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Anotace

Podstatou diplomové prace je vyvoj PLGA mikroc¢astic pro cileny transport 1éCiv, za
pouziti metody elektrosprayingu. Teoreticka ¢ast popisuje zakladni principy elektrospra-
yingu a elektrospinnigu, které jsou doplnény materialovymi a procesnimi parametry. Dale
jsou vysvétlovany pojmy tykajici se cileného transportu 1€¢iv, jako je enkapsulace, kine-
tika uvolnovani a degradace. Cela teoreticka ¢ast je doplnéna odbornymi clanky souvise-
jici s danou problematikou. Prakticka ¢ast je dale rozdélena do ¢tyt dil¢ich experimental-
nich ¢asti. Prvni se vénuje koncentraénim fadam a vybéru vhodnych koncentraci pro dva
typy rozpoustédlovych systému u modelového kopolymeru PLGA v poméru 75:25, jez
jsou nasledné pouzity u vSech pomérit kopolymeru PLGA. Druha ¢ast se zabyva inkor-
poraci aktivnich latek pomoci elektrosprayingu ¢astic polyvinylalkoholu na volnou hla-
dinu. Tteti ¢ast je zaméfena na sledovani kinetiky uvolnovani aktivnich latek. A posledni,
¢tvrta Cast se zabyva degradaci kopolymeru PLGA v poméru 85:15. Jednotlivé ¢asti jsou
interpretovany snimky z elektronového mikroskopu, doplnéné tabulkovymi hodnotami a

odpovidajicimi grafy.
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Anotation

The essence of the thesis is the development of PLGA microspheres for drug delivery
system by use the electrospraying method. The theoretical part describes the basic prin-
ciples of electrospraying and electrospinnig, which are supplemented by material and
process parameters. Further, the concepts related to drug delivery, such as encapsulation,
release kinetics and degradation are added. The entire theoretical part is supplemented
with literature searches related articles. The entire theoretical part is complemented with
articles related to given issues. The practical part is divided into four sub-experimental
parts. The first deals with the concentration series and choosing suitable concentrations
for two types of solvent systems for PLGA with ratio 75:25, which are then used for other
copolymers. The second part deals with the incorporation of active substances using elec-
trospraying particles of polyvinyl alcohol on the free surface. The third part is focused on
monitoring the kinetics of release of active substances. The final fourth part deals with
the degradation of PLGA with ratio 85:15. Individual parts are interpreted by scanning

electron microscopy, supplemented with the data and the corresponding graphs.
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Uvod

Velkym boomem poslednich nékolika let se v oblasti mediciny a biologie staly poly-
merni nanocastice, se kterymi souvisi velmi atraktivni téma cilené¢ho transportu 1é¢iv,

nebo také funkcionalizace vlakennych scaffolda.

Ukolem této prace byla vyroba a nasledné optimalizace PLGA mikro&astic ve formé
polymernich kapsli a studium jejich degradace pro cileny transport 1é¢iv. Kapsle vyro-
bené metodou elektrosprayingu mély ve své struktufe obsahovat inkorporované aktivni
latky, a jelikoz nékteré aktivni latky mohou byt pro zdravou tkan toxické, je tieba zajistit
dostate¢né zabaleni téchto latek, aby bylo zabranéno pfed¢asnému uvolnéni, a latky tak
bezpecné prosly krevnim fecistém k pozadovanému mistu. Proto jednou z nejduilezitéj-
Sich vlastnosti polymernich nosict je jejich biodegradabilita, diky které¢ by mélo byt za-

branéno ptipadnym komplikacim v lidském téle.

Prace se sklada z teoretické a praktické Casti, ktera je dale rozdélena do ¢étyt dil¢ich
experimentalnich ¢asti. Prvni Cast se zaméfuje na koncentracni fady pro vybér vhodné
koncentrace roztoku a vhodného rozpoustédlového systému metodou elektrosprayingu
z injekeni stiikacky. Druhd ¢ast se jiz zabyva inkorporaci aktivnich latek za pouZiti elek-
trosprayingu na volnou hladinu, kdy jsou sprejovany PVA ¢astice obarvené fluorescen-
¢nim barvivem FITC. Sledovanim kinetiky uvoliiovani aktivnich latek se zabyva ¢ast
treti, kde se opét sprejuji PVA ¢astice na volnou hladinu, coZ je nasledné doplnéno me-
todou tzv. vano¢niho stromku, jedna se o kombinaci elektrosprayingu a elektrospinningu,
ktera je vysvétlena v kapitole (10.3). Sprejovany jsou opét obarvené ¢astice polyvinyla-
koholu a zvlaknovan je polyvinylbutyral. Takto pfipravena vrstva nam poslouzi jako vzo-
rek pro jiz zminéné sledovani kinetiky uvolnovani, kterd je rozdélena do dvou ¢asti,
na hodinovou kinetiku a kinetiku rozloZenou do tii dnti. Posledni, ¢tvrta ¢ast se zabyva
degradaci polymerniho nosice, konkrétné kopolymeru PLGA v poméru 85:15 (AP 24),
za pouziti enzymu proteinazy, kdy lze ze snimki vidét, ze jiz 5. den degradace dochazi
k naruSovani struktury polymeru. V kazd¢ ¢asti jsou vysledky interpretovany pomoci ob-
razki, které jsou doplnény tabulkovymi hodnotami, jez jsou nasledné vyneseny do odpo-

vidajicich grafi.
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1. Zakladni principy tvorby nanovlaken

1.1 Princip elektrospinningu

Podstata procesu elektrostatického zvlaknovani, neboli elektrospinningu spociva
V samoorganizaci polymerniho roztoku ¢i taveniny do nanovlaken za pomoci plisobeni
elektrostatického pole. Z fyzikalniho hlediska se jednd o piekonani kapilarnich
mezimolekularnich sil mezi fetézci v roztoku polymeru, silami elektrostatickymi. Vlivem
kapilarnich sil se kapaliny snazi drzet pohromad¢, aby minimalizovaly sviij povrch a tim
povrchovou energii. Zatimco elektrostatické sily se tykaji nabitych kapalinovych téles,
ktera se rozpadaji na zékladé¢ Coulombickych sil mezi ionty stejného znaménka (Lukas,

2009).

Elektrospinning jako fyzikalni jev poprvé navrhl Morton v jeho patentu podaném
v roce 1900. Principy moderniho jehlového elektrospinningu poté vznikaly v praci
od Johna Zeleného (1914), ktery se vénoval studiu vlivu elektrického pole na kapalinu,

kde se zabyval vyboji mezi kapalinou a deskou (Lukas, 2009).

Proces elektrospinningu mizeme rozdélit do nékolika ¢asti, nejprve mame kotfen

—| KOLEKTOR ]

: . u kapalinové trysky — Taylortiv kuzel
NALET NANOVLAKEN
NA KOLEKTOR nebo také Taylor cone, poté nasleduje
BICUJICT o .
EAST stacionarni Cast trysky — stable jet,
stabilni ¢ast prechazi v bicujici Cast
STARILINE trysky, které fikame whipping zone,
®) Cist AT
déle dochazi k odpateni rozpoustédla
+ ROZTOK
— solvent evaporation a naslednému
I—\I naletu nanovldken na kolektor.
KEUZEL

Obr. 1 Formovani polymerniho roztoku. Upraveno podle (Bétak, 2012).
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1.2 Parametry elektrospinningu

Elektrospinning je komplexni a mezioborovy proces. Navic neni jednoduché ptedpo-
veédeét optimalni parametry roztoku pro ptipravu vladken, ktera budou mit pozadovany prua-
mér i pfesto, Ze se pracuje s presné definovanymi fyzikalnimi veli¢inami (Bét'ak, 2012).
Také Xie et al. se ve své praci zabyvaji elektrostatickym zvldknovanim, rovnéz
rozprasovanim pro cileny transport 1é¢iv, kde jako modelovy protein byl pouzit hovézi
sérovi albumin (BSA), ktery byl rozptyleny v PLGA (kopolymer kyseliny polyglykolové
a polymlécné) roztoku (Xie et al., 2009). Rovnéz Chakraborty se ve svém ¢lanku zabyva
elektrostatickym zvlakiovanim a rozprasovanim pro cileny transport 1é¢iv, popisuje
jednotlivé parametry majici vliv na tvorbu vladken nebo ¢asttic, kde mezi hlavni parametry

patii typ polymeru, rozpoustédla a viskozita polymeru (Chakraborty, 2009).

Nejvyznamnéjsi veli¢iny a parametry elektrostatického zvlakiovani, které byly zis-

kany na zaklad¢ procesnich fazi

Tabulka 1. : Nejvyznamnéjsi veli¢iny a parametry oviivitujici elektrostatické zvldkiovani.

Roztokové Regulované Okolni
viskozita vzdalenost emitor/kolektor teplota
vodivost gradient elektrického pole vihkost

povrchové napéti tvar emitoru/kolektoru  proudéni vzduchu
koncentrace rychlost davkovani sloZeni atmosféry
permitivita intenzita elektrického pole

molekulova hmotnost
topologie polymeru
Prevzato z (Bétak, 2012).

ZvySovanim viskozity se méni morfologie od kapek, ¢i koralki na vlaknech, pies
vlakna bez defektt, az je viskozita natolik vysoka, Ze dojde k zastaveni zvlaknéni (Bét'ak,
2012).
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Obr. 2 Morfologie naneseného vzorku z roztoku s riiznou koncentraci. Prevzato z (Bétak, 2012).

Z pohledu termodynamického hraje teplota a vlhkost velkou roli, protoze je tieba, aby
se z leticiho vldkna béhem kratké doby odpatilo velké mnozstvi rozpoustédla, kde je
prave tieba vyssi teplota a nizsi vlhkost. Celému déji napomaha velmi nizky polomér

kfivosti (Bétak, 2012).

Koaxialnim elektrospinningem se zabyva Jiang, coZ je jednokrokova technika
zapouzdreni krystalické, ve vodé rozpustné bioaktivni latky, veetné rustovych faktord,
DNA do nanovlaken. Proces koaxialniho elektrospinningu eliminuje Skodlivé ucinky
v disledku piimého kontaktu aktivni latky s rozpoustédlem, a rovnéz slouzi jako bariéra
k zamezeni pied¢asného uvolnéni 1éku. Jiang zde zkouma nejen vznik této techniky,

ale prave také jeji potencialni budouci vyvoj pro fizené uvoliovani (Jiang, 2014).

Wen se ve své praci zabyva kombinaci elektrospinningu a elektrosprayingu pro vyrobu

PLGA mikrokuli¢ek k ptipravée scaffoldi v tkaiovém inzenyrstvi (Wen, 2013).

Pomoci elektrostatického zvldknovani je mozné vyrabét materidly pro tkanoveé
inzenyrstvi, nosice pro fizené uvoliovani 1éciv, scaffoldy, kryty ran, regeneraci cév,

nervu a kosti.
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Technologie vyroby

Zvlaknovat miizeme z rtiznych typu elektrod, jako je naptiklad jehla, tycka, valecek
nebo struna, jejichz podminkou je jejich vodivost. Intepretace procesu pro elektrostatické
zvlaknovani bude implementovana pro zvlaknovani z jehly, vzhledem k tomu, ze tato

metoda byla uplatiiovana v experimentalni ¢asti.

Metoda tvorby nanovlaken z jehly - pfi této metode je do injekéni stiikacky umistén
polymerni roztok, a poté je spolecné s jehlou vlozen do davkovaciho zatizeni. Na kovo-
vou ¢ast jehly je ptivedeno vysoké napéti. Proti jehle je umistén uzemnény kolektor, jehoz
vzdalenost regulujeme na zaklad¢ potieby pro tvorbu nanovlaken. Po nastaveni vhodného
davkovani polymeru, spustime samotny proces elektrostatického zvlaknovani, pti kterém

jsou vldkna zachytavéna na jiz zminéném kolektoru.

Obr. 3 Schematické znazornéni elektrostatického zvldkiovani z jehly, 1 zdroj vysokého napéti, 2
strikacka s polymernim roztokem, 3 nanovidkna putujici ke kolektoru, 4 kolektor, 5 uzemneni, 6

davkovaci pumpa. Prevzato z (Chvojka, 2012).
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2. Zakladni principy elektrostatického rozprasovani (elektro-

spraying)

Elektrostatické rozprasovani neboli elektrospraying je zpisob rozprasovani kapaliny.
Tato metoda je odvozena od technologie elektrostatického zvldknovani, pouziva i totéz
zatizeni, rozdil t€chto technologii je pfedev§im v materidlovych parametrech a ve vysled-
ném produktu, kdy pii elektrosprayingu nedochazi k tvorbé vléken, ale castic. Princip
elektrosprayingu je zaloZen na teorii nabitych kapicek, kde je elektrické pole aplikovano
na kapicky vystupujici z Taylorova kuzele. Kapky produkované elektrostatickym rozpra-
Sovanim jsou vysoce nabité. Jedna se o Castice, jejichz rozméry byvaji mnohdy mensi,
nez 1um. Elektrospraying se uplatiiuje v mnoha pramyslovych procesech jako je mikro-
enkapsulace, elektroemulsifikace, produkce jemného prasku, nebo mikro a nano tenkych
filmut, ptfipravenych z roztok nebo koloidni suspenze. Sprejovani z roztokti nebo su-
spenzi umoznuje vyrobu jemnych ¢astic, az do velikosti nanometri (Bock, 2012, Jawo-

rek, 2007).

Elektrostatické rozpraSovani je zalozeno na dvou protilehlych elektrodach, mezi nimiz
musi byt nezbytny rozdil potencidlli. Prvni elektroda je tvofena zatfizenim pro rozpraso-
vani roztoku a na druhou elektrodu, také jinak kolektor, se hromadi vytvofené Castice.
Elektrostatické rozprasovani je mozné provadét z riiznych typt elektrod, jako je naptiklad
kapilara, valecek, tycka nebo struna, kde dilezitou podminkou je jejich vodivost. Dalsimi
dilezitymi vlastnostmi sprejovaciho systému a samotného zplsobu sprejovani jsou povr-
chové napéti, viskozita a rychlost proudéni kapaliny. Nicmén¢ neni zcela jednoduché na-

stavit vhodné tyto parametry, vzdy je tieba vSe nejprve optimalizovat (Jaworek, 2007).

Ghayempour a Mortazavi se ve své praci zabyvaji novou metodou enkapsulace, jedna
se o koaxialni elektrospraying, kde pro studii vlivu provoznich parametri na velikost
a morfologii vyrobenych ¢astic, pouzili celou fadu experimentti, ze kterych zjistili, ze
naptiklad zvySenim napéti, pratoku, priméru trysky, vzdalenosti, molekulové hmotnosti
polymeru a koncentrace, dojde ke zvySeni velikosti ¢astic. Takto ziskané Castice lze vy-
uzit pro fizené uvoliovani 1é¢iv, kde dokazi zajistit zvysenou efektivitu zapouzdreni a je-

jich nasledné pouziti ve farmacii k zapouzdieni enzymd, bakterii, minerald a vitamint
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(Ghayempour a Mortazavi, 2013). Také Zamani se ve své studii zabyval koaxialnim elek-
trosprayingem pro vyrobu core-shell PLGA mikroc¢éstic obsahujici BSA, jako modelovy
protein. Byly pouzity dvé riizné molekulové hmotnosti pro zapouzdieni. Jako kontrola
byla provedena fluorescen¢ni mikroskopicka analyza elektrosprayovanych ¢astic pomoci
barviva Fitc. Metoda koaxialniho elektrosprayingu by méla byt tedy vhodna k minimali-
zaci kontaktu organického rozpoustédla s vodnym roztokem proteinu, a to diky vysokému
zapouzdieni, ¢imz se snizuje riziko pfed¢asné degradace 1é¢iva (Zamani, 2014).

Morfologie a velikost kapi¢ek miize byt dale fizena nastavenim dal$ich parametra, jako
je naptiklad koncentrace polymeru a molekulova hmotnost ¢i vzdalenost mezi elektrodou
a kolektorem (Bock, 2011).

2.1 Parametry elektrostatického rozprasSovani

Parametry elektrostatického rozpraSovani mizeme rozdélit na procesni a materialové.
U materidlovych parametr je mozné sledovat parametry roztoku jako takového, nebo
se mizeme soustiedit zvlast na samotny polymer, a zvlast na rozpoustédlo. Procesni pa-
rametry jsou takové, za kterych se méni podminky dané technologie, mezi néz patii na-
ptiklad vzdalenost elektrody a kolektoru, velikost napéti, klimatické podminky, rychlost

davkovani polymerniho roztoku ¢i rychlost odpatovani rozpoustédla (Jaworek, 2009).

2.1.1 Materialové parametry

Zalezi jiz na samotném vybéru polymer — rozpoustédlo, protoze idealni podminky,
které plati pro urcity polymer, nemusi platit pro jiny a to plati i pro rozpoustédlovy sys-

tém.

V cClanku A. Jaworka, je jako hlavni parametr rozhodujici o tvorbé sprejovanych ¢astic,
poptipad¢ vlaken, uvadéna viskozita. Kdy se zvysujici se viskozitou, jak bylo znazornéno
na obrazku €. 2 (Bét'dk, 2012), dochazi k produkci vlaken, nikoli sprejovani. S vy$si mo-
lekulovou hmotnosti polymeru, se fetézce vzajemné proplétaji, ¢imz se zvySuje mnozstvi
mezimolekularnich vazeb, ale 1 jiz zminéna viskozita. Proto je vhodné pii procesu elek-

trostatického rozprasovani pouzivat roztoky s nizsi koncentraci nebo také s nizsi moleku-
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lovou hmotnosti (Jaworek, 2009). Molekulova hmotnost je charakteristikou daného po-
lymeru, a je dana pomérem latkového mnozstvi a hmotnosti. Viskozita jako takova je fy-
zikalni veliCina, ktera vyjadiuje odpor materidlu vici toku, jejiz hodnota vzrista spolu
s koncentraci roztoku, a je definovana vztahem (1). Viskozita mize byt kinematicka (v)
nebo dynamicka (n), jejichz vztah je znazornén rovnici (2). Viskozita je tedy zavisla
na molekulové hmotnosti, koncentraci, druhu rozpoustédla, teploté, aditivech a mnozstvi

ptipadnych necistot (Lukas, 2009).

d
c=n—= ()

Kde o znaci te¢né napéti pasobici na jednotkovou plochu, a to pfi posuvu dvou para-
lelnich vrstev kapaliny, jez ma rozmér [Pa], dX znac¢i vzdalenost vrstev v [m], dv je rozdil

rychlosti vrstev v [m.s].

@)

° =

Kinematicka viskozita vV, ma rozmér v m2. s1
Dynamicka viskozita n, ma rozmér v Pa.s

Na sprejovani ma také vliv zvolené rozpoustédlo, coz je latka, kterd je schopna v sobé
rozptylit nebo disociovat Castice jinych latek za vzniku roztoku. Mame idealni, dobra
a Spatna rozpoustédla. Ve skute¢nosti vak idealni rozpoustédla neexistuji, nicméné velmi
se kK nim blizi tzv. dobra rozpoustédla, kde jsou polymerni klubka jiz vyrazné rozvinuta
a fetézce jsou témet naptimené, zatimco ve Spatnych rozpoustédlech zlistavaji polymerni
klubka sbalena a to pii vSech teplotach. Organické rozpoustédla jsou nutné pro rozpusténi

polymert pied procesem elektrosprayingu (Lukas, 2009).

Siroce pouzivané rozpoustédlo pro elektrospraying ¢astic naplnénych 1éky, je dichlor-
methan, ktery ma z pouzivanych rozpoustédel nejnizsi teplotou varu (40°C). Ostatni roz-
poustédla pouzivana pro tento proces maji vyssi teplotu varu, a patii mezi né napiiklad
aceton, chloroform, etanol, acetonitril, 1,2-dichloretan nebo kyselina octova, kterda mohou

byt pouzivana bud’ samostatn¢, nebo v kombinaci.
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Teplota mé podstatny vliv na velikost a morfologii ¢astic. Rozpoustédla s vysokymi
teplotami varu se odparuji hlife a naopak. Bod varu rozpoustédla je teplota, pti které se
tlak pary rovna okolnimu atmosférickému tlaku. Jiz diive bylo prokdzano, ze zvySeni
teploty varu, snizuje té¢kavost a to souvisi s mensi velikosti produkovanych castic. Coz
plati pro rozpoustédla s teplotou varu nad 140°C. Naopak u chloroformu (61°C), miizeme
spattit vétsi velikosti ¢astic, kde dochazi k rychlému odpatrovani, které mtize vést k tvorbé
porti, a dokonce 1 dutych castic. Ale jak uz jsem jednou uvadéla rizné polymery, maji
rizné interakce s danymi rozpoustédly, tudiz se ptipad od piipadu lisi. Proto zalezi i na
rozpustnosti polymert, které nejprve nabobtnaji a az poté se za¢nou rozpoustét. Obecné
plati, ze ¢im vyssi molekulovou hmotnost maji, tim del$i dobu se rozpoustéji (Bock,
2012).

Dale sem také patii kapilarni sily, zobrazené na obrazku (6), které souvisi s povrcho-
vym napétim, davaji kapalinovym télesim kulovity tvar, a to z toho divodu, Ze se kapa-
liny snazi minimalizovat svou volnou energii, a tak dochazi k ptetahovani mezi elektric-
kymi a kapilarnimi silami. Pro proces elektrostatického rozprasovani je dulezité prekonat
pomoci elektrostatickych sil, sily kapilarni, které jinak chrani kapalinu proti jeji defor-

maci (Lukas, 2009).

Jestlize mame idealni kulovou kapalnou polokouli s polomérem r, ptisobi po jejim ob-
vodu povrchové napéti y, dochazi ke vzniku kapilarni sily Fe, coZ je sila potfebna k od-

Fc. _ 2nry 2y

trzeni kapicky. Sila Fc zplsobuje kapilarni tlak p. = —2 2 -

Laplaceiiv kapilarni tlak je vSeobecny kapildrni tlak na libovolné zakifiveném povrchu

kapaliny, kde K1, K> jsou hlavni kiivosti a obecn¢ plati:

r,
L . 4
= K K = |
Py ) [ .,
R Ed
Kapilarni sila je dana vztahem: F, = 21tr -y - cos0 |7 |

Obr. 4 Kapilarni sily. Prevzato z (Lukds, 2013).
Lukas, D. ve své praci popisuje povrchové napéti pomoci miizového modelu s kon-
stantni teplotou. V mfizi se nachazeji bunky, predstavujici vzdy jeden druh kapaliny.

Bunky, které spolu sousedi, se navzajem energeticky ovliviiuji, kdy interakéni energie
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mezi stejnymi buiikami je mensi, nezZ mezi riznymi buiikami. Na obrdzku 7 je znazornén
miizovy model, kdy doslo k vydéleni fazi dvou druhti kapalin, v diisledku minimalizovéani

jejich volné energie (Lukas, 2009).

Obr. 5 Miizovy model s vydélenymi fazemi. Zpracovino podle (Lukas, 2009).
Maxwell ve svém experimentu, znazornéném na obrazku 8, potvrdil, ze povrchové na-
péti ma stejny rozmér jako povrchova energie, coz je mozné vidét v rovnici (3) a (4), kdy
K vytvofeni nové oblasti A obdélnikového tvaru, je potieba sila F plsobici na hranu .
Prace W je vynaloZena na posunuti hrany | o délku a. Tato prace W musi byt rovna po-

vrchové energii AW 4 elementarni plochy rozhrani majici plochu AA = a -1

Povrchova energie Wa je tedy rovna: W, = — =

AT al

T="l=1=y [N/m] (3

Povrchové napéti y je tedy sila pisobici na jednotku délky y = % [N/m] (4)

Obr. 6 Maxwellitv experiment. Prevzato z (Lukas, 2013).
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Maxwelliv experiment

Dratény ramecek s posuvnou piickou ponofime do mydlového roztoku, vlivem povr-
chového napéti se na ném vytvori tenké kapalinova blana s povrchovymi vrstvami na

obou stranach, kdy povrchové napéti piisobi na 1 vrstvu silou: F =7y -1

A jelikoZ mé blana dvé vrstvy, tak sila F’, ktera drzi pficku v rovnovaze, je rovna:

F=2y-1
Na posun piicky o As potfebujeme vykonat praci AW = 2y -1+ As

Elektricka vodivost - rovnéz elektricka vodivost je dilezitym parametrem elektrospray-
ingu, kde se jako idealni vodivost podle Jaworka, jevi hodnota v rozsahu 10* — 10® S/m.
Elektricka vodivost udava, jak dobfe je material schopen vést elektricky proud, kde vime,
ze vétSina polymert jsou izolanty, ale pokud jsou ve smési s rozpoustédly, tak uz vykazuji
nepatrnou elektrickou vodivost. Elektricka vodivost je v podstaté prevracena hodnota
elektrického odporu Re (Bock, 2012, Jaworek, 2009, Lukas, 2009).

2.1.2 Procesni parametry

Mezi parametry procesu patii intenzita elektrostatického pole a vzdalenost elektrod.
Pii elektrostatickém rozprasovani neni tfeba tak vysokych hodnot, jako u elektrostatic-
kého zvlaknovani, kdy se vlivem vysokého napéti zvétSuje priomeér ¢astic, coZ ma za na-
sledek tvofeni defektl a nasledné vlaken. Intenzita elektrostatického pole je Coulombova
sila na 1 naboj v prostoru. Intenzita neptiisobi sama na sebe — naboj ptisobi na vSechny

ostatni, jen na sebe ne. Jednotkami intenzity jsou E = [kg.m.s2.C?=N.C*=V.m?]

Lord Rayleigh na zdkladé dynamického chovéni kapky, jako prvni, odvodil podminky
pro destabilizaci kapek vodivych kapalin. Kapka vystavena vnéjSimu elektrickému poli
se zacne deformovat z dokonal¢ sféry na ovalny tvar a nasledné se rozdéli, pfitom staci

vyvinout pouze nepatrnou nestabilitu. Lord Rayleigh pocital vS§echny mozné deformace
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kapky, kterych by kapka mohla dosdhnout, ¢imz doSel ke stanoveni dynamického kritéria
rozpadu: Q% > (n + 2) - 4myr3 - (4me) , kde n jsou viechny mozné deformace.

Statické kritérium rozpadu: Q% > 64m?eyr3
Cim je naboj vétsi, tim mensi je tendence k rozpadu kapky.

Kapka s rovnomérné rozlozenym nabojem je nestabilni, dochazi k jeji postupné defor-
maci do tvaru rota¢niho elipsoidu, kdy je naboj rozlozen nerovnomérné. Kapka tvaru
elipsoidu nepraskne, ale vytvofi si na jednom apexu svtj vlastni Tayloriv kuzel, ze kte-
rého se uvolni pfiblizné 20 dcefinych kapicek, jejichz velikost je cca 10x mensi nez pu-
vodni kapky. Z kazdé dcetiné kapicky se uvolni dal$i dcefiné kapicky, tento proces
se opakuje tak dlouho, dokud v kapickach nezbyde pouze jeden elementarni naboj (Lukas,
2009).

Vyvoj dcetiné kapky vlivem elektrostatickych sil je znazornén na obrazku 9, kde r je
pramér dcefiné kapky, velké R znaci primér mateiské a Ro je vzdalenost mezi stredy

potencialnich kouli.

Obr. 7 Vyvoj dceriné kapky z kapky materske. Upraveno podle (Mikes, 2011).

Vzdalenost elektrod souvisi s velikosti napéti a ma opé€t vliv na velikost a produkci
¢astic. Pokud bude vzdalenost ptilis mald, tak nedojde k dostate¢nému odpareni rozpous-
tédla, coz zpiisobi, Ze Castice, které dopadnou na kolektor, se nakonec zacnou slévat
V jednu vrstvu. Vzdélenost elektrod je tedy jednim z dalSich dllezitych parametrii ovliv-
nujici proces elektrosprayingu, je tfeba nalézt tu spravnou vzdalenost, kde ani pfilis velka

nezaruci uspéch, jelikoz pti velké vzdalenosti hrozi, Ze ¢astice ani nedolétnou na kolektor
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a tudiz tam ani nemohou byt zachyceny. Podle ¢lanku Micro- and nanoparticle produ-
ction by electrospraying od Jaworka, A. je vhodné pro produkci jemnéjsich ¢astic volit
krat$i vzdalenosti (Jaworek, 2007).

Velikost polymernich ¢astic

Velikost polymernich ¢astic, které obsahuji bioaktivni molekuly, vyznamné ovliviiuje
jejich 1écebné schopnosti. VEtsi plocha povrchu k poméru objemu (mensi ¢astice), vede
Kk rychlej$imu uvolnéni, a tim i ke snadnéjSimu $ifeni 1¢kt a rychlejsi degradaci polymerni
matrice. Technika elektrostatického rozpraSovani mize produkovat ¢astice o velikostech

pohybujicich se od desitek mikrometrti az po desitky nanometra (Bock, 2012).

Je v8ak dilezité zdlraznit, Ze to neni jenom sama velikost, kterd fidi profily uvolno-
vani, ale také to uzce souvisi s vybérem polymer/1é¢ivo/rozpoustédlo, a rovnéz procesni

parametry.

Monodisperzita se ziska snizenim pritoku, zvySenim koncentrace polymeru (vyssi vis-
kozitou), snizenim vodivosti elektrostaticky rozpraSovaného roztoku a sniZenim pouZi-

tého napéti (Bock, 2012).

V ¢lanku od Yao et al. byly pro vyrobu ¢astic pouzity PLGA, EVAC a PCL. Jedna se
0 bézné€ pouzivané polymery pro vyrobu mikro-a nanoc¢éstic uzivanych pro cileny trans-
port 1é¢iv. Dichlormethan (DCM) a acetonitril (ACN) byly pouZity, jako organicka roz-
poustédla. Pracovalo se tedy se dvéma organickymi kapalinami: PLGA + DCM (w /v =
7%), PLGA + ACN (w / v = 8%), které byly rozprasovany v elektrickém poli na tfech
tryskach s riznymi vzdalenostmi. Bylo zjiSténo, Ze velikost ¢astic se snizuje s klesajici
vzdalenosti trysky, tedy s rostouci intenzitou elektrického pole, stejn¢ jako pii pouZiti
rozpoustédla s vyssi vodivosti (Yao et al., 2008). Je vsak dtlezité mit na paméti, Ze zvy-
Seni vodivosti sniZzuje oblast stabilniho rezimu kuZel-tryska a tim ma i standartni odchylka

potiebu se zvySovat.

Pouziti techniky koaxialniho elektrosprayingu ve spojeni s technikou elektrospinningu
aplikované na podavani 1éku bylo poprvé zaznamenano ve studii Wang et al., kdy vytvo-
fili tkanovy scaffold, s anizotropni strukturou, diky némuz bylo mozné dodavat ristové

faktory pro preziti bun¢k (Wang et al., 2009).
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3. Enkapsulace

Enkapsulaci se rozumi zapouzdieni aktivni latky do obalového materialu, ktery byva
Z biologicky rozlozitelnych polymert, které maji za ukol udrzet biologickou integritu
a dlouhodobou biologickou aktivitu terapeutické molekuly. Toto polymerni zafizeni nam
poskytuje expozici po delsi dobu, v rozmezi od n¢kolika hodin az po mésice, a to diky jiz

zminéné postupné degradaci polymeru.

Enkapsulaci se ve své praci zabyva Ma, kde se fesi uplatnéni biologicky rozlozitelnych
polymert PLA a PLGA pro cileny transport 1é¢iv. Do PLA/PLGA kapsli jsou zapouz-
dfeny peptidové Iéky a proteiny (Ma, 2014).

Pro cileny transport 1é¢iv ve formé kapsli existuje mnoho technologii vyroby, kde mezi
tii zakladni metody, kterymi se ve svém ¢lanku zabyva Ye, patii emulgace, ktera je zalo-
zena na odparovani rozpoustédla, dale suSeni rozprasovanim a fazova separace (Ye,

2010).

Feczko ve své studii zjistuje vliv procesnich podminek na velikost PLGA ¢astic, které
jsou urceny pro cileny transport 1é€iv, jez byly vytvoreny dvojitou emulzi metodou odpa-
feni rozpoustédla (Feczko, 2011). DalSim, kdo se zabyval efektivitou této metody, byl
Martin-Sabroso, v ¢lanku Critical attributes of formulation and of elaboration process of

PLGA-protein microparticles (Sabroso, 2015).

V praci od Vyslouzila et al., se autofi zabyvaji vlivem rliznych formulaci a parametrii
pii procesu ptipravy léka vloZenych do PLGA mikrocastic. Pfiprava probéhla metodou
odpareni rozpoustédla, kde enkapsulovanym Iékem byl ibuprofen. M¢nila se rychlost mi-
chani mechanickym michadlem, koncentrace emulgatoru a vybér rozpoustédla. Ukézalo
se, ze rychlost michani v pribehu odparovani rozpoustédla ma vliv na velikost ¢astic, kdy
se jejich stfedni velikost snizovala s rychlosti michéani, pti kterém dochazelo k rozdélo-
vani vnitini faze na mensi kapicky. Velikost ¢astic je zavisla i1 na viskozité vnéjsi faze,
protoze s rostouci koncentraci PVA se jejich velikost snizovala. Velikost Castic, které
byly ptipraveny s 0,1 % PVA, se pohybovala v rozmezi 169,7 — 382,8 um, zatimco s 1%
PVA byla velikost ¢astic od 90,7 do 284,3 um. Také typ rozpoustédla mél vliv na vyro-

bené ¢astice, kdy pti pouziti dichlormethanu vznikaly hladké ¢astice, zatimco pii pouziti
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ethylacetatu mély castice drsny povrch. Rozdily mohou byt vlivem rozdilnych polarit.

Dale se v tomto ¢lanku zabyvaji kinetikou uvoliiovani (Vyslouzil et al., 2014).

Wan et al. se snazi porozumét dopadu PLGA mikroc¢astic na uvoliovani aktivni latky
ptipravenych metodou suSeni rozprasovanim, kde se ukazalo, ze dtlezitou roli hraje volba

rozpoustédla (Wan et al., 2013).

Jako dal$i zndma metoda pro zapouzdieni aktivni latky se pouziva elektrostatické roz-
praSovani, pti kterém vznikaji polymerni ¢astice ve formeé mikrokapsli nebo nanokapsli,
vétSinou kulovitého, ale mohou byt 1 jiného, tvaru o velikosti od 50 nm az po 1 mm.
V piipadé mikrokapsli je aktivni latka distribuovana rovnomérné v celé struktuie poly-
meru, zatimco u nanokapsli, je aktivni latka umisténa pouze v jadru kapsle, ktera je oba-
lena polymerem. Kapsle mohou byt ziskavany také koaxialnim rozpraSovanim, kde v ja-
dfe je umisténa 1éciva latka ve formé roztoku, a jako obal slouZzi urcity polymer. Tato
metoda se provadi vétSinou V ptipadé, kdy roztok l1éCiva neni samostatné zvlaknitelny.
Zaroven by jadro nemélo byt misitelné s obalem, proto se musi volit vhodna kombinace

obal-jadro (Bock, 2012).

Elektrostatické rozpraSovani je zndma jako technika, ktera mize poskytnout vysokou
ucinnost zapouzdieni, jez se znaci zkratkou (EE), coz je pieklad z anglického ,,encapsu-
lation efficiency*. Bylo skute¢né prokazano dosazeni 100 % EE pro doxorubicin a PLGA
Castice za pouziti loadingu v Rhodaminu B. Je zde moZnost zapouzdieni obou typu 1éku,
jak hydrofilnich, tak hydrofobnich, kdy jsou efektivné ziskany v porovnani s tradi¢nimi
metodami, piedev§im proto, zZe neni potifeba emulzni roztok. V disperznich metodach
muze pfitomnost obou fazi, tedy vodné a organické, vést k preferencnimu Siteni 1éku do
jedné faze, nebo do ostatnich podle jejich hydrofilicity/hydrofobocity, a v kone¢ném di-
sledku tak mtze dojit ke snizeni efektivnosti zapouzdieni. Této moznosti je pravé diky
elektrostatickému rozprasovani, kde emulze neni potieba, zabranéno (Almeria et al.,

2011).

Efektivita zapouzdieni se li§i pfipad od ptipadu, zélezi na kombinaci lé¢ivo/rozpous-
tédlo/vybér polymeru, kde hydrofilicita téchto prvki, hraje dilezitou roli. To mize byt
ilustrovdno s ohledem na povahu samotného polymeru, kde naptiklad zapouzdieni BSA

ve vice hydrofobnim polymeru, jako naptiklad v PCL, vedlo k pouhé 28 % efektivité
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zapouzdreni, ve srovnani s PLGA, kdy za stejnych podminek, byla efektivita 40 % (Xie
et al., 2007).

Rovnéz pouziti hydrofilnich pfisad je tfeba zvazit, bylo prokézano, ze vysoce hydro-
filni kopolymer — Pluronic F- 127, pouzity jako povrchové aktivni latka, zvysila i¢innost
zapouzdieni z 53,4 na 76,7 % a to pii pouziti 5 a 10 % Pluronicu, respektive PLGA mi-

krocastice nalozené s BSA, zvySenim w/o stability emulze (Xie et al., 2007).

Zvyseni loadingu vede obecné ke snizeni efektivnosti zapouzdieni, coz bylo pozoro-
vano na elektrostaticky rozprasovanych PLGA filmech, nalozenych s paklitaxelem, kde
5, 10, 15 a 30 % zatizeni, vedlo k 80; 71,9; 66,4 a 63 % efektivnosti zapouzdreni. Pfi¢in-
nou byl rozdélovaci koeficient, s odkazem k rovnovazné rozpustnosti 1é¢iva v polymeru,
proti rovnovazné rozpustnosti 1é¢iva v rozpoustédle, jez byl také odpovédny za Sifeni

1é¢iva do polymerni faze (Xie et al., 2008).

Ve studii Xie et al., pro polymerni roztoky pfi elektrostatickém rozprasovani, se zvy-
Senim paklitaxelu z 8 na 16 % zatiZeni, mirn€ snizila efektivita zapouzdieni v PLGA

mikrocasticich z 82 na 78 % (Xie et al., 2006).

V praci od Kima se zabyvaji biologicky odbouratelnymi kapslemi, jeZ se skladaji ze
dvou a vice obali, které jsou tvofeny koaxiadlnim elektrostatickym sprejovanim. Jedna
se o tzv. triaxialni elektrosprejovou metodu, kde je jedna vrstva slozena z PLGA, druha
z PDLA, a az pod touto druhou vrstvou, je ulozena aktivni latka. Kapsle vykazovaly po-
mérné monodisperzni velikosti, velikost a tlouStka kazdé vrstvy byla regulovana prito-
kem a koncentraci polymeru. Vyhodou bylo, Ze prvni uvolnéni 1€ku bylo podstatné sni-
zeno a nedoslo tak k rychlému uvolnéni 1é€iva hned na zacatku procesu. Nabizi se zde
I moznost uvolnovani vice 1€k soucasné, proto ma tato technika celkem velky potencial

pro cilené dodavani 1é¢iv (Kim, 2011).

V soucasné dob¢ zatim neexistuji zddné standartni podminky, které by mohly byt po-
uzity pro vSechny typy proteind, jelikoz kazdy je jiny, jsou rozdily v tercialni struktufe,
molekulové hmotnosti nebo v naboji, a z tohoto hlediska je kazdy protein jedine¢ny. Proto
je optimalizace ptipravy mikrocastic obtizny proces. Napiiklad, kdyz dame dva odlisné
proteiny do stejnych PLGA mikroc¢astic, za stejnych podminek, tak budou velké rozdily

v efektivité zapouzdieni u obou proteint (Ye, 2010).
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Typy kapsli

Diky témto idealizovanym typim kapsli, dochazi k uvolfiovani 1é¢iva v nami zvole-
nych Casovych intervalech. Naptiklad typ kapsle jadro/plast uvolni 1é¢ivo najednou, za-

timco vicejaderny typ kapsle anebo matricova kapsle budou uvoliovat 1écivo postupné
(Arshady, 1999).

0@

A B C D

Obr. 8 Morfologické typy kapsli. A), B) jadro/plast, C) matricova kapsle, D) vicejadernd kapsle
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4. Cileny transport 1é¢iv

Principem cileného transportu 1éCiv, je dopravit 1é¢ivo pouze do nemocnych buné¢k,
naptiklad nadorovych, a omezit tak nezadouci t€inky na zdravé tkan¢€. Je zde snaha vy-
tvofit takovy transportni systém, ktery by dokéazal ukryt lé¢ivo tak, aby nedochazelo
k jeho uvolnovani a ptisobeni béhem transportu, a nasledné jej dopravit do vybrané tkané,
kde by se 1é¢ivo jiz uvolnilo (Kralova, 2010). Tyto pozadavky vedou ke studiu
polymernich biologicky rozlozitelnych castic, které by mély byt schopny degradovat
pozadovanou rychlosti a nasledné¢ umoznit lokalni uvoliiovani inkorporovanych latech
uvnitt dané¢ho materialu.

Z pohledu nanomediciny je cileny transport zaloZen na postupu, kdy v sobé& nanocastice
enkapsuluje 1é¢ivo, pfiCemZ nanocéstice sama, nebo pomoci rozpoznavacich elementt
na jejim povrchu, nalezne pravé misto pro ucinek. Pro vlastni realizaci je potfeba pfipravit
samotnou nanocastici, dale zachyceni 1é¢iva a také ptipojeni specifického receptoru, jako
napiiklad protilatky. Cely transportni systém je pomérné slozity a musi tak spliiovat fadu
podminek.

Nanocastice musi mit zejména vysokou kapacitu pro zvolené 1é¢ivo. Za fyziologickych
podminek, obvykle v kardiovaskularnim systému, musi zustat stabilni. Cilem
je kontrolované uvoliiovani 1é¢iva, které je mozné spustit napiiklad pisobenim
intracelularnich latek, nebo kolapsem liposomd, pfi sniZzeni pH v cilové tkani. Centralnim
bodem je kontrolované uvolnovani 1é¢iv v chemoterapii, kde v fad¢ pripadi probiha
uvolnovani nedostateCnym zpusobem. V soucasné dobé se zainaji pouzivat polymerni
micely, ale jejich velkou nevyhodou je nedostate¢ny enkapsulaéni objem pro Ié¢ivo.
A jako dal$i moZnost je pouzivani pH senzitivnich transportnich nanocastic, ¢i pomoci

magnetickych nanoc¢astic (Kral et al., 2005).
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(1) poérovité nano- a mikrozdstice ) nano- a mikrotastice ® Kasické micely @ lipozomy
(5 Nm-1000 pm) s rozligitelnym jadrem a st&nou 5-10 nm) (obvykle 20-100 nm)
(5 nm-1000 pm)

(2) kompaktni {bez pord)

nano- a mikrocastice
(5 NM—1000 wm)

e

(@ matricové nano- a mikro- (® polymeroveé micely nebo ® multiamelarni vezikuly
Castice (50 nm-1000 pum) supramolekuldmi dtvary (obvykle 100-300 nm)
(10-100 nm)

Obr. 9 Schematické zndzornéni morfologie riiznych typu nano- a mikrocastic bez léciva a s léci-

vou latkou. Prevzato z (Rabisova, 2007).

Castice 1 a 2 reprezentuji porovité nebo kompaktni (bez porii) nano- a mikrocastice (5 nm-100
um). Jsou to jediné dva typy castic, jejichz funkce se neodvozuje od jejich vnitrni chemické nebo
strukturni stavby nebo funkcnich zbytku, které mohou byt kovalentné navazané k povrchu cas-
tice. Castice 3 s rozlisitelnym jadrem a sténou —nanotobolky a mikrotobolky, velikost 5 nm-
1000 um, 4 matricové nano- a mikrocastice, velikost 50 nm-1000 um, 5 klasické micely (5-10
nm), 6 polymerové micely nebo supramolekuldarni utvary (10-100 nm), 7 lipozomy (obvykle 20-
100 nm) a 8 multilamelarni vezukuly (obvykle 100-300 nm) reprezentuji nano- a mikrocastice,

které nesou lécivou latku nejcasteji pripoutanou fyzikalnimi vazbami.

Pro enkapsulaci 1é¢iv se pouzivaji liposomy a polymery, které jsou pouzity jako
nanocaatice, coz jsou systémy o velikosti 1-100 nm, kde se kolem Ié¢iva vytvoii kapsle
a diky jeji biodegradaci v organismu, dojde k uvolnéni lé¢iva. Je snahou tento zptisob
lécby aplikovat v oblasti neorologickych a o¢nich poskozeni.

Pti pouziti vhodnych vyrobnich technologii, s ohledem na kritické rozméry, kompati-
bilitu rozpoustédla, propustnost a naklady na stroje, mize byt dosazeno levné, spolehlivé

mikrovyroby, a mezi-urovné DDS (Kral et al., 2005).
Volba molekul

Vétsina farmaceutickych 1€kt a proteint je drahd, z toho diivodu je vétSina studii do-
davani 1€¢iv nejprve provedena s modelem I¢éku, ¢i proteinu na umoznéni optimalizace

parametrl a charakteristik. Co se tyka proteint, tak mezi hojné vyuzivany ,,model* patii
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BSA, ktery je snadno k dispozici a nabizi vysokou stabilitu a nizké néklady. Je vhodny
pfedevsim v ¢asnych stadiich optimalizace. Molekulova hmotnost BSA je 66,4 kg/mol,
kterd je podobna velikosti nékterych rustovych faktorti (GFs) slouzicich k regeneraci
tkani. Sérové albuminy jsou také Siroce uzivany jako nosice, jelikoz maji schopnost vazat
sirokou skalu biologickych molekul, naptiklad kationtové, aniontové, hydrofilni, hydro-
fobni latky, nebo také mnoho 1¢kt jako naptiklad antikoagulanty a anestetika, které se na-
vazi na sérovy albumin a nasledn¢ jsou piepravovany krvi. Bylo prokazano, ze sérové
albuminy nemayji zadny neptiznivy vliv na vétSinu biochemickych reakci, a spisSe naopak
chrani biologickou aktivitu molekul v podminkach enkapsulace (Pareta et al., 2005, Jakle-
nec et al., 2008). Zapouzdienim BSA pomoci elektrosprayingu se ve své praci zabyval
napfiklad Xie et al., kde dochazelo k uvoliovani po dobu 30ti dnti (Xie et al., 2007).

Také Kumari se ve své praci zabyva biologicky rozlozitelnymi ¢asticemi, které nazval
jako dopravni prostfedky slouzici k cilené dopravé 1é¢iv. Rozsahle se zde také vénuje
enkapsulaci (Kumari, 2009). Polymernimi nosici a jejich biokompatibilitou se ve své

praci rovnéz zabyva Fournier (2013).
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5. Kinetika uvolinovani

S prichodem biokompatibilnich a biologicky rozlozitelnych polymer, se vyzkum
hodn¢ zamétuje na vyvoj vhodnych polymernich systémt podavani 1€kd, a jejich design
pro aplikace trvalého uvoliiovani. Systémy polymernich dodavani 1é¢iv, maji mit poten-
cial ochrany pted degradaci léCiva a zdroven zajistit transport na cilové misto v predem
navrzeném zpusobu dodani. Tim by mé¢la byt 1écba u€inngjsi a soucasné by méla zabranit
piipadnému predavkovani lé¢ivem. Kromé toho nabizeji snadnou cestu podavani, véetné
ustni, plicni nebo parentalni injekce, a pfitom po uvolnéni 1é¢iva nepotrebuji chirurgické

odstranéni (Xu, 2013, s. 3902).

Nyni je dulezitym cilem dosdhnout spravné rychlosti uvoliiovani, a zabranit pocatec-
nimu rychlému uvolnéni pfipadnym roztrzenim nesouci ¢astice. Proto na tadu piiSly
dvousténné mikrocastice, které jsou slozeny z jadra obsahujici aktivni latku a z obalu.
Tyto dvousténné mikrocastice poskytuji prodlouzené uvoliiovani 1é¢iv ve srovnani s jed-
nosténnymi mikro¢asticemi. Uvoliiovani je upravitelné bud’ pouzitym materidlem obalu,
nebo jeho tloustkou. Je zde moznost zapouzdieni vice 1€kt najednou, kdy je mozné uvol-
néni 1éka v rhznych fazich, ¢imZ je dosaZeno synergicky terapeutického ui¢inku. Napii-
klad paralelni nebo sekven¢ni uvoliiovani vice 1éki, by bylo uZite¢né pro urychleni riz-
nych rastovych faktort v tkanovém inzenyrstvi, nebo k formovani inhibi¢ni strategie pii
1é¢bé rakoviny. V posledni dobé roste zajem o vyvoj vicevrstvych systémi kK podavani

léka (Xu, 2013, s. 3903).

K uvoliovani dochazi prostiednictvim dvou riznych mechanismu, a to pasivni difazi
a degradaci polymeru. V idealnim piipad¢ by systém kontrolovaného uvoliiovani mél byt
schopen se ptfizpusobit potiebé daného problému, a podle toho zvySovat ¢i snizovat ddvku
automaticky. Profily uvoliovani mohou byt ovliviiovany, jak fyzikalnimi, tak chemic-
kymi faktory, jako je molekulova hmotnost ¢i krystalinita polymeru, distribuce a ¢innost
vlozené molekuly, morfologie mikrokulicek, jejich porovitost a velikost distribuce (Bock,
2012, s. 1531).

V praci od Shah byly zkoumany ucinky fyzikalné-chemickych vlastnosti antibiotik na
morfologii, G¢innost loadingu, velikosti a kinetiky uvoliiovani u PLGA mikrocastic v riz-

nych loadingovych procentech. Vysledky studie ukazaly, ze chemické povaha antibiotik,
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a to predevsim naboj a molekulova hmotnost, maji vliv na zaclenéni, a nasledné uvolno-
vani z PLGA mikrocastic. Antibiotika se zdpornym nabojem vykazovala snizenou t¢in-
nost ve srovnani s kladnym nabojem. Casovy pribéh uvoliiovani byl proménlivy, a to
mezi 3 az 7 tydny, kde u ¢astic s nizkou molekulovou hmotnosti mensi nez 600 Da, do-
chazelo k dvoufazovému uvolnéni, zatimco u ¢astic s molekulovou hmotnosti vétsi nez
1000 Da, dochézelo k tfifazové kinetice uvoliiovani. Z ¢ehoz vyplyva, ze znalost che-
mické povahy 1éku, mize umoznit predikci zptisobu uvoliovani a bude tak snazsi nastavit

vyrobni parametry (Shah, 2014).

Bohr, A. se ve své praci zabyva aktivnimi latkami s velmi pomalou rychlosti rozpous-
téni, jako napiiklad celekoxib (CEL), kde jako atraktivni zptisob pro urychleni rozpust-
nosti vidi v elektrostatickém rozprasovani, kde je rychlost fizena riznymi pomeéry
CEL:PLGA. Celekoxib je nesteroidni protizanétlivé 1é¢ivo, které je Siroce pouzivano pro
1é¢bu osteoartritidy, revmatoidni artritidy a akutni bolesti (Bohr, 2011). V ¢lanku od Yang
et al., vytvaieji bio-test pro méteni dlouhodobé biologické aktivity uvolnénych protiza-
nétlivych latek, a také pro testovani bioaktivity celekoxibu propusténého z PLGA plat-

rrrrr

ucinky v prabehu delsiho ¢asového tseku (Yang et al., 2014).
Elektrostatické rozpraSovani a uvoliiovani 1éku

Konven¢ni 1€ky ptes ustni podani obvykle neposkytuji prostorové nebo ¢asove fizené
uvoliovani terapeutickych molekul. Kratké polo¢asy v roztoku vétsiny téchto molekul,
také znamenaji, Ze ztrati svou biologickou aktivitu rychle po implantaci, nebo je rychle
odstranén metabolismem v téle. Tyto nedostatky vyzaduji vysoké davky terapeutickych
molekul, ¢imZ se zvySuji ndklady, a pfipadné komplikace zplisobené moZnou toxicitou

pro bunky a tkan¢ (Jaworek, 2007, Lukas, 2008).

Ukol loadingu 1é¢iv do biodegradovatelnych polymerti se obvykle provadi pomoci na-
sledujicich tii zptisobii: 1) obklopeni Iéku biologicky odbouratelnou polymerni skofapkou
k vytvofeni nosi¢e zapouzdieného 1éku, 2) smichani 1é¢iva v biologicky odbouratelném
polymernim roztoku k vytvofeni homogenni smési, a poté ndsledna emulgace k vytvoreni
1éku zaclenéném v nosici a 3) namaceni prefabrikované biologicky odbouratelné poly-
merni ¢astice V roztoku léku k vytvoreni nosice s adsorbovanym lécivem. Mechanismy

uvoliiovani 1é¢iva, se pro kazdy z téchto tfi zplisobu, mirné 1isi. Obecné jsou procesy
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uvolnovani 1é¢iv ovlivnény molekulovou hmotnosti, funkéni skupinou daného polymeru,

tvarem nosi¢u a samoziejmeé také objemem vlozenych 1ékt (Cho et al. 2015, s. 10-11).

5.1 Méreni absorbance

Absorp¢ni fotometrie je nedestruktivni metoda, pomoci niz je mozné stanovit koncen-
traci jak barevnych, tak bezbarvych analytickych disperzi. Pro barevné disperze se pou-
ziva UV a viditelné oblast svétla (380 — 760 nm) a pro bezbarvé se pouzivd monochro-

matické svétlo z oblasti UV (200 — 380 nm).

Pedacchia a Adrover se ve své praci zabyvaji kinetikou uvoliiovani barevnych latek
Vv polymernim loadingu tenkych prouzki, kde pouzivaji absorbanci pro méfeni miry kon-
centrace rozpusténé latky, coz ve vysledku poslouzi jako kvantitativni méfeni kinetiky

uvoliovani (Pedacchia a Adrover, 2014).

40



6. Alifatické polyestery, kopolyestery a jejich pouziti v tkano-

vém inZenyrstvi

Dilezitou skupinu biodegradovatelnych makromolekul s vynikajici biokompatibilitou
a degradabilitou, reprezentuji alifatické polyestery, jako jsou hydrofobni poly(mlécna ky-
selina), poly(glykolova kyselina), polykaprolakton, a jejich kopolymery. Degradace
téchto polymeri probiha pomoci hydrolytickych a enzymatickych procest a zavisi na né-
kolika parametrech, mezi néz bezpochyby patii molekulova hmotnost, funk¢ni skupiny
nebo typy vazeb. Maji Siroké vyuziti a to nejen v tkaniovém inZenyrstvi, ortopedii a chi-
rurgii, ale také pfi vyrob¢ biologicky rozlozitelnych predmétt a pti ptipravé 1éCiv s po-

stupnym uvoliiovanim (Hermanova et al., 2011).

6.1 Poly(glykolova kyselina) PGA

Kyselina polyglykolova je vysoce krystalicky, biodegradabilni polymer, jehoz teplota
tani se pohybuje okolo 225 °C a teplota skelného ptechodu byva 35°C. Ma pomé&rné vy-
sokou pevnost a také modul elasticity. Ve vétsiné organickych rozpoustédel je neroz-
pustny. Hydrolyzou nestabilnich esterovych vazeb nastava u tohoto polymeru proces de-
gradace, jejiZ doba zavisi na molekulové hmotnosti, fyzikalni geometrii, stupni krystali-

nity a také na vlastnostech okolniho prostiedi (Elias, 2007).

Q
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Obr. 10 Poly(glykolova) kyselina. Prevzato z (Bronzino, 2006).

Polykondenzace glykolové kyseliny, HOCH2COOH, nevede k vysoké molekulové
hmotnosti polymeri. Kyselina poly(glykolova) je proto vyrabéna aniontovou polymeraci
cyklického dimeru glykolidu (Elias, 2007).
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6.2 Kyselina polymlé¢na (PLA)

Jedna se o tvrdy materidl s teplotou tani v rozmezi 173-178 °C a teplotou skelného
piechodu mezi 60-65 °C. Ma zcela odlisné vlastnosti nez kyselina polyglykolova, a to
diky pfitomnosti methylové skupiny na a-uhliku. Jsou tak mozné L, D a D, L isomery
PLA. Tento polyester je dobife rozpustny v halogenovych uhlikatych slou¢eninach, dio-
xanu, ethylacetatu a spousté dalSich. Byva pouzivan jako Sici material, pro kostni Srouby

¢i transplantaty a rovnéz pro cileny transport 1é¢iv (Elias, 2007).

Obr. 11 Kyselina poly(mlécna). Prevzato z (Bronzino, 2006).

6.3 Poly(laktid-co-glykolid), PLGA

Vlastnosti toho kopolymeru jsou odvozeny podle toho, v jakém poméru jsou jednotlivé
slozky v této sloucenin€ obsazeny. Vice hydrofobni nez PGA je PLA, proto kdyz bude
kopolymer obsahovat vice slozky PLA, bude mén¢ hydrofilni, bude absorbovat mén¢
vody a s tim souvisi i pomalejsi degradace, ktera muze trvat az 5 let. Nejcastéji se vSak
pouziva PLGA obsahujici monomery v poméru 50:50. Mezi faktory, jez ovliviiuji pouzi-
vani kopolymert, jako nosi¢t, patii molekulova hmotnost, stupeni polydisperzity, a také
rychlost biodegradace. Dalsi podstatnou charakteristikou je teplota skelného piechodu,
pro kterou plati, ze s vy$§im obsahem PLA v kopolymeru, a také s molekulovou hmot-
nosti roste jeji hodnota. Kopolymer PLGA se syntetizuje polykondenzaci Kyseliny mlééné
a glykolové. Poly(mlééna-ko-glykolova) kyselina se Siroce pouziva jako nosny material
v systémech pro dodavani 1é¢iv, kviili jeho biokompatibilité a degradaci do kyseliny gly-
kolové a mlééné v téle (Bohr, 2011). Cho et al., se ve svém ¢lanku rovnéz zabyva vyuzi-
tim PLGA jako nosi¢i implantacnich prostfedk, kde se se nasledné zmituje 1 o ostatnich

biologicky rozlozitelnych polymerech (Cho et al., 2015).
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Obr. 12 Poly(laktid-co-glykolid). Prevzato z (Bronzino, 2006).

Kyseld povaha PLGA monomert neni vhodna pro 1éky nebo bioaktivni molekuly,
nicméné nékteré nove vyvinuté pristupy dokazaly tyto problémy piekonat. Pro tento po-
lymer PLGA formulovala medicina miseni s alginatem, chitosanem, pektinem nebo také

s polyvinylalkoholem (Hermanova et al.,2011).

6.3.1 Syntéza PLGA

Poly(lactid-co-glycolid) vznika polymerizaci monomera kyseliny mlééné a glykolové.
K syntéze dochazi za snizeného tlaku vzduchu a pti vyssi teploté, kde monomery kyseliny
mlécné a glykolové jsou spojeny esterovou vazbou, a vznika tak linearni alifaticky poly-
ester. U linearnich kopolymerti miize dochézet k ndhodnému Stépeni esterovych vazeb,
coz vede k vystaveni 1é¢iva kyselému prostiedi, kdy v kombinaci se zvySenim teploty,
muze dojit k neZadouci denaturaci proteinu. Tato nevyhoda je feSena vhodnymi modifi-
kacemi polymeru, jako naptiklad PLGA stiidajici se s PEO nebo PVA (Schnabel, 1981,
Elias, 2007).

Clanek od Almeria et al. se zabyval procesem multiplexovaného elektrostatického roz-
praSovani, ve kterém se podafilo vyvinout dobfe fizenou metodu syntézy mikrocastic
elektrospreyovym susenim. Tato technika umoziiuje povlaky s emulgatory nebo dal§imi
prosttedky pro cilené podavani 1éciv v jednokrokovém proudicim procesu, ktery je vy-
hodny 1 pro vyroby vysoké propustnosti. Cesta ES suSeni umozZiuje fizenou syntézu po-
lymernich Castic generovanych po odpateni rozpoustédla z prekurzoru spreyovanych ka-
picek. Tato technika je jedine¢na pro zajiSténi piisné kontroly velikosti ¢astic a vysokou
monodisperzitou mikrometrovych velikosti ¢astic, s relativni smérodatnou odchylkou
mensi nez 15 %. Agregace Castic ovliviiuje kinetiku uvoliovani. Jedna se o piistup, ktery
zahrnuje ukladani ¢astic v 1azni s vhodnym sloZenim, ktery umoznuje stabilizaci ¢astic
bez dalsich zmén ve velikosti nebo morfologii ¢astic, a to s minimalni ztratou ucinné latky
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s efektivitou zapouzdieni 94 %. Multiplexovani ze zdroji ES zvySuje fadove propustnost,
coz vede k rychlému povlaku ¢éstic, a tim ke snizeni ztraty 1é¢iva v prib&hu celé¢ho pro-
cesu potahovani tablet, aniz by byla ohrozena jednotnost syntetizovanych ¢astic. Vyvi-
nuta technika prekonava néktera omezeni, jez jsou predkladana u béznych zpisobl od-
pafovani rozpoustédla, zejména nizké ti¢innosti zapouzdieni a nedostatkem reproduko-
vatelnosti. | pfesto, ze byl proces uveden v mikrometrickém méfitku, tak se ocekava, ze

se vztahuji také na métitko nanometrti (Almerio et al., 2011).

44



7. Degradace

Degradace polymerti zplisobena stépnou reakci chemické vazby v makromolekulach.
Rozdé€lujeme nekolik typl degradaci, a to termalni, mechanickou, fotochemickou, radi-
acni chemickou, biologickou a chemickou. Chemicka degradace je pisobeni chemikalii,
jako jsou kyseliny, zasady, rozpoustédla, reaktivni plyny, pii kontaktu s polymery. Tep-
lotni degradace probihd za zvySené teploty, kdy za¢ne dochazet k chemickym zménam
bez soucasného zapojeni jiné slouceniny. Iniciace biologické degradace uzce souvisi
s chemickou degradaci, co se ty¢e mikrobidlniho napadeni. Mikroorganizmy produkuji
velké mnozstvi enzymd, které jsou schopny reagovat s ptirodnimi a syntetickymi poly-
mery. Mechanicka souvisi se smykovymi silami. Svétlem vyvolana polymerni degradace,
nebo také fotodegradace se tykd fyzikdlnich a chemickych zmén zplsobené ozarenim
polymeru ultrafialovym nebo viditelnym svétlem. Nebo se muze jednat i o elektromag-

netickou radiaci (X-rays) (Schnabel, 1981).

Hlavni poZadavky na polymerni nosice

e Stabilita v prib&hu transportu

e Rizené uvoliovani 1é¢iva — enzymolyza, chemické hydrolyza
e Cileny transport k nadorovym burnikam, k nadoru

e Degradovatelny nosi¢, micelarni nosi¢

Uvolnéni 1é¢iva z biologicky rozlozitelnych polymernich nosi¢t tizce souvisi s degra-
daci polymerni matrice. Degradaci polymeru Casto predchazi sled procest, véetné ab-
sorpce vody, polymerni hydrolyzy a eroze matrice, které se vyskytuji soucasné. Pro po-
lyestery, vede proces degradace polymeru ke ztraté hmotnosti matrice, ktera je charakte-
ristickd pro erozi. Biologicky degradovatelné polymery jsou klasifikovany jako hromadné
a povrchové erodované materidly, u kterych je rychlost pronikani vody do matrice vyssi,
nez rychlost hydrolyzy. Voda tak difunduje do polymeru, coZ zpiisobi otok a néslednou
hromadnou degradaci celé ¢astice. Pro povrchové erodované polymery, jako jsou polya-
nhydridy a poly(ortho estery), je naopak rychlost hydrolyzy vyssi, nez mira penetrace
vody, kde se hydrolyza omezi jenom na povrch polymeru, kde vnitfek matrice ziistava
beze zmény. Proto se také dalsi studie zabyvaly dvousténnymi mikrocasticemi, tvofenymi

jadrem s aktivni latkou a obalem bez aktivni latky (Xu, 2013, s. 3903).
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7.1 Degradace alifatickych polyesterii

Degradace alifatickych polyester byla zkoumana mnoha autory. Je vSeobecn¢ znamo,
ze PLGA a jejich homopolymery kyseliny polymlécna (PLA) a polyglykolova (PGA)
se rozkladaji hromadnou hydrolyzou esterové vazby. Bylo prokazano, Ze rychlost degra-
dace je ovlivnéna né€kolika fyzikalnimi a chemickymi faktory, jako naptiklad pocatecni
pH, iontové sily, teplota vnéjsiho prostiedi, pomér kopolymeru, molekulova hmotnost,

krystalinita a také velikost vzorku (Schliecker, 2003, Elias, 2005).

Xu et al. se ve své studii zabyvali vlivem molekulové hmotnosti plasté polymeru
na uvolnovani Ié¢iva, a degradaci dvojsténnych mikrocastic. Zde jsou mikrocastice tvo-
feny doxorubicinem nalozené v PLGA, kde jadro bylo obklopeno PDLLA. Doxorubicin
m¢l tlohu modelového 1é¢iva. Byly pouzity dvé rizné molekulové hmotnosti PDLLA.
Proces degradace byl monitorovan pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie, laserové
skenovaci konfokalni mikroskopie a gelové permeacni chromatografie, kde shrnuti vy-
sledkii ze ti1 analytickych nastroji umozni objasnéni mechanismu kontrolované¢ho uvol-
novani 1ékd. Profily uvoliovani doxorubicinu byly pro obé formulace podobné. Vykazo-
valy malou poc¢atecni davku (w 2% pro formulaci A a w 10% pro formulaci B) pted vstu-
pem do lag faze, asi 25 dni. L&k se nasledné pomalu uvoliioval, t¢émét konstantni rych-
losti, po dobu 100 dni. Zajimavosti je, Ze molekulovd hmotnost neméla vliv na obdobi
lag faze a néslednou rychlost uvoliiovani 1éku. Jelikoz se predpokladalo, Ze pomale;jsi
eroze polymeru, a tim i pomalej$i penetrace vody, jsou spojeny s vys$§i molekularni hmot-
nosti obalu PDLLA, a v dusledku toho méla formulace B vykazovat delsi lag fazi a po-
malejsi rychlost uvoliovani 1éku. Ve skutecnosti souvisi podobné chovani obou formu-
laci s mechanismem rozkladu obalovych mikrocastic. Tudiz predpoklad, ze vyssi mole-
kulova hmotnost PDLLA plasté zabrani pronikéni vody do jadra s 1é¢ivem, nebyl proka-
zan, jelikoz zména molekularni hmotnosti neméla na pronikani vody vliv. OvSem na po-
vrsich plastt dochazelo k tvorbé port a dutin, voda tak pronikala do jadra, coz mélo
za nasledek jeho rychlou erozi, ktera prob&hla béhem 40 - ti dni. Obé formulace, byly
vystavovany hromadné erozi PDLLA, ale odlisna molekularni hmotnost neméla zasadni
vliv na uvoliiovani 1éciva. Jako kritické faktory, které ovlivituji uvolnovani 1é¢iva a de-
gradaci dvojsténnych mikroc¢astic, mohou byt jak rychlost pronikani vody, tak vznik
tvorby port, nebo také rychlost degradace polymerniho jadra. (Xu et al., 2013, s. 3907-
3910).
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Xie et al. se zabyvali vyrobou biologicky rozlozitelnych polymernich ¢éastic elektro-
hydrodynamickou atomizaci, pro aplikace trvalého poskytovani 1ékti proti rakoving,
k 1é¢bé C6 gliomu. V této studii byly pouzity pro vyrobu mikro¢astic EHDA biologicky
ruzné rozlozitelné polymery, jako naptiklad PCL, PLGA, PDLA a PLLA, a rovnéz i1 bio-
logicky nerozlozitelné polymery, jako je naptiklad EVAC. Za stejnych provoznich pod-
minek byly ziskany rzné polymerni mikroc¢astice s riiznou morfologii, a podobnymi ve-
likostmi castic. Bylo také zjisténo, ze velikost mikrocastic klesa s rostouci vodivosti roz-
toku polymeru. Po elektrospreyingu roztoku jsou kapicky ¢astecné neutralizovany a susi
se za vzniku ¢astic. Pro rtizné koncentrace 1ze ziskat rizné morfologie Castic, jejichz upra-
vou je mozné regulovat velikost a morfologii ¢astic. Uginnost zapouzdieni viech vzork
byla kolem 80 %, a nakladani léku bylo asi 8 a 16 %. Paklitaxel nalozeny v PLGA mi-
kroc¢asticich se uvoliluje rychleji nez z mikrocastic PCL. Paklitaxel brani rakovinovym
bunkam dostat se z délici metafaze do anafaze, ¢imz dochdzi k apoptoze, tedy odumieni
bungk (Xie et al., 2006).

Vysledkem této studie bylo uspé$né vyvinuti polymernich ¢astic s kontrolovanou mor-
nych provoznich podminek. Bylo dosaZeno vice nez 30-ti denniho uvolfiovani in vitro
s ucinnosti kolem 80%. Vysledky také naznacuji, Ze paclitaxel po zapouzdieni podle
EHDA udrzel svou biologickou funkci a brzdil vétsinu C6 gliomovych bunék v G2/M
fazi (Xie et al., 2006).

Ghalanbor et al. se také zabyvali vyuzitim PLGA pro prodlouzené uvoliiovani peptidu
a proteinového terapeutika, kde byl fesen problém netiplného uvolnéni proteinu z PLGA,
coz byva Casto pfi€itdno nestabilité proteinu v rdmci PLGA, a to nejspis diky kyselému
mikroklimatu, které se vyviji v disledku tvorby kyselych oligomeri béhem degradace
PLGA. Neuplné uvolnéni proteinu miize byt zptsobeno také vlivem hydrofobni nebo ion-
tové interakce mezi zachycenym proteinem a PLGA, coz vede k adsorpci proteinu na po-
lymer, coz mize vytvofit nerozpustnou vrstvu agregovanych proteinti. Vysledkem byla

snaha zvySeni porovitosti k plnému uvolnéni aktivni latky (Ghalanbor et al., 2013).
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7.2 Enzymaticka degradace

Poly(mlécna kyselina), poly(glykolova kyselina) a jejich kopolymery jsou linearni ali-

fatické polyestery, které jsou odvozené od monomert kyseliny mlécné.

Hydrolyza a stépeni esteroveé vazby

5“3
—
ol
CH, poly

H;
Vysoka molekulova
hmotnost H
,CH H,
]
CH 3 o
Nizka molekulova hmoinost

Obr. 13 Hydrolyza a Stépeni esterové vazby. Prevzato Z (UWEB, 2004).

Pritomnost esterovych vazeb v hlavnim fetézci polymeru umoziiuje postupné hydroly-
tické degradace polymeru. Degradaéni produkty jsou endogenni slou€eniny, které jsou

netoxické (UWEB, 2004).

PLGA kopolymery jsou biologicky odbouratelné uvnitf télesa po jejich interakci s té-
lesnou tekutinou, enzymem a buiikami jednoduché hydrolyzy esterovych vazeb
do mlécné a glykolové kyseliny, kter¢ mohou byt bud’ absorbovany télem, nebo vylou-
¢eny metabolickymi drahami. V ¢lanku od Caie byl zkouman vliv riznych enzymi na
rychlost degradace PLGA, mezi nimiZ byl 1 enzym proteinaza K, u kterého se prokézalo,
ze je schopen urychlit rozklad PLA. Vyzkumy déle ukézaly, Ze k enzymatické degradaci

doslo pfevazné na povrchu polymeru ( Cai et al., 2003).
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Enzymy

Enzymy jsou biokatalyzatory, diky kterym dochazi prakticky ke v§em chemickym re-
akcim v lidském organismu. Enzymy jsou bilkovinné povahy, pokud obsahuje pouze bil-
kovinnou slozku, jedna se o jednoslozkovy enzym, a pokud je slozen z bilkovinné a ne-
bilkovinné ¢asti, tak se jednd o dvouslozkovy holoenzym, jenz je slozen z apoenzymu
(bilkovinna ¢ast) a kofaktoru (nebilkovinna ¢ast). Enzym se navaze na latky vstupujici do
reakce a vytvoii s nimi komplex enzym-substrat. Substrat se navaze na povrch enzymu

a v aktivnim centru pak probihd biochemicka reakce.

+‘—r

SUBSTRAT

Obr. 14 Navazani substrdtu do aktivniho centra enzymu a vznik komplexu. Prevzato z (Brizdala,
2015).

Rychlost enzymovych reakci je pokazdé jina, zavisi na mnozstvi substratu a enzymu,

také na teplote, hodnoté pH a pritomnosti aktivatorid a inhibitort.
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PRAKTICKA CAST
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9. PouZité latky

V této Casti bych rada nejprve popsala latky a chemikalie, jez jsem pouzila v experi-
mentalni Casti. Jedna se o latky, polymery a rozpoustédla, ktera byla vyuzita pro elektro-
statické rozprasovani a zvlakiiovani. Dale jsou tu zatazeny inkorporované latky a flu-
orescencni barviva, které slouzila pro studium fluorescence pouzitého materialu pod flu-

orescencnim mikroskopem.

9.1 Polymery
Poly(laktid-ko glykolid) (PLGA)

Polymlééna-ko-glykolova kyselina se Siroce pouziva jako nosny material v systémech
pro dodavani 1é¢iv, kvuli jeho biokompatibilit¢ a degradaci do kyseliny glykolové
a mlécné v tele, jak jiz bylo zminéno v kapitole (6.1). A jeji vlastnosti jsou dany podle

poméru jednotlivych slozek. Pouzité polymery jsou dodany od spolecnosti Polyscitech.

Polyvinylakohol (PVA)

Polyvinylalkohol je ve vod¢ rozpustny synteticky polymer. Vzhledove se jedna o bily
prasek, zfeteln¢ krystalického charakteru. Jeho odolnost proti rozpoustédlim zavisi
na stfedni molekulové hmotnosti, dale na obsahu nezhydrolyzovaného polyvinylacetatu
a také na teploté. S molekulovou hmotnosti jeho rozpustnost klesa. Také s rostoucim ob-
sahem vinylacetatovych jednotek, se jeho rozpustnost ve vod¢ sniZuje a je tfeba k tomu
vyssich teplot. Zatimco v olejich neni rozpustny ani pii vyssich teplotach. V experimentu
jsme pouzivali 5 % koncentraci PVA s molekulovou hmotnosti 47 000 g/mol od spolec-

nosti Kuraray.

H H
I
]

| H OH |,

Obr. 15 Polyvinylalkohol. Pievzato z (Prokopovd, 2004).
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Polyvinylbutyral (PVB)

Polyvinylbutyral je pryskyfice, pfipravuje se z polyvinylalkoholu reakci butyraldehy-
dem a pro jeho houzevnatost, pruznost, pfilnavost k mnoha povrchim, optickou cirost
se pouziva v aplikacich jako je vrstvené bezpecnostni sklo automobilt. Polyvinylbutyral

s molekulovou hmotnosti 60 000 Da byl dodéan spolecnosti Kuraray.

Obr. 16 Polyvinylbutyral. Prevzato z (Prokopova, 2004).

9.2 Rozpoustédla

Chloroform

Chloroform je bezbarva, nehotlava, zato velmi tékava kapalina. Jeho vyuZiti nekonci
pouze v chemickém primyslu, kde funguje jako rozpoustédlo, pouziva se naptiklad
ve farmaceutickém prumyslu nebo pfi vybéru natérovych hmot. Chloroform byl dodan

spole¢nosti Penta s.r.0. Praha.

Cl
H—C—CI

Cl

Obr. 17 Chloroform. Prevzato z (Cornell Bio/Chem Wiki, 2015).
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Kyselina octova

Kyselina octova je jednoducha jednosytna karboxylova kyselina, ktera je za normal-
nich podminek bezbarva, hotlava a je charakterizovana Stiplavym zapachem. Je misitelna,
jak s polarnimi, tak i nepolarnimi tekutinami. Je pouzivana jako rozpoustédlovy systém
pro syntézu chemikalii. Pro experiment byla pouzita kyselina octova o Cistoté¢ 99,0 %

od spole¢nosti Penta s.r.o. Praha.

H o

|/
H—=C—C

H O—H

Obr. 18 Kyselina octova. Prevzato z (Schejbalova, Stibor, 2004).

Etylakohol

Etylalkohol nebo také etanol, je bezbarva, vysoce hotlava kapalina, jejiz zapach je li-
hového charakteru. Etanol se pouziva pifi vyrobé organickych sloucenin a také funguje
jako rozpoustédlo. Ma dobrou misitelnost s polarnimi rozpoustédly, jako je napiiklad
voda. V experimentu byl pouZit absolutni etylalkohol o Cistoté 99,8 % od spole¢nosti
Penta s.r.o. Praha.

)
H-C-C-0-H
H H

Obr. 19 Ethylakohol prevzato z (Andronov, 2015)
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9.3 Fluorescen¢ni barviva

Rhodamin - B

Rhodamin — B je za normalnich podminek tmaveé zeleny prasek. Po ptidani do kapaliny
obarvi latky na vyrazné rizovou barvu. To vSe v zavislosti na koncentraci. Idedlni vinové
délky pro méfeni se pohybuji okolo 550 nm. Dodavatelem Rhodaminu — B je spole¢nost
Sigma-Aldrich.

Fluorescein isothiocyanat (FITC)

FITC je rovnéz fluorescenéni barvivo, ve formeé zlutého prasku. Svou charakteristickou
barvu si ponechava i po smichani s kapalinou a latkami v ni. Nejlépe dochazi k excitaci
pti vlnové délce 490 nm, a méfeni fluorescence probihd pfi 525 nm. Fitc byl dodan spo-

le¢nosti Biotium.
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10. Pouzité pristroje a laboratorni zarizeni

V této casti budou popsany zafizeni pouzité k -elektrostatickému rozpraSovani

a zvlaknovani, a analytické néstroje pro analyzu ¢astic a vlaken.

10.1 Zarizeni pro elektrostatické rozprasovani z jehly

Na obrazku (22), je znazornéné zatfizeni pouzité pro elektrostatické rozpraSovani
z jehly, jez mize byt pouzito i pro elektrostatické zvlaknovani, které je slozeno z davko-
vaci pumpy, do které je vloZena injek¢ni stiikacka s polymernim roztokem. Na pumpé
KDS 100 od firmy Spellman, je mozné si navolit podle potfeby vhodné davkovani a ob-

jem stiikacky, ve které je umistén nami pifipraveny polymerni roztok.

Vysoké napéti- g |

Obr. 20 Aparatura pro elektrostatické zvlaknovani z injekcni stitkacky

Na kovovém hrotu injek¢ni stiikacky je piiveden kladny zdroj stejnosmérného vysoké
napéti typu SL 150 od spole¢nosti Spellman (New York, USA). Je dulezité umistit jehlu
v otvoru konstrukce pro jeji stabilizaci. Vzdalenost kolektoru a injek¢ni jehly bylo mozné
také nastavovat dle potieby. Na kolektor, ktery musel byt uzemnény, se pomoci magnett
zachytil podkladovy material, na néz se usazovaly elektrostatickym rozpraSova-
nim/zvlaknovanim vyrobené ¢astice. V mém piipadé byla pouzita aluminiova folie a la-

boratorni skli¢ko.
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10.2 Zarizeni pro elektrostatické rozprasovani na volnou hladinu

Zdroj

vysokého

napéti | y B
Uzemueni > o i H
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y
v

I diavkovas 2af zen |

S disty ehlorotom

oché- sprejovanych éstic
v do zkumavky

Obr. 21 Aparatura pro elektrostatické rozprasovani na volnou hladinu jeji schéma

Injekéni stiikacka s PVA ¢asticemi je umisténa v plastové konstrukei, tak aby jehla
byla ve vertikalni poloze smérem k uzemnénému kolektoru, ktery je opatfen aluminiovou
folii, na kterou jsou rozpraSovany PVA castice. Na konci kovové ¢asti injekéni stiikacky
je priveden zdroj vysokého napéti typu SL 150 od spolecnosti Spellman. Na davkovaci
pumpé KDS 100 od spole¢nosti KD Scientific, Holliston (MA, USA), je nastaveno poZa-

dované davkovani. Postupné odebirame PV A ¢astice, jez na kolektoru vytvaii jakysi film,

po odebrani PV A ¢astic opét doplnime chloroform a proces opakujeme.
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10.3 Zarizeni pro kombinaci elektrosprayingu a elektrospinningu

=g
/ \
DavkoysiGse

PUMpA-—"s

Aliminiova
foli¢ \

Obr. 22 Aparatura pro kombinaci elektrosprayingu a elektrospinningu

Polymerni kolektor
roztok pro
rozprasovani

injekeni polymemi
strikacka jehla roztok pro

H / Jehta  2vidkhovén injekéni stikatka

= St aluminiova folie |
I davkovaci zafizeni I I dévkovaci zafizeni
kladny Kladny
zdroj zdroj
napéti ¢

napéti ¢

Obr. 23 Schéma zarizeni pro kombinaci elektrostatického zvidkiiovani a rozprasovani
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Zatizeni pro kombinaci elektrosprayingu a elektrospinningu se sklada z uzemnéného
rotujiciho valecku, ktery je opatfen aluminiovou folii, na kterou se zachytavaji castice
a zvlakiovana nanovlakna. Na levé strané je umisténa davkovaci pumpa, ve které je vlo-
zena injek¢ni stiikacka s PVA c¢asticemi. Na kovovy hrot injek¢ni stiikacky je piiveden
zdroj vysokého napéti. Na levé strané tedy dochazi k elektrosprayingu PVA ¢astic.
Na pravé strané je vSe stejné, jen s tim rozdilem, ze injekéni stiikacka obsahuje PVB

a dochazi k elektrospinningu.
Déavkovaci pumpy jsou KDS 100 od firmy KD Scientific, Holliston (MA, USA).

Zdroje vysokého napéti: prvni typ (typ SL 150) vyrobeny spole¢nosti Spellman (New
York, USA) a druhy typ (typ ER50P6) je od spole¢nosti Glassman High Voltage Inc.

10.4 Analytické nastroje

Rastrovaci elektronovy mikroskop - skenovaci elektronovy mikroskop VEGA 3 SB
od spolecnosti TESCAN Brno, byl pouzit pro analyzu ¢astic a vlaken. Vzorky byly nej-

prve pokryty vodivou vrstvou kovu 7 mm.

Fluorescen¢ni mikroskop - inverzni mikroskop Eclipse Ti-E od spole¢nosti Nikon (Ja-
ponsko), je vybaven fluorescen¢nim osvétlenim s filtry. Pouziva se k analyze vzorkt, kdy
diky schopnosti ozafeni vzorkli do hloubky potifebné k vybuzeni molekul fluorescen¢ni
latky, poté dojde k vraceni do ptivodni energetické hladiny, pfi¢emz dojde soucasné k vy-

zafeni fotonu svétla.

NIS — Elements obrazovy analyzator - v tomto programu obrazové analyzy byly né-
sledné zpracovany veskeré vzorky vytvorené na skenovacim elektronovém mikroskopu.

Pomoci NIS — Elements byly méteny preparaty, predevSim primér ¢astic.

Spektrometr — pro méfeni absorbance byl pouzit UV VIS Spektrometr GBC Cintra
202. Jedna se o plné automaticky skenujici spektrometr ovladany prostiednictvim exter-
niho pocitace pomoci software Cintral s opera¢nim syst¢tmem Windows 7. Tento spek-

trometr ma roz$ifeny spektralni rozsah do 1200 nm.
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11. Popis experimentu

Cilem experimentalni ¢asti bylo studium vlivu molekulové hmotnosti, pfipadné po-
méru jednotlivych slozek kopolymeru PLGA na degradaci a tvar Castic, a nasledna inkor-

porace aktivnich latek do roztokti PLGA a sledovani kinetiky uvoliovani.

11.1 Koncentracni rady

K experimentalni ¢asti jsem méla k dispozici ¢tyfi rizné poméry kopolymeru PLGA

od spole¢nosti Polyscitech.

e PLGA75:25 (AP 61) s Mn = 35 000 — 45 000 Da
e PLGA 85:15 (AP 24) s Mn = 30 000 — 45 000 Da
e PLGA 60:40 (AP 76) s Mn = 35 000 — 45 000 Da
e PLGA50:50 (AP 39) s Mn =50 000 Da

S témito poméry kopolymeru jsem si ptipravila koncentracni fady pro 2, 5, 10, 15, 20
a 25 hm. %, pomoci dvou typt rozpoustédlovych systémi. A postupné jsme je bliZze spe-
cifikovali dal$imi koncentra¢nimi fadami a to pro 4, 7, 16 a 18 hm. %. Jednim typem byl
Cisty chloroform, ktery by mél byt idedlni pro tvorbu sférickych ¢astic, a druhym roz-
poustédlovym systémem byl chloroform/kyselina octova/etylalkohol v poméru 8:1:1

(CHEKO), ktery by mél byt vhodny pro tvorbu jemnych vlaken.

U obou typt rozpoustédlovych systému jsem pfipravovala 2g daného roztoku, ktery
byl spolecné s injekéni stitkackou upevnén do davkovaci pumpy, kde jsem nastavila Za-
douci parametry davkovani a objem injek¢ni stiikacky. Po pfivedeni kladného zdroje vy-
sokého napéti a ptipevnéni aluminiové folie k uzemnénému kolektoru, mohl zacit sa-
motny proces elektrostatického rozprasovani, jehoz proces je popsan v kapitole (2).
Po vy€erpani veskerého roztoku z injek¢ni stiikacky jsem sejmula aluminiovou folii a z té
si pfipravila vzorek, jeZ jsem nésledné zpracovala ve skenovacim elektronovém mikro-

skopu pro detailni analyzu vyrobenych ¢astic.
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11.1.1 Procesni parametry elektrosprayingu

Rychlost davkovani pumpy byla nastavena na 2 ml/h pro objem 2-5 ml. Vzdalenost
kolektoru od jehly se pohybovala od 17 do 30 cm, kdy vétsi vzdalenost byla zvolena
pro dostateéné odpareni rozpoustédla. Napéti se pohybovalo v rozmezi 15 —20 kV. Vzdy
bylo zapotiebi vSechny tyto parametry nejprve optimalizovat vzhledem ke koncentraci
roztoku a okolnim podminkam, kde hlavni roli hrala vlhkost a teplota. Relativni vihkost

se pohybovala v rozmezi 22 — 35 % a teplota byla 20 — 25 °C.

11.1.2 Modelova analyza vyrobenych ¢astic kopolymeru PLGA v poméru 75:25

Analyza vyrobenych castic probihala na elektronovém mikroskopu VEGA 3 SB
od spole¢nosti TESCAN Brno, poté byly vytvofené snimky, pro kazdou koncentraci
a rozpoustédlovy systém, vyhodnocovany pomoci softwaru obrazové analyzy NIS — Ele-

ments, kde jsem méfila priméry vytvorenych castic.

Obr. 24 Snimky z elektronového mikroskopu. Zavislost koncentrace PLGA v poméru 75:25 (AP

61) na tvar produktu pri elektrostatickem rozprasovani za pouziti CHEKO jako rozpoustédla. 2

hm. % (A), 5 hm. % (B), 10 hm. % (C), 15 hm. % (D). P#i zvétseni (1000x).
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Obr. 25 Snimky z elektronového mikroskopu. Zavislost koncentrace PLGA V poméru 75:25 (AP

61) na tvar produktu pri elektrostatickém rozprasovani za pouziti CHEKO jako rozpoustédla.

16 hm. % (A), 18 hm. % (B), 20 hm. % (C), 25 hm. % (D). Pri zvétseni (1000x a 2000x).

Na obrazku (26) je vidét, ze pti koncentracich 2, 5, 10 a 15 hm. % dochazelo k tvorbé
elektrosprejovanych ¢astic pouze s drobnymi defekty, zatimco na obrazku (27) pti kon-
centraci 16 a 18 % jsou defekty Castéjsi a vice viditelné, a pii 25 hm. % mlizeme pozorovat
vytvofena vlakna. V tabulce (2) jsou uvedeny pruméry pro jednotlivé koncentrace kopo-
lymeru PLGA v poméru 75:25 (AP 61) za pouziti rozpoustédlového systému CHEKO,
které jsou nasledné€ vyneseny do grafu (1).

Tabulka 2.: Statistické parametry riiznych koncentraci vyrobenych cdastic a nanoviaken PLGA
75:25 (AP 61) pri pouziti CHEKO jako rozpoustédia

Koncen- Aritme- Sméro- Minimum  Maximum  Podet mé-
trace [hm.  ticky pri-  datna od- [pm] [pm] feni [-]
%] mér [pm] chylka
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Zavislost priiméru vyrobenych ¢astic a nanovldken na

@ Primér Castic pro

koncentraci roztoku PLGA v CHEKO 2 hm. %
14
@ Pramér Castic pro
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E Prdmér ¢astic pro
10 hm. %
= 10 m. %
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S g ' 15 hm. %
S
o
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6 defekty pro 16 hm.
%
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4 % defekty pro 18 hm.
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l 3,43 @ Primér vidken s
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%
[ ] Pramér viaken pro
0 25 hm. %
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Koncentrace [%0]

Graf 1: Zavislost priiméru vyrobenych castic a nanovidken na koncentraci roztoku PLGA v po-

meéru 75:25 (AP 61) pri pouziti CHEKO jako rozpoustédla

Za pouziti Cistého chloroformu jako rozpoustédla, pro stejny pomér kopolymeru
PLGA, se rozvinula koncentracni fada o 4 a 7 hm. %, kde se pravé tyto dvé koncentrace
zdaji byti nevhodnéjsi pro tvorbu elektrosprejovanych ¢astic, jak je mozné vidét na ob-
razku (28) a rovnéz i z tabulky (3), ktera signalizuje pomérné malou odchylku priméru

vyrobenych ¢astic, jejichz velikost je pomérné konstantni s primérem ptiblizné 5 pm.

~ as a 9. ~de. L2 K.
SEMHV: 300KV SEMMAG: 2,00 kx SEMHV: 300KV | SEMMAG: 200kx | VEGA3 TESCAN
Det: SE

WD: 9.76 mm Det: SE WD: 9.76 mm
View field: 208 pm _ Date(m/dly): 12/11/14 FT TUL Liberec View field: 208 ym  Date(m/dly): 12/11114

FT TUL Liberec

Obr. 26 Snimky z elektronového mikroskopu. Zavislost koncentrace PLGA v poméru 75:25 (AP
61) na tvar produktu pri elektrostatickém rozprasovani za pouziti cistého chloroformu jako

rozpoustédla. 4 hm. % (A), 7 hm. % (B). Pri zvétseni (1000x).
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Na nasledujicim obrazku (29) miizeme porovnat snimky z elektronového mikroskopu
pro dvé mezni koncentrace za pouziti ¢istého chloroformu jako rozpoustdéla. Jedna se
0 2 % a 20 % roztok polymeru AP 61 v pomé&ru 75:25, kde je mozné vidét, ze pii nizkych
koncentracich dochazelo ke slévani, a pii vysokych k tvorbé vlaken, ktera by se dala
pouzit pro piipravu scaffoldd. Z tohoto diivudu jsme pro dalsi 3 poméry kopolymeru
PLGA (tedy pro 85:15; 60:40; 50:50), vytvateli jiz nami vybrané koncentrace.
Pro rozpoustédlovy syst¢ém CHEKO jsme vzdy pfipravili 2, 5 a 20 hm. % a pro Cisty

chloroform 4 a 7 hm. %.

Obr. 27 Snimky z elektronového mikroskopu, meznich koncentraci pro kopolymer PLGA
v poméru 75:25 (AP 61) pri elektrostatickém rozpraSovani za pouZiti istého chloroformu jako

rozpoustédla. 2 hm. % (A), 20 hm. % (B). Pri zvétSeni (1000x a 3000x).

Tabulka 3: Statistické parametry riznych koncentraci vyrobenych cdastic a nanovldken PLGA

75:25 (AP 61) pri pouziti cistého chloroformu jako rozpoustédla.

Koncentrace Aritmeticky Smérodatna Minimum Maximum Pocet mé-

[hm. %] pramér odchylka [pm] [pm] feni [-]
[wm] [wm]
2 6,62 2,54 2,09 16,3 100
4 541 0,9 2,96 7,61 150
5 8,07 1,22 5,74 12,18 80
7 5,33 0,6 3,1 6,74 150
10 8,33 2,3 1,47 11,86 50
15 8,85 3,01 1,8 23,5 55
20 2,04 1,74 0,52 10,17 50
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Zavislost priiméru vyrobenych c¢astic a nanovldken na
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Graf 2: Zavislost prisméru vyrobenych Cdstic a nanovldken na koncentraci roztoku PLGA v po-
méru 72:25 (AP 61) pri pouziti cistého chloroformu jako rozpousteédla.

11.1.3 Analyza vyrobenych PLGA ¢astic pro poméry 75:25; 60:40; 85:15; 50:50

Naésleduje tedy sada snimkt z elektronového mikroskopu riznych poméra kopolymeru
PLGA pro porovnani vybrannych koncentraci, jez jsou doplnény tabulkami a grafy

s primeéry vyrobenych ¢astic a nanovlaken.

Obr. 28 Snimky z elektronového mikroskopu pri elektrostatickém rozpraSovani za pouZiti
CHEKO jako rozpoustédla pro 2 hm. % PLGA v pomérech 85:15 (A), 75:25 (B), 60:40 (C),
50:50 (D). Pri zveétseni (1000x).
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Tabulka 4. : Statistické parametry vyrobenych cdstic pro riizné poméry kopolymeru PLGA
pri 2 hm. %, za pouziti CHEKO jako rozpoustédla.

Pomér ko- Koncentrace Aritmeticky Smérodatna Minimum Maximum  Pocet

polymeru [hm. %] prameér odchylka [pm] [pm] meéreni

[am] [am] [-]

85:15
60:40
50:50

Ze snimk z elektronového mikroskopu a z tabulky je vidét, ze pti 2 hm. % se priméry
¢astic pohybovaly v rozmezi 3 - 5,5 um pro vSechny poméry kopolymeru, ojedinéle do-

chazelo ke slévani ¢astic.

Zavislost vyrobenych castic na poméru kopolymeru pfi 2

hm. %

9

8

7

6
_ 5,53
£
25 4 ® PLGA 75:25
>qh) 4175 A 4,57
£, W PLGA 85:15
=1
& 3,32 A PLGA 60:40

3

PLGA 50:50

2
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Jednotlivé pokusy

Graf 3: Zavislost priiméru vyrobenych castic na poméru kopolymeru PLGA pro 2 hm. %

pri pouziti CHEKO jako rozpoustédia.
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Obr. 29 Snimky z elektronového mikroskopu pri elektrostatickém rozprasovani za pouziti
CHEKO jako rozpoustédla pro 5 hm. % PLGA v pomérech 85:15 (A4), 75:25 (B), 60:40 (C).
50:50 (D). Pri zvétseni (1000x).

Tabulka 5: Statistické parametry vyrobenych castic pro rizné poméry kopolymeru PLGA
pri 5 hm. %, za pouziti CHEKO jako rozpoustédla.

Pomér kopo- Koncentrace Aritmeticky Smérodatna Minimum Maximum  Podet

lymeru [hm. %] prumér odchylka [nm] [pm]

[nm] [nm]

85:15
60:40
50:50

Pii 5 hm. % se prumér ¢astic u vétSiny pomért pohyboval v rozmezi 3- 5,4 um, s vy-

jimkou poméru 75:25 kdy byl primér s 9 um jednou tak vyssi.
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Zavislost priiméru vyrobenych ¢astic na poméru
kopolymeru pfi 5 hm. %
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Graf 4: Zavislost priiméru vyrobenych castic na poméru kopolymeru PLGA pri 5 hm. % za pou-
ziti CHEKO jako rozpoustédia.
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Obr. 30 Snimky z elektronového mikroskopu za pouziti CHEKO jako rozpoustédla pro 20 hm. %
PLGA v pomérech 85:15 (A), 75:25 (B), 60:40 (C). 50:50 (D). Pri zvétseni (1000x).

Tabulka 6. Statistické parametry pro riizné pomeéry kopolymeru PLGA pri 20 hm. %, za pouZiti
CHEKO jako rozpoustédia.

Pomér Koncen- Aritme- Smérodatna Mi- Ma- Pocet
kopoly-  trace [hm. ticky pri- odchylka nimum ximum méreni

meru %] mér [pm] [nm] [wm] [nm] [-]

Pti 20 hm. % témét u vSech pomérii kopolymeru dochéazelo ke vzniku vldken s primé-

vewr
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Zavislost prtiiméru vyrobenych nanovlaken na poméru
kopolymeru pfi 20 hm. %
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Graf 5: Zavislost priméru vyrobenych nanovldaken na poméru kopolymeru PLGA p#i 20 hm. %

za pouziti CHEKO jako rozpoustédia.
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Obr. 31 Snimky z elektronového mikroskopu pri elektrostatickém rozprasovani za pouziti
chloroformu jako rozpoustédla pro 4 hm. % PLGA v pomérech 85:15 (4), 75:25 (B), 60:40 (C).
50:50 (D). Pri zvetseni (1000x).
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Tabulka 7: Statistické parametry vyrobenych castic pro riizné pomeéry kopolymeru PLGA

pri 4 hm. %, za pouziti Cistého chloroformu jako rozpoustédia.

¥

Pomér ko- Koncentrace Aritmeticky Smérodatna Minimum Maximum  Podet

polymeru [hm. %] prameér odchylka [pm] [pm] meéreni

[am] [am] [-]

85:15
60:40
50:50

Pti 4 hm. % dochazelo ke vzniku ¢astic, kdy pro pomér 85:15 dochazelo ke vzniku
homogennich ¢astic s primérem 3,81 pm. Pro poméry 60:40 a 50:50 se pruméry znac¢né

1181, pohybuji se aZ na hranici 15 pm.

Zavislost vyrobenych castic na poméru kopolymeru pfi 4

0,
55 hm. %
20
E 15
= 14,46
= @ PLGA 75:25
Q
£ I~ 10,12 ®PLGA 85:15
2 10
® PLGA 60:40
5,41 PLGA 50:50
5 ¢ 1
% 3,81
0
0 1 2 3 4 5

Jednotlivé pokusy

Graf 6: Zavislost priiméru vyrobenych castic na poméru kopolymeru PLGA pri 4 hm. % za pou-

Ziti cistého chloroformu jako rozpoustédia.
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Obr. 32 Snimky z elektronového mikroskopu pri elektrostatickém rozprasovani za pouziti
chloroformu jako rozpoustédla pro 7 hm. % PLGA v pomérech 85:15 (4), 75:25(B), 60:40 (C).
50:50 (D). Pri zvétseni (1000x).

Tabulka 8: Statistické parametry vyrobenych cdastic pro rizné poméry kopolymeru PLGA

pri T hm. %, za pouziti ¢istého chloroformu jako rozpoustédia.

Pomér ko- Koncentrace Aritmeticky Smérodatna Minimum Maximum  Podet

polymeru [hm. %] primér odchylka [pm] [pm] méreni

Pro 7 hm. % dochazelo ke vzniku castic, pomér 85:15 vykazuje téméf homogenni
Castice s prumérem 9 um, nejmensich praméri pohybujicich se okolo 5 pm dosahuji ¢as-

tice poméru 75:25.
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Zavislost priiméru vyrobenych ¢astic na poméru
kopolymeru pfi 7 hm. %
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Graf 7: Zavislost prioméru vyrobenych édstic na poméru kopolymeru PLGA pri 7 hm. % za po-

uziti cistého chloroformu jako rozpoustédla.
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11.2 Inkorporace aktivnich latek

V dalsi Casti experimentu jsme se zabyvali inkorporaci aktivnich latek do roztoku
PLGA. Kde byla snaha vytvofit ,,kapsle v kapsli®, abychom ubranili aktivni latku pfed ne-
pfiznivymi vlivy vnéjSiho prostfedi. K tomu jsme vyuzili PVA, jako vnitini kapsli

a PLGA jako vné&jsi kapsli, jak je znazornéno na nasledujicim obrazku (33).

PVA + FITC PVA+FITC

O ) PLGA + Rhodamin B O ) PLGA

Obr. 33 Schéma pro kapsle v kapsli.

11.2.1 Popis experimentu

Pouzili jsme novou metodu, pii které byly PVA ¢astice sprejovany na volnou hladinu,
jak je znazornéno na obrazku (21). PVA ¢astice byly smichany s fluorescen¢nim barvi-
vem FITC a spolecné s injekeni stitkackou upevnény v horni ¢asti aparatury tak, aby jehla
byla ve vertikéalni poloze vzhledem ke kolektoru. Kolektor byl opét uzemnén a opatien
aluminiovou folii, kterd jest¢ obsahovala jist¢ mnoZstvi chloroformu, které se vzdy po vy-
¢erpani muselo doplnit. Samotny proces elektrosprayingu obarvenych PVA ¢astic musel
byt vzdy zastaven, pro odebrani ¢astic PVA z kolektoru, které byly po nasati injek¢éni
stiikackou uschovany do pfipravené lahvicky. Tento postup byl opakovan, az do ziskani
pottebného mnoZstvi PVA ¢astic, jeZ byly nasledné smichany s vybranym typem poly-
meru, ktery byl v poméru 75:25 pro 4 hm. %. Nasledovala metoda elektrosprayingu
z jehly, kdy byl kolektor opatfen jak aluminiovou folii, tak také podloznim sklickem,

pro ziskani snimku z fluorescencniho mikroskopu.

Tento experiment jsme provadéli dvéma zpisoby, postup i princip byl stejny, jenom
S tim rozdilem, Ze v jednom pfipadé jsme obal, tvofeny kopolymerem PLGA, obarvovali

fluorescen¢nim barvivem Rhodamin B.
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11.2.2 Procesni parametry

Rychlost davkovani pumpy byla 0,5 ml/h, s objemem injek¢ni stiikacky 5 ml. Vzdale-
nost kolektoru od jehly 27 cm, napéti bylo od 25 do 30 kV. Témto zminénym parametrim
opét predchazela jistd optimalizace vzhledem ke koncentraci roztoku a okolnim podmin-

kam, kdy se relativni vlhkost pohybovala v rozmezi 26 — 35 % a teplota byla 23 °C.

11.2.3 Analyza vyrobenych ¢astic

‘m«, o o

SEMHV: 300k | SEMMAG: 100Kk | | | [\ || ([ vecasTescanl] semmv:3ookv | SEmmAG: 100Kk | | | | (| | VEGA3 TESCAN|

WD: 15,74 mm Det: SE 50 ym WD: 15.00 mm Det: SE 50 ym

View field; 208 ym ‘Dall(m’dly): 031715 FT TUL Liberec View field: 208 ym 'Da(:{mldly): 03125115 FT TUL Liberec

Obr. 34 Snimky z elektronového mikroskopu pri elektrostatickém rozprasovani v kombinaci
S elektrostatickym rozprasovanim na volnou hladinu pro 4 hm. % PLGA v poméru 75:25 (AP
61), pro PVA castice obarvené Fitcem (A), pro PVA castice obarvené Fitcem + Rhodamin (B).

Pri zvetseni (1000x).

Pii elektrosprayingu na volnou hladinu v kombinaci s elektrosprayingem z injek¢ni
stiikacky byl primér vyrobenych ¢astic 10 pm se smérodatnou odchylkou 4,01. Vysledky
experimentu jsou prvotni zalezitosti a do budoucna bude zapotiebi tento experiment

optimalizovat.
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Obr. 35 Snimky z fluorescencniho mikroskopu pri elektrostatickém rozprasovani v kombinaci
s elektrostatickym rozprasovanim na volnou hladinu pro 4 hm. % PLGA v poméru 75:25 (AP
61), pro PVA castice obarvené Fitcem (C), pro PVA castice obarvené Fitcem + Rhodamin (D).
Pri zvetsSeni (400X).

ol
L
4

33K ]
) ANy

. 2 £
SEMMAG: 2.00Kx | | (| || (1 VEGA3 TESCANJl SEMHV:30.0kV | SEMMAG:5.00Kx | | | | | VEGA3 TESCAN|
WD: 12.90 mm Det: SE 20 pm WD: 12.90 mm Det: SE 10 pm

View field: 104 ym |Date(midly); 03102/15 FT TUL Liberec View field: 41.5 ym _ Date{midiy): 03102/15 FT TUL Liberec

Obr. 36 Snimky z elektronového mikroskopu pri elektrostatickém rozprasovani na volnou
hladinu pro 4 hm. % PLGA v poméru 75:25 (AP 61), pro PVA édstice obarvené Fitcem
pri zvetseni 2000x (E), pro PVA castice obarvené Fitcem pri zvétseni 5000x (F).

Na obrazku (36) jsou snimky z elektronového mikroskopu pro volnou hladinu, kde jsou
vidét nasprejované PVA Castice jejichz primér Castic se pohyboval okolo 2 um se

smérodatnou odchylkou 0,75.
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11.3 Kinetika uvolnovani aktivnich latek

Pro vyrobu castic na sledovani kinetiky uvoliiovéani jsme opét pouzili volnou hladinu,
jejiz proces je popsan v predchazejici kapitole, na kterou jsme sprejovali PVA Castice
obarvené fluorescen¢nim barvivem FITC, které jsme nasledné smichali s kopolymerem
PLGA o poméru 85:15 (AP 24). Opét jsme pracovali s dvéma moznostmi, jednou za po-
uziti Rhodaminu B a podruhé bez Rhodaminu B. Po diikladném rozmichani a nasledném
pusobeni ultrazvuku pod amplitudou 30 %, jsme zafadili kombinaci elektrosprayingu
a elektrospinningu, ktera je zndzornéna na obrazku (22). Z jedné strany jsme sprejovali
jiz zminény roztok obarvenych PVA ¢astic s kopolymerem 85:15, a z druhé strany byl

zvlakiovan polyvinylbutyral (PVB).

11.3.1 Procesni parametry vano¢niho stromku

Rychlost davkovaci pumpy pro PVA ¢astice byla 1 ml/h a pro PVB 1,5 ml/h, s obje-
mem injekénich stiikacek 5 ml. Vzdalenost od kolektoru byla 20 cm a napéti se pohybo-

valo v rozmezi 18 — 20 kV. Relativni vlhkost byla 35 % s teplotou 25 °C.

11.3.2 Analyza vyrobenych ¢astic

SEMHV: 30.0KV | SEMMAG: 1.00kx | | | | |11 VEGA3 TESCANJ SEMHV: 30.0kv | SEMMAG:5.00kx | | | | | [ ||| VEGA3 TESCAN|

WD: 15.01 mm Det: SE 50 pm WD: 15.01 mm Det: SE 10 ym

View field: 208 ym Date(m/diy): 04/30/15 FT TUL Liberec View field: 41.5 ym Date(midly): 04/30/15 FT TUL Liberec

Obr. 37 Snimky z elektronového mikroskopu pri elektrostatickém rozprasovani na volnou

hladinu a kombinace elektrosprayingu a elektrospinningu pro 4 hm. % PLGA v poméru 85:15
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(AP 24), pro PVA castice obarvené Fitcem pri zvétseni 1000x (4), pro PVA castice obarvené
Fitcem pri zvétseni 5000x (B).

\
SEMHV: 30.0KV | SEM MAG: 1.00 kx | T B VEGA3 TESCAN SEM HV: 30,0 kV SEM MAG: 5.00 kx | T e P VEGA3 TESCAN

WD: 15.01 mm Det: SE 50 ym WD: 15.01 mm Det: SE 10 pm

View field: 208 ym | Date{m/diy): 04/30/15 FT TUL Liberec View field: 41.5 ym  Date{m/diy); 04/30/15 FT TUL Liberec

Obr. 38 Snimky z elektronového mikroskopu pri elektrostatickém rozprasovani na volnou
hladinu a kombinaci elektrosprayingu a elektrospinningu pro 4 hm. % PLGA v poméru 85:15
(AP 24), pro PVA cdastice obarvené Fitcem + Rhodamin pri zvétseni 1000x (C), pro PVA castice

obarvené Fitcem + Rhodamin pri zvétseni 5000x (D).

Primér vyrobenych cCastic pii kombinaci elektrosprayingu a elektrospinningu byl
ptiblizn¢ 13 pm se smérodatnou odchylkou 7,14 a primér vyrobenych vldken byl 2 pm

se smérodatnou odchylkou 0,82.

Pro takto vyrobené ¢astice jsme zah4jili kinetiku uvoliiovani, kterou jsme provedli
dvéma zpisoby. Prvni méfeni probihalo v jednom dni, kdy jsme vyménu provadéli
po 60ti minutach. A druhé méteni bylo rozloZeno na 3 denni kinetiku, kdy vyména pro-
bihala po 24 hodinach. Pro oba zpisoby byl pouzit enzym Proteinasa K, a pufr 0,1 mo-
larni Tris s pH 8. Pro hodinovou kinetiku bylo pouzito 0,5 U Poteinasy K, pro 3 denni
kinetiku bylo pouzito 5 U Proteinasy K.
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11.3.3 Postup méreni Kinetiky uvoliiovani

Nejprve jsme si pfipravili vzorky nastiihdnim a zvazenim jejich hmotnosti, a poté je
vlozili do pfislusnych zkumavek. Vzorkl bylo dohromady 12 a k tomu 4 negativni kon-
troly. Po vypoctu potfebného mnozstvi Proteinasy K a 0,1 molarniho Trisu, a jejich du-
kladném promichani, jsme do kazdé zkumavky odpipetovali 5 ml. A nasledné mohli zacit
oba typy méteni kinetiky. Pfi kazdé vyméné, jak pro hodinovou, tak pro 3 denni kinetiku
jsme dany roztok uschovali do ptipravené lahvicky, kterou jsme opatfili aluminiovou fo-
lii, aby byl obsah chranén proti piistupu svétla. Po fadném proplachnuti vzorka destilo-
vanou vodou, aby nedochazelo k dal§imu pisobeni Proteinasy K jsme vzorky vlozili

do termostatu s teplotou 37 °C.

11.3.4 Analyza vzorkii pribéhu kinetiky uvoliiovani

Hodinova Kinetika uvoliiovani

Obr. 39 Snimky z elektronového mikroskopu pribéhu hodinové kinetiky uvolniovani pro 4 hm. %
kopolymeru PLGA vV poméru 85:15 (AP 24) pri obarveni PVA ¢astic Fitcem + Rhodamin,

za pouziti metody vanocniho stromku pri elektrospinningu PVB. Prvni hodina (A), druha hodina
(B), treti hodina (C), negativni kontrola (D). Pri zvétseni 1000x.
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15.02 mm Det: SE 2 Det: SE 50 ym WD: 15,02 mm Det: SE 50 ym- WD: 15.02 mm Det: SE 50 ym
View field: 208 ym  Date(m/dy): 04/30/15 FT TUL Liberec 208 pm _ Date(midy): 04315 FT TUL Liberec View field: 208 ym  Date(m/aly): 04/30/15 FT TUL Liberec View field: 208 ym  Date(midly): 04/30/15 FT TUL Liberec

Obr. 40 Snimky z elektronového mikroskopu pribéhu hodinové kinetiky uvoliiovani pro 4 hm. %
kopolymeru PLGA V poméru 85:15 (AP 24) pri obarveni castic PVA Fitcem, za pouziti metody
Vdanocniho stromku pri elektrospinningu PVB. Prvni hodina (A), druhd hodina (B), tieti hodina

(C), negativni kontrola (D). Pri zvétseni 1000x.

Kinetika uvoliiovani rozlozena do 3 dnu

seurvis0ay | seuno: ok || (17 vesy Tescn l ~semom R senaaz A T BT T T N A R

WD: 15,02 mm : W: 15.02mm Det: SE s0pm WD: 15.04 mm Dat: SE E WD: 15,04 mm Det: SE s0um
View fieid: 208 ym _ Date{midy): 043015 FTTUL Liborec View fieid: 200 ym_ Date{midy): 043A/15 FTTUL Liberec View field: 208 ym _ Date(miay}: 0500415 FTTUL Liberec View feld: 208 ym _ Date{miay): 05104715 FTTUL Liberee

Obr. 41 Snimky z elektronového mikroskopu 3denni kinetiky uvoliiovdni pro 4 hm. %
kopolymeru PLGA v poméru 85:15 (AP 24) pri obarveni PVA éastic Fitcem + Rhodamin,
za pouziti metody vanocniho stromku pri elektrospinningu PVB. Prvni den (A), druhy den (B),
treti den (C), negativni kontrola (D). Pri zvétseni 1000x.
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Obr. 42 Snimky z elektronového mikroskopu 3denni kinetiky uvoliiovani pro 4 hm. %

kopolymeru PLGA V poméru 85:15 (AP 24) pri obarveni PVA castic Fitcem za pouziti metody
vanocniho stromku pri elektrospinningu PVB. Prvni den (4), druhy den (B), treti den (C), nega-

tivai kontrola (D). Pri zvétseni 1000x.

Kinetika uvoliiovani je zjistovana metodou méteni absorbance, ktera je popsana v ka-
pitole 5.1. Nejprve jsme si ptipravili kalibra¢ni kiivky pro rizné koncentrace fluorescen-
¢niho barviva FITC a Rhodamin B, jimiz jsme prolozili absorbance nami vyrobenych
a zmétenych vzorki, které jsou znazornény v piiloze A. Doslo pouze k nepatrnému uvol-

néni, coZ bylo zapfi€¢inéno zvolenim pfili§ nizkych jednotek proteinazy.

11.3.4 Postup méreni absorbance

Na spektrometru jsme nastavili vinovou délku 400 — 800 nm. Po stabilizaci jsme
do méfici ¢asti vlozili kyvetu s pufrem slouzici jako slepy vzorek. Po jeho vyjmuti jsme
zaCali postupné vklddat nami pfipravené vzorky se zvySujici se mnoZstvim
fluorescenc¢nich barviv FITC a Rhodamin B. V grafech (8) a (9) jsou znazornény

absorbance kalibra¢nich roztokt pro FITC a Rhodamin B.
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Graf 8: Absorbance VIS kalibracnich roztokii FITC.
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Graf 9: Absorbance VIS kalibracnich roztokii Rhodamin B.
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11.4 Degradace PLGA 85:15

Soucasti experimentu bylo 1 zjiStovani vlivu poméru jednotlivych slozek kopolymeru
PLGA na degradaci, pro tento experiment byl zvolen kopolymer PLGA s pomérem 85:15
(AP 24), ktery byl zvlaknén na zafizeni Nanospider v Liberci. Nejprve jsme zvolili zku-
Sebni 3 denni degradaci za pouziti dvou rtiznych enzyma, Lipazy a Proteinazy K. U Li-
pazy byl pouzit jako pufr PBS s pH 7,4 a u Proteinazy K byl pouzit jako pufr 0,1 M Tris
s pH 8. Pro oba typy jsme nastavili 20 U/ml. Porovnani téchto dvou enzymu je mozné

vidét na obrazku (38), na jehoZ zaklad¢ jsme se rozhodli nadéle pracovat s Proteindzou

. )
I

-~ - e
SEM HV: 30.0 kV SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN SEM HV: 30,0 kV SEMMAG: 1.00Kx | | | [ || 1111 VEGA3 TESCAN

WD: 17.84 mm Det: SE 50 ym WD: 17.84 mm Det: SE 50 pm
View field: 208 ym  Date{midly): 04/03/15 FT TUL Liberec View field: 208 ym  Date(m/dly): 04/03/15 FT TUL Liberec

Obr. 38 Snimky z elektronového mikroskopu priitbéhu degradace kopolymeru PLGA
0 pomeru 85:15 (AP 24) 20 hm. % pri pouziti lipazy (A), proteinazy K (B). Pri zvétseni
(1000x).
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11.4.1 Postup degradace PLGA 85:15 (AP 24)

Nejprve bylo potieba vyrobeny kopolymer nastfihat a navazit jeho potfebné mnoZzstvi.
Poté byl vlozen do pfipravenych zkumavek. Provadéli jsme 5ti denni degradaci, tudiz
bylo zapotfebi mit 5 vzorki o pfiblizné hmotnosti 50 mg (¢im piesnéji, tim 1épe), dopl-
néné o 1 negativni kontrolu. Pro tento experiment bylo zvoleno 5 U/ml. Postup je po-
dobny jako u kinetiky uvolfiovani, s tim rozdilem, ze pfi degradaci se zaméctujeme
na hmotnostni ubytky danych vzorkd, které postupné kazdy den odebirame. Pokazdé¢ ode-
brany vzorek proplachneme destilovanou vodou, abychom opét zabranili pfipadnému po-
kracovani degradace. Je nutné vzdy filtracni papir zvazit, a to jesté pied zacatkem pro-
plachovani vzorku, jelikoz vzorek uschovavame spolu s filtratnim papirkem, kdy velmi
¢asto dochazi k prilepeni vzorku na papirek, tudiz vétSinou vazime vzorek i s papirkem,
jehoz hmotnost nasledné odecteme. Je dobré ptipravenou krabicku jesté opatiit parafil-
mem, ktery ma zamezit pfipadnému pfilepeni ke krabicce, kterou opét spolu se vzorkem
ukladdme do termostatu o teploté 37 °C. Vzorky vazime nejdtive po 3 dnech, kdy by mélo
dojit k dostate¢nému proschnuti. Hmotnostni ubytky jsou uvedeny v tabulce (9), ktera je

doplnéna nasledujici fadou obrazkd, jez signalizuji prubeh celé degradace.

Tabulka 9: Hmotnosti ubytky v pribéhu degradace kopolymeru PLGA v pomeéru 85:15

Den degra-  Hmotnost pa- 1. vazeni 2. vazeni 3. vazeni

0,2043 g 0,0421 g 0,0335 g 0,0328 g

0,2025 g 01111 g 0,0242 g 0,0233 g
0,1909 g 0,1918 g 0,0109 g 0,0104 g
0,1901 g 0,5745 g 0,0048 g 0,0042 g
0,1803 g 0,4742 g 0,0052 g 0,0046 g

0,1915¢g 0,5756 g 0,0549 g 0,0546 g
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Degradace kopolymeru PLGA AP 24 (85:15)
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Graf 10 Degradace kopolymeru PLGA (AP 24) pro 5 dni, za pouziti enzymu proteindzy K.
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Obr. 39 Snimky z elektronového mikroskopu priitbéhu degradace kopolymeru PLGA
0 poméru 85:15 (AP 24) 20 hm. % pri pouziti proteinazy K. Piivodni vzorek (A), 1. den
degradace (B), 2. den degradace (C), 3. den degradace (D), 4, den degradace (E),
5. den degradace (F), negativni kontrola (G). Pri zvetseni (1000x).
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Na obrazku (39) mizeme vidét porovnani ptivodniho vzorku a jeho postupné degra-
dace v 5ti dnech, kdy 5. den je vidét, ze uz dochazi k narusovani struktury. Je zde pridana
1 negativni kontrola, kterd vSak taky signalizuje znamky degradace, kterd je zptisobena

pusobenim 37 °C teploty v termostatu.
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Z.avér

Diplomova prace se zabyvala vyvojem PLGA mikrocastic metodou elektrosprayingu
pro cilenou dopravu 1é¢iv, zndmé také pod anglickym terminem ,,drug delivery system®.
Nespornou vyhodou tohoto systému je minimalizovani vedlejSich ti¢inkd a dodéani aktivni
latky pfimo na cilové misto, aniz by doslo k pfed¢asnému uvolnéni 1é¢iva a tim tak ke sni-

zeni 1é¢ivého efektu.

Prace byla strukturovana do dvou hlavnich ¢asti, teoretické a praktické. Teoreticka ¢ast
popisuje zakladni principy metod, kterymi byly vyrabény PLGA mikroc¢astice a nano-
vldkna, tedy elektrosprayingu a elektrospinningu, u kterych byly nésledné popsany za-
kladni materialové a procesni parametry. Dale zde byly vysvétleny pojmy souvisejici s ci-
lenou dopravou 1éciv, jako enkapsulace, kinetika uvoliiovani ¢i degradace, a vSe bylo
doplnéno reSerSemi souvisejicich ¢lanki. Teoreticka ¢ast tak poslouzila jako opérny bod

pro ¢ast praktickou, ktera byla dale rozdélena do Etyt dil¢ich experimentélnich ¢asti.

V prvni ¢asti byly vytvofeny koncentra¢ni fady pro vybrany modelovy polymer, kon-
krétné PLGA v poméru 75:25 (AP 61), kde byly pro dva rozpoustédlové systémy stano-
veny nejvhodnéjsi koncentrace. Pro rozpoustédlovy syst¢ém CHEKO byly zvoleny kon-
centrace 2, 5 a 20 hm. %, zatimco pro pouZiti ¢istého chloroformu jako rozpoustédla byly
stanoveny dvé koncentrace, a to 4 a 7 hm. %. Tyto koncentrace byly déale pouZity pro
vSechny typy poméri kopolymeru PLGA. Ze snimki z elektronového mikroskopu, jez
jsou uvedeny v analyze vyrobenych ¢astic, je mozné vidét, Ze vysoké koncentrace vedly
k vyrob¢é nanovlaken vhodnych pro vyrobu scaffoldd, zatimco pii koncentracich 4 a 7
hm. % dochazelo ke vzniku pomérné homogennich PLGA mikrocastic, vhodnych jako
polymerni kapsle pro cileny transport 1€Civ, jejichz primér se pohyboval v rozmezi 5 - 10
um. V druhé ¢asti se prace zaméfila na inkorporaci aktivnich latek za pouziti elektrospra-
yingu na volnou hladinu, ktera byla tvofena kolektorem opatienym aluminiovou folii
a jisté davky chloroformu, jez musel byt neustale dopliiovan. Na snimku z elektronového
mikroskopu je mozné vidét hladinu sprejovanych PV A ¢astic obarvenych fluorescencnim
barvivem FITC s primérem 1,67 mikrometrd. A po nasledném smichani nasprejovanych
¢astic s PLGA v poméru 75:25 (AP 61) a vytvoreni 4% roztoku vystaveného vlivu ultra-
zvuku pod amplitudou 30 % a jeho nasledném elektrosprayingu z injekéni stiikacky, se

prumér mikrocastic pohyboval v rozmezi 10 — 11 um. Tteti ¢ast se zabyvala kinetikou
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uvoliovani aktivnich latek, kdy byla pouzita opét metoda elektrosprayingu na volnou
hladinu, ktera byla nasledné¢ doplnéna metodou pfi, které se kombinuje elektrospraying
a elektrospinnig. Sprejovany byly ¢astice PVA a z druhé strany dochazelo ke zvlaknovani
PVB za vzniku souvislé vrstvy pro sledovani kinetiky uvoliiovani, ktera byla rozdélena
na kinetiku hodinovou a kinetiku 3denni. Ke sledovéni kinetiky byla pouzita metoda mé-
feni absorbance, kdy jsme vytvofili kalibra¢ni kiivky pro fluorescenéni barviva FITC
a Rhodamin, jimiz jsme prolozili kiivky nami pfipravenych a zméfenych vzorkt. Doslo
pouze k nepatrnému uvolnéni, které bylo zapii¢inéno zvolenim pfili§ nizkych jednotek
pouzitého enzymu. Coz vSak naskyta moznost dal$im zdjemctim se tomuto velice zajima-
vému tématu vénovat, a optimalizovat tak vhodné parametry. Posledni, ¢tvrta ¢ast je ja-
kymsi doplnénim a ucelenim celé experimentalni ¢asti, kde je feSena degradace PLGA
v poméru 85:15 (AP 24) za pouziti 5 U proteinazy, kdy ze snimku z elektronového mi-
kroskopu, jez kopiruji cely pribéh degradace je vidét, Ze jiz 5. den dochazi k naruSovani

struktury polymeru.

Tato prace je konstruovana pro vyvoj a optimalizaci PLGA mikrocastic pro cileny
transport 1é€1v, coz je velmi slibnou zéleZitosti budoucnosti, diky které bude lidem usnad-

nén boj s pfekazkami, jeZ si pro né Zivot pripravi.
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Priloha A

Al — Kalibraéni kiivka Fitcu
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A3 — Kalibrac¢ni kiivka Fitcu, prolozena linearni spojnici trendu a ndmi namétenymi hod-

notami hodinov¢ kinetiky pro Fitc, doplnéné o kontrolu a 5% chybové usecky
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A4 — Kalibra¢ni kiivka Fitcu, prolozena spojnici trendu a nami naméfenymi hodnotami

3denni kinetiky pro Fitc, doplnéné o kontrolu a 5% chybové usecky
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A5 - Kalibraéni kiivky Fitcu a Rhodaminu B, prolozené linearni spojnici trendu a ndmi

naméefenymi hodnotami hodinové kinetiky pro Rhodamin a Fitc, doplnéné o kontrolu

a 5% chybové usecky
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A6 — Kalibra¢ni kiivky Fitcu a Rhodaminu B, proloZené linearni spojnici trendu a ndmi

naméefenymi hodnotami 3denni kinetiky pro Rhodamin a Fitc, doplnéné o kontrolu a 5%
chybové usecky
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Priloha B

B1 — Histogramy praméru ¢astic pro AP 61 v CHEKU
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B2 — Histogramy priméru ¢astic pro AP 61 v chloroformu
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AP 61 chloroform 4%
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AP 61 chloroform 10%
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Priloha C

C1 - Histogramy priméru ¢astic pro AP 24 v CHEKU

AP 24 CHEKO 2%
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C2 — Histogramy pruméru ¢astic pro AP 39 v CHEKU

AP 39 CHEKO 2%
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C3 - Histogramy pruméru ¢astic pro AP 76 v CHEKU

AP 76 CHEKO 2%
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Priloha D

D1 - Histogramy praméru ¢astic pro AP 24 v chloroformu

AP 24 chloroform 4%
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D2 — Histogramy pruméru ¢astic pro AP 39 v chloroformu

AP 39 chloroform 4%
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D3 — Histogramy praméru ¢astic pro AP 76 v chloroformu

AP 76 chloroform 4%
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Priloha E

E1 — Histogramy priiméru vyrobenych ¢astic pomoci elektrosprayingu na volnou hladinu

v kombinaci s elektrosprayingem z injekéni stiikacky
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E2 — Histogram pruméru PV A ¢astice nasprejovanych na volné hladiné

PVA FITC hladina
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