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ABSTRAKT

Prace v teoretické ¢asti prinasi souhrn zakladnich informaci o sublingvalnim podani IéCiv,
popisuje zdakladni fakta o medikovanych membrdnach koralni systémové aplikaci

a o dextranech jako farmaceutickych latkach.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na in vitro hodnoceni transmukozalni permeaci tfech
dextrand o rozdilné molekulové hmotnosti zvodného prostfedi sublingvalni
membranou. K vyhodnoceni integrity membrany vyuziva v prvnim Useku permeacniho
pokusu jako markeru méreni hodnot flux kofeinu. Akceptorovou fazi byl vzdy fosfatovy
pufr o pH 7,4. Stanoveni kofeinu bylo provedeno pomoci HPLC, stanoveni dextran(

spektrofluorimetricky.

Pramérna hodnota fluxti kofeinu &inila J = 1370 pg/cm®.h™ pfi smérodatné odchylce

SEM = 100,8 (n = 17).

Testovani permeability sublingvalni membrany pfineslo priikaz prichodu fluorescencné
znacenych dextranl. Prekvapivym je zjiSténi o pomalejsi permeaci dextranu
o molekulové hmotnosti 4 000 (J = 28,1 pg/cm>.h™; SEM = 21,4) ve srovnani s dextranem

20 000 (J = 42,0 pg/cm>h™; SEM = 11,8).



ABSTRACT

The theoretical part of thesis provides basic information about the sublingually
administered drugs, describes the primary facts of the medicated membranes for oral

systemic administration and about dextrans as the pharmaceutical substances.

The experiment focuses on transmucosal in vitro evaluation of permeation of the
dextrans of three different molecular weights from aqueous environment throughout
sublingual membrane. The measurements of fluxes of caffeine as a marker at
the opening period of permeation experiments were performed. An acceptor phase was
always the phosphate buffer, pH 7.4. Determination of caffeine was performed by HPLC,

the dextrans were determined spectrofluorimetrically.
The average flux of caffeine is J = 1370 pg/cm®.h™, SEM = 100,8 (n = 17).

The proof of the transmembrane passage of all the mentioned fluorescent-labelled

dextrans was given.

Surprisingly, the lower permeation rates of dextran 4000 (J = 28,1 ug/cmz.h'l;
SEM = 21,4) comparing with dextran 20 000 (J = 42,0 ug/cm>.h™" SEM = 11,8) were

found.



1 UVOD

Oralni transmukozdalni a zejména sublingvalni podani IéCiv je alternativni metodou
pro systémové podani |éCiv. Oproti perordlni aplikaci poskytuje nékteré vyhody. Diky
vysoce prokrvené mukdze umoiZniuje vysokou biodostupnost a zajistuje primy
transport |éCiva do krevniho obéhu. Pfitom se vyhyba uacinkim Zaludecnich

a stfevnich $tav a vlivu first-pass metabolismu.

Kazdé lécCivo nelze podavat sublingvdlné. Hlavnim omezujicim faktorem je velikost
molekuly |é¢iva a jeji ionizace, na strané druhé potom charakter mukdzy
a sublingvalni membrany jako celku. U mnoha IéCiv byl transmukozdlni prostup jiz
zkoumdn a je zfejmé, Ze jej bude moZiné vyuZit jen urelativné malé ¢asti z nich.
Podstatné je, Ze pro fadu léciv pfindsi moznost zajiSténi rychlého ndstupu ucinku a

systémového podani terapeuticky vyznamnych peptidd a proteind.

Vyzkum poddni |éCiv pres sublingvalni membranu in vitro probiha na UK-FAF v Hradci

Kralové ¢tvrtym rokem a predkladand diplomova prace je jeho soucasti.



2 ZADANI PRACE

1. Vteoretické ¢asti podat kontextovy prehled o sublingvalni aplikacni cesté pro

podani léCiv a vyuziti sublingvalnich membranovych filmu. Ve spojitosti s navazujicim

experimentem charakterizovat farmaceuticky pouzivané dextrany.

2.V experimentalni ¢asti:

2.1 Proméfit in vitro hodnoty fluxu kofeinu jako permeacniho markeru pro pranik

l[atek sublingvalni membranou

2.2 Proméfit in vitro hodnoty fluxu tfi dextran( s odstupriovanou molekulovou

hmotnosti jako modelovych vySe molekularnich sublingvdlnich permeant

Dil¢imi ukoly experimentu jsou:

a.

zvladnuti ex vivo pfipravy sublingvdlnich membran z prasete domaciho pro
permeacni pokusy in vitro

pfiprava kalibracnich vzork(i a donorovych vzorkd kofeinu a dextranl ve
vodné fazi

zvladnuti HPLC metodiky stanoveni kofeinu v akceptorové fazi z permeaci
osvojeni fluorescencniho spektrometrického stanoveni v akceptorové fazi
z permeaci

realizace permeacnich pokust na cca 15 permeacnich komurkach véetné
navazujiciho stanoveni permeant(

kompletni vypocty hodnot flux(i kofeinu a zadanych dextrant

souhrnné vyhodnoceni pokust s formulaci predbéznych zavér(

Predpokldadd se vypracovani Experimentdlni ¢asti v pfimé spoluprdci s paralelné

probihajici dalsi diplomovou praci Lucie Krupauerové s ndslednou samostatnou

prezentaci pouze vlastnich podklad( a vysledka.

3. Hlavni cile prace

3.1 Precizace metodiky preparace sublingvalnich membran

3.2 Ovéreni integrity biologickych membran nizkomolekuldrnim permeantem

3.3 Orientacni vyhodnoceni in vitro permeability dextrantd sublingvalni

membranou na zakladé zméreni a vycisleni hodnot pfislusnych fluxd



3 TEORETICKA CAST
3.1 Sublingvalni podani léciv

Sublingvalni transmukozalni prostup Iéciv je dnes novou strategii pfi volbé podani
[éCiv. Ackoli ma svoje omezeni, je moziné ocekavat, Ze v budoucnosti budou nova
|éciva projektovana i tak, Ze se bude pocitat s jejich sublingvalnim podanim. Soucasna

véda a vyzkum se na tento zpGsob podani 1é¢iv zaméfuje.™?

Lécivo se mUiZe vstfebat z dutiny Ustni hned z nékolika oblasti. Existuje bukdlni podani
|écCiva, pres tvrdé patro a dasné, nejlépe vyuzitelnym zplsobem je ziejmé sublingvalni
cesta a to predevsim diky vysokému prokrveni, tenkosti membrany a vyznamnému
povrchu membrany. Celkova plocha membrany v Ustni dutiné &ni 170 cm?, z &ehoz
pFiblizné 50 cm? tvoFi nekeratinizovana tkan. Kazdy druh mukdzy ma jiné vlastnosti,
které pak ovliviiuji vstiebani lé¢iv.>*
3.1.1 Oralni mukédza

Oralni mukdza se sklada ze tfi hlavnich vrstev, epitelu, lamina propria a submukézy.
Epitel je vrstevnaty, Supinaty a muZe byt keratinizovany nebo nekeratinizovany.
Hlavni funkci epitelu v dutiné Ustni je chranit spodni tkdné proti potencidlnim

Skodlivym faktoram.

Keratinizovany epitel je mechanicky pevny a chemicky odolny. Nalezneme jej napf.:
na tvrdém patru, ddsni a obecné receno v neflexibilnich oblastech oralni dutiny.
Keratinizovana vrstva epitelu je tvofena neutrdlnimi lipidy jako ceramidy
a acylceramidy, které jsou spojovany s bariérovou funkci. Tento epitel neumoznuje

permeabilitu vody.

Nekeratinizovany epitel je relativné flexibilni. Nalezneme jej napf. u sublingvalni
a bukadlni membrany, mékkého patra, tvari a rtl. Neobsahuje acylceramidy
a obsahuje jen malé mnozstvi ceramidl. Vyskytuje se zde malé mnoZzstvi neutralnich
a polarnich ceramidd, hlavné cholesterol sulfaty a glukosylceramidy. Tento epitel pak
umoziuje vétsi permeabilitu pro vodu, mista, kde dochazi k prostupu [é¢iv, jsou

predevsim nekeratinizovana.

Epitel je oddéleny bazdlni membranou od lamina propria.



Bazalni membrana je mechanickou oporou epitelu. Nové bunky vznikaji mitézou
v bazdlni vrstvé a nové vznikajici buriky tlaci staré buriky smérem k povrchu. Buriky
méni své vlastnosti, zvétSuji se, stavaji se vice plochymi. Pfes kubicky a polygonalni
tvar se preménuji na bunky ploché. V burikach se zvySuje mnoZstvi proteind, stavaji
se méné vitdlnimi a chybi zde organely. Proces starnuti a tvorby odumfrelé vrstvy

bunék trva 13 dni. !

3.1.2 Mukus
Buriky epitelu v dutiné Ustni jsou obklopeny mukusem, ktery je tvofen predevsim
proteiny a sacharidy. Mukus je jednim z dulezitych faktor(, které ovliviiuji bioadhezi
mukoadhezivnich Iékovych forem. M4 vlastnosti protektivni, lubrikujici a vyskytuje se
v ném také rada protektivnich molekul, napf. imunoglobuliny. Mukus je produkovan
specialnimi poharkovymi burnkami, je sekretovan velkymi i malymi slinnymi Zlazami
jako cast slin. Ackoli se jednd z 95 az 99 procent o vodny roztok, klicovymi
makromolekulami, jsou zde glykoproteiny oznacované jako mucin. Jejich molekulova
hmotnost ¢ini od 500 do 20 000. Diky kyseliné sialové a sulfatovym zbytkim ma

mukdzni sit™ pfi fyziologickém pH negativni naboj.

Mukus pfi fyziologickém pH tvofi silny kohezivni gel, ktery se vaze na povrch
epitelidlnich bunék a vytvari zde gelovou vrstvu. Tato vrstva hraje dulezitou roli,

nebot prodluZuje kontaktni ¢as IéCiva s oralni membranou.??

Lamina propria je tou casti ordlni mukozy, ktera zprostfedkuje sublingvalni podani
|éCiv, nebot pravé sem zasahuji kapilary a cévy a také nervova vldkna. Jedna se
o souvislou pojivovou tkan, kterd je tvorena z kolagenu a elastickych vldken. Pravé

tato cast zajistuje mechanické vlastnosti ordlni mukdzy.

3.1.3 Slinné Zlazy
V oralni dutiné nalezneme 3 druhy slinnych Zlaz:
- Pfiusni — produkuji fidky, vodnaty sekret bohaty na enzymy a protilatky
- Podjazykové — vytvareji viskdzni, mukdzni sekret s velmi malou enzymatickou
aktivitou
- Podcelistni — se vyznacuji tvorbou obou druh( sekrett

Mnoho dalSich miniaturnich Zlaz je roztrouseno po celé ordlni mukéze.



Sliny jsou hypotonické vodni sekrety, které obsahuji mnoZstvi hlenu, enzymd,
protilatek a anorganickych iontd. Sliny plni ulohu protektivni kapaliny pro vSechny
tkdné dutiny dstni. Chrani mékké tkdné pred abrazi a odérkami, které mohou byt
zplUsobeny tvrdym materidlem, a také pred chemikdliemi. UmoZnuji neustdlou
mineralizaci zubni skloviny a popfipadé pomahaji demineralizaci skloviny pfi obtizich
a zubnich kazech. Sliny zvlh¢uji a lubrikuji potravu, usnadiuji jeji polykani. Sliny jsou
1% vodnym roztokem organickych a anorganickych soli. SloZeni slin zavisi na
3 faktorech: denni doba, typ stimulu a stupen stimulace. Hodnota pH slin se
pohybuje v rozmezi 5,5 az 7. Hodnota pH se zvySuje v zdvislosti na mnozstvi sodiku
a karbonatu, s jejich zvy3ujicim se mnozstvim stoupa hodnota pH.>® Denné se vytvofi
0,5 az 2 litry slin. Pravé toto mnozZstvi musi hydratovat pevné lékové formy. Sliny
vytvari v dutiné astni hydrofilni prostfedi, coZ je hlavni dlivod, pro¢ se jako pojiv
u ordlnich pevnych Iékovych forem vyuzivaji hydrofilni polymery.2’7’8
MnoZstvi slin umozZnuje rozpousténi a mize tedy zvysit i biodostupnost. Sliny vedle
tohoto pozitivniho vlivu mohou biodostupnost ovlivnit i negativné:
e |éCivo muZe byt zfedéno pfilis, mize dojit k pfili§ rychlému rozpusténi
a absorpci
e existujici interindividualni rozdily mezi pacienty mohou zpusobit rlizny
rozsah absorpce

e pacient mlzZe spolknout sliny s rozpusténym lécivem nedopatfenim

e neobsahuji protedzy, ale obsahuiji esterazy, karbohydrazy a fosfatazy.

3.2 Fyziologické faktory sublingvalni biodostupnosti

Permeabilita epitelu v prostoru mezi bunkami v nejsvrchnéjsi casti epitelu je
nejvyssi. Smérem k plochym, kompaktnim bunkam v nizsich vrstvach je transport
latek vyrazné ztizen. Také intercelularni lipidy hraji dlleZitou roli. Po jejich extrakci se
zvySuje permeabilita tkané. Nekeratinizovand mukdza je vice propustna nez
keratinizovana, sublingvalni mukdza je permeabilnéjsi nez bukalni.!

V oralni mukdze se vyskytuji intercelularni téliska nazyvané membrane coating
granules, MCGs. Jedna se o kulaté ¢i ovalné organely o velikosti 100 nm az 300 nm.

Vyskytuji se v keratinizovaném i nekeratinizovaném epitelu, snizend permeabilita



mukdzy je pFicitana pravé témto MCGs.’ Béhem studii, pfi kterych byly tyto MCGs
z epitelu odstranény, se zjistilo, Ze permeabilita oralni mukdzy se zvysila i pro latky,
které dfive pfes membranu prostoupit nemohly.™®

Tloustka epitelu sublingvalni mukdzy (100 az 200 mikrometr() je mensi nez bukalni
(500 a? 800 mikrometrd). To zajituje extrémné rychlou absorpci.® V nékterych
pfipadech vsak mlze byt silnéjsi bukalni membrdna vyhodou, zejména tehdy, je-li
rychly nastup Géinku nezadouci.™

Krevni zasobeni a lymfaticky systém v lamina propria zajistuje rychlou absorpci do
systémového Fetists.!

Metabolicka aktivita samotné oralni mukdzy je velmi nizka. PfestoZe obsahuje napf.
peptidazy a esterazy je tato cesta vhodnd pro enzymaticky labilni Ia’\tky.1 Lécivo, které
se absorbuje vdutiné Ustni, se dostava pfimo do krve, obchdzi first-pass
metabolismus v jatrech, ¢ehoZ lze vyuZit prav u latek enzymaticky labilnich, napf.

peptidl a proteind.

3.2.1 Vyhody sublingvalni aplikace

- relativné velka plocha aZ 100 cm? pro absorpci (i s bukalni sliznici)

- pfistupnost a s ni spojena jednoduchost uziti spreju, tablet, zvySeny komfort pro
pacienty (naptiklad oproti ¢ipkdim ¢i pesariim)

- dobrd compliance

- malé ovlivnéni absorpce pritomnosti potravou, vykyvy pH zpUsobuji jen sliny

- bohata krevni zasoba zajisti rychlou absorpci a rychly zacatek akce

- nizka metabolicka aktivita, ktera je dulezita pro latky enzymaticky nestabilni

- obejitim first-pass metabolismu v jatrech se dosahne wvyssSi systémové
koncentrace léciva

- pouzitelnost vsituacich, kdy pacient trpi gastrointestindlnimi problémy

znesnadnujicimi peroralni aplikaci: nauzea, zvraceni, problémy s polykanim !

3.2.2 Nevyhody sublingvalni aplikace
- nevhodnost pro latky s vysokou molekulovou hmotnosti
- lokdlni drazdéni a citlivost mukdzy (relativné malo casté)

- jistda metabolicka aktivita vici peptidiim a proteindm (je nutné s ni pocitat)
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- sliny smacejici mukézu mohou sniZzovat rozsah absorpce - lze tomu predejit
pouzitim mukoadhezivnich systém

- difuze mize byt omezena mukdzou, véetné nespecifickych vazeb aktivni latky

3.2.3 Mechanismy sublingvalniho prostupu lé¢iv
Léciva latka se musi z lékové formy nejprve uvolnit a dostat se na misto vlastni
absorpce, tedy k sublingvalni membrané, poté musi difundovat pres lipofilni bunéénou
membranu, projit vSemi vrstvami oralni mukézy, ptipadné projit pres hydrofilni vnitfni
prostiedi bunky neZ dosdhne systémové cirkulace. Ordlni mukdza obsahuje jak
hydrofilni, tak i hydrofobni bariéry, kterymi musi lé¢ivo projit. *2
Prostup léc¢iv pres mukdzu je ulehéen diky absenci stratum corneum (je nejvétsi
bariérou pfi absorpci pres kazi). Diky tomu je bukalni permeabilita 4 az 4000krat vétsi
nez kozni.® Mnoizstvi latky, které se absorbuje, je zavislé na mnoha parametrech:
koncentrace lécivé latky, pojivo, doba kontaktu Iékové formy s mukdzou, odvod krve
z tkdné, stupen ionizace léciva a pH v misté absorpce, velikost molekuly, Iipofilita.2
Existuje nékolik mechanisml penetrace a permeace: pasivni difuze (paracelularni
a transceluldrni), pfenasecovy, aktivni transport, pinocytéza, endocytoza.
Paracelularni cesta
Jednd se transport charakterizovany putovadnim léciva kolem nebo mezi bunkami.
V prostoru mezi burikami nalézame hydrofilni prostfedi, coZz znamena, Ze tato cesta
neni vhodna pro lipofilni |é¢iva. Dale mezi burikami existuje spojeni typu tight junction
(nebo velmi podobné). Pravé tato spojeni jsou hlavni bariérou paracelularniho
transportu pro makromolekuly a polarni slouceniny. Tight junctions a permeabilita
mohou byt regulovany fadou fyzikalné chemickych faktort, napf. koncentrace cAMP
a intraceluldrniho vapniku. ZlepsSeni absorpce hydrofilnich latek pomoci cyklodextrin(
muzZe byt zplGsobeno do¢asnym otevienim tight junctions.
Transmukozalni permeace pomoci paraceluldrni cesty je casto jedina moZznost
penetrace polarnich molekul.?
Transcelularni cesta
Tato cesta predstavuje prostup lécCiva pres jednu bunku k dalsi, dokud nedosdhne

systémové cirkulace. Tento zplisob obndsi prostup pres lipofilni membrany, z ¢ehoz
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mulZeme usoudit, Ze tuto cestu budou preferovat lipofilni molekuly. Limitujicimi

faktory transcelularni cesty jsou vyskyt vodnych kanal(, porQ a velikost membran. 2,3

LéCivo muzZe dosdhnout systémové cirkulace vétSinou obéma cestami, ale je
pravdépodobné, Ze zvoli tu cestu, kterd bude odpovidat jeho fyzikdlné chemickym
vlastnostem.® Zda se lé¢ivo bude permeovat paracelularni nebo transcelularni cestou

zavisi na celkové konfiguraci molekuly, lipofilité a ndboji.

Pfenasecovy transport — specialni transportni mechanismy

| vsublingvalni membrané existuje transportni systém pomoci prenasecl, které
umoznuji transport, ale pouze u malych molekul jako monosacharida ¢i aminokyselin.
Pfesné informace o umisténi, kapacité a specificnosti pfenasecl nemame. Vime, Ze
existuje transportni systém pro Na*/ D-glukézu.>**

Endocytéza

Tento zpUsob prostupu léciv zatim neni poradné prostudovan, predpoklada se, Ze jeho
vyznam vzrasta u vysokomolekularnich latek.>

Pasivni difuze je primarnim mechanismem penetrace a permeace l|éCiv, kdeito
penetrace zprostiedkovana prenaseci hraje pouze malou roli. Tohoto principu vyuziva
glukdza, monokarboxylové kyseliny, salicylova kyselina a nikotinova kyselina.

K popisu penetrace lé¢iva mGzeme vyuZzit prvni FickGv zakon. Pro zjednoduseni si
mukdzu predstavujeme jako hydrofobni membranu. Difuzni koeficient, rozdélovaci
koeficient, tloustka membrany zakladnimi parametry, dalsi jsou plocha, délka
uvolfiovani a koncentrace jsou zavislé na lékové formé.

Faktorem, ktery limituje absorpci IéCiva, je ta skuteénost, je-li 1éCiva latka vazana nebo
difunduje jako volna. Pokud je léciva latka vazand, potom se jeji biodostupnost rapidné
snizuje, a transmukozalni cesta podani pak pro ni neni vhodna.

Lipofilni 1é¢iva maji vy$si permeabilni koeficient nez hydrofilni 1é¢iva, samozfejmé
v dUsledku vlastnosti membrany, neplati to vSak vidy. Pokud je zaroven vysoka
i lipofilita, nemusi byt absorpce vysoka ani pro lipofilni 1éCiva. Musi existovat vhodnd

rovnovaha mezi rozdélovacim koeficientem a rozpustnosti |é¢iva. MnozZstvi |éciva,

, o v . v , s o 2
které mUze projit pres membranu, se udava pouze na miligramech.
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3.2.4 ZvySovani transmukozalniho pruniku l1é¢iv
Enhancery se podileji nazlepSeni permeability predevSim hydrofilnich [éCiv.
Mechanismus jejich uc¢inku neni pfesné znam. Predpoklada se, vytvofi vodni péry na
povrchu bunky, ¢imz se zvysi permeabilita hydrofilnich |éCiv. Pfipadné usnadnuji priinik
|éCiva tim, Ze zvySuji membranovou fluiditu. Mohou ovSem zpUsobit lokdlni iritaci
tkané, dlouhodobou toxicitu nebo umozZnit prinik patogennim mikroorganizmam.
U&innost enhanceru zavisi na fyzikdlné chemickych vlastnostech 1é¢iv, funkéni plose

a vlastnostech pojiva.

Chemické enhancery se podileji na zvySeni penetrace rdznymi mechanismy, napfr.
snizuje viskozitu anebo elasticitu mukdzni vrstvy, provadi zmény v lipidové dvojvrstvé,
obchdzi enzymatické bariéry nebo zvySuje termodynamickou aktivitu permeantu. Jako
permaeéni enhancer se uZivaji cheldtory (EDTA Na®), surfaktanty, Zlu¢ové kyseliny,
mastné kyseliny, nesurfaktanty.

Mohou byt pouzity samotné nebo v kombinaci, zvySuji permeaci, ale neposkozuji ani

neirituji mukdzu.

Elektroenhancery pracuji na bazi elektroforetického, elektroosmotického
a elektroporacniho principu na zakladé plsobeni elektrického pole. Jsou vyhodné pro
ve vodé rozpustné a iontové slouceniny. Migrace je limitovana maximalnim
elektrickym proudem, ktery mlzZe byt aplikovany na membranu. Je to obvykle proud
0,5mA/cm?, ktery muze byt aplikovdn na membrdanu bez vedlejSich ucink(.

KdyZ je na tkan aplikovano elektrické pole, dochazi k sitovému pohybu vody, migraci
solvatovanych iontll a procesu zvanému elektroosmadza.

K docasnému snizeni hustoty lipidd v membrané dochazi diky puasobeni

. . / / er v 2,1
mikrochemickému, tepelnému a kavitaénimu. “*°

3.2.5 Léciva podavana pres oralni mukozu
Sublingvdlné se aplikuje napfriklad nitroglycerin, dinitrat isosorbidu, buprenorfin a
nifedipin.*®
Bukdlné se nejéastéji podavaji prochlorperazin, lamotrigin’, salotalol®®, nikotin®®,

fentanyl citrat?®, metronidazol, doxycyklin, galanthamin®' a peptidy.
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Pfes mukozu dasné se podavaji buprenorfin a melatonin.

Mukdza mékkého patra se vyuziva pro aplikaci amikacinu a gentamycin.3

Soucasny vyvoj se zaméruje na podani estrogenl a testosteronu sublingualni cestou.
Estrogen u menopauzdlnich Zen s kardiovaskularnim onemocnénim zajistil periferni
a korondlni vazodilataci, redukci vaskularniho odporu a zlepSeni endotelidlni funkce.
Velké nadéje se vkladaji na vyvoj sublingvalniho podani u kaptoprilu, verapamilu,
propafenonu a terapeutickych kanabinoidd, z vysokomolekularnich naptiklad inzulinu

a vakcin.

3.2.6 Biofarmaceuticky klasifikacni systém
Lécivé latky lze z hlediska fyzikalné chemického rozdélit na zakladé jejich rozpustnosti.
Z farmakologického hlediska je toto clenéni pouZitelné jen omezené, nebot
nezohlednuje terapeutickou davku. Nékteré latky se k vyvoldni terapeutického efektu
podavaji jen v malych mnozstvich (napt. nékteré hormony), zatimco u jinych je vétsi
davka nezbytna (napf. antibiotika). MUZe se stat, Zze malé mnoistvi latky tézce
rozpustné latky v travicim traktu se zcela vstifeba a vyvold potfebnou odezvu, zatimco
vétsi mnozstvi relativné lépe rozpustné latky jiz nikoliv. Proto samotna rozpustnost
neni dostateénym méfitkem pro posouzeni biodostupnosti |éciv. V poloviné
devadesatych let byl proto navrzen biofarmaceuticky klasifikaéni systém (BCS), ktery

rozdéluje lé€iva podle jejich rozpustnosti a intestinalni permeability do ¢tyr tfid.

Tab. 3.1: Charakterizace trid BCS

Trida | Solubilita | Permeabilita Léciva
1. Vysokd Vysoka verapamil, amilorid
2. Nizka Vysoka fenytoin, karbamazepin
3. Vysokd Nizka acyklovir, furosemid
4, Nizka Nizka hydrochlorothiazid, amfotericin B

Létivo je povazovano za vysoce rozpustné, pokud se jeho nejvyssi |é¢ebnd davka
rozpusti ve 250 ml vodného pufru (pH 1 az 7,5) a vysoce vstiebatelné je tehdy, pokud se
regulaénimi institucemi. Pro empirické posouzeni vstfebatelnosti 1éc¢ivé latky navrhl
Lipinsky ,pravidlo tfi pétek”. Léciva latka, jejiz molekulovd hmotnost je vétsi nez 500,

dekadicky logaritmus rozdélovaciho koeficientu v systému oktanol/voda je vétsi nez
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5 a molekula ma 5 a vice vodikovych donord, byva zpravidla téZce vstiebatelna. Zejména
u léCiv skupiny 4 je pak pro dosaZzeni vhodné biologické dostupnosti potfebné jejich
rozpustnost zvysit.
Hlavnim cilem uplatnéni BCS je zajistit vyssi efektivnost vyvoje IéCiv. Jeho znalost miize
vyrazné prispét k vyvoji lékové formy nebo cesty podani. Dosavadni poznatky jsou
zaloZeny na experimentalnich datech. Dovoli uréit potencidl pro vzajemny vztah in vitro
a in vivo, takze mUze vyrazné snizit naroky na provadéni in vivo test(.
Musi byt zvaZovan zpuUsob uvolfovani |écivé latky z|éCivého pfripravku. Predevsim
u malo rozpustnych léciv existuje mnoho limitujicich okolnosti:

e Madlo rozpustna lé¢iva mohou byt limitovana objemem $tav v GIT a pH

e Zlucové kyseliny a jejich soli zvy$uji rozpustnost lipofilnich latek

e Pfitomnost jidla mizZe mit na rozpustnost a absorpci IéCiva dalsi vliv

e Rychlost vyprazdiovani Zaludku a doba prostupu léCiva GIT

e Mnoizstvi lécivé latky je casto snizeno hydrolyzou, metabolickymi procesy,

enzymy anebo bakteriemi

Ve farmacii se vyuziva znalosti BCS pro zaloZeni in vivo a in vitro studii. Od doby zavedeni
BCS do praxe se védecké pristupy ke stanoveni bioekvivalence zménily. Smértuji navic
k tomu, aby bylo mozné omezit pokusy na lidskych dobrovolnicich a tim mohla klesnout
cena generik, coz by ro¢né uetfilo miliony dolara.?*??
Sublingvalni systémova aplikace ma znaény potencial vyuZziti zejména pro léciva, ktera

jsou zarazena do 4. tridy BCS.

3.2.7 Oralni filmy

Oralni filmy jsou novéjsimi Iékovymi formami, u nichz mizeme ocenit predevsim jejich
flexibilitu, vybornou adhezi a pohodinost aplikace pro pacienta. Velkou vyhodou je
u nich rychly nastup ucinku, trvalé uvolnovani lé¢iva a rychly pokles sérové koncentrace
léCiva, kdyZz je film odstranén. Vyrabi se odlévanim roztoku polymeru s léCivem
a pomocnymi latkami, napr. plastifikatorem na ploché povrchy a nasledné se susi.
Nejcastéjsi velikost je 3az 5 cm?, pro pacienta komfortni tvar je eIipticky'/.3 Vyskytuji se tfi
typy oralnich filmu: oralni filmy s rozpustnym matrixem, s nerozpustnou zadni sténou

a rozpustnou zadni sténou.?®
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Ordlni filmy s rozpustnou matrici jsou uréeny pro uvolfiovani léciva do dutiny ustni.
PUsobi podobné a maji i stejné nevyhody jako jiné pevné lékové formy. Mukoadhezivni
sténa pripravku prodluZuje setrvani matrice v dutiné Ustni. To zajistuje dlouhotrvajici
uvolfiovani léCiva, s tim souvisejici nastup ucinku, mohou potencialné umoznit podani
vétSiho mnoizstvi [éCivé latky. Tato forma je velmi vhodna i pro léceni lokalnich
onemocnéni, napt. kandiddz.

Oralni filmy s nerozpustnou zadni sténou jsou uréeny pro systémové podani |éCiv.
Chovaiji se jako systém uzavieny, chranény od okoli, pfedevSim od slin. MnozZstvi
|éCiva, které se uvoliiuje, je fizené a zarucuje konstantni uvolfiovani po dobu 10 az 15
hodin. Nevyhodou je moznost vyuziti malého prostoru mukézy a nutnost odstranit po

s

uvolnéni léciva film z Ust.

Oralni filmy s rozpustnou zadni sténou lze ve srovnani s pfedchozimi uZzit jen na kratsi
dobu. Snadno se aplikuji a vporovnani sfilmy predstavuji levnéjsi formu

s nerozpustnou zadni sténou.

3.2.8 Dextrany
Dextrany jsou polymery glukosy, které jsou jiz vice nez padesat let pouzivany jako
plamaexpandery, k podpofe periferni cirkulace a jako antitrombotické agens. Dnes se
postupné objevuje jejich nové potencialni wvyuziti jako nosie makromolekul,
predevsim léciv, a to véetné proteind. Lze jimi prodlouzZit terapeuticky efekt Iéciva,
nebot vytvorenim konjugatu dextran-léCivo se zvysuje biologicky polocas. Také je
mozné jimi zajistit pasivni, pfipadné aktivni targeting. Zajimava je tvorba konjugatu
dextran-prolécivo. Vtomto pfipadé dochdzi k uvolnéni aktivniho léciva az v in vivo

podminkach.

V této diplomové préci jsou dextrany vyuZity k orientacnimu vymezeni moznosti jejich

pasaze sublingvalni membranou.
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Dextrany vznikaji Cinnosti bakterii ze sachardzy, nebo chemickou syntézou.
Strukturalné se jedna o linearni a - 1,6 — glykosidickou vazbou spojené monomery
s rliznym stupném vétveni pres 1,2 a 1,3 a 1,4 vazby. Stupen vétveni se lisi podle
zpUsobu vzniku dextranu, m(iZe se pohybovat v rozmezi 0,5 az 60 procent a ovliviiuje
molekulovou hmotnost. Obé tyto vlastnosti dale maji vliv na fyzikdlné-chemické
vlastnosti, napf. rozpustnost ve vodé, kterd se zvySujicim se stupném vétveni se
snizuje. Dextran se stupném vétveni vy$Sim nez 43 procent je jiz povazovan za ve vodé

nerozpustny. Dextrany jsou stabilni v mirné kyselém nebo bazickém prostredi.

Dalsi duleZitou vlastnosti je polydisperzita. Pfirodni dextrany se vyznacuji vysokym
stupném polydisperzity. Narazime-li na dextrany o nizkém stupni polydisperzity,
potom se jedna predevsim o dextrany, které vznikly parcidlni depolymerizaci.
Pro védecké ucely se pouzivaji dextrany o molekulové hmotnosti 4 az 200 tisic
a stupném polydisperzity 1,5. V klinické praxi nalezneme dextrany o molekulové

hmotnosti 40 tisic nebo 70 tisic.

Biodostupnost dextran( po peroralnim podani je zanedbatelnd, coZ je ddno predevsim
jejich velikosti, kterd nedovoli prostup pres epitelidlni spoje nebo vodni péry
v gastrointestindlnim traktu. Dextrany tedy nemohou byt pro systémové podani
polymeru s lécivy peroralné pouzity. Bylo zjiSténo, Ze dextrany jsou degradovany na
mensi Stépy schopné receptorové zprostfedkované absorpce pfi permeaci pres

epitelidlni buriky v gastrointestinalnim traktu.

Dextrany o rtzné molekularni velikosti frakci jsou eliminovany riznou rychlosti, napf.
dextrany s vyssi molekulovou hmotnosti setrvavaji v plasmé delsi dobu. Kinetika 1é¢iv
navazanych na dextran zavisi na kinetice rozkladu vazby na kostru polymeru. Dextrany
se depolymerizuji a-1-glukosiddzami (dextranazami) pfedevsSim v jatrech, slezing,
ledvindch a z malé casti v gastrointestinalnim traktu. Slezina a jatra maji nejvétsi
koncentraci dextranazy. V jatrech probihaji dvé cesty eliminace, a to depolymerizace

dextranazami a exkrece Zluci. Obé tyto cesty jsou pomalé.

Nizkomolekuldrni dextrany se vylu€uji mocéi. Se zvySovanim molekulové hmotnosti
dextrant jejich rendlni clearence klesa. Kinetika renalni exkrece je vesmés linearni.
Pomalejsi eliminace anionickych dextranl je ddna negativnim ndbojem na

membrandch, ktery zadrzuji prichod molekul.
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Dextrany vstupuji do bunék pasivhim zplsobem, endocytézou. Obsahuji velké
mnozstvi hydroxylovych skupin, které lze uzit ke konjugaci. Maji-li 1é¢iva karboxylovou
funkci, reaguji s hydroxylovou skupinou za vzniku esterové vazby, napf. nesteroidni
protizanétliva léCiva naproxen, ibuprofen, diclofenak. Mame-li IéCiva, které neobsahuji

karboxylovou funkci, pak se musi dextran pred konjugaci sdm aktivovat, napt. oxidaci,

halogenaci, fosgenovou aktivaci. 26,21,28
Obr. 3.1 Struktura dextrant %/
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4 EXPERIMENTALNIi CAST

4.1 Suroviny

Kofein (CL 2005)

Fluorescein isothiokyanat-dextran FD4
Fluorescein isothiokyanat-dextran FD20S
Fluorescein isothiokyanat-dextran FD40S
Methanol pro HPLC

Kyselina mravenci (p.a.)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny (CL 2005)
Hydrogenfosforeénan sodny (CL 2005)
Azid sodny (p.a.)

Chlorid sodny (CL 2005)

Voda na injekci (CL 2005)

Cisténa voda (CL 2005)

Voda pro HPLC ultracista

Vsechny suroviny byly podle deklaraci vyrobcl a dodavatel( kvality Iékopisné nebo vyssi.

Citénd voda a voda pro HPLC pochdzi z centrdlni piipravny na UK-FaF a nebyla

podrobena lékopisnym zkouskam.

4.2 Pristroje

Analytické vahy Sartorius 2004MP
Analytické vahy Kern 440-45N
Digitalni pH metr Gryf 209 L
Elektronicka michacka Variomag
Vodni lazen, Grant JB5

Termostat BT50

Magnetické michadlo, Telesystem

Sestava HPLC Agilent Techn.1200,

19

Dr. Kulich Pharma, Hradec Kralové
Sigma-Aldrich, Praha
Sigma-Aldrich, Praha
Sigma-Aldrich, Praha
Sigma-Aldrich, Praha

Penta, Praha

Dr. Kulich Pharma, Hradec Kralové

Dr. Kulich Pharma, Hradec Kralové
Chemapol, Praha

Penta, Praha

Ardeapharma, Sevétin

UK-FAF, Hradec Kralové

UK-FAF, Hradec Kralové

Sartorius GmbH, Némecko

Kern Sohn GmbH, Némecko

Gryf HB s.r.o., Ceska republika
Labortechnik, Némecko

Grant Instruments, Velka Britanie
Labor. pfistroje, Ceska republika
H-P Labortechnik, Némécko

Agilent Technologies, USA



- Isokratické Cerpadlo: Iso Pump G1310A
- UV/VIS detektor: VWD G1414B s proménnou vinovou délkou
- Kolony: Zorbax Eclipse plus C18, oktadecylsilanovy sorbent, primér 4,6mm,
délka 150mm, zrnitost 5mikrometrt
- Software: ChemStation
Luminiscenéni spektrofluorometr, Aminco Bowman Series 2, Thermo Fisher, USA
- Kfemennd kyveta 1 cm

- Software: AB2

4.3 Roztoky

4.3.1 Priprava donorového roztoku kofeinu pro permeaci

Ke standardizaci sublingvalnich membrdn jsme pouzili 4 % roztok kofeinu.

SloZeni:
Kofein 10g
Cisténa voda 240¢g

Postup: Na analytickych vahdach jsme navazili 1,0 g kofeinu, kvantitativné jsme navazku

prevedli do odmérné banky a postupné rozpustili ve vodé.

4.3.2 Priprava roztokit kofeinu pro kalibraci

Pro HPLC stanoveni kofeinu jsme pfipravili fadu kofeinovych roztokli o znamé
koncentraci (Tab. 4.1), abychom mohli sestavit kalibra¢ni kFivku.

Jako mobilni fazi jsme pouzili smés methanolu a vody pro HPLC v poméru 25:75
s pridavkem kyseliny mravenci (0,2%). VSechny vzorky jsme méfili pfi A = 282 nm.
Kalibra¢ni hodnoty byly odecitany pro kazdou koncentraci nejméné 6krat, v pfislusnych

regresich bylo pocitano s aritmetickymi priméry z opakovanych méreni.
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Tab. 4.1: Koncentrace kalibra¢nich roztokd kofeinu

Cislo Koncentrace
[mg/100ml]
0,1
1
10
25
50
100

V| WIN|F-

4.3.3 Priprava fosforecnanového pufru
Fosforecnanovy pufr o pH=7,4 bez pfidavku azidu sodného jsme pouzili jako
akceptorovou fazi a v pripadé s pridavkem azidu sodného k vymyti a eluci ocisténych

sublingvalnich membran.

Slozeni:

NaH,P04.2H,0 2,1¢g/l

Na,HPO4.12H,0 19,1 g/

NaCl 4,4 g/

NaN; 0,02 g/l

Postup: Rozpustili jsme dihydrogenfosfore¢nan sodny v 500,0ml| vody

a hydrogenfosfore¢nan sodny v 400,0 ml vody. V pfipadé pfipravy pufru pro vymyti
membran jsme jesté navic rozpustili azid sodny v 500,0 ml dihydrogenfosforecnanového
roztoku. K pfriblizné 200,0 ml roztoku hydrogenfosfore¢nanu jsme pfidali 500,0 ml
roztoku dihydrogenfosfore¢nanu a zméfili jsme pH. Za stdlého michdni na magnetické
michacce jsme doladili pH postupnym priddvanim roztoku hydrogenfosfore¢nanu na
pozadovanou hodnotu.

Po dosazeni pozadovaného pH jsme zjistili pfesny objem roztoku. Vzhledem k tomuto
objemu jsme dopocitali a dovazili potfebné mnoizstvi chloridu sodného uréeného

k izotonizaci.
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4.3.4 Priprava 1% roztoki dextranii
Jako donorovych vzorkd pro permeacni pokusy jsme pouZili 1% roztok nékterého
z 3 fluorescencné znacenych dextran(i, konkrétné dextranu 4 000, dextranu 20 000

a dextranu o molekulové hmotnosti 40 000.

SloZeni:
Dextran 50,0 mg
Voda na injekci 495¢g

Postup: Na analytickych vahach jsme navaZili 50,0 mg pfislusSného dextranu. Navazku
jsme analyticky prevedli do vialky a doplnili vodou do 5,0 g. Vialku jsme promichali,

zabalili do fdlie z alobalu a uchovavali jsme ji v chladnicce.

4.3.5 Kalibrace roztoki dextranu

K permeacnimu pokusu jsme pouZzili dextrany o 3 rlznych molekulovych hmotnosti
znacené fluorescein-isothiokyanatem. Méreni jejich koncentraci ve vodnych roztocich
jsme provedli na luminiscen¢nim spektrometru uvedeném v Casti Pfistroje. Analogicky
jako v ptipadé roztokd kofeinu jsme pred vlastnim mérenim permeace dextran(

proméfili kalibracni zavislost (Tab. 4.2).

Tab. 4.2: Udaje pro kalibrace fluorescen¢éné zna¢eného dextranu 4 000

Koncentrace | Emitance E
[mg/100ml]
2 0,323181
4 0,665588
6 0,957642
8 1,34766
10 1,60339

4.4 Permeacni pokus

4.4.1 Priprava sublingvalni membrany
Jazyky z prasete domaciho jsme ziskali z mistniho masokombinatu. Predem bylo
zajisténo kvalifikované zachazeni s nimi tak, aby jazyky splfiovaly parametry pro vyuziti

v permeacnim experimentu. Opatrnym zpUsobem jsme po malych c¢astech odstranili
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svalovinu, az jsme ziskali Cistou sublingvalni membranu. Membrany se uchovavaly
v pufru o pH = 7,4 s pfidavkem azidu sodného. Membrany jsme po separaci osusili,
peclivé zatavili do folie a prenesli do mraznicky, kde =zlstaly pti cca -18 °C
pro pozdé;jsi vyuziti.

4.4.2 Permeacni komitirka

Pro hodnoceni permeability sublingvalni membrany jsme pouZivali modifikaci Franzovy
difizni cely pro horizontdIné umisténé membrany, rozdélujici komlrku na donorovou
Cast a akceptorovou cast. Do akceptorové ¢asti jsme vloZili michadélko a naplnili ji
fosforecnanovym pufrem.

Do donorové casti jsme umistili testovaci roztoky dextran(i. Mezi dvé zakladni ¢asti se
vkladaji plexisklicka s upevnénou sublingvdlni membranou. Kazdad permeacni cela ma
ponékud jiny objem akceptorové ¢dsti, coZz se musi zohlednit pfi dalSich vypoctech,
a proto byl peclivé zaznamenan. Akceptorova ¢ast umoznuje priibézné odebirani vzorku
a zpétné dopliovani pufru. Kazda permeacni cela je umisténa do vodni lazné o teploté
37°C na desku s magnetickymi michadly, ktera zajiStuje neustalé promichavani
akceptorové faze. Teplota ve vodni ldzni byla udrZovdna termostatem a sledovana

teplomérem.

4.4.3 Permeacni standardizace sublingvalni membrany kofeinem

K permeacnim méfenim jsme pouzili zmrazené sublingvdlni membrany (datum
zpracovani 5/05/2010). Po rozmraZeni jsme membrany rozfezali na ¢tverce o velikosti
cca 2x2 cm a vloZili je do permeacni cely. Plocha, ktera byla k dispozici pro pranik latek,
&inila 2 cm?. Jako akceptorovou fazi jsme vidy aplikovali pufr o pH=7,4 bez pfidavku
azidu sodného. Jako donorovou fazi jsme pouzili pfipraveny 4% roztok kofeinu.
Do donorové casti jsme pomoci pipety aplikovali 0,5 ml kofeinového roztoku. Tento cas
byl povazovan za nulovy. V pravidelnych intervalech jsme odebirali vzorky, v nasem
pfipadé to znamenalo po 1., 2., 3. a 4. hodiné. Objem odebiranych vzorkd ¢inil vétsSinou
0,6 ml. Po kazdém odbéru se doplnovala akceptorova faze o stejny objem, ktery byl
predtim odebran. Odebrané vzorky jsme ukladali do sklenénych vialek, fadné

oznacenych a ptipravenych pro HPLC analyzu.
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4.4.4 Transmembranovy in vitro sublingvalni prianik dextrani

Po zadaném c¢asovém uUseku permeaci potfebném pro posouzeni standardnosti
sublingvalnich membran pomoci roztoku kofeinu jsme zcela vyménili akceptorovou fazi
a opét jsme poutzili fosfatovy pufr o pH =7,4 (bez pridavku azidu sodného) a zaroven
jsme peclivé vycistili i donorovou ¢ast. Permeacni cely jsme méli ocislované. Pomoci
pipety jsme aplikovali 0,8 ml roztoku dextranli do donorové ¢asti. Prehled pouZiti
donorovych vzork(l s dextrany o rlizné molekulové hmotnosti do riznych difuznich cel je
uveden v Tab. 4.3.

Jak zTab. 4.3 vyplyva, pro kazdou molekulovou hmotnost jsme méli pfipraveno
6 permeacnich bunék s membranou. BEéhem pokusu ovsem byla poskozena sublingvalni
membrana ¢. 12 a proto byly dalsi Ukony s ni ukonéeny a méreni zruSeno. Dextrany
o molekulové hmotnosti 20 000 jsme hodnotili jen na 5 vzorcich sublingvalnich

membran.

Tab. 4.3: Umisténi dextran(i v permeacnich celdch se sublingvalnimi membranami

Cislo Molekulova hmotnost
Membrany Dextranu
1-6 4 000
7-11 20 000
13-18 40 000

Vzorky z akceptorové ¢asti permeacnich bunék jsme odebirali po 4., 8., 18., 22., 26. a po

48. hodiné do sklenénych vialek. Objem odebranych vzork( cinil 0,6ml.

4.4.5 Protokoly z permeacnich méreni

Vysledky z permeacnich pokust byly ziskdny prfevedenim dat vygenerovanych
softwarem ChemStation chromatografu Agilent 1200 do programové aplikace v Excelu
a jejich naslednym zpracovanim pomoci specialni Sablony pro hodnoceni permeaci,
ktera je v laboratofi katedry farmaceutické technologie k dispozici.

Zpracovani dat z ChemStation k prevedeni do permeacni Sablony provadéli Mgr. Pavel

Berka a Mgr. Petr Vrbata.
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V samostatné kapitole 5. Dokumenty jsou vtabulkové podobé shrnuty informace
z jednotlivych dil¢ich permeacnich méfeni na 17 sublingvalnich membranach. Z kazdého
protokolu je zifejmy objem akceptorové faze, plocha membrany a casové intervaly
odebirani vzorkdi. Pro hodnoceni nas zajimaly hodnoty fluxt J [pg/cm?. h™'] kofeinu,

které byly také porovnavany s fluxem dextrand.

4.4.6 Vysvétleni zkratek pouzitych v protokolech

cnk = nekorigovana koncentrace

cx = korigovana koncentrace; zohlednuje pribéiny odbér a doplfiovani akceptorové

faze

Q: = Qt(exp) [ug/cm?] = mnoizstvi latky, které se projde membranou o plode 1 cm? do
akceptorové faze v prislusném case (t)

Q; [ug] = mnoizstvi latky, které se projde membranou do akceptorové faze

Qt(teor) [ug/cmz] = mnoizstvi latky, které se projde membranou o plose 1 cm?

do akceptorové faze dle odectu z regresni pfimky
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5 DOKUMENTACE

Protokol 1
Vo [mi] | Vo= 192 |
t [h]
Crk [mg/100ml] | Subling. membrana ‘
AVgop [ml]
Cxk [mg/100ml] ‘ Donor: 4 Kofein ‘
Qt [ng]l ve Vo
Q [ugl ve Vo/ lcm? | M&Feni: A =282nm |
Plocha 2
t an AVdOp Ck Qt Qt
1 16,255 0,6 16,255 3121,0| 1560,5
2 32,611 0,6 33,119| 6358,9| 31795
3 34,388 0,6 35,423 | 6801,3| 3400,6
4 56,709 0,6 57,816 | 11 100,7| 5550,3
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
1 1560,5 1594,1 Pocet bodu n= 4
2 3179,5 2813,2 Flux J= 1219,1
3 3400,6 4032,3 Abs. €len gqg= 3751
4 5550,3 5251,3 Korelaéni koef. r= 0,9605
€ 8000 T
(&)
2
— 6000 —+
o ®
4000 +
. .
2000 +
0 1 1 |
0 2 4 6

26




Protokol 2

Vo [mi] | Vo= 176 |
t [h]
Crk [mg/100mi] ‘ Subling. membrana ‘
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] | Donor: 4 Kofein ‘
Qt [ng] veV,
Q [ug] Ve Vo/ lcm? | M&Feni: A =282nm |
Plocha 2
t an Avdop Ck Qt Qt
1 17,324 0,6 17,324 3049,0| 15245
2 34,876 0,6 35,466 | 6242,1| 3121,0
3 45,955 0,6 47,164 | 8300,9| 41504
4 56,567 0,6 58,175| 10238,8| 5119,4
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
1 1524,5 1706,7 Pocet bodu n= 4
2 3121,0| 2888,1 Flux J= 11814
3 4150,4| 4069,6 Abs. ¢len g= 5254
4 5119,4 5251,0 Korelaéni koef. r= 0,9921
& 8000 +
IS
(&]
ke
.Ej._ 6 000 —+
(<]
4 000 +
2000 —+
0 1 1 1
0 2 4 6
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Protokol

Vv, [mi]
t [h]

Chk [mg/100mI]

AVyop [ml]

Ck [mg/100ml]

Qt [ng]l ve Vo

Q: [ng] ve Vo/1lcm?

| Vo= 178 |

| Subling. membrana ‘

‘ Donor: 4 Kofein ‘

| M&Feni: A =282nm |
Plocha 2

28

t[h]

t an AVdop Ck Qt Qt
1 22,290 0,6 22,290 3967,6| 1983,8
2 43,922 0,6 44,673 | 7951,8| 39759
3 55,925 0,6 57,431 | 10222,8| 5111,4
4 69,628 0,6 71,563 | 12738,3| 6369,1
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
1 1983,8 2216,3 Pocet bodu n= 4
2 3975,9| 3645,5 Flux J= 1429,1
3 5111,4| 5074,6 Abs. ¢len g= 787,2
4 6369,1 6503,8 Korelaéni koef. r= 0,9912
£ 8000
(&)
Ee)
=
G 6 000
4 000 o
2 000
0 1 1 |
6




Protokol

Vo, [ml]

t [h]

Crx [mg/100mlI]
AVop [mi]

Ck [mg/100ml]

Qt [ng] ve 'V,

Q: [ug] ve Vo /1lcm?

| Vo= 17 |

‘ Subling. membrana ‘

| Donor: 4 Kofein ‘

| M&Feni: A =282nm |
Plocha 2

29

t an Avdop Ck Qt Qt
1 23,284 0,6 23,284 | 3958,3| 1979,2
2 46,261 0,6 47,083 | 8004,1| 40021
3 54,430 0,6 56,092 | 9535,7| 47678
4 66,904 0,6 68,884 | 11 710,3| 5855,1
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
1 1979,2 2292,0 Pocet bodu n= 4
2 4002,1| 35314 Flux J= 12394
3 4767,8| 4770,7 Abs. ¢len g= 1052,6
4 5855,1 6010,1 Korelaéni koef. r= 0,9784

& 8000 —+

£

(&]

Ee)

= 6000 |

(<]

4 000 + °
2000 —+ °
0 1 1 1
0 2 4 6




Protokol

Vo [ml]

t [h]

Crx [mg/100mlI]
AVgop [mi]

Ck [mg/100ml]

Qt [ngl ve Vo

Q: [ug] ve Vo /1lcm?

| Vo= 186 |

‘ Subling. membrana ‘

| Donor: 4 Kofein ‘

| M&Feni: A =282nm |
Plocha 2

t an Avdop Ck Qt Qt
1 21,149 0,6 21,149 | 3933,7| 1966,9
2 41,379 0,6 42,061 | 78234 39117
3 55,653 0,6 57,010 | 10603,8| 5301,9
4 68,820 0,6 70,659 | 13142,5| 6571,2
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
1 1966,9| 2157,4 Pocet bodu n= 4
2 3911,7 3677,8 Flux J= 1520,3
3 5301,9 5198,1 Abs. ¢len g= 637,1
4 6571,2 6718,4 Korelaéni koef. r= 0,9947

& 8000 —+

IS

(&)

ke

EE 6 000 +

(<]

4 000 +
2000 +
0 1 1 |
0 2 4 6
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Protokol 6
Vo [m] | Vo= 176 |
t [h]
Crk [mg/100ml] ‘ Subling. membrana ‘
AVgop [m]
Cy [mg/100ml] | Donor: 4 Kofein ‘
Qi [ng]l ve Vo
Q [ug] Ve Vo/lcm? | M&Feni: A =282nm |
Plocha 2
t an AVdop Ck Qt Qt
0 0 0 0 0 0
1 24,054 0,6 24,054 | 4233,5| 2116,7
2 47,968 0,6 48,788 | 8586,7| 4293,3
3 62,779 0,6 64,443 | 113419| 5671,0
4 76,090 0,6 78,287 | 13778,6| 6889,3
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
1 2116,7 2388,3 Pocet bodu n= 4
2 4293,3 3957,8 Flux J = 1569,5
3 5671,0 5527,3 Abs. ¢len q= 818,8
4 6889,3 7096,9 Korelaéni koef. r= 0,9900
& 8 000 —+
(&)
2
= 6000 +
o
4000 + ®
2000 —+ °
0 1 |
0 2 4 6
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Protokol

| Vo= 168 |

‘ Subling. membrana ‘

| Donor: 4 Kofein ‘

Vo [ml]

t [h]

Crx [mg/100mlI]
AVgop [mi]

Ck [mg/100ml]

Qt [ngl ve Vo

Q: [ug] ve Vo/lcm?

| M&Feni: A =282nm |

Plocha 2

t an Avdop Ck Qt Qt
1 21,317 0,6 21,317| 3581,2| 1790,6
2 44,181 0,6 44,942 | 7550,3| 37752
3 51,886 0,6 53,491 | 80986,5| 4493,3
4 69,583 0,6 71,494 | 12011,0| 6005,5
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
1 1790,6 2011,7 Pocet bodu n= 4
2 3775,2 3348,0 Flux J= 1336,3
3 4493,3 4684,3 Abs. ¢len g= 6754
4 6005,5 6020,5 Korela¢ni koef. r= 0,9853

& 8000 —+

IS

($]

Ee)

% 6 000 —+

(<]

4 000 + °
2000 +
0 1 1
0 2 4 6
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Protokol

| Vo= 176 |

‘ Subling. membrana ‘

| Donor: 4 Kofein ‘

Vo [ml]

t [h]

Crx [mg/100mlI]

AVgop [mi]

Ck [mg/100ml]

Qt [ngl ve Vo

Q: [ug] ve Vo /1lcm?

| M&Feni: A =282nm |

Plocha 2

t an AVdop Ck Qt Qt
1 19,454 0,6 19,454 | 3423,9| 17120
2 39,097 0,6 39,760 | 6997,8| 3498,9
3 51,390 0,6 52,745| 92832 4641,6
4 63,522 0,6 65,320 | 11 496,3| 5748,1
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
1 1712,0 19125 Pocet bodu n= 4
2 3498,9 3237,6 Flux J= 1325,2
3 4641,6 4562,7 Abs. ¢len g= 5874
4 5748,1 5887,8 Korelaéni koef. r= 0,9924

5 8000 +

IS

L

2 6000 |

o

4 000 +
2000 +
0 1 1 1
0 2 4 6
t[h]
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Protokol

Vo [ml]

t [h]

Crx [mg/100mlI]

AVgop [mi]

Ck [mg/100ml]

Qt [ngl ve Vo

Q: [ug] ve Vo /1lcm?

| Vo= 176 |

‘ Subling. membrana ‘

| Donor: 4 Kofein ‘

| M&Feni: A =282nm |
Plocha 2

34

t an AVdop Ck Qt Qt
1 24,508 0,6 24,508 | 4313,4| 2156,7
2 48,053 0,6 48,889 | 8604,4| 43022
3 61,859 0,6 63,526 | 11 180,5| 5590,3
4 73,822 0,6 75,988 | 13373,8| 6686,9
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
1 2156,7 2452,2 Pocet bodu n= 4
2 4302,2| 3940,1 Flux J= 14879
3 5590,3| 5428,0 Abs. ¢len g= 9644
4 6686,9 6915,8 Korelaéni koef. r= 0,9868
= 8000 +
§
2 6000 +
]
4000 + o
2000 —+ L
0 1 1 |
0 2 4 6




Protokol 10

Vo [mi] | Vo= 188 |
t [h]
Crk [mg/100mi] ‘ Subling. membrana ‘
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] | Donor: 4 Kofein ‘
Qt [ug]l veV,
Q [ug] Ve Vo/lcm? | M&Feni: A =282nm |
Plocha 2
t an Avdop Ck Qt Qt
1 27,256 0,6 27,256 | 5124,2| 2562,1
2 51,071 0,6 51,941| 9764,9| 48824
3 64,357 0,6 66,014 | 12 410,7| 6 205,3
4 73,222 0,6 75,329 | 14161,9| 7081,0
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
1 2562,1| 2950,8 Pocet bodu n= 4
2 4882,4| 4438,7 Flux J= 14879
3 6205,3| 5926,7 Abs. ¢len g= 1462,8
4 7081,0 7414,6 Korelaéni koef. r= 0,9766
& 8000 —+
5 °
()]
= 6000 +
< o
4 000 +
°
2000 +
0 1 1 |
0 2 4 6
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Protokol 11

Vo [mi] | Vo= 172 |
t [h]
Crk [mg/100mi] ‘ Subling. membrana ‘
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] | Donor: 4 Kofein ‘
Qt [ug]l veV,
Q [ug] Ve Vo/lcm? | M&Feni: A =282nm |
Plocha 2
t an Avdop Ck Qt Qt
1 19,003 0,6 19,003| 3268,6| 16343
2 40,151 0,6 40,814 | 7020,0| 3510,0
3 54,832 0,6 56,256 | 9676,0| 4838,0
4 67,689 0,6 69,652 | 11980,1| 5990,0
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
1 1634,3 1833,8 Pocet bodu n= 4
2 3510,0| 3273,3 Flux J= 1439,5
3 4838,0| 4712,8 Abs. ¢len g= 3943
4 5990,0 6152,4 Korelaéni koef. r= 0,9934
& 8000 —+
S
(&
ke
= 6000 +
o
4 000 +
2000 —+
0 1 1 1
0 2 4 6
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Protokol 13

Vo [mi] | Vo= 162 |
t [h]
Crk [mg/100mi] ‘ Subling. membrana ‘
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] | Donor: 4 Kofein ‘
Qt [ug]l veV,
Q [ug] ve Vo/ Lem’ | M&Feni: A =282nm |
Plocha 2
t an Avdop Ck Qt Qt
1 14,864 0,6 14,864 | 2407,9| 1204,0
2 25,159 0,6 25,710 41650 20825
3 44,703 0,6 45,655| 7396,1| 3698,1
4 58,196 0,6 59,887 | 9701,7| 4850,8
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
1 1204,0 1075,4 Pocet bodu n= 4
2 2082,5| 23310 Flux J= 1255,6
3 3698,1| 3586,6 Abs. ¢len g= -180,2
4 4850,8 4842,3 Korelaéni koef. r= 0,9943
& 8000 +
IS
(&]
Ee)
-E-j~ 6 000 —+
(<]
4 000 +
2000 +
0 | | |
0 2 4 6
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Protokol 14

Vo [mi] | Vo= 176 |
t [h]
Crk [mg/100mi] ‘ Subling. membrana ‘
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] | Donor: 4 Kofein ‘
Qt [ug]l veV,
Q [ug] Ve Vo/lcm? | M&Feni: A =282nm |
Plocha 2
t an Avdop Ck Qt Qt
1 19,016 0,6 19,016 | 3346,9| 16734
2 37,128 0,6 37,776 | 6648,6| 3324,3
3 52,742 0,6 54,030 9509,2| 4754,6
4 65,882 0,6 67,724 | 11919,5| 50959,7
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
1 1673,4 1784,6 Pocet bodu n= 4
2 3324,3| 3213,6 Flux J= 14289
3 4754,6| 46425 Abs. ¢len g= 3557
4 5959,7 6071,4 Korelaéni koef. r= 0,9976
T 8 000 —+
($]
2
= 6000 +
(<]
4 000 +
2000 +
0 1 1 |
0 2 4 6
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Protokol 15

Vo [mi] | Vo= 168 |
t [h]
Crk [mg/100mi] ‘ Subling. membrana ‘
AVgop [mli]
Cy [mg/100ml] | Donor: 4 Kofein ‘
Qt [ug]l veV,
Q [ug] Ve Vo/lcm? | M&Feni: A =282nm |
Plocha 2
t an Avdop Ck Qt Qt
1 22,267 0,6 22,267| 3740,9| 18704
2 44,418 0,6 45,213 | 7595,8| 37979
3 57,125 0,6 58,740 | 9868,3| 4934,2
4 69,194 0,6 71,292 | 11977,0| 5988,5
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
1 1870,4 2124,2 Pocet bodu n= 4
2 3797,9 3473,2 Flux J= 1349,0
3 4934,2 4822.3 Abs. ¢len q= 775,1
4 5988,5 6171,3 Korelaéni koef. r= 0,9884
5 8 000
(&)
Ee)
= 6000 |
o
4000 + °
2000 + é
0 1 1 |
0 2 4 6
t[h]
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Protokol 16

Vo [mi] | Vo= 178 |
t [h]
Crk [mg/100mi] ‘ Subling. membrana ‘
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] | Donor: 4 Kofein ‘
Qt [ug]l veV,
Q [ug] Ve Vo/lcm? | M&Feni: A =282nm |
Plocha 2
t an Avdop Ck Qt Qt
1 23,205 0,6 23,205| 4130,5| 2065,2
2 44,561 0,6 45343 | 8071,1| 40355
3 52,883 0,6 54,412 | 9685,3| 48427
4 63,681 0,6 65,515 | 11661,6| 5830,8
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
1 2065,2| 2378,0 Pocet bodu n= 4
2 4035,5| 35884 Flux J= 12104
3 4842,7| 4798,8 Abs. ¢len g= 1167,6
4 5830,8 6009,1 Korelaéni koef. r= 0,9782
5 8000 —+
IS
(&]
ke
= 6000 |
(<]
4 000 + L)
2000 + L4
0 | | |
0 2 4 6
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Protokol 17

Vo [mi] | Vo= 164 |
t [h]
Crk [mg/100mi] ‘ Subling. membrana ‘
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] | Donor: 4 Kofein ‘
Qt [ug]l veV,
Q [ug] Ve Vo/lcm? | M&Feni: A =282nm |
Plocha 2
t an Avdop Ck Qt Qt
1 25,038 0,6 25,038 | 4106,3| 2053,2
2 48,166 0,6 49,082 | 8049,5| 4024,7
3 62,221 0,6 64,017 | 10498,8| 52494
4 74,177 0,6 76,519 | 12549,1| 6274,5
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
1 2053,2| 2317,1 Pocet bodu n= 4
2 4024,7| 3706,0 Flux J= 13889
3 5249,4| 5094,9 Abs. ¢len g= 928,3
4 6274,5 6483,8 Korelaéni koef. r= 0,9879
5 8000 —+
IS
($]
ES)
= 6000 —+
o
4 000 + o
2000 + L
0 1 1 1
0 2 4 6
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Protokol 18

Vo [ml]

t [h]

Crx [mg/100mlI]

AVgop [mi]

Ck [mg/100ml]

Qt [ng]l ve Vo

Q: [ug] ve Vo /1lcm?

| Vo= 176 |

‘ Subling. membrana ‘

| Donor: 4 Kofein ‘

| M&Feni: A =282nm |
Plocha 2

t an Avdop Ck Qt Qt
1 18,457 0,6 18,457 | 3248,4| 1624,2
2 39,659 0,6 40,288 | 7090,7| 3545,3
3 52,369 0,6 53,743 | 9458,7| 47294
4 64,650 0,6 66,482 | 11700,8| 5850,4
t Qt (exp) Qt (teor) Parametry regrese
1 1624,2 1857,9 Pocet bodu n= 4
2 3545,3| 3244,2 Flux J= 1386,3
3 4729,4 4630,5 Abs. ¢len q= 4716
4 5850,4 6016,7 Korelaéni koef. r= 0,9906
£ 8 000 —+
(&]
Ee)
= 6000 +
(¢}
4 000 +
2000 +
0 1 1 1
0 2 4 6
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Protokol 19
V, [mi] | Vo= 172 |
t [h]
Crk [mg/100mi] ‘ Subling. membrana ‘
AVop [mi]
Cy [mg/100ml] | Donor: 1Dex4 ‘
Q [ng] veV,
Q [ugl ve Vo/ lcm? | M&feni: EXEm: 419/529 |
Plocha 2
t Crk AVop Ck Q Q:
0 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
4 -0,001 0,6 -0,001 -0,2 -0,1
8 0,089 0,6 0,089 15,3 7,7
18 0,973 0,6 0,976 167,9 83,9
22 1,219 0,6 1,254 215,6 107,8
26 1,986 0,6 2,030 349,1 174,6
48 4,552 0 4,622 795,0 397,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
18 83,9 79,3 Pocet bodu n= 4
22 107,8 121,8 Flux J= 10,637
26 174,6 164,4 Abs. ¢len q= -112,2
48 397,5 398,4 Korelaéni koef. r= 0,9974
T 400
O
>
= 300
(<]
200
100
0 i i i i |
10 20 30 40 50

t[h]
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Protokol 20
Vo [mi] | Vo= 1656
t [h]
Crk [mg/100mi] ‘ Subling. membrana
AVgop [mi]
Ck [mg/100mI] | Donor: 1Dex4
Qt [ngl ve Vo
Q: [ug] ve Vo /1lcm? IMéFeni: ExEm: 419/529
Plocha 2
t Crk AVgop Cx Q Q:
0 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
4 -0,007 0,6 -0,007 -1,1 -0,6
8 0,036 0,6 0,036 6,0 3,0
18 0,444 0,6 0,446 74,0 37,0
22 0,782 0,6 0,798 132,5 66,2
26 1,402 0,6 1,431 237,5 118,7
48 4,640 0 4,691 778,8 389,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
18 37,0 26,7 Pocet bodu n= 4
22 66,2 74,7 Flux J= 12,0
26 118,7 122,8 Abs. ¢len g= -189,6
48 389,4 387,2 Korelaéni koef. r= 0,9987
& 400
S
(&)
Ee)
= 300
o
200
100
0 1 1 1 |
10 20 30 40 50

t [h]
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Protokol 21
Vo [mi] | Vo= 174
t [h]
Crk [mg/100mi] ‘ Subling. membrana
AV4op [mi]
Cy [mg/200ml] | Donor: 1Dex4
Qt (gl veV,
o) [ug] Ve Vo/ lcm? | M&Feni: ExEm: 419/529
Plocha 2
t Crk AVgop Cx Q Q:
0 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
4 0,021 0,6 0,021 3,7 1,8
8 0,216 0,6 0,217 37,7 18,9
18 1,800 0,6 1,808 314,5 157,3
22 2,871 0,6 2,933 510,4 255,2
26 4,084 0,6 4,185 728,1 364,1
48 17,631 0 17,775 3092,9| 1546,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
18 157,3 75,5 Pocet bodu n= 4
22 255,2 268,0 Flux J= 48,1
26 364,1 460,4 Abs. ¢len q= -790,6
48 1546,4 1519,0 Korelaéni koef. r= 0,9933
& 2400
S
(&)
<
= 1800
¢ ]
1200
600
®
0 1 1 1 |
10 20 30 40 50

t[h]
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Protokol 22
Vo [mi] | Vo= 174 |
t [h]
Crk [mg/100ml] ‘ Subling. membrana ‘
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] | Donor: 1Dex4 ‘
Qt [ngl ve Vo
o) [ug] Ve Vo/ lcm? | M&Feni: ExEm: 419/529 |
Plocha 2
t Crk AVgop Cx Q Q:
0 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
4 0,107 0,6 0,107 18,6 9,3
8 0,665 0,6 0,669 116,4 58,2
18 4,552 0,6 4,575 796,1 398,0
22 6,268 0,6 6,426 | 11181 559,1
26 9,105 0,6 9,326 | 1622,8 811,4
48 26,505 0 26,826 | 4667,7| 23339
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
18 398,0 330,7 Pocet bodu n= 4
22 559,1 595,4 Flux J= 66,2
26 811,4 860,2 Abs. ¢len q= -860,4
48 2333,9 2316,0 Korelaéni koef. r= 0,9982
= 2400 —+
S
Q
g 1800 —+
<}
1200 +
600 —+
0 1 1 1 |
0 10 20 30 40 50

t[h]
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Protokol 23
vV, [m] | Vo= 184 |
t [h]
Crk [mg/100mi] ‘ Subling. membrana ‘
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] | Donor: 1Dex4 ‘
Q [ng]l veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? IMéFeni: ExEm: 419/529 ‘
Plocha 2
t an AVdop Ck Qt Qt
0 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
4 -0,008 0,6 -0,008 -1,5 -0,7
8 0,144 0,6 0,143 26,4 13,2
18 1,496 0,6 1,501 276,1 138,0
22 2,115 0,6 2,164 398,1 199,1
26 2,884 0,6 2,955 543,7 271,9
48 7,642 0 7,739 1423,9 712,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
18 138,0 126,5 Pocet bodu n= 4
22 199,1 204,1 Flux J= 194
26 271,9 281,7 Abs. &len q= -222,9
48 712,0 708,7 Korelaéni koef. r= 0,9993
< 2400
e
L
£ 1800
<]
1200
0 1 1 1 1 1
10 20 30 40 50

t[h]
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Protokol 24
vV, [m] | Vo= 178
t [h]
Crk [mg/100ml] ‘ Subling. membrana
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml] | Donor: 1Dex4
Q [ng] ve Vs
o) [ug] Ve Vo/ lcm? | M&Feni: ExEm: 419/529
Plocha 2
t Crk AVgop Cx Q Q:
0 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
4 -0,012 0,6 -0,012 -2,2 -1,1
8 0,064 0,6 0,064 11,4 5,7
18 1,181 0,6 1,183 210,7 105,3
22 1,807 0,6 1,847 328,7 164,4
26 2,533 0,6 2,595 461,9 230,9
48 4,171 0 4,258 758,0 379,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
8 5,7 -2,2 Pocet bodu n= 4
18 105,3 120,5 Flux J= 12,3
22 164,4 169,5 Abs. dlen q= -100,3
26 230,9 218,5 Korelaéni koef. r= 0,9914
T 400
(&)
9
= 300
(¢}
®
200
100
0 1 1 | |
10 20 30 40 50

t[h]
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Protokol 25
v, mi] | Vo= 172 |
t (h]
Crk [mg/100mi] | Subling. membrana ‘
AVgop [mi]
Ck [mg/100ml] ‘ Donor:  1Dex20 ‘
o I
Q [ugl Ve Vo/ om’ | M&feni: ExXEm: 419/529 |
Plocha 2
t Crk AVgop Cx Q Qt
0 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
4 -0,016 0,6 -0,016 -2,7 -14
8 0,102 0,6 0,102 17,5 8,8
18 0,944 0,6 0,947 163,0 81,5
22 1,249 0,6 1,282 220,6 110,3
26 1,976 0,6 2,021 347,6 173,8
48 15,134 0 15,205 26152| 1307,6
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
18 81,5 -39,3 Pocet bodu n= 4
22 110,3 135,0 Flux J= 43,6
26 173,8 309,3 Abs. ¢len = -823,8
48 1307,6 1268,2 Korelaéni koef. r= 0,9833
& 2 000
Lo
2 1600
o
1200
800
400
0 | | | |
10 20 30 40 50

t [h]
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Protokol 26
Vo [l | Vo= 178
t [h]
Cuk [mg/100m] | Subling. membrana
AV4op [mi]
Cxk [mg/100ml] | Donor: 1Dex20
o) [1:9] ve
Q [ug] Ve Vo/ 1cm? | Méfeni: EXEm: 419/529
Plocha 2
t Crx AVyop Cy Q Qt
0 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
4 0,050 0,6 0,050 8,8 4,4
8 0,432 0,6 0,434 77,2 38,6
18 2,778 0,6 2,792 497,0 248,5
22 3,812 0,6 3,906 695,2 347,6
26 5,246 0,6 5,378 957,2 478,6
48 16,628 0 16,809| 29920 1496,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
18 248,5 192,6 Pocet bodu n= 4
22 347,6 364,0 Flux J= 429
26 478,6 535,5 Abs. ¢len q= -579,1
48 1496,0 1478,6 Korelaéni koef. r= 0,9965
T 2000 +
o
2 1600 +
<]
1200 +
800 —+
400 +
0 1 1 | | |
0 10 20 30 40 50

t[h]
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Protokol 27
Vo [l | Vo= 17
t [h]
Cuk [mg/100m] | Subling. membrana
AVgop (mi]
Cx [mg/100ml] | Donor: 1Dex20
Q [1:9] ve
Q [ug] Ve Vo/ 1cm? | Méfeni: EXEm: 419/529
Plocha 2
t Crk AVdop Cx Qt Q
0 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
4 0,016 0,6 0,016 2,7 1,3
8 0,214 0,6 0,215 36,5 18,3
18 1,696 0,6 1,703 289,6 144.,8
22 2,464 0,6 2,524 429,0 214.,5
26 3,566 0,6 3,655 621,4 310,7
48 9,417 0 9,546 | 1622,8 811,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
18 144.,8 134,0 Pocet bodl n= 4
22 214,5 224,1 Flux J= 225
26 310,7 3141 Abs. ¢len q= -271,1
48 811,4 809,2 Korelaéni koef. r= 0,9996
% 2000
o
2 1600
<]
1200
800
400
0 | | | | |
10 20 30 40 50

t[h]
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Protokol 28
Vo [l | Vo= 184
t [h]
Crk [mg/100m] | Subling. membrana
AVgop (mi]
Cx [mg/100ml] | Donor: 1Dex20
Q [1:9] ve
Q [ug] Ve Vo/ 1cm? | Méfeni: EXEm: 419/529
Plocha 2
t Chx AVyop Cy Q Qt
0 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
4 -0,010 0,6 -0,010 -1,9 -1,0
8 0,209 0,6 0,209 38,4 19,2
18 1,806 0,6 1,813 333,6 166,8
22 2,806 0,6 2,865 527,2 263,6
26 4,210 0,6 4,304 791,9 395,9
48 20,320 0 20,460| 3764,7| 18823
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
18 166,8 48,9 Pocet bodu n= 4
22 263,6 288,2 Flux J= 59,8
26 395,9 527,6 Abs. Clen q= -1028,1
48 1882,3 1844,0 Korelaéni koef. r= 0,9914
£ 2000
(&)
D
= 1600
<]
1200
800
400
0 | | | |
10 20 30 40 50

t[h]
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Protokol 29
Vo [mi] | Vo= 17 |
t (h]
Crk [mg/100ml] ‘ Subling. membrana ‘
AVgop [mi]
Cx [mg/100ml] | Donor: 1Dex20 ‘
Q [1:9] ve
Q [ug] ve Vo / 1om’ | Méfeni: EXEm: 419/529 |
Plocha 2
t Crk AVdop Cx Qt Q
0 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
4 0,027 0,6 0,027 4,6 2,3
8 0,321 0,6 0,322 54,7 27,4
18 2,361 0,6 2,373 403,4 201,7
22 3,439 0,6 3,523 598,8 299,4
26 5,148 0,6 5,272 896,2 448,1
48 16,367 0 16,553 2814,0| 1407,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
18 201,7 155,6 Pocet bodu n= 4
22 299,4 320,7 Flux J= 413
26 448,1 485,8 Abs. ¢len q= -587,5
48 1407,0 1394,1 Korelaéni koef. r= 0,9977
T 2 000
L
g 1600
<]
1200
800
400
0 1 1 1 |
10 20 30 40 50

t [h]
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Protokol 30
Vo [mi] | Vo= 162 |
t [h]
Crk [mg/100mi] | Subling. membrana |
AVop [mli]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 1DEX40 ‘
o o
Q [ugl Ve Vo/ om’ | M&feni: ExEm: 419/529 |
Plocha 2
t Crk AVgop Cx Q Qt
0 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
4 -0,022 0,6 -0,022 -3,5 -1,8
8 -0,005 0,6 -0,006 -0,9 -0,5
18 0,108 0,6 0,108 17,5 8,8
22 0,091 0,6 0,095 15,4 7,7
26 0,143 0,6 0,147 23,8 11,9
48 0,407 0 0,413 66,9 33,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
22 7,7 7.8 Pocet bodu n= 3
26 11,9 11,8 Flux J= 0,98
48 33,4 33,5 Abs. ¢len = -13,9
Korelaéni koef. r= 0,9999
& 100 +
§
S 80 T+
=
o 60 +
40 +
20 +
0 | ""/.
0 10 20 30 40

t[h]
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Protokol 31
V, [mi] | Vo= 172
t [h]
Crk [mg/100mi] | Subling. membrana
AVeop [mi]
Cx [mg/100ml] |Donor:  1DEX40
o P
Q [ugl Ve Vo / 1om? | M&feni: ExEm: 419/529 |
Plocha 2
t Crk AVgop Cx Q Qt
0 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
4 -0,027 0,6 -0,027 -4,7 -2,3
8 -0,007 0,6 -0,008 -1,3 -0,7
18 0,193 0,6 0,193 33,2 16,6
22 0,306 0,6 0,313 53,8 26,9
26 0,597 0,6 0,608 104,6 52,3
48 2,540 0 2,561 440,6 220,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
18 16,6 4.7 Pocet bod n= 4
22 26,9 33,0 Flux J=171
26 52,3 61,3 Abs. ¢len -122,7
48 220,3 217,1 Korelaéni koef. r= 0,9950
5
1200 ¢
=
o 1000 +
800 +
600
400 +
200 +
0 : : !

20, 30
t[h]
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Protokol 32
v, mi] | Vo= 172 |
t [h]
Crk [mg/100mi] | Subling. membrana |
AVop [mli]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 1DEX40 ‘
o
Q [ugl Ve Vo / 1om? | M&feni: ExEm: 419/529 |
Plocha 2
t Crk AVgop Cx Q Qt
0 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
4 0,034 0,6 0,034 5,9 3,0
8 0,125 0,6 0,126 21,7 10,9
18 0,607 0,6 0,611 105,2 52,6
22 1,032 0,6 1,053 181,1 90,5
26 1,701 0,6 1,737 298,8 149,4
48 4,774 0 4,835 831,6 415,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
18 52,6 48,6 Pocet bodu n= 4
22 90,5 97,6 Flux J= 12,2
26 149,4 146,5 Abs. ¢len = -171,6
48 415,8 415,6 Korelaéni koef. r= 0,9995
(\g 1200 -
S 1000 -
=
o 800 -
600 -
400 -
200 -
0 1 1 |
0 10 20 30 40 50

t[h]
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Protokol 34
Vo [mi] | Vo= 168 |
t [h]
Crk [mg/100mi] | Subling. membrana |
AVop [mli]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 1DEX40 ‘
o o
Q [ugl Ve Vo / 1om? | M&feni: ExEm: 419/529 |
Plocha 2
t Crk AVgop Cx Q Qt
0 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
4 -0,020 0,6 -0,020 -3,3 -1,7
8 0,056 0,6 0,055 9,2 4,6
18 0,930 0,6 0,932 156,6 78,3
22 1,601 0,6 1,634 274,6 137,3
26 2,699 0,6 2,757 463,2 231,6
48 13,549 0 13,648 2292,8| 11464
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
22 137,3 107,6 Pocet bodu n= 3
26 231,6 266,6 Flux J= 39,7
48 1146,4 1141,0 Abs. ¢len = -766,7
Korelaéni koef. r= 0,9983
g 1200
2 1000
S 800
600
400
200
0 1 1 1 |
10 50
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Protokol 35
Ve mi] | Vo= 158 |
t [h]
Cix [mg/100ml] | Subling. membrana |
AVop [mli]
Cy [mg/100ml] ‘ Donor: 1DEX40 ‘
o0y
Q [ugl Ve Vo / 1om? | M&feni: ExEm: 419/529 |
Plocha 2
t Cr AVgop Ck Qt Qt
0 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
4 -0,009 0,6 -0,009 -1,4 -0,7
8 0,080 0,6 0,079 12,5 6,3
18 -0,060 0,6 -0,057 -8,9 -4,5
22 2,240 0,6 2,238 353,6 176,8
26 3,196 0,6 3,281 518,5 259,2
48 9,233 0 9,358 | 14785 739,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
22 176,8 174,8 Pocet bodu n= 3
26 259,2 261,6 Flux J= 21,7
48 739,3 738,9 Abs. ¢len = -302,5
Korelaéni koef. r= 0,999974036
§ jow]
2
= 800 |
C 00 +
400 +
200 + /
0 1 1 1 1 |
0 10 20 30 0 50
t [h]
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Protokol 36

Vo [mi] Vo= 17
t [h]
Cuk [mg/100ml] Subling. membrana
AVop [m]
Ck [mg/100ml] Donor: 1DEX40
o
Q gl ve V! lom’ | M&feni: ExEm: 419/529
Plocha 2
t Crk AV4op Cx Qt Qt
0 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
4 -0,007 0,6 -0,007 -1,1 -0,6
8 0,040 0,6 0,040 6,8 3,4
18 0,361 0,6 0,362 61,5 30,8
22 0,560 0,6 0,572 97,3 48,7
26 0,920 0,6 0,940 159,8 79,9
48 4,344 0 4,377 744,0 372,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
22 48,7 39,6 Pocet bodu n= 3
26 79,9 90,5 Flux J= 127
48 372,0 370,4 Abs.Clen q= -240,2
Korelacni koef. r= 0,998448614
51200
21000
@ 800
600
400
200
0 | | —— |
10 20 ¢ 3 40 50
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Kalibracni zavislosti

Po HPLC stanoveni kofeinu ve vzorcich akceptorové faze v prvni ¢tyfhodinové casti
permeacnich pokust byla kalibracni zdvislost v proméreném rozpéti koncentraci
(Tab. 4.1) pfimkova. Kalibra¢ni rovnice méla konkrétné tvar
A=691,6C-0,66, vekteré
A... absorbance
Cu..... koncentrace v mg kofeinu/100 ml

Jeji korelacni koeficient ¢inil R = 0,99995, proto pIné vyhovovala.

Hodnoty ziskané pfi kalibraci fluorescenéné znaceného dextranu 4000 jsou uvedeny
na Obr. 6.1. Také znéj je patrné, Ze linearni regrese nepfinesla Zadné problémy.
Koeficient determinace R®* = 0,997 byl pro danou koncentraéni zavislost emitance
na koncentraci dextranu 4 000 vycislen pfistrojovym softwarem. Obdobné tomu bylo
i v pfipadé dextranu 20 000 a dextranu 40 000.

V daném rozpéti koncentraci bylo vidy moziné vyuzit ziskanou kalibra¢ni rovnici
k navazujicimu stanovovani prislusSného dextranu v akceptorové fazi z permeacnich
pokus(, pFisluiné koeficienty determinace €inily konkrétné R® = 0,9991 pro dextran

20000a R*= 0,9991 pro dextran 40 000.

Obr. 6.1: Kalibraéni pfimka fluorescein-isothiokyanat dextranu 4 000

Kalibrace dextranu 4 000
1,8

y =0,1621x + 0,0067 4

15 R?=0,997
0,9

0,6 /
0,3 /

O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

koncentrace [mg/100ml]

emitance
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6.2 Permeace kofeinu

Prvni duleZité vysledky z permeacnich pokust ilustruji grafy na protokolech 1 a7 18.
Na vsech jsou permeacni profily kofeinu sublingvdlni membrdnou. Ze vSech je dobre
patrné, Ze vycisleni hodnot fluxd necinilo v ptipadé kofeinu problémy.

V grafech na Obr. 6.3, 6.5 a 6.7 jsou postupné uvedeny vsechny hodnoty fluxd kofeinu
pro celkem 18 individudlnich sublingvalnich membranovych $tép(, celkem z 3 rlznych
jazykd. Variabilita nalezenych hodnot flux(i v pokusu byla velmi nizkd, jak ukazuji nejen
zminéné grafy, ale také celkovd hodnota primérného fluxu kofeinu
J = 1370 pg/cm®h™?, smérodatnd odchylka jednotlivych hodnot fluxd ¢&inila
SEM =100,8.

VSechny takto ziskané vysledky svéd¢i o velmi dobré kvalité vypreparovanych

sublingvalnich membran.

Uvedenou hodnotu J flux(i kofeinu a predevsim jejich variability je mozné pro
sublingvalni membrany se stejnym postupem zpracovani a uchovavani a stejnym

donorovym vzorkem povaZovat za vychozi srovnavaci udaj pro dalsi pokusy.

6.3 Permeace dextranu

Komplikovanéjsi byla situace pfi posouzeni namérenych ¢asovych profill sublingvalniho
pruaniku dextranl a navazného vyhodnocovani vysledkd fluxd. Museli jsme vzit v Uvahu,
Ze permeacni kfivka miZe mit v zdsadé sigmoidni charakter a priinik substance se v jisté

fazi zpomaluje a prechazi k néjaké limitni hodnoté.

Na zadatku permeacniho procesu, kdy byl ¢asovy profil permeace neurdity a kolisavy,
nebyla zavislost mezi ¢asem a koncentraci zpravidla jesté linearni. Udaje z obou téchto
usekl byly proto pfi propoctech hodnot fluxd dextranli vynechdvany. Pro vypoclty
strmosti (pseudo)-stacionarniho Useku permeace byla vyuZita pouze pfimkova cast
grafu, ktera flux J dextranu [pg /cm® h™] v daném Useku charakterizuje. P¥i celkovém
nahledu na permeacni kfivku musela byt vidy podloZena alespon 3 body, dostatecné od

sebe na ¢asové ose vzdalenymi.
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Obr. 6.2 Hodnoty fluxi dextranu 4 000 pfes membrany 1-6
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Obr. 6.3: Hodnoty fluxt kofeinu pfes membrany 1-6
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Obr. 6.4 Hodnoty fluxi dextranu 20 000 pies membrany 7-11

Dextran 20 000
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Obr. 6.5 Hodnoty fluxd kofeinu pfes membrany 7-11
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Obr. 6.6 Hodnoty fluxa dextranu 40 000 (membrany 13-18)

J[ug/cm2.h?]

Dextran 40 000
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Obr. 6.7 Hodnoty fluxi kofeinu pies membrany 13-18
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Ze zavérecného souhrnného grafu fluxd vSech 3 dextran( na Obr. 6.8 je zfejmé, Ze
nejvice prochazel pres sublingvalni membranu dextran o molekulové hmotnosti 20 000,
pak nasledoval dextran 4 000 a nejméné prostupoval dextran 40 000. Predpokladali
jsme, Ze poradi prostupujicich dextran(i na prvnich dvou mistech bude opacné, Ze poradi

fluxd permeujicich dextran( bude odrazet jejich molekulové hmotnosti.

Obr. 6.8: Srovnani fluxu dextranu 4000, dextranu 20 000 a dextranu 40 000

Fluxy dextranti pfi in vitro permeaci
sublingualni z vodného vehikula
— 60
<
E 50 - T
(&)
®
= 40
30
20 -
10 -
O .
Dex4 Dex20 Dex40

Je to zajimavy a zaroven prekvapuijici vysledek. ProtoZe kolisani hodnot fluxt je ovsem
v pfipadé dextranl znacné, na rozdil od kofeinu nebudou uvedené vysledky slozZitéji
interpretovany a vyvozovany zavéry.

Pfedpokldadame, Ze u dextranu o molekulové hmotnosti 4 000 dochazi
ke shlukovani a vytvareni agregdat(i, které neumoziuji snadnéjsi prostup, jak bylo
oCekdavano.

K prikazu pravého didvodu naméreného jevu by byla potfeba podrobnéjsiho studia
dextranu, jejich vlastnosti, prostorovych struktur a chovani v rizném prostredi.

Vychazime-li z dostupnych informaci o dextranech (viz kap. 3.2.8), nemlzeme d(ivod

prekvapivych vysledk( ze ziskanych dat urdit.
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7 ZAVER

Z teoretické casti prace je zirejmd skute€nost, Ze hlavnimi vyhodami sublingvdlniho
podani |éCiv je bohatd krevni zdsoba sliznice a obejiti first-pass metabolismu
vstfebanymi latkami. Tato aplikacni cesta pro dosazeni systémové cirkulace IléCiv

s velkou molekulové hmotnosti je pojednana dosud jen malo.

Experimentalni ¢ast byla proto zaméfena na preparativni pfipravu sublingvalnich
membran a sledovani in vitro permeace fluorescen¢né znacenych dextranu

o molekulové hmotnosti 4 000, 20 000 a 40 000.
Z experimentu vyplyvaji tyto zavéry

1. Mérfeni transmukozalniho fluxu kofeinu pfindsi velmi reprodukovatelné

pramérné hodnoty fluxd kofeinu: J = 1370 ug/cmz.h'l; SEM =100,8.

g

Membrdany Ize vypreparovat s potfebnou reprodukovatelnosti.

3. Ddlezity je vysledek z hodnoceni fluxd dextrand rozdilnych molekulovych
hmotnosti. Pfekvapivé je zejména zjiSténi, Ze dextran 20 000 pronikal nejrychleji
J=42,02 ug/cm*ht; SEM = 11,8.

4. Vyrazné snizenou permeaci jsme vyhodnotili u dextranu 4 000:
J=28,11 ug/cm?h®; SEM = 21,4.

5. Potvrdil se predpoklad, Ze nejmensi flux nalezneme u dextranu 40 000:

J=15,73 ug/cm?h®; SEM = 12,4.
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