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ANOTACE

Tato bakalafska prace je zaméfena na popis polymernich nosi¢u 1éCiv a jejich
chromatografickou charakterizaci pomoci kapalinové chromatografie. Jsou zde zminény
vybrané pouzivané polymerni materialy jako nosice 1€Civ, popis jejich vlastnosti i pouziti.
V praci je zminé€no i vyuziti polymert obecné jako medicinalnich materiald.

KLiCOVA SLOVA

Polymerni nosice 1é€iv, kapalinova chromatografie, polymery, medicinalni materialy

ANNOTATION

This bachelor thesis is focused on the description of polymeric drug carriers and their
chromatographic characterization by liquid chromatography. Selected polymeric materials used
as drug carriers are mentioned, including description of their properties and applications.

General application at polymers as medicinal materials is mentioned as well.

KEY WORDS
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Uvod

Polymery jsou velmi rozsahlou skupinou material, se kterymi se denn¢ setkavame.
Jedna se o makromolekulari slouCeniny, které se tvofi spojovanim monomert a tvoii velmi
dlouhé fetézce. Mezi polymerni materialy patii hlavné plasty, kaucuky, které jsou zakladni
surovinou pro vyrobu pryze, natérové hmoty, lepidla a dalsi. MaZou byt bud’ syntetické a nebo

pfirodni.

Polymery biologického pivodu se oznacuji jako biopolymery a své vyuziti nasly hlavné
v medicin€ a farmacii. Nahrazuji dosud pouzivané materialy, jako jsou napiiklad kovy aslitiny,
protoze jsou velmi univerzalni, vyrab¢ji se mnohem snadnéji nez kovy, mizou se tvarovat,
nekoroduji a vétSinou spliuji zasadni pozadavek, tedy biokompatibilitu, coz je schopnost
vzajemné snasenlivosti umélych implantatt s okolni hostitelskou tkani a télem. Z toho plyne,
ze vyuziti nachazeji hlavné jako implantaty, protézy, kontaktni ¢ocky, kozni néhrady, krevni

pumpy a mnoho dalsich.

V neposledni tad¢ nasSly velké uplatnéni jako polymerni nosice 1éCiv a odstrafiuji
nevyhody pouzivanych nizkomolekularnich 1€¢iv. Nez se 1é¢ivo dostane na misto u¢inku musi
dojit k absorpci, distribuci, interakci s receptorem, biotransformaci a nakonec se musi vyloucit
procesem exkrece. V kazdé z téchto fazi se muze vyskytnout néjaky problém, ktery muze
souviset s rozpustnosti 1é¢iva ve vod€ / tuku, s dobou setrvani léCiva v misté absorpce i na misté
ucinku, s distribuci, protoze se 1é¢ivo muze dostavat i do okolnich tkani, s koncentraci 1éCiva,
ktera v n€ékterych mistech musi byt velka, a proto je nutné podavat vysoké davky i nékolikrat
denné, coz potom vede k projevim vedlejSich ucinkd. Snahou je tyto nezadouci projevy
odstranit pravé polymernimi nosici 1éCiv, které 1éCiviim davaji takové vlastnosti, kterych jinak

neni mozné dosahnout.

Prikladem muzou byt razné implantaty, kde je 1éCivo rozpusténo v polymeru, ktery
v organismu podléhd degradaci a uvoliluje 1éCivo vazané v polymerni matrici. Timto se
muzeme vyhnout dennimu podavani 1éCiva, protoze implantaty vydrzi i nékolik let. Prodluzuji
dobu setrvani u¢inné latky v krevnim fecisti, jejich cileni probiha na konkrétni misto, aniz by

byla zasazena okolni tkan.
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1. Polymery a jejich obecné rozdéleni

Polymer je chemickd makromolekuldrni sloucenina, kterd se vyznacuje velmi dlouhym
fetézcem, ktery je disledkem spojenim nékolika malych molekularnich jednotek (monomert)
a diky tomu ma zpravidla velmi vysokou molekulovou hmotnost. Reakce, kdy z malych
molekul vznikaji vysokomolekularni latky se nazyva polymerizace. Jejich struktura obsahuje
atomy uhliku, vodiku, kysliku a ¢asto je také obohacena o atomy dusiku, chloru a jinych prvka.
Pti zpracovani se v ur¢itém stupni vyskytuji v kapalném skupenstvi, které umoziuje nejcastéji
za zvysené teploty a tlaku poskytnout findlnimu produktu podle potfeby rozmanity tvar, ktery

bude v tuhém stavu. Primarni rozdéleni polymerd je na elastomery a plasty.
Elastomer

Elastomer je znacn¢ elasticky material, ktery mizeme za normalnich podminek bez
jakéhokoliv poruSeni tvarovat, pificemz deformace je vratna. Podjednotkou elastomert jsou

kaucuky, ze kterych maze byt dale vyrobena tieba pryz (guma).
Plasty

Plasty jsou za normalnich podminek velmi tvrdé a kiehké. Pii zvySené teplote se meni
na plastické a tvarovatelné materidly. Jestlize zména z plastického do tuhého materialu je
reverzibilni, jedna se o termoplasty. Pokud se jedna o zménu nevratnou (trvalou) a zmena je
vysledkem chemické reakce, jedna se o reaktoplasty. Zakladni rozdéleni polymert je zobrazeno

na Obrazku 1. [1; 2]

POLYMERY
I

] |
TERMOPLASTY REAKTOPLASTY KAUCUKY

PLASTY ELASTOMERY

Obrazek 1 - Zakladni rozdéleni polymert z hlediska jejich chovani za bézné teploty [1]
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2. Polymerni materidly v mediciné a farmacii

Polymery se rozdé€luji na umelé (syntetické) a ptirodni (biopolymery). Pro lékarské
aplikace a farmaceuticky pramysl jsou dulezité oba typy. Jsou velmi univerzalni, takze posledni
dobou nahrazuji pouzivané materialy, kteryma jsou kovy, slitiny a keramika. Jak pfirodni, tak
syntetické polymery se bézné pouzivaji napiiklad jako materialy pro rizné télni nahrady, jako
jsou kostni Srouby, kostni desticky a dal§i. Muzou slouzit jako kontaktni Cocky, zafizeni pro
dialyzu ledvin, podlozky pro kultivaci a naslednou transplantaci bunék, materialy pro $iti a kryti

ran a hlavné jako pomocné latky tzv. excipienty v tradi¢nich lékovych forméch.

V poslednich letech doslo ke zna¢nému rozvoji biodegradabilnich biomaterialt, které
zaCaly nahrazovat biostabilni biomateridly, jejichz hlavni nevyhodou je Spatna
biokompatibilita. Tuto nevyhodu by mély odstraiiovat prave biomateridly biodegradabilni,
které by mély spliiovat vlastnosti: materidl by nemél vyvolavat po implantaci zanét nebo
nezadouci toxickou reakci, degradace materialu by meéla probihat stejné dlouhou dobu jako
hojeni ¢i regenerace, po degradaci zpravidla na degrada¢ni produkty nésleduje metabolizace a
vylouCeni produktl z organismu — produkty by nemély byt toxické, dale se jedna o vhodné
mechanické vlastnosti, rozpustnost, tvar a dalsi.

Syntetické 1 pfirodni polymery tedy podléhaji procesu biodegradace. Biodegradace
polymernich biomaterialt se vyznaCuje S§tépenim, které muze probihat dvéma zpusoby. U
pfirodnich polymert probiha zpravidla degradace enzymatickym §t€penim vazeb v polymeru,
které vede k erozi polymeru a u syntetickych §tépenim hydrolytickym. Pfirodni polymery maji
fadu vyhod, jako je bioaktivita, schopnost ligandu vazat receptor k buiikam a jsou citlivé na
proteolytickou degradaci vyvolanou butikami. Také maji své nevyhody a nejvetsi z nich je silné
imunogenni odpovéd’, ktera se vyskytuje u fady polymert a moznost, Ze se onemocnéni muze
pfenaset.

Mezi velmi vyznamné piirodni polymery patii chitin a kolagen, jejichz nejvétsi vyuziti
se nachazi pfi piipravach nahrad kiize nebo jako obvazy na rany. Syntetické polymery jsou
typicke jejich predvidatelnéjsimi vlastnostmi a moznosti pfizpisobit se svymi vlastnostmi pro
specifické aplikace. Vlastnosti se poté muzou upravovat tak, aby vyhovovaly potifebam
konkrétni aplikace a tim se stavaji vhodnymi pro kteréhokoliv pacienta. Odstrainuji fadu
nevyhod polymert pfirodnich. Syntetické polymery jsou vyuzivany hlavné jako implantaty,
jsou biologicky inertni a fadi se mezi n€ naptiklad polyurethany, které se diky jejich vyborné

biokompatibilit¢ a mechanickym vlastnostem pouzivaji jako kardiostimulatory a vaskularni
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Stépy, dale jsou to polyestery, které nachazeji vyuziti v Sicich materidlech, polyanhydridy, které
nasly vyuziti v systémech dodavajicich lé¢ivo. K syntéze hydrolyticky biodegradabilnich
polymert se muzou pouzit dv€ rizné moznosti. Prvni moznosti je krokova neboli kondenzacni
polymerace, ktera se pouziva k piipravé polyanhydridd, poly (orthoester), polyurethani a
dalSich. Druhym procesem je adi¢ni neboli fetézova polymerace, kterou doprovazi otevieni

kruhu. Ta se vyuziva pfi vyrobe polyfosfazent a poly-o-estert. [3; 4; 5]

p
£ -
f . .
4

. Cilené dodavani na specifické misto

Transdermalni dodavani

Dodavani genu
O¢ni dodavani
Aplikace biodegradabilnich

polymeru a polymernich
nanocastic

: e
W
Dodavani Dodavani vakein

protinadorovych léciv

Trvalé a kontrolované uvoliiovani
Regenerativni medicina 16&iva

Obrazek 2 - VyuZiti polymernich materialu [4]

2.1. Proces degradace polymeri

Biodegradabilni polymery podléhaji ptisobenim enzymut nebo chemickym poskozenim
spojenym s zivymi organismy biodegradaci, coz je proces odbouravani biodegradabilnich
polymert v organismu. Degradace se muze projevovat v ruznych Casovych intervalech
v souvislosti s produktem. Polymery, které se vyuzivaji jako chronické implantaty musi byt

v biologickém prostiedi stabilni tak dlouhou dobu, dokud ma zareni plnit svou funkci, tedy i
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nekolik mnoho let. Polymery pro tkafiové implantaty, degradaci potiebuji ve stejném Casovém
intervalu, ktery odpovida dob¢ hojeni tkané, tedy tydny az roky. Polymery, které se vyuzivaji

pii dodavani 1éCiv podléhaji degradaci v intervalu nékolika dnti, mnohdy az let.
Rozlisuji se Ctyt1 hlavni degrada¢ni mechanismy:

1. Hydrolyza, pti které probiha reakce s vodou ve tkanich za vzniku fetézcu, které se
rozpadaji na krat§i.

2. Oxidace, jez je uskutetiiovana v dasledku produkce antioxidantd tkanémi. Casto se
jedna o produkci oxidac¢nich Cinidel organismem, které jsou dusledkem obranného
mechanismu. Oxidac¢ni ¢inidla se dostavaji do polymernich materiald a degraduji je.

3. Enzymaticka degradace, ktera probiha v dasledku obranného UCinku vici
implantovanym materialim.

4. Fyzikalni degradace, jejiz pii¢inou muze byt mechanicka zatéz. [6; 7]

Hydrolyza muze probihat dvéma mechanismy — v prvnim piipadé muaze dojit k pasivni
hydrolyze a nebo ve druhém, kdy muze dojit k hydrolyze aktivni, ktera vyzaduje pouziti
katalyzatoru. V obou ptipadech zalezi na tom, jaky typ vazeb ve své struktufe polymery
obsahuji. Enzymaticky odbouratelné polymery obsahuji hydrolyticky labilni vazby a vyzadu;ji
pfitomnost katalyzatoru. Mezi polymery, jejichz vazby podléhaji pasivni hydrolytické
degradaci se tadi polyestery, polykarbonaty, polyamidy, polyanhydridy a mnoho dalsich.
Chovani degradace zavisi na mnoha faktorech mezi které patii struktura monomeru, zpracovani
materialu, molekulova hmotnost, hydrofilita, krystalinita, ktera pokud je pfitomna brani diftzi

vody a tim omezuje piistup k vazbam. [7; 8]

Degradace je obvykle doprovazena mechanismem, ktery se nazyva eroze polymeru. Eroze
polymeru muze probiha dvéma zptisoby. Muze probihat jako povrchova, kdy dochazi ke ztraté
materialu pouze z povrchu polymeru a tvar zistava stejny. Jeji vyhodou je predvidatelnost
eroze, coz se uplatiiuje u polymerd, které funguji na principu dodavani 1€Civ, kde jejich
uvolfiovani zavisi na jeji rychlosti. Druhym zpisobem je eroze hromadna, ktera neni omezena

na povrch, velikost materialu zistava stejna po urc¢itou dobu jeho aplikace. [8]
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3. Polymerni nosice 1éCiv

Hlavnimi problémy, které se vsouCasné dob& feSi spodavanim 1é€iv souvisi
s biologickou distribuci 1é¢iv po celém téle, s potfebou dodavat vysoké davky léCiva pro
dosazeni vysoké koncentrace v misté u€inku s nimiz souvisi projevy nezadoucich vedlejsich
ucink, které se miizou vyskytovat v rizné mife a zpisobovat az velmi zavazné problémy. Tyto
problémy muzou byt spojené s poskozenim organui nebo dokonce Casti organismu. Dale se
jedna o malou specifickou afinitu 1é¢iva k potfebnému mistu, nespecifickou toxicitu a mnoho
dalSich. Mazeme se setkat i s nemocemi, na které zadna 1éCiva nezabiraji. Ve vSech téchto
piipadech se vyuzivaji makromolekularni latky, jak pfirodni, tak syntetické, které spolu s 1é€ivy
odstraniuji jejich nevyhody. Napftiklad zajistuji rozpustnost ve vodé nerozpustnych aktivnich
sloucenin nebo potlacuji rezistenci cilové tkané€ k 1é€ivu. Cileni 1é€iv zahrnuje ptimou aplikaci
1é¢iva do cileného mista Gcinku, kdy se 1€¢ivo podava ptfimo do postizené oblasti. Pasivni cileni
1é¢iva, kdy dochazi k akumulaci 1éku v oblastech s prosakujici vaskularitou nebo ufinkem
zvySené permeability. Fyzické cileni zaloZzeno na zmén€ pH a teploty v cilovém misté, jedna se
o nosice 1éCiv citlivé na pH a teplotu, magnetické cileni, kde pusobi vné&jsi magnetické pole a
cileni pomoci specifickych molekul — ligandd, které maji specifickou afinitu k urcité oblasti.

[9:10; 11]

Polymery jsou jednou znejdulezitéjSich soucasti v podavani 1éka, kvali jejich
zlepSenym farmakokinetickym i1 farmakodynamickym vlastnostem. Polymerni nosice 1é€iv
umoziuji prodlouzit cirkulaci U¢innych latek v krevnim fecisti, fizenou aktivaci a ucinek
selektivné zaméfit na konkrétni tkan, soubor bun¢k (napt. nador), jednotlivou buiiku nebo jen
bunétné kompartmenty ve specifickém Case. Mlzeme se setkat scelou fadou nosicu
zalozenych na rozpustnych polymerech, lipozomech, nanocasticich, polymernich miceléach.
V dnesni dobé se vyvoj zaméfuje zejména na kancerostatika a to z toho duvodu, Ze piibyva lidi

s nadorovym onemocnénim. [9]
Mechanismy uvolfiovani 1é¢iv z polymernich nosi¢t muzou byt do [12]:

e Membranovych systému, kde je 1éCivo dispergovano uvnitf polymerni membrany a
uvolfiovani maze byt fizeno difuzi 1éCiva
e Polymerni matrice, ve které je 1éCivo dispergovano a uvolfiovani maze byt fizeno difuzi

1éCiva, erozi matrice

17



e Hydrofilni matrice, kde je uvolilovani fizeno bobtnanim matrice nebo jejim pomalym
rozpousténim

e Systému, které reaguji na podnéty a uvolfiovani zde zavisi na zmeénach teploty, pH

e Konjugati polymer-l1éCivo (1éCivo nebo bioaktivni slouCenina spojena s polymerem

pomoci fyziologicky labilni vazby), kde dochazi k chemickému uvoliiovani 1é¢iva

3.1 Idealni léCivo

Vroce 1906 némecky I€kat a nositel Nobelovy ceny za fyziologii Paul Ehrlich
formuloval koncepci ,,idedlniho 1éCiva“, které nazyva ,magickou strelou nebo kouzelnou
kulkou“, jez je slozena ze dvou slozek. Ukolem prvni slozky je rozpoznat a vazat cil, druh4
slozka mé za ukol poskytnout terapeuticky u¢inek v pozadovaném cili. Dochazi zde k cilenému
podani lé€iva v jeho neaktivniho formé, nasleduje transport lé¢iva do cilového mista, kde musi
spliiovat podminku a ménit svoji neaktivni formu na aktivni, ktera zajisti jeho pusobeni po
urCitou dobu a maximalni ucinek. V posledni fazi dochéazi k metabolizaci, kdy se 1é¢ivo
rozklada na produkty, které se nasledne vylu€uji z organismu. Nizkomolekularni 1é¢iva jsou
velmi rychle odstranéna z organismu glomerularni filtract v ledvinach a nechranéné volné
lécivo muze pred vylouCenim zorganismu podléhat biotransformaci nebo se ukladat
v n¢kterych tkanich. Z tohoto divodu se vyuzivaji vysokomolekularni polymery, jejichz
hlavnimi vyhodami jsou zejména jejich vSestrannost ze strukturalniho hlediska, schopnost
spojovat hydrofobni a hydrofilni slozky, jako jsou interakce polymer-polymer, polymer-1écivo,
polymer-rozpoustédlo. Jedna se i o pomalé uvolinovani 1é¢iv rozpustnych ve vod€, zptisobené
glomeruléarni filtraci vysokomolekularnich latek ledvinami (hodnota je nad prahem hodnoty
glomerularni filtrace), coz mé za nasledek prodlouzeni doby cirkulace v krevnim tec€isti, také
muze dochazet ke zlepSeni biologické dostupnosti u 1éCiv s nizkou rozpustnosti, jednoducha
Stépitelnost polymert, kontrola nad uvolfiovanim toxickych 1éCiv, jejich zlepSené cileni na

tkan¢€ nebo bunky. [10; 11; 12]
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4. Vodorozpustné polymerni nosice 1éCiv

Vodorozpustné polymerni nosi¢e jsou velmi vyuzivanymi v rozpustnych i
nerozpustnych (hydrogelovych) formach. V piipadé vodorozpustnych polymernich nosicu se
jednd o polymerni konjugaty, v nichz je léCivo k polymernimu nosi¢i navazdno pomoci
kovalentni vazby. Jako prvni pfiSel s konceptem vyuziti vodorozpustnych polymera jako nosicu
1é¢iv v roce 1975 Helmut Ringsdorf, ktery je nazyval syntetickymi polymernimi 1€€ivy nebo
farmakologicky aktivnimi polymery. Tento koncept je zalozen na spojeni 1éku a polymerem

kovalentni vazbou. Schéma Ringsdorfova modelu je na Obrazku 3.

1 2 3
W
SOLUBILIZER | TRANSPORTNI
s SYSTEM
LECIVO

Obraizek 3 - Schéma Ringsdorfova modelu [12]

V tomto pfipadé je model rozdélen na tfi oblasti, znichz kazda oblast ma svoji
specifickou funkci. V prvni oblasti se nachazi solubilizator predstavujici hydrofilni oblast
s polarnimi nebo iontovymi skupinami. Je dalezita k tomu, aby zaji§tovala rozpustnost celé
makromolekularni latky, coz je velmi zadané, kvili tomu, ze fada 1éCiv ma nizkou biologickou
dostupnost, diky jejich snizené rozpustnosti ve vodé. Konjugaty polymer-1é¢ivo umoziuji, aby
dodavani 1éCiva bylo kontrolovano a pfitom k uvolfiovani 1é¢iva dochédzelo v urcitém Casovém
intervalu. Timto lze rychlost a dobu dodavani 1éCiva nastavit tak, ze koncentrace je poté
dosazena v pozadované, terapeuticky u¢inné hodnoté. V této oblasti lze tedy zamezit
opakovanému podavani, které vede ke vzniku nezadoucich vedlejSich ucinkd, které muzou
vykazovat az toxické vlastnosti. Dochazi zde téz ke vzniku vazby s biologicky aktivni latkou.
Mezi nejznamé;jsi latky, které solubilizuji ve vodé patii vinylpyrrolidin (VP), akrylamidy. Muze
nastat 1 pfipad, kdy latky solubilizuji v lipidech. Druh4 oblast je typicka spojenim lé¢iva a
polymeru prostfednictvim spaceru (spojky), zde jsou nejvice vyuzivané polymerizovatelné
aktivni skupiny estert a amidd. Posledni oblast oznaCovana jako transportni systém funguje
jako smeérujici struktura, ktera transportuje polymerni nosi¢ i s 1é¢ivem do cilové tkané, muze
se jednat o rizné enzymy, hormony, aktivni systémy, které obsahuji napiiklad sulfooxidické

skupiny. [12; 13]
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4.1 Vlastnosti polymerniho nosice 1é¢iv

Polymery, které maji byt vyuzity jako polymerni nosi¢e 1éCiv musi splfiovat nekolik

podminek. Mély by byt [14]:

e netoxické

e neimunogenni

e biodegradovatelné
e biokompatibilni

e rozpustné ve vode

4.2 Transport polymerniho nosice do buiiky

Je znamo, Zze nizkomolekularni latky se do bunék dostavaji riznymi transportnimi
mechanismy. Jednim znejvyznamnéjSich je transport mechanismem prosté difuze pres
membranu, nebo také je moznost vyuziti aktivniho transportu pomoci membranovych
bilkovinnych pfenasect. Vysokomolekularni latky tento transport vyuzit nemohou z toho
divodu, Ze membranami neprochazi, proto se v jejich pfipadé vyuZziva proces zvany
endocytoza, ktera je déale rozdélena na dvé podskupiny. Prvni podskupinou je pinocytoza, pfi
které dochazi k tvorbé malych utvara — vezikul, které jsou typické pouze pro latky, které jsou
rozpustné. Druhou podskupinou je fagocytoza. Zde se tvori také vezikuly, ale vétsi velikosti a

s obsahem mikrocastic. Cely proces je zobrazen na Obrazku 4.
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Obrizek 4 - Proces endocytozy [15]

Dochazi zde k adsorpci polymeru na bunééné membrang, kterd je zavisla na bunécné
absorpci a ovliviuje ji fada faktord. Mezi takové faktory patii molekulova hmotnost polymeru.
Cim vy$3i je molekulova hmotnost, tim rychlejsi je endocytdza. Jakakoliv rozpustna latka, ktera
je pfitomna v okolni tekuting, byva zachycena pinocytdézou. Velmi znadma a studovana je
adsorpéni pinocytoza, pfi které dochazi k fuzi pinocytického vacku slysozomy, coz jsou
intracelularni vakuoly, které obsahuji vysokou koncentraci hydrolytickych enzyma mezi
kterymi jsou schopny degradovat vazby, jez se nachéazeji v polymerech. Splynutim s lysosomy
dochazi do styku obsah pinocytického vacku s lysozomalnimi enzymy. Traveni obsahu v travici
vakuole zndmé jako sekundarni lysozom je zavisly na nachylnosti zachycené makromolekuly
k enzymatickym lysozomum. LéCivo musi byt dostate¢né malou molekulou, aby prosel pies
lysozomalni membranu a dostal se na misto, které je pozadovano. Jakmile bude uvolnéno
z makromolekularniho nosice, musi byt odolné vici lysozomalnim hydrolazam. Polymerni
nosi¢ musi byt degradovatelny lysozomalnimi enzymy, aby se nehromadil v cilovych buitikach.

Nedegradovatelné latky zastavaji dlouhou dobu zachyceny v lysozomech, obvykle po celou
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dobu zivota buiky. Vylu€ovani je zavislé na membrané€, kterd obklopuje lysozom a neni
propustna pro makromolekuly, av§ak umoznuje prichod monomert, ze kterych jsou polymery

slozeny. [15; 16]

4.3 Prirodni polymerni nosice 1é¢iv

Mezi vodorozpustné polymerni nosice se fadi pfirodni polymery, které se nejCastéji
klasifikuji do dvou typt. Vyskytuji se ve formé polymeru, ktery je na bazi proteini a nebo ve
formé polysacharidu. V pfipad€ proteina se vyuziva albumin, Zelatina a kolagen. Mezi nosice
na bazi polysacharidi patfi kyselina hyaluronova, alginat, dextran, chitosan, celuloza, agaroza
a mnoho dalSich. Jejich nejvétsi vyhodou je biodegradovatelnost enzymatickym Stépenim na
produkty, které organismus snadno vylouc¢i, mize se jednat dokonce o produkty organismu

prospésné, a s pomerne vysokou biologickou bezpecnosti. [17; 18]

4.3.1 Alginat

Alginat je nerozvetveny, ve vode rozpustny polysacharid, ktery se ziskava pii extrakcei
z hnédych mofskych fas. Je slozen z monomert glykosidicky vazané P-D-manurové a a-
glukuronové kyseliny. Materialy na bazi alginatu jsou citlivé na pH, takze uvolfiovani
biomolekul z materiali na bazi alginatu s nizkym pH je vyrazné nizké, coz je vyhodné pfi
dodavani 1é¢iv na pozadované misto G¢inku. Nevyhodou pouziti gelt na bazi alginatu je jeho
Spatnd odbouratelnost a Spatna adheze bunék na gelech. Struktura alginatu je zobrazena na

Obrazku 5. [3; 18; 19]

G M

Obrazek 5 - Struktura alginatu [18]
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4.3.2 Chitosan

Chitosan je linearni polysacharid, ktery se sklada z -vazaného D-glukosaminu a N-
acetyl-D-glukosaminu. Ziskava se deacetylaci chitinu, pfirodniho biopolymeru pochazejiciho
z kutikuly ¢lenovci. Chitosan je biodegradabilni, biokompatibilni a netoxicky. Je rozpustny ve
vod€ a v kyselych roztocich, coz zpusobuje kationtovy charakter, ktery je schopny tvorit
polyelektrolytové komplexy s polymery s aniontovym charakterem, coz se osvédCilo pii
piipraveé nanosfér a nanokapsli. Chitosan je degradovan mikroflérou, ktera se nachazi v tlustém
sttevu a bylo zjisténo, ze je vyhodny jako nosi¢ 1€Civ specifické pro tlusté stfevo. Struktura

chitosanu je na Obrazku 6. [17; 18; 19]

OH OH OH
O O
Hofﬁéi:;Qlffogﬁéi:;;lffo \_oH
HO HO HO
NH NH; NH;
- 4n

Obrazek 6 - Struktura chitosanu [18]

4.3.3 Zelatina

Zelatina je bezbarvd, pevna latka bez chuti. Pfipravuje se hydrolyzou kolagenu
ziskaného z kuze, bilé pojivové tkané a kosti zvirat. Pfikladem muzou byt prasata, ryby, kufe,
domaci skot. NejCastéji je vyrobena z hovézich kosti. Vyuziti nachazi u pfipravy Cipkda,
pastilek, pfi potahovani tablet a jejich formovani do pouzder tobolek, dale pti mikroenkapsulaci
1éCiv. Nejvetsi vyuziti nachazi vsak pii tvorbé obalu farmaceutickych tobolek, aby je bylo

mozno snadné&ji polykat. [18; 19]

4.3.4 Kolagen

Kolagen je nejvice se vyskytujicim proteinem v lidském téle, ve kterém bylo dosud
identifikovano vice nez 22 riznych typta kolagent a mezi nejznaméjsi patfi typ I — IV. Kolagen
prvniho typu se sklada ze tfi podjednotek, které jsou slozeny z polypeptidd s podobnym

slozenim aminokyselin. Hlavni slozkou kize a dalSich muskuloskeletalnich tkani. Jeho
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specifickou vlastnosti je trombogenicita, coz vedlo k pouziti kolagenu jako hemostatika.
Vzhledem k jeho vysoké reaktivité¢ mize dojit k zesitovani fadou zesit'ujicich ¢inidel, jako jsou
polyepoxy slouceniny, polyethylenglykol a dal$i. K zesit€éni mlze dojit i tepelnym nebo
vysokoenergetickym ozaienim, aby doslo k vytvoteni kolagenovych gelil, které se pouzivaji
jako nosice 1€¢iv. Uvoltiovani 1é¢iva z kolagenovych matric 1ze regulovat zménou fyzikalnich
vlastnosti gelu, jako je hustota nebo rychlost degradace. Kolagen se pouziva jako nosi¢
nizkomolekuldrnich 1é¢iv vCetné antibiotik. Je znamo, ze kolagen u n€kterych lidi vyvolava

imunogenni reakce, coZ omezuje jeho uzite¢nost. [3; 20]

4.3.5 Pektin

Pektin je polysacharid bun&énych sté€n rostlin. Jedna se o linearni makromolekularni
latku, ktera je sloZzena z molekul kyseliny D-galakturonové. Hlavnimi zdroji pektinu jsou
citrusy, takZe se nachazi naptiklad v citronu nebo grapefruitu. V souvislosti s polymernimi
nosi¢i 1€¢iv nachdzi uplatnéni ve formé pektinového gelu, ktery je uinny pii fizeném
uvolfiovani l1é¢iva v gastrointestindlnim traktu. Stuktura pektinu je znazornéna na Obrazku 7.

[18; 19]

COOCH; OH COOCH, OH
—0 0 0 0 0—
OH OH OH OH
0 0 0
OH COQCH;, OH COOCH;

Obrazek 7 - Struktura pektinu [19]

4.3.6 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronovd se tadi do skupiny glykosaminoglykanti, jez jsou linearni
polysacharidy stfidavé sloZzeny z jednotek N-acetyl-D-glukosaminu a kyseliny glukuronove,
nachdzi se ve tkanich obratlovct. Jednd se o glykosaminoglykan s nejvétsi molekulovou
hmotnosti az n€kolik milion. Rozdilem od jinych glykosaminoglykani, jako je chondroitin
sulfat a heparin sulfat, se kyselina hyaluronova nevaze kovalentn€ na proteiny. Je rozpustna ve
vode¢ atvoti viskozni roztoky s vysokymi viskoelastickymi vlastnostmi. Podporovanim migrace
a diferenciace mezenchymalnich a epitelidlnich bun€k se ucastni opravy tkani, coz zvySuje
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depozici kolagenu a angiogeneze, diky Cemuz se stala idealnim biomaterialem pro aplikaci 1éku.

Struktura HA je na Obrazku 8. [3]

COOH
HOH,C
0
"0 0
HO ll()o
OH VY
NH

Obraizek 8 - Struktura kyseliny hyaluronové [3]

4.4 Syntetické polymerni nosice 1éCiv

Jak jiz bylo feCeno, syntetické polymerni nosiCe 1éCiv se pfipravuji podle potieby
z §iroké Skaly riznych materiald, jejichz vlastnosti Ize upravit tak, aby vyhovovaly zvolenym
pozadavkim. Ne vSechny syntetické polymerni nosi¢e jsou biodegradovatelné, takze se pfi
jejich pripravé musi dbat na to, aby nedochézelo k jejich hromadéni v organismu, které by
nasledn¢ mohlo byt velmi nebezpecné. Mezi biologicky nerozlozitelné polymery se tadi
polyethylenglykol (PEG), jez je nejvice studovany, dale derivaty celulézy naptiklad
karboxymethylceluloza, polyvinylpyrrolidin a ostatni. VeétsSina biologicky rozlozitelnych
syntetickych polymert zavisi na S$t€peni esterovych vazeb nebo derivatl, mezi které patii
polykyselina (mlécna / glykolova) a poly (e-kaprolakton). Krome esterovych derivatil jsou
hydrolyzovany polyanhydridy, polyamidy, polyorthoestery, poly(fosfazeny), derivaty
poly(kyanoakrylatt) a dalsi. [17; 21]

4.4.1 Kyselina polymlécna

PLA (Obrazek 9) je biologicky rozlozitelny termoplasticky alifaticky polyester ziskany
z obnovitelnych zdroju, jako je naptiklad skrob, kukufice, kofeny tapioky nebo cukrova titina.
PLA je jeden z nejpouzivangjsich nosicl 1éCiv, protoze je biokompatibilni s zivou tkani a
dochézi ke snadné vyluditelnosti z t€la. Dochazi k hydrolyze vedouci na kyseliny, které se z téla

vylu€uji za pomoci Krebsova cyklu v podobé oxidu uhli¢itého a v moci. [14; 17]
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Obriazek 9 - Strukturni vzorec kyseliny polymlécné [14]

4.4.2 Kyselina polyglykolova

PGA (Obrazek 10) je biodegradovatelny termoplasticky polymer. Jeho ptiprava spociva

v polykondenzaci z kyseliny glykolové nebo v polymeraci s otevienim kruhu. Mezi jeho
vlastnosti patii netoxicita, tvrdost a ma vyborné vlastnosti pro tvorbu vlaken. y-PGA se pouziva

jako polymerni nosi¢ 1€€iv pro nadorova onemocnéni. [14; 17]

[7 =
0
E O
H -1 ™ OH

Obrazek 10 - Strukturni vzorec kyseliny polyglykolové [14]

4.4.3 Polyethylenglykol

Konjugaty polymer-lé€ivo obsahuji konjuga¢ni mista s reaktivnimi skupinami, jez se
pouzivaji pro konjugaci bud’ pies koncové skupiny nebo pfipojené polymerni skupiny.
V piipojenych polymernich skupinach mizou byt stejné nebo riizné biomolekuly konjugovany
k danému polymernimu fetézci fizenim poctu reaktivnich skupin, vCetn€ spaceri mezi nimi,
bioaktivni molekulou a udrzovanim biologicky rozlozitelného charakteru vazeb. Pii konjugaci
ptes koncové skupiny k ni mize dojit pouze v jednom nebo ve dvou krajnich koncich fetézcu.

Jeden z nejjednodussich polymert, ktery se fadi do systému s koncovymi skupinami patfi
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polyethylenglykol (PEG). Polyethylenglykol se vyznacuje nizkym indexem polydisperzity, coz
je podminkou, aby mél farmaceutické vyuziti. Jeho hodnota polydisperzity se nachazi pod 1,01
a z toho vyplyva, ze polymer je vice homogenni a v téle stravi dostatecn€ dlouhou dobu.
Dulezity je pfi proteinové PEGylaci, ktera je zaloZena na konjugaci PEG s proteinovymi 1éky
jako je naptiklad inzulin, daunorubicin, kamptotecin a dal$i, pti¢emz dochazi k ochran¢ pred
imunitnim systémem téla a prodluzuje dobu setrvani v téle. VSechny modifikace na bazi PEG
jsou zalozeny na nahrazeni hydroxylovych skupin, pfitom se musi brat v avahu vliv molekulové
hmotnosti PEG fetézci a mista konjugace, které ovliviiuji kone¢né vlastnosti konjugati.
Obecné se pouziva PEG s primémou molekulovou hmotnosti nékolika tisici a vétSina
konjugaci PEG-proteint je provadéna ptes lysinovou aminoskupinu proteinu. Typicky konjugat
polymer-lé€ivo na bazi PEG je zndzornén na Obrazku 11. Mezi hlavni vyhody pii konjugaci
s PEG se tadi jeho netoxicita, snadnd aktivovatelnost pro konjugaci, komeréni dostupnost,
konjugaty maji zlepSenou rozpustnost a stabilitu, je vysoce odolny proti povrchové adsorpei,
del§i doba cirkulace v krevnim fecisti, snizend imunogenita a antigenicita, kontrolovana

permeabilita prostfednictvim biologickych bariér. [12; 22; 23]

Létivo PEG—O—DRUG

H{Ov%OH —

n nebo

Polyethylenglykol (PEG) DRUG—O—PEG—0O—DRUG

PEGylace lé¢iva
Obraizek 11 - Konjugace PEG — 1¢é¢ivo [12]

4.4.4 Polyanhydridy

Polyanhydridy (Obrazek 12) jsou jedny z nejvhodnéjSich polymerQ jako nosicii 1€€iv.
Je zadouci, aby kontrola nad uvoliiovanim 1é€iva byla co nejvyssi. K tomu je zapotiebi, aby
l1é€ivo podléhalo degradaci a nasledné dochazelo k povrchové erozi, protoze k uvolnéni 1é¢iva
z povrchu dochézi pfi konstantni rychlosti uvolfiovani. Z toho vyplyva, Ze rychlost bude
pfimoumeérna rychlosti eroze polymeru, ale nemusi to platit vzdy. Muze byt navrzen i tak, ze
uvolfiovani 1éku maze trvat dny az tydny podle potieby. Vazba v anhydridech je hydrolyticky

velmi reaktivni, univerzalni a poskytuje kontrolu nad rychlosti degradace. Dochazi k degradaci
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na netoxické metabolity, které nejsou mutagenni, cytotoxicke a nedochazi ani ke vzniku zanétu.
Polyanhydridy spliiuji podminku biokompatibility. [24]

i o
—’(.‘_i(‘”} | J— t(‘ __()_;_-

! 1
Obrazek 12 - Strukturni vzorec alifatického polyanhydridu [24]
4.4.5 Polyorthoestery

Polyorthoestery (Obrazek 13) jsou jedine¢né mezi vSemi biodegradovatelnymi
polymery, z hlediska jejich mechanickych vlastnosti, které se miizou ménit vybérem vhodnych

diolt nebo smési diola pii jejich syntéze. [21]

o _D—EHE—Q CH;

o] n

Obrazek 13 - Strukturni vzorec polyorthoesterti [17]
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5.  Ostatni vybrané systémy vyuzivané jako nosic¢e 1é¢iv
5.1 Nanocastice

V poslednich letech se v oboru farmacie muzeme setkat s mnoha modernimi
technologiemi, které byly nedavno zavedeny. Do takovych modernich technologii se fadi
nanotechnologie, o kterou v poslednich letech vzrista zajem. NanoCastice jsou tvofeny
takovymi polymery, které jsou biodegradovatelné, biokompatibilni, coZ je divodem k tomu,
aby byly pouzity jako nosice 1€Civ. Polymerni nanocCastice jsou pevné koloidni Castice, jejichz
prumér se nachazi v rozmezi od 1 do 1000 nm. Jejich rozmér je dalsim divodem k jejich vyuziti
v oblasti podavani a cileni 1éCiv. MaZou byt pouzity jako adjuvans ve vakcinach nebo jako
nosice 1éCiv, ve kterych dochazi k rozpusténi, zachyceni, zapouzdieni nebo chemickému
pfipojeni ucinné latky. Nanosystémy maji spoustu vyhod. Dochazi k fizenému uvolfiovani
1éCiva, které se nasledné odstrani tak, ze se v organismu nehromadi. Maji snizenou toxicitu a
vyskyt nezadoucich Uc¢inkl, razné cesty podavani. Systémy s nanocasticemi se pouzivaji pro
mnoho typa podavani 1éCiva, vCetné oralniho, parenteralniho, intraokularniho a dalsi. Maji taky
svoji nevyhodu, ktera souvisi s jejich velikosti a plochou, protoze dochazi k jejich agregaci a

poté je obtizné s nimi manimulovat.

Pro pfipravu nanocCastic se vyuzivaji biodegradabilni polymery. Z ptirodnich
hydrofilnich polymert se vyuzivaji proteiny. Naptiklad zelatina nebo albumin a polysacharidy
alginat nebo tieba chitosan. A taky syntetické hydrofobni polymery, které se rozd¢€luji do dvou

skupin.

Prvni skupina obsahuje polyestery (poly (kyselina mlé¢na), polystyren) a druha skupina
poly (alkylkyanoakrylaty).

Pojmenovani nanocéstice je souhrny nazev pro nanosféry a nanokapsle. Nanosféry
obsahuji matrici, ve které jsou léCiva rozptylena nebo adsorbovana na jejim povrchu polymeru
a nebo jsou zapouzdiena v ¢asticich. Nanokapsle jsou vezikularni systém, ktery v sob¢€ zahrnuje
dutinu, ktera se sklada z vnitfniho kapalného jadra, jez je obstoupeno polymerni membranou.
Nejcastéji je uCinna latka rozpusténa ve vnitinim jadru, ale je zde moznost, Ze se muze
adsorbovat na povrch tobolky. Léky jsou nasledné uvoltiovany difuzi nebo pomoci degradace

polymeru. Typy nanocastic jsou znadzornény na Obrazku 14. [14; 25]
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ZAPOUZDRENE ADSORBOVANE
LECIVO LECIVO

Obrazek 14 - Typy nanoCastic [25]

5.2. Dendrimery

Dendrimery jsou rozvétvené polymerni makromolekuly, které se vyznacuji
trojrozmérnosti a vysokou rozvétvenosti, diky které struktura dendrimert pfipomina strom
(ndzev je odvozen zteckého slova ,dendron”, coz v pfekladu znamend ,strom®). Tyto
jedine¢né struktury umoziuji konjugaci 1é¢iv na povrch nebo mizou byt zachyceny uvnitf
dendrimeru, ¢imz maximalizuji potencial biologickych interakci. Skladaji se z jadra, které je
oznacovano jako ,kotfen” , ze kterého vychézi dendrony (rozvétvené jednotky), které vytvari
rozvetvenou strukturu monomernich jednotek. Mezi jednotlivymi body v jejich strukture se

nachazeji vrstvy, které se nazyvaji ,,generace” a generace O znaci jadro. VSe je vyznaceno na

Obrazku 15. [26; 27]
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Obrazek 15 - Schéma dendrimeru [14]

V souvislosti s dopravou 1éCiv se muzeme setkat sté€mito zastupci dendrimerq:
polyamidoaminové (PAMAM), polyesteraminové (PEA), polypropyleniminové (PPI) a
polyetherhydroxylaminové (PEHAM). Na rozdil od klasickych polymert, maji dendrimery co
se tyCe nosicu 1€¢iv velmi vysokou rozpustnost ve vodé, biokompatibilitu, polyvalenci a presné
definovanou molekulovou hmotnost. Diky témto vlastnostem se z dendrimert stavaji idealni
nosi¢e 1éki. Vzhledem kjejich rozvétvené struktufe maji Casto oteviené dutiny mezi
sousednimi vétvemi, coz umoziuje zapouzdieni 1éCiv, coz mize pomoci pii solubilizaci $patné
rozpustnych 1é¢iv. Dendrimery PAMAM jsou pro podavani 1€€iv nejpouzivanéj$i. Ve strukture
dendrimeru se nachazeji tf1 mista pro zachyceni léCiva. Jedna se o prazdné prostory, kde dochézi
k molekularnimu zachyceni, o body vétveni, kde se 1é¢ivo vaze vodikovou vazbou a skupiny

vnéjsich povrcha, kde dochazi k interakci naboj-naboj. [13; 27; 28]

5.3. Lipozomy

Lipozomy jsou fazeny mezi nanosystémy, jsou oznafovany jako mikrocasticové
lipoidni vezikuly, které jsou slozeny z fosfolipidové dvojvrsty oddélujici ohranieny prostor
vnitini vodné vrsty od vnéj§iho vodného prostiedi. Podobaji se bunééné membrang. Jsou
slozeny z pfirodnich nebo syntetickych fosfolipidi (muze se jednat i o sfingolipidy)

s amfifilnim charakterem. JelikoZz se vétSina fosfolipidi nachazi v organismu, 1ze tento systém
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charakterizovat jako biokompatibilni a biodegradovatelny. Lipozomy umoziiuji zapouzdieni
hydrofilnich nebo lipofilnich sloucenin, coz se vyuziva prave u 1é¢iv. Je mozné se setkat 1 se
zapouzdienim plynu, které vede k intravenéznimu podavani plynnych molekul. Jedna se o
velmi univerzalni systémy, které se mizou v mnoha ohledech lisit. Muzou se lisit svou
velikosti, slozenim povrchu, objemem a sloZzenim vodného prostiedi, lipidova dvojvrsta maze
byt rizné€ upravena a v mnoha dalSich ohledech. Jejich vlastnosti jsou velmi dulezité, protoze
muze dochazet ke zvySovani lipozomového cileni a dodavani 1éCiva, kdy vezikuly zvysuji
akumulaci léCiva v cilové tkani nebo butice a snizuji schopnost 1é€iva dostat se 1 do jinych tkéni,
tedy dochazi i k potlaceni vedlejSich u¢inkd. Liposomy se rozdéluji do nékolika skupin podle
slozeni a mechanismu nitrobunécného dodavani do péti typa na konvekéni lipozomy, lipozomy
citlivé na pH, kationtov¢ lipozomy, imunolipozomy a dlouhodobé¢ cirkulujici lipozomy (LCL).

[29; 30]

54  Micely

Biodegradovatelné polymerni micely jsou jedny z nejslibnéjSich bazi pro cilené a
kontrolované dodavéani protinadorovych 1€Civ, diky jejich vynikajici biokompatibilité,
prodlouzené dobé cirkulace v krevnim fecisti, zvySené akumulaci v nadoru a degradaci in vivo.
Jsou to koloidni Castice, jejichz velikost se pohybuje v rozmezi 5-150 nm, slozené ze
samostatnych agregatti amfifilnich molekul nebo povrchové aktivnich latek. Tyto polymerni
micely jsou primarné slozeny z blokovych nebo terminalné modifikovanych kopolymera
s hydrofilnimi a hydrofobnimi jednotkami, které se skladaji do hydrofobniho jadra
obklopeného hydrofilnim obalem, coz je znazorné€no na Obrazku 16. Kazda jednotka micel
muze byt sloZzena riznymi zpusoby, jako napfiklad diblokové kopolymery A-B, trojblokové

kopolymery A-B-A a roubované kopolymery.

Hlavni vyhodou pouziti polymernich micel oproti tradi¢nim systémtm odvozenych od
povrchové aktivnich latek s nizkou molekulovou hmotnosti je jejich zvySena stabilita. Pfi
zvy§ujici se koncentraci amfifilnich molekul zpisobené termodynamickymi procesy dochazi
k tvorbé agregati, které se uvolnuji z hydrofobni oblasti do struktur podobnych jadru,
obklopenych skofapkou. Koncentrace, pii které dochéazi k agregaci se nazyva kriticka
koncentrace micel (CMC). Ve farmacii se velmi vyuzivaji povrchové aktivni latky s nizkou
molekulovou hmotnosti, s relativng vysokou CMC v rozmezi 10~ az 10 mol / 1 jako pomocné
latky pro zvySeni rozpustnosti ve vodé pro 1éky, které se v ni Spatné rozpousteji. Po podani

dochézi k zfedéni a jakmile klesne koncentrace micel pod jejich CMC dochézi k ohrozent jejich
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stability. Polymerni micely ale nelze klasifikovat jako klasicky konjugat polymer-1écivo,
protoze mezi lé¢ivem a micelarnim nosi¢em zpravidla neexistuje kovalentni vazba. I tak bylo
popsano mnoho polymernich micel, ve kterych se 1é¢ivo kovalentné vaze na hydrofobni fetézec

v jadre micely. [13; 31]
i.e. mPEG-b-PCL
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Obrazek 16 — Struktura polymerni micely unimeru sloZené z hydrofilnich (mPEG) a hydrofobnich (PCL) bloku
[13]

5.5 Biopolymery s responzivni aktivitou

Muzeme se s nimi setkat také pod nazvem ,,polymery citlivé na zZivotni prostfedi“ nebo
Hinteligentni polymery“. V souCasné dobé je o tento typ polymert velky zajem, zejména
v oblasti dodavani 1€Civ a to z toho diivodu, Ze polymery jsou vyvinuty tak, aby byly podobné
normalnimu fyziologickému procesu nemocného stavu a zajiStovaly optimalni dopraveni
bioaktivni latky do cilové tkan€, kde poté dojde k fizenému uvolnéni 1é€iva podle fyziologické
potfeby. Zahrnuji mnoho vlastnosti, vCetn¢ schopnosti reagovat na velké a nahlé¢ zmény
v prostiedi, jako je pH, iontova sila, teplota, puisobeni magnetického a elektrického pole.
Reaguji prostiednictvim konformacénich nebo elektrostatickych zmén, které se vyuzivaji
k usnadnéni potiebné funkce napftiklad pti uvolnéni 1éCiva. Fyzikalni vlastnosti jako je teplota,

ultrazvuk, teplo, magnetické a elektrické pole pfimo moduluji energetickou hladinu systému
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polymer / rozpoustédlo a indukuji polymerni reakci pii konkrétni kritické energetické trovni.
Chemické podnéty jako je pH, redoxni potencidl, iontova sila indukuji reakei tak, ze méni
molekularni interakci mezi polymerem a rozpoustédlem, dochdzi tedy k tpravé hydrofobni /
hydrofilni rovnovahy nebo mezi fetézci polymert, coz ovliviiuje integritu sitovani. Dle
pouzitého stimulu lze biopolymery rozlisit na termo-, pH-, foto-, elektro- a multi-responsivni.

Pouzivaji se pii vyrobé hydrogela a dalSich materiala. [13; 32; 33]

5.6.1 pH-responzivni biopolymery

Nejvétsim rozdilem mezi termo- a pH-responzivnimi biopolymery je skuteCnost, ze
v téle dochazi ke zmeéndm hodnot pH na rozdil od zmén teploty. To lze zuzitkovat k piimé
reakci cilené na ur€itou tkan nebo bunécny kompartment. Hodnoty pH v riznych tkanich a
bunécnych kompartmentech jsou znazornény na Tabulce 1. Citlivost pH je velmi vyuzitelnym
faktorem napiiklad pfi cilené doprave 1€¢iva do specifického mista v gastrointestinalnim traktu
(GIT), podél kterého dochazi k vyraznym zménam pH. pH v zaludku dosahuje kyselé hodnoty,
kdezto hodnota pH ve stfevech mize byt az mirné zasadita. Konjugaty 1é¢iva s polymerem jsou
vétsinou znamé jako neaktivni latky, tedy proléCiva. Jejich vyuziti je vyhodné pro cytostatika,
kde dochazi k cileni a fizenému uvoliiovani 1é¢iv piimo do tkdn€ nadoru, kde je pH nadorového
intersticialniho prostoru kvuli hypoxii kyselejsi a pohybuje se v rozmezi od 6,5 do 7,2, coz je
nizsi nez normalni hodnota krve, kde je pH udrzovano na hodnoté 7,4. VeSkeré polymery
reagujici na zménu pH ve své struktufe obsahuji kyselé (napt. karboxylové kyseliny) a bazické
(napt.amonné soli) skupiny, jez podléhaji protonaci ¢i deprotonaci v reakci na zménu prosiedi
v pH. To vede ke zménam konformace rozpustnych polymerd a ke zménam v chovani pfi
bobtnani hydrogell, pokud jsou ionizovatelné skupiny navazany pfimo na strukturu polymeru.
Velmi vyuzivanymi pH-responzivnimi polymery jsou polykyseliny. Nejvice vyuzivana je
kyseliny poly(akrylova) (PPA) a od ni odvozena kyselina poly(methakrylova) (PMAA). [32;
33]
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Tabulka 1 — Hodnoty pH ve vybranych tkanich a kompartmentech [32]

Tkan / Bunéény kompartment pH
Krev 735 — 7,45
Zaludek 1,0-3,0
Duodenum 48-82
Tlusté stievo 7,0-17,5
Casny endozom 6,0 06,5
Pozdni endozom 5,0-6,0
Lysozom 45-50
Golgiho aparat 6,4
Nador, extracelularni 6,5-172

5.6.2 Termoresponzivni biopolymery

Teplota je nejCastéji vyuzivanym podnétem v polymernich systémech reagujicich na
zmeény v prostiedi. Charakteristickym rysem téchto polymert je pfitomnost hydrofobni
skupiny, jako jsou methylové, ethylové a propylové skupiny. Jednou z jedine¢nych vlastnosti
polymert, které reaguji na teplotu je kriticka teplota roztoku (HCST), coz je teplota, pii které
se faze polymeru a roztoku nebo jiného polymeru neptetrzit€¢ meni podle jejich slozeni. Jestlize
ma polymerni roztok jednu fazi pod urcitou teplotu neboli se stdva nerozpustnou pii zahtivani,
ma niz§i kritickou teplotu roztoku (LCST). Obecné¢ roste rozpustnost polymeru se zvysujici se
teplotou. V pripadé polymert s LCST rozpustnost s rostouci teplotou klesa a v disledku toho,
se hydrogely vyrobené z téchto polymert zmensuji se zvySujici se teplotou nad LCST. Tento
typ bobtnani je znamy pod pojmem inverzni teplotni zavislost a vyskytuje se pokud prevladaji
hydrofobni interakce. Tyto hydrogely jsou vyrobeny z polymernich fetézct, které obsahuji
smeés hydrofilnich a hydrofobnich segmentt. Dalsi dulezitou vlastnosti polymera reagujicich
na teplotu je intermolekularni interakce ve vodnim médiu, ktera maze mit za nasledek smrsténi
hydrogelu, agregaci micel nebo fyzické zesiténi. Nejvice studovanym a nejrozsirenéjSim
termoresponzivnim polymerem je poly(N-isopropylakrylamid) (PNIPAAm). Divodem jeho
Castého pouziti je to, Ze k jeho fazovému prechodu dochazi pii teploté blizké teploté télesné,
coz vykazuje fazovy prechod pfi teploté 32 °C ve vodé a pro dodavani 1éCiv maze byt jeho
teplota snadno nastavena na vhodnou teplotu po zavedeni hydrofilniho komonomeru N,N-

dimethylakrylamidu. [32; 34]
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5.7 Hydrogely

Hydrogely jsou hydrofilni, trojrozmémé sit€, které jsou schopny absorbovat velké
mnozstvi raznych terapeutickych latek. Obecné mazou byt syntetizovany tak, aby reagovaly a
uvolfiovaly je v zavislosti na mnoha fyziologickych aspektech ptfitomnych v téle, jako je
teplota, pH a iontova sila. Volné 1€¢ivo se z krevniho ob&hu se vylucuje velmi rychle, diky
jejich vysoké mife vyluCovani. Syntetické hydrogely nabizeji moznost u¢inného a pohodlného
zpusobu podavani raznych slouCenin. Hydrogely jsou zalozeny na N-(2-
hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA) za ti¢elem prodlouzeni biologické dostupnosti 1éCiva
a snizeni vedlejSich u¢inka aplikace volného 1é¢iva. HPMA-hydrogely maji vyhodu, protoze
po odstranéni 1é€iva nemusi byt odstranény z mista implantace, protoze jsou hydrolyticky
degradovany na polymerni fragmenty s nizsi molekulovou hmotnosti nez je hodnota prahu
vylu€ovani ledvinami. Kromé toho mé pouziti HPMA jako zadkladniho polymeru vyhodu,
protoze zakladni produkty biodegradace jsou rozpustné. Biodegradace takovych hydrogelu
umoznuje selektivni uvolfiovani zachycenych 1é¢iv z polymerni matrice po definovanou dobu
podle stupné zesiténi a fyzikdlné-chemického charakteru 1éCiva. To pomahd pii sniZeni
rychlosti eliminace 1é¢iva a udrzovani koncentrace 1é¢iva v krevnim fecisti a tkanich delsi dobu.

[35]
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6. Kapalinova chromatografie

Chromatografie patti do skupiny separacnich metod, pii které se oddéluji neboli separuji
slozky obsazené ve vzorku. Vzorek se vnasi mezi dvé vzajemné nemisitelné faze. Prvni je faze
stacionarni — nepohybliva, na jejiz zaCatek se nanasi vzorek. Druhou je faze mobilni —
pohybliva, jejimz prestupem pres fazi stacionarni dochazi k unaseni vzorku. Mize dochazet
k zachycovani slozek na stacionarni fazi a tim dochazet k jejich zadrzovani. Obecné plati, ze
déle se zadrzuji ty slozky, které jsou na stacionarni fazi poutany silnéji. Postupné se slozky od
sebe oddéluji a na konec stacionarni faze se nejdfive dostanou slozky méné zadrzované.
V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina a stacionarni fazi tuh4 latka nebo kapalina
ukotvena na tuhém nosi¢i. Béhem separace se vzorek (analyt) rozdé€luje mezi mobilni a
stacionarni fazi. Cas, ktery stravi ve fazich je zavisly na afinité analytu k fazim. V kapalinové
chromatografii dochazi k vyuzivani vSech moznych procesu separace: adsorpce, rozdélovani
na zakladé raznorodé rozpustnosti, iontova vymeéna, molekulové sitovy efekt, specifické
interakce v afinitni chromatografii. Podle uspotadani stacionarni faze se 1ze setkat s témito typy

chromatografie: [36; 37]

¢ kolonova chromatografie
e tenkovrstva chromatografie

e papirova chromatografie

V klasické chromatografii se pouzivaji sklenéné kolony o délce asi 0,5 m a praméru 2 cm,
jejichz zakoncenim je frita a kohout. Jsou plnény zrnitym sorbentem, jehoz Castice maji velky
pramér. Takovym sorbentem muze byt napi. oxid hlinity. Na horni Casti vrstvy dochazi
k davkovani vzorku a poté se pfidava mobilni faze (eluent). Pisobenim gravitace eluent
prostupuje kolonou, dochazi k oddélovani slozek vzorku, které ve spodni casti opoustéji

kolonu. [36]

6.1 Vysokoudinna kapalinova chromatografie — High performance liquid
chromatography (HPLC)

V soucasnosti se jedna o nejCasté|si usporadani kapalinové chromatografie. Rozdil mezi
klasickou a vysokoucinnou kapalinovou chromatografii je ten, ze se pracuje s uzsimi kolonami
o pruiméru 2 — 8 mm. K jejich naplnéni se vyuziva material s malymi ¢asticemi o prameéru 3 —
10 pm. K u€inné separaci je nutno pouzit mala zrnicka sorbentu, které kladou prostupujici
kapaliné zna¢ny odpor, z tohoto divodu je nutno pouzit vysoky tlak. Pritok pohyblivé kapalné
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faze zde neprobiha uinkem gravitacni sily, jak je tomu v klasické kapalinové chromatografii,

ale pod tlakem Cerpadla. [36; 37]

6.1.1. Princip vysokoucinné kapalinové chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je fyzikalné-chemicka metoda, jejiz princip
je zalozen na distribuci latek mezi stacionarni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou) fazi.
Vzorek smeési se vstiikuje do neptetrzité tekouciho proudu mobilni faze a pomoci
vysokotlakého Cerpadla je unasen do kolony, kterou predstavuje trubice naplnéna vhodnym
sorbentem. Analyty, které jsou ke stacionarni fazi poutany slabéji, jsou eluovany (vymyty)
z kolony za kratsi dobu. Aby mohlo dojit k distribuci mezi staciondrni a mobilni fazi, musi
existovat fazové rozhrani. Pii rozd€lovani latek poté dochazi k opakovanému ustavovani
rovnovahy délenych latek mezi obé faze (Obrazek 17). V idealnim ptipadé se chromatograficky
systém muze blizit rovnovaze. Distribuce slozek mezi pohyblivou a nepohyblivou fazi se
popisuje distribu¢ni konstantou Kp, ktera vyjadiuje pomér koncentrace slozky ve stacionarni
fazi / koncentrace slozky v mobilni fazi. Cim ma distribuéni konstanta vy$§i hodnotu, tim déle

se jeji molekuly zadrzuji ve stacionarni fazi, tim vétsi je i jejich retence.

Mobilni faze
E;} l Stacionarni faze ' |
ﬁ} [ﬁ: Vzorek Chromatogram
L L L]

= 4
LI ] TE i ]

= | * 2| mp——
i} e - i m—

Obraizek 17 - Separace dvou slozek v chromatografickém systému [38]

Separace a eluce jednotlivych slozek smési zavisi na povaze pohyblivé i nepohyblivé
faze. V ptipadg, ze se pfi eluci pouzije mobilni faze, ktera ma konstantni slozeni (o stejné elu¢ni
sile), hovoti se o izokratické eluci. Opakem je gradientova eluce, kdy mobilni faze ma zvySujici
se elu¢ni silu neboli slozeni mobilni faze je béhem vymyvani programove fizeno. Izokraticka
eluce se hodi pro latky, jejichz fyzikalné-chemické vlastnosti se podobaji. Gradientova eluce
pro latky, jejichz vlastnosti se vyrazné lisi. Po prichodu kolonou dochazi k detekci analytu

v detektoru, kdy se ziska signal, ktery se prevadi do formy gausovskych kiivek neboli pikd,
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které se zobrazuji na chromatagramu (Obrazek 18). V idealnim ptipadé kazdy pik predstavuje

odezvu detektoru pro jinou slouceninu. [38]

Chromatograficka Detektorova
kolona prutokova cela

Nastiik [ %

L Zakiadnilinie
-

Obrazek 18 - Zpracovani signalu [39]

6.1.2. Instrumentace vysokoucinné kapalinové chromatografie

Zakladni instrumentace HPLC je zndzornéna na Obrazku 19. K Cerpani kapaliny do
kolony dochazi pomoci membranovych nebo pistovych ¢erpadel. Rozdil v Cerpadlech je ten, ze
membranové Cerpadlo obsahuje prostor s pistem, ktery je naplnén hydraulickou pracovni
kapalinou. Prostor je od pracovniho prostoru pro mobilni fazi oddélen membranou. SméSovaci
zafizeni souvisi se sloZzenim mobilni faze a poté s eluci, jak jiz bylo zmin€no diive. Aby bylo
mozné proveést naprogramovanou (gradientovou) eluci, kapalinovy chromatograf musi
obsahovat zasobniky vice kapalin. Davkovaci zafizeni se dfive vyuzivalo ve formé& injekeni
stfikacky, coz neslo urcité nevyhody z hlediska t€snosti nebo vnaseni stop materialu injekéni
stfikacky. Tuto nevyhodu odstranilo davkovani obtokovym davkovacim kohoutem. Kolony se
pouzivaji prevazné napliiové, které mizou byt zhotoveny z borosilikatového skla pro nizsi tlaky
nebo z nerezové oceli pro vyssi tlaky kolem 50 MPa. Délka kolon je pomérne¢ kratka, nachazi
se v rozmezi 5-30 cm. Posledni ¢asti je detektor, pro zachyceni signalu. NejpouzivangjsSimi

detektory jsou fotometricky, refraktometricky a fluorescenc¢ni. [36; 37; 38; 39]
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Obrizek 19 - Schéma HPLC [36]
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7.  Chromatograficka charakterizace vybranych polymernich
nosicu 1é¢iv

Jelikoz se jedna o velmi rozsahlou tematiku, kterd svym rozsahem presahuje meze této
prace, je tato Cast prace zaméfena na charakterizaci vybranych hydrogelt pomoci kapalinové

chromatografie.

7.1. Priprava poly (N-isopropylakrylamidu-ko-N,N'-methylen-bis-
akrylamidu)

Jednou z moznosti je pfiprava poly(N-isopropylakrylamidu-ko-N,N'-methylen-bis-
akrylamidu), pfiCemz slozeni kopolymeru pii vysoké preméne (>95 %) je mozné stanovit
analyzou vyluhovaci vody po polymeraci nepiimo pomoci kapalinové chromatografie.
Hydrogely na bazi poly(N-isopropylakrylamidu) (PNIPAAm) jsou fazeny do skupiny
winteligentnich polymer(“ zejména mezi termoresponzivni polymery. PNIPAAm je rozpustny
ve vodé€, a proto musi byt pro vyrobu hydrogell zesitovan. K zesiténi se vyuziva N, N'-
methylen-bis-akrylamid (MBA). Zesitovanim pak dojde ke zlepSeni mechanickych a
elastickych vlastnosti hydrogelu. Bylo zkoumano reologické chovani roztokii homopolymeru
PNIPA Am ve vodé pfi separaci fazi a bylo prokazano, ze dochazi k tvorbé fyzické sité. V této

studii byl PNIPAAm propojen s MBA v rozmezi 1,10 — 9,10 %.
Materialy:

N-isopropylakrylamid, =~ N,N'-methylen-bis-akrylamid, amoniumpersulfat (APS),
N,N,N',N'-tetramethylenethandiamin (TEMED), acetonitril, voda

Piiprava hydrogelu:

Hydrogely P(NIPAAm-ko-MBA) byly pfipraveny redoxni radikadlovou polymeraci ve
vod¢. Do 5 ml vodného roztoku NIPAAm (1,0 M zasobni roztok) bylo pfidano potrebné
mnozstvi MBA (0,1 M zasobni roztok). Mnozstvi APS a TEMED bylo 2 % hm. na hmotnost
NIPPAm. Polymerace probihala v ledové lazni pul hodiny a poté se nechala 72 hodin stat pfi
laboratorni teploté. Po ukonCeni polymerace byly gely promyvany deionizovanou vodou pro
odstranéni homopolymeru a vSech nezreagovanych slozek. Vyluhovand voda byla
nashromézdeéna a jejim testovanim na zbytkové monomery byla potvrzena Cistota gelu pomoci
UV-VIS spektroskopie a na PNIPAAm homopolymer zahtatim vyluhovaci vody na 50 °C.

Dalsi tfada gelt byla po polymeraci podrobena Soxhletové extrakci vodou. Nashromazdéna
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vyluhovand voda a extrakty byly analyzovany na obsah NIPAAm a MBA pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie. Pomoci HPLC se stanovilo skute¢né sloZeni

kopolymert gela.
Charakterizace pomoci HPLC:

Byl pouzit vysoce ucinny kapalinovy chromatograf Hewlett Packard 1090 s UV
detektorem s nastavenou vinovou délkou 220 nm. Kolona BDS Hypersil C18 (100 x 4,6 mm,
s velikosti Castic 3 um). Mobilni faze pro separaci NIPAAm a MBA byl 5 obj. % acetonitril ve
vodé. Vyluhovaci voda byla zfedéna mobilni fazi stejného objemu. Byla pouzita izokraticka
eluce s prutokem 0,5 ml / min. U kazdého vzorku byly provedeny tii méteni. Kalibra¢ni graf

byl pfipraven za pouziti sériovych fedéni 10, 30, 50, 70 a 100 % g / ml.
Vysledky HPLC:

Retencni Casy pro MBA a NIPAAm byly 5,54 + 0,01 a 9,92 + 0,01 minut pro pouZzity
chromatograficky systém. APS a TEMED nebyly pifi nastavené vinové délce 220 nm
detekovany. Detek¢ni limity pro NIPAAm a MBA byly zji§tény podilem signalu k Sumu 3:1 a
vypocteny byly na 160 a 332 ng / ml. Selektivita separace byla prokdzana slepym pokusem a
v reten¢nich C¢asem pozadovanych solutd nebyly detekovany zadné signaly. Pfi zahfivani
vyluhovaci vody na 50 °C, tedy nad teplotu fazového prechodu nebylo mozné vizualné

detekovat zadné srazeni homopolymeru PNIPAAm. [40]

7.2. Analyza nezreagovanych monomeru pii syntéze poly (N-
isopropylmethakrylamidu)

Moznost vyuziti HPLC se nabizi i k analyze nezreagovanych monomert pii syntéze
poly(N-isopropylmethakrylamidu). Zde je ale charakterizace (p(NiPMAm)) provedena pomoci
infraervené Fourierovy spektroskopie (FTIR) a skenovaci elektronové mikroskopie (SEM).
Pro stanoveni zbytkového mnozstvi nezreagovaného NiPMAm monomeru ve vzorcich po
syntéze hydrogelu p(NiPMAm) byl pouzit ptistroj HPLC Agilent 1100 Series s detektorem
diodového pole 1200 Series. Na detektoru byla nastavena vinova délka 212 nm. Pouzivana
kolona ZORBAX Eclipse XDB-C18 ( 4,6 mm x 250 mm, 5 pm) byla nastavena na teplotu
25 °C. Jako mobilni faze byl zvolen methanol a prutokova rychlost byla nastavena na 1 ml /
min. Vstfikovany objem vzorku 10 ul. Byla pfipravena fada standartnich roztokt se znamymi
koncentracemi NiPMAm, kter¢ se filtrovaly pfes 0,45 um celul6zovy membranovy filtr a byly

analyzovany metodou HPLC. [41]
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7.3. Kombinace systémi pro dodavani 1éCiv

Dale se kapalinova chromatografie vyuziva pfi kombinacich systému pro dodavani 1é¢iv
(CDDS). Se zvysujicim se po¢tem kombinaci, které se podavaji se obtizn¢ charakterizuji jako
celek. V podstaté€ se jedna o dva horizonty pro kombinované systémy pro dodavani 1éCiv, které
jsou nezavislé na fizeném uvolfiovani aktivnich farmaceutickych slozek (API) a umoziuji
soucasn€¢ podavat mald 1 makromolekularni lé€iva. Naptiklad pii leukemii, revmatoidni
artritid€, anémii, roztrousené skleréze je vyzadovano pravé kombinované podavani, kdy se
podava davka malé molekuly a proteinového 1éCiva, jejichz vysledkem je zvySeni
terapeutického ucCinku. Jednoduché jednoslozkové systémy Ilze analyzovat pomoci
spektrofotometrie, u slozitéjsich viceslozkovych systému se k analyze vyuziva vysokoucinna

kapalinova chromatografie.

Jako material pro CDDS byl pouzit poly(ethylenglykol), protoze vykazuje nizkou
imunogenicitu a vysokou biokompatibilitu. Konkrétn¢ byl pouzit poly(ethylenglykol)
dimethakrylatovy (PEGDMA) monomer. Polymerace dimethakrylatovych skupin byla
zajisténa fotoiniciovanym zesiténim s 2,2-dimethoxy-2-fenylacetonem (DMPA), ktery je
zdrojem volnych radikalt. Tretim Cinidlem byl 1-vinyl-2-pyrrolidinon (VPY), ktery se vyuziva
ke stabilizaci a jako mezifazové rozpoustédlo pro DMPA. Po zesiténi byly hydrogelové tablety
umistény do nanasecich roztoka s vysokou koncentraci API a nalozeny 72 hodin. Byly pouzity
tfi modelové API — praseci insulin (PI), fluorescein isothiokyanat hovézi sérovy albumin

(FBSA) a prednison (PSE), u kterych bylo sledovéno jejich uvoliiovani z PEGDMA.
Materialy:

PEGDMA, fluorescein isothiokyanat hovézi sérovy albumin (FBSA), 1-vinyl-2-
pyrrolidinon (VPY), 2,2-dimethoxy-2-fenylacetofenon (DMPA), PSE

Zarizeni HPLC:

Byl pouzit vysoce ucinny kapalinovy chromatograficky systém LaChrom Elite®
s detektorem s diodovym polem. Stacionarni faze byla Luna 5 um C18, 100 A, 250 x 4,6 mm,
uzaviena v termostatu. Byla ekvilibrovana pti 25 °C. Voda, acetonitril, isopropanol a kyselina
trifluoroctova byly smichany do tfi zasobniku s rozpoustédlem. Rozpoustédlo A predstavovalo
vodu, rozpoustédlo B pouze acetonitril a rozpoustédlo C smes isopropanolu a acetonitrilu 2:1.
Kyselina trifluoroctova (TFA) byla piidana do rozpoustédla A v 0,1 % (obj./obj.) a do
rozpoustédla B v 0,08 % (obj./obj.). Pratok mobilni faze byl nastaven na 1 ml / min, kdy se
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zacinalo na 70 % rozpoustédla A a 30 % rozpoustédla B az na 90 % rozpoustédla B a 10 %
rozpoustédla A od v Casovém intervalu od 0 do 21 minut. Od 21,1 minuty do 30 byla pouzita
100 % faze C, ktera slouzila pro vymyti zbytkového materialu ulpivajiciho na kolon¢ s malymi
pory. V posledni fazi byla kolona jest¢ jednou ekvilibrovana na vychozi slozeni 70 %
rozpoustédla A a 30 % rozpoustédla B. Ekvilibrace probihala v ¢asovém intervalu od 30,1 do

35 minut.
Vyroba hydrogelovych tablet:

Tablety PEGDMA byly pfipraveny napipetovanim 200 pl roztoku, ktery obsahoval 50%
PEGDMA, 42 % PBS a 8 % fotoiniciatoru. Roztok byl zesitovan po dobu 5 minut pii 99 J a
365 nm v UV-boxu a poté ulozen na 1 hodinu do vakuové pece, kde byla teplota 50 °C. Zde
doslo ke vzniku hydrogelovych tablet, které byly podrobeny dehydrataci a umistény do plniciho
pufru. Po 96 hodinach plnéni pti 23 °C byly tablety promyty PBS a testovany na ptitomnost
APL Po oplachnuti byly tablety umistény do 3 ml elu¢niho pufru v5 ml zkumavkach a
protiepany pii 37 °C. Kazdych 72 hodin byl ze zkumavky odstranén objem kapaliny, ktery byl
analyzovan pomoci HPLC. Odstranény objem byl nahrazen 3 ml PBS.

Vysledky:

Charakterizace kinetiky uvolfiovani neni jednoducha, dochéazi kinterakcim mezi
hydrogelovymi slozkami a API. Rozdé&lovaci koeficient oktanol / voda mél 7,8 x 10% nasobny
rozsah rozdéleni. Oddéleni PEGDMA od DMPA bylo snadno dosazitelné mobilni fazi pii
izokratické eluci voda / acetonitril. Izolace FBSA od VPY byla slozit&jsi. Reten¢ni Casy u vSech
piitomnych slozek byly v souladu s reten¢nimi Casy standarti jednotlivych slozek. Pomoci

HPLC bylo kvantifikovano celkem Sest slozek. [42]
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Obraizek 20 - Chromatograf vSech slozek pri X = 220 nm s retenénimi Casy [42]
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Obrazek 21 - Trojrozmérny graf API a hydrogelovych slozek napfic UV vinovymi délkami [42]

7.4. Dodavani inzulinu

Charakterizace pomoci kapalinové chromatografie nasla téz vyuziti pfi dodavani
inzulinu. Diabetes mellitus je onemocnéni, které je charakterizovano chronickou hyperglykémii
a jinymi metabolickymi abnormalitami. Diabetes mellitus je vysledkem autoimunitni destrukce
B-bungk, které produkuji inzulin ve slinivce bfisni. Obvyklé podéavani inzulinu, které méfi
koncentraci glukézy a dodavani inzulinu jsou dva oddé€lené procesy a oznacuji se jako systém
inzulinu s otevienou smyckou. Novy systém se oznacuje dodavaci systém inzulinu s uzavienou

smyckou, kde jsou oba dva procesy spojeny a tim je snizovano riziko hyperglykémie. Jako
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polymerni hydrogel, ktery funguje jako nosi¢ 1é€iv byla pouzita karboxymethylceluléza. Je to
linearni polymer B-D-glukozy, kde dochazi k ndhradé nékterych hydroxylovych skupin
celulézy karboxymethylovymi. Byl vybran kvili jeho nizké toxicit€, biokompatibilit€¢ a
biologické rozlozitelnosti. Hydrogely CMC-PA Am jako systémy dodavani 1é¢iv jsou zalozeny
na glukézooxidaze, ktera hraje roli jako enzym specificky pro glukézu. Katalyzuje glukozu na
kyselinu glukonovou a peroxid vodiku. Tim, ze se zvysi koncentrace glukozy ve fosfatovém
pufru (PBS) se vytvorti vice peroxidu vodiku a tim dojde k degradaci hydrogelu a uvolnéni
inzulinu. Rychlost degradace a uvolnéni inzulinu se zvySuje se zvySujici se koncentraci
glukézy. Tim, ze se inzulin uvoliioval z hydrogelu, ktery byl podobny umélé slinivce bfisni
mozno zajistit fizené uvolfiovani. CMC-PAAm byly syntetizovany polymeraci volnych
radikalti. Imobilizace a naplnéni glukézooxidazy (GOx) a inzulinu bylo provedeno metodou

bobtnani.

K charakterizaci nabitych hydrogela byl vyuzit Knauer 1100 HPLC analyzator, kolona
C18 25 x 4,0 mm, jako MF byl zvolen methanol a rychlost pritoku nastavena na 1,0 ml / min.
Vstitkovany objem vzorku byl 20 ul. Chromatograficky systém byl vybaven UV-detektorem
Camspec M 350, nastavena vlnova délka byla 280 nm. Vysledkem bylo, Ze mnozstvi inzulinu
v zavadécim médiu bylo 15 % pocatecni hodnoty. Z toho vyplynulo, ze 85 % inzulinu bylo

vlozeno do hydrogelu. [43]
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Obraizek 22 - Chromatogramy (A) inzulinu v zavadécim médiu pied naplnénim; (B) kontrola inzulinu 4,4 (v /
v%); a (C) insulin v zavadécim médiu po naplnéni [43]
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7.6. Hydrogely polyakrylamid-methylcelulozy

Dalsi moznost, kdy se muzeme setkat s hydrogely v souvislosti s jejich analyzou
pomoci HPLC je u hydrogela polyakrylamid-methylcelulozy. Tyto hydrogely obsahuji extrakt
z Aloe barbadensis neboli Aloe vera a pouzivaji se v obvazech na oSetfeni chronickych ran
kaze. Chronické rany poSkozuji kozni bariéru a nehoji se v piijatelném Casovém intervalu. Tim
zabraniuji uplnému obnoveni anatomické a funk¢ni integrity tkan€, coz ma za nasledek zvysujici
se riziko infekci a apoptozy. Hydrogely jakozto zndmé nosiCe 1€Civ zde maji potencial
v pokryvani ran a popalenin na kuzi. ZlepSuji dobu hojeni, snizuji riziko infekce, podporuji
regeneraci kize a snizuji bolest. V tomto pfipadé se jedna o jiz zminény polyakrylamid-ko-
methylcelulézovy hydrogel obsahujici Aloe vera, ktery slouzi ke zlepSeni 1éCebnych vlastnostni
hydrogelu. Extrakt byl pfipraven z lyofylizované Aloe vera pomoci methanolické extrakce,
charakterizovin HPLC a zaclenén do hydrogelu. Hydrogely celkové poté byly
charakterizovany opét infraCervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci, skenovaci

elektronovou mikroskopii a tepelnym profilovanim pomoci termogravimetrické analyzy.

Analyza extraktu z Aloe barbadensis byla provedena pomoci vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie spojené shmotnostnim spektrometrem (HPLC-DAD-EM). Z extraktu byl
idetinfikovan Aloin porovnanim vzorkt s aloinovym standartem (pfirodni smés diastereomeru
aloin A — barbaloin, aloin B — isobarbaloin). Aloin je jedna z nejdulezitejSich bioaktivnich
sloucenin v rostliné Aloe barbadensis. Pouzivany byl detektor s diodovym polem (DAD),
automaticky davkovac a kvartérni Cerpadlo spojené s trojitym kvadrupolovym hmotnostnim
spektrometrem. Kolona Zorbax Eclipse XDB-C8 s nastavenym prutokem 0,4 ml / min a
vstiikovanym objemem 5 pl. Maximalni tlak byl 400 bar. Mobilni fazi predstavovala voda
okyselena kyselinou mraven¢ni (rozpoustédlo A) a acetonitril (rozpoustédlo B). Eluce
rozpoustédel probéhla nasledovné: 0 — 7 min 10 % B, 7— 8 min 10 —22 % B, 8 — 14 min 22 %
B, 14 — 18 min 22 — 50 % B, 18 — 33 min 50 — 95 % B. Nastavena vinova délka byla v rozmezi
od 210 nm do 400 nm. Detekce probe&hla pii vinovych délkach 254 nm, 280 nm, 315 nm, 330
nm a 350 nm. Ve vysledcich bylo zjisténo, ze extrakt Aloe barbadensis (EA) vykazoval
pfitomnost Aloinu A 1 B. Ztohoto zjisténi poté byly hydrogely polyakrylamid-ko-
methyceluldzy ptipraveny v koncentraci 1 a 2 % a byly dale charakterizovany pomoci FTIR.

[44]
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7.77. Hydrogely na bazi polymer-rybi olej

Posledni ptikladem v této kapitole je vyuziti HPLC pro vyhodnoceni obsahu 1é¢iva
imiquiomid. Je zndmo, ze hydrogely jsou velmi vyuzivanym systémem pii dodavani 1é¢iv pro
transdermalni aplikace. ZvySuji hydrataci stratum corneum, maji chladici ucinek, dobfe se
roztiraji, jsou omyvatelné vodou. Ovsem pokud se jedné o dodani 1€ku pfes stratum corneum
prochazi $patné. K praniku l1éCiva uvolnénim z hydrogelt tak napomahaji jedl€ oleje jako jsou
palmovy, olivovy nebo rybi olej. Jedna se o polotuhou 1€kovou formu, pfipravenou smichanim
dvou koloidnich oleogelti a vodného gelu pro lokalni a transdermalni aplikaci 1éCiv. Oleogely,
které jsou olejové povahy jsou po aplikaci Spatn€ odstranitelné a z toho diivodu byla zavedena
alternativa ve formé gelu, ktera ma vlastnosti oleogeld i vodnych gelt. Tyto gely jsou
kompatibilni s mnoha latkami, které zlepSuji vlastnosti ucinkl a pronikani 1éCiv kuzi. V této
studii se jedna o polymer-rybi olej, ktery vznikl z rybiho oleje, pfirodniho polymeru alginatu
sodného a syntetického polymeru hydroxypropylmethylcelul6zy. Rybi olej jako olejova faze
z toho divodu, ze obsahuje omega-3 mastné kyseliny (pfedevs§im eikosapentanové kyseliny a
dokosahexanové kyseliny), které zlepsuji pranik pokozkou a maji terapeutické ucinky pfi
zanétech kuze. Jako modelovy 1€k byl vybran 1ék s chinolonovou strukturou Imiquimod
(Obrazek 23). Pouzivé se proti koznimu onemocnéni (aktinické keratoza, neoplazie, parianalni
bradavice,...). Stabilita mastnych kyselin byla stanovena plynovou chromatografii a obsah

1é¢iva chromatogratfii kapalinovou.

K analyze byl pouzit chromatograficky systém RP-HPLC Shimadzu LC-20AT
s automatickym davkovafem SIL-20A a detektorem SPD-M20A DAD. Kolona Japan Alt a
Altima C8 (4,6 x 150 mm; 5 um). Mobilni faze pro analyzu lé¢iva byla sloZena z acetonitrilu,
vody a kyseliny fosfore¢né v poméru 250 : 750 : 10. Byla upravena na pH 2,7. Nastaveny prutok
byl 1,5 ml / min, vstfikovany objem 20 pl. Imiquimod byl sledovan pfi vinové délce 254 nm a

jeho obsah byl vypocten z kalibracni kfivky. [45]

N” NH,

Obraizek 23 - Struktura Imiquimodu [45]
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8. Chromatografické mody pouzivané v analyze polymerti

To jakym zpusobem bude probihat mechanismus retence a separace jednotlivych slozek
urcuje charakter pouzité stacionarni a mobilni faze, jejichz slozky vzorku mezi sebou interaguji.
Podle principu distribuce latek mezi fazemi a podle interakci 1ze rozlisit ctyfi zékladni typy

neboli médy, které se v kapalinové chromatografii vyuzivaji.

8.1. Chromatografie v systémech s normalnimi fazemi

Systém s normalnimi fazemi (NP) je nejstarSim vyuzivanym typem. Je zalozen na
interakcich polarniho charakteru mezi separovanymi latkami, polarnimi stacionarnimi fazemi a
mén¢ polarnimi mobilnimi fazemi. Jako naplné kolon byvaji vyuzity bud anorganické
adsorbenty (nejCastéji silikagel nebo oxid hlinity) nebo polarni faze, které jsou navazany na
povrch anorganického adsorbentu. Jedna se o aminopropylové, diolové, hydroxylové a dalsi.
Mobilni faze je nejcastji vyuzivana ve forme dvouslozkové smési organickych rozpoustedel,
které se lisi svoji polaritou (propanol, tetrahydrofuran, acetonitril a dal§i). Mobilni faze
ovliviiuje velikost retence i selektivitu separace. K eluci latek dochazi v poradi rostoucich

polarit, tedy retence roste s vétSim poctem a polaritou funkénich skupin.

NPC je vyuzitelna prevazne pro separace neiontovych a sttedn€ nebo malo polarnich,
které se li§i poftem a polohou polarnich funkénich skupin, zejména geometrickych a
polohovych izomert, které podléhaji rizné silnym interakcim s adsorpCnimi centry na povrchu
adsorbentu. Nepouzivaji se k déleni latek, které se li§i pouze velikosti uhlovodiku. Na riznych
typech stacionarnich fazi, vykazuji selektivni interakce. Latky slab& zasadité povahy jsou déle
zadrzovany na silikagelu a latky, které maji charakter slabé kysely na chemicky vazanych
aminovych fazich. Vyhodou NPC je relativn€ nizky pracovni tlak na kolon¢, vzhledem k nizsi
viskozite organickych rozpoustédel (mobilnich fazich). Nevyhodou je vysoka cena organickych
rozpoustédel a to, ze retence zavisi i na nepatrnych koncentracich vody v organickych

rozpoustédlech. [46; 47; 48]

8.2. Chromatografie v systémech s obracenymi (prevracenymi) faizemi

Tento mod je prvni volbou v soucasné praxi HPLC, protoze umoziuje separace latek,

které se lisi velikosti hydrofobnich ¢asti molekul napt. ¢lentt homoogickych nebo oligomernich
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fad. Dale pro vzorky, které obsahuji nepolarni, stfedné nebo siln€ a nékdy i iontové latky, které
se 1i8i poCtem a charakterem svych substituentd. Princip separace je zalozen na nepolarnich
interakcich mezi analyzovanymi latkami, tedy mezi mobilni a staciondrni fazi. Méné polarni
latky a latky, které obsahuji vétsi molekuly se zadrzuji silnéji. Retence je rostouci s délkou a
poCtem alkylt, aromatickych jader, halogeni v molekulach a klesajici priabéh vykazuje
s poCtem a polaritou dalSich substituentt ( napt. - NH2, -OH, -CHO ) a nasobnych vazeb.
Stacionarni faze jsou nepolarniho ¢i malo polarniho charakteru, vétSinou chemicky vazané na
silikagelu s vazanymi oktadecylovymi, oktylovymi ¢i jinymi alkylovymi nebo arylovymi
skupinami, mén¢ Casto mirn¢€ polarnimi nitrilovymi skupinami. Mobilni faze vykazuji vzdy
vetsi polaritu nez faze stacionarni a jsou sloZeny nej¢astéji z vody a jednoho ¢i vice polarnich
rozpoustédel, které jsou rozpustné ve vodé. Nejcastéji se jednd o methanol, acetonitril ¢i
tetrahydrofuran. Eluce latek je ovlivnéna klesajici polaritou, ktera ji urychluje a rostouct
koncentraci rozpoustédla, jez ovliviiuje i1 selektivitu separace. V RPC se nachazi moznost
separovat i slabé organické latky bazické ¢i kyselé povahy. Retence je zvySovana upravenim
pH mobilni faze ptidavkem pufru tak, aby se potlacila jejich disociace. U silikagelu tuto
moznost nelze vyuzit, protoze se pii vysSich pH rozpousti a zivotnost chromatografickych
kolon je snizovana. V tomto piipadé Ize vyuzit stabilngjsi faze na bazi oxidu zirkonicitého nebo

titanic¢itého, lipofilni organické latky nebo porovity graficky uhlik. [47; 48]

8.3. Iontové-parova chromatografie

V systémech s obracenymi fazemi lze n¢kdy separovat i1 zcela ionizované latky, napf.
silné kyseliny a baze. Ty jsou pfidavany do vodnych organickych mobilnich fazi o koncentraci
v rozmezi 0,0001 — 0,1 mol/l. Tontové-parova ¢inidla jsou kationické nebo anionické tenzidy
s molekulami, které se skladaji ze dvou casti. Prvni ¢asti je velkd uhlovodikova Cast a druhou
fazi je iontova skupina nesouci opa¢ny naboj nez analyzovana latka. Iontova skupina tvori
s ionty vzorku neutralni iontovy par, ktery se v systémech s obracenymi fazemi zadrzuji silnéji
nez puvodni ionty. Bazické latky se separuji predev§im v mobilnich fazich, které obsahuji soli
hexan- az oktansulfonovych kyselin. Kyselé latky v mobilnich fazich obsahujicich pfidavek
tetrabutylamoniovych ¢i hexadecyltrimethylamoniovych soli. Retence latek je zvySovana
rostouci lipofilitou iontové-parového Cinidla a s rostouci koncentraci Cinidla v mobilni fazi az
do dosazeni saturace povrchu stacionarni faze, na které Cinidlo pevné adsorbuje (v MF

obsahujicich 0,01 — 0,1 mol/l iontoveé-parového €inidla). [47; 48]
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8.4. Ilontové-vyménna chromatografie

Iontové-vymeénna chromatografie je zalozena na elektrostatickych interakcich mezi
separovanymi ionty a stacionarnimi fazemi se skupinami nesoucimi opacné naboje, tedy
sionexy. K separaci kationtd (protonovanych bazickych latek) se pouzivaji silné katexy se
zaporn€ nabitymi sulfonovymi skupinami nebo slabé katexy s karboxylovymi skupinami.
Separace aniontt slabych ¢i silnych kyselin se provadi na silnych anexech s kvarternimi
amoniovymi skupinami nebo na slabych anexech sterciarnimi nebo sekundarnimi
aminoskupinami napt. triethylaminovymi. Siln€ ionexy jsou ionizovany v cel€ oblasti pH, slabé
katexy pouze v oblasti alkalické a slabé anexy v oblasti kyselé. Retence latek se zvySuje
s rostoucim celkovym poctem iontové-vymeénnych skupin v jednotce objemu ionexu. Mobilni
faze musi obsahovat vhodné protionty (soli, pufry, kyseliny nebo baze), protoze dochazi
k soutézeni se separovanymi latkami o interakce s opacné nabitymi funkénimi skupinami
ionext. Retence iontovych latek se snizuje s rostouci koncentraci protiontd v MF. Mobilni faze
byvaji ¢asto obohaceny o organické rozpoustédlo a pracuje se za zvySené teploty, protoze v jeho
pfitomnosti a za vyssi teploty retenci snizuje a meéni selektivitu separovanych organickych
latek. Retenci dale ovliviiuje pH mobilni faze, kdy pti pH, které potlacuje ionizaci se retence
zvySuje. ZvySuje se i s poCtem naboju a hustotou na separovanych iontech. Vyuziti nachazi
pfedevs§im pro separaci malych anorganickych iontd a k déleni iontovych latek s malymi

molekulami k separaci biopolymert (napf. peptida, proteint, nukleovych kyselin). [47; 48]
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Z.avér

Bakalafska prace je zaméfena na polymerni materidly, které se vyuzivaji v medicin€ a
farmacii. Obecn€ maji polymery obrovské zastoupeni v medicing, kde nahrazuji rizné kovy a
slitiny, diky jejich univerzalnosti a predev§im biokompatibilité. Vyuzivaji se jako rtizné
implantaty, kontaktni ¢ocky, materialy pro Siti a kryti ran a dalsi vyuziti. V podstaté v mediciné

se s nimi setkdme prakticky vSude.

V prvni asti této prace jde predevsim o polymerni materialy, které se pouzivaji jako
nosice 1éCiv. Jako nosiCe 1éCiv muzou byt vyuzity jak pfirodni, tak syntetické polymery.
Syntetické polymery maji oproti pfirodnim vyhodu vtom, Zze je Ize pfipravit
s predvidatelné&j$imi vlastnostmi a pfizpusobenim se konkrétni aplikaci. Polymerni nosice 1é¢iv
se oproti nizkomolekularnim 1éCivim vyznaCuji zlepSenymi farmakokinetickymi a
farmakodynamickymi vlastnostmi. Velmi vyznamnou roli dnes hraji pfi 16€b€é nadorovych
onemocnéni, kdy odezvou na 1é¢bu jsou velmi silné nezadouci ucinky, protoze je velmi obtizné
selektivn€ zasdhnout pouze nadorovou tkan. Nizkomolekuldrni 1€¢ivo se navaze na polymer za
vzniku konjgétu, ktery je stabilngjsi v krevnim fecisti. K uvolnéni ainného 1é¢iva dojde
v nadorové tkani, tim neni zasaZena okolni tkan a polymerni nosi¢ se po uvolnéni 1éCiva
vylouci. V dnesni dobé& se miizeme setkat s celou fadou nosicu 1éCiv. Muze se jednat napiiklad

1 0 nanocastice, dendrimery, lipozomy, micely, hydrogely a spoustou dalsich.

Dalsi cast pojednava o charakterizaci hydrogeli pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie. U hydrogelt je spousta moznosti, co pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie charakterizovat. MiZe se jednat o charakterizaci bud’ pfimo hydrogela jako
celku, ktera se vyuziva naptiklad u N-isopropylakrylamidu-ko-N,N'-methylen-bis-akrylamidu.
Téz se pfi piipravé hydrogeli mazou analyzovat pouze jejich nezreagované monomery. U
hydrogelt 1ze HPLC vyuziti pfi dodavani inzulinu a u hydrogelt na bazi polymer-oleogel. Tyto
hydrogely se vyuzivaji pro transdermalni podavéani 1é¢iv a pomoci HPLC lze analyzovat
mnozstvi léCiva, které je navazano v hydrogelu, ze které¢ho se uvoliuje. K uvolnéni napomahaji

prave oleogely, coz jsou jedl¢ oleje.
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