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ANOTACIA

Tato bakalarska praca je zamerand na pripravu atestovanie matricovych tabliet
obsahujucich sulfénamidy ako potencidlne ucinné latky pri liecbe Alzheimerovej choroby.
Teoreticka Cast je venovana popisu vybranych farmakoterapeutickych pristupov pouzivanych
v st¢asnosti, doplnend informdciami o potencialnych lie¢ivach. Dalej je popisovany priebeh a
vyhodnotenie disolu¢nej skisky a matematické modely pouzivané pri tejto bakaldrskej praci.
V experimentalnej Casti je hlavnym predmetom testovanie pripravenych matricovych tabliet
so sulfénamidmi pomocou disoluénej skusky aich vyhodnotenie pomocou vhodnych

disolu¢nych modelov.
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ZADANI
Disoluéni studie novych potencialnich lé¢iv na Alzheimerovu chorobu

ANOTACE

Bakalarska prace je zamérena na pfipravu a testovani matricovych tablet obsahujicich
sulfonamidy jako potencidlni ucinné latky pti |écbé Alzheimerovy choroby. Teoretickd ¢ast
je vénovana popisu vybranych farmakoterapeutickych pfistupl pouZivanych v soucasnosti,
doplnéna informacemi o potencidlnich IéCivech. Dale je popisovan priibéh a vyhodnoceni
disoluéni zkousky a matematické modely pouzivané v rdmci bakaldfské prace.
V experimentdlni ¢asti je hlavnim predmétem testovani pfipravenych matricovych tablet se
sulfonamidy pomoci disolu¢ni zkousky a jejich vyhodnoceni pomoci vhodnych disolucnich

modeld.
KLICOVA SLOVA
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TITLE
Dissolution Study of New Potential Drugs on Alzheimer's Disease

ANNOTATION

This bachelor thesis is focusing on the preparation and testing of matrix tablets, containing
sulfonamides as potential active substances in treatment of Alzheimer diasease.
The theoretical part is devoted to the description of selected pharmacotherapeutic ways used
in the present, supplemented with information about new potential drugs. Next, the process
and evaluation of dissolution study is described, as well as mathematic models used during
this bachelor thesis. In the experimental part, main subject is testing of prepared matrix
tablets containing sulfonamides, using dissolutin test and evaluation through recieved

dissolution models.
KEYWORDS

Alzheimer disease, dissolution test, drugs, Acetylcholinesterase, inhibitors



OBSAH

ZOZNAM ILUSTRACI ...cuvuveiincniitinessseceets sttt ss st ssssss e ssssans 11
ZOZNAM GRAFOV .....cocuvreerrisassssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssasans 12
ZOZNAM TABULIEK ....cuutiiiiiiiiiiiiireiiineiineisriei s e rees s saesssas s saasssenesssensssnenssssnnns 12
ZOZNAM SKRATIEK A ZNACIEK ....eeoveereerereeereeeersesseessesseessessessesssessessessssssessessssssessessssnnes 13
UYL 0 5 N 14
1. TEORETICKA CAST ...ttt sttt st sssnas 15
1.1. Inhibitory acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy..........cccceeueiiiiireiiiiiennnnns 15
1.2.  Antagonisti NIVIDA receptoroV .....c.cciieeiieeiiiniciniciniiaiieiieniienissssssssssssssssssssssssnnes 17
1.3. LieCiva B-amyloidOVENO tYPU....cccucrieeiiieiitiecreeecereecereanerrenerenseeresnerenseeeeasessnnnenens 19
1.4. Liecba spojend s proteinom TAU ....ccccciiiiieeiiiiiiiniiiniennceirenneeeseensseessennsssssssnnssenns 20
1.5. Skuska disolucie pevnych liekovych foriem ..........ccoviiriiiiiieiiiiiiccccrrrccrreeeee 22
1.5.1.  Pristroj s PAdi€lKami.......coocuiieiiiiiiee e 22
1.5.2.  MatricoVe tablety........oei i 22
1.5.3.  DiSOIUCNE MEAIA....cccuiiiiiiiieeeeiee e e 23
1.5.4. Vyhodnotenie disolu¢nych profilov........cceeeeeiiiiiiiiiiiieeic e, 24
1.5.5. Matematické MOdelY....cooo i e 24
2. EXPERIMENTALNA CAST ...ereiiiiiiiinicccitinssscecttssssssee st ssssssesesssssssssasses 27
p 2% IR 0 113 [0 To{ 4}V 1 - U 27
2.1.1. Laboratdrne pristroje @ POMOCKY .......ceeeieeiiiicciiiiieeee e e 27
2.1.2. PouZité chemikalie @ roztoky .......ccccvriieeiee i 27
2.1.3. ZloZenie, homogenizacia a lisovanie tabliet .........cccccceevvviciirveeeee e, 27
2.1.4. Priprava disolu€nych Me&dii.........ccccurriiieiiii e 30
2.1.5. Priebeh disoluCne] SKUSKY ........couiiiiiieiiiiie e 30
2.1.6.  UV/VIS SPEKErOMELIIA ...vviiireeietiee ettt eaes 31

2.1.7. Priprava kalibra€nych roztoKoV .........cceeeeeeiiiecciieee e 32



2.1.8.  KaliDraCna KIIVKa cccoene ettt e et e e et e e s e tae s s e etreeeeseanans 32

2.2,  Vysledky a disKUSIa .....cccceiiiiieniiiiiimiiiiiiiiiiiieeiesiseneieeiennsssiessssessssnssesssensssssanns 32
D 2 B 0 1o [T o T o] o) i1 1 USRI 33
2.2.2. Regresna analyza disolucnych profilov.......cccccviiiiiiiiiniiiieceec e 38

4 NV 3 41

PRILOHY....uiiiiicitietesets ettt ettt sttt st sttt s 42

POUZITA LITERATURA ....eeeeeeeeeeeeeeeeeessssesessessssssssssnnsssssssssssssssssnssssssssssssssssnnssssssssssssssssnnns 45



ZOZNAM ILUSTRACII

Obrazok 1: Rozdielna Struktura Takrinu (A) @ amiridinu (B)......ooevevveeeeeieiiiiiiriieeeeec e, 17
Obrdzok 2: zjednodusend Struktura NMDA receptoru, prevzaté a upravené z [15]................. 17

Obrdzok 3: Porovnanie zdravého mikrotubulu a mikrotubulu poskodeného pri AD, prevzaté z

121 PRSPPI 21
Obrazok 4: Nalisované tablety pripravené k disoluénému testu (4 s APl + 1 blank)................ 29
Obrazok 5: Disolu¢nd aparatira SOTAX AT 7 SMaArt ...cc.eeeeeeeiiiiee et e e e 31

Obrazok 6: Tablety s latkou A (vlavo) a B (vpravo) v médiu o pH 6,8 po disolu¢nej skuske



ZOZNAM GRAFOV
Graf 1: Disoluc¢né profily latky A v pH 1,2; 4,5 a 6,8 preloZzené modelom Weibull a kinetickym
(aaTeTe 1= [T o o T TR o o [ PSPPSR 34

Graf 2: Disolu¢né profily latky Bv pH 1,2; 4,5 a 6,8 preloZzené modelom Weibull a kinetickym

(070 Yo [=1 o0 0 W I &= To [V EEUURR OO UPRPR 36

Graf 3: Disolu¢né profily latky Av pH 1,2; 4,5 a 6,8 prelozené modelom Korsmeyer-Peppas

ZOZNAM TABULIEK

Tabulka 1: Hodnoty molekulovych hmotnosti a biologickych aktivit pre testované sulfénamidy

.................................................................................................................................................. 28
Tabulka 2: zloZenie tabliet v hm. % a mg zlozky na celkovi hmotnost tablety (500 mg)........ 29
Tabulka 3: rovnice linedrnej zavislosti latky A a B v jednotlivych disolu¢nych médiach.......... 32

Tabulka 4: Vyhodnotenie disoluénych profilov latky A pomocou kinetického modelu I. radu

.................................................................................................................................................. 38
Tabulka 6: Vyhodnotenie disolu¢nych profilov latky A pomocou modelu Weibull ................. 39
Tabulka 7: Vyhodnotenie disoluénych profilov latky B pomocou modelu Weibull ................. 39

Tabulka 8: Vyhodnotenie disoluéného profilu latky A pomocou modelu Korsmeyer-Peppas



ZOZNAM SKRATIEK A ZNACIEK

AB B-amyloid

AD Alzheimerova choroba

Ach acetylcholin

AChE acetylcholinesteraza

API ucinna latka (active pharmaceutical ingredient)
APP amyloidovy prekurzorovy protein (amyloid precursor protein)
BACE1 B-sekretdza

BCh butyrylcholin

BChE butyrylcholinesteraza

CNS centralna nervova sustava

GIT gastrointestinalny trakt

NMDA N-methyl-D-aspartat

NMDAR N-methyl-D-aspartatovy receptor

p-TAU protein TAU

uv ultrafialova oblast spektra

VIS viditelna oblast spektra



uvoD

Alzheimerova choroba (AD) patri medzi najzdvainejSie  a najrozsirenejsie
neurodegenerativne ochorenie na svete, ktoré postihuje 40-50 miliénov ludi celosvetovo.
Klinicky sa prejavuje ako progresivna, nelieitelnd a nevratnd demencia sprevddzana okrem
iného zmenou chovania astratou kratkodobej pamati. Celkovo predstavuje 60-70 %
zo véetkych diagnostikovanych pripadov demencie.l'! Z neuropatologického hladiska je AD
charakterizovand ako Ubytok mozgového tkaniva, ktory je spésobeny masovym odumieranim
nervovych buniek, hlavne vo frontadlnom laloku a limbickom systéme.[2!

Medzi najkritickejSie faktory pre rozvoj AD je vek. Vroku 2019 bol u seniorov
vo veku 65- 75 rokov vyskyt ochorenia priblizne u 3% ludi, vo veku 75-84 rokov je to priblizne
17% a u ludi starsich ako 84 rokov sa prevalencia ochorenia 3plha aZ na 32%.0! Celkovo AD
obsadzuje $tvrté, aZ piate miesto v najéastejsich pri¢inach smrti.t!

Klinicka diagnostika ochorenia, hlavne v skorych S3tadiach, je velmi tazka, pretoze
symptémy mozu pripominat klasicky priebeh starnutia. Okrem diagnostiky je mimoriadne
problémova aj liecba. Komplexnd a efektivna liecba, ktora by zabranila postupu zavaznych
patologickych zmien apomohla kobnoveniu kognitivnych funkcii je, bohuZzial, stale
v nedohladne, avsak pri v€asnej diagnostike ochorenia a zahajeni liecby existuje vysoka Sanca
na potlagenie $irenia ochorenia a zlep3enie kvality Zivota u pacientov.

Tato bakalarska préca je zamerand na vyskum novych potencidlnych pristupov v liecbe AD.
Teoretickd Cast je venovana prehladu niektorych farmakologickych pristupov vyuZivanych
pri symptomatickej liecbe Alzheimerovej choroby. Experimentélna ¢ast sa zaobera pripravou
matricovych tabliet so sulfénamidmi ako aktivnymi latkami aich disolu¢nymi testami
v médiach, ktoré simuluju prechod traviacim traktom. V zdvere prace su zhrnuté dosiahnuté

vysledky.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Inhibitory acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy

NajdoleZitejSou a najvyuzivanejSou triedou lieCiv pri symptomatickej lieCbe Alzheimerovej
choroby su inhibitory acetylcholinesterazy (AChE) a butyrylcholinesterazy (BChE).!

Acetylcholin (ACh), ktory je z chemického hladiska ester kyseliny octovej a cholinu, radime
medzi hlavné excitatné neurotransmitery. V periférnej nervovej sustave je sucastou
parasympatického autondmneho systému a taktiez prendsa signdly na nervosvalovych
platnickach. Je schopny pésobit na dva typy receptorov: muskarinové a nikotinové.
Butyrylcholin je na rozdiel od ACh neurotransmiterom syntetickym. Z funkéného hladiska

sa v3ak ich aktivita vyrazne nelisi. [®

ACh hra kritickd rolu pri udrzovani kognitivnych funkcii, z ktorych hlavne pésobi na uéenie
a pamat. Jeho nedostatok sa prejavuje napriklad stratou pamati, dezorientaciou, alebo

reCovymi poruchami a méze teda byt jednou z potencialnych pricin vzniku AD.

Principom poOsobenia AChE a BChE je inaktivacia neurotransmiteru ACh, spésobena jeho
hydrolytickym $tiepenim na jednoduchs$ie molekuly: cholin a acetat.®! V momente inhibicie
AChE, alebo BChE ucinkom lieciva, sa za¢ina ACh akumulovat na synapsii, o ma za nasledok
zvy$enu cholinergnu aktivitu. 7]

Doteraz je znamych niekolko licencovanych lie€iv uvedenych na trh, ktoré prave princip
inhibicie enzymov vyuZzivaju. Takrin, na trh uvedeny ako prvy v roku 1993, bol kvéli svojej
hepatotoxicite z predaja stiahnuty. Dostupné su dnes aj dalSie tri lieCiva s obchodnymi
nazvami Rivastigmin, Galantamin a Donepezil.5!

Vyssie uvedené inhibitory AChE a BChE vSak ako symptomatické lieky na AD neposkytuju
dlhodobu ochranu od postupu choroby. Aj ked tieto latky vykazuju vyznamné zlepsenie
kognitivnych, ale aj nekognitivnych funkcii, pozitivny uc¢inok moZno pozorovat iba po dobu
jedného roku uZzivania, s najvy$sim ucéinkom v prvych troch rokoch od diagnostikovania
ochorenia.l®l Lie¢ba je uréend predovsetkym k timeniu lahkych a stredne tazkych prejavov
a Casto byva spojena s radou neZiaducich ucinkov, medzi ktoré patri napriklad nevolnost,
chudnutie, alebo svalova slabost.[

Kratky ucinok, neefektivna lieCba ochorenia, ale taktiez rada neziaducich ucinkov

su hlavnymi dovodmi neustalej snahy vedeckych timov po celom svete syntetizovat latky,
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ktoré svojou nizkou toxicitou a efektivnostou v liecbe budi pomahat milibnom pacientov

nielen pri AD, ale aj inych neurodegenerativnych ochoreniach.

Jednym z niekolkych druhov potencidlnych lie¢iv na AD su sulfénamidy. Tieto lieciva
su vdaka svojim bakteriostatickym ucinkom najstarSim druhom syntetickych antibiotik. Dnes
su vSak ako antibiotika takmer nepouzivané z dévodu vzniku bakteridlnej rezistencie, avsak
vyskum ich farmakologického pouzitia stdle pokracuje.

Velmi priaznivé vysledky nielen v inhibicii AChE a BChE vykazuju indolové sulfénamidy.
Indol ajeho derivaty su pomerne Castym cielom Studii, pretoZze sa vdaka svojej Strukture
dokd?u naviazat na vyznamné mnoZstvo receptorov s vysokou afinitou. Studie ukazuju
vyznamnu inhibi¢nd aktivitu AChE u niekolkych indolovych sulfénamidov v porovnani
s Donepezilom, pouzivanym ako Standard. Vyznamny vplyv na silu Ucinku ma pocet, pozicia

a druh funk&nych skupin naviazanych na aromatickom kruhu sulfénamidového skeletu. 10

Inou Siroko Studovanou skupinou latok su derivaty amiridinu. Amiridin je tricyklicka
zli¢enina obsahujuca vo svojej molekule cyklopentan a chinolin. Svojou Strukturou
su amiridiny podobné takrinu, avSak na rozdiel od neho vykazuju podstatne menej vedlajsich
ucinkov, nie su hepatotoxické a maju SirSie terapeutické vyuzitie. Ich biologicka aktivita
spociva okrem vratnej inhibicie AChE a BChE napriklad aj v metabolizme fosfolipidov, alebo
znizovani permeability membrany pre draslikové idny. Velmi vyznamnou vlastnostou
amiridinov je ich schopnost rychleho preniknutia do mozgového tkaniva a hromadenie hlavne
v mozgovej kdre a hipokampe, takZe $trukturach najviac nachylnych k poskodeniu pri AD.[*Y

Amiridiny su ako potencialne lieCiva na AD Studované ako rozne derivaty. Sem radime
napriklad bis-amiridiny, alebo derivaty amiridinu a piperazinu. Problémom u tejto skupiny
latok vsak moze byt ich relativne nizka dostupnost a Struktura, ktora vykazuje v porovnani
s takrinom nizSiu aktivitu. To mbze byt spdsobené stérickym faktorom dvoch
polymethylenovych kruhov nachadzajicich sa v molekule.’?l Rozdiel v molekule takrinu

a amiridinu je zobrazeny na obrazku 1.
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Obrdzok 1: Rozdielna Struktura Takrinu (A) a amiridinu (B)

1.2. Antagonisti NMDA receptorov

Excita¢nd glutaminergna neurotransmisia sprostredkovand pomocou N-methyl-D-
aspartatovych receptorov (NMDAR), hra kritickd rolu v udrZovani plasticity synapsii
pri prenose excita¢ného vzruchu, ¢i vyvoji nervového tkaniva. Konkrétne mozno povedat,
Ze NMDAR zodpovedaju za funkcie spojené s ucenim a pamatou, ovplyviuja stavy uzkosti
a s ich funkciou Gzko suvisi niekolko choréb spojenych s depresiou.[*3! Zvy3ena aktivita tychto
receptorov spojend snadmernou pritomnostou glutamatu moézZe vykazovat znamky
excitotoxicity. Glutamat teda vo zvySenom mnoiZstve pOsobi ako nervovy jed a spOsobuje
buneénd smrt. Tento mechanizmus je povaZovany za jeden z potencidlnych pricin
neurodegenerdcie spojenej s AD.[**! Zjednodu$end schéma NMDA receptoru je zobrazend

na obrdzku 2.

€y Glutamate

NR1 NR2
Memantine
Amantadine
Ketamine
MEK-80L M g_'27l-

Obrdzok 2: zjednodusend struktiura NMDA receptoru, prevzaté a upravené z [15]

17



lonotropné NMDAR sa na rozdiel od inych glutaminergnych receptorov vyznacuju vyssou
permeabilitou pre vapnikové idny. Za normalnych okolnosti je ich funkcia zabezpecena
pomocou extraceluldrneho Mg?*, ktory reguluje priestupnost membrany pre Ca?* idny.
Prestupom Ca?* do buniek st sprostredkované fyziologické funkcie spojené s glutamatom.!1®l
Pri nadmernom mnozstve glutamatu je sp6sobend depolarizacia postsynaptickej membrany
a nasledne uvolnenie Mg?* blokady, ¢im sa NMDAR aktivuju a zapricinia predlZzeny tok Ca?*
do neurdnu. Patologické mnozZstvo vapnikovych idnov v bunkdch sposobuje postupnu stratu

synaptickych funkcii a smrt neurénov. 14

Délezitost NMDA receptorov viedla nemalé mnoiZstvo vyskumnych timov k testovaniu
nekompetitivnych antagonistov NMDAR. VacsSina tychto latok ale stroskotala pocas klinickych
a preklinickych Studii, predovsetkym kvoli ich slabému uGcinku a nizkej tolerancii, spojenych
s relativne zavaznymi vedlaj$imi G¢inkami ako napriklad vznik psych6z a nevolhost.[®!

Antagonisti NMDA receptorov blokuju tieto receptory a tym zniZuju pritok vapnikovych
idnov do nervovych buniek, &m su potlagené patologické vnutrobuneéné procesy.'”! Jednym
z mdla nekompetitivnych NMDAR antagonistov s pomerne dobrou toleranciou je Memantin.
Na rozdiel od pouzivanych lie€iv zo skupiny AChE A BChE inhibitorov, je Memantin pouZivany
k symptomatickej lie¢be stredne tazkych, az tazkych priznakov AD.[¢!

Okrem uzZ pouzivaného Memantinu st skimané aj dalSie potencialne latky so schopnostou
antagonizmu NMDA receptorov. Za zmienku vSak stoja aj Studie zameriavajuce sa na dualnu,
alebo kombinovanu liecbu, ktora ma za dlohu cielit na viacero potencialnych pricin vzniku AD.
NajcastejSou kombindciou su antagonisti NMDAR spolu s inhibitormi AChE a BChE. Ku Stadiu
klinickych studii sa prebojovali Memantin spolu s Galantaminom, avsak ich spoloény priaznivy
ucinok v porovnani so samostatnymi lie¢Givami, nebol dostatoéne preukadzany.'® Jednym
z mnohych skupin viac cielfovych potencialnych lieciv, ktoré sa podobne radia medzi inhibitory
AChE a BChE a zaroven medzi antagonistov NMDAR su napriklad benzohomoadamantan-
chlortakriny, ktorych vyskum je momentdlne v zaciatkoch, avsak doteraz vykazuju priaznivé

Gcinky na zmienené receptory. [
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1.3. Lieciva B-amyloidového typu

B-amyloidy (AB) su latky radené medzi peptidy, ktoré vznikaju Stiepenim
transmembranového glykoproteinu- amyloidového prekurzorového proteinu (APP).
Za normalnych podmienok je APP Stiepeny postupne pomocou enzymov a-sekretazy
a y-sekretazy za vzniku rozpustného peptidu bez tendencie agregovat.[?? V pripade, ak je APP
Stiepeny B-sekretdazou (BACE1) a y-sekretazou, biosyntetizuje sa neurotoxicky peptid zvany
B-amyloid. Akumuldcia AB mimo bunku, ma za nasledok agregdciu v oligoméroch,
protofibrilach, fibrildch a postupne sa uklada vo forme nerozpustnych plakov, ktoré sposobuju
narusenie synapsii az dokonca smrt neurénov. Okrem toho je ukladanie AB a tvorba plakov
zodpovedné za poskodenie ciev a tvorbu neurofibrildrnych klbiek spojenych s proteinom TAU
(p-TAU).121

Potencidlnym terapeutickym teréom pre AD sa stal enzym BACE1, obsahujlci vo svojej
molekule okrem iného aj aminokyselinu aspartat. BACE1 hra vyznamnu ulohu pri tvorbe AB
a amyloidovych plakov, ¢o je hlavny dévod nutnosti inhibovat enzym atym modulovat
spracovanie APP. Najvacsou prekazkou je vsak skutocnost, Ze BACE1 sa za fyziologickych
podmienok nachadza vbunkidch avykazuje znaénd Struktirnu podobnost sinymi
aspartatovymi enzymami. Je preto dost velkou vyzvou docielit selektivitu vyhradne pre BACE1
bez ovplyvnenia dal3ich enzymov a tym minimalizovat pocet neZiaducich u&inkov.?? Zostava
tiez otazkou, ako vyvinat Struktiru schopnu prechadzat do mozgového tkaniva
cez hematoencefalickd bariéru, ¢o vsak predstavuje velky problém u vacsiny lie€iv uréenych
k lie¢be neurodegenerativnych poruch.[?3

Navzdory pocetnym prekazkam sa mnohym timom podarilo vyvinut dostatocne selektivne,
ucinné a biologicky dostupné inhibitory. Mnoho z nich dokonca vykazovalo sfubné klinické
efekty avsak ani jedna latka nepresla koneénymi fazami klinického testovania.

Farmakoterapeutickd metéda, ktora sa v pripade amyloidovych plakov dockala uspechu
je lieéba monoklondlnymi protildtkami. Tie su v dnesnej dobe ter¢om intenzivneho vyskumu,
nielen pri AD, ale aj inych neurodegenerativnych ochoreniach. Dve lieCiva, ktoré sa dockali
obrovského Uspechu su Lecanemab a Aducanumab.

Lecanemab je humanizovana IgG monoklondlna protilatka, ktora sa viaze vdaka svojej
vysoke] afinite na AB rozpustné protofibrily. Bolo spozorované zredukovanie amyloidovych

plakov a mierne niz$i pokles kognicie v porovnani s poddvanym placebom.?¥ Lie¢ivo bolo
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6. januara 2023 schvalene Americkou FDA na pouzitie pri miernych kognitivnych poruchach

a miernych $tadidch demencie. [°

Aducanumab, schvdleny FDA 7. juna 2021, je podobne ako Lecanemab monoklonalnou IgG
protildtkou. Je vobec prvym schvdlenym lieCivom na AD od roku 2003, kedy bol schvaleny
Memantin. Je rovnako uréeny k pouzitiu pri miernych kognitivnych poruchach a miernych
$tadiach demencie. 261 Obe I4tky su aj napriek svojmu schvaleniu spojené s radou zavaznych
vedlajsich ucinkov, napriklad vznikom edémov, alebo uvolnenim hemosiderinu. Ich pozitivny
prinos je ale zrejme vy3si a v spojeni s neduspechom vo vyskume lie¢ebnych variant po takmer

dve dekady su najvhodnejSimi alternativami.

1.4. Liecba spojenas proteinom TAU

Neuropatologicky je moziné AD charakterizovat pritomnostou neurofibrilarnych |ézii
vo vnutri neurénov tvorenych proteinmi TAU (p-TAU), ktoré sa radia medzi klucové proteiny
spojené s mikrotubulami.l?”l Dok4Zu neuronalne mikrotubuly stabilizovat a vo vysokej miere
sa vyskytuju v CNS. Mikrotubuly patria medzi zlozky cytoskeletu a podielaju sa na niekolkych
procesoch v bunke, napriklad na procese delenia. Délezitu ulohu hraju pri transporte organel
vo vnutri bunky, predovsetkym pri axonalnom transporte, vdaka ktorému je sprostredkovany

prenos nervovych vzruchov.?®!

V zdravych neurénoch je na p-TAU naviazany velky pocet fosfatovych skupin, ktoré
sa z vagsiny nachadzaji na mieste jeho styku s mikrotubulami.’®! Vtomto mieste,
za fyziologickych podmienok vysoko rozpustny p-TAU, interaguje s tubulinom a podporuje
jeho vélenenie do mikrotubulov, &im sa ich $truktira dokdaze stabilizovat. 30

V poskodenom mozgu sa TAU stdva abnormalne hyperfosforylovanym, ¢o ma okrem straty
afinity k naviazaniu mikrotubulov za ndsledok aj agregaciu volnych molekul proteinu TAU
do parovych helikalnych vlakien. Tieto vlaka nie sU rozpustné a hromadia sa v cytosole
a do takzvanych klbiek, alebo tangels. Predpokladd sa, Ze hyperfosforylacia p-TAU
je vysledkom poskodenej bunecnej signalizacie, ktora vznikd predovsetkym nerovnovahou
medzi rbéznymi protein-kindzami a fosfatmi.3® Schematické znazornenie zdravého

mikrotubulu a mikrotubulu po hyperfosforylacii p-TAU je na obrdzku 3.
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Obrazok 3: Porovnanie zdravého mikrotubulu a mikrotubulu poskodeného pri AD,

prevzaté z [31]

Vyskumnici Coraz viac obracaju svoju pozornost k terapii zameranej na TAU protein,
pretoZe sa zda, Ze takdto lieCba vyraznejSie zlepSuje kognitivny Upadok spdsobeny AD,
napriklad v porovnani slieCbou zameranou na B-amyloidy. VacSina potencidlnych latok
posobiacich na TAU su momentalne v zaCiatocnom Stadiu klinickych Studii, avSak v poslednych
rokoch sa dostali Styri latky zo skupiny monoklonalnych protilatok a jedna vakcina az do druhej
faze klinického testovania. Jednd sa konkrétne o latky Gosuranemab, Tilavonemab,
Semorinemab a Zagotenemab.!?”! Aj ked boli vietky tieto latky pacientami dobre tolerované,
ich studie vdruhej faze zlyhali, pretoie sa nepreukazal dostatocny klinicky pokrok.
Monoklonalne protilatky vsak stale zostdvaju ter¢om pre Studie a to aj vdaka Uspechu lieciv
Aducanumab a Lecanemab.

Inhibicia kindz, zodpovednych za hyperfosforylaciu p-TAU, sa taktieZ javi ako zaujimava
stratégia s potencidlnou schopnostou zablokovat ukladanie p-TAU. Jednym z najviac
skumanych prvkov s takouto schopnostou je litium. Problémom pri takomto type liecby
by vsak mohol byt fakt, Ze kindzy si dynamicky regulované a zucastrnuju sa v mnohych Zivotne
dolezitych drahach a preto je potreba zamerat sa na regulaciu vedlajsich ucinkov spojenu

s ich uzivanim. 32
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1.5. Skuska disolucie pevnych liekovych foriem

Touto skuskou stanovujeme, aké mnozstvo ucinnej latky sa uvolni z pevnej liekovej formy
v kvapaline s definovanymi vlastnostami v urcenom case (in vitro). Vdaka tejto skuske
je mozné posudit kvalitu a stabilitu lieciv. SU zndme 4 zdkladné typy disolu¢nych pristrojov:
koSickovy, padielkovy, pristroj s prietokovou celou a pristroj s vratnym valcom. Casti pristroja,
ktoré sa mo6zZu dostat do kontaktu s disolu¢nym médiom, alebo skimanym vzorkam, musia byt
chemicky inertné. Spb6soby prevedenia disolu¢ného testu, ako aj pristroj pre disolué¢nu skusku

je popisany v Ceskom liekopise.[33!

1.5.1. Pristroj s padielkami

Pristroj je zlozeny z miesadla, vodného kupelu a valcovitej nadoby s gulatym dnom, ktord
je najCastejSie vyrobend z borosilikdtového skla o objeme 11|. Na vrchnej casti nadoby
sa nachadza priklop v ktorom sd umiestnené otvory pre hnaci hriadel, teplomer a otvor
pre odber disolu¢nej kvapaliny. Miesadlo, alebo tiez padielko, je zostavené z hnacieho
hriadela, na ktorého spodnom konci sa nachadzaju dve lopatky, pricom ich spodny okraj
prechadza spodnym koncom hriadela. Spravna funkcia pristroja je zabezpecend vtedy,
ak sa hnaci hriadel nachddza v strede nadoby a jeho spodny koniec je umiestneny priblizne
25 mm od dna nadoby. Na svojom hornom konci je hnaci hriadel pripojeny k motorovej
jednotke, ktord reguluje otacky. Musi byt zabezpecené plynulé otacanie miesadla,
bez akéhokolvek chvenia. Poslednou, nemenej ddleZitou sucastou pristroja, je vodny kupel.
Jeho ulohou je udrzovanie konstantnej teploty pocas celej disolu¢nej skisky a to na hodnote

37 0,5 °C.[33

1.5.2. Matricové tablety

Matricové tablety s predizenym uvolfiovanim lie¢iva zabezpetuju, e lie¢iva budu
vstrebdvané a nasledne vylucované postupne. VSeobecné zloZenie takejto tablety je uc¢inna
latka (API) a excipienty. Excipienty, alebo pomocné latky, tvoria akukolvek zlozku lie¢ivého
pripravku, s vynimkou API a obalového materidlu. MozZeme sem zaradit lubrikaéné latky,
spojiva, farbiva, emulgatory, nosné polyméry, plniva, modifikatory chuti a iné.

Matricové tablety méZzeme zaradit medzi velmi ¢asto vyuzivané formy liekov a to hlavne
vdaka ich schopnosti predizeného uvolfiovania lie¢iva. Pozorujeme u nich rovnomerne
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rozptylenie API v nosnej pomocnej latke. Podla vlastnosti nosnej pomocnej latky ich mozno
rozdelit na hydrofilné gélové matrice (napriklad hydrofilné bobtnajice polyméry), lipofilné
matrice (napriklad tuky avosky), nerozpustné matrice, napriklad skeletové matrice
a na zmieSané matrice, v ktorych sa kombinuju predchadzajice typy nosnych excipientov.
K naj¢astejsie vyuZivanym pomocnym latkam méZeme zaradit napriklad: Skrob, laktdzu,
hypromeldzu, ethylcelulézu, methylcelulézu, hydroxypropylcelulzu a iné.[3¥ MnoZstvo liegiva
v zavislosti na Case, ktoré sa uvolni z matricovej tablety je stanovované pomocou metédy
disolu¢nej skusky, ktorej priebeh je popisany v lékopise. Disolu¢na skuska poskytuje ako
vysledok disolucny profil lieCiva, ktory radime medzi najdélezitejSie vlastnosti liekovej formy.
Vdaka nej mozno urdit typ uvolfiovania lieciva (okamzité, riadené), typ riadeného uvoltfiovania

(predlZené, pulzné, oneskorené) a taktiez mechanizmus a kinetiku uvolnenia.

1.5.3. Disolucné média

Vo vSeobecnosti sa ako disolu¢né médium vyuZiva vodné prostredie, ktorého zloZenie
je starostlivo vyberané v zdvislosti na fyzikdlnych a chemickych vlastnostiach daného lieciva
a pomocnych [atok. Velky vplyv na vyber média maju taktiez podmienky, ktorym bude
po podani s najvacsou pravdepodobnostou liekova forma vystavena. To sa vztahuje najma
k idnovej sile disolu¢ného média a hodnote pH, meniacej sa v jednotlivych ¢astiach traviacej
sustavy.B3!

Pri disoluénych testoch pouZivané disolucné média sa odlisuji hodnotou pH, ktord
sa vo vacSine pripadov pohybuje od 1 do 8. Disoluéné média sa delia na zdakladné
a biorelevantné. Peroralnym podanim sa lie€ivo dostava do Zaludka, kde sa vdaka pritomnosti
kyseliny chlorovodikovej pohybuje pH v rozmedzi 1-3. V dvanastniku sa kysly obsah Zaludku
zneutralizuje a hodnota pH stupa na 4,3-5 . Hodnota pH sa prechodom do dalej pasaze
tenkého ¢reva opat zvysuje. Dosahuje az hodnoty 6-7 a prostredie sa z kyslého meni na slabo

alkalické.[33.34

Zakladne disolu¢né média st navrhnuté hlavne pre kontrolu liekovej formy a su predlozené
v liekopisoch. M6Zeme k nim zaradit vodu (pH 7), umeld Zalidoénu stavu (pH 1- 1,2), umeld
dvanastnikovu Stavu (pH 3,5- 6,1), umelu ¢revnu Stavu (pH 6,8- 7,2) a umelu tracnikovu Stavu
(pH 5,8- 7,8). ZloZenie zakladnych disoluénych médii vSak dostatocne neodraza skutocné

podmienky v traviacom trakte (GIT). Nezohladnuju hladiska, ktoré moézu vyrazne ovplyvriovat
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proces uvolfiovania ucinnej latky z liekovej formy a jej vstrebavanie. Su to napriklad idonova
sila, osmolarita, povrchové napaétie, viskozita, ale aj naplnenost GIT spojend s prijmom
potravy. Boli preto navrhnuté biorelevantné disolu¢né média, u ktorych su k zlozeniu
zakladnych médii pridané taktiez zlozky beZne sa nachadzajuce v GIT. K nim radime umelu
Zaludocnu stavu na lacno a po jedle, umeld dvanastnikovd stavu po jedle, umeld ¢revnt stavu

na la¢no a po jedle a umeld traénikovu $tavu na laéno a po jedle.[3

1.5.4. Vyhodnotenie disolu¢nych profilov

Disolu¢né data su vyuZivané pri posudzovani rychlosti a mechanizmu uvolnenia lieCiva
z liekovej formy. MoZno pouzit niekolko matematickych modelov, v ktorych je mnozstvo
uvolneného lieCiva viazané na jednotku ¢asu. Zhoda zo Specifickym matematickym modelom
je najcastejSie uréena pomocou regresnych funkcii. Mo6Ze sa stat, Ze je behom prvych 15 minut
uvolnenych viac ako 85 % lieCiva z liekovej formy. V takom pripade mozno disolu¢né profily
povazovat za zhodné a to aj bez daldieho matematického hodnotenia.l?’!

Je zndme velké mnoZstvo matematickych modelov k popisu disolué¢nych profilov, napriklad:
kinetické, Statistické, empirické, alebo semiempirické. V experimentdlne] ¢asti tejto prace su

vyuzité kinetické a semiempirické modely.

1.5.5. Matematické modely
1.5.5.1. Kineticky model I. radu

Rychlost uvoltiovania pri kinetike I. radu je typicky zavislostou mnozstva lieciva v liekovej
forme, ktoré v zavislosti na cCase vykazuje klesajucu tendenciu. Rychlost uvolfiovania
APl s ¢asom taktiez klesa. NajvacSie mnoizstvo lieCiva je uvolfiovand ihned po aplikacii.
VSeobecne plati, Ze pre lieky s predlZenym uvolfiovanim, pri ktorych je potrebna stala
plazmatickd koncentracia, je vhodnejSie k uvolfiovaniu pouzZit namiesto kinetiky I. radu,
kinetiku 0. rddu a pre lieCiva pouzivané pri akutnych stavoch je preferované uvolfiovanie

kinetikou I. radu. Kineticky model I. radu je moZné zapisat v nasledujicom tvare:
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My = Me(1 — exp(=k;t)) (1)

kde M je mnoZstvo uUcinnej latky uvolnenej v ¢ase t, M~ je maximum uvolneného mnoZstva

ucinnej latky z liekovej formy a ki je rychlostnou konstantou I. rddu s rozmerom &as.37!

1.5.5.2. Model Weibull

Tento model bol popisany vroku 1951 Weibullom, ako vSeobecny empiricky model
distribucnej funkcie. V roku 1972 bol Langenbucherom upraveny pre popis disolu¢ného profilu
lieiva. Tuto Upravu, v tvare pre kvantitativnu analyzu disolucnych dat, je mozné vyjadrit

rovnicou:

M, = Mi,(1 — exp(—kyt?)) (2)

V pripade, ak nastane oneskorené uvolfiovanie, prejavi sa ,burst efekt”, alebo nastane
rychlejsie uvolnenie lieCiva na zaciatku disoluéného testu, ktoré je typické pre matricové

tablety, je vhodnejSou moZnostou poufZitie rovnice v nasledujicom tvare:

My = Mu(1 — exp(=kw(t — T) f)) (3)

kde M: je mnozstvo uvolnenej ucinnej latky v ¢ase t, M« je maximum uvolneného mnoistva
uéinnej latky z liekovej formy, kw je konsStanta srozmerom ¢as® aT: je oneskorenie

v uvolfiovani ucinnej latky na zaciatku disolu¢ného testu, tzv. ,lag time“ (¢as oneskorenia).

Ak je hodnota parametru T; zdporna, ide otzv. ,burst efekt’. Parametrom
[ je charakterizovany tvar exponencialnej krivky. Ak T: =0 a zdroven £ = 1, vykazuje model
Weibull zhodu s kinetickym modelom |I. rddu. Parameter T: ur€uje zaciatok uvolfiovania
ucinnej latky z liekovej formy. Z praktickych dévodov sa vsak ,lag time“ zvy¢ajne vyhodnocuje
ako ¢as, pri ktorom je uvolhené mnoistvo lie¢iva podla 3$pecifikacie. Napriklad v Ceskom
liekopise je pre liekové formy s oneskorenym uvolfiovanim uvedené, Ze je pripravok
vyhovujuci, ak spiia podmienku o tom, Ze uvolnené mnozstvo lie¢iva v priebehu disolu¢nej

skusky simulujucej prechod Zaludkom, nepresiahne hodnotu 10 %.
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Vyhodou tohto modelu je fakt, Ze dosahuje dobru zhodu s experimentalnymi datami.
Parameter S je moZné poutZit pri popise kvantitativnych zmien disolu¢ného profilu, napriklad

v procese vyvoja liekovych foriem.B7]

1.5.5.3. Model Korsmeyer-Peppas

Model bol odvodeny v roku 1983 Kosmeyerom a spol. ako jednoduchy semi-empiricky

model:

— = kypt™" (4)

kde M: je mnoiZstvo Ucinnej latky uvolnenej v ¢ase t, M. maximum uvolneného mnozstva
ucinnej latky z liekovej formy, kkr konStanta s rozmerom cas™, kde parameter n charakterizuje
transportny mechanizmus a mechanizmus uvolfiovania lie¢iva zliekovej formy.
Predchadzajuca rovnica je platnd iba v pripade, Ze uvolnené mnoistvo ucinnej latky
nepresiahne 60 %.

Pri zderivovani rovnice (4) je ziskany vztah popisujuci rychlost uvolfiovania ucinnej latky,
z ktorého jasne vyplyva, Ze pre n = 1 je rychlost uvolfiovania nezavisla na case a lieivo je teda
uvolfiované kinetikou 0. radu. Pre hodnoty n=0,5 a n =1 popisuje rovnica (4) dva fyzikalne
Uplne odlisné transportné mechanizmy. Pre n = 0,5 ide o uvolfiovanie lieCiva mechanizmom
,Cistej difuzie apre n=1 ide o uvolfiovanie zalozené na bobtnani a relaxacii retazcov
nosného polyméru. Pre hodnotu n v intervale (0,5; 1) je transportny mechanizmus indikovany
na zaklade superpozicie oboch vysSie zmienenych mechanizmov. Jedna sa o tzv. anomalny
transport. Je potrebné brat do Uvahy to, Ze uvedené limitné hodnoty exponentu n (0,5 a 1)

platia iba v pripade, Ze ide o geometriu tenkej vrstvy.B7]
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2. EXPERIMENTALNA CAST

2.1. Disolucny test

2.1.1. Laboratdrne pristroje a pomocky

. analytické vahy AA-200 — Denver Instrument Company, Colorado, USA

) homogenizator Retsch MM 200 — Retsch GmbH, Haan, Nemecko

. ruény lis H-62 — TRYSTOM spol. s r.o., Olomouc, Ceska republika

. disolu€na aparatura SOTAX AT 7 Smart — SOTAX Pharmaceutical Testing s.r.o.,

Allschwil, Svaj¢iarsko

° Agilent 8453 UV/VIS spektrometer — Agilent Technologies Deutschland GmbH,
Waldbronn, Nemecko

. kyveta 5 mm

° bezné laboratérne sklo a pombcky

2.1.2. Pouzité chemikalie a roztoky

) Kyselina chlorovodikova —Penta s.r.o., Praha, CR, p.a. ¢istota

° Chlorid sodny —LachNer s.r.o., Neratovice, CR, p.a. ¢istota

° Dihydrogenfosfore¢nan draselny — LachNer s.r.0., Neratovice, CR, p.a. &istota
° Hydroxid sodny — Penta s.r.o0., Praha, CR, p.a €istota

° Prosolv® SMCC 90 — JPS PHARMA GMBH & CO. KG Rosenberg, Nemecko

° Steardt horecnaty — Acros Organics, USA

° Hypromelosa K4M — Sigma-Aldrich, USA

. Destilovana a redestilovana voda

2.1.3. Zlozenie, homogenizacia a lisovanie tabliet

Pre spravne prevedenie disolu¢ného testu je liekopisom predpisanych vidy 6 tabliet
obsahujucich API (jednotkovych liekovych foriem skisaného pripravku) a ktomu 1 tableta
neobsahujica API, takzvany slepy pokus, alebo blank.33 Tato bakaldrska praca bola zamerana
na Studium matricovych tabliet hydrofilného charakteru. Ich zloZenie je zapisané v tabulke 2.
Ako aktivne [latky boli pouzité dva sulfénamidy vo forme hydrochloridov

(Iatka A a B v tabulke 1), ktoré boli pripravené Ing. Marii Nevyhosténou na UOChT FChT
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Univerzity Pardubice!3® . Tieto latky boli vyberané na zaklade ich biologickej aktivity uvedene;j

v tabulke 1. Biologicka aktivita bola stanovena na KBBV FChT Univerzity Pardubice.

Molekulova
hmotnost [g/mol]
4-(4-(4-((4-methylfenyl)sulfonamido)benzamido)benzyl)morfolin-4-ium chlorid

AChE 1C50 [uM] BChE 1C50 [uM]

- H
o M

o) NH
= i 502,03 7,95 +0,43 30,17 £+ 1,17
Latka A
e
NH
0=5=0
<\/ \\>
CHs

4-(4-(4-((4-methyl-3-fluor-fenyl)sulfonamido)benzamido)benzyl)morfolin-4-ium chlorid

. “ /_\
\_/
/ A\

= 520,02 7,35 + 0,01 47,34 +0,71

= Latka B

I‘TIH
0O=5=0

F
CH,

Tabulka 1: Hodnoty molekulovych hmotnosti a biologickych aktivit pre testované

sulfénamidy
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Hydrofilna matrica % mg
Prosolv 39 195
Aktivna latka 20 100
Hypromelosa K4M 40 200
Stearat horeénaty 1 5

Tabulka 2: zloZenie tabliet v hm. % a mg zloZky na celkovi hmotnost tablety (500 mg)

Jedna tableta dosahovala hmotnost 500 mg + 5 mg. V tablete blank bolo celé mnoZstvo
aktivnej latky nahradené zmesovym suchym spojivom Prosolv® SMCC 90. Vsetky zlozky
nachadzajuce sa v tabletach boli navazené na analytickych vdhach a kvantitativne prevedené
do homogenizacnej patrény, ktord bola ndsledne vloZzena do homogenizatoru. Zmes zloZiek
lieCiva bola trepana po dobu 1 minuty trikrat pri intenzite 10, 13 a 15 kmitov za sekundu.
Zhomogenizovand zmes bola v nasledujucom kroku prevedend do rucnej lisovacej jednotky
s priemerom 13 mm, kde bola pri tlaku 8 kN lisovana do konecnej podoby tabliet (obrazok 4)

po dobu 5 minut. Tablety boli vtomto stave pripravené k pouzitiu pri disolué¢nych testoch.

Obrazok 4: Nalisované tablety pripravené k disolu¢nému testu (4 s APl + 1 blank)
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2.1.4. Priprava disolu¢nych médii

V priebehu disolu¢nych testov sa pouzivali disolu¢né média s hodnotami pH 1,2; 4,5 a 6,8.
Tieto hodnoty mali simulovat hodnoty pH v jednotlivych ¢astiach traviaceho traktu, konkrétne
v zaludku (pH 1,2), v dvandstniku (pH 4,5) a v hrubom ¢reve (pH 6,8). Kazdé disolu¢né médium

bolo pripravené v stlade s Ceskym liekopisom. 33!

2.1.4.1. Disoluéné médium s pH 1,2

K priprave disolu¢ného média s hodnotou pH 1,2, nachadzajuceho sa v Zaludku, bola
pouzita dvojlitrovd odmerna banka. Do nej bolo kvantitativne prevedené 500 ml 0,2M roztoku
chloridu sodného a 850 ml 0,2M roztoku kyseliny chlorovodikovej. Tento roztok bol doplneny

redestilovanou vodou na celkovy objem 2 litre.

2.1.4.2. Disoluéné médium s pH 4,5

K priprave disoluéného média s hodnotou pH 4,5, nachadzajuceho sa v dvandstniku, bola
pouzitd dvojlitrovd odmernd banka. Bolo navaienych 27,22 g dihydrogenfosfore¢nanu
draselného a kvantitativne rozpustené v 1500 redestilovanej vody. Podla potreby bolo mozné
upravit pH hydroxidom sodnym s koncentraciou 0,1 mol/l. Tento roztok bol doplneny

redestilovanou vodou na celkovy objem 2 litre.

2.1.4.3. Disolu¢né médium s pH 6,8

K priprave disolu¢ného média s hodnotou pH 6,8, nachadzajuceho sa v tenkom creve, bola
pouzita dvojlitrovd odmerna banka. Do nej bolo kvantitativne prevedenych 500 ml 0,2 M
roztoku dihydrogenfosfore¢nanu draselného a 224 ml 0,2 M roztoku hydroxidu sodného.

Tento roztok bol doplneny redestilovanou vodou na celkovy objem 2 litre.

2.1.5. Priebeh disolucnej skusky

S nalisovanymi tabletami s dvomi lieCivami (ldatka A, Idtka B) bola vykonand séria
disolu¢nych testov. Tieto testy boli zrealizované podla podmienok uvedenych v Ceskom
liekopise3! v padielkovom usporiadani. Aparatura pouZitd na vykonanie disoluéného testu je

zobrazend na obrdzku 5.
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Do jednotlivych nadob bolo vidy odmeranych 900 ml vybraného disoluéného média
a tie boli umiestnené do disolu¢nej aparatury. Disolu¢nd skuska prebiehala pri pH 1,2; 4,5;
alebo 6,8 vidy 24 hodin vuréitom disoluéhom médiu. Tato doba bola vybrana kvoli
nezndmemu spravaniu sulfénamidov. Teplota vodného kupela bola udrZovand na hodnote
37 +0,5°C pocas celého priebehu testu, vsulade s pozZiadavkami liekopisu. Frekvencia

miesania bola 100 rpm.

Obrdzok 5: Disoluénd aparatura SOTAX AT 7 smart

2.1.6. UV/VIS spektrometria

Z odobranych vzoriek v roznych ¢asovych intervaloch prebiehajiceho disolu¢ného testu,
bolo pomocou UV/VIS spektrometrie stanovované mnozstvo uvolneného lieciva. Bola merana
absorbancia pri absorbénom maxime danej latky v danom pH pri trojbodovej korekcii pozadia.
Hodnoty absorbancie boli porovndvane proti hodnote absorbancie tablety blank. Ziskané
absorbancie pre dané lie¢ivo v danom disoluénom médiu boli prepocitané na percenta
uvolnenej ucinnej latky, pomocou metddy kalibracnej krivky. Percenta, predstavujuce
koncentraciu, boli vynesené do grafu v zavislosti na ¢ase a bol ziskany disolucny profil lieCiva.
Profily boli pomocou matematickych modelov uvedenych v kapitole 1.5.5. kvantitativne

vyhodnotené.
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2.1.7. Priprava kalibracnych roztokov
Boli pripravené zasobné roztoky obsahujuce ucinné latky skimanych lieciv (ldtky A a B)
s koncentraciou 0,1 mol/l. 10 mg danej latky bolo navaZenych na analytickych vahach
a kvantitativne prevedenych do 100 ml odmernej banky. LieCiva boli ndsledne rozpustené
v disoluénych médidch s hodnotou pH 1,2; 4,5 a 6,8 a doplnené na celkovy objem 100 ml.
Kalibra¢na rada bola pripravena tzv. dvojkovym riedenim. Z koncentrovanejSieho roztoku
boli vidy odobrané 3 ml a doplnené 3 ml disolu¢ného média s uréitym pH. Rada obsahovala

5 roztokov, vzdy s poloviénou koncentraciou ucinnej latky.

2.1.8. Kalibracna krivka
Na premeranie kalibracnej rady bola pouZitd 5 mm kyveta. Zavislost absorbancie na
koncentracii lieCiva bola vynesend do grafu (vid prilohy) a metédou linedrnej regresie ziskane

regresné rovnice uvedené v tabulke 3.

Latka 1 Latka 2
pH1,2 A =0,0081c + 0,004 A =0,0087c-0,0015
pH 4,5 A =0,0132c-0,0031 A =0,0158c + 0,0015
pH 6,8 A =0,0004c +0,0043 A =0,0011c-0,0008

Tabulka 3: rovnice linedrnej zavislosti Iatky A a B v jednotlivych disoluénych médidch

Tieto rovnice boli dalej pouzité pri prepoctoch absorbancie na koncentraciu a percentd

uvolneného lieciva.

2.2. Vysledky a diskusia

Predmetom tejto prace bolo Studium matricovych tabliet hydrofilného charakteru,
ktoré obsahovali dva rézne sulfénamidy vo forme hydrochloridov ako ucinné latky (tabulka 1).
Sulfénamidy boli vybrané na zaklade ich biologickych aktivit a pripravené Ing. Marii
Nevyhostenou z UOChT FChT Univerzity Pardubice. Disolu¢né skusky prebiehali v sulade

s podmienkami uvedenymi v Ceskom liekopise®”! v padielkovom usporiadani a boli pri nich
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pouzité disolucné média s hodnotami pH 1,2; 4,5 a 6,8, simulujice prostredie v réznych
Castiach traviaceho traktu. Mnoizstvo lieciva uvolneného z tabliet bolo ndsledne stanovené
UV/VIS spektrometriou, pomocou ktorej boli ziskané hodnoty absorbancie pre jednotlivé
vzorky. Absorbancie boli prepocitané na percentd uvolnenej ucinnej latky metddou
kalibracnej krivky. Do grafov bola vynesena zavislost percent uvolnenej latky na ¢ase a ziskané
disoluc¢né profily lieciv boli ndsledne kvantitativne vyhodnocované vhodnymi matematickymi

modelmi.

2.2.1. Disolucné profily

Grafy 1 aZ 4 zobrazuju disolu¢né profily Idtky A a latky B. Kvantitativne vyhodnotenie
profilov bolo realizované pomocou programu GraphPad Prism metédou nelinearnej regresne;j
analyzy. Ktomuto vyhodnoteniu boli vyuzité metédy Weibull a kineticky model I. radu.

Kinetické parametre ziskané pri analyze disoluénych profilov si uvedené v tabulke 4 az 7.

Je potreba zdoraznit, Ze u hydrofilnych matric dochadza k bobtnaniu v désledku nasatia
disoluéného média. Toto bobtnanie ma za nasledok rozvolnenie polymérnych retazcov
v matrici a uvolfiovanie Ucinnej latky z tablety na zaklade principu difuzie. Poéas bobtnania sa
vytvara gél a nastdva tzv. gelovatenie tablety. Do gélu sa ndsledne difiziou dostdva ucinna
latka zjadra tablety. Po Case sa gél zacCina postupne omyvat spolocne s uc¢innou latkou
rozpustenou vtejto vrstve. Tento proces je nasledovany tvorbou novej gélovej vrstvy
a prebieha kontinualne. V pripade, ak je lie¢ivo malo rozpustné v danom disoluénom médiu,
moze dochdadzat k zadrZovaniu Ucéinnej latky v jadre tablety. Na obrdzku 6 su zobrazené tablety
po ukonceni disolu¢ného testu pri pH 6,8. Tableta nalavo obsahovala Idtku A atableta
napravo Idtku B. V tablete nalavo méZeme v porovnani stabletou nalavo pozorovat
nerozpustené kusky ucinnej latky. Ako vyplyva z grafov 1 a 2, tableta obsahujuca ldtku B

v médiu s pH 6,8 bola rozpustena zo 100 %, zatial ¢o tableta s Idtkou A iba zo 40 %.
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Obradzok 6: Tablety s Iatkou A (vlavo) a B (vpravo) v médiu o pH 6,8 po disolucnej skuske
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Graf 1: Disolucné profily latky A v pH 1,2; 4,5 a 6,8 preloZzené modelom Weibull

a kinetickym modelom I. radu
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V grafe 1 su zobrazené disolucné profily latky A v disolu¢nych médiach s hodnotami pH
1,2; 4,5 a 6,8. V zavislosti na hodnotach v tabulke 4 a5 moZzno konstatovat, Ze hodnoty
koeficientu R? boli pre profily s pH 4,5 a 6,8 vysSie pre Weibull model, avsak pri profile v pH
6,8 je po prelozeni model Weibull takmer zhodny s kinetickym modelom I. radu (vid. Graf 1).
U profilu pri pH 1,2 je hodnota koeficientu R? uvedend v tabulkdch 4 a5 nepatrne vyssia
u kinetického modelu I. radu, po grafickom prelozeni je vSak model Weibull pre tento profil
vhodnejsi (vid. graf 1).

V priebehu disolu¢nej skusky sa najrychlejSie uvolfiovala ucinna latka pripH 1,2, teda
v prostredi, simulujucom zloZenie Zaludocnych Stiav. Na konci disolu¢ného testu, teda po
24 hodinach, bolo z tablety uvolnenych takmer 90 % ucinnej latky. U tablety v disoluénom
médiu s pH 6,8 z grafu 1 vyplyva, Ze priblizne pocas prvych piatich hodin disolu¢ného testu
doslo k vyraznému uvolfiovaniu ucinnej latky, kedy sa uvolnilo takmer 40 %, po uplynuti tohto
Casu sa vSak latka prestala uvolfiovat, a tak na konci disoluéného testu bolo uvolnenych
profilu o pH 6,8, mozZno taktiez pozorovat sSiroké smerodatné odchylky, ¢o je pravdepodobne
sposobené nedostatocnym rozpustenim ldatky A v kalibracnych roztokoch. Z tohto dévodu
nie je mozné vplnej miere aplikovat Lambert-Beerov zdkon popisujuci vztah medzi
absorbanciou, koncentraciou absorbujucej latky a di?kou dréhy svetla. Tento zakon je

aplikovatelny iba pri Cirych roztokoch bez nerozpustenych castic.
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Latka B
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Graf 2: Disolucné profily latky Bv pH 1,2; 4,5 a 6,8 preloZzené modelom Weibull

a kinetickym modelom I. radu

V grafe 2 su zobrazené disolu¢né profily Idtky B v disoluénych médiach s hodnotami pH
1,2; 4,5 a 6,8. V zavislosti na hodnotach obsiahnutych v tabulkdch 6 a 7 je zrejmé, Zze hodnoty
koeficientu RZ su pre v3etky tri profily vy$Sie pri modely Weibull, v porovnani s kinetickym
modelom |. rddu. Tomu odpovedaju aj udaje prelozené v grafe 2, kde sa pri vSetkych profiloch
ukdzal model Weibull ako vhodnejsi.

V priebehu disolu¢nej skusky, bola ldtka B vyluCovana najrychlejsie v disolucnom médiu
s pH 6,8, ktoré simuluje prostredie v hrubom ¢reve. Na zaciatku disoluéného testu sa latka
zacala uvoltiovat pomerne rychlo a uz po priblizne piatich hodinach bolo uvolnenych 100 %
ucinnej latky. To je v porovnani s profilom Idtky A pri rovhakom pH znacny rozdiel, kedZe v
tomto pripade bolo na konci disolu¢ného testu uvolnenych iba 40 % ucinnej latky (vid. graf 1).
Latka B sa najmenej uvolnila v disolu¢tnom médiu s pH 4,5. Na konci disolu¢ného testu, teda
po 24 hodinach, bolo z tablety uvolnenych priblizne 50 % latky.

U oboch lie¢iv bol Studovany mechanizmus uvolfiovania ztablety pomocou modelu

Korsmeyer-Peppas. Ziskané kinetické parametre su uvedene v tabulkach 8 a 9.
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Graf 3: Disolucné profily latky A v pH 1,2; 4,5 a 6,8 preloZené modelom Korsmeyer-Peppas
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Graf 4: Disolucné profily latky Bv pH 1,2; 4,5 a 6,8 preloZené modelom Korsmeyer-Peppas
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2.2.2. Regresna analyza disolucnych profilov

Nasledujuce tabulky zobrazuju zhrnuté vysledky vyhodnotenia nameranych dat za

pouzitia matematickych modelov (l. rad, model Weibull a Korsmeyer-Peppas). V tabulkach su

uvedené Udaje odpovedajuce parametrom prislusného matematického modelu, absolltna

suma Stvorcov (ASS) a koeficient determinacie (R?).

l.rad: M;=M,(1—exp(—kqt))
Latka A
ki £ SD [min] M. £ SD [%] ASS R?
pH 1,2 0,0008 = 0,0002 121,6 £ 18,5 581,8 0,9862
pH 4,5 0,0038 £ 0,0010 54,67 £2,99 2805 0,8734
pH 6,8 0,0049 £ 0,0021 44,14 £ 4,29 3069 0,8080

Tabulka 4: Vyhodnotenie disolucnych profilov latky A pomocou kinetického modelu I. radu

l.rad: M,=M,(1—exp(—kqt))
Latka B
k1% SD [min] Mo % SD [%] ASS R?
pH 1,2 0,0008 £0,0003 111,3+29,06 1761 0,9589
pH 4,5 0,0026 + 0,0004 57,24 £2,92 750,1 0,9578
pH 6,8 0,0072 £ 0,0007 102,2+2,2 1871 0,9732

Tabulka 5: Vyhodnotenie disolucnych profilov latky B pomocou kinetického modelu I. radu
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Weibull model: M, = M., (1 — exp(—kytF))

Latka A

Mo + SD [%] p*SD ASS R?
pH 1,2 86,02 + 8,167 1,06 £ 0,07 693,3 0,9835
pH 4,5 174,7 +45,4 0,44 + 0,03 651,2 0,9706
pH 6,8 100,7 £ 0,6 1,36 £ 0,31 2972 0,8140

Tabulka 6: Vyhodnotenie disolucnych profilov Iatky A pomocou modelu Weibull

Weibull model: M, = M (1 — exp(—kwtﬁ))

Ldtka B

kw * SD [minf] B+SD ASS R?
pH 1,2 0,0003 = 0,0002 1,24 +0,13 1663 0,9612
pH 4,5 0,0129 +0,0025 0,48 £ 0,02 49,22 0,9972
pH 6,8 0,0003 +0,0001 1,64 + 0,08 653,6 0,9907

Tabulka 7: Vyhodnotenie disolucnych profilov latky B pomocou modelu Weibull

Korsmeyer-Peppas: # = kprt"

Latka A

n+SD ASS R?
pH 1,2 0,77 +£0,04 236,9 0,9699
pH 4,5 0,33+0,01 470,1 0,9581
pH 6,8 0,77 +0,10 685,8 0,8918

Tabulka 8: Vyhodnotenie disolu¢ného profilu Iatky A pomocou modelu Korsmeyer-Peppas
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Korsmeyer-Peppas: # = kprt"

Ldtka B

n+SD ASS R?
pH 1,2 0,99 +0,09 615,0 0,9307
pH 4,5 0,44 +0,01 37,02 0,9955
pH 6,8 0,83+0,11 159,9 0,9050

Tabulka 9: Vyhodnotenie disolucného profilu Iatky B pomocou modelu Korsmeyer-Peppas

Parameter n u matematického modelu Korsmeyer-Peppas urcuje mechanizmus
uvolfiovania ucinnej latky z tablety (tabulky 8 a 9).

Latka A bola v disoluénom médiu o pH 1,2 uvolfiovana tzv. anomalnym transportom, teda
kombinaciou difuzie ainych druhov transportu. V disoluénom médiu o pH 4,5 dochadza
k uvolfiovaniu , Cistou” difiziou a v pH 6,8, rovnako ako v prvom pripade je lieivo uvolfiované
anomalnym transportom kombinujicim difuziu a iné deje.

Ulatky B je v disoluénhom médiu opH 1,2 hodnota parametru n takmer rovna 1,
¢o znamena, Ze latka bola uvolfiovana kinetikou 0. radu. V médiu opH 4,5 dochadza
k uvolfiovaniu mechanizmom ,istej difuzie avpH 6,8 sa uplathuje mechanizmus

tzv. anomalneho transportu a kombinuje sa teda difizia a iné transportné mechanizmy.
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ZAVER

Tato bakalarska praca je zamerand na vyskum novych potencidlnych pristupov v lie¢be

Alzheimerovej choroby, pripravu pevnych liekovych foriem a ich testovanie.

Teoretickd cast sa venuje prehladu niektorych farmakoterapeutickych pristupov
pouzivanych pri symptomatickej lieCbe, zaloZzenych na moznych pricindch vzniku ochorenia
a doplnena informdaciami o novych potencidlnych lieCivach. Posledna kapitola teoretickej ¢asti
sa zaobera popisom disolu¢nej skusky pevnych liekovych foriem a taktiez obsahuje popis
matematickych modelov, pouZitych pri kvantitativnom vyhodnocovani disolu¢nych profilov
nachadzajucich sa v praci.

Experimentdlna cast je venovand testovaniu matricovych tabliet obsahujicich novo
syntetizované lieciva (ldtky A a B) ako ucinné latky, radiace sa do skupiny sulfénamidov. Tieto
matricové tablety hydrofilného charakteru boli podrobené disolu¢nému testu v disolu¢nych
médiach shodnotami pH 1,2;4,5a6,8, ktoré simuluju prostredie vréznych Ccastiach
trdviaceho traktu, konkrétne Zaludku, dvanastniku a tracniku. Bol Studovany vplyv pH. Bolo
zistené, Ze hodnota pH ma vplyv na uvolfiovanie latok z liekovej formy. Jednotlivé vzorky boli
prelozené vhodnymi matematickymi modelmi (I. rad, model Weibull a Korsmeyer-Peppas).

Parametre ziskané matematickymi metddami su uvedené v tabulkach a prelozené v grafoch.

Zaverom mozZno konstatovat Ze disoluéné profily testovanych sulfénamidov vykazovali
priaznivé vysledky asu preto uréené na dalSie testovanie ako potencidlne lieCiva na

Alzheimerovu chorobu.
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PRILOHY

Kalibrace: latka A, pH 1,2
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Priloha 1: Kalibracna krivka Iatky A v disoluénom médiu s pH 1,2

Kalibrace: latka A, pH 4,5
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Priloha 2: Kalibracna krivka Ilatky A v disoluénom médiu s pH 4,5
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Kalibrace: latky A, pH 6,8
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Priloha 3: Kalibracna krivka Iatky A v disoluénom médiu s pH 6,8

Kalibrace: latky B, pH 1,2
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Priloha 4: Kalibracna krivka Idtky B v disolucnom médiu s pH 1,2
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Priloha 5: Kalibracna krivka Iatky B v disoluénom médiu s pH 4,5
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