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Uvod

Dextrany patii mezi vysoce biokompatibilni, netoxic-
ké, neimunogenni makromolekularni latky. Dlouho byly
povazovany za kontaminanty pfi zpracovani cukru a jiné
potravinaiské vyrobé. Jako zvlastni substance vznikajici
¢innosti mikrobti byl dextran poprvé identifikovan Loui-
sem Pasteurem jako mikrobialni produkt ve ving'. Jedna se
o D-glukosyl-homopolysacharidy, které maji a-1,6-gluko-
sidické vazby, lisi se molekulovou hmotnosti, prostorovym
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uspofadanim, typem a stupném vétveni a délkou vétve-
nych fetézcl. V zavislosti na mikrobidlnich produk¢nich
kmenech a kultivac¢nich podminkach jsou dextrany rdzné
vétveny prostiednictvim vazeb o-(1—2), o-(1—3)
a a-(1—4) a podle toho klasifikovany do dalSich podsku-
pin na dextrany typu A, typu B (alternany) a typu C
(mutany).

Dextrany jsou syntetizovany ze sacharosy rliznymi
bakteriemi rodt Leuconostoc, Lactobacillus a Strepto-
coccus z &eledi Lactobacillaceae®. Dextrany jsou hydrofil-
ni, ve vod€ rozpustné rozvétvené polysacharidy slozené
z glukosovych jednotek (polyglukany)®. V hlavnim fetdzci
téchto makromolekul jsou hexosové jednotky spojeny
vazbou o-(1—6) abocni vétve jsou pfipojeny vazbami
o-(1—3) (cit.?). Komeréné jsou bézné dostupné dextrany
s primérnou molekulovou hmotnosti 1 az 2000 kDa.

Nedocenitelné sluzby poskytuji fluorescenéné znace-
né dextrany rdznych molekulovych hmotnosti s rliznymi
substituenty, které¢ jsou v Siroké skale komeréné dostupné.
Fluorescein isothiokyanat dextran (FITC-dextran) se
v tomto odvétvi vyzkumu dobfe zavedl jiz od 70. let
20. stoleti. Isothiokyanatova skupina fluoresceinu se kova-
lentné vaze na dextran za vzniku nizkosubstituovaného
FITC-dextranu (stupen substituce 0,004—0,01), viz obr. 1.

V Iékafstvi jsou dextrany vyuzivany pro své antitrom-
botické vlastnosti. Dextrany snizuji agregaci erytrocytd
a adhezivitu krevnich desti¢ek®. V&tsi molekuly pak uplat-
fuji své osmotické vlastnosti a vyuzivaji se k 1é¢bé hypo-
volémie, v soucasnosti jsou vSak nahrazovany hydroxy-
ethylskrobem.

Dextrany s molekulovou hmotnosti 40, 60 a 70 kDa
(oznacované jako dextran 40, 60 a 70) v 6 nebo 10 % vod-
nych roztocich jsou v souc¢asné dobé pouzivany pro nahra-
du mirnych ztrat krve. Hydrofilni polymer v podstaté na-
hrazuje krevni proteiny, napf. albuminy, ve smyslu zvySe-
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Obr. 1. P¥iprava fluorescenéné znaéenych dextranii (FITC-dextrany) pomoci fluorescein isothiokyanatu®
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ni ¢i udrZeni koloidniho osmotického tlaku potiebného pro
bilanéni rovnovahu tekutin intersticidlnitho prostoru
a plasmy. Vzhledem k nizké antigenicité a vysoké rozpust-
nosti ve vodeé je pro klinické pouziti vhodny dextran pro-
dukovany linii Lm NRRL B-512. Vysoké procento glyko-
sidickych vazeb o-(1—6) v dextranech je zodpovédné za
biologickou stabilitu v krevnim ob&hu &lovéka®.

Antitromboticky ucinek dextranti se vyuziva pfi pro-
fylaktické 1écbe hluboké Zzilni trombdzy a pooperacni plic-
ni embolie. Dextran 40 zlepSuje pritok krve, coz je prav-
dépodobné zplisobeno snizenim viskozity krve a inhibici
agregace erytrocytul.

Dextran 70 je na seznamu esencialnich 1é¢iv WHO®.
Dextrany se také vyuzivaji v o¢nich kapkach jako lubri-
kant a pro stabilizaci n€kterych ionti v infuznich rozto-
cich®. P¥itomnost dextranu ve vodnych roztocich napoma-
ha udrzet ptiznivé fyziologické prostfedi v dusledku ko-
loidniho osmotického tlaku. Proto se pouzivaji pfi uchova-
vani zivotaschopnych organi napf. pro transplantace
a jako slozky pro oéni formulace®.

Diky jejich farmakokinetickym vlastnostem a soucas-
né velkému poctu volnych hydroxylovych skupin, které
mohou byt snadno konjugovany s 1éCivy (véetné peptida
a proteintl), a to jednak pfimo nebo pomoci linkeru, jsou
dextrany povazovany za idealni nosie pro systémovou
aplikaci 1é¢iv s moznosti cileni na specifickd mista Gi€inku
jak pasivng, tak aktivnimi mechanismy®’. Vyhodou dex-
tran  je jejich  jiz  zminénd  biokompatibilita
a biodegradabilita®.

Tabulka I

Plivodni a metodické prace

Vazbou na dextran Ize dosdhnout riiznych vylepseni
vlastnosti 1éCiva, napt. zvySeni rozpustnosti (napf. u oxyto-
cinu’), zvyseni vychytavani v lymfatickych uzlinach
(bleomycin'®), zvyseni terapeutického ucinku
(isometamidium'"), sniZeni nefrotoxicity (gentamicin'?),
cileni do jater (acyclovir”), zvySeni analgetického
a antipyretického tcinku pii soucasném snizeni ulceroge-
nicity (flurbiprofen a suprofen'®) a snizeni hepatotoxicity
a ulcerogenicity (valproat'). Vazbou enzymii na dextran
lze zvysit jejich stabilitu pfi fyziologickém pH i jejich
termalni stabilitu, prodlouzit jejich biologicky polocas
a snizit riziko vyskytu alergickych reakei pifi opakovaném
podéni'®. Od sedmdesatych let minulého stoleti byly zkou-
many konjugaty dextranii s riznymi 1é¢ivy. Nejvice prikla-
di by se pravdépodobné naslo ve vyzkumu protinadoro-
vych 1é&iv: antracyklin doxorubicin'™'®, protilatky'**,
ara-C (cit.?"), asparaginasa®’, methotrexat®, mitomycin C
(cit?*), cisplatina®®, magnetické nano&astice pro 1é&bu
nadord pomoci hypertermie®, radionuklidy '*T (cit.?’)
a ™Tc (cit.”®). Ukazuje se tedy, e dextrany maji mnoho
vyuziti, které se navic po upravach daji nadale rozsifit.

Dextrany byly také testovany jako nosie pouzitelné
pro oromukosalni podani 1é¢iv. Jiz Tolo a Jonsen v roce
1975 zjistili, Ze ptes krali¢i oralni mukozu in vitro procha-
zi radioaktivné znacené dextrany az do velikosti 70 kDa
(cit.?®). Vétsina nasledujicich méfeni v oblasti ustni dutiny
se provadéla na bukéalnich membranach. Hoogstraate
a spol. zkoumali prinik FITC-dextranu 4,4 kDa (FD4)
pres praseci bukalni sliznici in vivo, s glykodeoxycholatem
sodnym jako enhancerem, resp. urychlovaéem’. Bukalni

Ptehled hodnot zdanlivého permeabilitniho koeficientu P,p, pies sublingvalni a bukalni membrany

M,, [kDa] R,[nm] Papp [cms™'] log Pypp Membréana Zprac. Lit.

3.3 1,9 3,22+1,04-10° -7,49 SL Z tato prace
16,8 4,1 2,02+0,65 107 ~7,69 SL z tato prace
38,5 6,1 6,40 +3,34 107 -8,19 SL z tato prace
16,8 4,1 6,90+ 11,4107 -8,16 SL ¢ 35

16,8 4,1 3,80+ 4,80 -10°° —8,42 SL Sz 35

70 8,0 1,52+0,89 - 107" -9,82 SL ¢ 35

70 8,0 241+1,51-10" -9,62 SL Sz 35

4.4 2,2 8,0+5,0-10° -7,10 BUK C 31

12 3,5 50+3,0-107° -8,30 BUK C 31

19,6 4.4 1,0+£02 107 -9,00 BUK ¢ 31

4.4 2,2 1,12+0,69 - 108 -7,95 BUK ¢ 32

9,4 3.2 2,96+2,07-10°° -7,53 BUK ¢ 32

20 45 <5-107"° <LOD BUK C 32

40 6,2 <5-107"° <LOD BUK C 32

SL = praseci sublingvalni membrana, BUK = prase¢i bukalni membrana; LOD = detek¢ni limit, Z = zmrazena, C = Cerstva,

SZ = Sokové zmraZzena
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podani 200 pl 20 mM roztoku FD4 v ,Hill Top komirce*
vedlo v prubéhu 4 hodin k hodnotdm absolutni biologické
dostupnosti na urovni 1,8 %. Soucasné podavani 10 mM
(0,45 % m/v) glykodeoxycholatu zvysilo biologickou do-
stupnost FD4 az na 12,7 %. Po aplikaci bylo pozorovano
rychlé dosazeni ustaleného stavu, ktery trval az do odstra-
néni permeacéni komirky ze sliznice. Nielsen a spol.*! ne-
chali prochazet FITC-dextrany o rizné velikosti (4 kDa az
40 kDa) ptes prase¢i bukalni sliznici in vitro. Hodnoty
zdanlivého permeacniho koeficientu P, pfes praseci bu-
kalni sliznici in vitro linearné klesaly (tab. I) s rostouci mole-
kulovou hmotnosti FITC-dextranu. Junginger a spol.*> méfili
prinik FITC-dextrant 4,4 , 9,4, 19,6 a 35,6 kDa pfes pra-
seci bukalni sliznici in vitro. Hodnoty permeacniho koefi-
cientu FD4 &inily 1,12-10® cm s™' a signifikantng se nelisi-
ly od hodnot 2,96:10* cm s pro FD10; pro FD20 a FD40
byly naméfené hodnoty pod detekénim limitem 0,05-10°°
cm s~'. Konfokalni mikroskopie ukazala, ze FITC-dextra-
ny FD4 a FD10 prochézeji pfes bukalni sliznici hlavné
paracelularni cestou.

S ohledem na nizkou permeabilitu zvlasté vétSich
dextranil je nékolik autord pouzivalo jako marker integrity
membrany. Nicolazzo a spol.™ pii pokusech s permeaci
kofeinu a estradiolu pifes rtizné¢ zpracované membrany
pouzivali jako marker integrity FD20. Tento FITC-dextran
pouzili také Goswami a spol.* pii studii prichodu riizné
velkych polyethylenglykoltl jako markeru integrity sublin-
gvalnich a bukalnich prasec¢ich membran. Membranu po-
vazovali za porusenou, pokud proslo vice nez 0,6 % FD20
za hodinu.

Lze tedy shrnout, Ze permeabilita dextrand ptes nepo-
rusené membrany dutiny Ustni je velikostné limitovana,
coz znich ¢ini dobry marker integrity téchto membran
ipro permeabilitni pokusy s menSimi latkami. Dokonce
i nejmensi nami zvoleny FD4 prochazi bukalnimi membra-
nami jen obtizn€, byt se jeho podani da zlepsit pomoci
urychlovaci.

V této praci jsme se zaméfili na vyuziti dextrani
k proméfeni a vyhodnoceni permeacnich charakteristik
Cerstvé a zmrazené praseci sublingvalni membrany jako
mozného standardu pro preklinické hodnoceni oralné po-
davanych transmukozalnich 1é¢iv. Navazné uvadime pro-
pocet toho, jak by sublingvalni permeace dextranii mohla
kvantitativné vyznit z hlediska systémového podani &i
prenosu lé¢iv.

Experimentalni ¢ast
Material

Fluorescein isothiokyanat (FITC)-dextrany: FD4 (M,,
= 3,3 kDa); FD20 (M, = 16,8 kDa); FD40 (M, = 38.5

kDa) a FD70 (M,, = 70 kDa) (Sigma Aldrich, CR), chlorid
sodny (Dr. Kulich Pharma, CR), kyselina fosfore¢na, hyd-
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rogenfosforecnan draselny, dihydrogenfosfore¢nan drasel-
ny (Penta Chemicals, CR), azid sodny (Chemapol, CR),
&isténa voda (FaF UK, Hradec Kralové, CR), Gerstvé pra-
se¢i jazyky (Maso Plana, CR).

Ptiprava sublingvalnich membran

Prouzky membran sublingvalni sliznice byly ziskany
ze spodni Casti Cerstvych praseCich jazykt (Sus scrofa,
var. domestica). Po euthanasii zvifete (smési oxidu uhlici-
tého se vzduchem) byly neporusené vytiznuté jazyky opa-
trné osprchovény a oplachnuty vlaznou vodou (36 az 38 °C),
uloZeny do plastovych sackl a zchlazeny na 4 az 6 °C.
Z jatek do laboratote FaF UK byly transportovany ptibliz-
n¢é 3 hodiny v mobilnim chladicim boxu (2 az 8 °C).

Vétsina svalové tkané byla poté odstranéna pomoci
skalpelu, niizek a pinsety. Vysledna cca 2 mm silnd mem-
brana se zbytky svaloviny byla ponofena na cca 20 min do
zchlazeného (4 az 6 °C) fyziologického roztoku s pridav-
kem 0,002 % azidu sodného (pro konzervaci a fixaci pro-
teinovych struktur). Platky sliznice byly poté jemn¢ chirur-
gickym skalpelem zbaveny zbyvajici svaloviny a ¢astecné
i submukozy. Takto pripravené sublingvalni membrany
mély tloustku cca 0,4 az 0,6 mm. Zpracované membrany
byly opét kratce ulozeny ve fyziologickém roztoku
s ptidavkem 0,002 % azidu sodného a bud’ ihned pouzity
pro testovani s oznagenim ,,gerstvé* (C), kdy od usmrceni
donoru do zacatku permeacniho experimentu uplynulo
maximaln€ 8 hodin, nebo byly zamrazeny.

Membrany, které pro permeacni experimenty nebyly
ihned vyuzity, byly zpracovany a uchovavany dvéma zpti-
soby. Bud’ byly po osuseni a zataveni do plastového sacku
ulozeny do mraziciho boxu (—15 az -25 °C), v ném poma-
Iu zamrazeny auchovany a oznacovany jako ,zmra-
zené“ (Z), nebo byly po osuseni uloZeny do plastového
sacku, ponofeny na 1 minutu do tekuté¢ho dusiku (-180 °C)
apoté ulozeny do mraziciho boxu (=15 az -25°C)
a oznalovany jako ,,§okové zmrazené* (SZ).

Permeacni in vitro experimenty

Po uchyceni membran v permeacnich celach a dopl-
néni akceptorové faze byly membrany teplotné a hydra-
tatné¢ ekvilibrovany 15 minut v termostatované lazni
(obr. 2). Jako akceptorova faze byl pouzit izotonizovany
fosfatovy pufr o pH 7,4, ktery byl stale promichavan mag-
netickym michadlem a temperovan na vodni lazni pfi 37 +
0,5 °C. Plocha slizni¢ni membrany piistupna pro permeaci
ginila 1 cm”.

Testovani permeace dextrani bylo provadéno
s disperzemi pfislusnych dextrand (FD4, FD20, FD40
nebo FD70) ve fosfatovém pufru o pH 6,8. Vzorky akcep-
torové faze (0,6 ml) byly odebirany v pfedem stanovenych
casovych intervalech v prib¢hu 24 hodin a vzdy dopliova-
ny Cerstvym pufrem. Odebrané vzorky byly pfed analyzou
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Obr. 2. Schéma Franzovy difuzni cely a sestava Franzovych permea¢nich cel ve vodni lazni

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

Stanoveni FITC-dextrant

Stanoveni fluorescenné znacenych dextrani bylo
provedeno na spektrofluorimetru Aminco Bowman Series
2 (ThermoFisher, USA). Excitac¢ni vinova délka byla na-
stavena na 419 nm, emisni vinova délka na 529 nm. Kalib-
racni standardy dextrand byly rozpustény v akceptorovém
pufru o pH 7,4.

Zpracovani namétenych dat

Priméarni naméfena data z permeacnich experimentil
ziskand ze spektrofluorimetrického stanoveni byla déle
korigovana na odebrané a nahrazené objemy akceptorové
faze v Sabloné v programu MS Excel. Korigovand data
byla pfepoctena na mnozstvi mnoZzstvi permeantu, které
v daném &ase proslo pies 1 cm? sublingvalni mukézy. Tak-
to upravena data byla otestovana na ptitomnost odlehlych
hodnot pomoci Deanova-Dixonova Q-testu. Kumulativni
mnozstvi permeantu, které proslo pfes sublingvalni mem-
branu v ¢ase, bylo vyneseno do grafu, byla nalezena line-
arni Cast kiivky a prolozena piimkou.

Zdanlivy permeacni koeficient Py, byl vypocitan
podle vzorce:

Py = (dQ/dr) / (Cy - 4) (1)
kde dQ/dt je smérnice linearni ¢asti kumulativni kiivky, Cop
je po&ate&ni koncentrace permeantu v donoru, 4 (1,0 cm?)
je plocha dostupna pro permeaci.

Permeacni koeficienty byly vypocteny z linearni ¢asti
ktivky a jsou prezentovany jako priméry s vyznacenim
smérodatné odchylky (£ SD); pocet opakovani # je uveden
v ptislusnych grafech. Statistickd vyznamnost byla prove-
fena pomoci analyzy rozptylu (ANOVA).
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Vysledky a diskuse

Dextrany jako takové lze pouzit, kromé jinych vySe
zminovanych aplikaci, také pro testovani permeability
a integrity membran. Permeabilita obecné zalezi jak na
typu membrany, tak na vlastnostech permeantu, coz pro
dextrany dokumentuji informace zminované v Gvodnim
pfehledu.

V ptipad¢ této nasi prace se jedna o hodnoceni pouzi-
telnosti metod zpracovani sublingvalni sliznice, odhadu
Casového intervalu pouzitelnosti v ramci in vitro permeac-
nich pokust a k odhadu molekulové hmotnosti dextrant,
ktera je limitem pro jejich prichod pfes rizné zpracované
sublingvalni membrany.

Zakladni vysledky permeacnich in vitro experimentl
s dextrany FD4, FD20 a FD40 ptes sublingvalni membra-
ny pouze ,,zmrazené®, tedy bez pouziti kryoprotektiv i bez
pouziti napf. postupu ,.Sokového zmrazeni“ v tekutém
dusiku®®, jsou graficky uvedeny na obr. 3.

Z naméfenych vysledkd je zfejmé, Ze se stoupajici
molekulovou hmotnosti dextranti naméfend hodnota zdan-
livého permeacniho koeficientu P,,, klesd. Samo o sobg,
avdaném piipadé pouze jako trend bez statistické vy-
znamnosti, to prekvapivé neni, v pripadé latek stejného
chemického slozeni a molekularni struktury by vétsi mole-
kula méla pronikat pomaleji. Zajimavéjsi je to, Ze hodnoty
P,y z pozdgjsich hodin permeacniho pokusu (tmavé sloup-
ce) jsou velmi podstatné a statisticky vyznamné (pii P =
95 %) cca 6 az 10krat vy$si nez hodnoty Py, z prvnich
8 hodin pokusu. Ukazuje to, Ze zavaznost naruSeni
»Zmrazenim* membrany se s Casem projevuje stale drama-

.....

proto v tomto ohledu problematické, piestoze se membrana
muze makroskopicky jevit jako stale zachovana.

Soucasné se ukazuje, Ze postup zpracovani a uchova-
vani mukozalnich membran ,,zmrazenim* neni vhodny, na
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Obr. 3. Zd4anlivé permeaéni Koeficienty P,,, dextranii FD4,
FD20 a FD40 pies zmrazené sublingvalni membrany do
8. hodiny (bilé) a po 18. hodiné (Sedé) in vitro experimentu

rozdil od zpracovani analogickych preparati koZnich
membran. V jejich pfipadé€ se uchovani po pomalém zmra-
zeni a pii teplotach kolem —18 °C poklada za dobfte piija-
telné®®. Tato skuteEnost ziejmé souvisi s hydrataci obou
typti membran. U kozni bariéry jde vzdy o velmi malo
hydratované a keratinizované svrchni vrstvy kaze®’. Per-
meacni bariéra u nekeratinizované sublingvalni membrany
se oviem nachazi ve vrstvach hydratovanych bungk*. Je
tedy ziejmé, Ze tato bariérova etdz sublingvalni sliznice je
jiz od pocatku pokusu ipo opatrném rozmrazeni pouze
»zmrazené”“ membrany poSkozena, pfiCemz se toto jeji
poskozeni v prib&éhu pokusu dale dramaticky zvySuje,
podil na tom ma pravdépodobné i vlastni prichod latek
pfes membranu. V ramci stavajicich protichidnych infor-
maci umoznilo pouzité pokusné usporadani takové posko-
zeni dolozit (obr. 4), ukézat na nevhodnost pomalého
»zmrazeni“ pro zpracovani a uchovani sublingvalnich sliz-
nic a doporucit nejvyse 8hodinovy permeacni pokus.
Pouzita procedura zpracovani sublingvalnich mem-
bran bez kryoprotektivniho oSetfeni byla vedena zamérem
vyhnout se arteficialnimu ovlivnéni permeacnich vlastnosti
a méfenych parametrli zin vitro permeacnich pokusi.
Otazka vlivu pfitomnosti kryoprotektivnich latek na
transoromukozalni membrany neni zatim uzaviena™, a to
predevsim kvuli rozdilnosti jejich interakei v membrané.
Napiiklad Casto pouzivany kryoprotektant dimethylsul-
foxid mize zpiisobovat tvorbu péri v membranach®.
Ostatni kryoprotektanty (napf. extracelularni sacharosa,
albumin a intracelularni glycerol) interaguji s vodou
a ostatnimi polarnimi latkami v mukdze v ramci prevence
tvorby ledovych krystalti a zvysuji tak viskozitu polarniho
prostiedi. Proto je pravdépodobné, ze nasledné mohou
ovliviiovat také oralni transmukozalni permeabilitu.
Vzhledem k chemické podobnosti jednotlivych dex-
tranti pouzitych v této studii je jedinym parametrem, ktery
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Obr. 4. Vztah mezi molekulovou hmotnosti M,, a zdanlivym
permeacnim koeficientem P,,, dextrani FD4, FD20 a FD40
u ,zmrazené“ membrany in vitro do 8. hodiny (e)
a po 18. hodiné (A) probihajiciho experimentu

bude jejich pasivni prinik danou membranou urcovat,
jejich molekulova hmotnost, resp. jejich velikost predsta-
vovana napf. polomérem gyrace. Vétsina hodnot poloméru
gyrace dextranti byla zméfena a publikovana jiz dfive. Lze
jich vyuzit bud’ pfimo, nebo jejich dopliujicim interpolac-
nim vypoctem, ktery jsme provedli dle dat uvedenych De
Belderem®. Souhrn piislunych hodnot pro publikované
i zméfené a dopocitané udaje uvadi tab. L.

Naméfené hodnoty oromukozalni permeability Py,
dextranii jsou pro udaje z tab. I ve vztahu k molekulové
hmotnosti M, zaneseny na obr. 5 a ke gyracnimu polomé-
ru R, na obr. 6. Z obou grafti je patrné, ze logaritmus per-
meabilitniho koeficientu je linearné zavisly na molekulové
hmotnosti (log Py, = 0,03 - My, — 7,55; 17 =0,74) i gyrac-
nim poloméru (log Py, =—0,35 - R, — 6,74; 2= 0,75), a to
ve sledované oblasti zhruba stejné.

59
— log P,,, =-0,0306 M, -7,55
" R?=0,7437
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o0 4 ? T
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- 9 A ——
-
-11 1
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Obr. 5. Zavislost hodnot zdanlivych permeacnich koeficienti
log P,,, na molekulové hmotnosti M,, dextranu (data z tab. I: @
kofein®; o tato prace (Z); m Berka (SZ); o Berka (C);
ANielsen®'; A Junginger®®)
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Obr. 6. Zavislost hodnot zdanlivého permeacniho koeficientu
log P“‘%’; na gyraénim poloméru R, dextranii (data z tab. I: e
kofein®™; o tato prace (Z); m Berka (SZ); o Berka (C);
ANielsen®'; A Junginger®?)

Nicméné vSechny pouzité datové sady nemaji stejnou
validitu. Pfi srovnani zptisobu pfipravy membran pro per-
meacni pokusy se ukazalo, ze poSkozena ,,zmrazena“ sub-
lingvalni membrana je mnohem propustnéjsi, nez membra-
na ,,cerstva®, ¢i ,,Sokové zmrazena“. Podobné data publi-
kovana Jungingerem a spol.*? ukazuji velkou variabilitu
zméfenych hodnot. Po vylouceni téchto nepfesnych méteni
nalézame v pfipadé¢ molekulové hmotnosti log Py, =
0,03 - My, — 7,74; (pii #* = 0,77), ktera je pii niz§i hodnoté
koeficientu determinace hor§im parametrem pro velikostni
zavislost permeabilitniho koeficientu nez gyra¢ni polomeér,
pro ktery vychazi log P, = 0,39 - R, — 6,70; (*=0,87).
Rozdil se projevuje predev§im u mensich dextrand.

Orientacn¢ je v obou grafech na obr. 5 a 6 vyznacena
také poloha log P,,, kofeinu ziskana v analogickych per-
meacnich pokusech® pro srovnani s permeabilitou mode-
lového nizkomolekularniho 1éciva.

Otazka, jak velkou davku dextran by bylo mozné
sublingvalné podat, vyrazné zavisi na jejich velikosti. Pro
zakladni nahled lze vyuZit rovnici (/) nasledovné:

Q=P Co-A4- At )

Pii pfedpokladu aplikace 10% roztoku dextranu
(podobného jako pro nahrady ztrat krve) a omezeni Caso-
vého intervalu jeho kontaktu se sliznici na 5 min (z duvo-
du pfi praktické aplikaci pfedpokladaného odmyvani roz-
toku slinami, tzv. ,,salivary wash-out*) mtize nekeratinizo-
vanou oromukozalni membranou (cca 50 cm?®) projit az
kolem 75 pg v piipadé FD4 (tab. II).

Pfitom P,,, piedstavuje stfedni odhad zdanlivého
permeabilitniho koeficientu a O je mnozstvi latky ptrenese-
né pres membranu. Pienesené a pfes membranu hypotetic-
ky podané mnozstvi dextranu s rostouci molekulovou
hmotnosti velmi rychle klesa. Pouzitelnost tohoto odhadu
s ohledem na zaméieni tohoto prispévku nebude dale ko-
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Tabulka II
Odhady priniku jednotlivych typti dextrant pfi podani
v 10% roztoku

Dextran Pyplems™] 0O [ng]
FD4 5107 75
FD10 5107 1,5
FD20 1-107 1,5
FD70 2:1071° 0.3

mentovana. Nabizi se pouze predstava, jak by vysledky
ajejich interpretace vypadaly za situace, pfi niz by byla
vazebna mista na dextranech obsazena léCivem.
V takovém ptipad¢ by transmukosalni a zejména sublin-
gvalni cesta pro nizkomolekularni dextranové nosice
s lé¢ivy mohla pfinést fadu zajimavych aplikaci. Zvlaste
tehdy, pokud by se pienesena davka dala zvysit prodlouze-
nim doby pro absorpci, napf. vyuzitim uvolfiovani z nano-
vlaken.

Zavéry

Nalezené hodnoty oromukosalni permeability Py
dextrani dokumentuji citlivost nekeratinizovanych sub-
lingvalnich membran na podminky tepelného zpracovani
a skladovani, pomalé zmrazovéani je vazné narusuje. Lze
doporucit nejvyse 8hodinovy pokus.

Dextrany s molekulovou hmotnosti vyss§i nez 20 kDa
mohou slouzit jako markery permeacni integrity sub-
lingvalnich membran.

Polomér gyrace dextranti odrazi charakteristiky oralni
transmukosalni propustnosti in vitro 1épe nez pfislusné
hodnoty molekulové hmotnosti.

Makromolekularni soustavy s analogickym polomé-
rem gyrace jako mé 4 kDa dextran, pfipadné nizkomoleku-
larni 1é¢iva na takovy makromolekulérni nosi¢ navazana,
maji potencial pro sublingvalni systémové podavani.

Tato prace vznikla za podpory projektu SVV 260 547
Univerzity Karlovy v Praze.
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Dextrans are studied as markers of oral transmucosal
permeability and as possible drug carriers. The therapeutic
use of dextrans is primarily limited to the intravenous
route of administration. This work focuses on extending
the knowledge of dextran permeation by the sublingual
route. First, it is documented that non-keratinized sublin-
gual membranes are very sensitive to heat treatment and
storage conditions (more than skin membranes). Slow
freezing disrupts them seriously, leading to disproportion-
ately high permeability values, even for dextrans with
a molecular weight higher than 20 kDa, which, however,
may well serve as permeation markers. The dextran gyra-
tion radius reflects in vitro oral transmucosal permeability
characteristics more appropriately than the pertinent mo-
lecular weight values. Macromolecular systems with
a gyration radius analogousto 4 kDa dextran, possibly
coupled with low molecular weight drugs, have sufficient
potential for sublingual systemic drug delivery.
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