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ABSTRAKT

Sublingvalni a bukdlni aplikacni cesty jsou pro néktera IéCiva variantou systémové
aplikace. Po struéném souhrnu zdkladnich informaci o cestach praniku lé¢iv do organismu
podava teoretickda cast prace nastin problematiky oromukosdlni bariéry, zejména

v souvislosti s moZnymi problémy souvisejicimi s fyzikdlnimi vlastnostmi slin a mukusu.

Ukolem experimentu bylo ovéfeni liberace a néasledné permeace albuminu (BSA)
sublingvalni membranou in vitro. Jako biologickda membrdna byla pouZita podjazykova

sliznice prasete domaciho (Sus scrofa) uchovavana pti— 20 °C.

Naplni in vitro pokustd bylo uvolfiovani a permeace 16-ndsobné a 32-ndsobné
navrstveného nanomembrdnového nosic¢e s obsahem polyvinylalkoholu, polyethylenoxidu a
30 procent smési (1:1) albuminu (BSA) a fluorescencné znaceného hovéziho sérového
albuminu (FITC-BSA). Kapalnym prostiedim pro uvolfiovani byl citrat-fosfore¢nanovy pufr pH

6,8, resp. jeho smés s lidskou slinou (1 : 1), akceptorovym prostfedim HEPES pufr pH 7,4.

Nasobné vrstvené nanovldakenné membrany se smacely bezprostfedné po prvnim
kontaktu s malym mnozstvim pufru pH 6.8, resp. jim zfedénou slinou. Uvolnény FICT-BSA byl
diky Zlutému zbarveni pozorovatelny makroskopicky.

Sublingvalni membrany zpracované rychlym zmrazenim v kapalném dusiku se na
zakladé permeacnich vysledkd v in vitro pokusu jevily jako spolehlivé neporusené po dobu

nejméné 6 hodin permeacniho pokusu.

BSA prochazel sublingvalni membranou za danych podminek ze vSech vrstvenych
nosicll i z ekvivalentné koncentrovanych roztokd. V pfepoctu na celkovy albumin to bylo na

urovni fluxti J o hodnotach 10 a7 20 pg/cm?.h™

Nebyla zaznamenana snizend permeace BSA zdonorového prostredi citrat-

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



ABSTRACT

Sublingual and buccal routes of represent alternative approaches of system drug
administration. After a brief summary of essential information about the ways of drug
penetration into the body the theoretical part of the work possess information on
oromucosal barriers, particularly in relation to possible problems related to the physical

properties of saliva and mucus.

The experiment was to verify the release and subsequent permeation albumin (BSA)
through sublingual membrane in vitro was performed. Sublingual porcine (Sus scrofa, var.

domestica) mucosa stored at - 20 ° C was used as biological membrane.

The content of the in vitro experiments was release and permeation using 16-fold
and 32-fold layered nanomembrane carriers containing polyvinyl alcohol, polyethylene oxide
and 30 percent of a mixture (1: 1) albumin BSA and fluorescently labelled bovine serum
albumin (FITC-BSA). The liquid medium for the release was citrate-phosphate buffer pH 6.8,
respectively its mixture with human saliva (1: 1) and the acceptor medium was HEPES buffer

pH 7.4.

Multiple layered nanofibrous membrane was perfectly wetted immediately after the
first contact with a small amount of buffer pH 6.8, resp., with saliva diluted by buffer.

Release FICT-BSA was macroscopically observable due to yellow color arisen.

Sublingual membranes prepared by rapid freezing in liquid nitrogen, based on the
permeation results of an in vitro experiment, seemed reliably intact for at least 6 hours

permeation experiment.

BSA permeates through the sublingual membrane from all layered nanofiber bodies

and solutions at total albumin level fluxes J about 10-20 micrograms/cm? .h™*

No permeation reduction of BSA from the donor medium citrate-phosphate buffer

pH 6.8 containing saliva (1: 1) was observed.



1. UVOD

Elektrostatické zvlaknovani je principialné jednoduchym a Siroce vyuZitelnym
procesem tvorby nanovldken z roztoku polymeru nebo polymerni taveniny
pusobenim silného elektrického pole. Velkou prednosti membran tvofenych nanovldkny je
jejich vysoka porozita avysoky pomér povrchové plochy k hmotnosti nanovlaken.
Medikovana nanovldkna s obsahem fady dosud obtizné zpracovatelnych IéCiv jsou pfislibem
rozvoje novych typl lékovych forem. Zejména obrovskd plocha, kterou mlze byt lécivo
v nich obsaZzené vystaveno kontaktu s prostfedim v misté aplikace, je jednou z vyhod, pro
kterou jsou v poslednich letech nanovlakenné nosice s obsahem |éciv v dané souvislosti
intenzivné studovany. Predkladand prace k nim patfi a pfedstavuje dalsi ¢ast spoluprace

katedry farmaceutické technologie FaF UK s firmou Elmarco, s r.o. Liberec.

Pfedmétem experimentdlni ¢asti predkladané prace je uvodni hodnoceni chovani
nanovldkennych membran s obsahem albuminu za in vitro biomimetickych podminek se
zaméfenim na podchyceni pfipadného priniku této vysokomolekularni latky sublingvaini
membranou. Nanovldkenné membrany byly vyrobeny Ing. D. Stranskou metodou
beztryskového zvldknéni na vyrobnim zafizeni NanoSpider™ v laboratofich vyie zminéné
firmy. Vysledky byly ziskdny paralelné s praci Mgr. V. Houdkové (2016) po strance metodické

byly ziskany analogicky, po strance obsahové ji rozsifuji a interpretacné doplnuiji.



2. ZADANI PRACE

1. V teroretické ¢asti podat strucny prehled zplsobU priniku IéCivych latek burikami
a oromukozalni bariérou se zfetelem na vlastnosti sou¢asti oromukozalni kapaliny in vivo

jako vehikula prvniho kontaktu Iéciva s biologickym prostfedim pfi sublingvalnim podani.

2. Realizovat in vitro permeacni pokusy stransmukozdlnim podanim albuminu jako
modelové vysokomolekuldrni latky na podjazykovou membranu ziskanou z prasete

domaciho (Sus scrofa v. domestica) jako hlavni permeacni bariérou.

Pfitom se zaméfit na in vitro prlnik fluorescenéné znaceného hovéziho sérového
albuminu  (FITC-BSA), resp. hovéziho sérového albuminu (BSA) vpraveného
elektrospinningem do vicendsobné vrstveného nanovldkenného polymerniho nosice
s obsahem polyvinylalkoholu, polyethylenoxidu a celkem 30 % BSA. OrientaCné také provést
porovnani s prinikem FITC-BSA z roztoku ekvivalentniho mnoiZstvi albuminu za stejnych

aplika¢nich podminek.

Dil¢im ukolem je ziskat dopliujici Udaje o permeaci albuminu z prostfedi obsahujiciho

lidskou slinu.

3. Vyhodnoceni experimentdlnich dat z HPLC stanoveni FITC-BSA ponechat pracovnikim

s prislusnou specialni erudici.

K naslednému vyhodnoceni vlastnich permeacnich dat prednostné wvyuZzit postupl
zavedenych v laboratofi katedry, aby bylo mozné pokus dobre reprodukovat a vysledky

interpretovat i v relacich s jinymi pracemi.

4. Zpracovani kompletniho prvopisu

Pro formulaci zavéra vyuZit vlastnich zkuSenosti z pfedchozi diplomové prace,

pripadné konzultace s paralelné probihajici rigorézni praci Mgr. Veroniky Houdkové.

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



3. TEORETICKA CAST

Myslenka sublingvalniho podani 1éCiv byla pro farmakoterapii poprvé popsana
koncem 19. stoleti pro trinitrat glycerolu,’ oznacovany tehdy jako nitroglycerin. Exaktnéji
byla pro stejnou latku vyuZita po roce 1950, ale vétsi vyzkumné pozornosti se sublingvalni
terapii znovu dostava teprve v poslednich asi 15 letech, a to predevSim v podobé

orodisperznich tablet, mukoadhezivnich bukalnich tablet, sublingvalnich tablet a spreji.??

Soubézné byl v poslednich letech také zkouman koncept mukoadhezivnich pfipravku
smérujicich na absorpcéni mista na povrsich sliznic v distalnéjsich partiich GIT, tedy v Zaludku
a navazujicich soucasti stfeva. Do soucasné doby se zatim ukazalo, Ze tento pristup ma stale
pomérné daleko k dfive predpokladanému vyuziti. Hlavni dlvody spocivaji v kontinudlnim
pohybu a neustalé obnové gelové vrstvy hlenu pokryvajici povrchy sliznic.* Vypo¢ty a in vivo
experimenty ukazaly, Ze doba obmény mucinu (hlenu, slizu) je znacné rychld, muize byt

mérena v hodinach.

To vSe zatim ukazuje, Ze perordlni mukoadhezivni pfipravky, oproti pripravkim
s prodlouzenym uvolfiovanim, maji jen malé nebo prakticky zadné vyhody. Mukoadhezivni
pripravek se totiz v prostfedi GIT sluminalnim obsahem v zdsadé chova jako normalni
tablety. In vivo experimenty ukdzaly, Ze v ramci podminek prevladajicich v GIT se dosud
zndmé mukoadhezivni polymery nechovaji z hlediska fizeného uvolfiovani optimalné.> Pfesto
vsak jsou i poznatky z oblasti mukoadheze pro sublingvalni podani IéCiv dobfe vyuzitelné.
A to je dnes povazovano za podani pouzitelné také pro systémové podani vySemolekularnich

léciv.

V oblasti ucinnych latek typu proteinli a peptid(, které jsou v soucasnosti oznacovany
nékolika rGznymi nazvy, napftiklad jako biologika (biologics), bioterapeutika nebo proteinova
terapeutika, se v soucasnosti objevuje mnoho praci pfinasejicich nové poznatky
o moznostech jejich podavani k diagnostickym ilécebnym ucellim. Mnohé z biologik jsou
zaloZeny na principu protilatek, které jsou zacileny na specifické typy imunitnich bunék,
(plazmatické burnky a T-buriky), nebo na bunécné povrchové receptory podilejici se na
regulaci bunécného chovani. Piikladem je epidermalni rGstovy faktor (EGFR), ktery ovliviiuje
rist nékterych nddord hlavy akrku. Tyto latky mohou pfinést prevrat v lé¢bé mnoha

systémovych, ale také lokalnich onemocnéni, napriklad v Ustech. Stdle vSak existuji tradi¢ni



problémy spojené s jejich poddvanim. ProtoZe biologika jsou rychle ni¢ena v Zaludku a ve
stfevé, museji byt podavany parenterdlné, coz omezuje spektrum mozZnosti, za kterych
mohou byt pouzivany k Ié¢bé. Proto nové vrostl zajem o transmukosalni pripravky, kterymi

by biologika mohla byt aplikovana.

3.1 Cesty léciv biologickymi membranami

Na bunééné trovni miiZzeme moznosti transportu |é&iv rozdélit na dvé skupiny:°

3.1.1 Transcelularni transport
Je zavisly na transmembranovych mechanismech transportu, k nimz patfi:

® Prosta difuze — pro Iatky rozpustné v lipidech (volné pronikaji lipidovou dvojvrstvou), malé

neutralni molekuly ( O,, CO,) a voda

e Prostup iontovymi kanaly — pro ionty a vodu (prostupuji pfes membranu pory, jejichz

zakladem je vodou naplnény kanal v transportnim proteinu, kterym malé molekuly difunduji)

e Primarni aktivni transport — probiha proti elektrochemickému gradientu (nutny je pfisun

energie, napt. Na"a K" pumpa)

e Sekundarni aktivni transport (spfaZzeny transport) — je sdm o sobé pasivnim transportem,
ale je sprazen se systémem, pfi kterém je spotfebovavana energie. Existuji dva typy tohoto
transportu: symport — transport latek stejnym smérem a antiport — transport latek opacnym

smeérem.

e Endocytdza, exocytdza — pro transport latek pomoci transportnich vezikul (je vyuZivan

fadou latek, napf. cholesterolem, proteiny)

<
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elektrochemicky potencial
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pasivni transport aktivni transport

Obr. 3.1 Zakladni transportni mechanismy’



U transmukosalni absorpce v oblasti dutiny Ustni se transcelularni prinik [éCiv bézné tyka jen

omezené skupiny lipofilnich nizkomolekuldrnich latek (nap¥. zminéného trinitratu glycerolu).

3.1.2 Paracelularni transport

Cesty paracelularniho transportu jsou charakterizovany i limitovany typem a funkénim
stavem intracelularnich kontaktd (gap junctions a tight junctions). Podle poctu vrstev, Sitky

a symetrie intracelularniho prostoru délime tyto kontakty do t¥i kategorii: *°

® Zonula occludens = tésné spojeni — dochazi zde k tésnému pfiblizeni zevnich lista

membran. Podle pottu listd membran délime toto spojeni na:°

»8ap junctions” = skulinové spojeni, kde zevni listy se pfiblizi na vzdalenost 2 nm az
3 nm bez Uplného uzavieni stérbin (zaujima mensi plochu). Timto spojenim je

umoznén transport iontt a malych molekul mezi sousednimi burikami. '

zavieny otevieny

konexon
monomeru konexinu,

cytoplazmaticke
membrany

mezibuné&ny prostor

prostor Siroky 2-4 nm hydrofilni kanal

Obr. 3.2 Zikladni transportni mechanismy: Gap Junctions *

,» tight junctions“ = pravé tésné spojeni, kde dochdazi ke splynuti zevnich listl
membran (obepind cely obvod burky). Toto spojeni hraje klicovou roli v ovlivnéni
permeability. Je tvofeno rodinou transmembranovych proteini a okludinem, jehoz role je
stdle jeSté zkoumana. Tight junctions obsahuji nejméné 40 rlznych proteinl. Klaudin
a okludin jsou transmembranové proteiny zodpovédné za intercelularni, mezibunécnou

13,14

adhezi, zatimco proteiny zonula occludens 1 a zonula occludens 2 (ZO-1, Z0-2) a

cingulin® fadime mezi intraceluldrni proteiny, které vytvareji sit mezi transmembranovymi

proteiny a aktinovym cytoskeletem.'®*’



Jsou to proteiny lokalizované na periferni strané membrany a podileji se na spojeni
okludin-aktin jako zakladu cytoskeletonu. Proteiny se tedy takto napojuji z kazdé strany na

jednu z membran a tim vétsiné latek zamezi priiniku mezi témito membranami. &’

Mocus layer

Apical side 2000 .‘1'_‘,: 0 20pR0enAg oAt
Basolateral q i
surface

I

I

Occludin
Claudin 1
E-cadherin
201
JAM-
Catenins
Cingulin
Actin

Paracellular space

Obr. 3.3 Zakladni transportni mechanismy — Tight Junction *®

e Zonula adherens = zpevnujici kontakt — volné pfiblizeni obou membran, objevujici se
v endotelidInich burikdch. Tento spoj je tvoren proteiny kadheriny. Pevnost tohoto spoje je
dana provazanim adhezniho spoje s bunéénou kostrou, cytoskeletem (z vnitini strany se na
tento spoj vazi vlakna aktinu — mikrofilamenta). S timto spojem je svazana dalsi skupina
proteind regulujici bunéénou adhezi (nap¥. a-katenin, B katenin ).

Adherens Junctions
(Zonula adherens)

Actin
filaments

Cadherin

Obr. 3.4 Transportni mechanismy — Zonula adherens *°
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e Macula adherens = desmosom - nejsloZitéjsi ze zminénych kontaktd, ktery je tvoren
diskoidnim Gtvarem. Interceluldrni prostor je $iroky 40 nm - 50 nm. Stérbinu symetricky
rozdéluje materidl uloZzeny mezi membranami. Usporadany systém cytoplazmatickych

filament je symetricky umistén na cytoplazmatické strané bunék. %

Attachment plaque
desmoplakin
Plasma membrane plakoglobins

Keratin
(cytoskeletal filaments)

Keratin
(cytoskeletal filaments)

[’
Cadherin

(adhesion protein)
Extracellular space

Obr. 3.5 Transportni mechanismy — desmozomy**

3.2 Oromukozalni bariéra

V Ustni dutiné jsou aplikaéné dostupné celkem ctyti ponékud rozdilné oblasti sliznice.
Pro systémové podani léCiv je potencidlné pouZitelnd oblast sliznice bukdlni a sublingvalni.
Zejména sublingvalni sliznice je tenci a vice propustna nez ostatni povrchy sliznice dutiny
ustni. Zaujima relativné dostate¢nou plochu, neni keratinizovdna a vyznaCuje se vysokym
pritokem krve. To vSe pfi sublingvalnim podani teoreticky umozniuje rychly nastup ucinku
[é¢iva v pripadech, kdy je to Zadouci. Sublingvalni cesta se proto dosud pouZiva predevsim
pro podani léciv pri IéCbé akutnich stavl. Predpoklada se, Ze vétsina léCiv, véetné pripadu

biologik, pronikd oromukozalni membranou paraceluldrné.

Nejen u perordlniho podani do GIT, ale také u sublingvalni aplikace je jednim
z problém( to, Ze povrch sliznice v misté kontaktu s lé¢ivem je neustdle omyvdan slinami.
U sublingvéniho podani sice neni problémem peristaltika, ale kontakt G¢inné Iatky se sliznici
ovliviuji a ztéZuji pohyby jazyka. Tento faktor se v praxi tézko koriguje. Ani sloZeni slin neni
u daného jedince v pridbéhu dne konstantni. V kazdém pfipadé ovsem je prvni prekdzkou
priniku léciva pres sliznici v Ustech produkt mezibunécnych granuli, ktery je pfitomen na

22,23
N

nejsvrchnéjsich bunkach slizni¢niho epitelu v podobé 200 mikrometr( silné vrstvy. a
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epitelech ustni dutiny jsou takto uloZeny produkty ozna¢ované souhrnné jako mukus, hlen.
Ten se v podstaté sestava z proteinll a sacharid(i, zakladnich fyziologickych iontl a vody.
UdrZuje hydratovany stav povrchu ustni dutiny, poskytuje lubrikaci, koncentruje ochranné
molekuly (napf. imunoglobuliny) a snizuje uchyceni mikroorganismd. Mucin obsahuje
sulfhydrylové skupiny a ionizované skupiny kyseliny sialové, je zaporné nabity a je

zodpovédny za mukoadhezi.**

Vzhledem k tomu, Ze efektivitu sublingvalniho i bukdlniho podavani léCiv ovliviuji
vlastnosti mukusu a slin, jsou k nim v nasledujicich odstavcich uvedeny nékteré relevantni

informace.

3.2.1 Reologické vlastnosti slin

K popisu tekutiny pfitomné v ustni dutiné se pouZivaji pojmy jako celd slina,
kompletni slina, smiSena slina, komplexni slina, Ustni tekutina nebo ordini tekutina. Slina se
sklada z99,5% vody, bilkovin (0,3%), anorganickych latek a stopovych latek (0,2%).>%°
Proteiny ve slinach (1mg aZ 2 mg/ml) jsou tvoreny prevazné glykoproteiny, enzymy (napf. a-
amyldza), imunoglobuliny, a zna¢né Sirokou paletou peptid( (cystatiny, statherin, histatiny

a proteiny bohaté na prolin) s antimikrobidlni aktivitou.?”*®

Anorganicky podil slin obnasi
elektrolyty obvyklé v télnich tekutindch (sodik, draslik, hof¢ikovy a vdpenaty kation,
chloridovy, hydrogenuhli¢itanovy a hydrogenfosforecnanovy anion), ale v odliSnych

koncentracich.

Typ sekretu, ktery produkuji slinné Zlazy, souvisi s pomérem serdzni mukozni slozky
zlazovych bunék. Serdzni bunky, které se nachazeji v priusnich, submandibularnich,
palatalnich (patrovych) a lingvalnich Zlazkach, vylucuji vodnatou tekutinu témér bez obsahu
hlenu. Tato sekrece je silné zavisla na aktivaci néjakym stimulem. Kromé toho slizni¢ni buriky
pritomné v submandibularnich, a hlavné sublingvalnich zlazach produkuji sliny velmi bohaté
na viskozni mukus. Ten je vidy do jisté miry elasticky a zabranuje dehydrataci sliznic

v ustech.”

Kompletni slina mlZe byt reologicky klasifikovana jako non-newtonovska tekutina.
Viskozita slin totiz pfi zvy$eném mechanickém smykovém namahani klesa.>® Hlavnim
dlvodem pro tixotropni charakter celé sliny jako mirné viskézniho gelu je pfitomnost velkych

glykoprotein(, mucinU. DFfivéjsi studie prokazaly, Ze viskozita slin, které neobsahuji muciny s
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vysokou molekulovou hmotnosti, je na smykovém napéti nezavisla a je jen o néco vyssi nez
samotné vody. PUvod a typ mucinu tedy hraji dllezZitou roli, viskozita submandibularni a

palatalni sliny je je$té o néco nizi a méné tixotropni nei slina sublingvalni.*!

Vysoka pruznost sublingvalnich slin a jejich vhodna pfilnavost k Ustni sliznici umoznuji
jejich retenci, submandibularni sliny zase vice pfispivaji k lubrikaci pfi mluveni, tvorbé bolusu

a k polykani.*?

Dalsim parametrem ovliviiujicim reologické vlastnosti slin a mucinu je hodnota jejich
pH. Viskozita slinnych mucind je nejvétsi pfi pH o hodnotach kolem 4,60, zatimco u
Zalude¢niho mucinu prasat je tomu pfi pH 2,95. Toto optimum mizi pfi vyznamné zvysSené
iontové sile prostredi. V nékterych pripadech mélo snizeni pH za nasledek pokles viskozity
celkové nestimulované sliny a jen malé zvysSeni viskozity stimulované sliny. Tyto ucinky pH

obecné byly vysvétleny konformaénimi zménami protein(. >

Viskozita slin béhem skladovani v pribéhu nékolika hodin klesa. Bylo zjiSténo, Ze pfi
teploté mistnosti je viskozita stimulované sliny enzymaticky a viskozitné stabilni nejméné po
dobu 30 minut. Je-li potfeba zabranit zménam viskozity slin, doporucuje se pfidat inhibitory

proteaz p¥imo po odbéru slin.>*

Pro in vitro permeacni pokusy je dllezité, Ze se dlirazné nedoporucuje pouZivat
muciny odvozené od jinych druhl. Zejména praseci Zaludec¢ni hlen a hovézi podcelistni

mucin nejsou jako model lidskych slin vhodné.*

3.2.2 Epitely dutiny astni

V Ustni dutiné Ize nalézt tfi typy Ustni sliznice, nekeratinizovana bukalni a sublingvalni
a mékké patro (zaujimaji asi 60 % plochy) s tenkou a pruznou lamina propria, keratinizovana
sliznice gingivalni a tvrdé patro (asi 25 % plochy), které obsahuje neutralni lipidy, jako
ceramidy a acyl ceramidy, pevné vazana k periostu a specializovana sliznice na zadni ¢asti
hibetu jazyka (asi 15 % plochy) s mnoistvim dobfe vyvinutych papil, kterd je jak

keratinizovana tak bez keratinu.®

Povaha epitelll dutiny Ustni se tedy lisi podle lokalizace, obecné se vsak vSechny
chovaji jako bariéra lipofilniho typu. Pro nizkomolekularni |éCiva s uréitym vySSim stupném
lipofility je pfitom hlavni cestou praniku latek transcelularni prostup sliznici bukalni a

sublingvalni.
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Permeabilitu hydrofilnich a ionizovatelnych IéCiv popisuji vztahy rozdélovani podle pH
a teorie pasivni diftze.>” Zvy3ujici se neionizovany podil u ionizovatelnych latek by mél
podporovat penetraci |éCiva transcelularni cestou. Znamy je pfiklad lidokainu jako slabé baze
s hodnotou pKa 7,9. Pokles pH zvySuje iontovou frakci ajeho rozpustnost, ale snizuje

propustnost pfes Ustni sliznici.*®

Peptidy jsou témito sliznicemi vzhledem kjejich obvykle nizké lipofilité
transportovany paracelularné, tedy interceluldrné, a to prevainé pasivni difuzi vodnimi
cestami.®® P¥i paraceluldrnim transportu zale#i na typu a funkénosti pfitomnych
intracelularnich spoju, tzv. tight junctions, (viz vySe), a v neposledni fadé na fluidité bunécné
membrany, konformaci protein( slizni¢ni membrdany a na vlastni struktufe aktivniho peptidu.
Pfedpoklada se, Zze bukalni a sublingvalni sliznice jsou pro velké molekuly nepropustné, coz
se tedy tyka i vétSiny peptidl. Pfesto stdle existuje znacny zajem o vyhovuijici feSeni, které by
tuto bariéru prekonalo a vedlo ke zvySenipermeability téchto sliznicnich membran.
MozZnosti zlepSeni Ustni absorpce téchto latek spocivaji v uplatnéni enhancerli nebo
inhibitorl  enzym(, nebo vpfipadé polypeptidd zvySenim jejich  stability
modifikaci  biokompatibilnimi funkénimi skupinami, nebo pouzitim bioadhezivnich

aplikagnich systéma. %44

V poslednich letech tak byly v oblasti sublingvalniho podani proteini zaznamenany
urcité uspéchy. Zajimava je napfiklad informace od firmy Generex Biotechnology, ktera pfisla
s komeréné pouZitelnym systémem smésnych micel a enhancer(i pro podani insulinu pres
sliznici dutiny dstni.** Neddvno zavedené typy sublingvélnich a bukalnich p¥ipravk( podava

napfiklad piehled z roku 2011,** a nékteré novéjsi.*

Kromé toho se ovSem objevuji také nové pripravky k lokdlnimu podani biologickych
latek pro lokalni 1é¢bu onemocnéni ustni sliznice, (ekzémy, mykdzy, aftézni viedy). Nové
mukoadhezivni gely a naplasti zlepsuji lokalizaci puUsobeni lé¢iv pfimo na postizenych

mistech.

3.3 Nanovlakenné membrany

Elektrospinning je jednoduchy a univerzalni proces, kterym se vyrabéji nanovlakna
pomoci elektrostaticky vytazeného ultratenkého vldkna z roztoku polymeru, taveniny

polymeru nebo z hybridnich anorganicko-organickych smési.*® Pfedstavuiji pfislib pro rozvoj
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novych systémua k aplikaci 1éCiv, coz je dano jejich vysokym specifickym povrchem, vysokou

porozitou a schopnosti zapouzdfit vysoky podil é¢iva (drug loadings).*”*%*°

Vlastnosti polymerd, které podminiuji vysokou uroven retence ptipravku v dané
aplikacni lokalité pokryté vrstvami mukusu, zahrnuji hydrofilitu, zaporny ndaboj a
pritomnost funkénich skupin poskytujicich vodikové vazby. Kromé toho by povrchova
energie polymeru méla byt dostatec¢nd k potfebnému "smaceni" tekutinou na slizni¢nim
povrchu. Polymer by mél rovnéZz mit dostatecnou flexibilitu, aby jeho retézce mohly
proniknout siti mukusu, byt biokompatibilni, netoxicky a ekonomicky vyhodny. Literatura

déli mukoadhezivni polymery na klasickou prvni a nové;jsi druhou generaci.

V prvni generaci jsou polymery rozdéleny do tfi hlavnich skupin v zavislosti na jejich

povrchovém ndboji. Zahrnuji tak aniontové, kationtové a neiontové polymery.

Aniontové polymery jsou pouzivany v rdmci farmaceutickych pripravk( nejcastéji z
dlvodu jejich vysoké mukoadhezivity a nizké toxicity, resp. drdZdivosti. Jsou
charakterizovany pfitomnosti karboxylovych a siranovych funkénich skupin, které pfi
hodnotach pH nad pKa polymeru vedou k vytvoreni Cisté zaporné nabitého povrchu. Mezi
typické priklady patfi derivaty kyseliny polyakrylové (PAA) a jeji slabé zesiténé derivaty a
sodnd sll karboxymethylcelulézy (CMC-Na), které vzhledem k tvorbé silné vodikové vazby

s mukusem vykazuji vynikajici mukoadhezivni vlastnosti.”

Mezi kationtovymi polymernimi systémy, je nejvice zkouman chitosan a jeho
derivaty. Chitosan je kationtovy polysacharid, vyrabi se deacetylaci chitinu a je vedle celulézy
nejrozéitenéj$im polysacharidem.”® Chitosan je populdrni vzhledem kjeho biologické

kompatibilité, biologické rozloZitelnosti a p¥iznivym toxikologickym vlastnostem.>

Vaze se iontovymi interakcemi svych primarnich aminoskupin a sialovou kyselinou a

sulfonovou kyselinou na substruktury hlenu.”®

Cyklodextriny (CD) fadime do skupiny cyklickych oligopolymer( a-o-glukosy, maji
fadu vyhodnych vlastnosti, jsou-li ziskavany biotechnologicky jsou oznacovany jako nativni,
znichz se dale pripravuji modifikované CD. CD komplexy jsou vyuZivany ipro jejich
stabilizacni ulinek, zlep3Suji stalost vodnych roztok( chemicky labilnich |écivych latek,
biopolymert, polypeptidd, bilkovinnych frakci.>* Pro inkorporaci velkych molekul nejsou

vhodné.
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Pouzitim hydrofilnich a hydrofobnich polymeri mlzeme vytvofit membranu
s vlastnostmi, které by pfi pouZiti jen jednoho typu polymeru (hydrofilniho nebo
hydrofobniho) nebylo mozné. Vybérem vhodnych polymernich latek pro vyrobu membran
Ize ovlivnit uvolfiovani léciva (napf. prodlouZeni nebo zrychleni jeho uvolfiovdni) a tim

ovlivnit jeho terapeuticky G&inek [é¢iva, ptipadné sniZit nezadouci vedlejsi Géinky.>>>®

K moznym variantdm patfi také inkorporace cyklodextrini (B-CD) do roztoku PVA a

s tim spojend tvorba membran s uvolfiovanim léciva zrychlenym z tydn{ na minuty.

Tato vlastnost se vyuziva hlavné pri |écbé akutnich onemocnéni, pfi kterych je
potfeba okamzity Ucinek lécCiva (pouZiti nitratl u symptomatické lé¢by myokardidlni ischémie

s okamZitym ovlivnénim angindzni bolesti).

Polyvinylalkohol (PVA) je biodegradabilni, hydrofilni polymer se specifickymi
vlastnostmi.””>® Vznikda alkalickou hydrolyzou polyvinylacetatu neboli procesem

; 59,60,61

zmydelnéni. Radi se mezi hydrofilni termoplastické polymery,®®*%

je netoxicky,
chemicky odolny a biologicky rozlozitelny. Diky témto vlastnostem nasly PVA membrany své

uplatnéniv biomediciné.®

Jeho vlastnosti zavisi na stupni hydrolyzy polyvinylacetatu (¢astecna hydrolyza, Gplna

hydrolyza), na molekulové hmotnosti (20 000 — 400 000)®° a na stupni krystalizace.®’

Smési polymerl mohou ovsem také efektivné prodlouzit uvolnovani lécCiva a sniZit
toxicitu plynouci z jejich rychlého uvolnéni. Této vlastnosti se vyuziva pfi |[écbé chronickych
onemocnéni, napf. prfi profylaxi myokardialni ischémie pfi chronické stabilni anginé

pectoris.?®

3.4 Albumin

Lidsky albumin tvofi podstatnou cast krevnich bilkovin (albuminy, globuliny,
fibrinogen). Z50% az 60 % predstavuje nejhojnéji zastoupenou slozku. Nevyskytuje se jen
v krvi (42 %), ale i v dalSich télnich tekutindch (tkdnovy mok, mozkomisni mok) a tkanich

(svaly, podkozi).
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Molekula albuminu (molekulova hmotnost 69 000) ma tvar elipsy a je tvorena jednim
polypeptidovym fetézcem o 585 aminokyselinach. Obsahuje 17 disulfidickych mastk(, které
se pomoci proteaz Stépi a tvofi tfi jednotky (a, B, y). Tyto jednotky spolu vzdjemné
spolupracuji a umoznuji albuminu fungovat jako transportér latek (napt. 1éCivé latky, mastné

kyseliny) a zaroven pomahaji udrzet stale vnitfni prostredi.

Syntéza plazmatickych proteint probihd predevsim v jatrech. Za den vyprodukuji asi
12 g albuminu, coZ predstavuje asi 50 % proteinli vyluCovanych jatry a Ctvrtinu proteinu
v jatrech vytvorenych. PFfi poruse syntézy albuminu muize dojit k hypoalbuminemii (snizend

koncentrace albuminu) nebo k hyperalbuminemii (zvySend koncentrace albuminu).

Vazba malych molekul na plazmatické bilkoviny ma ochranou funkci, snizuje jejich
osmotickou ucinnost a chrani je pred vyluCovanim ledvinami. Tato vazba je reverzibilni
a umozZnuje transport latek z mista resorpce, produkce nebo zdsoby do cilovych organu

a tkani. *°
3.4.1 Funkce a vyufiti albuminu’

Udrzovani objemu plazmy

Sténa systémovych kapildr je volné propustna pro vodu a nizkomolekularni latky, to
znamena, Ze jejich koncentrace v plazmé i vintersticidlni tekutiné je stejna. Stejny je
i osmoticky tlak obou tekutin. V krevni plazmé se nachazi vice bilkovin, jejichz molekuly
uplatiuji na stény kapildr osmoticky (onkoticky) tlak 25-30mm Hg. Tento tlak je vzhledem
k nizké molarni koncentraci plazmatickych proteint maly, ale ma znacny biologicky vyznam —
nasdva vodu z intersticia do kapildr. Proti nému pUsobi hydrostaticky tlak v cévach. Tyto sily,

pusobici proti sobé, jsou zodpovédné na udrzeni stalého objemu intravaskuldrni tekutiny.

PFi nedostatecné syntéze plazmatickych bilkovin se v disledku nadmérného prliniku

vody do tkani objevuji otoky.

Transportni funkce

Plazmatické bilkoviny maji velky povrch, ktery umozniuje vazat a transportovat velké

mnozstvi dUlezitych latek:
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Transport volnych mastnych kyselin

Albumin ma pro volné mastné kyseliny nékolik vazebnych mist s rdznou afinitou,

pevnost vazby zavisi na délce acylového fetézce mastné kyseliny.

Transport bilirubinu

Bilirubin je ZluCové barvivo, které vznika z hemoglobinu. Hemoglobin se sklada
z hemu (nebilkovinnd slozka) a globinu (bilkovinnd slozka). Po rozpadu erytrocytu se hem
méni na bilirubin (nekonjugovany, volny). Samotny bilirubin je nerozpustny ve vodé. Po
vazbé na albumin je transportovan do jater, kde se navaze na cukernou slozku a stane se
dobre rozpustnym (konjugovany, vazany bilirubin). Nasledné je vyloucen do Zluci, do travici
trubice, kde se vlivem dalSich chemickych reakci méni na sterkobilin. Sterkobilin je vylu¢ovan
stolici (hnédé zbarveni). Cést bilirubinu se ve stfevé vraci zpét do krve (enterohepatalni

obéh) a je vylu¢ovan ledvinami, mo&i.”*

Transport_hormond (hormony Stitné Zlazy — trijodthyronin, thyroxin; hormony steroidni

povahy)

Transport [ékl a xenobiotik (antibiotika, sulfonamidy, aspirin, dikumarol...), transport médi,

vapniku, zinku, horéiku

3.4.2 Medicinské vyuziti albuminu "2
Hypovolemie (nedostatek krevni tekutiny — plazmy — v krevnim obéhu)

Protoze albumin pUsobi onkotickym tlakem, dokdZe pfi nedostatku krevni tekutiny
,nasat” tekutinu zpét z tkani do krevniho obéhu. Lé¢bu hypovolemie albuminem volime
u pacient(l s dostatec¢nou hydrataci, u kterych z néjakého dlvodu dochazi ke ztraté krevnich

tekutin z krevniho obéhu do mezibunéénych prostor.

Hypoalbuminemie

Snizena koncentrace albuminu mlze mit rdzné priCiny. Patfi mezi né sniZzena syntéza
albuminu v jatrech (tézké poranéni jater, podvyZiva), extrémni ndroky organismu na Ziviny a
energii (tézka poranéni, popaleniny) a patologicky Unik albuminu z organismu (onemocnéni

ledvin, tézka zanétlivd onemocnéni).
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Tézké popaleniny

Pfi popalenindch dochazi k abnormalni ztraté bilkovin. Poddvany albumin mduze

Castecné tyto ztraty vyrovnat.

Syndrom dechové tisné u dospélych

Pfi nedostatku bilkovin se tekutina z krevni plazmy dostava do tkani, hromadi se
v plicich a dochazi k dechovym obtizim. Vtomto pfipadé muiZe byt nasazena lécba

albuminem spolu s Iéky podporujici moceni (vylouceni pfebytecné vody z organismu).
Nefrdza

Pfi onemocnéni ledvin mize dojit k uniku albuminu moci. Doplnénim albuminu se

zmirnuji otoky zplisobené Unikem tekutiny z krevniho obéhu do tkani.

Operace kardiopulmonalniho by-passu (mimotélni obéh pouZivany zejména pfi operacich

srdce).” Doporuéuje se podavat albumin pacientiim pred operaci nebo v jejim pribéhu.

Hemolytickd hemoc novorozence

Pfi této poruse dochazi k nadmérnému rozpadu erytrocytl a uvolfiovani bilirubinu.

Podavani albuminu m{ze zmirnit toxické ucinky bilirubinu.

Dnes jsou v distribuci dostupné pfipravky se dvéma koncentracemi albuminu (5%,
20%). Kazda koncentrace ma své specifické vyuZiti. Albumin je ziskdvan z krve zdravych

darc(, ktefi prosli pfisnou a peclivou kontrolou.

19



4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité latky

Vsechny suroviny byly podle deklaraci vyrobcli a dodavatel(i kvality I1ékopisné nebo
vy3si. Cidténa voda a voda pro HPLC pochazi z centralni pfipravny na FaF UK v Hradci Kralové

a nebyla podrobena Iékopisnym zkouskam.

Albumin hovézi, lyofilizovany

(No. A 9647); BSA Sigma-Aldrich, Praha
Dihydrogen fosfore¢nan sodny (CL 2009) Dr. Kulich Pharma, Hradec Kralové
4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1 ethansulfonova Sigma-Aldrich, Praha

kyselina (HEPES)

Hydroxid sodny (CL 2009) Penta, Praha

Chlorid sodny (CL 2009) Penta, Praha

Kyselina citrénova (CL 2009) Dr. Kulich Pharma, Hradec Kralové
Voda ¢i$téna (CL 2009) FaF UK, Hradec Kralové

Voda pro HPLC ultracista FaF UK, Hradec Kralové

Testované nanovlakenné membrany byly ziskany od firmy Elmarco s.r.0., se sidlem v Liberci,

k dispozici byly dany s nasledujicimi udaji:
Podkladovy substrat: PP spunbond modry
Polymer: 11% PVA/PEO/Albumin 30%
2,3893g Albuminu na 50,0g roztoku (susina 5,5g), 15,6 g/m”

Detailni kvantitativni slozeni nanovlakennych membran je uloZzeno v podkladech u vyrobce.
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4.2  Pristroje
Analytické vahy Kern 440-45N
Digitalni pH metr Gryf 209 L
Elektronickd michacka Variomag
HPLC sestava HP 1200 series
Magnetické michadlo, Telesystem
Ultrazvukovd lazeri VC 300259
Vodni lazen, Grant JB5

Termostat BT50

Sestava HPLC Agilent Technologies 1200

- Isokratické cerpadlo: Iso Pump G1310A

Kern Sohn, Némecko

Gryf HB s.r.0., Ceska Republika
Labortechnik, Némecko
Agilent Technologies, USA
Labortechnik, Némecko
Tesla, Vrable, Slovensko
Grant Instruments, V.Britdnie

Laboratorni pristroje, Ceska

Republika

- UV/VIS detektor: VWD G1414B s proménnou vinovou délkou

- Kolony: Zorbax Eclipse plus C18, oktadecylsilanovy sorbent, primér 4,6 mm,

délka 150 mm, zrnitost 5 mikrometr

- Mobilni faze: fosfatovy pufr pH 2,5: acetonitril (55:45)

- Software: ChemStation 1.22

Dalsi pomucky: Standardni sklenéné vialky o objemu 1,5 az 2,0 ml, vialky objemu 5 ml a

10 ml a dalsi béZné laboratorni sklo, mikropipety, hlinikova folie, permeacni komurky,

vysecnik.
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4.3 Pracovni postupy a metody

4.3.1. Priprava HEPES pufru pH 7,4

Kyselina 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethansulfonova’

HEPES pufr o pH 7,4, byl pouzit k simulaci prostfedi extracelularni tekutiny

Slozeni:
Dihydrogenfosfore¢nan sodny R 021g
HEPES volna kyselina 119¢
Roztok hydroxid sodného 20,0 ml
Chlorid sodny 16,4g
Voda pro HPLC ad 1000,0 ml
Postup:

V 500 ml vody pro HPLC se rozpusti 11,9 g HEPES. Ve 100 ml vody se rozpusti chlorid
sodny a prida se k roztoku HEPES. Pomoci dihydrogenfosforeCnanu sodného a hydroxidu

sodného se nasledné upravi bazicita roztoku na pH 7,4. Nakonec se pfida 400,0 ml vody,

vznikne 1000 ml roztoku.

4.3.2 Priprava citrat-fosforecnanového pufru

Slozeni:
Dihydrogenfosfore¢nan sodny R 553¢g
Kyselina citréonova 0,48 g
Voda cisténa ad 100,0 ml
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Postup:

V 50 ml vody se rozpusti 0,48 g kyseliny citronové. V 50 ml vody se rozpusti
dihydrogenfosforecnan sodny a prida se k roztoku kyseliny citronové. pH kone¢ného roztoku

je 6,8.

4.3.3 Uprava donorovych membrén s albuminem
Membrany jsme nasttihaly na ¢tverecky velikosti 5 cm x 5¢cm (25 cm?).

Jednotlivé Ctverecky jsme poskladaly na sebe do 32 vrstev a 16 vrstev bez pouziti pojiv a
pomoci vysecniku pfizplsobily otvoru v pfipravené komUrce. Vytvorené vrstevnaté struktury
jsme poté zvazily na analytickych vahach (Cisté membrany bez obalovych vrstev)

a zaznamenaly jsme navazky.
Byly zaznamenany a soucasné kdédovany tyto hodnoty navazek:
Membrany pro komdrku HEPES pufr — CITRAT-FOSFATOVY pufr:

Polymer: 11% PVA/PEO/Albumin 30%; (1 dil BSA a 1 dil FITC_BSA)
Substrat: PP spunbond modry
2,3893g Albuminu na 50,0g roztoku (susina 5,5g), 15,6 g/m”

nl (32 vrstev)=0,031¢g n5 (16 vrstev) =0,019 g
n2 (32 vrstev) =0,034 g n6 (16 vrstev) = 0,020 g
n3 (32vrstev) =0,037 g n7 (16 vrstev) = 0,018 g
n4 (32vrstev) =0,031 g n8 (16 vrstev) = 0,019 g

Membrany pro kom@rku HEPES pufr — SLINY : CITRAT-FOSFATOVY pufr (1:1):

Polymer: 11% PVA/PEO/Albumin 30%; (1 dil BSA a 1 dil FTIR BSA)
Substrat: PP spunbond modry
2,3893g Albuminu na 50,0g roztoku (susina 5,5g), 15,6 g/m”

nl (32 vrstev) =0,038 g
n2 (32 vrstev) =0,039 g
n3 (32 vrstev) = 0,036 g
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2,2842g Albuminu na 50,0g roztoku (susina 5,2g), 14,0 g/m”

nl (32 vrstev) =0,039 g
n2 (32 vrstev) =0,035 g
n3 (32 vrstev) = 0,036 g

4.3.4 Pfiprava permeacnich komurek

Permeacni komurka byla sloZzena ze spodni ¢asti, kterd obsahovala 20,0 ml HEPES
pufru pH 7,4, magnetického michadla, dvou sklicek mezi nimiz byla natazena sublingvalni
membrana a kloboucku (viz Obr. 4.1). Ke spojeni obou sklicek jsem pouzila silikon. Takto
pripravené komurky jsem vlozila do vodni lazné (viz Obr. 4.2) vytemperované na teplotu téla

37 +0,5°C.

ﬂ*';.-a AH

Obr. 4.1: Sestavena sada permeacnich komtrek

Jako sublingvalni membranu jsem pouZila preparat z jazyka prasete domaciho
s minimalizovanym mnoiZstvim svalové tkdné. Po rozmraZeni jsem podjazykovou membranu
potiela malym mnoZstvim HEPES pufru, aby doslo k jejich pomalému prohtati a hydrataci.
Membranu jsem mezi sklicka vkladala svalovou stranou smérem dold a ndsledné jsem sklicka

zakolickovala.

4.3.5 Permeace z membran, HEPES pufr, citrat-fosfatovy pufr

Do permeacni komarky jsem doplnila cca 18 ml HEPES pufru 7,4 a na uchycenou

sublingudlni membranu jsem do otvoru mezi sklicky v permeacni komUrce nakdpla 200ul
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citrat-fosfatového pufru, pinzetou jsem vlozZila teréiky nanovldkennych membrdan, doplnila
200 pl citrat-fosfatovym pufrem pH 6,8, zacala méfit cas, komlrku pfikryla vickem,

a kompletni sestavu vloZila zpét do temperované vodni lazné.

Obr. 4. 2 UloZeni permeacnich komUrek v termostatované lazni

Ve stanovenych Casovych intervalech jsem odebirala 0,6 ml vzorku akceptorového
média pomoci injekéni stfikacky a premistovala je do vialek pro autosampler HPLC. Zaroven
jsem do permeacnich komurek doplfiovala HEPES pufr. Odbéry probihaly v predem
stanovenych casovych intervalech (po 20, 40, 60, 90, 120, 180, 240, 360, 420, 480, 1260 a
1440 minutdch).

Odebrané vzorky akceptorové faze jsem zakryla alobalem (ochrana pred svétlem)

a ddvala do lednice, kde byly uchovavany pred HPLC stanovenim FITC-BSA.

TotéZz jsem provedla se dvéma permeacnimi kom(rkami, ve kterych byl misto
donorovych nanomembran jako nosi¢ vpraven pouze roztok s ekvivalentnim mnoZstvim

albuminu (9 dild BSA a 1 dil FITC-BSA).
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4.3.6 Permeace z membran, HEPES pufr, lidské sliny

Odebrané vzorky sliny jsem smichala s citrat-fosfatovym pufrem v poméru 1:1 o pH
6,85 a poutzila k nakdpnuti na terCiky nanovldaken s 32 vrstvami umisténé v permeacnich

bunkach a provedla permeacni experiment analogicky jako v pfedchozich pripadech.

4.4 Chromatografické podminky

Nastrik vzorku byl na autoinjektoru chromatografické soustavy nastaven na 20 pl,
pritok mobilni faze ¢inil 0,8 ml/min, teplota kolony byla nastavena na 30°C, doba separace
byla omezena na 7,5 min, vinové délky fluorescenéniho stanoveni FICT Cinily Ex = 495nm,

Em =203 nm.

Veskera chromatograficka méreni provadél Mgr. P. Berka na HPLC pfistrojové sestavé

Agilent T 1200.

4.5 Zpracovani vysledku

Udaje ziskané zpermeacnich pokust byly zpracovédny postupem standardné
pouzivanym v prislusné laboratofi na katedfe farmaceutické technologie UK FaF v Hradci

Kralové.

Nejprve byly sestaveny Casové prlibéhy koncentrace analytu v jednotlivych burkach
(permeacnich prabéht) pro prislusné donorové vzorky nanovlakennych membrdan a roztokd
s FICT-BSA. Jednalo se o zavislosti emise permeovaného BSA-FITC v akceptorové fazi na case.

Tyto zavislosti byly vyjadieny graficky (viz Obr.6.1).

Na zdakladé kalibracni rovnice byly tyto zdvislosti v pfipravenych vypocetnich
Sablonach prevedeny na koncentracni udaje FICT-BSA a dale na celkové permeovany BSA. V
sestavenych zdavislostech koncentracnich, resp. mnozstevnich udajii na ¢ase byla vyhledana
pfimkova ¢ast prlbéhu permeace FITC-BSA avypocltena smérnice tohoto Useku. Timto
postupem byly soucasné vyéisleny hodnoty fluxti J [pg /cm?. h-'] FICT-BSA a dale také

pfipadné pfisluiné pramérné hodnoty J [ug /cm?®. h-1].

Vzhledem ktomu, Ze soucasti zkoumanych nanovldkennych membran byla smés

FICT-BSA a neznaceného BSA 1 : 1, byla v souhrnném grafu a konecném hodnoceni
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povazovana za hlavni parametr Cciselné dvojnasobna hodnota, tedy flux J celkového

albuminu.
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5. DOKUMENTACE

Protokol 1
Vo [mi] | Vo= 178
t [h]
Cr [mg/100mi] | Kiize SL N2LED
AVgop [m]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor nanol6
Q: [ug] FICT-BSA veV,
Q [ug] BSA veV, | M&Feni:  FITC BSA
t Cnk AVdop Ck Qt Qt
0.75 0.150 0.6 0.150 26.7 53.5
1.5 0.174 0.6 0.179 31.8 63.7
2 0.239 0.6 0.250 44.5 89.0
3 0.189 0.6 0.208 37.1 74.1
4 0.194 0.6 0.219 39.0 78.1
6 0.483 0.6 0.514 91.6 183.2
8 0.559 0.6 0.603 107.3 214.5
21 0.448 0.6 0.504 89.7 179.3
24 4.561 0.6 4.624 823.1| 1646.2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0.75 53.5 44.7 Pocet bodd n= 6
1.5 63.7 60.8 Flux BSA J= 214
2 89.0 71.5
3 74.1 92.9 Korelaéni koef. r= 0.868
4 78.1 114.4
6 183.2 157.2
200
°
160
E 120
E ¢
o ° e ¢
°
40
0 1 1 1 1 1 |
1 2 3 4 5 6
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Protokol 2
Vo mi] | Vo= 182
t [h]
Cox [mg/100m] |Kéize:  SLN2LED |
AVaop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: nanol6
Q [ug] FICT-BSA ve Vo
Q [ug] BSA veV, | M&Feni:  FITC BSA
t Crk AVdop Cx Qt Qt
0.75 0.147 0.6 0.147 26.8 53.5
1.5 0.174 0.6 0.179 32.5 65.0
2 0.177 0.6 0.188 34.2 68.4
3 0.201 0.6 0.217 39.5 79.0
4 0.149 0.6 0.172 31.2 62.5
6 0.233 0.6 0.261 47.5 95.0
8 0.708 0.6 0.744 135.4 270.8
21 0.915 0.6 0.974 177.3 354.5
24 7.486 0.6 7.575 1378.6| 2757.3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
Pocet bod( n=>5
1.5 65.0 65.0 Flux J= 55
2 68.4 68.4
3 79.0 79.0 Korelaéni koef. r= 0.739
4 62.5 62.5
6 95.0 95.0
200 —+
160 +
E 120 +
=y [
S8, e
(@4 ®
40 -+
0 | | | | | |
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Protokol 3
Vo [mi] | vo=18
t [h]
Cok [mg/100mi] | Kéize SL N2LED
AVdop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor nanol6
Q [ug] FICT-BSA ve Vo
Q [ug] BSA veV, | M&Feni:  FITC BSA
t Crk AVdop Cx Qt Qt
0.75 0.176 0.6 0.176 31.7 63.3
1.5 0.166 0.6 0.172 30.9 61.8
2 0.232 0.6 0.243 43.8 87.5
3 0.262 0.6 0.281 50.5 101.1
4 0.297 0.6 0.325 58.4 116.8
6 0.344 0.6 0.382 68.8 137.5
8 0.550 0.6 0.599 107.8 215.6
21 0.925 0.6 0.992 178.6 357.2
24 8.340 0.6 8.438| 1518.8( 3037.7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
Pocet bodd n=>5
1.5 61.8 73.2 Flux BSA J= 154
2 87.5 80.9
3 101.1 96.3 Korelaéni koef. r= 0.962
4 116.8 111.8
6 137.5 142.6
200 +
160 +
e [ J
£ 120 + °
Is)) ]
= 80 + d
04 ®
40 +
0 1 1 1 1 1 |
0 1 2 3 4 5 6
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Protokol 4
V, mi] | Vo= 186 |
t [h]
Co (mg/100mi] | Kéize SLN2LED |
AVdop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor nanol6 ‘
Q [ug] FICT-BSA ve Vo
Q [ug] BSA ve Vo |M&Feni: FITCBSA |
t Crk AVdop Cx Qt Qt
0.75 0.130 0.6 0.130 24.2 48.3
1.5 0.107 0.6 0.111 20.7 41.3
2 0.171 0.6 0.178 33.2 66.3
3 0.241 0.6 0.255 47.3 94.7
4 0.209 0.6 0.230 42.7 85.4
6 0.348 0.6 0.376 69.9 139.8
8 0.462 0.6 0.501 93.2 186.3
21 0.713 0.6 0.766 142.6 285.1
24 11.431 0.6 11.507 2140.4| 4 280.7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
Pocet bod( n=>5
1.5 41.3 50.6 Flux BSA J= 194
2 66.3 60.3
3 94.7 79.7 Korelaéni koef. r= 0.948
4 85.4 99.1
6 139.8 137.9
200 —+
160 +
= °
E 120 +
o °
= 80 + o
] °
40 + ®
0 | | | | | |
0 1 2 3 4 5 6
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Protokol 5
Vo [mi] | Vo= 176
t [h]
Cok [mg/100m] |Kéize:  SLN2LED
AVdop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: nano32
Q [ug] FICT-BSA ve Vo
Q [ug] BSA ve Vo | M&Feni:  FITC BSA
t Crk AVdop Cx Qt Qt
0.75 0.187 0.6 0.187 32.9 65.8
1.5 0.219 0.6 0.225 39.6 79.2
2 0.250 0.6 0.264 46.5 93.0
3 0.430 0.6 0.452 79.6 159.2
4 0.396 0.6 0.433 76.2 152.5
6 0.452 0.6 0.503 88.4 176.9
8 0.487 0.6 0.553 97.4 194.8
21 0.623 0.6 0.706 124.2 248.3
24 6.904 0.6 7.008| 12334 2466.7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0.75 65.8 72.8 Pocet bodd n= 6
1.5 79.2 89.9 Flux BSA J= 227
2 93.0 101.2
3 159.2 124.0 Korelaéni koef. r= 0.919
4 152.5 146.7
6 176.9 192.1
200 +
°
160 + ° o
E 120 +
(@)
= g0 + o’
o °
40 +
0 1 1 1 1 1 |
0 1 2 3 4 5 6
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Protokol 6
Vo [mi] | Vo= 19
t [h]
Cok [mg/100mi] | Kéize SL N2LED
AVdop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor nano32
Q [ug] FICT-BSA ve Vo
Q [ug] BSA ve Vo | M&Feni:  FITC BSA
t Crk AVdop Cx Qt Qt
0.75 0.163 0.6 0.163 31.0 62.0
1.5 0.161 0.6 0.166 31.6 63.1
2 0.208 0.6 0.218 41.5 83.0
3 0.247 0.6 0.263 50.1 100.1
4 0.299 0.6 0.323 61.4 122.8
6 0.319 0.6 0.353 67.1 134.1
8 0.549 0.6 0.593 112.6 225.2
21 0.931 0.6 0.992 188.5 377.0
24 4.647 0.6 4.738 900.3| 1800.5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0.75 62.0 61.7 Pocet bodd n= 6
1.5 63.1 73.2 Flux BSA J= 153
2 83.0 80.8
3 100.1 96.1 Korelaéni koef. r= 0.965
4 122.8 111.4
6 134.1 142.0
200 +
160 +
g °
E 120 + L
z_g: [ J
= 80 + ®
4 o o
40 +
0 1 1 1 1 1 |
0 1 2 3 4 5 6
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Protokol 7
Vo mi] | Vo= 186
t [h]
Cox [mg/100m] |Kéize:  SLN2LED |
AVgop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: nano32
Q [ug] FICT-BSA ve Vo
Q [ug] BSA ve Vo | M&Feni:  FITC BSA
t Crk AVdop Cx Qt Qt
0.75 0.169 0.6 0.169 31.4 62.8
1.5 0.180 0.6 0.185 345 69.0
2 0.196 0.6 0.207 38.6 77.1
3 0.201 0.6 0.219 40.7 81.4
4 0.289 0.6 0.313 58.2 116.4
6 0.274 0.6 0.308 57.2 114.4
8 0.453 0.6 0.496 92.2 184.4
21 0.883 0.6 0.939 174.7 349.5
24 3.444 0.6 3.530 656.5|] 1313.0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0.75 62.8 63.2 Pocet bod( n= 6
1.5 69.0 71.5 Flux BSA J= 11.1
2 77.1 77.1
3 81.4 88.2 Korelaéni koef. r= 0.922
4 116.4 99.4
6 114.4 121.7
200
160 +
g 120 + PY °
g
— 80 —+ Y L]
o} o °®
40 +
0 1 1 1 1 1 |
0 1 2 3 4 5 6
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Protokol 8
V, mi] | Vo= 176
t [h]
Co (mg/100mi] | Kéize SLN2LED |
AVdop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor nano32 ‘
Q [ug] FICT-BSA ve Vo
Q [ug] BSA ve Vo |M&Feni: FITCBSA |
t Crk AVdop Cx Qt Qt
0.5 0.159 0.6 0.159 27.9 55.8
1.5 0.202 0.6 0.208 36.6 73.2
2 0.217 0.6 0.229 40.3 80.6
3 0.265 0.6 0.285 50.1 100.3
4 0.391 0.6 0.420 73.9 147.9
6 0.436 0.6 0.479 84.2 168.4
8 0.475 0.6 0.532 93.6 187.2
21 0.831 0.6 0.904 159.1 318.2
24 5.842 0.6 5.943 1046.0f 2092.1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0.5 55.8 52.7 Pocet bod( n= 6
1.5 73.2 74.9 Flux BSA J= 22.1
2 80.6 85.9
3 100.3 108.0 Korelaéni koef. r= 0.977
4 147.9 130.2
6 168.4 174.4
200 —+
160 + i
_ °
g 120 +
?_32 ®
g 80 + ° ()
°
40 +
0 | | | | | |
0 1 2 3 4 5 6
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Protokol 9
Vo [mi] | Vo= 178 |
t [h]
Cuk [mg/100m] |Kéize:  SLN2LED |
AVdop [ml]
Cy [mg/100mI] ‘ Donor R-Eq ‘
Q [ug] FICT-BSA ve Vo CFP6,8/slina
Q [ug] BSA ve Vo |M&Feni: FITCBSA |
t Chk AVdop Ck Qt Qt
0.75 0.091 0.6 0.091 16.1 16.1
15 0.158 0.6 0.161 28.7 28.7
2 0.232 0.6 0.240 42.7 42.7
3 0.270 0.6 0.287 51.0 51.0
4 0.236 0.6 0.262 46.6 46.6
6 0.456 0.6 0.489 87.0 87.0
8 0.459 0.6 0.504 89.8 89.8
21 0.767 0.6 0.823 146.5 146.5
24 3.760 0.6 3.833 682.4 682.4
Interval regrese
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0.75 16.1 19.7 Podet bod0 n= 6
15 28.7 28.8 Flux BSA J= 121
2 42.7 34.8
3 51.0 46.9 Korelacni koef. r= 0.954
4 46.6 58.9
6 87.0 83.0
200
160
E 120
2 o
— 80
(o]
40 o ® o
)
)
0 1 1 1 1 1 |
1 2 3 4 5 6
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Protokol 10
Vo mil | Vo= 178 |
t ]
Cok [mg/100mi] | Kéize SLN2LED |
AVop [ml]
Ck [mg/100ml] ‘ Donor R-Eq ‘
Q [ug] FICT-BSA ve Vo CFP6,8/slina
Q [ug] BSA ve Vo |M&Feni: FITCBSA |
t an AVdop Ck Qt Qt
0.75 0.098 0.6 0.098 17.4 34.8
15 0.201 0.6 0.204 36.4 72.7
2 0.210 0.6 0.220 39.2 78.5
3 0.323 0.6 0.340 60.6 121.2
4 0.419 0.6 0.447 79.6 159.1
6 0.478 0.6 0.520 92.6 185.2
8 0.728 0.6 0.783 139.3 278.6
21 1.660 0.6 1.732 308.4 616.8
24 4,550 0.6 4.672 831.6 1663.2
Interval regrese
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0.75 34.8 46.8 Pocet bodd n= 6
15 72.7 68.6 Flux BSA J= 29.1
2 78.5 83.1
3 121.2 112.2 Korelaéni koef. r= 0.975
4 159.1 141.3
6 185.2 199.5
250
200
_ )
‘e °
E 150
[=)] [ J
=100
o °®
50
)
0 1 1 1 |
2 4 6 8
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6. VYSLEDKY A DISKUSE

Literatura uvadi, Ze ordlni mukdza je 4 a? 4000 krat propustnéj$i nei koze.”
Permeabilita vody pres bukdini mukdzu je vyssi asi 10krdt, zatimco jeji prlnik pres mékké

77 Priinik vy$emolekularnich latek, zejména

patro pfiblizné 20 krat vy$si ne? pres kGzi.”®
proteinl, pfes neporuSenou k(iZi neni povaiovdn za mozny. Otdzkou stdle je, zda-li se
nemoznost priniku latek typu protein(i tyka také neporusené oromukozalni membrany a

také toho, do jaké miry v tomto muzZe hrat roli oromukozalini kapalina, resp. sliny.

Mukoadhezivni hydrofilni soustavy predstavuiji slibnou variantu nosica IécCiv, které by
mohly relativné permeabilni oromukozalni bariéru vyuzit pro podani IéCivych latek, vCetné
nékterych vySemolekuldrnich. K takovym soustavam patfi také nanovldkenné membrany

zkoumané v experimentu této prace.

Prvni poznatek spojeny sprovadénim in vitro permeacnich pokustd vysel
z makroskopického pozorovani interakce vicevrstevnych nanovldkennych tercik( s citrat-
fosfatovym pufrem pH 6,8. Nastaveni pH na tuto hodnotu bylo zvoleno proto, Ze odpovida
fyziologické acidité slin. Bylo zfejmé, Ze se kruhové terciky velmi dobfe smaceji nejen
v samotném pufru, ale také vjeho smési s Cerstvou slinou (vlastni). Tento jev je dulezity
zejména z hlediska dostatecné rychlého rozpusténi polymerd nanovldkenného nosice a také
rozpusténi BSA a FICT-BSA v Ustni dutiné. Rychly pocatek rozpousténi v fadu nékolika sekund
byl diky pfitomnosti FICT dobfe pozorovatelny. Rozpousténi zacalo probihat prakticky
okamzité po kontaktu malého mnozstvi donorové kapaliny (tedy pufru nebo jeho smési se
slinou) a ,suchého” nanovladkenného terciku. Zluté zabarveni v donorovém prostoru

permeacni buriky bylo ihned dobfe patrné.

Permeace BSA byla sledovana celkem po dobu 24 hodin s tim, Ze aZ po vyhodnoceni
vysledkd HPLC stanoveni BSA (resp. FICT-BSA) bude patrné, jaky celkovy ¢asovy profil bude
permeace mit a na jaké casové intervaly se bude mozné v obdobnych pokusech zaméfit. Pro
vSsechny hodnocené vzorky jsou prislusné ¢asové profily znazornény graficky na souhrnném

Obr. 6.1.

Z danych pribéhd koncentrace FITC-BSA v akceptorové fazi permeacnich komurek
bylo zfejmé, Ze se v pripadé vSech donorovych vzorkd jednalo o ¢asové zdvislosti velmi

podobné. Nebylo z nich na prvni pohled patrné, jestli permeace BSA probihala z tercikd o 32
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vrstvach, 16 vrstvach nebo z roztokd znaceného albuminu (dva posledni vzorky, tedy €. 9 a €.

10, v Protokolech kapitoly 5. Dokumentace).

120
100
—+—16 vrstev
O 80
2 —=—16 vrstev
<
f —+—16vrstev
16 vrstev
60
—#—32 vrstev
—e—32 vrstev
40 32 vrstev
32 vrstev
slina_ pufr
20 slina_pufr
s o e——— — —
0
0.0 4.0 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0
Cas t [h]

Obr. 6.1 Permeacni profily FICT-BSA sublingvalni membranou in vitro

Déle bylo dullezité, Zze prvni odezvy na zafeni emitované vzorky s obsahem FICT-BSA
byly detekovany jiz v prvnich odbérech akceptorové faze, kterou predstavoval HEPES pufr pH
7,4. Nastaveni pH vakceptorové fazi bylo zvoleno tak, aby simulovalo prostredi
extraceluldrni tekutiny, se kterou se pfipadné muze sledovana latka po priniku sublingvaini

membranou setkat za situace in vivo.

Vzhledem k namérenym hodnotdm emitance bylo nasledné mozné vhodné nastavit
koncentracni sadu roztok(l FICT-BSA pro sestaveni kalibracni zavislosti. Tato zdvislost byla

pro podchyceny interval relevantnich koncentraci pfimkova s témito parametry:
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Rovnice kalibra¢ni primky:
C [mg/100 ml] = AUC + 0,2568 / 8,4977 (rov. 1)

Koeficient determinace ..... R =0,9998 (n = 6)

V dalsim kroku byly vSechny hodnoty AUC pouZitim uvedené kalibracni rovnice
prepocteny aZ na Udaje o permeovanych mnoiZstvich Q; [ug] fluorescencné znaceného
albuminu FICT-BSA a mnoizstvich Q; [ug] celkového BSA v jednotlivych ¢asovych intervalech.
Jejich dalsi zpracovani, jak je ukazano ve vSech protokolech, bylo pro zjednoduseni zaméreno
na prvnich 6 hodin permeace. Divodem tohoto omezeni bylo také to, aby vysledky
permeacniho pokusu nebyly ovlivnény zménami v sublingvalnich membranach poruchou
jejich integrity, na kterou zfejmé ukazovaly extrémni hodnoty permeovanych kvant FICT-BSA

na Obr. 6.1 po 24 hodinach.

Pracovni zobrazeni v protokolech umoznila odecty pfimkovych ¢asti ¢asové zavislosti
permeovaného mnozZstvi FITC-BSA, resp. BSA. Vypoltem smérnice této ¢asti prlibéhu
permeace byl vidy vyéislen flux J [pug/cm®h™] proniknuviiho BSA jako zakladni vystupni

parametr z téchto in vitro pokus(.

V nésledujicich tabulkdch jsou shrnuty odhady hodnot fluxt J [pug/cm?. h™] celkového
BSA z vrstvenych nanovlakennych tercik( (tabulka 6.1) a z roztokd s obsahem BSA a FICT
(tabulka 6.1), které jsou vtéto rozmérové varianté fluxi vhodné pro prezentaci i pro

praktické pouziti.

Mozné zavéry budou pouze opatrné, statisticky je neni dost dobfe mozné dolozit, ale

pro predstavu a dalsi orientaci v dalSich experimentech mohou byt cenné.

40



Tabulka 6.1: Permeace BSA z vrstvenych nanovldkennych PVA/POE/BSA tercik(

Flux BSA J [pg /em?®. h']

nano 16 nano 32

21,4 22,7

18,2 15,3

5,5 11,1

19,4 22,1

Primér J = 14,1 Primér J = 17,8

SD=55 SD =43

V kazdém pripadé je vSak podstatnym zjiSténim, Ze se albumin za danych podminek
z nanovlakennych nosi¢li uvolfioval a dale pronikal pres sublingvalni membranu. Prvni kvanta

byla rezervou stanovitelna jiz po 40 minutach od pocatku in vitro pokusu.

Vliv poctu vrstev nanovlakenného nosic¢e nebyl patrny, jak formalné Ize z dat
uvedenych v tabulce 6.1 vyhodnotit i statisticky. Vzhledem k pilotnimu charakteru pokusu

neni tento pracovné jednoduchy ukon prezentovan.

Podobnym zplsobem je orientacné v tabulce 6.2 uveden vysledek, ziskany za pouZiti
srovndvaciho roztok( BSA-FICT BSA ve smési sliny s pufrem. Citrat-fosfore¢nanovy pufr o pH
6,8 byl pouzit ke zfedéni nativni lidské sliny (1:1) a tato smés slouzila jako simulace prostredi

slin pro donorovy roztok BSA s FICT BSA.

Tabulka 6.2: Permeace BSA z R-Eq roztok( v pufru 6,8 a slin (1:1)

Flux BSA J[pg /cm®. h]

12,4

29,1

Primér J = 16,0
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Jakkoli jsou obé ziskané hodnoty fluxu znacné rozdilné, i vtomto pfipadé plati, Ze
dosvédcuji hlavné to, Ze albumin sublingvdlni membrdnou prochazet mulzZe. Navic se
predbézné neprojevila méfitelnd retardace permeace albuminu pfitomnosti lidské sliny.
Tento poznatek muizZe byt posilen nebo zpochybnén po srovnani s vysledky soubéiné

probihajici prace V. Houdkové, jak je zminéno v dvodu.
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7. ZAVERY

1. Smés polyvinylalkoholu a polythylenoxidu s obsahem BSA zpracovand procesem
elektrospinningu do nanovldken ma schopnost dobfe se smacet v hydrofilnim
prostredi citrat-fosfatového pufru pH 6,8 a uvolfovat protein prakticky okamzité.

2. Nanovlakenné membrany daného sloZeni Ize jednoduchym postupem zpracovat do
vicevrstevnych utvar(l, ze kterych za in vitro podminek pronikd BSA po rychlém
rozpusténi pres sublingvalni membranu na drovni fluxt J cca 10 az 20 ug/cmz.h'1

3. Na srovnatelné drovni flux( prochdazi BSA sublingvalni membrdnou také z roztok(

s obsahem lidské sliny zfredéné pufrem pH 6.8.
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PVA

PEO

nano32
nanol6

BSA

FITC-BSA
CFP, (CFP 6.8)
FP 8
HEPES

SL N2LED

Cnk [mg /100 ml]
Cx [mg /100 ml]
Q: [pg]

Q: [ug]

Vo [ml]

AV gop [ml]

AUC

c

J,J[ ug/ecm®. h™
SEM

8. POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY

polyvinylalkohol

polyethylenoxid

nanovlakenny tercik 32vrstvy
nanovlakenny tercik 16vrstvy

hovézi sérovy albumin

fluorescencéné znaceny hovézi albumin
citrat-fosfore¢nanovy pufr, (CFP pH 6,8)
fosfore¢nanovy pufr

hepes pufr pH 7,4

sublingvalni membrana zmrazena kapalnym dusikem

a uchovavana v lednici pfi—18°C az -20

nekorigovana koncentrace permeantu v akceptorové fazi
korigovana koncentrace permeantu v akceptorové fazi
mnozstvi FICT-BSA proslého sublingvalni membranou
celkové mnozstvi BSA proslého sublingvalni membranou
celkové mnozstvi akceptorové faze

mnozZstvi dopliované akceptorové faze

plocha pod kfivkou emitanci FICT
koncentrace v mg/100 ml

flux BSA, pramérny flux BSA
smérodatna odchylka priméru
korela¢ni koeficient

koeficient determinace

pocet mérenych bodl

Cas
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