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1. Uvod

Objevem biodegradabilnich polymert se oteviely nové moznosti nejen v oblasti
prumyslu ale také v oborech jako jsou medicina a farmacie.

Nejprve se vyzkum zabyval pfedev§sim piirodnimi polymery jako jsou napf.
celuloza, Skrob nebo zelatina. Pozdéji se vSak pozornost obratila smérem k synteticky
vyrabénym polymertim, jejichz velkou vyhodou je moZznost prakticky libovoln¢ ménit
jejich vlastnosti. Mezi nejlépe popsané a prostudované syntetické polymery patii
skupina polyestert, pfedev§im kyselina polymlécnda, kyselina polyglykolova a jejich
kopolymery.

V oblasti mediciny se biodegradabilni polymery vyuzivaji zejména jako
vstiebatelné chirurgické Sici materidly, implantaty tvrdych i mékkych tkani, fixace
fraktur, atd.. Ve farmaceutické technologii maji tyto polymery také Siroké uplatnéni.
Jsou dilezitou soucasti 1ékovych forem s fizenym uvolilovanim. Diky témto 1éCivym
pfipravkim mizeme dosdhnout efektivnéj$i terapie, at’ uz pozitivnim ovlivnénim
distribuce nebo biologické dostupnosti 1éCiva, tak i zlepSenim comliance pacienta.

Biodegradabilni polymery pro ptipravu léCivych piipravki musi spliovat
predevsim pozadavky na toxicitu a biokompatibilitu. Jsou vyuzity v riznych formach
jako napt. implantaty, filmy, pelety, mikrocastice a nanocastice, které jsou soucasti
l1é¢ivych pfipravki s fizenym uvoliiovanim. Vybér polymeru pro konkrétni IéCivy
pfipravek se fidi zejména naSimi poZadavky na rychlost a délku uvoliiovani 1éciva, na
misto, kde ma byt 1é€ivo uvolnéno, a dalsimi faktory, které ptiznivé ovliviiuji terapii.
Proto, abychom mohli zvolit spravny polymer a zajistit tak optimalni terapii, je nutné
znat vlastnosti a chovani polymerti zariznych podminek, které simuluji vnitini
prostiedi organismu. Tyto vlastnosti polymerti lze také dale modifikovat pouzitim
vhodnych plastifikatori. Nalezeni vhodného polymeru s optimalnimi vlastnostmi pro

dany 1é¢ivy ptipravek vSak neni jednoduché.



2. Seznam zkratek

ACV. ..o aciklovir

ATBC........ccviiin acetyltributylcitrat

Do dipentaerythritol

DL-LA....coooi kyselina mlé¢na slozend z racemické smési izomert

D,L-PLA.....................kyselina polymlécné slozena z racemické smési izomert

DNA.....ooii deoxyribonukleova kyselina

EPoo ethylpyruvat

HSV-1....oo herpes simplex virus typ 1

HSV-2....cooii herpes simplex virus typ 2

L-PLA....... kyselina polymlécné sloZend z L izomerQ

M. mannitol

Moo hmotnostni primér molarnich hmotnosti

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

PLA...... kyselina polymlé¢na

PLA-free..........cooven. film kyseliny polymlééné bez obsahu plastifikatoru

PLA-TEC.................... kyselina polymlé¢na plastifikovana triethylcitratem

PLA-ATBC.................. kyselina polymlé¢na plastifikovana acetyltributylcitratem

PLGA..........ci kopolymer kyseliny mlé¢né a glykolové

PLGA-free.................. kopolymer kyseliny mlé¢né a glykolové bez plastifikatoru

PLGA-TEC.................. kopolymer kyseliny mlé¢né a glykolové plastifikovany
triethylcitratem

PLGA-ATBC............... .. . kopolymer kyseliny mlécné a glykolové plastifikovany
acetyltributylcitratem

TEC...coiiiiiii triethylcitrat

T teplota skelné¢ho prechodu

T teplota tani



3. Cil prace

Cilem diplomové prace bylo zjistit prubéh liberace acikloviru z plastifikovanych
oligoesterovych nosicli. Testované nosi¢e byly pracovné oznaceny 3M, 5M, 8M, 3D,
5D a 8D. Jedna se o terpolymery kyseliny D,L-mlé¢né, kyseliny glykolové a mannitolu
resp. dipentaerythritolu (LA/GA/M (D)). Charakterizaci nosi¢u uvadi tabulka ¢.3.
Nosice byly plastifikovany 30% triethylcitratu nebo 20% ethylpyruvatu.

Ukol diplomové prace lze rozdélit do nasledujicich dil¢ich kroki:

1. Pfipravit matrice o hmotnosti 150,0 mg slozené z nosice, plastifikatoru a 4%
acikloviru.

2. Provést modifikovany disolucni test za statickych podminek pti 37°C a pouziti
fosfat citratového pufru pH 6,0.

3. Porovnat liberaci acikloviru z nosi¢t vétvenych riiznou koncentraci mannitolu a
dipentaerythritolu.

4. Porovnat liberaci acikloviru z nosica plastifikovanych triethylcitratem a ethyl-

pyruvatem.



4. Teoreticka cast

4.1. Biodegradabilni polymery

Biodegradabilni polymery maji Siroké uplatnéni jak ve farmaceutické
technologii (implantaty, filmy, pelety, mikroc¢astice a nanocastice slouzici k fizenému
uvoliiovani 1é¢iv), tak i v mediciné (chirurgicky material, tkanové nahrady, fixace
fraktur, atd.). Jsou pouzivany polymery pfirodniho plivodu i synteticky pfipravené.
V téle jsou oba druhy polymert enzymaticky ¢i neenzymaticky odbourdvany za vzniku
netoxickych meziproduktii, které jsou nakonec ztéla odstranovany béznymi
metabolickymi cestami.(1)

Nejdiive se vyzkum zabyval pfedev§im pfirodnimi polymery a jejich derivaty
jako jsou napf. hovézi a lidsky albumin, fibrinogen, kasein, hemoglobin, kolagen,
Zelatina, chitosan, alginaty, pektin, derivaty celulosy, atd. Jejich velkou nevyhodou je
vysoka cena, nestandardni slozeni a tézko dosaZzitelna potfebna Cistota.(2) Dnes se
pozornost soustied'uje na polymery syntetické jako jsou napi. polyamidy,
polyaminokyseliny, poly-alfa-kyanoakrylaty, polyestery, polyuretany, polyakrylamidy,
atd.. Duvodem je fakt, ze u polymerd syntetického pivodu mizeme téméi libovolné
meénit jejich vlastnosti tak, aby vyhovovaly konkrétnim pozadavkim. Muzeme tak
ovlivnit napf. dobu degradace polymeru, misto uvolnéni Ié¢iva z polymerniho nosice ¢i
mnozstvi 1éCiva, které se ma uvolnit.

JiZz od 70. let minulého stoleti se jako velice perspektivni jevi polyestery tvoiené
kyselinou mlé¢nou (PLA), kyselinou glykolovou (PGA) a kopolymery kyseliny mlé¢né
a kyseliny glykolové (PGLA). Jedna se o termoplastické, alifatické polyestery, které se

vyznacuji vybornou biokompatibilitou, biodegradaci a mechanickou pevnosti.(3)

4.1.1. Chemické, biologické a fyzikalni vlastnosti PLA a PGA

PLA se diky pfitomnosti chiralniho uhliku vyskytuje ve vice stereoizomernich
formach. Existuji L, D a DL izomery. L-PLA je tvofena z L(-)-laktidu, D-PLA z D(+)-
laktidu a DL-PLA z D,L-laktidu, ktery je racemickou smési L(-) a D(+) izomeru.
Prakticky se vyuzivaji pfedevs§im L-PLA; D,L-PLA a jejich kopolymery.

L-PLA je semikrystalicky, biodegradabilni polymer s teplotou tani (Tm) okolo
175°C a teplotou skelného prechodu (Tg) piiblizné 65°C.(4) Krystalinita L-PLA je



ptiblizn¢ 35%.(5) Polymer je rozpustny ve vétSin¢ organickych rozpoustédel. S PGA
ma srovnatelnou pevnost, ale 0o mnoho niz§i modul elasticity.

DL-PLA je amorfni polymer s teplotou skelného piechodu okolo 57°C.(4) Ma
velmi malou pevnost i modul elasticity. Ve srovnani s PGA je PLA hydrolyticky
stabiln¢jSi. Stabilita je vSak zavisld na typu PLA, molekulové hmotnosti, stupni
krystalinity, geometrii polymerniho fetézce a fyzikalné-chemickych vlastnostech
prostiedi. Amorfni PLA je odbourdvana rychleji nez semikrystalickd L-PLA.

PGA je krystalicky polymer s teplotou tani okolo 225°C a teplotou skelného
ptechodu okolo 35°C. V molekule stavebni jednotky PGA se nachazi methylenova
skupina a relativné polarni esterova skupina. Ve srovnani s jinymi biodegradabilnimi
polymery je PGA vysoce krystalicky polymer s krystalinitou v rozmezi 35%-75%.
Polymer je rozpustny ve vét§iné organickych rozpoustédel, ma vysokou pevnost a
modul elasticity. Degradace PGA je zaloZena na hydrolyze esterové vazby a zavisi na
molekulové hmotnosti, stupni krystalinity, fyzikalni geometrii a fyzikalné-chemickych

vlastnostech prostiedi.(6)

4.1.2. Chemické, biologické a fyzikalni vlastnosti PLGA

Fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti PLGA zavisi pfedev§im na
molekulové hmotnosti a poméru PLA a PGA v molekule kopolymeru. PLA je vice
hydrofobni, a proto kopolymer s vy$§im obsahem PLA je méné hydrofilni, absorbuje
mén¢ vody a je tudiz pomaleji rozkladan.(2) V tomto piipadé trva biologicky rozklad az
5 let. Pro pouziti kopolymert jako nosici 1éCiv je také velice dilezitd zvolena
molekulova hmotnost a stupen polydisperzity. Jsou to faktory, které uréuji mechanickou
pevnost (7), rychlost biodegradace a hydrolyzy.(1) Dalsi dilezitou charakteristikou je
teplota skelné¢ho prechodu. Plati, Ze se zvySuje v zavislosti na vzrastajicim podilu PLA
Vv kopolymeru a na zvySujici se molekulové hmotnosti.(8) Vysledny stupen krystalinity
PLGA zavisi na slozeni kopolymeru. Pokud je piipraven z L-PLA a PGA vznikne
krystalicky kopolymer, zatimco kombinaci D,L-PLA a PGA vznika amorfni
kopolymer.(7)



4.2. Biodegradace

Albertsson a Karlsson definovali biodegradaci jako proces, pfi kterém dochazi
k enzymatickému a/nebo k chemickému rozkladu pusobenim Zivého organizmu nebo
produkty jeho sekrece.(9) Piesné vymezeni pojmu degradabilni polymer nebylo zprvu
jednoduché, nebot’ i u nedegradabilnich polymerti dochazi k pozvolnému rozpadu. Za
degradabilni polymery se proto povazuji ty, které se rozlozi v prubéhu jeho pouziti,
anebo jen kratce poté. Za nedegradabilni ty, které se rozkladaji dlouho poté, co splnily
svj ukol.

Jak jiz bylo zminéno, jsou znamy dv¢ hlavni cesty rozkladu polymeri v lidském
téle. Prvni z nich je zprostfedkovana enzymatickym systémem. Zde se enzymy aktivné
vazi na vazebna mista a nasledné polymer S$tépi. Takto se odbouravaji napf.
polysacharidy, polypeptidy a dal$i polymery, které maji ve své molekule vazebné misto
pro enzym. Druhou moznosti je pasivni jednoducha chemickd hydrolyza nestabilnich
vazeb v polymerech. Pfi hydrolyze obecné dochazi k penetraci vody do polymeru. Ta
prednostné atakuje amorfni Casti matrice, kde Stépi fetézce polymeru na mensi
fragmenty. Dochézi tak sice k redukci hmotnosti matrice, avSak nékteré mechanické
vlastnosti zustavaji zachovany do doby, nez dojde k degradaci i krystalické ¢asti. Tento
typ degradace se nazyva objemovd eroze. Druhy typ, pti kterém dochazi ke zmensovani
télesa pi1 souCasném zachovani jeho integrity, je oznacovan jako eroze povrchova.
Hydrolytickou degradaci v lidském téle ovliviiuje spousta parametri jako je napf.
molekulova hmotnost, chemicka struktura, velikost matrice, typ vazby, prostupnost pro

vodu, misto implantace, pH, teplota.(10)

4.2.1. Biodegradace PLA a PGA

Degradace polymeri PLA a PGA probihd v péti fazich, které neprobihaji
odd¢leng, ale ptekryvaji se. (11)

Prvni faze zacind ihned po vloZeni matrice do téla. Dochézi k hydrataci systému
tim, Ze matrice absorbuje tekutinu z okolniho prostfedi. Tento proces miize trvat
Vv zavislosti na hmotnosti matrice a velikosti jejiho povrchu dny az mésice. Hydratace
polymeri kyseliny mlé¢né a glykolové a téZ jejich kopolymerl je mozna jen diky jejich

hydrofilnim vlastnostem. Hydratace amorfni ¢asti probiha rychleji nez ¢asti krystalické.
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Pii druhé fazi sledujeme depolymerizaci a chemické St€peni hlavnich fetézcu
polymerti. Nésledkem je redukce jak primérné molekulové hmotnosti, tak poctu
kovalentnich vazeb, dochazi i ke zméné¢ fyzikalnich vlastnosti polymeru.

Pti tfeti fazi se polymer rozpada na fragmenty s nizkou molekulovou hmotnosti.
Fyzikalni vlastnosti jsou jiz vyrazng jiné.

Béhem ctvrté faze jsou tyto fragmenty dale $tépeny. Dostatecné malé fragmenty
jsou poté pohlcovany fagocyty nebo jsou rozloZzeny na monomerni anionty, které jsou
rozpustné v intracelularni tekuting.

Konecnou fazi degradace je eliminace monomert. L-laktat vstupuje do cyklu
trikarboxylovych kyselin (citratovy cyklus). Zde je metabolizovan az na vodu a COx.
Glykolat je bud vyloucen v nezménéné formé€ ledvinami, nebo také vstupuje do
citratového cyklu, kde je pteménén na vodu a CO,,

Proces hydrolyzy muze byt ovlivnén kyselinami nebo zasadami, teplotou a
stupném vlhkosti. V kyselém prosttedi probiha hydrolyza piedev§im mechanizmem
objemové eroze. Rychlost eroze je v kyselém a neutrdlnim prostiedi pfiblizn€ stejna,
avSak vyssi nez v alkalickém. Chemicka hydrolyza v prostfedi pufru probihd u PLA
mnohem pomaleji nez u PGA. Je to zplsobeno pfitomnosti methylovych skupin

v molekule kyseliny mlé¢né, které maji hydrofobni charakter.(12)

4.2.2. Biodegradace PLGA

Kopolymery PLGA v téle podléhaji hydrolytické degradaci, pii které dochazi
k nahodnému $tépeni esterovych vazeb v fetézci.(13) Tento proces zavisi na faktorech
jako jsou napf. molekularni hmotnost, molekularni pomér PLA a PGA v fetézci
kopolymeru, stupeni krystalinity a teplota skelného piechodu.(1)

Biodegradace PLGA kopolymeri probiha ve tfech fazich.(14) V prvni fazi
dochdzi k ndhodnému S$tépeni esterovych vazeb v fetézcich. Stim souvisi pokles
molekulové hmotnosti. Nedochézi v§ak k ubytku hmotnosti a tvorbé monomert.

V druhé fazi se jiz projevuje 1 sniZeni hmotnosti matrice a jsou ve vét§i mife
tvofeny rozpustné oligomerni a monomerni castice.

Ve tfeti fazi vznikaji z oligomernich castic monomery a dochdzi k uplné
degradaci matrice. Jednotlivé monomery PLA a PGA jsou poté eliminovany. L-laktat
vstupuje do citratového cyklu. Zde je metabolizovan na vodu a CO, . Glykolat je bud’
vyloucen v nezménéné form¢ ledvinami, nebo také vstupuje do citratového cyklu, kde

je preménén na vodu a CO,.(11)

11



4.3. Fyzikalné-mechanické viastnosti PLA a PLGA filmu

Roku 2000 byla zvefejnéna studie Kranze, Ulricha, Maincenta a Bogmeiera (15),
kterd zkouma fyzikalné-mechanické vlastnosti biodegradabilniho polymeru kyseliny
mlééné a jejiho kopolymeru s kyselinou glykolovou.

Pro experiment byly vybrany polymery PLA o M,, 270 300 a kopolymer PLGA o
My, 56 500 v poméru PLA a PGA 1:1. Déle byly pouzity plastifikatory. Triethylcitrat
(TEC) jako model plastifikatoru, ktery je ve vod€ rozpustny a acetyltributylcitrat
(ATBC) jako model plastifikatoru, ktery je ve vodé nerozpustny. Zkoumal se jejich vliv
na fyzikalné-mechanické vlastnosti polymerti a na uvoliiovani 1€¢iv z nosicu.

Vlastnosti polymertt byly zkoumany jednak v suchém stavu a dale pak po
ponofeni do média. V tomto ptipadé byl pouzit fosfatovy pufr o pH 7,4 a teploté 37°C
z diivodu velké podobnosti s prostiedim Vv lidském téle. Délka experimentu byla 28 dni.

Pfi pokusu byla métena maximalni sila potiebna pro destrukci filmua , prodlouzeni
filmu v procentech, teplota skelného piechodu a molekulova hmotnost jednotlivych

filmu.

4.3.1. Vlastnosti PLA filmu

U matric s 10 % obsahem plastifikatoru doslo ke zna¢nému vzristu flexibility
PLA filmu. U samotného PLA filmu bez plastifikatoru (PLA-free) bylo zjisténo
prodlouzeni 50,3%, u PLA filmu s ATBC to bylo jiz 181,3% a u PLA filmu s TEC
dokonce 230,9%. (Obr.¢.1). Na destrukci PLA-free filmu byla potieba vyssi sila nez u
plastifikovanych filmi (Obr.¢.2).

Po ponoteni do fosfatového pufru o pH 7,4 a teploté 37°C obé méfené veliCiny
klesaji v potadi PLA-TEC > PLA-ATBC > PLA-free. Mechanické vlastnosti PLA-free
filmu se po odstranéni média téméf nemenily.

Vysvétleni chovani testovanych filmi v pribéhu pokusu a vysledkd vychazi
z faktu, Ze mechanické vlastnosti amorfnich biodegradabilnich polymert PLA velice
zavisi na teploté skelného prechodu (Tg).(16) Ve studii bylo sice pouzito jen 10%
plastifikatoru, ale 1 takto nizky obsah plastifikatoru vedl u filmi v suchém stavu ke
znacnému snizeni Tq. U PLA-free filmu byla zméfena Ty 43,5°C, u PLA-TEC 18,5°C
a u PLA-ATBC 30°C.(Obr.¢.3) To znamena, zZe pii teploté 37°C je PLA-free film pod
hodnotou Ty, tedy ve stavu sklovitém. Plastifikované filmy jsou nad Ty, tedy ve stavu
kaucukovitém. Proto maji plastifikované filmy vyssi relativni prodlouZeni a nizsi

hodnotu destrukéni sily.
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Pokud srovname vliv TEC a ATBC, TEC vice snizuje Tg u PLA filmu, coz
vysvétluje vEtsi relativni prodlouzeni a nizsi destrukéni silu u PLA-TEC filmu.

Po ponofeni matric do pufru o teploté 37°C a pH 7,4 je T4 u PLA-free a PLA-
ATBC filmu konstantni. Je to zpusobeno stalym slozenim téchto filmi. ATBC je ve
vod¢ nerozpustny plastifikator, zstava proto ve filmu. Naproti tomu ve vod¢ rozpustny
TEC je zfilmu vymyvan. Tq PLA-TEC filmu stoupd sdobou setrvani v pufru a
postupné se piiblizuje Tq PLA-free filmu. (Obr.¢.3) Vymyvanim TEC lze vysvétlit i
prudky pokles hodnoty relativniho prodlouzeni. (Obr.¢.1)

Ve studii se dale zkoumal vliv molekulové hmotnosti polymert a rtuznych
plastifikatort na rychlost degradace . Po ponofeni matric do média dochazi
K hydrolytické degradaci. Ukazalo se, Ze rychlost degradace je u plastifikovanych filmu
vys8i nez u neplastifikovanych (Obr.¢.4).

Koeficient difize ve vodé rozpustnych oligomerd vyrazné vzrusta, pokud je
teplota média vyssi nez Ty PLA filmu. Proto v médiu o teploté 60°C (teplota vyssi nez
Ty PLA) dochazi k rychlé degradaci matrice. Pokud je vSak teplota média pouze 37°C
(teplota niz8i nez Ty PLA), degradace je pomalejsi. U plastifikovanych filmua je diky
piimési plastifikatoru snizena hodnota Ty . Plastifikovany film ma proto po ponotfeni do
média o teploté¢ 37°C vyssi koeficient difuze, tudiz je rychleji degradovan. V piipadé
PLA-ATBC filmu je degradace rychlejsi neZ u PLA-TEC filmu. Tento fakt je moZzné
vysvétlit vyplavovanim TEC z matrice, coz vede k zvySeni Tq PLA a snizeni koeficientu
difuze. Proto je PLA-TEC film degradovan pomaleji. S rychlosti degradace souvisi i
eroze matrice.(Obr.¢.5)
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Obr.¢.1 : Vliv 10% koncentrace plastifikatoru na relativni prodlouzeni PLA filmu (15)
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Obr.¢. 2 : Vliv 10% koncentrace plastifikatoru na hodnotu destrukéni sily u PLA filmu
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Obr.¢. 3 : Vliv 10% koncentrace plastifikatoru na Ty u PLA filmu (15)

50 p

—i o -

40

i ——

30 4
Ll
o
~ 20
bl
Ex -8~ bez plastifikatoru

10 p == TEC

= ATBC
0 ' L 1 2
0 7 14 21 28

cas (dny)

Obr.¢. 4 : Vliv 10% koncentrace plastifikatoru na My, PLA filmu (15)
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Obr.¢. 5 : Vliv 10% koncentrace plastifikatoru na erozi PLA filmu (15)
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4.3.2. Vlastnosti PLGA filmu

Ve studii byly dale pouzity matrice z hydrofilngjsiho kopolymeru PLGA o My,
56 500, které byly zkoumany za stejnych podminek jako matrice tvofené PLA .

Pfi studiu mechanickych vlastnosti a Ty u jednotlivych matric tvofenych z PLGA
byly vysledky obdobné jako u PLA filmt. Zietelny rozdil byl vSak pozorovan
v rychlosti degradace a erose. V suchém stavu bylo u PLGA-free filmu zméfeno vétsi
relativni prodlouzeni a niz$i destrukéni sila nez u PLA-free filmu.

Vliv plastifikatord na mechanické vlastnosti PLGA filmu jak v suchém tak i
V zbobtnalém stavu byl méné zietelny nez u PLA filmt. Studie prokazala, ze PLGA
filmy ztraceji mechanickou pevnost rychleji. Po 14 dnech v pufru o pH 7,4 a teploté
37°C nelze jiz zmétit mechanické vlastnosti ani u PLGA-free, ani u plastifikovanych
filma.(Obr.¢.6,7) Mensi vliv plastifikatord na mechanické vlastnosti PLGA filmu ve
srovnani s PLA filmy miiZe byt vysvétlen odliSnou Ty u obou polymerti. Hodnota Ty u
PLA-free je 43,5°C, ale u PLGA-free je 34,0°C. Proto pii 37°C je PLA-free film pod
Ty, tedy ve sklovitém stavu, zatim co PLGA-free je nad svoji Ty , tedy v kaucukovitém
stavu. Rlznd hodnota Ty u PLA-free a PLGA-free filmu je dana jejich odlisnou
molekulovou hmotnosti a uspofadanim monomert v polymeru. Ty obecné roste
s rostouci My, a s obsahem laktatu v polymeru.(16),(17) Vliv plastifikatord je u PLGA
obdobny jako u PLA filmu. U PLGA-TEC filmu hodnota Ty po ponofeni do pufru
postupné roste a pfiblizuje se hodnoté Ty pro PLGA-free film. Tento efekt je zptsoben
vymyvanim TEC . (Obr.¢.8)

Molekulova hmotnost PLGA filmu béhem 28 dni v pufru rapidné klesa. (Obr.¢.9)
S ubytkem M,, souvisi i ztrata hmotnosti matrice. (Obr.¢.10) Mezi PLGA-free a
plastifikovanymi filmy byly pozorovany jen malé rozdily. PLGA-free film je vSak
degradovan rychleji nez PLA-free film. Divodem je mensi My, PLGA filmu a jen 50%

obsah laktatu v polymeru.
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Obr.¢.6:

Obr.¢.7 :

Vliv 10% koncentrace plastifikatoru na relativni prodlouzeni PLGA filmu (15)
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Obr.¢. 8 : Vliv 10% koncentrace plastifikatoru na Tq u PLGA filmu (15)
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Obr.¢. 9 : Vliv 10% koncentrace plastifikatoru na My, PLGA filmu (15)
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Obr.¢. 10 : Vliv 10% koncentrace plastifikatoru na erozi PLGA filmu (15)
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4.4. Stereokomplexy polymerti

Stereokomplexy polymert jsou definovany jako interakce mezi dvéma
komplementarnimi stereoizomernimi polymery, které do sebe zapadaji a mohou tak
vytvofit novou slouc¢eninu. Takto vznikly novy polymer ma jiné fyzikalni vlastnosti nez
vychozi molekuly. Komplementdrni dvojice molekul mohou byt napf. dva opacné
enantiomery, nebo dvojice isotaktickych-syndiotaktickych fetézcti polymert, nebo
dvojice riznych polymerut jako napt. polyester-polyamid s opac¢nou stereoizomerii.(18)

Mezi fetézci makromolekul miizeme sledovat né€kolik druhii interakci. Vznik
komplexu polykationt-DNA je podminén hlavné elektrostatickymi silami.(19,20)
Coulombovy sily spolu s vodikovymi mustky jsou hlavnim diivodem konformace trojité
Sroubovice kolagenu.(21) Polymery karboxylovych kyselin tvoii komplexy s polyethery
a dal$imi slouceninami, které pfijimaji vodik, za vzniku vodikovych mustkt.(22) Do
této kategorie patii i dobfe znama dvojSroubovice DNA. Zde vodikové mustky vznikaji
mezi pary komplementarnich bazi. Ne&které komplexy vznikaji diky puasobeni
hydrofébnich nebo van der Waalsovych sil. Tyto sily se uplatiuji napf. u komplexu
isotaktického a syndiotaktického polymethylmetakryldtu nebo u homostereokomplexti
tvofenych napt. D a L — mléénou kyselinou.(23) Mnoho stereokomplexti se sklada
z enantiomernich polymert. Ne vSechny opticky aktivni fetézce jsou vSak schopny tyto
stereokomplexy tvofit, mezi né patii napt. poly-p-hydroxybutyrat (PHB) nebo poly-f-
hydroxyvalerat (PHV).(24) Stereokomplexy maji jiné fyzikalné-chemické vlastnosti nez
puvodni molekuly. VétSina komplexli je nerozpustnd v rozpoustédlech, ve kterych se

rozpousti matetské molekuly a maji vyssi teplotu tani.(25)

4.4.1. D- a L- PLA stereokomplexy

PLA homostereokomplex se sklada z poly-D-mlécné a poly-L-mlécné kyseliny
vpoméru 1:1. Teplota tani tohoto komplexu je 230°C, coz je o 56°C vice nez U
jednoduchého polymeru kyseliny mlécné. Je nerozpustny v rozpoustédlech, ve kterych
se PLA bézné rozpousti. Komplex je mozno ptipravit pii laboratorni teploté z roztoku
obou enantiomert v chloroformu. Nejprve vznika gel, ktery se po 30 dnech méni
v precipitat. Aby mohl vzniknout vysokomolekularni komplex polymlécéné kyseliny,
musime nechat reakci bézet cely rok. Kdyz se pomér L- a D-PLA pfiblizi 1:1, jsou
komplexy tvofeny rychleji a je dosazeno vétsi molekulové hmotnosti.(26) Dalsi

moznosti, jak ziskat stereokomplexy kyseliny polymlééné, je precipitace D- a L-PLA
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v roztoku dichlormethanu, chloroformu nebo dioxinu pomoci srazedla jako je methanol
nebo ether. Pfi pouziti roztoku polymeru o velké molekulové hmotnosti a o koncentraci
vétsi nez 1% vsak nedochazi ke kompletni tvorbé komplexi.(27)

Pro tvorbu komplexi je také dilezitd opticka Cistota a stercoselektivita
vychozich polymerd. Z opticky CistSich pak vznikaji homostereokomplexy. S optickou
Cistotou souvisi i teplota tani a krystalinita. S rostouci optickou Cistotou rostou i tyto dvé

veli¢iny.

4.4.2. Degradace stereokomplext

Degradace stereokomplextt PLA probiha ve dvou fazich. V prvni fazi dochazi
Kk hydrolyze amorfni ¢asti, v druhé k rozpadu krystalickych segment. Degradace mutze
byt ovlivnéna mnoha faktory, jako jsou napf. molekulova hmotnost a konfigurace
komplexu, chemické a fyzikalni podminky.(28) Pti degradaci rozeznavame dva typy
eroze: povrchovou a objemovou. Povrchova eroze byla pozorovana u L-PLA polymeru
po jeho ponoteni do ziedéného roztoku alkalie 0 pH 12. Objemova eroze byla popsana
napt. u PLA stereokomplexti a L-PLA pfi hydrolyze po vlozeni polymeru do roztoku
fostatového pufru. Hydrolyza homostereokomplexii ve fosfatovém pufru pH 7,4 a pfti
teploté 37°C trvala 30 dni. Ubytek hmotnosti byl ve srovnani s hydrolyzou L- nebo D-
PLA pfi stejnych podminkach pomalejsi. (29)
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4.5. Herpetické viry (30),(31)

Viry tohoto druhu zptisobuji infekce u mnoha zivocisSnych druhti véetné ¢loveka.
Pribéh onemocnéni zplisobeny témito viry je rizny, od nekomplikovanych infekci rtu
vyvolanych virem herpes simplex, az po rizné klinické stavy, které ve svém duasledku

vedou K rozvoji zavazného onemocnéni nebo az smrti ¢loveéka.

4.5.1. Struktura viru

vvvvvv

ze 4 cCasti. Genom je tvoren velikou molekulou dvojsSroubovice DNA, kterd se nachazi
uvnitt virionu v tzv. elektrodenzni dieni. Ta je obklopena kapsidou, na jejimz povrchu
nalezneme amorfni bilkovinou hmotu oznacovanou jako tegument. Cely virion je

obklopeny lipidovym obalem, ze kterého vy¢nivaji glykoproteinové vyristky.

4.5.2. Prenos infekce

Herpetické infekce se Siii predevSim vzdusnou cestou ve formé¢ kapének, ptimym
kontaktem kize nebo sliznic a také pohlavnim stykem. Virus se nachazi v riznych
télnich tekutinach napt. ve slinach, v krvi nebo ve spermatu. K nikaze muze proto také

dojit i kontaminovanou krvi nebo krevnimi produkty a pfi transplantaci organda.

4.5.3. Biologicka klasifikace virti

Herpesviry ¢lenime do 3 skupin: a, pay herpesviry.

Tabulka ¢.1: Klasifikace herpesvirt

a herpesviry B herpesviry vy herpesviry
HSV-1(herpes simplex) CMV/(cytomegalovirus) EBV(Epstein-Barrové)
HSV-2 HHV-6(human herpes) HHV-8
VZV (varicella zoster) HHV-7

Viry typu a se rychle mnozi a v neuronech je nachazime i v latentni formé, § viry
se replikuji pomalu a u y virG dochazi k jejich mnozeni i v lymfoblastoidnich bunkach.
Obecné jsou herpesviry relativné termolabilni a v tukovych rozpoustédlech dochazi

k jejich inaktivaci.

23




4.6. Herpes simplex virus (30),(32)

Jak jiz vyplyva zpredchozi tabulky, tento typ viru fadime do skupiny a
herpesvird. RozliSujeme dva druhy herpes simplex vira (HSV): HSV-1 a HSV-2.
Kmeny HSV-1 zpusobuji infekce v ustech, oku a centralnim nervovém systému,
zatimco HSV-2 se nejcastéji manifestuje v oblasti genitalni. Primérna inkubacni doba

u HSV-1 je zhruba 4 dny.

4.6.1. Primarni infekce

Mistem primarniho poskozeni je sliznice Ust, nosu, oka nebo genitalii. Dochazi
k tvorbé puchyikti a balonové degeneraci bunék v epitelu. Infekce vede k nekrdze
infikovanych bun¢k a k zanétlivé infiltraci postizeného mista. Na kizi tak vznikaji
puchyiky, které pak zasychaji, tvofi se na nich strup a pak se zahoji. Na sliznici dochazi
Kk erozi a nasledné k vyhojeni. VétSina primarnich infekci vede k latentni persistenci
virové DNA v senzorickych gangliich, které inervuji oblast priméarni infekce. Vir se
mnozi v misté, kde pronikl do epitelu a béhem své replikace pronika do zakonceni
senzorickych nervii a zfejm¢ jako nukleokapsida postupuje zpétnym axondlnim
proudem podél axonu az do ganglia. Replikace viru v neuronu kon¢i bud’ uhynutim
buiiky nebo se virus dostane do latentni faze a builka i1 s virovym genomem pieziva.
Protilatky vzniklé pfi primarni infekci nezabranuji vzniku nového onemocnéni, pouze
zmirnuji jeho prabeh. Jen vyjimecné se primarni infekce manifestuje v tézké formé

napf. jako Zivot ohroZujici encefalitida.

4.6.2. Latentni infekce a reaktivace

Pii latentni fazi se DNA viru vyskytuje v gangliu jako volny kruhovy epizom asi
ve 20 kopiich na jednu bunku. V tomto stavu se nachazi do doby neZ je reaktivovana.
Ptesny proces reaktivace neni dosud znam. Je pravdépodobné, Zze se DNA néjak opét
dostava podél axonu k nervovému zakonceni a zde pak dochazi k infekci epitelovych
bunék. S nejvétsi pravdépodobnosti souvisi mechanizmy reaktivace se vzestupem
lokalni hladiny prostaglandini. Mezi podnéty, které vyvolavaji recidivu herpetické
infekce, patii napt. slunecni zafeni, horecka, stres, trauma, hormonélni zmény. Névrat
infekce se klinicky projevuje mistni bolestivosti, palenim, svédénim a pocitem tepla. Do
24 hodin se obvykle objevi exantém a pupeny, ze kterych dale vznikaji puchyiky a

ulcerace se strupem, které se za 8-12 hodin vyhoji.
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4.7. Aciklovir
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Obr. ¢.11 : Strukturni vzorec acikloviru (33)

Je prototypem specifického dobie sndSeného virostatika. Patii mezi
antimetabolity - nukleosidové analogy. Aciklovir je derivat guaninu, ktery ma
v molekule misto (deoxy)ribozy alifaticky zbytek. Vyuziva se pii 1écbé infekci, které
jsou zpusobené herpetickymi viry herpes simplex nebo varicella-zoster. Pronika do
vSech bun¢k, avSak pouze v bunikach napadenych virem je pfeménén na aktivni formu.
Tato aktivace je mozna pouze pusobenim specifické thymidinkinazy, ktera je kddovana
herpetickym virem. Tento fakt je podstatou selektivity acikloviru. Thymidinkinaza je
nezbytna k pfipojeni prvniho fosfatového zbytku na aciklovir. Z acikloviru-monofosfatu
pak v bunice dale vznika ptisobenim bunécnych kinaz aciklovir-trifosfat. Jeho molekula
je negativné nabitd, nemtiZze prostupovat bunéénou membranou ven, tudiz dochazi ke
kumulaci aciklovir-trifosfatu v burice napadené herpetickym virem.(34)

Mechanismus ¢inku acikloviru spociva v jeho interakci s virem kodovanou
DNA-polymerazou. Dochazi k jeji inhibici a po inkorporaci fosforylovaného acikloviru
do virové DNA je syntéza pierusena. Syntéza dale nepokracuje, protoze aciklovir
neobsahuje 3’-OH skupinu (deoxy)ribézy, kterd je pottebna k napojeni dalSich
nukleotidd.

Podavani acikloviru ma velky terapeuticky vyznam zvlasté u tézZkych infekci,
které jsou vyvolané viry herpes simplex (napf. encefalitida, generalizovana infekce) a
viry varicella-zoster (napt. tézky prubéh pasového oparu). (35) V téchto piipadech se
podava i.v. infuzi nebo injekéné¢ 5-10 mg acikloviru na kg hmotnosti kazdych 8
hodin.(34)

Existuji rovnéz ptipravky k peroralnimu podéani. Ze stiev se vSak aciklovir
resorbuje neuplné, biologicka dostupnost je 15-30 %. Aciklovir 1ze aplikovat i lokéalné

ve form¢ masti napt. pfi 1écbé oparu rtu.(3535)
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Aciklovir je z90 % vylucovan ledvinami v nezménéném stavu. Polocas
eliminace je pfiblizné 2,5 hodiny. Prestoze je velice dobfe snasen, mohou se u
nékterych pacientl projevit nezadouci G¢inky jako napft. snizena funkce ledvin z dtivodu
tvorby krystali acikloviru v ledvinovych tubulech, poruchy nervového systému,
alergické reakce, poskozeni tkani pii paravendznim podani.(34) Stejné jako u vétSiny
l1é¢iv, dochazi i u acikloviru k lékovym interakcim. Nejvyznamnéj$i je interakce
s aminofylinem a theofylinem. Dochazi ke snizeni jejich clearance, tudiz ke zvySeni
jejich plazmatickych koncentraci. S tim souvisi vétsi vyskyt nezadoucich ucinkd.

Pfesny mechanizmus této 1ékové interakce neni znam.(36)

4.7.1. Rezistence

In vitro i in vivo byla pozorovana rezistence virti herpes simplex a varicella-
zooster na aciklovir. Pfi¢inou je zfejm¢ mutace viru, kdy takto zmutovany vir
neobsahuje selektivni thymidinkinazu, ktera je nezbytna pro aktivaci molekuly. Dal$im
moznym mechanizmem rezistence je snizeni selektivity virové DNA-polymerazy.
Nedochazi uz k pfednostnimu zpracovani aktivniho acikloviru, a tak neni branéno
mnozeni virt. Treti dosud znamou moznosti je, ze thymidinkinaza je sice pfitomna, ale
ma jiz jinou substratovou specifitu. Vznik resistence je velkym problémem zvIasté u
imunodeficitnich pacientd s AIDS. Pokud dojde v dasledku mutace k nepfitomnosti
thymidinkinazy, mize dochazet ke vzniku zk¥izené rezistence. Vir je pak rezistentni
nejen vuci acikloviru, ale také vici dal$im virostatikim jako jsou napt. ganciklovir a

idoxuridin.(37)
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4.8. Dalsi virostatika pouzZivana k lecbé herpetickych infekci

Mezi 1éc¢iva, ktera pasobi na viry typu herpes simplex a varicella-zoster fadime
valaciklovir, famciklovir a penciklovir.(34),(35)

4.8.1. Valaciklovir
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Obr.¢. 12 : Strukturni vzorec valacikloviru (38)

Je to esterifikovany aciklovir ( L-valylester acikloviru). Po peroralnim podani se
ve srovnani s aciklovirem 1épe vstiebava, jeho biologicka dostupnost je az 50%. Pii

prachodu stfevni sténou a V jatrech se zng pilsobenim esterdz odstépuje valinovy

zbytek a vznika aciklovir.

4.8.2. Famciklovir
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Obr.¢. 13 : Strukturni vzorec famcikloviru (39)

Je to prekurzor, ktery se pii peroralnim podani dobie resorbuje, jeho biologicka
dostupnost je az 80 %. V téle se pfeméiluje na penciklovir, ktery sam o sobé neni
vhodny k perordlnimu podani, kdy je jeho biologickd dostupnost jen 5%. Pfeména
famcikloviru spoc¢iva v odstépeni dvou acetatovych zbytkli z postranniho fetézce a

Vv oxidaci purinového kruhu na guanin.
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4.8.3. Penciklovir
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Obr.¢. 14 : Strukturni vzorec pencikloviru (40)
Penciklovir se od acikloviru li§i pfitomnosti jiného postranniho fetézce,
farmakologicky ho vSak napodobuje. Aktivace i zde probiha pfipojenim prvni fosfatové

skupiny puisobenim specifické thymidinkinazy.

Tabulka ¢. 2: Virostatika pouzivana k 1é¢b¢é herpetickych infekci (34)

Uctinna latka Chranény nazev Alternativy
ACIKLOVIR ZOVIRAX®(R) ACIKLOVIR®
tbl.,gtt.,ins.,ung.oph. HERPESIN®
HERPOTERN® (R) tbl.

SUPRAVIRAN®(R)crm.,tbl.,inj.

VIROLEX®(R)inj.sic.,crm.,ung.oph.

VALACIKLOVIR | VALTREX® (R) tbl.

FAMCIKLOVIR | FAMVIR® (R) tbl.

PENCIKLOVIR | VECTAVIR® (R) crm.

4.8.4. Léceni labialniho herpes homeopaticky

Urceni homeopatického 1éku zavisi na pfesném popisu piiznakti onemocnéni.
Proto pro 1écbu labidlniho oparu mizeme v zavislosti na rizném pribéhu onemocnéni

pouzit i vice druhii homeopatik.(41)

Rhus toxicodendron 9CH

Pouziva se v ptipad¢ vyskytu vezikuli s obsahem citronové zluté pruhledné

tekutiny, které spocivaji na velmi svédivé erytematozni spodin€.
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Mazereum 9CH

Je doporucovan, pokud vezikuly opalescentniho vzhledu obsahuji hnis a pozdé&;ji

se zacnou pokryvat krustami.

Apis mellifica 9CH

Doporucujeme u pacientl, ktefi maji edém s pocitem paleni a bodani, ktery se
lepsi chladem. V ptipadé¢ recidivujiciho herpesu je vhodné Vaccinotoxinum piipravené
z vakciny proti neStovicim na zaklad¢ principu podobnosti 1ézi. Podava se jedna davka

ve zifedéni 9CH na pocatku vysevu herpetickych vezikult.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Pouziteé pristroje

Analytické digitalni vahy AND HM — 202 ( max.210g, d = 0,01 mg)
Biologicky termostat BT 120, Laboratorni ptistroje Praha

Digitéalni potenciometr s pH metrem MV 870

Digitalni vahy KERN 440 — 33 ( max. 200g, d = 0,019 )

Digitalni vahy KERN 440 — 47 ( max. 1200g, d = 0,1g9)

Digitalni vahy KERN 440 — 53 ( max. 6000g, d = 1g)

Horkovzdu$na susarna HS 61 A

Spektrofotometr HELIOS GAMA (UV/VIS), Unicam

5.2. Pouzité suroviny

Aciklovir, Pliva Lachema

Azid sodny, p.a. (Fluka)

Destilovand voda (FaF UK Hradec Kréalové¢)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, p.a. (Lachema Brno)

Ethylpyruvat, Fluka

Kyselina citronova monohydrat, CL 97 (Lachema Neratovice )

Oligoesterové nosice (syntetizované na katedie farmaceutické technologie FaF UK)

Triethylcitrat, p.a. (Merk)

30



5.3. Charakteristika nosicu

Testované nosice jsou kopolymery kyseliny mlécné a glykolové v poméru 1:1,
které obsahuji jako vétvici slozku 3, 5 a 8 % mannitolu (3M, 5M, 8M) nebo
dipentaerythriolu (3D, 5D, 8D).

Tabulkac.3: Charakteristika nosi¢t

OZNACENI SLOZEI_\H’ N_OSI(“:E My, M, Moy | Ty(°C)
NOSICE DLLA:GA:D(M) (g/mol) | (g/mol)

3D 48,5:48,5:3 5300 3600 1,5 27,3
5D 475:475:5 2300 1900 1,2 16,3
8D 46,0:46,0:8 1700 1400 1,2 12,5
3M 48,5:48,5:3 3800 2600 1,5 23,5
5M 475:475:5 2200 1600 1,4 21,0
8M 46,0:46,0:8 1600 1400 1,1 19,2

Mo mannitol

| D dipentaerythritol

DLLA.......... racemicka smés kyseliny mlé¢éné

Y P ¢iselny primér moldrni hmotnosti

Y, P hmotnostni primér molarni hmotnosti

Mw/M ..o polydisperzita

T teplota skelného prechodu
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5.4. Pracovni postup

5.4.1. Priprava liberaéniho média

Jako libera¢ni médium pro disoluci acikloviru z matric byl zvolen fosfat
citratovy pufr o pH 6,0. Podle chemickych tabulek (42) se 1000 ml pufru pfipravi
smichanim x dild roztoku A a (100-x) dili roztoku B. Pro dosazeni pH 6,0 je potieba
374 ml 0,1 M roztoku monohydratu kyseliny citronové a 626 ml 0,2 M dihydratu
hydrogenfosfore¢nanu disodného. Pro dosazeni protimikrobni stability bylo do roztoku
pufru pfiddno 0,02% azidu sodného. Po dikladném rozpusténi vSech slozek byla
hodnota pH zkontrolovéna digitalnim pH metrem. Eventudlni odchylky byly upraveny

pfidanim malého mnozstvi kyseliny citronové ¢i hydrogenfosfore¢nanu disodného.

5.4.2. Priprava matric

Byly pftipraveny matrice o hmotnosti 150,0 mg tvofené nosi¢em, aciklovirem
(ACV) a plastifikované triethylcitratem (TEC) nebo ethylpyruvatem (EP). Koncentrace
ACV Vv matrici byla u vSech vzorktl 4%, coz odpovida hmotnosti 6 mg ACV v kazdé
matrici. VSechny matrice byly plastifikovany 30% koncentraci TEC nebo 20%
koncentraci EP. Matrice dané¢ho sloZeni byly pfipraveny triplicitng.

Dale byly ptipraveny placebo matrice bez acikloviru, tvofené pouze nosi¢em
plastifikovanym 20% EP. Placebo matrice byly ptipraveny duplicitné.

Do malé kadinky bylo navazeno asi 600 mg oligoesteru (dvojnasobné mnozstvi
potiebné k ptipravé 3 matric z divodl ztrat) a roztaveno v horkovzdusné susarné pii
teploté do 80°C. Do roztaveného oligoesteru bylo pfiddno vypoctené mnozstvi TEC
nebo EP a dikladné z homogenizovano. Ptidalo se 1é¢ivo a nasledovala opét dikladna

homogenizace. Bylo odvaZeno 150,0 mg a umisténo do scintilacni lahvicky.
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5.4.3. Disolucni test

Matrice ve scintilaénich lahvickach byly zality 15,0 ml fosfat citratového pufru
pH 6,0 a vlozeny do termostatu o teplot¢ 37°C. Ve stanovenych Casovych intervalech
byly odebirany vzorky disolu¢ni tekutiny a méfena absorbance proti ¢istému pufru pii
256 nm. Vzorky disolu¢ni tekutiny byly odbirany v Casovych intervalech 3 hodiny, 6
hodin, 24 hodin, 48 hodin. Dale byly intervaly prodlouzeny a vzorky byly odebirany
kazdy treti den, ke konci liberace se u nékterych vzorki intervaly jesté prodlouzily.
Disolu¢ni test byl ukonéen, pokud se z matric uvolnilo 100% acikloviru nebo ve dvou

intervalech po sob¢ se mnozstvi uvolnéného acikloviru nezvysSovalo.

5.1.1. Kalibrac€ni primka

Pro sestrojeni kalibracni pifimky bylo pfipraveno 10 roztokli o klesajici
koncentraci acikloviru (Tabulka.¢.4). Absorbance byla méfena pii 256 nm, coz je
absorp¢éni maximum acikloviru ve fosfat citratovém pufru o pH 6,0. Absorbance byla
meéfena proti Cistému fosfat citratovému pufru. Z namétenych hodnot absorbance byla

sestrojena kalibracni ptimka, zjiSténa jeji rovnice a hodnota korelacniho koeficientu.

Tabulka ¢.4: Absorbance roztoku acikloviru o rizné koncentraci

Kon_centrgce roztokl Absorbance A
acikloviru (mg/l)
25 1,296
20 1,036
17,5 0,893
15 0,766
12,5 0,642
10 0,509
7,5 0,383
5 0,237
2,5 0,109
1 0,028
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Obr.¢.15 : Kalibra¢ni pfimka

y=0,0527x-0,0217

14 1 )
R?=0,9998

0,8 A
0,6 A

04 -

Veueennn absorbance

) SUUI koncentrace acikloviru (mg/1)
T smérnice kalibra¢ni ptimky
b........ absolutni ¢len

R........ korelacni koeficient

5.1.2. Stanoveni uvolnéného acikloviru

Podle vzorce odvozeného z kalibraéni pfimky byla vypoctena koncentrace
uvolnéného acikloviru v mg/l (X;) . Vypoétena koncentrace (x1) byla poté pievedena na
koncentraci ACV v 15 ml disolu¢niho média (x ;). Dale byl vypocten podil uvolnéného
ACV v procentech (X o) z celkového mnozstvi ACV v matrici a z téchto hodnot byla

Vv pribehu celé liberace pocitana kumulativni procenta uvolnéného ACV.

-0,0217
X, = y—red X,= X% x0,015xD

0,0527

100x,
Xgp =
4

Xeveemrireesneens mnozstvi uvolnéného ACV (mg/l)
X2, mnoZzstvi uvolnéného ACV (mg/15ml)
Xferreereenrinnnns procentuélni podil uvolnéného ACV
2P hodnota naméfené absorbance
Zeiiiiainnn, mnozstvi ACV v matrici
D fedéni roztoku
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6. Vysledky

6.1. Tabulky
Tabulka ¢€.5 : Liberace acikloviru z nosic¢t 3M plastifikovanych 30% TEC
Cas A oden ACV ACV .. | kumulativni
[dny] fedéni ma [%] prumeér %
0,185 10 0,465 7,71
0,125 | 0,364 10 0,974 | 16,13 9,85 9,85
0,144 10 0,348 572
0,176 10 0,439 7,28
0,25 0,272 10 0,712 | 11,79 7,31 17,16
0,083 10 0,174 2,87
0,502 10 1,367 | 22,67
1 0,558 10 1,526 | 25,27 | 26,88 44,05
0,720 10 1,987 | 32,71
0,200 10 0,507 8,35
2 0,214 10 0,547 9,00 8,69 52,74
0,208 10 0,530 8,72
0,659 5 0,907 | 14,92
5 0,469 5 0,636 | 10,47 | 12,08 64,81
0,484 5 0,658 | 10,83
0,264 10 0,689 | 11,35
8 0,286 10 0,752 | 12,38 | 12,03 76,85
0,286 10 0,752 | 12,38
0,340 5 0,453 7,45
11 0,335 5 0,446 7,34 8,07 84,92
0,424 5 0,572 9,42
0,308 5 0,407 6,70
14 0,196 5 0,248 4,08 5,68 90,60
0,289 5 0,380 6,26
1,229 1 0,344 5,66
17 0,951 1 0,264 4,35 521 95,80
1,219 1 0,341 5,61
0,750 1 0,207 3,41
20 0,352 1 0,094 1,55 2,41 98,22
0,508 1 0,138 2,28




Tabulka €.6 : Liberace acikloviru z nosic¢ti SM plastifikovanych 30% TEC

cas A odini ACV ACV .. | kumulativni
[dny] fedéni ma] [%] pramér %
0,287 10 0,755 12,49
0,125 0,205 10 0,521 8,65 9,85 9,85
0,201 10 0,510 8,42
0,394 10 1,059 17,53
0,25 0,306 10 0,809 13,42 16,02 25,87
0,386 10 1,037 17,11
0,875 10 2,428 40,18
1 1,050 10 2,927 48,55 45,49 71,36
1,038 10 2,892 47,73
0,241 10 0,624 10,30
2 0,306 10 0,809 13,35 10,56 81,92
0,193 10 0,487 8,04
0,280 5 0,367 6,06
5 0,200 5 0,254 4,18 5,62 87,54
0,303 5 0,400 6,60
0,295 1 0,078 1,28
8 0,293 1 0,077 1,27 1,23 88,76
0,261 1 0,068 1,12
0,631 1 0,173 2,86
11 0,134 1 0,032 0,53 1,33 90,09
0,151 1 0,037 0,61
0,291 1 0,077 1,26
14 0,110 1 0,025 0,41 0,93 91,02
0,256 1 0,067 1,10
0,125 1 0,029 0,48
17 0,072 1 0,014 0,24 0,39 91,41
0,115 1 0,027 0,44
0,010 1 -0,003 | -0,06
20 0,023 1 0,000 0,01 0,05 91,46
0,067 1 0,013 0,21
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Tabulka ¢€.7 : Liberace acikloviru z nosic¢i 8M plastifikovanych 30% TEC

cas A odini ACV ACV .. | kumulativni
[dny] fedéni ma] [%] prameér %
0,344 10 0,917 | 1531
0,125 | 0,496 10 1,350 | 22,21 | 16,93 16,93
0,304 10 0,803 | 13,27
0,549 10 1,501 | 25,04
0,25 0,344 10 0,917 | 15,09 | 21,20 38,14
0,521 10 1,421 | 23,48
0,203 10 0,516 8,61
1 0,227 10 0,584 9,61 10,06 48,19
0,276 10 0,724 | 11,96
0,166 1 0,041 0,68
2 0,529 1 0,144 2,39 1,82 50,01
0,530 1 0,145 2,39
0,064 1 0,012 0,20
S 0,313 1 0,083 1,37 0,57 50,58
0,052 1 0,009 0,14
0,015 1 -0,002 | -0,03
8 0,109 1 0,025 041 0,10 50,68
0,003 1 -0,005 | -0,09
0,005 1 -0,005 | -0,08
11 0,059 1 0,011 0,17 0,00 50,68
0,001 1 -0,006 | -0,10
0,051 1 0,008 0,14
14 0,172 1 0,043 0,71 0,33 51,01
0,056 1 0,010 0,16
0,030 1 0,002 0,04
17 0,028 1 0,002 0,03 0,01 51,02
0,012 1 -0,003 | -0,05
0,025 1 0,001 0,02
20 0,022 1 0,000 0,00 0,00 51,02
0,017 1 -0,001 | -0,02
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Tabulka €.8 : Liberace acikloviru z nosict 3D plastifikovanych 30% TEC

cas A odini ACV ACV .. |kumulativni
[dny] fedéni ma] [%] pramér %
0,177 1 0,044 0,74
0,125 | 0,282 1 0,074 1,24 0,90 0,90
0,177 1 0,044 0,73
0,715 1 0,197 3,30
0,25 1,153 1 0,322 5,38 3,57 4,47
0,452 1 0,122 2,03
0,278 20 1,458 | 24,42
1 0,321 20 1,703 | 28,46 | 27,29 31,76
0,329 20 1,749 | 28,97
0,280 10 0,735 | 12,18
2 0,242 10 0,627 | 10,38 | 12,29 44,05
0,325 10 0,863 | 14,30
0,242 10 0,627 | 10,38
5 0,163 10 0,402 6,66 8,89 52,94
0,226 10 0,581 9,63
0,237 10 0,613 | 10,15
8 0,144 10 0,348 5,76 7,85 60,79
0,184 10 0,462 7,65
0,433 10 1,170 | 19,39
11 0,169 10 0,419 6,94 11,33 72,12
0,184 10 0,462 7,65
0,311 5 0,412 6,82
14 0,373 5 0,500 8,28 7,53 79,64
0,339 5 0,451 7,48
0,414 5 0,558 9,25
19 0,381 5 0,511 8,47 9,85 89,49
0,524 5 0,715 | 11,84
0,084 5 0,089 1,47
24 0,980 5 1,364 | 22,59 | 12,02 100,61
0,531 5 0,725 | 12,01
0,007 1 -0,004 | -0,07
29 1,240 1 0,347 574 2,28 103,79
0,268 1 0,070 1,16
0,024 1 0,001 0,01
36 0,293 1 0,077 1,28 0,62 104,42
0,146 1 0,035 0,59
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Tabulka ¢€.9 : Liberace acikloviru z nosict 5D plastifikovanych 30% TEC

cas A odini ACV ACV .. |kumulativni
[dny] fedéni ma] [%] pramér %
0,497 20 2,705 | 44,91
0,125 | 0,374 20 2,005 | 33,33 | 39,33 39,33
0,442 20 2,392 | 39,76
0,544 20 2,973 | 49,35
0,25 0,393 20 2,113 | 35,12 | 42,36 81,69
0,472 20 2,563 | 42,60
0,354 10 0,946 | 15,70
1 0,578 10 1,583 | 26,32 | 19,20 100,88
0,351 10 0,937 | 15,58
0,793 1 0,220 3,65
2 1,022 1 0,285 4,73 3,25 104,14
0,313 1 0,083 1,38
0,300 1 0,079 1,32
5 0,561 1 0,153 2,55 1,61 105,75
0,226 1 0,058 0,97
0,114 1 0,026 0,44
8 0,227 1 0,058 0,97 0,54 106,28
0,064 1 0,012 0,20
0,423 1 0,114 1,90
11 0,107 1 0,024 0,40 0,79 107,07
0,035 1 0,004 0,06
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Tabulka €.10 : Liberace acikloviru z nosi¢ii 8D plastifikovanych 30% TEC

cas . .| ACV ACV .. |kumulativni
[dny] A fedéni ma [%] prameér %
0,552 20 3,018 | 50,27
0,125 | 0,686 20 3,781 | 63,27 | 54,70 54,70
0,558 20 3,052 | 50,57
0,385 20 2,068 | 34,44
0,25 0,336 20 1,789 | 29,93 | 34,57 89,27
0,439 20 2,375 | 39,35
- - 0,000 0,00
1 0,795 1 0,220 3,68 7,46 96,73
0,260 10 0,678 | 11,23
- - 0,000 0,00
2 0,192 1 0,048 0,80 0,44 97,17
0,133 1 0,032 0,52
- - 0,000 0,00
5 0,142 1 0,034 0,57 0,22 97,40
0,044 1 0,006 0,10
- - 0,000 0,00
8 0,057 1 0,010 0,17 0,07 97,47
0,030 1 0,002 0,04
- - 0,000 0,00
11 0,039 1 0,005 0,08 0,00 97,47
0,007 1 -0,004 | -0,07
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Tabulka ¢.11 : Liberace acikloviru z nosi¢ti 3M plastifikovanych 20% EP

&as A tedéni ACV ACV - kumlélativni
[dny] [mg] [%] %o
0,785 1 0,217 3,59
0,125 | 0,285 1 0,075 1,25 1,95 1,95
0,236 1 0,061 1,02
0,159 1 0,039 0,65
0,25 0,210 1 0,054 0,89 0,79 2,74
0,194 1 0,049 0,82
0,387 5 0,520 8,59
1 0,768 5 1,062 17,73 12,26 15,00
0,462 5 0,626 10,46
0,508 5 0,692 11,55
2 0,952 5 1,324 | 22,09 16,81 31,81
0,729 5 1,006 16,80
0,735 10 2,030 | 33,88
5 0,672 10 1,851 | 30,89 | 32,37 64,19
0,703 10 1,939 | 32,36
0,601 10 1,649 | 27,51
8 0,485 10 1,318 | 22,00 | 26,09 90,27
0,627 10 1,723 | 28,75
0,498 10 1,355 | 22,62
11 0,381 10 1,022 17,06 | 21,18 111,45
0,524 10 1,429 | 23,86
0,484 5 0,658 10,98
14 0,253 5 0,329 5,49 10,11 121,56
0,605 5 0,830 13,85
1,216 1 0,340 5,67
20 0,441 1 0,119 1,99 3,28 124,84
0,480 1 0,130 2,18
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Tabulka ¢.12 : Liberace acikloviru z nosi¢tt SM plastifikovanych 20% EP

&as A tedéni ACV ACV - kumlélativni
[dny] [mg] [%] %o
0,445 1 0,120 2,01
0,125 | 0,292 5 0,385 6,45 3,47 3,47
0,434 1 0,117 1,94
0,862 1 0,239 3,99
0,25 0,962 1 0,268 4,49 3,74 7,20
0,601 1 0,165 2,73
0,860 10 2,386 | 39,84
1 0,626 10 1,720 | 28,85 | 35,09 42,30
0,799 10 2,212 | 36,58
0,552 5 0,755 12,48
2 1,014 5 1,412 | 23,35 17,17 59,47
0,689 5 0,950 15,70
0,750 10 2,073 | 34,27
5 0,768 10 2,124 | 35,12 | 30,99 90,46
0,523 10 1,427 | 23,59
0,405 10 1,091 18,03
8 0,320 10 0,849 14,03 14,52 104,98
0,266 10 0,695 11,49
1,138 1 0,318 5,25
11 0,425 5 0,574 9,49 7,63 112,61
0,368 5 0,493 8,15
0,545 1 0,149 2,46
14 0,575 1 0,157 2,60 3,21 115,82
0,989 1 0,275 4,55
0,337 1 0,090 1,48
20 0,060 1 0,011 0,18 1,38 117,20
0,547 1 0,149 2,47
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Tabulka €.13 : Liberace acikloviru z nosict 8M plastifikovanych 20% EP

&as A tedéni ACV ACV - kumlélativni
[dny] [mg] [%0] L
0,71 10 1,959 | 32,63
0,125 | 0,665 10 1,831 | 30,39 | 38,64 38,64
1,140 10 3,183 | 52,90
0,822 10 2,278 | 37,93
0,25 0,605 10 1,660 | 27,56 | 36,58 75,22
0,957 10 2,662 | 44,25
1,183 10 3,305 | 55,05
1 1,240 10 3,467 | 57,56 | 47,06 122,28
0,626 10 1,720 | 28,59
0,574 5 0,786 13,06
2 0,696 5 0,959 15,95 12,00 134,28
0,317 5 0,420 6,98
0,331 1 0,088 1,46
5 0,596 1 0,163 2,12 1,75 136,03
0,247 1 0,064 1,07
0,069 1 0,013 0,22
8 0,087 1 0,019 0,31 0,21 136,24
0,044 1 0,006 0,11
0,019 1 -0,001 | -0,01
11 0,026 1 0,001 0,02 0,00 136,24
0,020 1 -0,001 | -0,01

43



Tabulka ¢€.14 : Liberace acikloviru z nosict 3D plastifikovanych 20% EP

&as A tedéni ACV ACV - kumlélativni
[dny] [mg] [%] %o
0,107 1 0,024 0,40
0,125 | 1,194 1 0,334 5,55 2,11 2,11
0,100 1 0,022 0,37
0,082 1 0,017 0,29
0,25 0,292 1 0,077 1,28 0,70 2,80
0,132 1 0,031 0,52
0,249 5 0,323 5,40
1 0,468 5 0,635 10,56 7,13 9,93
0,251 5 0,326 5,43
0,391 10 1,051 17,50
2 0,229 10 0,590 9,82 15,12 25,05
0,402 10 1,082 18,02
0,694 10 1,913 | 31,87
5 0,446 10 1,207 | 20,11 | 26,04 51,08
0,573 10 1,569 | 26,13
0,421 10 1,136 18,92
8 0,642 10 1,765 | 29,40 | 22,04 73,12
0,397 10 1,068 17,79
0,389 10 1,045 17,41
11 0,405 10 1,091 18,17 18,40 91,52
0,436 10 1,179 19,64
0,815 2 0,452 7,52
14 1,235 2 0,691 11,50 10,22 101,75
1,250 2 0,699 11,64
1,099 1 0,307 5,11
20 1,280 1 0,358 5,96 5,69 107,43
1,284 1 0,359 5,98




Tabulka €.15 : Liberace acikloviru z nosi¢t 5D plastifikovanych 20% EP

Cas A | tedoni RSV ] ACY | | At

[dny] [mg] [%] %o
0937 | 10 | 2605 | 4316

0125 | 0854 | 10 | 2,369 | 39,56 | 4635 | 4635
1217 | 10 | 3402 | 56,32
0897 | 10 | 2491 | 4127

025 | 0962 | 10 | 2,676 | 4469 | 4444 | 90,79
1027 | 10 | 2861 | 47,37
0756 | 10 | 2,090 | 3462

1 [ 0707 | 10 | 1.950 | 3257 | 2936 | 120,15
0465 | 10 | 1,261 | 20,89
1006 | 1 | 0280 | 464

2 [ 0368 | 5 | 0493 | 816 | 544 | 12559
0172 | 5 | 0214 | 354
0884 | 1 | 0245 | 406

5 [ 0309 | 1 | 0082 | 135 | 209 | 127,68
0201 | 1 | 0051 | 084
0143 | 1 | 0034 | 057

8 | 0052 | 1 | 0009 | 014 | 025 | 127,93
0032 | 1 | 0003 | 005
0015 | 1 | -0,002 | -0,03

11 [ 003 | 1 | 0004 | 007 | 001 | 127,95
0023 | 1 | 0000 | 001
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Tabulka €.16 : Liberace acikloviru z nosict 8D plastifikovanych 20% EP

&as A tedéni ACV ACV - kumlélativni
[dny] [mg] [%0] L
1,089 10 3,038 | 50,49
0,125 | 1,242 10 3,473 | 57,54 | 52,13 52,13
1,037 10 2,890 | 48,35
1,019 10 2,838 | 47,18
0,25 1,156 10 3,228 | 53,48 | 50,07 102,20
1,062 10 2,961 | 49,54
0,604 10 1,657 | 27,55
1 0,431 10 1,165 19,30 | 23,92 126,11
0,621 10 1,706 | 28,54
0,552 1 0,151 2,53
2 0,340 1 0,091 1,52 2,08 128,20
0,486 1 0,132 2,21
0,278 1 0,073 1,22
5 0,039 1 0,005 0,08 0,92 129,12
0,328 1 0,087 1,46
0,104 1 0,023 0,39
8 0,037 1 0,004 0,07 0,38 129,49
0,161 1 0,040 0,66
0,018 1 -0,001 | -0,02
11 0,013 1 -0,003 | -0,04 0,00 129,50
0,035 1 0,004 0,06
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Tabulka ¢€.17 : Méfeni absorbance u placebo matric 3M plastifikovanych 20% EP

[gﬁ;] A | fedeni [Ian;] EP [%] | primér kum%}ftivni
0195 | 1 | 0049 | 082

0125 o211 | 1 | oos4 | oge | | OB

T3 ==t ST
0269 | 1 | 0070 | 117

' o2 | 1 oo | 117 | MY 213
0121 | 1 | 0028 | 047

2 o102 | 1 | o002 | o3 | 2% 2,55

S oo 1 oo | om | O | 2%
006 | 1 | 0011 | 018

8 o056 | 1 | o010 | 016 | 2V 3,06
0033 | 1 | 0,003 | 005

1 o023 |1 | o000 | oor | 2% | 309

0 [ D81 1 L0009 0% | oo | aoe

Tabulka ¢.18 : Méfeni absorbance u placebo matric 5M plastifikovanych 20% EP

[32;] A | fedeni ['fnpg] EP [96] | pramer |y
0179 | 1 | 0045 | 0,74

015 Toan 1 0054 | 090 | 2% 0,82

025 | ot 1 oses | ou | 01 | o
0202 | 1 | 0077 | 127

' o1 | 1 |ooes | 108 | | M
0138 | 1 | 0033 | 055

° [omas | 1 |o0s | om | 2,67

° gﬁi 1 8:8;2 8:3; 0,46 3,13
0047 | 1 | 0007 | 012

° o057 | 1 [oow0 | o017 | M| 3
003 | 1 | 0003 | 006

" o023 1 0000 | o001 | 2% 3,30

H 8:82471 1 :8:883 :8:8; 005 | 325

47



Tabulka ¢€.19 : Méfeni absorbance u placebo matric 8M plastifikovanych 20% EP

[g:ﬁ;] A | fedéni [Ian;] EP [%] | pramér kum%}:tivni
0305 | 1 | 0081 | 1,34

012> o266 | 1 | o070 | 115 | 4| b

oo |00 | oot oo |, T
0112 | 1 | 0026 | 043

' [om2 | 1 Joo0s | o057 | > | P
0,07 1 | 0014 | 023

2 0069 | 1 | o003 | 022 | 2% 2,21

S o e on ] ok |
0028 | 1 | 0002 | 0,03

8 o029 | 1 | 0002 | 003 | 2% 2,36
0,02 1 | 0,001 | -0,01

L o022 [ 1 | o000 | o000 | 2% 2,36

H 88(1)3 1 8882 882 -0,05 2,31

Tabulka ¢.20 : Méfeni absorbance u placebo matric 3D plastifikovanych 20% EP

[32;] A fedéni [IrEnPg] EP [%] | pramér kumlé}:tivni
0125 061 oo | orr | O | %
025 |1 oom | age | 008 | 03
i1 oo [oe | °® | 0%
> 0as 1 oo | oss | O | 10
S 0w |1 oo [ om | O | 2%
8 06116135 1 88‘21; 823 0,52 2.90
g1 ool [ o | 09 | 3
H 00,60125 1 :8:88; :8:8; 002 | 307
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Tabulka ¢.21 : Méfeni absorbance u placebo matric 5D plastifikovanych 20% EP

[gﬁ;] A | fedéni [Ian;] EP [%] | pramér kum%}ftivni
0,505 1 0,138 | 2,30

0125 = 605 1 0166 | 277 | 2™ 2,54
0,141 1 0,034 | 0,57

025 o023 | 1 | 0003 | 005 | *%° 2,80
0,085 1 0,018 | 0,30

! 0,082 1 0017 | 020 | 2% 3,09
0,041 1 0,005 | 0,09

2 0,038 1 0005 | 008 | % 3.7

oo e |
0,027 1 0,001 | 0,02

8 0,027 1 0001 | 002 | 2% 3:25
0,017 1 | -0,001 | -0,02

1 0028 1 0002 | 003 | %% 325

o ot Lewmam ||y

Tabulka ¢.22 : Méfeni absorbance u placebo matric 8D plastifikovanych 20% EP

[Sﬁ;] A fedéni [IrEnPg] EP [%] | pramér kumlé}:tivni
0125 oci 1 oo [ass | 40 | 47
o | e
B ==t = RT
> Foan T 1 oo oo | O® | 4
S Fomi 1 oo oo | O® | 4
5 Fomr 1 oo oo | O® | 4
L o daos oo 0% | 446
14 e oo oo 006 | 440
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6.2. Grafy

Obr. €.16 : Liberace acikloviru z nosice 3M plastifikovaného 30% TEC
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Obr. ¢.17 :
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Obr. ¢.18 :

% acikloviru
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Obr. ¢.19:

% acikloviru

120

100

80

60

40

20

Liberace acikloviru z nosice 8M plastifikovaného 30% TEC

0 0,125 0,25 1 2 5 8 11 14 17 20

Liberace acikloviru z nosice 3D plastifikovaného 30% TEC

0 013 0,25 1 2 5 8 11 14 19 24 29 36
Cas [dny]

51



Obr. ¢.20 :
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Obr. ¢.21 :
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Obr. ¢.22 :
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Obr. .23 :
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Obr. ¢.24 :
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Obr. ¢.25:
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Obr. €.26 : Liberace acikloviru z nosi¢e 5D plastifikovaného 20% EP
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Obr. ¢.27 : Liberace acikloviru z nosi¢e 8D plastifikovaného 20% EP
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Obr. ¢.28 : Liberace ACV z matric plastifikovanych 30% TEC vétvenych riiznou koncentraci mannitolu
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% acikloviru

Obr. ¢.29 : Liberace ACV z matric plastifikovanych 30% TEC vétvenych riznou koncentraci dipentaerythritolu
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% acikloviru

Obr. ¢.30 : Liberace ACV z matric plastifikovanych 20% EP vétvenych riiznou koncentraci mannitolu
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% acikloviru

Obr. ¢.31 : Liberace ACV z matric plastifikovanych 20% EP vétvenych riznou koncentraci dipentaerythritolu
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7. Diskuze

Ptredlozena diplomova prace tematicky navazuje na problematiku feSenou
v n¢kolika piredeslych diplomovych a rigoréznich praci, obhajovanych na katedie
farmaceutické technologie.(43), (44), (45) Modelovou Ié¢ivou latkou byl zvolen
aciklovir, ktery byl inkorporovan do polymernich nosi¢l s pracovnim oznacenim 3M,
5M, 8M, 3D, 5D, a 8D. Jejich zékladni charakteristiku uvadi tabulka ¢.3, str. 31.

Polymery byly syntetizovany polykondenzac¢ni reakci na katedie farmaceutické
technologie. Jedna se o plasticky deformovatelné soustavy s kontinudlni degradaci bez
fragmentace. Systém si zachovava svoji integritu diky nizkému stupni bobtnani. Rychla
degradace biodegradabilnich polymert je zplisobena vysokym podilem kyseliny
glykolové. V molekule je zabudovan mannitol nebo dipentaerythtitol ve funkci centralni
molekuly, ktera vytvati predpoklad pro vznik vétvenych struktur. V disledku rizné
koncentrace vétvici slozky maji jednotlivé polymery riizny stupent vétveni molekul,
riznou molérni hmotnost a tedy odliSnou hydrofilitu, stupeii bobtnani a eroze.

Volba nosi¢e vychazela z pozadavku na vhodny pribch uvoliiovani modelového
lé¢iva. Hlavnim kritériem urcujicim vhodnost zvolené¢ho polymeru je pfiméfeny burst
efekt, ktery by zajistil inicialni davku acikloviru, a doba liberace v rozmezi 1- 2 dny v
ptipadé topické aplikace a n¢kolik tydnl v ptipad€ implantatd in situ.

Matrice byly pfipraveny jiz dfive vyzkouSenou metodou taveni nosici
s plastifikatorem v horkovzdusné susarné HS 61 A pii teplot¢ do 80°C. Matrice o
hmotnosti asi 150,0 mg byly studovany jako tvarové shodné tenké disky na dné
scintilanich lahvi¢ek. Shodny povrch vSech matric byl zajiStén nahfatim dna scintila¢ni
lahvicky. Disoluénim médiem byl fosfat citratovy pufr pH 6,0.

Pribéh liberace acikloviru je ovlivnén charakterem zvoleného oligoesterového
nosice a typem a koncentraci pouZzitého plastifikdtoru. Zminéné parametry ovliviiuji
pocatek, priubéh i1 celkové uvolnéné mnozstvi 1éCivé latky. Pocatek liberace lze
charakterizovat burst efektem. Burst efekt byl u jednotlivych vzorkd urcen jako

koncentrace acikloviru uvolnéného za 24 hodin.
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7.1. Vliv typu nosiée na liberaci acikloviru

Liberace ACV znosi¢i vétvenych mannitolem a plastifikovanych TEC
probihala od pocatku liberace do cCasového intervalu 6 hodin linearn€¢ (Obr.¢.32).
Z nosi¢e 3M se v této fazi liberace uvolnilo 17%, z nosice 5SM 26% a z nosice 8M 38%
inkorporovaného ACV. V intervalu od 6. hodiny liberace do 24. hodiny doslo u nosi¢t
3M a 5M k akceleraci liberace, u nosi¢e 8M naopak ke zpomaleni liberace. Jednodenni
burst (tj. mnozstvi ACV uvolnéné za 24 hodin) byl u nosice 3M 44%, u nosic¢e SM 71%
a u nosi¢e 8M 48%. Nejoptimalnéjsi pritbéh liberace ACV byl pozorovan u nosic¢e 3M,
ze kterého se ACV uvolnoval ptiblizn¢ linearn€ 1 v ¢asovém intervalu od 1. dne liberace
do 20. dne liberace, kdy bylo uvolnéno veskeré mnozstvi inkorporovaného léciva.
V porovnani s tim byla liberace ACV z nosi¢e 5M rychlejsi. Jednodenni burst byl 71%
a za 11 dn@ se uvolnilo 90% ACYV, i kdyZ celkova doba liberace byla rovnéz 20 dn.
Zcela neocekavany byl pribéh liberace z nosi¢e 8M. Za 24 hodin se uvolnilo 48%
nejnizsi stupen vétveni, takze by se dala predpokladat relativné kratka doba degradace a
tedy rychly prib¢h liberace 1é€iva. Diivodem nesplnéni tohoto ptfedpokladu by snad
mohla byt nedokonala homogenizace plastifikatoru s nosiCem. Liberacni testy bude

tteba zopakovat.

Obr.¢.32: Linearizace poc¢atku liberace ACV z nosicii vétvenych mannitolem a

plastifikovanych 30% TEC

100 - y=19,07x-19.78
90 | R#=20990 7= 1293x- 1396
R?= 0,981
80 1
70 | y= 8,58x- 8,156
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3
2 50 ;
& 40 —-3M
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30 Mpey
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10 A —— Linearni (5M)
—Linearni (8M)

¢as [dny]
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Liberace ACV z matric vétvenych dipentaerythritolem a plastifikovanych TEC
byla ovlivnéna zejména molarni hmotnosti nosi¢e. Nejpomaleji se uvolnoval ACV
Z nosice 3D, ktery ma nejvyssi My. V pocatku liberace byl patrny lag time, kdy se za
dobu 6 hodin uvolnilo pouze necelych 5% ACV. V €asovém intervalu 1 den az 24 dnli
probihala liberace kinetikou 0. fadu (Obr.¢.33) a uvolnilo se veskeré mnozstvi ACV
inkorporovaného do matrice. Oproti tomu liberace 1é¢iva z nosic¢t 3D a 5D byla rychla,
za 24 hodin se uvolnil vSechen ACV.

Pti porovnani liberacnich kiivek na obr. ¢. 29 a 31 je vidét, Zze prub¢h liberace
ACV Zznosi¢l vétvenych dipentaerythritolem je podobny 1 pfi plastifikaci

ethylpyruvatem.

Obr.¢. 33: Linearizace liberace ACV z nosice 3D s 30% TEC

120 4 y = 9,530x + 14,00
R?z=0,997
100 A
80 -
2
3
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O
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O 1 T 1 T T T T 1
0 1 2 5 8 1 14 19 24
¢as [dny]

Liberace ACV z nosi¢u vétvenych mannitolem a plastifikovanych 20% EP byla

ovlivnéna molérni hmotnosti a stupném vétveni nosice. Nejrychleji probihala u nosice

v v

uvolnilo veskeré mnozstvi inkorporovaného 1é¢iva. Na kiivkach liberace ACV z nosicii
3M a 5M je patrny Sestihodinovy lag time. Poté nasleduje piiblizné linearni pribéh
liberace az do casového intervalu 11 dnl, kdy bylo uvolnéno veSkeré mnozstvi

inkorporovaného lé¢iva.
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7.2. Vliv plastifikatoru na liberaci acikloviru

Terpolymery kyseliny mlécné, glykolové a mannitolu, pouzivané jako nosice
ruznych 1é¢iv, obvykle nelze pouzit bez jejich plastifikace. Piidavkem plastifikatoru
dojde ke zlepSeni zpracovatelnosti piedevSim tim, Zze se vyznamné snizi viskozita
polymerni soustavy. Kromé toho se plastifikaci snizi kiehkost polymeru, zvysi
mechanickd odolnost, difuzivita a umozni aplikace polymerniho systému
s inkorporovanym lécivem.

Triethylcitrat (TEC) je bézné pouzivany plastifikator polymerd, jehoz vyhodou
je neskodnost provéfena dlouhodobym pouzivanim a vysoka UCinnost pfi snizovani
teploty skelného ptfechodu alifatickych oligoesterii. TEC je misitelny s vétSinou
oligoesterovych nosi¢li a miize byt pouzit téméf bez omezeni. Obvyklad koncentrace
TEC v matricich je 20% nebo 30%. Kromé téchto koncentraci byly testovany i méné
béZné koncentrace, napt. 10% nebo 50% a 60% TEC. Plastifikace 10% TEC je u
nékterych nosi¢li nedostatecnd pro vyznamné zlepSeni zpracovatelnosti, avSak
dostate¢nd pro vyznamnou akceleraci liberace inkorporovaného 1é¢iva. Naopak
extrémné vysoké koncentrace (50%, 60%), které vyznamné snizi viskozitu polymerniho
systému, zplsobi pfili§ vysoky burst v liberaci inkorporovaného 1éc¢iva.

Plastifikator, jako slozka polymerniho systému, neni jednozna¢né definovan. Ve
funkci plastifikatoru jsou pouzivana napt. tekutd léCiva nebo kapaliny s potencialnim
farmakodynamickym tu¢inkem.(46) Takovou latkou je i ethylpyruvat (EP) pouzity
Vv koncentraci 20% jako plastifikator i v této diplomové praci. Liberace ACV z matric
plastifikovanych TEC je odli$na od liberace ACV z matric plastifikovanych EP.

U nékterych vzorki s EP byla naméfena absorbance odpovidajici mnozstvi
acikloviru, které vyznamné prevySuje 100%. Jedna se zejména o matrice 8M, u kterych
11. den liberace bylo stanoveno 136 % uvolnéného acikloviru. Proto byly pfipraveny
placebo matrice tvofené pouze nosi¢em a plastifikované 20% ethylpyruvatu. S t€mito
matricemi byl proveden stejny disolucni test jako a matricemi s lé¢ivem. Byla métfena
absorbance pii 256 nm, kterd byla pfepoctena na mnozstvi uvolnéné¢ho ACV v
procentech (Tabulka ¢.17-22). Naméfené hodnoty predstavuji ruSivy vliv nosi¢e a
plastifikatoru na stanoveni liberace acikloviru. Pomoci ziskanych hodnot je moZno

provést korekci mnozstvi uvolnéného acikloviru. Bohuzel tato korekce neni postacujici.
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Liberacnimi testy bylo zjist€éno, ze u nosi¢l vétvenych dipentaerythritolem je
prubéh liberace ACV témét stejny jak pii plastifikaci triethylcitratem, tak pfi
plastifikaci ethylpyruvatem (Obr.c. 29 a 31). Pouze u nosi¢e 3D bylo pii pouziti
ethylpyruvatu pozorovano zpomaleni liberace ACV v pocate¢ni fazi (v ¢asovém tuseku
od 6. hodiny do 5. dne). Zatimco z matrice 3D plastifikované triethylcitratem se za 24
hodin uvolnilo piiblizné 30% ACV, z matrice 3D plastifikované ethylpyruvatem se
uvolnilo necelych 10% ACV (Obr.¢. 34).

Obr.¢. 34: Vliv typu plastifikatoru na liberaci ACV z nosic¢e 3D
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Vyrazngj$i vliv plastifikdtoru na pribch liberace ACV byl zjistén u matric
vétvenych mannitolem. U nosic 3M a 5M pfi pouziti EP bylo zjiSténo vyznamné
zpomaleni liberace do 5. dne. Dokonce 1ze hovoftit o Sestihodinovém lag time (Obr.c.

35 a 36).

Obr.¢. 35: Vliv typu plastifikatoru na liberaci ACV z nosic¢e 3M
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Obr.¢. 36: Vliv typu plastifikatoru na liberaci ACV z nosi¢e SM
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Zajimavy je vliv typu plastifikatoru na liberaci ACV nosi¢e 8M. Zatimco pfi
pouziti TEC se za 5 dn uvolni asi 50% ACV a liberace dale neprobiha, pii pouziti EP
se ACV inkorporovany do matrice uvolnil za 24 hodin (Obr.¢.37). Nosi¢ 8M ma v
plastifikovaném stavu v porovnani s nosi¢i 3M a 5M nékolikafadové nizsi viskozitu,
coz bylo zjisténo v diplomovych a rigordznich pracich soubézné provadénych a touto
praci. Rovnéz ma tento nosi¢ nejmensi molarni hmotnost My, i M, (Tabulka ¢.3, str. 31).
Z téchto davodu se predpoklada rychla degradace a soucasné liberace inkorporovaného
1éCiva. Tento predpoklad se potvrdil pii plastifikaci ethylpyruvatem. Jak jiz bylo
uvedeno vyse, divodem je patrné Spatnd homogenizace nosice s plastifikdtorem pii
pfipravé matric a matrice tvofené nosicem 8M a plastifikované TEC bude tieba znovu

podrobit disolu¢nim testtim.

Obr.¢. 37: Vliv typu plastifikatoru na liberaci ACV z nosi¢e 8M
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8. Zavéry
Z vysledkl predlozené diplomové prace lze vyvodit nasledujici zavéry tykajici
se liberace acikloviru (ACV) z matric tvofenych oligoesterovymi nosi¢i 3M, 5M, 8M,

3D, 5D nebo 8D, které byly plastifikovany 30% triethylcitratu (TEC) nebo 20%
ethylpyruvétu (EP):

1. Nejoptimalnéjsi pribéh liberace byl zjiStén u nosice 3M plastifikovaného 30%
triethylcitratu, ze kterého se aciklovir uvolfioval ptiblizné linearné po dobu 20

dnti s vyznamnou akceleraci v ¢asovém intervalu 6 hodin az 1 den.

2. Neocekavany byl pribéh liberace z nosice 8M, ktery byl plastifikovan 30%
TEC. Za 24 hodin se uvolnilo 48% acikloviru, ale liberace dal neprobihala.
Divodem by snad mohla byt nedokonald homogenizace plastifikatoru

S nosi¢em.

3. Liberace acikloviru z nosi¢i vétvenych mannitolem byla ovlivnéna typem
plastifikatoru. Pti pouziti 20% ethylpyruvatu doslo k vyznamnému zpomaleni
liberace v pocate¢ni fazi v porovnani s matricemi plastifikovanym triethyl-

citratem.

4. Pribéh liberace acikloviru z nosict vétvenych dipentaerytritolem byl ptiblizné

stejny pii pouziti triethylcitratu i ethylpyruvatu ve funkci plastifikatoru.
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9. Souhrn

Cilem prace bylo zjistit prubéh liberace acikloviru z vétvenych oligoesterovych
nosi¢u plastifikovanych 30% TEC nebo 20% EP.

Teoreticka cast diplomové prace byla vénovana fyzikalné-chemickym vlastnostem
polyestert kyseliny mlééné a glykolové, jejich biodegradaci a tvorbou stereokomplexd.
Dale je zamé&fena na herpetické viry, charakteristiku acikloviru a dalSich virostatik.

V experimentalni ¢ast byly zhotoveny matrice o hmotnosti 150 mg tvofené
nosi¢em, 4% ACV a plastifikované 30% TEC nebo 20% EP. Byl proveden staticky
disolu¢ni test ve fosfat citratovém pufru pH 6,0 pii teplot¢ 37°C. Ve stanovenych
casovych intervalech byly odebirdny vzorky disolucni tekutiny a métfena absorbance
proti ¢istému pufru pii 256 nm. Disolu¢ni test byl ukon¢en, pokud se z matrice uvolnilo
100% ACV nebo ve dvou intervalech po sobé se mnozstvi uvolnéného ACV
nezvysovalo.

Nejoptimalnéjsi pribeh liberace byl zjistén u nosice 3M plastifikovaného 30%
TEC, ze kterého se ACV uvolnoval po dobu 20 dnii pfiblizn¢ linedrné s vyznamnou
akceleraci v ¢asovém intervalu 6 hodin az 1 den. Pribéh liberace ACV z nosicl
vétvenych dipentaerytritolem byl pti pouziti 30% TEC a 20% EP pftiblizné stejny. V
pfipadé¢ nosi¢li vétvenych mannitolem plastifikace 20% EP vedla k vyraznému
zpomaleni liberace v pocatecni fdzi ve srovndni s matricemi plastifikovanymi 30%
TEC. Necekany byl pribéh liberace z nosice 8M s 30% TEC. Zde se za 24 hodin
uvolnilo 48% ACV a dale liberace neprobihala. Divodem miize byt nedokonala

homogenizace plastifikatoru s nosicem.
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