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1. Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmaceutické technologie

Skolitel: PharmDr. Barbora Vranikova, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Chiazor Ugo Ogadah

Posluchac: Karolina Johnova

Nazev diplomové prace: Studium vlivu kombinace mukoadhezivnich

polymert na chovani matricovych systémi
v prostiedi zaludku

Cileny ptivod 1é¢iv do kolonu zaujima vyznamné postaveni ve farmakoterapii lokalnich
onemocnéni tlustého stieva (kolorektalni karcinom, nespecifické stievni zanéty apod.). V ramci
fizeného uvolnovani 1éCiv musi formulace odolavat kyselému prostfedi horni cCasti
gastrointestinalniho traktu. Vyssi a€innosti 1€¢ivé latky v postiZzené oblasti je mimo jiné mozné
dosahnout pouzitim tzv. mukoadhezivnich transportnich 1ékovych systémi, které prodlouzi
dobu setrvani formulace v misté absorpce. Tato preformulacni studie se proto zabyvala
hodnocenim vlastnosti matricovych tablet zaloZenych na mukoadhezivnich polymerech
v prostiedi zaludku, jelikoZ znalost chovani systémil v kyselém prostredi je dilezitd z diivodu
zmén pH vyvolanych zanéty tlustého stieva.

Vybrané polymery guarova klovatina (GK) a hypromeloza K15M (HPMC K15M) se
pouzily samostatné nebo v kombinacich v pomérech 100:0; 85,4:14,6; 50:50; 14,6:85,6 a 0:100.
Na absolutnim rotacnim reometru se méfila viskozita ptisluSnych polymernich disperzi v
biorelevantnim disoluénim médiu simulujicim prostedi Zaludku (FaSSGF). Vylisované tablety
s modelovym lé¢ivem theofylinem se podrobily testu bobtnavosti a disolu¢nim zkouskam. Na
zaklad¢ vysledkl lze konstatovat, Ze vSechny hydrofilni matricové systémy byly schopné
prodlouzit uvoliovani léciva na 24 hodin. Nicméné, kombinace polymert s dominantnim
zastoupenim HPMC K15M (14,6:85,6 a 0:100) se zda byt nejslibnéjsi z ditvodu vytvoteni silné,
odolné gelové bariéry béhem prvnich 2 hodin disoluce, ¢imZ se potlacilo riziko pied¢asného
uvolnéni 1é¢iva. Naopak u smési s vysokym zastoupenim GK byl pozorovan tzv. burst-effect,
ke kterému dosSlo v disledku rapidniho nabobtndni a rozpusténi vnéjSich kompletné

hydratovanych vrstev GK zptsobujici rychlou diftzi 1é¢iva do média.



2. Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Title of Thesis: Effect of combination of mucoadhesive polymers on
the behaviour of matrix tablets in the gastric
environment

Colon-targeted drug delivery plays a significant role in the pharmacotherapy of local
diseases situated in the large intestine (colorectal cancer, inflammatory bowel diseases etc.). In
terms of sustained drug release, such formulations carrying the active substance must be
resistant to the acidic environment of the upper gastrointestinal tract. In addition, an enhanced
therapeutic efficacy may be achieved by prolonging the residence time of the formulation at the
absorption site by means of mucoadhesive drug delivery systems. For these reasons, the
presented preformulation study investigates the behaviour of matrix tablets based on
mucoadhesive polymers in the gastric environment. Knowledge of the system behaviour in
acidic pH is important as the surrounding of an inflammatory colon may be lower in comparison
to the physiological conditions.

The selected polymers, guar gum (GK) and hydroxypropyl methylcellulose K15M
(HPMC K15M) were used separately or combined in ratios 100:0, 85.4:14.6, 50:50, 14.6:85.4
and 0:100, respectively. The viscosity of polymers dispersions was evaluated in biorelevant
dissolution media Fasted State Simulating Gastric Fluid (FaSSGF) using a rotational rheometer.
Subsequently, compacts containing model drug theophylline were prepared and evaluated for
their swelling behaviour and dissolution profiles. The obtained data shows that all hydrophilic
matrix systems were able to sustain the drug release for up to 24 hours. Mixtures containing
mainly HPMC K15M (14.6:85.4 and 0:100) seems to be the most promising as HPMC forms
the strongest gel barrier preventing premature drug release. Contrarily, compacts with a high
amount of GK performed poorly as a pronounced burst-effect may be observed due to its rapid

swelling and dissolving of outer, fully hydrated layers into the gastric medium.



3. Cil prace

Teoreticka cast této diplomové prace se zabyva problematikou cileného ptivodu 1é¢iv do
tlustého stieva a struéné charakterizuje specifické 1€kové systémy s tim spojené. Detailnéji je
pak popsan mechanismus mukoadheze spolecné s faktory, které mohou ptilnuti materialu
k muko6zni membrané ovlivnit, a pfedevsim pak hodnoceni miry mukoadheze prostiednictvim
in vitro a ex vivo testl, kde se zamétuje na jejich podstatu a provedeni.

Cilem experimentalni ¢asti je hodnoceni chovéni a vlastnosti mukoadhezivnich polymert
guarové klovatiny, hypromelozy K15M a jejich smési v biorelevantnim médiu s pH 1,6
simulujicim kyselé prostiedi Zaludku. Pfipravené polymerni smési budou podrobeny stanoveni
viskozity rizné koncentrovanych disperzi. Nasledné¢ budou pfipraveny matricové tablety
s obsahem modelového 1é¢iva theofylinu, které budou podrobeny testovani bobtnavosti a
disolu¢nim zkouskam. Ziskané vysledky by mély nasledné spole¢né s vystupy z navazujicich
zkousek provedenych v biorelevantnim médiu simulujici prostfedi tenkého a tlustého stieva
poskytnout komplexnéjsi znalosti o chovani téchto polymerti, coz umozni vyuzit racionalni

pristup k formulaci Iékovych systémi zacilenych do tlustého stieva.



4. Seznam symbolu a zkratek

Zkratka/symbol Vyznam

FaSSGF biorelevantni disolu¢ni médium simulujici prostfedi zaludku nala¢no (Fasted State

Simulated Gastric Fluid)

GIT gastrointestinalni trakt

GK guarova klovatina

HPMC hypromeléza (hydroxypropylmethylcelul6za)
HPMC K15M hypromeléza s viskozitnim stupném 15 000 [mPa.s]
K koeficient konzistence [Pa.s]

LSS systémy kapalina v pevné fazi, liquisolid systémy

n index tokového chovani

SI index bobtnavosti (Swelling Index) [%]



5. Uvod

Ptredevsim v poslednich 25 letech je cilenému piivodu léCiv do kolonu (angl. colon-
targeting) vénovana zvysujici se pozornost, a to pro jeho unikatni farmaceuticky potencial a
klinické piinosy, kterych nelze dosdhnout tradicnim podavanim 1é¢iv s okamzitym nebo
postupnym uvolnovanim. K cilené distribuci 1é¢ivych latek do kolonu se vyuzivaji specialni
transportni 1ékové systémy, které jsou schopny dopravit 1é¢ivo v nejvyssi mozné koncentraci
az na pozadované misto piisobeni, tedy do tlustého stieva.! Vysledkem je zvy$end Gi¢innost
léciva diky jeho pfimému plisobeni v postizené oblasti, redukce davky a minimalizace
nezadoucich ucinkd, které se jinak mohou objevit v piipadé pfedasného uvolnéni 1éciva
v horni &4sti gastrointestinalniho traktu (GIT) nebo v diisledku systémové absorpce.!? Mezi
dalsi vyhody patii zvySend absorpce 1€Civ s nizkou biologickou dostupnosti, snizena iritace
zaludku a redukované naklady spojené s nizsi frekvenci davkovani predevsim ekonomicky
narocné farmakoterapie. Nevyhodou cileného ptivodu 1é€iv do tlustého stfeva mize byt na
druhé strané slozité technologické zpracovani, nekompletni uvolnéni 1é¢iva, mozné ovlivnéni
ucinku ptitomnou mikroflérou (metabolickymi procesy), potencialni nespecificka vazba 1é¢iva
na zbytky potravy, hlen &i na stolici vedouci ke sniZeni jeho biodostupnosti.?

Distribuce 1é¢iv do kolonu nachazi své uplatnéni jak pfi lokdlnim, tak systémovém podani
(Obr. 1). Lokalng lze léCit stievni infekce, syndrom drazdivého tracniku, spasticky kolon,
kolorektalni karcinom a obstipaci a dale nespecifické sttevni zanéty, tj. Crohnovu chorobu a
ulcerézni kolitidu, v jejichz terapii se hojn€ vyuzivaji aminosalicylaty, kortikosteroidy
(hydrokortizon, budesonid, prednisolon), ddle imunosupresiva (azathioprin, 6- merkaptopurin,
methotrexat, takrolimus a cyklosporin) a nové moderni biologické 1é¢iva.** TaktéZ je zndmo
efektivni podani anthelmintik a diagnostickych latek pfimo do zasazené oblasti kolonu.*
V ramci systémové terapie predstavuje tlusté sttevo vhodné misto pro zpozdénou absorpci
1é¢iv, ktera je zadouci v pfipadé chronickych onemocnéni s manifestaci a elevaci tézkych
symptomil v noci ¢i nad ranem (tj. no¢ni astma, angina pectoris, infarkt myokardu ¢i artritida
nésledujici cirkadialni rytmus).*® Vyznamné je také peroralni podani peptidii a proteind, jez
jsou lépe absorbovany zkolonu (niz$i aktivita peptiddz a pankreatickych enzymi) nez
z tenkého stieva a zaludku, kde podléhaji kyselé a enzymatické degradaci.! P¥ikladem mohou
byt peptidovd analgetika, kontraceptiva, peroralni vakciny, riistové hormony, inzulin,
kalcitonin, vazopresin, interferony, interleukiny &i erytropoetin.*” Efektivni je i vyuziti bohaté
lymfatické tkéné tlustého stieva pro u¢innou dodavku vakcin na ziklad¢€ absorpce antigenti

mastocyty stievni mukozy, kterd indukuje velmi rychlou produkci protilatek.?
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0 Peptidy a proteiny
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~

Systémové podani légiv Lokalni podani l&civ

Obr. 1: Terapeutické moznosti systémii cileného privodu léciv do kolonu.

(ICHS - ischemickd choroba srdecni).’
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6. Teoreticka ¢ast

6.1 Biofarmaceutické aspekty podani lé¢iv do kolonu

Systémy cilené distribuce 1éCiv do kolonu jsou zaloZeny na principu selektivniho
uvolnéni 1é¢iva v tlustém stfevé, aniz by doslo k jeho predéasnému uvolnéni v horni &asti GIT.?
Proto musi byt 1€¢iva latka chranéna pied absorpci a/nebo kyselym prostiedim zaludku a
nasledné proménlivym prostfedim tenkého stieva (pH v rozmezi 6 - 7,4 nalacno, po poziti
potravy 3 — 7).2 1% V priibéhu vyvoje t&chto formulaci je nezbytné vzit do tivahy anatomické,
fyziologické i dynamicky se ménici patofyziologické vlastnosti kolonu, véetné¢ mikroprostredi

obklopujici postizené misto, které je zna¢né odligné od toho zdravého.’

6.1.1 Anatomie a fyziologie kolonu

V tlustém stfevé se nachdzi nizsi pocet klkii mukoézy (jemné vybézky sliznice) oproti
tenkému stfevu a absorp¢ni plocha je tak vyznamné redukovéana navzdory velkému priméru
tlustého stfeva. Stievni obsah je visk6znéj$i a méné€ promiseny, obzvlasté pii vétsi produkei
traveniny do stolice, coz se miiZe projevit nizkou biodostupnosti Spatné vstebatelnych 1é€iv.
Lipidova dvojvrstva kolonocytl (bunék tlustého stieva) s t¢snymi mezibunéénymi spoji majici
charakter fyzické bariéry je pfi¢inou omezené permeability polarnich sloucenin.* Pozitivnim
aspektem absorpce 1éCiva je prodlouzeny ¢as setrvani formulace v kolonu (6 — 70 hodin), jenz
se odviji od motility ovlivilované potravou a obsahem vldkniny v ni, déle stresem, 1éCivy ¢i
chorobnymi stavy.*® Pii vstupu do kolonu byvd pH lehce kyselé (okolo 5,5) navozené
pritomnosti kyseliny mlécné, kratkych fetézct mastnych kyselin a dalSich produktt vzniklych
bakterialni fermentaci polysacharidii. Poté pH nabyva hodnot 6 — 8 v zavislosti na piijmu
tekutin a potravy a na metabolismu bakterii.” Pomérna vétsina intestinalni mikroflory setrvava
v kolonu s pfevahou anaerobnich bakterii, které ziskavaji energii degradaci polysacharida
enzymy Ucastnicich se redukénich a hydrolytickych reakci. Toto bohaté bakterialni osidleni je
vyuzito v ramci strategii cilené¢ho pfivodu 1é€iv do kolonu. Nicméné je nezbytné vzit v tivahu,
ze veék, riznd stfevni onemocnéni, sloZeni potravy ¢i terapie 1éCivy (pf. antibiotika) ji mohou

narusit a oslabit.*®
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6.1.2 Patofyziologie kolonu

U chronickych nespecifickych sttevnich zanétl dochazi k naruSeni integrity sliznice,
zvySené produkci hlenu, infiltraci imunitnich bunék a produkci reaktivnich forem kysliku a
prozanétlivych cytokinli (vysledek nedostatku dtlezitych antioxidantli), coz se projevi ve
snizené prostupnosti 1é¢iva zanicenou tkani.>!'! B&hem relapst je typicka zrychlena pasaz
kolonem rezultujici prijmem, zvySeny objem tekutin v lumen stfeva a niz$i hodnoty pH (pf.
ulcerézni kolitida pH 2,3 — 5,5), které jsou pficinou rozvratu mikrobiomu a kolisavosti
enzymatické aktivity. VSechny tyto zmény mohou negativné ovlivnit ¢innost podévanych

lékovych systémi.!!

6.2 Moznosti cileni 1é¢iv do tlustého stireva
6.2.1 Vyuziti proléciv

Proléc¢iva jsou farmakologicky neaktivni derivaty parentni molekuly léciva, které
zlistavaji intaktni v prostfedi zaludku a tenkého stieva.? Prolé¢iva mohou byt konjugaty spojené
azo vazbou (nap¥. sulfasalazin, olsalazin)?, glykosidickou vazbou (prednisolon, hydrocortison,
fludrokortizon atd.)'? &i cyklodextrinové konjugaty (napt. kyselina bifenyloctova konjugovana
s hydroxylovou skupinou a-, B- nebo y-cyklodextrinu esterovou nebo amidovou vazbou).!?
V kolonu podléhaji enzymatické biotransformaci, kdy enzymy produkované rezidentnimi
bakteriemi rozStépi kovalentni vazbu mezi 1é¢ivem a nosi¢em, ¢imz se uvolni samotnd u¢inna
latka. V konverzi proléciv dominuji jak reakce hydrolytické (enzymy p-glukuronidaza, B-
xylosidaza, B-galaktosidaza, a-L-arabinosidaza), tak reakce redoxni (enzymy nitroreduktaza,
azoreduktaza, deaminaza, urea dehydroxydéza). Formulace zalozené na prolécivech patii mezi
Siroce vyuzivané v cileném piivodu lé¢iva do kolonu, avSak pted jejich pouzitim je potieba
zvazit vék a zdravotni stav pacienta a soucasné podavani antibiotik, jelikoZz tyto faktory

ovliviiuji metabolickou aktivitu mikroflory.>!3

6.2.2 Polymerni obaly

Molekula lé¢iva cilena do tlustého stfeva musi byt chranéna pied absorpci v hornich
segmentech GIT. Jednou z mozZnosti je pouziti stimul-responzivnich polymernich obalt, které
se rozpadnou pii expozici endogennim stimultim kolonu. Mezi nejvyznamnéjsi stimuly patii

posun hladin pH, piitomnost stfevni mikrofléry a zména redoxniho potencialu.'*
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6.2.2.1 pH-senzitivni polymerni obaly

Princip systému zalozenych na pH-senzitivnich polymernich obalech spociva ve vyuziti
progresivné rostouciho pH gradientu GIT.? V zaludku nala¢no je pH zpravidla kyselé, tj. 1,5 —
1,9 a po jidle se hodnoty pH pohybuji v rozmezi 3 — 7; v tenkém stieveé nalacno je pH obvykle
mezi 6 — 7,4 a po jidle v rozmezi hodnot 3 — 7; ve tlustém stievé je pak pH 5,5 — 8.1° Z tohoto
diivodu se 1¢kova forma, napf. tablety, tobolky nebo pelety, obali pH-senzitivnim polymerem.
Ten je nerozpustny pii niz§ich hodnotach pH, tj. v Zaludku a proximalni ¢asti tenkého stfeva,
zatimco v neutralnim a lehce alkalickém pH terminalniho ilea (a preferencné v ileocekalni
oblasti) se jiz rozpousti. Na pH zéavislé rozpousténi polymerniho obalu tak zabrani pfed¢asnému

uvolnéni 1é¢iva v hornich ¢astech GIT, a naopak zprostiedkuje uvolnéni zpozdéné (Obr. 2).2

r Jadro s formulaci 1&¢iva
Fi Enterosolventni obal

Faludek l Hydrofilni palymerni obal

'Ff_
A

- Rozpuitény enterosalventni obal

Tenké stfevo l

Rozpustény hydrofilni polymerni obal
- =l
i e "l Uvolnéni |&€iva do tlustého stifeva
\i\;g/ v

Tluste stfevo

T‘s.'v"‘r"

Obr. 2: Schématické znazornéni uvolnéni léciva z pH-dependentnich polymernich obalii.’

Nevyhodou pH-senzitivnich systému je vSak proménlivost hodnot pH jednotlivych ¢asti
GIT, které jsou ovliviiovany stravou, piijmem tekutin, chorobnymi stavy, metabolismem
bakterii, pfitomnymi mastnymi kyselinami, oxidem uhli¢itym a dal$imi fermenta¢nimi
produkty.”!® Rovn&Zz znaéné intra- a interindividualni rozdily v pH =zaZivaciho traktu
predstavuji prekazku v reprodukovatelnosti uvoliovani 1é¢iv z téchto systémi. '3

Mezi nejpouzivanéjsi pH-senzitivnimi polymery patii syntetické kopolymery kyseliny
methakrylové, komeréné dostupné pod oznacenim Eudragit® (Evonik). Konkrétnimi piiklady

mohou byt Eudragit® L rozpustny pii pH > 5,6 a Eudragit® S rozpustny pii pH > 7. Diéle je
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znamy Eudragit® FS 30D rozpustny pii pH > 6,8, Eudragit® L100 rozpustny pfi pH > 6 a
Eudragit® S100 rozpustny pii pH > 7, celuléza acetat ftalat rozpustnd pii pH > 5 a ftalat

hypromelézy rozpustny pti pH 5,2 — 5,4.%°

6.2.2.2 Biodegradovatelné polymerni obaly

Vzhledem k faktu, ze je tlusté stievo bohaté osidleno bakteridlni mikroflérou, je koncept
této strategie zalozen na pouziti biodegradovatelnych polymernich obalt, které jsou v kolonu
rozloZzeny bakteridlnimi enzymy. Polymery obalend molekula 1éCiva tak ziistane v ¢astech
s nizkou mikrobialni aktivitou (Zzaludek a tenké stievo) intaktni.?

Jednou z metabolickych reakci bakterii tlustého stfeva je redukce azo vazby enzymem
azoreduktazou. Z tohoto diivodu byly syntetické azopolymery ve velké mife pfedmétem studii
cileného ptivodu 1é¢iv do kolonu, kde nachazi své vyuziti pravé jako polymerni obaly.>!* Lze
ovSem pouzit i pfirodni polysacharidy, napt. pektin, guarovou klovatinou (GK), inulin nebo
chitosan, které jsou §tépeny nejéastéji amylazou.!> Vyhodou téchto systémil je dostupnost
pomérné Siroké Skaly biodegradovatelnych polymeri, relativné nizké vyrobni ndklady, nizka
toxicita a imunogenicita a vysokad biokompatibilita. Rada polysacharidi ma navic také
mukoadhezivni vlastnosti, ¢imz dok4zou prodlouzit Cas setrvadni formulace v misté jejiho
pusobeni. Potencidlni ptekazky biodegradovatelnych polymert tkvi ve velkém rozpéti
molekularnich hmotnosti, chemické variabilit¢ a nizké rozpustnosti polymeri ve vétSing
organickych rozpoustédlech, coZ omezuje moZnosti jejich chemické modifikace (viz kapitola
6.2.3.2). Nadmérna hydrofilita a rozpustnost polymer ve vodé mize mit navic na svédomi

pied¢asné uvolnéni 1é¢iva v hornich ¢astech GIT.’

6.2.2.3 Redox-senzitivni polymerni obaly

Biodegradovatelné polymery obsahujici azo vazbu (vazba N=N) jsou citlivé na
zmény redoxniho potencidlu tlustého stfeva (nejnizsi ze vSech ¢asti GIT), ke kterym dochazi
v disledku metabolické a bakteridlni aktivity. Princip jejich rozpadu je analogicky k redukci
azo vazby intestindlnimi enzymy a spocivd v neenzymatické hydrolyze enzymaticky
generovanymi flaviny (kofaktory oxida¢nich a redukénich reakci).>!> Nevyhoda azopolymeri
tkvi v toxickych produktech vzniklych rozstépenim azo vazby (aromatické aminy a hydrazo-
slouceniny) a v nizkém stupni jejich degradace zptisobené nizkou rozpustnosti azo vazby ve

vod&.!* Mezi redox-senzitivni polymery se fadi i takové, které obsahuji disulfidickou vazbu.?
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Ta zGstava zcela intaktni v kyselém prostiedi zaludku a tenkého stfeva a v kolonu s nizkym
redoxnim potencidlem je lehce rozStépena. Polymery s disulfidickou vazbou tedy ptedstavuji
efektivni a vhodnou alternativu azopolymert. Nicméné, jejich potencial ve vyuziti jako

filmotvornych latek u formulaci cilenych do kolonu byl dosud prozkouman jen omezeng.'

6.2.3 Polymerni matrice

Dalsi moznosti technologického zpracovani je inkorporace 1é¢iva do polymerni matrice.
Polymery vybrané pro jejich vyrobu by mély byt schopné degradace v kolonu, aby mohlo dojit

k liberaci 1é¢iva.?

6.2.3.1 pH-senzitivni polymerni matrice

Zakladem téchto formulaci je pH-senzitivni polymerni matrix (napt. Eudragit L100 nebo
S100), kterd je vétSinou obalena vhodnym acidorezistentnim polymerem a pifi expozici
alkalickému prosttedi kolonu (pH >7.4, tj. pH vy$Simu nez v tenkém stieve) se ¢astecné nebo
kompletné rozpousti.'®!” Na z4klad& toho dojde ke tvorbé porti, skrze které je umoznén prostup
disolu¢niho média do matrix. Postupné se tak prostfednictvim diflize nebo eroze matrix zacne
uvoliiovat inkorporované lécivo. Tyto formulace pifedstavuji niZsi riziko nedostate¢ného
uvolnéni 1éciva, nez je tomu u formulaci nesouci pouze polymerni obal. U téch nedojde k

uvolnéni 1é¢iva ulozeného v jadie diive, neZ nastane kompletni rozpusténi viech vrstev obalu.!”

6.2.3.2 Biodegradovatelné matrice a hydrogely

Druhou variantou jsou formulace tvofené léCivem inkorporovanym do polymerni
biodegradovatelné matrix, ktera musi zlistat neporusena az do chvile, nez dosdhne kolonu, ve
kterém je nejCastéji bakteridlnim enzymem amylazou degradovdna. Pro piipravu téchto
systému se zpravidla pouZzivaji ptirodni polysacharidy, napi. amyl6za, GK, pektin, chitosan,
inulin, cyklodextriny, chondroitin sulfat a dextran. Protoze jsou tyto latky obvykle dobte
rozpustné ve vodé, musi se jejich rozpustnost snizit polymernim zesitovanim nebo hydrofobni
derivatizaci, coz je nezbytné pro rezistenci lékové formy v kyselém prostfedi. V molekule
polymeru je dilezity optimalni pomér hydrofobnich a hydrofilnich skupin a pocet volnych

1‘18

hydroxylovych skupin®, coz dokazuje i prace Rubinsteina a kol.'* V této studii byl sledovan

vliv stupné zesiténi polymerni matrix chondroitin sulfatu na in vitro liberaci inkorporované¢ho
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indometacinu. Vysledky prace ukazaly, ze existuje linearni vztah mezi stupném zesiténi
polymeru a mnoZstvim uvolnéného léciva.'®

Hydrogely jsou tvotené siti kovalentné zesitovaného linearniho hydrofilniho polymeru,
ktera je schopna absorbovat vodu a nabobtnat, pfi¢emz stupeii nabobtnani idi rychlost disoluce
lé¢iva.>!” Brondsted a Kopecek ° ptipravili metodou crosslinking polymerizace n&kolik typt
azo-aromatickych biodegradovatelnych hydrogelt, konkrétné hydrogely
tvofené N- substituovanym  methakrylamidem, N-terc-butylakrylamidem a kyselinou
akrylovou. Diky inkorporaci kyselych monomert byl stupeii jejich bobtnavosti pH-
dependentni, ptfi¢emz nejvétsi v pH typickém pro kolon, kde jsou nasledné¢ mikrobidlnimi
azoreduktazami degradovany.?’ Negativem téchto systémi byl v§ak vznik toxického anilinu pfi
mikrobidlni degradaci. Z tohoto diivodu se preferuji hydrogely sestavajici z ptirodnich
polymerii vykazujici nizsi toxicitu, na kterych se provadi chemické modifikace umoznujici
penetraci enzymi do polymerni sité, coz vede k celkové degradaci hydrogelu (namisto
degradace povrchové) a rychlejsimu uvolnéni 1é¢iva. Piikladem muize byt hydrogel dextranu
s ptidavkem diisokyanatu jako sitovaciho ¢inidla nebo hydrogel polymeru GK zesitované

boraxem.?

6.2.4 Casové-dependentni formulace

Casové-dependentni systémy jsou uziteGné v terapii onemocnéni zavislych na
cirkadidlnich rytmech, avSak v 1é€bé syndromu drazdivého tracniku, ulcerdzni kolitidy a
karcinoidového syndromu nemaji vyuZiti z divodu zrychlené pasaze kolonem.” Jedna se o
formulace zaloZené na zpozdéném uvolnéni 1é€iva po predem stanoveném Casovém intervalu,
béhem kterého probéhne tranzit formulace s [é€ivem z dutiny Ustni aZ do kolonu. Ackoliv je
vyprazdnovani Zaludku vysoce variabilni, prichod tenkym stfevem je relativné konstantni.
Casovéa prodleva v uvoliiovani 1é¢iva by tedy méla byt okolo 5 hodin vzhledem k 3- az
4 hodinové pasazi tenkym stfevem.’

Existuje hned nékolik moznosti, jak dosdhnout zpozdéného uvolnéni 1éciva. Jednou
znich je systém s pulznim uvoliovanim 1é¢ivé latky zvany Pulsincap®, ktery sestava ze
zelatinové tobolky s té€lem ve vodé nerozpustnym a z vnéjsiho enterosolventniho polymerniho
obalu. Pti vstupu do tenkého stfeva se tento obal rozpadne a odkryje se hydrogelova zatka, ktera
postupné bobtnd az do svého objemového maxima. V ten moment je vypuzena z tobolky, a
proto je délka zatky faktorem uréujicim ¢asovou prodlevu uvolnéni 1é¢iva.”!* Druhou moznosti

jsou osmoticky fizené systémy fungujici na principu osmotické pumpy. Piikladem je systém
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Port® tvofeny Zelatinovou tobolkou obsahujici osmoticky aktivni latku, ktera diky diftzi vody
semipermeabilni membranou zvysi tlak uvnit tobolky a tim se vysune jinak nerozpustna
lipidova zitka. Mira zpozdéni uvolnéni 1é¢iva je opét déna tloustkou zatky.” Tteti varianta
piedstavuje tlakoveé fizené systémy, kdy je wvnitini sténa tobolky potazena ve vodé
nerozpustnym polymerem ethylcelulozou, ktery se rozpadd pusobenim lumindlniho tlaku
generovan¢ho stievni peristaltikou v tlustém stieve. V tomto piipadé je determinujicim
faktorem sila ethylcelul6zové membrany.”!® Dal§im p¥istupem je kombinace pH- a asové
pfedcasného uvolnéni 1éCiva v horni ¢asti GIT. Prikladem takovéto kombinace mohou byt napf.
nanoéastice s pH-dependentnim polymerem Eudragit® FS-30D (rozpustny pfi pH> 7,0)

kombinovanym s ¢asové-dependentnim polymerem Eudragit® RS100.%!

6.2.5 Casticové systémy

Casticové systémy (peroralni nasobné 1ékové formy) jsou tvofeny mnoha samostatnd
fungujicimi jednotkami, mezi které je distribuovéna jedna celd davka 1éciva. Vzhledem k velmi
malé velikosti ¢astic projde formulace GIT snadno a nezavisle na rychlosti vyprazdhovani
zaludku, coZz mimo jiné potlaci inter- a intraindividudlni variabilitu. Oproti jednotkovym
Iékovym formam jsou schopné rychlejSiho zacileni kolonu, specifické akumulace, uniformni
disperze a delsi retence v postizené tkani, ¢imZ se zlepsi biodostupnost a snizi riziko systémové
toxicity a lokdlni iritace.”*

Mezi ¢asticové formulace cilené do kolonu patii pelety (velikost 0,5 — 1,5 mm), zrnéné
prasky (0,5 — 2 mm) a minitablety (2 —4 mm) a dale mikroc¢astice (1 — 1000 um) a nanocastice
(<100 nm). Kazda individudlni jednotka vznikne enkapsulaci nebo obalenim molekuly 1é¢iva
jednou nebo vice vrstvami polymeru, ktery fidi uvoliiovani 1é¢iva. Pouzivaji se bud’ piirodni
polymerni nosice, napt. pektin, chitosan, celuldza, xyloglukan, anebo syntetické nosice, napf.
azopolymery &i syntetické kopolymery kyseliny methakrylové (Eudragit®).?

Dalsi c¢asticovou lékovou formu piedstavuji formulace zalozené na liposomech, tj.
vezikuldrnich nosicich 1é¢iv tvotenych fosfolipidovou (hydrofobni) dvouvrstvou a hydrofilnim
jadrem, coz jim uklada amfoterni vlastnosti a moznost nést jak hydrofilni, tak lipofilni 1é¢iva.?

Kromé¢ biodegradabilniho a biokompatibilniho charakteru spociva jejich vyhoda v moznosti

konjugace jejich povrchu s ligandy, které zvySujici specificitu lokalniho piisobeni.
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6.2.6 Mukoadhezivni systémy

Mukoadhezivni systémy se staly pfedmétem zajmu technologického vyzkumu diky jejich
schopnosti prodlouzit dobu setrvani 1ékové formy v misté aplikace nebo absorpce na zakladé
jejich interakce s mukozni vrstvou pokryvajici povrch epitelu. Vyrazné se tak zvysi biologicka

24,25

dostupnost a G¢innost zejména Spatn¢ vstiebatelnych 1é¢iv-™ a soucasné se tak snizi frekvence

jejich podani.?® Hlavni potencial téchto systémi tedy spociva v optimalizaci fizeného
uvoliiovani, a to jak v ramci lokalniho, tak i syst¢émového podéani (plati zejména pro peroralné
aplikované peptidy, proteiny a oligonukleotidy). Mukoadhezivni systémy ptedstavuji atraktivni
strategii pro zdolani pfekdzek konvencnich lékovych systémit, mezi které patii predevsim efekt
metabolismu prvniho prichodu jatry rezultujici nizkou biodostupnosti, pfed¢asnd degradace
1é¢iv v kyselém prostiedi zaludku a pfili§ kratka doba setrvani formulace v absorpénim misté
GIT.?*?7 Klasifikuji se dle cesty podani na bukalni, sublingudlni, vaginalni, rektélni, nasalni,
okularni a gastrointestindlni mukoadhezivni systémy.>*

Dulezité postaveni zaujimaji mukoadhezivni formulace cilené do kolonu, které nachazeji
vyuziti ve vyzkumu a 1é¢b¢ lokalnich patologii, tj. kolorektalni rakoviny (napf. nanocastice s
inkorporovanym kurkuminem s protinadorovou aktivitou?® nebo mikrosféry nesouci v jadie
COX-2 inhibitor valdekoxib®®), a dale v terapii nespecifickych stievnich zanétd (napf. pelety

obsahujici protizdnétlivy kurkumin a imunomodulator cyklosporin®

nebo mikrosféry
formulované s kortikosteroidem deflazakort’'). Lokaln& se d4 za pomoci mukoadhezivnich
systému 1éCit 1 parazitarni infekce zvand amebidza zasahujici kolon, napf. prostfednictvim
antiparazitika diloxanidu uloZeného v mukoadhezivnich mikrosférach konjugovanych s
ligandem konkanavalinem-A.*? TaktéZ probihaji studie o vyuziti mukoadhezivnich polymert
pro efektivnéj$i systémovou absorpci peroralné podanych makromolekul z tlustého stieva, jako

jsou napt. inzulin nebo kalcitonin.*?

6.2.7 Moderni metody cileni 1é¢iv

6.2.7.1 Liquisolid systéemy (LSS)

Princip liquisolid systému neboli systému kapalina v pevné fazi (angl. liquisolid systems,
LSS) je zaloZzen na pfeméné 1éCiva v kapalné formé (kapalna 1éciva, roztoky, suspenze nebo
emulze 1éc¢ivych latek) do suchého, voln€ tekouciho, neadherentniho a dobte stlaitelného
prasku. K tomu jsou zapotiebi specifické pomocné latky oznacované jako nosice a obalovaci

materialy.>* Nosice jsou obvykle porézni materialy s velkym specifickym mérmym povrchem
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a vysokou absorp¢ni kapacitou; pouzivad se napi. mikrokrystalicka celul6za, mezoporézni
silikaty ~ (nejcastéji  magnesium  aluminometasilikdt  Neusilin®) nebo  bezvody
hydrogenfosfore¢nan véapenaty.*® V prvnim procesnim kroku se na nosi¢ sorbuje kapalna
formulace 1éCiva, jez se ziska dispergovanim léciva v organickém netékavém rozpoustédle
misitelném s vodou (napf. propylenglykol, kapalné makrogoly & polysorbaty).>**> Jakmile je
porézni nosic¢ 1é¢ivem nasycen, vznikne na jeho povrchu tenky film kapaliny, ktery je nasledné
adsorbovan obalovacim materidlem,** jako je napi. koloidni oxid kfemi¢ity nebo kiemigitan

vapenaty.>> Cely proces piipravy je znazornén na Obr. 3.
P y yp pripravy ]

Castice nosite = Pfidani &astic obalovaciho
inkorporace kapalného materidlu = konverze

l&diva vlhkého povrchu na suchy

Kapalina Nasyceni nosite kapalinou
(kapalna lé¢iva, roztoky = formovani vrstvy
léciv, suspenze l&civ) kapaliny na powrchu &astic

Obr. 3: Schématické znazornéni formovani vrstvy kapaliny na povrchu castic.™

LSS se zpravidla vyuzivaji k urychleni uvolnovani ve vodé¢ Spatné rozpustnych 1é€ivych
latek, byly vSak zkoumany i jako ndstroje pro zpozdéné uvolilovani léCiv, formulace
minimalizujici vliv pH na disolu¢ni profil 1é€iva nebo ke zlepSeni fotostability 1éCiva v pevné
lékové formé&.>* V poslednich letech se liquisolid systémy zkoumaji i v rdmci cileni ptivodu
1é¢iv do kolonu. Prikladem takovéto studie mohou byt matricové tablety na bazi LSS s obsahem
indomethacinu. V tomto piipadé byly jako nosice pouzity polysacharidy degradovatelné
bakterialni mikroflérou, jmenovité GK, pektin a chitosan. Formulace LSS vykazujici slibné
vysledky v ramci uvolnéni léc¢iva vpH 1,2 a pH 6,8 se po pfidani casové-dependentniho
polymeru Eudragitu® RL 100 lisovaly do tablet. Vysledky vsech typt formulaci prokazaly

prodlouZené uvoliiovani indomethacinu po dobu 24 hodin.*
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6.2.7.2 Samoemulgujici systémy

Jedny z modernich formulaci pro cileny ptivod 1é¢iva do kolonu jsou tzv. samoemulgujici
systémy (angl. self-emulsifying drug delivery system, SEEDS). Vzhledem k jejich lipidové
bazi jsou urCeny zejména pro administraci 1€¢iv s nizkou biodostupnosti (tj. latky s nizkou
rozpustnosti ve vod¢). Snadno prochazi pies mukdzu, ¢imz zlepSuji absorpci 1éCiv. Jedna se o
izotropni smési olejui a surfaktantti, popfi. kosolventt, které po kontaktu s vodnym médiem GIT
podléhaji samoemulgaci a v diisledku agitace zptisobené intestinalni peristaltikou tak vzniknou
mikro- nebo nanoemulze olej ve vods. Ramshankar, Y. V. a kol.?> vyvinuli napf.
samoemulgujici systém pro dodani kurkuminu do terminélniho ilea a kolonu pro 1écbu

syndromu drazdivého traéniku.?

6.2.7.3 Ligand - receptor zprostiedkované systémy

Efektivngjsi 1écCby stfevnich onemocnéni s pfesnéj$im zacilenim a minimalizaci
vedlejsSich ucinkt 1ze dosdhnout prostfednictvim rtiznych ligandii konjugovanych na povrchu
nosice (C¢asto nanocastice). Vznikne tak komplex s inkorporovanym lé¢ivem uvnitf. Ligand
(napt. protilatka, peptid, transferin, foldt nebo kyselina hyaluronova) se vaze na specifické
membranové receptory nebo proteiny exprimované postiZzenou tkani. Vyssi GIT stability téchto
systémii je mozné dosihnout jejich kombinaci s pH-senzitivnimi obaly.”?? Konkrétnim
piikladem je pouziti kyseliny listové jako ligandu (vazajiciho se na folatové receptory)
konjugovaného s liposomy nesouci cytostatikum daunorubicin s cilem zlepsit jeho G¢innost

v 16¢bé kolorektalni rakoviny.?’

6.2.7.4 Magneticky Fizené systémy

Dalsi pokro¢ilou metodou jsou magneticky fizené 1ékové systémy slouzici k transportu
a zacileni formulace na specifické misto v té€le prostfednictvim externiho magnetického pole
generované¢ho permanentnim magnetem. Formulace je magneticky oznacena nejCastéji oxidy
zeleza a jako nosice s magnetickym jadrem a léCivem imobilizovanym uvniti se pouzivaji
nanocastice, liposomy nebo emulze. Vznikly komplex se aplikuje injekéné a po dosazeni cile
je 1écivo z magnetického nosi¢e uvolnéno (enzymaticky nebo zménou fyziologickych
podminek, tj. pH, osmolalitou nebo teplotou).”*® Grifantini a kol.* vytvotili dva magneticky
fizené systémy pro cilenou 1é¢bu kolorektalni rakoviny pomoci FAT1-specifické monoklonalni

protilatky (mAB198.3) bud’ pfimo navazané k superparamagnetickym nanocasticim nebo
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inkorporované do magnetickych nosict vytvorenych na bazi lidskych erytrocyt. Oba systémy
byly velice efektivni v zasazeni rakovinnych bun¢k v kolonu a taktéz v inhibici progrese

rakoviny prostfednictvim zna¢né niz$ich davek protilatek.”

6.2.7.5 3D tisk

Ttidimenzionalni tisk neboli 3D tisk je moderni sofistikovana technika uzivana v ptiprave
Iékovych forem s vice nez jednou uc¢innou latkou s dualnimi profily uvoliovani (okamzité vs.
prodlouzené).*® Podle digitalni pfedlohy objektu se sklada jedna vrstva za druhou, dokud

nevznikne hmotny produkt.?

V dnesni dob¢ patii mezi nejpouzivanéjsi techniky 3D tisku
metoda inkoustového tisku, extruze tryskou, dale tzv. fused depostion modeling (napf. enteralni
3D tobolky) a stereolitografie.*! V rdmci cileni do kolonu mohou byt 3D tiskem vytvoieny
napiiklad modifikované acidorezistentni tablety s prodlouzenym uvoliiovanim, jak ukézala

studie Goyanes a kol.*?

6.3 Mukoadheze

Bioadheze je definovana jako schopnost materialu pfilnout k biologické tkani a zlstat na

v v

mukoadheze, kterd definuje pfilnuti materidlu k mukdézni membrané, tedy epitelu s mukusem

(hlenem).?*

Tento hlen je viskdzni heterogenni produkt sliznic gelovité konzistence tvoreny
mucinem (vysokomolekularni glykoprotein), lipidy, anorganickymi solemi a vodou
(z 83 %).2>% Pti fyziologickém pH nese negativni ndboj dany piitomnosti kyseliny sialové a
sulfatl. Pravé vysoka hustota negativniho ndboje vyznamné piispiva k bioadhezi.”* Mukus
pokryva mnoho epitelidlnich povrcht (sliznic), kde funguje jako lubrikant, coz znamena, Ze
zajiStuje zvlh€ovani a ochranu epitelli pfed mechanickym namahanim (smykovym napétim).
Déle zde tvofi diftizni bariéru pro xenobiotika (pfedevsim lé¢iva) a také chrani zalude¢ni
mukozu pied luminalni kyselinou chlorovodikovou.?>#

Mukoadhezivni formulace zpravidla vyuzivaji mukoadhezivni polymery (napf. anionické
zesitované polyakryladty ¢i1 karmelozu, kationicky polymer chitosan nebo neionické
poloxamery, HPMC, polyvinylalkohol) jako adhezivni komponenty,?® jejichz tikolem je
pfilnout ke sliznici a efektivné prodlouzit dobu setrvani 1ékové formy na gastrointestindlni

mukodze. Tim vyrazné omezi problém relativné kratkého tranzitu GIT a zaroven zlepsi zacileni

a terapeuticky efekt systémi se zpozdénym uvoliiovanim.?’

22



6.3.1 Teorie mukoadheze a typy vazeb

Existuje nékolik riznych teorii, které popisuji mukoadhezi. Elektronova teorie je
zalozena na piedpokladu, ze na mezipovrchu fazi vznika elektronova dvouvrstva a formuji se
zde pftitazlivé sily, a to diky transferu elektronit mezi mukusem a mukoadhezivnim systémem.
Déle je mukoadheze vysvétlovana teorii adsorpce, podle které dochazi k pfilnuti
mukoadhezivniho materialu prostfednictvim povrchovych interakci po kontaktu molekul obou
povrchil. Teorie smaceni popisuje mukoadhezi kapalnych nizkoviskdznich systémd, kdy se tato
kapalina rozprostie pfes mukozu, a to na zéklad¢ jeji afinity, kterd se stanovi zméfenim
kontaktniho thlu. Diftizni teorie charakterizuje vznik pevné semipermanentni adhezivni vazby
prostiednictvim difuze, propleteni a interpenetrace polymerniho fetézce s glykoproteiny
mukoézy v zavislosti na jejich difuznim koeficientu. Teorie lomu se opira o fakt, ze sila
adhezivni vazby koreluje se silou nutnou k oddéleni polymeru od mukusu. Dle mechanické
teorie 1ze mukoadhezi chapat tak, ze dochazi k vmezefeni kapaliny mezi nepravidelnosti
drsného povrchu, které navic zvySuji povrch dostupny pro interakce. Posledni teorie zvana
dehydratace mukusu predpoklada, ze dehydratace mukdzni vrstvy zlepsi kohezivni vlastnosti a
zvy§i retenéni ¢as mukoadhezivniho systému.?’4

Mechanismus mukoadheze je obecné rozdélen na dvé faze (Obr. 4). Prvni faze se
oznacuje jako faze kontaktni a zahrnuje blizky kontakt mezi mukoadhezivnim polymerem a
muko6zni gelovou vrstvou, smaceni a bobtnéni polymeru po jeho rozprostieni po povrchu
mukozni membrany. Poté nasleduje faze konsolida¢ni vyznacujici se diftizi a interpenetraci
fetézch polymeru a glykoproteini mucinu, jejich vzajemné propleteni a zpevnéni adhezivniho
spojeni prostfednictvim chemickych vazeb. Doba adheze je pak pfimo Umérnd stupni

interpenetrace.”**

I. Kontaktni faze Il. Konselidaéni faze

Kontakt, bobtnani, smaceni Vznik nekovalentnich vazeb,

. diftze a interpenetrace
| .
ul’ “J . Rozpustny mucin
'F“-" RSN - Navazany mucin

' 152
| | 48] ‘ © EpitelidIni bufiky

|

Obr. 4.: Kontaktni a konsolidacni fize mukoadheze.*
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Vazby mezi mukusem a mukoadhezivni molekulou mohou byt:2>*

e kovalentni, napf. disulfidové vazby mezi thiomery a subdoménami mukozni vrstvy
bohatymi na cystein (permanentni adheze; separace mozna pouze obménou mukusu
nebo odlupovanim epitelu).

e iontové, napt. interakce mezi kationickymi polymery a kyselinou sialovou v mukusu.

¢ vodikové tvofené hydrofilnimi funkénimi skupinami, tj. hydroxylovymi, karboxylovymi,
sulfatovymi nebo aminoskupinami.

e Van der Waalsovy vyskytujici se mezi dipoly.

¢ hydrofobni prostfednictvim nepolarnich skupin ve vodném roztoku.

6.3.2 Faktory ovliviiujici mukoadhezi

Mukoadheze miize byt ovlivnéna vlastnostmi polymeru, okolnim prostiedim a jeho

fyziologickymi podminkami.**

6.3.2.1 Vlastnosti polymeri

Idedlni polymer by mél byt netoxicky, nizkondkladovy, biokompatibilni a
biodegradovatelny. Vybér vhodného polymeru by mél byt proveden na zéklad¢ nasledujicich
parametrii:*’

e Molekulov4 hmotnost: Zalezi na typu polymeru, av§ak obecné nizkomolekularni polymery

interpenetruji snadnéji, vysokomolekularni vykazuji lepsi proplétani fetézcti. Mukoadhezni

sila polymeru zpravidla roste s jeho molekulovou hmotnosti (nad 100 000).2>%

e Délka polymerniho fetézce: ZvySujici se délka fetézce umoznuje vétsi interpenetraci a
zvysuje mukoadhezivni silu, nicméné piili§ dlouhy fetézec naopak zhorsuje diftizi.>’

e Koncentrace polymeru: Cim vys$i koncentrace polymeru, tim vice polymernich fetézci je

k dispozici na jednotku objemu mukusu a tim vétsi je adhezni sila. Tato zavislost plati
v ptipad¢ pevnych lékovych forem; u polotuhych se adhezni sila s rostouci koncentraci
snizuje a penetrace je vyznamné hor$i, proto je u nich nutné stanoveni optimalni

koncentrace.?>?’

e Flexibilita polymerniho fetézce: Vypovida o pohyblivosti daného polymeru a zévisi na jeho
viskozité a difuznim koeficientu. Vyssi flexibilita polymernich fetézct ulehéi difuzi a tim 1

jejich propleteni a interpenetraci.?’*%
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e Viskozita: Vyssi viskozita polymeru spolu s viskoelasticitou a smacivosti prispiva k vyssi

mife bioadheze.?*?’

e Stupeni zesiténi: Ovliviiuje mobilitu fetézce a schopnost vody difundovat do struktury

polymeru, coz se projevi jeho bobtnanim, které zvySuje interpenetraci polymeru a je
vyhodné pro fizené uvoliovani. Pili§ velky stupen zesiténi je nepfimo umérny mobilité
fetézce a difuzi vody, vysledkem je nedostatecné bobtnani, obtizngjsi interpenetrace a slabsi
mukoadheze.>>?’

e Prostorova konformace: Velmi dilezitd pro interpenetraci polymernich fetézcl do

mukusu.*¢

e Naboj a stupen ionizace: Od povrchového naboje polymert se odviji velikost adhezni sily.

Nejvetsi vykazuji aniontové polymery (napt. karbomery), za nimi stoji kationtové polymery
(napf. chitosan) a nejmens$i adhezni silu maji neiontové polymery (napt. poloxamery,
HPMC, methylceluléza, polyvinylalkohol a polyvinylpyrrolidon).?’

e Hydratace: Existuje kriticky stupeni hydratace polymeru determinujici optimalni miru
bobtnani a mukoadhezi.® Nadméra hydratace vede ke sniZeni adhezni sily v disledku
vytvoreni kluzkého slizu.?’

e Chemické modifikace: Efektivnéj§i mukoadheze polymernich nosi¢l 1ze dosdhnout napft.

vytvofenim kovalentni disulfidové vazby mezi thiolovanymi polymery neboli thiomery a
subdoménami glykoproteini mukusu (bohaté na cystein). Mukoadhezivni vlastnosti

polymer jsou pak pfimo imérné poétu jejich imobilizovanych thiolovych skupin.*’

6.3.2.2 Faktory prostiedi

Mrwe

povrchového néboje adherujiciho polymeru i mukusu, a to v disledku rozdilné disociace
funké&nich skupin polymeri a aminokyselin polypeptidové kostry.* Déle je znamo, Ze piilnuti
mukoadhezivniho systému nastane vyvinutim urcit¢ho pocatecniho tlaku na mukoadhezivni
tkan a plati, ze ¢im véEtsi tento tlak je, tim vétSi bude hloubka interpenetrace v misté kontaktu.
Stejné tak je zdsadni pocateni doba kontaktu mezi polymerem a mukoézni vrstvou, protoze
urcuje miru bobtndni a interpenetraci polymernich fetézct a je pfimo imérna mukoadhezivni
sile.?>* Stupefi bobtnani polymeru je dalsi vyznamnou charakteristikou mukoadheze odvijejici

se od jeho koncentrace a piitomnosti vody* (viz 6.3.2.1).
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6.3.2.3 Fyziologické faktory

Sekrece hlenu se 1isi s ohledem na vek a pohlavi pacienta a také dle mista jeho produkce.
Primérna doba jeho pfirozené obmény, ktera se v priiméru pohybuje okolo 6 hodin?® (v lidském
stievé az 1224 hodin*’), miZe nepfiznivé ovlivnit dobu setrvani formulace na mukoéze a tim i
rychlost a miru absorpce 1éCiva. Fyzikadlné-chemické vlastnosti mucinové vrstvy se méni
za patologickych podminek rtiznych onemocnéni (napf. pii ulcerdzni kolitid¢, Zzaludecnich
viedech, cystické fibroéze apod). Jiz drobné zmény ve slozeni mukdzy mohou mit vyznamny
dopad na mukoadhezivni chovani formulace, proto je zadouci vyhodnocovat vlastnosti

polymert za fyziologickych, tak i patofyziologickych podminek.?**®

6.4 Hodnoceni mukoadheze

Jak jiz bylo zminéno vyse, u¢innost a potencial 1€¢iv se mize rozvijet prostrednictvim
vyvoje novych mukoadhezivnich 1ékovych systémi. Pro tuspéSnou predpovéd chovani
podaného systéml je nezbytnou soucasti jejich testovani hodnoceni mukoadhezivnich

vlastnosti.?”* Mukoadhezivni testy je mozné rozd&lit na testy in vitro, ex vivo a in vivo.

6.4.1 In vitro a ex vivo testy

In vitro a ex vivo testy vyuZzivaji synteticky popiipad¢ pfirodni mucinovy gel (nejcastéji
prase¢i) nebo &erstvé vypreparovanou ¢i zmraZzenou mukézni tkan.>® Cilem téchto testl je
simulovat rizné cesty podani (peroralni, bukalni, periodontalni, nasalni, gastrointestinalni,

vaginalni, rektalni).*’

Tradi¢ni in vitro metody zahrnuji tahové zkousky, jez jsou nezbytné jak
pro vybér vhodného polymeru, tak pro studium jejich mechanismu mukoadheze.?’* Mezi dalsi
patii vizudlni stanoveni ¢asu odpojeni nebo rozpusténi formulace a zkousky reten¢niho pritoku.
K ur€eni povahy a intenzity mukoadhezivnich interakci se pouzivaji 1 nckteré techniky
fyzikélni, nap¥. reologické, optické a spektroskopické.* In vitro a ex vivo metody mohou byt
dale klasifikovany na piimé, kam patii zkouSky hodnotici silu nebo ¢as nutny k odpojeni
formulace od mukdzni tkang€, a neptimé zahrnujici charakteristiku interakci mezi polymerem a
mukdzni vrstvou.’! Ziskana data pak prispivaji ke studiim mechanické a fyzikalni stability,
kompatibility, rychlosti uvolnéni 1é€iva zlékové formy, povrchovych interakci a sily
bioadhezivnich vazeb.*’

Odborna literatura popisuje celou fadu metod hodnoceni mukoadheze. S ohledem na

jejich rozdilny charakter mohou vést rizné metody k nesourodym vysledkim v disledku
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heterogenity pouzitych parametrii a podminek. Z toho diivodu je vhodné mukoadhezi hodnotit

né&kolika testy zaméfenymi na jiné faze tohoto procesu.*’

6.4.1.1 Testy mé¥ici retencni cas

1) Metoda rotujiciho valce

vvvvv

mukoadhezivnich polymerti, zahrnuji metodu rotujiciho valce, ktera byla vyvinuta skupinou

1.>2 Zkouska se provadi tak, Ze se formulace (nap¥. tableta) obsahujici testovany

Grabovac a ko
polymer ptichyti k Cerstvé vypreparované mukoze upevnéné na povrch nerezového ocelového
vélce (rotacni valec dle Ceského lékopisu 2017). Ten se umisti do disolu¢niho aparatu
s vhodnym médiem (napt. fosfatovy pufr o pH 6,8) o teploté¢ 37 = 2 °C a necha se rotovat
s frekvenci 125 otacek/min (Obr. 5). Vizuélné se kazdych 30 minut hodnoti zmény systému az
do chvile, kdy se stanovi kompletni odtrhnuti, rozpad a/nebo eroze testované lékové formy.*>>2
Metodou je mozné stanovit dobu setrvani formulace na mukéze a kohezivitu (soudrznost)

mukoadhezivnich polymert v dynamickém prostiedi simulujici fyziologické podminky GIT.

meédium Ly

sliznice aiE
B rotujici valec

tableta —

Obr. 5: Schématické znazornéni rotujiciho vilce.”

2) Metoda priitokového kandalu (Flow channel method)

Specificka in vitro metoda pritokového kanalu testujici adhezivni potencial mikroc¢astic
byla ptedstavena v roce 1988. Slouzi ke stanoveni retencniho ¢asu formulace a adhezivnich sil
mezi polymernimi mikro¢asticemi a mucinovym gelem nebo mukézou.>® Priitokovy kandl z
plexiskla potazeny vodnym roztokem mucinu anebo sliznici spole¢né¢ s mikrocasticemi
umisténymi na jeho stfedu se vlozi do vodni 14zn€ o konstantni teploté. Skrze kanal proudi
vlhky vzduch vychazejici z plynového valce, ktery reguluje rychlost pritoku — ta se zvysuje,

dokud se mikroc¢astice neodtrhnou. Kanal se nachazi mezi svételnym zdrojem a detekcnim
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aparatem sloZzenym z mikroskopu a napojené videokamery monitorujici statické a dynamické
chovéani &astic, tj. odtrhnuti a pohyb, ve stanovenych &asovych intervalech (Obr. 6).3
Experiment je mozné provést také s konstantni rychlosti pratoku, kdy se méfi ¢as potiebny

k odpojeni ¢astice z povrchu sliznice.®!

plast napojeny  pritokova cela.—-\h

na vodni lazefi { e —I

"

proudici vzduch

mucinovy gel

Eﬂ@ +— videokamera

Obr. 6: Schématické zndazorneni pritokového kanalu pro testovani bioadheze polymernich mikrocastic
na mucinovém gelu.”

3) Dalsi metody hodnoceni retencniho casu

Stanoveni doby setrvani mukoadhezivni formulace se mohou provadét i tak, Ze se
vypreparovand prase¢i mukdza nebo roztok mucinu pfipevni na podlozni sklicko (¢i jiny
vhodny podklad) a hydratuje se ponofenim do nadoby obsahujici vhodné médium, zpravidla
roztok pufru. Poté se ke sliznici/mucinu pfitiskne hodnocend mukoadhezivni 1€kova forma a
detekuje se Cas rozpadu nebo odtrzeni 1ékové formy od mukozy/mucinu zplisobené rotaci
michadla umisténého blizko formulace v nadobé nebo vertikdlnim ponofovanim sklicka

s formulaci do nadoby.?’

6.4.1.2 Testy hodnotici pocet adherovanych Castic

1) Metoda stékajici kapaliny (Falling liguid film method)

Metoda stékajici kapaliny, kterd je vhodnd ptfedevS§im pro hodnoceni mikro- a
nanosystému ¢i polotuhych formulaci (pt. gely, krémy), byla poprvé popsana v praci Rao a
Buri.>> Podstatou této techniky je testovani mukoadhezivnich vlastnosti lékovych forem
aplikovanych do oblasti lidského téla s mukézni tkani vysoce namahanou pritokem

biologickych tekutin, ktery miize formulace z povrchu mukézy odplavit.*

Velmi dulezitym
momentem je spravny vybér experimentalnich podminek, jeZ mimikuji biologické prostiedi
cesty podani; tj. teplotu na povrchu sliznice, vlhkost, slozeni simulovanych biologickych

tekutin a rychlost priittoku kapaliny.** Princip metody je schematicky zndzornén na Obr. 7.
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Obr. 7: Schématické znazorneni metody stékajici kapaliny. (1) Rezervoar s promyvacim roztokem; (2)
peristaltickd pumpa; (3) plastovd podpéra; (4) mukozni tkan; (5) mikrocastice; (6) sbéraci kadinka.”

V typickém experimentu se ¢erstvd mukozni tkan pfipevni na Sikmo situovany zlabek a
pokryje se testovanym materidlem**, napt. ¢4sticemi obalenymi polymery. Poté se po Zlabku
necha konstantni rychlosti stékat vhodné médium (za vyuziti peristaltické pumpy) simulujici
zalude¢ni nebo intestinalni tekutinu, ktera je schopna odplavit formulaci z muké6zy. Na konci
zlabku se médium sbird do kadinky a nésledné se dekantuje; zbyly pevny obsah v kadince se
vysuS§i horkym vzduchem. Procentudlni zastoupeni vymytych ¢&astic se stanovi
spektrofotometrickou analyzou (UV-VIS nebo fluorescenci), popifipadé chromatograficky
(HPLC nebo gelovou permeacni chromatografii). Procentudlni zastoupeni zachycenych castic

se stanovi jako index bioadheze.**>’

2) Metoda prevraceného stieva (Everted sac technique)

Dals$im ptikladem ex vivo metody hodnotici pocet pfilnutych ¢astic je snadno
reprodukovatelnd technika “pfevracené¢ho stieva®“ vyuzivana piedevSim pro studium
mukoadheze ¢asticovych systémtl. Poprvé byla ptedstavena v roce 1954 ve studii intestinalniho
transportu a v roce 1999 ji Santos a kol.>® modifikovali pro studium mukoadheze.* Segment
intestinalni tkan¢ se vyjme z GIT potkant, pfevrati se, na obou koncich podvéaze a injekcné
naplni fyziologickym roztokem (Obr. 8). Poté se segment piemisti do zkumavky obsahujici
znamé mnozstvi suspendovanych ¢astic v roztoku pufru a vznikla smés se inkubuje a tfepe po

stanoveny c¢as (obvykle 30 minut). Stfevni vak se poté odejme, ¢astice se vymyji a nasledné
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lyofilizuji. Procentualni zastoupeni pfilnutych ¢astic na vaku se vypocita na zékladé rozdilu

hmotnosti rezidualnich ¢4stic od hmotnosti ¢4stic na pocatku.”’

/o
D> o > —m=3
O
{JeGf =2

Obr. 8: Schématické zndzornéni metody pievraceného stieva.”

6.4.1.3 Testy mérici adhezni silu

Hodnoceni adhezni sily je v literatufe nejéastéji pouzivanym testem k charakterizaci
mukoadheze. Jedna se o metody zkoumayjici velikost sily nutné k pieruseni adhezni vazby mezi
modelovou membranou a mukoadhezivnim polymerem. V zavislosti na sméru, ve kterém je

prilnuty material separovéan od substratu se pouzivaji odtrhavaci a smykové zkousky (Obr. 9).%

—— I

Obr. 9: (a) taznd odtrhavaci sila, (b) smykova sila.”’
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6.4.1.3.1 Odtrhavaci zkousky

Nejcastéji se pouzivaji zkousky odtrhavaci, jez slouzi k hodnoceni tazné odtrhavaci sily
potiebné ke kolmému odtrzeni 1ékové formy od povrchu mukézy.?” Do této skupiny zkousek
se fadi metoda modifikovanych fyzikalnich vah, mechanické a automatické méteni tazné sily
(pomoci analyzatori textury), elektromagnetické snimani sily a metoda mikroskopie

atomarnich sil.

1) Metoda modifikovanych fyzikalnich vah

Modifikované fyzikalni vahy se vyuzivaji ke stanovovani sily, ktera je potfebna k
odtrhnuti tablet &i jiné aplika¢ni formy, jak se uvadi napf. ve studii Venkatesh a kol.>® V této
studii pouzili jako modelovou mukoézni membranu cCerstvou prase¢i bukalni sliznici,
nastfihanou na kousky a omytou fosfatovym pufrem o pH 6,8. Tableta navlhcend pufrem se
pfilepila ke spodni ¢asti misky se zdvazim, pod ni se umistila kddinka s médiem, na jehoZz
hladinu se poloZil kousek sliznice. Do pfedem zvaZzené kadinky na druhé misce se pomalu

priddvala voda, dokud se tableta neoddélila od povrchu sliznice (Obr. 10).58

Obr. 10: Modifikované fyzikalni vihy pro méreni mukoadheze tablet.”

2) Mechanické meéreni tazné sily (Tensile tester)

Taznou silu adhezivnich polymernich systémt lze méfit také za pomoci pfistrojii pro
tahové zkousky, jejichz hlavni soucasti jsou zpravidla dva disky. K hornimu pohyblivému disku
se prichyti Cerstvé ziskana mukodza a na dolni stacionarni disk se polozi testovany polymer.
Ptiblizenim diskt dojde k jejich kontaktu a po urcitém Case je mukoza prostrednictvim kolmo
pusobici tazné sily odtazena od polymeru. Stanovi se maximalni tazn4 sila a celkova adhezni
prace, reprezentujici plochu pod kiivkou sila vs. vzdalenost.?”* Piikladem vyuZiti této metody

je napt. studie Dyvik a Graffner.””, kde testovali mukoadhezivni vlastnosti &tyf polymert
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polykarbopolu (karbopol EX-55), karboxypolymethylenu (karbopol 934P), HPMC

(Methocel™ K4M) a alginatu sodného v péti rozdilnych koncentracich. Zjistilo se, Ze tazna sila

je zavisla pravé na koncentraci a typu pouzitého polymeru.>

3) Automatické méreni tazné sily s pouzitim analyzatorii textury (Texture analyser)
Analyzéatory textury (Obr. 11) jsou obecné uziteCnym nastrojem pro hodnoceni
mechanickych vlastnosti 1ékovych forem, jako jsou napt. pevnost, lisovatelnost a pruznost a
déle slouzi i k méfeni adhezni tazné sily.®® V ramci experimentu se erstva zvifeci mukéza
ptipevni oboustrannou adhezivni paskou k sondé€ pfipojené k horni platformé, které se nasledné
pohybuje konstantni rychlosti smérem dolti k povrchu tableté umisténé na dolni statické
platformé. Ve chvili prvniho kontaktu mukdzy s tabletou se aplikuje ur¢end kompresni sila po
dany cas, coZ umozni vznik interakci. Sonda se poté vrati stejnou rychlosti zpét do vychozi
pozice. Ur¢i se dva dulezit¢é parametry vypovidajici o mukoadhezivnich vlastnostech
zkouseného materialu, tj. maximalni odtrhavaci tazna sila a celkova adhezni prace odpovidajici

plose pod kiivkou sila vs. vzdalenost.*+61:62

a) CT 3 Analyzator textury.” ’ b) TA.XT Plus Analyzator textury.

Obr. 11: Typy analyzatorii textury.
Metoda byla. aplikovana napt ve studii Rao a kol.%! vyuZivajici liquisolid techniku
k pfipravé vagindlnich mukoadhezivnich tablet s klotrimazolem (antifugélni 1é¢ivo) a
mukoadhezivnim polymerem sodnou soli karmelozy. Vysledky ukazaly, ze se zvySujici se

koncentraci polymeru dochazelo k nartistu mukoadhezivni sily piipravku.’! Dalsim piikladem
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vyuzité této metody miize byt studie Varuma a kol.®?, kde zkoumali mukoadhezivni pelety s

prednisolonem potazené¢ jedno- a dvouvrstevnym enterosolventnim obalem s rozdilnym

zastoupenim karbomert.%

4) Elektromagnetické snimani sily (Electromagnetic force transducer)

Tahové zkousky lze déle provést za pomoci elektromagnetického snimace sily, ktery
pouziva elektromagnetické pole k odtaZzeni magneticky zatizenych polymernich Castic od
mukozni tkané. Pristroj pak vzdalené zaznamenava taznou adhezni silu monitorovanim
magnetické sily vytvarejici odpor mukoadhezivni sile. Metoda poskytuje vysoce zvétSené
videosnimky mukoadhezivnich interakci a jelikoz nevyzaduje fyzické spojeni snimace sily a
¢astic, je mozné provést presné méfeni mukoadheze 1 na Casticich malych rozméri (napf.

mikrosférach).>’

5) Mikroskopie atomdrnich sil (Atomic force microscopy)

Metoda mikroskopie atomarnich sil je zaloZzena na snimani odrazu laseru z cantilevru a
pouziva se k zobrazeni struktury nebo zkoumani adheznich sil. Sestava se sklada z opory a na
ni kolmo pfipojené sondy (cantilevru), jez se béhem méfeni pohybuje ptimo po povrchu vzorku
(je v kontaktu s povrchem) nebo v poklepovém rezimu. Pozice hrotu cantilevru je zaznamenéana
fotodetektorem diky vychyleni laseru, na jehoz zéklad¢ se shromazd'uji a vyhodnocuji
topografické charakteristiky. Ziskana data je moZzné vyuzit pro zhotoveni kiivky zavislosti sily
na vzdalenosti slouZici pro studium bioadheze. Narozdil od elektronové mikroskopie, ktera
neumozinuje zkoumat vzorek za vhodnych fyziologickych podminek, mize byt tato metoda
provedena za téméf jakychkoliv podminek prostiedi, tzn. ve vzduchu, v tekutinach nebo ve
vakuové komorte.*>! Nevyhodou je ¢asova ndro¢nost a testovani omezené jen na nékteré

1ékové formy.>!

6.4.1.3.2 Smykové zkousky

Druhy zptsob stanoveni adhezni sily ptedstavuji zkousky smykové, které predpokladaji,
ze mukoadhezivni chovéni 1ékové formulace mize byt v prubéhu GIT ovlivnéno smykovym
naméhanim.*® Misto tazné sily se mé&fi sila smykova, coZ je sila nutna k paralelnimu oddé&leni
polymeru od mukézni membrany.?” Na tomto principu je zaloZzena metoda Wilhelmyho
desticky (Obr. 12) tradi¢né uzivana pro méteni povrchového napéti a dynamického kontaktniho

thlu za pomoci mikrotenziometru a mikrovah.’”%> Pro ti¢ely smykovych zkousek se misto
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platinové desticky pouziva desticka sklenénd, jez je zavéSena na mikrovahach. Potahuje se
zkouSenym polymerem ponofenim do polymerniho roztoku a néaslednym vysusenim. Takto
pripravend desticka se umisti na platformu, ktera se mechanicky pohybuje smérem nahoru az
do pozice, ve které deska s polymerem penetruje do mukozniho gelu a dosahne dna nadobky.
Po uplynuti dané kontaktni doby se platforma stejnou rychlosti pohybuje smérem dola.
Vyhodnoceni maximalni sily nutné k odtazeni sklenéné desky potazené polymerem od roztoku
mucinu se provede pomoci mikrovah, a vysledek je zobrazen na grafovém zdznamu.®> V ramci

smykovych zkousek je mozné uréit silu adhezni vazby (rovnice 1) a jeji pevnost (rovnice 2).%

Obr. 12: Schématické znazornéni metody Wilhelmyho desticky pro testovani mukoadheze. A,
mikrovahy, B, grafovy zaznamnik,; C, sklenend desticka (bocni pohled); D, roztok mucinu; E, kadinka;
F, voda; G, nadoba pro vodni lazen,; H, vertikalné se pohybujici platforma.”

Zatizeni [g]

Adheznisila [N] = 000 x 9,81
(1
Pevnost vazby [N/m?] = Adhezni sila [N]
Povrch polymeru [m?]
()
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6.4.1.4 Reologické metody makroskopické analyzy interakci

Kromé¢ testi méficich adhezni silu existuji taktéz reologické metody, jez jsou béznou
soucasti porovnavani a hodnoceni mukoadhezivnich vlastnosti polymeri.*® Prvni in vitro
reologické metody byly predstaveny Hassanem a Gallem,®” ktefi pouzili viskozimetrii
k makroskopické analyze interakci mezi formulaci a mucinem.**%” Pomérné jednoduchym
zptisobem hodnotili a kvantifikovali absolutni bioadhezni silu monitorovanim zmeén viskozity
systému tvofen¢ho prasec¢im zaludecnim mucinem a roztoky polymerd. V dusledku tvorby
molekularnich vazeb, propleteni a interpenetrace fetézci mukoadhezivniho materidlu
s makromolekulami mucinu totiz dochdzi ke zménam reologického chovani. Tyto zmény
reflektuji stupen interakci mezi mukoadhezivnim polymerem a mukusem. Energie fyzikalnich
a chemickych vazeb interakci mezi mucinem a polymerem se mize transformovat do energie
mechanické, jez je pfi¢inou zmén tvaru a seskupeni makromolekul, a tudiz i pfi¢inou zmén
viskozity.%” Pokud je viskozita systému mucin-polymer vétsi nez soudet viskozit kazdé slozky
systému zvlast, hovoii se o reologickém synergismu. Jde o parametr uZivany pro in vitro
hodnoceni mukoadhezivnich vlastnosti polymera a jeho exprese je tim vétsi, ¢im mohutnéjsi
propleteni fetézci polymeru a glykoproteinli mukusu a intenzivnéjsi tvorba molekularnich
vazeb nastane.**46

DalSim dtlezitym reologickym parametrem je tzv. viskozni komponenta, kterd vznika
v dasledku bioadheze. Slouzi pro odhad bioadhezni sily a pii konstantnim smykovém namahani
je komparativni veli¢inou bioadheznich materiali. Vypocita se z rozdilu viskoéznich koeficienti
mucinu, polymeru a celého systému. Finalni bioadhezni sila reprezentujici aditivni tfeci silu

mezi molekulami vztazenou na jednotku plochy se vypocitd vynasobenim viskdzni

komponenty rychlosti smykového namahani, jak znazortiuje rovnice 3.%

F=n,*0
3)
kde F — finalni bioadhezni sila [dyn®*/cm]; ,, — viskozni komponenta [cps] a ¢ — rychlost

smykového namahani [s7].57

Hlavni nevyhodou viskozimetrie je vSak rozpad polymer-mucinové sité kontinualnim
smykovym namahdnim. Vyhodnéj$i a nedestruktivni metodou hodnoceni reologického
synergismu je oscilacni reometrie. Jde o techniku méfici viskoelastické chovani vzorku

stanovujici mukoadhezi mezi polymerem a mucinem.?’ Princip spo¢iva v méfeni viskozity a
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elasticity vzorku na reometru v oscilacnim rezimu, tj. méfi se pii konstantni frekvenci a rostouci
amplitudé smykového namahéani nebo se naopak méni frekvence a smykové namahani ziistava
konstantni. Stanovenim tzv. pamétového modulu G (elastického) a ztrdtového modulu G”’
(viskézniho) a zavislosti mezi nimi Ize provést analyzu interakci (tj. pritomnost vodikovych
vazeb a propleteni polymernich fetézciti). °® Napiiklad Callens a kol.%® testovali praskové smési
pro nasalni administraci inzulinu vykazujici rozdilné hodnoty biodostupnosti. Vysledky
interpretovali pomoci oscilacni reometrie, kdy nejvyssi hodnoty viskozity a elasticity (.

hodnoty G” a G”") byly ziskany u formulaci s nejvyssi biodostupnosti.®

6.4.1.5 Mukoadhezni testy analyzujici molekularni interakce

Reologické metody a techniky meéfici adhezni silu charakterizuji mukoadhezi
makroskopicky, avSak neumozni zhodnotit mukoadhezi mikroskopicky. Pochopeni
mukoadhezivnich dé&jui probihajicich na molekularni Grovni pfispiva k efektivnimu vyvoji
novych Iékovych systému. Nasledujici nize zminéné metody analyzuji mukoadhezi pravé na

zakladé molekularnich interakci.*

1)  Metoda s mucinovymi cdasticemi

Mukoadhezi zalozenou na elektrostatickych interakcich 1lze hodnotit pomérné
jednoduchym testem vyuzivajici komeré¢né dostupné castice praseciho mucinu, které se po
suspendaci v roztocich pufru smichaji s vhodnym objemem polymernich roztokid. Dikaz
mukoadheze polymeru se stanovi na zakladé zmén povrchovych vlastnosti mucinovych ¢astic,
ke kterym dojde praveé v disledku adheze polymeru. Detekce téchto zmén se provede zmétenim
zeta potencialu, tedy naboje &astic v disperznim systému.® Metodu lze demonstrovat na studii
s chitosanem a karbopolem riznych molekuldrnich hmotnosti a koncentraci roztokt, které se
pii rizném pH smichaly se suspenzi mucinovych ¢astic. Zjistilo se, Ze oba polymery mély
dostate¢né velkou afinitu k mucinovym ¢asticim a pfilnuly tak k jejich povrchu, coZ se projevilo

zménou zeta potencialu.®’

2) Metoda povrchové plasmonové rezonance (Surface plasmon resonance)

Moderni metoda detekce mukoadhezivnich vlastnosti polymert a kvantitativniho méteni
vazebnych interakci je zaloZzend na principu povrchové plasmonové rezonance s vyuzitim
piistroje BIACORE®. Postup spo¢iva v imobilizaci polymeru na povrchu senzorického &ipu,

skrze ktery projde mucinova suspenze. Cip ma sklenény povrch, jenz pokryva tenka zlata vrstva
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nesouci funkéni skupiny umoznujici adhezi polymeru. Navazanim mucinovych castic na
polymer dojde ke zméné refrakterniho indexu a narGstu rezonancni odezvy, kterda se
zaznamenava na tzv. senzorgramu zobrazujici zavislost rezonance na c¢ase. Hlavni vyhodou
piistroje BIACORE®™ je moZnost monitorovani zmén v redlném &ase a pouziti velmi malého
mnozstvi polymeru. Ptikladem vyuzité této techniky je studie zabyvajici se chitosanem
imobilizovanym na povrchu ¢ipu chemickou aminaci. Vysledky této prace ukazaly, ze zména
rezonan¢ni odezvy a stejné tak schopnost mukoadheze chitosanu zavisi na jeho molekularni

hmotnosti.%°

3) Nizkofrekvencni dielektricka spektroskopie

Studium povrchovych fyzikalné-chemickych interakci (pfedstupent vzniku vazeb) napt.
mezi polymernimi gely a glykoproteiny mukusu na molekuldrni irovni mize byt u€inéno
nizkofrekvenc¢ni dielektrickou spektroskopii. Jde o metodu zkoumajici odezvu materidlu po
zapojeni elektrického pole. Vzorkem projde v pribéhu testu sinusové napéti a jeho odpovéd’ je
meétena jako funkce frekvence, ze které se dale ur¢i impedance nebo permitivita vzorku.
Detekuje tedy pohyb ménicich se nabojli v systému a hodnoti jejich chovani. V zavislosti na
tom, jak snadno projde nabitd ¢astice bariérou mezi gelem a muk6zni membranou, se urci tzv.
kompatibilita systému.* Jak se uvadi ve studii Higerstrom a kol.”® plati, Ze kompatibilita

4

systému bude tim vétsi, ¢im mensSi bariéru musi nabita ¢astice prekonat.

4) Elipsometrie

Dalsi metodou stanoveni adhezivnich vlastnosti polymerii a prok4zani efektu
hydrofobnich interakci je elipsometrie,’! coz je optickd technika zalozend na zménd
polarizovaného svétla v zavislosti na odrazu od povrchu vzorku.”! Malmsten a Lindman’!
publikovali studii stanovujici adsorpéni potencial polymeru ethyl(hydroxyethyl)celul6zy na
zaklad€ zvySovani polarity povrchu kfemicitého skla. VéEtsi narlst adsorbovanych cCastic
mucinu 1 polymeru se detekoval soucasné s rostoucim hydrofobnim gradientem kiemicitého

povrchu.”!

5) Meéreni intenzity zbarveni konjugdtu koloidniho zlata s mucinem

Zékladem této techniky je pouziti Cervenych koloidnich ¢astic zlata, jez jsou
stabilizovany adsorpci molekul mucinu. Pfi interakci mukoadhezivniho polymeru s konjugatem
zlata a mucinu se povrch polymeru zbarvi do Cervena. Intenzita Cervené barvy v podstaté

odpovida hustoté koloidnich castic zlata a jejim méfenim mohou byt kvantitativné porovnany
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mukoadhezivni vlastnosti a interakce polymert. Mezi vyhody této metody patfi moznost
studovani interakci mezi mucinem a polymernimi fetézci na molekularni trovni (vysledky
méné ovlivnéné faktorem hustoty a tloustky testované mukozy), vyroba velkého mnozstvi
konjugatl zlata s mucinem, tudiz i moznost souc¢asného porovnani vice riznych polymert, dale
jednoduchost provedeni bez nutnosti uziti specialnich ptistroji (pouze spektrofotometr méfici
absorbanci), niz$i ndklady v porovnani s experimenty pouzivajici zvifeci tkané, uziti
identickych experimentalnich podminek, tj. koncentrace konjugatu zlata s mucinem a cas

barveni, a vysoce reprodukovatelné vysledky.”

6.4.2 In vivo testy

In vivo mukoadhezivni studie jsou v literatufe popsany v podstatné mensim méfitku nez
studie in vitro. Diivodem jsou vét§i finan¢ni naklady, ¢asova naro¢nost a omezujici etické
hledisko vyzkumu na zvifatech.?’” DuleZitost in vivo studii byla zddraznéna napf. v praci
Sikkinen a kol.”?, kde se vénovali analyze mukoadhezivniho chovani chitosanu v GIT in vivo.
Ackoli chitosan projevuje dobré mukoadhezivni vlastnosti in vitro, retencni ¢as v misté
absorpce v lidském GIT byl relativné kratky a nebyl dostate¢né reprodukovatelny.*

Pro hodnoceni mukoadhezivnich vlastnosti in vivo je mozné vyuzit napt. techniku

74

fluorescen¢nich markertt’™ k ur€eni mista pfilnuti mukoadhezivni 1¢kové formy, gama

43,75

scintigrafii nebo radiokontrastni latky’® k uréeni doby jejiho setrvani v poZzadované &asti

GIT.
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7.

Experimentalni ¢ast

7.1 Pouzité suroviny

Theofylin
Vyrobce: Dr. Kulich Pharma, s.r.o., Ceska republika
Sarze: TAM/13053R
Guarova klovatina
Vyrobce: Sigma-Aldrich, Ceska republika
Sarze: SLCB9098
Methocel ™ K15M Premium CR Grade Hydroxypropylmethylcelul6za
Vyrobce: Colorcon, Lmt., Velka Britanie

Sarze: DT366117/000001

Prasek pro piipravu biorelevantniho disolu¢niho média simulujiciho prostfedi zaludku

nalacno (Fasted State Simulated Gastric Fluid, FaSSGF)
Vyrobce: Biorelevant.com, Velkd Britanie
Sarze: FFF-0918-B
Chlorid sodny (NaCl)
Vyrobce: Dr. Kulich Pharma, s.r.0., Ceské republika
Sarze: CRS100310
Kyselina chlorovodikova (1M HCI)
Vyrobee: Ing. Petr Svec - PENTA s.r.0.
Sarze: 1804150413
Cisténa voda (FaF UK)
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7.2 Pouzité pristroje

e Misici zatizeni T2F Turbula®
Vyrobce: Willy A. Bachhofen AG, Svycarsko
e Laboratorni vahy s citlivosti 0,01 g
Vyrobce: A&D Company, Ltd.; Japonsko
e Analytické vahy HR-20 s citlivosti 0,1 mg
Vyrobce: HELAGO, s.r.o0.; Ceska republika
e Magnetickd michacka MR 3001
Vyrobce: Heidolph Instruments GmbH & CO. KG; Némecko
e Rotacni reometr Kinexus; horni métici geometrie CP 2/20 L0220 SS
Vyrobce: Malvern Instruments Ltd., Velké Britanie
e pH-metr HI 221
Vyrobce: Hanna Instruments; Rumunsko
e Lisovaci piipravek Adamus HT
Vyrobce: Machine Factory Group, Polsko
e Trhaci lis Zwick/Roell T1-FRO 50
Vyrobce: Zwick GmbH, Némecko
e Pristroj na hodnoceni pevnosti tablet 8M Tablet Hardness Tester
Vyrobce: Dr. Schleuniger® Pharmatron AG, Svycarsko
e Disoluéni systém AT7 Smart + autosampler C 613
Vyrobce: Sotax; Svycarsko
e Spektrofotometr SPECORD 205
Vyrobce: Analytik Jena; Némecko
e Vodni lazen Grant JB series

Vyrobce: Grant Instruments, Ltd; Velka Britanie
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7.3 Pouzité metody

7.3.1 Priprava praskovych smési

Smési mukoadhezivnich polymert, pouzité pro hodnoceni viskozity, se pfipravily
prostym smisenim guarové klovatiny (GK) a hypromelézy (HPMC K15M) v tfiosém
homogenizitoru Turbula® T2F po dobu 10 minut rychlosti 34 oti¢ek/min. Obé suroviny se
nejdiive piesitovaly pfes sito o velikosti ok 400 um, aby doslo k rozbiti veskerych shluki.
Celkem se pripravily 3 smési s rozdilnym zastoupenim jednotlivych polymert, jejichz

oznacovani a slozeni je uvedeno v Tabulce 1.

Tabulka 1: Smési mukoadhezivnich polymerii.

Polymer GK [g] HPMC K15M
Vzorek ]
100:0 15,00 -
85,4:14,6 12,81 2,19
50:50 7,50 7,50
14,6:85.,4 2,19 12,81
0:100 - 15,00

Obdobné¢ se pripravily také tabletovaci smési s obsahem polymerti a modelového 1é¢iva
theofylinu. Jednotlivé suroviny se opét presitovaly pies sito o velikosti ok 400 um, ¢imz doSlo
k rozbiti ptipadnych aglomerath castic. Polymery ¢i jejich smési se nésledné smisily s
theofylinem v poméru 1:1 za pomoci misiciho zafizeni Turbula® T2F. Miseni probihalo po

dobu 10 minut rychlosti 34 ota¢ek/min.

7.3.2 Priprava tablet

Ze smé&si mukoadhezivnich polymerti s modelovym lé¢ivem theofylinem se pfipravily
matricové tablety o hmotnosti 200,0 + 1,0 mg. Pfesn€ navazena tabletovina pro pfipravu jedné
tablety se kvantitativné pfemistila do lisovaciho ptipravku Adamus HT (Obr. 13 a), ktery se
skladal z matrice a dvou lisovacich trnii o priméru 7 mm. Pro samotné lisovani byl pouZit

pfistroj Zwick/Roell T1-FRO 50 spolu se softwarem TestXpert III- V1.2. Lisovaci sila byla
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nastavena u kazdé smési zvIast’ tak, aby se ziskaly tablety se srovnatelnou pevnosti v rozmezi

60 — 80 N. Jednotlivé pouzité lisovaci sily zobrazuje Tabulka 2.

Tabulka 2: Hodnoty pouZitych lisovacich sil [kN].

Vzorek Lisovaci sila [KN]
100:0 10,00
85,4:14,6 7,50
50:50 4,50
14,6:85,4 2,50
0:100 1,75

Z kazdé smési se pripravilo celkem 120 tablet. Pfed hodnocenim jejich vlastnosti byly

tablety uchovavany v polyethylenovych uzaviratelnych saccich (Obr. 13b) po dobu

minimalné 24 hodin.

Obr. 13: a) Lisovaci pripravek pripraveny k vylisovani tablety, b) vylisované tablety.
7.3.3 Priprava pufru a biorelevantniho média FaSSGF

Hodnoceni smési polymerd i1 mukoadhezivnich tablet probihalo v prostfedi
biorelevantniho disolu¢niho média simulujiciho stav zaludku na la¢no (Fasted State Simulated
Gastric Fluid, FaSSGF), jehoz slozeni uvadi Tabulka 3. K jeho ptipravé byl zapotiebi pufr,
ktery se skladal z chloridu sodného, 1 M kyseliny chlorovodikové a ¢isténé vody. Piesné
navazené mnozstvi chloridu sodného (1,999 g) se kvantitativné ptidalo k ptiblizné¢ 900 ml

cisténé destilované vody pokojové teploty. Po jeho uplném rozpusténi se pH upravilo na
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hodnotu 1,6 pomoci 1 M roztoku kyseliny chlorovodikové. Nasledn¢ se objem pufru v odmérné

bance doplnil ¢isténou vodou do 1 000 ml.

Tabulka 3: SloZeni biorelevantniho média simulujici kyselé prostiedi Zaludku.””

SloZeni FaSSGF
Pepsin [mg.ml'!] 0,1

Taurocholat sodny [uM] 80,0
Lecitin [uM] 20,0
Chlorid sodny [mM] 34,2
Povrchové napéti [mN.m™] 42,6

Osmolarita [mosm.kg™] 120,7+2,5
pH 1,6

Druha faze ptipravy obndaSela navazeni 59,7 mg praskové smési FaSSGF. Navazeny
prasek se kvantitativné se prenesl do odmérné baiiky o objemu 1 000 ml a doplnil po rysku
ptfedem piipravenym pufrem. Nasledné se bailka umistila na magnetickou michacku a pockalo
se do uplného rozpusténi FaSSGF prasku. Takto pfipravené médium se vzdy uchovévalo

maximalné 48 hodin pii pokojové teploté.

7.3.4 Méreni viskozity polymernich disperzi

Vzorky pro méfeni viskozity se pfipravily smisenim 1,00 g + 0,01 g s riznymi objemy
biorelevantniho média FaSSGF (12,5; 15; 20; 30 nebo 50 ml) v nerezové tience s térkou.
Vznikld polymerni disperze se pfikryla aluminiovou f6lii za ucelem ochrany pfed zménou
vlhkosti (odpatfovani média). Z kazdého polymeru/polymerni smési se takto ptipravily 3 vzorky
v kazdém zifedéni.

Reologické méfeni viskozity vzniklych polymernich disperzi se uskutecnilo na
absolutnim rotacnim reometru Malvern Kinexus (Obr. 14 a) propojeném se softwarem
rSPACE. K méfeni se pouzila métici geometrie CP 2°/20, tj. geometrie s thlem 2° a primérem
20 mm (Obr. 14 b), a sekvence Alternative Flow Curve — Toolkit V005 Shear Rate Ramp
v rozmezi rychlostnich spadu 0,01 — 100 s'. Plastovou kopistkou se na stfed dolni ploché
geometrie z nerezové oceli nanesl vzorek o priméru 0,5 — 1 cm. Horni geometrii byl vzorek

stlacen a jeho pfebytecné mnozstvi se opatrné odstranilo. Poté se nasadil ochranny kryt a
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spustila se vySe zminéna sekvence métfeni. VeSkera méfeni probihala pfi teploté¢ 37 °C. Po
dokonceni sekvence se kryt odstranil a horni i dolni geometrie se dikladné ocistily destilovanou
vodou pomoci bunicité vaty. Kazdy vzorek polymerni disperze se v dané koncentraci méfil ve

ttech opakovanich.

a)

Obr. 14: a) Rotacni reometr Kinexus s nasazenou horni merici geometrii (Malvern Instruments),

b) detail horni mérici geometrie CP 2/20.

Vyhodnoceni ziskanych viskozitnich kiivek (Obr. 15) testovanych polymernich disperzi
probéhlo v softwaru rSPACE. Jejich analyza se provedla dle mocninného vztahu, tzv. power
law modelu, ktery je vyjadien rovmici 4. Pro vyhodnoceni datse pouzila linedrni ¢ast

logaritmické kfivky leZici v rozmezi hodnot rychlostniho spadu 10° — 10" s !,

T=Kx*D"
4)

kde T — posuvné napéti [Pa]; K — koeficient konzistence [Pa.s]; D — rychlostni spad [s™']; n —

index tokového chovani.
Pomoci zminéného modelu se vyjadiil koeficient konzistence (K), tj. viskozita pfi

rychlostnim spadu 1 s, a index tokového chovani (n), tzv. power law index uddvajici miru

odlisnosti od newtonského chovani neboli citlivost materialu k namahani.”®
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Viscosity vs Shear rate

niPas)

V. (s+)

—H— GGFASS5GF15ml1 —8— GGFASSGF15ml3
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Obr. 15: Viskozitni kifivka zavislosti viskozity [] na rychlostnim spadu [s™'].

7.3.5 Stanoveni indexu bobtnani

Mira nabobtnani tablet se stanovila u Sesti tablet z kazdého vzorku, které se pred zacatkem
zkousky pfesné zvazily. Poté se kazda tableta vlozila do pfedem zvaZeného disoluc¢niho koSicku
z nerezové oceli a nasledné do kadinky obsahujici 75,0 + 0,5 g biorelevantniho média FaSSGF.
Takto pfipravené kadinky se umistily do vodni lazn¢ vytemperované na 37 + 0,5 °C (Obr. 16).
V ptedem urcenych casovych intervalech 15 min; 30 min; 60 min; 120 min; 180 min; 240 min;
360 min; 480 min se koSicky s nabobtnalou tabletou vyjmuly z kadinky, opatrné se odstranila
piebytecnd vlhkost vné kosicku a opétovné se koSicky i s tabletou zvazily s pfesnosti 0,001 g.
Kadinky byly po celou dobu experimentu piekryty aluminiovou folii, aby se piedeslo
vypafovani média. Index bobtnavosti (angl. Swelling Index, SI; %), tj. procentudlni navySeni

hmotnosti tablety bobtnanim v daném case se vypocital dle rovnice 5:

W =Wy

S| = ———
Wo . 100

)
kde wo je pocate¢ni vaha tablety [g], W [g] je vaha tablety v Case t. Ze ziskanych hodnot

se vypocital primér a smérodatnd odchylka.
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Obr. 16: Kadinky ve vodni lazni obsahujici set kosicek s tabletou.

7.3.6 Hodnoceni tablet disolu¢nimi testy

Sest nadhodné vybranych tablet z kazdé $arze se podrobilo zkousce disoluce v disoluénim
ptistroji Sotax AT7 Smart v uspotadani s padly (USP II metoda) s rychlosti otaceni 100
ota¢ek/min. Ke stanoveni rychlosti uvoliiovani se pouzilo 900 ml biorelevantniho média
FaSSGF o pH 1,6 vytemperovaného na 37,0 = 0,5 °C. Tablety byly pied zkouSkou opatrné
umistény do sinkerdi (Obr. 17) za ucelem jejich udrZeni u dna nddob a omezeni flotace
nabobtnalych tablet v médiu. V pfedem stanovenych intervalech (0,25; 0,5; 0,75; 1; 2; 4; 6; §;
12; 16; 20 a 24 hod) se odebiraly vzorky (5 ml) za pomoci autosampleru a zaroven se do nadob

automaticky dopliiovalo nové disoluéni médium v ekvivalentnim mnoZzstvi (5 ml).

Obr. 17: Sinker (spirdlovité zatoceny dratek).”

Vyhodnoceni mnozstvi uvolnéného 1é¢iva probihalo spektrofotometricky pii vinové
délce 272 nm po natfedéni odebraného vzorku médiem v poméru 1:3. Ze ziskanych hodnot
absorbance se za pomoci kalibra¢ni kiivky zjistilo procentudlni mnozstvi uvolnéného 1éciva

v daném case. Nasledné€ se vypocital primér a smérodatné odchylky méteni.
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8. Vysledky a diskuse

Cilem experimentalni Casti této prace bylo vyhodnotit vliv mukoadhezivnich polymeri
na chovani matricovych systémii s obsahem modelového 1é¢iva theofylinu v prostredi zaludku.
Vybrané polymery guarova klovatina (GK) a hypromeléza K15M (HPMC K15M) se pouzily
samostatn¢é nebo v kombinaci, jak znazoriiuje Tabulka 1. Polymery a jejich smési se podrobily
testovani viskozity za pouziti absolutniho rotacniho reometru, hodnoceni bobtnavosti tablet a
rychlosti uvolfovani léCiva z matrice. Prostiedi Zzaludku bylo simulovano pouzitim
biorelevantniho média FaSSGF s pH 1,6. Toto médium se zvolilo zdivodu ziskani
komplexnich znalosti o chovani 1ékové formy, a to pfedevSim kvili moznym zméndm pH
tlustého stieva v zandtu, které je znaéné nizsi (2,3 — 5,5) nez pH fyziologické (6,8 — 7,2).1!
Ziskané vysledky se mezi sebou nasledné porovnavaly za ucelem stanoveni nejoptimalné;jsi

kombinace mukoadhezivnich polymeri.

8.1 Hodnoceni viskozity polymeri a jejich smési

Viskozita je definovana jako mira vnitiniho odporu kapaliny vii¢i toku a je jednim
z vyznamnych faktori ovliviiujicich miru fizeného uvoliovani l1é¢iva z hydrofilnich matrici,
jejichz zdkladem jsou ve vodé bobtnajici polymery nebo jejich kombinace.®* Hodnota viskozity
vysledné disperze polymeru muize byt ovlivnéna hodnotou pH, kterd se napii¢ GIT znacné
proméiuje, peristaltikou a smykovou silou.? Viechny tyto faktory mohou nasledné zna¢né
ovlivitovat rychlost uvoliiovani 1é¢iva z hydrofilnich matricovych systémi.®! Z tohoto diivodu
byly riizn€ koncentrované disperze obou polymert i jejich smési podrobeny zkousce viskozity.
K ptipravé disperzi se vyuzZilo biorelevantni médium FaSSGF, diky ¢emuZ se simulovala
hydratace polymerti ve stievé s prave probihajicim zénétem ¢i v prvotnich fazich prachodu
GIT, kdy se okolo matrice tvoii viskdzni gelova vrstva.!® Ta miize byt ovlivnéna a narusena
pohybem peristaltiky,*? jez byla v priibéhu testu simulovéna rostoucim rychlostnim spadem
(smykovym namahéanim).

Ziskané viskozitni kiivky se oznacuji také jako nerovnovazné ¢i alternativni, nebot” se
viskozita méfi soucasné s kontinualné rostoucim rychlostnim spadem a neceka se na dosazeni
rovnovazného stavu viskozity.®? K jejich analyze se vyuzil mocninny vztah, tzv. power law
model (rovnice 4), ktery umoznil ziskat hodnoty indexu tokového chovani (n). Tento index,
oznacovany také jako power law index, udava miru odliSnosti od newtonského chovani neboli

citlivost materidlu k naméhani. Pro index tokového chovani pak plati, ze:”®
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e pokud je 0 <n < 1, vykazuje kapalina pseudoplasticky tok, kdy viskozita klesa pfi
rostoucim rychlostnim spadu (angl. shear thinning behaviour),

e pokud je n blize nebo rovno 1, vykazuje kapalina newtonské chovani,

e pokud je n> 1, vykazuje kapalina dilatantni tok, kdy viskozita roste pii rostoucim

rychlostnim spadu (angl. shear thickening behaviour).”

Zjisténé hodnoty indexu tokového chovani (n) spolu s korelacnimi koeficienty vSech
meétenych polymernich disperzi uvadi Tabulka 4. Vsechny testované smési vykazovaly
pseudoplastické, nenewtonské chovani, jelikoz se jejich hodnoty indexu tokového chovani ve
vSech fedénich pohybovaly v intervalu 0 < n < 1. Navic bylo zji§téno, Ze ¢im vice se hodnota
n blizila nule, tim signifikantnéji klesala viskozita pfi zvysujicim se rychlostnim spadu (Obr.
18, Obr. 19). Hodnota korela¢niho koeficientu odpovidala mife linedrni zavislosti sledovanych
veli€in, tedy ¢im blize byla jedné, tim vyznamnéjsi byla shoda (tj. korelace) mezi o¢ekavanymi

a ziskanymi daty.

Tabulka 4: Hodnoty power law indexu (n) a korelacniho koeficientu ziskané analyzou dle power law
modelu. (primeér = SD, pocet méreni = 9).

akedéni 100:0 85,4:14,6 50:50 14,6:85,4 0:100

[ml]
125 ]0,363+0,016 ] 0,148 0,036 | 0,178 + 0,020 | 0,266 + 0,027 | 0,295 + 0,026
15 | 0,359+0,029 [ 0,170 £ 0,030 | 0,234 + 0,014 | 0,303 + 0,058 | 0,358 + 0,036
= 20 |0349+0,031 | 0211+0,024 | 0,304+ 0,029 | 0,337 £ 0,045 | 0,388 % 0,060
30 [0,354+0,030 | 0307 +0,009 | 0,478 +0,022 | 0,437 +0,036 | 0,445 £ 0,110
50 | 0,405+ 0,026 | 0430 = 0,021 | 0,545 + 0,021 | 0,469 + 0,117 | 0,449 + 0,092
1725 10,997+0,001 | 0,984+ 0,018 | 0,996 = 0,001 | 0,993 = 0,003 | 0,994 0,003
5 5| 15 [09980,001 0,950 0,010 | 0,997 0,002 | 0,992+ 0,010 | 0,995 +0,002
T |20 ]0.9970.001 ] 0.998 0,003 [ 0,997 0,002 | 0.996 0,004 | 0.996 0,002
S8l 30 [0.998+0.001]0.999 + 0,001 | 0,998 + 0,000 | 0,997 +0.001 | 0,996 0,002
50 | 0,998 +0,001 | 0,999 0,001 | 0,944 + 0,155 | 0,985 + 0,027 | 0,990 + 0,012

Obr. 18 znazornuje jako ukazku ziskané viskozitni kiivky disperzi ptfipravenych za

pouziti 15 ml biorelevantniho média. U vSech viskozitnich kiivek je patrné tzv. newtonské platod
(zero shear viscosity), coz znamena, Ze pii niz$ich hodnotéach rychlostniho spadu je viskozita
konstantni a za¢ne rychle klesat az pfi ur¢ité hodnoté¢ namahani. Neni zde pfitomna mez toku
(vield stress), tedy stéale rostouci viskozita pii niz§ich hodnotach rychlostniho spadu, diky ¢emu

se pak soustava chova jako tuha latka.34%°
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Viskozita [Pa.s™]

10°

104

103

102

10!

100
103 102 101 100 10! 10?
Rychlostni spad [s]
€ 100:0 % 85,4:14,6 m50:50 % 14,6:85,4 A 0:100

Obr. 18: Viskozitni krivky polymernich disperzi ve ziedeni 15 ml.

Vliv fedéni na viskozitni kfivky je demonstrovan na disperzich GK (Obr. 19). U

vzorku 100:0 (samotna GK) bylo pseudoplastické chovéni zfeteln€jsi u nejvice koncentrované

disperze, naopak s rostoucim zedénim klesala viskozita pomaleji. Divodem pro to muze byt

pomalej$i rozpousténi gelové vrstvy GK vytvoifené v pribéhu hydratace polymeru.

K podobnym zavértim dosli také v praci Mudgil a kol.®* zabyvajici se vlastnostmi GK.

Viskozita [Pa.s]

T T TTTTTTTTTT HHIZQ:..

10? Ak J‘lllllJ'J-J-IIIT"'T_FHZA::I::I:‘I;: ::::
10!
10°
103 1072 10! 100 10! 102

Rychlostni spad [s]
¢ 12,5m| ®15ml| A 20ml x 30ml * 50ml

Obr. 19: Viskozitni krivky disperze GK ve ziedénich 12,5; 15; 20; 30 a 50 ml.
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Hodnoceni viskozity disperzi polymert pfi rychlostnim spadu 1 s, ktery nejvice
napodobuje peristaltickou ¢innost GIT®®, ukazalo, ze dle o¢ekavani dochazelo u viech vzork
k poklesu hodnoty viskozity s rostoucim nafedénim disperze (Obr. 20). V ptipadé¢ GK lze trend
vyssi viskozity u vice koncentrovanych disperzi vysvétlit na zékladé interakcei, ke kterym
dochazi mezi postrannimi fetézci galaktozy ve struktuie GK a molekulami vody. Zvysenim
koncentrace GK tak dochazi k vétSimu proplétani fetézch a zesileni intermolekuldrnich
interakci, coz vede ke zvyseni viskozity.®> Podobné objasiiuje narust viskozity polymernich
roztokti i Nokhodchi a kol.®°. Tato studie popisuje zvyseni viskozity jako diisledek hydratace
polymernich fetézct, které se rozpinaji a formuji do relativné volnych, ndhodnych smycek. Ty
na sebe navazuji dalsi molekuly vody anebo se proplétaji mezi sebou navzajem. Polymerni
struktura tak nabyva na velikosti a postupné se zvysuje mira vnitiniho odporu vici toku, tedy
viskozita.’*%” Obdobny trend snizujici se viskozity s rostoucim zfedénim disperze byl
pozorovan také ve studii Cheong a kol.®®, kde se sledoval vliv viskozitnich stupiiti K4, K15,
K30, K50, K100 a zvysujici se koncentrace HPMC na vyslednou relativni viskozitu vodnych
disperzi pti teploté 37 °C. Vysledky této prace ukazaly, ze viskozita polymernich roztoki je
pfimo iimérné stupni viskozity a koncentraci polymeru. To miize byt vysvétleno strukturou
tohoto derivatu celuldzy, jehoz kostra je tvofena makromolekulami, které se skladaji ze stovek
fetézcl uspotadanych v ndhodnych smyckach, jez jsou propojeny vodikovymi vazbami.
Hydrofilni charakter HPMC ji udéva vysokou afinitu k vod¢ a pfi kontaktu polymernich fetézct
s vodou se za¢ne struktura HPMC rozpinat imérné jejimu viskozitnimu stupni a stejné tak se
zvétsi jeji hydrodynamicky objem. Z toho vyplyva, Ze ¢im vyssi je koncentrace nebo stupen
viskozity HPMC, tim visk6zn&jsi gelova vrstva se vytvoii okolo matrix tablety, kterd je
rezistentni k penetraci média. Vysledkem je pomalejsi diftize 1é¢iva z hydrofilni matricové
tablety. Pro formulaci Iékového systému s fizenym uvoliiovanim je proto viskozitni stupeni

HPMC dal$im dileZitym aspektem.®
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Obr. 20: Porovnani viskozit polymernich disperzi pri rychlostnim spadu 1 s™ (koeficient konzistence).

Z grafu vzajemného porovnani viskozit polymernich disperzi (Obr. 20) déle vyplyva, ze
prestoze vzorky obsahujici HPMC K15M vykazovaly pfi niz§im fedéni vyssi hodnoty viskozity
(az 823,03 + 102,09 Pas™!), snizujici se koncentrace polymeru v disperzi vedla k vyrazngj$imu
poklesu jejich hodnot, a to pfedevsim u vzorkil s vysSim zastoupenim HPMC K15M (0:100 a
14,6:85,4). Naopak nejnizsi vliv mnozstvi biorelevantniho média byl pozorovan u vzorkd
svys§im obsahem GK, pfedevSiim pak u GK samotné, kde viskozita klesala
2 500,01 + 55,54 Pa's’! na 47,96 + 10,87 Pas'. Soudrznost disperze GK pii vy$§im ziedéni je
mozné piipisovat pomalejsi erozi gelové vrstvy vzniklé v pribéhu hydratace.®® Rozdil v mife
poklesu viskozit v zavislosti na zfedéni pravdépodobné také souvisi s poklesem pH polymerni
disperze s rostoucim mnozstvim kyselého média. Oba testované polymery jsou neionické
povahy, diky ¢emuz jsou stabilni v Sirokém rozmezi pH, coz snizuje riziko interakci a s tim
spojenych zmén ve viskozité v kyselém i zasaditém prostiedi. Nicméné rozmezi pH, ve kterych
je polymerni disperze stabilni, je pro GK §irsi (1 — 10,5) v porovnani s HPMC (3 - 11).8085
Z tohoto ditvodu je mozné usuzovat, ze vys$s§i mnozstvi kyselého média miize vést v piipadé
HPMC k rychlejSimu rozplétani fetézcli a tvorbé méné viskdzni disperze. Hodnota pH média
se navic milZe projevovat i na stupni a rychlosti hydratace polymeru, coz miZe mit dopad taktéz
i na vyslednou viskozitu.®*> V pfipadé nizsich ziedéni (12,5 — 20 ml média) je navic patrny
synergicky efekt polymert na hodnoty viskozity. Pfidavek malého mnozstvi HPMC K15M ke
GK (vzorek 85,4:14,6) vedl k vyraznému zvyseni viskozity az na 823,03 + 102,09 Pa's™!. To

znamena, ze HPMC K15M dokaze i v minoritnim mnozstvi ve smési vytvofit silnou gelovou
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vrstvu diky své vysoké viskozité, coz je zde navic podpoteno souc¢asnou rychlou hydrataci obou
polymert. Tento efekt byl pozorovan také ve studii Varshosaz a kol.”°, ve které zjistili, ze
ptitomnost HPMC ve smési s pfirodnim polymerem (GK, xanthanova guma) je vyhodnéjsi nez
kombinace samotnych pfirodnich polymert. Obdobné synergické ptisobeni bylo popsano také
ve studii Maad a kol.”! pro kombinace piirodniho polymeru (xanthanové gumy nebo GK)

s polymery HPMC K15M a/nebo Eudragit S100.

8.2 Hodnoceni bobtnavosti tablet

Vylisované tablety se podrobily testu bobtnavosti za ucelem studia chovani polymernich
matric v prostiedi Zzaludku. Nabobtnani tablety je vysledkem absorpce vody matrici a obnasi
nékolik krokti. V. moment¢ prvniho kontaktu hydrofilni polymerni matrix s disolu¢nim médiem
dochazi ke smaceni jejiho povrchu. Médium prochazi mikroskopickymi pory, dochazi k
hydrataci a bobtnani polymeru, ¢imz se formuluje gelova viskdzni vrstva na povrchu formulace.
Ta v dusledku dalsi penetrace vody roste, stava se odolnégjsi a nese funkci difizni bariéry tidici
rozpousténi a disoluci 1é¢iva z tablety. Stupent bobtnani, tj. tloustka gelové vrstvy proto hraje
dileZitou roli v ¥izeném uvoliiovani hydrofilnich 1é¢iv z hydrofilni matrice.3%

Z Obr. 21 je patrné, Ze tablety 100:0 tvofené jednolitou polymerni matrici z GK
vykazovaly po celych 8 hodin nejvyssi stupent nabobtnani (tj. index bobtnavosti, SI). Pocatecni
dominantni ostry pik kiivky znac¢i velmi rychly narist hmotnosti matrice nasledovany jejim
rychlym poklesem v pribéhu dal§ich 30 minut (z hodnoty SI 620,5 + 126,7 % na
399,9 £ 77,9 %). Tento jev souvisi se schopnosti GK velmi rychle absorbovat vodu a rapidné

nabobtnat,’’

coz vede v kratkém casovém useku ke kompletni hydrataci vnéjSich vrstev
polymeru. To zplsobi rozpleteni a relaxaci fetézcli polymeru umisténych na povrchu
nabobtnalé tablety. Diky tomu se nésledné ztraci integrita gelové vrstvy a dochéazi k erozi
povrchu polymerni matrix.®® Inicialni hydratace a nasledna eroze vnéjsich vrstev GK je dale
doprovazena konstantnim néartistem hmotnosti rezultujicim hodnotou SI 518,5 + 33,5 % po 8
hodinach zkousky. Obdobny prubéh byl pozorovan také u vzorku 85,4:14,6, ktery rovnéz
obsahuje velky podil GK. Prvotni nabobtnani ani nasledny pokles hmotnosti nabobtnalé tablety

Mrve

v matrici, jelikoZ hydratace jejich fetézci probihd v porovnani s GK pomaleji.”
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Obr. 21: Index bobtnavosti.

Dalsi navySeni zastoupeni HPMC K15M nad 50 % ve smési polymerii vedlo k iplnému
vymizeni ivodniho piku v kfivce bobtnani (Obr. 21). U téchto tablet byl pozorovan rychly
nartist hmotnosti v prvnich 15 minutdch zkousky, coz je spojeno s inicidlni absorpci vody.
Nasledna hydratace a bobtnani probihaly po prvotni hydrataci tablety ve vSech tiech pfipadech
konstantné. Obdobny trend byl popsén také ve studii Dalvadi a kol.”* u mukoadhezivnich tablet
s matricemi z HPMC K15M a K4M. Tento jev lze vysvétlit tak, ze s postupnou penetraci média
do struktury matrix je HPMC K15M ¢im dal tim vice hydratovand a okolo tablety se formuje
stale silngjsi gelova vrstva.®! Diky hydrofilnim hydroxypropyl-skupinim ma HPMC K15M
vysokou kapacitu retence vody®’ a jeji zna¢na viskozita zablokuje péry v matrix, ¢imz je
potlacen dalsi vstup média. Vysledkem je pomalejsi absorpce tekutiny do matrix, a tedy 1 nizsi
stupefi nabobtnani.®!

U tablet 50:50 a 14,6:85,4 nebyla pozorovana ani eroze matrice, kterd by pievySovala jeji
pribézné nabobtndni. Roli zde mlze hrat vétsi zastoupeni vysoce viskézni HPMC K15M
ptispivajici k vEtsi soudrznosti gelové vrstvy v kombinaci s GK, jejiz viskozita klesa se
zvySujicim se fedénim pomaleji, jak jiz bylo diskutovano vyse. K obdobnym zavérim dosli
také ve studii Srivastava a kol.”’, ve které se stanovovala bobtnavost flotujicich tablet
obsahujicich HPMC K4M, HPMC K15M a GK. Vysledky studie zde ukézaly, Ze v poc¢atku
nejrychleji nabobtnala jednolitd matrice GK, ale po 4 hodinach u ni nastal pokles hmotnosti

zpusobeny rozpousténim vnéjSich vrstev GK. Naopak matrice HPMC K15M vykazovala
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plynuly nartist hmotnosti bez jakéhokoliv poklesu v hodnotich indexu bobtnavosti. Mira
nabobtnani ovSem byla nizsi nez v ptipadé HPMC K4M, a to pravé diky jeji vyssi viskozité a
vétsi schopnosti retence vody.”® Ziskané vysledky dile naznacuji, ze po 7 hodinach dochazi
v ptipad¢ matric s obsahem ¢ist¢ HPMC K15M k pfevladnuti procesu eroze gelu nad postupnou
hydrataci dalSich hloubé&ji situovanych vrstev, coZz se opéct projevi snizenim hodnot indexu

9493 Ktera uvadi, Ze

bobtnavosti (Obr. 21). Podobny trend byl pozorovan i v odborné literatute
v horizontu 7 az 8 hodin matrice polymeri HPMC a GK dosdhne maximalniho stupné
nabobtnani, poté jiz dochézi v disledku ptilisné hydratace k rozpousténi a erozi polymeru do
média, coZz vede ke sniZeni jeho relativni koncentrace. Gelova vrstva zafne ztracet svoji
viskozitu, ¢imz se usnadni prostup média do jadra matrix. To se odrazi v poklesu hmotnosti
tablety.5®

Obr. 22 znazoriiuje modelové tablety pfed a po nabobtnani v médiu po 4 a 8 hodinach
a ukazuje miru nabobtnani a zmény ve struktufe vzniklé gelové vrstvy. Z fotografii je patrné,
ze vnéjsi vrstvy bobtnaji, avSak po 4 1 8 hodinach je stdle mozné pozorovat u vSech vzork
pevny stied tablety, ktery neni zcela smacen. Vyrazngjsi vrstva gelové vrstvy a viditelné
zmenseni objemu ¢astic je pak patrné po 8 hodinach zkousky, kdy se tablety nejvice blizi uplné

hydrataci, ktera je nasledovana postupnou erozi matrice.

100:0 0:100 50:50 85,4:14,6 14,6:85.,4

Obr. 22: a) Tablety pred vioZenim do média,; b) nabobtnalé tablety vyjmuté z média po 4 hod.,
¢) nabobtnalé tablety vyjmuté z média po 8 hod.
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8.3 Vyhodnoceni disolu¢nich profili

Cilem provedenych disolu¢nich zkousek bylo stanovit schopnost pouzitych polymert GK
a HPMC K15M a jejich kombinaci zpomalit rychlost uvolfiovani 1é¢iva z matrice v prostiedi
zaludku. V piipadé hydrofilnich matricovych systémt mtize byt proces uvoliiovani 1é¢iva fizen
dvéma mechanismy, tj. diftzi skrze gelovou vrstvu (plati pro rozpusténou frakci 1é¢iva) nebo
erozi gelové vrstvy (plati pro pevné nerozpusténé &astice 16¢iva).’%** Z tohoto diivodu je
zakladnim piedpokladem uspéchu lékového systému hydratace a bobtnani hydrofilni polymerni
matrice v okamziku kontaktu s disolu¢nim médiem.®® Rychlost a mnoZstvi uvolnéného 1é¢iva
tak zavisi predevSim na typu a mnozstvi polymeru() ve formulaci, viskozitnim stupni a

schopnosti bobtnat.”?

Kombinace polymerii se jevi ¢asto jako vyhodnéjsi a efektivngjsi
pro fizené uvoliiovani 1é¢iv nez polymerni jednolité matrice. Mughal a kol.”> napf. uvadi, ze
samotny hydrofilni bobtnajici polymer obvykle nedosédhne disolu¢niho profilu vykazujici
kinetiku nultého tadu (tj. konstantni rychlost uvoliiovani nezdvislou na koncentraci vychozi
latky). Potencidl v prodlouzeném uvoliiovani 1é¢iv z matricovych systému shledava praveé
v kombinacich HPMC s piirodnimi polymery jako je GK nebo xanthanova guma.”® Svou roli
zde zastava také pH disolu¢niho média, které ovliviiuje silu gelové vrstvy. To potvrdila i studie
Tritt-Goc a kol.® dokazujici, Ze uvolnéni 1é¢iva z matricovych tablet s HPMC o niZsi viskozité
probiha v kyselém pH 1,2 rychleji nez v pH alkalickém. Na zéklad¢ snimkli z magnetické
rezonance se potvrdilo, ze pfi¢inou je vytvoreni slabsi gelové vrstvy okolo tablety, skrze kterou
voda snadno penetruje do jadra matrix.”® Dalsim vyznamnym faktorem ovliviiujicim miru
nabobtndni matrice, a tedy 1 disolucni profil 1é¢iva je iontova sila GIT tekutin. Na koncentraci
iontové sily ma urcity vliv pfijem potravy (obecné nabyva hodnot ptiblizn¢ 0,1 M ve stavu na
la¢no a hodnot 0,4 M po jidle) a miZze tak do jisté miry ovlivnit uvolitovani 1é¢iva.®’ Zminéné
faktory je mozné predikovat pouZzitim biorelevantnich médii, jez dokdZou simulovat kompozici
tekutin a fyzikalné-chemické podminky v GIT, a stejné tak stav nalacno a po jidle. Pouzitim
FaSSGF je tak mozné dosahnout reprodukovatelnych vysledkt, jez jsou snadno aplikovatelné
na prostiedi in vivo.”’

Z grafu znazornyjiciho disolu¢ni profily 1é¢iva (Obr. 23) vyplyva, Ze vSechny polymerni
matrice byly schopné prodlouzit uvoliiovani modelového 1é¢iva (theofylin) po dobu az
24 hodin. S ohledem na testovani formulaci v prostiedi zaludku je nejvyznamnéjsi pocatecni
¢ast kiivky, tedy obdobi prvnich 2 hodin odpovidajici primérné dobé vyprazdiiovani zaludku.®’
V piipadé polymerni matrice tvotfené cCistou GK (vzorek 100:0) byl v pocatku disoluce

pozorovan tzv. burst-effect, tedy okamzité uvolnéni vysSiho mnozstvi 1é¢iva (21,36 £ 1,99 %).
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Tento jev mize byt v nékterych ptipadech zaddouci, napt. vyssi inicidlni davka analgetika
nasledovana udrzovanim konstantni hladiny 1é¢iva v systémovém ob¢hu, ale mtize s sebou nést
1 jista rizika. Mezi neptiznivé dopady burst-effectu patii napt. podrazdéni zaludku, selhani
1é¢by, dosazeni toxické hladiny 1éCiva (zejm. u IéCiv s nizkym terapeutickym indexem) a z toho
plynouci nezaddouci ucinky. Pfi¢inou pozorovaného burst-effectu, jez je ncékterymi zdroji
nazyvan také jako inicialni eroze povrchové matrice”®, miize byt zachyceni 1é¢iva na povrchu
polymerni matrice pfi pfiprave tablet, které je ihned pii kontaktu s médiem rozpusténo a rychle
uvolnéno. Tento jev je typicky zejména pro systémy s obsahem rychle bobtnajicich latek.
Podobny trend rychlého uvolnéni inicialni davky byl pozorovan napt. ve studii Mughal a kol.*>
u piirodnich polymertt GK a xanthanové gumy anebo u hydrogelii s obsahem theofylinu.”
V dalsich odbérovych intervalech vykazoval vzorek 100:0 jiz konstantni rychlost uvoliovani,
pficemz mnozstvi uvolnéného 1é¢iva bylo az do 8. hodiny disolu¢ni zkousky z této matrice
nejvyssi (Obr. 23). Tyto zavéry jsou v souladu i s vysledky hodnoceni indexu bobtnavosti, kde
bylo u formulace 100:0 pozorovano rapidni nabobtnani tablety nasledovano vyraznou erozi
gelové vrstvy spojené praveé s rychlym uvolnénim ¢asti 1€¢iva do disoluéniho média. Nasledné

vyrovnani rychlosti uvoliiovani je spojeno s konstantnim bobtndnim matrice (Obr. 21).

100
: hw
°\° —
: -
50 |
s ;//t
: o
2 — "
: o &
@ e
£
o
S
>
S
e
(7]
>N
o
s

5 10 15 2 .

Cas [hod]
—-100:0 85,4:14,6 50:50 14,6:85,4 4 0:100

Obr. 23: Disolucni profil theofylinu.

Mén¢ patrny burst-effect byl pozorovan také u formulace 85,4:14,6, coz je v souladu
s vySe diskutovanymi hodnotami indexu bobtnani. Pfi¢inou je zde vyS$$i zastoupeni GK

v tableté spojené s rychlou hydrataci povrchovych vrstev tablety. Dalsi narust podilu HPMC
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K15M v matrici vedl k potlaceni uvolnéni inicialni davky 1é¢iva, coz se projevilo konstantné;si
rychlosti uvoliiovani theofylinu po celou dobu disolu¢niho testu. To souvisi s vyssi viskozitou
tohoto polymeru a konstantnim formovanim gelové vrstvy, ktera matrici obklopuje. Tloustka
této vrstvy se s Casem zvétSuje a difuzni draha 1éciva je tak pfimo imérna vzdalenosti jadra od
povrchu tablety. !

Podobny trend v disolu¢nich profilech 1ze nalézt ve studii Srivastava a kol.”*, kde zjistili,
ze uvoliovani 1éciva atenololu probihalo rychleji u tablet s matrici tvofenou GK, zatimco
matrice s HPMC K15M diky své vysoké viskozité disolu¢ni profil 1é¢iva zna¢né zpomalila.”
Rovnéz Dalvadi a kol.”* pozorovali pomalejsi uvoliiovani 1é¢iva kaptoprilu z matric zalozenych
na HPMC K15M v porovnani s formulacemi obsahujicimi pouze GK.”* K podobnému zavéru
dosli také Maad a kol.”! ve studii cileného ptivodu matricovych tablet do kolonu s extraktem
z listh 1é¢ivé rostliny Solenostemma argel s protinadorovym ucinkem. Vysledky hodnoceni
disoluc¢nich profill v této studii ukazaly, Ze se z jednolité matrice s GK po 5 hodinach uvolnilo
30,00 — 35,75 % léciva, zatimco z matrice tvofené kombinaci polymerd (HPMC K15M a GK)
pouze 13,9 — 28,2 %!
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9. Z.avér

Tato prace je soucasti obsdhlejsi studie zabyvajici se piipravou lékovych systémi
s cilenym piivodem Spatné rozpustnych 1é¢iv do oblasti tlustého stfeva. Cilem této
preformulacni prace proto bylo hodnoceni chovani mukoadhezivnich polymert, konkrétné
guarove¢ klovatiny (GK) a hypromeldzy K15M (HPMC K15M) a jejich smési v biorelevantnim
médiu s pH 1,6 simulujicim kyselé prostfedi zaludku (FaSSGF).

Na zéklad¢ vysledkti méteni viskozity lze konstatovat, Ze vSechny testované polymerni
disperze vykazovaly pseudoplasticky tok. Zvysujici se nafedéni disperze vedlo pfi rychlostnim
spadu 1 s™' k poklesu hodnot viskozity, pfic¢emz vzorky s vy$§im zastoupenim GK (piedeviim
disperze samotné GK) vykazovaly nizsi vliv stupné nafedéni. Diivodem je pravdépodobné
pomalejsi rozpousténi gelové vrstvy spojené s nizsi citlivosti GK k ménicim se hodnotadm pH.
Pii niz8ich zifedénich byl navic pozorovan synergicky efekt kombinace GK s HPMC K15M
projevujici se vyssi viskozitou vzorki 85,4:14,6 a 50:50. Ptitomnost HPMC K15M ve smési
podpoiila absorpci vody, nabobtnani disperze a taktéz nartst viskozity gelové vrstvy.

Hodnoceni indexu bobtnavosti ukazalo, ze matrice s dominantnim zastoupenim GK
v prvnich minutach rapidné nabobtnaji. Tento proces je nasledovan poklesem hmotnosti
matrice, jehoZ pficinou je predCasné rozpusténi jejich vngjsich, plné hydratovanych vrstev.
Naopak ¢im byla koncentrace HPMC K15M v matrici vyssi, tim byla zaznamenéana niz8i mira
nabobtnani. Divodem je vyssi integrita gelové vrstvy branici vstupu dalsiho media do jadra
tablety.

Vsechny testované matricové systémy byly schopny fidit uvoliilovani modelového 1é¢iva
theofylinu po dobu 24 hodin. Nicméné¢ u vzorkti 100:0 a 85,4:14,6 byl patrny burst-effect, a
proto tyto matrice v disledku rychlého nabobtnani GK uvolnily béhem prvnich dvou hodin
zkouSky vice nez 25 % léciva. Oproti tomu, matrice s vy$§im zastoupenim HPMC K15M
vytvoftily dostate¢né viskozni a odolnou vrstvu, ktera zabranila penetraci média a pred¢asnému
rozpousténi a difuzi 1éCiva z matrice.

V ramci této studie se jako nejvhodnéjsi kombinace polymert pro dalsi testovani jevi
matrice obsahujici smés 14,6:85,6 a 0:100. Divodem je jejich konstantni mira bobtnani
v pribéhu celé zkousky spojend s rovhomérnym uvolilovanim 1é¢iva z matrice bez vyrazného

burst-effectu.
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