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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva polymernimi gogciv a piirodnimi polymery pro formulaci hydro-
filnich matricovych tablet. Charakterizujéiqmdni i syntetick& polymerni terapeutika, je-
jich pripravu,¢lenéni a vyuziti. Je zmim i sowasny stav klinického vyvoje polymernich
léciv. Prace uvadi nejdezitéjSi piirodni polymery jako potenciélni ndsi pro peroralni
hydrofilni systémy gizenym uvohovanim I€iv. Popisuje jejich fivod, vlastnosti a moz-

nosti jejich vyuziti ve farmacii.

Kli¢ova slova: polymerni téva, hydrofilni polymery, cileni kv, biodegradabilni nogj

hydrofilni matricové tahtet

ABSTRACT

This work deals with polymeric carriers of drugdaratural polymers in the formulation
of hydrophilic matrix tablets. It defines naturaidasynthetic polymer therapeutics, their
preparation, classification and possible uses.clineent status of clinical evaluation of the
polymer therapeutics is also mentioned. This wamveys the most important natural po-
lymers as potential carriers for oral hydrophilistems with controlled release of active

ingredients. It describes its origin, propertias] @ossible uses in pharmacy.

Keywords: polymer therapeutics, hydrophilic polysydargeting of drugs, biodegradable

carrier, hydrophilic matrix tatde
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UvoD

Noske |&iv jsou v sodasnosti stale vice studovany v kontextu vyvoje ebvgrapeutic-
kych systém pro I&bu mnoha typ onemocgni. Tyto nosie by nely predevsim umoznit
prodlouzenou cirkulaci dinnych latek v krevniniegisti, fizenou aktivaci a dinek selek-
tivné zantrenychna cilovou tké, soubor bugk (nag. nador), jednotlivou kiku nebo
dokonce i jen buktné ¢asti. Tim lze omezit nezadoudfiiiky terapie, zajistit rozpustnost
ve vod nerozpustnych aktivnich sléenin, potlgit rezistenci cilové tka&hk I&ivu aj. By-
la vyvinuta cel&ada tyf nosta zaloZenych na rozpustnych polymerech, liposomeah,

nocasticich a polymernich micelach.

NejvétSi pozornost se zafifuje na vyvoj nosit kancerostatik, a torpdevsim z @vodu
vysoké spoléenské zavaznosti nadorovych onemménktera je dana jejickastym vysky-
tem, dodnes mnohdy mal@ianou I&bou a s tim spojenou vysokou umrtnosti. Dnes uZi-
vana protinadorova ¢é/a jsou totiz nedostateé selektivni pro nadorovou tkacoz se
projevuje vyraznymi nezadoucimi vedlejSimiinky. Ty omezuji dinnou l&bu mnoha
typt nadorovych onemoeni, protoze davky cytotoxickéhociga potebné pro dosazeni

Uplného terapeutickéhaiku jsou gilis vysoke. [1]

Na rozhrani makromolekularni chemie, farmakolobielogie a mediciny se &al rozvijet
novy obor, ktery se zabyva vyvojem systéalékovych forem, umdidijicichtizeni uvol-
novani a cileny transportd& (v anglosaske literata ,controlled drug release” nebo ,tar-
geted drug delivery systems”)éMina €chto systém je zaloZena na vyuziti makromole-
kularnich latek, bdi prirodnich, anebo, a tastji, na miru gipravenych syntetickych po-

lymeri. [2]

Jiz v roce 1906 formuloval vSestrantalentovany éimecky Iéka a nositel Nobelovy ceny
za fyziologii Paul Ehrlich svou koncepci idealnilésdiva. Nazyva ho ,magickou islou®,
ktera je specificky si#rovana pouze do mista poZzadovanébimku (nag. do nadaol) a
zanechava zdravé&sti organismu zcela bez poskozeni. Mnoho let pdidBbvi, v roce
1975, wiSel dalsi gmecky badatel, chemik Helmut Ringsdorf, s mySlengouZzit pro ci-
leny transport l&v syntetické polymery. Navrhl obecny model polymiéo systému
umozujici cileny transport &izené uvatovani I€iv. Tento model se skladal ze syntetic-
kého polymeru, na ktery byly kovalegtwazany molekuly &inné latky prodednictvim

spojky Sépitelné v cilové tkani. Dale byly k polymernimu nosptipojeny tzv. solubili-
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zani skupiny (zajigujici dobrou rozpustnost systému ve &od snérujici jednotky zod-

powdné za dinné cileni do mista pozadovaného terapeutickéboheni. [3]

Na zéklad této koncepce byly v Ustavu makromolekularni cleeraV CR (UMCH)
v laboratdi biolékarskych polymeit od konce 70. letifpravovany a ptbézné zdokonalo-
vany polymerni noge I&iv. Paté polymerniho systému byla tkena velmi dobe rozpust-
nymi kopolymeryN-(2—hydroxypropyl) methakrylamidu (HPMA), takZe @dita nutnost
pouziti vySe zmiénych solubiliz&nich jednotek. Kromtoho, Ze z HPMA monomeruip
pravené polymery spliji nutné pozZzadavky na dokonalou snasenlivost asgam je mo-
nomer snadnofjpravitelny v krystalické podaf) coz zasadnim #gobem usnadije jeho
¢isteni pred polymerizaci. DalSi vyznamnou skupinou polyirjsou vodorozpustné biode-
gradovatelné derivaty poly(ethylenglykolu). Obaytymlymefi jsou vyuZivany jako nose
kancerostatik (nap doxorubicinu), pro modifikaci terapeuticky vyznaych proteit
(nag.: enzymy ribonukleazyi protilatek) a v poslednich letech také pidppavu novych

systéni pro p'enos gef, tzv. vektoti pro genovou terapii.[4]

Pojem I€iva velmi podroba definuje zakon. Zakon o d&ech ¢.79/1997 Sb., ve zni
zékonac¢. 378/2007 Sb. a pog@ich gedpigi. [5] Struiné Ize konstatovat, Ze zaciga se
povazuji I€iveé latky nebo jejich sisi anebo |&vé pripravky ugené k podani lidem nebo
zviratim za @&elem prevence chorob, IKEni chorob a miini jejich @iznal,
k diagnostice a k ovliwovani fyziologickych funkci. Lévymi latkami (substancemi) se
rozungji latky piirodniho nebo syntetickéhdaiypodu s farmakologickyndi imunologickym
acinkem nebo latky ovliiujici metabolismus. Relativni molekulova hmotna®ivi se
pohubuje v rozmezigkolika fadi, od jednotek az do desitek tisic.ch§mi piipravky se
rozumngji produkty ziskané technologickym zpracovanigivigch substanci a latek pomoc-

nych do uéité Iékové formy. [6]

Z hlediska jivodu lze I€ivo klasifikovat bud jakooriginalni Ié¢ivo, nebo jakogeneri-
kum. Originalni I€iva jsou vysledkem dlouholetého vyzkumu a vyvojgw inovativnich
farmaceutickych spot@ostech (pro jejich oziani se pouZzivaji row synonyma origina-
toti ¢i etické firmy). Po vyprSeni patentové nebo jin@raay originalu je toto kévo ,vol-
né* a mohou jej vyrat i ostatni firmy. Tyto kopie originalnihod&a se nazyvaji generic-
ka I&iva nebo jen generika. Rozvoj farmaceutickéhnmysiu v pabéhu 20. stoleti dal

vzniknout spacializovanému farmaceutickému vyzkwamoborumedicinalni chemie je-



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 9

hoZ cilem je vyhledavani novych biologicky aktivmi@tek. Medicinalni chemie je inter-

disciplinarni obor integrujici organickou chemiipchemii a farmakologii. [7]

Testovani a hodnoceni novych &&v

Nové slodeniny gedstavujici potencialni d&a jsou podrobenyifsnému a podrobnému
testovani. Zppsob a podminky tohoto procesu upravuji zakony @doad nim vykonavaji
piislugné statni instituce. ¥eské republice dohliZi na vyvoj a kontrolu novy@étiv Statni
Ustav pro kontrolu kv (SUKL). Ve Spojenych statech americkych vykonava teotdel
Food and Drug Administratiod-DA), jehoz normy a standardgsto pebiraji odpovidaji-
ci instituce i v cel&ad jinych zemi. V Evropské unii je autoritou dohliipéjna vyvoj,
vyrobu a distribuci l1&v European Medicines AgencigMEA ). Uvedeni jakéhokoliv k8-
vého gipravku na trh neni mozné bez jeho registratdysnymi organy statu. Po tsné
registraci l€ivého gipravku musi jeho vyroba probihat striktpodle zasad spravné vy-

robni praxe (SVP), které tuje rovrez zakon. [7]
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1 CILENI POLYMERNICH NOSI €U

1.1 Cileni (targeting)

Léciva jsou dopravovana na misto svehisgbeni v organismu dukrvi po celkovém po-
dani progstednictvim systémového cévnibgisté, nebo se podavaji topickyipmo na mis-

to pasobeni v povrchovych strukturach organismu.

V poslednich letech jeémovana intenzivni pozornost za¥ad modernich 1ékovych forem
umoziujicich dosahovani optimalnich terapeutickych kotreei I€iva v cilovych struk-
turach (biofazi), aniz by dochazelo k nezadoudirithigci latky do &ch oblasti organismu,

ve kterych je fitomnost Iéiva zbyt&na nebo fimo Skodliva. [8]

Jednou z cest vedoucich k Zadouci distribugvédo tkar ¢i organu postizeného patolo-
gickym procesem je tzuargeting, tj. cilené smrovani I&€iva do mista terapeutického
pasobeni. Sirovani I€iv do gislusnych cilovych struktur umbdje efektivigjSi 1&bu za
sowasného snizeni rizika nezadoucich az toxickychcielteré se f systétmovém podani
vyskytuji v mensici vétSi mie v zavislosti na vlastni toxi¢itiéciva. Cilena distribuce je
obzvla¥ dialezitd u I€iv s nizkymi terapeutickymi indexy, jako jsou cyiatika, imuno-
supresiva, vice toxicka antimikrobiélni a antifuimjdéciva apod. Vhodé volené sloZeni
lécivého @ipravku umo#uje i prodlouzené setrvavaniciea v cirkulaci, a tim i delSiip

sobeni v organismu.

Mezi perspektivni Iékové formy vyuzitelndi pizeném uvalovani a cilené distribuci dé
pati mj. komplexy I&iv s polymery (mikro¢astice, dendrimery) a lipozomalni lékové

formy.

Vytvaieni komplexi s polymery je zaloZeno na skuteosti, Ze Iéiva maji schopnost vy-
tvéret stabilni struktury vazbou na jednodud¢b®zce polymei a tyto komplexy pak mo-
hou getrvavat v cirkulaci po po#émné dlouhou dobu. Nevyhodou je vS8ak malé mnoZstvi
léciva, které jsou polymeroviettzce schopny pojmout, velikost aplikované davkyna

na jednotku objemu je pak omezena. Navic tato fone@oskytuje dostataou moznost

smerovani I€iva do oblasti patologického procesu. [8]
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1.2 Smérovand a nesnérovana polymerni I&iva

Hlavni rozdil mezi nizkomolekularni a vysokomolekuli (polymerni) formou léva je

v jejich distribuci, aktivaci a mechanizmu pronikéio buky, (obr.1).

Klasické nizkomolekularni 1é¢ivo

Koncentrace leciv v téle

vedlejsi nezadouci ucinky

horni mez

% A o A
a8l = I'f_ o 4 — i —optimalni kencentrace
_r'I = f l".,‘-' -_I,I'II I N 7
/ M v v \ dolim mez
4 P, T e R Y .
0 i 12 18 24

cas [h]

koncentrace

Obr. 1. Koncentrace tév v tele [9]
Aktivni smérovani

Je takové skrovani, kterému Paul Ehrlich ve svyckegdstavacltiikal ,kouzelna sela“.
Souasti polymerniho konjugatudéa je ,postovni dortovatel, jimz je smirujici mole-
kula. Ta hleda cilovou kiku s odpovidajicim receptorem, ngznse potom navaze. Je to
jisté nejlepsSi, nejéinngjSi, ale zarovie technicky nejnarmngjsi zpisob smérovani I&€iv.
Potyka se s tim, Ze jen malo nemocnychékwystavuje specifické receptory, a t&nmi-

kdy je nevystavuji vSechny nemocnéiky
Jako smirujici jednotky byly stiznymi Usgchy pouzity nap: protilatky nebo jejich frag-

menty, lektiny, @stové faktory, cytokiny, oligopeptidy, hormony, cykderivaty kyseliny

listové. [3]
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Pasivni snérovani

Obijevil ho japonsky IékaH. Maeda se spolupracovniky. VSiml si obe@hatného jevu,
ktery zpisobuje, Ze se makromolekularni latky v pevnychidséth) nadorech hromadi.
Na rozdil od normalnich cév propogjstcévy zasobujici nador z krevnilietiste i veliké
molekuly. Ty se v pevnych nadorech — s omezenynfdiiaokym odvodem — hromadi. Pa-
sivnimu sndrovani sefika téZEPR efekt (z anglického ,Enhanced Permeability and Reten-
tion“, zvySena propustnost a zadrz). Tento jev f@hymi autory povazovan za néjdzi-
t¢jSi pricinu lepSich farmakologickych vlastnosti polymernitgrapeutik ve srovnani

s jejich nizkomolekularnimi analogy, (obr.2). Tim Zrové vyswtluje, pra i nesngro-
vana makromolekularni polymerniciea mivaji vyrazs lepSi farmakologicky &inek nez

klasicka nizkomolekularni cytostatika. [4]

Polymerni formy léciv

rizene uvolnovani

protrahovany ucinek

Konc

dny - rok
0 4 8  tas[hod] T

rizene uvolnovam cileny transport

Obr. 2. Koncentrace polymerni formyikév le [9]
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1.3 Zpisoby cileni polymernich nosii pro cileny transport

1. Cileni &inku lokalni aplikaci

Jde o nejjednodussiigob cileni dginku I&iva, kdy je &inna latka navazana na polymerni
nost aplikovana pimo na misto weni. Polymerni no&izajisti setrvani @va na mist
aplikace a jehdizené uvailovani. Z hlediska by nadorovych onemoéni jsou z tohoto
pohledu zejména studovany gely a implantatiené k chirurgické implantaci po vyjmuti
vétSiny té nadorové tkdn kterd je operabilni, dale pak intratumoralni ke a gipadré
intraperitoneal& aplikované systémy proti nadon diseminovanym v dutébiisni. Tento

postup Ize v8ak pouZzit jen u lokalizovanych nédfik]

2. Cileni inku lé¢iva fyzikalni aktivaci zvnéjSku organismu

Jeden zfisob je zaloZen na uvalni fyzikalneé (hydrofébnimi interakcemi) vazanéhailéa
z polymerni micely ultrazvukem. Nevyhodou je to,utgazvuk zrychluje uvalovani lé-
¢iva z micely jen malo a Ze je nutné pouzit vykomtiyazvukovy svazek, ktery uz sam

muze mechanicky poskodit okolni tk&

DalSi zgisob je zaloZen na termosenzitivnim chovani spdbidlpolymerniho nose, ak-
ob¢hu pritomen nosi I1€Civa, ktery je pi teplo® lidského €la v krevni plazma rozpustny,
ale za zvySené teploty se srazi, Ize jej v takhaté tkani zkoncentrovat. Ze systigm
které jsou ve vodném prasti rozpustnéiplaboratorni teplat jsou studovanyigdevsim
elastinu podobné peptidové systémy, polyethylenbidadkpolypropylenoxidblock
polyethylenoxid a kopolymeri-isopropylakrylamiduN-isopropylmethakrylamidu Bl,N-
diethylakrylamidu. [20]

Spole&nou nevyhodou termosenzitivnich systéqe fakt, Ze praktickou limitou lokalni
hypertermie je teplota cca 42 — 43 °C, cozZ je j@&n-06 °C vice, nez je normalni teplota
lidského &la. [1]
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3. Cileni zalozené na morfologické, ifjpadné obecr¥ fyziologické specificié nadorové

tkané

Nowv¢ vznikla nadorova tkémaradu morfologickych specifik, na kterych Ize zalaZieni
nosku IéCiv. PredevSim jde o mnohen®t&i prostupnost cévniho systému nadorovédkan
pro velké molekuly (fenestrace), coz spolu s nextastym nebocasto i Upld chykgjicim
odtokem lymfy zg@sobuje hromathi velkych molekul v nadorové tkani. Proto se mak-
romolekuly o velké relativni molekulové hmotnostoimadi v nadoroveé tkantasto s vice
nez dvacetindsobnou selektivitou oproti normaldntk Nadorova tkié je diky intenzivni-
mu metabolismu a relativnimu nedostatku kysliku grogn kysela (pH 5-6) ve srovnani
s krevni plazmou (pH 7,4). Lze tedy vyuzit sysierkteré uvolni Iéivo pii snizeni pH

z neutralni do mirhkyselé oblasti. Toho Ize dosahnout haggEpenim acidolabilni hydra-
zonové spojky mezi dvem a polymerem, uzitim liposomalnich Iékovychefor, kde se

liposom rozpadne v kyselém priwdi. [1]

4. Cileni buné¢né specifickym ligandem

JestliZze je k nosi |é¢iva pripojen @islusny ligand komplementérni k takovému receptoru
nebo protilatka proti takovému antigenu, pakzen dojit ke specifické interakci takového
nosie I&iva s nadorovymi bitkami a v disledku toho k jeho akumulaci v nadorové tkani.
Je-li navic receptor — po vaziigandu — schopen endocytdzyiibhe takovy ligand zpro-
stredkovat i endocyt6zu celého systému. Cileni ligemd#ze byt velmi specifické, ligand
vSak musi byt kovalentrnavazan na naspies spojku (,spacer”), ktera nebrani vazia
receptor. Hlavni nevyhody a omezeni cileni ligandgplyvaji z iznych fazi vyvoje na-
dorové buky, ve kterych biika nemusi exprimovatiislusny receptoéi antigen. Ke stu-
diu cileni |I€iv do jater je vyuzivana laktosa, galaktosa neldakgj@samin, resp. trinitrofe-
nylova skupina. Retikuloendotelovy systém (RESajatlezina, lymfatické uzliny) roea
zachytava latky s obeémalo biokompatibilni strukturou. Toho se d& vyufito radiodi-
agnostiku RES. [1]
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5. Selektivni enzymaticka aktivace l&va v nadorove tkani

Selektivni @inek I&iva vazaného na polymerni konjugét lze cilit i tite, k uvolrni ak-

tivni latky enzymaticky $pitelnou spojkou dojde selektivrpredevsim v nadorové tkani
diky zvySené aktivit prislusného enzymu v této tkani. Na§eji je studovano cileni zalo-
Zené na oligopeptidickych spojkactégnych nadoray specifickymi metaloproteasami.
Z enzymaticky Sfpitelnych spojek jsou dale studovany oligopeptiggrblyzovatelné en-
dosomalnimi enzymy (n&psekvence Gly-Phe-Leu-Gly), tyto enzymy vSak nejsadoro-

vé specifické, a proto Ize tuto aktivaci pouzit powzkombinaci s jinym cilenim celého

systému. [1]

6. Cileni specifickymi p‘enasei Zivin a vitamina ve zvySené niie vychytavanymi na-
dorem

Nador je tk&, ktera se rychledi a rychle roste, a proto sgebovava mnoho organickych i
mineralnich Zivin a vitamih vice nez nedici se tka#. Je tedy firozené, Ze ve zvySené
mire také akumuluje tyto Zivinyfipadre jejich p‘enaseée, coz Ize vyuZzit pro cileni nggi
léciv. Zelezo je v organismu transportovano v padbiikoviny, transferrinu. Bylo zjigt
no, Ze transferrin jedinnym nastrojem cileniznych nostt |éciv do nadorové tkan Jeho
hlavni nevyhodou vSak je nutnost jeho izolace gkiédplazmy. Jednim z vitaniife kyse-
lina listova. Bylo zjis&¢no, Ze receptory zprdasidkovavajici fijem soli kyseliny listove
(folatd) jsou silré hyperexprimovany v mnoha typech naddrolat je proto dodnes velmi

studovanym cilicim ligandem. [1]

7. Pretargeting

~Pretargeting” je zaloZzen na ra#dni cileni do dvou krak Nejprve se do cilové tkén
vnese selektivni, ale pomalu cilici skupinou sasole neSkodny receptor, na ktery existu-
je cileni s podstatnrychlejsi kinetikou. Po éité dok& nutné k akumulaci v cilové tkani se
pak poda vlastni dinné I&€ivo cilené ligandem vhodnym pro tento sekundarneseny
receptor. Nevyhodou pretargetingu je &maslozitostdchto systém, ze které plyne jejich
vysoka cena, obtizna reprodukovatelnagbnavy a ézko predvidatelny, nespolehlivycia
nek.[1]
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Vyhody polymernich terapeutik

V piipact terapeuticky vyznamnych protéigsou to zejména prodlouzena doba cirkulace
v krevnimiecisti, zvySeni odolnostidti proteolyze a vyrazhsniZzend imunogenicita. DalSi
nejvyznamujSi skupinu léiv, u nichz kovalentni (ale i nekovalentni) vazl@apolymerni
nosice miZe ginést dramatické zlepSeni jejich farmakologickydastnosti, pedstavuji
kancerostatika. Bylo mnohokrat potvrzeno, Ze polyrh&onjugaty protinadorovych d&
maji daleko niZSi nespecifickou toxicitu, tj. mnahenéré poSkozuji zdravéasti organis-

mu, zejmeéna imunitni systém, srdce, jatra a led\J#ly
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1.4

Hlavni poZadavky kladené na polymerni nosiee |&iv

stabilita v ptibéhu transportu (chemicka vazbdiléa na nosi)

fizené uvollni I&iva z noste (chemicka hydrolyza, enzymolyza)

cileny transport k nadoru, nadorovymnkam (pasivni sgrovani pomoci EPR
efektu, aktivni srrovani snérujici strukturou)

eliminace nosie z organizmu (degradovatelny ngsnicelarni nosi), (obr.3) [9]

Schéma klasického polymerniho léciva
(konkretizovana struktura navrzena J. Kopeckem)

Q
®
L]
o
g Biodegradovatelna spojka

(fosfat, cukr, oligopeptid,
hydrolyticky Stépitelna spojka)

..i» Lécivo (model Nap)

P 4 Smeérujici struktura: sacharid, lektin, protilatka
(IgG a fragmenty), hormon, specificky oligopeptid

Obr. 3. Schéma klasického polymernihiva [9]

POZADAVKY NA ,IDEALNiLE CIVO*

biologicky aktivni latka (BAL, léivo) je v Iekové formd neaktivni, bez jakéhokoliv
vlivu na organismus (kitky imunitniho systému, neuklada se v jatrech, ngtau-
¢eno ledvinami)

v této fornt je specificky dopraveno do mista poZzadovanétioka (organ, tka,
bunky)

aktivuje se pouze v mispozadovanéhodinku, pisobi v poZzadované koncentraci

pusobi po dobu optimalni pro dosazeni maximalni¢adaych dinka
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= |é&Civo, metabolity a vSechny komponenty rimsiého systému jsou po dosazeni

efektu eliminovany z organismu [9]
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2 CLENENI AVYUZITI POLYMERNICH TERAPEUTIK

Polymery pro Iékiskeé aplikace Ize z hlediska jejich pouziti réitddo mnoha skupin. Jak
piirodni, tak syntetické polymery s€Zo¢ pouZzivaji nap: jako materialy protzné gIni
nahrady, kontaktnfocky, podlozky pro kultivaci a naslednou transplantasxk, materia-
ly pro Siti a kryti ran, saiasti Iékdské gFistrojové techniky a v neposledisic i jako po-
mocneé latky (excipienty) v traghich Iékovych formach. V neda¥mob: se objevily po-
meérné sofistikované polymerni implantaty pitteené uvalovani I€iv, nag. hormori ¢i

kancerostatik, z polymerni matrice, v niz {gnna latka zachycena nekovalehtn

DalSi skupinou vyvojo¥ nejmladsi, jsou polymerni terapeutika. ®&tari autdi rozdéluji
podle sloZeni na polymerni konjugatygilé polymerni konjugaty protein polymerni mi-

cely s kovalenttivazanym léivem a polymerni komplexy DNA. [9]

2.1 SYNTETICKE POLYMERY

Fyzikalni a chemicka struktura syntetickych polymeti

W Linedrni a vétvena
struktura

BB

Roubovana struktura, polvmerni sit’ a hvézdicova struktura makromolekul
Obr. 4. Fyzikélni a chemicka struktura syntetickpolymet: [9]
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Kopolymery a terpolvmery

Obr. 5. Fyzikalni a chemicka struktura syntetickpolymer: [9]

2.1.1 Kopolymery na bazi N-(2—hydroxypropyl) methakrylamidu

Dneska jiz takka klasickym polymernim &&vem je statisticky kopolymerN-(2—
hydroxypropyl) methakrylamid (HPMA)1) sN-methakrylovanym tetrapeptidem Gly—
Phe— Leu—Gly (Ma—GFLG) nesoucim tetracyklinovétaatikum doxorubicin (Dox). [4]

c=o "
pLH
o,
IC|:H—CIH
,

(1)

Toto polymerni protinddorové d&o (ozna&ované jako polymerni konjugat PK 1) bylo
puvodne pripraveno radikalovou srazeci kopolymeraci HPMA setrbfenylovym esterem
Ma — GFLG a néaslednou polymeranalogickou reakcitfenylovych skupin s primarni

aminoskupinou Dox. [4]

Tetrapeptidova spojka mezi Dox a polymernim &&si je hem transportu v krevnim
reCiSti stala, avSak viftomnosti intracelularnich enzym lysosomalnich proteas, txe
v buice dojit k od&tpeni volného Dox. Detailni mechanismu$néu a intracelularni osud

PK 1 je stale fednttem zkoumani.
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VylepSenou verzi tohoto polymerniho konjugatu DexsjpErované polymerni vo PK 2
(2), obsahujici navic jako cilici jednotku 2—aminogtdau, ktera je zodp&dna za aku-
mulaci  polymerniho  konjugatu v jatrech diky interak cukerné jednotky
s asialoglykoproteinovymi receptory hepatdcyDba popsané polymerni konjugaty byly
prvnimi polymernimi kancerostatiky nacsy, které prosly prvni (PK 2) a druhou (PK 1)

fazi klinickych zkouSek ve Velké Britanii. [4,10]

o ]

ﬂk—?
CZOJ
| X
i
ics
?PﬂH
I HO o —
CH, NH

Enzymaticky degradovatelny = \[isto enzymatického $tépeni
oligopeptid: -GlyPheLeuGly- :

A

Obr. 6. Schéma klasického konjugatu poly(HPMA)re&eostatikem doxorubicin (enzy-
maticka aktivace kiva) [9]

DalSi vyrazného vylepSeni protinadorové aktivitp&lymeii na bazi HPMA a Dox vaza-
ného pes GFLG sekvenci bylo dosaZzeno kovalentnim navéaed&nierujicich protilatek,
(obr.6). Bylo totiz zjis&no, Ze po modifikaci polymerem sice ztraci prokyatast sve va-
zebné aktivity na antigen, ale zarévjsou chragny polymerem uci proteolytické degra-
daci, maji snizenou imunogenicitu a svou vysokolekdovou hmotnosti (cca 150 000)
prispivaji k EPR efektu a tim ke zvySené akumuladiymperniho terapeutika v nadoru.
Velky potencial polymernich konjugatDox s protilatkami (Intraglobin, Endobulin) byl

oveéien i klinicky u ménsSi skupiny pacientek s generalizovanym nadoremn prs
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Kromé Dox byla u nas i v zahratiipouzita pro navazani na kopolymery HPMA i dalSi
léCiva, z nichz mnoh& postoupila az diwmych fazi klinickych zkouSek. Jsou to hap

melphalan, cyklosporin, paclitaxel, komplexy plgtmebo methotrexat. [4]

Navazani léiva na polymerni nosi pres enzymo¥ Sgpitelnou spojku, jako je tomu
nag.:u polymerniho konjugatu PK1 neni pochopiégediny zpisob, jak zajistit od8peni
acinné latky z polymeru v naddorovych iikach, gipadreé v jejich bezprosedni blizkosti
uvnitt nadoroveé tkah V poslednich letech je intenzirstudovan kopolymer HPMA
s hydrazidenN-methakryloyl-6—aminohexanové kyseliny, na kterjiydrazonovou vaz-
bou navazan Dof3). Hydrazonova vazba mezil@éem a polymernim no&m je hydroly-
ticky pomerng stala pi pH 7,4 ( odpovidajicim pH v krevnibacisti ), ale v mirg kyselém
prostedi endosotin uvnitt burgk (cca pH 5), dochazi k rychlé hydrolyze hydrazanosaz-

by a uvolrni Dox, (obr.7).

0 Jednoducha vazba nebo spacer e Misto hydrolyvtickeho Stépeni

Obr. 7. Schéma hydrazonového konjugéatu poly(HPMA) sekastatikem doxorubicin (pH
zavisla hydrolyticka aktivaced#&a) [9]

Vysledky biologického testovani kopolynies Dox v Mikrobiologickém Gstavu A\CR
ukazuji, Ze zppisob gipojeni kancerostatika k polymernimu nosna zasadni vyznam pro
cytostatickou aktivitu konjugétin vitro i jejich protinadorovou &innost na mysich nado-

rovych modeleclhin vivo. Polymerni hydrazon ma @kolik radi vySSi cytotoxicitun vitro
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nez PK1, je vSak ménoxicky v in vivo podminkach a iize byt tedy podavantiplécbé
nadofi u mysi ve vysSich davkach. Z hlediska mozného beitio klinického pouzitiéch-

to polymernich I&v je dulezité, Ze krom (Cinku cytotoxického vykazovala i vyrazné
efekty imunostimuléni. Kromg polymernich konjugéts Dox Ize HPMA kopolymery vyu-
Zit (podobs jako PEG) i pro modifikaci terapeutickyil@zitych proteiri. Piikladem niize
byt nag. polymerni konjugat haizi semenné RNasy s kopolymery na bazi HPMA, nesou-
cimi reaktivni skupiny na polymernifetézci. Zatimco nemodifikovana RNasa vykazovala
protinddorovou aktivitu pouze po intratumoralniekgi a byla zcela ng€inna po intra-
venozni aplikaci (i.v.), polymerni konjugat byidny i pfi systémovém podani i.v. Lze se
domnivat, Ze $i¢inou &innosti polymerniho proteinového konjugatuii pv. aplikaci je
ziejm¢ stabilizace enzymu polymeremuady proteolyze, prodlouzend doba cirkulace

v krevnimieCisti a snizena imunogenicita. [4,10]

{ CH:} { CHE} ?%{ CHs] [ CHs}_____{ﬂ CHs_}___{M CH, J
— T - 1,  Ix o ~z
\LDX \Loy J:DZ 10 \LGY LO
HN Gly Gly HN HN HN
Phe Phe _) )i )
HO— Leu Leu HO—{ Y &
Gl Gl CH
cH, Y ly ; 8 /
HN  OH NH \ :>
<;—<>HICH HO 7 — 7 ~OH 0= 0

O OH 0 OCH,

o X LY
HO'\(MJ/\ Ny OCHO OH O
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hydrazon Hacr.. : ’ NH,HCI
PK2 OH
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2.1.2 Vlastnosti chemoterapeutik vyuzivajicich vodorozpumy polymerni nosi
HPMA

Makromolekularni chemoterapeutika, v nichZz jsotivié@ vazana kovalentni vazbou na
vodorozpustny polymerni n@asHPMA, jsou chra#na ¢esko-anglickym patentem. Jejich
dalSimu vyzkumu seénuji laboratde viad zemi ¢etrg spojenych stéta Velké Britanie,

intenzivni vyzkum probiha i ¢eské republice. [3]

Biologicka snasenlivost

Synteticky nosi se v pacientavorganismu nehromadi, protoZe je snadnodotan mdi.
Experimentalni studie na zecich modelech prokazaly, Zze ani dlouhodobé devaédyani
vysokych davek neblokuje fagocytozu, Bémou nebo protilatkovou imunitni odpéad,

neovliviiuje krevni obraz, neposkozuje organy, jako jsowaja&ezina, ledviny a plice. [3]

Biologicka aktivita

Léciva vyuZzivajici nosi HPMA jsou ‘&inné jakin vitro, takin vivo. V experimentu dokaze
konjugat smrovany monoklonalnimi protilatkami nejen zpomaiistrnadoru, ale dokonce
zlikviduje agresivll rostouci nador takutladre, Ze se onemoeni nevrati ani pdad
meésial. VySSi aktivitu nez klasicka cytostatika maji sngrované polymerni konjugaty. Je
to zpasobeno tim, Ze se jako makromolekuly mohou v nadopasivié akumulovat. Mi-
moradre dulezité je i zjiStni, Ze tento typ novych chemoterapeutikzamcéast&ne prekonat

i obavanou mnohetnou Iékovou rezistenci. [3]

Pozitivni vliv na imunitu

Od kazdé dalsi generace protinadorovyahvi&e d@ekava zlepSena schopnost zabranit
nadorovémutstu. Tomuto poZzadavku konjugaty HPMA nepochyyhovuji. Rijemnym
piekvapenim vsak je, Ze navic pozitvavliviuji imunitu. Risobeni &chto cytostatik na

imunitu se intenzivéizkouma. Na pozitivnim vysledku se poditkolik mechanism. [3]
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Moznost vyvolat odolnost wiéi pavodnimu nadoru

Na tech fiznych experimentalnich nddorovych modelech byl@iikézano, Zze mysi vy-
lé¢ené z experimentalniho nadoru cytostatikem doxconmdm navazanym na nésiPMA
a sneérovanym monoklondlni protilatkou ziskavaji®v nadoru odolnost. Jsou-li totiz vylé-
¢ené mysSi po mnoha d&sicich znovu vystaveny davce nadorovychdaurktera vSechny
kontroly zabije, vyznamné procent@bec neonemocni. Vysilit to Ize pouze tim, Ze &

ba zarove navodila protinadorovou odolnost. [3]

2.1.3 Derivaty poly(ethylenglykolu)

Pravdpodobré nejrozstergjSim syntetickym polymerem pouzivanym priippavu poly-
mernich terapeutik je poly(ethylenglykol) (PE@) a jeho derivaty. Specifické biologické

vlastnosti PEG jsou hlavnimidodem pro jeho vyuziti v medicin[4]

o]

(4)

Mezi tyto vlastnosti pét biokompatibilita, nizka imunogenicita a, nenidolekulova vaha
polymeru nad prahem renalni filtrace, i snadnédgrani z organismu. N&gstji je PEG
vyuzivan pro modifikaceiznych terapeuticky vyznamnych proteirvyhodami této modi-
fikace, tzv. PEGylace proteinnag. enzyni, hormori, cytokini), jsou zvySena odolnost
jejich produkt vici proteolyze, snizeni imunogenicity (neboli imuiiteakce organismu),
prodlouZeni doby cirkulace a tim snizefdtnosti davek oproti nemodifikované bilko#in
Napriklad konjugaty PEG s adenosindeaminasou, aspasmidi s interferonem alfa se
staly jiz prvnimi klinicky schvalenymi a kom@® dostupnymi polymernimi terapeutiky.
[4]

DalSi ,PEGylované” proteiny jsou wiznych stadiich klinickych zkouSek a na trh bylo
uvedeno i kancerostatikum na bazi PEGylovanéhatipm (DOXIL). Skuténost, Ze mo-
lekula PEG obsahuje maximéldvé koncové OH skupiny vhodné pro dalSi deprivatizaci,
je sice vyhodou id modifikaci proteiri, ale i piipraw polymernich konjugétnag. niz-

komolekularniho kancerostatika je vhegin navazat na polymerni nésrice molekul 1é-
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¢iva. Rovréz je vyhodné, kdyZ je molekulova hmotnost desiostaténé vysoka, takze se
muze uplatnit EPR efekt a zvySenéd akumula¢evéev pevnych nddorech. Proto byly navr-
Zeny a pipraveny fizné multiblokové polymery skladajici se z bloREG vzajemé pro-
pojenych enzymay¢i hydrolyticky S€pitelnymi bifunikénimi spojkami, nesoucimi alespo
jednu volnou funk&ni skupinu, umoiujici kovalentni navazani biologicky aktivnich mole
kul do postrannihdetézce. Ri konstrukci biodegradovatelné spojky&stelné in vivo)
umoziujici propojeni jednotlivych blak PEG byly pouZzity nap derivaty kyseliny gluta-

moveé, asparagové nebo cysteinu. [4]

) Q ‘T
R e
—O0— _— 1 “ o L) 0 T HA]’T

(5)

Mechanismus jejich degradace byl v prvnitipacdt enzymova hydrolyzés), ve druhém
piipact redukce disulfidovych vazeb mezi cysteinovymi kigytombinovana s chemickou
hydrolyzou(6). [4]

(6)

Zavedeni $pitelné spojky do struktury vysokomolekularniho tinlbkového nosie
umozni pasivni samovani do pevnych nadoi zaroveé zajisti hladké odstr&ni nizemo-
lekul&rnich degradaich produki mcgi. Pripojeni Dox jako dinné latky k €mto multi-

blokovym PEG polymé&m bylo provedeno podobrjako u HPMA konjugat, bud® ami-
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dickou vazbou prostdnictvim enzyma¥ odbouratelné peptidové GFLG sekvence nebo
acidolabilni hydrazonovou vazbou. Oba z#énid typy polymernich konjugatvykazovaly
pii testovanin vivo na mysich srovnatelnou nebo vySsi protinadorowbivitu nez analo-

gické konjugaty na bazi HPMA. [4]

2.1.4 Polymery pro genovou terapii

Velmi vyznamnou skupinou polymernich terapeutik, $éudovanou v UMCH jsou poly-
merni vektory pro genovou terapii. Vektorem pro@esu terapii se zde rozumi jakykoliv
transportni systém pro dopravu genetické infornfRd¢A, RNA) do cilové biiky. Vekto-

ry se podle svéhoipodu roza@luji na syntetické a virové. @bskupiny pak lze &it do
mnoha dalSich podskupiniiPiipraw jak syntetickych, tak virovych vektdmpro invivo
aplikace nalézaji syntetické hydrofilni polymeryphaderivaty HPMA¢I PEG nezastupi-
telné uplatani. Syntetické vektory mohou byk¥imo zaloZeny na polymerech schopnych
vhodné interakce s nukleovou kyselinou. Typickyitklpdem jsou polyelektrolytové kom-
plexy (PEK) DNA a polykationtu. &oliv jsou syntetické vektory vékterych ohledech
vyhodrejSi nez vektory virové (fijatelnéjSi pro klinické schvéleni, ménimunogenni),

vykazuji doposud vyrazmizsi (&innost glenosu get nez virove nose. [4]

Hlavni vyhodou genové terapie ve srovnanitnaghemoterapii je skuteost, Ze ke zni-
¢eni nadoroveé hiky sta&i pouze jedina kopie vhodrevoleného genu vneseného do geo-
nomu cilové biiky. Vyzkum genové terapie (nejen pro onkologick&rancrni) predsta-
vuje snér, kterym se ubird stale vice badatelobofi na pomezi mediciny, biologie a
chemie. Na zakladdosud dosazenych vysladke zda, Ze ugpné zvladnuti genové tera-
pie je realné a navzdorgkterym pa@atenim neuspcham virovych vektod v klinickych

zkouSkach se tato metoda stane v dohledné iEAmou sodasti 1€kaské praxe. [4,9]
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2.2 PRIRODNI POLYMERY

Piirodni polymery typu polysacharidi

2.2.1 Chitosan

Mezi prirodni polymery typu polysachaficdati chitosan (polys-glukosamin), odvozeny
alkalickou deacetylaci chitinugkolikahodinovym varem s 50% hydroxidem sodnym nebo

enzymaticky fisobenim N-deacetylasy, (obr.8). [11]
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Obr. 8. Deacetylace chitinu

Stupeai deacetylace chitinu se udava v procentech, obwktizmezi 60-100%. Chitosan
se v ffirodk vyskytuje pouze v malém mnozstvi tkolika typd hub roduAspergillusa
Mucor. Chitosan ma vynikajici biologické vlastnosti,njetoxicky, biokompatibilni a bio-
degradabilni. Pro své vyjimieé vlastnosti se pouziva trznych oborech zahrnujiciclegd
devSim biomedicinu, kosmetiku, agrochemii, fyzikahemii, konzervaci potravigjsteni
vody a impregnaci textilii. Pouziva se také jakérgeni doplik pro snizeni hladiny cho-
lesterolu a redukci hmotnosti. Vaze na sebe tukhaesterol a odvadi je ze zaZivaciho
traktu dive, nez jsou zpracovany. Jako vlaknina zlep8ugeost tlustého géva a snizuje
pocit hladu, proto se pouziva k hubnutéky se mu ficita @iliSny redukni &inek, kte-

ry vSak nebyl ¥decky prokazan. [12]
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Charakteristika chitosanu

Chitosan neboli (1 4)-2-amino-2-deoxy3-D-glukan pati mezi még casté kationtove
polymery. V porovnani s chitinem métsi chemickou a biochemickou reaktivitu. Rentge-
nostrukturni analyzou byly objeveny 4 krystalick@ymorfy chitosanu,it hydratované,
které snadno vyt¥@ji ve vod rozpustné soli s organickymi a mineralnimi kysatm a
jedna nehydratovana forma, kterd vznikarazainim hydratovaného chitosanu na teplotu
200°C. Dehydrataci se zkracuji vzdalenosti vréhsttuktury ,cik-cak" a oddaleni jednot-
livych retézch, (obr.9). Tato zéna je irreversibilni. Krystaly bezvodé formy ztrdohkci

biomateriah a mohou byt pouzity jako inertni prysige. [11]

Obr. 9. a) Hydratovany chitosan, b) nehydratovany chitofl]

Molekula chitosanu mé&itreaktivni centra: primarni aminoskupinu, primaansekundarni
hydroxyskupinu. Aminoskupina snadno podléha kvaatem, ¢imz Ize zvySit rozpustnost
chitosanu ve vatla tvai komplexy s ionty kot. Primarni hydroxyskupina byva geaptji
substituovana spojovacindianky ,spacery”, na které se vaze aktivni slozkacivo nebo
skupina, ktera je zodpeésna za cileni va nebo zvySeni rozpustnosti ve ¥o&ekun-
darni hydroxyskupina je modifikovanaeolevSim za delem zvySeni rozpustnosti ve vod
[13]



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 30

Farmaceutické aplikace chitosanu

Pro své vyjimeéné vlastnosti je chitosan velmi zajimavy materidi@aktivni cinitel ve
farmaceutickych a biomedicinckych @tlvich. Lze jej pouZzit jako systém pro transport
léciv, jehoz hlavnim znakem jézené uvailovani a cileni l&va. VyZaduje se téz optimalni
odpowd receptoru, minimalni vedlejSiimky a prodlouzeny efekt é&va. Polymer nize
byt l&ivem, pokud sam vykazuje farmakologickou aktivitkdyZz jeho monomerni jed-
notky jsou neaktivni. Polymerni prél&o je makromolekularni latka, ktera slouzi daeje-

ji jako nost léciva, sama mize mit i nemusi biologickou aktivitu. Je obvykl@ztno

z polymerniho nose, biodegradabilni vazby mezi némin a I€éivem a miva skupinu, kte-
ra zmsobuje cileni, nap specificky peptid pro cilovou kiku. Pouziti makromolekular-
nich prolé€ivych konjugét s nizkou molekulovou hmotnosti je jednou z metadgportu
l&Civ, ktery je zandien na zlepSeni pohybu latky &nou rozpustnosti a molekularni veli-
kosti, udrZzeni vhodnych koncentradfilépomalu se uvaiujicich z nosid, cileny transport
léciv do cilovych bugk, podporu inkorporace d¢& do burék endocytézou a hybridizaci
dvou drul I&Civ nebo I€iva s bioaktivnim polymernim nagm. Polymerni no&e (jejich
velikost, elektricky naboj, hydrofilnost nebo liplobst a specifickd transmembranova
transportni schopnost) mohou &mit farmakologické a imunologické aktivity latekieke
roznaseji. Rmik makromolekularniho protéva do buiky mize probihat difuzi uvolné-

ho I&iva do buiky nebo endocyt6zou konjugétu polymeti@ (obr.10). [11]
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Obr. 10. Cesty léivé latky k aktivnimu mistu [11]
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Idealni cestou pro polymery je endocytoza, kdycgdy konjugat vpraven do blky a
v lysosomech se zho I&ivo postupg uvoliuje pisobenim lysosomovych enzym
[11,13]

Antibakterialni aktivita

Samotny chitosan vykazuje antibakterialnéin@ost vici mnoha grampozitivnim i gram-
negativnim bakteriim a houbami pH 6. Resny mechanismus antimikrobialrdinnosti
sice neni znam, alegdpoklada se Ze, klaéimabité aminoskupiny glukosaminovych jed-
notek interaguji s negatigmabitymi komponentami mikrobialnich bigmych membran.,
tim méni propustnost a Zigobuji Unik intracelularniho obsahu, coz vede lpaolu bugk.
Chitosan roviz chelatuje s kovy p#bnymi pro @ist mikroorganism. Biologicka aktivita
chitosanu zavisi na mnoha faktorech (molekulové thosgii, stupni deacetylace chitinu,
derivatizaci, typu substituce, velikosti a polopdstituent na chitosanovém skeletu, roz-
pustnosti, pH roztoku), které vedou k rozsahlénudistjeho modifikaci ve snaze dijpra-

vu vhodné aplikéni formy, zlepSenidinku a cilenéhoqjsobeni. [11]

Dulezitym faktorem je velikost molekuly chitosanuedn koncentrace. Tokura a spol. ob-
jevili, Ze chitosan s vysSi molekulovou hmotno88Q0) téngi Uplre inhibuje aktivituE.
coli, zatimco chitosan s nizkou molekulovou hmotnaa#00) je inaktivni. K objasmi
tohoto pozoruhodného faktu bylo pouZzito chitosanaeného pomoci fluorescein isothio-
kyanatu (FITC). DalSi wezitou podminkou je pH. Antimikrobialni¢iinnost chitosanu
vzrasta s klesajicim pH. Je-li pH 6,5, dochazi k ianizza vzniku pozitivé nabitécasti.
Nemodifikovany chitosan jefppH 7 nerozpustny a antibakteridlne(&inny, proto je vel-
kad pozornost smmovana na fipravu jeho rozpustnych soli. Rozpustnost se zeygak
kvartenizaci , tak hydrofilni substituci. Kvartemiz dusiku aminoskupiny at
k negastjsim modifikacim. Volna aminoskupina byla konderaoa s benzaldehydem
(A) a salicylaldehydem (B) za vzniku Schiffovychzba které byly dale redukovany tetra-
hydridoboritanem sodnym a v poslednim stupni kvartsvany methyljodidem (Schéma
1). [11]
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Schéma 1. Pprava Schiffovych a kvarternich bazi

Methylace chitosanu vedla k synt@deN,Ntrimethylchitosanu (Schéma 2). Postayly
methylovany vedle aminoskupin také hydroxyskupihitasanu a jeho oligomérma sledo-

vana jejich antibakterialni¢innost waci Staphylococcus aureysi pH 5,5 a 7,2. [11]

Schéma 2N-methylace oligochitosanu a chitosanu

Oligomery chitosanu se ukazaly jako neaktivnijmaed methylované derivaty chitosanu
vykazaly jistou dinnost. Kvartenizace je p@bna pro tinnost @i pH 7,2. VedleN-
methylovanych kvarternich amoniovych soli byippaven i analogickyN-ethylderivat,
ktery se pouziva jako peroralni nadil1]

Antibakterialni vlastnosti chitosanu mohou vyzn&mnmysit stibrné ionty, az o 98%. sa-
motné stibro a jeho ionty jsou znamy svou antibakteriakingosti. Proto byly praveny

komplexy thiom@ovinového chitosanu ifpraveného reakci chitosanu s thiokyanatem
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amonnym v ethanolu (Schéma 3). Minimalni intimbikoncentrace byly 20krat nizSi nez u

samotného chitosanu, kompleximyssi antibakterialni nez antifungalriiinost. [11]

OH Dg
§ ;{:1 of” + NH4SCN o 0
HO NH
NH: n S:{ n
NH,

Schéma 3. Thiomimvinovy derivat chitosanu

Mnoho vyzkunii se zabyva kombinaci chitosanu a jiného antibaktého ¢inidla. Nag.
konjugaty s tetracyklinem a karminomycinem siéplrachovaly antibakterialni¢innost.
Tablety nebo tobolky metronidazolu se pouzivajédhd Helicobacter pylori Pro lepsi
uvoliovani z Zaludku byl zabudovan do chitosanovych lgboChitosan byl pouZzit
k navazani polymerniho d&a isoniazidu (INH), dlezitého antituberkulotika, pro pro-
dlouzeni doby fisobeni. Diky své rozpustnosti ve ¥odse niize podavat intravendzn
Kondenzace s INH vyZzadovala dvoustapou syntézu. Nejprve byla provedena funciona-
lizace chitosanu kyselinou fosforitucast&éna formulace volnych aminoskupin. Isoniazid
byl substituovan sukcinanhydridem na sukcinyl isaid, ktery pak reakci s chitosanem

poskytl chitosan-isoniazid-hemisukcin(@). [11]

Jo i
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PR {,D \g N T” %N
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Y /
O PO(OH),
(7)

Monomerni alginat sodny byl pospojovan chloriderperéatym a poté pokryt chitosanem.
Tento materal se pouziva Kb€ ran i popalenin. PouZiti chitosanti [g¢b¢ ran podporuje
rast fibroblasti, coz urychluje |&bny proces. Z dalSicheig, ktera byla navdzana na tento

komplex, Ize jmenovat ciprofloxacin, norfloxacimatifloxacin. [11]

Protinadorova aktivita
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Protinadorova &innost chitosanu zavisi na jeho molekularni hmdinoszpustnosti a ob-
sahu acetylovych skupin. Vysokomolekularni chitogane@&inny, proto je pdeba gipra-

vit chitosan o nizSi molekulové hmotnosti. Kép&ni polymeill chitosanu jsou néastji
pouzivany pirozené enzymy chitosanasy a chitinasy. Pro hydtolge vyuZit i gkolika
dalSich levijSich hydrolytickych enzyiin nag. lysozymu, pektinasy a papainu. Chitosan
se pouziva iedevSim jako nosiprotinadorové latky na mist@iaku. Kamptotecin je alka-
loid a protirakovinné l&vo. Je velmi dinny pri 1écbé nadoru Zaludku, tlustéhoieva a
mocoveého néchyfe, jeho nevyhodou je Spatna rozpustnost a toxi€aaptotecinové alka-
loidy blokuji topoisomerasu |, enzymuldzity pro replikaci DNA. Agregaci s O-
(karboxymethyl)chitosanem (OCMCS) bytigraven biokompatibilni a amfifilni systém

profizené uvailovani latky v cilové tkanighitosan-kamptoteci(8). [11,13]

OCH-C0o0H OCH,COOH S S, O
(- : ( A - N—-{i“
: Nf“‘{t '

%

(8)
DalSim znadmym k&vem proti leukemii P388 a melanomu B 16 je mitomyC. Jako no-
si¢ byl pouzitN-sukcinylchitosan, ktery je netoxickyigkoncentraci 2 g / kg i.p. a protina-
dorow neaktivni. ReakdN-sukcinylchitosanu a mitomycinu C za pouZziti kariadlu byl
piipraven konjugat, ktery neni nutné podavat i.pnjkgatN-sukcinylchitosanu a mitomycinu
C (9).
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NHCO(CH2),COOH

(9)

5-Fluoruracil (5FU) pdt do skupiny antimetaboiif ktery je pouzivan ugadu let. Ma vSak
negijemné vedlejSi &inky. Pro jejich sniZzeni za zachovani protinadorakgvity byl na-
vazan na chitosantgs hexamethylenovyistek a moéovinovy zbytek. Ve vod rozpustné

makromolekuly se do hiky dostavaji endocyt6zou a fagocytdzou. Nadorowuekpyoriji-
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maji vice &chto makromolekul. Bylo zji8ho, zZe tetrapeptidovy spojovatanek Gly-Phe-
Leu-Gly umo#uje specifické uvaiovani I€iva v lysosomech timto enzymem, a proto byl

5FU konjugovan gasté&n¢ acetylovanym O-(methoxykarbonyl) chitosan€if).

W,
P—NH
_OCH,COGly-Phe-Leu-Gly-CH,-N =0

. N
TRo N0 ~
NH, n
(10)

Doxorubicin je antracyklinové protinadorové antiikam s Sirokym spektrem protinado-
rové aktivity. Risobi blokddu enzymu topoisomerasy Il, ktery se Ipath zn&nach

v prostorovém usgadani DNA pi jeji replikaci ged dlenim buiky. Pro velmi silné ved-
lejSi &inky (kardiotoxocita), nizkou stabilitu a Spatnamzpustnost ve vadbyl jako reko-
likavrstvé mikrotobolky obsahujici chitosan a algivazané na (karboxymethyl)celulose

dotované koloidniméasticemi uhkitanu vapenatého. [11]
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3 PRIRODNi POLYMERY PRO FORMULACI HYDROFILNICH
MATRICOVYCH TABLET

Tablety (tabulettae) jsou tuhé, pevné, tvaraxité vylisky z prasSkovitych nebo granulo-
vanych |€iv a pomocnych latek (tabletoviny), disperzni sgstélynné faze (vzduchu) ve
fazi tuhé, v kterém obsah vzduchu (porovitostiZzebyt velmi maly. Tablety mohou mit
razny tvar nejastji jsou ploché nebdockovité. Podle mista uvodni I&iva v GIT se roz-
liSuji tablety s liberaci v dutinustni, v Zaludku a tenkémiate. Tablety s modifikovanym
uvolovanim I€iva obsahuji pomocné latky a vytgibse takovym postupem, Zze pomocné
latky i postup samostatmebo spoléné meéni rychlost nebo misto uvvani I€iva. Tato
definice se v naSi systematice jedna@z®aradi mezi retardety. Matricovy typ retardety

neméa membranu, d&o je dispergovano v titém objemu polymeru. [14]

Hydrofilni matricové tablety f@dstavuji nejuzivassi formu peroralnich Iékovych forem

s prodlouZzenym uvaébvanim I€iva — retardér. ® jejich vyrok® se uplatuji negastji
polymery polosyntetického nebo syntetickéhiovgrlu. V sodasné dob stoupa zajem o
polymery girodniho @ivodu, které se preferuji pro svou bespest, snadnou dostupnost a
relativré nizkou cenu. Rrodni polymery je mozné ziskat régad izolaci z méskychtas
(kyselina alginova, karageny).iMe se rov&Z jednat o rostlinné exudéty (arabska guma), o
rostlinné extrakty (pektiny) nebo o obsahové slogémen (galaktomanan guarpsemeni
(ispaghula).Vyuzivanym produktem mikrobiélni ferreae i vyrobé matric je xantanova

guma. [15]

Dispergovanim ve vad tvoii tyto polymery hydrogely, které maji Siroké upkath

v riznych lékovych formach. Nevyhodoudimmdnich makromolekularnich latek je jejich
kolisavé chemické sloZeni podle mista aspbu ziskavani, coz se odrézi i ve variabilit
jejich vyslednych fyzikald-chemickych vlastnosti. i3ledkem pak rive byt napiklad
nestejnomrna rychlost hydratace polymetu nepravidelnd hydratace polymeru. Cilenym
zadsahem doffrodnich makromolekul zejména ovlgmm jejich stup polymerizace ne-
bo stups substituce, s cilemipkonat uvedené nedostatky, se vyjapolymery polosynte-
tické. Mezi nejdlezitejSi zastupce skupiny polosyntetickych polytheati ethery celulo-

sy, chitosan a alginany. [15]
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Pti vyrobé matricovych tablet se polymery vyuZivajidbsamostat#y nebo v kombinacich.
Kombinace jsou vhodné ndklad pro gekonani nevyhodnych vlastnosti konkrétniho pou-
Zitého polymeru nebo pro dosazeni pozadovanéhaiovéhi ze systému.i&d pouzitim
polymeru se bere naetel jeho fivod, chemické slozeni, fyzikalnchemické vlastnosti,
biodegradovatelnost a chemicka stabilita, jeho meické vlastnosti. Vydr vhodného
polymeru dale do z&aé miry zavisi na pozadované rychlostiese uvailovani I&iva,
fyzikalné-chemickych vlastnostechdi@a a mist aplikace. B formulaci peroralnich ip-
pravki s cilenou distribuci do specifickyaasti gastrointestinalniho traktu (site-specific
drug delivery) se napvyuziva schopnostiiznych polymei tvorit gely in situ. Polymery,
které nachézeji nastajici uplateni v oblastifizeni uvohovani biologicky aktivnich sub-
stanci, se &dy ozn&uji terminem biopolymery. ®odre vSak tento termin zahrnoval
spiSe vysokomolekularni latky vyskytujici sérgzere v Zivém organismu, ndpproteiny,

nukleové kyseliny a polysacharidy. [15]

3.1 Hydrofilni polymery p firodniho piavodu

Z hydrofilnich polymeit prirodniho mivodu se pro formulaci hydrofilnich matricovych
tablet mohou vyuzit kyselina alginova a alginamgrageny, arabska guma, pektiny, galak-

tomanany, ispaghula a xantanova guma. [15]

3.1.1 Kyselina alginova, alginany

Izolaci kyseliny alginové, ifrodniho polymeru obsazeného wtypch mdskych raséch,
proved| poprvé v roce 1881 britsky chemik E.C.Stathf Po chemické strance se jedna o
linearni polymer tvieny zbytky kyselinyp-mannuronové (M) a kyselinyguluronové (G).
Jeden polymernietzec jich obsahuje obvykle 100 — 3000. Uvedené zbgtkvzajemé
vazou do blok. RozlisSuji sefi typy: homopolymerni M-bloky tvieené vyhrad#é zbytky
kyseliny mannuronové (M-M-M-M...), homopolymernililoky (G-G-G-G...) a heteropo-
lymerni MG-bloky, ve kterych se monomery kyselingnmuronové a guluronovégsré
sttidaji (M-G-M-G...). Pondr M/G bloka, jejich rozlozeni a délka ovlinji fyzikalne-
chemické vlastnosti kyseliny alginové. Koréef se kyselina alginova ziskava izolaci
z hrédych tas, ve kterych ma funkci stavebni slozky &imych stén. Fi extrakcifas Ze-

dénymi alkalickymi roztoky za vy3Si teploty dochazidzpusgni piitomné kyseliny algi-
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nove. Volna kyselina alginova se ziskavaesgnim mineralnimi kyselinami, n&st;ji
kyselinou chlorovodikovou. SloZeni polymernidetzci kyselina alginové se lisi
v zavislosti na vegetaich podminkach zpracovavanyéhs, dok jejich sklizre, ale

zejména podle druhitasy pouZité k izolaci. Ze ziskané kyseliny se matvotit soli. [16]

S jednomocnymi ionty kavtvori kyselina alginova ve va@dozpustné soli, s dvojmocnymi
a vicemocnymi kationy pak soli ve wotlorici gely nebo sraZzeniny. OdliSné kationty vSak
vykazuji ke kyseliy alginové fiznou afinitu. Je mozné nalézt vztah mezi afinitomnex
chanickou pevnosti vznikajicich geNicmérg v disledku bu¢né toxicity mnohych kati-
onti, se prakticky pro vyrobu gelvyuZivaji pouze nésledujickit S©*, B&*, C&™.

K tvorbé geli dochazi, jestlize dvojmocné kationy (Feeitji Ca®") zapadaji mezietszce
kyseliny alginové v oblastech G-blibla v €chto Usecich je provazou. Tim se vyivivoj-

rozmernd st' (obr. 11). [15]

==

viceCa®" |

Pfi nadbytku vapenatych ioltse provaze vicéetzci kyseliny alginové navzajem (&p
prostednictvim G-blok) vznikd mezi nimi mnoZstvi volnych prostor astedkem je vy-
soka porovitostéchto gel (obr. 12). [15]
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Obr. 12. Provazani G-blakkyseliny alginové Ca ionty [15]

Kyselina alginova a alginany nachéazeji Siroké unglasit ve farmaceutickém, kosmetickém i
potravin&ském ptmyslu. ProtoZe se vSak ziskavajiifr@dnich zdra}, mohou obsahovat
raizné neistoty-t€zké kovy, proteinyi endotoxiny. Ped farmaceutickym vyuzitim, zejmeé-
na pro parenteralni a podkozni aplikaci, se muei ngistoty efektivié odstranit. Vysoce
cistené alginany se pak mohou bez obav pouzivatikiag pro vyrobu implantéat Nejpo-
uzivargjSi alginan sodny je sodnou soli kyseliny algindvévazuje se za netoxicky a bio-
kompatibilni. Alginan sodny se vyuziva jako pojivmzvokovadlo, nosny polymerip
vyrob¢ hydrofilnich matric. Uplatuje se jako stabilizatoripvyrob¢ suspenzi, emulzi a

krémi. Slouzi jako stnotvorny polymer fi vyrobé mikrotobolek. [15,16]

3.1.2 Karageny

Karageny jsou firodni sulfonované vysokomolekularni polysacharkbgré se ziskavaji
extrakci stélek migkychtas tidy RhodophyceaePrtimyslova vyroba karagénzap@ala
v USA v roce 1937. Pro dnesni produki&thto polymet slouzicervenérasy uvedené v
tabulce 1. Po sklizni se vysuSené, rozemleté stékextrahuji slabalkalickymi roztoky.

Rasy se odfiltruji a karageny se ze ziskanych ewtraysrazeji alkoholem. [15]
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Tab Rasy pouzivané pro izolaci karagen

Rod Vyskyt

Gigartina Argentina, Chile, Maroko, Francie
Chondrus Francie, sever Atlantského oceanu
Iridaea Chile

Eucheuma Filipiny, Indonésie

Linearni polymernitetézce karagein se skladaji z jednotek-galaktosy a 3,6-anhydm-
galaktosycaste&ne esterifikovanych kyselinou sirovou a propojenygch,3 ap-1,4 glyko-
sidickymi vazbami. Jednotky 3,6-anhydvegalaktosy udluji karagerim hydrofobni cha-
rakter a sniZuji jejich rozpustnost ve ¥odSulfatové zbytky naopak figpivaji
k hydrofilnimu chovanidhto polymet a rozpustnost ve védzvysuji. Molekulova hmot-
nost karagein se pohybuje v rozmezi od 100 000 do 1000 000.sZ&& druhu a stéras,
doke sklizre¢ a pouzité extralni meto@d. RozliSuji seif zakladni typy karagen K, 1,

A (Schéma 4-6) .
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Schéma 51- karagen
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Schéma 6A- karatem

Karagenyk, A—si jsou strukturé velmi podobnéi—karagen se odliSuje pouze esterifikaci
kyselinou sirovou na uhliku v poloze 2. Oba polyrgt styku s vodou bobtnaji a vyt

ji gely. A—karagen oproti nim vykazuje daleko vysSi stupsterifikace a neobsahuje ve své
makromolekule 3,6-anhydm-galaktosu. Takova chemickd strukturidspiva ke zvyseni
rozpustnosti ve vagda k omezeni tvorby gelu. \fipomnosti g@islusnych druta kationt
jsou schopné karagerwal vytvaret gely. Tyto gely se pak prastinictvim interakci

s kationty vzajem provazuji,éimz vznika pevna trojrozénna struktura — gel, (obr.13).

[15]
ochlazenr
och!az
zah rati
zah rati

karageny v roztoku helixy provazani helixu - gel
Obr. 13. Tvorba karagenovych g€lL5]

Karagenyk al se pouzivaji row¥ jako pomocné latky pro stabilizaci emulzi a sagpe
Samostaté nebo v kombinaci s jinymi polymery jsou vhodné pyoobu tablet gizenym

uvolovanim I€iva. [16]
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3.1.3 Arabska guma

Arabsk& guma (klovatina) je suSeny exudat, ktemyaselre vytéka nebo se ziskavaiaa
zavanim kiry dievin Acacia senegal (FabaceadjejwtSim producentem je Sudan (80%
swtové produkce) a dalSi zapadoafrické Zetd psstovanych strorin se Ehem obdobi
sucha zarrné narezava kra a po 3-8 tydh se rin¢ sbira produkovany exudat. Po che-
mické strance je arabska gumaitma kyselinou arabinovou - polysacharidem slozenym
z D-galaktosy (32-50%),L-arabinosy (17-34%),-rhamnosy (11-16%) a kyselinp-
glukuronové (13-19%). Molekulovd hmotnost tohotdypeeru se pohybuje v rozmezi
260 000-1160 000. Arabska guma je Bobozpustna ve veéd Roztoky jsou slabkyselé.
Pouziva se jako stabilizator emulzi a suspenzipgroralni i topické upétbeni. SlouZzi
jako pojivo @i vyrobe tablet a pastilek a jako nosny polymer v tabletiihenym uvoho-

vanim I&€iva. [16]

3.1.4 Pektiny

Pektiny jsou aniontové polysacharidy, které se aaeji spolén¢ s celulosou v busnych
stnach rostlin, u kterych ovliji jejich mechanické vlastnosti:celulosa pevnpsiktiny
flexibilitu. Zakladni stavebni slozkou pekiife kyselinao-D-galakturunova, ktera je vaza-
na (1- 4)glykosidickymi vazbami do linearnidetzci. Vyskytuji se zde rowz postranni
fetzce, které mohou obsahovat 1-20 zliytdsou tvéené L-arabinosouD-xylosou, L-
fukosou a dalSimi cukry. Molekulova hmotnost pektse pohybuje v rozmezi od 50 000
do 150 000. Vychozimi surovinami pro vyrobu pektisou napiklad citrusové vylisky
(zejména z oplodi citrusovych plipda jabl&né vylisky. Rostlinny material se nejprve
podrobi kyselé hydrolyzetipteplo& 70-90°C. Bhem ni dochazi k deesterifikaci vysoce
methoxylovanych a tudiz ve véderozpustnych pektinobsazenych ve vychozich surovi-
nach. Tim vznikaji pektiny s nizSim obsahem methm®ych skupin, které se jiz ve véd
rozpoustji. Ziskany extrakt se dale zkoncentruje, pektieyzs®j vysrazeji ethanolem,
odctli se a vysusSi. Ve farmaceutické technologii setipgkpouZzivaji jako stabilizatory
emulzi a suspenzi, gely jako niagé zaklady. Pektiny se také uplaji ofi vyrobé hydro-
filnich matricovych tablet. Uvdbvani I€iv z nich vSak nize byt ovliviéno typem pouzi-
tého pektinu. Reakce mezi karboxylovymi skupinamoatovych polysacharidpektini a
aminoskupinami kationtového polysacharidu-chitoseede v prosedi s pH 3-6 ke vzni-

ku nerozpustného komplexu. Z tohotdvddu dochazi v hornfasti zazivaciho traktu ke
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zpomalenému uvabvani |€iv. Kombinace pektih a chitosanu lze proto vyuzit
v systémech wenych pro cileny transportdi& do tlustého stva, ale i pro flotujici I€kové

formy s uvohovanim I€iva v Zaludku. [16]

3.1.5 Galaktomanan guar

Galaktomanany jsouiodni polymerni latky obsazené v lidinach. Galaktomanan guar
se ziskava z endospermu rostigamopsis tetragonolobus (Fabacea@pmovem &chto
rostlin je Indie a PakistanriPvyrob¢ galaktomananu se nejprve semena tmateostliny
zbavuji osemeni kil nam&enim ve vod, nebo oprazenim. Parcialni hydrolyzou endo-
spermu se ziskava galaktomanan. Hlavnimi sloZzkata@akgpmananu jsou polysacharidy
sloZzené D-galaktosy ab-manosy. Makromolekuly obsahuji hlavni line&retzec z (3-

(1 - 4)-glykosidicky vazanych manopyranos. Molekulovadtmost galaktomananu se po-
hybuje v rozmezi 220 000. Nerozpousti se v orggultkozpousidlech. Po jeho rozpus-
téni ve studené nebo teplé wodznikaji viskdzni koloidni roztoky. Galaktomanamnrjeio-
nogenni, kompatibilni s mnoha anorganickymi i orgigymi sloweninami. Galaktomanan
guar se pouziva jako stabilizator emulzi, jakodatkliviiujici rheologické viastnosti kré-
mu, jako pojivo a rozvalovadlo. Vyuziva se také Busamostat®y nebo v kombinaci jako

nosny polymer pro vyrobu hydrofilnich matricovyglsg&mi. [15]

3.1.6 Ispaghula

Ispaghula je suSené osemeni rostlin rBthntago (PlantaginaceaeK jejimu ziskavani se
nejvice vyuziva druh Plantago ovata rostouci vilndimlacena a rozidéna semena jitro-
cele se zpracovavaji ve speciélnich mlynech, kderseh odlupuje osemeni, které se dale
proséva. Po chemické strance jifivoeutralni a kyselé polysacharidy obsahujici zpytk
kyseliny D-galakturonovép-xylosy, L-arabinosy a-rhamnosy. Ispaghula se ze zaZivaciho
traktu nevsiebava, ani nedochazi k jejimu traveni. Ma vSak mebst velmi silé bobtnat,
asi na dvacetindsobek svéhtvpdniho objemu. # jejim kontaktu s vodou vznika gel,
jehoz struktura se snadno rozrusSuje mechanickymahamm. Ispaghula modifikovana
pusobenim teploty je vSak jiz schopna vyetarelativié pevné gelové vrstvy. Pak se da

vyuzit i pii vyrobé hydrofilnich matricovych tablet. [16]
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3.1.7 Xantanova guma

Xantanova guma je extracelularni aniontovy polyaadh fermentani produkt gramnega-
tivnich aerobnich bakterii. Z kultigmich médii se ziskava vysrazenim isopropylalkoho-
lem. Vysusi se a rozdrobni se. Makromolekuléetiizce xantanové gumy se skladaji z asi
2000 pravidels se opakujicich se jednotek. Hlavni lineafeizec polymeru obsahuje
zbytky B-D-glukosy, které jsou propojené 1,4-glykosidickyrazipami. Xantanova guma je
bily nebo krémo¥ zabarveny prasek. Rozpousti se ve studené i vepké Naopak je ne-
rozpustna v mnoha organickych rozpedfch. Jiz p nizké koncentraci xantanové gumy
vznikaji velmi viskozni roztoky. Jsou pseudopldsticnaji, maji vybornou teplotni stabili-
tu. [16]
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ZAVER

Oblast vyzkumu a vyvoje novych polymernich terajkeutposlednich dvaceti letech roste
exponencialy, alespé méreno p@tem praci v odbornyctasopisech. Schvaleni ke klinic-
kému pouziti se dikalo nekolik PEGylovanych proteiina zatim jediny polymerni konju-
gat s protinadorovym &&vem, kopolymer styrenu a maleinové kyseliny nesdancero-
statikum neocarzinostatin (SMANCS)90.¢ebpolymernich konjugatkancerostatik, které
se dostavaji doaenych fazi klinického testovani, velmi rychle rosB zahajeni prvnich
Klinickych zkouSek polymernich kancerostatikénla pongérné dlouhd doba, anizby tyto
zkousky vyustily ve schvaleni novéhaila. V sowasné dob bylo zveéejnéno zahajeni
klinického zkouSeni minimain12 typi polymernich konjugét kancerostatik. Tak jako
vzdy @i zavadni zcela novych principa postufj do praxe se i zde projevuje jista nezku-
Senost jak farmaceutickych firem, tak i schvalgficinstituci. Testovani polymernicltie
vyZaduje nejen nové vyrobni postupy @agby charakterizace prodikiale i nové metody
jejich hodnoceni. Bohuzel, fadt piipadi ma na dlouhou dobu klinického testovani nega-
tivni vliv také politika tchto firem, které se zdrahaji investovat do velakladného vyvo-
je novych I€iv s nejistym vysledkem, maji-li monopolni postavenprislusné oblasti,
nag. ve vyrolg urcitého typu klasickych protinadorovychele. Spoluprace &kolika ved-
nich disciplin, zejména makromolekularni chemielakwalarni biologie a mediciny,vedla
v posledni dob k navrhu pormarné sofistikovanych struktur, jako jsou riagolymerem
modifikované smrované virové vektory proipnos gef, nebo protilatkami semovana
polymerni I€iva. Na zaklad stale se zrychlujiciho vyvoje v této oblasti jeamé Fedpo-
kladat, Ze Bhem rékolika let bude vyvoj polymernich d& nejen gedmétem zékladniho
vyzkumu, ale i sotasti klinického vyvoje a snad i pouziti v klinickéaxi. Je patsitelne,
7e seCeska republika na tomto vyvoji podili vyznamnosrou. Chitosan vykazuje celou
fadu biologickych aktivit. Podle n@stajiciho pétu publikaci v poslednich letech Ize usu-
zovat, Ze jde o velice perspektivni polykationt@ofysacharid s Sirokym potencialem vyu-
Ziti v nejitizrejSich aplikacich. V oblasti farmacie je jeho budwest gedevsSim v roli bio-
degradabilniho no&e I&iv raznych farmakologickych skupin s mozZnosti jejich rifiaelce
pro cilovou tk&, odstragni nékterych nezadoucich vlastnostéila a zvySeni biodostup-

nosti I&iva.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

BAL Biologicky aktivni latka

DNA Deoxyribonukleova kyselina

Dox Doxorubicin, kancerostatikum
EMEA European Medicines Agency

EPR Enhanced permeability and retention, zvySem@ustnost a zadrz
FDA Food and Drug Administration

SFU 5-Fluoruracil, kancerostatikum

GIT Gastrointestinalni trakt

HPMA N-(2—hydroxypropyl) methakrylamid
INH Isoniazid, antituberkulotikum

YA Intravendzni aplikace

PEG Poly(ethylenglykol)

RES Retikuloendotelovy systém

RNA Ribonukleova kyselina

SUKL  Statni tstav pro kontroludig&

SVP Spravna vyrobni praxe
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