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Povzetek

Sec¢ni mehur gradijo tri plasti, serozna, miSi¢na in mukozna, ki jo gradita lamina propria
in epitelij (urotelij). Med najpogostejSa obolenja se¢nega mehurja spadajo bakterijske
infekcije in povrsinski rak. Z intravezikalno aplikacijo mukoadhezivne farmacevtske
oblike se podaljSa cas zadrzevanja ucinkovine na mestu delovanja in tako poveca
ucinkovitost zdravljenja.

Namen diplomske naloge je bila priprava mukoadhezivnih mikrosfer s hitosanom za
intravezikalno terapijo hujsih infekcij se¢nega mehurja, ki jih s sistemsko aplikacijo
kemoterapevtikov ne uspemo pozdraviti. Z metodo odparevanja topila smo pripravili
mikrosfere s hitosanom in fluorokinolonskim kemoterapevtikom ciprofloksacinom.
Hitosan je kationski biopolimer, ki ze sam deluje blago protibakterijsko in protitumorno
ter zaradi bioadhezivnosti podalj$a zadrzevanje farmacevtske oblike na mestu delovanja,
prav tako poveca permeabilnost sluznice seénega mehurja, tako da povzroci luséenje
deznikastih celic urotelija. Z lus¢enjem bi se lahko odstranile tudi inficirane in rakave
celice. Najprej smo optimizirali postopek priprave mikrosfer in njihove lastnosti. Po
vrednotenju mikrosfer smo za nadaljnje delo izbrali serijo hitosanskih mikrosfer z
dodanim Mg-stearatom. Ugotavljali smo vpliv hitosana v disperziji in hitosana
vgrajenega v mikrosfere na transepitelijsko elektri¢no upornost (TEER) se¢nega mehurja
podgan. Prav tako pa smo izvedli in vivo poskus na misih, kjer smo jim intravezikalno
aplicirali disperzijo hitosana in suspenzijo mikrosfer ter povrsino urotelija, po izolaciji
mehurja, opazovali z elektronsko vrsti¢éno mikroskopijo.

Ugotovili smo, da med lastnostmi posameznih serij mikrosfer ni bistvenih razlik. Ve¢ina
ciprofloksacina se iz mikrosfer sprosti ze v prvih desetih minutah poskusa. Znacilne
razlike med disperzijo hitosana in suspenzijo mikrosfer so prisotne v spremembi TEER
se¢nega mehurja po 60 minutni izpostavljenosti tkiva vzorcema. Pri in vivo poskusu na
miSih smo ugotovili, da Ze po 20 minutah delovanja mikrosfere s hitosanom in disperzija
hitosana razli¢no vplivata na morfologijo povrsine urotelija. Pri disperziji je bilo lus¢enje
urotelija enakomerno, v obliki znacilnega satovja in ve¢inoma omejeno le na deZnikaste
celice. Hitosan v mikrosferah pa je deloval celo na posamezne spodaj lezeCe vmesne
celice, obmocja odluscenih deznikastih celic pa so bila velika.

Tako nase mikrosfere s hitosanom predstavljajo dobro izhodisce za nadaljne raziskave.
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Summary

Urinary bladder’s wall is built from three layers: serosa, smooth muscles and mucosa,
that is built from lamina propria and epithelium (urothelium). Bacterial infections and a
superficial cancer are among the most frequent illnesses of urinary bladder. Intravesically
applied mucoadhesive pharmaceutical form prolongs the retention of a drug at the site of
action, which increases the efficiency of a treatment.

Main intention of this thesis was to prepare mucoadhesive microspheres with chitosan for
intravesical treatment of severe infections of urinary bladder that cannot be cured with
systemic use of antibiotics. Microspheres containing chitosan and synthetic
fluoroquinolone ciprofloxacin were prepared with evaporation technique. Chitosan is a
cationic biopolymer with mild antibacterial and antitumor activity, and because of its
bioadhesion, retention of pharmaceutical form on the place of activity is prolonged. It
also increases permeability of urothelium by desquamation of superficial umbrella cells.
With desquamation infected cells or cancer cells can also be removed. We optimised
preparation procedure of microspheres and their properties. After evaluation of the results
microspheres containing magnesium stearate were used for further procedures. We
determined the influence of suspension of microspheres with chitosan and chitosan
dispersion on TEER of ratty urinary bladder. At the end we performed in vivo experiment
on mice, where dispersion of chitosan and suspension of microspheres were intravesically
applied into mice. After their urinary bladder was isolated it was observed under
electronic scanning microscope.

Separate series of microspheres didn’t differentiate significantly in their properties. After
a 60-minute exposure of the tissue to the samples, there was a significant difference
between effects on TEER of urinary bladder, if chitosan is incorporated in microspheres
or dispersed in PBS 6. We noticed also a considerable difference within morphology of
urothelium by using both samples. In the case of chitosan dispersion the desquamation
was less prominent and through entire surface in a distinctive honeycomb pattern, limited
only on umbrella cells. Chitosan in microspheres had effect also on intermediate cells and
the extent of desquamation was larger.

Our chitosan microspheres presents promising starting point for further research.
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Seznam okrajsav

PBS 6 — izotonic¢en fosfatni pufer (pH=06)

HPMC — hidroksipropil metil celuloza

HIT — disperzija hitosana

M — mikrosfere

MS — suspenzija mikrosfer

MS s5/20/60 — supernatant po 5/20/60-minutnem suspendiranju mikrosfer v PBS 6
UP - uroplakin

TEER - transepitelijska elektri¢na upornost

GAG - glikozaminglikani

P — verjetnost

df — stevilo prostostnih stopenj

SD - standardna deviacija

KV% — koeficient variacije

Mr — relativna molekulska masa

Caco-2 celice — monosloj kultiviranih intestinalnih epitelijskih celic

SEM — elektronski vrsticni mikroskop
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1 Uvod

1.1 Secéni mehur

Del secil predstavlja secni mehur, katerega glavna funkcija je kratkotrajno shranjevanje in
vzdrzevanje sestave sekundarnega seca. Ko je mehur poln, je sferien votel organ, ki s svojo
idealno obliko omogoca ¢im manjSo povrSino s katero je se¢ v kontaktu in tako zmanjsa
prenos snovi med urinom in krvjo, prazen pa ima obliko tetraedra.® Povpre¢na kapaciteta
mehurja pri moskih je 700 mL (maks. 1500 mL), pri zenskah pa 650 mL (maks. 1100 mL).®
Seéni mehur leZzi v sprednjem delu medenice in je obdan z ekstraperitonalno mascobo ter
vezivnim tkivom.?
Steno seénega mehurja gradijo tri plasti:

e serozna, ki je sestavljena iz vezivnega tkiva in je obdana s slojem mezotelijskih celic;

e miSicna, ki je zgrajena iz gladkih miSic (zunanja in notranja vzdolzna plast ter srednja

krozna plast)

e mukozna, ki jo gradita lamina propria in epitelij (urotelij).®

3 Lamina propria

—

elo mehurja

Uretro-vezikalni

v - D

Slika 1: Shema zgradbe se¢nega mehurja. (slika prirejena po®)
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AR | Mukozna
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\ Lamina propria
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v - 5
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Arteriola
Misicna plast

Slika 2: Zgradba stene se¢nega mehurja. (slika prirejena po ™)

1.1.1 Urotelij

Urotelij ima znac¢aj prehodnega epitelija in je prisoten v secnem mehurju, se¢evodu, ledvi¢nih

¢aSicah in zgornjem obmocju sec¢nice.®

Lumen

Deznikaste celice

Vmesne celice

Bazalne celice

Slika 3: Struktura urotelija. (slika prirejena po "))

Sestavljajo ga trije sloji celic. Bazalno plast sestavljajo zarodne celice premera 5-10um.
Vmesne (intermediarne) celice so vecje, njihov premer je 20um. Najveéje so povrSinske
heksagonalne deznikaste celice, ki so v stiku z lumnom mehurja. Njihova velikost (med 50 in

120um) je odvisna od raztegnjenosti mehurja. Luminalna povrSina urotelija je prekrita s
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plastjo glikozaminglikanov (GAG), ti imajo zaradi velikega Stevila sulfatnih skupin mocan
negativen povrSinski naboj, so po naravi hidrofilni in tvorijo tanek hidratacijski sloj.
Preprecijo adhezijo organizmu tujih delcev (npr. bakterij) ter penetracijo raztopin in topljencev
do celic. PO Deznikaste celice imajo dve specifiéni morfoloski lastnosti. Prva so tako
imenovani plaki, s katerimi je prekrita apikalna membrana. Plaki so lo¢eni s plazemskimi
membranskimi domenami, kar daje vtis razliéne debeline posameznih delov membrane.
Membrana je debelejSa na apikalni in tanj$a na bazolateralni strani celice. Plaki zasedajo 70-
80% apikalne povrSine in so sestavljeni iz podenot, vsak plak sestavlja ~1000 podenot. Te
sestavljajo Stirje tipi proteinskih transmembranskih domen, uroplakini (UP).

o
"L L L

e Vel e Fa Fa Y
o ). 4.2 4*31 L9 4.9 4. @

>
g
g

=

o}

Y, P sl
M s S i G W 2

'M" | o/t };})‘é‘n"‘.{i‘ "..5\)3 'f"a)' .\:'ﬂ-’i, <
Slika 4: Zgradba podenote plaka (A) in razporeditev le-teh (B). (slika prirejena po ®) Po 12 molekul UP tvori

notranji in zunanji krog proteinov in sicer v parih UPla (Mr=27kDa)/UPIl (Mr=15kDa) in UPIb
(Mr=28kDa)/UPIII (Mr=47kDa), kjer UPla in UPIb tvorijo notranji, UPII in UPIII pa zunanji krog. ®®

Druga morfoloska znacilnost povrSinskih celic je visoka gostota citoplazemskih fuziformnih

veziklov s pripadajoco fibrilno mreZo citoskeleta. @

funiformni vezkel

Slika 5: Shema luminalne povrsine celic urotelija v raztegnjenem (zgoraj) in skréenem, praznem (spodaj)
mehurju.®
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V uroteliju se delijo bazalne celice, do delitve vmesnih celic pride le izjemoma (npr. pri
poskodbah). Pri obnavljanja urotelija se bazalne celice pretvorijo v vmesne, te celice pa se
pretvorijo v deZnikaste. Na povrsini lahko celice prezivijo ve¢ kot 200 dni, za prehod od

bazalnega do povrSinskega sklada pa potrebujejo vec kot 11 tednov. @)

1.1.1.1 Transport skozi epitelij senega mehurja

Z izjemo aktivnega transporta, urotelij ne bi smel biti prepusten za nobeno substanco, ki je
prisotna v urinu ali krvi. Kljub temu pa minimalen transport poteka po dveh poteh,
transcelularno (skozi celice) in paracelularno (med tesnimi stiki in lateralnimi medceli¢nimi
prostori. Razli¢ni vplivi na ti dve poti lahko zmanjSajo ali povecajo ucinkovitost epitelijske
bariere. Ena najbolj obcutljivih metod za merjenje prepustnosti za ione je merjenje
transepitelijske elektricne upornosti (TEER). Epitelij seCnega mehurja ima najvi§jo zabelezeno
TEER (lOOOO-lOOOOOQmZ), ki jo omogoca plast GAG, tesni stiki in epitelijske celice. Celi¢na

upornost je seStevek upornosti apikalne in bazolateralne membrane.?
1.2 Bakterijske infekcije secil in rak secnega mehurja

1.2.1 Infekcije secil

Okuzba secil pomeni vdor mikroorganizmov v se€ila, kjer se v secniku, prostati, votlemu
sistemu ali ledviénemu parenhimu namnozijo in povzroc¢ijo vnetje. Okuzba je lahko akutna ali
kroni¢na, locirana v spodnjih (uretritis, cistitis, prostatitis) ali zgornjih secilih (akutni
pielonefritis, ledvic¢ni ali obledvicni absces). Vnetje seCnega mehurja (cistitis) je klini¢ni
sindrom za Kkaterega je znacilno nenadno, pogosto in pekoc¢e odvajanje majhnih koli¢in seca
(dizurija). Se¢ je moten in neprijetnega vonja, véasih krvav. Navzoce so bole¢ine v predelu
seCnega mehurja nad simfizo. O ponavljajoCem cistitisu govorimo takrat, kadar Zenska vsaj
trikrat v zadnjem letu preboli akutni cistitis. Te ponavljajoe okuzbe so zelo pogoste pri
mladih zenskah, pojavljajo se pri ve¢ kot 20% Zensk po prvi epizodi okuzbe spodnjih okuzb in
so obi¢ajno odraz reinfekcije. Okuzbe se pogosteje ponavljajo, ¢e so imele bolnice okuzbe
secil ze v mladosti in ¢e so imele pogoste okuzbe secil Ze njihove matere. 2%

Infekcije opredelimo tudi glede na njihovo zapletenost. Med zapletene okuzbe Stejemo tiste,

kjer zdravljenje ni uc¢inkovito in tiste pri skupinah ljudi s povisanim tveganjem za obstoj
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vnetnega zari$¢a v secilih ali s prisotnimi dejavniki, za katere je znacilno, da je okuzba tezje
ozdravljiva in lahko povzro¢i hude zaplete (izguba ledvice, akutna ledvi¢na odpoved, sepsa in
celo smrt).

Pogostost okuzb secil se razlikuje glede na starost in spol. Pred okuzbo nas $¢itijo anatomske
znacilnosti secil, tok in sestava urina ter lokalna in sistemska imunost. Kljub temu pa bakterije
kolonizirajo distalni del se¢nice, tkivo, Ki ga obdaja, in pri zenskah noznico. Bakterijska
kolonizacija je odvisna od genetskih lastnosti posameznika in od lastnosti bakterij. Okuzba
nastane, ko je poruSeno ravnovesje med obrambnimi sposobnostmi telesa in virulenco
povzrocitelja.

Najpogosteje zbolevajo mlajse, spolno aktivne zenske, incidenca pri njih je 0,5 epizode letno.
Pri ve¢ kot tretjini zensk se akutni nezapleteni cistitis kljub normalnim se¢ilom ponavlja.
Moski zbolijo redkeje, ker je se¢nica anatomsko oddaljena od anusa, dalj$a kot pri Zenskah in
ker so izlocki prostate baktericidni.*?)

Ce zdravljenje ocenjujemo glede na uspesnost, govorimo o ozdravitvi (ko bolnik Ze po prvem
zdravljenju s kemoterapevtiki nima ve¢ simptomov in znakov bolezni), neuspeSnem
zdravljenju (ko simptomi, Kljub zdravljenju ne pojenjajo) in rekurenci (¢e se po koncanem
zdravljenju in izginotju simptomov po dolo¢enem Casu bakteriurija in tezave povezane z njo
spet ponovijo). Zdravljenje je najveckrat neuspeSno zaradi rezistence povzrocitelja na
uporabljeni kemoterapevtik. Glede na ¢as, ki pretece med konéanim zdravljenjem in rekurenco
lo¢imo relaps (nastane v prvih dveh tednih zaradi nepopolno ozdravljene okuzbe, v
urinokulturi izoliramo isto bakterijo kot pri predhodni infekciji) in reinfekcijo (pomeni okuzbo
z istim ali drugim povzrociteljem po dveh tednih ali ve¢ in lahko nastane zaradi slabse
obrambne sposobnosti telesa ali vecje virulence povzrocitelj a. )

Najpogostejsi povzroditelji okuzb so Escherichia coli v priblizno 80%, koagulaza negativni
stafilokoki, Proteus mirabili in Enterococcus faecalis. Zapletene okuzbe povzrocajo
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Citrobacter spp., Klebsiella
spp., Enterococcus spp., Proteus vulgaris...*?

Poleg zunajceli¢ne kolonizacije povrSine se€nega mehurja pa je uropatogenost E. coli tezavna

tudi zaradi kompleksne intracelularne kaskade, ki sluzi kot obramba pred gostiteljevim

imunskim odgovorom in vodi k vztrajni naselitvi znotraj epitelija.*>
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1.2.2 Zdravljenje okuZzbe se¢il

Bakterijske okuzbe secil zdravimo z uporabo ustreznega kemoterapevtika. Pri izbiri smo
pozorni na njegovo ucinkovitost, nezelene ucinke, nacin in pogostost aplikacije ter uc¢inek na
normalno ¢revesno in nozni¢no bakterijsko floro. Tako predstavljajo trimetoprim (kombiniran
s sulfametoksazolom) in fluorokinoloni prvo linijo zdravljenja pri bakterijskih okuzbah se¢il.
Za zdravljenje s fluorokinoloni (ciprofloksacin, perfloksacin, norfloksacin) se odlo¢imo
predvsem pri alergijah na trimetoprim, pri akutnem pielonefritisu ali recidivnih okuzbah, pri
poznani predhodni odpornosti povzroditelja na trimetoprim, pri sumu na zapleteno okuzbo ali
sumu, da okuzbo povzroCata Pseuomonas spp. in Serattia spp.. Nitrofurantoin je eden
najstarejSih kemoterapevtikov za zdravljenje infekcij secil. V 90% se izlo¢a s seCem, serumska
koncentracija pri terapevtskih odmerkih pa je nizka, zato se uporablja le za zdravljenje okuzb
v spodnjih secilih. Pri okuzbah zgornjih secil lahko uporabljamo cefalosporine 2. in 3.
generacije. Zaradi velike bakterijske odpornosti se uporaba amoksicilina in ampicilina ne
priporoa ve¢. Pri zapletenih okuzbah zgornjih secil uporabljamo Se aminoglikozide in
kombinacijo imipenema s cisplatinom.®

Kot eden od naravnih na¢inov zdravljenja se uporablja tudi D-manoza, ki prepreci vezavo E.

coli na urotelij, bakterije se izlo¢ijo s seCem in tako se zmanj$a moznost da bi se namnozile.**

Preglednica I: Odmerki trimetoprim-sulfametoksazola in fluorokinolonov pri zdravljenju simptomatskih
okuzb secil in normalnem ledvi¢nem delovanju.(le')

Kemoterapevtik Peroralni dnevni odmerek
trimetoprim-sulfametoksazol 160/800 mg/ 12 h
ciprofloksacin 500 mg/12 h
pefloksacin 400 mg/12h
ofloksacin 200 mg/12 h
levofloksacin 250 mg/24h
norfloksacin 400 mg/ 12 h

Okuzbe secil so veckrat povezane z uporabo Katetra. Zato mora biti tehnika vstavitve katetra
sterilna in zbiralni sistem zaprt. Bakteriurija nastane zaradi Sirjenja bakterij ob urinskem
katetru ali skozi njegovo svetlino. Vsak dan kateterizacije pove¢a moznost bakteriurije za
10%, kljub temu pa se asimptomatska ne zdravi, saj bi tako le povecali odpornost bakterij na
kemoterapevtika, incidence pa ne bi zmanjSali. Bolnik mora biti dobro hidriran, tako se

prepre¢i masenje katetra in se zmanjSa moznost za simptomatsko okuzbo secil.
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1.2.3 Rak se¢nega mehurja

Na nastanek raka secnega mehurja vplivajo tako genski dejavniki kot dejavniki okolja
(kajenje, stik z aromati¢nimi amini, okuzba s parazitom Shisostoma haematobium, uzivanje
fenacetinskih analgetikov...). Zelenjava, ki vsebuje karotene, vitamin A, izoflavone in
genestin delujejo zascitno. Prav tako visoki odmerki vitaminov A, B6, C in E ter cinka
zmanjs$ujejo pojav raka na mehurju. Pogosteje za to vrsto raka obolevajo moski kot zenske.
Najpogosteje gre za epitelijske tumorje, kar v 90% so tumorji prehodnega epitelija, ostali so
ploscatoceli¢ni karcinom, drobnoceli¢ni karcinom in tumorji neepitelijskega izvora (sarkom,
feokromocitom in maligni melanom).

Pred pricetkom zdravljenja je potrebno ugotoviti, ali je rak povrSinski, in situ ali invazivni, saj
je zdravljenje pri teh treh skupinah raka mehurja popolnoma razli¢no. PovrSinski rak redko
napreduje v invazivnega, cilj zdravljenja je usmerjen predvsem v prepreCevanje ponovitve in
napredovanje. Pri invazivnih rakih je pri veéini bolnikov potrebna cistektomija. Ce rak Ze
metastazira, je mediana prezivetja 13 mesecev. Najboljsi uspehi so bili dosezeni s kombinacijo
kemoterapevtikov metotreksata, vinblastina, doksorubicina in cisplatina. Novejsi
kemoterapevtiki, ki se uporabljajo pri metastatskem raku mehurja so gemcitabin, paklitaksel in
dokataksel.®

1.3 Hitosan

Hitosan je biopolimer, pridobljen iz naravnih virov, kot so eksoskeleti insektov, rakov
lupinarjev in gliv. Gre za linearen kopolimer sestavljen iz 2-acetamido-2-deoksi-p-D-
glukopiranoze in 2-amino-2-deoksi- B-D-glikopiranoze, ki sta povezani z B(1-4) vezjo.
Pridobivamo ga z deacetiliranjem hitina v alkalnem, slednji je drugi najbolj pogosto zastopan
polimer v naravi (takoj za polimeri glukoze). Hitosan je polianion (pKa=6,3) z reaktivnimi
funkcionalnimi skupinami, aminske skupine so pri pH<6 protonirane in pri pH>6,5
deprotonirane, posledi¢no se zmanjSa topnost polimera. pKa je odvisna od stopnje N-
deacetiliranja, topnost polimera pa je odvisna tudi od uporabljene metode deacetiliranja in

njegove molekulske mase. Po ¢is¢enju je hitosan v rigidni kristalini¢ni obliki zaradi intra- in

intermolekularnih vodikovih vezi.®"
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NH,

Slika 6: Struktura hitosana. n je &t. sladkornih enot polimera, x je stopnja acetiliranja.®

Ima sposobnost tvorbe gela in se uporablja kot pomozna snov v farmacevtskih oblikah s
prirejenim spro$¢anjem. Je dobro adheziven in ima visoko biolosko razgradljivost. Pospesuje
absorpcijo u¢inkovin skozi intestinalno, bukalno, vaginalno in nosno sluznico ter skozi Caco-2
celice in steno seCnega mehurja. Hkrati je biokompatibilen in ne deluje skodljivo na tkiva,
zaradi Cesar se uporablja kot sestavni del nadomestkov sklepov in kosti ter zobnih
implantatov. Zaradi inhibicije fibroplazije in spodbujanja rasti tkiva pospeSuje celjenje ran.

Deluje tudi protibakterijsko in protiglivicno, kar izkori§¢ajo v kmetijstvu za zascito rastlin.

VW W

pomagal pri hujSanju, saj naj bi vezal mas¢obe in znizeval holesterol. 90

Ker ima hitosan visoko molekulsko maso in mu to preprecuje vstop v celico, so interakcije
tako omejene le na celicno membrano. Vecinoma gre za vezavo pozitivnih funkcionalnih
skupin z negativno nabito membrano. V §tudiji, ki je bila izvedena na malignih in ne-malignih
cloveskih celicah epitelija secnega mehurja so ugotovili, da ima membrana tumorske celice
ve€ji negativni naboj od ne-malignih, posledicno so vecje interakcije s hitosanom. Tako
farmacevtske oblike s hitosanom predstavljajo obetavno obliko tarénega zdravljenja raka

secnega mehurja.(21)
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1.3.1 Mukoadhezivnost hitosana

Bioadhezija je definirana kot zmoZnost materiala, da se veze na bioloSko povrsino za neko
daljse casovno obdobje. BioloSka povrsina je lahko epitelij tkiva ali mukozna plast na povrsini
tkiva. Ce gre za vezavo na plast mukusa, govorimo o mukoadheziji.?

Mukoadhezivne lastnosti hitosana, ki so jih proucevali v $tudijah, so posledica tako njegove
kationske narave, ki dovoljuje elektrostatske povezave z negativno nabitimi mucini, kot
vodikovih vezi in hidrofobnih interakcij. Mo¢ mukoadhezivnosti je odvisna od stopnje
acetiliranja, kar izkori$¢ajo v razvoju raznih mukoadhezivnih dostavnih sistemov z razli¢no
acetiliranim hitosanom. Ko pride do vezave med hitosanom in mukozno plastjo, to omogoca
podaljSano zadrzevanje farmacevtske oblike na mestu delovanja in tako omogoci izboljSanje

bioloske uporabnosti.(23)

1.3.2 Povecanje permeabilnosti sluznic

Rezultati raziskav kazejo, da so soli hitosana v kislem pH mocni pospesevalci absorpcije.
Pozitivno nabite amino skupine hitosana tvorijo interakcije z negativno nabitimi sulfatnimi
skupinami in ostanki sialicne kisline v mukusu ali na povrsini celic, posledica Cesar je bio-
oziroma mukoadhezija. Sam mehanizem povecanja permeabilnosti tkiv je specifien za
posamezno sluznico (npr. pri seCnem mehurju pride do IuS¢enja zgornjih plasti
urotelija). 29

V studijah vpliva hitosana na permeabilnost tkiv so proucevali intestinalni epitelij oziroma
Caco-2 celice (monosloj kultiviranih intestinalnih epitelnih celic). Kot modelno u¢inkovino so
uporabili metaboli¢no inerten in zelo hidrofilen **C-manitol. Interakcija hitosana z njihovo
celicno membrano povzro¢i reorganizacijo proteinov tesnih stikov, kar vodi v povecan
paracelularni transport. Povecanje permeabilnosti modelne ucinkovine je odvisno od pH
raztopine hitosana. Prehajanje se je povecalo z znizevanjem pH. Kljub temu, da se mukozni
sloj urotelija od intestinalnega epitelija razlikuje po strukturi in debelini pa imata precej
skupnih lastnosti. Pri obeh so prisotne sladkorne verige, vsaj delno vezane na proteine, in
povrsini obeh sta negativno nabiti. Zaradi tega lahko pri¢akujemo, da bodo imeli polimeri, ki
kazejo dobro mukoadhezijo na intestinalni sluznici, vsaj nekaj mukoadhezivnih lastnosti tudi

pri stiku z sluznico se¢nega mehurj 2.5
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1.3.2.1 Se¢ni mehur

Za proucevanje vpliva hitosana na permeabilnost stene seénega mehurja za modelne
ucinkovine (pipemidna Kislina) so uporabili izolirano steno prasi¢jega mehurja. Rezultati so
pokazali viSje koncentracije uéinkovine, ki je preSla v steno se¢nega mehurja ob uporabi
hitosana.®®

Pri 0,0005 % ut/vol disperzija hitosana po eno-urnem delovanju znacilno poveca prehod
modelnih ucinkovin (kinolonov) v steno prasi¢jega seCnega mehurja, pri 0,001 % ut/vol
koncentraciji pa je dosezen maksimalen ucinek hitosana kot pospesSevalca absorpcije,
disperzije hitosana visjih koncentracij 0,005 in 0.5% ut/vol udinkovito delujejo kot
pospesevalci absorpcije hitosana ze pri krajsSem stiku (po 15 min). Medtem ko je pri nizjih
koncentracijah ¢as potreben za maksimalen u¢inek hitosana, daljsi. Ugotovili so, da daljsi ¢as
stika poveca koli¢ino u¢inkovine, ki preide v tkivo. Tako se mehanizmi preko katerih hitosan
poveca permeabilnost aktivirajo ze precej zgodaj, vendar pa potrebujejo nekaj Casa, da se
dokon¢no vzpostavijo. Dodatek kalcija zmanjsa uc¢inek hitosana na permeabilnost sluznice za
modelno uéinkovino, vpliva pa tudi na manjsi obseg poskodb tkiva. ")

Prav tako je ucinek hitosana na togost celic in njihovo glikoliti¢no aktivnost funkcija njegove
stopnje deacetiliranja. Ta prispeva k naboju hitosana proporcionalno s S$tevilom amino
skupin.©Y

Mehanizem pospeSevanja absorpcije s hitosanom je v secnem mehurju drugacen kot pri drugih
tkivih. Z uporabo vrsti¢ne in transmisijske elektronske mikroskopije so ugotovili, da v
koncentracijah, ki znacilno povecajo prehod modelnih u¢inkovin v steno prasi¢jega mehurja,
hitosan povzro¢i luSCenje zgornjih deznikastih celic urotelija. S tem se odstrani
permeabilnostna bariera (plast GAG, membranski plaki in tesni stiki), ki preprecuje prehod
snovi iz urina v steno mehurja. Na vmesnih in bazalnih celicah so bili jasni znaki njihove
nekroze s poSkodovano membrano in nabreklimi organeli, ni pa bilo znakov apoptoze.
LusCenje zgornjih celic urotelija pa je tudi naravni odgovor organizma na infekcije z
bakterijami, saj se tako odstranijo nanje vezane bakterije, s tem se izboljSa obrambni

mehanizem.®®

10
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1.3.2.2 Ostala tkiva

Vaginalna sluznica

ucinkovini so uporabili ciprofloksacin in aciklovir, kot testno fluorescen¢no u¢inkovino pa
fluoroscein izotiocianat. Rezultati so pokazali znac¢ilno povecano permeabilnost za vse tri
utinkovine.®”

Nosna sluznica

Nazalni dostavni sistemi so uporabni predvsem za proteine in druge polarne u¢inkovine, na
primer inzulin, kalcitonin in metabolite morfina. Studije so pokazale, da hitosan poveéa
absorpcijo teh uginkovin preko bioadhezije in z razrahljanjem tesnih stikov membrane.®
Bukalna sluznica

Rezultati $tudij kazejo, da hitosan signifikantno (6x) povec¢a permeabilnost hidrokortizona in
transformirajocega rastnega faktorja . Povecana absorpcija je posledica daljSega zadrzevanja
ucinkovine na mestu delovanja in direktnega vpliva hitosana na organizirane intracelularne
lipidne lamele, ki gradijo bariero v epidermisu in oralnem epiteliju.®?

Sluznica roZenice

Vpliv hitosana na absorpcijo so dokazovali tudi pri transkornealni aplikaciji deksometazona.
Rezultati so pokazali znacilno pove¢ano maksimalno plazemsko koncentracijo in biolosko

uporabnost u¢inkovine, kot posledica poveCanega transcelularnega prenosa.(33)

1.4 Ciprofloksacin

Ciprofloksacin (1-cikopropil-6-fluoro-4-okso-7-(piperazin-1-il)-kinolin-3-karboksilna Kislina)
spada med fluorokinolone, Sirokospektralne kemoterapevtike. Delujejo preko zaviranja
bakterijskih encimov topoizomeraze Il (DNA giraze) in topoizomeraze IV. Gre za encime
esencialne za podvajanje, prepisovanje, popravljanje in rekombinacijo bakterijske DNK ter v
humanih celicah niso prisotni. Tako delujejo specifiéno in  baktericidno.®” In vitro je
ucinkovit proti vecini aerobnih po Gramu negativnih bakterij, vkljucno s Pseudomonas
aeruginosa. Uc¢inkovit je tudi proti aerobnim po Gramu pozitivnim bakterijam, npr.

stafilokokom in streptokokom.®

11
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Slika 7: Struktura ciprofloksacina.®®

1.4.1 Terapevtske indikacije

Ciprofloksacin se uporablja pri zdravljenju okuzb in vnetij:

-spodnjih dihal, ki jih povzroc¢ajo po Gramu negativne bakterije,
-srednjega usesa (kroni¢no, gnojno vnetje),

-zunanjega usesa (maligno vnetje),

-secCil,

-trebusne votline,

-koZe in mehkih tkiv, ki jih povzroc¢ajo po Gramu negativne bakterije,
-gonokoknega uretritisa in cervicitisa,

-pri bolnikih z nevtropenijo (tudi preprecevanje okuzb).

Pri otrocih in mladostnikih se lahko uporablja za zdravljenje hudih okuzb, kadar se presodi, da

je to potrebno.®”

1.4.2 Nezeleni ucinki in kontraindikacije

Pogosti nezeleni ucinki so tezave v prebavnem traktu: slabost in driska, ter pri otrocih bolecine
v sklepih. Ob¢asni nezeleni ucinki so gliviéne okuzbe (vaginalna in oralna kandidoza), izguba
apetita (anoreksija), glavobol, omotica, motnje spanja ali motnje okusa, bruhanje, bole¢ine v

trebuhu, prebavne motnje (npr. slaba prebava, zgaga ali vetrovi), zvisane vrednosti

12
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transaminaze, bilirubina in/ali alkalne fosfataze v krvi, izpuscaj, srbenje ali koprivnica,
bolecine v sklepih pri odraslih, slabo delovanje ledvic, bole¢ine v miSicah in kosteh, slabo
pocutje (astenija) ali zviSana telesna temperatura.

Odmerek ciprofloksacina prilagodimo pri bolnikih z ledviéno odpovedjo. Uporabi se
izogibamo pri osebah z epilepsijo ali drugimi nevroloskimi tezavami, z miastenio gravis in
aritmijo ter pri osebah, ki imajo preobcutljivostno reakcijo na ciprofloksacin ali ostale

fluorokinolone.®”

1.4.3 Rezistenca bakterij

Odpornost proti ciprofloksacinu se razvije postopno in je posledica mutacij na DNK girazi ali
topoizomerazi IV. Klinicno pomembno odpornost povzro¢ajo veckratne mutacije. Porocali so
tudi o odpornosti, pridobljeni s plazmidi z gnr geni.®”

Pri Zenskah z nezapletenim cistitisom so v raziskavi ECO-SENS leta 2000 ugotovili, da je bila
v urokultiri najpogosteje izolirana E. Coli, ki je bila na ciprofloksacin odporna v 3% (v
primerjavi s trimetoprim-sulfametoksazolom, Kjer je bila odpornost bakterije kar 15%). Zaradi
Siroke uporabe fluorokinolonov pri¢akujemo, da se bo bakterijska odpornost nanje Se

v e - . 1
povecala, zato mora biti njihova uporaba premisljena in ustrezna.™

1.5 Mikrosfere

Mikrosfere so oblika mikrokapsul, delcev velikih od 1um do nekaj mm. Sestavljene so iz
substance, ki jo mikrokapsuliramo in nosilne substance, pri ¢emer sta obe razporejeni po
celotnem volumnu mikrosfere. Pripravljamo jih predvsem z metodo odparevanja topila.
Osnovni izhodni sistem je emulzija, kjer je v notranji fazi raztopljen polimer (npr.
Eudragit®RS) in dispergirana ucinkovina ter ostale pomozne snovi. V zunanji fazi ne sme biti
topna nobena od uporabljenih substanc, saj lahko pride zaradi tega do izgub. Topilo notranje
faze odstranimo, najveckrat z odparevanjem. Tako dobimo mikrosfere suspendirane v zunanji

fazi, temu sledi izolacija, spiranje in suéenje.(gg)

1.5.1 Vpliv hitosana na lastnosti mikrosfer

V raziskavi Eudragit® RS mikrosfer s hitosanom je bilo ugotovljeno, da pri enaki hitrosti

mesSanja nastajajo manjSe mikrosfere, v primerjavi z mikrosferami brez hitosana. Spros¢anje

13
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modelne u¢inkovine (pipemidna kislina) je bilo hitrejSe pri mikrosferah s hitosanom, prav tako
pri njih ni bilo opaziti korelacije s Higuchijevo konstanto stopnje spros¢anja. Po treh urah
sproscanja je bila povrSina mikrosfer s hitosanom bolj porozna od povrSine mikrosfer brez
njega. Ce pa primerjamo spro$éanje udinkovine iz mikrosfer s hitosanom in mikrosfer z
drugimi bioadhezivnimi polimeri, na primer karboksimetil celulozo ali polikarbofilom,
ugotovimo, da je sprosCanje iz mikrosfer adheziranih na poskodovano membrano

najpocasnejse prav pri mikrosferah s hitosanom.“)®“?)

1.5.2 Vplivi procesnih pogojev na lastnosti mikrosfer

Studije z Eudragit® RS mikrosferami so pokazale, da pri vi§ji temperaturi med procesom
nastajajo mikrosfere z vecjim premerom in s §irSo distribucijo velikosti delcev. Pri visji
temperaturi topilo zunanje faze hitreje izpari in se tako masa hitreje strdi. Vendar pri uporabi
visje temperature med procesom nastajajo bolj pravilni in sferi¢ni delci z gladko povrsino.

Pri mikrosferah s podobno sestavo so ugotovili, da se s poveCevanjem hitrosti meSanja
zmanj$uje premer nastalih delcev. Povecana hitrost tudi preprecuje aglomeracijo Se »ne
zrelih« mikrosfer. Statisti¢cno pomembne razlike so pri hitrosti mesanja vecji od 600 rpm. Z
vecanjem hitrosti meSanja se povecuje tudi vsebnost modelne u¢inkovine (pipemidna kislina),
vsebnost je vecja tudi v frakcijah z ve¢jim premerom. To bi lahko razlozili z dejstvom, da med
pripravljanjem mikrosfer pipemidna kislina difundira iz notranje v zunanjo fazo. Ker se v
zunanjo fazo izgublja tudi magnezijev stearat, je lahko dejanska vsebnost u¢inkovine vecja od
teoreticne. Ugotovili so tudi, da je vecja hitrost meSanja povezana s hitrejSim sproscanjem

uginkovine iz mikrosfer.®

14
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2 Namen dela

Kroni¢ne infekcije in rakava obolenja secil so pere¢ problem celotne populacije, saj vplivajo
na kakovost zivljenja. Sistemsko zdravljenje z antibiotiki in drugimi kemoterapevtiki je v
doloc¢enih primerih lahko neuspes$no, tudi zaradi vedno veéjega pojavljanja rezistence bakterij,
nezelenih ucinkov ter nizke koncentracije ucinkovine v senem mehurju (posledica
predsistemskega metabolizma, porazdeljevanja v druga tkiva ali izlo¢anja preko drugih poti).
Tako se iSCejo nove moznosti za lokalizirano zdravljenje. Hitosan ze sam deluje blago
protibakterijsko in protitumorno, poveca permeabilnost membran za ucinkovine in s svojo
bioadhezivnostjo podaljsa zadrZzevanje farmacevtske oblike na mestu delovanja. Povzroci
luséenje povrsinskih celic urotelija, s ¢emer bi se lahko odstranile inficirane ali rakave celice.
Tako uporaba hitosana v farmacevtskih oblikah za intravezikalno aplikacijo predstavlja
obetavno moznost lokalnega zdravljenja hujsih uroinfekcij in raka secil.

Osnovni namen nase raziskovalne naloge bo priprava mukoadhezivnih mikrosfer s hitosanom
za intravezikalno terapijo hujsih infekcij seénega mehurja, ki jih s sistemsko aplikacijo
kemoterapevtikov ne uspemo pozdraviti. Nas cilj je optimizirati sam postopek priprave
mikrosfer in njihove lastnosti (velikost ter sposobnosti suspendiranja in nabrekanja mikrosfer,
vsebnost in sprosc¢anje ucinkovine iz mikrosfer). Na podlagi rezultatov bomo izbrane
mikrosfere z optimalnimi lastnostmi uporabili pri spremljanju transepitelijske elektri¢ne
upornosti (TEER) se¢nega mehurja podgane, ob izpostavitvi hitosanu. Tkivo bomo za 20 oz.
60 minut izpostavili disperziji hitosana ali suspenziji pripravljenih mikrosfer s hitosanom.
Zanima nas, Ce je regeneracija seCnega mehurja odvisna od Casa stika tkiva s hitosanom ter od
farmacevtske oblike s hitosanom. Zadnji v seriji poskusov bo in vivo poskus na rjavih misih,
ki ga bomo opravili na Institutu za biologijo celice (Medicinska Fakulteta, Univerza v
Ljubljani). Po intravezikalni aplikaciji disperzije hitosana in suspenzije mikrosfer s hitosanom
bomo z vrstiCno elektronsko mikroskopijo opazovali razlike v morfologiji epitelija. 1z
rezultatov raziskovalne naloge bomo ovrednotili prednost uporabe mikrosfer za intravezikalno
aplikacijo pri zdravljenju hujsih infekcij ali raka secnega mehurja v primerjavi s samo

disperzijo hitosana.
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3 Materiali in metode

3.1 Materiali

Polimeri:

-Hitosanijev hidroklorid, Kracber & Co. CMBH, Ellerbek, Nemcija (stopnja deacetiliranja 65-
95%)

-Eudragit® RL PO, Evonik industries, Essen, Nemcija

-Eudragit® RS PO, Evonik industries, Essen, Nemcija

-HPMC, metolose 65SH-400, Harke group, Nemcija

Topila in raztopine:

-Aceton (reag. po Ph. Eur.), Panreac, Barcelona, Spanija

-Teko¢i parafin (po Ph.Eur. V), S Pharmachem s.p., Ljubljana, Slovenija

-Heksan (pro analysi), Merck, Darmstadt, Nemcija

-Klorovodikova kislina Trisol® za pripravo 1M HCI, Merck, Darmstadt, Nemcija

-Natrijev hidroksid Trisol® za pripravo 1M NaOH, Merck, Darmstadt, Nemcija

-Medij za gojenje celic, Sigma® Dulbecco's modified eagle's medium, Sigma Aldrich, St.
Louis, ZDA

-Puferske raztopina pH=7, Kefolab, Ljubljana, Slovenija

Ostalo

-Natrijev klorid, Emsure®, Merck, Darmstadt, Nemcija

-Kalijev dihidrogenfosfat, Emsure®, Merck, Darmstadt, Nemcija

-Natrijev hidrogensfosfat, Emsure®, Merck, Darmstadt, Nemcija

-Ciprofloksacin (Fluka analytical) Sigma Aldrich, Sanghaj, Kitajska

-Kemikalije za pripravo preparatov za vrsti¢no elektronsko mikroskopijo: ketamin hidroklorid,
ksilazin, 4% paraformaldehid, 2% glutaraldehid, 0,1M kakodilatni pufer, OsO4

Tkiva in zivali

-Se¢ni mehurji samcev albino laboratorijske podgane vrste Sprague-Dawley (masa: 200-3009)
-Odrasle samice misi C57BL/6JOLaHsd, stare 8 tednov
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Eksperimenti so bili izvedeni v skladu z Zakonom o zasc¢iti zivali Republike Slovenije,

uporaba tkiva je bila registrirana pri Veterinarski upravi Republike Slovenije.

3.1.1 Lastnosti uporabljenih polimerov

Eudragit® RS in RL

Poli(klorid etil akrilat-ko-metil metakrilat-ko-trimetilamonijevetil metakrilat) je kopolimer
etil akrilata, metil metakrilata in nizke vsebnosti estra metakrilne kisline s kvarternimi
amonijevimi skupinami. Pri RL so v razmerju 1:2:0.2, pri RS pa 1:2:0.1. Amonijeve skupine
so v obliki soli, od koli¢ine le teh je odvisna permeabilnost polimera. Gre za trdno belo,

praskasto snov, ki je netopna, ima nizko (RS) oz. dobro (RL) permeabilnost in od pH

neodvisno nabreka, ¥

HC  HC -
H,C CH,
o] o o]
o}

o)
/r HyC”™ (

o | cH,
Hs

)

n

Slika 8: Struktura Eudragit® RS/RL. (slika prirejena po“¥)

HPMC

Hidroksipropil metil celuloza je semisintetiCen, inerten in visokoelasti¢en, hidrofilen polimer,
ki se uporablja pri pripravi farmacevtskih oblik s prirejenim spro$¢anjem. Siroko se uporablja
pri peroralnih, topikalnih in farmacevtskih oblikah za oko, zaradi svoje netoksi¢nosti in

zmoznosti, da sprejme velike doze u¢inkovine, ne glede na njen pH.(45)(46)

Uporabljena HPMC je visoko viskozna in jo v Ph. Eur. in USP najdemo kot HPMC 2906.“"

3.2 Aparature

Sistem za pripravo mikrosfer:
-Mehansko mesalo z veslom, Eurostar digital, IKA Labortechnik, Staufen, Nemcija

-Vodna kopel z grelnim sistemom in kontaktnim termometrom
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Sistem za testiranje spros¢anja:

-Aparatura za testiranje sproSc¢anja, VanKel 7000, VanKel Technology Group, NC, ZDA
-Filtri za vzorCevalnik aparature za spro$c¢anje 35 MI (Full Flow Filters), VanKel Technology
Group, NC, ZDA

Sistem za dolo¢anje TEER mehurja:

-Preto¢ne celice EM-CSYS-6 (Easy Mount — Diffusion Chambers), Physiologic Instruments
Inc., San Diego, ZDA

-Termometer, Testo 926, testo Inc., New Jersey, ZDA

-Grelec M3Lauda, Triad Scientific Inc., New Jersey, ZDA

Mikroskop s kamero:
-Opti¢ni mikroskop Olympus BX50, Olympus, Tokio, Japonska

-Kamera Sony Power Had, Sony, Tokio, Japonska

Ostalo:

-Vrstiéni elektronski mikroskop JSM-840A, Jeol, Tokio, Japonska
-Stresalnik za sita, F. Kurt Retsch GmbH & Co.KG, Haan, Nemcija
-Analitska tehtnica AG245, Mettler toledo, Schwarzenbach, Svica
-Analitska tehtnica Exellence Plus, Mettler toledo, Schwarzenbach, Svica
-Magnetno mesalo Ratamix 550 MMH, Tehtnica, Slovenija

-pH meter MP 220, Mettler Toledo, Schwarzenbach, Svica

-Ultrazvoc¢na kadicka Sonis 4, Iskra, Kranj, Slovenija

-Centrifuga, Centrifuge 5415 R, Eppendorf research, Hamburg, Nemcija
-Mastersizer, Malvern, Worcestershire, Velika Britanija

-Vakumski susilnik VS-50S, Kambi¢ Anton, Semi¢, Slovenija

Pribor:

-Filter papir 589" black ribbon (@70mm), Schleicher & Schuell GmbH, Dassel, Nem&ija
-Celulozno acetatni membranski filtri z 0,45um porami, Sartorius AG, Nemcija
-Polavtomatske pipete (200-1000ul in 1000-5000ul), Eppendorf research, Hamburg, Nemcija

-Plasti¢ne mikrocentrifugirke (2mL), Eppendorf research, Hamburg, Nemcija
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-Vakumska c¢rpalka, nuca
-Kateter (notranji premer 0,28mm), Intramedic, Becon, Dickinson, Sparks, MD, ZDA
-Merilne bucke, ¢ase, erlenmajerice, tehtiéi, viale, spatule, nastavki za pipete, plasti¢ne brizge,

magneti, Parafilm® M, termometer, Stoparica,
3.3 Metode dela

3.3.1 Priprava pufrov, raztopin in disperzij

Izotoni¢ni fosfatni pufer pH=6 (PBS 6)
-2,38g Na,HPO, ~ 12H,0

-0,199 KH,PO,

-89 NaCl

-do 1,01 H,O

Raztopino smo umerili do pH=6,0 z 1M HCI.

0,2% raztopina hidroksipropil metilceluloze (HPMC) v PBS 6
-0,100 g metolose 65SH-400
-do 50mL PBS 6

Na magnetnem mesSalu smo mesali, da se raztopi.

0,005% (ut/vol) disperzija hitosana (HIT) v PBS 6

-12,5mg hitosan

-do 10mL PBS 6

Mesali smo ¢ez no¢ z magnetnim mesalom in red¢ili ImL raztopine do 25mL s PBS 6 in pH

uravnali do 6 z 1M NaOH in 1M HCI.

0,01M HCI
V 100mL bucko smo odmerili ImL 1M HCI in do oznake dopolnili z destilirano vodo.

0,005% (ut/vol) disperzija hitosana v 0,2% HPMC
1mL disperzije hitosana v PBS 6 smo do 25mL dopolnili z 0,2% raztopino HPMC.
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Suspenzija mikrosfer (MS)

Natehtali smo 0,40mg mikrosfer, ki vsebujejo ekvivalentno koli¢ino hitosana kot 2,5mL
0,005% (ut/vol) disperzija hitosana, jih prenesli v epice in jih suspendirali v 1,5mL PBS 6.
Suspenzijo smo kvalitativno prenesli tako, da smo v epice Se dvakrat dodali 0,5mL PBS 6 in

vse skupaj zdruzili. Kon¢ni volumen suspenzije je bil 2,5mL.

Supernatant mikrosfer v PBS 6 (MS s5, MS s20, MS s60)

Natehtali smo 0,40mg mikrosfer, ki z ekvivalentno koli¢ino hitosana kot 2,5mL 0,005%
(ut/vol) disperzije hitosana, jih prenesli v epice in jih suspendirali v 1,5mL PBS 6. Po razli¢nih
¢asovnih intervalih (takoj, 15min in 55min) smo suspenzijo 5 min centrifugirali pri T=25°C in

4000 obratih. Supernatant smo prenesli v prazne epice, oborino mikrosfer pa zavrgli.
3.3.2 Priprava in analiza mikrosfer

3.3.2.1 Priprava mikrosfer

Mikrosfere smo pripravili po metodi z odparevanjem topila. Optimizirali smo sestavo in
pogoje postopka povzetega po doktorski nalogi Matejke Burjak,“® kjer je osnovna receptura
predstavljala 0,900g Eudragita RS, 0,600g mukoadhezivnih polimerov (hitosan), 0,5009
zdravilne ucinkovine, 0,100g aluminijevega stearata, razlicne koli¢ine Spana 80 in 0,008g
Sudana ¢rmo B v 6mL acetona, ki sluzi kot notranja faza, in v zunanji fazi, tekoCem
parafinu.“*® Izpustili smo Span 80 in Sudan ¢rno B, povecali koli¢ino hitosana ter spreminjali
koli¢ino Eudragita®, Mg-stearata in acetona. V zacetnih testnih poskusih, smo preverjali
izkoristek poskusa in sejalno analizo in ponovljivost obeh, ter dolocili sestavo za nadaljnjo

izdelavo. Sestava serij v posameznih testnih poskusih je prikazana v preglednici Il.

Preglednica Il: Sestava mikrosfer v testnih poskusih.

Sestava SerijaA | SerijaB | SerijaC | SerijaD | SerijakE | SerijaF | SerijaG
Eudragit® RS [g] 1,2 1,4 1,4 1,4 1,4 14 0,7
Eudragit® RL [g] / / / / / / 0,7

Hitosan [g] 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9
Pipemidna kislina (P)/ | 05(P) | 05(P) | 05(C) | 05(C) | 05(C) | 05(C) | 0,5(C)
Ciprofloksacin (C) [g]

Mg-stearat [g] 0,2 0,1 0,1 0,1 / / /
Aceton [mL] 7 7 7 5 6 6 6
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V nadaljevanju smo izdelali stiri serije mikrosfer (Serija 1-4) z razli¢no sestavo, vsako v Stirih
ponovitvah (A-D). Kot ogrodni polimer smo uporabili Eudragit RL®, Eudragit RS® in
kombinacijo obeh. V mikrosfere smo vgradili mukoadheziven polimer hitosan. Seriji 1 smo
dodali magnezijev stearat, ki sluzi kot stabilizator. V mikrosfere smo vgradili tudi zdravilno

uc¢inkovino, ciprofloksacin. Sestava posameznih serij je prikazana v preglednici IlI.

Preglednica Il1: Sestava razli¢nih serij mikrosfer.

Sestava Serijal | Serija2 | Serija3 | Serija4
Eudragit® RS [g] / / 14 0,7
Eudragit® RL [g] 14 1,4 / 0,7

Hitosan [g] 0,9 0,9 0,9 0,9
Ciprofloksacin [g] 0,5 0,5 0,5 0,5
Mg-stearat [g] 0,1 / / /

V 6mL acetona smo na magnetnem mesalu raztopili Eudragit®. Medtem smo pripravili vodno
kopel (T=5°C), v vpeto ¢afo smo z merilnim valjem odmerili 80mL parafina, mesali z
elektronskim mesalom z veslom na 100 obratov/min, da se je tudi parafin ohladil na 5°C.
Ustavili smo mesalo in obrate nastavili na 1000 obratov/min. Ko se Eudragit® raztopil smo
dodali hitosan, premesali, da se je zmes homogenizirala, dodali smo u¢inkovino, premesali in
na koncu pri Seriji 1 dodali Se Mg- stearat. Vse skupaj smo meSali Se 2 minuti, nato pa
suspenzijo Vvlili v ohlajen parafin, vkljudili elektronsko mesalo in zaceli segrevati vodno kopel
do 40°C. Ko se je kopel segrela, smo mesali pri 1000 obratih/min $e 40 min, da je ves aceton
izhlapel. Po 40 minutah smo dodali 40mL heksana, obrate zmanjsali na 250 obratov/min in
mesali 2 min. Z vakumsko ¢rpalko smo nastale mikrosfere izolirali, jih sprali s heksanom in

jih ez noc¢ susili v vakumskem susilniku.

3.3.2.2 Sejalni preizkus

Mikrosfere smo locili s sejanjem na naslednje velikostne frakcije: vecje od 250um, 200-
250um, 160-200um, 125-160um, 100-125um, 80-100pwm in manjse od 80um. Stresali SMo pri

60 amplitudah 30 min. Za nadaljnjo analizo smo uporabili frakcije med 80 in 160um.
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3.3.2.3 Gravimetri¢no dolo¢anje kolicine flotiranih in sedimentiranih
mikrosfer

Za vrednotenje suspendiranja in sedimentacije mikrosfer smo uporabili 10mL, 8 cm visoke
epruvete. Natan¢no smo natehtali priblizno 50mg ali 25 mg posamezne serije in vsaki natehti
dodali 5SmL PBS 6, pri sobni temperaturi.

Epruvete smo zaprli s parafilmom® in 10 s stresali. V stojalu smo jih pustili 2 min in potem Se
enkrat pretresli. Po 10 min od prvega stresanja smo odstranili parafilm in locili flotirane in
sedimentirane mikrosfere. Mikrosfere smo locili od mati¢nice s presesavanjem skozi Stehtane
filtrirne papirje. Filtrirne papirje smo skupaj z mikrosferami ¢ez no¢ susili v vakumskem
suSilniku, jih naslednji dan stehtali in izracunali deleZ flotiranih in sedimentiranih mikrosfer.
Sestevek obeh deleZzev pomeni masno bilanco, kjer so zajete tako izgube zaradi metode, kot

raztapljanje sestavin v mikrosferah.

3.3.2.4 Gostota mikrosfer

Gostoto mikrosfer smo dolocali s piknometrom. Najprej smo piknometer ocistili in popolnoma
osusili in ga stehtali. Napolnili smo ga z destilirano vodo in poln piknometer stehtali. Iz mase
vode, smo izracunali volumen piknometra. Piknometer smo ponovno osusili. Natan¢no smo
natehtali priblizno 50mg mikrosfer in jih kvantitativno prenesli v piknometer, dopolnili smo
ga s heksanom in ponovno stehtali. Od celotne mase smo odsteli maso mikrosfer, da smo
dobili maso heksana, katerega gostoto poznamo. Izra¢unali smo volumen heksana in ga odsteli
od volumna piknometra, da smo dobili volumen mikrosfer. Iz volumna in mase smo
preracunali njihovo gostoto. Priblizno gostoto mikrosfer smo potrebovali pri nastavitvah

analizatorja velikosti delcev Mastersizer.
3.3.2.5 Nabrekanje mikrosfer

3.3.2.5.1 Opazovanje pod mikroskopom

Mikrosfere smo suspendirali v PBS pri sobnih pogojih in suspenzijo opazovali pod
mikroskopom v razliénih €asovnih intervalih (10 min, lh, 2h, 3h in 24h). S kamero smo

posneli fotografije pod faznim kontrastom in izmerili njihove premere. Opazovali smo razli¢ne
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velikostne frakcije mikrosfer Serije 1. Izraunali smo povprec¢ni premer in mediano

posamezne frakcije.

3.3.2.5.2 Vrednotenje z analizatorjem velikosti delcev Mastersizer

Spreminjanje velikosti mikrosfer s ¢asom smo proucevali z analizatorjem velikosti delcev
Mastersizer. Eno spatulo posamezne serije mikrosfer, velikostne frakcije 80-100um, 100-
125pum, 125-160pum in 160-200pum, smo suspendirali v PBS 6 in suspenzijo prelili v vzoréno
enoto. Pred tem smo posneli ozadje PBS 6. V razli¢nih ¢asovnih intervalih smo izmerili deleze

delcev s posameznih premerom, mediano, prvi in deveti decil.

3.3.2.6 Vsebnost ciprofloksacina v mikrosferah

Vsebnosti ciprofloksacina smo dolocevali v 0,01M HCI. Natan¢no smo natehtali priblizno
20mg vsake serije in ponovitve mikrosfer in jih kvantitativno prenesli v 50mL merilno bucko
in do oznake dopolnili z 0,01M HCI. Na magnetnem mesalu smo disperzijo mesali 24 ur, da se
je sprostila vsa koli¢ina ciprofloksacina. Vzorec smo nato filtrirali skozi celulozni membranski
filter 0,45um in ga 10x red¢ili. Red¢enemu filtratu smo izmerili absorbanco pri valovni dolzini
277nm. Za umeritveno premico smo natanéno natehtali  priblizno 10mg standarda
ciprofloksacina, ga raztopili v 0,01M HCI, vzorce smo ustrezno red¢ili in pri 272nm izmerili
njihove absorbance. Ob predpostavljanju linearne odvisnosti absorbance od koncentracije,
smo izrisali umeritveno premico, s katero smo si pomagali pri dolo¢anju vsebnosti

ciprofloksacina v mikrosferah (enacbi 1 in 2).

n=delez u¢inkovine v mikrosferah

n= _Cy 1 Cy=koncentracija u¢inkovine V filtratu [mg/L]

r*x x=natehta mikrosfer

r=koeficient redcenja

C=teoreti¢na koncentracija

vsebnost %=C;/Cq *100% 2

Cq=eksperimentalno dolo¢ena koncentracija

3.3.2.7 Sproscanje ciprofloksacina iz mikrosfer po metodi USP XXIII

Sprosc¢anje ciprofloksacina smo doloc¢ali po metodi iz USP XXIII na aparaturi za testiranje

spros¢anja z veslastimi mes$ali. Kot medij smo uporabili PBS 6. Natan¢no smo natehtali
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priblizno 10mg mikrosfer in jih kvantitativno prenesli v 500mL PBS 6, ki smo ga v posodi za
spremljanje spros¢anja predhodno ogreli na 37°C. Med poskusom smo to temperaturo
vzdrzevali in disperzijo mesSali s hitrostjo 100 obratov/min. Zaradi manjSega volumna medija,
smo uporabili podaljSke za vzorcevalnik. Prav tako smo na vzorcevalniku uporabili filter, ki
Zmanjs$a moznost njegove zamasitve, hkrati pa po vzor¢enju dodatna filtracija ni bila potrebna.
V dolocenih ¢asovnih intervalih smo vzor¢ili po SmL raztopine in pri valovni dolzini 274nm
dolocali vsebnosti ciprofloksacina v posameznem vzorcu. Koncentracije smo dolocali s
pomocjo umeritvene premice odvisnosti absorbance od koncentracije ciprofloksacina v PBS 6.
Ker sta se zaradi vzor¢enja zmanjSevala volumen medija in masa u¢inkovine, je bilo potrebno

izraCunati korigirane vrednosti koncentracij po enacbi 3:
C'=korigirana koncentracija [mg/L]
c'= GV (n-1)Vi,)+ Vi (Ci+Cor...+Cr 1) 3 C,=izmerjena koncentracija [mg/L]
Vv, B V=volumen vzorca [5mL]

V,=zadetni volumen medija [500mL]

n=stevilo vzorcev

3.3.3 lIzvedba studij transepitelijske upornosti (TEER) podganjega mehurja

3.3.3.1 Priprava elektrod

Elektrolitski klju¢ predstavlja 100pL modificiran nastavek za pipeto, ki ima konico prirezano
tako, da se prilega komori. Nastavke napolnimo s primerno ohlajenim agarjem v 3M raztopini

KCl in jih hranimo v raztopini KCI. Na nastavek pritrdimo ustrezno elektrodo.

3.3.3.2 Priprava preto¢nih celic

Pretocne celice smo ocistili, sestavili sistem za merjenje transepitelijske elektri¢ne upornosti,
namestili in preverili delovanje tokovnih in potencialnih elektrod in termostatirali na 36 + 1°C

PBS 6 ter medij za gojenje celic.

3.3.3.3 Merjenje TEER

Transepitelijski potencial (PD) v mV in kratkosti¢ni tok (Isc) v A smo spremljali pred
zaCetkom poskusa in med samim poskusom. Iz zbranih podatkov smo na podlagi Ohmovega

zakona izracunali transepitelijski elektricni upor (TEER v Qxcm?), ki je merilo integritete
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tkiva. Izratunani TEER predstavlja skupen upor tkiva, na katerega vplivata skupna povrsina
epitelija ter upor posameznih celic in tesnih stikov. S trajanjem poskusa se celotna epitelijska
povrsina zmanjSuje, tesni stiki pa se rahljajo.

Izvedli smo poskuse, kjer smo mehurje podgan izpostavili hitosanu razli¢no dolgo, 20 min in
60 min. Za izvedbo posameznega poskusa smo uporabili tri mehurje podgan (skupno Sest
preto¢nih celic). Mehurje smo razprli in jih prepolovili ter jih polozili med inserte, ki so imeli
odprtino povriine 0,07cm?. Inserte smo nato vstavili med difuzijski celici. Sledila je prva faza,
predinkubacija. Na donorsko stran, kamor je bila obrnjena sluznica mehurja smo dodali 2,5mL
pufra PBS 6, na akceptorsko stran pa 2,5mL medija za gojenje celic. Sistem smo termostatirali
pri 36 = 1°C, da smo ¢im bolj posnemali fizioloske pogoje. Sledila je faza inkubacije, v kateri
smo zaceli meriti TEER. Nato smo v preto¢ni celici na donorski strani PBS 6 zamenjali z
2,5mL vzorca.

V prvi seriji poskusov je bilo tkivo vzorcu izpostavljeno 20 min. Najprej smo ugotavljali,
razlike v delovanj disperzije hitosana in suspenzije mikrosfer s hitosanom ob prisotnosti
HPMC, ki poveca viskoznost PBS 6 in kakSen je ucinek mikrosfer na urotelij po direktnem
nanosu na sluznico mehurja. VVzorci so bili PBS 6 (kontrola), same mikrosfere, ki smo jih
nanesli direktno na mehur (M) in preto¢no celico napolnili s PBS 6, disperzija hitosana (HIT),
suspenzija mikrosfer (MS), disperzija hitosana v 0,2% HPMC (HITppme) ter suspenzija
mikrosfer v 0,2% HPMC (MShmc). Nadalje smo uporabo HPMC opustili in smo kot vzorce
uporabili disperzijo hitosana (HIT), suspenzijo mikrosfer (MS) ali 1,5mL supernatanta
mikrosfer v PBS 6 po 5, 20 in 60 minutnem suspendiranju (MS s5, MS s20 in MS s60), ki smo
mu dodali ImL PBS 6.

V seriji poskusov, ko je bilo tkivo vzorcu izpostavljeno 60 min, smo kot vzorca uporabili
disperzijo hitosana (HITgo) in suspenzijo mikrosfer (MSgo). Casovni intervali postopka so

prikazani na sliki 9. TEER smo merili v naprej predvidenih ¢asovnih intervalih.
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A
predinkubacija
Crinkubacija
(b stik z vzorcem
i regEneracija
0 30 5O 200
[min]
B
0 30 a0 300

[min]

Slika 9: Casovni potek poskusa merjenja TEER podganjega mehurja. A predstavlja poskus, kjer je bilo tkivo
vzorcem izpostavljeno 20 min, B pa predstavlja poskus z 60 minutno izpostavljenostjo.

3.3.4 Vrsti¢na elektronska mikroskopija

3.3.4.1 Opazovanje mikrosfer

Za konico spatule mikrosfer Serije 1, frakcijo velikosti 80um-100 pum, smo prilepili na
nosilec, na katerega smo prej pritrdili obojestransko lepljiv trak. Poprsili smo jih z zlatom in
jih posusili na zraku. Na razliénih povecavah smo jih opazovali z vrsticnim elektronskim

mikroskopom (SEM) na Institutu za biologijo celice (MF, Univerza v Ljubljani).
3.3.4.2 Opazovanje sluznice se¢nega mehurja

Dve odrasli misi smo anestezirali z ketamin hidrokloridom (100mg/kg i.p.) in ksilazinom
(10mg/kg i.p.). Po nekaj minutah, ko sta bili popolnoma pod vplivom anestezije in je bila vsa
muskulatura spros¢ena, smo jima skozi se¢nico vstavili kateter. V eno mi§ smo intravezikalno
aplicirali 0,005% (ut./vol) disperzijo hitosana v PBS 6, v drugo pa suspenzijo mikrosfer v PBS
6 z ekvivalentno koli¢ino hitosana. Po 20 min smo miSi evtanazirali z inhalacijo CO,. Po tem
jima je bil, za nadaljnjo analizo odstranjen mehur. Mehur smo prerezali in ga pri 4°C fiksirali s
4% paraformaldehidom in 2% glutaradehidom v 0,1M kakodilatnem pufru (pH=7,4). Sledili
so postfiksacija z OsO,, dehidracija tkiva in (na osnovi kriti¢ne to¢ke CO,) suSenje tkiva.
Posusene koscke tkiva smo prilepili na nosilce, jih naprasili z zlatom in jih opazovali z SEM.

Postopek je bil izveden na Institutu za biologijo celice (MF, Univerza v Ljubljani).
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4 Rezultati

4.1 Sejalna analiza

Najprej smo izvedli sejalno analizo testnih vzorcev. Rezultati so podani v preglednici IV.

Izkoristki so se gibali med 99 in 74%, od tega je bilo uporabnih frakcij od 37 do 68%.

Preglednica IV: Sejalna analiza testnih poskusov. V preglednici so prikazani delezi posamezne frakcije serije
A-G, izkoristek (1) in delez uporabne frakcije (% up).

Sito [pm] % Sito [pm] % Sito [pm] | % Sito [pm] I %
>350 20,51 >350 18,33
350-250 | 12,44 350-250 | 5,59 >250 23,62 >250 23,37
250-200 | 12,98 250-200 | 7,28 250-200 | 12,18 250-200 | 11,49
200-160 | 40,83 200-160 | 34,59 200-160 | 13,65 200-160 | 14,18
S | 160125 | 11,63 | S | 160-125 | 3055 | 8 | 160-125 | 19,56 | R | 160-125 | 20,69
3 | 125-100 | 0,97 & | 125100 | 2,93 | 125100 | 10,70 & | 125100 | 5,75
100-80 0,62 100-80 0,35 100-80 8,12 100-80 | 10,73
<80 0,04 <80 0,38 <80 12,18 <80 13,79
= 0,91 = 0,98 n= 0,95 n= 0,82
% up= 54,04 % up= 54,04 % up= 52,03 % up= 51,34
Sito [pm] % Sito [pm] % Sito [pm] %
>350 16,03
350-250 | 3,98 >250 17,59 >250 25,82
250-200 | 8,84 250-200 | 5,56 250-200 | 11,27
200-160 | 13,50 200-160 | 6,94 200-160 | 14,91
B | 160-125 | 3358 | [ 160-125 | 9,26 | & | 160-125 | 22,18
& | 125100 | 1568 | & | 125100 | 7.87 | 3| 125100 | 8,00
100-80 5,53 100-80 | 12,50 100-80 8,36
<80 2,85 <80 40,28 <80 9,45
n= 0,99 = 0,74 n= 0,94
% up= 68,29 % up= 36,57 % up= 53,45

Glede na rezultate in majhna odstopanja med njimi smo za nadaljnjo delo izbrali recepturo
serije A, E oz. Fin G z 1,4 g Eudragita® (RS, RL in kombinacijo obeh), 0,9g hitosana, 0,5¢
ciprofloksacina in v Seriji 1 z 0,1g Mg-stearata, ki smo jih dispergirali v 6mL acetona.
Izdelali smo 4 serije z razlicnimi recepturami (Serija 1-4) in z njimi izvedli sejalno analizo.
Izkoristki so bili v intervalu od 80 do 99%. 1z rezultatov smo izra¢unali povprecne premere za

posamezno serijo, nato pa smo s statisticno obdelavo ugotavljali ali so med serijami znacilne
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razlike. Z ANOVO z enim faktorjem smo preverjali razlike v delezu uporabnih frakcij, z
dvofaktorsko ANOVO brez ponovitev pa smo preverili razlike v povpre¢ju povprecnega
premera mikrosfer v frakcijah. Pri obeh analizah smo ugotovili, da s 5% tveganjem ne
moremo dokazati statisticno znacilnih razlik med njimi. Rezultati povpre¢nih premerov,

izkoristkov in statisticne analize so podani v preglednicah V, VI in VII.

Preglednica V: Sejalna analiza Serijel-4. Prikazani so povpre¢ni delez vsake serije (vsaka serija je imela 4
ponovitve) , njihove standardne deviacije (SD) in koeficient variacije (KV%). V preglednici so podani tudi
% uporabnih frakcij (80-200um) (% up) in izkoristek postopka (n).

Sito [um] povpr. | SD [ KV% povpr. | SD [ KV%
>250 2141 | 1,96 | 9,18 2418 | 2,63 | 10,87
250-200 573 | 052 | 913 714 | 3,35 | 46,93
200-160 7,98 | 2,15 | 26,98 934 | 304 | 32,61
160-125 — | 21,49 | 354 [ 1646 | ~ | 28,92 | 4,27 | 14,78
125-100 £ 1615 | 1,38 | 854 | S | 1409 | 2,16 | 1536
100-80 @ 11307 | 057 | 435 | © | 929 | 327 | 3515
<80 17,41 | 2,71 | 1556 6,61 | 452 | 68,36
% up= 58,69 | 6,50 | 11,08 61,64 | 252 | 4,09
n= 085 | 004 | 455 093 | 0,09 | 9,68
povprecen premer [pm] 137,75 156,49
Sito [pm] povpr. | SD | KV% povpr. | SD | KV%
>250 27,81 | 591 | 21,24 2157 | 0,88 | 4,07
250-200 12,83 | 7,86 | 61,27 8,21 | 3,40 | 41,39
200-160 13,00 | 587 | 45,16 929 | 1,09 | 11,70
160-125 o | 2692 | 379 | 1408 | <« | 21,99 | 2,07 | 9,42
125-100 £ | 1360 | 6,06 | 4455 | £ | 1400 | 181 | 12,08
100-80 @1 712 | 310 | 4348 || © | 11,61 | 1,49 | 12,80
<80 553 | 441 | 79,73 12,24 | 4,20 | 34,35
% up= 60,64 | 6,37 | 10,51 57,88 | 3,41 | 5,89
= 090 | 011 | 12,60 0,88 | 0,04 | 455
povprecen premer [pm] 167,08 146,48

Preglednica VI: ANOVA z enim dejavnikom, statisti¢na obdelava deleza uporabnih frakcij. P je vecji kot
0,05, kar pomeni, da s 5% tveganjem ne moremo trditi o statisti¢no znacilnih razlikah med variancama. P je
verjetnost, df je Stevilo prostostnih stopenj, S pomeni statistiéno znacilne razlike pri 5% tveganju, NS pa, da
0 njih s 5% tveganjem ne moremo sklepati.

Preiskovan parameter df P SINS

Delez uporabnih frakeij 3 0,7065123 NS
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Preglednica VII: ANOVA dveh dejavnikov brez ponovitev, statisti‘na obdelava povpre¢nih premerov
mikrosfer v posameznih frakcij. P je vegji kot 0,05, kar pomeni, da s 5% tveganjem ne moremo trditi o
statisti¢no znadilnih razlikah med variancami. P je verjetnost, df je Stevilo prostostnih stopenj, S pomeni
statisti¢no znacilne razlike pri 5% tveganju, NS pa, da o njih s 5% tveganjem ne moremo sklepati.

Preiskovan parameter df P SINS

Povpreéni premer mikrosfer v posamezni seriji | 3 | 0,9382362 | NS

4.2 Gravimetri¢no dolocanje kolic¢ine flotiranih in sedimentiranih mikrosfer

Sposobnost flotacije in sedimentacije mikrosfer smo dolocevali z gravimetricno metodo.

Rezultati so podani v preglednici VIII.

Preglednica VIIl: Gravimetriéno dolo¢anje deleza flotiranih (F) in sedimentiranih (S) mikrosfer (50mg
mikrosfer v 5mL PBS 6). V preglednici je prikazana tudi masna bilanca (MB), povprecje deleZev (povpr.), V

posamezni seriji mikrosfer, dolocen v dveh paralelkah, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije
(KV%).

[%0] povpr. | SD | KV% povpr. | SD KV%
F | 2| 5242 | 2160 4122 | o | 7340 | 1051 | 14,32
s | £ [ 4758 [2160] 4540 | £ | 2660 | 1051 [ 39,52
MB | ¥ | 5992 | 489 | 817 | ¥ | 78,15 | 3,13 | 4,00
F | o | 6783 | 1424 | 21,00 | < | 71,27 | 846 | 11,87
s % 32,17 | 14,24 | 44,28 % 28,73 | 846 | 2943
MB | © | 7728 | 051 | 066 | © | 7580 | 417 | 550

Preglednica 1X: Gravimetriéno dolo¢anje deleza flotiranih (F) in sedimentiranih (S) mikrosfer (25mg
mikrosfer v 5mL PBS 6). V preglednici je prikazano povpreéje delezev (povpr.) posamezne serije v Stirih
paralelkah, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KVV%) ter masna bilanca (MB).

[%] povpr. | SD | KV% povpr. | SD | KV%
F 27,59 | 7,24 | 26,23 35,23 | 4,52 | 12,84
S 72,41 | 7,24 | 10,00 64,77 | 452 | 6,99

MB 72,46 | 1,31 | 1,81 79,20 | 1,01 | 1,27

Serija 1
Serija 3

F | o | 2915 | 649 | 22,26 | <« | 29,73 | 12,77 | 42,96
(] «

S | 2| 7063 | 649 | 919 | = | 7027 | 12,77 | 18,18

MB | @ | 7756 | 1,72 | 221 | @ | 77,44 | 3,37 | 4,35

4.3 Gostota mikrosfer

Gostoto smo dolocali prvi seriji mikrosfer in sicer smo izvedli 6 ponovitev. Rezultati so
podani v preglednici X.
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Preglednica X: Gostote mikrosfer. V preglednici so prikazane prave gostote mikrosfer za posamezne vzorce,
povprecna gostota, standardna deviacija in relativna standardna deviacija.

p (MS) [ke/]
1A 0,701
1A 0,920
1A 0,842
1C 0,886 povpreéna p (MS) [kg/l] | 0,893
1C 0,980 SD 0,115
1C 1,027 KV % 12,850

4.4  Dolocanje nabrekanja mikrosfer

4.4.1 Opazovanje mikrosfer pod mikroskopom

Nabrekanje mikrosfer smo opazovali z opti¢énim mikroskopom s kamero. Posneli smo sliko in
izmerili premere mikrosfer posameznih frakcij Serije 1 , ponovitev C. Iz izmerjenih premerov
smo izracunali povprecen premer in mediano premerov posamezne frakcije v dolo¢eni ¢asovni

tocki. Rezultati so podani v preglednici XI.

Slika 9: Frakcija 80-100pm v PBS 6 po 24h
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Preglednica XI: Povpre¢ni premeri in mediana (D5) posameznih frakcij mikrosfer v dolo¢enih ¢asovnih
tockah, n je stevilo izmerjenih premerov.

frakcija[um]\cas 10 min 1h 2h 3h 24h
povpr.. | 118,28 115,72 113,97 110,55 123,42
80-100 | D5 116,18 | n=21 | 114,30 | n=22 | 115,23 | n=11 | 108,22 | n=16 | 114,23 | n=16
povpr. | 177,82 132,78 145,94 135,39 143,56
100-125 | D5 162,86 | n=5 | 133,80 | n=16 | 142,90 | n=8 | 134,22 | n=14 | 137,95 | n=17
povpr. | 176,41 169,26 185,24 186,90 197,81
125-160 | D5 176,40 | n=8 | 166,24 | n=20 | 181,19 | n=9 | 191,63 | n=16 | 196,47 | n=10

4.4.2 Vrednotenje z analizatorjem velikosti delcev Mastersizer

Za opazovanje spreminjanja velikosti mikrosfer v PBS 6 skozi dolo¢eno ¢asovno obdobje smo

uporabili aparaturo Mastersizer. Uporabili smo V preglednici XII so prikazani rezultati.

Preglednica XII: Povpre¢na mediana (D5) ter prvi (D1) in zadnji (D9) decili posamezne serije v pm, njihova
standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV%0). Rezultati so vrednoteni pri 1000 delcih. V
preglednici je v odstotkih podana tudi sprememba premera med prvo in zadnjo ¢asovno tocko.

D1 D5 D9

cas povpr. SD | KV (%) | povpr. SD | KV (%) | povpr. SD | KV (%)

5 min 41,04 8,74 21,30 130,31 | 2,40 1,84 205,29 | 9,26 4,51

15 min 39,50 9,04 22,90 130,77 | 1,70 1,30 211,50 | 6,09 2,88

30 min 37,37 9,42 25,20 130,26 | 1,94 1,49 210,50 | 4,92 2,34

= 1h 35,52 9,28 26,13 130,55 | 2,56 1,96 212,43 | 3,18 1,50
:q:_)‘ 2h 29,98 7,51 25,06 130,67 | 2,43 1,86 214,20 | 3,95 1,84
N 3h 28,07 6,89 24,53 130,50 | 2,45 1,88 213,79 | 1,97 0,92
4h 26,25 7,32 27,87 131,17 | 0,96 0,73 212,72 | 3,35 1,57
24h 10,33 511 49,45 127,07 1,78 1,40 203,13 7,45 3,67

% spremembe 2,49

5 min 57,48 4,72 8,21 137,34 | 0,93 0,67 219,05 | 3,23 1,48
30 min 38,06 | 32,10 | 84,35 138,76 | 3,66 2,64 227,73 | 1,35 0,59

N 1h 37,29 | 31,64 | 84,84 138,75 | 4,36 3,14 229,09 | 1,62 0,71
s 2h 35,79 | 28,96 | 80,93 138,43 | 3,75 2,71 230,26 | 1,01 0,44
n 4h 34,16 | 27,69 | 81,06 138,69 | 3,20 2,31 231,03 | 0,62 0,27
24h 27,96 | 25,40 | 90,84 137,79 | 0,92 0,67 229,79 | 5,20 2,26

% spremembe -0,33
5 min 40,99 4,59 11,21 136,76 | 5,25 3,84 213,36 | 4,69 2,20
30 min 38,98 | 11,12 | 28,53 137,91 | 5,53 4,01 212,58 | 5,36 2,52
@ 1h 42,24 | 12,61 | 29,85 138,81 | 5,33 3,84 213,58 | 4,96 2,32
’g 2h 39,81 | 13,56 | 34,07 137,83 | 6,45 4,68 212,84 | 5,38 2,53
N 4h 26,42 9,25 34,99 136,27 | 6,63 4,86 213,26 | 7,94 3,72
24h 10,81 7,81 72,24 130,71 | 5,25 4,02 206,21 | 7,00 3,39

% spremembe 4,42
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5 min 50,63 9,77 19,30 126,92 | 11,62 9,16 198,56 | 16,84 8,48
30 min 50,68 | 10,32 | 20,37 128,08 | 11,78 9,20 200,85 | 18,89 9,41
< 1h 51,58 | 10,08 | 19,54 128,62 | 10,66 8,29 202,26 | 17,35 8,58
hq_f 2h 49,30 8,34 16,92 127,17 | 9,48 7,45 199,68 | 15,22 7,62
» 4h 49,50 8,62 17,42 127,49 | 10,31 8,09 200,31 | 16,43 8,20
24h 24,79 | 16,42 | 66,23 123,95 | 10,85 8,76 197,74 | 17,47 8,84

% spremembe 2,34

Uporabili smo uporabno frakcijo posamezne serije.

4.5 Vsebnost ciprofloksacina v mikrosferah

Na grafu 1 je prikazana umeritvena krivulja, s pomocjo katere smo dolocili vsebnost
ciprofloksacina v mikrosferah. Izra¢unali smo vsebnosti ciprofloksacina v vseh serijah

mikrosfer. Rezultati so podani v preglednici XIII.

1.2

0.8 /
0.6 / y =0.1077x - 0.0061
o4 R?=0.9986

¢ [mg/L]

Graf 1: Umeritvena krivulja za dolo¢anje vsebnosti ciprofloksacina v 0,01M HCL

Preglednica XIlII: Vsebnost ciprofloksacina v mikrosferah. Delez pomeni povpreéno vrednost ciprofloksacina
prisotnega v mikrosferah, ra¢unano glede na celotno maso mikrosfer, povprecje je bilo izraGunano iz §tirih
paralelk v posamezni seriji. Podana je tudi standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV%) Iz
deleza smo izracunali povprecno vsebnost ciprofloksacina glede na teoreti¢ne vrednosti.

vsebnost
delez SD KV% [%6]
Serijal 0.2091 0.0031 1.48 121.35
Serija2 0.2013 0.0044 2.21 112.42
Serija3 0.2168 0.0106 4,91 121.40
Serija4 0.2281 0.0092 4.03 127.75
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4.6 Sproscanje ciprofloksacina iz mikrosfer po metodi USP XXIII

Spros¢anje ciprofloksacina iz mikrosfer so spremljali po metodi USP XXIII. Uporabili smo
uporabno frakcijo mikrosfer posameznih serij. Koncentracije ucinkovine smo dolocali na
podlagi umeritvene krivulje, ki je prikazana v grafu 2. Rezultati spro$¢anja ciprofloksacina iz
mikrosfer v PBS 6 so podani v preglednici XIV. Poleg dvournega spros¢anja smo opazovali

tudi sproscanje ciprofloksacina v 24 urah, rezultati so prikazani v preglednici XV.

1.2

1 _~ y =0.1126x - 0.0026
08 / R?=0.9999
A 0.4 /
0.2
0 /

0.2 I 2 4 6 8 10 12

¢ [mg/L]

Graf2: Umeritvena krivulja za dolo¢anje vsebnosti ciprofloksacina v PBS 6.

Preglednica XIV: Spros¢anje ciprofloksacina iz mikrosfer v PBS 6. V Preglednici so prikazane povpre¢ne
vrednosti % spros¢ene uéinkovine (povpr.) Stirih paralelk, njihova standardna deviacija (SD) in koeficient

variacije (KV%). V preglednici je podana tudi maksimalna koli¢ina spro$éene u¢inkovine.
Serijal Serija2
¢as [min] povpr. SD KV% povpr. SD KV%
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4 72,89 1,05 1,45 77,18 4,74 6,14
6 79,88 2,13 2,66 81,52 0,99 1,21
10 83,06 2,32 2,79 84,11 1,36 1,62
15 84,84 2,52 2,97 86,10 1,82 2,12
30 87,27 2,97 3,41 87,41 1,85 2,12
45 87,65 2,94 3,35 88,06 1,57 1,78
60 87,58 2,90 3,31 88,75 1,66 1,87
90 87,30 2,39 2,74 87,69 1,87 2,14
120 87,59 2,54 2,89 87,89 1,76 2,00
maks. sproS¢ene U [mg] 4,20 0,09 2,08 4,02 0,08 2,08
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Serija3 Serija4
¢as [min] povpr. SD KV% povpr. SD KV%
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4 67,11 8,91 13,28 63,67 4,88 7,66
6 76,49 6,96 9,10 74,50 4,04 5,42
10 80,42 6,49 8,08 79,03 3,17 4,01
15 82,48 6,01 7,28 81,56 3,43 4,20
30 85,12 5,47 6,42 84,32 3,23 3,83
45 85,59 5,15 6,01 84,04 1,92 2,29
60 85,66 5,15 6,01 84,34 2,26 2,68
90 85,99 5,19 6,04 84,43 1,86 2,20
120 86,02 5,35 6,22 84,43 2,08 2,46
maks. spros¢ene U [mg] 4,33 0,22 5,02 4,57 0,18 3,95

Preglednica XV: 24-urno sprosc¢anje ciprofloksacina iz mikrosfer v PBS 6. 24 ur smo v razli¢nih ¢asovnih
tockah preko absorbance merili koncentracijo spro$¢ene ucinkovine v vseh Stirih serij. V preglednici je

podana tudi maksimalna koli¢ina sproscene ucinkovine.

¢as[min] Serijal | Serija2 | Serija3 | Serija4

0 0,00 0,00 0,00 0,00

4 68,58 61,44 46,66 42,77

6 77,03 77,50 68,78 70,00

10 83,74 85,88 76,28 79,99

15 88,35 86,54 81,79 82,61

30 91,77 89,00 85,35 85,11

45 91,46 88,80 85,72 85,77

60 91,20 89,37 85,70 85,77

90 91,63 89,92 85,48 86,52
120 91,15 90,22 85,53 86,70
1440 96,36 95,02 91,51 91,89
maks. sproS¢ene U [mg] 4,16 4,08 4,30 4,44

4.7 TEER podganjega mehurja

Pri merjenju transepitelijske upornosti podganjega mehurja smo uporabili frakcijo 80-100um
mikrosfer Serije 1.

Rezultati poskusa, kjer je bila sluznica razlicnim vzorcem izpostavljena 20 min so podani v
spodnjih preglednicah XV1 in XVII. Vzorce s HPMC smo uporabili, da bi povecali viskoznost
medija in bi s tem zmanjsali sedimentiranje mikrosfer.

Za primerjavo smo uporabili relativne vrednosti TEER [%], ki smo jih izrac¢unali tako, da smo

kot 100% steli izmerjeno vrednost TEER po koncu inkubacije, pred stikom vzorca s tkivom,
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ter ostale izmerjene vrednosti v razli¢nih ¢asovnih to¢kah na podlagi tega pretvorili v

relativne.

Preglednica XVI: Spreminjanje relativne vrednosti TEER [%)] sefnega mehurja podgane po prvem
poskusu ob direktnem stiku sluznice z mikrosferami (M), z disperzijo hitosana (HIT), suspenzijo mikrosfer
(MS), disperzijo hitosana v 0,2% HPMC (HITpmc) ter suspenzijo mikrosfer v 0,2% HPMC (MSppmc). PBS 6
smo uporabili kot kontrolo. Sluznica je bila vzorcem izpostavljena 20 min, ta ¢as predstavlja obarvani del.

cas
[min] PBS M HIT MS H1Thome | MShome

0 90,27 78,88 95,55 85,37 92,44 81,41
10 93,83 85,61 98,03 75,90 97,44 91,85
20 | 100,00 90,15 | 100,00 | 100,00 | 100,00 99,42
30| 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00 | 100,00| 100,00
32| 103,66 10,42 75,26 20,38 89,06 48,80
34| 101,31 10,21 75,77 30,97 80,53 51,18
36 98,07 9,86 72,85 30,73 74,49 50,05
38 98,07 9,53 69,13 32,96 74,03 44,05
40 99,67 9,53 63,95 35,07 70,42 51,46
45 | 102,14 10,14 50,71 43,33 60,41 38,94
50 | 106,49 9,44 44,72 34,36 53,75 26,79
55 | 105,05 8,35 41,33 26,71 48,32 21,33
60 90,96 7,06 47,64 20,88 51,09 20,54
65 90,27 6,58 49,42 17,08 53,67 18,59
70 92,38 6,38 53,93 15,45 56,47 17,26
80 97,61 6,08 56,41 13,20 57,53 17,64
90 | 104,18 5,91 60,24 13,59 60,16 18,48
100 | 101,64 5,79 54,93 13,54 58,18 18,83
110 | 105,05 5,67 58,66 14,29 60,91 20,95
120 | 104,18 5,50 57,52 15,28 62,10 22,11
140 | 117,19 5,20 70,59 38,20 72,51 55,87
160 | 124,84 5,02 73,72 69,78 78,30 88,67
180 | 130,81 4,77 78,16 | 101,39 84,05 | 117,07
200 | 134,14 477 81,18 | 107,99 89,62 | 134,53

Ker med vzorcema s HPMC in brez nje ni bilo opaznih razlik smo njeno uporabo opustili.
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Preglednica XVII: Spreminjanje povpreéne relativne vrednosti TEER [%] sefnega mehurja podgane v
razli¢nih ¢asovnih tofkah, ko je bila sluznica 20 min izpostavljena PBS 6 (h=4), disperziji hitosana
(HIT)(n=5), suspenziji mikrosfer (MS)(n=6), supernatantu po 5 min (MS s5)(n=7), 20 min (MS s20)(n=9) in
60 min (MS s60)(n=7) inkubaciji mikrosfer in njihove standardne deviacije (SD). Obarvani del predstavlja
cas, ko je bil mukozni del se¢nega mehurja v stiku z vzorcem, n pomeni Stevilo ponovitev.

HIT MS PBS MS s5 MS s20 MS s60
cas SD
[min] | Povpr. | SD Povpr. | SD Povpr. | SD Povpr. | SD Povpr. | SD Povpr.

0| 87,51 |10,06] 91,06 | 10,70 | 94,80 | 512 9394 | 369 | 8815| 845| 87,14 | 9,91
10| 91,67 | 829| 8964 | 12,70 | 98,02 | 401| 9541 | 332| 91,93 | 7,11 | 9197 | 5,65
20| 97,22 | 4,01] 90,73 | 9,10 ]| 10045 | 2,10 | 98,72 | 2,72 | 9597 | 4,17| 97,64 | 511
30 | 100,00 | 0,00 | 100,00 | 0,00 | 100,00 | 0,00 | 100,00 | 0,00 | 100,00 | 0,00 | 100,00 | 0,00
32| 68,96 | 11,89 | 38,46 | 22,19 | 101,02 | 4,67 | 102,32 | 4,35 | 83,02 | 21,70 | 8551 | 26,43
34| 6357|1424 | 3351 | 19,38 | 100,99 | 4,65] 99,60 | 2,12 | 74,61 | 2198 | 79,54 | 28,57
36| 60,83 | 14,14 | 32,07 | 22,20 | 100,70 | 4,77 | 98,93 | 3,10 | 72,40 | 23,05 | 75,95 | 29,06
38| 5835 | 1450| 32,35 | 23,36 | 100,70 | 4,46 | 98,45 | 3,70 | 70,00 | 22,22 | 7514 | 28,76
40| 54,37 | 1455| 30,62 | 22,58 | 100,89 | 3,32 | 97,19 | 3,77 | 6854 | 21,65| 75,06 | 29,03
45| 4563|1281 | 27,19 | 19,21 101,84 | 3,84 | 9537 | 3,79 | 69,49 | 22,66 | 73,33 | 30,24
50| 42,553 | 12,70| 24,558 | 1589 | 102,91 | 3,80 | 93,20 | 4,01 | 66,71 | 2398 | 68,94 | 32,15
55| 39,08 | 1156 | 22,98 | 12,27 | 96,69 | 575| 8392 | 836 | 5576|2192 | 54,76 | 28,49
60| 45,00 | 16,03| 23,66 | 11,28 | 9527 | 421| 8502 | 6,59 | 5503|2230 | 5529 | 28,79
65| 48,05| 17,11 | 24,60 | 12,06 | 96,49 | 579 | 8536 | 550 | 54,02 | 2251 | 56,90 | 29,39
70| 51,69 | 18,77 | 26,39 | 1221 | 97,79 | 6,15]| 8517 | 4,76 | 52,98 | 22,40 | 58,27 | 29,67
80| 56,50 | 20,44 | 30,87 | 14,35]| 101,04 | 516 | 84,09 | 526 | 53,43 | 2159 | 6354 | 30,31
90| 62,34 |22,66| 36,30 | 16,31 | 103,56 | 3,84 | 84,07 | 6,44 | 5591 | 20,74 | 69,59 | 28,73

100 | 65,71 | 26,07 | 41,39 | 18,63 ] 102,59 | 4,18 | 8546 | 6,96 | 60,13 | 1995 | 77,01 | 27,36
110 | 69,36 | 27,42 | 48,21 | 19,36 ] 103,24 | 3,89 | 86,19 | 7,26 | 64,57 | 19,25 | 83,90 | 23,43
120 | 72,62 | 30,78 | 55,04 | 21,76 | 103,70 | 548 | 88,11 | 6,59 | 69,53 | 17,89 | 87,40 | 21,79
140 | 80,30 | 30,42 | 69,91 | 18,77 ] 108,30 | 9,95] 90,48 | 8,83 | 78,97 | 12,18 | 95,36 | 16,59
160 | 84,94 | 31,14 | 85,49 | 12,95 110,55 | 13,25 | 92,97 | 12,40 | 85,71 | 8,62 | 100,21 | 15,66
180 | 91,44 | 28,79 ] 101,04 | 12,12 | 113,64 | 17,36 | 94,74 | 15,27 | 89,08 | 10,27 | 105,83 | 16,87
200 | 94,14 | 29,61 ] 115,50 | 17,31 | 114,90 | 19,29 | 93,11 | 15,56 | 92,03 | 16,18 | 113,46 | 27,20

V spodnji preglednici XVII so prikazani rezultati poskusov, ko je bila sluznica izpostavljena

vzorcu disperzije hitosana (HITgo) in suspenzije mikrosfer (MSg) 60 min, podalj3an je tudi ¢as

regeneracije.
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Preglednica XVIII: Spreminjanje povpre¢ne relativne vrednosti TEER [%] sefnega mehurja podgane v
razli¢nih ¢asovnih to¢kah, ko je bila sluznica 60 min izpostavljena disperziji hitosana (HITgp)(n=4) in
suspenziji mikrosfer (MSgo)(n=5) in njihove standardne deviacije (SD). Obarvani del predstavlja ¢as, ko je
bil mukozni del se¢nega mehurja v stiku z vzorcem, n pomeni Stevilo ponovitev.

HITg, MSeo

CAS [min] | Povpr. | SD Povpr. | SD

0] 7415 ]1206] 8993 | 3,03

10| 90,30 | 535] 9351 | 1,89

20| 96,21 | 1,34] 9820 | 0,58

30 | 100,00 | 0,00 | 100,00 | 0,00

32| 7426 | 855]| 6552 | 21,89

34| 57,16 | 624 | 64,34 | 21,26

36 | 54,68 | 10,74 | 62,73 | 23,06

38| 54,12 | 11,74 | 61,17 | 23,55

40| 49,03 ]10,18 | 57,51 | 22,60

451 40,43 | 1065]| 54,69 | 23,11

50| 34,60 | 980 ] 49,99 | 19,56

55| 3243 | 9,77| 4819|1781

60| 32,77 | 950 | 48,64 | 15,87

70| 3499 | 944 5095 ] 13,19

80| 3581 | 919]| 5336|1241

90| 36,08 | 9,30 | 54,63 | 11,56

100 | 31,91 | 10,45| 47,02 | 16,04

110 | 33,12 | 12,46 | 49,57 | 13,78

120 ] 35,32 | 12,16 | 54,36 | 11,34

140 | 40,57 | 12,83 ]| 6453 | 9,82

160 | 44,21 | 1403 ] 69,36 | 9,91

180 | 45,33 1292 | 6577 | 13,28

210 | 52,37 | 20,78 | 79,47 | 15,62

240 | 62,54 | 26,71 | 87,14 | 17,65

270 | 75,63 | 37,15 96,06 | 21,11

300 | 89,33 | 48,95 | 106,27 | 26,85

4.7.1 Statistiéna obdelava

Za ugotavljanje razlik med tockami na krivulji posameznega vzorca smo uporabili parni T-test
za odvisne vzorce. Primerjali smo tocko pred menjavo PBS 6 z vzorcem (30min), po 20 min
stika vzorca s sluznico (50min) in kon¢no toc¢ko po regeneraciji (200min). Rezultati so podani

v preglednici XIX.
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Preglednica XIX: Statisticna obdelava rezultatov relativnih vrednosti TEER. Navedeni so rezultati
preizkuSanja hipoteze o znadilnosti razlik med TEER vzorca v razliénih ¢asovnih to¢kah. S pomeni
statisti¢no znacilne razlike pri 5% tveganju, NS pomeni, da o razlikah ne moremo sklepati.

PBS HIT MS MS s5 MS s20 MS s60
Vzorca p SINS p SINS P SINS p SINS p SINS p SINS
30min-50min | 0,2227 | NS | 00006 S |00001| S |]00042| S ]00031| S ]0,0431| S
50min-200min | 0,2497 | NS | 0,0037 | S |0,0006| S ]0,9876 | NS | 0,0570 | NS | 0,0546 | NS
30min-200min | 0,2202 | NS ] 0,6811 | NS | 0,0798 | NS ]| 0,0042| S |0,1775| NS ]0,2384 | NS

Za ugotavljanje razlik med vzorci v razli¢nih Casovnih tockah smo izvedli statisti¢ni test

enofaktorska ANOVA. Rezultati so podani v preglednici XX.

Preglednica XX: ANOVA z enim dejavnikom, ugotavljanje statisti¢nih razlik med krivuljami v dveh
¢asovnih to¢kah (50min in 200min).Ce je P vegji kot 0,05 pomeni, da s 5% tveganjem ne moremo trditi o
statisti¢no znacilnih razlikah. P je verjetnost, df je Stevilo prostostnih stopenj, S pomeni statistino znacilne
razlike pri 5% tveganju, NS pomeni, da o statisticno znacilnih razlikah s 5% tveganjem ne moremo sklepati.

Pri 50 min

Preiskovan parameter df P SINS
TEER med vzorci 5| 1,57601E-06 S
Pri 200 min

Preiskovan parameter df P S/NS
TEER med vzorci 5 0,104352 NS

V casovni tocki pri 50 min so bile opazne statistiéno znacilne razlike. Naprej smo izvedli F

test za varianco in nato glede na enakost variance T-test za neodvisne vzorce z enako o0z.

razli¢no varianco. Rezultati so podani v spodnji preglednici XXI.

Preglednica XXI: Statisticna obdelava primerjave med vzorci v ¢asovni toc¢ki 50 min. E pomeni enako
varianco, R pa, da o enakosti variance s 5% tveganjem ne moremo sklepati. Navedeni so rezultati
preizkuSanja hipoteze o znacilnosti razlik med TEER vzorcev v ¢asovni tocki 50 min. S pomeni statisti¢no
znacilne razlike pri 5% tveganju, NS pomeni, da o statisticno znacilnih razlikah s 5% tveganjem ne moremo

sklepati.
enakost Enakost
vzorca variance p SINS Vzorca variance p SINS

PBS - HIT E 0,00004 S HIT -MS s60 E 0,11547 NS

PBS - MS E 0,00001 S MS - MS s5 R 0,00005 S
PBS - MS s5 E 0,00347 S MS - MS s20 E 0,00236 S
PBS - MS s20 E 0,01363 S MS - MS s60 E 0,01083 S
PBS - MS s60 R 0,03275 S MS s5 - MS s20 R 0,00988 S

HIT - MS E 0,07218 NS MS s5 - MS s60 R 0,09483 NS
HIT - MS sb E 0,00000 S MS s20 - MS s60 E 0,87547 NS
HIT - MS s20 E 0,06035 NS
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V nadaljevanju smo opravili Se statisticno analizo za podaljSan poskus, ko je bil tkivo
izpostavljeno vzorcu (HITg in MSgp) 60 min. Najprej smo s parnim t-testom za neodvisne
vzorce ugotavljali razlike med ¢asovnimi tockami 30 min, 90 min in 300 min posameznega
vzorca. Rezultati so predstavljeni v preglednici XXII. Nadalje pa smo uporabili F-test za
enakost varianc in glede na rezultate Se T-test za neodvisne vzorce z enako 0z. razli¢no
varianco, s katerim smo ugotavljali razlike med vzorcema v ¢asovnih tockah 90 min in 300

min. Rezultati so podani v preglednici XXIII.

Preglednica XXII: Statistiéna obdelava rezultatov relativnih vrednosti TEER pri podaljSanem poskusu.
Navedeni so rezultati preizkusanja hipoteze o znacilnosti razlik med TEER vzorca (HITg in MSg) v
razli¢nih ¢asovnih tockah. S pomeni statisticno znacilne razlike pri 5% tveganju, NS pomeni, da o statisticno
znailnih razlikah s 5% tveganjem ne moremo sklepati.

HITs MSeo
vzorca p SINS p SINS

30min - 90min | 0,0008 S 0,0009 S

90min - 300min | 0,0919 NS 0,0266 S

30min - 300min | 0,6922 NS 0,6289 NS

Preglednica XXIII: Statisti¢na obdelava primerjave med vzorci razli¢nih ¢asovnih to¢kah pri podaljSanem
poskusu. E pomeni enako varianco, R pa, da o enakosti variance s 5% tveganjem ne moremo sklepati.
Navedeni so rezultati preizkusanja hipoteze o znaédilnosti razlik med TEER med vzorci v ¢asovnih to¢kah 90
min in 300 min. S pomeni statisti¢no znacilne razlike pri 5% tveganju, NS pomeni, da o statisticno znacilnih
razlikah s 5% tveganjem ne moremo sklepati.

¢asovna to¢ka | enakost variance p SINS
90 min E 0,0356 S
300 min E 0,5267 NS

Zadnji od statisticnih analiz sta bili ugotavljanje razlik v konéni tocki regeneracije tkiva
se¢nega mehurja (200 min, 300 min) in tocki pred zamenjavo vzorcev (disperzija hitosana in
suspenzija mikrosfer) s pufrom (50 min, 90 min) med poskusoma, ko je bilo tkivo
izpostavljeno vzorcu 20 min oz. 60 min. Uporabili smo F-test za enakost varianc in glede na
rezultate T-test za neodvisne vzorce z enako 0z. razlicno varianco. Rezultati analize so

predstavljeni v preglednici XXIV.
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Preglednica XXIV: Statisti¢na obdelava primerjave v razli¢nih ¢asovnih to¢kah med poskusoma, Kjer je bilo
tkivo izpostavljeno disperziji hitosana (HIT) in suspenziji mikrosfer (MS) 20 min in 60 min. E pomeni enako
varianco, R pa, da o enakosti variance s 5% tveganjem ne moremo sklepati. Navedeni so rezultati
preizkusanja hipoteze o znaéilnosti razlik med TEER vzorcev v ¢asovnih to¢kah 200min o0z. 300min in
50min 0z. 90min. S pomeni statisti¢no znacilne razlike pri 5% tveganju, NS pa, da njih moremo sklepati.

HIT MS
vzorca enakost variance p SINS | enakost variance p SINS
200min - 300min E 0,8594 NS E 0,5072 NS
50min - 90min E 0,4252 NS E 0,0066 S

4.8 Vrsticna elektronska mikroskopija

4.8.1 Opazovanje mikrosfer

Pod vrsti¢nim elektronskim mikroskopom smo opazovali mikrosfere Serije 1 in sicer frakcijo

velikosti od 80um do 100um. Slike prikazujejo mikrosfere pod razli¢énimi povecavami.

18@Km WO13

4458 1@Fm WOLS

Slika 11: Levo: Mikrosfera kroglaste oblike. (450x povecava) Desno: PovrSina iste mikrosfere. (1300x
povecava)
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1594 15KV

Slika 12: Levo: Mikrosfera ovalne oblike. (270x povecava) Desno: Povrsina iste mikrosfere. (850x povecava)

(kristali v obliki palck (A) so verjetno kristali ciprofloksacina)

1596 15Kl

Slika 13: Votla mikrosfera. (950x povecava)

4.8.2 Opazovanje sluznice seénega mehurja

Z vrsticnim elektronskim mikroskopom smo opazovali tudi povrSino epitelija secnega mehurja
misi po intravezikalni aplikaciji suspenzije mikrosfer in disperzije hitosana. Spodnje slike

predstavljajo spremembe v urotelija zaradi delovanja hitosana.

41



Ana Preglav Diplomska naloga

Po aplikaciji suspenzije mikrosfer

1597 15K X1,188 10p 1681 15KV X2, 280
Slika 14: Levo: Lus¢enje de
(2200x povecava)

celic.

t_g;t‘

1559 15KV al, 3608  16Mm WD14 1654 13KV #1368 1@@rn WOLS
Slika 15: Levo: Neolus¢ena deZnikasta celica (A), manj diferencirane vmesne celice (B) in olu§¢ena vmesna
celica, vidijo se bazalne celice (C).(1300xpovecava) Desno: Skoraj popolnoma olusena prva plast urotelija
z posameznimi neolus¢enimi deznikastimi celicami (130x povecava)

15kU K1, HBE 16@2 15kl

Slika 16: Neolus¢ene deZnikaste celice (A) in plast vmesnih manj diferenciranih celic, ki se navadno
nahajajo pod olus€enimi deZnikastimi celicami (B). Levo: 1000x povecava; Desno: 800X povecava
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Po aplikaciji disperzije hitosana

1684 13KV

Add@  1Bkn WO1S 2
Slika 18: Zacetek nekroze deZnikastih celic, s poskodbo plazmaleme (oznaeno s puséicami). Levo: 500x
povecava; Desno: 550x povecava
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5 Razprava

S hitosanom je bilo na Fakulteti za farmacijo, Katedri za biofarmacijo in farmakokinetiko
opravljenih Ze precej Studij. Proucevali so njegov vpliv na permeabilnost epitelija tkiv za
razli¢ne u¢inkovine, odkrivali so vplive raznih dejavnikov (Cas izpostavljenosti, koncentracija
polimera, dodatek kalcija) na njegovo delovanje, uporabljali so ga v razli¢nih farmacevtskih
oblikah. lzvajali so tudi Studije s fluorescen¢no oznacenim hitosanom, ki omogoca bolj
enostavno vrednotenje porazdeljevanja hitosana po tkivu, z uporabo fluorescencnega
mikroskopa.

Osnovni namen nase raziskovalne naloge pa je bila priprava mukoadhezivnih mikrosfer s
hitosanom za intravezikalno terapijo hujSih infekcij seénega mehurja, ki jih s sistemsko
aplikacijo  kemoterapevtikov ne uspemo pozdraviti. Kombinacija hitosana in
fluorokinolonskega kemoterapevtika v mikrosferah deluje sinergisticno pri zdravljenju
uroinfektov. Hitosan Zze sam deluje protibakterijsko, poleg tega lahko z lus¢enjem povrsinskih
urotelijskih celic odstrani inficirane celice ter hkrati poveca permeabilnost tkiva za socasno
aplicirano uc¢inkovino. Tako v tkivo prodre ve¢ u¢inkovine, tudi v inficirane celice, ki lezijo
globlje v steni se¢nega mehurja. Poskusali smo optimizirati sam postopek priprave mikrosfer z
metodo odparevanja topila in njihove lastnosti (velikost ter sposobnosti suspendiranja in
nabrekanja mikrosfer, vsebnost in sprosc¢anje u¢inkovine iz mikrosfer). Priredili smo recepturo
in ugotavljali razlike med uporabo Eudragita® RS o0z. RL in dodatkom Mg-stearata. Po
vrednotenju mikrosfer smo izbrali optimalno serijo mikrosfer s katero smo nadaljevali
poskuse. Ugotavljali smo vpliv hitosana v disperziji in vgrajenega v mikrosfere na TEER
seCnega mehurja podgan. Prav tako pa smo na Zivem modelu misi, preko katetra v secni
mehur aplicirali disperzijo hitosana ali suspenzijo mikrosfer z ekvivalentno koli¢ino hitosana

in povrsino urotelija opazovali z elektronsko vrsticno mikroskopijo.

5.1 lzdelava in vrednotenje mikrosfer

Najprej smo izdelali testne vzorce, ki so se razlikovali glede kolic¢ine in vrste uporabljenega
Eudragita®, prisotnosti in vsebnosti Mg-stearata, uporabljene zdravilne u¢inkovine in koli¢ine
acetona, ki je sluzil kot notranja faza. Nato smo preracunali izkoristke postopka, ki so se gibali

med 74% in 99% (preglednica 1V). Takoj smo izlocili Serijo D, pri kateri je bil izkoristek le
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74%. Zaradi manjSega volumna acetona je bila homogenizirana zmes pregosta in je ni bilo
mogocCe kvantitativno prenesti v ohlajen parafin. Izvedli smo tudi sejalne analize ter
ugotavljali delez uporabne frakcije mikrosfer in sicer med 80um in 200um. Ta je v odstotkih
pri ostalih serijah predstavljal od 51% do 68%.Velikost uporabne frakcije smo izbrali glede na
notranji premer katetra, ki se uporablja pri intravezikalni aplikaciji v odrasle misi in meri 280
Prav tako smo ugotovili, da med ostalimi serijami ni vec¢jih razlik, tako v izkoristku postopka,
kot v deleZzu uporabnih frakcij (preglednica V).

Nato smo dolo¢ili §tiri razliéne recepture za nadaljnje serije mikrosfer. V prvi seriji smo
uporabili Eudragit® RL, zmesi smo dodali tudi 0,1g Mg-stearata, v drugi smo prav tako
uporabili Eudragit® RL, brez Mg-stearata, v tretji seriji smo namesto RL uporabili Eudragit®
RS, v Cetrti pa smo uporabili kombinacijo Eudragita® RL in RS (preglednica I11).

Izkoristek postopka se je v teh povpre¢ju gibal med 85% in 93%, delez uporabne frakcije pa
med 58% in 61%. Racunali smo tudi povprecni premer mikrosfer posamezne serije, ki je bil
med 138 in 167um (preglednica V). S statisti¢no analizo smo ugotovili, da s 5% tveganjem
med serijami ni znaéilnih razlik v delezu uporabne frakcije in v povpre¢nem premeru

mikrosfer v posameznih frakcijah (preglednica VI, VII).

Naslednji test je bilo gravimetri¢no dolocanje koli¢ine flotiranih in sedimentiranih mikrosfer, s
katerim smo dolocevali njihovo sposobnost suspendiranja. Izvedli smo dva poskusa. V prvem
smo 50 mg mikrosfer suspendirali v 5 mL PBS 6. Dobljeni rezultati so pokazali ve¢ji delez
flotiranih mikrosfer, vendar pa sta bila standardna deviacija in koeficient variacije precej
velika, kar kaze na slabo ponovljivost meritev (preglednica VII). Razlog je verjetno v tem, da
je bila testirana koli¢ina mikrosfer prevelika in se le-te v izbranem volumnu pufra niso v celoti
omocile. Nadalje smo izvedli poskus, kjer smo v 5 mL PBS 6 suspendirali 25 mg mikrosfer. V
vseh serijah smo opazili ve¢ji delez sedimentiranih mikrosfer kot flotiranih mikrosfer,
standardna deviacija in koeficient variacije kazeta na ve¢jo ponovljivost poskusa (preglednica
IX). Z raCunanjem masne bilance smo ugotovili, da med samim postopkom gravimetri¢énega
dolocanja nekje prihaja do izgub. Pri nadaljnjih poskusih smo ugotovili, da so te izgube

najverjetneje posledica hitrega spros¢anja uc¢inkovine iz mikrosfer.
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Pod opti¢énim mikroskopom smo opazovali nabrekanje mikrosfer v PBS 6 v odvisnosti od
Casa. Poskus smo izvedli na Seriji 1, paralelki C. V razli¢nih ¢asovnih tockah smo s kamero
posneli sliko mikrosfer v vidnem polju in izmerili premere delcev. Izracunali smo povpre¢ne
premere in mediano posamezne frakcije v razliénih ¢asovnih to¢kah. Trend spreminjanja
premera mikrosfer smo prikazali v grafu 3. Pri vseh frakcijah je bilo opazno zacetno
zmanjSanje premera in njegovo povecevanje od 3. do 24. ure. Zaradi majhnega Stevila
ponovitev in nakljuéne izbire vidnega polja za merjenje premera, rezultati niso najbolj
zanesljivi. Prav tako pa je postopek precej zamuden, zato smo se odlo¢ili, da bomo nabrekanje
opazovali z drugo metodo in sicer preko vrednotenja velikosti delcev z analizatorjem

Mastersizer.
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Graf 3: Nabrekanje razli¢nih frakcij mikrosfer Serije 1, paralelke C v PBS 6 opazovanih pod opti¢énim
mikroskopom s kamero.

Za potrebe meritev z Mastersizerjem smo morali dolo¢iti priblizno gostoto mikrosfer. Doloc¢ali
smo jo prvi seriji mikrosfer z uporabo piknometra z znanim volumnom in heksana z znano
gostoto. Gostote so se gibale med 0,70 kg/L in 1,03 kg/L, pri ¢emer smo opazili precejsnje
variiranje rezultatov. Vzrok za velike razlike v gostoti bi lahko bili ujeti zra¢ni mehurcki ali
nehomogenost zaetne suspenzije za mikrokapsuliranje. Iz izracunanih gostot smo dolocili
povprecno gostoto mikrosfer, ki je bila 0,89 kg/L (preglednica X).

Z uporabo aparature Mastersizer smo dobili vrednosti mediane, prvega in zadnjega decila

premera mikrosfer. Aparatura je vzorcila 1000 delcev. Opazovali smo spremembe v mediani
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premera med zacetno Casovno toCko in po 24 urah. V poskusih nismo vrednotili premera
posameznih frakcij MS, temve¢ povprecen premer celotne uporabne frakcije. Rezultati so
predstavljeni z grafom 4. Najveéje spremembe so bile opazne v Seriji 3, mediana premera
mikrosfer se je v 24 urah zmanjSala za 4,4 %, najmanjSe pa v Seriji 2, kjer se je premer
povecal za 0,3 %. Najvecja mediana premera mikrosfer po nabrekanju je bila pri Seriji 2,
najmanjsa pa pri Seriji 4, vendar med njima ni velikih razlik (ne ve¢ kot 15 pum) (preglednica
XII). V celotnem poskusu sta se prepletala dva procesa nabrekanje in raztapljanje mikrosfer,
kar lahko vidimo v zaCetnem trendu nara$Canja, kjer prevladuje nabrekanje polimerov v
mikrosferah, in v padanju mediane premera proti zadnji ¢asovni tocki, ko prevlada raztapljanje
mikrosfer. Rezultati se ne ujemajo s tistimi z merjenjem premera pod mikroskopom, vendar pa
so vrednosti dolo¢ene z analizatorjem velikosti delcev zaradi velikega vzorca bolj to¢ne.
Poskus je bil pomemben z vidika intravezikalne aplikacije mikrosfer, saj bi ob prevelikem
nabrekanju mikrosfere lahko zamasile kateter, ki se uporablja ob aplikaciji. Prav tako pa bi
med izlo¢anjem seca preve¢ nabrekle mikrosfera lahko zamasile samo se¢nico. Spremembe v
premeru med poskusom so majhne in tako samo nabrekanje ne predstavlja tveganja zamasitve

secCnice ali katetra.
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Graf 4: Spreminjanje mediane premera mikrosfer Serij 1-4 v PBS 6 v razli¢nih ¢asovnih toc¢kah.

Vsebnost in delez ciprofloksacina smo doloc¢ali v 0,01M HCI, z uporabo umeritvene premice
(graf 1). Delez je variiral od 21% do 22%. Izra¢unana vsebnost pa je bila med 112% in 128%.
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Ugotovili smo, da vecjih razlik med posameznimi serijami ni (preglednica XIII). Vzroke za
vsebnost u¢inkovine vecjo od 100%, so ugotavljali pri vplivu procesnih pogojev na lastnosti
mikrosfer. Razlozili so jih z dejstvom, da med pripravljanjem mikrosfer u¢inkovina difundira
iz notranje v zunanjo fazo. Ker se v zunanjo fazo izgublja tudi Mg-stearat in druge sestavine,
je lahko dejanska vsebnost uginkovine ve&ja od teoreticne.“”

Sproscanje ciprofloksacina iz mikrosfer smo spremljali po metodi USP XXIII. Koncentracije
smo izracunali na podlagi umeritvene krivulje koncentracij ciprofloksacina v PBS. Uporabili
smo uporabno frakcijo posameznih serij. Po 10 minutah se je pri vseh serijah iz mikrosfer
sprostilo ve¢ kot 80% ucinkovine. Po dveh urah se je iz njih sprostilo 86-87% ucinkovine.
Zanimalo nas je tudi, koliko ciprofloksacina se sprosti iz mikrosfer po 24 urah. Najve¢ (96%)
se ga sprosti iz mikrosfer Serije 1, najmanj (92%) pa iz mikrosfer Serije 3. 1zid obeh poskusov
je prikazan v grafu 5 in 6. V prvih 30 minutah se u¢inkovina hitro sprosti, potem se spros¢anje
upocasni. 1z vidika intravezikalne terapije bi sicer zeleli, pocasnejSe in bolj enakomerno

sproscanje, saj bi tako zagotovili terapevtske koncentracije u¢inkovine v mehurju skozi daljse

casovno obdobje.

110

100

90 e

80 o

kovine

70 +
—&— Serijal

60 —o— Serija2
50 A & Serija3
O Serijad

sprosc¢ene ucin

40 A

%

30 A

20 A

10 A

O <> T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

¢as [min]

Graf 5: Spros¢anje ciprofloksacina iz mikrosfer v PBS 6. Na grafu so krivulje povpre¢nih vrednosti %
spros¢ene ucinkovine za posamezno serijo.
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Graf 6: Sproscanje ciprofloksacina iz mikrosfer v PBS 6 v 24 urah. Na grafu so krivulje povpreénih vrednosti
% sproscene ucinkovine za posamezno serijo.

S tem poskusom smo nasli odgovor o izgubah pri ra¢unanju masne bilance, ko smo dolo¢evali
deleze flotiranih in sedimentiranih mikrosfer. V 10 minutah se iz mikrosfer sprosti vecina
ucinkovine, kar se pozna na masi.

Pri vrednotenju mikrosfer smo ugotovili, da se posamezne serije med seboj bistveno ne
razlikujejo. Za nadaljnje poskuse smo izbrali Serijo 1, ki je vsebovala tudi stabilizator Mg-

stearat.

Ko smo mikrosfere opazovali pod vrstiénim elektronskim mikroskopom smo ugotovili, da so
razli¢nih oblik. Od okroglih in ovalnih do tistih, ki so povsem nepravilnih oblik. PovrSina
mikrosfer je na pogled precej porozna in je pri podolgovatih mikrosferah prekrita s paliastimi
kristali, ki bi lahko predstavljali ciprofloksacin. Tako poroznost, kot porazdeljevanje
ciprofloksacina po povrSini mikrosfer sta lahko razlog za hitro sproScanje ucinkovine iz
mikrosfer v PBS 6, ki smo ga opazovali po metodi USP XXIII. Da bi lahko potrdili, da so
palicasti kristali na povrSini mikrosfer res ciprofloksacin, bi pod vrsticnim elektronskim
mikroskopom morali opazovati Se sam ciprofloksacin. Opazili smo tudi nekaj mikrosfer, ki so

bile votle. Najverjetneje je nekaj mikrosfer votlih zaradi ujetih zraénih mehurckov med

49



Ana Preglav Diplomska naloga

postopkom izdelave mikrosfer. To je lahko tudi razlog za variabilnost gostote in delezev
flotiranih oziroma sedimentiranih mikrosfer, kar pa je odvisno od tega, kolikSen delez

mikrosfer v seriji je votlih.

5.2 Vpliv mikrosfer na vrednotenje TEER podganjega mehurja

Merjenje sprememb v transepitelijski elektri¢ni upornosti tkiva je ena najbolj obcutljivih
metod za merjenje prepustnosti tkiva za ione. Urotelij ima v primerjavi z drugimi epiteliji
visoko vrednost TEER, ki jo omogocajo plast GAG, tesni stiki in epitelijske celice z
membranskimi plaki. Hitosan z luS¢enjem povrSinskih deznikastih celic urotelija odstrani
permeabilnostno bariero in tako poveca permeabilnost za u¢inkovine in zmanj$a TEER.®

V prvi seriji poskusov je bila sluznica seénega mehurja izpostavljena vzorcem 20 min.
Ugotavljali smo spreminjanje TEER se¢nega mehurja, medtem ko je bila sluznica v stiku z
vzorci in v fazi regeneracije. Zeleli smo prepreéiti, da mikrosfere v PBS 6 kljub stalnem
krozenju medija v preto¢nih celicah zaradi sedimentacije ne bi prisle v stik s tkivom in bi
zaradi tega imele nanj manjsi ucinek, saj je za delovanje pomembna mukoadhezija mikrosfer
na sluznico. Zato smo povecali viskoznost medija s HPMC, s tem bi upocasnili posedanje
mikrosfer. Primerjali smo disperzijo hitosana in suspenzijo mikrosfer ob prisotnosti HPMC in
brez nje. Iz grafa 7 lahko razberemo, da med posameznimi vzorci ni opaziti vecjih razlik v
TEER. Iz tega lahko sklepamo, da povecanje viskoznosti medija na donorski strani pretocnih
celic ne vpliva na sam vpliv mikrosfer na permeabilnost tkiva.

V enem od poskusov smo ob menjavi medija direktno na sluznico mehurja nanesli suhe
mikrosfere in nato preto¢no celico na donorski strani napolnili s PBS 6. Ob merjenju TEER
smo ugotovili, da se upornost zmanjsa bolj, kot pri ostalih vzorcih, prav tako pa kasneje ni
opazne regeneracije. Verjetno je ob direktnem nanosu mikrosfer na tkivo prislo do prevelikih

poskodb, da bi se bilo le-to v opazovanem ¢asu sposobno regenerirati.
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Graf 7: Spreminjanje relativne vrednosti TEER [%] se¢nega mehurja podgane po prvem poskusu ob 20
minutnem direktnem stiku sluznice z mikrosferami (M), z disperzijo hitosana (HIT), suspenzijo mikrosfer (MS),
disperzijo hitosana v 0,2% HPMC (HITypme) ter suspenzijo mikrosfer v 0,2% HPMC (MSppmc). PBS 6 smo
uporabili kot kontrolo.
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Graf 8: Spreminjanje relativne vrednosti TEER [%] se¢nega mehurja podgane ob stiku sluznice z vzorci. V
grafu so podane povpreéne vrednosti za vse vzorce (PBS 6, disperzija hitosana (HIT), mikrosfere (MS) in
supernatanti (MS s5, MS s20, MS s60)), ko jim je bila sluznica izpostavljena 20 min.

Spreminjanje povpre¢nih relativnih vrednosti TEER v % pod vplivom PBS 6, disperzije
hitosana, mikrosfer in supernatantov je prikazan v grafu 8. PBS 6 smo uporabili kot kontrolo
postopka, vsi ostali vzorci pa kazejo statisticno znacilno znizanje TEER po 20 minutah stika

tkiva z vzorcem. Pri supernatantu, kjer so bile mikrosfere suspendirane 5 min so znacilne
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razlike med toc¢ko pred aplikacijo vzorca in kon¢no tocko regeneracije, zaradi tega popolne
regeneracije ne moremo potrditi. Pri vseh ostalih vzorcih je regeneracija potekla do konca. Pri
disperziji hitosana in suspenziji mikrosfer so znacilne tudi spremembe med zafetkom in
koncem regeneracije (preglednica XIX).

Ugotovili smo znacilne razlike v TEER med vzorci pri 50min (pred zacetkom regeneracije),
medtem ko pri 200min (konéna tocka poskusa) razlike niso bile znacilne (preglednica XX). Na
grafu 9 so prikazana povprecja in SD za posamezne vzorce v ¢asovni tocki 50 min. Opazimo

lahko znacilne razlike med kontrolnim vzorcem (PBS 6) in vsemi ostalimi vzorci.
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Graf 9: Povpre¢ne vrednosti TEER senega mehurja v % v ¢asovni toc¢ki 50min (po koncu 20-minutne

izpostavljenosti tkiva posameznim vzorcem, pred zacetkom regeneracije) in njihove standardne deviacije.

Razlik med disperzijo hitosana in suspenzijo mikrosfer nismo mogli dokazati. Pokazale so se
znacilne razlike med disperzijo hitosana in supernatantom MS s5. Prav tako se od suspenzije
mikrosfer pomembno razlikujejo vsi trije supernatanti. S tem smo dokazali, da je ucinek
mikrosfer odvisen predvsem od delovanja hitosana, ki je vezan v mikrosferah, in ne prostega
hitosana, ki se je iz mikrosfer Ze sprostil. Variabilnost izmerjenih TEER pri posameznem
vzorcu v dolo¢enih Casovnih tockah je bila precej visoka in jo verjetno lahko pripiSemo
predvsem bioloski variabilnosti.

Zanimalo nas je, kako se obnasa secni mehur, ¢e je disperziji hitosana ali suspenziji mikrosfer

izpostavljen daljsi ¢as (1h). Potek spreminjanja povprecnih relativnih vrednosti TEER v % je
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prikazan na grafu 10. Tako pri disperziji, kot pri suspenziji smo ugotovili zna¢ilne razlike med
zacetno (30min) in kon¢no tocko (90min) izpostavljenosti sluznice vzorcu. Med tocko pred
aplikacijo vzorca in kon¢no to¢ko poskusa razlik ne moremo potrditi, kar kaze, da pride v

obeh primerih do popolne regeneracije tkiva (preglednica XXII).
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Graf 10: Spreminjanje relativne vrednosti TEER [%] senega mehurja podgane ob stiku sluznice z vzoreci.
V grafu so podane povprecne vrednosti za disperzijo hitosana (HITgp) in suspenzijo mikrosfer (MSgg) ko jima je
bila sluznica izpostavljena 60 min.

Ugotavljali smo tudi razlike med vzorcema v dveh casovnih tockah, pred zacetkom
regeneracije in v zadnji toc¢ki poskusa (90min in 300min). O statisticno pomembnih razlikah o
delovanju ne moremo sklepati v kon¢ni tocki poskusa, kar kaze, da po odstranitvi vzorcev ni
razlik v regeneraciji tkiva. Po eno urni izpostavljenosti vzorcu pa smo zaznali signifikantne
spremembe glede na to ali je bila sluznica v stiku z disperzijo hitosana ali suspenzijo
mikrosfer (preglednica XXIII).

Hoteli smo ugotoviti, ¢e so prisotne razlike v TEER senega mehurja, ¢e primerjamo tocki,
kjer smo odstranili vzorec in ga zamenjali za PBS 6 (A in B), ter kon¢ni tocki poskusa (C in
D), po tem, ko je bilo tkivo vzorcema (HIT in MS) izpostavljeno 20 oz. 60min. Krivulja
povprecnih vrednosti TEER in obravnavane tocke so predstavljene na grafu 11. Ugotovili
smo, da v kon¢ni tocki poskusa (to¢ki C in tocki D) razlik ni bilo, kar pomeni, da je
regeneracija v obeh primerih potekla do konca, tako po izpostavljenosti suspenziji mikrosfer
kot disperziji hitosana. Odkrili pa smo statisticno znacilne razlike v TEER po stiku z

suspenzijo mikrosfer tik preden smo vzorec zamenjali za PBS 6 (tocki B) (preglednica XXIV).
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Graf 11: Spreminjanje relativne vrednosti TEER [%] se¢nega mehurja podgane ob stiku sluznice z vzorci.
V grafu so podane povpre¢ne vrednosti disperzije hitosana (HIT in HITgg) in suspenzije mikrosfer (MS in MSg),
ter tocke, ki smo jih primerjali. A=po 20 oz. 60 minutni izpostavljenosti disperziji hitosana; B= po 20 oz. 60
minutni izpostavljenosti suspenziji mikrosfer; C=konc¢na tocka poskusa po 20 oz. 60 minutni izpostavljenosti
disperziji hitosana; D= kon¢na toc¢ka poskusa po 20 oz. 60 minutni izpostavljenosti suspenziji mikrosfer.

5.3 Vpliv mikrosfer na morfologijo secnega mehurja misi

Disperzija hitosana

Ko je bila sluznica se¢nega mehurja misi 20 min v stiku z disperzijo hitosana, smo jo
opazovali pod vrsticnim elektronskim mikroskopom. Opazili smo zacetek luscenja
heksagonalnih deznikastih celic v vzorcu satovja. LoCevanje deznikastih celic se pri¢ne ob
robu celice, celica se skr¢i in pod njo se pokazejo spodnje manj diferencirane vmesne celice.
Prisotna je bila tudi nekroza, ki se za¢ne s poskodovano plazmalemo. Prav tako smo poleg
nediferenciranith vmesnih celic opazili diferenciacijo v mlade deZnikaste celice z znacilno
nazobano povrSino in starejSe deZznikaste celice z mikrovili. Rezultati se ujemajo z Ze

opravljenimi $tudijami® vpliva disperzije hitosana na urotelij.
Suspenzija mikrosfer

Pri opazovanju sluznice se¢nega mehurja misi po 20 minutnem izpostavljanju suspenziji

mikrosfer z ekvivalentno koli¢ino hitosana kot pri disperziji hitosana, smo z uporabo
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vrsti¢nega elektronskega mikroskopa opazili izrazito lus¢enje povrSinskih deznikastih celic
urotelija, vendar je to neenakomerno. Na delih sluznice so bile vidne spremembe celo v
globini, na vmesnih celicah, prav tako pa so bili predeli sluznice povsem nespremenjeni.
Opaznih je bilo nekaj okroglih apoptotskih celic, nekroza ni bila vidna.

Hitosan v primeru mikrosfer deluje globlje v tkivu, odstrani veliko celic bi tako lahko
odstranil tudi ve¢ inficiranih celic ter bi hkrati omogocil delovanje ciprofloksacina tudi na
bakterije, ki so se namnozile bolj v notranjosti stene seénega mehurja. Ko se mikrosfere zaradi
mukoadhezivnih lastnosti hitosana vezejo z mukusom, je koncentracija hitosana lokalno precej
visoka. Tako se pojavi vpraSanje, ¢e je za neenakomerno lus¢enje razlog v sedimentiranju
mikrosfer na distalnem delu mehurja (ko mi$ po aplikaciji mikrosfer lezi na hrbtu). Odgovor
bi lahko dobili, e bi poskuse ponovili in bi lo¢eno pod SEM gledali urotelij abdominalnega
ter hrbtnega dela seénega mehurja. Problemu pa bi se lahko izognili tudi z veckratnim

obracanjem uspavanih misi po aplikaciji mikrosfer.

Luscenje celic se pri obeh poskusih za¢ne ob robu celice, kjer so tesni stiki. S tem bi lahko
potrdili eno od hipotez, da hitosan deluje na tesne stike, kamor prodre in s svojo kationsko
naravo spremeni fino elektrolitsko ravnoteZje, kar povzro¢i lodevanje celic brez nekroze.“®.
Kljub temu, da rezultati vrednotenja TEER med suspenzijo mikrosfer in disperzijo hitosana ne
kazejo bistvenih razlik, pa lahko vidimo razlike v spremembi morfologije. Ker v primeru
mikrosfer, hitosan deluje globje v tkivo, bi se tako lahko odstranilo ve¢ inficiranih celic in
hkrati omogocilo delovanje ciprofloksacina na bakterije, ki bi se namnozile v notranjosti stene
seCnega mehurja. Pojavi pa se Se eno vprasanje in sicer, zakaj se vpliv disperzije hitosana na
deznikaste celice kaze tudi kot nekroza, pri suspenziji mikrosfer pa nekroze ni opaziti.
Razlago bi lahko iskali v preu¢evanju hkratnega vpliva Eudragita, ki je prav tako prisoten v
mikrosferah. Hitosan se zaradi svoje kationske narave in vodikovih ter hidrofobnih interakcij
poveZe z negativno nabitimi mucini na povrsju urotelija.®” Raziskati bi bilo potrebno, &e
Eudragit, ki je prav tako kation, vpliva na te povezave in tako deluje protektivno.

Tako so potrebne se dodatne raziskave: vpliv Eudragita, obracanje misi po aplikaciji vzorca
o0z. selektivno opazovanje urotelija hrbtnega in trebusnega dela se¢nega mehurja. Prav tako pa
bi bilo v nadaljevanju potrebno optimizirati spros¢anje vgrajene ué¢inkovine iz mikrosfer, da bi

zagotovili ¢im daljSe delovanje.
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6 Sklep

Glede na rezultate eksperimentalnega dela, njithovo obdelavo in statisti¢no analizo smo prisli

do naslednjih ugotovitev in zakljuc¢kov:

Med posameznimi serijami mikrosfer ni bistvenih razlik v izkoristku postopka,
velikosti mikrosfer, njihovi sposobnosti sedimentacije ter nabrekanja, in v vsebnosti in

spros¢anju u¢inkovine iz mikrosfer.

Za nadaljnje analize smo uporabili serijo mikrosfer, ki je vsebovala tudi magnezijev

stearat, ki sluzi kot stabilizator.

Ciprofloksacin se v 80% sprosti iz mikrosfer v prvih desetih minutah poskusa. VVzrok

je lahko v poroznosti mikrosfer in prisotnosti u¢inkovine na povrsini mikrosfer.

V primeru 20-minutne izpostavitve tkiva hitosanu ni znacilnih razlik v TEER se¢nega
mehurja podgan med suspenzijo mikrosfer in disperzijo hitosana. Po 60 minutni
izpostavitvi tkiva hitosanu pa se TEER sefnega mehurja pri stiku s suspenzijo
mikrosfer statisticno manj zmanjSa, kot pri stiku z disperzijo hitosana. Za vpliv
mikrosfer na TEER je odgovoren predvsem hitosan, ki je Se vezan v ogrodje mikrosfer

in ne sproscen, prosti hitosan.

Pod vplivom hitosana iz mikrosfer in disperzije hitosana se zac¢nejo lusciti povrsinske
urotelijske celice. Po stiku tkiva s hitosanom iz mikrosfer je luSCenje izrazito, a
neenakomerno. Na delih sluznice je bil opazen vpliv celo na vmesne celice. Pri
delovanju disperzije hitosana na luscenje deznikastih celic opazimo znacilen vzorec
satovja, luScenje je enakomerno po celotni povrSini urotelija, a je opaznih manj
predelov, kjer so celice popolnoma odluscene, na nekaterih celicah je prisotna tudi

nekroza.
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