10® 2
FD20 <5-1010 2
FD40 <5-101 2
CaCo-2 FD4 1,18 - 107 204
FD4 + NP 6,57 - 107 204
FD4 8,2-107 205
krali¢i nosni FD4 1,275 - 10 206
FD10 0,677 - 10¢ 206
FD40 0,181 - 10 206
FD70 0,126 - 10¢ 206

3.4.3 Albumin

Nazev albuminu vychazi ze staronémeckého oznaceni pro bilkovinu ,,albumen “, které
pochazi z latinského albus (bily), znaéici jeho piitomnost ve vajeéném bilku.?!!2!2,
Oznaceni albumen se stale pouziva pro vajecny bilek, urinarni proteiny a pro Sneci
sekret.?!2, Pfitomnost bilkoviny (albuminu) v mo¢i lidi sonemocnénim ledvin
zaznamenal ve svych Aforismech jiz Hippokrates®!', Paracelsus jej v 16. stoleti vysrazel
z moci kyselinou octovou a ke konci 18. stoleti se totéz podafilo Frederiku Dekkersovi

zahiivanim?'2.

3.4.3.1 Vlastnosti, syntéza, struktura

v

Albuminy zahrnuji skupinu globularnich proteinli, z nichz nejcastéj$i jsou sérové
albuminy. Jejich pfiblizna molekulovd hmotnost ¢ini 67 kDa, v§echny jsou rozpustné ve
vodé, mirné rozpustné v koncentrovanych roztocich soli, tak jako ostatni bilkoviny jsou

denaturovany teplem.
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Lidsky sérovy albumin ptedstavuje pfiblizné¢ 55% vSech bilkovin obsazenych v krevni
plazmé, tj. 35-50 g/l krevni plazmy, koncentrace ostatnich hlavnich plazmatickych
proteinll jsou mnohem nizsi (fibrinogen 24,5 g/L, globuliny celkem 20-25 g/L
transferin ~2.5-3.5 mg/mL, normdalni laboratorni hodnota celkové koncentrace

plasmatickych proteint je cca 65-85 g/L 214213,

Albumin je syntetizovdn v jatrech 2'22!¢ je tvofen pouze zaminokyselin, neni
glykosylovany. Biologicky polocas lidského sérového albuminu (Human Serum
Albumin, HSA) je pomérné dlouhy, ¢ini pfiblizné 19 dnl a piedstavuje nejméné 10%
celkové jaterni proteosyntézy. To znamend, Ze jatra zdravého ¢loveéka vytvoii 10-15 g

212

albuminu denn& 2'?, coz predstavuje asi 0.4 mg/h/g jaterni tkané.'®. Za urgitych

podminek se rychlost syntézy HSA v jatrech maze zvysit 3 az 4krat.

Molekulovd hmotnost HSA vypoétend z jeho slozeni je 66 438 Da 2!2. Potadi
aminokyselin HSA (viz Obrazek 10) poprvé objasnili Meloun et al. (1975) v Praze?!”
a Behrens et al. (1975) 2'® v Austinu (Texas, USA) a témé&f soucasné se totéz, ale
u bovinniho sérového albuminu (BSA), podafilo Brownovi et al. (1975) 2!, také
v Austinu  (Texas, USA). HSA je tvofeny tfemi alfa-helikdlnimi doménami.
Vykrystalizovan byl v interakci s vice nez 80 ligandy %?°. Jen v databazi Drugbank m4

zdznamy o interakci se skoro 300 1égivy 221,
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Obrazek 10: Sekvence aminokyselin HSA Adaptovano z Ref. 22 dle Ref. 2!?

Izoelektricky bod HSA je pl = 4,7 2!2.
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3.4.3.2 Vyuziti HSA v klinické praxi

Sérovy albumin véaze vodu, jeho hlavni funkci je regulace onkotického tlaku krve,
odpovida za cca 70% plasmatického koloidniho tlaku krve 222, Za druhé svétové valky
byl zkouSen jako stabiln¢j$i a méné antigenni nahrada krevni plazmy. Z divodu vétsi
dostupnosti hovézi krve byl nejprve zkousen BSA, ale po umrti n¢kolika pacientll na
sérovou nemoc byla pozornost presunuta na HSA. Procedura pro jeho izolaci
frakcionaci studenym ethanolem byla béhem valky vyvijena Cohnem et al. a po valce

pievedena do priimyslového méfitka 22224

Kromé nahrady krve se HSA klinicky vyuziva pti 1é¢bé hypovolemie, Soku, popalenin,
ztraty krve, traumat, krvaceni, kardiopulmonarniho bypassu, syndromu akutni respiracni
tisng, hemodialyze, akutnim selhéani jater, chronickém onemocnéni jater, jako podpora

vyZivy, pii resuscitaci a hypoalbuminémii.*!!

HSA je také cennym biomarkerem mnoha nemoci, vcetn¢ rakoviny, revmatoidni
artritidy, ischemie, postmenopauzalni obezity, zdvazné akutni reakce hostitele na Stép

a také pii onemocnénich, ktera vyzaduji monitorovani glykemické kontroly.*!!

3.4.3.3 Rekombinantni rHSA

Jako alternativa ziskavani HSA z krve je vyvijena a zkouSena také biotechnologicka
produkce rekombinantniho rHSA (Recombumin® (Novozymes Biopharma), Albagen™
(New Century Pharmaceuticals), Recombinant human albumin (Akron Biotech +
Sigma-Aldrich) %°2%) na rliznych organismech: Escherichia coli**’, Bacillus subtilis**®,

Hansenula  polymorpha®®,  Kluyveromyces lactis™>°,  Pichia  pastoris

231,232

b
Saccharomyces cerevisiae ***, transgennich rostlinich 2*#2%® i transgennich Zivocisich
239 Jako nejslibngjsi systémy pro produkci rekombinantniho rHSA se zatim jevi

kvasinky P. pastoris a transgenni ryze.?!!-232237

3.4.3.4 Vazebna mista na HSA

Albumin je diky své unikatni struktufe a celkové velkému povrchu vybornym
transportnim proteinem mnoha latek Spatné rozpustnych ve vodé. Jeho tii domény
(viz Obrazek 11) disponuji velkym poctem mist, kam se mohou piipadné ligandy

navazat.

52



Albumin je schopen vazat velké mnozstvi nizkomolekularnich latek, slouzi jako
pienase¢ iontll, mastnych kyselin, hormonti, bilirubinu i 1é¢iv 2'2. Ze vSech moznych
druhil ligandil jsou albuminem nejsilnéji a nejspecifictéji vazany hydrofobni organické
anionty o velikosti 100 az 600 Da. Pro rtizné¢ mastné kyseliny ma nékolik vazebnych
mist o riizné afinité**’. Albumin obsahuje dvé& vazebna mista pro bilirubin s réiznou
afinitou. Molekula albuminu mize soucasné vazat 25 az 50 molekul bilirubinu. Mezi
dalsi latky véazané na sérovy albumin patii kationty (napf. Ca** (46 % z celkové
plazmatické koncentrace), Mg?* (33 %), Zn*" (65 %), Cu®* (10 %), Na*, K*, Co**, Ni2"
Cd** Au" a Pt*"), hem, oxid dusny, aminokyseliny (Trp, Cys), hormony (T3, T4,
steroidni hormony, prostaglandiny), urobilin, soli Zlu¢ovych kyselin, glukéza, fruktdza

240.241 7 tohoto diivodu se sérovy albumin nékdy oznacuje jako 'molekula-taxi' 24,

rrrrrr

drug site I = warfarin binding site v domén¢ I, drug site II = benzodiazepine binding
site vdomén¢ III a drug site III v doméné I. Nékterd 1éCiva se mohou vazat na vice

mistech s riiznou afinitou. Krom¢ ptikladd, které jsou uvedeny v Tabulka 5 se na

albumin vazi také penicilin, sulfonamidy, digoxin, clofibrat, fenytoin, rtut’ atd. 212240242,

Kompetice léCiv o vazebnd mista na molekule albuminu muze zplsobit zvySeni

koncentrace volné formy jednoho z 1é¢iv nebo obou, coz ovliviiuje jejich aktivitu 2%

1B

C-terminal

N-terminal

Obrazek 11: 3D struktura HSA s vyzna¢enymi doménami (IA purpurova, IB Cervena,
ITA zelena, IIB oranzova, IIIA modra a IIIB fialova); Zluté cary predstavuji
disulfidické mustky a zluté koule zobrazuji polohu cysteinu Cys 34 v doméné IA.
Adaptovano z Ref. #
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Tabulka S: Priklady exogennich ligandi (1é¢iv), vazicich se

na albumin?4%-242
Doména I Doména I1 Doména I11
9-aminocamptothecin | Azapropazon Diazepam
Bicalutamid Diflunisal Diflunisal
Camptothecin Halothan Halothan
Etoposid Ibuprofen Ibuprofen
Idarubicin Indomethacin Propofol
Kys. Fusidova Kys. salicylova
Lidokain Kys. skoficova
Naproxen Fenylbutazon
Teniposid Warfarin
Warfarin Zidovudin

3.4.3.5 Vazba albuminu na receptory

Albumin se také vaze na specifické receptorové proteiny.

3.4.3.5.1 Gp60

Gp60 (znamy jako albondin) je exprimovan v kontinudlnim endotelu a ma velmi

vysokou afinitu k albuminu.

Tento receptor hraje ulohu v transcytdze albuminu prostfednictvim tvorby kaveol. Po
interakci s receptorem Gp60 albumin indukuje fosforylaci kaveolinu-1, coz je
rozhodujici krok pii tvorbé kaveol, prostiednictvim aktivace signalni drahy Src-kinazy.
Dochazi také k aktivaci endotelialni syntazy oxidu dusnatého a regulaci vaskularni tonu
prostfednictvim oxidu dusnatého. Neddvno bylo prokézéno, ze receptor Gp60 je
exprimovan také v plicnim epitelu, kde zprostiedkovava transalveolarni transport

albuminu.

Z hlediska podavani 1€kt je tento receptor dulezity nejen proto, Ze miiZze zprostiedkovat
transport 1éCiv navazanych na albumin ptfes dvé hlavni biologické bariéry (epitelidlni
a endotelova bariéra), ale také proto, Ze je nadmérné exprimovan na rakovinnych
buiikach, coz se dd vyuzit pro cilenou dopravu 1é¢iv. V posledni dobé se zkouma
predpoklad, ze by také mohl zvySovat vychytavani anorganickych nanoc¢astic pokrytych

albuminem do nadora.?4%-24?
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3.4.3.5.2 SPARC

Také znamy jako antiadhesin, osteonectin, BM-40 a 43K protein, SPARC (secernovany
protein kysely, bohaty na cystein) je protein tvofeny bunkami mnoha fenotypii a mize
interagovat jak sbunéénym povrchem, tak s extracelularni matrici, ¢imz inhibuje
bunéénou adhezi. Tento receptor méa kliCovou ulohu vembryonalnim vyvoji
a v dospélych organismech je exprimovan ve tkanich s rychlou obnovou, stejn¢ jako pfi

poranéni a patologickych stavech.

Ukézalo se, Ze SPARC mulzZe modulovat u¢inek riznych ristovych faktorti a jeho
aktivace korelovala se zastavou bunééného cyklu G1. Jeho struktura je velmi podobna
struktute Gp60, 1kdyz byly identifikovany vyznamné rozdily v N-terminalni oblasti
téchto receptort. Jeho exprese je spojena s patofyziologickymi stavy zahrnujici
remodelaci extracelularni matrix, v€etné rakoviny a procest neoangiogeneze. Také bylo
prokdzano, ze SPARC ovliviluje morfologii endotelovych bunék a vaskuldrni
permeabilitu pravdépodobné¢ modulaci exprese F-aktinu, coz zase zvySuje tvorbu
mezibunééné mezery v cévach a paracelularni extravazaci makromolekul. Jeho
nadmérnad exprese pii nadorovych onemocnénich byla navrzena jako prognosticky
nastroj a byla korelovana s ucinnosti albuminovych nosi¢li pfi inhibici proliferace
nadorovych bunék. Nedavno byla navrZzena platforma pro doddvani mannosylovaného
albuminu schopna cilit jak SPARC, tak CD206, aby byl poskytnut Gi¢innéjsi zptisob, jak
cilit na nadorové buiiky rezistentni na l1éCiva a preprogramovat makrofagy asociované

s nadorem, které nadmérné exprimuji receptor manozy.>4%->+2

3.4.3.5.3 Gpl8agp30

Gp30 a Gpl8 jsou scavenger receptory (lapace) charakterizované vysokou afinitou
k poskozenému albuminu (neenzymaticka glykosylace, oxidace a fixace). Tyto
receptory jsou exprimovany v riznych buiikdch a podileji se na endo-lysozomalni

sekvestraci a katabolismu tohoto proteinu. 24%->#?

3.4.3.5.4 FcRn

Neonatalni Fc receptor pro IgG (FcRn, také znamy jako Brambelliv receptor) je
transmembranovy protein slozeny z b2-mikroglobulinu (B2M) a a-fetézce komplexu
MHC ttidy I. Tento protein byl velmi dobie charakterizovan pro svou ulohu pfi

zachrané IgG matei'ského zdroje a pfi pfenosu pasivni humoralni imunity z matky na
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plod prostiednictvim syncytiotrofoblastii placenty nebo z mléka pies enterocyty
duodena. U¢inné cileni tohoto receptoru bylo nedavno indikovano jako kli¢ové pro
budouci generaci albuminovych nosi¢i uréenych pro peroralni podani, protoZze muze
albuminu do krevniho ob¢hu po jeho internalizaci, chrani jej tak pfed endolysozomalni
degradaci, a tim umoznuje jeho opétovné zavedeni do obéhu. Mysi postradajici tento
receptor vykazovaly vyssi degradaci albuminu s naslednym snizenim jeho polocasu
rozpadu, coz ukazuje, Ze receptory FCRn mohou chrénit albumin pfed degradaci. Tento
receptor je exprimovan v mnoha tkanich (naptiklad zalude¢nim a ledvinovém epitelu)
a v riznych fagocytdrnich buiikich. Jsou v néj vkladany nadéje pro vyvoj ucinnéjsich

vakcin, které by také mohly byt schopny prekonat epitelialni biologické bariéry.?4%-24?

3.4.3.5.5 Cubilin, megalin

Cubilin je velky periferni membranovy endocytoplazmaticky receptor, ktery fidi
selektivni membranovy apikalni pfenos proteind. Je pritomen jednak v tenkém stfeve,
kde slouzi k resorpci vnitiniho faktoru komplexu vitaminu B12, a také v proximalnim
ledvinném tubulu, kde reguluje reabsorpci filtrovanych proteind, a to ptedev§im
albuminu, transferinu, proteinu vdazajiciho vitamin D a dalSich vyznamnych
plazmatickych faktort. V ledvin€ i1 ve stfevé se na zpétné resorpci proteini ucastni
spolu s dalSim endocytoplazmatickym receptorem megalinem. Studie na megalin-

deficientnich mysich i lidech ukézaly snizenou tubularni reabsorpci albuminu?*.

3.4.3.6 Metody piipravy albuminovych nanocdstic

Pro pfipravu albuminovych nanocastic byly pouzity metody zaloZené na desolvataci
(koacervaci), emulgaci, termalni gelaci, nanosprejovém suSeni, samousporadani (self-

assembly) a nab™.-technologie 2*°.

3.4.3.6.1 Desolvatace (koacervace)

Pti desolvatacni metod¢ ptipravy jsou nanocastice ziskany kontinualnim piikapavanim
ethanolu k vodnému roztoku albuminu (pH 5,5) za stdlého michani az do zakaleni
roztoku. Béhem ptidavani ethanolu do roztoku je albumin separovan v disledku sniZeni
jeho rozpustnosti 2#°. Castice albuminu, které nejsou dostate¢né stabilizovany, by se
mohly nasledné po dispergaci ve vod€ znovu rozpustit. Proto jsou koacervaty nasledné

zesitovany glutaraldehydem, kde se aminoskupiny v lysinovych zbytcich a argininové
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skupiny v guanidinovych postrannich fetézcich albuminu solidifikuji kondenzacni

reakcei s aldehydovou skupinou glutaraldehydu.>*

Piiprava HSA nanoéastic desolvataci byla optimalizovana Weberem et al.?*’. Velikost
¢astic je ovlivilovana hlavné mnozstvim piidaného desolvata¢niho ¢inidla a nikoli
sitovadla (crosslinkeru). Jako jeden z hlavnich faktord urcujicich vyslednou velikost
¢astic byla identifikovana také hodnota pH roztoku HSA, kdy vySsi hodnoty pH vedly
k menSim nanoc¢asticim. Zménou tohoto parametru lze ménit velikost nanocastic
v rozmezi 150 az 280 nm 26, Metoda desolvatace fizené ¢erpadlem zavedena Langerem

et al. 2% umoziuje piipravit ¢astice o pozadované velikosti s izkou distribuci.

Langer et al. 2%

ptipravili ¢erpadlem fizenou desolvataci s naslednou diferencidlni
centrifugaci monodisperzni nanoc¢éastice 1 zrekombinantntho HSA (rHSA)

exprimovaného v kvasinkach Pichia pastoris.

3.4.3.6.2 Emulgace

Emulgaéni metoda se pro piipravu polymernich nanocastic pouziva relativné Casto.
Albuminové nanosféry pfipravené emulgaci se stabilizuji tepelné nebo chemicky 242%°,
Albuminové nanosféry (300 nm-1000 nm) byly pfipraveny vysokorychlostni
homogenizaci olejové faze (napt. bavinikového oleje) obsahujiciho kapicky albuminu
a poté tepelné stabilizovany zahiivanim na 175 az 180 °C po dobu 10 minut [64]. Smés
byla ochlazena a po snizeni jeji viskozity zfedénim ethyletherem z ni byly nanocastice
separovany centrifugaci. Alternativné byly albuminové nanocastice stabilizovany

zesitovanim 2,3-butadienem nebo formaldehydem 2°%2°!,

Problémy emulgacéni techniky zahrnuji pouzivani organickych rozpoustédel a nutnost
odstranéni jak rezidui oleju, tak povrchové aktivnich latek. Tepelna stabilizace je navic
pouzitelnd pouze uléciv, kterd nejsou citliva na teplo. Hlavnim problémem vsSak

ZUstava toxicita sitovacich ¢inidel pouzivanych p¥i chemické stabilizaci 2°!.

3.4.3.6.3 Termalni gelace

Tepelna gelace je postupny proces, ktery zahrnuje nejprve teplem indukované rozvinuti
molekuly albuminu s néslednymi interakcemi protein-protein (tvorba vodikovych vazeb
a disulfidickych mistkd, elektrostatické a hydrofobni interakce) °>2°*. Yu et al. touto

metodou vytvotili sférické core-shell nanogely (100 nm), kdyz smichali roztoky
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ovalbuminu a lysozymu pii pH 5,3 s naslednou upravou hodnoty pH na 10,3 michdnim
a zahfivanim 22,

Boye et al. popsali gelaci BSA ve studii vlivu teploty a prostiedi (pH, NaCl, glukoéza,
sachardza, glukoza, cystein, mocovina, NEM = N—ethylmaleimid, SDS = dodecylsiran

sodny) na strukturu BSA 2>,

Qi et al. vytvofili biokompatibilni nanocastice BSA—dextran—chitosanu zahtivanim
smési chitosanu a konjugati BSA — dextranu 233, Molekuly BSA tvoii gelové jadro
nanocastic, zatimco chitosanové fetézce jsou ¢asteCné zachyceny v jadru nanocastic
elektrostatickymi interakcemi mezi kladn€ nabitym chitosanem a zdporné nabitym
BSA. Poté byl na takto pfipravené nanocdstic uchycen doxorubicin na zakladé

elektrostatickych a hydrofobnich interakci po zméné pH 7,4.25.

3.4.3.6.4 Nano—sprejové suseni

Na rozdil od béznych sprejovych susaren vyuzivajicich pro tvorbu kapek trysky
arotacni atomizéry, nové nano—sprejové suSarny vyuZzivaji piezoelektricky fizena
ultrazvukovou frekvenci (80—140 kHz) vibrujici sita s pfesnou velikosti otvort (4,0 pm,
5,5 um nebo 7,0 um). Vytvofené nanocastice jsou s uinnosti az 99% zachyceny
pomoci elektrostatického odlucovace, sestavajiciho zuzemnéné hvézdicové katody
a valcovité sbérné anody za pouziti vysokého napéti (17 kV) 2°°. Nano—sprejové suseni
nabizi vyhodu suseni a tvorby c¢astic v jednostupniovém kontinudlnim a Skalovatelném
procesu. Kromé toho lze pfipravit Castice o razné velikosti a objemové hustoté

jednoduchou tpravou procesnich parametri nebo konfigurace nano—sprejové susarny
256

Lee a kol. optimalizovali ptipravu hladkych sférickych nanocastic (460 nm) pii pouziti
sita se 4,0um otvory z roztoku 0,1% w/v BSA s ptidavkem 0,05% w/v Tweenu 80,

rychlosti priitoku susiciho média (dusiku) 150 L/min o vstupni teploté 120 °C %7,

3.4.3.6.5 Self-assembly

ZvySenim hydrofobicity albuminu pfidanim lipofilniho 1é¢iva a sniZenim primarnich
aminovych skupin na jeho povrchu lze vyuzit k samovolnému uspotfaddani HSA a tvorbé
polymernich micel 2®. Xu a kol. takto pfipravili micely HSA pro cilené podéani
doxorubicinu. Jadro bylo tvofeno albuminem konjugovanym s doxorubicinem

prostiednictvim disulfidovych vazeb. Na toto jadro byl adsorbovan dalsi doxorubicin.
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Tento proces vedl k vzniku multimernich albuminovych agregati o velikosti asi 30 nm,

obsahujicich asi 50 molekul doxorubicinu na jednu molekulu albuminu 2%,

Gong et al. zvysili lipofilicitu BSA navazadnim oktylovych fetézct a vytvofili z takto
modifikovaného albuminu core—shell nanomicely, do kterych poté nalozili paklitaxel
diky synergistickému efektu micelarni enkapsulace a vazebné interakce mezi

paklitaxelem a modifikovanym albuminem 2*°.

3.4.3.6.6 ,,Nanoparticle albumin-bound “ technologie (nab™-technologie)

Spole¢nost American Bioscience, Inc. vyvinula unikatni nano¢asticovou technologii na
bazi albuminu (nab™-technologie) pro enkapsulaci lipofilnich 1é¢iv do nanocastic.
Lécivo se smisi s vodnym roztokem HSA a prochazi pod vysokym tlakem Stérbinou za
vzniku nanoc¢astic albuminu 1é¢iva v rozmezi velikosti 100—200 nm 2%%2%! Na rozdil od
metod desolvace nebo emulgace nab™-technologie nevyzaduje pouziti povrchové

aktivni latek nebo polymernich materialg 26%-26!,

Abraxane® (nab-paklitaxel; albuminové nanocastice s paklitaxelem) s ptibliznym
primérem 130 nm je prvnim chemoterapeutikem na bazi nanotechnologii schvalenym
FDA pro 1é¢bu metastazujiciho karcinomu prsu. Schvaleni Abraxane® lze povaZovat za
meznik nejen pro technologii dodavani 1éCiv na bazi albuminu, ale také pro

nanomedicinu 2627263,

Kim et al. vyuzili nab™-technologii k pfipravé nanocastic HSA s kurkuminem
(CCM-HSA-NP) o velikosti 130—-150 nm pro intravendézni podani. CCM-HSA-NP

vykazovaly vyrazné vyssi rozpustnost ve vodé nez kurkumin 2%,

V sou€asné dobé se vyviji nckolik 1éciv, zaloZzenych na nab™ technologii, véetné

ABI-008 (nab-docetaxel) a ABI-009 (nab-rapamycin) 2°!.

3.4.3.7 Albumin jako nosic¢ — typy vazeb

Moznosti navazani 1é¢iv na albumin jako nosi¢ shrnul relativné nedavno v piehledovém
¢lanku Kratz (2008)*2° Léciva lze navazat nekovalentné i kovalentng, dokonce lze
pomoci genové manipulace pfipravit rekombinantni fuzni proteiny HSA s biologicky

aktivnimi peptidy s prodlouzenou dobou cirkulace (viz Obrazek 12)*!1:267,
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Genetic fusion

7!— HSA gene IFNa gene

D7

rHSA

3

Albuferon® (MW: 85.7 kDa)

Obrazek 12: 3D struktura Albuferonu® - fuzniho proteinu rekombinantniho lidského
sérového albuminu (rHSA) s interferonem o-2b (IFNa-2b), Genetic fusion =
geneticka fuze, HSA gene = gen HSA, IFNa gene = gen IFNa-2b). Adaptovano
z Ref. 214,

3.4.3.8 Albumin jako nosic - léciva v distribuci

V poloviné devadesatych let zacalo nékolik vyzkumnych skupin zkoumat potenciél
albuminu jako nosného proteinu, a to bud’ pro zacileni 1¢kii na zanicenou nebo maligni
tkan nebo prodlouZzeni jejich polocasu. Vysledkem tohoto usili jsou jiz nékteré

piipravky k dispozici na trhu a piipravky v pokro¢ilém stadiu klinického zkouseni.?*®

Dvé zakladni technologie zaloZené na albuminu, které byly vyvinuty v poslednich

15-20 letech jsou:

a) lipofilni 1é¢ivé latky a HSA jsou protlaceny pod vysokym tlakem tryskou tak, Ze

vytvoii nanocastice albuminu a 1éCiva

b) peptidy nebo proléciva se podavaji intravendzné a vazi se in situ na cirkulujici

albumin fyzikalné, nebo kovalentné.

3.4.3.8.1 Levemir®

Novo Nordisk vyvinul novy inzulinovy analog pro 1é¢bu diabetu, v némz se kyselina
myristova vaze na lysin v poloze B29. Levemir® (inzulin detemir) byl schvalen v roce
2004 pro lécbu diabetes mellitus 1. a 2. typu. Je podavan subkutdnné jako roztok

rozpustny ve vod¢ s pfedvidatelnym a prodlouZzenym farmakokinetickym profilem,

60



ktery c¢ini ptipravek Levemir® vhodnou zékladni komponentou v rezimu lécby
bazalnim bolusem s trvanim putsobeni piiblizné¢ 26 hodin. V roce 2013 dosahly trzby

Levemiru® vice nez 1,8 miliardy USD.?6

3.4.3.8.2 Victoza®

GLP-1- (7-37) je derivatizovan kyselinou palmitovou, v g-aminoskupiné lysinu
zavedené na N-termindlni pozici kyseliny glutamové v peptidové sekvenci GLP-1.
Vysledny novy 1€k liraglutid (Victoza®) je derivatem GLP-1 véazajicim se na albumin,
ktery je diky tomu stabilizovan proti metabolické degradaci a po subkutannim podéani
ma plazmaticky polocas 11-15 hodin. Victoza® byla schvalena v Evropé v roce 2009
av USA vroce 2010 a to pfedevSim na lécbu diabetu 2. typu. Trzby dosahly v roce
2013 vice nez 1,7 miliardy USD.?®

3.4.3.8.3 Tresiba®

Novym piipravkem spole¢nosti Novo Nordisk je inzulin degludec (Tresiba®), naslednik
Levemiru®. Rozdil je v tom, Ze kyselina palmitova je konjugovana ptfes gamma-
L-glutamyl spacer na lysin v poloze B29 molekuly inzulinu. Inzulin degludec je velmi
dlouho ptisobici bazélni inzulinovy analog s dobu trvani ucinku az 40 hodin. Byl
schvalen v Japonsku na konci roku 2012 a v Evropé na zacatku roku 2013. Ve
Spojenych statech FDA pozadal o dalsi studie potencialni kardiovaskularni toxicity pred

schvalenim pro trh, 268

3.4.3.8.4 Abraxane®

Abraxane® je prvni systém pro dodavani 1é€iv na bazi albuminu schvéleny pro pouZziti
v onkologii. Byl schvélen pocatkem roku 2005 pro 1écbu metastatického karcinomu
prsu ve Spojenych statech a mezitim také v Evropé, Ciné, Rusku a nékolika dal$ich
zemich. V roce 2010 ziskala Abraxane® spole¢nost Celgene Corporation a prosla
registraci u nemalobunéného karcinomu plic, metastatického karcinomu pankreatu
a metastatického melanomu, stejn¢ jako rozsitenych aplikaci pro karcinom prsu a byla

zkoumana pro 1é&bu rakoviny mo¢ového méchyie a vaje¢niki. s

3.4.3.9 Albumin jako nosic¢ — klinické zkouSky a vyzkum

Aktivni a dokoncené klinické studie 1€Civ, vyuzivajicich albumin jako nosi¢, hlavné pro

1é¢bu nadort (paklitaxel a rapamycin) a testy s albuminovymi nanoc¢ésticemi napiiklad
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s albendazolem (antiparazitikum), dasatinibem (lécba leukémie), gemcitabinem (lécba
rakoviny slinivky) uvadi v pfehledu Parodi et al. (2019).?*? Jednim znadé&jnych

kandidati je 1 aldoxorubicin

3.4.3.9.1 Aldoxorubicin (= INNO-206, DOX-EMCH)

Aldoxorubicin (AlDox), dfive znamy jako INNO-206, je proléivem vazajicim na
albuminu protinadorovou latku doxorubicin (Dox), ktery je derivatizovan hydrazidem
3,3'-N- (e-maleimidokapronové kyseliny) jako linkerem (EMCH). Pfi intraven6znim
podani se AlDox primarné, ale nikoliv vyhradné, vaze na volny thiol na cysteinu-34

(Cys-34) endogenniho albuminu.?®®

Aldoxorubicin je v soucasné dobé hodnocen v klinickych zkouskdch proti riznym
druhtim néddord. Ve fazi I jsou testy 1écby sarkomu mékkych tkani, ve fazi Il jsou testy
1é¢by rakoviny malych plicnich bunék a ve fazi I kombinovana 1é¢ba s imunoterapii

proti rakoviné slinivky, trojité negativni rakoviné prsu a rakoviné tlustého stfeva.?’°

Yousefpour et al. >’! ukazali, Ze navazani doxorubicinu na peptid, ktery se vaZe na
albumin cilen€ (albumin-binding protein domain, ABD) je nékolikandsobné ucinnéjsi

nezZ pouze preferencni vazba na albumin jako u aldoxorubicinu.

3.4.4 Kofein

Kofein (1,3,7-trimethyl-3,7-dihydro-1H-purin-2,6-dion, molekularni vzorec:
CsHioN4O2, Mw 194,19 48 Da; rozpustnost ve vodé: 2,16 g/100 mL)*" je alkaloid
zrostliny Coffea arabica, Cesky kavovnik arabsky), ktery ptiznivé stimuluje CNS
asrdecni cCinnost (viz Obrazek 13). Kofein je pravdépodobné nejrozsifenéjsim

stimulantem na svéte.
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Obrazek 13: Strukturni vzorec kofeinu

Pro vyhodné fyzikalné-chemické vlastnosti a snadnou dostupnost je kofein casto
pouzivan jako modelové 1éCivo pro testovani permeability riznych biologickych
membran, od kuize, pres sliznicni membrany (vcetn¢ sublingvalni) po bunécné

monovrstvy (CaC0—2),273*276

3.5 Polymery pouZité pro pripravu nanovliken s BSA

3.5.1 Polyvinylalkohol (PVA)

PVA je ve vod¢ rozpustny synteticky polymer. Vyrabi se hydrolyzou z polyvinylacetatu
a vysledny polymer tak miZe obsahovat karboxylové skupiny, coZ ma také vliv na jeho
vlastnosti 2”7, Je biokompatibilni a ma také dobré bioadhezivni vlastnosti. Komeréné je
dostupny v molekulovych hmotnostech 20 kDa - 200 kDa, jako bily az krémovy
granulovany prasek. Ve farmacii se pouziva hlavné v lokalnich ptipravcich (stabilizator
emulzi, viskozifiant v ocnich piipravcich, slozka transdermalnich naplasti)®’’.
Nanovlakna vyrobend z PVA jsou rychle rozpustna ve vod¢ a tudiz citliva na vlhkost. K
potlaceni této vlastnosti se pouziva sitovani riznymi multifunkénimi ¢inidly schopnymi
reagovat s hydroxylovymi skupinami (glyoxalem, kyselinou fosfore¢nou nebo

kyselinou maleinovou?®’8*”,

3.5.2 Polyethylenoxid (PEO)

PEO je synteticky polymer, dostupny v mnoha molekulovych hmotnostech. Do
hmotnosti 20 kDa je kapalny a je oznacovan jako polyethylenglykol (PEG). PEO
s molekulovou hmotnosti mezi 0,1 az 5 MDa je jiz tuhd latka ?”’. Hustota PEO se
pohybuje v rozmezi 1,15-1,26 g/cm? 2”7 PEO je rozpustny ve vodé, ale i ve vybranych

polarnich 1 nepolarnich rozpoustédlech (aceton, alkoholy, toluen).
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materidl

4.1.1 Permeanty

Fluorescein isothiokyanat (FITC)-dextrany Sigma Aldrich, CR
FD4 — Mw = 3,3 kDa;
FD20 - Mw = 16,8 kDa,;
FD40 - Mw = 38,5 kDa;
FD70 - Mw = 70 kDa)
FITC-albumin Sigma Aldrich, CR
Hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin, BSA, 66 kDa) Sigma Aldrich, CR
Kofein Dr. Kulich Pharma, CR

4.1.2 Polymery pro pripravu nanovliken

Polyvinylalkohol (PVA, type Z 220,
viskozita 4% (m/m) roztoku pti 20°C: 11.5 — 15 mPas) Nippon Gohsei, Japonsko
Polyethylenoxid (PEO, 400 kDa) ... Scientific Polymer Products, USA

4.1.3 Latky pro pripravu pufra

(donorovych, akceptorovych, pro HPLC)

Kyselina mraven¢i ... Penta Chemicals, CR
Kyselina fosforecna ... Penta Chemicals, CR
Hydrogenfosforecnan draselny ... Penta Chemicals, CR
Dihydrogenfosfore¢nan draselny ... Penta Chemicals, CR
Chlorid sodny ... Dr. Kulich Pharma, CR
Azid sodny ... Chemapol, CR

4.1.4 Rozpoustédla

Acetonitril (HPLC grade) Applichem, USA

Ethanol (96%) ... Penta Chemicals, CR
Metanol (HPLC grade) ... Sigma Aldrich, CR

Cisténa voda ... FaF UK, Hradec Kralové, CR
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4.1.5 Latky pro pripravu mikroskopickych preparati

Hematoxylin ...
EosinY ...
Formalin ...

Xylen ...

4.1.6 Ostatni

Tekuty dusik ...

Cerstvé praseéi jazyky ...

4.2 Piistroje a zavizeni

Analytické vahy Pioneer PA430
Elektronicka vaha Pioneer PA 413
Analytické vahy Discovery DV 215CD
Analytické vahy XSE105DU

Vahy ME 2002

Laboratorni predvazky 440-45N
Automatické pipety Fisherbrand
Elektronicky ¢asovac Fisher — TM 110
Magneticka michacka Hei-Standard
Ultrazvukova lazenn UC002PC

Vodni lazen (termostat) Grant JBS
Vodni lazen Julabo TW 20

Ponornd magnetické vicemistnd michacka

Variomag Telesystem
Digitalni pH metr 209 L
pH metr FG 2 s elektrodou LE 438

Zatizeni na ES Nanospider™ NS 1WS500U

LCR metr 4080

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM)

Phenom-Pure

Fluorescen¢ni mikroskop BX 51

Lachema, CR

Sigma Aldrich, CR
Sigma Aldrich, CR

Dr. Kulich Pharma, CR

Linde Gas, CR
Maso Plana, CR

Ohaus, USA
Ohaus, USA

Ohaus, USA
Mettler Toledo, Svycarsko

Mettler Toledo, Svycarsko

Kern, Némecko
Fisher Scientific, USA
Fisher Scientific, USA
Heidolph, Némecko
Tesla, CR
Fisher Scientific, UK
Julabo GmbH, Némecko

Fisher Scientific, UK
Gryf, CR
Mettler Toledo, Svycarsko
Elmarco, CR

Conrad Electronic, Némecko

Phenom World, Nizozemi

Olympus, Japonsko



Luminiscen¢ni spektrofotometr
Aminco Bowman Series 2 Aminco Bowman, USA

Kapalinovy chromatograf (HPLC) 1260 series Agilent Technologies, USA

e pumpa - Quat. Pump (G1311B)

e autosampler s termostatem Sampler (G1329B)

e kolonovy prostor Column Comp. (G1316A),

e DAD detektor (G4212B)

e FLD detektor

4.3 Metody

4.3.1 Priprava sublingvalnich membran

Kousky membran byly ziskdny ze spodni ¢asti Cerstvych praseich jazykt (Sus scrofa,
var. domestica). Po pordzce (smési oxidu uhli¢itého se vzduchem) byly neporusené
vyfiznuté jazyky opatrné oplachnuty/osprchovany vlaznou vodou (36-38 °C), uloZeny
do plastovych sacki a zchlazeny na 4-6 °C. Z jatek do fakultni laboratofe byly

transportovany piiblizn¢€ 3 hodiny v mobilnim chladicim boxu (2—8 °C).

Vétsina svalové tkané byla poté odfiznuta / odstranéna. Vysledna cca 2 mm silné
membrana se zbyvajici svalovinou byla ponofena na cca 20 minut do zchlazeného
(4-6 °C) fyziologického roztoku s ptidavkem 0,002% azidu sodného (pro prezervaci
a fixaci proteinové struktury). Mukédzy byly poté jemné chirurgickym skalpelem
zbaveny zbyvajici svaloviny a ¢astecné i submukézy. Takto piipravené sublingvalni
membrany mély tloustku cca 0,4 mm az 0,6 mm. Zpracované membrany byly opét

kratce uloZeny ve fyziologickém roztoku s ptidavkem 0,002% azidu sodného.

Pied samotnymi permeacnimi experimenty byly membrany rozdéleny na pfiblizné
ctvercové casti o velikosti potiebné ke spolehlivé fixaci a uchyceny mezi donorovy
a akceptorovy oddil Franzovy permeacni cely. Celkova plocha dostupna pro permeace

latek ¢inila vétSinou 1 cm?, piipadné 2 cm?.

Membrany, které nebyly ihned vyuZzity pro permeacni experimenty, byly zamraZeny

a nasledn¢ uchovany pfi teploté -15 °C az -25 °C.
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e Fresh®, tj. ,Cerstvé" membrany byly pouzity pro permeacni experiment ithned
po preparaci. Od porazky donora do zac¢atku permeacniho experimentu uplynulo

maximalné 8 hodin.

e Flash frozen®, tj. ,bleskové zmrazené" membrany byly po osuseni ulozeny
do plastového sacku a ponofeny na 1 minutu do tekutého dusiku (-180 °C)

a poté ulozeny do mrazéku (-15 °C az -25 °C).

o Frozen, tj. ,,zmrazené" membrany byly po osuSeni a zataveni do plastového

saCku ulozeny do mrazaku (-15 °C az -25 °C).

Po uchyceni membran ve Franzovych celach byly membrany po doplnéni akceptorové

faze ekvilibrovany 15 minut v 1azni pti 37°C.

4.3.2 Permeacni experimenty in vitro

Plocha pfistupna pro permeaci byla 1 cm?. Isotonizovany fosfitovy pufr o pH 7,4 byl
pouzit jako akceptorova faze. Akceptorova faze byla michdna magnetickym michadlem,
cely byly temperovany ve vodni 1azni na 37,0 £ 0,5 °C. Testy permeace dextrant byly
provadény s disperzemi pfislusnych dextrant (FD4, FD20, FD40 nebo FD70)
ve fosfatovém pufru o pH 6,8, obsahujicim 0,5% kofeinu jako markeru permeability.
Vzorky akceptorové faze (0,6 mL) byly odebirany v pfedem naplanovanych casech
béhem 24 hodin a dopliiovany Cerstvym pufrem. Odebrané vzorky byly pied analyzou

uchovavany v lednici (2 °C az 8 °C). Pokusy byly opakovany minimalné 3x.

Obrazek 14: Schema Franzovy diftzni cely a sestava Franzovych permeacnich cel
ve vodni 1azni
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4.3.3 Stanoveni permeanti

4.3.3.1 Kofein

Stanoveni kofeinu bylo provedeno na HPLC Agilent 1200 za nasledujicich podminek:
mobilni faze: smés voda:metanol (75:25, V/V) s pfidavkem 2 mL/L kys. mravenci.
Pritokova rychlost byla 1,5 ml/min, retencni ¢as piku kofeinu 5,75 minuty. Separace
probihala na kolon¢ Zorbax Eclipse plus C18 column (250 x 4.6 mm, 5 um) pii teplote
25 °C. VInova délka pro detekci byla nastavena na 272 nm.

4.3.3.2 FITC-Dextrany

Stanoveni fluorescencné¢ znacenych dextrant (FD4, FD20, FD40 a FD70) bylo
provedeno na spektrofluorimetru Aminco Bowman Series 2 (ThermoFisher, USA).
Excita¢ni vinova délka byla nastavena na 419 nm, emisni vinova délka na 529 nm.

Kalibra¢ni standardy dextrani byly rozpustény v akceptorovém pufru o pH 7,4.

4.3.3.3 FITC-BSA

Stanoveni fluorescencné znac¢ené¢ho bovinniho sérového albuminu (FITC-BSA) bylo
provedeno na HPLC Agilent 1200 s FLD detektorem bez chromatografické kolony.
Excita¢ni vlnova délka byla nastavena na 495 nm a emisni vlnova délka na 523 nm.

Kalibra¢ni standardy byly rozpustény ve fosfatovém pufru o pH 7.,4.

4.3.4 OSetieni namérenych dat

Primérni namétend data z permeacnich experimentl ziskand z HPLC pomoci software
Agilent ChemStation Rev.C.01.06 (Agilent Technologies, USA) nebo ze
spektrofluorimetrické analyzy byla dale korigovana na odebrané a nahrazené objemy
akceptorové faze v Sabloné v programu MS Excel. Takto upravena data byla otestovana
na pritomnost odlehlych hodnot pomoci Dean-Dixonova Q-testu. Korigovana data byla
piepodtena na mnozstvi mnozstvi permeantu, které proslo pies 1 cm? sublingvalni
mukozy za ¢as. Kumulativni mnozstvi permeantu, které proslo pies sublingvalni
membranu v ¢ase, bylo vyneseno do grafu, nalezena linearni ¢ast kiivky a prolozena

pfimkou.
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Zdanlivy permeacni koeficient Papp byl vypocitan podle vzorce:

Pyp=(dQ/dt)/ (Cy - A) (1)

ve kterém:  dQ/ dt je smérnice linedrni ¢asti kumulativni kfivky,
Co je pocatecni koncentrace permeantu v donoru,

a 4 (1.0 cm?) je plocha dostupna pro permeaci.

Permeacni koeficienty byly spocitdny z linedrni casti kiivky a jsou prezentovany jako
priméry + smérodatnd odchylka (SD); pocet opakovani n je uveden v piislusnych

grafech. Statisticka vyznamnost byla proveéiena pomoci t-testu.

4.3.5 Testovani integrity membran

4.3.5.1 Méieni impedance

Impedance byla méfena pied a po provedeni permeacnich experimentli pomoci LCR
metru 4080 (Conrad Electronic, Hirschau, Némecko; s méticim rozsahem 20 Q—10 MQ,
ktery byl provozovéan v paralelnim modu se stfidavou frekvenci 120 Hz. Druha sada
impedan¢nich dat byla naméfena po ukonceni permeacniho experimentu
(). po 24 hodinach). Impedance byla méfena na vzorcich sublingvalni membrany ve
Franzovych difuznich celach po 15-ti minutovém ustaleni, kdy byla akceptorova cast
naplnéna akceptorovou fazi a donorova ¢ast 0,5 mL fosfatového pufru o pH 6,8 a cely
byly temperovanyve vodni ldzni na 37°C. Poc¢ate¢ni impedance sublinvalni membrany
[Q-cm-2] byla méfena 3x v 5-ti sekundovych intervalech na dvou elektrodach
znerezové oceli zasunutych do donorové, resp. akceptorové casti cely. Po zméfeni
pocate¢ni impedance byl pufr z donorové ¢asti odsat pomoci vatového tamponu

a nahrazen ptisluSnym donorovym roztokem.
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4.3.5.2 Mikroskopie

Odebrané vzorky sublingvalni membrany byly pfed provedenim mikroskopického
pozorovani pomalu rozmrazeny pii 37 °C. Poté byly vlozeny do 10% formalinu, pomalu
dehydratovany v roztocich ethanolu se zvySujici se koncentraci (40%, 60%, 85%
a 94%), pak kratce v xylenu a zality do parafinu. Nakonec byly nafezdny na mikrotomu
na 6 um tenké platky a obarveny smési hematoxylinu a eosinu. Takto zpracované
vzorky byly pozorovany pod optickym mikroskopem Olympus AX70 (Olympus Ltd.,
Japan) pti 100x a 400x zvétsent.

4.3.6 Priprava nanovlikennych membran

Nanovlakenné membrany byly piipraveny elektrospinningem (ES) z roztokii polymera
pomoci InStrip technologie, zalozené na beztryskovém zvlaknovani na upraveném

zafizeni NanoSpider™ NS 8S1600U device (Elmarco, Liberec, Ceska Republika).

Roztok pro ES obsahoval polyvinyl alkohol (PVA) a polyetylenoxid (PEO) v poméru
94:6. Oba zminéné polymery byly separatné rozpustény v ¢isténé vod¢ a poté michany
dokud nevznikl ¢iry viskoézni roztok. Konecnd koncentrace polymerli v roztoku byla
11% (10,3% PVA a0,7% PEO). Roztok byl zvodiven pfidavkem 0,15 % chloridu
sodného. Smés FITC-BSA a BSA (1:1) byla pfiddna do vzniku homogenniho roztoku
obsahujiciho 8,5 % smési BSA na suSinu. Zvlakiiovani probihalo ze strunové elektrody,
vzdalenost ke sbérné elektrodé (kolektoru) byla nastavena na 16 cm. Po aplikaci
vysokého napéti (60 kV) se vytvorena nanovldkna zachytivala ve formé netkané
nanovlakenné membrany na nosné textilii (tzv. spunbondu) piekryvajicim sbérnou
elektrodu. Rychlost pohybu spunbondu urcuje vyslednou gramaz nanovlaknné vrstvy

(v tomto ptipadé cca. 12.5 g/m?).

4.3.6.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

Morfologie vyrobenych vlaken byla zobrazena pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu (SEM) znacky Phenom Pure Desktop SEM (PhenomWorld, Nizozemi).

Me¢éteni vzorkl probihalo ve spolec¢nosti InStar Technologies a.s.

70



5. VYSLEDKY A DISKUSE

Zakladnim cilem diserta¢ni prace bylo zjistit, jak velikou realnou Sanci pro prichod pres
sublingvalni membranu maji makromolekuldrni latky, které by se daly vyuzit bud’ jako
nosi¢e nizkomolekularnich 1é¢iv nebo které vykazuji vlastni 1€Cebny Ucinek. Z reSerse
stavajicich praci publikovanych v této oblasti vyplynulo, Ze otdzek v tomto sméru je

pomérn¢ dost.

Prvni pochybnosti spoc¢ivaly v reprodukovatelnosti in vitro/ex vivo experimentl
vyuzivajicich k ovéfeni prachodu latek pfes sublingvalni praseci slizni¢ni bariéru.
Dosud publikované informace jsou nejednoznacné v tom smyslu, ze tuto membranu
zpracovavaji a uchovéavaji riznymi postupy (viz 3.3.1 Metody pripravy

slizni¢nich membran prasete).

5.1 Nova metoda piipravy sublingvalnich membran

Nejprve jsme potitebovali zkontrolovat kvalitu preparovanych prasecich sublingvalnich
membran preparovanych pro potfeby permeacnich pokust.. Vzhledem k moznym
zménam ke kterym musi dochédzet v disledku ndro¢ného standardniho cisticiho po

porazce zvitat, jsme v tomto ohledu pozadali mistni jatka o vyjimku.

1. VSechny dostupné povrchy zvifat jsou dle stdvajicich norem vystaveny
sprchovani vodou o teploté 60 °C az 65°C po dobu 4 az 6 minut. To predstavuje
expozici, kterd je s ohledem odolnost bilkovinych a lipidickych struktur pro
navazné permeacni experimenty zcela nevhodna. Nepochybné totiz musi
dochazet nejen ke koagulaci bilkovin ale 1 zménam ve stavu lipidickych
soucasti, jsou-li alespont casteéné strukturovany. Dosdhli jsme upravu
porazkového protokolu, tak aby prasata nebyla po pordZzce spafena a membrany
nebyly vystaveny teploté nad 38 °C.

2. Pro zachovani proteinovych struktur jsme jesté pred dalSimi kroky vyuzili
tradicnitho postupu jejich fixace v roztocich 0,002% azidu sodného
izotonizovanych chloridem sodnym.

Po sejmuti membrany ze spodniho povrchu jazyka pomoci pinzety a skalpelu,
bylo odstranéno asi 95 % svalové tkang. Piitom byla ponechavana vrstva vaziva

tak, aby nebyla porusena [lamina propria. Takto by mély byt zachovany
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v jednom celku vSechny etdze sliznice, které se in vivo podileji na ovlivnéni

permeace latek pied jejich prechodem do krevnich nebo lymfatickych kapilar.

3. Nasledné byly membrany zpracovany tfemi rozdilnymi zpiisoby:

e _Fresh”, tj. ,Cerstvé* sublingvalni membrany fixované azidem sodnym.
Permeacni pokusy na nich byly zahajovany maximalné¢ do 8 hodin od
porazky zvifete.

e _Flash frozen”, tj. ,bleskové zmrazené“ membrany byly po preparaci
osuseny, zataveny Vv evakuovanych polyethylenovych saccich a rychle
zmrazeny ponoienim do tekuté¢ho dusiku (-180 °C) a poté uchovavany
v mrazaku (-15 °C az -25 °C). Vzhledem k tloustce membran doslo k jejich
kompletnimu promrznuti béhem cca 2 sekund, ponechany v dusiku byly cca
50 sekund. V dalSich pokusech ovéfovanou hypotézou bylo, ze rychla
a dramatickd zména teploty neumozni uvniti sliznice tvorbu ani krystalkl
vody ani vysrazeni ¢i vykrystalovani v ni ptitomnych latek.

Souc¢asti dané uvahy bylo i to, ze nasledné uloZeni takto zpracovanych
membran v bézném mrazaku uchovad po nejbliz§i dobu nékolika tydni (cca
Ctyl) membrany v tomto stavu bez podstatnéjSich zmén.

e Frozen”, tj. ,,zmrazené* membrany byly pfimo ulozeny v mrazaku (-15 °C
az -25 °C), ponechany promrznout jen pomalu, bez ptedchoziho rychlého
zamrazeni v tekutém dusiku.

4. Dals8i podstatnd zména oproti obvyklym postuplim piipravy sublingvalnich
a bukdlnich membran spocivala ve vynechani doporu¢ovaného oSetfeni
membrany kryoprotektivy. Jakkoli nezpochybiniujeme jejich vyznam pfii
uchovavani Zivotaschopnych tkani v tkanovych bankach, pro ucely permeacnich
pokusi se nam pouziti kryoprotektiv jevi jako do znaéné miry pochybné.

Duvody, které opraviiuji k tomuto postoji jsou nésledujici:

Pouziti intracelularnich kryoprotektiv zalozenych na glycerolu vyzaduje
nekolikahodinovou expozici zpracovavané tkan¢, aby mohlo kryoprotektivum
difuzi prostoupit do jejich struktur. To by samo o sobé ptekdZku neznamenalo.
Problémem se pii permeacnich pokusech se stavd odstranéni vpraveného
glycerolu ven zpfislusné tkané. Jeho ponechdni ve tkani je arteficialni.
A ptfedstava, ze bude vhodné macerovat sublingvalni membranu, tieba jen

2 hodiny, ptfed vlastnim pokusem, resp. pied aplikaci donorovych vzorka
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s obsahem jakéhokoli IléCiva, se jevi zhlediska nasledné kvantifikace

permeacnich parametrii také jako neudrzitelna.

Pouziti dimethylsulfoxidu (DMSO) jako casto pouzivané¢ho kryoprotektiva je
také pro dané ucely vylouceno, toto Cinidlo zabranuje sice tvorbé krystalkl
uvniti tkani a jejich bunék, zaroven vsak otvird pdory v bunéénych sténach a je
vlastné samo o sobé uc¢innych urychlovac¢em permeace v biologickych tkénich.
Obdobné a dal$i namitky lze upatnit i u pouziti dalSich intracelularnich
kryoprotektiv 1 jejich smési s intercelularnimi (sachardéza, albumin). VSechny

tyto latky by s provadénymi experimenty mohly interferovat.

5.2 Permeacni experimenty

Cesty priniku molekul ptes sublingvalni membranu byly v literatufe diskutovany od 90.
let minulého stoleti nékolikrat. Je jiz vSeobecné uzndvanou skutecnosti, Ze hydrofilni
latky pronikaji paracelularni cestou, zatimco lipofilni transcelularni cestou 2%. Aby se
hydrofilni molekula dostala do systémové cirkulace, musi po pifechodu sublingvalnim
epitelem pieckonat malou vzdalenost extracelularni cestou, projit pies usek lamina

propria a dale ptes endotel krevnich kapilar nebo sténu lymfatického systému.

Vétsinu bioaktivnich proteind 1 nosicii 1é¢iv predstavuji latky hydrofilni. Proto jsme
v permacnich pokusech s dextrany paralelné po dobu prvnich ¢ty hodin pokusi vyuzili
kofein jako marker transmembranové permeability pro hydrofilni molekuly. Jako
markery integrity i permeability byly pouzity také fluorescenéné znafené dextrany

molekulovych hmotnosti od 4kDa do 70.

Vysledky z permeace kofeinu ukazuji, ze vSechny naméfené hodnoty zdanlivého
permeacniho koeficientu Papp u rizné zpracovanych membréan jsou piiblizné stejného
fadu (Papp ~ 1100 x 10 cm/s), a pohybuji se ve velmi podobném intervalu a statisticky

vyznamng¢ se nelisi (p = 0.05) (Graf 1).

Navic tyto vysledky odpovidaji hodnoté z literatury nalezené pro sublingvalni

permeabilitu kofeinu (P, = 1 520 £ 310 x 10" cm/s (Goswami et al. 2013)%%0).
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Graf 1: Porovnani hodnot zdanlivého permeacniho koeficientu Py, kofeinu in vitro
pies riizné zpracované praseci sublingvalni membrany

Ukazuje se tedy, Ze kofein jako ve vodé rozpustna latka bez tendence k akumulaci
v transportnich cestdch neni schopen rozliSit mezi sublingvalnimi membranami
zpracovanymi tfemi rtuznymi zpusoby. Je tfeba zminit, Ze podobnost hodnot
permeability kofeinu u Cerstvych auzmrazenych bukalnich membran zaznamenal

i Nicolazzo et al. 2%, ktei jako kontrolu pouzili zimérng& prodéravéné membrany.

Po zjisténi podobnosti hodnot permeability kofeinu pies membrany oSetfené vSemi
ttemi typy zpracovani jsme se zaméfili na analyzu vysledk permeability dextrant.
Nejprve jsme zkoumali permeabilitu FD20 na vSech tfech typech membran (Graf 2)

a poté jsme studovali permeabilitu dalSich dextrani (Graf 5).
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Graf 2: Zdanlivé permeacni koeficienty P, dextranu FD20 pies rlizné oSetfené
sublingvalni membrany in vitro do 13 hodiny a po 17 hodiné probihajiciho
experimentu

Vysledky z permeace dextranu FD20 vykazuji vysokou variabilitu naméfenych dat.
Permeabilita ptes “fresh” a “flash frozen” membrany je v tiseku do 13 hodin od zacatku
experimentu velmi podobna. To znamend, Ze bariérové vlastnosti “flash frozen”
membran pravdépodobné neni negativné ovlivnéna ani Sokovym zmrazenim v tekutém

dusiku, ani naslednym uchovavanim v mrazicim boxu pfi cca -20 °C.

Navic se ukazuje, ze absence pouziti kryoprotekéniho ¢inidla ziejmé pro permeacni
pokusy nijak nevadi, alespoii pokud jde o permeanty rozpustné ve vodé a tedy
prochézejici slizniéni membranou paracelularn€. Pfitom je nutné opét zdiraznit, Ze pro
hodnovérné in vitro/ex vivo permeacni experimenty neni v téchto a podobnych
piipadech rozhodujici vitalita mukosalnich bun€k. Vitalni procesy se odehravaji uvniti
bunék sluznice a do nich hydrofilni 1é¢ivo vstupovat vesmés ani nema.
Submikroskopické proteinové struktury sublingvalni membrany jsou oSetfeny azidem
sodnym a mikroskopickd struktura zlstava prakticky neporusSena, jak dokumentuji

mikroskopické snimky (viz Obrazek 15 a—e).

Uvedené konstatovani plati pro vymezeny casovy usek permeacniho pokusu, po 17.
hodin¢ prib&hu experimentu jsou jiz zfeteln¢ viditelné rozdily v bariérovych
vlastnostech. Hodnoty P, se u obou typll zmrazenych membran markantné zvysily.
Nicméné i tak je dobré zaznamenat, Ze u ,,frozen* membran byly naméteny témet o fad
vy$si hodnoty zdanlivého permeacniho koeficientu Py, nez u membran z ,,flash frozen*

zpracovani.
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Uvedené vysledky ukazuji, Ze ,,flash freezing”, tj. oSetfeni bleskovym tenkych membran
zmrazenim v tekutém dusiku, piedstavuje pro zpracovani sublingvalnich membran
prakticky a relativné snadno pouzitelny zpusob, jak je pfipravit uchovéavat s dobte
zachovalymi bariérovymi vlastnostmi pro in vitro studie sublingvalniho podani 1éciv,

alespoil pokud jde o 1é¢iva hydrofilni.

Ziskané vysledky zaroven potvrdily, ze je dextran FD20 dobrym markerem integrity
membran®®, nebot’ na méné poskozenych membranach, tj. ,fresh* a flash frozen®,
hodnoty jeho zdanlivého permeaéniho koeficientu Papp nepiekrocily 2 - 10 cm/s a

podle hodnoty P, 1ze tedy snadno odliSit neporusenou a narusenou membranu.

Dextrany lze nicméné pouzit nejen pro testovani permeability a integrity membran, ale
navic také k odhadu molekulové hmotnosti limitujici prichod pies sublingvalni
membranu. Vysledky permeacnich experiment s dextrany FD4, FD20 a FD40 pies
sublingvalni membrany zmrazené bez pouziti tekutého dusiku (tj. “frozen™) jsou

uvedeny na Graf 3.
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Graf 3: Zdanlivé permeacni koeficienty P,y dextrani FD4, FD20 a FD70 ptes
sublingvalni membrany zmrazené bez tekutého dusiku (“frozen”) in vitro do
8. hodiny a po 18. hodiné probihajiciho experimentu

Zde se ukazuje, ze se stoupajici molekulovou hmotnosti klesala hodnota zdanlivého
permeacéniho koeficientu P,y Hodnoty Puyp z pozdéjSich hodin permeacniho pokusu
jsou navic cca 6krat az 10krat vyssi nez hodnoty Py, z prvnich 8 hodin permeacniho

koeficientu. Vzhledem k naruseni ,,frozen* membran (viz nize) je vidét, Ze permeace

76



naruSenou membranou s nartistem molekulové hmotnosti o fad klesne jen na pétinu, ¢i

desetinu (viz Graf 4).

Tyto vysledky tedy ukézaly, ze pouhym pomalym zmrazenim za béznych podminek
v mrazaku jsou sublingvalni membrany po rozmrazeni poSkozeny. Permeacni bariéra
u sublingvalni nekeratinizované membrany nelezi v nejsvrchnéjsich, jiz se ponckud
odlupujicich se vrstvach bunck epitelu, ale hloubéji. Je ziejmé, Ze tato etdz permeacni
bariéry je jiz na pocatku pokusu poSkozena a toto jeji poSkozeni se v jeho pribéhu dale
dramaticky zvyraziiuje. Tato skuteCnost sama o sob¢é neni nikterak ptekvapiva, pro
zaméfeni této prace je ovSem dilezitd z toho divodu, ze uspotadani pokusu umoznilo

takové poSkozeni odhalit.
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Graf 4: Vztah mezi molekulovou hmotnosti My, a zdanlivym permeac¢nim koeficientem
Py dextrant FD4, FD20 a FD70 pies “frozen” membrany in vitro do 8. hodiny
a po 18. hodiné probihajiciho experimentu

Naproti tomu permeace pies nenarusené membrany je na velikost mnohem citlivéjsi, jak
ukazuje Graf 5 s vysledky ziskanymi pii pouziti dextranu o nejvyssi molekulové

hmotnosti (FD70).
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Graf 5: Zdanlivé permeaéni koeficienty Py, dextrani FD20 a FD70 ptes rizné
oSetfené¢ sublingvalni membrany in vitro do 13 hodiny a po 17 hodiné
probihajiciho experimentu

Hodnoty permeability pro FD70 na ,,fresh” 1 ,,flash frozen” sublingvalnich membranach

jsou opét podobné, nicméné naméfené hodnoty Py se pohybuji az kolem 2 - 107'° cm/s.

Toto zjisténi je dllezité samo o sob&. Lze je totiZ interpretovat tak, ze ,.flash frozen*
membrana neni procesem zpracovani, tedy Sokovym zmrazenim poskozena na
bariérovych vlastnostech pro pouzité permeanty. Ukazuje se, ze pokles permeability
dextrani u nenaruSenych membran mé& mnohem strmé&jSi zavislost na molekularni
hmotnosti, nez u narusené ,,frozen“, jak je uvedeno v pfedchozim textu. Tento fakt
muze souviset s mensim vyskytem dostatecné velkych pori, kterymi by dextrany mohly

v nenaruSenych membranéch prochazet.

Zajimavé je ovSem také to, Ze se hodnoty Papp signifikantné nezvysily ani po delSim
casovém useku in vitro permeace. Pti blizSim pohledu to mize také znamenat, ze FD70
neni vdaném piipadé¢ dobrym markerem integrity, nebot’ neni schopen rozlisit mezi

“fresh” a “flash frozen” sublingvalnimi membranami.

Skutec¢nost, ze jsme pro“flash frozen” membrany zaznamenali pro FD20 po 17
hodinach vys§i propustnost, pravdépodobné svéd¢i o zmeénach, které kroky Sokového
zmrazeni a rozmrazeni v membrandch zanechaly a po delsi dobé expozice
v permea¢nim pokusu se projevily. Pfihlédneme-li ktomu, Ze je dosti
nepravdépodobné, Ze by pii sublingvalnim zpiisobu podani v praxi mohl byt 1écivy

pfipravek na aplikovaném misté po dobu delsi nez 1 hodinu, je zachovani bariérové
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rezistence ,,flash frozen* membran v in vitro/ex vivo pokusech po dobu cca 6 az 8 hodin

vice nez uspokojive.

Prestoze byla prezentovand data ziskéna jen ve tiech opakovanich, bylo mozné z nich
usoudit, Ze potvrzuji pouzitelnost “flash frozen” sublingvalnich membran pro ptldenni
testovani permeability latek az do molekulové hmotnosti blizké FD70 (tj. cca 70 kDa),
naptiklad albuminu (Mw 67 kDa, viz sekce 5.5 Albumin nize).

5.3 Méieni impedance

K analyze zvySené permeability zmrazenych “frozen” sublingvalnich membran, bylo
také provedeno zhodnoceni jejich integrity pomoci méfeni impedance. Membrana byla
vyhodnocena jako neporusend, pokud hodnota odporu, naméfena na zacatku
permeacniho experimentu, byla vy$si nez 500 Q-cm™. Platnost takto zvolené hodnoty
byla ovéfena 1 méfenim na membrandch zdmérmé navic prodéravénymi
hypodermickymi jehlami, kde naméifené hodnoty impedance dosahly jen

k cca 250 Q-cm™.

Hodnoty impedance “frozen” membran naméfené na zacatku permeacniho experimentu
se mezi jednotlivymi vzorky velmi liSily, pravdépodobné také kviili riznym tloustkam
ruéné skalpelem vypreparovanych vzorkd. V kazdém piipadé lze fici, Ze hodnoty
impedance namétfené na konci permeacniho experimentu nicméné klesly az na Groven
hodnot naméfenych na zdmérné prodéravénych membranach (Graf 6). U testovanych
»frozen® sublingvalnich membran se toto chovani da jednoduse vysvétlit tim, Ze
sublingvalni membrany utrpély béhem permeacniho experimentu poskozeni, které by
mohlo vysvétlit vySe zminované zvySené hodnoty permeability dextranu FD20
namétené po 17 hodinach permeacniho experimentu. Uvedené vysledky ovsem
znamenaly pfedevS§im to, Ze méfeni impedance nepiinasi v daném kontextu zadné

pouzitelné informace.

Proto lze formulovat dil¢i zaveér v tom smyslu, Ze ackoli k impedanénim méfenim
existuje pomérné rozsahla literatura, zejména v souvislosti s vlastnostmi kozni bariéry,

neni tato metoda v ptipadé sublingvalnich membran nikterak pfinosna.
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Graf 6: Hodnoty impedance naméfené na “frozen” sublingvalnich membranach pted a
po 24 hodinach permeacniho experimentu a na zadmérné prodéravénych
membranach.

5.4 Mikroskopie

Rozdily mezi ,,frozen” a ,.flash frozen” sublingvalnimi membranami byly sledovany
také mikroskopicky. Obrazek 15 prezentuje typické vysledky. Na levé ¢asti obrazku je
vidét, ze epitel u vzorkl "flash frozen" membrany si zachoval neporusenou morfologii
a mikroskopicky chépanou integritu. Snimky ukazuji stratifikovany epitel na vnéj$im
(apikalnim) povrchu stésn¢ pftiléhajicimi buitkami uspotddanymi v pravidelnych
hlubsich vrstvach; papily jsou naplnény pojivem. Rozhrani mezi epitelem a lamina
propria a vrstvou pojivove tkané jsou tésné prilehlé, témet bez bublin nebo spar. Tudiz

povazujeme “flash frozen” membrany z mikroskopického hlediska za neporusené.

Naproti tomu vzorky ,(frozen” membran ukazuji mnoho strukturnich defektu,
deskvamaci a diskonekce v celé ploSe s prazdnymi misty mezi jednotlivymi bunikami.
Membrana s takto poskozenou morfologii se tudiz jako fadna bariéra chovat nemuze,
coz vysvétluyje mnohem vys$S§i naméfené hodnoty permeability v experimentech
s makromolekuldrnimi dextrany u ,,frozen” sublingvalnich membran. Pii pohledu
z detailn€jsi urovné, kterou nepiimo charakterizuje porozita meéfend permeabilitou
kofeinu, vychézi tato pro mukosalni membrany srovnateln€. V navaznosti na méteni
impedance Ize ale také fici, Ze pokud jde o transmukoséalni pohyb malych iontt, jsou
oba typy membran srovnatelné, rozdilnost jejich bariérovych vlastnosti se uplatiuji az

u vétsich entit.
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a) ,.flash frozen* na za¢atku pokusu b) ,,frozen“ na zaCatku pokusu

Obrazek 15: Mikroskopické snimky rozmrazenych “flash frozen” (vlevo) a “frozen”
(vpravo) sublingvalnich membran (a, b, d: zvétSeno 100krat, ¢, e, f: zvétSeno
400krat). Porovnani stavu “flash frozen” a “frozen” sublingvalnich membran
na zacatku, po 2 a po 4 hodinach permeacniho pokusu.
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5.5 Albumin

Vyse zminéné dextrany nebyly pouzity pouze k testovani integrity membrany, ale i se
soucasnym cilem uréit molekulovou hmotnost limitujici prichod makromolekul
sublingvalni membranou. Otazkou bylo, je-li limitujicim parametrem pro prichod

molekulova hmotnost permeantu, nebo zda zaleZi 1 na dalSich parametrech.

Fluorescencné znaceny albumin (FITC-BSA) je svou molekulovou hmotnosti cca 67
kDa podobny dextranu FD70, ktery prakticky neprochazel. Albumin jako protein
s nékolika vazebnymi misty pro riizné typy ligandi mize slouzit jako téméf univerzalni
nosi¢ mnoha riznych nizkomolekuldrnich 1é¢iv. Navic o ném lze uvazovat jako
o modelové latce pro podani proteinovych biomakromolekul, které maji vlastni

farmakologickou nebo imunologickou aktivitu.

Protoze je dosti nepravdépodobné, Ze by pii sublingvalnim zplsobu podéani v praxi
mohl byt 1é¢ivy ptipravek na misté podani po dobu delsi nez 1 hodinu, coZ je vyrazné
vice nez Cas kontaktu Ié¢iva v Gstni dutin€¢ bez odplaveni do GIT, zaméfili jsme se také
na vyuziti nanotechnologie, kterd by ndm umoznila dobu retence 1é¢iva a tedy dobu

absorpce pfi jeho sublingvalnim podani prodlouzit.

Podafilo se nam pfipravit nanovldkna s bovinnim sérovym albuminem pomoci dobie
Skélovatelné technologie elektrospiningu, v upravé vyhovujici farmaceutickym
pozadavkim na produkci 1éciv, konkrétnéji vrstvenych nanovlakennych ptipravka pro
jednodéavkové sublingvalni podani. Mikroskopicky snimek (Obrazek 16) ukazuje
nanovlakennou strukturu s obsahem obsahem 30 % hm. albuminu a FITC albuminu
(9:1). Je zdatila nejen pokud jde o stejnorodost a prumér nanovldken, ale i abscenci

ztuhlych kapének a jinych nezadoucich utvart na vldknech.
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Obrazek 16: SEM snimek PV A nanovlaken obsahujicich FITC-BSA (5000x zvétSeno)

Volba nanovladkenné soustavy pro albumin vychdzela z ptedstavy, ze pravé tato nejlépe
umozni mukoadhezivni aplikaci léCiva pii zachovani vyhod jeho individudlniho
nanorozmérného charakteru jako podminky dulezité pro jeho néslednou pasivni
transmukosalni cestu. Je zndmo, Ze jednim z hlavnich problémt casticovych
nanorozmérnych soustav je jejich fyzikdln¢ dana tendence k shlukovani do mnohem
rozmérnéj§ich Utvard, které ovSem vykazuji zcela jiné vlastnosti nejen pii pruniku
bariérami. V nanovlaknech mohou byt molekuly IéCiva proti témto aglomeracnim
tendencim uchranéna a pravdépodobné mohou byt po uvolnéni z nanovlakna k dispozici

pro absorpci jako relativné samostatné jednotky.

Hypotézou vhodnou k ovéfeni bylo tudiz primdrni ovéteni toho, jestli albumin jako
makromolekula zafixovana s n¢kolika dal§imi excipienty do struktury nanovldkna bude
schopna se ztéto soustavy uvolnit a prochézet biologickou membranou, v niz ji

nebudou k dispozici zadné prenaSece.

Testovali jsme, zda pfipravené nanovlakenné ,,stripy* uvolni FITC-BSA a nechaji jej
projit pfes sublingvalni membranu in vitro podobné jako by prochazel z roztokti FITC—
BSA. Vysledky prezentuji Graf 7, ukazujici prubéh permeace FITC-BSA pies “fresh”
sublingvalni membranu in vitro a Graf §, na kterém jsou zobrazeny hlavni vysledky

permeacnich pokust.
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Graf 7: Priibéh permeace FITC-BSA ptes “fresh” sublingvalni membranu in vitro

Znazornéné prubcéhy priniku albuminu pfes sublingvalni membranu dokladaji

nasledujici skute¢nosti:

1.

Data prezentovana pro prunik albuminu z nanovldken maji sice vétsi variabilitu,
nez udaje o jeho permeaci z roztoku, v kazém piipad¢ ukazuji, ze se albumin
z nanovlaken nejen uvolnil, ale také sublingvalni membranou pronikal.

O poznani hife, 1 kdyz statisticky neprukazné, pronika albumin z donorového
prostiedi o pH 6,8 (tedy pokud jde o aciditu bliz§iho obvyklym hodnotam v Gstni
dutin€) nez pH z prostfedi o pH 7,4. Je mozné uvazovat o tom, Ze pii kyselejSim
pH je albumin vzhledem k jeho pl 4,8 méné ionizovan a proto prochazi
membranou snadné&ji, avSak pocet ziskanych hodnot neni pro takové tvrzeni
dostate¢ny.

Naopak, pomérné piekvapivé a mnohem priikazngji se jevi vysledek porovnani
dat permeace albuminu uvolnéného z nanovlaken a permeace z roztoku o stejné
koncentraci soucasti, které v donorovém prostoru vzniknou po rozpusténi
nanovlaken.

FITC-BSA znanovldken prochdzel pfes membranu asi dvakrat rychleji nez
FITC-BSA zroztoku, pravdépodobné diky tomu, Ze jej nanovldkna udrzela
v bliz§im kontaktu s povrchem sublingvalni membrany, coz ziejmé zvysilo

koncentraéni gradient a tim i1 celkovou difuzi pfes membranu.
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Navic je zde také vhodné pfipomenout, Ze uspotfadani in vitro experimentu oproti situaci
pii realném podani in vivo siln¢ zvyhodnilo podani albuminu v roztoku ve smyslu
udrzeni jeho koncentrace na exponované ploSe sublingvalni membrany po celou dobu
trvani experimentu témét konstantni, tedy bez vlivu jinak realného odplavovani roztoku
slinami (saliva wash-out). To by pifi podani in vivo vedlo krychlému sniZeni
koncentrace lé€iva (fddové béhem nékolika sekund) a dale k jeho polknuti a tim

odstranéni z mista podani (fadoveé do n€kolika minut).

Jinymi slovy, podanim vodného roztoku albuminu pod jazyk, tim spiSe do bukalniho
prostoru, prunik albuminu do systémové cirkulace nehrozi. Naopak pii poddni albuminu
v nanovldkenném vicevrstvém ,stripu”“ (s kryci vrstvou branici odplaveni 1éciva
slinami) udrZzujicim kontakt s povrchem membrany by se albumin s lé¢ivem mohl
udrzet na misté podani v dostatecné koncentraci ale ipo dobu az nékolika hodin

systémové pronikat pies sublingvalni membranu.
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Graf 8: Zdanlivé permeacni koeficienty Pgy FITC-BSA pies rizné oSetiené
sublingvalni membrany in vitro do 4. hodiny

Pfi porovnani permeace ptes ,,fresh i ,,flash frozen* sublingvalni membrany prochazel
FITC-BSA v rdmci ¢tyihodinového experimentu podobnou rychlosti (Graf 8), zejména
z donorovych vzorkl pufrovanych na pH 6.8, jejichz variabilita je také nejnizsi. Silngjsi
zavery data neumoziuji, v kazdém piipad¢ potvrzuji sublingvalni permeabilitu

albuminu.
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5.6 Porovndni pruniku dextranii a albuminu

Za vyznamnou zminku urcit¢ stoji i skutecnost, ze fluorescencné znaceny FITC-BSA
prochazel o tfi fady rychleji (Pyp~1-107cm/s) nez dextran FD70
(Papp ~ 1 - 107 cm/s) o zhruba stejné molekulové hmotnosti (Graf 9). V tomto kontextu

tedy neni pro permeaci molekulovd hmotnost jedinym kritériem.
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Graf 9: Porovnani logaritmickych hodnot namétfenych zdanlivych permeacnich
koeficientl P,y ptes “fresh” sublingvalni membrany in vitro

Makromolekuly rtzného typu se od sebe lisi i1 velikosti, tvarem, kompaktnosti,
(hydrodynamickym) primérem a povrchovym nabojem. Tyto parametry navic nejsou
konstantni, mohou se ménit v zavislosti na prostiedi, ve kterém se dana molekula
zrovna nachazi (teplota, pH, interakce s dalSimi latkami), v€etné prostiedi uvnitf

biologickych systémi.

Pokud porovname gyra¢ni polomér FITC-BSA (R ~ 3,21 nm)*®! s FD70 (R, ~ 8,0 nm)
a FD20 (Rg ~ 4,5 nm) (viz Graf 10, data z de Belder 2003)”°, mtizeme dojit k zavéru, Ze

v daném kontextu jde o relevantnéjsi parametr nez je molekulova hmotnost.
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Graf 10: Porovnani gyracnich (R,) a hydrodynamickych (R;) poloméri dextrant
o riizné molekulové hmotnosti (M,,). Data z de Belder 2003 7°.

Na zakladé naSich vysledki 1ze tedy odvodit, Ze nanovladkenné ptipravky s albuminem
(jako nosi¢em léCiva) by se mohly uplatnit jako zajimavd moZnost pro sublingvalni
ptipravky s fizenym uvoliiovanim, zvlast¢ pokud budou mit i vhodnou kryci vrstvu

brénici Ié¢ivo proti odplaveni slinami.
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6. ZAVERY

V zékladnim ramci se prace vénuje moznému sublingudlnimu podani 1é¢iv za pomoci

makromolekularnich nosic¢u.

1. Z ptehledu literarnich informaci o sublingvalnim systémovém podavani 1éciv
vyplyva, Ze prostor pro vyzkum a vyvoj ptipravkl k systémové neinvazivni aplikaci
maji zejména vysoce ucinné latky, nebot’ jejich davka je pii tomto zplisobu podani

zna¢n€ omezena.

2. Metodiky ptipravy sublingvalnich, resp. bukalnich membran pro in vitro permeaéni
experimenty jsou prekvapivé nestandardni, Casto jen nepiesn¢ popsané. Proto je

obtizné udaje z dil¢ich publikovanych praci vzjemné srovnavat.

3. Nov¢ navrzena metodika Sokového zmrazeni bez pouziti kryoprotektiv byla
hodnocena mikroskopii membran, testovanim impedance a permeace a to jak
hydrofilni nizkomolekularni latkou, kofeinem, tak 1 dextrany molekulové hmotnosti
od 4 kD do 70 kDa. Vysledky ukazaly na pouzitelnost navrzeného nového a snadno
proveditelného protokolu pifipravy sublingvalnich membran pro in vitro permeacni

pokusy.

4. Odborna literatura poskytuje dostatek informaci o vlastnostech dextranti potfebnych
k hodnoceni integrity oromukosalnich membran, nicméné prekvapivé malo studii se

zaméfilo na sublingvalni membrany.

5. Dextrany, jejichZ sortiment umoznuje v daném kontextu ovétovat rizné permeacni
aspekty, nebudou jako nosic¢e 1éCiv prakticky pouzitelné, avsak jako permeacni

markery se zcela osveédcily.

6. Albumin mize slouzit jako Siroce pouzitelny nosi¢ 1éciv, ale zminky o jeho
mozném vyuziti pro systémové sublingvalni podani léCiv nebyly v dostupné

literatufe nalezeny.

7. Experimentaln¢ se podafilo ovefit hypotézu o moznosti sublingudlni permeace
albuminu za pomoci nanovldkennych aplikacnich soustav, které prodlouzi dobu
podani na mist¢ tak, aby mohl albumin z nanovldken proniknout skrz sublingvalni
membranu. Nanovldkenné aplikani soustavy by se tak mohly uplatnit jako
zajimava moznost pro sublingvalni pfipravky s fizenym uvoliiovanim, zvlasté
pokud budou mit i vhodnou kryci vrstvu branici 1é¢ivo proti odplaveni slinami

(,,salivary wash-out®).
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7. POUZITE ZKRATKY

ALS amyotrofick4 lateralni skler6za FDA Food and Drug Administration
API 1écivo (aktivni latka) rDNA | rekombinantni DNA
ATC anatomicko-terapeuticko-chemicka | FLD fluorescence detector
klasifikace lé€iv
B2M b2-mikroglobulin GIT gastrointestinalni trakt
BCS biofarmaceuticky klasifikacni GLP-1 | glukagon-like peptid
systém
BSA bovinni sérovy albumin Gpl8 a | scavenger receptory
gp30
CaCo-2 bunécné monovrstvy Gp60 albondin (receptor)
z kolorektalniho karcinomu
CCM- nanocastice HSA s kurkuminem HES hydroxyethylskrob
HSA-NP
CKD chronické renalni poskozeni HLA Human Leucocyte Antigen
(chronic kidney disease)
CNS centralni nervova soustava HPLC | vysoce t¢inna kapalinova
chromatografie
Da dalton HSA lidsky sérovy albumin (Human
Serum Albumin)
DAD diode-array detector rHSA rekombinantni HSA
DIAR dextran induced anaphylactoid Hz hertz
reactions
DMSO dimethylsulfoxid IFNa- interferon a-2b
2b
DNA deoxyribonukleova kyselina IeG imunoglobulin G
rDNA rekombinantni DNA Kp konstanta permeability
DS stupen substituce, degree of Lm Leuconostoc mesenteroides
substitution
DTPA s diethylentriaminpentaoctovou MCG membranu kryjici zrnécka
kyselinou (membrane coating granules)
EDTA kyseliny ethylendiamintetraoctové MHC hlavni histokompatibilni
komplex
EMCH hydrazide 3,3'-N-(e- mM milimol
maleimido)kapronové kyseliny
EPR enhanced permeability and retention | MMP-2 | matricova metaloproteinasa II
ES elektrospining MMP-9 | matricova metaloproteinasa IX
FA1-FA7 | vazebna mista albuminu pro mastné¢ | MRI zobrazovani magnetickou
kyseliny resonanci
FcRn neonatalni Fc receptor pro IgG MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

(Brambelliv receptor)

difenyltetrazoliumbromid

&9




Mw molekulova hmotnost PSC karboxymethylether sorbitol—
dextranu (polyglucose sorbitol
carboxymethyl ether)

NAD+ nikotinamidadenindinukleotid PVA polyvinylalkohol

NEM N—ethylmaleimid SD smérodatna odchylka

NP nanocastice (nanoparticles) SDS dodecylsiran sodny

NSAIDs | nesteroidni antiflogistika SEC size-exclusion chromatography

Papp zdanlivy permeacni koeficient SL sublingvalni

PCL poly(e—kaprolakton) SLIT sublingvalni alergenova
imunoterapie

PEG polyethylenglykol SPARC | secernovany protein kysely,
bohaty na cystein

PEO polyethylenoxid SPIO superparamagnetické Castice
oxidi Zeleza

pH pH (vodikovy exponent) USPIO | Ultrasmall SuperParamagnetic
Iron Oxide

pl isoelektricky bod \Y volt

PIBCA poly(isobutyl kyanoakrylat) WHO World Health Organisation

PMMA poly(methyl metakrylat) Q ohm

ZKkratky fluorescenéné znacenych molekul Zkratky aminokyselin

FITC fluoresceinisothiokyanat Cys | cystein
FD FITC-dextran Pro | prolin
FD10 | FD s Mw 10 kDa Val | valin
FD12 | FD s Mw 12 kDa Leu | leucin
FD3 FD s Mw 3 kDa Gly | glycin
FD4 FD s Mw 4 kDa Ile isoleucin
FD40 FD s Mw 40 kDa Trp | tryptofan
FD70 FD s Mw 70 kDa

U fyzikalnich jednotek jsou pouzity bézné ptedpony soustavy SI
(kDa, MDa, GDa; kQ2, MQ; kV; kHz; mM; nm, mm, cm; mL)
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