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1. UVOD

Bioadheze je definovana jako stav, kdy dva matgriélnichz alespojeden je
biologického fivodu, drzi pohromadpo delSi dobu interfacialnimi (meziploSnymi)
silami. Bioadheziva se dostala do zamu farmackytic wd pro jejich schopnost
optimalizovat targeting tév. Targeting |€iv miuzZe byt optimalizovan v misgpiasobeni
(nagiklad na rohovce nebo uvhitistni dutiny) nebo v mistabsorpce (nagklad
v tenkém gew nebo v nosni dutif). Bioadheziva mohou byt také pouZzitdnpo jako
terapeutické latky, aby pokryvala a chranila pog&kaztkas (nagiklad Zaludéni viedy
nebo pora#éni na sliznici dutiny Ustni) nebo mohouisobit jako lubrik&ni latky
(nagiklad v dutirg astni, oku a poct®). Vhodny vykEr polymeru je nezbytny pro vyvoj
aspEsSného terapeutického systémucili@ inkorporovana do polymernich systiéfaou
uvoliovana bd’ difizi gres polymerni matrici, nebo erozi polymerniho méterinebo
kombinaci ¢chto dvou proces

PredloZzena rigorézni prace studuje adhezivni a ldpéraviastnosti
plastifikovanych ¥tvenych oligoestér a tematicky navazuje narqueSlé prace,
ve kterych byly za stejnych zkuSebnich podminekotésy bul’ jiné oligoesterovée

nosite, nebo jiné plastifikatory:’



2. CIL PRACE

Cilem mé rigorézni prace bylo studium adhezivnidaswosti ¥tvenych
terpolymefi kyseliny D,L-ml&né, glykolové a dipentaerythritolu a studium likera
antimykotika flukonazolu a antivirotika aciklovira tchto oligoesterovych nasi.
Inkorporaci vybranych tv do degradabilni adhezivni matrice je dosazeno
prodlouzeného uvabvani I&€iva v mist aplikace na rozdil od klasickych lékovych

forem.

Ukol rigordzni prace Ize roztit do nasledujicich bad

1. Priprava matric pro gfeni adheze a fib¢hu liberace: plastifikace oligoester
kyseliny D,L-ml&né, glykolové a dipentaerythritolu triethylcitratem
v koncentraci 30% a inkorporace 4% modelovékiv#(aciklovir, flukonazol).

2. M¢teni adhezivity plastifikovanych oligoesiemna materialovém zkuSebnim
stroji T1-FRO50TH.A1K firmy Zwick/Roell jako maxinidi sily Fyax potiebné
pro odtrzeni vzorku od podkladdi fkontaktni sile 10 N, dabkontaktu 60 s a
rychlosti odtrzeni adheziva od podkladu 100 mm/min.

3. Priprava fosfat citratového pufru o pH 7,0 jako ld#iho média vhodného
pro liberaci I€iv.

4. Provedeni modifikovaného disghiho testu za statickych podminek $7°C.

5. Stanoveni mnoZstvi uvainého I€iva ve vzorcich disokni kapaliny

nantienim hodnot absorbance spektrofotometrickyypolené vinové délce.



3. SEZNAM ZKRATEK

0,5D......... oligoester kyseliny D,L-mté@é, glykolové a 0,5% dipentaerythritolu
1D........... oligoester kyseliny D,L-mi#é, glykolové a 1% dipentaerythritolu
2D........... oligoester kyseliny D,L-mi&@é, glykolové a 2% dipentaerythritolu
3D oligoester kyseliny D,L-mié@é, glykolové a 3% dipentaerythritolu
5D..ceunni. oligoester kyseliny D,L-mi#é, glykolové a 5% dipentaerythritolu
8D........... oligoester kyseliny D,L-mi#é, glykolové a 8% dipentaerythritolu
DNA........ deoxyribonukleova kyselina

D-PLA...... kyselina polymléna slozena z D-izomer
D,L-PLA....kyselina polymléna sloZzena z racemické &nizomen

L-PLA...... kyselina polymlénd sloZzend z L-izomer

PGA......... kyselina polyglykolova

PLA.......... kyselina polymléna

PLGA....... kopolymer kyseliny migné a glykolové
TEC.......... triethylcitrat

Tgeeieiiias teplota skelnéhorechodu

Treeeeeeeennn teplota tani



4. TEORETICKA CAST

4.1. Bioadheze

Bioadheze je popisovana jakdilputi adheziva syntetické nebo biologické
makromolekuly, ksubstratuy biologické tkani. Pojem bioadheze je obecny. Auild
vazby se mohou vyttd s epitelialni bus¢nou vrstvou, souvislou mukozni vrstvou,
nebo kombinaciéthto vrstev. RozliSujeme tedy bioadhezi k mukdznipavrchu,

mukoadhezi a busing specifickou bioadhezi, cytoadhézi.

Proces adheze je zpravidla popisovan ve dvoutfdzic
faze 1- kontaktni fazemezi adhezivem a substratem nastava uzky ko(gaideni)
faze 2 - faze konsolidéni: na upevani a zesileni adhezivni vazby se podilégné

fyzikalné-chemické interakce, dochazi k interdifuzi a intrgtraci adheziva a substratu

z
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Obr. 1: Schematické znazafni mechanismu bioadheze: mukoadhezivum a mucinovy

glykoprotein a) ped kontaktem, b)ipkontaktu a c) jejich interpenetrate.

Mukoadhezivum a mukdzni membrana spolu fiegmusi pijit do styku, aby
vytvorily tésny, bezprosedni kontakt. Pokud se adhezivuniibpZuje k povrchu,
pusobi na ® jak odpudivé, tak fitazlivé sily. Odpudivé sily vznikaji gsobenim

osmotického tlaku jako nasledek interpenetracetiébidou dvojvrstvou, sterickych



efekii a také elektrostatickych interakci, jestlize magivrch acéstice stejny nébo.
Pritazlivé sily vznikaji z van der Waalsovych intecgk povrchové energie a
elektrostatickych interakci, jsou-li povrch¢astice nabity opaé. Vysledna sila, ktera
je dana rozdilemsthto op&né puasobicich sil, se gmi v zavislosti na povaze adheziva,
podminkach v mistaplikace a se vzdalenosti mezi povrchem a adheZiviedna se
0 mezifazovy jev, ghem kterého se uplaije povrchova energie a rozprostirani obou
fazi, hlenu a mukoadheziva. Bezpiesiniho kontaktu, ktery je nutny pro silnou
adhezivni vazbu, je dosazeno #ipact, Ze jerozprostiraci koeficient f&dné ze dvou
fazi pozitivni. Rozprostiraci koeficient vyjage rozdil mezipraci adheze W(sila
puasobici mezi molekulami tienych latek) a praci koheze W (sila pisobici
mezi molekulami jedné latky) jedné&hto dvou fazi:

S=W-W
Je-li S> 0, dochazi k rozprostirani adheziva po substratu.

Pokud je pozadovana silna nebo prodlouzena adhepe,pro Wtsi adheziva,
ktera jsou vystavena viinn zevniho prosedi, jako je s#tlo nebo dynamika v mist
aplikace, je nutna druha faze — faze konsohdl& Pro dosaZeni silné adheze je nutné,
aby se zmnily fyzikalni vlastnosti vrstvy hlenu, jinak doctigpisobenim negativnich
vngjSich vlivia k preruSeni adhezivniho spoje. Tato faze mukoadhezawmeaehvzajemné
propletenifetézci obou fazi na zrimé vzdalenosti. Vysledkem je viast adhezivni sily.
Vzdalenost interpenetrace je dana rovnici:

s=+/2Dt

kdes je diftizni vzdalenosD je difizni koeficienat je kontaktnicas®

Hontaktni Fazre

faze konzolicacni
2y
Leékowa [ TR T
forma — N ) [ Yol ﬁ\\:, Eﬂblas:c{
{5 -~ irterakce
+ "x‘ et

Mukaza
= hlenem

Obr. 2: Dvé faze mukoadheZzg.



4.2. Biologické substraty

Mukozni membrany (mukdozy) jsou nejvilEi povrchy pokryvajici sny
raznych glnich dutin, napiklad gastrointestinalniho a dychaciho traktu. 8&jase
Z vrstvy pojivove tkaé (lamina propria), nad kterou je vrstva epitela, govrchu, ktery
je obvykle zviken gitomnosti vrstvy hlenu. Epitel iie byt bd’ jednovrstevny
(charakteristicky pro Zaludek, tenké a tlustéifewdt a pédusky), nebo
vicevrstevnyi/stratifikovany (nachazejici se v jicpach a rohovce)?

Mukoéza dutiny Ustni je komplexni série tkani, ktengkazuji Siroky rozsah
propustnosti. Struktura sliznice seizmych oblastech dutiny ustni liSi. Vysledkem toho
jsou jeji rozdilné bariérové vlastnosti. Z toho Wy@, Ze struktura mukdozy v dutin
astni je velmi dlezita pro targeting tév. Léciva podavanaigs mukozu dutiny ustni se
dostavaji do systémové cirkulace predhictvim si artérii a kapilar. Dasea tvrde
patro jsou lemovany zvykaci mukdzou, kde se naalydirtl se zrohovalym povrchem
obsahujici keratin. Labiélni a bukalni mukoéza, sp@dst dutiny Ustni, gkké patro a
spodni strana jazyka jsou lemovany nekeratinizowanystevnatym dlazdicovym
epitelem. Tyto oblasti jsou tedy hlavnim mistemaapse v dutig Gstni. Gilezitou
funkci je obnova butk. Tlou&’ka epitelu v duti® Ustni se rni v zavislosti na umishi
a druhu. Bukalni epitel je slozZerfilgizné ze ¢tyficeti az padeséti bénnych vrstev,
zatimco sublingualni tkdobsahuje &hto vrstev podstathmére. U lidi ma bukalni
mukoza tlougku 500 - 800um, zatimco spodniast dutiny Ustni, i@dnicast jazyka a
dasr maji tlougku 100 - 20Qum.*®

Sliznice dutiny Ustni je pokryta strukturou na bgelu, zndmou jako mukus.
Mukus neboli hlen slouzi jako spojovatéanek mezi adhezivem a membranou. Proto,
béhem procesu adheze, vSechny bioadhezivni matemdlgi interagovat s vrstvou
hlenu.

Hlen je glykoprotein, po chemické strance se skladdzsahlé peptidové kostry
s vedlejSimi oligosacharidovyn®tzci, mnoho z nich je zakéaeno kyselinou sialovou
nebo sulfonovou nebo L-fukosou. Oligosachariddg®€zce jsou kovalentnvazané
s hydroxyaminokyselinami, serinem a threoninem,ébqublypeptidové kostry. Okolo
25% polypeptidové kostry je bez sachéridzv. ,nahd” proteinova oblast, ktera je
nachylna k enzymatickémuépeni. Zbyvajicich 75% polypeptidovée kostry je Bust
glykosylovano. H fyziologickém pH niiZze nést $i hlenu vyznamny negativni naboj

diky pritomnosti kyseliny sialové a zbyikn kyseliny sulfonové. Velka hustota



negativnich nabdj totiz vyznamg prispiva k bioadhezi. Na slozZité povaze hlenu se
podili disulfidové nistky, fyzikalni propleteni a sekundarni vazby (&lestatické a
vodikové vazby, hydrofébni interakce). Z tohdvddu mize byt hlen povazovan
za makromolekularni seskupeni spojen&nymi vazbami, které umaaji vznik
agregatové struktury. Glykoproteinové frakceélud hlenu viskézni nebo gelové
vlastnosti, a to diky jeho schopnosti zadrzovatwathf. pojme aZétyficetinasobek
vody. Za fyziologickych podminek jsou reologick@stnosti glykoproteinu v Sirokém
rozsahu, vetné gelové struktury. Hlen ma silné kohezivni viastnasje peve vazan

na povrch epitelialnich bek jako souvisla vrstva geftf.

Mukus vedle dutiny Ustni pokryva lumindlni povrclasgointestinalniho,
respir&niho, urogenitalniho traktu acmi tkaré. Funkce hlenu se &ni v zavislosti
na jednotlivych organech. Na vystavenych povrSichi thlen nejzev§Si linii ochrany
proti cizim patogeiim, toxinim ac&asticim z vijsiho prostedi’® V gastrointestinalnim
traktu hlen ve funkci lubrikantu napomaha trangpdréiveniny. Na povrchu orgén
slouzi hlen také jako lubrikant, minimalizuje talerti orga mezi sebod® Hlen
vykonavacetné funkce, je kontinuatnvylucovan b’ gobletovymi bikami, nebo
specialnimi exokrinnimi Zlazami s jadérky hlenovybbrek. Méieni reologickych
vlastnosti hlenu, detrg viskozity a elasticity, j&asto pouzivano k popisu konzistence
hlenu. Zngény v reologickych vlastnostech hlenu mohoud&waovlivnit jeho schopnost
plnit funkci lubrikantu, bariéry nebo ochranné visproti infekci’

Hlen je nenewtonsky, tixotropni gel, ktery se agkSod klasickych pevnych
latek a kapalin odezvou na smykoveé &agi nizkém napti se hlen chova jako pruzna
pevna latka, zatimcotipvysokém nagti jako viskoézni kapalina a ireverzibéinse
deformuje.

Reologické vlastnosti hlenu seém v zavislosti na sloZzeni hlenu a jeho

glykosylaci, obsahu mucinu a raihydratace hlent?:*°

Bunéénd membrana se sklada z lipidové dvojvrstvy, do niZ jsou vnieng
makromolekuly bilkovin a sachafidJeji struktura je stale popisovana modelem fluidn
mozaiky. Proteiny a sacharidy se v tomto modelu enotolré pohybovat lipidovou
dvojvrstvou membrany a jerékteré z nich jsou k ni¢Asti ipevréné.

Hlavnimi slozkami bu&né membrany jsou lipidy (cholesterol, fosfolipidy,
sfingolipidy), proteiny a sacharidy. Sacharidy jstavazany na proteiny nebo lipidy a

vytvareji tak s nimi bd’ glykoproteiny, nebo glykolipidy. Struktury obsafuij

10



polysacharidy, které se vyskytuji naé&adim povrchu buék, jsou nazyvany jako
glykokalyx. Lektiny, proteinové receptory bitmé membréany, jsou schopny se
specificky vazat na glykokalyx nebo na polysachaitykoproteiri. Ma se za to, ze
lektiny jsoucasté&n¢ zodpowdné za komunikéni proces mezi hikami. JelikoZ pouze
malé procento lipidl nese kladny naboj, b&na membrana je celkdwabita zaporh
stejreé jako mukus (hlen). Vyplyva z toho, Zze adhezivhf siezi membranou a vrstvou
hlenu musi byt natolik silné, abyigkonaly sily repulzni. Dochazi ke vzniku

indukovaného dipélu, a to méa za nasledekistéadhezivni sily mezi tkani a hlenéf.

4.3. Polymery pouzivané v terapeutickych systémechdg

P vyvoji uspeSného terapeutického systémudiveje nezbytny vhodny vydy
polymeru. Zvolen mize byt bd’ nebiodegradabilni, nebo biodegradabilni polymer.
Hlavni nevyhodou nebiodegradabilnich polyingg podminka chirurgického zakroku
po uvolreni veSkerého tBva. Nebiodegradabilni polymery mohou byt tedy ptuz
pouze v pipact, kdy je odstraéni implantatu snadné (nédklad cini implantéat).
Naproti tomu biodegradabilni polymery nevyzadujiratgicky zakrok, a proto jsou
v terapeutickych systémech ¢i¢ uprednostiovany. Je vSak nutné brat v Gvahu
skute&nost, Ze biodegradabilni material vytivdegradaci vedlejSi produkty, které musi
byt tolerovany tak, aby nevyvolavaly Zzadnou nebio fpeinimalni nezadouci reakci
organismu. Biodegradabilni polymery jsoudbpiirodniho, nebo syntetickéhdiyodu.
Syntetické polymery maji obegrfadu vyhod. Lze u nich téh libovolné v Sirokém
rozsahu volit jejich vlastnosti. DalSi vyhodou jeadné dostupnost vychozich surovin.

Nejbézreji pouzivanymi syntetickymi biodegradabilnimi polgny jsou
polyestery skladajici se z homopolyiinenebo kopolymer kyseliny glykolové a
mlé&né. Nej¢tSi vyhodou &chto biodegradabilnich polymeje, Ze se postugnstpi
na biologicky pijatelné molekuly, které jsou metabolizovany a gamismu
odstraiovany cestou iffirozenych metabolickych pochddPolylaktidy, polyglykolidy a
jejich kopolymery se postupnsipi az na kyselinu mééou a glykolovou, které
vstupuji do Krebsova cyklu (cyklus trikarboxylovyd#tyselin), kde jsou dale &teny
na CQ a HO a z organismu vyldeny. Rivodre byly tyto polymery pouzivany jako
vstrebatelny Sici materi&l-?? Dnes nachazeji Siroké uplami v chirurgii (Svy, svorky),

ortopedickych fixanich ponfickach (klouby, Srouby, stehy, vazy), dentalnich
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pomickach {izena regenerace tkfna v kardiovaskularni (stenty, transplantaty) a

intestinalni (stomické krouzky) oblati.

Tab. 1: Vlastnosti gkterych vybranych biodegradabilnich polyrixét

Polymer Bod tani | Teplota skelného|l Moduly elasticity | Doba rozpadu
[°C] piechodu [°C] [Gpa]® [mésicef
PGA 225 — 230 35-40 7,0 6-12
LPLA 173 -178 60 — 65 2,7 > 24
DLPLA amorfni 55-60 1,9 12 -16
85/15 DLPLG | amorfni 50 - 55 2,0 5-6
75/25 DLPLG | amorfni 50 - 55 2,0 4-5
65/35 DLPLG | amorfni 45 - 50 2,0 3-4
50/50 DLPLG | amorfni 45 - 50 2,0 1-2

moduly pruznosti v tahu nebo ve smyku

b....... ¢as potebny na kompletni rozpad hmoty

Mezi vSeobecna kritéria pro v§tbpolymeru jako biomaterialu gaodpovidajici
mechanické vlastnosti a doba rozpadu, které jsdnénpro danou aplikaci. Idealni
polymer by nél byt syntetizovan tak, aby:

- mél odpovidajici mechanické vlastnosti

- nevyvolaval zaétlivou nebo toxickou reakci

- byl po splgni svého Gelu v €le beze zbytku metabolizovan
- byl snadno zpracovatelny do k@éného produktu

- mél prijatelné podminky uchovavani

- byl dolre sterilizovatelny

Mechanické vlastnosti biodegradabilnich polytngsou ovliviovany faktory,
jako jsou nafiklad druh monomeru a iniciatoru, zvolené radk podminky a
piitomnost aditiv. Tyto faktory mohou ovhevat hydrofilitu, krystalinitu, bod tani,
teplotu skelného #echodu, molekulovou hmotnost, strukturucigtotu vysledného
polymeru?*

V bioadhezivnich systémech mohou byt tedy pouZivdzyporodé polymery,
vedle jiz vySe zmitného dleni dale rozliSujeme ve veédrozpustné polymery,

nerozpustné hydrokoloidni polymery, ionogenni (@@) i neionogenni (neionické)
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polymery, a také nerozpustné hydrogely. Biodegriwmiapolymery mohou byt také
rozdkleny podle zpisobu degradace na enzymaticky a hydrolyticky dexjyiai.
V¢étSina girodnich polymekr podléha enzymatické degradaci, zatimco syntetické
polymery podléhaji degradaci hydrolytické. Mezi folgiticky biodegradabilni
polymery ftadime nafiklad poly@-estery)  (polyglykolidy, polylaktidy,
polylaktid-co-glykolidy, polydioxany, polykaprolaby), polyuretany, polyesteramidy,
polyorthoestery, polyanhydridy, polyfosfoestery. oteiny a polyaminokyseliny
(napiklad kolagen, albumin, fibrin) a polysacharidy fpatmezi enzymaticky

biodegradabilni polymers’

4.4. Faktory ovliviujici bioadhezivni vlastnosti polymeifi

» Molekulova hmotnost a konformace polymeru

Podle Chena a Cyra adhezivni sila roste s molekuldunotnosti polymeru
nad 100 000 Da, jak je patrné ¥igact PEG polymei. Molekula polymeru musi mit
adekvatni délku, aby mohlo dojit k interpenetiatizci. Je také nezbytné vzit v tvahu
velikost a prostorové uspmdani molekuly polymeru. N&glad, pro sodnou s
karmelosy je kriticka molekulovd hmotnost 78 600. Dato molekulovd hmotnost je
pozadovand, aby doslo k interpenetraci a propléfetifanice molekulové hmotnosti se
posouva v zavislosti na konformaci polymeru. U ptiylenoxidu adhezivni sila roste
az k molekulové hmotnosti 4 000 000 Da, kdy polykthoxid obsahuje molekuly
s vysoce linearni konfiguraci, kteréigpiva k interpenetraci. Naproti tomu, u dexfran
s molekulovou hmotnosti 19 500 000 Da g&me podobnou bioadhezivni silu jako
u dextrai s molekulovou hmotnosti 200 000 Da. Pokud molelddytranu vykazuji
konformaci nahodného klubka, pak je mnoho aktivsialpin adheziva chréno uvnif

tohoto klubka a jsou nedostupné pro proces adHeze.

» Hustota zeséni
Polykarbofil, dolle znamé mukoadhezivum, je polymer kyseliny polykkg.
Linearni segmenty jsou zesié divinylglykolem?® Predpoklada se, Ze hustota zésit
polykarbofilu bude ovliiovat mukoadhezi mnoZstvittettzca polyakrylové kyseliny
v daném objemu stejntak dolte jako pohyblivosti segmantpolymernihoietzce.

Naristem zeséni dochazi k poklesu adhezivni sily, ktery se pngje snizenim
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difuzniho koeficientu a pohyblivosti a flexibilitojednotlivych segmeit To ma
za nasledek redukci rozsahu interpenetface.

» Naboj a ionizace
Pro hydrofilni ionicka bioadheziva jeil@zitou charakteristikou druh naboje a
jeho hustota. Anionické polymery se vazi na muk@mmoci vodikovych vazeb.
V kyselém prosedi, pokud jsou karboxylové skupinigpénény na anionickou formu,
je tato vazba je8tzesilena. Kationické polymery @gobuji bugénou agregaci a dalsi
toxické reakce buik. Ztoho vyplyva, Ze kationické polymery jsou meah vice
toxické nez polymery anionické, které jsou diky toped nimi preferovany®

» Koncentrace polymeru
ZvySovanim koncentrace polymeru dochazi k vyznamn@oklesu adhezivni
sily. V koncentrovaném roztoku polymeru se ¢et@@ molekuly stavaji Spatn
dostupnymi pro rozpouidlo. Nasledkem toho se makromolekuly k &atiiblizi

statené a zmensi se délketitzce dostupna pro interpenetraci.

» Hodnota pH

Ukéazalo se, e vyznamny vliv na mukoadhezi ma taddnota pH®° Hodnota
pH ovliviiuje naboj na povrchu hlenu i polymeru. Hlen budé na svém povrchu
rozdilnou hustotu naboje, a to v zavislosti na pHize za to rozdil v disociaci
funkénich skupin polypeptidové kostry (polémi podil sacharidl a polovini podil
aminokyselin). Robinson a kolektiv zjistili, Ze humta pH média je kriticka
pro hydrataci lehce zesitych kopolymeit kyseliny polyakrylové. Zdanliva hodnota
pKa polymeru je fiblizng 4,73! Maximalni hodnota adheze byla zaznamen&nphp 5
a 6. Naopak minimélni hodnota adheze byla ¢tama @i pH 7. Toto chovani bylo
piisuzovano rozdilu v hustbtnaboji pri odliSnych hodnotach pH. Proto je hustota

naboje hlenu i polymeru ovliwina hodnotou pH, ktera dale ovliyje bioadhezi.

» Hydratace
Pritomnost fixnich nabdj které vznikaji uvnit makromolekularni st
polymeru, stanovuje silu bobtnanii osmoticky tlak. Osmoticky tlak pohani
rozpoustdlo do gelu polymeru z mérkoncentrovaného ¥siho roztoku. Htomnost

opané nabitych iont redukuje fixni naboje polymeru. Z tohadiwbdu gFitomnost
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raznych druli ionti v roztoku polymeru riize vyznama ovliviiovat bioadhezivni silu.
Bobtnani polymeru iispiva k jeho bioadhezivif? Domninka, 7e s postupujicim
bobtnanim roste bioadhezivni sila, neni pravdivdhexivni sila je optimalni pouze
pfi urcitém stupni hydratac® Dostaténé mnoZstvi vody je nezbytné pro hydrataci
mukoadheziva. Poté, co je mukoadhezivum vystavemstumpisobeni za &elem
vytvareni sekundarnich vazeb, kitpmnosti vody bobtna a vytiidgel. Nasledkem toho
vznikaji pory dostatmé velikosti a umozni pohyblivost vSech flexibilmipolymernich
fezch pro interpenetraci. Pokud je stupéydratace vysoky, adhezivita se ztraci.
Je to pravépodobré zpisobeno tvorbou neadhezivniho slizu fitgmnosti velkého

mnoZstvi vody.

> Obmnena vrstvy hlentf
Obmena vrstvy hlenu je neustdle se opakujici procesryktimituje dobu
setrvani bioadhezivniho materialu na mukdzni men#hrd gastrointestinalnim traktu

zavisi doba obgny vrstvy hlenu naiftomnosti potravy.

» Zdravotni stav jedince
Zdravotni stav jedince @xe ovlivnit fyzikalre-chemické vlastnosti hlenu. Tykéa
se to cel&ady onemoceni, nagiklad wedové Zaludei choroby, ulcerézni kolitidy,
cystické fibrozy, bakteridlnich a houbovych infekdareta, ale také Bzného

nachlazeni.
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4.5. Liberace?®

O tizené liberaci mluvime, kdyzZ je polymer, j& piirodniho nebo syntetického
puvodu, kombinovan s &&vem nebo jinou &nnou latkou takovym zZisobem, aby
acinna latka byla z materialu uvadvana poZzadovanym #gobem. Uvalovani &inné
latky miZze byt konstantni, cyklické, nebou#e byt vyvolano progedim ¢i dalSimi
vnejSimi vlivy. V kazdém pipac, &elem terapeutického systému je dosahnout
efektivnejSi terapie a eliminovat moznost poddavkovaniredavkovani. Mezi dalsi
vyhody pouZzivani terapeutickych systénmizeme z#adit udrZovani plazmatické
koncentrace #&em poZzadovaného obdobi, dale ipbti mén c¢astého podavani,
optimalni uziti Iéku a zvySeni compliance paciehfgescéetné vyhodydchto systém,
bychom nemndli opomijet potencialni nevyhody, jako jsou moznaéxitita,
nebiokompatibilita pouZzitého materialu, toxické qu&ty degradace, pozadavek
chirurgického zakroku k implantaci nebo ods#r@nterapeutického systému, moznost
dyskomfortu ze strany pacienta a vySSi cena v pa@novs tradinimi farmaceutickymi
piipravky.

Systémy gizenou liberaci &v mohou byt velice dlezité v situacich, kdy
tradiéni peroréini nebo injeki I&ivé piipravky nemohou byt pouzity. Jedna se
nagiklad o situace vyzadujici pomalé ukoVani hydrofilnich I&iv, rychlejSi
uvolovani hydrofobnich tav, targeting Iéiv na specifické misto, targetingcle
vyuZivajicich systém nagastic nebo dvoui vice (Einnych latek, systémy zalozené
na nostich, které se mohou rozpo&sShebo odbouravat a byt tak rychle eliminovany.

Idedlni terapeuticky systém byémbyt inertni, biokompatibilni, mechanicky
odolny, komfortni pro pacienta a bezpg z hlediska ndhodného ustovani. Dale by
mél byt podavan a odstiiavan z organismuipozenou cestou. Jeho vyroba a sterilizace
by méla byt nenaréna.

Terapeutické systémy fizenym uvohovanim I€iv byly vytvoieny s cilem
dosahnout takového profilu liberace, aby zajistijysokou plazmatickou koncentraci
leku po delSkasovy Usek. S traghimi Iékovymi formami (nap tablety nebo injekce)
to neni mozné, neldckoncentrace stoupa po kazdé aplikaci Iéku a kdesé# doby, nez
dojde k dalSi aplikaci (viz obr. 3a). Konwr peroralni a intravenozni égoby podani
leku tedy neposkytuji ideélni farmakokinetické yofzviase u léka s prokazanou

vysokou toxicitou a/nebo Uzkym terapeutickym okénke
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U terapeutickych systéim stizenym uvohovanim I€iv, navrZzenych
pro podavani léku v delSickasovych intervalech, je hladina léku v krvi kongtédn
po dostatéené dlouhou dobu, dokud se nedocili pozadovaného eatmeho efektu
(viz obr. 3b). V zavislosti na lékové fodma aplikaci, se tato doba pohybujekde
v rozmezi od 24 hodin po dobu jednohésiice az i let.

Souwasné terapeutické systémycilé mohou (kroné schopnosti prodlouzeni
doby uvohovani I€ivé latky) reagovat na z&ny v biologickém prosedi a nasrrovat
nebo zastavit targeting lékna zaklad téchto znén. Materialy jsou vyvinuté tak,
aby mohly byt pouzité v cilenych terapeutickychtéggech, kde jednotlivé d&é
piipravky mohou byt nasénovany ke konkrétni hice, tkéni nebo mistuigobeni.

Obr. 3: Zavislost plazmatické koncentraceilé nacase?®?
)
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RozliSujeme 3 primarni mechanismy, kterymi mohout hginné latky
uvoliovany z polymeru: difaze, degradace a bobtndniedashané difazi. Mohou se
vyskytovat vSechny najednou nebo jesktery z €chto mechanisin

Difuze nastava, pokud d&o nebo jina dinna latka prochazirps polymerni
matrici. K difazi mize dochazet na makroskopické Urovni (skrz poéry urigia
polymeru) nebo na molekularni Urovni (mézizci polymef).

K degradaci polymér dochazi enzymatickym rozkladem, hydrolyzou
(objemova, povrchova) nebo jejich kombinaci.

Pro dané l&vo, je kinetika liberace z polymerni matritigena pevazri tremi

faktory: typem polymeru, morfologii polymeru a pdyei pomocnymi latkami.

17



4.5.1. Difuzné Fizené terapeutické systémy

v

U difuzre fizenych systéfy je implantat v podstatstabilni v biologickém
prostedi a nerdni swij rozmer bobtnanim ani degradaci. Druh polymeru a pomdtnyc
latek je volen s ohledem na pouzitéiv® tak, aby bylo mozné jeho rozptyleni pory
¢i makromolekularni strukturou implantatu.

Matricovy terapeuticky systémpolymer a léivo byly smiseny, aby vytwdy

homogenni soustavu ozttwvanou také jako matricovy systém. K difuzi doch&zlyz
lé¢ivo prochazi polymerni matrici do &8iho prostedi. S postupem liberace se

koncentrace kva sniZzuje, léivo dosahuje #Si vzdalenosti, a proto pebuje

k uvolneéni delSi difuzntas.

Obr. 4: Liberace I&iva z typického matricového systému v zavislostasa?®

Rezervoarovy terapeuticky systémd: rezervoarovych systdmmiaze byt rychlost

uvoliovani I€iva konstantni. Rezervoar -t §iz pevna latka, iedkny roztok nebo
vysoce koncentrovany roztokél@a uvnit polymerni matrix — je obklopeny filmem
¢i membranou z materialu regulujiciho rychlost ldm. Vrstva polymeru obklopujici
rezervoar je jedinou strukturou efektévrdimitujici liberaci I&iva. Protoze tento
polymerni obal je v podstajednotny a ma ne#énici se tlouku, rychlost difuze l&va

muze byt udrzovana po celou dobu existence systémst&otni.

Obr. 5: Liberace I&iva z typického rezervoarového systému:

a) implantatyci peroralni systemy
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b) transdermalni systémy {igo se uvohuje pouze z jedné strany)

4.5.2. Terapeutické systéemy citlivé na zrény prostiedi (Fizené bobtnanim)

Nekteré systémy mohou byt navrzené tak, Ze jsou sehagolnit I€ivou latku
az po umisini do vhodného biologického préstli. Tyto systémy jsou zpatku sucheé.
Teprve po vioZeni da&la dochazi k absorpci vody jiné téIni tekutiny a systém zna
bobtnat. Pes nabobtnalou tipolymeru je umozna difuze léiva do vrEjSiho
prostedi. \&tSina materidl, pouzivanych véchto systémeclhiizenych bobtnanim, je
zaloZena na hydrogelech. Jedna se o polymery, gtdnéd jsou umighé ve vod nebo
jinych biologickych tekutinach, maji schopnost bwif aniz by doSlo k jejich
rozpou&ni. Tyto hydrogely mohou absorbovat velké mnoZstkiitiny (60 — 90%).

Obr. 6: Targeting I&iv z terapeutického systénizeného bobtnanist:

a) rezervoar b) matrice

Nabobtnani polymerdi jeho zmenSeni fite byt vyvolano najklad zneénou
hodnoty pH, teplotyci iontovou silou. Nkteré z ¥&chto hydrogelovych material
citivych na zménu prostedi jsou uvedené v tabulce 2. Pr&gSinu €chto polymed,
jsou strukturalni zreny reverzibilni. Obr. 7 ilustruje zakladni 2ny ve struktiee €chto
terapeutickych systéim Pro peroralni podani je idealni pouziti sysi¢hay I&ivo neni
uvoliovano i nizkych hodnotach pH v Zaludku, ale spigevgsokych hodnotach pH

v hornim Useku tenkéhoteva (k bobtnani polymérdochazi p vysokych hodnotach
pH).
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teploty nebo
1ontowe sily

Obr. 7: Targeting I&iv z terapeutickych systémgitlivych na zrdny prostedi??
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Tab. 2: Polymery citlivé na zsmy prostedi ugené pro targeting &v: >

Podnét Hydrogel Mechanismus
pH Acidicky nebo bazicky Zména pH— bobtnani
hydrogel — uvolreni I&iva
lontova sila lonogenni hydrogel Zma iontoveé sily—

zmeéna koncentrace ioft
uvnitt gelu— zmena bobtnani
— uvolreni I&iva

Chemicka latka

Hydrogel obsahujici
elektron — akceptorové
skupiny

Sloweniny poskytujici elektrony
— vytvéreni ndboj/transferového
komplexu— zmena bobtnani
— uvolreni I&iva

Enzymovy substrat

Hydrogel obsahujici
imobilizované enzymy

Pritomnost substratuy>
enzymaticka fenmena—
produkt néni bobtnani gelu—»
uvolnéni l&iva

Magneticky Magnetickéastice Aplikace magnetického pole
dispergované v alginatovych— zmgna pofi v gelu— zména
mikrosférach bobtnani— uvolréni I&iva

Tepelny Tepela citlivy hydrogel Zmeéna teploty— zmeéna
poly(N-isopropylakrylamid) | interakci polymer — polymer a

voda — polymer» zména
bobtnani— uvolreni I&iva

Elektricky Polyelektrolytovy hydrogel | Aplikace glole — nabiti

membrany— elektroforéza
nabitého léiva — zmgna
bobtnani— uvolreéni I&iva

Ultrazvukové
ozaovani

Hydrogel ethylen — vinyl
alkoholu

Ultrazvukové oz#eni— vzriast
teploty— uvolreni |&iva
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4.5.3. Biodegradabilni terapeutické systémy

Na rozdil od vySe zmémych systém fizenych bobtnanim je
u biodegradabilnich terapeutickych systéavoliovani I€iva zcela zavislé na zme
chemické struktury. ¥Sina biodegradabilnich polymiefje odbourdvana hydrolyzou
polymernichtet¢zci za vzniku netoxickych §tu vliastnich) monomér Frikladem niize
byt degradace polylaktig polyglykolidi nebo jejich kopolyméi, pri které se polymery
nakonec rozpadnou na Kkyselinu #méu a glykolovou. Ty nasledn vstupuji
do Krebsova cyklu a jsou dale¢geny na CQ@ a HO, které jsou vyloteny
Z organismu.

Degradace 1iize probihat objemovou hydrolyzouii piz polymer difunduje
stejnongrnym zpisobem pes matrici, jak je schematicky znazémo na obr. 8a.
DalSim typem je povrchova degradace, ke které doamaiiklad u polyanhydrid a
polyorthoestel. Degradace nastava pouze na povrchu polymerulostchvohovani
|éCiva je ungrné ploSe povrchu terapeutického systému (viz &iiy.

Biodegradabilni materialy jsou gejstji pouzivany ve formy mikro¢astic, které
nalézaji vyuziti v peroralnich a v subkutanniclekspich terapeutickych systémech.

Obr. 8: Targeting I&iv z biodegradabilnich systéin?*
a) objemova erozdy) povrchova eroze
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3 kli¢ové vyhody polymerniho terapeutického systém@:
1) Lokalizovany targeting lék
Terapeuticky systém e byt implantovan iimo na misto, kde jetgobeni Iéku
pottebné a mohou tak byt redukovany systémové nezadgudly. Stava se to
obzvlast dulezité u I€k s vysokou toxicitou (n@pchemoterapeutika).
2) ProdlouZzené uvabvani lgiva
Enkapsulované &vo je uvohovano po dostate¢ dlouhé obdobi a eliminuje tak
potrebu ¢asgjSiho podavani. Tato vlastnostabe zlepSit compliance pacienta,
hlavre u léki urenych pro lébu chronickych onemoeéni (nag. nedostatek
uréitych proteini vyZadujicicasgjSi aplikace injekci).
3) Stabilizace léiva
Polymer ntize ochranit |&vo pied fyziologickym prosedim, a tim zlepSit stabilitu
in vivo. Tato specificka vlastnostld polymery atraktivni pro targeting nestabilnich
léka (nag. proteiny).
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4.6. Kyselina polyglykolova a polyml&na

Polyglykolova kyselina (PGA), polymiéd kyselina (PLA) a kopolymery
kyseliny ml&€né a glykolové (PLGA) nachazeji Siroké uptathjako nosie viizenych
terapeutickych systémechiié. *°

S vyuzitim €chto polymei za &elem pomalého uvabvani I€iv v organismu
jsou vSak spojeny i mnohé problémy. Tyto polymesguj obecé pomalu hydrolyticky
degradovany v kyselém préstli Zaludku, ale na druhou stranu jsou mnohem lépe

degradovany v alkalickém prosti stev>’

PGA je synteticky, biodegradabilni a termoplastickylypster. Je znama
od roku 1954 jako pevny, vlakna #oi polymer. Jeji pouziti bylo zpatku omezeno
kvili hydrolytické nestabilit.

Fyzikalni a chemické vlastnosti

Teplota skelnéhoipchodu () u PGA se uvadi mezi hodnotami 35°C — 40°C a
teplota tani () v rozmezi 225°C — 230°C. PGA vykazuje vysoky stukrystalinity,
okolo 45% — 55%, proto je ve véderozpustna. Rozpustnost tohoto polyesteru je
porgkud jedin€na, neb6 jeho vysokomolekularni forma je nerozpustna ¥&Sine
organickych  rozpoustlel (aceton, dichlormethan, chloroform, ethylacetat
tetrahydrofuran) s vyjimkou vysoce fluorovanych xa#uoroisopropanol), zatimco
nizkomolekularni oligomery se natolik 1i8i ve fyalkich vlastnostech, Ze jsou

rozpustné vice. Vlakna PGA vykazuji vysokou pevrostoduly elasticity®

Syntéza

Polymer niize byt syntetizovdn az poté, co je ziskano dastiétannozstvi
monomeru. V fipat PGA je monomer ziskan extrakci a purifikaci zlhoshebo
piipraven syntézou v labordto

K syntéze polymérkyseliny glykolové mohou byt pouzity 8vozdilné metody.
Prvni metodou je polykondenzace kyseliny glykolo¥é. kondenzanich reakcich
spolu jednotky monomaér reaguji za uvokni malé molekuly, népsgji vody.
Jelikoz kyselina glykolova obsahuje cdfunkeni skupiny, které se mohou &stnit
kondenzani reakce, rize sama polymerovat.Polykondenzace glykolové kyseliny je

nejjednodussim procesem vhodnym tlppaw PGA, ale neni nefinnéjSi, nebd
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poskytuje nizkomolekularni produkt. Néje je glykolova kyselina zaivana

pii atmosférickém tlaku aipteplot okolo 175°C — 185°C, ktera je udrZzovana po celou
dobu destilace. Poté je tlak redukovan na 150 muroveho sloupce za konstantni
teploty po dobu asi dvou hodin a tim je ziskan&arimlekularni PGA. Reakce je
charakterizovdna éasnym UObytkem monomér z roztoku a pomalou tvorbou
vysokomolekularnich sl@enin®® Glykolova kyselina ma& navic velkou tendenci
cyklodimerizovat na glykolid, tim kondenad reakce ko#i. Diky ttmto nevyhodam je
uptednosiiovana druhd metodaiipravy PGA, a to polymerace za ateni kruhu
glykolidu (ROP). Polymerace glykolidu, cyklickéhaoesteru kyseliny glykolove, je
typicky realizovana ve velkémiipteplot 220°C po dobu 4 hodin. To m& za nasledek
96% pemsnu na polymer o molekulové hmotnosti vrozsahd 2010 daltori.
Vyslednym produktem reakce je tedy vysokomolekilgolymer. ROP mize byt také
pouZzita pro tvorbu kopolymér s ostatnimi a-hydroxykyselinami obecného tvaru
-[O-CH(R)-CO-]. DalSi metody kopolymerizace zahinBA blokové formace

kopolymefi s monoesterovou skupinou polyethylenglykolu nefastmych kyseliri’

Degradace

Na degradaci PGA se podili také mechanismy hydotitdegradace, eroze a
bioabsorpce. Hydrolyticka degradace jevadajicim mechanismem rozpadu PGA a
ma za nasledek ztratu mechanické  sily.  Existuje hmono teorii
o hydrolytické degradaci PGA. Tyto teorie maji édeentralni dogmata. Prvni,
kdy amorfni oblast polymeru je rychle degradovamama za nasledek vyznamnou
ztratu mechanickych vlastnostéhem reékolika dni az tydri. Druhé, kdy krystalicka
oblast zbyvajicich fragmeintdegraduje mnohem pomalejifgsto krystalinita astava
mefitelnd az do doby, nez dojde ke kompletni degracfeterialu.

Na zaklad pozorovani a vyptiu rozliSujemeétyri stadia degradace. Prvni
stddium degradaiho procesu je charakterizovdno homogenni difuaztoku
do vzorku. Dale také ostrym poklesem teploty sketngechodu (). Druhym stadiem
je homogenni hydrolyza. d&em tohoto stadia je roztok absorbovan a dochazi
k relativre malym hmotnostnim ztratdmRetszova hydrolyza redukuje zlomky
polymefi ke kritické molekulové hmotnosti, ktera je feSthopna difuze z pevné latky.
Konec druhého stugna za&atek tetiho stupt se vyznauje vyznamnym poklesem

lokalniho pH. Tento pokles pH je funkci difize aligeru z kostry polymeru. 8em
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¢tvrtého stadia ustavaji pouze malé krystalické fragmenty, stadilanzakogeno
odstragnim stop PGA?
Svy z PGA ztraci asi 50% své pevnosti po dvou tgtne 100% za 4 tydny,

k UpIné absorpci dochazétem 4 - 6 msicr.?®

PLA je biodegradabilni, termoplasticky, alifaticky pester, ktery se ziskava
z obnovitelnych Hrodnich zdraj (kukuiice, cukrovaitina)*® Laktid je cyklicky dimer
mlé&né kyseliny, ktery existuje ve dvou optickych izoewh, D a L. L-laktid je
piirozere se vyskytujici izomer a D,L-laktid je syntetickidés D-laktidu a L-laktidu.
L-PLA je semikrystalicky polymer. D,L-PLA je amoifipolymer skladajici se z obou
izomernich forem mik&éé kyseliny, a tudiZz neni schopen uttzoorganizovanou

krystalickou strukturu.

Fyzikalni a chemické vlastnosti

L-PLA mé& stupé krystalinity okolo 37%, teplotu tani §) vrozmezi
175°C — 178°C a teplotu skelnéheephodu (f) 60°C — 65°C. Rychlost degradace
L-PLA je mnohem nizZ8i nez u D,L-PLA, a aby doSlo kempletni absorpci,
je poteba alesppdvou let*
Syntéza PLA polymeri

Primérnim prekurzoreméthto polymett je ml&né kyselina. ¥tSina ml€né
kyseliny je vyrdbna fermentaci. Existuji dv hlavni cesty fpravy polymei
odvozenych od miéé kyseliny: polykondenzace samotnych enantidamerseliny
mlé&né nebo jejich polykondenzace spolu s dalSimi hgydgselinami, nebo
polymerace za otéeni kruhu laktidu, cyklického dimeru. PLA homopolgrg ziskané
polykondenzaci jsou nizkomolekularni. K ziskani okgmolekularnichietzci je
nejinngjSi cestou polymerace za otewi kruhu (ROP) laktii cyklickych dimet
mlécné kyseliny. Diky jejich dimerické strukte a gitomnosti dvou chiralnich center,

existuji rozdilné diastereoizomery laktitfu.

Degradace PLA polymein
Pokud je terapeuticky systém vyrobeny z polymergsekgy ml&€né umisin
do vodného prostdi, absorbuje vodu a nastava hydrolytick@eni esterovych vazeb a

také autokatalyza. Absorpce vody je tedy kritickigktorem. Po uiitou dobu Zstanou
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casténé degradované makromolekuly nerozpustné v okolnirdneém progsedi, a
degradace probihda homogeénn Jakmile molekulova hmotnost ¢&které
z casténé degradovanych makromolekul poklesne natolik, Zzehdai k rozpoushi
utvorenych oligomet, zaina difuze &chto oligomet uvnitt celého objemu.

Tento proces, ktery kombinuje difizi, chemickou kaaa disoluci, ma
za nasledek rozdil mezi p@émem rychlosti povrchové a objemové degradace.
V prostedi pufi dochazi k neutralizaci koncovych karbakylcoz mize gispet
ke snizeni rychlosti povrchové degradace.

Mechanismus heterogenni degradace poskytuje informahovani polymer
kyseliny ml€né, u kterych jsouftomna aditivati dalSi molekuly (oligomery, évo,
iniciator a zbytky rozpouétlla). Mizeme zminit fipad I€iva inkorporovaného v PLA
terapeutickém systému, nebo kdyz implantovana ratposorbuje slateniny z €Ini
tekutiny. Kazda elektrostatickéa interakce mezi mmaBLA a acidickymi, bazickymi
nebo amfoternimi molekulamiiie vyrazg ovlivnit charakteristické rysy degradace, a
to zmeénou pirozené acidobazické rovnovahy dikyfitpmnosti koncovych
karboxylovych skupin. U sldenin acidické povahy tizeme ¢ekavat rychlejSi
hydrolyzu esterovych vazeb. Na rozdil od tohofipgd bazickych slotenin, mohou
byt pozorovany dva efekty: katalytick&geni esterovych vazeb, pokud je v nadbytku
bazickd slotenina, a to s ohledem na karboxylové koimegzci a naopak pokles
rychlosti degradace. Bylo prokazano, ze u menSaignreru je pomalejSi degrattd
rychlost. Také, Ze porovité systémy degraduji pefnakz normalni systémy.

Degradace matric odvozenych od kyseliny @& a uvoldni
nizkomolekularnich slaienin z &€chto matric zavisi mnohem vice na experimentalnich
podminkach nez jiné typy polymerni matrix. Konckgterogenni degradace ve vodném

prostedi pomaha porozuthin vivo chovani PLA polymer**

27



PLGA je synteticky kopolymer kyseliny nigé @-hydroxypropanové) a
glykolové (hydroxyetanové). Kyselina nilé obsahuje asymetricky (chiralni) uhlik,
a proto existuje ve dvou optickych izomerech: Iga)ecna kyselina a d(-) méda
kyselina. Kyselina mk&na je v girod pritomna bd’ jako meziprodukt, nebo kotiey
produkt metabolismu sachaiiidle Siroce roz&na u vSech Zivych organifnfloveéka,
zvirat, rostlin a mikroorganisi). Kyselina glykolova se vifrodé vyskytuje omezeh
PLGA nasla rozsahlé uplaimi v medicir diky své biokompatibili, biodegradabild,

snadné regulaci vlastnosti a jednoduchosti zpraddta

Fyzikalni a chemické vlastnosti
Nespornou vyhodou PLGA kopolynieje, Ze mohou byt navrZzeny tak, aby

ziskaly poZadované specifické vlastnosti. Sirokeékspm technickych vlastnostitihe
byt ziskdno obrmou # klicovych vlastnosti kopolymeru: sloZzeni (p&m
laktid/glykolid), stereoizomerni sloZeni laktidu -(lnebo D,L-laktid) a molekulovi
hmotnost.

» Rozpustnost
Rozpustnost vdéEnych organickych rozpou&tlech je dlezitdA pro snad¥Si
charakteristiku polymeru, jeho zpracovani a aplikaeLGA obsahujici mén
nez 50% jednotek kyseliny glykolové je rozpustnaejbizrejSich organickych
rozpoustdlech, jako jsou ndjklad halogenované uhlovodiky (chloroform a
dichlormethan), ethylacetat, aceton, dioxan a hgteofuran. PLGA obsahujici
50% a vice jednotek kyseliny glykolové je vetdimé organickych rozpouddel
nerozpustna, proto jsou pro charakteristiku a zpraci €chto polymed pouzivana
neobvykla rozpoustla (nap. hexafluoroisopropanol).

» Kirystalinita
Krystalinita ovliviiuje rychlost degradace a mechanické vlastnosti PL&#stalinita
PLGA zavisi na chemickém sloZeni (p&mfaktid/glykolid) a stereocizomernim sloZeni
jednotek kyseliny miéné v kopolymeru. PLGA skladajici se z 0% — 75% ek
kyseliny glykolové je amorfni. Krystalinita, tepéoskelného f@chodu a bod tani PLGA
kopolymefi jsou uvedeny v tabulce 1.

» Teplotni stabilita
PLGA kopolymery jsou termoplastické materialy, Eterykazuji adekvatni tepelnou
stabilitu za nefitomnosti vlhkosti. Diky této vlastnosti mohou byt roztavenim

zpracovany na vyrobu 8y ortopedickych fixaci a terapeutickych sysiém
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PLGA degraduje na laktid a glykolid poté, co jeSdielobu vystavena teptohad 200°C
za gitomnosti dusiku nebo vakuaii RiZSich teplotach je tepelna degradace futiasi
a teploty a je podstatrurychlena né&stotami, residualnimi monomery a vlhkosti.

» Mechanické vlastnosti
Mechanické vlastnosti (sila, pevnost a pruznostRLz4avisi na chemickém sloZeni
(pomer laktid/glykolid), stereochemii laktidu, molekulévhmotnosti a zpracovani.
Krystalické polymery, jako jsou poly(L-laktid) a lyglykolid, vykazuji vyznama vyssi
mechanickou silu nez amorfni poly(DL-laktid) a amérnebo méa krystalicka
PLGA.*

Syntéza PLGA

PLGA miZze byt gipravena pimou polykondenzaci kyseliny ndiée a
glykolové. Polykondenzmi reakce mZe probihat v roztoku nebo
v roztaveném/pevném stavu. AvSak je obtizné doséhrak vysokého stugn
dehydratace, ktery je poZadovan pro produkci vysakekularnich polymer, Ze
polykondenzace v pevném stavu je povazovana zaodewli metodu. Co se tyka
polykondenzace v roztoku, tak rozpauBé predstavuji komplikace, jak ze strany
kontroly procesu, takisteni kon&ného produktu. Proto je preferovana polykondenzace
probihajici v roztaveném stavu. Systém polykondemzaaroztaveném stavu zahrnuje
dva rovnovazneé stavy:
- dehydratace/hydratace esterové vazby
- kruhovétetézové uspeadani

Pri bézné polykondenzaci v roztaveném stavu dochazi lolgeperaci, nebd
reakéni podminky jako je vysoka teplota a vakuum mohawvodlit dehydrataci a tvorbu
cyklickych diestei. Tim se brani dalSimuistu polymernihdettzce a nerize tak byt
ziskan vysokomolekularni polymer. &V tomuto problému volime polykondenad
metodu v roztaveném/pevném stavu, kdy v prvnim krigou gipraveny oligomery
dehydrataci monomeéra v druhém kroku jsou polymerovany za podminekuaak
pouziti katalyzatar. Dale za podminek vysokého vakua kondenzace pajera vznika
pevny stav, ma se za to, Ze v tuto chvili polyrweracakce pevazuje nad depolymeraci
¢i jinymi vedlejSimi reakcemi.

Pfi polykondenzani metod v roztaveném/pevném stavu mohou byt ziskany
vysokomolekularni polymery srovnatelné s polymedigré se fipravuji polymeraci

za oteveni kruhu cyklickych diestér
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Metodu polymerace za otni kruhu cyklickych diestérlaktidu a glykolidu je
nezbytné volit v fipac, kdy potebujeme fpravit vysokomolekularni PLGA
v relativre kratkém reaénim case. Laktidy a glykolidy jsou fipraveny tepelnou
degradaci oligomér kyseliny ml€né a glykolové, a jsou kom@w dostupné.
Polymerd&ni reakce za otéeni kruhu niZe byt provedenarpteplotach vysSich nez je
bod tani polymeru (polymerace v roztaveném stavelpo pi teplotach nizSich nez je
bod tani polymeru (polymerace v pevném stavu), nebartoku. Vysokomolekularni
polymery mohou byt syntetizovany za pouzitzmych katalyzatar jako je praskovy
zinek, Lewisovy kyseliny nebo organokovové sleniny (nap. octan cinaty). Iniciace
reakce zahrnuje nukleofilni atak katalyzétor jednu z karbonylovych skupin laktidu
nebo glykolidu vedouci k otéeni kruhu a tvor® aktivnich forem, aby vytudy
polymernitettzec. PLGA ziskana polymeraci za d@vi kruhu je pesrgji oznatovana
jako poly(laktid-co-glykolid). PouZivanim rozdilnycsnési stereoizomér laktidu a
stereokopolymér (PLA a PLGA polymery obsahujici jednotky L- a Dé&mé
kyseliny) mohou byt syntetizovany polymery s roagihi fyzikalnimi a biologickymi

vlastnostmi*?

Degradace

PLGA degraduje in vitro hydrolyzou esterovych vaagimalnimi produkty jsou
kyselina mléna a glykolova. Degradaci PLGA Ize ra&#itl do dvou stupa. Behem
prvniho stupd dochézi k ndhodnému hydrolytickémép&ni esterovych vazeb, které
vede k redukci molekulové hmotnosti. Procespéhi iettzcl je kinetiky 1. fadu
(rychlost zavisi na okamzité koncentraci vychotkyéa scasem klesd). Druhy stupe
je charakterizovan vyraznym ubytkem hmoty polymenmatrice a je doprovazen
zvySenou rychlostifetzového tpeni. Vahovy ubytek z#na, kdyz polymer degraduje
na arove, kdy fragmentyrettzci jsou natolik malé, Ze dochazi k jejich rozpenst
v degradaénim médiu a k difazi z polymerni matrix. Nebesterifikace koncovych
karboxylovych kyselin, za aglem redukce jejich gatetni koncentrace, ukazala, Zze
zpomaluje degradaci, je roZpeni fettzci zpasobeno autokatalyzou koncovych
karboxylovych skupin.

Pavodre byla hydrolytickd degradace povazovana za homdgemoces
(objemova eroze). Ale nakonec se ukazalo, Zze degead®LGA (jak in vitro,
tak in vivo) je procesem heterogennim, nebalegradaci jadra dochazi rychleji nez

k povrchové eroZl?* Vert a jeho spolupracovniciigdstavili koncept heterogenni
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degradace PLGA souvisejici s fenoménem: difuze akcee — disoluce, rozpustné
oligomery, které nakonec vznikaji vihu degradace polymeru, se mohou tiguht
rychleji z povrchu nez z viidku matrix, to ma za nasledek mensi autokatalytefekt
vycerpanim karboxylovych skupin a naslednizSi degradani rychlost na povrchu
nez uvnit matrix. Podle modelu difize — reakce — disoluceelativné velkych PLA
systéni, které degraduji heterogennim mechanismem, dodhéathlejSi degradaci
neZ u relativ malych PLA systérin které degraduji homogennim mechanisniém.

In vivo degradace PLGA pokraje hydrolyzou esterovych vazeb jako in vitro
degradace. V jibéhu paéatenich stadii degradace tre dojit k nezadouci reakci
organismu, kdy dochazi ke kumulaci Bknkolem polymerniho implantatu, tky
mohou produkovat volné radikaly a kyselé produktyrgchlit hydrolyzu polymeru.
Enzymow katalyzovana PLGA degradace in vivo a in vitro agije rozdily.
Degradace in vitro je urychlena enzymy, zatimconwivo degradace se enzymova
hydrolyza neprokazala. Nejen enzyn#utvlastni mohou ovlivnit PLGA degradaci.
Jevy jako absorpce protéinlipida a WtSi rozpustnost PLGA oligoméien krvi mohou
byt zdroji rozditi mezi in vitro a in vivo degradaci. \fipact pokrctilé degradace
ztraci implantat soudrZznost achsa se rozpadat matrix polymeru, a zivé tkéae
aktivré podili na dalSi degradaci. Dostate malé fragmenty jsou pohlceny fagocyty,
konenymi produkty hydrolyzy jsou laktat a glykolat. Keamym stadiem in vivo
degradace je eliminace, kdy je L-laktat konvertomadnCQ a pyruvat, ktery vstupuje
do Krebsova cyklu. D-laktat neni metabolizovan ad@gekovan pouze v exkretech.
Glykolat je vyloken gimo do mai nebo oxidovan na glyoxylat, ktery je dale
piemenén na glycin, serin a pyruvat. Pyruvat pakze vstoupit do Krebsova cyklu.
Faktory ovliviujici rychlost degradace PLGA jsou nasledujici:

- charakteristika polymeru: chemické slozeni (pomaktid/glykolid), zastoupeni
monometi, chemické slozeni koncovych skupin, molekulova tmost,
distribuce molekulové hmotnostistota polymeru (rezidualni monomery)

- charakteristika terapeutického systému: velikoggr,t porozita a fitomnost
piisad (nap acidickych nebo bazickych skenin, plastifikatoit nebo I€iv)

- zpracovani tavenim, chlazeni/temperovani a staciiz

- prostedi, ve kterém se degradace usktuige: misto implantace v organismu,
pH a teplota

Chemické sloZeni a stereoizomerie laktidutipatezi nejdlezitéjSi faktory,

které ovliviuji degradaci PLGA. Na degradaci PLGA ma vliv i hofilita a krystalinita
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polymeru®? Miller, Brady a Cutright zjistili, 2 PLGA (50:50)egraduje nejrychleji,
degradani rychlost klesd se zvySovanim obsahu laktidu neblykolidu

v kopolymeru* Vliv chemického sloZeni na degradaci PLGAZ® byt vys¥étlen také
na zaklad hydrofility a krystalinity kopolymeru. ZvySovaninhydrofility roste
degradani rychlost PLGA, zatimco se Jitajici krystalinitou klesé. Hydrofilita roste
se vzistajicim podilem hydrofikjSiho glykolidu v kopolymeru a krystalinita roste
s podilem jednotek glykolidu nebo L-laktidu nad 75B&avic, vazby glykolidu jsou
hydrolyzovany rychleji nez vazby laktidu a taibe @ispeét k urychleni degradace ¢
se tak pouze se zvySovanim obsahu glykolidu od 0%©%. Nicmén s dalSim
zvySovanim obsahu glykolidu, krystalinita kopolymestoupa a fevazuje jeji vliv
na degradaci nad hydrofilitou. Diky 2Zn¢ pontru laktid/glykolid a stereoizomerii
laktidu, se pohybuje doba degradaé&ehto polymeit od reékolika tydni aZz po dobu
dvou let.

Nejen podil monomeru, ale také uidéni dvou monomeérv kopolymeru
muze ovlivnit degradaci PLGA kopolymeinobsahujicich fgvazré jednotky glykolidu.
Jelikoz je glykolid vice reaktivni nez laktid, kdpmery budou spiSe obsahovat bloky
jednotek glykolidu nez nahodnou sekvenci glykolidlaktid. Ri stejném podilu
monometi, se u kopolymdr s homogenni strukturou¢ekava rychlejSi degradace
nez u kopolymer s heterogenni strukturou.

Doba degradace polylaktid-co-glykolidu se zvySujprimérnou molekulovou
hmotnosti (M) kopolymeru. Bez ohledu natgmnérnou M,, distribuce M, miZe také
ovlivnit degradaci PLGA. Siroka distribuce,\ignalizuje pitomnost relativay velkého
poétu koncovych karboxylovych skupin, které mohou uknia autokatalytickou
degradaci polymernichrettzci. Chemické slozeni koncovyckettzci by mohlo
vyznamré ovlivnit degradaci PLGA a zavisi na typu katalyrafiniciatoru pouzitého
pii polymerizaci, ale mize byt také modifikovano paipraw PLGA.
esterifikaci alkoholovych koncovych skupin kyselincmktanovou a vytwa se
hydrofobni rezidua. Takové modifikace nenastanou zégkem nebo laktatem
zingtnatym jako iniciatory, a nasledkem toho, tyto iatai poskytuji PLGA polymery
s rozdilnymi fyzikalg-chemickymi a degradaimi vlastnostmi, ve srovnani s octanem

cinatym??
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4.7. Plastifikatory

Primérni funkci plastifikatdr je zlepSit flexibilitu a zpracovatelnost polynier
Plastifikatory jsou sloteniny, které vytvéeji sekundarni vazby s polymerniteiézci a
tim je od sebe oddaluji. Timto dgobem plastifikatory redukujifetzec
polymer - polymer sekundarnimi vazbami a poskytojakromolekulam &sSi
pohyblivost, vysledkem je #&k¢i, snadiji deformovatelnd hmota. Plastifikatory jsou
inkorporovany v amorfnickiastech polymeir, zatimco struktura a velikost krystalické
casti Zistava nezenéna. Redpoklada se, ze plastifikatory redukuji modulysedity,
taznou silu, tvrdost, hustotu, viskozitu v roztaémnstavu, teplotu skelnéhdeghodu,
elektrostaticky naboj a viiti odpor polymeru, a zaroiezvySuji jeho flexibilitu,
prodlouZeni v lomu, tuhost, dielektrickou konstaatiaktor sily.

Idedlni plastifikatory by mly byt vysoce kompatibilni s polymery, stabilni
pii vysokych i nizkych teplotach prdsetli, dostatén¢ zvihcujici v Sirokém rozsahu
teplot, odolné w¢i slune&nimu ultrafialovému (UV) z&ni, rezistentni &i migraci a
vyluhovani, levné a ty by sphovat bezpénostni a zdravotniipdpisy.

Souasny trh nabizi pmtny sortiment plastifikatdr s fadou vlastnosti, ktere
mohou byt vybirany pro konkrétni aplikace, aby 8plkritické potreby materialu.

Plastifikatory mohou byt hli vnittni, nebo vgjSi. Molekuly vrgjSich
plastifikatoi nejsou vazany s polymernir@tzci primarnimi vazbami, a prototrbe
dojit k jejich ztr&¢ odpd&enim, migraci nebo extrakci. Na druhou stranu, ifnnit
plastifikatory jsou firozenou so&asti polymeru atstavaji téz sotasti produktu.

Plastifikdtory mohou byt také rogény na primarni a sekundarni. Priméarni
plastifikatory jsou pouzivany vyhraéinjako plastifikator nebo jako hlavni slozka
plastifikatoru. Sekundarni plastifikatory jsou tgky michany s primarnimi, aby
zlepsily rekteré jejich vlastnosti a/nebo zajistily niz&i cénu

Dale plastifikatory dlime na ve vod rozpustné a nerozpustné.
Mezi plastifikatory ve vod rozpustnéiadime nafiklad triethylcitrat a triacetin.
Acetyltriethylcitrat, acetyltributylcitrat, dibutftalat, dibutylsebakat, diethylftalat a
tributylcitrat jsou piklady ve vod nerozpustnych plastifikatbs*®

Koncept plastifikatar byl poprvé pedstaven koncem 19. stoleti. Vyrobci
celuloidu (filmu) nebo celuloidovych laknejdive pouzivaly pro €ely plastifikace kafr

a ricinovy olej, ale ty byly nedost&teé. Objev triphenylfosfatu v roce 1912, p&zd
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pouzivaného jako nahrada kafrového oleje, byl vgmman pgelomem, ktery
vysledkem tohoto raného objevu, je trikresylfosiaen se stale jeStdodnes pouZziva.
Tributylfosfat byl po ukité obdobi povazovan za derivat celulosy, ale nakohyl
nahrazen méntékavymi produkty. Zarouve byly vyvinuty acetaty glycerinu, ale diky
jejich tekavosti dopadly stefn jako tributylfosfat. Estery kyseliny ftalové naSly
uplatreni jako plastifikatory poprvé v roce 1920 a ve Bloleti se staly nefiSi
skupinou plastifikatar. Dibutylftalat (DBP) ziskal dominantni postaveni
mezi plastifikatory a udrZel si ho po dobu mnohaale dodnes, plati to i pro disperze
polyvinylacetatu. Di(2-ethylhexyl)ftalat (DEHP) bgk trh uveden v roce 1930 a stal se
nejpouzivagjsim plastifikatorem od roku 1930.

Legislativa v potravin&gkém ptmyslu, zdravi a bezpeost prace a komémi
aspekty vedly k rozvoji obrovskéady v sodasné dob dostupnych plastifikatér
Pavodre bylo k dispozici gkolik estefi mastnych kyselin, benzoéty, vinany a
chlorované uhlovodiky, které sylvaly nové bezpmostni pedpisy. Brzy poté byly
syntetizovany estery kyseliny adipove, azelaovélaakoveé. Velké mnozstvi vysoce
vykonnych plastifikatar je nyni produkovano systematickou esterifikacfatittkych
nebo aromatickych karboxylovych kyselin.

Mezi nejfrekventova#jSi plastifikované polymery péatPVC, poly(vinylbutyral)
neboli PVB, polyvinylacetat neboli PVA, akrylatyervaty celulosy, nylon, polyamidy
a nekteré kopolyamidy. Stupe plastifikace polymear je z velké casti zavisly
na chemické strukte plastifikatoru, ktera zahrnuje chemické sloZzenglekulovou
hmotnost a funéni skupiny. Plastifikatory s nizkou molekulovou hmasti a malym
poétem polarnich skupin vSeobecnposkytuji vysSi flexibilitu a plastifikaci.
Plastifikatory jsou vybirany na zakkadasledujicich kritérii:

» kompatibilita plastifikatoru s danym polymerem

» charakteristické rysy vyroby

» pozadovaneé tepelné, elektrické a mechanické viastkon&ného produktu

» odolnost w¢i vodeé, chemikaliim, slunenimu z&eni, z¥travani, néistotam,

mikroorganisnim

A\

vliv plastifikatoru na reologické vlastnosti polyroe

A\

toxicita

> cena
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Celos¥tove nejezreji pouzivanymi plastifikatory jsou estery kyseliftalové
(napr. DEHP, diisodecylftalat neboli DIDP, diisotrideftglat neboli DITDP a
diisononylftalat neboli DINP). Ftalaty tvio 92% celos¥tové vyprodukovanych
plastifikatoi a DEHP pedstavuje 51% ftalat

Fosfaty pat mezi nejdive znamé PVC plastifikatory. Jsou méhoilavé
nez ftalaty, pravépodobré diky tomu, Ze jsou tueny kondenzéimi reakcemi za tepla
polyfosfor&nymi kyselinami. V zavislosti na jejich zakladni lelkularni struktie,
mohou byt estery fosfatseskupeny ddithlavnich kategorii: trialkyl, triaryl a alkyl/ary
fosfaty. Na trhu je vedle ftalata fosfati jeS€ nekolik tiid komeené dostupnych
plastifikatof, které nabizeji dalSi vlastnosti polymernim maténn.

Estery alifatickych dikarboxylovych kyselin (adigatazelaty, sebakaty) maji
vysokou schopnost plastifikace PVC a PVA a poskywyjnikajici nizkou teplotni
flexibilitu. Nicméns jsou &inné pouze v Uzkém rozsahuyM Tyto typy ester
s My 300-350 maiji sklon bytifiiS nestalé pro mnoho aplikaci, zatimco g kad 400
jsou inkompatibilni s polymery. Estery monokarb@awjch kyselin a polydl vykazuji
také dobré vlastnosti plastifikace. Epoxidovanémysinastnych kyselin byly pouzivany
jako plastifikatory a také jako stabilizatory prd®@, a to diky jejich schopnosti vytiet
vazby s chlorovodikem, ktery se vyivdii rozkladani PVC. Trimelitaty, nasycené
kyselina sulfonova a fenylestery, polyestery, abN@né uhlovodiky, estery
alifatickych/aromatickych monokarboxylovych kyseljpko jsou benzoaty aazné
elastomery byly také po dlouhé obdobi pouzivany pllastifikatory.

Vyvoj plastifikatori pokra&uje s pozadavkem specialnich aplikaci. Tento vyvoj
byl nedavno zavrhnut diky spon ohled@ bezpé&nosti mnoha tradnich plastifikatod.
To vedlo k postupnému vyvoji novych plastifikdtozahrnujicich estery kyseliny
citronoveé, oligomerni a polymerni plastifikatorygoxidované sojové oleje, PVC/EVA
(ethylenvinylacetat) roubované polymery a terpolgmeK dispozici je celarada
plastifikatofi v zavislosti na procesu vyroby a pozadavcich nazio kon&ného

produktu®
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4.8. Léciva pouzita v experimentalni¢asti
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Obr. 9: Vzorec flukonazolu

Flukonazol pati do skupiny antimykotik (antifungalni latky), kéerpisobi
specificky na houbové organismy (kvasinky a vlakribuby). Je to latka syntetického
puvodu a jetazena mezi derivaty triazolu. Do klinické praxe bgveden v roce 1989.
PouZivd se vterapii jak povrchovych, takiegevsim systémovych mykdZ.
Je prokazano, Ze flukonazol je velmi begpen |&ivem a gfinos u ®j prevazuje
nad rizikem®® Nevyhodou ale je, 7e ma pouze fungistatickinék a nize se na &
pii dlouhodobém podavani vyvinout rezistefitdzarmakologicka aktivita je vazana
na gitomnost aromatickéhogpcélenného heterocyklu (triazolu). Mechanismedsmku
se flukonazolradi mezi inhibitory syntézy ergosterolu (zakladhizka plazmatické
membrany houbové lily), ktery prostednictvim fluidity membrany ovliwije
jeji funkénost. Flukonazol vstupuje do iiky a ve fazi demethylace ergosterolu
selektivie inhibuje enzym cytochrom P-450 ddemethylazu, ktery se podili
na gemené lanosterolu na ergosterol. Vazby na atom Zelepacést enzymu) se
Gcastni atomy dusiku heterocyklu. To ma za nasleddkdani sterolu nesouciho
na C14 methylovou skupinu, tedy &mu sloZzeni plazmatické membrany, kdy je
ergosterol neadekvatnnahrazen jinym sterolem, a tim je poskozena dnogt
membrany, vetn® enzymové aktivity na ni vazané. Vysledkem je zpemia
az zastaveniistu buiky. Flukonazol se vyzriaje niZsi lipofilitou a zvySenou penetraci
do CNS a dalsich tkani. Jeho hodnota pKa jé1*%.
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Lékové interakce flukonazolur®

Nekteré  z pedpokladanych nezadoucich¢inkia flukonazolu mohou byt
prisuzovany lékovym interakcim. Veéwgire pripadi je mozné pedpovdét leékove
interakce na zaklad mechanismu dinku interagujicich latek, kdy jsou znamy
farmakodynamické dinky a farmakokinetické vlastnosti. Flukonazol jehibitorem
CYP 450 3A4 a 2C9, diky triazolové strukdu

Interakceflukonazolus nasledujicimi skupinamide:
Tricyklicka antidepresiva (TCA)- amitriptylin, nortriptylin

Flukonazol nZe interferovat s amitriptylinem demethylaci na fazmé
CYP 2C9. To ma za nésledek inhibici demethylacetrgotylinu a vyznamny vZist
jeho plazmatické koncentrace.
Antihistaminika — terfenadin, astemizol

Podani flukonazolu v denni davce 400mg a vyssilgtbe terfenadinem je
kontraindikovano. Saiasné podani flukonazolu v davkach nizSich nez 40@erge
by melo byt monitorovano, nelwohrozi zvySeni plazmatické koncentrace terfenadinu.
TéZz se doporuje monitorovat plazmatické koncentrace astemizgailu podavani
flukonazolu.
Antivirotika (anti HIV |é ¢iva) — didanosin, zidovudin

Flukonazol zvySuje sérovou koncentraci zidovudiria prava@podobr inhibici
jeho metabolismu. Jinak nejsou zndmé zadné interakc
Antibakterialni latky— rifampicin, rifabutin

Rifampicin jako silny induktor CYP 450 3A4 sniZzumazmatickou hladinu
flukonazolu zvySenim jeho eliminace. Flukonazolizen naopak zvysit hladinu
rifabutinu, nejspis inhibici CYP 450 3A4.
Benzodiazepiny- midazolam, triazolam

Flukonazol zvySuje koncentraci a tim Einek midazolamu. Metabolismus
midazolamu je inhibovan siji, pokud je podan peroralma rozdil od intraven6zniho
podani. Flukonazol fize zvySovat &inek triazolamu, i kdyZz ne v takové iaijako
nagiklad ketokonazol nebo itrakonazol.
Cyklosporin

Flukonazol (v davkach vyssich nez 100mg/den) zeyfladinu cyklosporinu a
vysledkem niZze byt toxicita léiva. Je to zfisobeno nejspis inhibici CYP 3A4. Proto

by mély byt koncentrace cyklosporinu a sérového kreatigasgji monitorovany.
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Gl U¢inné latky — cisaprid

Podéani cisapridu s flukonazolem je kontraindikovatiky vyskytu srdénich
piihod. Ty jsou vysledkem zvySené sérové hladinypeida.
Hydrochlorothiazid

ZvySeni hladiny flukonazolu jefipisovano poklesu rendlini clearance.
Perorélni kontraceptiva

Hladina ethinylestradiolu a levonorgestreliza byt po podani flukonazolu
zvySena,¢i snizena. Klinicky vyznaméthto &inka v sowasnosti neni zatimipsre
zném.
Perorélni antidiabetika— tolbutamid, glipizid

Flukonazol redukuje metabolismus tolbutamidu iigiglu a zvySuje tak jejich
plazmatickou koncentraci. Pokud je flukonazol uiv& kombinaci s derivaty
sulfonylurey, néla by byt monitorovana glykémie.
Fenytoin

Flukonazol nize zvySovat plazmatickou koncentraci fenytoinu, ouiZe vest
u rekterych paciernit aZz k jeho toxicit, pravd&podobr inhibici jaterniho metabolismu
fenytoinu es CYP 450 2C09.
Warfarin

Flukonazol zvySuje dinek warfarinu inhibici jeho jaterniho metabolismu.
U¢inngjsi S-enantiomer je metabolizovan cestotesp CYP 2C9 a mén (&inny

R-enantiomer je metabolizovan CYP 3A4. Flukonaamblibuje olg dve tyto cesty.

Derivaty flukonazolu

Pti hledani novych latek se zlepSenym antimykotickymofilem pro potencialni
topickou aplikaci, byly navrzeny dv tridy derivati flukonazolu: (a) estery
karboxylovych kyselin a (b) fosfodiestery a fosfestery mastnych alkohiolnebo
sacharid; mastné alkoholy a sacharidy byly konjugovany ukdhazolem
prostednictvim fosfatového fistku. L&iva aplikovana naii jsou slab absorbovana.
Absorpce l€iv z pokozky niize byt zlepSena zvySenim jejich lipofility. Tentkovy
piistup byl zaloZzen na dorémce, Ze derivaty flukonazolu zvysi lipofilitu flukazolu,
ktery tak bude pomaleji biotransformovan hydrolyzdnebo enzymatickym rozkladem
flukonazolu a karboxylové kyseliny, mastného aldaheebo sacharidovych analog
Tim dojde k postupnému uvamvani flukonazolu z konjugovanych esiecoZz ma

za néasledek moznost n€kastého podavani analodgkonjugovanych estér Navic,

38



fada vybranych karboxylovych kyselin a mastnych ladt® m& sama o s&b
antifungalni aktivitu. Z toho vyplyva zvySeni cell antifungalni aktivity a/nebo
rozSieni spektra €inku. Derivaty flukonazolu zajisti &Si koncentraci neporuseného
konjugovaného esteru kipriku do infikovanych bugk diky lipofilni povaze mastnych
kyselin a alkohal. Krom¢ toho maji derivaty flukonazolu i dalSi vyhody. Rog
rezistence kdmto konjugéatm, které maji d¥ aktivni sloZzky fisobici na rozdilné cile,

bude mén pravaspodobny neZ ke kazdé skmnins zvIa¥ >
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Obr. 10: Vzorec acikloviru

Aciklovir sefadi mezi antivirotika. Antivirotika jsou chemoteeaika, jejichz
rozdilné chemické struktury umiadji zasah dotznych fazi vyvojového cyklu wvir
v hostitelské bitice, hlavé se vyuZziva rozdil v mechanismech a kinetice syntézy
virovych a bugénych struktur. Chemickou strukturou fHatmezi acyklické analogy
nukleosidi (konkrétré guanosinu), které obsahujfipdni bazi a ob#ménou molekulu
sacharidu. Mechanismentiaku aciklovir inhibuje syntézu nukleovych kyselikdy
ve forme aktivniho trifosfatu pednosti inhibuje virem kédovanou DNA-polymerazu,
tim zpomaluje mnoZeni vir? Je vychytavan infikovanymi hikami, ve kterych je
konvertovan viro¥ specifickou thymidinkinazou na monofosfatovy détjvktery je
pak bugénymi enzymy konvertovan nacimnou trifosfatovou formu. Aciklovir je
mnohem «inngjsi proti virové DNA-polymeraze neZ proti btimé DNA-polymeraze®
Pouziva se parenterélnper os i lokala a to u &zkych infekci vyvolanych
herpetickymi  viry (Herpes simplex, Herpes =zostér).Méns G&inny je
proti cytomegaloviim a viru Epsteina-Barrové. Je zvksthodny u herpetickych
genitalnich a mukokutannich infekci u pactetfpicich AIDS. Aciklovir aplikovany

povrcho¥ ve forne roztoku se osidcil také pro I€bu herpetické keratitidy. Pokud je
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podan perorakve vysokych davkach, vede k rychlému uzdraven2@to) dti trpicich

zavaznymi formami planych nestovic. Podany intrézew je Iékem volby u herpetické
encefalitidy. Aciklovir se vylduje grevazi neznénén maii, to znamena, Ze davky
u pacient s renalni insuficienci musi byt sniZzenyipPavky pro povrchové nebo
peroralni podani jsou prakticky bez nezadouci¢imkii, avSak u intravendznich
piipravki se vyskytuje tromboflebitida a td@iblizné u 3% pacient. U 1% nemocnych,
zvlase pacient s poskozenou funkci ledvin, byly pozorovany neagatké symptomy

(nag. agitace, fies, dezorientace) a symptomy psychiatrické iindppersonalizace a

halucinacef?
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Pouzité suroviny

0,5D = Oligoester kys. D,L-mé@e€, glykolové a 0,5% dipentaerythritolu (FaF UK HK)
1D = Oligoester kys. D,L-mé@é, glykolové a 1% dipentaerythritolu (FaF UK HK)
2D = Oligoester kys. D,L-mé@é€, glykolové a 2% dipentaerythritolu (FaF UK HK)
3D = Oligoester kys. D,L-mé@é, glykolové a 3% dipentaerythritolu (FaF UK HK)
5D = Oligoester kys. D,L-mé@é, glykolové a 5% dipentaerythritolu (FaF UK HK)
8D = Oligoester kys. D,L-mé@¢€, glykolové a 8% dipentaerythritolu (FaF UK HK)
TEC = triethylcitrat (Merck)

Kyselina citronova bezvoda a monohydrat (Lachema)

Hydrogenfosforénan disodny dodekahydrat (Lachema)

Azid sodny (Fluka)

Acetongisty (PentaCR)

Mucin z praseéich zZaludk, typ Il (Sigma-Aldrich, USA)

5.2. Pouzité pristroje

Horkovzdusna susSarna HS 61 A

Materialovy zkuSebni stroj T1-FRO50TH.A1K firmy Zoki/Roell
Analytickeé digitalni vahy KERN, max. 220g, d = 0,dm
Digitalni vahy KERN

Spektrofotometr HELIOS GAMA/ DELTA

Stolni digitalni pH metr HANNA model pH 223

5.3. Piiprava vzorku

Pripravila jsem srss o hmotnosti 5,0 g sloZzenou z 66% oligoesterovésie,
30% triethylcitratu a 4% téva. Nejdive jsem si do malé kadinky navazila 3,3 g
oligoesteru a dala do susarny roztavittpplot 60°C. Po jeho z#&knuti jsem pidala
1,5 g triethylcitratu. Ses jsem opt zalivala a pébézre ji homogenizovala kopistkou.
Nakonec jsemifidala 0,2 g léiva a smds jsem dkladné zhomogenizovala. Takto jsem

pripravila vzorky od kazdého z testovanych oligoestgch nosit. Nejprve jsem je
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pouzila pro mndteni adhezivity, ze zbylého mnoZstvi jsemippavila i matrice
pro meieni disoluce. Na dno scintfiai lahvicky jsem navézila na analytickych vahach
150,0 mg, pelila 15,0 g fosfat citratového pufru a dala je tdamostatu temperovat
na 37°C. V pravidelnych¢asovych intervalech jsem odebirala vzorky di&oiu
kapaliny, kterou jsem odlila do dalSich scintilech lahviek a gipravila na pozgsi
méreni. Poté jsem @ dovazila 15,0 g fosfat citratového pufru a vetizpt

do termostatu.

5.4. Liberace I&iv

Jako liberani médium pro l&va flukonazol a aciklovir jsme zvolili fosfat
citratovy pufr o pH 7,0. S pomoci chemickych talulerck jsem zjistila, Zze 1000 m|
pufru se pipravi smisenim x dil roztoku A se 100 — x dily roztoku B. Préigravu
1000 ml fosfat citratového pufru pH 7,0 se pouZig0 ml 0,1M roztoku kyseliny
citronové monohydratu (roztok A) a 810 ml 0,2M wkat hydrogenfosfatu sodného
dihydratu (roztok B). Na zakla&dtoho jsem si vyp&itala mnozstvi surovin pigbné
pro p@ipravu 3000 ml pufru. K dispozici jsem ém pouze hydrogenfosfat sodny
dodekahydrat a pouzivala jsem kyselinu citronovoezvbdou i monohydrat,
to znamena, Ze jsem mnozstvi ddaé z tabulek muselargpaitat. 0,1M roztok A
jsem gipravila navazenim 11,95 g kyseliny citronové betdo kadinky a dopémim
destilovanou vodou do objemu 570 ml. Déale jsemigravila 0,2M roztok B, a to
navazenim 174,06 g hydrogenfosfatu sodného doddkatuya doplénim do objemu
2430 mi¢istenou vodou. Roztok A jsem smichala s roztokem Bag@ zamichala a
zmefila hodnotu pH digitdlnim pH metrem. Odchylku v pjdem eliminovala

bud’ pridavkem malého mnozstvi kyseliny citronove, nebdrbgenfosfatu sodného.

Flukonazol

Pro sestrojeni kalibtai piimky flukonazolu jsem siifpravila zasobni roztok
o koncentraci 400 mg/l. Navazila jsem si 100,0 rukdnazolu do odwrné baiky
0 objemu 250 ml a po rysku doplnila fosféat citrgaovpufrem a dkladreé promichala.
Roztok jsem musela vlozit do ultrazvukové I&ara dobu 5 minut ip teplo& 50°C,
neba’ I&Civo tvorilo velmi t€Zce rozpustné shluldastic. Za tuto dobu doSlo k Gplnému
rozpuséni l&tiva. Zasobni roztok jsem postuprtedila na roztoky o koncentraci
92 — 400mg/l (viz tab. 3). Poté jsem &ita absorbanci jednotlivych roztahkproti fosfat
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citratovému pufru P vinové délce 261 nm. Nakonec jsem z &&nych hodnot
absorbance sestrojila kalildrd primku, zjistila jeji rovnici a hodnotu korelaiho

koeficientu.

Tab. 3 Hodnoty absorbance roztibRukonazolupii vinové délce261 nm

Koncentrace flukonazolu mg/I A
400 0,796
316 0,645
242 0,499
159 0,326
93 0,200

Obr. 11: Kalibrani pfimkaflukonazolupti vinové délce261 nm

1-
0,8 -

PR y = 0,002x + 0,019
0,4 - R? = 0,9994
0,2 -

0 ‘ ‘ ‘
0 200 400 600
c [mg/l]
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Aciklovir

K sestrojeni kalibréni primky acikloviru jsem fpravila zasobni roztok
o koncentraci 25 mg/l. Do oditné baiky o objemu 100 ml jsem navazila 2,5 mg
acikloviru a po rysku doplnila fosfat citratovymfpam. Po chvili michani se aciklovir
rozpustil. Zasobni roztok jsem déledila na roztoky o koncentraci 1-25mg/I
(viz tab. 4). U takto fipravenych roztok jsem zndtila absorbanci proti fosfat
citratovému pufru P vinové délce 256 nm. Na zakkadhodnot absorbance jsem poté

sestrojila kalibrani primku, zjistila jeji rovnici a hodnotu korelaiho koeficientu.

Tab. 4: Hodnoty absorbance roztiplcikloviru pii vinové délce256 nm

Koncentrace acikloviru mg/l A
25 1,91
20 1,53
15 1,16
10 0,787
5 0,436
1 0,136

Obr. 12: Kalibratni primkaacikloviru pii vinové délce256 nm

A y =0,0737x + 0,0599
R? = 0,9999

O T T T T I !
0 5 10 15 20 25 30

c [mg/l]
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Flukonazol

Ze vzorki disolwni kapaliny jsem stanovila mnoZstvi uvémého flukonazolu.
Zmgiila jsem hodnotu absorbance spektrofotometricky ynové délce 261 nm.
Intervaly odlgru vzorki byly ze zg&atku kratké (3 hod., 6 hod.), aby se zachytidgtek
liberace (burst efekt, lag time) a postdpee prodluzovaly (24 hod., 48 hod.)
az do doby, dokud probihalo uyiolvani I€iva z matrice. KdyZ se &&vo z matrice

piestalo uvatovat, nebo se jiz vSechno uvolnilogifani jsem ukotila.

Aciklovir

MnozZstvi uvolgného acikloviru jsem ve vzorcich diséhi kapaliny
stanovovala obdokinako u flukonazolu, pouze s tim rozdilem, Ze hddrabsorbance
byla mgfena @i vinové délce 256 nm. Hodnota absorbance byla mvse W&tSing
piipadi vétSi nez 1,9, a tak jsem musela prastatedni disolwni kapaliny fosféat

citratovym pufrem.

Pro n&feni absorbance jsem si nigye spustila spektrofotometr a musela jsem
pockat 30 min na jeho zahti. Poté jsem nastavila vinovou délku (pro flukooia
261 nm a pro aciklovir 256 nm). Umistila jsem slefprek do cely, zaela kryt a
vynulovala. Slepy vzorek jsem vyjmula a do cely stitd meieny vzorek. Zakela jsem
kryt a na displeji se zobrazila hodnota absorbarktetou jsem si zaznamenala.
U vzorki s flukonazolem byla hodnota absorbance ve viagbagech nititelna
rovnou. Ale u vzork s aciklovirem byla #Sina mimo ngfitelné rozmezi, a tak jsem

musela vzorky jestredit fosfat citratovym pufrem.

Namétenou hodnotu absorbance jsem dosadila do rovniderdani piimky a
s pihlédnutim nafedni vypctitala mnozstvi uvokného I€iva ve vzorku disoléni
kapaliny (v mg/15ml). Dale jsem vypitala, kolik % I€iva se za danyasovy Usek
uvolnilo a to tak, Ze jsem mnozstvi uvéhého I€iva prevedla na podil liberovaného
mnozstvi l€iva k celkovému mnozZstvi d&va v matrici v %. Pibéh liberace jsem
znézornila graficky jako zavislost kumulativnich ®olnéného I€iva (osa y) naase
(osa x).
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Flukonazol
Rovnice kalibrani primky flukonazolu
y = 0,002x + 0,019

Vypocet uvolrenéhoflukonazolu

_ y- 0019
0002

Xo = X1 X 0,015x D

X1

Xop = —2 x 100
004xm,

Aciklovir
Rovnice kalibrani piimky acikloviru:
y = 0,0737x + 0,0599

Vypocet uvolrenéhoacikloviru:

_ y-0,0599

X1
0,0737

X2 = %1 X 0,015x D

X%:‘aafiﬁ;'X1°°

kde X..ooovnennn. mnozstviéciva [mg/l]
Xouerannnnn mnozstvi léiva v 15 ml [mg/l]
Mprvvveeeeeens podil liberovanéhodi&a [%0]
Do redéni vzorku
1 W navazka matrice [mg]
Y............absorbance
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5.5. Méreni adheze

Na materialovém zkuSebnim stroji firmy Zwick/Rogdem u pipravenych
vzorka znefila adhezi. Nejéive jsem si stroj a kému pripojeny p@ita¢ zapnula. Jako
podkladovy material jsme zvolili mucin, ktery jsrteprve museli upravit. Hydratovali
jsme ho¢isténou vodou do pozadované konzistence (1,0 g mucirtience jsme
rozeteli se 7,0 g vody). Mucin jsem poté nanesla kopistkovhongrné na dolni
kontaktni plochu stroje, na horni plochu jsem nkeEnesvnongrnou vrstvu vzorku.
Pred vlastnim réfenim jsem na pitaci nastavila testovaci parametry (kontakni silu
10 N, dobu kontaktu 60 s a rychlost odtrzeni 100/mim). Dale jsem nastavila vychozi
vzdalenost horni a dolni plochy (LE), vynulovaldusa odstartovala vlastni zkouSku
adheze.

Horni plocha se zala z vychozi pozice LE 25 mm pohybovatésem dofi
rychlosti 25 mm/min do té doby, nez se plochy kéguiblizily na zkuSebni vzdalenost
5 mm. Po dosazeni této vzdalenosti se plodiilglipovaly jen rychlosti 10 mm/min,
az se dostaly do kontaktu. Kontaktni sila byla J@Ndobu 60 s, pak doslo k odtrzeni
horni plochy od dolni rychlosti 100 mm/min. Snérglly zaznamenal hodnotunk
(ti. maximalni silu, kterd je nutné pro odtrzeid)kazdym vzorkem jsem provedla sérii
péti zkouSek. Po kazdém difeni jsem musela ébplochy @istit acetonem, vodou a

nalezig osusit.
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Obr. 13: Vzor protokolu testu adheze

Zk. parametry:

Zkousel(a) : RP Dvorakova
Material : mucin-3D
Snimac sily : 2,5kN
Jina rychlost pro odlehéeni : 100 mm/min
Prodleva na ref. hodn. sily pfi zatéZzovani: 1:60
Definovani sily pro zatizeni : 1:10
Vysledky: Statistika:
Fa max. Série | Fa max.
Nr N n=5 N
1 N 711,374 ; -10,51
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4 -1065
8 -10,06
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6. VYSLEDKY

6.1. Tabulky
Tab. 5: Liberace flukonazolu z polymeru 3D plastifikované30% triethylcitratu.
<as A tedin ACV ACV ormer kumulativni
[mg/15ml] [%0] %

0,131 1 0,840 13,70

3hod | 0,155 1 1,020 16,80 | 14,23 14,23
0,118 1 0,743 12,19
0,115 1 0,720 11,74

6 hod | 0,153 1 1,005 16,55| 12,14 26,37
0,085 1 0,495 8,13
0,270 1 1,883 30,70

24 hod| 0,327 1 2,310 38,04 | 32,27 58,64
0,247 1 1,710 28,07
0,110 1 0,683 11,13

48 hod| 0,077 1 0,435 7,16 | 10,49 69,13
0,126 1 0,803 13,17
0,228 1 1,568 25,56

5dni | 0,151 1 0,990 16,30| 20,64 89,77
0,182 1 1,223 20,07
0,112 1 0,698 11,37

8dni | 0,088 1 0,518 8,44 9,50 99,27
0,090 1 0,533 8,68
0,057 1 0,285 4,65

12dmi | 0,067 1 0,360 5,87 4,24 103,51
0,037 1 0,135 2,20




Tab. 6: Liberace flukonazolu z polymeru 5D plastifikované30% triethylcitratu.

ACV kumulativni
cas A redéni ,[6(\)/C0:]V pramér
[mg/15ml] %
0,194 1 1,313 21,46
3hod | 0,156 1 1,028 16,93| 19,18 19,18
0,173 1 1,155 19,16
0,293 1 2,055 33,60
6 hod | 0,188 1 1,268 20,89| 22,27 41,45
0,118 1 0,743 12,32
0,255 1 1,770 28,94
24 hod| 0,267 1 1,860 30,65| 29,61 71,06
0,254 1 1,763 29,24
0,069 1 0,375 6,13
48 hod | 0,092 1 0,548 9,02 | 8,70 79,76
0,107 1 0,660 10,95
0,130 1 0,833 13,61
5dni | 0,116 1 0,728 11,99| 12,27 92,03
0,109 1 0,675 11,20
0,075 1 0,420 6,87
8dni | 0,071 1 0,390 6,43 | 7,29 99,32
0,088 1 0,518 8,58
0,037 1 0,135 2,21
12 dni | 0,032 1 0,098 1,61 | 2,27 101,59
0,043 1 0,180 2,99




Tab. 7: Liberace flukonazolu z polymeru 8D plastifikovainé30% triethylcitratu.

ACV kumulativni
cas A redéni ACV [%] | pramér
[mg/15ml] %
0,643 1 4,680 76,67
3 hod | 0,522 1 3,773 62,05 | 64,95 64,95
0,475 1 3,420 56,14
0,282 1 1,973 32,31
6 hod | 0,137 1 0,885 14,56 | 23,79 88,74
0,218 1 1,493 24,50
0,110 1 0,683 11,18
24 hod| 0,092 1 0,548 9,00 9,93 98,67
0,097 1 0,585 9,60
0,054 1 0,263 4,30
48 hod | 0,035 1 0,120 1,97 2,95 101,63
0,040 1 0,158 2,59
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Tab. 8 Liberace acikloviru z polymeru 3D plastifikovarmeB0% triethylcitratu.

¢as A redéni ACY '[A(‘,/CO:]V pramér kumuiativn
[mg/15ml] %

0,645 5 0,595 9,77

3hod | 0,624 5 0,574 9,57| 8,72 8,72
0,466 5 0,413 6,82
0,395 2 0,136 2,24

6 hod | 0,375 2 0,128 2,14 2,34 11,06
0,455 2 0,161 2,65
0,652 5 0,603 9,89

24 hod| 0,684 5 0,635 10,59 9,95 21,01
0,618 5 0,568 9,37
0,899 1 0,171 2,80

48 hod| 0,809 1 0,152 2,54 2,80 23,81
0,966 1 0,184 3,04
0,613 5 0,563 9,24

5dmi | 0,598 5 0,548 9,13| 9,46 33,27
0,656 5 0,607 10,01
0,695 5 0,646 10,61

8 dni 0,765 5 0,718 11,96 11,34 44,61
0,742 5 0,694 11,45
1,122 5 1,081 17,74

12dmi | 1,192 5 1,152 19,20 18,05 62,66
1,085 5 1,043 17,21
0,884 10 1,677 27,53

22dmi | 0,899 10 1,708 28,4 26,89 89,56
0,795 10 1,496 24,69
0,294 10 0,476 7,82

46 dmi | 0,287 10 0,462 7,70 8,00 97,55
0,312 10 0,513 8,47
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Tab. 9: Liberace acikloviru z polymeru 5D plastifikovarmeB0% triethylcitratu.

¢as A redéni ACY '[A(‘)/S]V prameér kumulativn
[mg/15ml] %

0,725 12 1,624 26,75

3 hod | 0,969 12 2,220 36,81| 31,26 31,26
0,810 12 1,832 30,23
0,685 12 1,527 25,14

6 hod | 0,586 12 1,285 21,30, 23,10 54,36
0,627 12 1,385 22,86
0,723 5 0,675 11,11

24 hod| 0,801 5 0,754 12,50| 12,26 66,62
0,843 5 0,797 13,15
0,633 5 0,583 9,60

48 hod| 0,624 5 0,574 9,52 9,06 75,68
0,540 5 0,489 8,06
0,722 5 0,674 11,10

5 dni 0,861 5 0,815 13,52 | 12,48 88,16
0,823 5 0,777 12,81
1,201 2 0,464 7,65

8dmi | 1,126 2 0,434 7,19 | 7,30 95,46
1,112 2 0,428 7,07
1,110 1 0,214 3,52

12dmi | 1,105 1 0,213 3,53 | 3,37 98,83
0,969 1 0,185 3,05
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Tab. 10 Liberace acikloviru z polymeru 8D plastifikovaméB0% triethylcitratu.

¢as A redéni ACY '[A(‘,/CO:]V pramér kumuiativn
[mg/15ml] %

0,793 12 1,790 29,86

3 hod | 0,801 12 1,810 29,75| 32,16 32,16
0,975 12 2,235 36,88
1,049 12 2,416 40,29

6 hod | 0,892 12 2,032 33,40| 36,23 68,39
0,928 12 2,120 34,99
0,586 5 0,535 8,93

24 hod| 0,559 5 0,508 8,35 9,02 77,41
0,642 5 0,592 9,78
1,240 2 0,480 8,01

48 hod| 1,320 2 0,513 8,43 8,18 85,59
1,267 2 0,491 8,11
0,985 5 0,941 15,70

5dmi | 1,029 2 0,394 6,48 | 9,53 95,12
1,015 2 0,389 6,42
0,799 1 0,150 2,51

8dmi | 0,784 1 0,147 2,42 | 2,54 97,67
0,861 1 0,163 2,69
0,438 1 0,077 1,28

12dmi | 0,389 1 0,067 1,10 | 1,20 98,87
0,425 1 0,074 1,23
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Tab. 11 Adhezivita nosie 0,5D plastifikovaného 30% triethylcitratu.

Meteni¢. | Fmax[N] | @ Fnax[N] | s 2 tr: 2:‘&52; hy [m%l/lr:rﬁf]
1 4,79
2 5,76
3 5,26 5,53 0,53 20,11 17,42
4 5,68
5 6,18

Tab. 12 Adhezivita nosie 1D plastifikovaného 30% triethylcitratu.

Meteni¢. | Fmax[N] | @ Fnax[N] | s 2 tr: 2:‘&52; hy [m%l/lr:rﬁf]
1 5,37
2 4,89
3 4,61 4,98 0,28 20,11 15,67
4 5,09
5 4,92

Tab. 13 Adhezivita nosie 2D plastifikovaného 30% triethylcitratu.

Meteni¢. | Fmax[N] | @ Fnax[N] | s 2 tr: 2:‘&52; hy [m%l/lr:rﬁf]
1 7,24
2 7,17
3 6,47 6,65 0,58 20,11 20,94
4 6,55
5 5,82
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Tab. 14 Adhezivita nosie 3D plastifikovaného 30% triethylcitratu.

Meteni¢. | Fmax[N] | @ Fnax[N] | s 2 tr: 2:‘&52; hy [m%l/lr:rﬁf]
1 11,34
2 10,10
3 10,41 10,51 0,52 20,11 33,09
4 10,65
5 10,06

Tab. 15 Adhezivita nosie 5D plastifikovaného 30% triethylcitratu.

Meteni¢. | Fmax[N] | @ Fnax[N] | s 2 tr: 2:‘&52; hy [m%l/lr:rﬁf]
1 12,27
2 14,04
3 13,55 13,15 1,49 20,11 41,38
4 11,05
5 14,81

Tab. 16 Adhezivita nosie 8D plastifikovaného 30% triethylcitratu.

Meteni¢. | Fmax[N] | @ Fnax[N] | s 2 tr: 2:‘&52; hy [m%l/lr:rﬁf]
1 11,41
2 14,45
3 12,79 13,22 1,17 20,11 41,63
4 13,76
5 13,70
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6.2. Grafy

Obr. 14: Liberace flukonazolu z polymeru 3D plastifikovane30% triethylcitratu.

120 -

100

80

60

% flukonazolu

40

20

Obr. 15: Liberace flukonazolu z polymeru 5D plastifikované30% triethylcitratu.
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Obr. 16: Liberace flukonazolu z polymeru 8D plastifikovaneé30% triethylcitratu.
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Obr. 17: Liberace acikloviru z polymeru 3D plastifikovarméB0% triethylcitratu.
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Obr. 18: Liberace acikloviru z polymeru 5D plastifikovarméB0% triethylcitratu.
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Obr. 19: Liberace acikloviru z polymeru 8D plastifikovarméB0% triethylcitratu.
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Obr. 20: Vliv koncentrace $tvici sloZky na pibéh liberace flukonazolu.
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Obr. 21: Vliv koncentrace #tvici slozky na pibéh liberace acikloviru.
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Obr. 22: Adhezivita oligoesterovych ndsi vétvenych dipentaerythritolem
a plastifikovanych 30% TEC.
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7. DISKUZE

7.1. Oligoestery W&tvené dipentaerythritolem jako noste I&iv

V piedlozené rigorézni praci byly jako nésiflukonazolu a acikloviru testovany
oligoestery ¥tvené dipentaerythritolem, pracavoznaené 3D, 5D, 8D. No&e byly
syntetizovdny na katéel farmaceutické technologie vroce 2004. Jedna se
o kopolymery kyseliny migné a glykolove v pogru 1:1 obsahuijici jako&wvici slozku
dipentaerythritol v koncentraci 3%, 5% nebo 8%.

Ve firmé¢ Synpo a.s. Pardubice bylo provedeno stanovenirmiolimotnosti
oligoestett metodou SEC-MALS a vypet stupg vétveni. V tabulce 17 jsou uvedeny
ciselné (M) a hmotnostni (M) praméry molarni hmotnosti a pogn hmotnostniho
praméru stanoveného pomoci konwemn SEC, M,(SEC) ke skui@éné hodnat stanovené
pomoci SEC-MALS. Po#r M(SEC)/M, klesa srostoucim stugm wétveni
(pro linearni kyselinu poly-DL-mighou byla stanovena hodnota 1,50). Vysledky
analyzy naznalji, Ze molarni hmotnost na@si klesd s rostoucim obsahenstwici
slozky. To je dano vastajicim pebytkem hydroxyl. Stupé vétveni s rostoucim

obsahem dipentaerythritolu v rémk snesi vzrista®

Tab. 17: Molarni hmotnosti a poen M,,(SEC)/M, oligoesterovych no&.

Oznafeni noste | M, [g/mol] | My [g/mol] | M (SEC)/My*

3D 3600 5300 1,19
sD 1900 2300 1,04
8D 1400 1700 0,94

M, [g/mol] je ciselre st'edni molarni hmotnost, M[g/mol] je hmotnosté st'edni molarni
hmotnost a poer M(SEC)/M, vyjadiuje stupé vétveni (nizSi hodnota znamena vyssi siupe

vetveni, linearni PLGA ma hodnotu 1,5)

Matrice byly gipraveny jiz dive vyzkouSenou metodou taveni Gsi
v horkovzdusné susafpii teplot do 80°C. Jako plastifikator byl pouzit triethyrét
(TEC) v koncentraci 30%. Jedna se &g pouzivany plastifikator polymeér jehoz
vyhodou je neSkodnost préend dlouhodobym pouzivanim a vysokdindost
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pfi snizovani teploty skelnéhoigrhodu alifatickych oligoestier® TEC je misitelny
s tSinou oligoesterovych nasi a mize byt pouZzit téx bez omezeni.

K plastifikovanému nosi bylo pridano I&€ivo (aciklovir nebo flukonazol)
v koncentraci 4% z celkové hmotnosti matrice. M&ro hmotnosti 150,0 mg byly
studovany jako tvarav shodné tenké disky na d&rscintilanich lahviéek. Shodny
povrch vSech matric byl zajit nalfdtim dna scintiléeni lahvicky, ¢imZz se matrice
rovnomerné rozprostely po dré. Disolwtnim meédiem pro liberaci & byl zvolen
fosfat citratovy pufr pH 7,0. ¥asovych intervalech vhodnzvolenych tak, aby byl
zachycen cely f@ibéh uvokovani I&€iv, byly odebirany vzorky disotiniho média a
spektrofotometricky stanoveno mnoZzstvi uvoieho I€iva (Tab. 5-10).

Kli¢ovou vlastnosti { liberaci I&€ivych latek z oligoestrovych nasi je pribéh
jejich bobtnani a eroze. Pokud nobbbtna ve velkém rozsahu, probiha liberace difuzi
molekul nebo iont 1éCiva, pfipadré desorpci. B niZzSim stupni bobtnani se projevuji
obstrukni efekty. Pokud no&i nebobtnd, pib¢h liberace se realizuje erozi a
rozpous&nim matricového systému.

Vétvené alifatické oligoestery relativmychle hydrolyzuji. Chemicka nestabilita
slowenin je gicinou jednak nerovnovazného bobtnani, jednak erozétvené
vodného média. DalSim specifikem je erozZdseék @i zachovani jejich integrity.
S rostoucim stugim vétveni klesa stupebobtnani nosii.

Pribsh bobtnani a eroze byl studovan v ramci rigorézace Sebestov&.Bylo
zZjisténo, Ze eroze nox 3D probihala &hem prvnich gt dni pomalu, poté doSlo
ke zrychleni a po 28 dnech zbyvalo 30% materialtibdh eroze korespondoval
s ptibchem bobtnani, zji8hy vyssi stupge bobtnani po 5. dnu souvisel s rychlejSi erozi
materialu. U noge 5D nastal rychly ubytek hmotnosti za prvni deasledovany
vyraznym zpomalenim eroze. Pomala eroze byla ddégena nizkym stugm
bobtnani. Po 21 dnech zbyvalo £80% pivodni matrice. U noge 8D doSlo Bhem
3 dni k rychlému rozpughi priblizné poloviny matrice, po 3. dnu byla eroze velmi

pomala.
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Obr. 23: Pribéh eroze oligoestérvétvenych dipentaerythritolem ve fosféat citrdtovém
pufru pH 6,02°
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Na Obr. 14 je znazo#én pribéh liberace flukonazolu z nag 3D. Za prvni
téi hodiny od péatku disoléniho testu se z matrice uvolnilo 14% flukonazolu,
za 24 hodin jiz tert 60% inkorporovaného é¢éva a celkova doba liberace byla 12idn
Vyrazré pomalejSi byl pibéh liberace acikloviru z oligoesteru 3D (Obr. 17).
Na paéatku se uvolnilo pouze 9% dé&a, za 24 hodin 21% &va a celkovd doba
liberace byla 46 dh

Zvysenim koncentrace ¢éwici slozky vreakni smeési z 3% na 5%
dipentaerythritolu, vedlo k ziskani oligoesteru i&Sh molarni hmotnosti a vysSim
stuprem wétveni (Tab. 17). To ovlivnilo @ibéh eroze oligoesterovych matric a liberace
|éCiv. Eroze oligoesteru 5D byla po dobu deseti dychlejSi nez eroze oligoesteru 3D,
proto i liberace l&v z matrice tvéené oligoesterem 5D probihala rychleji. Na&da&u
(po 3 hod.) se flukonazolu uvolnilo 20% a aciklovidokonce 30%. Za 24 hod. se
mnozstvi uvolgnych I&iv vyrovnalo a bylo uvoléno giblizn¢ 70%. Celkova doba
liberace flukonazolu i acikloviru z n@ég 5D byla 12 da.

DalSim zvySenim koncentraceétvici slozky v reakni snesi doSlo k dalSimu
snizeni molarni hmotnosti a zvySeni stupttveni syntetizovanych oligoeste(Tab.

17). Eroze oligoesteru 8D byla vyra&zmychlejsi, zejména v prvnichtrech dnech
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(Obr. 23). Tomu odpovidala i rychla liberac€iVé Flukonazol se z matrice tiené
oligoesterem 8D uvolnil prakticky za 24 hodin (Ob8), aciklovir za 5 din (Obr. 19).

7.2. Adhezivita oligoestef vétvenych dipentaerythritolem

Na katedle farmaceutické technologie FaF UK byly v roce 2@@dtetizovany
terpolymery kyseliny mkéné a glykolové, stvené 3%, 5% nebo 8% mannitolu nebo
dipentaerythritolu. Tyto no& byly analyzovany v Synpo Pardubice (Tab. 17).a&
ukazala, Ze zvolené koncentracétwvici slozky vedou k no&im s nizkou molarni
hmotnosti.Cim vy33i byla koncentracestvici slozky v reakni sn¥si, tim niz3i byla
molarni hmotnost no&. S cilem ziskat na® s vysSi molarni hmotnosti bylo
pii syntéze v roce 2006 pouzito pouze 0,5%, 1% né&badbentaerythritolu v re&ki
smesi. U dipentaerythritolu bylo moZzno fip stejné reaktivie vSech hydroxyl
piedpokladat imou zavislost mezi jeho podilem v réak smési a stupsim vétveni
nosit. Analyzou no¥ syntetizovanych no&i gelovou permemi chromatografii
s on-line rozptylovym fotometrem a viskozimetrénbylo zji&no, Ze s rostouci
koncentraci dipentaerythritolu fadt 0,5%—1%—2% molarni hmotnost a stupe
vétveni rostou (Tab. 18). Zavislost molarni hmotnagigoesteét M,, na koncentraci
vétvici slozky v reakni smési uvadi Obr. 24.

Tab. 18 Ciselné a hmotnostni joméry molarni hmotnosti a pmérné \tvici ponery
g oligoesterovych no&i.

Oznateni noste | M, [g/mol] | M, [g/mol] g
0,5D 2200 4000 0,70
1D 2500 5700 0,58
2D 4300 6600 0,52

M, [g/mol] je ciselre st"edni molarni hmotnost, M[g/mol] je hmotnost# st'edni
molarni hmotnost, g &y /7iin) j€ wtvici poner stanoveny z vnibi viskozity linearniho
(lin) a vetveného (br) polymeru#p shodné molarni hmotnosti (linearni PLGA ma
9'=1,0)
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Obr. 24: Vliv koncentrace #tvici sloZzky v reakni snesi na molarni hmotnost M
oligoested.>* >’
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Byla métena adhezivita oligoester vétvenych dipentaerythritolem a
plastifikovanych 30% triethylcitrdtu jako maximalnsila i odtrzeni vzorku
od modelového substratu temého mucinem z praseh Zaludk. Test adheze byl
realizovan p kontaktni sile 10 N, kontaktni d®&k60 s a rychlosti odtrzeni vzorku
od podkladu 100 mm/min. Obr. 13 wuvadi vzor protokat neieni adheze.
Pfi nastavenych zkuSebnich parametrech byla zkouskeegena 5x. Sila pi@bna
k odtrzeni adheziva od substratu byla vigdmh jako Fax Vv jednotkach Newton.
Zaporné znameénko vyjagie zgtny pohyb horni kontaktni plochy se vzorkem
pii odtrzeni od podkladu. S kladnym znaménkem strgistruje tlakovou silu
pii kontaktu ploch.

Namegiend maximalni sila ip odtrzeni adheziva od podkladu byla vztazena
k velikosti kontaktni plochy a vyjédna v jednotkdch mN/mfim(Tab. 11-16). Je tak
mozno porovnavat vysledky ziskan& miznych kontaktnich plochach. Vysledky test
realizované $ riznych zkuSebnich parametrech srovnavat nelze.

Na Obr. 22 je porovnana adhezivita oligoestgitvenych dipentaerythritolem a
plastifikovanych 30% triethylcitratu. Adhezi viskdizh soustav k substratu vysije
teorie sméeni. Podle této teorie jsou adhezivni vlastnostiendu dany schopnosti
rozprostit se po substratu a vytkib s nim €sny kontakt. Adhezivni vlastnosti

viskdznich soustav jsou vyznaovlivnény dynamickou viskozitou.
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V diplomové prac a v rigorézni praci Pablové byla mstena dynamicka

viskozita oligoestér vétvenych dipentaerythritolem a plastifikovanych 30%C.

Tab. 19 Dynamicka viskozita oligoested vitvenych dipentaerythritoler: >

Oligoester, 0,5D 1D 2D 3D 5D 8D
n [Pa.s] 88,81 88,21 38,07 153,06 24,63 16,03

Bylo zjiS&no, Ze polymery s extrémirvysokou hodnotou dynamické viskozity
se nerozprogbu po substratu, jejich adhezivni sila je s#talna. Napiklad oligoester
3D plastifikovany pouze 10% TEC mé& dynamickou widtu ténsF 3000 Pa.d.
Naopak, je-li dynamicka viskozitaips nizkd, i adhezivita fize byt zanedbatelna. Lze
tedy konstatovat, Zze polymery, jejichz adheziviéwigi na rozprogeni po substratu,

vykazuji adhezivni vlastnosti vairém rozmezi hodnot dynamickeé viskozity.

Obr. 25 Vztah mezi adhezivitou a viskozitou oligoestervétvenych
dipentaerythritolem a plastifikovanych 30% triettifdatu.
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Na Obr. 25 je znazoén vztah mezi adhezivitou a viskozitou oligoester
vétvenych dipentaerythritolem a plastifikovanych 308tethylcitratu. Dynamicka
viskozita vSech testovanych oligoestebyla v relative Uzkém rozmezi hodnot

(priblizn¢ 15 az 150 Pa.s). Tomu odpovidaji hodnoty adhezsity vztazené
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ke kontaktni plose od 16 mN/nirdo 153 mN/mr Nejvy3si adhezivita byla zjiSta
u oligoestet 5D a 8D, které maji nizkou dynamickou viskozilalikoZ teti nejvyssi
adhezivitu ndl oligoester 3D s nejvysSi hodnotou dynamické vislyo linearni
zavislost mezi adhezivitou a viskozitou nelze katwstat. VSechny testované

oligoestery vykazovaly v testu adhezivni vlastnosti
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8. ZAVERY

1. Pii syntéze oligoestér testovanych vigdloZzené praci byla v re&ki sntsi
pouzita fizna koncentrace dipentaerythritolu ve funkcétwei slozky.
U dipentaerythritolu bylo mozno fip stejné reaktivie vSech hydroxyl
piedpokladat fimou zavislost mezi jeho podilem v réak smési a stupsim
vétveni nosta. Fi pouziti pouze 0,5%, 1% nebo 2% dipentaerythritololarni
hmotnost a stugievétveni rostly. Bi vySSich koncentracich dipentaerythritolu se
stupé vétveni vyrazg nezvysoval, byly ziskany oligoestery s nizkou mdla
hmotnosti M,. ZvySenim koncentrace dipentaerythritolu z 3% %ase molarni

hmotnost M, snizila.

2. V¢étvené oligoestery alifatickych hydroxykyselin erfidiz v pocatenim stadiu
pusobenim vodného média. DalSim specifikem je erolisek @i zachovani
jejich integrity. S rostoucim stupm wétveni klesa stupe bobtnani nosii.

Liberace I€iv se realizuje erozi a rozpo&stfm matricového systému.

3. Liberace acikloviru a flukonazolu z oligoestesyntetizovanych z redki snesi
s relativie vysokou koncentraci dipentaerythritolu byla ovéma molarni

hmotnosti. S klesajici v fadt 3D—5D—8D se zvySovala rychlost liberace.

4. Oligoestery ¥tvené dipentaerythritolem a plastifikované 30% tkryécitratu
vykazovaly vtestu dobré adhezivni vlastnosti. Adheisk6znich soustav
k substratu vysitluje teorie smé&eni. Podle této teorie jsou adhezivni vlastnosti
materialu dany schopnosti rozpidistse po substratu a vytkib s nim €sny
kontakt. NejvysSi adhezivita byla zjga u oligoestdér 5D a 8D, které maji
relativie nizkou dynamickou viskozitu. Linearni zavisloséznadhezivitou a

viskozitou vSak nelze konstatovat.
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9. SOUHRN

Cilem rigor6zni prace bylo studium adhezivnich wiasti ¥tvenych
terpolymefi kyseliny D,L-ml&né, glykolové a dipentaerythritolu, plastifikovahyc
30 % triethylcitratu, a liberace flukonazolu a aoikru z €chto nosta. V teoretickée
casti této prace jsou popsany mechanismy bioadh®akgické substraty, polymery
pouzivané v terapeutickych systémech¢iié a  mechanismy liberace dé.

V experimentélni¢asti byla mdfena adhezivita plastifikovanych oligoesterJako
modelovy podklad byl pouzit hydratovany mucin zgaééch Zaludk. Mirou adhezivity

je maximalni sila Fax[N], ktera je potebna pro odtrzeni vzorku od podkladu. Tato sila
byla vztaZena k velikosti kontaktni plochy a vyj@a v jednotkach mN/mmNejvyssi
adhezivita byla zji#a u oligoestér 5D a 8D s nizkou dynamickou viskozitou.
Line&rni zavislost mezi adhezivitou a dynamickoskezitou vSak nelze konstatovat.
Dale byla sledovana liberaceid (flukonazolu a acikloviru) f 37°C, jako disolani
médium byl pouzit fosfat citratovy pufr pH 7,0.tBéh liberace je tedy ovlivin
molarni hmotnosti no&i. Z testovanych oligoestierse jako vhodné nas I&€iv

nakonec jevi oligoestery s vySSi molarni hmotnosti.
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SUMMARY

The aim of this thesis was the study of adhesivepgrties of branched
terpolymers of D,L-lactic acid, glycolic acid andpentaerythritol, and release of
fluconazole and aciclovir from these carriers. #lted carriers were plasticized with
30% of triethyl citrate (TEC). In the theoreticahrp of this thesis mechanisms of
bioadhesion, biological substrates, polymers useddiug delivery systems and
mechanisms of drug release are described. In tiperiexental part adhesivity of
plasticized oligoesters was measured. Hydrated misalated from porcine stomach
was used as a model substrate for bioadhesionratbheof adhesivity is the maximal
force Fnax [N], which is required for the detachment of testeamples from the
substrate. This force was related to the size@ttntact surface and expressed in units
mN/mnf. The highest adhesivity was measured in oligossteelled 5D and 8D,
which had low dynamic viscosity. However, it is iogsible to state linear relationship
between adhesivity and dynamic viscosity. The sdeaf fluconazole and aciclovir
at 37°C was also studied in experimental part. pthate citrate buffer pH 7,0 was used
as a medium of drug release. The process of diegse is influenced by molecular
weight of carriers. Among tested branched plasttinligoesters, the oligoesters with
higher molecular weight appear to be suitable ag darriers.
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