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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméfena na sledovani degradace biokompatibilnich polymerti. Byly
studovany kopolymery zalozené na poly(mlécné), poly(glykolové) kyselin¢ a poly(ethylenglykolu)
PLGA-PEG-PLGA a dale tyto kopolymery modifikované kyselinou itakonovou ITA-PLGA-PEG-
PLGA-ITA.

Byl sledovan vliv pH fosfatového roztoku na degradaci kopolymerti. Degradace probihala pfi
teploté 37 °C v prosttedi fostatového roztoku pti pH 4,2; 7,4 a 9,2. Pro kvantitativni stanoveni
kyseliny mlécné a glykolové, které jsou kone¢né produkty degradace, byla pouZzita vysokoucinna
kapalinova chromatografie s UV-VIS detekci pomoci diodového pole. Pro kvalitativni stanoveni
dal§ich produktli degradace bylo vyuzito tandemového spojeni kapalinové chromatografie
a hmotnostniho detektoru. Pro stanoveni poklesu molekulové hmotnosti fetézce kopolymerii po
degradaci byla pouzita gelova permeacni chromatografie s refraktometrickym detektorem.

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on biocompatible polymers degradation study. Copolymers were
studied based on poly(lactic-co-glycolic) acid and poly(ethylene glycol) PLGA-PEG-PLGA and
further these copolymers modified with itaconic acid ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA.

This paper investigated the influence of pH phosphate solution on the degradation of polymers.
Degradation of polymers occurred at 37 °C in phosphate solution with pH 4.2, 7.4 and 9.2. High
performance liquid chromatography with UV-VIS detection of diode-array type was used for
quantitative determination of lactic acid and glycolic acid as the final degradation products. For
qualitative identification of additional degradation products were used tandem connection liquid
chromatography and mass spectrometry. Gel permeation chromatography with refractive index
detector was used to determine the molecular weight decrease polymer chain after the degradation.
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biokompatibilni polymery, degradace, hydrogely
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1 UVOD

V oblasti vyvoje novych druhli polymerii se v poslednich letech upind pozornost na materialy,
které podléhaji piirozené degradaci. Tyto materidly nachazeji své vyznamné vyuZziti v medicing,
zejména pro jejich nékolik nespornych vyhod. Za prvé —nevyvolavaji chronické reakce na cizi
téleso, které pii chirurgickych zékrocich zlstava v téle, protoze jsou postupné vstiebavany.
Za druhé —neni zapotiebi nasledné operace pro odstranéni implantatu. Vyznamné je také jejich
uplatnéni v oboru tkanového inzenyrstvi, kde se pouZzivaji jako nosice bunék. Buiiky se na této
opérné matrici z polymeru rozrustaji a vytvaii tak novou tkan. Po vytvotfeni nové silné tkan¢ neni uz
,kostra“ z polymeru zapotiebi, a proto je pro tyto tcely pouzivan vstiebatelny material [1].

Snahy o napodobeni ptirodnich materiala, které maji jak hydrofilni, tak hydrofobni vlastnosti,
vedly k vyvoji biokompatibilnich amfifilnich syntetickych polymert [2]. Do této klasifikace jsou
zahrnuty hydrogely, které mohou byt fyzikdlni nebo chemické povahy, se schopnosti absorbovat
vice nez 20 % vody v poméru k jejich celkové hmotnosti [3]. Biomedicinské aplikace hydrogeld je
velmi Siroka, od kontaktnich Cocek ptes diagnostické pomtcky, jakymi jsou biosensory nebo
1ékatské implantaty s kratkou, pfipadné dlouhou dobou Zivotnosti.

V posledni letech byly piipraveny tzv. ,,chytré® hydrogely, u kterych je jejich chovani (gelace)
ovlivilovano reakci na externi podminky [4]. Tato citlivost na okolni prostfedi mize byt fizena
zménou teploty, pH, elektrickym polem, svétlem, iontovou povahou, magnetickym polem nebo
napctim [5]. Aktudlni metoda pfipravy hydrogelti je zaloZzena na zesitovani makromonomert
pomoci fotopolymerizace nebo ptes prechodnou fazi mezi roztokem a gelem [6, 7, 8]. Gel, ktery
vznikne pfi reverzibilnim procesu v pfechodné fazi, mé schopnost pfechézet z roztoku (solu) na gel
a zpét. Jednotlivé pfechody mohou byt ovlivnény napi. zménou teploty. Tyto vlastnosti maji gely
skladajici se z hydrofilniho poly(ethylenglykolu) PEG a hydrofobni poly(mlééné kyseliny) PLA
a poly(glykolové kyseliny) PGA [2]. Termoreversibilni gely mohou byt pouzity jako injekéni
implantaty nebo jako systémy s postupnym uvoliiovanim 1é¢iv [8].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Biologicky rozlozZitelné polymery

Biologicky rozlozitelné polymery disponuji predev§im velkym potencidlem vyuziti v l€kafstvi,
zeméde€lstvi a v priamyslu obalovych materidli. Vyznamné uplatnéni ziskavaji v tkanovém
inzenyrstvi, pfi vyzkumu umélych orgdnti a pifi vyvoji novych systémt 1€kt s postupnym
uvoliovanim ucinné latky. Podle lékaiské definice jsou ,,biomaterialy latky jiné nez potraviny
nebo Iéky, které jsou obsazeny v diagnostickych nebo léebnych systémech a zaroven jsou
v ptimém kontaktu s télnimi tekutinami [9]. Materialy, které mohou byt pouzité pii vyzkumu
v tkanovém inzenyrstvi anasledné jsou aplikovany v Iékafstvi, musi spliovat velmi piisné
pozadavky, zejména na jejich biokompatibilitu, biodegradaci na netoxické latky, schopnost
podporovat riist a déleni bunék. Neopomenutelnou vlastnosti je také mechanicka pevnost, ktera je
dualezita pti regeneraci tkani [10].

Nadale ztstava klicovym faktorem pro rozvoj tkanového inzenyrstvi a nésledujici lékatrskou
aplikaci vybér vhodnych ptirodnich nebo syntetickych degradabilnich materialt [11].

Syntetické polymery disponuji obecné velmi dobrou mechanickou pevnosti. Pozadovany tvar
a rychlost rozkladu Ize lehce modifikovat pro kazdou aplikaci. Nevyhodou je hydrofobni povrch,
ktery postrada interakci mezi materidlem a okolnimi bunikami. Na druhou stranu, pfirodni polymery
nedisponuji takovymi mechanickymi vlastnostmi jako syntetické polymery, avSak jsou télu vlastni
ajsou vice hydrofilni, a proto lépe interaguji s okolni tkdni [12]. Vlastnosti novych biologicky
rozlozitelnych polymeri mohou byt navrZzeny pomoci kombinace obou systémtl.

Mezi biologicky rozlozitelné polymery, které se rozpousti ve vod¢ a v télnich tekutinéch, se fadi
dnes bézné vyuzivané dextriny, Zelatina a polyethylenglykol. Tyto latky se pouzivaji pro zvyseni
objemu krevni plazmy [13]. Pro detoxikaci téla se aplikuje polyvinylalkohol a pfi podavani 1€kt se
pouzivaji napt. poly(a-aminokyseliny) [5]. Nerozpustné biologicky rozlozitelné polymery mohou
byt hydrofobni nebo zesitované. Jejich nejCastéjsi lékaiska aplikace je ve formé tkanovych
implantati (napt. chitosan, kolagen) nebo jako makromolekularni systémy s fizenym uvolfiovanim
1écivych latek [14]. Polyurethan byva Casto vyuzit jako tkénové pojivo. Vyznamnou skupinou
polymerti pouzivanych v Iékatstvi jsou polyestery, mezi které patii napt. semikrystalicky poly(e-
kaprolaktan), poly(a-hydroxykyseliny) a dale polymery zaloZzené na semikrystalické nebo amorfni
kyseliné¢ mlécné (PLA) a semikrystalické kyselin€ glykolové (PGA) [10].

2.1.1 Prtirodni biologicky rozlozitelné polymery

Ptirodni biologicky rozlozitelné polymery se také mohou zkricené¢ nazyvat biopolymery.
Biopolymery jsou cilené vytvareny béhem rastového cyklu ve vSech organismech. Jejich syntéza je
enzymaticky katalyzovana. Pii takto katalyzované reakci dochézi k aktivaci monomerd a rozvoji
polymerizani reakce, ktera vede k ristu polymerniho fetézce. Mezi pfirodni biologicky
rozlozitelné polymery patii napt. Skrob, kolagen, celuldza, chitin, chitosan a mnoho dalSich [14].
Ptirodni biopolymery byly odneddvna pouzivany jako soucast potravin. Zpracovani téchto
biopolymert a jejich vyuzivani je dobie zndmo i ve farmacii.

Zelatina patii mezi znamé piirodni termoreversibilni polymery [8]. Je to polypeptid. Vznika pii
hydrolytickém rozkladu kolagenu. Je ve vodé dobfe rozpustna a biologicky rozlozitelna. Tento
biopolymer ma rozsahlé¢ vyuziti ve farmaceutickém pramyslu, zejména v potahovani tablet. Dalsi
vyuziti je i pro piipravu biologicky rozlozitelnych hydrogeld.



Skrob se b&zné vyskytuje v rostlinach ve formé zrm. Tyto zrna jsou rtizné velka a zaleZi na tom,
z jakého druhu rostliny Skrobové zrno pochazi. Nejvice je Skrob obsazen v bramborach, kukufici
a ryzi. Sklada ze dvou polymert — z linearni ve vodé rozpustné amylosy a vétveného amylopektinu,
ktery je naopak v horké vodé nerozpustny. Skrob byl Siroce pouzivan na vyrobu filmd. Tyto
Skrobové filmy na bazi pryskyfic jsou charakteristické svou nizkou propustnosti a jsou proto
vhodné pro baleni potravin. Skrob se dnes mimo jiné pouzivd na vyrobu zemédélskych
mulcCovacich materialli, protoze degraduje na neSkodné produkty pii styku s piadnimi organismy.
Dalsi perspektivni vyuziti mé ve funkci plniva, které se ptidava napiiklad do polyethylend pro
zlepsSeni jejich degradacnich vlastnosti [14].

Chitin a chitosan jsou biopolymery vyskytujici se zejména v pevnych schrankach garnatt, krabt
a hmyzu. V poslednich letech tyto biopolymery vyvolaly senzaci, protoze se o nich zjistilo, Ze
podporuji rychlé hojeni ran, jsou biokompatibilni a biologicky rozlozitelné. Jejich unikatni
vlastnosti tak nabizeji aplikaci v mnoha oborech, nejvice by mohly byt vyuzivany jako chirurgické
nit¢ a obvazy [14].

2.1.2 Syntetické biologicky rozlozitelné polymery

Krom¢ ptirodnich biopolymert je i celd fada syntetickych polymera biologicky i enviromentalné
odbouratelna. Zakladni fetézec polymeru, obsahujici pouze atomy uhliku, podstupuje degradaci
htfe nez polymer, ktery ma ve své struktufe heteroatomy. Tohoto poznatku se cilené vyuziva, a tak
degradovatelnost miize byt do polymeru projektovana presnym zatazenim vhodnych chemickych
vazeb a substituentil, jako napt. amidi, anhydrid nebo ester.

Obecnym mechanismem degradace je hydrolyza. Ta muize byt prostd, piipadné¢ spojend
s enzymatickou katalyzou. Hydrolyzovany polymer je rozstépen na mensi podjednotky a v disledku
toho degraduje. Syntetické, biologicky rozlozitelné polymery s chemickymi vazbami podléhajicimi
hydrolyze, jsou intenzivné¢ zkoumany nejen pro biomedicinské, farmaceutické nebo zemédélske
ucely, ale také pro vyuziti pii vyrobé obali. Aby néjaky material mohl byt pouzit v 1ékatstvi, musi
byt kvalifikovan jako biomaterial. Biomaterial musi splilovat fadu pozadavka, mezi které napft. patii
biokompatibilita. O biokompatibilit¢ polymert ¢asto rozhoduji produkty $tépeni vice nez samotny
polymer. Jako biomateridly jsou nejcastéji vyuzivany polyestery zalozené na polykaprolaktanu
(PCL) déle na polylaktidu (PLA), polyglykolidu (PGA) a jejich kopolymery. Degradace téchto
materidlii vytvaii odpovidajici hydroxykyseliny, které nejsou toxické, a proto jsou bezpecné pro
pouziti in vivo [15].

2.1.2.1 Polyestery

Syntetické alifatické polyestery byly poprvé pouzity v chirurgii pred 40 lety jako vstfebatelné
chirurgické nit¢ a materidl pro kostni fixaci. Stdle patfi mezi nejCastéji pouzivané syntetické
rozlozitelné polymery [16].

Alifatické polyestery, mezi které napiiklad patii hydrofobni polylaktidy (PLA), polyglykolidy
(PGA), poly(e-kaprolactony) (PCL), poly(B-butyrolactony) (PBL) a hydrofilni poly([R,S] -3,3-
dimethyl-2-hydroxybutandiova kyselina) (PAMMLA), pifedstavuji dilezitou skupinu biologicky
rozlozitelnych makromolekul s vybornou biokompatibilitou a variabilni rozlozitelnosti.

Esterova vazba je ptic¢inou, pro¢ vyse zminéné polymery podléhaji tak dobie degradaci. Aby byl
synteticky polymer biodegradabilni pomoci enzymatické hydrolyzy, musi byt fetézec polymeru
schopen se spravné prostorové uspotfadat do aktivniho mista enzymu. To je také hlavni divod, pro¢
prizptsobivy fetézec alifatickych polyesterti podléhd biodegradaci, a to na rozdil od aromatickych
polyesterti [14]. Doba degradace také zavisi na slozeni a pivodni molekulové hmotnosti polymeru.
Miize byt v rozsahu od nékolika dnti az roki [17].



Poly(mlécna kyselina) (PLA), poly(glykolova kyselina) (PGA) a jejich kopolymery (PLGA) jsou
soucasti vétSiny zkoumanych polymeri ze skupiny polyesterii. Tyto polymery byly pouzity jako
chirurgické nité, vyztuzovaci platy a pomucky pro fixaci zlomeniny a vyztuze pro bunécné
transplantace. Diblokovy kopolymer PLGA muze byt pouzit pro dal§i vyvoj novych kopolymera

rrrrrr

2.1.2.2 Polyanhydridy

Polyanhydridy (PA) patii do skupiny polymeri, které se syntetizuji ve formé vldken. Tato
skupina polymerii je velmi nachylna k hydrolyze a povrchovému rozkladu, ktery je velice zadouci
zvlasté u biomedicinckych aplikaci. Stupenn degradace miize byt definovan vyménou hlavniho
fetézce polymeru. Alifatické PA degraduji béhem néckolika dni, zatimco aromatické se mohou
rozkladat velmi pomalu fadové i1 néckolik let [14]. Polyanhydridy jsou zafazeny mezi
biokompatibilni polymery s vybornou vlastnosti kontroly uvoliiovani, proto je jejich hlavni aplikace
fizené uvolnovani 1éciv [10].

2.1.2.3 Polyurethany

Polyurethany (PU) zatazujeme do hlavni skupiny syntetickych elastomerti. Vynikaji vybornymi
mechanickymi vlastnostmi a dobrou biokompatibilitou. Tyto hlavni pfednosti urcuji jejich vyuziti
zejména jako dlouhodobé medicinské implantaty. Dnes jsou pouzivany pro vyrobu lékatfskych
implantatt, jako jsou kardiostimulatory a cévni Stépy [10].

PU mohou byt navrzeny tak, aby chemické vazby byly rozlozitelné v biologickém prostiedi.
Obecné biologicka rozlozitelnost polyurethanti zavisi na tom, zda je vicesytny alkohol zaloZen na
polyesteru, nebo na polyetheru. Polyurethany zalozené na polyesteru jsou snadno degradovatelné
mnoha mikroorganismy a enzymy, zatimco PU zakladajici se na polyetheru jsou rezistentni vici
takové biodegradaci [14].

2.1.2.4 Polyethylenglykol (PEG)

Polyethylenglykol patii mezi syntetické polymery rozpustné ve vodé. PEG a jeho derivaty jsou
Siroce vyuzivany v kosmetickém pramyslu na vyrobu zvlaciujicich latek, které se pridavaji do
krémi, dale se znc¢ho vyrabi surfaktanty, Cistici prostfedky atd. Farmaceuticky primysl z PEG
piipravuje zéklady pro masti, kapsle, tablety a plniva do pilulek. Dalsi vyuziti ma v textilnim
primyslu, pfi vyrobé pryskyfic a v mnohych dalsich odvétvich [19].

Po perordlnim nebo intravenéznim podani je polyethylenglykol vyluCovan pievazné
v nezménéné podobé v exkretech. Podminkou odstranéni polyethylenglykolu z téla je, Ze PEG blok
musi mit niz§ molekulovou hmotnost jak 5000 g.mol” [20]. V&tsi fetézec nedokazi ledviny
odfiltrovat z krve. Polyethylenglykol se miiZze ¢astecné vstiebavat a castecné metabolizovat. PEG je
metabolizovan do nizsich oligomert kyseliny glykolové, kyseliny hydroxyglykolové a diglykolové
kyseliny, jako jejiho homologu. Césteéné je PEG metabolizovan na oxid uhligity a je vylouéen
pomoci plicni ventilace. Procentudlni vylucovani ve form¢ CO, klesd se zvySujici se
metabolizovanou davkou a s rostouci molekulovou hmotnosti homologické fady [19, 21, 22].
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2.2 Biodegradace polymeri

Degradace polymerti je charakteristickd svym poklesem molekulové hmotnosti vzorku
polymeru, kterd je doprovazena zvySenim koncentrace nizkomolekuldrnich segmentii fetézce
polymeru, které se uvolnily do okolniho prostfedi. Tento proces je doprovazen i ztratou mechanické
pevnosti polymeru [10].

Lze obecné fici, ze téméf vSechny biologicky rozlozitelné polymery obsahuji nékterou
z hydrolizovatelnych labilnich vazeb, jako jsou vazby esterové, anhydridické, uhlic¢itanové,
amidické a mnohé dalsi. Jejich nejvyznamnéjsi degradacni mechanismus, probihajici v zivych
organismech, je enzymaticky katalyzovand hydrolyza. Pro abiotické prostiedi pievazuje
mechanismus chemické hydrolyzy. Na hydrolytické Stépeni vazeb ma silny vliv sloZzeni polymeru
a stérické uspofadani makromolekuly, které ovliviluje pfistup molekul vody k labilnim vazbam.
Celkovou rychlost hydrolyzy ovliviiuje mnoho faktorti, mezi které patii hydrofobnost/hydrofilnost,
relativni stabilita vazeb, rozpustnost degradacnich produktd, vznik autokatalyzujicich produktt
degradace, mikrostruktura a schopnost krystalizace [10].

2.2.1 Degradace poly(mlécné kyseliny) (PLA)

Molekula kyseliny mléc¢né ma chirdlni centrum, a proto se poly(mlécné kyselina) vyskytuje ve
dvou izomernich formach D (-), L (+) a v racemické smési (D, L). Polymery z této slouceniny jsou
obvykle zkracené oznaCovany pomoci jejich chirality. Poly(L-mlé¢na kyselina) a poly(D-mlé¢na
kyselina) patii mezi semikrystalické pevné latky s podobnym stupném hydrolytické degradace jako
PGA. V kontrastu s poly(glykolovou kyselinou) je poly(mlé¢na kyselina) méné nachylna
k hydrolytickému S§tépeni, a to diky methylové skupin¢, kterd brani v ptistupu molekul vody
k labilnim vazbam. Ve vétsin€ biomedicinskych aplikaci je pfednostné vybran (L) izomer kyseliny
mlécné, protoze pouze tento izomer je metabolizovan v lidském téle [10].

Obecny rozklad PLA probiha za pfistupu molekul vody k fetézci, které hydrolyzuji esterové
vazby. Pro hydrolyzu téchto polyesterti je dilezitym faktorem pH vodného prostfedi, protoze
hydrolyza mtze byt katalyzovana jak kysele, tak i zasadité [23].

V neutrdlnim a v zasaditém prostiedi je vysvétlovan pozorovany rozklad oligomeru PLA
mezimolekuldrni transesterifikaci, ktera se také nazyva zpétné Stépeni [23, 24].

Nukleofilni stépeni hydroxylové skupiny na konci druhé karbonylové skupiny vede k odstépeni
molekuly vody a k vytvofeni stabilniho Sesticlenného uzavieného cyklu jako meziproduktu (obr. 1).
Tato reakce je zasadité¢ katalyzovana, protoze zasada interaguje s koncem hydroxylové skupiny,
¢imz se zvySuje nukleofilita na atomu kysliku. Podle tohoto mechanismu se tvoii béhem rozkladu
oligomer kyseliny mlé¢né (stupeit polymerace SP = 5) a laktat. Prestoze laktat nebyl zjistén pii
rozkladu vzorkd, to jesté nedokazuje, Ze tento mechanismus neni pravdivy. Polocas rozkladu laktatu
je v ramci zadanych podminek méné nez 1 minuta [23].

Mechanismus hydrolyzy pii kyselém pH postupuje od konce fetézce. Stépeni probiha prioritng
na esterové vazbé (obr. 2) koncového hydroxylu tohoto oligomeru [25]. To lze vysvétlit takto:
rozklad je zahajen protonaci na OH koncovych skupinach, po kterém nasleduje vytvoireni
mezimolekuladrnich vodikovych mustkli. Ze vSech moznych struktur meziproduktl je nejvice
stabilni uzavieny péticlenny kruh. Elektrofilita karbonylové skupiny vzroste po vytvofeni
vodikovych mistki. Kyselina mlé¢na je odStépena, piicemz zlstane oligomer kyseliny mlécné,
jehoz SP bude mit o jeden monomer mén¢, nez vychozi sloucenina [23].
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Obr. 1: Schéma mechanismu hydrolyzy PLA v zasaditém prostredi [23]
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Obr. 2:  Schéma mechanismu hydrolyzy PLA v kyselém prostiedi [23]

2.2.2 Degradace poly(glykolové kyseliny) (PGA)

Poly(glykolova kyselina) (PGA) je charakterizovana jako tuhy termoplasticky materiél
s vysokou schopnosti krystalizace (46 —50 %). Vysokd schopnost krystalizace zptisobuje
nerozpustnost PGA ve vétSin€ organickych rozpoustédel; vyjimku tvoii vysoce fluorovana
rozpoustédla jako je hexafluorisopropanol.
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Atraktivita PGA jako biologicky rozlozitelného polymeru spociva vtom, ze jeji konecny
degradacni produkt, tj. kyselina glykolova, je pfirozenym metabolitem lidského organismu. Hlavni
pouziti PGA je v resorbovatelnych nitich pouzivanych k Siti v chirurgii. Dnes jsou k dispozici pod
obchodnimi ndzvy jako Dexon a American Cyanamide Co.

Degradace PGA je shodna i pro kopolymery, které jsou tvoieny pouze poly(mléénou kyselinou).
Sklada ze dvou fazi. Prvni faze zahrnuje diftizi vody do amorfnich ¢asti matrice, kde probiha
jednoduché hydrolytické Stépeni na esterovych skupinéach fetézce. Druhd faze je zapocata, kdyz uz
je zcela degradovana amorfni ¢ast. Hydrolytické S§tépeni pokracuje od amorfnich okrajii fetézce
polymeru ke krystalickému stfedu [10, 23].

2.2.3 Degradace kopolymeru PLGA

Uzivani PLGA kopolymert v bézné¢ biomedicincké praxi vedlo k dalSim studiim zaméfenym
zejména na mechanické vlastnosti téchto kopolymert, piipadné na objasnéni zptisobu degradace.
Podrobeni PLGA mechanickym zkouskdm by mélo vést k roz§ifeni uzivani téchto polymert napf.
na vyrobu lékatskych implantati pro Casti téla, které jsou zatézovany tlakem, jako jsou klouby,
nebo tahem to jsou svaly [26]. Zatim jsou PLGA pouzivany v Iékaistvi k fixaci kosti ve formé plath
nebo filmu, eventudlné jako chirurgické nité.

Zpusob degradace PLGA byl objasnén mechanismem autokatalyzy. Jednd se o hydrolytické
Stépeni jedné esterové vazby PLGA kopolymeru, kterd rozst€penim poskytne jednu karboxylovou
ajednu hydroxylovou skupinu. Takto vytvofené konce karboxylovych skupin jsou schopny
katalyzovat hydrolyzu dalSich esterovych vazeb [23].

Faktort, které ovliviuji rychlost degradace piredméti z PLGA, je velmi mnoho. Mezi
nejvyznamnéj$i patii velikost a tvar predmétu, teplota, pH, zékladni vlastnosti polymeru,
autokatalyza a délka tetézce vytvarejiciho se oligomeru [26].

0 CHs 0
o4 .
R 0 OH e -
. TOHD H OH 4 ¢
0 : 0 - >\Nf § / —= WO 400
£ i)
. i HO
CHy 0 0 0
0

: k}'ﬁ elina mlécna I[}'se]j]m ghlu].[mﬂ
kopolymer polv{mlétné) a polv(glykolové) kyseliny

Obr. 3: Schéma mechanismu degradace PLGA

Obecné plati, ze mira degradace alifatickych polyesterii se ur¢i podle jejich molekulové
hmotnosti a slozeni. Dalsi vliv na degradaci ma struktura polymeru (mtze byt amorfni nebo
krystalicka). Vyznamny vliv na degradaci ve vodném prostedi ma i hydrofilnost nebo hydrofobnost
dané struktury [27].

Rychlost degradace nanocasticovych systémti zavisi na celkové hydrofilité polymeru. Bylo
potvrzeno, ze ¢im vice je polymer hydrofilni, tim rychleji podléhd degradaci. Celkova hydrofilita
polymeru je také ovlivnéna pomérem krystalické ¢asti k ¢asti amorfni [28]. Vliv na degradacni
rychlost mé& rovnéz samotnd stereochemie monomerli. Experimenty prokazaly, ze PLGA
kopolymer, piipraveny z poly(glykolové kyseliny) a poly(L-mlééné kyseliny), patfi mezi
krystalické kopolymery, zatimco kopolymery pfipravené z D,L-PLA a PGA jsou amorfni. Bylo
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zjisténo, ze rozdily ve sloZeni polymeri a jejich néasledny vliv na degradaci jsou vlastnosti, které
mohou zplsobovat samotné uzit¢é monomery. Obsahuje-li kopolymer monomery PLA je méné
hydrofilni, nez kopolymer sloZzeny pouze z PGA. Zpomaleni procesu degradace kopolymert
obsahujicich PLA zplsobuje methylova skupina nachdzejici se na monomeru kyseliny mlécné,
ktera brani v pfistupu molekuldm vody a tim 1 hydrolyze [29].

Z poznatk, které jsou vySe uvedeny vyplyva, ze slozeni polymerniho fetézce (tzn. obsah L-LA,
D-LA, anebo GA jednotek) vyrazné urcuje degradaci PLGA polymeru [27, 30, 31, 32]. Kopolymer,
obsahujici vyssi procento jednotek kyseliny glykolové v hlavnim fetézci, nasledné generuje vice
kyseliny mlééné do okolniho prostiedi. Pficinou tohoto chovani je vazba mezi jednotkami
monomeru kyseliny glykolové a mlécéné, kterd podléhd primarné hydrolyze. U testovanych
polymerti (PLA/PGA: 90/10, 80/20, 70/30 a 50/50) bylo prokazano, ze nejrychlejsi degradace je
u polymeru PLA/PGA: 50/50 [32]. Kromé toho se amorfni kopolymer PLGA rozklada rychleji, nez
jeho semikrystalicka forma.

Biologicky rozklad PLGA in vivo je rychlej§i nez biodegradace semikrystalického PLA.
Pti hydrolytickém rozkladu in vitro jsou produkty pfevazné rozpustné dioly [33].

2.3 Biokompatibilita a cytotoxicita

Hodnoceni biokompatibility, napt. u implantatd vyuzivanych v l€katstvi, je provadéno s cilem
zjistit mozné negativni efekty (toxicitu), které by pravdépodobné mohly vzniknout pfi kontaktu
tkan¢ a télnich tekutin s pouzitym materidlem implantatu. Materidl by nemél mit neptiznivé lokalni
nebo systematické ucinky (karcinogenni, Skodlivé G€inky na reprodukci a vyvoj), a to at’ jiz ptimo,
nebo prostiednictvim uvolnéni degradacnich produkt z materidlu. Systematické testovani zajist'uje,
ze ptinosy plynouci z koneéného vyrobku budou mit ptevazujici kladné vlastnosti nad
potencialnimi riziky.

Pfi urovani vhodnych testli je nutné vzit v uvahu vlastnosti 1ékafské pomucky, vlastnosti
pouzitych materialli, povahu stupné Cetnosti a trvani expozice majici vliv na organ. Bylo zjisténo,
ze pouzity material v jednom vyrobku (implantatu), nemusi byt vhodny pro jiné vyuziti. Zavérecné
hodnoceni vyrobku musi zahrnovat vSechny pouzité materidly, avSak dulezitéjsi je komplexni
Iékatskych pomuickach tohoto typu, patii test na akutni, subchronickou a chronickou toxicitu, test
negativniho vlivu na kizi, o¢i a sliznice, pfecitlivélost na jednotlivé slozky materidlu, test na
hemokompatibilitu, genotoxicitu, karcinogenitu a test vlivu na reprodukci a vyvoj. V zavislosti na
specifickém pouziti dané pomiicky mohou byt tyto testy zcela nezbytné nebo pouze dostacujici.
Mezi dalsi testy, které se pouzivaji pii hodnoceni novych vyrobki, je test na neurotoxicitu
a imunotoxicitu [35].

K hodnoceni toxicity hydrogeli se pouzivaji testy na cytotoxicitu. V téchto testech jsou
intenzivné vyuzivany rizné bunécné kultury. VétSina problému spojena s toxicitou hydrogelil jsou
nezreagované monomery, oligomery a iniciatory, které se uvoliuji a vyluhuji v priibé¢hu pouzivani.
Proto pochopeni toxicity rlznych monomert, které jsou pouzivané jako stavebni kameny
hydrogeld, je velice dilezité [36].

2.3.1 Toxicita kyseliny mlécné

Kyselina mlé¢na vykazuje drazdivé Gcinky predevsim na kiizi a sliznice. Bylo zjisténo, ze laktat
vznikajici béhem metabolismu bunky je méné toxicky nez samotna kyselina mlé¢nd. Pro lidsky
organismus je tolerance pii peroralnim podani kyseliny mlééné az 1 500 mg.kg™ télesné hmotnosti.
Letélni koncentrace v krvi se pohybuje okolo 20 mM. Peroralni podavani D, L-kyseliny mlécné
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v oblasti smrtelné koncentrace u potkanti zpiisobuje ubytek té¢lesné hmotnosti, chudokrevnost a také
snizuje koncentraci oxidu uhli¢itého v krvi [37].

H

A4

HO

o
§ CHa
A
Obr. 4: Struktura D, L-mlécné kyseliny
Klinicky obraz intoxikace kyselinou mlécnou je kompenzovan metabolickou acidézou

se zvySenym podrazdénim, duSnosti a zrychlenim srde¢ni frekvence [37].

Tabulka 1:  Akutni toxicita D, L-mlécné kyseliny [37]

Druh Aplikace DLsy mg.kg™
potkan peroralni, subkutanni 3730
potkan intraperitonealni 2 000
mys peroralni, subkutanni 4 875
morce peroralni 1 810

2.3.2 Toxicita kyseliny glykolové

Akutni toxicita kyseliny glykolové je nizka. Stejné€ jako v piipad¢ kyseliny mlécné ma drazdivé
ucinky. Je ptedpokladano, ze prekursor kyseliny glykolové je ethylenglykol, ktery je v metabolismu
preménén na glykolaldehyd a posléze na kyselinu glykolovou. Ta je nasledn¢ preménéna na
glyoxalatovou kyselinu a poté na kyselinu Stavelovou. Béhem vyluCovani se muize kyselina
Stavelova sluCovat s vapenatymi ionty. Tyto soli se mohou ve vysokych koncentracich vysrazet do
tubuld. Vzniklé tubuly vyskytujici se v mo¢i pak mohou zplsobit poruchu filtrace ledvin [38].
Kyselina mlécna 1 glykolova ve formé $tavelant tak vstupuji do Krebsova cyklu, odkud jsou potom
z téla vylouceny moc¢i. [10, 39].

D\ OH
HO H

Obr. 5: Vzorec kyseliny glykolové
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Obr. 6: Schéma metabolismu ethylenglykolu [38]

Tabulka 2:  Akutni toxicita kyseliny glykolové [37]

Druh Aplikace DLsy mg.kg'1
potkan peroralni 1 950
potkan intravendzni 1 000
morde peroralni 1 920

2.3.3 Toxicita kopolymeru PLGA

PLGA polymery jiz byly v minulosti mnohokrat testovany na toxicitu a biokompatibilitu. Tyto
dlouhodobé rozsdhlé studie byly provadény in vitro na zvitatech i lidech. Bylo zjiSténo, ze
biodegradace PLGA kopolymerii je velmi pomala, a proto produkty rozkladu nemaji vliv na
normalni bunééné funkce. Byly testovany vstiebatelné chirurgické nité, kostni implantaty, Srouby
vyuzivajici se v ortopedii a antikoncepcni implantaty. Dale byly testovany tyto kopolymery slouzici
jako nosice bun¢k v tkdnovém inZenyrstvi [29].

Obecné lze tici, ze PLA-PGA biomaterialy prokazaly uspokojivou biokompatibilitu a absenci
vyrazné toxicity, i kdyz bylo nékdy zaznamenéno snizeni bunécéné proliferace. Nasledujicimi
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klinickymi aplikacemi pomticek z PLGA pak bylo prokézano, ze maji pouze specifické uplatnéni,

v jinych ptipadech pak mohou vyvolavat opakujici se zanéty [34].

2.4 Polymery, gely, hydrogely

Gel je definovan jako trojrozmérna sit’ obtékana rozpoustédlem. Obvykle je rozpoustédlo hlavni
slozkou gelového systému. Pokud je rozpoustédlem voda, v niZ se struktura gelu nachazi, pak se gel
nazyvd hydrogel. Hydrogely mohou byt rozdélovany znékolika hledisek. Nejcastéji se vSak
rozd€luji na gely chemické a fyzikdlni. U chemickych gelii dochazi k zesitovani pomoci
kovalentnich vazeb na rozdil od fyzikalnich geli, které jsou tvofeny pomoci druhotnych sil. [40].

2.4.1 Aplikace hydrogeli

chytré
polymery
(hydrogely)

1ékarstvi
a farmacie
biomedicina

tkanové
inZenyrstvi

vstiebatelné nité um¢élé organy fizené
uvolnovani 1€kt

nosice bunck prsni implantaty biolepidla

obvazy na

kontaktni ¢ocky biosensory popaleniny

Obr. 7: Oblasti vyuziti hydrogelu

2.5 Hydrogely reagujici na zménu vnéjSiho podminek prostredi

zemédélstvi

granulat

zachycujici vodu

vyuzivan zejména

pro suché oblasti

s lehkymi padami

Tzv. ,,chytré* polymery reaguji i na malou zménu vnéjSich podminek prostiedi zménou svych
fyzikalné-chemickych vlastnosti a zménou svého chovéni, jako je napf. zména struktury nebo
mechanickd pevnost. Tyto ,,chytré* polymery mtizeme déle rozdé€lit podle jednoho a nebo vice
podnétl, na které jsou schopny reagovat. Jako vnéjsi podnéty jsou nejcastéji vyuzivany teplota, pH,
iontova sila, svétlo, elektrické a magnetické pole [5]. Stale Castéji jsou syntetizovany polymery,
které reaguji na dva odlisné podnéty zarovei, jako je napi. kombinace zmény teploty a pH [36].
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Tyto polymery by mohly mit velké uplatnéni v medicin€, kde by slouzily pro fizené uvoliovani
1€kt Specifitu téchto ,,chytrych® hydrogelll 1ze pfesné navrhnout tak, aby byly schopny reagovat
pouze na jeden typ molekuly, jako je glukéza nebo molekula antigenu. S touto nastavitelnou
citlivosti se oteviraji dal$i moznosti vyuziti hydrogeld, naptiklad pro oblast genové terapie nebo
vyroby biosenzort.

Castym nedostatkem hydrogeld citlivych na vngjsi prostiedi stale zistava dlouha doba odezvy na
signal. Proto se 1 nadale vyviji nové materidly, které¢ budou i z tohoto hlediska spliovat naro¢né
pozadavky zivych systémi.

Vyuziti hydrogelt jako vstiikovatelnych matric (plnidel) patii mezi jejich nejnovejsi aplikace.
Injekéni podavani roztoku polymeru tvotici gel pii fyziologické teploté nabizi fadu vyhod. Tekutym
roztokem polymeru lze vyplnit jakykoliv tvar fraktury, coz je velice vyhodné pii 1é¢bé tristivych
zlomenin kosti. Hydrogely mohou obsahovat také riizné terapeutické latky (napt. antibiotikum,
rustovy hormon). Dal$im pozitivem pro tyto hydrogely je to, ze neobsahuji zbytky rozpoustédel,
které mohou byt jinak pfitomny v konstrukci jinych terapeutickych pomicek. Také pro psychiku
pacientli je jejich pouziti vyhodou, protoze ti jiz nemusi podstupovat dalsi chirurgicky zakrok pro
vyjmuti této terapeutické pomtcky, nebot’ tyto hydrogely se samy vstiebaji. Mechanismy, které
mohou byt zapojeny do utvareni in situ gelu jsou nasledujici: gelace v zavislosti na zmén¢ teploty
nebo pH, stupen ionizace, zména v procesech rozpousténi a krystalizace [40].

2.5.1 Hydrogely citlivé na pH

Polymery citlivé na zménu pH obsahuji ve své struktuie ionizovatelné funkcni skupiny. Mohou
obsahovat kyselé karboxylové skupiny nebo bazické amino skupiny. Béhem vytvéieni postupného
naboje podél fetézce polymeru zplisobuje elektrostatické odpuzovéani téchto skupin zvySeni
hydrodynamického objemu hydrogelu. Mezi zastupce hydrogelt citlivych na pH patii kyselina
polyakrylova, kyselina polymethakrylova (PMAA) a poly(N,N-dimethylaminoethylmethakrylamid).

Nejvétsi potencidl vyuziti maji hydrogely citlivé na pH jako nosice 1é¢iv, které dané 1écivo
uvolni az pii specifickém pH, naptiklad v zaludku nebo naopak az ve stfevech. Neddvno byly tyto
polymery pouzity ve vyzkumu genové terapie. Problém v této oblasti vzdy Cinil transport samotné
molekuly DNA do bunky. DNA se vyznaCuje zapornym nabojem a je znacné velkd, coz
neumoznuje transport molekuly do bunky za fyziologickych podminek. Obaleni DNA hydrogelem,
ktery ma kladny naboj, dojde k vyrovnani nabojti a ke kondenzaci DNA. Takto upravena DNA ma
podobu nanocastice o velikosti 100 nm a je tak snadnéji vpravena do bunky [5, 41].

Dalsi aplikace hydrogeli citlivych na pH by mohly byt biosensory. Bohuzel je vsak jiz znamo,
ze syntetické polymery citlivé na pH nejsou biodegradabilni, a proto nemohou byt pouzity piimo
v lidském téle; ztohoto divodu se vyzkum nyni zamétfuje na pH citlivé polymery, které jsou
zalozené na bazi polysacharidi, polypeptidl a proteinti [5, 41].

2.5.2 Hydrogely citlivé na elektrické pole

Hydrogely citlivé na elektricky proud podstupuji smrStovani, botndni a ohybani pti aplikaci
elektrického pole. Tyto hydrogely jsou vyrobeny z polyelektrolytd, podobné jako hydrogely citlivé
na pH. Vyznam téchto hydrogell spoc¢ivéa v tom, ze G¢inn¢ dovedou pievadét chemickou energii na
energii mechanickou, jako to dovedou zivé organismy. Proto hydrogely citlivé na elektrické pole
mohou slouzit jako matrice pro rist umélych svalovych tkani. Dalsi uplatnéni tohoto typu
hydrogelu je pii fizeném podavani 1ék. Vyhoda takového systému je snadno ovladatelna rychlost
uvoliovani lé¢iva pomoci modulace elektrického signalu. Navic hydrogely citlivé na elektrické pole
funguji 1 v nepfitomnosti elektrolytil, coz vS§ak mize zplsobovat problémy pii aplikaci za béznych
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fyziologickych podminek. Vyznamnou vyhodou hydrogelt citlivych na elektrické pole, v porovnani

v

s jinymi typy je to, Ze dovedou rychle reagovat na vnéjsi signal enviromentalnich podminek [41].

2.5.3 Hydrogely citlivé na svétlo

Hydrogely citlivé na svétlo mohou byt pouzity pro vyvoj optickych spinact tzv. switcht,
zobrazovacich jednotek u monitort a jako systém fizeného uvoliiovani 1é¢iv, zejména pro organ
oko. Byly vytvofeny hydrogely citlivé pouze na ultrafialové zatfeni a rovnéz hydrogely citlivé na
ovladatelné pro moznou lékarskou aplikaci. Hlavni nevyhodou hydrogelt citlivych na svétlo je
pomald reakce na stimul. Ve vétSiné ptipadt dochazi k pfeméné svétla na tepelnou energii, kterou
musi pfedchazet restrukturalizace polymerniho fetézce. Kromé toho, pokud jsou chromofory, které
hydrogely citlivé na svétlo obsahuji vazany kovalentné na hlavni kostru polymeru, mohou se béhem
cyklu smr§tovani a botnani uvoliiovat ze struktury. Béhem nékolika cykli by se potom takovy
polymer mohl stat inaktivnim [41].

2.5.4 Specificky citlivé hydrogely

Mezi dalsi specificky citlivé hydrogely jsou zafazovany hydrogely citlivé na tlak, hydrogely
citlivé na ionty a hydrogely citlivé na molekuly, jako jsou antigeny [41].

2.5.5 Hydrogely citlivé na teplo

Teplotu lze pokladat za nejrozsifenéjSi pouzivany enviromentalni stimul pro tzv. ,.chytré*
polymery. Zména teploty je relativné snadno kontrolovatelnd, ale rovnéz snadno pouzitelnd pro
testy jak in vitro, tak in vivo 18, 41].

Spole¢nou charakteristickou vlastnosti polymerii citlivych na teplo je ptfitomnost hydrofobni
skupiny ve struktuie fetézce polymeru, jako je methyl-, ethyl- nebo propyl- skupina. Ve vétSing
ptipadt téchto polymerti se rozpustnost ve vodé zvysuje se zvysujici se teplotou. Vyjimku tvofii tzv.
polymery s nizkou kritickou teplotou roztoku, jejichz rozpustnost ve vod¢ se snizuje se zvysSujici se
teplotou. Toto chovéani hydrogelli je popisovéano v literatufe jako chovani inverzni. Hydrogely
s inverznim chovanim maji hlavni feté¢zec polymeru vytvoreny z mirné hydrofobnich skupin, nebo
obsahuji smés hydrofilnich a hydrofobnich segmentt. Pfi nizké teploté jsou vodikové vazby mezi
hydrofilnimi ¢astmi fetézce a molekulami vody dominantni a vedou tak ke zlepSeni rozpustnosti
ve vodném prostiedi. Béhem zahtivani vodného prostfedi dochazi k oslabeni vodikovych vazeb
a naopak k posileni vazeb mezi hydrofobnimi segmenty. Na zdklad¢ tohoto chovani hydrogela
citlivych na teplo potom délime hydrogely na tzv. negativné citlivé na teplo, pozitivné citlivé na
teplo a na termoreverzibilni gely [41].

U téchto polymerli bylo pozorovano jejich chovani ve vodném prostfedi. Negativné citlivé
hydrogely na teplo se smr§tovaly se zvySujici se teplotou. Naopak pozitivné citlivé hydrogely, téz
oznacované jako hydrogely shorni kritickou teplotou roztoku, botnaly [42]. Toto chovani
hydrogeli je reverzibilni a odpovida postupnym zméndm teploty okolniho prostiedi [41]. Diky
takovym schopnostem hydrogeld botnat nebo se smrStovat v disledku zmény okolni teploty
tekutiny ziskaly znanou pozornost ve farmaceutické oblasti. V rdmci Cetnych vyzkumt byly
studovany rtizné aplikace téchto hydrogeld, jako je regulace uvoliiovani latek a vyvoj biosensoril
[1,43].

19



blok polymeru reagujici na
zménu teploty

l hydrofobni blok

-

- Q. lecivo

®

teplota *

uvolnéni léciva

O

o
_.-OO
O

Obr. 8: Uvolnovani léciva z micely hydrogelu citlivéeho na zménu teploty [42].

2.5.5.1 Komercné vyuZivané hydrogely citlivé na teplo

Mezi komeréné vyuzivané hydrogely citlivé na teplo se dnes fadi kopolymery s komerénim
nazvem Pluronic®, Polaxamers® nebo Tetronics®. Jedna se o triblokové kopolymery nésledujiciho
sloZeni: poly(ethylenoxid)-b-poly(propylenoxid)-b-poly(ethylenoxidu) zkracené¢ znamé jako (PEO-
PPO-PEO). V dnesni dobé je to =zatim nejvyznamnéj$i skupina syntetickych polymert
s termoreverzibilnim chovdnim ve vodném roztoku. Diky snadno modulovatelnému sloZeni,
molekulové hmotnosti a koncentraci, nastava reverzibilni gelace pii fyziologické teploté a pH. Tyto
polymery se vyznacuji amfifilni strukturou, a to diky hydrofilnimu polyethylenoxidu
a hydrofobnimu polypropylenoxidu. Amfifilni bloky kopolymeru se mohou samy shlukovat
a vytvaret micely ve vodném prostiedi [41].

Dnes se tyto kopolymery vyuzivaji pro vyrobu specidlnich obvazii na popaleniny a testuji se
v aplikacich, jakymi jsou fizené uvoliiovani 1éCiv a genova terapie [42]. Potencialni nevyhodou
poloxamer gelll v dal§im vyuZzivani je jejich slaba mechanickd pevnost, rychlé naruseni struktury
a jejich biologicka nerozlozitelnost [18].

20



2.5.5.2 Triblokovy kopolymer PEG-PLGA-PEG

Kopolymerizace hydrofilniho, biokompatibilniho polyethylenglykolu s biodegradabilnimi
a zaroven biokompatibilnimi polyestery poskytuje velmi zajimavé systémy hydrogelt citlivych
na teplo.

V roce 1997 byla poprvé zvetejnéna syntéza nového injekéné aplikovatelného typu kopolymeru
PEG-PLGA-PEG [42]. Tento kopolymer je biokompatibilni a podléhd biodegradaci. Za bé&zné
laboratorni teploty zlistdvad vodny roztok kopolymeru tekuty. Diky kombinaci vysokomolekuldrni
PLGA s nizkomolekularnim PEG byl vysledkem hydrogel s rychlou reverzibilni gelaci pii
fyziologické teploté. Pribéh zmény stavu je zaznamenan ve fazovém grafu, kde v zavislosti na
koncentraci polymeru a na dané teploté jsou sledovany fazové prechody. Z grafu jsou urCeny dvé
dilezité charakteristiky pro dany kopolymer, kterymi jsou kriticka gelac¢ni teplota (CGT) a kriticka
gelacni koncentrace (CGC). Jedna se o spoleny bod téchto charakteristik, ktery oznacuje nejnizsi
teplotu a koncentraci, pfi které se z roztoku zac¢ne tvofit gel. Dal$i vyzkumy se zabyvaly ovlivnénim
CGT aCGC v zavislosti na velikosti molekulové hmotnosti hydrofobni ¢asti PLGA. Bylo
prokézano, ze zvySujici se molekulovd hmotnost PLGA (2 320 — 2 840) zpiisobila posun CGC na
niz$i hodnotu, pficemz CGT se nezménila. Obecnym poznatkem ziskanym na zakladé tohoto
vyzkumu je to, Ze se zvysujici se hydrofobnosti polymeru klesa kriticka gelacni koncentrace 2, 42,
44, 45].

Vzhledem k tomu, Ze pfedchozi studie jiz ukazaly, ze triblokovy kopolymer PEG-PLGA-PEG
byl vhodny pro pouziti jako injekéni systém, byla dale zkoumana formace gelu in situ u potkand.
Gel vykazoval dobrou mechanickou pevnost a integrita gelu trvala déle nez 1 mésic. Tato studie
rozkladu gelu in situ ukézala, Zze prednostn¢ dochazelo ke snizeni molekulové hmotnosti useku
bohatého na PEG [46].

2.5.6 Triblokovy kopolymer PLGA-PEG-PLGA

Zenter a kol. [47] jako prvni syntetizovali hydrogel z triblokového kopolymeru PLGA-PEG-
PLGA. Tento typ kopolymeru byl registrovan pod znatkou ReGel® a byl vyvinut jako biologicky
odbouratelny systém pro fizené uvoliovani 1éka. Stejné jako u PEG-PLGA-PEG je za bézné
pokojové teploty roztok polymeru kapalinou. Pouze pii vpraveni do prostiedi s fyziologickou
teplotou se z né¢ho postupné stava gel. Postupna degradace gelu umoznila fizené uvoliovani 1é¢iva
v rozmezi 1 az 6 tydnt. Témito vlastnosti je ReGel®™ vhodny pro lokalni aplikaci nebo systematické
podavani Iék. Systém zalozeny na PLGA-PEG-PLGA kopolymeru byl vyuzit napi. pro
systematické uvoliiovani hormonu testosteronu. Testosteron je hormon ve vodé nerozpustny.
Pfevazné je aplikovan ve formé naplasti, krémi, gela a injek¢nich implantati. Pomalé uvolnovani
testosteronu in vitro bylo pozorovano u kopolymert s dlouhym PLGA blokem. Stejnomérné
uvoliiovani hormonu po dobu tfi mésici mélo za nasledek pravdépodobnou pomalou degradaci
hydrofobnich jednotek [42].

Kriticky jev, ktery ovliviiuje reverzibilni fazovy prechod ve vodném prostiedi, je rovnovaha
mezi hydrofobni a hydrofilni délkou bloku [20]. Triblokovy kopolymer se zaklada na centralnim
PEG bloku (Mn = 1000) s dvéma PLGA koncovymi bloky o molekulové hmotnosti nad 1 600.
Tyto kopolymery jsou nerozpustné ve vod€. Naopak triblokovy kopolymer s bloky PLGA
a molekulovou hmotnosti pod 900 je rozpustny ve vod¢. Proto pouze triblokové polymery bloku
PLGA s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 900 do 1 600 vykazuji termoreversibilni pfechod
solu na gel. Dale je tieba poznamenat, ze CGC pro ABA (PLGA-PEG-PLGA) typ triblokového
kopolymeru je nizsi nez u BAB (PEG-PLGA-PEG) typu [48].
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2.5.7 Kopolymery s poly(itakonovou kyselinou)

Kyselina itakonova (ITA) je nenasycend dikarboxylova organickd kyselina. Nejvice se ji roéné
vyrobi pomoci fermentace sacharidd, na které se podileji plisn€. Je vyrabéna z obnovitelnych
zdroji, jako je melasa a hydrolyzovany Skrob. ITA se bézné pouziva pi1 vyrobé syntetickych
pryskyfic avlaken. ZlepSuje jejich mechanické vlastnosti, kterymi je pruznost a taznost.
Modifikovana poly(itakonova kyselina) se uplatiiuje ve vyrobé detergentli, Samponii i herbicid
[49].

Dvojné vazba ve struktufe kyseliny itakonové umoziuje snadnou kopolymerizaci. Ionizovana
ITA se sklada ze dvou karboxylovych skupin s odliSnymi pKa hodnotami, které mohou tvofit
vodikové vazby. Zavedenim kyseliny itakonové do struktury polymeru ziskame fetézec upraveny na
koncich karboxylovymi skupinami, které zvySuji hydrofilitu polymeru a jsou schopny vytvaret
vodikové vazby s odpovidajicimi skupinami. Modifikace hydrogelu malym mnozstvim kyseliny
itakonové zvySuje stupeni botnani a citlivost na pH [50]. Cilenym zavadénim ITA jako monomeru
do struktury polymeru piispivame ke vzniku vodikovych vazeb, a tak mulzeme zvySovat
mechanickou pevnost hydrogelu. Dalsi pozitivni vlastnosti kyseliny itakonové je jeji
biokompatibilita, ktera prameni z jejiho procesu vyroby a pouzitych surovin [51].

V poslednich letech byla poly(itakonova kyselina) pouZzita pro syntézu fady kopolymernich
hydrogeli, jako je poly(N-isopropylakrylamiditakonova kyselina) (PNIPAM/ITA) [52], poly(N-
vinyl-2-pyrrolidonitakonova kyselina) (PNVP/ITA) [50] a poly(2-hydroxyethylmethakrylitakonova
kyselina) (PHEMA/ITA). Byly studovany jejich vlastnosti, botnani a reakce na teplotu [53].

A~

O

Itakonowa kyselina (ITA)

Obr. 9: Vzorec kyseliny itakonové

anhydrid kyseliny itakonové
Obr. 10: Vzorec anhydridu kyseliny itakonové
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2.5.8 Vliv sloZeni kopolymeru na sol - gel fazovy prechod

Triblokovy kopolymer PLGA-PEG-PLGA vykazuje dvé faze prechodu, a to solu na gel a gelu na
sol [2]. Pfechod solu na gel je charakterizovan tzv. dolni teplotou pfechodu a zpétny piechod z gelu
na sol je charakterizovan horni teplotou ptfechodu [45, 54]. Fazové diagramy zaznamenavaji tyto
piechody, které jsou zavislé na teploté a koncentraci polymeru. Z vytvorené¢ho fazového diagramu
pak lze urcit kritickou gela¢ni koncentraci (CGC) a kritickou gelacni teplotu (CGT).

SloZeni triblokového kopolymeru, molarni hmotnost zékladnich bloki kopolymeru a celkova
struktura polymeru vyrazné ovliviiuje gelacni chovani, coZ se projevi na tvaru a umisténi kiivky ve
fazovém diagramu. Z fazového diagramu lze nasledné odecist posun v hodnotach kritické gelacni
koncentrace a kritické gela¢ni teploty [2, 20, 44, 45, 46, 55, 56, 57].

Pro reverzibilni fazovy piechod ve vodném prostiedi, tj. se solu na gel a z gelu na sol mé zasadni
vyznam rovnovaha hydrofobni a hydrofilni délky bloku. Prostfednictvim mnoha experimentt bylo
prokézéano, ze termoreverzibilni pfechod ze solu na gel vykazuje pouze triblokovy kopolymer
z PLGA bloky s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 900 do 1 600. Hodnoty CGT a CGC jsou se
snizujicim se pomérem PEG/PLGA vyssi, avSak oblast tvorby transparentniho gelu je vyrazné uzsi
(tabulka 3, obr. 11 A). Pfi snizeni poméru PLA/PGA nedochézi k vyraznému posunu CGT ani
CGC, ale pouze k mirnému z(Zeni oblasti tvorby gelu (obr. 11 B) [20].

Tabulka 3:  Charakteristika sledovanych kopolymerti (PLGA-PEG-PLGA) rizného slozeni ve
vodném prostiedi (N - nerozpustny ve vod¢, R - rozpustny ve vod¢) [20]

D,L-LA/GA
PEG/PLGA S 34 30 | 25 2,0 1,5 13
(hmotnost/hmotnost)
(1600 — 11 /3{)% — 1600) N N N N N N
(1500—11/36(())—1500) N | A-1 | B-1|C-1|D-1| —
(1350—11/02670—1350) — | A-2 | B-2|C-2 | D-2| —
(1200—11/(?(’)%—1200) — | A-3 | B-3 | C-3|D-3 | —
(1000—11/(?6(())—1000) — | A-4 | B-4 ) C-4 ] D-4| R
(900 - 11(;(1)68— 1 000) R R R R R R
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Obr. 11: Fazovy diagram triblokového kopolymeru PLGA-PEG-PLGA: (4) porovnani riiznych
poméru PEG/PLGA; (B) porovnani riiznych pomeriit LA/GA [20].

Sol ~ Gel

Obr. 12: Ukazka termoreverzibilniho prechodu solu na gel [85]

2.6 Voda v hydrogelech a jeji odstranéni

Hydrogely jsou Siroce aplikovany v riznych fyzikalnich formach, napt. v pevné lisované forme
v podobé kontaktnich cocek, nebo stlaCenych praSkovych matric ve formé kapsli a pilulek pro
oralni podavani, ptipadné v podobé mikrocastic pro 1écbu popalenin. Vyrdbi se také ve formé
vlaknitych povlakii na vyrobu implantat, nebo v podobé membran s vyuzitim jako transdermalni
naplasti s cilenym uvolfovanim 1éCiv. Vzhledem ktomuto Sirokému vyuziti bylo nutno
charakterizovat vodu v hydrogelech, ktera mtize urcovat celkovou permeaci ucinnych latek z gelu
a naopak vstup latek z prostiedi dovnitt hydrogelu.

Prvni voda, kterou vysuseny hydrogel zacne absorbovat, se nazyva primarn¢ vazand voda.
Molekuly primarn¢ vazané vody vstupujici do matrice vysuSeného hydrogelu nejdiive hydratuji
nejvice polarni hydrofilni skupiny. Jakmile jsou polarni skupiny plné hydratované, zacne sit
polymeru botnat a odhalovat tak hydrofobni skupiny. Tyto skupiny jsou nuceny interagovat
s dalSimi molekulami vody a dochdzi k jejich hydrataci. Tato voda vadzand na hydrofobnich
skupinach se nazyva sekundarné vazana voda. Primarn¢ a sekundarné vazané vod¢ se tika celkove
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vazana voda. Po téchto prvnich dvou krocich zacne sit’ polymeru vstfebavat dal§i vodu. Toto
dodatecné vsttebavani vody fetézce polymeru je fizeno osmotickymi silami a vede k nekoneénému
ziedéni. Diky dodatecnému botnani se nasyti vodou iontové, polarni a hydrofobni skupiny; tato
voda se nazyva volna nebo objemova voda. U této volné vdzané vody se predpoklada, ze vypliuje
mista mezi siti fetézcli polymeru nebo prazdné pory hydrogelu. Jakmile je hydrogel pln¢€ nabobtnén,
dochazi k jeho rozpadu a rozpousténi. Rychlost rozpousténi zavisi na chemickém sloZeni hydrogelu
[43].

Pro odstranéni vody z hydrogelti se ve farmaceutickém primyslu nejvice vyuziva sublima¢niho
suSeni, nazyvaného také lyofilizace.

Sublimace, resp. desublimace patii mezi difizni operace, které probihaji v oblasti relativné
nizkych teplot a tlaki. Jejich prubéh je ovliviiovan pienosem hmoty a tepla na fazovém rozhrani
tuhd faze-plyn a v pfipad¢ lyofilizace sdilenim hmoty a tepla v porézni, dynamicky se ménici
struktuie tuhé faze. Lyofilizace v podstaté piedstavuje proces odvodiiovani preparatu v zamrznutém
stavu, kdy led, nachazejici se uvnitf kapilar a port, sublimuje do parni faze pii teploté a tlaku
niz$im, nez jsou podminky odpovidajici trojnému bodu vody [58].

Vlhkost, zadrzovana suSenym materialem, mtze mit nasledujici formy:
e Chemicky vazana voda (vCetn¢ krystalové vody),
e Adsorbovana voda na povrchu porézniho materialu,
e Voda vazana kapilarnimi silami v pérech materialu,
e Osmoticky vazana voda (voda v roztoku spolu s dal§imi slozkami).

Hlavni ptednost lyofilizace spoc¢iva v nasledujicich smérech:
e Za podminek nizkych teplot a tlakli jsou potlaceny chemické zmény slozek susené¢ho
materialu véetné jeho oxidace vzduchem;
e Pii procesu jsou vyrazn¢ snizeny ztraty t€kavych slozek suseného materialu;
e Pfi suSeni lze zachovat sterilitu produktu;
e VysuSeny materidl je disperzni, nedochdzi ke koagulaci jeho slozek a je vyloucena
aglomerace jednotlivych ¢astic materialu.

Prvni operaci pfi sublimacénim suSeni je zmrazeni vychoziho materidlu. V zavislosti na klesajici
teploté dochazi k jeviim uvedenym v tabulce 4.

Tabulka 4:  Etapy pfechazejici sublima¢nimu suseni materialu [58].

teplota [°C] jev
-1 —»-1,5 ochlazovani materialu
-1—>-3 zmrznuti strukturné volné vody
-2 —-20 zamrzani imobilizované nebo volné vlhkosti
-20 eutektické hranice pro roztoky soli v buiikach resp. tkanich
-20 — -65 vymrzani vazané vlhkosti
-65 a nize sublimacni suseni
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2.7 Metody charakterizace rozkladu polymernich produkti

Pro sledovani pribéhu degradace polymeru na bazi PEG a PLGA se pouziva nékolik
analytickych metod. Je to predev§im kapalinova chromatografie a elektroforéza. Kapalinova
chromatografie ve spojeni se selektivnim detektorem je vyuzivana jak pro kvalitativni tak také pro
kvantitativni analyzu degrada¢nich produkt polymeru.

2.7.1 Chromatografie

Chromatografie je separacni metoda, pii které dochazi k déleni smési latek na zaklad€ jejich
rozdilnych vlastnosti. Vzorek je vnesen mezi dvé vzajemné nemisitelné faze, stacionarni a mobilni.
Pohybem mobilni faze je vzorek touto soustavou undSen. Principem déleni slozek smési je
opakované vytvaieni rovnovaznych stavli mezi stacionarni a mobilni fazi. Tyto stavy se vytvareji na
zaklad¢ fyzikalné-chemickych interakci mezi délenou slozkou a staciondrni fazi, pfipadné slozkou
a mobilni fazi. Slozky vzorku se tak na zakladé téchto specifickych interakci separuji. Vice se zdrzi
slozky, které jsou stacionarni fazi poutany silnéji [59].

2.7.1.1 Separace pomoci HPLC

Kapalinova chromatografie se vyuziva k separaci smési latek, které jsou netékavé nebo Spatné
t€ékavé a termicky labilni. Kapalnd mobilni faze zde hraje dilezitou roli, je hlavnim faktorem
ovlivitujicim retenci jednotlivych slozek smési, a tim také jejich vzajemné rozdéleni. Vysokoucinna
kapalinovd chromatografie je separacni metoda, kterd vyuziva kolony s vhodnou staciondrni fazi.
Vlastnosti téchto fazi umoziuji dosahnout rychlé separace slozitych smési s vysokym rozliSenim
zon. Kolony se staciondrni fazi obsahuji velmi malé ¢astice (3 — 10 pm), které tvofi homogenni
napli, a to diky tzké distribuci jejich velikosti. Uginnost takovych kolon se pohybuje v rozsahu
30-90 000 teoretickych pater na metr [59]. Proto je pro dostate¢né rychly pritok mobilni faze
zapotiebi protlacit ji kolonou pomoci vysokotlakého ¢erpadla [60].

Pii stanoveni degradacnich produkti PLGA-PEG-PLGA se vyuzivd chromatografie
na obracenych fazich. Stacionarni faze je nepolarni (uhlovodiky nebo alkyly vdzané na silikagelu)
amobilni fize je polarni (voda, acetonitril) [60]. Jednd se o rozdélovaci kapalinovou
chromatografii, pfi které se analyty rozd€luji mezi dvé nemisitelné kapalné faze, a to mobilni, ktera
unasi analyty a stacionarni fazi, kterd je pevné zakotvena na pevném nosici [59]. Rast polarity
mobilni faze vede k riistu retencnich Cast analyt. Retence slozek roste s jejich klesajici polaritou
ase zveétSujici se nepolarni ¢asti molekul [60]. Separace na obracenych fazich je univerzalni
technikou pro separaci polarnich, nepolarnich 1 disociovanych analytt [61].

Kapalinovy chromatograf je obecné tvofen zdsobniky mobilni faze, sméSovacim zafizenim,
cerpadlem, davkovacim zafizenim, termostatem, kolonou a detektorem [62].

Pokud se béhem separace pomoci HPLC méni slozeni mobilni faze, jedna se o tzv. gradientovou
eluci, pii které se k jedné mobilni fazi plynule pfimichava rostouci mnozstvi druhé mobilni faze
s vétSim elucnim ucinkem. Pii izokratické eluci se slozeni mobilni faze neméni [59, 60].

K davkovani vzorku se dnes ve vétSing ptipadl pouziva automaticky davkovac. Podle zvoleného
systému je mozné nadavkovat velké rozmezi objemu vzorku (od jednotek pl po stovky pl).

Jako separacni kolony se pouzivaji napliiové kolony lisici se délkou, vnitinim primeérem
anaplni. Kolony jsou vétSinou nerezové. Jako ochrana hlavni kolony se hojné vyuZivaji
piedkolony, které zabranuji kontaminaci pochazejici z riznych necistot [59, 60].
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Obr. 13: Schéma kapalinového chromatografu: (1) zasobniky mobilni faze, (2) odplynovac mobilni
faze, (3) ventil pro Fizeni sloZeni mobilni faze, (4) smésovaci zarizeni, (5) vysokotlaka pumpa,
(6) kohout, (7) davkovaci smycka, (8) predkolona nebo ochrannd kolona, (9) kolona, (10)
detektor, (11) vvhodnocovaci zarizeni, (12) sbérnd odpadni ldhev [62].

2.7.1.2 Detektory pro HPLC

Detektory vyuZzivané pro HPLC by mély byt selektivni pro analyty a mélo citlivé na mobilni fazi.
K dal$im pozadovanym vlastnostem patfi rychld a linedrni odezva, vysoka citlivost, nizky Sum
a minimalni vliv zmény tlaku, pritoku mobilni faze a teploty. Nejcastéji pouzivanym detektorem
v HPLC je spektrofotometricky detektor s diodovym polem (Diode Array Detector — DAD),
detektor fluorescencni (FLD) a hmotnostni (Mass Spectrometry — MS) [59].

Spektrofotometricky detektor patfi dnes k nejbéznéjSim detektorim. M¢Efi absorbance eluatu
vychazejiciho z kolony. Pro optimélni citlivost detektoru by méla byt zajiSténa dostatecna absorpcni
dréha pratocné kyvety, kterou prochéazi paprsek. Linearni diodové pole je multikanalovy detektor,
jehoz elementy méfi najednou paprsek rozlozeny disperznim prvkem. Obsahuje mnoho malych
fotodiod na jediném kiemikovém Cipu. Nejbeznéji uzivany pocet je 1 024 fotodiod. Nejdokonalejsi
fotometrické detektory jsou schopny pomoci diodového pole proméfit absorpcni spektrum v urcené
oblasti vinovych délek aulozit ho do paméti. Jeho detekéni limit je az 107 g.ml”, citlivost
a selektivita je pro riizné latky rGzna a pfi zvolené vlnové délce zdvisi na velikosti molarniho
absorp¢niho koeficientu [59, 63]. DAD detektor je tvofen zdrojem zafeni, zdrojovou cockou,
pratocnou kyvetou, miizkou a fotodiodovym polem [64].

27



-
i
— G—
w O

]
7

Obr. 14: Schéma spektrofotometrického detektoru [64].

2.7.2 Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii pfedstavuje velmi ucinnou
analytickou techniku, kterd pravdépodobné nejlépe uspokojuje pozadavky kladené na identifikaci
a stanoventi slozitych latek [61].

Vyhody hmotnostniho spektrometru, a to v porovnani s ostatnimi detektory pouZzivanymi
v kapalinové chromatografii, jsou dany nejen jeho citlivosti, selektivitou a univerzalnosti, ale také
spolehlivou identifikaci struktury analyzované latky [61].

Hlavni problémy spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie byly vyteseny
vyvojem novych ionizacnich technik jako je termosprej a elektrosprej. Tyto ionizaéni techniky
vyfeSily problém nekompatibility samotnych analytd, které jsou cCasto fazeny mezi latky
termolabilni a polarniho charakteru a se kterymi si tradi¢ni ionizac¢ni techniky nedokdzaly poradit.
Zékladnim pozadavkem vyvoje novych ioniza¢nich technik bylo i snizeni signalu pozadi, tvofeného
ionty slozek mobilni faze kapalinové chromatografie [59, 61].

2.7.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je metoda zaloZzena na interakci iontl s elektrickym a magnetickym
polem. U této metody je vzorek pfevadén na ionizovanou plynnou f4zi a nasledné jsou vzniklé ionty
separovany podle hodnoty poméru jejich hmotnosti a nadboje [65].

Zakladnimi soucastmi bézného hmotnostniho spektrometru jsou iontovy zdroj, hmotnostni
analyzator a detektor [66].
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Obr. 15: Obvyklé schéma hmotnostniho spektrometru [66].

2.7.3.1 Ionizace vzorku

Typy ioniza¢nich technik lze rozdélit podle vlastnosti vzorki, pro které jsou aplikovany. Pro
tekavé a polotekavé slouceniny je pouzivana elektronova ionizace, chemicka ionizace a ionizace
polem. Naopak pro latky stabilni, vyskytujici se v kapalném stavu, je ispésné pouzivan elektrosprej
nebo desorpéné-ionizaéni technika MALDI.

2.7.3.1.1 MALDI

Z anglického Matrix Assisted Laser Desorption Ionization (MALDI) je nejnovéj$i a mozna
nejslibnéjsi desorpéné-ionizaéni metoda pro syntetické makromolekuly [67]. Polymer je rozpustén
ve vhodném rozpoustédle a smichan s matrici tak, aby byl molarni pomér analytu a matrice 1:100 —
1:50 000 [68]. Jako matrice se nejcastéji pouzivaji derivaty nizkomolekularnich aromatickych
kyselin, jako jsou kyselina 2,5-dihydroxybenzoové, S5-chlorsalicylovd a a-kyano-4-hydroxy-
skoticova. Tyto kyseliny pravé velmi dobie absorbuji energii v UV-VIS oblasti [67]. Ke smési
matrice a analytu se nasledné pifidadvd velmi malé mnozstvi (<1 pl) pomocného ioniza¢niho
roztoku, ktery je tvofen soli kovt. Takto upravena vysledna smés je nanasena na vodivou desti¢ku
oznacovanou jako tercik [68]. Ter¢ik je za vakua bombardovén laserovymi paprsky, a tak dochdzi
k odpafovani matrice z povrchu teréiku. Energie je nejdiive absorbovana matrici, kterd se tak
ionizuje a disociuje. Tento proces naruSuje krystalickou strukturu matrice, ktera se méni na
superstlaceny plyn, v némz dochazi k pfenosu naboje z matrice na molekuly analytu. Pfenos se déje
predevsim vodikovymi ionty nebo ionty kovil. Pfi rozpindni stla¢ené¢ho plynu jsou tak molekuly
aionty analytu pfenaSeny k okrajovym c¢astim terciku, kde probihaji dalsi pfenosy naboji na
neutrdlni molekuly analytu. Kolize analytu s rozpinajicim plynem tak rozptyli vétSinu vnitini
energie a vytvoii se ionty analytu [65].

MALDI je velmi citlivd ioniza¢né/desorpéni metoda. Celkové mnozstvi vzorku aplikovaného
na ter¢ik se pohybuje fadové v piko az femtomolech. Pii vysSich koncentracich analytu v matrici by
mohlo dochézet k interakcim mezi analyty navzdjem, které vedou ke vzniku tzv. klastr. Klastry
komplikuji vyhodnocovani molekulové hmotnosti, a proto je nutné vysoké ziedéni analytu
v matrici. Polymery s ,,hmotnosti 10° Da mohou byt usp&$né ionizovany touto metodou [69].
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Makromolekuly s hmotnosti do 50 000 Da jsou nabijeny ptfevazné jednotlivé, zatimco u vysSich
molekulovych hmotnosti dochézi k vicendsobnému nabijeni ionth [68].

Dnes se MALDI pouzivé pro analyzu koncovych skupin polymeru a také pro zjisténi distribuce
molekulové hmotnosti u syntetickych polymert [70].

2.7.3.1.2 Elektrosprej

Pfi ionizaci elektrosprejem prochdzi eluat po vystupu z kolony kapilarou, na kterou je vlozeno
vysoké napéti. Rozdil potenciali mezi kapilarou a 0,3 —2 cm vzdalenou protielektrodou je 3 —
6 kV. Elektrosprej tak za atmosférického tlaku produkuje vysoce nabité kapicky, jejichz naboj
zalezi na polarité pole, které je aplikovano na kapilaru. Vyparovani vzniklych nabitych kapicek také
napomaha protiproud teplého dusiku. Dal$im odpafovanim rozpoustédla dochdzi ke zmenSovani
kapicek, coz zvysuje hustotu povrchového naboje a vede k rozpadu na mensi kapicky. Nakonec se
uvolni protonovany molekularni iont nebo adukt molekuly [65]. Pritok kapilarou elektrospreje je
vrozsahu 1—10 pl za minutu, at’ uz se jedna o pfimy nastfik pomoci injekéni sttikacky nebo
spojenim s kapalinovym chromatografem [65].

Elektrosprej vétSinou produkuje vicenasobné nabité pfechodné ionty s vyjimkou analytl, které
maji mensi molekulovou hmotnost jak 1 000 Da. Kysel¢ a bazické analyty jsou vétSinou ionizovany
na [M+nH]"" kationty a [M-nH]" anionty. Molekuly, které nejsou tak dobfe disociovatelné, coz
plati pro vétsinu syntetickych polymeri, tvoii adukty s kovy (jako je Na', K) nebo s jinymi ionty,
jako je NH4  [71]. Jak se kapi¢ky vznikajici pomoci elektrospreje pfeméni na ionty, které
pozorujeme v hmotnostnim spektru, neni dosud dobie objasnéno. Predstava je takovéa, Ze neustale
se vypartujici rozpoustédlo zmensuje povrch kapicky. lonty se hromadi u povrchu kapky, aby se
minimalizoval coulombicky odpor mezi naboji. Vypafovani rozpoustédla pokracuje az do tzv.
Rayleigho limitu, kdy dochazi ke coulombické explozi. Pii této explozi dojde k utrzeni malé
kapicky z té vetsi a tento proces pokracuje tak dlouho, dokud jedna kapicka obsahuje jeden druh
analytu. Dal$i moznosti je, Zze mikrokapi¢ky vznikajici na rozhrani Rayleigho limitu mohou mit
tolik nahromadéného naboje, ze z nich vznikaji odpafovanim pfimo quasimolekulérni ionty z jejich
povrchu [72].
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Obr. 16: Schéma elektrospreje [73]

2.7.3.2 Analyzdtory

Hmotnostni analyzatory rozptyluji ionty v prostoru nebo v Case podle jejich poméru m/z.
Nekteré analyzatory snimaji hmotnostni spektra periodicky v ¢ase, zatimco jiné snimaji pii dostatku
casu jeden druh iontu nebo Uzky rozsah m/z, ktery je pak predavan do detektoru. Mezi dillezité
vlastnosti analyzatorii patii rozliSovaci schopnost, horni hranice velikosti snimané hmoty,
transmise, piesnost hmoty, dynamicky rozsah a provozni tlak. Dnes jsou analyzatory rozdélovany
na sektorové analyzatory, skenujici hmotnostni analyzatory a neskenujici hmotnostni analyzatory.
Do sektorovych analyzatorii jsou zafazovadny magnetické analyzatory, elektrostatické analyzatory
a jejich hybridy. Mezi skenujici hmotnostni analyzatory patii zejména kvadrup6l a iontova past.
Mezi neskenujici hmotnostni analyzatory je zafazovana iontova cyklotronova rezonance
s Fourierovou transformaci (FT-ICR) a priletovy analyzator (TOF) [74].

2.7.3.2.1 Kvadrupdélovy analyzdtor

Kvadrup6lovy analyzator se skladd ze Ctyf rovnobéznych tyCovych elektrod. Elektrody jsou
usporadany v podélné ose do ctverce. Vzdy na dvé protilehlé elektrody je ptivadéna stejnosmérna
slozka napéti a soucasné slozka radiofrekvencniho pole. V hyperbolickém radiofrekvencnim poli
pusobi na nabitou castici sila umérna jeji vychylce od neutralni polohy. Nastaveni hodnot, jako je
stejnosmerné napéti, amplituda a frekvence radiofrekvencniho pole, tak predurcuji trajektorii drah,
po kterych se mezi ty¢emi budou pohybovat ionty s urcitym pomérem m/z. Pfi definovaném
nastaveni maji stabilni drahu vedouci k detektoru ionty pravé urcité hodnoty m/z. Ostatni ionty,
které maji nevyhovujici hmotnost m nebo naboj z, maji drahu ve tvaru Sroubovice, ktera se postupné
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zvétSuje. Nevyhovujici ionty tak skoncéi vybitim na tyCovych elektroddch nebo vylétnutim
z hyperbolického radiofrekvencniho pole. Kvadrupdl tak funguje jako laditelny filtr, ktery je
schopen dé¢lit ionty bez ohledu na jejich pocatecni energii.

Nevyhodou kvadrup6lu je mensi rozsah méfenych hmotnosti od 2 000 az 4 000. Dalsi nevyhodu
zpusobuje samotny princip separace iontil, kdy prevazna cast iontii konc¢i svou drahu vybitim na
ty¢ich, coz zpiisobuje malou propustnost filtru [74].

2.7.3.2.2 Iontova past

Iontova past funguje na podobném principu jako tiirozmérny kvadrupdl. Je tvotfena tremi
elektrodami, z nichz je jedna kruhova a dvé jsou vyklenuté do prostoru kruhu. Ionty vzniklé béhem
pulzni ionizace se shromazd’uji v okoli stfedu hyperboloidniho prstence [74]. Ionty jsou udrzovany
uvnitf pasti faddové v milisekundach i déle, dokud se nezacne postupné zvySovat radiofrekvencni
napéti. U iontové pasti neni vkladano stejnosmérné napéti, nebot” vSechny ionty maji stabilni
trajektorii, a to diky vyuzivani vstupnich a vystupnich bran, které jsou tvofeny elektrodami.
Zménou nastaveni radiofrekvencniho napéti se trajektorie ionti postupné zvétSuje. Nejdiive vyleti
z pasti ionty s nizkou hmotnosti a postupné opousti iontovou past dal$i nezddouci ionty [65].
Nasleduje tzv. kolizni ochlazeni neboli stabilizace, ktera se provadi interakci s heliem o nizkém
tlaku a potom detekce. Iontova past pracuje v cyklickém rezimu, ktery se sklada z napousténi iontt,
uchovavani a skenu. Ve srovnani s kvadrupdlem lze iontovou past vyuzit i v tandemové hmotnosti
spektrometrii jako je MS/MS v ¢ase nebo MS" v ¢ase [65].

Mezi slabiny iontové pasti patii nizka ¢innost zachytu iontl pii napousténi pasti, ktera je zhruba
5 % z celkového mnozstvi iontl. Dalsi slabinou je 50% efektivita ejekce iontl z pasti pfi skenovani.
Mezi negativni vlivy, ke kterym miize u iontové pasti dochazet, je vznik prostorového naboje [65].

Pro iontovou past plati pravidlo 30/70. Toto pravidlo tika, ze pouze ionty se 70% hmotnosti
prekursoru a mensi mohou byt stabilizovany v pasti. Pokud maji ionty 30 % hmotnosti prekursoru
a mensi, jsou ztraceny. To vede ke ztizené interpretaci spekter, nebot’ i malé fragmenty hmotnosti
mohou nést dulezitou informaci. DalSimi duasledky tohoto pravidla jsou zvySené naroky
na tandemovou hmotnostni spektrometrii MS", coz zejména prodluzuje dobu analyzy [65].
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Obr. 17: Schéma iontoveé pasti [75]

2.7.3.2.3 Analyzator doby letu (Time of Flight - TOF)

Analyzator doby letu je nejspise konstrukéné nejjednodussi hmotnostni analyzator; je tvotfen 1 az
2 metry dlouhou evakuovanou trubici. Tento analyzator pracuje na principu stanoveni m/z iontu
z doby letu nabité Castice touto evakuovanou trubici smérem k detektoru. VSem iontim je po
ionizaci dodana stejna kineticka energie. Mé-li iont s niz8§i hmotnosti stejnou kinetickou energii
jako iont s vys$Si hmotnosti, musi mit v evakuované trubici vyssi rychlost. Na konci trubice se
analyzator doby letu je tzv. reflektron. Konstruk¢éné je velice podobny TOF, pouze je vylepSen
o elektrostatické zrcadlo, které se nalézd na konci trubice misto detektoru. Sekundéarni detektor je
umistén na zacatku trubice. Kdyz nabitd Castice doleti do oblasti reflektronu, je odrazena
elektrostatickym polem, coz prodlouZi jeji dobu letu a tim také zlepsi rozliSeni detektoru.

TOF je idealnim analyzatorem pro pulzni ionizace jako je MALDI nebo elektronova ionizace.
Analyzator doby letu vynikd velmi kratkou dobou zdznamu spektra, coz bylo v minulosti velmi
obtizné pro zpracovani signalu. Jeho vyznam nabyvé az v dneSni dobé&, kdy se velmi rychle vyviji
rychlost pfenosu signélu v elektronice [65].

2.7.3.3 Vakuovy systém a detekce

UdrZeni vakua je pro MS systém dulezitou podminkou, nebot’ ionty vznikajici pii ionizaci
nesm¢&ji nefizené meénit svou energii, zejména potom nechténymi srdzkami s dal§imi Casticemi.
Vakuum je udrzovano bud’ v celém systému hmotnostniho spektrometru, nebo v oblasti, kde zacina
analyzator, az k detektoru.

Vakuovy systém je udrzovan bud’ rota¢ni olejovou vyvévou s rotujicimi lamelami, ktera
poskytuje vakuum v rozsahu 10" — 107 Pa. Dale miize byt vyuzivana difazni vyvéva, kterd vytvori
vakuum 10 Pa anebo turbomolekularni vyvéva, ktera dosahuje vakua 10™ Pa.
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Pozadavky na kvalitu vakua se odviji od typu analyzatoru a od stfedni volné drahy ionti, kteréd
musi byt vétsi nez draha iontu fyzicka, coz je trajektorie od mista vzniku iontu az k mistu detekce
[74].

Detektory v hmotnostni spektrometrii obecné pievadeji proud dopadajicich iontli na proud
elektronti. Typy pouzivanych detektori souvisi s celkovou konstrukci zafizeni. Nejcastéji je
pouzivana Faradayova klec, kterou tvoii konverzni elektroda miskovitého tvaru. Dopad iontl na
povrch dynody zptsobi vyrazeni elektronu, ktery dopadne na anodu. Vznikly elektricky proud je
zesilen zesilovaCem a zpracovan. Dale jsou pouzivany elektronové nasobice. V podstaté se jedna
o fotonasobi¢, ktery je konstruovan jako zuZzujici se trubice, do jejiz SirSi Casti dopadaji ionty.
Potencial tohoto konce je negativni a postupné klesa k uzkému konci. Iont dopadajici na prvni
konverzni elektrodu vyrazi jeden az dva elektrony, které jsou urychleny k dalsi dynod¢. Signal se
dalsimi narazy elektronti zvétSuje. Tento zesileny proud elektronii je veden do zesilovace
a vyhodnocovan [74].

2.8 Metody stanoveni molekulové hmotnosti polymeru

vvvvvv

problémem v chemii polymeri. Na pocatku neexistovaly vhodné a zaroven jednoduché metody,
nebot’ vSechny do této doby pouzivané metody byly komplikované a do urcité miry nevyhovujici,
ato bud teoreticky nebo experimentalné. Osmometrie, rozptyl svétla a ultracentrifugace nejsou
vhodné pro béznou laboratorni praxi, diky svoji naro¢nosti a slozité obsluze. Proto byl vyzkum
zaméfen k vyvoji nepfimych metod stanoveni molekulové hmotnosti polymerti. Nepiimé metody se
setkaly v praxi s obrovskym uspéchem, 1 kdyz vyzaduji pouziti kalibra¢nich standardi.

Metody proto rozdélujeme na piimé metody, které nevyzaduji kalibraci a nepfimé metody, které
naopak kalibraci vyzaduji. Mezi piimé metody =zafazujeme osmometrii, rozptyl svétla
a ultracentrifugaci. Mezi nepiimé metody patii viskozimetrie a gelovad permeacni chromatografie
[68].

Volbou vhodné techniky mlizeme exaktné urcit rozlozeni molekulové hmotnosti ve vzorcich.
Ve vétsing pripadi je syntéza makromolekularni slouc¢eniny vysledkem tvorby polymernich fetézct
s riznou délkou, jinymi slovy, jsou vytvotfeny polymerni fetézce lisici se molekulovou hmotnosti.
Statisticky charakter reakce, podle kterého jsou makromolekuly piipraveny, je pfi¢inou relativné
Siroké distribuce molekulové hmotnosti kone¢ného polymerniho vzorku. Rozmezi molekulové
hmotnosti a distribuce primérné molekulové hmotnosti jsou dilezit¢ pro studii polymernich
mechanismu i1 pro charakteristiku kazdého polymeru. Rozdil mezi nizkomolekuldrni slouceninou
a polymerem spociva v tom, Ze vétSina vlastnosti polymert zéavisi na molekulové hmotnosti
polymeru, pfipadné na distribuci molekulové hmotnosti (polydisperzity). Primérna molekulova
hmotnost se vypocte podle rovnic (viz nize uvedenych) a je charakterizovana v riznych mistech
svého vrcholu.

DM)-M Y w(M)

Primérna ¢iselna molekulova hmotnost: M, = = (1)
D hM) Y wM)IM
D h(M)-M* > w(M)-M
Priimérnd hmotnostni molekulova hmotnost: M. = = 2)
D h(M) D wM)
. D hM)-M* > wM)-M?
Molekulova hmotnost z-praméru: M: = = 3)

M) Y wM)-M
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Z vyse uvedenych vztaht vyplyva, Ze musi platit M,2My>M;,

w

Distribuce molekulové hmotnosti je obvykle popsana indexem polydisperzity: P =

“4)

n

2.8.1 Primé metody

2.8.1.1 Osmometrie

Membranova osmometrie je nejvhodnéjs$i metoda pro stanoveni primérné ¢iselné molekulové
hmotnosti Mn polymert. Je zaloZena na principu osmoézy. Osmoéza je definovana jako samovolné
pronikani molekul rozpoustédla do roztoku polymeru (v témze rozpoustédle) semipermeabilni
membranou propoustéjici pouze molekuly rozpoustédla. V roztoku (s priristkem molekul
rozpoustédla) roste tlak az do hodnoty, pfi niz (za dané koncentrace roztoku) toto samovolné
pronikani ustane — osmoza se zastavi. Tato hodnota tlaku je nazyvana osmoticky tlak (m) roztoku
polymeru pii jeho dan¢ koncentraci [76].

Osmometrii lze uspé$né pouzivat pro stanoveni molarni hmotnosti polymert nizsich jak 100 000.
Pro hodnoty mensi nez 10 000 je obtizné najit vhodnou membranu, pro hodnoty vétsi nez 500 000
jsou osmotické tlaky tak malé, Ze jsou prakticky neméfitelné. Rozhodujicim prvkem kazdé
osmometrické aparatury je membréna. Nejvice se pouzivaji membrany z celuldézy a polyethylenu
[76].

2.8.1.2 Rozptyl svétla

Metoda rozptylu svétla vyuzivd monochromatického paprsku svétla, ktery dopadd na roztok

polymeru. Pti prichodu svétla latkovym prostfedim, napi. roztokem biopolymeru, dochazi
na molekulach rozpusténé latky k rozptylu. Nasledn€ je meéfena intenzita rozptyleného svétla
na molekulach polymeru pod riznymi thly [76].
Jednou z nevyhod rozptylu svétla je, ze vyzaduje peclivé vycisténé roztoky, nebot’ prachové Castice
znacn¢ prispivaji k rozptylu svétla a mohou tak zpiisobovat zna¢nou chybu méfeni. Dalsi
nevyhodou je nizka citlivost pro fetézce polymert s malou molekulovou hmotnosti, nebot
Rayleyightiv rozptyl je linedrn€ zavisly na rostouci Mw [77].

2.8.2 Neprimé metody

Mezi konvenéni metody, které stanovuji primérnou molekulovou hmotnost a hmotnostni
molekulovou distribuci, patii nepfimé metody, také nazyvané relativni metody. Mezi tyto metody je
napiiklad zafazovana GPC a viskozimetrie. Jak uz bylo zminéno vySe, nepfimé metody vyzaduji
kalibraci. Pro tento tcel je pouzivan soubor polymerii o znamych Mw a Mn [68].

2.8.2.1 Viskozimetrie

Viskozimetrie je jednoducha, ¢asto vyuzivand hydrodynamickd metoda, umoziujici stanoveni
molarni hmotnosti a odhad velikosti i1 tvaru molekul.

Mg¢teni viskozity se provadi na roztocich polymera o rizném ziedéni. Makromolekuly polymert
s ohebnymi fetézci tvoii v roztocich rizné svinutd klubka, ktera ve vétsi nebo mensi mite zadrzuji
rozpoustédlo. Viskozita zde neni nezavisld na stupni disperzity, nybrz stoupd s rostouci moléarni
hmotnosti polymeru. U polymeru s méné ohebnymi fetézci je makromolekula v roztoku volné
svinuta do Tttvaru, kterym rozpoustédlo proudi bez mechanického zadrzovani. Mnozstvi
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rozpoustédla zadrzovaného makromolekuldrnim klubkem zavisi také na afinité polymeru
k rozpoustédlu. U dobrych rozpoustédel je viskozita zfedénych roztokli vysokomolekularnich latek
vyss$i nez ve Spatnych rozpoustédlech. Pficinou tohoto poznatku je to, ze v dobrém rozpoustédle se
makromolekula snaZzi pievést do styku s jeho molekulami co nejvice funk¢nich skupin, a proto se
vice rozvine. Klubko tak s sebou unasi vétsi mnozstvi kapaliny a v disledku toho stoupne viskozita
roztoku. Ve Spatném rozpoustédle se naopak fetézec svine do hust§iho klubka; viskozita je nizsi.
V koncentrovanych roztocich dochazi k asociacim molekul, a to tim vice, ¢im mensi je afinita
makromolekul k rozpoustédlu. V tomto ptipad¢ je vliv afinity polymeru k rozpoustédlu na viskozitu
opacny [76].

Pomoci viskozimetrie ziskdme jediné primérnou molekuldrni hmotnost Mv, ze které nelze
vypocitat polydisperzitu. Proto touto metodou nelze stanovit ani molekularni distribuci polymeru.
Pti aplikaci viskozimetrie na blokové kopolymery se rovnéz setkdme s problémem neznadmych
konstant rozpoustédel polymerti a jejich smési, tolik potfebnych k vypoctim Mark-Houwink-
Sakuradovi rovnice [68].

2.8.2.2 Gelova permeacni chromatografie

U gelové permeacni chromatografie (Gel Permeation Chromatography — GPC neboli Size
Exclusion Chromatography — SEC) se vyuziva separace latek podle velikosti molekul. Dochazi
k rozd€lovani latek mezi pohyblivou ¢ast mobilni faze, ktera se nachazi mezi jednotlivymi zrny
gelu a nepohyblivou ¢ast mobilni faze, nachazejici se uvnitt pdéru gelu. Pti prichodu kolonou jsou
molekuly slozek zdrzovany v diisledku svého pronikani (permeace) do rozpoustédlem naplnénych
pért. Malé molekuly pronikaji hloubéji a maji proto vyssi hodnoty retencnich objemil nez vétsi
molekuly. Interakce molekul analytli se staciondrni fazi nenastava.

Pozadavky na vlastnosti gell jsou velmi narocné. Matrice gelu musi byt inertni k analyzované
latce 1 k mobilni fazi. Gel musi odolavat zvySené pracovni teplot¢ a nesmi se béhem separace
rozkladat a uvolnovat produkty rozkladu [77]. Vybér gelu se voli podle vlastnosti separovanych
latek. Pro latky ve vodé rozpustné se pouzivaji hydrofilni gely, naptiklad Sephadex (dextrin
zesitény epichlorhydrinem). Mobilni fazi je voda s pfipadnym piidavkem organického
rozpoustédla. Pro latky nerozpustné ve vodé se pouzivaji hydrofobni gely. Mezi né patii
kopolymery styrenu a divinylbenzenu. Mobilnimi fizemi mohou byt aromatické, chlorované
a nekteré heterocyklické uhlovodiky. Univerzalni gely na bazi silikagelu a poréznich skel jsou
vhodné pro separaci hydrofobnich i hydrofilnich latek [60, 77].

Zjednodusené idedlni déleni smési dvou velikosti makromolekul je prezentovano na obrazku 18.
Na prvnim obrazku je vzorek zobrazen ihned po néstfiku v Cele kolony. Kapalnd mobilni faze
prochazi celym sloupcem kolony. Mobilni faze ma presné definovany prutok, ktery vytvaii tlakovy
gradient v celé délce kolony. Na dal§im snimku vzorek polymernich molekul prochazi kolonou
v diisledku tohoto tlakového gradientu. Castice stacionarni fize (naplit kolony) je porézni s presné
definovanou velikosti pora. Malé makromolekuly jsou schopny proniknout do téchto pori a takto
projit kolonou; vétsi molekuly jsou piilis velké, aby pronikly do pérta gelu, atak zlstdvaji
v intersticialnim prostoru, jak je uvedeno na obrazku (18 c). Velké molekuly se tak pohybuji
mnohem rychleji, protoze je nebrzdi pronikani pies pory gelu. Nakonec jsou obé molekuldrni
velikosti rozdéleny do dvou odlisSnych chromatografickych pasem, jak je prezentovano na
prislusném obrazku (18 d). Redlny GPC chromatogram obvykle vykazuje kontinuitu v molekulové
hmotnosti slozek obsazenych ve vrcholu piku [77].
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Obr. 18: Princip déleni pomoci GPC [77].

Nejjednodussi zptisob, jak vytvofit kalibraci, z nichz Ize ziskat molarni hmotnost pro dany elucni
objem, je metoda vnéjSich standardi. Tato metoda miize byt pouzita pouze v piipadé, ze je
k dispozici fada standardi s zkou distribuci o znamych molekulovych hmotnostech (MMD).
Vzhledem k tomu, ze se ptislusné standardy staly komerc¢né dostupnymi pro mnoho polymera, 1ze
tuto kalibraci bézné vyuzivat. Obvykle se pouZzivaji standardy, jako jsou polystyren,
poly(methylmethakrylat), polyisopren, polybutadien, poly(ethylenoxid), poly(methakrylova
kyselina), atd. [78].

Proces degradace je charakterizovan poklesem molekulové hmotnosti, coz ptredstavuje nartist
polydisperzity (P = Mw/Mn) a ztrdtu hmotnosti polymeru provdzenou zvySenim koncentrace
v okolnim prostfedi o kratké molekulové fetézce. GPC lze pouzivat pro sledovani degradace
chovani triblokového kopolymeru. Zbytek hydrogelu z rozkladu je podroben lyofilizaci a analyze
pomoci GPC.

Pro stanoveni molekulové hmotnosti a polydisperzity systému se nejcastéji pouziva GPC ve
spojeni s refraktometrickym detektorem. Pro polymery rozpustné v organickych rozpoustédlech se
jako mobilni faze pouziva vétSinou tetrahydrofuran. Primérné molekulové hmotnosti jsou
vypocitany s vyuzitim fady standardt polystyrenu [27, 30, 32, 45, 79, 80, 81].

2.8.2.3 Refraktometricky detektor

U gelové permeacni chromatografie se nejcastéji pouziva refraktometricky detektor (Refractive
Index detector — RID), ktery méfi rozdily mezi indexem lomu eluétu a ¢isté mobilni faze. Obsahuje-
li eluat slozku, objevi se odchylka. Citlivost je tim vétsi, ¢im je vétsi rozdil v indexu lomu analytu
a mobilni fdze. Méfeni je diferencni, tj. paprsek proch4zi mérnou celou a srovnavaci celou, méfi se
rozdil intenzity svétla, které dopada na detektor. Tento typ detektoru sice neni pfilis citlivy, ale je
velmi univerzalni. Je vhodny pro latky, které neabsorbuji svétlo a nefluoreskuji, jako jsou cukry,
lipidy a polymery. Pfi jeho pouZiti je tfeba pfisné udrZovat konstantni teplotu a je nevhodny pro
gradientovou eluci [60, 63, 74].
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Obr. 19: Schéma optického systému refraktometrického detektoru [82].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje, zaFizeni, software

3.1.1

3.1.2

Piiprava vzorku

analytické vahy KERN 770, Version 2.3, Némecko

pH metr pH 730, wtw series, inoLab, Némecko

inkubator Niive cooled incubator ES 110, Turecko

magnetickd michacka s ohfevem a elektrickym kontaktnim teplomérem IKA ETS-DS,
Némecko

lyofilizator Freezone 4.5 Freeze Dry System, Labconco, USA

bézné analytické vybaveni

Vysokotucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

kapalinovy chromatograf Agilent 1 100 Series, USA

0 gradientové Cerpadlo
vakuovy odplynovac
automaticky davkovac
termostat kolon
UV-VIS detektor s diodovym polem — zdroj svétla deuteriova (UV) a wolframova
pro (VIS a blizké IC) lampa, 1024 fotodiod, vlnovy rozsah 190 —950 nm,
programovatelna Sifka Stérbiny 1 — 16 nm
kolona Restek Aqueous C18, velikost 250x4,6 mm, velikost ¢astic 5 pm, Restek, USA
predkolona Restek Aqueous C18, velikost 4x2 mm, velikost ¢astic 5 um, Restek, USA
hmotnostni spektrometr Agilent 6 320 Series, lon Trap LC-MS
infuzni pumpa kdS 9 100, kdScientific, USA

O O o0 O

Gelova permeacni chromatografie

kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series, USA

0 izokratickd pumpa

0 vakuovy odplynovac

O automaticky davkovac

O termostat kolon

0 refraktometricky detektor
kolona PLgel Mixed C, velikost 300x7,5 mm, velikost ¢astic 5 um, Polymer Laboratories,
USA
piedkolona PLgel Mixed C, velikost 50x7,5 mm, velikost c¢astic 5 pum, 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.
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Chemstation Rev. B 01.01.
Agilent 6 300 Series lon Trap LC/MS Systém Software, Version 6.2
Data Analysis for 6 300 Series lon Trap LC/MS Version 4.0

3.2 Pouzivané chemikalie a standardy

3.2.1

Chemikalie

kyselina mravenci, Cistota p.a., Riedel-de Haén, Némecko

tetrahydrofuran, cistota gradient grade for liquid chromatography, LiChrosolv, Merck
KGaA, Némecko

2,6-di-terc-butyl-4-methylfenol, Sigma-Aldrich, Némecko

acetonitril, &istota gradient grade for liquid chromatography, Lach:ner, Cesk4 republika
dihydrofosfore¢nan draselny, Cistota p.a., Sigma-Aldrich, Némecko

hydrogenfosfore¢nan draselny, ¢istota p.a., Sigma-Aldrich, Némecko

deionizovand voda upravend pfistrojem Milli-Q Academic firmy Millipore o specifické
vodivosti 0,055 pS-cm™ pii teploté 24 °C

Standardy

kyselina glykolova p.a., Merck KGaA, Némecko
D, L-kyselina mlé¢na 90%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko
polystyrenové standardy EasyCal Mp = 580 — 377 400, Polymer Laboratories, USA

3.3 Pracovni postupy

3.3.1 Vlastnosti kopolymeru zaloZzenych na poly(mlé¢né Kyselin€), poly(glykolové kyselin¢)
a polyethylenglykolu PLGA-PEG-PLGA a tyto kopolymery modifikované kyselinou
itakonovou

Tabulka 5:  Ptehled zékladnich charakteristik zkoumanych kopolymert

Mn PEG teoretlvcky teoretlvcky Mn
vzorek typ vzorku [g.mol""| pomér pomér redlnd
& PEG/PLGA | D,L-LA/GA

1 PLA/PGA-PEG-PLA/PGA 1500 2,50 3,00 7198

2 ITA-PLA/PGA-PEG-PLA/PGA-ITA 1 500 2,00 3,00 5563

3 PLA/PGA-PEG-PLA/PGA 1 500 2,00 3,00 5 845
3.3.2 Stanovované analyty a jejich vlastnosti
3.3.2.1 Kpyselina mlécna

o (GsHeOs)

e D,L-2-hydroxypropanova kyselina

e Mr=90,08 g.mol”

e Teplota tani racemické smési T; = 16,8 °C.

e Teplota varu 122 °C
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e Hustota 1,209 g.cm'3
e Vpevném stavu bily prasek. Vyskytuje se v kapalné stavu jako bezbarvd hydroskopicka
kapalina.

3.3.2.2 Kyselina glykolova

(C2H405)

Hydroxyethanové kyselina

Mr = 76,05 g.mol’!

Teplota tani 70 — 74 °C

Hustota 1,27 g.cm'3

Bily prasek dobte rozpustny ve vode¢.

3.3.3 Priprava vzorki

Kopolymer PLGA-PEG-PLGA i kopolymer modifikovany kyselinou itakonovou jsou vysoce
viskozni. Pro pfipravu vzorkl bylo zapotiebi vzdy navazit ur¢ité mnozstvi téchto kopolymert pro
danou hmotnostni koncentraci. K navdZzenému mnozstvi kopolymeru bylo pfidano vypoctené
mnozstvi Milli-Q vody. Takto pfipravené vzorky se nechaly v chladicim boxu rozpoustét
ve vialkach i1 nékolik dni.

3.3.4 Stanoveni kritické koncentrace gelu a kritické teploty gelu

Pro sestaveni sol-gel fazového digramu se nejcastéji pouziva jednoducha metoda s tzv.
obracenymi zkumavkami. Vyhodou metody je moznost pozorovat i barevné piechody sledovanych
roztokli, popt. jeho zakaleni [54]. Nevyhodou metody je vysoce subjektivni piistup daného
pozorovatele.

Vzorky o rtiznych koncentracich byly pfipraveny do 4ml vialek. Rozpousténi probihalo
v chladicim boxu. Po rozpusténi byly vialky vytemperovany na laboratorni teplotu a nésledné
upevnény do stojanu, a pak ponofeny do vodni 14zné. Zahtivani vodni 14zn€ zacalo pii laboratorni
teploté (23 °C) a zvySovalo se postupné po 1 °C do 59 °C. Vialky byly pii kazdé teploté¢ 5 minut
temperovany. Po uplynuti tohoto intervalu byly lahvicky vyjmuty a obracenim vialek byla
pozorovana zména viskozity a zbarveni kazdého vzorku. Z méteni pak byla ur¢ena hodnota kritické
gelacni koncentrace (CGC) a kritickd gelacni teplota (CGT) [83].

SOL GEL BIiLY soOL

37°C 75°C

Obr. 20: Ukdzka gelacniho chovani behem zahvivani ve vodni lazni [84]

3.3.5 Degradace vzorki

Byly pfipraveny zasobni vzorky PLGA-PEG-PLGA a ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA kopolymert
o ruznych koncentracich. Do vialek bylo pipetovano 300 pl od kazdého vzorku. Takto byly vialky
ponechany v inkubatoru, dokud se z roztoku nestal gel. Nasledné¢ bylo ptfiddno 700 pl
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temperovaného fosfatového roztoku. Degradace byla provadéna v mirné€ kyselém prostiedi pti pH
4,2, dale v neutrdlnim prostredi pfi pH 7,4 a v mirné zésaditém prostfedi o pH 9,2. Pfipravené
vzorky byly ponechdny v inkubdtoru, ktery byl nastaven na teplotu 37 °C. Od prvniho dne pocatku
inkubace bylo odebirdno 400 pl fosfatového roztoku, ktery tvofil fazové rozhrani hydrogelu
a samotné¢ho fosfatového roztoku. Tento odebrany roztok byl nasledn€ podroben analyze

na kapalinovém chromatografu s DAD a MS detekci. Zbytek hydrogelu byl lyofilizovan.

3.3.6 Identifikace a kvantifikace degradac¢nich produkti na HPLC

Odebrany fosfatovy roztok, ktery obsahoval degradacni produkty, byl analyzovdn pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s DAD detektorem na pfistroji Agilent 1 100
Series. Analyza byla provadéna na koloné Restek Aqueous C18, ktera byla opatfena predkolonou.

3.3.6.1 Nastaveni HPLC

e mobilni faze: 0,01 mol.I" roztok kyseliny mravenéi, acetonitril
e pritok mobilni faze: 0,2 ml.min™
e nastiik: 5 ul
e teplota kolony: 30 °C
e vlnova délka: 210 nm
e gradientova eluce
Tabulka 6:  Pomér mobilnich fazi béhem gradientové eluce
doba analyzy pomér mobilnich fazi _
[min] ACN 0,01 mol.l
HCOOH
0 1 99
10 1 99
12 50 50
30 50 50
30,01 1 99
40 1 99

3.3.6.2 Nastaveni iontové pasti

tlak zmlzovace: 25 psi

pritok zmlzujiciho plynu: 10 L.min™
teplota susiciho plynu: 350 °C

napéti na kapiléie: 4 500 V

rozsah skenovanych hmot:

e 50—-200 m/z: cilovd hmota 80 m/z

e 100 -1 500 m/z: cilovd hmota 800 m/z
ioniza¢ni mod: negativni

scan mode: ultra scan
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3.3.7 Priprava vzorkii na GPC analyzu

Po odebrani 400 ul fosfatového roztoku byla inkubace vzorku ukoncena. Po ukonceni inkubace
byl kazdy vzorek podroben lyofilizaci. Pied lyofilizaci byl vzorek zmrazen v mrazni¢ce na teplotu
minus 30 °C. Samotnd lyofilizace probihala pfi teploté -80 °C a tlaku 15 Pa po dobu 24 hodin.
Nasledné bylo z kazdého lyofilizovaného vzorku odebrano zhruba 5 mg degradovaného
kopolymeru, ktery byl rozpuStén v 1 ml tetrahydrofuranu. Po rozpusténi byl vzorek podroben
analyze pomoci gelové permeacni chromatografie.

3.3.8 Kbvantifikace poklesu molekulové hmotnosti degradovanych vzorki na GPC

Lyofilizované a rozpuSténé vzorky v tetrahydrofuranu byly analyzovidny pomoci gelové
permeacni chromatografie s refraktometrickym detektorem na pfistroji Agilent 1 100 Series.

Analyza byla provadéna na koloné¢ PLgel MixedC, pied niz byla zafazena ptedkolona. Jako
standardy byly pouzity polystyrenové standardy EasyCal.

3.3.8.1 Nastaveni GPC

mobilni faze: tetrahydrofuran
pritok mobilni faze: 1 ml.min™
nastiik: 50 pl

teplota termostatu kolony: 30 °C
teplota detektoru: 30 °C
izokratické eluce
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Kazdy kopolymer byl nejdiive testovan metodou s obracenymi vialkami za ucelem zjisténi, zda
vykazuje sol-gel fazovy prechod. Na zdklad¢ tohoto méfeni byl vytvofen graf sol-gel fazového
piechodu, ze kterého byla urcena kriticka gela¢ni teplota a kritickd gelacni koncentrace. Pokud byl
kopolymer rozpustny ve vodé a tvofil gel vrozmezi teplot 36 —42 °C, splioval tak zvolené
podminky a mohl byt dale pouzivan pro degradace.

Nasledné byly pfipraveny rizné koncentrace téchto kopolymert, které byly podrobeny degradaci
ve fosfatovych roztocich o pH 4,2; 7,4 a 9,2. Kazdy den v prubéhu degradace byl odebiran presné
definovany objem smési fosfatového roztoku a uvolnénych degradacnich produktti. Po ukonceni
degradace byly vzorky zmrazeny a nasledné lyofilizovany. Zména molekulové hmotnosti
degradovanych kopolymerti byla zjistovdna na GPC. MnozZstvi uvolnéné kyseliny glykolové
a mlé¢né bylo stanoveno pomoci HPLC s DAD detektorem. Kvalitativni stanoveni dalSich produkt
degradace bylo stanoveno pomoci HPLC s hmotnostnim detektorem.

Vysledky méfeni byly zpracovany do nasledujicich tabulek a grafii.

4.1 Piehled testovanych kopolymeri

Tabulka 7:  Piehled testovanych kopolymert a jejich zakladnich charakteristik.

vzorek typ Mn PEG pomér pomér Mn

[g/mol] | PLGA/PEG | PLA/PGA | [g/mol]
1 PLA/PGA-PEG-PLA/PGA 1 500 2,50 3,00 7198
2 ITA-PLA/PGA-PEG-PLA/PGA-ITA 1 500 2,00 3,00 5563
3 PLA/PGA-PEG-PLA/PGA 1 500 2,00 3,00 5 845
4 ITA-PLA/PGA-PEG-PLA/PGA-ITA 1 500 2,50 3,00 6 546
5 ITA-PLA/PGA-PEG-PLA/PGA-ITA 1 500 2,50 3,00 4920
6 ITA-PLA/PGA-PEG-PLA/PGA-ITA 1 500 2,50 3,00 6572
7 PLA/PGA-PEG-PLA/PGA 1 500 2,50 3,00 7934
8 ITA-PLA/PGA-PEG-PLA/PGA-ITA 1 500 2,50 3,00 8 025
9 ITA-PLA/PGA-PEG-PLA/PGA-ITA 1 500 2,00 2,42 4 656
10 ITA-PLA/PGA-PEG-PLA/PGA-ITA 1 500 2,50 3,00 6399
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4.2 Sol-gel fazové diagramy

Sol-gel fazovy diagram vzorku 1, typ kopolymeru PLGA-PEG-PLGA

41 A
39 4
37 A
35 4
33 4
31 4
29 A

teplota (°C)

CGT

suspenze

bily gel

21

27 \ bily viskozni gel \
25 )

transparentni viskozni sol -_’-\
23 A

sol

1 9 T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

hmotnostni koncentrace (w%)

Obr. 21: Sol-gel fazovy diagram vzorku ¢. 1

Béhem sledovani pribéhu gelace roztokli kopolymeru bylo pozorovéano nékolik ptechodh

fazovych 1 barevnych. Pro dalsi aplikace je u
V této fazi byl ponechavan vzorek na degradac

tohoto typu vzorku dilezita forma gelu bilé barvy.
i.

Ze sol-gel fazového diagramu pro kopolymer PLGA-PEG-PLGA vzorku 1 vyplyva, Ze kriticka
gelaéni koncentrace se pohybuje okolo 8 % a kritickéd gela¢ni teplota je 27 °C.
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Sol-gel fazovy diagram vzorku 2,
typ kopolymeru ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA
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Obr. 22: Sol-gel fazovy diagram vzorku ¢. 2

Na sol-gel fazovém diagramu kopolymeru ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA vzorku 2 je vyznacena
kriticka gela¢ni koncentrace, ktera je 6 %. Kriticka gela¢ni teplota odpovida 36°C. Pti zahtivani nad
38 °C se koncentrace 12 % a vys$$i rozkladaly na dvé faze, na bilou pevnou fazi, tvofenou
polymerem, a na kapalnou fazi tvofenou vodnym roztokem. Jako nejstabilngj$i se ukézaly byt
koncentrace 8 % a 10 %, které pii zahtivani nad 40 °C postupné prechiazely z bilého gelu na
zakaleny viskozni sol, az se nakonec pti 48 °C rozdé¢lily na dvé faze.
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Sol-gel fazovy diagram vzorku 3, typ kopolymeru PLGA-PEG-PLGA
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Obr. 23: Sol-gel fazovy diagram vzorku ¢. 3

Kritickd gelacni teplota u vzorku 3 byla stanovena na 38 °C, kritickd gela¢ni koncentrace je
stejna jako u vzorku 2. Pfi zahtivani nad 41 °C tvoftil tento kopolymer velmi stabilni gel bilé barvy.
Zahtivani bylo ukonceno az pii 53 °C, kdy postupné vSechny koncentrace piesly na dvé faze.
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Sol-gel fazovy diagram vzorku 4,
typ kopolymeru ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA
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Obr. 24: Sol-gel fazovy diagram vzorku 4
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Vzorek 4 modifikovan kyselinou itakonovou se pii pfiprave roztokli pro méteni sol-gel fazového
diagramu velmi dobfe rozpoustél, do roztoku pteSel béhem 6 dnl. Po zahfivani vytvofil tento
kopolymer stabilni transparentni gel, ktery se dalSim zahtivanim zakaloval az pfeSel pfes mlécné
zabarveny gel na zcela bily gel. Kriticka gela¢ni koncentrace byla stanovena na 8 %, kritické
gelacni teplota na 37 °C. Nejstabilné€jsi koncentrace se ukazaly 12 % a 14 %, které zlistaly do konce

cvwr

naopak koncentrace 8; 10; 16; 18 % vytvotily dvé faze az pii 46 °C.

Sol-gel fazovy diagram vzorku 9,
typ kopolymeru ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA
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Obr. 25: Sol-gel fazovy diagram vzorku ¢. 9

Vzorek 9 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA, jak je zfejmé z grafu, ma nejvyssi kritickou gelacni
koncentraci zkousenych vzorkt, a to 12 %. Kritick4 gela¢ni teplota je u tohoto typu vzorku 37 °C.
Z fazového diagramu lze pozorovat Sirokou oblast, kterou tvoii bily viskézni gel, ktery piechazi
na transparentni gel a bily gel, a to vyhradné pouze u koncentraci vyssich jak 18 %.

Tabulka 8:  Ptehled stanovenych kritickych gelacnich teplot a koncentraci

vzorek typ Mn svol—gel CGC CGT

[g/mol] | piechod | (W%) (°O)
1 PLA/PGA-PEG-PLA/PGA 7 198 ano 8 27
2 ITA-PLA/PGA-PEG-PLA/PGA-ITA 5 563 ano 6 36
3 PLA/PGA-PEG-PLA/PGA 5 845 ano 6 38
4 ITA-PLA/PGA-PEG-PLA/PGA-ITA 6 546 ano 8 37
5 ITA-PLA/PGA-PEG-PLA/PGA-ITA 4 920 ne — -
6 ITA-PLA/PGA-PEG-PLA/PGA-ITA 6572 ne - -
7 PLA/PGA-PEG-PLA/PGA 7934 ne - —
8 ITA-PLA/PGA-PEG-PLA/PGA-ITA 8 025 ne - -
9 ITA-PLA/PGA-PEG-PLA/PGA-ITA 4 656 ano 12 36
10 ITA-PLA/PGA-PEG-PLA/PGA-ITA 6 399 ne — -
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Pti pfipravé vzorku €. 1 bylo pozorovano velmi rychlé nabotnéni polymeru za laboratorni
teploty. AvsSak dalsi rozpousténi muselo probihat v chladicim boxu, nebot’ dochazelo ke gelovaténi
roztoku, coZ velmi zt&¥ovalo samotné pipetovani. U vzorku & 1 o Mn 7 198 g.mol™ a s pomérem
PLGA/PEG = 2,5 byla stanovena kriticka gelacni teplota na 27 °C a kritickd gela¢ni koncentrace na
8 %.

Rozpousténi vzorku €. 2 bylo znateln¢ krat$i dobu, ve srovnani se vzorkem ¢. 3, ktery neni
modifikovan kyselinou itakonovou. U vzorku ¢. 2 0 Mn 5 563 g.mol” a s pomérem PLGA/PEG = 2
byla stanovena kritickd gelacni teplota na 36 °C a kritickd gela¢ni koncentrace ¢ini 6 %. U vzorku
.3 s Mn 5 845 g.mol™ a se stejnym pomérem PLGA/PEG jako vzorek &. 2 byla stanovena stejnd
kriticka gelacni koncentrace, avSak vyssi kritickd gela¢ni teplota, a to 38 °C. Porovnanim téchto
dvou kopolymerti bylo zjisténo, Ze kopolymer modifikovan kyselinou itakonovou se rychleji
rozpoustél proto, ze jeho fetézec obsahoval hydrofilni karboxylové skupiny.

U vzorku & 4 o Mn 6546 g.mol”' aspomérem PLGA/PEG = 2,5 byla stanovena kritick4
gelacni koncentrace na 8 % a kriticka gela¢ni teplota na 37 °C.

Vzorky €. 5 a 6 se rozpoustély 1 az 2 tydny. Rozpousténi vysSich a nizSich koncentraci bylo
velmi nestejnomérné. Nizké koncentrace se po prvnim tydnu zakalily. U vzorku €. 5 a 6 nebyl
pozorovan sol-gel fazovy piechod.

Vzorek ¢. 7 o Mn 7934 g.moljevil podobné nestejnomérné rozpousténi nizdich a vysich
koncentraci jako vzorky 5 a 6 a rovné€z u tohoto vzorku nebyl pozorovan sol-gel fazovy prechod.

Vzorek ¢. 8 0 Mn 8 025 g.mol™ a poméru PLGA/PEG = 2,5 naopak viibec nevytvofil roztok,
pouze nabotnal a zlstal tak stabilni.

U vzorku ¢. 9 s Mn 4 656 g.mol” a poméru PLGA/PEG = 2 byla stanovena kriticka gela¢ni
koncentrace 12 % a kritické gela¢ni teplota na 36 °C.

Vzorek €. 10 se velmi rychle nestejnomérné rozpoustél a zakaloval. Nebyl u ného pozorovan
sol-gel fazovy pirechod.

Z meteni sol-gel fazovych diagramt je ziejmé, Ze se snizujicim se pomérem PLGA/PEG se
zvySovala kriticka gelacni teplota (CGC). Déle z tohoto méfeni vyplyva, ze kopolymery s vyssi Mn
jak 8 000 g.mol™' nepiechazeji do roztoku za b&zné laboratorni teploty. Kopolymery modifikované
kyselinou itakonovou se mnohem rychleji rozpousteji jak nemodifikované kopolymery.

4.3 Sledovani degradace PLGA-PEG-PLGA a ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA
kopolymeru

Pro samotnou degradaci byly vybrany vzorky ¢. 1 PLGA-PEG-PLGA, ¢. 2 ITA-PLGA-PEG-
PLGA-ITA a vzorek ¢. 3 PLGA-PEG-PLGA, dalsi vzorky, které spliovaly pozadavky sol-gel
fazového prechodu v rozmezi teplot 36 — 42 °C, nemohly byt dale pouzity z diivodu nedostatku
surového kopolymeru.

Ze vzorku €. 1 byly pfipraveny roztoky s hmotnostni koncentraci 12, 16 a 20 %, pticemz od 20%
roztoku bylo pozdéji ustoupeno, nebot’ se dlouho rozpoustél. Ze vzorku €. 2 a 3 byly pfipraveny
roztoky s hmotnostni koncentraci 16, 20 a 24 %. Degradace pro kazdou koncentraci probihala
v roztocich o pH 4,2; 7,4 a 9,2 pfi teplote 37 °C.

Vliv pH roztoku na prabéh degradace byl sledovan poklesem molekulové hmotnosti
kopolymeru. Za tcelem objektivniho posouzeni celkového priibéhu degradace bylo nejvhodnéjsi
spocitat procentudlni pokles molekulové hmotnosti, protoze pocate¢ni molekulovd hmotnost
kopolymeru nebyla nikdy stejna. Doba degradace byla zvolena pro vSechny vzorky stejnd, a to 5
a 10 dni. Procentudlni pokles molekulové hmotnosti v zévislosti na dobé degradace byl prolozen
piimkou linedrni regrese a procentualni pokles pro zvolené¢ doby degradace byl vypocten z rovnice
regrese.
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Tabulka 9:

50 ~

45 -

pokles Mn (%)
—_ [} N [9%) w I
W (=) W (=) W (=)

—_
(=]

Pokles molekulové hmotnosti Mn (%) po 5 a 10 dnech degradace pro vzorek €. 1

pokles molekulové hmotnosti Mn (%)

koncentrace 12 % 16 %
doba degradace 5. den 10. den 5. den 10. den
pH=4,2 16,8 27,1 13,5 27,1
pH=7.,4 22,4 43,4 20,8 39,8
pH=9,2 21,4 42,8 24,1 55,3
5. den 10. den

[WpH 4,2 OpH 7.4 @pH 9,2

Obr. 26: Vzorek ¢. 1, koncentrace 12 %, vliv pH na pokles molekulové hmotnosti Mn (%)pro dobu
degradace 5 a 10 dni
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Obr. 27: Vzorek ¢. 1, koncentrace 16 %, vliv pH na pokles molekulové hmotnosti Mn (%) pro dobu
degradace 5 a 10 dni

Z tabulky ¢. 9 vyplyva, ze nejnizsi pokles molekulové hmotnosti pro vSechny koncentrace byl pfi
degradaci v roztoku pti pH 4,2, coz bylo znatelné i1 vizudln¢. Po prvnim dnu degradace doslo
k poklesu hladiny hydrogelu a vytvoreni kompaktngjsi struktury. Pravé vytvoieni této kompaktné;jsi
struktury mélo za nésledek ztizené pronikani roztoku k vazbam kopolymeru a tim také zpomaleni
Sté€peni. Pro koncentraci 12 % neni tak velky rozdil mezi degradaci v pufru pfi pH 7,4 a v roztoku
pti pH 9,2. Pro koncentraci 16 % nejrychleji probihala degradace v roztoku pii pH 9,2; i pfi téchto
podminkach byla zaznamenéana vizualni zména po prvnich dnech degradace. Hydrogel se mnohem
rychleji rozpoustél a vrstva tvofici rozhrani mezi gelem a samotnym roztokem byla mnohem vyssi,
nez pii degradaci pii pH 7,4.

Tabulka 10:  Pokles molekulové hmotnosti Mn (%) vzorku €. 2 po 5 a 10 dnech degradace

pokles molekulové hmotnosti Mn (%)
koncentrace 16 % 20 % 24 %
doba degradace 5. den 10. den 5. den 10. den 5. den 10. den
pH=4,2 19,2 37,8 13,7 41,1 21,8 40,1
pH=7,4 223 43,1 30,7 46,1 28,1 42,9
pH=9,2 28,8 443 34,4 52,8 60,3 80,2
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Obr. 28: Vzorek ¢. 2, koncentrace 16 %: viiv pH na pokles molekulové hmotnosti Mn (%) pro dobu
degradace 5 a 10 dni
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Obr. 29: Vzorek ¢. 2, koncentrace 20 %: vliv pH na pokles molekulové hmotnosti Mn (%) pro dobu
degradace 5 a 10 dni
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Obr. 30: Vzorek ¢. 2, koncentrace 24 %: vliv pH na pokles molekulové hmotnosti Mn (%) pro dobu
degradace 5 a 10 dni

U vzorku €. 2 s hmotnostni koncentraci 16 % lze pozorovat jen maly rozdil v procentickém
poklesu molekulové hmotnosti po 5 dnech degradace pii pH 4,2 a 7,4. Strmé&jsi prubéh degradace je
viditelny aZ pii 10. dnu u pH 7,4. Nejvétsi procenticky pokles molekulové hmotnosti byl
zaznamenan pro 5. den degradace pii pH 9,2, avSak dalsi procenticky pokles Mn jiz neni tak
vyrazny.

20% vzorek ¢. 2 mél nejvétsi procenticky pokles molekulové hmotnosti jak po péti, tak i po

Rozdil mezi 5. dnem degradace pii pH 4,2 a 7,4 u 24% vzorku je 6,3 %, se zvySujici se dobou
degradace tento rozdil klesa. Procenticky pokles molekulové hmotnosti pii degradaci v roztoku pii
pH 9,2 byl vypocten z rovnice regrese, kterd vychazela z procentického poklesu Mn méfeného po
dobu 4 dnii, kdy byl odbér provadén dvakrat za den.

Tabulka 11:  Pokles molekulové hmotnosti Mn (%) vzorku €. 3 po 5 a 10 dnech degradace

pokles molekulové hmotnosti Mn (%)
koncentrace 16 % 20 % 24 %
doba degradace 5. den 10. den 5. den 10. den 5. den 10. den
pH=4,2 15,9 39,7 15,1 31,6 9,7 42,8
pH=7,4 13,3 29,5 12,7 28,9 18,0 36,3
pH=9,2 35,0 52,7 23,8 45,1 35,3 46,6
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Obr. 31: Vzorek ¢. 3, koncentrace 16 %: viiv pH na pokles molekulové hmotnosti Mn (%) pro dobu
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Obr. 32: Vzorek ¢. 3, koncentrace 20 %: vliv pH na pokles molekulové hmotnosti Mn (%) pro dobu

degradace 5 a 10 dni
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Obr. 33: Vzorek ¢. 3, koncentrace 24 %: vliv pH na pokles molekulové hmotnosti Mn (%) pro dobu
degradace 5 a 10 dni

U koncentraci 16 a 20 % vzorku ¢. 3 lze vypozorovat nizsi procenticky pokles molekulové
hmotnosti pfi degradaci v pufru o pH 7,4, nez pti pH 4,2, jak tomu bylo v pfedchozich ptipadech.
Degradace ve fosfatovém pufru byla provedena z cerstvé vyroben¢ho kopolymeru, zatimco
degradace ve zbylych roztocich byla provedena téméi az po roce. I kdyz byl kopolymer uchovavan
v chladicim boxu, dochazelo k jeho degradaci. Tim miZe byt vysvétlena vétsi nachylnost ke
Stépeni, a proto i1 vyssi procenticky pokles Mn pii degradaci v roztoku o pH 4,2.
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Obr. 34: Porovnani 20% vzorkui ¢. 2 a ¢. 3 po péti dnech degradace
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Obr. 35: Porovnani 20% vzorkii ¢. 2 a ¢. 3 po deseti dnech degradace

Vzorek ¢. 2 a 3 maji stejné poméry PLGA/PEG 1 pomér PLA/PGA. Vzorek €. 2 je navic
modifikovan kyselinou itakonovou. Z vyse uvedenych grafii je znatelné, ze 1épe podléhal degradaci
vzorek upraveny kyselinou itakonovou.



4.4 Identifikace a kvantifikace uvolnénych kyselin pomoci HPLC

Pti degradaci byla sledovana zvysujici se koncentrace kyseliny mléné a glykolové v roztoku.
Jednotlivé analyty byly vyhodnoceny pomoci kalibracni zavislosti plochy piki na koncentracich
jednotlivych kyselin. Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny jako smésny standard kyseliny glykolové
a mlécné.
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Obr. 36: Kalibracni kifivka kyseliny mlécné
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Obr. 37: Kalibracni krivka kyseliny glykolové
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Byla vypoctena mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) ze Sumu zakladni linie.
a nasledné¢ bylo vybrano 15 pikii zastupujicich Sum po celé linii v redlném vzorku. Mez detekce
predstavuje koncentraci, jejiZz odezva na detektoru bude mit pomér signalu k Sumu vétsi nez 3. Mez
stanovitelnosti je koncentrace, jejiz odezva na detektoru bude mit pomér signalu k Sumu vétsi nez
10. § ve vzorci predstavuje vysku signélu analytu, NV ve vzorci piedstavuje vySku signalu Sumu.

c (mg.ml™)

LOD (mg.ml_1)=3- —_— (5)
N

LOQ (mg.ml™)=10- c(mSg—mz-‘) (6)
n

Tabulka 12: Mez detekce a mez stanovitelnosti v prehledu

mez detekce mez stanovitelnosti
LOD (mg.ml™) LOQ (mg.ml™)
kyselina glykolova 0,0044 0,0146
kyselina mlécnd 0,0048 0,0162

Béhem prvnich dnii degradace nebyla detekovana kyselina glykolova, a to zejména u vzorka
s nizkou hmotnostni koncentraci. To je dano samotnym pomérem kyseliny glykolové a mlécné
v kopolymeru. U vSech pouzitych vzorkli byl pomér PLA/PGA = 3. Na rozdil od kyseliny
glykolové byla kyselina mlécna téméi vzdy detekovana po prvnim dnu degradace. To je nejspis
zpusobeno pocinajici degradaci kopolymeru jiz pfi rozpousSténi xerogelu v deionizované vodé, a to
na pozadovanou hmotnostni koncentraci vzorku. Pravdépodobné se takto uvoliiuje 1 kyselina
glykolova, ale vzhledem k jejimu nizkému poméru v kopolymeru byla jeji koncentrace pod mezi
detekce.

Aby mohlo byt porovndno uvoliiovani obou kyselin, musely byt pfepocitany na procento
uvolnénych kyselin z teoretického mnozstvi kyseliny mlééné a glykolové, které bylo dano
hmotnostni koncentraci roztoku, hmotnosti polymeru v pipetovaném objemu 300 pl a pomérem
PLGA/PEG. Pro kyselinu mlé¢nou i glykolovou byla vypoctena doba, za kterou dosdhne uvolnéni
kyselin 5 %.

V tabulce €. 13, 14 a 15 je uveden pocet hodin pottebnych k uvolnéni 5 % kyseliny mlécné
a glykolové z teoretického mnozstvi kyselin obsazenych v kopolymeru. Zavislost koncentrace na
dobé degradace byla vyjadiena pomoci linedrni regrese a nasledné zni byla vypoctena doba
potiebna pro degradaci 5 % kyseliny mlécné a glykolové.

Na obrazku 38 je zobrazena zavislost procentického uvolnéni kyselin na dob¢é degradace. Body
byly proloZeny linearni regresi, aby byl znatelny strmé&jsi pribéh uvoliiovani kyseliny glykolové.
Déle je zrovnice linearni regrese kyseliny mlécné ziejmé, Ze se ve vzorku né&jaké mnozstvi
uvolnéné kyseliny mlécné nachézelo jesté pred zacatkem degradace v inkubatoru.
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Obr. 38: 16% vzorek ¢. 2, zavislost uvolnénych kyselin v procentech na dobé degradace ve fosfatovém
pufru o pH=7,4

Tabulka 13:  Vzorek €. 1: pocet hodin potfebnych k uvolnéni 5 % kyseliny mlécné a glykolové

Pocet hodin potfebnych k uvolnéni 5 % kyselin
koncentrace 12 % 16 %

kyselina | kyselina | kyselina | kyselina
glykolovd | mléénd | glykolovd | mlécnd

pH=4,2 52 hod 185 hod 31 hod 95 hod
pH=7,4 56 hod 101 hod 58 hod 76 hod
pH=9,2 — 35 hod — 53 hod

Z tabulky ¢. 13 je patrné, Ze se zvySujici se hmotnostni koncentraci roztoku se rychlost
degradace zvysSuje. To mize byt zptisobeno napiiklad tim, Ze vzorek s vyssi koncentraci mohl byt
pfed zacatkem cilené degradace vice rozlozen a uvolnéné kyseliny mohly urychlit autokatalyzu
degradace. Nejrychleji se opét uvolnovaly pravdépodobné obé kyseliny pii degradaci v roztoku
opH 9,2. Kyselina glykolova pfi pH 9,2 nebyla vyhodnocovéana, protoze zéasadité pH zménilo
podminky separace pii analyze na HPLC.
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Obr. 39: Vliv pH na prubéh uvoliiovani kyseliny glykolové z 12% vzorku ¢. 1
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Obr. 40: Vliv pH na pribeh uvoliiovani kyseliny mlécné z 12% vzorku ¢. 1

300

60



Tabulka 14:  Vzorek €. 2: pocet hodin potiebnych k uvolnéni 5 % kyseliny mlééné a glykoloveé

Pocet hodin k uvolnéni 5 % kyselin
16 % 20 % 24 %
koncentrace kyselina | kyselina | kyselina | kyselina | kyselina | kyselina
glykolova | mlécénd | glykolovd | mlécnd | glykolovd | mlécna
pH=4,2 78 141 94 127 94 221
pH=7,4 13 34 36 56 18 25

Z tabulky €. 14 je patrné, ze nejrychleji degradoval vzorek €. 2 pii degradaci ve fosfdtovém
pufru. Ve srovnani s degradaci v roztoku o pH 4,2 je rychlost uvoliiovani pro kyselinu glykolovou
témet 6 krat vyssi (koncentrace 16 %). Se zvySujici se hmotnostni koncentraci se rozdily v rychlosti
uvoliovani kyseliny glykolové snizuji; to plati i pro kyselinu mlé¢nou. Opét 1 v tomto piipadé
rychlost uvolilovani kyseliny mlééné neni tak rychld ve srovnani s kyselinou glykolovou. To je
zpusobeno tim, ze ve srovnani s PGA je blok PLA mnohem hydrofobnéjsi a vazby jsou méné
nachylné k hydrolytickému $tépeni.
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Obr. 41: Viiv pH na priubéh uvoliiovani kyseliny glykolové z 16% vzorku ¢. 2
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Obr. 42: Vliv pH na prubéh uvoliiovani kyseliny mlécna z 16% vzorku ¢. 2

Tabulka 15:  Vzorek €. 3: pocet hodin potiebnych k uvolnéni 5 % kyseliny mlécné a glykolové

Pocet hodin k uvolnéni 5 % kyselin
16 % 20 % 24 %
koncentrace kyselina | kyselina | kyselina | kyselina | kyselina | kyselina
glykolovd | mlécnd | glykolovd | mlécnd | glykolovd | mlécnd
pH=4,2 64 hod 106 hod 58 hod 126 hod 58 hod 134 hod
pH=74 29 hod 86 hod 32 hod 79 hod 31 hod 85 hod
pH=9,2 — 58 hod — — — 84 hod

U vzorku €. 3 opét probihala degradace nejrychleji pifi zasaditém pH. Rozdily mezi degradaci
v neutralnim prostfedi a v prostfedi mirné kyselém nejsou tak vyrazné jako u vzorku €. 2, ktery je
upraveny kyselinou itakonovou. Nejrychleji probihalo uvolnovani kyselin u 16% vzorku.
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Obr. 43: Viiv pH na pribéh uvoliiovani kyseliny mlécné z 16% vzorku ¢. 3

4.5 Identifikace degradaé¢nich produkti pomoci HPLC/MS

V této ¢asti prace byla pomoci pfimé infuze méfena hmotnostni spektra vzorku pufru o pH 7,4
po degradaci polymeru. Pozornost byla zaméfena ptredevSim na pochopeni prubehu fragmentace
delsich polymernich fetézcli uvolnénych béhem degradace a urceni, ktery fragment pfislusi dané
struktute. Toto je nutné pro vypocet molekulovych hmotnosti z MS spekter, dalsi sledovani priabchu
degradace (LC/MS) a porovnani jednotlivych typti polymerti, bude provadéno v dalSich
navazujicich studiich v ramci dizertacni prace.

Nejprve byly pfipraveny zvlast’ roztoky standardi kyseliny mlééné a glykolové o koncentracich
1 mg.ml”, pfi¢emz fedéni probihalo smé&si rozpoustddel methanol — voda v poméru 20:80. Potom
byly provedeny pifimé infuze kyseliny mlééné a glykolové do iontové pasti a sken spekter
v negativnim modu. U standardu kyseliny mlééné byl izolovan iont 161 m/z, ktery mél vysokou
intenzitu. U tohoto iontu byla provedena analyza MS”.

Pro méteni byl vybran 24% vzorek €. 3 po 8 dnech degradace ve fosfatovém pufru o pH 7,4. Ke
100 pl této smési degradacnich produktti a fosfatového pufru bylo pfiddno 800 pul Milli-Q vody
a 100 pl methanolu. Znovu byl proveden pfimy nastfik a zaznam spekter. Rozsahy a cilové hmoty
jsou uvedeny v tabulce ¢. 16. Tyto parametry vyrazné ovliviiuji podobu vysledného MS spektra.
NiZe uvedena spektra byla namétena pii téchto parametrech: 50 — 1 000 m/z. Za tGcelem zjiSténi
principu fragmentace degradacnich produkti kopolymeru byly izolovany fragmenty s vysokou
intenzitou a podrobeny analyze MS? a popiipadé i MS®.
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4.5.1 Vysvétleni principu fragmentace degradacnich produkti PLGA-PEG-PLGA
kopolymeri

V této kapitole jsou uvedeny a vysvétleny mozné pribchy fragmentace jednotlivych ionth
pozorovanych v celkovém MS spektru (obr. 44). Pii prvnim pohledu se ve spektru objevuji dvé
fragmentacni fady pikli oznac¢enych na obrazku pismeny A, B, C a &isly 1, 2. Tyto skupiny piki se
principu fragmentace degradacnich produktii kopolymeru byly izolovany prekursory s vysokou
intenzitou a podrobeny dalsi analyze MS? a popiipadé i MS”.

Prekursor 291 m/z se mize fragmentovat dvéma zpisoby. Prvni zplisob: nejprve se z prekursoru
219 m/z odstépi neutralni ztrata 131 a vznikne iont 161 m/z (aniont dimeru kyseliny mlééné), ze
kterého se poté odstépi neutralni ztrata 72 a vznikne iont kyseliny mlécné. Druhym zplsobem se
iont fragmentuje ndsledovné: z prekursoru 219 se odstépi neutralni ztrata 144, vznikne iont 147
m/z. Fragmentaci hmoty 147 m/z je odSté€pena neutrdlni ztrata 58 a vznika iont kyseliny mlé¢né 89
m/z.

Podobna fragmentace probihala také u izolované¢ho prekursoru 305 m/z, ktery byl podroben
MS?. Produktové spektrum prekursoru 305 m/z je prezentovano na obr. 49. Nejprve byla od§tépena
neutralni ztrata 144, ze které byla opét odstépena neutrdlni ztrdta o hodnoté 72. Takto byl ziskan
iont kyseliny mlé¢né 89 m/z.

Fragmentace prekursoru 363 m/z probihala z obou koncii polymerniho fetézce; viz obr. 50.
Nejprve byla odstépena neutrdlni ztrata 72, a tak vznikl iont 291 m/z. Jeho fragmentaci byla opét
odstépena neutralni ztrata o hodnoté 58 z druhého konce fetézce za vzniku iontu 161 m/z.

Z prekursoru 377 (viz. obr. 51) byla nejprve v prvnim kroku odStépena neutralni ztrata 144 za
vzniku iontu 233 m/z. Dals$i fragmentaci prekursoru 233 m/z byla dale odstépena neutralni ztrata
72. Byl ziskén kone¢ny iont 161 m/z. Druhym zpiisob fragmentace prekursoru 377 m/z, ale méné
pravdépodobnym, bylo postupné odstépovani neutralni ztraty 72.

Dalsi zptisoby fragmentace jsou schématicky uvedeny v obrazcich 52, 53 a 54. Obecné se tedy
z pikl oznacenych jako A, B, C viz. obr. 50 eliminovaly neutralni ztraty 72, 144, 58 a 131, které
predstavuji zbytek z molekuly kyseliny mlécné a glykolové a jejich kombinaci a dale dimer
kyseliny mlé¢né.

U souboru pikii s nizkou intenzitou oznacenych na obr. 50 ¢isly 1 a 2 probihd fragmentace
docela jinak. Na obrazku 55 je produktové spektrum prekursoru 389 m/z, ze kterého je patrné, ze se
v prvnim kroku odstépi neutrdlni ztrata o hodnoté 98. Odstépenim této neutralni ztraty ziskdme iont
291 m/z. Dalsi fragmentace iontu 291 m/z probiha dvéma zplsoby. Prvnim zplsobem se odstépi
neutralni ztrata o hodnoté¢ 131 a ziskame tak iont 161 m/z. Druhy zplsob piedstavuje odstépeni
neutralni ztraty 144 za vzniku iontu 147 m/z. Prozatim nebylo piesné objasnéno, co predstavuje
neutralni ztrata o hodnoté 98.
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Tabulka 16:  Ptehled sledovanych rozsahi hmot pro piimy nastfik
rozsah hmot cilova hmota
(m/z) (m/z)
50 —200 80
80 —500 200
50—-1000 500
50—-1000 800
50-1500 1 000
50—-1500 1200
50 -2 000 1 500
50-2 000 1 800
50 -2 200 2 000
50-2200 1 000
Tabulka 17: Ptehled fragmentii a neutrdlnich ztrat
m/z struktura neutralni ztraty struktura
CH,
6 o
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HO O
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H,C—
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Obr. 44: Hmotnosti spektrum 24% vzorku ¢. 3; soubor pikii s vysokou intenzitou oznaceny pismeny A, B, C predstavuje hlavni fragmentacni radu,
soubor pikii s nizkou intenzitou oznacenou cisly 1 a 2 predstavuje vedlejsi fragmentacni radu
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5 ZAVER

Tato prace byla zaméfena na studium degradace blokovych kopolymeri zalozenych na bazi
poly(mlécné) kyseliny, poly(glykolové) kyseliny a polyethylenglykolu PLGA-PEG-PLGA a jejich
funkcionalizaci kyselinou itakonovou ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA.

Cilem prace bylo vybrat, a to na zaklad€ sestaveni sol-gel fazovych diagramii, vhodné vzorky
pro studium degradace. Vhodnost vzorku k degradaci byla posuzovéana na zéklad¢ tvorby gelu pii
teploté 37 °C. Pomoci metody s obracenymi zkumavkami byl potvrzen reverzibilni pfechod ze solu
na gel a zpét, a to jak u vzorki PLGA-PEG-PLGA, tak i u vzorkli modifikovanych kyselinou
itakonovou.

Na zakladé sestaveni sol-gel fazovych diagramt byly vybrany vhodné koncentrace vzorku tak,
aby se neplytvalo materidlem a rozpousténi netrvalo pfili§ dlouho, nebot se zvySovalo riziko
degradace kopolymeru uz pfi samotném rozpousténi. V piipadé vysoké hydrolyzy vzorek ztracel
schopnost reverzibilniho pfechodu ze solu na gel.

Samotnd degradace vzorkl byla provadéna v inkubatoru, ktery byl nastaven na teplotu 37 °C
v prostiedi fosfatovych roztokii o pH 4,2; 7,4 a 9,2. Doba degradace byla maximalné¢ 12 dni, po
uplynuti tohoto Casového useku byl gel jiz zcela rozpustén a proto by delsi doba degradace neméla
vyznam. Porovnani pribéht degradace pii rizném pH prostfedi bylo hodnoceno na zakladé
sledovani poklesu molekulové hmotnosti kopolymeru pomoci GPC. V odebiraném fosfatovém
roztoku byl zaroven sledovan nartst koncentrace kyseliny glykolové a mlééné pomoci HPLC/DAD.
Za ucelem identifikace degradacnich produkti bylo vyuzito hmotnostniho spektrometru (ionizace
elektrosprejem, iontova past). Na zakladé analyzy MS a MS” byl objasnén princip fragmentace
degradacnich produktii (oligomertt).

vvvvvv

e Pro kazdy typ kopolymeru byla stanovena kritickd gelacni koncentrace a kritickd gelacni
teplota, kterd je dulezita pii vyberu pro pouziti na degradace.

e Metodou GPC bylo zjisténo, Zze dochazi k poklesu stiedni ¢iselné molekulové hmotnosti
kopolymerti a tudiz k samotné degradaci. Nejvice vzorky degradovaly pii pH 9,2. Nejnizsi
pokles stfedni molekulové hmotnosti byl zaznamenéan pii degradaci ve fosfatovém roztoku
pii pH 4,2. Degradace kopolymeru s itakonovou kyselinou probihala az o 15 % rychleji,
zejména pii pH 7,4, ve srovnani s nemodifikovanym kopolymerem.

e Metodou HPLC byly identifikovany v odebiraném fosfatovém roztoku predev§im kyselina
mlécna a glykolova. Rychlost uvolnovani obou kyselin rostla se zvySujicim se pH
fosfatového roztoku. Kyselina glykolova se uvoliiovala do roztoku mnohem rychleji ve
srovnani s kyselinou mlé¢nou.

e Byly dcastecné objasnény fragmentacni principy degradacnich produktii studovanych
kopolymerti. Dochdzi ke dvéma zplsobim fragmentace. V prvnim dochdzi vyhradné
k odstépovani neutrdlnich ztrdt o hodnotdch 72 a 144, které vznikaji z kyseliny mlécné
adale dochazi k odstépovani neutrdlnich ztrat o hodnotach 58 a 131, které vznikaji
z kyseliny glykolové. V druhém principu fragmentace dochazi v prvnim kroku k odstépeni
neutralni ztraty o hodnoté 98 z prekursoru. V dalSich krocich jiz opét dochazi k odstépeni
neutralnich ztrat 144 a 131 jako u prvniho zplisobu fragmentace.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Zkratka Vyznam

PEG polyethylenglykol

PLA poly(mlécna kyselina)

PGA poly(glykolova kyselina)

ITA itakonové kyselina

PCL polycaprolaktan

PBL poly(B-butyrolactony)

PdAMMLA poly([R,S] -3,3- dimethy-2-
hydroxybutandiova kyselina)

PLGA polymer na bazi poly(mlécné)
a poly(glykolové) kyseliny

PA polyanhydridy

PU polyurethany

SP stupenl polymerace

GA kyselina glykolova

LA kyselina mlécna

MW molekulovd hmotnost

PNIPAAM poly(N-isopropylakrylamid)

PEO poly(ethylenoxid)

PPO poly(propylenoxid)

CGT kriticka gela¢ni teplota

CGC kriticka gela¢ni koncentrace

(PNIPAM/ITA) poly(N-isopropylakrylamiditakonova
kyselina)

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

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

HPLC vysokoucinnd kapalinova chromatografie

GPC gelové permeacni chromatografie

LDs oznaceni pro mnozstvi substance, které je po
podani urcité latky smrtelnou davkou pro
daného Zivocicha v 50 % piipadi

n. d. nedetekovano

DAD detektor diodového pole

FLD detektor fluorescencni

MALDI desorpce-ionizace laserem pomoci matrice

FT-ICR iontova cyklotronova rezonance
s Fourierovou transformaci

TOF analyzétor doby letu

RID refraktometricky detektor

LOD mez detekce

LOQ mez stanovitelnosti

85



8 SEZNAM PRILOH
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vodni lazni
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Ptiloha €. 6: Chromatogram z HPLC analyzy pro 24% vzorek ¢. 2 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA po
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9 PRILOHY

Priloha &. 1: Metoda s obracenymi zkumavkami, urcovani zmény viskozity v pribéhu zahiivani ve
vodni lazni
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Priloha ¢. 3: Chromatogram z GPC analyzy standardu 111

Y standard IIT 19 880 g/mol 4490 g/mol

l

T

175000

160000 —
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Obr. 56: Ukazka chromatogramu z GPC analyzy standardu 111 s uzkou molekulovou distribuci a
znamych molekulovych hmotnostech
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Priloha &. 4: Pokles molekulové hmotnosti v zavislosti na dobe degradace vzorku ¢. 3

TreaTn Wi e W

Formn B
]

5 B B &

£ 3 8

10. den degradace

Obr. 57: Zobrazeni zavislosti distribucni funkce na molekulové hmotnosti 24% vzorku ¢. 3 po 11

N

4

dnech degradace v roztoku o pH 9,2; s rostouci dobou degradace dochazi k posunu vrcholu
prku k nizsim molekulovym hmotnostem ve smeéru Sipky a ke zmené tvaru piku viz. vyhrez vlevo

nahore pro 10. den degradace
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Priloha €. 6: : Chromatogram z HPLC analyzy pro 24% vzorek ¢. 3 PLGA-PEG-PLGA po 11
dnech degradace ve fosfatovém pufru o pH 7,4
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Priloha €. 7: Chromatogram z HPLC analyzy pro 24% vzorek ¢. 2 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA po
11 dnech degradace v roztoku o pH 4,2
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