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Abstrakt

Cilem diplomové prace je studium reologickych a adhezivnich vlastnosti
vétvenych oligoestert a liberace acikloviru ztéchto systémi. V teoretické casti je
uveden prehled o bioadhezi, o pouzivanych adhezivnich materidlech a jejich vyuziti
a také bioadhezivni piipravky registrované v Ceské republice. Dale rozdéleni bioadheze
na nespecifickou a specifickou se zvlastnim zaméfenim na lektiny. V praktické ¢asti
byly meéfeny adhezivni sila a dynamicka viskozita oligoesteri kyseliny mlécné
a glykolové, vétvenych dipentaerythritolem (0,5D, 1D, 2D, 3D, 5D, 8D) a linedrniho
oligoesteru PLGA. NosicCe byly plastifikovany 10% triethylcitratu. Nejvyssi adhezivni
sila byla naméfena u oligoesteri 5D a 8D. Dynamickd viskozita byla nejvyssi
u oligoesterit 3D a PLGA. Liberace acikloviru byla studovana u oligoestert 0,5D, 1D
a 2D. Nejrychleji se uvolnil aciklovir z oligoesteru 0,5D - za 48 hodin, z oligoesteru 1D
se uvoliovalo 1é¢ivo 10 dni a u 2D byla doba liberace 21 dntl.

Klic¢ové slova: bioadheze, bioadhezivni ptipravky, lektiny, liberace acikloviru, viskozita

Abstract

This Graduation Theses objective is the study of rheologic and adhesion
properties of branched oligoesters and acyclovir release from these systems. At the
theoretic part there is introduced a basic survey of the bioadhesion and used adhesive
materials and their possibilities of the exploitation. There is also the survey
of bioadhesive dosage forms registrated in the Czech Republic. And further more there
is an apportionment of the bioadhesion for the specific and nonspecific bioadhesion
with a special focus on lectins. At the practical part the adhesion and the dynamic
viscosity of the oligoesters of lactic and glycolic acid branched with various
concentration of dipentaerythritol (0,5D, 1D, 2D, 3D, 5D, 8D) and linear PLGA were
measured. Carriers were plasticized using 10% of triethylcitrate. The highest adhesion
power was found out by oligoesters 5D and 8D. The dynamic viscosity was the highest
by oligoesters 3D and PLGA. The release of acyclovir was studied by oligoesters 0,5D,
1D a 2D. The most fast acyclovir realize was measured regarding to oligoester 0,5 D,
48 hours. The acyclovir realize from oligoester 1D was 10 days and from oligoester 2D
21 days.

Keywords: bioadhesion, bioadhesive materials, lectins, acyclovir release, viscosity
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1. Uvod

Bioadhezivni materialy jsou schopny pfilnout na rtizné povrchy v organismu
a setrvat zde po delsi dobu. Pokud je takovym povrchem slizni¢ni membrana pokryta
vrstvou hlenu, hovoiime o mukoadhezi.® Specialnim pfipadem je cytoadheze, kdy se
nékteré molekuly specificky vazi prostiednictvim receptori na povrch bunék.

Vyuziti bioadheziv je dano jejich del§i vazbou na biologické povrchy. Tim se
zlepSuje absorpce dané 1é¢ivé latky inkorporované v bioadhezivnim piipravku, zvySuje
se biodostupnost, mize byt prodlouzeno uvoliiovani 1é¢ivé latky a vyhodné jsou tyto
systémy i z hlediska compliance pacienta (prodlouZeni davkovaciho intervalu).? Velkym
piinosem by byla moznost peroralniho podani peptidi a proteind. I kdyz pravé aplikace
bioadhezivnich terapeutickych systémi do gastrointestinalniho traktu narazi na fadu
komplikaci, i zde probihaji intenzivni vyzkumy a hledaji se stidle nové zpiisoby
a modifikace systému, které by tyto problémy prekonaly.® V soucasnosti se pouZivaji
piedevsim bioadhezivni terapeutické systémy pro aplikaci do dutiny Gstni, nosu, oka
a pochvy.*

Prvni vyzkumy s bioadhezivnimi latkami se datuji do 80. let dvacatého stoleti.’
Nejprve byly jako potencialni bioadheziva zkoumany uz znamé polymery, které se
bézné pouzivaly jako pomocné latky a byly tak popsany jejich vlastnosti. To umoznilo
rychlejsi registraci novych bioadhezivnich terapeutickych systémii.® Nasleduje obdobi
detailniho zkoumani adhezivnich materiald, snaha podrobné popsat mechanismy adheze
a najit latky s vyhodnymi vlastnostmi. Piedpokladané G¢inky bioadhezivnich systému
se sice ne vzdy potvrdily, ale je zfejmé, Ze piipadné neuspéchy vedly k dalSimu,
intenzivnimu hledani novych latek a aplika¢nich 1ékovych forem. Tak se neustale
rozsifuji jak poznatky, tak nové moZznosti vyuziti bioadhezivnich terapeutickych

systémdl.



2. Cil prace
Cilem diplomové prace je studium reologickych a adhezivnich vlastnosti
oligoestert kyseliny D,L - mlécné a glykolové vétvenych dipentaerythritolem a studium

liberace acikloviru z téchto systémi.

Ukol diplomové prace je mozno rozdélit do tchto dil¢ich kroku:

1. Piipravit vzorky pro méfeni viskozity a adheze: pro plastifikaci oligoesterti pouzit

triethylcitrat v koncentraci 10%.

2. Na viskozimetru Brookfield DV-E s adaptérem pro malé mnozstvi vzorku zméfit

viskozitu plastifikovanych oligoesterti pii 50°C teploté vietenem cislo 14.

3. Na materialovém zkuSebnim stroji T1-FRO50TH.A1K firmy Zwick/Roell méfit
adhezivni vlastnosti plastifikovanych oligoesteri jako maximalni silu Fpax
Vv jednotkdch Newton, potiebnou pro odtrzeni vzorku od podkladu za téchto
testovacich podminek: doba kontaktu 60 s, kontaktni sila 5 N a rychlost odtrzeni

300 mm/min.

4. Za stejnych podminek zméfit dynamickou viskozitu a adhezivni silu
plastifikované¢ho linearniho oligoesteru, tvofeného ekvimolarnim mnozstvim

kyseliny mlé¢né a glykolové.

5. Zjistit prubéh liberace acikloviru z oligoesteri 0,5D, 1D a 2D za statickych
podminek do fosfat citratového pufru pH 7,0.



3. Seznam zkratek

0,5D — oligoester kyseliny D,L — mlé¢né a glykolové s 0,5 % dipentaerythritolu

1D - oligoester kyseliny D,L — mlé¢né a glykolové s 1 % dipentaerythritolu

2D — oligoester kyseliny D,L — mlé¢né a glykolové s 2 % dipentaerythritolu

3D — oligoester kyseliny D,L — mlé¢né a glykolové s 3 % dipentaerythritolu

5D — oligoester kyseliny D,L — mlé¢né a glykolové s 5 % dipentaerythritolu

8D — oligoester kyseliny D,L — mlé¢né a glykolové s 8 % dipentaerythritolu

ACV — aciklovir

D — dipentaerythritol

EGFR - receptor pro epidermalni riistovy faktor (epidermal growth factor receptor)

F/S — primérma sila Frnax vztaZena ke kontakni plose [MN/mm?]

Fmax — maximalni sila potfebna pro odtrzeni vzorku od podkladu [N]

Fuc — fukosa

GA — kyselina glykolova (glycolic acid)

Gal — galaktosa

GalNAc — N-acetylgalaktosamin

GIT — gastrointestinalni trakt

Glc — glukosa

GIcNACc — N-acetylglukosamin

HEB — hematoencefalicka bariéra

LA — kyselina mlé¢na (lactic acid)

Man — manosa

Mp — molarni hmotnost [g/mol]

M, - ¢iselné stiedni molarni hmotnost [g/mol]

My — hmotnostn¢ sttedni molarni hmotnost [g/mol]

Mw/M, - stupen polydisperzity

NeuNAc — sialova kyselina

PLGA - oligoester kyseliny D,L - mlé¢né a glykolové (poly (D,L)-lactic-co-glycolic
acid)

RPM — pocet otacek vietena za minutu

s — smérodatna odchylka [N]

s/S — smérodatna odchylka veli¢iny F/S [MN/mm?]

TEC — triethylcitrat



Tg - teplota skelné¢ho ptechodu [°C]

TSP — polysacharid ze semen tamarysku indického (tamarind seed polysacharide)
VAA — lektin ze jmeli (Viscum album aglutinin)

WGA — lektin z pseniénych klicka (wheat germ aglutinin)

n — dynamicka viskozita [Pa.s]



4. Teoreticka c¢ast

4.1. Bioadheze a mukoadheze

Bioadheze znamena pfilnuti syntetickych nebo pfirodnich makromolekul
(bioadheziv) na biologicky povrch.*

Pokud je danym povrchem sliznicni membrana nebo hlen, dé¢j je nazyvan
mukoadheze. Pti specifické vazbe na povrch bun¢k pak hovofime o cytoadhezi.

Bioadhezivni terapeutické systémy jsou vyuzitelné z hlediska prodlouzené doby
setrvani 1é¢iva na daném misté, a tim zvySené biodostupnosti a absorpci 1é¢iva. Kromé
dobré piilnavosti k substratu mohou navic nékterd bioadheziva napft. inhibovat enzymy,
otevirat t€sné spoje mezi bunkami nebo indukovat endocytozu.

Bioadheziva miizeme rozdélit dle typu vazby na nespecificka a specificka.
K nespecifickym bioadhezivim patii nékteré syntetické a piirodni polymery, které
se vyznacuji schopnosti pfilnout téméf ke kazdému povrchu.* Do tzv. druhé generace
bioadheziv jsou fazeny latky, u kterych byla navic zjisténa schopnost inhibovat
proteolytické enzymy nebo ménit permeabilitu epitelovych bunck (tzv. multifunkéni
polymery). Vyzkum probiha také v oblasti specifickych bioadheziv (lektinti a dalSich
ptirodnich adhezivnich molekul), které maji schopnost pfimé vazby na bunétné povrchy
nebo receptory (tzv. cytoadheze). Jejich vyhodou je tak moznost cileného dodani 1é¢iva

do pozadované oblasti.®

4.1.1. Historie

Népad k vyuziti bioadheze pro farmaceutické ucely se datuje do zacatku
osmdesatych let dvacatého stoleti.

Zasadni byla prace T. Nagaie v letech 1970-1980, ktery ukazal na lepsi lokalni
Zjistil také mnohem vétsi biodostupnost pii podani peptidu do nosni dutiny pfi pouziti
bioadheziv.®

V osmdesatych letech se objevilo mnozstvi studii, které propagovaly predstavu,
ze se ruzné lékové formy budou moci na dané misto aplikace ,,pfilepit™. Podle druhu
zamyslené aplikacni cesty se staly substratem pro takové bioadhezivni 1ékové formy
o¢i, pokozka nebo sliznice traviciho traktu, ust, nosu, plic a pochvy. Protoze v§echny

tyto sliznice jsou pokryté vrstvou hlenu (mukus), ktery zde tvofi spojovaci ¢lanek



mezi epitelovymi bunikami sliznice a adhezivnim materidlem, byl pro tento specificky
zpiisob adheze zaveden pojem mukoadheze.?

Vyzkum zacal s bioadhezivnimi polymery, které jiz byly pouzivany jako
pomocné latky a mohly byt rychleji zavedeny v novych formulacich.® Nevyhodou
téchto polymerti tzv. 1. generace je jejich adheze témér ke kazdému povrchu. Dal§im
vyzkumem bioadhezivnich latek a mechanismi bioadheze byly objeveny
tzv. multifunk¢éni polymery, schopné napt. kratkodobé ménit permeabilitu epitelovych
bunck.

Kromé nespecifickych bioadheziv jsou v souCasnosti také zkoumdény lektiny
a dalsi pfirodni bioadheziva, které se specificky vazi na povrch bun¢k. Prvni pokusy
s vyuzitim lektinli pro terapeutické systémy publikovali ve své praci v roce 1988

Woodley a Naisbett.’

4.1.2. VyuZiti bio/mukoadheze

Terapeutické vyhody bioadhezivnich systému 1éC¢iv spocivaji ve zlepSeni
absorpce a biologické dostupnosti 1é¢ivé latky pfinasené timto systémem, dale
vV moznosti ovlivnéni permeability membran nebo inhibice nékterych enzymi
a Vv ptipadé specifické bioadheze i targetingu 1é¢iva do pozadované oblasti. Vyhodné
jsou tyto systémy i zhlediska compliance pacienta (prodlouzenim davkovaciho
intervalu).

Léciva mohou byt podavany bioadhezivnimi systémy bud lokalné,
nebo systémove; hlavnimi misty jejich aplikace je v soucasnosti dutina ustni, nosni, oci
a pochva.! Hledaji se vhodné bioadhezivni materidly a systémy pro pouZiti
do gastrointestinalniho traktu nebo plic.

Substratem bioadhezivnich systéml je epitelidlni membrana, V piipadé
mukoadheze je hlavnim kontaktnim mistem vrstva hlenu. Pravé pokryti slizni¢ni
membrany vrstvou hlenu (a jeho ¢astd obména) v gastrointestinalnim traktu, nose nebo
pochv¢ je jednim z limitujicich faktord aplikace mukoadhezivnich systému do téchto
oblasti.

Velkym pfinosem by byla moZnost perordlniho podani peptidil a proteinti, které
by mohly byt bioadhezivnim systémem zaroven chranény pted pfed¢asnym odbouranim
luminalnimi nebo mukéznimi proteasami, moznost perordlni nebo nasalni aplikace

vakcinacnich latek nebo cilené podéani protinddorovych 1éciv.
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Ocekavané ucinky bioadhezivnich Iékovych forem se sice experimentalné
ne vzdy potvrdily, ale zkoumdni novych latek a detailnéj$i poznani mechanismii
bioadheze pfinadseji zajimavé vysledky. Tak byly objeveny tzv. multifunk¢ni polymery
schopné inhibovat nékteré enzymy nebo ménit bunéénou permeabilitu, také jsou
zkoumany moznosti vyuziti specifickych bioadheziv (napf. lektiny, proteiny fibronektin
a laminin, protilatky a dalsi), které by umoznovaly targeting 1é¢iv do urcitych oblasti.

Vhodnymi formulacemi pro aplikaci do gastrointestinalniho traktu se zdaji byt
mukoadhezivni mikro- a nanocéstice s polymernim obalem nebo s vysoce specifickymi
biologickymi ligandami. Mikroc¢astice mohou byt pouzity pro fizené uvolnovani 1é¢iv

v o P « . .4
a nanocastice pro mistn¢ specifickou absorpci.

4.1.3. Nevyhody bioadhezivnich systémii

Plné vyuziti bioadhezivnich terapeutickych systéma je limitovdno nékterymi
negativnimi faktory. U nespecifickych bioadheziv je nevyhodou jejich vazba témér
ke kazdému biologickému povrchu, neni zde mozné cilengj$i podani. V mnohych
pripadech nelze ovlivnit silu bioadheze a kontaktni Cas. V piipadé mukoadheze je
velkym problémem rychld obména hlenové vrstvy. Mukoadhezivum se prednostné vaze
na vrstvu hlenu, velmi omezené se mize dostat pfimo k slizniéni membrané. Protoze
k obméné hlenu dochazi béhem nékolika malo hodin, je silné limitovana doba adheze.
V Gstni dutiné je dalSim limitujicim faktorem zkracujicim ¢as mukoadheze pohyb
jazyka a tvorba slin, vnosni dutiné probiha mukociliarni  clearence.
V gastrointestindlnim traktu je problematické také velké mnoZstvi uvolnéného hlenu
a dalsich specifickych latek, které pravdépodobné inaktivuji mnoho polymert jeste
diive, nez viibec dosahnou povrchu sliznice.® Tyto faktory zatim neumoziuji peroralni

podani mukoadhezivnich terapeutickych systémi.

4.1.4. Metody méreni bioadheze

Me¢éteni bioadheze je dilezité pro srovnani adhezivity rtiznych latek a pro zjisténi
jejich funk¢nosti. Existuje velké mnozstvi metod méfeni jak in vitro, tak in vivo.
Pro testovani a porovnavani adhezivity rtiznych bioadheziv je velmi dulezité, aby

metody byly spolehlivé a validni.
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Metody in vitro *°

Tyto testy byly zpocatku navrzeny pro hledani potencialnich bioadheziv
a v piipadé uspéchu se pokracovalo v in vivo testech. V soucasnosti je vétsi diraz
kladen na precizni prozkoumani mechanismii bioadheze, protoZze poznani
bioadhezivnich vlastnosti latek je zdkladem pro vyzkum novych bioadheziv. Nejcastéji
In vitro pouzivanymi technikami jsou: méfeni adhezivni sily, promyvaci technika

(perfusion wash technique) a reologické testovani.

Metody in vivo *°

K monitorovani bioadhezivnich vlastnosti v organismu se pouzivaji nejcastéji
tyto tfi metody: gamma scintigrafie, izolované cyklické metody (isolated loop

techniques) a tranzitni studie s radioaktivné nebo fluorescenéné znacenymi latkami.

4.1.5. Bioadhezivni piipravky v CR

V soucasnosti se pouzivaji nebo budou uvedeny na trh bioadhezivni terapeutické
systémy pro aplikaci do dutiny Ustni, nosu, oka a pochvy.

V o¢nich ptipravcich se nékteré bioadhezivni polymery pouzivaji jako
viskozifianty. Tim dojde nejen k upravé vlastniho ptipravku (zvySenim viskozity je také
prodlouzena doba kontaktu), ale mize byt ovlivnéno i pfilnuti o¢niho piipravku
k rohovce. Z pouzivanych viskozifiantd vykazuji dobré adhezivni vlastnosti karbomery,
kyselina hyaluronova a xyloglukan. Karbomery jsou syntetické polymery kyseliny
akrylové  (karboxyvinylpolymery) s vysokou  molekulovou  hmotnosti.
Jsou charakteristické velmi dobrymi zvlh¢ujicimi a bioadhezivnimi vlastnostmi, které
umoziuji dlouhy kontaktni ¢as s rohovkou. Z ptipravkia je v Ceské republice
registrovan Vidisic® oéni gel, uréeny jako nahrada slz pii jejich nedostateéné produkci
(tzv. ,,umdlé“ slzy), nebo Oftagel®, slouzici k 16&b& syndromu suchého oka. Kyselina
hyaluronova je fyziologicky se vyskytujici polysacharid, vysoce hydrofilni, s dobrou
bioadhezivitou i k epitelu rohovky. Z pfipravkli obsahujicich hyaluronat (sil kyseliny
hyaluronové) jsou u nas k dispozici Hylo-Care® o¢ni kapky, Hylo-Comod® a Oxyal®.
Xyloglukan (neboli TSP — tamarind seed polysacharide — polysacharid ziskany
ze semen tamarySku indického) je vysoce hydrofilni polymer galaktosyl-glukanu. Tato
latka, konfiguracné podobna mucinu fyziologicky obsazenému v slzach, vykazuje dobré
viskoelastické a bioadhezivni vlastnosti, a tim i delsi kontaktni ¢as na povrchu oka.

TSP najdeme v piipravcich Visine™ (Unavené ogi, Unavené citlivé o&i a Intenzivni).**
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Také ptipravky ur€ené do nosni dutiny obsahuji jako pomocné latky
viskozifianty, znichz nékteré maji mukoadhezivni vlastnosti; piikladem jsou
karbomery, derivaty celulosy (hypromelosa, methylcelulosa, karmelosa), kyselina
hyaluronova a jeji sodna sil, alginat sodny nebo chitosan. Z ptipravkii obsahujicich
hypromelosu jsou u nas registrovany napf. Otrivin®, Vibrocil® nosni gel, Livostin®
nosni sprej, Muconasal Plus® roztok ve spreji. Sodnou siil karmelosy obsahuje
Rhinocort Aqua®. Hyaluronat sodny najdeme v Olynth HA® nosnim spreji.*?

Z 1&¢iv k vaginalni aplikaci je v Ceské republice registrovan Crinone®. Tento
vaginalni gel s progesteronem obsahuje jako pomocné latky karbomery a polykarbophil,
které se vazi na vaginalni mukézu a zajistuji zpomaleni uvoliiovani progesteronu
po dobu minimalné 3 dna.*®

Z ptipravkii uréenych do tustni dutiny je v Ceské republice registrovan
zdravotnicky prostfedek Gelclair®. Tento viskozni gel je uréeny k oSetfovani
poskozenych mist v dutin€ ustni pii oralni mukozitidé. Diky adhezivnim vlastnostem
vytvaii na sliznici ochranny film, ktery zajistuje pokrytim obnazenych nervovych
zakonéeni snizeni bolestivosti po dobu 5-7 hodin. Hlavnimi slozkami gelu jsou
bioadhezivni polymery povidon a hyaluronat sodny, ktery jako hydrata¢ni latka zaroven
zvlhCuje Ustni sliznici.® Z dalich oralnich adhezivnich pfipravkli sem muzeme
surditou vyhradou zafadit homeopatické piipravky Rhinallergy”™, Paragrippe®
a Cocculine®, registrované jako mukoadhezivni bukalni tablety. Dale je u nas jako
1é¢ivo ve specifickém 1é&ebném programu registrovano Carnitene Forme Orali®, také

ve form¢ mukoadhezivni bukalni tablety.

4.2. Nespecificka bioadheze

Jako prvni adhezivni materidly byly zkoumany znamé polymery, které se uz
delsi dobu pouzivaly pro farmaceutické a jiné ucely jako rizné pomocné latky, byly
znamy jejich vlastnosti a bezpe¢nost a mohly tak byt rychleji registrovany pro nové
aplikagni formy.®

Nevyhodna se ale u téchto latek ukézala jejich nespecifickd pfilnavost téméf
ke vS§em povrchiim. U vétSiny polymert byla prokézana jistd mira bioadheze k vlhkému
slizni¢nimu povrchu, ale pouze nckteré jsou schopny adherovat k povrchim
Vv nabobtnalém stavu® a setrvat po delsi dobu v této vazbé ve vlhkém nebo vodném

prosttedi. Roli ptfi adhezi hraje mnozstvi fyzikalné-chemickych faktord,
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vliv maji vlastnosti a stav jak polymerd, tak epitelidlniho povrchu. Charakteristiku

téchto tzv. polymerd prvni generace shrnuje tabulka 1.

Tab. 1: Vlastnosti nespecifickych bioadhezivnich polymeri tzv. prvni generace

¢ silngjsi vazba k slizniénim povrchiim nebo hlenu
e prodlouzena doba setrvani v misté aplikace, resp. absorpce (zlepsSeni biodostupnosti)
e polymery hydrofilni, s omezenou rozpustnosti v jinych rozpoustédlech, Casto citlivé

na zménu pH !

Vyzkum se proto obratil na hledani latek s lepSimi vlastnostmi. Pfi studiu
mukoadhezivnich systémi aplikovanych do gastrointestindlniho traktu bylo zjisténo,
ze 1 zde dochazi ke zvySeni biodostupnosti pouzitim mukoadhezivnich polymert, i kdyz
je zde ur¢itym limitujicim faktorem pokryti sliznice vrstvou hlenu a jeho rychla
obména. Divodem zlepSené absorpce 1é¢iv pomoci mukoadheziv je pravdépodobné
biologicka aktivita nékterych pomocnych latek. Rizné bioadhezivni polymery jsou
schopny kratkodobé a reverzibilné oteviit tésné spoje (,.tight junction®) mezi
sousednimi epitelovymi buiikami, a tim umoznit prostup peptidi.® Dalii priznivy efekt
byl objeven u mokoadhezivnich derivati kyseliny polyakrylové, které jsou schopné
inhibovat celou fadu proteolytickych enzyma (napf. trypsin a chymotrypsin).
Mechanismus této inhibice spociva ve vytvateni komplexi s kovovymi ionty ve funkci
kofaktorti enzymd, coz je podminéno chelatotvornymi schopnostmi téchto polymerﬁ.15
Vznikla tak tzv. druhd generace multifunkénich polymeri, n¢kdy nazyvanych jako
biologicky aktivni pomocné latky. Nékteré vlastnosti, které vykazuje tato tzv. druha

generace polymeru jsou uvedeny v tabulce 2.

Tab. 2: Vlastnosti multifunkénich bioadhezivnich polymert tzv. druhé generace *°

e Dbioadhezivni vlastnosti jak v suchém, tak kapalném prostiedi

¢ schopnost pfijmout jak hydrofobni, tak hydrofilni 1é¢iva za ucelem jejich fizeného
uvolnovani
e inhibice proteolytickych enzymii

¢ modulace epitelové permeability, napt. otevienim t€snych spoji
e indukce vezikuldrnich transportnich procest v builkkach (endocytézy, resp.
transcytozy)

e Siroka mira bezpecnosti jak pfi lokalnim, tak Systémovém pouziti
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4.2.1. Struktura a typy pouZivanych bioadhezivnich polymerii

Povrch bunék a mucinu (glykoproteinové slozka hlenu) jsou za fyziologického
pH zaporné nabité a reaguji tak s kladn¢ nabitymi molekulami. Tyto elektrostatické sily
se uplatnuji pfi interakcich kationaktivnich polymerd — napf. chitosanu, ktery se
ziskava desacetylaci chitinu. Chitosan a jeho derivaty jsou zkoumany pro vyuziti
v terapeutickych systémech do ustni a nosni dutiny.”

Na druhé strané jsou vyuzivany anionaktivni polymery — napi. derivaty
kyseliny akrylové a metakrylové (karbomery, polykarbophil, polymetakrylaty). Zde
se uplatnuji pfi adhezi jiné fyzikalné-chemické procesy, jako jsou hydrofobni interakce,
vodikové vazby a van der Waalsovy interakce. Tyto bioadhezivni sily jsou ovliviiovany
pH a iontovym slozenim.®

Kovalentni vazby se pii bioadhezi vétSinou neuplatiiuji. Byl ale proveden pokus
s derivatem kyseliny polyakrylové (polykarbophilem), ktery byl modifikovan adici
aminokyseliny cysteinu. Tento polymer tvofil kovalentni disulfidické mustky
s mucinem a byla tak vyznamné& zvy$ena mukoadheze."’

Jind studie pouzila tento modifikovany polykarbophil spojeny s jesté dalSim
bioadhezivnim polymerem (karmelosou) za tuéelem inhibice travicich enzymd.
Komplex byl vyuzit jako nosi¢ insulinu pro Ustni poddni mysSi. Byly ziskany
velmi povzbudivé vysledky, kdy bazalni hladina krevni glukosy poklesla u diabetickych
mysi o 20 az 40% oproti peroralnimu podani samotného insulinu a ucinek byl velmi
dlouhodoby, pietrvaval 80 hodin po podani.*®

U syntetickych polymert je schopnost bioadheze vétSinou zesilena S nartstajici
molekulovou hmotnosti polymeru. Spodni hranice molekulové hmotnosti se pohybuje
okolo 100 000. Toto plati pro linearni polymery; u nelinearnich struktur mize byt
1 velmi vysokd molekulovd hmotnost provazena niz§i adhezivitou, divodem je
pravdépodobné mensi pocet ptistupnych volnych skupin podilejicich se na adhezi.™
Obecné plati, ze u kazdého polymeru existuje urcitd molekulova hmotnost, pii které
dochdzi k nejvyssi adhezi.

Dalsi faktory ovliviwjici adhezivitu jsou koncentrace polymeru, konformace
a flexibilita polymernich fetézcl. Predpoklada se, Ze fetézce polymeru interpenetruji

Moew s . e , , y . - o1
s fetézci mucinu a toto vzajemné propleteni také zvysuje adhezivitu. S
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Siroce pouzivané derivaty kyseliny polyakrylové (karbomery, polykarbophil,
polymetakrylaty) jsou ve vodé nerozpustné; karbomery ve vodé bobtnaji a po pfidani
roztoku alkalické latky tvoii gely. U mnohych bioadhezivnich polymera (napi.
u derivata celulosy) jejich adhezivni vlastnosti klesaji umérné s pfijimanym objemem

vody — tato jejich nevyhoda je oznacovana jako nadmérna hydratace (over-hydration).

4.2.2. Priklady bioadhezivnich polymerii

Bioadhezivni vlastnosti vykazuji nékteré piirodni a syntetické polymery. Vétsina
V soucasnosti pouzivanych syntetickych bioadhezivnich polymert jsou latky odvozené
od kyseliny akrylové a metakrylové a jejich derivati (polyakrylaty), slabsi adhezivni
vlastnosti vykazuji také polyvinylové slouceniny.

Z piirodnich polymeri maji bioadhezivni vlatnosti nékteré latky ze skupiny
derivati celulosy a dalsi polysacharidy, dale né&ktefi zastupci polyuronidi,
kationaktivnich polysacharidi nebo biotechnologicky =ziskanych polysacharida.
Derivaty celulosy jsou z ptfirodnich polymert vyuzivany nejvice.

Obecné jsou preferovany anionaktivni polymery pted kationaktivnimi diky nizsi
toxicité, dale jsou uptednostinovany latky biodegradabilni, nedrazdivé, neovliviiujici

vstiebavani daného 1é¢iva a také cenove dostupné. Prehled latek shrnuje tabulka 3.

Tab. 3: Pfirodni a syntetické polymery s bioadhezivnimi vlastnostmi

Prirodni polymery

1. Derivaty celulosy Popis, vlastnosti

hyetelosa (HEC) rozpustna ve studené vode

hydroxypropylcelulosa (HPC) rozpustna ve studené vodé

hypromelosa (HPMC) rozpustna ve studené vod¢

karmelosa (CMC) a jeji soli sodna sul rozpustna ve vod¢ (polymer s velmi

(sodna, vapenata) dobrymi mukoadhezivnimi vlastnostmi), vapenata
stl ve vod¢ bobtna

methylcelulosa (MC) rozpustnd ve studené vode, povrchové aktivni

2. DalSi polysacharidy Popis, vlastnosti

guar galaktomanan linearni kopolymer galaktosy a manosy, rozpustny
ve vodé

karagenan polygalaktan esterifikovany kyselinou sirovou
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Tab. 3: Pfirodni a syntetické polymery s bioadhezivnimi vlastnostmi (pokracovani)

Piirodni polymery

3. Polyuronidy

Popis, vlastnosti

kyselina alginova a jeji soli
(alginaty) — vyznamna sodna sil

sodna stil kyseliny alginové rozpustna ve vodé

kyselina hyaluronova a jeji soli

glykosaminoglykan, télu vlastni latka, vyznamné
vaze vodu

pektin linearni polysacharid, ve studené vodé bobtna,
rozpustny V horké vodé
tragant 2 slozky: tragakantin — rozpustny ve vodé

a basorin — ve vodé bobtna

4. Kationaktivni polysacharidy

Popis, vlastnosti

chitosan

polyaminoglukan, vznika desacetylaci chitinu

5. Biotechnologické
polysacharidy

Popis, vlastnosti

xanthanova klovatina

hlavni fetézec polyglykanovy, vedlejsi fetézce
trisacharidové (manosa-+tkyselina
glukuronové+manosa), rozpustna ve vodé

Syntetické polymery

Polyakrylaty Popis, vlastnosti

karbomery sitované polymery kyseliny akrylové, ve vodé

(karboxyvinylpolymery) bobtnaji

polykarbophil vysokomolekularni kyselina polyakrylova, ve vodé
nerozpustny, bobtna

polymetakrylaty polymery kyseliny metakrylové, nerozpustné

ve vodé

Polyvinylové slouceniny

Popis, vlastnosti

polyvinylalkohol

rozpustny ve vod¢, smésich vody s alkoholy

povidon

rozpustny ve vodé€, vicesytnych alkoholech a lihu

4.3. Specificka bioadheze

Jako specificka bioadheziva jsou oznacovany latky, které maji schopnost cilené

se navazat na bunééné povrchy. Piikladem jsou lektiny, proteiny fibronektin a laminin,

protilatky a dalsi biologické molekuly, které se vazi pfimo na receptory nebo jiné

struktury na povrchu bunék. Tim se zasadn¢ odliSuji od vétSiny syntetickych polymert,

které se nespecificky vazi téméf ke kazdému povrchu nebo vrstvé hlenu, zatimco

specifické bioadhezivni molekuly umoziuji cilengjs$i vazbu pouze na urcité bunécné

povrchy nebo receptory tkani, bunék nebo pouze skupiny bunék, a tim umoziuji

i targeting 1é¢iva do pozadované oblasti.® Cytoadheze tak piekonava nékteré nedostatky

mukoadheze.
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Inspiraci pii hledani novych cytoadhezivnich molekul se staly mikroorganismy.
Pfilnuti bakterii na bunééné povrchy je velmi specifické a efektivni, a to
I V nepfiznivych podminkach. Specificka vazba bakterii je dana tzv. adheziny. Jsou to
glykoproteiny, které dokazi rozpoznat urcité povrchové struktury (zpravidla urcité
sekvence oligosacharidli) na povrchu hostitelské buiikky a mohou se na né specificky

. 3
vazat.

4.3.1. Lektiny

Adheziny tvoii pouze podskupinu molekul patficich do velké tfidy tzv. lektinu.
Lektiny jsou definovany jako proteiny nebo glykoproteiny neimunniho ptavodu, které
se reversibiln¢ vazi na polysacharidové komplexy a tim dochézi k vazb¢ nebo aglutinaci
(shlukovani) bunck. VétSina proteini na bunécném povrchu a velka cast lipida
V buné&cné membrané je glykosylovana (vznika tzv. glykokalyx — vné&jsi bunéény plast),
a pravé povrchové sacharidy glykokalyxu jsou vazebnym mistem pro lektiny. Existuji
rizné druhy sacharidd na rozdilnych typech bungk, také transformované nebo nadorové
buiiky asto exprimuji na svém povrchu jiné sacharidy.” Zakladem pro Sirokou $kélu
sacharidovych komplexi je 5 cukernych jednotek: N-acetylgalaktosamin,
N-acetylglukosamin, galaktosa, fukosa a sialova kyselina.'® Tyto stavebni kameny jsou
kombinovany do riznych sacharidovych komplexii Sriiznou specifitou vazby
k lektinim. Lektiny jsou proto schopny vazat se pouze na uréité tkané, bunky nebo
skupiny bunék. Mohly by tak byt vyuzity jako nosic¢e 1éCiv pii jejich targetingu pouze
do urcité tkané nebo ke skupinam bunék. Protoze ale zminéné cukerné jednotky tvoti
i strukturu hlenu, je nékdy problémem vazba lektini na mukus a omezeny kontakt
S povrchem bunék.

Interakce mezi lektiny a sacharidy fidi mnoho aspekti bunééného chovani, jako
rust, diferenciaci a migraci bunek.® Nakteré lektiny jsou také schopny po navazani
na bunény receptor dat buice signal Kk endocytdéze takto navazanych ligandu
(tzv. bioinvaze).®> Krom& lektinGi izolovanych zrostlin a mikrooganismi byla
receptorem zprostiedkovana endocytdza popsana také u fady rostlinnych a bakteridlnich
toxind, napf. toxinu Vibrio cholerae (A-B5 toxin), E. coli (termolabilni toxin LTB)
a Shigelly shigae.” T kdyz tyto adhezivn&/invazivni faktory nejsou lektiny v pravém
slova smyslu, jejich bioinvazivni potencial by také mohl byt vyuzit k targetingu 16¢iv. %
Ze studie Haltnera a kolektivu® vyplyva, Ze na vazbu a nasledn& endocytozu ma

vliv také teplota a Ze nckteré endozomované lektiny splyvaji s lysozomy (kde dochazi
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zpravidla k degradaci obsahu), a naopak jiné endozomy nepodléhaji této degradacni
metabolické cesté. Pifi targetingu 1éCiv pomoci lektinem konjugovanych nosicl
tak bude nezbytné také detailnéjsi prozkoumani t€chto mechanismi transportu a vybér
vhodnych lektini umoziujicich endocytézu nebo u nékterych lektini také transcytozu
danych transportnich nosict. Pfipadné déje pfi interakci sacharid-lektin znazornuje

obrazek 1.

Obr. 1: Mozné cesty lektinem zprostiedkovaného transportu 1é¢iva (lektin+lé¢ivo nebo

lektin+nosi¢ s 16¢ivem) na prikladu lektinu z pdeniénych klicka (WGA)

lysosomalni

lysosomalni
cesta

cesta

nelysosoma |
8 Inicesta

mukoadheze cytoadheze bioinvaze transcytdza

Popis obrazku 1:

Mukoadheze — vazba WGA na sacharidové jednotky mucinu, dulezité slozky
slizni¢niho hlenu (mukusu)

Cytoadheze — specificka vazba WGA na sacharidové molekuly nebo receptory
na povrchu bun¢k (napt. EGFR — receptor pro epidermalni ristovy faktor)

Bioinvaze — endocytdza ligandu (WGA nebo nosictWGA) zprostiedkovana navazanim
lektinu na EGFR, endozém je metabolizovan lysosomalni (zpravidla degradace
endozomovaného ligandu) nebo nelysosomalni cestou

Transcytoza — transport ligandu (WGA nebo nosi¢+WGA) skrz buriku, na jedné strané
bunky dochazi k endycotoze - (pohlceni) ligandu, na druhé stran¢ bunky k exocytoze -

(vylouceni) ligandu
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Kromé tzv. exogennich lektinli, které se vazi na molekuly sacharida
hostitelskych bungk, existuje i opacny piipad, kdy jsou exogenni molekuly cukru
vazany pomoci endogennich lektini hostitele.® Napf. je znama urcita stfevni bakterie,
kterd na své bunécné sténé exprimuje sacharidové kontaktni molekuly, kterymi se vaze
prostiednictvim lektind na povrch epitelialnich bungk hostitele.”® V roce 1980 studoval

Kopecek a kol. %

syntetické polymery spojené se sacharidovymi jednotkami jako
potencialni nosice 1é¢iv. Riizné sacharidy vykazovaly rozdilnou interakci s tkani
gastrointestinalniho traktu. Polymer s galaktosou se silné vazal v proximalni oblasti
stfev, zatimco fukosou konjugovany polymer vyrazné¢ interagoval v distalnich ¢astech

stfeva.

4.3.2. Bakteridlni lektiny (adheziny)

Na povrchu bakterii nebo na fimbriich (tzv. pili, nepohyblivych vybézcich
bakterii) se nachdzeji proteinové (glykoproteinové) komplexy, které jsou schopné
adherovat a vazat se na polysacharidy epitelovych buné¢k nebo na glykoproteinové
povlaky zubt.® Vazbou na erytrocyty a jiné buiiky dochazi k vyrazné aglutinaci.
Lektiny slouzi mikroorganismim k pfipojeni na hostitelské buriky a jako rozpoznavaci
faktory se podileji na bun&né adhezi a fagocytoze.’® Mechanismem vazby lektin -
sacharid je také vysvétlovana schopnost nékterych bakterii (symbiotickych nebo
patogennich) kolonizovat gastrointestinalni trakt, a to 1 za ne zcela pfiznivych
podminek, které¢ zde panuji. I kdyz mukus hraje vyraznou roli pfi ochrané slizni¢niho
povrchu a zadrzi fadu mikroorganismu, jeho vrstva neni zcela souvisla. Pravé oblasti
se slabsim hlenovym povlakem mohou byt startovnim mistem pro osidleni sliznice
mikroorganismy.?

Do skupiny bakteridlnich lektint fadime i lektinim podobné substance, které se
vazi na sacharidy, ale nezptsobuji aglutinaci bunék. Tyto molekuly byly nalezeny napf.
u oralnich aktinomycet (vazba na galaktosu) nebo u Mycoplasmy spp. (molekuly

specifické k sialové kyseling).?’

4.3.3. Zivocisné lektiny
Lektiny zivo¢ichti mizeme rozd¢lit do tii rGznych skupin zahrnujicich lektiny
C-typu, galektiny (lektiny S-typu) a N-typ lektiny. Molekuly se uplatiuji pii apoptoze,

vazi bakterie na epitelidlni bunky (typ endogennich lektind), chrani pted
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mikroorganismy, podileji se na endocytoze a translokaci glykoproteind, reguluji migraci
a adhezi bun&k a jako opsoniny maji vyznam pii fagocytoze.?®

Pro terapeutické vyuziti jsou zkoumany asialoglykoproteinové lektiny. Tyto
typické C-typ lektiny se nachazeji vyhradné¢ na hepatocytech. Byly mezi prvnimi
identifikovanymi  sav&imi lekting.?® Vazi se na galaktosovd  zakondeni
asialoglykoproteinti, u ptakt se vazi na N-acetylglukosamin. Tyto jaterni lektiny jsou
rozsahle studovany a byly testovany rizné komplexy 1éCiv se sacharidy jako potencidlni

nosice protinadorovych 1éCiv cilené mifenych do hepatocytﬁ.25

4.3.4. Rostlinné lektiny

Rostlinné lektiny zahrnuji Sirokou skupinu proteini vazajicich se na rtzné
sacharidové jednotky. Jako fytohemaglutiny jsou tyto latky schopné aglutinovat
erytrocyty. Lektiny slouzi k obrané proti rostlinnym patogentim, chrani rostliny pied
predatory (zvifata, hmyz) nebo se uplatiiuji jako medidtory syrnbi(')zy.26 Rada
rostlinnych lektini je toxicka, po poziti takovychto rostlin nebo po podani izolovanych
lektin by doSlo k zdvaznému poSkozeni bunék nebo k jinému nezddoucimu vlivu
na organismus. Piikladem je silné toxicky ricinovy hemaglutinin (lektin z Ricinus
communis) nebo lektin z ¢ervenych fazoli (aglutinin Phaseolus vulgaris), ktery
pii pozieni Spatné tepelné upravenych fazoli vyvolava prijem, malabsorbci, inhibici
ristu a naopak pieriistani manosa-senzitivni E.coli.”® Ale u mnohych dalsich rostlin,
které bézné konzumujeme a pfitom obsahuji lektiny, nebyly pozorovany toxické u€inky
na organismus. Ptikladem je rajcatovy lektin nebo lektin z pSeni¢nych klicku.

V soucasnosti je nejvice studovanym lektinem pro potencialni vyuziti rajéatovy
lektin (aglutinin z Lycopersicum esculentum ). Je netoxicky a odolava enzymatické
degradaci v gastrointestinalnim traktu. Specificky se vaze na N-acetylglukosamin.

Dalsim Siroce studovanym lektinem je lektin z pSeni¢nych klickta (aglutinin
z Triticum vulgaris). Vaze se na sacharidy enterocytd i M-bun¢k Peyerovych plaku
a byla u n¢ popsana také endocytdza epitelidlnimi butikami.®® Je specificky
k N-acetylglukosaminu a sialové kyselin¢.

Aglutinin rostliny Ulex europaeus (hlodas evropsky) je lektin, ktery se vaze
na sacharidové komplexy obsahujici L-fukosu. Studie Clarka a kolektivu®" provedena
na mysSim tenkém stfevé prokazala u této latky vysokou specifitu vazby na M-buiky
Peyerovych plakd. Jsou testovany lipozomy konjugované timto lektinem jako

potencidlni nosic¢e peroralni vakcinace.*?
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Fazolovy lektin (hemaglutinin z Phaseolus vulgaris) se specificky vaze
na galaktosu a N-acetylgalaktosamin. Jeho pouziti pro peroralni terapeutické systémy je
problematické, protoze U zvifat je siln¢ mitogenni a dieta syrovych fazoli vyvolava
zédvazné gastrointestindlni problémy. Studie Pusztaieho a kolektivu® prokézala jeho
odolnost vi¢i enzymatické degradaci a vazbu na bunky kartacového lemu ve stievé.

Lektiny ze jmeli (Viscum album aglutinin, VAA) jsou cytotoxické latky
studované z hlediska jejich protinadorové aktivity. Nejzajimavéjsi je typ VAA-I vazajici
se na galaktosu, dale se rozliSuje typ VAA-II specificky ke galaktose
a N-acetylgalaktosaminu a VAA-III vazajici se na N-acetylgalaktosamin, ktery by mohl
byt degradacnim produktem VAA-I. Lektin ze jmeli, typ I, je potencialni inaktivator
ribozoémi a inhibuje tak syntézu proteinti. Po navdzani lektinu na sacharidy bunéénych
membran je indukovana endocytdza. Lektin VAA-I vykazuje jak cytostaticky ucinek
indukci apoptdzy, tak imunostimulacni efekt dany podmétem k produkci cytokint. Jak
ukazuji studie, tyto rozdilné efekty jsou silné zavislé na podané davce. Vyssi davky
VAA-I s cytostatickym/apoptotickym tuc¢inkem by mohly byt terapeuticky vyuZzity

’ , - o % v v s 34
K nastaveni rovnovahy mezi ristem bunék a naprogramovanou buné¢nou smrti.

4.3.5. VyuZiti lektinit

Lektiny byly nalezeny u bakterii, rostlin, obratlovci a bezobratlych Zivo&icha.”’
Jsou studovéna jejich Cetnd vyuziti pii cileni 1é¢iv do gastrointestinalniho traktu, nosni
a ustni dutiny, oka, plic a k piekonani hemetoencefalické bariéry. Velkym piinosem by
byla moZnost cileného podani protinddorovych 1é€iv nebo perordlni vakcinace.
Ptihodnym mistem pro imunizaci peroralni cestou jsou M-buiiky Peyerovych plak
gastrointestinalniho traktu, které jsou spojeny s lymfoidni tkani. M-bunky endocytézou
a zpracovanim makromolekul stimuluji imunitni systém k tvorbé protilatek. Lektiny
vazajici se specificky na M-buiiky by tak mohly byt vyuZity jako nosice latek urcenych
ke stimulaci imunitniho systému organismu.?

Také vnosni dutiné se nachazi tkan asociovand S lymfoidni tkani pokryta
epitelidlni vrstvou M-bunék. Podani vakcin by tak bylo mozné i do nosu, nevyhodou je
ale kratky reten¢ni ¢as z divodu rychlé mukocilidrni clearence. K prodlouZzeni doby
kontaktu jsou studovany cetné bioadhezivni polymery (chitosan, karbomery);
s pouzitim lektinli do nosni dutiny je zatim vypracovano malo studif.?’ Prehled lektind

a jejich mozné vyuziti shrnuje tabulka 4.
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Tab. 4: Lektiny a jejich vyuziti pfi distribuci 16¢iv v organizmu®

Lektin Zdroj Specifikace Vyuziti
(vazba na sacharid)

Viscum album aglutinin | jmeli Gal, GalNAc targeting do GITu
Lycopersicum rajce GIcNAc targeting do plic
esculentum aglutinin
Ricinus communis skoCec Gal targeting do plic
aglutinin
Urtica dioica aglutinin | kopfiva GIcNACc targeting do GITu
Triticum vulgaris pSenicné GIcNAc, NeuNac (a endocytoza), plic,
aglutinin klicky oka, HEB
Galanthus nivalis snézenka Man
aglutinin
Canavalia ensiformis tzv. jack Man, Glc
aglutinin fazole targeting do GITu
Phaseolus vulgaris fazole Gal, GaINAc
aglutinin
Ulex europaeus hlodas Fuc
aglutinin
Bandeira simplifolia Griffonia Gal targeting do nosni
isolektin By sliznice

4.3.6. Faktory limitujici perordlni podani lektinii

Aplikace 1é¢iv prostfednictvim lektiny modifikovanych terapeutickych systému
je omezena zejména toxicitou a imunogennim potencialem nékterych lektinti. Vliv ma
také souCasné¢ podavana potrava, k inhibici dochdzi zejména u lektini vazajicich se
na glukosu nebo galaktosu, u lektind specifickych ke komplexnim polysacharidim nebo
napf. u lektinu z pSeni¢nych klickli nedochazi k interakci s potravou. Také u lektind
vazajicich se na N-acetylglukosamin nebo kyselinu sialovou je minimdalni moznost
interference. Rada lektinG je také rezistentni vi&i proteolytickému §tépeni
V gastrointestinalnim traktu, testy prokazaly vysokou odolnost proti degradaci

u rajCatového lektinu a u lektinu z pSenic¢nych klicka.?
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Toxicita lektinli je zndma napf. u ricinového hemaglutinu nebo se mohou
projevit nezadouci ucinky po konzumaci nedovafenych cervenych fazoli (vliv
aglutininu Phaseolus vulgaris). Naopak béZzna konzumace rajcat nebo obilovin
poukazuje na relativni bezpecnost raj¢atového lektinu nebo lektinu z pSeni¢nych klicka.
I kdyz asi 30% lidské stravy, v Cerstvém nebo vafeném stavu, obsahuje slozky
s prokdzanou hemaglutinacni aktivitou (aglutinace erytrocyti) a 53 jedlych rostlin
obsahuje lektiny®, konzumace nam v tomto sméru nepfinasi vét§inou zadné problémy.

Lektiny mohou také vyvolavat imunitni odpovéd organismu. Lektiny
predstavuji urCité cizorodé proteiny s rigidni strukturou a vysokou molekulovou
hmotnosti, navic fada z nich odolava enzymatické degradaci v gastrointestinalnim traktu
a mohou byt bioinvazivni. Organismus reaguje na tyto molekuly mistné nebo systémové
jako na antigeny. Jak ukazuji pokusy, Ustni podani rajéatového lektinu mySim a lidem
miZe vyprovokovat tvorbu specifickych protilatek.*¥” V krvi zdravych lidi byly
nalezeny pfirozené protilatky proti rostlinnym lektinlim, napt. s6jovému, arasidovému
nebo lektinu z pSeni¢nych klickd.*® Sporné je v tomto piipadé diskutovana schopnost
WGA vyvolavat celiakalni onemocnéni. Zda se, Ze spiSe nez vliv WGA protilatek hraji
roli pti rozvoji celiakie genetické faktory, nedostatek enzymu a abnormalni glykosylace
enterocytd.*

Pro perordlni podani lektin bude vhodné minimalizovat piipadnou
imunogenicitu modifikaci struktury rekombinantni DNA technologii. Naopak lektiny
se specifikaci k M-bunikam Peyerovych plaki by mohly byt vyuzity k imunostimulaci

organismu.?

4.3.7. Jina p¥irodni bioadheziva

Kromeé protilatek vykazuji specifickou adhezivni vazbu také proteiny fibronektin
a laminin. Tyto glykoproteiny jsou soucasti extracelularni matrix. Bioadhezivni
vlastnosti maji také transferrin a ferritin.?

Transferrin  je chelatotvorna bilkovina, hojnad v krevni plazmé, vazajici
a transportujici Zelezo. Molekula transferrinu obsahuje oligosacharidové fetézce
s kyselinou sialovou schopné vazby na endogenni lektiny. Receptory pro transferrin
najdeme na mnohych bunikach v organismu, zejména V jatrech a Kkostni dfeni.

Po navazani transferrinu na receptor dochazi k endocytoze, a tim k utilizaci veleza. ™
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Znacéné zvySeni poctu transferrinovych receptort je pozorovano v nadorovych buiikach.
Terapeutické systémy utilizované pies transferrinové receptory by tak mohly byt

vyuzity k specifickému transportu 166iv. %

4.3.8. Historické mezniky v oblasti lektini

UZ na konci 19. stoleti byla presentovana prace mladého védce H. Stillmarka
popisujici schopnost ricinu (latky extrahované ze semen skocce obecného) aglutinovat
erytrocyty.? Slovo lektin ale bylo pouzito az v 50. letech dvacétého stoleti pro popis
substance z rostlin, schopné rozliSovat krevni skupiny na zakladé¢ vazby na rdzné
sacharidové jednotky na povrchu erytrocytd.** V 70. letech se vyznamné podilely
na vyzkumu rostlinnych lektinG védci Sharon a Lis; lektiny se v této dobé zacinaji
Siroce pouzivat napf. v histopatologii.

V roce 1988 ptichdzeji s ndpadem vyuzit lektiny pro terapeutické systémy léciv
Woodley a Naisbett. Navrhli pouZzit rajéatovy lektin pro cilenou vazbu na slizni¢ni
povrch tenkého stieva.? Jejich studie s radioaktivng znacenym lektinem v in vitro testu
provedeném na sliznicich krys prokézala silnou vazbu raj¢atového lektinu na fadu
glykoproteini mukoznich bun€k tenkého stieva, ale in vivo studie nedopadly piilis
presvédEiveé. Pricinou byla vazba lektinu na vrstvu mukusu, ktery je ve stfevé neustale
obménovan, a tak nedoslo k dostatecnému kontaktu lektinu s povrchem bunék. Toto
zjisténi vedlo k pokusim modifikovat lektinem nano&stice nebo lipozomy.”
Ale i u lektinem konjugovanych nano&astic byla nékterymi studiemi?® prokazana, kromé
vazby na slizni¢ni bunky, i vyrazna vazba na mucin. Je to dano tim, Ze stejné cukerné
jednotky pro vazbu lektint na povrchu bunék tvoii také cast struktury mucinu. Jsou
proto hledany lektiny, které by se vazaly pouze na enterocyty, nebyly deaktivovany
zktiZzenou vazbou s mucinem a byly netoxické pro organismus.6

U castic konjugovanych s lektinem, kde dochéazi k endocytdéze do enterocyti,
byla prokazana riznymi studiemi zvySend biologickd dostupnost oproti kontrolnim
vzorkiim. Studie provedena Rusell-Josenem a kolektivem®*, publikovana v roce 1999,
demonstrovala prostup vrstvou bun€k (transcytézu) u nanocastic konjugovanych
s lektiny z pseni¢ného klicku, concanavalinu A (z Canavalia ensiformis) a s vazebnou
podjednotkou termolabilniho toxinu z E. coli (LTB). Tato in vitro studie tak naznacila
moznost zvySené dostupnosti 1éCiv v epitelovych buiikach nebo v systémové cirkulaci
u vhodnych Iékovych formulaci konjugovanych s lektiny nebo s vyuzitim lektinti jako

. ’ svo 1zw:. 20
specifickych nosicl 1é¢iv.
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Yin a kolektiv®® se zabyvali vyzkumem lektinem konjugovanych nanoéastic
se zabudovanym imunomodula¢nim Ié¢ivem thymopentinem. Jako modelovy lektin byl
vybran aglutinin z pSeni¢nych kli¢ka, ktery byl konjugovan s polyesterem kyseliny
mlééné a glykolové (PLGA) Vvpoméru 50:50. Tento konjugat byl inkorporovan
do nanocastic obsahujicich thymopentin (synteticky pentapeptid). Védci pii pokusu
vyvinuli novou metodu piipravy WGA-PLGA konjugovanych nanoc¢astic a zabudovani
thymopentinu pomoci emulsné — solventni evaporaéni techniky. In-vitro experiment
S prase¢im mucinem prokazal, Ze interakce konjugovanych WGA ¢astic s mucinem byla
zhruba 2-4krat vétsi nez u nekonjugovanych nanocastic a ze vazba na mucin byla
vyznamné sniZzena pii pritomnosti komplementarniho cukru k danému lektinu.
Ale vysledky in-vivo pokusu prokazaly u imunosupresivnich krys vyznamny
imunomodula¢ni efekt podavanych konjugovanych WGA-thymopentin nanocéstic
oproti peroralnimu podani samotného thymopentinu nebo nanocastic s thymopentinem.

Studie® tak naznagila, Ze pii p.0. podani nano&astic konjugovanych s lektinem
se mohou Cetné Ccastice, diky bioadhezi a receptorem zprostiedkované
endo- a transcytoze, dostat do lymfatickych organt a eventuelné vstoupit do systémové
cirkulace. Dale byla publikovana korelace mezi zvySenym obsahem WGA
V nanocasticich a zvySenou absorpci. Zda se, Ze na tomto vysledku ma vliv nejen vétsi
uptake nanocastic, ale 1 vétsi ochrana thymopentinu pfed degradaci. Zaclenénim
thymopentinu do nanocastic, tvofenych pevnou polymerni matrici a obklopenych
lektiny, se snizilo vystaveni lé¢iva zménam pH a enzymatické degradaci. Studie tak
potvrdila, ze u lektinem konjugovanych PLGA nanocCastic se zvySila intestinalni
absorpce thymopentinu. Nabizi se tak zde velmi efektivni forma peroralniho podani,
zvlasté pro peptidy nebo proteiny.

Do budoucna se pocita i s moZnosti nékteré lektiny na molekularni trovni cilené
zmenit za pomoci genove technologie, dokonce 1 vytvofit adhezivni a invazivni faktory
uréitych kmenti bakterii ve vysoké Cistot¢ a vytézku, nebo ziskat méné imunogenni
proteiny. Po pfipojeni takovychto molekulovych struktur na povrch koloidnich
nosicovych systémi 1é¢iv (napf. lipozomt nebo nanocastic) bychom ziskali nové,

relativng bezpe&né a cilené bioadhezivni, resp. bioinvazivni nosice 16¢iv.*
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Pouzité suroviny

0,5D = Oligoester kys. D,L — mlééné a glykolové s 0,5 % dipentaerythritolu v reakéni
smesi ve funkci vétvici slozky (FaF UK HK)

1D = Oligoester kys. D,L — mlé¢né a glykolové s 1 % dipentaerythritolu v reakéni smési
ve funkci vétvici slozky (FaF UK HK)

2D = Oligoester kys. D,L — mlééné a glykolové s 2 % dipentaerythritolu v reakéni smési
ve funkei vétvici slozky (FaF UK HK)

3D = Oligoester kys. D,L — mlé¢né a glykolové s 3 % dipentaerythritolu v reakéni smési
ve funkci vétvici slozky (FaF UK HK)

5D = Oligoester kys. D,L — mlé¢né a glykolové s 5 % dipentaerythritolu v reakéni smési
ve funkci vétvici slozky (FaF UK HK)

8D = Oligoester kys. D,L — mlééné a glykolové s 8 % dipentaerythritolu v reakéni smési
ve funkci vétvici slozky (FaF UK HK)

Aceton cisty (Penta, vyrobni divize Chrudim)

Aciklovir (Pliva Lachema)

Azid sodny (Fluka)

Cisténa voda (FaF UK HK)

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Lach-Ner Neratovice)

Kyselina citronova monohydrat, CL 2002 (Penta, vyrobni divize Praha)

PLGA = Oligoester kys. D,L - mlééné a glykolové v poméru 50:50 (FaF UK HK)

Triethylcitrat (Merck Mnichov)

5.2. Pouzité pristroje

Analytické digitalni vahy KERN ABS 220-4, max. 220g, d = 0,0001g
Biologicky termostat BT 120

Brookfieldav digitalni viskozimetr model DV — E

Digitalni pH-metr HANNA pH 221

Digitalni vahy KERN 440-33, max. 200g, d = 0,01g

Digitalni vahy KERN 440-35, max. 400g, d = 0,019

Horkovzdu$na susarna ULE 400, Memmert

Materialovy zkusSebni stroj T1-FRO50TH.A1K, Zwick/Roell
Spektrofotometr HELIOS GAMA (UV/VIS), Unicam
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5.3. Charakteristika testovanych oligoestert

Byly testovany  oligoestery  kyseliny D,L-mléné a  glykolové
s dipentaerythritolem ve funkci vétvici slozky. Tyto oligomery byly syntetizovany
polykondenzaéni reakci na katedie farmaceutické technologie Farmaceutické fakulty
v Hradci Kréalové. Koncentrace dipentaerythritolu v reakéni smési byla 0,5%, 1%, 2%,

3%, 5% a 8% (oznaceni 0,5D, 1D, 2D, 3D, 5D a 8D).

Tab. 5: Charakterizace pouzitych oligoesteri

« « Stupen
Oznaceni | Pomér LA/GA/D M, My My /M., ;I'g vétvent
polymeru [%0] [9/mol] | [g/mol] [°C]

Mw(sec)/Mw
PLGA 50/50/0 1833 4086 2,23 17,0 1,50
0,5D 49,75/49,75/0,5 2200 4000 1,8 17,7 0,70
1D 49,5/49,5/1,0 2500 5700 2,28 16,1 0,58
2D 49,0/49,0/2,0 4300 6600 1,53 17,9 0,52
3D 48,5/48,5/3,0 3600 5300 15 27,3 1,04
5D 47,5/47,5/5,0 1900 2300 1,2 16,3 1,38
8D 46,0/46,0/8,0 1400 1700 1,2 12,5 0,94

5.4. Priprava vzorki
Oligoesterové nosiCe byly zdivodu sniZeni viskozity plastifikovany 10%

triethylcitratu (TEC). Bylo ptipraveno 10,0 g plastifikovaného oligoesteru.

Oligoester (0,5D az 8D) 909
Triethylcitrat 10¢9

Oligoestery byly nejprve desintegrovany na mensi kousky. Do malé kéadinky
(25 ml) bylo navazeno 9,0 g oligoesteru. Oligoester byl roztaven v horkovzdusné
susarné pri teploté¢ 70-80°C. K taveniné byl pipetou piidan 1,0 g triethylcitratu a smés
byla dikladné zhomogenizovana kovovou kopistkou.

Pokud bylo tfeba oligoester béhem homogenizace znovu natavit, kadinka byla
na kratkou dobu umisténa do horkovzdus$né suSarny. Po ukonceni homogenizace byla

kadinka oznacena, zakryta alobalem a ddna do exsikatoru.
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Stejnym zpiisobem byl pfipraven vzorek tvofeny linearnim oligoesterem
kyseliny D,L - mlé¢éné a glykolové (PLGA) se zastoupenim kyseliny mlééné a kyseliny
glykolové v poméru 50:50. Tento nosi¢ byl plastifikovan rovnéz 10% triethylcitratu.
Vzorek plastifikovaného nevétveného nosice slouzil pro porovnani adhezivnich

a reologickych vlastnosti s vétvenymi nosici.

PLGA 9,09
Triethylcitrat 10g

Pro stanoveni disoluce modelové l1écivé latky z vétvenych nosici byly
pfipraveny vzorky se 4% acikloviru. Aciklovir byl inkorporovan do piedem
ptipravenych plastifikovanych oligoesterd 0,5D, 1D a 2D s 10% triethylcitratu. Z toho

byly formovany na dno scintila¢nich lahvi¢ek matrice o hmotnosti 150,0 mg.

0,5D/ 1D/2D + 10% TEC 1,35¢
Aciklovir 0,0563 g

Plastifikovany oligoester byl roztaven v suSarn¢ pii 70-80°C. Do malé kadinky
(10 ml) bylo navazeno 1,35 g roztavené¢ho oligoesteru (nadbyteéné mnozstvi z divodu
ztrat pi1 pripravé) a bylo pfidano 0,0563 g mikronizovaného acikloviru, pfedem
navazeného na analytickych vahach. Smés oligoesteru a aciklovirem byla dikladné
zhomogenizovana kovovou kopistkou. Pokud bylo tieba oligoester bé&hem
homogenizace znovu natavit, kadinka byla na kratkou dobu umisténa do horkovzdusné
susarny pii teplot¢ 60°C. Z ptipraveného vzorku s aciklovirem bylo navazeno
po 150,0 mg do tiech scintila¢nich lahvi¢ek. Vzorek byl rovnomérné rozprostien po dné

scintila¢ni lahvicky.

5.5. Méfeni adheze

Adheze byla méfena na Materidlovém zkuSebnim stroji firmy Zwick/Roell.
Pro hodnoceni adhezivnich vlastnosti oligoesterti byla zaznamenéna sila Fpnax potiebna
pro odtrZeni horni mobilni kontaktni plochy se vzorkem od dolni fixni kontaktni plochy.
Pro wvyjadieni adhezivity oligoesteri byla praméma sila OFn piepocitana

na velikost kontaktni plochy (primér d=28,04 mm, S$=617,51 mm?) — hodnota F/S.
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Byly prométeny oligoestery 0,5D az 8D plastifikované 10% triethylcitratu a linearni

PLGA plastifikovany 10% triethylcitratu.

1.

Nejprve byl zapnut zkusebni stroj, poté pocita¢ a byly zkontrolovany nastavené

parametry.

. Na horni kontaktni plochu byla rovhomérné nanesena kovovou kopistkou tenka

vrstva vzorku (0,4-0,6 g u vzorki 0,5D az 8D a cca 0,3 g PLGA). Byla
nastavena vzdalenost horni Celisti (pozice LE) na 25 mm, vynulovana sila
a spusten test.

Horni plocha se pohybovala smérem dolii rychlosti 25 mm/min do okamziku,
kdy se pfiblizila k dolni plose na zkuSebni vzdéalenost 5 mm. Poté se rychlost
snizila na 10 mm/min a klesadni pokracovalo, dokud se plochy nedostaly
do kontaktu.

Doba kontaktu byla 60 sekund pfi zatizeni 5 N.

Po této dobé¢ se horni plocha se vzorkem odtrhla rychlosti 300 mm/min a snimac
sily zaznamenal silu Fpax.

Po ukonceni testu byl kovovou kopistkou z obou kontaktnich ploch odstranén
zméfeny vzorek, plochy byly dikladné vyc¢istény acetonem a byl nanesen dalsi
vzorek.

Bylo provedeno deset méfeni pii nastaveni stejnych parametri.

5.6. Méreni viskozity

Dynamicka viskozita byla métena v Brookfieldové digitdlnim viskozimetru - typ

DV-E s adaptérem pro malé mnozstvi vzorki pii teploté 50°C. K méteni bylo pouzito

vieteno ¢.14. Byly proméfeny vSechny vétvené oligoestery plastifikovane 10%

triethylcitratu (0,5D az 8D) a linedrni PLGA plastifikovany 10% triethylcitratu.

1.
2.

Byla zapnuta vodni lazen a vyckalo se na jeji vyhtati na teplotu 50°C.

Oligoester byl roztaven v susarné pii 70-80°C a umistén do adaptéru pro mala
mnozstvi vzorku. Vzorek byl temperovan v pfistroji na 50°C po dobu asi 20
minut.

za minutu), konkrétné RPM 0,3, a byl spustén motor.

Po péti otaCkach vietena ve vzorku byla zaznamenana hodnota dynamické

viskozity n (mPa.s) a kroutici moment (procentualni hodnota) zobrazené
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na displeji. Pro dosazeni piesnosti vysledkll nebyly zapocitavany udaje pod 10%
kroutictho momentu.

5. Po proméfeni v celém rozsahu RPM bylo zastaveno otaceni vietena, zméieny
vzorek byl odstranén z adaptéru a vieteno i adaptér byly dukladné vycistény
acetonem.

6. Nasledné byl vpraven dalsi vzorek a cely postup méteni byl zopakovan stejnym

zpusobem.

5.7. Disoluce acikloviru

5.7.1. Priprava liberacniho média

Pti disoluci acikloviru z oligoesterovyh matric bylo pouzito jako libera¢ni
médium fosfat citratovy pufr pH 7,0. Podle chemickych tabulek se 1000 ml pufru
piipravi smichanim x dili roztoku A a (100-x) dili roztoku B. Konkrétn¢ pro fosfat
citratovy pufr o pH 7,0 je potieba 19 dili (190 ml) monohydréatu kyseliny citronové
(21,014 g/1) a 81 dila (810 ml) dihydratu hydrogenfosfore¢nanu disodného (35,60 g/1).
Roztok A tedy obsahuje 3,99 g monohydratu kyseliny citronové ve 190 ml vody
(0,1 mol/1), roztok B 28,84 g dihydratu hydrogenfosfore¢nanu disodného v 810 ml vody
(0,2 mol/l). Protoze ale pifi ptipravé pufru nebyl kdispozici dihydrat
hydrogenfosfore¢nanu disodného, ale dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného,
bylo nutné ptepocitat hmotnost na dodekahydrat (My, dihydratu hydrogenfosfore¢nanu
disodného je 178,14 g/mol; My, dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu disodného je
358,14 g/mol). Roztok B byl tak ptipraven z57,97 g dodekahydratu
hydrogenfosfore¢nanu disodného v 810 ml vody. Po rozpusténi obou latek ve vodé
a smichani roztoku A a B byl do pufru jako antimikrobni pfisada pfidan azid sodny
v mnozstvi 0,02 g na 1000 ml pufru. Na zavér byla zkontrolovana hodnota pH
digitdlnim pH metrem (byla potvrzena hodnota pH 7,0, nebylo tfeba korigovat pH

pfidanim kyseliny citronové nebo hydrogenfosfore¢nanu disodného).

5.7.2. Kalibraéni pirimka

Absorpéni maximum acikloviru ve fosfat citritovém pufru o pH 7,0 je
pii 256 nm, absorbance tedy byla méfena pii této vinové délce. Pro sestrojeni kalibra¢ni

kiivky bylo piipraveno 6 roztokii o rostouci koncentraci acikloviru (tab. 6).
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Z namétenych hodnot absorbance byla sestrojena kalibracni ptimka, zjiSténa jeji rovnice

a hodnota korelaé¢niho koeficientu.

Tab. 6: Absorbance roztoku acikloviru o razné koncentraci

Koncentrace acikloviru| Absorbance
¢ [mg/1] A
1 0,059
5 0,284
10 0,551
15 0,851
20 1,131
25 1,377

Obr. 2: Kalibra¢ni pfimka

1,6
y = 0,0555x + 0,0062

1,4 + 2
R° = 0,9994

1,2 -
1
A0S -
0,6 1
0,4 1
0,2 1

0 5 10 15 20 25
c[mag/l]

Rovnice kalibraéni ptimky: y=ax+b

Veerrenn absorbance

b ST koncentace acikloviru [mg/l]
Aoeenen.. smérnice kalibracni ptimky
b........ absolutni ¢len

R........ korelaéni koeficient

5.7.3. Prubéh disolucniho testu
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Scintila¢ni lahvicky se vzorky byly zality 15,0 g fosfat citratového pufru

a za statickych podminek uchovavany v termostatu pii 37°C. Ve stanovenych ¢asovych

intervalech (zpocatku 3 hodiny, 6 hodin a 24 hodinové intervaly) bylo disolu¢ni
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médium odebirdno ze scintilacnich lahvicek, vzorky byly znovu zality 15,0 g pufru
a umistény zpét do termostatu. Disolu¢ni médium muselo byt odlévano ze scintilaénich
lahvicek velmi opatrné, protoze vzorky bobtnaly a u nékterych doslo i k fragmentaci
na rizné velké Casti.

Intervaly odebirani disolu¢ni tekutiny byly postupné prodluzovany dle mnozstvi
prub&zné uvolnéného 1éCiva. Disoluce byla ukoncena, pokud se z matric uvolnilo

veskeré mnozstvi inkorporovaného acikloviru, nebo se aciklovir jiz neuvolioval.

5.7.4. Vypocet mnoZstvi uvolnéného léciva

Z rovnice kalibra¢ni pfimky byla vypo¢tena koncentrace uvolnéného acikloviru
(ACV) v mg/l (x,). Vypoctena koncentrace v mg/l byla pfevedena na koncentraci ACV
v 15 ml disolu¢ni tekutiny (x,). Byl zjistén procentudlni podil uvolnéného ACV
z celkového mnozstvi ACV v matrici (Xy). V prib&éhu liberace byla pocitana
kumulativni procenta uvolnéného ACV. Pribch liberace 1é¢iva byl zaznamenéan

graficky jako zévislost kumulativnich procent uvolnéného léciva na Case.

Rovnice kalibra¢ni ptimky:
y =0,0555x + 0,0062

Vypocet uvolnéného acikloviru:

_ y—0,0062

X1
0,0555

Xo =X x 0,015 x D

Xop = ————— x 100
,04 X Mn
Xieeuenen koncentrace uvolnéného ACV [mg/l]
X2uen.n koncentrace ACV v 15 ml disolu¢niho média [mg/1]
X%enn.. podil liberovaného ACV [%]
D........ fedéni vzorku
Mp.......navazka matrice [mg]
y.........absorbance
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6. Vysledky
6.1. Tabulky

6.1.1. Méreni adheze

Tab. 7: Adhezivni sila oligoesteru 0,5D plastifikovaného 10% TEC

Meéiéni

(¢

[el§

F max[N]

OF max|N]

S[N]

F/S[mN/mm?]

s/S[mMN/mm?]

12,81

13,05

13,23

17,35

14,29

13,86

16,04

15,64

OO |IN|O ||~ |Ww (N

17,34

=
o

16,15

14,98

1,74

24,26

2,82

Tab. 8: Adhezivni sila oligoesteru 1D plastifikovaného 10% TEC

Meéiéni

<

<

F max[N]

OF max|[N]

S[N]

F/S[mN/mm?]

s/S[mMN/mm?]

12,44

8,82

4,05

6,17

11,30

6,66

9,17

12,63

OO |IN|O |0 |W (N |-

10,10

=
o

6,44

8,78

2,90

14,22

4,70
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Tab. 9: Adhezivni sila oligoesteru 2D plastifikované¢ho 10% TEC

M¢r

<

<

ni C.

F max[N]

OF max[N]

S[N]

F/S[mN/mm?]

s/S[mN/mm?]

47,85

42,19

48,09

41,31

47,07

52,14

41,12

44,75

OO INoOO|O|d|W|IN |-

44,13

[ERY
o

43,46

45,21

3,53

73,21

5,72

Tab. 10: Adhezivni sila oligoesteru 5D plastifikovaného 10% TEC

M¢r

Q¢
=]
P

Cx

F max[N]

OF max|[N]

S[N]

F/S[mN/mm?]

s/S[mN/mm?]

231,25

228,24

228,47

202,96

202,36

224,07

205,71

228,31

OO |INojo|d W |IN |-

206,93

[EY
o

202,38

216,07

12,84

349,90

20,79
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Tab. 11: Adhezivni sila oligoesteru 8D plastifikovaného 10% TEC

<

M¢iéni C.

<

F max[N]

OF max[N]

S[N]

F/S[mN/mm?]

s/S[mN/mm?]

159,42

150,23

167,47

148,38

160,56

155,18

175,34

157,02

OO INoOO|O|d|W|IN |-

149,61

[ERY
o

167,75

159,10

8,91

257,65

14,43
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Obr. 3: Vzor protokolu testu adheze

23.03.2009

Zk. parametry:

Zkousel(a) . TreSiiakova Jitka
Material : SD+10%TEC
Snimac sily : 2,5kN

Jina rychlost pro odlehéeni : 300 mm/min

Prodleva na ref. hodn. sily pfi zatéZovani: 1:60

Definovani sily pro zatizeni ¥ 135
Vysledky: Statistika:
Fa max. Série | Fa max.
Nr N n=10| N
1 [-231,25 x_|-216,07
2 |-228,24 s 12,84
3 |-228,47 v 594
4 |-202,96
5 |-202,36
6 |-224,07
7 |-205,71
8 |-228,31
9 |[-206,93
10 |-202,38
Grafické zaznamy zkous$ek:
0
_ 4
&
% -100 +
-200 +
] t t ; f + t + f f : ; f f
0 20 40 60

Test time, s

37



6.1.2. Méreni viskozity

Tab. 12: Dynamicka viskozita n [Pa.s] plastifikovanych oligoestert

RPM 0,5D 1D 2D 3D 5D 8D PLGA
ot./min | n[Pas] | n[Pas] | n[Pas] | n[Pas] | n[Pas] | n[Pas] | n[Pas]
0,3 1154,0 | 1654,0 | 417,0 | 2896,0 2437,0
0,5 11450 | 1630,0 | 420,0 2410,0
0,6 1146,0 | 16150 | 4150
1 1105,0 420,0
15 423,3 125,8 75,8
2 4219 125,0 76,3
2,5 419,5 125,0 76,5
3 124,2 76,7
4 123,4 76,6
5 123,5 76,3
6 123,1 75,8
10 120,8 74,9
12 74,5
pramér | 11375 | 1633,0 | 4195 | 2896,0 123,9 75,9 24235
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6.1.3. Méieni disoluce

Tab. 13: Liberace acikloviru z oligoesteru 0,5D plastifikované¢ho 10% TEC

Cas[dny] | A Redeni | 2V | Acv ]| Primer | Kumulativai
[mg] %

0,798 10 2140 | 3506

0125 | 0892 10 2394 | 4058 | 3461 34,61
0,649 10 1737 | 2820
0,453 10 1208 | 1978

0,25 0,292 10 0772 | 1309 | 1593 50,54
0,346 10 0918 | 14,91
0,962 10 2583 | 42,32

1 0,748 10 2005 | 3398 | 3612 86,66
0,737 10 1975 | 32,06
0,414 10 1102 | 17,89

2 0,512 10 1367 | 2219 | 1856 105,23
0,362 10 0962 | 15,61
0,290 2 0,153 249

3 0,900 2 0,483 7.84 4,14 109,37
0,245 2 0,129 210
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Tab. 14: Liberace acikloviru z oligoesteru 1D plastifikovaného 10% TEC

Cas[dny] | A Redeni | 2V | Acv ]| Primer | Kumulativai
[mg] %

0,435 10 1159 | 1958

0125 | 0414 10 1102 | 1844 | 21,52 21,52
0,578 10 1545 | 26,55
0,588 2 0314 | 5231

025 | 0461 2 0246 | 411 6,14 27,67
0,975 2 0524 | 9,00
0,679 10 1818 | 30,72

1 0,502 10 1583 | 2649 | 2592 53,59
0,449 10 1197 | 20,56
0,563 10 1505 | 25,86

2 0,833 10 2235 | 3840 | 2901 82,60
0,497 10 1326 | 2279
0,507 5 0677 | 1163

3 0,331 5 0439 | 754 8,18 90,79
0,238 5 0313 | 538
0,884 1 0237 | 408

4 0,955 1 0256 | 441 3,20 93,99
0,247 1 0065 | 112
0,873 1 0234 | 403

7 0,799 1 0214 | 368 3,08 97,96
0,915 1 0246 | 422
1,183 1 0318 | 546

10 0,565 1 0,51 | 259 3,26 101,23
0,378 1 000 | 173
0,338 1 0090 | 154

14 0,586 1 0,157 | 2,69 1,59 102,81
0,120 1 003l | 053
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Tab. 15: Liberace acikloviru z oligoesteru 2D plastifikovaného 10% TEC

Cas[dny] | A Redeni | 2V | ACV ]| Promer | Kumulatival
[mg] %

0,575 10 1575 | 26,03

0125 | 0,550 10 1503 | 2560 | 2536 25,36
0,531 10 1449 | 2445
0,763 5 1,055 | 17,44

0,25 0,698 5 0962 | 1639 | 1635 41,71
0,656 5 0,903 | 1523
0,480 10 1,304 | 2156

1 0,505 10 1375 | 2342 | 2283 64,55
0,485 10 1318 | 22,24
0,525 2 0,286 4,83

2 0,537 2 0,293 4,95 4,70 69,25
0,473 2 0,257 4,33
0,397 1 0,107 1,80

3 0,522 1 0,142 2,40 2,17 71,42
0,504 1 0,137 2,32
0,841 1 0,233 3,93

4 0,873 1 0,242 4,09 3,90 75,32
0,787 1 0,218 3,67
0,241 10 0624 | 1052

7 0,360 5 0,481 8,12 8,88 84,20
0,355 5 0,474 8,00
1,030 1 0,287 4,84

10 1,018 1 0,284 4,78 491 89,12
1,088 1 0,303 5,12
1,343 1 0,376 6,34

14 1,268 1 0,355 5,08 5,71 94,82
1,020 1 0,284 4,79
0,881 1 0,245 4,13

17 0,488 1 0,133 2,24 3,72 98,55
1,023 1 0,285 4,81
0,973 1 0,271 4,57

21 0,221 1 0,057 0,96 3,00 101,55
0,746 1 0,206 3,48
0,023 1 0,000 0,01

28 0,058 1 0,010 0,17 0,78 102,33
0,471 1 0,128 2,16
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6.2. Grafy

6.2.1. Adhezivni sila

Obr. 4: Adhezivita oligoesteri plastifikovanych 10 % TEC
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Obr. 5: Porovnani adhezivity oligoestert plastifikovanych 10% a 20% TEC**
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Obr. 6: Zavislost adhezivni sily oligoesterti plastifikovanych 10 % TEC na molarni

hmotnosti oligoesteru
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Obr. 7: Zavislost adhezivni sily oligoestert plastifikovanych 10 % TEC na stupni

vétveni oligoesteru
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6.2.2. Dynamicka viskozita

Obr. 8: Dynamicka viskozita oligoesterti plastifikovanych 10 % TEC
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Obr. 9: Porovnani dynamické viskozity oligoesteri plastifikovanych 10% a 20% TEC**

EH 10%TEC O 20%TEC

3500,0

3000,0 -

2423,5

2500,0 -

2000,0 A

n
[Pa.s]
1500,0 -
1137,5

1000,0 -

500,0 A

551 12395077 75,914 79
0,0 = o R

0,5D 2D 5D 8D

Oligoester

44



Obr. 10: Zavislost dynamické viskozity oligoestert plastifikovanych 10 % TEC na

molarni hmotnosti oligoesteru
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Obr. 11: Zavislost dynamické viskozity oligoestert plastifikovanych 10 % TEC na
stupni vétveni oligoesteru
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6.2.3. Disoluce acikloviru

Obr. 12: Liberace acikloviru z oligoesteru 0,5D plastifikované¢ho 10% TEC
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Obr. 13: Liberace acikloviru z oligoesteru 1D plastifikovaného 10% TEC
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Obr. 14: Liberace acikloviru z oligoesteru 2D plastifikovaného 10% TEC

120 -

100 A

®
o
1

(o2}
o
1

Mnozstvi uvolnéného ACV [%]
I
)

N
o

0 5 10 15 20 25
Cas [dny]

Obr. 15: Porovnani liberace acikloviru z testovanych oligoestert
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Obr. 16: Linearni faze liberace acikloviru z oligoesteru 1D plastifikovaného 10% TEC
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Obr. 17: Linearni faze liberace acikloviru z oligoesteru 2D plastifikovaného 10% TEC
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Obr. 18: Porovnani liberace acikloviru z oligoesteru 0,5D
plastifikovaného 10% a 20% TEC**
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Obr. 19: Porovnani liberace acikloviru z oligoesteru 1D
plastifikovaného 10% a 20% TEC*
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Obr. 20: Porovnani liberace acikloviru z oligoesteru 2D
plastifikovaného 10% a 20% TEC**
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7. Diskuse

7.1. Dynamicka viskozita

Byla méfena dynamickd viskozita oligoesteri 0,5D, 1D, 2D, 3D, 5D a 8D
plastifikovanych 10% triethylcitratu a linearniho PLGA plastifikovaného 10%
triethylcitratu na digitdlnim viskozimetru Brookfield - typ DV-E s adaptérem pro malé
mnozstvi vzorkd pfi teploté 50°C za pouziti vietena ¢. 14. Vzorek 3D byl za téchto
podminek méfitelny pouze pii rychlosti otaceni vietena 0,3 ot/min. Ostatni vzorky byly
méieny pii vice hodnotich RPM. Jejich dynamickéd viskozita se rychlosti otaceni
neménila, proto mohla byt vypocitdna primérnd hodnota. Jednd se tedy o newtonské
systémy (tab. 12).

Vyrazné nejvyssi dynamickd viskozita, kolem 2500 Pa.s, byla nameéfena
u oligoesteri 3D a PLGA. Téméf poloviéni dynamickou viskozitu mély vzorky
1D a 0,5D. Oligoestery 2D, 5D a 8D m¢ély viskozitu o jeden fad nizsi (obr. 8).

Pro zjisténi vlivu koncentrace plastifikatoru na dynamickou viskozitu byly
pouzity vysledky diplomové prace Ireny Jirdkové: Vlastnosti vétvenych oligoestert
plastifikovanych 20 % triethylcitratu.** Byly tak porovnany oligoestery s 10% a 20%
TEC. Z vysledkd vyplyva, ze zvySeni koncentrace triethylcitratu z 10% na 20% vede
k vyraznému snizeni dynamické viskozity (obr. 9). Rovnéz rozdily v hodnotach
dynamické viskozity jednotlivych oligoesteri nebyly pii pouziti 20% triethylcitratu
v tak velkém rozsahu. Rozsah hodnot viskozity pfi 10 % plastifikaci byl od 76 Pa.s
u oligoesteru 8D po 2896 Pa.s u oligoesteru 3D. Pfi pouziti 20% triethylcitratu pouze
v rozsahu 15 Pa.s az 162 Pa.s.

Jednotlivé oligoesterové nosice se liSi molarni hmotnosti a stupném vétveni.
U testovanych oligoesterti piiblizné plati, ze s rostouci molarni hmotnosti (M,,) roste
stupenl vétveni (tab. 5). Nejvyssi stupeni vétveni byl zjistén u oligoesterti 2D a 1D, které
maji  nejvyssi M, * Dynamickd viskozita oligoesterti plastifikovanych 10%
triethylcitratu stoupala s nartstajici molarni hmotnosti, ale pouze do urcité hodnoty
molarni hmotnosti, poté viskozita zna¢né poklesla (obr. 10). Rozdily ve stupni vétveni
testovanych oligoesterti se adekvatné neprojevily v naméfenych hodnotach dynamické
viskozity (obr. 11). Nevétveny PLGA mél druhou nejvyssi hodnotu dynamické
viskozity a oligoester 5D se srovnatelnym stupném vétveni naopak druhou nejnizsi

hodnotu viskozity.
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7.2. Adhezivni sila

Byla zmétena adhezivni sila oligoesterti 0,5D, 1D, 2D, 5D a 8D plastifikovanych
10% triethylcitratu. U oligoestert 3D a PLGA s 10% triethylcitratu nebylo mozné
zmétit adhezivni silu. Pokud jsou tyto oligoestery plastifikovany pouze 10%
triecthylcitratu, maji pfi laboratorni teploté velmi vysokou viskozitu (viz. tab. 12). Nelze
je nanést na horni kontaktni plochu zkusebniho stroje. ReSenim nebylo ani sniZeni
viskozity vzorkd zahfatim v horkovzdusné susarné. Vzorek poté sice bylo mozné
aplikovat na kontaktni plochu stroje, ale velmi brzy ztuhl a vytvofil sklovity povrch,
ktery nepfilnul k podkladu.

Adheze je mezifazovy jev ovlivnény povrchovou energii a rozprostirdnim.
Teorie smaceni vysvétluje adhezi rozprostfenim (smacenim) a vytvorenim tuzkého
kontaktu mezi adhezivem a substratem.! K adhezi vzorki 3D a PLGA plastifikovanych
10% triethylcitratu nedochazi z divodu vysoké hodnoty kontaktniho uhlu, a tedy
Spatného rozprostfeni po modelovém substratu. V souladu s teorii smaceni byla nejvyssi
adhezivni sila naméfena u oligoesteri SD a 8D (viz. obr. 4), které maji nejnizsi
viskozitu (viz. obr. 8).

Pro porovnani vlivu koncentrace plastifikdtoru na velikost adhezivni sily byly
pouzity vysledky soubézné realizované diplomové prace Ireny Jirakové: Vlastnosti
vétvenych oligoestert plastifikovanych 20 % triethylcitratu.** V jeji praci byla méfena
adhezivita a viskozita stejnych oligoestert, ale plastifikovanych vyssi, 20% koncentraci
triethylcitratu. ZvySenim koncentrace plastifikatoru se fadové snizila viskozita soustav
(viz. obr 9). Oligoestery 3D a PLGA maji pii 10% plastifikaci triethylcitratem
dynamickou viskozitu pfiblizné 2500 Pa.s a neméfitelnou adhezivni silu. Pti pouziti
20% triethylcitratu klesla viskozita na hodnoty kolem 150 Pa.s a byla zjisténa vysoka
adhezivni sila.

Pii pouziti 10 % triethylcitratu je rozdil v adhezivité jednotlivych oligoesterii
podstatné vyraznéjsi nez pii pouziti 20 % koncentrace triethylcitratu (obr. 5). Z toho
vyplyva, Ze koncentrace plastifikdtoru vyznamné ovlivni dynamickou viskozitu, a to
se promitne do hodnot adhezivni sily.

VIiv molarni hmotnosti oligoesteru na adhezivni vlastnosti neni jednoznacény.
Vyssi  adhezivni sila byla zjiSténa u oligoesteri s nejnizSimi  hodnotami
My (~ 2000 g/mol). Se vzrustem molarni hmotnosti adhezivni sila vyrazné klesa. Mirny
vzestup adhezivity byl zaznamenan az u oligoesteru 2D s nejvyssi Mw = 6600 g/mol

(obr. 6). Obdobné¢ 1ze hodnotit vliv stupné vétveni na adhezivni silu. Nejvyssi adhezivni
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stupném vétveni adhezivni sila vyrazné klesa.

7.3. Liberace acikloviru

Byl proveden staticky disoluc¢ni test acikloviru inkorporovaného do oligoestert
0,5D, 1D a 2 D plastifikovanych 10% triethylcitratu. Aciklovir se nejrychleji uvolnil
z oligoesteru 0,5D, a to jiz za 2 dny. Na libera¢ni kiivce (obr. 12) je patrny vysoky burst
efekt. Za 6 hodin od pocatku liberace se uvolnilo 51% léciva.

Liberace acikloviru z oligoesteru 1D probihala po dobu 10 dnt. Za 3 hodiny
od zac¢atku liberace se uvolnilo piiblizné 20% acikloviru. V ¢asovém intervalu 3 hodiny
az 2 dny se aciklovir uvolnoval kinetikou 0. fadu (obr. 16). Celkové se uvolnilo 83%
lé¢iva. Zbytek inkorporovaného acikloviru se uvolnil béhem nasledujicich 8 dnt
(obr. 13).

Nejpomaleji se uvolnoval aciklovir z oligoesteru 2D. Celkova doba liberace byla
21 dnt. Jiz béhem 24 hodin se uvolnilo 65% léciva. Nasledovala linearni faze liberace
v délce Sesti dnli, béhem kterych se uvolnilo 84% acikloviru. Zbylych 16% IéCiva
se uvolnilo konstantni rychlosti v nasledujicich 14 dnech (obr. 17).

Liberace acikloviru z oligoestert 0,5D, 1D a 2D byla ovlivnéna jejich molarni
molekulovou hmotnost (M, = 4000 g/mol) a nejnizsi stupen vétveni. Inkorporovany
aciklovir se uvolnil za 2 dny. S rostouci My, a stupném vétveni se doba liberace
prodluzovala.

VSechny matrice v disoluénim médiu (fosfat citratovy pufr pH 7,0) vyrazné
zbobtnaly a doslo k jejich fragmentaci.

Vysledky liberace acikloviru z oligoesterti 0,5D, 1D a 2D s 10% triethylcitratu
byly porovnany s liberaci acikloviru z oligoesterti s 20% TEC testovanymi v diplomové
praci Ireny Jirakové: Vlastnosti vétvenych oligoesteri plastifikovanych 20 %
triethylcitratu.** Liberace acikloviru probihala témé&f identicky, zvySeni koncentrace

triethylcitratu z 10% na 20% nemélo na liberaci acikloviru vyznamny vliv (obr. 18-20).
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8. Zavér

Z vysledkt experimentalni ¢asti diplomové prace lze ucinit nasledujici zavery:

1. Oligoestery vétvené dipentaerythritolem v mnozstvi 0,5 %, 1 %, 2 %, 3 %, 5 % a 8%
v reakéni smési, které byly plastifikovany 10% triethylcitratu, jsou newtonské
systétmy. Dynamickd viskozita je pfi takto nizké plastifikaci v Sirokém rozmezi

hodnot, a to 76 Pa.s u oligoesteru 8D po 2900 Pa.s u oligoesteru 3D.

2. Vyznamngjsim faktorem ovliviiujicim dynamickou viskozitu byla molarni hmotnost
My nez stupen vétveni. Dynamicka viskozita oligoesterti plastifikovanych 10%
triethylcitratu S rostouci moldrni hmotnosti stoupala, ale ne v celém rozsahu My

testovanych oligoestera.

3. Vsouladu s teorii smaceni byla nejvyssi adhezivni sila naméfena U oligoestert
5D a 8D, které maji nejnizsi viskozitu. K adhezi vzorkli 3D a PLGA plastifikovanych
10% triethylcitratu nedochazi z divodu Spatného rozprostieni po modelovém

substratu.

4. Liberace acikloviru z oligoesterd 05D, 1D a 2D byla ovlivnéna molarni hmotnosti
a stupném vétveni. V uvedeném poradi oligoesterti roste molarni hmotnost a stupen

vétveni a prodluzuje se doba liberace acikloviru.
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