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ABSTRAKT

Tato bakaléskd prace je zaena na sledovani degradace biokompatibilnich paiyme
Sledovanymi kopolymery byly kopolymer poly(mitée-co-glykolové kyseliny)
a poly(ethylenglykolu) a tyto kopolymery upravengsélinou itakonovou. V této praci byl &en
optimalni analyticky postup pro sledovani degradaeimanych kopolymér

Degradace biokompatibilnich polynigorobihala g teplo& 37 °C v progtedi fosfatového pufru
pii pH = 7,4. Pro stanoveni prodikidegradace byla pouzita vysokainna kapalinova
chromatografie s UV-VIS detekci pomoci diodovéhdepdro stanoveni z&ny molekulové
hmotnosti polymernihorettzce po degradaci byla pouzita gelova permeachromatografie
s refraktometrickym detektorem.

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on biocompatildlyrpers degradation study. Both poly(D,L-
lactic-co-glycolic acid)-g-poly(ethyleneglycol)-gly(D,L-lactic-co-glycolic acid) copolymers and
their forms modified with itaconic acid were moméd. This work verified the optimal analytical
procedure for monitoring the degradation of invgegted copolymers.

Bio-degradation of polymers occured at 37 °C inogghate buffer with pH=7.4. High
performance liquid chromatography with UV-VIS detec of diode-array type was used for
determation of the degradation products. Gel petioreahromatography with refractive index
detector was used for the assesment of the changelecular weight polymer chain after the
degradation.
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1 UVOD

V oblasti vyvoje novych druhpolymeii se v poslednich letech upina pozornost na material
které podléhaji firozené degradaci. Tyto materialy nachézeji svénaymé vyuziti v medicif
zejmeéna pro jejich dkolik nespornych vyhod. Za prvé - nevyvolavaji tévahronické reakce na
cizi €leso gitomné v &le, protoZe jsou postuprvstebavany. Za druhé - neni zafedti nasledné
operace pro odstrani implantatu. Dlezité uplat@ni nachazi také v tkédvém inzenyrstvi, kde se
pouzivaji jako noske burgk. Po vytvdeni nové tka& neni uz ,kostra“ z polymeru p@ba, a proto
je pro tyto @ely pouzivan vsebavatelny material [1].

Snahy o napodobentipdnich materidi, které maji jak hydrofilni, tak hydrofobni viassin
vedly k vyvoji biokompatibilnich amfifilnich syntekych polymet [2]. Do této klasifikace jsou
zahrnuty hydrogely, které mohou byt fyzikalni nedfeemické povahy, se schopnosti absorbovat
vice nez 20 % vody v padru k jejich celkové hmotnosti [3]. Biomedicinskaikpace hydrogel je
velmi Siroka, od kontaktnickiocek pres diagnostické a terapeutické nastroje na imgiénteh
biosenzorech s kratkou nebo dlouhou Zivotnosti.

V posledni dob byly pripraveny tzv. ,chytré” hydrogely, u kterych je jeji gelace zjsobena
externimi podgty [4]. Tato citlivost na okolni prosdi mize bytf#izena zminou teploty, pH,
iontovou povahou, elektrickym polem, rozpaaieém, tlakem, sétlem nebo nagim [5]. Aktualre
se hydrogely ppravuji technikou, ktera je zaloZzena na tesini makromonomér pomoci
fotopolymerizace nebo ips gechodnou fazi mezi roztokem a gelem [6, 7]. Yipad
reverzibilniho procesuipchodné faze je vysledkem gel, ktery méa reverzibilastnosti (sol-gel,
gel-sol). Jednotlivé fiechody mohou byt ovlivmy nag. zmenou teploty. Tyto vlastnosti maji gely
obsahujici hydrofilni poly(ethylen glykol) PEG admgfobni poly(mlénou kyselinu) PLA
a poly(glykolovou kyselinu) PGA [8]. Termoreversiiii gely mohou byt pouzity jako injehi
implantaty[9].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Biologicky rozloziteIné polymery

Pouziti biologicky rozlozitelnych polymierje zantfeno na ii hlavni oblasti: |ékgstvi,
zemedelIstvi a baleni spégbniho zboZzi. Vzhledem k jejich specializovanymstriastem a vysSi
cert za vyrobek se aplikace v oblasti mediciny rozvanainohem rychleji, nez u ostatnich dvou
oborti. Z Iekaskeho hlediska jsou biomaterialy definovany jak&yginé nez potraviny nebo Iéky,
které jsou obsazeny vdeébnych nebo diagnostickych systémech a jsou v kanta €lnimi
tekutinami [10]. Materidl, ktery @Ze byt pouzit pro |ékaké aplikace, musi sfvat fadu
pozadavk. Pati mezi r& biokompatibilita, biodegradace na netoxickeé latkghopnost podporovat
rast burgk. Musi mit mechanickou pevnost, ktera jdedit4 kthem procesu regenerace tkani [11].

Vybér vhodnych polymernich mateniél(ptirodnich nebo syntetickych) pro biomedicinskée
aplikace je i nadale Klovym faktorem @ vytvareni a rozvoji tkdového inZenyrstvi [12].
Syntetické polymery maji pa¥mé dobrou mechanickou pevnost, jejich tvar a rychtogkladu Ize
lehce upravit, ale jejich povrch je hydrofobni asfpada interakci mezi materialem ankami.
Na druhou stranu,ffgodni polymery maji dobré schopnosti pro &me interakce a jsou hydrofilni,
avSak mechanicky jsouiifis kiehké [13]. Vlastnosti biomaterialmohou bytfizeny pomoci
kombinace obou systém

Prikladem jsou rozpustné biologicky rozlozitelné pogry (ve vod nebo v &lnich tekutinach),
které jsowasto pouzivany jako podpora pro zvySeni objemurkrplazmy (dextriny [14], Zelatina
[15], polyethylenglykol (PEG), atd.), pro detoxikaela (nag. polyvinylalkohol [5] nebo pro
systémy podavani lék (nag. poly(e-aminokyseliny)). Nerozpustné biologicky rozlozitél
polymery (hydrofobni nebo ze&sivané) se néastji pouZivaji jako tk&dové implantaty (nap
kolagen, chitosan) nebo pro makromolekularni sygtpadavani lék. Polyuretan mize byt pouzit
jako tk&ové pojivo. Vice jsou ale vtkédvém inZenyrstvi pouzivané polyestery, inap
semikrystalicky poly¢-kaprolaktan) a polyhydroxykyseliny), polymery a kopolymery zalozené
na semikrystalické nebo amorfni kysélimléné (PLA) a semikrystalické kysetinglykolovée
(PGA).

2.1.1 Syntetické biologicky rozloZitelné polymery

Obecnr Izetici, Ze celdada girodnich, syntetickych a biosyntetickych polyiingg biologicky
i enviromentald odbouratelna. Polymery, jejichz zaklade&zec obsahuje pouze uhlikové atomy,
se degraduji obtiZji nez polymery, které obsahuji heteroatomy. Tohmminnatku se cilénvyuziva
a degradovatelnostithe byt do polymeru projektovan&gnym zéazenim chemickych vazeb jako
nag. anhydridi, esteti nebo amid.

Mechanismus degradace potom &pa pedevsim v hydrolyze,tajiz nekatalyzované nebo
spojené s enzymatickou katalyzou. &stkdku hydrolyzy dochézi k roZgeni polymernihdetzce
a postupné degradaci. Biodegradabilni polymery y&lrdlyzujicimi chemickymi vazbami jsou
intenzivré zkoumany nejen pro biomedicinské, farmaceutickireengdélské (Eely, ale také pro
vyuziti pii vyrobé obali. Aby néjaky material mohl byt pouzit v I€kstvi nebo pro cilenou aplikaci
léciv, musi byt biokompatibilni a musi byt kvalifikowdjako biomaterial. O biokompatibidit
polymeiti ¢asto rozhoduji produkty &eni vice nez samotny polymer. Jako biomateriaby js
negastji vyuzivany polyestery zaloZzené na polylaktidu ML polyglykolidu (PGA)
a polykaprolaktonu (PCL) a jejich kopolymery. Deatpae &chto material vytvéi odpovidajici
hydroxykyseliny, které jsou netoxické a proto be&rgepro pouziti in vivo [18].



2.1.1.1 Polyestery

Alifatické polyestery, jako jsou hydrofobni poligtedy (PLA), polyglykolidy (PGA), poly$-
kaprolactony) (PCL), polgtbutyrolactony) (PBL) a hydrofilni poly([R,S] -3,8imethyl-2-
hydroxybutandiova kyselina) (PdAMMLA),i@dstavuji dlezitou ¥idu biologicky rozlozitelnych
makromolekul s vybornou biokompatibilitou a variabirozlozitelnosti. VSechny tyto latky jsou
ziskavany z obnovitelnych zdtoj

Degradani ¢as zavisi na slozeni aiyodni molekulové hmotnosti atbhe byt v rozsahu od
nékolika dni az roki[19]. VySe specifikované slgéaniny byly v Sirokém r¥itku studovany nejen
jako Setrné k Zivotnimu prdasdi, ale také z hlediska biomedicinského vyzkumbo ja
resorbovatelné polymery pro biomedicinské aplikaag&aktivnimi vlastnostmi a cenou.

Poly(mi&na kyselina) (PLA), poly(glykolova kyselina) (PGAR jejich kopolymery
poly(mlé&na-co-glykolova kyselina) (PLGA) jsou ststi WtSiny zkoumanych polymeér ze
skupiny polyestdr. Tyto polymery byly pouZity jako chirurgické #jtvyztuZzovaci platy a poicky
pro fixaci zlomeniny a vyztuze pro b&imé transplantace. Diblokovy kopolymer PLGAiZe byt
pouzit pro dalSi vyvoj novych kopolymies novym potencialem pro klinické vyuziti (fapystémy
podavani lék, injekéni polymery) [17]. Poprvé byly tyto polyestery pdayzv chirurgii pred
40 lety, jako nié a material pro kostni fixaci a stale ipanezi nefasgji pouzivané synteticky
rozlozitelné polymery [20].

2.1.1.2 Polyanhydridy

Polyanhydridy (PA) jsou vlakna, kterd tvgolymery, které jsou velmi nachylné k hydrolyze
a povrchovému rozkladu [11]. Tyto materidly jsoujimavé vzhledem k jejich dobré
biokompatibili¢ [16]. Degradani stupé& muze byt znénén vyménou hlavnihoietzce polymeru.
Alifatické PA se rozlozi ghem rekolika dni, zatimco aromatické PA se mohou rozkladat pomalu,
dokonce az &kolika let. Jejich hlavni aplikace jefizeném uvalovani l€ki [11].

2.1.1.3 Polyuretany

Polyuretany (PU) iedstavuji hlavni ffdu syntetickych elastomier které byly hodnoceny
z hlediska #iznych medicinskych implantatzejména pro dlouhodobé implantaty. Maji vynikiajic
mechanické vlastnosti a dobrou biokompatibilitwwpouzivany p vyrobeé lékarskych implantat,
jako jsou kardiostimulatory a cévnégy [11].

PU mohou byt navrZzeny tak, aby chemické vazby bgilozitelné v biologickém prasdi.
Obecrt Izefici, Ze u biologicky rozlozitelnych polyuretaibylo prokazano, Ze jsou zavislé na tom,
zda vicesytny alkohol je zaloZen na polyesteru rulbgetheru. Polyuretany zaloZzené na polyetheru
jsou rezistentni &i biodegradaci, zatimco PU zaloZené na polyestemh snadno napadnutelné
mnoha mikroorganismy a enzymy [16].



2.1.1.4 Polyethylenglykol (PEG)

Polyethylenglykol je synteticky polymer rozpust vodt, ktery byl Siroce vyuzivan v mnoha
aplikacich jako je 1ékatvi, kosmeticky a farmaceutickygmysl, a to po mnoho desetileti [21, 22,
23].

Po perorédlni a intravendzni expozici je (PEG) ¥gltan ma@i a vykaly fevazri v nezngnéné
podolkE. Podminkou ledvinoveé filtrace a tim i ods&#ahPEG z &la je, Ze PEG blok musi mit nizSi
molekulovou hmotnost (<5 000) [24]Cast (PEG) se vabava. PEG je metabolizovan
do oligometi, glykolové kyseliny, hydroxyglykolové kyseliny dagtiykolové kyseliny jako jejiho
homologu. Procento vyléené ve formi CO, se shiZuje se véstajici intenzitou davky.
Procentualni vyléovani ve forms CO, klesa také s rostouci molekulovou hmotnosti hogioke
fady [23].

Polyethylenglykol a jeho kopolymery byly navrzgaio expandéry krevni plazmy a jako riesi
biologicky aktivnich latek.

2.2 Biodegradace polymefi

Degradace je charakterizovdna poklesem molekulowétnosti vzorku, jez je doprovazena
zvySenim koncentrace nizkomolekularnfetizce v gevaznéasti okolniho prosedi.

Obecnrt Izefici, Ze veSkeré biologicky rozloZitelné polymerysahuji které hydrolyzovatelné
vazby (labilni vazby, jako jsou estery, orthoesteanhydridy, uhkiitany, amidy, urethany
a maovina, atd.). Jejich nejvyznarjgi degradéni mechanismus je chemicka hydrolyza nebo
enzymaticky katalyzovana hydrolyza. \fipadt hydrolyzy, kter4 vyZzaduje vodu prorigtup
k vazbdm, ma silny vliv na rychlost rozkladu sturat polymeru. Existuje mnoho faktorkteré
ovliviwji rychlost hydrolyzy, nap relativni stabilita vazeb, hydrsfnost, hydrofilnost, stericky
efekt, produkce autokatalyzovanych prodikbzpustnost degratiaich produkii, mikrostruktura,
schopnost krystalizace.

2.2.1 Rozklad poly(mlé&né kyseliny) (PLA)

Poly(mlg&na kyselina) se vyskytuje véeth izomernich formach D (-), L (+) a v racemické
smesi (D, L). Polymery jsou obvykle zkracgwzna&ovany pomoci jejich chirality. Poly(L-miéa
kyselina) a poly(D-mléna kyselina) jsou semikrystalické pevné latky s giowd/m stupsm
hydrolytické degradace jako PGA. PLA je vice hydiofi, neZ PGA a zarokge vice odolna &ci
hydrolytickému &fpeni. V kontrastu s poly(glykolovou kyselinou) pely(mlé&na kyselina)
rozklada pomaleji vzhledem k objemné methylové sikijktera blokuje fistup vody. Pro &sSinu
aplikaci je (L) izomer kyseliny mé@é vybran, protoze jefpdnosti metabolizovan v lidskéntle
[11].

V neutralnim nebo zasaditém piesti 1ze vyswtlit pozorovany rozklad oligomeru PLA
mezimolekularni transesterifikaci, ktera se tak&ma z@tné Stpeni [25, 26].

Mechanismus hydrolyzy:ipkyselém pH postupuje &ieni od koncaetzce. V alkalickém
prostedi je dimer kyseliny midé tvdaen prostednictvim mezimolekularni reakce.

Nukleofilni S&peni hydroxylové skupiny na konci druhé karbonylsképiny vede k vytvieni
stabilniho Sestlenného uzateného cyklu jako meziproduktu (obr. 1). Tato reajeckatalyzovana
zasadou, protoze zasada interaguje s koncem hyduexgkupiny,cimz se zvySuje nukleofilita na
atomu kysliku. Podle tohoto mechanismu sefitl@hem rozkladu oligomer kyseliny ndéé
(stuper polymerace SP = 5) a laktatreBtoze laktat nebyl zji&t pri rozkladu vzork, to jest
nedokazuje, Ze tento mechanismus neni pravdivyoé®®lrozkladu laktatu je v ramci zadanych
podminek mé&ainez 1 minuta [25].



P¥i nizkém pH [27] probiha &beni priorit® na esterové vaZbkoncového hydroxylu tohoto
oligomeru. To lze vysitlit takto: rozklad je zahgjen protonaci na OH kmngh skupinach,
po kterém nasleduje vytieni mezimolekularnich vodikovychistki. Ze vSech moznych struktur
meziprodukt je nejvice stabilni uzagny gticlenny kruh. Elektrofilita karbonylové skupiny
vzrostla po vytvéeni vodikovych mstki. Kyselina mléna bude odspena, picemz Zistane
oligomer kyseliny mléné, jehoz SP bude mit o jeden monomerdngaz vychozi slatenina [25].
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Obr. 1: Schéma mechanismu hydrolyzy v zasaditéstp [25]

2.2.2 Rozklad poly(glykolové kyseliny) (PGA)

Poly(glykolova kyselina) (PGA) je tuhy termoplagly material s vysokou schopnosti
krystalizace (46-50 %). Vzhledem k vysoké schopraystalizovat neni PGA rozpustna ve3ing
organickych rozpoustlel; vyjimkou jsou vysoce fluorovana organickd roagedla jako je
hexafluoroisopropanol [11].

Pritazlivost PGA v lékeské aplikaci je jeji vyuziti jako biologicky rozldélného polymeru,
protoze produkt rozkladu kyseliny glykolové j@rpzenym metabolitem organismu. Hlavni pouziti
PGA je v materialech pouzivanych k Siti, které ujsoesorbovatelné (Dexon, American
Dynamice Co) [20].

Degradéni proces probiha ve dvou fazich. Prvni fazets@ov difuzi vody do amorfnichasti
matrice a v jednoduchém hydrolytickén$pg&nitrettzce na esterové skupiny. Druha faze degradace
zahrnuje pevazi krystalizaci¢asti polymeru, kdy&tSina z amorfnickiasti jsou rozruseny [11].



2.2.3 Odbouravani PLGA kopolymeru

V poslednich letech byly provedeny studie o degcadP’LGA polymeru u&né pouzivanych
lékarskych ponticek, jako jsou nap félie, kostni fixace, ni, atd.. Hydrolytické &peni jedné
esterové vazby v PLGA kopolymeru nam poskytne jellatboxylovou a jednu hydroxylovou
skupinu. Takto vytviiené konce karboxylovych skupin jsou schopny katalgz hydrolyzu estér
ostatnich vazeb, cozZ je autokatalyza.

C‘ [

0
Ot y i
0 OH §
H,0 OH OH i i
0/\/}: . + 2 —  HO +CO;
X HO
HO
0

kyselina mlé¢na kyselina glykolova
poly(mlééna-co-glykolovi kyselina)

Obr. 2: Schéma mechanismu degradace PLGA

Faktory ovliviujici rychlost hydrolyzy poricky (predn®tu) z PLGA jsou nafiklad: priprava,
velikost a tvar pedn®tu, teplota a pH, autokatalyza, délka vygj&ciho se oligomeru, zakladni
vlastnosti polymeru [66].

2.2.3.1 Zakladni vlastnosti polymeru

Obecrt plati, Ze mira degradace alifatickych polyastse uti podle jejich molekulové
hmotnosti a struktury. Struktury jsou amorfni nddygstalické. Dale pak mohou byt hydron
hydrofobni [30]. Velmi maly rozdil je pozorovan ychlosti rozkladu naiiznych mistechéta.

ZhorSovani degradace na&@sticovych systéfn zavisi na hydrofilé polymeru. Cim vice
hydrofilni je polymer, tim rychlejSi je degradadeydrofilita polymeru je ovlivena pongrem
amorfni ¢asti k ¢asti krystalické [32], kterd zase ¢uje stereochemii monomeru a slozZeni
kopolymeru. PLGA kopolymer fjpraveny z L-PLA a PGA pét mezi krystalické kopolymery,
zatimco kopolymery ffpravené z D,L-PLA a PGA jsou amorfni. Kopolymer @A obohacen
kyselinou mlénou je mén hydrofilni, protoZze kyselina mi@éa je vice hydrofobni nez kyselina
glykolova, coz zpomaluje proces rozkladu kopolym&aj.

Slozeni polymernichetzci (tzn. obsah L-LA, D-LA, anebo GA jednotek) vyr&zaoréuje
rychlost rozkladu PLGA polymeru [28, 29, 30, 31ppolymer obsahujici vysSi procento jednotek
kyseliny glykolové v hlavnimietzci polymeru, nasledn generuje vice L-miié kyseliny
v substratu. To je Zisobeno tim, Ze monomery kyseliny glykolové jsouppjeny mezi sebou nebo
s kyselinou mlénou, a proto primag podléhaji hydrolyze dhem rozkladu. U testovanych
polymeii (PLA/PGA: 90/10, 80/20, 70/30 a 50/50) bylo prodada, Ze nejrychlejsSi degradace je
u polymeru PLA/PGA: 50/50 [31]. Velmi rychla degea je pozorovana u kopolynies vysSim
obsahem kyselin glykolové. Biologicky rozklad PLGA vivo je rychlejSi nez biodegradace
semikrystalického kopolymeru PLA. Krantoho se amorfni kopolymer PLGA rozklada rychleji,
nez jeho semikrystalickd forma [34]fiProzkladu pomoci hydrolyzy in vitro jsou produkty
prevazr rozpustné dioly.

10



2.3 Biokompatibilita a cytotoxicita

Biologické hodnoceni prastdki zdravotnické techniky je prové&do s cilem zjistit moznou
toxicitu vyplyvajici z kontaktu mezékem a konstruénim materialem f@dmetu. Material by nerél
mit negiznivé mistni nebo systematické€inky (karcinogenni, Skodlivé ¢inky na reprodukci
a vyvoj), a to a jiz ptimo nebo progednictvim uvolgni jejich sloZzek z materialu. Systematicke
testovani zajiduje, Ze pinosy plynouci z korého vyrobku budou mit fpvaZujici kladné
vlastnosti nad potencialnimi riziky.

Pri urcovani vhodnych testje nutné vzit v Gvahu vlastnostitzzeni, materid a povahu stugn
cetnosti a trvani expozice majici vliv na organ. @dyjis€no, Ze material vyuzity v jednom
vyrobku, nemusi byt vhodny pro jiné vyuZziti. Zé&né hodnoceni musi sice zahrnovat vSechny
soutasti vyrobku, avSak tdezitéjSi je hodnoceni celych hotovych vyrdbkObecr plati, Zze se
testuje akutni subchronicka a chronicka toxickatdvani negativniho vlivu naiki, o¢i a sliznice,
precitlivélost na slozky materidlu, hemokompatibilita, gematita, karcinogenita, vliv na
reprodukci a vyvoj. V zavislosti na charakteriséok pouZiti pistroje mohou byt tyto testy zcela
nezbytné nebo jen dostgici. DalSimi nezbytnymi testy jsou mimo jiné §esta neurotoxicitu
a imunotoxicitu [35].

Metody vyuZivajici bu&né kultury jsou znamé jako testy na cytotoxicitunahou byt take
pouzity k hodnoceni toxicity hydrodel VétSina problém spojend s toxicitou hydrodeljsou
nezreagované monomery, oligomery a iniciatory, étee vyluhuji v pibéhu pouzivani. Proto
pochopeni toxicity iznych monomei, které jsou pouzivané jako stavebni kameny hydéoge
velice dilezité [36].

2.3.1 Toxicita kyseliny mlééné

Kyselina mlénd ma drazdivé dinky predevSim na & a sliznici. Podle toho je laktat, ktery
vznika v disledku metabolismu lilky, velmi malo toxicky. Pro lidsky organismus sejesuje
tolerance fi peroralnim davkovéani az 1 500 mg/R¢esné hmotnosti. Letalni koncentrace v krvi je
okolo 20 mM. Peroralni podavani D, L-kyseliny gmé u potkaf, v oblasti smrtelné koncentrace,
zpausobuje ubytek desné hmotnosti, chudokrevnost a také snizuje kureei oxidu uhkitého
v krvi [37].

H

N/

HO

o
5 CH;
H
Obr. 3: Struktura D, L-mkné kyseliny

Klinicky obraz intoxikace kyselinou miéou je kompenzovdn metabolickou acidozou
se zvySenym podrazdim, dusnosti a zrychlenim stué frekvence. Existuje stale vicékazi, Ze
existuje souvislost mezi vysokou plazmatickou kaniei D,L-laktatu a stavem Gzkosti
a panickym strachem [37].
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Tabulka 1: Akutni toxicita D, L-mk&né kyseliny [37]

Druh Aplikace DL so mg.kg*
potkan perorélni, subkutannf 3730
potkan intraperitonealni 2 000
mys peroralnisubkutanni 4 875
morce peroralni 1810

2.3.2 Toxicita kyseliny glykolové

Akutni toxicita kyseliny glykolové je nizka. Steéjjako v gipadt kyseliny ml€né ma drazdive
Gcinky. Predpokladé se, Ze glykolova kyselina vznikla z ethglykolu metabolickym procesem.
Kyselina $avelova, ktera je vyt¥éna v pitbéhu glykolového cyklu se stuje s vapenatymi ionty,
se kterymi tvéi mirne rozpustné soli. Tyto soli se mohou ve vysokych demracich vysrazet
do tubuti. Vzniklé tubuly se fevazr vyskytuji v mai a zpisobuji celkovou poruchu ledvin [37].

D\ OH
HO H

Obr. 4: Vzorec kyseliny glykolové

Tabulka 2: Akutni toxicita kyseliny glykoloveé [37]

Druh Aplikace DL so mg.kg*
potkan peroralni 1950
potkan intraverdzni 1 000
morse peroralni 1920
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2.3.3 Toxicita kopolymeru PLGA

Biodegradace produkt které jsou tvieny z PLGA kopolymeru je velmi pomala, a proto neméa
vliv na normalni bu&nou funkci. PLGA polymery byly testovany na toxicé nezavadnost. Tyto
dlouhodobé a rozsahlé studie byly prosmy na zviatech. Byly testovany preparaty, které jsou
v sowtasné dob pouzivany wloveéka, jako jsou vsebavaci materidly pouzivané k Siti, kostni
implantaty, Srouby a antikoncég implantaty. Hodnocené polymery jsou také poudyydako
Stpovaci material pro udhé organy av posledni débjako podmrnad vyztuha o#fovana
ve vyzkumu tk&ového inzenyrstvi [33]. Obeénlze ftici, Ze PLA-PGA biomaterialy prokazaly
uspokojivou biokompatibilitu a absenci vyrazné ti, i kdyz byla zaznamenanaktera snizeni
burg¢né proliferace. Biokompatibilita a toxicita PLGA laytestovana in vitro na zwdtech i na
lidech [37].

2.4 Polymery, gely, hydrogely

Gel je definovan jako trojrozéma st obtékana rozpouidlem. Obvykle je rozpoudtlo hlavni
sloZzkou gelového systému. Gely Ize réitddo dvou kategorii; hodnoticim kritériem je tgwb,
jakym jsou propojeny sit tzn. chemické gely, jejichz 8ifsou vytvadeny pomoci kovalentnich
vazeb a fyzikalni gely, které jsou temy pomoci druhotnych sil [38]. Pokud je rozpedEm
voda, v niz se struktura gelu nachazi, pak seagiva hydrogel.

2.4.1 Aplikace hydrogehi

Hydrogely jsou pouzivany v mnoha aplikacich, jalaqr.:
e Vyztuha v tkéovém inZenyrstvi
« Rizené uvailovani Iék
» Biosenzory (hydrogely, které maji schopnost reagme specifickymi molekulami,
nag. glukézou nebo antigeny)
» Kontaktnicocky (silikonové hydrogely polyakrylamidu)
» Zdravotnické elektrody (poly (ethylenoxid), polyirfylpyrrolidon))
* Bio-lepidla
* Prsni implantaty
* Granule (nap pro hospod&tvi s nizkou pdni vlhkosti v suchych oblastech)
» Obvazy (nap pro hojeni popalenin nebo jingko se hojici rany).

2.5 Vyuziti hydrogela

Polymery mohou reagovat na &mu vrejSiho prostedi zménou svych vlastnosti a svého
chovani, jako nap zmeéna struktury, prodysnosti, mechanické pevnosti.lé€edhopnosti reagovat
na vrejSi podréty mohou byt rozéleny do skupin polymér ovlivnénych teplotou, pH, iontovou
silou, swtlem, elektrickym a magnetickym polem [5]. Bkiterych polymeit je mozné pozorovat
reakci na vice druhvngjSich impulz [36].

Velky potencial pro uplatmi v oblasti mediciny majiipvazré hydrogely citlivé na zgnu pH
a teploty. Z&chto divodi byvaji ¢asto pouZzity prdizené uvaiovani I€Ki. Hydrogely jsou také
schopny reagovat na specifické molekuly,ina@a glukdzu nebo antigeny; z toho plyne, Ze mohou
byt pouzity jako biosenzory.
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Castym nedostatkem hydrogetitlivych na vrjsi prostedi je to, Ze doba odezvy na signél je
v mnoha pipadech #liS dlouhd. Proto se stale vyvijeji nové materidteré budou i z tohoto
ohledu spiovat naréné pozadavky. Efektivni #gob, jak dosadhnout tohoto cile, je vyiteoi
malych, tenkych prostdki implantafi (nag. v podolé nan@astice). Nevyhodou v tomtaiipack
je to, Ze systémy hydrodese potom stavajirpis kiehké a nemaji mechanickou pevnostgmou
pro mnoho aplikaci.

Vyuziti hydrogel jako vstikovacich matric pdt mezi jejich no¥jSi aplikace. Inje&ni
podavani roztoku tudci gel mize nabidnoutadu vyhod. Materidlem lze vyplnit jakykoliv tvar
vady, nap. miZze obsahovatizné terapeutické latky (napistovy faktor, antibiotikum). Obvykle
neobsahuje zbytky rozpogdel, ktera mohou bytifiomna ve formované konstrukci a nakonec se
nevyzaduje ani chirurgicky zakrok pro ungfgst nebo vyjmuti [38]. Tzv. in situ hydrogely se
uplatiuji pro tvorbu makromolekularnich keka v tkéovém inZzenyrstvi [9]. Mechanismy, které
mohou byt zapojeny do utkéni in situ gelu jsou nasledujici: gelace v zagisloa znén¢ teploty
nebo pH, stupeionizace, zrdna v procesech rozpossf a krystalizace [38].

2.5.1 Hydrogely citlivé na teplo

v s

systénti. Zmeéna teploty neni jen relati¢rsnadno kontrolovatelna, ale r@émje snadno pouzitelna
pro testy jak in vitro tak in vivo [17, 39].

Hydrogely citlivé na teplotu ziskaly z&r@ou pozornost ve farmaceutické oblasti diky schepno
téchto hydrogal botnat nebo se smidvat v disledku znény okolni teploty tekutiny. \&etnych
vyzkumech byly studovanyizné aplikace &hto hydrogel, jako je regulace uvtbvani latek,
biosensory a butné kultury [1, 40].

Rada PEO-PPO blokovych kopolymerkteré pi télesné teplat tvori gel, jsou komems
dostupné pod nazvy Pluronits(nebo Poloxamer$ a TetronicS (obr. 5) [39]. Potencialni
nevyhodou poloxamer delie jejich slaba mechanick& pevnost, rychlé narusenktury a jejich
biologicka nerozlozitelnost. Tento fakt brani vytuzejich vysokomolekularnich polymir[17].
Komplexni gehled o novych ABA-triblokovych kopolymir z biologicky rozlozitelného
hydrofilniho polyesteru a poly(ethylenoxid)u byligikovan Kisselem [41].
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Obr. 5: Kometni vyuzivané PEO-PPO bloky kopolym39]

2.5.2 Triblokovy kopolymer PEG-PLGA-PEG

Syntézy nového typu biologicky rozlozitelného kiymeeru PEG-PLGA-PEG byla ziginéna
jako prvni Jeongem [8, 42, 43]. Za laboratorni dgpkzistava vodny roztok kopolymeru tekuty,
pii télesné teplat se vSak zé&ho stdva gel. Tento proces je vratny.il@h zmeEny stavu
je zaznamenan ve fazovém grafu, kde v zavislostkaraentraci polymeru a dané teglgsou
sledovany fazovérpchody. Z grafu jsou teny d¥ dulezité charakteristiky pro dany kopolymer,
kterymi jsou kriticka geléni teplota (CGT) a kriticka gelai koncentrace (CGC). Je to bod v grafu,
zabyval utenim vlivu molekulové hmotnosti PLGA na CGT a C@&spg:l k nazoru, Ze zvysujici
se molekulovd hmotnost (2 320 — 2 840)sqbila posun CGC na niZ8i hodnotu (od 26 % az 15 %)
piicemz CGT se nezénila.

Vzhledem k tomu, Zeipdchozi studie jiz ukazaly, Ze triblokovy kopolymdé?EG-PLGA-PEG
byl vhodny pro pouziti jako injeki systém, v dalSi publikaci Jeong a kol. zkourf@imace gelu
in situ u potkad [44]. Byl proveden pokus na potkanech, kterym ibjgkéné vpraven 33% hm.
vodny roztok PEG-PLGA-PEG kopolymeru. Gel ukazabrdor mechanickou pevnost a integrita
gelu trvala déle nez 1 &wic. Studie rozkladu gelu in situ ukazaly, Zedmost& dochazelo
ke snizeni molekulové hmotnosti Useku bohatéhob@. P

2.5.3 Triblokovy kopolymer PLGA-PEG-PLGA

Jako prvni syntetizovali hydrogel z triblokovéhapblymeru PLGA-PEG-PLGA Zentner a kol.
[48]. Tento kopolymer byl registrovan jako ReGela®byl vyvinut jako biologicky odbouratelny
systém pro no&e léki. Byl injektovan jako kapalina a v zavislosti ndesné teplat dochazi
k vytvoreni gelu. Postupna degradace gelu umoZiaéné uvalovani 1€k ze zasob v rozmezi 1 az
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6 tydni. Témito vlastnosti je ReGel ® vhodny pro lokalni aplik nebo systematické podavani
leka.

Kriticky jev, ktery ovliviiuje vratny fazovy fechod ve voé je rovnovaha mezi hydrofobni
a hydrofilni délkou bloku [24]. Triblokovy kopolymee zaklad4 na centralnim PEG bloku (Mn =
1 000) s déma PLGA koncovymi bloky o molekulové hmotnosti fa@00. Tyto kopolymery jsou
nerozpustné ve veéd Naopak triblokovy kopolymer s bloky PLGA a molékwou hmotnosti pod
900 je rozpustny ve vadProto pouze triblokové polymery bloku PLGA s nkeiwvou hmotnosti
v rozmezi od 900 do 1 600 vykazuji termoreversitptechod solu na gel.

Je teba poznamenat, Ze CGC pro ABA (PLGA-PEG-PLGA) tiyiplokového kopolymeru je
nizsi nez u BAB (PEG-PLGA-PEG) typu [49].

2.5.4 Kopolymery s poly(itakonovou kyselinou)

Itakonova kyselina (ITA) je nenasycena dikarboxgloorganicka kyselina, kterou lze ziskat
z obnovitelnych zdraij, jako jsou sacharidy, melasa a hydrolyzovany SksOh lonizovana ITA se
sklada ze dvou skupin, s odlisSnymi piodnotami, které mohou téibvodikove vazby. V tisledku
toho je ITA velmi hydrofilni a éekavéa se, Ze bude vykazovat vysokou biokompatiii].

Itakonova kyselina snadno kopolymerizuje a pogkyfolymernitettzec s karboxylovymi
skupinami. Tyto skupiny jsou vysoce hydrofilni aoys schopny vytv&t vodikové vazby
s odpovidajicimi skupinami. Malé mnozstvi kyselitgkonové ve forrd co-monomeru v gelu,
zvySuje stupe botnani a citlivost na pH [52]. Zavé&d co-monomar miZze gFispét ke vzniku
vodikovych vazeb; timto Zigobem Ize zvySovat mechanickou pevnost s hydroggamn

V poslednich letech byla poly(itakonova kyselinmuzita pro syntéziady kopolymernich
hydrogeti, jako je poly(N-isopropylakrylamiditakonova kysed) (PNIPAM/ITA) [53], poly(N-
vinyl-2-pyrrolidonitakonova kyselina) (PNVP/ITA) B a poly(2-hydroxyethylmethakrylitakonova
kyselina) (PHEMA/ITA) [54]. Byly studovany jejichlastnosti, botnani a reakce na teplotu.

A

O

Itakonova koyselina (ITA)

Obr. 6: Vzorec kyseliny itakonové

anhydrid kyseliny itakonove
Obr. 7: Vzorec anhydridu kyseliny itakonové
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2.5.5 Diagramy fazového grechodu

Triblokovy kopolymer PLGA-PEG-PLGA vykazuje &lfaze gechodu, a to solu na gel a gelu na
sol. Jak jiz bylo uvedeno vyse, je zpevani zavislé na tepldt také na koncentraci polymeru. Ve
fazovém diagramu jsou zaznamenartgchody probihajici v zavislosti na koncentraci pla.
Lze z r&j urcit kritickou gelani koncentraci (CGC) a kritickou geéla teplotu (CGT).

2.5.6 VIliv slozeni kopolymeru na pgrechod sol - gel

Slozeni triblokového kopolymeru vyrazmovliviiuje jeho gelani chovani. Lze to pozorovat
v posunu hodnot CGC a CGT a naémhtvaru Kivky[8, 24, 42, 43, 44, 45, 46, 47].

Rovnovaha hydrofobni a hydrofilni délky bloku masadni vyznam pro reverzibilni fazovy
piechod ve voé Pouze triblokovy kopolymer s PLGA blbls molekulovou hmotnosti v rozmezi
od 900 do 1 600 vykazuje termoreversibiliéghod solu na gel [24]. Hodnoty CGT a CGC jsou se
snizujicim se posrem PEG/PLGA vySsSi, ale oblast tvorby transparétrgelu je vyrazé uzsi
(obr. 8, obr. 9 A). B snizeni portru PLA/PGA nedochazi k vyraznému posunu CGT ani C&€
pouze k mirnému zUZeni oblasti tvorby gelu (obn.9 B

DLLA/GA
{mol/mol) 34 30 25 20 15 13

PEG/PLGA
(wt/wit)
1/3.2
{1600-1000-1600% I I | I I [
1/3.0
(1500-1000-1500) | A-1 B-1 C-1 2-1 —_—
1/2.7
{1350-1000-1350) — A2 B2 (C2 D2 —
1/2.5
{1200-1000-1200) e A3 B3 C3 D3 e
1/2.0
{1000-1000-1000) — A4 B4 C-4 -4 s
1/1.8
{900-1000-900) 5 5 5 5 5 S

Obr. 8: Charakteristika sledovanych kopolyme(PLGA-b-PEG-b-PLGA) iizného slozeni ve
vodném prosedi (I - nerozpustny ve vadS - rozpustny ve vep[24].
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Obr. 9: Fazovy diagram triblokového kopolymeru PL-BBG-PLGA: (A) porovnani iznych
poneru PEG/PLGA,; (B) porovnaniiznych poreri LA/GA [24].

2.5.7 Metoda s obracenymi zkumavkami

Pro sestaveni fazového sol-gel digramu se v tiigganegastji pouziva jednoducha metoda
s tzv. obracenymi zkumavkami. Vyhodou metody je most pozorovat i barevnérgrhody
sledovanych roztak pog. jeho zakaleni.

Vzorky o ffiznych koncentracich jsou umisy do 4ml lahwiek. Vialky jsou upevény
do stojanu a pak poreny do vodni lazh Teplota vodni lazhse néni po 1 °C . Vialky jsou
kazdé teplat 10 minut temperovany. Po uplynuti tohoto intervadou lahvéky vyjmuty
a obracenim vialek pozorujeme pouhym okem, jakolortihne. Z nsieni je pak urena hodnota
kritické gela@&ni koncentrace (CGC) a kriticka g&ta teplota (CGT) [65].
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2.6 Metody charakterizace rozkladu polymernich produkti

Pro sledovani jibéhu degradace polymeru na bazi PEG a PLGA se poudékalik
analytickych metod. Je to fgdevSim kapalinova chromatografie a elektroforéaaalfza
degradanich produkii polymeru) a gelova perm&d chromatografie (sledovani Zmmolekulové
hmotnosti polymeru).

2.6.1 Chromatografie

Chromatografie je sepaia metoda, p které dochazi kdeni sngsi latek na zaklad jejich
rozdilnych vlastnosti. Vzorek je vnesen mez sizajemré nemisitelné faze, stacionarni a mobilni.
Pohybem mobilni faze je vzorek touto soustavou eméSlozky vzorku mohou byt stacionarni fazi
zachycovany, a proto seipohybu zadrzuji. Vice se zdrzi slozky, které jsiacionarni fazi
poutany silgji. Tim se postup# sloZky od sebe separuji a nakonec stacionarni d&zdgostavaji
diive slozky méa zadrzované [55].

2.6.1.1 Rozdleni chromatografickych metod

Chromatografickych metod existuje velké mnozstvdt® je &elné jejich rozdleni do utitych
skupin. Vzhledem ke ziaé ffiznorodosti sedi podle rékolika hledisek:
e Podle skupenstvi mobilni faze:
» Kapalinova chromatografigLiquid Chromatography — LC)- mobilni fazi je
kapalina.
* Plynova chromatografi@Gas Chromatography — G& mobilni fazi je plyn.
» Podle usptadani stacionarni faze:
» Kolonova chromatografie — stacionarni faze je unist trubici (kolos).
* Plosné techniky:
Papirova chromatografi®aper Chromatography — PG)stacionarni faze je
souéasti chromatografického papiru.
Tenkovrstva chromatografi@hin Layer Chromatography — TLE&)stacionarni faze
je umistna na pevném plochém podkladu (hagkleréné desce nebo hlinikové
folii).
* Podle povahy ge, ktery gevlada pi separaci:
Obvykle se p separaci uplaje rekolik fyzikalné-chemickych dja sowasre, ale jeden z nich
pieviada.
* Rozdtlovaci chromatografie — o separaci rozhoduje odliozpustnost slozek
vzorku ve stacionarni fazi (kapalina) a mobilnii fg&apalina nebo plyn).
* Adsorgni chromatografie — o separaci rozhodignéa schopnost sloZzek poutat se
(adsorbovat se) na povrch stacionarni faze (tukd)la
» Afinitni chromatografie — stacionarni faze je schapazat ze vzorku préwrité
slozky, ke kterym ma Gzce selektivni vztah (afipitu
* lontow-vyménna chromatografie — o separaci rozhodiging velké elektrostatické
piitazlivé sily mezi funknimi skupinami stacionarni faze (iontémit) a ionty
vzorku.
* Gelova chromatografie — sloZzky se separuji podlikasti na pérovité stacionarni
fazi (gelu); mensi molekuly vzorku se v porech gadwzuji déle (molekulaysitovy
efekt) [55].
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2.6.1.2 Separace pomoci HPLC

Kapalinova chromatografie se vyuziva k separacissratek, které jsou ngékavé nebo Spatn
teckavé a termicky labilni. Kapalnd mobilni faze zdajé dilezitou roli, je hlavnim faktorem
ovliviiujicim retenci jednotlivych slozek $si, a tim jejich vzajemné rozkéni. Vysoko dinna
kapalinova chromatografie je separametoda, kterd vyuziva kolony s vhodnou stacioinfazi.
Vlastnosti €chto fazi umo#uji dosahnout rychlé separace slozitychésing vysokym rozliSenim
z6n. Kolony se stacionarni fazi obsahuji velmi m&étice (3-1Qum), které tveéi homogenni
naph, diky uzké distribuci jejich velikosti. &hnost takovych kolon se pohybuje v rozsahu 30 —
90 000 teoretickych pater na metr [56]. Proto @ gostaténe rychly pritok mobilni faze zapégebi
protl&it ji kolonou pomocicerpadla vysokym tlakem [55].

Pri  stanoveni degradaich produki PLGA-PEG-PLGA se vyuZivd chromatografie
na obracenych fazich. Stacionarni faze je nepolaiiovodiky nebo alkyly vazané na silikagelu)
a mobilni faze je polarni (voda, acetonitril). J&dse o rozélovaci kapalinovou chromatografii,
pii které se analyty roztlji mezi dw nemisitelné kapalné faze a to mobilni, ktera uaasgiyty
a stacionarni fazi, ktera je pevzakotvena na pevném ndsiRust polarity mobilni faze vede
k ristu reteminich cadi analyti. Retence slozek roste s jejich klesajici polarito z\¥tSujici
se nepolarnéasti molekul. Separace na obracenych fazich segrodatky jakékoliv polarity. Je
univerzalni technikou pro separaci nepolarnichapoth a disociovanych vzarf55].

Kapalinovy chromatograf je t¥en zasobniky mobilni faze, ggovacim z&zenim,éerpadlem,
davkovacim zdzenim, termostatem, kolonou a detektorem.

Pokud se &hem separace pomoci HPLGmh sloZeni mobilni faze, jedna se o tzv. gradieotov
eluci, @i které se k jedné mobilni fazi plynul¢imichava rostouci mnozstvi druhé mobilni faze
s WtSim elknim inkem. Ri izokratické eluci se sloZeni mobilni faze rigm

K davkovani vzorku se dnes veétsirg pripadi pouziva automaticky davko¥aPodle zvoleného
systému je mozné nadavkovat velké rozmezi objerotkuz(od jednotekil po stovkypl).

Jako sepatai kolony se pouzivaji napbvé kolony liSici se délkou, viitim prhimérem
a naplni. Kolony jsou &Sinou nerezové. Jako ochrana hlavni kolony se ¢hajpuzivaji
piedkolony, které zabiaji kontaminaci pochazejici aanych negistot.
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Obr. 10:Schéma kapalinového chromatografu [57]

20



2.6.1.3 Detektory pro HPLC

Detektory v HPLC by rly byt selektivni pro analyty a malo citlivé na nilob fazi. Piito¢éna
cela detektoru musi snést tlak mobilni faze a udt#enost [55]. K dalsim poZadovanym
vlastnostem péit rychla a linearni odezva, vysoka citlivost, nizkym a minimalni vliv zrny
tlaku, piitoku mobilni faze a teploty. N&sgji pouzivanym detektorem je v HPLC
spektrofotometricky detektor umésty v diodovém poli Diode Array Detecto DAD), detektor
fluorescewni (FLD) a hmotnostniMass Spectrometry MS) [56]. Spektrofotometricky detektor
pati k nejEzne¢jSim detektolm. Méfi absorbance eluatu vychazejiciho z kolony. Pronaphi
citivost detektoru by rla byt zajiSéna dostaténd absorpni draha pitocné kyvety, kterou
prochazi paprsek. Linearni diodové pole je multéteny detektor, jehoz elementyéih najednou
paprsek rozlozeny disperznim prvkem. Obsahuje mmodigch fotodiod na jedinémiémikovém
Cipu. NejEzngji uzivany pdcet je 1 024 fotodiod. NejdokonalejSi fotometrickétektory jsou
schopny pomoci diodového pole pré&ih absorgni spektrum v ufené oblasti vinovych délek
a uloZit ho do pawi. Jeho detekni limit je aZz 10"° g/ml, citlivost a selektivita je praizné latky
rizna a pi zvolené vinové délce zavisi na velikosti molamiabsorpniho koeficientu. DAD
detektor je tvéen zdrojem zé&ni, zdrojovouwockou, pfitocnou kyvetou, rfizkou a fotodiodovym
polem [55].
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Obr. 11: Schéma spektrofotometrického detektorli [58
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2.6.1.4 Gelova permeéni chromatografie

U gelové permemi chromatografie Gel Permeation Chromatography GPC neboliSize
Exclusion Chromatography SEC) se vyuZiva separace latek podle velikostiekul. Dochazi
k rozcElovani latek mezi pohyblivodast mobilni faze, ktera se nachazi mezi jednotlivgmy
gelu a nepohyblivogast mobilni faze, nachazejici se uiméru gelu. Ri prachodu kolonou jsou
molekuly sloZzek zdrzovany vidledku svého pronikani (permeace) do rozpml&m naplgnych
pora. Malé molekuly pronikaji hlouji a maji tudiz vySSi hodnoty reté@wrich objen nez \&tsi
molekuly. Interakce molekul anatyse stacionarni fazi nenastava.

PoZadavky na vlastnosti gejsou velmi naréné. Matrice gelu musi byt inertni k analyzované
latce i k mobilni fazi. Gel musi odolavat zvySemagovni teplat a nesmi se dnem separace
rozkladat a uvdiovat produkty rozkladu [59]. Vs gelu se voli podle vlastnosti separovanych
latek. Pro latky ve vatl rozpustné se pouzivaji hydrofilni gely, ni&tad Sephadex(dextrin
zesitny epichlorhydrinem). Mobilni fazi je voda s fipadnym pidavkem organického
rozpoustdla. Pro latky nerozpustné ve wodse pouZzivaji hydrofobni gely. Mezién
pati kopolymery styrenu a divinylbenzen@tyrage). Mobilnimi fA&zemi mohou byt aromatické,
chlorované a &které heterocyklické uhlovodiky. Univerzalni gelst bazi silikagelu a poréznich
skel jsou vhodné pro separaci hydrofobnich i hyitiriwh latek [55].

Spojeni této techniky s vhodnym detektorerizen byt exaktdé urceno rozloZzeni molekularni
hmotnosti ve vzorcich. Veét8ing pripadi je syntéza makromolekularni staminy vysledkem
tvorby polymernichrettzci s iznou délkou, jinymi slovy, jsou vytveny polymernitettzce liSici
se molekulovou hmotnosti. Statisticky charakterkecea podle kterého jsou makromolekuly
pripraveny, je picinou relativié Siroké distribuce molekulové hmotnosti kéného polymerniho
vzorku. Rozmezi molekulové hmotnosti a distribuo@mgrné molekulové hmotnosti jsoulezité
pro studii polymernich mechanigmi pro charakteristiku kazdého polymeru. Rozdil mez
nizkomolekularni sloteninou a polymerem spiva v tom, Ze $tSina vlastnosti polymérzavisi na
molekulové hmotnosti polymeru,fipadré na distribuci molekulové hmotnosti (polydisperkity
Pramérna molekulova hmotnost se vyfte podle rovnic (viz nize uvedenych) a je charakteana
Vv riznych mistech svého vrcholu.

Y h(M)IM > w(M)

Praimérnaciselna molekulova hmotnosi» = = (1)
dh(M) D> wM)/M
h(M) M ? w(M) M
Praimérnd hmotnostni molekulova hmotnostiy = z M) = z M) (2)
> h(M) D W(M)
h(M)IM*® w(M) M ?

Molekulova hmotnost z-giméru: M; = Z (M) — = Z M) 3)

> h(M) > W(M) M
Z vySe uvedenych vztalvyplyva, ze musi platit MM, =M.
Distribuce molekulové hmotnosti je obvykle popsardexem polydisperzityP = M 4)

ZjednoduSené idealn&léni snési dvou velikosti makromolekul je prezentovano beaaku 12.
Na prvnim obrazku je vzorek zobrazen ihned poiikasty ¢cele kolony. Kapalna mobilni faze
prochézi celym sloupcem kolony. Mobilni faze nitégoé definovany piitok, ktery vytvdi tlakovy
gradient v celé délce kolony. Na dalsim snimku ekopolymernich molekul prochazi kolonou
v disledku tohoto tlakového gradientliastice stacionarni faze (nagtolony) je porézni sipsre
definovanou velikosti par Malé makromolekuly jsou schopny proniknout dohto pofi a takto
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projit kolonou; ¥tSi molekuly jsou fliS velké, aby pronikly do pdr gelu atak #stavaji
v intersticialnim prostoru, jak je uvedeno na oktédZ12 c). Velké molekuly se tak pohybuji
mnohem rychleji, protoZe je nebrzdi pronikaiegp pory gelu. Nakonec jsou dlmolekularni
velikosti rozdleny do dvou odliSnych chromatografickych paserR, j@auvedeno naifslusném
obrazku (12 d). Realny GPC chromatogram obvykleazye kontinuitu v molekulové hmotnosti
sloZzek obsazenych ve vrcholu piku [59].

R I | i | R

Obr. 12: Princip @&leni pomoci GPC [59]

Nejjednodussi Zjsob, jak vytvdit kalibraci, z nichz |ze ziskat molarni hmotnosd gdany eldni
objem, je metoda wBich standanil Tato metoda fize byt pouZita pouze wipack, Ze je
k dispozici fada standafd s Uzkou distribuci o znamych molekulovych hmotaokst (MMD).
Vzhledem k tomu, Ze seiplusné standardy staly komie¢ dostupnymi pro mnoho polymerize
tuto kalibraci WZn¢ vyuzivat. Obvykle se pouZivaji standardy jako jsqolystyren,
poly(methylmethakrylat), polyisopren, polybutadiemoly(ethylenoxid), poly(methakrylova
kyselina), atd. [60].

2.6.2 Pouziti GPC pro sledovani degradace polymér

Proces degradace je charakterizovan poklesem moleék hmotnosti, coZ ipdstavuje ndist
polydisperzity (PD = Mw/Mn) a ztratu hmotnosti paleru provazenou zvySenim koncentrace
v okolnim prostedi o kratké molekulovéettzce. GPC Ize pouzivat pro sledovani degradace
chovani triblokového kopolymeru. Zbytek hydrogelmwzkladu je podroben lyofilizaci a analyze
pomoci GPC.

Pro stanoveni molekulové hmotnosti a polydispgr@PC systému se dopérje vybaveni
refraktometrickym detektoremJako mobilni faze se pouziva tetrahydrofuraninfrné
molekulové hmotnosti se vypitaji s vyuzitimiady norem polystyrenu [28, 30, 31, 43, 61, 62, 64].
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2.6.2.1 Refraktometricky detektor

U gelové permeami chromatografie se nejvice pouziva refraktomiefridetektor (obr. 13)
(Refractive Index detector — RID¥tery meii rozdily mezi indexem lomu eluatucéisté mobilni
faze. Obsahuje-li eluat slozku, objevi se odchylkanto typ detektoru sice nenfilg citlivy
(detekeni limit 107 g.mrY), ale je velmi univerzalni. i® jeho pouZiti je teba pisné udrZovat
konstantni teplotu [55].

<

6 7
1 zdroj svétla 5 fotonasobié
2 zrcadlo 6 zesilovac

3 mérna cela 7 zapisovac
4 referentni cela

Obr. 13: Schéma refraktometrického detektoru [57].
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2.6.3 Lyofilizace

Sublimace, resp. desublimace ipanezi difazni operace, které probihaji v oblagtiativn
nizkych teplot a tlak Jejich ptib¢h je ovliviovan genosem hmoty a tepla na fazovém rozhrani
tuha faze-plyn a vifpact lyofilizace sdilenim hmoty a tepla v porézni, dyieky se nénici
strukture tuhé faze.

Sublima&ni suSeni materidlu je ve farmaceutickémnpyslu nazyvano lyofilizaci. Lyofilizace
tedy pgredstavuje proces odvibovani preparatu v zamrznutém stavu, kdy led, nagfzse uvnit
kapilar a pa6i, sublimuje do parni fazetipteplot a tlaku niZzSim nez jsou podminky odpovidajici
trojnému bodu vody. Pro ilustraci je trojny fazodjagram znazo®m na obr. 14, kde jsou
vyznaieny jednotlivé fazovéipchody [63].

TLAK

TAVENI

TUHNUTI

I g
|

DESU lMACE:
j
TEPLOTA

SUBLIMAC

U

[

|

|

1

}

!

|

|
KONDENSA
VYPAROVANI

Obr. 14: Fazovy diagram hmoty (1 — trojny bod, Rriticky bod) [63]

Hlavni prednost lyofilizace spiva v nasledujicich sénech:
» Za podminek nizkych teplot a tiaksou potl&eny chemické ziny slozek suSeného
materialu ¥etrg jeho oxidace vzduchem,;
» P¥i procesu jsou vyraznsnizeny ztratyékavych slozek suseného materialu;
» P¥isuSeni Ize zachovat sterilitu produktu;
* VysuSeny material je disperzni, nedochazi ke ka@agukeho sloZzek a je vyl@gena
aglomerace jednotlivyctastic materialu.
VlIhkost, zadrzovana susenym materialendizenmit nasledujici formy:
* Chemicky vazanéa vodadetre krystalové vody),
* Adsorbovana voda na povrchu pérezniho materialu,
* Voda vazana kapilarnimi silami vwgech materialu,
* Osmoticky vazana voda (voda v roztoku spolu s dalSiozkami).
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Prvni operaci f» sublimanim susSeni je zmrazeni vychoziho materialu. V ésisna klesajici
teplo€ dochéazi k jem, uvedenym v tabulce 3.

Tabulka 3: Etapyichazejici sublint@imu suseni materialu [63]

teplota [°C] jev
-1—--15 ochlazovani materialu
-1—--3 zmrznuti strukturvolné vody
-2 — -20 zamrzani imobilizované nebo volné vihkosii
-20 eutektické hranice pro roztoky soli vilb@éch
resp. tkanich
-20 — -65 vymrzani vazané vlhkosti
-65 a nize sublim@i suSeni
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje, zafizeni, software

3.1.1

3.1.2

3.1.3

Priprava vzorku

analytické vahy KERN 770, Version 2.3¢Necko

pH metr pH 730, wtw series, inoLab¢Mecko

inkubator Nuve cooled incubator ES 110, Turecko

magnetickd mich&ka s olievem a elektrickym kontaktnim teplérem IKA ETS-D5,
Némecko

lyofilizator Freezone 4.5 Freeze Dry System, LaloootJSA

bézné analytické vybaveni

Vysoko &inna kapalinova chromatografie

kapalinovy chromatograf Agilent 1 100 Series, USA

0 gradientova pumpa

o0 vakuovy odplyiova’

o0 automaticky davkoua

0 termostat kolon

o0 UV-VIS detektor s diodovym polem
kolona Restek Aqueous C18, velikost 250x4,6 mmkest castic 5um, Restek, USA
predkolona Restek Aqueous C18, velikost 4x2 mm, wstiéastic 5um, Restek, USA

Gelova permed&ni chromatografie

kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series, USA

0 izokraticka pumpa

o0 vakuovy odplyiova’

0 automaticky davkoua

o0 termostat kolon

o refraktometricky detektor
kolona PLgel Mixed C, velikost 300x7,5 mm, velik@ssstic 5um, Polymer Laboratories,
USA
piedkolona PLgel Mixed C, velikost 50x7,5 mm, velikogastic 5Sum, Polymer
Laboratories, USA

Software pro zpracovani a prezentaci dat

Microsoft® Word 2003

Microsoft® Excel 2003

Chemstation Rev. A 02.01.

Mn Agilent GPC — Addon Rev. A 02.02.
Chemstation Rev. B 01.01.
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3.2 Pouzivané chemikalie a standardy

3.2.1 Chemikélie

= Kkyselina mravedi, ¢istota p.a., Riedel-de Haén¢iecko

= tetrahydrofuran,éistota gradient grade for liquide chromatorgaphyCHrosolv, Merck
KGaA, Némecko

= acetonitril istota gradient grade for liquide chromatograptaghi:ner Ceskéa republika

» dihydrofosforénan draselnyistota p.a., Sigma-Aldrich, &necko

» hydrogenfosforénan draselnyistota p.a., Sigma-Aldrich, &necko

3.2.2 Standardy

= Kkyselina glykolova p.a., Merck KGaA,dwecko
= D, L-kyselina mléna 90%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH¢mecko
= polystyrenové standardy EasyCal Mp = 580 — 377 RoOymer Laboratories, USA

3.3 Pracovni postupy

3.3.1 Vlastnosti zkoumanych vzorki

Tabulka 4: Pehled vlastnosti zkoumanych kopolyriner

teoreticky teoreticky Mn [g/mol]
vzorek erc);c,)Ar/n;:EG pomér LA/GA Mn [g/mol] PEG
210806
PLGA-PEG- 2,5 3 6 310 1500
PLGA
280806
ITA-PLGA-PEG- 2,5 3 6250 1 500
PLGA-ITA
220107
PLGA-PEG- 2,5 3 7 108 1500
PLGA
180907
ITA-PLGA-PEG- 2,5 3 6773 1500
PLGA-ITA
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3.3.2 Stanovované analyty a jejich vlastnosti

3.3.2.1 Kyselina mié&na
*  (C3HeOs)
* D,L-2-hydroxypropanova kyselina
« Mr=90,08 g.mof
* Teplota tani 53 °C (pro racemickou &l = 16,8 °C).
* Teplotavaru 122 °C
 Hustota 1,209 g.cth
* V pevném stavu bily praSek. Vyskytuje se ve staapakném jako bezbarva hydroskopicka
kapalina.

3.3.2.2 Kyselina glykolova
s (CaH405)
» Hydroxyethanova kyselina
« Mr=76,05g.mof
* Teplotatani 70 — 74 °C
« Hustota 1,27 g.cih
» Bily prasek doke rozpustny ve vad

3.3.3 Pr¥iprava vzorka

Kopolymer PLGA-PEG-PLGA i kopolymer modifikovany $slinou itakonovou je vysoce
viskoézni. Pro gipravu vzork bylo zapotebi vzdy navazit @ité mnozstvi &chto kopolymet pro
danou hmotnostni koncentraci. K navazenému mnozgtpolymeru bylo fdano vypdtené
mnozstvi Milli-Q vody. Takto fipravené vzorky se nechaly za laboratorni teplatypoust
ve vialkach i gkolik dni.

3.3.4 Stanoveni kritické koncentrace gelu a kritické tepbty gelu

Vzorky o iiznych koncentracich byly umésty do 4ml vialek. Vialky byly upewiny do stojanu
a pak ponteny do vodni lazh Méieni bylo provadno v rozmezi teplot od 23 °C do 59 °C. Teplota
vodni lazr byla zaftivana po 1 °C. Tento krok trva vzdygtpminut @i stalé teplat. Po uplynuti
tohoto intervalu byly laheky vyjmuty. Byla pozorovana zéna viskozity a zbarveni kazdého
vzorku.

3.3.5 Degradace vzork

Byly pripraveny zasobni vzorky PLGA-PEG-PLGA a ITA-PLGA-PEGGA-ITA kopolymeni
o raiznych koncentracich. Do vialek bylo pipetovano 800d kazdého vzorku. Takto byly vialky
ponechany v inkubatoru, dokud se z roztoku nestal. dNasledd bylo pridano 70Q0ul
temperovaného fosfatoveho pufru o pH 7, dipRavené vzorky byly ponechany v inkubatorti p
37 °C. Od prvniho dne pétku inkubace bylo odebirano 4@Dfosfatového pufru, ktery tvd
fazové rozhrani hydrogelu a samotného fosfatovélioup Tento odebrany pufr byl nasledn
podroben HPLC analyze a zbytek hydrogelu byl lyzdivan.
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3.3.6 Identifikace a kvantifikace degradainich produkti na HPLC

Odebrany fosfatovy pufr, ktery obsahoval degéad@rodukty, byl analyzovan pomoci vysoko
acinné kapalinové chromatografie (HPLC) s DAD dete&to na pistroji Agilent 1 100 Series
(obrg. 15). Analyza byla prova@ma na kolod Restek Aqueus C18, ktera byla dpagt
predkolonou.

Obr. 15:Kapalinovy chromatograf Agilent 1 100 Serie

3.3.6.1 Nastaveni HPLC

* mobilni faze: 0,01 mol/l roztok kyseliny mrav&nacetonitril
* pomer mobilnich fazi: (1:99) 0,01M HCOOH : acetonitril
* pratok mobilni faze: 0,8 ml/min

* nastik: 5l

* teplota kolony: 30 °C

* vlnova délka: 192 nm

* izokratické eluce
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3.3.7 Pr¥iprava vzorki na GPC analyzu

Po odebrani 400l fosfatového pufru byla inkubace vzorku ukena. Po ukateni inkubace byl
kazdy vzorek podroben lyofilizaci.i®d lyofilizaci byl vzorek zmrazen v mraZoe na teplotu
minus 30 °C. Samotna lyofilizace probihala teplo& -80 °C a tlaku 15 Pa po dobu 24 hodin.
Naslede bylo z kazdého lyofilizovaného vzorku odebrdnoruba 5pg degradovaného
kopolymeru, ktery byl rozpu& v 1 ml tetrahydrofuranu. Po rozpést byl vzorek podroben
analyze pomoci gelové pernteadchromatografie.

3.3.8 Kvantifikace poklesu molekulové hmotnosti degradovaych vzorki na GPC

Lyofilizované a rozpughé vzorky v tetrahydrofuranu byly analyzovany pomaelové
perme&ni chromatografie s refraktometrickym detektorenpiistroji Agilent 1 100 Series.

Analyza byla provatha na kolod PLgel MixedC, ped niz byla z&azena pedkolona. Jako
standardy byly pouZity polystyrenové standardy Eady

3.3.8.1 Nastaveni GPC

* mobilni faze: tetrahydrofuran
* pratok mobilni faze: 1 ml/min
* nastik: 50 ul

* teplota kolony: 30 °C

» teplota detektoru: 30 °C

Obr. 16: Gelova chromatografie Agilent 1 100 Series
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

U kazdého kopolymeru byla nejprve zjish kriticka gelani koncentrace a kriticka gelai
teplota. Nasledn byly pripraveny fizné koncentrace¢thto kopolymei, které byly podrobeny
degradaci ve fosfatovém pufru. Kazdy den #ghu degradace byl odebiratiepré definovany
objem sndsi pufru a uvolgnych kyselin. Po ukaieni degradace byly vzorky lyofilizovany. Zma
molekulové hmotnosti degradovanych kopolyinbyla zji¥ovana na GPC. Mnozstvi uvelmych
kyselin bylo prokazano pomoci HPLC.

Vysledky nefeni byly zpracovany do nasledujicich tabulek aigpad kazdy kopolymer.
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4.1 Kopolymer 210806 PLGA-PEG-PLGA

Sol-gel fdzovy diagram vzorku 210806 PLGA-PEG-PLGA
60
58
56 A
54
52 A
50
48
46
44 ~
42 A
40
38 o=
36 | CGT
34
32 A sol
30 T T T T T T T T T T T T T T f !
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
hmotnostni koncetrace (hm.%)

suspenze

teplota (°C)

jantarovy gel

CGC

Obr. 17: Sol-gel diagram pro kopolymer PLGA-PEG-FA.&10806

Béhem sledovani pibéhu gelace roztak kopolymeru bylo pozorovanoékolik prechod
fazovych i barevnych. Pro naSe sledované aplikaa#ilgzita forma gelu jantarové barvy. V této
fazi byl ponechan vzorek na degradaci.

Ze sol-gel fazoveho diagramu pro kopolymer 21080&A-PEG-PLGA vyplyva, Ze kriticka
gelani koncentrace se pohybuje okolo 18% hm. a kitig&l&ni teplota je 37 °C.
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Tabulka 5: Pehled vysledik HPLC analyzy pro vzorek PLGA-PEG-PLGA 210806 s hmostni
koncentraci (19,78%)

. kyselina kyselina kyselina
. kyselina . v £ .
den odbéru miéena [mg/mi] glykolova mlééna glykolova
[mg/ml] [mg v 40Qul] [mg v 40Qul]
16. 3. 2009 0,2967 0 0,1187 0
17. 3. 2009 nenateno nenamieno nenarreno nenameno
18. 3. 2009 0,4461 0,0031 0,1785 0,0012
19. 3. 2009 0,4956 0,0263 0,1982 0,0105
20. 3. 2009 0,5885 0,1021 0,2354 0,0408
23. 3. 2009 0,7352 0,1666 0,2941 0,0666

MnozZstvi uvolnénych kyselin do pufru béhem degradace vzorku 210806 b
ITA (19,78%)

038
0,71
0,6 -
05 -
04 -
03
02
01 I
001 . L

_0,1,
0,2 | | | | ‘ ‘ ‘ ‘
15.3.09 16.3.09 17.3.09 18.3.09 19.3.09 20.3.09 21.3.093.02 23.3.09 24.3.09

den

hmotnostni koncetrace [mg/ml]

—— kyselina mliéna [mg/ml] —=— kyselina glykolova [mg/mlh

Obr. 18: Graf zavislosti koncentrace kyseliny glgké a mléné na dob degradace polymeru
PLGA-PEG-PLGA

Vtabulce¢. 5 a grafu (obr. 18) (kopolymer PLGA-PEG-PLGA 2068 je prezentovana
zavislost zmin koncentraci kyseliny glykolové a nmifé v pufru Bhem rekolika dni. Z grafu je
patrné, Ze v roztoku je vice kyseliny gné. To je zfisobeno zejména slozenim vychoziho
kopolymeru a danym mnoZstvim kyseliny fiié, které je trojnasobné nez kyseliny glykolové Pr
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den 17. 3. 2009 nebylo mozné vyhodnotit vysledekygipodobre z divodu Spatného odbu
vzorku.

Tabulka 6: Pehled vysledik GPC analyzy pro vzorek 210806 PLGA-PEG-PLGA (19,Y8%

den vzorek 210806 bez ITA (19,78%)
Mn [g/mol] polydisperzita
16. 3. 2009 6 438 1,339
17. 3. 2009 6 296 1,346
18. 3. 2009 6 151 1,351
19. 3. 2009 6 151 1,357
20 .3. 2009 5981 1,366
23. 3. 2009 5491 1,406
24. 3. 2009 5 286 1,418

Degradace vzorku 210806 bez ITA (19,78%)

7000 1,43
— + 142
S 6000 / I im
= 5000- 14
7 8
£ 4000 [ s
o , +138 &
£ 11378
s 3000 o =l s
3 . +136g
< 20004 + 135
o : 1
2 1000 » 1,34
. + 133
O T T T T T T T T T 1,32

16.3.09 17.3.09 18.3.09 19.3.09 20.3.09 21.3.09 22.3.08.0%B 24.3.09 25.3.09 26.3.09
dny

—=— zména molekulové hmotnosti na dnech - zména disperzity na dne#h

Obr. 19:Zavislost molekulové hmotnosti a polydigfigma dold degradace

Z tabulky¢islo 6 a z nasledujiciho grafu vyplyva, Ze ulghu degradace kopolymeru PLGA-
PEG-PLGA 210806 s hmotnostni koncentraci 19,78%ak#¥sdni ciselna molekulova hmotnost
a zarové stoupd polydisperzita, kterd je dana goem pamérné molekulové vahy a igtdni
¢iselnou molekulovou hmotnostni kopolymeru. Dochi&ly ke Stpeni dlouhého polymerniho
fetézce na kratSfettzce. S postupujici dobou degradace je pokles miale&unmotnosti rychlejsi.
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4.2 Kopolymer 280806 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA

Sol-gel fazovy diagram vzorku 280806 ITA-PLGA-PEG-RGA-ITA
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Obr. 20: Sol-gel diagram pro kopolymer PLGA-PEG-1220806

Na sol-fazovém diagramu pro kopolymer PLGA-PEG-IBB0806 je znazoema kriticka
gelani koncentrace, kter4 se pohybuje okolo 14% hmiteh& gela&ni teplota, ktera dosahuje az
38 °C. V oblasti suspenze uz dochéazelo k ¢wrd roztoku na 2 faze, pevnou — polymer a kapalnou

— vodu. Ri koncentracich nizSich nez 10% nedoslbec k vytvdeni gelu.
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Tabulka 7: Pehled vysledk HPLC analyzy pro vzorek ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA 280806
s hmotnostni koncentraci (22%)

. kyselina kyselina kyselina
. kyselina . v £ .
den odbéru miéena [mg/mi] glykolova mlé¢na glykolova
g [mg/mi] [mg v 40Qu] | [mg v 40Qu]
16. 3. 2009 0,4002 n. d. 0,1601 n. d.
17. 3. 2009 0,5569 0,0019 0,2227 0,0007
18. 3. 2009 0,5761 0,0598 0,2304 0,0239
19. 3. 2009 0,7831 0,1454 0,3132 0,0581
20. 3. 2009 1,2935 0,4045 0,5174 0,1618
23. 3. 2009 1,5953 0,5052 0,6381 0,2021
Mnozstvi uvolnénych kyslin do pufru béhem degradace vzorku 280606 s IT
(22%)
— 17
E
> 1,5
E 13
(]
§ 11+
© 09-
c
2 0,7+
£ 05-
(2]
2 031 |
o -
g 01+ I
< ME— R
'0,1 T T T T T T T
15.3.09 16.3.09 17.3.09 183.09 19.3.09 20.3.09 21.3.093.02 23.3.09 24.3.0¢
den
—— kyselina mi€na [mg/ml] —=— kyselina glykolova [mg/ml‘l

Obr. 21: Graf zavislosti koncentrace kyseliny ina glykolové na detdegradace polymeru ITA-
PLGA-PEG-PLGA-ITA

Z tabulky ¢islo 7 a néasledujiciho grafu, ktery je sestrojea P2% kopolymer 280806 ITA-
PLGA-PEG-PLGA-ITA vyplyva, Ze byl prokazan stejnyerid uvohovani kyselin jako
v predchozim fipad. Je to dano stejnym pamem LA/GA, ktery je fi. V ptipad® kopolymeru
s kyselinou itakonovou doslo k degradaci polymerchleji nez u vzorku bez této kyselinyii P
poslednim odéru byl pivodni gel jiz zase v tekuté fosmVzorek pufru pro analyzu byl odebran
nad vzorkem polymeru.
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Tabulka 8: Pehled vysledk GPC analyzy pro vzorek 280806 ITA-PLGA-PEG-PLGA-IZ2%

den vzorek 280806 s ITA (22%)
Mn [g/mol] polydisperzita
16. 3. 2009 5262 1,449
17. 3. 2009 nena#heno nenarreno
18. 3. 2009 4 694 1,441
19. 3. 2009 4 568 1,45
20. 3. 2009 4378 1,443
23. 3. 2009 3810 1,425
24. 3. 2009 2 968 1,661

Degradace vzorku 280806 s ITA (22%)

6000 1,7
= 5500 - 1,65
£ 5000-
2 - 1,6
g 4500 - e
£ 4000 LSS
o 2
£ 3500 15 @
< S
'S 3000 1453
o o
S 2500+
% - 14
S 2000
£ 1500 [ 135

1000 1,3

16.3.09 17.3.09 18.3.09 19.3.09 20.3.09 21.3.09 22.3.(R(2824.3.09 25.3.09 26.3.09
dny
—e— zm&na molekulové hmotnosti na dnect®— zmena disperzity na dnech

Obr. 22:Zavislost molekulové hmotnosti a polydigfigma dold degradace

Z tabulky ¢islo 8, ve které je znazaim prehled vysledi biodegradace vzorku 280806 ITA-
PLGA-PEG-PLGA-ITA je 2ejmé, Ze klesa #dni ¢iselnd molekulovd hmotnost v zavislosti na
délce degradace a zarav&oupa polydisperzita.
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4.3 Kopolymer 220107 PLGA-PEG-PLGA
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Sol-gel fazovy diagram vzorku 220107 PLGA-PEG-PLGA
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Obr. 23:Sol-gel diagram kopolymeru 220107 PLGA-PEIGSA

Na sol-fazovém diagramu pro kopolymer PLGA-PEG-PL@&20107 je znazogma kriticka
koncentrace gelu, ktera se pohybuje okolo 10%tecké teplota dosahujici az k 38 °C. &@pylo
prokdzano, Zeipkoncentraci nizSi nez 10% nedoSkibec k tvorls gelu. Pro dalSi experimenty byl
proto jako vhodny vzorek posouzen vzorek od konmeest 16%, ktery jiz tvid ciry gel jantarové

barvy.
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Tabulka 9: Fehled vysledk HPLC analyzy pro vzorek PLGA-PEG-PLGH#slo 220107
s hmotnostni koncentraci (14%)

. kyselina kyselina kyselina
. kyselina . v .
den odkéru miéena [mg/mi] glykolova mlééna glykolova
g [mg/mi] [mg v 40Qu] | [mg v 40Qul]
28. 4. 2009 n. d. 0,2388 n. d. 0,0955
29. 4. 2009 n. d. 0,3301 n. d. 0,1320
30. 4. 2009 n. d. 0,3337 n. d. 0,1335
1. 5. 2009 n. d. 0,3757 n. d. 0,1503
3. 5. 2009 n. d. 0,4153 n. d. 0,1661
4.5.2009 0,0268 0,4710 0,0107 0,1884
5.5. 2009 0,0740 0,5496 0,0296 0,2198
6. 5. 2009 0,0930 0,6067 0,0372 0,2427
7.5. 2009 0,1055 0,5800 0,0422 0,2320
11. 5. 2009 0,3221 0,9032 0,1288 0,3613
Mnozstvi uvolnénych kyselin do pufru béhem degradace vzorku 220107 bez ITA (14%)
1,0
0,9 »
0,81
= 0,71
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den odkéru
—+— kyselina glykolova [mg/ml}-=— kyselina miéna [mg/mi]

Obr. 24: Graf zavislosti koncentrace kyseliny glgké a mléné na dob degradace polymeru

PLGA-PEG-PLGA

Z tabulky¢islo 9 a nasledujiciho grafu, ktery je sestrojem kopolymer 220107 PLGA-PEG-
PLGA o koncentraci 14% vyplyva, Ze systém vykazsiejny trend uvdlovani kyselin jako
v piedchozich fipadech. Lze se domnivat, Ze je to dano stejnymépam LA/GA, ktery je ii.
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Bylo zjiS€no, Ze prvnich ¢ dni se neuvolnilo detekovatelné mnozstvi kyseljiykolové. Od
Sestého dne Zala byt koncentrace kyseliny glykolovéetitelna, od 10. dne degradace dochazi
k rychlejSimu nérstu koncentraci. Je to @gobeno rychlejSi degradaci kratStekézci kopolymeru

na sledované kyseliny.

Tabulka 10: Rehled vysledik GPC analyzy pro vzorek 220107 PLGA-PEG-PLGA (14%)

den vzorek 220107 bez ITA (14%)
Mn [g/mol] polydisperzita
29. 4. 2009 5 607 1,34
30. 4. 2009 5 616 1,378
1. 5. 2009 5404 1,406
3. 5. 2009 5541 1,443
4.5. 2009 4963 1,472
5. 5. 2009 4 750 1,423
6. 5. 2009 3 952 1,648
7.5.2009 4961 1,533
Degradace vzorku 220107 bez ITA (14%)
6000 1,7
= T 1,6
2 5500
2 T15
3 s
5000 - N
= T14g
£ £
'S 4500 T3>
ke o
>
E + 1,2
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E 11
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28.4.09 29.4.09 30.4.09 1.5.09 25.09 3509 4509 55309.09 7.5.09 8.5.09
dny degradace
—— zmeéna molekulové hmotnosti®=— zmsna polydisperzity

Obr. 25: Zavislost molekulové hmotnosti a polydizipe na dolé degradace

Z tabulkycislo 10, ve které jetghled vysledk biodegradace vzorku 220107 PLGA-PEG-PLGA
je zZteme, Ze kleséa igdniciselna molekulova hmotnost v zavislosti na délcgraigace a zarovie
stoupd polydisperzita.
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Tabulka 11: Rehled vysledik HPLC analyzy pro vzorek PLGA-PEG-PLG#slo 220107
s hmotnostni koncentraci (16%)

. kyselina kyselina kyselina

. kyselina . v 2 .

den odbeéru miéena [mg/mi] glykolova mlééna glykolova
[mg/ml] [mg v 40Qul] [mg v 40Qul]

28. 4. 2009 0,2869 n. d. 0,1148 n. d.
29. 4. 2009 0,3292 n. d. 0,1317 n. d.
30. 4. 2009 0,3500 n. d. 0,1400 n. d.
1.5.2009 0,3739 n. d. 0,1495 n. d.
3. 5. 2009 0,4503 n. d. 0,1801 n. d.

4.5.2009 0,0236 n. d. 0,0094 n. d.
5. 5. 2009 0,5639 0,0894 0,2256 0,0358
6. 5. 2009 0,5968 0,1119 0,2387 0,0447
7.5.2009 0,6560 0,1415 0,2624 0,0566
11.5. 2009 0,9715 0,3107 0,3886 0,1243

12

MnoZstvi uvolnénych kyselin do pufru bhem degradace ze vzorku 220107 bez ITA (16%)
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Obr. 26: Graf zavislosti koncentrace kyseliny glgké a mléné na dob degradace polymeru

PLGA-PEG-PLGA

Z tabulky¢islo 11 a nasledujiciho grafu, ktery je sestrojem 6% kopolymer 220107 PLGA-
PEG-PLGA jednoznm¢ vyplyva, Ze je vykazovan stejny trend uwani kyselin jako
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v piedchozich fipadech. Oft je to dano stejnym pafrem LA/GA, ktery je &i. Prvnich Sest dni se
uvolnilo ténmei mizivé mnoZzstvi kyseliny glykolové, které nemoltug zhodnoceno s ohledem na
rozsah Kkalibréni kiivky.

Tabulka 12: Rehled vysledik GPC analyzy pro vzorek 220107 PLGA-PEG-PLGA (16%)

den vzorek 220107 bez ITA (16%)
Mn [g/mol] polydisperzita
29. 4. 2009 6 031 1,332
30. 4. 2009 6 153 1,336
1. 5. 2009 5921 1,367
3. 5. 2009 6 441 1,362
4.5. 2009 6 246 1,36
5. 5. 2009 5 365 1,527
6. 5. 2009 4785 1,498
7.5.2009 4 891 1,54
Degradace vzorku 220107 bez ITA (16%)
7000 1,6
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\g 5500’ 41 1,3 %\
o o
E + 1,25
o
o - €
e 5000 1,2
+ 1,15
4500 T T T T T T T T T 1,1
28.4.09 29.4.09 30.4.09 1.5.09 2.5.09 3.5.09 4.5.09 5.589.09 7.5.09 8.5.09
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Obr. 27:Zavislost molekulové hmotnosti a polydigfigma dold degradace

Z tabulky ¢islo 12, ve které je prezentovaiiepled vysledi biodegradace vzorku 220107
PLGA-PEG-PLGA 16% jednoziia¢ vyplyva, Ze klesa stdniciselnd molekulova hmotnost, a to
v zavislosti na délce degradace; zaroswupa polydisperzita.
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Tabulka 13: Rehled vysledik HPLC analyzy pro vzorek PLGA-PEG-PLGi#slo 220107
s hmotnostni koncentraci (20%)

. kyselina kyselina kyselina
. kyselina . v £ .
den odbéru miéena [mg/mi] glykolova mlé¢na glykolova
[mg/ml] [mg v 40Qul] [mg v 40Qul]
28. 4. 2009 0,3146 n. d. 0,1258 n. d.
29. 4. 2009 0,3615 n. d. 0,1446 n. d.
30. 4. 2009 0,4689 n. d. 0,1875 n. d.
1.5.2009 0,4764 n. d. 0,1906 n. d.
3. 5. 2009 0,6186 0,111 0,2474 0,044
4.5.2009 0,7001 0,1514 0,2800 0,0606
5. 5. 2009 0,7094 0,1825 0,2838 0,0730
6. 5. 2009 0,8315 0,2501 0,3326 0,1001
7.5.2009 0,6610 0,1562 0,2644 0,0625
11. 5. 2009 1,0971 0,4303 0,4388 0,1721
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MnoZstvi uvolnénych kyselin do pufru béhem degradace vzorku 220107 bez ITA (20%)
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Obr. 28: Graf zavislosti koncentrace kyseliny glgké a mléné na dob degradace polymeru

PLGA-PEG-PLGA

Z tabulky¢islo 13 a nasledujiciho grafu, ktery je sestrojem 20% kopolymer 220107 PLGA-
PEG-PLGA je tejmeé, Ze byl prokdzan stejny trend uimiani kyselin jako vigdchozich
piipadech. Je to dano &pstejnym ponirem LA/GA, ktery je fi. Prvnictyti dny se uvolnilo téré
mizivé mnozstvi kyseliny glykolové, které nemohlt bangreno kwili rozsahu kalibrani kiivky.
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Mirny pokles mnozstvi kyselin, které je patrné bad provedeného 7. 5. 2009 je prapddobr
zpasobeno Spatnym odiem vzorku, ktery byl jednorazovy a nebylo moznépakovat.

Tabulka 14: Rehled vysledik GPC analyzy pro vzorek 220107 PLGA-PEG-PLGA (20%)

den vzorek 220107 bez ITA (20%)
Mn [g/mol] polydisperzita
29. 4. 2009 5 558 1,421
30. 4. 2009 5 737 1,394
1. 5. 2009 5 854 1,406
3. 5. 2009 5 604 1,415
4.5. 2009 5 257 1,491
5. 5. 2009 5155 1,495
6. 5. 2009 5102 1,501
7.5.2009 4519 15
Degradace vzorku 220107 bez ITA (20%)
6000 1,55
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Obr. 29:Zavislost molekulové hmotnosti a polydigpggma dob degradace

Z tabulky ¢islo 14, ve které je prezentovairepled vysledi biodegradace vzorku 220107
PLGA-PEG-PLGA 20% je irjmé, Ze klesa &dni ¢iselnd molekulovd hmotnost v zavislosti na
délce degradace; zaravetoupa polydisperzita.
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U vSech koncentraci kopolymeru 220107 byl trengbgitu degradace obdobny, nezavisly na
hmotnostni koncentraci vychoziho roztoku. Sarep® plati, Ze ¢im vySSi byla koncentrace
polymeru, tim ¥tSi byly zjiS€né hodnoty kyselin glykolové a ntiéé.

4.4 Kopolymer 180907 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA

Sol-gel fazovy diagram vzorku 180907 ITA-PLGA-PEGPLGA-ITA
55 -
50 -
suspenze
45
:6 bily
= 40 CG
o
o
g jantarovy gel
35 1 CGC
30 1
sol
25 T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
hmotnostni koncentrace (hm.%)

Obr. 30: Sol-gel fazovy diagram kopolymeru ITA-PLBRG-PLGA-ITA 180907

Na sol-fazovém diagramu pro kopolymer ITA-PLGA-PEGSA-ITA 180907 je znazorma
kritickd gel&ni koncentrace, ktera je rovna 12% a kriticka @dlaeplota, ktera dosahuje az
k 37 °C.
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Tabulka 15: Rehled vysledik HPLC analyzy pro vzorek ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA 180907
s hmotnostni koncentraci (20%)

. kyselina kyselina kyselina
. kyselina . v 2 .
den odkéru miéena [mg/mi] glykolova mlééna glykolova
g [mg/mi] [mg v 40Qu] | [mg v 40Qul]
28. 4. 2009 0,8101 0,0137 0,3240 0,0055
29. 4. 2009 1,0077 0,0927 0,4031 0,0371
30. 4. 2009 1,1295 0,1696 0,4518 0,0679
1. 5. 2009 1,2705 0,2475 0,5082 0,0990
3. 5.2009 1,7219 0,4857 0,6888 0,1943
4.5. 2009 1,8085 0,5699 0,7234 0,2280
5. 5. 2009 2,0502 0,6533 0,8201 0,2613
6. 5. 2009 2,1625 0,7335 0,8650 0,2934
7.5.2009 2,4447 0,8828 0,9779 0,3531
11. 5. 2009 3,8304 1,5721 1,5322 0,6288
MnoZzstvi uvolnénych kyselin do pufru béhem degradace vzorku 180907 s ITA (20%)
45
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Obr. 31:Graf zavislosti koncentrace kyseliny ¢ni& a glykolové na déldegradace polymeru ITA-
PLGA-PEG-PLGA-ITA

Z tabulky ¢islo 15 a nasledujiciho grafu, ktery je sestrojem 0% kopolymer 180907 ITA-
PLGA-PEG-PLGA-ITA jednoznaé vyplynul stejny trend uvdbvani kyselin jako vigdchozich

47



piipadech. Je to dano shodnym goem LA/GA, ktery je fi. Pfi porovnani stejertkoncentrovaného
vzorku bez modifikace ITA jeretelrt vidét, Ze degradace modifikovaného polymeru probihala
mnohem rychleji. Koncentrace kyselin jsou ve stefjnglinech vyssSi. Tento fakt byl pozorovan
rovneéZz pouhym okem ifp odbéru vzorki, kdy bylo zejmé, v kterém okamziku byl gel jiz spiSe
rozpusén.

Tabulka 16: Rehled vysledit GPC analyzy pro vzorek 180907 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITZ0%)

den vzorek 180907 s ITA (20%)
Mn [g/mol] polydisperzita
29. 4. 2009 4941 1,543
30. 4. 2009 5459 1,546
1. 5. 2009 3 595 1,74
3. 5. 2009 3 555 1,718
4.5. 2009 3438 1,657
5. 5. 2009 2 955 1,715
6. 5. 2009 2721 1,745
7.5.2009 3185 1,649
Degradace vzorku 180907 s ITA (20%)
6000 18
S 5000 T 175
E
2
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Obr. 32: Zavislost molekulové hmotnosti a polydizipe na dolé degradace

Z tabulky¢islo 16, pomoci které je prezentovamhded vysledi biodegradace vzorku 180907
ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA 20% opt jednoznan¢ vyplyva, Ze klesa sedniciselnd molekulova
hmotnost, a to v zavislosti na délce degradaceov@rbylo zjiS€no, Ze stoupa polydisperzita.
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Stejre jako @i analyzy provedené pomoci HPLC tak také analyzylekndovych hmotnosti
potvrdily rychlejSi degradaci vzorku s ITA. Katvé Mn byla asi o 1000 menSi neZ u vzorku bez
ITA.
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5 ZAVER

Degradovanymi polymery byly poly(ndga-co-glykolova kyselina) naroubovana na
polyethylenglykol a tento kopolymer upraveny kyseli itakonovou.

Cilem prace bylo aitit optimalni podminky pro degradaci. Optimalnimidpankami bylo
prostedi fosfatového pufru o pH 7,4 a tegl@&7 °C. Za vhodnou metodu pro stanoveni proiukt
degradace byla zvolena vysokéinna kapalinova chromatografie s UV-VIS detekciiaddvym
polem. Pro stanoveni zmy iettzce polymeru po degradaci byla pouzita gelova patnie
chromatografie s refraktometrickym detektorem.

e

NejdalezitejSi vysledky |ze shrnout do nasledujicich od

* Pro kazdy typ kopolymeru byla stanovena kritickéag@ koncentrace a kriticka geéla
teplota, ktera jeilezita pro stanoveni podminek degradace.

e Zduvodi nedostatku materidlu byly &teny pouze idedlni podminky prieti pro
degradaci.

* Metodou GPC bylo zjigho, Ze dochazi ke klesaniesdni¢iselné molekulové hmotnosti
kopolymei a tudiz k samotné degradaci.

* Metodou HPLC byly identifikovany v odebiraném fdsfé&m pufru pedevSim kyselina
mlécna a glykolova.

» Degradace kopolymeru s itakonovou kyselinou prdhilmgchleji a konéna molekulova
hmotnost byla asi o 1 000 g/mol menSi neZ u polurbez ITA.

» Z chromatograrin, které jsou v filozecislo 4 si vSak Ize také povSimnout, Ze se zde nfléz
dalSi latky. Mohlo by se jednat o kratgi¢zce kopolymak. Stanoveni afiesna identifikace
téchto latek bude jiz s@asti experimerit provadnych v ramciteSeni budouci diplomové
prace.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

Zkratka Vyznam
PEG polyethylenglykol
PLA poly(mlé&na kyselina)
PGA poly(glykolova kyselina)
ITA itakonova kyselina
PCL polycaprolaktan
PBL poly(B-butyrolactony)
PdMMLA poly([R,S] -3,3- dimethy-2-

hydroxybutandiova kyselina)

PLGA poly(mlé&na-co-glykolova kyselina)
PA polyanhydridy
PU polyuretany
SP stupe polymerace
GA kyselina glykolova
LA kyselina mléna
MW molekulova hmotnost
PNIPAAM poly(N-isopropylakrylamid)
PEO poly(ethylenoxid)
PPO poly(propylenoxid)
CGT kriticka gela&ni teplota
CGC kriticka gel&ni koncentrace

(PNIPAM/ITA)

poly(N-isopropylakrylamiditakonova
kyselina)

(PNVP/ITA) poly(N-vinyl-2-pyrrolidonitakonova
kyselina)

(PHEMA/ITA) poly(2-hydroxyethylmethakrylitakonova
kyselina)

HPLC vysoko &inna kapalinova chromatografie

GPC gelova permemi chromatografie

LDso ozna&eni pro mnozstvi substance, které je
podani uité latky smrtelnou davkou pr
daného Zivsicha v 50% pipadu

n. d. nedetekovano
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8 SEZNAM PRILOH
Priloha ¢. 1. Chromatogram z GPC analyzy pro vzorek 14% PLGA-FEGA 220107

Priloha ¢. 22 Chromatogram z GPC analyzy pro vzorek 20% ITA-PLBRG-PLGA-ITA 180907

Priloha ¢. 3: Chromatogram z HPLC analyzy pro 20% PLGA-PEG-PLE2®107 ukazujiciust
mnoZstvi uvoldnych kyselin Bhem degradace
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9 PRILOHY
Piiloha ¢. 1: Chromatogram z GPC analyzy pro 14% PLGA-PEG-PLGA1DZ
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Obr. 33: 1. den degradace znaioje modra Kivka, 2. den €ervena Kivka, 3. den — zelena, 4.
den —rizova, 7. den - gtle modra, 8. den — fialov4, 9. den — t@aelena, 10. den — Seda
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Obr. 34: detail chromatogramu pro 14% PLGA-PEG-PLGA
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Priloha¢. 2: Chromatogram z GPC analyzy pro 20% PLGA-PEG-ITAABO
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Obr. 35: 1. den degradace znaioje modra Kivka, 2. den €ervena Kivka, 3. den — zelena, 4
den — rizova, 7. den - gtle modra, 8. den — fialov4, 9. den — t@aelena, 10. den éerné
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Obr. 36: detail chromatogramu 20% PLGA-PEG-ITA 1809
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Priloha ¢. 3: Chromatogramy z HPLC analyzy 20% PLGA-PEG-PLGA 22010
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Obr. 37: 1. Chromatogram po prvnim dnu degradaceh2omatogram po sedmi dnech degradace,
3. chromatogram po dvanacti dnech degradace
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Priloha¢. 4: Porovnani chromatogranz HPLC analyzy pro 8. den degradace
1. graf je 20% PLGA-PEG-PLGA 220107
2. graf je 20% PLGA-PEG-ITA 180907
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Obr. 38:cervena Kivka znazotuje ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA , modrdikka znazotuje PLGA-
PEG-PLGA
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Pifloha &. 5: Ukazka vzork
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Priloha ¢. 6: Urcovani zrdny zabarveni § sestrojovani sol-gel fazovych diagram
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Priloha ¢. 7: Temperovani vzoikve vodni lazni
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