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ABSTRAKT

Pfedkladana dizertaCni prace je zaméfena na fizené uvolfovani |éCiv z biodegradabilnich
amfifilnich hydrogeld na bazi kopolymeru hydrofobni kyseliny poly(mlé&né) a poly(glykolové)
a hydrofilniho polyethylenglykolu (PLGA-PEG-PLGA, ABA) a jeho modifikace anhydridem
kyseliny itakonové (ITA). Vysledny a,w-itakonyl(PLGA-PEG-PLGA) je oznaCovany v této
praci jako ITA/PLGA-PEG-PLGA/ITA neboli ITA/ABA/ITA. Kyselina itakonova poskytuje
reaktivni dvojné vazby a funkéni karboxylovou skupinu na koncich fetézce PLGA-PEG-PLGA
kopolymeru, €&imz se modifikovany kopolymer ITA/ABA/ITA stdvd méné& hydrofobnim
a nabizi tak moznost tvofit nosic i pro 1éCivé latky hydrofilni povahy. Tyto funkéni kopolymery
jsou citlivé na teplo a zménou vnéjSiho prostiedi (teploty) vykazuji sol-gel fazovy pfechod
diky vzniku micelarni struktury gelu. Lécivé latky tak mohou byt smichany s kopolymerem,
ktery je v nizko viskézni fazi (sol faze) a nasledné tato smés muize byt injektovana do téla
pacienta na cilové misto, kde vytvofi gel pfi 37 °C. Tento hydrogel se stava zasobnikem
I&Civé latky, odkud se postupné substance uvolfiuje. Predikce trendu uvolfiovani 1éCivé latky
z hydrogelu je ucinny nastroj pro zjisténi frekvence podavani, zvySeni uc€innosti 1éCiva a také
pro zjisténi nezadoucich U&inkd spojené s davkovanim.

Jako hydrofilni modelové Iécivo bylo vybrano analgetikum paracetamol. Zastupce
hydrofobniho modelového [éCiva bylo pouzito sulfonamidové antibiotikum sulfathiazol.
Pfidani lécivé latky do roztoku kopolymeru mélo nasledné vyznamny vliv na vyslednou
tuhost hydrogelu. Vliv na tuhost hydrogelu a naslednou stabilitu systému mélo pouziti
nanohydroxyapatitu i réiznych rozpoustédel resp. inkubaénich médii. Rizené uvolfiovani lé&iv
probihalo v simulovanych podminkach lidského téla.

Tato prace se zabyva ovéfenim Korsmeyer-Peppasova modelu vhodného pro popis
uvolfiovani hydrofobniho modelového |éCiva sulfathiazolu z hydrogelu ABA i ITA/ABA/ITA.
Naopak bylo prokazano, ze Korsmeyer-Peppaslv model neni vhodny pro popis uvolfovani
hydrofilniho IéCiva paracetamolu z ABA hydrogeld, proto byl navrzen novy regresni model,
vhodny jak pro pufrované simulované prostfedi, tak i pro vodu. Tento model byl také ovéfen
za velmi tésny i pro popis uvolfiovani sulfathiazolu i paracetamolu z kompozitniho materialu
pfipraveného z ABA hydrogelu a nanohydroxyapatitu.
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ABSTRACT

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

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

Verification of Korsmeyer-Peppas (KP) drug-release model is also discussed in this
thesis. The KP model was found suitable for simulating the release of sulfathiazole from ABA
and ITA/ABA/ITA hydrogels. On the contrary, the performance of KP model was not suitable
for describing the release of paracetamol from the ABA hydrogels. Therefore, a new
regression model suitable for both buffered simulated media and water has been proposed.
The proposed model fitted better the release of both sulfathiazole and paracetamol from
composite material prepared from ABA hydrogel and nanohydroxyapatite.
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Lékové systémy zaméfené na kontrolované uvolfiovani IéCiv umozniuji efektivnéji vyuzivat
léCivé latky a sniZit Cetnost a celkové mnozstvi podavaného léCiva. Timto Ize dosdhnout
zvySeni komfortu pacientd, snizeni mnozstvi nezadoucich G¢ink( a celkové spotfeby IéCiv,
coz se muze pozitivné promitnout pfi terapii Siroké Skaly rGznych onemocnéni a také na
zatizeni zivotniho prostfedi IéCivy. Z uvedenych duvodl se v poslednich letech na toto téma
zaméfuje stale vice odbornych studii [1-8]. Systémy s kontrolovanym uvolfovanim [éCiv by
mély dosahnout delSiho farmakologického efektu (dny, mésice, roky) bez vyznamné
fluktuace koncentrace |éCivé substance v krevni plazmé, jak je tomu u bé&Zzného podavani
nizkomolekularnich 1€Civ [9]. Idealni |€kovy systém s fizenym uvolfiovanim by mél uvolfovat
aktivni substanci tak, aby bylo téméfF okamzité dosazeno terapeutické koncentrace a nadale
jiz uvolfiovat jen potfebné mnozstvi IéCiva pro udrzeni této koncentrace podle kinetiky
nultého fadu [10].

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

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

| pfes nesporné vyhody vykazuji ABA blokové kopolymery nékolik zasadnich nedostatku.
Ve své struktufe obsahuji pouze jeden typ funkénich skupin (—OH skupiny), které tento
material limituji v dalSich reakcich s biologicky aktivnimi latkami [12]. V roce 2010 byla
Michlovskou a kol. publikovana studie zabyvajici se modifikaci PLGA-PEG-PLGA
kopolymeru pomoci anhydridu kyseliny itakonové. Kyselina itakonova poskytuje Fetézci



funk&ni karboxylovou skupinu a reaktivni dvojné vazby pro mozZnost pfipadného chemického
zesiténi [13]. Mnozstvim navazané itakonoveé kyseliny na fetézec ABA Kkopolymeru lze
ovlivnit celkovou hydrofobicitu blokového kopolymeru [13] a také naslednou stabilitu
ITA/ABA/ITA hydrogell ve vodném prostiedi [12; 14].

Dal$im nedostatkem PLGA-PEG-PLGA fyzikalnich hydrogell je jejich stabilita. Stabilita
ABA fyzikalnich hydrogell pro uvolfiovani IéCivych latek byla prozatim pozorovana fadové
v hodinach az tydnech [2-8], coZz nemusi byt pro terapii nékterych onemocnéni dostaluijici.
Prodlouzeni uvolfovani léCivé latky Ize vyfeSit enkapsulaci bioaktivni substance do ,core-
shell“ ¢astic kopolymeru a vytvofit tak systém, ktery substanci uvolfiuje v nékolika stupnich
béhem rozpadu samotnych &astic [2]. Liberaci léCivé latky Ize také prodlouzit pfipravou
kompozitnich materiald obsahujicich hydrofobni biokompatibilni nanoc€astice, které se
zabudovavaji do hydrofobniho PLGA jadra béhem tvorby micelarnich struktur a zvySuji tim
celkovou tuhost a stabilitu vysledného kompozitu. Tepelné citlivych vstfikovatelnych
kompozitnich materiall na bazi ABA kopolymert a nanoc€astic hydroxyapatitu Ize uspésné
vyuZzit napfiklad pfi 1é¢bé tFistivych fraktur kosti [15].

Predkladana dizertaCni prace se zabyva sledovanim uvolfovani 1éCiv z biodegradabilnich
fyzikalnich hydrogell zaloZzenych na termosensitivnich kopolymerech PLGA-PEG-PLGA
a ITA/IPLGA-PEG-PLGA/ITA tvoficich gel pfi teploté lidského téla 37 °C. Hlavnim cilem
prace bylo ovéfit, zda modifikace kopolymeru kyselinou itakonovou ma vyznamny vliv na
profil uvolfovani lécivych latek razného lipofilniho charakteru z fyzikalnich ITA/ABA/ITA
hydrogell a jejich potencialni vyuziti, jako nosi€l hydrofilnich nizkomolekularnich 1é€ivych
latek. Fyzikalné pfidana IéCiva méla vyznamny vliv na celkovou stabilitu systému hydrogel-
lé¢ivo v rlznych prostfedich. Vyznamny vliv na prodlouzeni liberace IéCivych latek mélo
i pfidani nanohydroxyapatitu do systému ABA hydrogel-léCivo.



TEORETICKA CAST

1.1 Hydrogely

Za hydrogely jsou oznaCovany polymerni sité hydrofilniho nebo amfifiiniho charakteru,
které jsou schopny absorbovat a udrzet znacné mnozstvi vody pfi zachovani svého tvaru.
Diky témto vlastnostem nabyvaji na vyznamu jako biomaterialy pro potencialni
biomedicinské aplikace. Hydrogely dnes jiz bézné nachazeji své uplatnéni v lékafstvi
a v biomediciné v podobé kontaktnich €ocek, hrudnich implantatd, umélych organu, bio-
lepidel a bio-senzorl. Farmacie postupné zacina vyuzivat vlastnosti hydrogel(, a to ve formé
obvazl na popaleniny a pro fizené uvolfovani 1éCivych latek [16, 17]. Obecné Ize hydrogely
rozdélit do dvou skupin. Chemické hydrogely vznikaji tvorbou kovalentnich vazeb. Fyzikalni
hydrogely jsou tvofené sekundarnimi silami jako jsou hydrofobni interakce, vodikové vazby,
iontové interakce, Coulombovy interakce, stereoselektivni interakce [18].

1.2 Hydrogely na bazi polyethylenglykolu a polyestert

Kopolymerizace hydrofilniho, biokompatibilniho polyethylenglykolu (PEG)
s biodegradabilnimi a zaroveri biokompatibilnimi polyestery poskytuje velmi zajimavé
systémy hydrogel( citlivych na teplo. PLGA/PEG blokové kopolymery zacaly hrat vyznamnou
roli, nebot' podléhaji biodegradaci a maji mimofadnou schopnost enkapsulace (zapouzdfeni,
obaleni) a uvolfiovani biologickych latek [19].

1.2.1 Hydrogely citlivé na teplo

Teplotu Ize pokladat za nejrozsifenéjsi pouzivany environmentalni stimul pro tzv. ,chytré*
polymery. Zména teploty je relativné snadno kontrolovatelna a rovnéz snadno pouzitelna pro
testy jak in vitro, tak in vivo [20, 21].

Spole¢nou charakteristickou vlastnosti polymerd citlivych na teplo je pfitomnost
hydrofobni skupiny ve struktufe Ffetézce polymeru, jako je methyl-, ethyl- nebo propyl-
skupina. Ve vétsiné pfipadu téchto polymerl se rozpustnost ve vodé zvySuje se zvysujici se
teplotou. Vyjimku tvofi tzv. polymery s nizkou kritickou teplotou roztoku, jejichZ rozpustnost
ve vodé se snizuje se zvySujici se teplotou. Toto chovani hydrogell je popisovano
v literatufe jako chovani inverzni. Fyzikalni hydrogely s inverznim chovanim maiji hlavni
fetézec polymeru vytvofeny z mirné hydrofobnich skupin, nebo obsahuji smés hydrofilnich
a hydrofobnich segment(. PFi nizké teploté jsou vodikové vazby mezi hydrofilnimi ¢astmi
fetézce a molekulami vody dominantni a vedou tak ke zlep3eni rozpustnosti ve vodném
prostfedi. Béhem zahfivani vodného prostiedi dochazi k oslabeni vodikovych vazeb
a naopak k posileni vazeb mezi hydrofobnimi segmenty. Na zakladé tohoto chovani
hydrogell citlivych na teplo potom délime hydrogely na tzv. negativné citlivé na teplo,
pozitivné citlivé na teplo a na termoreverzibilni gely [20]. Hydrogely negativné citlivé na teplo
se smrstuji se zvySujici se teplotou. Naopak pozitivné citlivé hydrogely botnaji [19]. Toto
chovani fyzikalnich hydrogell je reverzibilni a odpovida postupnym zménam teploty okolniho
prostfedi [20]. Diky schopnostem hydrogel(l botnat nebo se smrstovat v dusledku zmény
okolni teploty tekutiny ziskaly znaénou pozornost a vyuziti ve farmaceutické oblasti. V ramci



Cetnych vyzkumi byly studovany ruzné aplikace téchto hydrogell, jako je regulace
uvolnovani IéCivych latek a vyvoj biosensoru [22, 23].

1.2.2 Charakteristika PLGA-PEG-PLGA

Zenter a kol. (2001) jako prvni syntetizovali biodegradabilni triblokovy kopolymer na bazi
poly(mlé¢né) a poly(glykolové) kyseliny a polyethylenglykolu (PLGA-PEG-PLGA) [24] . Tento
typ kopolymeru byl registrovan pod znackou ReGel® abyl vyvinut jako biologicky
odbouratelny systém pro fizené uvolfiovani Iékl. Roztok PLGA-PEG-PLGA kopolymeru je za
bézné pokojové teploty tekuty. Pouze pfi vpraveni do prostfedi s fyziologickou teplotou se
z ného postupné stava gel. Postupna degradace gelu umoznila fizené uvolfiovani léciva
vrozmezi 1aZ 6 tydn(. Témito vlastnosti je ReGel® vhodny pro lokalni aplikaci nebo
systematické podavani lékd [19].
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Obrazek 1 — Strukturni vzorec triblokového kopolymeru PLGA-PEG-PLGA

1.2.3 Vyuziti PLGA-PEG-PLGA pfi uvoliovani lé€ivych latek

Uvolriovani [éCivych latek z kopolymeru PLGA-PEG-PLGA (ABA) jiz bylo popsano
v mnoha odbornych C¢&lancich. Pfevazné jsou zaméfeny na uvolfiovani problematickych
I&Civych latek, které jejich Easté podavani pacientim zplsobuje diskomfort.

Tabulka 1: Pfehled IéCivych latek testovanych na uvolfiovani z PLGA-PEG-PLGA

Léciva latka Doba uvolnovani Literarni zdroj
Exenatid 1 tyden [8]
Inzulin 14 dnd [6]
Paclitaxel 6 tydna [11]
Ricin 18 dnu [25]
Docetaxel 3 tydny [3]
Topotekan 5dnad [5]
Hydrazid kyseliny isonikotinové 124 hodin [2]
Acetat dexamethasonu 1,67 hodin [4]
Naltrexon + vitamin By, 29 dnU [7]

1.2.4 Vyuziti ITA/ABA/ITA kopolymeru pro biomedicinské aplikace

Modifikace triblokového kopolymeru PLGA-PEG-PLGA anhydridem kyseliny itakonové
(ITA) (3-methylentetrahydrofuran-2,5-dion) se mize ukazat jako vyznamné pro ruznorodé
biomedicinské aplikace. Hlavni vyhodou ITA je poskytnuti karboxylové skupiny do fetézce
kopolymeru. Tyto karboxylové skupiny pak mohou slouZit jako vazebné misto pro |éCivou
latku. Dvojné vazby, které rovnéz ITA poskytuje, jsou nezbytné pro chemické zesiténi.
Modifikovany kopolymer ITA se tak stava citlivy na svétlo, na teplo a na pH. Fyzikalni
hydrogel ITA/ABA/ITA vznika diky vodikovym vazbam, pfipadné iontovym interakcim
napfiklad s Ca* ionty [26].
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ITA/PLGA-PEG-PLGA/ITA
Obrazek 2 — Strukturni vzorec triblokového kopolymeru ITA/PLGA-PEG-PLGA/ITA

1.3 Systémy s kontrolovanym uvolfovanim léciva

Systémy s fizenym (kontrolovanym) uvolfiovanim udrzuje konstantni hladinu léCivé latky
v krevni plazmé nebo tkani pomoci kinetiky prvniho fadu po dobu nékolika dni az mésicu
a umoziuje uvolnéni léCiva na cilovém misté [27].

To znamena, Ze pro jiné, zdravé €asti organismu tim vyrazné klesa toxicita léCivé latky,
a to o jeden az dva fady. Diky tomu, Ize podavat daleko vyS$Si davky, které maji lepsi ucinek
na cilovou tkan [9].
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Obrazek 3 - Schématické znazornéni fluktuace koncentrace Ié€iva pfi konvenénim
podavani v porovnani s kontrolovanym a prodluZzovanym uvolriovanim [27]

1.4 Mechanismus uvolnovani lé€iv z polymerni matrice

Mechanismus uvolfovani léciva z polymerni matrice muze byt popsan dvéma mirné
odliSnymi zpusoby. Prvni zplsob popisuje transport molekuly I&Civa pfes polymerni matrici.
Druhy zplUsob popisuje jiz pfimé uvolfiovani léCiva do okolniho prostfedi. Jak transport
molekuly IéCiva pfes polymerni matrici, tak i jeho samotné uvolnéni z matrice urcuje rychlost
uvolfiovani.

Molekula léCiva se mlze ze systému uvolnit nékolika zplUsoby. Fredenbergova a kol. [28]
studovali mechanismus uvolfiovani systému s postupnym uvolfiovanim, zalozené na PLGA.
PLGA systém ponofeny do vody okamzité absorbuje vodu, ktera nastartuje hydrolyzu,
Stépeni esterovych vazeb i nasledné snizeni molekulové hmotnosti (M,). Timto Sté€penim se
tvofi kyseliny, které zpulsobuji kyselou hydrolyzu uvnitf systému. Jakmile jsou produkty



hydrolyzy rozpustné a schopny difundovat ven ze systému, zacina proces eroze [28].

Na procesy, probihajici v matrici polymeru mohou mit vliv i pfidana |éCiva a dalSi aditiva
(soli, povrchové aktivni latky, atd.). Vlastnosti IéCiva, zejména pak jejich polarita, mize
zménit vlastnosti plvodniho polymeru. Déle také IéCiva kyselé povahy mohou zvySovat
kyselou hydrolyzu a naopak pfidavek |éCiva zasadité povahy mize kyselou hydrolyzu
zpomalovat az pfipadné neutralizovat kyselé produkty hydrolyzy.

Uvolfiovani 1é&iva z polymerni matrice proto zavisi na vlastnostech polymeru, [éCiva
a jejich vzajemnych interakcich [28].

1.5 Profil uvolnovani lé€ivych latek

Profil uvolhovani léCivych latek je nékdy pouzivan jako zaklad pro vyhodnoceni
mechanismu ucinku celého systému. Fredenbergova a kol. (2011) popsali profily uvolfiovani
I&Civ, které jsou slozené z nékolika fazi. Jednofazové uvolfiovani je velmi vzacné. Mnohem
CastéjSimi profily uvolhovani léCivych latek jsou profily dvoufazové nebo tfifazove. Velké
systémy (Castice) Casto vykazuiji tfifazovy systém uvolhovani, a to vzhledem k heterogenni
degradaci. Naopak u malych systému( (Castic) byva velmi €asto pozorovano dvoufazové
uvolfiovani [28].

Prvni faze v tfifazovém uvolhovani je obvykle popisovana jako navalové uvolfiovani
IéCiva, které je spojené s uvolnénim léCiva z povrchu systému, pfipadné s uvolnénim molekul
IéCiva, které se nachazi blizko pod povrchem systému a ze systému se uvolni pomoci
hydratace systému. DalSi divod navalového uvolfiovani léciva je spojen s vytvofenim
prasklin a s celkovou dezintegraci systému. Ve druhé fazi se lécivo pozvolna uvolfiuje
pomoci difuze pfes existujici péry. Béhem této faze se polymer dale hydratuje a degraduje.
Treti faze je pomérné Casto nazyvana druhym navalovym uvolfiovanim, které je rovnéz velmi
rychlé a je zalozeno na celkové erozi systému. Jestlize je druha faze uvolfovani velmi
rychla, maze byt naopak treti faze velmi pozvolna. Pfiklady rdzného pribé&hu uvolfovani jsou
zobrazeny na obrazku 4 [28].
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Obrazek 4 — Profily uvolfiovani skladajici se z riznych fazi. Oteviené ¢tverce: navalové
uvolriovéani a rychla druha faze. Fialové kruhy: trojfazové uvolfiovani s kratkou druhou fazi.
Kfize: Navalové uvolriovani a uvolriovani dle kinetiky nultého radu. Modré kosoctverce:
tFifazové uvolriovani. Carky: dvojfazové uvolriovéni, totozné s tfifazovym uvolrfiovénim, ale
bez pocatecniho navalového uvolriovani [28]

1.5.1 Vybér kinetického modelu pro uvolfnovani lé€iv

Schémata uvolfovani lze rozdélit na ty, ktera popisuji pomalé uvolfiovani IéCiva pfi
kinetice nultého nebo prvniho fadu. DalSi vzorce popisuji rychlé pocatecni uvolfiovani, které
je nasledovano prodlouzenym uvolfiovanim, jez lze opét popsat kinetikou nultého nebo
prvniho fadu. Hlavnim uéelem systému s fizenym uvolfovanim léciv je udrzovat koncentraci
I&Civé latky v krvi, nebo v cilové tkani na poZzadované hodnoté po definovany ¢as. Obecné
proto systémy s fizenym uvolfiovanim Ié€iva na poc¢atku uvolni takovou davku, aby bylo v co
nejkratS§im Casovém uUseku dosazeno efektivni terapeutické koncentrace. Nasledné pak
systém uvoliuje tzv. udrzovaci koncentraci lécivé latky, aby byla efektivni terapeuticka
koncentrace této latky udrZzena po pozadovanou dobu.

Na zakladé literarni reSerSe [29-36] byl vybran Korsmeyer-Peppastv model, ktery
popisuje uvolfiovani IéCivé latky z polymerni matrice valcovitého tvaru. Tento jednoduchy
vztah, ktery byl odvozen v roce 1983 [37] uvadi rovnice (1)
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kde M,
M,

k je rychlostni konstanta;

n je exponent uvolfiovani.

je pomér uvolnéného léciva v Case f;

Hodnota exponentu n je pouzivana k charakterizaci rizného mechanismu uvolfovani
IéCiva z matrice valcovitého tvaru. Hodnoty n pro rlzné mechanismy uvolfiovani léCiva jsou
popsany v tabulce 2. Pro zjisténi exponentu n je tfeba pouzit &ast pfimky, kde je podil M/M..

mensi nez hodnota 0,6 [37].

Tabulka 2: Interpretace difuzniho mechanismu uvolfiovani z polymerni matrice [37]

Exponent uvoliiovani (n)

Mechanismus transportu
léCiva

Rychlost jako funkce ¢asu

t -0,5

0,5 Fickova difuze
045 <n=0,89 transportvprobl_hajlm jinou {1
cestou, nez je Fickova difuze
0,89 pfipad Il. transportu uvolfiovani 0. fadu

vétsi nez 0,89

super pfipad Il. transportu

t n-1
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2 CILE DIZERTACNIi PRACE

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

Jednotlivé kroky pfedkladané dizertaéni prace jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

e Volba nizkomolekularnich modelovych I&€Civ rozdilného lipofilniho charakteru.

e Vytvofeni a optimalizace LC/MS metod pro stanoveni vybranych 1éCiv.

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

o Reologicka charakterizace systému hydrogel-lé€ivo ve vodé a v PBS o hodnoté
pH 7.,4.

o Posouzeni vlivu pfidavku léciva na celkovou stabilitu systému hydrogel-lécivo.

e Prodlouzeni liberace |éCiva pfidavkem nanocastic hydroxyapatitu.

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

e Navrh jiného regresniho modelu pro popis uvolfiovani I1é€Civ a jeho ovéreni.
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3 EXPERIMENTALNIi CAST

V tabulce 3 se nachazi charakteristika pfipravenych kopolymer(, které v ramci spoluprace
pfipravila Ing. lvana Chamradova Ph.D. (CEITEC, Brno) prostfednictvim polymerace
otevifeného kruhu podle Michlovské a kol. [13]. Stanoveni M, a polydisperzita (PDI) bylo
provedeno pomoci GPC na komeréné dodavaném polystyrenovém standardu. Dale byly na
Ustavu materiald (FCH, VUT Brno) ovéfeny parametry: M, poméry PLGA/PEG, LA/GA a
modifikace kyselinou itakonovu pomoci 'H NMR. Zvolené koncentrace kopolymert byly
vybrany na zakladé pfedchozi fedené studie, jejichz vysledky autorka dizertaéni prace
publikovala v roce 2016 [14].

Tabulka 3: Charakterizace kopolymert pouzitych jako nosice pro IéCiva

pomér pomar ; testovana
typ PLGAPEG  LA/GA M, (g-mol™) PDI koncent.race
(hm./obj.%)
ABA 2,0 2,9 4 500 1,15 22
ABA 2,4 2,9 5050 1,15 12
ITA/ABA/ITA 2,4 2,9 5200 1,15 22

V tabulce 4 jsou uvedeny strukturni vzorce a nazvy IéCiv, které byly pouzity pro studovani
uvolfovani lécCivych latek z biodegradabilnich hydrogelld. Sulfonamidové antibiotikum
sulfathiazol, jako zastupce hydrofobniho modelového Ié€iva. Analgetikum paracetamol, jako
zastupce hydrofilniho 1é&iva.

Tabulka 4: Vybrana testovana modelova léCiva

Sulfathiazol Paracetamol

H2N NH\/CH3

o o'

2 S HO
&/ "NH

4-amino-N-(thiazol-2-yl)benzensulfonamid N-(4-hydroxyfenyl)ethanamid
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3.1 Design testu

Volba testovanych koncentraci v pfipadé léciva paracetamolu (PCM) vychazela z jeho
velmi dobré rozpustnosti ve vodé. Za vychozi koncentrace PCM byly zvoleny 5 a 10 mg-ml™.
DalSimi koncentracemi PCM bylo zvoleno ekvimolarni mnozstvi |éCiva k mnozstvi
kopolymeru a také dvojnasobek ekvimolarniho mnozstvi IéCiva. V pfipadé volby koncentrace
sulfathiazolu bylo vychazeno z podobné uvahy. Prehled testovanych koncentraci Ié€iv
a kopolymert je uveden v tabulce 5 . Vypodty navazek pro ekvimolarni mnozstvi vychazely
z M, kopolymerd.

Tabulka 5: Pfehled testovanych koncentraci IéCiv a kopolymeru

Kopolymer Paraceta_r1nol Sulfathia}1zo|
(mg-ml”) (mg-ml™)
22 h/:qE.;/ﬁbj.% 5 747 10 14,7 5 ; ]
12 hﬁﬁbj.% 3,57 5 7 - 5 6™ 10
A TAl s [ ear | 0 | mm | s | m |

Pozn.
* . Pe s v Ve
ekvimolarni mnozstvi
*% . Pe , v ’
2 x ekvimolarni mnozstvi

3.2 Priprava vzorkt pro sledovani uvolnovani léciv

Prislusné vypoctené mnozstvi xerogelu kopolymeru bylo navazeno do vialky. Nasledné
bylo pfidano polovi¢ni mnoZstvi rozpoustédla (Milli-Q voda, nebo PBS). Smés byla michana
po dobu dvou dn(l v ledové lazni pfi teploté 411 °C, dokud se nevytvofil homogenni kapalny
roztok kopolymeru. Do druhé poloviny rozpoustédla pak byl zamichan paracetamol. Roztok
paracetamolu se po kapkach z injekéni stfika¢ky pfidaval do rozpusténého kopolymeru.

Z takto pfipraveného roztoku kopolymeru bylo pipetovano 300 pl roztoku do dalSi vialky,
ktera byla vlozena do inkubatoru. Inkubator byl pfedem vytemperovan na teplotu 37+1 °C.
Vialka s roztokem kopolymeru byla ponechana v inkubatoru tak dlouho, dokud se z roztoku
kopolymeru nestal gel. Na tuhy gel bylo aplikovano 700 pl inkubaéniho média, majici teplotu
rovnéz 3711 °C. Nasledné byla odpipetovana ¢ast inkubaéniho media (400 ul) podle
zvoleného Casového Useku a takto odnatda Cast byla nahrazena stejnym mnoZstvim
Cerstvého inkubacniho roztoku, vytemperovaného opét na teplotu 37+1 °C. Vzorek odebrany
pro dany ¢asovy usek byl uskladnén v chladicim boxu a pfed samotnou analyzou byl podle
potfeby nafedén a analyzovan metodou LC/MS.

V pfipadé pfipravy vzorkl obsahujici sulfathiazol se postupovalo nasledovné. Pfislusné
vypocltené mnoZstvi xerogelu kopolymeru bylo navazeno do vialky. Do stejné vialky byl také
navazen sulfathiazol. Nasledné byla za stalého michani postupné pfikapavana z injekéni
stfikacky Milli-Q voda nebo jiné pfislusné vodné médium. Smés byla michana po dobu dvou
dnl v ledové lazni pfi teploté 411 °C, dokud se nevytvofil homogenni kapalny roztok
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kopolymeru obsahuijici IéCivo. DalSi postup v pfipravé a analyze vzorkl byl zcela shodny se
vzorky pro sledovani uvolfovani paracetamolu.

3.3 Analyza lé€iv

Analyza léciv probihala pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekci. Pro separaci léCiv byla pouzita kolona Restek Aqueous C18 (250%x4,6 mm; 5 um)
s predkolonou Restek Aqueous C18 (4x2 mm, 5 um). Termostat kolon byl nastaven na
35 °C. Mobilni faze obsahovala 80 % slozky A (0,1 % CH3;COOH) a 20 % slozky B
(acetonitril). Pomér slozek mobilni faze se béhem analyzy neménil. Pritok mobilni faze byl
nastaven na 0,220 ml-min™.

Detekce sledovanych IéCiv probihala pomoci hmotnostniho spektrometru v pozitivnim
modu. Cilovd hmota pro detekci paracetamolu byla 152 m/z, cilova hmota sulfathiazolu
256 m/z.

3.4 Dynamicka reologicka analyza

Vizualné bylo pozorovano, Ze pridavek léCiv do roztoku kopolymeru nasledné snizuje
kritickou gelacni teplotu (CGT z angl. Critical Gelation Temperature) celého systému. Proto
také byly studovany termosenzitivni a mechanické vlastnosti kopolymerid PLGA-PEG-PLGA
a ITA/IPLGA-PEG-PLGA/ITA pomoci dynamického napétové Ffizeného reometru (AR-2 TA
Instruments, USA) s geometrii kuzel-deska o uhlu 2°, priméru 40 mm a mezerou 60 um.
Pfed kazdym méfenim byl Zlabek kuzelu naplnén vodou tak, aby nedochazelo k odpafeni
roztoku a nepfesnosti vysledkd. Méfeni probihalo v dynamickém oscilaénim modu s dhlovou
frekvenci 1 rad/s s teplotni rampou od 20 do 60 °C, pfi zvySovani teploty 0,5 °C/min a pfi
smykovém napéti 0,4 Pa [15].
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4 VYBRANE PODSTATNE VYSLEDKY DIZERTACNI PRACE

V této kapitole jsou rozepsané pouze vybrané vysledky dizertaCni prace. V zavéru jsou
shrnuty v8echny vysledky této prace.

4.1 Stabilita systému hydrogel-lé€ivo a kompoziti hydrogel-lééivo-nHAp

Bé&hem testl uvolhovani |éCiva byla pozorovana i stabilita hydrogell, na které také zavisi
samotné uvolfiovani lécivé latky. V tabulkach 6 a 7 jsou zaznamenany stability hydrogelt a
jejich hodnota pH pfed a po pfidani léCivé latky. Systémy hydrogel-léCivo pfipravené v PBS
vykazovaly nizSi stabilitu, nez hydrogely pfipravené v Milli-Q vodé. Vyznamné zvySeni
hodnoty pH hydrogelu po pfidani zasaditého paracetamolu se projevilo pouze u hydrogelu
pfipraveného z ABA kopolymeru v PBS rozpoustédle. Tabulka 8 uvadi hodnoty pH a stabilit
kompozitl pfipravenych z 12 hm./obj.% roztoku ABA kopolymeru, |éCiva a nano&astic nHAp.
Pfidavkem nanocastic HAp se podafilo pfipravit kompozit, ktery byl stabilni po dobu 648
hodin tj. 27 dni.

Tabulka 6 : Pfehled stability a hodnot pH 22 hm./obj.% ABA a ITA/ABA/ITA hydrogelQ
s paracetamolem (PCM) v riznych prostfedich (rozpoustédlo/inkuba&ni médium).

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

Tabulka 7: Pfehled stability a hodnot pH 22 hm./obj.% ABA a ITA/ABA/ITA hydrogelu se
sulfathiazolem (STA) v riznych prostfedich (rozpoustédlech/inkubanich médiich).

ABA+STA ITA/ABA/ITA+STA
stabilita stabilita
redi H H
prostiedi p (hod) p (hod)
Milli-Q voda | 2,8* | 2,9 48 28" | 29 120
PBS 3,7 | 4,2 48 3,7 | 3,8 24

Pozn. pH* - hodnota pH roztoku kopolymeru pred pfidanim léciva

Tabulka 8: Pfehled stability a hodnot pH 12 hm./obj.% ABA hydrogelu pfipraveného v PBS
s pfidavky nanohydroxyapatitu (nHAp) a |éCivymi latkami.

12 hm./obj.% ABA pH stabilita (hod)
+ PCM 6,1 96
+ PCM + nHAp 6,6 168 az 240
+ STA 4,1 120 az 144
+ STA + nHAp 4,8 648
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Zmeény termocitlivych vlastnosti a tuhost pfipravenych systémua vyjadfenych pomoci
modulu pruznosti ve smyku G° byly ovéfeny pomoci dynamické reologické analyzy.
V tabulce 9 jsou uvedeny hodnoty modulu pruznosti ve smyku G™ a teploty gelace (Tgejace)-

Tabulka 9: Pfehled modull pruznosti ve smyku a teplot gelace vybranych systému hydrogel-
IéCivo a hydrogel-léCivo-nHap

typ (:mk;;g;“%) Rozpoustédlo  Légivo G’ (Pa) T(Gc':)
ABA 10 H,O - 6,6 32,5
ABA 10 H,O0 PCM 12,4 28
ABA 22 PBS - 135 37
ABA 22 PBS PCM 89,4 35
ITA/ABA/ITA 22 H,O - 562 35,8
ITA/ABA/ITA 22 H,O STA 1383 32,5
ABA 12 PBS - 40,9 39,5
ABA 12 PBS PCM 300 38
ABA 12 PBS PCM+nHAp 300 38
ABA 12 PBS - 40,9 39,5
ABA 12 PBS STA 63,7 38
ABA 12 PBS STA+nHAp 98 37,5

Hydrogely pfipravené v Milli-Q vodé z kopolymera ABA i ITA/ABA/ITA po pfidavku IéCiva
(PCM i STA) vykazuji vysSi tuhost, nez hydrogely pfipravené bez léCivych latek. Vzhledem
ke struktufe lécCiv, ktera obsahuji elektronegativni prvky, jako jsou kyslik a dusik, mize
pravdépodobné dochazet k tvorbé vodikovych mustkll mezi molekulou léciva (resp. NH,—
a NH- skupinami) a —C=0 skupinou polymlé¢né kyseliny.

Hydrogel pfipraveny v PBS z 22 hm./obj.% ABA kopolymeru s pfidavkem PCM naopak
vykazuje nizsi tuhost (89,4 Pa), nez hydrogel ve stejném rozpoustédle bez PCM (139 Pa).
Niz8i tuhost hydrogelu pfipraveného v PBS s obsahem hydrofilniho léCiva mize byt
vysvétlena pfesycenim systému ionty rozpoustédla PBS a samotného hydrofilniho léCiva,
které snizuje schopnost micelizace zalozeného na poméru hydrofilni/hydrofobni &asti
kopolymerud. Snizenim hydrofobnich interakci mezi micelami, v naSem pfipadé pfidanim
hydrofilniho |é€iva m(ze byt proces micelizace narusen.

Na zakladé vysledkl z prfedchazejicich experimentl je patrné, Ze uvolfiovani I&Civé latky,
ktera je do kopolymeru pfidana fyzikalng, je pfimo zavislé na tuhosti a stabilité systému. Pro
zvySeni tuhosti hydrogelu a jeho celkové stability byl pfidan nanohydroxyapatit (nHAp)
v koncentraci 0,5 hm.%. Koncentrace nHAp byla zvolena na zakladé vyzkumu Ing. lvany
Chamradové Ph.D. [15]. Snizeni koncentrace kopolymeru bylo nutné pro vytvofeni
reprezentativniho vzorku pro dalSi popis mechanismu uvolfiovani |éCiv. Z dynamické
reologické analyzy 12 hm./obj.% ABA kopolymeru pfipraveného v PBS s PCM a s nHAp
vyplyva, ze pfidavek nHAp jiz vyrazné neméni tuhost gelu ani jeho termocitlivé vlastnosti.
VyrazngjSi vliv na tuhost hydrogelu a jeho termocitlivé vlastnosti méla iontova struktura
paracetamolu. Obrazek 5 prezentuje, ze se zvySujici se koncentraci paracetamolu
ve 12 hm./obj. % roztoku ABA kopolymeru se zvySuje i tuhost gelu a snizuje se i gelacni
teplota systémud v maximu tuhosti.
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Obrazek 5 — Porovnani hodnot modulu pruznosti ve smyku G pro 12 hm./obj. % roztok
kopolymeru typu ABA pripraveného v PBS s rtiznymi koncentracemi paracetamolu

V pfipadé pfidavku hydrofobniho |éCiva sulfathiazolu (obrazek 6) do 12 hm./obj.% roztoku
ABA kopolymeru byla zaznamenana vysS$i tuhost hydrogelu a posun k nizsi gela¢ni teploté.
Pfidavek nHAp dale zvySuje tuhost hydrogelu se sulfathiazolem a také snizuje gelaéni
teplotu. STA je IéCivo kyselé povahy stejné jako kopolymer a tudiz jeho pfidavek do systému
vyznamné nenarusSuje micelizaci. VysSi tuhost hydrogelu po pfidavku nHAp je zplUsobena
tim, ze hydrofobni nanodastice HAp jsou ,umistény“ v jadru micely, coz zvySuje tuhost
celého systému.
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Obrazek 6 — Porovnani hodnot modulu pruznosti ve smyku G’ pro 12 hm./obj. % roztok
kopolymeru typu ABA pfipraveného v PBS s pfidavkem 6 mg-ml" sulfathiazolu (ABA + STA)
a smési o stejné koncentraci sulfathiazolu i s pridavkem 0,5 hm.% nanohydroxyapatitu
(ABA+STA+nHAp)

4.2 Uvolnovani lé¢iv

Na zakladé litérarni reSerSe byl pro popis uvolhovani léCiv zvolen Korsmeyer-Peppas(v
(K.P.) model. Vhodnost zvoleného K.P. modelu musela byt proSetfena statistickym
testovanim hypotéz. Pro statistické otestovani naméfenych experimentalnich dat se
zvolenym K.P. modelem bylo zvoleno spojité F-rozdéleni. Korsmeyer-Peppasiv model se
ukazal jako vhodny model pouze pro popis uvolfiovani hydrofobniho léciva sulfathiazolu
z obou typu kopolymertd (ABA i ITA/ABA/ITA) a dale pak pro paracetamol uvolfovany
z ITA/ABA/ITA hydrogelu pfipraveného v PBS. Vcelku dobrou tésnost K.P. model vykazoval
i pro uvolfiovani nizkych koncentraci paracetamolu (5 a 6,5 mg-ml”) z ITA/ABA/TA hydrogelti
pfipravenych v Milli-Q vodé. Vzhledem k nizké tésnosti Korsmeyer-Peppasova modelu pro
uvolfiovani paracetamolu z hydrogelu tvofenych ABA kopolymerem i ABA kopolymerem
s nHAp a dale pak rovnéz uvolfiovani sulfathiazolu z hydrogelu tvofeného ABA kopolymerem
s nHAp, bylo nezbytné navrhnout jiny model, ktery by popisoval uvolfiovani l&Civ z hydrogell
ve vySe uvedenych pfipadech. Pfi bliz§im prozkoumani rovnice popisujici Korsmeyer-
Peppasuv model pfipomina tento model napadné svym tvarem i popisem rovnici
Freundlichovu adsorp¢ni izotermu, ktera popisuje adsorpci z roztokl na pevnych latkach.

Freundlichova adsorpéni izoterma:
1

a=k-c" (2)
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kde:

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

a je mnozstvi rozpusténé latky (adsorbatu) adsorbované jednotkovou hmotnosti adsorbentu;
¢ je rovnovazna koncentrace rozpusténé latky [38].

M
Korsmeyer-Peppastv model: Mt =k-t"; kde

0

k a n jsou konstantami;

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

pro dany ¢asovy usek t.

Rovnice Freundlichovy adsorpéni izotermy je rovnici empirickou, a proto lze vyslovit
hypotézu, ze Korsmeyer-Peppastiv model je pouze matematickym opisem Freundlichovy
adsorpcéni izotermy liSici se v nezavislé proménné.

Na zakladé této dedukce je v této praci navrhnut model, ktery je matematickym opisem
Langmuirovy adsorpéni izotermy. Langmuirova adsorpéni izoterma je popsana rovnici 3.

kde:

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

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

¢ je rovnovazna koncentrace rozpusténeé latky a je nezavisle proménnou v rovnici [38].

Pro popis uvolfiovani pfevazné hydrofilniho IéCiva paracetamolu z hydrogelu pfipraveného
z ABA kopolymeru je proto navrhnut matematicky model, ktery je v této praci oznacovan jako
O.K. model, ktery popisuje rovnice 4.
n-t

K l+n-t (4)

kde:
k je rychlostni konstanta;

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

t je Cas, nezavisle proménna v rovnici O.K. modelu

¢; je koncentrace uvolnéného IécCiva v Case t, v rovnici O.K modelu je zavislou proménou.
Nové navrzenym matematickym O.K modelem byla opét vySetfena vSechna naméfena

data pomoci F-rozdéleni. Parametr F. pfedstavuje kritickou hodnotu F-rozdéleni na hladiné

vyznamnosti a=0,05. F.,, predstavuje vypocCtenou kritickou hodnota F-rozdéleni pro

experimentalni hodnoty. Plati, ¢im vy88i hodnota F,, pro dany model, tim je vySSi tésnost

matematického modelu s naméfenymi experimentalnimi hodnotami. V tabulce 10 a 11 jsou

uvedeny hodnoty F.,, pro K.P. model i nové navrzeny O.K. model a pro vSechny testované

systémy.
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Tabulka 10:  Prehled vypoctenych F. a Fe, hodnot pro Korsmeyer-Peppasiv (K.P.) model
a noveé navrhnuty O.K. model pro uvolfiovani paracetamolu.

Fexp

Kopolymer ?r':'ac::"l";‘;' Prostiedi F. K.P. O.K.
g model model

5 71,3 941,0

7,4 62,0 165,1

ABA 10 PBS 5.8 120,8 298,9
14,7 139,7 263,2
5 447 1517,7
7,4 47,2 1904,5
ABA 10 Hz0 4.3 41,1 14448
14,7 40,7 14641

5 437.,4 72,3

6,5 540,1 63,0

ITA/ABA/ITA 10 H,O 4.5 48 73.2
13 3,6 860,8

5 143,5 36,4

6,5 187,7 41,9

ITA/ABA/ITA 10 PBS 6,9 197 2 43.6
13 317,3 59,0

3,5 4,0 178,3 149,0

ABA + nHAp 5 PBS 3,7 161,3 239,9
7 3,7 174,6 2129

3,5 67,2 429,3

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

7 111,5 130,1

Tabulka 11:  Pfehled vypoctenych F. a Fex, hodnot pro Korsmeyer-Peppasuv model a nové
navrhnuty O.K. model pro uvolfovani sulfathiazolu.

FEXD
Kopolymer Cs”'fath'aff' Prostiedi Fe K.P. O.K.
(mg-ml™)

model model

5 4,3 5,4 46,1

H2O 3 E) E)

11 5,1 4729 79,0

ITA/ABAITA 5 - 5.8 114.0 385
11 5,1 4729 79,0

5 522,5 50,1

ABA 6 H,O 5,1 4731 455

5 4.1 1584,1 73,8

ABA 6 PBS 4.3 1226,9 76,7

10 4.1 300,3 51,3

5 183,1 236,9

ABA + nHAp 6 PBS 3,6 2238 170.9
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Korsmeyer-Peppasliv model se ukazal jako vhodny model pouze pro popis uvolfiovani
hydrofobniho 1éCiva sulfathiazolu z obou typl kopolymerd (ABA i ITA/ABA/ITA) a dale pak
pro paracetamol uvolfiovany z ITA/ABA/ITA hydrogelu pfipraveného v PBS a v Milli-Q vodé
(Milli-Q voda - jen pro nizké koncentrace paracetamolu). V tabulkach 12 a 13 jsou uvedeny
vypoctené hodnoty rychlostnich konstant ka exponenty uvolfiovani n z K.P. modelu pro
uvolnovani STA z ABA hydrogelu a STA a PCM z ITA/ABA/ITA hydrogelu pfipraveného
v PBS. Hodnoty exponentl uvolfiovani n nepfesahuji hodnotu 0,5 ztoho plyne, jak je
uvedeno v tabulce 2, ze mechanismus uvolfiovani je prostou difuzi. Z obrazku 7, ktery
zobrazuje uvolfiovani STA z 12 hm./obj.% ABA kopolymeru a tvard kfivek je patrné, ze se
jedna o navalové uvolfiovani |éCiva.

Tabulka 12: Vypoctené exponenty uvolfiovani n a rychlostni konstanty k vychazejici
z Korsmeyer-Peppasova modelu pro STA uvolfiovany z ABA hydrogelu.

c Cieor Exponent Stabilita
(hn:‘;‘;’gf"‘;) sulfathiazol Prostiedi uvolfiovani  k (hod™) hydrogelu

1OP1) ngemi) n (hod)
22 5 H,O 0,41 0,0069 48
22 5 PBS 0,37 0,1142 48
12 5 H,O 0,28 0,1736 48
12 5 PBS 0,27 0,1823 144
12 6 PBS 0,31 0,1517 120
12 10 PBS 0,30 0,2247 144

c1a] o smgmr

€ 6 mg-ml™

g 124 o 10mgmi

- ] — — -regresni model §

= 10- e

» P

~> - -

,§03- e i

§ ] ///’T ___::::b—'"__-p

= 0’6- /§ o= _—::-—"'O'

>g i P ot _ per=T 0

> 0,4 - T

8 [=8*

= o

€02 -?’

= ,

X t

O’O . I . I . I . I . I ° |
0 25 50 75 100 125 150
Cas (hod)

Obréazek 7 — Uvolriovani sulfathiazolu z hydrogelu pfipraveného z 12 hm./obj.% ABA
kopolymeru v PBS a jeho proloZzeni naméfenych experimentalnich dat Korsmeyer-
Peppasovym modelem
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Tabulka 13: Vypoctené exponenty uvolfiovani n a rychlostni konstanty k vychazejici
z Korsmeyer-Peppasova modelu pro Ilé€iva uvoliovana z hydrogelu pfipraveného z
22 hm./obj.% ITA/ABA/ITA kopolymeru v PBS.

Cicor exponent Stabilita
lééivo lééiva uvolfiovani  k (hod™) hydrogelu
(mg-ml™) n (hod)
5 0,34 0,2064 8,5
6,5 0,29 0,3117 8,5
PCM 10 0,27 0,4748 8,5
13 0,25 0,6096 8,5
5 0,32 0,1252 24
STA 11 0,49 0,4921 48
1,8
o | O 5mgml’
' 1,6 - O 6,5mg-ml’
= 1 10 mg-ml’
E14- O 13 mg-ml"
g 19 — — -regresni model
m k
~> 1 O 1 - - —§
§°1 - -
S 08+ R
: /§ = - L o
>g 0’6 - P = _ P - - O
> Z .27 aeemmmT ©
o044/ __---- o - O
m ’ P - e e - e'
3 b I/ @ - @ ________ G
Eo2d o --°""
5 VeWw o~
2 ¥
O’O | ° | | | | | | | | |
0 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Cas (hod)

Obrazek 8 - Kumulativni uvolriovani paracetamolu z 22 hm./obj.% ITA/ABA/ITA hydrogelu
pfipraveného v PBS a jeho proloZzeni namérenych experimentalnich dat Korsmeyer-
Peppasovym modelem
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Z hodnot rychlostnich konstant k uvedenych v tabulce 14 |ze opét pozorovat trend jako
u pfedchozich experimentl, tzn., se zvySujici se koncentraci paracetamolu se zvysuje
hodnota rychlostni konstanty kv obou testovanych rozpoustédlech, resp. inkubaénich
mediich. Z hodnot rychlostnich konstant k uvedenych v tabulce 15 Ize opét prokazat trend
jako u pfedchozich experimentl, tzn., Ze se zvySujici se koncentraci paracetamolu se
zvySuje hodnota rychlostni konstanty k. Po pfidani nHAp do systému je rychlost uvolfiovani
paracetamolu jesté vy$$i, zejména u koncentraci, kdy Cior. je 5 @ 7 mg-ml™. Z tvar kfivek
popisujicich uvolfiovani paracetamolu na obrazku 8 vyplyva, Ze se opét jedna o navalové
uvolhiovani béhem prvnich 24 hodin. DalSi uvolnény paracetamol je jiz v zanedbatelnych
koncentracich. Stabilita 12 hm./obj.% ABA hydrogelu pfipraveného v PBS s paracetamolem
0 Cieor. 3,5; 5 @ 7 mg-ml™ trvala 96 hodin, pfidavek nHApu o koncentraci 0,5 hm.% prodluZoval
stabilitu gelového systému na 168 az 240 hodin. VySSi stabilita gelového systému obsahuijici
nHAp je zplUsobena tim, Ze nanocastice HAp jsou ,umistény“ v jadru micely, coz zvysilo
tuhost celého systému. Dale je z tvarl kfivek také ziejmé, Ze systém obsahujici nHAp je
schopen pojmout vy38i mnozstvi paracetamolu a zpétné jej uvolnit. Vy38i schopnost
hydrogelového systému s nHAp pojmout paracetamol mize byt zpusobena, tim ze
rozpusténé léCivo se mlze sorbovat na povrch ¢astic nHAp.

Tabulka 14: Vypoctené exponenty uvolfovani n a rychlostni konstanty k vychazejici z O.K.
modelu pro paracetamol uvolfiovany z 22 hm./obj.% ABA hydrogelu.

Cicor exponent Stabilita
paracetamol | prostiedi | uvolhovani k (hod™) hydrogelu
(mg-ml™) n (hod)

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

14,7 0,27 2,6666 168

5 0,24 0,8721 24

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

Tabulka 15:  Vypoctené exponenty uvolfiovani n a rychlostni konstanty k vychazejici z O.K.
modelu pro 12 hm./obj.% ABA kopolymer pfipraveny v PBS a s pouzitim nHAp.

Typ Cteor- Exponent Stabilita
kopolymeru Lédivo legiva | anin | K (hod™) | hydrogelu
(+nHAp) (mg-ml™) (hod)
ABA 3,5 0,35 0,4190 96
ABA PCM 5 0,60 0,5428 96
ABA 7 0,70 0,7015 96
ABA+ nHAp 3,5 0,53 0,4199 168
ABA+ nHAp PCM 5 0,49 0,6502 240
ABA+ nHAp 7 0,52 0,8111 240
ABA+ nHAp STA 5 0,06 0,5944 648
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Obrézek 9 — Grafické znazornéni uvolrfiovani paracetamolu z 12 hm./obj.% ABA
hydrogelu s nHAp a bez nHAp pfipraveného v PBS
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Obréazek 10 - Grafické znézornéni uvolfiovani 5 mg-mi" PCM a STA z hydrogelu
pfipraveného z 12 hm./obj.% ABA kopolymeru s nHAp v prostredi PBS



5 ZAVER

PfedloZzena dizertatni prace byla zaméfena na fizené wuvolfovani [éCiv
z biodegradabilnich hydrogell zalozenych na bazi poly(mlé&né) a poly(glykolové) kyseliny
a polyethylenglykolu (PLGA-PEG-PLGA, ABA) a jeho modifikace anhydridem kyseliny
itakonové ITA/PLGA-PEG-PLGA/ITA (ITA/ABA/ITA).

V prvni experimentalni Casti této prace byly vybrany kopolymery s charakteristickym
pomérem PLGA/PEG rovnu hodnotam 2,0 a 2,4, které tvofily gel pfi teploté 37 °C. Pro
uvolnovani Ié€iv z hydrogelovych systému byly vybrany hydrofilni analgetikum paracetamol
a hydrofobni sulfonamidové antibiotikum sulfathiazol. Lécivé latky byly pfidavany do
kopolymeru v jeho nizko viskézni fazi (sol fazi) a mély vyznamny vliv na vyslednou tuhost
a stabilitu hydrogelu. Vliv na tuhost a naslednou stabilitu systému hydrogel-lé€ivo mélo
i pouziti rGznych rozpoustédel. Maximalni tuhost gelu, vyjadfena modulem pruznosti ve
smyku (G max) hydrogellu pfipravenych v Milli-Q vodé bez pfidavku léCiva byla nizsi, nez
s pfidavkem lécCivé latky diky tvorbé vodikovych mustkl mezi —NH, —NH, funk&nimi
skupinami lé€iv a —C=0 skupinou poly(mlé&né) kyseliny. Naopak 22 hm./obj.% hydrogely
pfipravené v PBS vykazovaly maximalni tuhost bez pfidavku Ié€iva. SniZeni tuhosti
hydrogelu pfipraveného v PBS po pfidani |éCiv bylo zplsobeno pfesycenim hydrogelového
systému ionty rozpoustédla PBS a samotného Ié&iva, které omezuji vznik micelarnich
struktur fyzikalniho gelu. Pro zvysSeni stability ABA hydrogelll v prostfedi PBS byl do
gelujiciho systému pfidan nanohydroxyapatit (nHAp) o koncentraci 0,5 hm.%. Pomoci
dynamické reologické analyzy bylo zjisténo, Zze pfidavek nHApu o koncentraci 0,5 hm.% do
12 hm./obj.% ABA hydrogelu pfipraveného spolu s paracetamolem, nema jiz vyrazny vliv na
hodnotu G'nax. VyraznéjSi vliv na hodnotu G ox 12 hm./obj.% ABA hydrogell v prostredi
PBS méla =zvySujici se koncentrace hydrofilniho I|éCiva paracetamolu. V pfipadé
hydrofobniho léciva sulfathiazolu a ABA hydrogelu mél pfidavek nHAp vyrazny vliv na
maximalni tuhost gelu pfipraveného v PBS.

V druhé experimentalni ¢asti této prace byl ovéfen Korsmeyer-Peppasuv kineticky model
pro uvoliovani hydrofobniho [éCiva sulfathiazolu z 12 hm./obj.% ABA kopolymeru
pfipraveného v PBS ataké v Milli-Q vodé. Pomoci F-rozdéleni se Korsmeyer-Peppasuv
model ukézal byt vhodnym i pro popis uvolfiovani paracetamolu z ITA/ABA/ITA kopolymeru
pfipraveného v PBS. Pro porovnani uvolflovani hydrofilniho I[é¢iva paracetamolu
z ITA/ABA/ITA kopolymeru byl testovan i ABA kopolymer. Pomoci F-rozdéleni bylo
prokazano, ze Korsmeyer-Peppasiv model neni vhodny pro popis uvolfiovani
nizkomolekularniho hydrofilniho 1é€iva paracetamolu z hydrofobniho ABA kopolymeru,
a proto byl navrzen novy regresni model. Tento novy regresni model, oznaceny v této praci
jako O.K. model byl ovéfen, jako velmi vhodny pro popis profilu uvolfiovani paracetamolu
z ABA hydrogelu, a to pro obé testovana prostiedi (PBS, Milli-Q voda). O.K. model se ukazal
jako velmi tésny i pro popis uvolhiovani paracetamolu i sulfathiazolu z kompozitniho systému
ABA/nHAp. Jeho vhodnost se ukazala i pro ITA/ABA/ITA hydrogel uvoliujici vySSi
koncentrace paracetamolu v Milli-Q vodé.

Pouhym fyzikalnim zamychanim léciva a nanodastic hydroxyapatitu do roztoku ABA
kopolymeru se podafilo pfipravit kompozitni systémy, které byly dlouhodobé stabilni
a uvolfiovaly léCivou latku pomoci Fickovy difuze. Hydrofilni IéCivo (paracetamol) se
uvolfiovalo az po dobu 96 hodin a hydrofobni IéCivo (sulfathiazol) az po dvojnasobny ¢asovy
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usek. Nové pfipraveny kompozitni systém (ABA/nHAp) lze tedy uspé&sné vyuzit i pro
dlouhodobé uvolfiovani nizkomolekularnich léCivych latek hydrofilniho charakteru, které
nebylo mozné jen ze samotného hydrogelového systému tvofeného ABA kopolymerem
v prostfedi o hodnoté pH 7,4 simulujici hodnotu pH lidského téla.

Modifikace ABA kopolymeru anhydridem kyseliny itakonové neméla zasadni vliv na profil
uvolnovani nizkomolekularniho hydrofilniho lé¢iva paracetamolu z ITA/ABA/ITA hydrogelu,
nebot’ profil uvolfiovani tohoto IéCiva mél navalovy profil.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Seznam textovych zkratek

ABA
CGT
GA
ITA
K.P. model
LA
LC/MS
MS
nHAp
PBS
PCM
PDI
PEG
PLA
PLGA

STA

oznaceni blokového kopolymeru typu PLGA-PEG-PLGA

(z angl. Critical Gel Temperature) kriticka gelacni teplota

(z angl. Glycolide nebo Glycolic Acid) glykolid nebo kyselina glykolova
(z angl. Itaconic Anhydride) anhydrid kyseliny itakonové
Korsmeyer-Peppasiv model

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

(z angl. Mass Spectrometry) hmotnostni spektrometrie
nanohydroxyapatit

(z angl. Phosphate Buffered Saline) pufrovany fyziologicky roztok
paracetamol

(z angl. Polydispersity Index) index polydisperzity
polyethylenglykol

(z angl. Poly(Lactic Acid)) poly(mlééna kyselina)

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

sulfathiazol

Seznam zkratek fyzikalné-chemickych veli¢in

G’ modul pruznosti ve smyku [Pa]

M, stfedni Ciselna molekulova hmotnost polymeru [g-mol™]
M, primérna hmotnostni molekulova hmotnostpolymeru [g-mol™]
pKa disociacni konstanta kyselin
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