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1 Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmaceutické technologie
Kandidat: Erik Koszegy
Konzultant: Doc. PharmDr. Zderika Sklubalovd, Ph.D.

Ing. Jiti Bétak, Contipro Biotech s.r.o.
Nazov rigordznej prace: Liberacia kyseliny listovej z mikrovlakien na baze

kyseliny hyaluronovej

V tejto experimentalnej praci boli pouzité mikrovlakna z nativneho hyaluronanu,
ktoré boli povrstvené kyselinou listovou s vyuzitim metddy ,dipcoating”. Kyselina
listova bola v odstupriovanych koncentraciach priddvana do povrstvovacej zmesi,
zalozenej na baze hydrofobizovanej kyseliny hyaluronovej. Boli skimané reologické
vlastnosti tychto zaterovych zmesi a ich adhézia na povrch vldkien, aby bolo mozné
pripravit vldkna s ¢o mozno najviac homogénnou vrstvou aktivnej latky. Uvolfiovanie
kyseliny listovej (1-3%) z mikrovlakien do simulovanej krvnej plazmy bolo sledované
v Casovych intervaloch 0,5 az 168 hodin (7 dni) pri teplote 37°C. Bez ohladu na
koncentraciu kyseliny listovej vo vlakne, minimdlne 90% ucinnej latky vo vldkne sa
uvolnilo do 24 hodin. Napriek pouzitiu hydrofobizovaného derivatu kyseliny
hyaluronovej, uvolfiovanie aktivnej latky bolo velmi nahle s uvolnenim 40 — 80%
celkového mnozstva vo vlakne sa uvolnilo v priebehu prvych 30 minuat. Bez ohladu na
koncentraciu kyseliny listovej vo vlakne, minimdlne 90% ucinnej latky vo vldkne sa

uvolnilo do 24 hodin.



2 Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradci Kralové

Department of: Pharmaceutical technology
Candidate: Megr. Erik Koszegy
Consultant: Doc. PharmDr. Zdefika Sklubalovd, Ph.D.

Ing. Jiti Bétak, Contipro Biotech s.r.o.

Title of Thesis: Liberation of folic acid from microfibers based on
hyaluronic acid

In this experimental thesis, microfibers made of native hyaluronan were used. Those
fibers were coated with folic acid using dip-coating technology. Graduated
concentrations of folic acid were added to the coating suspensions based on the
hydrophobic hyaluronic acid. The rheological properties of coating mixtures and their
adhesion to the fiber surface was examined, to enable a preparation of fibers with
the highest possible surface layer homogeneity. Liberation of folic acid (1-3%) from
microfibers to the solution of simulated blood plasma was examined within 7 days in
time intervals from 0.5 to 168 hours at 37°C. Despite using hydrophobized derivative
of hyaluronic acid, liberation of the active ingredient was fast with 40 — 80% of the
total amount was released from the surface of the fibers within the first 30 minutes.
Each type of coated fiber released at least 90% of the active ingredient within the

first 24 hours regardless the folic acid concentration.



3 Zadanie

Predmetom tejto rigordznej prace bolo v teoretickej Casti popisat vyuZitie
biodegradabilnych implantatov, mozZnosti ich praktického vyuZitia a poukazat na ich
vyuZitie v réznych oblastiach mediciny v stcasnej praxi. Dalej st podané zakladné
informacie o kyseline hyaluronovej a kyseline listovej, vyrobe mikrovlakien,

povrstvovacej metdde dip-coating a disolucii z polymérov.

Ciele experimentdlnej Casti tejto prace boli:

1. Stadium reologickych vlastnosti disperzii pripravenych z hydrofobizovaného
derivatu kyseliny hyaluronovej a kyseliny listovej

2. priprava mikrovlakien povrstvenych touto disperziou s pouzitim metédy ,,dip-
coating”

3. skdmanie uvolfiovania kyseliny listovej z povrchu pripravenych vldkien
v urcenych ¢asovych intervaloch

4. Studium vplyvu hydrofébneho potahu na vrstve s lie¢ivom na profil uvolfiovania

lieciva



4 Zoznam symbolov a skratiek

API

c (mol.I")
cMmC (mol.I")
Da

DNA

FA

FDA

GIT

HA

HPMA

MW (Da)
NMP

PDLLA

PEG

PLGA

RNA

SBP

SC

SDS

UDP-GIcNAc

n (Pa.s)
o (N.m?)

T (Pa)

aktivna farmaceutickd ingrediencia
koncentracia

kriticka miceldrna koncentracia
Dalton

deoxyribonukleova kyselina
kyselina listova

Food and drug administration
gastrointestinalny trakt

kyselina hyaluronovd
hydroxypropyl merkapturova kyselina
molekulovd hmotnost
N-metyl-2-pyrolidin

poly —DL— mlie¢na kyselina
polyetylénglykol

poly mlie¢na-co-glykolova kyselina
polomer

ribonukleova kyselina

simulovana krvna plazma
subkutanny

dodecylsulfat sodny

uridin difosfat — N-acetyl-D-glukozamin
viskozita

povrchové napatie

Smykové napétie



5 Uvod

Kyselina hyaluronova je biodegradabilny polymér, ktory sa v praxi pouziva na
urychlenie hojenia rdn a tieZ je sucastou ocnych, nosnych, dermalnych, subkutannych
a intraartikuldarnych pripravkoch. Nativny hyaluronan sa v tele rychlo vstrebava a
degraduje, preto sa v sucasnosti vyvijaju tiez hydrofébne derivaty, ktoré by spomalili
degradaciu hyaluronovej matrice a umoznili lepSiu kontrolu liberacie inkorporovanej
aktivnej latky.

Tato prdca popisuje metddu inkorpordacie kyseliny listovej do vlakna z nativneho
hyaluronanu, pripravu tychto vldkien a hodnotenie liberacie aktivnej latky. Na povrch
nativneho vldkna bola pomocou metédy povrstvovania (dip-coating) nanasana
suspenzia hydrofobizovaného derivatu hyaluronanu obsahujuca kyselinu listova ako

modelovu lieciva latku v odstupnovanych koncentraciach 1%, 1,5%, 2%, 2,5% a 3%.
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6 Teoreticka ¢ast
6.1 Biodegradabilné polymérne implantaty

Medicinske implantaty su prostriedky alebo tkaniva, ktoré si umiestené dovnutra
alebo na povrch tela. Mnohé implantaty su protetika s U¢elom nahradit chybajuce
¢asti tela. DalSie implantaty uvolfiuju do tela lie¢ivé latky, monitoruji Zivotné funkcie
alebo poskytuju podporu organom a tkanivam. Niektoré implantdty su vyrobené
z koze, kosti, alebo inych telovych tkaniv. DalSie su vyrobené z kovov, plastov,
keramiky alebo inych materidlov. Implantdty su do tela vloZzené bud permanentne
alebo mozZu byt z tela odstranené ak uZ nie su potrebné. Napriklad stenty alebo
bedrové implantaty su pouZivané ako permanentné implantaty. Na druhej strane,
implantabilné chemoterapeutické porty alebo skrutky pouzivané pri zrastani
zlomenych kosti m6Zu byt odstranené po urcitej dobe, ked' uz nie su potrebné. (FDA,

2015)

Pri vyvoji parenterdlnych systémov s kontrolovanym uvolfiovanim aktivnej latky bolo
pouzivané Siroké spektrum biodegradabilnych polymérov. Parenterdlne
biodegradabilné polyméry mozu byt klasifikované do dvoch skupin v zavislosti na ich
povode — prirodné a syntetické biodegradabilné polyméry. Prirodné polyméry su

normalne biokompatibilné a biodegradabilné (Pillai & Panchagnula, 2001)

.....

Od patdesiatych rokov 20. storodia bola vacsina implantdtov vyrabana
z nebiodegradovatelnych, inertnych polymérov, ako je napriklad silikbnova pryz,
polyakrylamid a kopolyméry poly(etylén-vinyl acetat) kopolyméry. Tieto implantaty

vSak mali niekolko zdsadnych nevyhod (Hillery & Lloyd, 2003):

e Po uvolneni lie¢iva musia byt chirurgicky odstranené
napriklad peptidy a proteiny, maju zanedbatelny prechod cez hydrofébne
membrany

e je zloZité dosiahnut vsestranné uvoltiovanie lieciva, kedZe to je liberované

najma samotnymi vlastnostami pouzitého polyméru
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Tieto obmedzenia viedli k vyvoji biodegradabilnych polymérnych implantatov. Po
umiestneni do tela by si biodegradabilné implantaty mali zachovat svoje mechanické
vlastnosti az kym uz nie su potrebné a potom si degradované, absorbované
a exkretované z tela nezanechavajuc Ziadne stopy. Doba, pri ktorej si polymér
zachovava svoje zamyslané funkcie je najdoéleZitejSou vlastnostou polymérov pre
medicinske pouZzitie. Aby bol polymér Uspesne pouZity, musi sa charakterizovat a
kontrolovat cas, po ktory si polymér zachovava svoju funkciu, doba po ktorej sa
polymér v tele rozlozi a aké degradacné produkty z neho vzniknd. Kvéli tomu je
dolezité rozumiet aj degradacnym mechanizmom. Hlavné degradacné mechanizmy
polymérov su v medicinskych aplikaciach velmi podobné, no kvoli roznym procesnym

podmienkam a pouZzitému prostrediu sa liSia v kinetike. (Middleton & Tipton, 2000)

U polymérov pouzivanych v biomedicinskych implantdtoch sa uplatiuju Styri
zakladné mechanizmy degraddcie: hydrolyza (reakcia s vodou v tkanivach), oxidacia
(oxidanty produkované tkanivami), enzymatickd degradacia a fyzikdlna degradacia

(bobtnanie a mechanické priciny rozpadu). (Gopferich, 1996)

Oxidativna degradacia je dbésledkom ochrannej reakcie organizmu, kedy bunky
imunitného systému vytvaraju latky s oxidaCnym ucéinkom, ktoré difunduji do
implantatu a rozkladaju ho. Enzymatickd degradacia je tiez désledkom ochrannej
reakcie proti implantovanym materialom, ktoré su pre telo ¢asto cudzie. Kolagén,
polysacharidy (teda aj kyselina hyaluronovd), niektoré polyestery, syntetické
polykarbonaty a proteiny su degradované hlavne tymto procesom. Enzymy su
normalnou sucastou kazdého cloveka, preto kvéli pritomnosti individualnych
rozdielov medzi jedincami sa méze vysledna degradacia lisit v zavislosti na pacientovi.
Fyzikalna degradacia je hlavne dosledkom mechanického p6sobenia, napriklad pohyb

pri zvySenom tlaku, treniu, bobtnaniu a podobne.

Najviac Studovanym degradaénym mechanizmom je hydrolyza, ktorda sa
u biodegradabilnych polymérov uplatiiuje velmi ¢asto. Ide o reakciu chemickych
vazieb v polymérnych retazcoch s molekulami vody, ktoré rezultuju do vzniku kratsich
retazcov. Chemicka reaktivita polymérnych vazieb, rychlost difuzie reaktantov

a produktov vratane vody, polymérne vazby, iény v testovacom médiu
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a termodynamické interakcie medzi polymérom a vodou ovplyviuju hydrolyzu

polyméru. (Lyu & Untereker, 2009), (Wise, 2000), (Leja & Lewandowicz, 2010)

Degradacia polymérov vsak mozZe prebiehat viacerymi mechanizmami sucasne.
Prikladom su proteiny ako albumin, ktoré nie su iba rozpustné vo vode, ale su tiez
degradované Specifickymi enzymami. Preto by polyméry, pouZité pre
biodegradabilné implantaty, mali byt rozpustné vo vode a/alebo odburatelné vo

vode. (Markus & McClintock, 1967)

Resorpcny proces biomaterialov je klasifikovany podla ich er6zneho mechanizmu na
celkovd eréziu a povrchovu eréziu. Pri celkovej erézii (bulk erosion), je celd
polymérna matrica subjektom pre chemické alebo enzymatické reakcie. Voda
rapidne difunduje do polymérnych struktur, a celd polymérna matrica zvacsuje svoj
objem v dosledku bobtnania. PretoZe rychlost difuzie vody do substratu je v tomto
pripade vyssia ako rychlost hydrolyzy, vysledkom tohto procesu je penetracia vody
do substratu, a hydrolyza z vnatra polymérnej matrice smerom von. Ako resorpcny
proces pokracuje v Case, pre celkovo erodovatelné polyméry je charakteristicka nahla

strata Strukturalnej integrity. Tento proces je tiez nazyvany homogénna erdzia.

Pri povrchovej erézii dochadza k hydrolyze v povrchovych oblastiach polyméru, ktoré
su najviac vystavené reakénému médiu. Erdzia preto zacina na povrchu a postupne
postupuje smerom do vnutra implantatu, vrstva po vrstve. Kvoli rozdielom v tempe
degradacie medzi povrchom a centrom polymérnej matrice, byva tento mechanizmus
oznacovany tieZ ako heterogénna erdzia. Aktivna latka homogénne distribuovand na
povrchu erodovanej matrice, ktorej plocha sa vyznamne nemeni s ¢asom (aspon po
urcitu dobu) a u ktorej si zmeny mechanickych vlastnosti a redukcie objemu
rovnomernejSie, vykazuje kinetiku nultého radu, teda konstantné uvolfiovanie.
(Siegel & Rathbone, 2012) Z tohto dbévodu su povrchovo erodované polyméry

idedlnymi kandidatmi pre vyvoj systémov s postupnym uvolfiovanim aktivnej latky.

Zvlastny typ erdzie je enzymatickd erdzia, kedZe enzymy nemaju schopnost
difundovat, ale zvysuju rychlostnd konstantu hydrolyzy. Heterogénna degradacia

substratu hydrolyzou je v pritomnosti enzymov zvySena v zavislosti na hydrolytickej

13



konstante a koeficiente difuzie. V tomto pripade sa pri degraddcii uplatfiuju oba

mechanizmy hydrolyzy. (Vieira, Vieira, & Ferra, 2011) (Gajjar & King, 2014)

Povrchova erdzia

e @
L ]
o @
o by
L .'

Rustota matrix zostdva kopitaning kym objem sa zniZufe

@ velké fastice et [l nicidina matrix Povrchowe erodouang mat rix
@ Walé Fstice 4P| Matriz erodovana

Celkovd erozia

Hustota mairix sa zpiZuje zatial’to objem zostdva konitantny

celkawou erdziou

Obrdzok 1: Diagram povrchovej a celkovej erézie v matrixovych systémoch (Holowka,
2014)

6.1.1 Implantaty v liecbe nadorovych ochoreni

Implantaty mozu byt pouZivané pri systémovej terapii alebo pre lokalny terapeuticky
efekt. Pre systémovy terapeuticky efekt si implantaty podavané obvykle subkutanne
(SC), zatial ¢o implantaty so zamyslanym lokdlnym ucinkom su umiestnené do
Specifickych casti tela, kde ma aktivna latka posobit. (Shi & Li, 2005) Selekcia

biodegradabilnych polymérov pre kontrolované uvolfiovanie aktivnej latky je velmi
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dolezitd pre prekonanie moznych obmedzeni ako je toxicita polyesterov ktoré nie su

biokompatibilné a lokalna iritacia po ich podani. (Edlund & Albertsson, 2002)

V porovnani s injekénymi preparatmi, farmaceutické implantaty poskytuju
kontrolované a cielené uvolfiovanie lieCiva v dostato¢ne vysokych davkach
v zamyslanom mieste Ucinku. TaktieZz implantaty vacsinou zniZuju toxicitu typicky

asociovanu so systémovym podanim konkrétneho lieciva. (Dash & Cudworth, 1998)

V sucasnosti je jednou z najuspesnejSich moznosti liecby solidnych tumorov
chirurgicka resekcia, ktora je nasledovand adjuvantnou chemoterapiou a radiacnou
terapiou. Mnoho tumorov reaguje velmi dobre na tuto liecebnu stratégiu, no mnohi
pacienti nemodzu chirurgicki operaciu tumoru podstupit. Intravendzne podavanie
chemoterapeutik u tychto tumorov ma obmedzenu efektivitu. KedZe len mala cast
systémovej cirkuldcie sa dostava priamo do nadoru, len ¢ast celkovej davky dosiahne

cielové tkaniva. (Dowell & Sancho, 2000)

Alternativnou k chirurgickej resekcii si minimalne invazivne techniky s lokdlnou
destrukciou nddoru. Medzi tieto techniky patri termalna abldcia (Chu & Dupuy, 2014)
a kryoablacia napriklad u nddorov pluc (Niu, Xu, & Mu, 2012), pecene (Adam &
Hargreaves, Percutaneous cryosurgery of irresectable liver tumors, 2001) alebo
mozgu (Tacke & Speetzen, 2001). Daldie metddy su neustdle vyvijané -
radiofrekvencna a mikrovinna ablacia (Saldanha & Khiatani, 2010), alebo chemicka
ablacia (Hines-Peralta & Liu, Chemical Tumor Ablation with Use of a Novel Multiple-

tine Infusion System in a Canine Sarcoma Model, 2006).

V poslednych rokoch sa do popredia zacali dostavat tieZ implantaty obsahujuce
cytostatika, ktorych zamyslané umiestnenie je bud priamo do tumoru alebo do tkaniv
v blizkosti tumoru. Tieto implantaty obsahuju chemoterapeutické lieciva pouzivané
pri liecbe karcinomu prostaty (Merrick & Wallner, 2003) alebo mozgovych nadorov
(Guerin & Olivi, 2004). Klinicky overenym a FDA schvalenym polymérnym
implantatom je Gliadel, ktory je vyrobeny z polyanhydridového kopolyméru a

obsahuje 7,7 g karmustinu v jednej kapsule. Tento implantdt ma vzhlad tablety a
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pouziva sa pri liecbe maligného gliému, kedy sa niekolko implantatov vlozi pocas
chirurgickej resekcie do mozgovej kavity, kde lie¢ivo poOsobi lokdlne. (Perry &

Chambers, 2007) (Guilford Pharmaceuticals Inc., 2001)

Dalsim FDA schvalenym implantatom je Vantas, hydrogélovy implantat vyrobeny zo
sietovaného kopolyméru hydroxypropyl metakryldatu a 2-hydroxy metakrylatu
obsahujici 50 mg histrelin acetdtu. lde o nebiodegradovatelny, permanenty
implantat, indikovany pre lieCcbu metastatického karcindmu prostaty. Lieivo sa
uvolfiuje po dobu dvanastich mesiacov. (Valera Pharmaceuticals, Inc., 2006)
Nevyhodou nebiodegradovatelnych implantatov je nutnost druhej operécie na ich

odstranenie z organizmu.

Prikladom biodegradovatelného implantatu je Zoladex pouzivany pri liecbe
karcindmu prostaty, pf's alebo dalSich indikaciach. Implantat je zloZzeny z kopolyméru
kyseliny mlie¢nej a glykolovej v pomere 95:5 (Polyglaktin), ako u¢innu latku obsahuje
goserelin acetat v mnozstve 3,6 mg alebo 10,8 mg. Implantat obsahuje rovnaky diel
polyméru s nizkou a vysokou molarnou hmotnostou a v zavislosti na obsahu uvolfiuje

lie¢ivo po dobu 1 alebo 3 mesiacov (AstraZeneca Pharmaceuticals, 2011).

V nasledujucej tabulke su zobrazené niektoré z bezne pouzivanych implantatov pri
lieCbe nadorovych ochoreni. Vaésina z nich je zaloZena na kopolymére kyseliny

mlie¢nej a glykolovej.

Tabulka 1: Komercné biodegradabilné produkty pouzivané pri liecbe nddorovych ochoreni
(Shuwisitkul, 2011), (Wolinsky & Colson, 2012), (Weinberg & Blanco, 2008)

Produkt Liecivo Forma Indikacia Nosi¢

Profact Depot Buserelin Pevny implantat Karcindm prostaty = PLGA

Zoladex Goserelin Pevny implantat Karcindm prostaty = PLGA

Gliadel Karmustin Targe,tl.ng, . Maligny gliom Polifeprosan 20
pevny implantat

Vantas Histrelin Pevny implantat Karcindm prostaty = HPMA

. Injekény Karcindm paseraka,

OncoGel Paklitaxel . . , PLGA-PEG-PLGA
implantat nadory mozgu
Injekény

Eligard Leuprolid Karcindm prostaty ~ PLGA

implantat
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6.1.2 Implantaty v liecbe ostatnych ochoreni

V sucasnosti sa pouzivaju polymérne implantaty v oftalmoldgii (intraokuldrne
implantaty), v lieCbe stendz, prevencii pooperacnych adhézii, s kontracepénymi

a antibiotickymi uc¢inkami.

Vyvoj o¢nych implantatov nadobudol vacsi vyznam so stupajucou incidienciou choréb
zadného segmentu oka. Kornedlny epitel a spojivka poskytuju nielen ochranu pre
nebezpeénymi xenobiotikami, ale tiez zabranuju prieniku lie¢iv do zadného
segmentu, ¢o vyznamnym sposob stazuje dosiahnutiu minimalnej terapeutickej
koncentracie. (Lee & Hughes, 2010) Biodegradabilné implantaty prekonaju bariéru
medzi krvou a sietnicou, ¢im umoziuju lie¢ivam dosiahnut terapeutickd koncentraciu
v pozadovanom mieste, spolu s predizenym uvolfiovanim, &m sa redukuje riziko
vzniku neZiaducich ucinkov, ktoré su €asto pozorované pri pouZiti intravitrealnych

injekcii alebo systémovom podani. (Silva, Fialho, Siqueira, Jorge, & Cunha, 2010)

V sucasnosti pouzivany Ozurdex je biodegradabilny implantat, ktory je indikovany pri
poruchach zraku, ktoré su zapri¢inené diabetickym alebo okliznym makularnym
edémom. Ide o injekény implantat, aplikovany intravitrealne, ktory je zloZzeny z PLGA.
Obsahuje 0,7 mg dexametazénu, ktory je postupne uvolfiovany po dobu 4 aZ 6

tyzdnov. (Allergan, Inc, 2015) (FDA, 2014)

Daldim v praxi pouZivanym implantitom je Surodex, biodegradabilny implantat
zaloZzeny na baze PLGA, ktory sa pouzZiva pri liecbe pooperaénych zapalov Sedého
zakalu. Obsahuje 60 pg dexametazonu, ktory je uvolfiovany po dobu 7-10 dni
kinetikou nultého radu. (Haghjou & Soheilian, 2011) Podla klinickej studie, ktora
porovnavala tento implantat s konvencnou lie¢bou 0,1 % dexametazdnovych oénych

kvapiek, implantat vykazoval vyssi protizapalovy efekt. (Tan & Chee, 2001)

Antibiotické implantaty su vyuzivané predovsetkym v zubnom lekarstve, ¢asto ako
prevencia pooperacnych infekcii, ale taktiez u chronickych infekcii. Predoperacné aj
pooperacné pouzitie implantatov je kombinované s oralnou administraciou
antibiotik, pretoze vtedy implantaty vykazuju vyssiu Géinnost. (Asenjo-Lobos & Jofre,
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2015) Prikladom je subgingivalny implantat Atridox, ktory obsahuje doxycyklin v 10%
koncentracii a pouZziva sa pri liecbe chronickej periodontitidy. Nosnym polymérom je
36,7% PLA rozpusteny v 63,3% N-metyl-2-pyrolidinu (NMP) a ucinna latka je

uvolfiovana po dobu 7 dni. (Holban & Grumezescu, 2016) ~

Dalsi pristup pre kontrolované uvolfiovanie antibiotik je zaloZeny na povrstvovani
implantatov. Tento spOsob sa uplatfiuje hlavne pri implantacii zdravotnickych
prostriedkov do tela u ortopedickych pacientov a pacientov po nehoddch, aby sa
minimalizovala mozZnost vzniku infekcii. Pre tieto Uclely sa zariadenia mozZu
povrstvovat antibiotikami alebo antiseptikami. Prikladom takého pristupu je
povrstvenie titdnovych drétikov gentamicinom v koncentrdcii 10%. Polymérny nosic

bol zalozeny na poly(D,L - mliecnej kyseline, PDLLA). (Vester & Wildemann, 2010).

6.2 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (HA) je prirodzene sa vyskytujuci linearny mukopolysacharid
prirodzene sa vyskytujuci v Zivych organizmoch. HA bola objavena v roku 1934 Karlom
Meyerom a Johnom Palmerom. Polysacharid hyaluronan je polyanidn
s disacharidovou Strukturou, ktory je zloZzeny z pravidelne sa opakujucich jednotiek
D-glukuronovej kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu, ktoré su spojené B (1->3) a B-
(1->4) glykozidickymi vdazbami a ma dolezité biologické funkcie nielen u baktérii, ale

aj u vyssich zvierat, vratane ¢loveka (Necas, Bartosikova, Brauner, & Kolar, 2008).

HO,C HO
32 O HO o)
o4 'e) 0
HO ~
OH 1 3 NH 1
OQ<

B CHj, In

7

Glucuronic Acid N-Acelyl-D-glucosamine

Obrdzok 2 Kyselina hyaluronovd (Denninger & Reiser, 2008)
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V ludskom tele sa HA vyskytuje vo forme soli, hyaluronanu sodného, a vo vyssich
koncentraciach sa nachadza najma v synovidlnej tekutine, pupocnej Snure, ocnom
sklovci, spojivovych a nervovych tkanivach, extracelularnej matrici a v kozi. Takmer
polovica z celkového mnoZstva HA sa nachddza v koZi, z toho najvacsia cast HA je
lokalizovana v intracelularnom priestore, kde moéze dosahovat koncentraciu az 2,5
g/l. Vyznamé mnozstva HA mozZno najst aj v oblickach, plticach, mozgu a vo svaloch
Bolo dokazané, Ze v priemernom fudskom tele o hmotnosti 60 kg je 12 g kyseliny
hyaluronovej a hodnoty molekulovych hmotnosti in vivo kolisaju v rozmedzi od 4000

do 20 000 000 Da. (Edwards & Fantasia, 2007), (Fraser, Laurent, & Lurent, 1997)

Medzi biologické funkcie HA patri udrZiavanie viskoelasticity spojivovych tkaniv,
oc¢ného sklovca, synovidlnej tekutiny, kontrola hydratacie tkaniv a transportu vody,
supramolekularne zloZenie proteoglykanov v extraceluldrnej matrix, ma ulohu
mediatora na mnohych bunkovych receptoroch, hraje délezitd ulohu pri mitdze,
migracii fibroblastov délezitych pri hojeni ran, rozvoji nddorovych buniek a metastaz
a v zdpalovych procesoch. (Balazs et al., 1986; Toole et al., 2002; Turley et al., 2002;
Hascall et al., 2004).

Hyaluronan je hygroskopicka latka, patri medzi jedné z najviac hydrofilnych Iatok v
prirode, viaze na seba mnozstvo vody (jeden gram HA dokaze absorbovat az 6000
gramov vody), lubrikuje pohyblivé ¢asti tela ako su spoje, chrupavky a svaly, a chrani

bunky pred ucinkami vysychania (Samal & Dubruel, 2014)

V tele sa HA podiela na réznych dolezitych biologickych procesoch suvisiacich s
vedenim nervovych vzruchov, hojenim rdn, stimuluje diferenciaciu a proliferaciu
endotelidlnych buniek, kontroluje objem tekutin v extracelularnej matrici a zvysuje
mnoistvo lymfocytov v mieste zapalu. HA sa vyznacuje silnou interakciu
s endocytickymi receptormi, hlavne s CD44 a RHAMM (Misra, Hascall, Markwald, &
Ghatak, 2015).

Biologicka dolezitost, fyzikalne vlastnosti, biokompatibilita a neimunogenita kyseliny
hyaluronovej ju robia velmi zaujimavym biopolymérom pre farmaceutické,

biomedicinske a veterinarne vyuzitie. V roku 2003 bola HA vo forme gélu prvy krat
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schvalena FDA pre injekéné pouZitie na vyplhovanie stredne hlbokych a hlbokych

vrasok a nazolabidlnych ryh (FDA, 2015).

V sucasnosti sa HA pouziva predovsetkym parenteralne, najma jej okuldarne a nazalne
pouZitie je Siroko rozsirené. Okrem tychto spdsobov podania je mozné HA podat aj
inymi cestami, napriklad intravendzne, dermalne, subkutanne, intraartikularne a

peroralne. (Yu-Jin, Termsarasab, & Dae-Duk, 2010)

Roztoky hyaluronanu maju unikatne reologické vlastnosti, si nezvycajne klzké a velmi
hydrofilné. V roztoku si polymérne retazce usporiadané do roztiahnutej nahodne;j
Spiraly. Tieto retazce sa potom vo velmi nizkych koncentraciach zapletaju ndhodne
medzi sebou. Pri vysokych koncentraciach vykazuju roztoky HA extréme vysoku
viskozitu zavisli na Smykovej rychlosti. Svojimi reologickymi vlastnostami patri
hyaluronan do skupiny pseudo-plastickych materialov. 1% roztok hyaluronanu je pri
normalny podmienkach Zelatindzna hmota, ale pod tlakom sa stava menej viskdzny,
viac roztekavy a roztieratelny, takZe je mozné takyto roztok bez problémov vpichnut

do tela podkoznou ihlou. (Hollinger, 2005)

Hyaluronan ma Siroké spektrum medicinskych aplikacii — roztoky hyaluronanu su
excelentné lubrikanty, ktoré umoziuju tkanivdm a organom kizat a triet sa medzi
sebou po svojich povrchoch. HA preparaty su teda ¢asto aplikované do tkaniv s cielom
podporit hojenie a redukovat potencidlnu tvorbu postoperacnych adhézii. Jednou
z jeho najdoélezitejSich biologickych uloh je poskytnutie prospesného efektu pri hojeni
ran na koZi a v o¢iach (Kogan, Soltés, Stern, & Gemeiner, 2007), (USA Patent €. US

20140343013 A1, 2014).

Industridlna vyroba HA je zaloZzena na dvoch hlavnych procesoch: extrakcii zo
ZivociSnych tkaniv (kohuatich hrebienkov, sinoviadlnej tekutiny krav) a bakteridlnou
produkciou zo Streptococcus sp, najma Streptococcus zooepidemicus (Kotra,
Venkateswarulu, & Babu, 2013) alebo nepatogénnych mikroorganizmov (Bacillus
subtilis (Chien & Lee, 2007), Lactococcos lactis (Chien & Lee, 2007), Agrobacterium
sp. (Mao & Chen, 2007) Enterococcus faecalis a Escherichia coli (Yu &
Stephanopoulos, 2008). Obe technoldgie poskytuju HA s vysokymi molekulovymi

hmotnostami Mw > 1 x 10° Da a polydisperznym indexom v rozmedzi od 1,2 do 2,3.
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Vyuzitie nachddzaju najma v biomedicinskych a kozmetickych aplikacidch. (Boeriu,

Springer, & Kooy, 2013)

Proces vyroby HA extrakciou zo Zivocisnych tkaniv hral dolezitu ulohu v produkcii
najma komercénych produktov, ale je technicky zastarany a technicky limitovany,
pretoze pri extrakcii dochadza k nevyhnutnej degradacii hyaluronanu.
Biotechnologicky proces sa vyvijal predovsetkym posledné dve desatrodia
dvadsiateho storocia pouZitim skupin A a C streptokokov. Tato technoldgia
mikrobidlnej fermentdacie poskytuje HA s vysokou My a Cistotou, s nizSimi vyrobnymi
nakladmi a znedistovanim Zivotného prostredia. Napriek tomu, vyroba HA zo
Streptococcus sp. cCeli ¢oraz vacésim obavam kvoli faktu Ze streptoccoccus je
patogénny a riziku kontaminacie bakteridlnymi proteinmi, endotoxinmi, nukleovymi
kyselinami a tazkymi kovmi (Widner, Behr., Von Dollen, & Tang, 2005) (Liu, Liu, & Li,
2011).

Najnovsia technoldgia vyroby HA je zaloZzend na polymerizacii UDP — GIcNAc
monomérov pomocou HA syntdzy. VyuZitie enzymatického procesu HA syntazy je
velmi vSestranné a umoznuje produkciu vysokych molekulovych hmotnosti HA v
konstantnej kvalite (Mw < 2500 kDa), s definovanou dizkou retazcov, nizkym
polydisperznym indexom (1,01 — 1,20) a bez rizika kontaminacie. Takyto takmer
monodisperzny hyaluronan bol ziskany enzymatickou polymerizaciou pouzitim
rekombinantnej Pasteurella multocida HA syntazy, no mozno pouzit aj Streptococcus

pyogenes a Streptococcus uberis (DeAngelis, 2008) (Decléves, a ini, 2012)

6.3 Mikrovilakna

Prirodné biopolyméry maju jedineéné biokompatibilné a biodegradabilné vlastnosti,
ktorymi poskytuju radu moznosti vyuZitia vo farmaceutickych a biomedicinskych
aplikaciach. Spracovdvané do roznych foriem sa pouZivaju pre kontrolované
uvolfiovanie aktivnych latok, v tkanivovom inZinierstve k regeneracii (tkaniv, kosti,
koze, chrupaviek), k adhézii a fixacii tkaniv, k udrziavaniu tvaru (stenty) a prevencii
adhézii, ako docasna nahrada tkaniv (napriklad endokrania) a ku kontrole réznych

biologickych funkcii (Masakazu & lkada, 2004).
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Ako uz bolo spomenuté, hyaluronan je prirodny polysacharid, ktory je mozné vdaka
svojej chemickej strukture spracovavat do réznych foriem, ¢im vytvara Siroku skalu
moznosti jeho vyuZitia. UmozZniuje formovat nanocastice s rozsiahlym povrchom,
mikrovlakna spracovavané do textilii, hydrogély s réznymi mechanickymi
charakteristikami obsahujuce magnetické alebo luminiscencné castice a micely
schopné obsiahnut mnoZstvo hydrofébnych substancii (Gajjar & King, Resorbable

Fiber-forming Polymers for Biotextile Applications, 2014), (Contipro Group, 2011).

6.3.1 Mikrovlakna zalozené na HA

Vldakno vyrobené z kyseliny hyaluronovej alebo z jej farmaceuticky akceptovane;j soli,
ktoré ma vlastnosti textilného vlakna nebolo popisané az do roku 2009, kedy boli
pomocou metddy ,,wet spinning” pripravé vldkna z HA , kyseliny octovej a vody. Tato
priprava vldkna HA pozostdva z nasledujucich krokov: (Patent ¢. W02009050389 A2,
2009)

1. Priprava vodného roztoku kyseliny hyaluronovej alebo jej soli, najma sodnej
soli, kde koncentracia kyseliny hyaluronovej je vyssia ako 0,8 hmotnostnych
percent. Preferovand koncentrdcia je v rozmedzi od 1% do2 %.

2. Extrdzia roztoku HA cez zvlaknovaciu dyzu do koagulaéného roztoku

3. Formovanie vlakna v koagulacnom roztoku zloZzeného z kyseliny octovej
a vody, kde koncentracia kyseliny octovej je vyssSia ako 80%, preferovand
koncentracia je viac ako 90%

4. Rozpinanie vlakna a jeho susenie, ktoré mu dava jeho mechanické vlastnosti

Ziskané vlakno ma priemer vyssi ako 100 um a obsah vody 8 — 12% pri normalnych
podmienkach. Vldakna pripravované tymto spésobom mozu byt pouZité pre pripravu
tkanych a netkanych textilii, no nie si vhodné pre pripravu pletenych textilii kvoli

svojej nizkej pevnosti. (Patent ¢. W02009050389 A2, 2009)

Novsi spbsob pripravy HA vildknev bol prvy krat pouZity a patentovany firmou
Contipro Biotech s.r.o. v roku 2012. (Hrdina, 2013) Zakladny postup pripravy vlakien

je rovnaky, ako v predchadzajicom pripade:
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1. Pripravi sa vodny roztok kyseliny hyaluronovej alebo jej soli o koncentracii od
0,01% do 8%. Tento roztok obsahuje od 0,001 do 10 N zasady a je mieSany od
20 minut do 10 hodin pri teplote od 18 do 35°C

2. Roztok HA je extrudovany cez zvldknovaciu trysku do koagula¢ného roztoku

3. Vlakno je formované v koagulathom roztoku, ktory obsahuje 1 az 99%
alkoholu, 1 az 99% kyseliny a maximalne 10% vody

4. VIakno je premyvané vo vymyvacom roztoku obsahujucom alkohol a nasledne

susené

Zvlaknovaci roztok HA obsahuje hyaluronovu kyselinu a/alebo jej sol a bazu vybranu
zo skupiny LiOH, NaOH, KOH, Li.C03, Na2COs, K2COs, LiHCO3, NaHCOs a KHCOs.
Koagulacny roztok obsahuje jeden z tychto typov alkoholov - methanol, ethanol, 1-
propanol a 2-propanol; a z kyselin bud’ kyselinu mravciu, octovu, propionovd, alebo
ich zmes. Premyvanie vlakien sa kona ponorenim vldkien do alkoholového roztoku.
Susenie vlakien prebieha na vzduchu, v atmosfére s dusikom alebo oxidom uhli¢itym
a trva od jednej hodiny do piatich dni pri teplote od 20 do 80°C. Pociato¢na kyselina
hyaluronova a/alebo jej soli (Li*, Na*, K*, Ca?*, Mg?*, Cr3*, Mn?*, Fe?*, Fe3*, Co?*, Co®*,
Cu?*, Zn?*) maju molekulovd hmotnost v rozsahu od 100 kDa do 3 MDa urlenu

metodou SEC-MALLS. (Patent ¢. W02012089179 A1, 2012)

Najnovsi patent tykajuci sa zvlakfiovania kyseliny hyaluronovej bol podany firmou
Contipro Biotech s.r.o. a bol publikovany koncom roka 2015. Popisuje zvlakriovanie
hyaluronanu v polohe 6 N-acetyl-D-glukosaminu s pouzitim kyseliny mlie¢nej

v koagulaénom roztoku. (Patent ¢. W02014082610 A1, 2015)

6.4 Vlakna pre medicinske textilie a biotextilie

Medicinske textilie si produkty a prostriedky, ktoré maju Siroké spektrum vyuzitia
v medicine, od krytia ran a banddaZi az po technologicky vyspelejSie aplikacie ako
tkanivové scaffoldy, biotextilie a vaskularne implantaty. Vsetky biomedicinske
produkty, ktoré su zaloiené na textilidch su zlozené z monofilovych alebo
multifilovych Struktdr vyrobenych bud zo syntetickych alebo prirodne sa
vyskytujucich polymérov. Vacsina textilii pre biomedicinske pouzitie vyrabanych zo
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syntetickych polymérov zvyéajne obsahuje aditiva ako farbivd, stabilizatory,
antioxidanty a antistatické latky. Niektoré z tychto zloZiek ¢asto nie su vhodné pre

takéto aplikacie a musia byt pred pouzitim odstranené. (Weinberg & King, 2009)

Oba typy polymérnych vladkien pouzivanych v biomedicine mozu byt vytvorené
niekolkymi odliSnymi procesmi. Vyber vhodného procesu pripravy viakien zavisi na
Strukture a fyzikadlnych vlastnostiach spracovaného polyméru. Extruzia monofilov
a multifilov je v praxi naj¢astejsSie dosahovand metédami ako ,melt spinning”, ,dry

spinning”, ,elektrospinning” a ,,wet spinning “. (Azimi & Nourpanah, 2014)

6.5 Mokré zvlaknovanie (Wet spinning)

HA patri medzi biopolyméry, ktoré sa nedaju spracovavat metdédou tavenia (melt
spinning), pretoZe nie su tavitelné - bod tavenia hyaluronanu je vyssi ako teplota, pri
ktorej dochadza k jeho dekompozicii. (USA Patent ¢. US 7692000 B2, 2010) Na
pripravu vldkien zaloZzenych na HA sa preto pouziva metdda mokrého zvldkrovania
(wet spinning). Princip metddy je znazorneny na obrdazku 3. (Vehvildinen, Kamppuri,

Grongvist, & Rissanen, 2015)

Roztok polyméru
Mavyijacie valce
! Pumpa =
[
Sudenie
Tryska

Zhernd
Koagulacnad lazei Yymyvacia lazen cievka

Obradzok 3: Diagram mokrého zvidkriovania (Chung, Kang, Kwon, Shin, & Lee, 2007)
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Mokré zvldknovanie je najstarSou metddou zvldkriovania polymérov. Pre hyaluronan
bola vyvinutd v rokoch 1960 — 1970 na pripravu tenkych filmov s orientovanou
Struktdrou. (Rupprecht, 1979) Pri mokrom zvldkriovani je roztok polyméru
pumpovany urfenou intenzitou cez zvldknovaciu trysku, ktorda je kompletne
ponorena do koagula¢ného roztoku. Pri koagulacii dochddza k fdzovej separacii
jednofazového roztoku polyméru na pevny polymér a rozpustadla polyméru. Roztok
polyméru koaguluje okamzite po tom, ako sa dostane zo zvldknovacej trysky do styku
s koagulaénym roztokom. Vznikajuce koagulované vlakna su tahané navijacou
cievkou a vedené cez roztahovaciu zénu a vymyvacie roztoky. Vldkna su potom
navijané na zbernu cievku bud ako jedno nekonecné vlakno alebo ako staplové
vldkna, kedy je spriadacie vlakno strihané na pozadovanu dizku. Vldkna su

v poslednom kroku susené do konecnej podoby. (Vehvildinen) (Wilkes, 2001)

Extrazia roztoku polyméru modzZe prebiehat priamo cez trysku do koagulacného
roztoku, alebo prechodom cez kratky uUsek vzduchu Tato metdéda sa nazyva
zvlaknovanie z roztoku za sucha (dry-jet wet spinning). (USA Patent ¢. US3767756 A)
Wet spinning sa ¢asto poziva na produkciu vldkien z prirodnych polymérov so silnymi
medziretazcovymi silami, ktoré su dosledkom pritomnosti hydroxyl, acetamido
a amino skupin, ¢o im zvySuje teplotu tavenia nad ich teplotu degradacie. Medzi
takéto polyméry patri napriklad chitin, chitosan a kyselina hyaluronova. (Reis &

Tuzlakoglu, 2004)

6.6 Metdda povrstvovania (dip-coating)

Dip coating je proces, pri ktorom je substrat ponoreny do tekutého média
a vytahovany definovanou rychlostou pri kontrolovanej teplote a atmosférickych
podmienkach, ktoré ovplyvriuji proces vyparovania rozpustadla, ¢o vedie
k vytvoreniu tenkej vrstvy na povrchu substratu. (Attia, Wang, & Wu, 2002)
V medicinskych aplikdcidch sa dip coating najcastejSie pouziva na povrstvovanie
katétrov, stentov, Sicich niti a zdravotnickych prostriedkov pre krytie ran, ktoré
obsahuju aktivne latky ako striebro, trombolytika, antibiotika, antikoagulancia,

protizapalové latky a antiseptika. (Lambert, Tang, & Rogers, 2001)
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Dip coating moZno rozdelit na pat zakladnych krokov: ponorenie, zaciatok
vytahovania (start-up), depozicia, drendz a vyparovanie. Pri pouZiti prchavych
rozpustadiel, ako napriklad alkohol, sa vyparovanie sa spravidla odohrava pri start-
upe, depozicii a drendzi. Pri kontinudlnom dip coatingu je proces jednoduchsi,

pretoZe separuje fdzu ponorenia od ostatnych krokov a fazu drenaze “skryva“

v nandsanej vrstve.

V prvej faze je substrat ponoreny do roztoku povrstvovacieho materidlu pri
definovanej rychlosti. V start-up faze zostava chvilu substrat v roztoku a zacina byt
vytahovany, ¢im sa na povrchu substratu vytvara tenkd vrstva povrstvovacieho
roztoku (depozicia). Prebyto¢ny roztok odtecie alebo odkvapka. Nakoniec sa po
vypareni rozpustadiel na substrate vytvori tenky povrchovy film nanasaného roztoku.
Vsetky kroky procesu suU zobrazené na obrdzku 4. (Brinker & Scherer, 1990)

(Rahaman, 2006)
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Obradzok 4: Fazy procesu povrstvovania substrdtu (a-f). a) ponorenie, b) zaciatok
vytahovania vldkna, c) depozicia, d) drendz, e) vyparovanie, f) schéma kontinudineho
procesu povrstvovania (Scriven, 1988)
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Problematika hribky nanasanej vrstvy bola detailne skimana zaciatkom Styridsiatych
rokov Landauom, Levichom a Derjaguinom, ktori zistili, Ze hrdbka vrstvy nanesenej
na substrate zdavisi na rychlosti vytahovania substratu z povrstvovacej kvapaliny (U)
a geometrii substratu pri nizkych hodnotéch (< 103) kapilarneho ¢islaC=n U/ y <1,
kde y je povrchové napdtie a 7 je viskozita povrstvovacej kvapaliny. (Krochta &

Cisneros-Zevallos, 2003)

Celkova hrubka povrchovej vrstvy (H) tekutého média, zachytend na substrate, zavisi
od viacerych faktorov a z fyzikalneho hladiska je potrebné zahrnat do rovnice tychto
¢initelov: rychlost vytahovania substratu z kvapaliny (U), viskozitu (7 ) a hustotu ( p)
povrstvovacej kvapaliny, povrchové napatie na rozhrani medzi kvapalnou a plynnou

fazou (), a gravitacné zrychlenie (g). (Berkenbusch, Cohen, & Zhang, 2008)

2/3
H=094—1"0)

Vv '(p'g)l/z W
Tato Landau-Levich-Derjaguinova rovnica je velmi dobre aplikovatelna pre uniformné
vrstvy na povrchu substratov v tvare dosky alebo cylindrickych telies, pricom
z teoretického hladiska poskytuje vysoku presnost predikcie hribky povrchovej
vrstvy. V skutoc€nosti je potrebné do Uvahy zahrnut aj gelaciu nanasaného média,
rychlost vyparovania rozpustadiel, a vonkajsie faktory, ako su teplota a atmosférické

podmienky pocas procesu povrstvovania. (Chengbin, Xiujian, & Haizheng, 2006)

Hlavhym cielom pri povrstvovani substratov je dosiahnut rovnomernu vrstvu na
povrchu substratu a zvysit adhéziu medzi substratom a povrstvovacou kvapalinou.
Toto je moiné dosiahnut bud zmenou povrchovych vlastnosti substratu, alebo
vhodnou upravou zloZenia povrstvovacej kvapaliny. V oboch pripadoch dochdadza
k zmene povrchovej energie a tiez k zmene polarity povrchu pomocou surfaktantov.
Surfaktanty su amfifilné molekuly s hydrofilnymi a hydrofébnymi doménami a su
povrchovo aktivne, takie mozu vyrazne ovplyvnit povrchové vlastnosti rozhrani.
Prostrednictvom adsorpcie na povrchu redukuju tieto molekuly povrchové napatie.

Tradi¢ne pri povrstvovani moZno pouzit vsetky tri typy surfaktantov: anionické
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surfaktanty so zapornym ndbojom, neionické surfaktanty bez elektrického naboja
a kationické surfaktanty, ktoré nesu kladny naboj. (Adamson & Gast, 1997) (Scheid,
Delacotte, & Dollet, 2010)

Nanasanie surfaktantov na povrch vldkien v réznych koncentrdciach nad a pod
kritickou miceldrnou koncentraciou (CMC) bolo predmetom skimania vo viacerych
Studiach. Vo vSeobecnosti bolo pozorované, Ze pritomnost surfaktantov v roztoku
pod CMC zvySovala adhéziu nandsanej vrstvy k vldknu a tym aj hrubku povrchového

filmu na vldkne v porovnani s Cistym roztokom. (Theander, 2006)

Tento jav je spdsobeny Marangoniho efektom, pri ktorom hra hlavnua tlohu rozdielna
koncentracia surfaktantu medzi meniskom a kontinudlnym filmom nand$anom
pozdiZ vldkna. To vedie k zvy$eniu trakcie v smere tahu vlakna a zhrubnutiu nanasanej
vrstvy. Cim vy33i rozdiel je v koncentraciach surfaktantu medzi meniskom a povrchom
vldkna, tym vyssi je vplyv Marangoniho efektu, ¢o pozitivne ovplyviiuje mnozZstvo

vrstvy na vlakne.

MnozZstvom surfaktantu nemusi nevyhnutne zvySovat hrdbku povrchového filmu na
substrate. Ak je koncentrdcia surfaktantu rovna alebo presahujica CMC, moze
dochadzat k zniZovaniu hrubky nanasanej vrstvy. Tento fakt bol vysvetleny
formovanim micél po dosiahnuti CMC, ktoré su v konstantnej dynamickej rovnovahe
s volnymi monomérmi surfaktantu. (Danov, Kralchevsky, & Ananthapadmanabhan,
2014) Micély ktoré sa nachadzaju v blizkosti rozhrania sluzia ako rezervoar volnych
monomérov, ktoré sa adsorbuju na povrchu a vytvaraju uniformnejsiu distribdciu
surfaktantu v porovnani s koncentraciami surfaktantu pod CMC. Nasledne dochadza
k redukcii Marangoniho efektu a poklesu hribky nandsanej vrstvy. Tento efekt bol
pozorovany pri pouZziti surfaktaktov Triton X-100 a dodecyl sulfatu sodného (SDS).
(Yang & Mao, 2014) Princip nandsania vrstvy na vlakno s pouzitim surfaktantu je

zobrazeny na obrazku 5.
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Obrdzok 5: Vidkno prechddzajluce cez tekutu Idzen. Naznacend je pritomnost surfaktantov
na rozhrani, micél a monomérnych jednotiek polyméru. (Shen, Gleason, McKinley, & Stone,
2002)

Hlavnymi vyhodami metddy je mozZnost nanesenia obojstranne tenkej vrstvy na
substraty takmer akychkolvek tvarov a velkosti a vdaka jednoduchému nastaveniu
parametrov procesu je mozné dosiahnut nanesenie velmi kvalitnej a uniformne;j
vrstvy v pozadovane] hrdbke. Pri pouZiti tejto metddy je jednoduché udrZiavat
kontamindciu prostredia a mnoistvo odpadovych produktov na minime, je
ekonomicky nenaro¢na, automatizovatelnd s vysokou produkénou rychlostou
a efektivitou. Medzi nevyhody patri neustdla kontrola viskozity povrstvovacej
kvapaliny a hrdbky nandsanej vrstvy, rovnako nie je vhodna pre perforované
substraty a predmety s dutinami. (Richardson & Lokensgard, 2004) (Thomas, 1994)
(Takahashi & Wada , 1990)
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6.7 Kyselina listova
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Obrdzok 6: Kyselina listova (Taylor & May, 2008)

Kyselina listova (FA) je syntetickou formou foldtu, esencidlneho vitaminu B, tiez
nazyvana pteroylglutamova kyselina alebo vitamin B9. FA je v ludskom tele
konvertovana na 5-methyltetrahydrofolat, ktory je formou folatu prirodzene sa
vyskytujuceho sa v prirodnych zdrojoch, najma v zelenine, ovoci, strukovinach a obili.
FA sa zucastiuje na replikacii DNA a RNA pri deleni buniek, syntéze, oprave
a metylacii DNA, histéonov a niektorych proteinov. Jeho nedostatok méze viest
k vyvojovym porucham u vyvijajucich sa embryi a k megaloblastickej anémii
v akomkolvek veku. Suplementy s obsahom FA sa pouzivaju v prevencii a lieCbe
folatovej nedostatocnosti a v prevencii neZiaducich Uéinkov v suvislosti
s antifoldtovou medikaciou. FA sa podava vacsinou perordlne vo forme tabliet,

kapsul, tiez intravendzne. (Wien, a ini, 2012)

Biologicky aktivnou formou kyseliny listovej je tetrahydrolistova kyselina (THFA),
ktora vznika dvojstupnovou redukciou folatu pomocou dihydrofolat reduktazy. THFA
hraje klucovu ulohu v transfere jednouhlikatych funkénych skupin - ako napriklad
methyl, methylén a formylovych skupin — do esencialnych substratov podielajucich
sa na syntéze DNA, RNA a proteinov. THFA sa tiez zucastfiuje na enzymatickych
reakciach nevyhnutnych pri syntéze purinu, tymidinu a aminokyselin. (Coffey-Vega &

Gentili, 2015)
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Tehotné Zeny su najrozsirenejSou skupinou v populdcii, ktorej sa odporuica pravidelné
podavanie FA. Nizky prijem FA (ale nad klinicky deficit) pocas tehotenstva zvySuje
riziko poruchy vyvoja neurdlnej trubice u vyvijajuceho sa embrya. Vyznam kyseliny
listovej v prevencii defektov neuralnej trubice je v sucasnosti jednoznacne dokdazany.
Vyvoj neurdlnej trubice sa u plodu beZzne konci do 28. difia po pocati, teda uz v obdobi,

ked vacsina zien este nevie o tom, Ze je gravidna. (Kovacs, 2008)

ZvySeny prijem FA v tehotenstve sa odporuca jeden mesiac pred planovanym
zaCiatkom tehotenstva az do konca prvého trimestra. V tomto obdobi je najvacsie
riziko poruchy neurdlnej trubice. (De-Regil, Fernandez-Gaxiola, & Dowswell, 2010)
Najnovsie vedecké poznatky ukazuju, Ze optimdlna koncentrdacia FA v krvi potrebna
k prevencii vrodenych poruch je 1000 nmol/l a trva 12 tyidrov, kym je
suplementaciou 400 pg FA na den tato hladina dosiahnutd. (Cawley, Mullaney,

McKeating, & Farren, 2015)

Kyselind listova je ligand s vysokou afinitou k folatovym receptorom, ktoré su vo
vysokej miere vytvarané u niektorych typov rakovinovych buniek, napriklad
u ndadorovych buniek vajecnikov a plidc, no v beznych zdravych bunkach su
nepritomné. (Zorzi, Seijo, & Sanchez, 2015) FA znizuje hladiny homocysteinu, ktory je
¢asto spdjany so vznikom kardiovaskuldrnych choréb, preto bol tiez pouzivany
u pacientov so zvysenym rizikom kardiovaskularnych udalosti. Ziadne pozitivne
ucinky suplementacie FA vSak u tychto pacientov nedokazali. FA sa tiez zucastnuje na
syntéze nukleotidov a aminokyselin, vratane metioninu. Pri nedostatku folatu sa
syntéza, metylacia a oprava DNA obmedzi a vysledna nestabilita DNA zvySuje riziko
vzniku rakoviny. V poslednych rokoch sa preukazalo, Ze suplementacia FA mébze
zvy$ovat riziko vzniku rakoviny. Studie, v ktorych bola FA pacientom podavana
s cielom redukovat hladiny homocysteinu ako sekundarnu
prevenciu kardiovaskuldarnych prihod ukazuju, Ze vysoké hladiny folatu mozu
podporovat progresiu preneoplastickych a nediagnostikovanych neoplastickych lézii.

(Crider, Cordero, Ping Qi, & Mulinare, 2013)
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6.8 Testovanie disolucie

Disolucia je postup, ktory slUZi na zistovanie mnoZstva aktivnej latky uvolfiovanej
z roznych liekovych foriem, pouZitim zndmeho objemu disoluéného média
a stanoveného casu. Hlavnou ulohou disolu¢nych testov je ziskanie informdcii
o charaktere uvolfiovania aktivnej latky z konkrétnej liekovej formy produktu pri

Standardizovanych podmienkach.

Disolu¢né studie hraju doélezita ulohu pri rutinnom testovani kvality produktov, kde
je potrebné zabezpecit adekvatnu liberaciu lieciva s vysokou reprodukovatelnostou
a vo vsetkych fazach vyvoja novych lieCiv. Ide o klucové metddy na urcovanie
fyzikalnych zmien lieciv a ich stability v liecivych pripravkoch. Disolu¢né skusky su
oficidlne metddy pouzivané liekopismi pre hodnotenie uvolfiovania lieiv z pevnych
a polopevnych liekovych foriem. Medzindrodny liekopis oficidlne udava kosickovu
a padlovud metddu ako dve zakladné metddy vyuzivané pri disolucii pevnych oralnych
liekovych foriem. Dalsie dve metddy pouzivané pri disoltcii tychto liekovych foriem

su prietokova cela a vratny valec. (WHO, 2015) (Sree Lakshmi & Badarinath, 2013)

Cesky liekopis v su&asnosti stanovuje disoliciu perordlnych liekovych pripravkov
v jednom zo Styroch pristrojov — pristroj s koSickom, padlom, vratnym valcom
a prietokovou celou. Pri vykondvani disoluéného pokusu a stanovovani mnoZstva
aktivnej latky je potrebné Specifikovat typ pouZitého pristroja, zloZenie, objem
a teplotu disolu¢ného média, rychlost otacania alebo prietok média celou,
podmienky priebeiného sledovania, metéddu a mnoistvo odoberaného média,
¢asové intervaly v ktorych sa bude vzorka odoberat na analyzu a metédu pomocou
ktorej bude analyza prebiehat. V urcenych c¢asovych intervaloch sa vzorky
rozpustenej aktivnej latky odoberaju a nahradzuju sa rovnakym objemom cerstvého
média, pripadne sa mdze pocitat s ubytkom média. Pri pouZiti zariadenia pre
automaticky odber vzoriek sa disolu¢né médiu vracia spat a preto ho nie je potrebné

doplriovat. (Cesky lékopis, 2017)

U disoluénych testov lieciv, ktoré budu in vivo vystavené réznym hodnotam pH, je
vyhodné pouzZivat modifikovanu disoluénd metédu s meniacimi sa hodnotami pH,

ktora presnejsie zohladriuje podmienky, v ktorych sa lieCivo nachadza. Medzi tieto
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lieCiva patria najma perordlne podané lieky, ktoré prechadzaju gastrointestindlnym
traktom (GIT). Z tohto dévodu je vhodné upravit metédu tak, aby napodobnovala
zotrvavanie liekovej formy v kazdej casti GIT a tak lepSie simulovala redlne
podmienky. (Dvorackova, Rabiskova, & Bautzova, Disoluéni studie v hodnoceni

peroralnich 1€kl s fizenym uvolfiovanim léciva, 2011)

Disolucné skusky boli pévodne vyvinuté pre kvantifikdciu mnozstva uvolnenej API
z pevnych liekovych foriem — tabliet a kapsul - s okamzitych aj postupnym
uvolfiovanim. Neskor nadobudla disolucia Sirsi vyznam tiez pri testovani novsich
a pokrocilejsich liekovych foriem. V sucasnosti sa disolucia pouziva pri hodnoteni
praskov, Zuvacich, bukdlnych a sublingualnych tabliet, Zuvacich gum, Zelatinovych
kapsul, ¢ipkov, transdermdlnych naplasti, aerosolov, imlantatov, mikrocasticovych
injekénych preparatov a polopevnych liekovych foriem, ako st napriklad masti, krémy
a gély. Kvoli zasadnym rozdielom vo formulacii tychto liekovych foriem, ktoré vedu
k velmi rozdielnym fyzikdlne-chemickym vlastnostiam s rozdielnym charakterom
liberacie API, nie je moZné pouzivat jeden hodnotiaci systém, ktory by bol pouzity pre
Studovanie liberacnych vlastnosti lieCiva pre kazdu liekovd formu. Z tohto dévodu sa
v praxi uplatiuju rozlicné aparaty, metédy a techniky, ktoré su najviac vhodné pre
danu liekovd formu, pripadne pre individualny produkt, a najlepsie zodpovedaju
Specifickym vlastnostiam pripravku. (Azarmi, Roa, & Lobenbe, 2007) (Dyas & Shah,
2007)

Vo vSeobecnosti, zakladné principy disolu¢nych testov pre pevné peroralne liekové
formy by mali byt rovnako aplikovatelné aj pre in vitro testy novsi a pokrocilejsich
liekovych foriem. Primarny ciel tychto testov je analogicky k tomu pre pevné liekové
formy — vyuzitie pre biofarmaceuticku charakterizdciu produktu a prostriedok pre
zabezpecenie konzistentnej kvality produktu alebo Sarze pri pouziti Specifickych
kritérii hodnotenia. Kvoli roznym vlastnostiam tychto liekovych foriem a ich miestam
aplikacie, je doélezité, aby aparat, zloZzenie disoluéného média, rychlost prietoku, pH
a teplota boli zvolené vzhlfadom na zamyslany spdsob pouzitia. Pri takto zvolenych
podmienkach musi disolu¢na metdéda poskytovat presné a reprodukovatelné udaje,

zarucit kvalitu hodnoteného produktu a umoznit ¢o najlepsiu interpretaciu ziskanych
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dat o produkte vo vztahu k in vivo prostrediu. (Siewert, Dressman, Brown, & Shah,

2003)

6.9 Disolucia z polymérov

V oblasti kontrolovaného uvolfiovania APl je znalost disollcie aktivnej latky
z polyméru velmi dolezitd. Idealny systém s kontrolovanou liberaciou API poskytuje
lieCivo len ked' je to nevyhnutné v konkrétnom mieste uc¢inku a davka APl uvolhend
z polyméru je minimalna pre dosiahnutie terapeutického efektu. (Narasimhan &

Mallapragada, 1998)

V ramci tohto systému je aktivna latka je rozpustend alebo dispergovana
v polymérnej matrici. Ked je systém v pritomnosti polymérneho rozpustadla,
dochadza k bobtnaniu a zvySovaniu mobility APl, ¢o umoZiuje jej difundaciu
z polymérneho systému do okolitého prostredia. Najnovsi vyvoj systémov pre
kontrolované uvolfiovanie terapeuticky ucinnych latok naznacuje, Ze tieto systémy
v prostredi in vivo a in vitro nielenze v tele zvySuju stabilitu ochranou nestabilnych
lieCiv od nepriaznivych podmienok, ale tiez zvySuju dobu zotrvania lieéiva v mieste
aplikacie a c¢as, po ktory tam lieivo posobi v jeho aktivnej forme. Preto vhodnou
volbou polymérneho systému mozno poskytnut API, ktoré by inak kvoli ich nestabilite

alebo nizkej biodostupnosti nebolo mozné pouzit. (Lee & Good, 1987)

Disolucia liediva z polyméru je spojend s procesom rozpustania polyméru, ktory
zahrriuje dva transportné procesy — difuziu rozpustadla a rozpletenie retazcov
polyméru. Ked je nesietovany, amorfny polymér v kontakte s termodynamicky
kompatibilnym rozpustadlom, rozpustadlo bude difundovat do polyméru. Takto
vznikad nabobtnal3, gélu podobna vrstva, ktora je formovana s dvoma samostatnymi
rozhraniami — jedno medzi krystalickym polymérom a gélovou vrstvou a druhé medzi
gélovou vrstvou a rozpustadlom. Po ¢ase sa polymér rozpusti, no stava sa, Ze polymér

praskne a Ziadna gélova vrstva sa nevytvori.

Dva faktory ktoré najviac ovplyvriuju stabilitu polyméru si jeho schopnost
absorbovat rozpustadlo a intenzita diflzie rozpustadla do polyméru. Povrchova

Struktira polyméru sa postupne meni, ked sa rozpustadlo snazi preniknut do
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polyméru. Pri dalSej penetracii solventu, polymér zvacSuje svoju nabobtnalu
povrchovu vrstvu, do chvile, kym sa nedostane do stavu, Ze je transport
makromolekdl z jeho povrchu do rozpustadla zastaveny. Nakoniec dochadza

k desorpcii solvatovanych makromolekul z polyméru do rozpustadla.

Cisty polymér v krystalickom stave obsahuje urcity volny objem vo forme kanalikov
molekularnych rozmerov. Prvé penetrujice molekuly rozpustadla infiltruji polymér
cez tieto kanaliky a zacinaju difizny proces bez nutnosti vytvarat nové cesty, ktorymi
by prenikli dovnutra. Po prieniku rozpustadla dochadza k formovaniu systému
polymér-rozpustadlo a polymér zacina bobtnat. Postupne sa vytvara gélova vrstva
polyméru, ktora obsahuje nabobtnaly polymérny material a vrstva rozpustadla, ktora
prechadza do cCistého rozpustadla. (Duda, 1985) (Ouano, 1982) (Bonaccurso &
Pericet-Camara, 2016)

Infiltraind |Habobtnald] Gilova | Teluti Cisté

Folymér wrstva yrativa vrstiva vrstra  [rozpaitadlo

Obrdzok 7: Schématické zobrazenie kompozicie povrchovej vrstvy (Miller-Chou & Koenig,
2003)

Jeden z hlavnych faktorov, ktory ovplyvriuje rozpustnost polyméru je molekulova
hmotnost. Je velmi dobre zname, Ze rychlost rozpustania sa spomaluje s narastajicou
molekulovou hmotnostou. Disoltcia je kontrolovana rozpletanim retazcov polyméru,
¢o je funkciou molekulovej hmotnosti. Vacsie molekulové hmotnosti vacsi stupen
rozpletania a bobtnaju viac ako mensie retazce pred samotnou disoltciou.
Rozpustnost mbze ovplyvnit aj polydisperzny index. UZ v roku 1989 boli skimané
vzorky polyméru s rovnakou molekulovou hmotnostou ale réznym stupriom
polydisperzity a vysledkom bolo, Ze polydisperzné vzorky sa rozpustali dvojnasobne

rychlejSie ako monodisperzné. (Manjkow, Papanu, & Hess, 1987)

Okrem molekulovej hmotnosti, mozno disoluény proces ovplyvnit tiez chemickym

zloZzenim jednotlivych retazcov, ich zoskupenim, stereochémiou, volbou vhodného
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rozpustadla, a externych parametrov, ako su napriklad agitacia a frekvencia miesania,

teplota, pritomnost enzymov alebo radiacia. (Ueberreiter, 1968)

Retfazce
7 polyrméry™

1) Polymér pridany do 2) Nabobtnanie 3) Disolicia polyméru
rozpaitadla polyméru

Obrdzok 8: Disolucia polyméru (George, S.A.Kanavade, Barsode, & Mhaske, 2006)

Obrazok ¢islo 8 zobrazuje dve zakladné fazy disolucie polyméru. V prvej faze — po
pridani polyméru do rozpustadla — difunduje solvent pomaly do polyméru a vytvara
nabobtnaly gél. Pocas bobtnania, molekuly rozpustadla prechadzaju do polymérnej
matrice, zatial ¢o molekuly polyméru zostavaju v polymérnej matrici a neprechadzaju
do rozpustadla. Tym sa zvysuje objem polyméru. Ako bobtnanie pokracuje, stale viac
a viac polymérnych retazcov sa oddeluje z matrice a pomaly sa uvolfiuju do
rozpustadla, ¢im nakoniec v druhej faze vznikne polymérny roztok. (Jail & Kulkarni,

2009) (Teegarden, 2004)

Kvoli Brownovmu pohybu a termodynamickej energii menia molekuly v roztoku
neustdle svoj tvar. Preto sa velkost retazca nedd presne uréit a vychadza zo
Statistickych predpokladov a priemernych rozmerov. Ak by bola molekula Uplne
natiahnuts, jej velkost by sa dala jednoducho vypoéitat z dizok jednotlivych vazieb
a ich uhlov. Takyto pripad sa vsak readlne nevyskytuje, preto sa velkost u beznych
polymérov vyjadruje strednou vzdialenostou medzi koncami retazca, r?, a gyraénym

polomerom z hypotetického centra gravitécie, s%. (Su, 2013)
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Obrazok 9: Schématické zobrazenie nahodného klbka, r = vzdialenost oboch koncov retazca,
s = gyracny polomer (Stevens, 1999)

Tvar molekuly retazca polyméru je sféricky a nahodne usporiadany do tvaru, ktory je
nazyvany nahodné kibko. (Gupta, 2010) Cim vy3iia je afinita rozptstadla k polyméru,
tym vadsie je nahodné kibko a tym vadsi je aj hydrodynamicky polomer (radius),
pretoZe sa zvacSuje polomer sféry. Ako sa interakcia rozpustadlo — polymér znizuje,
intramolekularne sily sa stavaju dolezitejsie, ¢o vedie k zniZzeniu hydrodynamického

polomeru. (Puskas, 2013)

Velkost ndhodného kibka daného polyméru je zavisla na volbe rozpustadla (Obrazok
¢. 9). Dobré rozpustadlo rozpina kibko, slabé rozpustadlo kibko zmrituje. Medzi
tymito dvoma extrémami sa nachadza tzv. theta rozpustadlo (®-rozpustadlo). Na
retazec polyméru, ktory je v @-rozplstadle, pbsobia intermolekularne
a intramolekularne interakcie rovnakou silou. Takyto solvent je povaZovany pre
polymér za ,idedlny“, pretoZe tu nie su Ziadne pritaZlivé ani odpudivé interakcie
medzi jednotlivymi segmentami retazca. V tomto rozpustadle neinteraguju retazce
medzi sebou ani pri ndhodnom stretnuti a tieZ nedochadza k ich vzdjomnému
pbdsobeniu. V dobrom rozpustadle sa jednotlivé segmenty retazca od seba odpudzuju,
kibko bobtna a rozpina sa. Na druhej strane, v zlych rozpustadlach, ¢asti retazca sa
vzajomne pritahuju a kibko sa zmrétuje. Ak je interakcia segment-segment prili$ silna
kvoli idnovym, van der Waalsovym, hydrofébnym interakciam alebo vodikovym
mostikom, kibko sa zmréti natolko, Ze vytvori kompaktnu $truktdru (napr. globuldrne

proteiny a DNA). (Cowie, 1991)
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Slabé rozpustadlo mozno premenit na dobré rozpustadlo pridanim nejakych latok
alebo zvysenim (alebo zniZzenim) teploty nad (alebo pod) urcitu kriticki hodnotu,

znamu ako theta teplota (Te ale bo iba @), pri ktorej sa a = 1. (Gedde, 2013)

a) b) c)
DOBRE ROZPUSTADLD

THETA ROZPUSTADLD

SLARE ROZPUSTADLD

Globula Nahodné kibka Expandované kibko

Obrdzok 10: R6zne stddid izolovaného polymérneho retazca v roztoku, kaZdy retazec je
zloZeny z n monomérnych jednotiek o dizke | a $irke o. (a) globula (b) ndhodné kibko (c)
expandované kibko (Israelachvili, 2011)
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7 Experimentalna ¢ast
7.1 Pouzité suroviny

Vlakno z nativneho hyaluronanu, MW 650 kDa — Contipro Biotech s.r.o., Dolni
Dobroug, Ceska republika

Hydrofobizovana sol kyseliny hyaluronovej, MW 83 kDa — Contipro Biotech s.r.o.,
Dolni Dobroug, Ceska republika

Propylenglykol, min. 99,5% — Penta, Praha, Ceskd republika

Propan-1-ol, p.a., min. 99,5% — Lach:ner, Neratovice, Ceska republika
Demineralizovana voda — Contipro Biotech s.r.o., Dolni Dobroug, Ceskd republika
Lecitin sdjovy granulovany, 2 97% — Acros Organics, Fisher Chemicals Co., USA
Chlorid sodny, p.a. — Lach:ner, Neratovice, Ceska republika

Hydrogenuhli¢itan sodny, p.a. — Lach:ner, Neratovice, Ceska republika

Chlorid draselny, p.a. — Penta, Praha, Ceska republika

Hydrogenfosfore¢nan didraselny trihydrat, > 99% — Sigma-Aldrich, Praha, Ceska
republika

Chlorid hore¢naty hexahydrat, p.a. — Lach:ner, Neratovice, Ceska republika

Trizma base [tris(hydroxymethyl)aminomethane], > 99,9% — Sigma-Aldrich, Praha,
Ceska republika

Kyselina chlorovodikova, 37% — Sigma-Aldrich, Praha,
Chlorid vapenaty, p.a. — Penta, Praha, Ceska republika
Siran sodny bezvody, p.a., min. 99% — Lach:ner, Neratovice, Ceska republika

Kyselina listova, > 97% — Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika

7.2 Pouzité pristroje
Magnetickd mieSacka MR Hei-Standard — Heidolph Instruments, Schwabach,
Nemecko
Analytické vahy Excellence XS 205/XS 204 — Mettler Toledo, Columbus, USA

Zariadenie na dip-coating technoldgiu — Contipro Biotech s.r.o., Dolni Dobroug,
Ceska republika

Rotacny reometer AR-G2 — TA Instruments, New Castle, Delaware, USA

Trepacka IKA, priemer 30 mm — IKA Werke GmbH & Co, Staufen, Nemecko
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Vysokoucinna kvapalinova chromatografia, Shimadzu LC-20AD prominence —
Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonsko

PDA detektor Shimadzu SPD-M20A prominence — Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japonsko

Separacnd koléna LC C-18 Jupiter 4U Proteo 90A, 250 mm x 4,6 mm —
Phenomemmex, Aschaffenburg, Nemecko

Analyticky softvér Shimadzu LabSolutions Multi LC — Shimazu Corporation, Kyoto,
Japonsko

7.3 Pouzité metody
7.3.1. Priprava zaterovej disperzie

Do kadinky o objeme 10 ml bolo navazenych 300 mg hydrofobizovaného derivatu
kyseliny hyaluronovej. Kadinka bola umiestnend na magneticki miesacku a pri
rychlosti mieSania 100 rmp bolo pridané poZzadované mnozZstvo kyseliny listovej. Po
homogenizacii kyseliny listovej v derivate HA bol do zmesi za staleho mieSania
postupne pridany propylenglykol v objeme 3 ml, v ktorom sa derivat s kyselinou
listovou disperguje. Po dispergacii deritatu HA bol objem propylenglykolu doplneny
do celkového mnozstva 8 ml a pridana demineralizovana voda v objeme 2 ml. Zmes
v kddinke bola nepretrzite mieSand na magnetickej mieSacke minimalne 6 hodin tak,
aby vynikol polymérny sliz hydrofobizovaného derivatu kyseliny hyaluronovej

s kyselinou listovou.

7.3.2 Reologické vlastnosti disperzii

Boli pripravené disperzie hydrofobizovaného derivatu kyseliny hyaluronove;j
s kyselinou listovou podla postupu popisaného v kapitole 6.2 a premerané ich
reologické vlastnosti. Merania boli vykonané v usporiadani kuzel-doska pouZitim
rotacného reometru AR-G2 (TA Instruments, USA), pomocou ocelovej geometrie (1°
uhol, priemer 60 mm) pri teplote 25 +0,1°C. Sirka $trbiny bola pri merani 100 pm,
pre-shear trval 30 sekind a ekvilibraény ¢as bol nastaveny na 60 sekind. Merania

prebiehali v rozpati Smykovej rychlosti od 0,01 do 5000 1/s. Pri merani bola
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sledovana zavislost viskozity na Smykovej rychlosti. Vysledky merania reologickych

vlastnosti disperzii si uvedené na obrazku 12.
7.3.3. Povrchova uprava vlakna pred nanesenim disperzie

Vsetky vlakna boli pred procesom povrstvovania upravené tak, Ze na ich povrch bola
nanesena vrstva lecitinu (Acros Organics, USA). Pre tento ucel bol pouzity 0,1% roztok
lecitinu v 80% roztoku propylenglykolu. PoZadované mnoistvo lecitinu bolo
rozpustené v demineralizovanej vode, ktora tvorila 20% z celkového mnoizstva
objemu roztoku. Kvoli zlej rozpustnosti bol lecitin vo vode trepany na trepacke az do
Uplnej dispergacie. Ndsledne bol do zmesi pridany propylenglykol do celkového

objemu.

7.3.4. Povrstvovanie vilakien zaterovou disperziou

Nanasanie disperzie na porvch vldkien bolo uskuto¢nené pomocou prototypového
zariadenia na dip-coating technoldgiu, ktoré bolo vyrobené v Contipro Biotech s.r.o.
(Dolni Dobroug, CR). Cievka s vldknom, ktoré bolo najskdr povrstvené lecitinom, bola
umiestnena do spodného drziaka a vlakno bolo natiahnuté na vrchnu cievku cez dve
pipetové spicky (1 ml a 100 pl), ktoré sldzZili na orezavanie nadbytocnej potahovace;j
disperzie. Tesne pod vyhrevné teleso bola umiestnena alobalova félia, ktora odrazala
teplo a spomalovala zasychanie disperzie na spodnej kladke. Teplota vo vnutri
vyhrevného telesa dosahovala priblizne 230°C a vldkna boli povrstvované rychlostou

1,5 m/min.
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Obrdzok 11: Prototyp stroja pouZitého na povrstvovanie vidkien
7.4 lyber modelovej liecCivej latky

Ako modelova lie¢iva latka bola pouzitd kyselina listova (Sigma-Aldrich, CR).

7.5 Chromatograficka analyza

Shimadzu LC-20AD Prominence (Shimadzu Corp., Kyoto, Japonsko) vybaveny PDA
detektorom Shimadzu SPD-M20A Prominence (Shimadzu Corp., Kyoto, Japonsko) bol
pouzity pre chromatograficki analyzu. Chromatogramy boli ziskané a vyhodnotené

softvérom Shimadzu LabSolutions Multi LC.

Disolu¢né vzorky boli pred nastrekom na chromatograficki kolénu prefiltrované
striekackovymi nylonovymi filtrami s priemerom 13 mm a velkostou pérov 0,22 um.
Na separaciu bola pouzita LC koléna C-18 Jupiter 4U Proteo 90A, 250 x 4,6 mm
(Phenomenex, Aschaffenburg, Nemecko) temperovanou na 40°C £ 0,2°C s pouZitim

octanového pufru a methanolu (10 mM; 2,5 pH) ako mobilnej faze v gradientovej
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elucii (2-12 min gradient 10% - 75% methanolu). Kyselina listova bola premerana pri
vinovej dizke 283 nm a jej priblizny retenény &as bol 9,5 minuty. Objem nastreku na

kolénu bol 10 pl a rychlost prietoku 1 ml/min.

Kalibracna rovnica bola ziskand linedrnou regresiou plochy pod pikom proti
koncentrdcii analytov v koreSpondujlcich Standardnych roztokoch. Ziskana plocha
pod pikom pre jednotlivé roztoky bola porovndvana s pikmi Standardnych roztokov
a pomocou kalibraénej rovnice bolo vypocitané mnozZstvo kyseliny listove]j vo vzorku.
Podmienky stanovenia kyseliny listovej, vratane mnoistva mobilnej faze

v jednotlivych ¢asovych intervaloch gradientu su zhrnuté v tabulke €. 2.

Tabulka 2: Podmienky stanovenia kyseliny listovej chromatografickou analyzou

HPLC Shimadzu Prominence LC-20AD
Koldna C-18Jupiter 4U Proteo 90A (250x4,6mm)
Mobilna faza A =10 mM CH3COONa pH=2.5; B = MeOH

0-2min10%B
2—-12min10-75%8B
Gradient 12-14min75% B
14-17min75-10% B
17-20min10% B

Ostatné podmienky 1 ml/min, 40 £ 0,2°C, 283 nm, 10 pl

7.6 Priprava disolucného média

Disoltcia prebiehala v roztoku simulovanej krvnej plazmy (SBP) o pH 7,25. SBP bola
pripravena pouzitim reagencii uvedenych v tabulke ¢. 3. (Margareth, Loebenberg, &

Almukainzi, 2011)
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Tabulka 3: ZloZenie disolucného média

Chlorid sodny 6,715g
Hydrogenuhlicitan sodny 2,268g
Chlorid draselny 0,225g
R\i/:»tgrg;nfosforeénan didraselny 0,231g
Chlorid hore¢naty hexahydrat 0,311g
1 M kyselina chlorovodikova 39 ml
Chlorid vapenaty 0,292g
Siran sodny 0,072g
tris(hydroxymethyl)aminomethan 6,118 g
Destilovana voda ad 1000 ml

Jednotlivé zloZky boli postupne priddvané do 700 ml destilovanej vody v poradi
uvedenom v tabulke 3, az kym sa kazdd zo zloziek kompletne nerozpustila. Nasledne
bolo upravené pH roztoku na 7,4 pouzitim 1 M kyseliny chlorovodikovej a objem

roztoku bol doplneny destilovanou vodou do 1000 ml.

7.7 Disolucny test

Pre disolu¢né testy boli pouzité vldkna o hmotnosti 0,02 — 0,1 g navaziené
s presnostou na 0,5 mg. Uvolfiovanie kyseliny listovej z vlakien prebiehalo formou
staciondrnej disolucie v inkubatore pri teplote 37+0,5°C. Navazka vldkna bola
umiestnena do kadinky a zaliata 30 ml roztoku SBP, ktord bola dopredu vyhriata na
37°C. Disolucia prebiehala po dobu 168 hodin (7 dni) v uzatvorenych kadinkach. Pre
stanovenie obsahu kyseliny listovej bol v uréenych <¢&asovych intervaloch
automatickou pipetou odobrany 1 ml disolu¢ného roztoku, ktory nebol doplfiovany
cerstvyym médiom. Pred samotnym odberom bolo médium premiesané na
magnetickej miesacke pri rychlosti 200 rpm po dobu 10 sekidnd. Kvéli fragmentacii

vldkna v disolu¢nom médiu a moznosti upchania chromatografickej kolony boli
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odoberané vzorky prefiltrované striekackovym nylonovym filtrom o priemere 13

mm a velkosti pérov 0,22 um.

7.8 lypocet mnozstva FA vo vzorke

Pre vypocet kumulativheho mnozZstva kyseliny listovej uvolneného do disolu¢ného
média v akomkolvek ¢asovom bode bola zistena koncentracia kyseliny listovej vo
vzorke vyndsobend objemom disolu¢ného média. V pripade viacndsobného odberu
vzoriek bez doplnenia disolu¢ného média boli do vypoctu obsahu FA v celkovom
objeme média zahrnuté korekéné faktory zohladnujuce pokles objemu disolu¢ného
média po kazdom odbere vzorky a stratu aktivnej latky v désledku odoberania
vzoriek v jednotlivych ¢asovych intervaloch. Tato oprava prida spat uz odobrané
mnozstvo aktivnej latky obsiahnuté v objeme kazdého odoberaného vzorku ku

kumulativnemu mnoZstvu vypocitanému v nasledujucich ¢asovych bodoch.

MnozZstvo aktivnej latky ktoré sa straca v dosledku odoberania malého objemu
vzoriek z disoluéného média Vs, je C1 x Vs, kde Ci je koncentrdcia aktivnej latky
v tomto objeme. Do Uvahy bol brany jednak pokles objemu disolu¢ného média po
kazdom odbere, jednak strata kyseliny listovej v dosledku odoberania vzoriek.
Disoluéné hodnoty pre prvé dva ¢asové body boli vypocitané tak, ako je znazornené

v rovniciach 1 a 2 po odbere prvej, resp. druhej vzorky.

mnozstvo rozpustenej aktivnej latky Cix V1 (2)
mnozZstvo rozpustenej aktivnej latky CoxVa+CixVs (3)

V rovniciach 1 a 2, objemy V1 a V2 st objemy disolu¢ného média odoberané v ¢ase
1 a 2. Podobnym spdsobom je po odobrani n-tej vzorky vypocitané mnozstvo

uvolnenej aktivnej latky pomocou vSeobecného vzorca:
CnXVn+Zn_1CiXVS (4)

Pre prvy odber nie je korekcia potrebna. Pre nasledujice odbery sa korekcia stava

dolezitejsia s tym, ako stupa mnozstvo odoberanych vzoriek.
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8 Vysledky

8.1 Reologickeé vlastnosti disperzii

1000
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— —o—FA 3%
(%)
©
o ——FA2.5%
£ 10 .
o FA 2%
<
2 —4—FA 1.5%
1 —+—FA 1%
3%HA
0,1
0,1 1 10 100 1000 10000

$mykova rychlost [1/s]

Obrdzok 12: Reogramy disperzii nandsanych na vidkno

8.2 Disolucia vlakien povrstvenych jednou vrstvou kyseliny listovej

Tabulka 4: Vysledky merania disoltcie FA pri naneseni jednej vrstvy FA

mnoistvo FA v 1 grame vlakna [mg]
¢as [h]

1% FA 1,5% FA 2% FA 2,5% FA 3% FA

0,5 4,56 4,75 4,55 5,59 14,05
1 5,07 4,89 6,64 8,06 17,35
2 5,16 5,10 7,29 9,83 17,57
4 5,27 5,14 7,89 11,20 18,47
8 5,47 5,59 8,60 12,52 19,78
24 5,67 5,78 8,95 12,93 20,23
48 5,74 5,93 9,15 13,05 20,57
72 5,79 5,92 9,34 13,19 20,89
96 5,84 5,95 9,42 13,33 20,93
168 5,93 6,07 9,57 13,45 21,22

46



25

? 2 T —1

g —e—FA 30 mg/ml
% 15 o —®—FA25mg/ml
E 10 FA 20 mg/ml
= —e—FA 15 mg/ml
% 5 fpo—0——"—"° =0 —e—FA 10 mg/ml
£

0

72 96 120 144 168
cas [h]

o
N
S
S
o0

Obrdzok 13: Obsah FA uvolnenej pri disolucii z 1 gramu rézne odstupriovanych vidkien
v priebehu 7 dni
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Obrdzok 14: Obsah FA uvolnenej pri disoltcii z 1 gramu rézne odstupriovanych vidkien
v priebehu prvych 4 hodin

47



8.2.1 Reprodukovatelnhost disoltcie vliakien povrstvenych jednou vrstvou
kyseliny listovej

Tabulka 5: Reprodukovatelnost merania disolucie FA pri naneseni jednej vrstvy FA

mnoistvo FA v 1 grame vlakna [mg]
cas [h]
1,5% FA 2% FA 2,5% FA 3% FA
0,5 10,44 8,77 23,06 22,08
1 10,35 8,96 24,83 21,56
2 10,41 8,79 24,63 21,67
4 10,54 9,19 25,27 22,21
8 10,92 9,27 26,21 22,84
24 11,23 9,68 26,77 24,38
48 11,18 9,70 26,43 21,24
72 9,53 10,11 22,53 20,11
96 9,44 9,93 22,40 19,91
168 9,48 10,29 22,52 20,01
30
T
‘T
c
= 20
< —o—FA 3%
o 15 —e—FA2,5%
>
E 10 M FA 2%
g — ? —e—FAL5%
o) 5
£
0
0 24 48 72 96 120 144 168
Cas [h]

Obrdzok 15: Reprodukovatelnost obsahu FA uvolnenej pri disolucii z 1 gramu rézne
odstupnovanych vldkien v priebehu 7 dni
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Obrdzok 16: Reprodukovatelnost obsahu FA uvolnenej pri disolucii z 1 gramu rézne
odstupriovanych vldkien pocas prvych 4 hodin

8.3 Disolucia vlakien povrstvenych dvoma vrstvami kyseliny listovej

Tabulka 6: Vysledky merania disolucie FA pri naneseni dvoch vrstiev FA

mnoistvo FA v 1 grame vlakna [mg]

cas [h]

1% FA 1,5% FA 2% FA 2,5% FA 3% FA

0,5 9,57 15,50 16,61 28,50 21,98
1 11,27 15,95 19,02 29,90 24,48
2 9,62 16,13 21,22 29,76 25,79
4 10,27 16,17 21,88 30,50 24,12
8 10,33 16,40 22,15 30,50 24,69
24 10,67 16,40 22,50 30,60 26,65
48 10,55 16,40 22,60 30,80 26,66
72 10,78 16,60 23,01 30,90 27,40
96 10,91 16,67 23,27 31,20 27,88
168 11,07 21,80 21,74 28,33 26,53
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Obrdzok 17: Obsah FA uvolnenej pri disoltcii z 1 gramu rézne odstupriovanych vidkien
s dvoma vrstvami v priebehu prvych 7 dni
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Obrdzok 18: Obsah FA uvolnenej pri disoltcii z 1 gramu rézne odstupriovanych vidkien
s dvoma vrstvami v priebehu prvych 4 hodin
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8.3.1 Reprodukovatelnost disolticie viakien povrstvenych dvoma
vrstvami kyseliny listovej

Tabulka 7: Reprodukovatelnost vysledkov merania disolucie FA pri naneseni dvoch vrstiev
FA

mnoistvo FA v 1 grame vilakna [mg]
cas [h]
1,5% FA 2% FA 2,5% FA 3% FA
0,5 14,94 26,50 26,91 35,30
1 14,00 25,07 26,76 36,58
2 13,95 27,10 27,60 35,81
4 14,14 26,90 25,08 29,96
8 14,20 25,06 29,19 35,58
24 15,12 28,68 27,71 27,41
48 14,65 30,00 29,50 38,09
72 13,94 27,65 29,99 38,64
40 —e
g 35
\ i =
':>: 5 ¥ —e—FA 3% x 3%
‘: 20 ——FA 2,5% x 2,5%
% 15 pee——o— 4 FA 2% X 2%
2 —e—FA 1,5% x 1,5%
N 10
c
E 5
0
0 24 48 72
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Obrdzok 19: Reprodukovatelnost obsahu FA uvolnenej pri disolucii z 1 gramu rézne
odstupriovanych vidkien s dvoma vrstvami v priebehu 3 dni
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Obrdzok 20: Reprodukovatelnost obsahu FA uvolnenej pri disolucii z 1 gramu rézne
odstupriovanych vidkien s dvoma vrstvami v priebehu prvych 4 hodin

8.4 Disolucia vlakien povrstvenych dvoma vrstvami kyseliny listovej
a jednou ochrannou vrstvou

Tabulka 8: Vysledky merania disolucie FA pri naneseni dvoch vrstiev FA a jednej ochrannej
vrstvy

mnoistvo FA v 1 grame vlakna [mg]
cas [h]

1% FA 1,5% FA 2% FA 2,5% FA 3% FA

0,5 8,26 12,39 19,24 25,29 27,11
1 8,32 12,95 19,69 26,47 27,44
2 8,42 13,47 19,35 29,33 27,02
4 8,66 13,44 19,47 29,05 27,14
8 8,40 13,25 19,25 28,99 27,25
24 8,41 13,74 20,43 30,32 27,74
48 8,59 13,84 20,39 29,87 28,22
72 8,60 13,55 19,90 30,15 27,00
96 8,55 13,86 20,03 29,96 26,89
168 8,75 14,16 20,57 31,33 28,40
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Obrdzok 21: Obsah FA uvolnenej pri disolucii z 1 gramu rézne odstupriovanych vidkien
s dvoma vrstvami FA a jednou ochrannou vrstvou v priebehu 7 dni
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Obrdzok 22: Obsah FA uvolnenej pri disolucii z 1 gramu rézne odstuptiovanych vidkien
s dvoma vrstvami FA a jednou ochrannou vrstvou v priebehu prvych 4 hodin
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8.5 Disolucia vlakien povrstvenych dvoma vrstvami kyseliny listovej
a dvoma ochrannymi vrstvami

Tabulka 9: Vysledky merania disolucie FA pri naneseni dvoch vrstiev FA a dvoch ochrannych
vrstiev

mnoistvo FA v 1 grame vlakna [mg]
cas [h]
1,5% FA 2% FA 2,5% FA 3% FA
0,5 17,40 18,37 17,50 25,32
1 18,87 19,50 22,18 30,09
2 19,00 18,73 24,11 31,40
4 19,37 18,90 24,55 34,48
8 20,48 19,44 26,34 33,78
24 21,56 20,88 27,80 35,88
48 21,77 17,20 24,80 29,27
72 21,88 17,00 22,76 29,11
96 21,92 17,20 23,03 29,29
168 22,31 17,40 23,41 29,55
40
— 35
£
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Obrdzok 23: Obsah FA uvolnenej pri disolucii z 1 gramu rézne odstupriovanych vidkien
s dvoma vrstvami FA a dvomi ochrannymi vrstvami v priebehu 7 dni
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Obrdzok 24: Obsah FA uvolnenej pri disolucii z 1 gramu rézne odstupfiovanych vidkien
s dvoma vrstvami FA a dvomi ochrannymi vrstvami v priebehu prvych 4 hodin

8.6 Porovnanie reprodukovatelnosti disolucie vlakien povrstvenych
jednou vrstvou kyseliny listovej
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Obrdzok 25: Obsah FA uvolnenej pri disolucii z 1 gramu rézne odstuptiovanych vidkien
povrstvenych jednou vrstvou FA v priebehu prvych 4 hodin
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Obrdzok 26: Reprodukovatelnost obsahu FA uvolnenej pri disolucii z 1 gramu rézne
odstupriovanych vidkien povrstvenych jednou vrstvou FA v priebehu prvych 4 hodin

8.7 Porovnanie reprodukovatelnhosti disoltcie vliakien povrstvenych
dvomi vrstvami kyseliny listovej
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Obrdzok 27: Obsah FA uvolnenej pri disoltcii z 1 gramu rézne odstupfiovanych vidkien
s dvoma vrstvami FA v priebehu prvych 4 hodin
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Obrdzok 28: Reprodukovatelnost obsahu FA uvolnenej pri disolucii z 1 gramu rézne
odstupriovanych vidkien s dvoma vrstvami FA v priebehu prvych 4 hodin
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9 Diskusia

9.1 Priprava disperzie

Mikrovldkna na baze kyseliny hyaluronovej maju podobu nekonecnych
elementdrnych vldkien. Tie mozZu byt pripravené z roznych biologicky odburatelnych
derivatov hyaluronanu, ktoré sa liSia v rychlosti rozpustnosti vo vode, doby resorpcie
v tele a dalsich fyzikalnych a biologickych vlastnostiach. Mikrovlakna mo6zu byt mozu
byt tkané do formy textilnych pletenin, kombinované s nanovldknami alebo pouZité

ako nosice pre postupné uvolfiovanie lieCiv. (Contipro a.s., 2017)

Cielom tejto rigordznej prace bola priprava vlakennych nosi¢ov na baze hyaluronanu.
Vldkna boli pripravené technoldgiou povrstvovania ,dip-coating” a potahované
vrstvou derivatu kyseliny hyaluronovej s modifikovanou rozpustnostou (hydrofébna
Uprava s predpokladanym zniZzenim rozpustnosti). Do potahovanej vrstvy bola
inkorporovana aktivna latka za ucelom cieleného ovplyvnenia jej uvolfiovania. Ako
modelova aktivna latka bola vybrana kyselina listova pre jej vysoku termicku stabilitu
(teplota topenia >285°C) a oranzovu farbu prasku, ¢o zjednodusilo hodnotenie
optickej homogenity vldkien. Jej uvolfiovanie bolo sledované v stanovenych ¢asovych
intervaloch v priebehu 7 dni. Potahovana zmes bola hodnotena z pohladu vhodnych

reologickych vlastnosti.

9.2 Priprava zaterovej disperzie

KedZe pouzitda metdda "dip-coating" neumozriuje regulovat hribku vrstvy na vlakne,
rovnomernost nanasania na vldkno zdvisi od reologickych vlastnosti nanasane;j
potahovej disperzie. KlGéovym faktorom pri povrstvovani vlakna HA je viskozita

disperzii a ich afinita k povrchu vldkna.

Pre zvySenie afinity disperzie k vlaknu bol pouzity 0,1% roztok lecitinu v 80%
propylenglykole. Roztok bol na vldakno nanasany technolégiu dip-coating, teda
rovnakym sposobom ako povrstvovacie disperzie. U¢elom bolo zmenit polaritu
vlakna a zvysit afinitu disperzie tvorenej hydrofobizovanym derivatom HA k vlaknu

vyrobeného z nativneho hyaluronanu.
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Pri nizkej viskozite disperzie dochddza vplyvom Plateau-Rayleigho nestabilite
k vytvaraniu kvapiek na povrchu vldkna vedeného z navijacieho valca (obr. ¢ 30).

(Grubelnik & Marhl, 2005)

e

Obrdzok 29 Obrdzok 30

A —vldkno s disperziou, Tvorba kvapéciek na vidkne

B — nepovrstvené vidkno vplyvom Plateau-Reyleighovej
nestability

Tieto kvapky mozu spbésobit nerovnomernu distriblciu nanasanej disperzie na vldkne.
To by mohlo neskor viest k vykyvom v mnoZstve inkorporovanej aktivnej latky,
pretoze mnozstvo aktivnej latky na vlakne je ovplyviované najma koncentraciou

kyseliny listovej v disperzii.

Preto bolo nutné v ramci predbeznych skusok vybrat zloZenie potahovacej disperzie
a hodnotit jej viskozitu. Disperzie hydrofobizobaného derivatu s obsahom kyseliny
listovej 1%, 1,5%; 2%,2,5%; a 3% boli hodnotené pomocou rotacného reometru
v rozpati Smykovej rychlosti od 0,01 do 5000 1/s. Vysledky merani si zhrnuté na
obrazku 12.
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Zobr.12 je zrejmé, Ze okrem zloZenia zaterovej disperzie bola jej viskozita ovplyvnend
tiez koncentrdciou pridanej FA. Najvyssiu viskozitu mala 1% disperzia a so zvySujucou
sa koncentraciou FA sa viskozita znizovala. Vynimkou boli 1,5% a 2% disperzie, ktoré
mali viskozitu takmer identicku. Takyto vyrazny vplyv FA na viskozitu bol spdsobeny
jej kladnym nabojom, kedy pri nizkych koncentraciach FA dochadzalo k sietovaniu

zaporne nabitého derivatu HA.

Z tohto dévodu bola pouzita 3% disperzia hydrofobizovaného derivdtu HA o MW 83
kDa, ktord pri pomalom vrstveni rychlostou 1,5 m.s™* nevytvarala na povrchu vldkna
kvapocky. Do tejto 3% disperzie bola pridand kyselina listovda v r6znych
koncentrdaciach, pricom viskozita naterovej zmesi sa po pridani FA zvysila, ¢o eSte viac

eliminovalo tvorbu kvapiek a zvySovalo homogenitu vrstvy nanesenej na vldkno.

9.3 Priprava viakien

Priprava vldkien spocivala v nandsani kyseliny listovej vo forme disperzie
hydrofobizovaného derivditu HA na povrch uz hotovych vildkien z nativneho
hyaluronanu. Na obrazku €. 31 je pod elektrénovym mikroskopom zobrazené
patkrat povrstvené vldkno na ktorom mozno pozorovat jemnu vrstvu disperzie o
hrdbke 6 um. Samotné vldkno ma priemer priblizne 100 um. Nerovnomernost a
splosteny tvar vldkna je dosledkom vyrobného procesu pri formovani vlakien. V
zrazacej ldazni nedochdadza k Uplnému stuhnutiu vldkna a pri navijani na zberny valec

sa vlakno splosti.
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Obrdzok 31: Prierez povrstvenym vidknom hualuronanu

Pre studium uvolfiovania FA z mikrovlakien pripravenych metédou dip-coating boli
pripravené vldkna s réznymi koncentraciami FA v povrchovej disperzii a r6znym

poétom potahovacich vrstiev.

Najskor boli pripravené vldkna s jednou a dvomi vrstvami potahovej disperzie.
Vldkna su zobrazené na obrazku ¢. 32 a 33. Ako je mozno vidiet, vldkna s dvomi
vrstvami maju vizudlne sytejSiu farbu a preto mali obsahovat vyssie mnoZstvo

aktivnej latky.
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Obrdzok 32: Pripravené vldkna povrstvené jednou vrstvou aktivnej Idtky v réznych
koncentrdcidch

Obrdzok 33: Pripravené vidkna povrstvené dvomi vrstvami aktivnej ldtky v réznych
koncentrdcidch

Vzhladom na priebeh disoltcie, ako bude diskutované dalej, kedy sa do roztoku
v priebehu prvych 30 minut uvolnilo prakticky celé mnozZstvo aktivnej latky, boli
neskor pripravené vldkna, ktoré okrem vrstvy s lie¢ivom boli potiahnuté eSte jednou
alebo dvomi ochrannymi vrstvami. Ochranné vrstvy boli tvorené Cistou disperziou

hydrofobizovaného hyaluronanu bez obsahu aktivnej latky. D6vodom pre pripravu
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takychto vlakien bol predpoklad, Ze hydrofébna vrstva hyaluronanu spomali
uvolfiovanie aktivnej latky z povrchu vldkna a umoZni tak pripravu vlakien

s postupnym uvolfiovanim.

9.4 Disolucia

Bolo testované uvolfiovanie kyseliny listovej z povrchu vldakna z nativneho
hyaluronanu, ktoré bolo povrstvené hydrofobizovanym derivatom hyaluronanu
o molekulovej hmotnosti 83 kDa. K samotnej disolucii bola pouzitd navazka od 50
mg do 20 mg povrstveného vlakna. Hmotnost vlakna u prvych pokusov bola 50 mg,
pretoze bolo naroc¢né odhadnut ako rychlo sa bude kyselina listova z vldkna
uvolfiovat a bolo potrebné dosiahnut aspon limitnu koncentraciu FA v roztoku pri
prvom odbere. Po prvych vysledkoch bola navazka postupne zniZovana, pretoze

vacSina FA vo vlakne sa uvolnila v priebehu prvej pol hodiny.

Disolucia vlakien trvala 7 dni, t.j. 168 hodin a prebiehala pri teplote 37+0,5°C. Vzorky
boli odoberané v ¢asovych intervaloch 0,5; 1, 2, 4, 8, 24, 48, 72, 96,120, 144 a 168
hodin. Napriek prvym vysledkom, kedy sa FA uvolnila velmi rychlo, tieto ¢asové
intervaly neboli menené, pretoze sa predpokladalo, Ze pouzitim viacerych vrstiev sa
liberdcia aktivnej latky spomali. Odoberany bol objem 1 ml a nebol dopifiany &istym

médiom, ¢o bolo zohladnené pri vypocte mnozstva uvolnenej kyseliny.

Z prvych experimentov bolo zrejmé, Ze napriek pouZitiu hydrofébneho derivatu HA,
jedna vrstva aktivnej latky je prilis tenkd a preto dochadza k velmi rychlemu
uvolneniu FA. Ako je ilustrované na obrazkoch €. 13 -24, koncentracia aktivnej latka
sa po Styroch hodinach uz dalej nezvySovala bez ohladu na pocet povrstvovacich

vrstiev.

K zmene rychlosti uvolfiovania nedoSlo ani pri pouziti ochrannych vrstiev
hydrofébneho hyaluronanu (obr. ¢ 20 — 24), pricom zdkladnym predpokladom bolo,
Ze dalsia hydrofébna vrstva na povrchu viakna spomali uvolfiovanie aktivnej latky.

Pravdepodobnym vysvetlenim tohto faktu je, Ze samotna vrstva disperzie nanesenej
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na vldkna je prilis tenka (obrazok ¢. 31) a neposkytuje dostatocnu bariéru na to, aby

sa aktivna latka uvolfiovala z vlakna postupne.

9.5 Obsah kyseliny listovej vo vidkne

MnozZstvo aktivnej latky vo vldakne bolo sledované kvoli posudeniu rovnomernosti
nandsania disperzie na vlakno. Pre technologické obmedzenia pri povrstvovani
vlakien nebolo mozné kontrolovat hrubku nanasanej vrstvy, preto mnoZstvo kyseliny
listovej na vldkne zaviselo prevazne na afinite konkrétnej disperzie k povrchu vldkien.
Z tohto dévodu boli pre jednu a dve vrstvy aktivnej latky pripravené dve sady vldkien,
aby bolo moZné testovat reprodukovatelnost procesu pripravy a mnozstva kyseliny

listovej vo vlaknach.

Obrazky €. 25 a 26 porovnavaju disollciu vldakna s jednou vrstvou aktivnej latky
v koncentracii 1,5% - 3%. Ako je mozno pozorovat, v prvom pripade bolo najvyssie
mnozZstvo FA vo vldkne FA 3% (18 mg) a so zniZujucou koncentraciou na vldknach sa
mnozstvo FA znizovalo. V druhom pripade bolo najvyssie mnoZstvo FA namerané na
vldkne FA 2,5% (25 mg) a na vlakne FA 3% bol napriek koncentrovanejsej disperzii
mensi obsah aktivnej latky (22 mg). Porovnanim jednotlivych vldkien s rovnakou
koncentraciou medzi oboma SarZzami zistime, Ze druha SarZa obsahuje v kazdom
pripade vyssie mnozZstvo aktivnej latky. Zarazajuci je vSak najma rozdiel v celkovom
obsahu aktivnej latky vo vzorke FA 2,5%, ked' v prva Sarza obsahovala 11 mg a druhd

az 25 mg.

Obrazky €. 27 a 28 zndzoriuju mnozstvo kyseliny listovej vo vlaknach povrstvenych
dvomi vrstvami disperzie. Aj v tomto pripade sa opakovala situdacia, ked jedna Sarza
vzorky FA 2,5% (30 mg) obsahovala vysSie mnozstvo aktivnej latky ako vzorka FA 3%
(24 mg). Rozdiely medzi jednotlivymi vzorkami oboch Sarzi vSak nie su aZ také vyrazné
ako u Sarzi s jednou vrstvou. Celkové mnoistvo kyseliny listovej je u vzoriek s dvomi
vrstvami vyssie ako u vzoriek s jednou vrstvou, avSak tento rozdiel nema linearny
charakter. ZvySenie mnoiZstva aktivnej latky u viakien s dvomi vrstvami je oproti

vldknam s jednou vrstvou priblizne 50% v zavislosti na Sarzi.
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Nerovnomernost mnoiZstva kyseliny listovej je sp6sobend rozdielnym nandsanim
jednotlivych disperzii na vldkno a neschopnostou kontrolovat hrubku vrstvy pri
nanasani povrchovej disperzie. Z prezentovanych vysledkov je tiez zrejmé, ze
reprodukovatelnost pripravy viakien potiahnutych povrchovou disperziou metédou
dip-coating je nizka. Zvy3enie reprodukovatelnosti by bolo moZné dosiahnut Gpravou
technoldgie pouzitej pri priprave vlakien, najma s moznostou kontrolovat hribkou
nanasanej vrstvy. K dosiahnutiu kontrolovaného uvolfiovania aktivnej latky bude ale
nutné vyvinut nové riesenia, ktoré by vyrazne spomalili uvolfiovanie latok z povrchu

vlakien, pripadne inkorporovat aktivne latku priamo do samotného vldkna.
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10 Zavery

Vysledky tejto experimentalnej prace dovoluju sformulovat nasledujuce zavery:

e K priprave mikrovldkien potiahnutych jednou alebo viacerymi vrstvami
zaterovej disperzie s obsahom lieCiva je metdéda dip-coating vo vSeobecnosti
vhodna

e VySSia viskozita zaterovej disperzie je zdsadnd pre eliminaciu tvorby kvapaviek
a homogenitu disperzie na povrchu vldkna. Afinitu hydrofobizovanej
naterovej zmesi na hydrofilné vlakno nativneho hyaluronanu je mozné zvysit
vyuzitim tenzidovych vlastnosti lecitinu.

e Napriek pouzitiu hydrofébneho derivdtu HA ako zakladnej zlozky
obalovacieho nateru su jedna alebo dve vrstvy s obsahom aktivnej latky prilis
tenké na to, aby doslo k spomaleniu uvolnenia lieciva (kyselina listova) z
povrchu vldkna. 40 - 80% z celkového mnozstva kyseliny listovej sa uvolnilo
v priebehu 30 minut

e Bez ohladu na koncentraciu kyseliny listovej vo vlakne a na pocet naterovych
vrstiev, minimalne 90% ucinnej latky sa uvolnilo do 24 hodin

e Povrstvenie vldkna jednou alebo dvoma vrstvami hydrofébneho potahu na
vrstve s lieCivom liberdciu lie€iva neovplyvnilo

e Reprodukovatelnost pripravy vlakien potiahnutim povrchovou disperziou

metddou dip-coating je nizka
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