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POVZETEK

Stevilne in vitro ter in vivo raziskave potrjujejo protivnetne, antioksidativne in
antikancerogene ucinke kurkumina. Zaradi neugodnih biofarmacevtskih lastnosti
ucinkovine (slaba vodotopnost in permeabilnost skozi Crevesno steno, nestabilnost v
prebavnem traktu itd.) je peroralna aplikacija neucinkovita za doseganje terapevtskih
plazemskih koncentracij kurkumina, tudi pri uporabi enkratnih 12 g odmerkov. Da bi
izkoristili ugodne farmakoloske lastnosti te naravne substance, avtorji v Stevilnih $tudijah
preucujejo aplikacijo kurkumina v novejSih dostavnih sistemih z namenom doseganja

lokalnih protivnetnih in protirakastih u¢inkov.

V nalogi smo razvili in vitro model za ¢loveski vaginalni mukus in z njegovo pomogjo
ovrednotili permeabilnost kurkumina iz razlicnih formulacij (raztopina, neobloZeni in
oblozeni — bioadhezivni liposomi). Vaginalni mukus smo ponazorili z uporabo disperzij
naras¢ajoCih koncentracij Sigma glikoproteinov v umetni vaginalni tekoCini ter z
izoliranim kravjim vaginalnim mukusom. Kot dostavni sistem za kurkumin smo uporabili
(ne)oblozene liposome, pripravljene iz fosfatidilholina. Oblozeni liposomi so v oblogi
vsebovali 0.1% ali 0.6% hitosana oz. karbopola. V drugem delu smo vrednotili moc
bioadhezije (ne)oblozenih liposomov v in vitro pogojih na svezem izoliranem kravjem

vaginalnem tkivu.

Ugotovili smo, da koncentracija glikoproteinov, ki se med menstrualnim ciklusom
spreminja pod vplivom nihanja plazemskih koncentracij zenskih spolnih hormonov,
pomembno vpliva na permeabilnost kurkumina skozi vaginalni mukus. Potrdili smo, da je
oblaganje liposomov z mukoadhezivnimi polimeri upravi¢en pristop pri izdelavi
vaginalnih dostavnih sistemov za kurkumin, saj se je permeabilnost kurkumina znacilno
izboljSala skozi izoliran kravji mukus kot tudi skozi umetno pripravljen mukus z vi§jimi
koncentracijami  glikoproteinov.  Poleg izboljSanja  permeabilnosti  kurkumina,
mukoadhezivni dostavni sistemi omogocajo tudi podaljSano zadrzevanje oblik na mestu
aplikacije. Pri testiranju obloZenih liposomov v pogojih in vitro smo namre¢ potrdili, da se
njihov ¢as zadrzevanja na mestu aplikacije podaljSa, kar poleg ugodnega vpliva na

izboljsanje permeabilnosti lahko pomembno tudi vpliva na lokalno dostavo kurkumina.



ABSTRACT

Several in vitro and in vivo studies confirmed antitumour, anti-inflammatory and anti-
oxidant properties of curcumin. However, because of its unfavourable biopharmaceutical
properties (i.e. low solubility and permeability, instability etc.) it is impossible to achieve
therapeutic plasma curcumin concentrations after per-oral application even with extremely
high, single 12 g doses. Therefore, to exploit health-beneficial curcumin properties, several
studies have investigated preventive and therapeutic curcumin effects achieved with local

application by using novel drug delivery systems.

An attempt was made to establish an in vitro vaginal model of human mucus, which was
then utilized to evaluate curcumin permeability into acceptor solution from different
vaginal formulations (solution, non-coated liposomes, and coated liposomes). Vaginal
mucus was simulated with increasing concentrations of Sigma glycoproteins in simulated
vaginal solution and with isolated cow vaginal mucus. Liposomes were composed of
phosphatidylcholine. Coated liposomes contained chitosan or carbopol in their coatings in
0.1% or 0.6%. In vitro bioadhesive strength of non-coated and coated liposomes on vaginal

cow tissue was also evaluated.

Results showed that mucus composition (i.e. the concentration of glycoproteins, which is
under the influence of plasma estrogen and gestagen concentration) significantly influences
curcumin permeability. Based on our data, coating with mucoadhesive polymers (chitosan
and carbopol) was justified, because the permeability of curcumin through isolated cow
mucus and through simulated mucus substantially improved with higher concentrations of
glycoproteins. Besides that, the strength of bioadhesion was stronger with coated
liposomes, which could prolong liposome residence time at the site of application and

increase curcumin local bioavailability.



1 UVvOD

Zanimanje farmacevtske industrije za ne-peroralno aplikacijo zdravilnih ucinkovin skozi
razli¢ne sluznice (npr. nazalna, bukalna, vaginalna, rektalna idr.) izrazito narasca bodisi z
namenom doseganja sistemskih bodisi lokalnih uéinkov; zlasti za substance, ki zaradi
neugodnih biofarmacevtskih lastnosti (npr. slaba vodotopnost, slaba permeabilnost skozi
Crevesno steno, obsezen predsistemski metabolizem v ¢revesnem lumnu ali v ¢revesni
steni, jetrni metabolizem prvega prehoda, drazenje gastrointestinalnega trakta, vpliv hrane
ali fizikalnih sprememb na absorpcijo u¢inkovin itd.) ne dosegajo terapevtskih plazemskih

koncentracij po peroralnem jemanju (1,2).

1.1 Vaginalna sluznica

Vse do leta 1918 je veljalo, da se u¢inkovine skozi vaginalno sluznico ne absorbirajo. V
naslednjih letih se je to zmotno prepri¢anje spremenilo z objavo izsledkov $tudij, ki so
nedvoumno dokazale nastop sistemskih terapevtskih ucinkov vaginalno apliciranih
u¢inkovin (3). Vaginalna aplikacija omogoca lokalno ali sistemsko terapevtsko
ucinkovitost pri zenskah (3,4), kjer se lahko izognemo zapletom, povezanih s peroralno ali
parenteralno aplikacijo (4). Vaginalna sluznica omogoca enostavno in neinvazivno
administracijo ucinkovin (3,5), ki se zaradi znacilno velike absorpcijske povrsine in
gostega zilnega pleteza, ki zagotavlja dobro prekrvavljenost, dobro absorbirajo. Omenjene
lastnosti sluznice tako omogocajo dobro permeabilnost u¢inkovin, predvsem za majhne
molekule (5,6). Lastnosti vaginalne sluznice se spreminjajo skladno s ciklicnim nihanjem
plazemskih koncentracij zenskih spolnih hormonov. Da bi zagotovili ¢im vecjo
ucinkovitost in ponovljivost po aplikaciji vaginalnih pripravkov, moramo vplive cikli¢no
spreminjajocih se lastnosti (anatomske in fizioloske lastnosti) vaginalne sluznice na
farmacevtsko obliko ter ucinkovino tudi ustrezno ovrednotiti. Za vaginalno sluznico so
tako znacilne ciklicne spremembe debeline vaginalnega epitelija, sestave vaginalne
mikroflore, pH ter koli¢ine, sestave in fizikalno-kemijskih lastnosti vaginalnega mukusa
(1,3,4).



1.1.1 Lastnosti ¢loveske vaginalne sluznice

a) Anatomske lastnosti — debelina vaginalne sluznice

Vaginalna votlina predstavlja pomemben del Zenskega reproduktivnega sistema (Slika 1),
ki oblikuje priblizno 7.5 - 12 c¢cm dolg kanal, potekajo¢ vse od zunanjih genitalij do
maternice. Stena vaginalne sluznice je troslojna; gradijo jo epitelij, miSi¢ni sloj in vezivna
vlakna (t.i. tunica adventitia). Tekom menstrualnega ciklusa se debelina vaginalnega
epitelija spreminja. Ob porastu plazemskih koncentracij estrogenov se epitelij odebeli, kar
sovpada s proliferativno fazo ciklusa, ko je zaradi odebelitve endometrija maternice
omogoceno ugnezdenje oplojenega jajéeca (t.j. prva polovica menstrualnega ciklusa). V
drugi polovici menstrualnega ciklusa lahko zaznamo padec estrogenov in porast
plazemskih koncentracij progesterona, ki vzdrzuje konstantno debelino vaginalne sluznice
ter endometrija vse do padca koncentracij progesterona, ko nastopi krvavitev, luscenje
materniéne stene ter poslediéno tudi zmanj$anje debeline vaginalne sluznice. Ceprav so
spremembe debeline vaginalnega epitelija manj izrazite kot na materni¢nem endometriju,
lahko znaCilno spremenijo ucinkovitost lokalno apliciranih farmacevtskih oblik oz.
ucinkovin. Debelina vaginalne sluznice se spreminja tudi s starostjo. Po menopavzi se
zaradi upada estrogenov, vaginalni epitelij izrazito stanjSa, kar z vidika lokalne aplikacije
u¢inkovin zaradi zmanjSane debeline bariere, ugodno vpliva na absorpcijo u¢inkovin.
Izboljsanje absorpcije skozi vaginalni epitelij v menopavzi je ze bilo dokazano v primeru

estrogena in drugih steroidov (1,3,4,5).
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Slika 1: Zenski reproduktivni organi.



b) Vaginalna mikroflora

Vaginalno mikrofloro sestavljajo bakterije Lactobacillus acidophilus, od katerih so
najpogostejsi sevi L. gasseri CRL1412, L. gasseri CRL1421 in L. delbrueckii CRL1461
(7). Omenjeni organizmi pretvarjajo glikogen v mle¢no kislino, ki sluzi kot pufer in
vzdrzuje vaginalni fizioloski pH med 3.5 in 4.5 v reproduktivni dobi in preprecuje razrast
patogenih bakterij. Kljub temu, da so patogene bakterije v vaginalni votlini nenehno
prisotne (npr. Escherichia coli, Streptococcus spp., Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Aerobacter spp. in druge) (8), je njihova kolonizacija v kislem
okolju noznice preprecena, kadar prevladujejo mle¢no-kislinske bakterije. Ob morebitnem
dvigu pH zaradi upada S$tevila koristnih bakterij, se patogene bakterije razrastejo in

povzrocijo lokalno infekcijo.

Koli¢ina glikogena naras¢a skozi celoten menstrualni cikel vse do luS¢enja materni¢nega
epitelija, ko kot posledica znizanja plazemskih koncentracij hormonov, koli¢ina glikogena
v noznici socasno upade. Padec plazemskih koncentracij estrogena v menopavzi znacilno
zaznamuje tudi koli¢ino glikogena v vaginalnem kanalu starejSih Zensk. Zaradi njegovega
pomanjkanja, Lactobacillus acidophilus ne predstavljajo ve¢ dominantnih acidofilnih
mikroorganizmov, kar povzro¢i porast lokalnega pH ter tako razrast drugih

mikroorganizmov, ki sicer ne bi uspevali v kislih pogojih (6).

Nekaj urno reverzibilno zvisanje vaginalnega pH lahko zaznamo tudi ob ejakulaciji (pH
semenske tekocine je priblizno 7,0 — 8,0). Nihanja vaginalnega pH lahko sprozijo tudi
krvavitev, spolna vzburjenost, prihod izlo¢kov iz maternice ali maternicnega vratu Vv
noZznico ali uporaba razlicnih kozmeti¢nih izdelkov za intimno nego (npr. tamponi in
adsorbenti), ki noznico alkalizirajo in sperejo zaSCitno plast laktobacilov. Na koli¢ino
glikogena in pH v noznici lahko vpliva tudi uporaba kontraceptivov, spremljajo¢e bolezni
in porod (1,3,4).

Zaradi visoke obcutljivosti noznice na dvig pH in posledi¢no razvoj razli¢nih infekcij,
mora biti vaginalna farmacevtska oblika zasnovana tako, da ne bo dolgotrajno ali
irreverzibilno vplivala na vzdrZevanje kislega lokalnega pH, 0z. da njena prisotnost ne bo

kakorkoli vplivala na integriteto okoliskega tkiva (3,4).



c) Vaginalni izlo¢ki — vaginalni mukus

Kljub temu, da v vaginalni sluznici ni eksokrinih zlez, ki bi izlocale vaginalni mukus in
njegove sestavine, predstavlja le-ta kompleksno mesanico izlockov iz materni¢nega vratu,
maternice, jajcevodov ter tekoCin, ki s transudacijo iz krvnih Zil skupaj z odlus¢enimi
vaginalnimi celicami, levkociti, encimi, encimskimi inhibitorji, laktobakterijami in drugimi
mikroorganizmi, proteini, ogljikovimi hidrati, aminokislinami in aromati¢nimi derivati
predstavljajo poglavitne sestavine vaginalnega izlocka (9). Dnevno se izlo¢i priblizno 1 do
11 mL mukusa v reproduktivnem obdobju oz. 50% manj v ¢asu menopavze (6). Povisane
plazemske koncentracije estrogenov ter spolno vzburjenje povecajo koli¢ino izlocene

tekocine (4).

Vaginalni mukus je bistra, viskozna sluz, ki vpliva na gibljivost spermijev, deluje kot
njihov rezervoar in zagotavlja spermijem glukozo, ki jo porabijo kot vir energije za
primerno gibljivost in potovanje skozi materni¢ni vrat do jajcevodov (10). V drugi polovici
menstrualnega ciklusa se zaradi porasta progesterona spremeni sestava in fizikalno-
kemijske lastnosti mukusa, zaradi Cesar je gibanje spermijev zniZzano in posledi¢no

moznost zanositve (5,11).

Koli¢ina ter sestava vaginalne tekocine lahko znalilno spremeni tudi ucinkovitost in
obnasSanje vaginalne farmacevtske oblike, kar bi lahko vodilo v zmanjSano terapevtsko
ucinkovitost zdravil. V prvi polovici menstrualnega ciklusa lahko zaradi povecane tvorbe
bolj vodenega mukusa pri¢akujemo hitrejSo odstranitev oblike z mesta aplikacije in
posledic¢no skrajsani ¢as delovanja u¢inkovine na mestu aplikacije. S tem bi bilo spros¢anje
kot tudi penetracija zdravilne u€inkovine nezadostno za doseganje Zelenih terapevtskih
ucinkov. V drugi polovici ciklusa pa bi zmanjSana koli¢ina vode v vaginalnih izlockih ter
poveCana viskoznost mukusa lahko zavirala raztapljanje in sproS¢anje ucinkovine iz
farmacevtskih oblik ter na hitrost difuzije uc¢inkovine iz lumna do epitelija (1,6). V primeru
nizke vsebnosti vode v vaginalnih izloCkih lahko namre¢ pri¢akujemo, da bo prislo do
nasiene topnosti uc¢inkovine, zaradi ¢esa se odmerek ne bo raztopil v skladu z nasimi
pri¢akovanji. Kadar je izlo¢anje vode v vaginalno votlino pospeseno pa lahko pri¢akujemo,
da se bo odmerek ucinkovine bolje raztapljal in bo koli¢ina raztopljene ucinkovine visja
kot v primeru nizje koli¢ine vode, vendar pa bo voda v vaginalnih izlockih so¢asno
vplivala na Cas zadrzevanja tako farmacevtske oblike kot tudi spros€ene in raztopljene

ucinkovine na mestu aplikacije.



Vaginalni mukus tako predstavlja nenehno obnavljajoo se semi-permeabilno, visko-
elasticno bariero, ki prekriva celotni zenski reproduktivni sistem. Njegove glavne
komponente so voda, glikoproteini, lipidi, sladkorji, prosti proteini, odluS¢ene epitelne

celice ter celice imunskega sistema, elektroliti in bakterije (12).

Koli¢ina vode v mukusu med ciklusom pod vplivom estrogena niha med 90 in 99% glede
na celotno tezo mukusa, kar vpliva tudi na njegovo viskoznost. Ob visjih plazemskih
koncentracijah estrogenov se vsebnost vode v mukusu giblje povpre¢no okoli 92 — 94%,
naraste na povprecno 98% ob ovulaciji, nato pa ponovno upade na prvotne vrednosti v

lutealni fazi (t.j. po ovulaciji, ko poraste koncentracija progesterona) (13).

Drugo najpomembnej$o komponento mukusa predstavljajo glikoproteini ali mucini,
katerih koncentracija v mukusu se giblje med 0.5 in 5%, odvisno od koli¢ine prisotne vode,
torej posredno od koncentracije spolnih hormonov (10). Mucini so dolge proteinske verige,
na katere so kovalentno z O- ali N-glikozidnimi vezmi pripete razlicno dolge polisaharidne
verige, ki §Citijo proteinsko verigo pred proteoliticnim delovanjem vaginalnih encimov
(zlasti ekso- in endopeptidaz). Tako za$Citena veriga mucina zaradi nekovalentnih
interakcij med polisaharidnimi ali proteinskimi podenotami (hidrostatske in hidrofobne
vezi, van der Waalsove vezi, ionske in vodikove vezi) oblikuje znacilno trodimenzionalno
strukturo, ki na koncih polisaharidnih verig na svoji povr$ini izpostavi siali¢no kislino in
sulfatne skupine, zaradi ¢esar je mukus pri fizioloskem pH (3.5 — 4.5) navzven negativno
nabit. Mucini v vaginalnem mukusu so fleksibilne, linearne verige (Slika 2a) s povpre¢no
molekulsko maso 5.9 — 10 x10° g/mol (odvisno od uporabljene metode za doloGevanje
molekulske mase) (14), zgrajene iz 4-5 podenot (M = 2.1x10° g/mol), med seboj povezanih
z disulfidnimi vezmi (Slika 2b). Vsaka podenota pa je naprej sestavljena iz Se manjsih
gradnikov, ki jim pravimo tudi T-domene (Slika 2c). Obi¢ajno v vsaki podenoti zasledimo
pet T-domen. Vse T-domene so grajene iz osrednje proteinske verige, na katero so z N- in
O-glikozidnimi vezmi pripete oligosaharidne enote, ki zaradi svoje prostorske razvejanosti
§¢itijo mucine pred proteoliticnimi encimi iz mukusa. Oligosaharidne enote predstavljajo
priblizno 75 m/m%, proteinska veriga pa 25 m/m% teze mucina (14). Glavne aminokisline,
ki gradijo osrednjo proteinsko verigo so serin, treonin in prolin, medtem ko so stranske
sladkorne verige zgrajene v glavnem iz N-acetil glukozamina (12.8%), N-acetil
galaktozamina (9.7%), galaktoze (18.7%), siali¢ne kisline (15%) in fukoze (7.5%) (14).



Kljub relativno nizki vsebnosti mucinov v mukusu so te makromolekule odgovorne za
vzdrzevanje trodimenzionalnega ogrodja in viskoelasti¢nosti, ki sta znacilni lastnosti
vaginalnega mukusa (11). Studije so pokazale, da so v razli¢nih fazah menstrualnega
ciklusa, ne glede na plazemsko koncentracijo estrogena in progesterona, v mukusu vedno
prisotni mucini enake sestave, spreminja pa se le njihova koncentracija (15).
Najpomembne;jsi predstavniki mucina v vaginalnem mukusu so mucini, poimenovani
MUC4, MUC5A/C ter MUCS (16).

(a) Glikoprotein v ¢loveskem vaginalnem mukusu

Tripsinizacija - prekinitev @

\ peptidnih vezi
i

(b) Podenota glikoproteina v {c) T-domena (d) podrobnejsa struktura T-domene
vaginalnem mukusu

Slika 2: Struktura glikoproteina mucina in njegovih manjsih gradnikov v vaginalnem

¢loveskem mukusu (17).

V mukusu lahko zasledimo tudi proste proteine, ki s transudacijo vstopajo iz seruma v
noznico. Celokupno predstavljajo prosti proteini priblizno 0.5 — 3 % celotne teze mukusa
(13), obicajno pa se ta vrednost giblje okoli 1%. Od vseh proteinov predstavljajo prosti
albumin povprecno 21% vseh proteinov, globulini 36%, preostalih 43% pa predstavljajo
drugi, neidentificirani proteini. Zaradi spreminjanja koli¢ine vode tekom ciklusa, se
njihova koncentracija cikli¢no spreminja, kot je prikazano na Sliki 3. Tekom ciklusa se v
mukus pod vplivom estrogenov in progesterona izlo¢a vse ve¢ vode in glikoproteinov.
Zaradi tega se razmerje med koncentracijo glikoproteinov in proteinov povisa, saj je
glikoproteinov vedno ve¢, koli¢ina proteinov pa ostaja nespremenjena. Razmerje med

obema vrstama sestavin mukusa nara$ca vse do ovulacije, nato pa sekrecija glikoproteinov



kot tudi vode upade. Glede na zaCetek menstrualnega ciklusa kljub znizani hitrosti
izlo¢anja glikoproteinov njihova koncentracija zaradi Se bolj znizane hitrosti izloCanja
vode ostaja visoka, hkrati pa se poviSa koncentracija proteinov. V lutealni fazi ciklusa je
razmerje glikoproteini:proteini visoko, kar pomembno vpliva na poveCanje viskoznosti

vaginalnega mukusa (18).

ESTROGENSKA FAZA OVULACIA LUTEALNA FAZA
21 236
ALBUMIN
34
GLOBULINI
169
303
528
DRUGI, NEZNANI 142
PROTEINI 425

Slika 3: Ciklicno spreminjanje koncentracije prostih proteinov med menstrualnim
ciklusom v humanem vaginalnem mukusu (13). Nihanje povpre¢ja procentov posamezne

frakcije proteinov v vsaki fazi menstrualnega ciklusa je prikazano v krozcih.

Sladkorji — polisaharidi v mukusu predstavljajo heteropolisaharidne verige. Kar 75 — 80%
vseh polisaharidov je zgrajenih iz metilpentoze, heksoamina in galaktoze (19), njihova
sestava pa se tekom ciklusa ne spreminja. Razmerje med Stevilom galaktoznih in
heksoaminskih gradnikov v polisaharidih se namre¢ ohranja pri vrednosti priblizno 1,
spreminja pa se le delez metilpentoznih gradnikov kot posledica intersubjektnih razlik
(19). V mukusu je prisotna tudi glukoza, ki nastaja pri razgradnji glikogena z laktobacili
(19). Koncentracija polisaharidov med ciklusom zaradi razli¢ne hitrosti izlo¢anja vode pod
vplivom spolnih hormonov niha (18). Reoloske Studije so pokazale, da prosti sladkorji

skupaj z glikoproteini pomembno vplivajo na viskoelasti¢ne lastnosti mukusa (15).

V mukusu se nahajajo tudi elektroliti, katerih delez se giblje med 0.5 — 1%.

Najpomembnejsi ioni identificirani v mukusu so Na* (82 + 4 mmol/kg tekocine), K* (30 +



2 mmol/kg tekoéine), CI (79 + 4 mmol/kg teko&ine) in Ca** (1 — 5 mmol/kg tekogine)
(20).

V mukusu se nahajajo tudi razli¢ni prosti lipidi, ki predstavljajo 10.5% vaginalne tekocine,
Ki jo telo izlo¢i skozi celoten cikel (od dneva 5 do dneva 28 menstrualnega cikla). Ti lahko
izvirajo iz membran odluscenih celic (fosfolipidi in holesterol), lahko pa so to tudi
organske kisline, ki predstavljajo stranske produkte razgradnje glikogena z laktobacili (C3
— C5 mascobne kisline: propanojska, butanojska in pentanojska kislina, mle¢na kislina)
(21). Od vseh lipidov manjsi delez (10.5%) predstavljajo proste mascobne kisline, katerih
koncentracija med ciklusom variira in je najvi§ja v estrogenski fazi. Prevladujejo nasic¢ene
mascobne kisline (75 - 84 %) kot so palmitinska (16:0), miristinska (14:0), stearinska
(18:0), lignocerinska (24:0), n-tridekanojska (13:0) ter n-pentadekanojska kislina (15:0).
Od navedenih stearinska in palmitinska kislina predstavljata glavni nasi¢eni masc¢obni
kislini. Zaznali pa so tudi nenasi¢ene mascobne kisline, katerih delez glede na celotne
lipide niha med 15 — 25%. Tako so od mononenasi¢enih mascobnih kislin najbolj
zastopane palmitoleinska (16:1), heptadekenojska (17:1), oleinska (18:1) ter cis-5-
eikozanojska (20:1) kislina, medtem ko je linolejska (18:2) kislina edini predstavnik
mascobnih kislin z dvema nenasi¢enima C — C vezema (22). Glede na izsledke Studij pri
neplodnih parih, so omenjene masfobne kisline pomembne za vzdrZevanje primerne
fluidnosti membrane spermijev, ki je potrebna za uspeSno oploditev jajceca, pomembno pa
prispevajo tudi pri obrambi vaginalnega trakta pred patogenimi bakterijami in glivicami.
Omenjene mascobne kisline se namre¢ lahko vgradijo v njihovo membrano in delujejo

protimikrobno (20).

1.1.2 Kravja vaginalna sluznica

Kravja vaginalna sluznica predstavlja in vitro model, ki ustrezno posnema bistvene
anatomske, fizioloske in funkcijske lastnosti ¢loveske vaginalne sluznice (23). Pri obeh
vrstah je anatomija reproduktivnih organov identi¢na; gradi jih zunanje spolovilo, noZnica,
materni¢ni vrat (cerviks), maternica, jajcevodi ter jajéniki, kot je prikazano na Sliki 4.
Edina anatomska razlika med obema vrstama predstavlja oblika maternice, kar ni
relevantno za magistrsko delo (24). Lastnosti obeh vaginalnih sluznic se spreminjajo pod

vplivom nihanja plazemskih koncentracij spolnih hormonov estrogena in progesterona kot
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je predstavljeno ze v prejSnjem poglaviju (23,24). Vaginalni epitelij pri kravi je tako kot pri
cloveku zgrajen iz treh plasti; seroze, zunanjih vzdolznih in notranjih kroznih miSic,
submukoze in mukoze, vendar s to razliko, da mukozo pri kravi gradijo cilindri¢ne,
¢lovesko pa visokoprizmatske celice (24). Kljub razli¢nim oblikam celic v mukozi lahko
zasledimo, da sta sestava in funkcija kravjega ter ¢loveskega mukusa zelo podobni. pH
kravjega mukusa se giblje med 6 in 7.5, zaradi Cesar je Se posebej primeren model

¢loveske vaginalne sluznice post-menopavzalnih Zensk (23,24).

Stevilne raziskave potrjujejo primernost kravje vaginalne sluznice kot in vitro modela za
preucevanje razlicnih procesov. Z omenjeno sluznico lahko primerno posnemamo procese,
ki so udelezeni pri sistemski ali lokalni dostavi uc¢inkovin skozi vaginalno sluznico pri
Cloveku. Izkazalo se je tudi, da kravja vaginalna sluznica omogoca preucevanje
mehanizma adhezije laktobacilov na vaginalni epitelij, mehanizma transporta spermijev
skozi mukus ter pristope imunizacije oseb s pomocjo vaginalne aplikacije ustreznih
antigenov (23,24). Razsirjenost tega modela med raziskovalci pa ni le posledica Stevilnih
podobnosti med ¢lovesko ter kravjo vaginalno sluznico temve¢ tudi dejstva, da lahko
kravjo sluznico dobimo dovolj pogosto in v zadostnih koli¢inah po relativno nizki ceni.
Zaradi omenjenih prednosti kravje vaginalne sluznice pred drugimi Zivalskimi modeli Smo

kot model v tej magistrski nalogi uporabili kravji mukus in vaginalno tkivo.

VAGINA ZUNANJE
MATERNICA CERVIKS SPOLOVILO

.

JAJCNIK

MEHUR

MATERNICNI
ROGOVI

JAJCEVOD

Slika 4: Anatomske znacilnosti reproduktivnih organov pri kravah.
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1.2 Vaginalni dostavni sistemi

Tradicionalno so se vaginalno aplicirala le zdravila, namenjena doseganju lokalnih u¢inkov
(antibiotiki, antimikotiki, protivirusna zdravila, zdravila za prepreCevanje okuzb s
prazivalmi, spermicidi, sredstva za pospesitev popadkov in hormoni) (1,2,4). Zaradi
obCutno znizane ekspresije metabolnih encimov in sekretornih prenasalcev, znacilnih za
gastrointestinalni trakt (npr. citokromi ter encimi, ki so udeleZeni pri konjugaciji u¢inkovin
ter najbolj poznana sekretorna prenasalca P-glikoprotein — Pgp ter Prenasalec povezan z
rezistenco na ve¢ ucinkovin — MRP (Multidrug Resistance Associated Protein)), dobre
prekrvavljenosti, velike povrSine ter dobre permeabilnosti za ucinkovine ter dostave
uéinkovin v sistemski krvni obtok mimo jeter, predstavlja vaginalni epitelij in noznica
primerno okolje za dostavo obcutljivejsih uc¢inkovin Kot so steroidi in peptidi. Zaradi teh
lastnosti belezimo v zadnji dekadi pospeSen porast Studij in registriranih farmacevtskih
oblik namenjenih vaginalni aplikaciji z namenom doseganja sistemskih ali lokalnih
uéinkov, saj le-ti dostavni sistemi omogocajo boljso biolosko uporabnost ucinkovin

(2,3,4,5).

Vaginalna aplikacija se je izkazala za primernej$o pot administracije uc¢inkovin kot so
bromokriptin, propanolol, oksitocin, kalcitonin, rastni hormon, inzulin in steroidi za
kontracepcijo ali nadomestno hormonsko terapijo v primerjavi z enteralnim ali
parenteralnim nacinom, kjer je bioloska uporabnost slabsa. Tudi v primerjavi z oralno
sluznico se je vaginalna izkazala za ugodnejSe mesto aplikacije v primeru kontraceptivov.
Poleg nastetega omogoca vaginalna aplikacija tudi direktno dostavo u¢inkovin in uc¢inek v
maternici zaradi specifi¢nega oZiljenja vaginalne stene. Ta omogoca neposreden transport
uéinkovin iz vagine v maternico, ¢emur pravimo tudi »first-pass uterine effect«. V primeru
progesterona, ki se uporablja kot sredstvo za preprecevanje prezgodnjega poroda, splavov
ter pri hormonski nadomestni terapiji, prav omenjeni »first-pass uterine effect« omogoca
doseganje znacilno visjih lokalnih koncentracij progesterona v maternici po vaginalni

aplikaciji farmacevtskih oblik, kot bi jih dosegli po peroralni ali parenteralni poti (2,5).

Z vaginalno aplikacijo se tudi izognemo predsistemskemu jetrnemu metabolizmu, zaradi
Cesar se bioloSka uporabnost ucinkovin izboljSa, zmanjSa pa se verjetnost stranskih
ucinkov (zlasti je manj jetrnih poskodb). Vaginalno aplikacijo odlikujejo tudi enostavnost
vstavitve in odstranitve farmacevtskih oblik, kar lahko stori pacient sam. l1zognemo se

bolec¢inam, ki so povezane s parenteralno aplikacijo, niZja pa je tudi verjetnost infekcije in
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poskodb. Lokalizacija farmacevtske oblike na vaginalni sluznici ne povzroca lokalnega
draZenja in neprijetnosti, ki jih pogosto zaznamo pri drugih nacinih lokalne aplikacije

uc¢inkovin, npr. pri okularni ali oralni mukoadheziji (1,2,3,4).

Obicajno za vaginalno aplikacijo uporabljamo trde ali poltrdne, redkeje tekoce
farmacevtske oblike (geli, suspenzije, tablete, globule, kreme in raztopine). Vecina teh
farmacevtskih oblik zlasti tekocCe, izkazujejo kratek in nezadosten ¢as zadrzevanja na
mestu aplikacije. Zato je potrebna veckratna dnevna aplikacija, kar bi lahko vodilo do

zmanjSane kompliance ter s tem povezanim nerednim in nepravilnim jemanjem zdravila.

Zaradi omenjenih slabosti in prednosti, se je farmacevtska industrija usmerila v izdelavo
mukoadhezivnih vaginalnih farmacevtskih oblik. To so dostavni sistemi za u¢inkovine, ki
vsebujejo razliéne polimere in v stiku z vodo na mestu aplikacije nabrekajo (velja za
nevodotopne oblike) ali se raztapljajo (velja za vodotopne oblike). Pri nabrekanju oz.
raztapljanju, verige polimerov pridobivajo na fleksibilnosti in se tako prepletejo z
glikoproteinskimi verigami mukusa, kar posledi¢no privede do mukoadhezije. Glavni cilj
mukoadhezije je, da taksni dostavni sistemi omogocajo podaljSano zadrzevanje zdravila na
mestu aplikacije (v noZnici) ter posledi¢no boljSo terapevtsko u€inkovitost ter vi§jo stopnjo
kompliance. ldealen mukoadhezivni polimer za vaginalno uporabo naj bi zadostil
kriterijem netoksi¢nosti, polimer ali njegovi razgradni produkti se ne bi smeli absorbirati
skozi mukus ali ga kakorkoli draziti, mukoadhezija bi se morala vzpostaviti hitro,
farmacevtska oblika pa bi morala biti zasnovana tako, da ne bi ovirala spro$canja
ucinkovine v tkivo, se na vaginalno sluznico ne bi adherirala s pomoc¢jo kovalentnih vezi,

njena izdelava pa bi bila ekonomsko upravicena (2).

V primeru bioadhezivnih liposomov, katera bomo uporabili, lahko pricakujemo, da bosta
glede na velikost liposomov ter glede na vsebovani mukoadhezivni polimer nastopila dva
mozna mehanizma (Slika 5). Ce bodo liposomi manjsi kot so medprostori — vodni kanali
med glikoproteini mukusa, bodo liposomi lahko difundirali med verigami do doloc¢ene
globine, kjer se bodo zaradi mukoadhezije ujeli na glikoproteinske makromolekule (Slika
5a). V nasprotnem pa se bodo liposomi adherirali na glikoproteine Ze na sami povrsini
mukusa (Slika 5b). Zazelen je seveda prvi mehanizem, saj se s tem skrajsa pot potovanja
za spro$ceno uéinkovino do povrsine epitelija, kjer potece njena absorpcija, prav tako pa se
zmanjSa verjetnost odplavljanja oblike z mesta aplikacije zaradi obnavljanja mukusne
bariere (25,26).
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Bioadhezivni ali mukoadhezivni polimeri so glede na njihov izvor sintezni, polsintezni ali
naravnega izvora in glede na svojo kemijsko strukturo ter funkcionalne skupine omogocajo
razli¢ne mehanizme mukoadhezije. Pri delu smo uporabili mukoadhezivne liposome, ki so
vsebovali bodisi karbopol bodisi hitosan, zato bomo na kratko predstavili tudi njune

lastnosti.

(A)

L]
@ o LPOSOML2r<ium
®

MUKUS

EPITELY

(B)

. LIPOSOMI, 2r > 1 um
7

MUKUS

EPITELI

Slika 5: Mesto mukoadhezije razli¢no velikih liposomov (slika SA 2r < 1pum; slika 5B 2r >

1um) na vaginalni sluznici.

1.2.1 Karbopol

Karbopol ali karbomer je sintezen polimer akrilne kisline (Slika 6), ki je lahko $e dodatno
ko-polimeriziran in na ta na¢in pre¢no premreZen z razli¢nimi strukturami (npr. s sukrozo —
Karbopol 934P, z alilpentaeritriolom — Karbopol 71G, Karbopol 971G, Karbopol 974G, z
divinil glikolom — Polikarbofil,...) (26,27). To so nevodotopni hidrofilni polimeri, ki v
vodi nabrekajo kar do 1000-krat glede na zacetni volumen oz. 10-krat glede na izhodi$¢ni
polmer suhe substance in tvorijo gel v pH obmo¢ju med 4 in 6 (27). Molekulska masa je
visoka in vpliva na viskoznost ter nabrekanje v vodnih medijih. Glede na funkcionalno
skupino, ki omogoci pre¢no premrezenost, izkazujejo razli€ni podtipi karbopola tudi
razli¢ne jakosti adhezije in ¢as zadrZevanja na mestu aplikacije. Studije so pokazale, da je
¢as zadrZevanja karbopola na Crevesni sluznici prasSica daljsi, kadar uporabimo karbopol

vi§jih molekulskih mas in vi§je stopnje premrezenosti, saj se na ta nafin zniza hitrost
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raztapljanja karbopola v farmacevtski obliki na mestu aplikacije. To pa pomeni, da se
zmanjsa tudi verjetnost odplavljanja oz. odstranitve aplicirane farmacevtske oblike (26).
Kljub temu, da sta tako mukus kot tudi polimer s prosto karboksilno skupino navzven
negativno nabita, je Cas zadrzevanja na mukusu znacilno podaljSan ob uporabi s
karbopolom oblozenih oblik v primerjavi z neoblozenimi. V kislem vaginalnem pH je
negativni naboj karbopola mnogo manj izrazit kot ¢e bi obliko aplicirali v okolje z visjim
pH, Kjer bi zaradi odbojnih elektrostatskih sil z mukusom, ki je tudi negativen, pricakovali
nizjo jakost mukoadhezije (1,12,25). Glede na molekulsko maso karbopola velja splosno
pravilo, da najdaljSe Case zadrZevanja na mukusu dosezemo s Karbopolom 980, sledi
Karbopol 874P, Polikarbofil, Karbopol 971P ter nepremrezena poliakrilna kislina (26).
Lahko uporabimo tudi natrijeve soli karbopolnih polimerov, ki omogoéijo $e vecjo moc
mukoadhezije v primerjavi s kislinskimi derivati. Nevtralne soli akrilne kisline naj bi
omogocile privzem vecjih koli¢in vode, kar bi pomenilo boljSo razSiritev prec¢no
premrezenih verig polimera. Tako bi se celokupna povrsSina mukoadhezivnega polimera, ki
bi bil na voljo za tvorbo vodikovih vezi z glikoproteini mukusa, poveéala. Z omenjenim

nac¢inom se ¢as zadrzevanja oblike na apliciranem mestu mo¢no podaljsa (1,12,26).

L e (Yo X
(9 Bl ¢ Lo 4

Slika 6: Osnovna enota karbopola — akrilna kislina.

Za uspesno doseganje mukoadhezije pa je pri derivatih karbopola izrazito pomembna tudi
kakovost izhodnega materiala in postopek, s katerim je bil le-ta pripravljen. Ugotovljeno je
bilo, da je mukoadhezija moc¢nejsa, kadar pri formulaciji uporabimo karbopol, pridobljen s
postopkom obarjanja in ne liofilizacije, saj procesni pogoji izrazito vplivajo na poroznost,

kohezivnost materiala in s tem povezano dovzetnost karbopola za hidratacijo (25).

Polimere karbopola odlikujejo zlasti njegova varnost, netoksi¢nost in neiritabilnost po

lokalni aplikaciji na sluznico (28,29).

Karboksilna skupina akrilne kisline lahko reagira z zunajcelicnimi kalcijevimi ioni na

mestu aplikacije in tako porusi integriteto tesnih stikov v epiteliju, s ¢imer se posledi¢no
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lahko izboljsa paracelularna absorpcija ucinkovin. Sposobnost interreagiranja s kationi
(npr. s kationi v raztopinah z visokimi koncentracijami elektrolitov, s kationskimi polimeri
ali fenoli) pa je lahko tudi nezazelena v primeru kationskih ucinkovin, saj bi se s tem

sproscanje ucinkovine iz farmacevtske oblike upocasnilo (28,29).

Karbopol se lahko uporablja za izdelavo sistemov z nadzorovanim spro$¢anjem ter kot
zgoScevalec v tekoCih in poltrdnih farmacevtskih oblikah, vezalec v tabletah, stabilizator

suspenzij ter v bio/mukoadhezivnih sistemih (1,12,27).

Za sprosc¢anje ucinkovin iz farmacevtskih oblik, obloZenih s karbopolom, je znacilno, da se
v vodnem okolju okoli oblike (v nasem primeru okoli liposoma) tvori gelski obro¢, ki je
nevodotopen in zato ne erodira. Ko je doseZena polna hidratiranost gela, se uc¢inkovina iz
takSnega gela sprosca zaradi osmotskega tlaka, ki od znotraj-navzven porusi strukturo gela.
Spros¢anje ucinkovine iz taksnih oblik bo tako odvisno od lastnosti uporabljenega derivata
karbopola (struktura, stopnja hidratacije, stopnja nabrekanja, stopnja premrezenja), njegove
koncentracije v obliki ter okoliskega pH (27).

1.2.2 Hitosan

Hitosan (Slika 7) je naravni polikationski kopolimer, zgrajen iz glukozamina in N —
acetilglukozamina. Pridobivamo ga iz hitina s postopkom hidrolize acetilne skupine na
acetilaminskem preostanku hitina v alkalnih pogojih. Postopek deacetilacije nikoli ne
potece v celoti, vendar pa mora biti stopnja deacetiliranja manjsa kot 0.35 (Slika 7)
(30,31). Za hitosan je znalilna visoka molekulska masa (1 — 5x10° g/mol), delna
vodotopnost pri pH < 6.5, sposobnost kelacije tezkih kovin in negativno nabitih mineralov
ter geliranje v prisotnosti drugih polianionov (30). Farmacevtske oblike izdelane iz
hitosana flotirajo in tvorijo gele v Kkislem (32). Zaradi biokompatibilnosti,
biorazgradljivosti in netoksicnosti ter drugih lastnosti (hemostati¢ne, fungistaticne,
bakteriostati¢ne, spermicidne, antikarcinogene in antiholesterolemi¢ne lastnosti) njegova
uporaba pri izdelavi razli¢nih farmacevtskih oblik narasc¢a zlasti pri izdelavi praskov,
tablet, emulzij, gelov in pripravkov s podaljsanim spros¢anjem (28,30). Poleg navedenega
izkazuje tudi mukoadhezivne lastnosti (1,8,29), za katere so pomembne predvsem proste

hidroksi in amino skupine (Slika 7), udelezene pri tvorbi vodikovih vezi z mukusom
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(28,29), ter pozitiven naboj, ki omogoc¢a vzpostavitev privlacnih elektrostatskih vezi z
negativno nabitim mukusom (32). Verige hitosana so linearne in ob primerni hidrataciji
dosegajo ustrezno fleksibilnost, potrebne za mukoadhezijo (32). Glede na nedavne izsledke
je mogoce v farmacevtskih oblikah hitosan kombinirati tudi z drugimi anionskimi polimeri
z namenom doseganja ustreznih/zelenih lastnosti farmacevtske oblike oz. zdravila (28,29),

pri tem pa bistvenega vpliva na mukoadhezijo ni.

Na trzi$¢u lahko zasledimo derivate hitosana (derivati N-alkil hitosana, N-acil hitosana, N-
karboksialkil hitosana, N-karboksiacil hitosana, sladkorni derivati in mnogi drugi (31,33))
razli¢nih molekulskih mas, stopenj deacetilacije in soli (soli z glutamatom, laktatom in
HCI) (30). Kvarterne amonijeve soli hitosana (derivati N-alkil hitosana) izkazujejo boljso
topnost pri visjih pH kot sam hitosan, ki je topen le v kislem, in se zato pogosto
uporabljajo v oblikah, namenjenih peroralni aplikaciji oz. aplikaciji na mesta z vi§jim
lokalnim pH. Jakost mukoadhezije je sicer nizja zaradi odbojnih elektrostatskih sil med
kvarternimi amonijevimi skupinami v polimeru, kar zniza fleksibilnost verig in posledi¢no
prepletanje verig polimera z glikoproteini. Vendar pa so ti derivati boljsi pospesevalci
absorpcije ucinkovin. Kvarterne amonijeve skupine namre¢ vstopajo v interakcije s
proteini negativnho nabitih tesnih stikov in tako prehodno povecajo paracelularno
permeabilnost ucinkovin (33). Kot pospeSevalec absorpcije pa lahko uporabimo tudi
derivate hitosana s prosto —SH skupino, saj se ta mo¢neje veze na glikoproteine mukusa
(tvori kovalentne disulfidne vezi) in zagotavlja vecjo jakost mukoadhezije in daljsi Cas
zadrzevanja na mestu aplikacije (33). Poleg tega proste tiolne skupine inhibirajo proteaze
na mestu aplikacije in prenasalec Pgp. Vendar pa uporabo tioliranih hitosanovih derivatov

obi¢ajno omejuje slaba vodotopnost pri fizioloskih pogojih (pri pH 7.4) (33).

CH,OH CHyOH

H H H
o >J\ B H NaOH
1
J IL ]\J =5 deacetiliranje
1 NHOOCH: ICOCH;
= n
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CHLOH CHOH
H H H
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1 1w, OH )
|
Ill llll L H lllﬂz

HITOSAN

Slika 7: Postopek deacetiliranja hitina ter strukturna formula hitosana.
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1.3 Mukoadhezija

Zmoznost adhezije sinteznih ali naravnih snovi ter farmacevtskih oblik na bioloski nosilec
(bodisi tkivo bodisi mukus) za dalj$i ¢as pojmujemo bioadhezija. Kadar imamo v mislih
adhezijo farmacevtskih oblik na mukus, pa ta pojav ozna¢imo bolj specifi¢no, in sicer kot

mukoadhezija.

Glede na naravo komponent, ki so udelezene v adhezijo, loCujemo med dvema tipoma
adhezij in sicer poznamo adhezijo med dvema bioloskima komponentama (fuzija,
agregacija celic) ter adhezijo bioloske (npr. celic) in nebioloske komponente (npr. razli¢ne
podlage: plastika, kovina, sinteti¢éni materiali). Kadar so molekularni mehanizmi, ki
adhezijo omogocijo, poznani, govorimo o specifi¢ni, sicer pa o nespecificni adheziji

(28,34).

Iz biofarmacevtskega staliS¢a bioadhezija farmacevtskih oblik na mesto aplikacije
omogoca lokalizacijo in tesen stik s sluznico, kar vodi v bolj$o absorpcijo apliciranih
ucinkovin. S takSnim pristopom lahko apliciramo tudi tiste zdravilne uinkovine, ki so
nestabilne v prebavnem traktu, saj se z lokalizacijo in vzpostavitvijo tesnega stika med
formulacijo in absorbirajo¢o sluznico izognemo difuziji ucinkovine v lumen, kjer je
ucinkovina potencialno izpostavljena obarjanju, vezavi na komponente hrane, metabolizmu
z encimi ali bakterijami. Dodatno pa lahko pri aplikaciji biodhezivnih izdelkov na lokalne
sluznice tudi zmanjSamo pojavnost stranskih oz. nezelenih ucinkov, kar dosezemo z
uporabo razliénih formulacijskih tehnik in izbiro ustreznih polimerov, ki priredijo
sprosc¢anje ucinkovine na mestu aplikacije tako, da se izognemo ali omejimo sistemsko
absorpcijo u¢inkovin. Ker je terapija z bioadhezivnimi pripravki varnejsa in ucinkovitejsa,
lahko pricakujemo tudi vi§jo stopnjo kompliance s strani pacientov ter s tem povezano

boljse izzide terapije (29,34).

Bioadhezija med biolosko in nebiolosko komponento potece dvofazno. V zacetku zaradi
sposobnosti omocitve bioadhezivnega materiala le-ta nabreka, poveca se gibljivost
bioadhezivnih verig polimera, kar omogoci vzpostavitev kontakta med biolosko membrano
in bioadhezivom, ki mu sledi penetracija bioadhezivnih verig globje v mukus (v primeru
mukoadhezije). Na doloCeni globini mukusa se verige polimera prepletejo z mucini,
vzpostavijo se razlicne molekularne interakcije (odbojne ali privla¢ne) in omogocijo

mukoadhezijo. Med privla¢ne sile prisStevamo van der Waalsove, elektrostatske, vodikove
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in hidrofobne interakcije, medtem ko k odbojnim pristevamo elekrostatske sile in odbojne
sile, ki so posledica stericnega oviranja med komponentama. Za primerno mocno
mukoadhezijo mora vsota privla¢nih sil presegati mo¢ vseh odbojnih (28), kar opisujejo
razli¢ne teorije: elektrostatska teorija, teorija adsorpcije, teorija mocenja, difuzijska teorija

ter teorija, ki vrednoti silo, potrebno za locbo dveh adheriranih komponent (28,29).

Z vidika bioadhezije zdravil je zaZeleno, da je jakost bioadhezije ¢im vi§ja, vendar ne
previsoka, saj bi bila lo¢ba farmacevtske oblike od bioloske povrSine v tem primeru
prepre¢ena. Jakost mukoadhezije je tako odvisna od znacilnosti polimera in od okolja kot

mesta aplikacije.

e Molekulska masa

Molekulska masa polimera vpliva na jakost mukoadhezije. Verige nizko molekularnih
polimerov uspesneje prodirajo v globino mukusa, saj izkazujejo boljso gibljivost verig v
primerjavi s polimeri vi§jih molekulskih mas. Vendar pa je z vidika prepletanja verig
polimera z mucini in vzpostavljanja bioadhezije ustrezne jakosti zazelena ve¢ja molekulska
masa. Optimalna molekulska masa za doseg maksimalne bioadhezije je odvisna tudi od
vrste polimera, Ceprav splosno pravilo pravi, da sila bioadhezije naras¢a z molekulsko
maso do 100000 g/mol, nad to mejo pa se jakost bioadhezije ne povecuje ve¢ (28,34).
Poleg molekulske mase je pomembna tudi prostorska orientacija verig polimera ter njihova

pre¢na premrezenost (28,29,34).

e Koncentracija polimera

Z nara$c¢anjem koncentracije bioadhezivnega polimera jakost bioadhezije narasca, saj se
povecuje Stevilo potencialnih mest, ki lahko intereagirajo z verigami mucinov.
Povecevanje koncentracije bioadhezivnega polimera v nedogled pa ne omogoca
nadaljnjega narascanja jakosti bioadhezije, saj na apliciranem mestu po presezeni
optimalni koncentraciji polimera pri¢ne primanjkovati vode, ki bi omocila polimer in
omogocila njegovo nabrekanje ter povecanje gibljivosti verig. Pri visokih koncentracijah
adhezivna moc¢ torej opazno pade, saj je prodiranje verig polimera v mukusne plasti
omejeno (28,29,34).

e QGibljivost verig

Optimalna gibljivost verig polimera zagotavlja uspesno prodiranje polimera v plast

mukusa. Gibljivost je vi§ja ob vecji koli¢ini vode na mestu aplikacije. Prevelika gibljivost
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pa s staliS¢a jakosti mukoadhezije ni zazeljena, saj se ob preveliki gibljivosti zmanjsa
verjetnost, da bo polimer »srecal« verige mukusa, poleg tega pa se verige polimera lahko
povezejo same med sabo ali pa v primeru vodotopnih polimerov oddifundirajo v lumen

namesto na povrsino oz. v notranjost mukusa (28,29,34).

e pH vodnega medija na mestu aplikacije

pH ima pomemben ucinek na jakost mukoadhezije, saj vpliva na naboj polimera in
mukusa. Vecina bioadhezivnih polimerov v farmacevtskih oblikah izkazuje polianionski
znacaj zaradi Kislih funkcionalnih skupin. Kadar je pH na mestu aplikacije visji od ustrezne
pKa vrednosti polimera, bo ta ioniziran oz. neioniziran pri pH-jih, ki so nizji od pKa.
Poliakrilna kislina ima pKa priblizno 4,75 in omogoc¢a maksimalno jakost bioadhezije pri
pH 5-6, nad temi vrednostmi pa se jakost obCutno zniza, ker je poliakrilna kislina
popolnoma ionizirana in se zaradi odbojnih elektrostatskih sil odbija od negativno nabitih
verig mukusa, kar prepreci tesen stik med formulacijo in mukusom. Znizanje pH pod pKa
vrednosti bioadheziva pa ne pripomore k povecanju jakosti bioadhezije, saj v teh pogojih
polimer ne nabreka, ker je neioniziran. Polimer torej ne pridobi zadostne gibljivosti, da bi
prehajal v mukusno plast, prav tako pa s povr§ino mukusa ne more vzpostaviti vodikovih

ali drugih privla¢nih vezi (28,29,34).

e Jakost pritiska mukoadhezivnega pripravka na lokalno dostopne sluznice

Da bi se mukoadhezivni sistem na mestu aplikacije obdrzal ¢im dlje, ga na sluznico
pritrdimo mocneje. Jakost bioadhezije in retencijski ¢as oblike na mestu aplikacije z mocjo
pritrditve sistema sicer nara$cata, saj mo¢ pritiska oblike na tkivo vpliva na globino
interpenetracije verig polimera z glikoproteini. Ce obliko mo¢no pritisnemo in jo na mestu
aplikacije drzimo daljsi ¢as, polimeri postanejo mukoadhezivni, kljub temu da nimajo

privla¢nih sil z mucini (28).

e (as stika bioadhezivne oblike z mukusom

Cas kontakta med mukoadhezivom in mukusom vpliva na obseg nabrekanja polimera in
interpenetracijo polimernih verig v mukus. Jakost mukoadhezije z naraséanjem
kontaktnega Casa naraS¢a. To je zlasti pomembno za formulacije s polimeri, ki na mestu
aplikacije se polimerizirajo. Cas stika lahko nadzorujemo le v oblikah, apliciranih na
lokalne sluznice (npr. oko, nos, usta, vagina), ne pa pri peroralnih bioadhezivnih oblikah
(28,29,34).
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e Nabrekanje
Nabrekanje je nujno potrebno za pridobitev ustrezne/zadostne gibljivosti verig polimera in

posledi¢no prepletanje. Nabrekajo le pre¢no premrezeni polimeri, medtem ko se linearni
polimeri raztopijo v vodi. Nabrekanje zavisi od vrste in koncentracije polimera ter koli¢ine
okoliske vode. Ob nezadostnem nabrekanju polimer nima ustrezne gibljivosti in zato se ¢as
zadrZevanja skraj$a, medtem ko se linearni polimeri popolnoma raztopijo in oddifundirajo
v okolico (28,29,34).

e Mucin

Zaradi neprestanega obnavljanja mukusnih celic je ¢as zadrZzevanja farmacevtske oblike na
povrsini mukusa omejen, ne glede na naravo in jakost bioadhezije, ki bi jo teoreti¢no lahko
dosegli na stati¢nih sistemih. Ko se celice odlus¢ijo, se z njimi odlus¢i tudi mukus ter
farmacevtska oblika na njem. UspeSno lokalizacijo dostavnih sistemov uc¢inkovin na
sluznicah dodatno omejujejo Se proste verige mucinov, ki se odstranijo s povrSine mukusa
in so prisotne v lumnu organa in tako predstavljajo dodatno mesto, kamor bi se biodhezivni
sistem lahko pritrdil $e preden bi imel priloznost interreagirati z mukusom na povrsini
tkiva (28,29,34).

1.4 Kurkumin

Kurkumin je naravni polifenol, ki ga pridobivamo z ekstrakcijo iz korenike kurkume -
Curcuma longa L. (Zingiberacaeae) (Slika 8). Uporablja se kot za¢imba zlasti v azijski
prehrani, hkrati pa je tudi registriran kot aditiv in barvilo. Ker polifenoli v sploSnem
izkazujejo pomembne protivnetne in antioksidativne lastnosti, je zanimanje za uporabo
kurkumina v medicinske namene zadnje desetletje izrazito poraslo Se posebej zaradi
tradicionalnih zapisov o moznih rabah kurkumina (npr. za zdravljenje revme, razli¢nih
koznih stanj, zaprtja, driske, glist in vnetij) ter Stevilnih Se potekajocih klini¢nih Studij (v

letu 2011 je bilo prijavljenih kar 56 klini¢nih $tudij s kurkuminom) (35,36).
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Slika 8: Curcuma longa, njena korenika in kurkumin.,

Prasek - zaCimba, pridobljena iz korenike, ima znaéilno rumeno barvo, ki je posledica
prisotnosti kurkuminoidov (3 — 5% glede na maso zdrobljene korenike); kurkuminoida I
(kurkumin ali diferuloil metan), Il (desmetoksikurkumin, kurkumin I1) in 111 (bidesmetoksi
kurkumin, kurkumin 111), katerih kemijske strukture so prikazane na Sliki 9. Komercialno
dostopni »kurkumin« tako obifajno predstavlja meSanico vseh treh kurkuminoidov, pri
¢emer kurkumin I predstavlja kar 77%, preostala derivata pa priblizno 18 in 5% (35). Pri

naSem delu smo uporabljali ¢isti kurkumin I (glej poglavje Metode in materiali).

o 0 o 0
HO OH HO OH

KURKUMIN | KURKUMIN I

KURKUMIN 111

Slika 9: Strukturne formule kurkuminoidov (kurkumina I, 11 in ).

Kurkumin | (v nadaljevanju kurkumin) kemijsko predstavlja (E,E)-1,7-bis(4-hidroksi-3-
metoksifenil)- 1,6-heptadiene-3,5 dion. Ker je to bis-a,B-nenasi¢en B-diketon, lahko
zavzame keto ali enolno obliko, vendar v trdnem in raztopljenem stanju (Kisli in nevtralni
pH) obstaja pretezno v keto obliki in deluje kot donor protonov. V alkalnem pri pH > 8 je

enolna oblika prevladujoc¢a in kurkumin deluje kot donor elektronov (Slika 10).
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Kurkumin je slabo topen polifenol, ki v raztopinah pod vplivom svetlobe ali pri ekstremnih
pH vrednostih razpada na trans-6-(4’-hidroksi-3’-metoksipentil)-2,4-diokso-5-heksanal,
vanillin, feruloilmetan, ter ferulno kislino v ¢asovnem obdobju pol ure. Razpadu se lahko
izognemo z dodatkom seruma, proteinov, antioksidantov ali z uporabo optimalnih pH

pogojev tekom eksperimenta (35).

KETO-ENOLNA TAVTOMERIJA

.H
HyCO I § _ I OCH;  HsCO l “ l _ l OCH;3
HO OH HO OH
keto oblika enolna oblika

Slika 10: Keto-enolna tavtomerija kurkumina I kot funkcija pH.

V razliénih klini¢nih S$tudijah, ki so skuSale ovrednotiti preventivno in Kurativno
farmakoloSko aktivnost kurkumina pri vnetnih ali (pred)rakastih stanjih glede na
spodbudne izsledke $tevilnih in vitro raziskav, so ugotovili, da je bioloska uporabnost
kurkumina po peroralni aplikaciji tudi ekstremno visokih doz (12 g/dan), ki sicer niso
izzvale nezelenih ucinkov ali lokalnega drazenja, zanemarljivo majhna (kar 35% aplicirane
doze se izlo¢i s fecesom kot kurkumin, preostalih 65% pa se iz telesa izlo¢i v obliki
metabolitov — Slika 11). Ker absorpcijo kurkumina iz prebavil omejujejo tako slaba
vodotopnost, nestabilnost, vezava na komponente hrane, obsezen predsistemski
metabolizem v jetrih in ¢revesju (s citokromi, glukuronidazami, sulfatazami), je vse ved
raziskav in S$tudij usmerjenih k doseganju lokalnih ucinkov s pomocjo aplikacije
kurkumina na obolelo mesto. Tako se je v eni izmed $tudij kurkumin v 12 g odmerkih, ki
so jih pacienti zauzili peroralno, izkazal kot ucinkovito sredstvo pri kurativi raka kolona,
saj se je tako Stevilo kot velikost rakastih sprememb na povrsini debelega ¢revesja znacilno

zmanjSalo (35).
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Slika 11: Najpomembnejs$i metaboliti kurkumina pri ¢loveku, ki se iz telesa izlocijo z

urinom in fecesom.

In vitro raziskave na podganjem c{revesju so pokazale, da je kurkumin podvrzen
obseznemu predsistemskemu metabolizmu s citokromi ter sekreciji iz enterocitov s
sekretornimi prenasalci Pgp, MRP-2 in BCRP (35,37). Njegova permeabilnost skozi
sluznico je bila nizja od nizko permeabilnih FDA (Food and Drug Agency) standardov kot
posledica ekstremno visoke afinitete do vezave na glikoproteine v mukusu ter tkiva.
Sistemska absorpcija kurkumina bodisi po peroralni bodisi po vaginalni aplikaciji
kurkumina zato ni mogoca, smiselno pa bi bilo izkoristiti farmakoloske lastnosti
kurkumina pri preventivi oz. terapiji lokalnih vnetnih ali (pred)rakavih stanj (Slika 12) na
vaginalnem epiteliju, pri cemer bi bila skrb za nastanek interakcij s socasno, peroralno

apliciranimi u¢inkovinami pri pacientih odve¢ (35,37).
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zmanj$a ekspresijo protivnetnih direktno reagira z reaktivnimi kisikovimi

citokinov in njihovo transkripcijo spojinami in zmanj$a oksidativni stres
zmanijsa aktivnost NO sintaze in protikancerogeno in
zmanij$a kancerogenezo protimetastaticno delovanije
KURKUMIN

o . . deluje kot imunomodulator in spodbuja
Inhlbl‘F?r 00?572 v kolonu in ustih in aktivacijo T in B celic, nevtrofilcev in
zmanij$a koliCino PGE2 naravnih celic ubijalk

Slika 12: Mehanizmi protivnetnega in protirakastega delovanja kurkumina.

Za ucinkovito izkori$€anje protivnetnih in protirakastih u¢inkov kurkumina je potrebno le-
tega na tar¢no mesto dostaviti v ustrezni farmacevtski obliki. Pretekle raziskave so
ugotovile, da topnost kurkumina lahko povecamo z uporabo kompleksov kurkumina s
kovinami (cink, baker, magnezij in selen) ali alouminom oz. z vgradnjo v novej$e dostavne
sisteme. Kot primerni so se izkazali razli¢ni implantati, miceli, nanodelci in fosfolipidni
liposomi (36). V primeru fosfolipidnih liposomov je bilo ugotovljeno, da se kurkumin
vgradi v hidrofobni del. Topnost in koli¢ina raztopljenega kurkumina sta tako bistveno
vedji kot v obicajnih farmacevtskih oblikah, izboljsa pa se tudi stabilnost kurkumina in in
vitro zaviralni u¢inek na rast rakasto spremenjenih celic. In vivo raziskave na podganah
pa so potrdile, da se so¢asno po peroralni aplikaciji povisa tudi hitrost in obseg absorpcije
(36).
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2 NAMEN

Namen magistrske naloge je bil razviti in vitro vaginalni model, ki bi posnemal in vivo
pogoje — sestavo in funkcijo vaginalnega trakta pri zenskah ter nam tako omogocil
vrednotenje biofarmacevtskih lastnosti kurkumina, vgrajenega v razli¢ne (ne)bioadhezivne
liposome. V nalogi bomo najprej vrednotili permeabilnost kurkumina skozi vaginalni
mukus, saj predhodne znanstvene objave nakazujejo moznost, da mukus predstavlja
pomembno bariero pri dostavi te spojine (1,4,34,37). Vaginalni mukus bomo v nalogi
bomo uporabili sveze izoliran kravji vaginalni mukus, ki po sestavi in funkcijah najbolje

posnema omenjene lastnosti pri zenskah.

Med menstrualnim ciklusom koncentracija glikoproteinov (t.j. najpomembnejsih gradnikov
mukusa) pod vplivom zenskih spolnih hormonov niha, zato bomo nihanje in vitro
posnemali s spreminjanjem vsebnosti glikoproteinov in spremljali vpliv na permeabilnost
kurkumina. Tako dobljene rezultate bomo primerjali s tistimi, ki jih bomo dolo¢ili pri

prehodu kurkumina skozi kravji mukus.

V nalogi bomo testirali razlicne formulacije, ki bi bile lahko primerne za vaginalno
aplikacijo: raztopino, neoblozene liposome ter oblozene, mukoadhezivne liposome ter
primerjali njihove permeabilnosti. Na osnovi dobljenih rezultatov bomo skusali ugotoviti,
kateri mukoadhezivni polimer — hitosan ali karbopol — bi bil za vaginalno dostavo
kurkumina najbolj ustrezen. Vpliv obeh mukoadhezivnih polimerov na permeabilnost

kurkumina bomo vrednotili pri dveh koncentracijah — 0.1 ter 0.6%.

V drugem delu naloge bomo vrednotili jakost mukoadhezije na svezem kravjem tkivu za
7e vse prej omenjene (ne)oblozene liposome. Sveze kravje vaginalno tkivo bomo narezali
in poskrbeli, da se mukus obdrzi na povrsini tkiva. Nanje bomo aplicirali liposome z znano
koncentracijo kurkumina, ki jih bomo po 3 urah spirali ter dolocili koncentracijo
kurkumina v tekocini za spiranje. Na podlagi primerjav med razli¢nimi liposomi bomo

predvideli, kateri liposomi omogo¢ijo najmoc¢nejSo mukoadhezijo.

Z nalogo bomo skusali zaértati smernice razvoja novejsih dostavnih sistemov za vaginalno
dostavo kurkumina, ki po peroralni aplikaciji ne dosega terapeviskih plazemskih
koncentracij. Vzpostavili bomo in vitro vaginalni model, ki omogoca spremljanje

permeabilnosti u¢inkovine skozi mukus ter in vitro vrednotenje jakosti mukoadhezije.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali

3.1.1

Spojine

100 % acetonitril (MS-grade, J.T. Baker, Deventer, Nizozemska),

dimetilsulfoksid (MW: 78.13 g/mol, Cistost >99.5%, MerckK GaA),
dinatrijevhidrogenfosfat (MW: 141.69 g/mol, ¢istost >99.0%, MerckK GaA),
glicerol (MW: 92.09 g/mol, ¢istost 99.0 — 101.0%, Sigma — Aldrich co.),
D-(+)-glukoza (MW: 180.16 g/mol, ¢istost >99.5%, Sigma — Aldrich co.),

humani albumini (koncentracija beljakovin je 200 g/L, &istost >96.0%, Octa
pharma),

kalcijev dihidroksid (MW: 73.9 g/mol, ¢istost >85.0%, Sigma — Aldrichco.),
kalcijev diklorid dihidrat (MW: 147.01 g/mol, ¢istost >99.0%, Sigma — Aldrich
co.),

kalijev dihidrogenfosfat (MW: 136.08 g/mol, Cistost >99.5%, MerckK GaA),
kalijev hidroksid (MW: 56.11 g/mol, ¢istost >85.0%, Carlo Erba),

kalijev klorid (MW: 74.55 g/mol, ¢istost >99.5%, Cerlo Erba reagenti),

kurkumin (MW: 368.38 g/mol, MerckKGaA),

magnezijev diklorid Sesthidrat (MW: 230.30 g/mol, ¢istost 99.0 — 102.0%, Sigma —
Aldrich co.),

metanol (MW: 32.04 g/mol, Cistost >99.9%, Fluka Analitycal),

mravlji¢na Kislina (Suprapur®, Merck, Darmstadt, Nemcija),

natrijev dihidrogenfosfat hidrat (MW: 137.99 g/mol, cistost >99.0%, MerckK
GaA),

natrijev hidrogenfosfat dihidrat (MW: 156.01 g/mol, Cistost >99.0%, Sigma —
Aldrich co.),

natrijev hidrogenkarbonat (MW: 84.01 g/mol, cistost >99.0%, Sigma — Aldrich
co.),

natrijev klorid (MW: 58.44 g/mol, Cistost Cistost >99.5%, MerckK GaA),

natrijev L-laktat (MW: 112.06 g/mol, ¢istost >99.0%, Aldrich Chemistry),

ocetna kislina (MW: 60.05 g/mol, ¢istost >99.8%, MerckK GaA),
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e urea (MW: 60.06 g/mol, ¢istost 99.0 — 100.5%, MerckKGaA).

3.1.2 Aparature in ostali materiali

e Vortex (Tehtnica, Zelezniki),

e Chilling/Heating Block (Cole — Parmer),

e Vortemp 56EVC (Tehtnica, Zelezniki),

e Centrifuge 5415R (Eppendorf),

e Transwell Permeable Support (0,4 um Polycarbonate membrane, Corning
Incorporated),

e 1.5 mL epice (Plastibrand),

e pluta,

e skalpel,

e cianoakrilatno lepilo UHU,

e avtomatske pipete.

3.2 Metode
e Priprava umetne vaginalne tekocine (SVF — simulated vaginal fluid)

Dan pred poskusom v enolitrski buci s pre¢is¢eno vodo dodamo 3.51 g NaCl, 1.4 g KOH,
0.222 g Ca(OH),, 1 g ocetne kisline, 2 g mle¢ne kisline, 0.16 g glicerola, 0.4 g se¢nine ter
5 g glukoze. Po¢akamo, da se sestavine raztopijo in pH uravnamo na 4.5 z 1M HCI (6). Pri
vrednotenju mukoadhezije dodamo v 1L 2mL albuminov (konc. 200 g/L), da posnemamo

kri, hkrati pa pride do vezave kurkumina na albumine, kar naredi u€¢inkovino obstojnejSo.
e Priprava fizioloskega fosfatnega pufra (PB — phosphate buffer)

Dan pred poskusom v enolitrski bucki s precisc¢eno vodo raztopimo 8 g NaCl, 0.2 g KCl,
1.44 g Na;HPOQO, in 0.24 g KH,PQOy, nato uravnamo pH na 7.4 z 1M HCI ali 1M NaOH. Pri
vrednotenju vrednosti permeabilnosti kurkumina dodamo 1L 2mL albuminov (konc. 200
g/L), da posnemamo kri in s tem vzdrzujemo Sink pogoje v receptorski teko¢ini, zaradi

vezave kurkumina na proteine.
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e Priprava Ringerjeve raztopine s pH 7,4 in 10 mM glukoze.

Dan pred poskusom v enolitrski bucki zatehtamo 2.10g NaHCOj3, 0.055g NaH,PO,4 x H0,
3.624 g NaCl, 0.373 g KCI, 0.176 g CaCl, x 2H,0, 0.244 g MgCl, x 6H,0, 0.285 g
NaHPO, x 2H,0 ter 1,8 g glukoze. Pocakamo, da se sestavine raztopijo in nato pufer

prepihavamo s karbogenom (5% CO,), da se uravna pH na 7.4.

e Priprava liposomov

Pri delu smo uporabili liposome, pripravljene iz L-fosfatidilholina, ki so/niso bili obloZeni
s polimeri. Liposomi so bili izdelani na Norveskem (prof. Dr. Natasa Skalko-Basnet, Drug
Transport and Delivery Research Group, Department of Pharmacy, Faculty of Health
Sciences, University of Tromse) (37). Pri poskusih smo testirali (ne)oblozene liposome z
znano koncentracijo kurkumina (Preglednica | in Preglednica Il). Oblozeni liposomi SO

vsebovali 0.1 ali 0.6% hitosana ali karbopola.

Koncentrirane suspenzije liposomov pred poskusom za 5 — 10 min postavimo v

ultrazvoc¢no kadicko, tako da dobimo homogeno suspenzijo.

Za prvi del poskusa odpipetiramo ustrezni volumen koncentrata (V) ter red¢imo z umetno
vaginalno teko¢ino (SVF) na kon¢ni volumen tako, da je koncentracija kurkumina vedno
20 uM, ter da so koncentracije lipidov podobne (Preglednica I). Za pripravo raztopine
natehtamo ustrezno maso standarda kurkumina, ga raztopimo v 1 ml DMSO ter
odpipetiramo dolo¢en volumen tega koncentrata v 10 mL bucko s SVF tako, da je
raztopina kurkumina tudi 20 uM ter da vsebnost DMSO ni vi§ja od 1%. Vso steklovino s
pripravljenimi donorskimi raztopinami oz. suspenzijami segrejemo v vodni kopeli na 37°C

in jih zas¢itimo pred svetlobo z alu folijo.

Za merjenje jakosti mukoadhezije, suspenzije liposomov ne redéimo z umetnim
vaginalnim sokom, temve¢ jih apliciramo direktno na pripravljeno tkivo. Aplicirali smo

take volumne, da je masa kurkumina med vzorci podobna, in sicer 50 pug (Preglednica IT).
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Preglednica I: Koncentracija kurkumina (c(K)) in lipidov (c(lipidov)) v koncentriranih

suspenzijah razlicnih vzorcev liposomov za vrednotenje permeabilnosti kurkumina,

volumen pipetiranja koncentriranih suspenzij (Vy), kon¢ni volumen donorskih vzorcev ter

koncentracije kurkumina in lipidov v donorskih vzorcih.

VZOREC c(K) | c(lipidov) | Vx [uL] Kon¢ni c(K)v c(lipidov) v
(koncentrirane | [mg/ml] | [mg/ml] volumen | donorskihvzorcih | donorskihvzorcih
suspenzije donorskih [nM] [mg/ml]
razli¢nih vzorcev
liposomov) [mL]
NEOBLOZENI | 1.97 20 25 6.7 20 0.075
0.1% 0.99 10 50 6.7 20 0.075
HITOSAN
0.6% 0.93 10 50 6.3 20 0.079
HITOSAN
0.1% 0.91 10 50 6.2 20 0.081
KARBOPOLA
0.6% 0.90 10 50 6.1 20 0.082
KARBOPOL

Vzorec: koncentrirana suspenzija liposomov iz Norveske; Donorski vzorec — suspenzije, pripravljene za eksperiment.
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Preglednica Il: Koncentracija kurkumina (c(K)) razli¢nih vzorcev liposomov za
vrednotenje jakosti mukoadhezije, volumen pipetiranja suspenzij (V) in kon¢na masa

kurkumina (m(K)) v donorskih vzorcih.

VZOREC ¢(K) [mg/ml] Vx m(K)
(koncentrirane [nL] [ng]
suspenzije razli¢nih
liposomov)
NEOBLOZENI 1.92 25 48
0.1 % HITOSAN 0.92 50 46
0.6% HITOSAN 0.93 50 46,5
0.1% KARBOPOL 0.90 50 45
0.6% KARBOPOL 0.92 50 46

e Priprava disperzij s Sigma glikoproteini

Dan pred poskusom natehtamo ustrezno koli¢ino prasi¢jega zelodénega mucina (Sigma, tip
I1) in jo kvantitativno prenesemo v ¢aso z izbranim volumnom umetne vaginalne tekocine,
tako da smo dobili 1, 3, 5, 7 in 9 %m/v koncentracije disperzij s Sigma glikoproteini. V
¢aso damo magnetno mesalo in meSamo 2 — 3 ure pri sobni temperaturi, da je disperzija
homogena. Caso s pripravljenimi glikoproteini pokrijemo s parafilmom ter do naslednjega

dne hranimo v hladilniku.
e Priprava kravjega mukusa

Kravjo noznico na dan poskusa prevzamemo iz klavnice takoj po zakolu. Tkivo nam
veterinar zaveze z vrvjo, da prepreci iztekanje vaginalnega mukusa in kontaminacijo
noznice s krvjo ali drugimi primesmi. Tkivo v hladilni torbi, oblozeni z zamrzovalnimi
vlozki (T < 10°C), pripeljemo na fakulteto in takoj izoliramo mukus. NoZnico prerezemo in
mukus zberemo v ¢a$o s spatulo, da ¢im manj posegamo Vv njegovo strukturo (izogibamo

se uporabi strgal, objektnih stekelc ali tehtalne kartice). Mukus takoj uporabimo za poskus.
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e Priprava kravjega tkiva

Noznico, s katero ravnamo enako kot opisano v prej$nji tocki, prerezemo in razdelimo na
priblizno enako velike manjSe kos¢ke tako, da ne posegamo v okolico tkiva (t.J. ohranimo

mukus na povrsini intakten) in se izognemo kontaminaciji tkiva s krvjo ali drugimi snovmi.
e Priprava Transwell filtrov za poskus vrednotenja permeabilnosti ter izvedba

Pripravimo si dve prazni Transwell plosci, kjer ima vsaka 12 filtrov. Na vsak filter
nanesemo 160 uL raztopine Sigma glikoproteinov ali kravjega mukusa in poskrbimo, da
mucini prekrijejo celotno povrsino filtra. Filtre nato vrnemo v njihove vstavke, ki jih

postavimo na avtomatski stresalnik, segrevan na 37 °C.

Na zgornjo — apikalno stran praznih filtrov nato dodamo 0.5 mL testiranega vzorca
(raztopina kurkumina ali (ne)oblozeni liposomi s kurkuminom — donorski vzorci
(Preglednica 1)), tako da so zacetne koncentracije kurkumina v vseh primerih enake. Na
spodnjo stran filtra Sele nato dodamo 1.5 mL fosfatnega pufra PBS pH 7.4 z albumini,
kateri so prisotni za vzdrzevanje Sink pogoja v akceptorski tekoCini (slaba topnost
kurkumina ni vplivala na prehod v akceptorsko tekoCino) in stabilnosti (izognemo se

razpadu uéinkovine).

Vsako vrsto liposomov oz. raztopino testiramo v 4 paralelkah (celokupno torej 24

paralelk).

Tekom poskusa vsake pol ure odvzamemo 150 puL vzorca na spodnji strani filtra in ga
shranimo v epice, ki vsebujejo 450 pL ledenega metanola za obarjanje alouminov. Vsebino
epic premeSamo na vortexu in takoj shranimo v zamrzovalniku. Odvzet volumen vzorcev
nadomestimo s PBS z albumini. Na koncu poskusa (po 3h) vzamemo tudi vzorec
donorskih raztopin na zgornji strani filtra na enak nacin kot je ze opisano za vzorce (Slika
13).
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Donorski vzord: liposomi al
raztopina & kurkuminom v SVF pH
4.5

2 Filter g

Akceptorskl vzorcl: vzord v F8S (pH 7.4) z albuminil.
Vzorémmo vsake pol ure

/ » Glkoprotewni sk mucini &

s kraviega mukusa

Slika 13: Shematski prikaz priprave Transwell filtrov za poskus vrednotenja

permeabilnosti kurkumina.

e Priprava kravjega tkiva za poskus vrednotenja mukoadhezije in izvedba
Kravje tkivo razrezemo na manjse kose in jih s cianoakrilatnim lepilom prilepimo na kose
plute v velikosti filtrov na Transwell plos¢ah. V prazne Transwell plo§¢e namestimo pluto
s tkivom ter dodamo 1.5 mL Ringerjevega pufra pH 7.4 z glukozo, ki sluzi kot hranilni
pufer za tkivo (Slika 14).

Na tkivo dodamo 25 uL neoblozenih liposomov s kurkuminom in 50 uL oblozenih
liposomov s kurkuminom (Preglednica II), tako da imamo podobne zacetne mase

kurkumina, ki jih apliciramo na tkivo. Vsako formulacijo testiramo v 4 paralelkah.

Plosc¢e inkubiramo v avtomatskem stresalniku pri 37 °C 3 ure. Med inkubacijo pripravimo
Case, v katere odpipetiramo 10 mL simuliranega vaginalnega soka z aloumini. Po 3 urah
vsak kos tkiva speremo v svoji Casici, iz katere odvzamemo 150 pL vzorca v epico, ki
vsebuje 450 uL ledenega metanola. Vsebino epic preme$amo na vortexu in takoj shranimo

v zamrzovalniku.
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Slika 14: Shematski prikaz priprave Transwell filtrov za poskus vrednotenja jakosti

mukoadhezije.

e Priprava vzorcev za analizo

Vzorce obeh poskusov pustimo v zamrzovalniku 48 ur na — 20 °C, da se albumini oborijo,
kurkumin pa sprosti z albuminov. Vzorce centrifugiramo 10 min pri 16400 min™ pri 4 °C.
Iz vseh epic na mikrotitrsko plos¢ico odpipetiramo 50 pL vzorca in plosCice zatesnimo s
plasti¢nim pokrovckom, da preprecimo izhlapevanje metanola. Plos¢ice do LC-MS analize

hranimo v hladilniku, za$¢itene pred svetlobo.
e LC-MS analiza

Koli¢ino kurkumina v inkubacijskih vzorcih smo dolocili s pomocjo tekocinske

kromatografije ultra visoke lo¢ljivosti (UHPLC) sklopljene z masnim detektorjem tipa
trojni kvadrupol (QQQ):

I. UHPLC: Agilent 1290 Infinity (Agilent Technologies, Santa Clara, ZDA),
Il. Kolona: Kinetex 2.6 um C18, 50 x 2.1 mm, (Phenomenex, Torrance, ZDA),
I1l. Predkolona Security Guard C18, 4 x 2.0 mm (Phenomenex, Torrance, ZDA)
IV. lonski izvor: ESI JetStream® v pozitivnem nacinu ionizacije,
V. Masni detektor (MS): Agilent 6460 MSD Triplequadrupole (Agilent Technologies,
Santa Clara, ZDA),

Za separacijo smo uporabili gradientno izpiranje z mobilno fazo A (vodna faza), ki je

vsebovala 0,1 % mravlji¢ne kisline v Milli-Q vodi in mobilno fazo B - organska faza: 100
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% acetonitril. Linearni gradient je predstavljen v Preglednici Ill. Temperatura kolone med
analizo je bila 50 °C. Pri akceptorskih vzorcih smo injicirali 1.0 pL, pri donorskih pa 0.1
uL vzorca. Retencijski ¢as kurkumina je znaSal 2.25 min, med tem ko je bil Cas celotne
analize vklju¢no z re-ekvilibracijo kolone 3.1 min (Slika 15). Masni detektor je deloval v
pozitivnem nacinu multirezidualne analize (MRM) in sicer smo za kvantifikacijo
kurkumina spremljali masni prehod m/z 369.1->177.0, pri ¢emer je bila resolucija obeh
kvadrupolov nastavljena na 2.5 enote. Cas vzoréenja je bil 80 ms. Parametri, kot so
temperatura in tlak suSilnega in pomoznega plina ter energija za fragmentacijo, so bili
optimizirani za kar najvecji mozen signal kurkumina. Rezultat je bila visoko obcutljiva in
selektivna metoda za kurkumin z limito kvantifikacije pri 0.04 uM koncentraciji.
Ponovljivost metode smo dokazali z RSD 1.62%, to¢nost pa tako, da ni odstopa od
nominalnih vrednosti za ve¢ kot 15% od izraCunane limite. To pomeni, da so dobljeni

rezultati zanesljivi (Slika 16).

%105 |+ES| MRM Frag=121.0v CID@16.0 (369.1-> 177.0) vz Jplosca 28.d
1942 2
1.85
1.8+
1.75
1.7
1,65
1.6+
1.55
1.5 *2255
1.45
1.4+
1.35
1.3+
1.25
1.24
1.15
114
1.05
14
0.95
0.9
085
0.8+
0.75
0.7
065
0.6
0.5
0.5
045
0.4
035
0.3
0.25
0.2
0.154 * 1639
0.14
0.05
12 13 14 15 1§ 17 18 18 2 21 22 23 24 325 25 27

Counts vs. Acquisition Time (min)

Slika 15: Masni kromatogram multirezidualne metode (MRM) vzorca akceptorske

raztopine. Retencijski ¢as 2.255 min pripada kurkuminu; 1.699 pripada izobari¢ni necistoti.
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Preglednica I11: Program gradientnega izpiranja na koloni po injiciranju vzorca.

Cas od zafetka DeleZ mobilne faze B ]
e _ Pretok (mL/min)
injiciranja (min) (%)
0.0 25 0.70
0.80 25 0.50
2.50 81 0.50
2.59 25 0.50
2.80 25 0.70
Umeritvena premica
180000 -
160000 - y = 4E+10x - 1223
140000 R*=0,997
120000
100000
80000
60000
40000
20000
0 T T T T 1

50080E+00  1,00E-06

2,00E-06 3,00E-06

4,00E-06 5,00E-06

Slika 16: Umeritvena krivulja za kvantifikacijo kurkumina v bioloskih vzorcih.

e Izracun vrednosti P,pp, kurkumina skozi Transwell filter in plast glikoproteinov

Pri izracunu permeabilnostnega koeficienta (Papp) za kurkumin skozi Transwell filter

in mukus, je potrebno najprej izracunati pretok (J) te spojine skozi tkivo. Ker je

prehod skozi mukus in filter pasiven proces velja, da je Payp neodvisen od koncentracije te

spojine na donorski strani. Payp izra¢unamo po Enacbi 1:
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P, (Enacba 1)

-y
pp T ¢

Papp «evvereinnins (navidezni) permeabilnostni koeficient [cm/s]
I, fluks/pretok [nmol/hcm?]
(R zacetna koncentracija spojine na donorski strani [mol/L]

Pretok je definiran kot mnozina snovi, ki difundira skozi 1 cm®membrane v eni uri in ga

izracunamo po Enacbi 2:

J = %d (Enacba 2)

Kgerernerreanennn konstanta difuzije [mol/h]
A, povrsina tkiva, skozi katero prehaja snov [cm?]

Hitrost difuzije opisuje Enacba 3:

Z—f =ky X (Cy — C,) (Enacba 3)
dQ/dt ................ hitrost difuzije [mol/h]
O TR koncentracija spojine na donorski strani [mol/L]
Ca e, koncentracija spojine na akceptorski strani [mol/L]

Ker se faktor (Cq4 - C;) v Enacbi 3 med poizkusom zanemarljivo malo spreminja, ga

kot konstanto pridruzimo konstanti difuzije kqin velja Enacba 4, 5 in 6:

aQ _ . y
e k; (Enacba 4)
fOQ(t) dQ = kj; x fotdt (Enacba 5)
Q(t) = k; xt+n (Enacba 6)

Q) .vevreene mnozina spojine, ki je difundirala v ¢asu t [mol]
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Mnozino spojine, ki je v casu t difundirala skozi tkivo oz. membrano, izracunamo

po Enachi 7:

Q) = BM5'V, X)) + ¢, XV, (Enatba7)
Vy.........volumen vzorca [L]
Ci............koncentracija spojine na akceptorski strani v predhodnih vzorcih [mol/L]
Ctovernnnn. koncentracija spojine na akceptorski strani v ¢asu t, ko vzamemo vzorec [mol/L]
Ve volumen raztopine na akceptorski strani celice [L]

Po izracunu mnozine spojine v ¢asu t (Q(t)) lahko s pomogjo linearne regresije po enacbi
(6) izratunamo konstanto difuzije (kq). Pearsonov koeficient (R) nam poda mo¢ povezave.
Ko je znana konstanta difuzije, lahko naprej izracunamo pretok snovi skozi tkivo

(J) po Enacbi 2 in nazadnje permeabilnostni koeficient (Papp) po Enacbi 1.

e Izracun vrednosti P,pp kurkumina skozi mukus

S pomocjo Enacb 1 — 7 za vsak poskus izra¢unamo vrednosti P,p, kurkumina skozi filter ter
mukusno plast in podamo rezultat kot povpreéje z ustrezno standardno deviacijo. Ker
polikarbonatni Transwell filter tudi omejuje prehod kurkumina v akceptrosko tekocino,

moramo permeabilnosti skozi sam mukus izra¢unati po Enacbi 8:

1 1 1 «
poizkus = Pmukus + filter (EnaCba 8)
Papp app Papp
Papp™ . povpreéna permeabilnost kurkumina skozi Transwell filter in mukus pri

doloceni vsebnosti glikoproteinov [cm/s]
P mukus
app

......... povpreéna permeabilnost kurkumina samo skozi plast mukusa [cm/s]
Papp e povprecna permeabilnost kurkumina skozi prazen Transwell filter [cm/s]

mukus

Ko preoblikujemo enacbo lahko iskano vrednost (Papy ) izraCunamo po Enacbi 9:

Ppmzkusxpfllter

mukus _ _app app X
Papp - Pfilter_Ppoizkus (EnaCba 9)
app app
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Ker smo v enacbo vnasali povprecne vrednosti permeabilnosti kurkumina skozi sam filter

oz. skozi filter in mukus, je na$ rezultat prav tako povpre¢na vrednost, ki pa ji moramo

filter poizkus

doloCiti Se napako. Vsaka izmed spremenljivk (Pagp ter Pagp ) predstavlja

spremenljivko z dolodeno napako. Standardno deviacijo (Sp) za Papp™"

skladno z Enac¢bo 10:

pa zato dolo¢imo

2 2
(nfileT_l) ><Sfilter'I'(npl)l'ZkuS_1)X‘(;17()l'zku.9

Sp (Enacba 10)
Nfiiter tNpoizkus—1
Nfilter, Npoizkus -« -« -« -« Stevilo meritev
Sfitlers SpOiZkus- -+« <« «v v e vee standardne deviacije za posamezen eksperiment

e Izracun jakosti mukoadhezije

Pri izraCunu jakosti mukoadhezije (ne)obloZenih liposomov, smo kot merilo adhezije
uporabili adheriran delez kurkumina. Po poskusu smo izmerili maso spranega,
neadheriranega kurkumina v akceptorski tekocini, katerega smo odsteli od znane, zacetne
mase donorskega kurkumina (Preglednica I1) in dobili maso kurkumina, ki se je adheriral
na tkivo. Maso adheriranega kurkumina smo delili z donorsko maso kurkumina (Enac¢ba

11), da smo dobili deleZ vezane ucinkovine.

% adheriranega kurkumina = (m)don. - miake) 100% (Enacba 11)
m(K)don.

M(K)don.eveeveeens donorska masa kurkumina

M(K)ake..vevennnn. masa kurkumina, spranega v akceptorsko tekocino

e Statisticna obdelava podatkov

Podatke smo med seboj primerjali tako, da smo za vsako oceno permeabilnosti kurkumina
dolocili 95% interval zaupanja z Enacbo 12 in preverili, ali se intervali med seboj

prekrivajo. Enako smo izracunali interval zaupanja za vrednosti mukoadhezije razli¢nih
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(ne)oblozenih liposomov. V primeru prekrivanja intervalov smo zakljucili, da

signifikantnih razlik med vzorci pri 5% stopnji tveganja ni.

95% IZ = X + t5h, X % (Enacba 12)
IZ...........Interval zaupanja
X oviiiiininn povpreéna vrednost (izraCunana permeabilnost kurkumina, izraCunana jakost
mukoadhezije)
tgfz ........ faktor t pri doloCeni stopni tveganja (a < 0,05) in Stevilu prostostnih stopenj
(SP)
Sp eeveneenns standardna deviacija (po Enacbi 10 pri izracunu 1Z vrednosti permeabilnosti; pri

izraCunu 1Z jakosti mukoadhezije po Preglednici XI)

1| OO Stevilo prostostnih stopen;j (Stevilo meritev manj 1)

40



4 REZULTATI

4.1 Permeabilnost kurkumina

4.1.1 Permeabilnost kurkumina skozi prazen Transwell filter

Preglednica IV: Posamezne meritve permeabilnosti kurkumina iz razli¢nih formulacij

(raztopina, neoblozeni liposomi, liposomi obozeni z 0.1 ali 0.6% hitosanom, ter liposomi

oblozeni z 0.1 ali 0.6% karbopolom) skozi prazne Transwell filtre ter pripadajoca

povpreéja in standardne deviacije.

Testna Posamezne meritve permeabilnosti skozi Transwell | Povpreéje | Standardna
formulacija filtre (x10® cm/s) (x10°® deviacija

cm/s) (x10°® cm/s)
Raztopina 21.3 19.9 17.1 17.7 19.0 2.0
Neoblozeni 9.0 14.6 13.5 - 12.4 2.9
0.1% hitosan 8.8 8.5 8.9 7.8 8.5 0.5
0.6% hitosan 135 13.0 12.1 14.6 13.3 1.0
0.1% karbopol - 11.2 11.0 155 12.6 2.5
18.6 11.2 - - 14.9 5.2

0.6% karbopol

: meritve zaradi visokih odstopanj nismo upostevali.

4.1.2 Permeabilnost kurkumina skozi Transwell filter, prekrit z 1 m/v% disperzijo

glikoproteinov

Preglednica V: Posamezne meritve permeabilnosti kurkumina iz razli¢nih formulacij

(raztopina, neoblozeni liposomi, liposomi obozZeni z 0.1 ali 0.6% hitosanom, ter liposomi

oblozeni z 0.1 ali 0.6% karbopolom) skozi Transwell filtre prekrite z 1 m/v% disperzijo

glikoproteinov ter pripadajoca povpre¢ja in standardne deviacije.

Testna Posamezne meritve permeabilnosti skozi Transwell | Povpreéje | Standardna
formulacija filtre + 1 m/v% glikoproteini(x10® cm/s) (x10°® deviacija

cm/s) (x10°® cm/s)
Raztopina 8.8 6.3 10.5 - 8.5 2.1
Neoblozeni 2.3 2.1 1.7 - 2.0 0.3
0.1% hitosan 2.2 2.8 3.8 - 2.9 0.8
0.6% hitosan 2.6 2.9 3.0 3.0 2.9 0.2
0.1% karbopol 1.4 1.1 1.7 - 1.4 0.3
0.4 0.5 0.3 0.5 0.4 0.1

0.6% karbopol

. mer|

tve zaradi visokih odstopanj nismo upoStevali.
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4.1.3 Permeabilnost kurkumina skozi Transwell filter, prekrit s 3 m/v% disperzijo

glikoproteinov

Preglednica VI: Posamezne meritve permeabilnosti kurkumina iz razli¢nih formulacij

(raztopina, neobloZeni liposomi, liposomi oboZeni z 0.1 ali 0.6% hitosanom, ter liposomi

oblozeni z 0.1 ali 0.6% karbopolom) skozi Transwell filtre prekrite s 3 m/v% disperzijo

glikoproteinov ter pripadajoca povprecja in standardne deviacije.

Testna Posamezne meritve permeabilnosti skozi Transwell | Povpredje | Standardna
formulacija filtre + 3 m/V% glikoproteini (x10° cm/s) (x10° deviacija

cm/s) (x10°® cm/s)
Raztopina 3.8 1.6 4.9 4.1 4.3 0.5
Neoblozeni 2.5 1.9 2.0 - 2.1 0.3
0.1% hitosan 2.0 5.3 2.8 - 3.4 1.7
0.6% hitosan 2.8 2.6 2.5 - 2.7 0.2
0.1% karbopol 1.3 1.0 2.1 1.5 1.5 0.4
0.4 0.6 0.4 - 0.5 0.1

0.6% karbopol

: meritve zaradi visokih odstopanj nismo upoStevali.

4.1.4 Permeabilnost kurkumina skozi Transwell filter, prekrit s 5 m/v%o disperzijo

glikoproteinov

Preglednica VII: Posamezne meritve permeabilnosti kurkumina iz razli¢nih formulacij

(raztopina, neoblozeni liposomi, liposomi obozZeni z 0.1 ali 0.6% hitosanom, ter liposomi

oblozeni z 0.1 ali 0.6% karbopolom) skozi Transwell filtre prekrite s 5 m/v% disperzijo

glikoproteinov ter pripadajoca povpre¢ja in standardne deviacije.

Testna Posamezne meritve permeabilnosti skozi Transwell | Povpreéje | Standardna
formulacija filtre + 5 m/v% glikoproteini (x10° cm/s) (x10°® deviacija

cm/s) (x10°® cm/s)
Raztopina 54 5.4 3.4 2.5 4.2 1.5
Neoblozeni 1.8 2.0 15 - 1.8 0.2
0.1% hitosan 4.3 3.8 2.5 3.4 3.5 0.7
0.6% hitosan 2.0 3.7 5.9 - 3.9 1.9
0.1% karbopol 1.9 2.8 2.3 2.2 2.3 0.3
2.2 2.9 2.5 - 2.6 0.7

0.6% karbopol

: meritve zaradi visokih odstopanj nismo upoStevali.
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4.1.,5 Permeabilnost kurkumina skozi Transwell filter, prekrit s 7 m/v% disperzijo

glikoproteinov

Preglednica VIII: Posamezne meritve permeabilnosti kurkumina iz razliénih formulacij

(raztopina, neobloZeni liposomi, liposomi oboZeni z 0.1 ali 0.6% hitosanom, ter liposomi

oblozeni z 0.1 ali 0.6% karbopolom) skozi Transwell filtre prekrite s 7 m/v% disperzijo

glikoproteinov ter pripadajoca povprecja in standardne deviacije.

Testna Posamezne meritve permeabilnosti skozi Transwell | Povpredje | Standardna
formulacija filtre + 7 m/v% glikoproteini (x10° cm/s) (x10° deviacija

cm/s) (x10°® cm/s)
Raztopina 4.1 5.6 4.3 - 4.2 0.1
Neoblozeni 2.2 1.9 1.9 2.0 2.0 0.1
0.1% hitosan 2.0 2.2 2.3 - 2.2 0.1
0.6% hitosan 2.2 2.3 2.5 2.2 2.3 0.1
0.1% karbopol 2.6 2.4 2.3 2.3 2.4 0.1
3.5 3.7 2.8 - 3.3 0.5

0.6% karbopol

: meritve zaradi visokih odstopanj nismo upoStevali.

4.1.6 Permeabilnost kurkumina skozi Transwell filter, prekrit z 9 m/v% disperzijo

glikoproteinov

Preglednica IX: Posamezne meritve permeabilnosti kurkumina iz razliénih formulacij

(raztopina, neoblozeni liposomi, liposomi obozZeni z 0.1 ali 0.6% hitosanom, ter liposomi

oblozeni z 0.1 ali 0.6% karbopolom) skozi Transwell filtre prekrite z 9 m/v% disperzijo

glikoproteinov ter pripadajoca povpre¢ja in standardne deviacije.

Testna Posamezne meritve permeabilnosti skozi Transwell | Povpreéje | Standardna
formulacija filtre + 9 m/v% glikoproteini (x10° cm/s) (x10°® deviacija

cm/s) (x10°® cm/s)
Raztopina 0.9 1.5 1.6 1.9 1.5 0.4
Neoblozeni 0.9 1.5 1.6 1.9 14 0.4
0.1% hitosan 1.6 1.2 1.2 - 1.3 0.2
0.6% hitosan 1.6 1.7 1.2 - 1.5 0.3
0.1% karbopol 2.9 1.7 2.3 2.8 2.4 0.5
3.5 3.1 3.4 3.6 3.4 0.2

0.6% karbopol

: meritve zaradi visokih odstopanj nismo upoStevali.
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4.1.7 Permeabilnost kurkumina skozi Transwell filter, prekrit s kravjim vaginalnim

mukusom

Tabela X: Posamezne meritve permeabilnosti kurkumina iz razliénih formulacij

(raztopina, neobloZeni liposomi, liposomi oboZeni z 0.1 ali 0.6% hitosanom, ter liposomi

oblozeni z 0.1 ali 0.6% karbopolom) skozi Transwell filtre prekrite s kravjim vaginalnim

mukusom ter pripadajoca povprecja in standardne deviacije.

Testna Posamezne meritve permeabilnosti skozi Transwell | Povpredje | Standardna
formulacija filtre + kravji vaginalni mukus (x10® cm/s) (x10°® deviacija

cm/s) (x10°® cm/s)
Raztopina 5.9 11.1 - - 8.5 3.7
Neoblozeni 1.7 7.9 - - 7.8 0.1
0.1% hitosan 3.0 4.8 - - 3.9 1.3
0.6% hitosan 7.9 9.2 - - 8.5 1.0
0.1% karbopol 5.5 6.0 - - 5.7 0.3
0.6% karbopol 7.1 11.1 - - 9.1 2.9

> 1zvedli smo Te dve meritvi.
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4.2 Komentar rezultatov za permeabilnost

Permeabilnost kurkumina skozi plast mukusne bariere smo izracunali iz meritev (t.].
permeabilnost Pay, iz Tabel Iv - X), z Enacbo 7 in Enacbo 9, tako da smo dobili vrednosti,
ki ovrednotijo le prehod kurkumina skozi plast glikoproteinov oz. kravjega mukusa ne da
bi pri tem zaobjeli tudi vpliv praznega Transwell filtra, brez katerega sicer ne bi mogli
opraviti poskusov (sluzil je le za oporo mukusne plasti). Napake izracunanih vrednosti
permeabilnosti pa smo ocenili skladno z Enac¢bo 10. Statisticno smo dobljene rezultate
ovrednotili tako, da smo za vsako izraCunano vrednost permeabilnosti kurkumina in
ocenjene napake ocenili 95% interval zaupanja (Enacba 12) in opazovali prekrivanje

intervalov.

Tako dobljene permeabilnosti kurkumina skozi razliéne mukusne plasti (1, 3, 5, 7, in 9
m/v% disperzije Sigma glikoproteinov in izoliran kravji mukus) smo prikazali v spodnjih
slikah (Slika 17a — 22a) za vsako formulacijo v obliki povpre¢ij in pripadajocih

standardnih deviacij. Intervali zaupanja pa so prikazani na Slikah 17b — 22b.

Ker izracun permeabilnosti kurkumina temelji na Fickovem zakonu, t.j. na delu premice,
kjer mnozina linearno naras¢a s ¢asom, smo prikazane permeabilnosti kurkumina lahko
izraCunali le iz prvih dveh ali treh to¢k. Kasneje smo ugotovili, da mnozina kurkumina ne
naraSCa veC linearno, torej se nam je med poizkusom spremenila Kinetika difuzije

kurkumina iz nultega v prvi red.

Ce namre¢ predpostavimo, da in vivo za mukusom kurkumin difundira v tkivo, potem
spremembe kinetike difuzije kurkumina skozi plast simuliranega mukusa ne bi smeli
zaznati, saj bi tkivo delovalo kot rezervoar za kurkumin (kar so potrdile tudi predhodne
Studije (34, 35)).

S permeabilnostjo kurkumina lahko tako ovrednotimo biofarmacevtsko obnasanje razli¢nih
formulacij v razli¢nih pogojih le za prvo uro ali uro in pol poskusa zaradi omejitev nasega

in vitro modela (za plastjo mukusa ni vaginalnega tkiva, kamor bi prehajal kurkumin).
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4.2.1 Raztopina

P,,, raztopine kurkumina skozi plast mukusa

ow; 15.4+3.7

9% GL; 2.50+0.42

7% GL; 5.53+0.60

5% GL; 5.3311.26

3% GL; 5.4410.65

1% GL; 15.52.71

0,00E+00 2,00E-06 4,00E-06 6,00E-06 8,00E-06 1,00E-05 1,20E-05 1,40E-05 1,60E-05

P.pp (X105 cm/s)

Slika 17a: Zbrane permeabilnosti kurkumina iz raztopine skozi vaginalni mukus (GL —

glikoproteini, cow — izoliran kravji vaginalni mukus).

Intervali zaupanja permeabilnosti za raztopino kurkumina
® ®

=K == 1% GL
==3% GL
= == 5% GL
== 7% GL
=3ie=9% GL

—a =0=Ccow

. *
-5,00E-06 3,00E-20 5,00E-06 1,00E-05 1,50E-05 2,00E-05

Slika 17b: Intervali zaupanja permeabilnosti kurkumina skozi plasti mukusa za raztopino
(GL — glikoproteini, cow — izoliran kravji vaginalni mukus).
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Permeabilnost kurkumina iz raztopine skozi mukusno plast znacilno pada z naras¢anjem
procenta Sigma glikoproteinov; permeabilnost je bila najvisja pri 1 m/v%, znacilno nizja in
podobna pri 3, 5 in 7 m/v% in najnizja pri 9 m/v% (Slika 17a, 17b). Permeabilnost skozi
plast izoliranega kravjega vaginalnega mukusa je bila podobna permeabilnosti skozi sloj

Sigma glikoproteinov koncentracije 1 m/v%.

4.2.2 NeobloZeni liposomi

Pri poskusih z neoblozenimi liposomi smo ugotovili, da spreminjanje vsebnosti Sigma
glikoproteinov v mukusni plasti nima znacilnega vpliva na permeabilnost kurkumina
(Slika 18a, 18b), ceprav smo opazili neznaCilen trend padanja permeabilnosti z
naras¢anjem vsebnosti glikoproteinov tako kot pri raztopini. Permeabilnost skozi kravji
vaginalni mukus je bila znacilno visja v primerjavi s permebilnostjo skozi glikoproteinske
plasti. VV primerjavi z raztopino pa je bila permeabilnost kurkumina iz taksnih liposomov

skozi kravji mukus ter glikoproteinske plasti znacilno nizja (p <0.05) (Slika 17a).

P,,p kurkumina iz neobloZenih liposomov skozi plast mukusa

'ow; 8.710.5

' 9% GL; 1.70£0.25

7% GL; 2.3910.11

5% GL; 2.10£0.16

3% GL; 2.58+0.20

1% GL; 2.4210.44

0,00E+00 2,00E-06 4,00E-06 6,00E-06 8,00E-06 1,00E-05

P.pp (X106 cm/s)

Slika 18a: Zbrane permeabilnosti kurkumina iz neoblozenih liposomov skozi vaginalni

mukus (GL — glikoproteini, cow — izoliran kravji vaginalni mukus).
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Intervali zaupanja permeabilnosti za kurkumin iz neoblozZenih
liposomov
*—o

=X ——1% GL

== 3% GL

X —4—5% GL

=>6=7% GL

=H=9% GL

—-u =@=CoW
i)
-2,03E-20 2,00E-06 4,00E-06 6,00E-06 8,00E-06 1,00E-05

Slika 18b: Intervali zaupanja permeabilnosti kurkumina skozi plasti mukusa za neoblozene

liposome (GL — glikoproteini, cow — izoliran kravji vaginalni mukus).
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4.2.3 Mukoadhezivni liposomi z 0.1% hitosana

P.pp kurkumina iz liposomov z 0.1% hitosana skozi plast mukusa

'ow; 13.6£1.0

9% GL; 1.55+0.15

7% GL; 2.9710.24

5% GL; 5.99+1.25

3% GL; 5.59+1.67

1% GL; 4.4410.78

0,00E+00 2,00E-06 4,00E-06 6,00E-06 8,00E-06 1,00E-05 1,20E-05 1,40E-05

P.op (x10-6cm/s)

Slika 19a: Zbrane permeabilnosti kurkumina iz oblozenih liposomov z 0.1% hitosana

skozi vaginalni mukus (GL — glikoproteini, cow — izoliran kravji vaginalni mukus).

Intervali zaupanja permeabilnosti za kurkumin iz oblozenih liposomov
2 0.1% hitosanom
o—e

oK ——1% GL

==3% GL

X 5% GL

=>=7% GL

=3ie=9% GL

—il =0=cow
>—e
-4,00E-06 1,90E-19 4,00E-06 8,00E-06 1,20E-05 1,60E-05

Slika 19b: Intervali zaupanja permeabilnosti kurkumina skozi plasti mukusa za oblozene

liposome z 0.1% hitosanom (GL — glikoproteini, cow — izoliran kravji vaginalni mukus).
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Vrednosti permeabilnosti kurkumina iz oblozenih liposomov z 0.1% hitosanom skozi plasti
glikoproteinov se postopoma neznacilno vi$sajo z narasCanjem koncentracij Sigma
glikoproteinov vse do 5 m/v%, ko dosezejo najvisje vrednosti. Z nadaljnjim zviSevanjem
vsebnostih glikoproteinov pa smo zaznali znacilen padec permeabilnosti (7 in 9 m/v%
glikoproteinov). Permeabilnost kurkumina skozi izoliran kravji mukus je bila visja od vseh
ostalih meritev za te liposome (Slika 19a, 19b). Z 0.1% hitosanom oblozeni liposomi
zagotavljajo podobne permeabilnosti kurkumina skozi 3, 5 in 7 m/v% plasti glikoproteinov
in skozi kravji mukus kot raztopina (Slika 17a, 17b). So pa permeabilnosti kurkumina

signifikantno vi$je od ustreznih vrednosti, izmerjenih za neoblozene liposome (Slika 18a,
18b).

4.2.4 Mukoadhezivni liposomi z 0.6% hitosana

P.pp kurkumina iz liposomov z 0.6% hitosana skozi plast mukusa
.ow; 23.810.7
9% GL; 1.70£0.15
7% GL; 2.7610.29
5% GL; 5.4311.38
3% GL; 3.3410.12
1% GL; 3.6510.26
0,00E+00 5,00E-06 1,00E-05 1,50E-05 2,00E-05 2,50E-05
P.pp (x106cm/s)

Slika 20a: Zbrane permeabilnosti kurkumina iz oblozenih liposomov z 0.6% hitosana

skozi vaginalni mukus (GL — glikoproteini, cow — izoliran kravji vaginalni mukus).

Podobno kot pri liposomih z 0.1% oblogo hitosana, tudi 0.6% obloga hitosana omogoca
najprej postopno naras¢anje permeabilnosti kurkumina vse do 5 m/v% vsebnosti Sigma

glikoproteinov, kjer so dobljene vrednosti permeabilnosti najvisje in ji nato sledi postopen,
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signifikanten padec permeabilnosti z viSanjem vsebnosti glikoproteinov do 9 m/v% (Slika
20a, 20b). Vrednosti permeabilnosti so sicer nizje od tistih, doloceih pri istih pogojih za
0.1% hitosan (Slika 19 — razlike so statisti¢cno nesignifikantne), neobloZene liposome
(Slika 18 — razlike so statisti¢no znacilne) in raztopino (Slika 17 — statisti¢éno znacilne
razlike). Permeabilnost kurkumina skozi kravji mukus je najvisja v primerjavi z meritvami
izvedenimi skozi razli¢ne plasti z razlicno vsebnostjo Sigma glikoproteinov za liposome
oblozene z 0.6% hitosanom (Slika 20a, 20b), kar izkazujejo tudi ostale formulacije
(raztopina, neoblozeni liposomi, liposomi z 0.1% hitosanom, liposomi z 0.1% in 0.6%

karbopolom).

Intervali zaupanja permeabilnosti za kurkumin iz obloZenih liposomov
2 0.6% hitosanom
R
<

——1% GL

——3% GL

[ 5% GL

=>¢=7% GL

L 2 4 =#=9% GL

cow
-1,36E-20 5,00E-06 1,00E-05 1,50E-05 2,00E-05 2,50E-05

Slika 20b: Intervali zaupanja permeabilnosti kurkumina skozi plasti mukusa za oblozene

liposome z 0.6% hitosanom (GL — glikoproteini, cow — izoliran kravji vaginalni mukus).

4.2.5 Mukoadhezivni liposomi z 0.1% karbopolom

Vrednost permeabilnosti kurkumina z naras¢anjem vsebnosti glikoproteinov v mukusni
plasti postopoma nara$¢a in sicer tako, da so permeabilnosti pri 5, 7 in 9 m/v%
glikoproteinov statisti¢no znacilno vi§je od tistih, dolo¢enih pri vsebnosti 1 in 3 m/v%

glikoproteinov. Permeabilnost kurkumina skozi izoliran kravji mukus je najvisja od vseh
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meritev (Slika 21a, 21b). Pri 9 m/v% glikoproteinov liposomi z 0.1% karbopolom
zagotavljajo visje permeabilnosti kurkumina v primerjavi z raztopino, neoblozenimi in s
hitosanom (0.1% in 0.6%) oblozenimi liposomi. Vrednosti permeabilnosti skozi kravji
mukus pa je za tovrstne liposome podobna permeabilnosti kurkumina iz neobloZenih

liposomov, ki sta med vsemi vrednostmi permeabilnosti skozi kravji mukus med

najnizjimi.
P.pp kurkuminaiz liposomov z 0.1% karbopola skozi plast mukusa

.ow; 10.512.9

9% GL; 2.98£0.36

7% GL; 2.9510.12

5% GL; 2.8410.26
3% GL; 1.6910.27
1% GL; 1.5410.32
0,00E+00 2,00E-06 4,00E-06 6,00E-06 8,00E-06 1,00E-05 1,20E-05
Papp (X106 cm/s)

Slika 21a: Zbrane permeabilnosti kurkumina iz oblozenih liposomov z 0.1% karbopola

skozi vaginalni mukus (GL — glikoproteini, cow — izoliran kravji vaginalni mukus).
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Intervali zaupanja permeabilnosti za kurkumin iz obloZenih liposomov z
0.1% karbopolom
O O
=X
<

A == 1% GL
=-3% GL
[ =) “te=5% GL
== T7% GL
*~——o ==9% GL

=0=cow

0,00E+00 2,00E-06 4,00E-06  6,00E-06 8,00E-06 1,00E-05 1,20E-05  1,40E-05

Slika 21b: Intervali zaupanja permeabilnosti kurkumina skozi plasti mukusa za oblozene

liposome z 0.1% karbopolom (GL — glikoproteini, cow — izoliran kravji vaginalni mukus).

4.2.6 Mukoadhezivni liposomi z 0.6% karbopolom

P.pp kurkuminaiz liposomov z 0.6% karbopola skozi plast mukusa

'ow; 23.313.8

9% GL; 4.41+0.22

7% GL; 4.27+0.41

5% GL; 3.08+0.47

3% GL; 0.4910.05

1% GL; 0.44+0.13

0,00E+00 5,00E-06 1,00E-05 1,50E-05 2,00E-05 2,50E-05

P.pp (X105 cm/s)

Slika 22a: Zbrane permeabilnosti kurkumina iz obloZenih liposomov z 0.6% karbopola

skozi vaginalni mukus (GL — glikoproteini, cow — izoliran kravji vaginalni mukus).
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Permeabilnost kurkumina iz liposomov, oblozenih z 0.6% karbopolom, naras¢a z
naras¢anjem vsebnosti glikoproteinov v mukusni plasti. Vrednosti so statisti¢no znacilno
najvi§je pri 7 in 9 m/v% glikoproteinov. Permeabilnost skozi plast izoliranega kravjega
kravji mukus (podobno permeabilnost kurkumina skozi kravji mukus smo zaznali tudi pri
liposomih, oblozenimi z 0.6% hitosanom) (Slika 22a, 22b). V primerjavi z ostalimi
formulacijami je permeabilnost kurkumina skozi 1 in 3 m/v% plast glikoproteinov iz z
0.6% karbopolom oblozenih liposomov najnizja izmed vseh meritev, skozi 9 m/v% plast

glikoproteinov pa najvisja.

Intervali zaupanja permeabilnosti za kurkumin iz obloZenih liposomov z
0.6% karbopolom
K
=
——1% GL
=—3% GL
[ 5% GL
==7% GL
» =#=9% GL
cow
0,00E+00 5,00E-06 1,00E-05 1,50E-05 2,00E-05 2,50E-05 3,00E-05

Slika 22b: Intervali zaupanja permeabilnosti kurkumina skozi plasti mukusa za oblozene

liposome z 0.6% karbopolom (GL — glikoproteini, cow — izoliran kravji vaginalni mukus).
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4.3  Jakost mukoadhezije

Preglednica XI: Delez kurkumina, ki se je po 3h urah adheriral na tkivo, po aplikaciji

razli¢nih liposomov (neoblozeni liposomi, liposomi obozeni z 0.1 ali 0.6% hitosanom, ter

liposomi oblozeni z 0.1 ali 0.6% karbopolom) z izraGunanim povpre¢jem in standardno

deviacijo.
NeobloZeni Karbopol 0.1% | Karbopol 0.6% |Hitosan 0.1% | Hitosan 0.6%
1 88.42 83.13 93.17 81.06 88.73
2 66.46 89.50 91.72 83.48 92.69
3 91.60 91.75 98.47 81.37 79.05
4 80.75 86.19 90.10 82.18 81.91
5 84.85 92.90 99.68 82.10 93.21
6 81.96 96.50 99.76 96.21 83.65
7 74.35 94.69 99.71 83.25 93.38
8 88.78 86.33 99.86 95.61 99.61
9 77.83 96.27 98.89 97.98 96.34
10 81.11 - 99.90 92.93 87.34
11 70.29 - 99.36 79.60 -
12 87.46 - 99.87 96.92 -
POVPRECJE 81.16 90.81 97.54 87.72 89.59
7.78 4.80 3.63 7.40 6.62

STDEVIACIJA

: meritve zaradi visokih odstopanj nismo upostevali.

4.4 Komentar rezultatov za jakost mukoadhezije

Kot merilo jakosti mukoadhezije smo uporabili delez adheriranega kurkumina v tkivo. Pri

statisticni obdelavi podatkov smo ugotovili glede na intervale zaupanja, da od obloZenih

formulacij liposomov zagotavlja znacilno boljSo mukoadhezijo le formulacija oblozena z

0.6% karbopolom v primerjavi z neoblozeno (Slika 23). Ostale oblozZene formulacije se ne

razlikujejo v primerjavi z neobloZenimi liposomi niti med sabo, saj S0 procenti kurkumina,

ki jih po 3-urni inkubaciji ne speremo iz tkiva, podobni (Tabela XI). Kljub temu lahko

opazimo, da oblaganje lipsomov sicer zagotovi nekoliko moc¢nejSo bioadhezijo in tako

vecjo koli¢ino preitega kurkumina v tkivo, pri ¢emer je korelacija med koncentracijo

bioadhezivnega polimera in jakostjo mukoadhezije premosorazmerna. Najvisji procent

adhezije smo zaznali pri uporabi liposomov, oblozenih z 0.6% karbopolom, vpliv hitosana

pa je bil v primerjavi s karbopolom Sibkejsi.
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Intervali zaupanja adheriranega kurkumina razli¢nih formulacij

70

liposomov

=¢—NeobloZeni

== Carbopol 0.1%
Carbopol 0.6%

== Chitosan 0.1%

[ |
=== Chitosan 0.6%
<& 4
75 80 85 90 95 100 105

Slika 23: Intervali zaupanja adheriranega kurkumina iz razli¢nih formulacij liposomov

(neoblozeni, obloZeni z 0.1% in 0.6% karbopolom ter oblozeni z 0.1% in 0.6% hitosanom).
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5 RAZPRAVA

V magistrski nalogi smo si zastavili dva cilja. S pomocjo Transwell filtrov, namenjenih
gojenju celi¢nih monoslojev, smo razvili in vitro model vaginalnega mukusa tako, da smo
uporabili komercialno dostopne glikoproteine, izolirane iz Zelodénega mukusa prasicev
namesto izoliranega vaginalnega mukusa zensk. Cikli¢no nihanje spolnih hormonov v
plazmi in njihov vpliv na sestavo mukusa pa smo posnemali s postopnim zviSevanjem
koncentracije glikoproteinov. Socasno smo izvedli tudi poskus z izoliranim kravjim
vaginalnim mukusom, saj se naj bi ta glede sestave Se najbolj priblizal sestavi mukusa pri

zenskah.

Z opisanim modelom smo nato skozi pripravljene mukusne plasti ovrednotili
permeabilnost kurkumina, ki se zaradi svojih biofarmacevtskih omejitev ucinkovito
uporablja le lokalno. Vrednotili smo razlicne formulacije; raztopino, neoblozene
fosfolipidne liposome ter mukoadhezivne liposome, ki so bili oblozeni z 0.1 ali 0.6%

hitosanom ter z 0.1 ali 0.6% karbopolom.

V drugem delu naloge smo vrednotili jakost mukoadhezije (ne)obloZenih liposomov ha
svezem kravjem vaginalnem tkivu, ki je fiziolosko in anatomsko zelo podobno Zenskemu.
Za preucevanje Smo uporabili iste formulacije kot za vrednotenje permeabilnosti

kurkumina.

Nas konc¢ni cilj je bil zacrtati osnovne smernice, ki bi omogodile izdelavo mukoadhezivnih
fosfolipidnih dostavnih sistemov za vaginalno aplikacijo kurkumina, ki bi zagotavljali

primerno permeabilnost in jakost bioadhezije.

5.1 Permeabilnost kurkumina skozi mukus

Pri spremljanju permeabilnosti kurkumina skozi vaginalni mukus smo kot referen¢no
formulacijo uporabili raztopino, kjer na permeabilnost vpliva zgolj vzpostavitev ravnotezja
med raztopljenim in na glikoproteine 0z. na mucine vezanim kurkuminom. Pri ostalih
formulacijah (neobloZeni in oblozeni liposomi), pa lahko pri¢akujemo Se dodatne
zakasnjene farmakokineti¢ne vplive, odvisne od sestave liposomov in postopka njihove
izdelave. In sicer lahko liposomi na razli¢nih globinah interreagirajo s sestavinami mukusa;

vecji se obicajno zadrZijo na mukusni povrsini, manj$i pa lahko potujejo do nizje lezecih
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plasti oz. vse do epitelija. Na mestu lokalizacije liposomov se kurkumin iz njih sprosti in
difundira do vaginalnega epitelija. Glede na nedavno Studijo, bi lahko prislo do privzema
intaktnih liposomov, katerih fosfolipidna sestava omogoca zlitje s celi¢nimi membranami
tarénega epitelija (36) (Slika 23). Navkljub ¢asovni zahtevnosti opisanih procesov, Ki
najverjetneje negativno vplivajo na permeabilnost kurkumina skozi mukus, pa fosfolipidno
ogrodje omogoca vgradnjo vecjih koli¢in kurkumina kot raztopina zaradi njegove visje
topnosti v hidrofobnem delu liposomov (logP kurkumina > 3) ter izboljsane stabilnosti
kurkumina (t.j. zasScita pred okoljskimi vplivi) (35). Oblaganje liposomov z
mukoadhezivnimi polimeri (v nasem primeru s hitosanom in karbopolom) $e dodatno nudi
moznost podaljSanja ¢asa zadrzevanja farmacevtske oblike na mestu aplikacije, s ¢imer se
potreba po ponavljajoci aplikaciji zdravila zmanj$a, komplianca pacientk pa izboljsa.

kurkumin v oblozenih

. . . li mih
kurkumin v neobloZenih poso

kurkumin v raztopini liposomih

Slika 24: Farmakokineti¢ni procesi (porazdeljevanje kurkumina iz raztopine oz. liposomov

v mukusno plast/umetno vaginalno tekocino, interakcije liposomov z mukusom ter

vaginalnim epitelijem), ki vplivajo na permeabilnost kurkumina skozi plast mukusa.

Pri poizkusih z razliénimi formulacijami kurkumina smo opazili tri razlicne trende

spreminjanja permeabilnosti substance z nara$anjem vsebnosti glikoproteinov. Pri
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raztopini in neoblozenih liposomih je permeabilnost statisticno (ne)znacilno padala z
viSanjem vsebnosti glikoproteinov, medtem ko smo pri s hitosanom oblozenih liposomih
opazili najprej postopno naras¢anje permeabilnosti do dolo¢ene vsebnosti glikoproteinov,
ki ji je sledil statisticno znaéilen padec. Ce so bili liposomi obloZeni s karbopolom, je
permeabilnost kurkumina z naras¢anjem vsebnosti glikoproteinov statisti¢no signifikantno

nara$cala (Preglednica XII).

Preglednica XI1: Trendi spreminjanja permeabilnosti kurkumina skozi vaginalni mukus.

Testirana formulacija | Trend spreminjanja permeabilnosti z |Max permeabilnost| Permeabilnost skozi kravji
narascanjem konc. glikoproteinov mukus
visja; podobna
RAZTOPINA \ _ 1 wiv % GL permeabilnosti skozi 1 wiv%
sig. GL
NEOBLOZENI d podob vidia
LIPOSOMI \ nesig. | PO oo0 POdobna 'J
OBLOZENI
LIPOSOMI S , 5 wiv % GL visja
HITOSANOM 51g.
OBLOZENI
LIPOSOMI S ) 7in 9 wiv % GL vigja
KARBOPOLOM S19-

Glede na trend spreminjanja permeabilnosti kurkumina, apliciranega na mukusne plasti v
obliki raztopine, smo sklepali, da se Stevilo 0z. verjetnost interakcij med kurkuminom in
glikoproteini z narasanjem koncentracije glikoproteinov povecuje, ker se za preucevani
polifenol povecuje Stevilo vezavnih mest na makromolekulah. Kurkumin se tako v vecji
meri veze na makromolekule pri vi§jih koncentracijah glikoproteinov, kar zniza njegovo
prosto koncentracijo, koncentracijski gradient in posledi¢no tudi permeabilnost. Mozno je
tudi, da k znizevanju permeabilnosti kurkumina prispeva tudi postopno visanje viskoznosti
pripravljenega medija z glikoproteini kot posledica njihove vecje vsebnosti. Nasa opazanja,
da mukus signifikantno zmanjSa permeabilnost kurkumina na poti do tkiva, se skladajo
tudi z izsledki $tudij, izvedenih na crevesnem epiteliju, kjer so s porusenjem oz.
odstranitvijo mukusa s povrSine crevesne sluznice avtorji dosegli statisticno znacilno

zvisanje permeabilnosti kurkumina (36).

Permeabilnost kurkumina iz neobloZenih liposomov je bila statisticno znacilno nizja v

primerjavi z raztopino pri vseh uporabljenih koncentracijah glikoproteinov. Prav tako smo

59



opazili, da sestava umetnega mukusa (t.j. vsebnost glikoproteinov v mukusni plasti) nima
znaCilnega vpliva na permeabilnost (Slika 17b), navkljub nakazanemu trendu padanja
permeabilnosti z viSanjem vsebnosti glikoproteinov (Slika 17a, Tabela XII). Ogrodje
neoblozenih liposomov predstavljajo le fosfolipidne molekule, kjer se v hidrofobni
notranjosti nahaja vgrajen kurkumin. Neobcutljivost permeabilnosti kurkumina iz
neoblozenih liposomov, na spreminjanje sestave pripravljenega mukusa nakazuje, da
fosfolipidno ogrodje neobloZenih liposomov najverjetneje ne interreagira z glikoproteini v
mukusni plasti ter da se v in vivo pogojih liposomi najverjetneje nahajajo na povrsini
mukusne bariere, saj glede na ocenjeno velikost teh liposomov 700-1000 nm, le-ti ne
prehajajo skozi ozje vodne pore v globlje plasti mukusa (38, Slika 5). Nizje vrednosti Papp
so tako najverjetneje posledica cCasovno zahtevnega porazdeljevanja kurkumina iz
neoblozenih liposomov v vaginalni sok tik nad povr§ino mukusa oz. v prvih nekaj plasteh.
Pri neobloZenih liposomih tako najverjetneje potecejo trije zaporedni procesi; sproscanje
kurkumina iz liposomov, difuzija skozi mukusno plast do epitelija ter vzpostavljanje
ravnotezja med prostim in na glikoproteine vezanim kurkuminom. Pri tem lahko sklepamo,
da je porazdeljevanje kurkumina iz liposomov hitrost-omejujo¢i korak pri nizjih vsebnostih
glikoproteinov, medtem ko se pri visjih koncentracijah glikoproteinov upocasni tudi
vzpostavljanje ravnotezja med na makromolekule vezanim in nevezanim kurkuminom

zaradi vecjega Stevila vezavnih mest (kot Ze opisano na primeru raztopine).

V nadaljevanju smo testirali obloZene liposome, katerih obloga je vsebovala bodisi
karbopol bodisi hitosan v 0.1 ali 0.6% koncentracijah in katerih ocenjena velikost je bila v
razponu 1 — 2 um (38). Oba polimera izkazujeta mukoadhezivne lastnosti (28), zato smo
pricakovali, da se bo vzpostavitev mukoadhezije med liposomi in umetnim mukusom
odrazala tudi na izmerjenih permeabilnostih. Te so bile ob uporabi hitosana v oblogi

najvisje pri 5 m/v%, pri uporabi karbopola pa pri 7 in 9 m/v% glikoproteinov.

Visanje vsebnosti hitosana z 0.1 na 0.6% ni signifikantno vplivalo na permeabilnost
kurkumina, saj so bile vse vrednosti permeabilnosti kurkumina iz liposomov z nizjo
vsebnostjo hitosana vi§je od tistih, dobljenih z vi§jo, 0.6% vsebnostjo. Primerjava s
preostalimi formulacijami pa je pokazala, da so bile permeabilnosti kurkumina iz
liposomov z 0.1% hitosana v oblogi primerljive s permeabilnostjo kurkumina iz raztopine
(izjema je disperzija z 1 m/v% glikoproteini) in statisticno visje od tistih, ki smo jih

dolocili za neoblozene liposome.
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Nasprotno smo pri oblozenih liposomih s karbopolom zaznali pozitivno korelacijo med
vsebnostjo karbopola in permeabilnostjo kurkumina. 0.6% karbopol je namre¢ statisticno
signifikantno vplival na poviSanje permeabilnosti kurkumina pri vi§jih vsebnostih
glikoproteinov (7 in 9 m/v%). Z uporabo teh liposomov smo tako pri visokih vsebnostih
glikoproteinov dolocili celo vi§jo permeabilnost kurkumina kot za preostale testirane

formulacije.

Ker je velikost oblozenih liposomov vecja od neoblozenih, oblozeni liposomi po aplikaciji
ostanejo na mukusni povrSini, kjer po dolo¢enem casu obloga nabrekne, nastopi
prepletanje verig z glikoproteini in vzpostavitev mukoadhezije (1,2,12,28). Podobno kot
pri neoblozenih tudi pri oblozenih liposomih sledi porazdeljevanje kurkumina v umetno
vaginalno teko¢ino 0z. v mukus ter difuzija ucinkovine skozi mukus, vezava na mukus in
na koncu $e difuzija v vaginalni epitelij (1,2,12). Glede na razliéne permeabilnosti
kurkumina iz oblozenih liposomov smo sklepali, da izbira mukoadhezivnega polimera
pomembno vpliva na porazdeljevanje kurkumina iz liposomov v okolico ter morebiti
vpliva tudi na strukturo glikoproteinov in jakost mukoadhezije. Najpomembnejsa razlika
med uporabljenima polimeroma je njun naboj v kislih pogojih. V kisli umetni vaginalni
teko¢ini (pH 4) izkazujejo liposomi, oblozeni s hitosanom, navzven pozitiven naboj,
medtem ko so liposomi, oblozeni s karbopolom, brez naboja (28). Elektrostatske
interakcije med polimerom in mukusom, bi tako lahko vplivale na hitrost porazdeljevanja
kurkumina iz liposomov v vaginalni sok. Poleg tega pa lahko tudi sklepamo, da je jakost
mukoadhezije med hitosanom in glikoproteini najvisja pri 5 m/v% glikoproteinih, med
karbopolom in glikoproteini pa doseze najvisje vrednosti Sele pri vi§jih, 7 in 9 m/v%
vsebnostih. Visja jakost mukoadhezije posledi¢éno pomeni boljSo lokalizacijo oblike na
mestu aplikacije ter visje lokalne koncentracije spros¢ene u¢inkovine. Znano je namre¢, da
jakost mukoadhezije naras€a z naraSCanjem vsebnosti ene izmed komponent, bodisi
polimera bodisi glikoproteinov v mukusu vse do dolo¢enih mejnih vrednosti, nad katerimi
se jakost mukoadhezije pri¢ne zmanjSevati oz. ostaja nespremenjena, Saj je razpolozljiva
povrSina obloZenega liposoma, na kateri lahko potece mukoadhezija z glikoproteini,
omejena. Pri vecanju deleza polimera v oblogi se tako obloga debeli, premer liposomov
narasca, velik delez polimera pa ostaja v globljih plasteh liposomov, ki niso udelezeni pri
mukoadheziji vse dokler se zgornje plasti obloge ne odstranijo iz delcev npr. z erozijo 0z. z

obnavljanjem mukusa (28,29). V primeru obloge iz hitosana, smo visje permeabilnosti
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dolo¢ili pri 0.1% vsebnosti hitosana ter pri srednji vrednosti glikoproteinov, kar pomeni, da
je vgradnja vi§jega procenta hitosana v obloZene liposome nesmiselna z vidika izboljsanja
permeabilnosti kurkumina. Obloga iz karbopola pa zagotavlja vejo permeabilnost
kurkumina pri 7 in 9 m/v% Sigma glikoproteinov, ko je Stevilo interakcij med polimerom
in glikoproteini najverjetneje najvisje. Za ta polimer bi bilo zato utemeljeno preveriti vpliv
Se visjih vsebnosti karbopola v oblogi na permeabilnost kurkumina (morda 0.6% karbopol

Se ne zagotavlja najvisje jakosti mukoadhezije).

smo ovrednotili mozne biofarmacevtske procese, ki zaznamujejo prehod kurkumina skozi
vaginalni mukus glede na aplicirano formulacijo. Ker pa je sestava in vivo mukusa
bistveno kompleksnejsa kot jo predstavlja vodna disperzija glikoproteinov, smo vpliv
formulacij na permeabilnost kurkumina preverili tudi z izoliranim kravjim mukusom, ki po
sestavi spominja na vaginalni mukus zensk (8). Ugotovili smo, da so vrednosti P,
kurkumina iz vseh testiranih dostavnih sistemov statistiéno znalilno visje od tistih,
dolocenih pri razlicnih vsebnostih glikoproteinov v umetnem mukusu, ter da najvi§jo
permeabilnost zagotovimo z uporabo oblozenih liposomov, ki vsebujejo bodisi 0.6%

hitosan bodisi 0.6% karbopol.

Glede na izgled izoliranega kravjega mukusa (brezbarven, voden gel) smo sklepali, da smo
mukus odvzeli Zivali v estrogenski oz. ovulatorni fazi, ko je vsebnost glikoproteinov nizja.
Ker smo opravili le en poskus, ne moremo sklepati, ali bi bili trendi spreminjanja
permeabilnosti kurkumina skozi mukus, ki bi ga odvzeli v lutealni fazi, podobni kot smo
jih predstavili z in vitro umetnim mukusom in vi§jo vsebnostjo glikoproteinov. Potrdimo
pa lahko, da je uporaba mukoadhezivnih liposomov verjetno upravicena, ter da iz in vitro
rezultatov z umetnim mukusom ne moremo napovedovati optimalne vsebnosti
mukoadhezivnega polimera v oblogah, da bi zagotovili najvisjo jakost mukoadhezije 0z.
permeabilnost. Pri obeh mukoadhezivnih polimerih je permeabilnost kurkumina skozi
izoliran kravji mukus namre¢ narasla z viSanjem vsebnosti polimera, ¢esar nismo mogli

potrditi tudi z umetnim mukusom.
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5.2 Mukoadhezija

Mukoadhezijo smo ocenjevali z aplikacijo razli¢nih formulacij liposomov s kurkuminom
na izolirano vaginalno tkivo krav, ki jim med pripravo nismo odstranili vaginalnega
mukusa. Liposome smo pustili na tkivu pri kontroliranih pogojih 3h ter nato z umetnim
vaginalnim sokom, neadherirani delez formulacije sprali s tkiva. V izprani tekocini smo
nato dolocili delez neadheriranega kurkumina, kar nam je oOmogocilo doloditev

adheriranega deleza, ki je sluzil kot merilo za jakost mukoadhezije.

Pri s karbopolom oblozenih liposomih smo zaznali pozitivno korelacijo med koli¢ino
adheriranega kurkumina in delezem mukoadhezivnega polimera v oblogi (Preglednica XI).
Med liposomi oblozenimi z 0.1% in 0.6% hitosanom nismo zaznali signifikantnih razlik v
delezu adheriranega kurkumina, iz ¢esar smo sklepali, da obe koncentraciji bioadhezivnega
polimera omogocita priblizno enako jakost mukoadhezije. Tako kot pri dolo¢anju
vrednosti permeabilnosti, kjer procent hitosana v oblogi ni signifikantno vplival na njeno
izboljSanje, bi ta odstopanja morda lahko pripisali razlicni stopnji ionizacije in naboja
polimerov v kislih pogojih (hitosan je pozitivno nabit, karbopol je brez naboja). Delez

oo

liposomov.
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Preglednica XI11: ANOVA Post Hoc test (primerjava vrednosti mukoadhezije med

uporabljenimi liposomi).

ANOVA (Bonferroni) Sig.
Karbopol 0,1 % | 0,011
Karbopol 0,6 % | 0,000
Hitosan 0,1 % | 0,139
Hitosan 0,6 % | 0,030
Neoblozeni 0,011
Karbopol 0,6 % | 0,192
Hitosan 0,1 % | 1,000
Hitosan 0,6 % | 1,000
Neoblozeni 0,000
Karbopol 0,1 % | 0,192
Hitosan 0,1 % | 0,004
Hitosan 0,6 % | 0,049
Neoblozeni 0,139
Karbopol 0,1 % | 1,000
Karbopol 0,6 % | 0,004
Hitosan 0,6 % | 1,000
Neoblozeni 0,030
Karbopol 0,1 % | 1,000
Karbopol 0,6 % | 0,049
Hitosan 0,1 % | 1,000

NeobloZeni

Karbopol 0,1 %

Karbopol 0,6 %

Hitosan 0,1 %

Hitosan 0,6 %

Razlika je statisti¢no signifikantna pri sig < 0,005

Iz dobljenih vrednosti mukoadhezij uporabljenih (ne)obloZenih liposomov, smo izvedli
ANOVA test (analiza varianc) (Tabela XIII), Kkjer smo primerjali deleze vezanega
kurkumina iz vseh formulacij. lzkazalo se je, da se rezultati dobljeni z liposomi,
oblozenimi z 0.6 % karbopolom, statisticno znacilno razlikujejo od deleza adheriranega
kurkumina pri neoblozenih in s hitosanom (obe koncentraciji) oblozenih liposomih
(Preglednica XIII).

Ceprav neobloZeni liposomi sami po sebi ne omogo¢ajo mukoadhezije, je procent

»navidezno adheriranega« kurkumina na kravjo vaginalno sluznico relativno visok
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(Preglednica XI). Kot smo omenili ze v prvem delu diskusije, je spros¢anje kurkumina iz
neoblozenih liposomov najverjetneje hitrejSe kot je sproscanje iz oblozenih liposomov.
Dodatna obloga na povrsini fosfolipidnega sloja namre¢ predstavlja dodatno difuzijsko
bariero za porazdeljevanje kurkumina iz formulacije v inkubacijski medij. Dokaj visoke
vrednosti vezave kurkumina na tkivo se izkazujejo tudi kot posledica visoke afinitete
uéinkovine do tkiva. Afiniteta kurkumina do tkiva pa se Se poveca, ko je le-ta
kompleksiran v lipidnem vehiklu kot je L-fosfatidilholin, ogrodje uporabljenih liposomov.
Kljub temu se vrednosti adheriranega kurkumina signifikantno razlikujejo od ostalih
formulacij razen od liposomov oblozenih z 0.1% hitosanom (Preglednica XII1). Glede na
predstavljene rezultate, hitrejSe spros¢anje kurkumina iz neoblozenih liposomov ter visoka
afiniteta te lipofilne molekule do tkiva, pripomore k temu, da je ucinek izboljSanja
lokalizacije mukoadhezivnih liposomov na tkivu zabrisan. Za nadaljne Studije jakosti
mukoadhezije (ne)oblozenih liposomov s kurkuminom zato predlagamo bodisi izvedbo
krajSih poskusov in dolocanje jakosti adheriranega kurkumina po eni uri bodisi uporabi
manj staticnih modelov za vrednotenje jakosti mukoadhezije, ki bi vkljucevali agresivnejSe
spiranje, katero bi omogoc¢ilo bolj natan¢no zaznavanje razlik v jakosti mukoadhezije
razli¢nih formulacij (35, 36, 37) (Preglednica XI).

Glede na rezultate obeh analiz lahko zaklju¢imo, da izmed uporabljenih liposomov,
liposomi obloZeni z 0.6% karbopolom zagotavljajo najvi§jo permeabilnost kurkumina in
najboljSo jakost mukoadhezije na vaginalnem tkivu in vitro. Za ugotovitev optimalne
koncentracije tega polimera pa predlagamo dodatne teste permeabilnosti kurkumina in
jakosti mukoadhezije z uporabo kravjega vaginalnega tkiva, odvzetega iz razli¢nih in

znanih faz menstrualnega ciklusa Zivali.
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6 SKLEP

S pomocjo razvitega in vitro vaginalnega modela smo ovrednotili biofarmacevtske
lastnosti kurkumina (permeabilnost kurkumina skozi umetni vaginalni mukus, jakost
mukoadhezije) iz razli¢nih (ne)obloZzenih liposomov za vaginalno aplikacijo. Ugotovili
smo, da aplikacija oblozenih liposomov omogoc¢i boljso permeabilnost kurkumina skozi
mukusno plast zlasti pri visjih koncentracijah glikoproteinov najverjetneje zaradi

mukoadhezije, ki omogoc¢i visje lokalne koncentracije spojine.

Sestava in vivo mukusa je kompleksnejsa od disperzij Sigma glikoproteinov, predstavljenih
v nalogi, zato smo vpliv vaginalnega mukusa na permeabilnost in spro$¢anje kurkumina
preverili tudi z izoliranim kravjim mukusom in ugotovili, da so vrednosti permeabilnosti za
vse testirane formulacije visje od tistih, ki smo jih dolo¢ili skozi plasti umetnega mukusa,
najviSje vrednosti pa smo dolocili za obloZzene liposome z 0.6% hitosanom ali z 0.6%

karbopolom.

Mukoadhezijo smo dolocali na sveze izoliranem vaginalnem kravjem tkivu, ki je fiziolosko
in anatomsko $e najbolj podobno ¢loveskemu in pokazali, da 0.6% karbopol omogoca
najmoc¢nej$o jakost mukoadhezije, ¢eprav med vzorci nismo zaznali bistvenih razlik.
Razlik med liposomi oblozenimi z 0.1 in 0.6% hitosanom ni, medtem ko neobloZeni
liposomi omogocajo najnizji obseg mukoadhezije, vendar pa so rezultati za to formulacijo
nepri¢akovano visoki, najverjenteje zaradi visoke afinitete kurkumina do vaginalnega tkiva

in dolgo trajajoega eksperimenta.

V nalogi smo dokazali, da je uporaba mukoadhezivnih polimerov upravicena, vendar pa
optimalne vsebnosti polimera v oblogi zaradi razlik v sestavi kravjega in ¢loveskega

mukusa ne moremo ekzaktno dologiti z in vitro modelom.
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