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ABSTRAKT

Hlavni vyhody systémového sublingvalniho podani 1€Civ 1ze spojovat s bohatym krevnim
z4dsobenim a velmi malou tloustkou dané biologické membrany neobsahujici bunky
zrohovaté€lého sliznicniho epitelu. Teoreticka ¢ast prace dil¢im zptisobem koriguje skutecnost,
ze dosud malo pojednanou problematikou sublingvalni aplikacni cesty je jeji souvislost

s vlivem slin a mukosalnich povlakd.

Stézejnim ukolem experimentu bylo ovéfeni moznosti vyuziti albuminu (BSA) jako
soucdsti potencialniho nosice 1é€iv v nanovldkennych membranéch pro sublingvélni aplikaci.
Sublingvalni membrany byly ziskany preparaci z jazyka prasete domaciho (Sus scrofa)

s naslednym rychlym zmrazenim v kapalném dusiku a dal$im uchovéavanim pfti — 20 °C.

V in vitro pokusech zahrnujicich 1 vyuziti slin jako média zprosttedkujiciho kontakt 1é¢iv
s epitely sublingvalni sliznice byl hodnocen prinik fluorescenéné znafeného hovéziho
sérového albuminu (FITC-BSA o molekulové hmotnosti asi 68 000). Jeho aplikace v podobé
32vrstevnych a 16vrstevnych nanovldkennych nosi¢li s obsahem na urovni 30 procent
hmotnostnich a srovnani s permeaci z koncentraéné ekvivalentniho roztoku lyofilizovaného

BSA pfineslo tato zjisténi:
1. FITC-BSA sublingvalni membranou pronikal vzdy, a to na urovni fluxti J v fadu jednotek
pg/cm’.h!

2. Nebyla zaznamenana snizend permeace FITC-BSA z donorového prostiedi citran-

fosfore¢nanového pufru pH 6,8 s obsahem slin (1:1)



ABSTRACT

The main advantages of sublingual systemic administration of drugs can be linked
with a rich blood supply and very small thickness of the non-cornified biological sublingual
epithelium. The theoretical part partially corrects the fact that the hitherto little addressed
issue of sublingual administration route is connected with the influence of saliva and mucosal

coating.

The goal of the experiment was to verify the possibility of using albumin (BSA) as

a part of potential drug carriers in the nanofiber membranes for sublingual administration.

Sublingual membranes were obtained by dissection of porcine tongue (Sus scrofa) followed

by rapid freezing in liquid nitrogen and further storage at -20 ° C.

In vitro experiments involved the use of saliva as a medium of intermediate contact of
drugs with the sublingual mucosa epithelium. Permeation of fluorescently labelled bovine
serum albumin (FITC-BSA molecular weight of about 68. 000) was evaluated. Its application
in the form 32-layered and 16-layered nanofiber carriers with the content of 30 percent FITC-
BSA by weight was compared to permeation of the solutions of equivalent concentrations of

lyophilized FITC-BSA and yielded the following findings:

1. FITC-BSA penetrated sublingual porcine membrane always by the flux J in the order of
10" pg/em® h!

2. No reduction was observed at permeation of FITC-BSA from the donor medium containing

a saliva and citrate-phosphate buffer pH 6.8 mixture (1 : 1)



1. UVOD

Jednim z ukold soucasné farmaceutické technologie je vyzkum a vyvoj lékovych
forem novych typa (,,generaci®), které odrdzeji pozadavky klinické praxe na soustavy
s fizenym transportem a uvolfiovanim Ié¢iva, ¢imz umoznuji kompenzovat nckteré
nevyhovujici vlastnosti jinak potencialn¢ zajimavych 1é¢ivych (u¢innych) latek. K tomuto
ucelu se také znovu zkoumaji nejen dosud opomijené cesty podani 1é¢ivych latek, ale i nové
fyzikalné-chemické struktury nosict 1éCiv. V tomto kontextu byly jiz od pocatku 60. let
minulého stoleti cilen¢ vyvijeny 1éCivé ptipravky pro sublingvalni podani u¢innych latek a od
konce 70. let také 1€kové formy zalozené na mukoadhezi.

Relativné nové k nim patii také nanovldkenné soustavy vytvoiené jako nosice 1é¢iv
pro sublingvalni aplikaci, které byly vyvijeny na katedfe farmaceutické technologie FaF UK
ve spolupraci s firmou Elmarco s.r.o., Liberec. Membrany byly vyrobeny a pfedany Ing.
Denisou Stranskou, zastupcem primyslového partnera.

Vzhledem k tomu, ze v predkladané praci je studovano chovani nové vyvijenych
medikovanych nanovldkennych membran v prostfedi imitujicim pomeéry pii sublingvalni
aplikaci, je jednou z interakci nosi¢ové soustavy nejen uvoliiovani 1é¢iva a bioadheze, ale také
vysledny prinik 1é¢iva kompletnim biologickym prostfedim, tj. pfes vrstvu slin s naslednym
prinikem sublingvalni membranou. Krom¢ souhrnu podstatnych informaci o sublingvalni
aplikacni cesté jsou proto vénovany nckteré odstavce teoretické Casti slozeni a vlastnostem
slin.

Hlavnim ucelem experimentli predkladané prace bylo pilotni studium chovani
nanovlakennych membran s vysokym obsahem albuminu za in vitro biomimetickych

podminek.



2. ZADANI PRACE

1. Zpracovani literarni reSerSe zam¢fit na sublingvalni aplikacni bariéru s detailnéjSim
souhrnem informaci o slinné kapalin¢ jako rozpousStécim vehikulu a potencidlni

bariéfe pruniku sublingvalné podanych ucinnych latek.

2. Provedeni in vitro permeacnich pokusu se sublingvalni membranou ziskanou
z prasete domaciho jako permeacni bariérou.
Ukolem je ziskat prvotni idaje o permeaci vysokomolekularni latky z prostiedi
obsahujiciho lidskou slinu.
Konkrétné se zaméfit na in vitro prinik fluorescenéné znaceného hovéziho sérového
albuminu (FITC-BSA), resp. hovéziho sérového albuminu (BSA) z vicendsobné
vrstvené¢ho nanovlakenného polymerniho nosice s obsahem
hydroxypropylmethylcelulosy, polyvinylalkoholu, polyethylenoxidu a 30 % albuminu
s ptisadou chloridu sodného (HPMC/PVA/PEO/NaCl/albumin) pii porovnani
s pruinikem FITC-BSA z roztoku ekvivalentniho mnozstvi znaceného albuminu

a celkového albuminu za aplikac¢nich stejnych podminek.

3. Vyhodnoceni experimentilnich dat HPLC stanoveni FITC-BSA ponechat
v zodpovédnosti pracovniki s erudici v dané analytické metodice.
K néaslednému vyhodnoceni primarnich permeacnich dat piednostné vyuzit postupi
zavedenych v pfisluSné¢ katedralni laboratofi, aby bylo mozné pokus dobie

reprodukovat a vysledky interpretovat i v relacich s jinymi pracemi.
4. Zpracovani kompletniho prvopisu Pro formulaci zavért vyuzit vlastnich zkuSenosti
z ptedchozi diplomové prace a konzultaci s paralelné probihajici dalsi rigor6zni praci

Mgr. Martiny Urbanové.

5. Vypracovani finalni podoby prace a priprava prezentace pro obhajobu.



3. TEORETICKA CAST

Peroralni podani pfedstavuje nejpfirozenéjsi a také nejcastéji pouzivanou cestu
aplikace 1ékt. Piesto ma predevsim pro systémovou aplikaci ucinnych latek do systémového
krevniho nebo lymfatického ob&hu nékteré vyznamné limity. Tyto limity jsou v zasad¢ dany
anatomicko-fyziologickymi poméry v gastrointestinalnim traktu (GIT), v némzZ jsou uc¢inné
latky (lécivo) jeSté pred absorpci vystaveny znacné agresivnimu prostiedi. To zahrnuje
drastickou zménu pH od hodnot 1 az 2 v zaludku po hodnoty kolem 7,4 v distalnim tseku
stteva, Casové dosti nepiedvidatelny transit, pfitomnost Cetnych travicich enzymi a také
¢innost stfevni mikroflory. Pro fadu dilezitych 1éCivych latek je tak prostfedi v rtiznych
castech GIT nevhodné z hlediska nejen jejich stability, ale také z hlediska pozadavki na jejich
potfebnou absorpci v jednotlivych usecich riizng komplikované stény GIT. ™

S pfihlédnutim k fyzikalné-chemickym vlastnostem uUc¢innych latek 1 ekonomickym
parametrim neni mozné prevést vSechny 1écivé latky do vSech typt 1ékovych forem, které
jsou teoreticky k dispozici. U tady 1é¢ivych latek jsou peroralni 1ékové formy stale jedinou
moznou dostupnou a pfitom zcela vyhovujici formou, u fady jinych 1éCivych latek, naptiklad
charakteru peptidi a proteind, neni naopak systémova peroralni aplikace dosud pouzitelna
prakticky viibec. Pro 1é€iva, ktera pii klasické peroralni aplikaci vykazuji nizkou biologickou
dostupnost, se nabizi vyuziti pouze urcitych ¢asti sliznice GIT, ale také vyuziti sliznice nosni,
plicni i vaginalni.
vyvoje a vyroby pfislusnych 1é€ivych ptipravki (resp. Iékovych forem), takZe byvaji ¢asove a
finan¢né naro¢né. V piipad¢ vyuziti injek¢nich preparati je samoziejmym pozadavkem jejich
sterilita, jejich aplikace je do jisté miry vzdy bolestiva a spojend s rizikem mikrobialni
kontaminace organismu v misté vpichu. U rektalni, dermdlni a bukéni aplika¢ni cesty je
problémem riizna a proménlivd, ¢asto nedostatecnd mira vstiebani z mist absorpce, naptiklad i
v dtsledku kolisavosti mistniho prokrveni. Nevyhody nasalniho podéani spocivaji v malém
objemu dutiny nosni, a mozném naruseni fyziologickych funkci nosni dutiny.?”4 Dlouhodobé
podavani 1€kt v nosni sliznici miiZe zplsobit nevratné poskozeni nosnich fasinek, omezujici
vyuziti pfi chronickych onemocnénich.”

Sliznice o¢ni, usni nemaji pro systémové podani prakticky vyznam, jsou vyuzivany

jen pro lokalni aplikaci 1écCiv.
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Mezi zminénymi alternativnimi cestami podani 1éCiva se jako velmi vhodna jevi
sliznice ustni dutiny, ktera ma nejlepsi aplikacni pfistupnost, je relativné imobilni a dobie
prokrvenad, s pifimym ptestupem latek do systémového obéhu, tedy bez predchoziho prichodu
jatry (ptedevsim cestou vena jugularis). Mezi jeji dalsi vyhody patii také nizka citlivost na
alergizujici a drazdivé latky, dostatecné vysoka hydratace prostiedi pro rychly prinik 1éCiva,
niz§i enzymaticka aktivita v sublingvalnim prostoru v&etnd samotné biologické bariéry.°
Z hlediska compliance pacienta je krom¢ zlepSeného komfortu aplikace nebo zjednodusovani
aplika¢niho schématu dulezité také to, Ze se jedna o typ bezbolestné aplikace umoznujici

piipadné snadné ukonceni.

3.1 Slizni¢ni povrchy dutiny dstni

Ustni dutina (cavitas oris) je prostor oddéleny patrem od nosni dutiny a rty a tvatemi
ohrani¢eny zvenci. Spodinu ustni dutiny tvoii jazyk, pfipojeny svaly k dolni celisti.
Komunikaci s vnéjSkem zprostiedkuje Ustni Stérbina a vzadu komunikuje Ustni dutina
s hltanem. Zubni oblouk horni a dolni ¢elisti rozd€luje Ustni dutinu na ptedsiii ustni dutiny a
na vlastni Gstni dutinu. Vné&jsi stény predsing i vlastni ustni dutiny tvoii tvare (buccae) a rty
(labia).

Stavba tvaii 1 rtlh je v podstaté stejnd, a jejich zaklad tvofi mimické a Zvykaci svaly,
podkozni vazivo a sliznice vystylajici Gstni dutinu a jeji pfedsin. Sliznice ptedsiné pfechazi na
okraj rtl, kde ji prosvita naplit krevnich cév, tzv. Cerven rti. Rty a tvare se tcastni piijmu a
mechanické Upravy potravy.7

Sliznice jsou vlhké povrchy, lemujici stény riznych télnich dutin, zejména traviciho a
dychaciho traktu. Skladaji se z pojivové tkané (lamina propria), na kterou naseda vrstva
epitelidlnich bungk, které jsou na povrchu zvlhéeny, zpravidla slizni¢nim hlenem (sliz,
mukus, mucus). Epitelidlni buitky mohou byt v jedné vrstvé (napt. Zaludek, tenké stievo,
tlusté stfevo, pradusky), a pak je hlen sekretovan poharkovymi buitkami pfimo na povrch
sliznice. U vicevrstvych epitelll (napf. Ustni dutina, jicen, vagina, o¢ni rohovka) je sliznice
spojena se zlazami, které na povrch sliznice secernuji hlen. V ptipadé dutiny Ustni tvori
mukus vrstvu pfiléhajici k povrchu sliznice, v pfipadé stieva je také rozpustén, ptipadné
suspendovan v lumen GIT. Tloustka slizové vrstvy sliznic se rtizni od 1 um v ustni dutiné po
450 um v 7aludku.®

Uroveti keratinizace Ustni sliznice neni tak vysoka jako u kozni bariéry, kterd je

kompletn¢€ pokryta relativné vysokou rohovou vrstvou (stratum corneum). Uvadi se, ze ustni
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sliznice je asi 4 az 4000 krat propustnéjsi nez lidska kiize.® Sliznice dutiny Ustni je sloZzena
z40 az 50 vrstev rizné diferencovaného dlazdicového epitelu, u sublingvalni sliznice je
téchto vrstev pon¢kud méné. Pod nimi lezi mitoticky aktivni bazalni membrana slozena
z vysoce se mnozicich bazélnich keratinocyt. Tyto se smérem k zevnimu povrchu neustale

doplnuji, dale se diferencujici povrchnéjsi epitelové vrstvy bunék, které nakonec vytvareji

vrstvy oplostélych nejsvrchnéjsich bunck (Obr. 3.1).

Hlen, sliny

Povrchova vrstva

Stredni vrstva

Trnové bunky

Bazalni vrstva

Pojivova tkan

Submukoza

Obr. 3.1 Struktura bukalni sliznice (nttp://www.szs-tabor.cz/Projekt/projekt/som/Obrazovy_pruvodce/tema/t10/1014.jpg )

Pravé tato epitelidlni vrstva je hlavni prekdzkou pro prinik latek ustni sliznici. Jeji
nepropustnost zodpovidd za ochranu organismu pied vstupem exogennich a endogennich
latek pres Ustni sliznici do organismu a v opatném sméru zabranuje ztrat€ tekutin

z podkladovych tkani do zevniho prostiedi. Nerohovatéjici sublingvalni a bukalni sliznice
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ustni dutiny jsou relativné permeabilni, s bohatym krevnim zasobenim, je ovSem také odolna
a vykazuje kratkou dobu pro zotaveni po stresu nebo poskozeni. %2
Nedostatek Langerhansovych bunék ¢ini tuto sliznici tolerantni k potencidlnim

alergenﬁm.13

3.2 Sublingvalni sliznice jako aplika¢ni bariéra

Ustni sliznici lze roz&lenit na ¢ast sublingvalni, gingivalni, bukalni a sliznici mékkého
patra. Konvencni a bukalni sublingvalni 1é¢ivé ptipravky maji obvykle znacn¢ omezenou
kontaktni plochu Ustni sliznice. Existuji znacné rozdily v propustnosti mezi riznymi regiony
ustni dutiny, a to z dGvodu riiznych struktur a funkci oralni sliznice.

Obecn¢ plati, ze propustnost ustni sliznice klesa v potradi sublingvalni (nejvétsi)
bukalni, palatinalni.** Déivodem je predevsim rozdilna relativni tloustka a stupen keratinizace.
Sublingvalni sliznice je relativné tenkd a nezrohovatéld, bukalni je silngj$i a také
nezrohovatéla a tloustka palatalni sliznice je n¢kde uprostied, ale je zrohovatéla.

Nejsvrchnéjsi bunééné bariéra se po chemické strance skladéd prevazné z lipidi horni
vrstvy epitelu. Suprabazalni buiiky jsou totiz silné¢ diferencovany, vytvareji silnd mezibunééna
desmosomalni spojeni a u svého apikalniho povrchu obsahuji také vesikuly (granule), které
uvoliiuji do mezibun&énych prostor lipofilni material.>*° Pfispivaji tak celkové soudrznosti

epitelu. Lipofilni materidl pfitom zpomaluje prichod hydrofilnich latek timto epitelem.’

Slozky granuli v zrohovatélém a nezrohovatélém epitelu se vSak lisi. 18

U zrohovatélého epitelu jsou sloZzeny z lamelarnich lipidickych sloupci s obsahem
sfingomyelinu, glukosylceramidl, ceramidd a dalSich nepolarnich lipidd, zatimco
nekeratinizovany epitel je pokryt lipidy, které lamely netvofi, naptiklad estery cholesterolu,
cholesterolem a glykosfingolipidy. **2%%

Vzhledem k celkov€ vysoké hydrataci pojivové tkané byla také vyslovena hypotéza,
ze urcitou roli v propustnosti bariéry mohou hrat tzv. tight junctions,22 tyto utvary vSak nebyly

spolehlivé prok4zany nebo se bézné v epitelu ustni dutiny nevyskytuji.

3.3 Sliny a mukus

Epitelialni povrch dutiny Ustni je potaZzen slinami. Obvykle se uvadi, Ze hlavni soucasti
slin je voda (99 %), obsah organickych latek ve slinach ¢ini asi 0,7 %. ZjednoduSené lze fici,
ze hlavni organickou soucasti slin je pfedevS§im mucin (hlen, sliz), ktery je sloZzen ptevazné

z glykoproteinli, jsou zde obsazeny také lipidy, anorganické soli a dale enzym amyldza.
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Glykoproteiny jsou rozhodujici, jak pro charakteristiku gelové struktury slizu, tak pro jeho
kohezivni a adhezivni vlastnosti. Slinnd amyldza S§tépi Skroby na jednoduché cukry.
Neustrojnych latek je ve slinach asi 0,3 %. Jde o vapenaté, sodné, draselné a fosfore¢né soli,
které se mimo jiné podileji na vzniku zubniho kamene. Sliny obaluji a slepuji rozmélnénou
potravu a zvlh¢ovanim ustni dutiny zabranuji poranéni sliznice ostrymi a suchymi ulomky
potravy. Sliny se tvofi a vylucuji, stejn¢ jako ostatni travici Stavy, predevsim pod vlivem
nervovych a humoralnich (latkovych) podnétl vznikajicich drazdénim chut'ovych a ¢ichovych
¢idel ustni a nosni dutiny. Kromé tohoto mechanismu, ktery piedpoklada ptimy styk potravy
nebo jeji viné s prislusnymi receptory, vznikaji u ¢lovéka slozité reflexni spoje mezi zlazami
travici trubice a rliznymi oblastmi centrdlniho nervového systému. Tyto spoje umoziluji
produkci slin i dal$ich travicich §tav, pouze na zaklad¢ predstav o chuti a vzhledu potravy
vytvofenych v mozkové kiife podle ptedchozich zkugenosti.?

Vzhledem k vyznamu slin pii sublingvalnim podéani ucinnych latek bude v dalSich
odstavcich uvedena ftada potencidlné dualezitych podrobnéjSich informaci ke slozeni
a vlastnostem slin.

Rychlost tvorby slin u zdravého dospélého ¢loveéka se pohybuje v rozmezi od 0,3 ml
do 7 ml za minutu * a objemov¢ tak €ini asi 0,5 litru az 1,5 litru vylou€enych sliz za den.®
Hodnota pH slin kolisa v rozmezi od 6,2 do 7,4, s vy$§imi hodnotami pH pii zvySené sekreci.
Sliny se tvoii v postrannich velkych piiusnich zlazach, submandibulérnich a sublingvalnich
zl4zach a drobnych slinnych zlazkach ptitomnych sliznici jazyka (Von Ebnerovy Zlazky), ale
také tvare, rtl a patra. 2

Slinné zlazy se odliSuji typem sekretu, ktery produkuji, coz je souvisi s pomérem
serozni mukozni slozky produktu Zlazovych bunék. Serdézni bunky, které lze nalézt
v ptiusnich, submandibuldrnich, palatalnich a lingvalnich Zlazkach vyluc€ujicich vodnatou
tekutinu témeét bez obsahu hlenu. Hlen je syntetizovan ve specializovanych poharkovych
bunikach jako soucast slin. Az 70% z celkového mnoZstvi mucinu nalezeného ve slinach je
tvotreno v mensich slinnych Zlazach.

Hodnota pH v lidskych slinach je uvadéna v Sirokém rozsahu 5,3-7,8 v zavislosti na
tom, jedna-li se o slinu vyprodukovanou na zakladé néjakého stimulujiciho impulsu (tzv.
stimulovana slina) nebo nikoli.?’

Pti fyziologickém pH, hlenova sit' nese negativni néboj (s ohledem na kyselinu

sialovou a pfitomnost sulfatovych zbytki), ktery hraje roli v adhezi ke sliznici. Pfi
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fyziologickém pH muze hlen tvofit velmi kohezni gelové struktury, které se vazi na epitelialni
povrch bungk.?®

Tato sekrece je siln¢ zavisla na aktivaci né¢jakym stimulem. Slizni¢ni buiiky pfitomné
v submandibulédrni, sublingvalni, retni, patrové a jazykovych zlazach produkuji sliny bohaté
na visk6ézni mukus. Ten vykazuje vice ¢i méné elastické vlastnosti. Kompletni slina je tedy
prevazné vyméskem slinnych Zlaz, obsahuje viak ndkdy také zbytky krve,?® epiteldi Gstni
tkang,*® mikroorganismy,*"*? ptipadné zbytky potravy. Stimuly pro nérist tvorby slin zahrnuj
nejen pritomnost potraviny nebo drazdivych latek v ustech, ale také zrakové a cCichové
Vjemy.33 Pti studiu sekrece slin v reakci na viini bylo zjisténo, ze jsou sliny produkovany
podcelistnimi, ale nikoli pfiusnimi zl4zami.®*

Mnozstvi a slozeni secernovanych lidskych slin zavisi na mnoha faktorech, typu

35,36 - .1 37 1 38,30,40.41 1 ;s
" a fyziologickém stavu,” cirkadidlnim rytmu,™ """ délce trvani

. v I ’ 1oy v ’ ’ - v 4243 v r
a typu stimulu, na stravé, podavanych lécich, véku, pohlavi a krevni skupiné.”™ V soucasné

a velikosti slinnych 714z

dobé¢ se predpoklada, Ze propustnost bariéry v ustni sliznici je ddna mezibunéénym
materidlem pochézejicim z vesikul (granuli). Doba obnovy bukalniho epitelu se odhaduje na

5-6 dnti, coz plati i pro dalsi Casti ustni sliznice.

3.3.1 Fyzikalné-chemicka struktura slin

Jiz pocatkem 20. stoleti bylo zfejmé, Ze sliny nemohou byt povaZzovany za jednoduché
pravé roztoky, protoZze obsahuji vlaknité elastické struktury. Do 80. let minulého stoleti se
uvadélo, Ze sliny jsou vicefazové soustavy obsahujici fazi kapalnou, plynnou (bubliny)
a trojrozmérné zesiténou (gelovitou). 44 Reologicky byly sliny charakterizovany jako

nizkoviskozni gely.* Pozdgji byly sliny klasifikovany jako tkafiové tekutiny a byl navrzen

vvvvvv

a) kontinualni fazi slozenou z roztoku elektrolytti ve vode,

b) kontinualni fazi zesiténé struktury podobné leSeni,

c¢) ve vodé malo rozpustné proteiny, slinné micely anebo jiné slinné kulovité struktury
uvnitf vlakenné sit¢,

d) lipoidni material, bakteridlni a epitelové bunky.

Trojrozmérna sit” je tvofena prevazné vysokomolekularnimi glykoproteiny a zodpovida za

existenci adhezivniho filmu sliny na Gstnich povrsich.
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Analyza struktury slin byla vétSinou provadéna skenovaci a transmisni elektronovou
mikroskopii (SEM a TEM). *"*® Konkrétné TEM je zvlasté vyhodna pro stanoveni velikosti
nanocastic, jakymi jsou naptiklad kulovité struktury (100 nm az 200 nm) uvnitf slinné sité.

Pro studium vétSich struktur ve slinach se dava prednost pouziti konfokalni laserové
skenovaci mikroskopie (CSLM). Vyhodou CSLM oproti elektronové mikroskopii je to, ze
vzorky mohou byt studovany bez predchozi evakuace, suseni nebo zmrazovani, coz vzdy
muze vyvolavat vznik strukturdlnich artefakt. Na druhé strané, pti CSLM nemiize byt

dosazeno tak vysokého zvétSeni, jako pomoci TEM.*

3.3.2 Trojrozmérna struktura slin

Struktura trojrozmérné sité velkoobjemové frakce slin, stejné jako podilu adherujiciho
na ustnich povr$ich ma charakteristiky gelu, ale je propustna pro makromolekuly o pomérmné
velkém hydrodynamickém praméru. *° Hlavni komponentou gelové matrice je
vysokomolekuldrni mucin (MUCS5B) zodpovédny za adhezi a gelovou strukturu hlenoveé

vrstyy.5-5253

Vlastnosti gelu jsou vétsinou pficitany vzajemné interakci z molekul mucinu.*>
Navrhované mechanismy zahrnuji hydrofobni interakce,® sacharidové interakce a vapnikem
zprostiedkované vazby.”’ Mezitetézcové hydrofobni interakce jsou p¥i¢inou agregace mucinu.
Bylo navrzeno, Ze vzhledem k této agregaci hlenova vrstva mize byt povazovana za systém
mikrofazi, tedy odd€lenych domén bohatych na vodu a domén bohatych na agregovany
mucin. > Bylo sice navrzeno, Ze muciny mohou ve fyziologickych koncentracich tvofit
kapalnou krystalickou féazi, ale spontanni asociace v disledku hydrofobnich nebo
oligosacharidovych nebo jinych interakci ve zfedénych roztocich mucint nebyla potvrzena.

Dale se ukazalo, Ze ani koncentrované roztoky ¢isténého MUCS5B nenapodobuji zcela
dobte vlastnosti slin. Zato byl demonstrovan vyrazny Uc¢inek véapniku na tvorbu gelu ze
slinnych mucind. Uginky vapniku byly aplikaci EDTA eliminovéany a tato reverzibilita byla
specifickd pouze pro véapnik, Zadné podobné ucinky EDTA nebyly pozorovany viici NaCl,
MgCl,, MnCl, ani ZnCl,. Takové vysledky naznacuji, Ze intermolekularni pti€né vazby mezi
muciny MUCS5B jsou zprostfedkovany vapenatymi ionty, coz je v souladu s poklesem
viskozity po p¥idavku EDTA k tzv. stimulované slin&.*® Ukazuje se, Ze interakce, ke kterym ve
slinach dochézi, nejsou dosud plné vysvétleny.

Kromé¢ MUCS5B byly v gelové matrix slin nalezeny také Cetné dalsi proteiny, jako
glykoprotein MUC7, imunogenni IgA (inhibuje bioadhezi), IgM a IgG (zvySuji fagocytozu),
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laktoferin (ptisobi proti G i G bakteriim), lysozym s nizkou molekulovou hmotnosti (ptisobi
proti G bakteriim), histatiny (plsobi antibakteridlné¢ a antifungalng), cystatiny (maji
antivirotické pisobeni), ve slindch z pfiusni zlazy také aglutinin (agregace raznych
mikroorg,anismﬁ).60’61 Enzym a-amyldza a cystatiny nebyly v gelové matrix identifikovany,
ale bylo zjisténo, Ze se nachazeji ve vrstvicce slin tésné adherujici k epitelidlnim bunkam
sliznice.

VSechny wuvedené proteiny tvoii homotypické komplexy (mezi podobnymi
molekulami) nebo heterotypické komplexy (z odliSnych molekul). Studium role amylazy,
mucinu, IgA a albuminu na pufrovaci kapacitu slin ukazala, Ze tato pufrac¢ni kapacita velmi
pozitivn¢ koreluje s koncentraci celkového proteinu, amylazy a IgA. Slaba korelace byla
pozorovana pro albumin a mucin jednotlivé, amylaza ptispéla k pufraéni kapacité proteind v
rozmezi pH 4 az 5 asi 35 procenty.62

Zminény MUCS5B mé vazebna mista pro histatin, statherin a hydrofobni ligandy.ﬁg’64
Statherin, secernovany piiusni a podjazykovou zlazou (protein kdédovany genem STATH)
zabranuje srazeni fosfore¢nanu vapenatého ve slinach a udrzuje tak vysoky obsah vapenatych
iontl ve slinach.
zodpovédné za jeho gelovou strukturu, soudrznost a antiadhezivni vlastnosti.® % Pies
odlisnost mukusu z raznych télesnych lokalit maji glykoproteiny obvykle dost podobnou
strukturu. Jednd se o vysoce glykosylované proteinové molekuly s molekulovou hmotnosti
5000 az 105 000.% Glykoproteiny tvoii rozvétvenou trojrozmérnou sit’ s velkym poctem
smyéek.68 Jejich polypeptidicky fetézec se skladd z 800 az 4500 aminokyselinovych zbytki
aje charakterizovan dvéma typy oblasti: silné glykosylované a naopak prakticky
neglykosylované oblasti témért postradajici sacharidové postranni fetézce. Terminalni domény
glykoproteinu (—C a —N) jsou oblastmi zodpovédnymi za tvorbu velkych mucini
a oligomert v disledku tvorby disulfidovych vazeb.®

Z hlediska sublingvalni aplikace 1é€iv je vyznamné to, ze glykoproteiny hlenu mohou
tvofit fyzikalni a fyzikaln€ chemické komplexy s funkénimi skupinami dalSich polymert nebo
nizkomolekuldrnich 1é¢iv. Tim se mize vytvofit komplex, ktery podporuje jejich absorpci
zvySenim reten¢ni doby v misté kontaktu se sliznici.”

Dalsi podrobny popis slinnych proteinti a jejich komplexi presahuje rdmec tohoto
piehledu. Vyse uvedené informace by ale mély byt brany v potaz pii podrobnéjsich studiich

sublingvalné podavanych u¢innych latek.
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3.4 Bioadheze

Termin bioadheze je spolenym oznacenim pro jakykoliv druh adheze, pii kterém
jedna nebo vice ze ztcastnénych fazi jsou soucasti zivého organismu. Takto pojatd definice se
1181 od technického vymezeni adheze vhodného pro primyslové obory. Z praktického hlediska
je pti bioadhezi vzdy podstatna ptitomnost vody, kterd je naopak pro fadu vétsSinu technickych
adheziv problémem bud’ pfi vytvafeni samotného spojeni nebo z hlediska jeho trvanlivosti.”

Adheze ke sliznici, tedy bioadheze nema byt zaménovana s mukoadhezi, kterd je
pouze jejim specidlnim ptipadem. Pii bioadhezi neni skute¢nym substratem vrstva hlenu, ale
zevni povrch epitelidlnich bunék. Bioadheze mikroorganismii schopnych pfichytit se na témét
jakykoli vlhky povrch je jednim z predpokladii patogenity bakterii. V oblasti intraoralnich
mikroorganismi je vyznamna jejich adheze na zuby nebo zubni implatrl‘['c'lty.72’73

Myslenka vyuziti bioadheze pro farmaceutické ucely se objevila jiz kolem roku
1980.”* Zamérem byla piedevsim fixace 1é&ivého piipravku na pozadovaném misté pomoci
riznych mukoadhezivnich polymert. Jednalo se o pfipravky schopné fixace na slizni¢nim

7

. 75 6 . T77 e,
epitelu oka,"” nosu,”” vaginy, " nebo GIT, v¢etné€ sliznice Ustni.

Tento druh bioadheze je novéji jiz nahrazovdn vyznamoveé uz§im pojmem

’ ’ : s 7 ¥ IS P
mukoadheze, ktery znamend "adhezi sliznice s mukusem®,’® nebot’ viechny zmingné t&lni

epitely jsou pokryty vice & méné vyvinutou vrstvou slizu &i hlenu.”

Dlvody k vyuziti mukoadheze jsou v zdsad¢ dva. Prvni z nich spoc¢ivd v tom, Ze
adheze 1é¢ivého piipravku umoziuje prodlouZenou dobu kontaktu Gc¢inné latky s povrchem
v tzv. absorpnim okné. Ve vysledku tak umoZznuje prodlouZzit interval mezi jednotlivymi
aplikacemi. Druhym divodem je to, ze tésny a trvalejsi kontakt 1€¢ivého ptipravku s hlenem
na absorp¢ni ploSe generuje strméjsi koncentracni gradient, ¢imz by se méla mira absorpce
1écivé latky také zvySovat. (Obrazek 3.2). Tento pfistup je povaZovan jako celek za nadéji, Ze

se jim podafi vyfesit biologickou dostupnost peptidovych 18¢iy. 208182

Mukoadheze piinasi dal§i moZnosti fizeného uvolnovani 1éCivych latek ve smyslu
optimalizace lokalniho nebo systémového u¢inku. UmozZziuje snizit celkovou davku podaného
lé¢iva a tim omezit nezadouci vedlejSi ucinky léciva, zlepSit compliance pacienta a tak
celkové zvysit efektivitu l1éCby. Je vSak nutné zminit jednu potencidlni nevyhodu takto
vymezené aplikace. Tato nevyhoda spociva v tom, Ze vyssi koncentrace 1éCiva na relativné
malé plose sliznice mize vést k podrazdéni nebo poskozeni sliznice, coZ rozsah podani 1éCivé

latky pfeci jen limituje.
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Obr. 3.2 Mukoadheze (http:/iwww.pharmatutor.org/articles/oral-mucoadhesive-drug-delivery-systems-review)

Vyuziti mukoadheze rovnéZz otevielo cestu nejen pro pouziti inhibitord enzymd,
enhancerti penetrace, reverzibilni chemické modifikace 1éCiv, ale také novych lékovych
forem, kterymi jsou napiiklad mukoadhezivni tablety ®* nebo také nov&ji formulované

sublingvalni pfipravky typu sprejii nebo medikovanych filmu.

3.4.1 Mukoadheziva

Jednd se zejména o latky polymerni povahy, které vykazuji schopnost adheze ke
slizniénimu povrchu a pfi kontaktu s vodou vytvaii adhezivni hydrokoloidy, ptipadné
hydrogely. Nejcastéji pouzivané jsou syntetické polymery, ale v mukoadhezivnich 1é¢ivych
pripravcich maji zastoupeni i polymery pfirodni a polosyntetické, u kterych se umélym
zasahem do ptirodnich makromolekul ovliviiuji nedostatecné vyjadiené vlastnosti ptirodnich
polymerti, zejména stupent polymerizace nebo stupeni substituce. Ve stru¢ném vyctu k nim

patii napfiklad tyto: 3

*Syntetické polymery: kyseliny akrylové, hydroxyethylmethylakrylatu, ethylenoxidu,
vinylpyrrolidonu, vinylalkoholu.

* Polosyntetické polymery: derivaty celulosy, chitosanu a alginany.

* Pfirodni polymery: tragant, kyselina alginova, karajovy sliz, guar, xantanova guma,

lektiny, Skroby, Zelatina, pektiny, chitosan, tamarindovy sliz, psylium (ispaghula).
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Polymery se vyuzivaji bud’ samostatn¢, nebo v kombinacich. Kombinace umoznuji
kompenzaci nevyhodnych vlastnosti konkrétniho pouzitého polymeru a dosazeni
pozadovaného uvoliiovani u¢inné latky z léCivého piipravku. Pfi pouziti polymeru se bere na
zietel jeho plvod, chemické slozeni, fyzikalné-chemické vlastnosti, biodegradabilita,
chemicka stabilita i jeho mechanické vlastnosti. Vybér vhodného polymeru dale do znacné
miry zavisi na pozadované rychlosti a Case uvoltiovani léCiva, fyzikalné-chemickych
vlastnostech 1é¢iva a mistd aplikace. ® Problematika mukoadhezivnich polymeri byla

nedavno piistupné pojednéna 8, proto ji zde nebude vénovano vice pozornosti.

3.4.2 Vybrané sublingvalni pripravky

Aplikace 1éCiv ptimo z prostfedi dutiny ustni je dosud relativné malo vyuzivanym
zpusobem podavani 1é¢ivych latek. Na rozdil od vysokého poctu ucinnych latek, které ptisobi
v dutin¢ ustni lokalné, je pocet 1éCiv podavanych bukalni nebo sublingvalni cestou do
systémového obehu pomérné maly. Podani 1€ku ustni sliznici je k dispozici ptiblizn€ od roku
1960. Terminologie téchto piipravkll se teprve stabilizuje, pouzivd se napiiklad oznaceni
zkratkou (OTDD z anglického oral transmucosal drug delivery). Vzhledem k vyhodam
uvedenych pfipravkii ve srovnani s béznym peroradlnim podavanim 1ékt to je ponckud
piekvapivé. 87

Ptiklady komer¢n€ dostupnych OTDD piipravkil jsou uvedeny v tabulce z nedavno
publikovaného piehledu.® V tabulce 3.1 je uvedena konkrétni U¢inna latka, jeji vyrobce
spolu s komer¢nim nazvem a Iékova forma, ve které je ptipravek dostupny. Pod tabulkou 3.1
je pfipojen komentar pievzaty z citovaného prehledu.

Bukalni a sublingvalni tablety jsou formovany za pouZiti obvyklych tabletovacich
pomocnych latek plniv, pufrovacich Cinidel, dezintegracnich latek, sladidel). Provedeni téchto

ptipravku je velice riiznorodé.
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Tabulka 3.1: Vybrané v praxi pouzivané sublingvalni ptipravky

Léciva Znacka a vyrobce Lékova forma
Asenapin maleat Sycrest (Lundbeck) Sublingvalni tablety
Buprenorfin HCI Subutex (Reckitt Benckiser) Sublingvalni tablety
Buprenorfin HCI Suboxone (Reckitt Benckiser) Sublingvalni tablety
Naloxon HCI dihydrat Suboxone (Reckitt Benckiser) Sublingvalni film
Delta-9-THC Sativex (GW Pharma) Oramukoézni sprej

Abstral (ProStrakan) Sublingvalni tablety
Actiq (Cephalon) Pastilky
Fentanyl citrat
Effentora (Cephalon) Tablety
Onsolis Rozpustny film

Glytrinl (Sanofi) Aerosol sprej

Glycerol trinitrat

Nitrolingual (Merck Serono) Aerosol sprej

Midazolam HCI Buccolam (ViroPharma) Oromukoézni roztok
Nicotine Nicorette Zvykalky, pastilky, sprej
Proclrllorperazm Buccastem M (Alliance Pharma) Tablety

maleat

Testosteron Striant (Columbia Laboratories) Tablety

Effentora je rozpustnd tableta s fentanyl citritem jako uCinnou latkou. Striant
a n¢které dalsi ptipravky obsahuji mukoadhezivni polymery, jako hypromelosa a polykarbofil.
Rychl4d dezintegracni cinidla, jako jsou sodnd stl kroskarmelosy a sodné soli glykolatu
Skrobu, jsou pouzity v Abstralu a Effentoie. Buccolam je jednoduchy pufrovany vodny
roztok midazolamu hydrochloridu. Sprejové formy, jako Nitrolingual obsahuji ethanol,
propylenglykol, pufrovaci ptisady, korigencia chuti. Nikotinové Zvykacky Nicorette jsou k
dispozici jiz mnoho let. Onsolis, dostupny jako v Evropé jako Breakyl, ma podobu rozpustné
dvojvrstvy s vrstvickou adhesiva obsahujiciho fentanyl-citrat, aplikuje se na bukalni sliznici.

Polymery pouzitymi pro ptipravu aktivni adhesivni vrstvy jsou sodnd stl karmelosy,
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hydroxyethylcelulosa, hydroxylpropycelulosa a polykarbofil. Podkladova vrstva omezuje
eluci U¢inné latky do slin. Suboxone obsahuje buprenorfin a naloxon hydrochlorid v podobé¢

tenkého filmu.

3.5 Soucasny stav a dalsi vyvoj

Vyse uvedené piiklady ukazuji odliSnou slozitost a variabilitu moznych provedeni
ODDT. K nejnovéj$im patii 1ékova forma v podobé tenkého filmu oznacované zkratkou TFT
podle terminu technologie tenkého filmu (thin film technology).”’

Oromukosalni TFT pfipravky se dnes nejCastéji vyrab¢ji litim nebo extruzi za tepla.
Polymery pouzité pro vytvotfeni filmi jsou vybirany v zavislosti na pozadované tloustce
vrstvy a kompatibility s 1é¢ivem.®

TFT ptipravky by teoreticky mohly byt idealni kontaktni platformou pro bukalni nebo
sublingvalni podani 1é¢iv. Pfesto je v soucasnosti takto v podobé OTDD k dispozici pouze
omezené mnozstvi U€innych latek. Nanocastice insulinu byly zpracovany do TFT jako
ptipravek MidaForm™-Insulin-PharmFilm®. Z pozitivnich vysledkG faze 1 klinického
hodnoceni vyplynulo, Ze transbukalni pfenos insulinu u zdravych dobrovolnikli je mozny,
bezpecny nevyvolava zadné nezadouci ucinky nebo dalsi problémy. Insulin byl absorbovan
rychleji nez po subkutdnni injekci. Faze II a klinické studie byla zahdjena v cervnu 2015
a data jsou ocekavéana ve druhém kvartdlu roku 2016. Firma deklaruje rozsiteni TFT pro dalsi
(&inné latky.

Spolecnost zabyvajici se problematikou transbukalnich piipravka je také Generex,
kterd ozndmila dokonceni faze III klinické studie se sprejovou formou rekombinantniho
lidského insulinu (Oral-Lyn) pro bukalni aplikaci v roce 2013. Davkovaci sprej se pouziva
k odmétfeni davky a umoziiuje podat potiebné mnozstvi inzulinu do Ustni dutiny. Vlastni
aplikovana soustava je zalozena na patentované technologii (RapidMist), kdy je G€inna latka
v roztoku v kombinaci s prostiedky podporujicimi absorpci a dal§Simi pomocnymi GRAS
latkami. Oral-Lyn vyznamné sniZil hladiny HbAlc za 6 tydnd a pol2 tydnech ve srovnani
s vychozimi hodnotami (p <0,05), zatimco injekéni lidsky inzulin nijak vyrazné nesnizil
hodnoty HbA1c ani po 12 tydnech. Hodnoty hemoglobinu A1C (glykosylovany hemoglobin)
odpovidaji po¢tu molekul glukosy, ktery ¢ervené krvinky v krevnim fecisti prepravuji. Tento
parametr je mozné ze vzorkl krve analyzovat a vypocitavat primérné hodnoty. Po 6 tydnech

podavani vytvaii transbukalni forma vyrazn€ niZsi hodnoty HbAlc neZ injekéné podavany
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inzulin (p <0,05). Po 12 tydnech HbAlc byly u obou skupin nalezeny statisticky srovnatelné.
V soucasnosti je piipravek Generex Oral-lyn™ prvnim neinjekénim bukalnim insulinem
schvalenym pro pouziti v Indii pro oba typy diabetes a ve fazi III klinickych studii po celém

svets. 92

3.5.1 Studie u ¢lovéka a lidské modely tkani

Test oralni absorpce, znamy také jako "swirl and spit* test, byl vyvinut Beckettem a Triggsem
v roce 1967. % Provadi se promichdvanim znamého objemu léCiva znamé konkrétni
koncentrace po urCitou dobu vuzavienych ustech bez polykani. Testovaci osoby
(dobrovolnici) poté vyplivnou roztok léCiva a vyplachnou si usta zndmym objemem pufru.
Predpoklada se, ze mnozstvi ucinné latky absorbované ustni sliznici je rozdilem mezi
pocateCnim a koneénym mnozstvim léCiva v roztoku. V letech 1960 az 1970 vznikla za
pouziti této metody fada praci zaméfenych na prokdzani bukélni absorpce a vlivu pH na
absorpci fady 16¢iv.*

Omezenim této metody je mozné fedéni roztoku léCiva slinami, jejichz tvorby miize
byt pii pokusu stimulovana, a neimyslnym ztrdtdm v dusledku polykéni. DalSim problémem
metody je, Ze absorpce probiha ve vSech oblastech dutiny tstni. Ubytek latky v ustni duting
nemusi byt nutn¢ vysledkem jejiho uplného prevedeni do systémového obéhu.

Néktera omezeni pivodni oralni absorpcni metody byla piekondna pomoci perfize
bun€k bukalnich tkani. Prinik latek tak probihd pifes izolované oblasti, pfi zndmém
konstantnim objemu, pH a teploté perfuzantu.®* Tento model byl pouzit pro studium lidské
bukalni absorpce nikotinu.”

V poslednich letech bylo zavedeno pouziti Ramanovy sondy, ktera umoziuje
hloubkové profilovani bukdlniho epitelu. Tato sonda je in vivo pfipojena na Ramanlv
spektrometr se tfemi vystupnimi otvory, z nichZ jeden smétuje laserovy paprsek do sondy.
Jednd se o metodu vhodnou pro identifikaci latek, pfi ur€ovani jejich slozeni a struktury.
Pouziva se pfi analyze pevnych latek, kapalin, plynt, dale téZ ptfi analyze povrchii (napf.
sorbenty, elektrody, senzory) ¢i pii analyze biologickych systémi (od biomolekul az po
organismy). Své uplatnéni nachazi Ramanova spektroskopie od mineralogie a geochemie pies
chemicky a farmaceuticky primysl az po biologii a 1ékafstvi. % Umoznuje také provadeét

detailni analyzy prichodu lé¢iva pies bukalni sliznici.
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V predkladané rigorézni praci byl proveden pokus s permeaci albuminu jako
vysokomolekularni latky ptes sublingvalni sliznici jazyka prasete. Proto jsou déle citovany
vysledky prace, ktera se podobnou problematikou nedavno podrobné zabyvala. V praci byly
zminovany pokusy na celé fadé modeli. Pro nasi praci jsou dulezité vysledky dosazené na

vzorcich prasecich membran.

3.5.2 Modely se sliznici prasete

Praseci bukalni sliznice ma podobny histologicky charakter jako lidska. Uvadi se, ze
propustnost vody praseci bukalni sliznici neni vyznamné odli$na od lidské bukalni sliznice,
jen sliznice patro v ustech je u lidi propustnéjsi.

Srovnani Cerstvych praseich tkanovych vzorki se vzorky uloZenymi pii -80 °C
neodhalilo Zadny vyznamny vliv na permeabilitu. Absorpce prase¢i bukalni sliznici je pro
Sirokou $kalu molekul 1é¢iv srovnatelnd s lidskou jak in vitro, tak in vivo. In vivo studie
popsané v literatuie zahrnuji aplikaci G¢innych latek ve formé roztoku, gelu nebo komplext
na bukalni sliznici prasat s naslednymi odbéry vzork plasrny.97

Byly zkoumany ucinky rtiznych in vitro podminek na permeaci kofeinu a estradiolu
jako modelovych latek s hydrofilni a lipofilni molekulou. Prostupnost G¢inné latky ptes
bukalni sliznici byla studovana pomoci modifikované komirky dle Ussinga nebo Franze.
Srovnavaci permeacni studie byly provadény na epitelidlnich tkanich z cerstvé
a zmrazené tkan¢€. Propustnost pies bukalni epitel byla 1,8-krat vyssi pro kofein a 16,7-krat
vyssi u estradiolu. Flux hodnoty pro ob¢ slouceniny byl srovnatelny pro Cerstvé a zmrazené
Gstni epitely. *°

Dale byly provétovany vlastnosti epitelu a pojivové tkan€ vzhledem k bariérovym
vlastnostem prase¢i bukalni tkané. In vitro byly provedeny studie propustnosti u fenazonu,
buspironu, bupivakainu a kofeinu.*®

Rovnéz byl zkouman vliv fady biologickych a experimentalnich proménnych na
propustnostni parametry skupiny modelovych permeantli ptes bukalni sliznici prasat. Je
pfiznacné, Ze u tencich oblasti (170 um az 220 um) byla pozorovana vyssi propustnost ve
srovnani s oblasti tlustSi (250 pm az 280 pm). Prasec¢i bukalni sliznice udrzela integritu
v prostiedi hydrogenuhli¢itanu sodného pii 4°C po dobu 24 hodin. Tepelné oddéleni epitelu
od zékladni pojivové tkan€ nemélo neptiznivy vliv na jeho prostupnost a integritu ve srovnani
s chirurgickym oddé€lenim. Absorpce praseci bukalni sliznice byla studovana pro Sirokou

skalu molekul jak in vitro, tak in vivo.*
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Oromukosalni aplikace nadale ptitahuje odbornou pozornost. Jednim z problému se
zda byt omezend moznost charakterizace permeability jednotlivych oblasti v Gstni duting,
napfiklad ve srovnani s kizi nebo sliznicemi nosnich cest. Vyuziti Gstni dutiny je limitovano
omezené¢ dostupna plochou v této oblasti a také produkci a obsahem slin. Pocet latek
zkoumanych pro dodani touto aplikacni cestou v modelech in vitro je sice znacny, ale
vysledky nékterych studii ukazuji, Ze v fad¢ piipadli prakticky nelze dosdhnout dostatecné
vysokych, klinicky G¢innych davek. Integrita tkané v modelech in vitro je ¢asové omezena a

dosud nebyla ani detailnéji prozkoumana metabolizace 1éCiv ve sliznici.'®
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 PouZzité latky

PouZité latky Vyrobce
4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1 ethansulfovova
kyselina (HEPES) Sigma Aldrich, Praha
Albumin hovézi, lyofilizovany
(No. A 9647); BSA Sigma Aldrich, Praha
Albumin, FITC, hovézi
(No. A 9771); FICT-BSA Sigma Aldrich, Praha
Dihydrogen fosforeénan sodny (CL 2009) Dr. Kulich Pharma, Hradec

Kralové

Hydroxid sodny (CL 2009) Penta, Praha
Voda ¢isténa (CL 2009) FaF UK, Hradec Kralové
Voda pro HPLC ultracista FaF UK, Hradec Kralové

Vsechny suroviny byly podle deklaraci vyrobcii a dodavatell kvality 1ékopisné nebo
vyssi. Cisténa voda a voda pro HPLC pochézi z centralni piipravny na FaF UK a nebyla

podrobena lékopisnym zkouSkam.

Testované nanovladkenné membrany byly ziskany od firmy Elmarco s.r.o., se sidlem
v Liberci, stouto charakterizaci: HPMC/PVA/PEO/NaCl/albumin 30%, 2,2842 g albuminu
v 50g roztoku (susina 5,2 g), 14 g/m”.
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4.2 Pristroje

Piistroj Vyrobce
Analytické vahy Kern 440-45N Kern Sohn, Némecko
Digitalni pH metr Gryf 209 L Gryf HB s.r.0., Ceska Republika
Elektronicka michacka Variomag Labortechnik, Némecko
HPLC sestava HP 1200 series Agilent Technologies, USA
Magnetické michadlo, Telesystem Labortechnik, Némecko
Ultrazvukova lazeti VC 300259 Tesla, Vrable
Vodni lazen, Grant JB5 Grant Instruments, Velka Britanie
Termostat BT50 Laboratorni piistroje, Ceska Republika
Sestava HPLC Agilent Technologies1200 Agilent Technologies, USA

Sestava HPLC Agilent Technologies1200 se skladala z isokratického cerpadla Iso Pump
GI1310A, fluorescencni detektor Agilent, piedkolona Agilent Bio SEC-3 150 A, 3 um, 4.6
x 50 mm, kolona Agilent Bio SEC-3 150 A, 3 um, 4.6 x 150 mm software: ChemStation
1.22.

Dalsi pomucky:

Permeacni komitirky, standardni sklenéné vialky o objemu 1,5 az 2,0 ml, vialky objemu 5 ml a
10 ml a dal$i bézné laboratorni sklo, teploméry, mikropipety, injekéni stiikacky, hlinikova
folie (pro zamezeni vniknuti svétla), permeacni komirky, vyse¢nik, nuzky, skalpely,

exsikator.

4.3 Postupy a metody

4.3.1 Priprava mobilni faze pro HPLC (HEPES pufr dle 10y ww.enco.co.il/protocol)

SloZeni:
Hydroxid sodny 1M 0,021
HEPES 11,90 g
Dihydrogenfosfore¢nan sodny R~ 4,80 g
Voda pro HPLC 1,001
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Postup:
Ptipravime 4,845 g fosforecnanu ve 100 ml vody. Vezmeme 500 ml vody, ptidime 11,9 g
HEPES a za stalého michani postupné pfilévame roztok hydroxidu sodného. Po dosazeni

pH 7,4 pod pH-metrickou kontrolou roztok doplnime vodou do 1000 ml.

4.3.2 Chromatografické podminky

Nastiik vzorku byl na autoinjektoru nastaven na 20 ul, pritok mobilni faze cinil
0,8 ml/min, teplota kolony byla nastavena na 30°C, doba separace byla omezena na 7,5 min,

vinové délky Ex =495nm, Em =203 nm.

4.3.3 Priprava akceptorové faze

HEPES pufr izotonizovany dle www.enco.co.il/protocol "'

SloZeni:
Chlorid sodny 16,40 g
Hydroxid sodny 1M 0,021
HEPES 11,90 g
Dihydrogenfosforec¢nan sodny R 4,80 g
Voda pro HPLC 1,001
Postup:

Ptipravime koncentrovany roztok 4,845 g dihydrogenfosforecnanu rozpustime ve 100ml
vody. Vezmeme 0,5 1 vody, pfiddme 11,9 g HEPES, 16,4 g chloridu sodného a postupné
pfilévame roztok dihydrogenfosfore¢nanu sodného. Pro dosazeni pH 7,4 pouzijeme 20 ml

IM roztok hydroxidu sodného. Doplnime vodou do 1,0 1.

4.3.4 Priprava donorovych kapalin

Citrat-fosfatovy pufr o pH 6,8 (Pharmaceutical Handbook str. 240)102

SloZeni:
Dihydrogenfosfore¢nan sodny R 55,30 g
Kyselina citronova 4,80 g
Voda pro HPLC add 1,001
Postup:

Kyselinu citronovou 5,53 g rozpustime v 50 ml cisténé vody, pomoci roztoku 0,48 g

dihydrogenfosfore¢nanu sodného upravime pH na 6,8 a dolijeme vodou na 100 ml.
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Slinna kapalina: Do kalibrované zkumavky odebereme 1 ml sliny (vlastni)

a nafedime ji stejnym objemem fosfatového pufru pH 6,8

4.3.5 Priprava kalibraéni roztoki pro stanoveni FITC-BSA

Pro sestrojeni koncentracni fady FITC-BSA v prosttedi o pH 7,4 jsme pouzili praskovy
lyofilizovany FITC-BSA.

Roztok: 5 mg albuminu v 50 ml HEPES (10 mg% )
Roztok: 10ml 10mg/% albuminu do 50 ml HEPES (2mg/%)
Roztok: 5ml 10mg/% albuminu do 50 ml HEPES (1mg/%)
Roztok: 2,5ml 10mg/% albuminu do 50 ml HEPES (0,5mg/%)
Roztok: 0,5ml 10mg/% albuminu do 50 ml HEPES (0,1mg/%)
Roztok: 0,25ml 10mg/% albuminu do 50 ml HEPES (0,05mg/%)
Roztok: 0,1ml 10mg/% albuminu do 50 ml HEPES (0,02mg/%)

4.3.6 Uprava nanovlakennych membrin

K dispozici jsou nanovlakenné membrany o koncentraci albuminu 30%. Membrany
byly nastiihany na ¢tverecky o velikosti 5 x 5 cm a pro sjednoceni obsahu vlhkosti na noc

umistény do exikatoru nad silikagel. Z ptifezl byly vytvoieny 16-ti a 32-ti vrstvé nosice.

4.3.7 Priprava 16-ti a 32-ti vrstvych nosici

Ctverce o rozméru 5 x 5 cm pieklddame vzdy na polovinu, az do vzniku

poZadovaného poctu vrstev:

U 16-ti vrstev podle schématu €. 1 jsme provedli celkem ctyii prelozeni (pieklady):

1 2 3 4
5 6 7 8
9 10 11 12
13 14 15 16
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U 32-ti vrstev podle schématu ¢&. 2 jsme provedli celkem pét prelozeni (prekladl):

1 (2 |3 |4 |5 |6 |78

9 |10 11 |12 |13 |14 | 15|16

17 |18 |19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24

2512627 (28(29 (303132

Po slozeni membran na malé ¢tverce o potiebném poctu vrstev jsme vyrazily kruhové
ter¢iky pomoci kruhového vysecniku. Vzniknou kruhové mnohovrstevné terciky
nanovldkenného nosice, které drzi pohromad¢. Poté se na analytickych vahach zaznamenaji
pfesné navazky jednotlivych terciki.

V néasledujicich tabulkach jsou uvedeny pfesné navazky pouzitych nanovldkennych

membran.

Tabulka 4.1 Navazky nanovlakennych tercikti pro prvni permeacéni pokus

HPMC/PVA/PEQ/ NaCl/albumin 30%
nl/32=0,038 g nl/16=0,020 g
n2/32=0,034 g n2/16=0,020 g
n3/32=0,036 g n3/16=0,020 g
n4/32=0,038 g n4/16=0,017 g

Tabulka 4.2 Navazky nanovldkennych ter¢ikli pro druhy permeacni pokus

HPMC/PVA/PEO/ NaCl/albumin 30%

n1/32=0,039 g

n2/32 = 0,035g

n3/32 = 0,036g

n4 = prasek
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4.3.8. Piriprava permeac¢nich komirek

Pro sledovani permeace ucinné latky se sestavi permeacni komurky s vlozenou
sublingvalni membranou. Konkrétné¢ byl pouzit prepardt membrany z jazyka prasete
domaciho, ktery byl po zpracovani (7. 2. 2013) zmrazen v nadob¢ s tekutym dusikem a poté
ulozen do mrazaku (pfi teploté — 18 az — 20°C. Po rozmrazeni byl zvlh¢en HEPES pufrem a
z n¢j peclivé vybrany vhodné ¢asti s minimem svaloviny a pfipraveny dily o velikosti 1,5 x
2,0 cm.

Komirky se po sestaveni umisti do 1azné vytemperované na 37 °C, jejich spodni cast
se bo¢nim trubickovym raménkem naplni HEPES pufrem pH 7,4 (simulace krevniho ob&hu).
Pfimo na membranu z jazyka prasete domacciho se vlozi ter¢ik vytvoreny z nanovlakenné
membrany a poté zakapne citratovym-fosforecnanovym pufrem (CFP 6,8) nebo jeho smési se
slinou (6,8/slina). V této chvili zacina eluce léCiva a odpocitava se Cas. Podle casového
rozpisu se odebiraji 0,6 ml vzorki ze spodni (akceptorové) €asti permeacni sestavy.

Odebrané vzorky byly vzdy pieneseny do pfedem oznacenych chromatografickych

vialek a dale podrobeny stanoveni FITC-BSA ktery prosel sublingvalni membranou.

Veskerou analytickou cast za pouziti HPLC (Agilent Technologies 1200), zpracovani
chromatografickych zaznami v pfislusném pfistrojovém software a export dat pro nasledné
zpracovani permeacnich vysledkl realizoval Mgr. Pavel Berka (FaF UK v Hradci Krélove,

katedra farmaceutické technologie).
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5. DOKUMENTACE

Udaje ziskané z permeaénich pokusti byly zpracovany formalizovanym postupem
standardné pouzivanym v pfislusné laboratofi na katedfe farmaceutické technologie UK FaF

v Hradci Kralové.

Strucné vyjadieno, byly sestaveny Casové prubéhy koncentrace analytu v jednotlivych
buitkach (permeacnich pribéht) pro pfislusné donorové vzorky nanovlakennych membran

a roztoku s FICT-BSA.

Jednalo se konkrétné o zavislost permeovaného BSA-FITC v akceptorové fazi na case. Tyto

zévislosti byly vyjadieny graficky.

Ze sestavené zavislosti bylo mozno odecist ptimkovou c¢ast prib&hu permeace FITC-BSA
a vypocitat smérnici tohoto Gseku. Tim byly zaroveii vy¢isleny hodnoty fluxd J [pg /cm”. h-']

FICT-BSA, ptipadné hodnoty J jako ptislusnych primérmych hodnot.

Vzhledem k tomu, ze soucasti zkoumanych nanovldkennych membréan byla smés
FICT-BSA a neznaceného BSA, byla ve vysledném grafu a kone¢ném hodnoceni povazovana

za hlavni parametr dvojnasobna hodnota, tedy flux J celkového albuminu.
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Protokol 1
L
Vo [mi] |  vo=166 |
t [h]
Crk [mg/100m] [Membr.: sL N2LED)|
AV gop [m]
Cyk [mg/100mi] |Donor: nano32H |
Q: [ugl veV, FITC-BSA CFP 6.8
Qias  [ng veVe/tcn? albumin celkem [Mé&feni:  FITC BSA|
t Chk AV gop Ck Qt Qt Bsa
0,75 0,057 0,6 0,057 9,5 38,1
1 0,059 0,6 0,062 10,2 40,9
1,5 0,082 0,6 0,086 14,3 57,1
2 0,089 0,6 0,096 15,9 63,5
3 0,096 0,6 0,106 17,6 70,6
24 0,375 0,6 0,389 64,6 258,2
Interval regrese Q;FITC BSA
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0,75 19,1 20,3 Pocet bod n=5
1 20,4 22,1 Flux J=175
1,5 28,5 25,9 Abs. ¢len q= 14,6
2 31,8 29,6 Korelac¢ni koef. r= 0,950
3 35,3 37,2
100 -
80 ~
&
g 60 -
2
— 40 -~
(¢ //'
20 A
0 f f |




Protokol 2
F
Vo [mi] |  vo=19 |
t [h]
Ck [mg/100m] [Membr.:  SL N2LED|
AVdop [mi]
Ck [mg/100ml] |Donor: nano32H |
Q [ugl] veV, FITC-BSA CFP 6.8
Qtas [ug] veV,/1cn? albumin celkem [Mé&feni:  FITC BSA|
t an AVdop Ck Qt Qt BSA
0.75 0.044 0.6 0.044 8.4 33.7
1 0.049 0.6 0.051 9.6 38.6
1.5 0.059 0.6 0.062 11.8 47.1
2 0.073 0.6 0.078 14.8 59.1
3 0.075 0.6 0.082 15.7 62.6
24 0.111 0.6 0.120 22.8 91.3
Interval regrese Qt FITC BSA
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0.75 16.9 16.9 Pocet bodu n=>5
1 19.3 19.3 Flux J=6.7
1.5 23.6 23.6 Abs. ¢len q= 131
2 29.5 29.5 Korelaéni koef. r=0.952
3 31.3 31.3
100 -
80 -
E 60 -
()]
=40 A
¢ ]
20 1 .4/'/./.
0 f |
0 3 4




Protokol 3
Lg
Vo [mi] | Vvo=19 |
t [h]
Crk [mg/100m] [Membr.:  SL N2LED|
AVdop [m(]
Cx [mg/100ml] |Donor: nano32H |
Q: [ugl veV, FITC-BSA CFP 6.8
Qi as [ug] veV,/1cn? albumin celkem |MéFeni: FITC BSA|
t an AVdop Ck Qt Qt BSA
0,75 0,084 0,6 0,084 16,0 32,0
1 0,049 0,6 0,052 9,9 39,5
1,5 0,059 0,6 0,063 12,0 48,1
2 0,073 0,6 0,079 15,0 60,0
3 0,075 0,6 0,084 15,9 63,6
24 0,111 0,6 0,121 23,1 92,3
Interval regrese Qt FITC BSA
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
Pocet bodl n=4
1 19,8 21,1 Flux J=6,0
1,5 24,0 24,1 Abs. ¢len q= 15,1
2 30,0 27,2 Korelaéni koef. r= 0,932
3 31,8 33,2
100 -
80 -
g 60
2
— 40 A
(¢ ././.
20
0 | | | I
0 1 2 3 4
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Protokol 4
Ly
Vo [mi] | wvo=19 |
t [h]
Crk [mg/100m] IMembr.:  SL N2LED|
AVgop [m]
Ci [mg/100mi] |Donor: nano32H |
O lug] veV, FITC-BSA CFP 6.8
Qt as [ug] veV,/1cn? albumin celkem |MéFen|’: FITC BSA|
t an AVdop Ck Qt Qt BSA
0,75 0,049 0,6 0,049 9,3 37,3
1 0,045 0,6 0,047 8,8 35,4
1,5 0,040 0,6 0,043 8,1 32,4
2 0,050 0,6 0,054 10,2 41,0
3 0,073 0,6 0,078 14,9 59,7
24 0,118 0,6 0,126 24,0 95,8
Interval regrese Qt FITC BSA
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
Pocet bodl n=4
1 17,7 15,2 Flux J=26,7
1,5 16,2 18,6 Abs. ¢len q= 8,6
2 20,5 21,9 Korelagni koef. r= 0,930
3 29,8 28,5
100
80 A
E 60 1
2
— 40 ~
(¢]
20 - ././'/'
0 f f |
0 2 3 4
t[h]
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Protokol 5
Vo [mi] |  Vvo=168 |
t h
Cuk [mg/100m] IMembr.:  SL N2LED|
AVop [mi]
Ck [mg/100m] |Donor: nanol6H |
Qt [ug] veV, FITC-BSA CFP 6.8
Qias  [ugl veV./ton? albumin celkem [M&Feni:  FITC BSA|
t Crk AV gop Ck Qt Qt Bsa
0,75 0,070 0,6 0,070 11,7 47,0
1 0,072 0,6 0,074 12,5 50,1
1,5 0,077 0,6 0,082 13,7 55,0
2 0,084 0,6 0,092 15,5 61,8
3 0,082 0,6 0,092 15,5 62,0
24 0,135 0,6 0,148 24,9 99,7
7
8
9

Interval regrese Qt FITC BSA

t Qt (exp) | Qt (teor)
0,75 23,5 24,4
1 25,0 25,3
1,5 27,5 27,1
2 30,9 28,8
3 31,0 32,3
100 -
80 -
g 60 -
()]
= 40 |
(¢
20 A
0

Parametry regrese

Pocet bodl
Flux

Abs. &len
Korelaéni koef.

n=>5
J=35
qg= 21,8
r= 0,919
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Vo =19
| |

[Membr.:  SL N2LED|

|Donor: nanol6H |
CFP 6.8
[Mé&feni:  FITC BSA|

Protokol 6
Vo [mi]
t [h]
Crk [mg/100m]
AVdop [ml]
Ck [mg/100m]
Q [ugl veV, FITC-BSA
Qi aB lugl veV,/1cn? albumin celkem
t an AVdop Ck Qt Qt BSA
0,75 0,048 0,6 0,048 9,0 36,2
1 0,048 0,6 0,050 9,4 37,7
1,5 0,055 0,6 0,058 11,0 44,2
2 0,065 0,6 0,070 13,2 53,0
3 0,068 0,6 0,075 14,2 56,9
24 0,155 0,6 0,163 31,1 124,2

Interval regrese Qt FITC BSA

t Qt (exp) | Qt (teor)
0,75 18,1 18,3
1 18,9 19,6
1,5 22,1 22,1
2 26,5 24,5
3 28,4 29,5
100
80
E 60 1
2
— 40 ~
(<]
20 A
0

Parametry regrese

Pocet bodl
Flux

Abs. ¢len
Korelaéni koef.

n=>5
J=49
qg= 14,6
r= 0,967
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Protokol 7
L
Vo [mi] |  vo=168 |
t (h]
Crk [mg/100m] [Membr.: SL N2LED|
AVdop [m(]
Ck [mg/100mi] |Donor: nanol6H |
Q lugl veV, FITC-BSA CFP 6.8
Qt asp [ug] veV,/1cm’ albumin celkem [Méfeni:  FITC BSA|
t an AVdop Ck Qt Qt BSA
0,75 0,042 0,6 0,042 7,1 28,4
1 0,047 0,6 0,048 8,1 32,4
1,5 0,060 0,6 0,063 10,6 42,4
2 0,068 0,6 0,073 12,3 49,3
3 0,067 0,6 0,075 12,6 50,4
24 0,126 0,6 0,136 22,9 91,5
Interval regrese Qt FITC BSA
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0,75 14,2 15,7 Pocet bodl n=>5
1 16,2 17,0 Flux J=5,1
1,5 21,2 19,5 Abs. Clen q=12,0
2 24,6 22,1 Korelaéni koef. r= 0,915
3 25,2 27,1
100 -
80 -
g 60 -
[®)]
= 40 A
¢]
20 - r’/.)/.
0 f f |
0 2 3 4
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Protokol 8
Vo [mi] | Vvo=18 |
t [h]
Crk [mg/100m] [Membr.:  SL N2LED|
AVdop [m(]
Cx [mg/100ml] |Donor: nanol6H |
Q: [ugl veV, FITC-BSA CFP 6.8
Qi as [ug] veV,/1cn? albumin celkem |MéFeni: FITC BSA|
t an AVdop Ck Qt Qt BSA
0,75 0,048 0,6 0,048 8,6 34,5
1 0,049 0,6 0,051 9,2 36,6
1,5 0,052 0,6 0,055 10,0 39,9
2 0,064 0,6 0,069 12,4 49,8
3 0,072 0,6 0,079 14,2 57,0
24 0,113 0,6 0,123 22,1 88,2

Interval regrese Qt FITC BSA

t Qt (exp) | Qt (teor)
0,75 17,2 17,1
1 18,3 18,4
1,5 19,9 21,0
2 24,9 23,6
3 28,5 28,8
100 -
80 -
E 60 1
2
— 40 A
¢]
20 A
0

Parametry regrese

Pocet bodu
Flux

Abs. Clen
Korelaéni koef.

n=5
J=52
q= 13,1
r= 0,984
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Protokol 9
Vo [mi] |  vo=18 |
t [h]
Cok [mg/100m] [Kaze:  sL N2LED|
AVdop [I’T‘I]
Ck [mg/100m] |Donor: nano32H |
Q: gl veV, FITC-ALB 6,8/slina
Q. lug] veV,/cn? ALB [Mé&feni:  FITC ALB |

t an AVdop Ck Qt Qt

0,75 0,434 0,6 0,434 78,1 156,2

1 0,572 0,6 0,587 105,6 211,3

2 0,467 0,6 0,500 90,0 180,0

2 0,477 0,6 0,526 94,6 189,3

3 0,527 0,6 0,592 106,5 213,0

4 0,590 0,6 0,672 121,0 242.0

6 0,650 1,6 0,738 132,8 265,6

7 1,016/ 2,6 1,142 205,6 411,2

8 1,134 3,6 1,391 250,4 500,9

Interval regrese FITC ALB

t Qt (exp) | Qt (teor)
2 90,0 94,4
2 94,6 94,4
3 106,5 104,8
4 121,0 115,2
6 132,8 136, 1
250
200
€ 150

2
— 100

<]
50
0

Parametry regrese
Pocet bodl n=>5
Flux J=104
Abs. ¢len q=735
Korela¢ni koef. r= 0,974
} } } |
0 2 4 6 8
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Protokol 10
Vo [mi] |  vo=188 |
t [h]
Cuk [mg/100m)] [Kuze:  SLN2LED|
AVdop [m]
Ci [mg/100ml] |D0nor: nano32H |
Q: [ug] veV, FITC-ALB 6,8/slina
Q. lug] veV,/fcm?  ALB IMé&feni:  FITC ALB |
t Crk AV gop Ck Q Qt
0,75 0,377 0,6 0,377 70,9 141,8
1 0,380 0,6 0,392 73,7 147,5
2 0,409 0,6 0,433 81,5 162,9
2 0,434 0,6 0,471 88,5 177,1
3 0,442 0,6 0,493 92,6 185,2
4 0,491 0,6 0,556 104,5 209,0
6 0,508 1,6 0,589 110,7 221,5
7 0,560 2,6 0,684 128,5 257,1
8 0,770 3,6 0,971 182,6 365,1
Interval regrese
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
Pocet bod n=26
1 73,7 73,7 Flux J=175
2 81,5 81,5 Abs. Clen q= 69,6
2 88,5 88,5 Korelaéni koef. r= 0,960
3 92,6 92,6
4 104,5 104,5
6 110,7 110,7
250 T
200 +
E 150 +
()]
=100 T
(¢}
50 T
0 f f } !
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Protokol 11
L
Vo [mi] | vo=176 |
t [h]
Cik [mg/100m] [Kaze:  sL N2LED|
AVdop [m]
Ck [mg/100m] |Donor: nano32H |
Q lug] veV, FITC-ALB 6,8/slina
Q. [ug] veV,/1cn? ALB [Mé&Feni: ~ FITC ALB |
t an AVdop Ck Qt Qt
0,75 0,438 0,6 0,438 77,2 154,3
1 0,417 0,6 0,432 76,0 152,1
2 0,500 0,6 0,530 93,2 186,4
2 0,621 0,6 0,667 117,4 234,7
3 0,695 0,6 0,762 134,2 268,3
4 0,796 0,6 0,887 156,1 312,2
6 1,178 1,6 1,296 228,1 456,1
7 1,232 2,6 1,458 256,5 513,1
8 0,779 3,6 1,186 208,7 417,5
Interval regrese
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
Pocet bodl n==6
1 76,0 74,5 Flux J=299
2 93,2 104,3 Abs. ¢len q= 44,6
2 117,4 104,3 Korelaéni koef. r= 0,987
3 134,2 134,2
4 156,1 164,0
6 228,1 223,7
250 -
200 +
LEJ 150 +
=) °
=100 + o
¢}
50 T
0 } } } |
0 2 4 6 8
t [h]
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Protokol 12
Vo [mi] | vo=20 |
t [h]
Crk [mg/100m] [Kaze:  SLN2LED|
AVdop [mi]
Cx [mg/100m] | Donor: R-EQ |
Q: [ug] veV, CFP6,8/slina
Q. lug] veV,/1cr? [M&feni:  FITC BSA]
t Crk AVdop Cy Qt Qt
0.5 0.016 0.6 0.016 3.1 3.1
1 0.021 0.6 0.021 4.2 4.2
2 0.037 0.6 0.038 7.6 7.6
3 0.052 0.6 0.054 10.8 10.8
4 0.068 0.6 0.072 14.3 14.3
5 0.100 0.6 0.105 21.1 21.1
Interval regrese
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0.5 3.1 2.2 Pocet bodl n==6
1 4.2 4.1 Flux J=2338
2 7.6 7.9 Abs. Clen q=0.3
3 10.8 11.8 Korelaéni koef. r=0.986
4 14.3 15.6
5 21.1 19.4
25
20 bt
E 15 °®
o
= 40 b
(¢]
5
0 | | | |
2 4 6 8
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Protokol 13
L
Vo [mi] | Vo="20 |
t [h]
Crk [mg/100m] [Kize:  SL N2LED|
AV gop [mi]
Ci [mg/100m] lponor:  R-EQ |
Qt gl veV, CFP6,8/slina
Q. [ugl veV,/ Ton? [M&feni:  FITC BSA|
t an AVdop Ck Qt Qt
0.5 0.038 0.6 0.038 7.5 7.5
1 0.044 0.6 0.045 9.1 9.1
2 0.051 0.6 0.054 10.7 10.7
3 0.078 0.6 0.082 16.4 16.4
4 0.115 0.6 0.121 24.3 24.3
5 1.591 0.6 1.601 320.2 320.2
Interval regrese
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0.5 7.5 6.2 Pocet bodu n=5
1 9.1 8.5 Flux J=4.6
2 10.7 13.1 Abs. ¢len q=3.9
3 16.4 17.8 Korelaéni koef. r=0.965
4 24.3 22.4
30
25 °
& 20
5 A
g 15
g 10 i
5
0 f f f |
2 4 6 8

45




6. VYSLEDKY A DISKUSE

Prvnim experimentalnim ukolem byla piiprava vrstvenych nanovlakennych nosi¢t pro
permeacni pokusy. Nanovldkenna membrana byla nejen dostatecné mechanicky pevna, ale
i flexibilni, nedrobila se, vysekavani ter¢ikovitych nosi¢ii necinilo potize. Navazovani
vzorkll 16-vrstevnych i 32-vrstevnych nosi¢li probihalo rovnéz bez problémi, nebyly
patrné znamky vlivu atmosférické vlhkosti, slepovani nebo méknuti tercikd.

Smaceni mnohovrstevného nanomembranového nosi¢e v podobé¢ terciku s obsahem
30 procent smési BSA a FITC-BSA (1:1) probihalo rychle velmi rychle. Nasledné
rozpousténi nosice probihalo viditeln¢ a znacné rychle od okamziku zakapnuti terciku
citran-fosfore¢nanovym pufrem pH 6,8 (CFP 6,8) v donorovém prostoru permeacni
komurky. Podobné se terc¢iky chovaly také pti zakapnuti smési CFP 6,8 se slinou (1:1).
Uvolnény FICT-BSA se prozrazoval Zluté fosforeskujicim zbarvenim.

Analytickd procedura stanoveni FITC-BSA nebyla soucasti zadani této prace.

Lze pouze konstatovat, Ze se na pracovisti podafilo (viz bod 4.9) adaptovat HPLC
analytickou metodiku tak, Ze umoziiovala stanoveni pfislusného proteinu pfi parametrech
metodiky (predevsim citlivost, mez detekce) pozadovanych pro pilotni permeacni studii.
Pro permeace dokumentované v Protokolech 1 az 8 byla konkrétné¢ pouzita kalibracni

rovnice: A=4,3753 ¢+ 0,6709 s koeficientem determinace R? = 0,987 (pfi n = 10).

Pro dil¢i permeace zaznamenané v Protokolech 9 aZ 13 byla pouZita jind kalibracni

rovnice: A=15,762 ¢ +0,4787 s koeficientem determinace R? = 0,982 (pfi n = 8)

Pii nasledujicim posuzovani ziskanych permeacnich dat se vychéazelo z pfedpokladu,
ze se znosi¢e rozpoustéji obé formy albuminu, tedy FITC-BSA i neznaCeny BSA
spolecné. Piedpokladem rovnéz bylo, Ze budou-li prochazet sublingvalni membranou,

budou rovnéz prochazet spolecné.

Vzhledem ktomu, ze v akceptorovém kompartmentu, tudiz v prostoru pod

sublingvalni membranou, byly ve vSech odbérovych ¢asech naméfeny hodnoty fluorescence

ve vinovych délkach odpovidajicich excita¢ni a emisni charakteristice FITC-BSA, byly tyto

hodnoty povazovany za priikaz permeace FICT a tim soucasné i neznacené formy BSA. Tento

nalez miZze byt povazovan za hlavni vysledek in vitro experimentu, nebot’ ani HPMC a PVA,
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jako polymerni latky, kter¢ se také z nanovldkenného nosice rozpustily a v roztocich vytvareji
sitovité trojrozméerné struktury, sledovany protein nezachytily. Alespon nikoli v t¢ mife, Ze by

permeaci albuminu znemoznovaly.

Typické Casové pribéhy praniku BSA-FITC v méné pocetné skupiné vzorkd, se
tfemi nanovlakennymi donorovymi terciky a dvéma roztokovymi donorovymi vzorky, jsou
znazornény graficky na Obr. 6.1. Je ziejmé, ze mnozstvi Qt FICT-BSA bylo méfitelné od
prvniho do posledniho ¢asového intervalu a zpocatku vcelku pravidelné, pomalu stoupalo.
Nicméné v ¢asovém useku po cca 6. az 8. hodin¢€ nastaval neobvykle velky narist hodnot.
Prestoze makroskopicky nebyly v jednotlivych permeacnich bunikach v jejich donorové
i akceptorové cCasti patrné zadné zmény ani po 24 hodinach, lze predpokladat, ze se vyse
popsanym zptisobem projevily zmény v integrité dotycnych sublingvalnich membran.

Obr. 6.1 Casové profily priniku zna¢eného albuminu (FICT-BSA) v druhém permeaénim pokusu

120

Qt BSA
celkem [ug]

100
20
60
a0

20

-t t—————— T

0 4 8 12 16 20 24

0

nano32H nano32H nano32H R_EQ1 —8—R_EQ2 t[hod]

Proto byl brany pro linearni regresi piislusSnych vypoctu hodnot J fluxi FICT-BSA
[ug /em” h'] brany v uvahu pouze tseky kratsi, pokud mozno jednotng, nejdéle mezi 1. aZ 6.
hodinou permeacniho pokusu. Tento pfistup je detailn€ji pro vSechny jednotlivé ptipady

vyznacen v dil¢ich permeac¢nich protokolech ¢asti 5. Dokumentace.

V tabulkach 6.1 a 6.2 jsou shrnuty hodnoty fluxti J fluorescenéné znaceného

albuminu (FICT-BSA) v jednotkach, ve kterych je obvyklé udavat obdobné charakteristiky
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nizkomolekularnich latek, tedy [pg/ecm® h™'], které informuji o hmotnostnim mnoZstvi
permeantu pro§lého 1 cm?” sublingvalni membrany za jednu hodinu. Toto vyjadfeni je nazorné

pro praktické pouziti, proto neni déle piepocitadvano na jiné mozné varianty.

Tabulka 6.1: Permeace FICT-BSA z nosici ter¢iktl po zvlhéeni CFP 6,8

Flux J pier-sa [ng /em”. h']
HPMC nano 32 HPMC nano 16
7,5 3,5
6,7 4,9
6,0 51
6,7 5,2
Primér J = 6,7 Primér J = 4,0
SD =0,5 SD =1,1

Tabulka 6.2: Permeace FICT-BSA z nosict po zakapnuti smési CFP6,8 slina (1: 1)

Flux JFICT—BSA [Mg /sz. h-]]
nanovakenna membrana Ekvivalentni roztok
nano 32H R-EQ
10,4 3,8
7,5 4,6
Primér J = 8,9 Primér J =4,2

V komentéii k obéma tabulkdm je nutné fici, Ze ptimé srovnani hodnot ziskanych
nejprve s pouzitim CFP 6,8 (Tab. 6.1) a poté¢ se smési CFP 6.8 se slinou (1:1) (Tab. 6.2) neni
dost dobfe mozné, protoZe ob¢ sestavy hodnot byly ziskany na sublingvalnich membranach
z jiného jedince (donoru) a pravdépodobné také jinym pracovnikem, coz musime brat jako

mozné zdroje variability.
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Skutecnost, Ze se podafilo ziskat vice kone¢nych hodnot fluxi pro prvni zminénou
sadu hodnot, také pon¢kud komplikuje formulaci zavéri. Zejména je ziejmé, ze v piipadech,
ve kterych byla jako kapalina pouzita k rozpousténi pevnych donorovych materialti smés CFP
6,8 se slinou je k dispozici jen malo hodnot ptislusnych fluxii, at” se jedna o donorové vzorky
v podobé nanovldkennych membran s obsahem 30 % celkového BSA nebo o smés
lyofilizovanych praskit BSA a FITC-BSA, ze kterych po zakapnuti in situ vznikl roztok
oznacovany jako R-EQ, V tabulce 6.2 byl vypocet navic zjednodusen vypusSténim jedné
odlehlé hodnoty (pfeskrtnuto a v zévorce), takZe ze dvou hodnot fluxti byl nakonec vycislen
pouze aritmeticky primeér.

Piesto byl pro souhrnnou prezentaci namétenych zakladnich daji z permeacnich
pokust sestaven jeden graf (Obr. 6.2), v némz jsou vyneseny primérné hodnoty celkové
hypoteticky permeovaného albuminu.

Obr. 6.2 Souhrnné porovnani primémych fluxdi J [ug /em? h-1] celkové
permeovaného albuminu (bez chybovych tsecek)

20,0

16,0
=]
£
£ 12,0
=
2
©
- 8,0
x &
=]
=
5
o 40
=
(7]
o

0,0

nano32 nano 16 nano 32 roztok
Donor BSA

Vzhledem k malému pocétu dat nejsou u prumémnych hodnot fluxti albuminu vyneseny
useky vymezujici SEM. Tyto hodnoty, v ptipadech, kdy to bylo mozné, jsou vSak pro

orientaci uvedeny v tabulce 6.1.

S potiebnou opatrnosti pii celkovém hodnoceni ziskanych permeacnich dat 1ze za hlavni
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vysledek experimentu povazovat potvrzeni sublingvalniho transmukosalniho priniku
albuminu. Je znama skutecnost, ze albumin jako protein nevykazuje v oblastech pH 4,3 az
10,5 z4dné konformacni zmény a chova se jako mirn¢€ hydratovana sféricka ¢éstice. Zbyva
potvrdit, ze prinik albuminu neni po rozpusSténi ztestované nanovldkenné membrany

omezovan ani pritomnosti kompletni sliny na absorp¢ni stran¢ membrany.
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7. ZAVERY

Hlavni vyhody systémového sublingvalniho podéani 1éCiv 1ze spojovat s bohatou krevni
zasobou velmi malou tloustkou dané biologické membrany neobsahujici buiiky zrohovatélého
slizni¢niho epitelu. Teoreticka Cast prace dil¢im zptisobem reaguje na dosud malo pojednanou

problematiku sublingvalni aplikac¢ni cesty a jeji souvislosti s vlivem mukosalnich povlak.

V in vitro pokusech zahrnujicich i vyuziti slin jako média zprosttedkujiciho kontakt 1é¢iv
s epitely sublingvalni sliznice prasete domaciho, byl hodnocen prunik fluorescen¢né

znaceného hovéziho sérového albuminu (BSA).

Aplikace BSA v podobé 32vrstevnych a 16vrstevnych nanovlakennych nosicli s obsahem
30 procent hmotnostnich BSA jako modelového permeantu a srovnani s jeho permeaci

z koncentra¢né ekvivalentniho roztoku lyofilizovaného BSA pftineslo tato zjisténi:

1. FITC-BSA sublingvalni membranou pronikal na arovni fluxa J cca 10 az 20 pg/cm*h’

2. Nebyla zaznamenéna snizend permeace FITC-BSA z donorového prosttedi s obsahem slin
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8. Pouzité zkratky a symboly

HPMC hydroxypromelosa

PVA polyvinylalkohol

PEO polyethylenoxid

nano32H nanovlakenny ter¢ik 32vrstvy s HPMC
nanol6H nanovlékenny tercik 16vrstvy s HPMC
BSA hovézi sérovy albumin

FITC-BSA fluorescencné znaceny hovézi albumin
CFP, (CFP 6.8) citrat-fosforecnanovy pufr, (CFP pH 6,8)
FP fosfore¢nanovy pufr

HEPES hepes pufr pH 7,4

A plocha pod kiivkou

c koncentrace v mg/100 ml

J,J[ pg/em®. h']
SEM

flux permeantu, pramérny flux permeantu

smérodatna odchylka priméru

r korelacni koeficient
R’ koeficient determinace
n pocet métenych bodi
t [hod] cas
SLN2LED sublingvalni membrana zmraZena kapalnym dusikem

a uchovavana v lednici pii —18°C az —20
Cuk [mg /100 ml] nekorigovana koncentrace permeantu v akceptorove fazi
Ckx [mg/100 ml] korigovana koncentrace permeantu v akceptorové fazi
Q¢ [pgl mnoZstvi permeantu proslého sublingvalni membranou
Qi [pg/cm?] mnozstvi permeantu pro§lého pies 1 cm” membrany
V, [ml] celkové mnozstvi akceptorove faze
AV 4op [ml] mnozstvi dopliiované akceptorove faze
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