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Wykorzystanie polimerowych membran do dozowania substanc;ji

Wprowadzenie

Systemy kontrolowanego dostarczania leku DDS (Drug Delivery
System) to obecnie bardzo intensywnie rozwijajaca si¢ dziedzina ba-
dan, taczaca elementy klasycznej chemii i nowoczesnej biotechnologii
[Charman i in., 1999]. Zadaniem DDS jest uwolnienie takiej ilosci sub-
stancji leczniczej, ktora jest konieczna do uzyskania tzw. efektu tera-
peutycznego a nastgpnie dtugotrwate utrzymanie stosunkowo statego
stezenia leku na tym poziomie, przy jednoczesnym ograniczeniu efek-
tow niepozadanych.

Kluczowa rolg w tworzeniu no$nikéw petnia polimery, zar6wno na-
turalne jak i sztuczne, ktore sposrod innych wyréznia fakt biokompaty-
bilnosci z tkankami ludzkimi.

Zainteresowanie tymi materialami przy tworzeniu no$nikow lekoéw
wynika z faktu, ze:

— wiele substancji leczniczych charakteryzuje si¢ niska rozpuszczalno-
Scia w wodzie, zatem zachodzi potrzeba ich rozpuszczania w mate-
riale no$nika;

— wiele lekow charakteryzuje niska stabilnos¢ i w zwiazku z tym wy-
magaja utworzenia mikrosrodowiska otaczajacego czasteczke i sta-
nowiacego ochrong przed niekontrolowana hydroliza czy tez degra-
dacja enzymatyczna;

— niektore leki wykazuja duza toksycznos$é, wigc wymagany jest no-
$nik, ktory zabezpieczy lek przed zbyt wezesnym uwolnieniem i za-
pewni jego dotarcie do wlasciwych tkanek;

— proces uwalniania leku z no$nika moze by¢ kontrolowany, a zatem
uzyskiwany jest pozadany, dtugotrwaty efekt terapeutyczny [Yang
i Alexandridis, 2000].

Celem niniejszej pracy byto doswiadczalne wykazanie na przykladzie
substancji modelowej — witaminy B12 (cyjanokobalaminy) mozliwosci
wykorzystania membran do kontrolowanego spowolnienia transportu
masy.

Materialy i metody

W przedstawionej pracy zbadano uwalnianie substancji modelowe;j
(witaminy B12) ze struktur polimerowych, ktorych wngtrze stanowit
alginian sodu (r-r 1,5% w/v ptynny lub sieciowany w tazni z 2% CaCl,
przez 1 h, otrzymywany w postaci kapsulek o $rednicy 3,8-10° m) lub
roztwoér wodny badanej substancji. Usieciowane kapsutki upakowywa-
no bardzo ciasno we wngtrzu rurki a wolne przestrzenie migdzy kap-
sulkami wypetiono woda (stanowita ona okoto 50% catej objgtosci
$wiatla rurki). Media wypelniajace wngtrze membrany nie byly podda-
wane cyrkulacji. Alginian sodu (otrzymywany z brazowych alg, lepkos¢
> 2,000 cP) zakupiono w Sigma-Aldrich.

Otoczke rdzenia stanowita membrana polimerowa z octanu celulo-
zy lub z polieterosulfonu. Mozna przyjaé, ze we wszystkich testowa-
nych uktadach pory membran wypetnione bylty woda. Wykorzystane w
eksperymencie celulozowe membrany wyprodukowane przez Spectra/
Por” Biotech dostarczone byly przez firme Sigma-Aldrich. Czynnikiem
ograniczajacym wybor struktury polimerowej byta wielko$¢ czasteczki
witaminy B12 (1355 Da). Pory membrany musialy by¢ na tyle duze, by
umozliwi¢ czasteczkom ich swobodna dyfuzje. Stad do badan wybrano
dwa typy membran celulozowych: jedna o wielko$ci porow w grani-
cach 3,5-5 kDa, druga w przedziale 8-10 kDa. Sa to membrany o po-
rach asymetrycznych, rozszerzajacych si¢ nietypowo do wngtrza rurki
o $rednicy 10mm, grubo$¢ $cianki wyznaczono na ok. 120 um (Rys. 1).
Poniewaz producent nie dostarczyt informacji na temat stopnia poro-
wato$ci, na podstawie wykonanego zdj¢cia (Rys. 1b) oszacowano, ze
porowato$¢ € = 0,3.
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Rys. 1. Zdjgcia whasne membrany z octanu celulozy o punkcie odcigeia 3,5-5 kDa:
a) przekrdj poprzeczny, powigkszenie 400x, b) powierzchnia zewngtrzna,
powigkszenie 800%

Modut zawierajacy asymetryczne kapilary (gr. §cianki 150 pm, $red-
nica wewn. 550 um) wytworzone z polieterosulfonu o rozdziale 10 kDa
zakupiono w /BIB-PAN, Warszawa. Porowato$¢ tych membran przyjgto
jako rowna 0,5.

Prowadzono réwniez badania porownawcze dla kapsulek alginia-
nowych bez otoczki membranowej. Substancja modelowa zamknigta
w ich wngtrzu uwalniana byta do wody w kolbie umieszczonej na wy-
trzasarce pltytowej. We wszystkich przypadkach stgzenie poczatkowe
wit. B12 we wngtrzu no$nika substancji byto z zakresu 1+19 g/l.

Testujac polimerowe nosniki lekow przyjgto nastgpujace zatozenia:

» Badany sktadnik jest transportowany na drodze dyfuzji;

* Cala objetos¢ wewnetrzna kapilary, rurki wypetnionej odpowiednim
medium jest dost¢pna dla substancji modelowej i odpowiada jej ob-
jetosci geometrycznej;

» W warunkach poczatkowych wngtrze nosnika substancji traktuje si¢
jako homogeniczny uktad z jednakowym rozktadem stgzen w prze-
kroju;

» Nie zachodzi adsorpcja sktadnika uwalnianego na powierzchni nos-
nika.

Proces prowadzono okresowo, w temperaturze 24°C, w warunkach
burzliwego przeptywu (Re = 0,65 I/h) po stronie odbioru substancji do
momentu osiagnigcia stanu rownowagi. Rdzen membrany pozostawat
nieruchomy. Warto$¢ gestosci strumienia poczatkowego byta oblicza-
na na podstawie zmian stgzenia w roztworze na zewnatrz membrany
w pierwszych 48 godzinach, co odpowiadato < 10% uwolnienia masy
poczatkowe;.

Stgzenie uwolnionej witaminy B12 mierzone bylo z zastosowaniem
chromatografii HPLC na kolumnie C18, Waters”" LC Module I plus,
wedlug metody zastosowanej w pracy [Heudi i in., 2006].
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Wyniki i ich oméwienie

Warto$ci poczatkowych gestosci strumieni masy witaminy B12 uzy-
skane dla kapsutek zawierajacych 1,5% w/v alginian sodu sieciowa-
nych przez 1 h w tazni z 2% CaCl, przedstawiono na rys. 2. Pokazano,
ze struktura tego naturalnego polimeru w niewystarczajacy sposob re-
guluje i spowalnia tempo uwalniania substancji modelowej. Zasugero-
wato to uzycie dodatkowej bariery, jaka moze by¢ porowata membrana
stata.
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Rys. 2. Warto$ci poczatkowych gestosci strumienia uwalnianej witaminy B12 z 1,5%
w/v kapsutek alginianowych

Wyniki poczatkowych gestosci strumienia dla poszczegolnych mem-
bran z octanu celulozy o punkcie odcigcia 3,5-5 kDa i 8-10 kDa przed-
stawiono odpowiednio na rys. 3a i 3b.
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Rys. 3. Wartos$ci poczatkowych gestoscei strumienia uwalnianej witaminy B12 przy

trzech wypehieniach struktur (woda, ptynny alginian, alginian usieciowany) membra-
ny z octanu celulozy o punkcie odcigcia 3,5-5 kDa (a) i 8-10 kDa (b)

Na rys. 4 poréwnano uzyskane warto$ci gestosci strumieni dla mem-
bran z punktem odcigcia 10 kDa wypetionych roztworami wodnymi
z witaming B12. Membrany te roznily si¢ rodzajem polimeru (octan
celulozy i polieterosulfon), gruboscia i krgtoscia.

Pomimo, ze transportowana czasteczka jest w przeliczeniu na masg
ponad dwukrotnie mniejsza niz podany punkt odcigcia membrany bar-
dziej selektywnej (3,5-5 kDa) widocznym jest, Zze rozmiar poréw zna-
czaco limituje transport sktadnika. Wynika to najprawdopodobnie;j z sil-
nej hydratacji czasteczki witaminy B12 oraz jej odstgpstwa od struktury
kulistej (na podstawie ksztattu i wielkosci czasteczki szacowany jest
standardowo punkt odcigcia membrany). Dwukrotne zwigkszenie $red-
nicy poréow membrany spowodowalo zwigkszenie o okoto 6 razy war-
tosci strumieni masy.

Nr 4/2012
4
= A PESF y = 0,4243x
E
I
g
E
=
2
2
E
2
“
3
2
z
0 2 4 6 8 10

stezenie poczatkowe wit.B12 [g/1]

Rys. 4. Wartosci poczatkowych gestosci strumienia uwalnianej witaminy B12 z r-ru
wodnego otoczonego membrang o punkcie odcigeia 10 kDa z octanu celulozy (OC)
i polieterosulfonu (PESF)

Zgodnie z oczekiwaniami, dla kazdego rozmiaru poréw membrany
i rodzaju wypelnienia jej rdzenia, strumien masy jest wprost proporcjo-
nalny do stgzenia poczatkowego skladnika wewnatrz struktury tj. sily
napedowej procesu dyfuzji.

Uzyskane wartosci ggstosci strumienia sa kilkaset razy nizsze anizeli
te otrzymane dla samych kapsutek alginianowych, co pokazuje, ze po-
przez wprowadzenie otoczki z membrany statej znaczaco zwigkszono
opOr transportu masy.

Dla danej membrany ggstosci strumienia rosng wraz ze wzrostem
wspotczynnika dyfuzji (dla usieciowanego alginianu D = 9,10-10™"
m’/s, dla roztworu wodnego D = 3,79-10°"° mz/s) [Haufova i in., 2011]
w medium wypetniajacym przestrzen ograniczona membrana w szere-
gu usieciowany alginian — plynny roztwor alginianu — roztwor wod-
ny. Niemniej rdznice te znacznie mniejsze niz rdznice spowodowane
zastosowaniem otoczki membranowej (maksymalnie 4-5-krotne), co
potwierdza, ze najwigkszy opor transportu masy znajduje si¢ w porach
membrany.

Poréwnanie wartosci gesto$ci strumieni uzyskanych w ukladach
z dwoma réznymi membranami polimerowymi o tym samym punkcie
odcigcia rowniez wskazuje na dominujacy opdr w transporcie pocho-
dzacy od transportu w porach membrany, stad jej grubos¢, kretosé po-
row znaczaco wptywa na szybko$¢ uwalniania substancji.

Whioski

Idea otoczenia struktury alginianowej membrana stala, ktéra winna
dawac¢ dodatkowy, znaczacy opor zostata potwierdzona doswiadczal-
nie. Przez zastosowanie membran polimerowych transport masy spo-
wolniono kilkaset razy, przyblizajac warto$¢ strumienia masy do warto-
sci oczekiwanych przy transporcie lekow.

Pokazano, ze medium wypehniajace przestrzen otoczona membrang
ma znacznie mniejszy wptyw na szybko$¢ transportu substancji orga-
nicznej, niz parametry pochodzace od membrany, poczawszy od rodza-
ju polimeru z jakiego jest wykonana, jej grubosci, po rozmiar i kretos¢
poréw.
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