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ABSTRAKT

Predkladana dizertacni prace je zaméfena na fizené uvolhovani léCiv z biodegradabilnich
amfifilnich hydrogell na bazi kopolymeru hydrofobni kyseliny poly(mlé¢né) a poly(glykolové)
a hydrofilniho polyethylenglykolu (PLGA-PEG-PLGA, ABA) a jeho modifikace anhydridem
kyseliny itakonové (ITA). Vysledny a,w-itakonyl(PLGA-PEG-PLGA) je oznacovany v této
praci jako ITA/PLGA-PEG-PLGA/ITA neboli ITA/ABA/ITA. Kyselina itakonova poskytuje
reaktivni dvojné vazby a funkéni karboxylovou skupinu na koncich fetézce PLGA-PEG-PLGA
kopolymeru, €imz se modifikovany kopolymer ITA/ABA/ITA stdvd méné hydrofobnim
a nabizi tak moznost tvofit nosic i pro 1éCivé latky hydrofilni povahy. Tyto funkéni kopolymery
jsou citlivé na teplo a zménou vnéjsiho prostredi (teploty) vykazuji sol-gel fazovy pfechod
diky vzniku micelarni struktury gelu. Lécivé latky tak mohou byt smichany s kopolymerem,
ktery je v nizko viskozni fazi (sol faze) a nasledné tato smés muze byt injektovana do téla
pacienta na cilové misto, kde vytvofi gel pfi 37 °C. Tento hydrogel se stava zasobnikem
lécivé latky, odkud se postupné substance uvolnuje. Predikce trendu uvolfiovani 1éCivé latky
z hydrogelu je ucinny nastroj pro zjisténi frekvence podavani, zvySeni ucinnosti 1é€iva a také
pro zjisténi nezadoucich Gcinkd spojené s davkovanim.

Jako hydrofilni modelové |é€ivo bylo vybrano analgetikum paracetamol. Zastupce
hydrofobniho modelového [é€iva bylo pouzito sulfonamidové antibiotikum sulfathiazol.
Pfidani léCivé latky do roztoku kopolymeru mélo néasledné vyznamny vliv na vyslednou
tuhost hydrogelu. Vliv na tuhost hydrogelu a naslednou stabilitu systému mélo pouziti
nanohydroxyapatitu i riznych rozpoustédel resp. inkubaénich médii. Rizené uvolfiovani 1&&iv
probihalo v simulovanych podminkéch lidského téla.

Tato prace se zabyva ovérenim Korsmeyer-Peppasova modelu vhodného pro popis
uvolnovani hydrofobniho modelového IéCiva sulfathiazolu z hydrogelu ABA i ITA/ABA/ITA.
Naopak bylo prokazano, ze Korsmeyer-Peppasliv model neni vhodny pro popis uvolfiovani
hydrofilniho 1é¢iva paracetamolu z ABA hydrogelQ, proto byl navrzen novy regresni model,
vhodny jak pro pufrované simulované prostredi, tak i pro vodu. Tento model byl také ovéren
za velmi tésny i pro popis uvolhovani sulfathiazolu i paracetamolu z kompozitniho materialu
pfipraveného z ABA hydrogelu a nanohydroxyapatitu.

KLICOVA SLOVA

hydrogel, PLGA-PEG-PLGA kopolymer, profil uvolfovani I[éCiv, léCiva, Korsmeyer-
Peppasliv model



ABSTRACT

This dissertation is focused on the controlled release of drugs from a biodegradable
amphiphilic hydrogel based on hydrophobic poly(lactic acid), poly(glycolic acid) and
hydrophilic poly(ethylene glycol) (PLGA-PEG-PLGA, ABA) and its modification with itaconic
anhydride (ITA). The resulting a,w-itaconyl(PLGA-PEG-PLGA) copolymer is referred to as
ITA/PLGA-PEG-PLGA/ITA or ITA/ABA/ITA. Itaconic acid provides reactive double bonds and
a functional carboxyl group at the ends of the PLGA-PEG-PLGA copolymer chain, thereby
rendering the modified ITA/ABA/ITA copolymer less hydrophobic and offering the possibility
of forming a carrier for hydrophilic drug substances. These functional copolymers are
thermosensitive and change in the external environment (e.g. temperature) causes a sol-gel
phase transition due to the formation of micellar structure. The bioactive substances can thus
be mixed with a copolymer which is in a low viscous phase (sol phase) and subsequently the
mixture can be injected into patient's body at the target site where it forms a gel at 37 °C.
This hydrogel becomes a drug depot, which gradually releases the active substance.
Prediction of the substance’s release profile from the hydrogel is an effective tool to
determine the frequency of administration, potentially enhancing efficacy, and assessment of
side effects associated with dosing.

The analgesic paracetamol and the sulfonamide antibiotic sulfathiazole were used as
model drugs, representing hydrophilic and hydrophobic substances, respectively. The active
substances had a significant effect on the resulting hydrogel stiffness. Type of solvent,
incubation medium and nanohydroxyapatite also influenced on the gel stiffness and
subsequent stability of the hydrogel-drug system. Controlled release of drugs took place in
simulated conditions of the human body.

Verification of Korsmeyer-Peppas (KP) drug-release model is also discussed in this
thesis. The KP model was found suitable for simulating the release of sulfathiazole from ABA
and ITA/ABA/ITA hydrogels. On the contrary, the performance of KP model was not suitable
for describing the release of paracetamol from the ABA hydrogels. Therefore, a new
regression model suitable for both buffered simulated media and water has been proposed.
The proposed model fitted better the release of both sulfathiazole and paracetamol from
composite material prepared from ABA hydrogel and nanohydroxyapatite.

KEYWORDS

hydrogel, PLGA-PEG-PLGA copolymer, drug release profile, drugs, Korsmeyer-Peppas
model
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1 UVOD

Lékové systémy zamérené na kontrolované uvolnovani 1é€iv umoznuji efektivnéji vyuzivat
lecivé latky a snizit cetnost a celkové mnozstvi podavaného l1é€iva. Timto Ize dosahnout
zvySeni komfortu pacientll, snizeni mnozstvi nezadoucich U¢inkl a celkové spotieby IécCiv,
coz se mlze pozitivné promitnout pfi terapii Siroké skaly rdznych onemocnéni a také na
zatizeni zivotniho prostfedi IéCivy. Z uvedenych divodl se v poslednich letech na toto téma
zamérfuje stale vice odbornych studii [1-8]. Systémy s kontrolovanym uvolfiovanim éCiv by
mély dosahnout delSiho farmakologického efektu (dny, mésice, roky) bez vyznamné
fluktuace koncentrace lé€ivé substance v krevni plazmé, jak je tomu u bézného podavani
nizkomolekularnich 1é€iv [9]. Idealni Iékovy systém s fizenym uvolhovanim by mél uvolfiovat
aktivni substanci tak, aby bylo témér okamzité dosazeno terapeutické koncentrace a nadéle
jiz uvolfiovat jen potfebné mnozstvi IéCiva pro udrzeni této koncentrace podle kinetiky
nultého radu [10].

V prabéhu let se ve vyzkumu zaméreného na fizené uvolfiovani IéCiv se stale vice zacaly
vyuzivat biodegradabilni syntetické (ko)polymery. Jejich vyhodou ve srovnani s pfirodnimi
polymery je moznost navrhnout jejich slozeni, mechanické vlastnosti a kinetiku rozpadu
samotného (ko)polymeru [10]. Lécivo navazané na polymerni nosi¢ muUze v organismu
cirkulovat fadové mnohem del§i dobu diky vysoké molekulové hmotnosti a strukture
polymerniho nosi€e [9]. Jako velmi atraktivni se ukazaly tzv. ,chytré” (ko)polymery, které jsou
schopny reagovat na zménu vnéjSich podminek okoli zménou svych fyzikalné-chemickych
vlastnosti. Mezi tzv. ,chytré” polymery citlivé na teplo jsou fazeny i kopolymery na bazi
hydrofobni kyseliny poly(mlééné), poly(glykolové) a hydrofilniho polyethylenglykolu (PLGA-
PEG-PLGA, ABA), které ve vodném prostredi tvofi hydrogel. Tyto amfifilni termocitlivé
kopolymery jsou velmi atraktivni pro biomedicinské aplikace diky sol-gel fazovym
prechodim, ke kterym dochazi vlivem zmény okolni teploty. Léciva latka tak muze byt
pfidana do nizko viskdzni faze (sol faze) za bézné laboratorni teploty a nasledné mize byt
roztok vpraven do téla pacienta, kde se ze solu stane hydrogel. Ve srovnani s jinymi
syntetickymi biomateridly, biodegradabilni hydrogely pfipominaji diky svym fyzikalnim
vlastnostem, relativné vysokému obsahu vody a mékké ,gumové*” konzistenci zivé tkané [11].

V dnesni dobé jsou jiz komeréné dostupné produkty na bazi PLGA-PEG-PLGA
kopolymer(i pod nazvy ReGel® a OncoGel®. Tyto tepelné citlivé kopolymery jsou vyuzivany
a nadale studovany k fizenému uvoliovani léCivych latek hydrofobni povahy (paclitaxel,
doxorubicin, indomethacin), ale i pro vysokomolekularni aktivni substance hydrofilni povahy
(inzulin, exenatid). Vlivem zmény okolni teploty PLGA-PEG-PLGA triblokové kopolymery ve
vodném prostredi vytvareji micelarni struktury s hydrofobnim (PLGA) jadrem a hydrofilnim
povrchem polyethylenglykolu (PEG). Hydrofilni 1éCiva vykazuji pfevazné afinitu
k hydrofilnimu PEGu a jejich uvolhovani z matrice hydrogelu se déje pomoci prosté difuze.
Naopak latky lipofilniho charakteru vykazuji afinitu k hydrofobnimu PLGA jadru.
Mechanismus uvolnovani hydrofobnich [éCiv tak zahrnuje erozi/degradaci hydrogelové
matrice a naslednou difuzi [1].

| pfes nesporné vyhody vykazuji ABA blokové kopolymery nékolik zasadnich nedostatku.
Ve své struktufe obsahuji pouze jeden typ funkénich skupin (—OH skupiny), které tento
materidl limituji v dalSich reakcich s biologicky aktivnimi latkami [12]. Vroce 2010 byla
Michlovskou a kol. publikovdna studie zabyvajici se modifikaci PLGA-PEG-PLGA



kopolymeru pomoci anhydridu kyseliny itakonové. Kyselina itakonova poskytuje retézci
funkéni karboxylovou skupinu a reaktivni dvojné vazby pro moznost pripadného chemického
zesiténi [13]. MnozZstvim navazané itakonové kyseliny na fetézec ABA kopolymeru lze
ovlivnit celkovou hydrofobicitu blokového kopolymeru [13] a také naslednou stabilitu
ITA/ABA/ITA hydrogell ve vodném prostredi [14; 12].

Dal$im nedostatkem PLGA-PEG-PLGA fyzikalnich hydrogelll je jejich stabilita. Stabilita
ABA fyzikalnich hydrogeld pro uvolfiovani Ié€ivych latek byla prozatim pozorovana rfadové
v hodinach az tydnech [2-8], coz nemusi byt pro terapii nékterych onemocnéni dostacujici.
Prodlouzeni uvolhovani 1é€ivé latky Ize vyresit enkapsulaci bioaktivni substance do ,core-
shell* €astic kopolymeru a vytvorit tak systém, ktery substanci uvolfiuje v nékolika stupnich
béhem rozpadu samotnych castic [2]. Liberaci IeCivé latky Ize také prodlouZit pfipravou
kompozitnich materiald obsahujicich hydrofobni biokompatibilni nanocastice, které se
zabudovavaji do hydrofobniho PLGA jadra béhem tvorby micelarnich struktur a zvySuji tim
celkovou tuhost a stabilitu vysledného kompozitu. Tepelné citlivych vstfikovatelnych
kompozitnich material(i na bazi ABA kopolymer(l a nanocastic hydroxyapatitu Ize Uspésné
vyuzit napfiklad pfi 1é€bé tfistivych fraktur kosti [15].

Predkladana dizertaéni prace se zabyva sledovanim uvolfiovani l1éCiv z biodegradabilnich
fyzikalnich hydrogelll zaloZzenych na termosensitivnich kopolymerech PLGA-PEG-PLGA
a ITA/PLGA-PEG-PLGA/ITA tvoricich gel pfi teploté lidského téla 37 °C. Hlavnim cilem
prace bylo ovéfit, zda modifikace kopolymeru kyselinou itakonovou ma vyznamny vliv na
profil uvolfiovani lécivych latek rdzného lipofiiniho charakteru z fyzikalnich ITA/ABA/ITA
hydrogelll a jejich potencidlni vyuziti, jako nosic¢l hydrofilnich nizkomolekularnich lécivych
latek. Fyzikalné pfidana IéCiva méla vyznamny vliv na celkovou stabilitu systému hydrogel-
léCivo v rlznych prostfedich. Vyznamny vliv na prodlouzeni liberace Iécivych latek mélo
i pfidani nanohydroxyapatitu do systému ABA hydrogel-lIéCivo.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Vyvojlékovych forem

Zpusob Upravy léciva do formy vhodné pro Ié¢ebné pouZziti zastituje pojem Iékova forma.
Jednou z nejstarsich aplikacnich davkovanych forem jsou pilulky, které se pfipravovaly jiz ve
2. stol pf. Kristem z tzv. pilukoviny. Pilulkovina se déale zpracovavala fezanim, tvarovanim
a suSenim. Po objevu krevniho obéhu, v roce 1628, kdy William Harvey publikoval své dilo
~Anatomické pojednani o pohybu srdce a krve" se |éky zakaly podavat parenteralné.

Dynamicky rozvoj védnich oborl v 19. stoleti pfinesl vynalez injekéni stiikacky s jehlou,
atak se léky zacaly aplikovat i subkutanné. Na pocCatku 20. stoleti se zacala rozvijet
pramyslova vyroba lécivych latek a pripravkd. Pfes nesporna negativa prinesly obé svétové
valky fadu nové vyvinutych IéCiv, zejména pak antibiotik. Rozviji se také farmakokinetika,
ato diky aplikaci modernich analytickych metod a zavadéni vypocetni techniky do
farmakologie. S jejim rozvojem Uzce souvisi vyvoj novych |ékovych forem. Roste vyznam
lekové formy tj. zpracovani |éCivé latky do IéCivého pfipravku a zajem o lékové formy
s prodlouzenym a fizenym uvolhovanim a G¢inkem Ié€iva. K dosavadnim Iékovym formam
pribyly retardované tablety, mikropelety, aerodisperze (aerosoly, spreje) a pény, pozdéji také
transdermalni pfipravky, z nichz se lécivo vstfebava kuzi a dosahuje se jeho dlouhodobé
terapeutické koncentrace v krvi [16].

2.1.1 Lékové formy s prodlouzenym uvolfiovanim

Vyvoj novych aplikacnich forem vyznamné ovlivnil rozvoj chemie polymert. V roce 1976
némecky makromolekularni chemik Helmut Ringsdorf pfiSel s mysSlenkou pouzit pro transport
léCiv syntetické polymery rozpustné ve vodé. Do této doby se musela nizkomolekularni
lé€iva podavat velmi casto v opakovanych davkach tak, aby léCivo bylo v organismu
v terapeutické koncentraci [9, 17]. Pokud je davka vy$Si nez terapeuticka koncentrace, 1éCiva
latka je pro organismus toxicka. Druhym extrémem je naopak subterapeuticka davka, ktera
nema pozadovany lé€ebny G€inek [18]. Polymery umoznily diky své struktuie a daleko vy$si
molekulové hmotnosti to, ze nizkomolekularni lé¢ivo navazané na polymer jako na svij
nosi¢, mlze cirkulovat v organismu mnohem déle fadové hodiny az dny. Dobu cirkulace
ovliviuje struktura polymerniho nosi€e [9]. Vznikla nova lékova forma s prodlouzenym
(retardovanym) uvolhovanim léCiva snizuje frekvenci davkovani léku a stim souvisejici
vykyvy hladiny l1é€iva v krvi. Tato 1ékova forma také vykazuje mensi vyskyt nezadoucich
ucinkud, ¢imz zlepsuje l1é€bu pacienta. S vyvojem lékové formy s prodlouzenym uvolfiovanim
se objevuje pojem |ékovy systém, ktery je charakterizovan davkou IéCiva a také predevSim
konstantni definovanou rychlosti, kterou se IéCiva latka uvolfuje po uréity Casovy usek [16].

Lékova forma s prodlouzenym uvolfovanim proto poskytuje 1é€ivou latku po delSi dobu,
napf. hodiny, avSak stale vyzaduje opakované podavani. Retardované uvolhovani neni
fizeno kinetikou prvniho fadu a rychlost uvolfiovani je silné ovlivnéna vnéjSimi podminkami,
napi. pH Zaludku. Mezi lékové formy s prodlouzenym uvoliovanim patfi mimo jiné
transdermalni naplasti, kapsle s pulznim uvolfiovacim systémem Pulsincap apod. [16].
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2.1.2 Lékové formy s kontrolovanym uvoliovanim lé¢iva

Lékova forma s fizenym (kontrolovanym) uvolfovanim predstavuje Iékovou formu tzv. treti
generace [19]. Tato forma udrzuje konstantni hladinu IéCivé latky v krevni plazmé nebo tkani
pomoci kinetiky prvniho fadu po dobu nékolika dni az mésicu [18].

Lékova forma s fizenim uvolfiovanim lé€iva umoznuje uvolnéni léCiva na cilovém misté.
To znamend, Ze polymerni systém Ize nasmérovat v organismu do daného Ié€¢eného mista,
kde se ucCinna latka uvolni v aktivni podobé [18]. Pro jiné, zdravé €&sti organismu tim
vyrazné klesa toxicita 1é€ivé latky, a to o jeden az dva fady. Diky tomu, Ize podavat daleko
vySSi davky, které maji lepsi u€inek na cilovou tkan [9].

ry v

Koncentrace IécCiva

A ry v
- .. Fluktuace koncentrace léCiva
/’ \
/ L Toxicka davka
I \
A . Kontrolované
VAN . uvolfiovani
4 YA ) e e e s
lI'/ \
Ly ' \
III/ \. \
1 \ N - )
,; . n Prodlouzené
. —
—) uvolnovani
Cas

Obrazek 1 — Schématické znazornéni fluktuace koncentrace Ié€iva pfi konvenénim
podavani v porovnani s kontrolovanym a prodluZovanym uvolfiovanim [18]
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Tabulka 1: Prehled komeréné dostupnych produktl pro uvolfiovani lécivych latek pomoci fizeného uvolfiovani [6, 11, 20].

Znacka
GLIADEL®

OZURDEX®
IMPLANO®
RETISERT®
Vitrasert®
ZOLADEX®

Viadur®

Lupron Depot®
DepoDur®
Vivitrol®

Sandostatin LAR® Depo

RISPERDAL®CONSTA
Nutropin Depot®

Testopel® Pellets

OncoGel®
ReGel®

Lécivo

carmustin

dexamethason

progestagen

etonogestrelu

fluocinolon
acetonidu

ganciclovir
goserelinum

leuprorelin

leuprorelin
morfium
naltrexon

ocreotid

risperidon
somatropin

testosteron

paclitaxel
inzulin

Polymer

1,3-bis-(p-
carboxyphenoxy)propan
a kyselina sebakova

PLGA

kopolymer
ethylenvinylacetatu

polyvinylalkohol

polyvinylalkohol
a polyethylenvinyl acetat
kopolymer kyseliny
mlécné a glykolové

polyurethan

PLGA a PLA
PLGA a PLA
PLG
glykolova a D,L-mlé¢na
kyselina
PLGA
PLG

polyvinylpyrolidon

PLGA-PEG-PLGA
PLGA-PEG-PLGA

Lékova forma

tablety

implantéat

ty€inka

tablety zapouzdfené
v silikonovém obalu

implantéat
implantéat

titanovy zasobnik

injekce
injekce
injekce

injekce

injekce
injekce

implantéat

injekce
injekce

Podani

intrakranialni
implantace

intravitrealni
implantace
subdermalni
implantace
intravitrealni
implantace
intravitrealni
implantace
subkutanni
implantace
subkutanni
implantace
intramuskularné
epiduralné
intramuskularné

intramuskularné

intramuskularné
subkutanné
subkutanni
implantace
intralézionalni
subkutanné

Doba
uvolinovani

6 — 8 tydnu
6 mésicu
3 roky
1 — 3 roky
32 tydnd
3 mésice

1 rok

3 mésice

48 hodin

1 mésic

1 mésic

2 tydny
2 — 4 tydny
3—6 mésicu

6 tydn(
14 dn(




2.2 Polymerni systémy pro fizené uvolnovani lé¢iv

Technologie fizeného uvolfiovani lé¢iv se vyvijela mnoha rlznymi zpusoby. Za jeji
teoreticky zéklad Ize povazovat dodavani 1é€iva do ur€itého mista, a to po definovany €asovy
usek. Kinetika uvolhovani IéCiva by méla probihat podle nultého fadu tak, aby byl
maximalizovan farmakologicky efekt a zaroveri minimalizovany vedlejsi G€inky, které mohou
byt zplsobeny fluktuaci koncentrace léciva v krevni plazmé nad hranici terapeutického
indexu IéCiva. Kinetiky nultého fadu Ize dosahnout uvolhovanim z polymerni matrice nékolika
zpUsoby: difizi, chemicky Ffizenym uvolfiovanim, pouzitim systém( aktivovanych
rozpoustédlem nebo systému zalozenych na vnéjsi aktivaci a modulaci [21].

2.2.1 Uvolnovani lé¢iv pomoci difuze

Jeden z konvenénich zplsobl je napfiklad uvolhovani léciva pomoci difize pres
polymerni bariéru, kterd urcuje rychlost uvolfovani IéCivé latky. Mezi zdsobni systémy, které
uvolnuji lé¢ivo pomoci prosté difuze, patfi Iékové formy, jako jsou kapsle (tobolky),
mikrokapsle, vldkna s dutou strukturou a membrany. NejpouzivanéjSi polymery pro difuzni
uvolriovani léciva jsou silikonovy kaucuk, poly(ethylenvinylacetat) a nékteré typy hydrogeld.

MEMBRANA Z HYDROGELU

ZASOBNIK LECIVA

CAS=0

Obrazek 2 — Uvolriovani lé¢iva pomoci difuze ze zasobniku tvofeného polymerem [21]

Dal8im typem pro fizené uvolfiovani |IéC€iv pomoci difuze je systém tvoreny polymerem,
ktery je stabilni vi¢i erozi/degradaci. Molekuly lécivé latky jsou rovnomérné rozlozeny
v matrici polymeru a opét se uvolfuji pomoci difaze. Vyhodou tohoto systému je lépe
kontrolovany proces uvolfiovani |é¢iva, a to diky parametrim pouzitého polymeru.
Nevyhodou tohoto systému je opétovny zakrok, ktery musi pacient podstoupit pro odstranéni
lé€ivem vyCerpané polymerni matrice [22].
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2.2.2 Chemicky fizené uvolriovani

Dal$im zpUsobem fizeného uvolfovani lé¢iva je chemicky fizené uvolhovani. Zde jsou
zafazeny matricové systémy podléhajici biodegradaci a biologické erozi. Béhem
biodegradace polymerniho systému dochazi ke $tépeni retézcli a k vyraznému snizovani
molekulové hmotnosti polymeru. Naopak béhem biologické eroze matricového systému se
molekulovd hmotnost snizuje jen nepatrné. V obou pfipadech je uvolfiovani lé€iva fizeno
celkovym rozpadem polymerniho systému, ktery je zodpovédny za uvolhovani 1éCiva. To
znamena, ze kontrolovanym rozpadem polymerniho systému mizeme fidit kinetiku
uvolnovani samotného IéCiva. Mezi chemicky fizené uvolhovani patfi i konjugaty IéCiva
a polymeru. Lécivo je navazano na hlavni fetézec polymeru pomoci chemické vazby, ktera
snadno podléha hydrolyze nebo enzymatickému §tépeni [23, 24].

2.2.3 Rozpoustédlem aktivované systémy

Treti moznosti, jak fidit uvolhovani IéCiv, je pomoci rozpoustédla. Rozpoustédiem
aktivované systémy podléhaji botnani nebo osméze.

Systémy Ffizené botnanim jsou zaloZzené na hydrofilnich polymerech, které jsou schopny
absorbovat velké mnozstvi vody, aniz by se zcela rozpustily. BEhem absorpce vody se 1éCivo
postupné S$ifi smérem ven z polymerniho systému. Rychlost uvolfiovani |é€iva zavisi na
mnozstvi vody, ktera vstupuje do polymerniho systému.

Osmobézou kontrolované systémy jsou tvofeny semipermeabilni membranou. Pres tuto
membranu je schopno proudit Cisté rozpoustédlo, nebo rozpoustédio s malym mnozstvim
léCiva. Tok rozpoustédla je tak regulovan smérem k zasobniku s lé€ivem. Tlak vyvolany
rozpoustédlem na zasobnik nuti 1éCivo prestupovat pies péry v polymeru do
rozpoustédia [25].
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0OsSMOZU ©@ "9 O @4 ——|UVOLNENE LECVO
O

[ OTVOR PRO TRANSPORT
LEGIVA I
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[ LECIVA s ) SEMIPERMEABILNI
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Obrazek 3 — Uvoliiovani lé¢iva ze systému kontrolovatelného pomoci osmozy [25]
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2.2.4 Systémy zalozené na vnéjsi aktivaci nebo modulaci

Systémy zaloZzené na vnéjsi aktivaci nebo modulaci uvolfiovani IéCiva, by mély v principu
napodobovat udrZzovani homeostaze zivého organismu. Tyto systémy mohou byt tvofeny
zasobnikem léciva, ktery je vybaven senzorem. Senzor reaguje na zménu vnéjsich signald
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aje tak schopen ovlivhovat celkové difuzni vlastnosti zasobniku Ié€iva nebo schéma
uvolhovani léCivé latky do okolniho prostredi [26].

Pfi navrhovani systému s vnéjsi aktivaci nebo modulaci Ize pouzit prirodni i syntetické
polymery, zejména ty, které jsou oznaovany jako ,chytré“ polymery. Tyto ,chytré” polymery
reaguji i na malou zménu vnéjSich podminek prostredi zménou svych fyzikalné-chemickych
vlastnosti a zménou svého chovani, napriklad zménou struktury nebo mechanické pevnosti.
Jako vnéjSi podnéty jsou nejCastéji vyuzivany fyzikalni stimuly (teplota, svétlo, elektrické
a magnetické pole), chemické stimuly (pH, oxida¢né-redukéni potencial, vliv iontd)
a biologické stimuly (specifické molekuly jako jsou gluk6za a enzymy). Stale Castéji jsou
syntetizovany polymery patfici do podskupiny hydrogeld, které reaguji na dva odligné
podnéty zaroven napfiklad na teplotu a pH [27].

2.3 Hydrogely

Za hydrogely jsou oznacovany polymerni sité hydrofilniho nebo amfifiiniho charakteru,
které jsou schopny absorbovat a udrzet znaéné mnozstvi vody pfi zachovani svého tvaru.
Diky témto vlastnostem nabyvaji na vyznamu jako biomateridly pro potencialni
biomedicinské aplikace. Hydrogely dnes jiz bézné nachazeji své uplatnéni v lékarstvi
a v biomediciné v podobé kontaktnich ¢o€ek, hrudnich implantatd, umélych organd, bio-
lepidel a bio-senzord. Farmacie postupné zacina vyuzivat vlastnosti hydrogel(, a to ve formé
obvazl na popaleniny a pro fizené uvolfiovani léCivych latek [21, 28].

2.3.1 Vznik hydrogelu

Existuje Siroka skala sitovacich technik, v€etné UV-fotopolymerace a dalSich chemickych
sitovacich metod. Tyto techniky zesiténi jsou vhodné pouze za predpokladu, Zze jsou
dukladné odstranény vSechny toxické reagencie pred samotnou aplikaci hydrogelu.
Odstranéni ¢asto toxickych sitovacich cinidel je velmi obtizné a pfi jejich odstrariovani maze
zaroven dochézet k vyplavovani samotné l|éCivé latky. Takto pfipravené hydrogely maji
definované rozméry (dimenzionalitu) a vysokou pruznost, kterd vylu€uje injekéni podani,
a proto musi byt do téla implantovany, coz je pro pacienta stresujici. Tento problém Ize obejit
vytvofenim gelu v podob& mikro- nebo nano-Casticového systému. V nékterych aplikacich
mUze byt hydrogel vytvoren in situ (tj. in vivo), ale je nezbytné brat v Gvahu potencionalni
rizika vznikajici napr. plsobenim sitovacich c¢inidel nebo expozici UV-zafenim. Jako
alternativa k chemicky zesitovanym hydrogellim Ize pouzit fyzikalni hydrogely. Fyzikalniho
zesiténi polymernich retézcl mlze byt dosazeno zménou environmentalnich podminek
(teplota, pH, iontova sila) a riznymi fyzikalné-chemickymi interakcemi (hydrofobni interakce,
vodikové vazby, iontové interakce, Coulombovy interakce, stereoselektivni interakce atd.)
[29].

Polymery tvofici gel na zakladé hydrofobnich interakci vykazuji ve vodném prostfedi tzv.
sol-gel fazové chovani (prechody). Tyto polymery jsou slozeny z hydrofobni a hydrofilni €asti,
a jsou tudiz nazyvany jako amfifilni [11]. Mira hydrofobicity celého systému fidi gelaci.
Amfifilni kopolymery jsou rozpustné ve vodé za nizkych teplot. Jakmile dojde ke zvySeni
teploty, hydrofobni segmenty zacinaji agregovat za ucelem minimalizace plochy kontaktu
hydrofobniho povrchu s velkym mnozstvim vody. Teplota gelace zavisi na koncentraci
polymeru, délce hydrofobniho segmentu a chemické strukture polymeru. Plati, Ze s rostouci
hydrofobicitou polymeru klesa gelaéni teplota celého systému [29].
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Obrazek 4 — Vznik micel [29]

Pro zesiténi in situ gelujicich polymerd byly Siroce zkoumany interakce mezi naboiji.
Vyhoda tohoto gelujiciho systému je, Ze biodegradace muze nastat za pomoci iontd, které se
bézné vyskytuji v extracelularni tekutiné. Zesiténi, nebo jeho opacény proces, tak mlze byt
vyvolan zménami pH, kdy dochazi kionizaci nebo protonizaci funkénich skupin, které
zpUsobi gelaci. Hydrogel maze vzniknout na zakladé interakci naboji mezi nabitym retézcem
polymeru a nabitou molekulou o nizké molekulové hmotnosti anebo dvéma rfetézci polymert
s opacnymi naboji [29].

Na vzniku injektovatelnych hydrogelt se podileji i vodikové vazby. Smés dvou a vice
prirodnich polymerd mohou vykazovat viskozitné-elastické vliastnosti, tj. pfipominaji gel, jako
konvencni gelujici syntetické polymery. Tento synergicky efekt je obvykle vysledkem
interakci vodikovych vazeb mezi polymernimi fetézci, ktery je posilen kompatibilitou
vzajemné plsobicich polymerl. Pokud je tato smés pfirodnich polymerl vystavena tlaku,
dochéazi k rozruSeni vodikovych vazeb a systém se stava tekutym, coz ulehCuje injekéni
aplikaci. Nevyhodou je aplikace téchto smési pfirodnich polymer(i in vivo, nebot dochéazi
k velmi rychlému rozpadu v dlsledku pronikani vody, coz omezuje jejich pouziti pfi
uvolfiovani léCivych latek [29].

Fyzikalni hydrogely mohou vznikat i pfi vzajemném synergickém plsobeni mezi
polymernim fetézcem a malymi molekulami stejného chemického slozeni liSicimi se
stereochemii [29].

Zatimco fyzikalni hydrogely maji vyhodu v tom, Ze tvofi gel in vivo bez nutnosti chemické
modifikace nebo pfidanim sitovacich Cinidel, maji také sva omezeni. Stabilita gelu je pfimo
zavisla na vlastnostech gelujicich segmentt. Na zakladé experimentalnino méreni je pak
nutné urcit €as potrebny k vytvoreni gelu a zaroven i k degradaci. Je obtizna jeho dodate¢na
chemicka funkcionalizace a také unifikace velikosti port v polymerni siti hydrogelu [29].

2.3.2 Déleni hydrogelu z hlediska reakce na zménu vnéjSich podminek

2.3.2.1 Hydrogely citlivé na pH

Polymery citlivé na zménu pH obsahuji ve své struktufe ionizovatelné funkéni skupiny.
Mohou obsahovat kyselé karboxylové skupiny nebo bazické amino skupiny. Béhem
vytvareni postupného naboje podél rfetézce polymeru zplisobuje elektrostatické odpuzovani
téchto skupin zvysSeni hydrodynamického objemu hydrogelu. Mezi zastupce hydrogeld
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citlivych na pH patfi kyselina polyakrylovd, kyselina poly(methakrylova) (PMAA) a poly(N,N-
dimethylaminoethylmethakrylamid).

Nejveétsi potencial vyuziti maji hydrogely citlivé na pH jako nosiée 1é€iv, které dané IéCivo
uvolni az pfi specifickém pH, napfiklad v zaludku nebo naopak az ve stievech. DalSi aplikace
téchto hydrogell by mohly byt biosensory. Bohuzel jiz je vSak zndmo, Ze syntetické polymery
citivé na pH nejsou biodegradabilni, a proto nemohou byt pouzity pfimo v lidském téle.
Z tohoto ddvodu se vyzkum nyni zaméfuje na pH citlivé polymery, které jsou zalozené na
bazi polysacharid(, polypeptidd a protein(i [30, 31].
2.3.2.2 Hydrogely citlivé na elektrické pole

Hydrogely citlivé na elektricky proud podléhaji smrstovani, botnani a ohybani pfi aplikaci
elektrického pole. Tyto hydrogely jsou vyrobeny z polyelektrolyti. Vyznam téchto hydrogell
spociva vtom, Zze dovedou uc€inné prevadét chemickou energii na energii mechanickou,
stejné jako zivé organismy. Proto hydrogely citlivé na elektrické pole mohou slouzit jako
matrice pro rast umélych svalovych tkani. Dal$i uplatnéni tohoto typu hydrogelu je pfi
fizeném podavani lék{. Vyhodou takového systému je snadno ovladatelna rychlost
uvolnovani IéCiva pomoci modulace elekirického signalu. Navic hydrogely citlivé na
elektrické pole funguiji i v nepfitomnosti elektrolytl, coz vS§ak mlze zplisobovat problémy pfi
aplikaci za béznych fyziologickych podminek. Vyznamnym benefitem hydrogeld citlivych na
elektrické pole je v porovnani s jinymi typy jejich rychla reakce na zménu environmentalnich
podminek [31].

ZDROJ ELEKTRICKEHO POLE

EXTERNI PROSTREDI /// \

FYZIOLOGICKE PODMINKY (pH 7,4)

Obrazek 5 — Schématické znazornéni mechanismu uvolriovani Ié€iva z hydrogelu pomoci
aplikace vnéjsiho elektrického pole [32]
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2.3.2.3 Hydrogely citlivé na svétlo

Byly vytvoreny dva typy hydrogelQ, jeden typ reagujici pouze na ultrafialové zareni
a druhy typ citlivy pouze na oblast viditeIného svétla. Hydrogely citlivé na VIS oblast jsou
mnohem bezpecnéjdi a snadno ovladatelné pro moznou Iékafskou aplikaci. Hlavni
nevyhodou hydrogell citlivych na svétlo je jejich pomald reakce na stimul. Ve vétSiné
pfipadd dochazi k preméné svétla na tepelnou energii, kterou musi predchazet
restrukturalizace polymerniho fetézce. Kromé toho, pokud jsou chromofory obsazené
v hydrogelu vazény kovalentné na hlavni kostru polymeru, mohou se béhem cyklu
smrstovani a botnani uvolfiovat ze struktury. Béhem nékolika cykld by se potom takovy
polymer mohl stat inaktivnim.

Hydrogely citlivé na svétlo mohou byt pouZity pro vyvoj optickych spinacd, tzv. switchd,
zobrazovacich jednotek u monitor(l a jako systém fizeného uvolfiovani 1é¢iv, zejména pro
organ oko [31].

2.3.2.4 Hydrogely citlivé na teplo

Teplotu Ize pokladat za nejroz8ifenéjSi pouzivany environmentélni stimul pro tzv. ,chytré*
polymery. Zména teploty je relativné snadno kontrolovatelnd a rovnéz snadno pouZzitelna pro
testy jak in vitro, tak in vivo [31, 33].

Spole¢nou charakteristickou vlastnosti polymerd citlivych na teplo je pfitomnost
hydrofobni skupiny ve strukiure fetézce polymeru, jako je methyl-, ethyl- nebo propyl-
skupina. Ve vétsiné pfipadd téchto polymerud se rozpustnost ve vodé zvysuje se zvysujici se
teplotou. Vyjimku tvofi tzv. polymery s nizkou kritickou teplotou roztoku, jejichz rozpustnost
ve vodé se snizuje se zvySujici se teplotou. Toto chovani hydrogelll je popisovano
v literatufe jako chovéani inverzni. Hydrogely s inverznim chovanim maji hlavni fetézec
polymeru vytvofeny z mirné hydrofobnich skupin, nebo obsahuji smés hydrofilnich
a hydrofobnich segmentt. Pfinizké teploté jsou vodikové vazby mezi hydrofilnimi ¢astmi
fetézce a molekulami vody dominantni a vedou tak ke zlepeni rozpustnosti ve vodném
prostfedi. Béhem zahfivani vodného prostfedi dochazi k oslabeni vodikovych vazeb
anaopak Kk posileni vazeb mezi hydrofobnimi segmenty. Na zakladé tohoto chovani
hydrogell citlivych na teplo potom délime hydrogely na tzv. negativné citlivé na teplo,
pozitivné citlivé na teplo a na termoreverzibilni gely [31].

U téchto polymeru bylo pozorovano jejich chovani ve vodném prostiedi. Negativné citlivé
hydrogely na teplo se smrétovaly se zvySujici se teplotou. Naopak pozitivné citlivé hydrogely,
téZ oznacované jako hydrogely s horni kritickou teplotou roztoku, botnaly [34]. Toto chovani
hydrogell je reverzibilni a odpovida postupnym zménam teploty okolniho prostredi [31]. Diky
schopnostem hydrogell botnat nebo se smrstovat v disledku zmény okolni teploty tekutiny
ziskaly zna¢nou pozornost a vyuziti ve farmaceutické oblasti. V ramci ¢etnych vyzkumu byly
studovany rizné aplikace téchto hydrogelll, jako je regulace uvolfovani lécivych latek
a vyvoj biosensort [35, 36].

2.4 Biodegradabilni hydrogely

2.4.1 Biodegradabilni hydrogely prirodniho pavodu

Prirodni biodegradabilni polymery (hydrogely) vznikaji béhem pfirozenych metabolickych
procest v pribéhu rdstu rostlin i zivocichll. Do této skupiny patfi predev§im kolagen,
zelatina, chitin, chitosan, kyselina hyaluronova, fibrin. Jejich velkym kladem je, ze témér
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nevyvolavaji odezvu hostitelské tkdné, avsak jejich potencial vyuziti terminuji jejich fyzikalné-
chemické vlastnosti. NejrozSirenéjSi vyuziti nasla Zelatina ve farmacii, kde se pouziva jako
pojivo do tablet a k vyrobé kapsli. Zelatinové mikrogastice jsou pouzivany jako nosiée pro
dodavani a lokalni uvolfovani bunék a riistovych bunéénych faktort. Jsou vydavany odborné
publikace, kde se zkouma kombinace kolagenu, chitosanu a chitosanovych nanocastic pro
kontrolované uvolfiovani hydrofobnich protinddorovych |é€iv jako je doxorubicin. Intenzivné
je studovana i kombinace chitosanu se syntetickymi hydrogely pro fizené uvolfiovani
polarnich lé€ivych latek, jako jsou peptidy a proteiny. Pro kontrolované uvolfovani IéCivych
latek jsou znamy i dal$i kombinace biodegradablnich hydrogell prirodniho plvodu jako je
hyaluronan v kombinaci s chitosanem apod [30, 37, 38].

2.4.2 Biodegradabilni syntetické hydrogely

Kromé prirodnich polymert (hydrogell), které maji tu vyhodu, Ze ve vétsiné pfipad
nevznika problém s toxicitou a biodegradaci, se syntetizuje cela rada dal$ich polymer( nebo
kopolymer(. Jejich hlavnim benefitem je to, Ze se daji pfipravit konkrétni typy (ko)polymert
s pozadovanymi vlastnostmi.

2.4.2.1 Hydrogely zalozené na PEGu a polyfosfazenech

Polyfosfazeny zahrnuji Sirokou $kélu hybridnich polymeru, jejichz skelet obsahuje jak
anorganickou, tak organickou €ast. Charakteristické pro tyto struktury je stfidani atomu
dusiku afosforu. Polymery zalozené na polyethylenglykolu a polyfosfazenech jsou
pfipravovany pomoci sitovani postrannich fetézct gama zarenim [39, 40].

Biodegradabilni polyfosfazeny obsahuji hydrofobni aminokyseliny nebo bloky peptid.
Byly pfipraveny biodegradabilni polyfosfazeny obsahujici L-isoleucin ethyl ester, D,L-
isoleucin ethyl ester, L-valin ethyl ester nebo di-, tri- nebo oligopeptidy s postrannimi
skupinami. Gelac¢ni chovani tepelné citlivych polyfosfazenl je podminéno strukturou
oligopeptidl a hydrofobnich postrannich skupin. Rychlost degradace kopolymerd (hydrogelQ)
zalozenych na polyfosfazenech Ize kontrolovat zabudovanim depepsipeptidu do struktury
kopolymeru [41]. Depepsipetidy jsou linearni nebo cyklické slou¢eniny podobné peptidiim, ve
kterych je peptidicka (amidickd) vazba nahrazena vazbou esterovou. Takto upravené
polyfosfazeny degraduji mnohem rychleji, protoze dochazi k hydrolyze esterové vazby za
vzniku karboxylovych kyselin, které nasledné inicializuji degradaci hydrofobnich skupin
aminokyselin [42].

Byly publikovany hydrogelové systémy zalozené na polyfosfazenech, u kterych bylo
sledovano uvolfiovani doxorubicinu, paclitaxelu a insulinu [41].

R!

R

Obrazek 6 — Strukturni vzorec polyfosfazent
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2.4.2.2 Hydrogely zalozené na PEGu a poly(trimethylenkarbonatu)

Atraktivita alifatickych polykarbonatl spociva v jejich degradaci, nebot jejich produkty
rozkladu nejsou kyselé povahy a nezpUsobuji tak aseptické zanéty. In vivo je
poly(trimethylkarbonat) (PTMC) rozkladan na alkoholy a oxid uhliity. Tento amorfni
biokompatibilni polymer podléha degradaci mechanismem povrchové eroze. Velkym
nedostatkem samotného PTMC je jeho slabd mechanickd pevnost. Kombinace
polyethylenglykolu a PTCM je vyuzivana jako resorbovatelny material v biomediciné avSak
mohl by to byt i slibny nosi¢ IéCivych latek [41, 43].

2.5 Hydrogely na bazi polyethylenglykolu a polyesteru

Pro vyvoj novych biomaterialli je dnes intenzivné studovana kombinace biokompatibilniho
polyethylenglykolu (PEG) a biodegradabilnich alifatickych polyesterQ, které jsou rovnéz
biokompatibilni. Mezi alifatické polyestery patii polylaktidy (PLA), polyglykolidy (PGA), poly(e-
kaprolaktony) nebo poly[(R)-3-hydroxybutyrat]. Pfi€inou, pro€ vySe zminéné polymery
podléhaji tak dobfe degradaci je pravé jejich esterova vazba. Aby byl synteticky polymer
biodegradabilni pomoci enzymatické hydrolyzy, musi byt fetézec polymeru schopen se
spravné prostorové usporadat do aktivnino mista enzymu. To je také hlavni diivod, pro¢
prizplsobivy fetézec alifatickych polyesterd podléha biodegradaci, ato na rozdil od
aromatickych polyestert [41].

Kombinaci PEG s polylaktidy a polyglykolidy vznika celda fada rizné se chovajicich
hydrogell, které jsou detailné popsany v kapitole 2.5.1.

Poly(e-kaprolakton) ~ (PCL) je  hydrofobni,  semikrystalicky,  biodegradabilni
a biokompatibilni polymer. PCL se nachazeji v praskové formé, a tudiz se s nimi Iépe pracuje
v porovnani s kopolymery na bazi poly(mlééné) a poly(glykolové) kyseliny (PLGA) a poly(L-
mlééné) kyseliny (PLLA), které maji formu lepicich past. PCL je vyuzivan jako Sici materidl
v lékarstvi, vimplantani technice a jako nosi¢ IéCiv. Byla publikovana studie, kde
z diblokového kopolymeru zalozeného na PEG a PCL, byla uvolfovana l|éciva latka
dexamethason. Triblokovy kopolymer PCL-PEG-PCL je tepelné citlivy kopolymer pfi
zavedeni poly(B-aminoesteru) (PAE) do struktury blokového kopolymeru PAE-PCL-PEG-
PCL-PAE se stava tento pentablok citlivy i na pH. VySe zminény pentablok byl pouZit pfi
uvolnovani inzulinu. Pfi smichani PAE-PCL-PEG-PCL-PAE a inzulinu dochazelo ke gelaci
systému pfi nizSich teplotach, nebot mezi inzulinem a pentablokem doslo k vytvoreni
iontoveho komplexu. Také byla pozorovdna degradace ve dvou stupnich, kdy nejrychleji
doS$lo k rozpadu poly(B-aminoesteru). Nasledovala pomala degradace tribloku PCL-PEG-
PCL [41].

2.5.1 PEG/PLGA amfifilni blokové kopolymery

Kopolymerizace hydrofilniho, biokompatibilniho polyethylenglykolu (PEG)
s biodegradabilnimi a zaroveri biokompatibilnimi polyestery poskytuje velmi zajimavé
systémy hydrogell citlivych na teplo. PLGA/PEG blokové kopolymery zacaly hrat vyznamnou
roli, nebot podléhaji biodegradaci a maji mimoradnou schopnost enkapsulace (zapouzdreni,
obaleni) a uvolhovani biologickych latek [34].

Termoreverzibilni  blokové kopolymery, skladajici se z polyethylenglykolu (A)
a biodegradabilnich polyesterd (B), jako jsou polylaktidy (PLA), polylaktidglykolidy (PLGA) jiz
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byly zkoumany jako nosi€e I€Civ s prodlouzenym uvolhovanim. Testovano bylo usporadani
jak PLGA-PEG-PLGA (ABA), tak i PEG-PLGA-PEG (BAB). Nejvice jsou prozkoumany
PLGA-PEG-PLGA triblokové kopolymery zaloZzené na poly(ethynelglykolu) a poly(D,L-
laktidglykolidu), znamé jako pod znagkou ReGel®s Fizenym uvolfiovanim inzulinu [34].

2.5.2 Charakteristika PEG-PLGA-PEG

Vroce 1997 byla poprvé zvefejnéna syntéza nového injekéné aplikovatelného typu
kopolymeru PEG-PLGA-PEG [34]. Tento kopolymer je biokompatibilni a podléha
biodegradaci. Za bézné laboratorni teploty zUstava vodny roztok kopolymeru tekuty. Diky
kombinaci vysokomolekularni PLGA s nizkomolekularnim PEG byl vysledkem hydrogel
s rychlou reverzibilni gelaci pfi fyziologické teploté. Prlbéh zmény stavu je zaznamenan
ve fazovém diagramu, kde v zavislosti na koncentraci polymeru a na dané teploté jsou
sledovany fazové prechody. Z grafu jsou uréeny dvé dulezité charakteristiky pro dany
kopolymer, kterymi jsou kriticka gelacni teplota (CGT) a kriticka gelaéni koncentrace (CGC).
pfi které se z roztoku zaéne tvorit gel. Dal$i vyzkumy se zabyvaly ovlivnénim CGT a CGC,
a to v zavislosti na velikosti molekulové hmotnosti hydrofobni ¢asti PLGA. Bylo prokéazano,
e zvysuijici se molekulovd hmotnost PLGA (2 320 — 2 840 g-mol™) zpUsobila posun CGC na
niz8i hodnotu, pficemz CGT se nezménila. Timto vyzkumem bylo potvrzeno, ze se zvysujici
se hydrofobnosti polymeru klesa CGC [34, 44-46].
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Obrazek 7 — Ukazkové znazornéni sol-gel fazového diagramu [47]

Vzhledem k tomu, Ze predchozi studie jiz ukazaly, ze triblokovy kopolymer PEG-PLGA-
PEG byl vhodny pro pouziti jako injekéni systém, byla dale zkoumana formace gelu in situ
u potkan(. Tato studie prokazala, Ze prednostné probihd degradace na hydrofiinim Useku
PEG [46]. Tento systém byl i testovan na uvolfiovani léCiv rdzného lipofilniho charakteru.
Ketoprofen, jako zastupce hydrofilniho modelového léciva, se uvolnoval po dobu 2 tydn(
podle kinetiky prvniho fadu. DalSi testovanym léCivem bylo |éCivo hydrofobni povahy

22



spironolakton, ktery se uziva jako diuretikum. Spironolakton se uvolfoval z kopolymeru po
dobu 2 mésict [48].

2.5.3 Charakteristika PLGA-PEG-PLGA

Zenter a kol. (2001) jako prvni syntetizovali hydrogel z triblokového kopolymeru PLGA-
PEG-PLGA [49]. Tento typ kopolymeru byl registrovan pod znagkou ReGel® a byl vyvinut
jako biologicky odbouratelny systém pro fizené uvolfiovani lékl. Stejné jako u PEG-PLGA-
PEG je za bézné pokojové teploty roztok polymeru kapalinou. Pouze pfi vpraveni do
prostfedi s fyziologickou teplotou se z ného postupné stava gel. Postupna degradace gelu
umoznila fizené uvolfovani Ié&iva vrozmezi 1 az 6 tydni. Témito vlastnosti je ReGel®
vhodny pro lokalni aplikaci nebo systematické podavani léku [34].

Kriticky jev, ktery ovliviiuje reverzibilni fdzovy pfechod ve vodném prostfedi, je rovnovaha
mezi hydrofobni a hydrofilni délkou bloku [50]. Triblokovy kopolymer je zaloZzen na
centralnim PEG bloku (M,=1 000 g-mol™) se dvéma PLGA koncovymi bloky o molekulové
hmotnosti nad 1 600 g-mol™. Tyto kopolymery jsou nerozpustné ve vodé. Naopak triblokovy
kopolymer s bloky PLGA a molekulovou hmotnosti pod 900 je rozpustny ve vodé. Proto
pouze triblokové polymery bloku PLGA, s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 900 do
1 600, vykazuji termoreversibilni pfechod solu na gel. Dale je tfeba poznamenat, ze CGC pro
ABA (PLGA-PEG-PLGA) typ triblokového kopolymeru je nizsi nez u BAB (PEG-PLGA-PEQG)

e

PLGA-PEG-PLGA
Obrazek 8 — Strukturni vzorec triblokového kopolymeru PLGA-PEG-PLGA

2.5.4 Vyuziti PLGA-PEG-PLGA pri uvolinovani lé€ivych latek

Uvolfiovani [éCivych latek z kopolymeru PLGA-PEG-PLGA (ABA) jiz bylo popsano
v mnoha odbornych ¢é&lancich. Pfevazné jsou zaméfeny na uvolfiovani problematickych
léCivych latek, které jejich Casté podavani pacientim zplisobuje diskomfort.

Tabulka 2: Prehled IéCivych latek testovanych na uvolfiovani z PLGA-PEG-PLGA

Léciva latka Doba uvolrniovani Literarni zdroj
Exenatid 1 tyden [8]
Inzulin 14 dn{ [6]
Paclitaxel 6 tydnd [11]
Ricin 18 dnd [41]
Docetaxel 3 tydny [3]
Topotekan 5 dnd [5]
Hydrazid kyseliny isonikotinové 124 hodin 2]
Acetat dexamethasonu 1,67 hodin [4]
Naltrexon + vitamin By, 29 dnu [7]
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Li a kolektiv (2013) se ve své praci zabyvaji uvolfovanim exenatidu, coz je synteticky
analog glukagonu. Exenatid se pouziva pfi 1é€bé diabetu misto inzulinu, ktery nelze podavat
usty, nebot dochazi k jeho roz&tépeni na kratSi peptidy a k deaktivaci v travicim Ustroji.
V sou€asnosti se inzulin aplikuje prevazné pomoci tzv. inzulinovych per opakované pred
jidlem, coz se stava problematickym pro pacienty. Bylo zji§téno, Ze exenatid tvofi
nanocastice sionty zinku, které byly nasledné obaleny fretézci kopolymeru. SniZeni
pocatecniho navalového uvolnéni a prodlouzeni uvolhovani Iéku po dobu jednoho tydne bylo
dosazeno synergickym efektem tfi pomocnych latek, a to octanu zineénatého, PEG
a sacharézy [8]. Suna Choi a jeho kolektiv (2003) se zabyvali pfimo uvolfovanim inzulinu
z ABA kopolymeru. Pfidanim uhliitanu zinecnatého do ABA roztoku se sniZila rozpustnost
inzulinu ve vodé. Nebylo sledovano 2adné pocateéni navalové uvolfiovani inzulinu diky Zn®
iontdm. Inzulin se uvolfioval po dobu 14 dnu [6].

Hydrogely tvofené PLGA-PEG-PLGA kopolymery se také nabizeji jako idealni nosi€e pro
fizené uvolhovani 1éCiv proti rakoviné. Bylo sledovano uvolhovani bunééného jedu ricinu.
Tato pfirodni latka hydrofobniho charakteru se uvolfiovala z hydrogelu po dobu 18 dnd. Na
zakladé tohoto vyzkumu bylo zjisténo, ze lipofilni latky vykazuji spiSe postupné uvolhovani
souvisejici s degradaci kopolymeru, coz zpUsobuje dlouhodobéjsi uvoliiovani [41]. Yuan Gao
a kolektiv (2011) prokazali zlepSeni rozpustnosti prakticky nerozpustného protinddorového
léku docetaxelu v PLGA-PEG-PLGA hydrogelu. Pri pouziti 20% roztoku kopolymeru se
rozpustnost zvysila az 460 x, a to pouhym fyzikalnim zamichanim IéCiva do roztoku
kopolymeru. Uvolhovani docetaxelu z hydrogelu bylo pozorovano po dobu delsi nez 3 tydny.
Pfi testovani tohoto hydrogelu na geneticky upravenych mySich bylo zjiSténo, Ze jedna
injekce PLGA-PEG-PLGA hydrogelu s docetaxelem inhibuje narlGst nadoru a jeji Gcinek je
tak srovnatelny s tfemi béZznymi injekcemi samotného |éCiva. Aplikace docetaxelu spolu
s hydrogelem snizuje celkové toxické Uc€inky na organismus. Pokrok v IéEbé rakoviny
postoupil diky kombinaci lokalizované chemoterapie a implantatim, které tvofi tzv. depa
protinadorovych Ié€iv [3]. Changovi a kol. (2011) se podafilo obalit protinadorové Ié€ivo
topotekan tepelné citlivym hydrogelem PLGA-PEG-PLGA. Topotekan podléha v neutralnim
a zasaditém prostfedi hydrolyze laktonového kruhu, coz sniZuje jeho celkovy Ucinek.
Z PLGA-PEG-PLGA kopolymeru se topotekan uvolfoval po dobu 5 dnd. Bylo zji§téno, ze
tyto kopolymery se hodi pro uvolfovani hydrofilnich IéCiv, které pro svoji aktivni formu
potrebuji kyselé prostfedi jako je tomu u topotekanu [5].

Gajendiran a kol. (2013) nasyntetizovali nizkomolekularni praskovy kopolymer PLGA-
PEG-PLGA, ktery smichali s hydrazidem kyseliny isonikotinove, kterd se pouziva pfi 1é€bé
tuberkul6zy v kombinaci s dalSimi antituberkolitiky, jako jsou rifampicin a pyrazinamid.
Hydrazid kyseliny isonikotinové se snadno oxiduje, ¢imz se snizuje jeho u€innost proti
patogenim. Vytvorfeny nanocésticovy systém z PLGA-PEG-PLGA kopolymeru ochraroval
samotné léCivo pred oxidaci a také poskytl jeho rovnomérnou distribuci a snizeni toxicity.
Lécivo se uvolfiovalo z core-shell nanocasticového systému po dobu 124 hodin [2].

Pro zvy$eni biologické dostupnosti a doby pusobeni 1éCiv, které jsou aplikovany pfimo do
oka, bylo sledovano uvolfovani acetatu dexamethasonu z PLGA-PEG-PLGA hydrogelu.
Farmakokinetika acetatu dexamethasonu byla sledovana in vivo, a to za pouziti
mikrodialyzacni techniky v pfedni €asti oka. Pro kontrolu byl porovnavan farmakokineticky
profil o€nich kapek a hydrogelu s obsahem IéCiva. Doba zdrzeni 1é€iva v pfedni casti oka
byla priblizné stejna pro oba zplisoby aplikace, avSak v pfipadé pouziti hydrogelu byla
koncentrace léCiva 7 x vy8Si v predni casti oka, nez u kapek. VyuZiti tepelné-citlivych
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hydrogelu pfi aplikaci acetatu dexamethasonu pro Ié€bu oka se tak stalo inovativnim krokem
v oblasti této 1éCby [4].

Khodaverdi a kol. (2012) provedli studii zaméfenou na sledovani profilu uvolfovani
naltrexon-hydrochloridu spolu s vitaminem By,. Naltrexon se pouziva pfi 1é€bé v zavislosti na
opiatech. Pfi peroralnim podani ma siiné vedlejsi Ucinky, které zpUsobuji bolest bficha,
nevolnost a zvraceni. Také vykazuje nizkou biologickou dostupnost, asi 5 az 10 %. Silné
vedlejsi u€inky a nizka biologickd dostupnost ma za nasledek selhani IéCby u drogové
zavislych pacient(, ktefi si ¢asto nemohou dovolit velmi drahé subkutanni podavani tohoto
léku. Vitamin B4, se z ABA hydrogelu uvolnil z 50 % a naltrexon-hydrochlorid vice jak z 60 %.
Tato studie prokazala, Ze velikost a molekulova hmotnost pfidaného Ié€iva a koncentrace
kopolymeru muze ovlivnit rychlost a mechanismus uvolfiovani léc¢iva. Tyto experimenty
vedou k zavéru, ze PLGA-PEG-PLGA hydrogel je vhodny pro pacienty se slabou vili 1é¢it
svoji zavislost [7].

2.5.5 Vyuziti ITA/ABA/ITA kopolymeru pro biomedicinské aplikace

Modifikace triblokového kopolymeru PLGA-PEG-PLGA anhydridem kyseliny itakonové
(ITA) (3-methylentetrahydrofuran-2,5-dion) se muze ukazat jako vyznamné pro rdznorodé
biomedicinské aplikace. Hlavni vyhodou ITA je poskytnuti karboxylové skupiny do fetézce
kopolymeru. Tyto karboxylové skupiny pak mohou slouzit jako vazebné misto pro IéCivou
latku. Dvojné vazby, které rovnéz ITA poskytuje, jsou nezbytné pro chemické zesiténi.
Modifikovany kopolymer ITA se tak stava citlivy na svétlo, na teplo a na pH. Vytvorit
trojrozmérnou sit hydrogelu l1ze pomoci chemického sitovani diky kovalentnim a dvojnym
vazbam pomoci fotopolymerace. Fyzikalni hydrogel vznikd diky vodikovym vazbam,
pfipadné iontovym interakcim napriklad s Ca®* ionty [52].
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ITA/PLGA-PEG-PLGA/ITA
Obrazek 9 — Strukturni vzorec triblokového kopolymeru ITA/PLGA-PEG-PLGA/ITA

2.6 Zakladni pozadavky na idealni Ié€ivo, nosi¢ a testovani bezpeénosti

Lékova forma, ve které je léCivo distribuovano v organismu, by méla byt naprosto
netoxicka, nesmi ovliviiovat organismus a pro organismus je tzv. ,neviditelnd®. Jakmile je
tato forma dopravena do mista, které je pro ni specifické, dochazi k aktivaci substance.
Aktivni 1éCiva latka by se méla uvolnit v koncentraci, kterd je nutna pro kyzeny léCebny
Gcinek a méla by plsobit po dobu, ktera je optimalni. Po ukonceni plisobeni se vSechny
soucasti daného systému (léCiva latka, jeji metabolity, ¢asti dopravniho systému a jeho
degradacni produkty) vylou€i z organismu tak, aby nemély zadné vedlejsi UCinky.

Nosi¢ léciva by mél byt v priibéhu transportu Iéc¢iva stabilni. Uvolnéni aktivni substance
z nosic¢e by mélo byt fizeno chemickou hydrolyzou anebo enzymolyzou. Po ukonéeni déje by
se nosic léCiva mél zcela rozloZit v organismu.
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Proto pfi zavadéni novych in situ systému musi byt kazdad pomocna latka podilejici se na
sloZzeni téchto systémul testovana z hlediska bezpecnosti a biokompatibility. Déle se
provadéji farmakologické a geneticko-toxikologické studie a testy akutni a semichronické
toxicity. Také se aplikuji studie zabyvajici se adsorpci, distribuci, metabolismem a exkreci
slou€eniny, reprodukéni testy, studie karcinogenity a hemologické rozbory. Vysledky vyse
zminénych testl a studii by mély odhalit, zda nové produkty obsahuji pyrogeny a zda maji
negativni vliv na plodnost [20].

2.7 Mechanismus uvoliovani lé€iv z polymerni matrice

Mechanismus uvolfovani léciva z polymerni matrice mGze byt popsdan dvéma mirné
odlisnymi zpUsoby. Prvni zplsob popisuje transport molekuly |é¢iva pres polymerni matrici.
Druhy zplisob popisuje jiz pfimé uvolfiovani lé¢iva do okolniho prostfedi. Jak transport
molekuly IéCiva pfes polymerni matrici, tak i jeho samotné uvolnéni z matrice ur€uje rychlost
uvoliovani. Pokud vytvafime systém s postupnym uvolfiovanim léciva, je dullezité znat
mechanismus uvolnovani, a to spolu s fyzikalné-chemickymi procesy, které uvolhovani
ovliviuji. Molekula Ié¢iva se mlze ze systému uvolnit nékolika zpUsoby. Fredenbergova
a kol. [53] studovali mechanismus uvolfiovani systémui s postupnym uvolfiovanim, zalozené
na PLGA. PLGA systém ponofeny do vody okamzité absorbuje vodu, ktera nastartuje
hydrolyzu, Stépeni esterovych vazeb i nasledné snizeni molekulové hmotnosti (M,,). Timto
Stépenim se tvofi kyseliny, které zpUsobuji kyselou hydrolyzu uvnitf systému. Jakmile jsou
produkty hydrolyzy rozpustné a schopny difundovat ven ze systému, zaind proces eroze.
Komplexnost fyzikalné-chemickych procesu je zobrazen na obrazku 10 [53].
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Obrazek 10 — Schématické znazornéni mechanismu uvolfiovani léCiva z polymerni
matrice [53]
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Na procesy, probihajici v matrici polymeru mohou mit vliv i pfidand 1éCiva a dalSi aditiva
(soli, povrchové aktivni latky, atd.). Vlastnosti Ié¢iva, zejména pak jejich polarita, mize
zménit vlastnosti pavodniho polymeru. Dale také léciva kyselé povahy mohou zvySovat
kyselou hydrolyzu a naopak pfidavek léciva zasadité povahy mulze kyselou hydrolyzu
zpomalovat az pfipadné neutralizovat kyselé produkty hydrolyzy.

Uvolfiovani léCiva z polymerni matrice proto zavisi na vlastnostech polymeru, |éCiva
a jejich vzajemnych interakcich. Faktory ovliviujici uvolhovani Ié€iva z PLGA polymeru jsou
zobrazeny na obrazku 11 [53].
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Obrazek 11 — Faktory ovlivriujici uvolfiovani lé¢iva z PLGA polymeru [53]

2.8 Degradace ABA a ITA/ABA/ITA

Degradace polymer( (kopolymeru) je charakteristickd poklesem molekulové hmotnosti
vzorku polymeru, kterd je doprovazena zvysenim koncentrace nizkomolekularnich segmentd
retézce polymeru, které se uvolnily do okolniho prostfedi. Tento proces je doprovazen
i ztratou mechanické pevnosti polymeru [54].

Lze obecné fici, ze témér vSechny biologicky rozlozZitelné polymery obsahuji nékterou
z hydrolyzovatelnych labilnich vazeb, jako jsou vazby esterové, anhydridické, uhli¢itanové,
amidické a mnohé dalSi. Jejich nejvyznamnéj§i degradacni mechanismus, probihajici
v zivych organismech, je enzymaticky katalyzovana hydrolyza. Pro abiotické prostredi
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prevazuje mechanismus chemické hydrolyzy. Na hydrolytické Stépeni vazeb ma silny vliv
sloZzeni polymeru a stérické usporadani makromolekuly, které ovliviuje pristup molekul vody
k labilnim vazbam. Celkovou rychlost hydrolyzy ovliviiuje mnoho faktor(i, mezi které patfi
napfiklad hydrofobnost i hydrofilnost, relativni stabilita vazeb, rozpustnost degradacnich
produktl, vznik autokatalyzujicich produktll degradace, mikrostruktura a schopnost
krystalizace [54].

Bylo ovéfeno, Ze funkcionalizace triblokového kopolymeru ABA anhydridem kyseliny
itakonové ma vliv na rychlost degradace fyzikalniho hydrogelu v inkubaénich prostredi
o rizné hodnoté pH. Koncova karboxylova skupina pochéazejici z kyseliny itakonové se pfi
hodnoté pH 7,4 ionizuje, a tak zvySuje celkovou hydrofilitu ITA/ABA/ITA kopolymeru
a nasledné irychlost degradace v prostfedi o hodnoté pH 7,4. Naopak v mirné kyselém
prostredi (pH 4,2) nejsou karboxylové skupiny ionizovany a mohou tvofit vodikové mustky,
kopolymer se pak chova hydrofobné. Jeho rychlost degradace v prostiedi o hodnoté pH 4,2
byla srovnatelnd s nemodifikovanym ABA kopolymerem [14].

2.8.1 Degradace segmentu PLGA

PLGA segment ve vodném prostifedi degraduje mechanismem autokatalyzy. Jedna se
o hydrolytické Stépeni jedné esterové vazby PLGA kopolymeru, ktera rozs§tépenim poskytne
jednu karboxylovou a jednu hydroxylovou skupinu. Takto vzniklé konce karboxylovych skupin
jsou schopny katalyzovat hydrolyzu dalSich esterovych vazeb [55].

Faktor(i, které ovliviiuji rychlost degradace segmentu PLGA, je velmi mnoho. Mezi
nejvyznamnéjSi patfi délka retézce vytvarejiciho se oligomeru, pH, teplota, zakladni
vlastnosti polymeru a celkova velikost a tvar predmétu vytvofeného z kopolymeru [56].
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Obrazek 12 — Schéma mechanismu degradace PLGA

Obecné plati, ze mira degradace alifatickych polyester(i se urc¢i podle jejich molekulové
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hmotnosti a slozeni. Dalsi vliv na degradaci ma struktura polymeru (mGze byt amorfni nebo
krystalicka). Vyznamny vliv na degradaci ve vodném prostfedi ma i hydrofilnost nebo
hydrofobnost dané struktury [57].

Rychlost degradace nanocéasticovych systému zavisi na celkové hydrofilité polymeru. Bylo
potvrzeno, Zze ¢im vice je polymer hydrofilni, tim rychleji podléha degradaci. Celkova
hydrofilita polymeru je také ovlivnéna pomérem krystalické ¢asti k €asti amorfni [58]. Vliv na
degradacni rychlost méa rovnéz samotna stereochemie monomer(. Experimenty prokazaly,
ze PLGA kopolymer, pfipraveny z poly(glykolové kyseliny) a z poly(L-mlé€né kyseliny), patfi
mezi krystalické kopolymery, zatimco kopolymery pfipravené z D,L-PLA a PGA jsou amorfni.
Také bylo zjisténo, Ze rozdily ve sloZeni polymerud a jejich nasledny vliv na degradaci jsou
vlastnosti, které mohou zplsobovat samotné uzité monomery. Obsahuje-li kopolymer
monomery PLA je méné hydrofilni, nez kopolymer slozeny pouze z PGA. Zpomaleni procesu
degradace kopolymer( obsahujicich PLA zpUsobuje methylova skupina nachéazejici se na
monomeru kyseliny mlééné, ktera brani v pfistupu molekulam vody a tim i hydrolyze [59].

Z vyse uvedenych poznatkl vyplyvd, Ze slozeni polymerniho fetézce (tzn. obsah L-LA, D-
LA, anebo GA jednotek) vyrazné urCuje degradaci PLGA polymeru [57, 60-62]. Kopolymer,
obsahujici vy$8i procento jednotek kyseliny glykolové v hlavnim fetézci, ndsledné generuje
vice kyseliny mlééné do okolniho prostiedi. Pfi€inou tohoto chovani je vazba mezi
jednotkami monomeru kyseliny glykolové a mlééné, ktera podléha primarné hydrolyze.

Biologicky rozklad PLGA in vivo je rychlejSi nez biodegradace semikrystalického PLA.
Hydrolyticky rozklad in vitro produkuje pfevazné rozpustné dioly [63].

2.8.2 Charakteristika monomeru

2.8.2.1 Polyethylenglykol

Polyethylenglykol (PEG) patfi mezi syntetické polymery rozpustné ve vodé. PEG a jeho
derivaty jsou Siroce vyuzivany v riznych prdmyslovych odvétvich. V kosmetickém prdmyslu
se napriklad pouziva pro vyrobu zvlac¢nuijicich latek, pfidavanych do krému, ve spotfebnim
pramyslu slouzi pro vyrobu surfaktantd a Cisticich prostredk( a farmaceuticky pramysl z PEG
pfipravuje zaklady pro masti, kapsle, tablety a plniva do pilulek [64].

0
H OH

n

Obrazek 13 - Struktura polyethylenglykolu
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Pfi peroralnim nebo intravendéznim podani je polyethylenglykol vylu€ovan prevazné
v nezménéné podobé v exkretech. Podminkou odstranéni polyethylenglykolu z téla je, ze
PEG blok musi mit niz&i molekulovou hmotnost nez 5000 g-mol” [50]. Vé&tsi fetézec
nedokazi ledviny odfiltrovat zkrve. Polyethylenglykol se miize ¢&astec¢né vstiebavat
a Caste¢né metabolizovat. PEG je metabolizovan do niz8ich oligomert kyseliny glykolové,
hydroxyglykolové a diglykolové kyseliny. PEG je také caste¢né metabolizovan na oxid
uhli¢ity a vylou€en pomoci plicni ventilace. Procentualni vylu¢ovani ve formé CO. klesa se
zvySujici se metabolizovanou davkou a s rostouci molekulovou hmotnosti homologické

fady [64-66].
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Obrazek 14 — Schéma metabolismu ethylenglykolu [67]
2.8.2.2 Kyselina mlééna

Kyselinu mléénou (kyselina 2-hydroxypropanovd) poprvé izoloval v roce 1780 Svédsky
chemik Carl Wilhelm Scheele. Princip tvorby kyseliny mlééné byl pak objasnén v roce 1865,
kdy Louis Pasteur objevil bakterie rodu Lactobacillus, které tuto kyselinu produkuji [68].

Molekula kyseliny mlé€né ma chirdlni centrum, a proto se vyskytuje ve dvou izomernich
formach D(-) a L(+) a vracemické smési. Polymery ztéto a-hydroxy kyseliny jsou také
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obvykle zkracené oznaCovany pomoci jejich chirality. Ve vétSiné biomedicinskych aplikaci je
pifednostné vybiran (L) izomer kyseliny mlééné, nebot pouze ten je lidské télo schopno
metabolizovat [68].

]
H—C—OH HO—(|3—H

H;C CHj
Obrazek 15 — Struktura D a L izomeru kyseliny mliééné [68]

Kyselina mlé¢na vykazuje drazdivé Gcinky predevs§im na kuzi a sliznice. Bylo zjisténo, ze
laktat vznikajici béhem metabolismu buriky je méné toxicky nez samotna kyselina mlééna.
Lidsky organismus je schopen tolerovat davku az 1 500 mg kyseliny mlécné na kilogram
télesné hmotnosti pfi peroralni podani. Letalni koncentrace v krvi se pohybuje okolo 20 mM.
Perordlni podavani D, L-kyseliny mlé¢éné. v oblasti smrtelné koncentrace u potkant
zpUsobuje Ubytek télesné hmotnosti, chudokrevnost a také snizuje koncentraci oxidu
uhli€itého v krvi [69].

Klinicky obraz intoxikace kyselinou mléénou zpUsobuje metabolickou acidézu
se zvySenym podrazdénim, dusnosti a zrychlenim srdeéni frekvence [69].

2.8.2.3 Kyselina glykolova

Kyselina glykolova, neboli 2-hydroxyethanova kyselina, se v €isté formé nachazi jako silné
hygroskopicka krystalicka latka s molekulovou hmotnosti 76,05 g-mol” [70]. Kyselina
glykolovd ma vSestranné vyuziti. Je pouzivana v textilnim, potravinarském a farmaceutickém
pramyslu [71]. Vzhledem k tomu, Ze je tato kyselina v lidském téle vyborné odbouravana,
vyuziva se stale vice i pro syntézy biodegradabilnich polymert [69].

O
o N

OH
Obrazek 16 — Vzorec kyseliny glykolové

Kyselina glykolova ma velmi nizkou akutni toxicitu, avSak stejné jako u kyseliny mlé€né
vykazuje drazdivé ucinky. Pfedpoklada se, ze prekursor kyseliny glykolové je ethylenglykol,
ktery je v metabolismu pfeménén na glykolaldehyd a posléze na kyselinu glykolovou. Ta je
nasledné preménéna na glyoxalatovou kyselinu a poté na kyselinu Stavelovou. Béhem
vylucovani se muze kyselina Stavelova slucovat s vapenatymi ionty za vzniku soli. Pokud se
tyto soli (Stavelany) vyskytuji v téle v dostatecné vysoké koncentraci, mize dochéazet k jejich
vysrazeni do tubult a k nasledné poruse filtrace ledvin [67]. Kyselina mlé¢na i glykolova ve
formé Stavelanl tak vstupuji do Krebsova cyklu, odkud jsou potom z téla vylou¢eny moci
[54, 72].
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2.8.2.4 Kyselina itakonova

Kyselina itakonova (kyselina 2-methylenbutandiova, CsHsO4) patfi mezi nenasycené
dikarboxylové organické kyseliny. V Cistém stavu se jedna o bilou krystalickou latku
s molekulovou hmotnosti 130,1 g-mol™ [73]. Tato biomolekula je primarnim metabolitem
nékterych mikroorganismu a vznika dekarboxylaci cis-akonitové kyseliny, ze které také vznikl
presmykem jeji nazev. Nejvice se této kyseliny roc¢né vyrobi pomoci fermentace sacharidd,
na které se podileji plisné rodu Aspergillus terreus [74]. Je vyrdbéna z obnovitelnych zdroju,
jako je melasa a hydrolyzovany Skrob. Kyselina itakonova se bézné pouziva pfi vyrobé
syntetickych pryskyfic a vlidken. ZlepSuje jejich mechanické vlastnosti, kterymi je pruznost
ataznost. Modifikovana poly(itakonova kyselina) se uplatiiuje ve vyrobé detergentd,
$amponU i herbicidud [74, 75].

Dvojna vazba ve struktuie kyseliny itakonové umoznuje snadnou kopolymerizaci. Zcela
ionizovana kyselina itakonova se sklada ze dvou karboxylovych skupin s odliSnymi pKa
hodnotami (pKa 3,84 a 5,45). Zavedenim kyseliny itakonové do struktury polymeru je ziskan
fetézec upraveny na koncich karboxylovymi skupinami, které zvySuji hydrofilitu polymeru
a jsou schopny vytvaret vodikové vazby s odpovidajicimi skupinami. Modifikace hydrogelu
malym mnozstvim kyseliny itakonové zvySuje stupen botnani a citlivost na pH [76]. Cilenym
zavadénim této kyseliny jako monomeru do struktury polymeru se pfispivd ke vzniku
vodikovych vazeb, €imz Ize zvysit mechanickou pevnost hydrogelu. Dalsi pozitivni vlastnosti
kyseliny itakonové je jeji biokompatibilita, ktera prameni z jejiho procesu vyroby a pouzitych
surovin [75, 77].

V poslednich letech byla poly(itakonova kyselina) pouzita pro syntézu rfady kopolymernich
hydrogell, jako je poly(N-isopropylakrylamiditakonova kyselina) (PNIPAM/ITA) [78], poly(N-
vinyl-2-pyrrolidonitakonovd kyselina) (PNVP/ITA) [76] a (PHEMA/ITA), tj. poly(2-
hydroxyethylmethakrylitakonova kyselina) (PHEMA/ITA). Byly studovany jejich vlastnosti,
botnani a reakce na teplotu [79].
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Obrazek 17 — Vzorec kyseliny itakonové

2.9 Profil uvolnovani lé€ivych latek

Profil uvolfiovani 1éCivych latek je nékdy pouzivan jako zaklad pro vyhodnoceni
mechanismu Uc€inku celého systému. Fredenbergové a kol. (2011) popsali profily uvolhovani
léCiv, které jsou sloZzené z nékolika fazi. Jednofazové uvolhovani je velmi vzacné. Mnohem
systémy (&astice) Casto vykazuiji tfifazovy systém uvolhovani, a to vzhledem k heterogenni
degradaci. Naopak u malych systém(i (Castic) byva velmi Casto pozorovano dvoufazové
uvolhovani [53].

32



Prvni faze v tfifazovém uvolhovani je obvykle popisovdna jako navalové uvolhovani
léCiva, které je spojené s uvolnénim IéCiva z povrchu systému, pfipadné s uvolnénim molekul
léCiva, které se nachazi blizko pod povrchem systému a ze systému se uvolni pomoci
hydratace systému. Dal$i divod navalového uvolfovani léciva je spojen s vytvorenim
prasklin a s celkovou dezintegraci systému. Ve druhé fazi se léCivo pozvolna uvolfiuje
pomoci difuze pres existujici péry. BEhem této faze se polymer dale hydratuje a degraduije.
Treti faze je pomérné €asto nazyvana druhym navalovym uvolfovanim, které je rovnéz velmi
rychlé a je zaloZzeno na celkové erozi systému. Jestlize je druha faze uvolhovani velmi
rychla, muze byt naopak treti faze velmi pozvolna. Priklady rzného pribéhu uvolfiovani jsou
zobrazeny na obrazku 18 [53], vyznam jednotlivych znaceni:
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navalové uvolhovani a rychla druha faze

trojfazové uvolhovani s kratkou druhou fazi

navalové uvolhovani a uvolfiovani dle kinetiky nultého rfadu

trifazové uvolhovani
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Obrazek 18 — Profily uvolriovani skladajici se z riznych fazi [53]
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2.9.1 Vybeér kinetického modelu pro uvoliovani lé€iv

Schémata uvolhovani Ize rozdélit na ty, ktera popisuji pomalé uvolhovani IéCiva pfi
kinetice nultého nebo prvniho fadu. DalSi vzorce popisuji rychlé pocate€ni uvolhovani, které
je nasledovano prodlouzenym uvolfovanim, jez Ize opét popsat kinetikou nultého nebo
prvniho fadu. Hlavnim Gcelem systémda s fizenym uvolfiovanim lé€iv je udrZzovat koncentraci
lecivé latky v krvi, nebo v cilové tkani na pozadované hodnoté po definovany ¢as. Obecné
proto systémy s fizenym uvolhovanim lé€iva na pocatku uvolni takovou davku, aby bylo v co
nejkratS§im casovém Useku dosazeno efektivni terapeutické koncentrace. Nasledné pak
systém uvolnuje tzv. udrzovaci koncentraci IéCivé latky, aby byla efektivni terapeuticka
koncentrace této latky udrzena po pozadovanou dobu. Vzhledem k Siroké vSestrannosti
vyuziti systém(l s fizenym uvolfiovanim v modernim konceptu terapeutické lécby, jehoz
cilem je zvysit uc¢innost 1€kl a snizit jejich frekvenci podavani a nezadouci ucinky spojené
s davkovanim se matematické modelovani ukazalo pro tento Gc€el jako uZzite€ny néstroj,
nebot tento pfistup umoznuje predpovédét kinetiku uvolhovani pred tim, nez je systém piné
realizovan. Existuje cela rada kinetickych modell, které popisuji celkové uvolhovani lécivé
latky z Iékovych forem. Vzhledem k tomu, Ze kvalitativni a kvantitativni zmény v I1ékové formé
vyvoj koneéného produktu a rovnéz snizuji nutnost biologickych studii. Metody pfistupu ke
zkoumani kinetiky uvolfiovani 1ékl zlékové formy s fizenym uvolfiovanim mohou byt
rozdéleny do tfi kategorii, a to na statistické metody, modelové zavislé metody a modelové
nezavislé metody [80].

Modelové zavislé metody jsou zalozeny na matematickych funkcich, které popisuji profil
uvolhovani léCivé latky. Po zvoleni vhodné funkce jsou profily uvolhovani vyhodnocovany
v zavislosti na odvozenych parametrech modelu. Mezi modelové zavislé metody nalezi
kinetika nultého a prvniho fadu, Higuchi, Hixson, Crowell, Baker-Lonsdale, Weibull
a Korsmeyer-Peppastv model [80].

Na zakladé literarni reSerse [81-88] byl vybran Korsmeyer-Peppasiv model, ktery
popisuje uvolnovani IéCivé latky z polymerni matrice valcovitého tvaru. Tento jednoduchy
vztah, ktery byl odvozen v roce 1983 [80] uvadi rovnice (1).

kde Mt je pomér uvolnéného lécCiva v Case t;
k je rychlostni konstanta;
n je exponent uvolhovani.

Hodnota exponentu n je pouzivana k charakterizaci rizného mechanismu uvolfovani
léCiva z matrice valcovitého tvaru. Hodnoty n pro rlizné mechanismy uvolfovani léciva jsou
popsany v tabulce 3. Pro zjisténi exponentu n je tfeba pouzit ¢ast pfimky, kde je podil MyM.
mensi nez hodnota 0,6 [80].
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Tabulka 3: Interpretace difizniho mechanismu uvolfovani z polymerni matrice [80]

Mechanismus transportu

Exponent uvoliovani (n) l6giva Rychlost jako funkce ¢asu

0,5 Fickova difize t 05

transport probihajici jinou

— n-1
0,45 < n=0,89 cestou, nez je Fickova difuze t
0,89 pfipad Il. transportu uvolnovani 0. radu
vétsSi nez 0,89 super pripad Il. transportu t "

2.9.2 Priprava systému

Systémy s fizenym uvolhovanim léc¢iva mohou nabyvat riznych podob a tvarl. Nejcastéji
se vyuzivaji systémy (pomducky) ve tvaru disk(, ty€inek, pelet nebo mikroc¢astic na bazi
polymerd. Vzhledem ke svym vyhodam jsou rozlozitelné polymerni mikrosféry jednim
z nejbéznéjsich typld vhodnych pro fizené uvolovani Ié€iv. Mikrosféry jsou schopny obalit,
resp. zapouzdfit, mnoho typu Iécivych latek, zahrnujicich napf. molekuly nizkomolekularnich
proteinl, nukleové kyseliny nebo biologicky aktivni anorganicky material. Také je Ize snadno
aplikovat vstfikovanim injekéni jehlou. Mikrosféry mohou byt pfipraveny mnoha zpUsoby,
nejcastéji emulznimi metodami nebo sprejovacimi technikami [89].

Jednim ze zplsobu pripravy je tzv. metoda voda/olej, kdy je polymer rozpustén
v organickém rozpoustédle, napf. v dichlormethanu, za Ucelem pfipravy jednofazového
roztoku. LécCiva latka je potom nasledné pridana do tohoto roztoku za stalého michani.
Vznikl4 suspenze polymeru a IéCivé latky je nasledné emulgovana ve velkém objemu vody
za pfitomnosti emulgatoru (napf. polyvinylalkoholu), a to za odpovidajici teploty a michani.
Organické rozpoustédlo se potom odpari, pfipadné se extrahuje do olejovych kapicek za
definovanych podminek [90, 91].

Druhou moznosti pfipravy je tzv. proces dvojité emulze. Tato metoda je vhodna pro
zapouzdreni polarnich |éCivych latek, jakymi jsou napf. peptidy, proteiny a vakciny. Léc€iva
latka je nejprve rozpusténa v deionizované vodé a poté je tento roztok pfiddn do organické
faze obsahujici organické rozpoustédlo a polymer. Tyto dvé faze jsou michany tak dlouho,
az vznikne emulze (voda v oleji). Do této emulze je pfidan polyvinylalkohol a vodna
suspenze je nadale emulgovana. Organické rozpoustédio miize byt odparfeno nebo
extrahovano stejnou technikou jako v pfipadé metody voda/olej [92-94].

DalSi metodou pfipravy je tvorba emulzniho systému zalozena na dvou procesech. Prvni
faze (oznacovana téz jako olejova faze) je pfipravena dispergaci pevné faze (Ié€iva latka)
v roztoku polymeru. Tato faze je za stdlého michani postupné vkapavana do vodné faze
obsahujici emulgator az do vzniku jednotné emulze [95, 96].

2.9.3 Charakteristika pouzitych léciv

2.9.3.1 Paracetamol

Jako vhodné modelové |é€ivo pro sledovani uvolfiovani z biodegradabilnich hydrogelt byl
pro svoji pomérné dobrou rozpustnost ve vodé (12,78 mg-ml” pfi teploté 20 °C) vybran
paracetamol, ktery je zhlediska vzhledu bily krystalicky praSek. Systematicky nazev
paracetamolu (acetaminofenu) je N-(4-hydroxyfenyl)ethanamid. Paracetamol patfi mezi
derivaty anilinu. Jedna se v dnesni dobé& o nejpouzivanéjSi volné dostupné analgetikum
a antipyretikum. Svoji oblibu si pravdépodobné ziskal vzhledem ke své vysoké ucinnosti pfi
relativné nizké toxicité. Pfi pfedavkovani je hepatotoxicky. Paracetamol se pouziva k tlumeni
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bolesti rizného plvodu (bolesti hlavy, zubu, kloub(, svall, bolesti doprovazejici revmaticka
onemocnéni, neuralgie, bolesti patefe, menstruaéni bolesti) a také ke snizeni zvySené
teploty. Podstatou jeho lIé€ebného UcCinku je inhibice enzymu cyklooxygenazy. Na Ceském
trhu ho Ize koupit jako 1é€iva pod nazvy ATARALGIN, COLDREX, FEBRISAN, PANADOL,
PARALEN [97].

NH__CHj

O
HO

Obrazek 19 — Strukturni vzorec paracetamolu

2.9.3.2 Sulfathiazol

Sulfathiazol patfi do skupiny sulfonamidovych antibiotik. Sulfonamidova antibiotika jsou
derivaty paraaminobenzosulfonamidu, obsahujici benzenové jadro s amino skupinou (—NH,)
a sulfonamidovovou skupinou (-SO2NH,). Sulfonamidy jsou amfoterni latky, jejichz hodnota
pH se pohybuje v rozmezi 4,5 — 9. Vzhledem k N-H vazbé pfitomné v sulfonamidové skupiné
se chovaji jako slabé kyseliny. Podstata mechanismu Ucinku sulfonamidl uréuje jejich
podobnost se strukturou kyseliny p-aminobenzoove, kterou mikroorganismy potfebuji pro
syntézu esencialni kyseliny listové. Bakterie potiebuji k bunéénému dychani a ristu kyselinu
dihydrolistovou, kam se pravé zabudovava kyselina p-aminobenzoova. Vytésnéni kyseliny p-
aminobenzoové a jeji nahrazeni p-aminobenzosulfonamidem vede v kone¢ném dulsledku ke
smrti mikroorganismu [98].

Jako druhé modelové IéCivo ztéto skupiny byl pro svoji niz8i rozpustnost ve vodé
(373 mg-I" pfi teploté 25°C) zvolen zastupce sulfonamidovych antibiotik, sulfathiazol.
Sulfathiazol, jehoz systematicky nazev je (4-amino-N-(1,3-thiazol-2-yl)benzensulfonamid, se
aplikuje pouze lokalné, a to predevsim u infikovanych popalenin, bércovych viedl, omrzlin

a odrenin [99].
0
/,
¢

V22 S
4 NH

HoN

Obrazek 20 - Strukturni vzorec sulfathiazolu

2.10 Finalni stanoveni léciv

Na zakladé poznatkd z odborné literatury Ize konstatovat, Ze nej¢astéji jsou pro stanoveni
paracetamolu a sulfathiozolu vyuzivdna kapalinovd a plynova chromatografie, pfipadné
elektromigracni metody.

Pro stanoveni vySe zminovanych IéCivych latek byla v minulosti nej¢astéji pouzivana
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie ve spojeni s UV detektory typu diodového pole

36



[100-108]. V pfipadé derivatizace sulfonamidovych antibiotik Ize UspéSné pouzit
i fluorescenéni detektor (FLD) [109]. Rozvoj v oblasti ionizanich technik (hmotnostni
spektrometrie) a neustalé pozadavky na zajisténi nizsich limitu detekce a kvantifikace, vedly
ke spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC/MS). Toto spojeni je
v soucasnosti jiz rutinné pouzivano pro analyzu léCiv izolovanych z environmentalnich
matric. Ve vétsiné pfipadu spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii je
jako ionizaéni technika pouzivan elektrospre;j.

V literature jsou nejCastéji uvadény nasledujici analyzatory pro stanoveni IéCivych latek:
trojity kvadrup6l, kombinace trojitého kvadrup6lu a linearni iontové pasti (QQQ-LIT), spojeni
kvadrupdélového analyzatoru a analyzatoru doby letu (Qq-TOF) a kombinace linearni iontové
pasti a Orbitrapu (LIT-Orbitrap). Pfehled LC/MS metod pro stanoveni paracetamolu uvadi
pfiloha 1 a pro stanoveni sulfathiazolu pfiloha 2.

Vysoka spotfeba rozpoustédel pro pfipravu mobilni faze a dlouhé doby jednotlivych
analyz vedou vS8ak k postupnému prechodu z vysokucinné kapalinové chromatografie HPLC
(z angl. high performance liquid chromatography) na ultra U€innou kapalinovou
chromatografii UHPLC (z angl. ultra high performance liquid chromatography), u které je
aplikovana nova generace kolon. Tyto kolony jsou tvoreny hybridnimi &asticemi, které jsou
mensi jak 2 um. Caéstice, jejichz primérna velikost se pohybuje okolo 1,7 um, vyZzaduje
pracovat za dvojnasobné vysokych tlak(l, nez je tomu u konvenéni HPLC. Tim dochéazi
k rapidnimu zkraceni jednotlivych dob analyz a ke snizeni spotfeby rozpoustédel.

Sulfathiazol i paracetamol Ize Uspésné stanovit i plynovou chromatografii ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS, GC-MS/MS) za podminky, Ze je vzorek pred vlastni
analyzou derivatizovan. V pfipadé derivatizace téchto latek je aktivni vodik obsazeny
v hydroxy— a amino— skupiné nahrazen za jinou charakteristickou skupinu, ¢imz se snizi
tvorba vodikovych mustkl mezi témito funkénimi skupinami a zvysi se tékavost nové vzniklé
slou€eniny. Pro derivatizaci téchto latek se nejCastéji pouziva alkylace, pfi niz dochazi
k ndhradé aktivniho vodiku za alkyl, nejcastéji methyl. V pfipadé derivatizace sulfathiazolu se
alkylace (methylace) provadi za pfitomnosti diazomethanu [110, 111]. Paracetamol lze
derivatizovat také pomoci silylace, kdy dochazi k nahradé vodiku riiznou methylovanou silyl
skupinou. Nej€astéjSi Cinidla pouzivana pro silylaci paracetamolu jsou nasledujici: N,O-
bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA), trimethylchlorsilan (TMCS), N-methyl-N-terc-
butyldimethylsilyl-trifluoracetamid (MTBSTFA), terc-butyldimethylchlorsilan (TBDMCS),
pfipadné jejich smési [112-114]. V paracetamolu Ize obsazenou hydroxy— skupinu také
derivatizovat pomoci pentafluorbenzylboromidu (PFB-Br), a to v prostiedi bezvodého
acetonitrilu za vzniku etherového derivatu N-{4-[(pentafluorbenzyl)oxy]fenyl}acetamidu [115,
116]. Vhodnymi kolonami pro plynovou chromatografii jsou nejcastéji dlouhé kfemenné
kapilary potazené tenkym polymernim filmem. Pro separaci paracetamolu a sulfathiazolu
jsou prevazné pouzivany kapilarni kolony s filmem obsahujicim 5% fenylu a95 %
methylpolysiloxanu [111, 112, 115, 116], 5 % difenylu a 95 % dimethylpolysiloxanu [116],
100 % dimethylpolysiloxanu [110, 117], nebo fenyl arylenu [113]. Podobné jako u kapalinové
chromatografie, se pro stanoveni sledovanych IéCiv ve spojeni s plynovou chromatografii
pouzivaji MS detektory [110, 112, 113, 115-118], avSak v pripadé sulfathiazolu Ize aplikovat
take i detektor elektronového zachytu nebo atomové emisni detektor [111].

Pri stanoveni paracetamolu a sulfathizolu Ize Uspésné vyuzit i elektromigracni techniky.
Pro studované latky jsou nejCastéji uvadény techniky kapilarni elektroforézy [119-130], a to
izotachoforéza, micelarni elektrokinetickd chromatografie [131] a kapilarni z6nova
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elektroforéza [132-136], ve spojeni s UV [122, 123, 129], chemiluminiscencni [120],
elektrochemickou [124, 127, 130], a hmotnostni detekci [123, 136, 137]. Rovnéz 2D spojeni
izotachoforézy a kapilarni zénové elektroforézy s ionizaéni technikou elektrosprejem
a hmotnostni detekci predstavuje atraktivni alternativu k chromatografickym technikam, a to

vzhledem k jednoduchosti, separaéni u€innosti, univerzalnosti a nizkému objemu pouzitych
kapalin [138].
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3 CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem této dizertaCni prace je sledovani uvolfovani léCivych latek z biodegradabilnich
hydrogell. Prvnim typ hydrogelu je zaloZzen na tepelné citlivém triblokovém kopolymeru
PLGA-PEG-PLGA, ktery je tvofen hydrofobni poly(mléénou) a poly(glykolovou) kyselinou
(PLGA) a hydrofilnim polyethylenglykolem (PEG). Druhy typ hydrogelu je zaloZzen na
modifikaci PLGA-PEG-PLGA kopolymeru anhydridem kyseliny itakonové (ITA) (ITA/PLGA-
PEG-PLGA/ITA). Modifikaci ziskavaji konce fetezce kopolymeru karboxylové skupiny, které
mohou ovlivhovat celkovou hydrofobicitu kopolymerniho fetézce a néasledné i profil
uvolfiovani léCivych latek.

Jednotlivé kroky predkladané dizertani prace jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

¢ Volba nizkomolekularnich modelovych Ié€iv rozdilného lipofilniho charakteru.

e Vytvoreni a optimalizace LC/MS metod pro stanoveni vybranych 1é€iv.

e Vybér PLGA-PEG-PLGA a ITA/PLGA-PEG-PLGA/ITA kopolymerli s vhodnymi
poméry PLGA/PEG s podminkou tvorby gelu pfi teploté 37 °C.

¢ Reologickd charakterizace systému hydrogel-léCivo ve vodé a v PBS o hodnoté
pH 7.,4.

e Posouzeni vlivu pfidavku Ié€iva na celkovou stabilitu systému hydrogel-lé€ivo.

e Prodlouzeni liberace léCiva pfidavkem nanoc&astic hydroxyapatitu.

e Qvéreni vhodnosti kinetického modelu, ktery byl vybran na zakladé literarni reSerse
pro popis uvolfiovani hydrofobniho 1é€iva.

e Navrh jiného regresniho modelu pro popis uvolfiovani IéCiv a jeho ovéreni.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pristroje, zarizeni, software

Tabulka 4: Prehled pristrojU pouzitych k analyze

Specifikace

Technika Nazev MS Vyrobce Ovladaci software
HPLC  Agilent 1 100 Series - Agilent, USA Chemsgazt_ig? Rev. A
MS  Agilent 6 320 Series Es'gggio"é Agilent, USA Tﬁ\ggeﬂgﬁggé?ge
HPLC Waters 2 695 - Waters, USA MassLyToTM verze
MS  QuatroMicro ™API  ESI-QQQ  Waters, USA Mass'-y?_‘om verze

4.1.1 Pristroje pouzité k pripravé vzorkua

e analytické vahy KERN 770, Version 2.3, Némecko

e pH metr 730, WTW series, inoLab, Némecko

e magneticka michacka s ohfevem a elektrickym kontaktnim teplomérem IKA ETS-
D5, Némecko

e Ultrazvukova vodni lazen, typ Teson 4, Tesla, Ceska republika

e infuzni pumpa kdS 9 100, kdScientific, USA

e digitalni inkubator INCU-Line IL-10, VWR, Slovinsko

e bézné laboratorni vybaveni

4.1.2 Software pro zpracovani a prezentaci dat

e ChemStation Rev. A 02.02

e Data Analysis for 6 300 Series lon Trap LC/MS verze 4.0
e MassLynx ™ verze 4.0

e OriginPro 8

e CorelIDRAW 2018

e Microsoft Excel 2010

e Microsoft Word 2010

4.2 Pouzité chemikalie a standardy

4.2.1 Chemikalie

e ledova kyselina octov4, Cistota HPLC, Fisher Scientific, UK

e acetonitril, &istota gradient grade for HPLC, Lach:ner, Ceska republika

e dihydrogenfosfore€nan draselny, Cistota p.a., Sigma-Aldrich, Némecko

¢ hydrogenfofore€nan sodny, Cistota p.a., Sigma-Aldrich, Némecko

e nanohydroxyapatit (nHAp) pfipraveny Ing. Klarou Céstkovou, Ph.D. pomoci
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hydrotermalniho mleti, CEITEC VUT Brno, Ceska republika

deionizovana voda upravena pfistrojem Mill-Q Academic firmy Millipore
o specifické vodivosti 0,055 yS-cm™ pfi teploté 24 °C

chlorid sodny, Cistota p.a., Sigma-Aldrich, Némecko

chlorid draselny, Cistota = 99,0%, Sigma-Aldrich, Némecko

kyselina chlorovodikova, Cistota p.a., Sigma-Aldrich, Némecko

4.2.2 Standardy

Sulfathiazol, Cistota = 99 %, Sigma-Aldrich, Némecko
Paracetamol, Cistota = 99 %, Sigma-Aldrich, Némecko

4.2.3 Charakterizace kopolymeru pouzitych jako nosice pro léciva
4.2.3.1 PLGA-PEG-PLGA kopolymer

PLGA-PEG-PLGA kopolymer byl pfipraveny Ing. lvanou Chamradovou, Ph.D.,
prostiednictvim polymerace otevieného kruhu (CEITEC, Brno) podle Michlovské
a kol. [13]

Parametry kopolymeru pro testovani koncentrace 22 hm./obj.%:

pomér (PLGA/PEG) = 2,0

pomér (LA/GA) = 2,9

M, = 4 500 g-mol

polydisperzita PDI = 1,15

Parametry kopolymeru pro testovani koncentrace 12 hm./obj.%:
pomér (PLGA/PEG)= 2,4

pomér (LA/GA) = 2,9

M, =5 050 g-mol”

polydisperzita PDI = 1,15

ITA/PLGA-PEG-PLGA/ITA kopolymer

ITA/PLGA-PEG-PLGA/ITA kopolymer byl pfipraveny Ing. Ivanou Chamradovou,
Ph.D., prostiednictvim polymerace otevieného kruhu (CEITEC, Brno) podle
Michlovské a kol. [13]

Parametry kopolymeru pro testovani koncentrace 22 hm./obj.%:

pomér PLGA/PEG = 2,4

pomér LA/GA = 2,9

M, =5 200 g-mol

polydisperzita PDI = 1,15

4.2.4 Sledované analyty
4.2.4.1 Sulfathiazol

Chemicky: 4-amino-N-(thiazol-2-yl)benzensulfonamid (CgHgN30,S5)

Mr = 255,31 g-mol

Bily nebo slabé nazloutly krystalicky praSek. Je nerozpustny ve vodé, Spatné
rozpustny v 96% ethanolu, prakticky nerozpustny v dichlormethanu. Rozpousti se
v roztocich alkalickych hydroxidd a ve zfedénych mineralnich kyselinach.
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4.2.4.2 Paracetamol

e Chemicky: N-(4-hydroxyfenyl)ethanamid (CH;CONHCgH,OH)

e Mr=151,165 g-mol”

e Bily krystalicky pradek slabé horké chuti. Je dobfe rozpustny ve vodé, methanolu,
ethanolu, dimethylformamidu, chlorethanu, acetonu a ethylacetatu. Je slabé
rozpustny v etheru a prakticky nerozpustny v benzenu a pentanu.

4.3 Design testu

Vtéto praci byl testovan termocitlivy kopolymer PLGA-PEG-PLGA (ABA) ajeho
funkcionalizovana forma ITA/PLGA-PEG-PLGA/ITA (ITA/ABA/ITA). Kopolymer ABA byl
testovan v koncentracich 22 a 12 hm/obj.%, pfi teploté lidského téla (37 °C). Prvni zvolena
koncentrace (22 hm./obj.%) ABA i ITA/ABA/ITA byla pouzita pro svoji schopnost tvorby
tuhého gelu (ABA poméry PLGA/PEG = 2,0; LA/GA = 2,9; ITA/ABA/ITA poméry PLGA/PEG
= 2,4; LA/GA = 2,9) pro otestovani uvolriovani léc€iv. Zvolené koncentrace kopolymer( byly
vybrany na zakladé predchozi rfeSené studie, jejichz vysledky autorka dizertani prace
publikovala v roce 2016 [14].

Druha nizsi koncentrace ABA kopolymeru (12 hm./obj.%) byla zvolena z divodu testovani
uvolnovani 1é€iv z ABA kopolymeru v kombinaci s nanohydroxyapatitem (nHAp). Tato
koncentrace i poméry PLGA/PEG= 2,4, LA/GA = 2,9 byly zvoleny na zakladé studie
Ing. Ivany Chamradové Ph.D., ktera jiz byla publikovana v roce 2017 [15].

Volba testovanych koncentraci v pfipadé Iéciva paracetamolu (PCM) vychéazela z jeho
velmi dobré rozpustnosti ve vodé. Za vychozi koncentrace PCM byly zvoleny 5 a 10 mg-ml™.
Dalsimi koncentracemi PCM bylo zvoleno ekvimolarni mnozstvi [éCiva k mnozZstvi
kopolymeru a také dvojnasobek ekvimolarniho mnozstvi l1éCiva. V pripadé volby koncentrace
sulfathiazolu bylo vychazeno z podobné uvahy. Prehled testovanych koncentraci IéCiv
a kopolymeru je uveden v tabulce 5. Vypocty navazek pro ekvimolarni mnozstvi vychazely
z M, kopolymerd.

Tabulka 5: Prehled testovanych koncentraci Ié¢iv a kopolymerU

Kopolymer Paraceta_r1no| Sulfathia_1zo|
(mg-ml") (mg-mi")
22 hg%bj.% 5 74" 10 14,77 5 : :
12 hg?/ﬁbj.% 3,57 5 7 - 5 6™ 10
Iz'TzAérﬁ.E;oAb?.zz 5 6.4 10 13 5 11 i

Pozn.
* ekvimolarni mnoZstvi
**2 x ekvimolarni mnoZstvi
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4.4 Slozeni rozpoustédel/inkubaénich médii

Jako prvni testované rozpoustédlo/inkubaéni médium byla zvolena voda. Jednalo se
o deionizovanou vodu, ktera byla upravend pristrojem Milli-Q Academic firmy Millipore
o specifické vodivosti 0,055 uS-cm™ pfi teploté 24 °C. V této praci je toto pouzivané médium
oznacené jako Milli-Q voda.

Druhym testovanym rozpoustédlem/inkubaénim médiem byl zvolen pufrovany fyziologicky
roztok, oznaCovany v této praci zkracené jako PBS (z angl. phosphate buffered saline). PBS
byl vzdy pfipravovan tak, aby obsahoval 137 mM NaCl, 2,6 mM KCI; 10 mM Na,HPO,
a 1,7 mM KH,PO,. Po rozpusténi v8ech pouzitych soli v 800 ml Milli-Q vody a homogenizaci
pfipraveného objemu, bylo pH roztoku upraveno pomoci zfedéné kyseliny chlorovodikové na
hodnotu pH 7,4. Nasledné byl takto upraveny roztok doplnén na objem 1 litru a skladovan
v chladicim boxu pfi teploté 4+1 °C [139].

4.5 Priprava vzorku pro sledovani uvolfiovani lé€iv

4.5.1 Priprava vzorku pro sledovani uvoliovani paracetamolu

Prislusné vypoctené mnozstvi xerogelu kopolymeru bylo navazeno do vialky. Nasledné
bylo pfidano poloviéni mnozstvi rozpoustédla (Milli-Q voda, nebo PBS). Smés byla michana
po dobu dvou dnd v ledové lazni pri teploté 4+1 °C, dokud se nevytvofil homogenni kapalny
roztok kopolymeru. Do druhé poloviny rozpoustédla pak bylo zamichano Ié€ivo, které se po
kapkéach z injekéni stfikacky pridavalo do rozpusténého kopolymeru.

Z takto pfipraveného roztoku kopolymeru bylo pipetovano 300 ul roztoku do dalsi vialky,
ktera byla vloZzena do inkubatoru. Inkubator byl pfedem vytemperovan na teplotu 37+1 °C.
Vialka s roztokem kopolymeru byla ponechana v inkubatoru tak dlouho, dokud se z roztoku
kopolymeru nestal gel. Na tuhy gel bylo aplikovano 700 pl inkubaéniho média, majici teplotu
rovnéz 37+1°C. Nasledné byla odpipetovana cCast inkubaéniho media (400 ul) podle
zvoleného casového Useku a takto odfnatd cast byla nahrazena stejnym mnoZstvim
Cerstvého inkubacéniho roztoku, vytemperovaného opét na teplotu 37+1 °C. Vzorek odebrany
pro dany €asovy Usek byl uskladnén v chladicim boxu a prfed samotnou analyzou byl podle
potfeby nafedén a analyzovan metodou LC/MS.

4.5.2 Priprava vzorku pro sledovani uvoliiovani sulfathiazolu

Prislusné vypoctené mnozstvi xerogelu kopolymeru bylo navdzeno do vialky. Do stejné
vialky byl také navazen sulfathiazol. Nasledné byla za stalého michani postupné
pfikapavana z injekéni stfikacky Milli-Q voda nebo jiné pfislu§né vodné médium. Smés byla
michana po dobu dvou dnu v ledové lazni pfi teploté 4+1 °C, dokud se nevytvofil homogenni
kapalny roztok kopolymeru obsahujici Ié€ivo. Dal$i postup v pfipravé a analyze vzorkd byl
zcela shodny se vzorky pro sledovani uvolfovani paracetamolu.

43



4.5.3 LC/MS finalni podminky pro stanoveni lé¢iv

Léciva byla analyzovana pomoci nasledujicich separacnich systému:
e HPLC-ESI-iontova past: kapalinovy chromatograf Agilent 1100 s DAD detektorem
a hmotnostnim spektrometrem Agilent 6320 Series
e HPLC-ESI-trojity kvadrupdl: kapalinovy chromatograf Waters 2695LC a hmotnostni

spektrometr Quatro Micro™ API

Finalni optimalizované podminky jsou uvedeny v tabulkach 6, 7, 9a 10.

Tabulka 6: Parametry HPLC stanoveni pro chromatograf Agilent 1100

Kolona
Slozeni mobilni faze

Pratok mobilni faze
Izokraticka eluce
Nastfik vzorkd i standardt

Restek Aqueous C18 (250x4,6 mm; 5 um)
Slozka A - 0,1 % CH3;COOH

Slozka B — acetonitril

0,220 ml-min™

80 % slozka A a 20 % slozka B

4 ul

35 °C
10 minut

Nastaveni termostatu kolony
Doba analyzy

Tabulka 7: Parametry MS stanoveni pro hmotnostni spektrometr Agilent 6320 Series

Parametry Paracetamol Sulfathiazol
Napéti na kapilare (kV) 3,5 3,5
Teplota suSiciho plynu (°C) 350 350
Pratok susiciho plynu N; (I-h™) 10 10
Pratok zmlzovaciho plynu N, (psi) 25 25

Detekce pozitivni ionty pozitivni ionty

Rozsah skenovanych hmot (m/z) 50 - 200 50 - 300

Cilova hmota (m/z) 152 256

Pro systém HPLC-ESl-iontova past a analyt paracetamol byla prokdzana linearita
v koncentraénim rozsahu 5-1 000 ug-I', pro analyt sulfathiazol byla prokazana linearita
v koncentraénim rozsahu 0,5-1 000 ug-I"'. Pro ovéfeni linearity bylo testovano v pfipadé
paracetamolu osm koncentraCnich Urovni, v pfipadé sulfathiazolu bylo testovano nejméné
deset koncentraénich Urovni. Paracetamol byl sledovan a hodnocen pomoci fragmentaci
152 m/z—110 m/z.  Sulfathiazol byl posuzovan a hodnocen pomoci fragmentaci
256 m/z—156 m/z. Meze detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ), rovnice regrese a koeficienty
determinace R? pro jednotlivé analyty jsou uvedeny v tabulce 8. Linearita byla hodnocena
jako zavislost plochy piku (y) na koncentraci analytu (x). Koeficient determinace R? byl
u vSech stanovovanych léCivych latek vysSi nez 0,99.

Tabulka 8: Zakladni metrologické parametry na pristroji Agilent 1100 Series s hmotnostnim
spektrometrem Agilent 6320 Series.

Lééivo Rovnice regrese R? LOD (ug:1")  LOQ (ug-1")
Paracetamol y=5343,96x+157 972,1 0,9981 1,331 4,437
Sulfathiazol y=150641,5x+ 1 862 290,8 0,9976 0,1564 0,5213
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Obrazek 21 — HPLC Agilent 1100 Series s DAD detektorem a hmotnostni spektrometr
Agilent 6320 Series

Tabulka 9: Parametry HPLC stanoveni pro chromatograf Waters 2695LC

Kolona
Slozeni mobilni faze

Pratok mobilni faze
Izokraticka eluce

Nastrik vzorkl i standard(i
Nastaveni termostatu kolony
Doba analyzy

Restek Aqueous C18 (250x4,6 mm; 5 um)
Slozka A - 0,1 % CH3;COOH

Slozka B — acetonitril

0,220 ml-min™

80 % slozka A a 20 % slozka B

20 pl

35 °C

5 minut

Tabulka 10: Parametry MS stanoveni pro hmotnostni spektrometr Quatro Micro™ API

Parametry Paracetamol Sulfathiazol
Napéti na kapilare (kV) 3 3
Teplota iontového zdroje (°C) 125 125
Teplota suSiciho plynu (°C) 300 300
Napéti na skimmeru (V) 28 25
Napéti na extraktoru (V) 4 3
Napéti na RF elektrodach (V) 0,1 0,1
Pratok susiciho plynu N; (I-h™) 1100 900
Pratok zmlzovaciho plynu N; (I-h™) 10 10
Detekce pozitivni ionty pozitivni ionty
MS/MS kolizni energie (eV) 17 16
. 152 —-110;
Nastaveni MRM (m/z) 152 92,1 256 —156
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Pro systém HPLC-ESI-trojity kvadrupol a analyt paracetamol byla prokazana linearita
v koncentraénim rozsahu 1-150 ug-I", pro analyt sulfathiazol byla prokdzana linearita
v koncentraénim rozsahu 0,5-200 ug-I'. Pro ovéfeni linearity bylo testovdno nejméné
osm koncentraénich Urovni pro kazdy analyt. Paracetamol byl sledovan a hodnocen pomoci
fragmentaci 152 m/z—110 m/z. Sulfathiazol byl sledovan a hodnocen pomoci fragmentaci
256 m/z—156 m/z. Meze detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ), rovnice regrese a koeficienty
determinace R? pro jednotlivé analyty jsou uvedeny v tabulce 11. Linearita byla hodnocena
jako zavislost plochy piku (y) na koncentraci analytu (x). Koeficient determinace R? byl
u vSech stanovovanych léCivych latek vysSi nez 0,999, coz prokazuje dobrou linearitu.

Tabulka 11: Zakladni metrologické parametry méfeni na pristroji HPLC Waters 2695LC
s hmotnostnim spektrometrem Quatro Micro™ API.

Légivo Rovnice regrese R? LOD (ug-1") LOQ (ug-1")
Paracetamol y=182,22x+341,25 0,9991 0,2356 0,7852
Sulfathiazol y=1064,93x+677,41 0,9996 0,1454 0,4847

Obrézek 22 — HPLC Waters 2695L.C s hmotnostnim spektrometrem Quatro Micro™ API

4.6 Dynamicka reologicka analyza

Termosenzitivni a mechanické vlastnosti kopolymerd PLGA-PEG-PLGA a ITA/PLGA-
PEG-PLGA/ITA byly stanoveny pomoci dynamického napétové fizeného reometru (AR-2 TA
Instruments, USA) s geometrii kuzel-deska o Uhlu 2°, priméru 40 mm a mezerou 60 um.
Pred kazdym mérenim byl Zlabek kuzelu naplnén vodou tak, aby nedochazelo k odpareni
roztoku a nepresnosti vysledk(. Méfeni probihalo v dynamickém oscilaénim moédu s Ghlovou
frekvenci 1 rad/s s teplotni rampou od 20 do 60 °C, pfi zvySovani teploty 0,5 °C/min a pfi
smykovém napéti 0,4 Pa [15].
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stabilita hydrogeld s testovanymi lécivy

Béhem testll uvolfiovani Iéciva byla zaroven pozorovana stabilita hydrogel(l, na které také
zavisi samotné uvolfiovani l1éCivé latky.

5.1.1 Stabilita hydrogelu s paracetamolem

Vizuélné bylo pozorovano, ze pfidavek paracetamolu do roztoku kopolymeru snizuje
kritickou gelaéni teplotu (CGT z angl. Critical Gelation Temperature) celého systému.

Zména termocitlivych vlastnosti systému byla ovéfena pomoci dynamické reologické
analyzy. Pro potfeby reologického méreni byl pfipraven 22 hm./obj.% roztok kopolymeru typu
ABA v pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS pH=7,4) a?22 hm./obj.% roztok ABA
kopolymeru ve stejném médiu s pridavkem paracetamolu o koncentraci 10 mg-ml™.
Z obrazku 23 je patrné, ze pfidavek paracetamolu do 22 hm./obj.% ABA roztoku kopolymeru
snizuje tuhost gelu. Maximalni tuhost hydrogelu pfi gelacni teploté 35 °C 22 hm./obj.% ABA
roztoku kopolymeru s paracetamolem v prostiedi PBS byla nizsi (89,4 Pa), nez maximalni
tuhost hydrogelu bez 1é€iva (135 Pa) pfi teploté 37,5 °C.

Niz8i tuhost hydrogelu pfipraveného v PBS s obsahem hydrofiiniho lé¢iva mlze byt
vysvétlena presycenim systému ionty rozpoustédla PBS a samotného hydrofilniho 1é€iva,
které snizuje schopnost micelizace zalozeného na poméru hydrofilni/hydrofobni casti
kopolymer(. Snizenim hydrofobnich interakci mezi micelami, v nasem pfipadé pfidanim
hydrofiiniho Ié¢iva mize byt proces micelizace narusen. Niz$i tuhost ABA hydrogelu
s paracetamolem v médiu PBS tak pfispéla i k niz$i stabilit¢ hydrogelu béhem testl
s uvolfiovanim léciva.
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Obrazek 23 — Zobrazeni posunu gelaéni teploty a zmény hodnot modulu pruZnosti ve
smyku G’ pro 22 hm./obj. % kopolymer typu ABA pfipraveného v PBS s pridavkem
paracetamolu (PCM) a bez pridavku lé¢iva

Dalsi aspekt, ktery byl u stability hydrogel(i pozorovan, byla vy$si stabilita hydrogelu
pfipraveného z 22 hm./obj.% ABA kopolymeru v Milli-Q vodé s paracetamolem (168 hodin),
nez hydrogel pfipraveny o stejné koncentraci kopolymeru v PBS se stejnou IéCivou latkou
(stabilita pouhych 24 hodin). Toto zjiSténi v podstaté kombinuje nékolik probihajicich déju:
pridavek paracetamolu do kopolymeru pripraveného v PBS snizuje celkovou tuhost systému
a zaroven je velice pravdépodobné, Zze dochazi k vyssi fluktuaci iontl a lé€iva z prostredi
hydrogelu do prostfedi inkubaéniho média, kde je koncentrace Ié€iva podstatné nizsi, nez
v samotném hydrogelu. Tato fluktuace iontll, pak napomaha degradaci hydrogelu a snizuje
jeho stabilitu.

V pfipadé 22 hm./obj.% ABA kopolymeru pfipraveného v Milli-Q vodé s PCM mél
vysledny roztok kopolymeru hodnotu pH 3,2. Paracetamol (pKa 9,38) je latka zasadité
povahy a pfi hodnoté pH 3,2 dochazi k jeho ionizaci. Vzhledem ke struktufe paracetamolu,
kterd obsahuje elektronegativni prvky, jako jsou kyslik a dusik, mize pravdépodobné
dochéazet k tvorbé vodikovych mustk(i mezi molekulou paracetamolu a —C=0O skupinou
polymlééné kyseliny. Pomoci dynamického reologického mérfeni byla ovérena i vy$Si tuhost
hydrogelu pfipraveného v Milli-Q vodé s paracetamolem. Kopolymer 22 hm./obj.% ABA
v Milli-Q vodé vykazoval zna€nou tuhost, a proto pro potfeby reologického méfeni musela
byt zvolena nizSi koncentrace kopolymeru a to 10 hm./obj.%. Z obrazku 24 je patrné, Ze
kopolymer pfipraveny v Milli-Q vodé bez paracetamolu vykazuje nizsi tuhost (6,6 Pa) pfi
gelaéni teploté 32,5 °C. Pridavek PCM do roztoku ABA kopolymeru zvySuje tuhost hydrogelu
(12,4 Pa) pfi gelacni teploté systému 28 °C.
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Obrazek 24 — Porovnani posunu hodnot modulu pruznosti ve smyku G~ pro 10 hm./obj. %
kopolymer typu ABA pfipraveného v Milli-Q vodé s pridavkem paracetamolu (PCM) a bez
pridavku léciva

Podobné trendy stability byly pozorovany i u 22 hm./obj.% ITA/ABA/ITA hydrogelu
s paracetamolem, jeho stabilita v Milli-Q vodé byla zaznamenana po dobu 96 hodin, stabilita
v prostfedi PBS pouhych 8,5 hodiny. Po pridani l1é€iva byla zaznamenéna i zména pH celého

systému, nebot PCM je latka zasadité povahy. Prehled stabilit ABA i ITA/ABA/ITA hydrogelQ
a hodnot pH po pfidani paracetamolu je uveden v tabulce 12.

Tabulka 12: Prehled stability a hodnot pH 22 hm./obj.% ABA a ITA/ABA/ITA hydrogeld
s paracetamolem (PCM) v rliznych prostiedich (rozpoustédlo/inkubaéni médium).

ABA+PCM ITA/ABA/ITA+PCM
stabilita stabilita
redi H H
prostredi p (hod) p (hod)
Milli-Q voda | 2,8* | 3,2 168 28| 2,8 96
PBS 3,7 | 53 24 3,7 | 3,8 8,5

Pozn. pH* - hodnota pH roztoku kopolymeru pfed pridanim léCiva

5.1.2 Stabilita hydrogelu s hydrofobnim Iééivem sulfathiazolem (STA)

Stabilita pfipraveného 22 hm./obj.% ABA hydrogelu s léCivem sulfathiazolem (STA) byla
48 hodin bez ohledu na zvolené rozpoustédlo. Stabilitu hydrogell pfipravenych v PBS
i v Milli-Q vodé lze odlvodnit vysokou koncentraci kopolymeru v roztoku (22 hm./obj.%),
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proto je vizualni hodnoceni stability hydrogelu velice subjektivni. Hodnota pH méfeném
v Milli-Q vodé 22 hm./obj.% ABA roztoku kopolymeru byla 2,9, hodnota pH roztoku
kopolymeru pfipraveném v PBS byla 4,2.

Stabilita hydrogelu 22 hm./obj.% ITA/ABA/ITA pfipraveného v Milli-Q vodé byla 120 hodin
a hodnota pH roztoku kopolymeru se sulfathiazolem méla hodnotu 2,9. Z obrazku 25 je
patrné, Ze pfidavek STA do roztoku 22 hm./obj.% ITA/ABA/ITA pfipraveného v Milli-Q vodé
zvySuje tuhost celého systému a méni i termocitlivé vlastnosti roztoku kopolymeru. Je
ziejmé, Ze funkcionalizovany kopolymer ITA/ABA/ITA pfipraveny v Milli-Q vodé bez
sulfathiazolu vykazuje niz8i tuhost (562 Pa) pfi gelaéni teploté 35,8 °C. Pridavek
sulfathiazolu do roztoku ITA/ABA/ITA kopolymeru zvySuje tuhost hydrogelu na (1 383 Pa) pfi
gelaéni teploté systému 32,5°C. Vzhledem ke struktufe sulfathiazolu, ktera obsahuje
elektronegativni prvky, jako jsou kyslik a dusik, je velmi pravdépodobné, Ze dochéazi k tvorbé
vodikovych mUstki mezi molekulou sulfathiazolu (resp. NH.— a NH- skupinami) a —C=0
skupinou polymlééné kyseliny. V pfipadé tvorby vodikovych mastkl vznika v systému vice
vazeb, a proto hydrogel vykazuje vy$Si tuhost.
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Obrazek 25 — Zobrazeni posunu gelacni teploty v maximu tuhosti a zmény hodnot modulu
pruznosti ve smyku G~ pro 22 hm./obj. % kopolymer typu ITA/ABA/ITA pfipraveného v Milli-Q
Vodé s pfidavkem sulfathiazolu a bez pfidavku lééiva

Stabilita 22 hm./obj.% ITA/ABA/ITA hydrogelu pfipraveného v PBS se stejnym IéCivem
byla pouhych 24 hodin. Hodnota pH roztoku kopolymeru 22 hm./obj.% ITA/ABA/ITA v PBS
se sulfathiazolem byla 3,8. Hodnota pH roztoku 22 hm./obj.% ITA/ABA/ITA kopolymeru
pfipraveného v PBS bez IéCiva byla témér totozna (pH 3,7). Niz&i stabilitu |ze opét vysvétlit
presycenim systému ionty rozpoustédla PBS a samotného |éCiva, které omezuji micelizaci.
Nedostatek hydrofobnich interakci mezi micelami, tak snizuje celkovou tuhost systému.
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Tabulka 13: Prehled stability a hodnot pH 22 hm./obj.% ABA a ITA/ABA/ITA hydrogelu se
sulfathiazolem (STA) v rdznych prostredich (rozpoustédlech/inkubaénich médiich).

ABA+STA ITA/ABA/ITA+STA
o stabilita stabilita
prostredi pH (hod) pH (hod)
Milli-Q voda | 2,8* | 2,9 48 28" | 29 120
PBS 3,7 | 4.2 48 3,7 | 3,8 24

Pozn. pH* - hodnota pH roztoku kopolymeru pred pfidanim lé€iva

5.1.3 Stabilita ABA hydrogelu s Ié¢ivy a nanohydroxyapatitem (nHAp)

Na zakladé vysledkl z pfedchazejicich experimentU je patrné, ze uvolfovani lécivé latky,
ktera je do kopolymeru pfidana fyzikalné, je pfimo zavislé na tuhosti a stabilité systému. Pro
zvy8eni tuhosti hydrogelu a jeho celkové stability byl pfidan nanohydroxyapatit (nHAp)
v koncentraci 0,5 hm.%. Koncentrace nHAp byla zvolena na zakladé vyzkumu Ing. lvany
Chamradové Ph.D. [15]. SniZeni koncentrace kopolymeru bylo nutné pro vytvoreni
reprezentativnino vzorku pro dal$i popis mechanismu uvolfiovani 1é€iv.

Pripraveny 12 hm./obj.% roztok ABA v PBS s pfidavkem paracetamolu vykazoval stabilitu
96 hodin, hodnota pH roztoku byla 6,1. Pfidavek nHAp do systému zvysil pH na hodnotu 6,6
a znacné posunul stabilitu na 168 az 240 hodin.

Pfipraveny 12 hm./obj.% roztok ABA v PBS s pfidavkem sulfathiazolu vykazoval stabilitu
120 az 144 hodin, hodnota pH roztoku byla 4,1. Pfidavek nHAp do systému zvySil hodnotu
pH na 4,8 a zvysil stabilitu na 648 hodin, tj. 27 dni.

Tabulka 14: Prehled stability a hodnot pH 12 hm./obj.% ABA hydrogelu pfipraveného v PBS
s pfidavky nanohydroxyapatitu (nHAp) a IéCivymi latkami.

12 hm./obj.% ABA pH stabilita (hod)
+ PCM 6,1 96
+ PCM + nHAp 6,6 168 az 240
+ STA 41 120 az 144
+ STA + nHAp 4,8 648

Z dynamické reologické analyzy 12 hm./obj.% ABA kopolymeru pfipraveného v PBS
s paracetamolem a s nHAp vyplyva, Zze pfidavek nanohydroxyapatitu jiz vyrazné neméni
tuhost gelu ani jeho termocitlivé vlastnosti, viz obrazek 26. Nanohydroxyapatit byl do
systému pfidan v podobé nanocastic, avSak ty mohou agregovat do velikosti mikro€astic.
Mikrocastice hydroxyapatitu jiz nemaji znaény vliv na termosensitivitu hydrogelového
systému. Zda Castice nHAp zUstavaji v méfitku nanocéastic i po pfidani do roztoku
kopolymeru jiz v této praci nebylo ovéreno.
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Obrazek 26 — Porovnani hodnot modulu pruznosti ve smyku G” pro 12 hm./obj. % roztok
kopolymeru typu ABA pfipraveného v PBS s pfidavkem paracetamolu a smési o stejné
koncentraci paracetamolu i s pfidavkem nHAp

Vyraznéj$i vliv na tuhost hydrogelu a jeho termocitlivé vlastnosti méla iontova struktura
paracetamolu. Obrazek 27 prezentuje, Zze se zvySujici se koncentraci paracetamolu
ve 12 hm./obj. % roztoku ABA kopolymeru se zvySuje i tuhost gelu a snizuje se i gelacni
teplota systémU v maximu tuhosti. Tento trend je pozorovan u koncentrace paracetamolu
3,5a5mg-ml'. Vy8si koncentrace 7 mg-ml' paracetamolu jiz naopak snizuje tuhost
systému a gelacni teplota se mirné posouva doprava k vy$Sim hodnotam. Snizeni tuhosti
hydrogelu je pravdépodobné dusledkem nasyceni systému lécivem, které ma jiz vyznamny
vliv na tvorbu vznikajicich micel.
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Obrazek 27 — Porovnani hodnot modulu pruznosti ve smyku G” pro 12 hm./obj. % roztok
kopolymeru typu ABA pripraveného v PBS s riznymi koncentracemi paracetamolu

V pfipadé pridavku hydrofobniho IéC€iva sulfathiazolu do 12 hm./obj.% roztoku ABA
kopolymeru byla opét zaznamenana vy$Si tuhost hydrogelu a posun k nizsi gelaéni teploté.
Pfidavek nHAp déale zvySuje tuhost hydrogelu se sulfathiazolem a také snizuje gelaéni
teplotu. Z provedené dynamické reologické analyzy vyplynulo, Zze (viz obrazek 28)
12 hm./obj. % roztok kopolymeru typu ABA pripraveného v PBS je maximalni tuhost
G’ max=40,9 Pa pfi teploté 39,5 °C. Pfidanim sulfathiazolu o koncentraci 6 mg-ml™ do roztoku
kopolymeru se tuhost zvySuje na 63,7 Pa pfi teploté gelace 38 °C. Prfidavek
nanohydroxyapatitu dale zvySuje tuhost gelu na hodnotu 98 Pa pfi teploté gelace 37,7 °C.
STA je léCivo kyselé povahy stejné jako kopolymer a tudiz jeho pfidavek do systému
vyznamné nenarusuje micelizaci.

Vyss$i tuhost hydrogelu po pridavku nHAp je zplsobena tim, Ze hydrofobni nanocastice
HAp jsou ,umistény” v jadru micely, coz zvySuje tuhost celého systému.
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Obrazek 28 — Porovnani hodnot modulu pruznosti ve smyku G” pro 12 hm./obj. % roztok
kopolymeru typu ABA pfipraveného v PBS s pridavkem 6 mg-ml” sulfathiazolu (ABA + STA)

a smesi o stejné koncentraci sulfathiazolu i s pfidavkem 0,5 hm.% nanohydroxyapatitu

(ABA+STA+nHAp)
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5.2 Ovéieni vhodnosti vybéru Korsmeyer-Peppasova model pro uvoliiovani
hydrofobnich léciv

Na zékladé literarni reserSe byl vybran Korsmeyer-Peppasiiv model, ktery popisuje
uvolnovani lécivé latky z polymerni matrice valcovitého tvaru a to podle rovnice (1):

kde Mt je pomér uvolnéného lécCiva v Case t;

k je rychlostni konstanta;
n je exponent uvolhovani.

Vhodnost zvoleného matematického modelu musela byt proSetfena statistickym
testovanim hypotéz. Statistické testovani hypotéz slouzi k ovéfovani, zda je vybrana
hypotéza v souladu s experimentalnimi daty. Pro statistické otestovani namérenych
experimentalnich dat se zvolenym Korsmeyer-Peppasovym modelem bylo zvoleno spojité
F-rozdéleni, které se dfive nazyvalo Fisher-Snedecorovo rozdéleni.

5.2.1 Postup ovéreni vhodnosti Korsmeyer-Peppasova modelu

V programu Microsoft Excel byl vytvoren Korsmeyer-Peppastiv model podle rovnice (1).
Nasledné byl vytvoren parametr ,Kritérium”. Vhodné odhady parametrl se ziskavaji metodou
nejmensich ¢Etvercu, kterd je zaloZzena na minimalizaci tzv. rezidualniho souctu étvercd, tj.
souctu ctvercu rozdild experimentalnich hodnot x od teoreticky vypocétenych hodnot y.
Parametr ,Kritérium” byl vypoéten pomoci funkce Excel SUMXMY2 = ¥ (x-y)? [140].

Nasledné pomoci funkce resitel byly prepocteny hodnoty rychlostni konstanty
k a exponent uvolfiovani n pro Korsmeyer-Peppasiv model [140]. Na obrdzku 29 je
zobrazen graf s namérenymi experimentalnimi daty, ktera jsou prolozena Korsmeyer-
Peppasovym modelem.
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Obrazek 29 — ProloZeni naméfenych experimentalnich dat kumulativné uvolnéného
sulfathiazolu (STA) 6 mg-ml" s Korsmeyer-Peppasovym modelem.

Nasledné byla zobrazena residua, ktera se vypoctou jako rozdil mezi hodnotami skute¢né
namérenymi a vypoctenymi z vybraného modelu. Na obrazku 30 jsou zobrazena residua pro
Korsmeyer-Peppastv model vztahujici se k experimentu na obrdzku 29.
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Obrézek 30 — Zobrazeni residui pro Korsmeyer-Peppastiv model uvolfiovéani 6 mg-ml’
STA
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Poté bylo zapotiebi vypocist kritickou hodnotu F-rozdéleni F. (rovnice (2)) na hladiné
vyznamnosti a = 0,05 pro dany pocet parametrd modelu f; a pocet stupnd volnosti f..
Kritickou hodnotu testu ziskdme jako pfislusny kvantil F-rozdéleni s pfislusnymi stupni
volnosti v Citateli a jmenovateli pomoci funkce Excel FINV [140].

Pouzité parametry:

e hladina vyznamnosti a = 0,05

e pocet parametrd modelu f;= 2 (v pripadé Korsmeyer-Peppasova modelu jsou to:
rychlostni konstanta k a exponent uvolhovani n, tj. 2)

e pocet stupnl volnosti f. byl ziskan jako rozdil poctu experimentalnich hodnot x
a poctu parametrd modelu m.

F, =(a, f,[>) (2)

Nasledné byla vypoctena kritickd hodnota F-rozdéleni pro experimentalni hodnoty Feyp.

dle vzorce 3:
—\2
n—m Z (qreg‘ _q)
Fexp = ’ 2 ; (3)
m > (g, —a.)
kde:
m pocet parametrii modelu
n pocet experimentalnich bodud (dat)
Qreg. vypoctend hodnota z regresniho modelu
q pramérna hodnota v§ech experimentalnich dat
Qe konkrétni experimentalni hodnota

Déle musi platit podminka: F,,, = F,

exp.

Pokud plati vySe uvedena podminka (Fey =Fc), bylo dale nezbytné vypocitat kritickou
hodnotu odezvy R, dle vzorce (4), ktera predstavuje odhad smérodatné odchylky
vypocitanych regresnich parametrd a slouzi jako kritérium hranic intervalu spolehlivosti.

R, =Kritérium~£1+ m'FC(a;fﬁfz)]

/s
kde:
fi pocet parametrii modelu
fo pocet stupnud volnosti
F. kritickd hodnota F-rozdéleni na hladiné vyznamnosti a = 0,05

Jestlize sledujeme prabéh kriteridlni funkce v zavislosti na hodnoté urcitého parametru,
dostaneme funkci zvanou odezva (na proménny parametr). Tato funkce ma pro kazdy
parametr minimum, které se rovna minimalni odezvé (ij.,Kritérium”), a to pravé v regresni
hodnoté sledovaného parametru.

Pokud se kritickd hodnota odezvy R. zakresli do grafu odezvy na urcity parametr jako
vodorovnd linie, pak dva body, ve kterych protne tato linie kfivku odezvy, ur€uji hranice
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intervalu spolehlivosti pro tento parametr (viz obrazek 31 jsou dva body oznaceny jako limity
intervalu spolehlivosti) [140].

Dalsim krokem bylo tedy vypog€itat limitni hodnoty odezvy exponentu uvolhovani n
a rychlostni konstanty k.

Nejdiive byl proveden odhad horni a dolni limitnich hodnot. Nésledné byl vypoéten
,zbytek” pomoci Excel funkce SUMXMY2 podle vzorce pro rychlostni k dle vzorce:

,Zbytek”= X (limitni hodnota odezvy k-t - redlna primérna hodnota naméfenych hodnot)? - R,

Pozn. V pfipadé vypoctu ,zbytk(” pro odezvu exponentu uvolfiovani n byly pouzity ve
vzorci limitni hodnoty odezvy n.

Nasledné byly prepocitany pomoci funkce rfesitel horni a dolni limitni hodnoty pro dany
parametr. V pfipadé, Zze hodnota Cisla ,zbytku” se blizila k nekone¢né malému Cislu, byl
proces ovéfeni vhodnosti nového regresniho modelu za ukoné€eny a jednotlivé zavislosti byly
vyneseny do grafti [140].

0,025
kriticka odezva
prabéh odezvy k na odezvé kritéria
0.020 O limity intervalu spolehlivosti
e T minimalni odezva hodnoty k
0,015 -
0,010 -
0,005 -
0,000 +—m—>—— ——————————
0,12 0,13 0,14 0,15 0,16 0,17

Obrazek 31 — Zobrazeni prubéhu odezvy rychlostni konstanty k na odezvé ,Kritéria“ pro
experiment uvolfiovani 6 mg-ml’sulfathiazolu
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kritickd hodnota odezvy
003 prabéh odezvy n na odezvé kritéria
27 O limity intervalu spolehlivosti
minimalni odezva hodnoty n
0,02 +
0,01 1
0,00 . T . T . T . T . T . T

0,28 0,29 0,30 0,31 0,32 0,33 0,34 0,35

Obrazek 32 — Zobrazeni pribéhu odezvy parametru uvolfiovani n na odezvé ,Kritéria“ pro
experiment uvolfiovani 6 mg-ml’sulfathiazolu

Korsmeyer-Peppaslv model se ukazal jako vhodny model pro popis uvolfovani
hydrofobniho 1é¢iva sulfathiazolu z hydrogell pfipravenych z obou typl kopolymerd (ABA
i ITA/ABA/ITA) a dale pak pro nizké koncentrace paracetamolu uvolfované z ITA/ABA/ITA
hydrogelu pfipraveného v Milli-Q vodé. Tento model se ukazal jako velmi vhodny pro
uvolhovani v8ech testovanych koncentraci paracetamolu z ITA/ABA/ITA hydrogelu
pfipraveného v PBS.

Na obrazcich 33, 34, 35 a 36 jsou graficky zobrazena namérena experimentalni data
s Korsmeyer-Peppasovym modelem a jejich residua.
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Obrazek 33 - Uvolnhovani paracetamolu z hydrogelu pfipraveného z 22 hm./obj.%
ITA/ABA/ITA v PBS a proloZeni naméfenych experimentalnich dat Korsmeyer-Peppasovym

modelem
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Obrazek 34 — Zobrazeni residui pro Korsmeyer-Peppastiv model pro systém uvolfiovani
paracetamolu z hydrogelu pfipraveného z 22 hm./obj.% ITA/ABA/ITA v PBS
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Obrazek 35 — Uvolriovani sulfathiazolu z hydrogelu pripraveného z 12 hm./obj. % ABA
kopolymeru v PBS a jeho proloZeni naméfenych experimentalnich dat Korsmeyer-
Peppasovym modelem
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Obrazek 36 — Zobrazeni rezidui daného modelu z obrazku 35 pro jednotlivé testované
koncentrace sulfathiazolu
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V tabulce 15 jsou uvedeny vypocitané exponenty uvoliovani n a rychlostni konstanty
k pro léCivo sulfathiazol. Exponenty uvolhovani n uvedené v této tabulce nejsou vétsi nez
hodnota 0,5 (viz tabulka 3), z toho dllezitého poznatku vyplyva, Ze uvolfiovani sulfathiazolu
z hydrogelu pfipraveného z ABA kopolymeru ve vodé i v PBS probihalo Fickovou difuzi.

Tabulka 15: Vypoétené exponenty uvolhovani n a rychlostni konstanty k vychazejici
z Korsmeyer-Peppasova modelu pro sulfathiazol uvolfiovany z ABA hydrogelu.

Cc Cieor- Exponent Stabilita
kopolymer . v as . .. 1
(hm./0bj.%) sulfathlafol Prostiedi uvoliovani k (hod™) hydrogelu
(mg-ml™) n (hod)
22 5 H,O 0,41 0,0069 48
22 5 PBS 0,37 0,1142 48
12 5 H,O 0,28 0,1736 48
12 5 PBS 0,27 0,1823 144
12 6 PBS 0,31 0,1517 120
12 10 PBS 0,30 0,2247 144

Porovname-li uvolhovani sulfathiazolu z hydrogelu pfipraveného z 22 hm./obj.% roztoku
ABA kopolymeru (pomér PLGA/PEG = 2,0) v Milli-Q vodé a v PBS, tak z hodnot rychlostnich
konstant k je evidentni, Ze sulfathiazol o stejné teoretické koncentraci 5 mg-ml™ se uvolfoval
rychleji z hydrogelu pfipraveného v PBS. Vy&Si rychlost uvolfiovani STA z hydrogelu
pripraveného v PBS je zplisobena presycenim systému ionty PBS rozpustédla, které
omezuji vznik micelarnich struktur fyzikalniho gelu. Daldi ABA kopolymer, ktery byl testovan,
mél jiny pomér PLGA/PEG (PLGA/PEG = 2,4) a vykazoval pfi koncentraci 22 hm./obj.% za
laboratorni teploty vysokou tuhost. Ztohoto dlvodu byla pro dal$i testovani uvolnovani
sulfathiazolu zvolena niz&i koncentrace kopolymeru (12 hm./obj.%). V pfipadé pouzité nizsi
koncentrace kopolymeru a otestovani ve vodé i v PBS se stejnou koncentraci sulfathiazolu
lze opét z vypoétenych hodnot rychlostnich konstant k uvedenych v tabulce 16 tvrdit, Ze
leCiva latka sulfathiazol se rychleji uvolhiovala z matrice hydrogelu pfipraveného v PBS,
avSak rozdily vypoctenych rychlostnich konstant nejsou tak vyrazné, jako v pfipadé
22 hm./obj.%.

Pfi testovani uvolfiovani sulfathiazolu o koncentraci 5 mg-ml™ je patrné z obrazku 37, ze
hydrogel pfipraveny v PBS ma vy$Si stabilitu (140 hodin), nez systém pfipraveny v Milli-Q
vodé (48 hodin). Uvolnovani sulfathiazolu je v obou pfipadech postupné. Nizsi stabilita
12 hm./obj.% ABA kopolymeru pfipraveného v Milli-Q vodé je z nejvétsi pravdépodobnosti
zapri€inéna kyselou hydrolyzou, nebot sulfathiazol je latka kyselé povahy (pKa; = 2,2; pKa,=
7,24) a pfi méreni pH takto pfipraveného systému byla hodnota pH 2,9. Systém obsahuijici
sulfathiazol pfipraveny v PBS mél hodnotu pH 4,2.
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Obrézek 37 — Uvolfiovani 5 mg-ml’ sulfathiazolu z hydrogelu pripraveného
z 12 hm./obj.% ABA kopolymeru v PBS a v Milli-Q vodé a jeho proloZeni namérenych
experimentalnich dat Korsmeyer-Peppasovym modelem

Exponenty uvolfovani n uvedené v tabulce 16 nepresahuji hodnotu 0,5, z toho vyplyva,
Ze uvolnovani léCivych latek z matrice hydrogelu pfipraveného z 22 hm./obj.% ITA/ABA/ITA
kopolymeru v PBS probihalo opét Fickovou difuzi.

Tabulka 16: Vypoétené exponenty uvolhovani n a rychlostni konstanty k vychazejici

z Korsmeyer-Peppasova modelu pro |éCiva uvolfiovana z hydrogelu pfipraveného z
22 hm./obj.% ITA/ABA/ITA kopolymeru v PBS.

Cieor- exponent Stabilita
lééivo lé¢iva uvolfiovani  k(hod™) hydrogelu
(mg-ml™) n (hod)

5 0,34 0,2064 8,5
6,5 0,29 0,3117 8,5
PCM 10 0.27 0,4748 8.5
13 0,25 0,6096 8,5
5 0,32 0,1252 24
STA 11 0,49 0,4921 48

Stabilita ITA/ABA/ITA hydrogelu pfipraveného v PBS po pfidani paracetamolu byla
prokazana v ¢asovém horizontu 8,5 hodiny. Rychlost uvolfovani paracetamolu z matrice
hydrogelu byla nejvy$si v pfipadé testované koncentrace paracetamolu 13 mg-ml”. Rychlost
uvolhovani paracetamolu se zmenS8uje se snizujici se pouzitou koncentraci 1&Civé latky (viz
obrazek 38). Tento trend byl potvrzen i v pfipadé hydrofobniho IéCiva sulfathiazol (viz
hodnoty v tabulce 16), i kdyz stabilita hydrogelu kopolymeru ITA/ABA/ITA byla vtomto
pfipadé vyssi (24 az 48 hodin).

Hodnota pH ITA/ABA/ITA hydrogelu pfipraveného v PBS s paracetamolem
i sufathiazolem, byla shodna (pH = 3,8). Nizsi stabilita ITA/ABA/ITA hydrogelu pfipraveného

63



vPBS s paracetamolem je pravdépodobné =zapfic¢inéna vy$Si fluktuaci hydrofilniho
paracetamolu z ITA/ABA/ITA hydrogelu do inkubaéniho média atim rychlej$i degradaci
hydrogelového systému; viz obrdazek 39. Kopolymer 22 hm./obj.% ITA/ABA/ITA pfipraveny
v PBS s paracetamolem nebyl proméfen pomoci dynamické reologické analyzy, nebot jeho

konzistence byla velmi tuha a nebyla vhodna pro toto méreni.
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Obrazek 38 — Kumulativni uvolfiovani PCM zhydrogelu pripraveného z 22 hm./obj. %
ITA/ABA/ITA kopolymeru v PBS a jeho proloZeni namérenych experimentalnich dat
Korsmeyer-Peppasovym modelem
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Obrézek 39 — Uvolriovani 5 mg-ml’ sulfathiazolu a paracetamolu z hydrogelu

opét vyplyva,

experimentalnich dat Korsmeyer-Peppasovym modelem

pripraveného z 22 hm./obj. % ITA/ABA/ITA kopolymeru v PBS a jeho proloZeni namérenych

Exponenty uvolfiovani n uvedené v tabulce 17 opét nejsou vétsi nez hodnota 0,5, z toho
Ze uvolhovani paracetamolu z hydrogelu pfipraveného z ITA/ABA/ITA
kopolymeru ve vodé probihalo Fickovou difuzi. Hodnota rychlostnich konstant kse opét
zvySuje se zvySujici se pouzitou koncentraci paracetamolu.

Tabulka 17: Vypoctené exponenty uvolfiovani n a rychlostni konstanty k vychazejici

z Korsmeyer-Peppasova modelu pro PCM uvolfiovany z 22 hm./obj.%

ITA/ABA/ITA hydrogeluv Milli-Q vodé.

Cieor- exponent Stabilita
lééivo lé¢iva uvolfiovani  k(hod™) hydrogelu
(mg-ml™) n (hod)
5 0,19 0,3539 96
PCM ’ ’
6,5 0,15 0,4574 96
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5.2.2 Navrh matematického modelu pro profil uvolfiovani Ié€iv

Vzhledem k nizké tésnosti Korsmeyer-Peppasova modelu pro uvolhovani paracetamolu
z hydrogell tvofenych ABA kopolymerem i ABA kopolymerem s nHAp a déle pak rovnéz
uvolnovani sulfathiazolu z hydrogelu tvofeného ABA kopolymerem s nHAp, bylo nezbytné
navrhnout jiny model, ktery by popisoval uvolfovani lé¢iv z hydrogell ve vy$e uvedenych
prfipadech. Pfi bliz8§im prozkoumani rovnice popisujici Korsmeyer-Peppasiv model
pfipomina tento model ndpadné svym tvarem i popisem rovnici Freundlichovu adsorpéni
izotermu, ktera popisuje adsorpci z roztok(i na pevnych latkach.
Freundlichova adsorpéni izoterma:

1
a:k.C; (5)

kde:

k a n jsou parametry zavislé na teploté a charakteristické pro danou trojici latek tj.
rozpous$tédlo, rozpusténou latku a adsorbat;

a je mnozstvi rozpusténé latky (adsorbatu) adsorbované jednotkovou hmotnosti adsorbentu;
¢ je rovnovazna koncentrace rozpusténé latky [141].

Korsmeyer-Peppaslv model: AA//[[’ =k-t";kde

k a njsou konstantami;

t

je pomér uvolnéného léciva v Case t, tento pomér Ize nahradit i aktualni koncentraci ¢

pro dany asovy usek t.

Rovnice Freundlichovy adsorpéni izotermy je rovnici empirickou, a proto lze vyslovit
hypotézu, Zze Korsmeyer-Peppasiv model je pouze matematickym opisem Freundlichovy
adsorpéni izotermy liSici se v nezavislé proménné. V pfipadé Korsmeyer-Peppasova modelu
je nezavisle proménnou €as, pro rovnici Freundlichovy adsorpéni izotermy je to koncentrace
rozpusténé latky. Parametry k a n jsou vobou rovnicich konstantami. V pfipadé
Freundlichovy izotermy je mnozstvi rozpusténé latky a zavisle proménnd na rovnovazne
koncentraci ¢ rozpusténé latky, v pfipadé Korsmeyer-Peppasova modelu je pomér M/M.
zavisle proménna na éase t Cas t (pro Korsmeyer-Peppasiv model) arovnovazna
koncentrace rozpusténé latky ¢ (pro Freundlichovu adsorpéni izotermu) jsou proto nezavisle
proménnymi [141].
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Ta A

Obrazek 40 — Zleva: Freundlichova a Langmuirova adsorpéni izoterma

Na zékladé této dedukce je v této praci navrhnut model, ktery je matematickym opisem
Langmuirovy adsorpéni izotermy. Langmuirova adsorpéni izoterma je popsana rovnici (6).

") b ©

kde:

amax @ b jsou parametry zavislé na teploté a charakteristické pro danou trojici latek tj.
rozpoustédlo, rozpusténou latku a adsorbat; amaxa b jsou v rovnici konstantami;

a je mnozstvi rozpusténé latky (adsorbatu) adsorbované jednotkovou hmotnosti adsorbentu;
a je zavisle proménna na rovnovazna koncentrace rozpusténé latky ¢

¢ je rovnovazna koncentrace rozpusténé latky a je nezavisle proménnou v rovnici [141].

Pro popis uvolhovani pifevazné hydrofilniho 1é€iva paracetamolu z hydrogelu pfipraveného
z ABA kopolymeru je proto navrhnut matematicky model, ktery je v této praci oznaovan jako
O.K. model a popisuje ho rovnice (7).
n-t

=k-
< 1+n-t (7)

kde:
k je rychlostni konstanta;

n je exponent uvolhovani, v rovnici O.K modelu je konstantou;

tje Cas, nezavisle proménna v rovnici O.K. modelu

¢; je koncentrace uvolnéného lé€iva v €ase t, v rovnici O.K modelu je zavislou proménou.
Nové navrzenym matematickym O.K modelem byla opét vySetfena vSechna namérena

data stejnym postupem jako v kapitole 5.2.1.
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Obrézek 41 — Uvolfiovani 10 mg-ml’ paracetamolu (PCM) z hydrogelu pfipraveného z
22 hm./obj.% ABA kopolymeru v Milli-Q vodé. Ukazkové prolozeni experimentalnich dat O.K.
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Obrazek 42 - Zobrazeni residui pro O.K. model pro systém uvolfiovani paracetamolu
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z hydrogelu pfipraveného z 22 hm./obj. % kopolymeru ABA v Milli-Q vodé
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Obrazek 43 - Zobrazeni prabéhu odezvy rychlostni konstanty k na odezvé kritéria pro
systém 10 mg-ml” paracetamolu uvolnéného z hydrogelu pfipraveného z 22 hm./obj.% ABA
kopolymeruv Milli-Q vodé
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Obrazek 44 - Zobrazeni prubéhu odezvy parametru uvolfiovani n na odezvé kritéria pro
systém 10 mg-ml” paracetamolu uvolnéného z hydrogelu pfipraveného z 22 hm./obj.% ABA
kopolymeru v Milli-Q vodé
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V tabulkach 18 a 19 jsou uvedeny vypoétené hodnoty F. a Fe,. pro Korsmeyer-Peppastv
model (K.P. model) a O.K. model pro vSechny testované systémy. VySSi hodnota Fe
poukazuje na vy$si tésnost daného modelu k naméfenym experimentalnim hodnotam.

Z tabulky 18 je patrné, ze uvolhovani paracetamolu popisuje tésnéji nové navrhnuty O.K.
model, vyjimku tvofi pouze hydrogely pfipravené z ITA/ABA/ITA kopolymeru v rozpous$tédle
PBS a v Milli-Q vodé. V pfipadé nizkych testovanych koncentraci PCM (5 a 6,5 mg-ml™),
které se uvolfiovaly z hydrogelu pfipraveného z ITA/ABA/ITA kopolymeru v Milli-Q vodé,
tento proces tésnéji popisuje Korsmeyer-Peppasiiv model.

Tabulka 18: Prehled vypoctenych Fc a Fexp hodnot pro Korsmeyer-Peppaslv model a nové
navrhnuty O.K. model pro uvolhovani paracetamolu.

FEXD

Kopolymer z::ra_c::l'ﬂ‘;' Prostredi F. K.P. O.K.
9 model model

5 71,3 941,0

7.4 62,0 165, 1

ABA 10 PBS 5.8 1208 298.9
14,7 139,7 263,2
5 44,7 1517,7
7.4 47,2 1904,5
ABA 10 Hz0 4.3 41 1 14448
14,7 40,7 1464,1

5 437 4 72.3

6,5 540, 1 63,0

ITA/ABA/ITA 5 H,0 4,5 78 732
13 3,6 860,8

5 1435 36,4

6,5 187,7 41,9

ITA/ABA/ITA 5 PBS 6,9 572 5
13 317,3 59,0

35 4,0 178,3 149,0

ABA + nHAp 5 PBS 3,7 161,3 239,9
7 3,7 174.,6 212,9

35 67,2 4293

ABA 5 PBS 4,5 66,2 418.,4

7 11,5 130, 1
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Z tabulky 19 je patrné, Ze uvolhovani sulfathiazolu popisuje tésnéji Korsmeyer-Peppaslv
model. Vyjimku vtomto pfipadé tvofi uvolfiovani 5 mg-ml' sulfathiazolu z hydrogelu
pFipraveného z ITA/ABA/ITA kopolymeru v Milli-Q vodé. Dalsi vyjimka je tvofena 5 mg-ml”
STA, ktery se uvolhoval z kompozitniho systému ABA+nHAp, v tomto pfipadé vykazuje vyssi
tésnost O.K. model. V pfipadé uvolfiovani 6 mg-ml™(2x ekvimolarni mnozstvi) sulfathiazolu
vyS8&i tésnost vykazuje opét K.P. model.

Tabulka 19:  Prehled vypoctenych F; a Fe, hodnot pro Korsmeyer-Peppastiv model a nové
navrhnuty O.K. model pro uvolhovani sulfathiazolu.

FEXD

Kopolymer g:l”"a::alzf)' Prostredi F. K.P. O.K.
9 model model

5 H.O 4,3 5,4 46,1

11 2 5,1 472.,9 79,0

ITA/ABAITA 5 PBS 5,8 114,0 38,5
11 5,1 472.,9 79,0

5 522.,5 50,1

ABA 6 H0 51 473,1 45,5

5 4.1 1584,1 73,8

ABA 6 PBS 4,3 1226,9 76,7

10 4.1 300,3 51,3

5 183,1 236,9

ABA + nHAp 6 PBS 3,6 223.8 170.9
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Tabulka 20: Vypoctené exponenty uvolfiovani n a rychlostni konstanty k vychazejici z O.K.
modelu pro paracetamol uvolfiovany z 22 hm./obj.% ABA hydrogelu.

Cieor exponent Stabilita
paracetamol | prostiedi | uvoliovani k (hod™) hydrogelu
(mg-ml™) n (hod)

5 0,24 0,8683 168
7,4 H.O 0,23 1,2956 168
10 2 0,27 2,0174 168

14,7 0,27 2,6666 168

5 0,24 0,8721 24

7,4 PBS 0,24 1,4522 24
14,7 0,24 2,3816 24

Z hodnot rychlostnich konstant k uvedenych v tabulce 20 Ize opét pozorovat trend jako
u predchozich experimentd, tzn., se zvySujici se koncentraci paracetamolu se zvySuje
hodnota rychlostni konstanty kv obou testovanych rozpoustédlech, resp. inkubacnich

médiich. Ztvard kfivek kumulativniho uvolfovani paracetamolu z 22 hm./obj.% ABA
hydrogelu pfipraveného v PBS na obrdazku 45 se jedna o navalové uvolnovani. Niz&i stabilita
hydrogelu pfipraveného v PBS s paracetamolem je zplsobena niz§i tuhosti hydrogelu
pfipraveného v PBS s hydrofilnim IéCivem.
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Obrazek 45 — Kumulativni uvolfiovani paracetamolu z hydrogelu pripraveného z
22 hm./obj.% ABA kopolymeru v PBS a jeho proloZeni namérenych experimentalnich dat
O.K. modelem
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Obrazek 46 — Kumulativni uvolfiovani paracetamolu z hydrogelu pripraveného z
22 hm./obj.% ABA kopolymeru v Milli-Q vodé a jeho proloZeni namérenych experimentalnich
dat O.K. modelem

Na obrazku 46 je zobrazeno kumulativni uvolfiovani paracetamolu z hydrogelu
pfipraveného z 22 hm./obj.% ABA kopolymeru v Milli-Q vodé. Z tvart kfivek se opét jedna
o navalové uvolnovani Ié€iva s rychlou druhou fazi. Po uplynuti €asového Useku 24 hodin je
veskere |éCivo uvolnéné do inkubacniho média a dalsi uvolnéné mnozZstvi paracetamolu je jiz
v zanedbatelném mnozstvi. 22 hm./obj.% ABA hydrogel pfipraveny v Milli-Q vodé zUstava
i pfes to stabilni az 168 hodin diky vy$Si tuhosti hydrogelového systému, ktera byla ovérena
pomoci dynamické reologické analyzy; viz obrazek 24.

Tabulka 21:  Vypoctené exponenty uvolfiovani n a rychlostni konstanty k vychazejici z O.K.
modelu pro lé€iva uvolfiovana z 12 hm./obj.% ABA hydrogelu a kompozitu ABA s nHAp
v PBS.

Typ Cieor- Exponent Stabilita
kopolymeru Lééivo lé&iva v I?\ vani n k (hod™) | hydrogelu
(+nHAp) (mg-mr) | YYOMOV@ (hod)
ABA 3,5 0,35 0,4190 96
ABA PCM 5 0,60 0,5428 96
ABA 7 0,70 0,7015 96
ABA+ nHAp 3,5 0,53 0,4199 168
ABA+ nHAp PCM 5 0,49 0,6502 240
ABA+ nHAp 7 0,52 0,8111 240
ABA+ nHAp STA 5 0,06 0,5944 648

Z hodnot rychlostnich konstant k uvedenych v tabulce 21 Ize opét prokazat trend jako
u predchozich experimentd, tzn., Ze se zvySujici se koncentraci paracetamolu se zvysuje
hodnota rychlostni konstanty k. Po pfidani nHAp do systému je rychlost uvolhovani
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paracetamolu je$té vy$si, zejména u koncentraci, kdy Cwor. je 5 @ 7 mg-ml™. Z tvar( kfivek
popisujicich uvolfiovani paracetamolu na obrazku 47 vyplyva, Zze se opét jedna o navalové
uvolnovani béhem prvnich 24 hodin. Dal§i uvolnény paracetamol je jiz v zanedbatelnych
koncentracich. Stabilita 12 hm./obj.% ABA hydrogelu pfipraveného v PBS s paracetamolem
0 Cieor. 3,5; 5 @ 7 mg-ml™ trvala 96 hodin, pfidavek nHApu o koncentraci 0,5 hm.% prodiuzoval
stabilitu gelového systému na 168 az 240 hodin. Vyssi stabilita gelového systému obsahujici
nHAp je zpusobena tim, Ze nanocastice HAp jsou ,umistény“ v jadru micely, coz zvysilo
tuhost celého systému. Déle je z tvar(l kiivek také ziejmé, Ze systém obsahujici nHAp je
schopen pojmout vyS88i mnozstvi paracetamolu a zpétné jej uvolnit. Vy8Si schopnost
hydrogelového systému s nHAp pojmout paracetamol miZe byt zplsobena, tim Zze
rozpusténé Iécivo se mlze sorbovat na povrch ¢astic nHAp.
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Obrazek 47 — Grafické znazornéni uvolfiovani paracetamolu z hydrogelu pripraveného z
12 hm./obj.% ABA kopolymeru s nHApem a bez nanoéastic HAp v PBS

Porovname-li uvolfiovani 5 mg-ml™ paracetamolu a sulfathiazolu ze systému 12 hm./obj.%
ABA hydrogelu s nHAp v prostfedi PBS (obrazek 48), je evidentni, Zze paracetamol mé
mnohem rychlej§i prdbéh navalového uvolfiovani (béhem 24 hodin), v porovnani
s hydrofobnim sulfathiazolem, ktery se uvolfuje béhem 240 hodin. Stabilita hydrogelu se
sulfathiazolem a nanohydroxyapatitem trvala az 648 hodin tj. 27 dni.
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Obrézek 48 — Grafické znézornéni uvolfiovéni 5 mg-ml’ paracetamolu a sulfathiazolu
Z hydrogelu pfipraveného z 12 hm./obj.% ABA kopolymeru s nHAp v prostfedi PBS

Z hodnot rychlostnich konstant kuvedenych v tabulce 22 je opét potvrzeno, ze se
zvySujici se pouzitou koncentraci hydrofilniho 1é€iva paracetamolu se zvySuje rychlost jeho
uvolnovani do inkubacniho média. VyS8Si téstnost k O.K. modelu v pfipadé vys$Sich
koncentraci hydrofilniho 1é¢iva mlze byt zplsobena tim, ze znacna ¢ast lé¢iva mize byt
nasorbovana na povrchu hydrogelu a po pfidani inkubaéniho média (Milli-Q vody) se témér
okamzité uvolni do tohoto prostredi.

Tabulka 22:  Vypoctené exponenty uvolfiovani n a rychlostni konstanty k vychazejici z O.K.
modelu pro paracetamol uvolfiovany z 22 hm./obj.% ITA/ABA/ITA hydrogelu v Milli-Q vodé.

Cteor- exponent Stabilita
kopolymer lé&ivo léciva ponent |k (hod") | hydrogelu
(mg-ml™) uvolfiovani n (hod)
ITA/ABA/ITA PCM 10 1,39 1,348 96
ITA/ABA/ITA PCM 13 4,58 4,987 96
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Obrézek 49 - Grafické zndzornéni uvolfiovani 13 mg-ml’ paracetamolu z 22 hm./obj. %
ITA/ABA/ITA hydrogelu pfipraveného ve vodé

Z grafického znazornéni pribéhu uvolovani paracetamolu v teoretické koncentraci
13mg-mlI" na obrdzku49 Ize vydedukovat, Ze 22hm./obj.% hydrogel pfipraveny
z ITA/ABA/ITA kopolymeru ve vodé se chova silné hydrofobné. Veskery paracetamol se
témér narazové uvolnil béhem prvnich 24 hodin, i kdyz byl hydrogel stabilni 96 hodin, dalsi
uvolnény paracetamol byl jiz v téméf zanedbatelném mnozstvi.
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Na obrazku 50 je zobrazen odlisny pribéh uvolfiovani paracetamolu z 22 hm./obj.%
ITA/ABA/ITA hydrogelu pfipraveného v Milli-Q vodé a v PBS. V pfipadé hydrogelu
pfipraveného v PBS je zfetelné vidét, Zze hydrogel ma niz8i kapacitu pojmout rozpusténé
le€ivo, nez hydrogel pfipraveny ve vodé. Zaroven je stabilita hydrogelu pfipraveného v PBS
vyrazné niz8i, pouhych 8,5 hodiny. Proto Ize usuzovat na to, Ze rychlost uvolhovani
paracetamolu je pfimo doprovazena rozpadem samotného hydrogelu. ITA/ABA/ITA hydrogel
pfipraveny v Milli-Q vodé ma vy$8i schopnost pojmout hydrofilni IéCivo a také jeho stabilita
byla vy$si (96 hodin), av8ak uvolhovani paracetamolu se déje prostou difuzi podle
koncentracniho spadu gradientu. Rozpad hydrogelu méa v tomto pfipadé na uvolfiovani léCiva
témér minimalni vliv.
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Obrézek 50 — Porovnéani kumulativniho uvolfiovani 13 mg-mi’ paracetamolu

z 22 hm./obj.% ITA/ABA/ITA hydrogelu pfipraveného ve vodé a v PBS
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6 ZAVER

Pfedlozena dizertaCni prace byla zaméfena na fizené uvolhovani |éCiv
z biodegradabilnich hydrogell zalozenych na bazi poly(mlécné) a poly(glykolové) kyseliny
a polyethylenglykolu (PLGA-PEG-PLGA, ABA) a jeho modifikace anhydridem kyseliny
itakonové ITA/PLGA-PEG-PLGA/ITA (ITA/ABA/ITA).

V prvni experimentalni casti této prace byly vybrany kopolymery s charakteristickym
pomérem PLGA/PEG rovnu hodnotam 2,0 a 2,4, které tvorily gel pfi teploté 37 °C. Pro
uvolnovani Ié¢iv z hydrogelovych systémui byly vybrany hydrofilni analgetikum paracetamol
a hydrofobni sulfonamidové antibiotikum sulfathiazol. LécCivé latky byly pridavany do
kopolymeru v jeho nizko viskézni fazi (sol fazi) a mély vyznamny vliv na vyslednou tuhost
a stabilitu hydrogelu. Vliv na tuhost a naslednou stabilitu systému hydrogel-lé€ivo mélo
i pouziti rznych rozpoustédel. Maximalni tuhost gelu, vyjadiend modulem pruznosti ve
smyku (G nax) hydrogell pripravenych v Milli-Q vodé bez pfidavku lé€iva byla nizsi, nez
s pfidavkem |écivé latky diky tvorbé vodikovych mustklh mezi —NH, —NH, funkénimi
skupinami lé€iv a —C=0 skupinou poly(mlééné) kyseliny. Naopak 22 hm./obj.% hydrogely
pfipravené v PBS vykazovaly maximalni tuhost bez pfidavku léCiva. SniZeni tuhosti
hydrogelu pfipraveného v PBS po pfidani Ié¢iv bylo zplUsobeno presycenim hydrogelového
systému ionty rozpoustédla PBS a samotného |éCiva, kieré omezuji vznik micelarnich
struktur fyzikalniho gelu. Pro zvyseni stability ABA hydrogell v prostfedi PBS byl do
gelujiciho systému pfidan nanohydroxyapatit (nHAp) o koncentraci 0,5 hm.%. Pomoci
dynamické reologické analyzy bylo zjisténo, Ze pfidavek nHApu o koncentraci 0,5 hm.% do
12 hm./obj.% ABA hydrogelu pfipraveného spolu s paracetamolem, nema jiz vyrazny vliv na
hodnotu G'ax. Vyraznéjsi vliv na hodnotu G’ 12 hm./obj.% ABA hydrogelll v prostiedi
PBS méla zvySujici se koncentrace hydrofilniho Ié€iva paracetamolu. V pfipadé
hydrofobniho 1é&iva sulfathiazolu a ABA hydrogelu mél pfidavek nHAp vyrazny vliv na
maximalni tuhost gelu pfipraveného v PBS.

V druhé experimentalni ¢asti této prace byl ovéren Korsmeyer-Peppasuv kineticky model
pro uvolhovani hydrofobniho Ié¢iva sulfathiazolu z 12 hm./obj.% ABA kopolymeru
pripraveného v PBS ataké v Milli-Q vodé. Pomoci F-rozdéleni se Korsmeyer-Peppasuv
model ukézal byt vhodnym i pro popis uvolfovani paracetamolu z ITA/ABA/ITA kopolymeru
pfipraveného v PBS. Pro porovnani uvolfiovani hydrofilniho |éCiva paracetamolu
z ITA/ABA/ITA kopolymeru byl testovan i ABA kopolymer. Pomoci F-rozdéleni bylo
prokdzano, ze Korsmeyer-Peppasiiv. model neni vhodny pro popis uvolfiovani
nizkomolekularniho hydrofilniho 1é&iva paracetamolu z hydrofobniho ABA kopolymeru,
a proto byl navrzen novy regresni model. Tento novy regresni model, oznaceny v této préaci
jako O.K. model byl ovéfen, jako velmi vhodny pro popis profilu uvolhovani paracetamolu
z ABA hydrogelu, a to pro obé testovana prostredi (PBS, Milli-Q voda). O.K. model se ukazal
jako velmi tésny i pro popis uvolfovani paracetamolu i sulfathiazolu z kompozitniho systému
ABA/nHAp. Jeho vhodnost se ukazala i pro ITA/ABA/ITA hydrogel uvolhujici vysSsi
koncentrace paracetamolu v Milli-Q vodé.

Pouhym fyzikalnim zamychanim l|é€iva a nanocastic hydroxyapatitu do roztoku ABA
kopolymeru se podafilo pfipravit kompozitni systémy, které byly dlouhodobé stabilni a
uvolnovaly lé€ivou latku pomoci Fickovy difuze. Hydrofilni I€€ivo (paracetamol) se uvolhovalo
az po dobu 96 hodin a hydrofobni 1é€ivo (sulfathiazol) az po dvojnasobny ¢asovy usek. Nové
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pfipraveny kompozitni systém (ABA/nHAp) lze tedy uUspés$né vyuZit i pro dlouhodobé
uvolhovani nizkomolekularnich Ié€ivych latek hydrofilniho charakteru, které nebylo mozné
jen ze samotného hydrogelového systému tvofeného ABA kopolymerem v prostfedi
o hodnoté pH 7,4 simulujici hodnotu pH lidského téla.

Modifikace ABA kopolymeru anhydridem kyseliny itakonové neméla zasadni vliv na profil
uvolhovani nizkomolekularniho hydrofilniho Ié€iva paracetamolu z ITA/ABA/ITA hydrogelu,
nebot profil uvolfiovani tohoto Ié€iva mél navalovy profil.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Seznam textovych zkratek

ACN
ABA
BAB
BSTFA
CGC
CGT
DAD
ESI
FLD
GA
GC-MS

GC-MS/MS
HPLC

ITA

K.P. model
LA

LC/MS

LIT
LIT-Orbitrap
LOD

LOQ

MRM

MS
MTBSTFA
nHAp

p.a.

PAE

PBS

PCL

PCM

acetonitril

oznaceni blokového kopolymeru typu PLGA-PEG-PLGA
oznaceni blokovy kopolymeru typu PEG-PLGA-PEG
bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid

(z angl. Critical Gel Concentration) kritick& gela¢ni koncentrace

(z angl. Critical Gel Temperature) kriticka gela¢ni teplota

(z angl. Diode Array Detector) detektor diodového pole

(z angl. Electrospray lonization) ionizace elektrosprejem

(z angl. Fluorescence Detector ) fluorescenéni detektor

(z angl. Glycolide nebo Glycolic Acid) glykolid nebo kyselina glykolova

(z angl. Gas Chromatography Mass Spectrometry) plynova
chromatografie s hmotnostni spektrometrii

plynova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii

(z angl. High- Pressure Liquid Chromatography) vysokucinna kapalinova
chromatografie

(z angl. Itaconic Anhydride) anhydrid kyseliny itakonové
Korsmeyer-Peppasuv model

(z angl. Lactide nebo Lactic Acid) laktid nebo kyselina mlééna
spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

(z angl. Linear lon Trap) linearni iontova past

spojeni linearni iontové pasti a Orbitrapu

(z angl. Limit of Detection) limit detekce

(z angl. Limit of Quantification) limit kvantifikace

(z angl. Multi Reaction Monitoring) nékolikanasobny reakéni monitoring
(z angl. Mass Spectrometry) hmotnostni spektrometrie

N-methyl- N-terc-butyldimethylsilyl-trifluoracetamid
nanohydroxyapatit

pro analyzu

poly(B-aminoester)

(z angl. Phosphate Buffered Saline) pufrovany fyziologicky roztok
(z angl. poly(e-caprolactone)) poly(e-kaprolakton)

paracetamol

Seznam textovych zkratek pokracuje na nasledujici strané.

99



PDI

PEG
PFB-Br
PGA
PHEMA/ITA
PLA

PLGA

PLLA
PMAA
PNIPAM
PNIPAM/ITA
PNVP/ITA
PTMC
Qq-TOF
QQQ
QQQ-LIT
R2

STA
TBDMCS
TMCS
TOF
UHPLC

uv
VIS

(z angl. Polydispersity Index) index polydisperzity
polyethylenglykol

pentafluorbenzylbromid

(z angl. Poly(Glycolic Acid)) poly(glykolova kyselina)
poly(2-hydroxyethylmethakrylitakonova kyselina)

(z angl. Poly(Lactic Acid)) poly(mlé¢né kyselina)

(z angl. Poly(Lactic-co-Glycolic Acid) kopolymer na bazi poly(mlé¢né) a
poly(glykolové) kyseliny

(z angl. poly(L-Lactic Acid) poly(L-mlé&né kyselina)

(z angl. Poly(methacrylic acid)) kyselina polymethakrylova
poly(N-isopropylakrylamid)
poly(N-isopropylakrylamiditakonova kyselina)
poly(N-vinyl-2-pyrrolidonitakonova kyselina)

(z angl. poly(trimethylene carbonate)) poly(trimethylkarbonat)
spojeni kvadrupolového analyzatoru a analyzatoru doby letu
(z angl. Triple Quadrupole) oznaceni pro trojity kvadrupdl
kombinace trojitého kvadrupdlu a linearni iontové pasti
koeficient determinace

sulfathiazol

terc-butyldimethylchlorsilan

trimethylchlorsilan

(z angl. Time of Flight) priletovy analyzator

(z angl. Ultra-High Performance Liquid Chromatography) ultra t¢inna
kapalinova chromatografie

(z angl. Ultraviolet electromagnetic spectrum) oblast ultrafialového zareni
(z angl. Visible electromagnetic spectrum) oblast viditeIného zareni

Seznam zkratek fyzikalné-chemickych veli¢in

G’ modul pruznosti ve smyku [Pa]

M, stfedni Ciselnd molekulova hmotnost polymeru [g-mol™]
M, pramérna hmotnostni molekulovd hmotnostpolymeru [g-mol™]
pKa disociaéni konstanta kyselin
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PRILOHY

Pfiloha 1: Pfehled LC/MS metod pro stanoveni paracetamolu

Mobilni faze Kolona lonizace | Analyzator | Literatura
* 10 mMCH,COONH, Poroshell 120 EC C18 | g, 14
(PH=3.5) (100x2,1 mm; 2,7 um) S QQQ [142]
e MeOH
e ACN Zorbax XDB C18
e 0,1%HCOOH (150x4,6 mm; 5 um) ES| Q-TOF [143]
L4 Hgo
e MeOH Atlantis T3 C18
ESI QQQ 144
e 1 mM CH;COONH, (pH = | (150x3,0 mm; 3 pm) [144]
6,5—6,8)
e 10 mM HCOONH, Polaris Amide C18
e MeOH (50x3,2 mm; 3 um) ESI QQQ [145]
e ACN Cogent phenyl ES QQQ 146
e 0,1% HCOOH (50x2,1 mm: 5 pm) [146]
e 5mM CH3COONH, (pH | Ultra-HT Hydrosphere
=4,7) C18 ESI QQQ-LIT [147]
e MeOH (150x2,1 mm; 2 pym)
L4 Hgo
Luna C18
e MeOH (150x3,0 mm: 3 um) ESI QQQ [148]
e 0,05 % HCOOH
° Hgo
XTerra MS C18
e MeOH (100x3,0 mm: 3,5 um) ESI QQQ [149]
e 0,1% HCOOH
e 0,1% HCOOH
’ Y o Luna C18
e ACN obsahujici 0,1 % (150x4,6 mm; 3 um) ESI QQQ [150]
HCOOH
e ACN: MeOH (2:1)
Purosher Star RP- 18
* 5 mM CH;COONH, C18 (125x2,0 mm: ESI QQQ [151]
upraven CH3;COOH na pH 5 um)
4,7
e 0,1% HCOOH Supelco C18
’ ESI QQQ-LIT 152
e 0,1% HCOOH v ACN (150x2,1 mm; 5 pym) [152]
e 0,1% HCOOH Synergi Max-RP C12
e MeOH (250x4,6 mm; 4 ym) | O QQQ [153]
e 0,2% HCOOH Kinetex C18
’ ESI QQQ 154
e 0,2% HCOOH v MeOH (50%x2,1 mm; 2,6 ym) [154]
e ACN Zorbax SB C18 ES| QQQ - LIT [155]

e 0,1 % HCOOH

(250x3,0 mm; 5 pym)

Prehled LC/MS metod pro stanoveni paracetamolu pokracuje na nasledujici strané.
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Mobilni faze Kolona lonizace | Analyzator | Literatura
o Zorbax Eclipse XDB
* 0,1% HCOOH c8 ESI | QaQ-LIT| [156]
* ACN (150x4,6 mm; 5 um)
e 0,3 % CH;COOH YMC-ODS-AQ C18
e MeOH (100x2,0 mm: 3 ym) | E°! QQQ [157]
e 0,1% CH;COOH Synergi Polar-RP C18
ESI 158
e 0.1% CH,COOHv MeOH | (2,0x150 mm; 4 um) QaqQ [158]
e 0,1% HCOOH Restek C18 ES| LIT - (159]
e 0,1%HCOOH v ACN (150x4,6 mm; 5 um) Orbitrap
e 0,1% HCOOH Athena C18
« MeOH (250x4,6 mm; 5 ym) | oI QQQ [160]
e 0,08 % HCOOH
’ Ultimate C18 ,
e ACN (100x2,1 mm; 3 um) ESI kvadrupol [161]
e MeOH
e 0,1% HCOOH
’ Zorbax SB C8 .
e 5mMHCOONH, (100%2,1 mm: 3.5 um) ESI kvadrupdl [162]
e MeOH
e 2mM CH;COONH,
upraven na pH=3 pomoci Acquity BEH C18 ES| QQQ [11662]’
0,1 % HCOOH (100x2,1 mm; 1,7 pm)
e ACN
Zorbax RRHD SB -
* MeOH c18 ESI | kvadrupsl | [165]
e 10 mM CH3;COONH, (50x2,1 mm; 1,8 pm)
o Zorbax Eclipse XDB —
* 0.1%HGOOH Cc18 ESI | QQQ-LIT | [166]
L4 0,1 %o HCOOH v MeOH (50><4,6 mm; 1,8 I-Jm)
e 0,1% HCOOH v MeOH Acquity BEH C18
« ACN (100x2,1 mm: 1,7 ym) | ES! QQQ [167]
o Zorbax Eclipse XDB —
* 0,1% HCOOH C18 ESI | QQQ-LIT | [168]
* ACN (50x4,6 mm; 1,8 ym)
e 0,1% HCOOH Shield RP C18
’ ESI 169
e 0,1%HCOOH v ACN (50x2,1 mm; 1,7 pm) Qe [169]
o Zorbax Eclipse XDB —
* 0.1% HCOOH c18 ESI TOF [170]
* ACN (50x4,6 mm; 1,8 pm)
e 0,1%NH, Acquity BEH C18
e MeOH (50x2,1 mm; 1,7 pm) | ES! QQQ [167]
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Pfiloha 2: Prehled LC/MS metody pro stanoveni sulfathiazolu

Mobilni faze Kolona lonizace | Analyzator | Literatura
e 0.01% HCOOH Zorbax Eclipse XDB QQQ
’ a
e MeOH cs ESI LIT- [171]
(100x2,1 mm; Orbi
3.5 um) rbitrap
e 0,2% HCOOH obsahujici .
Genesis C18
0,1 mM (COQOH), (50x2,1 mm; 4 um) ESI QQQ [172]
e ACN
e 0,2% HCOOH Symmetry C18
3,5 um)
e 1% CH;COOH Luna C18
e MeOH (150x4,6 mm: 5 ym) | E° QQQ [174]
* 0,1% HCOOH (Ifé%itg); C:T:r?] nano- iontova [175]
e 0,1% HCOOH v ACN 56 ;Jm) ’ ESI past
e 0,1% HCOOH Xterra MS C18
e 0,1% HCOOH v ACN (150x2,1 mm; ESI QQQ [176]
’ 3,5 um)
e 0,1% HCOOH Luna C18
e 0,1% HCOOH v MeOH (150x4,6 mm; 5 um) =Sl Qaa-LiT [177]
e 0,1% HCOOH Zorbax Eclipse Plus
° C18 ESI QQQ [178]
0,1 % HCOOH v ACN
* Y (100x3 mm; 3,5 pm)
e 0,1% HCOOH
' Luna ODS(2) C18
e MeOH (75x4,6 mm: 3 um) ESI QQQ [179]
e 5 mM CH;COONH,
e H,0 Supelco LC-18DB
e ACN c18 ESI Q-LIT [180]
(250%x4,6 mm; 5 pym)
e 1% HCOOH Atlantis C18
e 1%HCOOHvACN (150x2,1 mm; 3 ym) =Sl QaqQ [181]
e 1 mM CH;COOH Nucleodur Gravity
Cc18 ESI QQQ [182]
1 mM CH Hv ACN
* 1mMCH,COOHVAC (125x2,0 mm; 5 ym)
e 25 mM CH3;COOH Clipeus Higgins C18
e 25mM CH3COOH v MeOH | (150x3,0 mm; 5 um) =Sl HT [183]
¢ 10 mM HCOOH Atlantis C18
e 10 mM HCOOH v ACN (150x2,1 mm; 3 pm) =Sl QL [184]
e 0,1% HCOOH Xterra MS C18 ES| iontova [185]
e ACN (50x2,0 mm; 2,5 um) past
e 0,1% HCOOH Nucleodur C-18 ISIS
e 0,1% HCOOH v ACN (125x2,0 mm; 3 ym) =Sl QaqQ [186]
e 0,05% HCOOH Acquity BEH C18
¢ 0,05% HCOOH v ACN (100x2,1 mm; ESI QQQ [187]
’ 1,7 pym)

Pfehled LC/MS metod pro

stanoveni sulfathiazolu pokrauje na nasledujici strané
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Mobilni faze Kolona lonizace | Analyzator | Literatura

e 0,1% HCOOH Acquity BEH C18

’ ESI QQQ 188
e 0,1%HCOOH v MeOH (50x2,1 mm; 1,7 pm) [188]
e 10 mM HCOOH Acquity BEH C18

1,7 pm)

e 0,2% HCOOH v H,O ,
s pidavkem 5% MeOH Acquity BEH €18 ESI QQQ [190]

e 0,2% HCOOH v MeOH

(50x2,1 mm; 1,7 pm)
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Pfiloha 3: Chromatogram paracetamolu
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Pfiloha 5: Schematické zobrazeni pripravy vzorkd

Michani _, Transparentni roztok kopolymeru
A

300 ul roztoku

kopolymeru s
lécivem

| Létivo+ | Gel
Pfidavani [éCiva do i rozpous$tédlo
roztoku kopolymeru i (+nHAp) i

""" Sonikace

700 ul inkubacni
médium (PBS/voda)

Inkubator 37 °C
[ «—

1. Odbér 400 ul inkuba¢niho média

1 2. Pridavek 400 ul ¢erstvého inkubaéniho média
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Pracovni zkusenosti

2/2016 — dosud

3/2013 - 5/2014

6/2012 — 9/2012

Védecko-vyzkumny pracovnik

Regionalni centrum pro vyzkum technologii a materialt, Olomouc
Odpovédnost za feSeni projektd vramci aplikaci inovativnich sanacnich
a dekontaminacgnich technologii. Vzorkovani podzemnich vod. Analyza BTEX,
chlorovanych ethylentl a chlorbenzenu pomoci GC/FID. Vyvoj nanomaterial(
na bazi nulamocného Zeleza a pokrocilych oxida¢nich materialll, jejich
testovani na modelovych i redlnych vzorcich vod.

Technicko-hospodarsky pracovnik

Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemicka

Realizace védecké a vyzkumné prace na HPLC/DAD/FLD, GPC/RID, LC/MS,
UHPLC/DAD pristrojich. Odpovédnost za zpracovani vzorkl pied analyzou.
Organizace a vyuka instrumentalni a strukturni analyzy a environmentalni

analyzy. Zajisténi provozu vybranych laboratofi UCHTOZP.

Laborant

Asio spol. s r.o., Brno

Odpovédnost za zpracovani vzorkli odpadnich vod a jejich analyzu pro vyvoj.
Zejména pak testovani zeleza ve vysokych oxida¢nich stavech
a nulamocného zeleza na vzorcich odpadnich vod. Spektrofotometrické
stanoveni CHSKg; a orthofosforeénanti ve vzorcich odpadnich vod.

Odborné a zahranic¢ni staze

9/2016

Pracovni staz

Dekonta a.s., Praha

Jednomésicni staz vramci feSeni projektu ,PokroCilé nanotechnologie pro
minimalizaci nasledk( Gniku nebezpeénych chemickych latek ohrozujicich
obyvatelstvo.“ Obeznameni se s praktickymi pfistupy pii zasazich anikQ
chemikalii do Z.P. a zaugeni zaméstnancll Dekonta a.s. s testovanim
nanomaterial( na specificky znecigténych vodach.
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9/2014 - 5/2015

Vzdélani
2011 - dosud
2009 - 2011
2006 - 2009
2002 - 2006

Zahranicéni staz v ramci doktorského studia
Environmental Research Institute, Skotsko, U.K.
Regeni ¢asti dizertaéni prace a analyza |é¢&iv na pfistroji LC/MS.

Doktorské studium

Vysoké u€eni technické v Brné, Fakulta chemicka

Obor: Chemie a technologie ochrany Zivotniho prostiedi

Dizertacni prace: Kontrolované uvolfiovani |éCiv z biodegradabilnich
hydrogel

Magisterské studium

Vysoké u€eni technické v Brné, Fakulta chemicka

Obor: Chemie a technologie ochrany Zivotniho prostiedi

Diplomova préace: Studium degradace biokompatibilnich kopolymert

Bakalarské studium

Vysoké uéeni technické v Brné, Fakulta chemicka

Obor: Chemie a technologie ochrany Zivotniho prostiedi
Bakalarskéa prace: Studium degradace biokompatibilnich polymert

Maturitni studium
Stredni primyslova skola chemicka, Brno
Obor: Aplikovana chemie se zamérenim na analytickou chemii

Prehled absolvovanych odbornych skol, kurzi a seminaru

2017

2014

2013

Prvni pomoc - resuscitace dle ERC Guidelines 2015
Jednodenni intenzivni kurz zaméreny na postupy poskytovani prvni
pomoci s praktickymi ukazkami dle ERC Guidelines 2015.

10th Summer School of Enviromental Chemistry and
Ecotoxicology, RECETOX

Pétidenni letni 8kola zaméfena na: zdroje, transformaci a dalkovy
transport polutantdl v Zivotnim prostredi; vzorkovaci a analytické
techniky; toxické a ekotoxické vlivy na biotu; biotesty a biomonitoring;
hodnoceni rizik, analyza dat a modelovani zahrnujici geograficky
informacni systém (GIS)

Nové trendy v instrumentalni analyze

Jednodenni seminafl zabyvajici se pokroky v GC, HPLC a IC analyze
a hmotnostni spektrometrii. Stopovou anorganickou analyzou pomoci AAS, ICP
a ICP-MS. Fyzikalnimi technikami jako jsou reologie a porozimetrie.
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2013

2013

2012

2012

2012

2012

2012

2011

2011

Superkriticka fluidni chromatografie s hmotnostni detekci
Jednodenni seminal zamé&feny na spojeni superkritické fludni chromatografie
s hmotnostni detekci a na HPLC kolony s pevnym jadrem.

Hmotnostni spektrometrii ve spojeni s Fast GC
Jednodenni seminai zaméfen na spojeni hmotnostni spekirometrie s tzv.
rychlou plynovou chromatografii

Skola hmotnostni spektrometrie a plynové chromatografie

Tridenni Skola zaméfena na hmotnostni spektrometrii s praktickym
vyhodnocovanim spekter. Prakticka problémy vsouasné MS analyze -
aplikace GC/MS.

Skola hmotnostni spektrometrie

Sedmidenni Skola zaméfena od Uplnych zakladd hmotnostni
spektrometrie, pres ionizacni techniky a analyzatory. Spojeni hmotnostni
spektrometrie se separacnimi technikami a jeji vyuziti v environmentalni,
farmaceutické, potravinaiské a metabolomické analyze. Praktické
aspekty méreni a vyhodnoceni dat v MS.

Kurz odbér vzorku
Tridenni kurz zaméfeny na planovani vzorkovani rlznych typl matric,
vzorkovaci techniky a praktické ukazky vzorkovacich zafizeni.

Pravodce databazi Emerald a publikovani ve svétovych odbornych
casopisech

Jednodenni seminaf zabyvajici se databazi Emerald a problematikou
publikovani ve svétovych odbornych €asopisech.

Cisté zivotni prostiedi jako podminka pro produkci zdravych
potravin

Jednodenni seminar zabyvajici se modernimi analytickymi postupy pro
kontrolu zivotniho prostfedi i potravin.

Kurz organické analyzy

Tfidenni kurz zaméfeny na analyzu organickych latek v environmentélnich
matricich, praktick& Gskali pfi analyze jednotlivych polutantd pomoci rGznych
analytickych technik.

Pirevod HPLC metody na UPLC
Jednodenni seminaf zabyvajici se zejména praktickymi radami pfevodu HPLC
metody na UPLC.
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