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1. UVOD

Mezi hlavni oblasti védecko—vyzkumné aktivity patfi hledani novych terapeutickych
systému s fizenym uvolnovanim 1éc¢ivé latky a aplikacnich forem pro cileny transport do
urcitych konkrétnich lokalit v lidském téle (mozek, tlusté stievo), zkoumani mechanismu
transportu 1é¢ivych latek polymernimi membranami, vyuziti novych polymernich nosicl a
zjisténi kinetiky liberace 1é¢ivych latek z téchto nosicu.

Ptedlozena rigor6zni prace navazuje na poznatky ziskané v piedchozich pracich na
toto téma realizovanych na katedfe farmaceutické technologie, zejména na moji diplomovou
praci s ndzvem Studium biodegradabilnich systéma s aciklovirem II. Stejné jako v diplomové
praci byla sledovana liberace acikloviru z oligoesterovych nosicli, nosi¢em acikloviru byl
vsak zvolen terpolymer Kyseliny D,L-mlééné, kyseliny glykolové a mannitolu, pracovné
oznaceny S5M, ve funkci plastifikdtoru byly testovany methylsalicylat, ethylsalicylat a
hexylsalicylat v riznych koncentracich. Stanoveni mnozstvi uvolnéného acikloviru bylo
provedeno spektrofotometricky (stejné¢ jako v diplomové praci) a paralelné jesté
fluorimetricky. Fluorimetrické stanoveni acikloviru v disoluénim médiu, které piedstavuje
slozity komplex obsahujici kromé 1é¢iva a slozek pufru produkty degradace oligoesteru a
plastifikator, mélo umoznit citlivejsi detekei uvolnéného acikloviru. Bohuzel vSak namétené
vysledky nebylo mozno v této praci pouzit, jelikoz se extrémné liSily od hodnot naméfenych
na spektrofotometru a byly teoreticky nemozné. Je pravdépodobné, ze extrémni hodnoty,
zjisténé fluorimetrickou metodou, byly zpisobeny pravé piitomnosti plastifikatoru a
degradaénich produktii oligoesteru v méfeném médiu a citlivost metody méfeni se v tomto

piipadé neukazala jako vyhoda, ale naopak jako nevyhoda.



2. CIL PRACE

Cilem rigorozni prace bylo studium liberace acikloviru z oligoesterového nosice,
pracovné oznaceného 5M. Jedna se o terpolymer kyseliny D,L-mlé¢né, kyseliny glykolové a
5% mannitolu (LA/GA/M). Nosi¢ byl plastifikovany methylsalicylatem v koncentracich
10%, 20% a 30%, nebo ethylsalicylatem v koncentracich 10%, 20%, 30%, 40% a 50%, nebo
hexylsalicylatem v koncentracich 10%, 20% a 30%. Byl sledovan vliv typu a koncentrace

plastifikatoru na liberaci acikloviru z nosice.
Ukol rigordzni prace je mozné rozdélit do nasledujicich dil¢ich kroku:

1. Ptiprava matric o hmotnosti 150,0 mg z oligoesterového nosi¢e 5SM, 4% acikloviru a
zvolené¢ho plastifikatoru (methylsalicylat v koncentracich 10%, 20%, 30%,
ethylsalicylat v koncentracich 10%, 20%, 30%, 40%, 50% a hexylsalicylat
v koncentracich 10%, 20%, 30%). Matrice pfipravit duplicitné.

2. Piiprava placebo matric tvofenych pouze plastifikovanym nosi¢em (bez 1éciva).

3. Realizace modifikovaného statického disolu¢niho testu pii 37°C za pouziti fosfat-
citratového pufru pH 6,0 jako disolu¢niho média. Odebirani vzorkt disolu¢niho média
ve vhodné stanovenych casovych intervalech, v pocatku liberace v kratSich
intervalech, pozdéji v delSich s ohledem na pribéh liberace.

4. Stanoveni mnoZstvi uvolnéného acikloviru spektrofotometricky métenim absorbance
pfi vinnové délce 256 nm.

5. Zjisténi vlivu typu pouzitého plastifikdtoru a jeho koncentrace na mnozstvi

uvolnéného acikloviru.



3. SEZNAM ZKRATEK

5M — pracovni oznacéeni terpolymeru kys. mlé¢né, glykolové a mannitolu
ACV — aciklovir

CMV — Cytomegalovirus

CNS — centralni nervovy systém

DNA — deoxyribonucleotid acid (deoxyribonukleova kyselina)

HS — hexylsalicylat

MS — methylsalicylat

ES — ethylsalicylat

FL — fluorescence

HBV - virus hepatitity B

HEMA — poly(2hydroxyethylmethakrylat)

HIV — Human Immunodeficiency Virus (virus zplsobujici poruchu lidské imunity)
HPLC — vysokot¢inna kapalinovéd chromatografie

HSV — Herpes Simplex Virus

MTEM - poly(2-hydroxyethylmethakrylat-co-2-methylthioethyl-methakrylat)
PGA — polyglycolic acid (kyselina polyglykolova)

PLA — polylactic acid (kyselina polymlécna)

PLGA — polylactic — glycolic acid (kopolymer kyseliny glykolové a mlééné)

RNA — ribonucleotid acid (ribonukleova kyselina)



4. TEORETICKA CAST

4. 1. Polymerni systémy

Na zacatku minulého stoleti pfiSel Paul Ehrlich s ptedstavou tzv. idealniho 1éc¢iva.
Takové 1é¢ivo melo byt specificky dopraveno z mista, do kterého bylo aplikovano, do mista,
kde byl pozadovan jeho léCebny efekt, a to v neaktivni (t€lu neskodné) formé. V cilovém
misté se pak méla uvolnovat jeho aktivni forma takovou rychlosti a tak dlouho, dokud by

nebylo dosazeno maximalniho terapeutického ucinku.

Prestoze se tato predstava zda byt pomérné jednoduchd, k realizaci doslo teprve v 90.
letech minulého stoleti, kdy rozvoj makromolekularni chemie, biologie a biochemie umoznil
pfipravu novych systému, oznacovanych jako ,controlled drug release systems™ nebo
,controlled drug delivery systems®, tedy systémy pro fizené uvoliiovani 1é¢iva nebo systémy
s cilenym transportem. VétSina téchto systémi je zaloZena na pouziti pfirodnich nebo
syntetickych polymert, jejichZ vlastnosti jsou urcujici jak pro zamysleny zplsob pouziti, tak

pro vysledné vlastnosti polymerniho systému, schopného 1é¢ivo postupné uvolnovat.

Byla studovdna celd fada makromolekularnich latek nejen ptfirodniho charakteru
(albumin, kolagen, dextrany a dal$i polysacharidy), ale pfedev§im polymery syntetického
puvodu. Vyhodou syntetickych polymerti, nejen jako nosic¢l 1éCiv, je zejména mozZnost
modifikace jejich vlastnosti (linearni a zesitované polymery, lipofilni a hydrofilni,
biodegradovatelné i v organismu nedegradovatelné). Nékteré polymerni systémy, z hlediska
ptipravy jednodussi, spliuji pouze pozadavek na fizené uvolovani 1é¢iva v organismu. Jiné,

vvvvvv

V misté pozadovaného ucinku, ale také na jeho cileny transport.
4. 1. 1. Polymerni systémy pro Fizené uvoliiovani 1é¢iv
Klasifikace

1. Podle mista aplikace (napf. transdermalni systémy, peroralni, subkutanni, aplikované
na sliznici)

2. Podle struktury a funkce:



b)

d)

9)

h)

Olejové kapky nebo masti, ve kterych je léCivo dispergovano a rychlost
uvolnovani 1é¢iva je fizena rychlosti jeho difuze z polymerniho materidlu do
okolniho prostiedi.

Polymerni tablety s léCivem, poptipad¢ tablety potazené vrstvou rozpustného
polymeru. Rychlost uvolnovani 1é¢iva je v tomto piipadé fizena rychlosti, jakou se
polymer, tvofici tabletu nebo obal tablety, rozpousti.

Matricové systémy, degradovatelné i nedegradovatelné, u nichz je rychlost, jakou
se léCivo uvolnuje, ovlivnéna difuzi, biodegradaci polymerni matrice, nebo
kombinaci obou téchto procest. Tyto systémy mohou v zéavislosti na slozitosti
vytvofené formy fidit rychlost uvoliiovani 1é¢iva podle podnéta, které ptichazeji
Z organismu (napt. zména teploty, zména koncentrace glukosy v krvi atd.), nebo
z vnéjsiho prostiedi (napi. magnetické pole, ultrazvuk atd.)

Membranové systémy, u kterych je rychlost uvoliiovani 1é¢iva fizena propustnosti
polymerni membrany. Tyto systémy se mohou kombinovat s matricovymi.
Sférické polymerni castice (mikroCastice a nanocastice) jsou slozitéjsi, ale
dokonalejsi systémy, které umoznuji jak cileny transport, tak fizené uvolnovani
1é¢iv. Mohou byt selektivné dopravovany do urcitych ¢asti organismu v zavislosti
na jejich velikosti, na vloZzeném vn&j$im poli (magnetickém) nebo po povrchové
modifikaci biologicky aktivnimi molekulami (protilatkami). Podle povahy
pouzitého polymeru se 1é€ivo uvolnuje bud’ difuzi, nebo biodegradaci Castic.
Micely, pfipravené jako blokové kopolymery, obsahujici hydrofilni a hydrofobni
sekvence. Lécivo se wuvolni po rozpadu micely na polymerni nebo
nizkomolekularni produkt. Cilenou distribuci v organismu je mozné ovlivnit
vhodnou chemickou modifikaci micel.

Liposomy, sférické Castice tvofené amfifilnimi latkami, obsahuji 1é¢ivo rozpusténé
V hydrofilni duting, které se uvolni po rozpadu liposomu. Cileny transport umozni
povrchova modifikace biologicky aktivnimi latkami.

Polymerni konjugaty 1é¢iv, diky nimz je moZzné zménit nejen rozpustnost 1é€iva,
ale také vyznamné ovlivnit jeho farmakodynamiku a farmakokinetiku. PouZzivaji se
pro piipravu polymernich systémi uvolnujici kancerostatika (doxorubicin,
daunomycin, melphalan), antibiotika a imunomoduldtory. Protirakovinna a
imunosupresivni aktivita konjugdtu je doprovazena vyraznym snizenim (u
imunomodulatort az vymizenim) nezadoucich (toxickych) uU¢inkd pouzitych

rve 1
[é¢iv™.



4. 1. 2. Polymerni systémy pro cileny transport 1é¢iv

Vyzkumné projekty jsou zaméfeny na studium vztahu mezi strukturou a fyzikalné-
chemickymi a biologickymi vlastnostmi rozpustnych polymernich 1é¢iv. Zvlastni pozornost je
vénovana vyvoji polymernich systéma s protinddorovymi 1é¢ivy, umoziujicich cilené
dopravit neaktivni cytostatikum k nadoru ¢i nadorovym bunkdm a v téchto buiikach
cytostatikum fizen¢ aktivovat. Syntéza téchto latek je zalozena na konjugaci vodorozpustnych

polymerti s protilatkami a cytostatiky. V soucasné dob¢ jsou studovany nasledujici systémy:

» hydrofilni polymerni
polymer-drug

systémy, obsahujici 1écivo conjugate

a smérujici  protilatku,
pfipojené¢ k polymernimu
nosici biodegradovatelnymi
oligopeptidovymi

sekvencemi;

» hvézdicovité
makromolekuly,
obsahujici ve svém stiedu
smérujici  protilatku  a

fetézce poly[N-(2-

........

hydroxypropyl)methakryl-
amidu] nesouci 1éc¢ivo ve

vngjsi ¢asti molekuly; Obr. &. 1: Komplex 16&ivo — polymer pro cileny transport?
> biodegradovatelné polymerni systémy, zalozené na nosi¢ich 1é¢iv tvorenych bloky
poly(ethylenglykolu), spojenych degradovatelnymi oligopeptidovymi sekvencemi do

vysokomolekuldrniho ttvaru.

V ramci vySe uvedeného projektu jsou studovany a vyvijeny hydrofilni polymerni systémy

umoziujici pouziti enzymu a biologicky aktivnich proteinii pro terapeutické tcely.
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4. 1. 3. Polymerni systémy pro genovou terapii

Jsou studovany polymerni nosi¢e vhodné pro transport genové informace do zivocisné
bunky in vivo. Tyto nosi¢ové systémy jsou konstruovany jako komplexy DNA ¢i plasmidu s
polykationty, jejich blokovymi a roubovanymi kopolymery a dalSimi biologicky ucinnymi
molekulami. Cilem tohoto studia je vyvoj novych 1éCiv umoznujicich genovou terapii

vybranych typi onemocnéni u loveka®.

4. 1. 4. Polymery pro konstrukci implantati do centralniho nervového systému

Vybér vhodného polymeru, ktery by vyhovél ndroénym podminkdm pouziti v ptipadé
poskozeni bun¢k CNS, je vysledkem dlouhodobého komplexniho studia Siroké Skaly
materidli. Byly pfipraveny vzorky fidce sitovaného  kopolymeru  poly(2-
hydroxyethylmethakrylat-co-2-methylthioethyl-methakrylat) (MTEM) a implantovany do
podkozi a mozkové tkané pokusnych zvifat krys.

Vysledky vyhodnoceni povrchii vzorkli explantovanych po 4 tydnech byly velmi
pfiznivé.  Sledované  hydrogely MTEM byly oproti referencnimu  poly(2-
hydroxyethylmethakrylatu) (HEMA) kolonizovany jen velmi malym mnozstvim makrofag a
nepatrnym mnozstvim velkych mnohojadernych bunék z cizich téles, zatimco v dalSich
sledovanych parametrech byly oba polymery srovnatelné.

Podkozni i mozkova biokompatibilita hydrogelu MTEM se ukézala podstatné lepsi
oproti polymeru HEMA. Tato skute¢nost by mohla byt vyuzita pfi ptipravé nosicu 1é¢iv,

respektive konstrukci implantati pro CNS34,
4. 2. Oralni systémy s Fizenym uvolilovanim lécCiv

4. 2. 1. Vstiebavani l1é¢iv z Gstni dutiny

Ustni dutina je vhodné misto pro aplikaci lé¢iva nejen diky snadnému podani, ale také
diky tomu, Ze pfi vstiebani 1éCiva sty se zamezi jeho degradaci v gastrointestindlnim traktu a
first-pass efektu. Jsou mozné Ctyfi zpusoby aplikace 1é¢iva do ustni dutiny, a to bukalni,
sublingudlni, palatalni (tykajici se horniho patra) a gingivalni. Bukdlni aplikace mtze byt
pouzita jak pro lokéalni plsobeni léCiva, tak pro systémovy ucinek. Mezi nevyhody této
aplikace patii mala absorp¢ni plocha, kratka doba kontaktu 1éciva se sliznici a bariéra, kterou
tvoii sama sliznice®.

Absorpce je zavisla na davce 1é¢iva. Doporucuje se denni davka 25 mg a méné.
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Ptic¢inou lokélnich a ¢asovych vykyvl ve vstiebavani 1éCiva je zejména produkce slin,
tvofenych mucinem (skupina glykoproteinti) ze slinnych 714z°. Sliny sice neobsahuji Zadné
proteazy, je v nich vSak malé mnozstvi esteraz, karbohydraz a fosfatdz, jez mohou zptsobit
rozklad nékterych 16¢iv’.

Existuji dvé mozné cesty priniku léciva sliznici v zavislosti na jeho hydrofilite,
respektive hydrofobité. Hydrofobni 1é¢iva prostupuji zejména lipofilné;si transcelularni cestou
(pfes bunky epitelu), zatimco hydrofilni 1é¢iva méné lipofilni paracelularni cestou (mezi
buflkami)s. Lépe se vstiebavaji lipofilnéjsi 1éciva. Chemickou modifikaci lipofility 1éCiva
muzeme tedy dosdhnout toho, ze se bude 1é¢ivo rychleji a Iépe vstiebavat pies bukalni sliznici
transcelularni cestou.

Propustnost 1é¢iv iontového charakteru zavisi na pH prosttedi, ze kterého a do kterého
se 1éGivo vstiebava. Vstiebani probihd pasivni diftzi®. ZvySeni neionizovanych frakei
ionizujiciho 1é¢iva mlze ptiznivé ovlivnit prinik transceluldrni cestou”.

Vstiebavani 1é¢iva mohou riznymi zpisoby ovlivnit také patologické a fyziologické procesy,
jako je slinéni (zvySené slinéni podporuji kyselé latky), tloustka vrstvy epitelu (hyperplazie,
atrofie), poptipad¢ jeho celkové poSkozeni (ulcerace)”.

Prtchod 1éciva bukalni sliznici mohou usnadnit také specidlni latky, které jsou praveé
k tomuto ucely vyuzivany. Mezi né patii soli zZluovych kyselin, mastné kyseliny, laurylsiran

, . 1
sodny nebo chitosan®.

4. 2. 2. Bioadhezivni polymerni systémy

Vyhodou pro pouziti bioadhezivnich systéma v Gstni dutiné je hladky, relativné
nepohyblivy a snadno pfistupny povrch. Bioadhezivni systémy prodlouzi dobu kontaktu
16¢iva se sliznici, a tim zvy3i vstiebavani 16&iva v konkrétni oblasti stni dutiny™.

Interakce mezi sliznici a bioadhezivnimi polymery je vysledkem fyzikalnich interakci
a nasledného spojeni pomoci vodikovych mustki a van der Waalsovych sil. Sila interakci
zavisi na chemické struktufe polymerii. Mezi vhodné funkéni skupiny polymerl patii
hydroxyl, karboxyl, amin a amid. Bioadhezivni polymer musi mit vhodnou molekulovou
hmotnost a délku fetézce .

Obvykle jsou preferovany anionické polymery, jejichz fyzikalni vlastnosti (napf.
stupenl hydratace, reologické vlastnosti atd.) maji nejvétsi vliv na bioadhezivitu a nésledné
také na rychlost degradace™.

K adhezi dojde po hydrataci systému. Vazby vSak nejsou pfili§ silné a pokud je

hydratace nadmérnd, mize vzniknout neadhezivni gel. Z toho vyplyva, ze sila adheze je
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maximalni pouze pfi urcitém stupni hydratace, ktery je ovlivnén strukturou polymeru.
Bioadhezivni vlastnosti maji jak nékteré ptirodni polymery (chitosan, alginat sodny), tak
syntetické  polymery  (derivaty  celulosy, polyakrylaty, polyvinylpyrolidon a
polyvinylalkohol)*®. Kromé& toho je bioadhezivita ovlivnéna také vn&jsimi faktory, jakymi
jsou napt. sekrece slin, ptijem jidla, nebo mistni pH.

Ptikladem adhezivnich systémi mohou byt filmy a néplasti riznych typti a rozméri
pro bukalni aplikaci, ale také bioadhezivni tablety (v dutin€ ustni se tvoii hydrogel, ze kterého

se uvolfiuje Gi¢inna latka — napf. triamcinolon acetonid, nifedipin, propranolol)'* *° ¢,

4. 3. Systémy pro aplikaci do parodontalni kapsy

4, 3. 1. Parodont

Terminem parodont se rozumi zavésny aparat zubu, jehoz soucasti je dasen, ozubice,
zubni cement, kosténé zubni lizko a désiiovy zlabek.

Dasen (gingiva) je tvotfena slizni¢ni tkani. Ta limcovité obepina zub pfi okraji zubni
korunky, mezi zuby vybiha v sedlovité vybézky (papily) a smérem ke kofentim zubt prechazi
do sliznice dutiny Ustni. Zdrava daseit ma rizovobilou barvu, je tuzsi konzistence a pfi jemné
sondazi nekrvaci.

Periodoncium zajistuje pevné a pruzné spojeni zubu s kosti zubniho lizka. Sklada se
ze systému zaveésnych vazu.

Zubni cement pokryva v tenké vrstvé povrch zubniho kotfene od mista, kde konci
sklovina, tj. v misté, kde korunka zubu pfechazi v zubi kofen. Stavbou se podoba kosti,
neobsahuje vsak nervy ani cévy.

Kost zubniho ltzka kopiruje piesné tvar kotfeni jednotlivych zubli. Mezi zubem a
kosténym lizkem je $térbina, kterou vyplnuji vazivova vlakna ozubice.

Dasnovy zlabek (gingivalni sulcus). Prostor mezi dasni a zubem samotnym je
vyplnény tzv. spojovacim epitelem. U zdravého jedince byva hluboky asi 0,5 mm. Pokud
dojde k akutnimu nebo chronickému drazdéni v tomto citlivém misté&, naruSuje se spojovaci
epitel, tento prostor se rozsifuje a postupné se zhorSuje ukotveni zubu v kosti. Dochdzi k
naruseni a ubytku vazli zavésného aparatu a k resorpci kosténého lizka. Vznik4a hluboka
"kapsa", ktera se oznacuje jako parodontalni chobot'’.

Dasnovy zlabek je spoie osidlen bakteriemi a mikroflérou, kterd je tvofena zejména
aerobnimi gram — pozitivnimi bakteriemi® *°. Tyto bakterie jsou kompatibilni se zdravou

tkani a predpoklada se, Ze existuji v rovnovaze s mnoha obrannymi mechanismy. Pokud vSak
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dojde k velkému nartstu poctu nebo ke zméné slozeni pfirozené mikroflory, projevi se to
okamzité v rozvoji zanétlivych parodontalnich onemocnéni. Cilem 1écby je pak piedevsim

zklidnéni zénétlivé reakce, eliminace bakterii a redukce parodontalni kapsy.

4. 3. 2. Rezervoarové polymerni systémy

Jsou tvoreny matrici s dispergovanym lécivem. LéCivo se uvoliluje z matrice bud’
pouze diftzi — v tomto pfipad¢ se jako matrice pouziva nedegradabilni ve vodé nerozpustny
polymer, nebo difuzi spojenou s erozi, popiipadé disoluci matrice za pouziti ve vodé
rozpustnych nebo biodegradabilnich polymerd v matrici. Nevyhodou v pouziti
nedegradabilnich matric je, Ze musi byt po skonceni léCebného procesu odstranény, aby

nedoslo k zané&tlivé reakci.

1. Nedegradabilni matricové systémy

a) Polyethylmethakrylatové filmy

b) Ethylcelulézové filmy

c) Ethylenvinylacetatova vlakna
d) Eudragit RL (filmy)

2. Biodegradabilni matricové systémy
Na rozdil od nedegradabilnich matricovych sytémt neni pozadovano jejich odstranéni
po erozi nebo disoluci v dasnové stérbiné. K uvoliovani 1é¢iva dochazi kombinaci nékolika
mechanismui (eroze, nebo disoluce matrice a diftize 1éCiva matrici), pficemz podil kazdého
Z téchto mechanismii na celkovém uvoliiovacim procesu zavisi na jejich relativnich
pomérech. Celkové miize byt prodlouzené uvoliiovani ovlivnéno zpracovdnim eroznich a

disolu¢nich charakteristik distribu¢niho systému.

a) Hydroxypropylcelulézové filmy

b) Bioabsorbovatelné zubni materidly — hemostatickd gaza tvofend oxidovanou

regenerovanou celuldzou (Surcigel®), kolagenovym obvazem (CollaCote™) a
fibrinovym t&snicim materialem (Tissel )

C) Zesitovany kolagen a proteinova vlakna

d) Biodegradabilni polyestérové preparaty:

» kopolymer hydroxypropylceluldzy (film) a methakrylové kyseliny (dispergované

castice)
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» polymery a kopolymery kyseliny polyhydroxymaselné, polyhydroxyvalerové a
polymlécné

» vlakna tvofena poly(e—kaprolakton)em, hydroxypropylcelulézou a

polyethylenglykolem

mikrokapsle tvofené kopolymery kyseliny mlé¢né a glykolové

mikrokapsle tvofené poly(glykolid — co — DL — laktid)em

gel tvofeny smési glycerol monooledtu a sezamového oleje

YV V V V

kopolymery kyseliny methakrylové a methylmethakrylatu (filmy) — Eudragit L,

Eudragit S®%

4. 4. Biodegradabilni polyesterové systémy

Nizkomolekularni polyestery (My, < 5000) mohou byt syntetizovany polykondenzaci
hydroxykyselin, vysokomolekularni polyestery vSak pfimou kondenzaci pfipravit nelze. Tyto
polyestery jsou syntetizovany otevienim kruhu (ring-opening) cyklickych laktont a dilaktontl,
které vznikly polykondenzaéni reakci a néslednym Stépenim a formovanich 6 — ¢lennych

cyklii za vysokych teplot?! %.

1) poly(a - estery) — kys. polyglykolova, kys. polymlééna, jejich kopolymery

2) poly(B —estery) — poly(3 — hydroxybutanoat), poly(3 — hydroxyvalerat), jejich

kopolymery
3) poly(y — estery) — poly(4 — hydroxybutanoat)

4) dalsi polyestery a polylaktony - poly(e-kaprolakton), polyvalerolakton?®

4. 4. 1. Polymery kyseliny mlécné a glykolové

BéZné se pripravuji polymeraci za otevieni kruhu cyklickych diesterovych dimerd,
glykolidu a laktidu. Molarni hmotnost vznikajiciho polymeru je fizena koncentraci iniciatoru.
Polymerace probihd v uzavienych, suchych nadobéch za sniZzeného tlaku a vysoké teploty.
Pouziva se celé fada inicidtort reakce jako jsou organokovové slou¢eniny cinu, zinku, hliniku
(tetrafenyl cinu, oktanoat cinu, isopropanol hlinity) nebo anionické katalyzatory (methoxid

draselny, butoxid draselny, butyllithium).
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PGA: —(— O — CH,— CO —)—

Vlastnosti PGA jsou déany jejich molekulovou hmotnosti, podilem krystalick¢ faze a
skutec¢nosti, Ze se jednd o polyester s nejvyssi hydrofilitou. Ma vysoky bod tani a mnohem

vyssi teplotu skelného prechodu nez poly(p-estery). Dalsi vlastnosti:

e nepolarni methylenova skupina, relativn€ polarni esterova skupina

e nerozpustnd ve vétsin€ organickych rozpoustédel

e krystalinita v rozmezi 35 — 75 %)

e teplota tani (Tpy) cca 225°C

e teplota skelného prechodu (Tgy) cca 35°C

e vysoka pevnost a modul elasticity

e biodegradace  hydrolyzou nestabilnich  esterovych vazeb (doba  zavisi

na fyzikalné — chemickych vlastnostech polymeru a prostiedi)?

PLA: —(—0O—CH—CO—)—

CHs

Methylovd skupina na o — uhliku je pfi¢inou odliSnych fyzikdlnich, chemickych
a mechanickych vlastnosti neZ ma PGA. Chirdlni centrum umoziiuje existenci nckolika
izomerd s odliSnymi vlastnostmi. V praxi jsou vyuzivany piedev§im L-PLA, DL-PLA
(racemickd smés L(-) a D (+) izomeru). PLA je hydrolyticky stabilnéjs$i nezZ PGA (esterova
skupina je stéricky chranéna methylovou skupinou)24. Konformace monomert (kyseliny
mlécné i dilaktidu) pro syntézu kyseliny polymlééné ovliviiuje vyslednou takticitu polymeru.
Ptirodni kyselina mlécna je LLA a Cisté enantiomerni polymery (PDLA a PLLA) jsou
semikrystalické.
L — PLA:

e semikrystalick4 (krystalinita okolo 35 %)*
e teplota tani (Ty) cca 175°C
e teplota skelného prechodu (Tgy) cca 65°C
e rozpustna ve vétsing organickych rozpoustédel
e velkd pevnost

DL -PLA:

e amorfni struktura — rychlejsi degradace nez L - PLA
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e teplota skelného prechodu (Tgy) cca 57°C

e velmi mald pevnost a modul elasticity®®

Degradace kopolymeru PLGA pi#i kontaktu s vodou probiha jako hydrolytické $tépeni
esterovych vazeb ndhodné v fetézci. Timto zplsobem vznikaji nové koncové karboxylové
skupiny, které mohou katalyzovat Stépeni dalSich esterovych vazeb. Tak nastava homogenni
degradace.26 Klesa molekulova hmotnost polymeru, ¢astecné degradované makromolekuly se
stanou rozpustnymi ve vodé, nastdva difuze v celém objemu matrice. Tento proces,
kombinujici difuzi, chemickou reakci a disoluci, je pfi¢inou rozdilu mezi pomérem povrchové
a objemové degradace. Oligomery na povrchu matrice mohou na rozdil od oligomert uvnitt
matrice degradovat dfive, nez dojde k celkové degradaci matrice. Autokatalyticky efekt
karboxylovych skupin lokalizovanych na povrchu matrice je vSak oproti karboxylovym
skupindm uvnitf matrice maly. V prostfedi pufru dochdzi navic k neutralizaci povrchovych
karboxylii. To vie vede ke sniZeni stupné povrchové degradace.?’

PGA i PLA podléhaji v podminkach in vitro a in vivo degradaci ve srovnatelné mife.
Hydrolytické Stépeni PLA probiha o néco pomaleji nez u hydrofilnéjsi PGA. Amorfni DL-
PLA degraduje rychleji nez semikrystalickd L-PLA. Pro Iékatfské ucely jsou syntetizovany
razné kopolymery kyseliny glykolové a mlé¢né. Ty jsou obecné vice amorfni nez cisté
polymery a vice odolavaji hydrolyze, zvlasté obsahuji-li vyssi podil jednoho z polymert.
Biodegradace kopolymeril je rychlej$i neZ u homopolymert, nebot” kopolymery jsou oproti
homopolymeriim amorfni.

Celkova doba degrada¢niho procesu zavisi na molekulové hmotnosti, stupni
krystalinity, fyzikalni geometrii a fyzikaln&-chemickych vlastnostech prostredi’’. Mize byt
fadove od nekolika dnil po n&kolik let. Nejrychlejsi degradaci vykazuji kopolymery s nizkou

molekulovou hmotnosti a pomérem kyseliny glykolové a mlécné 50:50 %

Obr. &. 2: Biodegradace kopolymeru PLGA?

— ‘\ £ 7
\ ’ A L /n
% \J 7
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Kopolymery PLGA se pro I€katské ucely upravuji nejcastéji do forem mikrocastic,
implantat nebo injekcei in situ, aby mohly byt pouzity jako terapeutické systémy s fizenym

uvoliovanim 1éc¢ivé latky.

4. 5. Herpetické viry

Viry ze skupiny herpesvirt maji spolecnou strukturu, zptisob replikace i schopnost
navodit celozivotni infekci, kterd se reaktivuje na podnét spoustéciho faktoru (imunita
oslabena stresem, chorobou, hore¢kou, menstruaci, emo¢ni nerovnovahou nebo UV zafenim).

Rozeznavame 8 typt lidskych herpetickych virt:

. virus herpes simplex 1

. virus herpes simplex 2

. virus varicela — zoster

. virus Epstein — Barrové
. cytomegalovirus

. virus herpes hominis 1

. virus herpes hominis 2

co N o o1 A W DN P

. herpes virus Kaposiho sarcina

Herpetické viry jsou ve vnéjSim prostiedi inaktivovany tukovymi rozpoustédly a
detergenty, jsou citlivé ke kyselému pH a vyschnuti. PfenasSeji se pfimou kontaminaci
télesnou tekutinou, ve které je virus obsazen (urCitou vyjimkou je virus varicela — zoster,
ktery se do urcit¢ vzdalenosti od zdroje miZze $ifit také vzduchem). Do organismu pak
pronikaji prostfednictvim sliznice (dutiny Ustni, genitalni, analni, spojivky, dychacich cest) a

krevnim fec¢istém. Neporusenou kizi nepronikaji.

4.5. 1. Virus Herpes simplex 1 a 2

HSV je neurotropni virus, ktery vstupuje do zakoneni nervovych vldken
v infikovanych bunikach a virova dédicnéd informace v bilkovinném obalu se §ifi axony do
nékterych neuront regionalnich senzorickych ganglii, kde virovd DNA latentné perzistuje.

Infekce vyvolané typem 1 jsou vétSinou lokalizovany na obliceji, v tistech a v CNS;
typ 2 se projevuje jako perigenitalni infekce. K primarni infekci HSV — 1 dochazi zpravidla
jiz v détském véku a jeji pribéh je casto symptomaticky. Klinicky se mlzZe projevit jako
herpetickd gingivostomatitida a lokalni lymfadenopatie u malych déti, u vétSich déti a

dospélych pak jako katar dychacich cest nebo keratokonjunktivitida provazena kornedlnim
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viedem (ten se Casto vraci, vede K jizveni rohovky a poruse vidéni). Opakovana infekce se
projevuje po prodromech (mistni bolest a svédéni) jako exantém s puchyrky nejcastéji na
prechodu sliznice v kiizi (rty, ustni dutina, brada, nos), ale mtze to byt také na kterémkoliv
misté inervovaném postizenym neuronem.

Vzacn€ mize virus proniknout do CNS, kde vyvola herpetickou encefalitidu. Ta se
projevuje jako horecka a nevolnost, po kterych nasleduje bolest hlavy, zmény chovani a mize
skoncit az ochrnutim.

Infekce vyvolané typem HSV — 2 patii k nejcastéjsSim pohlavnim nakazam. Projevuji
se jako puchyiky na penisu, vagin€, vulvé i1 perianalné, které rychle viedovati. Primarni
infekce probihd vétSinou zévaznéji a je provazend horeCkami, nevolnosti a lymfadenopatii,
n¢kdy uretritidou a vytokem. Trva 3 — 4 tydny a v jednom roce se miize opakovat az 6krat

ks +30
V mirnéjsi formeé™.

4. 6. Virostatika, antivirotika, antivirova terapie

Lécba  virovych onemocnéni je velice obtizna.
Preventivnim zakrokem je ockovani, teprve ve druhé rad¢, pokud
se télo nedokaze samo s atakem viru vypotadat, je nutné nasadit
1é¢iva s pfimym protivirovym ucinkem.

Antivirotika jsou vétSinou nové latky, které zasahuji na

riznych urovnich virové infekce, tzn. od vstupu virionu do buiky
pres replikaci v jadie az k tvorb& novych viriond, které jsou z bunky vyplavovany.

Léciva by méla selektivné ovliviiovat virus a neméla by poskozovat metabolizmus
infikovanych bun¢k nebo ostatnich zdravych buné€k hostitelského organizmu. Dostupna l1é¢iva
zasahuji inhibi¢n€ do procesu mnozeni vird. Virové geny, které pronikly do bunék a perzistuji
zde v klidovém stavu, nejsou ovlivnitelné.

Stejné jako u ostatnich ptivodct infekce se také u virt muze vyvinout rezistence proti

virostatikiim.

Mechanismus u¢inku antivirovych latek:

» zéabrana penetrace viru do buiiky a/nebo nasledného odplasténi (amantadin)

» selektivni inhibice enzymu, které jsou specifické pro virovou genomovou replikaci
(virostatické antimetabolity: aciklovir, ganciklovir, zidovudin)

» inhibitory HIV — proteazy (indavir)

» inhibice translace virové mRNA (interferony)
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Pfirozené protivirové mechanismy:

» cytotoxické T-lymfocyty (rozpoznaji a ni¢i bunky produkujici viry)
» protilatky (neutralizuji virus a brani v adsorpci na vnimavé bunky)
> interferony (druhové specifické glykoproteiny, které se uvoliiuji z bunék infikovanych

virem a v sousednich bunkach potlacuji translaci virové mRNA)

Imunoprofylaxe virovych onemocnéni:

aplikace vakcin = aktivni imunizace

aplikace imunniho séra = pasivni imunizace

4. 6. 1. Antivirotika pouZivana k terapii herpetickych onemocnéni

Herpetické viry obsahuji dvojvladknovou DNA kodujici mimo jiné enzymy specifické
pro virus, které jsou esencidlni pro replikaci DNA a které mohou byt vyuzity jako cilova
mista ucinku antiherpetik.

Nukleosidové analogy (antimetabolity) maji zménénou bud’ bdzi, nebo cukerny
(deoxyribozovy) podil. Trifosforylaci se pfevadéji na aktivni formu. Pokud dojde k pfipojeni
antimetabolitu, ktery obsahuje nenormalni fosforylovanou deoxyribéozu (nema k dispozici
vazebné misto pro dalsi prodluzovéni fetézce), inhibuje se syntéza nukleovych kyselingl. Mezi
zastupce patii aciklovir a jeho prolé¢ivo valaciklovir, dale ganciklovir, penciklovir (pouziva
se pii 1é¢be infekci vyvolanych aciklovir — rezistentnimi kmeny herpes labialis) a jeho p.o.
forma famciklovir®.

Pokud je naproti tomu nenormalni slozkou baze (idoxuridin), je antimetabolit
zabudovan do fetézce DNA, kterd vSak nemuze fungovat jako matrice.

Dale dochézi k inhibici enzymové aktivity, vyvolané faleSnymi substraty.

4. 6. 2. Aciklovir

Obr. €. 3: Strukturni vzorec acikloviru

O

I >

NH, N7 N~cn,0cH,cH,0H
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Aciklovir je synteticky analog guanosinu (2-amino-9-[(2-hydroxyethoxy)methyl]-
1,9,dihydro-6H-purin-6-on), ktery se vyznacuje vysokym stupném specifity a dobrou
snasenlivosti, nebot’ prodélava bioaktivaci pouze v infikovanych bunkach, kde je konvertovan
na ucinny trifosforylovany derivat. Prvni fosforylac¢ni krok umoziuje pouze thymidinkinaza,
ktera je koddovana viry herpes simplex a varicella — zoster. Zbylé fosfatové skupiny jsou
pfipojeny pomoci kindz hostitelské buiiky. Aciklovir trifosfat nemtize vzhledem k polarité
prostoupit bunéénou membranou z buiiky, hromadi se tedy uvniti ni a stava se preferovanym
substratem virové DNA — polymerazy, ¢imzZ inhibuje jeji aktivitu (30 — 100krat vice nez
polymerazu hostitelské buflky32 % pokud se inkorporuje do virové DNA, pterusi tim syntézu
fetézce®. Thymidinkinaza zdravych, neinfikovanych bun&k nevyuziva aciklovir jako substrat,

proto je toxicita vii¢i lidskym hostitelskym buiikim nizka>*.

Farmakokinetika acikloviru

Pro kazdou ze tfi hlavnich aplika¢nich cest podani acikloviru (i. v., p. 0., lokalni) byly
provedeny farmakokinetické studie, které umoznily urcit vhodné davkovani. Mnoho udaji
ohledné farmakokinetiky antivirotik vSak stile jest¢ chybi. Je to zplsobeno neustalym
vyvojem této skupiny lé€iv.

Biologicka dostupnost peroraln¢ aplikovaného acikloviru je omezena (15% az 30%).
Prostupnost acikloviru pii topické aplikaci do hloubéji ulozenych tkani je ovlivnéna zejména
vlastnostmi pomocnych latek a vehikula. Systematicka absorpce pii topické aplikaci nebyla
detekovéna.

Nezanedbatelna intraokularni penetrace je prokdzana po mnohocetné aplikaci 3%
masti kazdych pét hodin.

Pii 1écbé vysokymi davkami intravendzné aplikovanym aciklovirem se 1é¢ivo hromadi
V ledvinach, plicich, nervové  tkani, jatrech a srdeci. LéCivo  pfestupuje
do télnich tekutin jako jsou sliny a slzy po peroralni terapii, do cerebrospinalni tekutiny a

koznich vehikul po intravendzni terapii, také pres placentu a do matetského mléka.

Aciklovir se vyluCuje pfevazné ledvinami, a to jak glomerularni filtraci, tak tubularni
sekreci. V zavislosti na ociStovaci schopnosti ledvin az 80% z podané davky 1éCiva je
vyloueno  vnezménéné  formé  moci (zbyvajicich  20% je  pfeménéno
na neaktivni metabolity). Elimina¢ni polo€as u dospélych osob s normalni rendlni funkci je 2
az 3 hodiny. Zména v davkovani je pak vyZadovana u pacienti v posledni fazi rendlniho

onemocnéni, ktefi ~ maji  eliminaéni  polo¢as  prodlouzen na 20  hodin
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a vrchol plazmatické koncentrace se u nich zvysSuje pfiblizné dvakrat, stejné¢ jako u déti

. Lo 1 . 35
s nedostate¢n¢ vyvinutym rendlnim systémem™.

Nezadouci éinky pii 1é¢bé aciklovirem

Toxicita acikloviru je minimalni. Pfi lokalni aplikaci se mtze objevit svédeni, paleni a
kopfivka; po perordlnim podani se objevuje gastrointestindlni intolerance (nauzea, zvraceni),
po intravendzni aplikaci mohou vznikat flebitidy. Po vysSich davkach se pak mohou
vyskytnout centralni nezadouci G¢inky jako tremor nebo halucinace.

Vysledky testi mutagenity in vitro a in vivo ukazuji, ze aciklovir u Clovéka
nezpusobuje genetické zmény. V dlouhodobych studiich provadénych na potkanech a mysich
nebyla prokazana karcinogenita acikloviru. U potkand, kralikd ani u my$i nemél aciklovir

1oz C o 36
74dné embryotoxické ani teratogenni u€inky™" .

Pouziti acikloviru

Aciklovir je velmi ucinny pii 1é€bé lehkych i1 tézkych infekci, vyvolanych
HSV typu 1 a 2 (keratokonjunktivitida, encefalitida, generalizované infekce) a infekei,
vyvolanych virem varicella—zoster (t¢zky pésovy opar), méné pak proti viru
Epstein — Barrové a vyjime&né proti CMV*.

In vitro je aciklovir dobfe ucinny také proti HBV. Jeho rozpustnost
a distribuce v jatrech je vsak nizka, proto byla klinicka aplikace acikloviru v 1é¢bé hepatitidy
B omezena. Z tohoto divodu byl syntetizovan konjugat dextranu s aciklovirem (Schiffova
baze), ktery je 12krat rozpustnéj$i nez volny aciklovir a jeho distribuce v jatrech je také

vyssie,

Zpusob podani acikloviru

Podavani je mozné tfemi zpisoby. Intraven6zné, lokalné i perordlné. Po peroralnim
podani vSak neni absorpce ze stieva kompletni (biologicka dostupnost je vylepSena
u jeho derivatu - esteru s valinem - valacikloviru)®!,

Intravenozné se podava profylakticky u sérologicky pozitivnich pacientl pfi

transplantaci kostni dfené.

Vliv acikloviru na inkuba¢ni dobu a recidivy

Experimentalni testy in vivo odhalily, ze aciklovir miZe zpomalit nastup inkubacni

doby, pokud je podan ve vysoké davce a co nejdiive po naoCkovani virem. Pokud se vSak
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zatne s léCbou pozdé, tento efekt se ztrati. Nedavné studie na mySich infikovanych HSV
srovnavaly ucinnost prekurzord acikloviru a pencikloviru — valacikloviru a famcikloviru. Jako
efektivnéjsi se ukazal famciklovir, a to jak ve snizeni hladiny infekéniho viru na okrajovych
castech a uvnitf mozkového kmene, tak v prodlevé mezi naoCkovanim a zapocetim lécby
(pficemz si zachovavd svou ucinnost). Klinické udaje, které se tykaji Uc¢innosti 1écby
aciklovirem na recidivy, jsou sporné. V piipadé¢ famcikloviru nejsou podobné tudaje dosud
zadné.

Recidivy jsou zpiisobené reaktivaci viru, usidleného v senzorickych neuronech, které
inervuji misto primarni infekce viru. Existuje velké mnozstvi stimull, které mohou virus
reaktivovat a vyvolat propuknuti nemoci. Uméle se reaktivace vyvola napi. UV — zafenim,
podrazdénim nervli nebo hypertermickym stresem. Existuje velky vybér zvifecich modela
(tzv. my$i model, model mysiho ucha), které se vyuzivaji pro zkouméni jevl souvisejicich
S nastupem a udrzovanim inkubacni doby na bunééné nebo molekularni Grovni a virové

reaktivace.

Stanoveni acikloviru v plazmé

Pro stanoveni acikloviru v plazmé je mozné pouzit vice metod, napf.
radioimunoanalyzu (RIA), enzymové véazanou imunosorbentni analyzu (ELISA)
a vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Ackoliv se zdaji byt imunologické
techniky citliv§j$i, maji mnoho podstatnych nevyhod, zahrnujicich napt. ¢asovou naroc¢nost
(cca 24 hod), potiebnou k ziskani konec¢nych kvantitativnich vysledkd, velky pocet kroki
Vv pritbéhu procesu a potfebu vyvinout antisérum nebo monoklonalni protilatky. Z tohoto
divodu je obecné uZivana technika HPLC, pfedevS§im ve zkoumani farmakokinetiky, stejné
jako pro monitorovani lékovych hladin. Nicméné HPLC metody wurcuji aciklovir
S kvantitativnim limitem koncentrace >100 ng-i:&ii-:ml'l, ve farmakokinetickém vyzkumu proto
nejsou schopné stanovit aciklovir v plazmé po podani jednotlivé standardni davky
S dostacujici citlivosti. Existuji vSak HPLC metody se dvéma reverznimi fazemi, u kterych se
detekce provadi pomoci fluorescence a u nichz je kvantitativni limit od 10 ng=ml™ do 30
ngeml™. Ackoliv farmakokinetika po poziti tablet nebo roztoki s aciklovirem je dobie
prozkoumana, pro vyzkum farmakokinetiky acikloviru po jeho poziti ve formé suspenze byla
pouzita HPLC analyza se spektrofluorimetrickou detekci, zalozenou na fluorescenci 1éciva

v kyselém prostiedi®®,
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Spektroflorimetricka detekce acikloviru

Fluorescence acikloviru (FL ACV) je pravdépodobné zplisobena protonaci molekuly
V kyselém prostiedi. Neddvno byla GspéSné pouzita micelové vazana fluorimetrickd detekce
acikloviru v biologickém materialu spolu s metodou HPLC. Micelarni medium nejen Ze
zvysilo fluorescenci acikloviru, ale také zajistilo dobré oddéleni acikloviru od ostatnich slozek
séra a zachovalo si optimélni podminky mobilni faze. Zkoumal se také vliv rznych ¢inidel
obsazenych v mobilni fazi na fluorescenci acikloviru. Stejné¢ jako vhodné standardy pro
kvantitativni stanoveni acikloviru pomoci nové vyvinuté techniky HPLC — FL. Mezi vhodné
latky, zvySujici fluorescenci acikloviru patii napt. dodecylsulfat sodny. Je to zptsobeno vyssi
viskozitou uvnitt micel ve srovnani s okolnim prostiedim. ZvysSend viskozita omezuje volny
pohyb molekul, coz umocnuje vysledny efekt. Osvédcilo se také pouziti anorganického pufru
ve srovnani s organickym. Pro vyraznéjsi intenzitu fluorescence je také dulezité kyselé
prostfedi (pH 1,5 — 2,5). Pro kvantitativni stanoveni acikloviru je nezbytné pouziti vnitiniho
standardu. Pro tento pifipad byl zvolen adenosin, a to diky své struktufe, kterd se podoba

acikloviru. Jeho excitace a emisni spektrum v kombinaci s dodecylsulfatem sodnym

v prostiedi fosfatového pufru byly p¥i 282 nm (ctex) a 380 NM (ctem) ™.

v 14 wr . . . e W 30
Lécivé pripravky s aciklovirem registrované v CR

o Aciklovir AL Krém drm. crm. 1x2 g/100 mg

o Acyclostad Galmed drm. crm. 1x5 g/250 mg

o Herpesin 200 (400) thl. 25x250 (400) mg

o Herpesin 250 inj. sicc. 10x250 mg

o Herpesin krém crm. 1x2 (5) g 5%

o Provirsan tbl. 30x200 mg

o Ranvir 200 (400) tbl. 25x200 (400) mg

o Virolex crm. 1x5 g 50 mg/g

o Virolex inj. sicc. 5x250 mg

o Virolex tbl. 20x200 mg

o Virolex ung. opht. 1x4,5 g 3%

o Zovirax 200 (400) mg por. tbl. nob. 25x200 mg (70x400 mg)
o Zovirax drm. crm. 1x2 g/100 mg (tuba, pumpa)

o Zovirax ung. opht. 1x4,5 g
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4. 6. 3. Antivirotika pouzivana k terapii chripkovych onemocnéni

Dédi¢nou informaci chiipkového viru tvoii 8 genli zapsanych do molekul
ribonukleové kyseliny, které se neustdle méni nahodnymi mutacemi. Klicové jsou 2 z nich.
Jeden kdduje bilkovinu hemaglutinin (H), kterd slouzi viru k pronikani do bunky hostitele,
podle druhého se vyrabi enzym neuraminidaza (N), pomoci kterého se namnozeny virus
uvolni z infikované bunky. Vzijemné intenzivni kombinace téchto genti jsou typické pro
chiipkové viry typu A, které putuji mezi ¢lovékem a nékterymi druhy zvitat (napft. prase, ki,
kachna, slepice). Rada nebezpeénych virt, zpisobujicich smrtelné, vysoce nakazlivé
onemocnéni, vznikd spontdnné, ndhodnymi zmeénami v genetické informaci a kombinaci
lidskych a ptagich vira*.

Méné¢ rozsitené jsou chiipkové viry B, malo nebezpecné jsou pak viry chiipky C.

K profylaxi a terapii chiipky typu A a B se pouzivaji selektivni inhibitory
neuraminidazy: zanamivir (Relenza®) — inhalaéni aplikace, oseltamivir (Tamiflu®) — p.o.
podani a peramivir, u né¢hoz byly studie zastaveny z divodu injekéni aplikace. Amantadin,
ktery se tradi¢n€ pouziva k 1écbé Parkinsonovy choroby, inhibuje replikaci viru tim, ze brani
odplasténi viru (uncoating) a uvolnéni nukleové kyseliny. Jeho strukturnim analogem je

rimantadin®! 4.

4. 6. 4. Antivirotika pouZivana k terapii retrovirovych infekei

Pouzivd se kombinovand terapie, dva analogy nukleosidi s jednim inhibitorem

proteazy (zidovudin, lamivudin, indavir). Zadna 1é&ba neni kurativni, ¢asto vznika rezistence.

e Inhibitory reverzni transkriptazy (zidovudin, stavudin, nevirapin, efavirenz)

e Inhibitory HIV — proteaz (ritonavir, sakvinavir, indavir)®*
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5. 1. Pristroje

Analytické digitalni vahy AND HR-120, A&D Company
Analytické digitalni vahy AND HM-202, A&D Company
Biologicky termostat BT 120, Laboratorni pfistroje Praha
Digitalni vahy KERN 440-33 (max. 200 g, d = 0,019)
Digitalni vahy KERN 440-47 (max. 1200 g, d = 0,19)
Digitéalni potenciometr s pH metrem MV 870
Horkovzdusna susarna HS 61

Spektrofotometr HELIOS GAMA (UV/VIS), Unicam
Ultrazvukova lazen SONOREX SUPER 10 P

5. 2. Suroviny

Aceton p.a., (Penta Chrudim)

Aciklovir mikronizovany (Pliva Lachema)

Azid sodny p.a., (Fluka)

Destilovana voda (FaF UK Hradec Kralove¢)

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat p.a., (Lachema Neratovice)

Kyselina citronova, CL 97 (Lachema Neratovice)

Plastifikatory a modifikatory: Ethylsalicylat p.a., (Fluka)
Hexylsalicylat p.a., (Fluka)
Methylsalicylat p.a., (Fluka)

5. 3. Oligoesterovy nosic¢

Byl pouzit oligoesterovy nosi¢ syntetizovany na katedfe farmaceutické technologie FaF UK,

pracovné oznaceny SM. Jeho charakteristiky uvadi tabulka ¢. 1.
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Tab.1: Charakterizace terpolymeru kyseliny D,L-mlécné, kyseliny glykolové a mannitolu
(LA/GA/M)

Oznaceni Pomér
polymeru | LA/GA/M (%) Mn M Mu/Ms
5M 47,5/47,5/5,0 1600 2200 1,36
M e ¢iselné stredni molekulova hmotnost
Mt e hmotnostné stiedni molekulova hmotnost
Mw/Mp e stupen polydisperzity

5. 4. Pracovni postup

5. 4. 1. Priprava pufru o pH 6,0

Pro uvoliiovani acikloviru z matric byl stejné jako v Diplomové praci zvolen fosfat
citratovy pufr o pH 6,0. Pufr byl pfipraven podle chemickych tabulek *2. Bylo p¥ipraveno
5000 ml pufru o pH 6,0 smisenim roztoku A a roztoku B. Roztok A vznikl rozpusténim 39,29
g monohydratu kyseliny citronové v 1870 ml destilované vody. Roztok B rozpusténim
224,23 g dodekahydratu hydrogenfofore¢nanu disodného v 3130 ml destilované vody. Jako
antimikrobni ptisada byl ptidan 1,0 g azidu sodného (jeho vysledné koncentrace byla 0,02%) .
Hodnota pH byla zkontrolovana digitalnim pH metrem a odchylky upraveny malym

ptidavkem kyseliny citronové nebo hydrogenfosfore¢nanu disodného.

5. 4. 2. Kalibra¢ni primka

Bylo pfipraveno deset roztoki o klesajici koncentraci acikloviru (25 mg/l — 1 mg/l). Po
uplném rozpusténi acikloviru pomoci ultrazvukové 14zné byla méfena jejich absorbance na
spektrofotometru proti fosfat citrdtovému pufru. Absorpéni maximum acikloviru ve fosfat
citratovém pufru pH 6,0 je pfi 256 nm. Tato vlnova délka byla pouzivana béhem celého
studia. Z naméfenych hodnot byla vytvofena kalibra¢ni piimka, zjisténa jeji rovnice a hodnota

korela¢niho koeficientu .
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Tab. 2: Absorbance roztoku acikloviru o klesajici koncentraci

Kon_centrfice roztoku Absorbance A
acikloviru (mg/l)
25 1,728
20 1,384
17,5 1,212
15 1,011
12,5 0,865
10 0,698
7,5 0,519
5 0,363
2,5 0,176
1 0,069
Obr. 3: Kalibra¢ni piimka
2 A
1,8 -
y = 0,0688x + 0,0039
161 R’ = 0,9997
14 -
1,2 1
A 1 -
0,8 -
0,6 -
0,4 1
0,2 -
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25
c [mg/1]
Rovnice kalibra¢ni kivky: y=azx+Db
Yo absorbance
) QIR koncentrace acikloviru (mg/l)
- SR smérnice kalibra¢ni ptimky
o JURTR absolutni ¢len
R korela¢ni koeficient
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5. 4. 3. Priprava matric

Byly pfipraveny 3 série matric 0 hmotnosti 150,0 mg tvoifené nosi¢em 5M,
aciklovirem (ACV), jehoz koncentrace byla ve vSech vzorcich 4% (6 mg acikloviru). Jve
funkci plastifikatoru byly pouzity methylsalicylat (1. série), ethylsalicylat (2. série) a
hexylsalicylat (3. série). Pfedpokladala se pfiprava vzorku s riznou koncentraci plastifikatort
(10% - 60%) podobné, jako tomu bylo v diplomové praci. Pii pfipravé matric vSak doslo
k nepfedvidatelnym komplikacim, které zplsobila omezend misitelnost polymeru
S plastifikatorem. Prvni série byla tvofena matricemi s koncentraci MS 10% - 30%, druha
série matricemi s koncentraci MS 10%-50% a tieti série matricemi s koncentraci HS 10%-
30%. Kazd4 matrice daného sloZeni byla pfipravena duplicitné, navic byly pfipraveny placebo
matrice (bez 1é¢ivé latky).

Pro ptipravu kazdé trojice matric (2 vzorky s aciklovirem + placebo) byl do kadinky
navadzen oligoester a plastifikator (celkové asi 1g). Po roztaveni v horkovzdus$né susarné a
dukladné homogenizaci, bylo do scintila¢ni lahvi¢ky odvazeno piiblizné 150,0 mg polymeru
plastifikovaného danym typem a koncentraci plastifikdtoru. Tento prvni placebo vzorek
neobsahoval zadnou 1é¢ivou latkou. Poté bylo do zbylého mnozstvi dovdzeno vypoctené
mnozstvi acikloviru tak, aby tvofilo 4% polymerni smési, a do dvou scintilacnich lahvi¢ek
odvazeno vzdy 150 mg této zhomogenizované smeési.

Timto zptusobem byly pfipraveny 3 série vzorki, které byly ptelity 15,0 ml fosfat
citratového pufru pH 6,0. Scintila¢ni lahvicky byly umistény do termostatu o teploté 37 °C.
Ve stanovenych Casovych intervalech byly odebirdny vzorky disolu¢ni tekutiny a méfena

absorbance proti fosfat citratovému pufru a proti placebu pfti vinové délce 256 nm.

5. 4. 4. Vypocet uvoléného acikloviru

Z rovnice kalibra¢ni pfimky byla vypoétena koncentrace uvolnéného acikloviru v mg/I
(x1). Vypoctena koncentrace mg/1 byla pfevedena na koncentraci ACV v 15 ml disolu¢ni
tekutiny (x2). Byl zjistén procentualni podil uvolnéného ACV (xy) Z celkového mnozstvi

ACV v matrici. V pribéhu liberace byly pocitana kumulativni procenta uvolnéného ACV.

y —0,0039
X, ="—"——
0,0688

X, =%, x0,015x D
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X% =
z

X1, mnozstvi uvolnéného ACV (mg/l)

) CTRTR mnozstvi uvolnéného ACV (mg/15 ml)
X0 wveeneerens procentuélni podil uvolnéného ACV
VAR hodnota naméfené absorbance
AN mnozstvi ACV v matrici

D fedéni vzorku
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6. VYSLEDKY

6. 1. Tabulky
Tab. €. 3: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 10% MS — méfeno proti pufru
das | A | fedeni | 2OV rimey | COmULativol
[mg] |ACV[%] P %
0,083 0,283 1 0,061 1,00 0,83 0.83
0,186 1 0,039 0,65
0.25 0,392 1 0,084 1,40 182 265
0,623 1 0,135 2,24
1 0,368 10 0,791 13,14 10,21 12.86
0,207 10 0,439 7,28
5 0,134 20 0,558 9,26 8.64 21,50
0,117 20 0,484 8,02
3 0,255 10 0,544 9,03 746 28.96
0,169 10 0,356 5,90
4 0,209 10 0,443 7,36 6.81 3577
0,179 10 0,378 6,26
5 0,273 10 0,583 9,68 786 4364
0,173 10 0,364 6,04
6 0,265 10 0,566 9,39 9.79 5343
0,287 10 0,614 | 10,19
7 0,380 5 0,409 6,79 7,08 60,51
0,413 5 0,445 7,38
8 0,167 10 0,351 5,83 6.76 67.27
0,218 10 0,463 7,68
9 0,322 10 0,691 11,47 10,64 77,01
0,277 10 0,592 9,82
10 0,321 5 0,344 5,71 546 83 37
0,293 5 0,314 5,20
1 0,788 5 0,856 14,20 11,65 95,02
0,508 5 0,549 9,11
14 0,678 5 0,735 12,20 12,79 107,81
0,743 5 0,806 13,38
16 0,252 5 0,269 4,46 4,65 11246
0,273 5 0,292 4,84
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Tab. €. 4: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 10% MS — méteno proti placebu

tas A | fedeni | ACV rimer | KUmulativni
[mg] |ACVI%] P %

0083|0185 1 [ oo | 065 | . 047
0,087 1 | 0018 | 0,29

ops | 074 | 1 [o0s7 | osr | ., 149
0,403 1 | 0087 | 144

, 0380 [ 10 [o708] 1176 | oo 1029
0167 | 10 | 0351 | 583

, |13 | 20 [odes | 774 | ... 1740
0097 | 20 | 0396 | 657

; (0185 | 10 [0391 | 640 | .0 230
009 | 10 | 0196 | 3.25

, o012 | 10 [os2 | 601 | ., 2775
0141 | 10 | 0204 | 488

s | o022 | 10 [os7 | 82 | ., .
0153 | 10 | 0321 | 532

s | 028 | 10 [os20] 878 [ o 1402
0260 | 10 | 0575 | 953

, |oss | 5 [osma| 2t [ 5050
0382 | 5 | 0411 | 682

s | 0157 | 10 [0320 | 547 | (.0 5693
0208 | 10 | 0441 | 732

o |04 | 10 [oms| 572 | () 5314
0191 | 10 | 0404 | 670

o o2 | 5 [oio [ 28 [, 55 62
0124 | 5 | 0129 | 213

L0322 | 5 [03 | 573 | ., 7090
0273 | 5 | 0202 | 484

o 0493 | 5 [o053% | 883 | . 80,44
0570 | 5 | 0617 | 1023

6 | 025 | 5 [o023 | 37 [, 8459
0246 | 5 | 0262 | 435
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Tab. €. 5: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 20% MS — méteno proti pufru

tas A | fedeni | ACV rimer | KUmulativni
[mg] |ACVI%] P %

oos3 | 084 | 1 [0 | 304 [, 224
0,405 1 | 0087 | 145

o5 | 0392 | 10 [ o084 | 1401 | o0 | e
0194 | 10 | 0410 | 681

0723 [ 10 [1560 | 2604 | oo | e
0532 | 10 | 1151 | 19,09

, 082 | 20 [o0768 | 1275 | .0 | ,ou
0197 | 20 | 0834 | 1383

; | 0276 | 10 [0590 | 979 | o0 | ooa
0336 | 10 | 0721 | 11,97

, |02t | 10 [osn] 816 | ., 6711
0207 | 10 | 0439 | 7.28

s |02 | 5 [oas ]| 521 [ 7235
0207 | 5 | 0318 | 528

s | 1000 1 [ o2 36t | ,,0 2679
0206 | 5 | 0317 | 526

, o] 1 [owo| 288 [ .0 1978
0,878 1 | 0101 | 317

o | 0783 1 [0 [ 282 | L, 820
0,990 1 | 0215 | 357

o | 0168 | 10 [0353 [ 586 | .o 6817
0131 | 10 | 0272 | 453

o Lot | 5 [0 [ 209 [ o 0099
0152 | 5 | 0159 | 2,64

023 | 5 [o3u | 52 |, 05 76
0246 | 5 | 0262 | 435

o | 0457 | 5 [oaes | 819 | .| o
0408 | 5 | 0439 | 7.29

6 022 5 [o2ss] 428 [, [ o0
0268 | 5 | 0286 | 475

s | 0281 | 5 | o026 | 408 | .| o,
0256 | 5 | 0273 | 453
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Tab. €. 6: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 20% MS — méteno proti placebu

sas A | fedeni | ACV rimer | KUmulativni
[mg] |ACVI%] P %

0083 | 0548 1 [owmo | 196 [ . 15
0,101 1 | 0021 | 034

o5 | 0355 | 10 [ o763 [ 1266 | o o 1022
0157 | 10 | 0329 | 546

, 0709 | 10 [1538 ] 2588 | , 00|
0512 | 10 | 1107 | 1836

, |0w6 | 20 [oeun] 103 | | Lo
0158 | 20 | 0663 | 11,00

, | 0202 | 10 [oas] 710 | .0 5097
0262 | 10 | 0559 | 928

, |00 | 10 [omss | 504 | 0 5641
0145 | 10 | 0303 | 503

s | 025 | 5 [o20] 397 |, 50.40
0228 | 5 | 0242 | 402

5 | 0712 1 | o154 | 286 | ..o 5378
0238 | 5 | 0253 | 421

L | 090 1 0106 [ 176 | o 6572
0,586 1 | 0127 | 210

o | 0575 1 [ | 207 | ,,, 6316
0,782 1 | 0170 | 2.82

o o084 | 1 [o10] 315 |, 7069
0,532 1 | 0115 | 101

o | 0291 1 [ooe2 | 108 | (o0 1157
0,209 1 | 0044 | 0,74

i | 00% | 5 |00 | 162 | .0 7290
0064 | 5 | 0063 | 1,04

o 0188 | 5 [0 | 275 | 1547
0138 | 5 | 0144 | 239

6 | 086 | 5 1019 | 326 | ., 1898
0213 | 5 | 0226 | 375

;| 0202 | 5 | o214 | 355 | .o 8275
0227 | 5 | 0241 | 400
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Tab. €. 7: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 30% MS — méteno proti pufru

fa A tedini ACV mer kumulativni
[mg] |ACV[%]| P %

00ss | 0615 | 10 | 1382 | 2281 | 0., 20,22
0502 | 10 | 1,085 | 1813

05 0875 | 10 | 1902 | 3L57 | 5549 | gp4q
0,910 10 1978 | 32,82

p 088 | 10 | 1,930 | 3204 | o4 | gy7p
0,683 10 1481 | 2457

o | 0729 | 10 | 1582 | 2626 | 596 | 10947
0,878 10 1,908 | 31,66

5 0102 | 10 | 0209 | 347 | 350 | 49395
0,108 10 0,222 3,68

4 0,923 1 0201 | 3,33 3.47 116,72
1,000 1 0,218 | 3,61

. 0,672 1 0146 | 244 | -, 119,46
0,840 1 0,182 | 3,05

. 0,598 1 0,130 | 2,15 212 121,58
0,582 1 0126 | 2,09

; 0,509 1 0110 | 18 | ;73 | 12330
0,459 1 0,099 | 164

g | 0418 1 1009 | 150 | 435 | 10468
0,343 1 0074 | 1,22

o 0,338 1 0,078 | 120 | 414 | 12582
0,302 1 0,065 | 1,07

0 | 0291 1 0,062 | 103 | 594 | 12676
0,241 1 0,051 | 0,85

1 | 0203 5 0215 | 357 | 449 130,16
0,185 5 0195 | 324

1 | 0310 1 0066 | 110 | 4, 131,19
0,265 1 0,057 | 0,94

6 0,488 1 0,105 | 175 1,46 132,65
0,331 1 0,071 1,18

o1 | 0,342 1 10078 | 122 | 4596 | 13361
0,202 1 0043 | 071
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Tab. ¢. 8: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 30% MS — méteno proti placebu

tas A | fedeni | ACV rimer | KUmulativni
[mg] |ACVI%] P %

003 | 0578 | 10 [12s3 | 2000 [ oo o
0459 | 10 | 0991 | 1656

05 | 0828 | 10 | 1799 | 2086 | 100 | 400
0863 | 10 | 1875 | 3111

, | 0855 | 10 [ 1858 | 3084 | ,, 00| 760
0646 | 10 | 1400 | 2323

, 029 10 [oses | 772 | oo, 8601
0320 | 10 | 0706 | 1171

s 008 | 1 [o0017 ] 028 [ (. %6 34
0,250 1 | 0053 | 0,88

Pzn. Hodnoty naméfené v dalSich dnech nejsou uvedeny, nebot’ absorbance zjisténa u placebo

matric byla vys$si nez u testovaného vzorku s lécivem.
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Tab. ¢.9: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 10% ES - méfeno proti pufru

tas A | fedeni | ACV rimer | KUmulativni
[mg] |ACVI%] P %

00g3 | 0304 | 1 [ooes | 100 [ oo 090
0,200 1 | 0042 | 071

005 | 0410 1 | ooss | 147 |, 299
0,750 1 | 0163 | 271

, |00 | 10 [0380] 638 | ;0| 144
0444 | 10 | 0958 | 1597

, | 0261 | 10 [o0857 | 928 | ..o 2300
0289 | 10 | 0618 | 1031

, |o028 | 10 [ose4| 091 | .o 261
0221 | 10 | 0469 | 783

, | 0265 | 10 [ose6 | 043 | o, 1222
0264 | 10 | 0564 | 940

s |03 | 10 [oes | 082 [ o1 0
0260 | 10 | 0555 | 925

o |03 | 10 [o77 | 1228 [ 00| o
0240 | 10 | 0511 | 852

, o020 [ 10 [os1s | 855 [ oo 1072
0214 | 10 | 0454 | 757

g 080 | 10 [1084 [ 3224 [ oo | oo
0676 | 10 | 1466 | 24.45

g | 0614 | 5 [ 0665 | 1008 | oo | ooy,
0426 | 5 | 0459 | 7.66
0,721 1 | 0156 | 2,61

25 221 | 11065
0,503 1 | 0109 | 181
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Tab. €. 10: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 10% ES — méfeno proti placebu

tas A | fedeni | ACV rimer | KUmulativni
[mg] |ACVI%] P %

0083 |07 1 [ o024 | od0 [ (0 0.0
0,007 1 | 0000 | 0,00

05 | 0289 1 | ooe2 | 108 | -
0,626 1 | 0136 | 226

, o8| 10 [0882] 588 | 0| 1,
0418 | 10 | 0901 | 1502

, 0221 | 10 [oar0 | 788 | . 2068
0261 | 10 | 0557 | 929

, | 0257 | 10 [oss| 014 | o, 2880
0201 | 10 | 0426 | 7.10

, | 027 | 10 [Tos05 | 841 | ..o 1718
0235 | 10 | 0500 | 834

s | 026 | 10 [oses | 047 | ., 1592
0226 | 10 | 0480 | 801

s | 032 | 10 [oe7 | 1078 [ . 5484
0200 | 10 | 0424 | 7,06

, o215 | 10 [oase | 7e1 | ., 6105
0188 | 10 | 0397 | 6,62

i o8 | 10 [1se2 [ som | oo | oo
0633 | 10 | 1372 | 2288

g | 0560 | 5 [ 0606 1010 | .o 0713
0372 | 5 | 0400 | 667

b5 | 0443 1 [ooo [ 159 | | 08,3
0224 | 1 | 0048 | 079
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Tab. €. 11: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 20% ES — méfeno proti pufru

tas A | fedeni | ACV rimer | KUmulativni
[mg] |ACVI%] P %

o0s3 | 0498 | 5 [oss8 | 895 [ oo 505
0203 | 10 | 0430 | 7.15

o5 | 0637 | 5 [ 0690 | 1150 | o 1555
0102 | 10 | 0209 | 348

, losa | 10 [a7es ] 2072 [ oo [ o
0647 | 20 | 2805 | 4678

, 0808 | 10 [175 | 2025 | 0 | oo
0803 | 10 | 1744 | 2909

, | 0324 | 10 [oges | w58 | 0 0045
0,038 1 | 0204 | 340

, 0267 | 10 [os0] 950 | 061
0,539 1 | 0117 | 1,94

| 0769 1 [ o7 | 278 [, 0859
0,566 1 | 0122 | 204

5 | 0482 1 o104 | 174 | o0 99,96
0,287 1 | 0061 | 1,02

| 0730 1 [0188 [ 264 | ,o0 | 1000
0,423 1 | 0091 | 152
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Tab. €. 12: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 20% ES — méfeno proti placebu

tas A | fedeni | ACV rimer | KUmulativni
[mg] |ACVI%] P %

o0s3 | 0225 | 5 [0239 | 398 [ ..o .86
0761 | 5 | 0826 | 1374

o5 | 0577 | 5 0625 [ 1041 | o0 | pq
0013 | 5 | 0992 | 1655

, |o7or | 10 [a7an] 2885 | 0 | ou
0625 | 20 | 2708 | 4517

, o767 | 10 [1665 | 2775 | ,, o | goop
0756 | 10 | 1,641 | 27.37

; 030 | 10 [oes2 | 107 | (o 0350
0684 | 1 | 0148 | 247

, | 0220 | 10 [oas7 | 812 |, 07 82
0,149 1 | 0031 | 052

. | 0doL 1 | ooss | 144 | 0388
0,196 1 | 0041 | 0,69

s | 075 1 [ oos7 | 06t [ . 09 14
0019 | 1 | -0006] -0,09

| 0350 1 [oors [ 125 | o 09 82
0,035 1 | 0006 | 0,10

40



Tab. €. 13: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 30% ES — méfeno proti pufru

tas A | fedeni | ACV rimer | KUmulativni
[mg] |ACVI%] P %

003 | 0307 | 10 [oess [ a2 [
0316 | 10 | 0678 | 11.22

05 | 0570 | 10 | 1234 | 2056 | 5.5 | g4
0688 | 10 | 1492 | 2489

, | 0508 | 20 [2196 | 3660 | .0 | 714
0532 | 20 | 2301 | 3838

, 007 | 10 [1315 | 2001 | o0 | gn
0332 | 10 | 0713 | 1188

, |08t | 2 [o020] 388 | , . 02,69
0703 | 2 | 0305 | 500

, | 059 1 [ows | 214 | ,,0 05 09
0734 | 1 | 0159 | 266

. | 0580 1 [ o6 | 210 [, 07 66
0844 | 1 | 0183 | 304

5 | 0380 1 | ooe2 | 136 | 0927
0,516 1 | 0112 | 1.86

o | 047 1 [o12 [ 189 | o | i
0,550 1 | 0119 | 1,98
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Tab. €. 14: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 30% ES - méfeno proti placebu

tas A | fedeni | ACV rimer | KUmulativni
[mg] |ACVI%] P %

003 | 0265 | 10 [ose6 | 948 [ oo 066
0278 | 10 | 0594 | 985

o5 | 0589 | 10 | 1166 | 1043 | , o0 | o
0652 | 10 | 1413 | 2357

, | 0495 | 20 [2139 | 3565 | o0 | oy
0511 | 20 | 2209 | 3684

, 0837 | 10 [1161] 1036 | 00 | g0
0259 | 10 | 0553 | 922

. | 0795 1 o173 | 288 | .. 5 05
0531 | 2 | 0230 | 383

, | 0228 1 [ooss | o8 | . 5611
0,367 1 | 0079 | 1,32

s | 0084 | 1 [oos] 021 | .0 5661
0,330 1 | 0071 | 118

5 | 0080 1 [ oo | 027 [ .0 5729
0,200 1 | 0042 | 0,70

| 0089 1 [oms [ 030 |, 6772
0,160 1 | 0034 | 056
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Tab. ¢. 15: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 40% ES — méfeno proti pufru

tas A | fedeni | ACV rimer | KUmulativni
[mg] |ACVI%] P %

003 | 0256 | 10 [osa6 | 015 [ .o 594
0247 | 10 | 0526 | 872

o5 | 0641 | 10 |1380 | 2315 | o0 | o0
0684 | 10 | 1483 | 2474

o577 | 20 [aase | aved | oo | o
0624 | 20 | 2704 | 4510

, | 0306 | 10 [o06s6 | 108 | o 85 90
023 | 10 | 0502 | 838

, | 0603 1 [oam | 218 |, 53,06
0,596 1 | 0129 | 215

, | 0565 1 [o12 | 204 |, 00 44
0,750 1 | 0163 | 271

. | 0500 1 | o8 | 18 [ ,,, 0259
0,690 1 | 0150 | 2,48

5 | 0456 1 | ooes | 164 | 04 55
063 | 1 | 0137 | 229

| 0500 1 [ o108 [ 180 | g 06 54
0,600 1 | 0130 | 217
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Tab. ¢. 16: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 40% ES — méfeno proti placebu

tas A | fedeni | ACV rimer | KUmulativni
[mg] |ACVI%] P %

003 | 0181 | 10 o032 | 640 [ (o 531
0178 | 10 | 0375 | 622

o5 | 0571 | 10 [ 1236 | 2060 | , 20 | 6
0613 | 10 | 1328 | 2215

, | 0540 | 20 [2386 ] 389 | 00| oo
0592 | 20 | 2564 | 4276

, | 0216 | 10 [o4s0 | 764 | .0 2078
0140 | 10 | 0202 | 487

, | 002 1 [ o008 [ 005 | o, 7082
0,012 1 | 0001 | 002

, | 0085 1 [oo7 | 029 | (.0 751
0,092 1 | 0019 | 031

| 0049 1 [ o009 | 015 | oo 7543
0,135 1 | 0028 | 047

o | 0010 | 1 [-0006] -000 [ ) 7560
0,150 1 | 0031 | 052

y |04 | 1 [o00] os0 | o 2691
0234 | 1 | 0050 | 083
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Tab. €. 17: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 50% ES — méfeno proti pufru

tas A | fedeni | ACV rimer | KUmulativni
[mg] |ACVI%] P %

003 | 0478 | 10 [a0s2 | w730 [ o] oo
0444 | 10 | 0958 | 1587

o5 | 0838 | 10 | 1821 | 3034 | s | o
0866 | 10 | 1.882 | 31.39

. |osst | 20 [2735 | 4558 | .00 | g4z
0670 | 20 | 2905 | 4846

, |08 | 10 [0386 | 644 | oo | o0
0169 | 10 | 0356 | 5093

; o84 | 1 [oaw ] 320 | o0 | o
0694 | 1 | 0151 | 251

, | 0665 1 [oasa | 240 [ 0 | om0
0,779 1 | 0169 | 2,82

. | 0493 1 0107 | 178 | 0 | 1000
0,662 1 | 0144 | 239

o 034 | 1 [ooma | 128 | 0| oo
0,579 1 | 0125 | 208

Tab. ¢. 18: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 50% ES — méfeno proti placebu

tas A | fedeni | ACV rimer | <umulativai
[mg] |ACV[%] P %

003 | 0388 | 10 [osa [ azen [ ool o0
0344 | 10 | 0739 | 1224

o5 | 0771 | 10 [we74 [ 2790 | oo | a0
0796 | 10 | 1729 | 2883

. | 0580 | 20 [2511 | 4185 | o0 | g6
0619 | 20 | 2682 | 4473

, |09 | 10 [0224] 374 | ., 5811
0092 | 10 | 0187 | 312

, | 0372 1 [ooso | 138 | o 8011
0,190 1 | 0040 | 067

, | 0189 1 [ oom0 | 067 | o 89,98
0,300 1 | 0064 | 1,07

- | 0095 1 [ o009 | 032 | . 0061
0264 | 1 | 0056 | 094

s 00t | 1 [o0w0[ 017 | oo 01,20
0,283 1 | 0061 | 1,00
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Tab. €. 19: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 10% HS — méteno proti pufru

tas A | fedeni | ACV rimer | Kumulativni
[mg] |ACV[%] P %

0083|0159 1 [ oo | 085 [ o, 0.5
0,113 1 | 0023 | 038

005 | 0405 1 [ o022 | 035 | o 097
0,191 1 | 0040 | 0,66

, o2 | 5 [oas | a02 | o 1
0248 | 5 | 0264 | 434

, o2 | 5 [oau] 510 [ ) 1027
0202 | 5 | 0312 | 513

, |ows | 10 [oza0] 507 | o 153
0147 | 10 | 0307 | 505

, |0t | 10 [oza6] 518 | 0 2053
0152 | 10 | 0318 | 523

s |ow6 | 10 [0305 | 500 | ..o 2589
0166 | 10 | 0349 | 573

s | 0128 | 10 [o0266 [ 435 [ ... 212
0182 | 10 | 0384 | 630

, |oss | 5 [oa8] 684 | .. 2027
0522 | 5 | 0564 | 926

g | 0546 | 5 |0589 | 985 | oo 732
0366 | 5 | 0394 | 646

o o761 | 5 [0826 | 1356 | oo | o
0594 | 5 | 0643 | 1056

o |09 | 5 [10ss | a77s | ool L,
0696 | 5 | 0755 | 12.39

;s 0321 | 5 [o03m | 565 | .. 7962
0266 | 5 | 0284 | 466
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Tab. €. 20: Liberace acikloviru z nosice plastifikované¢ho 10% HS — méteno proti placebu

tas A | fedeni | ACV rimer | KUmulativni
[mg] |ACVI%] P %

0083 |07 1 [ o024 | od0 [ oo 031
0,069 1 | 0014 | 022

005 | 0080 1 | oo | 026 | o, 072
0,163 1 | 0034 | 056

, |owm [ 5 [otm] 318 [ so1
0199 | 5 | 0211 | 346

, |24 | 5 [o28 | 46t | 65
0266 | 5 | 0284 | 466

, | 0197 | 10 [o286] 467 | 1328
0134 | 10 | 0279 | 458

, o8| 10 [os0] 507 | o 1836
0148 | 10 | 0310 | 508

s | 0143 | 10 [o0200] 480 | o 2361
0163 | 10 | 0342 | 562

s | 0126 | 10 [o261 ]| 428 [ .. 28,89
0181 | 10 | 0382 | 627

, |oara | 3 [o307 | 508 | 2082
0641 | 3 | 0417 | 684

g |03 | 5 [os19] 685 | 2086
0186 | 5 | 0196 | 322

o | 0668 | 5 [0724 ] 1186 | 00| ez
0478 | 5 | 0516 | 847

o 0806 | 5 [osms [143 [ o] oo,
0635 | 5 | 0688 | 11,29

5 0312 | 5 [o03m | 547 | o 5787
0262 | 5 | 0280 | 459
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Tab. €. 21: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 20% HS — méteno proti pufru

tas A | fedeni | ACV rimer | KUmulativni
[mg] |ACVI%] P %

0083 | 0138 1 [ o8 | od6 | 057
0,198 1 | 0042 | 0,69

005 | 0155 1 | o2 | 088 | o, 102
0,106 1 | 0022 | 036

. | 0319 1 [o0e8 [ 112 | 222
0364 | 1 | 0078 | 128

, | 0352 1 [0t [ 124 |0 162
0,440 1 | 0095 | 156

. | 0270 1 [ oose | 084 | 0 190
0,456 1 | 0098 | 1.62

, | 0442 1 [00e5 | 156 | 0 667
0,560 1 | 0121 | 1,99

. | 0657 1 [ow | 235 |, 034
0,839 1 | 0182 | 2,99

s | 0170 | 10 [038 | 58 | ..o a7
0143 | 10 | 0299 | 490

, o6 | 3 [0419] 686 | (0 ’isi
0630 | 3 | 0410 | 672

s | 0325 5 [o30 [ 574 [ o 2829
0442 | 5 | 0477 | 782

o |05 | 5 [osm| 804 | 2551
0363 | 5 | 0390 | 641

p Loso | 10 [12a | 2020 [,
0619 | 10 | 1341 | 2201

;5 | 0285 | 5 [0305 | 4% | 5133
0254 | 5 | 0271 | 445
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Tab. €. 22: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 20% HS — méteno proti placebu

tas A | fedeni | ACV rimer | KUmulativni
[mg] |ACVI%] P %

0083|0102 1 [ ooz | 03 [ o, 045
0,162 1 | 0034 | 056

ops | 0094 | 1 [o00 | oz | o 067
0,043 1 | 0008 | 013

. | 0282 1| o060 | 099 | .0 176
0,336 1 | 0072 | 118

, | 0328 1 [oor0 [ 115 | o 307
0,415 1 | 0089 | 147

. | 0200 1 [ o0s2 | 0s9 | | o 410
0,386 1 | 0083 | 1.36

, | 0407 1 [ooss | 144 | 574
0,520 1 | 0112 | 1.85

. | 0586 1 o017 | 208 | ,,0 514
0,766 1 | 0166 | 2,73

o |05 | 10 [oar | 571 [ o 133
0136 | 10 | 0283 | 465

, |oses | 3 [os7 | 638 | (.o 1938
0544 | 3 | 0353 | 580

g | 020 | 5 [o266] 436 | 2305
0272 | 5 | 0201 | 477

o | 0234 | 5 [o029] a08 | .o 2801
0232 | 5 | 0247 | 405

b |04t | 10 [osea [waz2 [T,
0461 | 10 | 0995 | 1631

;5 | 0280 | 5 [0200 | 4% | 1790
0248 | 5 | 0264 | 434
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Tab. ¢. 23: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 30% HS — méfeno proti pufru

tas A | fedeni | ACV rimer | KUmulativni
[mg] |ACVI%] P %

0083|0265 1 [ oos7 | 093 | (o 097
0,286 1 | 0061 | 1,02

05 | 0222 1 o7 | o7 | ., 169
0,190 1 | 0040 | 0,66

, oL | 5 [owe | 217 |, s61
0178 | 5 | 0188 | 3,08

, | 010 5 [owo | 208 [ ., 535
0260 | 5 | 0277 | 455

, |os# | 1 [oms] 193 |, 1049
0,658 1 | 0143 | 234

, | 0692 1 [oss0 ]| 246 | 1316
0,808 1 | 0175 | 2.88

s | 0142 | 10 [o0206 | 487 [ o 1820
0152 | 10 | 0318 | 529

o | 025 | 10 [0s66 ]| 926 | o 2818
0302 | 10 | 0647 | 1062

, |oss7 | 10 [1e84 | 3085 | 0| ooy
0554 | 10 | 1199 | 1968

s 077 | 5 [oso | asu | o[ oo
0612 | 5 | 0663 | 11,00

o | 0857 | 5 [0t 1524 | o] oo
0809 | 5 | 0879 | 1442

o 085 | 5 [o0eos | 990 | ol o0
0770 | 5 | 0836 | 1372

5 0694 | 1 [0151 | 246 | o 05 09
0954 | 1 | 0207 | 341
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Tab. €. 24: Liberace acikloviru z nosice plastifikovaného 30% HS — méteno proti placebu

tas A | fedeni | ACV rimer | KUmulativni
[mg] |ACVI%] P %

0083|0227 1 [ oo | o719 [ 082
0,242 1 | 0052 | 0,86

005 | 0193 1 [ oom | 067 | oo 143
0,158 1 | 0033 | 054

, o120 5 [oia] 208 |, 260
0135 | 5 | 0141 | 231

, |08 5 [o1ss | 227 | ., 664
0219 | 5 | 0233 | 382

, | 0518 1 [ou2 | 183 | ,,, 660
0,633 1 | 0137 | 225

, | 0660 1 [ows | 23 |, 1120
0774 | 1 | 0168 | 276

s |01 | 10 [o2s1 | 460 | 1600
0146 | 10 | 0305 | 501

s | 025 | 10 [0s22 | 858 | o, 2528
0279 | 10 | 0596 | 990

, losst | 10 [1see | s027 [, o0 o0
0544 | 10 | 1177 | 19.32

g |05 | 5 [oes | 1087 | o, 59,60
0478 | 5 | 0516 | 847

o | 020 | 5 [o28] a2 | 65 1
0359 | 5 | 0386 | 633

o o403 | 5 [osm [ 713 [ 7060
0661 | 5 | 0716 | 11,89

5 | 0667 1 [ ows | 237 |, 1747
0,925 1 | 0201 | 330
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6. 2. Grafy
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Obr. 5: Liberace ACV z nosice plastifikovaného 20% MS
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Obr. 6: Liberace ACV z nosice plastifikovaného 30% MS
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Obr.7: Vliv koncentrace methylsalicylatu na liberaci acikloviru
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Obr. 8: Liberace ACV z nosice plastifikovaného 10% ES
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Obr. 9: Liberace ACV z nosice plastifikovaného 20% ES
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Obr. 10: Liberace ACV z nosice plastifikovaného 30% ES
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Obr. 11: Liberace ACV z nosice plastifikovaného 40% ES
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Obr. 12: Liberace ACV z nosice plastifikovaného 50% ES
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Obr.13: Vliv ethylsalicylatu na mnozstvi uvolnéného acikloviru za 24 hodin
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Obr.14: Vliv koncentrace ethylsalicylatu na liberaci acikloviru
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Obr. 15: Liberace ACV z nosice plastifikovaného 10% HS
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Obr. 16: Liberace ACV z nosice plastifikovaného 20% HS
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Obr. 17: Liberace ACV z nosice plastifikovaného 30% HS
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Obr.18: Linearizace priab&hu uvoliiovani acikloviru z matric
plastifikovanych 10% hexylsalicylatu
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Obr.19: Vliv koncentrace hexylsalicylatu na liberaci acikloviru
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7. DISKUZE

Ptedlozena diplomova prace tématicky navazuje na feSeni problematiky diplomové
préce43. Lécivou latkou byl opét zvolen aciklovir. K pfipravé matric z biodegradabilniho
materidlu a 1éCivé latky bylo zapotiebi zvolit vhodny polymerni nosi¢. Na zaklad¢ vysledki
predeslych praci** byl ke studiu liberace acikloviru vybran biodegradabilni terpolymer
kyseliny D,L-mlécné, kyseliny glykolové a mannitolu s pracovnim oznacenim 5M (viz tab.1).

Oligoesterovy nosi¢ byl syntetizovan polykondenza¢ni reakci na katedie
farmaceutické technologic. Jedna se o plasticky deformovatelnou soustavu s kontinualni
degradaci bez fragmentace. Systém si zachovava svoji integritu diky nizkému stupni bobtnani.
Rychla degradace je zplsobena vysokym podilem kyseliny glykolové. V molekule je
zabudovan mannitol ve funkci centralni molekuly, ktera vytvaii pfedpoklad pro vznik vétvené
struktury.

Matrice byly pfipraveny jiz dfive vyzkouSenou metodou taveni nosicu
s plastifikatorem v horkovzdusné susarn¢ pfi  teplot¢ do 80°C. Matrice
o hmotnosti asi 150,0 mg byly studovany jako tvarové shodné tenké disky na dné
scintilanich lahvicek. Shodny povrch vSech matric byl zajiStén nahfatim dna scintila¢ni
lahvicky. Disoluénim médiem byl shodné s ptedeslymi pracemi zvolen fosfat citratovy

pufr pH 6,0.
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7. 1. Vliv oligoesterového nosice na liberaci acikloviru

Liberace 1éCiva je ovlivnéna charakterem zvoleného oligoesterového nosice,
pfedevsim jeho molekulovou hmotnosti a vétvenim. Na katedie farmaceutické technologie
byla syntetizovana tada terpolymert kyseliny mlécné, glykolové a mannitolu, které byly
pouzity jako nosice 1éCiv.

Typ polymeru ovliviiuje pocatek, prubéh i celkové uvolnéné mnozstvi 1écivé latky.
Pocatek liberace lze charakterizovat burst efektem. Burst efekt byl urcen jako koncentrace
acikloviru liberovaného za 24 hodin. Z doposud testovanych nosica® vykazoval nejvyssi
burst efekt (80%) terpolymer kyseliny D,L-mlé¢né, kyseliny glykolové a mannitolu v poméru
48,55% : 48,55% : 2,9% o hmotnostné stfedni molekulové hmotnosti My, = 2700 g/mol
(pracovni oznaceni polymer 71). Naopak zpozdéni v liberaci acikloviru bylo zjisténo u nosice
tvoteného pouze kyselinou poly(D,L-mlé€nou) s My, = 9750 g/mol, u kterého byl zaznamenan
8-denni lag-time. Oba tyto oligoestery nejsou z divodu nevhodného prubéhu pocatku liberace
jako nosice acikloviru pouZitelné.

Pro ptedkladanou rigordézni praci byl jako nosi¢ zvolen oligoester pouzity
v pfedeslych pracich pro terbinafin a flukonazol*. Jedna se o terpolymer kyseliny D,L-
mlécné, kyseliny glykolové a mannitolu v poméru 47,5% : 47,5% : 5,0% o Mw = 2200 g/mol.
Nosi¢ byl plastifikovan methylsalicylatem v koncentraci  10%, 20%, 30% nebo
ethylsalicylatem v koncentraci 10%, 20%, 30%, 40%, 50% nebo hexylsalicylatem
v koncentraci 10%, 20%, 30%. Liberace acikloviru probihala do fosfat citratového pufru pH
6,0. Mnozstvi uvolnéného acikloviru bylo stanoveno spektrofotometricky méfenim
absorbance pfi vlnové délce 256 nm. Do disoluéniho média se kromé acikloviru uvoliluje
rovnéZz plastifikator a degradaéni produkty nosice, coz muze zkreslovat vysledky méteni
absorbance acikloviru. Proto byly paralelené s matricemi s aciklovirem pfipraveny placebo
matrice tvofené pouze nosi¢em a plastifikatorem, bez acikloviru. Byly podrobeny stejnému
disolu¢nimu testu jako matrice s lécivem. V danych Casovych intervalech byly odebirany
vzorky disolu¢niho média placebo matric a pouzity jako slepy vzorek pro méteni absorbance
acikloviru. Zaroven byla méfena absobance 1 proti fosfat citradtovému pufru pH 6,0.

Liberace acikloviru probihala kontinudlné s rizné vysokym 24-hodinovym burstem
Vv zavislosti na kvalité¢ a mnoZstvi pouZitého plastifikatoru. Celkova doba liberace byla rovnéz

ovlivnéna plastifikatorem a trvala 5 az 25 dnti.
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7. 2. Vliv methylsalicilatu na liberaci acikloviru

Byl studovan vliv methylsalicylatu (MS) na liberaci acikloviru (ACV) z nosice SM.

Koncentrace plastifikatoru v systému byla 10%, 20% a 30%. Pribéh uvolnovani ACV
zZ nosice plastifikovaného riznym mnozstvim MS uvadéji obr. 4-6. V grafech jsou vyneseny
dvé liberac¢ni kiivky: mnozstvi uvolnéného ACV stanovené méfenim absorbance proti pufru a
mnozstvi uvolnéného ACV stanovené meéfenim absorbance proti disolu¢nimu médiu
z placebo matric. Do 6 hodin od pocatku liberace jsou ob¢ hodnoty stejné. Je tedy méten
skutecné ACV. Od 6. hodiny se kiivky rozchézeji, ptiCemz vyssi hodnoty byly zjistény pfti
mefeni proti pufru. Do disoluéniho média se postupné uvoliiuje plastifikator a degradacni
produkty nosice, coz zpusobuje vyssi hodnoty absorbance pii méteni proti pufru.
Na obr.7 je porovnana liberace ACV znosi¢l plastifikovanych riznym mnozstvim
methylsalicylatu. Na poc¢atku liberace je patrny rtizné vysoky burst. Pti plastifikaci 10% MS
se za 24 hodin uvolnilo 10% ACV, pii koncentraci MS 20% to bylo 32% ACV a pfi pouziti
30% MS byl 24-hodinovy burst 76%. Celkova doba liberace z nosi¢l plastifikovanych MS
byla 21 dnti a uvolnilo se asi 85% inkorporovaného acikloviru. Nejvhodnéjsi prub¢eh liberace
ACYV byl zjistén pii plastifikaci 10% MS. Od 2. dne do 11. dne probihala liberace kinatikou 0.
fadu dle rovnice: y = 6,4925 x + 2,8636 pii R?=0,9911.

7. 3. Vliv ethylsalicylatu na liberaci acikloviru

Liberace acikloviru z matric s 10% ethylsalicylatu (ES) (obr.8) méla velmi vyhodny
prabéh. Po mirném burstu na pocatku liberace (12% ACV za 24 hod) doslo v ¢asovém useku
od 1. dne do 11. dne k linearni liberaci acikloviru podle rovnice: y = 8,142x + 3,0095 pii R? =
0,9991. Uvolnilo se 88% acikloviru obsazené¢ho v matricich. Zbyl¢ mnoZstvi se uvolnilo do
25. dne.

Z matric s 20% ES (obr.9) se aciklovir uvolnoval podstatné rychleji. Za 24 hodin se
uvolnilo vice nez 50% acikloviru a za 48 hodin bylo mnoZstvi uvolnéného acikloviru vyssi
nez 80%. Poté se liberace zpomalila a zbylych asi 20% se uvolnilo do 11. dne od pocéatku
liberace. Liberace acikloviru z matric s30% ES probihala do 2. dne podobné jako pii
koncentraci ES 20%. Poté se liberace vyrazné zpomalila a celkové se za 11 dnd uvolnilo
pouze 87% acikloviru (obr.10). Pfi koncentraci ES 40% se za 24 hodin uvolnilo 68%, za 72
uvolnéné z matric plastifikovanych ES. Zarovenl byl pii této koncentraci ES zjiStén nejvetsi

rozdil mezi hodnotami absorbance ACV meétené proti pufru a proti placebo mediu (obr.11).
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Matrice plastifikované 50% ES vykazovaly nejvyssi burst (85%). Za 2 dny se celkové
uvolnilo 88% ACV a poté do 6. dne od pocatku probihala liberace linearné dle rovnice: y =
0,768 x + 86,83, R? = 0,9862. Celkové se uvolnilo 91% ACV (obr.12).

S rostouci koncentraci ES rostlo mnozstvi acikloviru uvolnéného za 24 hodin. Matrice
obsahujici vice nez 10% vykazovaly pfili§ vysoky jednodenni burst (obr.13).

Prtbéh liberace ACV z matric plastifikovanych riznou koncentraci ES je dobfe patrny
z obr.14. Celkova doba liberace byla ovlivnéna mnzstvim ES. Nejdéle se uvolnoval ACV
z matric s 10% ES (25 dnit) a uvolnilo se veskeré mnozstvi inkorporovaného ACV. Nejkratsi
dobu se ACV uvolnoval z matric plastifikovanych 50% ES (6 dnt) a uvolnilo se celkové
91%. Pti 20%, 30% nebo 40% koncentraci ES byla doba liberace 11 dnil, ale pouze pfi

koncentraci 20% se uvolnil v§echen ACV.

7. 4. Vliv hexylsalicylatu na liberaci acikloviru

Byla studovana liberace ACV z matric plastifikovanych 10%, 20% nebo 30%
hexylsalicylatu (obr.15-17). Pti koncentraci 10% probihala liberace kinetikou 0. fadu podle
rovnice: y = 4,8186 x — 0,1351, R? = 0,9938 (obr.18). Liberace acikloviru z matric
plastifikovanych 20% probihala ve tfech fazich. Od pocatku do 5. dne liberace probihala
linearné podle rovnice: y = 1,4874 x + 0,1404, R2 = 0,983. Uvolnilo se pouze 8% acikloviru.
Od 5. dne doslo k akceleraci v uvoliiovani acikloviru. V intervalu od 5. do 9. dne se uvolnilo
20% acikloviru. Poté doslo ke zpomaleni liberace, pficemz celkové se uvolnilo za 15 dni
pouze 35% acikloviru. Obdobny prubéh liberace acikloviru byl zaznamenam pti pouziti 30%
hexylsalicylatu. V prvni fazi (do 5. dne) se vSak uvolnilo dvojndsobné mnozstvi acikloviru —
16%. Od 5. dne doSlo k podstatné vyssi akceleraci v uvolfovani. MnoZstvi uvolnéného
acikloviru 9. den od pocatku liberace bylo 65%. Celkové se za 15 dni uvolnilo 77%
acikloviru.

Vliv koncentrace HS na priab¢h liberace ACV je porovnan na obr.19.

7. 5. Liberace acikloviru z matric plastifikovanych 10% plastifikatora

Pouzité plastifikatory (methylsalicylat, ethylsalicyldt a hexylsalicylat) vykazovaly
riznou misitelnost s nosicem. Termodynamicky nejlepSim rozpoustédlem pouzitého nosice
byl ethylsalicylat, proto mohl byt pouzit i koncentraci 40% a 50%. Methylsalicylat a
hexylsalicylat byly pouzity pouze v koncentracich 10%, 20% a 30%.

Libera¢ni testy ukéazaly, ze nejlepsi pribéh liberace acikloviru byl pii pouziti 10%

plastifikator. Pfi vyS§i koncentraci MS a ES byl vysoky 24-hodinovy burst, pii vyssi
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koncentraci HS byla liberace naopak zpomalena a celkové mnozstvi uvolnéného ACV bylo
nizké. Porovnani pribéhu liberace z matric pii 10% plastifikaci methylsalicylatem,
ethylalicylatem a hexylsalicylatem ukazuje obr.20. Na kiivkach je patrny pomérné nizky
burst. Nasleduje linedrni faze liberace do 11. dne, kdy se uvolni témér vSechen aciklovir
z matric s ES, 70% ACV z matric s MS a pouze 60% ACV z matric s HS.

Zjisténé skutecnosti tykajici se misitelnosti plastifikatori s nosicem by bylo vhodné
ovefit reologickym  hodnocenim  plastifikovanych  nosi¢i  nebo systému  vcetné

inkorporovaného 1é¢iva.
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8. ZAVER

Z vysledku piedlozené rigordzni prace lze ucinit tyto zavery:

1. Liberace acikloviru z testovaného terpolymeru kyseliny mléc¢né, kyseliny glykolové
a 5,0% mannitolu probihala kontinudlné s rizn€¢ vysokym 24-hodinovym burstem
Vv zavislosti na kvalit¢ a mnozstvi pouzitého plastifikatoru. Celkova doba liberace byla
rovnéz ovlivnéna plastifikatorem a trvala 5 az 25 dnt.

2. Pfi pouziti methylsalicylatu ve funkci plastifikatoru byl nejvhodnéjsi prubéh liberace
ACYV gzjistén pii koncentraci 10%. Za 24 hodin se uvolnilo 10% ACV, od 2. dne do 11.
dne probihala liberace kinetikou 0. fadu dle rovnice: y = 6,4925 x + 2,8636 pfi
R?=0,9911. Celkova doba liberace byla 16 dn a uvolnilo se asi 85% inkorporovaného
acikloviru.

3. Pii pouziti ethylsalicylatu méla velmi vyhodny pribéh liberace acikloviru z matric
S 10% tohoto plastifikatoru. Po mirném burstu na pocatku liberace (12% ACV za 24
hod) doslo v ¢asovém tuseku od 1. dne do 11. dne k linearni liberaci acikloviru podle
rovnice: y = 8,142x + 3,0095 pri R? = 0,9991. Za tuto dobu se volnilo 88% acikloviru
obsazeného v matricich. Zbylé mnozstvi se uvolnilo do 25. dne.

4. RovnéZ pii pouZiti hexylsalicylatu byl nejvhodnéjsi pribéh liberace acikloviru pfi
koncentraci 10%. Liberace probihala kinetikou 0. fadu podle rovnice:
y = 4,8186 x — 0,1351, R? = 0,9938. Za 15 dnt se vsak uvolnilo pouze 68%

inkorporovaného 1éciva.
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9. SOUHRN

Teoretickd Cast je oproti teoretické ¢asti mé diplomové prace soustfedéna predevsim
na polymerni systémy, pouzivané pro fizené¢ uvolnovani 1éCiv a cileny transport 1éCiv
V lidském organismu, na slozeni téchto systémua a na aplikaci v Ustni dutin€. Dale jsou zde
shrnuty zékladni poznatky o herpetickych virech, chorobach, které zplisobuji, a moznych
zpusobech terapie, véetné nejdilezitéjSich zastupci.

Na teoretickou cast navazuje Cast experimentdlni. Pro prabéh experimentu byly
piipraveny matrice o hmotnosti cca 150,0 mg, které¢ byly tvoieny oligoesterovym nosic¢em,
pracovné oznatenym 5M, jehoz charakteristiku uvadi tabulka ¢&.1, aciklovirem (4%) a
plastifikatorem. Zvolenymi plastifikatory byly methylsalicylat, ethylsalicylat a hexylsalicylat.
Ptedpokladdané procentualni zastoupeni v matrici mélo byt u vSech plastifikatora stejné, a to
10% - 60%. Vzhledem k misitelnosti plastifikatort s oligoesterovym nosi¢em, zjisténé pii
pfipravé matric, se vSak podafilo pfipravit vzorky matric V procentudlnim zastoupeni
plastifikatoru 10% - 60% pouze v piipad¢ ethylsalicylatu. Plastifikatory methylsalicylat a
hexylsalicylat byly s nosicem mnohem méné misitelné, podafilo se tedy pfipravit vzorky
matric pouze v koncentracich 10%, 20% a 30%.

Liberace acikloviru probihala do fosfat citratového pufru o pH 6,0

Vzorky byly odebirany v pravidelnych intervalech, které byly ze zacatku kratsi a
se snizujicim se mnozstvim uvoliiovaného acikloviru se prodluzovaly. Detekce acikloviru
Vv disolu¢nim mediu byla spektrofotometricka pti vinové délce 256 nm. Vzhledem k moznému
riziku liberace degradacnich produktl nosie a plastifikatoru do disoluéniho media spolu
s aciklovirem byly vytvofeny placebo matrice bez 1é¢iva. VSechny vytvofené matrice byly
podrobeny stejnému disoluénimu testu. Absorbance acikloviru byla méfena jak proti fosfat
citrastovému pufru, tak proti placebo matricim, aby byla pfesnost mefeni co nejvyssi.
Naméfené vysledky byly prubézné zaznamenavany a z nich byla postupné vytvafena kiivka
mnoZzstvi uvolnéného acikloviru v Case.

Liberace acikloviru probihala kontinualné s rizn€ vysokym burst efektem. Nejlepsi
pribéh liberace byl zjistén pii plastifikaci 10%, a to u viech pouzitych plastifikatort. Cim
vyssi byla koncentrace plastifikatoru MS a ES, tim vétsi bylo mnozstvi uvolnéného acikloviru
béhem prvnich 24 hodin. Pii pouziti HS se naopak s rostouci koncentraci plastifikatoru
mnozstvi uvolnéného acikloviru snizovalo. Na vSech kiivkach je patrna linearni faze liberace

acikloviru s kinetikou 0. fadu.
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Nejvhodnéj$im plastifikdtorem se pii porovnani vSech sledovanych parametra (burst
efekt, faze linearni liberace acikloviru, celkova délka a mnozstvi uvolnéné 1é¢ivé latky) zda

byt ethylsalicylat v koncentraci 10%.
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