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Souhrn

V praci se pojednavd o interakci oligoesterovych nosicli, zaloZenych
na kopolymeru kyseliny DL-mlé¢né a glykolové, s hydrofilnim médiem. Vysledkem
interakce jsou jevy degradace, eroze a botnani nosice. Cilem prace bylo stanovit
ve vod¢ rozpustné, vyrazné¢ osmoticky aktivni degradacni produkty vzniklé hydrolyzou
v matricich a nalézt souvislost mezi jejich koncentraci a zménami botnani v zavislosti
na Case. Experimenty prob&hly se ¢tyimi druhy vétvenych polymert, které se liSily
vétvici slozkou a jeji koncentraci. Byly vybrany nosice, u nichz se ptedpokladalo
vyrazné maximum stupné botnani b&hem jejich tfitydenniho sledovani. Metoda
zahrnovala gravimetrické sledovani eroze a botndni matric a alkalimetrické stanoveni
kyselych degrada¢nich produktt, které byly ziskdny rozdélenim hydrofilnich a
lipofilnich frakci matrice mezi organickou a vodnou fazi. Byla prokazéana tésna korelace

mezi botnanim matric a koncentraci v nich obsazenych hydrofilnich oligoestert.

Summary

This work deals with interaction of oligoester carriers based on DL-lactic-co-
glycolic acid, with hydrophilic medium. The interaction results with phenomena of
degradation, erosion and swelling of delivery system. The purpose of this work was to
quantify water soluble, high osmotically active degradation products generated via
hydrolysis in the matrices, and to find a connection between concentration of
degradation products and changes of swelling in time. There were experiments with
four types of branched polymers, which differ in branching unit and its concentration.
There were chosen delivery systems, where in the three week observation outstanding
maximum of swelling grade was expected. This method included gravimetric
monitoring of erosion and swelling of matrices and alkalimetric quantifying of acid
degradation products. The last parameter was obtained by the separation of hydrophilic
and lipophilic fractions of matrices between organic and aqueous phase. Narrow
correlation between matrices swelling and concentration of hydrophilic oligoesters

generated in matrices was proven.
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1 UVOD

Prvnimi resorbovatelnymi syntetickymi polymery, které¢ byly navrzeny k télnimu
pouziti, byly polyglykolidy, t¢z znamé jako polyglykolové kyseliny (PGA). (1) V roce
1970 nasly vyuziti jako Sici materidl Dexon. Vedle toho zacal vyzkum alifatickych
polyestert odvozenych od kyseliny mlé¢né, ktery vedl k prvnim kopolymeriim mlécné a
glykolové kyseliny (PLGA), vyuzity v Sicim materidlu Vicryl. (2) Stehy zalozené na
PLGA, nevyzadujici chirurgické odstranéni po vyléceni, vydlazdily cestu mnoha dal$im
uzitim, jez jsou znamé jako docasné terapeutické aplikace, napft. protetické pomucky
na ¢asove ohranic¢enou dobu, zejména po Cas 1écby.

Rozsahly vyzkum polymerd, kopolymeri a stereokopolymerut PLGA zavedl
mnoho postupll pfipravy a vyroby implantitovych a injekénich nosict [é€iv.
Vyzkumnikiim netrvalo dlouho uvédomit si uzite¢nost biodegradabilnich steht, jako
materialu pro podani 1é¢iv. Patent z roku 1974 popisuje pryskyfice obsahujici jednotky
kyseliny polyglykolové pro vodou degradujici obalovani a pomalé uvoliovani latek. (3)
Koncem osmdesatych let vyznamné vzrostl pocet patenti na implantity a dalsi
piipravky zaloZenych na kyselin€ polymlécéné a polyglykolové. Implantatové a injekéni
nosi¢ove systémy 1é€iv vV soucasné dob¢ velkou mérou zavisi na degradaci a na minimu
nepiiznivych biologickych reakci.

Véda se zaméfila na pochopeni mechanismu biodegradace, ptipravu, zpracovani a
sterilizaci téchto polymert. (4, 5) Kopolymery kyseliny mlécné a glykolové mély velky
uspéch ve vyrob¢ nosi¢l 1é¢iv, protoze degradace mize byt v rozsahu 3 tydnt az vice
nez rok, coz zavisi na slozeni kopolymeru a na postupu pfipravy a vyroby. (4, 6)
Degradace probihd rychleji u kopolymert s pomérem 50:50 mlééné ke glykolové a
s niz§i molekulovou hmotnosti. Také snizeni stupné krystalinity zrychli degradaci
vzniklého polymeru.

Schopnost PLGA polymert rozpoustét se v riznych organickych rozpoustédlech a
moznost tvarovani do velkého poctu tvarii, napomohlo K jejich pouziti od Sicich
materialt pfes implantaty, mikrocastice, nanocastice a vlakna, ke stale rostoucimu poctu
piipravkia s kontrolovanym uvoliiovanim. PLGA je nepochybné¢ polymer volby v nové

oblasti tkdnového inzenyrstvi, mize slouzit jako kostra pro rist novych organii.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Priprava PLGA polymerii

vvvvvv

protoze rodina alifatickych PLGA polyesteri zahrnuje téméf nekonecny pocet
sloucenin. Ty se 1i$i zejména konstituci, rozlozenim chirdlnich a achiralnich opakujicich
se jednotek a molekulovou hmotnosti. Mezi témito slouceninami mizeme nalézt
amorfni, semikrystalické ¢i voskovité polymery srozlicnou zivotnosti. (7) Bylo
zkouméano mnoho téchto forem polymert, jen malo z nich se vSak ukdzalo vhodnych
pro vyuziti na biodegradabilni systémy s 1éCivy.

Syntézu lze provést polykondenzaci enantiomerii kyseliny mlécné s kyselinou
glykolovou. Tato syntéza se vétSinou provadi za pifitomnosti katalyzatori a vede
ke slouenindm o niz§i molekulové hmotnosti. Slouceniny o vys§i molekulové
hmotnosti 1ze ziskat syntézou z oligomert pifipravenych polykondenzaci a ndslednou
kondenzaci pomoci €inidla pfipojujiciho molekuly k hlavnimu fetézci. Nejvyuzivanéjsi
cestou pripravy se stala polymerace za otevieni kruhu z 1,4-dioxan-2,5-diont, coz jsou
heterocyklické monomery slozené ze dvou jednotek kyseliny mlééné nebo dvou
jednotek kyseliny glykolové. Tento typ polymerace vyzaduje pfitomnost iniciatord.

Univerzalni metoda syntézy PLGA polymeri neexistuje. Je tfeba brat v uvahu, ze
pouzitd metoda syntézy (modifikace koncl fetézce, pritomnost iniciatord a dalsi

necistoty) ovlivni vlastnosti pfipraveného polymeru.

2.2 Mechanismy degradace

Pfedmétem mnoha diskuzi byla otdzka, zda degradace PLGA polymeri
ve Vodném prostiedi (in vivo nebo v médiu) zavisi na enzymech, nebo jestli se jedna
0d¢ Cist¢ chemicky. V souCasné dob¢ se vétSina kloni k nazoru, Ze degradace
alifatickych polyesterti ve styku s zivymi tkdnémi ¢i t€lnimi tekutinami, které obsahuji
enzymy, probiha chemickou hydrolyzou esterovych vazeb. Ze se jedna o enzymatickou
degradaci bychom neméli tvrdit, dokud ptesvéd¢iveé nedokaZzeme tbytek hmoty a zmény
velikosti bez poklesu molarniho mnoZstvi, protoze enzymy jen stézi proniknou hluboko

do husté polymerni matrice. Mize vSak nastat piipad, kdy je rychlost povrchové



degradace vyssi nez rychlost difuze vody do hmoty polymeru, nastava povrchovéa eroze
a je moznost zamény mezi povrchovou, enzymatickou degradaci a povrchovou,
chemickou, hydrolytickou degradaci. To je vSak nepravdépodobné pro PLGA
polymery, kde je pfijem vody vzdy rychlejsi nez rychlost degradace.

Absence utokii enzymi na polymerni systémy vSak neznamend, ze hydrolyza je
jednoduchy proces. Z makroskopického pohledu se degradace alifatickych polyestera
jevi jako homogenni (objemova eroze) (8), avSak v nckolika malo piipadech
ptedpokladame povrchovou erozi (5), a to zejména z toho duvodu, ze viskozimetricky
byla zméfena zména molekulové hmotnosti. V poslednich deseti letech vyznamné
pokrocilo pochopeni hydrolytické degradace PLGA diky pouziti velikostn¢ vyluovaci
chromatografie (SEC), ktera odhalila pfitomnost dvou populaci ¢asteéné degradovanych
PLGA systému pomérné vétSich rozmérd. Tento objev vedl kavodu do konceptu
heterogenni degradace vztazené k jevu difuze-reakce-rozpousténi. (9, 10)

Struéné vyjadreno, pokud se systém PLGA umisti do vodného média, voda zacne
pronikat do vzorku a zapocne hydrolytické Stépeni esterovych vazeb. Kazdé rozstépeni
esterové vazby dava vznik nové koncové karboxylové skupiné€, kterd ma schopnost
katalyzovat dal§i hydrolyzu esterovych vazeb, jak se predpoklada v ptripadé
mechanismu homogenni degradace. (8) Caste¢né degradované makromolekuly ziistavaji
po urcitou dobu, bez ohledu na jejich vlastnosti, nerozpustné v okolnim vodném médiu
a degradace probihda homogenné. Jakmile molekulovda hmotnost castecné
degradovanych makromolekul poklesne natolik, Ze se rozpusti ve vodném médiu,
zapocne difuze v celém objemu, rozpustné slouceniny putuji k povrchu a pry¢, pri¢emz
pokracuji v degradaci. Tento proces, ktery je kombinaci jevi difuze, chemické reakce a
rozpousténi, ma za nasledek rozdily mezi rychlosti degradace na povrchu a uvnitf
matrice. Oligomery, které se nachazeji na povrchu, jej mohou opustit pied kone¢nou
degradaci, coz je v kontrastu s témi, které jsou hluboko uvnité. Vysledkem je nizsi
autokatalyticky uc¢inek na povrchu, kde je nedostatek COOH skupin ve srovnani
s celym objemem. Neutralizace koncovych karboxyll v pufrovaném prosttedi miize
také pfispivat ke sniZeni rychlosti degradace na povrchu. Tento mechanismus byl dobte
prozkoumén diky vytvafeni dvou populaci ¢astecné degradovanych makromolekul
s rozdilnou molekulovou hmotnosti a tudiz byly vypozorovany bimodalni distribuce

na SEC. Byly zkoumany i duté struktury, zejména z amorfnich polymeru. (11, 12)



Krystalizujici polymery totiz neumoznuji vytvofit duté struktury kvili krystalizaci
degradac¢nich produkti. (13)

Objev tohoto jevu pomohl pochopit ufinky mnoha faktord, zejména se jedna
0 stavbu matrice, chemické slozeni a konfiguraci, molarni hmotnost, velikost a tvar,
rozlozeni chemicky reaktivnich slouc¢enin uvnitf matrice a vlastnosti degrada¢niho
média. (14) Prispél téz pii vysvétlovani vlivu vmezefeného 1éCiva na charakteristiky
degradace a uvolnovani, které zavisi na hydrofilné-lipofilni rovnovéaze. Kdyz uvazime
vzajemnou Souvislost degradace a uvolhovani 1éCiva z nosiCovych systéma 1éCiv,
vSechny tyto faktory pak také ovliviuji charakteristiky uvoliiovani.

Nasledujici faktory tedy maji vliv na chovani PLGA polymeri ve vodném médiu a
na uvoliiovani 1éCiva: chemicka stavba, molekulovda hmotnost, rozloZzeni molekulové
hmotnosti, rozlozeni komonomernich jednotek, rozloZeni chiralnich jednotek, fetézcové
poruchy, ptitomnost slouc¢enin o nizké molekulové hmotnosti (monomery, oligomery,
rozpoustédla, inicidtory, 1éCiva), prabéh zpracovani, morfologie (popousténi, zmrazeni,
mikrostruktury, zbytkové napéti, porozita), historie uchovavani, tvar a velikost,
podminky starnuti (teplota, iontova sila, iontovd vyména, pH), absorpce a adsorpce
sloucenin (voda, lipidy, ionty), zmény fyzikdlnich vlastnosti (tvar, velikost, difuzni
koeficient, napinani, praskliny) a pfitomnost enzymd. (7)

V souvislosti s obecnym mechanismem degradace PLGA polymert existuji 4
hlavni faktory, které podminuji jev difuze-reakce-rozpousténi: 1) rychlostni konstanta
hydrolyzy esterové vazby, 2) difuzni koeficient vody uvniti matrice, 3) difuzni
koeficient fetézcovych fragmentii uvnitt matrice, 4) rozpustnost degradacnich produkta,
zvlaste oligomerti, v médiu obklopujicim polymer. DalSimi faktory jsou teplota, ptisady
V polymerni matrici a okolnim médiu, pH, pufrovaci kapacita, velikost a prib&h
zpracovani, zmrazeni nebo popousténi, sterické branéni, porozita a dal$i proménné,
které ovliviuji hlavni faktory uvedené vyse. (10)

Utinky chemického sloZeni, molekulové hmotnosti, rozlozeni molekulové
hmotnosti a opakujicich se jednotek, krystalinity, jsou V literatufe dobie popsany. Mezi
nove studované vlivy se fadi tyto sekundarni faktory: velikost, tvar a porozita, iontovy

charakter vimezeteného 1éCiva, pouzity iniciator pti syntéze polymeru.
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2.2.1 Velikost, tvar a porozita

Velikost polymernich vzorku je v literatufe ob¢as zminéna. (15) V nedavné dobé
Grizzi et al. vysvétlil, na zdklad¢ heterogenniho mechanismu degradace, rozdily
v rychlostech degradace. Srovnadnim degradacnich charakteristik filmt, praska a
mikrosfér, zhotovenych ze stejné Sarze polymeru PLAs, (racemat kyseliny polymlécné)
presvédcivé dokazal, ze ¢im je mensi velikost télisek z polymeru, tim je pomalejsi
rychlost degradace. (16) Z toho lze téz odvodit, Ze porézni systémy budou degradovat
pomaleji nez neporézni, zejména pokud rozméry zamyslené¢ho zatizeni budou v fadu

milimetra.

2.2.2 Vliv pritomnosti iontovych 1é¢iv

V souladu s heterogennim mechanismem degradace, jakakoliv elektrostaticka
interakce mezi PLGA matrici a kyselou, zasaditou ¢i amfoterni molekulou 1éCiva,
vyznamné ovliviiuje degradacni charakteristiky zménou acidobazické rovnovahy
v matrici, diky ptitomnosti koncovych karboxylovych skupin. V ptipadé kyselych 1é¢iv
1ze ocekavat rychlejsi hydrolyzu esterovych vazeb. Co se ty¢e bazickych 1éCiv, byly
objeveny dva ucinky: kdyz je 1é¢ivo v nadbytku oproti kyselym koncum fetézcu,
probihd zasadita katalyza Stépeni esterovych vazeb, v opacném piipadé je rychlost

degradace snizena. (17)

2.2.3 Iniciatory polymerace

Posledni dobou se pozornost zaméfuje na moznost ovlivnéni degradacnich
charakteristik nékterych PLGA polymert iniciatory degradace. Vyznamné rozdily
Vv rozlozeni opakujicich se jednotek byly pozorovany u stereokopolymert jako PLAso.
(18) Na druhou stranu se predpokladalo, ze oktoat cinaty (stannum-[bis(2-
ethylhexanodat)]) zptsobuje zmény koncovych alkoholickych skupin prostfednictvim
jejich esterifikace kyselinou oktanovou, coz produkuje hydrofobni rezidua, ktera
znemoznuji ¢isténi PLGA pomoci precipitace z organického rozpoustédla s ethanolem
¢i vodou. (19) V piipadé pouziti kovového zinku nebo mléénanu zine¢natého se takové
zmény neobjevuji. Jestli se podobné jevy mohou objevit i v ptipadech malych ¢&astic,

jako mikro a nanocéstice nebo pii pouziti alkoholil jako inicidtord, neni jesté jasné.
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Jednotlivé ¢lanky obvykle neposkytuji pfesné informace o struktufe a historii
piipravka zaloZzenych na PLGA polymerech. Proto je dost obtizné poznat, které z vyse
uvedenych faktorii maji vliv na charakteristiky degradace a uvoliiovani. Je dulezité, aby
vyzkumnici méli na paméti, ze charakteristiky degradace a uvolfiovani pro PLGA
polymery zavisi na podminkéch experimentu a historii vzorku daleko vice nez u jinych
polymernich matric.

Pro modelovani za podminek in vivo je doporucovéano brat v vahu fyziologické
pH, iontovou silu, osmolaritu a teplotu, jak je to jen mozné. Vhodnou volbou je pouzit
0,13 M isoosmolarni fosfatovy pufr o pH 7,4 a teplot¢ 37 °C. Pokud hrozi riziko
interakce mezi lé¢ivem a fosfatovymi ionty, nabizi se pouzit jiny pufr o pH 7,4. Pokud
mohou fosfatové ionty narusit systém, potom je mozné pouziti jiného isoosmolarniho
pufru o pH 7.4, véetné média bunéénych kultur. Pti pouziti takového média je tfeba mit
na paméti, Ze vném mohou byt pfitomny latky, které mohou difundovat, zménit
fyzikéalni podminky matrice a chemii koncovych skupin a takto ovlivnit cel¢ chovani

diky souvisejicim faktorim, které byly uvedeny vyse.

2.3 Uziti PLGA implantatii jako nosicit s iizenym uvolitovanim léciv
Implantaty vyuzivané jako nosice pro fizené uvoliiovani 1é¢iv se 1isi od ptipravki,
jejichZ funkce je primarné strukturni. Strukturni implantaty mohou nachdzet uziti jako
ortopedické ptipravky (20), v neuronalni transplantaci (21), jako intravaskularni stenty
(22) a na opravy kloubni chrupavky (23). Implantaty pfipravované z PLGA polymera

jsou vétsinou ve tvaru vlaken, lisovanych tablet, télisek vyrobenych extruzi a filmu.

2.3.1 Vlakna

Biodegradabilni vlakna jsou obvykle pfipravovana z kyseliny poly-L-mlécné
(PLA100) zvlaknovanim a lze ptipravit celistva (24) i duta vlakna (25). Tyto implantaty
mohou byt podkozné podany mensimi jehlami, nez témi, které se pouZivaji pro podani
ostatnich implantati. Pomoci metody fazového prechodu v kombinaci se zvldkinovanim
1ze ptipravit systémy dutych vldken o Siroké skale porozit.

Nosice 1é¢iv se zhotovuji napusténim roztoku 1é¢iva do dutiny vlaken a utésnénim
jejich konct. Uvoliovani 1é¢iva siln€ zavisi na struktuie membrany ve stén¢ dutého

vlakna.
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Ptestoze jsou tato vldkna zajimava z hlediska snadnosti podani a jejich schopnosti
fizeného uvolnovani, kazdy rezervoarovy systém zaloZzeny na vodném roztoku léCiva

s sebou nese riziko poskozeni membrany a uvolnéni celé davky 1é¢iva najednou.

2.3.2 Tablety

Docela béznou metodou piipravy implantati ve formé tablet ¢i pelet z PLGA
polymerit je pfimé lisovani, a to bud’ za normalni, nebo zvySené teploty a
s rozpoustédlem ¢i bez n&j. Mnoho z téchto lisovacich metod je zalozeno na klasickych
farmaceutickych tabletovacich postupech. Metoda bez ptfidani rozpoustédla je vhodna
jen pro polymery sniz§i molekulovou hmotnosti, které maji nizsi teploty skelného
pfechodu a umozni tak splynuti jednotlivych ¢astic polymeru a 1é¢iva tlakem. (26)

Dalsi variantou tohoto postupu je zhotoveni dvouvrstvého implantatu. Ten sestdva

Z jedné vrstvy samotného polymeru a druha vrstva je kombinaci polymeru a 1é¢iva. (27)

2.3.3 Implantaty pripravené extruzi

Nosicové systémy zalozené na vytlaCovani jsou obvykle pfipravovany
Z koncentrovaného roztoku polymeru. Rozpoustédlem je napt. aceton, ve kterém je
1é¢ivo rozpusténo ¢i dispergovano. (28) Pevné materialy se zase zpracovavaji za vyssich
teplot. (29) Tyto ptipravky jsou obvykle ve tvaru valeckii a mohou byt pouzity jako
monolitické matrice nebo se potahuji vrstvou PLA, kterd omezi degradaci a nasledné
uvoliiovani 1éciva. Nepotahované valecky, zvlasté s vySsi davkou l1éc¢iva kolem
30-40 %, uvolnuji 1é¢ivo hlavné difuzi. Potahované valecky S obsahem 1é¢iva 15 % a

méné, vykazuji osmoticky fizené uvoliiovani.

2.3.4 Filmy

Filmy s obsahem PLA se mohou pfipravit jednoduchym rozpusténim polymeru
ve vhodném rozpoustédle; pfidanim pozadovaného 1éCiva vznikne spole¢ny roztok
¢i suspenze, ktera se odlije do pozadovaného tvaru a rozpoustédlo se nechd odpafit.
Pro ptipravu takovychto filmi se pouziva aceton, chloroform, dichlormethan,
ethylacetat a dalsi. (30, 31)
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2.3.5 Dalsi implantovatelné systémy

Méné¢ typické formy PLGA implantatti zahrnuji tobolky, které prasknou a uvolni

1é¢ivo v pfedem urceném Case, a implantaty, které se tvofi in situ. (32, 33)

2.4 Mikrocdsticové nosice léciv

Zdaleka nejvétsi snahou je vyuzit PLGA polymery jako nosi¢e 1éCiv
v mikrocasticovych systémech. Obrovskou vyhodou téchto ptipravki je uvoliiovani
souvislé davky IéCiva po dlouhou dobu. Ta se obvykle pohybuje viadu tydna

az mésicu. Jakmile je davka podana, je jiz téméf nemozné 1é¢bu pierusit. (34)

2.4.1 Priprava Casticovych systémi

VétSina postupll je zaloZzena na odpafovani rozpoustédla. Dale se uplatiiuji
enkapsulace, metody zalozené na fazové separaci a koacervaci, sprejové suseni. Vybér
postupu piipravy zavisi zejména na vlastnostech 1é¢iva, hlavné jeho rozpustnosti

Vv organické ¢i vodné fazi. (34)

2.4.2 Analyza degradace Castic

Uvoliiovani 1é¢iva z mikrocastic je tizce spojeno s degradaci PLGA polymeru.
Prestoze existuje celd fada testovacich metod, oficialni metoda disoluce jiz byla
zavedena. (35)

Protoze uvolnovani 1é¢iva pifimo zavisi na degradaci polymeru, je nutné zjistit
zmény molekulové hmotnosti polymeru béhem jeho degradace. To se provadi vyjmutim
mikrocastic z média ve stanovenych intervalech a jejich rozpuSténim ve vhodném
rozpoustédle, napt. dichlormethanu ¢i chloroformu. Piestoze se primérna molekulova
hmotnost béhem degradace da zjistit méfenim viskozity, vétSinou se pouziva SEC
nebo gelova permeacni chromatografie, ktera poskytne nejen primérnou molekulovou
hmotnost, ale celé rozlozeni molekulové hmotnosti. (36)

Vzhledem k tomu, Ze degradacni produkty PLGA, kyselina mlécna a glykolova,
jsou kysel¢, s asem klesa pH v nosiCovém systému a v prostiedi, které jej obklopuje.
Studie prokéazaly znaény pokles pH degradacniho média (2 ml fosfatového pufru) ze 7,4
na 3 ve 28 dnech vsyst¢ému obsahujicim 20 mg castic, které byly pripraveny

z nizkomolekularniho PLGA polymeru. Kyselejsi prostiedi pak piispiva k rychlejsi
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degradaci Castic a mize predstavovat i stabilitni riziko pro inkorporované lécivo,

zejména proteiny. (37)
2.5 Kopolymery PLA, PLGA a dalSich sloucenin

2.5.1 Kopolymery s polyethylenglykolem a polyethylenoxidem

Soucasny vyzkum se zaméfil na spojeni polyethylenglykolu (PEG) nebo
polyethylenoxidu (PEO) s PLA nebo PLGA. Struktura PEG a PEO je shodna, jako PEG
se vétSinou oznacuji polymery s molekulovou hmotnosti do 20 000, PEO se tyka
polymerii o vétsi molekulové hmotnosti. Zajem o tyto kopolymery je dan touhou
zkombinovat hydrofilni a biokompatibilni vlastnosti PEG s degradabilitou PLGA.
V zavislosti na slozeni vysledného kopolymeru lze ziskat material s vlastnostmi
hydrofobnimi az hydrofilnimi a nedegradabilni az degradabilni.

V zajmu pozornosti stoji zejména triblokové ABA kopolymery s centralnim PEG
nebo PEO a dvéma koncovymi fetézci PLA nebo PLGA. (38)

2.5.2 Kopolymery s e-kaprolaktonem

Byla zkoumdna ftada kopolymert sriznym zastoupenim PGA, PLA a
e-kaprolaktonu. Rychlost degradace a dal$i vlastnosti 1ze ovlivnit podilem jednotlivych
slozek v terpolymeru. Tyto polymery degraduji v celém objemu a béhem degradace 1ze
pozorovat krystalickou fazi sloZzenou zejména z poly-L-mlééné kyseliny a amorfni,

ktera sestava zejména z g-kaprolaktonu. (39)

2.5.3 Ostatni kopolymery
Dalsimi zkoumanymi kopolymery jsou kopolymery s glycinem, Kkyselinou

p-hydroxybenzoovou, p-hydroxyskoficovou a aspartovou. Tyto materialy si zachovavaji
biodegradabilni vlastnosti, ale lisi se od samotnych PLA ¢i PGA v degradaci a

uvoliovani. (40)
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2.6 Uvoliiovani léciv 7 Iékovych forem zaloZenych na botndani

Botnani matric je vyznamné v oblasti nosicli 1€Civ. V literatufe je tento jev popsan
odlisn€. Napiiklad Peppas pouziva termin uvoliiovani fizené botnanim, Lee jej nazyva
hydrogelovymi nebo polymernimi matricemi, které se vyznacuji pohyblivymi
hranicemi, Ford navrhuje termin hydrofilni matricové tablety. Tyto systémy lze také

nazyvat botnaci matricové tablety, coz zohlediuje i postup vyroby. (41)

2.6.1 Dynamika priniku vody, botnini matric a tvorby gelové vrstvy

V botnacich matricovych tabletach

Botnaci matricové tablety jsou aktivovany vodou, fizené uvoliovani 1é¢iva zavisi
na interakcich vody, polymeru a 1é¢iva. Prvnim krokem, ktery vede k botnani matrice a
disoluce 1éciva, je prinik vody do matrice. Pfitomnost vody snizuje teplotu skelného
pfechodu polymeru (napt. pro hydroxypropylmethylcelulozu, HPMC, ze 184 °C
na méné nez 37 °C) a pretvarti skelnou fazi polymeru v plastickou fazi (gelovou vrstvu).
Vyssi hybnost fetézcl polymeru umoziuje transport rozpusténého 1é¢iva. Jevy dané
relaxaci molekul polymeru urcuje botnéni i zvétSeni objemu matrice. Pozdé€ji muze
ovlivnit mechanismus uvoliiovani 1é¢iva z nosice.

V zavislosti na charakteristikich polymeru, ¢ast polymeru v plastické fazi,
na povrchu matrice, mtze dosahnout koncentrace rozpleteni fetézcli. Proto se lisi
tloustka gelové vrstvy a matrice se rozpousti, nebo eroduje. Koncentrace, pii které se da
predpokladat rozpleteni fetézct, byla demonstrovana v souvislosti s nahlou zménou
reologickych vlastnosti gelu. (42) Tato hodnota byla métena pro HPMC a vyznamné se
nelisi od dat ziskanych z modelové rovnice, kterd popisuje gelovou vrstvu a uvoliiovani
1é¢iva. (43) Bonferoni et al. nové&ji ukazal spolehlivou souvislost mezi reologickym
chovanim HPMC gelit a jejich rychlosti eroze, coz potvrzuje, ze interakce
polymer-polymer a polymer-voda jsou zodpovédné za strukturu gelu a jeho vnimavost
k erozi. V piipadé¢ hiife rozpustnych 1é¢iv ovliviuji i rychlost uvoliovani. (44)

Tloustka gelové vrstvy zavisi na pruniku vody, rozplétani fetézct a transferu
hmoty (polymeru a léCiva) ve vodé. Na pocatku je pronikani vody rychlejs$i nez
rozplétani fetézcli a dochazi k rychlé tvorbé gelové vrstvy. Protoze naroste difuzni

vzdalenost, voda zacne pronikat pomaleji, tloustka gelové vrstvy piili§ neméni. V této
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fazi je pronikani vody a rozplétani fetézcli v rovnovaze. (45) Tloustka gelové vrstvy
V botnacich matricovych tabletdich ma tedy tii faze: roste tehdy, kdyz je pronikani vody
nejrychlejsim jevem (obrazek 1, a); zastava konstantni, kdyz je rychlost rozplétani
fetézcl shodnd s penetraci (obrazek 1, b); a zacne klesat, jakmile je cely objem

polymeru v plastické fazi (obrazek 1, ¢). (43)

Obrazek 1: Zavislost tloust’ky gelové vrstvy na ¢ase
A

Tloustka gelové vrstvy

v

Kinetika uvoliiovani 1é¢iva je tUzce spojena s dynamikou gelové vrstvy.
Na zacatku probiha difuze dle Ficka az anomalni, pokracuje od kvazi-konstantni az
ke konstantni, kon¢i kinetikou prvniho fadu.

Gelova vrstva, ktera se utvafi kolem matrice, ur€uje mechanismus uvolfiovani,
hlavnim zkoumanym jevem je tedy penetrace vody. Gel musi byt schopen zabranit
dezintegraci matrice a fidit dodate¢ny prinik vody. Tvorbu gelové vrstvy a naslednou
rychlost uvoliiovani 1éciva tidi pranik vody, botnani polymeru, rozpustnost a difuze
lé¢iva a eroze matrice. Rizeného uvoliiovani 1é¢iva je dosazeno difuzi molekul skrz

gelovou vrstvu, kterda se mize rozpustit ¢i erodovat. Dalsim ptispévkem k transportu

1é¢iva v gelové vrstve je relaxace molekul polymeru. (46)

2.6.2 Hranice gelové vrstvy a souvisejici rozhrani

Vzhledem Kk hlavni roli gelové vrstvy je dulezité definovat jeji hranice. Ty

souviseji s jednotlivymi rozhranimi, které odd€luji rozdilné faze matrice. Dynamika
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tvorby gelové vrstvy je pak urcena jejich pohyby. Tloustka gelové vrstvy je definovana
rozhranim mezi matrici a disoluénim médiem (erozni rozhrani), a rozhranim mezi
skelnou a plastickou fazi polymeru (botnaci rozhrani). Chovani gelové vrstvy je tedy
ovliviiovano pohyby erozniho a botnaciho rozhrani.

Lee popsal tieti rozhrani v gelové vrstvé botnacich matric, které obsahovaly
diklofenak. (47) Toto Spatné rozpustné 1é¢ivo, které bylo dispergovano ve skelné fazi
matrice, precipitovalo v gelové vrstvé. Tak vznika rozhrani, nazvané difuzni, které
souvisi s hranici mezi rozpusSténym a nerozpuSténym léCivem. Jeho pfitomnost je
zavisld na rozpustnosti a davce léciva. V botnacich matricovych tabletich tedy
predpokladéame tfi rozhrani (obrazek 2):

a) botnaci rozhrani, hranice mezi dosud skelnym polymerem a jeho
plastickou fazi

b) difuzni rozhrani, hranice mezi pevnym, dosud nerozpusténym lé¢ivem a
rozpusténym v gelové vrstveé

C) erozni rozhrani, hranice mezi matrici a disolu¢nim médiem.

Obrazek 2: Botnaci matricova tableta a jednotliva rozhrani

Erozni rozhrani

Difuzni rozhrani

Botnaci rozhrani

Pohyb botnaciho rozhrani souvisi s rychlosti pfijmu vody, pohyb difuzniho
rozhrani s rychlosti disoluce a pohyb erozniho rozhrani s rychlosti eroze matrice. (48)

Rychlost a kinetika uvolnovani 1é¢iva z matricovych HPMC tablet jsou fizeny
dynamikou tloustky gelové vrstvy, kterd je urena pohyby jednotlivych rozhrani.

V nékterych ptipadech, pii pouziti dostate¢né rozpustnych polymert, ziistava tloustka
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gelové vrstvy konstantni, vtomto pfipadé jsou pohyby rozhrani spolecné
synchronizovany. Pfi zachovani konstantnich podminek vede tato situace k uvoliovani
nultym fadem. Vzhledem k tomu, ze matrice je trojrozmérny systém, musi se brat

V tvahu téz zvétSovani plochy uvoliiovani béhem botnani.

7 we

2.6.3 Botnani, pohyby rozhrani a uvoliiovani 1é¢iva

Analyza uvolnovani 1é¢iva z botnacich matricovych tablet obvykle zahrnuje
upravu ziskanych dat mocninnou funkci. Tato operace muze poskytnout informace
0 kinetice a mechanismu uvoliiovani 1é¢iva. Abychom ziskali kompletni ptedstavu
0 chovani matrice béhem uvoliiovani, je zapotiebi studovat botnani. Vzhledem k tomu,
ze tloustka gelové vrstvy zavisi na pohybech botnaciho, difuzniho a erozniho rozhrani,
pak analyza téchto pohybd umozni vysvétleni uvoliovani 1é¢iva ve vztahu K botnani.

Piitomnost difuzniho rozhrani nas nuti K pfehodnoceni vyznamu poloh botnaciho
a erozniho rozhrani pro fizeni uvolinovani. Nedavna méteni na HPMC matricich ukazala
vliv pohybd rozhrani, zejména difuzniho, na kinetiku uvoliovani. Bylo zji§téno, Ze
s rostouci tloustkou gelové vrstvy klesa rychlost uvoliiovani. Vzhledem k tomu, Ze je
obtizné zajistit synchronizaci pohybii rozhrani, kinetika uvolfiovani zavisi
na vzajemnych polohach erozniho, botnaciho a difuzniho rozhrani.

Pro kinetiku uvoliiovéni je rozhodujici vzdalenost mezi difuznim a eroznim
rozhranim. TlouStka gelové vrstvy s rozpusténym lé¢ivem (vrstva mezi difuznim a
eroznim rozhranim) je pak rozhodujici pro uvolhovani 1é€iva, namisto celé tloustky
gelové vrstvy (mezi botnacim a eroznim rozhranim).

Taktéz se ukazalo, ze rychlost uvoliiovani zavisi na rychlosti pohybu difuzniho
rozhrani. Kdyz zacalo nartistat botnaci rozhrani (diky rychlejSimu pronikani vody a
zvySeni porozity matrice) a difuzni rozhrani zlstalo beze zmén, tok léCiva se také
nezménil. (49) Kdyz se vsak zvysila rozpustnost 1éCiva a zacCalo narGstat difuzni
rozhrani, aniz by se ménilo erozni rozhrani, rychlost uvoliiovani se zvysila. Zatimco
pohyb difuzniho rozhrani je téméf linearni, gelova vrstva je ovliviitovana pohybem
erozniho rozhrani. Vysledkem tohoto jevu je fakt, Ze v botnacich matricovych tabletach
je kinetika uvolnovani uréena pohybem erozniho rozhrani a rychlost uvoliovani

pohybem difuzniho rozhrani.
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Uvolnovani 1é¢iva z botnaci matricové tablety tedy zahrnuje difuzi 1éciva pies
gelovou vrstvu a transport 1é¢iva diky relaxaci molekul polymeru. Rychlost difuze pies
gelovou vrstvu zéavisi na rozpustnosti 1é¢iva a na erozi matrice, coz jsou faktory
ovliviujici koncentraéni gradient 1é¢iva v gelové vrstvé. Uvoliovani 1é¢iva z botnaci
matricové tablety je uzce spojen s dynamikou gelové vrstvy, a to 1 v téch ptipadech, kdy
je rozpustnost 1éCiva tak nizka, ze se da predpokladat uvoliovani pevnych castic 1é¢iva

Z rozpoustéjici se vrstvy gelu. (50)
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2.7 Seznam pouZitych zkratek

HPMC
PEG
PEO
PGA
PLA
PLA100
PLAs,
PLGA
SEC

hydroxypropylmethylcelul6za
polyethylenglykol

polyethylenoxid

kyselina polyglykolova

kyselina polymlécna

kyselina poly-L-mlé¢na

racemat kyseliny polymlécné
kopolymer kyseliny mlécné a glykolové

velikostné vylu¢ovaci chromatografie
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3 CILPRACE

V ramci diplomové prace byl zadan ukol pfispét k feSeni mechanismu botnani
oligoesteri. a polyesterti alifatickych hydroxykyselin. Botndni, jako soucast
hydrolytickych degradacnich procest, probihd u vSech oligoesteri nerovnovazné,
u nekterych nosici se projevuje maximalnimi nebo minimdlnimi hodnotami stupné
botnani jako charakteristiky procesu. Problém je komplikovan soucasnou erozi systémil.
Ke splnéni cile bylo doporu¢eno vyuzit klasickou metodu separace hydrofilnich
vodorozpustnych produkti degradace jejich rozdélovanim z chloroformovych roztokt
do vodné faze. Pii zadani tématu se oc¢ekavalo, ze v pripadé dostatecné shodného nebo
obdobného priibéhu zmén koncentrace karboxylovych skupin v matricich s ¢asovym
podstaté zmén v rozsahu botnani biodegradabilnich nosict typu oligoestert alifatickych

hydroxykyselin.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Poutité pristroje a chemikdlie

4.1.1 Chemikalie

Oligoesterové nosice (viz tabulka 1), Katedra farmaceutické technologie, Farmaceuticka
fakulta v Hradci Kralové

Chloroform p.a., Penta Chrudim

Chlorid sodny p.a., Lachema a.s.

Hydroxid draselny p.a., Lachema a.s.

Ethanol 96%, Penta Chrudim

Methanol p.a., Lachema a.s.

Phenolphtaleinum, Zdravotnické zasobovani, Ri¢any u Prahy

Destilovana voda, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

4.1.2 Pristroje

Digitalni vahy, KERN 440-35N (max. 400 g, d = 0,01 g)
Analytické digitalni vahy, KERN ABS (max. 220 g, d = 0,1 mg)
Vakuova su$arna, HSPT200, Memmert

Horkovzdu$na susdrna MEMMERT ULE 400

Biologicky termostat, BT 120, Laboratorni pfistroje Praha
Magneticka michacka HEIDOLPH MR 3001

Termostatovana tiepacka Julabo HS
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4.1.3 Charakteristika pouzitych oligoesterovych nosicu

Pouzité polymery byly syntetizovany na katedfe farmaceutické technologie
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

Syntéza: stupiiova kopolymerace ternarni smési slozené z ekvimolarniho podilu
kyseliny DL-mlééné a kyseliny glykolové doplnéné vétvicimi monomery
dipentaerythritolem v hmotnostni koncentraci 2 % nebo tripentaerythritolem
Vv hmotnostni koncentraci 1 %, 3 % nebo 5 %.

Molekularni hmotnosti byly stanoveny metodou CPC-MALLS, hodnota Ty

metodou DSC.

Tabulka 1: Charakteristiky testovanych oligoesterovych nosic¢i

nosié M, Muw My /Mg MP M, M;+1 ACp g’ Ty
1T 2877 | 12035 4,18 16849 | 26284 | 41062 | 0,656 | 0,42 25,3
3T 3355 | 13334 3,97 9074 | 27152 | 43224 | 0,508 | 0,31 21,7
5T 3016 | 8555 2,84 6379 | 15025 | 22625 | 0,471 | 0,34 17,2
2D 2645 | 6174 2,33 6287 9271 | 12391 | 1,618 | 0,52 17,9

Pouzité symboly:

1,2,3,5 koncentrace vétviciho monomeru v procentech

T tripentaerythritol

D dipentaerythritol

My, ¢iselné stfedni relativni molekulova hmotnost

My hmotnostné stfedni relativni molekulova hmotnost
Muw/Mp stupen polydisperzity

MP pik relativni molekularni hmotnosti

M, charakteristika frakce velkych molekul ve vzorku
Mjq charakteristika izké frakce extrémné velkych molekul ve vzorku
ACp tepelna kapacita v J.K'l.g 1

g’ index vétveni molekul

Ty teplota skelného prechodu ve °C
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4.2 Stanoveni stupné botndni a stupné eroze testovaného nosice

4.2.1 Priprava télisek

K piipravé télisek ze zkouseného polymeru byly pouzity hadicky ze silikonové
pryze o vnitinim priméru 4 mm. Hadicky byly nejprve umyty pomoci injekcni
stiikacky naplnéné vodou s detergentem a vyplachnuty cCiSténou vodou. Poté byly
hadi¢ky umistény do horkovzdus$né suSarny vyhtaté na 80 °C.

Mezitim bylo navdzeno potfebné mnozstvi polymeru navysené o predpokladané
ztraty, cca 20 %. Kadinka s navdzenym polymerem se umistila do silikonové 1azné
na magnetickou michacku. Teplota l4zn¢ byla udrzovana na hodnoté o cca 20 °C vice,
nez je teplota skelného pifechodu daného polymeru. Postupné meknouci polymer nebyl
michan z divodu vyvarovani se vzniku vzduchovych bublin.

Po dostateéném zahtati polymeru a jeho piechodu do plastického stavu byla horka
hadicka pfipojena jednim koncem k vodni vyvévé a druhym koncem ponofena
do roztaveného polymeru. Poté, co piestala tavenina v hadi¢ce stoupat (chladnuti
polymeru), byla hadicka ustfiZzena a konce uzavieny pryZzovymi zatkami. Tento celek se
nechal chladnout v rovné poloze s ohledem na jeho dal$i snadnéjsi zpracovani a byl
umistén pfes noc do exsikatoru.

Po ztuhnuti byla silikonova hadicka rozfiznuta podél pomoci ziletky a sklovity
polymer byl vyjmut. Vzhledem k hygroskopi¢nosti materialu se pracovalo v rukavicich.

Vzniklé vélce o priméru 4 mm byly poté nafezdny na délku cca 1 cm pomoci
specidln¢ upravené ziletky. Na upravené Ziletce se nastavila vzdalenost bfitu od dorazu
tak, aby vysledna téliska méla hmotnost 150 mg = 5 %, tzn. v intervalu 142,5 az
157,5 mg veetné. Kazdé telisko bylo jednotlivé zvazeno, pokud bylo télisko téZ§i nez
157,5 mg, byla jeho hmotnost upravena pomoci jemného smirkového papiru. Té€liska
S hmotnosti pod 142,5mg byla vyfazena. Vyhovujici téliska byla umisténa

do exsikatoru.
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4.2.2 Priprava vzorki

Cista a prazdna scintilaéni lahvi¢ka oznaéena jednoznaénym kodem byla zvazena
na analytickych vahach. Hodnota se zapsala jako my. Poté bylo pomoci pinzety do této
lahvicky vlozeno télisko a zvazila se celkova hmotnost lahvicky a téliska (my+mo).

Do lahvicky s téliskem bylo nalito 15 ml ¢isténé vody, pak se uzaviela a umistila
do tfepaci 1azn¢ vytemperované na 37 °C. Zde byly vzorky umistény 3 dny, poté byly
pfemistény do biologického termostatu, kde byla nastavena tataz teplota. Analogicky se
postupovalo pii pripravé dalSich vzorki.

Vodné médium bylo vyménovano kazdé 3 dny.

4.2.3 Méreni

Mg¢feni probihalo v intervalech 1, 3, 7, 14 a 21 dnl od pifidani vodného média
k télisku. Pro kazdy interval byly pouzity 2 vzorky.

Vzorky s piislusSnym koédem, ktery oznaCoval interval méfeni, byly vyjmuty
z termostatu a vodné médium se opatrné slilo. Pomoci vatové tyCinky byly odstranény
kapky vody. Dosuseni lahvi¢ky se provedlo pomoci vysousece vlast tak, aby nedoSlo
ke ztratdm vody ze zbotnalého téliska.

Lahvicky se zbotnalym téliskem byly zvaZeny, naméfené hodnoty zapsany
(my+myp). Lahvi¢ky byly umistény na den do vakuové susarny, kde se susily pfi teploté
70 °C. Po vysuSeni do konstantni hmotnosti byly lahvicky opét zvazeny a hodnoty
zapsany (my+ms).

Z namétenych hodnot se vypocital stupenl botnani a stupen eroze.

4.2.4 Stupen botnani

— mb ms
B = 100

m s
B stupeni botnani [%]
Mp hmotnost zbotnalého téliska [g]
ms hmotnost vysuseného téliska [g]
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4.2.5 Stupei eroze

mO B ms
E=|1- 100
rnO

E stupen eroze [%]
Mo pocate¢ni hmotnost téliska [g]
ms hmotnost vysusen¢ho téliska [g]

4.3 Stanoveni karboxylového cisla

4.3.1 Priprava odmérného roztoku

Odmérny roztok hydroxidu draselného byl pfipraven rozpusténim 1,1222 ¢ KOH
v methanolu ve 2000,00 ml odmérné bance. Koncentrace byla stanovena jako
0,0099 mol/I.

4.3.2 Priprava indikatoru

Roztok fenolftaleinu byl ptipraven rozpusténim 1,00 g fenolftaleinu v 80 ml 96%

ethanolu a doplnénim do objemu 100,00 ml destilovanou vodou.

4.3.3 Méreni

Pro toto stanoveni byla pouZita fada vzorki, které se pfipravily analogicky
Kk vzorkim pro stanoveni stupiiti botnani a degradace.

Po uplynuti daného intervalu byly vyjmuty vzorky z termostatu, slilo se vodné
médium a stény lahvicky se osuSily vatovou tyCinkou. Ke zbotnalému polymeru
Vv lahvicce bylo piilito 5,00 ml chloroformu. Po rozpusténi bylo do lahvi¢ky ptidano
5,00 ml destilované vody a obsah se nckolikrat intenzivné protiepal. Pokud byla
po odd€leni vrstev vodna vrstva zakalend, k soustavé se ptidalo 0,1 g chloridu sodné¢ho
a postup se opakoval. Po odd¢€leni fazi bylo injek¢ni stfikackou odebrano 3 ml horni
vodné faze a preneseno do vytarované kadinky na analytickych vahach, hmotnost se
zapsala (h). Do kéadinky bylo vloZeno magnetické michadlo a pfikdpnut indikator.
Kédinka se umistila na magnetickou michacku a ponofilo se do ni usti byrety

s odmérnym roztokem hydroxidu draselného. Titrovalo se do prvniho razového
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zbarveni roztoku, které setrvalo po dobu miniméln¢ 5 sekund. Spotfeba odmérného
roztoku se zaznamenala.

Vzorek pro slepou titraci byl pfipraven tfepanim 5,00 ml chloroformu s 5,00 ml
destilované vody a 0,1 g chloridu sodného. Spotieba slepé titrace (Vo), ktera Cinila
0,05 ml, se zjistila titraci vodné vrstvy.

Karboxylové ¢islo bylo vypocitano dle nasledujiciho vztahu.

4.3.4 Karboxylové ¢islo

-
B \5+(1b—m5/1
KOH 0o~

k=c - €

KOH
m

S

k karboxylové ¢islo [mol/g]
CKOH koncentrace odmérného roztoku KOH [mol/l]

Vkon  spotfeba odmérného roztoku KOH [I]

Vo spotieba slepé titrace [1]

Mp hmotnost zbotnalého téliska [g]
Mms hmotnost vysuseného téliska [g]

h hmotnost odebrané vodné faze [g]
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Tabulka 2: Naméiené hodnoty nosi¢e 1T

v Cas [dny]

Veli¢ina vzorek 1 3 7 12 1
Mo [g] A 0,1534 0,1549 0,1539 0,1484 0,1505
Mo [g] B 0,1531 0,1546 0,1531 0,1568 0,1527
mp, [0] A 0,1644 0,2096 0,2071 0,0608 0,0178
mp, [0] B 0,1767 0,2025 0,2098 0,0691 0,0161
ms[g] A 0,1508 0,1525 0,1369 0,0522 0,0157
ms[g] B 0,1499 0,1521 0,1337 0,0574 0,0160

h [g] A 2,9300 2,8926 2,9415 2,9205 3,0423
h [g] B 2,9503 2,8816 2,9681 2,9334 3,0422
Vkon [MI] A 2,90 3,40 5,10 0,94 0,19
Vkon [MI] B 2,94 3,42 5,40 1,51 0,21
Tabulka 3: éasovy pribéh stupné eroze nosi¢e 1T v procentech
Cas [dny]
vzorek 1 3 7 14 21
A 98,31 98,45 88,95 35,18 10,43
B 97,91 98,38 87,33 36,61 10,48
Tabulka 4: éasovy prubéh stupné botnani nosice 1T v procentech
Cas [dny]
vzorek 1 3 7 14 21
A 9,02 37,44 51,28 16,48 13,38
B 17,88 33,14 56,92 20,38 0,62
Tabulka 5: Casovy prubéh karboxylového &isla nosice 1T v mol/g
Cas [dny]
vzorek 1 3 7 14 21
A 9,396:10" | 1,093-10° | 1,857-10° | 8,045-10" | 4,373-10™
B 9528107 | 1,099:10° | 1,967-10° | 1,320-10° | 4,997-10™
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Tabulka 6: Naméfené hodnoty nosice 3T

e Cas [dny]

Veli¢ina vzorek 1 3 7 12 1
mo [0] A 0,1488 0,1549 0,1500 0,1526 0,1534
Mo [0] B 0,1487 0,1581 0,1531 0,1516 0,1573
My [9] A 0,1630 0,1845 0,1788 0,0974 0,0456
mp, [0] B 0,1646 0,1866 0,1892 0,0860 0,0451
ms [g] A 0,1499 0,1533 0,1218 0,0728 0,0361
ms [9] B 0,1498 0,1561 0,1249 0,0625 0,0383

h [g] A 2,9129 2,9988 2,9533 3,0494 2,9940
h [g] B 2,9796 3,0465 2,9699 2,9761 3,0040
Vkon [MI] A 2,53 4,40 3,17 0,54 0,16
Vkon [mI] B 2,33 4,32 3,27 0,53 0,21
Tabulka 7: Casovy priibéh stupné eroze nosice 3T v procentech
Cas [dny]
vzorek 1 3 7 14 21
A 100,74 98,97 81,20 47,71 23,53
B 100,74 98,73 81,58 41,23 24,35
Tabulka 8: Casovy priibéh stupné botnani nosi¢e 3T v procentech
Cas [dny]
vzorek 1 3 7 14 21
A 8,74 20,35 46,80 33,79 26,32
B 9,88 19,54 51,48 37,60 17,75
Tabulka 9: Casovy priibéh karboxylového &isla nosice 3T v mol/g
Cas [dny]
vzorek 1 3 7 14 21
A 8,200-10* | 1,395:10° | 1,257-10° | 3,591:10* | 1,465-10™
B 7,539-10% | 1,369-10° | 1,297-10° | 3,518-10* | 2.130-10™
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Tabulka 10: Naméiené hodnoty nosice 5T
(hlavnim autorem je Lenka Tapalova)

Cas [dny]

Veli¢ina vzorek 1 3 7 12 1
Mo [g] A 0,1564 0,1520 0,1502 0,1520 0,1511
mo [0] B 0,1537 0,1512 0,1569 0,1549 0,1481
ms [g] A 0,1652 0,1645 0,1808 0,1186 0,0755
mp, [0] B 0,1599 0,1658 0,1863 0,1240 0,0718
ms[g] A 0,1571 0,1471 0,1272 0,0912 0,0650
ms[g] B 0,1543 0,1456 0,1324 0,0935 0,0615

h [g] A 3,0310 3,0115 3,0190 3,0015 2,9963
h [g] B 3,0157 3,0266 3,0297 2,9770 3,0181
Vkon [MI] A 2,40 3,30 2,15 0,75 0,24
Vkon [Ml] B 2,38 3,45 1,93 0,57 0,24
Tabulka 11: Casovy priibéh stupné eroze nosice 5T v procentech
(hlavnim autorem je Lenka Tapalova)
Cas [dn
vzorek 1 3 7[ ! 14 21
A 100,45 96,78 84,69 60,00 43,02
B 100,39 96,30 84,38 60,36 41,53
Tabulka 12: Casovy priibéh stupné botnani nosice 5T v procentech
(hlavnim autorem je Lenka Tapalova)
Cas [dn
vzorek 1 3 7[ ! 14 21
A 5,16 11,83 42,14 30,04 16,15
B 3,63 13,87 40,71 32,62 16,75
Tabulka 13: Casovy priibéh karboxylového ¢isla nosice 5T v mol/g
(hlavnim autorem je Lenka Tapalova) _
Cas [dny]
vzorek 1 3 7 14 21
A 7,474-10° [ 1,101-10° | 8,037-10° [ 3,759-10" | 1,488-10
B 7411-10° | 1,151-10° [ 7,195-10* | 2,793-10" | 1,488-10™
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Tabulka 14: Naméiené hodnoty nosi¢e 2D
(hlavnim autorem je Lenka Téapalova)

Velidina vzorek 1 3 Cas ;dny] 1 51
Mo [g] A 0,1455 0,1514 0,1541 0,1537 0,1512
mo [0] B 0,1526 0,1503 0,1557 0,1461 0,1563
mp, [0] A 0,1602 0,1583 0,1132 0,0609 0,0180
mp, [0] B 0,1687 0,1564 0,1135 0,0534 0,0220
ms[g] A 0,1331 0,1197 0,0953 0,0500 0,0173
ms[g] B 0,1416 0,1180 0,0965 0,0447 0,0208

h [g] A 3,0188 3,0363 3,0000 3,0018 2,9962
h [g] B 3,0334 3,0980 3,0300 3,0065 2,9998
Vkon [ml] A 4,14 2,30 1,15 0,31 0,14
Vkon [Ml] B 4,03 2,65 1,17 0,36 0,14
Tabulka 15: Casovy priibéh stupné eroze nosite 2D v procentech
(hlavnim autorem je Lenka Tapalova)
Cas [dny]
vzorek 1 3 7 14 21
A 91,48 79,06 61,84 32,53 11,44
B 92,79 78,51 61,98 30,60 13,31
Tabulka 16: Casovy pribéh stupné botnani nosi¢e 2D v procentech
(hlavnim autorem je Lenka Téapalova)
Cas [dn
vzorek 1 3 7[ ! 14 21
A 20,36 32,25 18,78 21,80 4,05
B 19,14 32,54 17,62 19,46 577
Tabulka 17: Casovy priibéh karboxylového €isla nosice 2D v mol/g
(hlavnim autorem je Lenka Téapalova) _
Cas [dny]
vzorek 1 3 7 14 21
A 1,477-10° | 9,395-10" | 5,684-10* [ 2,720-10" | 2,339-10™
B 1,437-10° | 1,086-10° | 5,788-10* [ 3,243-10" | 2,339-10™
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Graf 3: Karboxylové ¢islo nosice 1T
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Graf 4: Eroze nosiée 3T
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Graf 6: Karboxylové ¢islo nosice 3T
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Graf 7: Eroze nosi¢e 5T
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Graf 9: Karboxylové ¢islo nosice 5T
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Graf 10: Eroze nosi¢e 2D
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Graf 12: Karboxylové &islo nosice 2D
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5.1 Vysvétlivky

Mo
Mp
ms
h

VkoH
A, B

pocatecni hmotnost téliska
hmotnost zbotnalého tcliska
hmotnost vysuseného téliska
hmotnost odebrané vodné faze
spotieba odmérného roztoku KOH

opakovani vzorku
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6 DISKUZE

6.1 K tématu a zaméieni prace

Problém feseny v diplomové praci je soucasti systematické studie interakci
biodegradabilnich alifatickych oligoesteri a polyesteri s linedrni nebo vétvenou
konstituci molekuly s hydrofilnim prostifedim slouzicim jednak jako standard
pro testovani a studium, jednak jako médium simulujici podminky biologického okoli
aplikované 1ékové formy. Oligoestery a polyestery alifatickych hydroxykyselin,
pfedev§im kyseliny DL-mlééné a kyseliny glykolové, jsou syntetizovany na katedie
farmaceutické technologie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

Dulezitym aspektem degradacnich procesii biodegradabilnich oligoestert je nejen
hydrolyza esterovych vazeb, ale také botnani matric nebo castic a jejich eroze.
Pti studiu botnani bylo u vSech nosicii daného typu prokdzano nerovnovazné botndni.
V mnoha ptipadech, pfedev§im v prostiedi pufr neutralniho nebo slab¢ alkalického pH,
bylo také zjiSténo, Ze stupent botnani, jako charakteristika procesu, nabyva extrémni
hodnoty, tj. maximum, pfipadné maximum nasledované minimem, v nékterych
ptipadech byla zjisténa i 4 extréma v rdmci jednoho degradacniho procesu.

Plvodni pfedpoklad o zménéch stupné vétveni béhem degradace byl ovéfovan
pomoci metody SEC-MALLS. Bylo zjisténo, ze v celém prabehu degradace hodnoty
molekulové hmotnosti rychle klesaji, avSak nedochdzi pfitom ke zméndm stupné
vétveni. Proto byla hledana pficina pomoci zvySeni nebo sniZeni iontové sily pufrt a
jinych osmoticky aktivnich agens. Tato cesta také nevedla k cili. Divodem byla rychla
penetrace molekul nebo iontli do botnajicich matric s rychlym vyrovnanim poméra
sjejich okolim. Byly tak vytvofeny modelové podminky hypertonického nebo
hypotonického prostiedi, které vSak neodpovidaly skute¢nym pomérim v matricich
Vv procesu jejich degradace vici jejich okoli.

Proto bylo ptikro¢eno ke studiu chovani matric v samotné vodé. Nevyhodou
metody byl nizky stupel botndni matric dany malym stupném ionizace koncovych
karboxylid. K testovani byly vybrany takové nosice, které se vyznacovaly dostateCnymi
maximy i v prostfedi ¢isténé vody. Pfi degradaci nosicu se uplatnil mechanismus kyselé

hydrolyzy esterovych vazeb. Pti rozstépeni kazdé esterové vazby vznikla dalsi
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karboxylova skupina. Vzhledem k tomu, Ze jiz dfive bylo prokézano, Ze Stépeni fetézce
je nadhodné, je mozno piedpokladat, Zze pii degradaci vznikaji 1 nizkomolekularni
ve vodé rozpustné oligoestery. Tyto degrada¢ni produkty mohou difundovat z matric.
Rychlost jejich difuze mtze byt regulovana stupném botnani a naopak stupen botnani
muze byt rozhodujicim cCinitelem pro difuzi degradacnich ve vod¢ rozpustnych

fragmenta.

6.2 Kdegradaci nosice IT

Nosi¢ 1T byl syntetizovan z ekvimolarni smési kyseliny glykolové a kyseliny
DL-mlé¢né s ptisadou 1% tripentaerythritolu. Tripentaerythritol ma osm hydroxylovych
skupin s rovnocennou reaktivitou. Pfi polykondenzacni reakci je dosahovéana limitni
délka fetézce. Podle podminek reakce byvd maximaln€é dosazitelnd délka ftetézce
vV rozmezi mezi 5 000 a 10 000. Je nutno uvazit, Ze pii pokroc¢ilém stadiu reakce dochazi
nejen k ristu fetézce, ale probiha také jeho nahodné Stépeni. Z toho plyne nestejna délka
jednotlivych fetézcl. Je také pravdépodobné, ze kromé vétvenych struktur se
v produktech budou nachazet i rizné dlouhé linearni fetézce. Tomu nasvédcuji hodnoty
jednotlivych parametri molekulové hmotnosti uvedené v tabulce 1. Hodnota Mw je
12 000, stupen polydisperzity ma vysokou hodnotu 4,2, hodnota M, je 26 300, hodnota
M_.1 je 41 100.

Pribéh eroze uvadi graf 1. Material zacne erodovat az tésn¢ po tfidennim
intervalu. Potom se rychlost eroze zvysuje a dosahuje maxima kolem 10. dne. Po tfech
tydnech pusobeni vody jako média, jak je vidét na grafu 2, zbyva asi 10 %
neerodovaného materialu.

Pti prvni fazi degradace nosice bez jeho eroze dochéazi k postupnému zvySovani
stupn€ botndni. Maximum hodnoty bylo 54 %, bylo nalezeno v intervalu 7 dni. Potom
stupen botnani postupné klesa k velmi nizkym hodnotdm. Zajimavé je porovnani hodnot
charakteristiky botnani z jednotlivych, dvakrat opakovanych meéfeni. V intervalu
prvniho dne byly nalezeny dvojndsobné hodnoty. Pfi¢inou je s vysokou
pravdépodobnosti rizny tvar télisek a jejich rizné umisténi v nadobkéach. Po dosazeni
maxima v 7. dni doslo k procesu odbotnani. Rychlost tohoto procesu smrstovani

struktury byla stejnd, stejné tak jako eroze materialu.
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Na grafu 3 jsou hodnoty karboxylového Ccisla stejnych vzorki. Vyjadiuji
koncentraci ve vod¢ rozpustnych fragmentti molekul oligoesteru 1T vzniklych jejich
hydrolyzou. Jiz v jednodennim intervalu byla v matricich nalezena pomérné vysoka
koncentrace hydrofilnich oligoesterii. Do 3. dne tato koncentrace mirné stoupala,
K vyraznému vzestupu doslo mezi 3. dnem a 7. dnem. V dalsi fazi byl zji§tén monotonni
pokles hodnot. Z celkového zhodnoceni pribéhu hodnot stupné botnani a prabchu
hodnot koncentrace hydrofilnich nizkomolekularnich degradac¢nich produkti je mozno
vyvodit zavér o pozoruhodné shodnych rysech obou procesi. Znamend to tedy, Ze
rozsah botnani polyesteru vétveného tripentaerythritolem je ovlivnén koncentraci
osmoticky aktivnich molekul v matricich. Nizkomolekularni oligoestery se v matricich
pfi nizkém stupni botnéni hromadi a zvySuji tak osmoticky tlak, ktery vede k vy$simu
stupni botnani. Po dosazeni vys§iho botnani se oteviou difuzni cesty pro tinik molekul
Z matrice, coz vede ke snizeni osmotického tlaku v matricich a ke kolapsu zbotnalé

struktury. Uvedené procesy jsou relativné pomalé, v daném ptipadé trvaji nékolik dni.

6.3 K degradaci nosice 3T

Polyester oznaceny jako 3T byl syntetizovan za stejnych podminek jako IT.
Rozdil je ve vyssi, 3% koncentraci tripentaerythritolu pouzitého pii syntéze jako vétvici
slozky. Mé vys$i hodnoty parametrii molekulové hmotnosti. Polydisperzita je také
vysoka. O vyS$im podilu vétvenych struktur v materidlu svéd¢i o 3,5 °C nizsi hodnota
teploty skelného piechodu.

Eroze nosi¢e 3T probihala v pocatecni fazi rychleji nez tomu bylo u 1T (graf 4).
Ptiblizn€ od 3. dne byl jeji pribch pomérné plynuly a s niZsi rychlosti nez u nosice 1T.
| tato skutecnost je v souladu s pfedpokladem o vysSim stupni vétveni. Po 21. dni
pusobeni vody jako degradacniho prostiedi byl stanoven asi Ctvrtinovy neerodovany
zbytek.

Botnani nosi¢e 3T mélo velmi podobny prubéh jako u nosice 1T (graf 5 vs.
graf 2). V intervalu prvniho dne byl stupen botnani jesté niz$i nez u 1T, do 3. dne se
zdvojnésobil. Tésné po 7. dni bylo dosazeno maximum stupné botnani. Mélo hodnotu
velmi blizkou hodnoté&, ktera byla prokézana u nosice 1T. Potom nésledovalo pomalé
odbotnani. Pfi¢ina pomalejsiho kolapsu méné relaxované struktury neni v tomto stadiu

experimentll znama.
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Na grafu 6 je historie hodnot koncentrace hydrofilnich fragmenti v matricich.
Byla prokazana vysoka reprodukovatelnost hodnot, stejné tak jako v piipad¢ botnani a
eroze. Maximum koncentrace se prokazalo dfive, nez bylo maximum botnani. To je
mozno vysvétlit hysterezi procesu botnani, jako disledku postupného zvySovani
koncentrace osmoticky aktivnich latek. Koncentrace fragmentli v matricich je pficinou,
rozsah botnani nasledkem, ktery mé casovou prodlevu. Koncentrace ve vodé
rozpustnych molekul v matricich byla na konci pokusu (21. den) piiblizn¢ desetkrat

nizsi nez v maximu hodnot prokdzaném v intervalu 3. dne.

6.4 K degradaci nosice 5T

Vysledky byly dosazeny ve spolupraci s Lenkou Tapalovou, posluchatkou 5.
ro¢niku FaF. Na grafu 7 je eroze nosice. Probiha prakticky od zacatku interakce s vodou
a tidi se kinetikou nultého fadu, coz pokladdme za pozoruhodné. Je pomalejsi nez
unosica 1T, protoze stupenn vétveni je vysoky. Za 20 dni zbylo jesté pies 40 %
neerodovaného materialu.

Pribéh botnani nosice je na grafu 8. Zajimavé jsou velmi malé hodnoty
charakteristiky v intervalu 1. dne (kolem 5 %), coz je v souladu s ptedpoklady
0 chovani vétvenych polymerd. Potom nasleduje prudky vzrist hodnot s maximem v 7.
dni. Nésledny pokles hodnot charakteristiky je pomalejsi nez jejich vzrist.

Na grafu 9 je ¢asovy pribeh hodnot karboxylového ¢isla. Zietelny je pik, ktery byl
nalezen ve tfidennim intervalu. Posun oproti maximu z hlediska stupné botnani je
dikazem hystereze botnani oproti zméné koncentrace osmoticky aktivnich molekul

V matricich.

6.5 K degradaci nosice 2D

Hlavnim autorem téchto vysledkil je Lenka Téapalova. Nosi¢ 2D byl na rozdil
od diive popsanych vétveny 2 % dipentaerythritolem. Jeho erozi ukazuje graf 10.
Probihéa prakticky od pocatku plisobeni vody a pokracuje kontinudln€ a pomérné rychle.
Za 21 dni zbyva malo ptes 10 % neerodovaného nosice.

Na grafu 11 je pribéh botnani. Zajimavy je tim, ze je charakterizovan dvéma
maximy a jednim minimem hodnot stupn¢ botnani. Nizky stupeil botnani je nepfimou

indikaci vysokého stupné vétveni molekul. Na rozdil od tfi vySe popsanych nosicu se

46



maximum botnani projevilo jiz ve 3. dni. Tomu odpovida prabéh hodnot karboxylového
Cisla. Projevila se také hystereze, kterd je patrn¢ ddna vysokym stupném vétveni.
Maximum hodnot karboxylového ¢isla je v intervalu krat§im nez jeden den. Cely dalsi
pribéh degradace nosi¢e je doprovazen plynulym ubytkem nizkomolekuldrnich, ve
vodé¢ rozpustnych molekul. V pocateéni fazi neni vylouCena piitomnost
nizkomolekularnich oligoesteri v matricich, pochazejicich jiz ze syntézy nosice 2D.
Druhy nevyrazny pik hodnot stupné botnani se z hlediska koncentrace osmoticky
aktivnich latek neprojevil. Botnani je tedy jevem, ktery je velmi citlivy i k malym
zménam koncentrace osmoticky aktivnich latek. Je mozné, ze odrazi zmény koncentrace
molekul, které maji velmi omezenou rozpustnost ve vodé nebo molekul, které jsou v

malo zbotnalych matricich fixovany obstrukénimi efekty.
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7 ZAVER

Oligoestery a polyestery alifatickych hydroxykyselin vétvené polyedrickymi
alkoholy degraduji ve vod¢ hydrolyzou velmi vysokou rychlosti. Celkova doba tplné
degradace télisek o hmotnosti 150 mg je mezi jednim a dvéma mésici. Degradace je
provazena kontinualni erozi télisek. Botnani na rozdil od eroze probihd oscilacné
s jednim nebo dvéma maximy hodnot charakteristiky. Bylo prokazano, ze oscilacni
pribéh botnani souvisi velmi tésné s koncentraci osmoticky aktivnich molekul, které
jsou generovany nadhodnym Stépenim molekul sloucenin pfi jejich hydrolyze. Separaci
téchto molekul ve vodné fazi a jejich stanovenim byla prokdzana tésna souvislost mezi
koncentraci osmoticky aktivnich molekul a stupném botnani. U vice vétvenych
sloucenin byla mezi koncentraci nizkomolekularnich produktii degradace a stupném

botnani prokazéana hystereze.
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