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Abstrakt

V dnesni dobé roste potieba v personalizované mediciné pro zlepSeni efektivnosti 1é¢eni
a pohodli pacienta. Jeden ze zpisobu, jak toho dosahnout je vyvoj systému s fizenou do-
pravou a uvoliiovanim inkorporovaného 1éciva v cilovém misté. Zaroven se stale hledaji
moznosti vyvijeni latek, které by byly schopné nahradit antibiotika. Cilem této prace je
studium Kinetiku uvoliiovani nové antibakterialni latky z nanovladken v podminkach in
vitro. Morfologie vrstev pied a po experimentu byla analyzovana pomoci skenovaci elek-
tronové mikroskopie. Ke zjisténi pfitomnosti inkorporované latky kinetiky jeho uvolno-
vani byla pouzita metoda HPLC. Ptesto, Ze latka byla ispésné inkorporovana, piedpoklad

o rychlém uvoliiovani mechanismem prosté difuze zatim nebyl potvrzen.

Kli¢ova slova: kinetika uvoliiovani 1é¢iv, polykaprolakton, surfaktant.

Abstract

Today, there is a growing need in personalized medicine to improve treatment effective-
ness and patient comfort. One way to achieve this is to develop a system with controlled
delivery and release of the incorporated drug at the target site. At the same time, there are
still opportunities to develop substances that would be able to replace antibiotics. The aim
of this work is to study the release kinetics of a new antibacterial substance from nano-
fibers in in vitro conditions. The morphology of the layers before and after the experiment
was analyzed by scanning electron microscopy. An HPLC method was used to determine
the presence and release kinetics of the incorporated substance. Although the substance
has been successfully incorporated, the assumption of rapid release by a simple diffusion

mechanism has not yet been confirmed.

Key words: drug release kinetics, polycaprolactone, surfactant.
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Seznam zkratek

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie (angl. High Performance Liquid
Chromatography)

PBS — fosfatovy pufr (angl. phosphate-buffered saline)

PCL — polykaprolakton (angl. polycaprolactone)

CMC — kriticka micelarni koncentrace (angl. critical micelle concentration)
CAC — kriticka asociativni koncentrace (angl. critical associative concentration)
PLA — polymlécna kyselina (angl. polylactic acid)

DLS — dynamicky rozptyl svétla (angl. dynamic light scattering)

FDA — Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (angl. Food and Drug Administration)
ACN — acetonitril (téz methylkyanid)

Antib — vybrana antibakterialni latka

Ala — alaptid

MTC — minimalni toxicka koncentrace (angl. minimum toxic concentration)

MEC — minimalni efektivni koncentrace (angl. minimum effective concentration)



Uvod

V soucasné dob¢ je velka potfeba personalizované mediciny, ktera bude zaméfena na
pohodli pacienta a efektivnost léceni. Systémy s fizenym uvoliiovanim umoznuji snizit
frekvenci a mnozstvi dodavky 1é€iva bez ztraty efektivnosti. Takovy systém by mél mit
za ukol udrzovani koncentraci 1é¢ivé latky ve plazmé ¢lovéka v pozadovaném rozmezi,
tj. dostate¢n€ vysoko, aby méla terapeuticky ucinek, ale i dostate¢né nizko, aby byla ne-
toxicka. (Vediappan 2015)

Nemén¢ dulezita je doprava 1éCiva do cilového mista, coz by mohlo zmensit zatizeni or-
ganismu a mnozstvi 1é¢ivé latky, potiebné pro dosazeni terapeutického ucinku. V dnesni
dobé velkého vyznamu dostava pouziti polymernich nanovldken pro systémy s fizenym
uvolnovani. Zpusob jejich vyroby pomoci elektrostatického zvldknovani je levny, jedno-
duchy a umoznuje inkorporovani 1é¢ivych latek. Také polymerni vldkna mohou zajistit
potiebu v ochrané 1é¢iva do cilového mista a fizené biodegradaci na netoxické latky. (Liu
et al. 2019) Existuje hodné biodegradabilnich polymert a pouzitim kopolymert lze kom-

binovat vlastnosti, ¢imz Ize ovliviiovat kinetiku uvoliiovani. (Hillery a Park 2017)

K uvoliiovani 1é¢iva z biologicky rozloZzitelnych dodavacich systémil dochézi kombinaci
difuze 1é¢iva, osmozy a degradace polymeru. Obvykle béhem uvolinovaciho procesu pu-
sobi vice nez jeden mechanismus, ale ve vét§in€ systému s fizenym uvolnovanim difuze
je dominantnim procesem. K difuzi latky dochazi pii koncentra¢nim gradientu mezi 1€¢i-

vem a disolu¢nim systémem.(Crank 1975; Siepmann et al. 2012)

Motivaci této bakaléatské prace je vyvoj novych druhti 1€Civ, které by mohly efektivné
pusobit proti grampozitivnim a negativnim bakteriim a zptisobt jejich efektivni dopravy
do téla. Je to odiivodnéno tim, Ze bakterii ¢im dal tim vice vyviji rezisten¢ni vlastnosti
oproti dnesnim antibiotikiim. Tato prace je zamétfena na studium kinetiky uvoliiovani a
vlivu inkorporované latky v nanovldkenném materialii. Jako inkorporované lécivo bylo
vybran antibakterikum, ktery strukturn€ ma charakter surfaktantu. Cilem této prace je
snaha o pochopeni hlavnich mechanismu uvolfiovani, zkoumani vlivu a interakci zacle-

néné latky a polymeru, coz ovliviiuje kinetiku uvoliiovani.



1. Literarni reSerse

1.1 Nanovlikna jako nosice 1é¢iva

1.1.1 Vyhody pouziti nanovliken

Vzhledem ke stalému vyvijeni riznych typu bakterii a virti existuje potieba k vynalezeni
novych typi 1éCiv a zptisobtl jejich fizené dopravy a uvolniovani. Nanovlakenné materidly
se osveédcily jako dobry dopravni prostiedek. Obrovsky mérny povrch nanovlaken mtze
byt vyuzit pro podani 1éCiv ke zprosttedkovani rychlého kontaktu ucinné latky s disoluc-
nim médiem ¢i pfimo absorpcni plochou. Léciva v této podob€ mohou byt inkorporovana
do Iékovych forem a jako jejich soucast zlepSovat vlastnosti konkrétnich formulaci ¢i
ptipravki. Diky takovym vyhodnym vlastnostem nanovlakenné membrany nasly vyuziti
v riznych odvétvich, naptiklad filtracni a textilni technologie, kosmeticky primysl, che-
mické senzory, elektronika, tkafiové inzenyrstvi a dalsi. (Agarwal et al. 2008) Podrobné&ji

o medicinském pouziti a tkdflovém inzenyrstvi je znazornéno nize.

V oblasti nanovldkennych materialt pro tkdnové inzenyrstvi jsou vyvijeny predevsim
funkéni tkdnové nosice (tzv. scaffoldy) pro rizné typy tkdni, podlozky pro rist tkéni a
povrchové upravy stavajicich lékatskych protetik. Predpoklada se, Ze nanovldkna by méla
slouzit jako nahrada poskozené tkang, transplantace organti (napf. bypass), podpora ristu

0 v ewv

kostnich bunék a urychleni regenerace koznich tkani. (RGzickova 2016)

roxr

Nejveétsi vyhodou pouziti nanovldkennych materidlu je moznost rychlé fizené¢ dodavky
1é¢iva do ciloveé bunky, coZ by umoZnilo odstranit potfebu v oralnim pouZiti a jinych zpi-
sobu léCeni. V nasledku to zna¢né snizi davku pottebného 1ékatského preparatu a zatizeni

organismu Vv celku, protoze odstrani nezadouci intoxikaci necilového mista.

Taky existuje potieba personalizované mediciny, ktera by se méla zamétit na pohodli
pacienta a rovnovahu mezi u¢innosti 1é¢iva a jeji toxicitou. Nejvétsi potieba je ve sprav-
ném modelovani nosice 1é¢iva na fizené uvoliovani, kter¢ by mélo za ukol udrzovani
pozadované trovni 1é¢iva v organismu ¢lovéka béhem celé doby Setfeni. Kazda molekula
1é¢iva potiebuje matrici jako nosi€ pro fizené, prodlouzené a mistné specifické dodéani se
zlepSenou Uc¢innosti po podéani pacientovi. Tradi¢ni zptsoby dopravy byly dosazeny za
pouziti riznych typt lékovych forem, jako jsou tablety, krémy, masti, aerosoly, injekce a
Cipky. VSak to vSechno je zaméfeno na okamzité uvoliiovani lé¢iva s malou nebo zadnou

kontrolou nad kinetikou uvoliiovani, coz muze vést k tomu, Ze hladina 1éCiva v plazmé
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prekrac¢uje minimalni toxickou koncentraci MTC vedouci ke vedlejsim Gc¢inku nebo
klesne pod minimalni u¢innou koncentraci MEC, ktera kon¢i nedostatkem zamysleného
terapeutického prospéchu pro pacienta. Jak je vidét z obrazku 1 okamzité uvolnovani ma
kratky terapeuticky G¢inek a potiebuje opakované dodavky, coz muze vést k prekroceni
minimalni toxické koncentrace, kdyz fizené uvoliiovani udrzuje koncentraci 1é¢iva ve
plazmé na hodnoté efektivniho terapeutického ucinku po celou dobu léCeni pacienta.

(Vediappan 2006)
Rizené uvolfiovani oproti okamzitého

< Okamzité

/\ﬁ/\<mm

‘

Koncentrace |écCiva ve plasmé

V ? ' <4+— MEC
Davka
$ Davka .
Davka 4—— Rizené
Cas

Obrazek 1 Graf zavislosti koncentraci léciva ve plasmé ¢lovéeka na case. Porovnani Fizeného

uvolniovani s rychlym uvoliiovanim (Vediappan 2015)

1.1.2 Proces elektrostatického zvlaknovani

Technika elektrostatického zvldknovani je pomérné jednoduché metoda pro tvorbu nano-
vlakenného materialu. Zakladni konstrukce pro elektrostatické zvlaknovani se sklada
z elektrovodive kapildry, skrz kterou je Cerpan roztok polymert, zdroje vysokého napéti
a uzemnéného kolektoru. Zdroj vysokého napéti vytvaii elektrostatické pole, které for-
muje elektricky nabity proud polymerniho roztoku. Polymerni roztok na hrotu kapilary je
udrZzovan povrchovym napétim a S rostouci intenzitou deformuje na Taylorav kuzel.
Jakmile sila elektrického pole bude vétsi, nez prahova hodnota dojde k ptekonani povr-

chového napéti a jedna nebo vice nabitych kapalinovych trysek roztoku budou vyhozené
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z kovové trubice smérem k uzemnénému kolektoru (protielektrode). Béhem faze letu ka-
palinové trysky ke kolektoru polymerni proud postupné napina a dochazi k vytvoieni ul-
trajemnych vlaken. Rozpoustédlo se béhem tohoto procesu odpaiuje. Na obrazku 2 je

znazornéno jednoducha konstrukce tohoto typu. (Ramakrishna 2005; Zeng et al. 2005)

Tvorba nanovlakna

Stfikacka \ \
A\ A /') -
U \ /
Polymerni roztok Kovova tryska \I\
Kolektor

<

—— Generator napéti

Taylordv kuZel

Obrazek 2 Schematické zndzornéni procesu elektrostatickeho zvlaknovani (Kajdic et al. 2019)

Existuji taky modernéjsi metody piipravy nanovlaken. Jednou z nich je pfiprava nanovla-
ken na zatizeni NANOSPIDER™. Ve zvlkiiovaci komote se nachazi dvé struny, které
jsou ptipojené ke zdroji vysokého napéti. Na dolni struné je umisténa projizdéjici hlava,
ktera nanasi na strunu roztok. Mezi strunami prochazi podklad, na kterém bude formovat
zvlaknény polymerni roztok. Pomoci valcii se navijeny podklad mize pohybovat s poza-
dovanou rychlosti pro dosazeni urcitych charakteristik. Na obrazku 3 je zndzornéna
zvlaknovaci komora s natdhnutym podkladem typu spunbond. Pomoci tohoto zatizeni je
mozné piipravit vlakna o poZadované hmotnosti ve velkém méftitku. Pro ucely mé baka-

larské prace bylo pouzito zatizeni tohoto typu.
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Obrazek 3 Zvldkiovaci komora pristrojit NANOSPIDER™. 1 — podklad, 2 — struna,
3 - misto umisténi pohybovaci hlavy s roztokem (Technickd univerzita v Liberci)

1.1.3 Inkorporace léciva

Tato kapitola stru¢n¢ popisuje tfi hlavni metody inkorporace 1é¢iva do polymerni nano-
vlakenné matrice. Existuji také jiné technologie, jako napt. Gpravy povrchu a rlizné moz-
nosti elektrosprejingu, ale v této praci nebudou uvedeny. Kazdy znize uvedenych
prikladii ma své vyhody a nevyhody a mtize byt pouzit pro konkrétni ucely. Rovnéz je
tfeba mit na paméti, ze materialy pouzivané pro systém dodavani 1é¢iv musi odpovidat
fad¢ poZadavku jako napf. biokompatibilita, biologicky degradovatelnost a také kompa-

tibilita s inkorporovanym lé¢ivem.
Pouditi polymerni smési s lé¢ivem pro elektrostatické zvlakiiovani

Metoda pouziti polymerni smési s 1é¢ivem pro elektrostatické zvlaknovani je jednou
Z nejjednodussich a stejnym zpisobem byly 1éky inkorporované pro praktickou ¢ast mé
bakalaiské prace. Podstatou této metody je rozpousténi nebo dispergovani 1éciva v roz-
toku polymeru pted procesem elektrostatického zvldknovani. Je to schematicky znazor-
néno na obrazku 4 A. Rychlé uvoliiovani 1éCiva mize byt vyvoldno nedostate¢nou
rozpustnosti 1é¢iva v polymernim roztoku, kde molekuly Ié¢iva mohou béhem procesu
elektrostatického zvlaknovani migrovat na vlakna pobliz povrchu, coz mtze zpusobit tzv.
,burst effect”, ktery bude popsan v nasledujici kapitole. (Cornejo Bravo et al. 2016) Ta-
kovym zplisobem lze ptipravit systém dodavky lé€iva typu monolit. To znamena, ze latka

je inkorporovana piimo v polymerni matrici, ktera chrani 1é¢ivo a funguje jako
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zprostiedkovatel difuze. Lék je obvykle inkorporovan rovnomérné do polymerni matrici
a uvolnovani je tizeno difuzi skrz material matrice monolitu nebo pies pory. Taky pro

systém typu monolit je typické explozivni uvoliiovani neboli ,,burst effect™. (Siepmann et
al. 2012)

Koaxidlni elektrostatické zvlaknovani

Hlavnim tc¢elem koaxialniho elektrostatického zvldknovani je ziskavani vldken se struk-
turou jadro-obal (angl. core-shell structure). Tato technika mize byt pouzita pro ziskavani
vlaken s inkorporovanym lécivem v jadre vlaken, coz vede k prodlouzenému a fizenému
uvoliiovani lIé¢iva. Jednou z hlavnich vyhod této techniky je, Ze struktura jadro-obal po-
skytuje ochranu inkorporované slouceniné a biologicka aktivita 1é¢iva zlstava neporu-
Send. Diky tomu, Ze zaclenénd latka nachdzi uvniti trysky polymerniho roztoku, ma
ochranu ve form¢ polymeru. Schematicky je zndzornéno na obrazku 4 B. (Lu et al. 2016)

V takovém ptipad€ je vytvoren systém typu reservoar.
Pouziti emulze pro elektrostatické zvlakriovani

Emulzni elektrostatické zvldknovani je flexibilni a potencidlni metoda pro inkorporace
nékolika 1€ka do nanovlaken a je jednou z nejdilezitéjsich metod pro vyrobu nanovlaken
se strukturou 1éciva jadro-obal. V tomto zplsobu je mozné meénit rychlost uvoliiovani
1é¢iva regulovanim lipofilni faze a vodni faze. Lipofilni faze je tvofend emulzi 1éCiva.
Vyhodou emulzniho elektrostatického zvldknovani oproti pouZiti polymerni smési pro
elektrostatické zvldknovani je odstranéni potieby ve spolecném rozpoustédle, protoze 1¢-
¢ivo a polymer se samostatné rozpusti ve vhodném rozpoustédle. Schematicky je znazor-

néno na obrazku 4 C. (Cornejo Bravo et al. 2016)
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Polymerni roztok

Polymerni smés
s lécivem
Polymerni roztok Roztok s lécivem
— Emulze roztoku
léciva
Roztoks  Polymerni :
lécivem roztok § —

’ " . Nanovlakna s inkapsulovanym
Nanovlakna s inkapsulovanym

e lécivem
lécivem

Nanovlakna s
obsahem léciva

Obrazek 4 Schematické znazorneni zakladnich zpiisoby inkorporovani léciva do nanovidken
A) Pouziti polymerni smési s lécivem

B) Koaxialni elektrostatické zvidaknovani

C) Pouziti emulze

(Cornejo Bravo et al. 2016)
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1.2 Mechanismy uvoliiovani lé¢iva

Systémy s fizenym uvolfiovanim jsou potfebné k dosazeni rovnovahy mezi rychlosti do-
davani, toxicitou pro organismus a pohodlim pacienta. Tato oblast se neustale vyviji, pro-
toze je nutnost v personalizované pod konkrétni ucely fizené dodavky 1éCiva. Pii vyvoji
takovych systémt s fizenym uvoliiovanim je nutné identifikovat a pochopit mechanismy,
které se na uvoliovani podileji. Takovym zptisobem lze predpovédét kinetiku uvoliovani
a navrhnout matematicky model, ktery spravné jeji popise. Casto se miiZe jednat o nékolik
mechanismi, které dominuji na riznych stadiich podavani 1éku. Taky pro hydrofilni po-
lymer je ¢astym mechanismem bobtnéni. V ramci této bakaldiské praci byl pouzit PCL,
ktery je velice hydrofobnim polymerem a skoro viibec nebobtnd, proto tento typ uvoliio-

vani nebude uveden. (Siepmann et al. 2012)

1.2.1 Difuze

K uvolnovani 1é¢iva z biologicky rozlozitelnych dodavacich systémii dochazi kombinaci
diftze 1é¢iva, osmozy a degradace polymeru. Difuze je proces, kterym je Castice trans-
portovéana z jedné ¢asti systému do druhé v disledku ndhodnych molekularnich pohybii.
Taky je nutno zaznamenat, ze k difuzi latky dochézi pti koncentraénim gradientu napii-

klad mezi 1é¢ivem a disolu¢nim systémem. (Crank 1975)

Dominantnim mechanismem uvoliiovani je zpravidla povazovana diftize inkorporované
slouceniny v pevném stavu z vldken do okolniho napt. vodniho média. S timto ptedpo-
kladem se o¢ekava 100% uvolnéni 1é¢iva po urcitou (dlouhou) dobu. (Srikar et al. 2008)
Jestli se 1é¢ivo uvolnilo rychleji, nez polymerni matrice zacala degradovat lze zanedbat
ucinky eroze a mluvit o difuzi jako o dominantnim mechanismu. V ptipadé polykapro-

lakton cas degradaci pohybuje kolem 2 let. (Sun et al. 2006)

Obecné difuze pro monolitni systém neboli systém s inkorporovanou latkou do polymer-
niho roztoku zac¢ina z rychlého uvoliovani latky do disoluéniho media diky koncentrac-
nimu gradientu. S postupem ¢asu klesa rychlost uvoliiovani, protoze 1écivo, které je uvnit

monolitu, se musi difundovat na povrch. (Siepmann et al. 2012)

OvsSem v praxi uplné uvolnovani neni vzdy mozné, a to ani po dlouhou dobu. Zavisi to
na mnoha faktorech, pfi€emz hlavnim je umisténi 1é¢iva v polymerni matrici. Je dileZzité
si uvédomit, ze velké plocha mérného povrchu, ktera je typicka s nanovlakennymi mem-
brany poskytuje rychlé a uc¢inné odparovani rozpoustédla béhem procesu elektrostatic-

kého zvlaknovani, coz vede k omezeni doby pro rekrystalizaci inkorporovaného 1é¢iva.
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Toto prispiva k tvorbé amorfnich disperzi nebo pevnych roztokid. (Verreck et al. 2003)
Lék tedy mize byt, jak inkorporovan uvniti polymerni matrice, tak i ztstat v amorfnim

stavu na povrchu nanovlakenné membrany.

S tim je spojen jeVv zvany explozivni uvolnovani (angl. burst effect), ktery znamena rychlé
uvoliovani 1é¢iva v prvnich hodinach. Kenawy a kolektiv (2002) zkoumali uvolfiovani
5% tetracyklin hydrochloridu z poly(ethylen-vinylacetatu), polymlééné kyseliny a jejich
smési. Pocatecni rychlost uvoliiovani vSech formulaci byla vysoka béhem prvnich 10 az

12 hodin v dasledku explozivniho uvoliiovani 1é¢iva z povrchu vzorku.

Zeng a kol. (2005) studovali explozivni uvoliiovani inkorporovaného lipofilniho 1€ku
paklitaxelu a hydrofilniho 1éku doxorubicin hydrochloridu v polymlécné kyselin¢ (PLA).
Malé krystaly doxorubicin hydrochloridu byly detekovany na povrchu vldkna pomoci
SEM snimk, coz miiZe byt zptisobeno $patnou rozpustnosti a kompatibilitou doxorubicin
hydrochloridu v roztoku PLA / chloroform / aceton. Pii elektrostatickém zvlaknovani
byla pouzita nejemna disperze a pfi rychlém odpatovani rozpoustédla se vyznamna ¢ast

1é¢iva dostala na povrch vlaken.

1.2.2 Eroze a degradace

K rychlému uvoliovani 1é¢iva dochéazi pouze na povrchu vldken a pies pory spojené s
povrchem. Lécivo, které je inkorporované uvnitt polymerniho materialu, a to jak v struk-
tufe jadro-obal, tak i v polymerni smési nemiize byt samovolné uvolnéno i po dlouhou
dobu. V takovém piipadé k uvoliiovani dojde pti erozi polymerniho materialu. To nazna-
Cuje, ze difuze v takovém piipadé neni dominantnim mechanismem dochazi k desorpce
inkorporované latky pies nanopory v polymerni matrici. Do nanopdr vstupuje disolu¢ni

medium a teprve dochazi k difuzi. (Srikar et al. 2008)

K erozi polymernich monolitti dochazi, kdyz slozky uvoliiovaciho média, zejména vody,
napadaji kovalentni vazby v polymerni matrici. K hromadné erozi, zndzornén¢ na obr. 5,
dochazi, kdyz voda napadne polymer rychleji, nez mize dojit k hydrolyze. V tomto pii-
pad¢ voda prokazuje svou pfitomnost v matrici a procesy Stépeni fetézcl jsou zahdjeny
vSude. (Siepmann et al. 2012) V systému rezervoar to vede k uvoliiovani 1é¢iva mecha-

nismem osmoze a difuze.
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o Lééivo
=7 Degradovany polymer

Obrdzek 5 Schematické zndazornéni tiech fazi uvoliiovani léciva z objemové erodujicich polymerii.
Prvni stupen (a) odpovida lécivu, které je uvolnovano z povrchu zarizeni nebo z pori, které jsou
k povrchu pripojeny. Nasleduje druhé latentni stadium, behem kterého dochazi k malé degradaci
polymeru a zbyvajici lécivo je zachyceno (b). Ve tretim stupni se zachycené léc¢ivo rychle uvolnuje,
kdyz se polymer autokatalyticky rozpada (c) (Siepmann et al. 2012)

1.2.3 Osméza

Osmoza muze byt definovana jako Cisty pohyb vody pies selektivné propustnou mem-
branu fizenou rozdilem osmotického tlaku. Voda protéka membranou ve snaze vyrovnat
koncentrace nepropustnych osmolytli na obou strandch membrany. Ve vétSing pripadi
dochazi k difuzi vody pies membranu. Nejprve je tfeba zdlraznit, Ze na obou stranach
membrany je spousta vody a tok vody skrz n¢j je uréen rozdilem chemickych potencialti
vody na obou strandch, nikoliv pouze koncentracnim gradientem vody. Je to zptisobeno
rozdilem koncentraci rozpousténych latek pfes membranu, kterd umoZiiuje priicchod vody,
ale odmita vétSinu rozpusténych molekul nebo iontd. Osmoticky tlak vytvaieny osmolyty
se pouziva jako hnaci sila pro tyto systémy k fizenému uvoliiovani 1é¢iva. (Keraliya et al.

2012; Siepmann et al. 2012)

V systému typu rezervoar muze dojit k uvoliiovani mechanismem osmoézy pii utvoreni
mezery v membrané obklopujici 1é¢ivo. Osmédza umoznuje kinetiku nultého tadu, tj.
z konstantni rychlosti uvolfiovani, coZ lze pouZit pro fizené uvoliiovani lé¢iva. Ptiklad

takového systému je znazornén na obr. 6.

Otvor

@
D”G. [<—— Membréana

Lécivo + osmolyty
Obrdzek 6 Priklad systému s uvoliiovacim mechanismem typu osméza (Keraliya et al. 2012)
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1.3 Interakce mezi surfaktantem a polymerem

Vzhledem k tomu, ze v této bakalaiské prace bylo vybrano 1é¢ivo se strukturou povrchové
aktivni latky neboli surfaktantu, je nutné podrobnéji zvazit, co to je povrchové aktivni
latka a jeho interakce s polymerem. V této kapitole bude popséana struktura a vlastnosti

surfaktanti a jejich vliv na nanovlakennou polymerni matrici a interakce s ni.

1.3.1 Surfaktant
Povrchové aktivni latky neboli surfaktanty se nazyvaji latky, které jsou schopny ménit
povrchové napéti roztoku, diky ¢emuz dostaly sviij nazev (z angl. surfactant = surface-
active agent). Také pii dostate¢né koncentraci v roztoku vytvareji samostatné sestavené
molekularni klastry zvané micely a adsorbuji se na rozhrani mezi roztokem a jinou fazi.
Takové fyzickée vlastnosti jsou zajistény pomoci hydrofobni a hydrofilni funkéni skupiny.
Obvykle hydrofobni ¢ast je predstavena dlouhym nepolarnim alkylovym fetézcem a hyd-
rofilni funkéni slupina ma rozhodujici vliv pfi charakterizaci surfaktantu. Celkem existuji
4 skupiny povrchové aktivnich latek, které jsou zavislé na typu naboje ptitomného v po-
larni ¢asti:
Aniontova — surfaktant nese zdporny naboj. Napiiklad R-COO™ NA" (mydlo)
Kationtova — surfaktant nese kladny naboj. Napfiklad R-NHz* CI

1
2
3. Zwitteriontova (neboli amfoterni) - surfaktant nese jak zaporny, tak kladny naboj
4

Neiontova — surfaktant nenese zadny naboj.

(Nakama 2017; Rosen a Kunjappu 2012) Na obrazku nize je schematicky znazornéna

struktura a klasifikace surfaktanti.

V amfifilni struktufe existuji skupiny s Neiontovy surfaktant

opaénymi vlastnostmi, jedna skupina,

I o~ . . "H,CH,=*=+CH,CH,{OCH2CH2
ktera ma afinitu k vodé a skupina, ktera CH,CH, e

ma afinitu k lipid&im ‘ ,
Aniontovy surfaktant

CHE\CHE -
oz CH,CH,*+*CH,CH5— 080,

I Ve vodé

Amfoterni surfaktant

© CHy+
.. =+ CH,CH,»=+CH,CH,—— N—CH, o
N ~-C-0 -‘\‘Nd CH,

. y
Y [ Kationtovy surfaktant

Lipofilni a hydrofilni éast

CH,CH,*=+CH,CH, —
Protiiont

Obrazek 7 Struktura a klasifikace surfaktantu (Nakama 2017)
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Jednou z dulezitych vlastnosti surfaktantt je jejich lipofilni charakter, ktery umoznuje
tvorbu klastru zvanych micely. Diky takovému slozeni molekuly surfaktantu se orientuji
ve vodnim prostiedi takovym zplisobem, aby se hydrofilni ¢ast smérovala ven z micely,
kde interaguje s rozpoustédlem (vodou). Hydrofobni konec sméfuje uvniti micely, kde

interaguje mezi sebou pomoci vodikovych mistkd.

Jednou z dilezitych charakteristik surfaktantu je tzv. kritickd micelarni koncentrace
(CMC). Tato hodnota odpovida koncentraci surfaktantu v roztoku, pti které dochazi ke
tvorbé micel. Kdyz se povrchové aktivni latky piidaji do vodniho prostiedi, dojde k od-
puzovani atomtl vody, coz zplisobi pokles entropie molekul vody. Pfi narstu koncentrace
surfaktantu za¢ne dochazet ke sdruzeni hydrofobnich skupin, az ne dojde k uvolnovani
vody a tim zvySeni entropie. V tu chvili tato energie zpisobi/podpoti tvorbu micel. (Na-
kama 2017, Rosen a Kunjappu 2012)

1.3.2 Pouziti surfaktantu

Diky svym vlastnostem surfaktant ma hodné pouziti v riznych odvétvi. Diive se povr-
chové aktivni latky pouzivaly hlavné pro efektivni odstranéni $piny jako mydlo. V dne$ni
dobé¢ vsak se naslo vice pouziti, napiiklad v kosmetice, jako solubiliza¢ni ¢inidla, emul-
gatory, antimykoticka ¢inidla. (Nakama 2017) Také surfaktanty se mohou piidavat
pro zlepseni vlastnosti polymerniho roztoku pii elektrostatickém zvlakfiovani, coz bude

popsano v nasledujicim odstavci.

Elektrostaticky zvlaknéné nanovlakenné vrstvy zpravidla maji defekty zptisobené riz-
nymi faktory. Jeden z takovych faktoru je tvorba ,,perlicek neboli kapek na povrchu vy-
sledné vrstvy. Lze to zmenSit pfidanim surfaktantu nebo dalSich iontovych aditiv. lontovy
surfaktant pfi rozpousténi v polymernim roztoku pted zvlaknénim zvysi elektrovodivost
roztoku a zmensi povrchové napéti roztoku. (Abutaleb et al. 2017) To zptsobi lepsi ,,ode-
zvu“ polymerniho roztoku a zmensi relaxacni ¢as tvorby Taylerového kuzelu. Taky to
umozni pracovat s niz§im napéti, coz ve vysledku bude znamenat vétsi variabilnost pro-
cesu, ktery miizeme ménit podle pozadavku. Ve svych ¢lancich Hu et al. (2015); Abutaleb
et al. (2017) opublikovali vysledky vlivu surfaktantu na morfologii vlaken a proces jejich
tvorby pii elektrostatickém zvlaknovani. Kazdy z nich pouzil jiny surfaktant a jinou po-
lymerni matrici, ale vysledky méli celkem podobné. Vlakna s piidavkem surfaktantu
meély mensi pocet defektt (angl. defect ratio) a vlakna mély uzsi rozptyl distribuci pra-

mért. Moznost zvldknovani pti mensich napétich umoziuje tvorbu jemnéjsich vldken.
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1.3.3 Interakce surfaktantu s polymernim roztokem

Interakce mezi polymerem a surfaktantem nema dosud komplexni analyzy. Existuje né-
kolik studii na tématu vlivu surfaktantu pii procesu elektrostatického zvlaknovani a jeho
vlivu na roztok polymeri. Nejvyznamnéjsi vlastnost surfaktantu, jak uz bylo zminéno je
tvorba micel pfi dosazeni kritické koncentraci micel v roztoku. Pti tom jevu dochazi
k hydrofobnim interakcim mezi shodnymi Casti surfaktantu a polymeru, coz je obvykle

dlouhy nepolarni alkylovy fetézec u surfaktantu a podobna ¢ast u polymeru.

Taky miize dochdzet k elektrostatickym interakcim v ptipadé pouziti iontového surfak-
tantu. V takovém ptipadé dojde ke zvySovani vodivosti roztoku a tim lepsi odezvu pfi
procesu elektrostatického zvlaknovani. K asociace mezi surfaktantem a polymerem dojde
pii uréité koncentrace surfaktantu v roztoku CAC (angl. critical associative concentra-
tion). Asociace je nejlépe povazovana za micelizaci indukovanou polymerem. V poly-
mernim roztoku, micely se tvofi pfi niz§i koncentraci surfaktantu nez ve vodé. U
iontovych povrchové aktivnich latek je tvorba micel siln€ ovlivnéna neptiznivymi elek-
trostatickymi interakcemi, které vedou k hodnotam CMC, které jsou fadové vyssi nez
hodnoty CAC. Neiontové surfaktanty vykazuji slabé interakce s vétSinou homopolymert.

(Hansson a Lindman 1996)

Pii interakci polymeru a surfaktantu pii piekroceni ur¢ité koncentraci surfaktantu v roz-
toku dojde k vytvoii modelu ,,nahrdelniku®, kde micely jsou kuli¢ky a polymer je fetézec
(obrazek 8). Segmenty polymeru se vazou k povrchové oblasti micel surfaktantu, takze
jadro micely je chranéno pted okolni vodou. Stabilizace rozhrani mezi hydrofobnim ja-
drem a vodou je povazovana za hlavni hnaci silu pro interakci mezi polymerem a surfak-
tantem. Taky pii interakcich vice iontt surfaktantu s nenabitymi segmenty polymeru
dochazi k odpuzovani Casti polymerniho fetézce mezi sebou plisobenim elektrostatickych
interakci. Schematicky je zobrazeno na obr. 8. Tim se polymerni fetézec prodluzuje a

zvySuje se viskozita roztoku. (Khan et al. 2008)
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Obrdzek 8 Vlevo je model ndhrdelniku (Khan et al. 2008)

vpravo je zobrazeno piisobeni iontovych casti surfaktantu na polymerni retézec (Abuin 1984)
Na obrazku nize je po krocich znazornéno interakci polymeru z surfaktantem. Je vidét,
Ze pii nizké koncentraci dochazi k spojovani polymernich vlaken, ale pfi vysoké koncen-

traci surfaktantu v roztoku vytvareji se samostatné micele na bo¢nich fetézcich polymeru.

Polymerni
molekula
e
+ surfaktant + surfaktant + surfaktant Oﬂ\ ‘&
— —— — -
Za N
Hydrofobni K>
ydroto ,nvl - Vysoka koncentrace
postranni fetézci P
0& surfaktantu — nesituje
Zesitovani postrannich fetézct pomoci ~— '::
surfaktantu 'ﬁ\
e
=e
N

Obrdazek 9 Interakce surfaktantu s postrannimi retézci polymeru (Odeh 2006)

Také pro polymer-surfaktant interakce je nutno zminit vliv koncentraci na povrchové na-
péti. Na obrazku 10 je znazornéno zavislost koncentraci surfaktantu v polymeru a ve vodé
na povrchovém napéti. Je vidét, Ze povrchové napéti klesa pfi zvySovani mnozstvi sur-
faktantu. U roztoku s polymerem dochazi ke tvorbé micel pii hodnoté CAC, ktera je nizsi
nez CMC, coz tika o tom, ze interakce s polymerem podporuji tvorbu micel. Ackoliv
interakce mezi surfaktantem a polymerem je stale ve stadii vyvijeni mizeme ¥ict, Ze in-
teraguje, jak pomoci hydrofobnich interakci, tak i elektrostatickych. V zavislosti na sur-

faktantu a polymeru miZe byt jind dominantni sila.
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Samotny surfaktant 4 H20

Samotny
polymerni roztok
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normalni tvorba
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/ log (koncentrace surfaktantu)\

Pocatek tvorby micel na Kritickd micelarni koncentrace (CMC)
polymeru (CAC)

Obrazek 10 Povrchove napéti slabé interagujici smési polymer / povrchove aktivni latka. Je také
zndzornéeno povrchové napeti samotné povrchové aktivni latky. (Taylor et al. 2007)

Ackoliv interakce mezi surfaktantem a polymerem se intenzivné zkouma, lze fict ze pre-
vladaji zejména hydrofobni interakce a elektrostatické. V zavislosti na konkrétnim sur-

faktantu a polymeru mtze se dominantni interakce liSit.
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2. Prakticka ¢éast

2.1 Pouzité materialy

Polykaprolakton

Poly-¢-kaprolakton (PCL) je linearni hydrofobni alifaticky semikrystalicky polymer syn-
tetizovany polymeraci za otevieni kruhu e-kaprolaktonu. PCL byl vybran diky jeho bio-
degradabilité, dobré rozpustnosti Vv organickych rozpoustédlech a jeho pomérné nizké
cené. (Sadasivuni 2017) Navic, PCL je schvaleny Utadem pro kontrolu potravin a 16¢iv

(FDA asiroce pouzivan v oblasti tkanového inzenyrstvi a dodavani 1é¢iv. (Hu et al. 2015)

i
+C—(CHy)s—O%;

Obrdzek 11 Chemicky vzorec PCL, kde n je pocet kaprolaktonovych jednotek (Mark 2009)

Vybrana antibakterialni latka

Jako modelova antibakteridlni latka pro tuto bakalafskou praci byla vybrana nova modu-
larni molekula s dlouhym hydrofobnim fetézcem, ktera ma strukturu podobnou surfak-
tantu (viz 1.3.1). Tato latka byla vyvinuta na Ustavu organické chemie a biochemie a
muze pusobit jako ucinna latka proti gram-pozitivnim a negativnim bakteriim. V tabul-

kach a grafech je dale znacen jako Antib
Alaptid

Chemicky nazev je (S)-8-Methyl-6,9-diazaspiro[4.5]decan-7,10-dione je znamy pod ob-
chodnim nazvem ,,Alaptid“. Alaptid byl vyvinut v 1980 letech a prokazuje velky poten-
cial pouziti pro urychleni 1éCby a regenerace poranéni kuize. (Opatrilova et al. 2013)
V ramci této bakalaiské prace Alaptid byl vybran jako druha latka pro porovnani kinetiky

uvolnovani. V tabulkéch a grafech je dale znacen jako Ala

o _N
H,C” * N 0
3 H

Obrdazek 12 Struktura (S)-Alaptidu (Radl et al. 1990)
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2.2 Pouzité metody

Priprava PCL nanovliken

Poly-¢e-kaprolakton (Mw = 43 000) byl rozpustén ve smési chloroform/ethanol (9:1 hm)
s koncentraci polymeru v roztoku 16 hm %. Roztok byl dobfe promichan a poté elektro-
staticky zvlaknén pomoci zafizeni NANOSPIDER™ pro vytvoteni kontrolni vrstvy bez
pridavku ucinné latky. Stejny postup byl pouzit pro vytvoteni nanovlaken s ptidavkem
alaptidu a vybrané antibakterialni latky. Konkrétn¢ pro alaptid 1 % hm a 2,5 % hm a pro
antibakterikum 2 % hm, 5 % hm a 10 % hm. V podstaté¢ byla pouzita metoda inkorporace

1é¢iva, ktera je podrobnéji popsana v odstavci 1.1.3.

Morfologie vlaken

Pro zkouméni morfologie nanovldken, z vyrobenych nanovlakennych vrstev byly vystfi-
Zeny malé vzorky (cca 5 mm x 5 mm) a naneseny na kovovy teréik. Nasledné byla nane-
sena vrstva zlata o tloustce 14 nm a vzorky byly analyzovany pomoci skenovaciho
elektronového mikroskopu TESCAN Vega 3SB. Priméry vlaken byly stanoveny pomoci
pocitatového programu Imagel a statisticky zpracované jako primérné hodnoty z bud’
100x nebo 200x méteni na riznych mistech pro kazdy druh zvlaknéného materialu. Ana-
lyzovany byly ob¢ strany nanovlakennych materialt (tj. lic a rub). Taky byla provedena
analyza nanovlaken s inkorporovanou antibakterialni latkou na konci experimentu (tj.
174. den).

In vitro test uvoliiovani ucinné latky

Disolu¢ni (rozpoustéci) studie jsou jednou z hlavnich charakteristik 1ékovych forem s
fizenym uvolfiovanim lé¢iva. Stanovuje se jimi uvoliiovani 1écivé latky z Iékové formy v
predepsané kapaling (disolu¢ni médium, disoluéni roztok) a v pfedepsaném Case. Pfestoze
se pouzivaji zejména k hodnoceni kvality 1é¢ivych pripravkl, odhaduje se na zakladé
jejich vysledka také biologicka dostupnost 1é¢ivé latky in vitro a bioekvivalence generic-
kych 1ékd, tj. pouZivaji se ke stanoveni shody s danymi pozadavky na disoluci, ktera se
hodnoti na zaklad¢ faktorti podobnosti a rozdilnosti. (Jiraskova 2015)

Pro zkoumani uvoliovani a¢inné latky v podminkach in vitro byly z nanovlakennych vrs-
tev kazdého materidlu vyfiznuty 3X malé nanovlakenné vzorky o primérné hmotnosti
(50+1) mg. Nasledné byly vzorky umistény do plastovych zkumavek s pufraénim rozto-

kem PBS (fosfatovy pufracni fyziologicky roztok pH = 7,4). Pro vzorky s alaptidem
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mnozstvi PBS bylo 20 ml a pro antibakterikum 5 ml. Poté byly vSechny vzorky inkubo-
vany v CO2 inkubatoru pii 37 ° C. V pfedem stanovenych ¢asovych intervalech (15 min,
0,5h,1h,3h,5h,7h,24h,48h, 72 h, 7 den, 14 den, a dale jednou za 2 tydny. Posledni
den experimentu je 174 den) bylo odebrano 1 ml roztoku a nahrazeno Cerstvym roztokem
PBS pro zachovani tzv. ,,sink* podminek (z anglického slova sink = vylevka). Tyto ,,sink*
podminky zohlednuji nulovou nebo nizkou koncentraci 1é¢ivé latky v disoluénim médiu
v prubéhu experimentu tak, aby nedochazelo ke zméné koncentracniho gradientu a ovliv-
néni procesu disoluce. (Jiraskova 2015)

Odebrané vzorky po celou dobu experimenty byly chranény v lednici. Po 7 dnech expe-
rimentu tyto vzorky byly pfipravené na vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
(HPLC) pro zjisténi kumulativniho mnozstvi uvolnéné inkorporované latky. Mnozstvi

uvolnéné latky bylo vypocitano podle vzorce:

Ct-1

My = ¢ Vi + Voan Z Ci
c;=1
Kde M; [mg/1] — mnozstvi uvolnéné latky v Case t, c¢; [mg/1] — koncentrace latky v ode-
braném vzorku v Case t, V,, — objem uvoliovaciho media (20 a 5 ml pro alaptid a anti-
bakterialni latky), V,4p — objem odebraného vzorku (1 ml). Vysledky byly statisticky

zpracovany a vyneseny do grafu v zavislosti na Case.

Piiprava pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC)

Uvolnovani latek z nanovldkennych PCL vrstev bylo kvantifikovano pomoci vysoce
uc¢inné kapalinové chromatografie. Pti analyze vyluhii z nanovlakennych materiala byly
vzorky nejprve nafedény 90 % acetonitrilem (ACN) v poméru 1:10 (150 pl vzorku, 1500
ul ACN). Pro odstranéni moznych necistot promichany vzorek byl ptefiltrovan pies ny-
lonovy stiikackovy filtr o priméru 13 mm s velikosti port 0,22 pum do 2 ml vialky. Vialka
byla poté umisténa do métici komory pfistroje.

Méreni velikosti ¢astic

Pro zjisténi velikosti Castic antibakterialni latky byla pouzita metoda dynamického roz-
ptylu svétla (DLS) na zafizeni Zetasizer Nano ZS. Je to technika, kterou lze pouzit ke

stanoveni profilu distribuce velikosti malych ¢astic v suspenzi nebo polymert v roztoku.

(Berne a Pecora 2000). Vzorek cistého prasku antibakterialni latky byl dispergovan
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v methanolu (alaptid byl dispergovan ve vod¢) a zméten tiikrat. Vysledky byly zaneseny
do grafu.

Meéfeni sorpce vody nanovlakennym materialem s pridavkem antibakterialni latky
Meéfteni sorpce inkorporované antibakteridlni latky v polymerni matrice bylo provadéno
metodou dynamiky vzlinani kapalin pomoci Mikrotensiometru Kriiss K121. Z kazdého
druhu polymerniho materidlu o rizné koncentrace inkorporovaného 1éciva bylo vystfi-
zeno nékolik vzorkl o rozmérech 30 x 30 mm. Pak vzorek byl vlozen do drzaku a umistén
nad nadobkou s vodou Vv prostoru zatizeni. Pomoci pocitacového softwaru bylo zméfeno
rychlost narastu hmotnosti sorbované kapaliny do nanovlakenného materialu v zavislosti

na Casu. Data byla statisticky zpracovana a zanesena do grafu.

Drzak

Vzorek

Kapalina

Obrazek 13 Schematické znazornéni metody sorpce nanovildakenného materialu
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2.3 Vysledky a diskuze

2.3.1 Morfologicka analyza nanovlaken

Analyza PCL vlakna s pridavkem antibakterialni latky

Na snimkach z SEM (obr. 13) neni vidét, Ze se morfologie vlaken vyrazné zménila S pfi-
davkem antibakteridlni latky. Nicméné statistické zpracovani namétenych pruméru uka-
zalo statistické rozdily mezi materidly (obr. 14). Navic, se zvySujici se koncentraci
pfidané antibakteridlni latky se na nanovlakennych vrstvach vyskytovaly ¢astice. Lze
predpokladat, Ze to mize byt inkorporovana antibakterialni latka, ktera je navdzana na

polymerni matrici.

Také bylo pozorovano zlepSeni kvality vldken. Pro €isté PCL je typické velké mnoZstvi
nehomogenity a riznych defekti, coz miize byt také zptisobeno nedostate¢nou roztaznosti
vlaken pii procesu elektrostatického zvldknovani. S pfidavkem surfaktantu defekty se
¢aste¢n¢ zmizely, pravdépodobné v disledku snizeni povrchového napéti a tim stabilizaci
procesu. (Abutaleb et al. 2017) Také je nutno zminit rozdil mezi licovou a rubovou strany,
coz bylo nejvice patrné u ¢istého PCL. Pocet defektii i mikronovych vldken byl znaéné
vy$$i, ale po pfidani surfaktantu i na rubové Casti bylo pozorovano zmenSeni poctu de-

fektu a jejich praméru.

Pti porovnani licové a rubové Casti bylo pozorovano objev ¢astic na obou stranéch, ale u
rubové Casti na rozdil od licové uz 1 pti koncentraci 2 % hm ptidavku antibakterialni latky.
Takeé je videt, Ze pocet Castic na povrchu vlaken je vétsi nez u licové strany. Muzeme
ud¢lat predpoklad, Ze toto je spojeno s dobrou rozpustnosti antibakterialni latky polymer-
nim roztoku a pfi procesu elektrostatického zvldknovani latka byla inkorporovana

ve vétsi €asti uvnitt polymerni matrici. Snimky s porovnanim licové a rubové ¢asti pii

rizném zvétSeni je znazornéno niZe.
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Obrazek 14 Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu - 4 snimky v r/adku s riiznym zvét-
Senim pro kazdy vzorek (prvni dva v radé pro lic stranu a posledni dva pro rub stranu): a) cisté
PCL vidkna,; b) PCL vidkna s pridavkem 2 hm. % antibakterialni latky,; ¢) PCL vidkna s
pridavkem 5 hm. % antibakterialni latky,; d) PCL vidkna s pridavkem 10 hm. % antibakterialni
latky. Meéritko ukazuje 50 pum pro 1000x zvetseni a 10 um pro 5000x zvétseni.
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Pomoci pocitacového programu ImageJ byly zméfeny priméry vlaken. Do tabulek nize
byly vyneseny hodnoty medianu, stiedni hodnoty (ozna¢eno jako Stf. hodnota), sméro-
datné odchylky (oznaceno jako Smér. odch) a intervalu spolehlivosti pro 95 % zmétenych
hodnot v zavislosti na mediané (oznaceno jak 95 % IS). Bylo to udélano z toho divod,
ze velkd mikronova vldkna znac¢né zkresluji vysledky stfedni hodnoty a smérodatné od-
chylky, a proto je vhodné&jsi brat v uvahu hodnoty medidnu a intervalu spolehlivosti.
Vsechny vysledky jsou znazornéné nize.

Tabulka 1 Statistické hodnoty priimérii viaken pro licovou cast vzorkii s pridavkem antibakteri-
alni latky. Celkem pro kazdy vzorek bylo naméreno 200 hodnot.

PCL Antib 2 % Antib 5 % Antib 10 %
Median [nm] 295,0 402,5 377,5 290,5
Str. hodnota [nm]  359,0 475,1 580,7 358,8
Smer. odch. [nm]  450,9 281,9 512,1 303,5
95% IS [nm] 296,1-421,9 4358-514,4 509,3-652,1 3435-4281

Tabulka 2 Statistické hodnoty priiméri vidken pro rubovou édst vzorkii s pridavkem antibakteri-
alni latky. Celkem pro kazdy vzorek bylo nameéreno 100 hodnot.

PCL Antib 2 % Antib 5 % Antib 10 %
Median [nm] 1219,0 373,5 654,5 338,5
St hodnota [nm] = 1487 527,7 968,2 408,4
Smer. odch. [nm] 1119 722,5 789,7 188,4
95% IS [nm] 899,0 - 1557 326,0-464,0 551,0-781,0 314,0-357,0

Stfedni hodnoty primérti nanovlaken polykaprolaktonu s ptidavkem antibakterialni latky
se pohybovaly v rozmezi 350-600 nm. Nékteré vlakna byly v jednotkach mikronu. Nej-
mensi pruméry vldken byly u 10 % hm. antibakterialni latky a u samotného PCL. Na
obrazku 15 jsou zndzornény box-ploty distribuci priméru vldken vcetné statisticky vy-
znamnych rozdild. VSechny zmétené statisticky hodnoty jsou zndzornény v tabulkach ¢.1
az2.
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Praméry vliaken PCL + antibakterialni latka
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Obrazek 15 Boxplot rozlozeni distribuci priimeru vidaken pro nanovlakna PCL s riiznym pridav-
kem antibakterialni latky pred experimentem; * oznacuje statisticky vyznamné rozdily mezi box-

ploty.
Analyza PCL vldkna s pridavkem alaptidu

Na snimkach z SEM (Obr. 16) je vidét u samotného PCL podobné defekty jako v pred-
chézejici analyze s ptfidavkem antibakteridlni latky. ZvySovani obsahu léciva vedlo ke
sniZeni poCtu ,.kapicek* a zvySeni hladkosti vrstev. U vzorku s vétsi koncentraci alaptidu
je zaznamenano defekty, které jsou rozdilné od typickych defekti PCL a maji velikost

podobné ¢istému prasku alaptidu.

1000x 5000x

A S | A Aso%
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Obrdzek 16 Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu - 2 snimky v 7adku s riiznym zvét-
Senim pro kazdy vzorek: a) cisté PCL vidkna; b) PCL viakna s pridavkem 1 hm. % alaptidu; c)
PCL vidkna s pridavkem 1,5 hm. % alaptidu; d) PCL vidkna s pridavkem 2,5 hm. % alaptidu.

Pomoci pocitacového programu Image] byly zméfené priméry vldken. Vzhledem
k tomu, Ze licova a rubova strana vypadaly dost podobn¢ bylo zméteno 100 hodnot do-
hromady pro licovou a rubovou strany. Do tab. 3 byly vynesené hodnoty medianu, stfedni
hodnoty (oznaéeno jako Sti. hodnota), smérodatné odchylky (oznaceno jako Smér. odch)
a intervalu spolehlivosti pro 95 % zmétfenych hodnot v zavislosti na medidné (oznac¢eno
jak 95 % IS). Stejné jak v piipadu s antibakterialni latkou vétsi pozornost byla vénovana

hodnoté medianu a intervalu spolehlivosti.
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Tabulka 3 Statistické hodnoty priméri viaken pro vzorky s pridavkem alaptidu. Celkem pro
kazdy vzorek bylo naméreno 100 hodnot.

PCL Alal% Alal,5%
Median [nm] 3415 299,0 275,0
Str. hodnota [nm]  535,5 385,8 391,0
Smer. odch. [nm]  435,9 358,3 383,8
95% IS [nm] 315,0-396,0 253,0-357,0 240,0-308,0

Ala 2,5 %
2515

315,5

239,8

228,0 — 296,0

Stiedni hodnota priméri nanovladken polykaprolaktonu s ptidavkem alaptidu se pohybuji

v rozmezi 300-550 nm. Stejné jako u materiald s inkorporovanou antibakteridlni latkou,

nékteré vlakna byly v jednotkach mikronu. Na obrazku 17 je zndzornéno distribuci roz-

loZeni priméru vldken vcetné statisticky vyznamnych rozdilti. Podle zminéného obrazku

a Tab. 3 je vidét, Ze se morfologie vladken ménila v zavislosti na koncentraci ptidané¢ho

alaptidu. Mezikvartilové rozpéti priméru vlaken se zuzovaly v zavislosti na mnozstvi pii-

daného alaptidu, coz mize byt vysvétleno kompatibilnosti roztoku polymeru s ptidava-

nym lé¢ivem. (Zeng et al. 2005).

Praméry vlaken PCL + Alaptid
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Obrazek 17 Boxplot rozlozeni distribuci priimeru vidken pro nanovlakna PCL s riiznym pridav-
kem alaptidu, * oznacuje statisticky vyznamné rozdily mezi boxploty.
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2.3.2 Vysledky uvoliiovani latek z nanovlikenného materialu
Kinetika uvoliovani alaptidu i antibakterialni byla studovana v podminkach in vitro pti
ruznych pocatecnich zatizenich. Vzorky byli zkoumany v roztoku PBS (pH 7.,4) a udrzo-

vany pfi teploté 37 °C.

Antibakterialni latka

Na rozdil od o¢ekavaného priub&hu uvolnovani, pro vzorky s pridavkem antibakterialni
latky nebylo zaznamenano uvoliiovani latky ani na 60. den od zacatku experimentu. Je
moznym, ze jednim z hlavnich diivodu jsou silné hydrofobni interakce mezi hydrofobnim
fetézcem lé¢iva a polymernim vlaknem, coz zabranuje ptistupu tekutiny (v naSem piipadé
PBS) a uvoliiovani pomoci difuzi. (Srikar et al. 2008) V tomto piipadé difuze nejspise
nemize byt dominantnim mechanismem a lze ptedpokladat, ze k ¢asteénému uvoliiovani
latky dojde pfi plné nebo alespon Castecné degradaci polymerni matrici. (viz 1.2.2)
Nicméné PCL vlakna maji ¢as degradace kolem dvou let, ale 1ze predpokladat ¢aste¢nou
erozi uz po nékolika mésicu. (Sun et al. 2006) Proto in vitro experiment nebyl zcela za-
staven, a nanovladkenné vzorky se stale inkubovaly po dobu cca ptl roku s pravidelnymi
odbéry. Z divodu technickych komplikaci na zatizeni HPLC, zatim se ale nepodafilo
zm¢éfit vzorky, odebrané v pozdnich Casech (po 4-5 mésicich). Navic pfi srovnani snimku
z SEM pred a po experimentu je vidét, Ze k degradace vldken nedoslo a celkova morfo-
logie vyrazné se nezménila za vyjimkou né€kolika novych aglomerati ¢astic.

Dulezitym faktorem pii uvolnovani 1é¢iva je jeho kompatibilita s roztokem polymeru.
Spatné rozpustna latka s polymernim roztoku s velkou jistotou po procesu elektrostatic-
kého zvlaknovani dostane se hlavné na povrch vlaken, kde nasledné dojde, K jiz nékoli-
krat zminénému explozivnimu uvoliovani. Zatimco pouzita antibakterialni latka ma
velmi dobrou rozpustnost, a tedy i v polarnich rozpoustédlech jako chloroform a ethanol.
Proto mtzeme piedpokladat, Zze pravdépodobné latka byla homogenné rozptylena v na-
novlaknech a k jejimu uvolnovani dojde pti degradaci téchto vlaken. (Zeng et al. 2005)
Pro kontrolu spravnosti méteni na HPCL byla provedend analyza, metodou standardniho
ptidavku, jejiz vysledky je zobrazeno na obrazku 18. Na grafu je znazornéna zavislost
absorbance pii hodnoté 262 nm na retencnim ¢ase. Modra ¢ara znazornuje absorbance 2
hm % antibakterialni latky po 7 dnech experimentu. Cervena ¢ara ukazuje na absorbance
standardniho pridavku 200 mg/l, coz je Cisty rozpoustény prasek léciva. Zelena Cara
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zndzornuje absorbance 2 hm % antibakteridlni latky po 7 dnech experimentu spolu
se standardnim ptidavkem. Jak je patrné z grafu zelend a ¢ervend ¢ara maji skoro stejné
piky, zatimco modra ¢ara zadné piky nema. Tento graf ukazuje nato, ze se 1é¢ivo opravdu
nebylo detekovano ani na 7. den piesto méfeni HPLC bylo skute¢né schopné detekovat

uvoliovani antibakterialni latky.

< - antib 2%, 7D

:. 80 antib 2%, 7D + Stand. pfidavek
& 60~ — Stand. pfidavek 200 mg/l
N 40-

[+}]
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Obrazek 18 Graf absorbance vzorkii v zavislosti na case
Kinetika uvoliiovani alaptidu
Pro vzorky s alaptidem bylo zaznamenano rychlé uvoliiovani vétsiny zaélenéné latky bé-
hem prvnich 24 hodin. Kinetiku uvoliiovani alaptidu lze rozdélit do dvou ¢asti. Prvni ¢ast
trva kolem hodiny, za které se uvolniuje kolem 60 % zaclenéné latky. Déle rychlost uvol-
novani klesd s pomalym naristem koncentraci l1é¢iva v disoluénim mediu. Rychly nartst
1ze vysvétlit uvoliiovanim alaptidu z povrchu nanovldkenné matrici, coz souvisi s jevem
,»angl. burst effect” neboli explozivni uvoliovani, ktery byl popsan v odstavci 1.2.1. Jeli-
koZ za dominantni mechanismus uvolnovani lze pravdépodobné povaZovat prostou di-
fuzi, pro Castice v blizkosti stiedu vlakenné matrici trva delsi dobu migrace smérem
k povrchu, coz vede ke snizovani rychlosti uvoliiovani 1é¢iva v Case.
Za 24 hodiny uvolnilo se kolem 90-95 % od hodnoty inkorporované latky. Dale koncen-
trace uvolnéné latky fluktuje kolem 100 %. Graf uvolnovani alaptidu jsou znazornéné

nize.
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Kinetika uvolinovani alaptidu
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Obrazek 19 Graf kinetiky uvoliovani alaptidu v zavislosti na case.
Navic byla také zmétena kinetika uvoliovani pro koncentraci 1.5 % hm, a vzhledem
Kk tomu, Ze zatim nebylo experimentaln¢ zjisténo skute¢né mnozstvi inkorporované latky
nelze provést vypocet procentudlniho mnozstvi uvolnéné latky pro porovnani z jinymi
vzorky. Nicméng, uvolnéné mnozstvi byly v souladu s hodnotou piedpovidanou na za-

kladé vypoctu z ptivodniho mnozstvi a hmotnosti vlakenného vzorku.

Z namétenych hodnot se dé fict, Ze inkorporovani alaptidu do nanovldkenné PCL matrici
probéhlo uspésné a po explozivnim uvolnéni ur¢itého mnozstvi dochazelo k celkem fi-

zené kinetice uvolinovani.

Kinetika alaptidi jiz byla studovana, ale v této praci bylo brana v avahu piedchozi zku-
Senosti a v navrchu experimentu bylo provedeno nékolik zmén: a) objem disolu¢niho
média byl zvySen pro dosahnuti ,,sink” podminek (viz 2.2), b) byly eliminovény sekun-
darni proménné, které neovliviiovaly kinetiku, ¢) byl zvysen pocet odbéri d) byla ptidana

koncentrace 1,5 % hm alaptidu. (Asatiani 2018)

2.3.3 Morfologicka analyza vlikna s pridavkem antibakterialni latky po experi-
mentu

Po ukonceni experimentu s pfidavkem antibakterialni latky vzorky byly vysuSeny a vy-
foceny pomoci SEM. Vysledky jsou znazornény na obr. 20. Také bylo zaznamenano né-
rusty nezjisténé ptirody na vlaknech. Vzhledem k tomu, Ze pouzita antibakterialni latka

ma dobrou rozpustnost 1ze predpoklédat silnou interakci 1é¢iva s polymerni matrici. Da
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se fict, Ze se 1éCivo drzi silnymi nevazebnimi interakcemi s polymernim vldknem. Taky
na vléknech s ptidavkem surfaktantu bylo pozorovano rizné defekty podobné foliim a
rizné nepravidelné objekty na nich umisténé. Vzhledem k tomu, ze antibakterialni latka
ma strukturu surfaktantu lze pfedpokladat, Ze tyto defekty mohly byt zpisobené znacnym
snizenim povrchového napéti v roztoku (viz 1.3.2). Rozpousténé 1é¢ivo obalilo polymerni
vlakna pti procesu elektrostatického zvlakiovani a nerozpousténé ¢asticky 1é¢iva mohly
uvaznout ve velmi viskdznim rozpousténém 1é¢ive. Ze snimku SEM je vidét, ze k degra-
dacineboli eroze vlaken ve znacné mire nedoslo, a proto 1ze piredpokladat, ze i na posledni

den experimentu tj. 174 den 1é¢ivo se neuvolni.

1000x

'3 \ NS 4
SEMHV:200kV  SEM MAG: 1.00 kx SEMHV:200kV  SEM MAG: 5.00 kx L
WD: 8.23 mm Det: SE 50 pm WD: 8.25 mm Det: SE 10 pm

4 x {
SEMHV:200KkV  SEM MAG: 1.00 kx | vecas TESCAN[l  SEM HV:20.0kv  SEM MAG: 5.00 kx L1 VEGA3 TESCAN]
WD: 8.52 mm Det: SE 50 pm WD: .58 mm Det: SE 10 pm
BioE TUL BioE TUL

C) Antib 5 %

SEMHV:200KV  SEM MAG: 1.00 kx | vecas TEscanfll  SEM HV:200kv  SEM MAG: 5.00 kx L VEGAS TESCAN]
WD: 8.45 mm Det: SE 50 pm WD: 8.45 mm Det: SE 10 pm
BioE TUL BioE TUL

37



Obrazek 20 Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu - 2 snimky v rFadku s riiznym zvét-
Senim pro kazdy vzorek: a) ¢isté PCL vilakna, b) PCL vidkna s pridavkem 2 hm. % antibakterialni
latky, ¢) PCL vlakna s pridavkem 5 hm. % antibakterialni latky,; d) PCL vidkna s pridavkem 10
hm. % antibakterialni latky. Meritko ukazuje 50 um pro 1000x zvetseni a 10 pm pro 5000x
zveétSeni.

2.3.4 Méfeni sorpce
Mg¢feni sorpce polymerniho materidlu s riznym zatizeni antibakterialni latky bylo prova-
déno dvakrat pro kazdy vzorek. Analyza dat byla provedena pomoci pouZziti Washbur-
nové methody. Washburnova teorie fika, ze pokud se porézni pevna latka dostane do
kontaktu s kapalinou, takze pevna latka neni v kapaliné ponofena, ale spise se dotyka
povrchu kapaliny, pak vzestup kapaliny do port pevné latky zptisobeny kapilarnim ptiso-
benim fidi se nasledujicimi rovnicemi:

t = Am?
Kde t je Cas po kontaktu pevné latky a kapaliny, A je konstanta, ktera je zavisla na vlast-
nostech kapaliny a pevné latky a m je hmotnost kapaliny nasavané do pevné latky. Po
upravé toho vztahu dosazenim proménnych za A dostaneme:

m? c-p?-0-cos@

t n
Kde  — viskozita kapaliny, p — hustota kapaliny, o — povrchové napéti kapaliny, 6 — kon-

taktni thel mezi pevnou latkou a kapalinou a ¢ — materidlova konstanta, ktera je zavisla
na porézni architektufe pevné latky. Leva strana vzorku znazoriiuje experimentalné na-
méfena data. (Kriiss 1996)

Z naméienych dat byla ud€lena zavislost kvadratu hmotnosti v zavislosti na ¢ase. Hod-
noty byly extrapolovany na nulovou hodnotu (tj byl pfidan pro vSechny data pocatecni
bod [0;0]. Vysledny graf je znazornén na obrazku 21. Pro zjisténi hodnoty smérnice
piimky, coz vyjadiuje rychlost nasdvani kapaliny do pevného materialu byl udélan stejny

graf zavislosti, ale pro prvnich 6 bodu v¢etné smérodatnych odchylek. (Obr. 22)
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Obrazek 21 Zavislost kvadratu hmotnosti na case pro vzorky s riiznym mnozstvim inkorporo-
vané antibakterialni latky (cely experiment)
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Obrazek 22 Zavislost kvadratu hmotnosti na case pro vzorky s riiznym mnozstvim inkorporo-
vané antibakterialni latky véetné smérodatnych odchylek (prvni 6 bodu)

Tabulka 4 Hodnoty smérnice primky pro vzorky s riznym pridavkem antibakteridlni latky
PCL Antib 2 % Antib 5 % Antib 10 %
Smérnice primky | 0,01088 0,01072 0,009358 0,008807

Na obrazku 22 je vidét, ze existuje urcita zavislost mezi mnozstvim piidaného 1é¢iva a
kvadratu hmotnosti nasavané kapaliny. V tab. 4 je zobrazena hodnota smérnici linii trendu
pro prvnich 6 bodu, ktera ukazuje, ze ¢isté PCL méa nejvyssi rychlost narustu kvadratu

hmotnosti. Toto mize byt zpisobeno hydrofobicitou materialu a hodnotou saturace
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vzorki. Z obr. 22 je vidét, ze v prvni okamzik méfeni 10 % hm Antib ma nejveétsi mnoz-
stvi sorbované vody, zatimco Cist¢ PCL ma nejmensi. Déle je vidét rychlejsi narist PCL
0% Vv porovnani se vzorky s piidavkem Ié¢iva. Je to zptsobeno rychlou saturaci vzorku
s vétsim obsahem 1é¢iva. Po piekro¢eni dochazi jenom k pomalému narastu hmotnosti,
coz odpovida pozorovanym zménam b&hem méfeni. Vzorek s obsahem antibakteridlni
latky 10 % hm mnohem rychleji smécel nez bez 1éCiva. Taky lze vidét na obr. 21 po 30
sekundach, ze vSechny kiivky nachézi v tésné blizkosti vedle sebe s pomalym narustem,
coz taky sveéd¢i o saturaci vzorku.

I kdyz tento experiment ukazuje na urcitou zavislost mezi mnozstvim pfidané latky a jeji
vliv na hydrofobnost materialt, je nutné si uvédomit, ze smérodatné odchylky jednotli-

vych méfeni se do zna¢né miry vzajemné prekryvaji.

2.3.5 Vysledky z méreni velikosti ¢astic

Cista antibakterialni latka a alaptid byly dispergovany v malém mnoZstvi ptislusného dis-
perzniho media - methanol pro antibakterikum a voda pro alaptid. Nasledné vzorky byly
zmé&feny pomoci piistroje Zetasizer. Pro kazdou latku bylo provedeno 3 méfeni s kratkym
intervalem a vysledky rozlozeni velikosti ¢astic byly vynesené do grafu zavislosti inten-
zity na velikosti ¢astice. Na obrazku 23 je znazornéno rozlozeni velikosti ¢astic alaptidu.
Vysledky jednotlivych méteni vysly dost blizko sebe a hodnoty piku pohybuji kolem 400
nm. Spolehlivost méfeni Caste¢né potvrzuje i tvar autokorelacni ktivky, ktera souvisi
s pohybem c¢astic v suspenze. Velké Castice se pohybuji pomalu, zatimco mensi ¢éstice
se pohybuji rychle. Pii métfeni velkych ¢astic, autokorela¢ni funkce bude pomalejsi nez u
malych &astic. (Sev et al. 2014) Autokorela¢ni funkce pro alaptid (obr. 24) vysla unimo-
dalni a shoduje se pro tfi rizné méteni, a proto Ize fict, Ze pfipraveny vzorek suspenze

byl po dobu méfeni pomérné stabilni.

RozlozZeni velikosti podle intenzity

Intenzita (%]

Velikost [d.nm]

Record 398: Alaptid v Hz20 1 Record 399: Alaptid v Hz20 2
Record 400: Alaptid v H20 3

Obrazek 23 Rozlozeni velikosti castic alaptidu podle intenzity signalu
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Obrazek 24 Autokorelacni krivka pro méreni velikosti castic alaptidu

Pro antibakterialni latku méfeni

kém rozlozeni kolem sebe po celou dobu méfeni, jak to bylo napi. u méfeni alaptidu. Na
obrazku 25 je vidét, ze kazda z kiivek ma ne€kolik piku, které nekoresponduji S ostatnimi
meéfeni. Tedy z grafu nemiizeme jednoznac¢né urcit velikost ¢astic zkoumané latky, pro-
toze rozpoustény vzorek je ptilis polydisperzni. Toto mize byt zpisobeno velmi dobrou
rozpustnosti antibakterialni latky v polarnich rozpoustédlech, kvuli ¢emu nelze vytvofit
suspenzi. Autokorelaéni funkce na obrazku 26 taky je velmi odlisna od o¢ekavaného

tvaru, jak to bylo napf. u alaptidu (obr. 24). Je vidét pfitomnost zna¢ného mnozstvi Sumu

vyslo jinak. Obvykle se ocekava jeden dva piky v bliz-

a absenci jasné korelace, coz znamena nespravnost danych vysledk.

Intenzita [%]

RozloZeni velikosti podle intenzity

Velikost [d.nm]

Record 2: Antib v MeOH 1
Record 4: Antib v MeOH 3

Record 3: Antib v MeOH 2

Obrazek 25 Rozlozeni velikosti castic antibakterialni latky podle intenzity signalu
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Obrazek 26 Autokorelacni krivka pro méereni velikosti castic antibakterialni latky

2.4 Zavér

V dnesni dob¢ tizené systémy l1€Civ na bazi elektrostaticky zvlaknénych nanovlaken jsou
ve fazi stalého vyvijeni. Diky svému velkému potencialu v oblasti personalizované me-
diciny ziskavaji vétsi pozornost. Zaroven se stale hledaji moZnosti vyvijeni latek, které
by byly schopné nahradit antibiotika. Cilem této studie bylo inkorporace vybrané anti-
bakterialni latky, kterd mé strukturu surfaktantu do polymerni matrici polykaprolaktonu
a zjisténi kinetiky uvolilovani v podminkach in vitro. Kvili tomu, Ze antibakterikum mél
neo¢ekavané chovani a nebylo zaznamenano uvolfiovani ani po dvou mésicich byl pro-
veden podobny experiment s alaptidem.

Nejprve byly uspésné vyrobeny nanovlakenné vrstvy polykaprolaktonu pomoci techno-
logie elektrostatického zvladknovani. Pti analyze SEM bylo zjisténo, ze pfidanim léciva
priméry vlaken PCL zmenSovaly a defekty typické pro PCL pfi procesu elektrostatického

zvlaknovani (napf. kapicky polymeru) ¢astecné zmizely.
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Poté byl proveden experiment uvoliiovani inkorporovanych latek v podminkach in vitro.
Pro alaptid byla zjisténa kinetika s rychlym uvolfiovanim v prvnich hodinach a postup-
nym uvoliiovanim veskeré zaclenéné latky béhem nékolika dni. Pro antibakterialni latku
naopak nebyla zjisténa zadna Kinetika i na 60 den. Jeden z moznych dtivodu je dobra
kompatibilita 1é¢iva s polymerni matrici, coz piivedlo ke silnym hydrofobnim interakcim
a inkapsulace 1é¢iva v polymerni matrici. Zatimco u alaptidu za dominantni mechanismus

difuze, u antibakterialni latky lze ptfedpokladat uvoliiovani erozi polymerni matrici.

Velikost Castic antimikrobidlni latky nebyla zméfend kvili jeji dobrému rozpousténi a
nemoznosti vytvofit suspenzi. VSak bylo zaznamendno nepatrné zvyseni hydrofilnosti
materialu pomoci méfeni sorpce, coz ale mize byt vysvétleno i celkovou zménou morfo-

logie vlaken inkorporaci antibakterialni latky.

Ze ziskanych vysledki lze fict, ze inkorporace obou vybranych latek do polymerni ma-
trici prob&hlo Gspésné, ale hypotéza ohledné difuze jako hlavniho mechanismu uvolio-

vani antibakteridlni latky zatim nebyla potvrzena.

Vybrana antimikrobialni latka ma slozitou modularni strukturu, a proto vyZaduje pokra-
covani studii. Jako hlavni vyhledy do budoucna jsou nékolik bodi, a to zejména opako-
vani experimentu s uvoliiovanim antibakterialni latky do jiného disolu¢niho media (ve
kterém by se PCL mohlo zaroven enzymaticky degradovat). Vhledem Kk upiesnéni okol-
nich podminek in vitro experimentu a ziskani vétsiho poctu dat, je nyni potfeba hlubsi
analyza kinetiky uvoliovani (zejména fitace do matematickych modeld). Nakonec, je
nutné provést analyzu EDX pro ovéfené toho, zda pozorované ¢astice na povrchu vlaken

pied a po experimentu byly skute¢né inkorporovanou antibakteridlni latkou.
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